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ROSMARINIK ASITiN INSAN KOLON KANSERINDE OTOFAIJIK ETKISi

AUTOPHAGIC EFFECT OF ROSMARINIC ACID ON HUMAN COLON CANCER
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Amag: Kolon kanseri en agresif kanser tiiridir ve tedavilerin
yetersiz olmasindan kaynakli ileri agsamalarda kot prognoz ile
karakterizedir. Rosmarinik asit (RA) kolon, pankreas, prostat,
karaciger ve multipl miyelom dahil olmak uzere gesitli
kanserlerdeki lezyonlara karsi etkili oldugu kanitlanmistir.
Calismamizda lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan hiicresel hasar
ve otofaji lizerine rosmarinik asitin kolon kanseri hicrelerine
etkisini aragtirmayi amagladik.

Yontem: Calismamizda insan kolon kanseri Caco-2 (HTB-37)
hicre hatti kullanildi. Kontrol, LPS, RA ve LPS+RA olmak tizere 4
grup dizayn edildi. Caco-2 igin 200 pug/mL RA dozu ve LPS dozu 10
ug/ml kullanildi. Caco-2 hiicre hatlari kiltire edildikten sonra
Beclin-1, p62 ve LC3 proteinlerinin hicresel lokalizasyonlarini
belirlemek igin immunohistokimyasal analizler gergeklestirildi.
Otofajik yolaktaki bu proteinlerin ifadesini belirlemek igin
western blot analizleri yapildi.

Bulgular: LPS hasari olusturulan grupta kontrol grubuna goére
otofajik protein ifadesi yiksek bulunmustur (p<0,05). LPS+RA
verilen grupta diger gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Sonug: Sonug olarak, Caco-2 kolon kanser hiicrelerinde LPS ile
hasar olusturuldugunda otofaji yolagindaki Beclin 1, p62 ve LC3
6nemli proteinlerin ifadelerinde azalma ancak rosmarinik asit ile
tedavi edilen grupta protein ifadelerinde artis oldugunu tespit
ettik. Bu ¢alisma ile rosmarinik asitin kolon kanseri hicrelerinin
otofaji yolaginda 6nemli proteinlerin degredasyonuna karsi klinik
etkilerinin tespit edilebilmesi icin daha kapsamli galismalarin
yapilmasi gerektigini 6nermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Caco-2, rosmarinik asit, Beclin 1, p62, LC3,
LPS

ABSTRACT

Objective: Colon cancer is the most aggressive type of cancer and
is characterized by a inefficient prognosis in advanced stages due
to inadequate treatment. Rosmarinic acid (RA) has been shown to
be effective against lesions in various cancers, including colon,
pancreatic, prostate, liver and multiple myeloma. In our study, we
aimed to investigate the effect of rosmarinic acid on
lipopolysaccharide (LPS)-induced cell damage and autophagy in
colorectal cancer cells.

Method: The human colon cancer cell line Caco-2 (HTB-37) was
used in our study. 4 groups were formed: Control, LPS, RA and
LPS+RA. For Caco-2, an RA dose of 200 pg/ml and an LPS dose of 10
ug/ml were used. After the Caco-2 cell lines were cultured,
immunohistochemical analyzes were performed to determine the
cellular localizations of Beclin-1, p62 and LC3 proteins. Western
blot analyzes were performed to determine the expression of these
proteins in the autophagic pathway.

Results: Autophagic protein expression was found to be higher in
the LPS-damaged group compared to the control group (p<0,05). It
was found to be statistically significant in the LPS+RA group
compared to the other groups (p<0,05).

Conclusion: As a result, we found that when LPS-induced damage
was induced in Caco-2 colon cancer cells, there was a decrease in
the expression of important Beclin 1, p62 and LC3 proteins in the
autophagy pathway, but an increase in their protein expression in
the rosmarinicacid-treated group. In conclusion, with this study we
suggest that more comprehensive studies should be conducted to
determine the clinical effect of rosmarinic acid against the
degradation of key proteins in the autophagy pathway in colorectal
cancer cells.
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Corumluoglu ve Alimogullari, RA’nin Otofajik Etkisi

Girig

Kolorektal kanser (CRC), sindirim sisteminin sik goriilen
malign timorlerinden biridir ve gorilme sikhig mide ve
dzofagus kanserlerinden sonra ikinci siradadirl. Rektum
kanserlerinin  %90'Indan fazlasi, cerrahi eksizyonla
cikarilabilen  adenokarsinomlardir.  Ancak  cerrahi
eksizyonun sonuglari rektum kanserinin evresine baglidir.
Tek basina cerrahi eksizyonun ve cerrahi eksizyonu
takiben radyoterapi (RT) ile karsilastirildiginda, rektum
kanserinin lokal tekrarlama riskinin daha yiksek oldugu
bulunmustur?. Kolorektal kanser (CRC), erkeklerde
Uglincii, kadinlarda ise ikinci en sik gorulen tiimordir ve
diinya capindaki tim timor cesitlerinin %10'unu
olusturur. Erkeklerde goérilme sikligi %25 daha yiksektir
ve iilkeler arasinda buyiik farkhliklar gésterir®*.

Kanser hicrelerinde ubikuitin-proteazom sistemininde
(UPS) iginde oldugu protein hemostasizin (proteostaz)
sekteye ugradigl bilinmektedir®. Genom sekanslama
calismalari, kanser hiicre genomunun protein kodlama
sekanslarinda yizlerce nokta mutasyonlarinin oldugunu
ortaya ¢ikarmistir®. Bu durumda, kanser hiicrelerindeki bu
proteinler, protein kalite kontrol sistemine asirn yik
olusturacak ve UPS aracihigiyla yikima ugratilacaktir’.
Yapilan ¢alismalar, kanserin baslangicinda  otofaji
aktivitérlerinin kanser gelisimini engelledigi®, fakat ileri
diizey kanserlerde hem aktive edici hem de inhibe edici
ajanlarin tedaviye yénelik kullanimi énerilmistir®. Yine
kolorektal kanserli hastalarda p97/VCP (ATPaz valosin-
containing protein)'nin fazlaca ekspre oldugu ve bu
ekspresyonun hiicre biyimesi ve hticre canlihgi ile iliskili
oldugu belirlenmistirl®. Otofaji ve apoptoz, hiicre 8limii
ve hicre canhhginin diizenlenmesinde yer aldiklarindan,
baglantili ve korunmus siireclerdir!l. Otofaji proteinleri,
membrana bagh otofagozom olusumu ve
olgunlasmasinda rol oynar. Otofagozomlarin olusumu
Autophagy-related protein 8 (ATG8) / Microtubule-
associated protein light chain 3 (LC3) proteinlerini
gerektirir. LC3, otofagozomlarin en iyi bilinen belirtecidir.
Otofajinin aktivasyonu, LC3l'yi katalize ederek otofajik
membran ile iliskili LC3-Il'yi olusturur'?3. Bu reaksiyon,
molekiler agirhginin 18 kDa'dan 16 kDa'ya degismesine
neden olur ve bu, genellikle otofaji tespiti icin bir test
olarak kullanilir. P62/SOSMT1 (Polyubiquitin-binding
protein) proteini ayrica otofajik akiyr incelemek igin
kullanilan baska bir belirtectir ve otofajik bozunmayi
kolaylastirmak icin LC3ll'ye baglanir. Daha sonra,
otofagozomlar lizozomlarla birleserek otolizozomlar
haline gelirler ve burada icerikleri bozulur®.

iki ana hiicresel temizleme yolu olan UPS ve otofaji,
proteinlerin bozulmasini slirdirmek icin birbirleriyle
isbirligi  yapar'>'¢. UPS, substratlarin proteazom
tarafindan bozunmasi icin ubikuitin ile tanindigi ve
etiketlendigi bir proteolitik sistemdir. Otofaji ayni
zamanda proteinleri ve diger hiicresel materyalleri
parcalamak igin lizozomal hidrolazlari kullanan parcalayici
bir sistemdir. Hem UPS hem de otofajinin farkl,
birbirinden bagimsiz islevleri ve mekanizmalari vardir,
ancak protein bilesenleri ve her hiicrede bulunma gibi
bircok acidan benzerligi paylasirlar. Ubikuitin  (Ub)
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proteini, ubikuitin aktive edici (E1), ubikuitin konjuge
edici (E2) ve ubikuitin ligaz (E3) enzimlerinin ortak
aktivitesi yoluyla proteinlerin lizin kalintilarina konjuge
edilmis 76 amino asitli bir proteindir!’. BECN1 geni
tarafindan kodlanan protein olan beclin 1, otofaji icin
gereklidir. Beclin 1, endositotik yolakta ve LC3 (mikrotibdil
iliskili protein 1 hafif zincir 3) iliskili fagositoz dahil olmak
tizere diger yolaklarda da yer almaktadir®. Beclin 1, Bcl-2
ile etkilesen yeni bir protein olarak tanimlanan ilk memeli
otofaji proteinidir'®>. Beclin 1 ayni zamanda dénim
noktasi niteliginde bir otofaji proteini olarak da
tanimlanmaktadir’®2, BECLIN1, hem otofaji hem de
membran trafigi islevlerini, baslica vakuolar protein
siralama iliskili protein 15 (VPS15), VPS34, UV radyasyon
direnci iliskili gen triini (UVRAG) ve otofaji iliskili protein
14 (ATG14) olmak tizere birkag baska proteinle etkilesime
girerek gergeklestirir. Bunlar birlikte, sirasiyla ATG14 veya
UVRAG'In mevcut olup olmamasina bagl olarak iki farkli
Sinif 11l PI3K kompleksi, Kompleks 1 (C1) ve Kompleks 2
(C2) halinde birlesir. Bu kompleksler icinde, katalitik lipid
kinaz alt birimi VSP34, PtdIns'in fosforilasyonundan
sorumludur ve bu da daha sonra efektor proteinlerin ise
alinmasi yoluyla otofaji ve/veya membran trafigi
islevlerine aracilik eder?!. Otofajik fonksiyona ek olarak,
son c¢alismalarda Beclin 1'in tiimor proliferasyonunda
disuk ekspresyonu ve baskilayici fonksiyonu oldugu
gosterilmistir?®,

Biberiye  (Rosmarinus officinalis) labiat ailesine
(Lamiaceae) aittir. Bu bitki ailesinin aktif bilesenleri
fenolik diterpenler ve triterpenlerdir. Bu bilesiklerin
yuksek antioksidan etkileri vardir. Biberiyenin ana aktif
bilesikleri arasinda kafeik asit, rosmarinik asit (RA), ursolik
asit (UA), karnosik asit (CA) ve karnosol bulunur.
Biberiyenin toplam antioksidan aktivitesinin yaklasik
%90'I karnosol ve CA'dan tlretilmistir. Rosmarinik asit,
fenolik halkalarindan birini kafeik asit araciligiyla
fenilalaninden, diger halkasini ise 3,4-dihidroksifenillaktik
asit araciliglyla tirozinden elde eden kafeik tiirevlerden
biridir. Ursolik asit, antikanser ve anti-inflamatuar
dzelliklere sahip bir pentasiklik triterpenoiddir?.
Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), birgok doku ve organda
inflamasyona neden olur ve sistemik inflamasyonu
uyararak sepsise neden olabilir. LPS, gram negatif
bakterilerin hiicre duvarinin toksik bir bilesenidir. Gram
negatif bakterilerin hiicre duvari; bir i¢ peptidoglikan
tabakasi ve bir dis LPS, protein ve fosfolipid tabakasindan
olusur. LPS katmanindaki endotoksin molekili hiicre
zarinda kaldigi stirece etkisizdir. Hizli hiicre proliferasyonu
veya hiicre vyikimi sirasinda salinan endotoksin,
sepsis/endotoksemi  olaylarini baslatan  anahtar
molekdildiir. LPS, optimal bir bakteriyel enfeksiyon modeli
olusturmak icin yaygin olarak kullaniimaktadir?.

Caco-2 (HTB-37) hicre hattinda rosmarinik asit ve LPS
varliginda ilk olarak Beclin-1, p62 ve LC3 ekspresyonlari
immunohistokimya ve western blot yodntemleriyle
belirlenmesi amacglanmistir. Literatirde ilk kez kolon
karsinomlarinda rosmarinik asit ve otofaji arasindaki iliski
ortaya konulup, kanser hastaliklarinda otofajik
proteinlerin 6nemine dair 6n bilgiler elde edilmesi
hedeflenmistir.
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Yontem

Kimyasallar ve Antikorlar

Bu ¢alismada kullanilan rosmarinik asit Sigma Aldrich (St.
Louis, Mo., ABD) firmasindan satin alinmistir ve saflig
%95'tir (HPLC) (Sekil 1). Primer antikorlardan rabbit-LC3B
(BS-55120R, Bioss, USA), rabbit- p62 (bs-55207R, Bioss,
USA), rabbit Beclin-1 (PA5-20171, Invitrogen, USA), rabbit
beta-aktin (1:1000, rabbit, bs-0061R, Bioss, USA),
sekonder antikor olarak goat anti-rabbit IgG (H+L)
konjuge peroksidaz (UK293475, Thermo scientific, USA),
ve DAPI(2328994, Invitrogen, USA) kullaniimistir.

HO
0 OH
0
0 OH OH

Sekil 1. Rosmarinik asitin molekiler yapisi (C1gH160s).

Hiicre Kiiltiri Yontemi

Galismamizda ATCC (American Type Culture Collection)
tarafindan saglanan Caco-2 (ATCC® Cat. No. HTB-37™)
hicre hath kullaniimistir. Hicreler %1
penisilin/streptomisin ve %10 fetal sigir serumu (Hyclone,
ABD) ile desteklenen DMEM kiiltiir ortaminda (Gibco,
ABD) 37°C'de %5’lik CO: iceren inkibatorde kiltlre
edilmisti.  Western blot ve immunohistokimyasal
analizleri i¢in hiicreler, %70 ¢ogalma kapasitesine
ulastiginda %0,25 trypsin kullanilarak kiltir kaplarindan
ayrilmalari saglanip 6 kuyucuklu kiltlr kaplarina ekimleri
yapilmistir 2. On calismalar sayesinde Caco-2 hiicreleri
icin belirlenen 200 pg/mL RA dozu? ve LPS dozu (10
pg/ml)?e kullanilmistir. Calismamiz kontrol, LPS, RA ve
LPS+RA olmak lizere 4 gruba ayrilmistir.

immiinofloresan Calismalari

Caco-2 hucreleri coverslip (15x15mm, yuvarlak, Nest)
eklenen 6 kuyucuklu kiltir kaplarinda inkiibe edilmistir.
Caco-2 hicreleri 3 kez PBS (Phosphate-buffered saline) ile
yikandiktan sonra %4’lik formaldehit ile tespit islemi
gerceklestirilmistir. Fiksasyondan sonra 3 kez tekrardan
PBS ile yikandiktan sonra, 1 saat oda sicakhginda
bloklama soliisyonunda (%3’lik Bovine serum alblimin-
%10’luk rabbit serum) bekletilmistir. Caco-2 hiicrelerinin
Uzerine, bloklama sonrasinda yikama islemi yapilmadan
LC3B (1:300, BS55120R, Bioss, USA), p62 (1:200 bs-
55207R, Bioss, USA), Beclin 1 (1:200, PA5-20171,
Invitrogen, USA) primer antikorlari damlatilip 4°C’de gece
boyunca buzdolabinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasi 3 kez PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlara
uygun sekonder antikorlar (Goat-anti-rabbit 1gG (H+L)
FITC konjuge peroksidaz, (UK293475, Thermo scientific,
USA) ile 1 saat oda sicakhginda inkiibe edilmistir. Sire
bitiminde 3 kez PBS ile yikanmistir. Hiicreler inklibasyon
sonrasinda immiunofloresan kapatma medyumu DAPI
(2328994, Invitrogen, USA) ile kapatilmistir. Olympus
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CKX41 marka floresan mikroskobu ile goriintiilenmesi
gergeklestirilmistir.

Western Blot Analizi

Western blotlama igin Caco-2 hiicreleri 6 kuyucuklu
kaltar kaplarina kiltire edilmistir. Protein
konsantrasyonunun belirlenmesi icin Bradford yontemi
kullanilmistir. Hiicreler 20 pg protein, gradyan jeline
(Invitrogen) yuklenmis ve bir nitroseliiloz membran
Uzerine yari kuru transfer gergeklestirilmisti. Membran
blokaji icin PBS igindeki %5 sut kullaniimistir ve ardindan
LC3B (1:300, BS-55120R, rabbit, Bioss, USA), p62 (1:200,
bs-55207R, rabbit, Bioss, USA), Beclin-1 (1:200, PAS5-
20171, Rabbit, Invitrogen, USA), beta-aktin (1:1000,
rabbit, bs-0061R, Bioss, USA) primer antikorlari ile gece
boyunca 4 °C'de membranlar inkiibe edilmistir. Ytkamanin
ardindan 1 saat oda sicakhginda HRP-konjuge-sekonder
antikorlar (anti-rabbit 1:2000 oraninda) ile inkibe
edilmistir. HRP Luminol/Enhancer ve Peroxide buffer
(Abcam) blotlanan membranlara 5 dakika boyunca
kemiliiminesans (ab133406, Abcam) uygulanmistir?’.
Western blot bantlar jel belgeleme sistemi (UVP) ile
gorsellestirilmis ve bant yogunluklari IMAGE J Versiyon
1.46 (NIH) ile degerlendirilmistir.

Biyoistatistiksel Analiz

Western blot analiz sonrasi band yogunluklari ve gruplar
arasi karsilastirmalar Image J analiz programi kullanilarak
analiz edilmistir. imminofloresans sonuclarinin analizi
GraphPad Prism version 8.4.2. programinda One-way
Brown-Forsythe testi uygulanarak belirlendi. Tim
gruplarin  tanimlayici istatistiksel ANOVA degerleri
yapilmistir. Western blot analiz sonuglari GraphPad Prism
version 8.4.2. programinda One-way ANOVA Tukey'nin
coklu karsilastirma testinde analizi yapiimistir. istatistiksel
anlamhilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

immiinofloresans analizlerine gére LPS gruplarinda
otofajik yolaklardaki énemli belirteglerden Beclin-1, p62
ve LCB proteinleri sitoplazmada ve periniikleer alanlarda
yogun olarak gorilmistir. Kontrol grubu ile LPS, RA ve
LPS+RA gruplari arasinda Beclin-1, p62 ve LC3 protein
ifadelerinde  istatistiksel olarak anlamli  farklilik
bulunmustur (p<0,0001). LPS grubunda Beclin-1, p62, LC3
protein ifadelerinde artis tespit edilmistir. RA grubundaki
Beclin-1, p62, LC3 protein ifadelerinde azalma ve her iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhlik
bulunmustur (p<0,0001). Beclin-1, p62, LC3 proteinleri
RA grubunda yiiksek diizeyde ifade edilmistir. RA grubu,
LPS+RA grubu ile karsilastirildiginda  proteinlerin
ifadesinde azalma gorilmustlir ve istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 2). Hicresel
hasar olusturulan LPS grubuna RA verildiginde otofajik
yolak proteinlerinde yikim normal olarak gerceklestigi
icin protein ifade diizeylerinde azalma gozlenmistir. RA
gruplarindaki her (i¢ proteinin kontrol grubuna gore
protein ifadelerinde azalma gorilmustdr.
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LPS Beclin-1 ile LPS LC3 (p=0,9375), LPS Beclin-1 ile LPS
p62 (p=0,9986), LPS LC3 ile LPS p62 (p=>0,9999), RA
Beclin-1 ile RA p62 (p=>0,9999), RA LC3 ile RA p62
(p=0,0573) ve LPS+RA LC3 ile LPS+RA p62 (p>0,9999)
gruplari arasinda protein ifadeleri agisindan istatistiksel

LPS Beclin-1 Y

Protein ifadesi (noktathiicre)

olarak anlamli fark bulunmamistir. Analiz sonuglarimiza
gore, hiicresel hasar olusturulan LPS grubuna verilen
etken maddenin rejeneratif etkisi oldugu hem gozlemsel
hem de istatistiksel olarak anlamlilik gostermistir (Sekil
2).

o

Gruplar

Sekil 2. immiinofloresans analiz fotomikrograflari. A) Kontrol, B) LPS Beclin-1 grubu, C) LPS p62 grubu, D) LPS LC3 grubu, E) RA Beclin-1
grubu, F) RA p62 grubu, G) RA LC3 grubu, H) LPS+RA Beclin-1 grubu, 1) LPS+RA p62 grubu, i) LPS+RA LC3 grubu, J) Proteinlerin nokta/hiicre
oranlari histogram grafiginde verilmistir. Hiicrelerdeki protein ifadesi nokta/hiicre seklinde image j programinda hesaplanmistir. Gruplar
arasindaki protein ifade duzeyleri istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p<0,05). Her grup 3 farkli alandan bagimsiz sekilde
degerlendirilmistir. Sari oklar protein ifadesinin yogun oldugu alanlari isaret etmektedir. (Olympus CKX41-biylitme 100x), Bar: 20 um.

Western blot analizinde bant yogunluklari incelendiginde
ozellikle LPS gruplarinda Beclin-1, p62 ve LC3
proteinlerinin ifadelerinde artis belirlenmistir. Hiicresel
hasar olusturulan LPS grubunda otofaji yolagindaki
bozukluklar sebebi ile hiicrede Beclin-1, p62 ve LC3
proteinlerinin birikime yol agmistir. Hicrelerdeki hasari
tamir etmek i¢in rosmarinik asit verilen LPS+RA grubunda
Beclin-1, p62 ve LC3 proteinlerinin ifadelerinde RA ve
kontrol gruplarina gére artis saptanmistir (p<0,0001).
LPS+RA grubunda otofaji yolagindaki protein yikiminin
dizelmesi sebebi ile jel bantlarinda LPS grubuna gére
daha az protein ifadesi gozlemlenmistir (Sekil 3). Beclin-1
protein ifadesine bakildiginda, kontrol ile LPS (p=0,0028),
LPS ile RA (p=0,0009) ve LPS ile LPS+RA (p=0,0161)
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli  farklihk
bulunmustur. Kontrol ile RA (p=0,7327), kontrol ile
LPS+RA (p=0,5313) ve RA ile LPS+RA (p=0,1456) gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik
bulunmamistir. LC3 ve p62 protein ifadeleri tiim gruplar
icerisinde birbirleri ile karsilastirildigi istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu belirlenmistir (p<0,0001) (Sekil 3).
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Kontrol  LPS RA  RA+LPS
Beclin-1 | s -— amp |52 kDa
p62 S s s (62 kDa
Te) — R — — 18kDa
R 16 kDa
B-aktin | wummme wmm—— > sm_— 42 kDa
g 0.5 § 2 § 2

0.0
Kontrol LPS  RA LPS+RA Kontrol LPS  RA LPS+RA

Kontrol LPS  RA LPS+RA
Beclin-1 p62 LC3

Sekil 3. Western blot analizi. A) Beclin-1 (52 kDa), p62 (62 kDa),
LC3 (18 kDa ve 16 kDa) ve beta-aktin (42 kDa) protein ifadeleri
western blot analizinde gosterilmistir. Deneyler 3 kez
tekrarlanmigtir, image J programinda jel yogunluklari
Olgilmustlr ve istatistiksel olarak GraphPad prism 8.4.2
programinda degerlendirilmistir. B) Protein dlzeylerine (AU) ait
histogram grafigi verilmistir. Beclin-1 proteini (¥*LPS vs. LPS+RA,
p=0,0161; **Kontrol vs. LPS; p=0,0028; ***LPS vs. RA,
p=0,0009), p62 ve LC3 protein ifade dizeyleri gruplar arasinda
****¥1<0,0001 olarak gosterilmistir.
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Tartisma

Kolorektal kanserin ilerlemesi inflamasyon ile yakindan
baglantiidir®®, Kolorektal kanser genellikle adenomatdz
polipler adi verilen kanser &ncesi buylimelerden
kaynaklanir. Bu biiylimeler, kolorektal sistemi kaplayan
epitel hiicrelerinde asiri hiicre cogalmasina neden olur.
Apoptozis gibi programlanmis hiicre 6limini bozan
genetik mutasyonlarin birikmesi nedeniyle
adenokarsinomaya koétl huylu dénisim gegirebilir?®,
Kolorektal kanserin erken teshisi hastalarin klinik
sonuglarini 6nemli dlglide iyilestirebilse de, ileri evre IlI
veya evre IV hastalik tanisi konulanlar igin 5 yillik sagkalim
orani endise verici derecede disiik kalmaya devam
etmektedir®,

CRC insidansi giderek artmaktadir ve diinya ¢apinda en
yaygin kanserlerden biri haline gelmistir. Bu nedenle,
kolonla iligkili timorlerin yikici etkisini bastirmada etkili
olacak maliyeti ucuz, dogal olarak olusan bilesikleri
kesfetmek 6nemlidir. Bitkisel kdkenli bilesiklerden biri
olan RA, kanser 6nleme ve tedavisi i¢in bir ajan olarak
kullanilmak (zere cekici dzelliklere sahiptir3®. RA’nin
ozellikle fenolik bilesenlerinin, c¢esitli mekanizmalar
araciligiyla kolon kanseri ve diger kanser tirleri tizerinde
koruyucu etkiler gésterdigi de bulunmustur??,
Calismamizda, cesitli bitkilerde bol miktarda bulunan
polifenolik bir bilesik olan RA'nin, CRC hiicrelerine karsi
anti-kanser etkilerini gliclendirebilecegini gosterebilmek
hedeflenmistir. RA tedavisinin CRC hiicre hatti Caco-2’'de
otofaji yolagindaki Beclin-1, p62 ve LC3 gibi onemli
proteinlerin ifade diizeylerinde diizelme oldugunu tespit

ettik. Bir c¢alismada, RA'nin timoér olusumu ve
dolasimdaki oksidan-antioksidan durumu {zerindeki
etkisi degerlendirilerek, RA'nin azoksimetan (AOM)

kaynakl sican kolon karsinogenezisini dnleme yetenegi
arastirllmistir - ve  g¢alismamizla benzer sonuglara
ulagsmiglardir3:.

Programlanmis hiicre olimi olan apoptozis, doku
homeostazinin korunmasinda 6nemli bir rol oynar ve
dizensizligi kanser gelisimi ve ilerlemesine neden olur.
RA'nin diger kanser tiplerindeki pro-apoptotik etkilerine
iliskin énceki yayinlarla tutarli olarak?®3?, RA'nin sisplatin
ile birlikte kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu
tetikledigini, bunun da kaspazlarin ve pro-apoptotik
protein Bax'in aktivasyonu ve anti-apoptotik protein Bcl-
2'nin ifadesinin dlzenlenmesiyle kanitlandigini son
calismalarda goézlemlediler. Bu bulgular, RA'nin igsel
mitokondriyal yol araciligiyla apoptozu indiklemedeki
dnerilen mekanizma ile uyumlu oldugu bulunmustur?®.
RA, dogrudan sitotoksik etkilerinin yani sira tlimor
mikrocevresini diizenleyerek dolayli antikanser etkileri de
gosterebilir. Cok sayida ¢alisma, RA'nin anti-inflamatuar,
antioksidan ve antianjiyojenik ozelliklerini
vurgulamistir®3>, bu da timér promoting faktér,
oksidatif stres ve neovaskilarizasyonu baskilayarak anti-
kanser aktivitesine potansiyel olarak katkida bulunabilir.
LPS, bakteriyel orijinli bir endotoksindir ve viicutta septik
soku etkiledigi bilinmektedir. Bagisiklik hcreleri
tarafindan salgilanan 6nemli inflamatuvar olan Timor
Nekroz Faktér- a (TNF-a), interlkinler (IL-1B, IL-6 ve IL-
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10) ve pro- ve anti-inflamatuvar sitokinlerin LPS
hasarinda immin cevabin olusturulmasina neden oldugu
gosterilmistir®®. Bir calismada, MTT testi kullanarak
RA'nin MC38 hiicreleri lzerindeki metastazi onleyici
konsantrasyonu belirlenmis ve RA 150 pM'nin MC38
hicrelerinin gdgiini ve invazyonunu onemli oOlglde
engelledigi ve bunun in vitro tiimor metastaz inhibitori
olarak potansiyelini gdstermislerdir?8,

Karnosol (%1 diyette) kolorektal kanseri, bagirsak timér
cesitliligini azalttigl belirlenmistir®”. Ursolik asit (%0,11
diyette) kolorektal adenom gelisiminin en erken
onculerinden biri olan anormal kript odaklarinin ve
dzellikle timér baglangic evre insidansini azaltmistir3®,
Arastirilan diger kanser tirleri arasinda meme, karaciger
ve cilt kanseri yer almaktadir. Biberiye 6zti, karnosol ve
UA meme tUimorinin gorilme sikligini  ve/veya
coklugunu azaltmistir3®#!, Osakabe ve ark. tarafindan
bildirilen %68 RA iceren bir Perilla frutescens 6zlitunun,
iki asamali bir fare deri modelinde timér olusumunu
belirgin sekilde azalttigini bildirmistir2.

Otofaji, uzun 6mirli proteinlerin, sitozolik bilesenlerin
veya hasarli organellerin yenilenmesinde rol oynayan
olduk¢a dizenli bir sirectir®®. ROS'un ER stresini
indiiklemedeki roliine ek olarak, Yang ve ark. tarafindan
gerceklestirilen in vivo galismalar, bozulmus otofajinin de
ER stresine  katkida  bulundugunu ve otofaji
restorasyonunun  ER homeostazini iyilestirdigini
gostermistir. Son veriler ayrica hepatosit lipid birikiminin
azalmis otofajik islevle iliskili oldugunu ileri sirmustir; bu
da otofaji'nin  hepatositlerde lipid homeostazinin
dizenlenmesindeki roliini  gostermektedir. Mevcut
¢alismada HepG2 hicrelerinin oleik asitle muamele
edilmesiyle, LC3Il, Beclin 1, ATG5 ve ATG7'nin protein
ekspresyonunda azalma oldugu tespit edilmistir®*. LC3II,
otofagozomun karakterize edilmis bilesenidir ve
azalmasi, hepatositlerde lipid damlaciklarinin birikmesine
yol acabilecek olan otofagozom dénlsiminin azaldigini
gostermektedir. Benzer sekilde, Beclin 1, otofaji
surecindeki anahtar gendir ve otofaji aktivitesinin
miktarini temsil etmektedir®.

Calismamiz RA'nin etkili bir sekilde kolon kanserinde
hicresel otofaji yolaklarindaki defektleri
iyilestirebilecegini ve engelleyebilecegini gostermektedir.
LPS hasari olusturdugumuz Caco-2 hicre hasarinda
otofajik yikimdaki etkisine kargi RA’nin rejeneratif etkisini
tespit ettik. immiinofloresans analizinda LPS gruplarinda
otofajik yolaktaki Beclin 1, p62 ve LC3 proteinlerinin
yikimindaki hasar sonucu, bu proteinlerin hiicrenin
sitoplazmasinda ve perinikleer alanlarda yogunlastigini
belirledik. LPS+RA  verilen  gruplarda protein
degradasyonunda yikimin geri donistirebilir etkilerini
tespit ettik. Ek olarak, western blot analizi,
imminofloresans analizindeki sonuglarimizi
desteklemektedir ve istatistiksel olarak anlamli farkhhk
bulunmustur (p<0,05).

Sonug olarak, bulgularimiz RA'nin anti-kanser etkilerini
gliclendirirken, kullanilan in vitro hiicre modeli ile RA'nin
otofajik yolaktaki 6nemli proteinlerin degradasyonunda
rejeneratif etkilerini oldugunu tespit ettik. /n vivo
ksenograft modelleri ve hasta kaynaklh organoidler
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kullanilarak yapilacak gelecekteki galismalar, farkl ilag
kombinasyon yaklasiminin terapétik potansiyeli hakkinda
klinik agidan daha anlamh bilgiler saglayabilecegini
distinmekteyiz.

Etik Standartlara Uygunluk
Etik onay gerekliligi bulunmamaktr.

Cikar Catismasi
Yazarlar arasinda gikar gatigsmasi yoktur.

Finansal Destek
Calismamiz herhangi bir kurum ya da kurulus tarafindan
maddi olarak desteklenmemistir.

Yazar Katkisi

iC, EA: Calismanin fikrinin gelistirilmesi, hipotezin
olusturulmasi ve ¢alisma tasariminin hazirlanmasi; iC, EA:
Materyal hazirlama, veri toplama ve analizinin
gerceklestirilmesi; IC: istatistiksel degerlendirme; iC:
Makalenin ilk taslaginin yazilmasi; iC, EA: Makalenin nihai
halinin dlzenlenmesi ve yayin sirecinin elestirel
degerlendirilmesi.
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