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OZET

Kolorektal kanser, diinyada en yaygin goriilen kanserlerden biridir. Son 30 yilda
gelisen cerrahi ve goriintiileme tekniklerine ragmen kemoterapatiklerin tedavide yeterince
etkin sonuglar veremedigi goriilmektedir. Biyoaktif ajanlar olarak adlandirilan bitki
oziitleri, son yillarda yeni tedavilerin gelistirilmesi agisindan yogun olarak
arastirilmaktadir. Epigenetik mekanizmalar lizerinden etkili oldugu anlasilan bitkisel
oOziitlerin yeni kanser tedavi modellerinin gelistirilmesinde faydali olacagi
diisiiniilmektedir. Tiim bu sebepler ile mevcut tez ¢alismasinda kolorektal kanser
hiicrelerinde bitkisel 6ziitlerin etkilerinin, 6nemli bir epigenetik mekanizma olan
mikroRNA (miRNA) ekspresyon seviyelerindeki degisimler ile degerlendirilmesi
amaglanmistir.

Gergeklestirilen ¢alismada, Nigella sativa (¢orekotu) tohum 6ziitii (NTE), Olea
europeae (zeytin) yapragi 6ziitii (OLE) ve Rubus fruticosus (bogiirtlen) kok 6ziitii
(RKE)’niin iki kolorektal kanser hiicre hattindaki (HT-29 ve LoVo) anti kanser etkisi hiicre
proliferasyonu ve invazyonu agisindan arastirildi ve olasi anti kanser etkinin molekiiler
mekanizmas1t miRNA ekspresyon seviyesinde c¢alisilarak epigenetik olarak degerlendirildi.
WST-1 analizi sonuclarina gére degerlendirilen bitki 6ziitlerinin hiicre proliferasyonunu
anlamli diizeyde azaltic1 etkisinin (p<0.05) oldugu belirlendi. RKE ve NTE’nin her iki
hiicre hattinda da istatistiki olarak anlamli seviyede (p<0.05), OLE’nin ise LoVo hiicre
hattinda istatistiki anlamliliga yakin seviyede (p=0.0641) hiicrelerin migrasyon 6zelligini
inhibe ettigi goriildii. Bitki 6ziitlerinin RT-PCR yontemi ile miRNA ekspresyon
profillerine etkisi degerlendirildiginde RKE’ nin her iki hiicre hattinda da miR-140
ekspresyon artisina (p<0.05), NTE ve OLE’nin ise HT-29 hiicrelerinde miR-182a
ekspresyonunda istatistiki olarak anlamli seviyede (p<0.05) diisiise neden oldugu
belirlendi.

Mevcut ¢alismada, RKE, NTE ve OLE nin kolorektal kanser hiicrelerinde epigenetik
mekanizmalar araciligi ile hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu azaltic1 yonde etkiye
sahip oldugu literatiirde ilk kez ortaya koyulmustur. leri calismalar gerekmekle birlikte
her {i¢ bitki 6ziitiiniin de kolorektal kanserde yeni tedavilerin aragtirilmasina yonelik

caligmalar i¢in potansiyel birer aday olabilecegini diistinmekteyiz

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, hiicre ¢ogalmasi, mikroRNA, migrasyon, Nigella

sativa, Olea europeae, Rubus fruticosus



INGILIZCE OZET

Investigation of Effects of Olea Europaea Leaf, Rubus Fruticosus and Nigella Cv

Extracts on MicroRNA Expression Levels on Colon Cancer Cell Lines

Colorectal cancer one of the most common cancers in the World. Although surgical
and screening techniques have been improved a lot in last 30 years, chemotherapeutics
have not advanced sufficiently for a successful treatment. New treatments options for
many disease by the help of plant extracts, which are called bioactive agents, have been
searching intensively. Plant extracts, also effective on epigenetic mechanisms, are thought
to be efficious for developing new cancer therapy approaches. Aim of this dissertation
study is to evaluate changes in one of the important epigenetic mechanisms microRNA
(miRNA) expression levels due to effects of plant extracts on the colorectal cell lines.

In present study, Nigella sativa (black cumin) seed extract (NTE), Olea europeae
(olive) leaf extract (OLE) and Rubus fruticosus (blackberry) root extract (RKE) are
investigated in two colorectal cell lines (HT-29 and LoVo) for their anti-proliferative and
migration properties in means of effects on microRNA expressions. Anti-proliferative
effects of plant extract are evaluated by WST-1 assay and cell proliferation is reduced
significantly (p<0.05). In cell migration analysis RKE and NTE reduced migration in both
cell line significantly (p<0.05). Migration properties of LoVo cell line is found to be
inhibited by OLE with nearly significant values (p<0.06). Real time-PCR method is used
for investigation of expression differences in miRNA after extract treatment. Statistically
significant increases are observed in miR-140 expressions in both cell lines after RKE
treatment, and in HT-29 cell line miR-182a expression is again significantly reduced after
both OLE and NTE treatments (p<0.05).

Our data show that NTE, OLE, RKE have capability to inhibit colorectal cancer cell
proliferation and migration by the means of epigenetic mechanisms for the first time in the
literature. Although further studies should be conducted in this topic, all three plant
extracts are thought to be potential candidates for future researches on new therapy options

for colorectal cancer.

Keywords: Colorectal cancer, microRNA, cell proliferation, Migration, Nigella sativa,

Olea europeae, Rubus fruticosus



GIRIS

Kolorektal kanser (KRK) tedavisinde kullanilan ilaglarin goriintiilleme ve cerrahi
islemlerdeki gelismelerin gerisinde kalmasi yeni ilaglarin gelistirilmesinde bitki 6ziitlerine
olan ilgiyi son donemde artirmigtir (1). Nigella sativa, Olea europeae ve Rubus fruticosus
bitkileri Anadolu’da ve yetistigi cografyalarda tedavi amaciyla birgok hastalik i¢in
kullanilmistir. Bu bitkiler 6zellikle icerdikleri fenolik bilesenler agisindan oldukga degerli
ve giinliik tiikketimde kullanilmaktadirlar. Direk sindirim sistemi organlariyla ve kolon
mukozasiyla etkilesime girebilecekleri diigiiniilerek KRK’de icerdikleri aktif bilesenlerle
Onleyici bir rol alabilecekleri diisiiniilmektedir. Nigella sativa (¢orekotu) ve aktif bileseni
olan timokinon (TQ) 6zellikle kanser ¢calismalarinda yogun olarak arastirilmakta ve alian
olumlu sonuglar ile umut vadeden bir bitkidir (2). Bat1 diyetinde yogun olarak kullanilan
Rubus fruticosus (Bogiirtlen) 6zellikle antioksidan kapasitesi ile kanser olusumunu
Onleyebilecek bir 6zellik sergilemektedir. Aktif bileseni olan ellagik asit uzun yillardir
arastirmalarda kullanilmis ve KRK’deki etkileri oldukga iyi anlagilmistir (2, 3). Olea
europeae (zeytin) 6zellikle Akdeniz havzasinin en 6nemli bitkilerinden biri olarak yogun
olarak giinliik diyetin bir par¢ast durumundadir. KRK’in Akdeniz havzasinda diger
bolgelere nazaran daha diisiik olmasi Olea europeae ve aktif bilesenlerini olan
oleuropeinin potansiyel anti-kanser etkilerinin arastirilmasina dayanak olusturmustur (4).

Hiicresel fonksiyonlar1 gergeklestirilmesinde 6zellikle gelisim donemindeki etkilerinin
anlagilmasi ile mikroRNA’lar (miRNA), kanser ¢alismalarinda da ilgi ¢ekici bir 6zellik
kazanmistir. miRNA’lar KRK ile saglam baglantilar1 olan, kiigiik, kodlama yapmayan
diizenleyici RNA molekiilleridir. Hedefledikleri mesajc1t RNAlar1 baskilayarak, hiicre
proliferasyonu. Apoptoz ve farklilasma gibi bir¢ok hiicresel yolagi diizenleme kabiliyetine
sahiplerdir. miRNA’lar KRK ve diger kanserlerdeki 6zgiin ekspresyon durumlari dolayisi
ile hem tan1 hem de tedavi agisindan umut vadeden molekiillerdir (5).

Bitki 6ziitii ve miRNA’larin arastirma olanaklarini birlestiren ve etkilesimlerini
inceleyen ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bitki 6ziitlerinin sagladig1 dogal
bilesiklerin, KRK patogenezinde rol oynayan miRNA’larin ekspresyonundaki etkileri
calismamizda incelenmektedir. Caligmada hem bu bitkisel 6ziitlerin KRK hiicrelerinde
anti-kanser etkilerinin ortaya ¢ikarilmasina hem de miRNA ekspresyonlari yoluyla
potansiyel hedefe yonelik yeni terapi yontemlerinin gelistirilmesine katki saglanmasi

amaclanmaktadir.



GENEL BIiLGILER

2.1 Kolorektal Kanser Etiyolojisine Genel Bakis

Kalin bagirsagin son 20 cm’lik kismina rektum ve bu noktadan, ince bagirsaga kadar
uzanana kismina ise kolon denir ve bu bolgelerde yerlesen kanserler sirasiyla rektal kanser
ve kolon kanseri olarak adlandirilir. Bu iki bolgede goriilen kanserler genellenerek
kolorektal kanserler (KRK) olarak isimlendirilirler (6).

KRK Diinya Saglik Orgiitii (WHO) istatistiklerine (7) gére, kadin ve erkeklerde en
sik goriilen tigiincii en yaygin kanser tipidir. Kansere bagh 6liimlerin, kadin ve erkeklerde
toplam olarak bakildiginda, en 6nemli ikinci nedeni yine KRKdir. Bati toplumlarinda
KRK goriilme siklig1 daha yayginken, gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde daha
diisiiktiir. Tirkiye’de son yilarda yapilan istatistiklere bakilinca diinya ortalamasinin
altinda olmakla birlikte, KRK erkeklerde (%20.7) ile 4. kadinlarda (13.1 ) en sik rastlanan
3. kanser durumundadir (8).

Diyet ve yasam tarzinin KRK insidansi ile yakindan alakali oldugu goriilmektedir.
Amerika, Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda, Japonya gibi gelismis tilkelerde daha sik
goriilmesi yiiksek kalorili islenmis gidalarin tiiketimi, yiliksek sigara ve alkol kullanimu ile
iliskilendirilmektedir. Afrika ve Asya iilkelerinde daha yiiksek bitkisel tiriinlerin
tiiketilmesi, alkol tiiketiminin az olmasi ve daha hareketli yasam sekli, bati toplumlarmin
tam tersine KRK goriilme oranini diisiirmektedir. Kronik bagirsak inflamasyonunun,
tilseratif kolitin, Crohn hastaliginin KRK riskini artirdigi bilinmektedir (6). Diger taraftan,
Non steroidal antienflamatuar ilaglarin stirekli kullanimimin KRK riskini azalttigi
gosterilmistir (9).

KRK lokalizasyonuna bakildiginda ¢ogu karsinomanin rektum (%20) ve sigmoidde
(%25) olustugu gortliirken, distal (sag kolon) (%15) ve transvers (%10) kolonda goriilme
orani daha diisiiktiir. Fakat son yillarda proksimal (sol kolon) (%30) kolondaki yerlesimin

arttig1 ortaya ¢ikmustir (6)(Sekil-1).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Non_steroidal_antienflamatuar_ila%C3%A7lar

Transvers
kolon

L
%10

Sol

kolon Sag

kolon

Sigmoid
kolon

%25

Rektum

%20

Sekil-1. Kolorektal kanserlerin kolon ve rektumda ortalama dagilinu

Asemptomatik hastalarda neoplazmlar, takip ve goriintiileme ile ortaya cikarken,
tiimordeki kanamaya bagli olarak digkida kan goriilmesi ve dolayisiyla anemi KRK’de sik
karsilagilan 6zelliklerdir. Tuvalet aliskanliklarinda degiskenlik diger 6nemli bir
semptomdur. Proksimal ve distal olusumlara bagli olarak kabizlik, rektumdaki
degisimlerle birlikte agrili digkilama gortilebilir. Bunlar digindan yiiksek ates, halsizlik,
kilo kayb1 ve karm agrilar1 diger semptomlardir.

Semptomlardan bir veya birkagini gosteren bireylerde KRK tanisinin konulabilmesinde
modern goriintiileme teknikleri kullanilir. Giinlimiizde baryum lavmana ile biiyiik tiimorler
goriintiilenebilirken, hava kontrastl radyografi goriintiileme kalitesini artirarak daha kii¢iik
lezyonlarin gériintiilenmesini saglayabilmektedir. Tiimoriin derinligi, lokal veya uzak
metastaza sahip olup olmadigi dikey kesit bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans
goriintiileme ve transrektal ultrasonografi teknikleri ile anlagilabilmektedir. Pozitron
emisyon tomografide, radyoaktif madde i¢eren glikozun kanser hiicreleri igerisine daha
fazla alinmasindan faydalanilarak, uzak metastazlar ve tiimor biiyiikligii gortintiilenebilir.

Endoskopi ile yapilan goriintiileme ile kalin bagirsagin tiim ytizeyleri
goriintiilenebilmekte ve bulunan lezyonlardan alinan biyopsilerle KRK tanisi
konulabilmektedir. Endoskopi teknolojisinde meydana gelen biiyiik gelismelerle birlikte
1990’dan giiniimiize KRK insidans1 %45 ila 77 arasinda azaltilmis ve mortalite oran1 ise

%30’dan fazla diistirtilmiistiir (10).



Goriintiileme tekniklerine ek olarak ucuz ve kolay uygulanabilen digskida gizli kan testi
ile erken evrelerde tiimdr kanamasina bagli olarak tan1 konulmasi miimkiin olmaktadir
(11). Ayrica ColoSure™ gibi tesler ile diskidaki DNA orneklerinden genetik testler
yapilabilmesi miimkiin olabilecek ve erken tani konulmasina yardimei olabilecektir (12).
Bu test heniiz klinik uygulamaya girmemistir.

Histolojik cesitlerine gore Diinya Saglik Orgiitii siniflandirmasinda KRK’ler musindz
adenokarsinom, tasli yiiziik hiicreli karsinom, mediiller kanser, mikroglandiiler goblet
hiicreli kanser, seffaf hiicreli kanser, adenoskuaméz kanser, igsi hiicreli ve metaplastik
kanser olarak listelenir. Bunlardan musindz adenokarsinoma tiimér hacminin % 50sinden
fazlasinin ekstraseliiler miisinden olugsmasiyla karakterizedir. Cogu yiiksek frekansl
mikrosatalit instabilite (MSI-H) gosteren ailesel nonpolipozis KRK tiimérleri bu gruba
girmektedir (13). KRK’lerin %1den daha azini olusturan tash yiiziik hiicreli karsinom
%50den fazla intrasitoplazmik miisin igermesiyle karakterizedir ve hiicre i¢ginde vokullarda
biriken bu miisin hiicre ¢ekirdeginin kenara itilmesine sebep olur (14). Mediiller kanser ise

cok nadir olarak goriilmektedir.

2.2 Kolorektal Kanser Molekiiler Biyolojisi

KRK molekiiler mekanizmasi iizerine en ¢ok ¢alisilmis ve en ¢ok aydinlatilmis kanser
tirlerinden biridir. Gegtigimiz yillarda molekiiler tekniklerin gelismesi ve arastirma
olanaklarmin artmasiyla birlikte KRK’in molekiiler temeli ile iligkili daha fazla bulgu elde
edilmis ve tedavi yontemleri ¢esitlenmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda KRK’in molekiiler
yonden tek kaynagi olmadig, birgok farkli yolak iizerinden etkilesimlerle ¢esitlendigi,
dolayisiyla da heterojen bir yap1 ihtiva ettigi anlagilmistir (15). Diger kanser tiplerine
nazaran KRK’in molekiiler biyoloji agisindan daha iyi aydinlatilmis olmasinin temelinde
iki neden yatmaktadir. Bu nedenlerden ilki normal epitelden karsinoma kadar gegen tiim
stirecin cerrahi olarak kolaylikla tespit edilebiliyor ve doku 6rneklerinin rahatlikla
alinabiliyor olmasidir. Diger neden ise KRK’in kalitsal tiplerinde bulunan genetik
bozukluklardan yola ¢ikilarak, sporadik KRK’lerde bu bozukluklara ait molekiiler

mekanizmalarin daha kolay anlagilabilmesidir.



2.2.1 Adenom-Karsinom Siireci

Adenomatdz poliplerin, KRK’e gecis siirecinin molekiiler 6zelliklerini anlamak
KRK’in molekiiler patogenezini anlamay1 kolaylastirmaktadir. Polipler genel olarak
bagirsagin i¢ yiizeyine dogru biiyiiyen lokal lezyonlar olarak tanimlanirlar. Prenen ve
arkadaslar (15) biiytikligi 5 mm altinda olan ¢ogu kolorektal polipleri hiperplastik
olusumlar olarak tanimlanirken bunlarin KRK’lerin temel dnciisii olmadigini ortaya
koymustur. Ayni arastiricilar, yerine adenomatoz poliplerin daha 6nemli 6ncii KRK
lezyonlar1 oldugunu savunmaktadir. Kolon i¢ yiizeyini kaplayan hiicreler gerek zamanla
kolon bosluguna dogru soyularak gerekse apoptoz yolu ile kaybolurlar ve tabandan gelen
hiicrelerle yenilenirler. Bu dongiiniin bozulmasi kolon yiizeyinde ve i¢ kisimlara dogru
biiyiiyen Kitlelere sebep olmaktadir. Sistemin iyice bozulmasi ise sirasiyla adenomlarin
olusmasi, displazi ve nihayetinde dokunun invazif bir yapiya doniismesiyle sonuglanir
(Sekil-2). Bu hipotezi destekleyen ¢ok sayida patolojik, epidemolojik ve klinik veri
bulunmaktadir (16). Bu hipotezin temelleri 1990 yilinda Fearon ve Vogelstein (17)
tarafindan atilmis ve daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarla daha kuvvetli bir hale
gelmistir. Bu hipoteze gore somatik veya germline mutasyonlar malignant doniistim igin
gereklidir. Multigenik mutasyonlarin birikimi, hangi sirayla olustuklarindan bagimsiz
olarak tiimoriin biyolojik 6zelliklerini belirlemektedir. Kalitsal KRK’ler, molekiiler
mekanizmanin ortaya konulmasinda biiylik 6neme sahiptir. Bu sebeple KRK

olusumundaki molekiiler yolaklarin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.
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Sekil-2 Adenom- Karsinom siireci. Fearnhead ve arkadaslariin (18) ¢alismasindan

uyarlanmustir.



2.2.2 Kolorektal Kanserde Molekiiler Yolaklar

Molekiiler yolaklar, onceleri kromozomal ve mikrosatalit kararsizlik yolaklar1 olarak
ikiye ayrilmaktaydi. Yillar boyu edinilen bilgilerle beraber, KRK molekiiler mekanizmanin
daha karisik oldugu ortaya ¢ikmis ve daha detayli agiklanabilmesi icin iki farkli yolak
eklenmistir. Bunlardan ilki hipermetilasyon fenotip yolagi digeri ise sadece sporadik
KRK’leri agiklamakta kullanilan hibrit yolaktir (Tablol).

2.2.2.1 Kromozomal Kararsizlik Yolag:

Kromozomal kararsizlik yolagi, APC yolagi olarak da bilinmektedir. Kromozomal
kararsizlik sonucu apoptoz yolaklarinda ve tiimor baskilayict genlerde aktivite diisiikligii
ortaya ¢cikmakta diger taraftan onkogenler ve biiylime tetikleyici genlerde aktivasyon artigi
olmaktadir. Delesyonlar, insersiyonlar ve heterozigosite kaybi gibi kromozomal
anomaliler bu tip KRK tiimérlerinde goriilse bile kromozomal kararsizlik yolaginin tam
olarak aydinlatildig1 s6ylenemez. Bu mekanizmada mitotik ipliklerin olusumu ve diizgiin
dizilimindeki hatalarin KRK’e yol agtig1 diistiniilmektedir (19). Benzer sekilde APC
inaktivasyonunun KRK olusumunda rol oynadigi gosterilmis olsa bile, APC mutasyonu
tagidig1 halde kromozomal kararsizlik olarak tanimlanamayan tiimérlerin varligi sebebiyle,

APC mutasyonlarinin KRK yolagindaki tek etmen olmadigi goriilmektedir.

2.2.2.2 Mismatch Tamir Genleri Yolag:

Mikrosatalit karasizlik yolag: ya da diger adiyla mutator fenotip yolagi, 1-10 niikleotid
uzunlugundaki genom boyuncal0’larca hattal00’lerce kez tekrar eden ve mikrosatalit
olarak bilinen dizilerin kararsizlig1 ile karakterize bir yolaktir. Bu tekrar dizileri
Replikasyon sirasinda yasanan insersiyonlar veya delesyonlarla uzayip kisalarak genom
boyunca kaymalara neden olur. Bu durumun olugmasinin asil nedeni ise mismatch tamir
genleri olarak bilinen replikasyonda yanlis eslenen niikleotidleri dogrulari ile degistiren ve
dolayist ile hiicreyi mutasyonlardan koruyan tamir enzimlerinin/genlerinin bozuk
olmasidir. Bu tamir genlerinden en sik mutasyon rastlananlart MLH1 ve MSH2"dir.

Tamir genlerinin dogru sekilde fonksiyonlarinin yerine getirememeleri, her boliinmede
daha fazla mutasyon birikimine neden olur. HNPCC gibi kalitsal tiimérlerin temel

mekanizmasi1 oldugu gibi sporadik olarak olusan tiimorlerin de yaklasik %15’inde
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mikrosatalit kararsizlik goriiliir. Fakat bu vakalarda tamir genlerinin susturulmasi bu
genlerdeki mutasyona bagli olmayip, epigenetik bir mekanizma olan hipermetilasyon ile
meydana gelir (20). Bu epigenetik degisimin etkilerinin daha ¢ok gortldiigii KRK’ler

hipermetilasyon fenotip yolagi ile daha iyi agiklanmaktadir.

2.2.2.3 Hipermetilasyon Fenotip Yolag:

Hipermetilasyon fenotip yolagi bir diger adiyla CpG adalar1 hipermetilasyon fenotip
(CIMP+) yolagi, 6zellikle yiiksek siklikta metilasyon gosteren CpG adalarinin bulundugu
timor tiplerini tanimlamakta kullanilir. DNA’nin hipermetilasyonu aralarinda mismatch
tamir genlerinin de bulundugu belli basl baz1 genlerde ekspresyon kaybina neden
olmaktadir. MLH1 tamir geninin hipermetilasyon sonucu ekspresyonunun azalmasi1 MSI
karakterinin olugsmasina neden olmaktadir (21). CIMP+ {izerine yaptig1 ¢aligmada
Noffsinger (22) kalitsal ve sporadik tip KRK’larin farklilik gosterdigini savunmustur.
Buna gore kalitsal CIMP+ KRK’larda MSI frekans: daha yiiksek ve MLH1 metile

durumdadar.

2.2.2.4 Hibrit Yolak

Bu 3 yolaga ek olarak son yillarda ortaya atilan Hibrit yolak (23) ise KRK’in temel
molekiiler mekanizmalarindan bazilarini igeren sporadik tipteki KRK’lar1 tanimlamak i¢in
kullanilmaktadir. Bu yolak ile gelisen timorler kromozomal instabilite gostermekte ve
KRAS mutasyonu igermektedir. MGMT metilasyonu tasimalari ve histopatolojik
benzerliklerinden dolay1 KK ve CIMP+ yolaklarinin karigimi olarak goriilmektedir (24).

Tablo-1 Kolorekral kanserlerin molekiiler siiflandirmasi (25)

Kahtsallik CIMP MSI Kromozomal KRAS BRAF MLH1 MGMT
durumu  durumu  Kkararsizhk  mutasyonu  mutasyonu durumu metilasyonu
Kromozomal Kalitsal
kararsizhk Sa itsa d'\l:e Negatif MSS Mevcut ++ Normal
yolag poradi
Mikrosatalit
karasizhk Kalitsal Negatif ~ MSI-Y Yok +- Mutasyonlu
yolag
Serrated/ Yiiksek MSI-Y Yok +++ Metilasyonlu +/-
CIMP Kalitsal ve Kismi
5 radik ii - -
yolagi Sporadi Yiksek ~ MSI-D Yok A metilasyonlu T
Hibrit yolak MSI-D
Sporadik Diisiik yada Mevcut +++ Normal +++
MSS

Kisaltmalar: CIMP, CpG adalar1 metilator fenotipi; MGMT, O-6-methylguanine DNA metiltransferaz; MSI, mikrosatalit instabilite;
MSI-Y, Yiiksek-seviye mikrosatalit instabilite; MSI-D, diisiik-seviye mikrosatalit instabilite; MSS, mikrosatalit kararlilig1.



2.2.3 Spesifik Molekiiler Degisimler

Spesifik molekiiler degisikliklerin etki mekanizmalari, bu genlerin iginde bulunduklar
yolaklarin ve KRK yolaklarinin araciligr ile KRK patogenezinin anlagilmasini
kolaylastirmaktadir. Kanserlerde en sik goriilen genetik anomalilerin onkogenik ve tiimor
baskilayici genlerde meydana geldigi goriilmektedir. Bu degisimlerin, yillar boyu yapilan
caligmalar sonrasinda elde edilen bilgiler lizerinden, hiicre dongiisiine etkileri, molekiiler

ve klinik sonuglar1 ortaya ¢ikarilmistir.

2.2.3.1 Onkogen Degisimleri

Onkogenler, normal olarak hiicre boliinmesi ve bityiimesinde fonksiyon gosteren
proto-onkogen olarak nitelenen genlerin, nokta mutasyonlarla hasar gormiis halleridir.
KRK patogenezinde en sik karsimiza ¢ikan onkogenler ras, src, c-myc olmakla birlikte en

onemlisinin ras oldugu bilinmektedir.

2.2.3.1.1 Ras

Ras onkogeni hiicrede H-ras, K-ras ve N-ras seklinde ti¢ farkli formda bulunur.
Bunlardan KRK’lerde en sik mutasyona rastlanilan1 K-ras’tir, fakat diger ikisi de hiicresel
dontisiimde rol alabilmektedir (26). Yapilan ¢alismalarda (27) K-ras onkogeninin 1 cm
capindan kii¢iik adenomlarda % 10-15, 1 cm ¢apindan biiyiik adenomlarda ise %30-60
civarinda mutasyonlu olarak bulundugu gésterilmistir. Diger taraftan sporadik
adenokarsinomlarda ise bu oranin yine %30-60 seviyesinde olmasi, K-ras mutasyonunun
gec adenom ve karsinom gegisinden sorumlu olabilecegini gostermektedir (28). Timor
invazyonu ve metastaziyla alakali olmakla birlikte, K-ras mutasyonunu tasiyan hastalarda
epidermal biiyiime faktorii reseptoriinii (EGFR) hedefleyen cetuximab gibi ilaglari etkisiz
kildig1 bildirilmektedir (29).

2.2.3.1.2 Src

Src, hiicrede epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF),
sitokinler ve adipokinler tarafindan tetiklenmektedir. Uyarilan Src molekiildi, hiicrenin
morfolojisini, proliferasyonunu, hiicre dongiisiinii etkilemekte ve adezyon, farklilagma ve
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migrasyon gibi hiicresel islevlerin kontroliinii saglayan hedefleri kontrol etmektedir (30).
Tiim KRK’lerin %80’inde src aktivitesinde artis gdzlemlenirken, hastalarin %12’sinde src

mutasyonu tespit edilmistir (31).

2.2.3.1.3 BRAF

Diger bir onkogen degisimi olan BRAF mutasyonu KRK’lerin %18’inde
goriilmektedir. Ozellikle V600E (V599E) degisimi BRAF 1 siirekli olarak aktif kalmasina
neden olarak, onun bdliinme, farklilagma ve sagkalim gibi hiicresel iglevlerdeki kontrol

gorevini olumsuz olarak etkilemektedir (32).

2.2.3.2 Tiimor Baskilayici Genler

Onkogenlerin tersine timor baskilayici genler (TBG) hiicre dongiisiinde yavaslatict
etki gosterirler. TBG’lerin kaybinda ya da aktivitelerinin azalmasi1 durumunda
fonksiyonlar1 yerine getirilemez ve hiicreler kontrolsiiz boliinme ve farklilasma 6zelligi
kazanir. TBG’lerin hiicrede tek kopyasinin olmasi islevlerinin yerine getirilmesi igin
yeterlidir. Her iki kopyasinin kaybolmasi negatif etkilerin olusmasina neden olur. Bu
bulgu Knudson (33) tarafindan ¢ocukluk ¢agi retinoblastoma (RB) i¢in tanimlanmis ve
“two Hit” (¢ift vurus) modeli olarak adlandirilmustir. Kalitsal bir mutasyonlu RB alleli
sonradan somatik mutasyonla birlesince bilateral timor olusurken, kalitsal olarak normal
olan RB allellerinin ikisinin de sonradan mutasyona ugramasi sonucu unilateral timor
olusmaktadir. Benzer sekilde KRK’de TGB’lerin rolii, biiyiik kromozomal delesyonlarin
bulunmasi ile ortaya ¢ikmistir.

Tiimor dokulardaki allellerin normal hiicrelerden farklilik gdstermesi ve tiimordeki
kromozomal delesyonlar, heterozigosite kaybi (LOH) olarak adlandirilir. 1lk yapilan
kromozomal KRK ¢alismalarinda, 5q, 8p, 17p ya da 18 q kromozomlarinda yiiksek
oranlarda LOH goriilmiis, ardindan yapilan aragtirmalar sonucu ise bu LOH bdlgelerinde

APC, DCC, SMAD4, SMAD?2 ve p53 genlerinin bulundugu anlasilmistir (34).

2.2.3.2.1 APC

Erken yas KRK olusumunda en nemli role sahip tiimor baskilayici genlerin baginda
APC gelmektedir. Sporadik KRK’lerin %80’inde APC’nin her iki allelinde mutasyon
9



goriilmektedir ve kalitsal tek allel mutasyonu ailesel adenomatdz polipozis (FAP)
olusumuna sebep olmaktadir. Yapilan calismalar FAP olusumunda APC gen kayiplarinin
onemli oldugunu gostermektedir. Bu hastalarda delesyonlar ve somatik mutasyonlar
araciligi ile meydana gelen ikinci APC allel kaybinin olusmasi, mikroadenom ve kiigiik
adenomato6z polipler olugmasina neden olmaktadir. Bu durum APC kaybinin KRK
tiimorogenezinin erken basamaklarindan biri oldugunu gostermektedir (35). APC’nin
normal fonksiyonu ve mutasyonlarinin nasil timér olusumuna neden oldugu iyi ¢alisilmis
konulardan biridir. Elde edilen 6nemli bulgulardan birisi, normal ya da mutasyonlu APC
iceren ¢ogu sporadik KRK’de Wnt sinyal yolagi elemanlarindan biri olan beta-katenin
proteininde de mutasyonlar bulunmasidir. Evrimsel olarak korunmus olan Wnt sinyal
yolagi embriyonik gelisim i¢in elzemdir (36). Benzer sekilde bagirsak epitelinin
yenilenmesinde merkezi bir rolii olan Wnt yolagi, bu yoniiyle KRK tiimérogenezi ile
paralellik sergilemektedir. APC ve dolayisi ile Wnt yolaginda meydana gelen
mutasyonlar, hiicrenin G1 evresinde tutulmasin1 engellemekte ya da nihai farklilasmaya ve
apoptoza dirence sebep olmaktadir (37). Diger taraftan bir¢ok farkli yolagin Wnt ile
kesigmesi, bu yolagin “nihai ortak yolak” olarak adlandirilmasina ve diger yolaklarda
meydana gelen mutasyonlarla birlikte benzer karsinojenik sonuclar olugsmasina sebep
olmaktadir. Beta-kateninde olmayip sadece APC’de olusan mutasyonlar CIN ile
baglantilidir ve hiicreyi diger genlerde olusacak mutasyonlara meyilli hale getirerek tiimor

gelisimine ve malign doniistime neden olmaktadir (38).

2.2.3.2.2 p53

p53, DNA’ya baglanan ve biiyiime inhibe edici genleri transkripsiyonel olarak aktive
eden bir proteindir. p53’iin rolii 6zellikle stres altindaki hiicrelerde kritiktir. DNA’ya
zarar veren ajanlar ya da hipoksiya gibi diger stres kaynaklarinin varliginda, p53 normal
hiicrelerde aktive olur ve biiylimeyi durdurur (39). Aktivasyon sonucunda hiicre
dongiisiiniin durmasti, apoptoz, senesens ve farklilagma gibi ¢esitli biiylime limitleyici
tepkiler ortaya ¢ikar. Tiim bu islemler p53’iin yaklasik 20 civarinda hedef genin
ekspresyonunu degistirmesi sayesinde olusur. Dolayisiyla DNA’s1 zarar géren hiicrelerin
yayilmasini engelledigi i¢in “genomun koruyucusu” olarak adlandirilir (40).

p53 geni 17p tizerinde bulunur ve insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan
genlerden biridir. KRK’lerde yaklasik %50-70 oraninda mutasyona ugramis ikinci bir p53
alleli bulunur. 17p kromozom kaybi ise yaklagik olarak KRK’lerin %75’inde bulunur ve
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genellikle erken adenomlarda goriillmez. Bu durum, p53 kaybmin KRK tiimorogenezinin

geg evrelerinde olustugunu diistindiirmektedir (41).

2.2.3.2.3DCC

KRK dokularinda en sik kromozomal delesyon goriilen noktalardan bir digeri olan 18q
tizerinde, yapilan ¢alismalarda “deleted in Colorectal Cancer” (DCC) olarak nitelenen
genin bulundugu anlagilmistir. DCC adenomlarda %15’ten daha az, biiyiik adenomlarda
%47 ve sporadik KRK’lerde % 73 civarinda goriilmektedir (42). Dolayistyla KRK
timorogenezinde geg evrelerde olustugu diistiniilmektedir. Cok biiyiik bir gen olan ve
fonksiyonu tam olarak anlasilamayan DCC’nin, KRK’de hiicre-hiicre ya da hiicre-matriks
etkilesimini inhibe ettigi sanilmaktadir. Ayrica DCC kayb1 sag kalimu ile iligkilendirildigi
icin prognostik bir degere sahiptir. 18q lizerinde sonraki yillarda pankreatik kanserlerde
yapilan ¢aligsmalarda SMAD4 geninin de bu bolgede oldugu goriilmiistir. SMAD4,
“Transforming Growth Factor- Beta” (TGF-B) yolaginda 6énemli bir sinyal polipeptidini
kodlamaktadir. TGF-Beta tipl (TGFBR1) ve tip2 (TGFBR2) transmembran reseptorlerine
baglanarak, ¢ogu normal hiicrenin biiyiimesini baskilamatadir (43). SMAD4 ve ayni
kromozomal bélgede yerlesik olan SMAD2’de meydana gelen delesyonlar ve mutasyonlar
bu yolagin dogru ¢alisamamasina ve dolayisiyla hiicrenin kontrolsiiz biiylimesine neden

olmaktadir (42).

2.2.3.2.4TGFB

Daha o6nce belirtildigi izere KRK’lerde TGF-beta’nin inhibitor etkisinden kurtulmak
i¢in kullanilan bir mekanizma da SMAD4 iizerindendir. Diger muhtemel mekanizmalar
TGFBR2 genindeki inaktive edici mutasyonlar ve TGF-Beta yolagini biiyiime tetikleyici
hale getiren molekiiler degisimlerdir (44).

Ornegin TGFBR1*6a degisiminin, KRK ve diger kanser riskini artirdig1 goriilmiistiir.
Bu degisimin sonucu olarak, TGF-Beta yolag: biiylime inhibe edici etkisini kaybedip,
bliylimeyi artiran bir 6zellik kazanmaktadir. Diger taraftan bu degisim kalitsal olarak

primer KRK’lerin %87’sinde soriilmektedir (45).
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2.2.3.3 Mismatch Tamir Genleri

Mismatch tamir genleri (MMR) DNA replikasyonu sirasinda olusan yanlis niikleotid
eslesmelerini, kii¢iik insersiyon ve delesyonlar: diizeltmekle gorevlidirler. MMR genleri
arasinda MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 ve MLH3 gibi genler bulunmaktadir.
Kalitsal olarak MMR genlerinden birinde bulunan mutasyonlar HNPCC nin molekiiler
sebebi durumundayken, sporadik KRK’lerin yaklasik %15’inde bu genlerin ekspresyon
kayb1 s6z konusudur. Sporadik KRK’lerde ekspresyonun azalmasi genetik degil
epigenetik faktorler etkisiyle olusmaktadir. Lynch- benzeri sendromda ise biallelik MMR
mutasyonlar1 goriiliir ve KRK gelisme riski bu ailelerde daha yiiksektir (46). MMR
mutasyonlar1 sonucu genomda DNA hatalar1 birikmektedir ve bu durum en iyi
mikrosatalitler lizerinde gézlemlenebilmektedir. HNPCC hastalarinin biiyiik bir kisminda
yiiksek mikrosatalit instabilite (MSI-Y) gozlemlenirken, sporadik KRK’lerin sadece
%15’ine yakin1t MSI-Y’dir. Her ne kadar genomik kaymalardan dolay1 hiicresel
mekanizmalar etkilense bile, MSI-Y g6zlemlenen bireylerde sag kalim daha uzundur (47).

Mismatch tamir genleri alt basliginda belirtildigi gibi mutasyonlar ve allel kayiplari,
HNPCC vakalarinin ¢ogunda goriilen MSI fenotipinin olusmasina neden olur. Diger
taraftan MMR genlerinin promotor bolgelerinde meydana gelen hipermetilasyon ya da
DNA iizerinde meydana gelen ve tek bir allelin baskilanmasi (loss of imprinting) ile
sonuglanan hipometilasyon durumlari sporadik tip KRK’lerdeki MSI fenotipinden
sorumludur (48). Metilasyon sonucu olusabilecek MMR degisimlerinin en 6nemlisi ve sik
goriileni hipermetilasyondur. Her ne kadar metilasyonu tetikleyen siire¢ net olarak
bilinmese bile, MMR genlerinin promotor bolgelerinde meydana gelir ve CpG
adaciklarininda metillesme olusur. Ardindan bu bolgelere, metil-CpG baglanma alani
proteini denilen proteinler baglanir ve kromatin bigimi degisir. Bunun sonucu olarak
MMR genleri sessizlestirilmis olur (49). Ikinci 6nemli mekanizma ise tek bir MMR
allelinde daha zigot asamasinda metilasyon olusmasi ve bu allelin baskilanarak diger
allelin 6zelliklerinin 6n plana ¢ikmasidir. Bu mekanizma “loss of impriting” olarak
bilinmekte ve daha ¢ok insiilin-benzeri bliylime faktorii 2 (IGF2) {izerinde etki
gostermektedir. Dolayisi ile KRK tiimorogenizinden sorumlu olmaktan ziyade risk

faktoriinii artiran bir 6zellik olarak degerlendirilmektedir (50).
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2.3 Kolorektal Kanser Epigenetigi

KRK patogenezinde genetik degisimlerin etkisi iizerinde uzun siiredir ¢alisilmaktadir.
Bu acidan en fazla aydinlatilmis kanser tiirlerinin baginda gelmektedir. Bu ¢alismalar son
donemde, mismatch tamir genleri ve MGMT geni tizerindeki DNA metilasyonunun
etkilerinin ortaya ¢ikarilmasiyla, ¢alismalarin yonii epigenetik mekanizmalara ¢evrilmistir.
Epigenetik degisimler kabaca DNA dizisinde degisime neden olmadan gen ifadesinde
farkliliklar olusmasina neden olan degisimler olarak tanimlanabilir. Epigenetik
degisimlerin olusumunda DNA metilasyonu, post-translasyonel histon modifikasyonlari,
niikleozom pozisyonlamasi, kromatin diiglimlemesi (looping) ve basta mikroRNA’lar

olmak tizere kii¢iikk kodlama yapmayan RNA’lar rol oynamaktadir.

2.3.1 DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu neredeyse genetik degisimler kadar 6nem tasiyan ve KRK
molekiiler mekanizmasinin énemli faktorlerinden biridir. ilk tespit edilen epigenetik
degisim DNA hipometilasyonu olarak adlandirilan durumdur. DNA hipometilasyonu yasa
bagli olarak gergeklesir. KRK karsinogenezinin ilk asamalarinda 5-metilsitozin grubunun
kaybolmast ile olusur (51). Ozellikle tekrar eden CpG diniikleotidlerinde meydana gelir ve
onkogenler tizerinde goriiliir (52). Suzuki ve arkadaslar1 yaptigi calismada perisentromik
bolgelerde meydana gelen hipometilasyonun artan genomik kararsizliaga sebep oldugu
gosterilmistir ve bu durumun rekombinasyonlara ve kromozomal replikasyonlara neden
oldugu ortaya konulmustur (53). Diger bir ¢alismada ise DNA hipometilasyonun “loss of
imprinting” yani ebeveynden gelen allellerden birinin etkilenmesi sonucu islev
gorememesine neden oldugu gosterilmistir (54).

DNA hipermetilasyonu yaklasik olarak genlerin %60’ 1mn promotor bolgelerinde
bulunan yogun CpG diniikleotidleri igerdigi icin CpG adalar1 olarak adlandirilan
bolgelerde olusur (55). Sporadik MSI-Y KRK ile karakterize olan MLH1 mismatch tamir
geninin promotor bolgesinin hipermetilasyonu en iyi karakterize edilmis epigenetik
degisim olup klinik olarak lynch sendromunu anlamakta kullanilmigtir. Hipermetilasyon,
genis KRK yolaklar1 ve genleri etkiledigi gibi, miRNA ekspresyonunu dahi promotor
hipermetilasyonlar ile degistirebilmektedir (56). Promotor bolge hipermetilasyonlarinin
adenom ve KRK’lerde biiyiik farkliliklar gostermesinden dolayi, KRK yolaklar1 bagliginda
anlatilan CpG adalar1 metilator fenotip (CIMP) konsepti ortaya ¢ikmistir. DNA
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metilasyonunun kalitsal 6zelligi ile ilgili yayinlar bulunmakla birlikte elde edilen sonuclar

oldukea tartigmalidir.

2.3.2 Histon Modifikasyonlari

Epigenetik mekanizmalardan bir digeri ise histon modifikasyonlaridir. Bu
mekanizma, asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubigitinasyon ve sumoyilasyon gibi
mekanizmalar ile kromatinin temel yapisi olan histonlarin, DNA ve diger proteinler ile
etkilesimlerinin degismesini ifade eder. Bu degisimler sonucu o bolgede bulunan genlerin
ekspresyon seviyeleri degismektedir. Histon modifikasyonlart nedeniyle DNA
metilasyonu ile baglantili olarak P16, MLH1 ve MGMT gibi genlerin susturuldugu
gosterilmistir (57).

2.3.3 mikroRNAlar

mikroRNA’lar kodlama yapmayan, 17-25 niikleotid uzunlugundaki diizenleyici RNA
molekiilleridir. Hayvanlarda, bitkilerde ve hatta bazi viriislerde bulunabilen miRNA’lar,
mesajct RNAlarin (mRNA) 3” UTR, kodlama yapan bolge ya da 5° UTR bolgelerine
baglanarak, RNA nin par¢alanmasi ya da okunmasina engel olarak, posttrankripsiyonel
sekilde ilgili gen ekspresyonunu diizenlerler. miIRNA’larin bu 6zellikleri 1993 yilinda
Caenorhabditis elegans iizerinde lavral asamalar tizerine ¢alisan Ambros ve Ruvkun
laboratuvari tarafindan birbirinden bagimsiz sekilde bulunmustur. Ambros ve Ruvkun
tarafindan bulunan ilk miRNA lin-4’tiir. Ardindan gelen yillarda caligmalar devam etse de
ikinci mMiIRNA ancak 2000 yilinda Ruvkun laboratuvarindan Reinhart ve arkadaglari
tarafindan bulunmustur. Bulunan ikinci miRNA, yine c. Elegans’ta biiyiimeyi diizenleyen
let-7°dir. Lin-4’ten farkli olarak Let-7’nin evrimsel olarak korunan bir diziye sahip
oldugunun ve diger bir¢ok canlida bulundugunun ortaya ¢ikmasi, mMiRNA ¢alismalarina
ivme kazandirmis ve diger tiirlerdeki ¢alismalari hizlandirmistir (58). Mirbase internet
veritabanina goére Homo sapiens’te 1881 precursor, 2588’de olgun MIRNA tanimlanmustir
(59).
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2.3.3.1. miRNA Biyogenezi ve Fonksiyonu

MIRNA’lar hiicre ¢ekirdegi icerisinde kodlama yapmayan (non-coding) RNA bdlgeleri
igerisinde yada protein kodlayan genlerin intronlarinda gémiilii olarak bulunan dizilerden
RNA polimeraz II tarafindan primer-miRNA (pri-miRNA ) seklinde 500 ila 3000 baz
arasindan olacak sekilde sentezlenirler (60). Pri-miRNA sag tokasi seklinde ve ¢ift zincirli
bir yapidadir ayrica mRNAlar gibi poli-adenin kuyruguna ve 5’ bagligina sahiplerdir.
Sentezlenen pre-miRNA’dan polisistronik bigimde birden fazla miRNA olusturulabilecegi
gibi tek bir miRNA da {iretilebilir (61). Ayrica intronlardan kodlanan miRNA’larn, ilgili
genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev aldig1 diisiiniilmektedir (62).

Transkripsiyonundan sonra pri-miRNA RNaz |11 ailesinden iki enzimin arda arda
islemleri ile kesime ugrar. Bu igslemlerden ilki ¢ekirdek igerisinde Drosha enzimi ve ona
eslik eden ¢ift zincirli RNA baglanma bolgesi bulunduran Pasha ile birlikte pri-miRNA’y1
keserek yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki pargalara ayirir. Bu pargalar pre-miRNA
olarak adlandirilir ve lizerindeki eksik eslesmeler yine Drosha enzimi tarafindan diizeltilir.
Ikinci adim sitoplazmada gerceklesir (Sekil-3). Pre-miRNA ¢ekirdekten stoplazmaya
RAN-GTP bagimli sekilde Exportin 5 tarafindan taginir. Sitoplazmada Dicer-TRBP
tarafindan tekrar kesime ugrayan pre-miRNA, ¢ift zincirli yapisini1 korur fakat yaklagik 20
niikleotidlik bir uzunluga kadar diiser. Cift iplikten sadece bir tanesi olgun miRNA’ya
dontisebilir. Bu noktada, zincirlerden hangisinin 5 ucu termodinamik ac¢idan daha diisiik
enerjiye sahipse o olgun miRNA’ya doniisiir ve diger zincir degrade olur. Dicer, argonaute
(Ago) ile birleserek ribozom-indiiklii susturucu kompleks (RISC) biinyesine katilir. Bazi
kaynaklar RISC ile birgok ortak yonii olan miRNA igeren riboniikloprotein pargaciginin
(miRNP) adlandirmasini kullanabilmektedir. Olgun miRNA, baz eslesmeleri
dogrultusunda miRNP’yi hedef gen bdlgesine yonlendirir. Bu bdlgeler mRNA’nin 3’°UTR
kismui olabilecegi gibi kodlama yapan dizi de olabilir. Son donemde yapilan ¢aligmalarda,
5’UTR’ye baglanmanin da s6z konusu oldugunu géstermistir(63). RISC tam, kismi ya da
eksik komplimenter baglanma ile fonksiyon gosterebilir. miRNA dizisinin 5’ bolgesindeki
2-8 niikleotidi bu baglanma gorevini hedef mRNA dizisi ile yapar ve bu eslesme bolgesine
cekirdek (seed) dizi denir (64). Bazi ¢aligmalarda kismi komplimenter dizilerin mRNA
seviyelerinde giiclii bir degisim olusturmadig belirtilse de yeni bulgularin miRNA’larin
kismi eslesmelerinin bile kuvvetli mRNA diisiislerine sebep olabilecegi savunulmaktadir.
Hemen hemen biitiin ago proteinleri hem miRNA hem de siRNAlar ile kompleksler

olusturabilseler bile sadece Ago2 proteini ile olusturulan kompleksler mRNA kesimine
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sebep olmaktadir. MIRNA-RISC yapist ii¢ ayr1 islem ile etkisini gosterir. Bunlardan ilki
ve memelilerde en az yaygin olan1 bolgeye 6zel kesim, (site-spesific cleavage) genellikle
RNAIi olarak bilinir ve tam ya da tama yakin eslesme durumlarinda goriiliir. Memelilerde
goriilme siklig1 daha fazla olan diger islemler mRNA yikiminin kolaylastirilmasi ve
translasyonun inhibisyonudur. Son iki islemin mekanizmalari hala tartigmali birer konudur
(65). Yakin zamanda ortaya atilan diger iki senaryodan ilki (66) RISC’ten bagimsiz olarak
miRNA’larin riboniikloproteinlere baglanarak bu proteinlerin islevlerini
engelleyebildiklerini ikincisi (67) ise miRNA’larin DNA’ya direk baglanarak gen

ekspresyonunu transkripsiyon seviyesinde diizenleyebileceklerini savunmaktadir.
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Sekil-3 mikroRNA biyogenezi (61)

2.3.3.2 Kolorektal Kanserde miRNA’lar

miRNA’larin kesfinden itibaren memeliler ve hastaliklar1 tizerindeki etkileri merak
konusu olmustur. Ozellikle kanserdeki rolleri cok sayida ¢alismanin dniinii agmugtir.
Kanser alaninda miRNA ¢aligmalar1 2002 yilinda Calin ve arkadaslarin kronik lenfatik
16semide (KLL) miRNA’larin insan timorlerindeki varligini géstermesi ile baglamigtir

(68). KRK’de ise bu ¢alismalarin ilki 2003 yilinda Michael ve arkadaslar1 (69) tarafindan
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KRK da azalan miRNA ekspresyonlarini gosterdigi calisma ile baslamigtir. miRNA’larin
yaklagik tiim genlerin %60-70’inin regiilasyonundan sorumlu olabilecegi diisiiniiliirken,
kanser olusumunda etkili olan hiicre farklilasmasi, biiylime, ¢ogalma ve apoptoz gibi
mekanizmalardaki genleri etkileyerek KRK’de biiylik 6nem tasidigi savunulmaktadir.
Kanser patogenezinde iki 6nemli gen grubu olan onkogen ve tiimor baskilayici genlerde

miRNA’larin etkileri ayr1 ayr1 incelenmektedir.

2.3.3.2.1 Tiimor Baskilayict miRNA’lar

Onkogenleri hedefleyerek onkosupresif rol iistlenen miRNA’lar timor baskilayici
miRNA olarak adlandirilirlar. Ornegin miR-18, Kristen-Ras (K-RAS) ile ters orantili bir
sekilde eksprese olmaktadir. HT-29, A431 ve WRL-68 gibi KRK hiicre hatlarinda yapilan
deneylerde miR-18’in baskilanmasi yani ekspresyonunun diistiriilmesi ile hiicrelerin daha
hizli yayildigi ve biiyiidiigl gosterilmistir (70). Diger bir 6nemli timor baskilayict miRNA
ise miR-133a’dir. Fascinl (FSCN1)’ i hedefleyen ve bu genle ters orantili olarak eksprese
oldugu gosterilen miR-133a’nin, birgok KRK hiicre hattinda ve KRK tiimor dokusunda
ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir (71). Ayrica ERK ve MEK proteinlerinin
fosforilasyonunu engelleyen miR-133a’nin MAPK sinyal yolagi iizerinden de etkili oldugu
bulunmustur (72). Tiimor doku ve hiicre hatlarinda ekspresyonu diisen diger bir miRNA
ise miR-194’tiir. PDK/AKT?2 sinyal yolagini hedefleyen miR-194, hiicre biiyliimesi,
apoptozu, migrasyonu ve invazyonunu inhibe edebilmektedir (73). Diger taraftan Wang ve
arkadaslar1 (74) Mir-194’iin MAP4K4’{i hedefleyerek VVec-Jun transkript faktorii tizerinden
MDM2 ekspresyonunu diizenleyip hiicre dongiistinde G1 fazinda tutunumu artirdigini
ortaya koymustur. Bu yolla timdr biiyiikliigii ve farklilagmasini azalttigini gostermistir.
Benzer sekilde KRKde miR-126 VEGF, AKT ve ERK1/2 sinyal yolaklari iizerinden, miR-
375’in PIK3CA iizerinden ve miR-455’in RAF1 {izerinden timdr baskilayici islevler
istlendigi gosterilmistir. Diger birgok tiimor baskilayict miRNA’lar Tablo-2’de

gosterilmistir.
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Tablo-2 Kolorektal kanserde rol oynadigi belirlenen tiimor baskilayici microRNAlar (75)

miRNA  Hedefler Biyolojik fonksiyonu E.Y.*
let-7 K-ras, c-Myc, CDC34, CDC25A, Migrasyon ve invazyonunu baskilanmasi, !
ailesi CDK6, HMGA2, Lin28 ve Lin28B, Bcl-  anjiyogenezin artirilmasi
2, STATS3, integrin, vimentin ve E-
cadherin’in mMRNAs1
let-7a K-ras Hiicre proliferasyonu, timor sag kalimi !
anjiyogenez ve metastazin baskilanmasi
miR-143 ERKS5, MAPK’nin fosforilasyonunun baskilanmasi, l
DNMT3A, apoptozun artirilmasi, kolon kanser hiicrelerinin 5-
Bcl-2, FU’ya kars1 duyarlilastirilmasi, hiicre dongiisiinde
NF-xB, tutunumun indiiklenmesi, hiicre biiytimesinin
K-ras, ELK1 baskilanmasi, anjiyogenez ve metastazin
baskilanmasi
miR-200 ZEBI,ZEB2,TGFf2,S0x2, Metastazin baskilanmasi, kok hiicre benzeri !
ailesi KIf2 ozelliklerin ve inflamasyonun inhibe edilmesi
miR-200 K-ras aktivasyonu,
miR-141 TGFp2 Metastazin diizenlenmesi
miR-200c ZEB1 Metastazin diizenlenmesi
miR-215 DHFR Hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiistiniin !
baskilanmasi, kolon kanser hiicrelerinin 5-FU’ya
kars1 duyarlilastirilmasi
miR-34 c-Met Timor olusumu ve metastazin baskilanmasi, !
ailesi kemoterapi ve radyo terapiye karsi duyarlilagtirma
miR-34a E2F1/3, Bcl-2, CD24 ve Src, CD44 Apoptozun baslatilmasi, kolon kanser hiicrelerinin
5-FU’ya kars1 duyarlilastirilmasi, proliferasyon,
hareketlilik ve metastazin baskilanmasi
miR-34b Proliferasyonun baskilanmasi, hiicre dongiisiinde
ve tutunumun indiiklenmesi
miR-34c
miR-145 IRS-1, IGF-IR, YES, FLI1, FSCN1, Hiicre dongiisiinde tutunumun indiiklenmesi, !
BIRC2, VANGL1, DFF45, HIF- hiicre biiytimesinin baskilanmasi, proliferasyon,
1a,VEGF,c-myc, MUC1, OCT4, SOX2, invazyon ve metastazin baskilanmasi, Apoptozun
KLF4, ADAM17, CCND2, p70S6K1 diizenlenmesi, anjiyogenezin inhibisyonu
miR-126 p85p8 KRK biiyltimesinin baskilanmasi 1
miR-195 Bcl-2 Apoptozun artirilmasi 1
miR-491 Bcl-xL Apoptozun baslatilmasi !
miR-133 c-Met, K-ras Apoptozun diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, !
farklilagmasi ve sag kalimimn diizenlenmesi
miR-101 COX-2, PTGER4/EP4,EZH2, N-Myc, Biiyiimesinin, migrasyon ve invazyonun 1
Mcl-1 baskilanmasi, Apoptozun artirilmasi
miR-107 VEGF Anjiyogenezin baskilanmasi !
miR-155 hMSH6, hMSH2 ve hMLH1 Genetik biitiinliigiin korunmasi l
miR-137 LSD-1 Tumor hiicrelerinin ilerlemesinin durdurulmasi l
miR-342 DNMT1 Hiicre dongiisiinde tutunumun indiiklenmesi, !
hiicre bilylimesi ve invazyonun baskilanmasi
miR-30 Metastazin baskilanmasi !
miR-30a- DTL Hiicre dongiisiinde tutunumun indiiklenmesi, !
5p Apoptozun artirilmasi
miR-365 Cyclin D1, Bcl-2, Mybl2 Hiicre dongiisii ilerleyisinin durdurulmasi ve l
apoptozun artirilmasi
miR-345 BAG3 Hiicre biiytimesi, invazyon ve lenf donu 1
metastazinin baskilanmasi, apoptozun artirilmasi
miR-214 mRNA of Quaking Anjiyogenezin baskilanmasi l
miR-16  VEGF,VEGFR2,FGFR1 Anjiyogenezin baskilanmasi
miR-424 VEGF,VEGFR2,FGFR1 Anjiyogenezin baskilanmasi

*E.Y: Ekpsresyon yonii
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2.3.3.2.2 Onkogenik miRNA’lar

Tiim6r dokularda ekspresyonu yiikselen miRNA’lar onkogenik miRNA ’lar yada
onkomir olarak tanimlanir. Bu gruptaki miRNA’lar timor bliylimesini, tiimor baskilayict,
hiicre farklilasmasindan sorumlu ve apoptozu kontrol eden genleri inhibe ederek
durdururlar (76). Birgcok miRNA’nin KRK tiimér dokularinda ekspresyonunun yiikseldigi
gosterilmis olsa bile az bir kismi ¢ok iyi sekilde karakterize edilebilmistir. Bu boliimde
KRK’de iyi tanimlanmis belli basli onkomirlere yer verilecektir. Diger onkomirler Tablo-
3’de gosterilmistir. MiR-21 -yeni adlandirilmasiyla miR-21-5p KRK’de en yiiksek
eksprese olan onkogenik miRNAdir. Prognostik agidan 2008 yilindan beri
degerlendirilmektedir. ilk olarak 2007 yilinda Slaby ve arkadaslari (77) tarafindan,
KRK’in klinik asamalariyla Mir-21 ekspresyonun dogrusal olarak arttigi gosterilmistir.
Ardindan 2008 yilinda Asangani ve arkadaslari (78) tarafindan kanser hiicrelerinin
invazyonunu, metastazi ve intravazasyonunu artiran timor baskilayicit Pdcd4 geni ile miR-
21 arasinda negatif korelasyon oldugu gosterilmistir. PTEN genini post transkripsiyonel
olarak diizenleyerek hiicre biiytimesi ve proliferasyonunu etkiledigi belirtilmektedir (79).
Tiimor doku disinda gaita ve kan 6rneklerinde dahi miR-21 seviyesinin yiiksek olmasi bu
miRNA’nin yiiksek biyomarker potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (80).
Yapilan ¢aligmalarda yiiksek miR-21 seviyesinin KRK’de kisa sag kalim belirteci oldugu
savunulmaktadir ve anti-miR-21 uygulamalarinin s6z konusu olabilecegi belirtilmektedir
(81). Diger bir 6nemli onkomir ise miR-31°dir. Yapilan ¢alismalarda miR-31 hem timor
doku 6rneklerinde hem de hiicre hatlarinda hedefi olan HIF-1 alfa ile negatif korelasyon
icinde oldugu ve bu yolla KRK hiicre biiyiimesi, migrasyonu ve invazyonu artirdigi
gosterilmigtir. MiR-31 bastirildiginda ise KRK hiicrelerinin koloni kurma 6zelliklerinin ve
yayilma yeteneklerinin bastirildigi (82), bagka bir ¢alismada ise RhoBTB1 {izerinden
KRK’in genisleme ve ilerlemesine katki sagladigi ortaya konulmustur (83). Ayrica,
RASAT1 proteinini baskilayip, RAS sinyal yolagini aktive ederek hiicre biiyiimesine sebep
oldugu bulunmustur (84). miR-92nin lenf nodu ve uzak metastazi olan hastalarda ve kisa
sag kalimu ve ileri klinik evre ile 6nemli 6l¢iide korale oldugu ve yine PTEN’i baskilayarak
hiicre biiyiimesi, migrasyonu ve invazyonunu artirdigi gosterilmistir (85, 86). Bunlarin
disinda miR-103’iin DICER ve PTEN, miR-135a’nin APC, miR-155in MLH1,
MSH2,MSH6 miR-181anm WIF-1, PTEN miR-196b’nin FAS miR-221in p53 {izerinde
etkili olarak KRK patogenezine sebep oldugu bilinmektedir (87, 88).
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Tablo-3 Kolorektal kanserde rol oynadigi belirlenen tiimor baskilayict microRNAlar (75)

miRNA Hedef genler Biyolojik fonksiyonu E.Y*
miR-17-92  TSP1, CTGF, E2F1 Anjiyogenezin artirilmasi 1
miR-17 RND3 Timor hiicre biiytimesinin artirilmasi, hiicre dongiistinde 1

tutunumun baskilanmasi
miR-19a WNT3 Lenf nodu metastazinin artirilmasi, apoptozun inhibe edilmesi 1
miR-19b-1 Apoptozun inhibe edilmesi 1
miR-20a BNIP2 Kemoterapi rezistansi, apoptozun inhibe edilmesi 1
miR-92 BIM Apoptozun baskilanmasi, Lenf nodu metastazinin artirilmasi, 1
hiicresel tutunma ve sitokin etkilesimi, invazyonun artirilmasi
miR-18a RND3, ERKS5, MAPK ’n1n siirekli posforilasyununun engellenmesi 1
DNMT3A, K-ras
miR-675 RB Malign doniisiimiin ve hiicre biiylimesinin artirilmasi, hiicre 1
dongiistiniin diizenlenmesi
miR-21 PTEN, PDCD4, RECK, KRK ilerlemesinin artirilmasi, migrasyon ve invazyonun 1
TIMP3, NFIB, SPRY2, gelistirilmesi, kok hiicre benzeri 6zelliklerin ve inflamasyonun
TGFBR2, TIAM1 inhibe edilmesi, Kemoterapi rezistansi
miR-31 AXIN1, FOXC2, Migrasyon, invazyon ve metastazin artirilmasi 1
FOXP3, TIAM1,
SATB2
miR-96 CHES1 Apoptozun inhibe edilmesi 1
miR-135a APC 1
miR-135b APC Fenotip korunumunda bulunma 1
miR-106a RND3 Farklilagsmanin saglanmasi 1
miR-190 PHLPP Proliferasyon, malign doniisiim ve metastazin artirilmast 1
miR-95 SNX1 Hiicre biiylimesinin artirilmasi 1
miR-221 CDKN1C/p57, TSP1 Hiicre biiyltimesinin artirilmasi, apoptozun, hiicre dongiistinde 1
tutunumun ve farklilagsmanin baskilanmasi, anjiyogenezin
artirilmasi
miR-155 hMSH6, hMSH?2, Apoptozun baskilanmasi 1
hMLH1
miR-4995p FOXO4, PDCD4 Migrasyon, invazyon ve metastazin artirilmasi 1
miR- DAPK, KLF4 Tnvazyon ve metastazin artirilmasi T
103/107
miR-129* Lenf nodu metastazinin artirilmasi 1
miR-137 Lenf nodu metastazinin artirilmasi 1
miR-9 mMRNA of E-cadherin  Lenf nodu metastazinin artirilmasi 1
miR-126 Anjiyogenezin artirilmasi 1
miR-27b SEMAGA,DII4 and Anjiyogenezin artirilmasi 1
Spry2
miR-10b HoxD10 Anjiyogenezin artirilmasi 1

*E.Y: ekspresyon yonii

2.4. Terapotik Bitkilerin KRK Epigenetiginde Rolii

Genetik degisimlerin kalic1 etkilerinden farkli olarak, hipermetilasyon, histon
modifikasyonlari ve miRNA etkilesimi gibi epigenetik faktorlerle olusan ekspresyon
degisimleri, ilaglar ve kimyasallarla tersine dondiirmek miimkiin olmaktadir. Bu anlamda

FDA, DNA metiltransferaz ve histondeasetilaz inhibitorlerini kanser tedavisi ag¢isindan
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onaylamustir (89). Terapotik bitkilerin ve etken maddelerinin benzer bir yaklagimla

miRNA ekspresyonlarini etkileyerek KRK tedavisinde etkili olabilecegi diigiiniilmektedir.

2.4.1 Rubus Fruticosus

Rubus fruticosus (Bogiirtlen), giilgiller (Rosaceae) familyasinin Rubus cinsini
olusturan cindi insan sagliginda 6nemli rolleri olan organik asitler, mineraller ve vitaminler
bakimindan ¢ok zengin bitki tiirlerinin ortak adidir. Cok genis bir yetisme alanina sahip
olan Rubus fruticosus besin degeri agisindan oldukg¢a zengindir ve bati diyetinde de
kullanilmaktadir. Meyvesi taze olarak tiiketilmekte ya da Anadolu’da regel olarak
muhafaza edilerek kis kullanimina uygun olarak muhafaza edilebilmektedir. Yapraklari
ise kurutularak cay olarak tiiketilmektedir. Rubus tiirii bitkiler (siyah ahududu, bogiirtlen,
morion liziimii, kirmizi ahududu, ¢ilek vb.) yiiksek miktarlarda antosiyanin ve ellagik asit
(Sekil-4) igermektedirler (90). Geleneksel tipta da kullanilan Rubus fruticosus 6zellikle
karaciger ve bobrek rahatsizliklarinda, dogum sancilarinin iyilestirilmesi ve diyeraya gibi
farkli rahatsizliklarin iyilestirilmesinde kullanilmistir. Rubus tiirlerinin anti kanser etkileri
gosterdigi de bilinmektedir. Serbest radikalleri temizleme, zenobiyotik metabolizmasinda
etkin olan genleri aktive etme, gen ekspresyonlarini diizenleme, hiicresel sinyalleri
degistirme ve apoptozu indiikleme gibi 6zellikleri anti kanser etkilerinin olugsmasina neden
oldugu belirtilmektedir (91). Rubus fruticosus igerisindeki bilesiklerden bazilarinin kolon
kanseri tizerinde etkileri son yillarda daha dikkatli bir sekilde degerlendirilmistir. 1,2
dimetilhidrazin ile olusturulan sigan kolon kanseri iizerinde, bogiirtlen kdkiiniin temel
bilesenlerinden biri olan ellagik asidin, AKT- fosfoinositid-3 kinaz yolagini1 baskilayarak
kanser olusumunu 6nledigi bildirilmistir (92). Benzer bir sekilde yinel,2 dimetilhidrazin
ile olusturulan sican kolon kanserinde, ellagik asidin, inflamasyon elemanlari olan NF-
kappaB, INOS, COX-2, TNF-alfa ve IL-6 iizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Ellagik asitin bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak Santos ve ekibi,
biyoyararlanim ve hedefe yonelik terapi agisindan bu molekiilii kolon ve rektal kanser
tedavisinde degerlendirmislerdir (93). Rubus fruticosus kok ekstresi (RKE) ile KRK
tizerine yapilmis su anki bilgimiz dahilinde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Fakat Blassan
ve arkadaslar1 Insan KRK Caco-2 hiicre hattinda, Rubus fairholmianus kok 6ziitiiniin
kaspaza bagimliml yolaklarla apoptozu indiikleyerek, hiicre biiylimesini durdurdugunu
gostermistir (94). KRK {izerinde farkli rubus tiirleri ile gerek in vivo gerek in vitro
caligmalar yapilmis olsa dahi, RKE’nin miRNA ekspresyonu seviyesinde yapilmis bir

¢alisma bulunmamaktadir.
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Sekil-4 Ellagik asidin kimyasal yapisi

2.4.2 Nigella sativa

Nigella sativa (Corek otu) bitkisi ve yag1 yiizyillardir Asya, Afrika ve orta dogu
ilkelerinde saglikli yasam ve hastaliklarla savasmak icin kullanilmaktadir. Corek otu
iceriginde yiiksek miktarlarda bulunan timokinon (TQ) (Sekil-5) bilesigi bulunmaktadir.
Gali ve arkadaslari, HCT-116 kolon kanseri hiicre hattinda TQ’un p53 yolag1 lizerinden
apoptoza neden oldugunu gostermistir (95). Dalal ve ekibi ise yaptiklari in vivo ¢alismada
Nigella sativa 'nin antioksidan ve kemoterapatik etkililerini sigan kolon kanseri tizerinde
arastirmis ve DNA hasarimi engelleyici bir rol oynadigini rapor etmistir (96). Diger bir in
vivo ¢aligsmada fare kolon kanseri lizerinde TQ’un tiimor biiyiimesini engelledigi ve timdor
invazyonunun oniine gegtigi belirtilmistir (97). Bir diger 6nemli caligmada ise yesil ¢cayin
temel bileseni olan Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) ve TQ siirekli sekilde SW-620
kolon kanseri hiicre hattina uygulanmustir. Her iki etken maddenin de 5-FU ile kayda
deger sekilde benzer etkilere yol acarak, hiicresel yikima ve metabolik fonksiyon
bozukluklarina neden oldugu ortaya konulmustur (98). Ancak, Nigella sativa tohum
ekstresi (NTE)’nin, KRK’de miRNA ekspresyon seviyelerine olan etkileri

arastirilmamustir.

Sekil-5 Timokinonun kimyasal yapis1
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2.4.3 Olea europaea

Zeytin (Olea Europaea) diinyanin birgok bolgesinde yetistirilir fakat Akdeniz havzasi
tarimsal iiretimin ana merkezi olup diinyadaki zeytin iiretimin %98°1 bu bolgede
yapilmaktadir (99). Zeytin agacindan saglanan temel tiriin zeytinyagidir ve igerdigi fenolik
bilesenler agisindan yogun bir sekilde antioksidan ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Fenolik igerik agisindan zeytinyagi 6n plana ¢ikmis olsa da Zeytin yapragi oleuropein,
hidroksitirosol, verbaskozit, apigenin-7-glukozit ve luteolin-7-glukozit gibi fenolik
bilesenler agisindan bitkinin diger bolgelerinden daha zengindir (100). Geleneksel tibbi
kullanimi disinda, zeytin yapragi bilimsel aragtirmalarla insan ve hayvan sagligina anti-
oksidan kapasite, anti-hipertansif, hipoglisemik, hipo-kolestrolemik, kardiyo-koruyucu,
anti-inflamatuvar 6zelliklerinden dolay1 fayda sagladigi gosterilmistir (101). Zeytin
yapraginin bu faydali etkilerinin en 6nemli sebebi fenolik bilesenler ve 6zellikle
oleuropeindir (Sekil-6). Zeytin yapragmin kimyasal icerigi bitkinin kokenine, saklama
kosullarina, hava kosullarina, nem oranina ve toprak yapisina gore degismektedir. Fakat
polifenol ve oleouropein miktar bityiik varyasyonlar gostermemektedir (102).
Oleouropein’in meme, kolorektal, prostat, akciger, 16semi, melanoma gibi birgok kanser
hiicre hattinda anti-tiiméral etki gosterdigi ortaya konulmustur (103). Ozellikle KRK’de
Olea europaea yaprak o6ziitii (OLE) kullanilarak yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Fakat Oleouropein’in KRK’de anti-kanser etkileri degerlendirilmistir. Cardeno ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada Oleouropein’in HIF-1a proteinini baskilayarak HT-29

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini gostermistir (104).

Sekil-6 Oleouropein’in kimyasal yapisi
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GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

o LightCycler 48011 (Roche Diagnostics, ABD)

o Isiticil1 blok (DB-2A) (Techne, ingiltere)

o Santrifiij (22R) (Beckman Coulter, Almanya)

o Plate santrifiijii (Thermo, ABD)

. Manyetik Karistiric (Vorteks) (Velp Scientifica, Italya)
. + 4°C Buzdolabi (Alaska, Istanbul, Tiirkiye)

. - 20 °C derin dondurucu (Bosch, Istanbul, Tiirkiye)
. - 80 °C derin dondurucu (Niive, Istanbul, Tiirkiye)
o -152 °C ultra derin dondurucu (Panasonic, Japonya)

o PCR UV kabini (Biosan, Litvanya)

o UV spektrofotometre Beckman Coulter DU 800 (Beckman Coulter, Almanya)
o Mikroskop (Nicon, Japonya)

. Inverted mikroskop (Olympos CH, Japonya)

o Karbondioksit inkiibatorii (Panasonic, Japonya)

. Eliza reader (Tecan, isvicre)

3.2.Kullanmilan Kimyasallar ve Kitler

o RNeasy kiti (50 6rneklik) (Qiagen, USA)

o miScript Primer Assays (Qiagen, USA)

o miScript I RT Kit (Qiagen, USA)

o RT2 SYBR Green Mastermix Kiti (Qiagen, USA)

. Wst-1 Hiicre Proliferasyon Kiti (Roche, Isvigre)

. Hiicre migrasyon analiz kiti (CHEMICON® QCM™ | USA)
o Etanol (Merck, Germany)

o Tripan Mavisi (Biochrom AG, Almanya)

o DMSO (dimetil siilfoksit) (Sigma, Almanya)
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3.3. Kullanilan Yontemler

3.3.1. Bitkilerin Secimi ve Oziitlerin Hazirlamis1

OLE’nin hiicre kiltiirii ¢alismalarinda kullanilabilecek sekilde hazirlanabilmesi
amaciyla yeterli miktarda zeytin yaprag: Balikesir — Edremit bolgesinden Subat 2010°da
toplanmistir. Tarimsal ilag kalintilarinin olusmamasi i¢in bitkinin ilk dénem yapraklar
secilmistir. Yapraklar yikandiktan sonra yaklasik bir ay boyunca karanlikta ve oda
sicakliginda kurutulmaya birakilmistir. Kurutma islemi tamamlandiginda karistirici
yardimryla toz haline getirilmistir. Uzerine %70 etanol konularak (iizerini kapatacak
miktarda) bir hafta bekletilmistir. Ara ara ¢alkalanip, siiziilmiis ve rotary evaporator
kullanilarak ¢6zgeni ugurulmustur. Ekstrenin kullanima hazirlanmasi i¢inse cihazda
yapigsma olmamast i¢in bir miktar ¢6zgen birakilarak ekstre elde edilmis, temiz ve darasi
alinmus, genis ylizeyli cam bir malzemeye ekstre dokiilerek ¢ceker ocak altinda bekletilmis
¢Ozgenin ugmasi saglanmistir. Kalan ekstre tartilarak 100 gr bitkiden ne kadar ekstre elde
edildigi belirlenmistir. ~ Stok soliisyon 250 mg/ml olacak sekilde %5°lik DMSO (dimetil
stilfoksit) iceren besi yerinde ¢ozdiiriilmiistiir.

RKE hazirlayabilmek igin Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hulusi Malyer tarafindan Uludag Universitesi yerleske
alaninda bitkilerin tayini yapilmis ve ardindan kokleri sokiilerek iizerindeki toprak atiklari
yikanarak temizlenmistir. Kokler oda sicakliginda bir hafta bekletilerek kurutulmustur.
Kuruyan kokler ogiitiilerek toz haline getirilmistir. Stok soliisyonu hazirlamak i¢in OLE
ornegindeki yol takip edilmistir.

NTE’nin hazirlamasi igin 100 gr tohum tartilip, iizerini gegecek kadar hekzan
icerisinde bir hafta bekletilmistir. Bu siire i¢inde ara ara ¢alkalanarak karigmasi saglanmis
ve siizlilmiistiir. Stiziilen hekzan ¢ozeltisi rotary evaporator kullanilarak ¢dzgenin
ucurulmasi saglanmistir. Corekotu etanol ekstresinin hazirlanmasi igin hekzanda
bekletilerek hekzan ekstresi hazirlanan tohumlarda kalan son hekzan ugurularak bitki

kurutulmustur. Stok soliisyonu hazirlamak i¢cin OLE 6rnegindeki yol takip edilmistir.
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3.3.2. Bitki Oziitlerinin Kimyasal Icerik Analizi

Hazirlanan bitki 6ziitleri Uludag Universitesi Kimya Boliimii 6gretim iiyesi Dog. Dr.
Saliha Sahin tarafindan OLE 6rneginde Kafeik asit ve Oleuropein, RKE 6rneginde ellagik
asit, NTE 6rneginde TQ maddeleri HPLC ile kromatografik analiz yapilarak igerisindeki

fenolik bilesiklerin miktarlar1 tayin edilmistir.

3.3.2.1. Kromatografik Analiz

Numunelerde bulunan fenolik bilesikler HPLC teknigi ve XBridge C18 (4,6x250 mm,
3,5 um, Waters) kolon kullanilarak 10 pL’lik enjeksiyon hacminde 0,5 mL/dk akis hizi ile
calisilmistir. Analiz sirasinda %1 formik asit-%99 su (A) ve asetonitrilden (B) olusan
gradient ¢6ziicti programi uygulanmistir. HPLC igin analiz ¢alisma kosullar1 Tablo-4’de

verilmektedir.

Tablo-4 Ellagik asit, Kafeik asit ve Oleuropein’in HPLC ¢alisma kosullar1

Siire (dk) Hareketli faz
0 %90 A- %10 B
10 %87 A- %13 B
20 %58,5 A- %41,5B
25 %30 A- %70 B
35 %90 A- %10 B

A: %1 formik asit-%99 su, B: asetonitril

TQ fenolik bilesigi, HPLC ile analizinde, XBridge C18 (4,6x250 mm, 3,5 pum,
Waters) kolon ile 20 pL’lik enjeksiyon hacminde 0,5 mL/dk akis hizi ile ¢alisilmustir.
Analiz sirasinda %42 su-%58 asetonitrilden olusan izokritik ¢6zlicii programi

uygulanmistir. HPLC i¢in ¢alisma kosullar1 Tablo-5’te verilmektedir.

Tablo-5 Timokinon i¢in HPLC g¢alisma kosullar1

Siire (dk) Hareketli faz
0 %42 su - %58 asetonitril
17 %42 su - %58 asetonitril
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3.3.2.2. Standart Fenolik Maddelerin Hazirlanmasi

OLE, RKE ve NTE numuneleri 1/100 metanol ile tamamlanip santrifiijlenerek
orneklerdeki fenolik maddeleri bulmak i¢cin HPLC cihazina verildi. Orneklerdeki pik alan
degerlerinden Kafeik asit, Oleuropein, Ellagik asit, TQ fenolik maddeleri bulundu. Stok
¢ozeltiler kullanilarak 70 ppm Ellagik asit (1/100 seyreltme), 100 ppm Kafeik asit(1/5
seyreltme), Oleuropein (1/100 seyreltme), TQ (1/100 seyreltme) olacak sekilde metanolde
coziilerek fenolik maddelerin kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi ve HPLC cihazi ile analiz
edildi. Her bir standart ¢6zeltinin pik alan1 degerleri ile konsantrasyon degerleri arasinda
grafik cizilerek kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.

HPLC cihazi i¢in standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
standart fenolik maddeler i¢in konsantrasyona karsilik pik alan degerleri ile kalibrasyon
grafikleri ¢izilmistir. HPLC cihazinda dalga boyu Ellagik asit, Kafeik asit, Rutin,
Oleuropein i¢in 280 nm, TQ i¢in 254 nm dalga boyunda calisilmustir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.4.1. Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatlar:

HT-29 (ATCC® HTB38™), LoVo (ATCC® CCL-229") ve HUVEC (ATCC® CRL-
1730™) hiicre hatlart American Type Culture Collection ATCC’den temin edilmistir. HT-
29 hiicre hatt1 kolorektal adenokarsinoma tanili 42 yasindaki bir kadin hastadan elde
edilmistir. LoVo hiicre hatt1 ise IV. evre kolorektal adenokarsinoma tanisina sahip 56
yasindaki erkek bir hastadan, metastaz sonucu sol supraklavikular bolgeden izole
edilmistir ve HT-29 hiicre hatt1 gibi epitel morfolojisinde ve yapiskan biiylime 6zelligi
gostermektedir. Her iki hiicre hattinda myc, ras, myb, fos, genleri mutant, abl ve ros
genleri wild type tiptedir. p53 yoniinden LoVo normalken, HT-29 8. ekzondaki
€.818G>A degisimi ile mutant fenotiptedir. HUVEC hiicre hatt1 saglikli endotel
hiicrelerden olusmaktadir ve 6ziitlerin normal hiicrelerdeki etkilerini 6l¢mek i¢in

kullanilmastir.

27



3.4.2. Calismada Kullamlan Hiicre Hatlarina Uygun Besi Yerlerinin Ozellikleri

HT-29 ve HUVEC hiicre hatlari sirastyla igerisinde %10 fetal sigir serumu (FBS,
Gibco), %1 penisilin/streptomisin antibiyotigi (Lonza), %1 L-Glutamin (Lonza) igeren
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Lonza) besiyeri kullanildi. LoVo hiicre
hatti i¢in %10 fetal sigir serumu %1 penisilin/streptomisin antibiyotigi, %1 L-Glutamin
iceren Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Lonza) besiyeri kullanildi ve biitiin hiicre
hatlar1 %5 CO; i¢eren 37°C’de inkiibatorde tiretildi.

3.4.3. Hiicre Hatlarimin Cozdiiriilmesi ve Bakim

Uzun siireli olarak -152 °C ultra derin dondurucuda (Panasonic, Japonya) %10 DMSO
(Sigma, Almanya) iginde kriyo tiiplerde (Corning, ABD) stoklanan hiicre hatlari
37°C’deki su banyosu (Niive) icerisinde ve kontaminasyonu engellemek adina kapaklari
suyla temas etmeyecek sekilde 2 dakika kadar hafifce calkalayarak ¢ozdiiriildii. Kriyo
tiipler alkolle dekontamine edildikten sonra hiicreler 9 ml besiyeri igerisine eklenerek
DMSQ’yu uzaklastirmak i¢in 2000 rpmde 5 dakika santrifiij (Niive, Tiirkiye) edilmesinin
ardindan yeniden besiyeri ile sulandirilan hiicreler 25 cm? petri kabima (Corning) alinarak
CO; inkiibatoriine (Panasonic, Japonya) kaldirildh.

Altkiiltiirler olusturulurken %80-90 oraninda doluluga ulasan petri kaplarindan
besiyerleri uzaklastirilarak, hiicreler tripsin (Lonza) inhibitorlerini uzaklastirmak i¢in 6nce
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS, Lonza) kullanilarak yikandi. 2-3 ml tripsin eklenen
petri kaplar1 5 dakika kadar 37 °C inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi
beklendi ve 2000 rpmde 5 dakika santrifiij edildikten sonra 1:3 oraninda ayrilarak 75
cm?lik petri kaplarina aktarildi. Petri kaplarindaki besiyeri haftada 2-3 kez degistirildi.

Hiicrelerin dondurulmasi ve deneyler i¢in ekimi asamasinda hiicreler yine kiiltiir kab1
yiizeyini %90-95 kapladiginda, tripsinizasyon yapildi, serumlu besi ortamu ile hiicreler
homojenize edildi, canlilik kontrolii ve hiicre sayimi i¢in 0,9 ml numune alindi. Alinan
numune i¢ine 0,1 ml tripan mavisi (Biochrom AG, Almanya) konuldu ve hemasitometre
(Biirker, Almanya) kullanilarak 151k mikroskobunda (Olympos CH, Japonya) hiicre sayim1
yapildi.
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3.5 Hiicre Canhilik Testi

Bitki 6ziitlerinin KRK hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerini 6l¢mek amaciyla kolorimetrik
bir test olan WST1 analiz yontemi kullanilmis ve iireticinin talimatlari takip edildi. Hem
farkli dozlar uygulanan hem de doz uygulanmayan hiicre hatlarindaki etkiler

degerlendirildi.

3.5.1 WST-1 analizi

WST-1 analiz yontemi, besi ortamina konulan tetrazoliyum tuzunun canli hiicreler
tarafindan koyu kirmizi renkli formazan boyasina doniistiiriilmesine dayanarak canli hiicre
sayisini analiz etmeye yararayan bir tekniktir. Genellikle hiicre yilizeyinde, kompleks
hiicresel mekanizmalarla gerceklesen reaksiyon, canli ve metabolik olarak aktif hiicrelerde
mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri vasitasiyla gergeklesir (Sekil-6). Sonug olarak canli
hiicre sayisi ile dogru orantili olarak koyu kirmizi formazan boyasi olusur.

WST-1 analizi i¢in HT-29 ve LoVo hiicreleri 96 kuyuluk flaska, 10* hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildi ve tabana tutunabilmeleri i¢in 37 C”de gece boyu bekletildi. Ertesi
giin hiicreler 100-0,05mg/ml konsantrasyonlarindaki 9 farkli doz 6ziitle 24 saatligine ve en
az 3 tekrar olacak sekilde muamele edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, besi yeri her
kuyuda 100 pl besiyeri olacak sekilde degistirildi ve tizerine 10 pl WST-1 ajan1 konularak
1 saat boyunca tekrar inkiibe edildi. 1 saat sonrasinda flask ELISA cihazinda 480-620
nm’de okuma yapildi. Hiicre olmaksizin WST-1 eklenmis besi yeri negatif kontrol olarak
kullanildi. Bitki 6ziitlerinin her bir konsantrasyonda hiicre biiyiimesini engelleme
yiizdesini (GI %) hesaplamak ve normalize etmek i¢in asagidaki formiil kullanilda.

0zlt uygulanan hiicrelerden alinan ortalama absorbans
Gl % = —; ” X 100
ozut uygulanmayan hiicrelerden alinan ortalama absorbans
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Sekil-6 WST-1 analiz yonteminin ¢aligma prensibi

3.5.2 WST-1 Analizi istatistikleri

WST]1 analizi sonucunda olusan canlilik datalar1 Graphpad programi kullanilarak non-

3.6 Migrasyon Analizi

linear regresyon yontemi ile analiz edildi. Hiicre biiylimesini %50 (Glsp) azaltan 6ziit

konsantrasyonu ayni program kullanilarak, doz-etki iliskisi yontemi ile degerlendirildi.

CHEMICON® QCM™ 24-well hiicre migrasyon analizi Boyden hazne prensibine
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dayanan migrasyon haznesi prensibi kullanilarak yapildi. Kit igerisinde 8 mm gézenek
bliytikliigline sahip 24 kuyucuk bulunmakta ve florometrik okuma prensibine
dayanmaktadir. 8 mm gdzenek ¢ap1 deneylerde kullanilan hiicre tipleriyle uyumludur.
Deney prosediirii iiretici firmanin yonlendirmeleri ile Sekil-7’deki gibidir. Serum ihtiva
etmeyen besiyeri igerisinde siispanse edilen yaklasik 0.5x10° hiicre, taban kisminda 8mm
gozenekler bulunan hazne igerisine eklendi ve alt kisminda bulunan ana hazneye FBS
iceren besiyeri eklendi. Gozenekli hazne hava kabarcigi kalmayacak ve alt kisimdaki FBS
iceren besiyeri ile temas edecek sekilde yerlestirildi. Kapagi kapatilan plate 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon ardindan gzeneklerden gecen hiicreler ayirma soliisyonu ile 30 dakika

muamele edilerek hazneden ayrildi. Ayrilan hiicreler CyQuant®GR boya ile boyanir ve




oda sicakliginda inkiibe edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan 200 pl 96 kuyuluk
plate aktarilmig ve florosan okuyucuda 480/520 nm dalga boyunda en az ii¢ tekrar seklinde
okutuldu. Herhangi bir 6ziit verilmeyen hiicrelerdeki floresan 1s1ma RFU degeri negatif
kontrol olarak degerlendirildi. Migrasyona ugrayan hiicre sayisi arttikgca RFU degeri de
paralel sekilde artmaktadir. Elde edilen RFU degerleri Graphpad prism programinda
Student t-testi ile %95 giiven araliginda ve p<0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak

analiz edildi.
1. Hicre 3. Ayirma
siispansiyonu FBSsiz besi yeri+ oziit sollisyonu ile
hazneye eklenir. % hicreler alt
@) O C% tabandan ayrilir.

2.Hucreler 4. Lizis tampunu ile

gozeneklerden
gecerek alt tabana
tutunur. Migrasyona

hiicreler ayrilir ve
CyQuant’GR boyasi
ile migrasyon yapan

ugramayan hiicreler
stispansiyonda kalir.

% Q % hicre sayisi
O (%) belirlenir.

Sekil-7 Hiicre migrasyon analizinin deneysel prosediirii
3.7. miRNA Ekspresyon Analizi

Etkin dozlar belirlenen bitki 6ziitlerinin KRK hiicre hatlar1 tizerinde meydana
getirdikleri miRNA ekspresyonu farkliliklarini belirlemek igin sirasiyla miRNA izolasyonu

ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) islemleri yapildi.

3.7.1 miRNA izolasyonu

Belirlenen dozlar ile 24 saatlik inkiibe edilen hiicreler PBS ile yikanip, tripsin
uygulamasi ile 25 em?lik petri kabindan ayirildi ve miRNA izolasyonuna kadar -152 c?
ultra derin dondurucuda muhafaza edildi. miRNA izolasyonu miRNeasy Mini Kit
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(Qiagen, Germantown, Maryland, USA) kullanilarak ve iiretici talimatlari takip edilerek
yapildi. 1zolasyon ardindan elde edilen miRNA konsantrasyonu ve kalitesi Beckman
Coulter DU 800 Spektrofotometre cihazinda 280-260 nm dalga boylarinda (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA) 6l¢iildii.

3.7.2. cDNA Sentezi

Elde edilen miRNA’dan, miScript Il RT Kit (QIAGEN, Germantown, Maryland,
USA) kullanilarak ve iiretici talimatlar1 takip edilerek RT-PCR islemi i¢in gerekli olan
komplementer DNA (cDNA) iiretildi. Reaksiyon i¢in kullanilan kit i¢erigi ve miktarlar1
Tablo-6’da reaksiyon kosullar1 ise Tablo-7’de gosterilmistir. Reaksiyon sonrasi CDNA
orneklerine 200 uLL RNase-free H,O eklenerek 110 pl’lik 2 alikot seklindeki 6rnekler RT-
PCR islemleri yapilincaya kadar -80 C° de muhafaza edildi.

Tablo-6 cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaksiyon icerigi 1 ornek icin gerekli miktar/hacim
RNA 50 ng-200 ng (0.5 ng— 2 pg RNA)

5x miScript HiSpec Buffer 4.0 uL

miScript Reverse Transcriptase Miksi 2.0 uL

10x Nucleics Mix 2.0 uL

RNase-free H,O Toplam hacim 20.0 uL olacak sekilde

dH20 ile tamamlanir

Tablo-7 cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR Programi

Sicakhik Siire
37°C 60 dakika
95 °C 5 dakika
4°C 0

3.7.3 miRNA Expresyon Analizleri

Calismada, KRK gelisimi ve migrasyonunda éneme sahip, miRNA’ larin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismamizda degerlendirilen miRNA’lar bu amag

dogrultusunda yapilan literatiir aragtirmasi sonucu belirlendi. miRNA’larin niikleotid
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dizileri ve erisim kodlar1 Tablo-8” da verilmistir. Ekspresyon analizi icin SYBR Green

metodu kullanilarak, LightCycler 48011 (Roche Diagnostics, ABD) cihazi ile yapilmustir.

Bu metodda SYBR Green boyasi ¢ift sarmal DNA’nin kiiciik girintisine baglanarak az

miktarda fluoresans yaymaktadir. Her PCR déngiisiinde bu floresan 1s1mas1 miktar1 6rnek

icerisindeki hedef miRNA oraninca artmaktadir. RT-PCR kosullari, baslangi¢ aktivasyonu

95°C’de 15 dakika, denatiirasyon 94°C’de 15 saniye, baglanma 55°C’de 30 saniye, uzama

ve florasan data toplama 70°C’de 30 saniye ve 40 dongii olarak uygulandi. Cogaltilmig

hedef cDNA’ya baglanan SYBR Green boyasi ile elde edilen erime egrisi sayesinde

spesifik hedef cDNA’nin varligi analiz edilmektedir. Hesaplamalarda floresan

miktarmdaki artigin bir 6l¢iisii olan Ct (threshold cycle) esik degeri kullanilir. Ct degeri,

floresan 1s1mada (ARn) artisin basladigi ilk siklusu ifade eder. Rn(+), yiiklenen 6rnegin

reaksiyona giren tiim komponentlerin floresan emisyonu, Rn(-) ise negatif/pasif kontroliin

floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir. ARn, Rn(+) ve Rn(-) arasindaki fark olup, Ct

degerinin hesaplanmasinda kullanilan temel gostergedir. Calismada, SNORDA48’ in

ortalama Ct degerleri belirlenerek, elde edilen verilerin normalizasyonu yapild.

Tablo-8 Ekspresyon analizi yapilan mikroRNAlar

MiRNA Adi Erisim Olgun Dizi Kodu MiRNA Dizisi
Kodu

hsa-miR-19a MI0000073 MIMATO0004490 14 - aguuuugcauaguugcacuaca - 35
hsa-mir-21 MI10000077 MIMATO0000076 8- uagcuuaucagacugauguuga - 29
hsa-mir-140 MI10000456 MIMATO0000431 23 - cagugguuuuacccuaugguag - 44
hsa-mir-106a MI0000113 MIMATO0000103 13- aaaagugcuuacagugcagguag - 35
hsa-mir-124-1 MI10000443 MIMATO0004591 14 - cguguucacagcggaccuugau - 35
hsa-mir-181a-1  MI10000289 MIMATO0000256 24 - aacauucaacgcugucggugagu - 46
hsa-mir-182 MI10000272 MIMATO0000259 23 - uuuggcaaugguagaacucacacu - 46
hsa-mir-195 MI10000489 MIMATO0000461 15- uagcagcacagaaauauuggc - 35
hsa-mir-451a MI10001729 MIMATO0001631 17 - aaaccguuaccauuacugaguu - 38
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3.8. Bilesikler icin Protein Hedef Belirlenmesi ve Yerlesme Modelleri

Oziitlerin temel igerigi olan ve aktif metaboliti olarak diisiiniilen kimyasal bilesikler
OLE’de Kafeik asit ve Oleuropein, RFE 'de Ellagik asit, NTE’de 6rneginde TQ i¢in protein
hedefleri SwissTargetPrediction (105) programu ile belirlendi. Belirlenen hedeflerden
hiicre canlilig1 ve migrasyonu ile alakali proteinlerde bilesiklerin yerlesme modelleri ise

yine ¢evrimigi bir yazilim olan SwissDock (106) ve Chimera (107) programu ile arastirildu.

3.9. istatistiksel Analiz

Hiicre canlilik istatistiklerinin yapilmasinda Graphpad prism programindan
yararlanildi. Oncelikle uygulanan dozlar i¢in logaritmik ¢evrim yapilarak 3lii tekrar
seklinde elde edilen veriler programa eklenerek normalize edildi. Bu islem esnasinda
program tarafindan en kiiciik veri (H202 uygulanan ) %0, en yiiksek veri (herhangi bir doz
verilmeyen) %100 olarak kabul edildi. Normalizasyonun ardindan non-linear regresyon
analizi ile Glsg ve Glys dozlari hesaplandi. Tiim analizler %95 giiven araliginda
gerceklestirildi.

Ekspresyon analizleri i¢cin web tabanli Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT? profiler
PCR array data analysis version 3.5) programindan yararlanildi. Dozlar arasinda miRNA
ekspresyon diizeyindeki degisimleri ifade eden kat degisimi (fold change) grafikleri ve
degerlendirilen gruplara gére miRNA’larin hangilerinin yliksek eksprese (up-regiile)
hangilerinin diisiik eksprese (down-regiile) oldugunu gosteren Clustrogram goriintlisii
olusturuldu. Sabiosciences PCR-Data Analiz sisteminde 2°“" degerlerinden Student T testi
yapilarak her bir miRNA nin p degeri belirlendi. Sonuclar %95’lik giiven araliginda ve
anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi. miRNA ekspresyon seviyelerindeki
farkliliklarin, dozlar ve bitki 6ziitleriyle iliskili olup olmadigini ortaya koymak icin ise

Sabiosciences PCR-Data analiz programindan yararlanildi.
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BULGULAR
4.1. Bitki Oziitlerinin Kimyasal I¢erigi

HPLC cihazi i¢in standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanarak bu
standart fenolik maddeler i¢in konsantrasyona karsilik pik alan degerleri ile kalibrasyon
grafikleri ¢izildi. HPLC cihazinda, Ellagik asit, Kafeik asit, Rutin, Oleuropein igin 280
nm, TQ i¢in 254 nm dalga boyunda ¢aligild1 (Sekil- 8-10).

Fenolik bilesikler i¢in hazirlanan kalibrasyon grafikleri;

600
.".
500
400
300 e
c oot
K
< 200 T
100 ...--"" y = 27.469x - 4.8081
R? =0.9953
0
0 5 10 15 20 25
ppm Ellagik Asit

Sekil-8 Ellagik asit kalibrasyon grafigi

Ellagik asit i¢in pik alan degeri=106.7
y = 27.469x — 4.8081 denkleminde pik alan1 yerine Konuldugunda x = C =4.06 ppm
4.06 ppm x 10 (Seyreltme Faktorii) = 40.6 ppm 0.0406 mg / mL

mg ellagik asit

RKE =250 mg /mL = 0.25 g /mL ise — 0.16 -
g ornek

seklide hesaplandi.
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Sekil-9 Oleoropein kalibrasyon grafigi

Oleoropein i¢in pik alan degeri =47.7
y = 8.85x — 3.975 denkleminde pik alan1 yerine konuldugunda x = C = 5.84 ppm
5.84 ppm x 10 (Seyreltme Faktorii) = 58.4 ppm — 0.058 mg / mL

mg oleoropein

OLE =0.5 g/mL ise — 0.12 -
g ornek

seklide hesaplandi.
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Sekil-10 Timokinon kalibrasyon grafigi

TQ i¢in pik alan degeri = 637.3
y = 280.38x — 73.33 denkleminde pik alani yerine konuldugunda x = C = 2.54 ppm
2.54 ppm x 10 (Seyreltme Faktorii) = 25.4 ppm — 0.0254 mg / mL

mg TQ
g 6rnek

NTE =1 g/mL ise — 0.025

seklide hesaplandi.
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4.2. Canhlik analizi sonuc¢lari

LoVo ve HT-29 hiicre hattinda her ii¢ bitki 6ziitli 100mg/ml ila 0,05mg/ml arasinda
degisen dozlardaki oOziitlerle 24 saat siire ile en az ii¢ tekrar olacak sekilde inkiibe
edildikten sonra WST1 canlilik analizi ve ELIZA okuyucusu ile alinan doza bagimli
canlilik datalar1 Graphpad (Sekil-11) programi ile degerlendirildiginde biiyiimenin %50 ve
%25 oraninda azaldig1 dozlar hesaplanmistir (Tablo-9).

A Glsg HT-29-0OLE B Glsy LOVO-OLE
254 2 fiq
2.0 204
= 1.54 - 1.5
= [ L]
= 104 = 1o
0.5 0.5
DD T T T T T 1 DD T T T T T 1
15 10 05 00 05 10 15 15 10 -05 00 05 10 15
log(Konsantrasyon) log(Kons antrasyon)
C Glsg HT-29-RKE D Glsy LOVO-RKE
1.8 26—
16 20
= 1.4+ - 1.5
bl Ll
= 424 = 10 i
1.0 0.5
DB T T T T T 1 DD T T T T T 1
45 .40 .05 4o a5 10 15 45 o 085 oo 05 10 15
log{Kons antrasyon) log(Konsantrasyon)
E Glsy HT-29-NTE F Glsp LOVO-NTE
e 10
2.0 0.8
- 15 — 0 I
Ll Ll
e 1.0+ == 0.4
L
0.5 0.z .
DD T T T T DD T T T T T 1
0.5 0.0 0.5 10 15 2 A o 1 z 3
log(Konsantrasyon) log{Kons antrasyon)

Sekil-11 Oziit dozlarina bagli HT-29 (A, C, E) ve LoVo (B, D, F) hiicre hatlarma ait

canlilik grafikleri (RFU: Relative fluorescence units)
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Tablo-9 Oziitlerin Glsg ve Glzs konsantrasyonlari

LoVo HT-29
Glso Glys Glso Glys
OLE 0,579 mg/ ml 0,193 mg/ ml 2,120 mg/ ml 0,707 mg/ ml
RKE 1,903 mg/ ml 0,634 mg/ ml 5,176 mg/ ml 1,725 mg/ ml
NTE 1,792 mg/ ml 0,597 mg/ ml 2,523 mg/ ml 0,841 mg/ ml

WST1 analizi sonrasi, OLE’nin en diistik 0,579 ve 2,120 mg/ ml konsantrasyonlarda
strastyla LoVo ve HT-29 hiicre hatlarinda Glsg degerine ulastigi belirlenmistir. HUVEC
endotel hiicrelerine en yliksek ve %50 inhibisyonun gergeklestigi 6ziit dozlari
uygulanmustir. Higbir 6ziite ait Glsg dozlart HUVEC hiicre hattinda %9’den fazla
inhibisyona sebep olmamistir. Tiim hiicre hatlarinda en yiiksek inhibisyon oranlarina
ulagilan 6ziit konsantrasyonlar1 tablo-10’da gosterilmistir. Ulasilan en yiiksek
proliferasyon inhibisyonu oranlar1 OLE ile LoVo hiicrelerinde %47.09, RKE ile LoVo
hiicrelerinde %52.56, NTE ile HT-29 hiicrelerinde %74.95 olarak belirlenmistir.

Tablo-10 Oziitlerin en yiiksek biiyiime inhibisyonu olusturdugu dozlar

Oziit Kontrole gore

konsantrasyonu % inhibisyon

HT-29 10 mg/ mi %38.11

OLE LoVo 10 mg/ mi %47.09
HUVEC (Gls) 2,120 mg/ ml %-15.01

HT-29 10 mg/ ml %22.02

RKE LoVo 10 mg/ mli %36.83
LoVo 5 mg/ ml %52.56
HUVEC (Gls) 5,176 mg/ ml %7.33

HT-29 15 mg/ ml %67.21

NTE HT-29 50 mg/ ml %74.95
LoVo 50 mg/ mi %58.18
HUVEC (Gls) 2,523 mg/ ml % 8.94

4.3 Hiicre Migrasyon Analizi

Etkin dozlarin hiicre migrasyonuna etkileri CHEMICON® QCM™ kiti ile
degerlendirilmistir. WST1 analizi ile hesaplanan dozlar 24 saat boyunca en az ii¢ tekrar
seklinde hiicrelere uygulanmis ve takip eden giin iiretici talimatlar takip edilerek analiz
gerceklestirilmistir. Doz uygulanmamis kontrol grubuna gore Glso dozu uygulanan

hiicrelerin migrasyon grafigi Sekil-12’de, ylizde migrasyon oranlar1 ise tablo11’de
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gosterilmistir. Ulagilan en yliksek migrasyon inhibisyonu oranlar1t OLE ile LoVo
hiicrelerinde %51.66 (p=0.0641), RKE ile HT-29 hiicrelerinde %75.56 (p<0,05), NTE ile
HT-29 hiicrelerinde %68.92 (p<0,05) olarak belirlendi.

Tablo-11 Oziitlerin Glsy dozlarmin migrasyon oranina etkisi

Kontrol HT-29 LoVo
% % % p % % p
migrasyon migrasyon inhibisyon degeri migrasyon inhibisyon degeri
OLE 100 51.55 48.45 0.2022 48.34 51.66 0.0641
RKE 100 24.44 75.56 0.0008 27.93 72.07 0.0017
NTE 100 31.08 68.92 0.0004 40.57 59.43 0.0036
1207

Bl <onTrROL

1001 RKE
BinTE

80

OLE
60 .|-
*
* *

40§ T *

" i

0 . v

| | I

LoVo HT-29

Kontrole gére % migrasyon

Sekil-12 Oziitlerin KRK hiicre hatlarinda migrasyon iizerine etkileri
(*ile gosterilen degerler p<0,05’tir.)

4.4 miRNA Ekspresyon Analizi

Hiicre canlilik analizi sonrasi elde edilen etkili dozlar KRK hiicre hatlarina 24 saat
boyunca uygulanarak hiicrelerden miRNA izolasyonu yapildi. ¢cDNA ¢evrimi yapildiktan
sonra RT-PCR ile ekspresyon degerleri elde edildi. I¢ kontrol (Snord48) ve doz
uygulanmamus grup ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda miRNA kat degisimleri
hesaplandi. Bu degerler Tablo-12 ve Tablo-13’te gosterilmistir. OLE, LoVo hiicrelerinde
miR-182a, HT-29 hiicrelerinde ise miR-195 ve miR-21 ekspresyon artisina neden olurken,
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HT-29 hiicrelerinde miR-182a’nin ekspresyonunu diisiirdiigii goriildii. RKE, HT-29
hiicrelerinde miR-19a ve miR-140 ekspresyonunu artirdig1 belirlendi. NTE ise HT-29

hiicrelerinde miR-182a’nin ekspresyonunu baskiladigi goriildii.

Tablo-12 HT-29 Hiicre hattinda bitki 6ziitlerinin miRNA ekspresyonlari lizerine etkileri

Kontrol grubuna gore miRNA ekspresyon kat degisimleri

NTE RKE OLE

Glys Glso Gl Glso Glys Glso
Snord48 1 1 1 1 1 1
miR-124 1,0521 1,1121 1,0619 2,0658 69,7119*  23,1563*
miR-195 -1,0918  2,2243 -2,8219 25,753 5,8835 31,6324*
miR-21 2,8613*  1,7983 1,7532 64,8934 5,9107* 30,7675*
miR-106a 25,9921 11,5782 3,9908 81,0084 710,8165* 458,2528*
miR-19a 2,6208 1,0619 -1,8067 63,4112* 11,6318 -2,2089

miR-182a 1,1865 -9,2535*  -4,3671*  -1,1199 2,6574* -20,2521*

miR-181a -5,1694  -23,9176 -18,4643  -1,2512 3,4581* -4,801

miR-451 2,5491 1,923 -9,1261 37,1855 40,5042*  -50,3295

miR-140 23,9729 2,061 -1,4142 95,0095*  21,7057*  -2,555

* ile gosterilen degerler P<0.05’tir.

40



Tablo-13 LoVo Hiicre hattinda bitki 6ziitlerinin miRNA ekspresyonlari tizerine etkileri

Kontrol grubuna gére miRNA ekspresyon kat degisimleri

NTE RKE OLE

Gl Glso Glys Glso Glys Glso
Snord48 1 1 1 1 1 1
miR-124 2,969 -2,3027 -3,1529 -3,3714 1,2086 -1,0994
miR-195 -1,2114 -2,7447 -5,6962 -1,8108 -1,162 -1,5476
miR-21 3,6217 -2,0467 1,3819 42477 3,0525 1,6663
miR-106a 5,3147 -1,6058 -1,9679 -4,2772 1,007 -1,2628
miR-19a 2,1287 -2,2974 -4,0371 -1,4208 1,0918 1,5984
miR-182a 3,1895 -2,5315 -1,5192 1,4811 1,6663 7,3107*
miR-181a 3,0314 -3,4422 -1,4573 2,1535 1,7901 3,5145
miR-451 7,1768 -2,6329 -3,1311 3,4502 1,0093 -1,7371
miR-140 10,753* -1,5728 5,7358* 2,3511* 1,5911 1,0305

* jle gOsterilen degerler p<0,05’tir.

Lo

Uygulanan doza bagli olarak ekspresyonlarini anlamli olarak degistigi anlagilan miR-
182a ve miR-140’m KRK’de hedefledigi genler ve bu genlerin hiicresel fonsiyonlari
Tablo-14’te gosterilmistir. KRK’de, miR-140 ekspresyonunun azalmasinin VEGFA,
Smad?2 ve Smad3 genlerinde, miR-182a ekspresyonundaki artisin ise S-Catenin, FOXF2 ve
SATB2 genleri iizerinde etkili oldugu literatiirde belirtilmektedir (108-113).

Tablo-14 miR-182a ve miR-140’m KRK’de hedef genleri ve fonksiyonlar1 (108-113)

Hedef gen Hiicresel fonksiyon E.Y.*
VEGFA Hiicre migrasyonunu artirma, apoptozu engelleme ¢
miR-140  Smad?2 Hiicre proliferasyonu, apoptoz ve farklilasmasinin diizenlenmesi ¢
Smad3 Hiicre proliferasyonu, apoptoz ve farklilasmasinin diizenlenmesi ¢
p-Catenin Hiicre-hiicre etkilesimi T
miR-182a FoxF2 Organ gelisimi, ekstreseliiler matriks sentezi T
SATB2 Transkripsiyonel diizenleme, kromatin modellemesi T

*E.Y: ekspresyon yonii
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4.5 Aktif Bilesiklerin Protein Hedeflerinin Belirlenmesi

In siliko analiz, bilgisayar yazilimlar1 kullanilarak yapilir. Bilesiklerin protein hedef

tayinleri Swiss Target Prediction yazilimu ile yapildi. Belirlenen hedefler ChEMBL

veritabani kullanilarak konfirme edilmistir. Swiss Target Prediction programm Gfeller ve

arkadaglarinin 2013’te (114) ortaya koydugu yontem tlizerinden analiz yapmaktadir ve 5

organizmaya ait 2000’in iizerinde protein ve 20,000’den fazla molekiiliin taranmasi sonrasi

sonuglari olusturmaktadir. RKE bulunan ellagik asit i¢in hedef protein listesi Tablo-15’te

gosterilmistir. Birgok hiicresel yolak proteinlerine baglanma 6zelligine sahip olan ellagik

asitin epidermal biiylime faktor reseptoriine EGFR ve p53’e baglanmasi ise Swissdock

(106) ve Chimera (107) programlari ile analiz edildi ve bu baglanma modeli sekil-13 ve

Sekil-14’te gosterilmistir.

Tablo-15 Ellagik asitin protein hedefleri

ChEMBL No Hedef Protein Kisaltma Organizma Score
CHEMBL5619 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase APEX1 Homo sapiens  1.000
CHEMBL4096  Cellular tumor antigen p53 ps3 Homo sapiens  1.000
CHEMBL203 Epidermal growth factor receptor EGFR Homo sapiens  1.000
CHEMBL1293  G-protein coupled receptor 35 GPR35 Homo sapiens  0.999
CHEMBL2231 Cytochrome P450 1A1 CYP1A1l Homo sapiens 0.994
CHEMBL5990  Breast cancer type 1 susceptibility protein BRCA1 Homo sapiens  0.985
CHEMBL1824  Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 ERBB2 Homo sapiens  0.975
CHEMBL4899 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 MAP3K8 Homo sapiens  0.852
CHEMBL4860  Apoptosis regulator Bcl-2 BCL Homo sapiens  0.693
CHEMBL3142 DNA-dependent protein kinase PRKDC Homo sapiens  0.532
CHEMBL?2916 Telomerase reverse transcriptase TERT Homo sapiens  0.516
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Sekil-14 Ellagik asitin p53 proteinine baglanma modeli

NTE, OLE ve aktif bilesenleri i¢in her iki programla kayda deger sonuglar alinamamustir.
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TARTISMA ve SONUC

Kolorektal kanser (KRK) yeni tedavi sekilleri ve 6nleyici tedbirlerin gelistirilmesi i¢in
yapilan arastirmalara ragmen artan vaka sayisi ile birlikte diinya ¢apinda erken 6liim
sebeplerinin basinda gelmektedir. Sporadik KRK’in multistep gelisimi iyi agiklanmig
olmasina ragmen, tedavi i¢in mevcut ilaglar toksik etkileri, yeterince etkili olmamalarindan
ve tedavideki basarisizliklarindan dolay1 yetersiz kalmaktadir. Tiim bu nedenlerden
sinirsiz bir potansiyele sahip olan dogal bitkisel kaynakli kimyasallarin potansiyel tedavi
noktasinda arastirilmasi yillardir devam eden ve basarili sonuglar elde etmis bilimsel bir
stirectir. Bitkisel kaynakli kimyasallar tek basina tedavide basar1 gosteren ilaglara
dontigebilecegi gibi bitki oziitiindeki diger kimyasal yapilarla birlikte etki gostererek cok
daha etkili bir sonug olusturmalari da olasi bir durumdur (115). Anadolu’da ve diinyanin
bir¢ok cografyasinda bitkiler terapotik etkilerinden faydalanilarak yiizyillar boyu
hastaliklara karg1 kullanilmislardir. Bu anlamda bitkilerin yapragindan kdkiine,
tohumundan ¢igegine kadar birgok yapis1 6ziit haline getirilerek ya da ¢ay olarak
demlenerek kullanilmaktadir.

Rubus fruticosus, 6 kitada deniz kenarlarindan, dag zirvelerine kadar uzanan genis bir
yerylizii kesiminde yetisebilmektedir. Boyle genis bir yerlesime sahip olmasindan dolay1
farkli toplumlar tarafindan birgok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Igeriginde
alkoloidler, fenolikler terpenoidler ve glikozitler gibi aktif fitokimyasallar bulunmaktadir.
Fakat en ¢ok fenolik bilesenler Rubus tiirlerinin geleneksel tip uygulamalarinda yer
bulmasinin 6niinii agmistir. Calismamizda RKE 'nin KRK {izerindeki etkileri, miIRNA
ekspresyonlarinda olusturdugu farkliliklar boyutunda degerlendirilmistir. RKE
icerisindeki ellagik asit miktar1 yapilan HPLC analizi sonucu 0.0406 mg / ml (0.16 mg/gr
ornek) olarak belirlenmistir. 2007 yilinda (116) yapilan baska bir ¢alismada Rubus
meyvesinde ellagik asit miktar1 0.1 mg/gr olarak belirlenmistir. Rubus tiirlerinin farkli
etnofarmakolojik kullanimlarini inceleyen birgok ¢alisma bulunmaktadir. Fakat bu
caligmalarin neredeyse tamami Rubus meyvesi iizerine yogunlagmustir. Su anki bilgimiz
dahilinde KRK’de kok 6ziitlintin kullanildigi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Fakat meme
kanseri ve bazi mikroorganizmalar iizerine RKE’nin kullanildig1 3 ¢alisma mevcuttur (104-
106). ilk calismada, Riaz ve arkadaslar1(117) 6zellikle RKE nin diger bitki bdliimlerine
nazaran daha yiiksek seviyede antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermistir.
RKE’nin kullanildig: diger bir ¢alismada (118) ise MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde

DNA topoisomeraz I’in inhibisyonu ile apoptozu indiiklendigi gdsterilmektedir.
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Mikroorganizmalarda yapilan bir diger arastirmada ise RKE nin Staphylococcus aureus’un
olusturdugu biyofilm yapisini inhibe edildigi ve antibiyotiklere kars1 hassasiyet
gelistirilebildigi ortaya konulmustur (119). Bizim ¢alismamizda RKE’nin LoVo ve HT-29
KRK hiicre hatlari iizerinde hiicre proliferasyonunu sirasiyla %52.56 ve %22.02 oranlarina
kadar inhibe ettigi bulunmustur (Tablo-10). Calismada kontrol grubu olarak kullanilan
HUVEC hiicrelerinde ise ayn1 RKE dozlar1 hiicre proliferasyonunu sadece %7.33 oraninda
inhibe etmistir. RKE LoV0 hiicre hattinda 1.903 mg/ ml konsantrasyonda hiicrelerin
yarisinin dliimiine sebep olurken, 0,634 mg/ ml konsantrasyonda hiicrelerin %25’inin
Oliimiinii saglamistir. HT-29 hiicre hatt1 i¢in bu degerler siras1 ile 5.176 mg/ ml ve 1.725
mg/ ml’dir. Lee ve arkadaslari tarafindan 2000 yilinda (118) MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda ¢alismada RKE’nin 0.2-1.0 mg/ml araliginda, doza bagimh sekilde hiicre
proliferasyonunu engelledigini gostermistir. Lakin hem hiicre hattinin farkli olmasi, hem
de bitkinin hasat donemi, konumu ve alt tiirleri gibi bir¢ok faktdrden dolay1 etken doz
konsantrasyonlar1 bizim bulgularimizla farklilik géstermektedir.

Her ne kadar RKE kullanilarak kanser hiicreleri tizerinde gergeklestirilen ¢aligmalara
seyrek rastlansa da RKE’nin temel etken molekiilii olan ellagik asidin kanser
hiicrelerindeki etkilerini arastiran ¢ok sayida ¢aligsma literatiirde yer almaktadir. 1999
yilinda Narayanan ve arkadaslari (120) ellagik asidin servikal kanser hiicreleri (CaSki)
tizerinde pS3/p21 ekspresyonlarini degerlendirerek G1 fazinda tutunuma ve apoptoza
sebep olabilecegini ortaya koymustur. Ilerleyen yillarda bu konudaki calismalarin sayisi
artmig ve 2005 yilinda yapilan genis kapsamli bir caligmada (121) insan oral, prostat ve
kolon kanserlerine ait toplam 8 farkli hiicre hattinda nar suyu, nar 6ziitii, ellagik asit ve
nardan elde edilen diger birlesikler degerlendirilmistir. Calisma sonucunda ellagik asidin 4
kolon kanser hiicre hattinda (SW 460, SW 620, HT 29 ve HCT 116) %17’ye varan
inhibisyona yol ac¢tig1 gdsterilmistir. Diger taraftan nar suyunun direk kullaniminin, diger
birlesiklerin hepsinden daha fazla inhibisyona neden olmas1 nar suyunda bulunan diger
birlesiklerin kiimiilatif etkisinin artmasina neden oldugunu vurgulanmaktadir.

Ozellikle metastatik KRK’lerin tedavisinde mevcut kemoterapatiklerin etkisiz kalmasi
metastaz lizerindeki arastirmalarin 6nemini artirmaktadir. RKE’nin KRK metastazi
tizerindeki etkisi literatiirde heniiz doldurulmamis bir bosluktur. Bu amagla
gerceklestirilen migrasyon analizi ile mevcut ¢alismada RKE’nin Glsg dozlarinin hem
LoVo hem de HT-29 hiicre hatlarinda hiicre migrasyonunu sirasiyla %72 ve %75 oraninda
azalttig1 goriilmiistiir (p<0.05). HT-29 hiicre hatt1 ve Sprague-Dawley si¢anlarda

gerceklestirilen bir arastirmada da (122) ellagik asitin kor bagirsakta succinate seviyesinde
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yiikkselmeye sebep olarak KRK hiicrelerinde bizim sonuglarimizla benzer sekilde
migrasyonu ve proliferasyonu durdurdugu ortaya konulmustur.

Bitkisel 6ziitlerin epigenetik mekanizmalar tizerinde de etkili olmalar1 sebebiyle
calismamizda RKE’nin miRNA seviyesindeki etkileri degerlendirilmistir. Degerlendirilen
miRNAlardan HT-29 hiicre hattinda miR-19a ve miR-140’n ekspresyonlar1 sirasiyla
63.4112 ve 95.0095 kat artisa neden oldugu goriilmektedir (p<0.05)(Tablo-12). miR-
19a’nin ekspresyonundaki artis KRK’de birgok kez ortaya konulmustur. KRK’de normal
ve kanser dokularda ya da normal ve kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalar (123, 124)
bu artiga isaret ederken, Hayashita ve arkadaslar1 (125) bu artisin sadece miR-19a’da degil
ayni gruba mensup oldugu miR-17-92 grubundaki tiim miRNAlarda goriildiigiinii ortaya
koymustur. Diger taraftan miR-19a ekspresyonu KRK disinda akciger kanseri, B-hiicreli
lenfoma ve Kronik lenfosittik Losemi gibi kanser tiplerinde de yiiksek olarak bulunmustur.
KRK dahil diger bir¢ok farkli kanser tipinde goriilebilen miR-19a ekspresyon artig1t HT-29
hiicre hattinda uygulanan RKE’den kaynaklanmadigi anlasilmaktadir. Tablo-12’de
goriildiigii iizere KRK’de miR-140 ekspresyonu diisiiktiir. RKE uygulanan HT-29 hiicre
hatlarinda bu miRNA’nin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur.
miR-140’m yiiksek ekspresyonunun, Smad2, Smad3 ve VEGFAy1 baskilayarak hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu engelledigi gosterilmistir. Ayrica apoptozu
tetikleyerek hiicre 6liimiini artirdigr bilinmektedir (95-97). Tim bu sebepler ile RKE
uygulamasina bagli olarak gozlemlenen miR-140 ekspresyonundaki artisin KRK
hiicrelerinin tedavisinde RKE’nin faydali olabilecegine isaret etmektedir.

LoVo hiicre hattinda RKE, HT-29 hiicre hattindakine benzer bir sekilde sadece
mMiR-140’1n ekspresyon artisina neden olmustur. Her iki hiicre hattinda da RKE’nin hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunda benzer etkiler gdstermesinde miR-140 ekspresyon
artisinin etkili oldugu sdylenebilir. Hepatoseliiler karsinoma ve kiiciik olmayan akciger
kanserlerinde yapilan ¢alismalarda miR-140’1n hiicre proliferasyonu ve migrasyonunda
cesitli yolaklarla etkili oldugu gosterilmistir (126, 127). miR-140’taki ekspresyon artiginin
Smad2, Smad3 ve VEGFAy1 baskilayarak, hiicre proliferasyonu, migrasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (95-97). Ayrica ellagik asit ile gergeklestirilen iki ¢alismada, ellagik
asitin farkli kanser tiirlerinde p53/p21 ekspresyonlarini artirarak G1 tutunumuna ve
apoptoza neden oldugunu gosterilmektedir (120, 128). Mevcut ¢calismada Swiss Target
Prediction programu ile yaptigimiz protein hedef tayininde, ellagik asidin p53’ii ve
EGFR’yi hedefledigi gosterilmistir (Sekil-14,15). Sonug olarak bulgularimiz, RKE’nin
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protein etkilesimi ve miR-140 {izerinden proliferasyonu ve invazyonu azaltic1 yonde
kiimiilatif bir etki olusturabilecegini gostermektedir.

Nigella sativa dini kitaplarda da sifali olarak adlandirilmasi sebebiyle Ortadogu ve
Hindistan’da yogun sekilde tedavi amaciyla ylizyillar boyu kullanilmigtir. Bas agrisindan
astima, sariliktan iltihabi hastaliklara kadar pek ¢ok farkli tedavi igin kullanilan bu bitki,
baharat olarak giinliik tiiketimde de tercih edilmektedir. Dolayistyla bitkinin ¢cok yaygin
kullanimi bilimsel ¢alismalara da yansimig ve bir¢ok farmakolojik ¢aligmanin nesnesi
olmustur. NTE en ¢ok anti inflamatuvar ve anti-oksidan 6zellikleri boyutlariyla
arastirilmistir. Etkinligi ve normal hiicreler iizerindeki diisiik toksisitesinin anlagilmasi
etken maddelerinin izole edilmesine katki saglamistir. NTE yaklasik %0.5-4 oraninda
esansiyel yag icermektedir. Esansiyel yagin %30-48 gibi biiyiik bir miktarin1 TQ’un
olusturmasindan dolay1, bu bilesik NTE’nin etken maddesi olarak kabul edilmektedir.
Bizim ¢alismamizda HPLC analizi sonrast NTE’indeki TQ oran1 0.0254 mg / ml, (0.025
mg TQ/g ornek) olarak tespit edilmistir. Calismamizda oldugu gibi NTE ile yapilan HPLC
analizlerinde yiiksek miktarlarda TQ oldugu gosterilmistir. Omar ve arkadaslart NTE’de
TQ miktarini 0,053 mg / mL olarak tespit etmistir (129). Konsantrasyonda goriilen bu 2
kata yakin farkliligin sebebi bitkinin hasat donemi ve yetistirildigi cografya gibi bir¢ok
etkenle alakali oldugu savunulmaktadir (130).

NTE nin farkli kanser tipleri lizerindeki etkileri ilk olarak Salomi ve arkadaglar
tarafindan 1989 yilinda gésterilmistir (131). Bu ¢alisma her ne kadar homeopatik yaklagim
gostermektedir fakat NTE’nin anti-kanser etkisini gostermesinden dolay1 6nemlidir.
Gilintimiize kadar bir¢ok kanser aragtirmasinda kemoterapatik ajan potansiyeli arastirilan
bu bitkinin farkli kanser tiirleri {izerinde anti-proliferatif etkisi ortaya konulmustur. In
vitro aragtirmalarda NTE 6ziitiiniin ve 6zellikle TQ un insan meme ve over
adenokarsinoma hiicre hatlarinda (132), myeloblastik 16semi hiicrelerinde (HL-60) (133) ,
skuamoz karsinoma (SCC VII), fibrosarkoma (FSSaR) (134), laringeal neoplastik hiicreleri
(Hep-2) (135), prostat ve pankreatik hiicre hatlarinda (136-139) proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. KRK f{izerine yapilan in vivo ¢alismada Jalal ve arkadaslar1 (96) tarafindan
NTE’nin besin takviyesi olarak uygulandig: siganlarda kolon karsinogenezinin
engellendigi bildirilmis olup muhtemel mekanizmalarinin arastirilmasinin gerekliligi
vurgulanmigtir. Salim ve Fukushima’nin (140) gergeklestirdigi in vivo arastirmada da
yogun TQ igerigine sahip Nigella sativa esansiyel yaginin saglikli organlara zarar
vermeden kolon dokusunda olusturulan prenoeplastik lezyonlarin ¢ogalmasini engelledigi

gosterilmistir.
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WST-1 analizi sonucu, ¢alismamizda HT-29 ve LoVo hiicre hatlarinda NTE’nin Glsg
konsantrasyonlari olan 2.523 mg/ ml ve 1.792 mg/ mI’lik muamelesinin hiicre
proliferasyonunu doza bagimli sekilde inhibe ettigi belirlenmistir. In vitro ¢alismalarda
NTE’den ziyade aktif bilesen olan TQ tizerinde yogun ¢alismalar yapilmstir. Gali-
Muhtasib ve arkadaslar1 (95) 2005 yilinda HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde yaptiklari
caligmada, TQ’un hiicre proliferasyonunu siireye ve doza bagimli bir sekilde inhibe
ettigini, G1 fazinda hiicre dongiisiinii durdugunu ve bu etkinin p53 iizerinden ortaya
ciktigini gostermistir. Ayni ekibin 2008 yilinda yayimladiklar1 diger bir ¢alismada (97) bu
etki p53+/+ ve p53-/- HTC116 hiicre hattinda arastirilmig ve p53+/+ hiicre hatlarinda TQ
uygulamasina bagli olarak daha yiiksek apoptoza sebep oldugu, diger taraftan p53-/-
hiicrelerde CHEK1 geni ekspresyonunu artirdigini ortaya koyulmustur. 2014 yilinda yine
HCT-116 hiicre hattiyla yapilan ¢alismada (141) TQ’nun hiicre proliferasyonunu, anti
apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-x1"nin ekspresyonunu azaltip ve pro-apototik Bax
protein ekspresyonunu artirmak suretiyle inhibe ettigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda
da yiiksek p53 aktivitesine sahip HT-29 hiicre hattinda hiicre proliferasyonunun %74.95
(50 mg/ml) oraninda inhibe oldugu belirlenmistir (Tablo-10). Ayni konsantrasyonda NTE
uygulanan p53-/- LoVo hiicre hattinda proliferasyon inhibisyonu %58.18 seviyesinde
kalmustir. Kontrol olarak kullanilan HUVEC hiicrelerinde ise %8.94 oraninda hiicre
proliferasyonunun inhibe edildigi goriilmiistiir. Bizim ¢aliymamizin bulgular1 da yiiksek
p53 ekspresyonuna bagli hiicre liimiiniin tetiklenmesinde NTE nin roliiniin olabilecegini
distindiirmektedir.

KRK metastaz1 6zellikle karaciger ve akcigere olmakla birlikte, tedavi agisindan ikinci
bir cerrahi operasyona ve kemoterapi seanslarina neden olmaktadir. Metastatik KRK i¢in
5-fluorouracil, capecitabine, oxaliplatin ve irrinotecan gibi hizli ¢ogalan hiicreleri
hedefleyen konvansiyonel ajanlar kullanilsa bile tedavi basaris1 olusan yan etkilerden
dolay1 kisitlanmaktadir. Calismamizda HT-29 ve LoVo hiicre hatlarinda NTE nin hiicre
migrasyonu tizerindeki etkisi degerlendirildiginde sirasiyla %68.92 ve %59.43 inhibisyon
degerlerine ulagilmistir (p<0.05)(Tablo-11). Khan ve arkadaslari (142) tarafindan 2015°te
yapilan bir calismada MDA-MB-435, Hela ve BT549 gibi kanser hiicre hatlarinda TQ’nun
diisiik konsantrasyonlarda (5 pM) TWIST1 transkripsiyon faktoriinii inhibe ederek hiicre
migrasyonu ve invazyonunu engelledigi gosterilmistir. HT-29 hiicre hattinda yapilan
caligmada ise 40 uM TQ uygulanan hiicrelerde migrasyonun hem in vitro hem de in vivo
olarak azaldigi rapor edilmistir (143). Tim bu veriler bizim ¢alismamizin migrasyon ile

ilgili bulgularin1 destekler niteliktedir.
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Bitki oziitlerinin epigenetik mekanizmalar iizerindeki etkileri bilindiginden
calismamizda NTE’nin miRNA ekspresyonlarina olasi etkileri degerlendirilmistir.
NTE’nin KRK’de miRNA seviyelerine etkilerini inceleyen literatiirde simdiye kadar
yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece bir ¢alismada (144) pankreas kanseri hiicre
hatlarinda miR-101 ve miR-24-2 transfeksiyonu sonrasinda, TQ, betulinik asit ve
gemcitabine uygulanarak sinerjistik veya antagonistik etkiler arastirilmis olup TQ’nun
miRNA ekspresyonlari ile gemcitabine’in etkisini artirdig1 gériilmiistiir. Literatiirde farkl
bitki 6ziitlerinin farkli kanser tiplerinin miRNA ekspresyon degisikliklerine neden oldugu
gosterilmistir. 2012 yilinda ¢aligma ekimiz tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada
OLE’nin glioblastoma hiicrelerinde miRNA ekspresyonunu mevcut glioblastoma
tedavisinde yaygin olarak kullanilan temozolomidin etkinligini artiric1 yonde degistirdigi
gosterilmistir (145) . Calismamizda HT-29 hiicre hattinda NTE miR-182a
ekspresyonunda 9.25 kat azalmaya neden olmustur (p<0.05)(Tablo-12). Yiiksek miR-182a
ekspresyonunun B-Catenin, FoxF2, SATB2 gibi genlerinin ekspresyonunu diizenleyerek,
hiicre-hiicre etkilesimini, ekstraseliiler matriks sentezini ve transkripsiyonel diizenleme
gibi fonksiyonlar1 degistirdigi bilinmektedir (98-100) (Tablo-12). Mir-182a ekspresyonun
HCT116, HT-29, ve SW480 KRK hiicre hatlarinda degisiklik gosterdigini ve miR-182
ekspresyon artiginin apoptozu onledigi ilk kez 2012°de Cekaite ve arkadaglaritarafindan
ortaya konulmustur(146). Bu bilgiler dahilinde, NTE’nin miR-182 ekspresyonunu
diistirerek apoptozda artisa ve hiicre proliferasyonunda azalmaya neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Amodeo ve arkadaslar1 2013 (147) te HT-29 hiicre hattinin da arasinda
bulundugu 3 KRK hiicre hatt1 ile yaptiklari bir caligmada, miR-182’nin yiiksek
ekspresyonunda TSP-1’in baskilandigini ve boylelikle anjiyogenez ve metastatik
ozelliklerin ortaya ¢iktigini vurgulamaktadirlar. Zhang ve arkadaslarida 2015’te yaptig
caligmada (112) fetanyl’in KRK’de B-Catenin ve miR-182a’nin ekspresyonunu azaltarak,
migrasyon ve hiicre proliferasyonunu engelledigini belirlenmislerdir. Bu verilerde yine
NTE’nin ¢alismamizda belirlenen proliferasyonda ve migrasyonda meydana getirdigi
azalmay1 miR-182a ilizerinden gergeklestirebilecegini destekler niteliktedir. Mevcut
caligma bulgular1 NTE nin epigenetik mekanizmalar ile migrasyonu 6nleme yoniinde katki
saglayabilecegini gostermektedir.

Akdeniz havzasinda yaygin olarak yetistirilmekte olan zeytinin hem yagi hem de
yapragi halk tarafindan farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Zeytin yapragi
tizerine yogunlasan ¢aligmalar, onun antihipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif,

hipokolesterolemik, hipoglisemik, antimikrobiyal, antiviral, antitiimoral, anti-inflamatuar
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ve antioksidan dzelliklere sahip oldugunu gostermektedir (101). Ozellikle OLE’nin aktif
bileseni olarak bilinen oleuropein’in s6z konusu biyolojik etkilerin kaynagi oldugu
diistiniilmektedir. Fenolik bilesenler icinde Oleuropein miktar1 zeytinyaginda %0.005-
%0.12, zeytinyag iiretildikten sonra kalan posada %0.87 oranlarinda tespit edilmisken
OLE’de %1-%14 gibi en yiiksek miktarda bulunmustur (100, 148). Yaptigimiz HPLC
analizinde oleuropein miktar1 0.058 mg / mL (0.12 mg oleoropein /g 6rnek) olarak
belirlenmistir. WST-1 analizi sonras1 OLE 6ziitii, HUVEC hiicrelerinde 6liime neden
olmazken, HT-29 ve LoVo hiicrelerinde sirasiyla 2.120 mg/ ml ve 0.579 mg/ ml dozlarinda
hiicre proliferasyonunu %50 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir. Bu dozlar HPLC analizi
sonrast elde edilen oleuropein konsantrasyonlari ile hesaplaninca HT-29 i¢in Glsp degeri
90.1 uM, LoVo iginse 24.8 uM olarak tespit edilmistir. 2013 yilinda Oleuropein ile
yapilan bagka bir caligmada (149) Glsg degerleri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri i¢in
sirasiyla 110 ve 160 uM olarak bulunmustur. Farkli kanser tiirlerinde OLE antiproliferatif
etki bakimindan incelenmis olsa bile su anki literatiir bilgimize gére KRK iizerine yapilmis
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Meme kanseri (SKBR3 ve MCF-7), pankreas kanseri
(MiaPaCa-2) 16semi (K562 ve HL-60), larinks kanseri (HEp2), mesane kanseri (T-24)
hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢aligmalarin tamaminda OLE 6ziitiiniin kanser
hiicrelerinde proliferasyonu engelledigi gosterilmistir (149-153). Oziit hazirlama teknikleri
ve kullanilan dozlar farklilik gdstermesine ragmen proliferasyonun birbirinden ¢ok farkli
hiicre hatlarinda etkili olmasi, OLE’in global bir hiicre 6liim mekanizmasini tetikledigini
gostermektedir. Bu noktada literatiirde en ¢ok lizerinde durulan mekanizma apoptozdur.
Samed ve arkadaslar1 (154) tarafindan 2014 yilinda gergeklestirilen ¢alismada OLE’nin
K562 16semi hiicre hattinda apoptozu indiikledigi ve hiicre dongiisiinii disiik siirelerde
GO0/G1 gegisinde, uzun siire uygulamada ise G2/M gegisinde durdurdugu ortaya
konmustur.

Kanserin lethal etkilerinin olugsmasinin en 6nemli sebeplerinden biri metastazdir.
Farkl1 bitki 6ziitlerinin metastazi dnleme yoniinden etki gosterdikleri bilinmesine ragmen
OLE ve oleuropein’in hiicre migrasyonu tizerindeki etkisi hakkinda yapilmis sadece iki
¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde (155) oleuropein’in meme kanseri
metastazint matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin ekspresyonlarini baskilayip,
doku metalloproteinaz inhibitdrlerinin (TIMP) ekspresyonlarini artirarak engelledigini
gosterilmistir. Diger ¢calismada ise OLE’nin lizozomal membran biitiinliigiinii koruyarak
sicanlarda metastaz ve invazyonunu engelledigi savunulmustur (156). Bizim calismamizda

da benzer sekilde HT-29 ve LoVo hiicrelerinde OLE nin etkisiyle migrasyonun sirasiyla
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%48.45 (p=0.202) ve %51.66 (p=0.064) oraninda azaldig: fakat bu azalmanin istatistiki
olarak anlamliliga ulasamadig1 goriilmistiir (Tablo-11).

Calismamizda OLE’nin hiicre proliferasyonunu ve metastazini engelleyici yondeki
etkilerinin epigenetik temellerini incelemek i¢in OLE’nin hiicre hatlarinda meydana
getirdigi MIRNA ekspresyon degisimleri analiz edildi. Bitki 6ziitlerinin miRNA seviyeleri
tizerine etkilerini ortaya koyan ¢alismalar giderek artmaktadir fakat KRK iizerine bu
anlamda yapilan ¢alismalar ¢ok kisith sayidadir. Bu ¢alismalarm ilk 6rnegi 2009 yilinda
Davidson ve arkadaslarinin (157) siganlarda azoksimetan ile indiiklenmis kolon kanserinde
musir ve balik yagi diyeti sonrast mMiIRNA degisimlerini degerlendirdigi ¢alismadir. Bu
caligmada miR-34a, miR-132, miR-223 ve miR-224 ekspresyonlarinda artis, miR-192,
miR-194, miR-215 ve miR-375 ekspresyonlarinda azalma tespit edilmistir. 2013’te
gerceklestirilen diger bir calisma (158) yine siganlarda azoksimetan ile indiiklenen kolon
timorlerinde gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada tiziim gekirdegi diyeti sonrasi, timor
biiyiikliigii ve sayisindaki azalmanin yani sira miR-19a, miR-20a ve let7a
ekspresyonlarinda artig, miR-205, miR-135b, miR-196a, miR-21, miR-148a ve miR-103
ekspresyon seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Ayrica OLE’nin T98G, U-138MG ve U-
87MG glioblastoma hiicre hatlarinda miRNA ekspresyonda degisime sebep olarak
apoptozu indiikleyebilecegi bildirilmektedir (159). Bizim ¢alismamizda HT-29 hiicre
hattinda OLE miRNA ekspresyonlari lizerinde biiyiik bir etki olusturmustur. Doza bagiml
olarak miR-195 ve miR-21 ekspresyonlari OLE verilmeyen hiicre hattina gore artig
gosterirken, sadece miR-182a ekspresyonunda anlamli azalma goriilmiistiir (p<0.05)
(Tablo-13,14). 2015’te Yang ve arkadaslari tarafindan yapilan bir aragtirmada (160)
miR-195’in Bcl-2 ekspresyonunu inhibe ederek Caco-2 ve NCM460 KRK hiicrelerinde
apoptoza sebep oldugu rapor edilmistir. Hakkinda en fazla ¢alisma yapilmis
miRNA’lardan biri olan miR-21’in KRK’de onkogenik etki gosterdigi bildirilmektedir
(161). Dolayistyla miR-21’deki ekspresyon artiginin hiicrelerde proliferasyonu artirmasi
beklenirken HT-29 hiicre hattinda bu etkisinin olusmadigi goriilmektedir. HT-29 hiicre
hattinda ekspresyonu anlamli sekilde azalan miR-182a’da KRK’ya sipesifik bir
onkomirdir. Daha 6nceki boliimlerde tartigildigr gibi miR-182a’nin ekspresyonunun
artisinin FOXF2, SATB2 genleri ve B-catenin yolagi {izerinden kanser olusumuna zemin
hazirladig1 diistiniilmektedir (111, 112). OLE’nin etkisi ile HT-29 hiicre hattinda miR-
182a’nin ekspresyonunun azalisi, bu hiicrelerde OLE nin proliferasyon ve migrasyonu

azalttig1 yoniindeki bulgularimizi destekler niteliktedir.
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Sonug olarak, mevcut calismada RKE, NTE ve OLE’nin KRK hiicrelerinde, hiicre
proliferasyonu ve inazyonunu engelledigi belirlendi. Bulgularimiz, degerlendirilen
Oziitlerin, bu anti kanser etkisini epigenetik mekanizma ile gerceklestirebileceklerini
destekler niteliktedir. RKE’nin KRK hiicrelerinde miR-140 ekspresyonunu artirarak, NTE
ve OLE’nin de miR-182a’nin ekspresyonunu azaltarak KRK hiicrelerinde invazyonu
onleyici etkisi mevcut calismada ilk kez ortaya konmustur. leri ¢alismalara ihtiyag
duyulmakla birlikte, mevcut bulgular RKE, NTE ve OLE’nin KRK tedavisine yonelik
gerceklestirilecek yeni galismalarda kullanilabilecek potansiyel terapotik adaylar

olabileceklerini gostermektedir.

52



KAYNAKLAR

1. KASDAGLI M, RADHAKRISHNAN S, REDDIVARI L, VEERAMACHANENI
DR, VANAMALA J. Colon carcinogenesis: Influence of Western diet-induced obesity and
targeting stem cells using dietary bioactive compounds. Nutrition, 30(11): 1242-1256,
2014,

2. H EL-FAR A. Thymoquinone Anticancer Discovery: Possible Mechanisms.
Current drug discovery technologies, 12(2): 80-89, 2015.

3. M BROWNE, IR GILL C, ) MCDOUGALL G, STEWART D. Mechanisms
underlying the anti-proliferative effects of berry components in in vitro models of colon
cancer. Current pharmaceutical biotechnology, 13(1): 200-209, 2012.

4, ROTELLI M, BOCALE D, DE FAZIO M, ANCONA P, SCALERA |, MEMEO R,
TRAVAGLIO E, ZBAR A, ALTOMARE D. IN-VITRO evidence for the protective
properties of the main components of the Mediterranean diet against colorectal cancer: A
systematic review. Surgical oncology, 24(3): 145-152, 2015.

5. THOMAS J, OHTSUKA M, PICHLER M, LING H. MicroRNAs: Clinical
Relevance in Colorectal Cancer. International Journal of Molecular Sciences, 16(12): 260-
280, 2015.

6. FLEJOU JF. [WHO Classification of digestive tumors: the fourth edition]. Annales
de pathologie, 31(5): 27-31, 2011.

7. SIEGEL R, MA J, ZOU Z, JEMAL A. Cancer statistics, 2014. CA: a cancer
journal for clinicians, 64(1): 9-29, 2014.

8. GULTEKIN M, BOZTAS G. Tiirkiye Kanser Istatistikleri. Saglik Bakanligi,
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 43: (12-32), 2014.

9. NAN H, HUTTER CM, LIN Y, JACOBS EJ, ULRICH CM, WHITE E, BARON
JA, BERNDT SI, BRENNER H, BUTTERBACH K, CAAN BJ, CAMPBELL PT,
CARLSON CS, CASEY G, CHANG-CLAUDE J, CHANOCK SJ, COTTERCHIO M,
DUGGAN D, FIGUEIREDO JC, FUCHS CS, GIOVANNUCCI EL, GONG J, HAILE
RW, HARRISON TA, HAYES RB, HOFFMEISTER M, HOPPER JL, HUDSON TJ,
JENKINS MA, JIAO S, LINDOR NM, LEMIRE M, LE MARCHAND L, NEWCOMB
PA, OGINO S, PFLUGEISEN BM, POTTER JD, QU C, ROSSE SA, RUDOLPH A,
SCHOEN RE, SCHUMACHER FR, SEMINARA D, SLATTERY ML, THIBODEAU
SN, THOMAS F, THORNQUIST M, WARNICK GS, ZANKE BW, GAUDERMAN W/,
PETERS U, HSU L, CHAN AT, CCFR, GECCO. Association of aspirin and NSAID use

53



with risk of colorectal cancer according to genetic variants. The Journal of the American
Medical Association, 313(11): 1133-1142, 2015.

10. LIEBERMAN D. Screening for colorectal cancer in individuals at average risk:
current methods and emerging issues. JAMA internal medicine, 174(1): 10-11, 2014.

11. CALISTRI D, RENGUCCI C, CASADEI GARDINI A, FRASSINETI GL,
SCARPI E, ZOLI W, FALCINI F, SILVESTRINI R, AMADORI D. Fecal DNA for
noninvasive diagnosis of colorectal cancer in immunochemical fecal occult blood test-
positive individuals. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 19(10): 2647-2654, 2010.

12. NED RM, MELILLO S, MARRONE M. Fecal DNA testing for Colorectal Cancer
Screening: the ColoSure test. PLOS Currents, 3: 1205-1220, 2011.

13.  LEOPOLDO S, LORENA B, CINZIA A, GABRIELLA DC, ANGELA LUCIANA
B, RENATO C, ANTONIO M, CARLO S, CRISTINA P, STEFANO C, MAURIZIO T,
LUIGI R, CESARE B. Two subtypes of mucinous adenocarcinoma of the colorectum:
clinicopathological and genetic features. Annals of Surgical Oncology, 15(5): 1429-1439,
2008.

14.  FLEMING M, RAVULA S, TATISHCHEV SF, WANG HL. Colorectal
carcinoma: Pathologic aspects. Journal of Gastrointestinal Oncology, 3(3): 153-173, 2012.
15. PRENEN H, VECCHIONE L, VAN CUTSEM E. Role of targeted agents in
metastatic colorectal cancer. Targeted oncology, 8(2): 83-96, 2013.

16.  MURAKAMI T, MITOMI H, SAITO T, TAKAHASHI M, SAKAMOTO N,
FUKUI N, YAO T, WATANABE S. Distinct WNT/beta-catenin signaling activation in the
serrated neoplasia pathway and the adenoma-carcinoma sequence of the colorectum.
Modern Pathology, 28(1): 146-158, 2015.

17. FEARON ER, VOGELSTEIN B. A genetic model for colorectal tumorigenesis.
Cell, 61(5): 759-767, 1990.

18.  FEARNHEAD NS, WILDING JL, BODMER WF. Genetics of colorectal cancer:
hereditary aspects and overview of colorectal tumorigenesis. British medical bulletin,
64(1): 27-43, 2002.

19.  BARBER TD, MCMANUS K, YUEN KW, REIS M, PARMIGIANI G, SHEN D,
BARRETT I, NOUHI Y, SPENCER F, MARKOWITZ S. Chromatid cohesion defects
may underlie chromosome instability in human colorectal cancers. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 105(9): 3443-3448, 2008.

20.  WEISENBERGER DJ, SIEGMUND KD, CAMPAN M, YOUNG J, LONG TI,
FAASSE MA, KANG GH, WIDSCHWENDTER M, WEENER D, BUCHANAN D, KOH

54



H, SIMMS L, BARKER M, LEGGETT B, LEVINE J, KIM M, FRENCH AJ,
THIBODEAU SN, JASS J, HAILE R, LAIRD PW. CpG island methylator phenotype
underlies sporadic microsatellite instability and is tightly associated with BRAF mutation
in colorectal cancer. Nature Genetics, 38(7): 787-793, 2006.

21. GOEL A, NAGASAKA T, ARNOLD CN, INOUE T, HAMILTON C,
NIEDZWIECKI D, COMPTON C, MAYER RJ, GOLDBERG R, BERTAGNOLLI MM,
BOLAND CR. The CpG island methylator phenotype and chromosomal instability are
inversely correlated in sporadic colorectal cancer. Gastroenterology, 132(1): 127-138,
2007.

22. NOFFSINGER AE. Serrated polyps and colorectal cancer: new pathway to
malignancy. Annual review of pathology, 4: 343-364, 2009.

23. COLUSSI D, BRANDI G, BAZZOLI F, RICCIARDIELLO L. Molecular
pathways involved in colorectal cancer: implications for disease behavior and prevention.
International Journal of Molecular Sciences, 14(8): 16365-16385, 2013.

24.  JASS JR, BAKER K, ZLOBEC I, HIGUCHI T, BARKER M, BUCHANAN D,
YOUNG J. Advanced colorectal polyps with the molecular and morphological features of
serrated polyps and adenomas: concept of a 'fusion' pathway to colorectal cancer.
Histopathology, 49(2): 121-131, 2006.

25. NOFFSINGER AE. Serrated polyps and colorectal cancer: new pathway to
malignancy. Annual Review of Pathological Mechanical Disease, 4: 343-364, 20009.

26. TAKAYAMA T, OHI M, HAYASHI T, MIYANISHI K, NOBUOKA A,
NAKAJIMA T, SATOH T, TAKIMOTO R, KATO J, SAKAMAKI S, NIITSU Y.
Analysis of K-ras, APC, and beta-catenin in aberrant crypt foci in sporadic adenoma,
cancer, and familial adenomatous polyposis. Gastroenterology, 121(3): 599-611, 2001.
27.  KRESSNER U, BJORHEIM J, WESTRING S, WAHLBERG SS, PAHLMAN L,
GLIMELIUS B, LINDMARK G, LINDBLOM A, BORRESEN-DALE AL. Ki-ras
mutations and prognosis in colorectal cancer. European Journal of Cancer, 34(4): 518-521,
1998.

28. SHIELDS JM, PRUITT K, MCFALL A, SHAUB A, DER CJ. Understanding Ras:
‘it ain't over 'til it's over'. Trends in Cell Biology, 10(4): 147-154, 2000.

29. KARAPETIS CS, KHAMBATA-FORD S, JONKER DJ, O'CALLAGHAN CJ, TU
D, TEBBUTT NC, SIMES RJ, CHALCHAL H, SHAPIRO JD, ROBITAILLE S. K-ras
mutations and benefit from cetuximab in advanced colorectal cancer. New England
Journal of Medicine, 359(17): 1757-1765, 2008.

55



30.  YEATMAN TJ. A renaissance for SRC. Nature Reviews Cancer, 4(6): 470-480,
2004.

31. IRBY RB, YEATMAN TJ. Role of Src expression and activation in human cancer.
Oncogene, 19(49): 5636-5642, 2000.

32. DAVIES H, BIGNELL GR, COX C, STEPHENS P, EDKINS S, CLEGG S,
TEAGUE J, WOFFENDIN H, GARNETT MJ, BOTTOMLEY W, DAVIS N, DICKS E,
EWING R, FLOYD Y, GRAY K, HALL S, HAWES R, HUGHES J, KOSMIDOU V,
MENZIES A, MOULD C, PARKER A, STEVENS C, WATT S, HOOPER S, WILSON
R, JAYATILAKE H, GUSTERSON BA, COOPER C, SHIPLEY J, HARGRAVE D,
PRITCHARD-JONES K, MAITLAND N, CHENEVIX-TRENCH G, RIGGINS GJ,
BIGNER DD, PALMIERI G, COSSU A, FLANAGAN A, NICHOLSON A, HO JW,
LEUNG SY, YUEN ST, WEBER BL, SEIGLER HF, DARROW TL, PATERSON H,
MARAIS R, MARSHALL CJ, WOOSTER R, STRATTON MR, FUTREAL PA.
Mutations of the BRAF gene in human cancer. Nature, 417(6): 949-954, 2002.

33. KNUDSON AG, JR. Hereditary cancer, oncogenes, and antioncogenes. Cancer
research, 45(4): 1437-1443, 1985.

34. VOGELSTEIN B, FEARON ER, KERN SE, HAMILTON SR, PREISINGER AC,
NAKAMURA Y, WHITE R. Allelotype of colorectal carcinomas. Science, 244(4): 207-
211, 1989.

35.  SPIRIO LN, SAMOWITZ W, ROBERTSON J, ROBERTSON M, BURT RW,
LEPPERT M, WHITE R. Alleles of APC modulate the frequency and classes of mutations
that lead to colon polyps. Nature Genetics, 20(4): 385-388, 1998.

36. BIENZ M, CLEVERS H. Linking colorectal cancer to Wnt signaling. Cell, 103(2):
311-320, 2000.

37.  SHIH IM, WANG TL, TRAVERSO G, ROMANS K, HAMILTON SR, BEN-
SASSON S, KINZLER KW, VOGELSTEIN B. Top-down morphogenesis of colorectal
tumors. Proceedings of the National Academy of Sciences, 98(5): 2640-2645, 2001.

38. FODDE R, KUIPERS J, ROSENBERG C, SMITS R, KIELMAN M, GASPAR C,
VAN ES JH, BREUKEL C, WIEGANT J, GILES RH, CLEVERS H. Mutations in the
APC tumour suppressor gene cause chromosomal instability. Nature Cell Biology, 3(4):
433-438, 2001.

39. KASTAN MB, ONYEKWERE O, SIDRANSKY D, VOGELSTEIN B, CRAIG
RW. Participation of p53 protein in the cellular response to DNA damage. Cancer
research, 51(23): 6304-6311, 1991.

56



40. LANE DP. Cancer. p53, guardian of the genome. Nature, 358(6381): 15-16, 1992.
41. VOGELSTEIN B, FEARON ER, HAMILTON SR, KERN SE, PREISINGER AC,
LEPPERT M, NAKAMURA Y, WHITE R, SMITS AM, BOS JL. Genetic alterations
during colorectal-tumor development. The New England Journal of Medicine, 319(9):
525-532, 1988.

42. FEARON ER, CHO KR, NIGRO JM, KERN SE, SIMONS JW, RUPPERT JM,
HAMILTON SR, PREISINGER AC, THOMAS G, KINZLER KW, ET AL. Identification
of a chromosome 18q gene that is altered in colorectal cancers. Science, 247(4): 49-56,
1990.

43. GOYETTE MC, CHO K, FASCHING CL, LEVY DB, KINZLER KW,
PARASKEVA C, VOGELSTEIN B, STANBRIDGE EJ. Progression of colorectal cancer
is associated with multiple tumor suppressor gene defects but inhibition of tumorigenicity
is accomplished by correction of any single defect via chromosome transfer. Molecular
and Cellular Biology, 12(3): 1387-1395, 1992.

44. MARKOWITZ S, WANG J, MYEROFF L, PARSONS R, SUN L,
LUTTERBAUGH J, FAN RS, ZBOROWSKA E, KINZLER KW, VOGELSTEIN B, ET
AL. Inactivation of the type Il TGF-beta receptor in colon cancer cells with microsatellite
instability. Science, 268(5): 1336-1338, 1995.

45.  PASCHE B, KNOBLOCH TJ, BIAN Y, LIU J, PHUKAN S, ROSMAN D,
KAKLAMANI V, BADDI L, SIDDIQUI FS, FRANKEL W, PRIOR TW, SCHULLER
DE, AGRAWAL A, LANG J, DOLAN ME, VOKES EE, LANE WS, HUANG CC,
CALDES T, DI CRISTOFANO A, HAMPEL H, NILSSON I, VON HEIIJNE G, FODDE
R, MURTY VV, DE LA CHAPELLE A, WEGHORST CM. Somatic acquisition and
signaling of TGFBR1*6A in cancer. Journal of the American Medical Association,
294(13): 1634-1646, 2005.

46. SHIBATA D, PEINADO MA, IONOV Y, MALKHOSYAN S, PERUCHO M.
Genomic instability in repeated sequences is an early somatic event in colorectal
tumorigenesis that persists after transformation. Nature Genetics, 6(3): 273-281, 1994.
47. RODRIGUEZ-SOLER M, PEREZ-CARBONELL L, GUARINOS C, ZAPATER
P, CASTILLEJO A, BARBERA VM, JUAREZ M, BESSA X, XICOLA RM, CLOFENT
J, BUJANDA L, BALAGUER F, RENE JM, DE-CASTRO L, MARIN-GABRIEL JC,
LANAS A, CUBIELLA J, NICOLAS-PEREZ D, BREA-FERNANDEZ A, CASTELLVI-
BEL S, ALENDA C, RUIZ-PONTE C, CARRACEDO A, CASTELLS A, ANDREU M,

57



LLOR X, SOTO JL, PAYA A, JOVER R. Risk of cancer in cases of suspected lynch
syndrome without germline mutation. Gastroenterology, 144(5): 926-932, 2013.

48. CHUNG DC, RUSTGI AK. DNA mismatch repair and cancer. Gastroenterology,
109(5): 1685-1699, 1995.

49, ESTELLER M, FRAGA MF, GUO M, GARCIA-FONCILLAS J, HEDENFALK I,
GODWIN AK, TROJAN J, VAURS-BARRIERE C, BIGNON YJ, RAMUS S, BENITEZ
J, CALDES T, AKIYAMA' Y, YUASA Y, LAUNONEN V, CANAL MJ, RODRIGUEZ
R, CAPELLA G, PEINADO MA, BORG A, AALTONEN LA, PONDER BA, BAYLIN
SB, HERMAN JG. DNA methylation patterns in hereditary human cancers mimic sporadic
tumorigenesis. Human Molecular Genetics, 10(26): 3001-3007, 2001.

50. CUNNINGHAM JM, KIM CY, CHRISTENSEN ER, TESTER DJ, PARCYY,
BURGART LJ, HALLING KC, MCDONNELL SK, SCHAID DJ, WALSH VOCKLEY
C, KUBLY V, NELSON H, MICHELS VvV, THIBODEAU SN. The frequency of
hereditary defective mismatch repair in a prospective series of unselected colorectal
carcinomas. The American Journal of Human Genetics, 69(4): 780-790, 2001.

51. GOELZ SE, VOGELSTEIN B, HAMILTON SR, FEINBERG AP.
Hypomethylation of DNA from benign and malignant human colon neoplasms. Science,
228(4): 187-190, 1985.

52. EHRLICH M. DNA methylation in cancer: too much, but also too little. Oncogene,
21(35): 5400-5413, 2002.

53. SUZUKI K, SUZUKI I, LEODOLTER A, ALONSO S, HORIUCHI S,
YAMASHITA K, PERUCHO M. Global DNA demethylation in gastrointestinal cancer is
age dependent and precedes genomic damage. Cancer Cell, 9(3): 199-207, 2006.

54. KANEDA A, WANG CJ, CHEONG R, TIMP W, ONYANGO P, WEN B,
IACOBUZIO-DONAHUE CA, OHLSSON R, ANDRAOS R, PEARSON MA, SHAROV
AA, LONGO DL, KO MS, LEVCHENKO A, FEINBERG AP. Enhanced sensitivity to
IGF-I1 signaling links loss of imprinting of IGF2 to increased cell proliferation and tumor
risk. Proceedings of the National Academy of Sciences, 104(52): 20926-20931, 2007.

55. WAUJED SA, LAIRD PW, DEMEESTER TR. DNA methylation: an alternative
pathway to cancer. Annals of Surgery, 234(1): 10-20, 2001.

56. VAN ENGELAND M, DERKS S, SMITS KM, MEIJER GA, HERMAN JG.
Colorectal cancer epigenetics: complex simplicity. Journal of Clinical Oncology, 29(10):
1382-1391, 2011.

58



57. KONDO Y, SHEN L, ISSA JP. Critical role of histone methylation in tumor
suppressor gene silencing in colorectal cancer. Molecular and Cellular Biology, 23(1):
206-215, 2003.

58. PASQUINELLI AE, REINHART BJ, SLACK F, MARTINDALE MQ, KURODA
MI, MALLER B, HAYWARD DC, BALL EE, DEGNAN B, MULLER P, SPRING J,
SRINIVASAN A, FISHMAN M, FINNERTY J, CORBO J, LEVINE M, LEAHY P,
DAVIDSON E, RUVKUN G. Conservation of the sequence and temporal expression of
let-7 heterochronic regulatory RNA. Nature, 408(6): 86-89, 2000.

59. KOZOMARA A, GRIFFITHS-JONES S. miRBase: annotating high confidence
microRNAs using deep sequencing data. Nucleic acids research, 42(5): D68-73, 2014.

60. LEEY, AHNC,HANJ, CHOIH, KIMJ, YIM J, LEE J, PROVOST P,
RADMARK O, KIM S, KIM VN. The nuclear RNase Il Drosha initiates microRNA
processing. Nature, 425(6): 415-419, 2003.

61. BARTEL DP, CHEN CZ. Micromanagers of gene expression: the potentially
widespread influence of metazoan microRNAs. Nature Reviews Genetics, 5(5): 396-400,
2004.

62.  PILLAI RS. MicroRNA function: multiple mechanisms for a tiny RNA? RNA,
11(12): 1753-1761, 2005.

63. MORETTI F, THERMANN R, HENTZE MW. Mechanism of translational
regulation by miR-2 from sites in the 5' untranslated region or the open reading frame.
RNA, 16(12): 2493-2502, 2010.

64. TOMARI Y, ZAMORE PD. Perspective: machines for RNAI. Genes &
Development, 19(5): 517-529, 2005.

65. IORIO MV, CROCE CM. MicroRNA dysregulation in cancer: diagnostics,
monitoring and therapeutics. A comprehensive review. EMBO Molecular Medicine, 4(3):
143-159, 2012.

66. BEITZINGER M, MEISTER G. Preview. MicroRNAs: from decay to decoy. Cell,
140(5): 612-614, 2010.

67. KHRAIWESH B, ARIF MA, SEUMEL GI, OSSOWSKI S, WEIGEL D, RESKI R,
FRANK W. Transcriptional control of gene expression by microRNAs. Cell, 140(1): 111-
122, 2010.

68. CALIN GA, DUMITRU CD, SHIMIZU M, BICHI R, ZUPO S, NOCH E,
ALDLER H, RATTAN S, KEATING M, RAI K, RASSENTI L, KIPPS T, NEGRINI M,
BULLRICH F, CROCE CM. Frequent deletions and down-regulation of micro- RNA

59



genes miR15 and miR16 at 13914 in chronic lymphocytic leukemia. Proceedings of the
National Academy of Sciences 99(24): 15524-15529, 2002.

69. MICHAEL MZ, SM OC, VAN HOLST PELLEKAAN NG, YOUNG GP, JAMES
RJ. Reduced accumulation of specific microRNAs in colorectal neoplasia. Molecular
Cancer Research, 1(12): 882-891, 2003.

70.  TSANG WP, KWOK TT. The miR-18a* microRNA functions as a potential tumor
suppressor by targeting on K-Ras. Carcinogenesis, 30(6): 953-959, 20009.

71. ZHENG K, LIU W, LIU Y, JIANG C, QIAN Q. MicroRNA-133a suppresses
colorectal cancer cell invasion by targeting Fascinl. Oncology Letters, 9(2): 869-874,
2015.

72.  WANG H, AN H, WANG B, LIAO Q, LI W, JIN X, CUI S, ZHANG Y, DING Y,
ZHAO L. miR-133a represses tumour growth and metastasis in colorectal cancer by
targeting LIM and SH3 protein 1 and inhibiting the MAPK pathway. European Journal of
Cancer, 49(18): 3924-3935, 2013.

73.  ZHAOHJ, REN LL, WANG ZH, SUNTT, YU YN, WANG YC, YAN TT, ZOU
W, HE J, ZHANG Y, HONG J, FANG JY. MiR-194 deregulation contributes to colorectal
carcinogenesis via targeting AKT2 pathway. Theranostics, 4(12): 1193-1208, 2014.

74. WANG B, SHEN ZL, GAO ZD, ZHAO G, WANG CY, YANG Y, ZHANG JZ,
YAN YC, SHEN C, JIANG KW, YE YJ, WANG S. MiR-194, commonly repressed in
colorectal cancer, suppresses tumor growth by regulating the MAP4K4/c-Jun/MDM?2
signaling pathway. Cell Cycle, 14(7): 1046-1058, 2015.

75. XUAN Y, YANG H, ZHAO L, LAU WB, LAU B, REN N, HU Y, YI T, ZHAO X,
ZHOU S. MicroRNAs in colorectal cancer: Small molecules with big functions. Cancer
letters, 360(2): 89-105, 2015.

76. ZHANG B, PAN X, COBB GP, ANDERSON TA. microRNAs as oncogenes and
tumor suppressors. Developmental Biology, 302(1): 1-12, 2007.

77. SLABY O, SVOBODA M, FABIAN P, SMERDOVA T, KNOFLICKOVA D,
BEDNARIKOVA M, NENUTIL R, VYZULA R. Altered expression of miR-21, miR-31,
miR-143 and miR-145 is related to clinicopathologic features of colorectal cancer.
Oncology, 72(5-6): 397-402, 2007.

78. ASANGANI IA, RASHEED SA, NIKOLOVA DA, LEUPOLD JH, COLBURN
NH, POST S, ALLGAYER H. MicroRNA-21 (miR-21) post-transcriptionally
downregulates tumor suppressor Pdcd4 and stimulates invasion, intravasation and
metastasis in colorectal cancer. Oncogene, 27(15): 2128-2136, 2008.

60



79.  XIONG B, CHENG Y, MA L, ZHANG C. MiR-21 regulates biological behavior
through the PTEN/PI1-3 K/Akt signaling pathway in human colorectal cancer cells.
International journal of oncology, 42(1): 219-228, 2013.

80. LINKA, BALAGUERF, SHEN Y, NAGASAKA T, LOZANO JJ, BOLAND CR,
GOEL A. Fecal MicroRNAs as novel biomarkers for colon cancer screening. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev, 19(7): 1766-1774, 2010.

8l. SCHETTER AJ, YOU WC, LENNETTE ET, GAIL MT, RABKIN CS.
Association of Epstein-Barr virus antibody levels with precancerous gastric lesions in a
high-risk cohort. Cancer Science, 99(2): 350-354, 2008.

82. CHENT, YAO LQ, SHI Q, REN Z, YE LC, XU JM, ZHOU PH, ZHONG YS.
MicroRNA-31 contributes to colorectal cancer development by targeting factor inhibiting
HIF-1alpha (FIH-1). Cancer Biology & Therapy, 15(5): 516-523, 2014.

83. XU RS, WU XD, ZHANG SQ, LI CF, YANG L, LI DD, ZHANG BG, ZHANG Y,
JIN JP, ZHANG B. The tumor suppressor gene RhoBTBL1 is a novel target of miR-31 in
human colon cancer. International journal of oncology, 42(2): 676-682, 2013.

84. SUND, YUF, MAY, ZHAO R, CHEN X, ZHU J, ZHANG CY, CHEN J,
ZHANG J. MicroRNA-31 activates the RAS pathway and functions as an oncogenic
MicroRNA in human colorectal cancer by repressing RAS p21 GTPase activating protein 1
(RASA1). The Journal of Biological Chemistry, 288(13): 9508-9518, 2013.

85. ZHANG G, ZHOU H, XIAO H, LIU Z, TIAN H, ZHOU T. MicroRNA-92a
functions as an oncogene in colorectal cancer by targeting PTEN. Digestive Diseases and
Sciences, 59(1): 98-107, 2014.

86. ZHOU T, ZHANG G, LIU Z, XIA S, TIAN H. Overexpression of miR-92a
correlates with tumor metastasis and poor prognosis in patients with colorectal cancer.
International Journal of Colorectal Disease, 28(1): 19-24, 2013.

87. WANG J, SONG Y X, MA B, WANG JJ, SUN JX, CHEN XW, ZHAO JH, YANG
YC, WANG ZN. Regulatory Roles of Non-Coding RNAs in Colorectal Cancer.
International Journal of Molecular Sciences, 16(8): 19886-19919, 2015.

88. HRASOVEC S, GLAVAC D. MicroRNAs as Novel Biomarkers in Colorectal
Cancer. Frontiers in Genetics, 3: 180, 2012.

89. KELLY TK, DE CARVALHO DD, JONES PA. Epigenetic modifications as
therapeutic targets. Nature biotechnology, 28(10): 1069-1078, 2010.

90. KAHKONEN MP, HOPIA AI, HEINONEN M. Berry phenolics and their
antioxidant activity. Journal of agricultural and food chemistry, 49(8): 4076-4082, 2001.

61



91. STONER GD. Foodstuffs for preventing cancer: the preclinical and clinical
development of berries. Cancer Prevention Research, 2(3): 187-194, 2009.

92. UMESALMA S, SUDHANDIRAN G. Ellagic acid prevents rat colon
carcinogenesis induced by 1, 2 dimethyl hydrazine through inhibition of AKT-
phosphoinositide-3 kinase pathway. European journal of pharmacology, 660(2): 249-258,
2011.

93. SANTOS IS, PONTE BM, BOONME P, SILVA AM, SOUTO EB.
Nanoencapsulation of polyphenols for protective effect against colon—rectal cancer.
Biotechnology advances, 31(5): 514-523, 2013.

94. PLACKAL ADIMURIYIL GEORGE B, TYNGA IM, ABRAHAMSE H. In Vitro
Antiproliferative Effect of the Acetone Extract of Rubus fairholmianus Gard. Root on
Human Colorectal Cancer Cells. BioMed Research International, 2015: 8, 2015.

95. GALI-MUHTASIB H, DIAB-ASSAF M, BOLTZE C, AL-HMAIRA J, HARTIG
R, ROESSNER A, SCHNEIDER-STOCK R. Thymoquinone extracted from black seed
triggers apoptotic cell death in human colorectal cancer cells via a p53-dependent
mechanism. International journal of oncology, 25(4): 857-866, 2004.

96. AL-JOHAR D, SHINWARI N, ARIF J, AL-SANEA N, JABBAR AA, EL-SAYED
RA, MASHHOUR A, BILLEDO G, EL-DOUSH I, AL-SALEH I. Role of Nigella sativa
and a number of its antioxidant constituents towards azoxymethane-induced genotoxic
effects and colon cancer in rats. Phytotherapy Research, 22(10): 1311-1323, 2008.

97. GALI-MUHTASIB H, KUESTER D, MAWRIN C, BAIBOUJ K, DIESTEL A,
OCKER M, HABOLD C, FOLTZER-JOURDAINNE C, SCHOENFELD P, PETERS B.
Thymogquinone triggers inactivation of the stress response pathway sensor CHEK1 and
contributes to apoptosis in colorectal cancer cells. Cancer research, 68(14): 5609-5618,
2008.

98. NORWOOD A, TUCCI M, BENGHUZZI H. A comparison of 5-fluorouracil and
natural chemotherapeutic agents, EGCG and thymoquinone, delivered by sustained drug
delivery on colon cancer cells. Biomedical sciences instrumentation, 43: 272-277, 2006.
99. RYAN D, ROBARDS K. Critical Review. Phenolic compounds in olives. Analyst,
123(5): 31-44, 1998.

100. PRIEGO-CAPOTE F, RUIZ-JIMENEZ J , DE CASTRO ML. Fast separation and
determination of phenolic compounds by capillary electrophoresis—diode array detection:
Application to the characterisation of alperujo after ultrasound-assisted extraction. Journal
of Chromatography A, 1045(1): 239-246, 2004.

62



101. ARMUTCU F, AKYOL S, HASGUL R, YIGITOGLU MR. Zeytin Yapraginin
Biyolojik Etkileri ve Tipta Kullanimi. Spatula DD, 1(3): 159-165, 2011.

102. DELGADO-PERTINEZ M, GOMEZ-CABRERA A, GARRIDO A. Predicting the
nutritive value of the olive leaf (Olea europaea): digestibility and chemical composition
and in vitro studies. Animal feed science and technology, 87(3): 187-201, 2000.

103. BARBARO B, TOIETTA G, MAGGIO R, ARCIELLO M, TAROCCHI M,
GALLI A, BALSANO C. Effects of the olive-derived polyphenol oleuropein on human
health. International Journal of Molecular Sciences, 15(10): 18508-18524, 2014.

104. CARDENO A, SANCHEZ-HIDALGO M, ROSILLO MA, DE LA LASTRA CA.
Oleuropein, a secoiridoid derived from olive tree, inhibits the proliferation of human
colorectal cancer cell through downregulation of HIF-1a. Nutrition and cancer, 65(1):
147-156, 2013.

105. GFELLER D, GROSDIDIER A, WIRTH M, DAINA A, MICHIELIN O, ZOETE
V. SwissTargetPrediction: a web server for target prediction of bioactive small molecules.
Nucleic acids research, 42(W1): W32-W38, 2014.

106. GROSDIDIER A, ZOETE V, MICHIELIN O. SwissDock, a protein-small
molecule docking web service based on EADock DSS. Nucleic acids research, 39(2):
W270-W277, 2011.

107. PETTERSEN EF, GODDARD TD, HUANG CC, COUCH GS, GREENBLATT
DM, MENG EC, FERRIN TE. UCSF Chimera—a visualization system for exploratory
research and analysis. Journal of computational chemistry, 25(13): 1605-1612, 2004.
108. ZHANG W, ZOU C,PAN L, XU Y, QI W, MA G, HOU Y, JIANG P. MicroRNA-
140-5p Inhibits the Progression of Colorectal Cancer by Targeting VEGFA. Cellular
Physiology and Biochemistry, 37(3): 1123-1133, 2015.

109. ZHAIH, FESLER A, BA Y, WU S, JU J. Inhibition of colorectal cancer stem cell
survival and invasive potential by hsa-miR-140-5p mediated suppression of Smad2 and
autophagy. Oncotarget, 2015.

110. ZHAO W, ZOU J, WANG B, FAN P, MAO J, L1 J, LIU H, XIAO J, MA' W,
WANG M. [microRNA-140 suppresses the migration and invasion of colorectal cancer
cells through targeting Smad3]. Zhonghua zhong liu za zhi [Chinese journal of oncology],
36(10): 739-745, 2014.

111. ZHANG Y, WANG X, WANG Z, TANG H, FAN H, GUO Q. miR-182 promotes
cell growth and invasion by targeting forkhead box F2 transcription factor in colorectal
cancer. Oncology reports, 33(5): 2592-2598, 2015.

63



112.  ZHANG X-L, CHEN M-L, ZHOU S-L. Fentanyl inhibits proliferation and invasion
of colorectal cancer via 3-catenin. International journal of clinical and experimental
pathology, 8(1): 227, 2015.

113. YANG M-H, YU J, JIANG D-M, LI W-L, WANG S, DING Y-Q. microRNA-182
targets special AT-rich sequence-binding protein 2 to promote colorectal cancer
proliferation and metastasis. Journal of Translational Medicine , 12: 109, 2014.

114. GFELLER D, MICHIELIN O, ZOETE V. Shaping the interaction landscape of
bioactive molecules. Bioinformatics, 29(23): 3073-3079, 2013.

115. LIU RH. Health benefits of fruit and vegetables are from additive and synergistic
combinations of phytochemicals. The American Journal of Clinical Nutrition, 78(3):
517S-520S, 2003.

116. KOPONEN JM, HAPPONEN AM, MATTILA PH, TORRONEN AR. Contents of
anthocyanins and ellagitannins in selected foods consumed in Finland. Journal of
agricultural and food chemistry, 55(4): 1612-1619, 2007.

117. RIAZ M, AHMAD M, RAHMAN N. Antimicrobial screening of fruit, leaves, root
and stem of Rubus fruticosus. Journal of Medicinal Plants Research, 5(24): 5920-5924,
2011.

118. LEE JH, HAM Y-A, CHOI S-H, IM EO, JUNG JH, IM KS, KIM D-K, XU Y,
WANG MW, KIM ND. Activity of crude extract ofRubus crataegifolius roots as a potent
apoptosis inducer and DNA topoisomerase | inhibitor. Archives of pharmacal research,
23(4): 338-343, 2000.

119. QUAVE CL, ESTEVEZ-CARMONA M, COMPADRE CM, HOBBY G,
HENDRICKSON H, BEENKEN KE, SMELTZER MS. Ellagic acid derivatives from
Rubus ulmifolius inhibit Staphylococcus aureus biofilm formation and improve response to
antibiotics. PLoS One, 7(1): 287-307, 2012.

120. NARAYANAN BA, GEOFFROY O, WILLINGHAM MC, RE GG, NIXON DW.
p53/p21 (WAF1/CIP1) expression and its possible role in G1 arrest and apoptosis in
ellagic acid treated cancer cells. Cancer letters, 136(2): 215-221, 1999.

121. SEERAM NP, ADAMS LS, HENNING SM, NIU Y, ZHANG Y, NAIR MG,
HEBER D. In vitro antiproliferative, apoptotic and antioxidant activities of punicalagin,
ellagic acid and a total pomegranate tannin extract are enhanced in combination with other
polyphenols as found in pomegranate juice. The Journal of nutritional biochemistry, 16(6):
360-367, 2005.

64



122. HARAGUCHI T, KAYASHIMA T, OKAZAKI Y, INOUE J, MINEO S,
MATSUBARA K, SAKAGUCHI E, YANAKA N, KATO N. Cecal succinate elevated by
some dietary polyphenols may inhibit colon cancer cell proliferation and angiogenesis.
Journal of agricultural and food chemistry, 62(24): 5589-5594, 2014.

123. AYAZL,GORUR A, YAROGLU HY, OZCAN C, TAMER L. Differential
expression of microRNAs in plasma of patients with laryngeal squamous cell carcinoma:
potential early-detection markers for laryngeal squamous cell carcinoma. Journal of cancer
research and clinical oncology, 139(9): 1499-1506, 2013.

124, BANDRES E, CUBEDO E, AGIRRE X, MALUMBRES R, ZARATE R,
RAMIREZ N, ABAJO A, NAVARRO A, MORENO I, MONZO M. Identification by
Real-time PCR of 13 mature microRNAs differentially expressed in colorectal cancer and
non-tumoral tissues. Molecular cancer, 5(1): 29, 2006.

125. HAYASHITAY, OSADA H, TATEMATSU Y, YAMADA H, YANAGISAWA
K, TOMIDA' S, YATABE Y, KAWAHARA K, SEKIDO Y, TAKAHASHI T. A
polycistronic microRNA cluster, miR-17-92, is overexpressed in human lung cancers and
enhances cell proliferation. Cancer research, 65(21): 9628-9632, 2005.

126. SONG B, WANG Y, XIY, KUDO K, BRUHEIM S, BOTCHKINA GI, GAVIN E,
WAN Y, FORMENTINI A, KORNMANN M. Mechanism of chemoresistance mediated
by miR-140 in human osteosarcoma and colon cancer cells. Oncogene, 28(46): 4065-
4074, 20009.

127. YANG H, FANG F, CHANG R, YANG L. MicroRNA-140-5p suppresses tumor
growth and metastasis by targeting transforming growth factor § receptor 1 and fibroblast
growth factor 9 in hepatocellular carcinoma. Hepatology, 58(1): 205-217, 2013.

128. LI T-M, CHEN G-W, SU C-C, LIN J-G, YEH C-C, CHENG K-C, CHUNG J-G.
Ellagic acid induced p53/p21 expression, G1 arrest and apoptosis in human bladder cancer
T24 cells. Anticancer Research, 25(2): 971-979, 2005.

129. UMAR S, HEDAYA O, SINGH AK, AHMED S. Thymoquinone inhibits TNF-a-
induced inflammation and cell adhesion in rheumatoid arthritis synovial fibroblasts by
ASK1 regulation. Toxicology and applied pharmacology, 287(3): 299-305, 2015.

130. WARING R, MCDONALD A, LARSSON S, ERICSSON T, WIREN A,
ARWIDSSON E, ERICSSON A, LOHAMMAR T. Differences in chemical composition
of plants grown at constant relative growth rates with stable mineral nutrition. Oecologia,
66(2): 157-160, 1985.

65



131. SALOMI M, PANIKKAR K, KESAVAN M, DONATA SR K, RAJAGOPALAN
K. Anti-cancer activity of nigella sativa. Ancient science of life, 8(3-4): 262, 19809.

132. SHOIEB AM, ELGAYYAR M, DUDRICK PS, BELL JL, TITHOF PK. In vitro
inhibition of growth and induction of apoptosis in cancer cell lines by thymoquinone.
International journal of oncology, 22(1): 107-113, 2003.

133. EL-MAHDY MA, ZHU Q, WANG QE, WANI G, WANI AA. Thymoquinone
induces apoptosis through activation of caspase-8 and mitochondrial events in p53-null
myeloblastic leukemia HL-60 cells. International journal of cancer, 117(3): 409-417,
2005.

134. IVANKOVIC S, STOJKOVIC R, JUKIC M, MILOS M, MILOS M, JURIN M.
The antitumor activity of thymoquinone and thymohydroquinone in vitro and in vivo.
Experimental oncology, 28(3): 220-224, 2006.

135. WOMACK K, ANDERSON M, TUCCI M, HAMADAIN E, BENGHUZZI H.
Evaluation of bioflavonoids as potential chemotherapeutic agents. Biomedical sciences
instrumentation, 42: 464-469, 2005.

136. BANERJEE S, KASEB AO, WANG Z, KONG D, MOHAMMAD M, PADHYE S,
SARKAR FH, MOHAMMAD RM. Antitumor activity of gemcitabine and oxaliplatin is
augmented by thymoquinone in pancreatic cancer. Cancer research, 69(13): 5575-5583,
2009.

137. KASEB AO, CHINNAKANNU K, CHEN D, SIVANANDAM A, TEJWANI S,
MENON M, DOU QP, REDDY GP-V. Androgen receptor—-and E2F-1-targeted
thymoquinone therapy for hormone-refractory prostate cancer. Cancer research, 67(16):
7782-7788, 2007.

138. VYIT,CHO S-G, Yl Z, PANG X, RODRIGUEZ M, WANG Y, SETHI G,
AGGARWAL BB, LIU M. Thymoquinone inhibits tumor angiogenesis and tumor growth
through suppressing AKT and extracellular signal-regulated kinase signaling pathways.
Molecular cancer therapeutics, 7(7): 1789-1796, 2008.

139. TAN M, NORWOOD A, MAY M, TUCCI M, BENGHUZZI H. Effects of (-)
epigallocatechin gallate and thymoquinone on proliferation of a PANC-1 cell line in
culture. Biomedical sciences instrumentation, 42: 363-371, 2005.

140. SALIM EIl, FUKUSHIMA S. Chemopreventive potential of volatile oil from black
cumin (Nigella sativa L.) seeds against rat colon carcinogenesis. Nutrition and cancer,
45(2): 195-202, 2003.

66



141. KUNDU J, CHOI BY, JEONG C-H, KUNDU JK, CHUN K-S. Thymoguinone
induces apoptosis in human colon cancer HCT116 cells through inactivation of STAT3 by
blocking JAK2-and Src-mediated phosphorylation of EGF receptor tyrosine kinase.
Oncology reports, 32(2): 821-828, 2014.

142. KHAN MA, TANIA M, WEI C, MEI Z, FU S, CHENG J, XU J, FU J.
Thymoquinone inhibits cancer metastasis by downregulating TWIST1 expression to
reduce epithelial to mesenchymal transition. Oncotarget, 6(23): 19580-19591, 2015.

143. ATTOUB S, SPERANDIO O, RAZA H, ARAFAT K, AL-SALAM S, AL
SULTAN MA, AL SAFI M, TAKAHASHI T, ADEM A. Thymogquinone as an anticancer
agent: evidence from inhibition of cancer cells viability and invasion in vitro and tumor
growth in vivo. Fundamental & clinical pharmacology, 27(5): 557-569, 2013.

144, PANDITA A, MANVATI S, SINGH SK, VAISHNAVI S, BAMEZAI RN.
Combined effect of microRNA, nutraceuticals and drug on pancreatic cancer cell lines.
Chemico-biological interactions, 233: 56-64, 2015.

145. TUNCA B, TEZCAN G, CECENER G, EGELI U, AK S, MALYER H, TUMEN
G, BILIR A. Olea europaea leaf extract alters microRNA expression in human
glioblastoma cells. Journal of cancer research and clinical oncology, 138(11): 1831-1844,
2012,

146. CEKAITE L, RANTALA JK, BRUUN J, GURIBY M, AGESEN TH,
DANIELSEN SA, LIND GE, NESBAKKEN A, KALLIONIEMI O, LOTHE RA. MiR-9,-
31, and-182 deregulation promote proliferation and tumor cell survival in colon cancer.
Neoplasia, 14(9): 868-881, 2012.

147. AMODEO V, BAZAN V, FANALE D, INSALACO L, CARUSO S, CICERO G,
BRONTE G, ROLFO C, SANTINI D, RUSSO A. Effects of anti-miR-182 on TSP-1
expression in human colon cancer cells: there is a sense in antisense? Expert opinion on
therapeutic targets, 17(11): 1249-1261, 2013.

148. SAVOURNIN C, BAGHDIKIAN B, ELIAS R, DARGOUTH-KESRAOUI F,
BOUKEF K, BALANSARD G. Rapid high-performance liquid chromatography analysis
for the quantitative determination of oleuropein in Olea europaea leaves. Journal of
agricultural and food chemistry, 49(2): 618-621, 2001.

149. ELAMIN MH, DAGHESTANI MH, OMER SA, ELOBEID MA, VIRK P, AL-
OLAYAN EM, HASSAN ZK, MOHAMMED OB, ABOUSSEKHRA A. Olive oil
oleuropein has anti-breast cancer properties with higher efficiency on ER-negative cells.
Food and Chemical Toxicology, 53: 310-316, 2013.

67



150. QUIRANTES-PINE R, ZUREK G, BARRAJON-CATALAN E, BABMANN C,
MICOL V, SEGURA-CARRETERO A, FERNANDEZ-GUTIERREZ A. A metabolite-
profiling approach to assess the uptake and metabolism of phenolic compounds from olive
leaves in SKBR3 cells by HPLC-ESI-QTOF-MS. Journal of pharmaceutical and
biomedical analysis, 72: 121-126, 2013.

151. GOLDSMITH CD, VUONG QV, SADEQZADEH E, STATHOPOULOS CE,
ROACH PD, SCARLETT CJ. Phytochemical Properties and Anti-Proliferative Activity of
Olea europaea L. Leaf Extracts against Pancreatic Cancer Cells. Molecules, 20(7): 12992-
13004, 2015.

152. ABAZA L, TALORETE TP, YAMADA P, KURITAY, ZARROUK M, ISODA
H. Induction of growth inhibition and differentiation of human leukemia HL-60 cells by a
Tunisian gerboui olive leaf extract. Bioscience, biotechnology, and biochemistry, 71(5):
1306-1312, 2007.

153. BELSCAK-CVITANOVIC A, DURGO K, BUSIC A, FRANEKIC J, KOMES D.
Phytochemical attributes of four conventionally extracted medicinal plants and cytotoxic
evaluation of their extracts on human laryngeal carcinoma (HEp2) cells. Journal of
medicinal food, 17(2): 206-217, 2014.

154, SAMET I, HAN J, JLAIEL L, SAYADI S, ISODA H. Olive (Olea europaea) leaf
extract induces apoptosis and monocyte/macrophage differentiation in human chronic
myelogenous leukemia K562 cells: insight into the underlying mechanism. Oxidative
medicine and cellular longevity, 12(1): 406-417, 2014.

155. HASSAN ZK, ELAMIN MH, DAGHESTANI MH, OMER SA, AL-OLAYAN
EM, ELOBEID MA, VIRK P, MOHAMMED OB. Oleuropein induces anti-metastatic
effects in breast cancer. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, 13(9): 4555-4559,
2012,

156. ABDEL-HAMID N, EL-MOSELHY M, EL-BAZ A. Hepatocyte lysosomal
membrane stabilization by olive leaves against chemically induced hepatocellular
neoplasia in rats. International journal of hepatology, 6(7): 625-633, 2010.

157. DAVIDSON LA, WANG N, SHAH MS, LUPTON JR, IVANOV |, CHAPKIN
RS. n-3 Polyunsaturated fatty acids modulate carcinogen-directed non-coding microRNA
signatures in rat colon. Carcinogenesis, 30(12): 2077-2084, 2009.

158. DERRY MM, RAINA K, BALAIYA V, JAIN AK, SHROTRIYA S, HUBER KM,
SERKOVA NJ, AGARWAL R, AGARWAL C. Grape seed extract efficacy against

68



azoxymethane-induced colon tumorigenesis in A/J mice: interlinking miRNA with
cytokine signaling and inflammation. Cancer Prevention Research, 6(7): 625-633, 2013.
159. TEZCAN G, TUNCA B, BEKAR A, BUDAK F, SAHIN S, CECENER G, EGELI
U, TASKAPi1LIOGLU MO, KOCAELI H, TOLUNAY S. Olea europaea leaf extract
improves the treatment response of GBM stem cells by modulating miRNA expression.
American journal of cancer research, 4(5): 572-580, 2014.

160. YANG B, TAN Z, SONG Y. Study on the molecular regulatory mechanism of
MicroRNA-195 in the invasion and metastasis of colorectal carcinoma. International
Journal of Clinical & Experimental Medicine, 8(3): 625-633, 2015.

161. ZHAOJ, XU G, ZHANG Y, ZHAO G. Emerging role of microRNA-21 in
colorectal cancer. Cancer biomarkers: section A of Disease markers, 16(7): 635-653,
2015.

69



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca ve bu tezin hazirlanmasindaki sabrindan, desteginden
ve bilimsel katkilarindan dolay1 degerli danismanim Prof. Dr. Berrin Tunca’ya kiymetli
hocalarim Prof. Dr. Unal Egeli ve Prof. Dr. Giilsah Cecener’c en icten tesekkiirlerimi

borg bilirim.
Tezimin hazirlanmasindaki katkilarindan dolay1 Saym Prof. Dr. Hulusi Malyer ve
Dog. Dr. Saliha Sahin’e,

Ayrica 3 yil boyunca birlikte calistigim ve biiyiik mutluluk duydugum Tibbi Biyoloji

A.D asistan, 6grenci ve tiim ¢alisanlarina,

Yine bu siire igerisinde desteklerini ve sevgilerini her zaman yanimda hissettigim

sevgili anneme, babama ve kardeslerime,
Kahrimi ¢eken ve bu siirecin eglenceli bir hale gelmesine katki sunan arkadaglarim

Emrah, Burcu, Gokhan, Toygar ve Dursun’a, tesekkiir ederim.

70



OZGECMIS

1986 y1l1 Erzurum dogumluyum. ilkégretimimi Erzurum Aziziye ilkokulunda, orta
O0grenimimi ise Adapazari Dr. Nuri Bayar ve Erzurum Sair Nefi Ortaokullarinda
tamamladim. Erzurum Anadolu Lisesinden 2004 yilinda mezun olduktan sonra Orta
Dogu Teknik Universitesinde Biyoloji egitimime bagladim. Tiirkiye’de ilk kez sentetik
gen Uiretimi yapan Sentegen firmasinda stajyerlik yaptim. 2011 yi1linda mezuniyetimi
takiben Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji A.D’da yiiksek lisans
egitimime basladim. 2013 yilinda tez asamasindayken ayrilip Ogretim Uyesi Yetistirme
Programi (OYP) dahilinde Uludag Universitesi T1bbi Biyoloji A.D yiiksek lisans

egitimine basladim.

71



