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OZET

Amac: Siklooksijenaz-2 (COX-2), ¢esitli insan kolorektal kanser hiicrelerinde yapilir ve
karsinojeneze katkida bulunabilir. Bu ¢alismada, selektif bir COX-2 inhibitorii olan
diklofenak’in insan kolon adenokarsinom hiicrelerinde hiicre adezyon molekiilleri ve

apoptoz tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Yontem: CD44, hiicreler aras1 adezyon molekiili-1 (ICAM-1, CD54), vaskiiler hiicre
adezyon molekiili-1 (VCAM-1, CD106) ve epitel hiicre adezyon molekiilii (EpCAM,
CD326) seviyeleri, yiiksek seviyede COX-2 ifade eden (HT29) veya COX-2 ifade
etmeyen (HCT116) kanser hiicrelerinde degerlendirildi. Hiicre canliligi, MTT testi ile
belirlendi, COX-2 protein seviyeleri ve aktivitesi, sirasiyla immiinofloresan ve
florometrik analiz ile degerlendirildi. Endojen ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)
seviyeleri sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile dlgiiliirken
hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonu akis sitometrisi ile analiz edildi. Apoptoz
seviyelerini belirlemek i¢in Annexin V-FITC/propidyum iyodiir etiketleme ve
florometrik kaspaz-3 aktivite 6lgtimleri yapildi.

Bulgular: Akis sitometrisi analizi, HCT116 hiicrelerinde CD44 ve ICAM-1 boyama
yiizdesinin HT29 hiicrelerine kiyasla 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugunu ortaya ¢ikardi.
HT29 hiicrelerinde COX-2 ekspresyonu ve aktivitesi forbol-12-miristat 13-asetat (PMA)
ile indiiklendiginde, CD44 ve ICAM-1 seviyelerinde belirgin bir artis goriildii. HT29
hiicrelerinde PMA yoluyla indiiklenen COX-2 aktivitesi diklofenak tarafindan inhibe
edildiginde CD44 ve ICAM-1 seviyelerinde belirgin bir azalma goriildi. HT29
hiicrelerinin diklofenak ile muamele edilmesi sonucunda PUFA seviyelerinde anlamli
bir artig gorilldii. HT29 hiicrelerinde COX-2 aktivitesi PMA ile uyarildiginda
diklofenakla iliskili PUFA artis anlamli 6l¢tide azaldi. Diklofenak ve PMA’nin beraber
uygulanmasi, kontrol gruplarina kiyasla kolon adenokarsinom hiicrelerinde apoptotik

hiicre sayisini ve kaspaz-3 aktivitesini onemli 6l¢iide artirdu.

Sonuc: Diklofenak’mn koruyucu etkisi, yiiksek seviyede COX-2 eksprese eden kolon
kanseri hiicrelerinde goriilmektedir. Bu koruyucu etki, apoptozun indiiklenmesi, CD44

ve ICAM-1 ekspresyonunun azalmasiyla meydana gelmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon, adenokarsinoma, hiicre adezyon molekiilii, apoptoz.



ABSTRACT

Objective: Cyclooxygenase-2 (COX-2) is expressed in a variety of human colorectal
cancer cells and can contribute to carcinogenesis. This study aimed to investigate the
effect of diclofenac, a selective COX-2 inhibitor, on cell adhesion molecules and

apoptosis in human colon adenocarcinoma cells.

Method: Levels of CD44, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1, CD54), vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1, CD106) and epithelial cell adhesion molecule
(EpCAM, CD326) were evaluated in cancer cells overexpressing (HT29) or not
expressing (HCT116) COX-2. Cell viability was determined by MTT assay, COX-2
protein levels and activity were assessed by immunofluorescence and fluorometric
analysis, respectively. Endogenous levels of polyunsaturated fatty acids (PUFA) were
measured by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) while
expression of cell adhesion molecules were analyzed by flow cytometry. Annexin V-
FITC/propidium iodide-labelling and fluorometric caspase-3 activity measurements

were carried out to determine apoptosis.

Results: Flow cytometry analysis revealed that the percentage of CD44 and ICAM-1
staining in HCT116 cells were significantly lower compared to HT29 cells. Phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA)-induced COX-2 expression and activity in HT29 cells
caused a marked increase in CD44 and ICAM-1 levels which were down regulated by
diclofenac. Stimulation of COX-2 activity in HT29 cells via PMA significantly
decreased diclofenac associated increase in PUFA levels. Treatment of both diclofenac
and PMA significantly increased the number of apoptotic cells and caspase-3 activity in

colon adenocarcinoma cells compared to control groups.

Conclusion: In conclusion, chemopreventive effect of diclofenac occurs in COX-2
overexpressing colon cancer cells by increased apoptosis and decreased expression of
CD44 and ICAM-1.

Key words: Colon, adenocarcinoma, cell adhesion molecule, apoptosis.
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1. GIRIS

Kolorektal kanser, diinyadaki en yaygin goriilen ti¢lincii malignitedir (Rawla ve ark.,
2019). Kolorektal kanser prognozunu olumsuz etkileyen faktorler, genomik instabiliteye
bagl apoptozun baskilanmasi ve inflamasyona yanit olarak metastazdir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Kolorektal kanserde metastaza yonelik tedavilerden birisi de, tiimorle
iligkili inflamasyona karsi diklofenak gibi selektif steroid olmayan anti-inflamatuar
ilaglarin (NSAID) kullanilmasidir (Schack ve ark., 2019). Bu ilaglar, arasidonik asit
kaskadinda COX-2"yi inhibe ederek inflamatuar yanit1 baskilar.

Yiksek COX-2 seviyelerinin kronik inflamasyonu ve Kkarsinojenezi tetikledigi
bildirilmistir (Menter ve ark., 2010). Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar, kolorektal
kanserde COX-2 inhibisyonunun 6nemli bir faydasi oldugunu gostermektedir (Dubois,
2009). COX-2'nin asir1 ekspresyonu, deneysel sistemlerde tiimor hiicresi gogiinii, hiicre
adezyonunu ve tiimor invazyonunu artirabilir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserinde yapilan bir ¢alisma, COX-2 tarafindan indiiklenen invazyona hyaliironat-

CD44'in aracilik ettigi sonucuna varmigtir (Dohadwala ve ark., 2001).

Tiimor dokusunda COX-2 ekspresyonu prognoz ile iligkilidir (Agrez, 1996). Calismalar,
kolorektal kanser hiicresi COX-2 aktivitesinin inhibisyonunun, intrahepatik timor
hiicresi proliferasyonunu ve karaciger metastaz hizin1 biiylik Olgliide azalttiginm
gostermektedir (Smakman ve ark., 2005). Benzer sekilde, COX-2 ekspresyonu normal
hiicrelerden primer timdrlere ve metastazlara upregiilasyon gosterir ve proliferatif
aktivite, timor lokasyonu, Dukes evresi ve farklilagsma ile iligkilidir (H. Zhang ve Sun,
2002). Kolorektal kanser ilerlemesi ve genel sagkalim, primer kolorektal karsinom

tarafindan degil, esas olarak karaciger metastazinin ilerlemesi ile belirlenir.

Hiicre adezyon molekiilleri, kolorektal kanser prognozunda ldkositlerin aktivasyonu,
16kositlerin inflamasyon bolgesine gogii, hiicre-hiicre etkilesimleri ve metastaz olusumu
gibi birgok olayda rol oynar (Alexiou ve ark., 2001). Hiicre adezyon molekiilleri sadece
primer karsinomdan malign hiicre ayrilmasina degil, ayn1 zamanda uzak dokuya timor

hiicresi gocline de neden olur (Haier ve ark., 2000). Epiteldeki hiicre adezyon



molekiillerinin degisen ekspresyonu ve ¢esitli kolorektal kanser hiicre hatlarinda farkl
adezyon ligandlarinin varligi da metastazin organ segiciligini diizenleyebilir (Paschos ve
ark., 2009).

HT29, iyi diferansiye adenokarsinomlara neden olan, yaygin olarak kullanilan bir
kolorektal kanser hiicre hattidir. HT29 hiicre hatti, COX-2'yi pozitif olarak ifade eder.
HT29'dan farkli olarak, HCT116 kolorektal kanser hiicre hatt1 COX-2 genini ifade etmez
(Liu ve ark., 2003). Daha 6nceden belirtigi gibi ¢aligsmalar, selekoksib ve diklofenak gibi
spesifik COX-2 inhibitorlerinin kolorektal kanser {izerindeki koruyucu etkilerini
gostermektedir (Dubois, 2009; Schack ve ark., 2019). Ayrica l6kositlerle hiicre-hiicre
etkilesimlerinde, apoptozun indiiksiyonunda ve kolorektal kanser hiicrelerinin
metastazinda hiicre adezyon molekiillerinin 6nemi vurgulanmaktadir (Paschos ve ark.,
2009). Bununla birlikte, insan kolon adenokarsinom hiicrelerinde CD44, ICAM-1,
VCAM-1 ve EpCAM seviyelerini diizenlemede COX-2 ekspresyonunun rolii kapsamli
bir sekilde degerlendirilmemistir. Yapilan ¢alismada yiiksek seviyede COX-2 (HT29)
ifade eden kolorektal kanser hiicrelerinde veya COX-2 (HCT116) ifade etmeyen
kolorektal kanser hiicrelerinde diklofenak’in etkisi degerlendirilmistir. Deneysel hiicre
modellerinde endojen arasidonik asit ve apoptoz seviyeleri de belirlendi. Calismamizda
sunulan veriler, arasidonik asit sinyal yolunun, HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde
CD44 ve ICAM-1 hiicre adezyon proteinlerinin ekspresyonunu diizenledigini

gostermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, viicut hiicrelerinin biiyiimesini ve ¢ogalmasii kontrol eden genlerde goriilen
mutasyon sonucu, bu genlerin asir1 aktivasyonu veya fonksiyon kaybindan dolay1
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak komsu dokulara yayilmasi veya kdken aldigi
organdan kan veya lenf yollar1 sayesinde taginimi ile olusan genetik bir hastaliktir. Son
yillardaki insidansi ve mortalitesindeki artis nedeni ile 6nemli bir saglik sorunu olarak

goriilmektedir (Bertram, 2000).

Kanser gelisiminde genomik instabiliteden dolay:r hiicreler; proliferatif sinyallesmenin
stirdiiriilmesi, biliylime baskilayicilardan kacginma, hiicre o6liimiine direnme (apoptoz
inhibisyonu), anjiyogenezi indiikleme, invazyon ve metastazi aktive etme, tlimorle
iligkili inflamasyon gibi beceriler kazanirlar. Kazanilan bu beceriler, hiicrenin hayatta
kalmasi, cogalmasi, yer degistirmesi, istilas1 ve komsu hiicreler ile etkilesime kadar

kontrol mekanizmalarini temsil eder (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Tiimoriin kaynaklandigi doku tiiriine bagh olarak kanser; karsinoma, sarkoma, lenfoma,

16semi ve germinoma gibi birkag ana tiirii bulunmaktadir:

Karsinoma, spesifik olarak viicudun i¢ veya deri gibi dis yiizeylerini kaplayan epitel
hiicrelerden kaynakli bir malignitedir. En sik goriilen malignite karsinomadir; en sik

karsilagilan tiirleri meme, kolon, prostat ve akciger kanserlerdir.

Sarkoma, kemik, kikirdak, vaskiiler veya hematopoietik dokularda goriilen kanser

tirtdir.
Lenfoma, lenfositlerde goriilen kanser tiirtidiir.

Losemi, kemik iliginde baslayan ve yiiksek sayida anormal kan hiicresi ile sonuglanan

bir grup kan kanseridir.

Germinoma, genellikle beyinde goriilen bir kanser tiiriidiir (Berman, 2004).



2.2. Kolon Anatomisi

Kolon yada diger adiyla kalin bagirsak, ileumun ucundan sigmoid kolon ile rektum
arasindaki koseye kadar, ileogekal valf ve apendiks dahil olmak {izere, ince bagirsaklari
bir ark gibi saran tiibiiler yapidir (Sekil 2.1). Rektum ve antis ile birlikte kalin bagirsagin
tamamin1 olusturur. Kolon, 120-200 cm uzunlugunda, ince bagirsak uzunlugunun
yaklasik dortte birini ve gastrointestinal sistemin yaklagik beste birini temsil eder.
Kolonun klasik boliimleri sirasiyla ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve
sigmoid kolondur. Kolonun en genis kism1 ¢ekumdur, sigmoid kolona dogru kolon ¢ap1

kiiciiliir. (Aggarwal ve ark., 2020).

Sol Kolik Bukilme

Transvers Kolon

Sag Kolik Bukilme

inen Kolon
Cikar Kolon

Rektum

Anus

Sekil 2.1. Kolon boliimleri.
Sekil, (Drake ve ark., 2019)’dan alinarak Tirkg¢elestirilmistir.

Cekum, kolonun baslangi¢ kismidir. Ortalama aksiyel uzunlugu yaklasik 6 cm ve
genisligi 7,5 cm olarak kolonun en kalin pargasidir. Karin sag alt kadraninda (sag iliak
fossa) konumlanmustir. Ileocekal valf tarafindan yonlendirilen terminal ileum ile
birlestigi yerde ¢ikan kolon haline gelir. Neredeyse tamamen peritonla ¢evrelenmistir.

Cekumun i¢ yan ve arka yiiziine ileogekal valfin 2 cm altina apendiks agilmaktadir.



Apendiks 7,6 cm uzunlugundadir ve immiinolojik bir islevi oldugu diisiiniilmekte fakat,
bu organ genellikle korelmis kabul edilir. (Stedman, 2013).

Cikan kolon, ¢ekumdan baslayarak yukari karaciger sag lobuna kadar uzanmaktadir,
burada hepatik fleksuray: (sag kolik biikiilme) olusturur ve tranvers kolon ile devam
eder. Ortalama uzunlugu 12-20 cm’dir. On ve yan yiizeyleri periton ile ortiiliidiir

(Kararli, 1995).

Transvers kolon, kolonun en uzun (yaklasik 45 cm) ve posterior karin duvarina uzun bir
mezenter ile baglanir, bu da ona hareketlilik saglar. Karacigerin sag lob alt yiiziiniin
hemen altinda baslar, hepatik ve splenik fleksuralar (sag ve sol kolik biikiilmeler)
arasinda konumlanir. Transvers kolonun neredeyse tamami peritonla kaplidir. Transvers
mezokolon pankreas ve sol bobrek kapsiiliine tutunarak karin boslugunu iist ve alt kolon
olmak tizere ikiye ayirmaktadir. Bu yapi bir bolimdeki enfeksiyonun digerine

yayilmasini engelleyen dogal bir bariyer islevi gormektedir (Nano ve ark., 1998).

Inen kolon yaklasik 25 cm uzunlugundaki, splenik fleksuradan pelvik bblgesine uzanan
kolonik segmenttir. Cikan kolon gibi inen kolon da tim yiizeyleri periton ile
kaplanmustir ve kisa bir mezoklona sahiptir. Ince bagirsaga ve karm duvarini komsudur.
Cikan kolona gore daha derin bir yerlesime sahip olan inen kolon, retroperitoneal olarak

yerlesmistir (Liang ve ark., 1997).

Sigmoid kolon, ortalama 35-40 ¢cm olan uzunluga sahiptir ve mezenterlidir. inen kolon
ile rektum arasindaki en dar ve en mobil kolonik segmenttir. Tamamen peritonla kaph
sigmoid kolon, genellikle sol iliak fossadan pelvik bélgeye uzanan V seklinde ve bazen
U seklinde bir mezokolona sahiptir. Ureter, iliak arter, mesane, kadinda uterus,

piriformis kasi ile komsudur (Hull, 2000).

Rektum, sigmoid kolondan sonra baslar ve aniiste sonlanir. Yaklasik 12-14 cm
uzunlugundadir ve kolonun son boliimiidiir. Rektum igerisinde Houston valfi denilen ii¢
mukozal katlant1 (sol iist, sag orta, sol alt) bulunur. Genel olarak, rektumun fist iigte
birinin 6n ve yan tarafinda periton ile kaplandigini, orta iigte birinin 6n yiiziinde periton

ile kaplandigin1 ve alt {igte birinin ekstraperitoneal oldugunu bilinmektedir. Rektum



igbiikeylik boyunca devam eder ve kuyruk sokumunun ucunda biter. Bu noktada keskin
bir a¢1 ile anal kanali olusturur. Bu noktada keskin bir agiyla kaldiraglar arasindaki anal
kanal1 olusturur. Kadinlarda rektum rahim agzina yakindir. Erkeklerde 6nden mesane,

seminal vezikiil ve prostata komsudur (Kierner ve ark., 2000).

Anal kanal, rektum ile aniis arasinda 4 cm uzunlugundaki son pargasidir. Kuyruk
sokumuna arkadan, kadinlarda arka vajinal duvara ve erkeklerde iiretra ile komsudur.
Anal kanal, eksternal ve internal sfinkter tarafindan ¢evrilmistir, eksternal sfinkter ¢izgili
kas, internal sfinkter rektumun i¢ kasinin devami olan diiz kas dokusuna sahiptir

(Lazorthes ve ark., 1999).

2.3. Kolorektal Kanser

Bagirsak kanseri, kolon kanseri veya rektum kanseri olarak da bilinen kolorektal kanser
(KRK), kalin bagirsak kisimlari olan kolon veya rektumu kaplayan epitel hiicrelerde
kanser gelismesidir. Cogu kolorektal kanser, kolon veya rektumun i¢ yiizeyinde bir
biiyiime (sislik) olarak baglar ve bu biiylimelere polip denir (Sekil 2.2). Kolorektal
poliplerinin, normal mukozada hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi veya apoptoz
asamalarindaki herhangi bir kusurun sonucu olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir

(Rahbari ve ark., 2016).

Sekil 2.2. Kolon polipleri.

Sekil, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) web sayfasindan alinarak
Tiirkgelestirilmistir (https://www.cancer.gov/types/colorectal/patient/colon-treatment-pdg, Erisim tarihi:
16 May1s 2021).



https://www.cancer.gov/types/colorectal/patient/colon-treatment-pdq

Baz1 polip tiirleri zamanla (genellikle yillarca) kansere doniisebilir, ancak tiim polipler
kansere doniismez. Bir polipin kansere doniismesi, polip tiiriine baglidir. Yakin tarihte
popiilasyon temelli bir ¢alismada, kolonoskopi taramasiyla asemptomatik hastalarin %
34,3'linde en az bir polip bulundugu bildirilmistir (Choi ve ark., 2012) Kolon
kanserlerinin ¢ogunun Onceden iyi huylu adenomatdéz poliplerde ortaya ciktigi
diistiniilmektedir. Poliplerin belirti ve bulgular1 biiytikliiklerine ve bulunduklar1 yere
baglidir. Polipler genellikle sigmoid kolon, ¢ekum ve rektum bolgelerinde goriilmektedir
(Sekil 2.3). Kolonun kiigiik polipleri genellikle asemptomatiktir ve siklikla baska
amaglar i¢in yapilan endoskopik veya radyografik incelemeler sirasinda tesadiifen teshis
edilirler. Polipler iilserlesip kanayabilir. Polip belirtilerinde siklikla rastlanilan
semptomlar rektal kanama, diski renginde degisiklik, diskida kan, tuvalet
aligkanliklarinda degisiklikler ve karin agrisidir (John ve ark., 2011).

Transvers Kolon % 5

Splenik
Hepatik Fleksura % 2
Fleksura % 3 inen Kolon % 3
Cikan
Kolon % 8
Sigmoid
Cekum % 14 Kolon % 20
Apendiks % 1 Rektosigmoid
Kose % 7
Aniis % 2
Rektum % 27

Diger Spesifik Olmayan Bolgeler % 8

Sekil 2.3. Kolorektal kanserin anatomik bolgeye gore dagilima.

Sekil, (Thrumurthy ve ark., 2016)’dan alinarak Tiirk¢elestirilmistir.

Polipler genellikle kanser Onciisii olduklar1 i¢in kanser olusumundan Once cerrahi
yontemler ile alinmasi gerekir. Bir polipte cesitli sebeplerden otiirli kanser olusursa,
zamanla kolon veya rektum duvarinda biiyiir. Duvarda olusan kanserli hiicreler, duvari

isgal ederek anormal biliyiime ve ¢gogalma ile kolonu tikamaktadirlar. Kontrolsiiz ¢ogalan



bu hiicreler kan damarlar1 veya lenf damarlarinda da biiyiiyebilirler. Kan ve lenf yollari
arayiciligiyla ise yakindaki hiicrelerle etkilesim veya viicudun uzak kisimlarina metastaz

gosterebilirler (Markowitz ve Bertagnolli, 2009).

2.4. Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Kolorektal kanser gelismis iilkelerde o6zellikle eriskin yastaki bireyleri etkileyen bir
kanser tiirii olmasi nedeni ile 6nemli onkolojik sorunlardan biridir. Son yillarda diinya
capinda goriilme sikligi bakimidan tiim kanser tiirleri arasinda, meme ve akciger
kanserinden sonra tgiincii kanser tiirii olan KRK, 6liim orani ile akciger kanserinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 2020 yilindaki
verilerine gore diinya genelinde tahmini yaklasik 2 milyondan fazla kisi KRK’e
yakalanmis ve yaklasik 1 milyon kisi KRK nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Kolorektal
kanserin erkeklerde goriilme ve 6liim oralarin1 kadinlara gore daha fazladir (Sung ve

ark., 2021).

Kolorektal kanserin metastatik insidansi oldukea yiiksektir: tan1 konulan dort kolorektal
kanser hastasindan birinde metastaz gortiliirken, yarisinda metastaz daha sonra hastaligin
seyri sirasinda gelisir (Takahashi ve Berber, 2020). Karaciger en sik metastaz bolgesidir.
Kolorektal kanser ilerlemesi ve genel sagkalim, esas olarak primer KRK tarafindan
degil, karaciger metastazinin ilerlemesi ile belirlenir. Karaciger metastazlar1 tedavi
edilmezse, yasam beklentisi bir yildan azdir. Teshis aninda uzak doku metastazi
olmayan ve kiiratif amaclh cerrahi tedavi uygulanan hastalarda sag kalim orani daha

yiiksektir (McLoughlin ve ark., 2006).

Kanser icin mevcut tedaviler arasinda cerrahi olarak c¢ikarilmasi, kemoterapi ve
dayanacak kadar giiclii olan hastalar i¢in adjuvan kemoterapi yer alir. Bugiine kadar,
kanser dokusunun cerrahi olarak ¢ikarilmasi, KRK i¢in en uygun yol olarak kabul
edilmektedir (Wolpin ve ark., 2007). Son yillardaki teknolojik gelismelere bagli olarak
kanser tamisinda kullanilan yoOntemlerin gelismesi, ¢esitli tarama programlariin
uygulanmaya baslanmasi, yeni cerrahi tekniklerin ortaya konulmasi Vve yeni
kemoterapétik ajanlarin adjuvan tedavilerinde yayginlasmasi ile KRK’nin daha erken
donemde teshis edilmesine, daha efektif olarak tedavi edilmesine ve 6lim oranlarinin

azalmasina katkida bulunmaktadir.



2.5. Kolorektal Kanser Etiyolojisi

Kolorektal kanser gelisimi birden fazla faktore bagli oldugu diisiiniilmekte fakat kesin
olarak bilinmemektedir. Bu faktorler; temel olarak adenomlar, genetik ve kronik
inflamatuar bagirsak hastaliklaridir. Bunun yami sira yas, beslenme ve diger ¢evresel

etkenler KRK gelisiminde 6nemli faktorlerdir (Akin ve Tozun, 2014).

2.5.1. Kolorektal Polipler

Polipler, kolon liimenine yiikselen anormal biiylimelerdir. Cogu bening tiimérlerdir ve
higbir semptom gostermezler. Polipler; hiperplastik, neoplastik (adenomatdz ve maling),
hamartomatéz ve inflamatuar olarak siniflandirilmaktadir. Hiperplastik polipler sik
goriilen ve neoplastik olmayan polip tiriidir. Yaygin olarak rektum bdlgesinde
goriliirler ve c¢aplart 5 mm’den kiigliktiir. Bu yiizden diger neoplastik adenom
poliplerden ayirt edilmeleri 6nemlidir. Fakat hiperplastik polipler endoskopide her
zaman adenomatdz poliplerden ayirt edilemez ve bu nedenle siklikla cerrahi iglemle

cikartilirlar (Shussman ve Wexner, 2014).

Adenom, ‘adeno’ kelimesinden tiiretilmis bezsel kokenli veya bezsel bir yapida
meydana gelen bening tiimoérlere verilen isimdir. Adenomlar kolon, adrenal, hipofiz,
tiroid dahil bir¢ok organda ortaya ¢ikabilirler. Bening tiimor olmalarina ragmen ¢esitli
mutasyonlarla maling tiimore ¢evrilebilirler, malign tiimoére doniistiiklerinde
adenokarsinom olarak adlandirilirlar. Ozellikle karsinom onciisii adenomlarm gaplart
genellikle 1-2 cm’den biiyiiktiir. Adenomlar genellikle, displazi derecelerine gore diisiik,
orta, yiiksek olarak, makroskopik goriiniimlerine gore sapsiz tirtikl, sapli, diiz, ve
histolojik yapilarina gore tibiiler, villoz (Sekil 2.4) ve tiibiilovilloz olarak
smiflandirilirlar  (Ishii ve ark., 2011). Tiibiiler adenomlar, adenomatéz poliplerin
yaklasik % 75 ila % 85'ini temsil eder ve bir malignite barindirma sans1 % 5'ten azdir.
Tiibililovilloz adenomlar ise poliplerin % 10 ila % 15'ini temsil eder ve genellikle % 20
ila % 25'i malignite barindirir. Villoz adenomlar, kalan poliplerin % 5 ila % 10'unu
olusturur ve kolorektal poliplerin % 35 ila % 40" ile en ¢ok malignite gésteren tiirtidiir.
Ozellikle villoz adenomlarm boyutu ve displazi derecesi polipin malign olup olmadig1
hakkinda 6nemli bir bulgudur (Alvarez ve ark., 2013).



(a)

Sekil 2.4. Adenomlarin histolojik gériiniisleri.
a) tiibiiler adenom, b) villoz adenom (hematoksilen-eozin boyasi ile boyali, 400x biiyiitme). Sekiller,
(Shussman ve Wexner, 2014)’den alinmustir.

Diger adiyla "Juvenil polipler" olarak da bilinen hamartomatdz polipler, esas olarak
hipertrofik (biiylimeye bagli) bir epitel ile kaplanmis bag dokusundan (g¢ogunlukla diiz
kas) olusur. Genellikle ¢ocuklarda ve ozellikle rektum bolgesinde goriilen neoplastik
olmadig1 diisiinlilen bir polip tiiriidiir. Makroskopik olarak, sapl, kiraz kirmizisi,
piirlizsiiz poliplerdir ve bazen sapli adenomatdz poliplerden den ayirt edilemezler

(Mestre, 1986).

Inflamatuar polipler (psédopolipler) en yaygin olarak inflamatuar bagirsak hastalig
(IBH) olan hastalarda, dzellikle iilseratif kolitte goriiliir. Bu lezyonlar gercek polipler
degildir, hasarli mukozal yapida inflamatuar infiltrasyonlarin birikmesiyle olusurlar. Bu
lezyonlar malign onciisii degildir ancak makroskopik goriiniime bagli olarak adenomat6z

poliplerden ayirt edilemezler (Politis ve ark., 2017).

2.5.2. Kolorektal Kanserin Genetik Mekanizmasi
Kolorektal karsinomlarin ¢cogunun adenomat6z poliplerden gelistigi kabul edilmektedir.
Adenomdan karsinoma doniisiime yol acan bu siireg, ti¢ temel mekanizmaya ayrilan ¢ok

sayida kiimiilatif genetik degisiklik gerektirir.

Proto-onkojenlerin aktif onkojenlere doniisiimlerini indiikleyen mutasyonlar, timor
baskilayici genlerdeki ve DNA onariminda gorev alan genlerdeki mutasyonlar olmak
tizere bu lic mekanizma kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasina, otonom biiylimeye ve dolayisiyla
tiimoér olusumuna katkida bulunur. Ozellikle aktif onkojenlere déniisiimii indiikleyen

mutasyonlar, hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynayan genlerde goriiliir ve bunlarin
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aktivasyonu, anormal sinyal iletimine neden olur. (Ahnen, 2011). Neoplastik siirecin
baslangici, ilk genetik mutasyonlarin neden oldugu genetik hasari siirdiirmesine
dayanmaktadir. ‘Adenomadan karsinoma sekansina’ olarak adlandirilan genetik hasar
stirecinde, neoplastik hiicrelerin bazal membrana niifuz etme ve metastaz yapma

yetenegi kazanmasi en kritik noktadir (Vogelstein ve Kinzler, 2004).

Adenomdan kolorektal karsinom gelisiminde birgok genin rol oynadigi kabul edilmistir.
Bu genlere tiimor baskilayict genler APC ve p53; proto-onkojenler K-ras ve c-myc; ve
DNA yanlis eslesme onarim genleri MLH1, MSH2 ve MSH6 6rnek olarak verilebilir.
Her bir mutasyonun kritik neme sahip oldugu ve spesifik bir timdr olusumu agamasina
etki ettigine inanilmaktadir (Tariq ve Ghias, 2016). Primer olarak KRK gelisimi
(adenomadan karsinoma sekansi, Sekil 2.5) APC geni mutasyonu, bunun devaminda
kristen rat sarcoma’nin (K-ras) mutasyonel aktivasyonu ve tiimor protein 53’tin (p53)

inaktivasyonu ile kazanilir (Shin ve ark., 2007).

| |
: APC | | K-ras — | p53—
Normal Erken evredeki Geg evredeki Karsinoma
Epitelyum adenoma adenoma
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|7 Biiyiime Faktérleri 4'
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Sekil 2.5. Adenomadan karsinoma sekansi.

Adenomdan karsinoma olusumu. APC; Adenomat6z polipozis koli, K-ras; Kristen rat sarcoma, p53;
timor protein 53. Etkilenen fonksiyonel yollar, diyagramin altinda gésterilmektedir. (Fearnhead ve ark.,
2002)’den uyarlanarak Tiirkgelestirilmisgtir.

Kromozom 5q21°de lokalize APC geni, ¢ok islevli bir tiimor baskilayict protein olan
adenomat6z polipozis koli (APC) ekspresyonundan sorumludur. Bu protein cesitli
fonksiyonlara sahip proteinler ile etkilesime girerek migrasyon, adezyon, kromozom
stabilitesi ve proliferasyon gibi ¢esitli hiicresel siiregleri diizenlemektedir (L. Zhang ve
Shay, 2017). Temel fonksiyonu sitoplazmik [B-katenin’in uygun seviyelerde tutmak

11



amaciyla, ubikuitin aracili degradasyonu saglamaktir. -Katenin degradasyonu Wnt
sinyal yolag: aktif degilken hiicre sitoplazmasinda APC proteini, glikojen sentaz kinaz
3 (GSK-3B), kazein kinaz-1 (CK1) ve aksin proteinleri bulunan degradasyonu
kompleksi sayesinde gerceklestirilir. Degradasyon kompleksine bagli GSK-3B, B-
katenin’in  spesifik  serin/treonin  rezidiilerinden fosforilleyerek degradasyonu
saglamaktadir. Wnt sinyali varliginda p-katenin’in degradasyon kompleksinde ayrilarak
sitoplazmada birikmesi saglanir. Biriken B-katenin, niikleusa translokasyon gosterir ve
groucho proteini ismi verilen T-hiicre faktorii/lenfoid arttirict baglanma faktorii
(TCF/LEF) transkripsiyon faktorleri inhibitorii ile yer degistirir. Burada p-katenin
TCF/LEF etkilesimi ile gesitli proteinlerin (6zellikle Kkritik proteinlerin c-myc, cyclin D1
gibi) ekspresyonlar1 diizenlenmektedir (Segditsas ve Tomlinson, 2006; Shang ve ark.,
2017). APC geninde goriilen mutasyonlar KRK igin en 6nemli bulgudur ve goriilme

siklig1 %85’in tizerindedir (Markowitz ve Bertagnolli, 2009).

Ras gen ailesinden K-ras geni kromozom 12pl12°de bulunmaktadir. K-ras geni, 188
amino asitlik bir proteini kodlar. Normal kosullarda, ras proteinleri hiicrede inaktif
durumda bulunur (Friday ve Adjei, 2005). Ras proteini aktif oldugu zaman onkojenik
etkileri olan ¢ok cesitli efektorlerin regiilasyonunu saglamaktadir. K-ras genindeki
degisikliler sayesinde, protein siirekli aktif durumunda kalir ve regiilasyon fonksiyonu
kaybolur. Bundan dolayi ise hiicrelerde kontrolsiiz biiylime ve ¢ogalma goriilmektedir
(Shields ve ark., 2000). Ras gen ailesinin insanda goriilen N-ras, H-ras ve K-ras olmak
lizere ¢ adet izoformu bulunmaktadir ve KRK’de % 30 ila % 40’inda K-ras geni
mutasyonuna rastlanilmaktadir (Arrington ve ark., 2012). N-ras mutasyonlarinin
KRK’de goriilme siklig1 % 3 ila % 4’tiir. H-ras mutasyonlar ise genellikle bas boyun
kanserleri ve idrar yolu kanserlerinde goriilirken KRK’de nadiren goriilmektedir (S. H.
Chen ve ark., 2019).

Kolorektal kanser prognozunda etkin diger 6nemli mutasyonel degisiklerden birisi de
timor baskilayici gen p53 inaktivasyonudur. P53 geni kromzom 17pl3 lokalize bir
transkripsiyon faktoriidiir. Temel gorevi; DNA hasari, hipoksi, onkojen aktivasyonu gibi
hiicresel streslerin varliginda hiicre dongiisii durmasini, apoptozu veya yaslanmay1

diizenleyici genlerin regiilasyonunu saglamasidir. Apoptozu mitokondriden sitokrom C
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salinimini saglayarak, kaspaz-9 ve buna bagl efektor kaspazlarin (3, 6, 7) aktivasyonuna
neden olarak indiikleyebilir. p53°te goriilen degisiklikler KRK’in ge¢ donemlerinde
ortaya ¢ikan 6nemli bir basamaktir (Li ve ark., 2015).

Bu mutasyonlar disinda birka¢ kalitsal sendrom KRK ile iligkilidir. Bu hastaliklar;
herediter KRK vakalarinin % 10’unu olusturmaktadir. Klasik olarak ¢ok sayida polip ile
karakterize polipozis sendromlar, polip icermeyen ya da ¢ok az sayida polip iceren
nonpolipozis sendromlar seklinde siniflara ayrilir. Bu sendromlar ailede kalitsal bir olgu
yokken, daha ¢ok ¢evresel veya yas gibi faktorler ile ortaya ¢ikan sporadik sendromlara
oranla daha erken yasta ortaya ¢ikmaktadir (Byrne ve Tsikitis, 2018).

Familyal Adenomatoz Polipozis (FAP) : Kalitsal bu sendroma sahip bireylerde APC
mutasyonu klasik bir bulgudur. Otozomal dominant gecisli FAP sendromu bireylerde
geng yaslarda bile kolon ve rektum bdlgesinde bening polipler gelisebilir. Cerrahi islem
yapilmadigi takdirde malign tiimorlere doniisebilen poliplerin sayisi yillarca artarak

binlerce olabilir (Lipton ve Tomlinson, 2006).

MY H-iligkili Polipozis (MAP) : MYH (ayrica MutYH olarak da bilinir), DNA hasar
onariminda anahtar rol oynayan bir DNA glikozilazdir. Bu gende meydana gelen
mutasyonlar da ¢ok sayida adenomatdz polip gelistirebilir. Ilerleyen asamalarda APC
mutasyonuna bagli FAP sendromuna sebep olabilir. MAP, otozomal resesif yolla gecer.
MAP ve FAP arasindaki temel fark, FAP i¢in mutasyona ugramis genin tek kopyasinin
olmasi yeterlidir, MAP’te ise genin iki kopyasinda da mutasyon olmasi gerekmektedir

(Sampson ve ark., 2005).

Kalhitimsal Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC) : Lynch sendromu olarakta
bilinen HNPCC, otozomal dominant gegis gosteren, genellikle sag kolon kanseriyle
karakterize ve ¢ok az sayida (neredeyse hig) polipozis goriilen bir KRK tiiriidiir. Cesitli
DNA yanlis esleme onarim genleri (MSH6, PMS1, PMS2, MSH3, bu mutasyonlar
genellikle MLH1 ve MSH2’de olusur) mutasyonu ile iliskilendirilmistir. Geng yasta
goriilme sikligi daha yiiksektir ve KRK’lerin %3-4’iinii olusturmaktadir. Bu sendroma
sahip bireylerde endometriyum, mide, iiriner, pankreas, ince bagirsak, over, ve sinir

sistemi maligniteleri goriilebilir (Fearnhead ve ark., 2002).
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2.5.3. Kronik Inflamatuar Bagirsak Hastalig

Inflamatuar bagirsak hastaligi, sindirim sistemini kronik inflamasyonunu igeren
bozukluklar1 tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir. Ulseratif kolit ve Crohn
hastalig1 kronik inflamatuar bagirsak hastaliklarinin en 6nemli tiirleridir. Crohn hastalig
gastrointestinal sistemini herhangi bir yerinde, temel olarak ise ince bagirsak daha sonra
kolon kisminda olusur, {iilseratif kolit ise siklikla kolon ve rektum kisminda olusur.
Ulseratif koliti ve Crohn hastalig1 olan hastalarda KRK gériilme siklig1 artmaktadir
(Shussman ve Wexner, 2014).

2.6. Kolorektal Kanserde Evreler

Kolorektal karsinomlarda patolojik evreleme cerrahi islem sonrasi anatomik inceleme ile
belirlenir. Evreleme islemi uygulanacak tedavi ve sagkalim siiresini belirlemektir.
Kolorektal karsinom igin uygun tedavi Se¢imi ve prognozlarin belirlenmesi amaciyla
histolojik, makroskopik ve metastaz gibi bulgular dikkate alinarak gesitli
evrelendirmeler yapilmistir. Bunlardan en 6nemlileri Dukes evrelenmesi, Aster-Coller

evrelenmesi ve TNM (tiimor, lenf nodu ve metastaz) siniflandirmasidir.

Tablo 2.1. Dukes evrelenmesi.

Evre Evreleme Aciklamasi

Dukes A Timor kolon duvarint gegmemis, mukoza ile sinirlt

Timor kolon duvarimi gegerek kas tabakasina niifus etmis ancak lenf

Dukes B diigimlerine tutunum yok
Dukes C Lenf bezlerine tutunum var, metastaz yok
Dukes D Uzak dokuya metastaz

Tablo 2.2. Aster-Coller evrelenmesi.

Evre Evreleme Aciklamasi

Evre A Mukozaya sinirli
Muskularis Propriaya dayanmis, penetre etmemis ve lenf diigiimlerine
Evre B1
tutunum yok

Evre B2 Tiim kolon duvarina tutunmus lenf diigimlerine tutunum yok
Evre C1 Kolon duvari ile sinirl, lenf diiglimiine tutunum var
Evre C2 Kolon duvari tiim katmanlarina ve lenf diigiimlerine tutunum var
Evre D Uzak dokuya metastaz
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Kolorektal kanserde ilk patolojik evreleme Cuthbert Dukes tarafindan 1936 yilinda

yapilmistir (Tablo 2.1) daha sonra iki bilim insani1 (Aster ve Coller ) tarafindan 1954

yilinda modifiye edilmistir (Tablo 2.2). Daha sonra Amerikan Ortak Kanser Komitesi

tarafindan daha ayrintili olan TMN smiflandirilmasi1 (Tablo 2.3) ortaya konulmus ve

daha ileri kanser evrelerinin ayirt edilmesi saglanmistir. Bu sistemde dort adet temel

evre (Tablo 2.4) gesitli TMN evrelerine gore siniflandirilmaktadir (Waage ve ark.,

2014).

Tablo 2.3. TMN smiflandirmasi.

Tiimor evresi (T)

Evreleme Aciklamasi

Tx Kolon ya da rektumda tiimériin olup olmadigi bilinmiyor
TO Kolon ya da rektumda tiimérii biliniyor ama tespit edilememis
Tis Karsinoma in situ

T1 Timoriin submukozaya invazyonu

T2 Tiimdriin muskularis propriaya invazyonu

T3 Tiimor kolon duvarina tutunmus

T4 Timor gevre dokulara tutunmus

Lenf nodu evresi (N)

Evreleme Aciklamasi

Nx Bolgesel lenf nodu tutunumu bilinmiyor
NO Lenf nodu metastaz1 yok
N1 Perirektal ya da perikolik 1-3 lenf nodu metastazi
N2 Perirektal ya da Perikolik 4 ve daha fazla lenf nodu metastazi
N3 Damar boyunca lenf nodlarina metastaz
Metastaz (M) Evreleme Aciklamasi
Mx Uzak metastaz bilinmiyor
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var
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Tablo 2.4. TNM evrelenmesi.

Evre Evreleme Aciklamasi Tiimor Evresi Lenf Nodu Metastaz
Evre 0 Karsinoma in situ Tis NO MO
Evre 1 | Muskularis propriaya kadar yayilim T1, T2 NO MO
Evre 2 Tim barsak duvarina tutunum T3, T4 NO MO
Evre 3 Lenf nodu metastazi T N1, N2, N3 MO
Evre 4 Uzak metastaz varligi T N M1

2.7. Kolorektal Kanser ve inflamasyon

inflamasyon, yaralanmis dokularin iyilesmesine neden olan fizyolojik bir tepkidir.
Inflamatuar siire¢, biyomolekiillerin hasarli dokulardan salgilanmasiyla baslar. Daha
sonra, beyaz kan hiicreleri, dokuyu yeniden olusturmak ve yarayr onarmaya yardimci
olmak i¢in yarali dokuya go¢ eder. Inflamatuar sinyal kaskadi, yara iyilestikten sonra
sona erer. Kronik inflamasyon, yaralanma tarafindan uyarilmadan sinyal yollarmin
aktivasyonundan kaynaklanir (Nowacki ve ark., 2015). Kronik inflamasyon, hiicresel
transformasyon, hayatta kalma, proliferasyon, invazyon, anjiyogenez ve metastaz dahil
olmak iizere tiimorogenezle ilgili ¢esitli asamalarda islev goriir. Ulseratif kolit ve Crohn
hastaligr gibi kronik IBH olan hastalarda KRK riski artmaktadir (Wang ve Dubois,
2010). Bagirsak epitel hiicrelerinin ve organ sistemlerinin tiimorle iligkili genlerindeki
mutasyonlar, inflamatuar sitokinlerden ve reaktif oksijen tiirlerinden kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Kolorektal kanserle iliskili inflamatuar sinyal iletiminde niikleer faktor
kappa B (NF-xB) yolagi, JAK/STAT ve COX/PGE: yolaklarinin etkili oldugu
diistiniilmektedir (Hirano ve ark., 2020).

2.7.1. NF-kB Yolag

Inflamatuar yanitlarin temel bir diizenleyicisi olan NF-xB, IBH dahil olmak iizere ¢ok
sayida inflamatuar hastaligin patogenezinde rol oynar. Bu yol, pro-inflamatuvar
sitokinlerin ekspresyonunu indiikler ve inflamasyonla iliskili doku hasarina katkida
bulunur. Timor proliferasyonunda da rol oynayan NF-kB, anjiyogenez ile iliskili
genlerin indiiksiyonunu tesvik ederek tiimor ilerlemesini ve metastazi diizenler. Ayrica

kolorektal karsinoma iligkili mutasyonlar nedeniyle azalan p53 stabilitesi, NF-kB'yi
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aktive eder ve interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-8) gibi pro-inflamatuar sitokin
seviyelerini artirir (Hirano ve ark. 2020). interlokin-6’nin, doku homeostazi ve
rejenerasyonunda ve IBH dahil, T hiicresinin hayatta kalmasi, farklilasmas1 gibi
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bu etkilerini membrana bagl IL-6 reseptoriine baglanarak
membran iligkili Janus kinaz (JAK)’larin aktivasyonuyla, fosfoinositol 3-kinaz/AKT,
sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3) gibi efektorleri aktif hale
getirerek gosteririr. Bu sayede aktif hale gelen efektorler c¢esitli onkojenlerin
trranskripsiyonunu diizenleyerek KRK gelisimine katkida bulunur (Johnson ve ark.,
2018).

2.7.2. COX-2 Yolag

Siklooksijenaz (Prostaglandin H Sentaz veya PGHS olarak da adlandirilir) enzimimin
COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki adet izoformu bulunmaktadir. Siklooksijenaz-1,
organ homeostazinda rol oynar ve basta trombositler, gastrointestinal sistem ve
bobreklerde olmak iizere her yerde eksprese edilirken, COX-2 yalnizca belirli uyarilara

yanit olarak eksprese edilir.

Siklooksijenazlar hem COX hem de peroksidaz aktiviteleri sergileyen iki fonksiyonlu
enzimlerdir. Siklooksijenazlarin COX aktivesi, sitozolik fosfolipaz A: (CPLA>)
tarafindan membran fosfolipidlerinden salinan arasidonik asidi (AA) bir hidroperoksi
endoperoksite (PGG.) dontstiiriir. Peroksidaz aktivitesi ise, endoperoksiti, Prostaglandin
H2’ye (PGH2) doniistiiriir. Prostaglandin Hz, prostaglandin (PG)'lerin, tromboksanlarin
ve prostasiklinlerin onciistidiir (Sekil 2.6) (FitzGerald, 2003).

Siklooksijenazlar veya lipoksijenazlar (LOX) tarafindan asagi yonde modifikasyonun
ardindan, arasidonik asit, eikozanoidler adi verilen aktif bilesiklere doniistiiriiliir.
Eikozanoidler, anti-inflamatuar ve inflamatuar aracilar olarak kategorize edilen
prostaglandinleri ve l16kotriyenleri igcermektedir. Cok gesitli etkilere sahip PG’ler,
dokularda spesifik enzimler ile PGHz’den olusturulur. Ornegin PGE,, bir ¢ok dokuda
PGE sentaz enzimi katalizi ile PGH2’den olusturulur. Bir ¢ok hiicrede COX-2 ve PGE,
tiimdr nekrozis faktor-o (TNF-a), IL-1B, lipopolisakkarid (LPS) ve PMA gibi ajanlarla
stimiile edilebilir (Hellweg ve ark., 2006).
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Sekil 2.6. Siklooksijenaz yolagi.

Sekil, Tulane Universitesi Tibbi Farmakoloji ansiklopedisi web sayfasindan aliarak Tiirkgelestirilmistir.
(https://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/introduction_to_eicosanoids, Erigim tarihi: 29 Mayis
2021).

Pro-inflamatuar eikozanoidler, inflamatuar yanit regiilasyonunda Onemli gorevleri
vardir. Eikozanoidler, arasidonik asit ve eikozapentoenoik asit (EPA) yirmi karbonlu
PUFA’lerinden tiiretilirler. Poliunsatiire yag asitleri, hidrokarbon zincirindeki son ¢ift
bagin, terminal metil grubuna uzakligina gére omega-6 (w-6) ve omega-3 (w-3) yag
asitleri olarak siniflandirilir. Memelilerin, endojen omega-6 PUFA’lar1 sentezlemek i¢in
linoleik asit (LA, C18:2n-6); omega-3 PUFA’lar1 sentezlemek i¢in ise a-linolenik asit
(ALA, C18:3n-3)’e ihtiyaglar1 bulunmamaktadir (Wallis ve ark., 2002).

Esansiyel PUFA olarak bilinen ALA ve LA’nin diyetle alinmasi gerekmektedir. Diyetle
alman ALA ve LA, endoplazmik retikulumda (24C’a kadar) cesitli desatiiraz ve
elongazlar ile hem daha uzun zincirli hem de daha c¢ok sayida ¢ift bag ihtiva eden
PUFA’lara doniistiiriiliir. Daha sonra peroksizomlarda (> 22C yag asitleri) B-Oksidasyona
ugrayarak iki karbon kisaltilir. Bu reaksiyonlar sayesinde ¢esitli metabolik rolleri olan
tiirev PUFA olusturulur (Sekil 2.7). inflamatuar yanit olusumunda gorevli iki prekiirsor
PUFA olan AA ve EPA, COX, LOX ve sitokrom p450 enzimleri ile bir seri reaksiyonlar
sayesinde inflamatuar yaniti olusturur (Ichi ve ark., 2014). Siklooksijenaz yolu, NSAID
ile COX inhibisyonuna bagli olarak baskilanabilir, bu da 6zellikle dihomo-y-linoleik asit
(DGLA) AA, EPA, dokosaheksaenoik asit (DHA) PUFA seviyelerinin artmasina neden
olabilir (Aslan ve ark., 2020).
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Diger bir inflamatuar belirteg olan COX-2’nin yiiksek seviyelerinin kronik inflamasyonu
ve karsinojenezi tetikledigi bilinmektedir (Menter ve ark., 2010). COX-2'nin asir1
ekspresyonu, deneysel sistemlerde tiimor hiicresi gégiinii, hiicre adezyonunu ve timor
invazyonunu artirabilir. Normal bagirsak dokularn ile karsilastirildiginda, COX-2
ekspresyonu kolorektal kanserlerde %80-%90 daha yiiksektir (Hsu ve ark., 2017).
Siklooksijenaz-2 katalizi ile tiiretilmis PG'ler, IBH ve KRK dahil olmak iizere gesitli
patolojik siireclerde yer almaktadir. Bireysel PG'lerden hangisinin dogrudan iBH ve
KRK’e dahil oldugunu belirlemek icin bir ¢ok ¢alisma yapilmis ve PGE2'nin, IBH ve
KRK'de COX-2'nin pro-inflamatuar ve timor tesvik edici etkilerine aracilik ettigini
diistiniilmekledir (Wang ve Dubois, 2010). Klinik ve epidemiyolojik c¢alismalar,
kolorektal kanserde COX-2 inhibisyonunun 6énemli bir faydasi oldugunu gostermektedir
(Dubois, 2009).

omega-6 PUFA’leri omega-3 PUFA’leri
18C:2n-6 (LA) 18C:3n-3 (ALA)

Desatlirasyon

d (A® desatiiraz)

18C:3n-6 (GLA) 18C:4n-3 (SDA)
Elongasyon
(Elongaz 5)
v v
20C:3n-6 (DGLA) 20C:4n-3 (ETA)
Desatlirasyon
(A’ desatiiraz)
v v
20C:4n-6 (AA) 20C:5n-3 (EPA)
Elongasyon

(Elongaz 2 ve 5)

v

22C:4n-6 22C:5n-3
Elongasyon
(Elongaz 2)

Desatlirasyon
(A® desatiiraz)
24C:5n-6 24C:6n-3 Endoplazmik Retikulum (ER)

B-Oksidasyon Peroksizom
y (Agil-CoA Oksidaz) v
22C:5n-6 (DPA) 22C:6n-3 (DHA)

Sekil 2.7. Poliunsatiire yag asitlerinin biyosentezi.

LA: linoleik asit; ALA: a-linolenik asit; GLA: y-linoleik asit; SDA: stearidonik asit; DGLA: dihomo-y-
linoleik asit; ETA: eikozatetraenoik asit; AA: arasidonik asit; EPA: eikozapentaenoik asit; DPA:
dokosapentaenoik asit; DHA: dokosaheksaenoik asit. (Wallis ve ark., 2002)’den uyarlanarak
Tiirkgelestirilmistir.
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2.8. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicre adezyon molekiilleri (HAM), hiicre-hiicre veya hiicre-ekstraseliiler matrikse
tutunmasini saglayan ylizey proteinleridir. Tek gecisli transmembran proteinlerdir.
Hiicre adezyon molekiilleri hiicre iskeleti ile etkilesime giren, intraseliiler alan,
transmembran alan ve eckstraseliiler alan olmak ftizere ii¢ korunmus bdliimden
olusmaktadir. Bu yapilar diger hiicrelerdeki aynt HAM ile (homofilik adezyon), diger
hiicrede farkli HAM ile (heterofilik adezyon) veya ekstraseliiler matriks ile etkilesime
girerek hiicre adezyonunu saglamaktadirlar. Hiicre adezyon molekiillerinin, spesifik
ligandlariyla etkilesimleri proliferasyon, immiin ve inflamatuar yanit olusumu,
sinyallesme Ve kanser metastazinda rol oynmaktadirlar (Harjunpaa ve ark., 2019). Hiicre
adezyon molekiilleri kalsiyum bagimli, bagimsiz olmak {izere temel iki gruba veya
immiinoglobulin siiper ailesi, integrinler, selektinler, kaderinler olmak {izere
siiflandirilmaktadir. Bu gruplar disinda siiflandirilmayan birka¢ adet hiicre adezyon

molekiili bulunmaktadir.

Immiinoglobiilin Siiper Ailesi

Bu gruba dahil dyeler ekstraseliler bir veya daha fazla sayida tekrarlayan
immiinoglobiilin boliimleri igermektedir. Hiicre-hiicre adezyonunda rol oynamaktadir ve
kalsiyumdan bagimsiz olarak adezyonu siirdiirmektedir. Ozellikle endotel hiicre-16kosit
adezyonunda antijen sunumundan sorumludur (Wong ve ark., 2012). Bu grubun tiyeleri:
L1-CAM: L1-Hiicre adezyon molekiilii;, NCAM: Sinirsel hiicre adezyon molekiili;
ICAM: Hiicreler aras1 adezyon molekiilii;, VCAM: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii;
PECAM: Trombosit endotelyal hiicre adezyon molekiilii; LFA: Lokosit fonksiyonlu

adezyon molekiildiir.

Integrinler

Integrinler, kovalent olmayan baglar ile bagli o ve B zincirler ihtiva eden transmembran
glikoproteinlerdir. Adezyon fonksiyonu i¢in bu iki zincire ve kalsiyum, magnezyum gibi
iyonlara ihtiyag duyar. Hiicrelerin ekstraseliiler matrikse adezyonundan sorumludur.
Ekstraseliiler matriksten bilgi akist ve lokositlerin tutunmasindan sonra inflamatuar

reaksiyon bolgesine gdcii gibi rolleri bulunmaktadir. Integrinler icerdikleri B zincir alt
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tinitelerine gore B-1, B-2 ve B-3 integrinler olarak adlandirilmaktadir (Futosi ve ark.,
2013).

Selektinler

Endotel hiicreleri ve 1okosit yiizeyinde bulunan transmembran glikoproteinlerdir.
Selektinler inflamatuar reaksiyonlarda lokositlerin endotel hiicrelere tutunmasinda gorev
almaktadir. Kalsiyum bagimli, Heterofilik HAM’dir ve lokosit integrinleri olarak
adlandirilan -2 integrinlerin aktivasyonunu saglamaktadir. Bulunduklari hiicre ¢esidine
gore, L-Selektin: Lokosit-Selektin; E-Selektin: Endotelyal-Selektin; P-Selektin:

Trombosit-Selektin olarak siniflandirilmaktadir (Futosi ve ark., 2013).

Kaderinler

Kalsiyuma bagimli, tekrarlayan iinitelerde olusmus transmembran proteinlerdir.
Sitoplazmik bolgeleri a, p ve y- katenin proteinleri ile iligkilidir. Kaderinler epiteldeki
hiicre-hiicre etkilesimlerde ve sinyal iletiminde rol almaktadir. Uzerinde bulunduklari
dokulara gore, E-Kaderin: Epitelyal kaderin; P-Kaderin: Plasental kaderin; N-Kaderin:

Noronal kaderin olarak siniflandirilmaktadir (Christou ve ark., 2017).

2.9. Kolorektal Kanser ve Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicre adezyon molekiilleri KRK’nin metastatik potansiyelinde énemli bir rol oynar ve
bu nedenle malignitenin prognozuna katkida bulunur. Kadherinlerin ve kateninlerin
down regiilasyonu, tiimor hiicresinin primer bolgeden ayrilmasini kolaylagtirirken,
selektinlerin, integrinlerin ve immiinoglobulin siiper ailesinin iiyelerinin ekspresyonu
neoplastik ilerlemeyi, invazyonu ve yabanci dokuya malign hiicre baglanmasini
destekleyerek metastazlarin gelismesine yol agabilir. Karaciger, kolorektal metastatik
lezyonlarin ana konak orgamidir (Kitagawa ve ark., 1998). Hiicre adezyonunun
stirdiiriilmesi, desteklenmesi veya bozulmasi, KRK ilerlemesi ve metastazinda 6zellikle
onemli siireglerdir. Coklu HAM yalnizca primer karsinomdan malign hiicre
ayrilmasinda degil, ayn1 zamanda uzak dokuya tiimor hiicresinin baglanmasinda da rol
oynar. Kolorektal kanser gelisim ve metastaz siireci, degismis HAM ekspresyonun ¢ok
onemli rolii oldugu diisiiniilmektedir (Tablo 2.5.). Bu adezyon molekiillerinin sadece
kolon degil ¢esitli dokularda (I6kosit, endotel vb.) degismis ekspresyonu karsinom
slirecine ve metastaza katkida bulunmaktadir (Paschos ve ark., 2009).
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Tablo 2.5. Kolorektal kanser ilerlemesine aracilik eden hiicre adezyon molekiilleri.

immiinoglobiilin
ICAM-1 VCAM-1 PECAM CEACAM
Siiper Ailesi HAM
Diger HAM CD44 EpCAM LFA-1
Kaderinler E-Kaderin P-Kaderin

ICAM-1: Hiicreler aras1t adezyon molekiilii-1; VCAM-1: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii; PECAM:
Trombosit endotel hiicre adezyon molekiilii; CEACAM: Karsinoembriyonik hiicre adezyon molekiilleri;
EpCAM: Epitel hiicre adezyon molekiilii; LFA-1: Lenfosit fonksiyonu ile iligkili antijen-1; E-Kaderin:
Epitelyal kaderin; P-Kaderin: Plasental kaderin. (Paschos ve ark., 2009; Iseki ve ark., 2017; Boesch ve
ark., 2018) kaynak alinarak diizenlenmistir.

Kaderinler homofilik HAM’dir, plazma membraninda ‘“adheren baglanti” olarak
adlandirilan hiicre icinde iskelet proteini aktine bagi bulunmaktadir. Sitoplazmik
kuyrugunda B, y ve a-katenine bagli bulunur. Kaderin-katenin sistemini KRK ve
karaciger metastazlariyla iliskilidir. Kolorektal kanserli hastalarda yiiksek E-kaderin
ekspresyonu, klinik evre, karaciger metastazi ve tiimor niiksii ile 6nemli Olgiide
korelasyon gostermektedir. E-kaderin ve [-katenin ekspresyonunun
immiinohistokimyasal analizi, bu molekiillerin her ikisinin de yiliksek seviyelerinin,

olumsuz prognozla iligkili oldugunu gostermistir (Delektorskaya ve ark., 2005).

Immiinoglobiilin siiper ailesine iiye ICAM-1 ve VCAM-1 inflamatuar ajanlarla stimiile
edilebilir. Hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 ligandi 16kositlerde bulunan LFA-1 ile
etkilesimi endotel hiicrelere adezyonu ve doku i¢ine migrasyonu indiikler. Vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii-1 ligandlar1 asf31 ve asf7 integrinleridir. T-hiicrelerinde bulunan
asP1 ligandi ile etkilesimi T-hiicresi migrasyonunu indiikledigi diisiiniilmektedir. Bu
yizden KRK’de VCAM-1 yiiksek ekspresyonun T-hiicreleri gd¢iinii saglayarak timor
mikro c¢evresinde birikmesini engeller ve bu sayede neoplastik hiicre immiin yanittan
kagabilmektedir (Paschos ve ark., 2009). Diger bir immiinoglobiilin siiper ailesi {iyesi
PECAM-1, adezyon ve sinyal molekiilii olarak anjiyogenez, tromboz ve lokosit
migrasyonunu indiikleyerek KRK ilerlemesine katkida bulunur (Ahmed ve Mohammed,
2010).
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Normal insan epitel hiicrelerinde eksprese olan EpCAM transmembran bir
glikoproteindir. Hiicre sinyallesmesi, proliferasyon, farklilagma ve metastaz gibi
gorevleri bulunmaktadir. Ik olarak kolorektal karsinomda tanimlanmistir ve yiiksek
seviyelerdeki ekspresyonun prognoz ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Sadece epitel
hiicrelerde bulunan bu HAM, ¢esitli onkojenlerin (c-myc gibi) artisina sebep olmaktadir

(Boesch ve ark., 2018).

CD44, bir hiicre yiizeyi hyallironan reseptorii olarak gdrev yapan, yaygin olarak
eksprese edilen bir transmembran glikoproteindir (Yaghobi ve ark., 2021). CD44'{in asir1
ekspresyonu, basta Wnt, fosfoinositol 3-kinaz/AKT sinyal yollarini aktif ederek
kolorektal karsinomda kanser ilerlemesi ve kotli prognozla baglantili oldugu

diistiniilmektedir (Iseki ve ark., 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.1.1. Hiicre Medyumu

Calismamizda American Type Culture Collection’dan (ATCC, Manassas, VA, USA)
kolorektal kanser hiicre hatlar1 olan HCT116 (ATCC; #CCL-247) ve HT29 (ATCC,;
#HTB-38) kullamldi. Hiicreler 25 cm?lik hiicre kiiltiirii flasklar1 icerisinde Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM, Sigma; #D5648, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) yiiksek glikoz besiyeri ile kiiltiire edildi. Besiyerine ek olarak 3,7 g/L sodyum
bikarbonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), % 10 (v/v) 1s1 ile inaktive edilmis
fetal bovin serum (FBS), (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), 100
U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY,
USA), % 1 sodyum piriivat (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) ve 5
ng/100 mL amfoterisin B (Gibco, Life Technologies, Paisley, United Kingdom) ilave
edildi. Hazirlanan besi yeri 0,22 um bottle-top filtreden vakum yardimiyla filtrelenerek
steril hale getirildi ve hiicre kiiltiiriinde kullanilmak iizere +4°C’de saklandi. Hiicreler

37°C’de, % 5 CO2ve % 95 nemlendirilmis hava ile inkiibatérde ¢ogaltildi.

3.1.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

HCT116 ve HT29 hiicreleri % 80 yogunluga ulastiginda tripsin-EDTA (% 0,05 Tripsin /
% 0,02 EDTA; Gibco, Life Technologies, Paisley, United Kingdom) kullanilarak flask
yiizeyinden kaldirildi ve siispansiyon haline getirilerek yeni flasklara pasajlandi. Pasaj
islemi 25 cm? flask’tan 3 flask elde edilecek sekilde gergeklestirildi. Tripsinizasyon ile
pasajlama yapilirken Oncelikle mevcut medyum flaskdan uzaklastirildi. Medyumda
bulunan artiklari ve 6li hiicreleri temizlemek i¢in 3-5 mL steril (37°C) fosfat tamponlu
salin (PBS) eklendi ve hafifce tiim yiizey yikandi. Bu islemden sonra PBS uzaklastirildi
ve 25 cm?lik flask yiizeyi 3 mL tripsin-EDTA (37°C), 75 cm? igin ise 5 mL tripsin-
EDTA eklendi. Tripsin-EDTA eklenmesi sonrasinda hiicreler 5 dakikaya kadar
inkiibator igerisinde 37°C’de bekletildi.
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Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildiklar1 mikroskop altinda kontrol edildi ve 3-5 mL
(1:1) taze medyum (37°C) eklendi bu sayede enzim inhibisyonu saglanarak hiicreler
toplandi. Flasklardan toplanan hiicreler 15 mL’lik steril santrifiij tiiplerine aktarildi ve
125 x g’de 5 dakika santrifiigasyonun ardindan siipernatant atildi. Pellette olan
hiicrelerin tizerine 5-6 mL taze medyum eklendi, hiicreleri homojen olarak dagitmak i¢in
pipetaj yapildi. 25 cm?’lik flasklara son hacim 5-6 mL, 75 cm?’lik flasklara son hacim 9-
10 mL olacak sekilde taze medyum eklendi. Hiicreler, 37°C’de, % 5 CO2 ve % 95
nemlendirilmis hava igeren inkiibatorde tekrar % 80 yogunluga ulasana kadar ¢ogaltildi.
Pasajlanan hiicrelerin yogunlagsmasi 2-4 giin arasinda gerceklesmektedir. Calismamiz

boyunca 10’uncu pasaja kadar hiicreler kullanildi.

3.1.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Ilerleyen calismalarda tekrar kullanilmak igin hiicreler sivi azot (-195,79°C’ye kadar)
icerisinde saklandi. Bunun i¢in hiicreler, filtre edilmis PBS ile yikandi, flask yiizeyinden
tripsinizasyon islemiyle kaldirildi. Tripsin-EDTA’y1 ortamdan uzaklastirmak igin
medyum eklenerek 125 x g’de 5 dakika santrifiigasyon yapild1 ve siipernatant: atildu.
Pellette ki hiicreler tizerine % 95 hiicre medyumu ve % 5 (v/v) dimetil siilfoksit (DMSO;
Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, USA) igeren medyum igerisinde tekrar
siispanse edildi. Hiicre silispansiyonlari, kriyo tiiplere 1’er mL dagitildi ve kademeli
dondurma islemi igin izopropil alkol igeren kriyo-dondurma kabi (cyro-freezing
container) icinde 4 saat —80°C’de tutuldu, ardindan kriyo tiipler buhar fazindaki sivi

nitrojen tankinda depolandi.

3.1.4. Hiicrelerin Coziilmesi

Dondurulan hiicreler deneylerde tekrar kullanilmak i¢in ¢6ziilebilir. Hiicrenin bulundugu
kriyo tiip 37°C su banyosunda 1sitild1. Hiicre ¢ozeltisi igeren kriyo tiip su banyosundan
cikartildi ve dis yiizeyi % 70’lik alkolle temizlenerek steril akis kabinine alindi. Kriyo
tiipteki hiicre ¢ozeltisi pipet yardimiyla ¢ekilerek 6nceden 15 mL’lik tiipte bulunan 9 mL
uygun hiicre medyumu (37°C) {izerine ozmotik soku engellemek icin yavasca eklendi ve
homojen olarak karigtirildi. 125 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve silipernatant

uzaklagtirildi. Pellet’te bulunan hiicreler medyumla tekrar siispanse edildi ve hiicre
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kiltir flaskina aktarildi. Hiicreler, 37°C’de, % 5 CO2 ve % 95 nemlendirilmis hava

iceren inkiibatorde uygun yogunluga ulasincaya kadar inkiibe edildi.

3.2. MTT Sitotoksisite Deneyi

Sitotoksisite, canli hiicrelere toksik oldugu diistiniilen maddelerin hiicre canliligina ve
hiicre c¢ogalmasma etki oran1 olarak tanimlanmaktadir. Yaygin olarak kullanilan
sitotoksisite testlerinden biriside kolorimetrik MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid] testidir. Hiicrelerindeki mitokondriyal NADH veya
NADPH'ye bagl olan oksidorediiktaz enzimleri tarafindan sar1 tetrazolyum boyasi olan
MTT, mor renkli ¢oziinemeyen formazan kritallerine indirgenir. Aktif oksidorediiktaz
enzimlerinin seviyesi, hiicresel metabolik aktiviteyi yansitmaktadir. Olusan formazan
DMSO ile ¢oziindiikten sonra 570 nm’de absorbansi 6l¢iiliir. Kontrol grubunda olusan
absorbans % 100 hiicre canliligin1 temsil edecek sekilde deney gruplarindaki yilizde
canhilik ifade edilir. Bu yontemle MTT, hiicre proliferasyonunu veya ilaglarin

sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in kullanilabilir.

Diklofenak (DCF) ve PMA’nin sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in toz MTT (Goldbio,
#T-030-1) 5 mg/mL PBS icerisinde ¢oziildii, hiicre kiiltiiriinde kullanilmak iizere 0,22
um por ¢apma sahip filtreden gegirilerek stok hazirlandi. Calismamizda kullanilan
HCT116 ve HT29 hiicreleri flask igerisinde % 80 yogunluga ulasinca medyum atildi ve
steril PBS (37°C) ile yikand1. Ardindan % 0,05 tripsin-% 0,02 EDTA ile kaldirild1 ve 15
mL’lik tiipte toplandi. 125 x g’de 5 dakika santrifiigasyon sonrasi siipernatant atildi ve
hiicreler sayildi. 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 5-10 x 10 hiicre/200 pL ekildi

ve uygun kosullarda inkiibasyona birakildi.

Hiicreler tutunduktan sonra yaklasik % 70-80 yogunluga gelince hiicre medyumu atildi,
istenilen konsantrasyonda hiicre medyumu ile seyreltilmis diklofenak (0,05-4,22 mM) ve
PMA (10-200 nM) uygulanarak 24, 48 ve 72 saate kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda karanlik ortamda medyum aspire edildi ve 6nceden medyum ile hazirlanmis %
10 (v/v) MTT her kuyucuga 100 pL kadar ilave edildi. Hiicrelerin 2 saat 37°C’de
MTT’li medyum ile inkiibasyonu sonunda medyum atildi. Olusan formazan
kristallerinin ¢oziilmesi i¢in filtre edilmig 100 pL DMSO (Thermo Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ, USA) her kuyucuga eklendi ve orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi. Ardindan
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570 nm ve 690 nm’de absorbanslari mikroplaka okuyucuda (MicroQuant Plate Reader,
Bio-Tek Instruments Inc. Vermont, USA) kolorimetrik olarak olgiildii. 570 nm
absorbans degerinden, 690 nm deki DMSO absorbans degerleri ¢ikartilarak DCF ve
PMA ile muamele edilen HCT116 ve HT29 hiicrelerinin sitotoksisitesi, kontrol gruplari

ile karsilagtirilarak belirlendi.
Hiicre canliligt (%) = (Asmek / Akontrot) X 100

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Diklofenak sodyum (Dikloron, DEVA Holding, istanbul, Tiirkiye) stok konsantrasyon
84,4 mM olarak elimizde bulunmaktaydi. Diklofenak sodyum, hiicre kiiltiirii medyumu
ile 422 mM, 2,11 mM 0,84 mM, 0,42 mM, 0,21 mM, 0,11 mM ve 0,05 mM
konsantrasyonlarina kadar seyreltildi ve DCF’nin sitotoksik etkisi, hiicre hatlarinda 24,
48 ve 72 saatlik paralel deneylerde degerlendirildi. HCT116 ve HT29 hiicrelerini
muamele etmek icin kullanilan DCF'min dozu ve siiresi, hiicre sitotoksisitesi

deneylerinin sonuglarina dayanmaktadir.

Forbol-12-miristat-13-asetat (PMA; LC Laboratories, #P-1680, Canada, US) DMSO ile
¢oziinerek 8,1 mM stok konsantrasyonunda hazirlandi. Hazirlanan ana stok, DMSO ile
seyreltilerek 1 mM’lik ara stok olusturuldu. 1 mM’lik PMA ara stok, hiicre kiiltiirii
medyumuyla 200, 100, 50, 25 ve 10 nM konsantrasyonlara kadar seyreltildi ve PMA’nin
sitotoksik etkisi 24 saatlik paralel deneylerle degerlendirildi. HT29 hiicrelerinde

kullanilan PMA’nin dozu hiicre sitotoksisitesi deney sonuglarina gore belirlendi.

Calismamizda hiicre canlilig1 analizleri sonucunda; kontrol gruplari (saglikli HT29 ve
HCT116 hiicreleri), DCF gruplar1 (24 saat boyunca 0,42 mM DCF uygulanan HT29
hiicreleri ve 0,84 mM DCF uygulanan HCT116 hiicreleri), DMSO grubu (PMA’nin
¢oziilmesinde kullanilan 0,2 pL/mL DMSO ile 24 saat boyunca inkiibe edilen HT29
hiicreleri), PMA grubu (24 saat boyunca 100 nM PMA ile inkiibe edilen HT29
hiicreleri), DCF + PMA grubu (24 saat, 0,42 mM DCF ve 100 nM PMA ile inkiibe

edilen HT29 hiicreleri) olmak tizere yedi farkli deney grubu olusturuldu.
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3.3. Immiinofloresan Boyama

Diklofenak ve PMA’nin HT29 hiicre hattinda COX-2 protein miktarinda neden oldugu
degisiklikler immiinofloresan boyama ile belirlendi. Bunun i¢in flask igeresinde % 80
yogunluga ulasan hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirildi ve sayilarak 10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 8-kuyucuklu Chamber Slide’a (Merck Millipore, Cork,
Ireland) ekildi. HT29 hiicreleri % 10 FBS, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin
iceren DMEM ile 37°C’de, %5 CO2 ve % 95 nemlendirilmis hava ile inkiibatérde 24
saat inkiibasyona birakilarak hiicrelerin morfoloji kazanmasi saglandi. Hiicresel
morfoloji kazanan hiicrelere, medyum ile seyreltilmig, 0,2 pL/mL DMSO, 0,84 mM
DCF ve/veya 100 nM PMA uygulandi, 24 saat inkiibasyon yapildi ve ardindan COX-2

protein miktarini belirlemek i¢in immiinofloresan boyama yontemi uygulandi.

Immiinofloresan boyama igin inkiibasyon siiresinden sonra medyum uzaklastirildi.
Kuyucuklar 2 defa soguk yikama tamponu (0,01 M PBS, pH 7.4, +4°C) ile yikandi.
Fiksasyon islemi i¢in taze hazirlanan % 4’liik paraformaldehit kuyucuklara aktarildi ve
10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. Fiksasyon ¢6zeltisi inkiibasyon sonunda aspire
edildi ve 3 defa yitkama tamponu ile yikandi. Hiicre membran1 gegirgenligini saglamak
icin fikse edilmis hiicrelerin iizerine permeabilizasyon ¢ozeltisi (% 0,2’lik Triton X-100,
PBS icerisinde) 300 pL olarak kuyucuklara eklendi ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibe
edildi. Permeabilizasyon isleminden sonra ortamdan Triton X-100’1 uzaklagtirmak i¢in
soguk PBS ile 5 defa 1 dk. araliklar ile yitkama yapild: ve aspire edildi. Spesifik olmayan
protein-protein etkilesimlerini azaltmak i¢in bloklama ¢ozeltisi [PBS igerisinde % 5
Normal Kegi Serumu (NGS, #S-1000 Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)]
kuyucuk yiizeyini kaplamasi i¢in 300 pL eklendi, 30 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi
ve uzaklastirildi. Primer antikor, anti-human rabbit poliklonal COX-2 antikoru (1:100
diliisyon, #sc-7951, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) antikor dillient
¢ozeltisinde (% 0,2 Tween 20, % 5 NGS, PBS igerisinde) seyreltildi, her kuyucuga 200
uL eklendi ve gece boyunca +4°C’de inkiibe edildi.

Primer antikor inkiibasyonu sonunda baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak icin soguk
PBS ile 5 defa kuyucuklar yikandi. Ardindan kuyucuklara floresan isaretli sekonder
antikor (Alexa Fluor-488 conjugated goat anti-rabbit; #A11008, life Technologies, USA)
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antikor diliient ¢ozeltisi ile 1:300 oraninda seyreltilerek her kuyucuga 200 pL uygulandi
ve orbital calkalayicida, karanlik ortamda, oda sicakliginda 45 dk. inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 3 defa 5 dk. bekletmeli olarak PBS ile yikandi. 8 kuyucuklu
Chamber slide’dan lam kism1 ayrild1 ve {izerine hiicre niikleusunu boyamak i¢in 1 damla
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)
damlatildi ve lamel ile kapatildi. Lamlar floresan mikroskobu (Olympus 1X81, inverted
fluorescein microscope, Tokyo, Japan) ile incelendi. Alexa Flour 488 nm eksitasyon ve
505-525 nm emisyon, DAPI 350 nm eksitasyon 440-460 nm emisyon dalga boylarinda
goriintiilendi. HT29 hiicrelerinde floresan yogunlugu NIH ImageJ 1.53e yazilimi ile
tayin edildi. Her grup (n=12) i¢in dogrulanmis total hiicre floresan1 (CTCF) asagidaki

formiille belirlendi.
CTCF = Entegre Yogunluk - (Segili hiicrenin alan1 X Arka plan ortalama floresani)

3.4. Total Siklooksijenaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Total COX aktivitesi tayini florometrik 6lgtim kiti (Cayman, #700200, Cat Ann Arbor,
MI, USA) kullanilarak belirlendi. Arasidonik asitten hiicre lizatinda bulunan COX
aktivitesi sonucu elde edilen hidroperoksi endoperoksit (PGG2) ve ortama eklenen 10-
asetil-3,7 dihidroksifenoksazin (ADPH) peroksidaz aktivitesi ile sirasiyla PGH2’ye ve
floresan  Ozelligine sahip olan  7-Hidroksi-3H-fenoksazin-3-on’a  (Resorufin)
indirgenmektedir. Olusan Resorufin floresani, 530-540 nm arasindaki bir eksitasyon

dalga boyu ve 585-595 nm arasindaki bir emisyon dalga boyu ile analiz edildi.

Total COX aktivitesi 6l¢timii icin HT29 hiicreleri % 10 FBS, 100 U/mL penisilin, 100
pg/mL streptomisin igeren DMEM ile % 70-80 yogunluga ulasincaya kadar 25 cm?
flasklarda 37°C’de, % 5 CO2 ve % 95 nemlendirilmis hava ile inkiibe edildi. Istenilen
yogunluga ulasan HT29 hiicreleri iizerine, hiicre medyumu ile seyreltilmis, 0,2 pL/mL
DMSO, 0,42 mM DCF ve/veya 100 nM PMA ile 24 saat inkiibe edildi. 1nk1'ibasy0n
sonunda hiicreler uygun yontemlerle flask yiizeyinden kaldirildi ve ~5 x 10° hiicre/mL
olacak sekilde 1000 x g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edilerek toplandi {izerine
onceden hazirlanmis proteaz inhibitor kokteyli (50 mM K2HPO4 80 uM Leupeptin, 2,1
mM, Pefabloc SC, 1 mM fenilmetilsiilfonil florid (PMSF), 1 pg/mL Aprotinin, pH 7,4)
iceren 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5 tamponu 1 mL eklenerek -80°C’de saklandi.
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Hiicreler -80°C’den ¢ikartilip oda sicakliginda ¢oziindiikten sonra ve buz lizerinde
ultrasonik homojenizatoér (Bandelin Sonopuls HD 2070, Bandelin Elec., Germany) ile
bir defa 15-20 kHz uniform sonik dalga ile sonike edildi. Elde edilen hiicre lizatlari
10.000 x g’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi ve siipernatant alinip buz iizerinde
sakland1. Diliisyon denemesinden sonra hiicre lizatlar1 1:10 oraninda seyreltildi. Deney
prosediirii kit iireticisinin talimatlarina uygun olarak gerceklestirildi ve olusan Resorufin
530 nm eksitasyon, 585 nm emisyon dalga boylarinda substrat eklendikten 1 dk. sonra
mikroplaka okuyucuda florometrik okundu. Elde edilen floresan miktar1 arkaplan
floresan degerlerinden ¢ikartildi. Resorufin standart grafiginden bagil floresan iiniteye
(RFU) karsilik gelen her bir kuyucukta olusan Resorufin konsantrasyonu hesaplanarak
dogrulanmis hiicre floresan degeri (CSF) elde edildi ve dillisyon faktorii ile ¢arpildi. Bir
{inite COX aktivitesi 1 dakikada 22°C’de, substratin 1 nmol Resofurin’e déniisiimiine
sebep olan enzim miktaridir. Total COX aktivitesi her bir ornek i¢in hiicre sayisina

standardize edilerek nmol/dakika/hiicre seklinde ifade edildi.

3.5. Kaspaz -3 Aktivitesinin Tayini

Kaspaz-3 aktivitesi hiicre lizatlar1 kullanilarak florometrik 6l¢im kiti (BioVision,
#K105-200, Milpitas, CA, USA) ile belirlendi. Deney prensibi, substrat DEVD-AFC'nin
(DEVD: agil-Asp-Glu-Val-Asp, AFC: 7-amino-4-triflorometil kumarin) bdlinmesinin
analizine dayanmaktadir. DEVD-AFC mavi 151k yayar (A maks = 400 nm); substratin
CPP32 (kaspaz-3) veya ilgili kaspazlar tarafindan boliinmesi ile olusan serbest AFC,
sari-yesil bir floresan (A maks = 505 nm) yayar, florometrik emisyon 6l¢iilerek kaspaz-3
aktivitesi tayin edilmektedir. Deney gruplarinda olusan serbest AFC emisyonu, kontrol

grubu ile karsilastirilarak kaspaz-3 aktivitesindeki degisim belirlendi.

Kaspaz-3 aktivitesini degerlendirmek i¢in her bir grubun protein konsantrasyon
miktarlar belirlendi ve ¢calismada 100 pg hiicre lizat1 kullanildi. Kit prosediirii tireticinin
talimatlar1 dogrultusunda uygulandi ve 6rnekler 400 nm eksitasyon ve 505 nm emisyon
dalga boylarinda florometrede okunarak kaspaz-3 aktivitesindeki artis, kontrol

seviyesindeki artis ile karsilastirilarak belirlendi.
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3.6. Kiitle Spektrometrisi Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi

HT29 ve HCT116 hiicreleri % 10 FBS, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin
iceren DMEM ile % 70-80 yogunluga ulasincaya kadar 25 cm? flasklarda 37°C’de, % 5
CO2 ve % 95 nemlendirilmis hava ile inkiibe edildi. Istenilen yogunluga ulasan HCT116
hiicreleri 0,84 mM DCF, HT29 hiicreleri 0,2 uLL/mL DMSO, 0,42 mM DCF ve/veya 100
nM PMA ile 24 saat inkiibasyonunun ardindan toplandi. Otomatik hiicre sayim cihazi
Micro Counter 1300 (Celeromics Technologies, Grenoble, France) kullanilarak hiicre
sayimi yapildi ve hiicre gruplart PBS iginde ~5x10° hiicre/mL olacak sekilde
seyreltilerek 1,5 mL’lik eppendorf tiiplere alind1 ve -80°C’de saklandi. Coklu doymamis
yag asitleri analizi i¢in hiicreler oda sicakliginda ¢oziildii ve ultrasonik homojenizator
(Bandelin Sonopuls HD 2070, Bandelin Elec., Germany) ile 20 kez 1 saniye araliklar ile
15-20 kHz uniform sonik dalgalar ile sonike edildi. Ardindan 20.000 x g’de 10 dakika
4°C’de santrifiij edilerek siipernatant elde edildi.

Coklu doymamis yag asitleri ekstraksiyonu i¢in, 12 mL kapakli cam tiiplere 200 uL (1
ppm, metanol ile seyreltilmis) AA-d8 internal standart ve 200 pL hiicre lizati ilave edildi
ve lizerine onceden hazirlanmis 1 mL Asetonitril / % 37 Hidroklorik asit (4:1 v/v)
(Cayman, Ann Arbor, MI, USA) karisimindan ilave edilerek tiipler kapatildi. Tipler
1s1tict blok (VLM, Bielefeld, Germany) iizerinde 90°C’de 2 saat boyunca inkiibe edildi.
Ekstrakte edilen yag asitleri oda sicakligina sogutuldu ve 2 mL hekzan (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) ilave edilerek 20 saniye vortekslenerek ¢oziildii. Daha sonra oda
isinda 5 dk. bekletildi ve 3000 rpm’de 1 dk. boyunca santrifiigasyon yapildi.
Santrifiigasyon sonunda pellet bozulmadan silipernatantin ~% 75 kadar1 ¢ekildi ve
kapaksiz cam tiiplere aktarildi. Tiip igerigi ¢eker ocakta oda sicakliginda ayarlanabilen
gaz dagitim tinitesi (VLM, Bielefeld, Germany) ile sabit azot gazi altinda buharlagtirildi.
Ugurma sonrasi kurumus ekstrakt 200 pul. metanol/distile su karisiminda (10:1, v/v)
¢oziildii ve 0,2 pm politetrafloroetilen filtreye sahip 4 mm enjeksiyon filtreleri
(Whatman, GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, USA) ile filtrelendi. Hazirlanan
ornekler HPLC oOrnek viallerine (Vertical Chromatography, Nonthaburi, Thailand.)
aktarildi ve coklu doymamis yag asit seviyeleri LC-MS/MS analizi ile belirlendi.
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3.7. Coklu Doymams Yag Asitleri Seviyelerinin LC-MS/MS ile Olciimii

Coklu doymamis yag asitleri 6l¢timleri ultra-hizli sivi kromatografi (LC-20 AD UFLC
XR, Shimadzu Corporation, Japonya) sistemine bagimli LC/MSMS (LCMS-8040
Shimadzu Corporation, Japonya) cihazi ile tayin edildi. AA (C20:4n-6), DGLA (C20:3n-
6), EPA (C20:5n-3) ve DHA (C22:6n-3) standartlar1 Sigma-Aldrich (St. Louis MO,
USA) ve doteryum etiketli AA-d8 internal standart (5, 6, 8, 9, 11, 12, 14, 15-AA-d8)
Santa Cruz Biotechnology (SantaCruz, CA, USA)’dan temin edilmistir. AA, DGLA,
EPA, DHA ve AA-d8 standart c¢ozeltileri analitik-sinif metanol (Merck, Darmstadt,
Germany) i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme metodu
(MRM), tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ile bir araya getirilmis ultra hizli sivi
kromatogrofi (UFLC) kullanilarak gelistirilmistir.

UFLC sistem (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japan), LCMS-8040 tiglii
kuadropol kiitle spektrometresi (Shimadzu Corporation, Japan) ile bir araya getirilmistir.
Inertsil HPLC kolonu (ODS-4, 2,1 x 100 mm, 3 um; GL Sciences Inc. Tokyo, Japan)
kullanilarak olusturulan kromatografik ayirma 40°C’de siirdiiriildii. DHA, EPA, AA,
DGLA grandient eliisyonu (akis hiz1 0,45 mL/dk.) ile ayrilmaktadir. Mobil faz olarak
kullanilan mobil faz A, 10 mM Amonyum asetat (Sigma-Aldrich. St. Louis MO, USA)
ve mobil faz B, Asetonitril (Sigma-Aldrich. St. Louis MO, USA)’den olusmaktadir.
Gradient programi mobil faz B, % 70 (0 dk.), % 90 (3 dk.), % 100 (3,01, 4 dk.) ve % 70
(4,01, 8 dk.) olarak uygulanmistir. Negatif elektrosprey iyonizasyon (ESI) i¢indeki
0zgiin bilesimler icin MRM gecis ve cevaplart otomatik olarak optimize edilmistir. AA,
DHA, EPA, DGLA ve AA-d8 i¢in negatif ESI-MS mod prekiirsor ve {iriin m/z degerleri
asagidaki gibidir;

e DGLA (C20:3n6), prekiirsor m/z: 304,80, iiriin m/z: 59,00 ve 260,70

e AA (C20:4n6), prekiirsor m/z: 303,10, tirlin m/z: 59,00 ve 258,90

e EPA (C20:5n3), prekiirsor m/z: 301,10, iirliin m/z: 59,10 ve 256,70

e DHA (C22:6n3), prekiirsor m/z: 327,10, tirtin m/z: 59,10 ve 283,20

e AA-d8, prekiirsor m/z: 311,10, {iriin m/ z: 59,10, 97,90 ve 267,10

AA, DHA, EPA, DGLA 100 ng/mL-30 pg/mL dogrusal kalibrasyon araliginda optimize

edildi ve 6rnek analiz siiresi 8 dk. olarak uygulandi.

32



3.8. Hiicre Yiizeyi Adezyon Molekiilleri Miktarinin Akis Sitometrisi ile Ol¢iimii
Hiicre yiizeyi adezyon molekiilleri miktarinin akig sitometrisi ile analizi i¢in, kolorektal
karsinoma hiicre hatlart HCT116 ve HT29, % 10 FBS, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL
streptomisin igeren DMEM ile % 70-80 yogunluga ulasincaya kadar 25 cm? flasklarda
37°C’de, % 5 CO2 ve % 95 nemlendirilmis hava ile inkiibe edildi. Istenilen yogunluga
ulasan HCT116 hiicreleri 0,84 mM DCF, HT29 hiicreleri 0,2 uL/mL. DMSO, 0,42 mM
DCF ve/veya 100 nM PMA ile 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda besiyeri atildi,
25 cm? flask yiizeyi Dulbecco’s PBS (DPBS, Sigma: #D5652, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) ile yikand1. Yikama isleminin ardindan hiicreleri flask yiizeyinden kaldirmak
icin Accutase-EDTA (Merck: #SCRO005, Merck Millipore, Temecula, CA, USA)
cozeltisinden 5 mL eklendi ve 15 dakikaya kadar, ajitasyon yapilmadan 37°C’de inkiibe
edildi.

Hiicrelerin flask ylizeyinden ayrildiklar1 mikroskop altinda gozlendikten sonra hiicreler
topland1 ve 15 mL santrifiij tiipiine aktarildi. 125 x g’de 5 dk. +4°C’de santrifiijiin
ardindan siipernatant atildi. Pelletteki hiicreler 5 mL hiicre boyama tamponu (Biolegend:
#420201, Biolegend, San Diego, CA, USA) ile siispanse edildi ve 125 x g’de 5 dk.
+4°C’de santrifiigasyonun ardindan siipernatant atildi. Hiicrelerin tizerine 1 mL hiicre
boyama tamponu eklendi ve otomatik hiicre sayim cihazi Micro Counter 1300
(Celeromics Technologies, Grenoble, France) kullanilarak hiicre sayimi yapildi.
Hiicreler akis sitometrisi tiiplerine (Corning: #352054, Tamaulipas, Meksika) her tiipte
10° hiicre/100 pL olacak sekilde paylastirildi (belirtilen hiicre konsantrasyonuna

ulasabilmek icin gerekli diliisyon hiicre boyama tamponu ile yapildi).

Hiicreler buz {izerine alind1 ve {izerlerine florokrom ile konjuge monoklonal antikorlar
Tablo 3.1 belirtilen konsantrasyonlarda eklendi. Spesifik olmayan arkaplan 1simasini
belirlemek i¢in ayn1 tip immiinoglobiilin yapisina ve ayni florokroma sahip fare izotip
kontroller kullanildi. Buz iizerinde karanlik ortamda 20 dk. inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda tiipler, baglanmayan antikorlar1 ve izotip kontrolleri ortamdan
uzaklastirmak icin iki defa 2 mL hiicre boyama tamponu ile 125 x g’de 5 dakika
+4°C’de yikand1 ve 0,5 mL hiicre tamponu ile silispanse edildi. Antikor konjugeli

hiicreler uygun cihaz ayarlarinda FACS Canto II (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)
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akis sitometrisi cihazinda okundu. Sonuglar BD FACSDiva 6.1.3 yazilimi (BD

Biosciences) kullanilarak analiz edildi. Degerler ylizde total boyama olarak verildi.

Tablo 3.1. Akis sitometrisi deneylerinde kullanilan monoklonal antikorlar.

. insan Epitopu Final
Antikor (Klon) Konsantrasyon Florokrom Marka/Katalog
CD44 BJ18 0,2 pg/mL FITC Biolegend: #338804
CD54 HA58 0,1 pg/mL APC Biolegend: #353112
CD326 9C4 0,02 pg/mL PE Biolegend: #324206
CD106 STA 0,02 pg/mL PE/Cy5 Biolegend: #305808

3.9. Annexin-V ile Apoptozun Akis Sitometrisinde Analizi

Diklofenak’in ve PMA’nin kolorektal karsinoma hiicrelerindeki apoptotik etkileri FITC
konjugeli Annexin-V ve propidyum iyodiir (Pl) Apoptoz Kiti (Biolegend: #640914,
Biolegend, San Diego, CA, USA) ile degerlendirildi. Hiicre deney gruplar: yukarida tarif
edilen sekilde olusturuldu. Uygulamalar sonunda besiyerleri atildi. Yikama isleminin
ardinda hiicreleri flask yiizeyinde kaldirmak igin tripsinizasyon islemi uygulandi.
Hiicreleri tripsin igceren c¢ozeltiden uzaklastirmak icin 125 x g’de 5 dk. +4°C
santrifiigasyonun ardindan siipernatant atildi. Pellette bulunan hiicrelerin {izerine 5 mL
hiicre boyama tamponu eklenerek 125 x g’de 5 dk. +4°C’de santrifiigasyonla 2 defa
yikama islemi yapildi. Pelletteki hiicreler Annexin V baglama tamponu (Biolegend:
#422201, Biolegend, San Diego, CA, USA) ile siispanse edildi, ve hiicre sayimmi yapildi.
Hiicreler akis sitometrisi tiiplerine her tiipte 108 hiicre/100 pL olacak sekilde paylastirildi
(belirtilen hiicre konsantrasyonuna ulasabilmek i¢in gerekli diliisyon hiicre boyama

tamponu ile yapild1).

Hiicrelerin iizerine 5 puL Annexin V (Biolegend: #640906, Biolegend, San Diego, CA,
USA) ve 10 uL PI (Biolegend: #79997, Biolegend, San Diego, CA, USA) ilave edildi.
Hiicreler nazikge vortekslendi ve karanlik ortamda oda sicakliginda 15 dk. inkiibe edildi.
Ardindan 400 pLL Annexin V baglama tamponu ile siispanse edildi. Floresan konjugeli
hiicreler uygun cihaz ayarlarinda FACS Canto Il (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)
akis sitometrisi cihazinda okundu. Sonuglar BD FACSDiva 6.1.3 yazilimi (BD

Biosciences) kullanilarak analiz edildi. Degerler ylizde total boyama olarak verildi.
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3.10. Protein Miktar1 Tayini

HCT116 ve HT29 hiicre lizatlarinda protein konsantrasyonlart modifiye Bradford
yontemiyle kolorimetrik olarak 595 nm’de tayin edildi. Yontemde standart olarak bovin
serum albiimin (BSA) ile Coomassie Plus reaktifi igeren ticari kit kullanildi (Pierce
Chemical Company, Rockford, IL). Hiicre lizatlarindaki protein miktart BSA standart

grafigi yardimiyla hesaplandi

3.11. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler Jamovi 1.6.23 ve SigmaStat 3.5 istatistiksel analiz yazilimlari
kullanilarak yapildi. Her bir Sl¢lim i¢in uygulanan istatistiksel analizler sekil ve tablo
aciklamalarinda belirtilmistir. Grafikler GraphPad Prism 9.0.0 yazilimi kullanilarak

¢izilmistir.

Jamovi ve SigmaStat yazilimlar1 ile grup verilerine, normalitenin belirlenmesi igin
Shapiro-Wilk normalite testi uygulandi. Normal dagilima uyan g¢oklu gruplar igin
parametrik test olan tek yonli-ANOVA, ikili gruplar i¢in student’s t-test uygulandi.
Normal dagilima uymayan ¢oklu gruplar i¢in ise non-parametrik Kruskal-Wallis testi
uygulandi. Coklu gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmasi durumunda,
gruplar arasindaki farkliliklar Tukey, Games-Howell veya Dwass, Steel, Critchlow-
Fligner (DSCF) gibi uygun post-hoc analizler ile belirlendi. p<0,05 istatiksel olarak
anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihi@1 Analizi

HCT116 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan DCF’nin MTT analizi ile
doza ve zamana bagimli olarak hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin degerlendirilmesi Sekil
4.1°de gosterilmistir. Hiicrelere 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde 0,05-4,22 mM
DCF uygulamasi canliligi énemli dl¢iide azaltmistir. Kontrole gore kiyaslandiginda 0,05
mM ve 0,11 mM DCF uygulamasinin sitotoksisite gostermedigi goriilmistiir. Uygulanan
0,21 mM DCF 72 saatlik donemde, ayn1 zaman dilimi ile karsilagtirildiginda, kontrol ve

0,05 mM DCF uygulanan gruba gore hiicre canliligini anlamli olarak azaltmistir
(p<0,05).
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Sekil 4.1. HCT116 hiicrelerinde diklofenak dozuna bagimli 72 saat hiicre canlilik analizi.

Veriler 11-12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatiksel analiz,
tek yonli ANOVA veya Kruskal-Wallis analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner veya Games-Howell analizi ile belirlendi. *, p<0,05, kontrol, 0,05 mM, 0,11 mM ve
0,21 mM gruplar ile aynm zaman dilimleri karsilagtirildiginda. #, p<0,001, kontrol, 0,05 mM, 0,11 mM,
0,21 mM, 0,42 mM ve 0,84 mM gruplar1 ile ayn1 zaman dilimleri karsilastirildiginda. §, p<0,05, kontrol
ve 0,11 mM gruplari ile ayn1 zaman dilimleri karsilastirildiginda. +, p<0,05, kontrol ve 0,05 mM gruplari
ile ayn1 zaman dilimleri karsilastirildiginda. 9, p<0,001, ayn1 doz araliginda 24 saat, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon gruplari ile karsilastirildiginda.

36



Uygulanan 0,42 mM DCF 24 saatlik donemde, ayni zaman dilimi ile karsilastirildiginda,
kontrol ve 0,11 mM DCF uygulanan gruba gore hiicre canliligini anlamli olarak
azaltmistir (p<0,05). Uygulanan 0,42 mM DCF 48 ve 72 saatlik déonemlerde, ayn1 zaman
dilimleri ile karsilagtirildiginda, kontrol, 0,05-0,21 mM doz araliklarindaki gruplara gore
hiicre canliligini1 anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). Uygulanan 0,84-4,22 mM DCF her
lic saat diliminde, kontrol, 0,05-0,21 mM doz araliklarindaki gruplara gore hiicre
canliligini anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). Uygulanan 2,11 ve 4,22 mM DCF her ii¢
saat diliminde 0,42 mM DCF uygulamasina gore hiicre canliligini anlamli olarak
azaltmistir (p<0,05). Ayni doz gruplart incelendiginde 0,21-4,22 mM DCF uygulamasi
48 saatten sonraki donemde hiicre canliligini 24 saatlik uygulamaya gore anlamli olarak
azaltmistir (p<0,05). Diklofenak uygulanan HCTI116 hiicrelerinde yapilan canlilik
analizleri sonuglarmma gore diger deneyler i¢in hiicrelere 24 saat 0,84 mM DCF

uygulanmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.2. HT29 hiicrelerinde diklofenak dozuna bagimli 72 saat hiicre canlilik analizi.

Veriler 12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatiksel analiz, tek
yonli ANOVA veya Kruskal-Wallis analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner veya Games-Howell analizi ile belirlendi. *, p<0,05, kontrol, 0,05 mM, 0,11 mM ve
0,21 mM gruplari ile aym zaman dilimleri kargilagtirildiginda. #, p<0,001, kontrol, 0,05 mM, 0,11 mM,
0,21 mM, 0,42 mM ve 0,84 mM gruplar1 ile ayn1 zaman dilimleri karsilastirildiginda. §, p<0,05, kontrol
ve 0,11 mM gruplar1 ile ayn1 zaman dilimleri karsilastirildiginda. +, p<0,001, kontrol, 0,05 mM, 0,11 mM
gruplar ile aynt zaman dilimleri karsilagtirildiginda. 9, p<0,001, ayn1 doz aralifinda 24 saat, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon gruplari ile karsilastirildiginda.
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HT29 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan DCF’nin MTT analizi ile doza
ve zamana bagimli olarak hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin degerlendirilmesi Sekil
4.2°de gosterilmistir. Kontrole gore kiyaslandiginda 0,05 ve 0,11 mM DCF uygulamasi

bakilan zaman dilimlerinde sitotoksisite gdstermemistir.

Uygulanan 0,21 mM DCEF, kontrol ve 0,11 mM doz gruplart ile ayn1 zaman dilimlerinde
karsilagtirildiginda hiicre canliligini anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). Uygulanan 0,42
ve 0,84 mM DCF, kontrol, 0,05-0,21 mM doz gruplart ile ayn1 zaman dilimleri ile
karsilastirildiginda hiicre canliligini anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). Uygulanan 2,11
ve 4,22 mM DCF, kontrol, 0,05-0,84 mM doz gruplari ile ayn1 zaman dilimleri ile
karsilastirildiginda hiicre canliligini anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). Ayni1 doz
gruplar incelendiginde 0,42-4,22 mM DCF uygulamasi 48 saatten sonraki donemde
hiicre canliligini 24 saatlik uygulamaya goére anlamli olarak azaltmistir (p<0,05).
Diklofenak uygulanan HT29 hiicrelerinde yapilan canlilik analizleri sonuglarma gore

diger deneyler i¢in hiicrelere 24 saat 0,42 mM DCF uygulanmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.3. HT29 hiicrelerinde forbol-12-miristat-13-asetat dozuna bagimli 24 saatlik hiicre canlilik analizi.
Dimetil Siilfoksit (DMSO); 0,2 pL/mL. Veriler 12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama +
SD olarak verilmistir. Istatiksel analiz, Kruskal-Wallis analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik
Dwass-Steel-Critchlow-Fligner analizi ile belirlendi. *, p<0,05, kontrol ve DMSO grubu ile
kargilagtirildiginda. #, p<0,001, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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HT29 hiicrelerine uygulanan PMA’nin hiicre canlilifina etkisinin degerlendirilmesi 24
saatte 10-200 nM PMA doz araliginda yapildi, sonuglar Sekil 4.3’te gosterilmistir.
Ayrica ayni zaman diliminde PMA’nin ¢6zgeni olarak kullanilan 0,2 uL/mL DMSO
grubu da olusturuldu. 24 saatlik zaman diliminde uygulanan 10-200 nM PMA dozlarinin
hiicreler tizerinde toksik etkiye sahip oldugu goriildii. Calismamizda COX-2 aktivitesini
stimiile etmek i¢in 100 nM PMA uygulandi. Secilen doz i¢in HT29 hiicrelerinde yapilan
PMA c¢alismasi referans olarak alindi (Mohammadi ve ark., 2016).
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Sekil 4.4. HT29 hiicre gruplarinda canlilik analizi.

Dimetil Silfoksit (DMSO) 0,2 uL/mL, 0,42 mM Diklofenak (DCF) ve 100 nM PMA beraber uygulandi.
Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat. Veriler 12 farkli deneyden elde edildi. Degerler ortalama = SD olarak
verildi. Istatiksel analiz, Kruskal-Wallis analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner analizi ile belirlendi. *, p<0,001, kontrol ve DMSO ile karsilastirildiginda. #, p<0,001,
DCF ve PMA+DCEF gruplart ile karsilastirildiginda.

HT29 hiicrelerinde 0,42 mM DCF ve 100 nM PMA’nin hiicre canlilif1 iizerine etkisi
Sekil 4.4’te gosterilmistir. 24 saatlik zaman diliminde belirtilen dozlarda DCF, PMA ve
PMA+DCF hiicre canliligm1 kontrol ve DMSO gruplarina goére anlamli olarak
azaltmistir (p<0,05). Tek basina PMA uygulamast DCF ve PMA+DCF uygulamasi

kadar hiicre canlilig1 izerinde toksik etki gostermemistir.

Sekil 4.5’te, DCF ve PMA uygulanan kolorektal karsinoma hiicrelerinin 1s1k mikroskop
goriintlisii yer almaktadir. HCT116 hiicrelerine 24 saat 0,84 mM DCF ve HT29
hiicrelerine 24 saat 0,42 mM DCF ve/veya 100 nM PMA uygulanmistir. Yapilan
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uygulamalar sonucunda hiicrelerde kiiciilme, ayrilma ve yuvarlaklasma gibi morfolojik
degisiklikler ~goriilmiistir. PMA grubunda bunlarin disinda hiicre ¢ogalmasi

belirginlesmistir.

HT29 Kontrol

Sekil 4.5. Diklofenak ve forbol-12-miristat-13-asetat uygulanan kolorektal karsinoma hiicrelerinin 11k
mikroskobu goriintiisii.

HCT116 hiicreleri 24 saat 0,84 mM DCF ve HT29 hiicrelerine 24 saat 0,42 mM DCF ve/veya 100 nM
PMA uygulandi. Yapilan uygulama sonucunda hiicrelerde kiigiilme, ayrilma ve yuvarlaklagsma gibi
morfolojik degisiklikler goriildii (200 X biiyilitme). PMA grubunda ayrica hiicre popiilasyonunda bir artis
gozlendi. HT29 hiicrelerinde 24 saat 0,2 pL/mL DMSO uygulamasi anlamli bir degisiklik gostermedi.

4.2. Siklooksijenaz Seviyeleri

Calismamizda HT29 hiicrelerinde COX seviyelerini tayin etmek i¢in immiinofloresan
boyamasi yapildi ve total COX aktivitesi 6l¢iildii. Sekil 4.6, 24 saat 10-25-50-100 nM
PMA uygulamasinin COX-2 miktarina etkisini gdstermektedir. Immiinofloresan
boyamasi sonucu elde edilen temsili goriintiiler verilmistir. Sekil 4.7, farkli dozlarda
PMA uygulamas1 sonucu elde edilen floresan 1stmanin miktarint gdstermektedir.

Floresan yiizdesinin ImageJ programu ile kantitasyon verileri analiz edilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli dozlarda 24 saat forbol-12-miristat-13-asetat uygulanan HT29 hiicrelerinde temsili COX-
2 immiinofloresan boyamasi.
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Sekil 4.7. Farkli dozlarda 24 saat forbol-12-miristat-13-asetat uygulanan HT29 hiicrelerinde temsili COX-
2 immiinofloresan boyamasinin ImageJ programu ile kantitasyonu.

Veriler 12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz
tek yonli ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,001,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 50 ve 100 nM PMA uygulamasi COX-2 protein
miktarinda anlaml bir artisa neden olmustur. HT29 hiicrelerinde 24 saat 0,2 pL/mL
DMSO, 0,42 mM DCF ve/veya 100 nM PMA uygulamasinin COX-2 miktari tizerindeki
etkileri, immiinofloresan boyama (Sekil 4.8) ve floresan yiizdesinin ImageJ programi ile
kantitasyonuyla gosterilmistir (Sekil 4.9). Tek basina DCF uygulamasi diger tiim gruplar

ile kiyaslandiginda COX-2 protein seviyelerinde anlamli azalmaya neden olmustur

(p<0,05).
--

PMA+DCF
g

Sekil 4.8. HT29 hiicre gruplarinda temsili COX-2 immiinofloresan boyamasi.
HT?29 hiicrelerine 24 saat 0,2 pL/mL DMSO, 0,42 mM DCF ve/veya 100 nM PMA uygulandi.
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Sekil 4.9. HT29 hiicre gruplarinda temsili COX-2 immiinofloresan boyamasinin ImageJ programi ile

kantitasyonu.
Veriler 12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz

tek yonlii ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,05,
kontrol, DMSO, PMA ve PMA+DCEF gruplar ile karsilagtirildiginda. **, p<0,001, kontrol, DMSO, DCF
ve PMA+DCF gruplan ile karsilagtirildiginda. #, p<0,05, kontrol, DMSO, DCF ve PMA gruplart ile
karsilagtirildiginda.

Tek basina PMA uygulamas1 COX-2 protein seviyesini diger tiim gruplara gore anlaml
olarak arttirmistir (p<0,05). PMA ve DCF’nin birlikte uygulanmasi kontrol, DMSO ve
DCF gruplarina gore COX-2 protein miktarin1 anlaml olarak arttirirken, PMA grubuna

gore anlamli olarak azaltmigtir (p<0,05).

HT29 hiicre gruplarinda total COX aktivitesi Sekil 4.10°da gosterilmistir. COX aktivitesi
(ortalama + SD) nmol/dakika/hiicre olarak verilmistir. Elde edilen veriler kontrol
grubunda 4,28 + 1,17, DMSO grubunda 3,51 £ 0,61, DCF grubunda 1,56 + 0,31, PMA
grubunda 7,40 + 1,02 ve PMA+DCF grubunda 3,68 + 0,77 nmol/dakika/hiicre olarak
rapor edilmistir. Total COX aktivitesi tek basina DCF uygulanan grupta diger tiim
gruplara gore anlamli olarak azalirken (p<0,05), tek basina PMA uygulanan grupta diger
tim gruplara gore anlamli olarak artmistir (p<0,001). Kontrol, DMSO ve PMA+DCF

gruplart arasinda COX aktivitesinde anlamli bir farklilik goriilmemistir.
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Sekil 4.10. HT29 hiicre gruplarinda total COX aktivitesi.

Veriler 4 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek
yonlii ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,05 kontrol,
DMSO, PMA ve PMA+DCF gruplan ile karsilastinldiginda. #, p<0,001, kontrol, DMSO, DCF ve
PMA+DCEF gruplart ile karsilastirildiginda.

4.3. Yag Asidi Seviyeleri

HCT116 ve HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde 6lgiilen endojen poliunsatiire yag asidi
seviyeleri sirasiyla Tablo 4.1A ve Tablo 4.1B’de verilmistir. HCT116 hiicrelerinde DCF
toksisitesine bagli olarak AA, EPA ve DHA seviyeleri HCT116 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli olarak artmistir (p<0,001). HT29 hiicrelerinde DCF toksisitesi
DGLA, AA, EPA ve DHA diizeylerini kontrol, DMSO ve PMA gruplaria gore anlamli
olarak arttirmistir. HT29 hiicrelerinde COX-2 aktivitesinin PMA ile stimiile edilmesi
sonucunda DCF’ye bagli goriilen yag asitlerindeki artis anlamli olarak azalmistir
(p<0,05).

Tablo 4.1A. HCT116 kolorektal kanser hiicrelerinde poliunsatiire yag asidi diizeyleri.

Grup (n=8) DGLA AA EPA DHA
pn= (C20:3n6) (C20:4n6) (C20:5n3) (C22:6n3)
HCT116 Kontrol 8,79+ 2,36 5,05+ 1,46 0,96 + 0,30 3,50+1,10
HCT116 DCF 7,84+154 8,90 + 1,642 1,71+038% | 7.89+1532
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Tablo 4.1B. HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde poliunsatiire yag asidi diizeyleri.

Grup (n=8) DGLA AA EPA DHA
P (C20:3n6) (C20:4n6) (C20:5n3) (C22:6n3)
HT29 Kontrol 6,23+ 1,46 7,70 £ 1,42 3,07+ 0,63 3,76+ 1,12
HT29 DMSO 6,27 + 2,29 7,54+0,17 2,92+ 0,68 4,08 + 0,52
HT29 DCF b b c ¢
14,9 + 2,37 115+ 0,89 5,63 + 0,32 10,0 + 1,50
HT29 PMA 3,84+ 0,63 5,02 = 0,67 097+027% | 137+078%
HT29PMA+DCF | 124+608° | 890+056° | 180+064° | 635+134°

Degerler pg yag asidi/5x10° hiicre olarak verilmistir. Sonuglar ortalama = SD olarak rapor edilmistir.
DCF, diklofenak; PMA, forbol-12-miristat-13—asetat; DMSO, dimetil siilfoksit; DGLA, dihomo-gama-
linolenik asit; AA, arasidonik asit; EPA, eikozapentaenoik asit; DHA, dokosaheksaenoik asit. HCT116
hiicreleri 24 saat 0,84 mM DCF ve HT29 hiicrelerine 24 saat 0,2 pL/mL DMSO veya 0,42 mM DCF
ve/veya 100 nM PMA ile muamele edildi. Istatistiksel degerlendirme HCT116 hiicrelerinde Student’s t-
testi, HT29 hiicrelerinde tek yonli ANOVA analizi veya Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizini
takiben Tukey testi ile yapilmistir. a, p<0,001, HCT116 kontrol grubu ile karsilastirildiginda. b, p<0,05,
HT29 kontrol, DMSO ve PMA gruplan ile karsilagtirildiginda. ¢, p<0,001, HT29 kontrol, DMSO, PMA
ve PMA+DCF gruplan ile karsilastirildiginda. d, p<0,001, HT29 kontrol ve DMSO gruplar ile
karsilagtirildiginda. e, p<0,05, HT29 PMA grubu ile karsilastirildiginda.

4.4. Hiicre Adezyon Molekiil Seviyeleri

Kolorektal kanser hiicre hatlarinda CD44, ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) ve
EpCAM (CD326) hiicre adezyon molekiilleri ve izotip kontrollerin akig sitometrisi
analizi Sekil 4.11’de gosterilmistir. Her deney igin yalnizca bir temsili histogram
gosterilmekle beraber her deney bagimsiz olarak ii¢ kez tekrar edilmis ve hiicre adezyon

molekiillerinin ylizde ifadesi ortalama + SD olarak Tablo 4.2°de verilmistir.

HCT116 kontrol hiicrelerinde CD44 ve ICAM-1 hiicre adezyon molekiillerinin yiizde
boyanmasi HT29 kontrol hiicrelerine gore anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05). Bu
diistikliigiin  sebebi HCT116 hiicrelerinde COX-2 proteinin ifade edilmemesinden
kaynaklanabilir. HT29 hiicrelerinde COX-2 ekspresyonu ve aktivitesi PMA ile artinca
CD44 ve ICAM-1 diizeyleri HT29 kontrol, DMSO, DCF ve PMA+DCEF gruplarina gore
anlaml olarak artmistir (p<0,05). HT29 hiicrelerinde COX-2 aktivitesi DCF ile inhibe
edildigi zaman CD44 ve ICAM-1 diizeylerinde bir miktar azalma olmustur. HCT116
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hiicrelerinin DCF ile muamele edilmesi sonucunda ICAM-1 seviyelerinde anlamli bir

degisim gozlenmemistir. CD44 seviyelerinde ise anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,05).

VCAM-1 ve EpCAM ifadeleri COX-2 yolagia bagimli bulunmadi. HT29 hiicrelerinin
COX-2 aktivatori PMA ile uyarilmast veya COX-2 inhibitérii DCF ile muamele
edilmesi VCAM-1 ve EpCAM diizeylerinde anlamli bir degisime sebep olmadi.
HCT116 hiicrelerinin DCF ile muamele edilmesi VCAM-1 diizeylerini diger tiim HT29
gruplarina gore arttirdi. Ancak bu artisin  COX-2 yolagi {izerinden olmadigi
anlagilmaktadir. EpCAM protein ekspresyonunda HT29 ve HCT116 hiicreleri arasinda
anlamli bir farklilik bulunmadi. COX-2 ifade eden HT29 hiicrelerinde COX-2
aktivitesinin PMA ile stimiilasyonu ve DCF ile inhibisyonu bu adezyon molekiiliiniin
ifadesinde anlamli bir degisim olusturmadi.

Tablo 4.2. Kolorektal kanser hiicre hatlarinda yiizey antijenleri CD44, CD54, CD106 ve CD326 yiizde
ifadesi.

Grup (n=3) CD44 ICAM-1 VCAM-1 EpCAM
HCT116 Kontrol 182+ 1,622 11,6+2622 21,0+ 6,61 17,7 + 8,87
HT29 Kontrol 77,6 +7,81 43,7+5,14 14,7 £ 1,80 26,8 + 5,23
HT29 PMA 94,9 + ()’4()b 70,9 + 1’16b 17,7 +£2,12 36,3+11,6
HT29 DMSO 73,1 +5,07 46,1 £ 6,57 10,6 £ 0,79 18,8 7,46
HT29 DCF 66,8 3,72 37,3+7,47 15,0+ 3,37 22,6 £9,30
HT29 PMA + DCF 79,1+9,73 47,9 5,30 18,2 £9,07 24,9 + 3,90
HCT116 DCF 355+ 5,52° 8,50+ 1,13 345+ 7,520' 33,8+ 4,62

Degerler yiizde total boyanma olarak verilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak rapor edilmistir. DCF,
diklofenak; PMA, forbol-12-miristat-13—asetat; DMSO, dimetil siilfoksit. HCT116 hiicreleri 24 saat 0,84
mM DCF ve HT29 hiicrelerine 24 saat 0,2 pL/mL DMSO veya 0,42 mM DCF ve/veya 100 nM PMA ile
muamele edildi. Istatistiksel degerlendirme tek ydnlii ANOVA analizi tek yonlii varyans analizini takiben
Tukey testi ile yapilmistir. a, p<0,001, HT29 kontrol ile karsilastirildiginda. b, p<0,05, HT29 kontrol,
HT29 DMSO, HT29 DCF ve HT29 PMA+DCF gruplan ile karsilastirildiginda. ¢, p<0,05, HCT116
kontrol ile karsilastirildiginda. d, p<0,05, tim HT29 gruplart ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.11. Kolorektal kanser hiicre hatlarinda CD44, CD54, CD106, CD326 hiicre adezyon molekiilleri
ve izotip kontrollerin akis sitometrisi analizi.

CD44-floresan izotiyosiyanat (FITC), CD54-allofikosiyanin (APC), CD106-fikoeritrin-siyanin 5
(Pe/Cy5), CD326- fikoeritrin (PE). HCT116 hiicreleri 24 saat 0,84 mM DCF ve HT29 hiicrelerine 24 saat
0,2 pL/mL DMSO veya 0,42 mM DCF ve/veya 100 nM PMA ile muamele edildi. Her histogramda 10*
hiicre kapilandi. Her deney igin yalnizca bir temsili deney (bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlandi)
gosterilmistir.
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4.5. Anneksin V-FITC ve Pl Apoptozis Analizi

HT29 ve HCT116 kolorektal karsinoma hiicrelerinde DCF ve PMA’nin apoptotik etkisi
akis sitometrisinde Anneksin V-floresan izotiyosiyanat (FITC) ve propidyum iyodiir (PI)
test kiti kullanilarak yapildi. Sekil 4.12°de HT29 ve HCT116 hiicrelerine uygulanan
toksik DCF ve/veya PMA dozlarimin neden oldugu akis sitometrisi temsili analiz
sonuclar1 yer almaktadir. Her panelde sol alt kadran canli hiicreleri, sol iist kadran erken
apoptotik hiicreleri, sag list kadran ge¢ apoptotik hiicreleri gostermektedir. HT29
hiicreleri Anneksin V akis sitometrisi sonuglarinin kantitasyonu Sekil 4.13’te
gosterilmigtir. HT29 hiicrelerine DCF, PMA ve PMA+DCF uygulanmasi, kontrol ve
DMSO gruplarina gore apoptotik hiicre sayisint anlamli olarak arttird: (p<0,001). PMA
ve DCF dozunun birlikte uygulanmasi PMA ve DCF gruplarina gore apoptotik hiicre
sayisinin daha da artmasina neden oldu (p<0,05). HCT116 hiicreleri Anneksin V akis
sitometrisi sonuglarinin kantitasyonu Sekil 4.14’te gosterilmistir. HCT116 hiicrelerine
DCF uygulanmasi ile kontrol grubuna gore apoptotik hiicrelerde anlamli olarak artis

gozlendi (p<0,05).

HT29-Kontrol HT29-DMSO HT29-DCF HT29-PMA HT29-PMA+DCF

HCT116-Kontrol HCT116-DCF

Sekil 4.12. Anneksin V-FITC ve PI etiketli HT29 ve HCT116 hiicrelerinin temsili akis sitometrisi analizi.
Her panelde sol alt kadran canli hiicreleri, sol iist kadran apoptotik hiicreleri, sag iist kadran ge¢ apoptotik
hiicreleri gosterir.
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Sekil 4.13. Anneksin V-FITC ile HT29 hiicre gruplarinda apoptozunun kantitatif analizi.

Veriler ii¢ ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz
tek yonlii ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,001,
kontrol ve DMSO gruplari ile karsilagtirildiginda. #, p<0,05, DCF ve PMA gruplari ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.14. Anneksin V-FITC ile HCT116 hiicre gruplarinda apoptozunun kantitatif analizi.
Veriler ii¢ ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz
Student’s t-test analizi ile yapildi. *, p<0,05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

4.6. Kaspaz-3 Aktivitesi

HT29 hiicrelerinde apoptoz belirteglerinden biri olan kaspaz-3 seviyeleri o6l¢iildii,
sonuglar Sekil 4.15°te gosterilmistir. HT29 hiicrelerine DCF, PMA ve PMA-+DCF
uygulamasi kontrol ve DMSO gruplan ile karsilastirildiginda kaspaz-3 aktivitesinde
anlamli bir artisa neden oldu (p<0,05). HCT116 hiicrelerinde kaspaz-3 seviyeleri Sekil
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4.16°da gosterilmistir. HCT116 hiicrelerinin DCF ile muamelesi sonucu kaspaz-3
aktivitesi anlamli olarak artis gostermistir (p<0,001). Kaspaz-3 aktivite sonuglari,

anneksin V-FITC ve PI apoptozis analizi sonuglartyla genel olarak uyum gostermistir.
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Sekil 4.15. HT29 hiicre gruplarinda Kaspaz-3 aktivitesi.

Veriler 8 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek
yonlii ANOVA analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile belirlendi. *, p<0,001,
kontrol ve DMSO grubu karsilastirildiginda. #, p<0,05, kontrol ve DMSO gruplari ile karsilattirildiginda.
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Sekil 4.16. HCT116 hiicre gruplarinda Kaspaz-3 aktivitesi.
Veriler 8 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz
Student’s t-test analizi ile yapildi. *, p<0,001, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma, diklofenak’1in in vitro olarak insan kolon kanseri hiicrelerinde antiproliferatif
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bulgularimiz, HT29 (Hixson ve ark., 1994) ve
HCT116 (Arisan ve ark., 2018) hiicre hatlarinda diklofenak kaynakli sitotoksisiteyi
gosteren Onceki c¢alismalarla uyumludur. Steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar,
kolorektal kanser i¢in koruyucu ajanlar olarak 6nemli etkilere sahiptir. Diizenli aspirin
ilac1 alan hastalarda kolorektal kanser gelisme prevalansi ve kolorektal kanser kaynakli
oliim orami diisiiktiir (Chia ve ark., 2012). Bir dizi farkli NSAID, dogal kanserojenler
uygulanan deney hayvanlarinda hem kolon adenomat6z poliplerin (Davis ve ark., 2020)
hem de kanser gelisimini azaltig1 bildirilmistir (Kohno ve ark., 2005). Non-steroid anti-
inflamatuvar ilaglar, ayrica hayvan modellerinde tiimor biiyiimesini ve kolon kanserinin
metastazini baskilar (Lichtenberger ve ark., 2018). Buna ek olarak radyoterapinin (Kim
ve Pyo, 2013), immiinoterapinin (Hamada ve ark., 2017) ve sitotoksik ilag tedavisinin
antikanser etkilerini artirmaktadir (Meyerhardt ve ark., 2021).

Diklofenak HT29 ve HCTI116 hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olmaktadir.
Sitotoksisitenin COX inhibisyonuna bagli olarak gergeklestigi gorilmiistir. HCT116
hiicreleri COX-2 ifade etmese de, bu hiicrelerin aktif olarak arasidonik asitten
prostaglandin olusumunu kataliz eden COX-1'i ifade ettigi bilinmektedir (Ding ve ark.,
2019). HT29 ve HCT116 hiicrelerinde diklofenak kaynakli PUFA diizeylerinde artis
goriilmiistiir. Diklofenak arasidonat havuzlarinin birikmesine ve PUFA diizeylerinin
artmasina neden olan COX inhibisyonuna neden olmaktadir (Aslan ve ark., 2020).
Biriken PUFAlar, mitokondriyal solunum ve B-oksidasyonu bozarak hiicresel hasara yol
acar (Lu ve ark., 2010). Hiicrelerin yiiksek PUFA konsantrasyonlarina maruz kalmasi,
mitokondriyal membran1 etkiler, bu etki daha sonra elektron tasiyicisi ve aerobik
solunum fonksiyonunun islevsizligine neden olmaktadir (Lu ve ark., 2010). Artan PUFA
seviyeleri, ayn1 zamanda mitokondriyal fonksiyon kaybinda da rol oynayabilecek reaktif
oksijen tiirlerinin tretimini arttirir (Das ve Skobe, 2008). Diklofenak ayrica, glutatyon
(GSH) ile konjuge olarak hiicre i¢i GSH depolarinin tilkenmesine ve oksidatif strese yol
acar (Tang, 2003).
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HT29 hiicrelerinde COX-2 ekspresyonunun ve aktivitesinin uyarilmasiyla, CD44 ve
ICAM-1 seviyelerinde onemli Olgiide artis gozlemledik. Bildigimiz kadariyla bu
calisma, CD44 ve COX-2 ifadesi arasindaki iliskiyi dogrudan ele alan ilk ¢aligsmadir.
Kolorektal kanserlerin gelismesi ve tedavisinde CD44 ve COX-2min roliinli arastiran
¢ok sayida galisma vardir. CD44, bir hiicre ylizeyi hyaliironan reseptorii olarak gérev
yapan, yaygin olarak eksprese edilen bir transmembran glikoproteindir (Yaghobi ve ark.,
2021). Baslangigta CD44, hyaliironan i¢in bir reseptor olarak tanimlanmis olsa da, daha
sonra osteopontin (OPN), kolajenler ve matriks metaloproteinazlar gibi diger birkag
ligandin da CD44'ii bagladig: bildirilmistir (Senbanjo ve Chellaiah, 2017). CD44'in asir1
ekspresyonunun, kolorektal karsinomda kanser ilerlemesi ve kotii prognozla baglantili
oldugu bildirilmektedir (Bendardaf ve ark., 2006; Huh ve ark., 2009). Kolon kanseri
hiicrelerinde hyaliironan-CD44 etkilesimi ile siklooksijenaz-2 arasinda giiclii bir iligki
oldugu gosterilmistir. CD44'lin ligand1 olan hyaliironan, fosfoinositol 3-kinaz/AKT'yi
iceren bir sinyal yolu ile HCA7 kolon karsinom hiicrelerinde COX-2'nin patolojik

indiiksiyonunu aktif olarak diizenlemektedir (Misra ve ark., 2008).

Hicreler arasi adezyon molekiilii-1, HT29 hiicrelerinde bulunur ve immiinoglobulin
stiper ailesinin bir {iyesidir (Kate ve ark., 2004). Ligandi, kan hiicreleri ve mikrovaskiiler
endotel hiicreleri iizerinde ifade edilen LFA-1 (aLB2 kompleksi)'dir (Reina ve Espel,
2017). Periferik kan hiicreleri veya mikrovaskiiler endotel hiicreleri yiizeyinde ifade
edilen spesifik ligand ve ICAM-1 arasindaki temas, kanser hiicrelerinin mikrovaskiiler
endotelyum ve dolagimdaki kan hiicrelerine adezyonuna yardimci olabilir ve daha sonra
metastazlara yol agabilir (Reina ve Espel, 2017). Yiiksek diizeyde COX-2 ifadesinin
HT29 hiicrelerinde ICAM-1 seviyelerini yiikselttigini ve diklofenak uygulamasinin
ICAM-1 seviyelerindeki artisi1 tersine gevirdigini gézlemledik. Bulgularimiz, segici bir
COX-2 inhibitorii olan selekoksib’in HT29 hiicrelerinde ICAM-1 ekspresyonunu
azalttigini bildiren bir ¢alisma ile uyumludur (Gallicchio ve ark., 2008).

Hem HT29 hem de HCT116 kolorektal kanser hiicre hatlarina diklofenak uygulanmasi,
kontrol gruplarina kiyasla apoptotik hiicre sayisini ve kaspaz-3 aktivitesini onemli
Ol¢iide artirdi. Daha Onceki calismalar siganlarda diklofenak kaynakli apoptozun

indiiklenmesinin deneysel kolon kanserine karst koruyucu etkisi oldugunu bildirmistir
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(Ghanghas ve ark., 2016). Birka¢ deneysel ¢alisma da COX-2 ekspresyonu ile apoptoz
inhibisyonu arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermistir (W. S. Chen ve ark., 2003).
Se¢ici bir COX-2 inhibitori ile HT29 hiicrelerinin tedavisi, iki pro-apoptotik proteinin,
Bcl-2 ile iliskili X proteininin (Bax) ve BID'nin ekspresyon seviyelerini indiiklerken,
anti-apoptotik protein Bcl-2'nin ekspresyonu azaltmaktadir (Gallicchio ve ark., 2008).
Bcl-2 ve Bax proteinleri, mitokondriyal gegirgenlik kompleksini (MPT) diizenler.
Protein Bax, mitokondriyal membran gegirgenligini artirarak sitokrom c'nin salinmasina
ve kaspaz-3'in aktivasyonuna neden olurken, Bcl-2 mitokondriyal membran
gecirgenligini engelleyebilir ve sitokrom ¢ salinimina kars1 koruma saglayabilir (Kelek
ve ark., 2019). Diklofenak tedavisini takiben HT29 ve HCT116 hiicrelerinde artan
kaspaz-3 aktivitesi, bu yolun deneysel modelimizde de islevsel oldugunu

gostermektedir.

Deneysel hiicre modellerimizde kullanilan diklofenak konsantrasyonlarinin, normal
farmakolojik insan plazma konsantrasyonlarindan 50-100 kat daha fazla oldugunu
vurgulamak c¢ok oOnemlidir (Aslan ve ark., 2020). Bununla birlikte, anti-proliferatif
etkilere saatler veya giinler icinde ulasilan hiicre kiiltiirii deneylerine kiyasla, in vivo
anti-timor etkilerinin gergeklestirilmesi ig¢in gereken siirenin ¢ok daha uzun oldugu
(haftalar ila aylar) unutulmamalidir. Diklofenak aracili anti-proliferatif, anti-apoptotik
etkiler ve ayrica HT29 hiicrelerindeki CD44 ve ICAM-1'in down regiilasyonu, bu ilacin

kolon kanseri tizerindeki koruyucu etkilerine iliskin yeni bir bakis acisini1 aydinlatabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak, bu calisma, bir in vitro kolon kanseri modelinde diklofenak’in etki
mekanizmas1 hakkindaki anlayisimiza katkida bulunmaktadir. Veriler, diklofenak’in
sadece apoptozda degil, aym1 zamanda kanser hiicrelerinde adezyon molekiilii

ekspresyonunun diizenlenmesinde de bir rolii oldugunu gostermektedir.
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