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icin tesekkiir ederim. Bu deneyim, hem kisisel hem de akademik acidan bana biiyiik
katkilar sagladi. Bu firsati sunan tim hocalarima minnettarim. Ayrica bu siiregte
giiler yiizleri, ictenlik ve sabirlariyla bana yardime1 olan Akdeniz Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii Idari kadrosuna ¢ok tesekkiir ederim.

Arastirmamin hayata gegmesine olanak saglayan Akdeniz Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP- TDK-2024-6590), Tiirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK-124S394) ve Tiirkiye
Saghk Enstitiileri Baskanhig (TUSEB-31481)"na destekleri igin tesekkiir ederim.
Doktora egitimim siirecinde 2211-A Yurt I¢i Doktora Burs Programindan
yararlandigim TUBITAK’a ayrica tesekkiirlerimi sunarim. Bilime verilen her

destek, yeni kesiflerin kapisini aralar ve bu kapiy1 bana actiklari i¢in minnettarim.

Ve en biiyiik tesekkiir hayatimin her aninda yanimda olan, bana olan inanglarini hi¢
kaybetmeyen ve her daim desteklerini esirgemeyen degerli annecigime ve beni bir
yerlerden izledigine ve duyduguna inandigim rahmetli babacigima... Sadece tez
siirecinde degil, hayatimin her doneminde bana gosterdikleri sabir, sevgi ve 6zveri,
bu bagarinin arkasindaki en gii¢lii motivasyon kaynagim olmustur. Onlarin varliklari
bana gii¢ verdi, zorlandigimda bile pes etmeden devam etmemi sagladilar. Onlarin
bana sundugu giiven, her zaman Oniime yeni yollar agmami sagladi. Sabirlari,
fedakarliklar1 ve kosulsuz sevgileri olmadan bu yolculuk ¢ok daha zorlu olurdu.
Hayatimin her alaninda her zaman yanimda oldular. Onlarin gosterdigi destek ve
sagladiklar1 huzur, bana bu siireci daha verimli ge¢irme firsat1 sundu. Hayatimin her
aninda bana giic veren aileme sagladiklari tiim degerli katkilar i¢in sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum. Hayata karst durusumu sekillendiren en kiymetli

O0gretmenlerim oldunuz.



Son olarak, her seye ragmen pes etmeyen, yoruldugunda bile devam eden, hata
yapmaktan korkmadan 6grenmeye devam eden kendime tesekkiir etmek istiyorum.
Biliyorum ki bu yolculuk burada bitmiyor, aksine yeni baslangiglarin kapisinm
araliyor... Bu tez sadece akademik bir basari degil, ayn1 zamanda kendime
duydugum gilivenin ve inancin bir yansimasi. En biiyiilk 6diiliim ise bu slirecin
sonunda kendime duydugum saygi ve sevgi oldu. Zor zamanlarda bile pes etmeyip,
devam etme giiclinii kendi i¢imde buldugum igin siikrediyorum. Ve en Onemlisi,
kendi degerimi bilerek, en iyisini yapmak i¢in her an elimden gelenin fazlasini
verdim. Kendime tesekkiir ediyorum, ¢iinkii bu yolculuk sadece bir akademik basar1
degil, ayn1 zamanda kendimi kesfetme, sinirlarimi1 asma ve daha gii¢lii bir birey olma
stireciydi. Zorluklarin {istesinden gelerek, hem bilimsel hem de kisisel olarak biiyiik
bir doniisiim ge¢irdim. Bu yolculuk bana yalnizca bilgi degil, ayn1 zamanda hayata
karst durusumu sekillendirecek degerli dersler sundu. Kendime olan inancim ve
kararliligim sayesinde, yalnizca bir arastirmaci olarak degil, daha olgun bir insan

olarak da yoluma devam ediyorum.

Tesekkiirler...



OZET

Amag: Kolorektal kanser, diinya genelinde en sik goriilen malignitelerden biri olup
kansere bagli mortaliteler arasinda ti¢lincii sirada yer almaktadir. Kolorektal kanserde
Toll like reseptor 2 ve 4 (TLR2/4) ekspresyonunun artist inflamatuar yaniti
gliclendirerek tiimor gelisimini desteklemektedir. Bu caligmada, TLR2/4 antagonisti
olan Sparstolonin B (SsnB)'nin insan kolorektal kanser hiicrelerinde (HCT-116) hiicre
canliligl, inflamatuar sinyal yollari, apoptotik siirecler ve sfingolipid metabolizmasi
tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Yontem: HCT-116 ve saglikli fibroblast (BJ) hiicrelerine SsnB (3.125-50 uM) ve/veya
forbol 12-miristat 13-asetat (PMA; 1-10 nM) uygulamasi yapildi. Bu uygulamalarin
hiicre sagkalimina etkileri, doz-zaman bagimli olarak 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi ile degerlendirildi. Hiicre modellerinde
SsnB'nin proliferasyona etkileri ¢cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA) enzime bagh
immiinosorbent test (ELISA) ve immiinofloresan analiz ile degerlendirildi. Apoptoz
tizerine etkileri ise parg¢alanmis terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP ¢entik ug
etiketleme (TUNEL), akis sitometrisi ve kesilmis kaspaz-3 immiinofloresan analiz ile
degerlendirildi. TLR sinyalizasyonu, sitokin ekspresyonu ve sfingolipid seviyeleri
kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (q-RT PCR), ELISA,
immiinofloresan boyama ve kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) kullanilarak 6l¢iildii.

Bulgular: SsnB, HCT-116 hiicre canliligin1 doz ve zamana bagh olarak azaltmis, BJ
hiicreleri lizerinde minimal etki gdéstermistir. PMA uygulamasi hiicre proliferasyonunu
arttirirken, SsnB bu etkiyi baskilamistir. SsnB uygulanan gruplarda kesilmis kaspaz-3
aktivasyonu ve TUNEL pozitif hiicre oran1 artmistir. PMA ile uyarilan TLR2/4, MyD8S,
p-ERK ve pNF-kB seviyeleri SsnB ile belirgin bigimde baskilanmigtir. SsnB uygulanan
gruplarda inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1p ve IL-6) seviyeleri azalmig, seramid
(C18, C20, C22 ve C24) seviyeleri artmig ve timor progresyonuyla iligkili SIP ve C1P
seviyeleri diigmiistiir.

Sonu¢: SsnB, kolon kanseri hiicrelerinde proliferasyonu segici olarak inhibe eder,
apoptozu indiikler, TLR aracili inflamatuar yaniti ve sfingolipid metabolizmasini
modiile eder. BJ hiicrelerinde ise belirgin bir toksisite olusturmamasi, SsnB’yi1 kolorektal
kanser tedavisinde hedefe yonelik bir terapdtik ajan olarak 6ne ¢ikarmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sparstolonin B; kolorektal kanser; apoptoz; toll like reseptor;
inflamasyon; sfingolipid



ABSTRACT

Objective: Colorectal cancer is among the most common malignancies worldwide and
ranks third in cancer-related mortality. Increased expression of Toll-like receptors 2 and
4 (TLR2/4) in colorectal cancer enhances the inflammatory response and promotes
tumor development. This study investigated the effects of Sparstolonin B (SsnB), a
TLR2/4 antagonist, on cell viability, inflammatory signaling pathways, apoptotic
processes, and sphingolipid metabolism in human colorectal cancer cells (HCT-116).

Methods: HCT-116 and healthy fibroblast (BJ) cells were treated with SsnB (3.125-50
uM) and/or phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; 1-10 nM). The effects of these
treatments on cell survival were evaluated in a dose- and time-dependent manner using
the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. The
impact of SsnB on proliferation was assessed by proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and immunofluorescence
analysis. Apoptotic effects were determined using terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end Ilabeling (TUNEL), flow cytometry, and cleaved caspase-3
immunofluorescence analysis. TLR signaling, cytokine expression, and sphingolipid
levels were measured by quantitative real-time polymerase chain reaction (q-RT PCR),
ELISA, immunofluorescence staining, and mass spectrometry (LC-MS/MS).

Results: SsnB reduced HCT-116 cell viability in a dose- and time-dependent manner,
with minimal effects on BJ cells. While PMA treatment enhanced proliferation, SsnB
suppressed this effect. Cleaved caspase-3 activity and the proportion of TUNEL-positive
cells increased in the SsnB-treated groups. PMA-induced increases in TLR2/4, MyDSS,
p-ERK, and p-NF-xB levels were markedly suppressed by SsnB. Moreover, SsnB
reduced pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B, and IL-6), increased ceramide
species (C18, C20, C22, and C24), and decreased S1P and C1P levels associated with
tumor progression.

Conclusion: SsnB selectively inhibits proliferation, induces apoptosis, and modulates
TLR-mediated inflammatory responses and sphingolipid metabolism in colorectal
cancer cells. Its lack of significant toxicity in healthy fibroblasts highlights SsnB as a
promising targeted therapeutic agent for colorectal cancer treatment.

Keywords: Sparstolonin B; colorectal cancer; apoptosis; toll-like receptor;
inflammation; sphingolipid
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1. GIRIiS

Kanser, diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yaygin 6liim nedenidir
ve giderek artan insidansit nedeniyle 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir (Sung ve ark., 2021; Bray ve ark., 2020). Kanserin etiyolojisi genetik
mutasyonlar, epigenetik degisiklikler, yasam tarzi faktorleri ve kronik inflamasyonun
etkilesimi ile sekillenmektedir. Bu kompleks yapinin arastirilmasi, yeni tedavi
hedeflerinin belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Kolorektal kanser, gelismis
iilkelerde en 6nemli onkolojik sorunlardan biri olup diinya genelinde goriilme siklig
acisindan iiciincii sirada yer almaktadir (Sung ve ark., 2021). Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) verilerine gore, 2020 yilinda diinya capinda yaklasik 1.9 milyon kisi kolorektal
kanser tanist almis ve 1 milyon kisi bu nedenle hayatin1 kaybetmistir (Sung ve ark.,
2021). Gelisiminde adenoma-karsinoma sekansi, genetik mutasyonlar ve epigenetik
diizenlemeler rol oynamaktadir (Tahghighi ve ark., 2025). Normal sartlar altinda
bagisiklik sistemi, hasarli uyaranlara karsi inflamasyonu baslatarak dokudaki hasari
ortadan kaldirir. Dogal bagisiklik sistemimizin en 6nemli sensor proteinlerinden olan
Toll like reseptorler (TLR’ler) patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (PAMP) tanir ve
inflamatuar yanitlar1 diizenler (Akira ve ark., 2001). Ancak inflamatuar yanitin stirekli
aktive olmas1 ve TLR’lerin kronik inflamasyonu, kolorektal kanser basta olmak {iizere
tiimor mikrogevresinin olusumuna ve ilerlemesine zemin hazirlar (Fukata ve ark., 2007,
Cammarota ve ark., 2010). Bu baglamda TLR sinyal yolaklarinin inhibisyonu kolon
kanseri tedavisinde umut verici bir yol olarak kabul edilmektedir. TLR2/4 asiri
ekspresyonu, epitel hiicrelerde miyeloid farklilagsma birincil yanit 88 (MyD88) aracili
niikleer faktor kappa-B (NF-kB) aktivasyonu ve mitogenle aktive olan protein
kinaz/hiicre dist sinyalle diizenlenen kinaz (MAPK/ERK) yolunun tetiklenmesi ile
sonuglanmaktadir. Bu da proinflamatuar sitokinlerin salinimini, hiicre proliferasyonunu
ve apoptoz direncini arttirmaktadir (Rakoff-Nahoum ve Medzhitoy, 2008; Fukata ve
Abreu, 2008). Glinlimiizde kolorektal kanser tedavisinde cerrahi rezeksiyon, kemoterapi
ve radyoterapi gibi temel yontemler kullanilmasina ragmen genellikle tedavi direnci,
siddetli yan etkiler, yasam kalitesinin diigmesi ve bazi vakalarda sadece belirli alt

gruplarda etkili olmalarn gibi ciddi smirlamalar nedeniyle klinik faydalarn



kisitlanmaktadir (Cerrito ve Grassilli, 2021; Salva De Torres ve ark., 2024). Kolorektal
kanserin polifenoller ve kemoterapi ile kombinasyon terapisi, son yillarda kanser
tedavisinde kullanilan stratejilerden biridir. Bu yaklasim hem tedavi etkinligini arttirmak

hem de hastaya sosyal fayda saglamasi agisindan olduk¢a dnemlidir.

SsnB, Spargonium stoloniferum bitkisinin koklerinden izole edilen dogal kaynakli bir
polifenol olarak siniflandirilmaktadir (Kumar ve ark., 2014; Yepuri ve ark., 2019).
Yapilan caligmalarda SsnB’nin TLR2/4 antagonisti olarak aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Liang ve ark., 2011). Bu ¢alismada, daha 6nce TLR 2/4 antagonisti olarak
incelenmemis bir polifenol olan SsnB’nin kolon kanseri hiicrelerindeki etkileri
arastirilmistir. Yapilan c¢aligmalar, TLR 2/4’tin HCT-116 insan kolon kanseri hiicre
hattinda ekspresyon gosterdigini ve bu sinyal yollarinin aktivasyonunun ERK
fosforilasyonu ile NF-«xB iizerinden hiicre proliferasyonunu artirip apoptozu
baskiladigini rapor etmistir (Doan ve ark., 2009; Guo ve ark., 2013; Chung ve ark.,
2016; Liu ve ark., 2018). Gastrik kanser hiicreleri ve adipositlerde SsnB’nin TLR 2/4’1
baskilayarak NF-kB ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Guo ve ark., 2021; Liang ve
ark., 2011; Wang ve ark., 2015). Bu bulgular 1s18inda, SsnB’nin kolorektal kanser
hiicrelerinde TLR 2/4 aracilifiyla antiproliferatif etki gdosterebilecegi hipotezi
gelistirilmigtir.  Literatirde bu mekanizmanin  kolorektal kanser hiicrelerinde

arastirildigina dair bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sfingolipid metabolizmasinin kanser gelisimi ve ilerlemesindeki rolii son yillarda artan
bir ilgi gormektedir (Piazzesi ve ark., 2021). Ekibimizin yaptig1 yakin tarihli bir
calismada, Gstrojen reseptorii pozitif meme ve yumurtalik kanser hiicrelerine uygulanan
25 uM SsnB’nin sfingozin-1-fosfat (S1P) seviyelerini belirgin sekilde diistirdiigii ve
hiicre i¢i seramid birikimini artirdig1 saptanmistir (Dilber ve ark., 2024). Fizyolojik
olarak aktif sfingolipidlerin, Ozellikle seramidin, kanser hiicrelerinde apoptozu
tetikleyerek tiimor biiylimesini inhibe ettigi bilinmektedir (Li ve ark., 2015). Ayrica bazi
arastirmalar, TLR sinyalizasyonu ile sfingolipid metabolizmasi, o6zellikle seramid
sentezi arasinda bir etkilesim olabilecegini One slirmektedir (Ogretmen, 2018). Bu
nedenle c¢alismamizda SsnB’nin insan kolon kanser hiicrelerinde seramid, S1P ve C1P

seviyeleri lizerindeki etkisi de degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Tanim ve Hiicresel Temeli

Kiiresel 6l¢ekte kanser, morbidite ve mortalite agisindan 6nde gelen saglik sorunlarindan
biridir. Hiicrelerin normal biiylime, farklilasma ve Oliim siireglerinin  bozulmasi
sonucunda kontrolsliz ¢ogalma bagisiklik sisteminden kagma ¢evre dokulara invazyon
ve uzak organlara metastaz yapma kapasitesi ile karakterize edilen biyolojik agidan
heterojen bir hastalik grubudur (Sekil 2.2) (Boveri, 2008; Hanahan ve ark., 2011).
Saglikli hiicrelerde homeostazi koruyan diizenleyici mekanizmalar kanserlesme
stirecinde devre dis1 kalir ve hiicreler sinirsiz ¢ogalma potansiyeli kazanir (Hanahan ve
ark., 2011). GLOBOCAN verilerine gore her yil milyonlarca yeni olgu tan1 almakta ve
Olimler meydana gelmektedir. Bu durum, kanseri giliniimiizde en 6nemli halk sagligi

problemlerinden biri haline getirmektedir (Bray ve ark., 2020).

Kanserler, geleneksel olarak koken aldiklart hiicre ve dokuya gore siniflandirilir. Ancak
son yillarda yapilan molekiiler caligmalar, histolojik siniflamay1 tamamlayan ve tedaviye

yon veren yeni alt tiplerin tanimlanmasini saglamistir (Garraway ve Lander 2013).

. Immniin
Immiin Hiicresi
Hiicresi

Normal Hiicre Kanser Hiicresi

Kanser
Hiicresi

Kanser
Hiicresi

Bagisiklik sistemi tarafindan Bagisikhik sisteminden kacan
yakalanan tiimér hiicresi tiimor hiicresi

Sekil 2.1. Kanser hiicresinin 6zellikleri A) Kanser hiicreleri kontrolsiiz olarak boliiniip
¢ogalabilmektedir B) Bagisiklik sistemi, normalde viicudun zararli veya anormal hiicrelerini
tespit edip yok edebilir. Kanser hiicreleri ise zaman zaman bu gozetimden kagabilir ya da
bagisiklik saldirilarimi etkisiz hale getirebilir. Bu nedenle bazi kanser tiirleri, bagisiklik sistemi
tarafindan fark edilmeden biiyiiyebilir (Ulusal kanser enstitiisii (NCI), 2021)’den
Tiirkcelestirilmistir).



Kanser olusumu ¢ok etkenli bir siirectir. Genetik yatkinlik, onkogen aktivasyonu ve
tiimdr baskilayict genlerin inaktivasyonu, DNA onarim mekanizmalarinin bozulmasi,
epigenetik degisiklikler ve genomik instabilite bu siirecin temelini olusturur (Stratton ve
ark., 2009; Liu ve ark., 2022). Molekiiler diizeyde kanser, belirli biyolojik yeteneklerin
kazanilmasiyla agiklanmaktadir. Kanser hiicrelerinin siiregiden proliferatif sinyalleme,
biliylimeyi baskilayan sinyallerden kacis, hiicre oliimiine direng, replikatif 6liimsiizliik,
anjiyogenez indiiksiyonu ve metastaz yetenegi gibi islevsel Ozellikler kazandigi
bildirilmektedir. Son yillarda immiin sistemden kagis, metabolik yeniden programlanma

ve tiimor mikrogevresindeki etkilesimler de bu ¢erceveye eklenmistir (Hanahan, 2022).

Tiimdr yalnizca malign hiicrelerden ibaret degildir. Stromal hiicreler, immiin sistem
elemanlari, vaskiiler yap1 ve ekstraseliiler matriks de tiimoriin davranigini belirler (Sekil
2.2A). Metastaz, primer tiimorden ayrilma, dolasima katilma, uzak dokuda tutunma ve
kolonizasyon gibi ¢ok asamali bir siirectir ve tiimor mikrogevresi bu siiregte

belirleyicidir.

A) B)

Metastatik
Hiicre

T Hiicresi.

Dendritik Hiicre

Miyeloid Hiicresi

Regiilatér T
iicresi

Makrofaj Hiicresi

NK Hiicreleri

Kanser Hiicresi i

Kanser Hiicresi

Orjinal Tiimér

Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinde A) Tiumoér mikrogevresi elemanlari ve B) Timor metastazi
(Ulusal kanser enstitiisii (NCI), 2021)’den Tiirkgelestirilmistir).

Sonug olarak, kanser tek bir hastalik degil; ¢cok sayida biyolojik, genetik, epigenetik ve
cevresel faktoriin etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan karmasik bir hastalik ailesidir (Sekil
2.3). Bu nedenle arastirma ve tedavi yaklasimlari multidisipliner bir bakis agisi

gerektirmektedir (DeVita ve ark., 2023).



DNA Degisimi

.0

Kalitsal Viriisler
v Sigara

Kimyasallar Hiicre boliinmesi

Sekil 2.3. Kansere yol acan faktorler (Ulusal kanser enstitiisii (NCI), 2021)’den
Tiirkcelestirilmistir).

2.2. Kolorektal Kanser

Kalin bagirsak, yetiskinlerde kolon, rektum ve anal kanaldan olusur (Sekil 2.4). Kolonun
kanlanmas1 Oncelikle mezenterik arterler araciligiyla saglanir ve vendz doniisiim,
arterlerle paralel seyreden venler araciligiyla gerceklesir. (Sakorafas ve ark., 2006).
Kolonun baghca islevleri diskiyr depolamak ve bosaltmak olmakla birlikte,
gastrointestinal hormonlar ve alkalin mukus salgilayarak sindirime katki saglar. Rektum,
sigmoid kolonla devam eder ve temel olarak diskilamadan sorumludur. Ayrica smirli
miktarda su, tuz, glukoz ve bazi farmakolojik ajanlarin emilimini gergeklestirir

(Sakorafas ve ark., 20006).



Sol Kolik Bukiulme

Transvers Kolon

Sag Kolik Bukalme
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Appendix
Rekium

Aniis

Sekil 2. 4. Kolonun yapisi (Drake ve ark., 2019 yayinindan Tirkgelestirilmistir)

Kolorektal kanser, diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olarak kabul
edilmekte ve kanser kaynakli 6liimlerde {iglincli sirada yer almaktadir (Sung ve ark.,
2021). Hastaligin goriilme sikligi ve sagkalim oranlarn iilkelere gore farklilik
gostermektedir. Gelismis iilkeler, kolorektal kanser vakalarinin ¢ogunluguna sahip
olmasina ragmen, 6liimlerin yarisindan fazlasi1 gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir
(Khan ve Lengyel, 2023; Dharwadkar ve ark., 2022; Bener ve ark., 2024). Obezite,
sigara ve alkol tiikketimi, sagliksiz beslenme ve hareketsizlik gibi degistirilebilir yasam
tarz1 faktorlerini kontrol altina almak, hastaligin birincil onlenmesinde kritik 6neme
sahiptir. Ayrica, diizenli fiziksel aktivite ve belirli farmakolojik 6nlemler korunmay1
destekleyen etkili stratejiler arasinda yer alir (Dharwadkar ve ark., 2022; Bener ve ark.,

2024).

Molekiiler diizeyde bakildiginda, kolorektal kanser gelisiminde normal mukozadan
adenoma, ardindan karsinomaya ilerleyen bir siire¢ s6z konusudur (Tahghighi ve ark.,
2025). Bu ilerleme, ¢esitli genetik mutasyonlar sonucu meydana gelir.
Protoonkogenlerde meydana gelen mutasyonlarla onkogenik aktivasyon, timor

baskilayict genlerde islev kaybi ve DNA onarim sisteminde gorev alan genlerin
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bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan bu kiimiilatif genetik hasarlar, hiicrelerin kontrolsiiz
¢ogalmasina, biliylime sinyallerinden bagimsiz hale gelmesine ve tiimor olusumuna
zemin hazirlar (Ahnen, 2011). Neoplastik silirecin baslangici, ilk genetik mutasyonlarin
olusturdugu hasarin korunmasi ve siirdiiriilmesine dayanir. “Adenoma karsinoma
dontigiim sekans1” olarak tanimlanan bu siirecte hiicrelerin bazal membrani asarak
invaziv 6zellik kazanmas1 ve metastatik potansiyele ulagsmasi kritik bir asamay1 temsil
eder (Vogelstein ve Kinzler, 2004; Nardone ve ark., 2023; Tahghighi ve ark., 2025).
Kolorektal karsinom gelisiminde birgok genin rol oynadigi ortaya konulmustur. Bu
baglamda adenomat6z polipozis koli geni (APC) ve p53 tiimdr baskilayict genler; K-ras
ve c-myc protoonkogenler; MLHI1, MSH2 ve MSH6 ise DNA yanlis eslesme onarim
genleri arasinda yer almaktadir. Bu genlerde meydana gelen degisikliklerin, farkli
asamalarda belirleyici rol tistlendigi ve her mutasyonun tiimor gelisimine 6zgiin bir katki
sagladig1 kabul edilmektedir. Boylelikle ardisik genetik olaylar, kolorektal tlimorlerin
olusumuna yol agmaktadir (Tariq ve Ghias, 2016; Shin ve ark., 2007).

Baz1 genetik mutasyonlarin yani sira, kolorektal kanser gelisiminde rol oynayan kalitsal
sendromlar da bulunmaktadir. Sporadik yani ailesel yatkinligi olmayan, daha cok
cevresel etkenler veya yasla iligkili faktorlerden kaynaklanan olgulara kiyasla, bu
kalitsal sendromlar genellikle daha erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (Byrne ve Tsikitis,
2018). Bu genetik ve kalitsal yatkinliklarin yani sira, kolorektal kanserin erken tani ve
dogru evrelendirilmesinde kullanilan klinik muayene ve goriintilleme yontemleri de

bliyiik 6nem tasimaktadir.

Kolorektal kanserli hastalarda prognozun degerlendirilmesi ve adjuvan tedavi
gereksiniminin belirlenmesi i¢in objektif dlciitlere ihtiya¢ vardir. Bu amagla giiniimiize
kadar farkli siniflandirma sistemleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda en sik kullanilanlar
Duke’s siniflandirmasi, Astler-Coller siniflandirmast ve TNM (timor-lenf nodu-
metastaz) siniflandirmasidir. Giintimiizde kolorektal kanserlerde en sik kullanilan
evreleme yontemi, 1987 yilinda Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan
gelistirilmis ve Uluslararasi Kanser Birligi (UICC) tarafindan da kabul edilmis olan

TNM smiflandirma sistemidir (Hari ve ark., 2013). Smiflandirma sistemleri yalnizca



hastaligin biyolojik davranigini ortaya koymakla kalmaz, ayn1 zamanda klinisyene tedavi

algoritmasinin hangi basamakta sekillenecegi konusunda yol gosterici olmaktadir.
2.3. Sparstolonin B

Polifenoller, dogal ve sentetik olarak bulunabilen organik bilesiklerdir. Serbest
radikalleri notralize etme yetenekleri sayesinde antioksidan ve antikanser Ozellikler

gosterirler (Lu ve ark., 2016; Sharma ve ark., 2005).

Sparganium stoloniferum bitkisinin koklerinden izole edilen ve dogal bir bilesik olan
SsnB, yapisal olarak CisHsOs formiiliine sahip bir polifenoldiir (Sekil 2.5). Niikleer
manyetik rezonans ve X-isini kristalografisi analizleri, bu bilesigin izokumarin ve

ksanton olmak tizere iki temel bilesenden olustugunu gostermektedir.

Sekil 2. 5. Sparstolonin B’nin kimyasal yapis1 (Pubchem; Erigim tarihi: 28 Ocak 2025)

SsnB’nin mekanizmas1 bagisiklik sisteminin asir1 aktivasyonunu yoneten kritik patern

tanima reseptorleri olan TLR yolaklarinin secici inhibisyonuna dayanmaktadir (Liang ve
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ark., 2011). Geleneksel Cin tibbinda menstriilasyon diizenleyici, antioksidan, anti-
inflamatuar, antimikrobiyal ve antitimor etkiler gosterdigi rapor edilmistir (Kumar ve

ark., 2014; Yepuri ve ark., 2019).

SsnB’nin antikanser potansiyeli, ¢esitli ndroblastoma hiicre hatlarinda hiicre dongiistinii
durdurarak proliferasyonu engellemesi ve apoptozu tetiklemesi ile ortaya konulmustur
(Kumar ve ark., 2014). Prostat kanseri hiicreleri lizerinde yapilan ¢aligsmalarda, SsnB’nin
G2/M faz durmasini indiikleyerek hiicre ¢ogalmasini, go¢ilinli ve invazyonunu azalttigi,
in vivo olarak ise ksenograft modellerinde tiimdr biiylimesini baskiladigi gosterilmistir.
Bu etkiler sirasinda SsnB, reaktif oksijen tiirlerinin birikimini azaltmakta ve oksidatif
stresi diisiirerek fosfatidilinozitol 3-Kinaz / Protein Kinaz B (PI3K/AKT) sinyal yolunu
inhibe etmektedir (Liu ve ark., 2021).

Pankreas adenokarsinomu hiicreleri ilizerinde yapilan arastirmalarda SsnB’nin PANC-1
ve SWI1990 hiicrelerinin canliligini 6nemli Olglide azalttigi belirtilmistir. CCK-8
analizleri, koloni olusumu ve Transwell deneyleri, SsnB’nin bu hiicrelerin
proliferasyonunu ve go¢ yetenegini baskiladiginm1 ortaya koymaktadir. Molekiiler
diizeyde, B-hiicreli lenfoma 2 proteini ile iliskili X proteini (Bax) ve NF-xB p65
fosforilasyon seviyelerinde artis, B-hiicreli lenfoma 2 proteini (Bcl-2), Matriks
metalloproteinaz-2 (MMP2) ve Kappa B inhibitorii alfa (IkBa) ekspresyonlarinda ise
azalma go6zlenmis, toplam NF-kB p65 seviyeleri ise degismemistir. Bu bulgular,
SsnB’nin NF-«xB sinyal yolunu hedefleyerek pankreas kanseri hiicrelerinin biiylimesini
engelleyebilecegini ve apoptozu tetikleyebilecegini gostermektedir (Liu ve ark., 2021;

Lyu ve ark., 2022).

Preklinik veriler, SsnB’nin, sec¢ici TLR2/4 inhibisyonu {izerinden hareket ederek, genis
bir spektrumda ¢ok yonlii bir terapdtik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.
Ancak mevcut literatiirde, SsnB’nin kolon kanseri hiicreleri tizerindeki etkilerini
yeterince inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu durum, bilesigin farkli kanser

tiirlerinde potansiyel terapotik etkilerini arastirma gerekliligini ortaya koymaktadir.



2.4. Forbol 12-Miristat 13-Asetat

Croton tiglium bitkisinin 6zlinden elde edilen forbol 12-miristat 12-asetat (PMA), ya da
kimyasal adiyla 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA), hiicre biyolojisi ve kanser
arastirmalarinda ¢ok kullanilan, dogal bir forbol esteri bilesigidir (Hecker, 1968).

PMA'nin biyolojik etkisinin temelinde, hiicre i¢i sinyal ileticisi olan protein kinaz C
(PKC) enzimlerini etkinlestirmesi yatar. PMA, PKC'nin dogal lipid ikincil habercisi olan
diagilgliserol (DG) molekiiliinii taklit eden giiclii bir molekiildiir (Castagna ve ark.,
1982). PMA’nin enzime DG'den iki kat daha ytiksek bir afiniteyle baglanma yetenegi
sayesinde olaganiistii bir gii¢ sergilemektedir. Bu yiiksek baglanma, PKC enzimini hiicre
zarinda DG'nin gegici sinyalinin aksine siirekli aktif bir durumda tutmakta ve sinyal
yolunun devamli olarak acik kalmasmna yol agmaktadir (Sharkey ve ark., 1984).
PMA'nin sebep oldugu uzun siireli aktivasyon, enzimin yikimini tetikleyen bir paradoks
yaratmaktadir. Siirekli aktif ve zara sabitlenmis durumda olan PKC, fosfatazlara karsi
savunmasiz hale gelir. Bu fosfatazlar, enzimin aktivasyon dongiisiinii bozar ve onu
inaktive eder (Gao ve ark., 2008). Inaktif hale gelen PKC, proteozomlar araciligtyla
parcalanarak hiicreden kalic1 olarak uzaklastirilir. Boylece, PMA’nin siirekli PKC
aktivasyonu, hiicrede hem sinyal yolaklarinin uzun siireli uyarilmasina hem de enzimin

kendini diizenleme siireclerinin tetiklenmesine yol agar.

Sonu¢ olarak, PMA, hiicredeki sinyal yolaklarini incelemek, hiicre farklilagmasini
tetiklemek, inflamasyon ve kanser mekanizmalarini modellemek i¢in kullanilan,

vazgecilmez bir kimyasaldir.
2.5. Toll Like Reseptor Sinyal Yolagi

Bagisiklik sistemi, organizmay1 yabanci etkenlere karsi koruyan iki temel mekanizma
tizerinden islemektedir. Dogal bagisiklik sistemi, patojenlere karsi hizli ve spesifik
olmayan yanit vererek ilk savunma hattin1 olusturur. Edinsel bagisiklik ise antijene 6zgii,
uzun siireli ve hafiza kapasitesine sahip bir yanit saglar (Marshall ve ark., 2018). Dogal
bagisiklik sistemi, patojenlerin hiicre membrani, toksinleri ve niikleik asit pargalar1 gibi

molekiillerini tantyarak koruma saglar. Bu patojene 0zgii yapilar PAMP olarak
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adlandirilir (Marshall ve ark., 2018). PAMP’lar1 taniyan reseptorler ise patern taniyan
reseptorler (PRR) grubuna dahildir ve TLR bu grubun 6nemli liyelerindendir (Wolska ve
ark., 2009). TLR’ler, evrimsel olarak korunmus bir patern taniyict PRR ailesidir.
Glikoprotein yapisinda, transmembran yerlesimli reseptorlerdir ve ¢ok sayida hiicre
tipinde eksprese edilirler. Bu reseptorler, bakteriler, viriisler, mantarlar ve parazitler gibi
pek cok patojenin PAMP’lar1 tanimanin yani sira, hiicre dliimii ve doku hasar1 sonucu
ortaya c¢ikan tehlike ile iligkili molekiiler paternleri (DAMP) de algilarlar (Rakoft-
Nahoum ve Medzhitov, 2008). TLR’lerin hiicredeki lokalizasyonu, taniyacaklari
patojenlere gore degisir. TLR aktivasyonu sonrast TIR (Toll/IL-1 Reseptdr) domainleri
dimerlesir ve adaptor proteinler araciligiyla sinyal iletimi baslar (Zakeri ve Russo 2018).
Sinyal iletimi, adaptdr protein kullanimina gore iki ana yolakta gergeklesir: MyD88
bagimli yolak ve TRIF bagimli (MyD88 bagimsiz) yolak (Rakoff-Nahoum ve
Medzhitov, 2008) (Sekil 2.6).

TLR1/2 TLR2/6 TLRS TLR4 MyD88 ]
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Sekil 2. 6. Toll benzeri reseptorler ve sinyal iletimi. Aktivasyon MyD88'e bagimli veya TRIF'e

bagimli yolaklar {izerinden ilerleyebilir (Zakeri ve Russo 2018 yayinindan diizenlenmistir)
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Baslangicta yalnizca immiin hiicrelerde eksprese edildikleri diisiiniilse de, yapilan
calismalar TLR’lerin epitel ve hatta tiimor hiicrelerinde de bulundugunu ortaya
koymustur. Bu nedenle TLR’lerin kanser biyolojisindeki rolii iki yonliidiir. Antijen
sunumunu ve sitotoksik T hiicre aktivasyonunu artirarak immiin sistemi tiimore karsi
yonlendirebilirler (Rakoff-Nahoum ve Medzhitov, 2008). TLR aktivasyonunun
kontrolsiiz olmasi, NF-«B ve interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuvar yolaklar1 aktive

ederek timdr biiylimesi, anjiyogenez ve metastaza yol agabilir.
2.6. Apoptoz ve Kanser

Apoptoz, embriyonik gelisim sirasinda doku morfogenezini yonlendirmek, bagisiklik
sisteminde gereksiz veya tehlike arz eden hiicreleri temizlemek ve yaglanmis hiicreleri
ortadan kaldirmak gibi sayisiz fonksiyona hizmet eder (Elmore, 2007). Apoptoz,
biyolojik sistemler i¢in sadece bir 6liim mekanizmasi degil, organizmanin gelisimi ve
homeostazinin siirdiiriilmesi acisindan kritik 6neme sahip bir siiregtir (Kaczanowski,
2016). Bu kontrollii siire¢ hasarli, yaslanmig, kanser potansiyeli tasiyan veya artik
gereksiz hale gelmis hiicrelerin sistematik olarak ortadan kaldirilmasini saglayarak doku
sagligin1 ve biitlinliigiinii korur (Elmore, 2007). Apoptozun islevindeki herhangi bir
aksama veya bozulma, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol acarak kanser veya hiicre

kaybina neden olarak patolojik durumlarin gelisimine zemin hazirlayabilir.

Apoptoz, fizyolojik veya patojenlere bagli farkli uyaranlara yanit olarak baslica iki ana
yol araciligiyla baglatilir. Her iki yol da kaspazlar adi verilen giiclii proteazlar1 aktive
ederek hiicre dliimiinii tetikler (Elmore, 2007). Intrinsik yol, hiicre ici stres faktorlerine
bir yanit olarak devreye girer. DNA hasari, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum
stresi gibi olumsuz kosullar bu yolu tetikler. Bu siire¢, dogrudan mitokondri aracili yol
olarak da adlandirlir (Kaczanowski, 2016). Ekstrinsik yol ise hiicre yiizeyindeki
sinyaller araciligiyla baslatilir. Bu siireg, timor nekroz faktorii (TNF) reseptor siiper

ailesine ait transmembran reseptorlerin aktivasyonu ile gergeklesir (Elmore, 2007).

Kanser hiicrelerinin ¢ogu apoptoz mekanizmasini inhibe etmeyi basarir. Bu durum,
kontrolsiiz cogalma ve tiimdr olusumunun temelidir. Bu nedenle, kaspaz-3 dahil olmak

tizere kaspazlarin dogru ve etkili bir sekilde aktive edilmesi, kanser tedavilerinin
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basartya ulagsmasi agisindan kritik dneme sahiptir. Apoptozun molekiiler detaylarinin
anlasilmasi, hem temel hiicre biyolojisine 151k tutmakta hem de hastaliklarin terapdtik

yonetiminde yeni hedefler belirlemek i¢in hayati bir zemin saglamaktadir.
2.7. Sfingolipid-Seramid Metabolizmasi ve Kanser

Sfingolipidler, hiicre membranlarinin temel yap1 taslart olup aym1 zamanda hiicre igi
sinyal iletimini hassas bir sekilde diizenleyen biyoaktif lipidlerdir. Bu molekiillerin

metabolizmasi, hiicre kaderini belirlemede merkezi bir 6neme sahiptir.

Sfingolipid yolunun en kritik metabolitlerinden biri olan seramid, hiicre sagkalimi,
proliferasyon, apoptoz ve stres yanitlari tizerinde giiglii bir kontrol mekanizmasi kurar
(Hannun ve Obeid, 2018). Seramid, genellikle proapoptotik bir sinyal molekiilii olarak
islev goriir. Hiicre i¢i sinyal yolaklarimi aktive ederek, ozellikle mitokondri dis zar
gecirgenligini (MOMP) artirir ve boylece kaspaz kaskadinin baslamasina yol acar. Bu
mekanizma, kanser hiicrelerinin terapotik yaklasimlara karsi gelistirdigi  direnci
anlamada kritik bir molekiiler islev goriir (Ogretmen, 2018). Seramidin metabolik
doniisiimii, onu zit etkilere sahip diger iki dnemli biyoaktif lipide g¢evirir (Sekil 2.7).
Seramidin fosforilasyonu ile olusan CI1P, c¢ogunlukla antiapoptotik ve proliferatif
sinyalleri destekler. Ayrica, inflamasyon ve hiicre gocii siireglerini diizenlemede merkezi
bir rol oynar (Gomez-Munoz ve ark., 2010). S1P, seramidin dehidrojenasyonu ve
ardindan fosforilasyonu sonucu ortaya ¢ikan bir metabolittir. Giiglii bir hayatta kalma ve
biiyiime sinyalleyicisi olarak bilinir. Hiicre proliferasyonunu, anjiyogenezi ve immiin
hiicre gociinii tetikler. Kanser hiicrelerinde artan S1P seviyeleri, hiicre i¢i antiapoptotik
yollarla hayatta kalmay1 saglamanin yani sira, timor mikrocevresindeki endotel ve
immiin hiicreleri modiile ederek metastazi ve tiimdr progresyonunu aktif olarak destekler
(Pyne ve Pyne, 2010). Bu iki yonlii etkisi nedeniyle S1P, kanser biyolojisinde ikili bir

regiilator olarak kabul edilir ve terapdtik hedefleme igin cazip bir molekiildiir.

C1P ve S1P’nin inflamasyon, anjiyogenez ve immiin yanit iizerindeki modiilator etkileri,
sadece hiicre i¢i degil, ayn1 zamanda tiimor-mikrogevre etkilesimlerinde de merkezi bir

rol oynar. S1P, bagisiklik hiicrelerinin migrasyonunu etkileyerek bagisiklik sisteminin

13



tiimdr lehine veya aleyhine sekillenmesine aracilik ederken; C1P, inflamatuar sinyalleri

aktive ederek stroma iginde proliferasyonu ve hayatta kalmay1 tesvik eder.
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Sekil 2. 7. Seramid metabolizmasi (Bal Topcu ve ark., 2018 yayinindan diizenlenmistir)

Sonug olarak, seramid, C1P ve S1P arasindaki bu karmasik metabolik denge, kanser
hiicrelerinin proliferasyon, metastaz ve kemoterapiye diren¢ gibi kritik siire¢lerini
yoneten bir anahtardir. Bu sfingolipid yolaklarimin detayli ve hedefe yonelik
incelenmesi, hem timdr progresyonunun molekiiller mekanizmalarini derinlemesine
anlamaya hem de bu metabolik yollar1 hedefleyen yenilik¢i, sfingolipid odakli terapdtik

stratejilerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Deneylerin tiimii Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.1. Materyaller

Caligmamizda kullanilan tim kimyasallar yiiksek saflik derecesine sahip olup farkli
firmalardan temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium Yiiksek Glukoz (DMEM, Sigma-Aldrich, #D5648, St. Louis, MO, USA);
sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich, #S5761, St. Louis, MO, USA); fetal bovin serum
(FBS, GIBCO, #10270-106, Life Technologies, Grand Island, UK), penisilin-
streptomisin (GIBCO, #15140-122, Life Technologies, Grand Island, UK), amfoterisin
B (Gibco, #15290-026, Life Technologies, Paisly, UK), sodyum piriivat (Gibco,
#11360-070, Life Technologies, Paisly, UK) ile desteklenmistir. Sparstolonin B (SsnB,
> %98, Merck Millipore, #SML1767) ve forbol 12-miristat 13-asetat (PMA, > %98, LC
Laboratories, #P-1680), dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich, %99.9, #D5879, St.
Louis, MO, USA) igerisinde ¢oziilmiistiir. MTT (Gold Biotechnology, #T-030, St.
Louis, MO, USA) fosfat tamponlu salin (PBS, Sigma-Aldrich, #P4417, St. Louis, MO,
USA)  kullanilarak  hazirflanmistir.  Immiinofloresan  boyama  protokoliinde
paraformaldehit (Sigma-Aldrich, #158127, St. Louis, MO, USA), Triton-X-100 (Sigma-
Aldrich, #T8787, St. Louis, MO, USA), normal ke¢i serumu (NGS, Vector Laboratories,
#S-1000, Burlingame, CA, USA), cesitli primer antikorlar (Bioss Antibodies, Affinity
Biosciences, BT Lab, Cell Signaling Tech.), sekonder antikor Alexa Fluor 488 (Abcam,
#150077, Cambridge, UK) ve DAPI (Sigma-Aldrich, #F6057, St. Louis, MO, USA)
kullanilmistir. ELISA kitler BT Lab (Shanghai, China), TUNEL kit ise Elabscience
(Houston, TX, USA) firmasindan temin edilmistir. Akis sitometri analizinde Annexin-V
ve propidyum iyodiir (Elabscience, E-CK-A211, Houston, TX, USA) reaktifi
kullanilmistir. Sfingolipidomik analizler i¢in kullanilan kloroform, methanol, amonyum
format Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir. Standartlar
Avanti Polar Lipid (Birmingham, USA), internal standart ise Cambridge Isotope
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Laboratories (Tewksbury, MA, USA)’ten alinmistir. LC-MS/MS 6l¢iimleri, Shimadzu
LCMS-8040 sistemi ve XTerra C18 kolon kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.2.1. Hiicre Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC; Manassas, VA, USA) kurulusundan temin
edilen insan kolon kanseri (HCT-116) ve saglikli fibroblast (BJ) hiicre hatlarim
cogaltmak icin yiiksek glukoz igeren DMEM (Sigma-Aldrich, #D5648, St. Louis, MO,
USA) kullanilmistir. Besiyeri igerigi 3.7 g/L sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich,
#S5761, St. Louis, MO, USA), %10 (v/v), 1s1 ile inaktive edilmis FBS (GIBCO, #10270-
106, Life Technologies, Grand Island, UK), 100 U/mL penisilin; 100 pg/mL
streptomisin (GIBCO, #15140-122, Life Technologies, Grand Island, UK), %1 sodyum
piriivat (Gibco, #11360-070, Life Technologies, Paisly, UK) ve 5 pg/100 mL
amfoterisin B (Gibco, #15290-026, Life Technologies, Paisly, UK) ile
zenginlestirilmistir. Hazirlanan besiyeri, 0.22 pm’lik filtre ile sterilize edilerek 4°C’de

saklanmustir.
3.2.2. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Calismamizda kullanilan HCT-116 ve BJ hiicre hatlari, kriyoprezervasyon yontemiyle
dondurulmus olarak temin edilmistir. Kriyotiiplerde bulunan hiicreler (1 mL), 37°C su
banyosunda hizli ¢ézme yontemiyle eritilmistir. Cozdiiriilen hiicreler 9 mL besiyeri
iceren santrifiij tiipline aktarilmis ve 1.500xg’de santrifiij edilerek dondurma ¢ozeltisi
igerisinde bulunan DMSO’dan uzaklastirilmistir. Tiip icerisindeki iist faz (slipernatant)
uzaklastirilmis ve alt faz (pellet) besiyeri (Sigma-Aldrich, #D5648, St. Louis, MO,
USA) igerisinde siispanse edilmistir. Siispanse edilen hiicreler, 25 cm? kiiltiir flasklarina

alinmis, 37°C inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

Kiiltiir ortamindaki besin maddelerinin tiikenmesi ve hiicre yogunlugunun artmasi,
hiicrelerin strese girmesine ve ¢ogalma kapasitelerinde bir diislise neden olmaktadir. Bu
durum hiicre morfolojisinin bozulmasmma ve deneysel sonuclarin giivenilirliginin

diismesine sebep olmaktadir. Bu nedenle hiicreler, enzimatik bir yontem olan Tripsin-
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EDTA (Gibco, %0.05 Tripsin/%0.02 EDTA, Life Technologies, Grand Island, UK) ile
flask yiizeyinden ayristirilarak yeni flasklara aktarilmaktadir. Boylece hiicreler saglikli
bir sekilde biiyliylip ¢ogalmaya devam etmekte, kiiltiiriin siirekliligi saglanmakta ve
deneysel standartlar korunmaktadir. Yeterli yogunluga (%80-90) ulasan hiicreler
tripsinizasyon (pasajlama) islemine tabi tutulmustur. Bu islem steril biyogiivenlik kabini
(sinif 2) icerisinde, aseptik kosullar altinda gerceklestirilmistir. Oncelikle flask igerisinde
bulunan besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve hiicreler 5 mL PBS (Sigma-Aldrich,
#P4417, St. Louis, MO, USA) ile yikanarak ortamda kalan serum proteinleri elimine
edilmistir. Ardindan hiicrelere ylizeyden ayrilmasi igin 5 mL Tripsin-EDTA (Gibco,
%0.05 Tripsin/%0.02 EDTA, Life Technologies, Grand Island, UK) uygulanmis ve
37°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Tripsin etkisiyle yiizeyden ayrilan hiicrelere, 5 mL
besiyeri ilave edilerek notralize edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, 1.500xg’de
santrifiijlenerek ¢oktiirlilmiis ve siipernatant uzaklastirllmigtir. Hiicre pelleti 5 mL taze
besiyeri icerisinde siispanse edilerek yeni flasklara aktarilmis, 37°C inkiibatorde kiiltiire

alinmastir.

Hiicreler ¢ogaltildiktan sonra, ayni hiicre hatlarmin uzun siireli kullanimi ve genetik

ozelliklerinin korunmasini saglamak amaciyla dondurma islemi uygulanmstir.

Pasajlama sonrasinda hiicreler, %5 (v/v) DMSO (Sigma-Aldrich, %99.9, #D5879, St.
Louis, MO, USA) igeren besiyeri ile siispanse edilip kriyotiiplere alinmis ve kontrollii
sogutma yontemiyle dondurulmustur. Dondurulan hiicreler, -80 °C saklama kosullarinda
ve -196 °C sivi nitrojen tanklarinda muhafaza edilmistir. Bu yontem ile hiicrelerin
canliligt ve biyolojik Ozellikleri korunarak ileride gerceklestirilecek calismalarda

giivenilir sekilde kullanilmistir.
3.2.3. Hiicrelere Sparstolonin B ve Forbol-12-Miristat 13-Asetat Uygulanmasi

Bu ¢alismada SsnB, TLR2/4 aracili sinyal yolaklarin1 baskilayici etkisi sebebiyle tercih
edilmistir. Hiicrelerde TLR2/4 yolaklarinin aktivasyonu ig¢in ise giicli bir PKC

aktivatori olan PMA kullanilmustir.
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Bes mg SsnB (MW: 268.22 g/mol; Merck Millipore, #SML1767, Cork, Ireland) 10 mM
stok konsantrasyonu elde etmek i¢in 1.854 mL DMSO (%99.9, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA, #D5879) igerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ana stok, DMSO ile
seyreltilerek 1 mM’lik ara stok olusturulmustur. Daha sonra 1 mM’lik ara stok besiyeri
ile seyreltilip literatiire uygun olarak 3.125, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM

konsantrasyonlarinda hazirlanmistir (Bateman ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2014).

Sonraki agamada, 5 mg PMA (MW: 616.83 g/mol; LC Laboratories, Canada, #P-1680),
8.1 mM’lik stok konsantrasyon hazirlanmak iizere 1 mL DMSO’da ¢oziilmiistiir. Bu
stok, 1 mM’lik ara stok olusturulmasi icin DMSO ile seyreltilmistir. Ara stok besiyeri ile

seyreltilerek 1, 5 ve 10 nM konsantrasyonlarinda hazirlanmastir.

Hazirlamis oldugumuz SsnB ve PMA, HCT-116 ve BJ hiicrelerine belirlenen

konsantrasyonlarda uygulanmistir.
3.2.4. Hiicre Canlihg1 Analizi ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Uygulama etkin doz ve siiresinin belirlenmesi i¢in 12, 16 ve 18 saatlik inkiibasyon
stireleri sonunda 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT; Gold
Biotechnology, #T-030, St. Louis, MO, USA) hiicre canlilik analizi ger¢eklestirilmistir.

MTT analizi, hiicrelerin canliligint 6lgmek i¢in yaygin kullanilan bir yontemdir. Test,
metabolik acidan aktif olan canli hiicrelerin MTT’yi mitokondriyal dehidrogenaz
enzimleri araciligtyla indirgemesi ve NADPH araciligiyla suda ¢6ziinmeyen formazan
kristallerine doniistiirmesi esasina dayanmaktadir. Suda ¢oziinemeyen formazan
kristalleri DMSO ile ¢oziinlir hale getirilir ve 6lgiilen absorbans degerleri formazan
konsantrasyonunun dolayistyla MTT nin hiicre i¢i azalmasinin bir gostergesi kabul edilir

(Van Meerloo ve ark., 2011).

MTT, 5 mg/mL konsantrasyonunda PBS (Sigma-Aldrich, #P4417, St. Louis, MO, USA)
icerisinde ¢Oziilmiis ve 0.22 uM’lik filtreden gegirilerek steril edilmistir. MTT analizi
oncesinde HCT-116 ve BJ hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve plaka tabanina
yapismasi i¢in bir gece boyunca, 37°C inkiibatorde inkiibe edilmistir. Siire sonunda

kuyucuklara ekilen hiicrelerin iizerine DMSO (1uL/mL), PMA (1-10 nM) ve/veya SsnB
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(3.125-50 uM) konsantrasyonlarini i¢ceren 200 pL besiyeri ilave edilmistir. Hiicreler 12-
18 saat inkiibe edildikten sonra kuyucuk igerisindeki kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve
MTT igeren 100 pL taze besiyeri (90 pL besiyeri+10 pL MTT) ilave edilmistir.
Hiicreler 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyucuklu plakalarin tabaninda
olusan mor renkli formazan kristalleri, 100 pL DMSO ile ¢oziiniir hale getirilmis, 570
ve 690 nm dalga boyunda bir spektrometrik plaka okuyucu (MicoQuant, Bio-Tek
Instruments Inc., Charlotte, VT, USA) ile dl¢giilmiistiir. Kontrol grubu canliligi %100

olarak referans alinmis ve deney gruplar1 buna gore normalize edilmistir.
[Hiicre canlilik (%) = (Ornek absorbansi/ Kontrol grubu absorbansi) x 100]

Hiicre canlilik analiz sonuglarina gére HCT-116 ve BJ hiicrelerinde bes farkli deneysel

grup olusturulmustur.
1. Kontrol (hiicreler 12 saat boyunca sadece besiyeri ile inkiibe edilmistir)

2. DMSO (hiicreler 12 saat boyunca 1pL/mL DMSO igeren kiiltiir ortam ile inkiibe
edilmistir)

3. PMA (hiicreler 12 saat boyunca 10 nM PMA igeren Kkiiltiir ortami ile inkiibe
edilmistir)

4. SsnB (hiicreler 12 saat boyunca 25 pM SsnB igeren kiiltliir ortami ile inkiibe
edilmistir)

5. SsnB + PMA (hiicreler 12 saat boyunca 25 pM SsnB ve 10 nM PMA igeren kiiltiir

ortamu ile inkiibe edilmistir)
3.2.5. immiinofloresan Boyama

Immiinofloresan boyama, herhangi bir doku veya hiicreye ait bilesenlerin
goriintiilenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Florofor igaretli antikorlarin
hedef proteinlere 6zgiin olarak baglanmas: ile hiicre icerisindeki proteinlerin varlig1 ve
lokalizasyonu giivenilir bir bigimle tanimlanabilmektedir (Zaqout ve ark., 2020).

Antijen-antikor etkilesimine dayali bu yontemle, deneysel uygulamalar sonrasinda

19



protein diizeyinde meydana gelen degisimler floresan mikroskop altinda kolayca

incelenebilmektedir.

Calismamizda belirli proteinlerin hiicre ici lokalizasyonu ve diizeylerinin belirlenmesi
amaciyla immiinofloresan boyama yodntemi uygulanmistir. Bu amagla yaklasik 10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 8 kuyucuklu chamber slide kiiltiir lamina (Merck
Millipore, Cork, Ireland, #PEZGS0816) ekilen HCT-116 hiicrelerinin gece boyunca
ylizeye tutunmalar1 saglanmistir. Deney gruplarinin 12 saat inkiibasyonunun ardindan
hiicreler soguk PBS ile iki kere yikanmis ve %4 paraformaldehit (Sigma-Aldrich,
#158127, St. Louis, MO, USA) ¢ozeltisi ile 10 dakika siireyle fikse edilmistir. Ardindan
hiicreler %0.2 Triton- X-100 (Sigma-Aldrich, #T8787, St. Louis, MO, USA) icerisinde
10 dakika permeabilize edilmis, PBS ile bes kez yikanmistir. Bloklama islemi i¢in
hiicreler, %5 NGS (Vector Laboratories, #S-1000, Burlingame, CA, USA) kullanilarak
30 dakika inkiibe edilmistir. Bloklama isleminin ardindan, primer antikorlar kuyucuk
basina 200 pL olacak sekilde ilave edilmis ve chamber slide 4°C’de gece boyunca
bekletilmistir. Primer antikorlar, %5 NGS ve %0.2 Tween 20 iceren PBS ile

hazirlanmistir. Kullanilan primer antikorlar sunlardir:

Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA) tavsan poliklonal antikoru (1:100 diliisyon,
#bs-0754R, Bioss Antibodies Inc., Wobun, MA, USA)

Fosfo-ERK1/2; (Thr202/Tyr204) tavsan poliklonal antikoru (1:200 diliisyon,
#AF1015, Affinity Biosciences, Changzhou, Jiangsu, China)

Fosfo-NF-kB tavsan poliklonal antikoru (1:200 diliisyon, #AF2006, Affinity

Biosciences, Changzhou, Jiangsu, China)

MyD88 tavsan poliklonal antikoru (1:100 diliisyon, #BT-AP05682, BT Lab,
Shanghai, China)

Kesilmis kaspaz-3 tavsan poliklonal antikoru (1:100 diliisyon, #9664S, Cell Signaling
Tech., Danvers, MA, USA)
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Primer antikor inkiibasyonunun ardindan, kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis, hiicreler PBS ile
tic kez yikanmis ve karanlik ortamda kuyucuklara 200 pL florofor isaretli sekonder
antikor (Alexa Fluor, 1:1000, Abcam, #ab150077, Cambridge, UK) eklenmistir. Oda
sicakliginda 45 dakikalik inkiibasyon ardindan hiicreler, PBS ile ii¢ kez yikanmis ve
chamber slide’1n iist yapist lam kismindan ayristirilmistir. Fazla sividan arindirmak igin
kenarlar1 pegete ile silinen lam iizerine ¢ekirdek boyamasi i¢in DAPI (Fluoroshield with
DAPI, Sigma-Aldrich, #F6057, St. Louis, MO, USA) damlatilmistir. Lamlar, hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde lamelle kapatilmistir. Goriintiileme floresan mikroskop
(Olympus BX61 tam otamatik, Tokyo, Japan) ile DP Controller 3.2.1.276 yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Alexa Fluor, 488 nm eksitasyon (uyarma) ve 505-525 nm
emisyon dalga boylarinda goriintiilenmistir. Floresan yogunlugu, NIH ImageJ 1.53
yazilimi ile 6l¢iilmiis ve CTCF (diizeltilmis toplam hiicre floresansi) = ID (entegral
yogunluk) — [ASC (segilen hiicre alan1) x BMF (arka plan ortalama floresansi)] formiili

kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
3.2.6. Toll Like Reseptor 2/4 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), baslangigta belirli DNA dizilerini ¢ogaltmak
amaciyla gelistirilmis olup, glinlimiizde biyolojik ve tibbi aragtirmalarda en giivenilir ve
yaygin kullanilan yontemlerden biri haline gelmistir. Standart PCR yontemleri, dogru
kantitatif Olclimler icin yeterince giivenilir olmadigindan, teknik gelistirilmis ve
giiniimiizde gercek zamanli PCR (qRT-PCR), gen ekspresyon seviyelerini hassas ve
kantitatif bicimde degerlendirmeye olanak taniyan giiclii bir analitik yontem olarak
ortaya ¢ikmistir (Artika ve ark., 2022). Bu teknik, hedef mRNA’nin 6nce cDNA’ya
doniistiiriilmesini ve ardindan PCR reaksiyonu sirasinda olusan amplikon miktarinin
gercek zamanli olarak izlenmesini igerir. PCR sirasinda kullanilan floresan boyalar veya
prob sistemleri, DNA sentezine bagli olarak 1s1ma yapar ve bu sinyal dlciilerek gen
ekspresyon diizeyleri kantitatif olarak belirlenir (Artika ve ark., 2022). qRT-PCR’in
temel avantaji, yliksek hassasiyet ve spesifiklik ile az miktardaki mRNA 6rneklerinden
bile giivenilir veri elde edilebilmesidir. Bu yontem, gen ekspresyon degisimlerini

degerlendirmek, farkli hiicre veya dokular arasinda karsilastirmalar yapmak igin yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Analiz sonuglar1 referans genler ile normalize edilerek, hedef

genin ekspresyon diizeyleri karsilagtirmali olarak belirlenmektedir.

Calismamizda tim mRNA dizileri i¢in OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
veritabani referans olarak kullanilmistir. Primer ve problar, OligoYap 9.0 yazilimi1 (SNP
Biotechnology R&D Ltd., Ankara, Tiirkiye) araciligiyla tasarlanmis olup, kullanilan tim
primer ve problar Tablo 3.1°de sunulmustur. Primer ve problar Probesyntesis (Ankara,

Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir.

Tablo 3. 1. qRT-PCR ig¢in kullanilan primer ve problar

OLIGO 5 3 GENBAN
GEN |ismi DiZi * BOYA | BOYA K NO

HTLR2YP1 | CAAAGACACACACACAGAAATG - -
TLR2KKP2 OMIM***;

TLR2
GCTTATCACTGGCTTGCTGTCAG - - 603028

TLR2PR TGTGGAGTGGGAAATCAGGGGACTC FAM | BHQ-1

TLR4EXP1 [ CTGGTGGCTGTGGAGACAAATC - -

OMIM:
TLR4 |TLR4EXP2 | GTCCAAGTGCTCTAGATTGGTCAG - - 603030
TLR4EXPR | CTCTAGAGAACTTCCCCATTGGACATCTC FAM | BHQ-1
AKTYP1 CCTGGCACCCAGCACAATGAAG - -
BETA
AKTIN AKTYIP2 |GGGTGTAACGCAACTAAGTCATAGTC - - OMIM:
B _ 102630
(ACTB) AKT-FAM
PR AGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAG FAM | BHQ-1

*Primer problar 6zel olarak hazirlanmis OLIGOYAP 9.0 programu ile tasarlanmigtir
***(Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM®)

gRT-PCR analizleri, One-run RT PCR kiti (SNP Biotechnology R&D Ltd., Ankara,
Tiirkiye) kullanilarak gerceklestirilmistir. Deney gruplarmin 12 saatlik inkiibasyonu
sonrasinda PBS igerisinde siispanse edilen 500 pL hiicre, 4.000 rmp’de 5 dk santrifii
edilmistir. Santrifiij sonunda olusan siipernatant uzaklastirilmis, pellet tizerine 250 pL
1X K buffer, 10 pL Proteinaz K ve 50 pL soliisyon A ilave edilmistir. Karigim 2-3
saniye kadar vortekslenmis ve 70 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sonunda karisimin iizerine 100 pL soliisyon B ve 650 pL etanol (%99) ilave edilip
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12.500 rpm’de 12 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonunda olusan siipernatant
atilmis ve pellet lizerine 300 pL etanol (%75) ilave edilmistir. Karisim 12.500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis, olusan pellet lizerine 500 pL niikleaz igermeyen su ilave
edilerek ekstrakte edilen RNA’lar kullanima hazir hale getirilmistir. Elde edilen RNA,
70 uL TE tamponu [10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA (pH 7,5)] i¢inde ¢oziilmiistiir.
Cozelti, 1:50 oraninda seyreltilmis ve 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik
Olctimlerle saflig1 degerlendirilmistir. 260/280 nm orani 2’nin altinda olan &rnekler
analize uygun kabul edilmistir. RNA miktari, 260 nm’deki absorbans degerine gore
hesaplanmis olup (260 nm’de 1 absorbans birimi = 40 pg/mL RNA) her test i¢in 100
ng/uL RNA, one-run karigimi, primer-1 (100 pmol), primer-2 (100 pmol) ve prob (100
pmol) bir araya getirilmistir. Optimizasyon asamasinda, Orneklerin minimum ve
maksimum floresans farki olan ARn degerini en yiiksek seviyeye ¢ikaracak en diisiik
primer konsantrasyonu belirlenmistir. Farkli prob konsantrasyonlari, ideal primer
seviyelerinde test edilerek en uygun prob miktar1 tespit edilmis ve en diisiik ¢cevrim esik
(Ct) degerine sahip prob, optimal prob olarak kabul edilmistir. qRT-PCR analizleri,
Mx3000p Multiplex Quantitative PCR sistemi (Stratagene, San Diego, CA, USA)
kullanilarak gergeklestirilmis ve dongii kosullart su sekilde uygulanmistir: adim 1, 42
°C’de 10 dakika (1 dongli); adim 2, 90 °C’de 5 saniye; adim 3, 60 °C’de 45 saniye (40
dongii). Amplifikasyonun log-lineer fazi MxPro QPCR v6.22 yazilimiyla izlenmis ve
her 6rnek i¢in Ct degerleri elde edilmistir. Tiim 6l¢timler {iglii tekrar olarak yapilmis ve
genlerin mRNA seviyeleri beta-aktin’e normalize edilerek 2 *2Y kat degisim olarak

ifade edilmistir.
3.2.7. ELISA Olciimleri

Enzim baglantili immiinosorbent analiz (ELISA), hiicre, doku ve cesitli biyolojik
orneklerdeki belirli proteinlerin nicel olarak belirlenmesi amaciyla kullanilan bir
yontemdir. ELISA yonteminin farkli tipleri bulunmakta olup hedef proteinin
Ozgiilliglini ve hassasiyetini arttirmak amaciyla sandvig ELISA siklikla tercih
edilmektedir. Sandvi¢ ELISA, hedef proteinin iki farkli antikor aracilifiyla baglanip
Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Birinci antikor mikro plaka yilizeyinde bulunur ve

proteini plakada tutar. ikinci antikor ise proteine baglanarak &l¢iilebilir bir sinyal iiretir.
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Boylece yiiksek hassasiyet ile az miktardaki proteinler dahi tespit edilebilmektedir
(Aydn ve ark., 2015).

Hiicrelerdeki PCNA seviyelerini 6lgmek i¢in rekabet¢i olmayan sandvi¢ ELISA kiti
(Elabscience, #ELKS5141, Denver, CO, USA) kullanilmistir. HCT-116 ve BJ deney
gruplarinin 12 saatlik inkiibasyonunun ardindan PBS ile siispanse edilen hiicreler (10’
hiicre/mL), ultrasonikasyon cihazi (Bandelin Sonopuls HD 2070, Bandelin Elec., Berlin,
Germany) ile par¢alanmis ve siipernatantlar 4°C’de 10 dakika 1.500xg’de santrifiij
edilerek toplanmistir. PCNA seviyeleri, kit prospektiisiine uygun bir sekilde o6rneklerin
450 nm’de spektrometrik bir plak okuyucuda oOl¢iilmesiyle belirlenmistir. PCNA
konsantrasyonu standart egri kullanilarak hesaplanmis ve ng/10° hiicre olarak

belirtilmistir.

TLR2 (BT Lab, E0358Hu, Shanghai, China), TLR4 (BT Lab, E0346Hu, Shanghai,
China), MyD88 (BT Lab, E1870Hu, Shanghai, China), TNF-a (BT Lab, EO082Hu,
Shanghai, China), IL-1 (BT Lab, E0143Hu, Shanghai, China) ve IL-6 (BT Lab,
E0090Hu, Shanghai, China) protein seviyeleri hiicre lizat Orneklerinde rekabetci
olmayan sandvi¢ ELISA Kkitleri kullanilarak belirlenmistir. Deney gruplarin 12 saatlik
inkiibasyonu ardindan hiicreler PBS icerisinde siispanse edilmis ve ultrasonikasyona tabi
tutulmustur. Lizatlar 2-8°C’de 1.500xg’de 10 dakika santrifiij edilmis ve stipernatantlar
toplanmistir. Olgiimler kit prosediirlerine uygun sekilde 450 nm’de spektrofotometrik
olarak gerceklestirilmistir. Orneklerin konsantrasyonlari, dogrusal olmayan standart
egriler kullanilarak analiz edilmis, interpolasyon islemleri GraphPad Prism araciligiyla
gerceklestirilmistir. Sonuglar, hiicre proteini mg proteine oranlanarak normalize

edilmistir.
3.2.8. Apoptotik Hiicre Tayini

Apoptozun giivenilir bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in hem DNA hasar1 hem de hiicre
membran yapisindaki degisiklikler acisindan degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu
calismada apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla iki temel yaklasim tercih
edilmistir. Bunlardan ilki DNA kiriklarin1 dogrudan isaretleyerek gorsellestirmeyi

miimkiin kilan TUNEL yontemi; ikincisi ise hiicre membran biitiinliigii ve fosfotidil
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serin lokalizasyonu iizerinden erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin analizini miimkiin kilan

akig sitometrisi temelli Annexin-V/Propidium iyodiir (PI) yontemidir.
3.2.8.1. TUNEL Analizi

TUNEL analizi, apoptozun ge¢ evrelerindeki yogun DNA hasarina sahip apoptotik
hiicrelerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Kyrylkova ve ark., 2012). Bu yontem,
apoptotik hiicrelerde meydana gelen DNA kiriklarinin 3’OH uglarina floresan isaretli
niikleotidlerin eklenmesi ve DNA hasarinin molekiiler diizeyde giivenilir bir sekilde

belirlenmesi esasina dayanur.

Caligmamizda apoptotik hiicreler, tek adimli TUNEL (Elabscience, #E-CK-A320,
Houston, TX, USA) kiti kullanilarak tespit edilmistir. Orneklerin ve reaktiflerin
hazirliklar1 kit prospektiisiinde belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Chamber slide
kiiltiir lamlarma kuyu basina 10° hiicre ekilmis, deney gruplarmin inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Stire sonunda hiicreler paraformaldehit iceren fiksatif c¢ozeltisi
icerisinde 20 dakika bekletilmis, takiben beser dakikalik stirelerle ii¢ kez PBS ile
yikanmistir. Deney prosediiriin dogrulugunu tespit etmek icin kullanilan pozitif kontrol
grubuna DNaz I (200 U/mL) ilave edilmis, negatif kontrol grubuna ise terminal
deoksiniikleotid transferaz (TdT) enzimi uygulanmadan sadece esit hacimde tampon
ilavesi yapilmis ve 37 °C’de 25 dakika inkiibe edilmistir. Diger tiim gruplara ise 100 pL
TdT enzimi ilave edilerek ayni sartlar altinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her
kuyucuga 50 pL isaretleme calisma soliisyonu ilave edilip 37 °C’de 60 dakika daha
inkiibe edilmistir. Sonrasinda lamlar ii¢ kez her biri bes dakika olacak sekilde PBS ile
yikanmigstir. Chamber kismi ayristirilan lamlara DAPI damlatilmis ve hava kabarcigi
kalmayacak sekilde lamelle kapatilmistir. Orneklerin goriintiilemesi  floresan
mikroskopta yapilmig, NIH ImageJ 1.53 yazilimi araciligiyla floresan yogunlugu analiz

edilmistir.
3.2.8.2. Akis Sitometri Analizi

Hiicre membraninin i¢ tabakasinda bulunan fosfotidil serin, apoptotik hiicrelerde dis

ylizeye lokalize olur. Annexin-V, dis yiizeye lokalize olan fosfotidil serin molekiillerine

25



yiiksek afiniteyle baglanirken, PI ise membran biitiinliigli bozulan hiicrelere baglanarak
isaretleme gergeklestirir. Bu es zamanli gerceklestirilen ikili boyama sonucunda hiicreler
canli, erken apoptotik, ge¢c apoptotik ve nekrotik olarak akis sitometrisi ile

ayristirilabilmektedir (Alshehade ve ark., 2024).

SsnB ve PMA’nin, HCT-116 ve BIJ hiicrelerindeki apoptotik etkileri floresan
izotiyosiyanat konjugat (FITC) konjugeli Annexin-V ve PI apoptoz kiti (Elabscience:
#E-CK-A211, Houston, TX, USA) ile degerlendirilmistir. Daha once tanimlandigi
sekilde olusturulan deney gruplarinin inkiibasyon siiresi sonunda, her tiipe PBS
icerisinde siispanse edilmis 10° hiicre ilave edilmistir. Hiicreler 1.500xg’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve iki kere PBS ile yikanmistir. Siipernatant1 uzaklastirilan hiicrelere
500 pL Annexin-V baglanma tamponu ilave edilmis ve siispanse hale getirilmistir.
Uzerine 5 pL FITC isaretli Annexin-V ve 5 uL PI reaktifleri eklenen hiicreler oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda floresan ile isaretlenmis
hiicreler uygun voltaj ve kompanzasyon ayarlariyla FACS Canto II (BD Bioscience, San
Jose, CA, USA) akis sitometrisi cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar BD
FACSDiva 6.1.3 yazilimi (BD Biosciences) kullanilarak analiz edilmistir. Degerler

toplam hiicre ylizdesi olarak verilmistir.
3.2.9. Sfingolipidomik Analiz

Sfingolipidomik analiz, hiicre ve doku O6rneklerinde bulunan sfingolipidlerin detayli
sekilde incelenmesini saglayan bir yontemdir. Bu analizlerde likit kromatografi ve kiitle
spektrometrisi kullanilmaktadir. Sfingolipidomik analizler sayesinde, sfingomiyelin,
seramid ve kompleks sfingolipidlerin miktar1 ve bilesimi hassas bir sekilde ortaya
konulmaktadir. Elde edilen veriler, hiicrelerin stres tepkileri, apoptoz siiregleri ve
inflamasyon gibi durumlarda lipidlerin ne sekilde degistigini anlamamiza yardimci

olmaktadir.

Ornekler, ekibimizin daha 6nceki calismasinda belirttigi sekilde (Afsar ve ark., 2020)
sfingolipidomik analizler i¢in hazirlanmistir. Hiicre lizatlar1 (100 mg/mL protein), 2 uL
internal standart (5000 ng/mL, Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA, USA)
ve 375 pL kloroform:metanol (1:2, v/v, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile
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muamele edilmistir. Karisim 30 saniye sonikasyon ve 5 dakika vorteks islemine tabi
tutulmus ve 100 pL distile su ile karigtirllarak 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda karisim, 2.000xg’de 5 dakika santrifiijlenmis, elde
edilen siipernatanta 125 pL distile su ve 125 pL kloroform ilavesi yapilarak
vortekslenmistir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun ardindan olusan 500 pL
organik iist faz yeni bir cam tiipe aktarilmistir. Sabit bir azot akimi1 (VLM, Bielefeld,
Germany) altinda kuruyan kalint1 100 uL metanol:formik asit (99.9:0.1, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) i¢inde ¢oziilmiis ve sivi kromatografisi tandem kiitle

spektrometrisi (LC-MS/MS) analizleri i¢in insert viallere aktarilmistir.

Seramid ve sfingomiyelin miktarlar1, ultra hizli sivi kromatografi sistemi (LC-20 AD
UFLC XR) sistemi ile bagli olan LC-MS/MS (Shimadzu LCMS-8040, Kyoto, Japan)
cihaz1 kullanilarak belirlenmistir (Ozer ve ark., 2018). Analizlerde kullanilan standart
sfingolipidler, N-palmitoil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin (C16 SM), N-stearoil-D-eritro-
sfingosilfosforilkolin (C18 SM), N-lignoseroil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin (C24 SM),
N-palmitoil-D-eritro-sfingozin (C16 CER), N-stearoil-D-eritro-sfingozin (C18 CER), N-
arasidoil-D-eritro-sfingozin (C20 CER), N-behenoil-D-eritro-sfingozin (C22 CER) ve
N-lignoseroil-D-eritro-sfingozin (C24 CER) Avanti Polar Lipids (Birmingham, USA),
internal standart olarak kullanilan C16 CER d18:1/16:0 (Palmitoil-U-Cis) ise
Cambridge Isotope Laboratories’ten (Tewksbury, MA, USA) temin edilmistir.
Standartlar methanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) igerisinde ¢oziilmiis ve
40°C’de sonikasyon ile analizler i¢in hazirlanmistir. Kromatografik ayirma, XTerra C18
yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) kolonu (2,1 mm x 50 mm, Waters,
Milford, MA, USA) ile 60 °C’de, 10 pL enjeksiyon hacmi ve 0,450 mL/dk akis hiziyla
gerceklestirilmistir.

Gradient ayrimda kullanilan mobil fazlar sunlardir:
Mobil faz A: Su/asetonitril/izopropanol; (8:1:1) + 10 mM amonyum format

Mobil faz B: Asetonitril/izopropanol (9:1) + amonyum format
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Tespit icin pozitif elektrospray iyonizasyon (ESI) ve ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
yontemi uygulanmistir. Kalibrasyon araliklart 39-625 ng/mL arasinda lineer olarak

belirlenmis ve toplam analiz stiresi 30 dakika olarak optimize edilmistir.

Sfingomiyelin ve seramid tiirlerinin dogru sekilde tanimlanabilmesi i¢in, her lipidin
molekiiler agirlig1 ile birlikte LC-MS/MS analizinde kullanilan prekiirsor ve iirlin
iyonlarinin bilinmesi Onemlidir. Bu degerler, lipidlerin yapisal dogrulamasini ve

kantitatif 6l¢timlerini saglar.

Asagida, calismada kullanilan sfingomiyelin ve seramid tiirlerine ait degerler

belirtilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3. 2. Sfingomiyelin ve seramid prekiirsor ve iirlin iyonlarinin degerleri

Standartlar Molekiiler agirhk Prekiirsor m/z: Uriin m/z
IS C16 Seramid 553.78 564 264
(d18:1/16:0)
C16C18H67NO3
16:0 SM (d18:1/16:0) 703.028 704 184
18:0 SM (d18:1/18:0) 731.081 732 184
24:0 SM (d18:1/24:0) 815.241 816 184
C16 Seramid 537.901 538 264
(d18:1/16:0)
C18 Seramid 565.954 566 264
(d18:1/18:0)
C20 Seramid 594.007 594 264
(d18:1/20:0)
C22 Seramid 622.060 622 264
(d18:1/22:0)
C24 Seramid 650.113 650 264
(d18:1/24:0)

* Molekiiler agirlik, molekiiliin kiitle spektrometresiyle oOlgiilen kiitlesini tahmin
etmemizi saglar. Prekiirsér iyon, LC-MS/MS analizinde, molekiil 6nce iyonlastirilir ve
pozitif yiiklii bir iyon (prekiirsor iyon) secilir. Prekiirsor iyon, pargalanarak iirtin iyonlari

iiretir. Uriin iyon, prekiirsdr iyon pargalandiginda olusan karakteristik iyonlardan biri
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iriin iyonudur. Bu iyon, molekiiliin belirli bir yapisal pargasini temsil eder ve tiiriinii

dogrulamak i¢in kullanilir.
3.2.10. Protein Olciimleri

Belirlenen doz ve siirelerde PMA ve/veya SsnB uygulanmis olan HCT-116 ve BJ hiicre
lizatlarindaki protein konsantrasyonlar1 Coomassie reaktifi (Thermo Scientific;
Rockford, IL, USA, #23238) kullamlarak 595 nm’de olciilmiistiir. Ol¢iimlerimizde
bovin serum albiimin (BSA) standart olarak kullanilmis ve lizatlardaki protein

konsantrasyonu belirlenmistir.
3.2.11. istatistiksel Analiz

SigmaPlot 15 (Systat Software, Inc., St Palo Alto, CA, USA) ve GraphPad Prism 9.00
(GraphPad Software, San Diego, California, USA) yazilimlari istatistiksel analizler i¢in
kullanilmistir. Normalite testleri ile verilerin dagilimi belirlenmistir. Normal dagilima
uymayan veriler i¢in non-parametrik testler kullanilmistir. Deney gruplari arasindaki
karsilastirmalar Kruskal-Wallis veya tek yonlii ANOVA testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki spesifik farkliliklarin belirlenmesi i¢in post-hoc

testleri uygulanmistir. Sekil agiklamalarinda ayrintili bilgiler yer almaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. Sparstolonin B ve Forbol 12-Miristat 13-Asetat’in Hiicre Canlihigina Etkisi

HCT-16 ve saglikli kontrol grubumuz olan BJ hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan SsnB (3.125-50 uM) ve PMA’nin (1-10 nM), 12, 16 ve 18 saatlik etkisi Sekil
4.1’de gosterilmistir. HCT-116 hiicrelerine 25 pM ve 50 pM SsnB uygulanmasi,
kontrol, DMSO ve diger doz gruplarina kiyasla tiim zaman dilimlerinde hiicre canliligini
anlamli derecede azaltmistir (p<<0.01) (Sekil 4.1A). SsnB’nin 6.25 uM, 12.5 uM ve 25
uM’lik dozlarda 18 saatlik uygulanmasi, diger saatlere kiyasla hiicrelerde canlilig
anlamli bir diizeyde azaltmistir (p<0.01). Saglikli BJ hiicrelerinde, 50 uM SsnB
uygulamasi tiim zaman dilimlerinde kontrol, DMSO ve diger doz gruplarina kiyasla
hiicre canliligin1 anlamli derecede azaltmistir (p<<0.05) (Sekil 4.1D). SsnB’nin 12 saatlik
bir periyotta uygulanmasinin ardindan, HCT-116 hiicrelerinin canlilig1 %58.49 + 9.34
(ortalama + SD) olarak hesaplanmis ve yaklasik olarak %50 oraninda bir hiicre kaybina
isaret etmistir. BJ hiicrelerinde, 12 saatlik 25 uM uygulamas: hiicre canliligini anlaml
derecede etkilememistir. Bu nedenle, 25 uM SsnB’nin 12 saatlik inkiibasyonu diger tiim

uygulamalar i¢in se¢ilen doz olmustur.

HCT-116 hiicrelerinde proliferasyonu arttirmak i¢cin PMA kullanilmistir. Hiicre canlilig

tizerindeki etkinligi 12-18 saatlik inkiibasyon araliginda incelenmistir.

Sekil 4.1B’de gosterildigi tlizere, 1-10 nM araliginda PMA’nin 12 saatlik uygulamasi,
HCT-116 hiicrelerinde proliferasyonu etkin bicimde uyarmis ve ayni doz gruplarinda
diger tiim saatlere kiyasla hiicre canliligimi artirmistir (p<<0.01). PMA’nin 12 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda HCT-116 hiicrelerinde canlilik %195.04 + 44.94 (ortalama +
SD) olarak hesaplanmis ve yaklasik %100 hiicre artisini isaret etmistir. PMA’nin BJ
hiicrelerinde hiicre canliligin artirici bir etkisi goriilmemistir (Sekil 4.1E). Ancak 16-18
saatlik 10 nM PMA uygulamasi sonucunda BJ hiicrelerinde hiicre canlilig1 diger tiim
gruplara kiyasla anlamli derecede azalmistir (p<<0.05). Elde edilen veriler 1s181nda, diger

tiim deneylerde kullanilmak t{izere 10 nM PMA dozu sec¢ilmistir.
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Sekil 4.1C ve Sekil 4.1F’de, HCT-116 ve BJ hiicreleri sirasiyla 1uL/mL DMSO, 25 uM
SsnB ve/veya 10 nM PMA ile 12 saat boyunca inkiibe edilmistir. HCT-116 hiicrelerinin
PMA ile inkiibasyonu sonucunda, hiicre canliliginin diger tim gruplara kiyasla anlamli
derecede arttig1 (p<0.05), SsnB inkiibasyonu sonucunda ise azaldigi belirlenmistir
(p<0.05). PMA + SsnB grubunda hiicre canliliginin azaldig1 (p<0.05) ve SsnB’nin PMA
aktivitesini baskiladig1 goriilmiistiir. Saglikli fibroblast hiicrelerinde ayni doz gruplari

hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik olusturmamistir (Sekil 4.1F).

HCT-116 ve BJ hiicrelerine ait 151tk mikroskop goriintiileri Sekil 4.1G’de verilmistir.
Kontrol ve DMSO uygulama gruplarinda morfolojik bir degisim gézlenmezken, 12 saat
10 nM PMA uygulanan hiicrelerde belirgin bir hiicre proliferasyonu goriilmiistiir.
SsnB’nin 12 saat 25 uM olarak uygulandigi HCT-116 hiicrelerinde degisen morfoloji ile
kiimelenme ve biiziilme meydana gelmis, toksik etki olusmustur. BJ hiicrelerinde

anlamli morfolojik degisimler kaydedilmemistir.

Sekil 4.1H’de HCT-116 ve BJ hiicrelerine ait immiinofloresan boyamalar gosterilirken,
Sekil 4.11 ve Sekil 4.1K sirasiyla PCNA floresan boyanma miktarlarini ifade etmektedir.
BJ hiicrelerinde tiim uygulama gruplarinda, PCNA floresan boyama ve kantifikasyonu

benzer sonuglar gostermektedir.

HCT-116 hiicrelerinde, PMA’nin 12 saatlik 10nM uygulamast PCNA floresan
boyamasin1 %213.34 + 38.04 (ortalama + SD) degerine ¢ikarmis ve kontrol grubuna
kiyasla yaklasik %100 artis gostermistir. SsnB’nin 12 saat 25 pM inkiibasyonu ardindan
HCT-116 hiicrelerinin PCNA floresan boyama degeri %37.51 £ 5.89 (ortalama £+ SD)
olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ kontrole kiyasla %40 oraninda bir azalmayi isaret
etmektedir. SsnB grubundaki PCNA floresan miktar1 PMA + SsnB grubuna kiyasla

anlamli bir degisiklik gdstermemistir.

HCT-116 hiicrelerindeki PCNA kantifikasyon verileri, hiicre canlili§1 sonuglari ile uyum
gostermektedir. PCNA protein miktari, HCT-116 ve BJ hiicrelerinde ELISA yontemi

kullanilarak 6l¢lilmiis ve sonuglar sirasiyla Sekil 4.1J ve Sekil 4.1L ’de rapor edilmistir.
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Sekil 4. 1. HCT-116 hiicrelerinde hiicre canliligi
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kullanilarak elde edilmistir. (A) Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n =8 farkli 6l¢limii
gostermektedir. Istatistiksel analiz iki yonli ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testi ile
yapilmistir. #, p < 0.01 ayn1 zaman diliminde. kontrol, DMSO, 3.125 ve 6.25 uM gruplar ile
karsilastirldiginda.*, p < 0.001 aym1 zaman diliminde kontrol, DMSO, 3.125, 6.25 ve 12.5 uyM
gruplan ile karsilastirildiginda. §, p < 0.001 ayni zaman diliminde diger tiim gruplar ile
karsilastirildiginda. 99, p < 0.01 18 saat ile 12 saat ve 16 saat karsilagtirildiginda. g9, p < 0.01
18 saat ile 16 saat karsilastirildiginda.y, p < 0.01 18 saat ile 12 saat karsilastirildiginda. (B)
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n =8 farkli dlciimii gostermektedir. Istatistiksel
analiz iki yonli ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p <0.05 ayni
zaman diliminde kontrol grubuna karsi. #, p <0.01 ayni zaman diliminde kontrol ve DMSO
gruplarma karst. 9, p <0.01 12 saat ile 16 ve 18 saat karsilastirildiginda. 4], p <0.01 12 saat ile
16 saat karsilagtirildiginda. (C) HCT-116 hiicreleri 12 saat boyunca DMSO (1 pL/mL), SsnB (25
uM) ve/veya PMA (10 nM) ile muamele edilmistir. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve
n = 8 farkl Slciimii gdstermektedir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey coklu
karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p <0.05 diger tiim gruplar ile karsilastirildiginda. #, p <0.05
DMSO ve PMA gruplan ile karsilagtirildiginda. (D) Degerler ortalama + SD olarak verilmistir
ve n = 8 farkll dlgiimii gostermektedir. Istatistiksel iki ydnli ANOVA ve Tukey coklu
karsilagtirma testi ile yapilmigtir. *, p <0.05 ayni zaman diliminde kontrol, DMSO ve 6.25 pM
gruplarn ile karsilastirildiginda. #, p <0.05 ayni zaman diliminde kontrol, DMSO, 3.125, 6.25 ve
12.5 uM gruplar ile karsilastirildiginda. $, p <0.05 ayni1 zaman diliminde diger tim gruplar ile
karsilastirildiginda. (E) Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 8 farkli ol¢iimii
gostermektedir. Istatistiksel iki yonlii ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile yapilmustir.
* p <0.05 ayn1 zaman diliminde kontrol, 1 ve 5 nM gruplar ile karsilagtirnldiginda. #, p <0.05
ayni zaman diliminde PMA 1 nM grubu ile karsilagtirildiginda. (F) BJ hiicreleri 12 saat boyunca
DMSO (1 pL/mL), SsnB (25 uM) ve/veya PMA (10 nM) ile muamele edilmistir. Degerler
ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 8 farkli ol¢ciimii gostermektedir. (G) HCT-116 ve BJ
hiicreleri 12 saat boyunca DMSO (1 uL/mL), SsnB (25 uM) ve/veya PMA (10 nM) ile muamele
edilmistir. (H) Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA), 12 saat boyunca DMSO (1 pL/mL),
SsnB (25 uM) ve/veya PMA (10 nM) ile muamele edilmis HCT-116 ve BJ hiicrelerinde
immiinofloresan ile boyanmistir. (I) HCT-116 hiicrelerindeki PCNA floresan boyanmasi ImageJ
yazilimi kullanilarak kantitatif olarak degerlendirilmistir. Degerler ortalama + SD olarak
verilmistir ve n = 8 farkli 6l¢limii gdstermektedir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ve
Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p <0.001 diger tiim gruplar ile
karsilastirildiginda. #, p <0.01 kontrol, DMSO ve PMA gruplar ile karsilagtirildiginda. (J) HCT-
116 hiicrelerindeki PCNA protein diizeyleri. Degerler ortalama = SD olarak verilmistir ve n = 6
farkli olgimii gostermektedir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ve Tukey g¢oklu
karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p <0.01 diger tiim gruplar ile karsilastinldiginda. #, p <0.01
SsnB grubu ile karsilagtirildiginda. (K) BJ hiicrelerindeki PCNA floresan boyanmasi Imagel
yazilimi ile kantitatif olarak degerlendirilmistir. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n =
8 farkli oOlciimii gostermektedir. (L) BJ hiicrelerindeki PCNA protein diizeyleri. Degerler
ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 6 farkl1 6l¢limii gostermektedir.
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4.2. Sparstolonin B ve Forbol 12-Miristat 13-Asetat’in Toll Like Reseptor 2/4
Sinyal Yolu Uzerindeki Etkisi

Sekil 4.2A ve Sekil 4.2B sirasiyla TLR2 ve TLR4 mRNA miktarlarini rapor etmektedir.
Sekil 4.2C ve Sekil 4.2D ise TLR2 ve TLR4 protein miktarlarin1 gostermektedir. TLR2
mRNA seviyeleri, PMA (10 nM) ve PMA (10 nM) + SsnB (25 uM) ile 12 saat muamale
edilen hiicrelerde 25 uM SsnB ile muamele edilen gruba kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artis gostermistir (p<<0.05) (Sekil 4.2A). mRNA miktarlarina paralel olarak,
TLR2 protein seviyeleri de PMA ve PMA + SsnB ile muamele edilen gruplarda diger
gruplara kiyasla anlamli sekilde artmistir (p<0.001) (Sekil 4.2C). TLR4 mRNA
seviyeleri, PMA uygulanan grupta SsnB grubuna kiyasla anlamli bir artis gostermistir
(p<0.01) (Sekil 4.2B). TLR4 protein miktari, mRNA seviyelerine uygun olarak PMA
uygulanan hiicrelerde tiim gruplara kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur

(p<0.001) (Sekil 4.2D).

Sekil 4.2E, MyD88, p-ERK ve p-NF-«xB immiinofloresan boyama sonuglarini
gostermektedir. Kontrol ve DMSO gruplarinda hiicrelerin sitoplazmalarinda diisiik
yogunlukta, homojen dagilimli bir floresan sinyali gozlenmistir. Bu gruplarda hiicre
morfolojisi diizenli, ¢ekirdek-sitoplazma orani dengeli ve membran konturlar1 belirgin
olup yiiksek bir aktivasyon bulgusuna rastlanmamistir. PMA ile muamele edilen
hiicrelerde, floresan sinyal yogunlugu belirgin sekilde artmis ve 6zellikle p-ERK ile p-
NF-«kB boyamasinda sitoplazmadan c¢ekirdek bolgesine dogru yogun translokasyon
paterni izlenmistir. Hiicrelerin daha yayvan morfoloji kazandigi, sitoplazmik
uzantilariin belirginlestigi ve ¢ekirdek ¢evresinde graniiler yogunlukta floresan birikimi
olustugu tespit edilmistir. Bu goriiniim, hiicre aktivasyonunu ve inflamatuar yanitin
tetiklendigini gostermektedir. SsnB ile muamele edilen grupta ise floresan sinyal siddeti
belirgin sekilde azalmig, boyanma daha diisiik yogunlukta seyretmistir. Morfolojik
olarak bu hiicrelerin daha kompakt, sitoplazmik uzantilar1 azalmis, ¢ekirdek cevresinde
ise smirlt diizeyde floresan birikimi gozlenmistir. Bu durum, SsnB’nin PMA ile
indiiklenen aktivasyonu baskiladigin1 ve sinyal yolaklarinin inhibisyonuna yol actigini

gostermektedir.

34



Sekil 4.2F ve Sekil 4.2G ise sirasiyla MyD88 floresan boyama kantitatif 6l¢iimlerini ve
ELISA protein sonuglarimi ifade etmektedir. MyD88 protein seviyeleri ve floresan
boyama sonuclari, PMA ile muamele edilen hiicrelerde diger gruplara kiyasla anlamli
bir sekilde artis gostermistir (p<<0.001). SsnB ile inkiibe edilen hiicrelerde, MyD88
floresan boyamasi kontrol ve DMSO gruplarina kiyasla anlamli sekilde azalirken
(p<0.001), protein miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmemistir. Aym sekilde PMA + SsnB grubunda, MyD88 floresan boyama miktari
kontrol ve DMSO gruplar ile karsilastirildiginda anlamli bir fark gostermezken, ELISA
protein sonuglar1 tiim gruplar ile karsilagtirlldiginda anlamli bir artis gostermistir

(p<0.001).

Sekil 4.2H ve Sekil 4.21, sirasiyla p-ERK ve p-NF-kB floresan boyama kantitatif
sonuglarmni ifade etmektedir. PMA ile muamele edilen hiicrelerde p-ERK ve p-NF-xB
floresan boyanma yogunlugu, diger gruplara kiyasla anlaml diizeyde artis gostermistir
(p<0.01). SsnB uygulanan hiicre gruplarinda p-ERK ve p-NF-kB floresan boyanma

yogunlugu tiim gruplara kiyasla anlaml1 derecede azalmistir (p<0.001).

Sekil 4.2.J, Sekil 4.2K ve Sekil 4.2L sirastyla TNF-a, IL-1p ve IL-6 protein diizeylerini
rapor etmektedir. PMA uygulanan hiicre gruplarinda, TNF-a proinflamatuar sitokin
diizeyleri kontrol, DMSO ve SsnB gruplarina kiyasla istatistiksel diizeyde anlamli bir
sekilde artmistir (p<0.05) (Sekil 4.2J). IL-1B ve IL-6 diizeyleri ise PMA uygulanan
hiicrelerde, diger tiim gruplar ile karsilastirildiginda belirgin bir bicimde artis gosterirken

(p<0.05) SsnB grubunda azalma meydana gelmistir (p<0.001).
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Sekil 4. 2. HCT-116 hiicrelerinde TLR2/TLR4 sinyal yolaginin degerlendirilmesi. Tim
deneylerde hiicreler 12 saat boyunca DMSO (1 uL/mL), SsnB (25 uM) ve/veya PMA (10 nM)
ile muamele edilmistir. Goriintiiler 40x objektif kullanilarak elde edilmistir. (A) TLR2’nin PCR
analizi. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 4 farkli Slglimii gostermektedir.
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Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmis ve gruplar arasi fark Tukey coklu
karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p < 0.05 SsnB grubu ile karsilastirildiginda. (B) TLR4’iin
PCR analizi. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 4 farkli 6l¢iimii gostermektedir.
[statistiksel analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmus, gruplar aras1 fark Tukey goklu karsilastirma
testi ile yapilmistir. *, p <0.01 SsnB grubu ile karsilagtirildiginda. (C) TLR2 protein diizeyleri.
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 6 farkli dl¢iimii gostermektedir. Istatistiksel
analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey coklu karsilagtirma testi ile yapilmistir. *, p<0.001 tim diger
gruplarla karsilagtirildiginda. (D) TLR4 protein diizeyleri. Degerler ortalama + SD olarak
verilmistir ve n = 6 farkli dl¢iimii gdstermektedir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ve
Tukey c¢oklu karsilagtirma testi ile yapilmistir. *, p<0.001 tim diger gruplarla
karsilastirildiginda. (E) HCT-116 hiicrelerinde MyD88, p-ERK ve p-NF-kB immiinofloresan
boyamasi (F) MyD88 floresan boyamasi ImageJ yazilimi ile kantitatif olarak analiz edilmistir.
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 8 farkli dl¢iimii gostermektedir. Istatistiksel
analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p<0.001 tiim
diger gruplarla karsilastirildiginda.  **,  p<0.001 kontrol ve DMSO gruplariyla
karsilastirildiginda. (G) MyD88 protein diizeyleri. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve
n = 6 farkli dlciimii gdstermektedir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey ¢oklu
karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p<0.001 tiim diger gruplarla karsilastirildiginda. (H) p-ERK
floresan boyamasi ImagelJ yazilim ile kantitatif olarak analiz edilmistir. Degerler ortalama + SD
olarak verilmistir ve n = 8 farkl1 l¢iimii gdstermektedir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA
ve Tukey c¢oklu Kkarsilagtirma testi ile yapilmistir. *, p<0.01 tiim diger gruplarla
karsilastirildiginda. (I) p-NF-xB floresan boyamasi ImageJ yazilimi ile kantitatif olarak analiz
edilmistir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testi ile
yapimistir. *, p<0.001 tiim diger gruplarla karsilastirildignda. (J) TNF-a protein diizeyleri.
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 6 farkli l¢iimii gostermektedir. Istatistiksel
analiz Kruskal-Wallis testi ile yapilmisg, gruplar arasi fark Dunn ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmistir. *, p<0.05 kontrol, DMSO ve SsnB gruplari ile karsilastirildiginda. (K) IL-1B)
protein diizeyleri. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 6 farkli Ol¢iimi
gostermektedir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile
yaptmigtir. *, p<0.05 tiim diger gruplarla karsilastirildiginda. (L) IL-6 protein diizeyleri.
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 6 farkli dl¢iimii gostermektedir. Istatistiksel
analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey coklu karsilagtirma testi ile yapilmistir. *, p<0.001 tiim diger
gruplarla karsilastirildiginda.
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4.3. Sparstolonin B ve Forbol 12-Miristat 13-Asetat’in Apoptoz Uzerindeki Etkisi

Sekil 4.3A kesilmis kaspaz-3 ve TUNEL floresan boyamalarin1 gostermektedir. Sekil
4.3B ve Sekil 4.3C ise sirasiyla kesilmis kaspaz-3 ve TUNEL boyama miktarlarini ifade
etmektedir. Kesilmis kaspaz-3 floresan boyanma yogunlugunun miktari, SsnB ile
muamele edilen hiicre grubunda kontrol, DMSO ve PMA gruplart ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir (p<0.01). TUNEL floresan boyanma
miktari, SsnB uygulanan hiicrelerde diger tiim uygulama gruplarina kiyasla anlamli bir
sekilde artmistir (p<0.01). TUNEL floresan boyamasi, PMA uygulanan hiicrelerde
azaltmisken, PMA + SsnB grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artis

gostermistir (p<0.05)

Sekil 4.3D, Annexin V ve PI ile isaretli hiicrelerin akis sitometri grafigini
gostermektedir. Sekil 4.3E’de HCT-116 hiicrelerinde Annexin V ve PI isaretlemesinin
kantitatif analizi belirtilmistir. SsnB uygulama grubunda canli hiicre sayisi, diger tim
uygulama gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goéstermistir
(p<0.05). Erken apoptotik hiicre sayisi, SsnB grubunda diger tiim uygulama gruplarina
kiyasla istatistiksel acidan anlamli derecede bir artis gostermistir (p<<0.05). Geg
apoptotik hiicre sayisi, SsnB grubunda kontrol ve PMA uygulama gruplarina kiyasla
anlaml bir sekilde artmistir (p<0.05).

Bu bulgular, SsnB’nin HCT-116 hiicrelerinde apoptozu etkin bir sekilde indiikleyerek
hiicre canliligin1 azalttigimi ve hem erken hem de ge¢ apoptotik siirecleri artirdigini

gostermektedir.
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Sekil 4. 3. HCT-116 hiicrelerinde apoptoz. Tiim deneylerde hiicreler DMSO (1 pL/mL), SsnB
(25 uM) ve/veya PMA (10 nM) ile 12 saat siireyle muamele edilmistir. Goriintiiler 40x objektif
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kullanilarak elde edilmistir. (A) Kesilmis kaspaz-3 ve TUNEL boyamasi immiinofloresan
boyama temsili goriintiileri. (B) Kesilmis kaspaz-3 floresan boyamasi Image] yazilimi
kullanilarak kantitatif olarak analiz edilmistir. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 8
farkli olclimii gostermektedir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ve Tukey coklu
karsilastirma testi ile yapilmistir. *, p<0.01, kontrol, DMSO ve PMA gruplan ile
karsilastirildiginda. (C) TUNEL boyamasi ImageJ yazilimi kullanilarak kantitatif olarak analiz
edilmigtir. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir ve n = 8 farkli 6lgiimii gostermektedir.
Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey coklu karsilastirma testi ile yapilmugtir. *,
p<0.01, diger tiim gruplarla karsilastirildiginda. #, p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
(D) Akis sitometrisi kullanilarak Annexin V-FITC ve PI ile isaretli HCT-116 hiicrelerinde
apoptozun temsili analizi. Her panelde, alt sol kare canli hiicreleri, iist sol kare erken apoptotik
hiicreleri, iist sag kare ge¢ apoptotik hiicreleri ve alt sag kare nekrotik hiicreleri gdstermektedir.
Her kosul i¢in toplam 10* hiicre segilmis ve analiz edilmistir. (E) Annexin-V ve PI isaretli HCT-
116 hiicrelerinde deneysel gruplarda kantitatif analiz akis sitometrisi kullanilarak yapilmaistir.
Veriler ii¢ ayr1 deneyin temsili olup degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz
tek yonlii ANOVA ile yapilmistir. Gruplar arasindaki fark Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmistir. *, p<0.05, kontrol, DMSO, PMA ve PMA + SsnB gruplari ile karsilagtirildiginda.
#, p<0.05, kontrol ve PMA gruplar ile karsilastirildiginda.

4.4. Sparstolonin B ve Forbol 12-Miristat 13-Asetat’in Sfingolipid Seviyeleri
Uzerindeki Etkisi

Tablo 4.1, HCT-116 ve BJ hiicre gruplarinda olgiilen sfingolipid seviyelerini
belirtmektedir. SsnB ile muamele edilen hiicre gruplarinda, C18, C30, C22 ve C24
seramid seviyelerinde diger tiim uygulama gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir artig saptanmistir (p<0.01). PMA ile muamele edilen hiicre gruplarinda, S1P ve C1P
seviyelerinde, diger tiim gruplara kiyasla anlamli bir artis meydana gelmistir (p<0.01).
S1P seviyeleri, PMA grubuna kiyasla PMA + SsnB gruplarinda istatistiksel olarak
azalmis olsa da dl¢iilen miktar kontrol, DMSO ve SsnB gruplarinda halen anlamli olarak
yiiksek olarak belirlenmistir (p<0.01). Benzer sekilde, C1P seviyeleri de PMA + SsnB
gruplarinda PMA grubuna kiyasla istatistiksel olarak azalmis (p<<0.01), ancak DMSO ve
SsnB gruplarina kiyasla anlamli derecede yliksek ol¢iilmiistiir (p<0.05).
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Tablo 4. 1. HCT-116 ve BJ hiicrelerindeki sfingolipid diizeyleri. Tiim degerler ortalama +
SD'dir. SM, sfingomiyelin; S1P, sfingozin-1 fosfat; C1P, seramid-1-fosfat; Sparstolonin B
(SsnB); Dimetil Siilfoksit (DMSO); Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA). Istatistiksel analiz tek
yonliit ANOVA ile gerceklestirilmis ve gruplar arasindaki fark Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile
belirlenmistir *, p<0.01 Kontrol, DMSO, PMA ve PMA + SsnB gruplar ile karsilastirildiginda.
** p<0.01 Kontrol, DMSO, SsnB ve PMA + SsnB gruplar ile karsilastirildiginda. #, p<0.01
Kontrol, DMSO ve SsnB gruplar ile karsilastirildiginda.

KONTROL (1n=6) DMSO (n=6) PMA (n=6) SsnB (7=6) PMA + SsnB (n=6)
Sfingolipidler (ng/mg protein)
16:0 SM (d18:1/16:0)
HCT-116 357,84 = 188,76 38933 = 101,59 28843 £ 9855 39996 = 195,80 179,05 + 25,01
BI 362,92 +35,55 412,82+ 103,74 355,55+51.55 371,99 £24.61 311,66 + 100,76
18:0 SM (d18:1/18:0)
HCT-116 5802342 4516=341 4742417 5498+ 2028 6132=519
BJ 4899 %1130 46,07 6,50 43151269 5120291 4695972
24:0 SM (d18:1/24:0)
HCT-116 79,01+ 13,99 84,27 +933 85,53+ 19,17 95,35+ 8,17 99,82 + 31,30
BI 102,28 + 23,69 91,45+ 5,50 9243+701 91,41+835 93,32 +4,55
C16 Seramid (d18:1/16:0)
HCT-116 4928 593 51,56 = 8,26 53,52+ 8,00 59,11+ 11,52 51,73 = 8,69
BI 23,90 + 5,66 2337 +4,97 21,13+3.74 23,61+ 4,81 18,43+ 1,12
C18 Seramid (d18:1/18:0)
HCT 116 5352081 509086 534£0.81 7160.73* 542103
BJ 228+026 2,56=055 248094 262060 168=0,13
C20 Seramid (d18:1/20:0)
HCT-116 6,22 +0,81 6,36+0,76 6,79+ 1,03 9,58 +0,79* 6,60 £1,25
BI 2,70+0.27 2,95+0,75 286=1,06 3,05+0,64 240084
C22 Seramid (d18:1/22:0)
HCT-116 831116 8342067 864126 14314027 880=139
BI 462+0,63 432+085 410=139 447+091 4290095
C24 Seramid (d18:1/24:0)
HCT-116 12,34 +1,59 13,53+ 1,84 14.11+181 30,30+ 5,12% 16,82 2,69
BJ 9,190,559 865080 920£321 976115 811£057
S1P
HCT-116 0552012 0,34=005 2,61 +0,40% 028=014 1,18 036"
BI 0,23 £0,06 0,20 +0,02 021+0,03 0,28+0,15 0,20+ 0,05
Cip
HCT 116 0382012 0,31£003 0,64 £ 0,06%* 0,12 £0,03* 045 £0,00%
BI 0,17 +0,03 0,10 £0,01 0,14 0,05 0,11 +0,05 0,16 + 0,02
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5. TARTISMA

Calismamizin sonuglari, HCT-116 hiicrelerinin 10 nM PMA ile 12 saat boyunca
muamele edilmesinin  hiicre proliferasyonunu anlamli  derecede arttirdigini
gostermektedir. Ayni1 doz ve siirede PMA uygulamasi yapilan BJ hiicrelerinde ise hiicre
proliferasyonunda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. PKC aktivatorii olan PMA,
hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi biyolojik siirecleri diizenlemektedir (Mosior ve
ark., 1995; Tahara ve ark., 2009; Hwang ve ark., 2010). PMA, kolorektal kanser
progresyonunun temel itici giicli olan kronik inflamasyonun tiimér promotdr etkilerini
de en iyi seklide taklit etmektedir. Hiicre proliferasyonu, inflamasyonu ve Ozellikle
kolorektal kanser modellerinde TLR sinyal yolaklarini uyaricit 6zelligi iyi tanimlanmis
olan PMA, calismamizda tiimor promotoru ve inflamatuar aktivatér olarak
kullanilmistir. PMA’nin ¢esitli hiicre tiplerinde TLR2 ve TLR4 ekspresyonunu
indiikledigi gosterilmistir. Ornegin, HL-60 hiicrelerinin PMA aracili makrofaj benzeri
hiicrelere farklilasmasinin TLR2 ve TLR4 ekspresyonunda bir artisa yol agtigi
gosterilmistir. Bu yukar regiilasyonun PKC aktivasyonuna bagl oldugu rapor edilmistir.
PMA, kolorektal kanser modelleri basta olmak {izere yaygin olarak proinflamatuar ve

protiimorojenik sinyal kaskatlarini incelemek i¢in kullanilmaktadir.

Calismamizda, HCT-116 hiicrelerinin 25 pM SsnB ile 12 saat boyunca inkiibasyonu,
PMA varliginda ve yoklugunda hiicre proliferasyonunu anlamli derecede azaltmistir.
Ayni doz ve zaman diliminde PMA ve/veya SsnB uygulanan BJ hiicrelerinde ise,
proliferasyon agisindan anlamli bir degisim gozlenmemistir. Yapilan ¢calismalar, kanser
ve endotel hiicrelerine SsnB uygulamasinin hiicre proliferasyonunu azalttigini
gostermektedir (Liu ve ark., 2021; Liu ve ark., 2015; Bateman ve ark., 2013; Lyu ve
ark., 2022; Takahashi ve ark., 2024). SsnB’nin G1, G2/M2 hiicre dongiisii kontrol
noktalarinda durdurdugu, hiicre gogii, invazyon ve anjiyogenez gibi kanserle iliskili
sirecleri inhibe ettigi rapor edilmistir (Bateman ve ark.,, 2013). 10-100 pM
konsantrasyonlarindaki SsnB uygulamalarinin, néroblastom (Kumar ve ark., 2014),
prostat kanseri (Liu ve ark., 2021; Liu ve ark., 2015; Bateman ve ark., 2013; Lyu ve ark.,
2022; Takahashi ve ark., 2024), pankreas kanseri (Lyu ve ark., 2022) ve meme kanseri
(Dilber ve ark., 2024) dahil olmak iizere c¢esitli hiicre tiplerinde gii¢lii antiproliferatif
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etkiler gosterdigi bulunmustur. Literatiir incelemeleri sonucunda bu ¢alismanin, HCT-
116 ve BJ hiicrelerinde SsnB’nin PMA bagimli hiicre proliferasyonunu inceleyen ilk

calisma oldugu belirlenmistir.

HCT-116 hiicrelerinin 25 uM SsnB ile 12 saat muamelesi sonrasinda, C18, C20, C22 ve
C24 seramidlerin hiicre i¢i seviyelerinin tiim deneysel gruplara kiyasla anlamli bir artig
gosterdigi tespit edilmistir. Bu g¢alisma, SsnB’nin HCT-116 hiicrelerindeki endojen

sfingolipid seviyeleri lizerindeki etkisini degerlendiren ilk ¢calismadir.

CIP ve S1P, kanser patofizyolojisinde yer alan ve hayati 6neme sahip sfingolipid
metabolitlerindendir (Li ve ark., 2022; Ogretmen, 2018; Pralhada ve ark., 2013). Elde
ettigimiz sonuglar, HCT-116 hiicrelerine 25 puM SsnB uygulamasinin S1P ve CI1P
seviyeleri dramatik bir sekilde azalttigini géstermektedir. Calismamiz, SsnB uygulanan

kolon kanseri hiicrelerinde S1P seviyelerinin diistiigiinii rapor eden ilk caligmadir.

SsnB iizerine gercgeklestirilen ¢alismalarin ¢cogu, temel olarak NF-xB ve STAT1 sinyal
inhibisyonu (Kim ve ark., 2022) ve TLR yolaklarinin modifikasyonu (Liang ve ark.,
2011) ile gergeklesen antiproliferatif, antiinflamatuar ve antianjiyogenik Ozelliklerine
odaklanmaktadir. Liang ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismada, SsnB’nin TLR4,
TLRI/TLR2 ve TLR2/TLR6 ligandlar1 araciligiyla fare makrofajlarinda inflamatuar
sitokin ekspresyonunu onemli 6l¢iide baskiladig1 rapor edilmistir (Liang ve ark., 2011).
Ancak SsnB’nin lipid metabolizmasi ve seramid seviyeleri lizerindeki etkileri konusunda
yeterli calisma bulunmamaktadir. Kanser hiicrelerinde seramid iiretimi ve TLR
sinyalizasyonu karmasik bir dizi etkilesime sahiptir. Bazi caligmalara gore, TLR
sinyalizasyonu, sfingolipid metabolizmas1 ve ozellikle de seramid sentezi ile kanser
tedavisi ile ilgili bir baglanti olabilecegi belirtilmektedir (Schilling ve ark., 2013). Ancak
TLR antagonistlerinin dogrudan seramid sentezini arttirdigina dair ¢ok fazla ¢alisma

bulunmamaktadir.

SsnB, giiclii antiinflamatuar ve antiproliferatif ozelliklere sahip olan segici TLR
antagonisti olarak bilinmektedir (Liang ve ark., 2011). TLR’ler kanser hiicrelerinde
inflamatuar yanit1 diizenlemektedir. TLR ekspresyonunun artis1 ile kanser hiicrelerinin

progresyonu ve onkogenezi gibi siirecler iliskilidir (Sato ve ark., 2009; Onier ve ark.,
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1999; Garay ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2009). Kanser biyolojisinde cazip terapotik
hedefler olarak goriilen TLR’ler (6zellikle TLR2, TLR3 ve TLR4) cogu kolorektal
kanser hiicresinde asir1 eksprese edilmektedir (Fukata ve ark., 2007; Furrie ve ark.,
2005). Ancak anormal TLR sinyalizasyonu kolon kanseri baglaminda, timor-promotor
ve timor-supresor etkilesimleri ile iligkilendirilmistir. Bu durum terapotik olarak TLR
yolaklarinin hedeflenmesinin karmagsikligini ortaya koymaktadir (Pradere ve ark., 2014).
Mesane kanserinin tedavisinde, en etkili TLR ligandi olarak bilinen TLR2/TLR4
agonisti Bacillus Calmette—Guérin (BCG) kullanilmaktadir (Yoo ve ark., 2012). Bu
durum, TLR yolaklarinin modiilasyonunun onkoloji alaninda o6nemli bir tedavi
potansiyeli tasidigin1 gostermektedir. Ancak tiimor gelisim siirecinde TLR4’iin aktive
olmasi, diizensiz bir sekilde proinflamatuar kemokinlerin ve immiinsiipresif sitokinlerin
salgilanmasina yol acar. Boyle bir mikrogcevre, immiin sistemden kagisi, anjiyogenezi ve

metastatik yayilimi destekler (Li ve ark., 2017).

Bu sonuglar, TLR4 antagonistlerinin yeni bir tedavi yaklasimi olarak 6ne ¢ikabilecegini
gostermektedir. Calismamiz, TLR sinyalizasyonunun, oOzellikle seramid sentezinin
diizenlenmesi yoluyla ©nemli terapdtik firsatlar sundugunu ortaya koymaktadir.
Seramid, biyolojik olarak aktif bir lipid olup kanser hiicrelerinde hiicre oliimiini
tetikleme ve ilag direncini asma siirecinde kritik bir islev istlenir (Wajapeyee ve ark.,
2024). TLR sinyalizasyonu baglaminda, SsnB’nin seramid sentezini etkileyerek kolon
kanseri hiicrelerinde seramid aracili apoptozu artirabilecegi ileri siirlilmektedir. Bu
mekanizma, seramid birikimiyle birlikte proapoptotik bir mikrogevre olusturan TLR
inhibisyonunu i¢ermektedir. Boylece SsnB, kanser hiicrelerinde secici olarak apoptozun
indiiklenmesine katki saglar. Bu ¢ift yonlii diizenleme, SsnB’nin TLR yolaklarinin ve
hayatta kalma mekanizmalarinin bozuldugu kolon kanserinde hedefe yonelik giiglii bir

terapotik aday olabilecegini gostermektedir.

SsnB ile muamele edilen HCT-116 hiicrelerinde MyD88, p-ERK, p- NF-xB, TNF-a, IL-
IB ve IL-6 seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde baskilandigi
belirlenmistir. Bu veriler, kanser hiicrelerinde inflamatuar sinyal yolaklarinin SsnB ile
inhibe edildiginin gosterildigi ¢aligmalarla uyumludur (Dilber ve ark., 2024). MyD88/

NF-«B sinyal kaskadi, kolorektal kanser hiicrelerinde timdr progresyonu ve inflamatuar
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yanitlarin diizenlenmesinde hayati bir 6neme sahiptir (Wang ve ark., 2018). Adaptor
protein olan MyD88’in etkinlesmesi, p-ERK ve NF-kB’yi de kapsayan bir sinyal
kaskadin1 harekete gecirerek TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
tretimini indiiklemektedir (Tanimura ve ark., 2021). Bu sitokinler, yalnizca timor
gelisimini  destekleyen bir tlimor-promotor mikrogevrenin  olusumuna katkida
bulunmakla kalmayip ayni zamanda kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, yasam
siirekliligini ve metastatik kapasitesini de artirmaktadir (Tanimura ve ark., 2021).
SsnB’nin, MyD88 ile birlikte p-ERK ve p-NF-kB gibi asagi akim medyatorlerin
aktivitesini baskilamasi, giiclii bir antiinflamatuar etki potansiyeline isaret etmektedir.
Bu durum, tiimor progresyonunu destekleyen inflamatuar mikrogevrenin bozulmasina
aracilik edebilir. Ozellikle NF-kB, pek ¢ok kanser tiiriinde siklikla siirekli olarak aktive
olmakta ve hiicresel yasamin siirdiiriilmesi, invazyon siirecleri ile kemoterapiye direng
mekanizmalarinda rol alan genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (Xia ve ark., 2014).
NF-«B aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla SsnB, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
ve immiin kacis mekanizmalarini siirdiiren TNF-a, IL-18 ve IL-6 gibi sitokinlerin

ekspresyonunu azaltabilmektedir.

Elde edilen bulgular, SsnB’nin sitokin aracili sinyal yolaklarin1 hedeflemedeki terapotik
potansiyelini de ortaya koymaktadir. TNF-a ve IL-1p, apoptoza kars1 direnci artiran ve
tiimor invazyonunu destekleyen temel proinflamatuar sitokinlerdir. IL-6 ise STAT3’i
aktive ederek tlimor biiylimesini tesvik eder. STAT3, kolorektal kanser hiicrelerinde
proliferasyon ve metastazla iliskilendirilen kritik bir transkripsiyon faktortidiir (Chung
ve ark., 2017). SsnB’nin bu sitokinlerin ekspresyonunu baskilamasi, bu sitokinlerin
timor destekleyici etkilerini azaltabilir ve kanser hiicrelerinin apoptoza duyarliligini

artirabilir.

Ozetle bu ¢alisma, SsnB’nin kolorektal kanserde hem tiimdr-promotdr sitokinlerin
ekspresyonunu azaltarak inflamatuar mikrogevrenin yeniden diizenlenmesine hem de
kanser hiicrelerinde apoptozu artirarak hiicresel hayatta kalma mekanizmalarini
bozmasina olanak sagladigin1 gostermektedir. TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi sitokinlerin
baskilanmasi, tiimoriin invazyon ve metastaz kapasitesini sinirlandirarak progresyonu

engelleyici bir etki yaratirken, NF-kB ve STAT3 gibi hayatta kalma sinyallerinin
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modiilasyonu, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve tedaviye karst direng
mekanizmalarini azaltmaktadir. Bu ¢ok boyutlu etki, SsnB’nin yalnizca tek bir yolak
tizerinde degil, tiimor mikrogevresi ve hiicresel hayatta kalma mekanizmalar tizerinde
biitlinciil bir modiilasyon sagladigini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, SsnB, kolorektal
kanser i¢in hem timor progresyonunu engelleme hem de mevcut tedavilere duyarliligi
artirma agisindan hedefe yonelik umut verici bir terapotik aday olarak
degerlendirilebilir. Calismada elde edilen wveriler 1s18inda SsnB’nin olas1 etki

mekanizmalari, Sekil 5.1°de gorsellestirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada dogal bir polifenol bilesigi olan SsnB’nin kolorektal kanser hiicreleri
tizerindeki olas1 etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular, SsnB’nin HCT-116
hiicrelerinde hiicre canlihigim azalttigini, apoptoz mekanizmalarin1i uyardigin1 ve
proliferasyonu smirladigimi gostermektedir. Mekanistik acgidan degerlendirildiginde,
SsnB uygulamasinin TLR2/4 aracilt MyD88/p-ERK/p-NF-kB sinyal yolunu baskiladigi,
bu siire¢te TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokin diizeylerinde azalma
sagladig1 belirlenmistir. Ayrica sfingolipid metabolizmasi iizerinde de etkili oldugu,
seramid diizeylerini artirirken SI1P ve CIP seviyelerini azaltti§i goriilmiistiir. Bu
sonuglar, SsnB’nin hem hiicre 6liimiinii destekleyen hem de inflamatuar yanit1 zayiflatan

bir etki profiline sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bununla birlikte, calismanin bazi1 kisithiliklart bulunmaktadir. Kullanilan HCT-116
kanser hiicre hatt1 ve BJ fibroblastlari, tiimor heterojenligini ve normal hiicre
davraniglarini tam olarak yansitmamaktadir. Yalnizca in vitro kosullara dayali sonugclar,
bagisiklik sistemi ve stromal etkilesimlerin yer aldig1 in vivo timdr mikrogevresini taklit
edememektedir. Ayrica, inflamasyon indiiksiyonu i¢in kullanilan PMA’nin dogal timor
gelisimini sinirh dlglide temsil ettigi ve uygulanan doz araligi ile kisa siireli tedavilerin

uzun vadeli etkiler hakkinda sinirl bilgi sundugu dikkate alinmalidir.

Gelecekteki calismalar acgisindan, SsnB’nin farkli kolorektal kanser hiicre hatlarinda
etkilerinin degerlendirilmesi olduk¢a énemlidir. /n vivo deneyler, bilesigin terapotik
etkinligini, giivenlik profilini ve tiimdr mikrogevresi lizerindeki olasi diizenleyici
etkilerini ortaya koyabilir. Ayrica, SsnB’nin kemoterapdtik ajanlarla kombinasyon
halinde uygulanmasiin, tedavi etkinligini artirma veya ilag direncini azaltma
potansiyeli arastirtlmalidir. Sfingolipid metabolizmasi iizerindeki etkilerinin daha detayl

incelenmesi de gelecekte yeni terapotik hedeflerin belirlenmesine katki saglayabilir.

Sonug olarak, bu calisma SsnB’nin kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre canliligi,
inflamasyon ve lipid metabolizmasi {izerine olan etkilerine dair yeni veriler sunmaktadir.

Elde edilen veriler, SsnB’nin kanser arastirmalarinda dikkate alinmasi1 gereken bir aday
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olabilecegini gostermekte ve gelecekte yapilacak daha kapsamli caligmalar i¢in bir temel
olusturmaktadir. Klinik uygulamalara yonelik kesin ¢ikarimlar yapilabilmesi i¢in daha

ileri diizey deneysel ¢alismalar ve translasyonel arastirmalara ihtiyag vardir.
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