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OZET

Amac: Mide kanseri, diinya genelinde yiiksek mortalite oranlarryla seyreden dnemli
bir kanser tiiridiir. Hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde gorev alan siklin bagiml
kinaz 4/6 (CDK4/6) inhibitorleri kanser tedavisinde umut vadeden hedeflenmis
ajanlardir

Yontem: Bu calismada, CDK4/6 inhibitorii ribosiklib ile dogal bir flavonoid olan
kersetinin, insan mide kanseri SNU-1 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirilmigtir. Hiicrelere tek basmna ve kombinasyon halinde farkli
konsantrasyonlarda ribosiklib ve kersetin uygulanmis, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
XTT hiicre canlilik testi ile sitotoksik etkiler analiz edilmistir.

Bulgular: Ribosiklib, tek basma uygulandiginda mide kanseri hattinda hiicre
canliligini anlaml diizeyde azaltmistir. Kersetin tek basina anlamli bir sitotoksik etki
gostermemistir. Ribosiklib-kersetin kombinasyonu uygulamasinda 100 ve 50 uM
konsantrasyonlarda kersetinin ribosiklibin sitotoksik etkisini baskiladigi gézlenmistir.
Sonug¢: Bu bulgular, ribosiklibin mide kanseri hiicreleri iizerinde etkili oldugunu,
ancak kersetin ile kombinasyonunun bu etkiyi sinirlayabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Mide kanseri, Kersetin, Ribosiklib.

ABSTRACT

Objective: Gastric cancer is a significant malignancy worldwide, associated with
high mortality rates. Cyclin-dependent kinase 4/6 (CDK4/6) inhibitors, which play a
role in regulating the cell cycle, have emerged as promising targeted agents in cancer
therapy.

Methods: In this study, the cytotoxic effects of the CDK4/6 inhibitor ribociclib and
the natural flavonoid quercetin were evaluated on the human gastric cancer cell line
SNU-1. Ribociclib and quercetin were administered individually and in combination
at varying concentrations. Following 24 hours of incubation, cytotoxicity was
assessed using the XTT cell viability assay.

Results: Ribociclib significantly reduced cell viability when administered alone in
the gastric cancer cell line. Quercetin alone did not exhibit a statistically significant
cytotoxic effect. In ribocycicib-quercetin combination application, it was observed
that quercetin suppressed the cytotoxic effect of ribocycicib at some doses at 100 and
50 uM concentrations.

Conclusion: These findings suggest that ribociclib is effective against gastric cancer
cells; however, its combination with quercetin may limit its therapeutic efficacy.

Keywords: Gastric cancer, Quercetin, Ribociclib.
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GIRIS

Mide kanseri, 2022 verilerine gore diinya
genelinde en sik goriilen 5. kanser tiirii ve
kansere bagli oliimlerin 5. 6nde gelen
nedenidir. Mide kanseri insidanst ve
mortalitesi, teknolojik ilerlemeler ve gida
muhafazasindaki gelismelerle azalmistir.
Erkeklerde kadinlara gére daha yaygindir.!
Mide kanseri insidansi1 yasla birlikte artar ve
55-80 yas arasinda plato yapar. Mide
kanserlerinin  %95'ini  adenokarsinomlar
olusturmaktadir. Kalan %>5'lik kisim ise
lenfoma, leiomyosarkom, gastrointestinal
stromal tiimdr ve ndroendokrin tiimorlerden
olusmaktadir.”? Gastrik adenokarsinomlar
tan1 aninda genellikle ileri evrededir. Bu
grupta 5 yillik sagkalim oran1 % 15-30’dur.’
Yiiksek mortalite orani ve tedavi direnci ile
iligkili sorunlar nedeniyle mide kanseri
tedavisinde yeni ajanlar ve kombinasyonlar
aragtirilmakta ve test edilmektedir.

Hiicre dongiisii siklinler ve bunlarla iligkili
siklin bagimli kinazlar (CDK) tarafindan
yiritiiliir. CDK4/6, hiicre dongiisiinde Gl
fazindan S fazina gegiste siklin D ile
birlesir. CDK4/6-siklin D  kompleksi
retinoblastom proteinini (RB)
fosforilleyerek hiicre dongiisiiniin G1’den S
fazina gecisinin siirdiiriilmesini saglar.*
Siklin D-CDK4/6 kompleksi proliferasyon,
yaslanma, apoptoz  ve
anjiyogenez gibi ¢esitli siirecler araciligiyla
kanserde kritik rol oynamaktadir.’ CDK4/6
inhibitorleri ille  bu  karsinogenez
mekanizmasi1 tersine c¢evrilebilmektedir.
Hiicre  dongiisiinii  duraklatmalarindan
dolay1r goriilen antiproliferatif etkileri
yaninda CDK4/6 inhibitorleri tek basina ya
da kombinasyonlariyla apoptozu tetikleme

migrasyon,

ve bazi durumlarda hiicre farklilasmasina
katkida bulunma o6zellikleri nedeniyle ilgi
¢ekici antikanser ajanlardir.%’

Calismamizda kullanilan ribosiklib,
HR+/HER2- ileri evre meme kanserinin
birinci basamak tedavisi i¢in onaylanmis bir
CDK 4/6 inhibitoriidiir.® Ribosiklibin mide
kanseri tizerine etkilerini degerlendiren bir
calismaya rastlanmamis olsa da diger bazi
CDK4/6 inhibitorlerinin  spesifik olarak
mide kanseri hiicrelerinde antikanser etkiler
gosterdigi  ¢aligmalar bulunmaktadir.®!°
Umut verici klinik sonucglara ragmen,
CDK4/6 inhibitorlerine kars1 gelisen direng,
basarilarini siirlamaktadir. Bu direncin ve
sitotoksik etkideki azalmanin ribosiklibin
baska bir molekiil ile kombine edilerek
uygulanmasiyla asilabilecegi 6ngoriilebilir.
Kersetin  antioksidan, antiinflamatuvar,
antimikrobiyal, = immiinmodiilatér  ve
antikanser etkileri bilinen bir
flavonoiddir.!! Kersetinin hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu, apoptozisin
indiiksiyonu, kemosensitivitede artig, hiicre
migrasyonu ve invazyonunda baskilanma
gibi  antikanser  etkileri  vardir.!?
Calisgmamizda kersetin ve ribosiklib tek
baslarina uygulanmalar1 ile kersetin-
ribosiklib kombinasyonunun insan mide
kanseri SNU-1 hiicre hattindaki sitotoksik
etkileri ve kombinasyonun sitotoksik etkide

artis olusturup olusturmadigini
degerlendirdik.
MATERYALLER VE METOD

Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Mide kanseri (SNU-1) hiicre hatt,
penisilin/streptomisin (10,000U/mL),
RPMI/Besleyici Karistmi RPMI1640 (1:1
karigim), Fetal Sigir Serumu (FBS),
Kersetin, Ribosiklib ve hiicre kiiltiirii i¢in
gerekli ¢esitli sarf malzemeler kullanild:.
Hiicre Kiiltiirii

ATCC'den elde edilen Mide Kanseri (SNU-
1) hiicreleri % 10 FBS (f6tal sigir serumu),
% 0,1 penisilin-streptomisin igeren RPMI-
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1640 besiyeri i¢inde 37°C ’de %5 CO2
iceren ortamda steril bir sekilde ¢ogaltildi.
Hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda
pasaj yapild1 ve liglincli pasajin ardindan
calismalara baslandi.

Calisma Gruplar

Grup 1 (Kontrol): Bu gruptaki SNU-1
hiicrelerine  herhangi  bir
yapilmadi.

Grup II (Ribosiklib): Bu gruptaki hiicreler
icin Ribosiklib 100, 50, 25 ve 12.5 uM
konsantrasyonlarinda uygulandi ve 24 saat
inkiibe edildi.

Grup I (Kersetin): Bu gruptaki hiicreler
icin Kersetin 100, 50, 25 ve 12.5 pg/ml
konsantrasyonlarinda uygulandi ve 24 saat
inkiibe edildi.

Grup IV (Ribosiklib + Kersetin): Bu
gruptaki hiicrelere diger gruplarda verilen
ayn1 konsantrasyonlar birlikte verildi.

muamele

XTT Hiicre Canlilik Testi

Kersetin-Ribosiklib kombinasyonun hiicre
canliligr iizerine etkisi XTT (2,3-bis (2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium
hydroxide) testi ile belirlendi. Sitotoksisite
icin Oncelikle her kuyuda 10x103 hiicre
olacak sekilde hiicre alinip steril 96
kuyucuklu mikro plakaya ekildi sonra
hiicrelere ribosiklib, kersetin ve ribosiklib-
kersetin (100, 50, 25 ve 12.5 uM)
konsantrasyonlar1 uygulandi ve ardindan 24
saat inkiibasyon gerceklestirildi. Ertesi giin
hiicrelerin tizerine 50 pl XTT soliisyonu
eklenerek CO2’li etiivde 4 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda optik
dansite degeri mikroplaka okuyucuda 450
nm’de okunarak, kontrol grubunun hiicre
canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip %
Hiicre canlilik = (Konsantrasyon O.D. /
Kontrol 0O.D.) X 100 formiiliinden
yararlanarak hesaplandi.

Istatiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde "SPSS 23.0 for
Windows" paket programi kullanildi.
Normal dagilim gosteren veriler icin tek
yonli ANOVA Varyans Analizi testi,
normal dagilim gostermeyen veriler i¢in ise
parametrik olmayan testler olan Kruskal-
Wallis ve Mann-Whitney U testi
uygulanarak yapildi. Sonuglardan p<0.05
olan degerler anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizin temel amaci1 kersetin ve
ribosiklib kombinasyonun SNU-1 mide
kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisini ortaya koymak ve bunu XTT hiicre
canlilig1 testi ile gostermekti. Ribosiklib tek
basma 25, 50, 100 uM dozlarda anlamh
sitotoksisite oranlar1 saglamstir.
Ribosiklib-kersetin kombinasyonu 50,100
pM  dozlarinda  kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda hiicre canliligi anlaml
diizeyde azalmis bulundu. Bunun yaninda
ribosiklib- ribosiklib
uygulamasi acisindan
kiyaslandiginda herhangi bir dozda anlaml
fark saptanmamustir.

kersetin ve
hiicre canlilig

SNU-1 Hiicreleri
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Konsantrasyonlar

Sekil 1. 24 saatlik Ribosiklib, Kersetin,
Ribosiklib+Kersetin maruziyetinden sonra SNU-1
hiicrelerinin canlilik yiizdeleri (***p <0,001, **p
<0,01; kontrole gore).

TARTISMA

CDK4/6 inhibitorleri, CDK4/6'y1 segici
olarak inhibe eder ve G1'den S fazina gegisi
baskilayarak. hiicre dongiisiinii diizenler.

Hiicre Canhhg (% Kontrole gire)
E
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Ribosiklib hiicre dongiisiinii G1 fazinda
durduran se¢ici bir CDK4/6 inhibitoriidiir. '3
Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi mide
kanserinde de asir1 artmig CDK4/6 etkinligi
saptanmistir. Bu sebeple mide kanserinin de
icinde oldugu bircok solid tiimorde CDK4/6
inhibitorlerinin  etkinliklerinin ~ deger-
lendirildigi ve gosterildigi ¢aligmalar
mevcuttur.!*1¢ Ribosiklib, meme kanseri
tedavisinde onaylanmig bir ila¢ olmasina
ragmen, mide kanseri gibi diger solid
tiimorlerde de arastirilmaktadir. Selektif bir
CDK4/6
denendigi kanser hiicre hatlarinda bu
mekanizmast ile calismaktadir.!”- 18

CDK4/6 inhibitorlerine kars1 giderek artan
sayida direng vakalari ortaya ¢ikmaktadir.'6
Bu direncin altinda yatan mekanizma
PI3K/AKT/mTOR yolunun etkin-
lesmesidir.'” Dolayisiyla direncin oniine

inhibitériic  olan  ribosiklib,

geemek icin  CDK4/6 inhibitorlerine
PI3K/AKT/ mTOR yolunu inhibe edecek
molekiillerin kombine edilmesi mantikli bir
secenek gibi gozitkmektedir.

Biber, elma, kizilcik, yaban mersini, kiraz,
lizim, sogan c¢ay, cilek gibi besinlerde
bulunabilen bir flavonol olan kersetin
antikanser, anti-proliferatif ve apoptoz
uyarici Ozelliklere sahip bir molekiildiir.'!
Kersetinin pek cok hastaligin, ozellikle
meme kanseri, mide kanseri, agiz kanseri,
kolorektal kanser, prostat kanseri, karaciger
kanseri, losemi, tiroid kanseri, akciger
kanseri ve pankreas kanserinin ilerlemesini
durdurdugu konusunda bircok ¢aligma
20 Kersetin  karsinogenezde ana
diizenleyici yolaklardan oldugu bilinen

PI3K/Akt/mTOR yolunu inhibe
21

vardir.

etmektedir.=" Bunun yaninda otofajiyi
uyararak apoptozu tetiklemektedir. Bu
etkisi AGS insan mide kanseri hiicre
hattinda canli hiicre ylizdesinde anlaml
azalma saptanmasiyla  gosterilmistir.??

Kersetin, ribosiklibe diren¢ gelismesinde
etkin olan PI3K/Akt/mTOR yolagmi
baskilamasi ve dogrudan  apoptozu
uyarmasi nedeniyle ribosiklib ile birlikte
verildiginde ribosiklibin antikanser
etkinliginde artirabilecegi fikri
calismamizin hipotezini olusturmustur.
Gastrik  adenokarsinoma  hiicre  hatti
iizerinde yapilan in-vitro bir ¢galigmada 12,5
uM dozda kersetin, irinotekan ile kombine
olarak uygulandiginda hiicre canliligin1 ve
apoptozisi anlamli 6l¢giide azaltmigtir. Akim
sitometride  kersetinin  reaktif oksijen
radikallerini artirdig1 ve kanser hiicrelerinde
apoptozise sebep oldugu gosterilmistir.?3
Kersetinin mide kanseri MKN-45 hiicreleri
iizerindeki etkisinin arastirildigi baska bir
calismada  kersetinin  mide  kanseri
hiicrelerinde EGFR'ye baglandigi ve
ERK/MAPK sinyal yolunu bloke ederek
mitokondri aracili endojen apoptozu
destekledigi  gosterildi.”* Baska  bir
calismada kersetinin, iirokinaz plazminojen
aktivator/iirokinaz plazminojen aktivator
reseptorii.  bagimli  yollar1  kesintiye
ugratmasi yoluyla mide kanseri iizerinde
antimetastatik etkiye sahip oldugu ortaya
konulmustur.?®

Mide kanseri ileri evrelere gelene kadar
asemptomatik ya  da  nonspesifik
semptomlarla seyreden ve bu sebepten
otiirli tespiti zor ve 6liim orani yliksek bir
kanser ftiiriidiir. Ileri evre mide kanseri
tedavisinde ilaglara gelisen direng dnemli
bir sorun oldugundan onayli
kemoterapoétiklerin -~ yeni  molekiillerle
kombinasyonlarinin degerlendirilmesi
popular bir konudur.>% Biz de
calismamizda antikanser 6zelligi bilinen
kersetin ve CDK4/6 inhibitoérii olan ve
meme kanseri tedavisinde kullanilan
ribosiklibin ayr1 ayri ve kombinasyon
halinde mide kanseri SNU-1 hiicrelerinde
hiicre  canlilig1 tizerindeki  etkisini
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degerlendirdik. Ribosiklib kontrol
grubuyla karsilastirildiginda mide kanseri
hiicreleri iizerinde anlamli sitotoksik etki
gostermistir. Calismamizda Ribosiklib ve
kersetin ~ kombinasyonunun  sitotoksik
etkileri degerlendirilmis, elde edilen veriler
kombinasyon grubunun genel olarak
Ribosiklib’e benzer bir sitotoksik profil
sergiledigini gostermistir. 100 uM ve 50
uM  dozlarinda  anlamli  bir  fark
gozlenmezken, yalnizca 25 pM dozda
sitotoksik  etkinlikte azalma  dikkat
cekmistir. Bu durum, kombinasyonun
diisik dozda  Ribosiklib’in  etkisini
smirlayabilecegini veya etkilesimin bu
diizeyde antagonistik olabilecegini
diistindiirmektedir. Kersetin anlaml
sitotoksik etki gOstermemistir. Kersetin
ribosiklibin ozelligini
baskilamistir. Calismamiz literature 6nemli

antikanser

bir katki sunsa da molekiillerin etkinlik
degerlendirmesi i¢cin farkli doz ve
metodolojilerle yiirtitiilecek ilave
calismalara ihtiyag¢ vardir.
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