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Abstract

Colorectal cancer is the most common type of gastrointestinal cancer in the world. Klotho is an anti-aging
glycosylated transmembrane protein that plays an important role in regulating phosphate and calcium homeostasis in the
body and acts as a hormone. Klotho not only functions as a "suppressor of aging", but also regulates cell survival and
proliferation and acts as a potential tumor suppressor that plays a role in cancer metastasis. Mutations in the gene
expressing the klotho protein have been identified in the pathogenesis of various cancers, including lung, liver, breast,
pancreatic, thyroid, ovarian, kidney, and colon cancer. In this study, recombinant klotho (r-klotho) protein, which plays
an important role in cell proliferation, tumor migration and invasion, was detected in apoptosis-resistant human
colorectal cancer cells (Caco-2) with different concentrations (0.075pg/mL, 0.15pg/mL, 0.3pg/mL, 0.6pug/mL, and
0.9ug/mL) and hours (24 and 48 hours). It was aimed to investigate the possible cytotoxic and apoptotic effects on the
healthy colon (CCD 841 CoN) and cancer cells of exogenous application by adding to the culture medium. For this
purpose, in the present study, for the first time, colorectal cancer cells were treated with r-klotho. The in vitro viability
effects of r-klotho on cancer and healthy cells were evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) and flow cytometry analyses of active caspase-3/7. Our findings revealed that r-klotho works as a
tumor suppressor by suppressing cell proliferation and inducing cell apoptosis in human colorectal cancer cells.
Consequently, klotho protein can be used as a potential antitumor agent for the development of new strategies in
therapeutic interventions for colorectal cancer.
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*

Rekombinant klotho proteininin insan kolorektal kanser hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerinin
degerlendirilmesi

Ozet

Kolorektal kanser diinyada en sik goriilen gastrointestinal kanser tiiriidiir. Klotho, bedende fosfat ve kalsiyum
homeostazinin diizenlenmesinde O6nemli rol oynayan, hormon gorevi de goéren yaslanma karsiti glikozile edilmis
transmembran bir proteindir. Klotho sadece bir "yaslanma baskilayic1" olarak islev gbérmez, ayni zamanda hiicrenin
hayatta kalmasini ve ¢ogalmasmi da diizenler ve kanser metastazinda rol oynayan potansiyel bir tiimor baskilayict
olarak gorev yapar. Bu durum, kanser ve yaglanmanimn benzer molekiiler 6zellikleri paylastig1 diistiniildiigiinde, sasirtict
degildir. Akciger, karaciger, meme, pankreas, tiroid, over, bobrek ve kolon kanseri de dahil gesitli kanserlerin
patogenezinde, klotho proteinini eksprese eden gende, mutasyonlar tespit edilmistir. Bu g¢aliymada hiicre
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proliferasyonunda, tiim6r migrasyon ve invazyonunda 6nemli bir rol {istlenen rekombinant klotho (r-kKlotho) proteininin,
apoptoza direngli insan kolorektal kanser hiicrelerine (Caco-2) farkli konsantrasyon (0,075ug/mL, 0,15pg/mL,
0,3pug/mL, 0,6pug/mL ve 0,9ug/mL) ve saatlerde (24 ve 48 saat) ekzojen olarak kiiltlir besiyerine eklenerek
uygulanmasinin saglikli kolon (CCD 841 CoN) ve kanser hiicreleri tizerindeki olasi sitotoksik ve apoptotik etkilerini
aragtirmak amacglandi. Bu ama¢ dogrultusunda ilk olarak kolorektal kanser hiicrelerinin r-klotho ile muamelesi
gergeklestirildi. R-klothonun kanser ve saglikli hiicreler {izerindeki in vitro canlihga etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) ve aktif kaspaz-3/7’nin flow sitometri analizleri ile degerlendirildi. Bulgularimiz
r-klothonun insan kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskilamak ve hiicre apoptozunu indiiklemek
yoluyla bir tiimor baskilayici olarak calistigini ortaya koymustur. Sonug olarak klotho proteini, kolorektal kanser i¢in
terapotik girisimlerde yeni stratejilerin gelistirilebilmesi i¢in, potansiyel antitiimdr bir ajan olarak kullanilabilir

Anahtar kelimeler: kolorektal kanser, rekombinant klotho, sitotoksisite, kaspaz-3/7, apoptoz
1. Giris

Gastrointestinal sistemin kanserlerinden biri olan kolorektal kanser, erken donemde belirti vermeyen, kadin ve
erkeklerde yaygin olarak goriilen bir kanser tipidir. Bu kanser tiiriiniin tedavisinde en ¢ok tercih edilen tedavi secenegi
cerrahi yontem olmakla birlikte radyoterapi ve kemoterapi de uygulanir. Giiniimiizde kolorektal kanser tedavisi igin
onemli ilerlemeler olmasma ragmen hastaligin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak agikliga kavugmamistir. Bu
mekanizmalarin arastirilmasi, yeni ve etkili terapStik ajanlarin gelistirilmesinde degerli bilgiler sunacaktir [1,2].

Kuro-o ve arkadaslari, ilk olarak 1997 yilinda farelerle yaptiklar1 bir deneyde, klotho genini yaslanma ile ilgili
bir gen olarak tanimladilar ve bu genin sessizlestirilmesiyle, farelerin 8-9 hafta igerisinde 6ldiigiinii tespit ettiler. Klotho
geninde olusan mutasyon sonucunda kisa Omiir, infertilite, ateroskleroz, cilt atrofisi, osteoporoz ve amfizem gibi
insanda yaglanmaya benzer bir olusum goziikmektedir. Farelerde yapilan ¢aligmalarda 5. kromozomda yer alan klotho
geninin normal islevini yapamadig1 durumlarda, bu fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir [3,4].

Klotho proteini, 130 kDa agirhiginda transmembran bir beta glukoronidazdir. Farelerin 5. kromozomunda
bulunan klotho geni, insanda fare ile homoloji gdsteren 13. kromozom iizerinde yer almaktadir. Insanda 13.
kromozomun uzun kolunda yer alan alfa klotho geni 5 ekzon ve 4 introndan olugur. Genin mRNA'larinin alternatif
islenmesi sonucunda, zarda yer alan ve sekrete edilen olmak {izere iki farkli formda klotho proteini sentezlenir. Yapisal
bir protein olan klotho zar proteini 1012 amino asitten olusan tek gegisli bir zar proteinidir. Klothonun sekrete edilen
formu kan, idrar ve serebrospinal sivida bulunur ve agirlikli olarak bobrek kivriml tiibiillerinde ve daha az olgiide
beyinde, iireme organlarinda, endokrin bezlerde, idrar kesesinde, iskelet kasi, plasenta ve kolonda eksprese edilir [5].
Sekrete edilen form 549 amino asitten olusur. Bu protein; oksidatif stres, biiyiime faktorii, reseptorler ve iyon
kanallarmin aktivitesini saglayan humoral bir faktordiir [6,7,8]. Yapisal zar proteini olan klotho ise, fibroblast biiyiime
faktori 23%in (FGF23) ko-reseptorii olarak gorev yapar. Klotho aracili FGF23 sinyallesmesi hem fosfat hem de D
vitamininin metabolizmasini kontrol edebilir [8,9].

Klotho genindeki mutasyonlarin pankreas [10,11,12], melanoma [13], akciger [14,15], tiroid [16], servikal [17],
meme [18,19], karaciger [20,21], over [22], bobrek [23,24] ve kolon [25] kanseri gibi ¢esitli kanserlerin patogenezinde
rol oynayan nedenlerden biri oldugu disiiniilmektedir. Klotho geninin antitiimor etkisini, baglica hiicre ¢ogalmasinda
gorevli olan insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1) [20,26,27], ekstraselliiler sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK)
[20], Wnt/beta-katenin [28] ve PI3K/AKT [24] sinyal yolaklar1 tizerine etki ettigi belirlenmistir [25]. Klothonun
kolorektal kanser hiicrelerinde IGF-1 aracili PI3K/AKT yolag1 iizerinden epitelyal mezenkimal gecisi, timor
migrasyonunu ve invazyonunu inhibe ederek 6nledigi gosterilmistir [29].

Klotho proteinin salgilanmasindaki artisin, meme, akciger ve servikal kanser hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu, motilitesini ve invazyonunu baskiladigi ve kanser hiicrelerinin apoptozunu uyardigt belirlenmistir
[17,18,30,31]. Ornegin kemoterapiye direngli insan akciger kanser hiicrelerinde klotho proteinin asir1 ekspresyonunun
IGF-1/insiilin yolaginin fosforillenmesini sagladigi ve apoptozu artirdigi bildirilmistir [30]. Yapilan bagka bir calismada
ise kemoterapiye direngli insan akciger kanser hiicrelerinde klothonun asir1 ekspresyonunun, PI3K/Akt yolagmi
baskiladig1 ve kanser bilylimesini yavaglattig1 tespit edilmistir[14]. Pankreas kanser hiicrelerinde klotho proteinindeki
ekspresyon artiginin, IGF-I ve fibroblast biiylime faktoriiniin inaktivasyonuna neden oldugu ve kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini baskiladigmni bildirilmistir [10].

Genel olarak su ana kadar yapilan ¢alismalarin, “klotho gen” ekspresyonunu artirarak kanser hiicreleri izerinde
etkili ve hedefe yonelik tedavi protokolleri olusturmayr hedefledigi gozlenmektedir. Bu galisma protokollerinin
bazilarinda in vitro veya in vivo ekzojen klotho protein uygulanmasi, bazilarinda da hiicrenin kendi klotho geninin
ekspresyonunu artirmaya yonelik stratejiler kullanilarak, bu genin fonksiyonunun cesitli sinyal yolaklar1 tizerindeki
etkileri gosterilmistir. Ancak rekombinant klotho proteininin kanser hiicrelerinin kiiltiir besiyerine ekzojen olarak
eklendigi az sayida ¢aligma bulunmaktadir [12,27,28,32]. Bu az sayida ¢aligmada ise daha ¢ok sinyal yolaklar1 tizerinde
yogunlagilmistir. Bu c¢alismada, g¢esitli konsantrasyonlardaki rekombinant klotho proteini ekzojen olarak, insan
kolorektal adenokarsinom kokenli kanser hiicre hattmimn (Caco-2) kiiltiir besiyerine eklenerek, kolorektal kanser
hiicrelerinin sitotoksisitesi ve apoptotik cevabi belirlenmistir.
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2. Materyal ve yontem

Caligmamizda, klothonun insan kolon adenokarsinom kokenli hiicre hatt1 (Caco-2) iizerine etkisini
degerlendirmek i¢in; kanser hiicrelerinin in vitro toksisite (MTT) analiz ve apoptozun belirteclerinden aktif kaspaz 3/7
ile analiz edilmek iizere asagidaki deney gruplar1 olusturularak 3’er kez tekrarland1.

1. Grup: Saglikli kolon hiicreleri (CCD 841 CoN)

2. Grup: Kolon kanseri hiicreleri (Caco-2)

3. Grup: r-klotho eklenmis kolon kanser hiicreleri (r-klotho+Caco-2)

4. Grup: r-klotho eklenmis saglikli kolon hiicreleri (r-klotho+CCD 841 CoN)

2.1. Hiicrelerin temini, ¢ozdiiriilmesi ve kiiltiire edilmesi

CCD 841 CoN (ATCC® CRL-1790™, saglikli kolon epitelyal hiicre hatt) ve Caco-2 (ATCC® HTB-37™,
insan kolorektal adenokarsinoma epitelyal hiicre hatt1), hiicre hatlart ATCC (Washington, DC, ABD) firmasindan temin
edildi.

Saglikli kolon hiicreleri (CCD 841 CoN) ve kolorektal kanser hiicreleri (Caco-2) DMEM (Dulbecco Modifiye
Eagle’s Medium; %! stabil glutamin, %1 penisilin/streptomisin ve %10 fotal sigir serumu) (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) besiyeri igerisinde 37°C sicaklikta ve %5 CO; iceren inkiibatdrde hiicreler tutununcaya
kadar kiltiire edildi.

2.2. Rekombinant klothonun in vitro sitotoksisitesi

Insan rekombinant klotho (r-klotho) iiretici firma tarafindan temin edildi (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Almanya,
katolog no: SRP3102-20UG). Uretici onerisi dogrultusunda 1 mL D-PBS igerisinde stok soliisyon hazirlandi ve
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. R-klothonun Caco-2 ve CCD841 hiicreleri i¢in canlilik ve proliferasyon
diizeylerine etkisinin degerlendirilmesinde MTT (Acros Organics B.V.B.A. Massachusetts, ABD) testi kullanildi.

Caco-2 ve CCD841 CoN hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildi. Caco-2 ve CCD841 CoN hiicreleri
0,075ug/mL, 0,15pg/mL, 0,3ug/mL, 0,6pug/mL ve 0,9ug/mL konsantrasyonlarinda r-klotho ile 24 ve 48 saat boyunca
inkiibe edildi [12,27,28,32]. Inkiibasyon sonunda 10uL/kuyucuk MTT soliisyonu eklendi. Hiicreler daha sonra %5 CO;
iceren nemli bir ortamda 37°C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi olusan kristallerinin ¢dziinmesi icin
her bir kuyuya 100pl dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. Absorbans degerleri 570 nm’de monokromator sistemli
mikroplaka okuyucuda (BIOTEK ELx8081U, Vermont, ABD) tespit edildi.

2.3. Aktif kaspaz-3/7 flow sitometri analizi

Aktif kaspaz-3/7 analizi hiicrelerde apoptotik cevabmn belirlenmesi amaciyla yapildi (Cell Meter™ live cell
caspase-3/7 and fosfotidil serin belirleme kit, AAT Bioquest, California, ABD). Tiim deney gruplarindaki hiicreler
siispanse hale getirilerek sayildi. Tiim gruplardan 2x10° hiicre %10 FBS igeren DMEM ile yikandi. 1:150 oraninda
diliie edilmis TF3-DEVD-FMK ve propidyum iyodiir 1:500 oraninda seyreltilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Devaminda, hiicreler 300xg’de 5 dakika santrijiij edildi ve pellet alinarak tizerine 1 mL yikama soliisyonu eklendi.
Siispanse edilen hiicreler tekrar 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Son olarak pellete 500 pL yikama
soliisyonu eklenerek FACSCalibur (BD Biosciences) cihazinda okundu. Cell Quest programinda (BD Biosciences)
analiz islemleri gergeklestirildi.

2.4. Istatistiksel analizler
Degiskenlere ait normalite testlerinde Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullanilmigtir. Normal
dagilim gosteren bagimsiz degiskenlere Student’s t-test uygulanmistir. p<0.05 olasilik degerleri 6nemli olarak kabul

edilmistir. Tim veri analizleri IBM SPSS Statistics 22 paket programlari ile yapilmistir. (n = 3, *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001).

3. Bulgular
3.1. Caco-2 ve CCD841 CoN hiicrelerinin kiiltiirii
Hiicreler faz-kontrast mikroskobunda giinliikk olarak incelenerek ekran goriintiileri alindi. Caco-2 hiicrelerin

epitelyal karaktere sahip oldugu kaldirim tas1 yapisindaki morfolojik goriintii belirlendi. CCD841 CoN hiicrelerinin ise
fibroblast karaktere sahip oldugu ve igsi morfolojik yapidaki goriintiisii goriintiilendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Caco-2 ve CCD841 hiicrelerinin faz-kontrast mikroskop altinda morfolojik 6zellikleri (A-D). Caco-2
hiicrelerinin kiiltiirdeki erken ve ileri pasajlardaki goriiniimleri. (A) 5. pasaj, 6. giin. (B) 4. pasaj, 5. giin. CCD841 CoN

hiicrelerinin kiiltiirdeki erken ve ileri pasajlardaki gériiniimleri. (C) 6. pasaj, 2. giin. (D) 4. pasaj, 6. giin. (Barlar: A-C
200pm, B-D 50um)

3.2. Klothonun MTT testi ile sitotoksik dozunun belirlenmesi

137

Caco-2 (kolorektal kanser hiicreleri) ve CCD841 (saglikli kolon hiicreleri) hiicreleri, 24 ve 48 saat; 0,075pg/mL,
0,15pg/mL, 0,3pg/mL, 0,6pug/mL ve 0,9ug/mL dozlarda r-klotho ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Caco-2 ve

CCD841 CoN hiicrelerinin canlilik degerleri (%) ve istatiksel degerlendirmeleri Tablo 1.’de gosterilmistir.

CCD841 CoN saglikl kolon ve Caco-2 kolorektal kanser hiicrelerine r-klothonun uygulanan tiim dozlarinda 24
ve 48 saat sonunda hiicre canliliginin istatistiksel olarak azaldig: tespit edildi (Sekil 2-3, Tablo 1).

Tablo 1. R-klotho ile inkiibe edilen Caco-2 ve CCD841 CoN hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda canlilik degerleri

iizerine etkisi (%)

Sekil 2. Caco-2 hiicrelerine 0,075ug/mL, 0,15pg/mL, 0,3pg/mL, 0,6ug/mL ve 0,9ug/mL dozlarda uygulanan r-

0,076pgimL 0,16pg/mL  0,3pg/mL  06pg/mL  09pgimL  Kontrol

Canhilik Degerleri (%)
Caco-2 CCD841 CoN
Klotho (ug/mL) 24 saat p degeri 48 saat p degeri 24 saat p degeri 48 saat p degeri
0,075 96,77 p<0.05* 95,86 p>0.05 95,69 p>0.05 100,8 p>0.05
0,15 92,11 p<0.05* 94,85 p>0.05 89,67 p<0.05* 103,4 p<0.05*
0,3 91,64 p<0.05* 89,40 p<0.05* 85,79 p<0.05* 89,92 p<0.05*
0,6 84,02 p<0.05* 88,43 p<0.05* 82,36 p<0.05* 87,01 p<0.05*
0,9 83,81 p<0.05* 82,46 p<0.05* 82,98 p<0.05* 78,12 p<0.05*
Kontrol 100 - 100 - 100 - 100 -
Caco-2 2
100 w24h wddh
¥ * * *
w * *
80
60
40
20

klothonun 24 ve 48 saat sonunda hiicrelerdeki canlihiga etkisinin MTT analizi ile belirlenmesi (n=3, *p<0.05)
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Sekil 3. CCD841 CoN hiicrelerine 0,075ug/mL, 0,15ug/mL, 0,3ug/mL, 0,6pug/mL ve 0,9ug/mL dozlarda uygulanan r-
klothonun 24 ve 48 saat sonunda hiicrelerdeki canliliga etkisinin MTT analizi ile belirlenmesi (n=3, *p<0.05)

3.3. Klothonun CCD841 CoN ve Caco-2 hiicrelerinde 24 ve 48 saatteki etkisinin flow sitometri analizi

Rekombinant klothonun 24 ve 48 saatteki etkisinin saglikli CCD841 CoN kolon hiicre hattinda degerlendirildigi
aktif kaspaz-3/7 flow sitometri analizimizde kontrol grubundaki hiicre canliligimmn %95.98, erken apoptozun %1.66, gec
apoptozun %1.90 ve nekrozun %0.46 oldugu tespit edildi. Bu hiicrelere 0,3 pg/mL r-klotho uygulanan grupta 24 saat
sonunda hiicre canliligmin %94.93, erken apoptozun %0.45, ge¢ apoptozun %3.48 ve nekrozun %1.14 oldugu goriildii
(Sekil 4A).

Kolorektal kanser hiicrelerinde (Caco-2) kontrol grubundaki hiicre canliligi %82.21 iken, erken apoptoz %1.05,
gec apoptoz %15.69 ve nekroz %1.05 idi. 0,3 pg/mL r-klothonun uygulandig: grupta 24 saat sonunda hiicre canliligmmm
%87.01, erken apoptozun %0.92, ge¢ apoptozun %11.24 ve nekrozun %0.83 oldugu tespit edildi (Sekil 4B).
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Sekil 4. CCD841 CoN ve Caco-2 hiicre hatlarina 0,3 pg/mL r-klotho eklenmesinin 24 saat sonunda kaspaz 3/7
aktivasyonuna etkisi. (A) CCD841 CoN hiicreleri. (B) Caco-2 hiicreleri

Saglikli kolon hiicre hattinda (CCD841 CoN) kontrol grubunda canlilik %98.73, erken apoptoz %0.17, geg
apoptoz %0.50 ve nekroz %0.61°di. 0,3 pg/mL r-klotho uygulamasidan 48 saat sonra hiicre canlilig1 %96.02, erken
apoptoz %0.54, gec apoptoz %1.73 ve nekroz miktari ise %2.06 olarak tespit edildi (Sekil 5A).

Kolorektal kanser hiicrelerinde (Caco-2) kontrol grubunda canlilik %92.93 iken, erken apoptoz %1.09, geg
apoptoz %5.89 ve nekroz %0.09 oranindaydi. 0,3pg/mL r-klotho uygulamasindan 48 saat sonra ise hiicre canliligmin
%87.88, erken apoptozun %5.19, ge¢ apoptozun %6.92 ve nekrozun %0.01 oldugu goriildi (Sekil 5B).
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Sekil 5. Klothonun saglikli CCD841 CoN ve Caco-2 hiicrelerinde 48 saat sonunda kaspaz3/7 aktivasyonuna etkisi. (A)
CCD841 CoN hiicreleri. (B) Caco-2 hiicreleri

4. Sonuglar ve Tartiyma

Klotho birgok biyolojik siiregte yer alan tiimor baskilayici, yaslanma ve inflamasyona karsit koruyucu olan
transmembran bir proteindir. Bu protein oksidatif stres, reseptorler, biiylime faktorleri ve iyon kanallar1 gibi hiicre ici
bircok metabolik olayin diizenlenmesinde etkilidir. Klothonun; Ca*?/P homeostazi, insulin benzeri biiyiime faktdrii-1’in
regiilasyonu, forkhead box O (FOXO) transkripsiyon faktorleri tizerinden oksidatif stresin azaltilmasi, endotel kaynakli
nitrik oksit sentezinin indiiksiyonu yoluyla endotelin korunmasi, tiimér nekroz faktdrii (TNF)-a kaynakh niikleer faktor
(NF)-xB aktivitesinin inhibisyonu ve endotel adezyon molekiillerinin ekspresyonunun diizenlenmesi gibi pek ¢ok islevi
bilinmektedir. Ayrica p53/p21, cAMP, protein kinaz C ve Wnt sinyallemesi de dahil olmak {iizere hiicre i¢i sinyal
mekanizmalarma katilma gibi pek ¢ok fizyolojik fonksiyonu belirlenmistir. Insanlarda, 40 yasindan sonra serum klotho
diizeyleri azalir. Klotho diizeylerindeki bu azalma hipertansiyon, bobrek fonksiyon bozuklugu ve kanser gibi yaslanma
ile iliskili ¢esitli hastaliklarda gdzlenebilir. Son kanitlar, klothonun insiilin ve Wnt sinyal yollarim1 baskiladigini,
oksidatif stresi inhibe ettigini, fosfataz ve kalsiyum emilimini diizenledigini goéstermektedir. Yapilan giincel
caligmalarda, klotho proteinindeki azalmanin sadece yaslanmaya degil, ayn1 zamanda kanser olusumuna da neden
oldugu belirlenmistir [3,5,6,7,8,25].

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde kolorektal kanser, sikhigi giderek artan, tiim diinyada kadinlarda 2 ve
erkeklerde 3. en sik goriilen gastrointestinal sistemin kanserlerinden biridir [2]. Metastaz ve cerrahi miidahale sonrasi
hastaligin tekrari, kolorektal kanserin kotii prognozunun ana nedenlerindendir. Tedavisi i¢in Onemli ilerlemeler
olmasma ragmen molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak agikliga kavusmamistir ve bu nedenle hastalarin mortalite
orani tiim diinyada yiiksektir. Bu mekanizmalarin arastirilmasi, yeni ve etkili terapdtik ajanlarin gelistirilmesinde
degerli bilgiler sunacaktir. Kolorektal kanserin etiyolojisinde, mutasyon veya benzeri genetik degisikliklerin birikimi
sonucu dokulardaki ¢ogalmay1 kontrol eden mekanizmalardaki fonksiyon bozukluklari yer almaktadir. Giiniimiizde
molekiiler c¢aligmalarin ilerlemesiyle birlikte birgok aragtirmada kolorektal kanser gelisiminin ¢oklu genler ve
proteinlerdeki mutasyonlarla iligkili oldugu bulunmustur Apoptoz, hiicrelerin kontrollii olarak 6liim veya sag kalimini
etkileyen 6nemli bir mekanizma olup, kanser ve benzeri hastaliklarin gelisiminin engellenmesinde énemli role sahiptir.
Programlanmis hiicre dliimiiyle ilgili sinyal yollarindaki kusurlar, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina ve sonunda kansere yol
acabilir. Birkag kanser tipinde kemoterapiye olan kanser direncinin iistesinden gelmeye yonelik tedavi protokolii olarak
anti-apoptotik siireci destekleyen rekombinant proteinler ile kemoterapiye duyarliligm arttirilmasini hedefleyen hibrit
yaklagimlar hem deneysel modellerde hem de erken klinik ¢alismalarda olumlu gelismeler gdzlemlenmistir [1,25].

Klotho, normal hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimiinii baskilarken, kanser hiicre apoptozunun bir indiikleyicisi
olarak gorev yapar. Yapilan ¢aligmalarda, kanserli dokulardaki klotho geninin ekspresyonunda diger dokulara kiyasla
azalma oldugu tespit edilmistir ve bu ekspresyon kaybmin malign olusumunu tetikledigi belirlenmistir. Klothonun
ektopik ekspresyonu, hiicre apoptozunun indiiksiyonu ve S-fazi hiicre dongiisii durmasi yoluyla kolon kanseri hiicre
hatlarinin hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna yol agar. Yapilan caligmalarda saglikli kolon dokusuna kiyasla
kolorektal kanser dokusundaki hiicrelerde klothonun hiicre sitoplazmasinda belirgin bir sekilde azaldigi, tiimor
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invazyonuyla negatif yonde iliski oldugu bulunmustur. Klothonun promoter hipermetilasyon yoluyla inaktive oldugunu
ve potansiyel olarak kolon kanserinde bir tiimér baskilayici gen olarak islev gorebilecegini bildirilmistir. Arastirmalarin
sonuglart klotho geninin bir tiimdr baskilayici olarak potansiyel roliiniin yani sira, malignitelerin erken tespitine
yardimc1 olma potansiyeline sahip prognostik bir tiimdr biyobelirteci oldugunu gostermektedir [25]. Ek olarak, klotho
asir1 ekspresyonu genellikle kanser hiicresi canliligmin azalmasina yol acar ve ¢oziiniir klotho ile tedavi, mide,
pankreas, kolon ve meme kanserleri dahil olmak tizere preklinik kanser modellerinde tiimdr hacminin azalmasina neden
olur [25,29]. Flow sitometri analizlerimiz daha 6nce yapilan ¢aligmalar1 desteklemektedir. Nitekim hiicre canliligi ve
apoptoz iizerine en ¢ok etkisini gordiigiimiiz 0,3 pg/mL r-klothonun uygulandig: saglikli kolon hiicre hatt1 grubunda, 24
saat sonunda, saglikli hiicrelerin apoptozunun baskilandig1 kanser hiicrelerinin canliliginin azaldig: tespit edilmistir. 48
saat sonunda kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre canlilig1 kontrol grubuna gore ileri derecede anlamli oranda azalirken
apoptoz artmigtir.

Klotho, kolorektal kanser dokusunda ve hiicre hatlarinda kismen veya tamamen susturulmus durumdadir [25].
HT29, HCT116, DLD1, LS180, SW620, SW480 ve Colo-320 kolorektal kanser hiicreleri ile yapilan in vitro
caligmalarda klotho tedavisinin, kanser hiicrelerinde proliferasyonu 6énemli 6lciide azalttig1 ve apoptoza neden oldugu
ortaya konmustur. MO3.13, HepG2, SMMC-7721, LY1 ve LY8 kanser hiicrelerinde ise klothonun kanser hiicrelerinin
canliligin1 ve proliferasyonunu azalttigi belirlenmistir [12,25,27,28,32,33]. Calismamizda, Caco-2 Kolorektal kanser
hiicrelerinde ve CCD841 CoN saglikli kolon hiicrelerinde klotho ile ¢esitli dozlarla tedavi sonrasinda, hiicre canliligmin
48 saatte azaldigi bulundu. Saglikli kolon hiicreleri ve kolorektal kanser hiicreleri karsilastirildiginda benzer sekilde
hiicre canliliginda azalisin oldugu goériilmektedir.

Klotho baslangigta yaslanma karsit1 bir protein olarak kesfedildi. Ancak o zamandan beri kanser biyolojisindeki
potansiyel terapotik rolii nedeniyle biiyiik ilgi gordii. Bu durum, kanser ve yaslanmanin benzer molekiiler 6zellikleri
paylastig1 diisiiniildiigiinde belki de sasirtict degildir. Normal ve tiimor dokularmi karsilastiran ¢aligmalarda klothonun
asag1 reglilasyonunun kanser gelisimi ve hasta sonuglarmimn kotiilesmesi ile iliskili oldugu vurgulanmustir. Klothonun
kolon kanser hiicre hatlarmin %83,3'linde ve birincil kolorektal kanser dokularmin %85'inde promotér metilasyonu
yoluyla asagi regiile edildigi gosterilmistir [25]. Klothonun bir tiimér baskilayici olarak potansiyel roliiniin yam sira
malignitelerin erken tespitine yardimci olma potansiyeline de sahip bir prognostik tiimor biyobelirte¢ olabilecegi
disiiniilmektedir. Klothonun epigenetik degisiminin, kanser gelisimi ve kanserin prognozu lizerindeki etkisi hala
giincelligini korumaktadir.

Klotho proteininin biyolojisinin hala tam olarak anlagilamamasi terap6tik miidahaleleri sinirlamaktadir.
Yirmi bes yili agkin bir siire 6nce kesfedilmesinden bu yana klothoya olan biiyiik ilgiye ragmen, g¢esitli nedenlerle higbir
klotho tabanli tedavi klinik faz denemelerine ulasmamistir. Bu ¢aligmada apoptoza direngli kolorektal kanser hiicre
hattinda, rekombinant klotho proteininin kanser hiicrelerinin canliligini azalttig1 ve apoptozunu artirdigini gosterilmistir.
Buna gore r-klothonun apoptoza ve kemoterapdtik ilaglara karsi oldukga direngli olan insan kolorektal kanser
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskilamak ve hiicre apoptozunu indiiklemek yoluyla bir tiimdr baskilayici olarak
calistig1 sonucuna varilmigtir. Ancak klotho proteininin, anti-proliferatif ve apoptotik etkisini hangi mekanizma ile
gerceklestiriyor oldugu hakkinda daha ileri molekiiler ¢aligmalarla analiz edilmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Sonug
olarak rekombinant klotho proteini, kolorektal kansere yonelik tedavi protokollerinde uygulanabilir ancak daha ileri
caligmalara ihtiya¢ vardir.
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