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1. ÖZET  

Tezin başlığı : Fisetin ile Kombine Edilmiş Kemoterapi İlaçlarının Kolorektal Kanser 

Hücrelerine Etkisi Üzerine Çalışmalar 

Öğrencinin Adı Soyadı : Zehra Kanlı 

Danışmanın Adı Soyadı : Prof. Dr. Hülya Cabadak 

Programın Adı : Biyofizik Doktora Programı 

 

Amaç: Kolorektal kanser hücrelerinde artan dozlarda kapesitabinle geliştirilen dirençli HT29 

hücre soylarında yan etkileri yüksek olan kemoterapötik ajanının flavon fisetin ile kombine 

kullanılmasının hem kemoterapötik ilaçların toksik etkilerinin azaltması hem de apoptoz 

protein ekspresyonları ile spesifik miRNA ekspresyonlarının kolorektal kanser tedavisi 

üzerindeki etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

Gereç ve Yöntem: Biyoinformatik analizler yapılarak kolorektal kanserlerle ilişkili miRNA’ 

lar belirlendikten sonra HT29 hücrelerinde kapesitabin ile artan dozlarda ilaç direnci 

geliştirilmiştir.  Kapesitabin direnci geliştirilmiş hücreler fisetin ve/veya kapesitabin ile inkübe 

edildikten sonra hücre çoğalması, hücre göçünün belirlenmesi, seçilen miRNA’ların 

ekspresyon değişimlerinin GZ-PZR çalışmaları ve apoptoz protein ekspresyon düzeyindeki 

değişimleri belirlemek üzere western emdirimi çalışmaları yapılmıştır. 

Bulgular: Kapesitabine dirençli HT29 hücre alt kümesi geliştirilmiştir. HT29 hücre soylarında 

geliştirilen kapesitabin direnci tüm deney sonuçları ile gösterilmiştir. Yabanıl HT29 ve 

kapesitabine dirençli HT29 hücrelerinde fisetinin tek başına ve/veya kapesitabinle 

kombinasyonlarının hücre çoğalması, yara iyileşmesi, koloni oluşumu, miRNA ekspresyonları 

ve apoptoz protein ekspresyonlarında değişimlere neden olmuştur.  

Sonuç: Fisetinin, hem yabanıl-tip hem de kapesitabin direnci geliştirilmiş hücrelerde tek başına 

ve kapesitabin ile kombinasyonunun hücre çoğalması, üzerinde inhibe edici etkileri 

gösterilmiştir. Ayrıca yabanıl ve dirençli hücrelerde kapesitabin, fisetin ve kombiasyonları, miR 

21 ekspresyonunda azalma ilaç duyarlılığının artmasına katkı sağlayabilir. miRNA’ lardaki 

değişimler tümör baskılanmasına ve direncin gerilemesine de katkıda bulunabilir.  

 

Anahtar kelimeler: İlaç direnci, fisetin, kapesitabin, kolorektal kanser, miRNA 
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2. SUMMARY  

Title of Thesis: Studies on the Effect of Chemotherapy Drugs Combined with Fisetin on 

Colorectal Cancer Cells  

Student Name, Surname: Zehra Kanlı 

Supervisor Name : Prof. Hülya Cabadak 

Program Name : Biophysics PhD Program 

 

Objective: It was aimed to use the chemotherapeutic agent, which has high side effects, in 

combination with the flavone fisetin, in resistant HT29 cell lines developed with increasing 

doses of capecitabine in colorectal cancer cells, to both reduce the toxic effects of 

chemotherapeutic drugs and to determine the effect of apoptosis protein expressions and 

specific miRNA expressions on colorectal cancer treatment. 

Material and Methods: After miRNAs associated with colorectal cancers were determined by 

bioinformatic analysis, drug resistance was developed in HT29 cells with increasing doses of 

capecitabine. After capecitabine-resistant cells were incubated with fisetin and/or capecitabine, 

western blot studies were performed to determine cell proliferation, cell migration, RT-PCR 

studies of expression changes of selected miRNAs, and changes in the expression level of 

apoptosis proteins. 

Results: A subset of capecitabine-resistant HT29 cells has been developed. Capecitabine 

resistance developed in HT29 cell lines was demonstrated by all experimental results. In wild-

type HT29 and capecitabine-resistant HT29 cells, fisetin alone and/or in combination with 

capecitabine caused changes in cell proliferation, wound healing, colony formation, miRNA 

expressions and apoptosis protein expressions. 

Conclusion: Fisetin, alone and in combination with capecitabine, has been shown to have 

inhibitory effects on cell proliferation in both wild-type and capecitabine-resistant cells. 

Additionally, in wild-type and resistant cells, capecitabine, fisetin and their combinations may 

contribute to decreased miR-21 expression and increased drug sensitivity. Changes in miRNAs 

may also contribute to tumor suppression and regression of resistance. 

 

Keywords: Drug resistance, fisetin, capecitabine, colorectal cancer, miRNA 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kolorektal kanserin (KRK) gelişimi ve ilerlemesi farklı moleküler mekanizmalara bağlıdır 

(Siegel ve ark., 2017; Bray ve ark., 2018; Koveitypour ve ark., 2019; Reidy ve ark., 2021; Siegel 

ve ark., 2023). Kolorektal adenokarsinomlar, onkogenleri, tümör baskılayıcı genleri ve DNA 

onarım mekanizmalarıyla ilgili genleri hedef alan genetik ve epigenetik mutasyonların bir 

sonucu olarak gelişir (Pancione ve ark., 2012; Brenner ve ark., 2014; Ewing ve ark., 2014; 

Sharifi-Azad ve ark., 2022; Wang ve ark., 2022). Günümüzde KRK’ nın tanı ve tedavisi spesifik 

biyobelirteçleri yoktur. KRK patogenezini düzenleyen mekanizmalar henüz tam olarak 

bilinmemektedir (H. Chen ve ark., 2019; Xiao ve ark., 2020; de Assis ve ark., 2022). Beş yıllık 

sağkalım prognozu büyük ölçüde hastalığın evresine bağlıdır. Evre I KRK hastalarında yüzde 

90' ın üzerinde sağkalım gösterirken, evre IV hastalarında %10 sağkalım göstermektedir. KRK 

tedavisi için cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi önde gelen yaklaşımlardır (Vogelstein ve 

Kinzler, 1998; Goss ve Groden, 2000; Fearon, 2011; Kaur ve ark., 2020). KRK tedavisinin 

temelini 1950’ lerden beri 5-fluorourasil (5-FU) bazlı kemoterapi, oluşturur (Salonga ve ark., 

2000; Schmoll ve Arnold, 2006; Showalter ve ark., 2008; Van der Jeught ve ark., 2018; 

Vodenkova ve ark., 2020). 5-FU/ kapesitabin, oksaliplatin ve irinotekan klinikte kullanılan ilk 

basamak kemoterapi ilaçlardır. Bununla birlikte 5-FU/ kapesitabin bazlı tedaviye yanıt oranları 

hala çok sınırlıdır (Yaffee ve ark., 2015; Van der Jeught ve ark., 2018; Liu ve ark., 2022). 

Kapesitabin, 5-FU’ nun oral yoldan uygulanan bir ön ilacıdır ve ilerlemiş veya metastatik kolon 

kanseri için ilk kemoterapi rejimlerinden biri olarak önerilmektedir. Kapesitabin, 5-FU’ yu 

tümör hücresine seçici olarak transfer eden modifiye edilmiş bir floropirimidindir ve 5-FU’ dan 

daha düşük toksisitesi olan floropirimidin karbamat olarak geliştirilmiştir (Di Costanzo ve ark., 

2000; McKendrick ve Coutsouvelis, 2005; Chintala ve ark., 2011; Allegra ve ark., 2016; 

Alqahtani ve ark., 2022). 

Kanser de dahil olmak üzere bazı hastalıklarda ilaç direnci mekanizması ile karşılaşılmaktadır. 

Kanser tedavisinde ilaç direnci, kemoterapi ve radyoterapi uygulanan hastalarda kendinden ya 

da sonradan gelişen bir durumdur. Başlangıçta kanserin pek çok tipi kemoterapiye duyarlı 

olmasına rağmen zamanla direnç gelişimi gözlemlenmektedir. İlaç direnci gelişiminde; ilaç 

inaktivasyonu, mitokondriyal değişimler, onkogenler, tümör baskılayıcı genler, ilaç 

hedeflerindeki değişiklikler, otofaji, hücre ölümünün inhibisyonu, post translasyonel 

modifikasyonlar ve DNA hasar onarımı gibi etkili mekanizmaların rolü vardır (Housman ve 

ark., 2014; Zheng, 2017; Wang ve ark., 2019; Farhan, 2023). 
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Gastrointestinal kanserlerde kanserin gelişiminde ve ilerlemesinde birtakım genlerin rol 

oynadığı doğrulanmış olsa da, buna aracılık eden moleküler mekanizmalar belirsizliğini 

korumaktadır. Farklı araştırmacılar tarafından, mikroRNA’ ların (miRNA’ lar) mRNA’ ları 

hedeflediği ve daha sonra kanserlerin önlenmesinde ve tedavisinde çok sayıda rol oynadığı 

bildirilmektedir (Kim ve ark., 2018; Hill ve Tran, 2021; Menon ve ark., 2022). miRNA’ lar 

çeşitli fizyolojik ve patolojik süreçleri yönetmedeki gen ekspresyonu ve transkripsiyon sonrası 

kilit düzenleyicileridir. Çeşitli hastalıklar için miRNA’lar gelecek vaat eden yeni 

biyobelirteçlerin kaynağı olarak önerilmektedir. miRNA’ ların kanserle ilgili önemli süreçlerde 

ve yolaklarda rol alma görevleri giderek artmaktadır, fakat kolorektal kanserin patogenezi 

kapsamlı bir şekilde araştırılmış olsa da hastalığı yöneten mekanizmalar henüz tam olarak 

belirlenememiştir. Günümüzde küçük moleküler ilaçlar ve miRNA'lar arasındaki kanser 

önleyici potansiyeli olan ajanlar ve antikanser ilaçları bulma ilişkisine dikkat çekilmektedir 

(O'Brien ve Kirby, 2008; H. Wang ve ark., 2018; Fu ve ark., 2021; Menon ve ark., 2022). 

miRNA’ ların çeşitli kanser türlerinde sisplatin veya 5-FU gibi kemoterapötik ilaçlara duyarlılık 

veya direnç ile ilişkili olduğu gösterilmektedir (Kovalchuk ve ark., 2008; Yang ve ark., 2008; 

Boren ve ark., 2009; Tormo ve ark., 2019; Pavlikova ve ark., 2022).  

Flavonoidler bitkilerde bulunan ve insan sağlığı açısından son derece faydalı olan anti-

enflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, antikanser ve immünomodülatör gibi özelliklere sahip 

bileşenlerdir (Ullah ve ark., 2020; Dias ve ark., 2021; Liga ve ark., 2023). Bazı flavonoidler 

kanser hücre çoğalmasını inhibe etmektedir. Fisetin, çeşitli kanser türlerine karşı anti-

proliferatif, anti-kanser, anti-inflamatuar ve antioksidan aktiviteye sahiptir. Fisetinin apoptoz 

ve çoğalma üzerindeki terapötik etkilere katkıda bulunduğunu gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır (H. W. Zhang ve ark., 2018; Kashyap ve ark., 2019; Slika ve ark., 2022; 

Hosseinzadeh ve ark., 2023). Fisetinin geleneksel kemoterapötik ajanlarla kombinasyon 

halinde potansiyel terapötik kullanımına ilişkin az sayıda veri bulunmaktadır. Bu nedenle 

kansere karşı yeni ilaç çalışmaları ve farklı ilaç kombinasyonlarının kullanımı önem 

kazanmaktadır.  

Bu tez çalışmasında kapesitabin dirençli HT29 kolorektal kanser hücrelerinde (KD/HT29) 

tedaviye yanıt oranlarını iyileştirmek için ilaç direnci mekanizmalarına karşı kemoterapi 

işlevinin etkinliğini arttıran ajanlardan biri olan flavonoid fisetin kullanılmıştır. Tez 

çalışmasındaki hipotezimiz; fisetin, kemoterapide yaygın olarak kullanılan kapesitabinle 

kombinasyon tedavisine KD/HT29 hücre soylarının çoğalmasında etkin midir? Kapesitabine 

dayalı kemo-direnç mekanizmaları hala belirsizdir, bu nedenle, düzenleyici yolların ve olası 

spesifik hedeflerin incelenmesi, tedavi yanıtlarını optimize etmeye yardımcı olabilir 
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olduğundan, miRNA’ ların kanser regülasyonunda ve tedavi yanıtlarındaki rolünün de 

araştırılması gerekir. Bu çalışmadaki amaç; yabanıl-tip HT29 kolorektal kanser hücre 

soylarında in siliko çalışmalarda kolerektal kanser ile ilşkili yolaklarda ekspresyonu artan veya 

azalan miRNA’ ları belirlemek, fisetin ve kapesitabin ile tedavi edilen hem yabanıl-tip hem de 

KD/HT29 hücre soylarında;  

1)Hücre çoğalması, 

2) Seçilen miRNA’ların ekspresyon düzeyinin belirlenmesi ve 

3)Apoptoz yolaklarındaki spesifik proteinlerin  değişimini araştırmaktır. 

İlk defa bu çalışmada, in siliko araştırmalar sonucunda kolorektal kanser gen profilinde ilaca 

dirençli olarak seçilen; hsa-mir-21, hsa-mir-381 ve hsa-mir-181a-2 aday miRNA’larının 

kapesitabin ve fisetinin etkisi incelenmiştir. Çalışma süresince hem yabanıl-tip HT29 hem de 

KD/HT29 hücrelerinden elde edeceğimiz bilgiler sonucunda yan etkileri yüksek olan 

kemoterapötik ajanların, flavonoid bileşiklerle birlikte kullanılmasının ilaçların ekspresyon 

değişimlerinin kemoterapötik direnç gelişim üzerindeki etkisinin belirlenmesi hedeflenmiştir. 

Araştırma verilerimizin kolorektal kanser mekanizmasında kapesitabinin tek başına /ve fisetinle 

birlikte kapesitabine direnç geliştirilen hücrelerde hücre ölümü üzerine etkisinin belirlenmesini 

ayrıca yeni ilaç kombinasyon çalışmalarına katkı sağlaması öngörülmektedir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Kolorektal Kanser 

4.1.1. Kolorektal kanser epidemiyoloji 

Kolorektal kanser, dünya çapında ve Amerika Birleşik Devletleri’ nde hem erkek hem de 

kadınlarda en sık teşhis edilen üçüncü kanserdir ve kansere bağlı ölümlerin üçüncü en yaygın 

nedenidir (Siegel ve ark., 2017; Bray ve ark., 2018; Koveitypour ve ark., 2019; Reidy ve ark., 

2021; Siegel ve ark., 2023). Ancak genel olarak kansere bağlı ölümlerde ikinci sırada ve 50 yaş 

altı erkeklerde ise birinci sırada yer almaktadır (Siegel ve ark., 2023). 2035 yılına kadar KRK 

hasta sayısının 2,4 milyona ulaşacağı ve KRK’ nın dünya çapında 1,3 milyon ölüme neden 

olacağı tahmin edilmektedir (Douaiher ve ark., 2017; Mattiuzzi ve ark., 2019; Wang ve ark., 

2022). Tüm vakaların ve ölümlerin nedeni; yarısından fazlasında sigara içme, sağlıksız 

beslenme, yüksek alkol tüketimi, fiziksel hareketsizlik ve yüksek vücut ağırlığı gibi 

değiştirilebilir risk faktörlerine bağlanabilir (Islami ve ark., 2018; Siegel ve ark., 2023). 

Amerika Birleşik Devletlerindeki mevcut KRK istatistiklerinde, yaşa ve görülme sıklığına göre 

2023’ teki tahmini yeni vaka ve ölüm sayıları, hayatta kalma ve ölüm oranları, 2019’ a kadar 

olan görülme sıklığı ve 2020 yılına kadar ölüm verilerine dayalı olarak yaş, ırk ve etnik kökene 

göre eğilimler dahil olmak üzere, kapsamlı bir genel bakış sunulmaktadır (Siegel ve ark., 2017; 

Siegel ve ark., 2023). KRK görülme sıklığındaki düşüş, 2000’ li yıllarda yıllık %3-%4' ten 

2011-2019 döneminde yıllık %1’ e yavaşladığı bunun nedeninin kısmen 55 yaş altı bireylerde 

1990’ ların ortasından bu yana yıllık %1-%2’ lik artış olduğu belirtilmiştir. Sonuç olarak, 55 

yaşın altındaki vakaların oranı 1995’ te %11’ den 2019’ da %20’ ye çıktığı bildirilmektedir. 

Her ne kadar genel KRK mortalitesi azalmaya devam etse de bu ilerleme, gelecekte daha az 

olumlu eğilimlerin habercisi olan, hızla değişen hastalık profili nedeniyle sekteye uğruyor. 

KRK yükü, 20. yüzyılın son yarısında doğan genç bireylere kayıyor. Artık beş yeni vakadan 

biri 50'li yaşların başındaki veya daha genç bireylerde görülüyor. İkincisi, hastalığın ileri 

evrelerine genel bir geçiş var ve 1990’ ların ortalarına kıyaslandığında artık daha fazla kişiye, 

ileri evrede teşhis konuluyor. Irk ve coğrafyaya göre çarpıcı eşitsizliklerin devam ettiği 

belirtilmektedir. KRK eşitsizliklerinin azaltılması, daha sağlıklı yaşam tarzlarının teşvik 

edilmesi, başta kırsal ve Alaska gibi diğer düşük kaynaklara sahip bölgelerde yaşayanlar olmak 

üzere tüm bireylerin yüksek kaliteli sağlık hizmetlerine eşit erişiminin sağlanması yoluyla 

başarılabileceği belirtilmektedir (Siegel ve ark., 2023). 
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4.1.2. Kolorektal kanserin aşamaları 

Histopatolojik özelliklerine göre KRK dört ayrı aşamaya ayrılır ve bunlar aynı zamanda Avrupa 

Tıbbi Onkoloji Derneği’ nin (ESMO) uygun tedavilerin uygulanmasına yönelik kılavuzlarının 

da temelini oluşturur. KRK’ nın 0. evresinde kolon mukozasının iç astarında polipler oluşur. 

Daha sonra evre I' de polipler tümörlere dönüşerek mukozaya göç etmeye başlar. Lokal 

tümörlerin cerrahi rezeksiyonu, evre 0 ve evre I’ de ek tedaviye gerek kalmadan iyi terapötik 

etki sağlayabilir. Evre II’ de kanser kolonun ötesine yayılabilir, ancak bu aşamada lenf 

düğümleri yoluyla metastaz olmaz. Evre III’ te kanser hücreleri kolon duvarına ve çevredeki 

lenf düğümlerine yayılır, ancak yakındaki organlara yayılmaz. Bu evrede hastaların hem 

radyoterapi hem de kemoterapi ile tedavi edilmesi gerekir (Wang ve ark., 2022). Evre IV' te 

kanserin vücudun diğer organlarına yayılım hızı artar. Genellikle karaciğere veya akciğere 

yayılım gösterir (Hashiguchi et al., 2020; Wang et al., 2022). Kolorektal kanserin farklı 

aşamaları Şekil 1’ de gösterilmiştir. 

Şekil 1. Kolorektal kanser aşamaları (Biovendor, 2023’ den yararlanılarak hazırlanmıştır) 

4.1.3. Kolorektal kanser tipleri 

KRK, farklı DNA hasarları olan üç farklı ancak kısmen örtüşen moleküler fenotipe sahip 

heterojen bir hastalıktır. Bu yolaklar kromozomal instabilite (CIN), mikrosatellite instabilite 

(MSI) ve CpG (C;sitozin-P;fosfat-G;Guanin) adası metilatör fenotipi (CIMP)’ dir. CIN yolağı, 

tüm sporadik KRK’ ların ~%85’ ini oluşturan en yaygın fenotiptir (Lengauer ve ark., 1997; 

Nowak ve ark., 2002; Ahmed ve ark., 2013). CIN tümörlerindeki kötü huylu hücreler tipik 

olarak anöploididir ve büyük ölçekli kromozomal yeniden düzenlemeleri ortaya çıkarır. MSI 
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fenotipi, tüm KRK’ ların yaklaşık %15’ ini temsil eder ve DNA onarım sistemindeki çeşitli 

eksikliklerden kaynaklanır ve mutasyon oranında büyük artışa neden olur (Shibata ve ark., 

1994; Lothe, 1997; Ahmed ve ark., 2013). CIMP fenotipi gösteren kanserler, anormal DNA 

metilasyonuna sahiptir, birçok genin uyumsuz promötör hipermetilasyonuna yol açar (Issa, 

2004; Ahmed ve ark., 2013). Bu fenotipin kesin bir tanımı ve sınıflandırması için birleşik bir 

belirteç paneli oluşturulmayı beklemektedir. Burada temsili genotiple doğrulanmış kolon 

kanseri hücre dizilerinden oluşan bir panel, genetik ve epigenetik moleküler fenotiplerine göre 

ayrıca sınıflandırılır (Ahmed ve ark., 2013).  

Kolorektal kanserin ortaya çıkışı ve gelişimi, kanserin aşamalar halinde varlığının en belirgin 

kanıtlarından biri olmaya devam etmektedir. Adenomdan karsinomaya dönüşüm dizisi, en iyi 

hayatta kalma, büyüme ve kanser hücresi kolonilerinin istilasına sahip varyantların seçilmesiyle 

tümör fenotipinin desteklenmesine yol açan mutasyonların gelişimine dayanır (Vogelstein ve 

Kinzler, 1998). Onkogenler, hücrelerin normal halden kanser hücrelerine dönüşümüyle sıkı 

sıkıya ilişkili olan genlerdir. Tümör baskılayıcı genler ise normal bir hücrenin işlevini koruyan 

genlerdir. Kolorektal kanserde rolü kanıtlanmış olan onkogenler Ras, EGFR (Erb-B1), Erb-B2, 

TGFalfa, TGF-beta 1'dir. Tümör baskılayıcı genler ise Adenomatöz polipozis koli (APC), p53, 

p27, MSI, LOH 18q, delesyon 5q aleli, DNA hipermetilasyonudur (Munteanu ve Mastalier, 

2014). KRK hücre soylarının kökenlerine ilişkin veriler Tablo 1’ de açıklanmıştır. 
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Tablo 1. KRK hücre soylarının kökenlerine ilişkin veriler  

Hücre 

soyu 

Hasta 

(Yaş/cinsiyet) 

Organ Hastalık Evre Köken Referans 

Caco-2  Kolon Kolorektal 

karsinoma 

  (Caro ve 

ark., 1995) 

CO-115 77 yaş, kadın Kolon Kolorektal 

karsinoma 

Duke’s 

C 

Primer tümör (Carrel ve 

ark., 1976) 

COLO 

320  

55 Yaş, kadın Kolon 

sigmoid 

Kolorektal 

karsinoma 

 Primer tümör (Quinn ve 

ark., 1979) 

DLD-1 Erkek Kolon Kolorektal 

karsinoma 

 HCT-15/DLD-1 

(yanlış 

sınıflandırılmış) 

(Dexter ve 

ark., 1981; 

Chen ve ark., 

1995) 

HCT-

115 

Erkek Kolon Kolorektal 

karsinoma 

 HCT-15/DLD-1 

(yanlış 

sınıflandırılmış) 

(Tibbetts ve 

ark., 1977; 

Dexter ve 

ark., 1981; 

Chen ve ark., 

1995) 

HCT-

116 

48 yaş, erkek Kolon Kolorektal 

karsinoma 

Duke’s 

D 

Primer tümör (BrattainBrat

tain ve ark., 

1981; 

BrattainFine 

ve ark., 

1981; 

Eshleman ve 

ark., 1995) 

HT29 44 yaş, kadın Kolon Kolorektal 

karsinoma 

Duke’s 

C 

Primer tümör (Fogh, 1975)  

LoVo 56 yaş, erkek Kolon Kolorektal 

karsinoma 

Duke’s 

C 

Sol köprücük 

üstü bölgesi 

(Drewinko 

ve ark., 

1976) 

SW480 50 yaş, erkek Kolon Kolorektal 

karsinoma 

Duke’s 

B 

Primer tümör (Leibovitz ve 

ark., 1976) 

SW620 51 yaş, erkek Kolon Kolorektal 

karsinoma 

Duke’s 

C 

Lenf nodu 

metastazı 

(Leibovitz ve 

ark., 1976) 

 

4.1.4. Kolorektal kanser moleküler patogenezi (Adenom-karsinoma dönüşümü) 

Kolorektal karsinogenezdeki moleküler yolaklar, normal kolonik mukozanın iyi huylu bir 

polipe ve ardından kötü huylu bir tümöre dönüşmesine neden olan çeşitli karmaşık genetik ve 

epigenetik modülasyonları içerir. Günümüze kadar kanıtların çoğu KRK’ nın kanser öncesi 
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lezyonlardan veya adenomatöz poliplerden kaynaklandığını öne sürmeye devam ediyor. KRK' 

nın patogenezinin, anormal kript odağı adı verilen en erken displastik lezyondan başlayarak 

adenomatöz polipe ve invazif kanser gelişimine kadar çok aşamalıdır. Fearon ve Vogelstein, 

moleküler düzeyde, karsinogenez gelişiminin, zaman içinde tümör büyümesine neden olan ve 

sonuçta invazif bir maligniteye yol açan değişikliklerin ilerlemesine bağlı olduğunu öne 

sürdüler. Bu ilerlemeyi adenom-karsinom dizisi olarak adlandırdılar (Fearon ve Vogelstein, 

1990; Kasi ve ark., 2020). APC geninin kesilmesi genellikle tetikleyicidir ve bunu KRAS ve 

TP53 mutasyonları takip eder. Bunlar, kolorektal kanserin evrimi için alternatif bir yolağı temsil 

eder ve hiperplastik polipler, sesil “serrated” (tırtıklı) adenomlar veya karışık hiperplastik 

polipler/serrated adenom gibi fenotipik olarak heterojen büyümelerdir (De Palma ve ark., 2019; 

Kasi ve ark., 2020). Sesil “serrated” (tırtıklı) adenomlar kolonun premalign lezyonları olup 

çekum ve asendan (çıkan) kolonda daha sık görülmektedirler. B-raf proto-onkogen (BRAF) 

mutasyonları, genellikle epigenetik CpG adası metilatör fenotipi ile birleşen en yaygın 

başlangıç hasarıdır. İlginç bir şekilde, bağırsak mikrobiyomunda disbiyoz, özellikle 

fusobacterium nükleatumun aşırı büyümesi, serrated polip adenokarsinomanın ilerlemesinde 

rol oynar (Ito ve ark., 2015; Park ve ark., 2016; Kasi ve ark., 2020). Prognoz değişkendir ve 

yüksek derecede CIMP, MSI ve BRAF mutasyonlarınn kombinasyonu en kötü prognozu taşır  

Kolorektal kanser gelişiminin ana hatları  CIN yolağı,  MSI yolağı ve CIMP hipermetilasyonu 

olmak üzere üç ana moleküler yolakla gerçekleşir (Şekil 2) (Kasi ve ark., 2020). 

 

Şekil 2. Kolorektal kanser gelişiminde anahtar moleküler yolaklar (Kasi ve ark., 2020’ den 

yararlanılarak hazırlanmıştır).  



 

 

11 

 

 

Kolon epitel hücrelerinden KRK' nın gelişimi ve ilerlemesi için iki klasik model önerilir. İlk 

model, APC genindeki mutasyonlar tarafından başlatılan, adenomun kansere dönüşüm sürecini 

açıklar. Bu kromozom instabilite modeli ile karsinomaya ilerleme APC geninde mutasyon 

çeşitli kromozom kusurları içerir (Ogino ve Goel, 2008). Kromozom instabilite (CIN) 

modelinin önemli bir özelliği tümör baskılayıcı genlerin delesyonuna neden olmasıdır. CIN’ de 

anahtar genler APC, TP53, KRAS, PI3KCA vs’ dir (Walther ve ark., 2009). 

MSI, kolorektal kanserlerin yaklaşık olarak %15’ ini karakterize eden mismatch onarım 

(MMR) sisteminin moleküler parmak izidir. MMR eksikliği olan hücrelerin DNA hatalarını kat 

kat biriktirmeleri olasıdır. Eksik mismatch (uyumsuzluk) protein sistemi, bu mikrosatellitlerin 

genleşmesine veya daralmasına yol açar, dolayısıyla bu durum mikrosatellit kararsızlığı olarak 

adlandırılır (Jasperson ve ark., 2010). MSI, MMR genlerindeki doğuştan gelen mutasyonlardan 

veya daha yaygın olarak, sporadik tümörlerde MLH1 geninin promotör bölgelerindeki CpG 

adalarının metilasyonu arkasında gelişen epigenetik susturulmadan kaynaklanır. Bu tümörler 

sıkça BRAF onkogenindeki hotspot mutasyonlarını gösterir (Sinicrope ve Sargent, 2012). 

Mikrosatellit instabilitesi yüksek (MSI-H) kolorektal tümörlerde çoklu gen dizilimi ile 

tanımlanan, işlevsiz MMR genlerinden kaynaklandığı belirtilmektedir. MSI-H KRK’ lı 

hastaların çoğunun immüno terapiden faydalandığı belirtilmektedir (Overman ve ark., 2017). 

Diğer model, KRAS/B-Raf proto-onkogen, serin/treonin kinaz (BRAF) ve fosfatidilinositol-

4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa mutasyonlarına ikincil olarak katenin beta1’ in 

mutasyonu ile serrated poliplerden kansere dönüşümü açıklar. Bu mutasyonlar transforme edici 

büyüme faktör-beta reseptörü (TGF-β) tip 2’ nin aşırı ekspresyonu sonucunda oluşur (Ireland 

ve ark., 2017; Lu ve ark., 2023). Ana sinyal molekülleri, Wnt, mitojenle aktifleşen protein kinaz 

(MAPK), fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt ve hiperaktif TP53’ tür (Kuipers ve ark., 2015; Lu 

ve ark., 2023). KRK’ nın gelişimine ve oluşumuna yol açan diğer sinyal yolakları hedgehog, 

erb-b2 reseptör tirozin kinaz, ras homolog aile üyesi A, Notch, kemik morfogenetik proteini, 

hippo, AMP ile aktifleştirilen protein kinaz, nükleer faktör KB (NF-kB) ve Jun N terminal 

kinazdır (Mahar ve ark., 2017; Lu ve ark., 2023). Mutasyonlarla normal kolon dokusunun 

kolorektal kansere dönüşümü Şekil 3’ te gösterilmektedir. 
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Şekil 3. Normal kolon dokusunun karsinoma ilerlemesini gösteren diyagram (Lu ve ark., 2023’ den 

yararlanılarak hazırlandı) (APC: Adenomatöz polipozis koli; TP: Tümor proteini) 

 

APC’ nin somatik nokta APC mutasyonları mutasyon kümesi bölgesinde (MCR)’ de meydana 

gelir (Lu ve ark., 2023). MCR’ de mutasyonlardan sonra en önemli sitolojik olaylar antigen-

presenting (APCΔ2,3) tekrarlarının yapısal kırpılması ve aksin, katenin eksikliği, mikrotübüller 

ve diğer bağlanma bölgeleri mutasyonlarıdır (Kohler ve ark., 2008). Genomik DNA’nın 

bütünlüğünün gerçek zamanlı izlenmesi için normal TP53 kullanılır (Bykov ve ark., 2018). 

TP53 mutasyonları öncelikle karsinogenezin orta ve geç aşamalarında meydana gelir (Zhang 

ve ark., 2022). Kansere ilerleme (driver) aşamasında golgi fragmantasyonu ile yönetilen APC-

kırpılma mutasyonları hücresel yapısal proteinlerin yeniden reorganize olması sonucu anormal 

polarite ve yanal büyümeye neden olur. Kanser aşamasında, golgi fragmantasyonu, ısı şoku 

proteinleri murine double minute-2 (MDM2), TP63 ve TP73’ ün aracılık ettiği TP53 baz 

uyumsuzluğunun onarım mekanizmasını etkiler, bu da mutant TP53’ ün stabilitesinin artmasına 

ve lateral olarak yayılan tümörlerin karsinoma ilerlemesinin desteklenmesine neden olur (Lu 

ve ark., 2023). 

4.2. Kolorektal Kanserde Güncel Tedavi Stratejileri 

KRK ile savaşmak için çok sayıda tedavi stratejisi kullanılmaktadır. Ancak yaşamı tehdit eden 

bu hastalığı tamamen ortadan kaldıracak bir yaklaşım henüz mevcut değildir.  Günümüzde 

cerrahi, kemoterapi, radyasyon terapisi, hedefe yönelik tedavi ve immünoterapi dahil olmak 

üzere çok sayıda KRK tedavi stratejisi kullanılmaktadır (Goss ve Groden, 2000; Raedler, 2016; 

Van der Jeught ve ark., 2018; Kaur ve ark., 2020). Lokal tedaviler, sistemik tedaviler ve 

kombine tedavi yaklaşımları olarak ayrılır ve tümörün evresine göre uygulamalar değişir. Lokal 

tedaviler vücudun geri kalanını etkilemeden sadece tümörü tedavi eden tedavilerdir. Bu 

tedaviler erken evre kanserlerde daha etkilidir ancak diğer bazı durumlarda da kullanılabilir. 

Kolorektal kanserde kullanılan lokal tedavi türleri arasında cerrahi, ablasyon ve embolizasyon 

ve radyasyon yer alır. Genellikle cerrahi rezeksiyon olarak adlandırılan cerrahi, KRK' nın en 

yaygın tedavisidir (Young ve ark., 2014; Brar ve ark., 2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Bu, 

erken evredeki malign katı tümörleri çıkarmak için etkili bir araçtır ve tümör iyi tanımlanmış 
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olsa da ileri aşamalarda çok etkili değildir (Young ve ark., 2014; Krasteva ve Georgieva, 2022). 

Kolorektal kanserde, sağlıklı bir kolon veya rektumun bir kısmı ve yanındaki lenf düğümleri 

çıkarılabilir (Young ve ark., 2014; Brar ve ark., 2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Bu 

cerrahinin yan etkileri, operasyon bölgesinde ağrı ve hassasiyeti içerir, ayrıca kabızlık veya 

ishal de görülebilir (Young ve ark., 2014; Krasteva ve Georgieva, 2022). Ayrıca, cerrahi, tümör 

bütünlüğünün mekanik bozulması sonucunda belirli kanser hastalarında metastaz nedeniyle 

ölüm riskini artırabilir. Radyasyon terapisi, hücrelerin büyümesini ve bölünmesini kontrol eden 

genetik materyallerine zarar vererek kanser hücrelerini yok etmek üzere yüksek enerjili X 

ışınlarını kullanır. Rektal kanserin tedavisinde yaygın olarak kullanılır çünkü bu tümör 

başlangıç yerine yakın kalma eğilimindedir. Radyasyon tedavisinin en yaygın erken yan etkileri 

yorgunluk, hafif cilt reaksiyonları, mide rahatsızlığı vb.' dir (Joye ve Haustermans, 2014; Brar 

ve ark., 2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Diğer yan etkiler rektumda kanamadan 

kaynaklanan kanlı dışkı veya bağırsak tıkanıklığı, cinsel sorunlar ve hem erkeklerde hem de 

kadınlarda kısırlık olabilir (Joye ve Haustermans, 2014; Krasteva ve Georgieva, 2022). 

Hastaların, hasar gören sağlıklı hücrelerinin miktarını etkileyen iyonlaştırıcı radyasyona karşı 

farklı hassasiyetleri vardır. Radyasyon hasarına karşı daha duyarlı hastalarda, radyasyon 

tedavisi, daha ileri neoplazmın gelişimini başlatmaya yeterli olacak DNA hasarına da neden 

olabilir (Krasteva ve Georgieva, 2022).  

Ablasyon sıklıkla küçük (4 cm' den küçük) tümörleri yok etmek için ameliyat yerine kullanılır. 

Ablasyon tekniklerinin birçok farklı türü vardır. Radyofrekans ablasyonu (RFA), kanser 

hücrelerini öldürmek için yüksek enerjili radyo dalgalarını kullanır. Mikrodalga ablasyonu, 

kanseri hızlı bir şekilde öldüren yüksek sıcaklıklar oluşturmak için elektromanyetik 

mikrodalgalar kullanır; etanol ablasyonu, kanser hücrelerine zarar vermek için doğrudan 

tümöre konsantre alkol enjeksiyonunu içerir; kriyocerrahi ise tümörü ince bir metal probla 

dondurarak yok eder. Ablasyon tedavisinden sonraki olası yan etkiler arasında karın ağrısı, 

karaciğerde enfeksiyon, ateş, göğüs boşluğunda veya karında kanama ve anormal karaciğer 

testleri yer alır. Embolizasyon, karaciğere metastaz yapan KRK tümörlerini tedavi etmek üzere 

kullanılır. Embolizasyon işleminde, tümöre giden kan akışını engellemek veya azaltmak için 

karaciğerdeki bir artere doğrudan bir madde enjekte edilir. Olası yan etkiler ablasyon 

tedavisinden sonrakilere benzerdir (Krasteva ve Georgieva, 2022). 

Kolorektal kanser tedavisinin temelinde cerrahi rezeksiyon veya radyasyona uygun olmayan 

metastatik kolorektal kanserli hastalar için sistemik tedavi seçenekleri arasında sitotoksik 

kemoterapi ve hedefe yönelik tedavi yöntemleri hastalığın evresine bağlı olarak yanıtları ve 

uzun vadeli sonuçları optimize etmek için sırayla veya kombinasyon halinde kullanılabilir 



 

 

14 

 

(Goss ve Groden, 2000; Raedler, 2016; Van der Jeught ve ark., 2018; Kaur ve ark., 2020). 

Kemoterapi kan akışı yoluyla vücudun her yerindeki kanser hücrelerine ulaşabilen sistemik 

tedaviler olarak adlandırılır. Kemoterapide, normalde kanser hücrelerinin büyüme ve bölünme 

yeteneğini durdurarak kanser hücrelerini yok etmek üzere ilaçlar kulanılır (Chu, 2012; Cisterna 

ve ark., 2016; Viswanath ve ark., 2016; Johdi ve Sukor, 2020; Xie ve ark., 2020; Brar ve ark., 

2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Kolorektal kanserin türüne bağlı olarak farklı türde ilaçlar 

kullanılabilir, ağız yoluyla uygulanabilir veya doğrudan kan dolaşımına enjekte edilebilir. 

Günümüzde KRK’ yı tedavi etmek için çeşitli ilaçlar onaylanmıştır. Mevcut kemoterapi, hem 

5-FU bazlı tek ajanlı tedaviyi hem de oksaliplatin (OX), irinotekan (IRI) ve kapesitabin (CAP 

veya XELODA veya XEL) dahil olmak üzere bir veya daha fazla ilaç içeren çoklu ajan 

rejimlerini içerir (Yaffee ve ark., 2015; Hammond ve ark., 2016; Van der Jeught ve ark., 2018). 

KRK tedavisinde timin analoğu ve DNA replikasyon inhibitörü olan floropirimidin 5-FU, 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Bertino, 1997; Salonga ve ark., 2000; McQuade ve ark., 2017; 

Van der Jeught ve ark., 2018). Kemoterapötik ilaçların seçici olmayan sitotoksik mekanizmaları 

nedeniyle kemoterapi sırasında ve sonrasında birçok güçlü yan etki bildirilmektedir (Hammond 

ve ark., 2016; Brar ve ark., 2021). Bu yan etkiler mide bulantısı, kusma, ishal, nöropati ve ağız 

yaralarını içerir. Bu nedenle son zamanlarda KRK için başka bir sistematik tedavi olan hedefe 

yönelik tedaviye dikkat çekilmektedir. Bu tip tedavide, tümör hücrelerinin yüzeyindeki veya 

çevresindeki spesifik moleküllere karşı etki eden monoklonal antikorlar uygulanır (Cisterna ve 

ark., 2016). Bevacizumab ve Setuksimab gibi monoklonal antikorların ortaya çıkmasıyla KRK’ 

nın tıbbi tedavisinde büyük adımlar atılmıştır (Van der Jeught ve ark., 2018). KRK tedavisinde 

bu iki ilaç onaylanmıştır ve bunlar arasında vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) adı 

verilen bir kanser hücresi proteinini hedef alan Bevacizumab ve metastatik kanser tedavisinde 

kullanılan bir epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) inhibitörü ilaç olan setuksimab yer 

alır (Cisterna ve ark., 2016). Her iki ilaç da monoklonal antikorlara dayanmakta olup KRK’ ya 

karşı modern tedavi yaklaşımlarının bir parçasıdır. 2000'li yılların başlarından beri irinotekan 

(bir topoizomeraz I inhibitörü), oksaliplatin (bir DNA çapraz bağlayıcı) ile birlikte onkolojik 

uygulamaya girmiştir. Öte yandan sitotoksik ilaçlar beyaz kan hücreleri, kırmızı kan hücreleri 

ve trombositler gibi çoğalan sağlıklı hücreleri öldürür. Bu nedenle, kan hücrelerinin üretimini 

güçlendiren ve standart KRK kemoterapisi sırasında tedavi verimliliğini artıran bir kalsiyum 

folinat olan lökovorinin eş zamanlı uygulanması denenmektedir (Hammond ve ark., 2016). 

İmmünoterapi kanser tedavisinde yeni alternatiflerden biridir. Standart tedaviye kıyasla bu 

tedavi, kanser hücrelerine karşı mücadelede hastanın kendi bağışıklık sistemini manipüle eder 

ve kullanır. Doğuştan gelen ve adaptif bağışıklık tepkileri, kanser hücrelerini tanımak ve 
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potansiyel olarak tümörü yok etmek için uyarılır (Vesely ve ark., 2011; Gajewski ve ark., 2013; 

Marcus ve ark., 2014; Johdi ve Sukor, 2020). Özellikle hematolojik malignitelerde ve solid 

tümörlerde başarılı olduğu rapor edilmiştir (Im ve Pavletic, 2017; Nixon ve ark., 2018; Johdi 

ve Sukor, 2020). Kanser immünoterapisi (IT), kolorektal kanser tedavisine yönelik yeni bir 

yaklaşımdır. Bu yaklaşım, ilaçları (immün kontrol noktası inhibitörleri) kullanarak bir kişinin 

bağışıklık sistemini kanser hücrelerini daha iyi tanıyıp yok etme yeteneğini arttırmayı amaçlar 

(Bousbaa, 2021). İmmünoterapi, ileri evre kolorektal kanserli hastaların tedavisinde 

kullanılabilir. Bu, kanser hastalarına yeni umutlar getirmiştir, çünkü standart tedavi stratejileri 

ile karşılaştırıldığında hastanın yaşam süresinde ve yaşam kalitesinde net bir iyileşme vaat 

etmektedir. Ancak, immünomodülatör özelliklerinden dolayı, immün kontrol noktası 

inhibitörlerini diğer ilaçlarla en etkili biçimde birleştirmek için optimal bir zaman penceresinin 

belirlenmesi, toksisiteleri kontrol altında tutarken maksimum etkinliği elde etmek için 

gereklidir (Johdi ve Sukor, 2020). Kanser immünoterapisine iyi yanıt veren hastaların prognozu 

daha iyi ve yaşam kalitesi daha iyidir. Kombine tedavi yaklaşımlarında, kanserin evresine ve 

diğer faktörlere bağlı olarak farklı tedavi türlerinin kombinasyonu aynı anda veya ardı ardına 

uygulanır. Birçok kişi ilk tedavi olarak hem kemoterapi hem de radyasyon terapisi 

(kemoradyasyon olarak adlandırılır) alır ve genellikle bunu ameliyat izler.  Ameliyattan sonra 

genellikle toplamda yaklaşık 6 ay boyunca ek kemoterapi verilir. Diğer bir seçenek olarak önce 

tek başına kemoterapi, ardından kemo artı radyasyon tedavisi ve sonra ameliyat yapmak olabilir 

(Messersmith, 2019; Yaqoob ve ark., 2020; Krasteva ve Georgieva, 2022). Bununla birlikte, 

tüm tedavi tekniklerin sınırlamaları vardır ve tatmin edici sonuçları garanti etmez. Örneğin 

geleneksel kemoterapinin etkinliği, antikanser ilaçların spesifik olmayan dağılımı ve hızlı 

temizlenmesi, düşük verimlilik, hücresel ve tümör seviyelerinde ilaç direnci ve yaygın 

antikanser ajanlarının daha yüksek dozlarda reçete edildiğinde ciddi toksisiteye sahip olması 

nedeniyle azalmıştır. Bu nedenle, bunların özgüllüğünü ve etkililiğini daha da geliştirmek için 

yeni yöntemlere gereksinim vardır. 

4.3. HT29 Hücre Soyu 

İnsan kolon adenokarsinom hücre soyu HT29, 1964’ te Fogh ve Trempe tarafından 44 yaşındaki 

beyaz ırktan kadının birincil tümöründen izole edilmiştir (Fogh, 1975; Martinez-Maqueda ve 

ark., 2015). Günümüze kadar insan kolon kanserlerinden birçok hücre soyu üretilmiştir. HT29 

hücre soyu insan kanserlerinin biyolojisinin farklı yönlerini incelemek için kullanılmaktadır. 

Bu hücreler yüksek oranda glikoz tüketimi gösterir ve bu nedenle ortamda yüksek glukoz 

konsantrasyonu gerektirir. Bu hücreler standart büyüme koşulları altında, 25 mM glikoz ve %10 

serum varlığında, farklılaşmamış bir fenotip sergiler; polarize olmamış farklılaşmamış hücreler 
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çok katmanlı olarak büyürler ve işlevsel olarak bağırsak epitel hücrelerinin herhangi bir tipik 

özelliğini ifade etmezler. Kültür ortamında glukozun galaktoz ile değiştirilmesinin, tersine 

çevrilebilir bir enterositik farklılaşmayı indüklediğinin keşfinden bu yana (Zweibaum ve ark., 

1985), HT29 hücreleri bağırsak hücresi farklılaşmasının moleküler mekanizmalarını incelemek 

üzere benzersiz bir model haline gelmiştir. Bu hücreler uygun kültür koşulları altında veya 

bütirat (bütirik asit) gibi farklı indükleyicilerle muameleden sonra çoğaltıldığında (Augeron ve 

Laboisse, 1984; Fitzgerald ve ark., 1997) enterosit farklılaşmasının farklı yollarını ifade etmek 

için modüle edilebilirler. Bu nedenle HT29, hücre farklılaşmasında yer alan yapısal ve 

moleküler olayların incelenmesinde kullanılabilen bir pluripotent bağırsak hücre soyu olarak 

kabul edilmektedir (Martinez-Maqueda ve ark., 2015).  

4.4. Kolorektal Kanserin Tedavisinde Kullanılan İlaçlar 

İyileştirici amaçlı tedavi mümkün olmadığında, hastalara genellikle hedefe yönelik tedaviyle 

birlikte sitotoksik kemoterapi kombinasyonu verilir. Son birkaç on yılda evre III ve IV 

metastatik KRK (mKRK) tedavisindeki eğilimler, yeni kemoterapötiklerin ve yeni 

kombinasyon tedavilerinin indüksiyonuna dayalı olarak çeşitli alanlara ayrılabilir olduğu 

belirtilmiştir (McQuade ve ark., 2017). Günümüzde kullanılan ve geliştirilen ilaçlar tablo 2’ de 

sunulmuştur (Tablo 2). 
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Tablo 2. Kolorektal kanser için mevcut ve yeni ortaya çıkan tedaviler (McQuade ve ark., 2017’ den 

yararlanılarak hazırlanmıştır). 

 

 

Ajan Mekanizma Referans 

Güncel tedaviler 

5-FU Floropirimidin (Timidilat sentaz enziminin 

inhibisyonunun yanı sıra floro nükleotidinin RNA ve 

DNA' ya hatalı birleşimi) 

(Petrelli ve ark., 1987; 

Petrelli ve ark., 1989) 

Lökovorin Folinik asit türevi (Poon ve ark., 1989) 

Kapesitabin Floropirimidin (5-florourasil için oral ön ilaç) (Twelves ve ark., 

2005) 

 

FOLFOX 

Kombinasyon rejimi 

FOL = folinik asit (Lökovorin) + F = 5-florourasil (5-

FU) + OX = oksaliplatin (Elotaksin) 

(Andre ve ark., 2004; 

André ve ark., 2009) 

 

FOLFIRI 

Kombinasyon rejimi 

FOL = folinik asit (Lökovorin) + F = 5-florourasil (5-

FU) + IRI = irinotekan (CPT-11) 

(Saltz ve ark., 2000; 

Saltz ve ark., 2007) 

 

FOLFOXIRI 

Kombinasyon rejimi 

FOL = folinik asit (Lökovorin) + F = 5-florourasil (5-

FU) + OX = okzaliplatin (Elotaksin) + IRI = irinotekan 

(CPT-11) 

(Falcone ve ark., 

2002; Souglakos ve 

ark., 2006) 

 

XELOX 

Kombinasyon rejimi 

XEL = kapesitabin (Xeloda) + OX = oksaliplatin 

(Elotaxin) 

(Borner ve ark., 2002; 

Díaz-Rubio ve ark., 

2002; Cassidy ve ark., 

2008) 

 

XELIRI 

Kombinasyon rejimi 

XEL = kapesitabin (Xeloda) + IRI = irinotekan (CPT-

11) 

 

Bevacizumab VEGF inhibitörü  

Setuksimab EGFR inhibitörü  

Panitumumab  EGFR inhibitörü  

Aflibercept VEGF inhibitörü   

Regorafenib Oral çoklu-kinaz inhibitörü  
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Tablo 2. Kolorektal kanser için mevcut ve yeni ortaya çıkan tedaviler (devam) (McQuade ve ark., 

2017’ den yararlanılarak hazırlanmıştır). 

Metastatik kolorektal kanser için sıklıkla kemoterapi rejimleri arasında tek ajanlı kapesitabin 

ve irinotekan yanı sıra, FOLFOXIRI (lökovorin, 5-FU, oksaliplatin ve irinotekan); FOLFOX 

(lökovorin, 5-FU ve oksaliplatin); FOLFIRI (lökovorin, 5-FU ve irinotekan); CapeOx 

(kapesitabin ve oksaliplatin); ve FL (5-FU ve lökovorin) kullanılır (Raedler, 2016). Uluslararası 

klinik bir araştırma grubu tarafından yapılan son araştırmalara göre, bevacizumab (Avastin) ve 

trifluridin ile tipiracil (Lonsurf) kombinasyon rejimi kolorektal kanserli bazı kişilerin tedavisi 

için Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından onaylanmıştır. SUNLIGHT adı verilen araştırma 

sonucuna göre, daha önceki en az iki tedavi rejiminden sonra durumu kötüleşen ilerlemiş 

kolorektal kanseri olan yaklaşık 500 kişi dahil edildiği ve trifluridin-tipirasil'i tek başına veya 

bevacizumab ile birlikte almak üzere rastgele tedavi aldıkları belirtilmektedir. Kombinasyon 

tedavisi alan grubun ortalama 14 ay takip edildikten sonra ortalama 10,8 ay sağkalım görüldüğü 

belirtilmiştir (Natioanal Cancer Institute, 2023). 

4.4.1. 5-FU   

5-FU, antikanser etkinliği olan ilk kemoterapötik ilaçlardan biridir (Heidelberger ve ark., 1957). 

Kolon kanserinde etkinliğinin ilk yayınlanmasının ardından, 5-FU tedavinin temelini 

oluşturmuştur ve hâlâ ileri veya mKRK için birçok tedavinin standart parçası olarak 

kullanılmaktadır (Hammond ve ark., 2016). 5-FU, birden fazla mekanizma kullanarak, DNA'ya 

timidin (dTMP veya deoksitimidin monofosfat) yerine dahil edilen florlu nükleotidleri 

oluşturarak DNA replikasyonunu engeller ve hücre ölümüne neden olur. Bu, aktif metabolitlere 

intrasellüler dönüşüm gerektiren bir öncül ilaçtır. Başlıca aktif metabolit, timidilat sentaz (TS) 

enzimini inhibe eden FdUMP (florodeoksirutidin monofosfat)’ dir, bu enzim, DNA nükleotidi 

dTMP’ nin oluşturulmasında anahtar bir enzimdir. TS’ nin inhibe edilmesi, dUMP’ nin dTMP’ 

ye dönüştürülmesini önler, bu da hücresel replikasyon döngüsünün S fazında DNA sentezini 

bozar. Ayrıca, diğer 5-FU metabolitleri olan 5-florouridin trifosfat (5-FUTP) ve 5-florodeoksi 

trifosfat (5-FdUTP), alternatif enzimatik yollarla oluşturulur ve DNA'ya dahil edilen ve normal 
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protein üretimine müdahale eden yanlış nükleotidleri oluşturur, bu da hücre ölümüne yol açar 

(Nicum ve ark., 2000). Kemoterapi ortamında 5-FU’ nun metastatik ve ileri KRK tedavisinde 

yaygın kullanımından bu yana, 5-FU’ nun ön ilacı kapesitabin, tegafur, irinotekan ve 

oksaliplatin dahil olmak üzere diğer sitotoksik ilaçlar araştırılmıştır ve doğrulanmıştır. Bu 

ilaçların uygulama kılavuzlarına dahil edilmesine ve klinik uygulamada yaygın şekilde 

kullanılmasına olanak sağlamıştır (Yaffee ve ark., 2015; Hammond ve ark., 2016; Van der 

Jeught ve ark., 2018). 

5-FU ve kapesitabin antikanser aktivitesini artırmak amacıyla bazı araştırma stratejiler şu 

şekilde özetlenebilir: Leukovorin, 5,10-metilen tetrahidrofolat (CH2THF) intrasellüler 

havuzunu artırarak florodeoksiuridin monofosfat (FdUMP) tarafından timidilat sentaz (TS) 

inhibisyonunu artırır. Enilurasil ve urasil, 5-FU’ nun dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD) 

aracılı bozunmasını engeller. Metotreksat (MTX), fosforibosil pirofosfat (PRPP) seviyelerini 

artırarak 5-FU aktivasyonunu artırdığı düşünülmektedir. Interferonlar (IFN'ler), timidin 

fosforilaz (TP) aktivitesini artırarak, 5-FU tedavisinin neden olduğu akut TS indüksiyonunu 

ortadan kaldırdığı ve 5-FU aracılı DNA hasarını artırdığı belirtilmektedir. Kapesitabin, 

karboksilesteraz ve sitidin deaminazın karaciğerde ardışık etkileşim sonucu oluşturduğu 5-FU’ 

nun ön ilacıdır. 5'DFUR, TP tarafından 5-FU’ ya dönüştürülür. Bu modülasyon şematize 

edilmiştir (Şekil 4) (Longley ve ark., 2003). 

 

Şekil 4.  5-FU ve kapesitabin aktivitesinin modülasyonu Longley ve ark., 2023’ den yararlanılarak 

hazırlanmıştır). 
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4.4.2. Kapesitabin   

Kapesitabin (Xeloda), sürekli 5-FU infüzyonunu taklit etmek üzere geliştirilmiş, ancak esas 

olarak tümör bölgesinde meydana gelen aktivasyona sahip, ağızdan alınan bir antikanser 

ajanıdır. Günümüzde kapesitabin Dukes’C kolon kanseri olan hastalarda adjuvan tedavi için 

onaylanmıştır. Metastatik kolorektal kanserde tek başına floropirimidin tedavisi tercih 

edildiğinde birinci basamak monoterapi olarak kullanılmaktadır (Miwa ve ark., 1998; Reigner 

ve ark., 2001; Alqahtani ve ark., 2022). 5-FU’ ya metabolize olan sitotoksik ajan kapesitabin, 

timidilat sentaz (TS) inhibitörüdür ve DNA sentezine müdahale eder  

 

Şekil 5.  Kapesitabinin 3D (üç boyutlu) kimyasal yapısı (National Enstitutes of Health, 2023)  

Kapesitabin, oral olarak uygulanan bir 5-FU ön ilacı ve tümör seçici sitotoksik bir ajan olarak 

floropirimidin karbamatı olarak geliştirilmiştir. Oral uygulama sonrasında kapesitabin, 

değişmeden ve intact olarak gastrointestinal mukozal bariyer boyunca hızla geçer ve düşük 

değişkenlikle büyük ölçüde (en az %70) emilir. Kapesitabin, sitotoksik bir ilaç değildir, ancak 

ana metabolitleri 5'-deoksi-5-florositidin (5'-DFCR) ve 5'-deoksi-5-florouridin (5'-DFUR veya 

doksifluridin), insan kanser hücrelerinde seçici olarak 5-FU' ya dönüştürüldükten sonra etkili 

hale gelir. Kapesitabin üç aşamada 5-FU'ya metabolize edilir: 

(1) Kapesitabin, karaciğerde bulunan karboksilesteraz enzimi ile 5′-DFCR’ ye dönüştürülür, 

(2) 5′-DFCR, karaciğer ve tümör dokusunda bulunan sitidin deaminaz enzimi ile 5′-DFUR’ a 

dönüştürülür, 

(3) 5′-DFUR, katı tümörlerde upregüle olan timidin fosforilaz (dThdPaz) enzimi ile 5-FU’ ya 

dönüştürülür (Di Costanzo ve ark., 2000; Van Cutsem ve ark., 2000). 
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Şekil 6. Kapesitabin metabolizması (TP; timidin fosforilaz; SD, sitidin deaminaz; 5′-DFCR, 5′-deoksi-

5-florositidin; 5′-DFUR, 5′-deoksi-5 -floroüridin; 5-FU, 5-florourasil) (Yoshida ve ark., 2020’ den 

yararlanılarak hazırlanmıştır). 

Mide kanseri tedavisinde kapesitabin tek başına veya diğer kemoterapötik ajanlarla 

kombinasyon halinde kullanılır. Kanser hastalarına yüksek dozlarda kapesitabin uygulanması, 

lenfopeni, kemik iliği baskılanması, kardiyak toksisite, ishal, bulantı, kusma, stomatit ve doza 

bağlı dermatolojik değişiklikler gibi yan etkilere neden olur (Dudhipala ve Puchchakayala, 

2018; Gover ve ark., 2022). Bu yan etkileri en aza indirmek, etkinliği arttırmak, hastanın yaşam 

kalitesini iyileştirmek için hedefli ve sürekli salınım sağlayan bir dağıtım sisteminin 

tasarlanması gereklidir. 

Kemoterapide yaygın kullanılan diğer ilaç irinotekan (CPT-11), doğal alkaloid kamptotesinin 

yarı sentetik bir analogudur ve DNA topoizomeraz I inhibitörüdür. Topoizomerazlar, 

transkripsiyon, replikasyon ve onarım rekombinasyonu gibi temel hücresel süreçlerin sonucu 

olarak DNA’ nın seçili bölgelerinde bulunan twistleri ve süpersarmalları azaltır. İrinotekan, bu 

enzimin etkisini inhibe ederek DNA replikasyonu ve transkripsiyonu engeller. Topoizomeraz I 

inhibitörleri, inhibitör, enzim ve DNA tek sarmallı iplik arasında oluşan ara kesme 

komplekslerini stabilize ederler ve ardından DNA’ nın yeniden bağlanmasını önleyerek hücre 

ölümüne neden olur. İrinotekan, etkisini göstermesi için aktif metaboliti SN-38 (irinotekan aktif 

metaboliti)’e dönüştürülür ve SN-38, topoizomeraz-1’ e tersinir olarak bağlanır ve kompleksi 

stabilize eder. Bu ilaç FDA (Food and Drug Administration) tarafından 1996 yılında 

hızlandırılmış bir şekilde onaylanmıştır ve 1998 yılında kolorektal kanser tedavisinde tam onay 
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almıştır (Hammond ve ark., 2016). 1990’ ların başlarında başlayan çok sayıda çalışmada ileri 

KRK için adjuvan tedaviye ve mKRK’ nın tedavisine irinotekanın eklenmesi desteklenmiştir 

(Saltz ve ark., 2000; Hammond ve ark., 2016). Tek ajan olarak irinotekan, mKRK’ lı 5-FU 

dirençli hastalarda yapılan klinik denemelerde sadece ılımlı yanıt oranı (%11-27) bildirilmiştir 

(Cunningham et al. 1998), ancak floroprimidinler (FP), 5-FU ve kapesitabin ile kombinasyonu 

ve/veya oksaliplatin ile birlikte verildiğinde daha büyük etki yaptığı bildirilmiştir (Shimada ve 

ark., 1996; Hammond ve ark., 2016). 

Oksaliplatin, apoptotik hücre ölümüne yol açan DNA çapraz bağ oluşumunu indükleyen 

üçüncü nesil bir platin bileşiğidir. Diğer platinlerden farklı olan kare düzlemsel bir platindir. 

DNA iplikleri arası ve iplik içi DNA çapraz bağlar oluşumuna neden olarak replikasyonu ve 

transkripsiyonu durdurur (Hector ve ark., 2001). Oksaliplatin, Avrupa’ da 1996 yılında 

kullanılması onaylandığı ve ABD’ de de ise 2002 yılında FDA tarafından hızlı onay verilmiştir. 

2004 yılında ileri KRK veya mKRK için 5-FU ile kombine kullanımı için tam onay verilmiştir. 

Bu ilaçlar KRK tedavisinde rutin olarak kullanılsa da ilaç direnci gibi bazı problemler, hasta 

sonuçlarını iyileştirmek için yeni sitotoksik ilaçlar bulma konusunda yeni zorluklar ortaya 

çıkarmaktadır (Denlinger ve Barsevick, 2009; Hammond ve ark., 2016; Mohammadian ve ark., 

2017; Van der Jeught ve ark., 2018). 

4.5. Kolorektal Kanser İlaç Etkileşimleri  

İlaç–ilaç etkileşimleri, iki veya daha fazla ilaç arasındaki metabolik müdahalenin sonucu olarak 

tanımlanır, bu da ilaçların etkililiğini ve/veya toksisitesini etkileyebilir ve bu durum özellikle 

tıbbi onkolojide ciddi endişe kaynağıdır (Sharma ve ark., 2019; Roberto ve ark., 2021).  

Hastalar antikanser ilaçların yanı sıra, genellikle diyabet ve hipertansiyon gibi farklı durumları 

tedavi etmek için diğer ilaçları da kullanırlar, bu da farmakokinetik (emilim, dağılım, 

metabolizma, eliminasyon) ve farmakodinamik özelliklerde ciddi değişikliklere neden olarak 

durumu daha da karmaşık hale getirir (Caterina ve ark., 2013; Berretta ve ark., 2016; Kotlinska-

Lemieszek ve ark., 2019; Roberto ve ark., 2021). Bu durum özellikle yaşlı hastalarda önemlidir. 

Çünkü kanser ve yaşlanma, yaşlı popülasyonda çok ilaç kullanımının nedenlerindendir 

(Cabrera ve Finkelstein, 2016; Stepney ve ark., 2016; Alkan ve ark., 2017; Roberto ve ark., 

2021). 

Bir hastanın farmakogenomik profilinin bilgisi, P450 (CYPs) enzim süper ailesinin tüm 

sitokromlarını ve bu özellikleri etkileyen diğer genleri içermesi eşit derecede önemlidir; 

örneğin, P-glikoprotein, ATP bağlayıcı kaset taşıyıcıları, detoksifikasyon ve DNA tamir 

enzimleri gibi genlerdir (Tannenbaum ve Sheehan, 2014; Lee ve ark., 2019; Roberto ve ark., 
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2021). Bu genlerdeki bireysel germ hücresi dizisi varyasyonları, tek nükleotid polimorfizmleri 

(SNP’ ler) olarak bilinir ve bu varyasyonlar, hastalar tarafından bildirilen hem etkinlik hem de 

toksisite profillerini etkilemektedir (Evans ve McLeod, 2003; Roberto ve ark., 2021). Klinik 

uygulamadaki SNP’ lerin önemini yansıtan önemli bir örnek, fluoropirimidin metabolizma 

kompleks sinyal yolunda yer alan dihidropirimidin dehidrogenazı (DPD; DPYD geni tarafından 

kodlanır) etkileyen nokta mutasyonlarıdır (Roberto ve ark., 2021). 

4.6. Kanserde Kemoterapi ve İlaç Direnci 

Kanserin genetik nedenlerine ek olarak, fenotipik etkenler de etiyopatogenezde önemli bir rol 

oynar. Yaşamımız boyunca, yaşlanma ile insan fizyolojisi değişir ve aynı zamanda bazen kanser 

vakalarını artırabilecek birçok zararlı çevresel faktörlere de maruz kalınmaktadır. Hızlı modern 

yaşam tarzı, dengesiz diyete ek olarak koruyucu düzeyi düşük ve zararlı bileşenleri yüksek olan 

beslenme alışkanlıkları, kirlenmiş çevre, stres maruziyeti, düşük fiziksel aktivite, obezitenin 

gelişimi ve günlük yaşamımızda karşılaştığımız birçok diğer faktör, tümör oluşumu ve 

büyümesinde rol oynar (Pavlikova ve ark., 2022). Kanser tedavisi, tümörün tipine, konumuna, 

malignite derecesine, hastanın durumuna ve yaşına bağlıdır. Günümüzde en yaygın kullanılan 

tedaviler, tümör dokusunun cerrahi olarak çıkarılması, radyoterapi ve immünoterapi ile 

birleştirilmiş kemoterapidir (Arruebo ve ark., 2011; Pavlikova ve ark., 2022). Kemoterapi, solid 

tümörler için yardımcı tedavi olarak kullanılır ve cerrahi öncesi ve/veya sonrasında 

uygulanabilir (O'Donnell ve ark., 2017; Mueller ve ark., 2018; Green ve Konig, 2020; 

Pavlikova ve ark., 2022). Ancak bazı hastalar, kemoterapiye baştan tepki vermezler (Farshchi 

Zarabi ve ark., 2018). İlk başta kemoterapiye yanıt veren diğer hastalar, sitostatiklerin 

tekrarlanan uygulamaları tedavi direncine ve nükse yol açabilirler (Zhang ve ark., 2019). İlaç 

direnci olarak bilinen fenomen, çoğu hastalığın iyileştirme oranındaki azalmadan sorumlu olup 

aynı zamanda birçok antikanser ilacın terapötik etkinliğinde kayba neden olmaktadır (Husain 

ve ark., 2022; Karthika ve ark., 2022). Tedavi direnci sadece tek bir kemoterapötik ilaca değil, 

yapısal ve işlevsel olarak farklı bir ilaç grubuna karşı da gelişebilir. Tek bir tedaviye uzun süre 

maruz kalmak ve ilacın tekrar tekrar kullanılması ilaç direncine neden olmakta, bu da ilaçların 

terapötik etkinliğini azaltmaktadır. Doz değiştirilse bile bu olayda önemli bir değişiklik 

olmamaktadır. İlaç vücudumuza girdikten sonra farklı bölümlere ayrılarak dolaşıma karışır ve 

birçok farklı yere dağılarak vücuttan atılır. Tüm bu faktörler yan etkileri, ilacın etkisini ve etki 

süresini etkiler (Karthika ve ark., 2022). Anti-kanser ilaçlarına direnç gelişiminin nedenleri 

şekil 7’ de özetlenmiştir. 
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Şekil 7. Anti-kanser ilaç direncinin çeşitli nedenleri (Kaur ve ark., 2020’ den yararlanılarak 

hazırlanmıştır) 

Çeşitli mekanizmalar çoklu ilaç direncine katkıda bulunur. Pek çok iç ve dış faktör, doğrudan 

veya dolaylı etkiler yoluyla insan kanser hücrelerinde çoklu ilaç direncinin gelişmesiyle 

ilişkilendirilmiştir. İlaç akışı, hücresel ilaç seviyelerindeki değişiklikler, ilaç inaktivasyonu, 

değişen epigenetik durumlar, epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT), tümör mikro ortamı, DNA 

hasarı onarımı ve kanser kök hücre yayılımı ilaç direncine katkıda bulunduğu düşünülen 

mekanizmalardır (Housman ve ark., 2014). 

Kanser tedavisi üç bileşenli bir sistem olarak işlev görür: (i) bir tedavi; (ii) bir kanser hücre 

popülasyonunu hedef alan; (iii) belirli bir konak ortamında. Tedavinin farmakolojik özellikleri, 

kanser hücrelerinin içsel ve edinsel, fiziksel ve moleküler parametreleri ile dışsal çevresel 

faktörlerin bir kombinasyonu, klinik tepkilerin spektrumuna neden olur. Kanserde ilaç 

direncine dair birçok açıklama, içsel ve edinsel direnç arasındaki ikili farklara odaklanmıştır; 

ancak pratikte, birçok tümör, bu faktörlerin örtüşen kombinasyonları nedeniyle dirençli hale 

gelir veya zaten dirençlidir. Direncin temel biyolojik prensiplerini tanımlarken, mevcut ve 

gelecekteki tedavilere karşı direnci anlamak için bir çerçeve oluşturulabileceği önerilmektedir 

(Vasan ve ark., 2019) (Şekil 8). 
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Şekil 8. İlaç direncinin biyolojik belirleyicileri (Vasan ve ark., 2019’ dan yararlanılarak hazırlanmıştır). 

 

Antikanser ilaç direnci, anti-insan immün yetmezlik virüsü (HIV) ilaç direnci, anti-tüberküloz 

ilaç direnci, antibiyotik direnci, anti-sıtma ilaç direnci ve anti-mikrobiyal ilaç direnci yaygındır. 

İlaç direncinin çoğunluğuna çoklu ilaç direnç (MDR) proteinleri gibi adenozin trifosfat 

bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcı protein ailesi aracılık eder. ABC ailesinin 100'den fazla üyesi, 

organizmalardaki hayati önemi olan taşıyıcılardır (Silva ve ark., 2015; Mollazadeh ve ark., 

2018; Lai ve ark., 2020; Mirzaei ve ark., 2022). Toksik maddelerin dışarı pompalanması, besin 

alımı, iyon ve peptit taşıma ve hücre sinyali gibi işlemler ABC taşıyıcılar tarafından 

gerçekleştirilir (Mirzaei ve ark., 2022). İlaç taşımacılığında ise ABC taşıyıcıları, ksenebiyotik 

metabolizmasının XXX’ in faz III’ ünde yer alır ve ilaçları dışkı, idrar ve safra gibi sıvılara 

pompalayarak görev yapar (Döring ve Petzinger, 2014; Mirzaei ve ark., 2022). Ancak, çeşitli 

hastalıklara ABC taşıyıcı mutasyonları neden olabilir; bunlar arasında kistik fibroz, Dubin–

Johnson sendromu, Tangier hastalığı ve kanser bulunmaktadır (Gottesman ve ark., 1996; Hano 

ve ark., 2018; Seelig, 2020; Mirzaei ve ark., 2022). P-gp, ilk kez 40 yıl önce keşfedildi ve 

kemoterapi direncini tersine çevirmede potansiyel hedef olarak kabul edilmektedir (Waghray 

ve Zhang, 2018; Mirzaei ve ark., 2022). P-glikoprotein (P-gp), MDR ailesinin güçlü üyesidir 

ve çoğu tedavide terapötik etkinliğin azaltılmasında önemli rol oynar (Estevinho ve ark., 2022; 

Karthika ve ark., 2022). P-gp’ nin rolü ksenobiyotiklerin ve zararlı kimyasalların girişini 

önleyerek hücreleri korumaktır. Bununla birlikte, kanser hücrelerinde aşırı eksprese edildiği ve 

ilaca erişimi engellediği için, bu gibi durumlarda terapötik etkinlik için etkisinin azaltılması 

gerekmektedir (Cavalu ve ark., 2020; Karthika ve ark., 2022).  P-gp’ nin ekspresyon düzeyi, 
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melanom ve merkezi sinir sistemi kanserlerinde %50 ekspresyonunun değiştiği, renal ve kolon 

karsinomlarında ise yüksek ekspresyon düzeylerine sahiptir (Alvarez ve ark., 1995; Szakacs ve 

ark., 2004; Mirzaei ve ark., 2022). P-gp’ nin ekspresyonu ve aktivitesinde artış, kemoterapiye 

zayıf yanıt verirken, kemoterapinin başarısızlığı ve kanser ilerlemesinden sorumludur (Leonard 

ve ark., 2003; Mirzaei ve ark., 2022). 

P-gp’ nin klinik tümörlerdeki rolü geniş ölçüde karakterize edilmiştir. İnsan kanserlerinin 

yaklaşık %50’ si, ilaca direnç sağlamaya yeterli seviyelerde P-gp eksprese eder (Fu ve Arias, 

2012; Hu ve ark., 2016). Kolon kanseri, tedavinin başlangıcından itibaren kemoterapötik 

ajanların çoğuna karşı duyarsızdır. Aslında, kolon kanseri tanısı sırasında, çeşitli kolon kanseri 

hücre soylarının doğal ürünlerden türetilen kanser ilaçlarına karşı içsel direnci ile ilişkili olan 

yüksek P-gp ekspresyonu gözlenmiştir (Fojo ve ark., 1987; Spoelstra ve ark., 1991; Meschini 

ve ark., 2000; Hu ve ark., 2016). P-gp ekspresyonu aynı zamanda kanser hücrelerinde 

kemoterapötik ajanlar tarafından da indüklenebilir (Burger ve ark., 2005; Hu ve ark., 2016). 

Hipoksi ile indüklenebilir faktör-1alfa (HIF-1a)’ nın, HCT116, HT29, LoVo ve SW480 dahil 

olmak üzere insan kolon karsinomu dokularında ve kolon hücre soylarında P-gp ekspresyonu 

ile ilişkili olduğu da rapor edilmiştir (Ding ve ark., 2010; Hu ve ark., 2016). Dolayısıyla kanser 

hücrelerinde P-gp’ nin düzenlenmesinde birden fazla sinyal ileti yolağının rol oynadığı 

görülmektedir. DNA replikasyon süreçlerini bozan, hızla çoğalan kanser hücrelerini öldüren 

sitotoksik ilaçlar, özellikle P-gp’nin aşırı aktivitesine karşı savunmasız kalmaktadır. Öte yandan 

biyokimyasal süreçleri hedef alarak kanser hücre çoğalması ve yayılmasını engelleyen daha 

yeni ilaçlar da P-gp ile etkileşime girerek direnç mekanizmasını aktif hale getirmektedir. P-gp’ 

nin kanser direncine katkısı açısından, çalışmalar genellikle kanser hücrelerinde P-gp 

ekspresyonunu baskılamaya odaklanmıştır. 

4.7. Fisetin 

Flavonoidler şarap, bira ve çay gibi çeşitli içecek ve yiyeceklerde bulunabilirken meyveler, 

sebzeler, çiçekler ve tohumlar en yüksek miktarda doğal flavonoid içeren kaynaklardır 

(Rodríguez-García ve ark., 2019; Dias ve ark., 2021). Ancak bu bileşiklerin miktarı bitki 

çeşidi/genotipi, yetiştirme ortamı koşulları, toprak özellikleri, hasat ve depolama gibi çeşitli 

faktörlere bağlıdır. Örneğin, kuersetin, kemferol, fisetin (3,7,3′,4′-tetrahidroksiflavon 1), 

isorhamnetin ve mirisetin gibi flavonollar, yeşil yapraklar, meyveler ve tahıllarda bol miktarda 

bulunur (Terahara, 2015; Dias ve ark., 2021). Marullar, yaban mersini, elma, şeftali ve kırmızı 

biber gibi gıdalarda özellikle kuersetin ve kemferol açısından zengindirler (Panche ve ark., 

2016; Dias ve ark., 2021). Ispanak yaprakları rutin, spinasetin glikozitleri ve patuletin 

glikozitleri bakımından yüksek miktarlara sahiptir. Brokoli, lahana, hindiba, patates, soğan, 
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üzüm ve domates ise daha çok kemferol 3-O-glikozitleri içerir (Panche ve ark., 2016; Dias ve 

ark., 2021). Mirsetin, ceviz, yaban mersini, çay ve aynı zamanda kırmızı şarapta da 

bulunmaktadır (Basli ve ark., 2012; Panche ve ark., 2016; Dias ve ark., 2021). Fisetin bulunan 

bazı çiçekler, meyveler, sebzeler ve çaylar Şekil 9’ da özetlenmiştir. 

 

Şekil 9. Fisetin çiçeklerde, meyvelerde, sebzelerde ve çeşitli çaylarda bulunmaktadır (Sundarraj ve ark., 

2018’ den yararlanılarak hazırlanmıştır) 

Biyolojik sistemlerde flavonoid bileşikler düşük toksisitelerinden dolayı önemli rol 

oynamaktadır. Çeşitli in vitro ve in vivo çalışmalarda geniş yelpazede sağlığı destekleyen 

perspektifler sergilemişlerdir (Chaudhuri ve ark., 2007; Benavente-Garcia ve Castillo, 2008; 

Abubakar ve ark., 2012; Imran ve ark., 2021). Fisetin, çok iyi antioksidan, anti-parkinson ve 

anti-kanser aktivitelerine sahip önemli fitoflavonoiddir. Farklı araştırmacılar, flavonoidlerin 

çeşitli insan kanser türlerine karşı kemopreventif rolünü araştırmış ve açıklamıştır (Kumar ve 

ark., 2021). Genel olarak fisetin bitkilerde bulunan biyoaktif flavonoidlerden biri olarak kabul 

edilmektedir ve çeşitli serbest radikallerin aracılık ettiği kanserlere ve insan kanserlerine karşı 

potansiyel ilaç olarak kullanılmaktadır (Sengupta ve ark., 2005; Imran ve ark., 2021). Fisetin 

sebzelerde (soğan ve salatalık), meyvelerde (hurma, elma, çilek), şarapta ve sert kabuklu 

yemişlerde sıklıkla bulunur ve konsantrasyonları 2 ila 160 mg/g arasında değişir ve ortalama 

günlük alım tahmini 0,4 mg’ dır. Besin takviyelerinde fisetin daha yüksek konsantrasyonlarda 

kullanılarak hazırlanmaktadır. Fisetin anti-oksidan ve anti-inflamatuar aktivite dahil olmak 

üzere farklı farmakolojik aktiviteler sergilemektedir. Fisetinin temizleme ve nötralize etme 

etkilerinden dolayı insan kanser hücre soylarında apoptozu tetikler, hücre döngüsünü kontrol 
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eder ve siklin bağımlı kinazları (CDK’ lar) baskılar. Fisetinin ayrıca lipid kinazı ve protein 

kinaz yolaklarını modüle ettiği belirtilmektedir (Park ve ark., 2008; Liao ve ark., 2009; 

Inkielewicz-Stepniak ve ark., 2012; Imran ve ark., 2021). 

4.8. Fisetinin Moleküler Yapısı ve İlaç Etkileşimleri 

Fisetin, difenilpropan yapısından oluşur ve üç karbonla oksijenlenmiş heterosiklik halka 

yoluyla bağlanan ve idame edici olarak bir okso ve dört hidroksil grubuyla kenetlenen iki 

aromatik halkadan oluşur (Jash, 2014; Zhong ve ark., 2022). Bu yapı biyolojik aktiviteleriyle, 

özellikle de hidroksil gruplarının sayısı ve bölgesiyle oldukça bağlantılıdır (Kashyap ve ark., 

2018; Zhong ve ark., 2022). Araştırmalar, fisetinin B ve C halkasının, flavonollerdeki tipik A 

halkasına kıyasla daha iyi serbest radikal yakalama yeteneği gösterdiğini ortaya çıkardı. Ayrıca 

fisetin içindeki hidroksil gruplarının idamesi, biyoaktivitelerini de etkilediği bulunmuştur 

(Crasci ve ark., 2018; Zhong ve ark., 2022) 

 

Şekil 10. Fisetinin 2D ve 3D moleküler yapısı (National Enstitutes of Health, 2023) 

Fisetin, heterosiklik piran (C-halkası) aracılığıyla bağlanmış iki aromatik halka (A- ve B-

halkası) içeren benzersiz bir flavon yapısına sahiptir. C-halkasındaki oksijen grubu, 2 ve 3 

karbon atomları arasındaki çift bağ (C2=C3 çift bağı) ve dört hidroksil grubu (C-3, C-7, C-3′, 

C-4′), flavonoid türünü belirler. Altı tane hidrojen bağı alıcısı, dört tane hidrojen bağı vericisi 

ve bir adet dönebilen bağ ile bir kovalent bağ ünitesi vardır (Pal ve ark., 2014). Yapısal-aktivite 

ilişkileri (SAR), fisetinin biyolojik aktivitelerini ileten önemli yapısal motiflerin, C2-C3 çift 

bağının 4-oxo grubu ile birlikte ve 3, 7, 3′, 4′ konumlarındaki hidroksil gruplarını içerdiğini 

göstermiştir. C-halkasındaki C2=C3 çift bağının 4-oxo grubu, halka B elektronlarını etkili bir 

şekilde dağılımını genişletebilir, bu da daha güçlü antioksidan özelliklere yol açabilir. Ayrıca, 

3-OH ve 3′, 4′-OH grupları için bağ kopma enerjisi düşüktür; bu da serbest radikallere H 

bağışlama yetenekleri daha yüksek olduğundan dolayı 7-OH’ ın A-halkasındaki etkisinden 

daha güçlü bir antioksidan etkisi olduğu anlamına gelir (Cao ve ark., 1997; Touil ve ark., 2011; 

Wang ve Huang, 2018). Fisetinde tip 2 diyabetle ilişkilendirilen Akt-fosforilasyonun 
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inhibisyonu, C-3, C-3′, C-4′ ve C2=C3 çift bağdaki OH gruplarından büyük ölçüde etkilenmiştir 

(Dirimanov ve Hogger, 2019). İnsan voltaj duyarlı K+ kanalı (insan eter à‐go‐go‐ilişkili gen) 

hERG, birkaç kanser hücresinde aşırı ekprese olur. Fisetin hERG K+ kanal modülatörü olarak 

işlev göstermektedir. C2=C3 çift bağı, hERG inhibisyonu için kritiktir, C-3’ teki hidroksil 

grubu ise bu etkide yer almamaktadır (Sun ve ark., 2017). B halkasındaki katekol grubunun 

lipid peroksidasyonunun bir inhibitörü olarak rol oynadığı görünmektedir ve bu katekol grubu, 

C halkasındaki 3-OH ile birlikte ve C2=C3 çift bağ, hücre transformasyonunu inhibe edebilir 

(Heijnen ve ark., 2002; Ichimatsu ve ark., 2007). Fisetin, 5.5 μM IC50 değeri olan etkili bir 

vasküler endotel büyüme faktörü inhibitörü olarak işlev gördüğü, bunun çoğunlukla A-

halkasındaki 7 ve B-halkasındaki 4′ pozisyonlardaki OH grupları aracılığıyla gerçekleştiği 

bildirilmiştir (Ansó ve ark., 2010). 

Bir ilacın in vivo farmakolojik etkileri, absorpsiyon, dağılım, metabolizma ve eliminasyon 

profilleri de dahil olmak üzere farmakokinetik özelliklerine sıkı bir şekilde bağlıdır (Huang ve 

ark., 2018; Zhong ve ark., 2022). Bu parametreler, düzenleyici gereksinimlerin, optimal 

dozajın, dozaj sıklığının ve ilaç uyumunun formülasyonu için önemlidir (Mehta ve ark., 2015; 

Mehta ve ark., 2017). Birçok in vivo çalışma, flavonoid metabolitlerinin insan vücudu içinde 

ana mevcut formlarının, metabolik dolaşımda aglikonlarının değil sülfat ve glukuronik asitleri 

olduğunu doğrulamıştır (Chao ve ark., 2002). Bir farmakokinetik çalışma, fisetinin intravenöz 

(i.v.) uygulama sonrasında (10 mg/kg) Sprague-Dawley sıçanlarında kuyruk damarından hızlı 

bir şekilde emildiğini ve glukuronitlere ve sülfatlara dönüştüğünü göstermiştir. Ortalama serum 

düzey-zaman profilleri, fisetin ana formunun hızlı bir şekilde azaldığını ve eş zamanlı olarak 

glukuronitlerin ve sülfat/glukuronitlerin arttığını göstermiştir (Shia ve ark., 2009). Çalışmalar, 

2,3-çift bağ ve hidroksi gruplarda 3 ve 5-substitüsyon gösteren flavonolların aynı şekilde fisetin 

için de geçerli olan, P-gp ile yüksek bağlanma afinitesi gösterdiğini belirtmektedir (Boumendjel 

ve ark., 2001). Sonuçlar, fisetinin P-gp’ ye yüksek afinitesinden dolayı safra atılımının bununla 

düzenlendiği gösterilmiştir (Huang ve ark., 2018). Kanser tedavisinde hücrelerin çoğalmasını 

durdurarak vücut içinde büyüme ve yayılmasını engelleyen ana mekanizmalardan biri 

kemoterapidir. Kemoterapi birçok hastada saç dökülmesi, yorgunluk, kusma ve 

kardiyotoksisite gibi tedavi ile ilişkili yan etkiler yaratmaktadır (Imran ve ark., 2021).Bu 

nedenle, daha güvenli kanser tedavisi için bu yan etkilerin önlenmesi daha mantıklı ve 

uygundur. Fisetin gibi flavonoidlerin karaciğer, kolon, meme, akciğer, over kanseri gibi birçok 

insan kanser türlerinde kemopreventif rolünü değerlendiren birçok çalışma bulunmaktadır (Li 

ve ark., 2011; Yang ve ark., 2012; Kang ve ark., 2015; Kumar ve ark., 2019). Antioksidan 

kapasitesi ve serbest radikal yakalama etkileri nedeniyle, fisetin farklı insan kanser hücreleri ve 
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xenograft tümörlerine karşı çeşitli mekanizmalar aracılığıyla antikanser etkiler gösterdiği 

bildirilmiştir (Şekil 11). Fisetin kanser hücre proliferasyonunu inhibe etme, hücre döngüsü 

ilerlemesini önleme ve apoptoz indüksiyonu dahil birden fazla mekanizma aracılığıyla 

antikanser etki göstermektedir. Son in vitro ve in vivo çalışmalar, fisetin' in çeşitli kanser 

türlerindeki moleküler hedeflerini doğrulamıştır (Şekil 11) (Park ve ark., 2008; Inkielewicz-

Stepniak ve ark., 2012). 

 

Şekil 11. Fisetinin farklı kanser türlerine ve altta yatan moleküler mekanizmalara karşı potansiyel 

terapötik hedefleri (Zhong ve ark., 2022’ den yararlanılarak hazırlanmıştır) 

 

Fisetinin kombinasyon terapisi hücre canlılığını inhibe etme, hücre göçünü engelleme ve 

apoptozu tetikleme konularında daha etkin olabilir (Qaed ve ark., 2023).  Ektrinsik yolak 

boyunca fisetin, kaspaz-8’ i aktive etmek için önce pro-kaspaz-8' i uyarır ve kaspaz-8' i aktive 

eder, ardından BID' i tBID' e aktive eder. Ayrıca, kaspaz-8, kaspaz-3’ ü aktive ederek apoptozu 

tetiklemektedir. Fisetin tarafından p53’ ün aktivasyonu ile Bax/BAK miktarının artması ve 

BcL-2, BcL-XL, MCL-1 tarafından negatif olarak düzenlenen BcL-2’ nin inhibe edilmesi 

apoptozu gerçekleştirir. ERK1,2, tBID’ i negatif olarak düzenler, Bax/Bak’ ı aktive eder. Bu da 

doğrudan fisetin tarafından başlatılan, cyt c’ nin salınımına ve ROS’ un aşırı üretimine yol açar, 

5′-adenozin monofosfat aktive edilmiş protein kinaz (AMPK)’ nın uyarılması ve apoptotik 

proteaz aktive edici faktör (APAF)’ ın etkisi altında apoptozom oluşumu, ardından kolektif 
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olarak kaspaz-9’ u ve kaspaz-3’ ü aktive ederek apoptoza yol açar. Ayrıca, hem kaspaz-3 hem 

de kaspaz-9, negatif olarak SMAC/DIABLO tarafından düzenlenen PARP tarafından inhibe 

edilir. AMPK’ nın aktivasyonu, cyt c’ nin üretimine yol açarak Bid, apoptoz indükleyici faktör 

(AIF) ve Bax/BcL-2 oranının artışını aktive eder, bu da kaspaz-3 ve kaspaz–9’ un 

aktivasyonuna yol açarak apoptozun artmasına neden olur (Qaed ve ark., 2023). Fisetinin 

kolerektal kanser hücrelerinde apoptoz yolaklarına etkileri Şekil 12’ de özetlenmiştir: 

 

Şekil 12. Kolorektal kanser hücrelerinde fisetinin apoptoz yolaklarına etkileri (Qaed ve ark., 2023’ den 

yararlanılarak hazırlanmıştır) (Kısaltmalar: Bax, B hücre lenfoma 2 ile ilişkili x protein; MCL1, 

miyeloid hücre lösemi-1, BcL-2 Aile Üyesi; Cyt c, sitokrom c; ROS, Reaktif oksijen türleri; AIF, 

apoptozu indükleyici faktör; (Smac/DIABLO), İkinci mitokondrilerden türetilmiş kaspaz 

aktivatörü/doğrudan düşük pI ile apoptoz bağlayıcı protein; AMPK, adenozin monofosfat-aktive protein 

kinaz) (“↓” uyarmak için "⊥" inhibe etmek için kullanılır; düz çizgi doğrudan eylemi temsil eder; noktalı 

çizgi birkaç süreç üzerinden eylemi temsil eder). 

Melatonin, COX-2/iNOS, NF-κB/P300 ve cyt c bağımlı apoptozu inhibe eder. Melanoma 

hücrelerinde fisetinin etkisi bir sinyal yolağını amplifiye etmiştir (Yi ve ark., 2014; Qaed ve 

ark., 2023). BRAF mutasyonlu insan melanoma hücrelerine, fisetin ve BRAF inhibitörü 

sorafenib birlikte uygulandığında çoğalmanın önemli ölçüde yavaşladığı belirtilmiştir. Kaspaz-

3 ve PARP parçalanması, Bax, Bak ekspresyonunda artış yanısıra BcL-2 ve MCL-1’ in 

inhibisyonu apoptozdaki artışa katkıda bulunmaktadır (Lin et al., 2016; Qaed et al., 2023). 

Farklı bir çalışmada, Hsp90 inhibitörleri geldanamisin ve gibberellin, mitokondriyal bağımlı 
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kaspaz-3 kaskadını tetikleyerek ve p53 proteininin fosforilasyonunu hızlandırarak fisetin 

tarafından indüklenen insan kolon kanseri hücrelerinin sitotoksisitesini arttırmıştır (Wu ve ark., 

2014; Qaed ve ark., 2023). Kronik miyeloid lösemi hücrelerinde fisetin ve hesperidinin   hücre 

sinyal iletimini kontrol ederek, apoptoz ve hücre döngüsünün durmasına neden olduğu 

bildirilmiştir (Adan ve Baran, 2016; Qaed ve ark., 2023). Fisetinin pankreas kanseri hücre soyu 

AsPC-1’ de, DR3 aracılı NF-κB aktivasyonunu engellediği, apoptozu indüklediği ve invazyonu 

önlediği gösterilmiştir (Murtaza ve ark., 2009). İnsan mesane kanser hücrelerinde preaseton 

tarafından indüklenen apoptoz p53 yukarı regüle ederken, NF-κB aktivitesi azalır ve pro-

apoptatik ile antiapoptotik proteinler arasındaki oranı değiştirir. Fisetin, Bax ve Bak 

ekspresyonunu arttırırken, Bcl-2 ve Bcl-XL seviyelerini düşürerek mitokondriyal ölüm yolunu 

aktive eder. Benzer sonuçlar otolog mesane kanseri ile tedavi edilen farelerde de görülmüştür 

(Li ve ark., 2011; Li ve ark., 2014; Qaed ve ark., 2023). Fisetinin, COX-2’ nin aşırı eksprese 

olduğu insan kolon kanseri hücre soyu HT29’ da epidermal büyüme faktörü reseptörü/NF-κB 

aracılı apoptozu uyardığı belirtilmektedir (Suh ve ark., 2009) 

4.9. MikroRNA 

Yaklaşık 30 yıl önce Caenorhabditis elegansda mikroRNA’ lar tespit edilmiştir. Bu türdeki 

miRNA’ ların bilinmesinden önce Drosophila moleküler genetik çalışmalarından genel 

düzenleyici ve hedefleme prensiplerinin anlaşıldığı bildirilmiştir (Lai ve Posakony, 1997; 

Leviten ve ark., 1997; Lai ve ark., 1998; Shang ve ark., 2023). 2001 yılında ökaryotlarda 

miRNA'lar küçük RNA sınıfı olarak tanımlanmasıyla bilimsel disiplinlerde bu yeni düzenleyici 

paradigmaya yönelik yoğun araştırmalar tetiklenmiştir (Lagos-Quintana ve ark., 2001; Lau ve 

ark., 2001; Lee ve Ambros, 2001; Shang ve ark., 2023). Sonraki on yıl, korunmuş miRNA 

lokuslarının ana katalogları, miRNA biyogenezi ve fonksiyonunda merkezi olan moleküler 

faktörleri ve bunların düzenleyici mekanizmaları ortaya çıkarıldı (Shang ve ark., 2023). 

miRNA’ ların biyogenezi, primer miRNA (pri-miRNA)’ ların çekirdekte ve sitoplazmada adım 

adım işlenerek oluşmaktadır. miRNA’ lar, ~22 nükleotit uzunluğunda  ve bir veya daha fazla 

hairpin yapısı içeren daha uzun primer miRNA (pri-miRNA) transkriptinden türemiş olan 

RNA’ lardır (Şekil 13).  Çoğu miRNA hairpin yapısı kodlanmayan transkriptlerden veya 

intronlardan türetilirken az sayıda miRNA protein kodlayan genlerin ekzonlarıyla 

örtüşmektedir (Bartel, 2018). 
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Şekil 13. miRNA, miRNA biyosentezi ve mekanizması. Çekirdek içinde, miRNA geni RNA polimeraz 

II tarafından pri-miRNA'ya transkript edilir. Drosha ve DGCR8'in yardımıyla, pri-miRNA pre-

miRNA'ya dönüşür. Daha sonra, Ran/GTP/Exportin-5 kompleksi pre-miRNA'yı sitoplazmaya taşır. 

Sitoplazmada, Dicer, bir miRNA dupleksi elde etmek için terminal halkasını ayırır. Dicer, TRBP ve 

PACT'in yardımıyla, pre-miRNA tek iplikçiklere ayrılır ve AGO2 ve RISC ile birleşerek olgun RISC 

kompleksini oluşturur. Son olarak, RISC kompleksi hedef mRNA'ya bağlanarak mRNA'nın 

parçalanmasına veya translasyonunun baskılanmasına neden olur (Yang ve ark., 2022’ den yararlanarak 

hazırlanmıştır) (Ücretsiz BioRender programı ile tasarlanmıştır). 

 

En çok korunan miRNA’ lar (yani, omurgalılar arasında paylaşılanlar), iki RNaz III enzimi 

içeren bir kanonik yol kullanılarak oluşturulur (Şekil 13). İlk olarak, bir pri-miRNA 

transkriptinin hairpin yapısı, RNaz III Drosha molekülünün iki kopyasıyla bağlı olan nükleer 

mikroişlemci kompleksi tarafından 'kırpılır', böylece ~55-70 nükleotit uzunluğunda bir öncü 

miRNA (pre-miRNA) hairpin yapısı ortaya çıkar. Pre-miRNA, sitoplazmaya taşınır ve RNaz 

III Dicer tarafından terminal döngüye yakın bir yerde kesilerek miRNA dubleksi elde edilir, bu 

da Argonaute (Ago) protein ailesinden bir üye ile etkileşime girer. miRNA* türünün atılmasını 

takiben (aynı zamanda yolcu iplik olarak da bilinen), dupleksin sekans ve yapısal özellikleri 

tarafından düzenlenen bir süreçle, olgun tek iplikli miRNA bağlanır. miRNA-Ago etkileşimi, 

miRNA hedeflemesinin özgüllüğünün belirlenmesinde çok önemli bir adımdır. Ago 
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kompleksinin yönlendirmesiyle komplementer RNA hedeflerinin baskılamasına neden olur 

(Yang ve Lai, 2011). Drosha bağımsız ve/veya Dicer bağımsız olabilen ek kanonik olmayan 

miRNA yolakları mevcuttur (Czech ve Hannon, 2011). Bu tür atipik yolakların bilinmesi, hem 

Drosha hem de Dicer RNase III enzimlerini etkili bir şekilde atlayarak fonksiyonel miRNA'lar 

üretebilen sentetik substratların tasarlanmasına olanak tanır (Maurin ve ark., 2012; Shang ve 

ark., 2015; Shang ve ark., 2023). miRNA biyogenez süreci her adımda çok dikkatli düzenlenir. 

Düzensizlik meydana gelirse kanser, nörodejeneratif bozukluklar ve kardiyovasküler 

hastalıklar dahil olmak üzere çeşitli hastalıklara neden olabilir (Bofill-De Ros ve Vang Orom, 

2024). 

4.10. Kanserde MikroRNA’ ların Rolü  

Başlangıçta kodlamayan miRNA’ ların insan sağlığı üzerinde ciddi bir etkiye sahip olabileceği 

ve hatta kanserin ortaya çıkmasına ve ilerlemesine yol açabileceği düşünülmüyordu. miRNA’ 

ların sürekli araştırılması bu görüşü yavaş yavaş değiştirdi. miRNA’ lar yalnızca hücre gelişimi, 

metabolizma, çoğalma ve apoptoz gibi çeşitli biyolojik süreçlerdeki normal fizyolojik 

aktiviteleri düzenlemek için kritik değildir, aynı zamanda kanserin ilerlemesinde de önemli bir 

rol oynar (Y. Chen ve ark., 2019; Tong ve ark., 2019; Yang ve ark., 2022). 2002 yılında Calin 

ve diğerleri (Calin ve ark., 2002), kronik lenfositik lösemide (CLL) 13q14’ te bulunan (miR-15 

ve miR-16) miRNA genlerinin genellikle delesyon ve ekspresyon analizi ile silindiğini 

(deleted) veya düşük düzeyde ekprese olduğunu gösterdi. Bu çalışma, miRNA’ ların tümör 

oluşumu ve tümör ilerlemesinde önemli rol oynayabileceğini öne sürmektedir. Bu nedenle, o 

tarihten günümüze, KRK’ nın oluşumu ve gelişimi de dahil kanser ilerlemesiyle miRNA’ ların 

anormal ekspresyonunun ilişkili olduğunu gösteren çok sayıda çalışma yapılmıştır (Li ve ark., 

2018; Tang ve ark., 2019; Stang ve ark., 2021; Yang ve ark., 2022).  

Bağırsak mikrobiyomu, KRK bağışıklık düzenlemesinde ve tümörü teşvik eden mikro ortamda 

önemli bir katılımcı olarak kabul edilir, çünkü farklı bağırsak kaynaklarından gelen bakteriler, 

tümör büyümesini tetikleyebilir. Son yıllarda yapılan çalışmalar, bağırsak mikropları ile tümör 

hücresi metabolizmasındaki konakçı arasındaki çapraz bağlantının büyük ölçüde miRNA 

seviyelerinin düzenlenmesiyle sağlandığını belirtmektedir (Yuan ve ark., 2019; Xing ve ark., 

2022; Yang ve ark., 2022). Bağırsak mikrobiyotası miRNA ekspresyonunu etkileyebilir ve 

miRNA’ nın anormal ekspresyonu daha sonra sinyal yolaklarını aktive ettiği ve KRK' daki 

tümör patobiyolojisinin çeşitli yönlerini düzenlediği önerilmiştir (Li ve ark., 2014; Yang ve 

ark., 2022).  
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KRK’ nın ilerlemesinde ve metastazında, onkogenlerin, tümör baskılayıcı genlerin çoklu 

genetik ve epigenetik değişiklikleri olan çok aşamalı süreç sonucudur. Ayrıca metastaz KRK 

hastalarında kötü prognozun önemli nedenidir. Son yıllarda, KRK patogenezinde ve 

metastazında yer alan çok sayıda düzenleyicide miRNA’ ların önemli rolleri tanımlamıştır. Son 

zamanlarda, kolorektal kanser ilerlemesi ve metastazı düzenleyen miRNA’ ların sinyal 

yollarını, EMT’ yi ve anjiyogenezi gibi çeşitli mekanizmaları etkileyerek gerçekleştiği giderek 

daha fazla kabul görmektedir (Yang ve ark., 2022). Kanser hücre transformasyonunda önemli 

rol oynayan miRNA'lar, tümör gelişimi ve ilerlemesi veya hücre döngüsünün inhibisyonunda 

rol oynayan genleri hedefleyerek tümör baskılayıcı genler veya onkogenler (oncomiR’ ler) 

olarak da işlev görebilir. Tümörlerde aşırı eksprese olan, tümör baskılayıcı mRNA’ ları 

baskılayan ve tümör hücresi çoğalmasını ve metastazı uyaran günümüze kadar kanser 

büyümesinde farklı rollere sahip tanımlanmış birçok farklı oncomiRNA vardır (Svoronos ve 

ark., 2016; Chakrabortty ve ark., 2023). Kanserde oncomiR’ ler yukarı doğru düzenlenir ve 

hedef tümör baskılayıcı genleri baskılar. Buna karşın, malignitede tümör baskılayıcı miRNA’ 

lar aşağı yönde regüle edilir ve bunun sonucunda hedef onkogenler aşırı ekspres edilir 

(Svoronos ve ark., 2016; Saliminejad ve ark., 2019).  

miRNA’ lar, yukarı regüle edilen ve aşağı regüle edilen miRNA’ lar olmak üzere iki ana sınıfa 

ayrılır. Çalışmalar, miRNA’ ların normal gelişimde ve çeşitli hastalık koşullarında, viral 

enfeksiyonlar, immunolojik bozukluklar ve çeşitli kanser türleri de dahil olmak üzere düşük ve 

yüksek düzeyde eksprese olduğu gösterilmiştir (Mehta ve Baltimore, 2016; Y. Chen ve ark., 

2019; Bhowmick ve ark., 2020; DeVeale ve ark., 2021; Ricafrente ve ark., 2021; Khan ve ark., 

2022). Kanser vakalarında, bir dizi miRNA, çeşitli hücre dışı sinyallere yanıt olarak 

onkogenlerin ve tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunu hassas olarak düzenlemektedir 

(Esquela-Kerscher ve Slack, 2006; Kai ve ark., 2018; Huang ve ark., 2020; Khan ve ark., 2022; 

Pagotto ve ark., 2022).  Çeşitli kanserlerde birçok miRNA’ nın aşırı ifadesi olduğu ancak birçok 

tümörde çoğu miRNA’ nın düşük düzeyde olması miRNA’ ların onkojenik özelliklere kıyasla 

tümör baskılama özelliklerini işaret etmiştir (Garzon ve ark., 2010; Toden ve ark., 2021; Khan 

ve ark., 2022). Fakat bazı çalışmalarda, miR-7 gibi spesifik miRNA' lardan bazılarının, 

onkogenleri veya tümör baskılayıcı genleri hedef alarak aynı anda oncomiR veya tümör 

baskılayıcı miRNA olabildiği rapor edilmiştir (Svoronos ve ark., 2016; Saliminejad ve ark., 

2019).  

KRK’ nın patogenezinde önemli rol oynayan araçlardan biri de mir-21’ dir. miR-21 geni, 

kromozom 17 üzerinde yer alır ve bir anahtar (onkogen) oncomiR'dir. Prostat kanseri dahil 

birçok karsinomda aşırı eksprese edilir. Protein tirozin fosfotaz ve tensin homoloğu (PTEN) 
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dahil bir dizi tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunu baskılayarak çoğalmayı, migrasyonu 

ve çoklu ilaç direncini teşvik eder (Feng ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2020; Zhao ve ark., 2021). 

miR-21’ in daha düşük ifadesi, JAK/STAT3 basamakları gibi sinyal yolaklarını hedefleyerek 

apoptozu indükler ve diğer miR’ lerle işbirliği yapabilir veya sinerjistik olarak performans 

gösterebilir olduğu önerilmiştir (X. Zhou ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2021). miR-21, PTEN, 

Tropomiyosin 1 (TPM1) ve programlanmış hücre ölümü 4 (PDCD4) aşağı düzenlenmesi ile 

ilişkilidir. miR-21’ in aşırı ekspresyonu meme, yumurtalık, kolon vb. gibi çeşitli kanserlerde 

rapor edilmektedir  (Özgün ve ark., 2013; Echevarria-Vargas ve ark., 2014; Menon ve ark., 

2022; Chakrabortty ve ark., 2023). Meme, akciğer, yumurtalık, kolon, prostat, pankreas ve mide 

kanseri hastalarının serum, plazma ve tümör dokularında da yüksek miR-21 seviyeleri rapor 

edilmiştir. miR-21’ in aşağı regülasyonunun kanser çoğalmasını azalttığı ve pankreas, 

yumurtalık ve meme kanserlerinde ilaç direncini tersine çevirdiği önerilmiştir (Si ve ark., 2007; 

Sicard ve ark., 2013; Chan ve ark., 2014; Chakrabortty ve ark., 2023). KRK’ nın ilerlemesi 

PTEN’ in baskılanmasının, PI3K yolağının güçlenmesi ile ilişkili olan miR-21 tarafından 

kontrol edildiği önerilmiştir (Drebber ve ark., 2011). Schetter ve arkadaşları, mir-21 aşırı 

ekspresyonunun kolon adenokarsinomu hastalarında kötü klinik sonuçlar ve düşük sağkalım 

oranıyla bağlantılı olduğunu göstermiştir (Schetter ve ark., 2008). miR-21, KRK hücrelerinde 

kök hücre özelliklerini tetikler. Ayrıca, miR-21, HT29 ve HCT116 hücre soylarında 5-FU ve 

oksaliplatin temelli klinik rejimlere duyarlılığı azaltarak hücre çoğalmasını tetiklediği 

önerilmiştir (Yu ve ark., 2015; Mehrgou ve ark., 2021). Başka bir çalışmada miR-21'in 

ekspresyonu kolon kanser hücrelerinin eksozomlarında normal insan kolon epitelyal 

hücrelerine kıyasla belirgin derecede yüksek düzeyde bulunmuştur (Sun et al., 2020). Jiang ve 

ark. tarafından yapılan çalışmada, morfolojik olarak, HCT-116 ve HT-29 hücre soylarına miR-

21-3p veya miR-21-5p inhibitörlerinin yanı sıra miR-21-5p mimiklerinin transfeksiyonu, hücre 

ölümüne neden olmuştur (Jiang et al., 2021).  

Çeşitli kanser türlerinde miR-181 yukarı regüle edilen oncomiR'dir (Tian ve ark., 2022; 

Chakrabortty ve ark., 2023). İnsanlarda, miR-181a kromozom 1’ de bulunmaktadır. miR-181a-

5p, miR-181a’ nın olgun, tek bir zinciridir (Yang ve ark., 2014; Su ve ark., 2019). miR-181a-

5p, meme tümör ilerlemesini N-Myc downstream-ilişkili gen 2 (NDRG2) aracılığıyla 

destekleyerek PTEN/AKT sinyal yolağının aktivasyonunu teşvik eder ve RTK sinyal 

antagonisti 4 (SPRY4), PH domain, lösin bakımından zengin tekrarlanan protein fosfataz  2 

(PHLPP2) ve inositol polifosfat 4-fosfataz tip II (INPP4B) inhibitörlerini engeller (Strotbek ve 

ark., 2017; Tian ve ark., 2018; Zhai ve ark., 2022; Chakrabortty ve ark., 2023). İnsan 

mikroRNA-181a-1’ in (hsa-miR-181a) anormal ekspresyonunun, çeşitli kanserlerin 
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patogenezinde onkogen veya tümör baskılayıcı olarak rol aldığı gösterilmiştir. miR-181 

paraloglarının (yani miR-181a, b, c, d) hücre tiplerinin mitokondrileri ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Zheng ve ark., 2021). miR-181, doza duyarlı olarak kromozom X üzerindeki 

adrenal hipoplazi kritik bölgesini, gen 1'i (DAX-1) hedefleyerek prostat kanseri hücre 

proliferasyonunu kolaylaştırdığı gösterilmiştir (Tong ve ark., 2014; Chakrabortty ve ark., 

2023). Oral skuamöz hücreli karsinomda miR-181 artışı, kötü prognoz ve sağkalım ile ilişkili 

olup melanomda ise ilaç direnci ile ilişkili olduğu önerilmiştir (Barbato ve ark., 2021; 

Chakrabortty ve ark., 2023).  

İnsan miR-381'in (hsa-miR-381) kodlayıcı geni, kromozom 14’ ün uzun kolunda bulunur ve 

endotel hücrelerinin apoptoz ve proliferasyonunda yer alan miR-154 gen ailesinin üyesidirler 

(Guo ve ark., 2020). miR-381-3p seviyeleri ile apoptoza duyarlılık arasında doğrudan negatif 

bir ilişki olduğu daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir (Meng ve ark., 2021). miR-381 

kanserdeki işlevini hücre çoğalmasını, apoptozu, hücre döngüsü ilerlemesini, hücre göçünü ve 

invazyonunu düzenleyerek gösterir. miR-381 lenfanjiyogenez ve tümör anjiyogenezini de 

düzenler (Sha ve ark., 2022). Diffüz büyük B hücreli lenfoma ve küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserinde miR-381 gen ekspresyonu azalmaktadır (Rothschild ve ark., 2012; Leivonen ve ark., 

2017; Tian ve ark., 2017; Xuan ve ark., 2019; Jin ve ark., 2020; Sha ve ark., 2022). miR-381, 

sindirim sistemi ile ilgili birçok kanserde;  renal hücreli karsinom, mesane, prostat, yumurtalık, 

endometriyal ve rahim ağzı kanseri gibi ürogenital neoplazmların yanısıra oral skuamöz hücreli 

karsinom dahil özofagus skuamöz hücreli karsinom, mide kanseri, kolorektal kanser, 

hepatoselüler karsinoma ve pankreas kanserinde aşağı yönde düzenlenmektedir (Formosa ve 

ark., 2014; He ve ark., 2016; Xia ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2016; Cao ve ark., 2017; X. 

Yang ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017; Liu ve ark., 2018; Tu ve ark., 

2018; Chan ve ark., 2019; Li ve ark., 2019; Rui ve ark., 2019; Shang ve ark., 2019; Xie ve ark., 

2019; Yin ve ark., 2019; Sha ve ark., 2022).  

miR-181a ifadesinin KRK’ da bağımsız anlamlı bir prognostik faktör olduğunu ve PTEN’ in 

miR-181a’ nın aday hedef geni olduğu gösterilmiştir. KRK’ da miR-181a ifadesi ve prognostik 

değeri analiz edilmiş ve miR-181a’ nın artışının daha kötü bir prognozla ilişkili olduğu 

bulunmuştur. Ayrıca miR-181a ifadesinin, klinikopatolojik faktörlerle ilişkili olmadığı 

önerilmiştir (Nishimura ve ark., 2012). miR-181a’ nın tiroid kanseri (He ve ark., 2005; Pallante 

ve ark., 2006) ve küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde arttığı, glioma hücrelerinde ise 

azaldığı gösterilmiştir (Shi ve ark., 2008; Nishimura ve ark., 2012). Kanaan ve ark., miR-181a’ 

nın inflamatuar bağırsak hastalığı ile ilişkili KRK’ da neoplastik olmayanlardan (non-

neoplastik) displaziye ilerleme sürecinde arttığını, displazinin kansere evrildiğinde ise miR-
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181a ifadesinin azaldığını rapor etmiştir.  Bu çalışmada, normal ve kanser dokusunda miR-181a 

ifadesinde fark bulunmamıştır (Kanaan ve ark., 2012). Xi ve ark. tarafından yapılan 

araştırmada, HCT-116 ve null-p53 HCT-116 hücrelerinde miRNA ekspresyonu dizi analizi 

yapılarak karşılaştırılmış ve miR-181a’ nın kısmen p53 geni tarafından kontrol edildiği 

bulunmuştur. Bu bulgular, miR-181a’ nın KRK’ nın karsinojenez ile ilişkili olabileceğini 

göstermektedir (Xi ve ark., 2006). miR-381 mide kanserindeki rolüne benzer olarak KRK’ da 

Twist1’in negatif regülatörü olarak da görev yapabilir. miR-381 doğrudan epitelyal 

mezenkimal geçiş (EMT) indükleyicisi Twist1’ i hedef alarak KRK’ da hücre göçünü ve 

invazyonu kısıtlamaktadır. Aynı zamanda Twist1’ in aşağı regülasyonu KRK hücrelerinin 

çoğalmasını da engellemektedir (He ve ark., 2016). KRK' da ubikuitin konjuge edici enzim E2C 

(UBE2C) ekspresyonunun anormal yukarı regülasyonu olduğu ve UBE2C ifadesinin miR-381 

tarafından modüle edildiği belirtilmektedir. miR-381, UBE2C ifadesini azaltır, böylece hücre 

çoğalmasını, hücre göçünü azaltır ve hücre apoptozunu teşvik ederek KRK’ da baskılayıcı  etki 

yapmaktadır (Y. Zhang ve ark., 2018). 

4.11. MikroRNA ve İlaç Direnci Mekanizması 

miRNA’ ların anormal ifadesinin, KRK' nın ilerlemesi, metastazı ve ilaç direnci ile yakından 

ilişkili olduğu öne sürülmektedir (Yang ve ark., 2022).  Birçok miRNA, KRK' da düzensizdir 

ve bazıları, ilaç metabolizmasını, ilaç dağıtımını, DNA hasarı tepkisini ve hücre apoptozunu 

düzenleyerek anti-kanser tedavilerine verilen yanıtlarla ilişkilidir (Zheng ve ark., 2010). KRK 

tedavisindeki temel sorunlardan biri erken teşhis edilememesidir. Çoğu zaman hastalık, kanser 

hücrelerinin yayılmasından sonra teşhis edilmesinden dolayı kemoterapi bir süre sonra 

hastalığın ilerlemesini engelleyemez ve dolayısıyla tümör hücrelerinin ilaca direncine sebep 

olur (Van der Jeught ve ark., 2018). İlaç direnci, tedavi başarısızlığıyla ilişkili, iyi tanımlanmış 

bir olgudur.  Kanserde kemodirenç kemoterapi ilaçlarına karşı gelişmektedir (Housman ve ark., 

2014). Günümüzde, P-gp gibi ilaç taşıyıcıları aracılığıyla hücre içi ilaç konsantrasyonlarının 

azalması, hücre döngüsünün bozulması, apoptoz, DNA hasarı onarım mekanizmaları, anormal 

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi çeşitli mekanizmalar rapor edilmiştir (Kutanzi 

ve ark., 2011). KRK de ilaç direncinde miRNA' ların moleküler mekanizmaları Şekil 14’ te 

gösterilmiştir. 
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Şekil 14. KRK ilaç direncinde miRNA’ ların moleküler mekanizmaları. P-gp (P-glikoprotein), EMT 

(epitelyal-mezenkimal geçiş), otofagozom küresel yapısı, lizozom, bir otofagozom ve bir lizozomun 

füzyonu sonucu oluşan otolizozom, DNMT (DNA metiltransferaz) (Pouya ve ark., 2022’ den 

uyarlanarak hazırlanmıştır). 

5-FU ve/veya kapesitabin, KRK’ daki temel tedavilerden biridir ve vücuttaki etki mekanizması 

DNA replikasyonunu inhibe etmektir. Bu fonksiyon, DNA'da florlu nükleotidlerin timidin ile 

yer değiştirmesine yol açar ve hücre ölümü meydana gelir (Van der Jeught ve ark., 2018). Bu 

nedenle, tümör hücrelerinde miRNA ifade profilleri değişir. miRNA’ nın nasıl etki ettiğini 

açıklayan iki moleküler mekanizma bulunmaktadır. miRNA, KRK’ daki kanser hücrelerini 5-

FU’ ya duyarlı hale getirmek için hedef genin 3'-UTR mRNA' sına bağlanır. mRNA ve miRNA 

eşleşmesi tamamlandığında, hedef kesilir ve protein ifade edilmez. Ancak hatalı baz çiftlerinde, 

hedef protein sessizleştirilir veya ifade seviyesi azalır. miRNA ayrıca, mRNA hedef üzerinde 

ters blokaj oluşturarak veya transkripsiyon etkinliğini düzensizleştirerek translasyonel re-

programlamaya neden olabilir . KRK hücrelerinin 5-FU’ ya maruz kalması, bazı miRNA’ ların 

sağlıklı hücrelere kıyasla arttığını ve bazılarının azaldığını göstermiştir. KRK tümör 

hücrelerinde artan miRNA’ lar onkojenik, azalanlar tümör baskılayıcı olup 5-FU’ ya karşı ilaç 

direncinin indüklenmesine yol açar (J. Zhou ve ark., 2010; Blondy ve ark., 2020). Ayrıca 

çalışmalar, 5-FU’ nun ilaç direncini indüklemekde miRNA’ ların metabolik enzimleri, ABC 

taşıyıcı proteinleri, hücre döngüsünü, apoptozu ve epitelyal-mezenkimal geçişi (EMT) modüle 

ettiğini göstermiştir (Bartel, 2004; Yang ve ark., 2014; Jiang ve ark., 2015; Deng ve ark., 2016). 

5-FU anabolizma veya katabolizma yolaklarındaki enzimlerin, birincil işlevlerini kaybederek 

5-FU’ ya dirençli hale geldiği gösterilmiştir (Blondy ve ark., 2020). Ayrıca miRNA’ ların 5-FU 
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direncinde önemli rollere sahip olduğu önerilmiştir (Su ve ark., 2015). Çeşitli çalışmalar, 

miRNA’ ların çeşitli mekanizmalar yoluyla kanserin ilerlemesinde kritik bir rol oynadığını 

göstermiştir. miRNA’ lar, farklı türdeki tümör baskılayıcıları ve onkogenleri hedef alarak 

kanserdeki moleküler yolakları düzenlemektedir (Zhang ve ark., 2007). Düzenleyici işlevleri 

kanser kök hücre biyolojisi, anjiyogenez, epitelyal-mezenkimal geçiş, metastaz ve ilaç 

direncinde de rapor edilmiştir (Kong ve ark., 2012). İlaç direnci açısından, hücre içi ilaç 

birikiminin azalması, DNA hasar onarımının artması, apoptozun azalması ve onkogenlerin ve 

tümör baskılayıcıların düzensizliği gibi çeşitli faktörler söz konusudur. miRNA’ lar ilaç direnci 

sürecinde kritik öneme sahiptir (Xie ve ark., 2016).  

İlaç taşıyıcılarının ve ilacı metabolize eden enzimlerin aşırı ekspresyonu, önemli hücresel 

savunma mekanizmalarıdır ve kemoterapötik ajanların ve bunların metabolitlerinin hücresel 

emilimini, dağılımını ve atılımını düzenlemede önemli rollere sahiptir (Gatti ve Zunino, 2005; 

Baguley, 2010). Son zamanlarda, miRNA’ larla ilgili birçok çalışma, ilaç akışı ve 

metabolizmasında rol oynayan bir hedef gen alt kümesini göstermiştir (Kovalchuk ve ark., 

2008; Pan ve ark., 2009; Xin ve ark., 2009). Kolorektal kanser hücrelerinde miR-522 doğrudan 

ABCB5’ i hedefleyerek hücre sağkalımını ve doksorubisin direncini baskıladığı gösterilmiştir 

(Yang ve ark., 2015). Wang ve arkadaşları, KRK’ da miR-26b tümör baskılayıcının aşırı 

ifadesinin, hücreleri 5-FU tedavisine duyarlı hale getirdiği ve P-gp ekspresyonundaki azalma 

ile ilişkilendiğini gösterdi (B. Wang ve ark., 2018). Öte yandan, MRP8 veya ATP-bağlayıcı 

kaset C11 (ABCC11)’ in baskılanması yoluyla (miR-302, miR-369, miR-200c) miRNA' ların 

ekspresyonu KRK hücrelerinin 5-FU’ ya duyarlılığını artırabilir (Guo ve ark., 2003; Miyazaki 

ve ark., 2015; Arlanov ve ark., 2016). Bu nedenlerden dolayı, sırasıyla tümör baskılayıcı 

miRNA’ ların ekspresyonunun uyarılması ve ABC taşıyıcılarının ekspresyonunun 

azaltılmasında ve arttırılmasında rol oynayan onkojenik miRNA’ ların ekspresyonunun inhibe 

edilmesi, KRK’ da ABC taşıyıcılar tarafından indüklenen ilaç direncinin azaltılmasına önemli 

ölçüde yardımcı olabilir (Pouya ve ark., 2022). 

Birçok miRNA, apoptozla ilişkili genlerin, özelliklede BcL-2 ailesi genlerinin ekspresyonunu 

indükleyerek ilaç direncinde önemli bir rol oynar. KRK’ da 5-FU’ya karşı ilaç direncinde, miR-

206’ nın düşük ekspresyonu, apoptozun inhibe edici bir faktörü olarak BcL2’ nin aşırı 

ekspresyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Meng ve Fu, 2018). miR-148a, miR-125a-5p ve 

miR-143’ ün aşırı ifadesi BcL-2 ekspresyonunu azalttığı önerilmiştir (Zhang ve ark., 2011; 

Tong ve ark., 2015) . KRK hücrelerinde miR-143’ ün kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 

ekspresyonunu indükleyerek apoptozu artırdığı gösterilmiştir (Borralho ve ark., 2009). Kolon 

kanseri hücrelerinde miR-520g’ nin aşırı ifadesi, in vitro ve in vivo apoptozu inhibe ederek 5-
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FU veya oksaliplatine karşı kemodirenci arttırmıştır (Zhang ve ark., 2015). 5-FU ve diğer 

kemoterapötik ilaçlara karşı toksisite ve ilaç direnci, KRK tedavisinde önemli sorunlardır. Çok 

sayıda çalışmada, ilaç taşınımı, hücre döngüsünün durması, DNA hasarı onarım mekanizmaları, 

apoptoz, otofaji, anahtar enzimler, epigenetik, EMT, kök hücre, immün sistem gibi çeşitli 

hücresel mekanizmaların bozulmasıyla KRK’ da ilaç direncinin gelişiminde miRNA’ ların 

önemi gösterilmiştir (Pouya ve ark., 2022). 

4.12. Kolorektal Kanser Hücrelerinde Apoptoz 

Apoptoz, hasarlı ve fazla hücrelerin uzaklaştırılmasını içeren önemli biyolojik süreçtir. Ayrıca 

yaşlanma, doku homeostazisi ve hücre büyümesi gibi diğer birçok biyolojik süreçlerde de rol 

oynar. Bütün dokular, hücre sayılarını ve doku boyutlarını düzenli bir şekilde kontrol 

edebilmeli ve homeostazı tehdit eden hücrelere karşı kendilerini koruyabilmelidir. 1970'lerin 

başlarında, Kerr ve arkadaşları, sağlıklı dokuların ölü hücrelerinde meydana gelen tek hücre 

ölümü fenomenini gözlemlediler; aynı zamanda teratogenez, neoplazi, tümör regresyonu, atrofi 

ve involüsyon ile ilişkilendirilen hücrelerde de bu fenomeni gözlemlediler. Apoptoz adı verilen 

bu hücresel süreci tanımlamak için, Yunanca kökenli terimler (apo=icin, ptosis=düşme) seçildi 

(Kerr ve ark., 1972; Hengartner, 2000; Perl ve ark., 2005). Programlanmış hücre ölümü, 

olgunlaşmadan önce veya sonra istenmeyen hücreleri veya potansiyel olarak reaktif hücre 

hatlarını ortadan kaldırır. Bu süreç, fetal ve embriyonik gelişim ile doku remodellemede hayati 

öneme sahiptir (Perl ve ark., 2005). Kerr ve arkadaşları, apoptotik hücrelerin nekrotik 

hücrelerden farklı birçok morfolojik özelliği paylaştığını gözlemlemiştir (Kerr ve ark., 1972). 

Apoptoz geçiren hücreler; hücre büzülmesi, kromatin yoğunlaşması, nükleozomal parçalanma 

ve plazma zarının tomurcuklanması gibi özelliklerden bir veya daha fazlasını sergilemektedir. 

Apoptozun biyokimyasal özellikleri, DNA fragmentasyonu, belirli yerlerde protein 

parçalanması, mitokondriyal membran geçirgenliğinde artış ve hücre zarı yüzeyinde 

fosfatidilserinin görünmesini içermektedir (Ziegler ve Groscurth, 2004; Perl ve ark., 2005). Pro-

apoptotik proteinlerin salınmasına ve ardından apoptotik cisimlerin oluşumuna yol açan 

mitokondriyal geçirgenlikte artış olur. Ortaya çıkan membrana bağlı apoptotik cisimler, komşu 

hücreler veya makrofajlar tarafından yok edilir. Apoptoz tek hücreli bir olaydır ve inflamatuar 

bir reaksiyona neden olmaz (O'Brien ve Kirby, 2008). Hücre yapısındaki çok sayıda benzersiz 

morfolojik değişikliklerin yanı sıra bir dizi enzime bağımlı biyolojik süreç, apoptozun 

özellikleridir. İki temel apoptotik sinyal yolağı vardır: dışsal ve içsel apoptotik yolaklar 

(Verbrugge ve ark., 2010; Su ve ark., 2015). İçsel (veya mitokondriyal) apoptotik yolak; DNA 

hasarı, sitotoksik ilaç tedavisi, büyüme faktörü yoksunluğu ve / veya oksidatif stres dahil olmak 

üzere çeşitli hücre içi uyaranlar tarafından tetiklenir. Bu yolak prokaspaz-9, Apaf-1 ve cyt c’ 
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den apoptozom oluşur. BcL-2 aile üyesi; Bax, Bak, BcL-2, BcL-XL, Mcl-1, Bid ve Bim, 

mitokondriyal membran geçirgenliğini düzenleyerek cyt c salınımını kontrol eder. Cyt c gibi 

pro-apoptotik faktörler, gözenekler yoluyla mitokondriden dışarı sızar ve apoptozu indükler. 

Dışsal yolak (Ölüm reseptörü yolağı); Fas ve tümör nekroz faktör (TNF) reseptörü hücre 

zarında lokalizedir. Ölüm reseptörlerinin Fas ligand (FasL), tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) 

lenfotoksin alfa vb. ligandlarla etkileşimi ile prokaspaz-8 kaspaz-8’ e dönüşürek kaspaz kaskadı 

aktive olur (Slee ve ark., 1999; Verbrugge ve ark., 2010; Tabas ve Ron, 2011; Su ve ark., 2015; 

CELEPLİ, 2020). Apoptozom kompleksindeki kaspaz bileşeni kaspaz-9, mitokondriden cyt c 

salımını aktive eder. Kaspaz-9, bir cdk1 substratı olarak tanımlanan ilk kaspaz olarak 

tanımlanmıştır. İçsel yolaktaki kaspaz-9 gibi, kaspaz-8’ in aktivitesi de translasyon sonrası 

modifikasyon, özellikle fosforilasyon ile değiştirilebilir. Kaspaz-8 doğrudan tirozin kinazlar 

tarafından düzenlenebilir. Kaspaz-3 efektör kaspazdır ve kaspaz kaskadının düzenlenmesine ve 

kaspaz substratlarının karakterizasyonuna yönelik çalışmalarla, kaspaz-3’ ün kaspaz-7 ve 

kaspaz-6 ile hem farklı olan hem de örtüşen rolleri vardır (Slee ve ark., 1999; Lakhani ve ark., 

2006; Luthi ve Martin, 2007; Inoue ve ark., 2009; Parrish ve ark., 2013) (Şekil 15). 

 

Şekil 15. Apoptotik sinyal yolakları; içsel (intrinsik) ve dışsal (ekstrinsik) (CELEPLİ ve ark., 2020’ den 

yararlanılarak hazırlanmıştır). 

Kaspazlar, Bax, BcL-2, p53 ve cyt c gibi proteinler apoptotik sürecin kontrolünde rol oynar. 

Hücrenin apoptotik süreçte proapoptotik proteinler (Bax ve cyt c) ve AIF seviyeleri eş zamanlı 

olarak yükselir. Öte yandan apoptoz, anti-apoptotik protein BcL-2 tarafından inhibe edilir. BcL-
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2, kaspaz öncülleri ile birlikte AIF ve cyt c’ nin salgılanmasını durdurarak apoptozu inhibe eder 

(Ayna ve ark., 2020; Kizil ve ark., 2023; Varisli ve ark., 2023; Alian ve ark., 2024). 

BcL-2 ailesinin, mitokondriyal fonksiyon bozukluğu tarafından tetiklenen içsel apoptotik 

yolağın desteklenmesinde veya inhibe edilmesinde anahtar bir rol oynadığı keşfedilmiştir 

(Mohan ve ark., 2012; Vela ve Marzo, 2015). Bu nedenle bu ailenin pro-apoptotik ve anti-

apoptotik üyeleri arasındaki denge, hücresel kaderi belirlemektedir. Son on yılda yürütülen 

çeşitli çalışmalarda BcL-2 ailesinin ana üyeleri olan Bax ve BcL-2, tümörün ilerlemesi ve farklı 

insan malignitelerinin prognozunda potansiyel rolleri ilgi odağıdır. Bax, farklı hücresel streslere 

yanıt olarak mitokondriyal dış zarın geçirgenleştirilmesiyle hücre ölümünü teşvik eder. Buna 

karşılık BcL-2, Bax'ın aktivitesini inhibe ederek apoptozu önler (Mohan ve ark., 2012). 

Kolorektal kanser hücrelerinde Bax ekspresyonunun yokluğunun, farklı kemoterapötik ajanlar 

tarafından tetiklenen apoptoza karşı direnci indükleyebildiği gösterilmiştir (Zhang ve ark., 

2000; Rashmi ve ark., 2005; Nehls ve ark., 2007). Bax ekspresyonunun kolorektal kanserin 

bağımsız bir prognostik ve prediktif belirteci olarak kullanılması durumunda çelişkili sonuçlar 

rapor edilmiştir. Daha önceki çalışmalarda daha uzun sağkalım ile tümör hücrelerinde artan 

Bax ekspresyonu arasında anlamlı bir korelasyon gözlemlenmiştir (Sturm ve ark., 1999; 

Zeestraten ve ark., 2013). Bununla birlikte, diğer çalışmalarda Bax ve BcL-2 ekspresyonlarının 

aşağı regülasyonu ve yukarı regülasyonu sırasıyla daha iyi sağkalım ile ilişkilendirilmiştir 

(Tsamandas ve ark., 2007; Zeestraten ve ark., 2013). Ancak, tümör hücrelerinde Bax eksikliği 

veya düşük ifadesine sahip olan hastalar, yüksek ifadeye sahip olanlara kıyasla 5-FU bazlı 

yardımcı terapilerden fayda sağlamaktadır (Tsamandas ve ark., 2007). 

Bax/BcL-2 oranı, hücrenin apoptoza duyarlılığını belirleyen bir reostat görevi görebilir 

(Raisova ve ark., 2001). Bu oranın düşük seviyeleri insan kanser hücrelerinin apoptoza karşı 

direncine yol açabilir. Dolayısıyla Bax/BcL-2 oranı tümörün ilerlemesini ve agresifliğini 

etkileyebilir (Khodapasand ve ark., 2015). Kolorektal kanserde BcL-XL gen ekspresyonunun 

prognostik ve prediktif rolü bazı araştırmacılar tarafından da rapor edilmiştir (De Angelis ve 

ark., 1998; Jin-Song ve ark., 2011). Sonuç olarak, Bax ve Bcl-2 ekspresyonu, kolorektal 

tümörlerde Bax/Bcl-2 ekspresyon oranı olarak birleştirildiğinde, tek başına Bax ve/veya Bcl-2 

genlerinin ekspresyon seviyeleriyle karşılaştırıldığında, sonuç açısından en fazla öngörü 

sağladığı görülmektedir. Ayrıca, benzer terapötik duruma, tümör evresi ve farklılaşması gibi 

tümör özelliklerine sahip daha büyük homojen hasta kohortları üzerinde daha fazla analiz 

yapılması, hastalığın prognozu, hastanın sağkalımının tahmin edilmesi, tümörün nüksetmesi ve 

ayrıca kemoterapötik tedaviye yanıt dahil olmak üzere farklı yönlerden çok yararlı olabileceği 

öngörülmüştür (Khodapasand ve ark., 2015). 
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Apoptozun merkezi yürütücüleri olan kaspazlar geniş bir protein ailesinin parçasıdır (Alnemri 

ve ark., 1996; Hengartner, 2000). Bugüne kadar 14 kaspaz tanımlanmıştır. Spesifik kaspazlar, 

sitoplazmada prokaspaz adı verilen inaktif öncüler olarak nispeten fazla miktarlarda 

bulunmaktadır. Prokaspazlar; (1) başka bir aktive edilmiş kaspaza maruz kalma, (2) otokataliz 

veya (3) kaspaz-9, Apaf-1 ve cyt c gibi bir aktivatör protein ile birleşmesi gibi üç yöntem ile 

aktive edilebilir (Hengartner, 2000). Apoptozda rol oynayan kaspazlar, başlatıcı kaspazlara (2, 

8, 9, 10) ve efektör (veya yürütücü) kaspazlara (3, 6, 7) bölünmüştür. Başlatıcı kaspazlar 

adaptör aracılı kendi kendine bölünme ile aktive edilir. Kaspazların ve aktivatör proteinin 

spesifik etkileşimi, birbirini aktive etmek ve aktif bir tetramer üretmek üzere 2 kaspaz öncüsünü 

bir araya getirmek için gerekli olan multimerik bir kompleksin oluşumunu teşvik eder (Martin 

ve ark., 1998; Yang ve ark., 1998).  Bu kaspaz kaskadı aktivasyon stratejisi, başlatıcı kaspazlar 

tarafından efektör kaspazları parçalamak ve aktive etmek için kullanılır (Padanilam, 2003). 

Etkinleştirildiğinde efektör kaspazlar, bir aspartat kalıntısını takip eden sınırlı sayıda hedef 

proteini seçici olarak böler. Çoğu durumda bu, hedef proteinin inaktivasyonuyla sonuçlanır. 

Bununla birlikte, negatif bir düzenleyici alanı doğrudan keserek veya düzenleyici bir alt birimi 

etkisiz hale getirerek dolaylı olarak proteinleri de etkinleştirebilirler (Andrade ve ark., 1998; 

Hengartner, 2000). Efektör kaspazlar sitoskeletal (hücre iskelet yapısında) filament 

agregasyonuna, ribozomal parçacıkların kümeleşmesine ve elektron mikroskobunda görülen 

bir dizi konsantrik dolgu oluşturacak şekilde pürüzlü ER’ nin yeniden düzenlenmesine neden 

olurlar. Kaspazlar aynı zamanda nükleer çekilme ve tomurcuklanma için gereken nükleer 

laminleri parçalamak, hücresel şekil kaybına ve zar tomurcuklanmasına neden olmakla 

sorumludur (Rao ve ark., 1996; Buendia ve ark., 1999; Hengartner, 2000). Kaspazlar, 

apoptozun ikinci özelliği olan nükleer DNA’ yı parçalayan kaspazla-aktifleşen DNAaz’ ları 

(CAD) aktive edecektir. CAD, bir alt birime bağlandığında çekirdekte aktif olmayan bir formda 

(ICAD) bulunur. Efektör kaspaz-3 aktive edildikten sonra çekirdeğe göç eder ve inhibitör alt 

birimi parçalayarak CAD’ yi aktive eder (Nagata, 2000). CAD, DNA’ nın 50-300 kb’ lik 

parçalara bölünmesinden sorumludur ve daha sonra CAD endonükleazlarla 180-200 bp’ lik 

parçalara bölünür. Apoptozun biyokimyasal belirteçlerinden biri DNA parçacıklarının 

merdiven biçiminde agaroz jel elektroforezinde görüntülenmesidir (Power ve ark., 2002). 

Sitokrom c, mitokondri kaynaklı apoptozda önemlidir ve solunum zincirinin temel bileşeni 

olarak enerji metabolizmasının önemli bir bileşenidir (Zou ve ark., 1999; Renault ve ark., 2013). 

Mitokondriyal cyt c’ nin hücresel enerji metabolizması ve apoptozda ikili rol oynadığı 

gösterilmiştir. Cyt c, sitoplazmaya salındıktan sonra, ATP veya dATP bağlamında pro-kaspaz-

9’ u aktive etmek için adaptör molekülü Apaf-1 ile birleşir. Kaspaz-9 ve kaspaz-3, 



 

 

45 

 

aktifleştirilmiş kaspaz-9 tarafından aktive edilir, bu da apoptozun intrinsik mitokondri yolağı 

olarak tanımlanmıştır (Robertson ve ark., 2000). Apoptotik süreçte önemli başlangıç basamağı, 

cyt c’ nin mitokondriden sitoplazmaya salınmasıdır. Mitokondriyal elektron taşıma zincirinin 

bileşeni olan cyt c, kompleks III (ubikinol: cyt c oksidoredüktaz) ve kompleks IV (sitokrom 

oksidaz) arasındaki elektron transferinde önemli bir rol oynamaktadır (Cai ve ark., 1998). Cyt 

c, hasarlı mitokondrinin geçirgenleştirilmesiyle indüklenen apoptozu takiben bir saat içinde 

hücre dışı boşluğa ve dolaşıma salınan mitokondriyal biyobelirteçtir (Renz ve ark., 2001). 

Sonuç olarak cyt c, mitokondri aracılı apoptozda önemli bir aracı ve biyobelirteç olarak kabul 

edilir. Literatür, serum cyt c düzeyinin lösemi ve akciğer kanseri de dahil olmak üzere kanser 

tedavisi boyunca prognozu öngördüğünü göstermiştir; bu da cyt c’ nin tümör oluşumu ve 

gelişiminde rol oynayabileceğini göstermektedir (Barczyk ve ark., 2005; Osaka ve ark., 2009; 

Wen ve ark., 2014; Rana ve ark., 2022).  

Kapesitabin, klasik antimetabolik kemoterapi ilacıdır ve kolorektal kanser gibi malign tümörler 

için birinci basamak kemoterapi ilacı haline gelmiştir (Di Desidero ve ark., 2018; Schmoll ve 

ark., 2021). Son çalışmalar, kapesitabinin hepatoselüler karsinom (HCC) gibi hepatik tümörler 

üzerinde de terapötik etkisinin iyi olduğunu doğrulamıştır (Gardini ve ark., 2017; Ravaioli ve 

ark., 2017; De Lorenzo ve ark., 2018; Trevisani ve ark., 2018). 2017’ de Ravaioli ve ark. 

kapesitabin metronomik kemoterapisinin, sorafenibe benzer şekilde bir yıllık sağkalım oranına 

ulaştığını bulmuşlardır (Ravaioli ve ark., 2017). Bulguları, kapesitabinin hem immünsupresif 

hem de antikanser etkilere sahip potansiyel bir ilaç olabileceğini öne sürmüştür ve bu tedavinin 

HCC’ li karaciğer transplantasyon hastalarında önemli klinik uygulama değerine sahip olabilir 

olduğu belirtilmiştir (Reigner ve ark., 2001). Ayrıca, kanser dokusunda TP’ nin ekspresyonu 

çevresel normal dokulardan önemli ölçüde daha yüksektir ve bundan dolayı, daha yüksek 5-FU 

konsantrasyonu kanser dokusunda antikanser etki gösterir (Schüller ve ark., 2000). Bu nedenle, 

TP’ nin dağılımı, kapesitabinin rol dağılımını belirlemektedir. TP aynı zamanda lenfositlerde 

de yüksek oranda ifade edildiğinden kapesitabinin kanser hücrelerini ve lenfositleri aynı anda 

hedefleme yeteneği de diğer bir özelliğidir. Bu iki farmakolojik özellik, kapesitabinin hem 

immünsupresif hem de antikanser etkilere sahip bir ilaç olarak kullanılabileceğini göstermiştir 

(Yoshimura ve ark., 1990). 

Kolorektal kanserdeki genomik instabilite kaynaklı sürekli genomik değişiklikler, apoptozu 

düzenlemede rol oynayan genlerde değişikliklere neden olabilir (Ansari ve ark., 1993). 

Apoptozun daha fazla inhibisyonunun kolorektal epitelyumun KRK’ ya geçişi ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur (Bedi ve ark., 1995). APC, bağırsak epitelinin apoptoz bozukluğu ve KRK 
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ilerlemesi ile ilişkilendirilen iyi karakterize edilmiş genlerden biridir (Koornstra ve ark., 2003). 

Kolon kanseri hücre büyümesinin kontrol edilmesinde APC, β-kateninin aracılık ettiği gen 

transkripsiyonunun düzenlenmesinde hayati rol oynamaktadır (White ve ark., 2012). Yabanıl-

tip APC, ubikuitin aracılığıyla proteasomal bozunma yoluyla kadherin ile kompleks oluşturan 

β-kateninin bozunmasını indükler. Kırpılmış APC proteinleri, degredasyon için, nükleer β-

kateninin stabilizasyonunu teşvik eden degredasyon için β-kateninin hedeflenmesini önler 

(Pritchard ve Grady, 2011) ve Wnt yolağının (Adams, 2003) sürekli aktivasyonuna neden 

olarak apoptotik mekanizmanın bozulmasına ve KRK’ nın ilerlemesine yol açar. β-katenin 

çekirdeğe göç eder ve T-hücre faktörü/lenfoid gelişim faktörü (TCF/LEF) transkripsiyon 

kofaktörüne bağlanır, bu da apoptoz, hücre göçü, kök hücre farklılaşması, hücre çoğalması ve 

hücresel büyüme gibi sorumlu genlerin ifadesini etkiler (Sattler ve ark., 1997; Sancho ve ark., 

2003; Sansom ve ark., 2004). β-katenin aktivasyonu aynı zamanda apoptoz başlatıcı pro-kaspaz 

9, efektör kaspaz-3 ve kaspaz-7 ve cyt c ekspresyonunu da azaltabilir (Kim ve ark., 2003) (Kim 

ve ark., 2003). Pro- ve anti-apoptoz proteinleri arasındaki denge bozukluğu, kolonik 

hücrelerinin apoptoza girmesini önleyebilir (Chen ve ark., 2003). Radyoterapiye ve 

kemoterapötik ilaçlar gibi apoptotik uyaranlara karşı direnç kazanabilecekleri öngörülmüştür 

(Chen ve ark., 2003; Green ve Kaplan, 2003). Fisetin, DNA hasarının onarımında anahtar enzim 

olan PARP’ ın parçalanmasını arttırır ve genellikle parçalanmış PARP apoptozda yararlı bir 

belirteç olarak kabul edilmektedir. Bu flavonoid, HCT-116 ve HT29 hücrelerinde kaspaz-9, 

kaspaz-3 ve kaspaz-7’ nin parçalanmasını arttırırken, normal mitokondriye sahip hücrelerin 

sayısını azaltır ve depolarize mitokondri zarları olan hücrelerin sayısını arttırmaktadır. Ayrıca 

fisetin, sitoplazmadaki Smac/Diablo ve cyt c seviyelerini arttırır ve mitokondrideki seviyeleri 

azaltmaktadır (Khan ve ark., 2019). Fisetin, kaspaz-8 (Lim ve Park, 2009) ve kaspaz-3’ ün 

parçalanmasını ve cyt c’ nin ekspresyonunu artırır. Fisetin tedavisi kemoterapi dirençli 

hücrelerde, dirençli olmayan tümör hücrelerinden daha yüksek düzeyde cyt c salınımına neden 

olur (Lim ve Park, 2009; Jeng ve ark., 2018). Diğer çalışmalar, fisetin ile tedavinin hücrelerde 

pro-survival proteini Bcl-2 ve BcL-XL seviyelerini düşürdüğünü, aynı zamanda pro-apoptotik 

Bak proteinin seviyelerini artırdığını göstermiştir. Fisetinin Bax seviyelerini etkilemediği (Lim 

ve Park, 2009; Suh ve ark., 2009), ancak Bax seviyelerinin hücrelerin sitoplazmasında azaldığı 

ve mitokondri içinde arttığı gösterilmiştir (Lim ve Park, 2009). Yapılan çalışmalar, fisetinin 

kolon kanseri tedavisinde umut verici bir ajan olarak ortaya çıkmasına neden olmuştur (Jeng ve 

ark., 2018). 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

5.1. Gereçler 

5.1.1. Kimyasal maddeler ve reaktifler 

Genel laboratuvar kimyasalları Tablo 3’te listelenmiştir. 

Tablo 3. Genel kimyasallar 

Akrilamid Biorad 

Amonyum persülfat Sigma-Aldrich 

Anti-Tavşan Immunoglobulin G  Sigma-Aldrich 

Asetik asit  Merck 

β-Merkaptoetanol (50mM) Sigma-Aldrich 

Bisakrilamid Sigma-Aldrich 

Bromfenol mavisi Merck 

Bromo kloro indol fosfat (BCIP)  Promega/Invitrogen 

Coomassie parlak mavisi R250  Sigma-Aldrich 

Etanol   Merck 

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich 

ECL İnvitrogen 

Glisin      Sigma-Aldrich 

Gliserol     Sigma-Aldrich 

HCl Merck 

Hepes Sigma-Aldrich 

Kalsiyum klorür Sigma-Aldrich 

Kristal viyole  Merck 

Magnezyum klorür Sigma-Aldrich 

Metanol Merck 

N, N, N’, N’,-tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich 

Nitroblutetrazolyum (NBT)  Invitrogen 

Nonidet P40   (NP40) Amresco 

Nonidet P40   (NP40)     Sigma-Aldrich 

Ponceau S     Sigma-Aldrich 

Potasyum klorür Merck 

Potasyum hidroksit    Horasan Kimya 

Potasyum bifosfat Merck 

Protein Ladder Marker  İnvitrogen 

Sığır serum albümini (BSA)  Sigma-Aldrich 
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Tablo 3. Genel kimyasallar (devam) 

Sodyum asetat   Sigma-Aldrich 

Sodyum bikarbonat    Sigma-Aldrich 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma-Aldrich 

Sodyum karbonat Merck 

Sodyum hidroksit Merck 

Sodyum hidrojen fosfat    Merck 

Sodyum klorür Merck 

Sodyum orthovanadate Sigma-Aldrich 

TEMED Sigma-Aldrich 

Tris Sigma-Aldrich 

Triton-X100 Sigma-Aldrich 

Tween-20 Sigma-Aldrich 

Leupeptin  Sigma-Aldrich 

Fenil metil sulfonil florid (PMSF) Sigma-Aldrich 

Aprotinin  Sigma-Aldrich 

Dithiothreitol (DTT)  Sigma-Aldrich 

Pepsitatin A Sigma-Aldrich 

cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor  cocktail Merck 

Üre Sigma-Aldrich 

Bitkisel bileşik (flavon) ’Fisetin’ Glentham Life Sciences 

Kemoterapötik ajan ’Kapesitabin’ Selleckchem 

5.1.2. Hücre kültüründe kullanılan solüsyonlar 

Hücre kültüründe kullanılan solüsyonlar Tablo 4’ te listelenmiştir. 

Tablo 4. Hücre kültür solüsyonları  

HEPES Sigma-Aldrich 

Penisilin/Streptomisin Sigma-Aldrich 

RPMI-1640 Sigma-Aldrich 

Dulbecco′s Modified Eagle′s 

Medium(DMEM) 

Pan Biotech 

Sodyum bikarbonat Sigma 

Tripan mavisi     Sigma 

L-Glutamin  Sigma 

Fetal sığır serumu (FSS) Pan Biotech 

Fosfat tamponlu salin  Gibco 

Tripsin-EDTA (10X) Capricorn 
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5.1.3. Western emdiriminde kullanılan antikorlar  

Western emdiriminde kullanılan antikorlar Tablo 5’ de listelenmiştir. 

Tablo 5. Western emdiriminde kullanılan antikorlar 

Alkalen fosfotaz eşlenik tavşan anti keçi IgG  Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

Alkalen fosfataz eşlenik keçi anti tavşan IgG Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

HRP-eşlenik keçi anti tavşan IgG (H+L) Abcam 

AIF antikoru Cell signalling 

Kaspaz-3 antikoru  Invitrogen 

Kaspaz-8 antikoru Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

Kaspaz-9 antikoru Cell signalling 

Sitokrom c antikoru Invitrogen 

BcL-2 antikoru Invitrogen 

Bax antikoru Invitrogen 

Aktin antikoru Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

5.1.4. Sarf malzemeler 

Sarf malzemeler Tablo 6’ da listelenmiştir. 

Tablo 6. Sarf malzemeler 

IBLOT transfer stack   Invitrogen 

Nitroselüloz membran  Schleicher&Schuell 

NOVEX Tris-Glisin %10-20 Jel 10W Invitrogen 

25 cm2 kültür kabı    TPP 

75 cm2 kültür kabı  TPP 

96 kuyulu hücre kültür plakası  TPP 

48 kuyulu hücre kültür plakası TPP 

24 kuyulu hücre kültür plakası TPP 

12 kuyulu hücre kültürü plakası TPP 

6 kuyulu hücre kültürü plakası TPP 

Filtreli pipet uçları (10µl, 20µl, 200µl, 1000µl) TPP 

Serolojik pipet uçları (5ml, 10ml, 25ml) TPP 

Mikroskop slide Bio-Rad 

Ependorf tüpler (500µl, 1.5ml, 2ml) CAPP 

PZR tüp greiner BIO-ONE 

Parafilm 3M 

Whatman filtre kağıdı Whatman 

Eldiven Beybi 
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5.1.5. Kitler 

Kitler Tablo 7’ de listelenmiştir. 

Tablo 7. Kitler 

RNA MiniPrep Plus w/ TRI Reagent             ZymoResearch 

cDNA Synthesis Kit      abm 

cDNA Synthesis Kit   NEPENTHE  

SYBR No-ROX Kit        Bioline 

BCA Protein Assay Kiti Pierce 

5-Bromo-2-deoksi-üridin hücre sayım kiti Roche 

5.1.6. Cihazlar 

Bu çalışmada kullanılan cihaz ve makinelerin isimleri ve firma bilgileri Tablo 8’ de 

listelenmiştir. 

Tablo 8. Kullanılan cihaz ve aletler listesi  

Etüv      Memmert 

Güç Kaynağı  Dan-Kar 

Manyetik Karıştırıcı Hanna 

pH Metre WTW 

Santrifüj Hettich 30 RF 

Santrifüj Beckman Coulter 

Spektrofotometre (Biotek Synergy H1 unit) Synergy  

Su Banyosu Kotterman 

Karıştırıcı (Vorteks) Janke & Kunkel 

Terazi  Oertling NA-114 

Karbondioksit Etüvü  Sanyo 

Derin Dondurucu (-20 ºC) Arçelik 

Derin Dondurucu (-20 ºC) Siemens 

Derin Dondurucu (-70 ºC) ThermoFisher Scientific 

Buzdolabı Arçelik 

Kırık Buz Makinesi Scotsman AF-10 

Çalkalama Cihazı IKAVibraz-VXR 

Otomatik Mikro Pipetler Gilson 

Otomatik Mikro Pipetler Eppendorf 

Otoklav Nüve 

Distile Su Cihazı GFL 

Fotograf Makinesi Sony 
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Tablo 8. Kullanılan cihaz ve aletler listesi (devam) 

Biyogüvenlik kabini (Steril kabin)  Tez-san 

Invert (ters ışık) Mikroskobu Olympus 

IBLOT transfer sistem      ThermoFisher Scientific 

Protein jel Elektroforez ve Transfer Sistemi Thermo Fisher Scientific 

BioRad mini jel elektroforez düzeneği 

(dikey) ve elektroforetik aktarma düzeneği 

 

Bio-Rad 

Isı Döngü Cihazı                    LightCycler (Roche Diagnostic) 

Isı Döngü Cihazı (LightCycler 480) LightCycler (RocheDiagnostic) 

TC-20 hücre sayım cihazı                                     Bio-Rad 

 

5.1.7. Tampon ve çözeltilerin bileşimi 

5.1.7.1. Hücre kültüründe kullanılan çözeltiler 

Hücre kültür medyumu 

  

NaHCO3  %2 

Fetal Sığır Serumu %10 

Penisilin/Streptomisin 10000 IU/ml + 10000 µg/µl 

L-Glutamin   200 mM 

Hepes    20 mM 

DMEM 500 ml 

 

*DMEM hücre kültür medyumuna, ısı ile komplemanı inaktive edilmiş %10 FSS (fetal sığır 

serumu), 2 mM L-glutamin, 100 U/mL penisilin, 100µg/mL streptomisin, 200 mM hepes ve 

sodyum bikarbonat eklenmiştir.  

Tripan mavisi çözeltisi 

Tripan Mavisi %0.5 (w/v), Sodyum klorür %0.9 (w/v) 

Fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) 

 Son Konsantrasyon 

Sodyum klorür  140 mM, pH: 7,4 

Potasyum klorür 3 mM 
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Sodyum bikarbonat 8 mM 

Potasyum bikarbonat 2 μg/ml 

*1 litre distile su içerisinde çözülmüştür. 

5.1.7.2. Hücre homojenizasyonunda kullanılan çözeltiler 

Homojenleştirme tamponu (Taze hazırlanır) 

 Son Konsantrasyon 

Hepes 50 mM, pH: 8,0 

NaCI 150 mM 

EDTA 20 mM 

NaF 100 μM 

Na3VO4 10 mM 

Triton X-100 %1  

DTT 1mM 

 

Tabloda verilen toplamda 25 ml hazırlanan kimyasal tamponu içerisine bir adet cOmplete ™ 

EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail tablet (Roche, Merck, Germany) eklendi ve tablet 

çözüldü. Her örneğe 500 µl tampon eklendi. 

5.1.7.3. Elektroforez ve western emdirimi analizlerinde kullanılan çözeltiler  

Akrilamid-Bisakrilamid çözeltisi 

Akrilamid  30 g 

N, N-metilen bisakrilamid 0.8 g 

Tepkime hacmi  100 mL 

Örnek yükleme tamponu (4X) 

125 mM Tris-HCl pH 6.8 

%30 v/v Gliserol 

6 M Üre 
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%10 w/v β merkaptoetanol 

%2 w/v Sodyum dodesilsülfat (SDS) 

%0.01 w/v bromfenol mavisi 

2x Ayırma jeli tamponu 

0.75 M Tris-HCl, pH 8,8 

%0.2 w/v SDS 

2x Yükleme jeli tamponu 

0.25 M Tris-HCl, pH 6,8 

%0.2 w/v SDS 

2x Yürütme tamponu 

6g  Tris 

30g Glisin 

1g SDS 

Toplam hacim: 1000 ml 

5x Elektroforez tamponu 

7.5g Tris 

36g Glisin 

Tepkime hacmi: 500 ml 

Aktarma tamponu, pH 8,5 

25 mM Tris, pH:8.3 

192 mM Glisin 

%20 Metanol 

Tris tuz tamponu (TBS), pH 8,0 

136.75 mM NaCl 

2.68 mM KCl 
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21.26 mM Tris-HCl 

Blok tamponu  

%1 BSA 

%0.05 Tween-20 

TBS-T tamponu (% 0,1) 

TBS 

%0.1 Tween 20 

Birincil antikor tamponu 

Kaspaz-3 antikoru  Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

Kaspaz-8 antikoru Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

Kaspaz-9 antikoru; Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

Sitokrom c antikoru Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

BcL-2 antikoru Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

Bax antikoru Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

Aktin antikoru Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

AIF antikoru Bloklama çözeltisi ile 1:1000 seyreltilmiştir. 

  

İkincil antikor tamponu 

Anti tavşan poliklonal IgG; %5 BSA ve %0.05 Tween20 içeren TBS ile 1:10000 seyreltilmiştir. 

Anti keçi poliklonal IgG; %5 BSA ve %0.05 Tween20 içeren TBS ile 1:10000 seyreltilmiştir. 

Anti tavşan IgG (H&L) HRP; %5BSA ve %0.05 Tween20 içeren TBS ile 1:10000 

seyreltilmiştir. 

Jel boyama çözeltisi 

%0.2 (w/v) Coomassie mavisi 

%50 (v/v) Metanol 

%10 Asetik asit. 

Jel boya çıkarma çözeltisi 

%10 (v/v) Metanol 

%10 (v/v) Asetik asit 
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Ponceau S Solüsyonu 

Asetik Asit 2,5 mL 

Ponceau S 0,05 g 

dH2O  50 mL’ ye tamamlanır. 

5.2. Yöntem 

5.2.1. Biyoinformatik analizler ile aday miRNA’ların belirlenmesi 

Projenin araştırma hipotezi ön çalışma bulgularına dayanmaktadır. Ön çalışma olarak, yabanıl 

ve dirençli kolorektal kanser hücre hatlarında (DLD-1 ve KM12C) 5-FU maruziyetinin 

mikroRNA düzeylerine etkisi araştırıldı ve anlamlı değişiklikler gösteren miRNA’ lar 

belirlendi. Veri analizleri, projede araştırmacı/danışman olarak görev alan Prof. Dr. Kazım 

Yalçın ARĞA liderliğinde Marmara Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü araştırma 

laboratuvarında gerçekleştirildi.  

5-FU maruziyetinin miRNA düzeylerine etkisini niceleyen transkriptom veri setlerinin elde 

etmek için kamuya açık veri tabanları olan NCBI-Gene Expression Omnibus (NCBI-GEO) ve 

ArrayExpress (EMBL-EBI) veri tabanları tarandı; her grupta en az ikişer örneğin ele alındığı, 

yabanıl ve dirençli kolorektal kanser hücre hatlarında gerçekleştirildi ve tek ajan olarak 5-

Fluorourasilin kullanıldığı tek veri seti olan Agilent platformu tabanlı GSE30894 mikrodizin 

veri setinin seçilmesi uygun bulundu. 

5-FU maruziyetinin 72. saat sonunda miRNA seviyeleri üzerindeki etkisi yabanıl ve dirençli 

hücre hatlarında karşılaştırılmalı olarak analiz edildi. Çalışma kapsamına alınan mikrodizin 

tabanlı miRNA veri seti (GSE30894) Bioconductor (www.bioconductor.org) yazılım platformu 

altında RMA normalizasyon (Irizarry ve ark., 2003) ve mikrodizin verileri için doğrusal 

modeller (LIMMA) (Smyth, 2005) paketleri kullanılarak R programlama dilinde istatistiksel 

olarak analiz edildi, Benjamini-Hochberg yöntemi ile p-değerlerine düzeltme (adj-p) uygulandı. 

Düzeltilmiş p-değeri 0.05’ten küçük olan miRNA’ lar ekspresyonu farklılık gösteren miRNA’ 

lar olarak belirlendi.  

Analizler sonucunda; ilaç maruziyetinden 72 saat sonra alınan örneklerin karşılaştırılmalı 

analizi neticesinde 7 miRNA’nın dirençli hücrelerde yabanıl hücrelere göre yukarı yönde, 13 

miRNA’nın ise aşağı yönde ekspresyon değişimi gösterdiği görüldü. Ekspresyon düzeyi 

istatistiksel olarak anlamlı olarak değişen 20 miRNA’nın florans yoğunlukları da incelendi, 

anlatım düzeyi yüksek (florasan yoğunluğu >1000) ve orta (florasan yoğunluğu >100) seviyede 

olan miRNA’ lar için literatür taraması yapılarak kolorektal kanseri ile ilişkilendirilme durumu 
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araştırıldı. Araştırmalar sonucunda, hsa-mir-21, hsa-mir-381 ve hsa-mir-181a-2 miRNA’larının 

kolorektal kanser ile ilk defa bu çalışmada ilişkilendirildiği görüldü ve tez kapsamında bu 

miRNA’ların incelenmesi amaçlandı. 

5.2.2. Çalışmada kullanılan hücrelerin hazırlanması ve çoğaltılması 

Yabanıl-tip HT29 hücreleri (ThermoFisher, USA) suşu olup ticari olarak satın alındı. HT29 

hücreleri %10 fetal sığır serumu, 100 U/mL penisilin, 100µg/mL streptomisin, 200 mM L-

Glutamin içeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) kültür ortamında, 37ºC’ de, %5 

CO2 içeren karbondioksit etüvünde inkübe edildi. Hücrelerin büyüme hızına bağlı olarak %70-

80 kapasiteye ulaşmaları durumunda hücreler pasajlandı. Hücre büyüme ortamı atılıp hücreler 

1X steril PBS ile yıkandı ve daha sonra %0,25 tripsin/ EDTA (Capricorn, Germany) ile 3-5 

dakika boyunca trypsinizasyon yapıldı. Hücreler haftada üç kere kültür ortamı değiştirilerek 

1x106 hücre/ml olacak şekilde çoğaltıldı.  Uygun hücre kültür şartlarında çoğaltılmış hücreler -

80°C’ ye kaldırıldı. 

5.2.2.1. Hücrelerin dondurulması 

a-Pasajlama (subkültür): Hücrelerin pasajlanabilmesi için hücre kültür flakslarının yüzeyini 

kaplamış olmalıdır. Böyle flakslara konfulent flakslar denir. Pasajlama işlemi hücreler sıkışık 

konumda olduğu için yapılır. Ve daha geniş alana yayılır. Pasajlama işlemi besi ortamı 

içerisindeki hücrelerin besinleri tüketmesinden dolayı üreme hızlarının düşmesini ölümlerini 

önlemek amacı ile yapılır. Pasajlama işlemi yapışarak çoğalan hücrelerde ve süspanse 

kültürlerde farklı yapılır: Yapışarak çoğalan hücre kültürlerinde pasajlama yapılırken; kültür 

yüzeyi PBS ile yıkanır ve kültür kabına yapışan hücrelerin tutunduğu yüzeyi kaplayacak şekilde 

(1-2 ml) (%0,25) tripsin/EDTA içeren 1X PBS çözeltisi eklenir. 3-5 dakika 37°C’ de bekleme 

süresinin ardından kültür kabının yüzeyinden kalkan hücrelere hücre besiyeri eklenir. Daha 

sonra hücre kabına hafifçe vurulur ve pipet yardımıyla hücreler falkon tüplere alınır. Santrifüj 

edilerek kullanılmış besi ortamı atılır. Daha sonra uygun besi ortamı eklenerek platelere ya da 

hücre kültür kabına ekim yapılır.  

b-Hücrelerin dondurulması:  Hücre kültürünün uzun süre devam etmesi kontaminasyon ve 

üreme hızının düşüşü gibi olumsuzluklara yol açar. Bunun önüne geçebilmek için hücreler 

dondurulur.  Dondurma işleminin başarısı, çözdürme işleminin sonunda hücre canlılık oranının 

yüksek olması ile orantılıdır.  

Dondurma prosedürü: Su banyosu 37°C’ ye ısıtılır.  FSS su banyosunda 37 °C’ ye ısıtılır. 

Hücre pasajlanması protokolünde belirtildiği şekilde hücre pelleti elde edilir.   Hücre pelleti 
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üzerine toplam hacim 1 ml olacak şekilde 900 µl FSS ve 100 µl DMSO (dimetilsülfoksit) 

eklenir ve pipetle karıştırılır ve ependorf adı verilen tüplere konulur ve -80°C’ ye kaldırılır. 

5.2.2.2. Dirençli hücre soyu üretimi 

Şekil 16. Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde direnç geliştirilme aşamaları (Zhou ve ark., 2020’ den 

yararlanılarak hazırlanmıştır). 

Yöntem iki adımdan oluşur: Adaptasyon aşamasında yaklaşık olarak, yabanıl-tip HT29 

hücreleri, ilaç konsantrasyonu 1, 5, 10, 20 ve 40µM’a (Mohammadian et al., 2019; Zeynali-

Moghaddam et al., 2019; Sim et al., 2018) kademeli olarak artırılarak 48 saat boyunca 

Kapesitabin ile tedavi edildi. Ortam 2 günde bir değiştirildi ve ilaca maruz kalma dozu, her 15 

günde bir artırıldı. Doza bağlı her adımdan sonra, apoptotik hücreleri atıldı ve hayatta kalan 

hücreleri kapesitabin içermeyen kültür ortamında büyütüldü; bu adım üç kez tekrarlandı. 

Yapışan hücreler, %0,25 Tripsin/EDTA 5 dakika kullanılarak pasajlandı. Hücreler daha sonra 

bir sonraki kapesitabin artışına maruz bırakıldı. Daha sonra, sağ kalan kapesitabine dirençli 

hücreler konsolidasyon aşamasında öldürücü doz (40 µM) içeren tam kültür ortamında tutulup 

normal olarak büyüyene kadar kültürlendi. 6 aylık tedavi süreçlerinden sonra kapesitabin 

dirençli hücre soyları (KD/HT29) oluşturuldu. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre 

gruplarında deneylere devam edildi. İlaç dozları literatür taranarak belirlendi (Suh vd., 2009; 

Sim vd., 2018; Mohammadian vd., 2019; Zeynali-Moghaddam vd., 2019).  

5.2.2.3. Hücrelerin ilaçlarla muamelesi 

Flavonoid ve kemoterapi İlaçları: Fisetin (Glentham Life Sciences Ltd, UK) ve kemoterapi 

ilacı kapesitabin (Selleckchem, UK) kullanıldı ve ilaçlar ticari olarak temin edildi.  

İlaçların hazırlanması: Kapesitabin ve fisetin, stok solüsyonları sırasıyla; 10 mg/ml 

kapesitabin su içinde; 50 µg/mL Fisetin %100 etanol içinde çözülerek -20°C’ de saklandı. 
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Fisetinin IC50 (hücrelerin yarısının çoğalmasını inhibe eden dozun sayısal değeri) değerlerini 

elde etmek için sitotoksik konsantrasyonları, doz-cevap eğrisine göre belirlendi.  Yabanıl-tip 

HT29 ve KD/HT29 hücreleri kapesitabin ve fisetin eklenmeden 1 gün önce ekildi. Ertesi gün 

hücreler %1 serum varlığında kapesitabin ve/veya fisetin ile muamele edildikten sonra, hücre 

sayımı, koloni oluşumu, yara iyileşmesi, RNA izolasyonu ve Western emdirimi için uygun 

koşullarda toplandı. GZ-PZR ve Western emdirimi yöntemi için toplanan hücreler PBS ile 

yıkanıp -80ºC’ta donduruldu. 

5.2.2.4. Hücrelerin sayılması 

5.2.2.4.1.Tripan mavisi ile hücre sayımı 

 

Hücreler %10 oranında tripan mavisi ile boyanıp toma lamında ve TC20 hücre sayım cihazı 

(Biorad, California) ile sayıldı. Canlılık oranı aşağıdaki formüle göre hesaplanıp %95 canlılık 

oranındaki hücreler hücre sayımı, koloni oluşumu, yara iyileşmesi, RNA izolasyonu ve western 

emdirimi yapılmak üzere donduruldu. 

10 μl örnek + 90 μl TB  Ölü hücreler maviye boyanır. 

 

 

5.2.2.4.2. BrdU ile hücre sayımı 

Tablo 9. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soyu ilaç tedavi grupları  

Hücre Modeli Kontrol Grubu Kapesitabin 

Grubu 

Fisetin Grubu Kapesitabin+ Fisetin 

Grubu 

Yabanıl-tip 

HT29 hücre 

soyu 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

KD/HT29 

hücre soyu 

+ + + + 

 

X100 = Canlılık Oranı 
Canlı hücre sayısı 

Toplam hücre sayısı 
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Şekil 17. BrdU hücre çoğalması deneyi şematik gösterimi (Ücretsiz BioRender programı ile 

tasarlanmıştır). 

5-Bromo-2-deoksi-üridin etiketli hücre sayım kiti (Roche, Mannheim, Germany) protokolüne 

uygun olarak hücreler sayıldı. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücreleri, 96-kuyulu plakalara 

her deney altı kez tekrarlanacak şekilde 2x104 hc/ml olarak %10 FSS ve 100 units/mL Penisilin 

ve 100µg/mL streptomisin içeren DMEM ortamına ekildi ve %5 CO2 varlığında 37ºC’ de 

hücreler kültürlendi. 24 saat sonra yapışan hücreler kontrol edilerek %10 FSS’ li ortamdan 

serumsuz ortama alındı. Serumsuz ortamda 24 saat bırakılan hücrelere önce %1 FSS ve 

kapesitabin ve/veya fisetin eklendikten yedi saat sonra da labeling solüsyonu eklendi. İlaca 

maruz bırakılan hücrelerden 24 saat muamele işlemi bittikten BrdU etiketli hücre sayım kiti 

(Roche, Mannheim, Germany) üretici protokolüne uygun olarak; ortam plakalardan dikkatli bir 

şekilde pipetle çekilerek döküldü ve plakalar 60° C pasteur fırında 1 saat kurutuldu. Daha sonra 

hücreleri sabitlemek için her kuyuya 100 µl fixDenat eklenerek oda sıcaklığında 30 dakika 

inkübe edildi. Dikkatli bir şekilde hafifçe vurarak fixDenat solüsyonu kaldırıldı. Ardından 

önceden hazırlanmış olan Anti-BrdU-POD çalışma solüsyonu her kuyuya 100µl eklendi, oda 

sıcaklığında 90 dakika inkübe edildi. İnkübasyon bitiminde plakalara hafifçe vurarak dikkatli 

bir şekilde solüsyon döküldü ve ardından kuyulara 200µl yıkama solüsyonu eklenerek üçer kez 

yıkandı. Son yıkama işleminden sonra plakalara vurularak yıkama solüsyonu kaldırıldı. En son 

işlem olarak, oda sıcaklığında her kuyuya 100 µl substrat solüsyonu eklendi ve kuyular renk 
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gelişimi gösterene kadar yaklaşık 5 ila 30 dakika arası bekletildi. Daha sonra Snergy H1 Biotek 

cihazında (Santa Clara, USA) örneklerin 370 nm’de absorbans ölçümü yapıldı.  

5.2.2.5. Hücrelerin toplanması 

Kültür ortamında yetiştirilen hücre soyları 1x106 hücre/ml yoğunluğuna ulaşınca protein 

örnekleri için 30x106 hücre/ml, RNA izolasyonu için 3x106 hücre/ml toplam hücre olacak 

şekilde toplandı. Hücreler 700g’ de 10 dakika santrifüj edildi. Üst faz atılıp üzerine 5 ml PBS 

çözeltisi eklenip 700g’ de 10 dakika santrifüj edildi ve bu işlem 3 kez tekrarlandı. Hücreler 

RNA izolasyonu ve Western emdirimi yapmak için –80°C’ ta derin dondurucuda saklandı. 

5.2.3. Koloni oluşumu 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarının koloni oluşumu değerlendirilmesi için 

hücreler, 6 kuyulu plakalara 103 hücre/kuyu oranında ekildi ve 37°C ve %5 CO2’ de inkübe 

edildi. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücreleri, 48 saat sonra spesifik dozlarda kapesitabin 

ve/veya fisetin ile tedavi edildi. İlaç tedavisinden 24 saat sonra kuyular yıkandı ve taze ortam 

ilave edildi. Hücre kültür süresi boyunca FSS’ li ortamla her üç günde bir yenilendi ve 11 gün 

boyunca koloni oluşumuna izin verildi. Koloniler oluştuktan sonra hücreler %70 etanol ile 10 

dakika sabitlendi ve koloniler %1 kristal viyole ile boyandı (Fu ve ark., 2018). Deneyler üç 

kopya halinde gerçekleştirildi (Şekil 18). Koloni sayımı ImageJ yazılımı ücretsiz sürümü 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, ABD) kullanılarak değerlendirildi. Hücre 

kolonisi oluşum yüzdesi aşağıdaki formüle göre belirlendi; 

𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑜𝑙𝑢ş𝑢𝑚 𝑣𝑒𝑟𝑖𝑚𝑙𝑖𝑙𝑖ğ𝑖 (%) =
𝑂𝑙𝑢ş𝑎𝑛 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤

𝐸𝑘𝑖𝑙𝑒𝑛 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤 (103)
× 100% 
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Şekil 18. Koloni oluşumu deneyi şematik gösterimi (Ücretsiz BioRender programı ile tasarlanmıştır). 

 

5.2.4. Yara iyileşimi 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinin göç etme yeteneklerini gözlemlemek için yara 

iyileşmesi analizi tekniği kullanıldı. Bu analiz için 12 oyuklu bir plakaya kuyucuk başına 5X104 

hücre ekildi. Hücreler, her bir kuyudaki hücre yoğunluğu %90’ a ulaşana kadar kültüre edildi 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücreleri, kapesitabin ve/veya fisetin içeren FSS’ li ortamla ile 

24 saat inkübe edildikten sonra her bir kuyucuğun tüm çapı boyunca 200 μL’ lik bir pipet ucu 

ile kazınarak yaralar oluşturuldu (Grada ve ark., 2017). Kuyucuklardan hücre kalıntılarını 

uzaklaştırmak için üç kez PBS ile yıkandı, DMEM ortamı atıldı ve taze DMEM eklendi. 

Çizilmeden hemen sonra; 0.saat, 24. ve 48. saat faz kontrast mikroskopta görüntüler alındı 

(Şekil 19). Yara genişlikleri ImageJ yazılımının ücretsiz sürümü (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, ABD) kullanılarak hesaplandı. Deneyler üç kere tekrarlandı. 
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Şekil 19. Yara iyileşimi deneyi şematik gösterimi (Ücretsiz BioRender programı ile tasarlanmıştır). 

5.2.5. RNA ve miRNA izolasyonu 

Hücreler kapesitabin ve/veya fisetin ile 24 saat muamele edildikten sonra PBS tamponu ile 

yıkanmış ve dondurulmuş hücrelerden “Direct-zol™ RNA Miniprep Plus kiti (Zymo Research, 

ABD) kiti kullanılarak RNA izolasyonu yapıldı. RNA izolasyon temsili deney aşamaları Şekil 

20’ de gösterilmiştir. 

Aşamaları özet olarak aşağıdaki şemaya göre gerçekleştirildi; 
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Şekil 20.  RNA izolasyonu temsili deney aşamaları (Zymo Research, USA) 

*RNA elüsyonu 50μl RNaz/DNaz içermeyen su ile gerçekleştirildi. 

5.2.5.1. Ekstrakte edilen RNA'ların miktar ve kalite değerlendirmesi 

RNA konsantrasyonları ve saflığı, Nanodrop spektrofotometrede (NanoDrop Technologies, 

Biotek Synergy H1 unit (Synergy H1, BioTek, Winooski, VT) belirlendi. A260/280 ve 

A260/230’ daki bağıl absorbans oranı kullanılarak doğrulandı. Elde edilen RNA’ lardan cDNA 

sentezi yapıldı. 

5.2.6. cDNA sentezi 

cDNA amplifikasyonu, RNA stok solüsyonundan 8µL alınarak miRNA All-In-One cDNA 

Sentez Kiti (ABM, Richmond, Canada) içerisindeki kimyasallar ile üretici firmanın talimatları 

doğrultusunda kullanılarak gerçekleştirildi. Reaksiyon içeriği 10µL 2X miRNA cDNA Sentezi 

SuperMix, 2 µL Enzim Karışımı ve 8 µL RNA şablonundan oluşur. Hazırlanan karışım 37°C’ 
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de 30 dakika, 50°C' de 15 dakika, 85°C' de 5 dakika ve daha sonra 4°C’ de inkübe edildi. Elde 

edilen cDNA’ lar miRNA analizinde kullanılmak üzere -20°C'de saklandı.  

5.2.7. Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) 

GZ-PZR, hsa-miR-181a, miR-21 ve hsa-miR-381 için özel olarak tasarlanmış primerler 

kullanılarak bir Roche Light Cycler 480 sistemi üzerinde SensiFast SYBR No-ROX kiti 

(Bioline, ABD) kullanılarak gerçekleştirildi. Primerler miRprimer yazılımı kullanılarak 

tasarlandı, RNU6 referans olarak kullanıldı ve primer dizileri Tablo 10' da sunuldu. miRNA 

seviyelerinin tespiti için ileri ve geri primerler satın alındı.  

Tablo 10. miRNA primer tablosu 

Primer Dizi 

hsa-mir-21-ileri 5’- CAGCAACACCAGTCGATG-3’ 

hsa-mir-21-geri 5’- GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTACAG-3’ 

hsa-mir-181a-2-ileri 5’- GACCACTGACCGTTGAC -3’ 

hsa-mir-181a-2-geri 5’- TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGGTACA -3’ 

hsa-mir-381-ileri 5′-TAATCTGACTATACAAGGGCAAGC T-3′ 

hsa-mir-381-geri 5′-TATGGTTGTTCTGCTCTCTGTCTC-3′ 

U6-ileri 5′- CTCGCTTCGGCAGCACA -3′ 

U6-geri 5′-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′ 

 

cDNA amplifikasyonu,  95°C'de 5 dakikalık bir başlangıç aktivasyon adımı, ardından 95°C’ de 

10 saniyelik bir denatürasyon ve 60°C’ de 60 saniyelik bağlanma/uzama döngüsü ile 45 kez 

tekrarlanarak gerçekleştirildi. Her numune iki kopya halinde incelendi ve tüm veriler 2−ΔΔCT 

yöntemi kullanılarak analiz edildi (Pfaffl, 2001). İstatistiksel analiz SPSS 19.0 (SPSS, Chicago, 
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IL, ABD) ve GraphPad Prism 8 (GraphPad, La Jolla, CA, ABD) kullanılarak yapıldı. Tüm 

testler iki taraflı bir test kullanılarak yapıldı ve grupları karşılaştırmak için parametrik olmayan 

testler kullanıldı. P < 0,05 olan faktörler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Tablo 11. miRNA ifade seviyelerinin tespiti için GZ-PZR koşulları 

Adım   Zaman Sıcaklık (°C) 

PZR başlangıç aktivasyon    5 dakika 95  

Denatürasyon        10 saniye 95 

Bağlanma/uzama  60 saniye  60 

 Döngü sayısı  45 döngü  

 

GZ-PZR ile P-gP mRNA ifade düzeyleri 

Bu çalışmada kullanılan P-gP PZR primerleri Tablo 12’ de listelenmiştir. Housekeeping gen 

olarak GAPDH kullanılmıştır. 

Tablo 12. P-gp mRNA primer tablosu 

Primer Dizi 

P glikoprotein (P-gp)-ileri  5’-GCCTTCATCGAGTCACTGCC-3’ 

P glikoprotein (P-gp)-geri 5’-CCAGGGCTTCTTGGACAACC-3’ 

GAPDH-ileri 5’-GGTCACCAGGGCTGCTTTTA-3’ 

GAPDH-geri  5’-CCCGTTCTCAGCCATGTAGT-3’ 

 

P-gp mRNA ekspresyon düzeyinin tespitinde kullanılan GZ-PZR koşulları Tablo 13’ te 

listelenmiştir. 
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Tablo 13. P-gP mRNA ekspresyon düzeyi tespiti için GZ-PZR koşulları 

Adım   Zaman Sıcaklık (°C) 

PZR başlangıç aktivasyon    5 dakika 95  

Denatürasyon        10 saniye 95 

Bağlanma/uzama  60 saniye  60 

 Döngü sayısı  45 döngü  

 

5.2.8. Hücre lizatlarının hazırlanması 

Gerekli koşulda hazırlanıp -80°C’ de saklanan hücre peletlerine hazırlanan homojenleştirme 

(lizis) tamponu (50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 μM NaF, 10 mM Na3VO4, 

%1 Triton X-100, 1mM DTT) veya bir adet cOmplete Edta-free Protease Inhibitor Cocktail 

(Roche, Merck, Germany) tableti eklendi ve çözüldü ve her örneğe bu karışımdan 100μl 

eklendi. Dounce ile hücreler patlatıldı. Homojenleştirme tamponunu 1ml’ ye tamamlayarak 

hücre patlatma işi tekrarlandı. Protein örnekleri Lowry yöntemi ile protein miktar tayini 

yapılmak üzere -80°C’ de saklandı. 

5.2.9. Protein miktar tayini 

Tüm lizatların protein konsantrasyonu, Pierce™ BCA protein Assay kiti (Thermo Scientific, 

ABD) ile belirlendi (Lowry ve ark., 1951). 

5.2.10. Elektroforez (SDS-PAGE) 

Örnek tamponu (4X) ile karıştrılan protein örnekleri (150μg) 100°C’ta 3-5 dakika denatüre 

edildi. Eşit miktarlarda (50 μg/kuyu) protein, %12 SDS-PAGE jelleri üzerinde 150 Volt’ da 1,5 

saat yürütüldü ve fraksiyonlara ayrıldı. 

5.2.10.1. Islak elektroforetik transfer düzeneği ile elektroforetik transfer 

Jelin büyüklüğüne uygun olarak iki tane filtre ve bir tane nitroselüloz membran kesildi. 

Elektroforez sonrası üst jeli kesilen jel, nitroselüloz membran, filtre kağıtları ve süngerler 10 

dakika aktarma tamponu içinde bekletildi. Jel kasetindeki pozitif elektrodun (anot) üzerine 

sırasıyla sünger, 3MM filtre kağıdı, nitroselüloz membran, jel, 3MM filtre kağıdı ve sünger 

konularak kaset kapatıldı. Kaset transfer düzeneğine yerleştirildikten sonra kasetin üst kısmını 



 

 

67 

 

kaplayacak şekilde aktarma tamponu ile dolduruldu. Düzenek güç kaynağına bağlanıp 80-

100V’da 1 saat süresince aktarma yapıldı. 

5.2.10.2. Western emdirimi analizi 

Membranlar BSA içeren TBS-T blok tamponunda 1saat oda sıcaklığında veya 4oC’ de gece 

boyu inkübe edilerek bloklandı. Membranlar sırasıyla kaspaz-3, BcL-2, Bax, cyt c (Invitrogen, 

UK), kaspaz-9, AIF (Cell Signalling, Massachusetts, ABD), aktin (sc-1616) ve kaspaz-8 

(SantaCruz, ABD) birincil antikorlar ile etkileştirildi. Membranlar, %0,05 Tween-20 (TBS-T) 

içeren TBS-T tamponu ile 3 kez 10’ar dakika yıkandıktan sonra, birinci antikoruna uygun 

horse-radish peroksidaz (HRP) konjuge keçi anti-tavşan ve/veya alkalin fosfataz (AP) konjuge 

keçi anti-tavşan sekonder antikorları ile 1 saat inkübe edildi. Daha sonra tekrar TBS-T 

tamponuyla 3 kez 10’ ar dakika yıkandı ve birincil antikor ve ikincil antikor IgG etkileşmini 

içeren membran ECL sistemi ve/veya Nitro Blue Tetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl- 

phosphate (NBT-BCIP) (Roche, Merck, Germany), renk geliştirici tampon ile renklendirildi 

(Cabadak et al., 2011). Bant yoğunlukları, ImageJ yazılımının ücretsiz sürümü (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, ABD) kullanılarak optik yoğunluk ölçüldü. House-keeping 

gen kontrolü için aktin kullanıldı. Kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, BcL-2, Bax, cyt c, AIF ve 

aktin moleküler ağırlıkları sırasıyla; 35kDA; 18kDA; 37kDA; 26kDA; 23 kDa;15 kDa; 67kDa 

ve 43kDA.  

5.2.11. İstatistiksel Analiz 

Veriler, en az üç veya altı bağımsız deneylerin Standart Hata Ortalaması (SEM) olarak ifade 

edilmiştir. Tüm istatistiksel analizler, iki yönlü varyans analizi kullanılarak belirlenmiş Prism 

sürüm 8.0.2 yazılımı (GraphPad Software Inc) kullanılarak Two-way ANNOVA ve Tukey’ s 

çoklu karşılaştırma testi ile gerçekleştirilmiştir. Anlamlılık düzeyi p<0.05 olarak kabul 

edilmiştir.   
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6. BULGULAR 

6.1. Yabanıl-tip HT29 hücre canlılığının belirlenmesi 

6.1.1. Yabanıl-tip HT29 hücrelerinin tripan mavisi ile hücre sayımı 

Kültüre edilen hücrelerin canlılıklarını ve sayıları TC20 hücre sayım cihazı (TC20, Biorad, 

USA) veya hemositometri kullanılarak Tripan mavisi boyası ile canlı hücre sayıları 

belirlenmiştir. Hemositometride sayılan ölü ve canlı hücrelerden; toplam hücre sayısının canlı 

hücrelere % olarak oranlanmasıyla hücre canlılığı belirlenmiştir. Yabanıl-tip HT29 hücrelerinin 

toma lamında faz kontrast ışık mikroskobik görüntüsü Resim 1’ de gösterilmiştir. 

 

Şekil 21. Yabanıl-tip HT29 hücre sayımı. Tripan mavisi ile boyanmış HT29 hücrelerinin faz kontrast 

ışık mikroskobunda hemositometrideki görüntüsü.  

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinin hemositometri ile hücre canlılığı aşağıdaki formüle göre 

hesaplanarak Şekil 22’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 22. Hemositometri ile yabanıl-tip HT29 (%) hücre canlılığı. Sonuçlar altı deneyin ortalaması 

alınarak ± SEM olarak sunuldu (****P<0,0001) ± SEM (****P<0,0001). 

6.2. Yabanıl-tip HT29 hücre soyu mikroskobik görüntüleri   

Yabanıl-tip HT29 hücre soyunun kültür ortamına ekildikten ve 40µM Kapesitabin eklendikten 

sonraki 24.saat ve 48. saat faz kontrast ışık mikroskobik görüntüleri aşağıdaki resimde gösterildi 

(Şekil 23). 

 

Şekil 23. Yabanıl-tip HT29 hücrelerinin 24. ve 48. saat faz kontrast ışık mikroskobu görüntüleri. 

(Yabanıl-tip HT29 hücreleri %10 fetal sığır serumu içeren DMEM kültür ortamında çoğaltıldı. Yabanıl-

tip HT29 hücreleri kontrol grubu ve kapesitabin grubu) 
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6.3. HT29 kolorektal kanser hücre soylarında BrdU hücre çoğalma deneyleri 

6.3.1. Yabanıl-tip HT29 hücre çoğalmasında farklı dozlarda fisetinin 24.saat 

muamelesinin etkileri 

Daha önceden hazırladığımız fisetin (200mM) alkol ile 14mM‘ a kadar seyreltildi. Hazırlanılan 

14mM fisetin stoğundan, seri dilüsyon yapılarak; tabloda verilen fisetin konsantrasyonları 

hazırlandı. Yabanıl-tip HT29 hücreleri, %1 FSS ile 30µM, 60µM, 90µM ve 120µM fisetin 

varlığında IC50 (%50 inhibisyon oranı) değerini belirlemek üzere 24 saat muamele edildi. Hücre 

sayımı BrdU yöntemi ile yapıldı. BrdU hücre çoğalması ve IC50 eğrileri çizildi. 

Tablo 14.  BrdU hücre çoğalması deneylerinde kullanılan fisetin konsantrasyonları 

Gruplar Yabanıl-tip HT29 hücre soyu 

Kontrol - 

Fisetin (30µM) + 

Fisetin (60µM) + 

Fisetin (120µM) + 

Fisetin (240µM) + 

Fisetinin hücre çoğalmasına 24. saat etkisi Şekil 24’ te gösterildi. 
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Şekil 24. Yabanıl-tip HT29 hücre çoğalmasında artan dozlarda fisetinin 24.saat etkisi. Sonuçlar altı 

deneyin ortalaması alınarak ± SEM olarak sunuldu (*p<0,027782; **p<0,004397) (Fisetin= 30µM, 

60µM, 120µM ve 240µM). 

 

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde fisetinin IC50 dozu aşağıdaki grafikten elde edildi (Şekil 25). 

Hücre çoğalmasında fisetinin doz yanıt eğrisinde IC50 değeri 59,13 olarak belirlendikten sonra; 

60µM, 90µM ve 120µM dozlarının Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde hücre çoğalma 

deneylerinde kullanılmasına karar verildi.    

  

Şekil 25. Yabanıl-tip HT29 hücre çoğalmasında fisetinin IC50 değeri. Sonuçlar altı deneyin ortalaması 

alınarak ± SEM olarak sunuldu (Fisetin=30µM, 60µM ve 120µM ve 240µM) 
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6.3.2. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında çoğalma deneyleri 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında 60µM, 90µM ve 120µM dozlarda fisetin, 

40µM kapesitabin ve bunların kombinasyonları ile yukarıda anlattığımız (Şekil 17) protokole 

göre hücre çoğalma deneyleri yapıldı. 

Hücre çoğalma deney sonuçları Şekil 26’ da gösterildi. 

 

Şekil 26. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında fisetin ve/veya kapesitabinin 24 saat tedavisi 

sonrası BrdU hücre çoğalması. Sonuçlar altı deneyin ortalaması alınarak ± SEM olarak sunuldu 

(****p<0.0001 ; *** p<0.0008; * p< 0,0459) (Kısaltmalar: Kap= 40µM kapesitabin; F1= 60µM fisetin; 

F2= 90µM fisetin; F3=120µM fisetin). 
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Şekil 27. Yabanıl-tip HT29 hücre soyunda fisetin ve/veya kapesitabinin 24 saat tedavisi sonrası BrdU 

hücre çoğalması. Sonuçlar altı deneyin ortalaması alınarak ± SEM olarak sunuldu (*p<0,037716; 

**p<0,002791) (Kısaltmalar: Kap= 40µM kapesitabin; F1=60µM fisetin; F2= 90µM fisetin; F3=120µM 

fisetin). 

 

Şekil 28. KD/HT29 hücre soyunda fisetin ve/veya kapesitabinin 24 saat tedavisi sonrası BrdU hücre 

çoğalması. Sonuçlar altı deneyin ortalaması alınarak ± SEM olarak sunuldu (*p<0,0443; *p<0,0212; 

*p<0,0039) (Kısaltmalar: Kap= 40µM kapesitabin; F1= 60µM fisetin; F2= 90µM fisetin; F3=120µM 

fisetin).  

Hücre çoğalması deney sonuçlarına göre; hücre soylarını ayrı ayrı ele aldığımızda; 40μM 

kapesitabinin ve 120μM fisetinin yabanıl-tip HT29 hücrelerinde KD/HT29 hücrelerine kıyasla 

daha fazla inhibisyon yanıtı verdiği görüldü. Dolayısıyla kapesitabin etkisinin daha az 

inhibisyon göstermesi KD/HT29 hücre soyunun bu ilaca direnç geliştirdiğini gösterdi. Ayrıca 

fisetin ve/veya kapesitabin maruziyeti iki hücre soyunda da inhibisyon yanıtı verdi.  Bu 
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sonuçlar, KD/HT29 hücrelerinin kapesitabine direnç gelişimi göstermesinin yanında fisetinin 

bu KD/HT29 hücrelerinin çoğalmasını daha fazla inhibe ettiği de belirlendi. Bu deneylerin 

sonuçlarına göre daha sonra yapılacak deneylerde fisetinin 120µM dozu ile devam edilmesine 

karar verildi. 

6.4. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında hücre göçü deneyleri 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soyları, 12-kuyulu plakalara (5x104 hücre/kuyu) 

ekilmiştir. Yaralar, her bir kuyucuğun tüm çapı boyunca 200 μL’ lik bir pipet ucu ile kazınarak 

oluşturuldu. Daha sonra, hücreler PBS ile yıkandı, fisetin ve/veya kapesitabin içeren ortam ile 

24 saat inkübe edildi. 24 saat sonra ortam atıldı ve taze besiyeri eklendi. Çizilmeden hemen 

sonra (0.saat), 24. ve 48. saatlerde faz kontrast ışık mikroskobunda görüntüler alındı (Şekil 29). 

Yara genişlikleri ImageJ Yazılımı kullanılarak hesaplandı. 

 

Şekil 29. Yabanıl-tip HT29 hücre soyunda % yara iyileşimi. Hücrelerin kapesitabin, fisetin ve 

kombinasyonları ile 24 saat inkübasyonu sonrası her grubun 0., 24. ve 48. saat yüzde kapanma grafikleri 

çizildi. Veriler en az dört bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (**** P<0.0001) 

(Kısaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin). 
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Şekil 30. KD/HT29 hücre soyunda % yara iyileşimi. Hücrelerin kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları 

ile 24 saat inkübasyonu sonrası her grubun 0., 24. ve 48. saat yüzde kapanma grafikleri çizildi.  Veriler 

en az dört bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (****P<0.0001) (Kısaltmalar: Kap= 

kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin). 

 

Şekil 31. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında yara iyileşmesi deneyi karşılaştırılması. 

Hücrelerin kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile 48 saat inkübasyonu sonrası her iki grubun 

karşılaştırmalı grafikleri Two-way ANOVA multiple karşılaştırmalı testi yapılarak çizildi. Veriler en az 

dört bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (****p<0.0001; **p <0.0044; *p<0.0180) 

(Kısaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin)  
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Şekil 32. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında yara iyileşmesi görüntüleri. Hücrelerin, 

kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile 24 saat inkübasyonu sonrası 0., 24. ve 48. saatteki her iki 

hücre grubundaki yara iyileşimi görüntüleri faz kontrast ışık mikroskobunda alındı (Kısaltmalar: Kap= 

kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin). 

 

Şekil 33. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında yara iyileşimi ısı-haritası. Hücrelerin 

kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile 48 saat inkübasyonu sonrası her iki grubun karşılaştırmalı ısı 

haritası grafiği. Veriler en az dört bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (****p<0.0001; 

**p <0.0044; *p<0.0180) (Kısaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin). 
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Hücre yara iyileşme deneylerinde her iki hücre soyunda hücre grupları kapanma (iyileşme) 

eğilimindedir ancak kontrol grubu diğer gruplara oranla 24 ve 48. saatte daha fazla kapanma 

gösterdi. Yabanıl HT29 hücrelerinde 120µM fisetin grubunun tüm gruplara göre daha az 

kapanma gösterme sebebi hücre çoğalmasını daha güçlü inhibe etmesidir (Şekil 31). 

Aynı şekilde KD/HT29 hücre gruplarında da yaralar kapanma eğilimindedir ancak yabanıl 

HT29 hücre soyuna göre kapesitabinin dirençli hücrelerde daha az etkin olmasından dolayı 

kapanma yüzdelerindeki değişim farklı bulunmuştur. 

6.5. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında koloni oluşumu deneyleri 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında koloni oluşumu deneyleri yapıldı. HT29 hücre 

soyları, koloni oluşum kapasitelerini değerlendirmek için, 1x103 hücre/kuyu 6-kuyulu plakalara 

ekildi ve 37°C' de ve %5 CO2’ de inkübe edildi. 24 saat sonra hücreler aynı koşullar altında, 

fisetin, kapesitabin ve fisetin ve /veya kapesitabin ile muamele edildi. 24 saat sonra ortam 

değiştirildi ve hücrelerin 11 gün boyunca koloni oluşumuna izin verildi. Daha sonra hayatta 

kalan koloniler etanol ile sabitlendi ve kristal viyole ile boyandı (Franken ve ark., 2006). Koloni 

oluşumu deney aşamaları Şekil 34’ te gösterilmiştir.  

 

Şekil 34. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında % koloni oluşumu verimliliği. Hücrelerin, 

kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile 24 saat inkübasyonu sonrası oluşan koloniler sayıldı Veriler, 

kontrol hücrelerine göre yüzde olarak ifade edildi ve koloni oluşum verimliliğinin nicel analiz sonuçları 

grafikleri çizildi. Veriler en az dört bağımsız deneyimin ortalaması ± SEM olarak sunuldu 

(****p<0.0001; **p<0.0041; *p<0.0147) (Kısaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= 

Kapesitabin+fisetin). 
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Şekil 35. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında koloni oluşumu deneyinin ısı-haritası grafiği. 

Hücrelerin, kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile 24 saat inkübasyonu sonrası 11 gün boyunca 

koloni oluşmasına izin verildi ve sonra oluşan koloniler sayıldı ve ısı-harita grafikleri çizildi. Veriler en 

az dört bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (Kısaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, 

Kap+fis= Kapesitabin+fisetin). 

 

 

Şekil 36. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soyu koloni oluşumu görüntüleri. Hücrelerin, 

kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile 24 saat inkübasyonu sonrası 11 gün boyunca koloni 

oluşmasına izin verildi ve sonra oluşan koloniler görüntülendi (Kısaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= 

fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin). 

Araştırmamızda, kombinasyon ilaç tedavilerinin kolorektal kanser hücre büyümesinde temel 

bir süreç olan koloni oluşturma yeteneğini inhibe edip etmediğini inceledik. Koloni oluşturma 

verimliliği formülü ile yapılan hesaplamalara göre deney sonuçları analiz edildi. Hem yabanıl-

tip HT29 hem de KD/HT29 hücreleri, fisetin ve/veya kapesitabine maruz kaldığında inhibe 

olmuştur. Kapesitabin ve fisetin kombinasyonu, yabanıl-tip HT29 hücrelerinde kontrol grubuna 
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kıyasla koloni oluşturmayı en çok engelleyen etkileri gösterdi. Öte yandan, KD/HT29 

hücrelerinde fisetin yalnız başına kontrol grubuna kıyasla daha fazla inhibe edici etki 

göstermiştir (****p<0.0001) (Şekil 34). 40µM kapesitabin KD/HT29 hücre soyundaki koloni 

oluşumu yüzdesi, yabanıl-tip HT29 hücrelerine kıyasla daha yüksektir (**p<0.0041). Yabanıl-

tip HT29 hücrelerinde, 40µM kapesitabin dozu kontrol grubuna kıyasla koloni oluşumunu %80 

inhibe etmiştir. KD/HT29 hücrelerinde ise 40µM kapesitabin dozu kontrol grubuna kıyasla 

koloni oluşumunu %31,25 inhibe etmiştir (*p<0.0147). KD/HT29 hücrelerindeki kontrol 

grubuna kıyasla, kapesitabin ve fisetin kombinasyonu koloni oluşumunu önemli ölçüde %77,14 

inhibe etmiştir (****p<0.0001). Koloni oluşumu sonuçları, hücre çoğalması ve yara iyileşimi 

deneyleri ile elde edilen sonuçlarla uyumlu bulunmuştur. 

6.6. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında miRNA ekspresyon düzeyleri  

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde P-gp ekspresyon düzeyindeki değişim Şekil 37’ 

de gösterilmiştir. 

 

Şekil 37. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında P-gp ekspresyon düzeyi grafiği. Her iki hücre 

grubundan RNA ektrakte edildikten sonra cDNA sentezi yapıldı. Uygun primerler kullanılarak GZ-PZR 

yapıldı. Housekeeping gen olarak GADPH kullanıldı. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM 

olarak sunuldu. 

P-gp (MDR1) ABC-1 taşıyıcı ailesinin üyesidir. P-gp ekspresyonunun direnç gelişimi ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Çalışmamızda, yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde direnç 
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gelişimi ile ilişkiyi göstermek için P-gp ekspresyonuna GZ-PZR ile bakılmıştır. 

Sonuçlarımızda, yabanıl-tip HT29 hücrelerine göre KD/HT29 hücrelerinde P-gp ekspresyon 

düzeylerinde artış olduğu belirlendi. KD/HT29 hücrelerinde P-gp ekspresyon düzeylerinde artış 

olması kapesitabin direncinin geliştiğini göstermiştir (Şekil 37).  

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde hsa-mir-381 ekspresyon düzeyindeki değişim 

Şekil 38’ de gösterilmiştir. 

  

 

Şekil 38. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında hsa-mir-381 ekspresyon düzeyi grafiği. Her 

iki hücre grubu, kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile inkübe edilip miRNA ektrakte edildikten 

sonra cDNA sentezi yapıldı. Uygun primerler kullanılarak GZ-PZR yapıldı. Housekeeping gen olarak 

RNU6 kullanıldı. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (Kısaltmalar: 

Kap=40µM kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Çalışmamızda, KD/HT29 hücrelerinde kapesitabin ve fisetin gruplarındaki hsa-mir-381 

inhibisyonu ile kemo-direnç arasında ilişki önerilebilir. 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde hsa-mir-21 ekspresyon düzeyindeki değişim Şekil 

39’ da gösterilmiştir. 
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Şekil 39. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde hsa-mir-21 ekspresyon düzeyi grafiği.Her iki 

hücre grubu kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile inkübe edilip miRNA ektrakte edildikten sonra 

cDNA sentezi yapıldı. Uygun primerler kullanılarak GZ-PZR yapıldı. Housekeeping gen olarak RNU6 

kullanıldı. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (Kısaltmalar: Kap=40µM 

kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde, kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile hsa-

miR-21 ekspresyon düzeylerinde inhibisyon olduğu görülmüştür. Hem yabanıl-tip HT29 hem 

de KD/HT29 hücrelerinde hsa-miR-21 ekspresyonunun inhibisyonu, en çok fisetin, 

fisetin+kapesitabin ile tedavi edilen gruplarda görülmüştür. 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde hsa-mir-181-a ekspresyon düzeyindeki değişim 

Şekil 40’ da gösterilmiştir. 
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Şekil 40. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde hsa-mir-181-a ekspresyon düzeyi grafiği. Her 

iki hücre grubu kapesitabin, fisetin ve kombinasyonları ile inkübe edilip miRNA ektrakte edildikten 

sonra cDNA sentezi yapıldı. Uygun primerler kullanılarak RT-PCR yapıldı. Housekeeping gen olarak 

RNU6 kullanıldı. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (*p<0,0105) 

(Kısaltmalar: Kap=40µM kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Her iki hücre soyunu karşılaştırdığımızda, fisetin ve fisetin+kapesitabin gruplarında hsa-mir-

181-a ekspresyon düzeyi yabanıl-tip HT29 hücrelerinde artarken KD/HT29 hücrelerinde azaldı. 

Fisetin uygulanan yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücreleri karşılaştırıldığında, KD/HT29 

hücrelerinde hsa-mir-181-a2 ekspresyon düzeyinin anlamlı olarak azaldığı belirlenmiştir 

(*p<0,0105). 

6.7. Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soylarında apoptoz protein ekspresyon 

düzeyleri 

Western data grafikleri ve görüntüleri, Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde Bax/BcL-

2 protein ekspresyon analizi Şekil 41’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 41. Bax/BcL-2 protein ekspresyon düzeyi grafiği.  24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varlığında 

çoğaltılan hücrelerden hücre lizatları hazırlanıp western blot analizleri yapıldı ve özgün antikorlarla 

etkileştirildi. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (*p<0.0164; **p<0.0018; 

***p<0.0004; ****p<0.0001) (Kısaltmalar: Kap=40µM Kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Fisetin, tek başına veya fisetin ile kombinasyon halinde kapesitabin, yabanıl-tip HT29 

hücrelerinde Bax/BcL-2 proteini ekspresyonunda artışa neden olmuştur (**p<0.0018; 

****p<0.0001). KD/HT29 hücrelerinde ise, kapesitabin ve fisetin kontrol grubuna göre artışa 

neden olurken, kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandığında inhibisyon yapmıştır (*p<0.0164; 

***p<0.0004; ****p<0.0001). Kapesitabin ve fisetin ile tedavi edilen yabanıl-tip HT29 ve 

KD/HT29 hücreleri karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerindeki Bax/BcL-2 protein seviyesi, 

yabanıl-tip HT29 hücrelerine göre inhibe olmuştur (****p<0.0001) (Şekil 41). 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde sitokrom c protein ekspresyon analizi Şekil 42’ de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 42. Cyt c protein ekspresyon düzeyi grafiği. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varlığında 

çoğaltılan hücrelerden hücre lizatları hazırlanıp western blot analizleri yapıldı ve özgün antikorlarla 

etkileştirildi. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (*p<0,0323; **p<0,0082; 

***p<0.0005; ****p<0.0001) (Kısaltmalar: Kap=40µM kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde, kontrol grubuna göre kapesitabin cyt c seviyelerini arttırdı 

(****p<0.0001). Kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandığında kontrol grubuna göre cyt c 

düzeylerinde artışa neden oldu (***p<0.0003). Kapesitabin, KD/HT29 hücrelerinde cyt c 

seviyelerini biraz yükseltti (*p<0,0323), ancak fisetin inhibisyona neden oldu (**p<0.0001). 

Bu iki hücre grubu karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerinin tüm ilaç gruplarında cyt c 

ekspresyon düzeylerinin anlamlı düzeyde inhibe olduğu görüldü (****p<0,0001, 

(***p<0,0005) (Şekil 42). 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde Apoptoz indükleme faktörü (AIF) protein 

ekspresyon analizi Şekil 43’ te gösterildi. 



 

 

85 

 

 

Şekil 43. AIF protein ekspresyon düzeyi grafiği. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varlığında çoğaltılan 

hücrelerden hücre lizatları hazırlanıp western blot analizleri yapıldı ve özgün antikorlarla etkileştirildi. 

Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (**p<0,0011; ***p<0,0006; 

****p<0.0001) (Kısaltmalar: Kap=40µM kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Kontrole göre tüm ilaç gruplarında hem yabanıl-tip HT29 hücrelerinde AIF düzeyleri artmıştır, 

hem de KD/HT29 hücrelerinde kapesitabin tek başına veya fisetin ile kombinasyon halinde 

uygulandığında kontrol gruplarına kıyasla AIF seviyeleri anlamlı düzeyde artış göstermiştir 

(***p< 0,0006; **p< 0,0011). Bu iki hücre grubu karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerinin, 

yabanıl-tip HT29 hücrelerine göre tüm ilaç gruplarında AIF ekspresyonunu inhibe ettiği 

görüldü (****p<0.0001) (Şekil 43). 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde kaspaz-3 protein ekspresyon analizi Şekil 44’ te 

gösterildi. 
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Şekil 44. Kaspaz-3 protein ekspresyon düzeyi grafiği. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varlığında 

çoğaltılan hücrelerden hücre lizatları hazırlanıp western blot analizleri yapıldı ve özgün antikorlarla 

etkileştirildi. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (*p<0,0236; **p< 0,0011; 

***p< 0,0006; ****p<0.0001) (Kısaltmalar: Kap=40µM kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Kontrole göre tüm ilaç gruplarında yabanıl-tip HT29 hücrelerinde kaspaz-3 düzeyleri önemli 

derecede artmış iken, KD/HT29 hücrelerinde tek başına kapesitabin grubunda anlamlı olarak 

azalmış (*p<0,0236) ve kapesitabinle fisetin kombinasyon halinde uygulandığında kontrol 

gruplarına kıyasla çok az anlamlı düzeyde artış göstermiştir (**p<0,0011). Bu iki hücre grubu 

karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerinin, yabanıl-tip HT29 hücrelerine göre tüm ilaç 

gruplarında kaspaz-3 ekspresyonunu inhibe ettiği görüldü (****p<0.0001) (Şekil 44). 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde kaspaz-8 protein ekspresyon analizi Şekil 45’ te 

gösterildi. 
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Şekil 45. Kaspaz-8 protein ekspresyon düzeyi grafiği. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varlığında 

çoğaltılan hücrelerden hücre lizatları hazırlanıp western blot analizleri yapıldı ve özgün antikorlarla 

etkileştirildi. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (*p<0,0196; **p<0,0029) 

(Kısaltmalar: Kap=40µM kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde kontrole göre tüm ilaç gruplarında kaspaz-8 düzeyleri anlamlı 

bulunmamış ancak bu hücrelerde kapesitabinle fisetin arasındaki fark anlamlı (*p<0,0196) 

bulunmuştur. Yani kapesitabin kaspaz-8 ekspresyonunu anlamlı olmasa da azaltmıştır fakat 

fisetin kaspaz-8 düzeyini artırmıştır. Ancak KD/HT29 hücre soyunda kapesitabin grubu kendi 

kontrolüne göre anlamlı olarak inhibisyona neden olmuştur (**p<0,0029). Fisetin ve kapesitabin 

ile fisetin kombinasyonu kontrol grubuna anlamlı göre azalma göstermemiştir (p >0,05 (Şekil 

45). 

Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde kaspaz-9 protein ekspresyon analizi Şekil 46’ da 

gösterildi. 
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Şekil 46. Kaspaz-9 protein ekspresyon düzeyi grafiği. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varlığında 

çoğaltılan hücrelerden hücre lizatları hazırlanıp western blot analizleri yapıldı ve özgün antikorlarla 

etkileştirildi. Veriler üç bağımsız deneyin ortalaması ± SEM olarak sunuldu (*p<0,0479; **p<0,0011; 

***p<0,0003; ****p<0.0001) (Kısaltmalar: Kap=40µM kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde kontrole göre fisetin ve kapesitabin ile kombine 

fisetin gruplarında kaspaz-8 düzeyleri önemli derecede artış göstermiştir (***p<0,0003; 

****p<0.0001). KD/HT29 hücrelerinde ise kapesitabin grubu kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede inhibisyon gösterirken (****p<0.0001), kapesitabin ile kombine fisetin grubu anlamlı 

olarak artış göstermiştir (**p< 0,0011). Bu iki hücre soyu karşılaştırıldığında, kapesitabin grubu 

ve fisetin grubu anlamlı derecede azalış göstermiştir (*p<0,0479; ****p<0.0001) (Şekil 46). 

Protein ekspresyon düzeyleri western blot temsili görüntüleri Şekil 47’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 47. Cyt c, Bax, BcL-2, AIF, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve Aktin protein ekspresyonu western 

blot görüntüleri. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varlığında çoğaltılan hücrelerden hücre lizatları 

hazırlanıp western blot analizleri yapıldı ve özgün antikorlarla etkileştirildi. (Kısaltmalar: Kap=40µM 

kapesitabin; Fis=120µM fisetin). 

Western emdirimi analiz deneylerinden elde edilen sonuçlara göre; 

Hücrelerdeki apoptoz protein ifadeleri, fisetin kaynaklı hücre ölümünde yer alan potansiyel 

moleküler mekanizmayı araştırmak için belirlendi. Kapesitabin ve/veya fisetinin yabanıl-tip 

HT29 ve KD/HT29 hücrelerinde apoptozu indükleyip indükleyemediğini görmek için western 

emdirimi analizi yapıldı. Sonuçlar, tüm apoptoz protein seviyelerinin, fisetin ve/veya 

kapesitabin kombinasyonlarında yabanıl-tip HT29 hücrelerinde önemli ölçüde arttığı, ancak 

KD/HT29 hücreleri üzerindeki etkisinin çok daha az olduğu gösterildi. 

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde kaspaz-3 ekspresyonu tüm ilaçlarla artarken, KD/HT29 

hücrelerinde kapesitabin kaspaz-3 düzeylerini kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde azalttı 

(****p<0.0001). Bunun nedeni, KD/HT29 hücrelerinin kapesitabine karşı bir direnç 

mekanizması geliştirmesidir. Ek olarak, KD/HT29 hücrelerinde kaspaz-3 ekspresyonu, 

kapesitabin ile kombine edilmiş fisetinde kontrol grubuyla karşılaştırıldığında arttığı belirlendi 

(**p<0.0056). Yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücre soyları karşılaştırıldığında, KD/HT29 

hücreleri, tüm ilaç tedavilerinde yabanıl-tip HT29 hücrelerine kıyasla kaspaz-3 ekspresyonunun 

inhibisyonunu indüklediği görülmektedir (****p<0,0001) (Şekil 47). 
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Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde kaspaz-9 seviyeleri tüm ilaç gruplarında artarken 

(****p<0.0003), kapesitabin, KD/HT29 hücrelerinde kaspaz-9 seviyelerini azalttı 

(****p<0.0001). Ayrıca KD/HT29 hücrelerinde kapesitabin, fisetin ile birlikte uygulandığında 

kaspaz-9 ekspresyonunda anlamlı düzeyde artışa neden oldu (**p<0.0011). Bu iki hücrede 

kapesitabin grupları karşılaştırıldığında, yabanıl-tip HT29 hücrelerine göre KD/HT29 

hücrelerinde kaspaz 9 ekspresyonu inhibe olduğu belirlendi (****p<0.0001).  

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde AIF düzeyleri kontrol grubuna göre tüm ilaç gruplarında 

artarken, KD/HT29 hücrelerinde sadece fisetin ve kapesitabin ile fisetin kombinasyon 

gruplarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı artmıştır (**p<0,0011; ***p<0,0006; 

****p<0,0001). AIF ekspresyonunda iki hücre grubu karşılaştırıldığında, KD/HT29 

hücrelerinin, yabanıl-tip HT29 hücrelerine göre tek başına kapesitabin, tek başına fisetin ve 

kapesitabinle fisetin kombine gruplarında inhibe olduğu görülmektedir (****p<0.0001). 

Fisetin, tek başına veya fisetin ile kombine kapesitabin, yabanıl-tip HT29 hücrelerinde 

Bax/BcL-2 proteini ekspresyonunda artışa neden oldu (**p<0.0018; ****p<0.0001). KD/HT29 

hücrelerinde ise, kapesitabin, fisetin kontrol grubuna göre artışa neden olurken, kapesitabin ve 

fisetin kombine uygulandığında inhibisyona neden oldu (*p<0.0164; ***p<0.0004; 

****p<0.0001). Kapesitabin ve fisetin ile tedavi edilen yabanıl-tip HT29 ve KD/HT29 hücreleri 

karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerindeki Bax/BcL-2 protein seviyesi, yabanıl-tip HT29 

hücrelerine göre inhibe olduğu görüldü (****p<0.0001). 

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde, kapesitabin cyt c seviyelerini arttırmıştır (****p<0.0001). 

Kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandığında kontrol grubuna göre cyt c düzeylerinde artışa 

neden olmuştur (***p<0.0003). Kapesitabin, KD/HT29 hücrelerinde cyt c seviyelerini  

yükseltti, ancak fisetin önemli ölçüde inhibisyona neden oldu (*p<0,0323; **p<0,0082). Bu iki 

hücre grubu karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerinin tüm ilaç gruplarında cyt c düzeylerinin 

inhibe olduğu görüldü (***p<0.0005; ****p<0.0001).  

KD/HT29 hücrelerinde kaspaz-3, kaspaz-9, AIF ve cyt c düzeylerinin yabanıl-tip HT29 

hücrelerine göre azalması kapesitabin direncinin geliştiğini göstermektedir. Sonuç olarak, 

KD/HT29 hücrelerinin apoptoza girmekten kısmen korunduğu görüldü. 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Bu çalışmada, HT29 kolorektal kanser hücrelerinin, artan dozda kapesitabin ile inkübe 

edilerek oluşturulan kapesitabine dirençli HT29 hücrelerinde fisetinin tek başına ve/veya 

kapesitabinle kombinasyonlarının hücre çoğalması, yara iyileşmesi, koloni oluşumu, miRNA 

ekspresyonları ve apoptoz proteinleri üzerine etkileri incelendi.  Metastatik kanserden ölen 

hastaların neredeyse tamamında çoklu ilaca dirençli tümörlere sahip oldukları belirtilmektedir. 

Araştırmacılar, çoklu ilaç direnci mekanizmalarını etkisiz hale getiren tedavilerin 

tasarlanabilmesi için yönelik ilaç direnç mekanizmalarının anlaşılmasının gereklilik olduğunu 

belirtmektedir. Kanser hala zorlu bir düşmandır.  Tedaviye yanıtın iyileşme ile sonuçlanması 

için daha hedefe yönelik terapötiklere yapılan yeni yatırımlar vardır. Ancak çoklu ilaç direnci, 

kanserin kemoterapötik tedavilerle iyileştirilmesinin önündeki en büyük engel olarak devam 

etmektedir (Gottesman ve ark., 2023). 

5-FU, kapesitabin, irinotekan ve platin tabanlı ilaçlar kolorektal kanser tedavisinde aracı olarak 

kullanılır, ancak ilaç direnci gibi bazı sorunlar hastaların sonuçlarını iyileştirmek için yeni 

sitotoksik ilaçları bulmada yeni zorluklar oluşturur (Denlinger ve Barsevick, 2009; Hammond 

ve ark., 2016; Mohammadian ve ark., 2017; Van der Jeught ve ark., 2018; Blondy ve ark., 2020; 

Al Saihati ve Rabaan, 2023). Birçok kanser türü başlangıçta kemoterapiye duyarlı olsa da 

zamanla direnç gelişebilir. Dirençli hücrelerin morfolojik ve biyolojik özelliklerindeki 

değişiklikler, edinilmiş ilaç direncini gösterebilir. Kolorektal kanser hücrelerinde kapesitabin 

direncinin gelişme mekanizması hala belirsizliğini korumaktadır. Bu çalışmada kapesitabine 

sürekli maruz kalma yoluyla yabanıl-tip HT29 hücrelerinde kapesitabine dirençli hücre alt 

kümesi KD/HT29 oluşturmak üzere doz arttırma stratejisi kullanıldı. Sonuçlarımız, artan 

kapesitabin dozlarına uzun süreli kronik maruz kalma yoluyla dirençli hücre alt kümesi 

oluşumunun gerçekleştiğini gösterdi. 

Son zamanlarda, kolorektal kanser geniş bir kemosensitivite sergilediğinden kemoterapinin 

etkinliğini artırmak ve ilaç direnci gibi sorunları azaltmak için bazı yeni ajanlar önerilmiş ve 

kemopreventif aktivitelere sahip doğal bileşenlerin araştırılmasına odaklanılmıştır (Syed ve 

ark., 2008; Jeng ve ark., 2018; Afzal ve ark., 2023; Farhan, 2023). Meyveler, sebzeler, yeşil, 

beyaz ve siyah çay, elma, çilek, bira ve kırmızı şaraplardan elde edilen flavonoidlerin, güçlü 

kanser önleyici özellikleri olduğu daha önceki birçok çalışmada gösterilmiştir (Ramos, 2007; 

Androutsopoulos ve ark., 2010; Szliszka ve Krol, 2011; Jeng ve ark., 2018; Kashyap ve ark., 

2019; Kubina ve ark., 2022; Afzal ve ark., 2023; Farhan, 2023; Kumar ve ark., 2023). Kanser 

hücrelerindeki kemoterapinin etkisini artırmak için flavonoidlerle anti-küçük ilaçların ortak 
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tedavi potansiyeli bir hedef olarak sunulmaktadır (Lin ve ark., 2016). Bu çalışmada, fisetinin 

yabanıl-tip HT29 hücrelerinde apoptozu teşvik ettiği ve kısmen KD/HT29 hücrelerinde apoptoz 

sinyal yolağını inhibe ettiği gösterildi.  Yabanıl-tip HT29 hücrelerinin 120μM ve 240μM fisetin 

tedavisinin hücre çoğalmasında doz-yanıt eğrisinde inhibitör etkisi gösterildi. Yabanıl-tip HT29 

hücre çoğalması deneylerinde fisetinin doz yanıt eğrisinde IC50 değeri 59,13μM olarak 

belirlendi (Şekil 23). Hücre çoğalması deneylerinde literatürü inceleyerek karar verdiğimiz 

40μM kapesitabin dozunun hem KD/HT29 hem de yabanıl-tip HT29 hücrelerinde anlamlı 

inhibisyona neden olduğu belirlendi. Her iki grup birbiriyle karşılaştırıldığında, kapesitabine 

maruz kalmanın, kapesitabine dirençli KD/HT29 hücrelerinde, yabanıl-tip HT29 hücrelerine 

kıyasla daha az inhibisyona neden olduğu görüldü. Wu ve arkadaşları, kapesitabin ve visfatin 

ile birlikte tedavi edilen insan DLD-1 kolorektal kanser hücrelerinin, tek başına kapesitabin ile 

tedavi edilen hücrelere kıyasla hücre canlılığını arttırdığı belirtildi ve resveratrolün, KRK 

hücrelerinin kapesitabine duyarlılığını azaltmada visfatin etkisini azalttığı gösterilmiştir (Wu 

ve ark., 2021). Yapılan başka bir araştırmada kapesitabinin insan kolon kanseri hücrelerinde 

canlılık ve apoptoz indüksiyonu üzerindeki etkisi araştırılmıştır ve daha düşük dozlarda 

kapesitabin tedavisinin, apoptozun mitokondriyal yolu aracılığıyla kolon kanseri büyümesinin 

inhibisyonuna neden olduğu gösterilmiştir (Kim ve ark., 2017; Li ve ark., 2017; Sim ve ark., 

2018). Zeynali-Moghaddarn ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, HT29 hücre canlılığının, 

kapesitabin, irinotekan ve 17-AAG’ ye 24 saat maruz kaldıktan sonra doza bağlı olarak azaldığı 

gösterildi. Kapesitabin veya irinotekan ilaç rejimine 17-AAG’ nin dahil edilmesinin, hücre 

canlılığını tek tedavi veya üçlü tedavi gruplarına göre daha etkili bir şekilde azaltabileceği öne 

sürüldü. Ayrıca 17-AAG, irinotekan veya kapesitabinden oluşan ikili kombinasyon gruplarının 

sinerjistik etkiler gösterdiği, üçlü kombinasyon grubunun (17-AAG/Kap/irinotekan) ise açık bir 

antagonistik etki gösterdiği vurgulanmıştır (Zeynali-Moghaddarn ve ark., 2019). Literatürden 

elde edilen bu bulgular, gözlemlerimizle uyumludur ve kombinasyon tedavilerinin hücre 

davranışını etkilemedeki potansiyel etkileri vurgulanmıştır.   

Çalışmamızdaki başka bir bulgu ise hücre çoğalmasında fisetin grubu, tüm gruplarla 

karşılaştırıldığında yabanıl-tip HT29 hücrelerinde en fazla inhibisyona neden olduğudur. 

KD/HT29 hücrelerinde ise kontrol grubuna göre fisetinin hücre çoğalmasında daha fazla 

inhibitör etkiye neden olduğu belirlendi. KD/HT29 hücrelerinde yabanıl-tip HT29 hücrelerine 

göre az da olsa fisetinin hala inhibe edici etki göstermesi direncin de kısmen aşıldığını 

göstermektedir. Sonuçlarımıza göre yabanıl-tip hücrelerle dirençli hücrelerin çoğalmaları 

karşılaştırıldığında ilaçların inhibe edici etkileri dirençli hücrelerde daha azdır. Jeng ve 

arkadaşları tarafından, LoVo kolorektal kanser hücrelerinde fisetinin hücre canlılığını inhibe 
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ettiğini ve doza bağlı olarak apoptozu indüklediği gösterildi. 80μM fisetinin LoVo, OR ve 

CPT11-LoVo kanser hücrelerinde sırasıyla %9,8, %4 ve %40,3 apoptotik hücreleri indüklediği 

gösterildi. Ayrıca CPT11’ e dirençli Lovo Kanser hücrelerinin fisetin tedavisine karşı daha 

duyarlı olduğunu ve oksaliplatin dirençli Lovo hücrelerine göre daha fazla inhibitör etkiye sahip 

olduğu belirtildi (Jeng ve ark., 2018). Sim ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, HT29 

hücrelerinde 20µM kapesitabinin hücre çoğalmasını inhibe ettiği belirtildi (Sim ve ark., 2018). 

Shao ve arkadaşları HT29 hücrelerinin kapesitabin ile tedavi edildikten veya si-RANK ile 

transfekte edildikten sonra hücre canlılığının negatif kontrollerine kıyasla önemli ölçüde 

azaldığını belirttiler (Shao ve ark., 2022).  Mohammadian ve arkadaşları, HT29 ve HCT-116 

hücre soylarının 1, 2, 4 ve 8μM farklı kapesitabin konsantrasyonlarıyla inkübe edilip, 

kapesitabin ve oksaliplatine 17-AAG eklenmesinin hücre soylarının terapötik indekslerini 

iyileştirip iyileştiremeyeceğini incelediklerinde, her ajanın tek başına sitotoksik etkisinin artan 

konsantrasyonlarla arttığını gösterdi. Ayrıca, HCT-116 ile HT29 hücre soyları 

karşılaştırıldığında HT-29 hücrelerinde tüm tek ilaçlı tedavi gruplarında daha yüksek IC50 

değerleri elde ettiklerini ve HT-29 hücrelerininbu ilaçlara karşı daha dirençli olduğu sonucuna 

varılabilir olduğunu ifade ettiler (Mohammadian ve ark., 2017). Suh ve arkadaşları tarafından 

HCT-116 ve HT29 kolon kanseri hücre soylarında fisetinin hücre çoğalması üzerindeki etkisini 

incelendiğinde her iki hücre soyunun da fisetine duyarlı olduğunu ve kolon kanseri hücrelerinin 

çoğalmasını inhibe ettiği bildirildi (Suh ve ark., 2009). Khan ve diğerleri tarafından yapılan 

başka çalışmada ise, 90μM fisetin ve 5-FU ile kombine tedavinin PIK3CA-mutant HCT116 ve 

HT29 kolon kanseri hücrelerinde inhibitör etkisinin çok yüksek olduğu belirtilmektedir (Khan 

ve ark., 2019). 

P-gp kanser kemoterapisinde ilaç direnci ile ilişkili en iyi karakterize edilmiş ABC taşıyıcı 

protein ailesinin bir üyesidir. P-gp’ nin yukarı regülasyonunun kanser hücrelerinde kemoterapi 

aracılı hücre ölümünden kaçmada etkili olduğunu belirlenmiştir (Ambudkar ve ark., 2003). P-

gp ekspresyonunda değişim karaciğer, akciğer, meme, bağırsak, gastrik kanserler ve 

osteosarkomada kemorezistansa neden olmaktadır. Sonuç olarak, P-gp’ nin ekspresyonu çeşitli 

sinyal yolaklarının birleşik eyleminin sonucudur. Bu sinyal yolaklarının ve düzenleyici 

moleküllerin keşfi, P-gp’ nin rolünü açıklığa kavuşturabilir ve inhibitörlerinin tanımlanmasına 

da yardımcı olabilir. P-gp ekspresyonu ve MDR’ yi teşvik eden bu sinyal yolakları ve 

düzenleyici moleküller kemoterapi direncini tersine çevirmede potansiyel hedefler olarak 

kullanılabilir (Tian ve ark., 2023). Kemoterapiye direnç bağırsak kanserinin klinik tedavisinde 

de hayati bir engeldir. P-gp aşırı ekspresyonu, sisplatin, paklitaksel, 5-FU, doksorubisin ve 

diğer kemoterapötik ilaçları hücrelerden dışarı atmak için akış pompası fonksiyonunu 
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kullanarak hücre içi ilaç konsantrasyonlarını ve sitotoksisiteyi azaltır. Bu nedenle kemoterapi 

ilaçlarının tümör hücreleri üzerindeki çoğalmayı inhibe edici etkileri yetersiz kalır (Tian ve ark., 

2023). Çalışmamızda KD/HT29 hücrelerinde gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile 

P-gp mRNA ekspresyon seviyesinde artış belirlendi (Şekil 12). Bu sonuca göre, kapesitabin-

direnç mekanizmasının, kolorektal kanser hücrelerinde artmış P-gp ekspresyonu ile ilişkili 

olduğu gösterildi.  

Yara iyileşmesi ile kanser arasındaki ilişki uzun zamandır bilinmektedir. Yara iyileşmesini 

düzenleyen mekanizmaların, kötü huylu hücrelerin dönüşümünü ve büyümesini desteklediği 

gösterilmiştir (Arnold ve ark., 2015). Shao ve ark., tarafından yapılan çalışmada, yara iyileşmesi 

analizlerinden, göç oranının, hem kapesitabin ile tedavi edilen hem de si-RANK ile transfekte 

edilmiş HT29 hücrelerinde, negatif kontrollerle karşılaştırıldığında önemli ölçüde azaldığı 

belirtildi (Shao ve ark., 2022). Cheng-Fang Tsai ve arkadaşları tarafından, fisetin dozu arttıkça, 

4T1 ve JC meme kanseri hücrelerinde hücre göçünün kontrol grubuna kıyasla azaldığını ve hem 

4T1 hem de JC meme kanseri hücrelerinde koloni oluşma yeteneğini önemli ölçüde inhibe 

olduğu gösterildi (Tsai ve ark., 2018). Başka bir çalışmada hücre göçünün belirgin olarak 

kapesitabin tedavisi ile engellendiği, ancak RANK aşırı ekspresyonu ile belirgin bir şekilde 

tersine çevrildiği gösterildi. DMSO ile tedavi edilen ve pcDNA3.1-RANK ile transfekte edilmiş 

hücrelere kıyasla, aynı anda RANK aşırı ekspresyonu ve kapesitabin eklenmesiyle hücre 

göçünün belirgin şekilde azaldığı görüldü (Shao ve ark., 2022). Hosseini ve arkadaşları 

tarafından yapılan başka çalışmada kanser hücrelerinin migrasyonu üzerinde kuersetin ve 

fisetinin etkisinin, çizilen alanın boyutuna bağlı olarak, MCF7 hücrelerinde yaklaşık 24 saat ve 

MDA-MB-231 hücrelerinde 48 saat sonra iyileşmelerin gözlendiği belirtildi (Hosseini ve ark., 

2023). Bu tez çalışmasında yara iyileşme deneyi sonuçlarına göre, yabanıl-tip HT29 ve 

KD/HT29 hücrelerinde tüm ilaç grupları kontrol grupları ile karşılaştırıldığında inhibe olduğu 

belirlendi. Ancak, yabanıl-tip HT29 hücrelerinde fisetinin inhibiyon etkisi %66 iken, KD/HT29 

hücrelerinde %34,2 inhibisyona neden olduğu görüldü. Fisetinin inhibe edici etkisi, direncin 

kısmen aşılabildiğini göstermiştir. Ayrıca her iki hücre soyunda fisetin ve kapesitabin ile 

kombine tedavi edilen gruplarda da yara iyileşmesinde azalma olduğu gözlendi.  

Sim ve arkadaşlarının çalışmasında, kolorektal kanser hücrelerinde laktik asit kalsiyum tuzu 

(LCS) ve kapesitabinin uzun süreli tek ve kombine tedavi etkileri karşılaştırıldı. LCS ve 

kapesitabinin birlikte uygulanmasında, tek tedavilerle karşılaştırıldığında daha küçük koloni 

formlarına neden oldu. Kombine tedavinin, HT29 ve HCT116 kolonilerinin sayısını tek başına 

kapesitabin ve LCS tedavilerine kıyasla önemli ölçüde azalttığı gösterildi (Sim ve ark., 2018). 

Hosseini ve arkadaşları, MCF7 ve MDA-MB-231 hücre soylarında kuersetin ve fisetinin tek 
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başına veya birlikte tedavisinin koloni oluşumu üzerindeki etkilerini inceledi. Kombinasyon 

tedavisi ile, hem MCF7 hücrelerinde hem de MDA-MB-231 hücrelerinde koloni sayısını ve 

formlarını önemli ölçüde azalttığı gösterildi. Ek olarak, ilaçların MCF7 hücrelerinde daha etkili 

olduğu belirtilmektedir. Bu nedenle, MCF7 hücrelerinde koloni oluşumunda MDA-MB-231 

hücrelerine kıyasla daha fazla inhibisyona neden olduğu belirtildi (Hosseini ve ark., 2023). 

Khan ve arkadaşları, fisetin veya tek başına 5-FU ile tedavinin hem HCT116 hem de HT29 

kolon kanseri hücrelerinde koloni sayısını azalttığı ancak fisetin ve 5-FU kombinasyonunun ise 

daha dramatik azalmaya neden olduğu belirtildi (Khan ve ark., 2019). Bu çalışmada, 

kapesitabin, yabanıl-tip HT29 hücre soyu koloni oluşumu yüzdesi KD/HT29 hücre soyunun 

koloni oluşumu yüzdesinden daha azdır bunun nedeni KD/HT29 hücre soyunun kapesitabine 

direnç geliştirmesinden dolayıdır. Yabanıl-tip HT29 hücre soyunda fisetin ve kapesitabin 

kombine gruplarında koloni oluşumunda inhibisyon daha fazladır. Koloni oluşumunda yabanıl-

tip HT29 hücre soyunda kapesitabine olan inhibisyon yanıtının KD/HT29 hücre soyuna göre 

daha fazla olması yanı sıra yabanıl-tip HT29 hücre soyunda fisetinle kapesitabinin kombine 

etkisi daha fazla inhibisyona neden olduğu görüldü.  

miRNA’ ların anormal ekspresyonunun, fonksiyonel proteinlerin düzenlenmesi ve hücre 

çoğalması, hücre göçü ve istilası, programlanmış hücre ölümü ve hücrenin hayatta kalmasıyla 

ilgili sinyal yolları ile birçok kanser türünün gelişiminde ve ilerlemesinde rol oynadığı 

gösterilmiştir. miRNA’ lar, kanser gelişimini, ilerlemesini ve metastazı modüle etmek için diğer 

onkogenleri ve/veya tümör baskılayıcıları hedef alarak tümör baskılayıcılar veya onkogenler 

olarak işlev görebilir (Lu ve ark., 2005).  

miRNA’ lar, kapesitabin, 5-FU ve oksaliplatin direncinin gelişiminden sorumlu anahtar 

oyuncular olarak görülür. miRNA aracılı ilaç direnci moleküler mekanizmalarının çoğunun 

anlaşılması zordur. Kapesitabin tedavisine hücre adaptasyonuna katkıda bulunan miRNA ile 

tetiklenen direnç mekanizmasını daha iyi anlamak için, hem yabanıl-tip HT29 hem de 

KD/HT29 hücrelerinin, hsa-mir-381, hsa-mir-21 ve hsa-mir-181-a miRNA ekspresyon 

düzeyleri incelendi. KD/HT29 hücrelerde yabanıl HT29 hücrelerine göre hsa-mir-

381ekspresyonunun azaldığı görüldü. Ayrıca KD/HT29 hücrelerinin kontrol grubuna göre 

fisetin ve kapesitabinle kombine fisetin gruplarında hsa-mir-381 düzeylerinde azalma meydana 

geldi. Bu çalışmanın sonucuna göre, KD/HT29 hücrelerinde, hsa-mir-381 düzeyindeki azalma 

ve kemo-direnç arasında ilişki olduğu öne sürülebilir. Yi ve arkadaşları tarafından yapılan bir 

çalışmada, sisplatine dirençli meme kanseri hücrelerinde insan miR-381 ekspresyon düzeyinin 

azaldığı gösterildi (Yi ve ark., 2019). Galati ve arkadaşları, kuarsetinin miR-381 gibi tümör 

baskılayıcı miRNA’ ları yukarı yönde düzenlendiğini gösterdi (Galati ve O'Brien, 2004). Chan 
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ve arkadaşları, renal hücreli karsinom hücre soylarında miR-381'in aşırı ekspresyonunun, 

sisplatin (Ci) ve paklitakselin (Pa) antitümör etkilerini artırdığını ayrıca bu hücre soylarında 

miR-381'in inhibisyonunun hücre çoğalmasını destekleyebileceğini önermişlerdir. miR-381 

inhibisyonuna sahip hücreler, nude farelere enjekte edildiğinde miR-381 inhibisyonunun 

sisplatin ve paklitaksel’e kemodirenci arttırdığı belirtildi (Chan ve ark., 2019). 

Kanser hücrelerinde P‑gp ekspresyonunun artışı yönünde düzenlenmesi kemoterapi ilaçlarına 

direnci arttırır (Mirzaei ve ark., 2022). Çok sayıda çalışma, kanser dokularındaki miRNA 

ekspresyonlarının P-gp düzeyleriyle ilişkili olduğunu göstermiştir. miRNA’ lar proteinlere 

çevirilmese de çeşitli sinyal yolakları yoluyla P-gp’ nin düzenlenmesinde rol oynar. miR-381 , 

miR-34a, miR-451, miR-149  ve miR-495’ in yukarı regülasyonunun P-gp ifadesini önemli 

ölçüde azalttığı, dolayısıyla çeşitli kanser dokularının kemoterapötik ilaçlara duyarlılığının 

arttırılabileceği rapor edilmiştir (Tian ve ark., 2023). Yaptığımız çalışmada yabanıl-tip HT29 

hücrelerine göre KD/HT29 hücrelerinde hsa-miR-381’ in ekspresyonunun azalması ve P-gp 

ekspresyonunda artış olması kemoterapötik ilaçlara duyarlılığın azalmasına ve direnç 

gelişimine katkıda bulunabilir. 

miR-21 ekspresyonu kanserler arasında farklılık göstermektedir. miR-21 seviyelerinin 

yükselmesinin ardından tümör hücre çoğalması ve istilasının arttığı gösterilmiştir. miR-21’ in 

aşırı ekspresyonu apoptozu ve hasarlı hücreleri yok eden otofajiyi engeller. Meme kanserinde 

miR-21 seviyelerindeki azalma, örneğin MCF-7 ksenograftlarında birincil tümör büyümesinin 

azalmasına neden olduğu belirtilmektedir (Si ve ark., 2007). miR-21 doğrudan birçok tümör 

baskılayıcı geni hedef alır, böylece tümör hücrelerinin agresifliğini arttırır. Ayrıca kanserde ilaç 

direnci gelişimine aracılık eder (Chi ve ark., 2022). Çalışmamızda yabanıl-tip HT29 ve 

KD/HT29 hücrelerinde, kapesitabin, fisetin ve bunların kombinasyonu ile hsa-miR-21 

ekspresyon düzeylerinde inhibisyon olduğu belirlendi. miR-21’ in kanserlerde onkogenik bir 

işlevi vardır, aşırı ekspresyonu apoptozu önleyebilir. Bu nedenle yüksek miR-21’ in ekspresyon 

seviyeleri apoptozun önünde engeldir (Magura ve ark., 2021). Kanserlerde miR-21 

ekspresyonundaki artış, kemoterapi ve radyoterapiye karşı direncle sonuçlanır. Apoptoz 

yolakları ve kemodirenç ile ilişkili miRNA’ lardan; miR-21’ in inhibisyonunun, hücre 

döngüsünün durmasına yol açabileceği ve antikanser ajanlara karşı kemosensitiviteyi 

artırabileceği önerilmektedir. miRNA-21, akciğer kanseri (Ni ve ark., 2019), kolon kanseri 

(Dehghan ve ark., 2019), meme kanseri (Kalinina ve ark., 2020), mide kanseri (Gu ve ark., 

2020), hepatoselüler karsinom (Aalami ve ark., 2021; Feng ve ark., 2021; Hashemi ve ark., 

2023) dahil olmak üzere birçok insan tümör hücresinde yaygın olarak eksprese edilir (Hashemi 
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ve ark., 2023). Kolon kanser hücrelerine izole edilmiş eksozomlar ile ve miR-21 ile tedavi, 

hücre çoğalması, invazyon ve ekstrasellüler matris oluşumunda rol alan genlerin ifadesinde 

artışa yol açmıştır. miR-21, PDCD4 ve  PTEN genlerini  hedeflemektedir. He ve arkadaşları 

tarafından, hepatosellüler karsinoma (HCC)’ da sorafenibe dirençli HCC hücre soylarının daha 

düşük otofaji seviyeleri ve yüksek miR-21 seviyeleri olduğu belirtildi. miR-21 aracılı sorafenib 

direnci, PTEN/Akt yolunu düzenleyerek otofaji üzerindeki inhibitör etkilerinden 

kaynaklanmakta olduğu önerildi (He ve ark., 2015). Tropomyosin ailesi üyesi TPM1 hücresel 

transformasyonu baskılar. Meme kanseri hücre soyunda miR-21’ in indüklenmesi, TM1 

ekspresyonunun aşağı regülasyonuna ve hücre soyunun anti-miR-21 ile tedavisi sonrasında 

TM1 ekspresyonunun yukarı regülasyonuna neden olduğu gösterilmiştir (Zhu ve ark., 2007). 

Ayrıca, PDCD4, TPM1 ve PTEN gibi miR-21’ in çeşitli hedef genlerinin, kolon kanseri 

hücrelerinden gelen eksozomlar tarafından aşağı regüle edildiği belirtildi. miR-21, PDCD4’ ün 

aşağı regülasyonu aracılığıyla 5-FU gibi tedavilerde dirence aracılık edebileceği belirtilmiştir 

(Sun ve ark., 2020). Küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde (NSCLC) miR-21’ in 

susturulması çoklu ilaç direncini tersine çevirdiği ve ardından transkripsiyonel faktör E2F-1 ve 

Twist’ in ekspresyon seviyelerini modüle etmek için Akt fosforilasyonunu azalttığı 

bildirilmiştir. Dolayısıyla miR-21’ in ilaç direncinde anahtar rol oynadığı belirtilmektedir 

(Yang ve ark., 2013; Dong ve ark., 2015). Bu çalışmada yabanıl-tip HT29 hücrelerinin 

KD/HT29 hücrelerine göre miR-21 ekspresyonunun daha fazla olduğu belirlendi. Yabanıl-tip 

HT29 hücre soyunda miR-21 ekspresyonu kontrol grubuna göre fisetin ve fisetinle kombine 

kapesitabin gruplarında inhibe oldu ancak KD/HT29 hücre soyunda miR-21 ekspresyonunun, 

fisetin ve fisetinle kombine kapesitabin gruplarında daha da fazla inhibe olduğu görüldü. Bu 

durumda kapesitabin ve fisetinin, KD/HT29 hücrelerinde miR-21 aracılı ilaç duyarlılığının 

artmasına katkıda bulunacağı söylenebilir. 

İnsan microRNA-181a-1’ in (hsa-miR-181a) anormal ekspresyonu, bir onkogen veya tümör 

baskılayıcı olarak görev yaparak çeşitli kanserlerin patogenezinde rol oynadığı belirtilmektedir 

(He ve ark., 2015). Son zamanlarda yapılan birkaç çalışmada, miR-181a’ nın, mamosfer veya 

primer meme tümörlerinden kökenli meme epitel kök hücre agregatlarının oluşumunu azalttığı, 

tümör istilasını ve metastazı önlediği, kanser hücresi ölümünü uyararak ve ilaç duyarlılığını 

artırarak meme kanserine karşı etkiler gösterdiği önerildi (C. Yang ve ark., 2017). hsa-miR-

181a’ nın aşırı ekspresyonu, kolorektal kanserde hücre proliferasyonunu ve göçünü teşvik 

ederken apoptozun inhibisyonunu sağladığı bildirilmektedir (Ji ve ark., 2014). İnsan meme 

kanseri direnç proteini (BCRP/ABG2), büyük ATP bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcı süper 

ailesinin G alt ailesinin ikinci üyesidir. BCRP ilk olarak mitoksantron gibi kemoterapötik 
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ajanlara direnç kazandırdığı çoklu ilaca dirençli meme kanseri hücre hatlarında keşfedildi. miR-

181a’ nın, BCRP’ yi hedefleyerek mitoksantrona dirençli meme kanseri hücrelerinde ilaç 

duyarlılığını artırdığı önerildi (Jiao ve ark., 2013). Ayrıca Jiao ve diğerleri, miR-181a’ nın aşırı 

ekspresyonunun, BCRP mRNA'nın 3'-UTR'sine bağlanarak BCRP ifadesini azalttığını ve 

mitoksantrona dirençli MCF-7 hücrelerini mitoksantrona duyarlı hale getirdiğini gösterdi. 

Böylece miR-181a’ nın meme kanserinde ilaç direncini önlemek ve tersine çevirmek için 

potansiyel bir hedef olabileceği öne sürüldü (Jiao ve ark., 2013; C. Yang ve ark., 2017). 

Kolorektal kanserde hsa-miR-181a’ nın aşırı ekspresyonu, hücre çoğalmasını ve migrasyonunu 

teşvik ederken apoptozun inhibisyonunu sağladığı belirtilmiştir. Kolon ve kolorektal kanserde 

miR-181-a’ nın seviyesindeki artış (Ping ve ark., 2016) ve PTEN’ in baskılanması yoluyla 

onkojenik özelliklerle veya WIF-1 aracılığıyla metastatik süreçle ilişkilendirilmiştir (Ji ve ark., 

2014; Ping ve ark., 2016). KRK’ da, miR-181a-5p’ nin Wnt/β-katenin sinyal yolağını 

düzenleyerek tümör büyümesini baskıladığı gösterildi (Han ve ark., 2017; Lv ve ark., 2018). 

miR-181a-5p’ nin diğer hedefi ise p53’ tür. miR-181a-5p’ nin yukarı regülasyonu, Bax ve BcL-

2’ yi modüle ederek apoptozu desteklediği önerilmektedir (Shang ve ark., 2020; Li ve ark., 

2023). Ek olarak, önceki çalışmalar, lncRNA-ANRIL’ in miR-181a-5p’ nin, kolon kanseri 

hücrelerinde apoptozu ve radyosensitiviteyi inhibe edebildiğini ortaya çıkardı (Sun ve ark., 

2021; Li ve ark., 2023). Bu çalışmada, hsa-miR-181a ekspresyonu yabanıl-tip HT29 

hücrelerinde KD/HT29 hücrelerine göre az eksprese olmaktadır. hsa-miR-181a 

ekspresyonunun  KD/HT29 hücrelerinde yüksek olması  hücre çoğalmasında artışa katkıda 

bulunabilir. Ancak fisetin ve fisetin kombine kapesitabin gruplarında hsa-miR-181a 

ekspresyonu yabanıl-tip HT29 hücrelerinde artarken KD/HT29 hücrelerde azalmıştır. 

Dolayısıyla ilaçlarla KD/HT29 hücrelerde hsa-mir-181-a ekspresyonun azalması tümör 

baskılanmasına ve direncin gerilemesine katkı sağlayabilir.  

Son zamanlarda fisetinin hücre döngüsü durmasını, apoptozu indüklediği ve üçlü negatif meme 

kanseri hücrelerinde kemoterapötiklerin anti-tümör etkisini güçlendirdiği bulundu (Smith ve 

ark., 2016; Jeng ve ark., 2018; Hosseini ve ark., 2023). Apoptoza karşı direnç hayatta kalmak 

için kritik öneme sahiptir ve kanser hücrelerinin ilaç direncine katkıda bulunur. Bu nedenle 

apoptozun indüksiyonu, kanser kemoterapisinin temel bir mekanizmasıdır (Khan ve ark., 2007; 

Suh ve ark., 2009). Fisetin tedavisinin cyt c salınımını, kaspaz-8 aktivasyonunu ve parçalanmış 

kaspaz-3 ekspresyonunu arttırdığı, LoVo hücrelerinin apoptozuna katkıda bulunduğu ve 

kanserli hücrelerin ölümüne yol açtığı önerildi. Fisetin ile tedavi edilen oksaliplatin dirençli 

LoVo hücrelerinde de benzer sonuçlar görüldü. Oysa CPT11-LoVo hücrelerinde fisetin 

tedavisinin, sitokrom-c ve kaspaz-8 ekspresyonunu önemli ölçüde arttırdığı ve kaspaz-3 
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ekspresyonunu hafifçe indüklediği gösterildi. Bu sonucun, farklı davranış veya fenomenlere 

sahip farklı dirençli kanser hücre soylarından kaynaklandığı önerildi (Jeng ve ark., 2018). 

Fisetinin sitotoksik etkisinin moleküler mekanizması ile, antiapoptotik BcL-2’ nin baskılanması 

ve proapoptotik kaspaz-3 ve kaspaz-9’ un indüksiyonunun apoptozu tetiklediği gösterildi. Bu 

bulguların, 1,2-Dimethylhydrazine (DMH) ile uyarılan, anti-inflamatuar ve antioksidan 

etkilerin, kolorektal kansere karşı antitümör aktivitesi ile olası bir ilişkisi olabileceği öne 

sürüldü (Fan ve ark., 2020; Zhong ve ark., 2022). Bu çalışmadan elde ettiğimiz veriler ışığında, 

yabanıl-tip HT29 hücreleri fisetin ve/veya kapesitabin gruplarında kaspaz-3, kaspaz-9, AIF, 

Bax/ BcL-2 ve cyt c ekspresyon düzeylerinin arttığı gösterildi. Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde 

kaspaz-8 seviyeleri kontrole kıyasla fisetin grubunda arttı. KD/HT29 hücreleri yabanıl-tip 

HT29 hücreleriyle karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerinde kaspaz-9’ daki artış hariç, 

kaspaz-3, kaspaz-8, AIF, Bax/ BcL-2 ve cyt c protein düzeylerinin azaldığı gözlendi. KD/HT29 

hücrelerindeki KD/HT29 kontrol gruplarına kıyasla fisetin ve kapesitabin kombinasyon 

gruplarının, AIF ifade düzeyinin çok az arttığı gösterildi. Bununla birlikte, KD/HT29 

hücrelerinde Bax/BcL-2 protein ifadesi, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında kapesitabin, 

fisetin ile artmış, ancak kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandığında azaldığı belirlendi. 

Yabanıl-tip HT29 hücrelerinde, kapesitabin, kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandığında cyt 

c ekspresyonlarının arttığı gösterildi. KD/HT29 hücrelerinde kapesitabin, cyt c düzeylerini 

biraz artırdı, ancak fisetin bunu önemli ölçüde inhibe etti. Bu yabanıl-tip HT29 hücreleri ile 

KD/HT29 hücre grupları karşılaştırıldığında, KD/HT29 hücrelerinin tüm ilaç gruplarında cyt c 

ekspresyon düzeylerinin inhibe olduğu gözlendi. Kapesitabin tedavisinden sonra yabanıl-tip 

HT29 hücreleri ölmeye başladı ancak dirençli hücreler uzun süre hayatta kaldı. Yani KD/HT29 

hücrelerinin kaspaz-3, kaspaz-8 kaspaz-9, AIF ve cyt c düzeylerinin yabanıl-tip HT29 

hücrelerine göre azalması kapesitabin direncinin geliştiğini göstermektedir. Sonuç olarak 

KD/HT29 hücrelerinin apoptozdan kısmen korunduğu görülmektedir. Fisetinin, hem yabanıl-

tip HT29 hücrelerinde hem de KD/HT29 hücrelerinde kapesitabinin apoptotik yolağı 

üzerindeki ilave etkileri hücre çoğalması analizlerinde de görülmüştür.  

Çalışmamızda kolorektal kanser hücrelerinde kapasitabine direnç geliştirilmesi literatüre katkı 

sağlayacaktır. Fisetinin, KD/HT29 hücrelerinde tek başına ve kapesitabin ile kombinasyonunun 

hücre çoğalması, apoptoz ve miRNA’ ların düzenlenmesindeki etkileri saptanmıştır. 

Çalışmamızda ortaya çıkan veriler ile, kanser önleme ve tedavide ilaç direncine yönelik yeni 

mekanizma temelli stratejileri belirlemek için gereken moleküler mekanizmaların 

anlaşılmasına yönelik daha yeni bilgilere katkı sağlanmıştır. Sonuç olarak, kolorektal kanserin 

yaygın ilaç direnci mekanizmalarına karşı geniş kemosensitivitesi göz önüne alındığında, yanıt 
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oranlarını arttırmak, potansiyel olarak hayatta kalma süresini uzatmak ve kemoterapinin 

etkinliğini arttırmak için mevcut çalışmamız, olası terapötik uygulamasını anlamak için yeni 

bilgilere katkı sağlayabilir. Ayrıca araştırma sonuçlarımız hücre sinyal ileti yolakları ve protein-

gen ekspresyon çalışmalarına zemin oluşturacaktır. Literatürde kısıtlı olan yayınlara destek 

olması yanısıra flavonoidlerin kemoterapi ilaçlarıyla kombinasyonları kolorektal kanserin 

patofizyolojisine ve direnç mekanizmasının çözümlenmesine katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir. Çok sayıda çalışma, kemoterapiye fisetin eklemenin etkinliği artırabileceğini 

göstermiştir. Ayrıca flavonoid kombinasyonları, terapötik ilaçların etkili dozunu azaltabilir ve 

böylece doza bağlı yan etkilerinin azaltılmasına katkıda bulunabilir. Ancak diğer ilaçlarla 

güvenli bir şekilde kullanılmadan önce fisetinin bu farmasötiklerin farmakolojik metabolizması 

üzerindeki etkisinin daha fazla araştırılması gerekmektedir. Potansiyel kimyasal sinerji ve ilaç 

kombinasyonunun başlangıç şekli ve moleküler yol üzerindeki etkisi tam olarak 

anlaşılamamıştır. Kanser tedavisinde bu yap bozun eksik parçalarını bulmak ve kanser 

hastalarında ilaç direncini azaltmak için klinikte bu bilgiden tam anlamıyla yararlanmak üzere 

daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. Kanser geliştikçe ve ilaç direnci gibi mekanizmalarla 

tedaviden kaçındıkça terapiler ve tedavinin de değişmesi gerekiyor ve özellikle hücreden 

hücreye iletişim ve sinyal ileti yolakları üzerine yapılan yeni araştırmalar bize bu yıkıcı 

hastalığın nasıl tedavi edileceği ve yönetileceği konusunda giderek daha fazla şey öğretmesi 

yanı sıra daha kapsamlı araştırmaların yapılması gerekliliğide ortaya çıkıyor. 
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