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ÖZET 

Malcanlı, S. (2023). Glutatyona Bağlı Antioksidatif Kapasite İnhibisyonunun 

Kolorektal Kanser Metabolizması Üzerine Etkileri. İstinye Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü, Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi ABD. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul.  

 

Kolorektal kanser, dünya çapında insidans açısından üçüncü, mortalite açısından ise 

ikinci sırada yer alan önemli bir malignitedir. Potansiyel yan etkiler ve ilaç direnci 

nedeniyle geleneksel kemoterapi yaklaşımlarının etkisizliği, konvansiyonel 

kemoterapötik ilaçların antioksidan mekanizma inhibitörleri ile kombine uygulanması 

gibi yeni tedavi stratejilerinin geliştirilmesine yol açmaktadır. Çalışmamızda, 

antioksidatif mekanizmada önemli rol oynayan glutatyonun inhibisyonuna, glutaminaz 

ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin inhibe edilmesiyle NADPH seviyesinin 

düşürülmesi olarak iki temel mekanizmayla odaklandık. Glutatyon inhibisyonunun, 

kanser hücrelerinde geleneksel kemoterapötik ilaç olan 5-fluorourasil’in etkilerini 

artırıp artırmadığını araştırdık. HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hücrelerinde 

glutaminaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz inhibisyonuyla, glutatyon aktivitesini 

azaltmak için sırasıyla küçük molekül inhibitörler CB-839 ve Polidatin kullanıldı. HT-

29 ve HCT-116 hücrelerinde 5-fluorourasil’in hücre canlılığı üzerindeki etkisi 

Sülforodamin-B testi ile araştırılmış ve kombinasyon için IC50 dozu belirlenmiştir. CB-

839 inhibitörünün hücre canlılığındaki etkisi araştırılmış ve HT-29 hücrelerinde 100 

nM, 10 nM, 1 nM; HCT-116 hücrelerinde 10 nM, 1 nM, 0,1 nM dozları sırasıyla 

canlılığı düşüren ilk doz, canlılığı düşürmeyen en yüksek doz ve canlılığı düşürmeyen 

en yüksek dozdan bir önceki doz olarak seçilmiştir. HT-29 ve HCT-116 hücrelerinde 

Polidatin inhibitörünün hücre canlılığındaki etkisi araştırılmış, hücre canlılığını 

etkilemediği belirlenmiş ve kombinasyon için denenen en yüksek doz olan 100 µM 

dozu seçilmiştir. GSH ve GSSG miktarı tespit edilerek CB-839’un glutaminaz 

inhibisyonunu; NADP+/NADPH oranı tespit edilerek de, Polidatin’in glukoz-6-fosfat 

dehidrogenaz inhibisyonunu gerçekleştirdiği gösterilmiştir. İnhibitörlerin ve inhibitör-5-

FU kombinasyonunun ROS seviyesindeki etkileri akış sitometrisi; hücre ölümü 

üzerindeki etkileri Hoechst-33342&PI boyamasıyla belirlenmiş ve kolorektal kanser 

hücrelerinde ROS seviyesini artırmadığı ve hücre ölümünü tetiklemediği görülmüştür. 
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Sonuç olarak, antioksidan sistem inhibisyonu, 5-fluorourasil’in etkinliğine katkıda 

bulunmamıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Kombine antikanser terapi, 5-fluorourasil, CB-839, 

Polidatin, Oksidatif stres 
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ABSTRACT 

Malcanlı, S. (2023). Effects of Glutathione-Induced Antioxidative Capacity 

Inhibition on Colorectal Cancer Metabolism. Istinye University, Institute of Health 

Science, Department of Cancer Biology and Pharmacology. Master Thesis. Istanbul.   

 

Colorectal cancer is concerning malignancy death ranking third in incidence and second 

in mortality worldwide. Ineffectiveness of classical chemotherapeutical approaches due 

to potential side effects and drug resistance leads to development of novel treatment 

strategies such as combining oxidant chemotherapy with inhibitors of antioxidant 

mechanism. In our study, we focused on the inhibition of glutathione, which plays an 

important role in the antioxidant mechanism, by two main mechanisms as inhibition of 

glutaminase activity and inhibition of glucose-6-phosphate dehydrogenase activity and 

reduction of NADPH level. We investigated whether glutathione inhibition enhances 

effects of 5-fluorouracil, conventional chemotherapeutic, on cancer cells. Small 

molecule inhibitors CB-839 and polydatin were used to reduce glutathione activity 

respectively via glutaminase and glucose-6-phosphate dehydrogenase inhibition in 

HCT-116 and HT-29 colorectal cancer cell lines. The effect of 5-fluorouracil on cell 

viability in HT-29 and HCT-116 cells was investigated by Sulforodamine-B test and 

IC50 dose was determined for the combination. The effect of CB-839 inhibitor on cell 

viability was investigated and doses of 100 nM, 10 nM, 1 nM in HT-29 cells; 10 nM, 1 

nM, 0.1 nM in HCT-116 cells were selected as the first dose that reduced viability, the 

highest dose that did not reduce viability, and the previous dose from the highest dose 

that did not reduce viability, respectively. The effect of polydatin inhibitor on cell 

viability was investigated in HT-29 and HCT-116 cells, it was determined that it did not 

affect cell viability, and the highest dose of 100 µM was selected for the combination. 

By determining the amount of GSH and GSSG, it was shown that CB-839 inhibits 

glutaminase; and by determining the NADP+/NADPH ratio, it was shown that 

Polydatin inhibits glucose-6-phosphate dehydrogenase. The effects of inhibitors and 

inhibitor-5-FU combination on ROS level were determined by flow cytometry; the 

effects on cell death were determined by Hoechst-33342&PI staining and it was found 

that it did not increase ROS level in colorectal cancer cells and did not trigger cell 
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death. As a result, inhibition of the antioxidant system did not contribute to the 

effectiveness of 5-fluorouracil. 

 

Key Words: Combined anticancer therapy, 5-fluorouracil, CB-839, Polydatin, 

Oxidative stress 
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1. GİRİŞ  

Kanser, hücrelerin kontrolsüz bölünmesi ile ortaya çıkan genetik bir hastalıktır 

(National Cancer Institute, 2021). Kanser dünya çapında ikinci sırada yer alan ve 

giderek artan ölüm nedenidir. Kolorektal kanser (KRK) küresel olarak insidans 

açısından üçüncü sırada ancak mortalite açısından ikinci sırada yer alan kanser türüdür 

(Sung vd., 2021). KRK, kolon veya rektum dokularında benign hücrelerin 

büyümelerinden invaziv hücrelere kadar değişen geniş bir neoplazma spektrumu ile 

kendini gösteren malign hücrelerin oluştuğu bir hastalıktır (PDQ Cancer Genetics 

Editorial Board, 2002). KRK etiyolojisinde hem genetik hem de çevresel faktörler 

önemli rol oynamaktadır. Bu faktörler, kolon epitel hücrelerinde kansere özgü 

davranışların kazanılmasını teşvik etmektedir (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011; 

Kuipers vd., 2015). 

Hanahan ve Weinberg 2000 ve 2011 yıllarında, kanser hücrelerini sağlıklı 

hücrelerden ayıran 10 ayırt edici özellik ortaya koymuşlardır (Hanahan & Weinberg, 

2000, 2011). Kanserin temel ve ayırt edici özelliklerinden biri olan enerji 

metabolizmasının yeniden programlanması, tümör hücrelerinin hayatta kalmasını 

sağlayan bir araç kazandırmaktadır (Yao vd., 2020; Zou vd., 2020). Bu sebeple, tümör 

hücrelerinin metabolik düğümlerini saptamak ve hedeflemek, kanser hastalarında 

gelecek vaadeden terapötik yaklaşımlar teşkil etmektedir (Tang vd., 2021). Bu 

çalışmamızda kanserin ayırt edici özelliklerinden biri olan metabolik değişimlere 

odaklanılmıştır. 

Yüksek morbidite ve mortalitenin önemli bir küresel kaynağı olan bu hastalık 

için çeşitli terapi yaklaşımları benimsenmiştir (Stefani vd., 2017). Kanser, uygulanan 

tedaviye çeşitli mekanizmalarla direnç göstererek klinik tedavilerin etkinliğini 

sınırlayabilmekte ve bu nedenle antikanser ilaç direncini ortadan kaldıracak etkili hedef 

tedavi arayışları devam etmektedir (Palumbo vd., 2013). Bugüne kadar klinik 

çalışmaların çoğu, tek ajan kullanımına odaklanmıştır (Prete vd., 2018; Zhong vd., 

2021). En yaygın kullanılan tedavi çeşidi olan kemoterapinin toksisite ve yan etkiler 

olarak dezavantajı bulunmaktadır. KRK tedavisinde en yaygın kullanılan kemoterapötik 

ilaç, fluor atomlu bir urasil analoğu olan 5-fluorourasil’dir (5-FU) (Heidelberger vd., 

1957; Longley vd., 2003; G. J. Peter & Van Groeningen, 1991). İleri seviye KRK için 
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birinci basamak tedavide 5-FU bazlı kemoterapiye yanıt oranları yalnızca %10-15 

aralığındadır (Douillard vd., 2000). Bundan dolayı günümüzde, hedefe yönelik 

moleküller ile kemoterapötik ilaçların kombine uygulanması kanser tedavisinde umut 

vadetmektedir (Hingorani vd., 2016; Prete vd., 2018; Zhong vd., 2021). 

KRK tedavisinde kullanılan kemoterapötik ilaç olan 5-FU, önemli hücresel 

mekanizmalara müdahale ederek, indüklediği hasara yanıt olarak hücre ölümlerinden 

biri olan apoptoza yol açmaktadır (H. Wang, 2020). Çeşitli dokularda kemoterapötik 

ilaca bağlı hasarın patofizyolojik mekanizmaların temelinin oksidatif stres olduğu 

düşünülmektedir (Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008; Pereira vd., 2012; Tafazoli 

vd., 2005). Kemoterapötik ilaçlar kanser hücrelerini seçici olarak öldürmede sitotoksik 

seviyede reaktif oksijen türlerin (ROS) artmasıyla oluşan oksidatif stresi indüklemek 

için kullanılmaktadır (Y. Wang vd., 2021). Kanser hücreleri, ROS birikimine yanıt 

olarak, oksidatif hasarı engellemek amacıyla antioksidan sistemleri (örn. NADPH, 

GSH) artırmaktadır (K. Wang vd., 2019).  

Kanserde antioksidan savunma mekanizmalarının çoğu, glutamat, sistein ve 

glisin amino asitlerinden oluşan tripeptid molekül olan glutatyona (GSH) bağlıdır 

(Kennedy vd., 2020; Schumacker, 2015). Kanser hücrelerinde GSH seviyelerinin tümör 

gelişimi ve ilaç direnci ile bağlantılı olduğu bilinmektedir (Altman vd., 2016). Kanser 

hücrelerinde redoks dengesinin ve antioksidan sistemlerin hedeflenmesi, antikanser 

tedavi için gelecek vadetmektedir (De Berardinis & Chandel, 2016; Hay, 2016; 

Martinez-Outschoorn vd., 2017). 

Antioksidan molekül olan GSH’nin rejenerasyonu, NADPH tarafından sıkı bir 

şekilde düzenlenmektedir (Gorrini vd., 2013). Hücrelerde NADPH’nin ana kaynağı olan 

pentoz fosfat yolunda (Pentose Phosphate Pathway; PPP) yer alan glukoz-6-fosfat 

dehidrogenaz (G6PDH) NADPH sentezinde önemli rol oynamaktadır (Compagno vd., 

2009; Jiang vd., 2013; Quade vd., 2004; Rosenwald vd., 2002; Stearman vd., 2005). 

G6PDH'nin inhibisyonu kanser hücrelerinin kemoterapiye duyarlılığını yeniden 

sağlayabildiğinden PPP inhibisyonu kansere karşı iyi bir terapötik strateji olarak 

görülmektedir (Catanzaro vd., 2015; Jones & Schulze, 2012). G6PDH’nin bir inhibitörü 

olan Polidatin’in (3,4′,5-trihidroksistilben-3-β-d-glukozit; trans-resveratrol 3-β-mono-

D-glukozit; piceid) kanser hücrelerinde apoptoz indüksiyonu dahil olmak üzere birçok 



 

3 

 

biyolojik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (Dandawate vd., 2016; Kong vd., 2016; H. 

Liu vd., 2011). 

Glutatyon sentezinde rol oynayarak ROS nötralizasyonuna katkıda bulunan 

glutamin (Gln), GSH’nin tüm bileşenleri için öncüldür (Welbourne, 1979). Kanser 

tedavilerinde glutamin’in (Gln) glutamat’a (Glu) dönüşümünü katalizleyen glutaminaz 

enzimi (GLS) potansiyel bir hedef olarak kabul edilmekte ve bu nedenle GLS’ye özgü 

inhibitörler geliştirilmiştir (K. Wang vd., 2019). CB-839 bileşiği (N- [5-[4-[6-[[2-[3-

(triflorometoksi)fenil]-asetil]amino]-3-piridazinil]bütil]-1,3,4-tiyadiazol-2-il]), en çok 

kullanılan GLS inhibitörüdür (Zimmermann vd., 2016). CB-839 bileşiği, bir GLS 

inhibitörü olarak GSH’nin hedeflenmesi üzerinden kanser tedavisi stratejilerinin 

planlanmasında umut vadetmektedir. 

Günümüzde, kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan kemoterapi 

yaklaşımlarında yan etkilerin azaltılması ve tedavi etkinliğinin artırılması amacıyla, 

konvansiyonel kemoterapötik ilaçlar ile birlikte farklı moleküler yolların 

hedeflenmesiyle kombine uygulanmasına ağırlık verilerek antikanser tedavide yeni 

stratejilerin oluşturulmasına odaklanılmıştır (de la Cueva vd., 2013; Prete vd., 2018). 

Antioksidatif mekanizmada önemli rol oynayan glutatyon, tümör gelişimi ve tedavi 

etkinliğini olumsuz yönde etkileyen ilaç direnci ile doğrudan ilişki içindedir. Bu 

nedenle, glutatyon’u hedefleyerek ve kemoterapötik ilaçlarla kombine ederek yeni 

kanser tedavi stratejileri oluşturmak antikanser tedavilerde gelecek vadetmektedir 

(Altman vd., 2016; Godwin vd., 1992). Bu bağlamda çalışma kapsamındaki amacımız; 

glutatyon’a bağlı antioksidatif kapasiteyi küçük molekül inhibitörler ile baskılayarak 

kolorektal kanser hücrelerinde 5-fluorourasil etkinliğini araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kolorektal Kanser  

Kanser, genetik ve çevresel koşulların etkisi altında gerçekleşen ve hücrelerin 

kontrolsüz bölünmesi ile ortaya çıkan kompleks bir hastalıktır (National Cancer 

Institute, 2021). Tümör oluşum süreci olarak bilinen karsinogenez, hem fenotipik hem 

de genetik düzeyde çok basamaklı bir olaydır. Onkogenlerin aktivasyonuna ve tümör 

baskılayıcı genlerin inaktivasyonuna neden olan genetik hasar veya mutasyonlar 

karsinogenezin temelini oluşturmaktadır. Onkogenlerin aktivasyonu ve tümör 

baskılayıcı genlerin inaktivasyonu kontrolsüz hücre döngüsü ilerlemesine ve apoptotik 

mekanizmaların inaktivasyonuna yol açmaktadır. Bu genetik değişimler sonucu 

neoplastik hücreler oluşmaktadır. Malign hücreler kontrolsüz hücre büyümesi, invazyon 

ve metastatik özelliklerin kazanılması ile karakterize edilmektedir (Şekil 2.1) (V. 

Mishra vd., 2018; Sarkar vd., 2013).  

 

 

Şekil 2.1: Kanserin Oluşum Mekanizması (V. Mishra vd., 2018). 
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Kanser, dünya çapında en önde gelen ölüm nedenleri arasında yer almaktadır. 

Küresel olarak kanser, mortalite nedenleri arasında ikinci sırada yer almakta ve hızla 

artış göstermektedir (Gersten & Wilmoth, 2002; Omran, 1971; Russo & Sundaramurthi, 

2019; Sung vd., 2021). Dünya çapında kanser oranının 2020 yılına kıyasla 2040 yılında 

28,4 milyon vaka olmasıyla %47’lik bir artış göstermesi beklenmektedir (Kanser 

İstatistikleri - Ulusal Kanser Enstitüsü, 2020; Sung vd., 2021). Dünya kanser 

istatistikleri 2020 yılı verilerine göre insidans açısından en fazla %11,7 oranıyla meme, 

%11,4 oranıyla akciğer ve ardından %10 oranıyla kolorektal kanser; mortalite açısından 

en fazla %18 oranıyla akciğer, %9,4 oranıyla kolorektal ve %8,3 oranıyla karaciğer 

kanseri görülmektedir. Kanser insidans ve ölüm oranları cinsiyete göre değişiklik 

göstermektedir. Erkeklerde dünya kanser istatistikleri 2020 yılı verilerine göre insidans 

açısından ilk üç sırada sırasıyla akciğer, prostat ve kolorektal yer alırken kadınlarda 

meme, kolorektal ve akciğer kanseri; mortalite açısından ise erkeklerde akciğer, 

karaciğer ve kolorektal yer alırken kadınlarda meme, akciğer ve kolorektal kanseri yer 

almaktadır (Şekil 2.2) (Sung vd., 2021). 

 



 

6 

 

 

Şekil 2.2: Dünya Kanser İstatistikleri 2020 Yılı Kanser İnsidans ve Mortalite Oranları. (A) 

Toplam Kanser İnsidans ve Mortalite Oranları. (B) Erkeklerde Kanser İnsidans 

ve Mortalite Oranları. (C) Kadınlarda Kanser İnsidans ve Mortalite Oranları. 
(Sung vd., 2021). 
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KRK dünya çapında insidans açısından üçüncü sırada ancak mortalite açısından 

ikinci sırada yer alan kanser türüdür. KRK, yaygınlık açısından kadınlarda ve 

erkeklerde sırasıyla ikinci ve üçüncü sırada yer almaktadır (Sung vd., 2021). KRK tipik 

olarak ileri yaşlarda daha sık görülüyor olsa da tüm yaş gruplarında görülebilmektedir. 

KRK genellikle kolonun lümeninde oluşan polip adı verilen küçük ve benign hücre 

kümelerinin zamanla malign transformasyon geçirmesiyle başlamaktadır (Colon cancer 

- Symptoms and causes - Mayo Clinic, 2021). 

KRK etiyolojisinde hem genetik hem de çevresel faktörler önemli rol 

oynamaktadır. KRK vakalarının yaklaşık %95’i sporadik iken yaklaşık %5’inin kalıtsal 

olduğu tespit edilmiştir (Testa vd., 2018). KRK riskini artıran en yaygın kalıtsal 

sendrom, kalıtsal polip dışı kolorektal kanser (HNPCC; Hereditary Non-polyposis 

Colorectal Cancer) olarak da bilinen Lynch sendromudur (Colon cancer - Symptoms 

and causes - Mayo Clinic, 2021). Bu sendroma MLH1, MSH2, MSH6, 

PMS2 ve EPCAM DNA yanlış eşleşme (mismatch) onarım genlerinden birinde 

meydana gelen bir mutasyon neden olmaktadır (Kuipers vd., 2015). İkinci en yaygın 

kalıtsal sendrom ise ailesel adenomatöz polipozistir. Bu sendroma, WNT sinyal yolunun 

aktivitesini kontrol eden adenomatöz polipozis koli (APC) genindeki mutasyonlar neden 

olmaktadır. Ailesel adenomatöz polipozisli hastaların çoğunda genç yaşta çok sayıda 

kolorektal adenom ve ardından kolorektal kanser gelişmektedir (Vasen vd., 2015). 

Ayrıca kolonda oluşan kronik inflamatuvar hastalıklar KRK riski ile ilişkilendirilmiştir 

(Jess vd., 2012). Alkol ve/veya sigara kullanımı, obezite, şeker hastalığı, hareketsiz 

yaşam tarzı, düşük lifli/yüksek yağlı beslenme gibi çevresel faktörler de KRK riski 

faktörleri arasında yer almaktadır (Kuipers vd., 2015).  

Kolorektal kansere neden olan çevresel ve genetik faktörler, kolon epitel 

hücrelerinde kansere özgü davranışların kazanılmasını teşvik etmektedir (Hanahan & 

Weinberg, 2000, 2011; Kuipers vd., 2015). Bu ayırt edici kanser özelliklerinin 

kazanılmasının bir yolu, onkogenleri aktive eden ve tümör baskılayıcı genleri etkisiz 

hale getiren genetik ve epigenetik değişikliklerin birikimidir. Kolondaki neoplastik 

hücrelerin çoğunda genomik instabilite gözlemlenmiş ve KRK oluşumu için merkezi 

moleküler olay olduğu görülmüştür (Colussi vd., 2013; Grady & Carethers, 2008). 

Genomik ve epigenomik instabilite, tümör baskılayıcı genler ve onkogenlerdeki 
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mutasyonların ve epigenetik değişimlerin birikimini artırmakta, bu da kolon 

hücrelerinin malign dönüşümünü hızlandırmaktadır (Fearon & Vogelstein, 1990; 

Kinzler & Vogelstein, 1996; Lengauer vd., 1998).  

Hanahan ve Weinberg’in 2000 ve 2011 yıllarında ortaya koydukları, kanser 

hücrelerini sağlıklı hücrelerden ayıran 10 temel ve ayırt edici özellik bulunmaktadır. Bu 

10 ayırt edici özellik şunlardır: hücre ölümüne karşı direnç, proliferatif sinyallerini 

devamlılığı, büyüme baskılayıcılarından kaçınma, invazyon ve metastaz yapma 

kabiliyeti, anjiyogenezin indüksiyonu, replikatif ölümsüzlüğü etkinleştirme, enerji 

metabolizmasını yeniden programlama, immün sistemden kaçış, tümör destekleyici 

inflamasyon ve genomik instabilite (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Hanahan 2022 

yılında ileride mekanizmalarının araştırılıp tam anlaşılmasıyla birlikte bu 10 temel ve 

ayırt edici özelliklere eklenebilecek nitelikte olan özellikler ortaya koymuştur. Bu 4 

özellik şunlardır: nonmutasyonal epigenetik yeniden programlama, polimorfik 

mikrobiyomlar, senesent hücreler ve fenotipik Plastisite (Şekil 2.3) (Hanahan, 2022). 

 

 

Şekil 2.3: Kanserin Ayırt Edici Özellikleri (Hanahan, 2022). 

 

Kanserin temel ve ayırt edici özelliklerinden biri olan enerji metabolizmasının 

yeniden programlanması, tümör hücrelerine hayatta kalma ve proliferasyon avantajı 

sağlayan bir araç kazandırmaktadır (Yao vd., 2020; Zou vd., 2020). Bu nedenle, tümör 

hücrelerinin metabolik düğümlerini belirlemek ve hedeflemek, kanser hastalarında ümit 
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verici terapötik yaklaşımlar teşkil etmektedir (Tang vd., 2021). Bu çalışmamızda 

kanserin ayırt edici özelliklerinden biri olan metabolik değişimlere odaklanılmıştır. 

 

2.2. Kolorektal Kanser Tedavileri 

Dünya çapında önem arz eden yüksek morbidite ve mortalite nedeni olan bu 

hastalığa yönelik tedavi stratejilerinin geliştirilmesi çok büyük öneme sahiptir (National 

Cancer Institute, 2021). Kanser tedavisi için çeşitli yaklaşımlar benimsenmiştir. 

Antikanser tedavilerde amaç, tümörü yok etmek ve aynı zamanda bu tedavilerin sağlıklı 

hücreler üzerindeki toksik yan etkilerini de en aza indirmektir (Stefani vd., 2017). 

Tedavide nihai hedef yerine getirilirken hastanın yaşam süresinin artırılması kadar 

yaşam kalitesinin korunmasına da dikkat edilmektedir (Tanaka & Gotay, 1998). Kanser 

için mevcut tedaviler arasında cerrahi rezeksiyon, radyoterapi, sitotoksik kemoterapi, 

hormonal terapi, immünoterapi, neoadjuvan kemoterapi ve hedefe yönelik terapileri 

içeren sistemik tedaviler bulunmaktadır (Şekil 2.4) (Indra vd., 2021; Palumbo vd., 

2013). Bu yöntemlerin avantajları kadar yan etkileri de bulunmaktadır. Bu tedavi 

yaklaşımları ile ilişkili anemi, kanama, morarma, iştah kaybı, ishal, kabızlık, ödem, 

yorgunluk, enfeksiyon, mide bulantısı, alopesi, kusma, hafıza kaybı, sinir sorunu ve 

mesane sorunu gibi çeşitli yan etkiler vardır (Fillion vd., 2003; V. Mishra vd., 2018; 

Stein vd., 2003; Usta Yeşilbalkan vd., 2005). Bu yan etkilerin kanser hastalarının yaşam 

kalitesi üzerinde olumsuz bir etki yarattığı ve tedavilere uyumu azaltabildiği 

saptanmıştır (Stein vd., 2003). Ancak kanser, uygulanan tedaviye çeşitli mekanizmalarla 

direnç göstererek klinik tedavilerin etkinliğini azaltabilmekte ve bu nedenle antikanser 

ilaç direncini ortadan kaldıracak etkili hedef tedavi arayışları devam etmektedir 

(Palumbo vd., 2013).  

Bugüne kadar çoğu klinik çalışma, tek ajan kullanımına odaklanmıştır (Prete vd., 

2018; Zhong vd., 2021). En yaygın olarak kullanılan tedavi çeşidi olan kemoterapinin 

en önemli dezavantajı olan toksisite ve yan etkilerden dolayı günümüzde, hedefe 

yönelik moleküller ile kemoterapötik ilaçların kombine uygulanması kanser tedavisinde 

umut vadetmektedir (Hingorani vd., 2016; Prete vd., 2018; Zhong vd., 2021). Hedefe 

yönelik küçük moleküller ile kanser hücreleri spesifik olarak hedeflenebilmekte ve 

toksisite düşürülebilmektedir. Hedefe yönelik moleküller ile kemoterapötik ilaçların 
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düşük dozlarının kombine uygulanması ile kemoterapinin sebep olduğu yan etkiler 

azaltılabilmekte ve tedavinin etkinliği artırılabilmektedir (Zhong vd., 2021). 

 

 

Şekil 2.4: Kanser Tedavi Yaklaşımları (V. Mishra vd., 2018) (Mishra ve arkadaşlarının 

yapmış olduğu çalışmadan değiştirilerek alınmıştır).  

 

KRK tedavisinde en yaygın kullanılan kemoterapötik ilaç, yaklaşık 60 yıl önce 

geliştirilen antimetabolit karaktere sahip olan 5-fluorourasil’dir (Heidelberger vd., 

1957). 5-FU, fluor atomlu bir urasil analoğudur (Şekil 2.5). Sitotoksisite mekanizması, 

fluoronükleotidlerin RNA ve DNA’ya yanlış yerleştirilmesinden kaynaklanmakta, 

ancak ana toksik etkilere timidilat sentaz (TS) enziminin inhibisyonu aracılık etmektedir 

(Longley vd., 2003; G. J. Peter & Van Groeningen, 1991). TS enziminin inhibisyonu ile 

timidin tükenmesine neden olmakta, böylece metabolitlerinin RNA ve DNA'ya 

eklenmesini engellemektedir (Longley vd., 2003). Bu şekilde tümör hücrelerini, 

büyümesini inhibe ederek ve S fazında durdurarak apoptoza sürükleyebilmektedir 

(Noordhuis vd., 2004). 5-FU’nun yüksek dozlarına maruz kalındığında 

lökoensefalopati, inme, diyare ve gastrointestinal mukozit gibi ciddi yan etkilere neden 

olabilmektedir (Di Donato vd., 2016; Kinno vd., 2014; Van Kuilenburg, 

2004). İlerlemiş KRK için birinci basamak tedavide 5-FU bazlı kemoterapiye yanıt 
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oranları yalnızca %10-15 aralığındadır (Douillard vd., 2000). Bundan dolayı, 

günümüzde kullanımı artan hedefe yönelik moleküller ile kemoterapötik ilaçların 

kombine uygulanmasına dayalı yeni terapötik stratejiler yaygınlaşmaktadır (de la Cueva 

vd., 2013). 

 

 

Şekil 2.5: 5-fluorourasil ve Urasil’in Kimyasal Yapısı (Długosz-Pokorska vd., 2019; 
Šuleková vd., 2019) 

 

Reaktif oksijen türleri üretimi ile antioksidan savunma sistemi arasındaki 

dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stresin, çeşitli organ ve dokularda kemoterapötik 

ilaca bağlı hasarın patofizyolojik mekanizmalarının temel taşı olduğu düşünülmektedir 

(Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008; Pereira vd., 2012; Tafazoli vd., 2005). 

Günümüzde kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak üzere geleneksel antineoplastik 

tedaviler, kanser hücrelerini seçici olarak öldürmede oksidatif stresin sitotoksik 

seviyelerini indüklemek için kullanılmaktadır. Bu tedavileri alan hastalar, ROS kaynaklı 

hücre ölümü, DNA hasarı ve lipid peroksidasyonu belirtileri göstermektedir (Y. Wang 

vd., 2021). Kemoterapötik ilaçlar, önemli hücresel mekanizmalara müdahale ederek 

sıklıkla hücre döngüsü tutuklanmasına ve programlı hücre ölümü olarak bilinen 

apoptoza yol açmaktadır (Rang H., 2016). Kemoterapötik ilaçların doğrudan veya 

dolaylı olarak indüklediği DNA hasarına yanıt, ya onarım ya da hücre ölümüdür. DNA 

hasarı onarımı yapılamadığında, hücreler apoptoza uğrayacaktır (Hassan vd., 2014). 

KRK tedavisinde en sık kullanılan kemoterapötik ilaç olan 5-FU, hücrelerin ilaca bağlı 

  Urasil 5-fluorourasil 
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apoptoza karşı duyarlılığını artırmaktadır. Buna verilebilcek örneklerden biri; 5-FU’nun 

apoptozu tetiklemek için kaspaz-6’yı aktive edebildiğini gösteren çalışmadır (H. Wang, 

2020). 

Apoptoz, normal dokularda gelişim ve homeostazda kritik bir rol oynayan farklı 

biyokimyasal ve genetik yollara sahip programlanmış bir hücre ölümüdür (Lockshin & 

Williams, 1965). Normal dokularda yeni hücre oluşumu ile hücre kaybı arasında bir 

denge vardır. Bu süreçte apoptoz önemli bir rol oynamaktadır (H. Wang, 2020). 

Apoptozun, kaspaz-3, 6 ve 7 gibi efektör kaspazların enzimatik aktivitesi yoluyla birçok 

proteinin proteolitik bölünmesiyle katalize edilen hücresel bir ölüm yolu olduğu da 

bilinmektedir (McIlwain vd., 2013). Apoptoz için kaspazların aktivasyonu, Poli-ADP-

riboz polimeraz (PARP) proteininin bölünmesi, anti-apoptotik ve pro-apoptotik 

proteinlerin ekspresyonlarındaki değişim birer hücresel protein belirtecidir ve western 

blot yöntemiyle tayin edilebilmektedir (Carneiro & El-Deiry, 2020; Lazebnik vd., 1994; 

M. Mishra vd., 2017). Aktifleşen kaspaz-3’ün böldüğü sitokeratin-18 diğer bir adıyla 

M30 antijenin seviyesine bakılmasıyla da apoptoz tespit edilebilmektedir (Olofsson vd., 

2007; Ulukaya vd., 2011). TUNEL yöntemi, ELİSA, fluoresan boyama (Örneğin 

Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür) ve agaroz jel elektroforezinde DNA 

fragmentasyonu incelenerek, akış sitometrisi ile çeşitli apoptoz belirteçleri ölçülerek ve 

anneksin V yöntemi ile de apoptotik hücreler belirlenebilmektedir (Elmore, 2007; Güleş 

& Eren, 2008; Newbold vd., 2014; Saraste & Pulkki, 2000).  

Apoptotik süreç sırasında birtakım biyokimyasal ve morfolojik değişiklikler 

meydana gelmektedir. Apoptoz uyarısı alan hücre, bulunduğu ortamdan uzaklaşmakta 

ve hücre iskeletindeki lamin’lerin ve aktin filamentlerinin bölünmesini takiben 

küçülmeye başlamaktadır. Kromatin yoğunlaşarak piknotik bir görünüm almakta ve 

DNA nükleozomlardan kesilmektedir. Bu aşamada jel elektroforezindeki gibi tipik 

merdiven bant görüntüsü görülmektedir. Hücre membranının iç yüzeyinde bulunan 

fosfotidilserin hücre membranının dış yüzeyine transloke olmaktadır. Nükleus 

küçülmekte ve parçalara ayrılmaktadır. Parçalanmış nükleus ile hücre sitoplazması 

birleşip tomurcuklanarak apoptotik cisimcikler oluşmaktadır. Apoptotik cisimcikler 

makrofajlar tarafından tanınmakta ve fagosite edilmektedir (Canpolat, 2016; Celepli 

vd., 2020; Coşkun & Özgür, 2011; Hassan vd., 2014; Öni vd., 2004). Ancak apoptozda 
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membran intakt olduğu için enflamasyon görülmemektedir (Bellamy vd., 1995; Ellis 

vd., 2003).  

Apoptoz intrinsik (İçsel; Mitokondriyal) ve ekstrinsik (Dışsal; Ölüm Reseptörü 

İlişkili) yol olmak üzere başlıca iki yolla gerçekleşmektedir (Hassan vd., 2014). 

Apoptozun intrinsik yolunda mitokondrinin temel bir rolü bulunmaktadır (Green & 

Kroemer, 2004). Kemoterapötik ilaçlar gibi ajanların neden olduğu onarılamayan 

genetik hasar, hipoksi, aşırı yüksek sitozolik Ca+2 konsantrasyonları ve şiddetli oksidatif 

stres gibi iç uyaranlar, intrinsik yolun başlatılmasının bazı tetikleyicileridir (Kroemer 

vd., 2007). Ekstrinsik yolda ise hücre yüzeyinde bulunan ölüm reseptörleri aracılık 

etmektedir (Khan vd., 2014). Her iki yoldaki merkezi düzenleyici, 

proteinler kaspazlardır (Cryns & Yuan, 1998). Kaspazlar, proteinlerde aspartik asitten 

sonraki peptit bağını kıran sistein aspartil proteazlardır. Zimojen olarak sentezlenmekte 

ve proteolitik parçalanma ile aktifleştirilmektedir (Wong, 2011). Aktive edilmiş 

kaspazlar, DNA hasar onarımı ve replikasyonunda rol alan enzimleri inaktive 

etmektedir. Hücre iskeleti proteinlerini parçalayarak hücre membranının 

tomurcuklanmasına neden olmaktadırlar (Adams & Cory, 2001; Adrain & Martin, 

2001; Spierings vd., 2004; Wong, 2011). Başlatıcı (kaspaz-2, 8, 9, 10), efektör (kaspaz-

3, 6, 7) ve inflamatuar (kaspaz-1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) kaspazlar olarak üç tip şeklinde 

sınıflandırılmıştır (Boice & Bouchier-Hayes, 2020). Apoptozun iki ana yolu da kaspaz 

aktivasyonu ile sonuçlanmaktadır (Castillo Ferrer vd., 2021). 

İntrinsik yolun merkezi düzenleyicilerinden birisi de Bcl-2 (B-cell lymphoma-2; 

B-hücresi lenfoma 2) ailesidir. Bu aile, mitokondriyal membranın permeabilizasyonuna 

aracılık ederek, pro-apoptotik ve anti-apoptotik etkiler gösterip intrinsik yolu 

düzenlemektedir (Adams & Cory, 2007; Giam vd., 2008). Bcl-2 proteinleri, içerdikleri 

homolog domain’lere (bölgelere) göre, ikisi pro-apoptotik biri anti-apoptotik işlevli 

olmak üzere üç alt grupta sınıflandırılmaktadır. Anti-apoptotik işlevli Bcl-2, Bcl-xL ve 

Bcl-W gibi proteinler BH1-4 domain’lerini içermektedir. Pro-apoptotik işlevli Bax ve 

Bak gibi proteinler BH1-3 domain’lerini içerirken Bid ve Bim gibi proteinler sadece 

BH3 domain’ini içermektedir (Şekil 2.6) (Danial, 2007; L.Omonosova & C.Hinnadurai, 

2008). BH domain’leri pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasındaki etkileşim 

için çok önemlidir. Pro-apoptotik ile anti-apoptotik proteinlerin dimerizasyonu 
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apoptozun başlatılması için gereklidir (Pistritto vd., 2016). Sadece BH3 domainini 

içeren proteinler ile anti-apoptotik proteinler arasındaki etkileşimler, apoptozun 

kontrolünde önemli olayları başlatabilmektedir (Brunelle & Letai, 2009; Gavathiotis 

vd., 2008). Ayrıca anti-apoptotik proteinler, sitozolik Ca+2 konsantrasyonunun 

artmasını, sitokrom-c, SMAC/DIABLO (Second Mitochondria-Derived Activator of 

Caspase/Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding Protein With Low pI; İkinci 

Mitokondriden Türetilmiş Kaspaz Aktivatörü/Düşük pI ile Apoptoz Bağlayıcı Proteinin 

Doğrudan İnhibitörü), endonükleaz-G, AIF (Apoptosis Inducing Factor; Apoptoz 

İndükleyici Faktör) ve HtrA2/Omi  (High  Temperature Requirement  protein A2; 

Yüksek Sıcaklık Gereksinimi protein A2) gibi pro-apoptotik proteinlerin mitokondriden 

sitoplazmaya salınmasını engellemektedir (Distelhorst & Bootman, 2011; Hegde vd., 

2002; Oakes vd., 2005).  

 

 

Şekil 2.6: Bcl-2 Ailesi Üyeleri (Pistritto vd., 2016) 

 

İntrinsik yol, DNA hasarı, metabolik stres ve endoplazmik retikulum stresi dahil 

olmak üzere hücresel stresler tarafından aktive edilmektedir. Kanser terapisinde 

kullanılan birçok kemoterapötik ilaç bu yolu tetiklemektedir. Bu uyaranlar 

mitokondriyal dış membran geçirgenleşmesine ve sitokrom-c’nin mitokondriyal 

membranlar arası boşluktan sitozole salınmasına yol açmaktadır (Boice & Bouchier-

Hayes, 2020). Pro-apoptotik protein olan Bid, anti-apoptotik protein olan Bcl-2’yi 

inaktive etmekte, pro-apoptotik olan Bax ve Bak’ı aktive etmektedir (G. Liu vd., 2017). 
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Aktive olan Bax ve Bak mitokondri membranında por oluşumunu indükleyerek 

membran potansiyelini değiştirmektedir. Böylelikle mitokondri membranındaki 

porlardan sitozole sitokrom-c, SMAC, endonükleaz-G, Ca+2 ve AIF salınımı 

tetiklenmektedir (Wong, 2011). SMAC, pro-kaspazlar üzerine olan apoptoz 

proteinlerinin inhibitörünü (IAP; Inhibitor of Apoptosis Proteins; Apoptoz 

Proteinlerinin İnhibitörü) inhibe ederek apoptozu hızlandırmaktadır (Yuan & Akey, 

2013). AIF, nükleusa transloke olmakta ve onu parçalara ayırmaktadır. Endonükleaz-G 

de DNA’yı parçalamaktadır. Sitokrom-c’nin APAF-1 (Apoptotic Protease Activating 

Factor 1; Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktör 1) monomerlerinden oluşan 

sitoplazmik protein yapısıyla birleşmesinden başlayarak apoptozom denilen bir 

kompleks oluşmaktadır. Bir ATP molekülünün salınması ile heptamerik apoptozomun 

oluşumu gerçekleşmektedir. Pro-kaspaz-9’un bağlanması ve aktivasyonundan sonra tam 

apoptozom oluşmaktadır (Gortat vd., 2015). Kaspaz-9, pro-kaspaz-3’ü aktif hale 

getirmektedir. Kaspaz-3 ICAD’ı (inhibitor of CAD; CAD İnhibitörü) inaktive edip 

CAD’ı (Caspase-Activated DNase; Kaspazla Aktive Olan DNaz) serbestleştirmektedir. 

CAD ise DNA’nın fragmante olmasına neden olmaktadır (Şekil 2.2.7) (Larsen & 

Sørensen, 2017). 

Ekstrinsik yol, hücrenin dışından gelen uyaranlarla veya spesifik faktörlerin 

hücre dışı konsantrasyonları belirli bir eşiğe ulaştığında tetiklenmektedir (Galluzzi vd., 

2012). Bu yol, tümör nekroz faktör reseptör (TNFR) süper ailesine ait hücre yüzey ölüm 

reseptörlerinin (DR; Death Receptors; Ölüm Reseptörleri) tümör nekroz faktör (TNF) 

ailesine ait olan ligandlarıyla etkileşimi ile başlatılmaktadır (Guicciardi & Gores, 2009). 

DR’de, hücre içi protein-protein bağlantıları oluşturarak apoptozu indükleyen 

sinyalleşmede kritik bir rol oynayan sisteinden zengin ölüm domaini (DD; Death 

Domain; Ölüm Bölgesi) olarak adlandırılan sitoplazmik bir alan bulunmaktadır (Fulda 

& Debatin, 2003). Bu alan, hücre dışından gelen apoptotik sinyalin hücre içine 

iletilmesinde önemli bir rol oynamaktadır (M. E. Peter & Krammer, 2003). Ölüm 

reseptörleri ve ligandlarından bazıları Tablo-1’de listelenmiştir.  
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Tablo 1: Ölüm Reseptörleri ve Ligandları (Gökhan vd., 2022) 

Ölüm Reseptörü Ligand 

TNFR1 (DR1/p55/p60/CD120a) FADD 

FAS (CD95/DR2/APO-1) TRADD 

TRAILR1 (DR4) RIP 

TRAILR2 (DR5/KILLER/TRICK2/APO-2) TRAF 

 

Ölüm sinyalleri DR’lere bağlandığında, DR’lerin sitoplazmik alanları, pro-

kaspaz-8 ile etkileşime giren FADD (FAS-Associated Protein With Death Domain; 

Ölüm Bölgesi ile FAS ile İlişkili Protein) ve TRADD (TNFR1-Associated Death 

Domain; TNFR1 ile ilişkili Ölüm Bölgesi) gibi DD içeren adaptör proteinleri ile 

etkileşmekte ve apoptotik sinyalin ilerlemesini sağlamak için DISC (Death Inducing 

Signaling Complex; Ölüme Neden Olan Sinyal Kompleksi) oluşturmak üzere DED 

(Death Effector Domain; Ölüm Efektör Bölgesi) aracılığıyla pro-kaspaz-8 ile etkileşime 

girmektedir. DISC oluştuktan sonra pro-kaspaz-8 kesilerek aktifleştirilmektedir. 

Aktifleşen kaspaz-8 iki yolla kaspaz-3’ün aktivasyonunu sağlamaktadır. Kaspaz-8, 

kaspaz-3’ü direkt aktive edebilmekte veya Bid proteinini keserek intrinsik yolda 

kaspaz-9’u aktifleştirdikten sonra kaspaz-3’ü aktive etmektedir. Kaspaz-3 CAD 

aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna sebep olmaktadır (Şekil 2.7) (Li vd., 1998; G. 

Liu vd., 2017).   
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Şekil 2.7: Apoptozun İntrinsik ve Ekstrinsik Yolları (Pistritto vd., 2016) 

  

KRK tedavisinde en sık kullanılan kemoterapötik ilaç olan 5-FU, önemli 

hücresel mekanizmalara müdahale ederek, neden olduğu hasara yanıt olarak hücre 

ölümlerinden biri olan apoptoza yol açmaktadır (H. Wang, 2020). Birçok doku 

türlerinde kemoterapötik ilaca bağlı hasarın patofizyolojik mekanizmalarının temel 

taşının oksidatif stres olduğu düşünülmektedir (Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008; 

Pereira vd., 2012; Tafazoli vd., 2005). Kemoterapötik ilaçlar kanser hücrelerini seçici 
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olarak öldürmede sitotoksik seviyede oksidatif stresi indüklemek için kullanılmaktadır 

(Y. Wang vd., 2021). Oksidatif stres, ROS üretimi ile antioksidan savunma sistemi 

arasındaki dengesizlikten kaynaklanmaktadır (Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008; 

Pereira vd., 2012; Tafazoli vd., 2005). Aşırı ROS birikiminin artması, yüksek seviyede 

biyomoleküler hasara ve hücre ölümüne yol açmaktadır (Bhardwaj & He, 2020; Gorrini 

vd., 2013; Trachootham vd., 2009). Kanser hücreleri, ROS birikimine yanıt olarak, 

oksidatif hasarı engellemek amacıyla antioksidan sistemleri (örn. NADPH, GSH) 

artırmaktadır (K. Wang vd., 2019). Kanser hücrelerinde redoks dengesinin ve 

antioksidan sistemlerin hedeflenmesi, kanser tedavisi için büyük umut vadetmektedir 

(De Berardinis & Chandel, 2016; Hay, 2016; Martinez-Outschoorn vd., 2017). 

 

2.3. Antioksidan Savunma Sistemi 

Kanser hücreleri, artan büyüme ve çoğalma hızı nedeniyle daha çok enerjiye 

ihtiyaç duydukları için değiştirilmiş bir metabolizma sergilemektedir (Sosa vd., 2013). 

Hücresel metabolizma, hücre dışı ortam ve hücre içi süreçler arasındaki önemli bir 

bağlantıdır (Tang vd., 2021). Kanser hücreleri değişen tümör mikroçevre koşullarına 

metabolik değişimler yaparak uyum sağlamakta, hayatta kalmakta ve prolifere 

olmaktadır (Anastasiou, 2017). Otto Warburg, kanser hücrelerinin oksijen varlığında 

bile laktat fermentasyonu yaptığını öne sürmüş ve buna ‘‘Warburg Etkisi’’ adını 

vermiştir (Warburg, 1956). Metabolik fenotip, besin mevcudiyetine bağlı olarak tümör 

içinde heterojenlik göstermektedir (Hay, 2016; Martinez-Outschoorn vd., 2017). Kanser 

hücrelerindeki metabolik anormallikler, büyük ölçüde hücresel biyoenerjetiklerin 

değişmesi nedeniyle yüksek seviyelerde biyomoleküler hasara ve hücre ölümüne yol 

açan ROS birikimi artışına neden olmaktadır (Bhardwaj & He, 2020; Gorrini vd., 2013; 

Trachootham vd., 2009).  

ROS; süperoksit anyon, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, lipid peroksitler, 

protein peroksitler ve nükleik asitlerde oluşan peroksitler dahil olmak üzere oksijenin iki 

elektron indirgeme ürünüdür (Lushchak, 2014). ROS, hücrelerde aerobik metabolizma 

yoluyla doğal olarak üretilmektedir. Mitokondri solunum zinciri, NADPH oksidaz ve 

peroksizomlar, ROS’un başlıca endojen kaynaklarıdır. Fizyolojik koşullar altında, 

normal hücreler, ROS üretimi (pro-oksidanlar) ve eliminasyon (antioksidan kapasite) 
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arasındaki dengeyi kontrol ederek düşük seviyede bazal ROS ile redoks homeostazını 

korumaktadır. ROS seviyesinde ılımlı bir artış, kanser hücrelerinin proliferasyonunu ve 

hayatta kalmasını desteklemektedir. Artan kanıtlar, kanser hücrelerinin, sinyal iletimi ve 

gen ekspresyonu gibi hücre içi aktiviteleri sürdürmek için normal sağlıklı hücrelerden 

daha fazla ROS ürettiğini göstermektedir (Sosa vd., 2013). Ancak ROS miktarı belirli 

bir düzeye ulaştığında hücrenin antioksidan kapasitesini aşabilmekte ve proteinler, 

nükleik asitler ve lipidler gibi hücresel makromolekülleri oksitleyerek hücre ölümünü 

tetikleyebilmektedir (Bhardwaj & He, 2020). Aynı zamanda oksidatif stresi indüklemek 

için olası iki ana strateji vardır: biri doğrudan ROS seviyesini artırmak, diğeri ise 

antioksidan savunma sistemini bozmak. Bu şekilde kanser hücrelerinde ROS miktarı 

toksik seviyeye getirilip hücre ölümü indüklenebilmektedir (Şekil 2.8) (Lv vd., 2019). 

 

 

Şekil 2.8: Kanser Hücrelerinin Zayıf Noktası (Glasauer & Chandel, 2014) 
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Genel olarak, hücresel metabolizma ve redoks sinyali arasındaki ara 

bağlantılar, kanser hücresinin hayatta kalmasına ve terapötik direnç kazanmasına olanak 

sağlayan dinamik metabolik-redoks devrelerini oluşturmaktadır (K. Wang vd., 2019). 

Kanser hücreleri, ROS birikimine yanıt olarak, oksidatif hasarı önlemek amacıyla içsel 

antioksidan sistemleri (örn. NADPH, GSH) artırmak ve aktive etmek için metabolik 

yolları yeniden düzenlemektedir (K. Wang vd., 2019). Kanser hücrelerinde metabolik 

açıklıklarının ve redoks dengesinin hedeflenmesi, kanser tedavisi için büyük umut 

vadetmektedir. Preklinik ve klinik çalışmalarda önemli çabalar sarf edilmiş ve ümit 

verici sonuçlar elde edilmiştir (De Berardinis & Chandel, 2016; Hay, 2016; Martinez-

Outschoorn vd., 2017). 

Kanser hücreleri, kemoterapinin neden olduğu artan oksidatif stresle oluşan 

oksidatif hasarı önlemek ve ROS seviyesini toksik eşiğin altında tutmak için 

metabolizmanın da aracılık ettiği indirgeyici moleküllerin üretilmesi ile güçlü ROS 

süpürücü, süperoksit dismutazlar (SOD’ler), katalaz (CAT), glutatyon peroksidazlar 

(GPX’ler) olmak üzere enzimatik olan; glutatyon (GSH), bilirubin, koenzim 

Q 10 (CoQ 10), melatonin olmak üzere enzimatik olmayan; ve selenyum gibi eksojen 

antioksidanlar olarak antioksidan savunma sistemleri geliştirmiştir (Trachootham vd., 

2009; Zahra vd., 2021). Antioksidan savunma sistemleri, redoks dengesini sürdürmek 

ve makromolekülleri oksidatif stresin neden olduğu hasarlardan korumak için ROS 

üretimi ve nötralizasyonu arasındaki dengeyi sürdürmektedir (Y. Wang vd., 2021).  

Antioksidan savunma mekanizmalarının çoğu, tripeptid molekül olan GSH’ye 

bağlıdır (Kennedy vd., 2020). GSH; glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden 

oluşmaktadır (Schumacker, 2015). Glutamat sistein ligaz (GCL) glutamat ve sistein’i 

birleştirerek gama-glutamilsistein’i oluşturmaktadır. Daha sonra glutatyon sentetaz (GS) 

gama-glutamilsistein’e glisin ekleyerek glutatyon’u sentezlemektedir (Y. Liu vd., 

2014). 

Hücrelerde en çok bulunan antioksidan glutatyon, ROS moleküllerinden biri olan 

hidrojen peroksit (H2O2) serbest radikallerini nötralize eden bir tripeptittir. GSH, ROS 

detoksifikasyonuna katkıda bulunurken GPX tarafından GSSG’ye oksitlenmektedir 

(Schumacker, 2015). GSSG, NADPH molekülünün NADP+ molekülüne dönüşümü ile 

birlikte glutatyon redüktaz (GR) tarafından tekrar GSH’ye indirgenmekte ve böylece 
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oksidatif hasarı önlemek için bir redoks döngüsü oluşmaktadır (Lv vd., 2019). Aynı 

zamanda GPX, substrat olarak GSH ile lipid peroksitleri (Lipid-OOH) toksik olmayan 

lipid alkollere (Lipid-OH) indirgemektedir. Bu karşılıklı dönüşüm döngüsü, 

hücrelerdeki serbest radikallerin sürekli olarak ortadan kaldırılmasını sağlamaktadır 

(Şekil 2.9) (Traverso vd., 2013). 

 

 

Şekil 2.9: Hücresel GSH'nin Antioksidan Rolü (Lv vd., 2019) 

 

Glutatyon redüktaz tarafından katalize edilen glutatyon rejenerasyonu, NADPH 

tarafından sıkı bir şekilde düzenlenmektedir (Gorrini vd., 2013). Hücrelerde NADPH’ın 

ana kaynağı pentoz fosfat yoludur (Pentose Phosphate Pathway; PPP). PPP kanser 

hücresinin çoğalması, büyümesi, hayatta kalması ve metastazını teşvik etmektedir. PPP, 

oksidatif ve non-oksidatif kısımlardan oluşmaktadır. Oksidatif kısım NADPH üretimi 

ile lipit ve glutatyon sentezinde, non-oksidatif kısım ise nükleotit sentezinde önemlidir 

(Patra & Hay, 2014). 

 



 

22 

 

2.4. Glutatyona Bağlı Antioksidatif Kapasite İnhibisyonu 

GSH, ROS nötralizasyonu, hücre proliferasyonu, enflamasyon, apoptoz gibi 

çeşitli süreçlerin düzenlenmesinde ve ayrıca ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda 

gereklidir (Bansal & Celeste Simon, 2018). Buna göre, kanserde hem biyobelirteç hem 

de terapötik hedef olarak GSH’nin rolü derinlemesine araştırılmıştır. Tümör 

hücrelerinde yüksek GSH seviyeleri, aşırı ROS birikimini azaltarak kanser hücresi 

proliferasyonunu, tümör progresyonunu ve metastazı teşvik edebilmektedir. Kanser 

hücrelerinde GSH metabolizmasını seçici olarak hedefleyen antineoplastik terapötik 

stratejiler, ROS modülasyonunun gücünü artırmak için etkili önlemlerdir (Y. Wang vd., 

2021). Çeşitli çalışmalar, ROS üreticileri veya antioksidan inhibitörler yoluyla daha 

fazla ROS yükselmesinin kanser hücrelerini seçici olarak öldürebileceğini ve çeşitli 

kanser hücrelerinde tümör büyümesini ve ilerlemesini baskılayabildiğini göstermiştir 

(Adhikary vd., 2010; Glasauer vd., 2014; Ren vd., 2011; Shaw vd., 2011; Trachootham 

vd., 2006; Wu vd., 2010). GSH inhibitörlerinin antikanser tedavileri ile 

kombinasyonlarının kanser hücrelerini öldürmek için faydalı olduğu 

kanıtlanabilmektedir (Gorrini vd., 2013). Hücre metabolizmasının ROS üretimi ve 

antioksidan yanıtı üzerindeki etkisine paralel olarak, GSH üretimi için gerekli olan PPP 

ve glutamin metabolizmasında yer alan enzimler de düzenlenmektedir (Avolio vd., 

2020). 

PPP’nin oksidatif kısmının ikinci adımını katalizleyen enzim olan glukoz-6-

fosfat dehidrogenaz GSH’nin rejenerasyonu için gerekli olan NADPH sentezinde 

önemli rol oynamaktadır. G6PDH’nin aşırı ekspresyonu çeşitli kanser türlerinde kötü 

prognoz ile ilişkilendirilmiştir (Compagno vd., 2009; Jiang vd., 2013; Quade vd., 2004; 

Rosenwald vd., 2002; Stearman vd., 2005). G6PDH, hücre içi redoks homeostazını 

koruyarak tümör büyümesini artırmaktadır (Cai vd., 2015). Bu nedenle G6PDH, 

kansere karşı potansiyel bir ilaç hedefi olarak görülmektedir (H. C. Yang vd., 2019). 

G6PDH’nin inhibisyonu kanser hücrelerinin kemoterapiye duyarlılığını yeniden 

sağlayabildiğinden PPP inhibisyonu kansere karşı iyi bir terapötik strateji olarak 

görülmektedir (Catanzaro vd., 2015; Jones & Schulze, 2012). Bu amaçla PPP enzimi 

olan G6PDH inhibisyonu için inhibitörler geliştirilmiştir (H. C. Yang vd., 2019). 

Polidatin (3,4′,5-trihidroksistilben-3-β-d-glukozit; trans-resveratrol 3-β-mono-D-

glukozit; piceid), PPP’nin hız sınırlayıcı enzimi olan G6PDH’nin bir inhibitörüdür. 
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Polidatin’in kanser hücrelerinde apoptoz indüksiyonu dahil olmak üzere birçok 

biyolojik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (Dandawate vd., 2016; Kong vd., 2016; H. 

Liu vd., 2011). Polidatin ile G6PDH inhibisyonu, kanser hücrelerinde NADPH 

üretiminin bozulmasına, dolayısıyla redoks dengesizliğine, ER stres oluşumuna, hücre 

döngüsünün tutuklanmasına ve apoptoz indüksiyonuna neden olmaktadır (Mele vd., 

2018). Daha önce gerçekleştirilmiş olan bir çalışmada, Polidatin oksaliplatin ile 

kombine uygulanarak HT-29 KRK hücrelerinin G0/G1 fazında birikimine neden olarak 

hücre proliferasyonunu inhibe etmiş ve apoptozu indüklemiştir (Zhang Dongmei; Zhang 

Yaming, 2016). Bu etkilerden dolayı G6PDH’nin hedeflenmesi ile kanser tedavilerinde 

yeni stratejiler geliştirilebilmekte ve umut vadedilmektedir.  

Kanserde antioksidan yanıtla ilgili olan diğer bir sıklıkla gerçekleşen metabolik 

değişiklik, plazmada en bol bulunan esansiyel olmayan amino asit olan glutamin’in 

yüksek talebidir. Protein sentezindeki rolünün yanı sıra, Gln, trikarboksilik asit döngüsü 

(TCA) için bir anaplerotik substrat olarak kullanılabileceğinden alternatif bir enerji 

kaynağını temsil etmektedir (Avolio vd., 2020). Anabolik süreçlerinde ilerlemesi için 

kanser hücreleri Gln alımını artırmaktadır (Eagle, 1955; Mohamed, Deng, Khuri, & 

Owonikoko, 2014). Kanser hücreleri aktive olan onkogenler ve inaktive olan tümör 

süpresörlerden dolayı glutamine bağımlı hale gelmektedir (Choi & Park, 2018). Bu 

değişiklikler kanser hücresinde Gln taşıyıcılarının ve Gln metabolizmasında yer alan 

enzimlerin ekspresyonlarının artırılmasını sağlamaktadır (Nagarajan vd., 2016). Gln 

hücreye alındıktan sonra glutaminoliz (glutamin katabolizması) gerçekleşmektedir. 

Glutaminaz enzimi, glutamin’in glutamat’a dönüşmesini sağlamaktadır. Daha sonra 

glutamat dehidrogenaz (GLUD) enzimi glutamat’ı α-ketoglutarat’a dönüştürmektedir. 

Glutamin ve metabolik dönüşüm ürünleri olan glutamat ve α-ketoglutarat, amino asitler, 

yağ asitleri, GSH, pürinler, pirimidinler, heksoaminler gibi önemli hücre bileşenlerinin 

biyosentezine azot veya karbon kaynağı olarak katkıda bulunmaktadır (Altman vd., 

2016; Deberardinis & Cheng, 2010; L. Yang vd., 2017). Glutamin, glutatyon sentezinde 

rol oynayarak ROS nötralizasyonuna katkıda bulunmaktadır. Glutamin, glutatyon’un 

tüm bileşenleri için öncüldür. Glutamin’in hücreye girişi, glutatyon sentezi için hız 

sınırlayıcı adımdır (Welbourne, 1979). Glutatyon seviyelerinin kanser hücrelerinde 

tümör gelişimi ve ilaç direnci ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Kanser hücrelerinde 

glutamin metabolizmasının hedeflenmesi kemoterapötik ilaçlara gösterilen direncin 



 

24 

 

tersine çevrilmesinde rol oynamaktadır (Altman vd., 2016). Bu sebeple antikanser 

tedavi stratejilerinde glutamin metabolizması üzerinden glutatyon’u hedeflemek umut 

vadetmektedir (Godwin vd., 1992).  

Kanser tedavilerinde glutaminaz potansiyel bir hedef olarak kabul edilmektedir 

ve bu nedenle GLS’ye özgü birkaç inhibitör geliştirilmiştir. Bu inhibitörler bis-2-(5-

fenilasetamido-1,3,4-tiya-diazol-2-il) etil sülfür (BPTES), 968 ve CB-839’dur (K. Wang 

vd., 2019). Bir 2-piridinasetamid olan CB-839 bileşiği (N- [5-[4-[6-[[2-[3-

(triflorometoksi)fenil]-asetil]amino]-3-piridazinil]bütil]-1,3,4-tiyadiazol-2-il]), en çok 

kullanılan glutaminaz inhibitörü olan BPTES analoğudur. CB-839, diğer GLS 

inhibitörlerinden farklı olarak yapılarında yüksek oranda reaktif fonksiyonel gruplar 

içermeyen yeni nesil bir inhibitördür (Zimmermann vd., 2016). CB-839, iyi bir oral 

biyoyararlanıma ve BPTES’e kıyasla 13 kat daha yüksek bir  enzim inhibisyon 

etkinliğine sahiptir (Gross vd., 2014). Bununla birlikte daha çok akciğer kanserinde 

olmak üzere, farklı kanser tiplerinde de gerçekleştirilmiş klinik araştırmalar 

bulunmaktadır (Riess vd., 2021; Study of CB-839 in Combination w/ Paclitaxel in 

Patients of African Ancestry and Non-African Ancestry With Advanced TNBC - Full 

Text View - ClinicalTrials.gov, 2017). PIK3CA-mutant KRK hücre hattında ve KRK 

fare modellerinde 5-FU’nun glutaminaz inhibitörü CB-839’un antitümör etkisini 

artırdığı gösterilmiştir. 5-FU ile CB-839 kombine uygulanması, PIK3CA-mutant KRK 

hücrelerinin transfekte edilmiş farelerde büyüme inhibisyonunu sağlamıştır (Y. Zhao 

vd., 2020). Aynı zamanda glutaminoliz’in deaktivasyonunun PIK3CA-mutant KRK 

hücrelerini aspirin’e bağlı büyüme inhibisyonuna duyarlılaştırdığı gösterilmiştir (Boku 

vd., 2020). KRK hücrelerinde glukoz taşıyıcı inhibitörü glutor ile glutaminaz inhbitörü 

CB-839 sinerjik etki göstererek hücre büyümesini inhibe etmiştir (Reckzeh vd., 2019). 

Birçok çalışma, GLS işlevinin inhibe edilmesi yoluyla kanser hücrelerinin hücre 

canlılığının ve proliferasyonunun azaltılabildiğini göstermektedir (Katt vd., 2019). CB-

839 bileşiği, bir glutaminaz inhibitörü olarak glutatyonun hedeflenmesi üzerinden 

antikanser tedavi stratejilerinin planlanmasında büyük umut vadetmektedir. 

Kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan kemoterapi yaklaşımlarında, 

hastanın yaşam kalitesini ve tedavi etkinliğini olumsuz yönde etkileyen birçok yan etki 

bulunmaktadır (Stein vd., 2003; Zhong vd., 2021). Günümüzde, kemoterapide yan 
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etkilerin azaltılması ve tedavi etkinliğinin artırılması amacıyla, konvansiyonel 

kemoterapötik ilaçlar ile birlikte farklı moleküler yolların hedeflenmesiyle kombine 

uygulanmasına ağırlık verilerek kanser tedavisinde yeni stratejilerin üretilmesine 

odaklanılmıştır (de la Cueva vd., 2013; Prete vd., 2018).  

Antioksidatif mekanizmada önemli rol oynayan glutatyon, tümör gelişimi ve 

tedavi etkinliğini olumsuz yönde etkileyen ilaç direnci ile doğrudan ilişki içindedir. 

Birçok çalışma, glutatyonun radyasyona ve DNA-reaktif ilaçlara (platin analogları ve 

klasik alkilleyici ajanlar) karşı dirençte yer aldığını göstermektedir. Bu nedenle, 

glutatyon’u hedefleyerek ve kemoterapötik ilaçlarla kombine ederek yeni kanser tedavi 

stratejileri oluşturmak antikanser tedavilerde gelecek vadetmektedir (Altman vd., 2016; 

Godwin vd., 1992). Bu bağlamda çalışma kapsamındaki amacımız; glutatyon’a bağlı 

antioksidatif kapasiteyi küçük molekül inhibitörler ile baskılayarak kolorektal kanser 

hücrelerinde 5-fluorourasil etkinliğini araştırmaktır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Kültürü 

Araştırmada HCT-116 (CCL-247, ATCC) ve HT-29 (HTB-38, ATCC) KRK 

hücre hatları kullanılmıştır (Şekil 3.10). HCT-116 ve HT-29 KRK hücreleri %10 fetal 

sığır serumu (FBS) (Cytiva CAT NO: SV30160.03), %1 (2 mM) L-Gln (Capricorn 

CAT NO: GLN-B) ve %1 (100 U/mL) Penisilin/streptomisin (PAN BIOTECH CAT 

NO: P06-07100) içeren RPMI-1640 (Biowest CAT NO: MS015H) besiyeri (tam ortam) 

içerisinde 37ºC %5 CO2 basıncına sahip nemli inkübatörde idame edilmiştir. 

a)                                                   b) 

  

Şekil 3.10: HCT-116 (a) ve HT-29 (b) Hücrelerinin Işık Mikroskobu Görüntüsü 

 

3.2. Hücre Pasajlanması 

Hücreler bulundukları flask içinde %60-70 konfluent olduklarında hücre 

pasajlama işlemi gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla ilk olarak, flask içerisinden besiyeri 

uzaklaştırılmıştır. Hücrelerin serumdan arındırılması için 75 cm2 flask içerisine 4 mL 

fosfat tamponlu tuz çözeltisi (1X PBS) (Capricorn CAT NO: PBS-1A) eklenmiş (25 

cm2 flask için 2 mL), yıkama yapılıp uzaklaştırılmıştır. Flask içerisine 1 mL %0,05 

tripsin-etilen diamin tetra asetik asit (tripsin-EDTA) (WISENT CAT NO: 325-043-EL) 

eklenmiş ve 75 cm2 flask içerisindeki hücreler 37 oC’de, %5 CO2 içeren ortamda 5 dk 

(25 cm2 flask için 2-3 dk) inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda tripsin’in hücre 

membranlarına zarar vermeye başlamasını engellemek için, mikroskopla bakıldığında 
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flask yüzeyinden ayrıldığı kabul edilen hücrelere, tripsinin inhibe edilmesi için 5 mL 

tam ortam eklenmiştir. Flask içerisindeki hücre süspansiyonu 15 mL santrifüj tüp 

içerisine alındıktan sonra 21 oC’de, 300 g’de 5 dk santrifüjlenmiştir. Santrifüj 

işleminden sonra süpernatant atılmış ve elde edilen hücre pelleti tam ortamla süspanse 

edilmiştir. Hücre süspansiyonu flask içerisine eklenmiş ve 37 oC’de, %5 CO2 içeren 

ortamda inkübe edilmiştir. 

 

3.3. Hücrelerin Stoklanması 

‘‘Hücre Pasajlanması’’ metotundaki gibi hücreler tripsinizasyon işlemi ile 

kaldırılmıştır. Flask içerisindeki hücre süspansiyonu 15 mL santrifüj tüp içerisine 

alındıktan sonra 21 oC’de, 300 g’de 5 dk santrifüjlenmiştir. Santrifüj işleminden sonra 

süpernatant atılmıştır. Elde edilen hücre pelleti üzerine her bir kriyovial tüp için 1 mL 

dondurucu medya (%10 DMSO + %90 FBS) eklenerek süspanse edilmiş ve kriyovial 

tüplerin içerisine dağıtılmıştır. Hızlı bir şekilde -80 oC’de bulunan, hücrelerin kademeli 

ve kontrollü bir şekilde donmasını sağlayan Mr. Frosty içerisine kaldırılmıştır.  

 

3.4. Hücrelerin Stoktan Çıkarılması 

Önceden 37 oC’ye ısıtılmış tam ortamdan 5 mL 15 mL santrifüj tüp içerisine 

eklenmiştir. Kriyovial tüp -80 oC’den alınarak sıcak su banyosunda hızlı bir şekilde 

çözülmüştür. Hücre süspansiyonu, içinde 5 mL tam ortam bulunan 15 mL santrifüj tüp 

içerisine ilave edilmiş ve 21 oC’de, 300 g’de 5 dk santrifüjlenmiştir. Santrifüj 

işleminden sonra süpernatant atılmış ve elde edilen hücre pelleti tam ortamla süspanse 

edilmiştir. Hücre süspansiyonu flask içerisine eklenmiş ve 37 oC’de, %5 CO2 içeren 

ortamda inkübe edilmiştir. 

 

3.5. Sülforodamin B Testi ile Canlılık Tayini 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde glutatyon inhibisyonunu hedefleyen 0,1-

10000 nM doz aralığında CB-839 (Cayman CAT NO: 22038), glutatyonun antioksidatif 

mekanizmadaki aktivitesini hedefleyen 1-100 µM doz aralığında Polidatin (Sigma-
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Aldrich CAT NO: 15721-25G), 0,5-200 µM doz aralığında 5-FU (Koçak Farma 1000 

mg/20 mL steril ), CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU kombinasyonlarının hücre 

canlılığı üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla Sülforodamin B (SRB) testi 

yapılmıştır. Sülforodamin B hücre canlılığı testi, SRB boyasının hücrelerdeki 

proteinlere bağlanma kabiliyetine dayanmaktadır. SRB, hafif asidik koşullar altında 

bazik amino asit kalıntılarına bağlanan ve bazik koşullar altında ayrışan iki sülfonik 

gruba sahip parlak pembe bir aminoksanten boyadır. SRB’nin bağlanması stokiyometrik 

olduğundan, boyalı hücrelerden ekstrakte edilen boya miktarı, hücre kütlesi ile doğru 

orantılı olmaktadır. SRB boyaması, hücresel metabolik aktiviteden bağımsızdır (Vichai 

ve Kirtikara, 2006). Bu nedenle sonucu negatif yönde etkilemesini elimine etmek için 

canlılık tayininde SRB testinin kullanımı tercih edilmiştir.  

HCT-116 ve HT-29 KRK hücreleri 96 kuyucuklu plakalara (Gibco Cell Star 

CAT NO: 655180) 5x103 hücre/kuyucuk olacak şekilde 100’er µL ortam içinde 

ekilmiştir. Gece boyu inkübasyonun ardından, test kuyucuklarındaki hücrelere ilaç 

uygulaması yapılmıştır. Negatif kontrol kuyucuklarındaki hücrelere ise ilaç çözeltisi ile 

aynı hacimde tam ortam eklenmiştir. İnkübasyon sonunda kuyucuklara distile su 

hazırlanan %50 (w/v) trikoloroasetik asit (TCA) (Biobasic CAT NO: TB0968) 

çözeltisinden 50 µL/kuyucuk eklenmiş ve 4 °C’de 60-90 dk fikse edilmiştir. Ardından 

TCA distile su ile 5 kere ardışık yıkamalarla uzaklaştırılmış ve %1 asetik asit içinde 

hazırlanan %0,4 (w/v) SRB solüsyonundan (ChemCruz CAT NO: sc-253615A) her 

kuyucuğa kuyucuk başına 50 µL eklenerek 30 dk oda sıcaklığında, karanlıkta inkübe 

edilmiştir. Bağlanmamış boyayı uzaklaştırmak için kuyucuklar %1 asetik asit 

(TEKKİM CAT NO: TK.010030.02501) çözeltisi ile 5 kere ardışık yıkanmış ve kapağı 

açık bırakılarak kurutulmuştur. Proteinlere bağlanan boya, 150 µL/kuyu 10 mM tris bazı 

(pH: 10,0) (Biotech CAT NO: TB0196) ile çözdürülmüş ve plaka yaklaşık 150 rpm’de 

en az 10 dk çalkalayıcıda çalkalanmıştır. Ardından 564 nm’de spektrofotometrik okuma 

(BMG Labtech, LUMIStar Omega) gerçekleştirilmiştir. Arkaplandan gelen sinyalleri 

elemek için 690 nm’de de okuma gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sinyaller, hücre 

canlılığına eşdeğer şekilde kuyucuklar arasında karşılaştırılmıştır.  

Kontrol grubu hücrelerinin canlılığı %100 kabul edilmiş ve ilaç uygulanan 

gruplardaki hücrelerin canlılığı aşağıda yer alan formül ile hesaplanmıştır. İlk olarak 



 

29 

 

564 nm’de ölçülen absorbans değerleri 690 nm’de ölçülen absorbans değerlerinden 

çıkartılmıştır. Her kuyucuğun absorbans değerinden kör kuyucukların absorbans 

değerlerinin ortalaması çıkartılmıştır. Her bir grubun ortalaması alınmış ve aşağıda yer 

alan formül uygulanmıştır. Her bir grup 6 teknik ve 3 biyolojik tekrar yapılmıştır. 

% Canlılık = [(100*İlaç uygulanan grubun absorbans ortalaması)/Kontrol 

grubunun absorbans ortalaması] 

 

3.6. GSH/GSSG Miktarı Tayini 

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hücrelerinde glutatyon inhibisyonunu 

hedefleyen CB-839 inhibitörünün redükte glutatyon ve okside glutatyon seviyelerindeki 

etkisinin belirlenmesi amacıyla GSH/GSSG miktarı tayini yapılmıştır. KRK 

hücrelerinde GSH/GSSG düzeylerini belirlemek amacıyla “GSH/GSSG Glo Assay 

(Promega CAT NO: V6611)” üretici talimatlarına uygun şekilde kullanılmıştır. Bu 

GSH/GSSG tayin kitinin prensibi, GSH ile reaksiyona girdiğinde güçlü fluoresan hale 

gelen non-fluoresan ve suda çözünür bir boyanın kullanımına dayanmaktadır.  

HCT-116 ve HT-29 KRK hücreleri 96 kuyucuklu plakalara 5x103 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde ekim yapılmıştır. Gece boyu inkübasyonun ardından, HCT-116 KRK 

hücreleri 0,1, 1, 10, 100 nM CB-839, HT-29 KRK hücreleri ise 1, 10, 100 nM CB-839 

ile 48 saat boyunca muamele edilmiştir. Kontrol kuyucuklarındaki hücrelere ise ilaç 

çözeltisi ile aynı hacimde tam ortam eklenmiştir. Sinyaller, lüminesans mikroplaka 

okuyucusu (BMG Labtech, LUMIStar Omega) ile tespit edilmiştir. 

 

3.7. NADP+/NADPH Oranı Tayini 

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hücrelerinde glutatyon’un antioksidatif 

mekanizmadaki aktivitesini hedefleyen Polidatin inhibitörünün NADPH ve NADP+ 

seviyelerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla NADP+/NADPH oranı tayini 

yapılmıştır. KRK hücrelerinde NADP+/NADPH düzeylerini belirlemek amacıyla 

“NADP+/NADPH GloTM Assay Kit (Promega CAT NO: G9081)” üretici talimatlarına 

uygun şekilde kullanılmıştır. Bu testte yer alan reaktifler NADP+ ve NADPH için 

spesifiktir ve NAD+ veya NADH’yi tespit etmez. Oksitlenmiş (NADP+) ve indirgenmiş 
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(NADPH) formların miktarını ayrı ayrı tayin etme protokolü, asidik ve bazik pH’daki 

formların diferansiyel stabilitelerinden yararlanılarak tespit edilmektedir. 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücreleri 96 kuyucuklu plakalara 5x103 hücre olacak 

şekilde ekim yapılmıştır. Gece boyu inkübasyonun ardından, hücrelere 100 µM 

Polidatin 48 saat boyunca muamele edilmiştir. Kontrol kuyucuklarındaki hücrelere ise 

ilaç çözeltisi ile aynı hacimde tam ortam eklenmiştir. Standart olarak 0-400 nM arasında 

değişen NADP+ (Santa Cruz CAT NO: sc-202724) konsantrasyonları kullanılmıştır. 

NADP+ ve NADPH düzeyleri, lüminometrik olarak bir mikroplaka okuyucusu (BMG 

Labtech, LUMIStar Omega) ile ölçülmüştür. 

 

3.8. DCFHDA Boyası ve Akış Sitometrisi İle ROS Düzey Analizi 

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hücrelerinde glutatyon inhibisyonunu 

hedefleyen CB-839, glutatyonun antioksidatif mekanizmadaki aktivitesini hedefleyen 

Polidatin, CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU kombinasyonlarının ROS 

seviyesindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla DCFHDA boyası (Sigma CAT NO: 

D6883) ve akış sitometrisi ile ROS düzey analizi yapılmıştır. Hücre membranından 

geçebilen fluoresan olmayan DCFHDA, hücresel esteraz’ın asetil gruplarını ayırmasıyla 

DCFH oluşmaktadır. ROS varlığında DCFH’nin yeşil renkli fluoresan özelliğe sahip 

2′,7′-diklorofloresein’e (DCF) oksidasyonu gerçekleşmektedir (Kim & Xue, 2020).  

HCT-116 ve HT-29 KRK hücreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk başına 

15x104 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. HCT-116 KRK hücrelerine 100 nM CB-

839, HT-29 KRK hücrelerine 100 nM CB-839 ve iki KRK hücre hattına da 100 µM 

Polidatin küçük molekülleri uygulandıktan 2 saat sonra 50 µM 5-FU ilacı 48 saat 

boyunca muamele edilmiştir. Kontrol kuyucuklarındaki hücrelere ise ilaç çözeltisi ile 

aynı hacimde tam ortam eklenmiştir. Pozitif kontrol olarak 12,5 mM H2O2 (Sigma CAT 

NO: 18304-1L) kullanılmıştır. İnkübasyon sonunda kuyucuklardan ortam 

uzaklaştırılmıştır. Kuyucuk başına 700 µL 10 µM DCFHDA boyası eklenmiş ve 

37ºC’de 30 dk inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda DCFHDA boyası kuyucuklardan 

uzaklaştırılmıştır. ‘‘Hücre Pasajlanması’’ metotundaki gibi hücreler tripsinizasyon 

işlemi ile kaldırılmıştır. Kuyucuklardaki hücre süspansiyonu 1,5 mL santrifüj tüp 
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içerisine alındıktan sonra 21 oC’de, 300 g’de 5 dk santrifüjlenmiştir. Santrifüj 

işleminden sonra süpernatant atılmış ve elde edilen hücre pelleti PBS ile süspanse 

edilmiştir. Akış sitometrisi cihazında (BD Biosciences AC6531180147) okuma 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.9. Akış Sitometrisi İle Süperoksit Anyonu Düzey Analizi 

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hücrelerinde glutatyon inhibisyonunu 

hedefleyen CB-839, glutatyonun antioksidatif mekanizmadaki aktivitesini hedefleyen 

Polidatin, CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU kombinasyonlarının süperoksit anyonu 

seviyesindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla akış sitometrisi ile ROS düzey analizi 

yapılmıştır. KRK hücrelerinde ROS düzeyinin belirlenmesi amacıyla “Muse Oksidatif 

Stres Kiti (Luminex CAT NO: MCH100111)” kullanılmıştır. Muse Oksidatif Stres Kiti, 

süperoksit radikallerinin hücre içi tespitine dayanarak oksidatif strese maruz kalan 

hücrelerin sayısını ve yüzdesini aynı anda belirlemektedir. Muse Oksidatif Stres 

solüsyonu hücre membranından geçebilmekte ve dihidroetidyum (DHE) içermektedir. 

DHE süperoksit anyonları ile reaksiyona girdiğinde oksidasyona uğrayarak kırmızı 

fluoresan ışıma vermektedir.  

Bu testi gerçekleştirmek amacıyla HCT-116 ve HT-29 KRK hücreleri 6 

kuyucuklu plakalara 1x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde 1,5’er mL ortam içinde 

ekilmiştir. Gece boyu inkübasyonun ardından, test kuyucuklarındaki hücrelere 100 nM 

CB-839, 100 µM Polidatin, 50 µM 5-FU, CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonları 48 saat boyunca muamele edilmiştir. İnkübasyon sonunda ‘‘Muse 

Oksidatif Stres Kiti (Luminex CAT NO: MCH100111’’ kullanılarak üretici 

talimatlarına uygun şekilde gerçekleştirilmiştir. Muse Cell Analyzer (Millipore) 

cihazında okuma gerçekleştirilmiştir. 

 

3.10. Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür Boyaları İle Apoptoz 

Analizi 

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hücrelerinde glutatyon inhibisyonunu 

hedefleyen CB-839, glutatyonun antioksidatif mekanizmadaki aktivitesini hedefleyen 
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Polidatin, CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU kombinasyonlarının apoptoz 

üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla Hoechst 33342 (ChemCruz CAT NO: sc-

495790) ve propidyum iyodür (PI) (Biolegend CAT NO: 421301) boyaması yapılmıştır. 

Hoechst hücrede dsDNA’nın A-T bölgelerine bağlandığında mavi renk ışıma veren 

nükleik asit boyasıdır. Hoechst boyaması ile apoptozun göstergelerinden olan DNA 

fragmantasyonu gözlemlenebilmektedir (Chazotte, 2011). PI hücre membranından 

geçemeyen ve DNA’ya bağlanan kırmızı renk fluoresan boyadır. PI hücre membran 

intaktlığı bozulduğu zaman hücre içine girebilmekte ve ölü hücreyi göstermektedir 

(Dengler vd., 1995). 

Bu deneyi gerçekleştirmek amacıyla 96 kuyucuklu plakalara 5x103 

hücre/kuyucuk olacak şekilde 100’er µL besiyeri içinde hücreler ekilmiştir. Gece boyu 

inkübasyonun ardından, test kuyucuklarındaki hücrelere ilaç uygulaması yapılmıştır. 

İnkübasyon sonunda kuyucuklardan besiyeri uzaklaştırılmıştır. Kuyucuk başına 50 µL 

PBS içinde hazırlanan 5 µg/mL Hoechst ve 2 µg/mL PI boyası eklenmiş ve oda 

sıcaklığında 20 dk inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda fluoresan mikroskobunda 

kuyucukların görüntüleri alınmıştır. 

 

3.11. İstatistiksel Analiz 

Yapılan deneylerin sonuçları GraphPad Prism 9 kullanılarak istatistiksel olarak 

analiz edilmiştir. Gruplar arası anlamlılık düzeyleri Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis 

non-parametrik testleri ile belirlenmiştir. P<0,05 %95 CI anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. CB-839 HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinin Canlılığını 

Azaltmıştır 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde 48 saat boyunca uygulanan glutatyon 

inhibisyonunu hedefleyen 0,1-10000 nM doz aralığında glutaminaz inhibitörü CB-

839’un hücre canlılığı üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla SRB testi yapılmıştır. 

CB-839 HT-29 hücrelerinin canlılığını 100 nM’da, HCT-116 hücrelerinin canlılığını 10 

nM’da düşürmeye başlamıştır (Şekil 4.11). Sonraki deneyler için HT-29 hücrelerinde 

canlılığı düşüren ilk doz 100 nM, canlılığı etkilemeyen en yüksek doz 10 nM ve 

canlılığı etkilemeyen en yüksek dozdan bir önceki doz 1 nM CB-839; HCT-116 

hücrelerinde canlılığı düşüren ilk doz 10 nM, canlılığı etkilemeyen en yüksek doz 1 nM 

ve canlılığı etkilemeyen en yüksek dozdan bir önceki doz 0,1 nM CB-839 olarak doz 

seçilmiştir.  
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Şekil 4.11: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839’un hücre canlılığı üzerindeki 

etkisi SRB testi ile gösterilmiştir. 

 

4.2. CB-839 HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinde GSH ve GSSG 

Miktarını Azaltmıştır 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde glutatyon inhibisyonunu hedefleyen 

glutaminaz inhibitörü CB-839’un seçilen dozlarda redükte glutatyon ve okside 

glutatyon seviyelerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla GSH/GSSG miktarı tayini 
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yapılmıştır. İki hücre hattında da CB-839’un dozu artıkça GSH ve GSSG miktarının 

azaldığı görülmüştür. CB-839’un glutaminazı inhibe ettiği gösterilmiştir (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839’un GSH ve GSSG miktarlarına 

etkisi  ‘‘GSH/GSSG Glo Assay’’ ile gösterilmiştir. 
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4.3. Polidatin HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinin Canlılığını 

Değiştirmemiştir 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde 48 saat boyunca uygulanan glutatyonun 

antioksidatif mekanizmadaki aktivitesini hedefleyen 1-100 µM doz aralığında glukoz-6-

fosfat dehidrogenaz inhibitörü Polidatin’in hücre canlılığı üzerindeki etkisinin 

belirlenmesi amacıyla SRB testi yapılmıştır. Polidatin HT-29 ve HCT-116 hücrelerinin 

canlılığını etkilememiştir (Şekil 4.13). Sonraki deneyler için iki hücre hattında da 100 

µM dozu seçilmiştir.  
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Şekil 4.13: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde Polidatin’in hücre canlılığı üzerindeki 

etkisi SRB testi ile gösterilmiştir. 

 

4.4. Polidatin HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinde NADP+/NADPH 

Oranını Artırmıştır 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde glutatyonun antioksidatif mekanizmadaki 

aktivitesini hedefleyen glukoz-6-fosfat dehidrogenaz inhibitörü Polidatin’in NADPH ve 

NADP+ seviyelerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla NADP+/NADPH oranı tayini 

yapılmıştır. İki hücre hattında da Polidatin’in NADP+/NADPH oranını minimal düzeyde 

artırdığı görülmüştür. Polidatin’in glukoz-6-fosfat dehidrogenazı inhibe ettiği 

gösterilmiştir (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.14: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde Polidatin’in NADP
+
/NADPH oranına 

etkisi  “NADP
+
/NADPH GloTM Assay’’ ile gösterilmiştir. 

 

4.5. 5-fluorourasil HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinin Canlılığını 

Azaltmıştır 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde 48 saat boyunca uygulanan 0,5-200 µM 

doz aralığında 5-FU’nun hücre canlılığı üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla SRB 

testi yapılmıştır. HT-29 ve HCT-116 hücrelerinde 5-FU’nun yaklaşık IC50 (Inhibitory 

Concentration 50; Yarı Maksimum İnhibitör Konsantrasyon) konsantrasyonu 50 µM 

bulunmuş ve sonraki deneyler için bu doz seçilmiştir (Şekil 4.15). 
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Şekil 4.15: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde 5-FU’nun hücre canlılığı üzerindeki 

etkisi SRB testi ile gösterilmiştir. 
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4.6. CB-839 İle 5-FU ve Polidatin İle 5-FU Kombinasyonları 

İlaçların Tek Başına Uygulanmasına Kıyasla HCT-116 ve HT-29 

Hücrelerinin Canlılığını Düşürmemiştir 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının hücre canlılığı üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla SRB testi 

yapılmıştır. HCT-116 ve HT-29 hücrelerine seçilen dozlarda CB-839 uygulandıktan 2 

saat sonra 50 µM 5-FU 48 saat boyunca uygulanmıştır. İki hücre hattında da CB-839  

5-FU’nun etkinliğini etkilememiştir. HCT-116 ve HT-29 hücrelerine seçilen dozda 

Polidatin uygulandıktan 2 saat sonra 50 µM 5-FU 48 saat boyunca uygulanmıştır. İki 

hücre hattında da Polidatin 5-FU’nun etkinliğini etkilememiştir (Şekil 4.16).  

 

 

Şekil 4.16: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının hücre canlılığı üzerindeki etkisi SRB testi ile gösterilmiştir. 
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4.7. HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinde CB-839 İle 5-FU ve 

Polidatin İle 5-FU Kombinasyonları ROS Seviyesini 

Değiştirmemiştir 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının ROS seviyesindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla akış sitometrisi 

ile ROS analizi yapılmıştır. Pozitif kontrol olarak 12,5 mM H2O2 hücrelere 

uygulanmıştır. Kontrole kıyasla H2O2 uygulanan hücrelerde ROS seviyesinin arttığı 

gösterilmiştir. İki hücre hattında da CB-839, Polidatin ve kombinasyonların ROS 

seviyesini etkilemediği görülmüştür (Şekil 4.17). 
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Şekil 4.17: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının ROS seviyesine etkisi akış sitometrisi ile ROS analizi 

yapılarak gösterilmiştir. 

 

4.8. HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinde CB-839 İle 5-FU ve 

Polidatin İle 5-FU Kombinasyonları Süperoksit Anyonunun 

Seviyesini Etkilememiştir 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının süperoksit radikali seviyesindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla 

akış sitometrisi ile ROS analizi yapılmıştır. İki hücre hattında da CB-839, Polidatin ve 

kombinasyonların süperoksit radikali seviyesini etkilemediği görülmüştür (Şekil 4.18-

19).  
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Şekil 4.18: HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının süperoksit radikali seviyesindeki etkisi akış sitometrisi ile 

ROS analizi yapılarak gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.19: HCT-116 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının süperoksit radikali seviyesindeki etkisi akış sitometrisi ile 

ROS analizi yapılarak gösterilmiştir. 

 

4.9. HCT-116 ve HT-29 Hücrelerinde CB-839 İle 5-FU ve 

Polidatin İle 5-FU Kombinasyonlarının Hücre Ölümünü 

Tetiklememiştir 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının hücre ölümü üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla Hoechst/PI 

boyaması yapılmıştır. İki hücre hattında da CB-839, Polidatin ve kombinasyonların 

hücre ölümünü tetiklemediği görülmüştür (Şekil 4.20).  
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Şekil 4.20: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının hücre ölümü üzerine etkisi Hoechst/PI boyaması yapılarak 

gösterilmiştir. 
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5. TARTIŞMA 

Kolorektal kanser rektum veya kolonda oluşan benign hücrelerden oluşan 

poliplerin zamanla malign transformasyon geçirmesiyle başlamaktadır (Colon cancer - 

Symptoms and causes - Mayo Clinic, 2021). KRK dünya çapında insidans açısından 

üçüncü sırada ancak mortalite açısından ikinci sırada yer alan kanser türüdür (Sung vd., 

2021). Kolorektal kansere sebep olan çevresel ve genetik faktörler, kolon epitel 

hücrelerinde kansere özgü özelliklerin kazanılmasını teşvik etmektedir (Hanahan & 

Weinberg, 2000, 2011; Kuipers vd., 2015). Hanahan ve Weinberg 2000 ve 2011 

yıllarında ortaya çıkardığı kanserin temel ve ayırt edici özelliklerinden biri olan enerji 

metabolizmasının yeniden programlanması, kanser hücrelerinin sağkalımını sağlayan 

bir araç kazandırmaktadır (Yao vd., 2020; Zou vd., 2020). Bu nedenle, kanser 

hücrelerinin metabolik düğümlerini belirlemek ve hedeflemek, kanser hastalarında ümit 

vaadeden terapötik yaklaşımlar teşkil etmektedir (Tang vd., 2021). Bu çalışmamızda 

kanserin ayırt edici özelliklerinden biri olan metabolik değişimlere odaklanılmıştır. 

Kanser hastalığı için birçok terapi yaklaşımları benimsenmiştir (Stefani vd., 

2017). Bu benimsenen yöntemlerin avantajları kadar tedavi etkinliğini olumsuz yönde 

etkileyen yan etkileri de bulunmaktadır (Fillion vd., 2003; V. Mishra vd., 2018; Stein 

vd., 2003; Usta Yeşilbalkan vd., 2005). Bu sebeple terapi yaklaşımlarının yan etkilerini 

ve antikanser ilaç direncini azaltacak etkili hedef tedavi arayışları devam etmektedir 

(Palumbo vd., 2013). Hedefe yönelik moleküller ile kemoterapötik ilaçların düşük 

dozlarının kombine uygulanması ile kemoterapinin sebep olduğu yan etkiler 

azaltılabilmekte ve tedavinin etkinliği artırılabilmektedir (Zhong vd., 2021). Flor atomlu 

bir urasil analoğu olan 5-fluorourasil, KRK tedavisinde en yaygın kullanılan 

kemoterapötik ilaçtır (Heidelberger vd., 1957; Longley vd., 2003; G. J. Peter & Van 

Groeningen, 1991). 5-FU bazlı kemoterapiye yanıt oranları, ileri seviye KRK için 

birinci basamak tedavide yalnızca %10-15 aralığındadır (Douillard vd., 2000). Bundan 

dolayı günümüzde, hedefe yönelik moleküller ile kemoterapötik ilaçların kombine 

uygulanması kanser tedavisinde gelecek vadetmektedir (Hingorani vd., 2016; Prete vd., 

2018; Zhong vd., 2021).  
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5-FU, önemli hücresel mekanizmalara müdahale ederek, tetiklediği hasara yanıt 

olarak hücre ölümlerinden biri olan apoptozun indüksiyonuna sebep olmaktadır (H. 

Wang, 2020). Kemoterapötik ilaçlar kanser hücrelerini seçici olarak öldürmede reaktif 

oksijen türlerini sitotoksik seviyede artırmak için kullanılmaktadır (Y. Wang vd., 2021). 

Kanser hücreleri, ROS seviyesinin yükselmesine yanıt olarak, oksidatif hasarı 

engellemek amacıyla antioksidan sistemleri (örn. NADPH, GSH) artırmaktadır (K. 

Wang vd., 2019). Kanserde çoğu antioksidan savunma mekanizmaları, tripeptid 

molekül olan glutatyona bağlıdır (Kennedy vd., 2020; Schumacker, 2015). GSH 

seviyelerinin tümör gelişimi ve antikanser ilaç direnci ile bağlantılı olduğu 

belirtilmektedir (Altman vd., 2016). Kanser hücrelerinde redoks dengesinin ve 

antioksidan sistemlerin hedeflenmesi, antikanser tedavi için ümit vericidir (De 

Berardinis & Chandel, 2016; Hay, 2016; Martinez-Outschoorn vd., 2017). 

ROS nötralizasyonuna glutatyon sentezinde rol oynayarak katkıda bulunan 

glutamin, GSH’nin tüm bileşenleri için öncüldür (Welbourne, 1979). Antikanser 

tedavilerde glutamin’in glutamat’a dönüşümünü katalizleyen glutaminaz enzimi 

potansiyel bir hedef olarak kabul edilmektedir. Bundan dolayı GLS’ye özgü inhibitörler 

geliştirilmiştir (K. Wang vd., 2019). En çok kullanılan GLS inhibitörü CB-839 

bileşiğidir (Zimmermann vd., 2016). CB-839 bileşiği, bir GLS inhibitörü olarak 

GSH’nin hedeflenmesi üzerinden antikanser tedavi stratejilerinin geliştirilmesinde 

gelecek vadetmektedir.  

ROS nötralizasyonunda NADPH, antioksidan molekül olan GSH’nin 

rejenerasyonunu sıkı bir şekilde düzenlenmektedir (Gorrini vd., 2013). NADPH’nin 

hücrelerde ana kaynağı olan pentoz fosfat yolunda yer alan glukoz-6-fosfat 

dehidrogenaz NADPH sentezinde önemli rol oynamaktadır (Compagno vd., 2009; Jiang 

vd., 2013; Quade vd., 2004; Rosenwald vd., 2002; Stearman vd., 2005). G6PDH'nin 

inhibisyonu kanser hücrelerinin kemoterapiye duyarlılığını tekrardan sağlayabildiğinden 

PPP inhibisyonu antikanser tedavide iyi bir terapötik strateji olarak görülmektedir 

(Catanzaro vd., 2015; Jones & Schulze, 2012). G6PDH’nin inhibitörü olan Polidatin’in 

kanser hücrelerinde apoptoz indüksiyonu dahil olmak üzere birçok biyolojik etkiye 

sahip olduğu gösterilmiştir (Dandawate vd., 2016; Kong vd., 2016; H. Liu vd., 2011). 

Bu bağlamda çalışma kapsamındaki amacımız; glutatyon’a bağlı antioksidatif 



 

45 

 

kapasiteyi küçük molekül inhibitörler ile baskılayarak kolorektal kanser hücrelerinde 5-

fluorourasil etkinliğini araştırmaktır. 

Bu bilgiler ışığında, HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde glutatyon 

inhibisyonunu hedefleyen glutaminaz inhibitörü CB-839’un hücre canlılığı üzerindeki 

etkisinin belirlenmesi amacıyla SRB testi; redükte glutatyon ve okside glutatyon 

seviyelerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla GSH/GSSG miktarı tayini yapılmıştır. 

SRB testi hücresel metabolik aktiviteden bağımsız olduğundan bu inhibitörün canlılık 

tayininde SRB testinin kullanımı tercih edilmiştir. CB-839 konsantrasyonu artırıldıkça 

HCT-116 ve HT-29 hücrelerinin canlılığını azaltmıştır. HCT-116 hücrelerinin CB-839 

inhibitörüne HT-29 hücrelerinden daha duyarlı olduğu görülmüştür. Sonraki deneylerde 

uygulanacak CB-839 için hücrelerin canlılığı düşüren ilk doz, canlılığı etkilemeyen en 

yüksek doz ve canlılığı etkilemeyen en yüksek dozdan bir önceki doz seçilmiştir. İki 

hücre hattında da seçilen konsantrasyonlarda CB-839’un dozu artıkça GSH ve GSSG 

miktarının azaldığı görülmüş ve böylece CB-839’un glutaminazı inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Zhao ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, HCT-116 WT (doğal tip) 

hücrelerinin HCT-116 PIK3CA mutant hücrelerden µM konsantrasyonlarındaki CB-

839’a daha az duyarlı olduğu ve KRAS mutasyonlarının KRK hücrelerinin glutamin 

bağımlılığı üzerinde hiçbir etkisi olmadığı gösterilmiştir. CB-839’un HCT-116 

hücrelerinde GSH/GSSG oranını azalttığı belirlenmiştir. HCT-116 hücrelerinde CB-

839’un 5-FU ile kombinasyonunda apoptotik hücrelerin yüzdesinin arttığı ve CB-

839’un 5-FU’nun sitotoksisite mekanizma hedefi olan TS enziminin inhibisyonunu 

arttırdığı da görülmüştür (Y. Zhao vd., 2020). CB-839’un glutaminaz inhibisyonunu 

gerçekleştirdiğini Gross ve arkadaşlarının meme kanseri hücreleri ile yaptığı 

çalışmadaki gibi glutamin ve glutamat seviyelerinin ölçülmesi ile de gösterilebilir 

(Gross vd., 2014).  

Davidson arkadaşlarıyla yaptığı çalışmada glutaminazın CB-839 ile inhibe 

edilmesine rağmen TCA’da glutamin türevli karbon atomuna rastlanmış buna karşın 

hücre canlılığında azalma görülmüştür. Böylece enerji üretiminin ve hücre canlılığının 

farklı mekanizmalarla ilerleyebileceği görülmektedir. Bu sonuç CB-839’un en büyük 

dezavantajlardan biri olan seçici bir özgüllüğe sahip olmadığını göstermektedir 

(Davidson vd., 2016). CB-839’un etkisine daha detaylı bakmak amacıyla metabolit 
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ölçümleri yapılarak daha çok araştırılabilir. Derlenen bir çalışmada farklı kanser 

tiplerinin farklı metabolik fenotiplere sahip olduğu bildirilmiştir. Akciğer, karaciğer 

kanseri gibi kolorektal kanser de glikolitik fenotipe sahiptir. Böylelikle kolorektal 

kanser glutamine bağımlı hale gelmemektedir (Lehúede vd., 2016). Bu çalışmada HCT-

116 ve HT-29 KRK hücrelerinin glutamin bağımlılığını tespit etmek amacıyla glutamin 

varlığında ve yokluğunda SRB testi ile hücre canlılığına bakılmıştır. Literatürle uyumlu 

olarak HCT-116 ve HT-29 hücrelerinin glutamine bağımlı olmadığı görülmüştür. 

Dolayısıyla CB-839 etkin etki gösterememiştir (Şekil 5.21). 
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Şekil 5.21: HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde glutamin bağımlılığını göstermek 

amacıyla SRB testi yapılmıştır. 

 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde glutatyonun antioksidatif mekanizmadaki 

aktivitesini hedefleyen G6PDH inhibitörü Polidatin’in hücre canlılığı üzerindeki 

etkisinin belirlenmesi amacıyla SRB testi; NADPH ve NADP+ seviyelerindeki etkisine 

bakılması amacıyla NADP+/NADPH oranı tayini yapılmıştır. Polidatin HCT-116 ve 

HT-29 hücrelerinin canlılığını etkilememiştir. Polidatin için iki hücre hattında da %0,1 

DMSO oranında ve uygulanan en yüksek doz olan 100 µM seçilmiştir. Chen ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada, HCT-116 hücrelerinde Polidatin’in hücre canlılığı 

üzerindeki etkisine mitokondriyel dehidrogenazların metabolik aktivitesine dayanan bir 

yöntem olan CCK-8 metotu ile bakılmış ve Polidatin’in hücre canlılığını azalttığı 

görülmüştür (Chen vd., 2019). İki hücre hattında da Polidatin’in NADP+/NADPH 
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oranını minimal düzeyde artırmasıyla glukoz-6-fosfat dehidrogenazı inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Mele ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, meme kanseri hücrelerinde 

Polidatin’in NADP+/NADPH oranını anlamlı şekilde artırdığı belirlenmiştir (Mele vd., 

2018). 

Kanser hücrelerinde NADPH homeostazı Şekil 5.22’de gösterildiği gibi temel 

olarak pentoz fosfat yolu, folat aracılı tek karbon metabolizması, malik enzimler (ME), 

NAD kinaz (NADK), nikotinamid nükleotit transhidrojenaz (NNT), sitozolik veya 

mitokondriyal NADP’ye bağlı izositrat dehidrogenaz (IDH1 ve IDH2), glutamin 

metabolizması ve yağ asidi oksidasyonu (FAO) dahil olmak üzere çeşitli metabolik 

yollar ve enzimler tarafından düzenlenmektedir (Ju vd., 2020). Bununla birlikte, 

hücrelerdeki genel NADPH üretimi için, bu yolların ve enzimlerin NADPH üretimine 

nispi katkısı belirsizliğini korumaktadır. Son zamanlarda yapılan araştırmalar, hücresel 

NADPH’nin kanser hücrelerinde büyük ölçüde PPP, folat aracılı tek karbon 

metabolizması ve ME tarafından üretilebileceğini göstermektedir (Fan vd., 2014; L. Liu 

vd., 2016). Bu bilgiler, çalışmamızda G6PDH inhibisyonu ile PPP inhibisyonu yoluyla 

kanser hücrelerinde NADPH seviyesinin büyük ölçüde azaltılmasının mümkün 

olmadığını açıklayabilmektedir. 

 

 

Şekil 5.22: Kanserde NADPH Homeostazının Moleküler Mekanizmaları (Ju vd., 2020) 
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HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde kemoterapötik ilaç olan 5-FU’nun hücre 

canlılığı üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla SRB testi yapılmıştır. 5-FU HCT-

116 ve HT-29 hücrelerinin canlılığını düşürmüştür. İki hücre hattında da 5-FU’nun 

yaklaşık IC50 konsantrasyonu 50 µM bulunmuş ve sonraki deneyler için bu doz 

seçilmiştir. 

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının hücre canlılığı üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla SRB testi 

yapılmıştır. İki hücre hattında da CB-839 ve Polidatin 5-FU’nun azalttığı canlılığa 

katkıda bulunmamıştır. Bae ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, yüksek doz 

Polidatin’in (300 µM) kolorektal kanser hücrelerinde 5-FU’ya duyarlılığı artırdığı 

gösterilmiştir (Bae vd., 2021). Zhao ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada ise, KRK 

hücrelerinde CB-839’un, 5-FU’nun aktif bileşik olan FdUMP’ye (Fluorodeoksiüridin 

monofosfat) dönüşümünü kolaylaştıran bir enzim olan UPP1’in (Üridin fosforilaz 1) 

ekspresyonunu düzenleyerek 5-FU’nun tümör inhibe edici etkisini artırdığı 

gösterilmiştir (Y. Zhao vd., 2020). CB-839’un multipl miyelom hücrelerinde 

karfilzomib ile sinerji oluşturduğu, apoptozu ve endoplazmik retikulum stresini 

indüklediği (Thompson vd., 2017)  ve akciğer kanserinde ise erlotinib ile kombinasyon 

uygulandığında etkin etki gösterdiği ve apoptozu tetiklediği (Momcilovic vd., 2017) 

gösterilmiştir.  

HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU 

kombinasyonlarının ROS seviyesindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla akış sitometrisi 

ile ROS analizi; hücre ölümü üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla Hoechst/PI 

boyaması yapılmıştır. İki hücre hattında da CB-839, Polidatin ve kombinasyonların 

ROS seviyesini etkilemediği ve hücre ölümünü tetiklemediği görülmüştür. Kolorektal 

kanser dahil birçok kanser türünde Polidatin’in ROS seviyesini artırdığı ve apoptozu 

indüklediği gösterilmiştir (De Gregorio vd., 2022; Shah vd., 2022). Bu sonucun aksine 

Zhang ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, meme kanseri hücrelerinde DCFHDA 

boyası ve akış sitometrisi kullanılarak ROS düzey analizi ile Polidatin’in ROS 

seviyesini azalttığı ve daha önce literatürde Polidatin’in antioksidan özellik gösterdiği 

bildirilmiştir. Polidatin’in ROS/PI3K/AKT/HIF1α/HK2 yolunu inhibe etmesi ve 2-

deoksi-d-glukoz ile kombinasyonunda meme kanseri hücrelerinde apoptoza yol açtığı 
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görülmüştür (Zhang vd., 2019). Zhao ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, 20 µM CB-

839 ile 5-FU kombinasyonunun ROS seviyesini artırdığı ve apoptozu tetiklediği 

gösterilmiştir (Y. Zhao vd., 2020). 

Zhao ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, hepatoselüler karsinom hücresi 

HepG2, servikal karsinomdan izole edilen ölümsüz olan hücre HeLa ve akciğer kanser 

hücresi A549’da Artesunat’ın ROS’a bağlı apoptoz ve sitotoksisite üzerindeki etkisi 

araştırılmıştır. HeLa ve A549 hücrelerinde H2O2 sitotoksisiteyi önemli ölçüde 

indüklerken, HepG2 hücrelerinde sitotoksisiteyi indüklememiştir. Bu hücre hatlarında 

GSH ve GSSG miktarlarına baktıklarında HepG2 hücrelerinde GSH/GSSG oranı diğer 

hücrelerinkinin iki katı bulunmuştur. Glutatyon inhibisyonu HeLa ve A549 hücrelerinde 

Artesunat’ın indüklediği sitotoksisiteyi artırmış fakat HepG2 hücrelerinde artırmamıştır. 

Bu hücrelere GSH eklendiğinde HeLa ve A549 hücrelerinde Artesunat’ın indüklediği 

sitotoksisiteyi önlemiştir. Bu iki hücre hattında da GSH’nin ROS nötralizasyonuna 

katıldığını göstermektedir. HepG2 hücrelerinde katalaz aktivitesinin daha yüksek 

olduğu gösterilmiştir. Bu hücrelerde katalaz inhibisyonu ROS’a duyarlılığı artırmıştır 

(M. X. Zhao vd., 2019). HCT-116 ve HT-29 KRK hücrelerinde de katalaz gibi diğer 

antioksidan moleküllerin aktivitesi araştırılmalıdır. 
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6. SONUÇ, ÖNERİLER VE TOPLUMA KATKI 

Kanser hücrelerinde antioksidan kapasite inhibisyonunun terapötik bir strateji 

olarak kullanımı özgün ve yeni bir yaklaşım sağlamaktadır. Bu çalışmamızın amacı 

kolorektal kanser hücrelerinde glutatyon aktivitesinin küçük molekül inhibitörler ile 

baskılanmasının, 5-fluorourasil’in etkinliği üzerindeki rolünün araştırılmasıdır. Sonuçta, 

CB-839 ve Polidatin inhibitörleri ile glutatyona bağlı antioksidan sistem inhibisyonu, 5-

fluorourasil’in etkinliğine katkıda bulunmamıştır. 

Kanser hücrelerinde NADPH homeostazı çeşitli metabolik yollar ve enzimler 

tarafından düzenlenmektedir. Bu bilgi kolorektal kanser hücrelerinde sadece pentoz 

fosfat yolunun inhibisyonuyla hücre içi NADPH seviyesinin büyük ölçüde 

düşürülmesinin mümkün olmayacağını açıklayabilmektedir. Çalışmamızın sonucuna 

göre kolorektal kanser hücrelerinde sanılanın aksine glutatyon inhibisyonu kanser tedavi 

stratejilerinin oluşturulmasında etkin görülmemiştir. Literatürde bir çalışmada kanser 

türleri arasında farklı antioksidan yolakların daha baskın olabileceği gösterilmiştir. 

Kolorektal kanser hücrelerinde de antioksidan moleküllerin aktiviteleri ve ilişkili 

oldukları yolakların mekanizmaları ayrıntılı araştırılmalıdır. 
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