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OZET

HT-29 INSAN KOLON KANSERI HUCRE HATTINDA ERiODICTYOL VE
BRUSATOL’UN 5-FLOROURASIL iLE KULLANIMININ HUCRE
CANLILIGI VE APOPTOZ UZERINDEKI POTANSIYEL ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Buse ARDIL
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Mehlika ALPER
Mart 2022, 98 sayfa

Kanser 6nemli 6liim nedenlerinden biridir. Kanserin tedavisi i¢in kullanilan geleneksel
yontemlerin yan etkileri nedeniyle, kanseri 6nlemek veya tedavi etmek i¢in yeni
stratejiler gelistirilmesine yonelik ¢alismalar hiz kazanmistir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda kanser tedavisinde kombine yaklagimin 6nemi vurgulanmistir. Cok eski
caglardan beri insanoglunun basvurdugu doga aktif ve giivenli anti-kanser ajanlari i¢in
biiyiik bir zenginlige sahiptir.

Kolorektal kanser en sik teshis edilen kanserler arasindadir. Bu hastaligin tedavisinde
geleneksel olarak cerrahi yontem ve kemoterapinin yani sira tedaviyi gelistirmenin ve
yan etkileri ertelemenin potansiyel bir yolu olarak kombinasyon veya ¢ok bilesenli
tedavi gosterilmektedir. Bu calismada bildigimiz kadariyla ilk defa ticari Eriodictyol
ve Brusatol’iin insan kolon kanseri/kolorektal kanser hiicre hattinda (HT-29 hiicre
hatt1) 5-FU antikanser ilaci ile birlikte kullanimlariin hiicre canliligi lizerindeki
etkilerinin belirlenmesinin yani1 sira apoptoz iizerindeki potansiyel etkilerinin de
degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu amacla dncelikle etken maddelerin ayr1 ayr1 ve
kombine uygulamalarinin HT-29 hiicre hattinda hiicre canlilig1 izerindeki etkileri doz
ve zamana bagli olarak MTT deneyi ile arastirilmistir ve her bir etken maddenin ICsp
degeri belirlenmistir. 1Cso degerleri dikkate alinarak etken maddelerin ayri ayri ve
kombine uygulamalarinin HT-29 hiicre hattinda hiicre canlilig1 izerindeki etkileri 24,
48 ve 72 saat i¢in degerlendirilmistir ve kombinasyon indeksi degerleri hesaplanmistir.
Brusatol veya Eriodictyol’iin ICso ve 1Cso/2 konsantrasyonlari ile 5-FU’nun ICsp
konsantrasyonlari ile yapilan kombinasyon uygulamalarinin apoptoz iizerindeki etkisi
ise Annexin V/P1 boyama ve apoptotik genlerin Real-Time PCR analizi ile 48 saat igin
arastirtlmistir. Ayrica etken maddelerin tek basina ve kombin uygulamalarinin hiicre
dongii profili lizerindeki etkisi de 48 saat i¢in incelenmistir. En diisiik ICso degerleri
Brusatol icin hesaplanmistir. Brusatol’iin 24, 48 ve 72. saatler i¢in hesaplanan ICsg
degerleri sirasiyla 109.5, 1.15 ve 0.96 uM’dir. Kombinasyon uygulamalarinda
hesaplanan K1 degerleri farklilik gdstermektedir. Brusatol ve 5-Florourasil’in yapilan
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kombin uygulamalar1 arasinda Brusatol’iin  ICso ve 1Cso/2 degerindeki
konsantrasyonlar1 ile 5-FU’nun ICsg ve [Cs0/2 degerindeki konsantrasyonlari ile
yapilan kombin uygulamalarin ortak olarak 24 ve 48 saatte sinerjik etki gosterdigi
belirlenmistir. 48 saatte Eriodictyol’tin ICso/2 degerindeki konsantrasyonu ile 5-
FU’nun ICsp Ve 1Cso/2 degerindeki konsantrasyonlarinin yani sira Eriodictyol’iin ICsg
ve 5-FU’nun ICso/2 degerindeki konsantrasyonlar1 ile yapilan kombin uygulamalarin
etkisinin sinerjik oldugu goriilmiistiir. Brusatol’dan farkli olarak Eriodictyol’iin 5-FU
ile 72 saat kombin uygulamalarinda sinerjik etki belirlenmistir. Brusatol, Eriodictyol
ve 5-FU’nun test edilen ii¢cli kombinasyonlarinin ise her inkiibasyon zamani igin
antagonist oldugu tespit edilmistir. Brusatol’in 5-FU ile denenen kombin
uygulamalarinda toplam apoptotik hiicre yilizdesinin etken maddelerin tek baslarina
neden oldugu toplam apoptotik hiicre yilizdesine kiyasla daha fazla oldugu
belirlenmistir. Real time PCR analizi sonuglarina gore test edilen genler igerisinde bax
ve kaspaz-3 apoptotik gen seviyesindeki anlamli artis Brusatol ve 5-FU’nun ICsg
degerindeki konsantrasyonlar: ile yapilan kombinasyonda tespit edilmistir. Bununla
birlikte Brusatol ve Eriodictyol’iin tek baslarina HT-29 hiicrelerinde kontrole kiyasla
ozellikle S evresindeki hiicre yiizdesinde artisa neden oldugu belirlenmistir.
Brusatol’iin 5-FU ile kombinasyon uygulamalarinda yine 6zellikle S evresindeki hiicre
yiizdesinin kontrole kiyasla daha fazla oldugu gorilmiistir. 48 saat icin yapilan
deneylerden elde edilen veriler Eriodictyol’e gore Brusatol’iin tek basina veya 5-FU
ile kombinasyon halinde HT-29 hiicrelerinde apoptotik hiicre yiizdesinde artisa neden
olabilecegini géstermistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler 6zellikle kolon kanserine
kars1 kombin veya diger alternatif yaklagimlarina temel veri saglayabilir. Yapilacak in
vivo calismalar bu etken maddelerin kullanimina yonelik calismalara katki
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Eridictyol, Brusatol, HT-29 hiicre hatti, hiicre canlilig1, apoptoz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL EFFECTS OF ERIODICTYOL
AND BRUSATOL WITH 5-FLOROURACIL ON CELL VITALITY AND
APOPTOSIS IN HT-29 HUMAN COLON CANCER CELL

Buse ARDIL
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mehlika ALPER

March 2022, 98 pages

Cancer is one of the major causes of death. Due to the side effects of traditional
methods used for the treatment of cancer, studies on developing new strategies to
prevent or treat cancer have gained momentum. In recent studies, the importance of a
combined approach in cancer treatment has been emphasized. Nature has a great
wealth of active and safe anti-cancer agents, which mankind has applied to since
ancient times.

Colorectal cancer is among the most frequently diagnosed cancers. Combination or
multicomponent therapy is traditionally indicated for the treatment of this disease
alongside surgery and chemotherapy as a potential way to improve treatment and delay
side effects. In this study, it was aimed to determine the effects of commercial
Eriodictyol and Brusatol together with 5-FU anticancer drug in human colon
cancer/colorectal cancer cell line (HT-29 cell line) on cell viability for the first time as
far as we know, as well as to evaluate the potential effects on apoptosis. For this
purpose, first of all, the effects of separate and combined applications of active
substances on cell viability in the HT-29 cell line were investigated depending on dose
and time with the MTT experiment, and the 1Csg value of each active substance was
determined. Considering the ICso values, the effects of the individual and combined
applications of the active substances on cell viability in the HT-29 cell line were
evaluated for 24, 48 and 72 hours, and the combination index values were calculated.
The effects of combination treatments with I1Cso and 1Cs0/2 concentrations of Brusatol
or Eriodictyol and ICso concentrations of 5-FU on apoptosis were investigated for 48
hours by Annexin V/PI staining and Real-Time PCR analysis of apoptotic genes. In
addition, the effect of the combined applications of the active substances on the cell
cycle profile was also investigated for 48 hours. The lowest ICso values were calculated
for Brusatol. The 1Cso values of Brusatol calculated for 24, 48 and 72 hours are 109.5,
1.15 and 0.96 uM, respectively. CI values calculated in combination applications
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differ. Among the combined applications of Brusatol and 5-Fluorouracil, it was
determined that the ICso and 1Cso/2 value of Brusatol and the combined applications
of 5-FU with the ICsp and 1Cs0/2 value of the combined applications showed a
synergistic effect in 24 and 48 hours. It has been observed that the effect of combined
applications with the ICs0/2 concentration of Eriodictyol and the ICso and 1Cs0/2
concentrations of 5-FU in 48 hours, as well as the 1Cso and ICso/2 value of Eriodictyol
concentrations, is synergistic. Unlike Brusatol, a synergistic effect was determined in
the combination of 5-FU with Eriodictyol for 72 hours. The triple combinations of
Brusatol, Eriodictyol and 5-FU tested were found to be antagonists for each incubation
time. It was determined that the percentage of total apoptotic cells in combined
applications of Brusatol with 5-FU was higher than the percentage of total apoptotic
cells caused by the active substances alone. According to the results of real time PCR
analysis, a significant increase in the level of bax and caspase-3 apoptotic genes among
the tested genes was detected in combination with the 1Cso concentrations of Brusatol
and 5-FU. However, it was determined that Brusatol and Eriodictyol alone caused an
increase in the percentage of cells in HT-29 cells compared to the control, especially
in the S phase. In the combination applications of Brusatol with 5-FU, it was observed
that the percentage of cells, especially in the S phase, was higher than the control. Data
from experiments for 48 hours showed that Brusatol, alone or in combination with 5-
FU, can cause an increase in the percentage of apoptotic cells in HT-29 cells compared
to Eriodictyol. The data obtained from this study can provide basic data for
combination or other alternative approaches, especially against colon cancer. In vivo
studies will contribute to studies on the use of these active substances.

Keywords: Eridictyol, Brusatol, HT-29 cell line, cell viability, apoptosis
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1. GIRIS

Hiicre ve dokulan etkileyen kanser (Klug ve Michaels, 2002), anormal hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiimesi ile karakterize edilen genis bir hastalik grubunu tanimlamak i¢in
kullanilan genel bir terimdir (Hannahan ve Weinberg, 2000). Kanser, hiicrelerin koklii
metabolik ve davranissal degisiklikler gecirdigi ¢ok asamali bir siirectir (Merlo vd.,
2006). Diinyada en onemli 6lim nedenlerinden biri olan kanserin tedavisinde
kullanilan yontemler cerrahi girisim, kemoterapi ve 1sinla tedavi olmak iizere {i¢ ana
baslik altinda toplanabilir (Olgen vd., 2002). Ancak bu tedavi ydntemleri hem tiiméor
dokusuna hem de normal dokuya zarar verebilmektedir (Tran vd., 2017). Bununla
birlikte hormon terapisi ve ¢esitli biyolojik yontemlerin kullanilmasi1 gibi farkl
yaklasimlar da mevcut diger yontemlere destek olacak sekilde uygulanabilir. Her
yontemin kendine 6zgili avantaj ve dezavantajlar1 bulundugundan ayrica tedaviler
kisiden kisiye farklilik gdsterebildiginden kanserin tedavisi i¢in kesin bir yontemin

varligindan s6z etmek miimkiin olmamaktadir (Baykara, 2016).

Bitkiler, hayvanlar ve minerallerin de dahil oldugu dogal {iriinler ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde tarih boyunca yer almistir. Birgok ilag, ya dogal iirlin ya da bunlarin
tiirevleri oldugundan, dogal iirlinler ilag arastirmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Lahlou, 2013). Kemoterapotik ilaglara karst direncin hizla gelismesi nedeniyle kanser
tedavisi i¢in yeni ilaglarin arastirilmasi hala oncelikli hedeflerdendir. Ayrica,
genellikle bazi kanser kemoterapi ilaglar1 ve bunlarin istenmeyen yan etkileri ile iliskili
yiiksek toksisite, tedavi edilemeyen tiimorlere kars1 daha az yan etkili ve daha yiiksek
terapotik etkinlikli yeni aktif anti-timor ilaglarina olan talebi arttirmaktadir. Dogal
tiriinler 6nemli anti-kanser ajanlaridir. Anti-tiimor etki gosteren bilesenlerin gesitli
mekanizmalar ile etki ettikleri bilinmektedir. Bunlar arasinda apoptozu indiikleme,
mitokondriyal permeabilizasyon, sinyal iletiminde veya hiicresel metabolizmada
gorevli anahtar enzimlerin inhibisyonu ve tiimor kaynakli anjiyogenezi inhibe etme

sayilabilir (Demain ve Vaishnav, 2011).

Geleneksel ilaglarin yiiksek maliyeti, yan etkileri ve terapotik kisitlamalari nedeniyle,
bitkisel tedaviler yeniden 6nem kazanmastir. Bitkiler, belirli sentetik ve farmasotik
koruyucu ve terapotik ajanlarla sinerjistik aktiviteye sahip olabilir (Gullet vd., 2010).

Dogal biyoaktif molekiiller, tiimor hiicresi davranisini degistirerek ve birka¢ anormal



olarak aktiflestirilmis sinyal yolunu hedefleyerek karsinojenez siirecine miidahale

edebilir (Fabiani, 2020; Nobili vd., 2009).

Iki veya daha fazla terapédtik ajanimn birlikte kullanimi ile yapilan tedavi ydntemi
kombinasyon terapisi olarak bilinir ve bu tedavi sekli kanser tedavisinin temel tasidir
(Bayat Mokhtari vd., 2017). Kanser tedavisinde kombine yaklagimin etkisi ayri
uygulama {izerindeki etkilerine gore sinerjistik (artmis), antagonistik (azaltilmis) ve
aditif/6zdes olarak ayrilabilmektedir (Rejhova vd., 2018). Monoterapi yaklasimina
kiyasla anti-kanser ilaglarinin birlikte kullanilmasinin tipik olarak sinerjik veya ek bir
sekilde anahtar yolaklar1 hedefledigi i¢in etkinligi arttirdigi belirtilmistir. Bununla
birlikte bu yaklasimin potansiyel olarak ila¢ direncini azaltirken ayni zamanda timor
biiyiimesini ve metastatik potansiyeli azaltmak, mitotik olarak aktif hiicreleri
tutuklamak ve apoptozu indiiklemek gibi terapdtik anti-kanser faydalar sagladig: ifade
edilmistir. Kullanilan ajanlardan biri kemoterapotik oldugunda kombinasyon tedavisi
toksik olabilse de farkli yollar hedefleneceginden toksisitenin 6nemli 6l¢iide daha az
olmasi s6z konusudur. Béyle bir durumda, her bir ilacin daha diisiik terapdtik dozaji

gerekli olacaktir (Bayat Mokhtari vd., 2017).

Kolorektal kanser dnemli bir halk saglig1 sorunudur ve en sik teshis edilen iiciincii
kanserdir (Favoriti vd, 2016). Kolerektal kanserin geleneksel tedavisi arasinda cerrahi
yontem ve kemoterapi yer almaktadir. En yaygin kullanilan kemoterapdtik ajanlar
platin tirevleri (oksaliplatin), antimetabolitler (kapesitabin, 5-florourasil),
topoizomeraz inhibitdrleri (irinotecan) ve Tegafur / urasil (UFT) 'dir. Ileri kolerektal
kanserin birinci basamak kemoterapisi 5-florourasil (5-FU) ile 16kovorinin (folinik
asit) tek basina veya oksaliplatin ile kombinasyon halinde kullanimina dayanmaktadir.
Metastatik kolorektal kanser tedavisinin 5-FU veya irinotekan ile kombinasyonundan
olustugu bildirilmistir. Bununla birlikte ileri kolorektal kanserde 5-FU monoterapisine
genel yanit oraninin %10-15 ile siirli oldugu ifade edilmektedir. Tedaviyi
gelistirmenin ve yan etkileri ertelemenin potansiyel bir yolu olarak kombinasyon veya
cok bilesenli tedavi gosterilmektedir. Diger sitotoksik ilaglarla birlikte 5-FU’nun
kullantminin tedaviye yanit oranlarini arttirabilecegi ve ayni zamanda bu ilaglarin
istenmeyen reaksiyonunu da azaltabilecegi belirtilmistir. Bazi dogal bilesikler,
geleneksel sitotoksik tedaviyi duyarli hale getirebilir, ilacin etkin konsantrasyonunu

gliclendirebilir, uygulanan terapdtiklerin kombine etkisini kuvvetlendirebilir veya



spesifik olarak tiimor hiicreleri lizerinde sitotoksik etkilere neden olabilir (Rejhova vd.,

2018).

Eriodictyon californicum, Millettia duchesnei, Eupatorium arnottianum ve Rosa
canina gibi birgok bitkiden ekstrakte edilebilen Eriodictyol (Wang vd., 2016) meyve
ve sebzelerde, 6zellikle limon gibi turunggillerde bulunan dogal bir flavanoiddir (Lee
vd., 2015). Kuassinoid brusatol’iin ilk olarak 1968'de Brucea sumatrana

tohumlarindan izole ve karakterize edildigi bildirilmistir (Cai vd., 2019).

1.1.Kanser

Kanser terimi, ilk kez Hipokrat tarafindan tiimorii tanimlamak i¢in Yunanca
"karsinom" ve "Karkinos" kelimelerinden tiiretilmistir (Safarzadeh vd., 2014). Diinya
capinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olmaya devam eden kanser, hiicresel
homeostaz ve fonksiyonunun geri doniisiimsiiz olarak bozulmasiyla tetiklenen
heterojen bir hastaliktir. Kanser ilerlemesi, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasinin yani sira, neoplastik hiicre popiilasyonunda biiyiik bir genislemeye
yol agan apoptotik fonksiyonlarin kaybinin bir sonucudur (Abotaleb vd., 2019).
Anormal hiicre biiyiimesi (neoplazi), hastaligin biyolojik son noktasidir. Cevre
dokularin ve uzak organlarin tiimér hiicresi invazyonu, ¢ogu kanser hastasinda
morbidite ve mortalitenin baslica nedenidir (Seyfried ve Shelton., 2010). Hanahan ve
Weinberg (2011), proliferatif sinyallesmeyi siirdiirmek, biiyiime baskilayicilarindan
kagcinmak, bagisiklik yikimindan kaginmak, replikatif oliimsiizliigii etkinlestirme,
tiimor tesvik eden inflamasyon, invazyon ve metastazi aktive etmek, damar sistemini
indiikleme veya erigme, genom kararsizli§i ve mutasyon, hiicre 6liimiine direng ve
hiicresel metabolizmanin diizenlenmesine sahip on temel 6zelligin kotii huylu hiicre
biiyiimesinin altinda yatabilecegini 6ne siirmiislerdir. Hanahan (2022), ise bu belirtilen
ozelliklere ek olarak polimorfik mikrobiyomlar, yaslanan hiicreler, mutasyonel
olmayan epigenetik programlama ve fenotipik plastisitenin kildini agmak olmak tizere

dort yeni 6zellik 6ne stirmiistiir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1.Kanserin ézellikleri (Hanahan., 2022°den tiirkgelestirilmistir.)

Kanserin kokeni ve ilerlemesi, hiicre i¢indeki birgok faktére (6r; mutasyonlar,
bagisiklik kosullar1 ve hormonlar) ve ayrica ¢evreden gelen dis faktorlere (6r; sigara,
kimyasallar, bulagici organizma ve radyasyonlar) baglidir (Abbas ve Rehman., 2018).
Onceki raporlar, diinyada gelismekte olan ve gelismis iilkeler arasindaki kanser
morbidite dagilimindaki farkliliklar1 gbstermis ve tiim kanserlerin yaklasik %90-
95'inin sigara, alkol tiikketimi, obezite, diyet, fiziksel hareketsizlik gibi yasam tarzi
faktorlerine bagl oldugunu kalan %5-10’unun ise kalitsal genlerden kaynaklandigini

belirtmistir (Kikuchi vd., 2019).

1.1.2. Kanser Tedavi Yontemleri

Malignitenin taninmasindan bu yana, arastirmalarin ¢ogu, kanser i¢in kaliteli tedavi
yaklasimlariin yeni yontemlerini kesfetmektir. Halen, diinya ¢apinda devam eden
tiim tibbi tedavi denemelerinin %60'indan fazlasi kansere odaklanmaktadir. Tedavi
secimi ve ilerlemesi, kanserin tipine, lokalitesine ve ilerleme asamasina baghdir.
Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi geleneksel ve en yaygin kullanilan kanser tedavi
yontemlerinden bazilaridir. Modern yontemler arasinda sunlar sayilabilir: hormon
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bazli tedavi, anti-anjiyojenik yontemler, kok hiicre tedavileri, immiinoterapi, dendritik
hiicre bazli immiinoterapi ve kombine terapi. Geleneksel kanser tedavisi yontemleriyle
iliskili yan etkiler, yeni kanser tedavisi yontemlerinin belirlenmesine yd&nelik

calismalara hiz kazandirmistir (Abbas ve Rehman., 2018; Rejhova vd., 2018).

1.1.1.1 Cerrahi Miidahale

Kemoterapi ve radyoterapiye kiyasla ¢evre dokulara en az zarar1 garanti ettigi icin
cerrahi miidahale bir¢ok iyi huylu ve kétii huylu timoriin en umut verici ve geleneksel
tedavilerinden biri olarak disiiniilmektedir. Tercih edilen tedavi secenegi olarak
goriilmesinin bir baska nedeni de, gereksiz doku hasari riski olmadan timoriin
cikarilabilmesidir (Abbas ve Rehman., 2018). Cerrahi, kanser hiicrelerinin dolagima
daha fazla dokiilmesine neden olur, dolasimdaki hiicrelerin hayatta kalmasina izin
veren anti-timor bagisikligini bastirir, hedef organlardaki adhezyon molekiillerini
yeniden diizenler, timor hiicrelerini tutabilen bagisiklik hiicrelerini toplar ve hedef
dokuda ve kanser hiicrelerinin kendisinde go¢ii artirmak Ve invazyon igin

degisikliklere neden olur (Tohme vd., 2017).

1.1.1.2 Radyasyon Terapisi

Kanser tedavisinde radyasyon, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in kullanilan fiziksel bir
varlik olarak tanimlanabilir. Tedavide kullanilan radyasyon tiirii iyonlastiric
radyasyondur. Gelen radyasyon biyolojik cisimlerdeki parcaciklarin elektriksel olarak
ylklenmesine neden olur; bu nedenle, "iyonize edici"dir ve enerji bu sekilde 1sinlardan
viicudun gectigi hiicrelere aktarilir. Bu enerji, kanser hiicrelerini dogrudan 6ldirebilir
veya genetik olarak onlar1 apoptoza ve hiicre Oliimiine neden olacak sekilde
degistirebilir. Radyasyon terapisi, lokalize kanserleri tedavi etmek igin kullanilir;
ayrica lokal kontrol (tedavi edilen bolgede niiks olmaksizin tam yanit) veya lokal
olarak ilerlemis veya yayilmis kanserlerde semptom rahatlama saglayabilir. Cerrahi
ile kombinasyon halinde ve ayrica radyasyon oncesinde, sirasinda veya sonrasinda
sistemik kemoterapi ile kombinasyon halinde siklikla kullanilir (Abbas ve Rehman.,
2018; Jaffray ve Gospodarowicz., 2015).



1.1.1.3 Kemoterapi

Kemoterapi, boliinme yeteneklerini oOldiirerek ve apoptozu zorlayarak tiimdriin
ilerlemesini durdurur. Viicudun normal biyolojik isleyisi, fazla hiicreleri veya hasarl
hiicreleri uzaklastirarak yeni hiicrelerin olusumunu saglamaktir. Buna karsilik, timor
hiicreleri, apoptoz tarafindan kontrol edilmediginden, sinirsiz boliinme kapasitesine ve
Olumsiizliige sahiptir. Bu nedenle, normal hiicre ¢ogalmasinin hiicre oliimii ile
dengelendigi ve diizenlendigi durumlarda, kanserli kitlelerde hiicre ¢ogalmasinin
hiicre oliimiine orani yiiksektir. Kemoterapi yontemi, tiimor hiicrelerinde biiyiimeyi
durdurmalar1 veya 6lmeleri i¢in degisiklikler meydana getirmek iizere hareket eder;
bu nedenle kemoterapatik ilaglar sitostatik (biyolojik ilaglar) ve sitotoksik olarak ikiye
ayrilir (Abbas ve Rehman., 2018). Sitostatik ilaglar, kanser hiicrelerine kars1 dogrudan
sitotoksik aktivite olmaksizin tiimor biiylimesini inhibe etme yeteneklerine sahiptirler.
Bu ilaglar, hiicresel DNA veya RNA'y1 ve bunlarin metabolizmasini hedefleyerek
hiicre ¢ogalmasina miidahale eder. Mevcut antikanser ilaglarinin biiyiik ¢cogunlugu,
kanser hiicrelerini Oldiirmek, bdylece tiimorleri yok etmek veya kiigiiltmek icin
tasarlanmis sitotoksik ajanlardir (Millar ve Lynch., 2003) Bununla birlikte,
kemoterapoétik ilaglar normal hiicreleri de hedef alir ve bu da doza bagl olarak sag
dokiilmesi, bulanti, yorgunluk, kusma vb. gibi gesitli yan etkilere neden olabilir.
Yogun kemoterapi tedavisinin bir sonucu olarak, hastalarin bagisiklig1 baskilanir; bu,
karmagik enfeksiyonlara ve dolayisiyla 6lime neden olabilir. Abbas ve Rehman.,
(2018) kesfedilen kemoterapotik ilaglardan toplam 132 tanesinin FDA onayli
oldugunu belirtmistir. Bu ilaclar, spesifik olarak tiimor hiicrelerini hedef almak ve
onlar1 genotoksik etki, yani reaktif oksijen tiirlerinin tretimi ile 6ldiirmek igin
tasarlanmistir. Bununla birlikte, bir dereceye kadar viicudun normal hiicreleri de bu

ilaglardan etkilenir (Cizelge 1.1.).

Tek bagina veya kombinasyon tedavileri seklinde kemoterapide kullanilan ilaglarin
100'den fazla oldugu bilinmektedir. Her bir ilag farkli bir kimyasal yapiya ve bilesime
sahiptir. Cerrahi ve radyasyon ile tedavi yontemleri invaziv ve hedefe yonelik
prosediirler olsa da, kemoterapi esas olarak sistemiktir ve kanser hiicrelerine ulagsmak

i¢in viicutta dolasmaktadir (Abbas ve Rehman vd., 2018; Schirrmacher., 2018).



Cizelge 1.1. Cesitli anti-kanser kemoterapotik ila¢ siniflar: ve érnekleri (Abbas ve Rehman.,

2018’den tiirkcelestirlmistir.)

Simif

[laclarin isimleri

Alkilleyici ajanlar

Nitrojen hardallari: mekloretamin, klorambusil,
siklofosfamid (Cytoxan ®), ifosfamid ve melfalan
gibi

Nitrozotireler: streptozosin, karmustin (BCNU) ve
lomustin gibi

Alkil siilfonatlar: busulfan

Triazinler: dakarbazin (DTIC) ve temozolomid
(Temodar®)

Etileminler: tiotepa ve altretamin
(hekzametilmelamin)

Antimetabolitler

5-Florourasil (5-FU)
6-Merkaptapurin (6-MP)
Kapesitabin (Xeloda®)
Kladribin

Klofarabin

Sitarabin (Ara-C®)
Floksuridin

Fludarabin

Gemsitabin (Gemzar®)
Hidroksiiire
Metotreksat

Pemetreks (Alimta®)
Pentostatin

Tioguanin

Antrasiklinler

Daunorubisin

Doksorubisin (Adriamisin®)
Epirubisin

Idarubisin

Mitotik
inhibitorler

Taksanlar: paklitaksel (Taxol®) ve dosetaksel
(Taxoten®)

Epotilonlar: iksabepilon (Ixempra®)

Vinka alkoloidler: vinblastin (Velban®), vinkristin
(Oncovin®) ve vinorelbin (Navelbine®)
Estramustin (Emcyt®)

Hormon
kemoterapotik
ilaglar

Prednizon, metilprednizolon (Solu-Medrol®) ve
deksametazon (Decadron®)




1.1.1.4 Hormon Terapisi

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler, hormonlarin hiicre
bliylimesinde ve malign hiicrelerin dlizenlenmesindeki roliinii netlestirmistir.
Erkeklerde tiimorlerin yaklasik %25'inin, kadinlarda ise %40'min hormonal temele
sahip oldugu bilinmektedir. Hormonal tedavi, kemoterapi ile iligkili herhangi bir
sitotoksisite olmaksizin kanseri tedavi etmede etkilidir. Steroid hormonu ve bu tiir
hormon benzeri ilaglar lenfoma, 16semi ve multip]l miyelom gibi kanserlerin

tedavisinde kullanilir (Abbas ve Rehman., 2018).

1.1.1.5 Antianjiyogenez Inhibitorleri

Tiimo6r hiicrelerinin beslenmesi kan damarlar tarafindan saglanir ve bu damarlarin
timdr dokular1 i¢inde gelismesine anjiyogenez denir. "Anjiyogenez 150 Neoplazma
inhibitdrleri" olarak bilinen bazi kimyasal inhibitorler, timor hiicrelerine giden kan
akisin1 kesebilir. Bu anjiyojenik inhibitorler (talidomid, interferon, bevacizumab
(Avastin), cilengitide (EMD 121974) ve cediranib (Recentin) VVB-111) bazen her
ilacin terapdtik etkinligini artirmak amaciyla kemoterapoétik ilaglarla kombinasyon

halinde uygulanir (Abbas ve Rehman vd., 2018).

1.1.1.6 Kanser Tedavisinde Kok Hiicrelerin Rolti

Kok hiicreler, kemik iliginde bulunan ve herhangi bir viicut hiicresine farklilagsma
yetenegi olan farklilasmamis hiicrelerdir. Kok hiicre tedavi stratejisi de gilivenli ve
etkili oldugu diisiiniilen kanser tedavi segeneklerinden biridir (Abbas ve Rehman vd.,
2018). Kok hiicreler hem embriyonik hem de yetigskin insan dokularindan izole
edilebilir, in vitro olarak genisletilebilir veya manipiile edilebilir ve ardindan yeniden
asilanabilir. En 6nemlisi, kok hiicreler (hem endojen hem de transplantasyon sonrasi)
onlar1 tiimor tedavisinde hedeflenmis dagitim vektorleri olarak kullanim icin ¢ekici
kilan giiclii patotropik Ozelliklere sahiptir. Kanser kok hiicrelerinin rol oynadigi
tiimorler icin ii¢ olasilik vardir. Ilk olarak, normal k&k hiicrelerin veya progenitdr
hiicrelerin kanser kok hiicrelerine mutasyonu, birincil tiimoriin gelismesine yol
acabilir. Ikincisi, kemoterapi sirasinda birincil tiimér hiicrelerinin cogu yok edilebilir,
ancak kanser kok hiicreleri yok edilmezse direngli kanser kok hiicreleri haline gelirler

ve tiimdriin niiksetmesine yol acabilirler. Ugiinciisii, kanser kok hiicreleri birincil



timorden uzak bolgelere goc edebilir ve metastaza neden olabilir. Teorik olarak,
kanser kok hiicrelerinin tanimlanmasi, kanserdeki hiicreleri hizla bolmek yerine kanser
kok hiicrelerini hedef alan tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.
Bu, kanser biiylimesinde kalan hiicrelerin sinirli proliferatif kapasiteye sahip olmasi
nedeniyle kanseri tedavi edebilir (Sagar vd., 2007). Kok hiicre uygulamasi heniiz
deneysel klinik deneme asamasindadir (Abbas ve Rehman., 2018).

1.1.1.7 Kanser Immiinoterapisi Icin Otolog Dendritik Hiicre Asilar

Immiinoterapi, bagisiklik sistemini manipiile ederek hastaliklarin tedavisi olarak
tamimlanan daha genis bir terimdir. immiinoterapi aktif immiinoterapi ve pasif
immiinoterapi olarak iki tipe ayrilmaktadir. Kronik bulasici hastaliklarin veya kanserin
tedavisi giiniimiizde immiinoterapinin temel amacidir bununla birlikte diizenleyici
mekanizmalari, uygun antijenin tanimlanmasi ve antijen sunan hiicreler (APC) ile T
hiicreleri arasindaki etkilesimin optimizasyonu agisindan bagisiklik sistemlerinin daha
iyi anlasilmasini gerektirir. Dendritik hiicreler (DC) profesyonel APC'dir. T ve B
lenfosit aktivasyonunu diizenleyerek immiin yanitlarin baglatilmasinda ve kontroliinde
Oonemli bir rol oynarlar. Bu hiicreler, olgunlasmamig bir durumda viicut boyunca

stratejik olarak konumlandirilmistir.

Kisaca kanser immiinoterapisi i¢in otolog dendritik hiicre asilar1 iiretmek igin
monositler kanser hastalarindan 16kaferez ile hasat edilir ve monosit tiirevli DC'ler
olusturmak icin GM-CSF (Graniilosit Makrfaj-Koloni Uyaric1 Faktor) ve IL-4
(Interlokin-4) takviyelerinin varhiginda kiiltiirlenir. Bu olgunlasmamis monosit
kaynakli DC'ler daha sonra farkli yontemler kullanilarak tiimor kaynakli antijenlerle
yuklenebilir. Timor antijenleri ile yiiklenen olgun DC'ler daha sonra otolog DC bazli
kanser asis1 olarak kullanilmak iizere kuru buzda saklanir ve taginir. Kanser hastalarina
enjekte edildiginde, tiimor antijeni yiiklii DC'ler, lokal lenf diigiimlerine bosaltilir ve
hastanin kanser hiicrelerine karsi savagmaya yardimci olan tiimore 6zgii T-hiicresi

bagisikligini indiikler (Abbas ve Rehman vd., 2018).

1.1.1.8 Kombine Terapi

Kanseri indiikleyen veya hiicre canliligini siirdiiren Yyolaklar: spesifik olarak
hedeflemek icin iki veya daha fazla terapétik tedavinin kombinasyonu, kanser

tedavisinin temel tasidir. Monoterapi yaklasimi halen ¢ok yaygin bir tedavi yontemi
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olmasina ragmen bir¢ok farkli kanser tiirlerinde, bu geleneksel yontemin genellikle
kombinasyon tedavisi yaklasimindan daha az etkili oldugu kabul edilir. Geleneksel
mono-terapotik teknikler, segici olmayan bir sekilde aktif ¢ogalmayi hedefleyerek
hem saglikli hem de kanserli hiicrelerin yok olmasina yol agar. Kullanilan ajanlardan
biri kemoterapétik ise kombinasyon tedavisi toksik olabilse de, farkli yollar
hedefleneceginden toksisite nemli 6lglide daha azdir. Sonug olarak, bu kombinasyon
tedavisi sinerjik veya aditif bir sekilde galisir ve bu nedenle her bir ilacin daha diisiik
bir terapotik dozu gereklidir. Bunlara ek olarak, kombinasyon tedavisi, kanser
hiicreleri {izerinde ayni anda sitotoksik etkiler iiretirken normal hiicreler iizerindeki
toksik etkileri Onleyebilir. Bu, kombinasyon rejimindeki bir ilacin sitotoksisite
acisindan normal hiicrelerde baska bir ilaca kars1 antagonistik olmasi ve esasen normal

hiicreleri sitotoksik etkilerden korumasi durumunda ortaya ¢ikabilir.

Kombinasyon tedavisi ilk olarak 1965'te, Emil Frei, James F. Holland ve Emil J.
Freireich'in akut 16semi i¢in ilk kombine kemoterapi olasiligini 6ne siirdiikleri yerde
kavramsallastirilmistir. Akut lenfositik 16semili pediyatrik hastalar metotreksat, 6-
merkaptopurin, vinkristin ve prednizon kombinasyonu (POMP) ile tedavi edilmistir ve
timor yiiklinli azaltmada ve remisyon siiresini uzatmada basarili oldugu
kanitlanmistir. POMP'min basarisinin  bir sonucu olarak, kanser terapisindeki
arastirmalar, sinerjik veya aditif bir etki yaratmak icin farkli yollar1 hedefleyen

kombinasyon terapilerinin arastirilmasina odaklanmistir (Mokhtari vd., 2017).

Tek ilag uygulamalar1 yerine ila¢ kombinasyonlarinin kullanilmasi, asagidaki
durumlarda faydalidir: (1) kullanilan ilacin dozajini/konsantrasyonunu azaltmak, (2)
biyoyararlanimi iyilestirmek, (3) bir ilaca kars1 kazanilan direncin tistesinden gelmek,
(4) kemoterapi/radyoterapiye direngli kanserlerin tedaviye duyarh hale getirmek, (5)
kanser hiicresi metastazini ve invazyonunu azaltmak, (6) niiks olasiligin1 azaltmak ve

(7) kanser tedavisinin genel etkinligini arttirmak (Abotaleb vd., 2019).

1.2. Kolorektal/Kolon Kanseri

Kolorektal kanser (CRC), yiliksek morbidite ve mortalite oranlarina sahip yaygin bir
gastrointestinal malignitedir (Xie vd., 2020). Uluslararas1 Kanser Arastirma
Kurumu'nun Global Kanser izlemi (GLOBOCAN) 2020 verilerine gore, 1,9
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milyondan fazla yeni CRC vakalar1 ve 935.000 6liimiin meydana geldigi tahmin
edilmektedir, bu da yaklasik 10 kanser vakasi ve 6limden birini temsil etmektedir.
Genel olarak, CRC insidans ac¢isindan iigiincii sirada, ancak mortalite agisindan ikinci
sirada yer almaktadir (Sung vd., 2021). Ulkemizde Saglik Bakanlig1 2017 yili Tiirkiye
Kanser Istatistiklerine gore, hem kadinlarda hem de erkeklerde iigiincii sirada yer
aldig1 gosterilmistir. Siklig1 ise erkeklerde yiiz binde 25,1 iken kadinlarda yiiz binde
14,7’ dir (Kara ve Keskinkilig, 2017).

Kolorektal adenokarsinoma olarak da bilinen CRC, genellikle kalin bagirsagin
glandiiler, epitel hiicrelerinden ortaya c¢ikar. Bu kanser, epiteldeki belirli hiicreler,
kendilerine segici bir avantaj saglayan bir dizi genetik veya epigenetik mutasyon
kazandiginda ortaya ¢ikar. Anormal derecede yiiksek replikasyon ve hayatta kalma ile
bu hiper-proliferatif hiicreler iyi huylu bir adenoma yol agar, daha sonra karsinomaya
dontigebilir ve on yillar iginde metastaz yapabilir. CRC'ler aslinda ¢ok cesitli
mutasyonlar ve mutajenler tarafindan yonlendirilen ¢ok heterojen bir hastalik grubunu
igerir. Tiim CRC'ler benzer mutasyonlari paylasmadigindan, “hepsini yakalayan” bir
molekiiler tedavi tasarlamak zor olmustur. Erken tani konulan olgularda cerrahi
birincil tedavi yontemi olmaya devam etmektedir, ancak tanilarin yaklasik %25'inde
oldugu gibi kanserin metastaz yaptig1 ileri vakalarda artik etkili degildir (Rawla vd.,
2019). Ilerlemis ve metastatik CRC'li hastalar igin, cerrahi sonuglar1 iyilestirmek ve
tiimor niiksiinii 6nlemek amaciyla siklikla ilag adjuvan tedavisi uygulanmaktadir. Su
anda, CRC adjuvan kemoterapisinde ve neoadjuvan kemoterapide kullanilabilecek, 5-
florourasil (5- FU), oksaliplatin, irinotekan, setuksimab ve bevacizumab dahil olmak
tizere c¢esitli ilaclar gelistirilmistir (Xie vd., 2020). Bu kemoterapi ilaglarinin normal
dokulara toksisitesi, basarili kanser kemoterapisinin 6niindeki en biiyiik engellerden
biri olmustur. Bu nedenle, ¢esitli kemoterapi ajanlari ile kombine tedaviler, genellikle
sadece tedavi etkisinin arttirilmasi i¢in degil, ayn1 zamanda bu ilaglarin toksisitesini

azaltmak icin de kullanilmaktadir (Du vd., 2006).

1.2.1. 5-Florourasil (5-FU) ve Mekanizmasi

5-Florourasil (5-FU), urasil'in C-5 pozisyonunda hidrojen yerine florinin yer aldig bir
anti-metaboliti temsil eder. DNA'da timin yer degistirmesinin neden oldugu timin-

urasil/5-FU degisimi, sonug olarak adenin-urasil/5-FU baz ¢iftlerinin olusumuna yol
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acar. 5-FU, anti-kanser aktiviteye sahip oldugu bildirilen ilk kemoterapoétik ilaglardan
biridir ve ilk olarak 60 yil 6nce, tiimdrler tarafindan artan urasil alimini ortadan
kaldirmak icin Heidelberger vd (1957) tarafindan sentezlenmistir. 5-FU meme,
pankreas, deri, mide, yemek borusu ve bas ve boyun kanserleri dahil olmak tizere farkli
kotii huylu timorleri tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilacidir.
CRC'de intravenoz ve oral 5-FU veya diger floropirimidinler (FP'ler), 1990'lardan beri
sistemik tedavinin temel dayanagi haline gelmistir (Vodenkova vd., 2020). Yeni
kanser tedavilerindeki ilerlemeye ragmen, 5-FU hala CRC tedavisinde en etkili ve en
yaygin olarak kullanilan ajanlardan biridir ve kemoterapi kombinasyon rejimlerinin
ana bilesenini temsil etmektedir. 5-FU en giivenli kemoterapi ajanlar1 arasinda yer
almasina ragmen, CRC hastalarinin bir kisminda ciddi yan ve toksik etkiler ortaya
¢ikmaktadir. 5-FU toksisitesinin klinik belirtisi ates, yorgunluk, mukozit, stomatit,
bulanti, kusma ve ishali igerir. Diger yaygin toksik etkiler arasinda lokopeni,
nétropeni, trombositopeni, anemi, noropati, deri dokiintiisii ve el-ayak sendromu

bulunur (Vodenkova vd., 2020).

5-FU insan viicuduna girdikten sonra, ¢ogu dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD)
tarafindan inaktive edilir ve ayrica S5-florourasildeoksiniikleotide (5-FAUMP)
dontistiriiliir ya da timidilat sentazin (TS) aktivitesini inhibe edebilir ve deoksiiiridilik
asitin (dUMP) deoksitimidilik asite (d{TMP) metilasyonunu onleyebilir. Ayrica, 5-
FAUMP metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) varliginda TS ile stabil bir
kovalent kompleks olusturur. 5-FU sonugta TS aktivitesini inhibe ederek piirin
sentezini inhibe eder, DNA replikasyonu ve onariminin azalmasina yol agar, timor
hiicresi biiylimesinin inhibisyonu ile sonuglanir. Boylelikle, ii¢ anahtar enzim (DPD,
TS ve MTHFR), 5-FU'nun anti-tiimoér aktivitesini biiylik ol¢lide etkileyebilir. Ek
olarak, 5-FU, protein sentezine miidahale etmek icin bir psddo-metabolit olarak
RNA'ya dahil edilen in vivo 5-florourasil niikleozide donistiiriilebilir (Sekil 1.2.) (Xie
vd., 2020).
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5-FU'nun Farmakolojik Mekamzmasi
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Sekil 1.2. 5-FU’nun farmakolojik mekanizmasi (Xie vd., 2020°den tiirkcelestirilmistir.)

Ilag direnci, ¢esitli hastaliklarin tedavisi sirasinda antibiyotikler, antiviral ve
kemoterapoétik ajanlar da dahil olmak tizere ilaglarin etkinliginin azalmasidir. Tek bir
sitotoksik bilesige maruziyet sonrasi yapisal ve fonksiyonel olarak ilgisiz ¢esitli
kemoterapoétik ajanlara karsi direnci ifade eder. Simdiye kadar, kanserde ¢oklu ilag
direnci hala basarili kemoterapinin Oniinde bir engeldir. Aslinda, kansere bagh
Olimlerin ¢ogu, kanserin ilerlemesi ve kemoterapi sirasinda ortaya ¢ikan ilag
direncinin neden oldugu kemoterapi yetmezligine baghdir. Bu nedenle, ilag direnci
mekanizmalariin aragtiritlmasi ve tersine doniis stratejileri kanser kemoterapisinin
basarisinda 6nemli rol oynar (Hu vd., 2016). CRC'de 5-FU, hem tek ila¢ tedavisi hem
de kemoterapi i¢in ilk secenek ilactir. 5-FU'nun neden oldugu yan etkileri engelleyen
bir kemoprotektan olan Leucovorin (LV, Folinik Asit), 5-FU etkisinin gii¢glendirilmesi
i¢in kullanilir. 5-FU ile LV'nin kombinasyon halinde, hastalarin sagkalimini ve timor
yanit oranini iyilestirdigi gosterilmistir (Thirion vd., 2004). Bununla birlikte, hastalar
5-FU'ya dogustan veya kazanilmig direng gelistirmeye egilimli olduklarindan,
tedavinin etkinligi ciddi sekilde engellenebilir. Bu nedenle, 5-FU tedavisinin
etkinliginin nasil artirilacagi ve 5-FU direncinin nasil tersine gevrilecegi sorusunun ele
alinmasi, klinik uygulamada O©nemli zorluklardir. Son yillarda, molekiiler
mekanizmalar, klinik oncesi (hayvan) modeller ve klinik deneyler ve 5-FU direncini
azaltmak i¢in kombinasyon ilaclarinin tasarimi dahil olmak tizere farkli seviyelerde 5-
FU direncinin mekanizmasi hakkinda bir¢cok derinlemesine ¢aligma rapor edilmistir

(Xie vd., 2020).
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1.3. HT-29 insan Kolorektal Kanseri Hiicre Hatti

Insan kolon adenokarsinom hiicre hatt HT-29, 1964 yilinda Fogh ve Trempe (1975)
tarafindan 44 yasinda bir Kafkas kadininin birincil timoriinden izole edilmistir. HT29
hiicreleri, bagirsak hiicre farklilagmasinin molekiiler mekanizmalarini incelemek igin
benzersiz bir model haline gelmistir (Martinez-Maqueda vd., 2015). Bu hiicrelerin
ltiir 6zelligi adherenttir ve myc +; ras +; myb +; fos + ; sis +; p53 +; abl -; ros -; src —
onkogenlerine sahiptirler. IgA'nin salg1 bileseni; karsinoembriyonik antijen (CEA);
dontistiiriicii biiylime faktorii beta baglayici protein; miisin; myc+; ras+; myb+; fos+;
abla+; p53+; abl-; ros-; src-; kan grubu A; Rh+; (HLA: Al; A3; B12; B17; Cwb5);
hiicreler CD4 negatif; galaktoz seramidin hiicre yiizeyi ifadesi (HIV ig¢in olas1 bir

alternatif reseptor) genlerini eksprese ederler (Anonim., 2022).

1.4. Dogal Uriinlerin Kanser Tedavisinde Kullanimi

Dogal iiriinler, cesitli kaynaklardan gelen genis ve c¢esitli bir madde grubunu
icermektedir. Deniz organizmalari, bakteriler, mantarlar ve bitkiler tarafindan
iretilirler. Dogal {irlinler, bu iireticilerden elde edilen karmasik ekstraktlari, aym
zamanda bu ekstraktlardan tiiretilen izole edilmis bilesikleri de kapsar. Ayrica
vitaminler, mineraller ve probiyotikleri igerir (Chamberlin vd., 2019). Dogadaki
dikkate deger kimyasal cesitlilik g6z Oniine alindiginda, dogal iiriinler, terapotik
potansiyelleri olan zengin bir biyoaktif bilesik deposu olarak kabul edilir. Gegtigimiz
yillarda, anti-kanser ozelliklerini degerlendirmek ve etki mekanizmasii kesfetmek
icin yeni dogal iriinleri mikroorganizmalardan, bitkilerden ve diger canli
organizmalardan izole edildikleri bilinmektedir. 1981 ve 2019 yillar1 arasinda, yeni
onaylanan anti-kanser ilaglarinin yaklagik %25'inin dogal iriinlerle iligkili oldugu
bildirilmistir (Huang vd., 2021).

Bir¢ok calisma, dogal {iriin tiirevi ilaclarin, insan kanserlerinde baslica ayirt edici
ozellikleri olan metastaz, invazyon, apoptoz ve anjiyogenez iizerinde etki ederek anti-
kanser etkiler gosterebilecegini belirtmistir. Son yillarda, dogal iriinlerden elde edilen
ilaglar, genis kaynak yelpazesi, giiclii biyoaktiviteleri ve diisiik toksisiteleri nedeniyle

kanser tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Huang vd., 2019). Kombinasyon
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stratejisi, kanser tedavisinde dogal triinlerin kullanilmasi i¢in 6nemli bir yaklasim
olarak hizmet etmektedir. Dogal iiriinlerin adjuvan tedavisi yan etkinin azaltilmas,
ilag direncinin iistesinden gelinmesi ve terapdtik tepkinin iyilestirilmesi dahil olmak
iizere bir¢ok acidan faydali olabilir. Ornegin, yiizy1llik ge¢misi olan dort bitkili bir Cin
tibb1 formiilii olan PHY906'n1n, bagirsak hiicresi rejenerasyonunu uyarma, inflamatuar
hiicre gociinii bloke etme ve proinflamatuar transkripsiyon faktorlerini etkileme gibi
coklu eylemler yoluyla kemoterapi aracili gastrointestinal toksisiteyi hafiflettigi
bildirilmektedir. Bu ¢alisma, kanser tedavisinin terapotik etkisini optimize etmek igin
dogal {irtinler i¢in terapdtik kapsamin nasil genisletilecegini gosteren temsili bir model
saglar (Huang vd., 2021). Son yillarda, tek basina veya geleneksel kemoterapotik
ajanlarla birlikte kullanilan bitkisel ilaglar veya dogal bilesiklerin cesitli kanserler

tizerinde faydal etkileri oldugu gosterilmistir (Lu vd., 2017).

1.4.1. Brusatol

Brusatol, Brucea javanica'dan elde edilen bir kuasinoid bilesiktir (Yu vd., 2020).
Geleneksel Cin tibb1 olarak, 1s1y1 diisiiren, zehirleri gideren ve sitma etkilerini 6nleyen
Cince'de “Yadanzi” olarak adlandirilir. Kuasinoidlerin anti-kanser, anti-malaryal, anti-
mikrobiyal ve anti-inflamatuar etkiler gibi kapsamli biyoaktivitelere sahip olduklari
bilinmektedir. Brusatol’in yapisi bir a,f-doymamis siklo-hekza-halkasiz (A), iki
siklo-heksan halka (B ve C), alt1 tiyeli bir lakton halka (D) ve tetra-hidro furan halka
(E) igermektedir (Sekil 1.3.). Esas olarak B. javanica'nin tohum ve meyvelerinden elde
edilmektedir (Yu vd., 2020).

OH

Sekil 1.3. Brusatol’iin kimyasal yapis1 (Yu vd., 2020)

Brusatol ilk kez 1968 yilinda izole edilip tanimlanmistir, daha sonra {izerinde yogun

aragtirmalar yapilmistir (Keng ve ark., 2002). Brusatol’iin iy1 bir anti-tiimor aktiviteye
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sahip oldugu gosterilmistir ve giliglii anti-kanser etkisi farkli calismalarla ortaya
konulmustur. Brusatol, ilk olarak losemi i¢in deneysel bir terapotik olarak
degerlendirilmistir. Hall vd., (1979)’ da bes kuasinoidin biyolojik etkisini
degerlendirmek i¢in bir P-388 lenfositik 16semi modeli kullanmistir. Hem in vitro hem
de in vivo bulgular, Brusatol’lin tiimdr hiicresi metabolizmasi ve proliferasyonu
tizerinde giicli baskilama sergiledigini gostermistir (Cai vd., 2019). Losemi
hiicrelerinde Brusatol’iin neden oldugu hiicre dongiistiniin durdurulmasi, sitotoksisite
ve terminal farklilasma c-myc'nin dikkate deger olgiide asagi regiilasyonu ile, ¢oklu
l6semi hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan bir aragtirmayla dogrulanmistir (Meta-
Greenwood vd., 2002). Ren vd., (2011) A549 ksenograftlarinda Brusatol ve Sisplatinin
birlikte tedavisinin, apoptozu indiikledigini, hiicre proliferasyonunu azalttigin1 ve tek
basina Sisplatin tedavisine kiyasla tiimor biiylimesini énemli 6l¢iide engelledigini
bildirmislerdir. Brusatol’iin pankreatik hiicre hatlar1 PATU-8988 ve PANC-1’de
biiylimeyi inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi kanitlanmistir (Xiang vd., 2017). Chen
vd., (2018) tek ajan tedavisi ile karsilastirildiginda, Sisplatin ve Brusatol’lin birlikte
kullaniminin sinerjik olarak fare kolorektal kanser CT-26 hiicrelerinin hiicre

proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicresel apoptozu arttirdigini belirtmislerdir.

Diger potansiyel anti-kanser bilesikleri ile karsilastirildiginda, Brusatol’iin tistiinliigii
gosterilmigtir ve genis bir kanser hiicresi spektrumunu duyarli hale getiren Nrf2 sinyal
yolunu spesifik olarak inhibe ettigi belirtilmistir (Cai vd., 2019). Ayni zamanda, radyo-
duyarlilig1 artirabilme ve kemorezistansi azaltabilme 6zellikleri bildirilen Brusatol’iin
birinci basamak kemoterap6tik ajanlarin kombinasyonu, onlari tek basina kullanmaya
gore tercih edilen etkilere sahip oldugu ifade edilmistir. Son yillarda, Brusatol, iyi
biyolojik aktiviteleri olan giincel bir konu haline gelmistir ve bir¢cok bilim adamu,
etkisini iyilestirmek i¢in yapisini ve dozaj seklini degistirmeye ¢aligsmaktadir (Yu vd.,
2020).

1.4.2. Eriodictyol

Bir flavonoid olan Eriodictyol, gesitli sifali bitkilerde, turunggillerde ve sebzelerde bol
miktarda bulunur (Islam vd., 2020). Eriodictyol, esas olarak Kuzey Amerika'ya 6zgi
bir bitki olan yerba Noel Baba'dan (Eriodictyon californicum) elde edilen bir

flavanondur (Deng vd., 2020). Eriodictyol ayn1 zamanda Eriodictyon californicum,
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Millettia duchesnei, Eupatorium arnottianum ve Rosa canina gibi bitkilerden de
ekstrakte edilmistir (Wang vd., 2016). Eriodictyol’lin ayrica Afrika geleneksel
ilaglarinda yaygin olarak kullanilan Piptadeniastrum africanum bitkisinin gévde
kabugundan ekstrakte edildigi bildirilmistir (Sekil 1.4.) (Deng vd., 2020).

OH O

HO O —

OH

Sekil 1.4. Eriodictyol’iin kimyasal yapis1 (Islam vd., 2020)

Eriodictyol, hiicre sinyalleme kaskadlarini modiile etme yetenegi ile iliskili
goriinmektedir. Cesitli caligmalar, Eriodictyol'iin antioksidan, anti-inflamasyon, anti-
kanser, noroproteksiyon, kardiyoproteksiyon, anti-diyabetik, anti-obezite ve
hepatoproteksiyon etkilerini bildirmistir. Ek olarak, Eriodictyol diyet takviyelerinin
onemli bir bilesenidir ve yiiksek antioksidan igerigi ile fonksiyonel bir gida olarak
kullanilmaktadir (Islam vd., 2020). Yakin zamanda yapilan bir c¢aligmada,
Eriodictyol'iin anti-kanser etkisini apoptozu indikleyerek, mMTOR/PI3K/Akt
basamaklarini inhibe ederek G2/M hiicre dongiisiinii durdurarak sagladig gosterillmis
ve Eriodictyol'iin akciger karsinomunun tedavisi igin 6ncii bir bilesik olarak ileriye
dontik etkileri olabilecegi belirtilmistir (Zhang vd., 2020). Ayrica Eriodictyol lipid
peroksidasyonunu ve antioksidan savunma mekanizmasi ile kolondaki preneoplastik
lezyonlar tlizerinde modiilator bir etkiyi inhibe etmistir (Mariyappan vd., 2017).
Eriodictyol'in, doz ve zamana bagh olarak U87MG ve CHG-5 glioma hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonu baskiladig1 ayrica bu hiicrelerde

apoptozu indiikledigi in vitro ve in vivo bildirilmistir (Li et al., 2020).
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1.5.Apoptoz

Apoptoz, "diisme" veya "azalma" anlamina gelen Yunanca bir kelimedir ve elektron
mikroskobu ile gézlemlenen hiicresel nekrozun aksine organize hiicre 6liimii (apoptoz)
geciren hiicrelerdeki benzersiz degisiklikleri ifade eder. ilk kez Kerr vd., (1972)
tarafindan tanimlanan apoptoz, son 30 yilda kanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedef

olarak kapsamli bir incelemeye tabii tutulmustur (Huerta vd., 2006).

Apoptoz, baslangicta hiicre biiziilmesi, zar kabarmasi, kromatin yogunlagmasi ve
niikleer parcalanma dahil olmak {izere morfolojik 6zellikleriyle tanimlanmistir (Sekil
1.5.) (Lowe ve Lin., 2000). Apoptoz, hiicre oliimiiniin sadece bir seklidir. Hiicreler,
nekroz, priptoz ve otofaji dahil bir dizi alternatif mekanizma ile elimine edilebilir.
Nekroz tipik olarak, plazma zar biitiinliigiiniin bozulmasi ve bunun sonucunda lokalize
bir inflamatuar yanit ayrica g¢evreleyen hiicrelere ve dokulara zarar vermesi ile
karakterize edilen, hiicre dliimiiniin "spesifik olmayan" bir formu olarak tanimlanir
(Kasibhatla ve Tseng., 2003). Piroptoz, plazma zari biitiinliigiinin kaybiyla
sonuglanan ve inflamazom sensoérlerinin aktivasyonu ile indiiklenen bir hiicre 6liim
turtidiir (Bertheloot vd., 2021). Otofaji ise hiicre i¢i bilesenlerin degradasyon ve geri
dontisiim i¢in lizozomal bolmeye tasindigi molekiiler yolaklar1 ifade eder (Klionsky
vd., 2021). Buna karsilik, apoptoz, apoptotik hiicrenin dis yiizeyinde goriintiilenen
sinyalleri taniyan fagositik hiicreler tarafindan apoptotik hiicrelerin hizli bir sekilde

yutulmast ve ¢ikarilmasi ile iligkilidir (Kasibhatla ve Tseng., 2003).

' 'b(‘)\\ Membran kabarmasi
Normal hiicre \ "’,'_eo-\
o S ade
P ‘Acm biiziilmesi -y ’{
|§ LS 2 ’] Kromatin yogunlasmasi X
) Apoptotik cisi N
2 Apoptotik cisim R -
Apoptotik - =
cisimciklerin -~ - ; 01251"':“ »
parcalanmasi \.' ;2] / Cekirdeksel

parcalanma

ekil 1.5. Apoptotik hiicrenin farkl evreleri (Panda vd., 2020°den tiirkgelestirilmistir.
pop
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Apoptoz, bir dizi sinyal iletim kaskadlar1 ve hiicresel proteinler tarafindan diizenlenen,
sik1 bir sekilde organize edilmis bir siirectir. Kanser ve AIDS, diyabet ve Parkinson
sendromu gibi diger bir¢ok hastalik, apoptotik yolaklardaki dengesizlikler ve anormal
mekanizmalar sonucunda ortaya ¢ikar. Bu nedenle, apoptotik mekanizmalarin ve ilgili
yolaklarin derinlemesine anlasilmasi, yalnizca hastaligin anlagilmasma degil, ayni

zamanda hastalik tedavisine de hizmet eder (Abotaleb vd., 2019).

1.5.2.Apoptotik Proteinler

Apoptotik proteinlerin siniflandirilmasi, 6ncelikle apoptozdaki rollerine baghdir.

(1) Kaspazlar, aspartat spesifik sistein proteazlari apoptoz indiiksiyonunda anahtar role
sahiptir ve genellikle prokaspazlar olarak bilinen aktif olmayan heterodimerler olarak
bulunur. Yapilarina ve islevlerine gore siniflandirilan kaspazlara ait bilinen 14 protein
vardir. Apoptotik kaspazlar, baslatici kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10), efektor
kaspazlar (kaspaz-3,-6 ve -7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1,-4,-5,-11,-12,-13,-14)
olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilmaktadir (Riedl ve Shi., 2004; Coskun ve Ozgiir.,
2011)

(2) Bcl-2 ailesi, programlanmis hiicre 6limii yoluyla hiicre davranigini diizenler. Bcl-
2 protein ailesi, yapisal olarak bir BH3 alaninin varligi ile ayirt edilir. Bel-2 ailesi ya
cok alanli Bax/Bak yoluyla apoptozu indiikler ya da Puma, Noxa, Bim, Bad,
Smac/Diablo, Hrta/Omi, Arts dahil olmak iizere sadece BH3 ailesine ait anti-apoptotik
proteinleri inhibe eder. Sitokinlerin neden oldugu apoptozda 6énemli olan Puma ve
Noxa, DNA hasar1 ve P53'lin transkripsiyonunun bir sonucu olarak iiretilir. Apoptoz
inhibitorleri olarak islev goren Bcl-2 ailesinin iiyeleri olan anti-apoptotik proteinler,
Bcl-xL, Bcl-B, Bcl-W, Mcl-1, Bfl Diva/Boo iceren ¢oklu BH alami olarak alt
siniflandirilir. Stressiz hiicresel kosullar altinda bu proteinler, proapoptotik Bax ve
Bak'i baglamak, etkilesime girmek suretiyle mitokondriyal membran biitinliiginii
korur. Anti-apoptotik proteinlerin BIR (Bakiiloviral IAP Tekrar Etki Alanlar1)
domaini, N-I1AP, c-1AP 1, c-1AP 2 ve x-IAP'yi igerir (Abotaleb vd., 2019).
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1.5.3. Apoptoz Yolaklari

1.5.1.1.Mitokondria Aracili Apoptoz: I¢sel Yolak

I¢sel yolak, esas olarak mitokondriyal aracili apoptotik yola karsilik gelir. Oksidatif
stres, radyasyon ve sitotoksik ilaglarla tedaviyi iceren gesitli hiicre dis1 ve hiicre igi
stresler tarafindan tetiklenen igsel yolak, Bax/Bak'in mitokondriyal membrana
baglanmasi ve ardindan sitokrom c¢'nin mitokondriyal zarlar arasi bosluktan sitozole
salinmasi aracilik eder. Bcl-2 ve Bcl-xL sitokrom c'nin salinmasini 6nleyen anti-
apoptotik proteinlerdir. Sitokrom c, apoptozom {iiretmek i¢in Apaf-1 ve prokaspaz-9
ile birlesir. Apoptozom, kaspaz 9'u tetikleyen, ardindan hiicrelerin yikimina yol agan
ve apoptoz ile sonuclanan kaspaz-3 sinyal kaspaz kaskadinin aktivasyonunu tetikleyen

cok proteinli bir komplekstir.

Genel olarak i¢sel yolakta yer alan proteinler arasinda SMAC/DIABLO (kaspazlarin
ikinci mitokondriyal aktivatorii), Kaspaz-9 (Sisteinil aspartik asit-proteaz-9), Bcl-2
(B-hiicresi lenfoma proteini 2), Bel-w (Bcl-2 benzeri protein), Nox (Phorbol-12-
miristat-13-asetat ile indiiklenen protein 1), Aven (Hiicre 6liim diizenleyicisi) ve Myc
yer almaktadir. I¢ mitokondriyal membran potansiyelinin kaybu, siiperoksit iyonlarinin
fazla iretimi, mitokondriyal biyogenezde bozukluk, matriks kalsiyum glutatyonun
disar1 akis1 ve membran proteinlerinin salinmasi ile sonuglanan islevsiz mitokondriyal
sonuglar, kanser hiicrelerinde apoptozun indiikklenmesi yoluyla kanser tedavi

stratejileri i¢in umut verici bir potansiyele sahiptir (Jan., 2019).

1.5.1.2.0liim Reseptorii Aracili Apoptoz: Dissal Yolak

Oliim ligandlarmin 6liim reseptorleri araciligiyla etkilesimi yoluyla dissal yolak
indiiklenir. TNF, Fas ligandlar1 (Fas-1) ve TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligandi
(TRAIL) igeren 6liim reseptorlerinin tiimor nekroz faktoriiniin (TNF) tiyeleri oldugu
bilinmektedir. Bu siirecte 6liim reseptorleri 6liim ligandlarina (Fas ligandlari, TNF
ligandlar1) baglanarak 6liim bolgesi/ adaptor proteinin baglanmasina izin verir (Fas ile
iliskili Oliim Alam (FADD), TNF reseptorii ile iliskili 6liim etki alan1 (TRDD)). Oliim
alani/adaptor proteinin reseptor ligand kompleksine baglanmasi, baslatict kaspaz 8
veya 10'un 6liim efektdr alan1 (DED) yoluyla baglanmasina, 6liim indiikleyen sinyal

kompleksi (DISC) ad1 verilen aktiflestirilmis bir kompleks olusturmasina izin verir.
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Ayrica, baglanma ve aktivasyon, kaspaz 8'in 6liim sinyalini apoptozu meydana
getirmek icin bir infaz kaspazina iletmesine izin verir. Bu islemin sonlandirilmasi,
oliim alanlarma baglanabilen hiicresel FLICE Inhibitdr Proteini (c-FLIP) olarak
bilinen baska bir protein tarafindan tstlenilir (Sekil 1.6.) (Obeng., 2020).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar
Oliim Reseptérleri Mitokondriyal Yolak

e
APAF - 1
Kaspaz 9
k—/ <

axP
= APAF -1
Kaspaz 9

v
ticresel Hedefier ~— ([CCacili APOPTOZOM

Sekil 1.6. Digsal apoptotik yolak (Celepli vd., 2020)

1.5.1.3.Perforin/Granzim Yolag:

Perforin/granzim apoptoz yolu, dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri ve CD8" sitotoksik T
lenfositlerini (CTL'ler) igeren adaptif bagisiklik sistemi tarafindan virlis bulagmis
ve/veya donlistiliriilmiis hiicreleri hedeflemek ve ortadan kaldirmak i¢in kullanilan ana
hareket yoludur. Hedef hiicreler bir kez tanindiginda, NK hiicreleri ve CTL'ler
fonksiyon gosterirler. Bu, perforin ve granzimleri igeren sitotoksik graniillerin
salinmasiyla gergeklestirilir Perforin gozenek olusturan bir proteindir, granzim ise
yapisal olarak iligkili serin proteazlarin bir ailesidir ve her ikisi de hedef hiicre
apoptozunu indiikler. Serglisin ile birlikte hedef hiicrelerin yiizeyine tek bir
makromolekiiler kompleks olarak baglanirlar ve bu da granzimlerin pasif diflizyonunu

da Onler.

Sitoplazmada Granzim B esas olarak Bid'i (BH3 etkilesimli alan 6liim agonisti) aktive
eder. BCL-2 protein ailesinin iiyesi, proapoptotik Bak ve Bax proteini ile birlikte
sitokrom c'nin sitozole sizmasina neden olur. Sitokrom ¢ proformal kaspaz-3, kaspaz-

10 aktivasyonu yoluyla apoptoz uygulama yolunu baslatan aktif kaspaz-3'e doniisiir.
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Buna karsilik Granzim A yolu, uygulama yolundan kaginir, mitokondriyal i¢ zar
potansiyeli ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) serbest birakir. Tek sarmalli DNA
centikleri iiretir. ROS'a yanit olarak, ER ile iliskili kompleks (SET, Ape 1, PP32,
HMG?2, TREX) granzim A'nin kompleksin bu liyelerini pargaladigi ¢ekirdege yerlesir;
ornegin SET kompleksi, DNA onariminda yer alan ve DNA degradasyonunu
indiikleyen apoptoz ile sonuglanir (Sekil 1.7.) (Panda vd., 2020).
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Sekil 1.7. Perforin/Granzim yolag: (Celepli vd., 2020)

1.5.1.4.Infaz Yolu

Dissal yolun kaspaz 8,10'u ve i¢sel yolun kaspaz 9'u gibi baslatici kaspazlar, spesifik
tetikleyici sinyaller tarafindan aktive edilir ve sonunda infaz yolunun infazci
kaspazlarii aktive eder. Kaspaz-3, 6, 7, efektor veya "infazc1" kaspazlar olarak islev
goriir, bunlardan en onemlisi Kaspaz 3'tiir ve baslatici kaspazlar tarafindan aktive
edilir. Kaspaz-3 ozellikle niikleer apoptozdan sorumlu olan endoniikleaz CAD"
(kaspaz aktive edilmis deoksiniikleaz) aktive eder. CAD, ¢ekirdegi DNA'yi
parcalamak icin yer degistirir, ¢ekirdek igindeki kromozomal DNA'y1 bozarak
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kromozomal yogunlasmaya neden olur. Kaspaz-3 ayrica protein kinazlarin,
Endoniikleaz ailesi proteinlerinin ve DNA onarim inhibitdrlerinin ayrilmasmi da
saglar. Bununla birlikte, apoptozdaki karakteristik morfolojik degisikliklere katkida
bulunan hiicrenin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve parcalanmasini da

beraberinde getirir (Sekil 1.8) (Panda vd., 2020).

TRAIL - R1/R2

/ KASPAZ 8/10 PRO-KASPAZ 3 KASPAZ 3
DIGER |
KASPAZLAR
HOCRE GLOMO DNA DEGREDASYONU

Sekil 1.8. infaz yolag (Celepli vd., 2020)

1.5.3. Kanser Terapisinde Apoptozu Hedefleme

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalardan hasar gormiis hiicreleri uzaklastiran yiiksek
diizeyde diizenlenmis dogal bir siirectir. Tipik bir yetiskin insanda, her giin milyarlarca
hiicre apoptoza ugramaktadir. Kanser hiicrelerinde, ¢oklu genetik anormalliklerin
varligi ve malign transformasyonun genel hiicresel stresleri, 6nemli pro-apoptotik
aktivite ile iliskilendirilmelidir ve yiiksek bir bazal apoptotik hiz, birgok kanser
hiicrelerinde yaygindir. Bununla birlikte, apoptozun diizensizligi bir¢ok kanserin
hayatta kalmasi igin gerekli olabilmektedir (Call vd., 2008). Tiimér hiicrelerinde
apoptotik yolaklar1 hedeflemek giiclii bir antikanser stratejisidir ¢linkii 6lii timor
hiicreleri klinik yanitlara katkida bulunabilir, ancak tiimor niiksetmesine katkida
bulunmaz. Onaylanmis terapotik ajanlardan bazilari, venetoklaks gibi intrinsik
apoptoz yolunu dogrudan hedefler, ancak c¢ogu, onkojenik sinyal yollarinin

inhibitorleri, proteazom inhibitorleri veya HDAC gibi dolayli olarak apoptoz yollarini
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hedefler. Dogrudan apoptotik yollar1 hedefleyen yeni ajanlar gelistirilme
asamasindadir. Apoptotik yollar1 dogrudan hedefleyen ajanlarin gelecekteki gelisimi,
tedavisi zor tiimorleri olan hastalarda hastalik gerilemesine veya iyilesmeye yol
acabilir; bu ajanlarin onkojenik yollari, immiinoterapotik ajanlari, sitotoksik ajanlari
ve radyoterapiyi hedefleyenlerle kombinasyon halinde kullanilmasi beklenir.
Apoptozun hedefleme mekanizmalari, gelecekteki klinik uygulamalarda gelismeye
devam edecek olan onkolojide umut verici bir strateji olmaya devam etmektedir
(Carneioro ve El-deiry., 2020).

1.6. Hiicre Dongiisii

Howard ve Pelc., (1953)’te, DNA sentezinin hiicre boliinmesi siirecinde kesin bir
periyotta gerceklestigini ilk kez tamimlamak icin otoradyografik calismalar
yapmislardir. Bu déniim noktasi deneyi, bugiin bildigimiz sekliyle 6karyotik hiicre
dongiisii evrelerini tanimlamaya yonelik temel g¢alismalart olusturmustur (Leal-
Estaban ve Fajas., 2020). "Hiicre dongiislii", deoksiriboniikleik asit (DNA)
duplikasyonu ve hiicre boliinmesinin zamanlamasini ve sikligin1 diizenleyen oldukca
entegre bir siirectir. Biyolojik bir kavram olarak, bir hiicrenin bir boliinmeden digerine
gectigi olaylar dongiisiine "hiicre dongiisii" denir. Bu siire zarfinda hiicrenin icerigi
dogru bir sekilde kopyalanmalidir (Panda vd., 2019). Okaryotik hiicrelerin hiicre
dongiisii iki ana periyoda boliiniir. En uzun periyot olan interfaz, GO, G1, S ve G2 fazi
olarak dort farkli evreden olusur. DNA'nin replikasyonu, interfazin S fazi adi verilen
boliimiinde gergeklesir. S fazindan 6nce hiicrenin DNA sentezine hazirlandigr G1 adi
verilen evre ve ardindan hiicrenin mitoza hazirlandigi G2 adi verilen evre gelir.
Gl'deki hiicreler, DNA replikasyonundan 6nce GO adi verilen dinlenme durumuna
girebilir. GO'daki hiicreler, insan viicudundaki biiylimeyen, ¢ogalmayan hiicrelerin
biiyiik bir bdliimiinii olusturur. ikinci ve daha kisa periyot aslinda hiicrelerin genetik
materyalinin boliindiigii ve sitokinezin meydana geldigi mitoz veya M fazidir. Mitozun
evreleri ise profaz, metafaz,anafaz ve telofaz igermektedir (Leal-Estaban ve Fajas.,
2020; Vermeulen vd., 2003).

Hiicre dongilisii boyunca ilerleme, DNA sentezi ve kromozom ayrimi sirasinda olasi

kusurlar1 algilayan kontrol noktalari tarafindan izlenir. Bu kontrol noktalarinin
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aktivasyonu, CDK aktivitesinin modiilasyonu yoluyla hiicre dongiisii durmasini
indiikler. Hiicre dongiisii durdurma, hiicrelerin bu kusurlar1 diizgiin bir sekilde
onarmasina izin verir (Malumbres ve Barbacid., 2009). Diizenleyici kontrol noktalari,
G1/S veya kisitlama kontrol noktasi, G2/M veya DNA replikasyon kontrol noktasi ve
metafaz/anafaz veya ig ipligi olusum kontrol noktasini igerir. G1/S kontrol noktasi
oncelikle biiyiime faktorleri, hiicre boyutu, hiicre beslenmesi ve DNA hasarindan
etkilenir. G2/M kontrol noktasi, uygun olmayan DNA replikasyonu ve hasarindan
etkilenir. Metafaz/anafaz kontrol noktasi ise kromozomun mitotik ig ipliklerine
baglanmasindan etkilenir. Herhangi bir siirecin tamamlanmamas: veya bu kontrol
noktalarinda hasar goriilmesi durumunda, siklin-CDK diizenleyici aktivite bloke
edilir. Hiicrenin bu sorunlar ¢6ziilene ve hiicre bir sonraki asama i¢in hazirlanana kadar

dongii boyunca ilerlemesi engellenir (Wenzel ve Singh., 2018).

1.6.1. Kanserde Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalari

Onkogenler ve timor baskilayici genler, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde,
ozellikle kisitlama kontrol noktasinda yer alan p53 ve pRb yollarinin diizenlenmesinde
biiyiik rol oynar (Wenzel ve Singh., 2018). Hiicreler hiicre dongiisiinden ya geri
doniisiimlii olarak ya da yaslanma veya apoptoz yoluyla geri doniisiimsiiz olarak
cikabilirler. Hiicre dongiisiinden ¢ikma karari, hiicre dongiisii kontrol noktalarindan
sadece birine, yani DNA hasar1 kontrol noktasina baglhidir. Interfaz boyunca,
onarilamaz DNA hasarina yanit olarak, DNA hasar1 kontrol noktasi, biiyiik 6l¢iide
p53'e bagh yollar yoluyla durgunluk, yaslanma veya programlanmis hiicre dliimiinii
baslatabilir. p53 mutasyonlar1 kanserde bulunan en yaygin mutasyonlardir (Matthews
vd., 2022). Bir timor baskilayict protein olan p53, G1 sirasinda DNA hasarina yanit
verir ve CDK ile etkilesime giren bir protein olan p21'in transkripsiyonunu baslatir,
pRb'yi fosforile etmek i¢in G1'in gerekli CDK'lerinin aktivasyonunu inhibe eder ve bu
nedenle DNA sentezinde ilerlemeyi 6nler. p53 ayrica onarilamaz hasar durumlarinda
apoptoza yiiksek oranda dahil olur (Wenzel ve Singh., 2018). Bununla birlikte,
kanserle iligkili mutasyonlar hiicre dongiisii ¢ikisini engellese bile, E2F'ye baglh
transkripsiyonun aktivasyonuna bagli olan prereplikatif G1 fazinda hiicre dongiisii
girisi bloke edilerek siirekli ¢ogalma yine de Onlenebilir. Buna paralel olarak, bu
yolakta kansere bagli mutasyonlar tiim kanser tiirlerinde bulunmustur ve bir¢ok

onkogen ve tiimor baskilayicida mutasyon igerir. Bu mutasyonlar, E2F'ye bagh
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transkripsiyonu indiikler, S faz girisini tegvik eder ve bir hiicrenin prereplikatif fazda
hiicre dongiisiinden ¢ikma yetenegini tehlikeye atar (Matthews vd., 2022). pRb, baska
bir tiimor baskilayicidir. G1 ve kisitlama kontrol noktasinda yer alan CDK'lerin
(CDKZ2, CDK 4 ve CDKG®) bir hedefidir. Hatali pRb islevi, E2F'ye baglanma eksikligi
ile sonuglanir, bu da daha sonra bu tiir proteinleri diizenleme olmaksizin
kopyalamasina ve hiicreyi dongii boyunca ilerletmesine izin verir (Wenzel ve Singh.,

2018).

Onemli olarak, diger hiicre déngiisii kontrol noktalarmin (DNA replikasyonu stres
kontrol noktas1 ve Ig ipligi olusum kontrol noktasi (SAC)) ana islevlerinin kanser
hiicrelerinde hayati 6nem tasidigi ve bunlarin siklikla mutasyona ugramadigi
belirtilmistir. Bu durum, replikasyon stresinden veya tamamlanmamis ig iplikleri
montajindan kaynaklanan katastrofik DNA hasar1 seviyelerini 6nlemek i¢in gerekli
olan mitoz Oncesi ve sirasinda gegici kontrol noktasina bagli hiicre dongiisii

durdurulmasini igermektedir (Matthews vd., 2022).

1.6.2. Siklin:CDK Komplekslerinin Kanserde Rolii

Siklin proteinleri, tiiretim ve bozulmanin dongilisel dogasindan dolayr bdyle
adlandirilir. Esas olarak kinaz aktivitesini tetiklerler. Yaklasik 8 siklin tanimlanmustur.
Cyclin D, E, A ve B, her hiicre dongiisii sirasinda seri olarak rol gosterir. Kinazlar ise,
hiicrenin hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarindan ge¢mesine yardimci olan bu
proteinlerin molekiiler aktivitesini etkileyen enzimlerdir. Siklin-CDK kompleksi,
onemli hedef proteinleri fosforile eder ve hiicrenin hiicre dongiisii boyunca

ilerlemesini saglar.

Kanser veya malignite, hiicrelerin kontrolsiiz ve kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Ornegin
meme, yemek borusu, karaciger kanseri ve lenfomalarin bir alt kiimesinde siklin D'nin
asir1 ekspresyonu durumunda goriildiigii gibi hiicre dongiisii diizenleyici genler veya
kontrol noktasi genleri kanserde ya yanlis diizenlenir ya da mutasyona ugrar. Bununla
birlikte, CDK4 geninin amplifikasyonu, melanomlar, sarkomlar ve glioblastomlar gibi
malignitelere yol agar. Siklinler CDK'lar1 aktive ederken, inhibitorleri (CDKI'ler)
hiicre dongiisii izerinde negatif kontrol uygulayarak CDK'leri baskilar. CDKI'ler,
birgok insan malignitesinde yaygin olarak mutasyona ugrar veya baskilanir. Ornegin,

pl6'nin germ hatti mutasyonlari melanoma neden olur. pl6'nin somatik olarak
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edinilmis inaktivasyonu veya silinmesi karsinom pankreasa, glioblastomalara, yemek
borusu kanserine, akut lenfositik l6semiye (ALL), kiiciik hiicreli olmayan akciger
karsinomlar1 (KHDAK), yumusak doku sarkomlar1 ve idrar kesesi kanserlerine neden

olur (Panda vd., 2019).

1.6.3. Kanserde Hiicre Dongiisiinii Hedefleme

Hiicre sinyal yollarin1 hedefleyerek hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, kanser tedavisi
i¢in nispeten yeni bir alandir ve hiicre dongiisi agsamalarin1 ve kontrol noktalarini
hedeflemek, kanser tedavisinin iyilestirilmesi i¢cin 6nemli firsatlar saglayabilir. Timor
hiicreleri, hiicre dongiisii mekanizmasinin bilesenlerinde, 6zellikle hiicre dongiisii
ilerlemesini durdurarak DNA hasarina yanit verme yeteneginin bozulmasina neden
olan degisiklikleri biriktirme egilimindedir. Bir¢ok anti-kanser ilact DNA'ya zarar
veren ajanlar oldugundan, hiicre dongiisii mekanizmasimin DNA hasarina yanit verme
yeteneginin azalmasi kemorezistansa neden olabilir. Bugiine kadar, hiicre dongiisii
diizenlemesine odaklanan bir dizi kanser terapotik stratejisi bulunmaktadir. Bununla
birlikte, onerilen ilaglarin ¢ogu, normal hiicreler ilizerinde biiyiik sitotoksik etkilere de
sahip olmadan kanser hiicrelerini se¢ici olarak 6ldiirmede basarisiz olmuslardir. Bu
nedenle, kanser hiicrelerine daha spesifik hiicre dongiisii 6zelliklerini hedefleyen yeni

nesil ilaglara ihtiyag¢ vardir (Alimbetov vd., 2018).

1.7. Amag¢ ve Kapsam

Eriodictyol’tin  HT-29 hiicre hattinda hiicre canlilifi {iizerindeki etkilerinin
belirlenmesine yonelik ¢alisma yapilsa da (Fernandez vd., 2021), 5-FU ile kombin
caligmalar1 mevcut degildir. Dolayisiyla, bu calismada bildigimiz kadariyla ilk defa
ticari Eriodictyol ve Brusatol’iin insan kolon kanseri/kolorektal kanser hiicre hattinda
(HT-29 hiicre hatt1) 5-FU antikanser ilaci ile ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimlarinin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkilerinin belirlenmesinin yani sira apoptoz iizerindeki potansiyel

etkilerinin de degerlendirilmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1.Materyaller

2.1.1.Kullamlan Kimyasallar

Tez caligmasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Marka
RPMI-1640 Diagnovum
FBS Diagnovum
Penisilin-Streptomisin Capricorn
Tripsin Diagnovum
DMSO Santa Cruz
MTT Applichem A2231
Trypan Blue Sigma T6146
Etanol Merck
RNaz Sigma
Pl Sigma
%0.1 Triton X-100 Sigma
Trizol Reagent Ambion
Kloroform Sigma
[zopropanol Sigma
RNase free water Invitrogen

2.1.2. Kullanilan Kitler

Tez calismasinda kullanilan kitler Cizelge 2.2.’de verilmistir.




Cizelge 2. 2.Kullanilan kitler

Kullanilan Kitler Marka

eBioscience™ Anneksin V-FITC Thermo

Apoptosis Detection Kit

OneScript® Plus cDNA sentez kiti abm

WizPure™ gPCR Master Mix (SYBR) Wizbiosolutions

2.7.1. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.3.”’de verilmistir.

Cizelge 2. 3.Kullamlan cihazlar

Kullamilan Cihazlar Marka

Class Il Biyogiivenlik Kabini Thermo Scientific
Karbondioksitli Inkiibator Thermo Scientific

Su Banyosu Daihan

Inverted Mikroskop Zeiss Primovert
Binokiiler Isik Mikroskobu Nikon

Sogutmal1 Santrifiij Niive

UV Spektrofotometre Thermo Scientific
Calkalayici (shaker) Thermo Scientific
Otomatik Pipet Seti Thermo Scientific
Multichannel Pipetor Thermo Scientific
pH Metre Hanna

Hassas Terazi DENVER Instrument
Flow Sitometri Chazi BDFACSCanto
Nanodrop Spectrophotometer ND-100 Thermo Scientific
PCR Cihazi Techne

Real-Time PCR Cihazi Thermo Scientific PIKO-RT 96
Otoklav Niive
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2.2.Yontemler

2.2.1. Hicre Kiiltira

2.2.1.1.Kullanilan Hiicre Hatti

Bu tez ¢alismasinda adherent HT-29 (kolorektal adenokarsinoma) insan kanser hiicre

hatt1 kullanilmastir.

2.2.1.2.HT-29 Hiicreleri I¢in Hiicre Kiiltiirii Kosullari

Hiicreler %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve penisilin— streptomisin (100 U/ml-100
pg/ml) antibiyotigi iceren kararli L-Glutaminli Roswell Park Memorial Institute Media
(RPMI 1640) besiyeri ortaminda 37°C sicaklik, %5 karbondioksit (CO2) ve %95 nemli
ortam iceren CO; inkiibatorii igerisinde ve 25-75 cm? lik hiicre kiiltiirii flasklarinda

biiyiitiilmiistiir. Hiicreler inverted mikroskop ile diizenli olarak takip edilmistir.

2.2.1.3.HT-29 Hiicrelerinin Pasajlanmasi ve Hiicre Sayimi

HT-29 hiicreleri, hiicre kiltir flasklarinda %70-80 yogunluga (confluency)
ulagtiklarinda temel hiicre kiiltlirii laboratuarinda tripsinizasyon yontemi ile
pasajlanmiglardir. Tripsinizasyon i¢in Oncelikle hiicre kiiltiir flasklarindan besiyeri
uzaklastirilmistir.  Tripsinin etkili ¢alisabilmesi i¢in hiicreler iki kez PBS ile
yikanmistir ve daha sonra uygun miktarda tripsin ile hiicreler muamele edilerek 5-6 dk
CO: inkiibatoriine birakilmistir. Siire sonunda inverted mikroskop ile hiicrelerin
yluzeyden kalkip kalkmadiklar1 gozlemlenmistir. Hiicreler yiizeyden kalktiklarinda
hiicre kiiltiirti flasklarina kiilttirlerin siirekliliginin saglandig: besiyerinden eklenerek
tripsinin inaktive edilmesi saglanmistir. Besiyeri ile toplanan hiicreler 15 mL’lik
falkona aktarilarak 24°C’ de 800 rpm’de 6 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij
isleminden sonra siipernatant dokiiliip hiicre pelletleri PBS ile yikanmistir ve 24°C’ de
800 rpm’de 6 dk santrifiij edildikten sonra siipernatantlar uzaklastirilarak pellet
yogunluguna gore hiicre pelletleri uygun miktarda besiyeri igerisinde ¢oziilmiistiir.
Daha sonrasinda hiicre siispansiyonundan ve trypan blue soliisyonundan esit

miktarlarda karistirilip Trypan blue exclusion yontemi ile hemositometre kullanilarak
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151k mikroskobu altinda canli hiicreler sayilmistir. Hiicre sayisi asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

Hiicre yogunlugu (hiicre/mL) = Hiicre sayis1 x Seyreltme faktorii x 10% (Ugur vd.,

2017)

2.2.1.4.HT-29 Hiicre Hattindan Stok Alma

Tripsinizasyondan sonra, hiicrelerden 1x10° he/mL  olacak sekilde stoklar
hazirlanmistir. DMSO’nun her bir stokta son konsantrasyonu %10’dur. Daha sonra
hiicreler, kriyovial tiiplere aktarilmistir ve -20°C’de 2 saat boyunca donmaya

birakilmistir. Ardindan stoklar -80°C’ye alinarak 6 ay boyunca saklanmaistir.

2.2.1.5.Stoktaki HT-29 Hiicrelerinin Coziilmesi

-80°C’den alinan kriyovialler, aseptik sartlarda 37°C su banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir.
Stoktaki hiicrelerin tamami 10 mL PBS igeren falkon tiipe aktarilmistir. 24°C’de 800
rpm’de 6 dk santrifiijden sonra siipernatantlar uzaklastirilmistir. Her hiicre pelleti 1-2
mL besiyerinde ¢oziildiikten sonra 25 cm2’lik hiicre kiiltiirii flaskina alinarak 37°C’de

%5 CO> igeren CO2 inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

2.2.2.Etken Maddelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan Brusatol (Bru) (Sigma-Aldrich, SML1868, >95% (HPLC)),
Eriodictyol (Erio) (Sigma-Aldrich, 94258, >95% (HPLC)) ve 5-FU antikanser ilaci
(Sigma-Aldrich, F6627, >99% (HPLC)) ticari olarak temin edilmistir. Bru, Erio ve 5-
FU etken maddelerinin stok soliisyonlar1 DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir
ve daha sonra tiiplere boliinerek -20°C’de saklanmistir. Bru 9605.6 uM, Erio 17346.1
uM ve 5-FU’nun ise 76875.8 uM olacak sekilde stok soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan etken maddelerin farkli konsantrasyonlar:

hiicrelerin biiyiimesi i¢in kullanilan medyum ile seyreltilerek elde edilmistir.

2.2.3.MTT Testi ile Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

Her etken maddenin tek basimma ve kombinasyon uygulamalarinin HT-29 hiicre

canliligt lizerine etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
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yontemi ile 24, 48 ve 72 saat i¢in belirlenmistir (Mossman, 1983). Bu test i¢in, hiicreler
96 kuyucuklu mikroplakalara hiicre konsantrasyonu 2x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilmistir ve 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemli ortam saglayan CO:
inkiibatoriinde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra, kuyucuklara test
orneklerinden 20 puL. eklenmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan hiicreler muamele
edilmeyen hiicrelerdir. Ilgili inkiibasyon siiresinin (24, 48 veya 72 saat)
tamamlanmasimin ardindan her kuyucuktaki besi ortami uzaklastirilmistir ve her
kuyucuga 100 pL taze besi ortami ve 10 pL MTT (5 mg/mL) eklenmistir. Bu
mikroplaklar 4 saat daha CO> inkiibatoriinde inkiibe edildikten sonra, her kuyucuga
100 pL. DMSO canli hiicrelerde olusan mavi-mor renkli suda ¢oziilmeyen formazan
kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in eklenmistir. 150 rpm’de 5-6 dakika ¢alkalandiktan sonra,
mikroplakalarin absorbansi (Abs) bir spektrofotometre ile 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Etken maddelerin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi asagidaki formiile

gore % hiicre canlilig1 olarak hesaplanmistir (Ugur., 2017).
% Hiicre canliligi= (Abs muamele edilen hiicre ortalamasi)/Abs kontrol grubu)*100

Tiim inkiibasyon zamanlar1 i¢in test edilen son konsantrasyonlar Bru i¢in 0.087, 0.35,
1.43, 5.75, 23, 92 ve 192 uM ve 5-FU i¢in 85.4, 256.22, 538, 768.66, 1537 ve 2306
uM’dir. Erio’nun 24 ve 48 saatte 10.84, 21.68, 43.37, 86.75, 173.5, 347 ve 694 uM
konsantrasyonlari test edilirken 72 saatte iki yliksek konsantrasyonu (347 ve 694 uM)
test edilmemistir. Her bir test maddesi i¢in HT-29 hiicre hattinda ICso degerleri, SPSS
istatistik programi (version 22.0) yardimiyla hesaplanmistir. Kombin uygulamalarda
kullanilacak olan konsantrasyonlar hesaplanan bu ICsp degerleri dikkate alinarak

belirlenmistir (Cizelge 2.4.).
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Cizelge 2. 4. Etken maddelerin uygulama plam

Etken Eriodictyol (E)+5- | Brusatol Eriodictyol Eriodictyol

Madde Fluorourasil (5- (B)+5- (E)+Brusatol | (E)+Brusatol (B)+5-
FU) Fluorourasil (B) Fluorourasil (5-FU)
(5-FU)

2XICs0 E+2XI1Cs 5- 2XICso

FU B+2XI1Cso 5-FU
2XI1Cso B+ICs0 5-
FU

2XI1Csp B+I1Cs0,2
5-FU
Konsantras 1Cs0 B+2XI1Cs05- | ICs0 E+ICs0 B 1Cs0 E+1Cs0 B+ICs0 5-FU
yonlar FU
ICs0 E+1Cs0 5-FU ICs0 B+ICsp 5- ICs0/2 E+ICs0/2 | 1Cs0/2 E+ICs0/2 B+ICs0/2
FU B 5-FU

ICs0 E+1Cs0/2 5-FU 1Cs0 B+ICs0/2 5-
FU

1Cs0/2 B+2XICs0
5-FU

1Cs50/2 E+ICs0 5-FU 1Cs50/2 B+1Cs0 5-
FU

ICs0/2 E+1Cs0/2 5-FU | 1Cs0/2 B+1Cs0/2
5-FU

2.2.3.1.Kombinasyon Indeksinin Hesaplanmas: (K1)

Ila¢ kombinasyonlarmin sinerjistik, aditif veya antagonistik etkilerinin arastirilmasi
icin Chou-Talalay’in onerdigi kombinasyon indeksi kullanilmistir (Banarjee vd,
2021). Bu tez ¢alismasinda etken maddelerin kombinasyon indeksleri Chou-Talalay’in
caligmasini temel alan CompuSyn bilgisayar programi ile hesaplanmigtir (Chou ve
Martin, 2005; Benerjee vd., 2021). KI degerlerine gore genel olarak sinerjik etkinin

goriildiigli konsantrasyonlar dikkate alinarak apoptotik etkiler incelenmistir.

2.2.4.Etken Maddelerin Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi
2.2.4.1.Flow sitometi ile Apoptuzun Arastirilmast

Bu tez galigmasinda ticari bir “eBioscience™ Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit (Thermo Fisher Scientific, 88-8007-72)” kullanilarak flow sitometri ile HT-29
hiicrelerinde apoptotik hiicre yiizdeleri 48 saat icin belirlenmistir. Hiicreler her
kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir ve 24 saat CO2
inkiibasyonunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra ilgili kuyucuklara ilgili etken
madde konsantrasyonlarindan eklenmistir ve hiicreler CO2 inkiibatoriinde 48 saat

inkiibasyona birakilmigtir. Ilgili inkiibasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra
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kuyucuktaki hiicreler toplanmigtir. Daha sonra negatif kontrol ile birlikte tek boyama
iceren kontroller ve pozitif kontrol boyanmamis hiicreler hazirlanmigtir. Kullanilan
kitin tavsiye ettigi sekilde baglanma tamponunda ¢6ziilen hiicrelere Annexin V-FITC
ile PI eklenmistir. Bu hiicreler oda sicakliginda karanlikta 10-15 dakika inkiibe
edilmistir. Her bir hiicre grubu i¢in 10000 hiicre, Flow sitometri cihaziyla analiz
edilmistir. Dolayisiyla, Flow sitometri ile apoptotik, ge¢ apoptotik, canli ve nekrotik
hiicreler kantitatif olarak belirlenmistir.

Bu deneyde, HT-29 hiicre hattinda her etken maddenin tek baslarina ve 5-FU ile
kombinasyonlar1 test edilmistir. Kombine uygulamalarin HT-29 hiicre hattindaki
potansiyel apoptotik etkisini belirlemek i¢in, ICso Ve 1Cs0/2 konsantrasyonlardaki Bru

veya Erio’nun ICso konsantrasyondaki 5-FU ile kombine uygulamalari denenmistir.

2.2.4.2.Real Time PCR Ile Apoptozun Arastirilmasi

Bu analiz de 48 saatte HT-29 hiicre hattinda her etken maddenin tek baslarina ve 5-FU
ile kombinasyonlar1 i¢in yapilmistir. Kombine uygulamalarda ICso ve 1Cso/2
konsantrasyonlardaki Bru veya Erio’nun ICso konsantrasyondaki 5-FU ile kombin

uygulamalari test edilmistir.

2.2.4.2.1.Trizol Reagent Ile Total RNA Izolasyonu

Bru, Erio ve 5-FU’nun 48 saatteki 2xICsg, 1Cs0 Ve 1Cso/2 degerlerininin tek basina ve
sec¢ilen kombin konsantrasyonlarin Real Time analizi i¢in 6ncelikle Trizol Reagent ile
RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Hiicreler, kuyucuk basina 3x10° hiicre olacak
sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. 24 saat sonrasinda etken maddelerin tek
basma ve belirlenen kombin uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Plakalar, 48 saatlik
inkiibasyon i¢in CO; inkiibatoriine birakilmistir. 48 saat sonunda, plakalardaki her
kuyucuga 500 pL trizol eklenerek hiicre kaziyici ile hiicreler tamamen kaldirilip
ependorf tiiplere toplanmustir. Her bir ependorf tiipe 100 pL kloroform eklendikten
sonra siddetli vorteks ile tlipler karistirildiktan sonra oda sicakliginda 15 dk
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, sogutmali santrifiij ile +4°C’de
15.000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir ve renksiz olan iist faz pipetle ¢ekilerek ayri
bir ependorf tiipe alinmistir. RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in toplanan iist fazlarin iizerine 250
L izopropanol eklenip tlipler vortekslenmistir. Ardindan tekrar tiipler +4°C’de
15.000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras: tiiplerdeki pelletlerin her
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birinin {lizerine %70’lik etanolden 200 pL eklenmistir ve +4°C’de 15.000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatant atilip tiiplerin dibindeki alkol
uzaklastirilmistir ve pellet 35 pL RNase icermeyen su (RNase free water) ile
¢Oziinmiistiir. Izole edilen RNA’nin safligi ve konsantrasyonu Nanodrop cihazi

(Thermo) ile 6l¢iilmiistiir.

2.2.4.2.2.cDNA Sentezi

RNA izolasyonundan elde edilen RNA’larin cDNA sentezi OneScript Plus cDNA
sentez kitinin (Cat. No. G236) protokoliine gore gerceklestirilmistir. Cizelge 2.5.de
verilen cDNA sentez karisim prosediirii dogrultusunda buz {izerinde karigim
hazirlandiktan sonra 50°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda, enzimi inhibe
etmek i¢in 85°C’de 5 dk bekletilmistir. Sentezlenen cDNA’lar Real-Time PCR igin -
20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 2. 5. cDNA sentez karisimi

Hacim Son
Konsantrasyon
Total RNA Degisken 2ug
Oligo(dT) Primer (10 uM) 1uL 0.5 uM
dNTP karigimi (10 mM) luL 500 uM
5X RT tamponu 4 pL 1X
OneScript Plus RTase (200 U/uL) | 1 uL 200 U/rxn
Nuclease free su Degisken -
Son hacim 20 uL -

2.2.4.2.3.Real-Time PCR Analizi

Bru, Erio ve 5-FU’nun tek baslarina ve secilen kombinasyon uygulamalarinin HT-29
hiicrelerinde Real-Time PCR yontemi ile apoptotik genlerin ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler arastirilmistir. Apoptoz ile iliskili yolaklarda gorev alan
bax, puma, kaspaz 3 (pro-apoptotik genler) ve bcl-2 (anti-apaptotik) olmak tizere 5

adet genin ekspresyon degisimi tespit edilmistir. Normalizasyon igin beta aktin

35



housekeeping gen olarak kullanilmistir (Cizelge 2.6.). Real-Time PCR analizi igin
reaksiyon kosullar1 her bir kuyucukta 5.5 pL SYBR green, 6.5 pL niikleaz igermeyen
su, 1 uL forward primer, 1uL reverse primer ve 1 uL ¢cDNA olacak sekilde 96
kutucuklu plakaya eklenmistir ve Real-Time PCR cihazina yiiklenmistir. Yiiklenen
plakalar, 95°C’de 10 dk, 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 1 dk 40 dongii olacak sekilde
amplifiye edilmistir.

Cizelge 2. 6. Real-Time PCR i¢in primer sekanslari

Gen Adi Primer Dizileri

beta-aktin F 5>-CCAACCGCGAGAAGATGA-3’

R 5’-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3’

bax F5-TCTGACGGCAACTTCAACTG-3’

R 5’-TTGAGGAGTCTCACCCAACC-3’

bcl-2 F 5’-CATGCTGGGGCCGTACAG-3’

R 5’-GAACCGGCACCTGCACAC-3

kaspaz-3 F 5>-TGAAGCTACCTCAAACTTCC-3’

R 5’-CAGCATCACTGTAACTTGCT-3’

puma F 5’-GACGACCTCAACGCACAGTA-3’

R 5’-GTAAGGGCAGGAGTCCCAT-3’

2.2.5.Flow Sitometri ile Hiicre Dongii Profilinin Belirlenmesi

Bu analiz Brusatol, Eriodictyol ve 5-FU’nun 48 saatteki 2xICso, 1Cso Ve 1Cs0/2
degerindeki konsantrasyonlarmin tek basma etkisi i¢in yapilmistir. Kombin
uygulamalarda Brusatol’lin ICsp veya ICso/2 konsantrasyonlart ile 5-FU’nun ICsg
konsantrasyonlari kullanilirken Eriodictyol’iin ICso konsantrasyonu ile 5-FU’nun ICso

konsantrasyonu kullanilmistir. Belirlenen inkiibasyon siirelerinin tamamlanmasindan
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sonra toplanan hiicreler 1 mL fosfat tampon i¢inde ¢ozlilmiistiir ve hiicrelere diisiik
hizda vorteksleme esnasinda 4 mL soguk etanol yavasca ilave edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan tiipler -20°C’de en az 24 saat saklanmistir ve sonrasinda hiicreler 12000
rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir ve pelletler soguk 5 mL PBS’de yikanmistir. Daha
sonra hiicre pelletleri %0,1 Triton-X igeren PBS’de ¢oziilmiistiir. Her pellete 20 pL
RNase A (200 pg/mL) eklenmistir ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiiplere 20 pL PI (1 mg/mL) eklenmistir. Oda sicakliginda 15 dk
inkiibe edildikten sonra Flow sitometri ile ilgili program araciligiyla (ModFitLT 30)
okuma tamamlanmistir (Yilmazer Cakmak, 2011).
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3. BULGULAR

3.1.Brusatol’iin Konsantrasyon ve Zamana Bagh Olarak HT-29 Hiicre Hattinda
Hiicre Canliig Uzerindeki Etkisi

24, 48 ve 72 saatte Bru'nun 7 farkli konsantrasyonu ile muamele edilen HT-29 hiicre
hattinda hiicre canliligt MTT yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda her inkiibasyon siiresi i¢in Bru’nun artan konsantrasyonuna bagli olarak
hiicre canliliginin azaldig1 gozlemlenmistir. 24 saatte 192 uM, 48 saatte 5.75 pM ve
tizerindeki ve 72 saatte ise 1.43 uM ve lizerindeki konsantrasyonlardaki Bru ile
muamele edilen HT-29 hiicrelerinin hiicre canliliginin %50’nin altinda oldugu tespit
edilmistir (Sekil 3.1.). MTT testindeki veriler dogrultusunda, Bru’nun 24, 48 ve 72
saatteki hesaplanan 1Csp degerleri sirasiyla 109.5, 1.15 ve 0.96 uM olarak

hesaplanmuistir.

100
90
80
70

60
50
40
30
20
10

0

kontrol = 0,087 0,35 1,43 5,75
W24 h 98,76067 85,0417 73,68846 63,92252 62,63115 56,79311 54,58703 35,77703
W48 h 98,34033/56,41953 53,54631 50,63291 46,11212 44,50472 41,69178 25,21599
72 h 98,89753/60,06667 58,96364 43,7697 41,58788 35,91818 33,84242/30,08636

%Hiicre Canhiligi

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 3. 1. Bru’nun konsantrasyon ve zamana bagh olarak HT-29 hiicre canlihi iizerindeki
etkileri
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3.2.Eriodictyol’iin Konsantrasyon ve Zamana Bagh Olarak HT-29 Hiicre
Hattinda Hiicre Canhlign Uzerindeki Etkisi

Erio’nun belirli konsantrasyonlarda HT-29 hiicreleri tizerindeki canlilik etkileri 24, 48
ve 72 saat i¢in MTT testi ile belirlenmistir. Hiicre canlilik grafiginde goriildiigii iizere
Bru’nun etkisine benzer sekilde Erio’nun artan konsantrasyona bagli olarak hiicre
canliliginin azaldig1 goriilmiistir. HT-29 hiicrelerinde yaklasik %50 veya %50 nin
altinda hiicre canliligi 24 saatte 694 puM, 48 saatte 173.5 uM ve iizerindeki
konsantrasyonlar, 72 saatte ise 43.37 uM ve lizerindeki konsantrasyonlardaki Erio ile
muamele edilen hiicrelerde belirlenmistir (Sekil 3.2.). MTT deneylerinin sonuglarina
gore, Erio’nun 24, 48 ve 72 saatteki ICso degerleri sirasiyla 486, 173 ve 38 uM olarak

hesaplanmustir.
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0

kontrol = 10,84 21,68 43,37 86,75 173,5
W24 h 98,68653/93,48819 92,83321 83,3016 82,64788 72,30008 54,43318 40,66817
m 48 h 98,63997 82,29167 75,56863 68,95833 67,33578 50,44608 39,61275 34,17892
72 h 98,89753/72,04403 56,87421 45,07547 39,48742 31,01258 0 0

%Hiicre Canhiligi

Konsantrasyonlar (LM)

Sekil 3. 2.Erio’nun konsantrasyon ve zamana bagh olarak HT-29 hiicre canlilhi1 iizerindeki

etkileri
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3.3.5-Florourasil’in Konsantrasyon ve Zamana Bagh Olarak HT-29 Hiicre

Hattinda Hiicre Canliig Uzerindeki Etkisi

5-FU’nun belirlenen 7 farkli konsantrasyonu ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinin
hiicre canlilig1 24, 48 ve 72 saat icin MTT yontemi ile test edilmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda hiicre canliliginin zamana bagli olarak azaldig1 goriilmiistiir. 5-
FU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinde hiicre canliliginin %50°nin altinda oldugu
konsantrasyonlar 24 saatte 2306 uM, 48 saatte 256.22 uM ve lizeri, 72 saatte ise 84.5
uM ve lizerindeki konsantrasyonlardir (Sekil 3.3.). HT-29 hiicre hattinda 5-FU’nun
24, 48 ve 72 saatteki ICso degerlerinin sirasiyla 1845, 653 ve 84.5 uM oldugu

hesaplanmuistir.

100
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0

kontrol 85.4 256.22 768.66 1537 2306
W24 h 98,7606775,71539 66,35731 65,04254 63,4275 60,35061 54,65326 42,87187
48 h 98,34033 65,40084 63,19068 47,33775 46,59433 44,58509 37,33173 34,94073
72 h 98,89753 49,87273 41,16667 33,34848 32,23636 31,89394 29,24242 25,87576

%Hiicre Canhligi

5- FU Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 3. 3. 5-FU’nun konsantrasyon ve zamana bagh olarak HT-29 hiicre canlihg iizerindeki

etkileri
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3.4.Kombin Uygulamalar

3.4.1.Brusatol ve 5-FU Kombinasyonlarinin HT-29 Hiicre Canlihg Uzerindeki
Etkileri

3.4.1.1.Brusatol ve 5-Florourasil Kombinasyonunun 24 Saatte Hiicre Canlilig

Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

Bru'nun 219 (2xICsp), 109.5 (ICs0) ve 54.75 (ICs0/2) uM konsantrasyonlar ile 5-
FU’nun 3690 (2xICsg), 1845 (ICso) ve 922.5 (ICs0/2) uM konsantrasyonlarin tek
basina ve kombin uygulamalarinin 24 saatte HT-29 hiicre hattinda hiicre canlilig1
etkileri MTT testi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, kombin
uygulamalarda belirlenen ylizde hiicre canliliklar1 genel olarak etken maddelerin tek
basina neden olduklar: ylizde hiicre canliligina kiyasla daha az olarak belirlenmistir
(Sekil 3.4.). Kombinasyon uygulamalarinin kombinasyon indeksi degerleri Cizelge
3.1.’de gorilmektedir. Buna goére, Bru'nun ICso ve ICso/2 degerindeki
konsantrasyonlar ile 5-FU’nun ICsg ve 1Cs0/2 degerindeki konsantrasyonlarin kombin

uygulamalarinin sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir.
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%Hiicre Canhligi

219 Bru  ———
3690 5FU e——
219 Bru + 3690 5FU  —
219 Bru  —e—
1845 5FU mo——

219 Bru + 1845 5FU)  n——

219 Bry —e—
922.5 5F m—

219 Bru +922.5 5F1) —

3690 5F) —————
109.5Bru + 3690 S5FU  e————

109.5 Bru =——————]

1845 5F =——f—

109.5Bru + 1845 5FU  ee——

109.5 Bru =——f
§922.5 5Fl) m——f—
109.5Bru + 922.5 5FU e—

54.75 Bry =—-|

3690 5F m——H
54.75Bru + 3690 S5FU  ——-

E4.75 Bru ———

1845 5FU m——
54.75Bru + 1845 5FU  ee—

54,75 Bry —o—

922.5 5F) me——

kontrol
54,75 Bru +922,55FU ee—t

109.5 Bru ——

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 3. 4. 24 saatte Bru ve 5-FU kombinasyonlarinin HT-29 hiicre canlihigi iizerindeki etkileri
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Cizelge 3. 1. 24 saatte Bru ve 5-FU kombinasyonlarinin Ki degerleri

Bru (uM) 5- FU (uM) Kombinasyon Tammlanan Etki
indeksi
(Ki)

219 3690 1.76624 Antagonistik

219 1845 1.76202 Antagonistik

219 922.5 1.88007 Antagonistik
109.5 3690 2.67980 Antagonistik
109.5 1845 0.65774 Sinerjik
109.5 9225 0.41271 Sinerjik
54.75 3690 2.60235 Antagonistik
54.75 1845 0.43567 Sinerjik
54.75 9225 0.36300 Sinerjik

3.4.1.2.Brusatol ve 5-Florourasil Kombinasyonunun 48 Saatte Hiicre Canlilig

Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

48 saatte HT-29 hiicre hattinda, Bru’nun 2xICso, 1Cso Ve 1Cs0/2 degerleri sirastyla 2.3,
1.15ve 0.575 uM, 5-FU’nun ise 1306, 653 ve 326.5 uM olarak denenmistir. Bru ve 5-
FU’nun tek basina ve kombinasyonlarinin HT-29 hiicre hattinda hiicre canlilifina
etkileri MTT testi ile belirlenmistir. Buna gore, kombinasyon uygulamalarinin genel
olarak Bru’nun tek basina neden oldugu hiicre canlilig: tizerindeki etkilerinin altinda
bir etkinin oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.5.). Bru ve 5-FU kombinasyon
uygulamalarmin HT-29 hiicre hatt1 icin KI degerleri Cizelge 3.2.’de verilmistir. Bu
tablodaki K1 verileri dogrultusunda, kombinasyon uygulamalarda 5-FU’nun ICso (653
uM) ve ICso/2 (326.5 puM) konsantrasyonlart ile Bru’nun test edilen tiim
konsantrasyonlarinin (2.3, 1.15 ve 0.575 uM), aditif etkili 2x1Cso Bru + 1Cs0/2 5-FU

kombini disinda sinerjik bir etkiye neden oldugu gozlemlenmistir.
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100 4
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70 4
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50 o
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10 4

%Hiice Canlihg
=1
.
kontrol I
2.3 pru I
653 5FU I
2.3 Bru + 653 5FU I
2.3 Bru I
SFU I
6.5 5FL I

2.3Bru
1206 5FU
2.3 Bru +1306 5FU I
326.5 5FL I
1158 -
1306 5FU I
1.15Bru + 1306 5FU I
1.158ru -
653 5FU I
1.15Bru + 653 5FU I
1.15Bru  IE-
326.5 5FU S
0.575 Bru I
13206 SFU I
0.575 Bru + 1306 S5FU I
0.575 Bru I
653 5FU I
0.575 Bru + 653 5FU IS

0.575 Bru I

326,55

FU -
0.575 Bru + 326.55FU I

2.3 Bru +326.5

Konsantrasyonlar (pM)

Sekil 3. 5.48 saate Bru ve 5-FU kombinasyonlarinin HT-29 hiicre canliligi iizerindeki etkileri

Cizelge 3. 2. 48 saatte Bru ve 5-FU kombinasyonlarinin Ki degerleri

Bru (uM) 5- FU (uM) Kombinasyon Tammlanan Etki
Indeksi
(KI)
2.3 1306 1.33634 Orta Antagonistik
2.3 653 0.74650 Orta Sinerjik
2.3 326.5 1.00283 Aditif
1.15 1306 0.78622 Orta Sinerjik
1.15 653 0.34143 Sinerjik
1.15 326.5 0.31266 Sinerjik
0.575 1306 2.35068 Antagonistik
0.575 653 0.33081 Sinerjik
0.575 326.5 0.60495 Sinerjik

3.4.1.3.Brusatol ve 5-Fluorourasil Kombinasyonunun 72 Saatte Hiicre Canlilig

Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

Etken maddelerin 72 saatteki 1Cso konsantrasyonlar1 dikkate alinarak, Bru’nun 1.92
(2x1Csp), 0.96 (1Cs0) ve 0.48 (ICs0/2) uM konsantrasyonlari ile 5-FU’nun 169 (2xICxo),
84.5 (ICso) ve 42.25 (ICs0/2) uM Kkonsantrasyonlarinin tek basmma ve kombin
uygulamalarinin HT-29 hiicre hatt1 tizerindeki hiicre canlilig1 etkileri MTT testi ile
belirlenmistir (Sekil 5.6.). 72 saatte kombinasyon uygulamalarindan elde edilen MTT

sonuglarma gore, KI degerleri Cizelge 3.3.’te gdsterilmistir. Buna gore, 72 saatte Bru
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ile 5-FU’nun 1.92 pM + 84.5 uM kombini aditif diger kombinlerin ise antagonistik

etki gosterdigi belirlenmisgtir.
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1.92Bru + 169 5FU ' ——
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84.55FU
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84.55FU
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0.48Bru
0.48Bru
84.55FU

0.25B +11 5FU
0.48Bru

42.25 5FU
0.25B +5.55FU

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 3. 6. 72 saatte Bru ve 5-FU kombinasyonlarmin HT-29 hiicre canlihg iizerindeki etkileri

Cizelge 3. 3. 72 saatte Bru ve 5-FU kombinasyonlarimin Ki degerleri

Bru (uM) 5- FU (uM) Kombinasyon Tammlanan Etki
Indeksi
(KI)

1.92 169 1.96993 Antagonistik
1.92 84.5 1.05971 Aditif
1.92 42.25 1.35909 Orta Antagonistik
0.96 169 1.30544 Orta Antagonistik
0.96 84.5 1.10239 Hafif Antagonistik
0.96 42.25 2.02936 Antagonistik
0.48 169 1.46910 Antagonistik
0.48 84.5 2.04195 Antagonistik
0.48 42.25 1.24467 Orta Antagonistik
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3.4.2.Eriodictyol ve 5-FU Kombinasyonlarinin HT-29 Hiicre Canhligi Uzerindeki
Etkileri

3.4.2.1. Eriodictyol ve 5-Florourasil Kombinasyonunun 24 Saatte Hiicre Canliligi

Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

24 saatteki 1Cso degerleri dikkate alinan Erio’nun 972 (2xICsp), 486 (ICso) ve 243
(ICs50/2) uM konsantrasyonlar ile 5-FU’nun 3690 (2xICsp), 1845 (ICso) ve 922.5
(ICs50/2) uM konsantrasyonlarinin tek basina ve kombin uygulamalarinin 24 saatte HT-
29 hiicre hattinda hiicre canliligi tizerindeki etkileri MTT testi ile belirlenmistir (Sekil
3.7.). Kombinasyon uygulamalarinin neden oldugu yiizde hiicre canlililik degerleri
dikkate alinarak, hesaplanan KI degerleri Cizelge 3.4.’te verilmistir. Buna gore, 5-
FUnun 1ICs0/2 (9225 pM) konsantrasyonu ile Erio’nun test edilen
konsantrasyonlariim ICsp (486) ve ICso/2 (243 uM) etkisinin aditif oldugu, diger

kombinasyon uygulamalarinin ise antagonistik oldugu goriilmektedir.

%Hicre Canlihgi
ML Oy~ 00 WD
[ T o e T e e I e Y e I
-
-
kontro| | H————————

972 Erio N

486 Erio N——
486 Frio N—
243 Erio N
243 Erio -

972 Erio + 3690 5FU

1845 5FU -

486 Erio +1845 5FU  n—

922.5 5F) -
1845 5F1) ——

243 Erio +1845 5FU  —

922.5 5F) -

486 Erio +922.55FU
243 Erio +922.55FU

Konsantrasyonlar (pv)

Sekil 3. 7.24 saatte Erio ve 5-FU kombinasyonlarinin HT-29 hiicre canlilig iizerindeki

etkileri
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Cizelge 3. 4. 24 saatte Erio ve 5-FU kombinasyonlarinin Ki degerleri

Erio (uM) 5- FU (uM) Kombinasyon Tanimlanan Etki
Indeksi
(KI)

972 3690 7.91842 Giiglii Antagonistik
486 1845 1.20353 Orta Antagonistik
486 922.5 1.06433 Aditif
243 1845 1.19389 Hafif Antagonistik
243 922.5 1.00749 Aditif

3.4.2.2. Eriodictyol ve 5-Florourasil Kombinasyonunun 48 Saatte Hiicre Canliligi

Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

Erio ve 5-FU’nun 48 saatteki 1Cso degerleri dikkate alinarak, Erio’nun 346 (2xICso),
173 (ICs0) ve 86.5 (ICs0/2) uM konsantrasyonlari ile 5-FU’nun 1306 (2xICsp), 653
ICs0) ve 326.5 (ICs0/2) uM konsantrasyonlarinin tek basina ve kombin
uygulamalarinin 48 saatteki HT-29 hiicre hatt1 lizerindeki hiicre canlilig1 etkileri MTT
testi ile belirlenmistir (Sekil 3.8.). Hesaplanan K1 degerleri Cizelge 3.5.te verilmistir.
Buna gore, Erio’nun ICso/2 konsantrasyonu ile 5-FU’nun ICsp ve [Cso/2
konsantrasyonlarinin yani sira Erio’nun ICsp Ve 5-FU’nun ICso/2 konsantrasyonlari ile

yapilan kombin uygulamalarinin etkisinin sinerjik oldugu goriilmiistiir.
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346 Erio  NE—
1306 5-FU n—
173 Erio  ———
653 5-FU ——
173 Frio ———
326.5 5-Fl HE—
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86.5Erio + 653 5-FU  nm—"
86.5 Erio +326.5 5-FU  n—

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 3. 8. 48 saatte Erio ve 5-FU kombinasyonlarmin HT-29 hiicre canhhg iizerindeki etkileri
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Cizelge 3. 5. 48 saatte Erio ve 5-FU kombinasyonlarinin Ki degerleri

Erio (uM) 5- FU (uM) Kombinasyon | Tanimlanan Etki
indeksi
(K1)
346 1306 1.02293 Aditif
173 653 1.12277 Hafif
Antagonistik
173 326.5 0.65611 Sinerjik
86.5 653 0.60133 Sinerjik
86.5 326.5 0.86007 Hafif Sinerjik

3.4.2.3.Eriodictyol ve 5-Florourasil Kombinasyonunun 72 Saatte Hiicre Canlilig

Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

Erio’nun 76, 38 ve 19 uM konsantrasyonlari ile 5-FU’nun 169, 84.5 ve 42.25 uM

konsantrasyonlarinin tek basina ve kombin uygulamalarinin 72 saatteki HT-29 hiicre

hatti tizerindeki hiicre canliligi etkileri MTT testi ile belirlenmistir (Sekil 3.9.). MTT

sonuclarina gére hesaplanan Ki degerleri Cizelge 3.6’da gosterilmektedir. Buna gore,

hesaplanan Ki degerlerine bakildiginda test edilen tiim kombinasyon uygulamalarmin

sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 3. 9. 72 saatte Erio ve 5-FU kombinasyonlarinin HT-29 hiicre canlihg iizerindeki etkileri
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Cizelge 3. 6. 72 saatte Erio ve 5-FU kombinasyonlarimin Ki degerleri

Erio (uM) 5- FU (uM) Kombinasyon | Tanimlanan Etki
Indeksi
(KI)

76 169 0.47887 Sinerjik

38 84.5 0.33401 Sinerjik

38 42.25 0.84528 Orta Sinerjik
19 84.5 0.68833 Sinerjik

19 42.25 0.16701 Giiglii Sinerjik

3.4.3.Brusatol ve Eriodictyol ile Brusatol, Eriodictyol ve 5-FU’nun
Kombinasyonlarimin HT-29 Hiicre Canlhihg Uzerindeki Etkileri

3.4.3.1.Brusatol-Eriodictyol Kombinasyonunun 24, 48 ve 72 Saatte Hiicre Canliligi

Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

Bru ve Erio’nun birlikte kullaniminin HT-29 hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini
arastirmak i¢in her iki etken maddenin ilgili inkiibasyon zamanlarindaki ICso ve 1Cs0/2
degerindeki konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Bu kombin uygulamalarin hiicre

canlilig1 tizerindeki etkileri 24, 48 ve 72 saat i¢in aragtirtlmistir (Sekil 3.10.).
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Sekil 3. 10. 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saatte Erio ve Bru kombinasyonlarmin HT-29 hiicre canlihigi

iizerindeki etkileri

Bru ve Erio’nun kombin uygulamalarindan elde edilen verilere gére hesaplanan Ki
degerleri Cizelge 3.7°de gosterilmektedir. Buna gore, kombinasyon uygulamalarinin

24 ve 48 saatte antagonistik 72 saatte ise aditif etkiye sahip oldugu goriilmistiir.

Cizelge 3. 7. 24, 48 ve 72 saatte Bru ve Erio kombinasyonlarimn Ki degerleri

Bru (uM) Erio (uM) | Inkiibasyon | Kombinasyon | Tammlanan
zamani Indeksi (K1) Etki
109.5 486 24 h 136958 Antagonistik
1.15 173 48 h 1.58364 Antagonistik
0.575 86.5 48 h 1.62931 Antagonistik
0.96 38 72h 1.07323 Aditif
0.48 19 72h 0.98358 Aditif
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3.4.3.2.Brusatol-Eriodictyol-5-FU Kombinasyonunun 24, 48 ve 72 Saatte Hiicre
Canlilig1 Uzerindeki Etkileri ve Kombinasyon Indeksi Degerleri

Etken maddelerin ti¢lii kombinasyonunun hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi 24, 48 ve
72 saat i¢in her etken maddenin ilgili inkiibasyon zamanindaki ICso ve 1Cso/2

konsantrasyonlari dikkate alinarak belirlenmistir (Sekil 3.11.).

A B
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co88888388
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922.5 5FU
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4225 sru |
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0.96 Bru + 38 Erio +
84.55FU
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42.25 5FU

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 3. 11. 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saatte Bru, Erio ve 5-FU kombinasyonlarimin HT-29 hiicre

canlih@ iizerindeki etkileri

Brusatol, Eriodictyol ve 5-FU’nun birlikte uygulanmalart sonucunda elde edilen
verilere gore hesaplanan Ki degerleri Cizelge 3.8°de 6zetlenmistir. Buna gére, tiim

kombinasyonlarin her inkiibasyon zamaninda antagonistik oldugu gorilmiistiir.
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Cizelge 3. 8. 24, 48 ve 72 saatte Bru, Erio ve 5-FU kombinasyonlarinin Ki degerleri

Bru (uM) Erio 5-FU | Inkiibasyon Kpmbinasygn Tammlanan Etki
(uM) (uM) zamani Indeksi (KI)
109.5 486 1845 24 h 492731 Giiglii Antagonistik
54.75 243 922.5 24 h 2.28003 Antagonistik
1.15 173 653 48 h 3.87934 Giiglii Antagonistik
0.575 86.5 326.5 48 h 1.87744 Antagonistik
0.96 38 84.5 72h 4.15919 Giiclii Antagonistik
0.48 19 42.25 72 h 56.4743 Cok Giiglii
Antagonistik

3.5.Etken Maddelerin Ayr1 Ayri ve Kombinasyonlarinin HT-29 Hiicre Hattinda
Apoptotik Etkilerinin Arastirilmasi

Etken maddelerin ve kombinasyon uygulamalarinin HT-29 hiicrelerindeki apoptotik
etkilerinin arastirilmasi 48 saat i¢in yapilmistir. Kombinasyon uygulamalari i¢in Bru
veya Erio’nun ICsp ve 1Cso/2 konsantrasyonlariin 5-FU’nun ICsp konsantrasyonlari

ile olan kombinasyon uygulamalar: segilmistir.

3.5.1.Etken Maddelerin Ayr1 Ayr1 ve Kombinasyonlarinin Annexin-V/FITC

Yontemi ile Potansiyel Apoptotik Etkilerinin Arastirilmasi

Etken maddelerin tek basma ve segilen kombinasyon uygulamalarmin HT-29
hiicrelerindeki apoptotik etkileri flow sitometri kullanilarak Annexin-V/FITC yontemi
ile ticari bir kit yardimiyla belirlenmistir. Bru ve 5-FU’nun ayr1 ayr1 ve test edilen
kombinasyon uygulamalarinin flow sitometri analiz sonuglar1 (Sekil 3.12.) Cizelge
3.9’da 6zetlenmistir. Bru'nun 2.3, 1.15 ve 0.575 uM konsantrasyonlar1 ile muamele
edilen HT-29 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre yiizdesinin (Q2+Q4) %3.3’ten
(kontrol) sirastyla %40.4, %25.6 ve %20.1 arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte
Bru’nun test edilen bu konsantrasyonlarda kontrol hiicrelerine kiyasla nekrotik hiicre

ylizdesinde artisa neden oldugu goriilmistir. 1306, 653 ve 326.5 uM
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konsantrasyonlardaki 5-FU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinde toplam apoptotik
hiicre yiizdesi ise sirastyla %32.8, %27.7 ve %23.7°dir. 1.15 uM Bru + 653 uM 5-FU
ile muamele edilen hiicrelerde toplam apoptotik hiicre yiizdesinin %31.7 oldugu
goriilmiistiir. 0.575 uM Bru + 653 uM 5-FU ile muamele edilen hiicrelerde toplam
apoptotik hiicre yiizdesi %31.6 olarak belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda, bu
calismada test edilen Bru ile 5-FU kombinasyonlariin etken maddelerin tek basina

etkisine kiyasla apoptotik hiicre ylizdesinde artisa neden oldugu belirlenmistir.

2 . 0.575 uM Bru
Kontrol 2.3 uM Bru 1.15 uyM Bru u
1 ] WL L P
) L RS | g W S
(4 j vér { ‘.‘ )\y | ) 1
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-_2‘ ‘_:;
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W o |iw 1 .| @
iqn_'_' -‘._.:‘ ”"':~-"",‘_- - v'q“_,'_“.-.-': ..-—7' -v"v:l +
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5-FU 3-FU

: i
], ool {
£ #
TN |
&
¥ “fymgrrtrerrerrovy :iv-w— whrvrrrrery
Kontrol 1306 uM 5-FU

Sekil 3. 12. 48 saatte Bru ve 5-FU’nun ayr1 ayri1 ve kombin uygulamalariin HT-29 hiicrelerinde

flow sitometri ile apoptozun analizi

Hiicreler dort kuadrata dagitildi: Q3-canli hiicreler (Annexin-/Pl-), Q4-erken apoptotik hiicreler (Annexin+/PI-),
Q2-ge¢ apoptotik hiicreler (Annexin+/PI+) ve Q1-nekrotik hiicreler (Annexin-/P1+).
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Cizelge 3. 9. 48 saatte Bru ve 5-FU’nun tek baslarina ve kombinasyonlarinin flow sitometri

sonuclari
Konsantrasyonlar (uM) Q1 Q2 (gec Q3 Q4 Apoptotik
(nekroz) | apoptoz) | (canh (erken Hiicre
hiicre) | apoptoz) (Q2+Q3)
2.3 Bru 24.4 16.4 35.1 24.0 40.4
1.15Bru 25.4 11.3 49.0 14.3 25.6
0.575 Bru 17.9 11.9 62.0 8.2 20.1
653 5-FU 6.4 4.8 65.9 22.9 21.7
326.5 5-FU 8.4 4.2 67.8 19.5 23.7
1.15 Bru + 653 5-FU 27.3 10.8 41.1 20.9 31.7
0.575 Bru + 653 5-FU 17.6 9.4 50.8 22.2 31.6
Kontrol 4.5 15 92.2 1.8 3.3
Kontrol* 6.8 2.6 88.7 1.8 4.4
1306 5-FU* 1.4 9.6 65.8 23.2 32.8

* Ayri bir denemeye ait sonuglardir.

Erio ve 5-FU’nun test edilen kombinasyon uygulamalarina ait flow sitometri analiz

sonuglari (Sekil 3.13.) ise Cizelge 3.10°da gosterilmektedir. Erio’nun 173 ve 84.5 uM

konsantrasyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerde toplam apoptotik hiicre yiizdesi

strastyla %35.2 ve %16.6 olarak belirlenirken Erio’nun bu konsantrasyonlarinin 5-

FU’nun ICsp (653 puM) konsantrasyonu ile muamele edilen hiicrelerin toplam

apoptotik hiicre yiizdesinin sirasiyla %18.0 ve %12.1 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3. 13. 48 saatte Erio ve 5-FU’nun ayr1 ayr1 ve kombin uygulamalarimin HT-29

hiicrelerinde flow sitometri ile apoptozun analizi

Hiicreler dort kuadrata dagitildi: Q3-canli hiicreler (Annexin-/Pl-), Q4-erken apoptotik hiicreler (Annexin+/PI-),
Q2-ge¢ apoptotik hiicreler (Annexin+/PI+) ve Q1-nekrotik hiicreler (Annexin-/P1+).

Cizelge 3. 10. 48 saatte Erio ve 5-FU’nun tek baslarina ve kombinasyonlarinin flow sitometri

sonuclar
Konsantrasyonlar (uM) Q1 Q2 (ge¢ | Q3 (canh | Q4 (erken | Apoptotik
(nekroz) | apoptoz) | hiicre) apoptoz) Hiicre
(Q2+Q3)
173 Erio 22.2 11.9 42.6 23.3 35.2
86.5 Erio 11.0 4.2 724 12.4 16.6
653 5-FU 1.2 6.1 68.9 23.7 29.8
173 Erio + 653 5-FU 29.7 7.0 52.3 11.3 18.0
86.5 Erio + 653 5-FU 20.3 3.3 67.6 8.8 12.1
Kontrol 6.8 2.6 88.7 1.8 4.4

3.5.2. Etken Maddelerin Ayr1 Ayr1 ve Kombinasyonlarimin Real-Time PCR
Analizi ile Potansiyel Apoptotik Etkilerinin Arastirilmasi

Bru, Erio ve 5-FU’nun tek baslarina ve kombinasyon uygulamalarinin HT-29
hiicrelerinde apoptotik siiregte yer alan bax (apoptotik), bcl-2 (antiapoptotik), puma

(apoptotik) ve kaspaz-3 (apoptotik) gen ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi Real
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Time PCR analizi ile 48 saatteki uygulamalar i¢in degerlendirilmistir. Etken
maddelerin tek baslarima ve kombin uygulamalarinin HT-29 hiicreleri {izerindeki
kontrol grubuna gore apoptozla iligkili genlerin ifadelerinin kat degisimleri ve
istatiksel olarak anlamlilik degerleri GeneGlobe bilgisayar programi araciligiyla analiz
edilmistir. Bu analizden elde edilen veriler Cizelge 3.11., 3.12. ve 3.13’te verilmistir.
Real time PCR analizleri sonucunda 5-FU’nun ICso (653 uM) ve ICso/2 (326.5 uM)
konsantrasyonlarinin yani sira Bru'nun 2XICso (2.3 puM) ve ICso (1.15 uM)
konsantrasyonlari ile ayr1 ayr1 muamele edilen hiicrelerde kontrole kiyasla apoptotik
bax ve kaspaz-3 gen ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde arttigi belirlenmistir.
Etken maddelerin tek baslarina kiyasla bu iki genin (bax ve kaspaz-3) ekspresyon
seviyesindeki anlamli artig 1.15 uM Bru + 653 uM 5-FU kombinasyon uygulamasinda
da tespit edilmistir. 0.575 uM Bru + 653 pM 5-FU kombinasyon uygulamasinda
kaspaz-3 genlerinin her iki etken maddenin tek baslarina neden oldugu gen ekspresyon
seviyesinin iistiinde bir etki goriilmiistiir bununla birlikte anlamli bir sekilde bcl-2 gen
ekspresyon seviyesinde etken maddelerin tek baslarina neden olduklar1 gen
ekspresyon seviyelerine kiyasla azalma oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
Erio’nun tek basina ve kombin uygulamalarinda test edilen genlerde anlamli bir artis

belirlenememistir.

Cizelge 3. 11. 48 saatte 5-FU’nun Real-Time PCR analizleri

*p<0.05

Gen Adi | 1306 | p degeri | 653 | pdegeri | 326.5 | p degeri
pM uM pM
5-FU 5- 5-FU
FU
3-aktin 1.00 - 1.00 - 1.00 -
bax 15.93 | 0.129413 | 3.94 | 0.000000* | 7.46 | 0.045293*
bcl-2 445 | 0.134078 | 0.48 | 0.001659* | 0.10 | 0.568690
kaspaz-3 | 16.34 | 0.369787 | 1.97 | 0.019810* | 12.76 | 0.000080*
puma 3.18 | 0.341223 | 0.23 | 0.002027* | 2.76 | 0.538613
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Cizelge 3. 12. 48 saatte Bru’nun tek basina ve 5-FU ile kombin uygulamalarinin Real-Time PCR

analizleri
Gen Ad1 | 2.3 pdegeri | 1.15 | pdegeri | 0.575| pdegeri | 1.15 | pdegeri | 0.575 | p degeri
uM uM uM pM uM
Bru Bru Bru Bru Bru
+ +
653 653
uM uM
5-FU 5-FU
B-aktin | 1.00 - 1.00 - 1.00 - 1.00 - 1.00 -
bax 16.19 | 0.028991* | 10.24 | 0.000008* | 19.43 | 0.310077 | 15.35 | 0.000330* | 24.88 | 0.127399
bcl-2 4.06 | 0.025748* | 0.50 | 0.002609* | 2.95 | 0.004049* | 3.45 | 0.001302* | 0.21 | 0.019192*
kaspaz-3 | 5.66 | 0.002113* | 2.71 | 0.000753* | 2.57 | 0.111845 | 7.25 | 0.000077* | 5.13 | 0.140700
puma 2.63 | 0.543558 | 0.17 | 0.001544* | 0.31 | 0.004136* | 0.80 | 0.117417 | 0.30 | 0.631650
*p<0.05
Cizelge 3. 13. 48 saatte Erio’nun tek basina ve 5-FU ile kombin uygulamalarinin Real-Time
PCR analizleri
Gen Ad1 | 346 | pdegeri | 173 | p degeri | 86.5 | p degeri 173 | pdegeri | 86.5 | p degeri
uM pM uM pM uM
Erio Erio Erio Erio Erio +
+ 653
653 pM 5-
M FU
5-FU
f-aktin | 1.00 - 1.00 - 1.00 - 1.00 - 1.00 -
bax 0.60 | 0.303701 | 3.32 | 0.348152 | 0.20 | 0.015880* | 1.75 | 0.460051 | 0.41 | 0.402600
bcl-2 0.19 | 0.024886* | 0.92 | 0.809145 | 0.10 | 0.008110* | 1.00 | 0.825588 | 0.41 | 0.067802
kaspaz-3 | 0.78 | 0.670628 | 2.36 | 0.064741 | 2.46 | 0.099924 | 0.87 | 0.915185 | 14.45 | 0.366312
puma | 0.31 | 0.357449 | 0.75 | 0.306780 | 0.25 | 0.037338* | 0.58 | 0.273139 | 2.67 | 0.570461
*p<0.05

3.6.Etken Maddelerin Ayri Ayri ve Kombinasyonlarinin HT-29 Hiicre Hattinda

Hiicre Dongiisii Analizleri

2.2.5. baglhiginin altinda verilen konsantrasyon ve kombin uygulamalar i¢in yapilmistir.

Etken maddelerin tek baslarina ve kombinasyon uygulamalari ile muamele edilen HT-

29 hiicre hattinda hiicre dongii analizleri flow sitometri ile 48 saat igin

gerceklestirilmistir. Kombinasyon uygulamalarinda 5-FU’nun ICso degerindeki
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konsantrasyonu ile Bru’nun ICsp ve 1Cs0/2 degerindeki konsantrasyonlar: denenirken
Erio’nun ICsg degerindeki konsantrasyonu test edilmistir (Sekil 3.14.,3.15.). Sonuglar
Cizelge 3.14. ve 3.15.’te gorilmektedir.

Tek basina Bru’nun test edilen konsantrasyonlari (2.3, 1.15 ve 0.575 uM) ile muamele
edilen HT-29 hiicrelerinde kontrole kiyasla &zellikle S evresindeki hiicre ylizdesinde
belirgin bir artis oldugu bununla birlikte G1 evresinde hiicre yiizdesinde azalma
oldugu goriilmektedir. 5-FU’nun tek basina 1306, 653 ve 326.5 uM konsantrasyonlari
ile muamele edilen hiicrelerde kontrole kiyasla S evresinde goriilen artis, Bru’nun
neden oldugundan daha azdir. Bununla birlikte Bru ve 5-FU’nun yapilan kombin
uygulamalarinda da kontrole kiyasla 6zellikle S evresindeki hiicre yiizdesinde artis

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3. 14. 48 saatte Bru ve 5-FU’nun ayr1 ayri ve kombinasyonlarinin HT-29 hiicrelerinde flow

sitometri ile hiicre dongiisii analizi
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Cizelge 3. 14. 48 saatte Bru ve 5-FU’nun tek baslarina ve kombin uygulamalarinin hiicre

dongiisii analizleri

Konsantrasyonlar Gl S (%) G2 (%)
(uM) (%)

2.3 Bru 50.81 | 38.59 10.60
1.15 Bru 48.16 | 41.62 10.21
0.575 Bru 56.39 | 36.42 7.19
1306 5-FU 72.07 | 23.82 4.11
653 5-FU 75.46 | 19.09 5.45
326.5 5-FU 7485 | 21.62 3.54
1.15Bru+6535-FU | 61.37 | 31.85 6.77
0.575Bru+6535-FU | 61.26 | 32.13 6.61
Kontrol 77.83 | 18.26 3.91

Erio’un 346, 173 ve 86.5 konsantrasyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerde kontrole
kiyasla S evresindeki hiicre yiizdesinde artis oldugu belirlenmistir. 5-FU’nun 653
konsantrasyonu ile muamele edilen hiicrelerde ise kontrole kiyasla hiicre yiizdesinin S
evresinde artig gosterdigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, Erio ve 5-FU’nun kombin
uygulamas: ile muamele edilen hiicrelerde kontrole kiyasla G1 evresinde hiicre

ylizdesinin artig gosterdigi gozlemlenmistir.
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Sekil 3. 15. 48 saatte Erio ve 5-FU’nun ayr1 ayri ve kombinasyonlarimin HT-29 hiicrelerinde

flow sitometri ile hiicre dongiisii analizi

Cizelge 3. 15. 48 saatte Erio’nun tek basina ve 5-FU ile kombinasyonlarmin hiicre dongiisii

analizleri
Konsantrasyonlar Gl S (%) | G2 (%)
(nM) (%)
173 Erio 62.69 | 30.91 6.39
653 5-FU 63.47 | 29.63 6.90
173 Erio + 653 5-FU | 69.81 | 22.25 7.94
Kontrol 67.94 26.96 5.10
Kontrol* 77.83 18.26 3.91
346 Erio* 58.29 | 41.71 0.00
86.5 Erio* 63.75 | 32.45 3.80

*Ayr bir denemeye ait sonuglardir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Kolerektal kanser, en ¢ok teshis edilen ii¢lincii kanser tipidir ve diinya ¢apinda kanser
tirleri arasinda ikinci en biiylik Oliime yol agmaktadir. Cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi ve immiinoterapi kolerektal kanser tedavisinde uygulanmaktadir (Zhang
vd., 2021). Meme, pankreas, deri, mide, yemek borusu ve bas ve boyun kanserleri
dahil olmak tizere farkli kotii huylu tiimdrlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan 5-
FU, 1990’larin baginda kolorektal kanser tedavisinde standart kemoterapi ilaci olarak
kabul edilmistir (Vodenkova vd., 2020; Dey K. vd., 2020). Kemoterapide kullanilan
yuksek dozda 5-FU, hiicresel ve biyokimyasal siire¢ lizerinde olumsuz bir etkiye
sahiptir. 5-FU ile birlikte dogal {irinlerin kullanilmas1 kemoterapétik ilacin yan
etkilerini en aza indirgeyebilir veya onleyebilir ve sinerjik olarak aktivitesini
artirabilir. Genellikle dogal bilesiklerden elde edilen sinerjiler, yan etkileri azaltabilir
ve tedavinin terapOtik potansiyelini iyilestirebilir (Dey K. vd., 2020). Bu tez
calismasinda, HT-29 insan koleraktal kanseri hiicre hattinda ticari Brusatol ve
Eriodictyol’iin 5-FU ile kombinasyon uygulamalarinin hiicre canliligi iizerindeki
etkilerinin yani sira ve hiicrelerdeki potansiyel apoptotik etkileri arastirilmistir.

Canli hiicreler tarafindan substratin kromojenik iirline doniistiiriilmesine bagli olan
canlilik deneyleri arasinda, MTT yontemi hala ¢ok yonlii ve popiiler yontemlerden
biridir. MTT yontemi, suda ¢6ziiniir sar1 renkli boya MTT'nin [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] mitokondriyal rediiktazin etkisiyle ¢oziinmeyen
mor renkli bir formazana doniistiiriilmesini igerir. Formazan daha sonra DMSO ile
¢Oziindiiriliir (Kumar vd., 2018). Bu tez ¢alismasinda ilk olarak HT-29 hiicreleri
tizerinde Brusatol, Eriodictyol ve 5-FU’nun konsantrasyon ve zamana bagl olarak
hiicre canlilig1 etkileri MTT testi ile belirlenmistir ve her etken maddenin test edilen
inkiibasyon stirelerinde ICsp konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Buna gore 24, 48 ve 72
saat icin sirasiyla ICso konsantrasyonlari, Bru i¢in 109.5, 1.15 ve 0.96 uM, Erio i¢in
486, 173 ve 38 uM ve 5-FU i¢in ise 1845, 653 ve 84.5 uM olarak bulunmustur.

Literatiirde Brusatol’tin HT-29 hiicre hatt1 iizerindeki etkisine ait bir caligsmaya
rastlanilmamistir bununla birlikte farki kolon kanseri hiicre hatlar ile diger kanser
hiicre hatlar iizerindeki etkilerine dair ¢alismalar mevcuttur. Yapilan c¢alismalarda
Brusatol’iin ICso konsantrasyonlari, CT-26 kolerektal kanseri hiicre hattinda 48 saat

i¢in 0.27 pg/mL (Chen vd., 2018); baska bir ¢aligmada CT-26 ve HCT116 kolorektal
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kanser hiicre hatlarinda 48 saat icin sirasiyla 256.1 ve 87.43 nM (Evans vd., 2018);
PC9, H1650, A549 ve HCC827 akciger kanseri hiicre hatlarinda 72 saat icin sirasiyla
18.40,24.27,14.41 ve 73.3 ng/mL (Xie vd., 2021); 24 saat igin UMSCC 47, UD SCC2,
JMAR, TU167, LN686, YD-10B, HN-9 ve FaDu bas ve boyun skuamoz kanseri hiicre
hatlarinda sirastyla 24, 38, 16, 14, 6, 22, 25 ve 20 nM (Lee J.H. vd., 2019); 48 saatte
CNE-1, 5-8F, CNE-2 ve 6-10B nazofarenks karsinoma hiicre hatlarinda sirasiyla
22.69, 35.29, 65.20 ve 244.20 nM (Guo vd., 2020); hepatoseliiler karsinoma
hiicrelerinde 0.69 umol/L (Hep3B), 0.34 umol/L (Huh-7), 12.49 umol/L (LM3) ve
18.04 nmol/L (Bel-7404) (Ye vd., 2018); 48 ve 72 saat igin pankreas kanseri hiicre
hatlarinda PANC-1 igin sirasiyla 7.40 ve 1.30 pg/mL CAPAN-1 i¢in sirasiyla 2.09 ve
0.33 pg/mL CAPAN-2 i¢in sirasiyla 8.16 ve 1.15 pg/mL ve SW1990 i¢in sirastyla
8.47 ve 4.26 ng/mL (Lu vd., 2017) ve 48 saatte BT-474, SK-BR-3 meme kanseri hiicre
hatlarinda sirasiyla 0.7537 uM ve 8.631 uM ayrica yumurtalik kanseri hiicre hatt1 SK-
OV-3’te 0.7610 uM (Yang vd., 2020) olarak belirlenmistir.

Literatiirdeki calismalarda Eriodictyol’in ICso konsantrasyonlari, akciger kanseri
hiicre hatt1 (A549) iizerinde 48 saatte 50 uM (Zhang vd., 2017); hepatoseliiler
karsinoma hiicrelerinde (HepG2) 24 saatte 37.6 uM (Wang vd., 2016); 48 saatte
retinoblastoma kanseri hiicre hattinda (Y79) 50 uM (Wen vd., 2021) olarak
bulunmustur. Fernandez vd., (2021) calismalarinda Eriodictyol’iin 20, 40, 60, 80 ve
100 uM konsantrasyonlar1 ile 48 saat muamele edilen HCT116 hiicrelerinde IC50
degerini 54.2 uM olarak belirtirken, HT-29 hiicrelerinde HCT116 hiicrelerine kiyasla
istatiksel olarak anlamli olmayan daha diisiik antitiimoral aktivite bildirmislerdir.
5-FU’nun anti-kanser etkisini arastiran ¢alismalarda HT-29 hiicre hatt1 dahil farkl
kolon/kolorektal kanseri hiicre hatlarinda IC50 konsantrasyonlari, 72 saat inkiibasyon
stiresinde HCT116’da 13.72 uM ve HT-29’da 106.8 uM (Focaccetti vd., 2015);
Lovo92 ve Colo320 hiicre hatlarinda 72 saat muamele sonrasi sirastyla 1.1 ve 2.3 uM
(Bijnsdrop vd., 2009); 48 ve 72 saat i¢in HT-29°da 5 uM (Sasaki vd., 2010); baska bir
calismada HT-29 hiicre hattinda 24 ve 48 saat icin sirasiyla 39.13 ve 38 umol/L
(Srimuangwong vd., 2012); 24 saatte HT-29’da 17.13 uM (Du vd., 2005); 48 saat i¢in
SW620’de 99.50 uM, LoVo’da 127.23 uM, LS174t’de 177.45 uM ve HT-29’da
798.38 uM (Tong vd., 2011) olarak belirlenmistir.

Bu calismada etken maddelerin test edilen her inkiibasyon siiresi i¢in IC50
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra 24, 48 ve 72 saat i¢in kombinasyon

uygulamalar1 gergeklestirilmis ve KI degerleri belirlenmistir. HT-29 hiicrelerinde

62



Brusatol ve 5-FU’nun 9 farkli kombinasyonu test edilmistir. Brusatol’iin ICso veya
ICs0/2 degerindeki konsantrasyonlari ile 5-FU’nun ICsg veya 1Cso/2 degerindeki
konsantrasyonlari ile yapilan kombin uygulamalarin HT-29 hiicrelerinde ortak olarak
24 ve 48 saatte sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir. 72 saatte Brusatol ve 5-FU
kombinasyonlarinin genel olarak antagonist etki gosterdigi sOylenebilir. Yapilan
literatir ¢aligmasinda Brusatol ve 5-FU’nun HT-29 hiicrelerinde kombin
uygulamalarina yonelik bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bununla birlikte
caligmamizdaki gibi Brusatol’lin baska ajanlar ile kombinasyon uygulamalarinin
sinerjik etkileri farkli kanser hiicrelerinde bildirilmistir. Lu vd., (2017) yaptigi
calismada Brusatol’iin gemsitabin veya 5-FU ile kombinasyonunun 72 saatte hem
PANC-1 hem de CAPAN-2 pankreas kanseri hiicre hatlarma kars1 sinerjistik (Ki: 0.2-
0.8) bir antiproliferatif etki gdsterdigini ortaya koymuslardir. Bir baska ¢alismada, 48
saatte CT-26 hiicreleri lizerinde Brusatol’tin 0.27 pg/mL (ICso) konsantrasyonu ile
sisplatin’in 1.44 pg/mL (IC50) konsantrasyonunun kombinasyon uygulamasinin
sinerjik etkiye (Ki<1) sahip oldugu gériilmiistiir (Chen vd., 2018). Evans vd., (2018)
calismalarinda Brusatol’iin 0.015 ve 0.1 uM konsantrasyonlari ile Irinotecan’in 1.23,
3.7,11.1, 33.0, 100 ve 300 uM konsantrasyonlarinin kombinasyon uygulamasinin CT-
26 hiicrelerine karst hiicre canliligi etkilerini 48 saat i¢in arastirmiglardir. Sonug
olarak, 0.1 uM konsantrasyondaki Brusatol’iin 100 ve 300 pM Irinotecan ile
kombinasyonlar1 haricinde diger tiim kombinasyon uygulamalarinin sinerjik bir etkiye
sahip oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, ayni ¢alismada Brusatol’iin 0.015 ve
0.3 uM konsantrasyonlari ile Irinotecan’in 1.23, 3.7, 11.1, 33.0, 100 ve 300 uM
konsantrasyonlarint CT-26 hiicreleri iizerinde denemislerdir ve 0.015 pM Brusatol
konsantrasyonunun 1.23, 3.7 ve 33 pM Irinotecan konsantrasyonu ile kombin
uygulamalarini antagonistik diger kombin uygulamalarinin ise sinerjistik etkiye sahip
oldugunu belirlemislerdir (Evans vd., 2018). Yang vd., (2020) HER2-pozitif BT474
ve SK-OV-3 kanser hiicre hatlarinda 48 saat i¢in 12,5 pg/mL Trastuzumab ile 2,5 uM
Brusatol, 25 pg/mL Trastuzumab ile 5 uM Brusatol ve 50 pg/mL Trastuzumab ile
10 uM  Brusatol ilag kombinasyonlarinin sinerjik etkiye sahip oldugunu
gozlemlemislerdir.

Bu calismada, Eriodictyol ve 5-FU’nun 5 farkli kombinasyonu 24, 48 ve 72 saatlerde
HT-29 hiicreleri iizerinde uygulanmistir ve Ki degerleri hesaplanmistir. Brusatol’den
farkli olarak, Eriodictyol’lin 5-FU ile 72 saat i¢in olan kombin uygulamalarinda

sinerjik etki belirlenmistir. 48 saat i¢in ise Eriodictyol’iin ICso/2 degerindeki
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konsantrasyonu ile 5-FU’nun ICso ve ICs0/2 degerindeki konsantrasyonlarinin yani sira
Eriodictyol’in ICso ve 5-FU’nun ICso/2 degerindeki konsantrasyonu ile yapilan
kombin uygulamalarin etkisinin sinerjik oldugu goriilmiistiir. Literatiirde Eriodictyol
ve 5-FU kombinasyonunun veya Eriodictyol ile farkli ajanin kombinasyonun kanser
hiicre hatlarina karst potansiyel etkilerini arastiran herhangi bir calismaya
rastlanilmamigtir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler literatiire katki saglayacak ilk
temel verilerdir.

Yapilan tez ¢alismasinda, Brusatol-Eriodictyol kombinasyonu disinda Brusatol,
Eriodictyol ve 5-FU’nun iiglii kombinasyonun da HT-29 hiicre hattinda hiicre canlilig
iizerindeki etkisi her inkiibasyon siiresi icin test edilmis ve KI degerleri hesaplanmustir.
Brusatol ve Eriodictyol’tin iki farkli kombinasyon uygulamasinin (ICso:ICso Ve
ICs0/2:1C50/2) 24 ve 48 saatte antagonistik 72 saatte ise aditif etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Brusatol, Eriodictyol ve 5-FU’nun test edilen {i¢lii kombinasyonlarinin
(IC50:1Cs0:1Cs0 Ve 1Cs0/2:1Cs0/2:1Cs0/2) her inkiibasyon zamani igin ise antagonistik
oldugu gortilmiistiir. Literatiirde Brusatol, Eriodictyol ve 5-FU kombinasyonunun
kanser hiicre hatlarindaki etkilerine dair calisma bulunmamakla birlikte baska
ajanlarin {iglii kombinasyonlarinin farkli kanser hiicreleri {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Budman vd., (2002) ¢alismalarinda 72 saat inkiibasyon siiresinde
Docetaxol, Estramustine (EST) ve retinoik asit-1 ti¢lii kombinasyonunun DU145, PC3
ve LnCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda KI degerlerini sirastyla 1.12, 2.19 ve 1.93
Docetaxol, EST ve dexrazoxane ii¢lii kombinasyonunda ise sirastyla 2.17, 2.29 ve 1.65
olarak belirlemiglerdir ve bu {i¢lii kombinasyonlarin prostat kanseri hiicrelerinde
antagonistik etkiye sahip olduklarini bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada, 72 saatte
LBH-589, Gemsitabin ve Karboplatinin {i¢lii kombinasyonunun SK-OV-3 ve CaOV-
3 yumurtalik kanseri hiicrelerindeki KI degerleri 0.9 olup sinerjik bir etki
gozlemlemislerdir. LBH-589, Gemsitabin ve Paklitaksel ii¢lii kombinasyonunda ise
SK-OV-3 ve CaOV-3 hiicrelerinde Ki degerlerini sirastyla 1.2 (antagonistik) ve 0.3
(sinerjik) olarak hesaplamiglardir (Budman vd., 2011). Lopez-Acevedo vd., (2014)
calismalarinda ICso konsantrasyonlarinda Gemsitabin, Docetaxol ve Dasatinib iiclii
kombinasyonunun SK-UT-1 ve SK-UT-1B uterin korpus leiomyosarkomu kanseri
hiicre hatlarinda 72 saat muamele sonrasi KI degerleri sirastyla 0.46 (sinerjik) ve 1.42
(antagonistik) olarak belirlemislerdir.

Apoptoz, normal doku homeostazinin merkezi bir diizenleyicisidir (Koff vd., 2015;

Pistritto vd., 2016). Cesitli antikanser ajanlari, kanser hiicrelerinde apoptozu
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indiikleme ve kanser gelisimini Onleme islevi goriir. Bu nedenle, apoptozun
uyarilmasi, ajanlarin terapotik etkinligine katkida bulunan 6nemli bir hiicresel olay
olarak kabul edilir. (Lopez ve Tait, 2015). Bu tez ¢alismasinda, apoptozun
degerlendirilmesi flow sitometri (Annexin V/PI-FITC) ve Real-Time PCR analizleri
ile 48 saat i¢in gerceklestirilmistir. 48 saat i¢cin Brusatol ile muamele edilen hiicrelerde
toplam apoptotik hiicre yiizdesinin kontrole kiyasla konsantrasyona bagli bir sekilde
artt1g1 goriilmiistiir. Brusatol’iin 0.575, 1.15 ve 2.3 uM konsantrasyonlari ile muamele
edilen HT-29 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre yiizdesinin (Q2+Q4) %3.3’ten
(kontrol) sirasiyla %20.1, %25.6 ve %40.4 arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte
Bru’nun test edilen bu konsantrasyonlarda kontrol hiicrelerine kiyasla nekrotik hiicre
ylizdesinde artisa neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica Brusatol ve 5-FU’nun 48 saat
kombin uygulamalar1 sonrasinda ise belirlenen toplam apoptotik hiicre yiizdesinin
etken maddelerin tek baslarina kiyasla daha fazla oldugu belirlenmistir. 653 pM
konsantrasyondaki 5-FU ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinde toplam apoptotik
hiicre yiizdesi %27.7 iken, 1.15 uM Bru + 653 uM 5-FU ve 0.575 uM Bru + 653 uM
5-FU ile muamele edilen hiicrelerde toplam apoptotik hiicre yiizdesi sirasiyla %31.7
ve %31.6 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglarin 48 saatte Brusatol ve 5-FU
kombinasyonu i¢in hesaplanan KI degerlerine gére belirlenen sinerjik etki ile uyumlu
oldugu sdylenebilir. Literatiirde ¢alismamizi destekleyebilecek sekilde Brusatol’iin
farkli kombinasyonlar1 ve farkli kanser hiicre hatlar1 ile yapilan caligmalar yer
almaktadir. Xie vd., (2021) yaptiklar1 ¢calismada, Brusatol’ii A549, H1650 ve EGFR
mutant PC9 insan kii¢iik olmayan akciger kanseri hiicre hatlarinda denemisler ve PC9
hiicreleri iizerinde gii¢lii sitotoksik aktivite gosterdigini ortaya koymuglardir. 48 saatte
Brusatol’in 20, 40 ve 80 ng/mL konsantrasyonlari ile muamele edilen PC9
hiicrelerinde toplam apoptotik yiizdelerini sirasiyla %13.75, %21.18 ve %28.88 olarak
belirlemislerdir. Lee H. vd., (2019) calismalarinda 24 saat i¢in Brusatol’iin 5 nM
konsantrasyonlarinda UD SCC2, JMAR ve YD-10B bas ve boyun kanseri hiicre
hatlarinda erken apoptotik hiicrelerin sirasiyla %13.3, %14.2 ve %12.4 oldugunu
bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada, 80 nM Brusatol konsantrasyonunun CNE-1
hiicreleri tlizerindeki apoptotik etkileri 24, 48 ve 72 icin arastirilmistir ve sirasiyla
toplam apoptotik hiicre oraninin %23.83, %29.61 ve %35.38 oldugunu ifade edilmistir
(Guo vd., 2020). Brusatol’iin hiicreler iizerinde biiylime inhibisyon etkisinin apoptoz
indiiksiyonu ile ilgili olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligmada PANC-1
hiicreleri 4 uM ve PATU-8988 hiicreleri 0.4 uM Brusatol ile muamele edilmistir.
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Zamana bagl bir sekilde Brusatol ile muamele edilen hiicrelerde apoptotik hiicrelerin
artigi  gozlemlenmistir  (Xiang vd., 2017). CT-26 hiicrelerinde IC50
konsantrasyonlarinda Brusatol (0.27 ug/mL) ve Sisplatin (1.44 pg/mL) ile muamele
sonrast apoptotik hiicre oranlart sirasiyla %13.1 ve %14.05 olarak belirlenirken
kombin uygulamanin apoptotik hiicre oraninin %20.6 oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuclarin, Brusatol ve Sisplatin'in, tek basina veya kombinasyon halinde, CT-26
hiicrelerinin apoptotik popiilasyonunda Onemli bir artis olusturabildigini ortaya
koydugu bildirilmistir (Chen vd., 2018). Yumurtalik kanseri hiicrelerinde Brusatol’iin
Tratsuzumab ile kombin uygulamasinin potansiyel etkilerini arastiran bir ¢alismada,
Brusatol (5 uM) ile muamele edilen BT-474 ve SK-OV-3 hiicrelerinde toplam
apoptotik hiicre oran1 sirastyla %24,65 ve %23.59 iken Tratsuzumab (25 pg/mL) ile
muamele edilen hiicrelerde toplam apoptotik oranlar1 sirastyla %7.34 ve %3.21 olarak
gbozlemlenmistir. Kombin uygulamanin BT-474 ve SK-OV-3 hiicre hatlarindaki
toplam apoptotik oranlarini ise sirasiyla %42.02 ve %60.24 olarak bulunmustur (Yang
vd., 2020).

Eriodictyol ile 48 saat i¢in muamele edilen hiicrelerde toplam apoptotik hiicre
yiizdesinin kontrole kiyasla arttig1 belirlenmistir. Bununla birlikte Eriodictyol ve 5-FU
kombinasyonlari ile 48 saat muamele edilen hiicrelerde ise belirlenen toplam apoptotik
hiicre yiizdesinin etken maddelerin tek baslarina muameleleri sonrasinda belirlenen
toplam hiicre apoptotik yiizdesinden daha fazla olmadig1 goriilmiistiir. Eriodictyol’tin
86.5 ve 173 uM konsantrasyonlar: ile muamele edilen hiicrelerde toplam apoptotik
hiicre yiizdesi sirasiyla %16.6 ve %35.2 olarak belirlenirken Erio’nun bu
konsantrasyonlarinin 5-FU’nun ICsg (653 pM) konsantrasyonu ile muamele edilen
hiicrelerin toplam apoptotik hiicre yiizdesinin sirasiyla %12.1 ve %18.0 oldugu tespit
edilmigtir. Literatiirde Eriodictyol’in farkli kanser hiicre hatlarinda apoptotik
etkilerinin  arastirlldigit  calismalar yer almaktadir. Eriodictyol’iin  artan
konsantrasyonlar1 (0, 25, 50 ve 100 uM) ile 48 saat muamele edilen U§7MG ve CHG-
5 glioma kanseri hiicreleri iizerinde apoptotik hiicre sayilarmin artan konsantrasyona
bagli olarak arttig1 tespit edilmistir (Li vd., 2020). 25, 50 ve 100 puM
konsantrasyonlarda Eriodictyol ile 48 saat muamele edilen A549 hiicrelerinde kontrole
kiyasla toplam apoptotik hiicre popiilasyonunun yiizdesinin artan konsantrasyona
bagl olarak artig gosterdigi goriilmistiir (Zhang vd., 2017). Yu ve Liu (2020)
calismalarinda, 24 saatte 5, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda Eriodictyol ile

muamele edilen HeLa hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre oraninin konsantrasyona
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bagl sekilde arttigin1 gostermislerdir. Oh (2020) yaptig1 tez ¢aligmasinda, Panc-1 ve
SNU-313 pankreas kanseri hiicrelerinin 72 saat 25 ve 50 puM Eriodictyol
konsantrasyonlar1 ile muamele sonrasi toplam apoptotik hiicre yiizdesinin sirasiyla
%I11.1 ve %27.2, %27.7 ve %41.2 oldugunu gozlemlemistir. Literatiir taramalari
sonucunda Eriodictyol’iin herhangi bir ajan ile kombine uygulamasinin apoptotik
etkilerini aragtiran bir ¢aligsmaya rastlanilmamustir.

5-FU’nun tek basina hiicreler lizerindeki apoptotik etkisi arastirildiginda 5-FU’nun
artan konsantrasyona bagli olarak toplam apoptotik hiicre yiizdesinde artisin oldugu
belirlenmistir. Onemli bir anti-kanser ajan1 olan 5-FU’nun kolorektal kanseri hiicre
hatlarinda tek basina ve kombin uygulamalarinin apoptoza neden oldugu literatiirdeki
calismalarda gosterilmistir. Kodach vd. (2006) calismalarinda, HCT116 hiicre hattinda
5-FU’nun 1 ve 10 uM konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamelesi sonrasinda toplam
apoptotik oraninin sirasiyla %11.0 ve %14.0 oldugunu gostermislerdir. Bir baska
calismada, 48 saatte 10 uM konsantrasyondaki 5-FU ile muamele edilen SW-480
hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre popiilasyonunun yaklasik %17.0 oldugu
bildirilmistir (Garcia vd., 2011). 5-FU’nun 20 uM konsantrasyonu ile 48 saat muamele
edilen HCT116 hiicrelerinde toplam apoptotik hiicre oraninin <%1 oldugu belirtilmis
buna karsilik 1 mg/mL NGF (Natoginseng ¢icegi Oziitii) ile 20 pM 5-FU’nun
kombinasyon uygulamasi sonrasinda hiicrelerdeki toplam apoptotik hiicre oraninin
%41.0 oldugu ifade edilmistir (Wang vd., 2007).

Bcl-2 ve Bax dahil olmak iizere Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal apoptotik yolun
diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. Bax, mitokondriden sitokrom ¢ salinimini
tesvik ederek apoptozu ve uyarilmis hiicre 6liimiinii ortaya ¢ikarir. Salinan sitokrom c,
sitozolik apoptoz proteaz aktive edici faktore baglanir ve kaspaz-9'un aktivasyonunu
indiikler. Bcl-2, apoptozun baglamasini baskilar ve sitokrom c¢ salinimini engelleyerek
hiicrenin hayatta kalmasini1 destekler (Chen vd., 2018). Bcl-2 ailesinin bir liyesi olan
Puma ise, radyasyon ve kemoterapi ile tedavi altinda mitokondriyal apoptozu ortaya
¢ikaran P53'lin dogrudan transkripsiyonel hedefidir (Li., 2021). Apoptozun baglamasi
icin kaspaz kaskadlarinin aktivasyonu hayati ©Oneme sahiptir. Apoptozun
baglatilmasinin, kaspaz-9 aktivasyonu ile iligkili i¢gsel mitokondriyal apoptotik yol ve
kaspaz-3 aktivasyonu ile iligkili olan digsal apoptotik yol dahil olmak {izere en az iki
farkli apoptotik yolun katilimini igerdigi bildirilmistir (Chen vd., 2018). Real time
PCR analizleri sonucunda 5-FU’nun ICsp (653 puM) ve ICso/2 (326.5 uM)
konsantrasyonlarinin yani sira Brusatol’iin 2xICsp (2.3 uM) ve ICso (1.15 uM)
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konsantrasyonlari ile ayr1 ayri muamele edilen hiicrelerde kontrole kiyasla apoptotik
bax ve kaspaz-3 gen ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde arttigi belirlenmistir.
Etken maddelerin tek baslarina kiyasla bu iki genin (bax ve kaspaz-3) ekspresyon
seviyesindeki anlamli artis 1.15 uM Bru + 653 uM 5-FU kombinasyon uygulamasinda
da tespit edilmistir. 0.575 uM Bru + 653 uM 5-FU kombinasyon uygulamasinda
kaspaz-3 genlerinin her iki etken maddenin tek baslarina neden oldugu gen ekspresyon
seviyesinin iistiinde bir etki goriilmiistiir bununla birlikte anlamli bir sekilde bcl-2 gen
ekspresyon seviyesinde etken maddelerin tek baslarina neden olduklar1i gen
ekspresyon seviyelerine kiyasla azalma oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
Eriodictyol’iin tek basina ve kombin uygulamalarinda test edilen genlerde anlamli bir
artis belirlenememistir. Calismamizdan farkli olarak, Lu vd., (2017) yaptiklar
calismalarinda hem PANC-1 hem de Capan-2 hiicrelerinde Brusatol’iin tek basina
veya Gemsitabin/5-FU ile kombinasyon tedavisinde E-cadherin ekspresyonun arttigi,
vimentin ve Twist ekspresyonunun bastirildigint gézlemlemisglerdir. Chen vd., (2018)
caligmalarinda, western blotlama ile CT-26 hiicrelerinde pro-apoptotik Bax, anti-
apoptotik Bcl-2 protein ekspresyon seviyelerini tespit etmislerdir. Kontrol hiicreleriyle
karsilagtirildiginda, tedavi edilen hiicrelerde Bax'in ekspresyon seviyeleri dnemli
Olgiide artarken, Bcl-2'nin protein ekspresyon seviyelerinin belirgin bir sekilde
azaldigimi belirlemislerdir. Bir bagka calismada, arastiricilar, Brusatol’iin 20
nmol/L'de %20 ve 40 nmol/L'de %45 ile A549 hiicreleri lizerindeki hiicre canliligini
azalttigin1 ve Nrf2 aktivitesinin inhibisyonu nedeniyle kaspaz-3'ten bagimsiz olarak
apoptozu indiikledigini bildirmislerdir (Zhou vd., 2016). Zhang vd., (2020)
calismalarinda, kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, Eriodictyol ile tedavi edilen
A549 hiicrelerinin konsantrasyona bagli Bcl-2 proteinlerinin asag1 regiilasyonunu ve
Bax proteinlerinin yukari regiilasyonunu western blot yontemi ile gdstermislerdir,
bunun sonucunda Bax/Bcl-2 oranini arttirdigini ve nihayetinde apoptozu indiikledigini
ortaya koymuslardir. Wang vd., (2016) c¢alismalarinda farkli Eriodictyol
konsantrasyonlarinin (10, 50 ve 100 uM) Hep-G2 hiicrelerinde Bax ve PARP'1n yukari
regililasyonuna yol acgarken, ayn1 zamanda Bcl-2 proteininin asag: regiilasyonuna da
yol actigin1 gostermislerdir.

Hiicre dongiisii, tim canlilar arasinda hayatta kalmak i¢in gerekli bir mekanizmadir.
Hiicre dongiisii kontroliiniin kaybi, tiimorijenezdeki tipik 6zelliklerden biridir (Zhou
vd., 2021). Flow sitometri ile 48 saat i¢in Brusatol ve Eriodictyol’iin tek baglarina ve

5-FU ile olan kombinasyonlarinin hiicre dongiisii iizerindeki etkileri incelenmistir. Tek
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basina Brusatol’iin test edilen konsantrasyonlari (0.575, 1.15 ve 2.3 uM) ile muamele
edilen HT-29 hiicrelerinde kontrole kiyasla &zellikle S evresindeki hiicre ylizdesinde
belirgin bir artis oldugu bununla birlikte G1 evresinde hiicre ylizdesinde azalma
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte Brusatol ve 5-FU’nun yapilan kombin
uygulamalarinda da kontrole kiyasla 6zellikle S evresindeki hiicre yiizdesinde artis
oldugu belirlenmistir. Zhou vd., (2021) ¢alismalarinda Brusatol’iin laringeal skuamoz
karsinom hiicrelerini (Hep-2) S evresinde bloke ederek hiicresel apoptozu
indiikledigini bildirmislerdir. Eriodictyol’iin 86.5, 173 ve 346 uM konsantrasyonlari
ile muamele edilen hiicrelerde kontrole kiyasla S evresindeki hiicre ylizdesinde artig
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, Eriodictyol ve 5-FU’nun kombin uygulamasi
ile muamele edilen hiicrelerde kontrole kiyasla G1 ve G2 evrelerinde hiicre yiizdesinin
arttig1 goriilmiistiir. Bir ¢calismada, Eriodictyol'un hiicre dongiisii lizerindeki etkilerini
arastirmak i¢in U887MG ve CHG-5 hiicrelerin 48 saat boyunca Eriodictyol ile
muamelesi sonrasinda Eriodictyol’iin hiicre dongiisiinii S evresinde durdurdugunu
gostermiglerdir (Liv d., 2020). Oh vd., (2020) calismasinda, Eriodictyol’iin 48 saatte
PANC-1 hiicrelerinin S evresinde durdurdugunu bildirmistir. 5-FU’nun mevcut tez
caligmasinda test edilen konsantrasyonlarinda (326.5, 653 ve 1306 uM) HT-29 hiicre
yiizdelerinin kontrole kiyasla S evresinde artig gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde 5-
FU’nun HT-29 dahil olmak tizere farkli kolon kanseri hiicre hatlarinda da hiicreleri S
evresinde tutuklandigi farkli ¢aligmalarla bildirilmistir (Suehiro vd., 2018; Choi vd.,
2012; Backus vd., 2001).

Sonug¢ olarak, bu tez calismasi farkli calismalarla g¢esitli kanser hiicre hatlarinda
antiproliferatif etkileri gosterilen Brusatol ve Eriodictyol’iin HT-29 hiicrelerinde tek
baglara ve 5-FU antikanser ilaci ile birlikte yapilan kombin uygulamalarinin hiicre
canlilif1 tlizerindeki etkilerini karsilagtirmali olarak ilk kez ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte bu ¢alismadan elde edilen sonuglar 48 saatte Brusatol veya
Eriodictyol’iin ICso Ve 1Cs0/2 degerindeki konsantrasyonlarinin tek basina ve ayrica 5-
FU’nun ICso degerindeki konsantrasyonlari ile yapilan kombin uygulamalarinin HT-
29 hiicre hattinda potansiyel apoptotik etkilerinin karsilagtirmali  olarak
degerlendirilmesine imkan saglayabilecektir. Bu ¢alismada Brusatol ve Eriodictyol’iin
tek baglarina ve 5-FU ile kombinasyon uygulamalarinin HT-29 hiicrelerinde
potansiyel apoptotik etkileri ile ilgili sonuglar ilk kez elde edilmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde 6zellikle Brusatol’iin tek basina ve 5-FU ile

olan kombinasyonlarinin HT-29 hiicre hatlarinda 48 saat i¢in apoptotik potansiyelinin
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Eriodictyol’iin tek basina ve 5-FU ile olan kombinasyonlarina kiyasla daha iyi oldugu
goriilmektedir. Bu caligsmada elde edilen veriler 6zellikle kolon kanserine karsi kombin
veya diger alternatif tedavi yaklasimlarina temel veri saglayabilir. In vivo yapilacak

caligmalar tedavi yaklagimlarinin uygulanabilirligine 6nemli katk1 saglayacaktir.
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