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DĠKLOFENAK ĠLE ĠNDÜKLENMĠġ HT-29 HÜCRE HATTI ÜZERĠNDE 

KRĠSĠN'ĠN MOLEKÜLER VE BĠYOKĠMYASAL ETKĠLERĠ 
 

 

ÖZET  
 

Kolon kanseri dünyada akciğer ve meme kanserinden sonra rastlanan en yaygın üçüncü kanserdir 

ve ikinci en yaygın kanser ölüm nedenidir. Sağlık bakanlığı verilerine göre son yıllarda kolon 

kanserindeki artıĢ giderek çoğalmaktadır. Yapılan bir çok çalıĢma, steroid olmayan anti-

inflamatuar ilaçların (NSAĠ) kolon kanserini önleyebileceğini göstermiĢtir. Diklofenak 

(Dik) grubu ağrı kesiciler, enflamasyonu ve kolon kanserine bağlı ağrıyı azaltmak için en 

yaygın kullanılan anti-inflamatuar NSAĠ arasındadır. Yüksek konsantrasyonlarda Dik, 

agresif kolon kanseri hücrelerinde (HT-29, SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine kıyasla hücre 

canlılığı kaybını arttırabilmiĢtir. Dik'ın sağkalım mekanizmasını inhibe ettiği ve kolon kanseri 

hücrelerinde apoptotik hücre ölümü ile birlikte meydana gelen, genellikle aerobik metabolizma 

sırasında ortaya çıkan Reaktif oksijen türlerinde (ROS) bir artıĢa yol açtığı gösterilmiĢtir. Endojen 

ve eksojen antioksidanlar, ROS'un neden olduğu hasarı önleyebilir ve onarabilir. Bununla birlikte, 

son araĢtırma bulguları, antioksidanların antikanser ilaçlar ile beraber kullanımının faydalı 

olamayabileceğini veya kanser önleme ve tedavisini olumsuz yönde etkileyebileceğini öne 

sürmektedir. Bu tez çalıĢması kolon kanseri üzerinde anti proliferatif etkisi bulunan Dik ile 

hücreleri indükleyerek Kr‘nin hücre proliferasyonuna olan etkisini ve bu etkinin altında yatan 

biyokimyasal ve moleküler mekanizmaların aydınlatılması amaçlanmaktadır. Dik ile muamelede 

bulunulan HT-29 hücre hattı üzerinde konsantrasyona bağlı olarak (500 µM) hücre 

proliferasyonunda önemli ölçüde azalma görüldü. Bu çalıĢmada, hücrelerin Dik ile muamele 

edilmesi sonrasında ROS ve malondialdehit (MDA) seviyelerinde ve laktat dehidrogenaz (LDH) 

enzim salınımında artıĢ ve katalazın (CAT) aktivitesinde azalma, apoptotik indeksde artıĢ, 

apoptotik ve pro-apoptotik genlerin seviyelerinde artıĢ gözlenirken, bu etkilerin tamamı Kr 

varlığında tersine çevrilmiĢtir. Yapılan deneyler sonrasında elde edilen bulgular Kr‘nin kolon 

kanseri hücrelerinin apoptozunu indüklemede Dik'in etkinliğini azaltabileceğine dair yeni 

bir açıklama sağlamaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, antioksidan, krisin, serbest radikaller, apoptozis 
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MOLECULAR AND BIOCHEMICAL EFFECTS 

OF CHRYSIN ON HT-29 CELL LINEINDUCED WITH 

DICLOFENAC 

 

 

ABSTRACT 
 

Colon cancer is the third most common cancer in the world after lung and breast cancer, 

and the second most common cause of death (WHO 2018). According to the data of the 

accumulative data, the frequencey of colon cancer has been increasing in recent years. 

Many studies have shown that non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) can 

prevent colon cancer. Diklofenac group painkillers are among the most widely used anti-

inflammatory NSAIDs to reduce inflammation and pain associated with colon cancer. 

Diklofenac at high concentrations was able to increase loss of cell viability in aggressive 

colon cancer cells (HT-29, SW480 and DLD-1) compared to healthy cells. Diklofenac 

has been shown to inhibit the survival mechanism and lead to an increase in reactive 

oxygen species (ROS) that usually occur during aerobic metabolism, which causes 

apoptotic cell death in colon cancer cells. Free raDikals cause damage to many biological 

materials such as protein, lipid and DNA which promotes aging and also causes 

cardiovascular diseases, various types of cancer and immune system weakening. 

Endogenous and exogenous antioxidants can prevent and repair damage caused by ROS. 

Therefore, they are called ―free radikal scavengers ve and can reduce the immune 

defenses risk of disease and cancer Antioxidants are widely used as dietary supplements 

and have been investigated for their effectiveness in preventing diseases such as cancer 

and coronary heart disease. However, recent research findings suggest that the use of 

antioxidants in combination with anticancer drugs may not be beneficial or may 

adversely affect cancer prevention and treatment. The aim of this project is to elucidate 

the effect of chrisin on cell proliferation by inducing cells with Diklofenac, which has 

anti-proliferative effect on colon cancer, and to elucidate the biochemical and molecular 

mechanisms underlying this effect. A significant decrease in cell proliferation was 

observed on the HT-29 cell line treated with Dic, depending on the concentration (500 

µM). In this study, after treatment of cells with Dic, increase in ROS and 

malondialdehyde (MDA) levels and lactate dehydrogenase (LDH) enzyme release and 

decrease in catalase (CAT) activity, increase in apoptotic index, increased levels of 

apoptotic and pro-apoptotic genes were observed while all of these effects were reversed 

in the presence of Kr. Results obtained after experiments provide a new explanation that 

Kr can reduce the effectiveness of Dic inducing apoptosis of colon cancer cells. 

 

Keywords: Colon Cancer, Antioxidant, Chrysin, Free raDikals, Apoptosis 



 

1. GĠRĠġ 

 

 

1.1. Hücre Döngüsü ve Apoptozis 

 

Organizma, organ ve doku geliĢimi, hücrelerin büyüme ve çoğalmalarını içerdiği gibi 

ölümlerini de içermektedir. Hücre siklusunun devam etmesi ve hücre çoğalması kontrol 

mekanizmasında varolan genlerin ekspresyonu ile iliĢkilidir. Ökaryot hücre siklusu 

M(mitoz), G1, S ve G2 fazlarını içeren bir süreçten oluĢmakta olup, bu süreç boyunca 

hücre büyümesi, hücre uyarımı meydana gelmektedir.  

G1 Kontrol Noktası: Hücreler kendi çevrelerini kontrol edip, gerekli sinyalleri alıp 

büyümeyi indükler. Hücre boyutu istenilene ulaĢmıĢsa, DNA bütünlüğünde herhangi bir 

sorun yoksa ―devam et‖ sinyali verilir.  

G2 Kontrol Noktası: DNA sentezinde herhangi bir hata veya hasar oluĢumu kontrol 

edilir. Eğer bir hata var ise bu süreçler tamamlanıncaya kadar ―dur‖ sinyali verilerek 

hücre döngüsü durdurulur.  

M Kontrol Noktası: Ġğ iğliklerinin olĢumu, kromozomların iğ ipliklerine ve 

kinetekorlara tutunması kontrol edilir. Bu kontrol, oluĢacak yavru hücrelerdeki 

kromozom sayısının eĢit olmasını sağlamak açısından önemlidir (YokuĢ ve Ülker 2012). 
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ġekil 1.1. Hücre döngüsü kontrol noktaları (YokuĢ ve Ülker 2012) 

 

Hücre siklusundaki faz geçiĢlerinde kontrol noktaları bulunmaktadır. Hücre siklusu, 

siklin bağımlı kinazlar tarafından kontrol edilmektedir. Bu proteinlerin düzeyleri hücre 

siklusunun farklı fazlarında farklılık gösterir ve hücre homeostazisi, hücre çoğalması, 

büyümenin durdurulması ve kontrollü ölüm programları ile sürdürülmektedir. Programlı 

hücre ölüm yollarından biri olan apoptozis hücre döngüsünde ve fizyolojik periyotlarda 

rol almaktadır. Apoptotik süreçte hücrelerin büzülmesi, kromatinin kondanse olması ve 

apoptotik cisimlerin oluĢumu görülmektedir. Apoptotik cisimcikler ve apoptotik hücre 

makrofajlar tarafından fagosite edilmektedir. YaĢamsal iĢlevini yitiren hücreler 

programlanmıĢ hücre ölümü ile yok edilmektedirler.  Normal hücre büyümesinin 

düzenlenmesinde iĢlev gören proteinler protoonkogenler ve onkogenler tarafından 

sentezlenmektedir.  Hücre büyümesinin kontrollü bir Ģekilde ilerlemesinde rol oynayan 

proteinler olan protoonkogenlerin onkogen haline dönüĢümü hücre büyümesinin kontrol 

mekanizmasını bozmakta ve kanser hücrelerine dönüĢümünü sağlayıp kontrolsüz 

büyümesine ve çoğalmasına sebep olmaktadır (YokuĢ ve Ülker 2012). 

Hücre de apoptozisin düzenlenmesinde sistein proteazlar (kaspazlar; Kaspaz-8, Caspase 

9 ve Caspase-3) ve Bcl-2 gen ailesi rol oynamaktadır. Hücrenin varolması apoptozisi 

indükleyen ve inhibisyona uğratan genlere (Bcl-2, Bax, p53) bağlıdır. Bu genlerin 

mutasyonu da kansere yol açmaktadır (YokuĢ ve Ülker 2012).  
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ġekil 1.2. Apoptozisin dıĢsal ve içsel yolaklarında rol alan genler (AĢık 2015) 

 

Onkogenlerin aksine tümör süpresör genlere bağlı olarak gerçekleĢen kontrolsüz hücre 

büyümesi genetik olarak resesiftir.  Her iki kromozom çifti de defektif olan geni içerirse 

iĢlev gösterebilmektedir. pRB, p21, p53 proteinini kodlayan genlerin iki kopyasında olan 

mutasyonun hücre büyümesini baskılanması sonucu tümör oluĢmaktadır(Akça vd. 2018). 

Tümör baskılayıcı genlerden olan p53 geni 17p13.1 kromozom bölgesinde yer alıp, 393 

aminoasitten oluĢan bir protein kodlamaktadır. Yapısal ve fonksiyonel olarak 5 ayrı bölge 

içeren protein, 1-63. Aminoasitlerin oluĢturduğu, N-terminal transaktivasyon domaini 

(TAD) p53 ile sıkı iliĢki içerisinde olan MDM2 proteininin de bağlanma bölgesini 

oluĢturmaktadır.  p53 proteini hipoksi durumu, mitotik iğ iplik hasarı, DNA hasarı, ve 

onkogenler tarafından yüksek düzeyde aktive edilebilen yaklaĢık 20 dakikalık yarılanma 

ömrü olan bir transkripsiyon faktörüdür. Normal koĢullarda sentezi hücre içerisinde 

düĢük seviyededir. AktifleĢtikten sonra kendi transkripsiyonunu da uyarır. Yapılan 

çalıĢmalarca çok fonksiyonlu bir protein olan p53‘ün, hücre döngüsünün durdurulması, 

farklılaĢma, yaĢlanma ve apoptozis de görev aldığı bilinmektedir. Hücre içerisinde 

DNA‘da bir hasar oluĢtuğu zaman DNA-bağımlı protein kinaz DNA kırıklarını tanıyarak 
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aktifleĢmektedir. DNA kırıklarının oluĢturduğu tek iplikli DNA koluna bağlanıp, aktif 

hale geçer ve p53‘ü fosforile eder. Fosforlanarak aktifleĢen p53, p21 geninin 

transkripsiyonunu aktive ederek ekspresyonunu artırır. Hücre içerisinde p21 

ekspresyonunun artıĢı, siklusun G1 evresinde durmasına neden olmaktadır. Hücrenin 

yaĢamsal döngülerinin devam edebilmesi için bu duraksama büyük önem arz etmektedir. 

Bu safhada hücrenin genomik DNA‘sında meydana gelen hasarın onarılması için vakit 

kazanılmıĢ olur. DNA tamiri baĢarılı bir Ģekilde tamamlanırsa DNA‘nın kırık uçları 

tamamlanacağı için, DNA hasarında aktive olan DNA-bağımlı protein kinazında 

aktivasyonu azalmıĢ olacak ve p53‘ünde aktivasyonu düĢecektir. Böylece hücre 

siklusunda p53‘ün baskınlığı ortadan kalkacak ve döngü kaldığı yerden devam edecektir. 

DNA hasarı onarılmayacak kadar büyükse hücre döngüsüne devam edilmesine izin 

verilmeyeceği için hücre apoptozise yönlendirilecektir. ġekil 1.3.‘te gösterildiği gibi bu 

aĢamada da p53 pro-apoptotik genlerden olan Bax‘ın transkripsiyonunu sağlayacaktır. 

Hücre içerisinde konsantrasyonu artan Kaspaz- geni, normalde mitekondri porlarında 

dimerler halinde bulunan ve sitokrom-c salınımını engelleyen Bcl-2‘nin Bax ile Bax-Bcl-

2 heterodimerinin oluĢmasına neden olacaktır. Bax-Bcl-2 dimerlerinin oluĢmasıyla 

mitekondri porları kapatılmaz ve sitokrom-c mitekondriden salınarak sitoplazmaya geçer. 

Apaf-1‘e bağlanarak Caspase-9‘un da katıldığı apoptozom yapısı oluĢur. Kaskad sistemi 

ile kaspazlar aktif hale geçerek apoptozisin baĢlaması için gerekli sinyaller oluĢturularak 

hücrenin programlı bir Ģekilde ölümü gerçekleĢtirilir (YokuĢ ve Ülker 2012). 
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ġekil 1.3. P53 bağımlı apoptoziste görev alan genler (Akça vd. 2018) 
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p53‘te gerçekleĢen fonksiyon bozuklukları sonucunda kanserleĢme gerçekleĢmektedir. 

Tüm kanser çeĢitlerinin yaklaĢık %50‘sinde p53 mutasyonu görülmektedir. Mutasyon 

olmayan allelde ise p53 kaybı söz konusu olmaktadır. Çoğunlukla mutasyonlar p53‘ün 

DNA bağlanma domaininde görülmektedir. Bu tür mutasyonlarda, p53 aktive olsa bile 

hedef genlerin aktivasyonunun önlenmesi ile fonksiyonlarını yerine getirememesini 

sağlamaktadır. Bazı mutasyonlar ise doğrudan fosforlanma bölgesinde meydana gelmekte 

olup p53‘ün fosforlanmasını engelleyerek aktivasyonunun önlenmesine neden olmaktadır 

(Akça vd. 2018). 

DNA‘da ve genlerde gerçekleĢen değiĢiklikler neticesinde hücreler kontrolsüz olarak 

bölünmeye baĢlarlar. Sonrasında komĢu dokulara ve uzak organlara yayılabilirler. 

Hücrelerin bu anormal özelliği taĢıması ile geliĢen büyük bir grup hastalığa kanser adı 

verilir (Aliustaoğlu 2009). 

 

1.2. Kanser  

 

Kanser, tarih boyunca olduğu gibi yaĢadığımız dönemde de varlığını sürdüren habis 

hastalık türüdür (Atıcı 2007). Kanserin meydana gelmesi için hücrelerin kontrolsüz bir 

Ģekilde büyümesinin yanı sıra hücrenin kanserli olmayan sağlıklı dokularda dolaĢım 

yoluyla yayılma gibi bir takım malign özellikleri de edinmesi gerekmektedir. Bu 

özellikleri kazanmasını onkogenlerin aktive olması ve tümör süpresör genlerin inaktive 

olması, kontrolsüz bir Ģekilde çoğalmaları, kontak inhibisyonun kaybolması gibi çeĢitli 

durumlar sağlamaktadır. Tümörün büyüme hızını ifade etmede kullanılan ―doubling 

time‖ tümör hücre sayısının iki katına çıkmasını ifade etmektedir. Solid tümör hücreleri, 

baĢlangıçta geometrik artıĢla çoğalırken zamanla büyüme hızı yavaĢlar. Bazı durumlarda 

da çoğalan hücrelerin ve ölen hücrelerin birbirine eĢit olduğu bir plato çizmektedir. Bu 

büyüme eğrisi Gombertz eğrisi olarak adlandırılmaktadır (Aliustaoğlu 2009). Yeterli kan 

bulanamayan kanserli dokular çap olarak 1 mm‘ den daha fazla büyümezler. BaĢlangıçta 

tümör hücreleri oluĢtukları dokunun kapiller damarından difüzyon ile beslenir. 

OluĢtukları doku içerisinde yeni damar oluĢturmadan 2-3 mm boyutuna kadar 

büyüyebilirler. Bu Ģekildeki hücreler tipik olarak daha hızlı çoğalırlar. Daha fazla 

büyümek için kan akımı sağlandıktan sonra, hücre ölüm hızı azalarak tümör hızla büyür 

ve metastaz yapabilir. Damar içerisinde ilerlemeye devam ederken tümör hücreleri belli 

organlarda damar yüzeyine tutunurlar. Tutundukları bölgede yüzeyinde damar duvarını 
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tekrar eritmeye baĢlayan kanser hücresi hedef dokuda yerleĢim sağlayarak çoğalmaya 

devam eder. Kanser hücreleri damar içerisine girdikten sonra tüm vücudu dolaĢsada bazı 

kanser çeĢitleri genel olarak belli organlara metastaz yapmaktadır. Bu iĢlev kanser 

hücrelerinin organ seçiciliği olarak adlandırılır.  Bu seçiciliği belirleyen baĢlıca faktörler 

arasında kanser hücrelerinin yüzey özellikleri, yerleĢecekleri organın damar yapısı 

gösterilebilir. Kanser hücresi oluĢtuğu zaman vücudun immün sistemi bu yabancı hücreyi 

tanır ve parçalar. Bu sayede birçok kanser hücresi bağıĢıklık sistemi tarafından yok edilir. 

Ġmmün sistem kanser oluĢumunu denetler ve antijenlere karĢı immün cevap 

oluĢturmaktadır. Ġmmün cevap baskılandığı zaman kanser oluĢumu artmaktadır 

(Aliustaoğlu 2009). GLOBOCAN 2018 verilerine göre dünyada en çok tanı konulan 

kanser türleri meme, akciğer ve kolon kanseridir (Sharma 2020). 

 

1.2.1. Kolon Kanseri 

 

Kolon kanseri gastroinstestinal traktusta en fazla rastlanılan kanser türüdür. WCRF‘den 

edinilen verilere göre 2018‘de dünyada en sık görülen kanser türleri arasında 3. Sırada 

yer alan kolorektal kanser (Anonymous 2020), ABD‘de yılda 145.000 üzerinde yeni hasta 

tanısı konulmakta ve yılda 55.000 üzerinde kiĢi bu hastalık yüzünden ölmektedir. Bu 

sebeple kolorektal kanserleri ABD‘de ikinci en sık karĢılaĢılan öldürücü kanser 

sıralamasına girmektedir (BaĢpınar 2015). Aynı zamanda GLOBOCAN 2018 verilerine 

göre dünyada en çok tanı konulan kanser türleri meme, akciğer ve kolon kanseridir 

(Sharma 2020). Türkiye‘de ise 2015‘te güncellemesi yapılan verilere göre sık rastlanılan 

ölümcül kanser türü olarak yerini almaktadır (Url 1 2020). Kolorektal kanser geliĢiminde 

etkin rol oynayan risk faktörlerinin belirlenmesi, taramaların yapılması ve kontrol 

programlarının oluĢturulması açısından önemlidir. YaĢlanma kolorektal kanser türleri için 

oldukça baskın bir risk fatörüdür. 40-50 yaĢından sonra görülme sıklığı artıĢ 

göstermektedir. Ancak her yaĢtaki fert kolorektal kansere yakalanabilmektedir. Bu 

sebeple barsak alıĢkanlıklarında önemli değiĢiklik olanlar, melana, açıklanamayan 

anemisi olanlar, rektal kanaması olan ve kilo kaybı yaĢayan hastaların değerlendirilmesi 

gerekmektedir. Bir diğer risk faktörü kalıtsal olan faktörlerdir. Kolorektal kanserlerin 

yaklaĢık %80‘i sporadik bir dağılım göstermektedir. Geri kalan kısım ise ailede 

kolorektal kanser hikayesi olanlarda geliĢmektedir. En sık rastlanılan APC geni ile yanlıĢ 

birleĢme onarım genindeki hasarları araĢtıran testler günümüzde kullanılmaktadır. 

Kolorektal kanserler lifli gıdaların az tüketildiği toplumlarda daha fazla görülmektedir. 
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DoymuĢ yağlar bakımından zengin olan gıda ile beslenenlerde risk artarken oleik asitten 

zengin gıdalarla beslenenlerde risk artıĢ göstermemektedir. Alkol tüketimi ile kolorektal 

kanser geliĢimi arasında bir iliĢki olduğu varsayılmaktadır. Obezite, hareketsizlik 

kolorektal kanser türlerinin oluĢmasını ciddi oranda artırmaktadır. Kalsiyum, Selenyum, 

A, C, E vitaminleri, bitkisel fenoller ve keroteoidler kolorektal kanser geliĢimi riskini 

azaltmaya yardımcı olmaktadır. Embriyolojik gastrointestinal kanal geliĢimi gebeliğin 

dördüncü haftasına kadar sürmekte olup, ön barsak, orta barsak ve arka barsak olarak üç 

segmente ayrılmaktadır. Kolon rektum ve anüsü, orta barsak ve arka barsak birlikte 

oluĢturur. Anatomik ve fonksiyonel olarak kolon, rektum ve anal kanaldan oluĢmaktadır. 

Mukoza, submukoza, iç sirküler kas, dıĢ longitudinal kas ve seroza olmak üzere beĢ ayrı 

katmandan kolon ve rektum duvarı oluĢmaktadır. Kolon terminal ileum ve çekum 

bileĢkesinden baĢlar, 90-150 cm‘de rektuma ulaĢır. Çekum kolonun en geniĢ bölümüdür. 

Kolonun kan akıĢı çok değiĢiklik gösterebilmektedir. Kolorektal kanser, normal dokuda 

büyümeyi kontrol eden moleküler mekanizmaların bozulmasına yol açan bir seri genetik 

değiĢikliklerin birikimi sonucu oluĢum göstermektedir. Kolorektal karsinomlar genellikle 

displazik adenomatöz poliplerden geliĢmekte olup çoğu sağ kolon yerleĢimlidir. 

(Fenoglio-Preiser et al. 1999). Karsinogenezde gerçekleĢen ilk değiĢiklikler hücre 

büyümesi ve programlanmıĢ hücre ölümlerinden biri olan apoptozis arasındaki normal 

dengeyi etkileyen, histopatolojik testlerle de tesbiti sağlanamayan hassas olaylardır. 

Neoplazmik sürece giren epitel hücresinin genetik değiĢimleri farklı iki mekanizma ile 

açıklanmıĢtır. Bunlardan ilki allelik kayıplar ve kromozomal kararsızlıklardır. Bir diğeri 

ise DNA mutasyonları ve diploidinin artıĢı ile açığa çıkan değiĢimlerdir. Fearon ve 

Vogelstrein (1990) yapmıĢ oldukları araĢtırmalar neticesinde kolorektal tümör 

genezisinde rol oynayan moleküler düzeydeki olayları açıklamak amacıyla oluĢturdukları 

model daha sonraki çalıĢmaları aydınlatmıĢtır. Bu modele göre; 

Kolorektal tümörlerin oluĢumu, onkogenlerin mutasyona uğraması ve tümör süpresör 

genlerin mutasyonel inaktivasyona uğraması sonucu olmaktadır. En az 4 veya 5 genin 

mutasyonu ile malign tümör oluĢumu gerçekleĢmektedir. Daha az miktarda değiĢiklikler 

benign tümör oluĢumuna sebep olmaktadır.  
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Kolorektal kanser geliĢimine neden olan genetik değiĢiklikler üç temel gurupta 

incelenebilir; 

1- Tümör süpresör gen aktivitesindeki azalma veya kaybolma 

2- Protoonkogenlerde meydana gelen değiĢiklikler 

3- DNA onarımı ile ilgili genlerde olan değiĢiklikler 

Tümör süpresör genler ancak her iki allel gen de mutasyon veya kayıp oluĢtuğunda 

aktivitelerini kaybedip apoptozisi engellemektedir. 17. kromozomun kısa kolunda 

lokalize olan p53 geni bir hücre fosfoproteini olan p53 proteininin sentezinden 

sorumludur. p53‘ün kaybı aynı zamanda hasarlanmıĢ hücrelerin apoptozundaki gecikme 

ile birliktedir. Ġnaktive olan p53 geni adenomun karsinoma dönüĢümünü sağlamaktadır. 

Bu olay kolorektal karsinomun geç dönemlerinde ortaya çıkan önemli bir basamaktır. 17. 

kromozomun kısa kolunun delesyona uğrayan kısmı kolon kanserinde p53 geni içeren 

kısmıdır ve genel olarak bir alleli delesyona uğramıĢken diğer allelinde nokta mutasyonu 

oluĢmaktadır. Kolon kanserinde uzak metastaz varlığında 17. ve 18. kromozomlardaki 

(17p ve 18q) allellik kayıp ve delesyonlar arasında anlamlı bir birliktelik olduğu yapılan 

çalıĢmalarca görülmüĢtür. p53 geninin bulunduğu kromozom delesyonuna kolorektal 

kanserlerin %75‘inde rastlandığı halde adenom varlığında çok sık görülmemektedir 

(BaĢpınar 2015). 

 

1.2.1.1. Tedavi Yöntemi 

 

Kolon kanseri tedavilerinde öncelikle tercih edilen tedavi Ģekli cerrahi yöntemdir. Kolon 

kanserleri vakalarının yarısından fazlasına cerrahi giriĢim uygulansa da lokal yayılım 

nedeniyle hastaların %10‘unda tümör çıkarılamamaktadır. Cerrahi tedavi kararı 

alınabilmesinde varolan hastalığın doğru Ģekilde evrelenmesi oldukça önemlidir. Bu 

amaçla tanı ve tarama yöntemleri yapılmakta, Ultrasonografi, PET, MRI ve CT, gibi 

görüntüleme teknikleri evreleme de kullanılmaktadır. Kolon kanseri tedavilerinde 

uygulanılan kemoterapi, neoadjuan kemoterapi, adjuan kemoterapi ve ileri evre hastalık 

için yapılan kemoterapi olmak üzere üç grupta incelenebilir. Neoadjuan kemoterapi 

özellikle rektum tümörlerinde ve genellikle radyoterapi ile birlikte uygulanan bir tedavi 

yöntemi olup cerrahi operasyon öncesinde tümör hacmini küçültmeye yönelik bir 

yöntemdir. Adjuan kemoterapi yöntemi ise lenf nodu tutulumu bulunan hastalarda 

vücuttaki mikrometastazların eredike edilmesi amacı ile sıklıkla uyglanan bir tedavi 
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yöntemidir.  Uzak metastazları bulunan ileri evredeki kolon kanseri vakalarında sağ 

kalım süresini uzatabilmek için değiĢik kemoterapik ajanlar kullanılır. Bu amaçla 5-FU 

ve 5-FU+Leucovorin+Oxaplatin kombinasyonları kullanılmaktadır. Ayrıca son yıllarda 

kullanılan topoizomeraz inhibitörleri umut verici görünmektedir. Bunlara ek olarak, Dik 

grubu ağrı kesiciler, enflamasyonu ve kolon kanserine bağlı ağrıyı azaltmak için en 

yaygın kullanılan anti-inflamatuar NSAĠ arasındadır (McGettigan and Henry 2013; 

Lonapan et al. 2016). Yüksek konsantrasyonlarda Dik, yüksek agresif kolon kanseri 

hücrelerinde (HT-29, SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine kıyasla hücre canlılığı kaybını 

arttırabilmiĢtir (Hixon et al. 1994). Antikanser ajanlar tümör hücrelerinde olduğu kadar 

normal hücrelerde de apoptozisi artırmaktadır. Birçok patalog yapmıĢ oldukları tümör 

hücrelerindeki apoptozis incelemeleri sonucunda apoptotik hücre ölümünün normal 

dokularda da arttığını ortaya koymuĢlardır. Bu sürecin kemoterapi ile iliĢkili toksisiteye 

katkıda bulunabileceğini belirtmiĢlerdir (Bakır 2018; McGettigan and Henry 2013; 

Lonapan et al. 2016). Bu bilgiler ıĢığında apoptotik sinyal yolaklarının aktive edilmesiyle 

birlikte büyüme faktör sinyal yolaklarının inhibe olması ile sadece hedef hücrede etkisini 

gösterebilen yeni kanser tedavileri ileriye dönük güçlü bir strateji olarak görülmektedir 

(Bakır 2018).   

 

1.3. Non Steroidal Antiinflamatuar Ġlaçların Kullanımı 

 

Non steroidal antiinflamatuvar (NSAĠ) ilaçlar dünyada en sık kullanılan ilaçlar olmakla 

birlikte reçete edilen tüm ilaçların %5‘ini oluĢtururlar (Bakır 2018).  Hafif, orta dereceli 

ağrıların, inflamasyon kaynaklı ağrıların, dejeneratif hastalıkların, kardiyovasküler 

hastalıkların tedavisinde sıklıkla kullanılan ilaçlar iken gastroinstestinal ve renal 

toksisiteleri, bu ilaçların kullanımını kısıtlayan yan etkileri oluĢturmaktadır. Ağrıyı, ateĢi, 

inflamasyonu azaltıcı özellikleri siklooksijenaz (COX) enzimi inhibisyonuna sebep 

olmalarından kaynaklanmaktadır. NSAĠ ilaçların kansere karĢı koruyucu etkileri ve 

antikanser etkileri son zamanlarda dikkat çekici bir konu haline gelmiĢtir. Ġn vitro ve in 

vivo olarak yapılan epidemiyolojik çalıĢmalar, NSAĠ ilaçların meme, prostat, pankreas, 

yumurtalık, akciğer, kolon-rektum, gibi birçok kansere karĢı koruyucu ve tedavi edici 

etkilerinin olduğunu ortaya koymuĢtur. Karsinojenezin durdurulmasında veya 

yavaĢlatılmasında Prostaglandin (PG) üretiminin inhibe edilmesinin rolü olabileceği 

bildirilmiĢtir (ġentürk 2014). Çünkü birçok kanser hücre hattında PG‘ler normal hücre 

hattında olduklarından daha fazladır. PG‘lerin aynı zamanda apoptoziste de görevi vardır 



11 
 

 

ve yapılan araĢtırmalara göre kolon kanseri hücre hattında PG E2‘nin apoptozisi inhibe 

ettiği ve antiapoptotik genlerden B hücre lenfoma-2 (BCL-2) ekspresyonunu artırdığı 

ortaya koyulmuĢtur. Son yıllarda bu ilaçların apoptozisi indükleyerek ve hücre siklusuna 

etki edip bloke olmasını sağlayarak antikanser etki gösterdikleri rapor edilmiĢtir. NSAĠ 

ilaçlar ile indüklenen apoptozis, bu ilaçların yol açtığı gastrik lezyonların antitümör 

aktivitelerinin anlaĢılmasında oldukça önemlidir. Apoptozisi indüklemelerinin dıĢında, 

anjiyogenezi ve hücre çoğalmalarını baskılamaları da antitümör etkilerini artıran 

faktörlerdir. NSAĠ ilaçların sınıflandırılması, kimyasal yapılarına, plazma yarı ömürlerine 

ve COX enzimine karĢı duydukları ilgiye göre olmaktadır. Kimyasal yapılarına göre; 

asidik, asidik olmayan ve koksib olarak 3 grupta incelenmektedirler. Plazma yarı 

ömürlerine göre kısa ve uzun etkili olarak ayrılırlar. COX enzimi ilgisine göre, COX-1 

spesifik, COX nonspesifik, COX-2 selektif ve COX-2 spesifik ajanlar olarak ayrılırlar 

(ġentürk 2014) . 

 

  

 

ġekil 1.4. NSAĠ ilaçların kimyasal yapılarına göre sınıflandırılması (ġentürk 2014) 
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1.3.1. Diklofenak 

 

Diklofenak Sodyum (DS), fenilasetik asit türevi, nonsteroidal antienflamatuvar (NSAĠ), 

kolay tölere edilebilen bir ilaçtır.1974‘ten beridir bazı ülkelerde antienflamatuvar olarak 

tanımlansa da son yıllarda ABD‘de romatoit artrit, osteoartritve ankilozan spondilit 

tedavilerinde de kullanılmıĢtır. Dejeneratif eklem hastalıklarında da kullanılan ilaç tablet, 

supozituvar ve enjeksiyon Ģeklinde etkindir. Kuvvetli bir PG sentez inhibitörüdür. 

KullanıĢlı olmasını sağlayan en önemli özelliği yaĢlılarda ve renal bozukluğu olan 

hastalarda doz ayarlaması gerektirmemesidir (Açıkgöz vd. 1994). 

 

1.3.1.1. Fizikokimyasal Özellikleri 

 

 

 

ġekil 1.5. Diklofenak Sodyum(sodyum;2-[2-(2,6-dikloroanilino)fenil]asetat) (Açıkgöz vd. 1994) 

 

DS bir fenilasetik asit türevidir. Kimyasal yapısı diğer NSAĠ ilaçların yapı-aktivite 

iliĢkileri ile edinilen bilgilere göre geliĢtirilmiĢtir. Partisyon katsayısı 13.4‘tür ve asitlik 

sabiti 4.0‘dır. Yapısal elementler olarak, fenil asetik grubu, klor atomları, sekonder amino 

grubu içeren fenil halkası bulundurur. DS kokusuz, beyaz ve bir miktar higroskopik, toz 

Ģeklinde bir etken maddedir. Deiyonize su içerisinde ki çözünürlüğü (pH 5,2) oda 

sıcaklığında> 9 mg/ml‘dir. Metanol içerisinde ki çözünürlüğü >24 mg/ml, Asetonitril ve 

siklohekzandaki çözünürlüğü ise >1 mg/ml‘dir. DS, diğer NSAĠ ilaçlar gibi yüksek 

oranda proteinlere bağlanmaktadır. HSA ve serumdaki lipoproteinlere bağlanması in vitro 

olarak değerlendirilmiĢtir. Proteinlere bağlanma sinovial sıvıda, plazmaya göre daha azdır 

(Açıkgöz vd. 1994).   

 



13 
 

 

1.3.1.2. Farmakolojik Özellikleri 

 

DS‘nin analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar etkiye sahip olduğu ve antienflamatuvar 

etkinin genel anlamda PG sentezini inhibe ederek sağlandığı bildirilmektedir. NSAĠ 

ilaçların, antienflamatuvar etkisinin araĢidonik asidin, dolayısı ile özellikle 

siklooksigenaz‘ın inhibe olması ile sağlandığı belirtilmiĢtir. DS aynı zamanda 

lipooksigenaz yolunu regüle etmesi ile çift etkiye sahiptir.  Hücresel bazda yapılan 

çalıĢmalar DS‘nin siklooksigenaz aktivitesini inhibe ederek, enflamasyon 

mediatörlerinden PG, prostasiklin ve tromboksanın üretimini azalttığını göstermiĢtir. 

Ġntraselüler sıvıdaki serbest araĢidonik asit düzeyini de azaltmaktadır. DS‘nin iyi tölere 

edilebilen bir ilaç olmasına rağmen yan etkilerinin incelendiği çalıĢmalarda hastaların 

%12‘sinde ciddi olmayan ve geçici yan etkiler görülmektedir. Bu yan etkiler uzun süreli 

tedavilerin ilk ayında gözlenmiĢtir. Yapılan hayvan deneylerinde DS ve metabolitlerinin 

plasentaya ve az miktarda anne sütüne geçtiği bulunmuĢtur. Diklofenak‘ın peroksidazlar 

tarafından katalizlenen oksidasyonu sonucu oluĢan nitroksit veya katyon radikallerinin de 

oksidatif strese ve mitokondriyal hasara neden olduğuna dair farklı bir mekanizma daha 

mevcut olup, in vivo ve in vitro çalıĢmalarca yeteri kadar desteklenememiĢtir (Erkmen 

2017).  

 
1.4. Serbest Radikaller 

 

Moleküler yapılarında bir veya daha fazla elektron taĢıyan türlere serbest radikaller 

denmektedir. Hidrojen peroksit, süperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit radikali, 

nitrikoksit, singlet oksijeni, lipid peroksit biyolojik sistemde varolan radikallerden 

bazılarıdır. Canlı organizmalarda, aerobik koĢullar altında tüketilen oksijenin %90‘ından 

fazlası elektron taĢıma sistemindeki sitokrom oksidazlar aracılığı ile son elektron 

akseptörü olarak görev yapmakta ve daha stabil bir bileĢik olan suya dönüĢtürülmektedir. 

Bu reaksiyon tek elektron redüksiyonu serisi Ģeklinde devam ettiğinden dolayı, reaktif 

oksijen türleri oluĢmaktadır. Reaktif oksijen türleri, radikal ve nonradikal olarak ikiye 

ayrılır (Tunç 2017; Abreu and Cabelli 2010). 
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Tablo 1.1. Reaktif oksijen türlerinin sınıflandırılması (Abreu and Cabelli 2010) 

 
Reaktif Oksijen Türlerinin Sınıflandırılması (ROS) 

*Oksijen merkezli radikal türleri 

Süperoksit  

Hidroksil  

Peroksil 

Lipid peroksil 

*Radikal olmayan oksijen türleri 

Hidrojen peroksit 

Hipokloröz asit 

Ozon 

Singlet oksijen 

 

1.4.1. Süperoksit Anyonu  

 

Kimyasal ve enzimatik süreçler sonucu yaygın olarak oluĢan reaktif oksijen türüdür. 

Mitekondride ki ETS (elektron taĢıma sistemi)‘den özellikle de koenzim Q‘dan kaçan 

elektronlar moleküler oksijenle etkileĢime girerek süperoksit anyon oluĢumuna sebep 

olmaktadır. Direkt ya da indirekt Ģekilde hasar meydana getirebilmektedirler. Süperoksit 

radikallerinin süperoksit dismutaz enzimi tarafından (SOD) dismütasyonu sonucu 

hidrojen peroksit oluĢur (Tunç 2017; Abreu and Cabelli 2010).  

 
 
1.4.2. Hidrojen Peroksit  

 

Membrana kolaylıkla girebilmesi ve göreceli olarak yüksek dozlarda hücre hasarına yol 

açması sebebiyle radikal olmamalarına rağmen reaktif oksijen metabolitlerinden kabul 

edilmektedir. OluĢan hidrojen peroksit H2O2, katalaz enzimi ve glutatyon bağımlı 

peroksidaz (GPx) gibi farklı peroksidazlar tarafından indirgenmektedir (Tunç 2017; 

Abreu and Cabelli 2010).  
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1.4.3. Hidroksil Radikalleri 

 

Hidroksil radikali, hidroksit iyonunun nötrol formudur. OH
-
 radikali, yüksek reaktiviteye 

ve çok kısa yarılanma ömrüne sahip olması sebebiyle oldukça tehlikelidir. DNA‘ya yakın 

bölgelerde hidroksil radikalinin üretimi sonucu pürin ve pirimidinlerde modifikasyonlara 

ve zincir kırılmalarına neden olabilmektedir (Tunç 2017; Abreu and Cabelli 2010).  

 

1.4.4. Lipid Peroksid 

 

Çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin radikaller tarafından oksidasyonu sonucu yağ asidi 

radikalleri meydana gelip, bu yapıya hızlıca oksijenlerin eklenmesiyle oluĢan bileĢik 

baĢka çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin oksidasyonuna neden olarak lipid 

hidroperoksidlerin oluĢumuna yol açmaktadır. Lipid hidroperoksidler ise lipid peroksil, 

lipid alkoksil ve aldehidler (Malondialdehit (MDA)) gibi daha reaktif radikal türlerine 

parçalanabilmektedir. Çoklu doymamıĢ yağ asidlerinin oksidatif tahribatına lipid 

peroksidasyonu adı verilir. MDA lipid peroksidasyonunun son ürünü olup; bilimsel 

alanda oksidatif stres belirteci olarak dünya çapında kabul görmüĢtür. Bu ara ürünler 

membran yapısına direkt olarak zarar verebildikleri gibi DNA, RNA, proteinler ve 

enzimler gibi hücresel yapılara indirekt Ģekilde de zarar verebilmektedir. Fizyolojik 

oksidasyon reksiyonları ve kaçınılmaz ikincil reaksiyonlar dıĢında yiyeceklerin 

içerisindeki birçok madde de oksidan özellikte ya da öncülü olabilmektedir. Ġlaçların 

metabolizasyonu sonucunda, toksik etki gösteren reaktif metabolitler oluĢabilmektedir.  

Tüm bunların yanı sıra havayı kirleten maddeler, sigara dumanı, ultraviyole ıĢınların 

deride absorbsiyonu da çeĢitli oksidanların oluĢumuna neden olmaktadır. Hücrede 

oksidatif strese karĢı en savunmasız hedefler enzimler, lipid membranları ve DNA‘dır. 

Fosfatazlar, transkripsiyon faktörleri, kinazlar ve metabolik enzimler gibi proteinler 

oksidasyona duyarlı olmakla birlikte hücre sinyalizasyonuna, yapısına ve enzimatik 

süreçlere doğrudan olan etkileri ile hücresel homeostaziyi etkileyebilmektedirler. Yüksek 

konsantrasyonlarda ki NSAĠ, oksidatif strese yol açabilmektedir. Ġlaç indüklü oksidatif 

stres ilk olarak kurtarma yolaklarına yardımcı olurken; uzun süreli maruz kalan oksidatif 

stres mitekondriyal hasara, apoptoz ve/veya nekroza sebep olabilmektedir. Organizma 

stabilitesi olmayan bu gibi durumlarda vücudun antioksidan savunma sistemini devreye 

sokarak istenmeyen reaksiyonların oluĢumunu önleyerek, hasarlı molekül ve dokuların 

iyileĢtirilmesini sağlamaktadır. Buna rağmen önlenemeyen az miktardaki hasarlı dokular 
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uzun dönem içerisinde birikerek zararlı olabilmektedirler (Tunç 2017; Abreu and Cabelli 

2010). 

 

1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri 

 

Endojen ve eksojen antioksidanlar, ROS' un neden olduğu hasarı önleyebilir ve onarabilir. Bu 

nedenle, ―serbest radikal temizleyicileri‖ olarak adlandırılırlar ve bağıĢıklık savunmasını 

geliĢtirebilir, hastalık ve kanser riskini azaltabilirler. ġekil 1.5.‘te antioksidanların sınıflandırılması 

gösterilmiĢtir. Süperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Katalaz (CAT)'ı içeren 

enzimatik antioksidanlar, süperoksit ve diğer peroksitleri Ģelatlayarak etki gösterir. ROS 

aktivitesini ve hücrelerdeki birikimi temizleyen ve redoks dengesini koruyan endojen antioksidan 

savunma sistemleri olarak iĢlev görürler. Serbest radikallere karĢı ilk savunma hattı, süperoksit 

anyon radikalinin (O2)
- 
hidrojen peroksit (H2O2) 'ye ayrıĢmasını katalize eden SOD' dir (Abreu and 

Cebelli 2010). Enzimatik olmayan antioksidanlar E ve C vitaminleri, polifenoller, flavonoidler ve 

ürik asittir (Haida and Hakiman 2019). 

 

 

 

ġekil 1.6. Antioksidanların sınıflandırılması (Haida and Hakiman 2019) 
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Reaktif oksijen ve nitrojen türleri gibi serbest radikallerin neden oldukları oksidatif zarara karĢı, 

antioksidan maddeleri içeren gıdalar, insanları korumaktadır. Antioksidan bileĢenlerin en önemli 

kaynakları bitkisel kaynaklı doğal besin maddeleridir. Bu besinlerden alınan antioksidanlar sıklıkla 

fitokimyasal antioksidanlar olarak bilinmektedirler. Gıdalardaki antioksidanlar, indirgeyici 

molekülleri, serbest radikal bağlayıcı, singlet oksijen tutucu mekanizmalardan bir ya da birkaçı ile 

antioksidan özelliklerini göstererek serbest radikalleri nötralize edip hücrelerin hasara uğramasını 

engellemekte veya kendilerini yenilemelerini sağlamaktadırlar (GüleĢci ve Aygül 2016). Bazı gıda 

antioksidanlarının oksidasyonu engelleyerek, arteroskleroz, malarya, romatoid artrit, diyabet gibi 

hastalıklarda faydalı olabileceği, antitümöral, antimutajenik, antimetastatik, antiülser, 

antikarsinojenik hatta antibakteriyal, antifungal, antiaging ve antiviral etkilerinin olduğu da yapılan 

in vivo çalıĢmalar ile ortaya koyulmuĢtur (Yılmaz 2010).  

 
1.6. Krisin 

 

Krisin (Kr), birçok arı ürününde bolca bulunan doğal, biyolojik aktif bir bileĢiktir ve güçlü Anti-

inflamatuar, antikanser ve antioksidasyon özelliklerine sahiptir (Pushpavalli et al. 2010). Güçlü bir 

antioksidan özelliğe sahip flavonoiddir. Kr flavonoidlerin alt gruplarından olan bir flavon 

yapısındadır. Flavonoidler yaprak, çiçek ve meyvelerin renklenmesinden sorumludurlar. Bitkilerde 

çevresel stres faktörlerine karĢı koruma sağlar ve antioksidan aktiviteleri ile serbest radikalleri 

temizleyerek zararsız hale getirirler (Çuğlan 2012). Ayrıca doymamıĢ yağ asitlerini hücre 

membranında oksidanlara karĢı askorbat gibi korudukları rapor edilmiĢtir (Güllüoğlu 2018). Çilek, 

brokoli, kereviz, üzüm, marul, zeytin, maydanoz özellikle bal, propolis ve arı sütünde bol miktarda 

bulunan Kr‘nin oksidatif stres ve apoptotik doku hasarının etkisini düĢürücü etkiye sahip 

olduğu belirlenmiĢtir (Çuğlan 2012; Güllüoğlu 2018).  
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ġekil 1.7. Krisin‘in kimyasal yapısı  (Çuğlan 2012) 

 

1.6.1. Krisin’in Etki Mekanizması  

 

Flovonoidler endojen antioksidanların fonksiyonlarını artırarak ve doğrudan radikal süpürücü 

özellikleri sayesinde reaktif oksijen türlerinin moleküler proteinlerdeki sülfidril bağları, çoklu 

doymamıĢ yağ asitleri ve DNA‘daki nükleotidler ile reaksiyona girerek doku hasarına neden 

olmalarını engellemektedirler. Yapılan çalıĢmalarda Kr‘nin 5. ve 7. pozisyonlarında bulunan 

hidroksil grupları ile serbest radikalleri süpürücü özelliğe sahip olduğu bildirilmiĢtir (Çuğlan 

2012).  

  
1.6.2. Ġnsan Sağlığı Üzerine Etkileri 

 

Kr‘nin vücut üzerinde birden fazla olumlu etkisi bulunmaktadır. Kr‘nin en fazla bilinen özelliği 

antioksidan özelliği olmakla birlikte yapısında bulunan antioksidan potansiyel ile glutatyon S-

transferaz, glutatyon redüktaz, GSH-Px, CAT ve SOD gibi antioksidanların etkisine yardımcı 

olmaktadır. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri önemli inflamatuvar ara bulucudur. 

Eikosanoidler ise siklooksijenaz ve lipoksijenaz yollarının son ürünüdür ve çeĢitli immünolojik 

yanıtlarda rol alır. Krisin hem siklooksijenaz hem de 5-lipoksijenaz yollarının son ürünüdür ve 

çeĢitli immünolojik yanıtlarda rol almaktadır. Kr‘nin birçok kanser üzerinde antikanser özelliği de 

bulunmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda Kr‘nin, HeLa hücrelerinde apoptozisi ve proliferasyonu 

inhibe ederek servikal kanser türlerine de etki etmektedir. Yine yapılan bir çalıĢma da Kr‘nin 

Hepatoselüler karsinomaya (HCC) karĢı birçok yoldan anti tümör aktivitesi gösterdiği 

bildirilmiĢtir. HCC ksenogreft modellerinde Krisin uygulaması tümör büyümesini 

sınırlandırmıĢ olup tümör dokularında glikoliz metabolizmasında ve apoptozis 
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mekanizmasında rol oynayan Hekzokinaz-2 (HK-2) ekspresyonunu önemli ölçüde 

azaltmıĢtır. Ryu ve arkadaĢları tarafından prostat kanseri hücrelerinde yapılan bir baĢka 

çalıĢmanın bulguları ise Kr uygulamasının DNA parçalanması ile birlikte G1 evresinde 

hücre döngüsünün durmasını indüklediği, çoğalma seviyelerini azalttığı ve bu nedenle 

apoptozu önemli ölçüde indüklediği yönündedir (Mani and Natesan 2017). Meme kanseri 

hücreleri üzerinde yapılan bir araĢtırmaya göre %43 oranında hücre proliferasyonunun inhibe 

olduğu gözlenmiĢtir. Kr‘nin farklı hücre tiplerine karĢı antikanser olarak rol gösterdiği 

yapılan çalıĢmalarla bildirilmiĢtir. 250 µM ile 500 µM arasında yapılan uygulamanın 

hücre ölümünü artırdığı gösterilmiĢtir. Kolon kanseri hücre hattı üzerinde yapılan bir 

çalıĢma Kr‘nin, p53 genini regüle ederek ekspresyonunu artırarak apoptozu indüklediğini 

göstermiĢtir. Bax genini up-regüle edip Sall4‘ü downregüle ederek kanser hücrelerinin 

hacmini yeterince düĢürdüğü rapor edilmiĢtir (Naz et al. 2019). Yine yapılan bir çalıĢma Kr 

ve diğer flavonoidlerin doza bağlı malign glioma hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiğini 

bildirmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarla flavonoidlerin yüksek dozlarda tüketilmesi insan vücudu 

üzerinde toksik etki yaratabilecekken düĢük dozlarda oldukça etkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Toksik durumlardan kaçınmak için Kr‘nin günlük alınma miktarı 0,5-3 gr olarak kabul 

edilmektedir (Naz et al. 2019). Bu tez çalıĢması ile, kolon kanseri üzerinde anti proliferatif 

etkisi bulunan Diklofenak ile hücreleri indükleyerek Kr‘nin hücre proliferasyonuna olan etkisini ve 

bu etkinin altında yatan biyokimyasal ve moleküler mekanizmaların aydınlatılması 

amaçlanmaktadır.



 
 

 

2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

 

 

Kolon kanseri üzerinde yapılan birçok çalıĢma steroid olmayan anti-enflamatuar ilaçların 

(NSAID) kolon kanserini önleyebileceğini ortaya koymuĢtur. (Tomic et al. 2019). 

Tedavide anti-enflamatuar etkinliğinden yararlanılan siklooksijenaz (COOX) enzimi 

inhibitörleri de literatürde yer almakta olup, kolorektal karsinoma ve diğer karsinoma 

tipinde COX-2‘nin neoplastik büyümeyi indükleyerek apoptoza olan direnci artırdığı 

bildirilmiĢtir (Vaish and Sanyal 2011). Birçok çalıĢma kolorektal karsinomalarda COX-2 

ekspresyonunun kolon karsinom patogenezinde önemli rolü olduğunu göstermiĢtir (Ota et 

al. 2002; Vaish 2011). Non steroid anti-enflamatuar ilaçların da COX enzimi izoformları 

üzerine belirgin etkileri bulunmaktadır (Eminler vd. 2014). Kansere bağlı ağrıyı azaltmak 

ve enflamasyonu önlemek üzere kullanılan en yaygın anti-enflamatuar ilaçlar arasında 

Diklofenak yer almaktadır. Diklofenak, yüksek agresif kolon kanseri hücreleri (HT-29, 

Sw480 ve DLD-1) üzerine yüksek konsantrasyonlarda uygulandığı zaman kontrol 

hücrelerine kıyasen hücre canlılığını azaltmıĢtır (Hixon et al. 2019). Yüksek 

konsantrasyonlarda Diklofenak‘ın, yüksek agresif kolon kanseri hücrelerinde (HT-29, 

SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine kıyasla hücre canlılığı kaybını arttırdığı 

gözlenmiĢtir (Hixon et al. 1994). Antioksidanlar, kanser, kroner kalp rahatsızlığı gibi 

hastalıkların önlenmesi, diyet takviyesi olarak kullandığında etkinliğinin araĢtırılması gibi 

birçok çalıĢmada kullanılmaktadır. Son zamanlarda yapılan araĢtırma bulguları ise 

antioksidanların kanseri önleme ve tedavisini olumsuz yönde etkileme gibi etkilerinin 

olabileceğini ortaya koymuĢtur (Tartik vd. 2016; Çiftçi 2017). Arı ürünleri içeriğinde, 

farklı bitki türlerinde bulunan Kr biyolojik olarak aktif bir bileĢik olup güçlü enflamatuar, 

antikanser ve antioksidasyon özelliklere sahiptir (Pushpavalli et al. 2010; Kaya vd. 2015). 

Arı ürünleri flavonoidlerinden olan Kr antioksidan özellikleri sıklıkla çalıĢılan doğal bir 

flavonoiddir. (Haroun 2006; Kuropatnicki et al. 2013; Lin et al. 2018). Kr kanserli 

hücrelerin proliferasyonunu durdurarak apoptozu indükler (Khoo et al. 2010). Yapılan 

çalıĢmalar Kr‘nin kaspaz aktivasyonu ve akt sinyalinin inhibe edilmesi



21 
 

 

ile apoptozun uyarıldığını gösterse de tam olarak apoptozisi indükleme mekanizması 

aydınlatılamamıĢtır (Woo et al. 2013; Lin et al. 2018).   

Bu antioksidan maddeler sayesinde ROS‘un vereceği olası hasarlar engellenebildiği gibi 

oluĢan hasarın onarılması da sağlanabilir. Böylece immün sistem savunmasını arttırabilir 

ve kanser gibi hastalıkları engellemek mümkün hale gelebilir (Çiftçi 2017). Son 

zamanlarda yapılan bir çalıĢmada antioksidan NAC (N-asetilsistein, 200 mg/kg/gün) 

farelere enjekte edildikten sonra metastatik melanoma hücrelerinin çoğunun hayatta 

kaldığı ve metastatic hastalık Ģiddetinin arttığı görülmüĢtür. Bu durum, oksidatif stresin 

melanoma hücre metastazını inhibe ettiğini düĢündürmüĢtür (Piskounova et al. 2015). 

Yine yakın zaman da yapılan bir çalıĢmada Meme kanseri hücre hattı üzerinde 

homosisteinin neden olduğu hücre ölümünü propolisin baskıladığı rapor edilmiĢtir (Tartik 

vd. 2016).  Kr‘nin farklı hücre tiplerine karĢı antikanser olarak rol gösterdiği yapılan 

çalıĢmalarla bildirilmiĢtir. 250 µM ile 500 µM arasında yapılan uygulamanın hücre 

ölümünü artırdığı gösterilmiĢtir. Kolon kanseri hücre hattı üzerinde yapılan bir çalıĢma 

Kr‘nin, p53 genini regüle ederek ekspresyonunu artırarak apoptozu indüklediğini 

göstermiĢtir. Bax genini up-regüle edip Sall4‘ü downregüle ederek kanser hücrelerinin 

hacmini yeterince düĢürdüğü rapor edilmiĢtir (Naz et al. 2019). Yine yapılan bir çalıĢma 

da Kr‘nin Hepatoselüler karsinomaya (HCC) karĢı birçok yoldan anti tümör aktivitesi 

gösterdiği bildirilmiĢtir. HCC ksenogreft modellerinde Kr uygulaması tümör büyümesini 

sınırlandırmıĢ olup tümör dokularında glikoliz metabolizmasında ve apoptozis 

mekanizmasında rol oynayan Hekzokinaz-2 (HK-2) ekspresyonunu önemli ölçüde 

azaltmıĢtır. Ryu ve arkadaĢları tarafından prostat kanseri hücrelerinde yapılan bir baĢka 

çalıĢmanın bulguları ise Kr uygulamasının DNA parçalanması ile birlikte G1 evresinde 

hücre döngüsünün durmasını indüklediği, çoğalma seviyelerini azalttığı ve bu nedenle 

apoptozu önemli ölçüde indüklediği yönündedir (Mani and Natesan 2017). 



 
 

 

3. MATERYAL-METOD 

 

 

3.1. Hücre Ekimi   

 

Ġnsan Kolon kanseri hücre hattı (HT-29) (ATCC‘den temin edilmiĢtir). %10 oranında 

Fetal Bovin Serum ve %1 oranında Penisilin/streptomisin içeren DMEM hücre kültürü 

besiyerinde CO2‘li inkübatörde 37 C‘de 75 cm
2
‘ lik flasklarda çoğaltılmıĢtır. 

 

3.2. Hücre Canlılık Testi (WST-1) 

 

HT-29 hücreleri Tripsin-EDTA ile kaldırılaak thoma lamında tripan blue ile boyandıktan 

sonra ters mikroskop kullanılarak sayılmıĢtır, 7x10
3
 hücre 96 well plate‘lere ekilmiĢtir. 

Bir gece inkübasyon sonrasında Kr antioksidanı hücrelere belirlenen konsantrasyonlarda 

uygulanmıĢtır. Bir gece inkübasyondan sonra WST-1 hücre canlılık kitinden 5 µl her 

kuyuya koyularak 2-4 saat inkübe edilip ELISA mikro plaka okuyucu cihazında 595 

nm‘de ölçüm yapılarak hücre proliferasyonunu azaltan ve artıran antioksidan 

konsantrasyonları belirlenmiĢtir. Antioksidanların koruyucu etkisine bakmak amaçlı aynı 

çalıĢma, kanser tedavilerinde sıklıkla kullanılan bir ağrı kesici ilacın (Diklofenak) 

antioksidanlar ile indüklenmiĢ hücreler üzerine uygulanması ile antioksidanların kanser 

hücre canlılığını artırıp azaltmadığına bakılmıĢtır (Özbolat and Ayna 2020).  
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ġekil 3.1. Hücre canlılık testi uygulamasının Ģematik görünümü 

 
3.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Salıverilmesi Testi 

 

Laktat dehidrogenaz enzimi tüm hücrelerde varolan sitoplazmik bir enzim olup hücreler 

toksik bir etkiye maruz kaldıklarında plazma membranı bütünlükleri bozulur. Hücre 

canlılığı control parametrelerinden biriside ölü hücrelerden kültür ortamına salınan laktat 

dehidrogenaz aktivitesinin ölçülerek hücre hasarının değerlendirilmesidir. Bu deney ile 

HT-29 hücre hattına uygulaması yapılacak 500 µM Dik ve 50 µM Kr‘nin hücre ölümüne 

yol açıp açmadığı vasata salınan laktat dehidrogenaz enziminin ölçülmesi ile tespit 

edilmiĢtir. Hücreler Tripsin-EDTA ile kaldırılıp thoma da sayılarak 96 kuyulu 7x10
3
 

hücre ekilmiĢtir. Gece boyu CO2‘li inkübatörde inkübe ettikten sonra belirlenen 

konsantrasyonlarda ki 500 µM Dik, 50 µM Kr uygulaması yapılmıĢtır. 24 saat sonrasında 

LDH testi için kit içerisinde bulunan Catalyse‘dan 250 µl alınıp, üzerine Dye solution dan 

11, 25 ml koyularak çözelti hazırlanmıĢtır. Plate deki hücrelerin üzerinden besiyerleri 

hücrelere dokunmadan nazikçe çekilip farklı temiz bir plate ye alınmıĢtır. Hazırlanan kit 

çözeltisinden her örnek olan kuyuya 100 µl koyulup 30 dk karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 

Sonrasında 490 nm‘de absorbans alınmıĢtır (Özbolat and Ayna 2020).  
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ġekil 3.2. Laktat Dehidrogenaz Salıverilmesi testi uygulamasının Ģematik gösterimi 

 
3.4. Reaktif Oksijen Türleri (ROS) DCFH Ölçümü 

 

Hücreler Tripsin-EDTA ile kaldırılıp thoma da sayılarak 6 kuyulu platelere 1x10
6
 

ekilmiĢtir. Gece boyu CO2‘li inkübatörde inkübe ettikten sonra 500 µM Dik, 50 µM Kr 

uygulaması yapılmıĢtır. 24 saat sonrasında ölü ve canlı hücreler toplanarak santrifüj 

edilmiĢtir. Hücreler üzerinden besiyeri uzaklaĢtırılıp, 1 ml PBS eklenerek iyice pipetaj 

yapıldıktan sonra 1 mM DCFH 25-30 µl her tüpe koyulup 1 saat boyunca inkübatörde 

inkübe edilmiĢtir. Örnekler falkonlardan 100 µl olarak alınıp testplate ine koyulmuĢtur. 

Floresans spektrofotometre cihazında 532 nm absorbans alınmıĢtır (Özbolat and Ayna 

2020).  

 

 
ġekil 3.3. Reaktif oksijen türleri ölçümü uygulamasının Ģematik gösterimi 
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3.5. Lipit Peroksidasyonu (LPO) Malondialdehit (MDA) Ölçümü 

 

Serbest radikaller hücre membranı yağ asitlerini deforme ederek lipit peroksidasyonunu 

baĢlatır. LPO, poli- doymamıĢ yağ asitlerinin radikaller ile okside olması sonucu 

baĢlayan, oto katalitik zincir reaksiyonları Ģeklinde devam ederek hasara neden olan 

reaksiyonlar dizisidir. Sonucunda ortaya çıkan aldehitlerden en çok bilineni membrana 

bağlı enzimleri inhibe etmek için membran proteinlerinde hasar oluĢturan MDA‘dır. Bu 

deney ile HT-29 hücre hattına uygulaması yapılan 500 µM Dik ve 50 µM Kr‘nin lipid 

peroksidasyonunu ne ölçüde süpürücü etkide bulunduğu MDA ölçümü ile tespit 

edilmiĢtir. Hücreler Tripsin-EDTA ile kaldırılıp thoma da sayılarak 6 kuyulu platelere 

1x10
6 

kadar  ekilmiĢtir. Gece boyu CO2‘li inkübatörde inkübe ettikten sonra 500 µM Dik, 

50 µM Kr uygulaması yapılmıĢtır. 24 saat sonrasında ölü ve canlı hücreler toplanarak 

santrifüj edilmiĢtir. Hücreler üzerinden besiyeri uzaklaĢtırılıp, %0.8‘lik TBA‘dan 1 ml, 

TCA‘dan da 250 µl pellet üzerine eklenecek iyice pipetaj yapılmıĢtır. 95 C
o
‘de ki kaynar 

suya örnekler koyulup 30 dk kaynatılmıĢtır. 30 dk sonra hücreleri Ģoklamak maksadı ile 

tüplerdeki örnekler buzda bekletilmiĢtir. 2000 rpm de santrifüj edilen hücreler üzerinden 

supernatant alınıp ölçüm alınacak platelere eklenmiĢtir. ELISA reader cihazında 432-585 

nm de absorbans alınmıĢtır (Özbolat and Ayna 2020).  

 

 

 

ġekil 3.4. Lipit Peroksidasyonu (MDA) ölçülmesi uygulamasının Ģematik gösterimi 
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3.6. Total Antioksidan (TAS) Ölçümü  

 

TAS aktivitesi tayini için Sun Red (Cat No: 201-12-7412) Human TAS ELISA Kit 

Instruction kulanılmıĢtır. Kit protokolüne göre hücreler 1 ml ‗de 1 milyon olacak Ģekilde 

6 kuyulu platelere ekilmiĢtir. Sonrasında 500 µM Dik, 50 µM Kr uygulaması yapılmıĢtır. 

24 saat sonrasında hücreler (ölü ve canlı) toplanmıĢtır. 2000 rpm de santrifüj edilip 

çöktürüldükten sonra besiyeri atılıp hücreler PBS ile dilüe edilmiĢtir. Ardından 

dondurulup çözdürülerek hücrelerin parçalanması sağlanmıĢtır. 2500 rpm de 20 dk 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant ayrı tüplere alınmıĢtır. Kit protokolüne uygun olarak 

standartlar hazırlanmıĢtır.  72 U/ml, 36 U/ml, 18 U/ml, 9 U/ml, 4,5 U/ml, olacak Ģekilde 

standartlar hazırlanıp 50 µl test platelerine koyulmuĢtur. Blank olarak seçilen kuyulara 

hiçbir Ģey koyulmamıĢtır. Standartların üzerie 50 µl Streptavidin-HRP koyulmuĢtur. 

Hazırlanan örneklerin her birinden 40 µl test platelerine koyulup üzerine TAS-antibody 

den 10 µl koyulacak ardından Streptavidin den 50 µl koyulmuĢtur. Platenin üzeri Ģeffaf 

membran ile kapatılıp 37 C
o
‘ de 1 saat boyunca inkübe edilmiĢtir. 30X washing buffer 30 

kat seyreltildikten sonra 1 saat inkübe olan plate üzerindeki sıvı dökülüp her kuyu en az 5 

kere hazırlanan yıkama çözeltisi ile yıkanmıĢtır. Ardından Chromogen A Solutiondan 50 

µl, Chromogen B solüsyonundan 50 µl her kuyuya eklenip 10 dk 37 C
o
‘ de inkübe 

edilmiĢtir. Sonrasında Stop Solution dan 50 µl her kuyuya eklenip reaksiyonun durması 

sağlanmıĢtır. ELISA reader cihazında 450 nm‘de absorbans alınmıĢtır (Özbolat and Ayna 

2020).  

 



27 
 

 

 

 

ġekil 3.5. Total Antioksidan Ölçümü uygulamasının Ģematik gösterimi 

 

3.7. Katalaz Aktivite Tayini  

 

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan katalaz enzimi redoks reaksiyonlarını baĢlatan 

etkili bir protein katalisti olarak bilinmektedir. SOD enzimi faaliyeti sonucu oluĢan, OH
-
 

radikali gibi daha reaktif oksidanların oluĢumunda rol olan hidrojen peroksit, Katalaz 

enzimi ile su ve oksijene dönüĢtürülmektedir. Bu deney ile HT-29 hücre hattına 

uygulaması yapılacak 500 µM Dik ve 50µM Kr‘nin Katalaz aktivitesini artırıp 

artırmadığı tespit edilmiĢtir. Katalaz Aktivite tayini Elabscience (cat no: E-BC-K031) 

Catalase (CAT) Assay Kit kullanılarak yapılmıĢtır. Kit protokolüne göre hücreler 

toplandıktan sonra santrifüj edilmiĢtir. Konsantrasyon fazla ise PBS ile dilüe edilmiĢtir.  

Kontrol tüpü için EP tüpleri içerisine 1 ml reaktif 1 eklenmiĢtir. Numune tüpünü 

hazırlamak için 5 ml EP tüplerine örneklerden eklenip 1 ml reaktif 1 eklenmiĢtir. 37 C
o
‘ 

de 5 dk inkübe edilmiĢtir. Sonrasında her tüpe 0.1 ml Reaktif 2 eklenip karıĢtırılmıĢtır. 37 

C
o
‘ de 1 dk boyunca inkübe edilerek numune tüplerine 1 ml Reaktif 3 ve 0.1 ml Reaktif 4 

eklenip karıĢtırılmıĢtır. Konrol tüplerine de 1 ml Reaktif 3 ve 0.1 ml Reaktif 4 eklenip 

örnekler eklendikten sonra karıĢtırılmıĢtır. 10 dk oda sıcaklığında bekletilip 405 nm‘de 

ölçüm alınmıĢtır (Özbolat and Ayna 2020).  
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ġekil 3.6. Katalaz Aktivite Tayini uygulamasının Ģematik gösterimi 

 

3.8. QRT- PCR  

 

Biyolojik örnekler üzerinden elde edilen DNA‘nın kopya sayısını sayısal değerlere 

dönüĢtürme ve mRNA düzeylerini sayısal olarak ifade edebilme gibi alanlarda kullanılan 

Real time PCR tekniği ile HT-29 hücre hattı üzerine uygulanan antioksidan ve ilacın total 

rna izolasyonu yapıldıktan sonra cDNA sentezi yapılıp, hücrelerin kontrollü hücre ölüm 

yolağı olan apoptozda rol oynayan bazı kilit genlerin (p53, Bax, Cyt-c, Cas3, Cas8)   

ekspresyon seviyerine bakılmıĢtır. 75 cm
2
‘lik flasklarda 2-3x10

6
 kadar yetiĢtirilen 

hücreler üzerinden besiyeri uzaklaĢtırılıp hücreler üzerine Tripsin-EDTA eklenmiĢtir. 

Yüzeye çıkan hücreler 2000 rpm de çöktürülüp taze besiyeri ile karıĢtırıldıktan sonra 

thoma lamında sayılarak 6 kuyulu plate ye hücre ekilmiĢtir. Hücreler gece boyu 37 C
o
‘ de 

inkübe edilmiĢtir. Sonrasında 500 µM Dik, 50 µM Kr uygulaması yapılmıĢtır. 24 saat 

sonrasında hücreler (ölü ve canlı) toplanmıĢtır. 2000 rpm de santrifüj edilip 

çöktürüldükten sonra besiyeri atılıp Total RNA izolasyon kiti içerisinde bulunan lizis 

bufferdan 500 µl her örneğe eklenip pipetaj yapılmıĢtır. 10 sn vortekslendikten sonra 

kolonlar ependorf tüplerine yerleĢtirilip kolon aktivasyonu için 100 µl Aktivasyon buffer 

ı eklenip 10.000 g‘de 30 sn santrifüj edilmiĢtir.  Örnekler üzerine 300 µl izo-propanol 

eklenip vorteks yapılmıĢtır. Ardından örnekler kolona aktarılmıĢtır. 30 sn 10.000 g‘de 

santrifüjlenip alttaki sıvı uzaklaĢtırılmıĢtır. Kolona 700 µl first washing buffer dan 

eklenip 10.000 g de 30 sn santrifüj edilmiĢtir. Alttaki sıvı uzaklaĢtırılmıĢtır. Ardından 

yine kolona 700 µl second washing buffer dan eklenip 10.000 g‘de 30 sn santrifüj 

yapılmıĢtır.  Fazla etanolü uzaklaĢtırmak için 10.000 g‘de 2 dk santrifüj iĢlemi 
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yinelenmiĢtir. DNase/RNase free tüplere kolonlar yerleĢtirilip 50 µl elution buffer 

eklenmiĢtir.  1 dk oda sıcaklığında bekletilip 10.000 g‘de 1 dk santrifüj edilmiĢtir. RNA 

konsantrasyon ölçümü ELISA reader cihazında 260-280 nm dalga boylarında yapılmıĢtır. 

RNA konsantrasyonları ölçüldükten sonra konsantrasyon eĢitlemesi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Konsantrasyonları eĢitlenen RNA örnekleri buz üzerine alınıp cDNA sentez kiti 

protokolüne göre totalde 20 µl‘lik bir deney tüpü hazırlanmıĢtır. Öncelikle alınacak RNA 

miktarlarına uygun su miktarları deney tüplerine koyulmuĢtur.  0.5 µl oligo dt tüplere 

eklendikten sonra konsantrasyonları eĢitlenen RNA örneklerinden tüplere koyulmuĢtur. 

Öncelikle hazırlanan bu tüpler PCR cihazında 67 C
o
‘ de 5 dk tutularak ön denatürasyon 

iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  Sonrasında tüpler üzerine kit içerisinde bulunan SCRIPT RT 

Buffer Complete 4 µl, dNTP mix 1 µl, DTT stok solution 1 µl, RNase inhibitöründen 0,5 

µl ve SCRIPT Reverse Transkriptaz enziminden 0,5 µl koyulup üzeri 20‘ye 

tamamlanacak Ģekilde RNase free water ile tamamlanmıĢtır. Sonrasında 42 C
o
‘ de 10 dk, 

50 de 45 dk, 70 de 10 dk olacak Ģekilde PCR programı ayarlanmıĢtır. ĠĢlemlerin 

sonrasında cDNA konsantrasyon ölçümü ELISA reader cihazında 260-280 nm dalga 

boylarında yapılmıĢtır. cDNA‘ların konsantrasyonları 20ng/ml‘de eĢitlendikten sonra real 

time pcr iĢlemi için 20 µl lik deney mixi hazırlanmıĢtır. Bunun için kit çerisinde bulunan 

qPCR syber Master dan 10 µl tüm reaksiyon tüplerine eklenmiĢtir. Forward ve Reverse 

primerler (0,6 -0,6 µl) deney tüplerine eklendikten sonra cDNA lar eklenip ve totalde 20 

µl olacak Ģekilde üzeri grade water ile tamamlanmıĢtır. Tüpler PCR rotoruna yerleĢtirilip 

kelepçesi takıldıktan sonra Rotor Gene programı açılıp çalıĢma Ģartları programa 95 C
o
‘ 

de 2 dk ön denatürasyon ardından 15 sn denatürasyon, 60 C
o
‘de 1 dk 45 döngü olacak 

Ģekilde girilmiĢtir. 

 ĠĢlem bittikten sonra alınan ct değerlerine göre hesaplamalar yapılıp sonuçlar Ct (Cycle 

treshold) metodu ile 2
-ΔΔCt

 formülüne göre hesaplanarak analiz edilip grafiklendirilmiĢtir 

(Özbolat and Ayna 2020).  
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Tablo 3.3.1. QRT- PCR analizinde kullanılan genlere ait primer sekans dizileri 

(R:Reverse: Geri, Ters; F: Forward, Ġleri) 

 
Bax (F)  GCGAGTGTCTCAAGCGCATC  

Bax (R)  TGGAGACAGGGACATCAGTCG  

Bcl-2 (F)                     TTTAATTGTATTTAGTTATGGCCT  

Bcl-2 (R)                    CAATAAACAATTCTGTTGACG  

Cytchrome C (F)     TCGTTGTGCCAGCGACTAAAA  

Cytchrome C (R)   CCTGTCTTCCGCCCAAAGAG  

Caspase-8 (F)  GAACTTCAGACACCAGGCAGG  

Caspase-8 (R)         AGATGATCGACCCTCCGCC  

Caspase-3 (F)  TATTCAGGCCTGCCGTGGTA  

Caspase-3 (R)        GGCACAAAGCGAACTGGATGA  

P53 (F)                     CGACGGTGACACGCTTCC  

P53 (R)                     TTTCCTGACTCAGAGGGGGC  

GAPDH (F)              GCCGCATCTTCTTTTGCGTC  

GAPDH (R)              GACGAACATGGGGGCATCAG  
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ġekil 3.7. QRT-PCR uygulaması için c-DNA sentezi aĢamalarının Ģematik gösterimi 

 

 

 
ġekil 3.8. QRT-PCR uygulamasının Ģematik gösterimi 
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3.9. Tunel Assay (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 

 

TUNEL testi içinde kit içeriği uygulanıp methyl green ile boyanan hücrelerin çekirdekleri 

aktivite olması dahilinde koyu renkte gözlenmelidir. Uygulama yapılan hücreler 

üzerinden besiyeri çekilerek, 1 ml PBS ile her kuyu yıkanmıĢtır. PBS çekilip 

uzaklaĢtırıldıktan sonra yüzeyi kaplayacak kadar % 1 formaldehit eklemesi yapılıp 10 dk 

beklenmiĢtir. Formaldehit uzaklaĢtırılıp PBS ile kuyular yıkanmıĢtır. 2:1 Etanol: Asetik 

asitten yüzeyi kaplayacak kadar eklenip 5 dk beklenmiĢtir. Tüm kuyular PBS ile 

yıkandıktan sonra %3 H2O2 ile 5 dk bloklanıp PBS ile yıkanmıĢtır. Equilibration 

Bufferdan yüzeyi kaplayacak kadar eklenip, 10 sn beklenmiĢtir. Tdt enziminden 12 µl 

wellere eklenip, yaydırılmıĢtır. 1 saat 37
o
C‘de inkübe edilmiĢtir. Stop Wash Buffer 

yüzeyi kaplayacak kadar eklenip 10 dk beklenip PBS ile yıkanmıĢtır. Antidioxigenin 

peroxidase 40-50 µl eklenip 30 dk oda sıcaklığında beklenmiĢtir. Kuyular PBS ile 

yıkandıktan sonra. Peroxidase substrate (DAB) eklenerek 5dk beklenmiĢtir. Saf su ile 

yıkama yapılmıĢtır. Saf su ile yıkama yapılıp, Counterstain için %0.5‘lik methyl green 

hazırlanmıĢtır. Tüm wellere eklendikten sonra 10 dk beklenip saf su ile yıkanmıĢtır. 

Yüzeyi kaplayacak kadar n-Butanol eklenip atılmıĢtır. Xylenes eklenerek yüzey 

kaplanmıĢtır. Ardından mikroskop altında görüntü alınmıĢtır (Özbolat and Ayna 2020). 

 

 

 
ġekil 3.9. TUNEL Assay uygulamasının Ģematik gösterimi 
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3.10. Caspase-3 Aktivite Testi  

 

Tüm doku sıvıları, vücut sıvıları, hücre kültürü çalıĢmalarında uygulanan bu yöntemde 

hücreler üzerine yapılan 500 µM Dik ve 50 µM Kr uygulamalarından sonra hücreler fikse 

edilir. Kit içerisindeki maddelerin uygulaması yapılır. Metil-yeĢili ile boyanıp PBS ile 

iyice yıkandıktan sonra mikroskop altında görüntü alınır. Caspase-3 aktivitesi olan 

hücrelerin sitoplazmaları daha koyu renkte gözlenmelidir. Uygulama yapılacak olan 

ortamdaki hücreler üzerinden besiyeri çekilip kuyular PBS ile yıkanmıĢtır. PBS‘ler 

çekilip, uzaklaĢtıldıktan sonra UltraVision Hydrogen Peroxide Block yüzeyi kaplayacak 

kadar eklenmiĢtir.  10 dk beklenip, çekilip atılmıĢ, PBS ile yıkama iĢlemi tekrar 

edilmiĢtir.  UltraVision Protein Block eklendikten sonra 5 dk beklenmiĢtir.  Primary 

Antibody (Caspase-3) 120 μl her kuyuya eklenmiĢtir. Primary Antibody Amplifier 

Quanto eklenerek 10 dk beklenip yıkama yapılmıĢtır. HRP Polymer Quanto eklenerek 10 

dk beklenmiĢtir. Kuyular saf su ile yıkanmıĢtır. 1ml DAB Quanto Substrate içerisine 30 

μl DAB Quanto Chromogen eklenip, kuyulara uygulanarak 5 dk beklenmiĢtir. Yıkama 

yapıldıktan sonra Counterstain TUNEL‘deki gibi methyl green ile yapılarak saf su ile 

yıkanmıĢtır. Ardından mikroskop altında görüntü alınmıĢtır (Özbolat and Ayna 2020).  

 

 

 
ġekil 3.10. Caspase-3 Aktivite Testi uygulamasının Ģematik gösterimi 
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3.11. Ġstatiksel Analiz 
 

Ġstatistiksel analiz ve karĢılaĢtırılabilir veri grupları, tek yönlü ANOVA Newman-Keuls 

Post-Hoc Testi ile GraphPad Prism 5 kullanılarak değerlendirilmiĢtir; p <0.05 anlamlı 

kabul edilmiĢtir. Tüm deneyler en az üç kez tekrar edilmiĢtir (Özbolat and Ayna 2020). 

 



 

 

4. BULGULAR  
 

 

4.1. Hücre Canlılık Testi (Wst-1) 

 

Kr tedavisinin HT-29 hücrelerinde Dik ile indüklenen hücre proliferasyonuna karĢı etkisi 

WST-1 testi ile değerlendirildi. Hücreler, HT-29 hücreleri üzerinde toksik etkiler 

oluĢturmak için Dik maruziyetinin konsantrasyonuna ġekil 1.7.‘de ki grafikte görüldüğü 

gibi 62, 125, 250 ve 500 mM Dik ve süresine karar vermek için 12, 24 ve 30 saat ile 

muamele edildi. Dik tedavisi 12 (veriler verilmemiĢtir) ve 24 saat zamanı için, 

konsantrasyona bağlı bir Ģekilde hücre proliferasyonunu azaltmıĢ olduğu görüldü. 125 ila 

500 uM Dik, konsantrasyona bağlı bir Ģekilde hücre proliferasyonunda önemli (p <0.001) 

azalmaya neden oldu. 500 uM Dik varlığında, hücre proliferasyonu, tedavi edilmeyen 

gruba kıyasla önemli ölçüde (P <0.01) azaldı. Bu nedenle, aĢağıdaki deneylerde HT-29 

hücresini indüklemek için 500 uM Dik'in uygulanması tercih edildi. ġekil 1.8.‘de ki 

grafikte görüldüğü gibi Kr ön muamelesi (50 uM), Dik kaynaklı HT-29 hücrelerinin 

hücre proliferasyonunu arttırdı. Bu nedenle aĢağıdaki deneylerde HT-29 hücre hattını 

indüklemek için 50 µM Kr uygulanması tercih edildi. 
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ġekil 4.1. Farklı konsantrasyonlarda Dik ile indüklenmiĢ kolon kanseri (HT-29 hücre hattı) hücrelerinin 24 

saat sonraki hücre proliferasyonuna olan etkisi 

 

 

 

ġekil 4.2. Etkin konsantrasyon olarak seçilen (500 µM) Dik ile indüklenen HT-29 hücreleri üzerine 50 µM 

konsantrasyonda uygulanan Kr‘nin hücre proliferasyonuna olan etkisi 
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4.2. Laktat Dehidrogenaz (Ldh) Salıverilmesi Testi 

 

ġekil 4.3.‘te ki grafikte görüldüğü gibi Hücrelerin 500 uM Dik ile 12 saat inkübasyonu, 

önemli ölçüde (p <0.001) ölü hücrelerden artan LDH salımından dolayı ortamdaki LDH 

seviyelerini artırırken, Kr ön muamelesi, Dik kaynaklı LDH salımını inhibe etmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.3. 500 µM Dik, 50 µM Kr ve ikisinin aynı anda uygulanması ile 24 saat boyunca indüklenen HT-29 

hücre hattı üzerindeki Laktat dehidrogenaz kiti kullanılarak ölçülmesi 
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4.3. Reaktif Oksijen Türleri (ROS) DCFH Ölçümü 
 

Kr tedavisinin HT-29 hücrelerinde Dik ile tetiklenen ROS üretimi üzerindeki etkilerini 

değerlendirildi. Sonuçlar, ġekil 4.4.‘te ki grafikde görüldüğü gibi Dik tedavisinin ROS 

üretiminde önemli bir artıĢa (p <0.01) yol açtığını ortaya koymuĢtur; bununla birlikte, 50 

µM Kr ön muamelesi, ROS‘u önemli ölçüde azalttığı görülmüĢtür (p <0.1). 

 

 

 

ġekil 4.4. 500 µM Dik, 50 µM Kr ve ikisinin aynı anda uygulanması ile 24 saat boyunca indüklenen HT-29 

hücre hattı üzerinde oluĢan reaktif oksijen türlerinin ROS Assay kiti kullanılarak ölçülmesi 
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4.4. Lipid Peroksidasyonu (LPO) Ölçülmesi 

 

ġekil 4.5.‘de ki grafikte görüldüğü gibi hücrelerin 500 uM Dik ile 12 saat inkübasyonu, 

önemli ölçüde (p <0.001) ölü hücrelerden artan LDH salımından dolayı ortamdaki LDH 

seviyelerini artırırken, Kr ön muamelesi, Dik kaynaklı LDH salımını inhibe etmiĢtir. 

Kr‘nin, Dik kaynaklı yaralanmadan kolon kanseri hücre ölümünü baskılamaya katkıda 

bulunup bulunmadığını değerlendirmek ve MDA seviyesini saptamak için 50 uM Kr 

kullanılarak LPO testi yapıldı. Dik ile indüklenen HT-29 hücrelerindeki MDA seviyesi 

önemli ölçüde artarken (p <0.01), Kr ön muamelesi, Dik ile indüklenen HT-29 

hücrelerine kıyasla MDA seviyelerini önemli ölçüde düĢürmüĢtür (p <0.01). 

 

 

 
ġekil 4.5. 500 µM Dik, 50 µM Kr ve ikisinin aynı anda uygulanması ile 12 ve 24 saat boyunca indüklenen 

HT-29 hücre hattı üzerinde oluĢan lipid peroksidasyonu sonucu açığa çıkan MDA‘nın (Malondialdehit) 

LPO Assay kiti kullanılarak ölçülmesi 
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4.5. Total Antioksidan (TAS) Ölçümü 

 

TAS, ġekil 4.6.‘de ki grafikte görüldüğü gibi Dik ile tetiklenen HT-29 hücrelerinde 

önemli ölçüde azalırken (p <0.001) Kr ön tedavisi bu etkileri tersine çevirmiĢtir (p <0.1). 

 

 

 

ġekil 4.6. 500 µM Dik, 50 µM Kr ve ikisinin aynı anda uygulanması ile 24 saat boyunca indüklenen HT-29 

hücre hattı üzerinde ki total antioksidan durumunun TAS Assay kiti kullanılarak ölçülmesi 
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4.6. Katalaz Aktivite Tayini 
 

CAT aktivitesi, ġekil 4.7.‘de ki grafiğe göre Dik ile indüklenen HT-29 hücrelerinde 

kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde azalırken (p <0.1), Kr ön-muamelesi CAT 

aktivitesini artırmıĢtır (p <0.1). 

 

 
ġekil 4.7. 500 µM Dik, 50 µM Kr ve ikisinin aynı anda uygulanması ile 24 saat boyunca indüklenen HT-29 

hücre hattı üzerindeki katalaz aktivitesinin CAT Assay kiti kullanılarak ölçülmesi 
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4.7. QRT-PCR Analiz Sonuçları 

 

Anti-apoptotik ve apoptotik genlerin mRNA seviyelerinin Dik ve Kr'den etkilenip 

etkilenmediğini test etmek için, Bax, Bcl-2, Sitokrom c, P53, Cas-8 ve Cas-3 ekspresyon 

seviyeleri qRT-PCR ile ölçüldü. AĢağıda her genin mRNA ekspresyon seviyeleri 

grafiklendirilmiĢtir. Bax, Sitokrom c, P53, Cas-8 ve Cas-3'ün mRNA seviyeleri önemli 

ölçüde artmıĢtır ve Bcl-2'nin mRNA seviyeleri, Dik maruziyeti ve kontrol ile 

karĢılaĢtırıldığında azalmıĢtır (p <0.001). Kr-ön-muamelesi, Cas-3, Cas-8 ve P53'ün 

ekspresyon seviyelerini önemli ölçüde tersine çevirirken, Bcl-2 seviyesini artırmıĢ ve 

Sitokrom-c seviyesini düĢürmüĢtür. Bcl-2'nin mRNA seviyeleri de Kr tedavisi ile önemli 

ölçüde azaldığı görülmüĢtür (p <0.001). Kr ön muamelesi sırasında Bax'ın mRNA 

seviyesi değiĢmeden kalırken, Sitokrom c, Cas-8 ve Cas-3 ekspresyon seviyeleri önemli 

ölçüde artmıĢtır (p <0.001). 

 

 

 

ġekil 4.8. 500 µM Dik, 50 µM Kr ile indüklenen HT-29 hücre hattında apoptotik gen olan Bax‘ın mRNA 

ekspresyon düzeyi 
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ġekil 4.9. 500 µM Dik, 50 µM Kr ile indüklenen HT-29 hücre hattında apoptotik gen olan Kas-3‘ün mRNA 

ekspresyon düzeyi 

 
 

 

 
ġekil 4.10. 500 µM Dik, 50 µM Kr ile indüklenen HT-29 hücre hattında anti-apoptotik gen olan Bcl-2 

mRNA ekspresyon düzeyi 
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ġekil 4.11. 500 µM Dik, 50 µM Kr ile indüklenen HT-29 hücre hattında apoptotik gen olan Kas-8‘in 

mRNA ekspresyon düzeyi 

 

 

 

ġekil 4.12. 500 µM Dik, 50 µM Kr ile indüklenen HT-29 hücre hattında apoptotik gen olan Cyt-c mRNA 

ekspresyon düzeyi 
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ġekil 4.13. 500 µM Dik, 50 µM Kr ile indüklenen HT-29 hücre hattında apoptotik gen olan p53‘ün mRNA 

ekspresyon düzeyi 
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4.8. Tunel Assay 

 

ġekil 4.14.‘de ki grafikte görüldüğü gibi Kr ile ön muamelenin, HT-29 hücrelerinde Dik 

tarafından indüklenen apoptozu önleme üzerindeki etkisi de değerlendirildi. Dik'in, Tunel 

testi ile belirlendiği Apoptotik Ġndeks'te önemli artıĢ (p <0.001) ile sonuçlanan bilgilerle 

apoptozisi indüklediğini ortaya koymuĢtur. 

 

 

 
ġekil 4.14. 50 µM Kr‘nin ön tedavisi 500 µM Dik ile indüklenen HT-29 hücre hattında apoptotik indeks 
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4.9. Caspase-3 Aktivite Testi  

 

ġekil 4.15.‘de görüldüğü gibi Kr ile ön tedavi Caspase-3 seviyesini önemli ölçüde 

zayıflatırken, Dik'e maruz kalmasıyla önemli ölçüde aktive olmuĢtur. Apoptotik yolun 

indüksiyonu nedeniyle Dik ile tetiklenen hücre ölümünün gözlemlenip 

gözlemlenmediğini daha iyi anlamak için, apoptotik yolun anahtar uygulayıcılarından biri 

olan Caspase-3'ün aktivasyonu araĢtırıldı. 

 

 

 
ġekil 4.15. (A) Kontrol grubu, (B) 500 µM Dik, (C) 50 µM Kr ve (D) ikisinin aynı anda uygulanması ile 24 

saat boyunca indüklenen HT-29 hücre hattında Caspase-3 enziminin aktive olduğu koyu renkli kısımların 

ters ıĢık mikroskobu ile görüntülenmesi 

 

 

 

 

 



 
 

 

5. TARTIġMA 

 

 
Hücre siklusunun devam etmesi ve hücre çoğalması büyümenin kontrolünde olan 

genlerin ekspresyonu ile iliĢkilidir. Bu süreçte hücre büyümesi, hücre uyarımı meydana 

gelmektedir.  Hücre siklusundaki faz geçiĢlerinde kontrol noktaları bulunmaktadır. Hücre 

siklusu siklin bağımlı kinazlar tarafından kontrol edilmektedir ve hücre homeostazisi, 

hücre çoğalması, büyümenin durdurulması ve kontrollü ölüm programları ile 

sürdürülmektedir. YaĢamsal iĢlevini yitiren hücreler programlanmıĢ hücre ölümü ile yok 

edilmektedirler.  Normal hücre büyümesinin düzenlenmesinde iĢlev gören proteinler 

protoonkogenler ve onkogenler tarafından sentezlenmektedir.  Büyümenin kontrollü bir 

Ģekilde ilerlemesini sağlayan proteinler olan protoonkogenlerin onkogen haline 

dönüĢümü hücre büyümesinin kontrol mekanizmasını bozmakta ve kanser hücrelerine 

dönüĢümünü sağlayıp kontrolsüz büyümesine ve çoğalmasına sebep olmaktadır (YokuĢ 

ve Ülker 2012).  Tümör baskılayıcı genlerden olan p53 geni 17p13.1 kromozom 

bölgesinde yer alıp, 393 aminoasitten oluĢan bir protein kodlamaktadır (Akça vd. 2018). 

Hücreler, DNA‘sında ve kromozomların iĢlevsel birimleri olan genlerde gerçekleĢen 

değiĢiklikler neticesinde kontrolsüz olarak bölünmeye baĢlarlar. Sonrasında komĢu 

dokulara ve uzak organlara yayılabilirler. Hücrelerin bu anormal özelliği taĢıması ile 

geliĢen büyük bir grup hastalığa kanser adı verilir (Aliustaoğlu 2009). Kanser, yüzyıllar 

öncesinde olduğu gibi günümüzde de varlığını sürdüren habis hastalık türüdür (Atıcı 

2007).  Hücre de apoptozisin düzenlenmesinde sistein proteazlar (kaspazlar; Caspase-8, 

Caspase-9 ve Caspase-3) ve Bcl-2 gen ailesi rol oynamaktadır. Hücrenin varolması 

apoptozisi indükleyen ve inhibisyona uğratan genlere (Bcl-2, Bax, p53) bağlıdır. Bu 

genlerin mutasyonu da kansere yol açmaktadır (YokuĢ ve Ülker 2012). 

GLOBOCAN verilerine göre 2012 yılında dünyada toplam 14,1 milyon yeni kanser 

olgusu geliĢmiĢ olup 8,2 milyon kansere bağlı ölüm olmuĢtur. Dünyada en çok tanı 

konulan kanser türleri akciğer, meme ve kolon kanseridir (Yalcın and Sarı 2015). Kolon 

kanseri gastroinstestinal traktusta en fazla rastlanılan kanserlerdir. WCRF‘den edinilen 
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verilere göre 2018‘de dünyada en sık görülen kanser türleri arasında 3. Sırada yer alan 

kolorektal kanser (Url 2 2020), Türkiye‘de ise 2015‘te güncellemesi yapılan verilerine 

göre sık rastlanılan ölümcül kanser türü olarak yerini almaktadır (Url 1 2020). Kolorektal 

kanser, normal dokuda büyümeyi kontrol eden moleküler mekanizmaların bozulmasına 

yol açan bir seri genetik değiĢikliklerin birikimi sonucu oluĢum göstermektedir. 

Kolorektal tümörlerin oluĢumu onkogenlerin mutasyona uğraması ve tümör süpresör 

genlerin mutasyonel inaktivasyona uğraması sonucu oluĢmaktadır. Uzak metastazları 

bulunan ileri evredeki kolon kanseri vakalarında sağ kalım süresini uzatabilmek için 

değiĢik kemoterapik ajanlar kullanılır. Bu amaçla 5-FU ve 5-FU+Leucovorin+Oxaplatin 

kombinasyonları kullanılmaktadır. Bunlara ek olarak, Dik grubu ağrı kesiciler, 

enflamasyonu ve kolon kansere bağlı ağrıyı azaltmak için kullanılan en yaygın kullanılan 

Anti-inflamatuar NSAĠ arasındadır (McGettigan and Henry 2013; Lonapan et al. 2016). 

Yüksek konsantrasyonlarda Dik, yüksek agresif kolon kanseri hücrelerinde (HT-29, SW480 ve 

DLD-1) kontrol numunelerine kıyasla hücre canlılığı kaybını arttırabilmiĢtir (Hixon et al. 1994). 

Antikanser ajanlar tümör hücrelerinde olduğu kadar normal hücrelerde de apoptozisi 

artırmaktadır. Non-steroidal antiinflamatuvar (NSAĠ) ilaçlar dünyada en sık kullanılan 

ilaçlar olmakla birlikte reçete edilen tüm ilaçların %5‘ini oluĢtururlar (Bakır 2018). NSAĠ 

ilaçların kansere karĢı koruyucu etkileri ve antikanser etkileri son zamanlarda dikkat 

çekici bir konu haline gelmiĢtir. Ġn vitro ve in vivo olarak yapılan epidemiyolojik 

çalıĢmalar, NSAĠ ilaçların meme, prostat, pankreas, yumurtalık, akciğer, kolon-rektum, 

gibi birçok kansere karĢı koruyucu ve tedavi edici etkilerinin olduğunu ortaya koymuĢtur. 

Karsinojenezin durdurulmasında veya yavaĢlatılmasında Prostaglandin (PG) üretiminin 

inhibe edilmesinin rolü olabileceği bildirilmiĢtir. Çünkü birçok kanser hücre hattında 

PG‘ler normal hücre hattında olduklarından daha fazladır. PG‘lerin aynı zamanda 

apoptozistede görevi vardır ve yapılan araĢtırmalara göre kolon kanseri hücre hattında PG 

E2‘nin apoptozisi inhibe ettiği ve antiapoptotik genlerden B hücre lenfoma-2 (BCL-2) 

ekspresyonunu artırdığı ortaya koyulmuĢtur. Son yıllarda bu ilaçların apoptozisi 

indükleyerek ve hücre siklusuna etki edip bloke olmasını sağlayarak antikanser etki 

gösterdikleri rapor edilmiĢtir (Bakır 2018).  NSAĠ'ler ve PG antagonistinin epitel hücre 

büyümesinin kontrolüne dahil olduğu kanıtlanmıĢtır, çünkü COX inhibitörünün 

prostanoidlerin biyosentezini azalttığını göstermiĢtir, ancak bağırsak epitel hücre 

proliferasyonunun/apoptozunun kontrolünde içeren lökotrien seviyelerini artırabilir (Reed 
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2001). Diklofenak Sodyum (DS), fenilasetik asit türevi, nonsteroidal antienflamatuvar 

(NSAĠ), kolay tölere edilebilen bir ilaçtır. Kuvvetli bir PG sentez inhibitörüdür. KullanıĢlı 

olmasını sağlayan en önemli özelliği yaĢlılarda ve renal bozukluğu olan hastalarda doz 

ayarlaması gerektirmemesidir (Açıkgöz vd. 1994). Hücresel bazda yapılan çalıĢmalar 

DS‘nin siklooksigenaz aktivitesini inhibe ederek, enflamasyon mediatörlerinden PG, 

prostasiklin ve tromboksanın üretimini azalttığını göstermiĢtir. Ġntraselüler sıvıdaki 

serbest araĢidonik asid düzeyini de azaltmaktadır. Diklofenağın peroksidazlar tarafından 

katalizlenen oksidasyonu sonucu oluĢan nitroksit veya katyon radikallerinin de oksidatif 

strese ve mitokondriyal hasara neden olduğuna dair farklı bir mekanizma daha mevcut 

olup, in vivo ve in vitro çalıĢmalarca yeteri kadar desteklenememiĢtir (Erkmen 2017). 

Biyokimyasal oksidatif yollarla üretilen ROS, kanser dahil çeĢitli fizyolojik ve 

patofizyolojik hastalıklarla bağlantılıdır (Acharya et al. 2010). ROS üretiminin kolon 

kanseri hücrelerinde apoptoz ile sonuçlandığı ispat edilmiĢtir (Ahmed et al. 2017). 

Hidroksil ve hidroperoksil radikali, lipidleri etkileyebilen en yaygın ROS'dur. Oksidatif 

hasarın sonucunda, hücre zarlarında lipid peroksidasyonuna (LPO) yol açar, zar 

bütünlüğünde bir kayba neden olur ve apoptoz veya nekroza neden olur (Lepara et al. 

2020). Süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) içeren 

enzimatik antioksidanlar, süperoksit ve diğer peroksitleri metabolize ederek etki eder ve 

hücrelerdeki ROS aktivitesini ve birikimini temizleyen ve redoks dengesini koruyan 

endojen antioksidan savunma sistemleri olarak davranırlar (Lobo et al. 2010). Ġnsan 

vücudundaki antioksidan koruma mekanizması, nötralizasyon ve ROS üretimi arasındaki 

dengeyi korur ve SOD, CAT ve glutatyon içerir (Paulsen and Carroll 2013). ROS üretimi 

ve antioksidan koruma mekanizması arasındaki dengesizlik, kanser ilerlemesini baĢlatan 

oksidatif hasara neden olur (Klaunig et al. 1998). ROS tarafından tetiklenen oksidatif 

hasar, iyi bilinen sitotoksisite ve apoptoz indükleyicisidir (Thangaraj et al. 2019), 

(Alhadlag et al. 2019). ROS ayrıca, kanser tedavisinde hasarlı hücrelerin yok edilmesi 

için çok önemli olan apoptotik yolun aracılığı ile iliĢkilendirilmiĢtir (Jafari et al. 2013). 

Dik, Anti-inflamatuar ilaç olarak uygulanan tercihli bir siklooksijenaz-2 (COX-2) 

inhibitörüdür (Minotti and Aust 1989). Kansere bağlı ağrıların tedavisinde onkoloji 

hastalarında umut vaat eden bir ilaç haline gelmiĢtir (Minotti and Aust 1989). 

Enflamasyon, kolon kanseri vakalarının kötü prognozunun en önemli nedenlerinden 

biridir; bu nedenle Dik, kolon kanseri tedavisinde muhtemel terapötik bir ilaçtır (Jain et 

al. 2017). Anti-inflamatuar aktiviteye sahip olmanın yanı sıra, Dik gibi NSAĠ'lerin bazı 
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hücre hatlarında apoptotik yolları indükleyerek hücre proliferasyonunu inhibe ettiği 

bildirilmiĢtir (Hixson et al. 1994; Kaur and Sanyal 2010). Endojen ve eksojen antioksidanlar, 

ROS'un neden olduğu hasarı önleyebilir ve onarabilir. Bu nedenle, ―serbest radikal temizleyicileri‖ 

olarak adlandırılırlar ve bağıĢıklık savunmasını geliĢtirebilir ve hastalık ve kanser riskini 

azaltabilirler (Abreu and Cabelli 2010). Antioksidanlar, besin maddesi olarak yaygın bir 

Ģekilde kullanılmaktadır ve kanseri önlemedeki etkinlikleri açısından incelenmiĢtir (Fu et 

al. 2014). Reaktif oksijen ve nitrojen türleri gibi serbest radikallerin neden oldukları oksidatif 

zarara karĢı antioksidan maddeleri içeren gıdalar, insanları korumaktadır  (GüleĢci ve Aygül 2016). 

Belirli koĢullar altında flavonoidler pro-oksidan olarak davranabilir ve bu nedenle diğer 

bileĢiklerin oksidasyonunu teĢvik edebilir. Flavonoidlerin pro-oksidan özellikleri doza 

bağlı olduğu görülmektedir (Prochazkova et al. 2011). Flavonoidler arasında Kr, anti-

kanser etkileri de dahil olmak üzere birçok biyolojik aktiviteye sahip çok sayıda bitki 

özü, bal ve propoliste bulunan doğal bir flavondur (Ryu et al. 2017). Kr; 5,7-

dihydroxyflavone), güçlü antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser aktiviteleri ile çeĢitli 

bitkilerde ve arı ürünlerinde bulunan, umut verici doğal olarak biyoaktif bir flavonoiddir 

(Naz et al. 2019). Buna ek olarak Kr, yaĢlanmanın fizyolojik ve biyokimyasal etkilerine 

karĢı klinik ve terapötik uygulama potansiyeline de sahiptir. Yaygın olarak çeĢitli 

dejeneratif hastalıkları tedavi etmek için kullanılmıĢtır ve sitotoksik ve antiinflamatuar 

aktiviteler sağlar (Fu et al. 2014). Bununla birlikte, mevcut çalıĢmalar, antioksidanların 

besinsel kullanımının avantajlı olmayabileceğini ve hatta kanser ilerlemesinde 

istenmeyen etkiler yaratabileceğini göstermiĢtir (Fu et al. 2014). 

Bu çalıĢmanın odak noktası, Kr‘nin Dik tarafından tetiklenen HT-29 hücreleri üzerindeki 

etkisini ve etkisinin öncelikli moleküler mekanizmalarımı incelemekti. Dik ile 

muamelede bulunduğumuz HT-29 hücre hattı üzerinde konsantrasyona bağlı olarak (500 

uM) hücre proliferasyonunda önemli ölçüde azalma görüldü. Bu çalıĢmada, hücrelerin 

Dik ile tedavi edilmesi, ROS ve LPO seviyelerinde ve LDH enzim salınımında artıĢ, TAS 

ve CAT enzimlerinin aktivitesinde azalma ve apoptotik indeksde artıĢ, hücre 

proliferasyonunda azalma ile sonuçlandı. 

Mitokondrinin apoptotik yola aracılık etmedeki temel rolü, apoptotik yoldaki 

Mitokondrinin biyolojik ve yapısal değiĢikliklerinde mitokondriyal bozulma bulunduğu 

son yıllarda bildirildiği gibi doğrulanmıĢtır, mitokondrinin dıĢ zarının bozulması ve 

sitokrom C salınımı, Apaf1 ve Caspase-9'un etkileĢimini tetikleyebilir, bu da Caspase-
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9'un Caspase-9 aktivasyonuna yol açar ve daha sonra Caspase-3'ü aktive eder ve bu 

hücresel ve morfolojik değiĢikliklere ve sonunda hücresel ölüme yol açan bir reaksiyon 

olur (Reed  2001). Tümör baskılayıcı genin, p53'ün apoptozu tetiklediği bildirilmiĢtir 

(Naz et al. 2019). Bax'ın pro-apoptotik proteinlerinin ekspresyonunu arttırır ve dolaylı 

olarak Caspase-3'ü aktive eder. Membran potansiyelinin depolarizasyonu ve böylece 

sitokrom c salınımı Dik'in mitokondriyal membran geçirgenliğinin geçiĢini uyardığı 

bildirilmiĢtir. Aktive edilmiĢ Caspase-8, apoptotik sinyali, mitokondriye bir hasara neden 

olarak tetikler ve bu da bir proteolitik kademeyi uyarır (Masubuchi 2002). Bu çalıĢmada, 

hücrelerin Dik ile tedavi edilmesi sonucunda, Apoptotik genlerin mRNA seviyeleri (p53, 

cas-3, cas-8, Bax ve sitokrom c) yükselirken, Antiapoptotik gen Bcl-2'nin mRNA 

seviyeleri azaldı. 

Önceki çalıĢmalar, Kr‘nin kanser hücrelerinin proliferasyonunu önlemedeki etkinliğini 

iĢaret ediyordu (Kasala et al. 2015). ÇalıĢılan kanserin çalıĢmalarının büyük bölümünde, 

Kr hücre proliferasyonunu önlediğini ve apoptotik yolu tetiklediğini ve lösemi 

hücrelerinde incelenen diğer fenolik bileĢiklerden daha etkili olduğunu, bunun için Kr 

tahminen kaspaz enzimlerinin aktivasyonu yoluyla hareket ettiğini göstermiĢtir (Khoo et 

al. 2010). Bir çalıĢmada, kemoterapötik ilaç 5-FU tedavisi ile antioksidanların eĢzamanlı 

kullanımının kolon kanseri hücresinde apoptozu azalttığı bildirilmiĢtir (Fu et al. 2014). 

Ek olarak farklı kanser hücrelerinin tedavisi, sorafenib Dik ile Huh-7, HepG2 ve PLC-

PRF-5 gibi, tek baĢına sorafenib veya Dik ile karĢılaĢtırıldığında kanser hücresi ölümünü 

önemli ölçüde artırmıĢtır. Öte yandan, N-asetil-sistein ve askorbik asit gibi 

antioksidanlar, Dik ve sorafenib Ko-terapisinin zararlı etkilerini tersine çevirmiĢtir 

(Duval et al., 2019). Bu çalıĢmada, p53, cas-3, cas-8, Bax gibi apoptozun iç ve dıĢ 

yollarında bulunan apoptotik genlerin dokudaki ekspresyon seviyesi, sitokrom c yukarı 

regüle edilirken anti-apoptotik Bcl-2 indükte tedavi edilen grup için aĢağı regüle 

edilmiĢtir. Kr+Dik, bu genlerin mRNA seviyelerini tersine çevirmiĢtir.  

ÇalıĢmamız, Kr‘nin dıc kaynaklı HT-29 hücrelerindeki etkilerinin muhtemelen kanser 

çalıĢmalarına aykırı sonuçlara yeniden döndüğünü göstermiĢtir. ÇalıĢmamız, Kr‘nin Dik 

kaynaklı HT-29 hücrelerindeki etkilerinin muhtemelen kanser çalıĢmalarına aykırı 

sonuçlara yeniden döndüğünü göstermiĢtir.   



 
 

 

6. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 
 

 

Bu çalıĢmanın yeni önemli verileri, Dik ile antioksidan alımının enzimatik 

antioksidanların seviyesini ve uyarıcı aktivitesini azaltabileceğini göstermiĢtir. Tüm bu 

bulgular ıĢığında; Dik ile beraber antioksidan kullanımına ROS seviyesini 

düĢürebileceğinden ve dolayısıyla kanser tedavisi için istenmeyen bir durum olan 

apoptotik hücre ölümünü azaltacağından dikkat edilmelidir sonucuna varılmıĢtır. 

Sonuçlarımız, antioksidan besin takviyelerinin ve özellikle Kr‘nin, kolon kanseri 

hücrelerinin apoptozunu indüklemede Dik'in etkinliğini azaltabileceğine dair yeni bir 

açıklama sağlamaktadır. 
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