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DIKLOFENAK iLE INDUKLENMIS HT-29 HUCRE HATTI UZERINDE
KRIiSIN'IN MOLEKULER VE BiYOKIMYASAL ETKIiLERI

OZET

Kolon kanseri diinyada akciger ve meme kanserinden sonra rastlanan en yaygin ticlincii kanserdir
ve ikinci en yaygin kanser 6liim nedenidir. Saglik bakanlig1 verilerine gore son yillarda kolon
kanserindeki artis giderek ¢ogalmaktadir. Yapilan bir ¢ok ¢alisma, steroid olmayan anti-
inflamatuar ilaglarin (NSA) kolon kanserini 6nleyebilecegini gostermistir. Diklofenak
(Dik) grubu agr kesiciler, enflamasyonu ve kolon kanserine bagli agriy1 azaltmak i¢in en
yaygin kullanilan anti-inflamatuar NSAI arasindadir. Yiiksek konsantrasyonlarda Dik,
agresif kolon kanseri hiicrelerinde (HT-29, SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine kiyasla hiicre
canliligi kaybim arttirabilmistir. Dik'm sagkalim mekanizmasini inhibe ettigi ve kolon kanseri
hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii ile birlikte meydana gelen, genellikle acrobik metabolizma
sirasinda ortaya ¢ikan Reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) bir artisa yol actig gosterilmistir. Endojen
ve eksojen antioksidanlar, ROS'un neden oldugu hasari 6nleyebilir ve onarabilir. Bununla birlikte,
son aragtrma bulgulan, antioksidanlarin antikanser ilaglar ile beraber kullannmmnin faydali
olamayabilecegini veya kanser onleme ve tedavisini olumsuz yonde etkileyebilecegini 6ne
sirmektedir. Bu tez galigmasi kolon kanseri lizerinde anti proliferatif etkisi bulunan Dik ile
hiicreleri indiikleyerek Kr’nin hiicre proliferasyonuna olan etkisini ve bu etkinin altinda yatan
biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi amaglanmaktadir. Dik ile muamelede
bulunulan HT-29 hiicre hatt1 tiizerinde konsantrasyona bagl olarak (500 pM) hiicre
proliferasyonunda 6nemli 6lglide azalma goriildii. Bu ¢aligmada, hiicrelerin Dik ile muamele
edilmesi sonrasinda ROS ve malondialdehit (MDA) seviyelerinde ve laktat dehidrogenaz (LDH)
enzim salmminda artis ve katalazin (CAT) aktivitesinde azalma, apoptotik indeksde artis,
apoptotik ve pro-apoptotik genlerin seviyelerinde artis gozlenirken, bu etkilerin tamanmi Kr
varliginda tersine ¢evrilmistir. Yapilan deneyler sonrasinda elde edilen bulgular Kr’nin kolon
kanseri hiicrelerinin apoptozunu indiiklemede Dik'in etkinligini azaltabilecegine dair yeni
bir aciklama saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, antioksidan, krisin, serbest radikaller, apoptozis



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
uM). 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
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1. GIRIS

1.1. Hiicre Dongiisii ve Apoptozis

Organizma, organ ve doku gelisimi, hiicrelerin biliylime ve ¢ogalmalarini igerdigi gibi
oliimlerini de icermektedir. Hiicre siklusunun devam etmesi ve hiicre ¢ogalmasi kontrol
mekanizmasinda varolan genlerin ekspresyonu ile iliskilidir. Okaryot hiicre siklusu
M(mitoz), G1, S ve G2 fazlari igeren bir siire¢ten olusmakta olup, bu siire¢ boyunca
hiicre biiylimesi, hiicre uyarimi meydana gelmektedir.

G; Kontrol Noktasi: Hiicreler kendi cevrelerini kontrol edip, gerekli sinyalleri alip
biiyiimeyi indiikler. Hiicre boyutu istenilene ulasmigsa, DNA biitiinliigiinde herhangi bir

sorun yoksa “devam et” sinyali verilir.

G, Kontrol Noktasi: DNA sentezinde herhangi bir hata veya hasar olusumu kontrol
edilir. Eger bir hata var ise bu siiregler tamamlanincaya kadar “dur” sinyali verilerek

hiicre dongiisii durdurulur.

M Kontrol Noktasi: I igliklerinin olsumu, kromozomlarin ig ipliklerine ve
kinetekorlara tutunmas: kontrol edilir. Bu kontrol, olusacak yavru hiicrelerdeki

kromozom sayisinin esit olmasini saglamak agisindan énemlidir (Yokus ve Ulker 2012).



G, kontrol noktasi

M kontrol noktasi
G, kontrol noktasi

Sekil 1.1. Hiicre déngiisii kontrol noktalar1 (Yokus ve Ulker 2012)

Hiicre siklusundaki faz gecislerinde kontrol noktalari bulunmaktadir. Hiicre siklusu,
siklin bagiml kinazlar tarafindan kontrol edilmektedir. Bu proteinlerin diizeyleri hiicre
siklusunun farkli fazlarinda farklilik gosterir ve hiicre homeostazisi, hiicre ¢ogalmasi,
biliylimenin durdurulmasit ve kontrollii 6liim programlari ile siirdiiriilmektedir. Programli
hiicre 6liim yollarindan biri olan apoptozis hiicre dongiisiinde ve fizyolojik periyotlarda
rol almaktadir. Apoptotik siirecte hiicrelerin biiziilmesi, kromatinin kondanse olmas1 ve
apoptotik cisimlerin olusumu goriilmektedir. Apoptotik cisimcikler ve apoptotik hiicre
makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir. Yasamsal islevini yitiren hiicreler
programlanmis hiicre Oliimii ile yok edilmektedirler. Normal hiicre biiylimesinin
diizenlenmesinde islev goren proteinler protoonkogenler ve onkogenler tarafindan
sentezlenmektedir. Hiicre biiylimesSinin kontrollii bir sekilde ilerlemesinde rol oynayan
proteinler olan protoonkogenlerin onkogen haline doniisiimii hiicre biiylimesinin kontrol
mekanizmasint bozmakta ve kanser hiicrelerine doniisiimiinii saglayip kontrolsiiz

biiyiimesine ve ¢ogalmasina sebep olmaktadir (Yokus ve Ulker 2012).

Hiicre de apoptozisin diizenlenmesinde sistein proteazlar (kaspazlar; Kaspaz-8, Caspase
9 ve Caspase-3) ve Bcl-2 gen ailesi rol oynamaktadir. Hiicrenin varolmasi apoptozisi
indiikleyen ve inhibisyona ugratan genlere (Bcl-2, Bax, p53) baglidir. Bu genlerin

mutasyonu da kansere yol agmaktadir (Yokus ve Ulker 2012).
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Onkogenlerin aksine tiimor siipresdr genlere bagli olarak gerceklesen kontrolsiiz hiicre
biliylimesi genetik olarak resesiftir. Her iki kromozom ¢ifti de defektif olan geni igerirse
islev gosterebilmektedir. pRB, p21, p53 proteinini kodlayan genlerin iki kopyasinda olan
mutasyonun hiicre biiylimesini baskilanmasi sonucu tiimér olugsmaktadir(Akga vd. 2018).
Timdr baskilayicit genlerden olan p53 geni 17p13.1 kromozom bolgesinde yer alip, 393
aminoasitten olusan bir protein kodlamaktadir. Yapisal ve fonksiyonel olarak 5 ayr1 bolge
iceren protein, 1-63. Aminoasitlerin olusturdugu, N-terminal transaktivasyon domaini
(TAD) p53 ile siki iliski igerisinde olan MDM2 proteininin de baglanma bdolgesini
olusturmaktadir. p53 proteini hipoksi durumu, mitotik ig iplik hasari, DNA hasari, ve
onkogenler tarafindan yiiksek diizeyde aktive edilebilen yaklasik 20 dakikalik yarilanma
omrili olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Normal kosullarda sentezi hiicre igerisinde
diisiik seviyededir. Aktiflestikten sonra kendi transkripsiyonunu da uyarir. Yapilan
caligmalarca ¢ok fonksiyonlu bir protein olan p53’iin, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
farklilasma, yaslanma ve apoptozis de gorev aldigr bilinmektedir. Hiicre igerisinde

DNA’da bir hasar olustugu zaman DNA-bagimli protein kinaz DNA kiriklarini taniyarak



aktiflesmektedir. DNA kiriklarinin olusturdugu tek iplikli DNA koluna baglanip, aktif
hale gecer ve p53°t fosforile eder. Fosforlanarak aktiflesen p53, p21 geninin
transkripsiyonunu aktive ederek ekspresyonunu artirir. Hiicre igerisinde p2l
ekspresyonunun artigi, siklusun G1 evresinde durmasina neden olmaktadir. Hiicrenin
yasamsal dongiilerinin devam edebilmesi i¢in bu duraksama biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bu sathada hiicrenin genomik DNA’sinda meydana gelen hasarin onarilmasi i¢in vakit
kazanilmis olur. DNA tamiri basarili bir sekilde tamamlanirsa DNA’nin kirik uglari
tamamlanacagl icin, DNA hasarinda aktive olan DNA-bagimli protein kinazinda
aktivasyonu azalmis olacak ve p53’linde aktivasyonu diisecektir. Boylece hiicre
siklusunda p53’iin baskinligi ortadan kalkacak ve dongii kaldigi yerden devam edecektir.
DNA hasar1 onarilmayacak kadar biiylikse hiicre dongiisiine devam edilmesine izin
verilmeyecegi igin hiicre apoptozise yonlendirilecektir. Sekil 1.3.’te gosterildigi gibi bu
asamada da p53 pro-apoptotik genlerden olan Bax’in transkripsiyonunu saglayacaktir.
Hiicre igerisinde konsantrasyonu artan Kaspaz- geni, normalde mitekondri porlarinda
dimerler halinde bulunan ve sitokrom-c salinimini engelleyen Bel-2’nin Bax ile Bax-Bcl-
2 heterodimerinin olugsmasina neden olacaktir. Bax-Bcl-2 dimerlerinin olusmasiyla
mitekondri porlar kapatilmaz ve sitokrom-c mitekondriden salinarak sitoplazmaya gecer.
Apaf-1’e baglanarak Caspase-9’un da katildig1 apoptozom yapist olusur. Kaskad sistemi
ile kaspazlar aktif hale gecerek apoptozisin baslamasi i¢in gerekli sinyaller olusturularak

hiicrenin programli bir sekilde dliimii gerceklestirilir (Yokus ve Ulker 2012).
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Sekil 1.3. P53 bagimli apoptoziste gorev alan genler (Akca vd. 2018)



p53°te gergeklesen fonksiyon bozukluklari sonucunda kanserlesme gergeklesmektedir.
Tim kanser ¢esitlerinin yaklasik %50’sinde p53 mutasyonu goriilmektedir. Mutasyon
olmayan allelde ise p53 kayb1 soz konusu olmaktadir. Cogunlukla mutasyonlar p53’iin
DNA baglanma domaininde goriilmektedir. Bu tiir mutasyonlarda, p53 aktive olsa bile
hedef genlerin aktivasyonunun Onlenmesi ile fonksiyonlarini yerine getirememesini
saglamaktadir. Baz1 mutasyonlar ise dogrudan fosforlanma bolgesinde meydana gelmekte
olup p53’iin fosforlanmasini engelleyerek aktivasyonunun onlenmesine neden olmaktadir

(Akga vd. 2018).

DNA’da ve genlerde gerceklesen degisiklikler neticesinde hiicreler kontrolsiiz olarak
boliinmeye baslarlar. Sonrasinda komsu dokulara ve uzak organlara yayilabilirler.
Hiicrelerin bu anormal 6zelligi tagimasi ile gelisen biiyiik bir grup hastaliga kanser adi

verilir (Aliustaoglu 2009).
1.2. Kanser

Kanser, tarih boyunca oldugu gibi yasadigimiz donemde de varligini siirdiiren habis
hastalik tiirtidiir (Atict 2007). Kanserin meydana gelmesi i¢in hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde biiylimesinin yani sira hiicrenin kanserli olmayan saglikli dokularda dolasim
yoluyla yayilma gibi bir takim malign Ozellikleri de edinmesi gerekmektedir. Bu
ozellikleri kazanmasini onkogenlerin aktive olmast ve timor siipresdr genlerin inaktive
olmasi, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmalari, kontak inhibisyonun kaybolmasi gibi ¢esitli
durumlar saglamaktadir. Timoriin biliyiime hizini ifade etmede kullanilan “doubling
time” tiimor hiicre sayisinin iki katina ¢ikmasini ifade etmektedir. Solid timor hiicreleri,
baslangicta geometrik artisla ¢ogalirken zamanla biiylime hizi yavaslar. Bazi durumlarda
da c¢ogalan hiicrelerin ve 6len hiicrelerin birbirine esit oldugu bir plato ¢izmektedir. Bu
biiylime egrisi Gombertz egrisi olarak adlandiriimaktadir (Aliustaoglu 2009). Yeterli kan
bulanamayan kanserli dokular ¢ap olarak 1 mm’ den daha fazla biiylimezler. Baslangicta
timor hiicreleri olustuklar1 dokunun kapiller damarindan difiizyon ile beslenir.
Olustuklar1 doku igerisinde yeni damar olusturmadan 2-3 mm boyutuna kadar
biiyiiyebilirler. Bu sekildeki hiicreler tipik olarak daha hizli ¢ogalirlar. Daha fazla
biiyiimek i¢in kan akimi saglandiktan sonra, hiicre 6liim hizi azalarak tiimor hizla biiyiir
ve metastaz yapabilir. Damar igerisinde ilerlemeye devam ederken tiimor hiicreleri belli

organlarda damar yiizeyine tutunurlar. Tutunduklar1 bolgede yiizeyinde damar duvarini



tekrar eritmeye baslayan kanser hiicresi hedef dokuda yerlesim saglayarak ¢ogalmaya
devam eder. Kanser hiicreleri damar igerisine girdikten sonra tiim viicudu dolassada bazi
kanser ¢esitleri genel olarak belli organlara metastaz yapmaktadir. Bu islev kanser
hiicrelerinin organ segiciligi olarak adlandirilir. Bu segiciligi belirleyen baslica faktorler
arasinda kanser hiicrelerinin yiizey ozellikleri, yerlesecekleri organin damar yapisi
gosterilebilir. Kanser hiicresi olustugu zaman viicudun immiin sistemi bu yabanci hiicreyi
tanir ve parcalar. Bu sayede bir¢ok kanser hiicresi bagisiklik sistemi tarafindan yok edilir.
Immiin sistem kanser olusumunu denetler ve antijenlere karst immiin cevap
olusturmaktadir. Immiin cevap baskilandig1 zaman kanser olusumu artmaktadir
(Aliustaoglu 2009). GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinyada en ¢ok tani konulan

kanser tiirleri meme, akciger ve kolon kanseridir (Sharma 2020).

1.2.1. Kolon Kanseri

Kolon kanseri gastroinstestinal traktusta en fazla rastlanilan kanser tiiriidiir. WCRF’den
edinilen verilere gore 2018’de diinyada en sik goriilen kanser tiirleri arasinda 3. Sirada
yer alan kolorektal kanser (Anonymous 2020), ABD’de yilda 145.000 iizerinde yeni hasta
tanist konulmakta ve yilda 55.000 tizerinde kisi bu hastalik yiliziinden 6lmektedir. Bu
sebeple kolorektal kanserleri ABD’de ikinci en sik karsilasilan oOldiriicii kanser
siralamasina girmektedir (Bagpinar 2015). Ayn1 zamanda GLOBOCAN 2018 verilerine
gore diinyada en c¢ok tani konulan kanser tiirleri meme, akciger ve kolon kanseridir
(Sharma 2020). Tirkiye’de ise 2015’te giincellemesi yapilan verilere gore sik rastlanilan
oliimciil kanser tiirii olarak yerini almaktadir (Url 1 2020). Kolorektal kanser gelisiminde
etkin rol oynayan risk faktorlerinin belirlenmesi, taramalarin yapilmasi ve kontrol
programlarinin olusturulmasi agisindan 6nemlidir. Yaslanma kolorektal kanser tiirleri i¢in
oldukca baskin bir risk fatoriidiir. 40-50 yasindan sonra goriilme sikligi artig
gostermektedir. Ancak her yastaki fert kolorektal kansere yakalanabilmektedir. Bu
sebeple barsak aligkanliklarinda Onemli degisiklik olanlar, melana, agiklanamayan
anemisi olanlar, rektal kanamasi olan ve kilo kayb1 yasayan hastalarin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bir diger risk faktorii kalitsal olan faktorlerdir. Kolorektal kanserlerin
yaklasik %80’1 sporadik bir dagilim gostermektedir. Geri kalan kisim ise ailede
kolorektal kanser hikayesi olanlarda gelismektedir. En sik rastlanilan APC geni ile yanlig
birlesme onarim genindeki hasarlar1 aragtiran testler gilinlimiizde kullanilmaktadir.

Kolorektal kanserler lifli gidalarin az tiiketildigi toplumlarda daha fazla goriilmektedir.



Doymus yaglar bakimindan zengin olan gida ile beslenenlerde risk artarken oleik asitten
zengin gidalarla beslenenlerde risk artis gostermemektedir. Alkol tiikketimi ile kolorektal
kanser gelisimi arasinda bir iliski oldugu varsayilmaktadir. Obezite, hareketsizlik
kolorektal kanser tiirlerinin olusmasini ciddi oranda artirmaktadir. Kalsiyum, Selenyum,
A, C, E vitaminleri, bitkisel fenoller ve keroteoidler kolorektal kanser gelisimi riskini
azaltmaya yardimci olmaktadir. Embriyolojik gastrointestinal kanal gelisimi gebeligin
dordiincti haftasina kadar siirmekte olup, 6n barsak, orta barsak ve arka barsak olarak ti¢
segmente ayrilmaktadir. Kolon rektum ve aniisii, orta barsak ve arka barsak birlikte
olusturur. Anatomik ve fonksiyonel olarak kolon, rektum ve anal kanaldan olusmaktadir.
Mukoza, submukoza, i¢ sirkiiler kas, dis longitudinal kas ve seroza olmak tizere bes ayri
katmandan kolon ve rektum duvari olusmaktadir. Kolon terminal ileum ve c¢ekum
bileskesinden baslar, 90-150 cm’de rektuma ulasir. Cekum kolonun en genis boliimiidiir.
Kolonun kan akist ¢ok degisiklik gosterebilmektedir. Kolorektal kanser, normal dokuda
biliylimeyi kontrol eden molekiiler mekanizmalarin bozulmasina yol agan bir seri genetik
degisikliklerin birikimi sonucu olusum gostermektedir. Kolorektal karsinomlar genellikle
displazik adenomat6z poliplerden gelismekte olup ¢ogu sag kolon yerlesimlidir.
(Fenoglio-Preiser et al. 1999). Karsinogenezde gergeklesen ilk degisiklikler hiicre
biliylimesi ve programlanmis hiicre 6liimlerinden biri olan apoptozis arasindaki normal
dengeyi etkileyen, histopatolojik testlerle de tesbiti saglanamayan hassas olaylardir.
Neoplazmik siirece giren epitel hiicresinin genetik degisimleri farkli iki mekanizma ile
aciklanmistir. Bunlardan ilki allelik kayiplar ve kromozomal kararsizliklardir. Bir digeri
ise DNA mutasyonlar1 ve diploidinin artis1 ile aciga ¢ikan degisimlerdir. Fearon ve
Vogelstrein  (1990) yapmis olduklar1 arastirmalar neticesinde kolorektal tiimor
genezisinde rol oynayan molekiiler diizeydeki olaylar1 agiklamak amaciyla olusturduklar

model daha sonraki ¢aligmalar1 aydinlatmistir. Bu modele gore;

Kolorektal timdrlerin olusumu, onkogenlerin mutasyona ugramasi ve timor siipresor
genlerin mutasyonel inaktivasyona ugramasi sonucu olmaktadir. En az 4 veya 5 genin
mutasyonu ile malign tiimor olusumu gergeklesmektedir. Daha az miktarda degisiklikler

benign tiimdr olusumuna sebep olmaktadir.



Kolorektal kanser gelisimine neden olan genetik degisiklikler {i¢ temel gurupta

incelenebilir;

1- Tumdr stipresor gen aktivitesindeki azalma veya kaybolma
2- Protoonkogenlerde meydana gelen degisiklikler

3- DNA onarimu ile ilgili genlerde olan degisiklikler

Timor siipresor genler ancak her iki allel gen de mutasyon veya kayip olustugunda
aktivitelerini kaybedip apoptozisi engellemektedir. 17. kromozomun kisa kolunda
lokalize olan p53 geni bir hiicre fosfoproteini olan p53 proteininin sentezinden
sorumludur. p53’iin kayb1 ayn1 zamanda hasarlanmis hiicrelerin apoptozundaki gecikme
ile birliktedir. Inaktive olan p53 geni adenomun karsinoma déniisiimiinii saglamaktadir.
Bu olay kolorektal karsinomun ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan dnemli bir basamaktir. 17.
kromozomun kisa kolunun delesyona ugrayan kismi kolon kanserinde p53 geni igeren
kismidir ve genel olarak bir alleli delesyona ugramigken diger allelinde nokta mutasyonu
olugsmaktadir. Kolon kanserinde uzak metastaz varliginda 17. ve 18. kromozomlardaki
(17p ve 18q) allellik kayip ve delesyonlar arasinda anlamli bir birliktelik oldugu yapilan
caligmalarca gorilmiistiir. p5S3 geninin bulundugu kromozom delesyonuna kolorektal
kanserlerin %75’inde rastlandigr halde adenom varliginda c¢ok sik goriilmemektedir

(Bagpinar 2015).

1.2.1.1. Tedavi Yontemi

Kolon kanseri tedavilerinde oncelikle tercih edilen tedavi sekli cerrahi yontemdir. Kolon
kanserleri vakalarmin yarisindan fazlasina cerrahi girisim uygulansa da lokal yayilim
nedeniyle hastalarin %10’unda tiimor ¢ikarilamamaktadir. Cerrahi tedavi kararn
alinabilmesinde varolan hastaligin dogru sekilde evrelenmesi olduk¢a Onemlidir. Bu
amagla tan1 ve tarama yontemleri yapilmakta, Ultrasonografi, PET, MRI ve CT, gibi
gortintiileme teknikleri evreleme de kullanilmaktadir. Kolon kanseri tedavilerinde
uygulanilan kemoterapi, neoadjuan kemoterapi, adjuan kemoterapi ve ileri evre hastalik
icin yapilan kemoterapi olmak iizere ii¢ grupta incelenebilir. Neoadjuan kemoterapi
ozellikle rektum tiimorlerinde ve genellikle radyoterapi ile birlikte uygulanan bir tedavi
yontemi olup cerrahi operasyon oOncesinde tiimor hacmini kiiciiltmeye yonelik bir
yontemdir. Adjuan kemoterapi yontemi ise lenf nodu tutulumu bulunan hastalarda

viicuttaki mikrometastazlarin eredike edilmesi amaci ile siklikla uyglanan bir tedavi
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yontemidir. Uzak metastazlar1 bulunan ileri evredeki kolon kanseri vakalarinda sag
kalim siiresini uzatabilmek icin degisik kemoterapik ajanlar kullanilir. Bu amacla 5-FU
ve 5-FU+Leucovorin+Oxaplatin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda
kullanilan topoizomeraz inhibitorleri umut verici goriinmektedir. Bunlara ek olarak, Dik
grubu agr1 kesiciler, enflamasyonu ve kolon kanserine bagli agriy1 azaltmak igin en
yaygin kullanilan anti-inflamatuar NSAI arasindadir (McGettigan and Henry 2013;
Lonapan et al. 2016). Yiiksek konsantrasyonlarda Dik, yiiksek agresif kolon kanseri
hiicrelerinde (HT-29, SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine kiyasla hiicre canliligi kaybimi
arttirabilmistir (Hixon et al. 1994). Antikanser ajanlar tiimér hiicrelerinde oldugu kadar
normal hiicrelerde de apoptozisi artirmaktadir. Birgok patalog yapmis olduklart timor
hiicrelerindeki apoptozis incelemeleri sonucunda apoptotik hiicre oliimiiniin normal
dokularda da arttigin1 ortaya koymuslardir. Bu siirecin kemoterapi ile iligkili toksisiteye
katkida bulunabilecegini belirtmislerdir (Bakir 2018; McGettigan and Henry 2013;
Lonapan et al. 2016). Bu bilgiler 1s18inda apoptotik sinyal yolaklarinin aktive edilmesiyle
birlikte biiylime faktor sinyal yolaklarinin inhibe olmasi ile sadece hedef hiicrede etkisini
gosterebilen yeni kanser tedavileri ileriye doniik gliclii bir strateji olarak goriilmektedir

(Bakar 2018).
1.3. Non Steroidal Antiinflamatuar ilaclarin Kullanin

Non steroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilaclar diinyada en sik kullanilan ilaglar olmakla
birlikte recete edilen tiim ilaglarin %5’ini olustururlar (Bakir 2018). Hafif, orta dereceli
agrilarin, inflamasyon kaynakli agrilarin, dejeneratif hastaliklarin, kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan ilaglar iken gastroinstestinal ve renal
toksisiteleri, bu ilaglarin kullanimini kisitlayan yan etkileri olugturmaktadir. Agriyi, atesi,
inflamasyonu azaltic1 6zellikleri siklooksijenaz (COX) enzimi inhibisyonuna sebep
olmalarindan kaynaklanmaktadir. NSAI ilaglarin kansere karsi koruyucu etkileri ve
antikanser etkileri son zamanlarda dikkat ¢ekici bir konu haline gelmistir. In vitro ve in
vivo olarak yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, NSAI ilaglarmn meme, prostat, pankreas,
yumurtalik, akciger, kolon-rektum, gibi birgok kansere karsi koruyucu ve tedavi edici
etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Karsinojenezin durdurulmasinda veya
yavagslatilmasinda Prostaglandin (PG) iiretiminin inhibe edilmesinin rolii olabilecegi
bildirilmistir (Sentlirk 2014). Ciinkii bir¢ok kanser hiicre hattinda PG’ler normal hiicre

hattinda olduklarindan daha fazladir. PG’lerin ayn1 zamanda apoptoziste de gorevi vardir
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ve yapilan arastirmalara gore kolon kanseri hiicre hattinda PG E2’nin apoptozisi inhibe
ettigi ve antiapoptotik genlerden B hiicre lenfoma-2 (BCL-2) ekspresyonunu artirdigi
ortaya koyulmustur. Son yillarda bu ilaglarin apoptozisi indiikleyerek ve hiicre siklusuna
etki edip bloke olmasini saglayarak antikanser etki gosterdikleri rapor edilmistir. NSAI
ilaclar ile indiiklenen apoptozis, bu ilaglarin yol agtifi gastrik lezyonlarin antitimor
aktivitelerinin anlasilmasinda oldukg¢a Onemlidir. Apoptozisi indiiklemelerinin disinda,
anjiyogenezi ve hiicre ¢ogalmalarin1 baskilamalar1 da antitimoér etkilerini artiran
faktdrlerdir. NSAI ilaglarin siniflandiriimasi, kimyasal yapilarina, plazma yar1 dmiirlerine
ve COX enzimine karst duyduklar: ilgiye gore olmaktadir. Kimyasal yapilarina gore;
asidik, asidik olmayan ve koksib olarak 3 grupta incelenmektedirler. Plazma yari
Omiirlerine gore kisa ve uzun etkili olarak ayrilirlar. COX enzimi ilgisine gore, COX-1
spesifik, COX nonspesifik, COX-2 selektif ve COX-2 spesifik ajanlar olarak ayrilirlar
(Sentiirk 2014) .

I Asidik Tiirevier

1. Karboksilik asit tiirevleri

Aspirin diflusinal, dolin salisilat, metil salisilat,
1. Salisilik asit ve esterler
magnezyvum salisilat, salisil salisilat

Flufenamilk: asit, metafenamik asit, meklofenamilk asit,

)

. Fenamik asitler . . .
niflumilk asit

Ibuprofen. naproksen, flurbiprofen, fenbufen,

3. Propivonik asitler benaksoprofen, fenoprofen, ketoprofen, tiaprofenik asit,
soprofen, karprofen, oksaprozin, pirprofen

4. Asetik asit Dilklofenak, indometazin, etodolak, sulindak, tolmetin
2. Enolik asitler

1. Pirazolonlar Fenilbutazon, oksifenbutazon

Azopropazon, piroksikam, pesoksikam, sudoksikam,

b

. Olsikamlar

tenoksikam, isoksikam

II. Asit olmayan tizrevier
III. Koksibler

Sekil 1.4. NSAI ilaglarm kimyasal yapilarina gore siniflandiriimasi (Sentiirk 2014)
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1.3.1. Diklofenak

Diklofenak Sodyum (DS), fenilasetik asit tiirevi, nonsteroidal antienflamatuvar (NSAI),
kolay tolere edilebilen bir ilagtir.1974’ten beridir bazi iilkelerde antienflamatuvar olarak
tanimlansa da son yillarda ABD’de romatoit artrit, osteoartritve ankilozan spondilit
tedavilerinde de kullanilmistir. Dejeneratif eklem hastaliklarinda da kullanilan ilag tablet,
supozituvar ve enjeksiyon seklinde etkindir. Kuvvetli bir PG sentez inhibitoriidiir.
Kullanislt olmasini saglayan en 6nemli ozelligi yashilarda ve renal bozuklugu olan

hastalarda doz ayarlamasi gerektirmemesidir (A¢ikgoz vd. 1994).

1.3.1.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

cl kﬂr

Cl

Sekil 1.5. Diklofenak Sodyum(sodyum;2-[2-(2,6-dikloroanilino)fenil]asetat) (A¢ikgdz vd. 1994)

DS bir fenilasetik asit tiirevidir. Kimyasal yapisi diger NSAI ilaclarin yapi-aktivite
iligkileri ile edinilen bilgilere gore gelistirilmistir. Partisyon katsayist 13.4’tiir ve asitlik
sabiti 4.0’dir. Yapisal elementler olarak, fenil asetik grubu, klor atomlari, sekonder amino
grubu iceren fenil halkast bulundurur. DS kokusuz, beyaz ve bir miktar higroskopik, toz
seklinde bir etken maddedir. Deiyonize su igerisinde ki ¢oziintirligi (pH 5,2) oda
sicakliginda> 9 mg/ml’dir. Metanol igerisinde ki ¢oziniirliigii >24 mg/ml, Asetonitril ve
siklohekzandaki ¢oziiniirliigii ise >1 mg/ml’dir. DS, diger NSAI ilaglar gibi yiiksek
oranda proteinlere baglanmaktadir. HSA ve serumdaki lipoproteinlere baglanmasi in vitro
olarak degerlendirilmistir. Proteinlere baglanma sinovial sivida, plazmaya gore daha azdir

(Acikgdz vd. 1994).
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1.3.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

DS’nin analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar etkiye sahip oldugu ve antienflamatuvar
etkinin genel anlamda PG sentezini inhibe ederek saglandig1 bildirilmektedir. NSAI
ilaglarin, antienflamatuvar etkisinin arasidonik asidin, dolayis1 ile o&zellikle
siklooksigenaz’in inhibe olmasi ile saglandigr belirtilmistir. DS aym1 zamanda
lipooksigenaz yolunu regiile etmesi ile c¢ift etkiye sahiptir. Hiicresel bazda yapilan
calismalar DS’nin  siklooksigenaz  aktivitesini  inhibe ederek, enflamasyon
mediatorlerinden PG, prostasiklin ve tromboksanin iiretimini azalttifini gostermistir.
Intraseliiler stvidaki serbest arasidonik asit diizeyini de azaltmaktadir. DS’nin iyi tolere
edilebilen bir ila¢ olmasina ragmen yan etkilerinin incelendigi ¢alismalarda hastalarin
%12’sinde ciddi olmayan ve gecici yan etkiler goriilmektedir. Bu yan etkiler uzun siireli
tedavilerin ilk ayinda gdzlenmistir. Yapilan hayvan deneylerinde DS ve metabolitlerinin
plasentaya ve az miktarda anne siitiine gectigi bulunmustur. Diklofenak’in peroksidazlar
tarafindan katalizlenen oksidasyonu sonucu olusan nitroksit veya katyon radikallerinin de
oksidatif strese ve mitokondriyal hasara neden olduguna dair farkli bir mekanizma daha
mevcut olup, in vivo ve in vitro ¢alismalarca yeteri kadar desteklenememistir (Erkmen
2017).

1.4. Serbest Radikaller

Molekiiler yapilarinda bir veya daha fazla elektron tasiyan tiirlere serbest radikaller
denmektedir. Hidrojen peroksit, siiperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit radikali,
nitrikoksit, singlet oksijeni, lipid peroksit biyolojik sistemde varolan radikallerden
bazilaridir. Canli organizmalarda, aerobik kosullar altinda tiiketilen oksijenin %90’ mndan
fazlas1 elektron tasima sistemindeki sitokrom oksidazlar araciligi ile son elektron
akseptorii olarak gorev yapmakta ve daha stabil bir bilesik olan suya doniistiiriilmektedir.
Bu reaksiyon tek elektron rediiksiyonu serisi seklinde devam ettiginden dolayi, reaktif
oksijen tiirleri olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri, radikal ve nonradikal olarak ikiye
ayrilir (Tung 2017; Abreu and Cabelli 2010).
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Tablo 1.1. Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi (Abreu and Cabelli 2010)

Reaktif Oksijen Tiirlerinin Smiflandirilmasi (ROS)
*QOksijen merkezli radikal tiirleri
Stiperoksit
Hidroksil
Peroksil
Lipid peroksil
*Radikal olmayan oksijen tiirleri
Hidrojen peroksit
Hipokloroz asit
Ozon

Singlet oksijen

1.4.1. Siiperoksit Anyonu

Kimyasal ve enzimatik siirecler sonucu yaygin olarak olusan reaktif oksijen tiirtidiir.
Mitekondride ki ETS (elektron tasima sistemi)’den 6zellikle de koenzim Q’dan kagan
elektronlar molekiiler oksijenle etkilesime girerek siiperoksit anyon olusumuna sebep
olmaktadir. Direkt ya da indirekt sekilde hasar meydana getirebilmektedirler. Stiperoksit
radikallerinin siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan (SOD) dismiitasyonu sonucu

hidrojen peroksit olugur (Tung 2017; Abreu and Cabelli 2010).

1.4.2. Hidrojen Peroksit

Membrana kolaylikla girebilmesi ve goreceli olarak yiiksek dozlarda hiicre hasarina yol
acmasi sebebiyle radikal olmamalarina ragmen reaktif oksijen metabolitlerinden kabul
edilmektedir. Olusan hidrojen peroksit H,O, katalaz enzimi ve glutatyon bagiml
peroksidaz (GPx) gibi farkli peroksidazlar tarafindan indirgenmektedir (Tung¢ 2017,
Abreu and Cabelli 2010).
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1.4.3. Hidroksil Radikalleri

Hidroksil radikali, hidroksit iyonunun nétrol formudur. OH" radikali, yiiksek reaktiviteye
ve ¢ok kisa yarilanma omriine sahip olmasi sebebiyle oldukga tehlikelidir. DNA’ya yakin
bolgelerde hidroksil radikalinin iiretimi sonucu piirin ve pirimidinlerde modifikasyonlara

ve zincir kirilmalarina neden olabilmektedir (Tung 2017; Abreu and Cabelli 2010).

1.4.4. Lipid Peroksid

Coklu doymamis yag asitlerinin radikaller tarafindan oksidasyonu sonucu yag asidi
radikalleri meydana gelip, bu yapiya hizlica oksijenlerin eklenmesiyle olusan bilesik
baska ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olarak lipid
hidroperoksidlerin olusumuna yol agmaktadir. Lipid hidroperoksidler ise lipid peroksil,
lipid alkoksil ve aldehidler (Malondialdehit (MDA)) gibi daha reaktif radikal tiirlerine
parcalanabilmektedir. Coklu doymamis yag asidlerinin oksidatif tahribatina lipid
peroksidasyonu adi verilir. MDA lipid peroksidasyonunun son iiriinii olup; bilimsel
alanda oksidatif stres belirteci olarak diinya ¢apinda kabul gérmiistiir. Bu ara triinler
membran yapisina direkt olarak zarar verebildikleri gibi DNA, RNA, proteinler ve
enzimler gibi hiicresel yapilara indirekt sekilde de zarar verebilmektedir. Fizyolojik
oksidasyon reksiyonlari ve kaginilmaz ikincil reaksiyonlar disinda yiyeceklerin
icerisindeki bircok madde de oksidan 6zellikte ya da onciilii olabilmektedir. Ilaglarin
metabolizasyonu sonucunda, toksik etki gdsteren reaktif metabolitler olugsabilmektedir.
Tim bunlarin yani sira havayr kirleten maddeler, sigara dumani, ultraviyole isinlarin
deride absorbsiyonu da cesitli oksidanlarin olusumuna neden olmaktadir. Hiicrede
oksidatif strese karsi en savunmasiz hedefler enzimler, lipid membranlar1 ve DNA’dur.
Fosfatazlar, transkripsiyon faktorleri, kinazlar ve metabolik enzimler gibi proteinler
oksidasyona duyarli olmakla birlikte hiicre sinyalizasyonuna, yapisina ve enzimatik
stireclere dogrudan olan etkileri ile hiicresel homeostaziyi etkileyebilmektedirler. Yiiksek
konsantrasyonlarda ki NSAI, oksidatif strese yol acabilmektedir. Ilag indiiklii oksidatif
stres ilk olarak kurtarma yolaklara yardimer olurken; uzun siireli maruz kalan oksidatif
stres mitekondriyal hasara, apoptoz ve/veya nekroza sebep olabilmektedir. Organizma
stabilitesi olmayan bu gibi durumlarda viicudun antioksidan savunma sistemini devreye
sokarak istenmeyen reaksiyonlarin olusumunu onleyerek, hasarli molekiil ve dokularin

tyilestirilmesini saglamaktadir. Buna ragmen 6nlenemeyen az miktardaki hasarli dokular
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uzun dénem igerisinde birikerek zararli olabilmektedirler (Tung 2017; Abreu and Cabelli
2010).

1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Endojen ve eksojen antioksidanlar, ROS' un neden oldugu hasar1 6nleyebilir ve onarabilir. Bu
nedenle, “serbest radikal temizleyicileri” olarak adlandirilirlar ve bagisiklik savunmasmi
gelistirebilir, hastalik ve kanser riskini azaltabilirler. Sekil 1.5.’te antioksidanlarin siniflandirilmasi
gosterilmistir. Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Katalaz (CAT)" igeren
enzimatik antioksidanlar, stiperoksit ve diger peroksitleri selatlayarak etki gosterir. ROS
aktivitesini ve hiicrelerdeki birikimi temizleyen ve redoks dengesini koruyan endojen antioksidan
savunma sistemleri olarak islev goriirler. Serbest radikallere kars1 ilk savunma hatti, siiperoksit
anyon radikalinin (O,)" hidrojen peroksit (H2O;) 'ye ayrismasini katalize eden SOD' dir (Abreu and
Cebelli 2010). Enzimatik olmayan antioksidanlar E ve C vitaminleri, polifenoller, flavonoidler ve
tirik asittir (Haida and Hakiman 2019).

[ ANTIOKSIDANLAR J
Enzimatik Enzimatik Olmayan
Antioksidanlar Antioksidanlar
Polifenoller Karotenoidler Vitaminler Mineraller Antmk?.l fial_l
o kofaktorler
*Siiperoksit Dismiitaz
(SOD)
*Katalaz (KAT)
+Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px)
+Glutatyon Rediiktaz
(GDH-Red) ;
Fen_ohk Flavonudler
Asitler

-

[ Flavanonlar ] [ Flavanonlar ] [ Isoflavanoidler J [ Flavonollar ] [ Antosiyanidinler ]

Sekil 1.6. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Haida and Hakiman 2019)
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Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi serbest radikallerin neden olduklar1 oksidatif zarara karst,
antioksidan maddeleri iceren gidalar, insanlart korumaktadir. Antioksidan bilegenlerin en énemli
kaynaklar bitkisel kaynakli dogal besin maddeleridir. Bu besinlerden alinan antioksidanlar siklikla
fitokimyasal antioksidanlar olarak bilinmektedirler. Gidalardaki antioksidanlar, indirgeyici
molekiilleri, serbest radikal baglayici, singlet oksijen tutucu mekanizmalardan bir ya da birkagi ile
antioksidan ozelliklerini gostererek serbest radikalleri nétralize edip hiicrelerin hasara ugramasini
engellemekte veya kendilerini yenilemelerini saglamaktadirlar (Giilesci ve Aygiil 2016). Bazi gida
antioksidanlarmin oksidasyonu engelleyerek, arteroskleroz, malarya, romatoid artrit, diyabet gibi
hastaliklarda faydali olabilecegi, antitiimoral, antimutajenik, antimetastatik, antiiilser,
antikarsinojenik hatta antibakteriyal, antifungal, antiaging ve antiviral etkilerinin oldugu da yapilan
in vivo ¢aligmalar ile ortaya koyulmustur (Y1lmaz 2010).

1.6. Krisin

Krisin (Kr), birgok ari tirtiniinde bolca bulunan dogal, biyolojik aktif bir bilesiktir ve giiclii Anti-
inflamatuar, antikanser ve antioksidasyon ozelliklerine sahiptir (Pushpavalli et al. 2010). Giiglii bir
antioksidan ozellige sahip flavonoiddir. Kr flavonoidlerin alt gruplarindan olan bir flavon
yapisindadir. Flavonoidler yaprak, ¢icek ve meyvelerin renklenmesinden sorumludurlar. Bitkilerde
cevresel stres faktorlerine karsi koruma saglar ve antioksidan aktiviteleri ile serbest radikalleri
temizleyerek zararsiz hale getirirler (Cuglan 2012). Ayrica doymamus yag asitlerini hiicre
membraninda oksidanlara kars1 askorbat gibi koruduklari rapor edilmistir (Giilliioglu 2018). Cilek,
brokoli, kereviz, liziim, marul, zeytin, maydanoz 6zellikle bal, propolis ve ari siitiinde bol miktarda
bulunan Kr’nin oksidatif stres ve apoptotik doku hasarinin etkisini diisiiriicti etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (Cuglan 2012; Giilliioglu 2018).
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HO

OH

Sekil 1.7. Krisin’in kimyasal yapisi (Cuglan 2012)

1.6.1. Krisin’in Etki Mekanizmasi

Flovonoidler endojen antioksidanlarm fonksiyonlarini artirarak ve dogrudan radikal siipiiriicii
ozellikleri sayesinde reaktif oksijen tlirlerinin molekiiler proteinlerdeki siilfidril baglari, ¢oklu
doymamis yag asitleri ve DNA’daki niikleotidler ile reaksiyona girerek doku hasarina neden
olmalarmi engellemektedirler. Yapilan calismalarda Kr'nin 5. ve 7. pozisyonlarinda bulunan
hidroksil gruplan ile serbest radikalleri siipliriicii 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Cuglan
2012).

1.6.2. insan Saghg Uzerine Etkileri

Kr’nin viicut {izerinde birden fazla olumlu etkisi bulunmaktadir. Kr’nin en fazla bilinen 6zelligi
antioksidan 6zelligi olmakla birlikte yapisinda bulunan antioksidan potansiyel ile glutatyon S-
transferaz, glutatyon rediiktaz, GSH-Px, CAT ve SOD gibi antioksidanlarin etkisine yardimci
olmaktadir. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri 6nemli inflamatuvar ara bulucudur.
Eikosanoidler ise siklooksijenaz ve lipoksijenaz yollarmnin son tiriiniidiir ve ¢esitli immiinolojik
yanitlarda rol alir. Krisin hem siklooksijenaz hem de 5-lipoksijenaz yollarmin son tirtiniidiir ve
cesitli immiinolojik yanitlarda rol almaktadir. Kr’nin birgok kanser {lizerinde antikanser 6zelligi de
bulunmaktadir. Yapilan calismalarda Kr’nin, HeLa hiicrelerinde apoptozisi ve proliferasyonu
inhibe ederek servikal kanser tlirlerine de etki etmektedir. Yine yapilan bir ¢alisma da Kr’nin
Hepatoseliiler karsinomaya (HCC) kars1 bir¢ok yoldan anti tiimor aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir. HCC ksenogreft modellerinde Krisin uygulamasi timor biiylimesini

sinirlandirmis  olup tiimdr dokularinda glikoliz metabolizmasinda ve apoptozis
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mekanizmasinda rol oynayan Hekzokinaz-2 (HK-2) ekspresyonunu o6nemli o6lgiide
azaltmistir. Ryu ve arkadaglar tarafindan prostat kanseri hiicrelerinde yapilan bir bagka
caligmanin bulgular ise Kr uygulamasimmin DNA parcalanmasi ile birlikte G1 evresinde
hiicre dongiisiiniin durmasini indiikledigi, ¢ogalma seviyelerini azalttig1 ve bu nedenle
apoptozu 6nemli 6l¢iide indiikledigi yoniindedir (Mani and Natesan 2017). Meme kanseri
hiicreleri iizerinde yapilan bir arastirmaya gore %43 oraninda hiicre proliferasyonunun inhibe
oldugu gozlenmistir. Kr’nin farkli hiicre tiplerine karsi antikanser olarak rol gosterdigi
yapilan c¢alismalarla bildirilmistir. 250 uM ile 500 uM arasinda yapilan uygulamanin
hiicre oliimiinii artirdigr gosterilmistir. Kolon kanseri hiicre hatti {izerinde yapilan bir
calisma Kr’nin, p53 genini regiile ederek ekspresyonunu artirarak apoptozu indiikledigini
gostermistir. Bax genini up-regiile edip Sall4’ii downregiile ederek kanser hiicrelerinin
hacmini yeterince diisiirdiigii rapor edilmistir (Naz et al. 2019). Yine yapilan bir caligma Kr
ve diger flavonoidlerin doza bagh malign glioma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini
bildirmistir. Yapilan ¢alismalarla flavonoidlerin yiiksek dozlarda tiiketilmesi insan viicudu
iizerinde toksik etki yaratabilecekken diisiik dozlarda oldukga etkili oldugu gosterilmistir.
Toksik durumlardan kaginmak i¢in Kr’nin giinliikk alinma miktar1 0,5-3 gr olarak kabul
edilmektedir (Naz et al. 2019). Bu tez calismasi ile, kolon kanseri tizerinde anti proliferatif
etkisi bulunan Diklofenak ile hiicreleri indiikleyerek Kr’nin hiicre proliferasyonuna olan etkisini ve
bu etkinin altinda yatan biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarm aydinlatilmasi
amaclanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kolon kanseri lizerinde yapilan birgok c¢alisma steroid olmayan anti-enflamatuar ilaglarin
(NSAID) kolon kanserini Onleyebilecegini ortaya koymustur. (Tomic et al. 2019).
Tedavide anti-enflamatuar etkinliginden yararlanilan siklooksijenaz (COOX) enzimi
inhibitorleri de literatiirde yer almakta olup, kolorektal karsinoma ve diger karsinoma
tipinde COX-2’nin neoplastik bilyiimeyi indiikleyerek apoptoza olan direnci artirdigi
bildirilmistir (Vaish and Sanyal 2011). Bir¢ok ¢alisma kolorektal karsinomalarda COX-2
ekspresyonunun kolon karsinom patogenezinde 6énemli rolii oldugunu gostermistir (Ota et
al. 2002; Vaish 2011). Non steroid anti-enflamatuar ilaglarin da COX enzimi izoformlari
iizerine belirgin etkileri bulunmaktadir (Eminler vd. 2014). Kansere bagl agriy1 azaltmak
ve enflamasyonu Onlemek {izere kullanilan en yaygin anti-enflamatuar ilaclar arasinda
Diklofenak yer almaktadir. Diklofenak, yiiksek agresif kolon kanseri hiicreleri (HT-29,
Sw480 ve DLD-1) iizerine yiiksek konsantrasyonlarda uygulandigi zaman kontrol
hiicrelerine kiyasen hiicre canliligini azaltmistir (Hixon et al. 2019). Yiiksek
konsantrasyonlarda Diklofenak’in, yiiksek agresif kolon kanseri hiicrelerinde (HT-29,
SW480 ve DLD-1) kontrol numunelerine kiyasla hiicre canliligt kaybii arttirdig
gozlenmistir (Hixon et al. 1994). Antioksidanlar, kanser, kroner kalp rahatsizlig1 gibi
hastaliklarin 6nlenmesi, diyet takviyesi olarak kullandiginda etkinliginin arastirilmasi gibi
bircok ¢alismada kullanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirma bulgulart ise
antioksidanlarin kanseri 6nleme ve tedavisini olumsuz yonde etkileme gibi etkilerinin
olabilecegini ortaya koymustur (Tartik vd. 2016; Ciftgi 2017). Ar iriinleri igeriginde,
farkl bitki tiirlerinde bulunan Kr biyolojik olarak aktif bir bilesik olup giiclii enflamatuar,
antikanser ve antioksidasyon 6zelliklere sahiptir (Pushpavalli et al. 2010; Kaya vd. 2015).
Arn triinleri flavonoidlerinden olan Kr antioksidan 6zellikleri siklikla c¢alisilan dogal bir
flavonoiddir. (Haroun 2006; Kuropatnicki et al. 2013; Lin et al. 2018). Kr kanserli
hiicrelerin proliferasyonunu durdurarak apoptozu indiikler (Khoo et al. 2010). Yapilan

calismalar Kr’nin kaspaz aktivasyonu ve akt sinyalinin inhibe edilmesi
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ile apoptozun uyarildigini gosterse de tam olarak apoptozisi indiikleme mekanizmasi

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

Bu antioksidan maddeler sayesinde ROS un verecegi olasi hasarlar engellenebildigi gibi
olusan hasarin onarilmasi da saglanabilir. Boylece immiin sistem savunmasini arttirabilir
ve kanser gibi hastaliklar1 engellemek miimkiin hale gelebilir (Ciftci 2017). Son
zamanlarda yapilan bir ¢aligmada antioksidan NAC (N-asetilsistein, 200 mg/kg/giin)
farelere enjekte edildikten sonra metastatik melanoma hiicrelerinin ¢ogunun hayatta
kaldig1 ve metastatic hastalik siddetinin arttig1 goriilmiistiir. Bu durum, oksidatif stresin
melanoma hiicre metastazini inhibe ettigini diislindiirmiistiir (Piskounova et al. 2015).
Yine yakin zaman da yapilan bir ¢alismada Meme kanseri hiicre hatti {izerinde
homosisteinin neden oldugu hiicre 6liimiinii propolisin baskiladig: rapor edilmistir (Tartik
vd. 2016). Kr’nin farkli hiicre tiplerine karsi antikanser olarak rol gosterdigi yapilan
caligmalarla bildirilmistir. 250 pM ile 500 uM arasinda yapilan uygulamanin hiicre
Olimiint artirdigr gosterilmistir. Kolon kanseri hiicre hatti iizerinde yapilan bir ¢calisma
Kr’nin, p53 genini regiile ederek ekspresyonunu artirarak apoptozu indiikledigini
gOstermistir. Bax genini up-regiile edip Sall4’ti downregiile ederek kanser hiicrelerinin
hacmini yeterince diislirdiigii rapor edilmistir (Naz et al. 2019). Yine yapilan bir ¢aligma
da Kr’nin Hepatoseliiler karsinomaya (HCC) karsi bir¢ok yoldan anti timor aktivitesi
gosterdigi bildirilmistir. HCC ksenogreft modellerinde Kr uygulamasi tiimor biiytimesini
smnirlandirmis  olup tiimoér dokularinda glikoliz metabolizmasinda ve apoptozis
mekanizmasinda rol oynayan Hekzokinaz-2 (HK-2) ekspresyonunu o6nemli Olgiide
azaltmistir. Ryu ve arkadaglar1 tarafindan prostat kanseri hiicrelerinde yapilan bir baska
calismanin bulgulart ise Kr uygulamasinin DNA parcalanmas: ile birlikte G1 evresinde
hiicre dongiisiiniin durmasini indiikledigi, ¢ogalma seviyelerini azalttigi ve bu nedenle

apoptozu 6nemli dl¢lide indiikledigi yoniindedir (Mani and Natesan 2017).



3. MATERYAL-METOD

3.1. Hiicre Ekimi

Insan Kolon kanseri hiicre hatt1 (HT-29) (ATCC’den temin edilmistir). %10 oraninda
Fetal Bovin Serum ve %1 oraninda Penisilin/streptomisin iceren DMEM hiicre kiiltiirii
besiyerinde CO,’li inkiibatérde 37 C’de 75 cm?’ lik flasklarda ¢ogaltilmistir.

3.2. Hiicre Canhilik Testi (WST-1)

HT-29 hiicreleri Tripsin-EDTA ile kaldirilaak thoma laminda tripan blue ile boyandiktan
sonra ters mikroskop kullanilarak sayilmistir, 7x10® hiicre 96 well plate’lere ekilmistir.
Bir gece inkiibasyon sonrasinda Kr antioksidani hiicrelere belirlenen konsantrasyonlarda
uygulanmistir. Bir gece inkiibasyondan sonra WST-1 hiicre canlilik kitinden 5 pl her
kuyuya koyularak 2-4 saat inkiibe edilip ELISA mikro plaka okuyucu cihazinda 595
nm’de Olglim yapilarak hiicre proliferasyonunu azaltan ve artiran antioksidan
konsantrasyonlari belirlenmistir. Antioksidanlarin koruyucu etkisine bakmak amacli ayni
calisma, kanser tedavilerinde siklikla kullanilan bir agr1 kesici ilacin (Diklofenak)
antioksidanlar ile indiiklenmis hiicreler lizerine uygulanmasi ile antioksidanlarin kanser

hiicre canliligini artirp azaltmadigma bakilmistir (Ozbolat and Ayna 2020).
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Krisin uygulamasi + 4
saat sonra Diklofenak
—) 96’11 well plate’ye ‘ ile indtikleme
Kolon Kanseri (HT-29) hiicre ekimi
: 24 saat

inkiibasyon

Kullamilan Hiicre Hatta

ELISA-Reader’da 450- - Hiicre Canliligi Kiti
630 nm’de 6l¢tim (WST-1) eklenmesi
alinmasi

Sekil 3.1. Hiicre canlilik testi uygulamasinin sematik goriniimii

3.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Saliverilmesi Testi

Laktat dehidrogenaz enzimi tiim hiicrelerde varolan sitoplazmik bir enzim olup hiicreler
toksik bir etkiye maruz kaldiklarinda plazma membrani biitiinliikleri bozulur. Hiicre
canlilig1 control parametrelerinden biriside 6lii hiicrelerden kiiltiir ortamina salinan laktat
dehidrogenaz aktivitesinin Olgiilerek hiicre hasarinin degerlendirilmesidir. Bu deney ile
HT-29 hiicre hattina uygulamasi yapilacak 500 uM Dik ve 50 uM Kr’nin hiicre 6liimiine
yol acip agmadigr vasata salinan laktat dehidrogenaz enziminin Ol¢iilmesi ile tespit
edilmistir. Hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilip thoma da sayilarak 96 kuyulu 7x10°
hiicre ekilmistir. Gece boyu CO;’li inkiibatérde inkiibe ettikten sonra belirlenen
konsantrasyonlarda ki 500 uM Dik, 50 uM Kr uygulamasi yapilmistir. 24 saat sonrasinda
LDH testi i¢in kit i¢erisinde bulunan Catalyse’dan 250 pl alinip, lizerine Dye solution dan
11, 25 ml koyularak ¢6zelti hazirlanmistir. Plate deki hiicrelerin iizerinden besiyerleri
hiicrelere dokunmadan nazikge cekilip farkli temiz bir plate ye alinmistir. Hazirlanan kit
cozeltisinden her 6rnek olan kuyuya 100 pl koyulup 30 dk karanlikta inkiibe edilmistir.
Sonrasinda 490 nm’de absorbans alimmuistir (Ozbolat and Ayna 2020).
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Sekil 3.2. Laktat Dehidrogenaz Saliverilmesi testi uygulamasinin sematik gosterimi
3.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) DCFH Ol¢iimii

Hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilip thoma da sayilarak 6 kuyulu platelere 1x10°
ekilmistir. Gece boyu CO>’li inkiibatdrde inkiibe ettikten sonra 500 uM Dik, 50 uM Kr
uygulamasi yapilmistir. 24 saat sonrasinda Olii ve canli hiicreler toplanarak santrifiij
edilmistir. Hiicreler iizerinden besiyeri uzaklastirilip, 1 ml PBS eklenerek iyice pipetaj
yapildiktan sonra 1 mM DCFH 25-30 pl her tiipe koyulup 1 saat boyunca inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Ornekler falkonlardan 100 ul olarak alinip testplate ine koyulmustur.
Floresans spektrofotometre cihazinda 532 nm absorbans almmistir (Ozbolat and Ayna

2020).
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525 nm’de 6l¢tim alinmasi

Sekil 3.3. Reaktif oksijen tiirleri 6l¢limii uygulamasinin gematik gosterimi
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3.5. Lipit Peroksidasyonu (LPO) Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Serbest radikaller hiicre membrani yag asitlerini deforme ederek lipit peroksidasyonunu
baglatir. LPO, poli- doymamis yag asitlerinin radikaller ile okside olmasi sonucu
baslayan, oto katalitik zincir reaksiyonlar1 seklinde devam ederek hasara neden olan
reaksiyonlar dizisidir. Sonucunda ortaya ¢ikan aldehitlerden en ¢ok bilineni membrana
bagli enzimleri inhibe etmek i¢in membran proteinlerinde hasar olusturan MDA dir. Bu
deney ile HT-29 hiicre hattina uygulamasi yapilan 500 uM Dik ve 50 uM Kr’nin lipid
peroksidasyonunu ne Olgiide siipiiriicii etkide bulundugu MDA 6l¢liimii ile tespit
edilmistir. Hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilip thoma da sayilarak 6 kuyulu platelere
1x10° kadar ekilmistir. Gece boyu CO;’li inkiibatorde inkiibe ettikten sonra 500 uM Dik,
50 uM Kr uygulamasi yapilmistir. 24 saat sonrasinda 6lii ve canli hiicreler toplanarak
santrifiij edilmistir. Hiicreler iizerinden besiyeri uzaklastirilip, %0.8’lik TBA’dan 1 ml,
TCA’dan da 250 pl pellet iizerine eklenecek iyice pipetaj yapilmistir. 95 C*de ki kaynar
suya ornekler koyulup 30 dk kaynatilmistir. 30 dk sonra hiicreleri soklamak maksadi ile
tiiplerdeki 6rnekler buzda bekletilmistir. 2000 rpm de santrifiij edilen hiicreler tizerinden
supernatant alinip Ol¢iim alinacak platelere eklenmistir. ELISA reader cihazinda 432-585

nm de absorbans alinmistir (Ozbolat and Ayna 2020).
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Sekil 3.4. Lipit Peroksidasyonu (MDA) 6l¢iilmesi uygulamasinin sematik gosterimi
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3.6. Total Antioksidan (TAS) Ol¢iimii

TAS aktivitesi tayini i¢in Sun Red (Cat No: 201-12-7412) Human TAS ELISA Kit
Instruction kulanilmistir. Kit protokoliine gore hiicreler 1 ml ‘de 1 milyon olacak sekilde
6 kuyulu platelere ekilmistir. Sonrasinda 500 pM Dik, 50 uM Kr uygulamasi yapilmistir.
24 saat sonrasinda hiicreler (6lii ve canli) toplanmistir. 2000 rpm de santrifiij edilip
coktiirtildiikten sonra besiyeri atilip hiicreler PBS ile diliie edilmistir. Ardindan
dondurulup ¢6zdiiriilerek hiicrelerin pargalanmasi saglanmistir. 2500 rpm de 20 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant ayri tiiplere alinmistir. Kit protokoliine uygun olarak
standartlar hazirlanmistir. 72 U/ml, 36 U/ml, 18 U/ml, 9 U/ml, 4,5 U/ml, olacak sekilde
standartlar hazirlanip 50 ul test platelerine koyulmustur. Blank olarak segilen kuyulara
hicbir sey koyulmamustir. Standartlarin {izerie 50 pl Streptavidin-HRP koyulmustur.
Hazirlanan 6rneklerin her birinden 40 ul test platelerine koyulup tizerine TAS-antibody
den 10 pl koyulacak ardindan Streptavidin den 50 pl koyulmustur. Platenin {izeri seffaf
membran ile kapatilip 37 C* de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. 30X washing buffer 30
kat seyreltildikten sonra 1 saat inkiibe olan plate {izerindeki s1v1 dokiiliip her kuyu en az 5
kere hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile yikanmigtir. Ardindan Chromogen A Solutiondan 50
ul, Chromogen B soliisyonundan 50 pl her kuyuya eklenip 10 dk 37 C® de inkiibe
edilmistir. Sonrasinda Stop Solution dan 50 pl her kuyuya eklenip reaksiyonun durmasi
saglanmistir. ELISA reader cihazinda 450 nm’de absorbans alimistir (Ozbolat and Ayna
2020).
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Sekil 3.5. Total Antioksidan Olgiimii uygulamasinin sematik gosterimi
3.7. Katalaz Aktivite Tayini

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan katalaz enzimi redoks reaksiyonlarini baslatan
etkili bir protein katalisti olarak bilinmektedir. SOD enzimi faaliyeti sonucu olusan, OH
radikali gibi daha reaktif oksidanlarin olusumunda rol olan hidrojen peroksit, Katalaz
enzimi ile su ve oksijene doniistiirilmektedir. Bu deney ile HT-29 hiicre hattina
uygulamasi yapilacak 500 uM Dik ve 50uM Kr’nin Katalaz aktivitesini artirip
artirmadigr tespit edilmistir. Katalaz Aktivite tayini Elabscience (cat no: E-BC-KO031)
Catalase (CAT) Assay Kit kullanilarak yapilmistir. Kit protokoliine goére hiicreler
toplandiktan sonra santrifiij edilmistir. Konsantrasyon fazla ise PBS ile diliie edilmistir.
Kontrol tiipii i¢cin EP tiipleri igerisine 1 ml reaktif 1 eklenmistir. Numune tiiplinii
hazirlamak igin 5 ml EP tiiplerine 6rneklerden eklenip 1 ml reaktif 1 eklenmistir. 37 C*
de 5 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda her tiipe 0.1 ml Reaktif 2 eklenip karistirilmistir. 37
C® de 1 dk boyunca inkiibe edilerek numune tiiplerine 1 ml Reaktif 3 ve 0.1 ml Reaktif 4
eklenip karistirilmistir. Konrol tiiplerine de 1 ml Reaktif 3 ve 0.1 ml Reaktif 4 eklenip
ornekler eklendikten sonra karistirilmistir. 10 dk oda sicakliginda bekletilip 405 nm’de
dleiim alinmustir (Ozbolat and Ayna 2020).
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Sekil 3.6. Katalaz Aktivite Tayini uygulamasinin sematik gosterimi

3.8. QRT- PCR

Biyolojik ornekler iizerinden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
doniistirme ve mRNA diizeylerini sayisal olarak ifade edebilme gibi alanlarda kullanilan
Real time PCR teknigi ile HT-29 hiicre hatt1 iizerine uygulanan antioksidan ve ilacin total
rna izolasyonu yapildiktan sonra cDNA sentezi yapilip, hiicrelerin kontrollii hiicre 6lim
yolagi olan apoptozda rol oynayan bazi kilit genlerin (p53, Bax, Cyt-c, Cas3, Cas8)
ekspresyon seviyerine bakilmistir. 75 cm?lik flasklarda 2-3x10° kadar yetistirilen
hiicreler tizerinden besiyeri uzaklastirilip hiicreler {izerine Tripsin-EDTA eklenmistir.
Yiizeye cikan hiicreler 2000 rpm de ¢oktiiriiliip taze besiyeri ile karistirildiktan sonra
thoma laminda sayilarak 6 kuyulu plate ye hiicre ekilmistir. Hiicreler gece boyu 37 C* de
inkiibe edilmistir. Sonrasinda 500 uM Dik, 50 uM Kr uygulamas: yapilmistir. 24 saat
sonrasinda hiicreler (6l ve canli) toplanmugtir. 2000 rpm de santrifiij edilip
coktiirtildiikten sonra besiyeri atilip Total RNA izolasyon kiti igerisinde bulunan lizis
bufferdan 500 pl her 6rnege eklenip pipetaj yapilmistir. 10 sn vortekslendikten sonra
kolonlar ependorf tiiplerine yerlestirilip kolon aktivasyonu i¢in 100 pl Aktivasyon buffer
1 eklenip 10.000 g’de 30 sn santrifiij edilmistir. Ornekler iizerine 300 pl izo-propanol
eklenip vorteks yapilmistir. Ardindan ornekler kolona aktarilmistir. 30 sn 10.000 g’de
santrifiijlenip alttaki sivi uzaklastirilmistir. Kolona 700 pl first washing buffer dan
eklenip 10.000 g de 30 sn santrifiij edilmistir. Alttaki sivi uzaklastirilmistir. Ardindan
yine kolona 700 pl second washing buffer dan eklenip 10.000 g’de 30 sn santrifiij
yapilmistir.  Fazla etanolii uzaklastirmak icin 10.000 g’de 2 dk santrifiij islemi



29

yinelenmistir. DNase/RNase free tiliplere kolonlar yerlestirilip 50 pl elution buffer
eklenmistir. 1 dk oda sicakliginda bekletilip 10.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. RNA
konsantrasyon 6l¢iimii ELISA reader cihazinda 260-280 nm dalga boylarinda yapilmustir.
RNA konsantrasyonlar1 6l¢iildiikten sonra konsantrasyon esitlemesi gerceklestirilmistir.
Konsantrasyonlar1 esitlenen RNA Ornekleri buz {iizerine alinip ¢cDNA sentez kiti
protokoliine gére totalde 20 pl’lik bir deney tiipii hazirlanmistir. Oncelikle alinacak RNA
miktarlarina uygun su miktarlar1 deney tiiplerine koyulmustur. 0.5 ul oligo dt tiiplere
eklendikten sonra konsantrasyonlari esitlenen RNA o6rneklerinden tiiplere koyulmustur.
Oncelikle hazirlanan bu tiipler PCR cihazinda 67 C* de 5 dk tutularak 6n denatiirasyon
islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda tiipler ilizerine kit i¢erisinde bulunan SCRIPT RT
Buffer Complete 4 pl, ANTP mix 1 pl, DTT stok solution 1 pl, RNase inhibitoriinden 0,5
ul ve SCRIPT Reverse Transkriptaz enziminden 0,5 pl koyulup iizeri 20’ye
tamamlanacak sekilde RNase free water ile tamamlanmustir. Sonrasinda 42 C de 10 dk,
50 de 45 dk, 70 de 10 dk olacak sekilde PCR programi ayarlannstir. islemlerin
sonrasinda ¢cDNA konsantrasyon Ol¢iimii ELISA reader cihazinda 260-280 nm dalga
boylarinda yapilmistir. cDNA’larin konsantrasyonlari 20ng/ml’de esitlendikten sonra real
time per islemi i¢in 20 pl lik deney mixi hazirlanmistir. Bunun i¢in kit gerisinde bulunan
qPCR syber Master dan 10 pl tiim reaksiyon tiiplerine eklenmistir. Forward ve Reverse
primerler (0,6 -0,6 ul) deney tiiplerine eklendikten sonra cDNA lar eklenip ve totalde 20
ul olacak sekilde tizeri grade water ile tamamlanmigtir. Tiipler PCR rotoruna yerlestirilip
kelepgesi takildiktan sonra Rotor Gene programi agilip ¢aligma sartlari programa 95 C*
de 2 dk én denatiirasyon ardindan 15 sn denatiirasyon, 60 C°’de 1 dk 45 déngii olacak
sekilde girilmistir.

Islem bittikten sonra alinan ct degerlerine gore hesaplamalar yapilip sonuglar Ct (Cycle
treshold) metodu ile 2"*“" formiiliine gore hesaplanarak analiz edilip grafiklendirilmistir
(Ozbolat and Ayna 2020).
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Tablo 3.3.1. QRT- PCR analizinde kullanilan genlere ait primer sekans dizileri

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

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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Sekil 3.8. QRT-PCR uygulamasinin sematik gosterimi
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3.9. Tunel Assay (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)

TUNEL testi i¢inde kit igerigi uygulanip methyl green ile boyanan hiicrelerin ¢ekirdekleri
aktivite olmast dahilinde koyu renkte gozlenmelidir. Uygulama yapilan hiicreler
iizerinden besiyeri c¢ekilerek, 1 ml PBS ile her kuyu yikanmistir. PBS ¢ekilip
uzaklastirildiktan sonra yiizeyi kaplayacak kadar % 1 formaldehit eklemesi yapilip 10 dk
beklenmistir. Formaldehit uzaklastirilip PBS ile kuyular yikanmistir. 2:1 Etanol: Asetik
asitten ylizeyi kaplayacak kadar eklenip 5 dk beklenmistir. Tiim kuyular PBS ile
yikandiktan sonra %3 H,0, ile 5 dk bloklanip PBS ile yikanmistir. Equilibration
Bufferdan yiizeyi kaplayacak kadar eklenip, 10 sn beklenmistir. Tdt enziminden 12 ul
wellere eklenip, yaydirilmustir. 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Stop Wash Buffer
yiizeyl kaplayacak kadar eklenip 10 dk beklenip PBS ile yikanmistir. Antidioxigenin
peroxidase 40-50 ul eklenip 30 dk oda sicakliginda beklenmistir. Kuyular PBS ile
yikandiktan sonra. Peroxidase substrate (DAB) eklenerek 5dk beklenmistir. Saf su ile
yikama yapilmistir. Saf su ile yikama yapilip, Counterstain i¢in %0.5’lik methyl green
hazirlanmistir. Tiim wellere eklendikten sonra 10 dk beklenip saf su ile yikanmistir.
Yiizeyi kaplayacak kadar n-Butanol eklenip atilmistir. Xylenes eklenerek yiizey
kaplanmustir. Ardindan mikroskop altinda gériintii alimmistir (Ozbolat and Ayna 2020).
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Sekil 3.9. TUNEL Assay uygulamasiin sematik gésterimi
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3.10. Caspase-3 Aktivite Testi

Tim doku sivilar, viicut sivilari, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda uygulanan bu yontemde
hiicreler lizerine yapilan 500 uM Dik ve 50 uM Kr uygulamalarindan sonra hiicreler fikse
edilir. Kit igerisindeki maddelerin uygulamas1 yapilir. Metil-yesili ile boyanip PBS ile
iyice yikandiktan sonra mikroskop altinda goriintii alinir. Caspase-3 aktivitesi olan
hiicrelerin sitoplazmalar1 daha koyu renkte gozlenmelidir. Uygulama yapilacak olan
ortamdaki hiicreler iizerinden besiyeri c¢ekilip kuyular PBS ile yikanmistir. PBS’ler
cekilip, uzaklastildiktan sonra UltraVision Hydrogen Peroxide Block yiizeyi kaplayacak
kadar eklenmistir. 10 dk beklenip, ¢ekilip atilmig, PBS ile yikama iglemi tekrar
edilmistir. UltraVision Protein Block eklendikten sonra 5 dk beklenmistir. Primary
Antibody (Caspase-3) 120 ul her kuyuya eklenmistir. Primary Antibody Amplifier
Quanto eklenerek 10 dk beklenip yikama yapilmistir. HRP Polymer Quanto eklenerek 10
dk beklenmistir. Kuyular saf su ile yikanmistir. 1ml DAB Quanto Substrate igerisine 30
ul DAB Quanto Chromogen eklenip, kuyulara uygulanarak 5 dk beklenmistir. Yikama
yapildiktan sonra Counterstain TUNEL’deki gibi methyl green ile yapilarak saf su ile
yikanmustir. Ardindan mikroskop altinda goriintii alinmustir (Ozbolat and Ayna 2020).
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Sekil 3.10. Caspase-3 Aktivite Testi uygulamasinin sematik gosterimi
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3.11. istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz ve karsilastirilabilir veri gruplari, tek yonlii ANOVA Newman-Keuls
Post-Hoc Testi ile GraphPad Prism 5 kullanilarak degerlendirilmistir; p <0.05 anlamli
kabul edilmistir. Tiim deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir (Ozbolat and Ayna 2020).



4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhilik Testi (WSst-1)

Kr tedavisinin HT-29 hiicrelerinde Dik ile indiiklenen hiicre proliferasyonuna karsi etkisi
WST-1 testi ile degerlendirildi. Hiicreler, HT-29 hiicreleri iizerinde toksik etkiler
olusturmak i¢in Dik maruziyetinin konsantrasyonuna Sekil 1.7.’de ki grafikte goriildigi
gibi 62, 125, 250 ve 500 mM Dik ve siiresine karar vermek icin 12, 24 ve 30 saat ile
muamele edildi. Dik tedavisi 12 (veriler verilmemistir) ve 24 saat zamani igin,
konsantrasyona bagl bir sekilde hiicre proliferasyonunu azaltmis oldugu gortildi. 125 ila
500 uM Dik, konsantrasyona bagl bir sekilde hiicre proliferasyonunda énemli (p <0.001)
azalmaya neden oldu. 500 uM Dik varliginda, hiicre proliferasyonu, tedavi edilmeyen
gruba kiyasla dnemli olglide (P <0.01) azaldi. Bu nedenle, asagidaki deneylerde HT-29
hiicresini indiiklemek i¢cin 500 uM Dik'in uygulanmas: tercih edildi. Sekil 1.8.’de ki
grafikte goriildiigii gibi Kr 6n muamelesi (50 uM), Dik kaynakli HT-29 hiicrelerinin
hiicre proliferasyonunu arttirdi. Bu nedenle asagidaki deneylerde HT-29 hiicre hattini

indiiklemek i¢in 50 uM Kr uygulanmasi tercih edildi.
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konsantrasyonda uygulanan Kr’nin hiicre proliferasyonuna olan etkisi
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4.2. Laktat Dehidrogenaz (Ldh) Saliverilmesi Testi

Sekil 4.3.’te ki grafikte goriuldigi gibi Hiicrelerin 500 uM Dik ile 12 saat inkiibasyonu,
onemli Olgtide (p <0.001) 6lii hiicrelerden artan LDH salimindan dolay1 ortamdaki LDH

seviyelerini artirirken, Kr 6n muamelesi, Dik kaynakli LDH salimini inhibe etmistir.

LDH Saliverilmesi (490 nm)

Sekil 4.3. 500 uM Dik, 50 pM Kr ve ikisinin ayni anda uygulanmasi ile 24 saat boyunca indiiklenen HT-29

hiicre hatt1 lizerindeki Laktat dehidrogenaz kiti kullanilarak dl¢iilmesi
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4.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) DCFH Olciimii

Kr tedavisinin HT-29 hiicrelerinde Dik ile tetiklenen ROS {iretimi {izerindeki etkilerini
degerlendirildi. Sonuglar, Sekil 4.4.’te ki grafikde gortldiigi gibi Dik tedavisinin ROS
iiretiminde 6nemli bir artisa (p <0.01) yol a¢tigini ortaya koymustur; bununla birlikte, 50

puM Kr 6n muamelesi, ROS’u 6nemli 6l¢iide azalttigi goriilmiistiir (p <0.1).

o
g

ROS
(DCFH-DA Floresans Yogunluk)

&

Sekil 4.4. 500 uM Dik, 50 uM Kr ve ikisinin ayn1 anda uygulanmast ile 24 saat boyunca indiiklenen HT-29

hiicre hatt1 izerinde olusan reaktif oksijen tiirlerinin ROS Assay kiti kullanilarak dl¢iilmesi
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4.4. Lipid Peroksidasyonu (LPO) Olgiilmesi

Sekil 4.5.”de ki grafikte goriildiigii gibi hiicrelerin 500 uM Dik ile 12 saat inkiibasyonu,
onemli Olglide (p <0.001) 6lii hiicrelerden artan LDH salimindan dolay1 ortamdaki LDH
seviyelerini artirirken, Kr 6n muamelesi, Dik kaynakli LDH salimini inhibe etmistir.
Kr’nin, Dik kaynakli yaralanmadan kolon kanseri hiicre dliimiinii baskilamaya katkida
bulunup bulunmadigini degerlendirmek ve MDA seviyesini saptamak i¢in 50 uM Kr
kullanilarak LPO testi yapildi. Dik ile indiiklenen HT-29 hiicrelerindeki MDA seviyesi
Oonemli Olclide artarken (p <0.01), Kr 6n muamelesi, Dik ile indiiklenen HT-29

hiicrelerine kiyasla MDA seviyelerini 6nemli 6l¢iide diistirmiistiir (p <0.01).
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Sekil 4.5. 500 uM Dik, 50 uM Kr ve ikisinin ayni anda uygulanmasi ile 12 ve 24 saat boyunca indiiklenen
HT-29 hiicre hatti tizerinde olusan lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan MDA’nin (Malondialdehit)
LPO Assay kiti kullanilarak dlgiilmesi
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4.5. Total Antioksidan (TAS) Ol¢iimii

TAS, Sekil 4.6.’de ki grafikte goriildiigii gibi Dik ile tetiklenen HT-29 hiicrelerinde

onemli dl¢iide azalirken (p <0.001) Kr 6n tedavisi bu etkileri tersine ¢evirmistir (p <0.1).

Total Antioksidan Durumu

Sekil 4.6. 500 uM Dik, 50 uM Kr ve ikisinin ayn1 anda uygulanmast ile 24 saat boyunca indiiklenen HT-29

hiicre hatt1 {izerinde ki total antioksidan durumunun TAS Assay kiti kullanilarak 6l¢iilmesi
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4.6. Katalaz Aktivite Tayini

CAT aktivitesi, Sekil 4.7.°de ki grafige gore Dik ile indiiklenen HT-29 hiicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla onemli olglide azalirken (p <0.1), Kr 6n-muamelesi CAT

aktivitesini artirmistir (p <0.1).

i

Aktivites

nzim

KATE

Sekil 4.7. 500 uM Dik, 50 uM Kr ve ikisinin ayni anda uygulanmasi ile 24 saat boyunca indiiklenen HT-29

hiicre hatti lizerindeki katalaz aktivitesinin CAT Assay kiti kullanilarak 6l¢iilmesi
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4.7. QRT-PCR Analiz Sonuclari

Anti-apoptotik ve apoptotik genlerin mRNA seviyelerinin Dik ve Kr'den etkilenip
etkilenmedigini test etmek igin, Bax, Bcl-2, Sitokrom c, P53, Cas-8 ve Cas-3 ekspresyon
seviyeleri qRT-PCR ile oOl¢iildii. Asagida her genin mRNA ekspresyon seviyeleri
grafiklendirilmistir. Bax, Sitokrom c, P53, Cas-8 ve Cas-3'iin mRNA seviyeleri 6nemli
Olgiide artmigtir ve Bcl-2'nin mRNA seviyeleri, Dik maruziyeti ve kontrol ile
karsilastirildiginda azalmistir (p <0.001). Kr-6n-muamelesi, Cas-3, Cas-8 ve P53'in
ekspresyon seviyelerini 6nemli olgiide tersine ¢evirirken, Bcl-2 seviyesini artirmis ve
Sitokrom-c seviyesini distirmiistiir. Bcl-2'nin mRNA seviyeleri de Kr tedavisi ile 6nemli
Olciide azaldigr gorilmiistir (p <0.001). Kr 6n muamelesi sirasinda Bax'in mRNA
seviyesi degismeden kalirken, Sitokrom c, Cas-8 ve Cas-3 ekspresyon seviyeleri dnemli
Olciide artmastir (p <0.001).
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Sekil 4.8. 500 uM Dik, 50 pM Kr ile indiiklenen HT-29 hiicre hattinda apoptotik gen olan Bax’mn mRNA

ekspresyon diizeyi
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Sekil 4.9. 500 uM Dik, 50 uM K ile indiiklenen HT-29 hiicre hattinda apoptotik gen olan Kas-3’iin mRNA

ekspresyon diizeyi
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Sekil 4.10. 500 uM Dik, 50 puM Kr ile indiikklenen HT-29 hiicre hattinda anti-apoptotik gen olan Bcl-2
mRNA ekspresyon diizeyi
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Sekil 4.11. 500 uM Dik, 50 puM Kr ile indiiklenen HT-29 hiicre hattinda apoptotik gen olan Kas-8’in

mRNA ekspresyon diizeyi
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Sekil 4.12. 500 uM Dik, 50 uM Kr ile indiiklenen HT-29 hiicre hattinda apoptotik gen olan Cyt-c mMRNA

ekspresyon diizeyi
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Sekil 4.13. 500 puM Dik, 50 uM Kcr ile indiiklenen HT-29 hiicre hattinda apoptotik gen olan p53’iin mRNA

ekspresyon diizeyi
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4.8. Tunel Assay

Sekil 4.14.’de ki grafikte goruldigi gibi Kr ile 6n muamelenin, HT-29 hiicrelerinde Dik
tarafindan indiiklenen apoptozu onleme tizerindeki etkisi de degerlendirildi. Dik'in, Tunel
testi ile belirlendigi Apoptotik indeks'te dnemli artis (p <0.001) ile sonuglanan bilgilerle

apoptozisi indiikledigini ortaya koymustur.

0.4

Apoptotik Indeks

Sekil 4.14. 50 uM Kr’nin 6n tedavisi 500 puM Dik ile indiiklenen HT-29 hiicre hattinda apoptotik indeks
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4.9. Caspase-3 Aktivite Testi

Sekil 4.15.°de goriildiigii gibi Kr ile 6n tedavi Caspase-3 seviyesini onemli olgiide
zayiflatirken, Dik'e maruz kalmasiyla onemli olglide aktive olmustur. Apoptotik yolun
indiiksiyonu  nedeniyle Dik ile tetiklenen hiicre Oliimiiniin  gozlemlenip
gozlemlenmedigini daha iy1 anlamak i¢in, apoptotik yolun anahtar uygulayicilarindan biri

olan Caspase-3'iin aktivasyonu arastirildi.

A

Sekil 4.15. (A) Kontrol grubu, (B) 500 uM Dik, (C) 50 uM Kr ve (D) ikisinin ayni anda uygulanmasi ile 24
saat boyunca indiiklenen HT-29 hiicre hattinda Caspase-3 enziminin aktive oldugu koyu renkli kisimlarin

ters 151k mikroskobu ile goriintiilenmesi



5. TARTISMA

Hiicre siklusunun devam etmesi ve hiicre ¢ogalmasi biiylimenin kontroliinde olan
genlerin ekspresyonu ile iligkilidir. Bu siiregte hiicre biliyiimesi, hiicre uyarimi meydana
gelmektedir. Hiicre siklusundaki faz gegislerinde kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Hiicre
siklusu siklin bagiml kinazlar tarafindan kontrol edilmektedir ve hiicre homeostazisi,
hiicre ¢ogalmasi, biiyiimenin durdurulmasi ve kontrolli O6lim programlart ile
stirdiiriilmektedir. Yasamsal islevini yitiren hiicreler programlanmis hiicre 6liimii ile yok
edilmektedirler. Normal hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde islev gdren proteinler
protoonkogenler ve onkogenler tarafindan sentezlenmektedir. Biiyiimenin kontrollii bir
sekilde ilerlemesini saglayan proteinler olan protoonkogenlerin onkogen haline
doniisiimii hiicre biiylimesinin kontrol mekanizmasin1 bozmakta ve kanser hiicrelerine
doniisiimiinii saglayip kontrolsiiz biiylimesine ve ¢cogalmasina sebep olmaktadir (Yokus
ve Ulker 2012). Tiimér baskilayici genlerden olan p53 geni 17p13.1 kromozom
bolgesinde yer alip, 393 aminoasitten olusan bir protein kodlamaktadir (Akga vd. 2018).
Hiicreler, DNA’sinda ve kromozomlarin islevsel birimleri olan genlerde gerceklesen
degisiklikler neticesinde kontrolsiiz olarak bdliinmeye baglarlar. Sonrasinda komsu
dokulara ve uzak organlara yayilabilirler. Hiicrelerin bu anormal 6zelligi tasimasi ile
gelisen biiyiik bir grup hastaliga kanser adi verilir (Aliustaoglu 2009). Kanser, ylizyillar
oncesinde oldugu gibi giiniimiizde de varligini siirdiiren habis hastalik tiiriidiir (Atict
2007). Hiicre de apoptozisin diizenlenmesinde sistein proteazlar (kaspazlar; Caspase-8,
Caspase-9 ve Caspase-3) ve Bcl-2 gen ailesi rol oynamaktadir. Hiicrenin varolmasi
apoptozisi indiikleyen ve inhibisyona ugratan genlere (Bcl-2, Bax, p53) baghdir. Bu
genlerin mutasyonu da kansere yol agmaktadir (Yokus ve Ulker 2012).

GLOBOCAN verilerine gore 2012 yilinda diinyada toplam 14,1 milyon yeni kanser
olgusu gelismis olup 8,2 milyon kansere bagli 6lim olmustur. Diinyada en c¢ok tani
konulan kanser tiirleri akciger, meme ve kolon kanseridir (Yalcin and Sar1 2015). Kolon

kanseri gastroinstestinal traktusta en fazla rastlanilan kanserlerdir. WCRF’den edinilen
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verilere gore 2018’de diinyada en sik goriilen kanser tiirleri arasinda 3. Sirada yer alan
kolorektal kanser (Url 2 2020), Tiirkiye’de ise 2015’te giincellemesi yapilan verilerine
gore sik rastlanilan 6liimciil kanser tiirii olarak yerini almaktadir (Url 1 2020). Kolorektal
kanser, normal dokuda biiyiimeyi kontrol eden molekiiler mekanizmalarin bozulmasina
yol agan bir seri genetik degisikliklerin birikimi sonucu olusum gostermektedir.
Kolorektal tiimorlerin olusumu onkogenlerin mutasyona ugramasi ve timor siipresor
genlerin mutasyonel inaktivasyona ugramasi sonucu olusmaktadir. Uzak metastazlar
bulunan ileri evredeki kolon kanseri vakalarinda sag kalim siiresini uzatabilmek ig¢in
degisik kemoterapik ajanlar kullanilir. Bu amagla 5-FU ve 5-FU+Leucovorin+Oxaplatin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak, Dik grubu agr kesiciler,
enflamasyonu ve kolon kansere bagli agriy1 azaltmak i¢in kullanilan en yaygin kullanilan
Anti-inflamatuar NSAI arasindadir (McGettigan and Henry 2013; Lonapan et al. 2016).
Yiiksek konsantrasyonlarda Dik, yiiksek agresif kolon kanseri hiicrelerinde (HT-29, SW480 ve
DLD-1) kontrol numunelerine kiyasla hiicre canlihigi kaybini arttirabilmistir (Hixon et al. 1994).

Antikanser ajanlar tiimor hiicrelerinde oldugu kadar normal hiicrelerde de apoptozisi
artirmaktadir. Non-steroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilaglar diinyada en sik kullanilan
ilaglar olmakla birlikte regete edilen tiim ilaglar %5’ini olustururlar (Bakir 2018). NSAT
ilaglarin kansere karsi koruyucu etkileri ve antikanser etkileri son zamanlarda dikkat
cekici bir konu haline gelmistir. In vitro ve in vivo olarak yapilan epidemiyolojik
calismalar, NSAI ilaglarin meme, prostat, pankreas, yumurtalik, akciger, kolon-rektum,
gibi birgok kansere karsi koruyucu ve tedavi edici etkilerinin oldugunu ortaya koymustur.
Karsinojenezin durdurulmasinda veya yavaslatilmasinda Prostaglandin (PG) iiretiminin
inhibe edilmesinin rolii olabilecegi bildirilmistir. Ciinkii bir¢ok kanser hiicre hattinda
PG’ler normal hiicre hattinda olduklarindan daha fazladir. PG’lerin ayn1 zamanda
apoptozistede gorevi vardir ve yapilan aragtirmalara gore kolon kanseri hiicre hattinda PG
E2’nin apoptozisi inhibe ettigi ve antiapoptotik genlerden B hiicre lenfoma-2 (BCL-2)
ekspresyonunu artirdifi ortaya koyulmustur. Son yillarda bu ilaglarin apoptozisi
indiikleyerek ve hiicre siklusuna etki edip bloke olmasini saglayarak antikanser etki
gosterdikleri rapor edilmistir (Bakir 2018). NSAT'ler ve PG antagonistinin epitel hiicre
bliylimesinin kontroliine dahil oldugu kanitlanmistir, ¢iinkii COX inhibitoriiniin
prostanoidlerin biyosentezini azalttigin1 gdstermistir, ancak bagirsak epitel hiicre

proliferasyonunun/apoptozunun kontroliinde igeren 1okotrien seviyelerini artirabilir (Reed
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2001). Diklofenak Sodyum (DS), fenilasetik asit tlirevi, nonsteroidal antienflamatuvar
(NSATI), kolay télere edilebilen bir ilagtir. Kuvvetli bir PG sentez inhibitériidiir. Kullanisl
olmasini saglayan en onemli 6zelligi yaslilarda ve renal bozuklugu olan hastalarda doz
ayarlamas1 gerektirmemesidir (Ag¢ikgdoz vd. 1994). Hiicresel bazda yapilan calismalar
DS’nin siklooksigenaz aktivitesini inhibe ederek, enflamasyon mediatdrlerinden PG,
prostasiklin ve tromboksanin iiretimini azalttigim1 gdstermistir. Intraseliiler sividaki
serbest arasidonik asid diizeyini de azaltmaktadir. Diklofenagin peroksidazlar tarafindan
katalizlenen oksidasyonu sonucu olusan nitroksit veya katyon radikallerinin de oksidatif
strese ve mitokondriyal hasara neden olduguna dair farkli bir mekanizma daha mevcut
olup, in vivo ve in vitro ¢alismalarca yeteri kadar desteklenememistir (Erkmen 2017).
Biyokimyasal oksidatif yollarla iiretilen ROS, kanser dahil g¢esitli fizyolojik ve
patofizyolojik hastaliklarla baglantilidir (Acharya et al. 2010). ROS iiretiminin kolon
kanseri hiicrelerinde apoptoz ile sonuglandigi ispat edilmistir (Ahmed et al. 2017).
Hidroksil ve hidroperoksil radikali, lipidleri etkileyebilen en yaygin ROS'dur. Oksidatif
hasarin sonucunda, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonuna (LPO) yol acar, zar
biitiinliigiinde bir kayba neden olur ve apoptoz veya nekroza neden olur (Lepara et al.
2020). Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) i¢eren
enzimatik antioksidanlar, siiperoksit ve diger peroksitleri metabolize ederek etki eder ve
hiicrelerdeki ROS aktivitesini ve birikimini temizleyen ve redoks dengesini koruyan
endojen antioksidan savunma sistemleri olarak davranilar (Lobo et al. 2010). Insan
viicudundaki antioksidan koruma mekanizmasi, notralizasyon ve ROS iiretimi arasindaki
dengeyi korur ve SOD, CAT ve glutatyon igerir (Paulsen and Carroll 2013). ROS iiretimi
ve antioksidan koruma mekanizmasi arasindaki dengesizlik, kanser ilerlemesini baslatan
oksidatif hasara neden olur (Klaunig et al. 1998). ROS tarafindan tetiklenen oksidatif
hasar, iyi bilinen sitotoksisite ve apoptoz indiikleyicisidir (Thangaraj et al. 2019),
(Alhadlag et al. 2019). ROS ayrica, kanser tedavisinde hasarli hiicrelerin yok edilmesi
icin ¢ok onemli olan apoptotik yolun araciligi ile iliskilendirilmistir (Jafari et al. 2013).
Dik, Anti-inflamatuar ilag olarak uygulanan tercihli bir siklooksijenaz-2 (COX-2)
inhibitoridir (Minotti and Aust 1989). Kansere bagli agrilarin tedavisinde onkoloji
hastalarinda umut vaat eden bir ilag haline gelmistir (Minotti and Aust 1989).
Enflamasyon, kolon kanseri vakalarimin kotii prognozunun en 6nemli nedenlerinden
biridir; bu nedenle Dik, kolon kanseri tedavisinde muhtemel terapétik bir ilagtir (Jain et

al. 2017). Anti-inflamatuar aktiviteye sahip olmanin yam sira, Dik gibi NSAl'lerin baz1
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hiicre hatlarinda apoptotik yollar1 indiikleyerek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Hixson et al. 1994; Kaur and Sanyal 2010). Endojen ve eksojen antioksidanlar,
ROS'un neden oldugu hasari dnleyebilir ve onarabilir. Bu nedenle, “serbest radikal temizleyicileri”
olarak adlandinlirlar ve bagisiklik savunmasini gelistirebilir ve hastalik ve kanser riskini
azaltabilirler (Abreu and Cabelli 2010). Antioksidanlar, besin maddesi olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir ve kanseri 6nlemedeki etkinlikleri agisindan incelenmistir (Fu et
al. 2014). Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi serbest radikallerin neden olduklar1 oksidatif
zarara kars1 antioksidan maddeleri igeren gidalar, insanlar1 korumaktadir (Giilesci ve Aygiil 2016).
Belirli kosullar altinda flavonoidler pro-oksidan olarak davranabilir ve bu nedenle diger
bilesiklerin oksidasyonunu tesvik edebilir. Flavonoidlerin pro-oksidan 6zellikleri doza
bagl oldugu goriilmektedir (Prochazkova et al. 2011). Flavonoidler arasinda Kr, anti-
kanser etkileri de dahil olmak {iizere bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip cok sayida bitki
0zii, bal ve propoliste bulunan dogal bir flavondur (Ryu et al. 2017). Kr; 5,7-
dihydroxyflavone), giiglii antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser aktiviteleri ile ¢esitli
bitkilerde ve ar1 iiriinlerinde bulunan, umut verici dogal olarak biyoaktif bir flavonoiddir
(Naz et al. 2019). Buna ek olarak Kr, yaslanmanin fizyolojik ve biyokimyasal etkilerine
kars1 klinik ve terapotik uygulama potansiyeline de sahiptir. Yaygin olarak cesitli
dejeneratif hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir ve sitotoksik ve antiinflamatuar
aktiviteler saglar (Fu et al. 2014). Bununla birlikte, mevcut c¢alismalar, antioksidanlarin
besinsel kullaniminin avantajli  olmayabilecegini ve hatta kanser ilerlemesinde

istenmeyen etkiler yaratabilecegini gostermistir (Fu et al. 2014).

Bu c¢alismanin odak noktasi, Kr’nin Dik tarafindan tetiklenen HT-29 hiicreleri tizerindeki
etkisini ve etkisinin Oncelikli molekiiler mekanizmalarimi incelemekti. Dik ile
muamelede bulundugumuz HT-29 hiicre hatti tizerinde konsantrasyona bagli olarak (500
uM) hiicre proliferasyonunda 6nemli 6l¢iide azalma goriildii. Bu ¢alismada, hiicrelerin
Dik ile tedavi edilmesi, ROS ve LPO seviyelerinde ve LDH enzim saliniminda artis, TAS
ve CAT enzimlerinin aktivitesinde azalma ve apoptotik indeksde artis, hiicre

proliferasyonunda azalma ile sonuglandi.

Mitokondrinin apoptotik yola aracilik etmedeki temel rolii, apoptotik yoldaki
Mitokondrinin biyolojik ve yapisal degisikliklerinde mitokondriyal bozulma bulundugu
son yillarda bildirildigi gibi dogrulanmistir, mitokondrinin dis zarinin bozulmasi ve

sitokrom C salimimi, Apafl ve Caspase-9'un etkilesimini tetikleyebilir, bu da Caspase-
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9'un Caspase-9 aktivasyonuna yol agar ve daha sonra Caspase-3'i aktive eder ve bu
hiicresel ve morfolojik degisikliklere ve sonunda hiicresel 6liime yol agan bir reaksiyon
olur (Reed 2001). Timor baskilayici genin, p53'iin apoptozu tetikledigi bildirilmistir
(Naz et al. 2019). Bax'in pro-apoptotik proteinlerinin ekspresyonunu arttirir ve dolayli
olarak Caspase-3'i aktive eder. Membran potansiyelinin depolarizasyonu ve boylece
sitokrom ¢ salimmi Dik'in mitokondriyal membran gecirgenliginin gegisini uyardigi
bildirilmistir. Aktive edilmis Caspase-8, apoptotik sinyali, mitokondriye bir hasara neden
olarak tetikler ve bu da bir proteolitik kademeyi uyarir (Masubuchi 2002). Bu ¢alismada,
hiicrelerin Dik ile tedavi edilmesi sonucunda, Apoptotik genlerin mRNA seviyeleri (p53,
cas-3, cas-8, Bax ve sitokrom c) yiikselirken, Antiapoptotik gen Bcl-2'nin mRNA

seviyeleri azald1.

Onceki calismalar, Kr’nin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu &nlemedeki etkinligini
isaret ediyordu (Kasala et al. 2015). Calisilan kanserin ¢alismalarinin biiyiik béliimiinde,
Kr hiicre proliferasyonunu oOnledigini ve apoptotik yolu tetikledigini ve ldsemi
hiicrelerinde incelenen diger fenolik bilesiklerden daha etkili oldugunu, bunun i¢in Kr
tahminen kaspaz enzimlerinin aktivasyonu yoluyla hareket ettigini gostermistir (Khoo et
al. 2010). Bir ¢alismada, kemoterapétik ilag 5-FU tedavisi ile antioksidanlarin eszamanl
kullaniminin kolon kanseri hiicresinde apoptozu azalttigr bildirilmistir (Fu et al. 2014).
Ek olarak farkli kanser hiicrelerinin tedavisi, sorafenib Dik ile Huh-7, HepG2 ve PLC-
PRF-5 gibi, tek basina sorafenib veya Dik ile karsilastirildiginda kanser hiicresi oliimiinii
onemli olciide artrmistir. Ote yandan, N-asetil-sistein ve askorbik asit gibi
antioksidanlar, Dik ve sorafenib Ko-terapisinin zararli etkilerini tersine c¢evirmistir
(Duval et al., 2019). Bu calismada, p53, cas-3, cas-8, Bax gibi apoptozun i¢ ve dis
yollarinda bulunan apoptotik genlerin dokudaki ekspresyon seviyesi, sitokrom ¢ yukari
regiile edilirken anti-apoptotik Bcl-2 indiikte tedavi edilen grup icin asagi regiile

edilmistir. Kr+Dik, bu genlerin mRNA seviyelerini tersine ¢evirmistir.

Calismamiz, Kr’nin dic kaynakli HT-29 hiicrelerindeki etkilerinin muhtemelen kanser
caligmalarina aykir1 sonuglara yeniden dondiigiinii gstermistir. Calismamiz, Kr’nin Dik
kaynakli HT-29 hiicrelerindeki etkilerinin muhtemelen kanser ¢alismalarina aykiri

sonuglara yeniden dondiigiinii gostermistir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismanin yeni Onemli verileri, Dik ile antioksidan aliminin enzimatik
antioksidanlarin seviyesini ve uyarici aktivitesini azaltabilecegini gostermistir. Tiim bu
bulgular 1s1ginda; Dik ile beraber antioksidan kullanimina ROS seviyesini
diisiirebileceginden ve dolayisiyla kanser tedavisi i¢in istenmeyen bir durum olan
apoptotik hiicre Oliimiinii azaltacagindan dikkat edilmelidir sonucuna varilmistir.
Sonuglarimiz, antioksidan besin takviyelerinin ve Ozellikle Kr’nin, kolon kanseri
hiicrelerinin apoptozunu indiikklemede Dik'in etkinligini azaltabilecegine dair yeni bir

aciklama saglamaktadir.
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