NV7ISY T1vOVv.L1 31539

~

“LSNA "TI9 "OVS ISALISHAAIN] TAINVLSI

IZAL VIOLI0d

8T0Z-TNIANV.LST

+—  Admmzi soyadinizi giriniz

Tez kabul edildikten sonra yapilan sabit ciltte sirt
yazisi bu sablona gore yazilacak. Yazilar tek satir olacak
Cilt sirt1 yazilarin yonii yukaridan asagiya

(sol yandaki gibi) olacak . l

Tez, Yiiksek Lisans’sa, YUKSEK LISANS TEZI;
‘ Doktora ise DOKTORA TEZI ifadesi kalacak

4— Tez Siavinin yapilacag yili yaziniz



T.C.
ISTANBUL UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLiIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZI )

ACACETIN'IN IN VITRO ORTAMDA KOLON KANSERI
HUCRE HATLARI UZERINE ANTIKANSEROJENIK
ETKIiSININ INCELENMESI

BESTE TACAL ASLAN

DANISMAN
PROF. DR. BEDiA CAKMAKOGLU

MOLEKULER TIP ANABILIiM DALI
MOLEKULER TIP PROGRAMI

ISTANBUL-2018




DOKTORA TEZI ONAYI

istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, [.U. Aziz Sancar Deneysel Tip Aragtirma
Enstitiisit Molekiiler Tip Anabilim Dali, Programinda Doktora ogrencisi Beste TACAL
ASLAN tarafindan Prof. Dr. Bedia CAKMAKOGLU’nun danismanhifinda hazirlanan
“Acacetin’in In Vitro Ortamda Kolon Kanseri Hiicre Hatlan Uzerine Antikanserojenik
Etkisinin incelenmesi” bashikl tez asagidaki jiiri iiyeleri tarafindan 19 / 06 /2018 tarihinde
yapilan Tez Savunma Sinavinda bagarili bulunmus ve Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

/
J ﬁgLM§kay/

Prof. Dr. Turgay ISBIR
Yeditepe Un. Tip Fak.
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Jiiri (Dam
Prof. Dr.Bedia CAK OGLU
i.U. Aziz Sancar DETAE
Molekiiler Tip Anabilim Dali

istinye Univ. Tip Fak. Tibbi A.D
Molekiiler Ti abilim Dal



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi galijmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safthalarda etik dis1 davramgimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar iginde elde ettigimi. bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmas

ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarin ihlal edici bir davranigimin olmadigi beyan ederim.

Beste TACAL ASLAN

Je =




iTHAF

Biricik kizlarim Oykii ve Ilke’ye ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince akademik acidan yetigmemi saglayan, bilgi ve
deneyimleriyle bana yol gosteren, her konuda destek olan ve yardimlarini hi¢cbir zaman
esirgemeyen tez danismanim, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitisi (ASDETAE) Molekiiler Tip Anabilim Dali 6gretim iiyesi saygideger hocam
Prof. Dr. Bedia CAKMAKOGLU” na tesekkiir ederim.

Tezimin deney ve yazim siire¢lerindeki her tiirlii destegi veren ikinci tez
danismanim Yrd. Dog¢. Dr. Elif Sinem Bireller’ e, tez ¢aligmalarimda yardimini
esirgemeyen MSc. Baris Ertugrul’a, yardim ve destekleri igin Molekiiler Tip Anabilim

Dal1 6gretim tiyeleri ve ¢aliganlarina tesekkiir ederim.

Doktora c¢aligmalarima destek vererek gerceklestirmemi saglayan Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Anabilim Dali Baskani
saygideger hocam Prof. Dr. Tanju KADIR e tesekkiir ederim.

Ayrica, her adimimda yanimda olan, hayallerimi devam ettirmem ig¢in manevi
desteklerini usanmadan gosteren hayattaki en biiylik sansim olan sevgili esim Turker
ASLAN ve aileme sonsuz tesekkiirler...

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 53038



Vi

ICINDEKILER
TEZ ONAY L ettt II
BEY AN ettt h e bt et e e b e nbe e b reas I
ITHAF ..ttt r e nn s v
TESEKKUR ..ottt en st n sttt s s ettt s st as s e, \Y,
ICINDEKILER ......ooititiiiiiciciete ettt Vi
TABLOLAR LISTEST ..ottt X
SEKILLER LISTEST ....coitiiiiiiieee ettt X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTEST ....vvuviiiiiiiinieeieseseensssiseienns X1
OZEl ... . ... GdSO O 4 4 . ... XIv
ABSTRACT ..ttt bt h e bt bt et e be e be e are et e naeeenes XV
ZUSAMMENFASSUNG / RESUME ..ot XVi
1. GIRIS VE AMACGC ..ottt sttt en st n s an e 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1 KANSET ..o e 3
2.1.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler ve Kanser Tedavi Yontemleri ............. 8
2.2, KOION KANSEIT ...t 9
2.3. Kolorektal karsinogenezde molekiiler genetik degisiklikler...........ccocoovviiiiininnns 11
2.4. Kolorektal Karsinogenezisin Molekiiler Mekanizmast ...........ccccoovvvvenvinincnnnnn 12
2.4.1. Hiicre i¢i molekiiller ve gelisen olaylar ...........cccooeviiiiiiiiiiiiiiic 12
2.4.1.1. APC GENI MULBSYONU ....oovviriiiiieiisiesiesiie ettt 12
2.4.1.2. p53 Geni Mutasyonu (L17P13.1) .ocveiieiieiieecie et 13
2.4.1.3. Kolorektal Kanserde Silinen Bolge (DCC) (18021.3) ...ccvevvvvvvrienierierienienens 13
2.4.1.4. DNA Onarim Genlerindeki DegigikliKIer ...........cccooviiiiiiiiniiicin 14
2.4.1.5. Wnt Wnt/B-Katenin yOlagi..........ccuvrverierreiiierreiesiesessieseeseeseesae e aee e sees 14
2.4.1.6. E-cadherin and ot-CateNIN ...........cooeirinirieineneese e 16
2.4.1.7. BRAF, NRAS, VEGF geNnIeri ......cccoooiiiiiiiiiiieiieseee e 17
2.4.2. Genomik ve Epigenomik Kararsizlik ve Kromozomal Degisiklikler ............... 20
2.4.2.1. Kromozomal Kararsizlik (CIN) ........ccccoiiiiiiiiiniiie i 20
2.4.2.2. Mikrosatellit Karars1zlig1 (MSI) ..o 21

2.4.2.3. CpG Adacik Hipermetilasyonu (CIMP).........ccccovviiiiiiiiiiiiciicc 21



vii

2.5. Kolon Kanseri Tedavi YONEMIEIT .........cooviiiiiieiiieccneeee e 22
2.6. FIAVONOIAIET ..o 22
2.6.1. FlavonoidIerin YaPIST. . ..o veiviiriieeiiieie sttt 24
2.6.2. Flavonoidlerin metabolizmas1 ve biyoyararlanimi .........cccocceviniiiiinniiennene 26
2.6.3. Flavonoidlerin €tKIleri...... ..o 26
2.6.3. 1. ACACELIN. ..ot 27

3. GEREC VE YONTEM ..ottt 29
3.1. Kullanilan Materyaller ...........cocooiiiiiiiiiiiii e 29
3.1.1. Kimyasal Malzemeler ..o 29
3.1.2. CHNAZIA ..o 29
B (o] 011 1 TSSO T TP 30
3.2.1 HT-29 HUCTE HAttl ..o 30
3.2.2. HCT 116 HUCTE Hattl...ooouvveiiiiieiiiie et 30
3.2.3. MRC-5 HUCTE Hattl...eoieiiiieiiieiee e 31
3.2.4. Hiicre EKim ISIEMIETT .......cvovevivivireieeceeieeteeteeeteteteee ettt ettt 31
RIS N 0 11 Vol 157011 (= & (TR 31
3.2.6. Hiicre Dondurma ISIEMIET........coeveveveveveeeieeeeeeeteeeeeeterese et ese st seeeseeeens 32
3.2.7. Acacetin Soliisyonu Hazirlama ISIemi...........cccceevivevicieeiiieecceeeceecveeans 32
3.2.8. WST-1 Hiicre Canlilik Tayini......ccuveiiveieiiiieiiiieiiie et 32
3.2.9. Kaspaz-3 Enzimatik AKtiVite OIGUMI .........cccvevviveveiereieicreeecee s 33
3.2.10. Annexin V-FITC Hucre Oliim Tipi Apoptoz/Nekroz AKtivitesi.................... 33
3.2.11. Deney Verilerinin Istatiksel Tayini..........cccecoveveriireriicreiicresieeesee e, 35

4. BULGULAR ...ttt b e 36
4.1. Hucre Canliig1 Uzerinde Acacetinin Doz ve Zaman Bagimli Etkisi .................... 36
4.2. Hiicre Oliim Tiplerinin INCEIENMES1 ......evveveveverererereieieieerereeeeeresee e 38
4.2.1. Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Incelenmesi...............ccoevveeverirerercrerninennns 38
4.2.2. Kaspaz 3/BCA Etkinliginin Degerlendirilmesi........ccccccveiiieriiiiiiiiieiiiie e, 40
5. TARTISMA ..ottt et s ettt e et e st e e te e st e sbeesbeeneeeneesbeeneeas 43
KAYNAKLAR L.ttt sttt n e 49
HAM VERILER ......coooiiiiiiiiiiniiecicisie st 59
FORMLAR ...ttt b e bt e ettt nbe et ene e 60
ETIK KURUL KARARI ......coociiiiiiininiis st 61

PATENT HAKKI IZNT ..oocvoiiiiiiiiieiicsies e 62



viii

INTIHAL RAPORU TLK SAYFASI ..o e e e et eee e er e eeeeraenainans 63
OZGECMIS ..ottt ettt st n s st n e sttt enenenenns 64



TABLOLAR LISTESI

Tablo 2-1: Kolon Kanserinde Goriilen Mutasyon Trleri (Akyol, 2014)..........ccccu.....
Tablo 3-1: Deneyde kullanilan cihazlar.............ccoeiiveiieieieese e



SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: Diinyada Kadinlarda Kanser Mortalite Oranlar1 (GLOBOCAN, 2012) .......... 5
Sekil 2-2: Diinyada Erkeklerde Kanser Mortalite Oranlar1 (GLOBOCAN, 2012) .......... 6
Sekil 2-3: Kolon Kanseri Cesitleri (Burt, 2000) .........coooviiiiieiiiiniiieeiee e 10
Sekil 2-4: Kolon kanseri gelisiminin molekiiler modeli (Dobrucali, 2007) ................... 12
Sekil 2-5: WNT/beta-katenin yolagi (Suzuki ve ark. 2015).....cccccevvvieieeieiiienieie e 16
Sekil 2-6: Kolorektal Kanserde Goriilen Somatik Mutasyonlar (Lo ve ark. 2016)........ 17
Sekil 2-7: RAS ve PIK3CA sinyal yolaklar1 (L0 ve ark. 2016) ........cccccevvrenerinennnnnns 18
Sekil 2-8: Fenilalaninden fenilopropanoidler, flavonoidler, tanninler ve diger
fenoliklerin {iretimi (Otles, S, 2005) c.vvivvicrirereiiirererereiieeese et 23
Sekil 2-9: Fenil propanoidler (coumaryl CoA) ve malonil CoA’dan flavonoidlerin ve
stilbenlerin Uretimi (Shahidi ve Naczk, 2005) .........cccoviiiiiiiiieneeeee e 25
Sekil 2-10: Flavon, flavonol ve flavanonun yapis1 (Stefova ve ark. 2003) .................... 26
Sekil 2-11: Acacetin yap1 formillii..........ccooveriiiiiiiiiiiiiee e 27
Sekil 4-1: Acacetinin HT-29 Hatt1 Uzerinde Doz Zaman Bagimli Canlihiga Etkisi....... 36
Sekil 4-2: Acacetinin HCT 116 Hatt1 Uzerinde Doz Zaman Bagimli Canliliga Etkisi .. 37
Sekil 4-3: Acacetinin MRC-5 Hatt1 Uzerinde Doz Zaman Bagimli Canlihiga Etkisi..... 37
Sekil 4-4: Acacetinin HT-29 Hatt1 Uzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini
........................................................................................................................................ 38
Sekil 4-5: Acacetinin HCT 116 Hatti Uzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz
LI 1L SRS 39
Sekil 4-6: Acacetinin MRC-5 Hatt1 Uzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini
........................................................................................................................................ 40
Sekil 4-7: Acacetinin HT-29 Kolon Kanseri Hatti Uzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim
AKLIVITEIEIT ... 41
Sekil 4-8: Acacetinin HCT 116 Hiicre Hatti Uzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim
AKLIVITEIEIT ... 41

Sekil 4-9: Acacetinin MRC-5 Kolon Kanseri Hatt1 Uzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim
AKUVITEIBIT ..o 42



SEMBOLLER / KISALTMALAR LiSTESI

ATCC: American Type Culture Collection, LGC Standart
ACS: American Cancer Society

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

KETEM: Kanser Erken Teshis Tarama Egitim Merkezi
TBMM: Tirkiye Blyuk Millet Meclisi

DNA: Deoksiribonukleik asit

KRK: Kolorektal kanser

FAP: Ailesel Adenomatozis Polipozis Koli

HNPCC: Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser
FDA: Food and Drug Administration

GGK: Gaitadan gizli kan testi

CKBE: Cift kontrasth baryumlu enema

BTK: Bilgisayarli tomografi ile kolonografi

THSK: Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu

APC: Adenomatdz Polipozis Koli

DCC: Deleted in colorectal cancer

MSI: Microsatellite instability

MMR: Mismatch repair

TGFBRII: Transforming growth factor beta receptor Il
BAX: Bcl-2-associated X protein

WISP-3: WNTL1 inducible signaling pathway protein 3
IGFIIR: Insulin- like growth factor 11 receptor
MSH3: MutS Homolog 3

MSH6: MutS Homolog 6

CTNNB1: Catenin beta 1

MTOR: mechanistic target of rapamycin

FGF: Fibroblast growth factor

TGF-B: Transforming growth factor beta

CDH1: Cadherin 1

EMT: Epitelyal-mezenkimal transizyon

TNF alfa: Tumor necrosis factor alpha

Xi



ILK: Integrin-linked kinase

HIF: Hypoxia-inducible factor

NF-kappa B: Nuclear factor kappa B
EGFR: Epidermal growth factor receptor
ACF: Adenomatous Aberrant Crypt Foci
GTP: Guanosine triphosphate

VEGF: Vascular endothelial growth factor
IL4: interlokin 4

PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha
CDKa8: cyclin-dependent kinase 8

PTEN: Phosphatase and tensin homolog
TCF7L2: Transcription factor 7-Like 2 protein
ACVR2: The activin type 2 receptors

CIN: Chromosomal Instability

CIMP: The CpG island methylator phenotype
Caspase: cysteine-aspartic acid protease
CASP5: Caspase 5

MLH1: mutL homolog 1

KVH: Kardiyovaskiiler hastalik

CoA: Koenzim A

KAFE: Kafeik asit fenetil ester

LPS: Lipopolisakkarit

MAPK: Mitogen activated protein

TPA: 12-O-Tetradecanoylphorbol 13- acetat
COX2: Cyclooxygenase-2

INOS: Inducible NO synthesis

NO: Nitric oxide

AIF: Apoptoz Indiikleyici Faktor

ROT: Reaktif Oksijen Turleri

MMP-2: Matrix metallo-proteinase-2
MMP-9: Matrix metallo-proteinase-9

u-PA: urokinase-type plasminogen activator
AP: Aktivator protein

xii



Xiii

KHDAK: Kuguk hucreli dis1 akciger kanseri
FITC: Fluorescein isothiocyanate

pNA: para nitroaniline

BCA: Bicinchoninic Acid



Xiv

OZET

Aslan, B.T. (2018). Acacetin'in In Vitro Ortamda Kolon Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerine
Antikanserojenik Etkisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitisl, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisti, Molekiiler Tip ABD, Doktora
Tezi. Istanbul.

Kolon kanseri diinya tzerinde en ¢ok gorilen kanser tirlerindendir. Kolon kanserinin
tedavisinde ¢ok sayida terapotik ila¢ kullanilmaktadir. Ilag ve ameliyat tedavileri bir¢ok
kanser tipinin olusumunu ve sonuglarinin tamamen kontrol altinda olmasini
saglayamamistir. Bu nedenle minimum olumsuz yan etkiye sahip bitkisel kokenli yeni
terapotik ilaglarin gelistirilmesine acilen ihtiyag¢ vardir.

Bir flavonon olan acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone) de 06zellikle Robinia
pseudoacacia tlrlnde, ayrica gesitli bitki, tohum ve ¢igeklerde bulunmaktadir. Cesitli
flavonoidlerin in vitro olarak bobrek, akciger, prostat, mesane, melanom, osteosarkom,
meme ve lenfoid kanser tirevli hiicre hatlarinda antikanserojenik aktiviteleri
saptanmustir. Yapilan literatlr taramalar1 ¢alismalarinda acacetin flavonoidinin kolon
kanserine olan etkisinin heniiz arastirilmadig1 saptanmustir.

Calismamizda acacetinin kolon kanseri iizerindeki olasi sitotoksik etkisini arastirmak
icin HT-29 ve HCT 116 kolon kanseri hiicre hatlart ve MRC-5 saglikli kontrol hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Acacetinin doz bagimli canlhilik etkisi arastirilirken WST-1,
kaspaz enzim aktivitesi degerlendirilirken Kaspaz 3 / BCA ve apoptotik tayin yéntemi
olarak ise Annexin V testleri kullanilmistir.

Calismamiz sonucunda kolon kanseri hiicre hatlar1 HT-29 ve HCT 116 hiicre hatlari
tizerinde doz ve zamana dayali olarak inkiibasyon siiresince uyguladigimiz acacetinin
apoptotik etkisi gorlilmistiir. Saglikli kontrol olarak c¢alistigimiz MRC-5 hiicre hatti
Uzerinde ise dogal bir flavonoid olan acacetinin, toksik etki gostermemesi tedavide
kullanilabilme potansiyeli i¢in dnemli bir veri niteligi tagimakta olup, yapilacak ileri
kanser arastirmalar1 i¢in umut vaadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri, acacetin, apoptoz, HT-29, HCT 116.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:53038
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ABSTRACT

Aslan, B.T. (2018). The In Vitro Investigation of Anticancerogenic Effect of Acacetin
on Colon Cancer Cell Lines Istanbul University, Institute of Health Science, Aziz
Sancar Institute for Experimental Medicine Research, Department of Molecular
Medicine, Doctorate Thesis. Istanbul.

Colon cancer is one of the most common cancers in worldwide. There are currently
many therapeutic drugs using in colon cancer treatment. Since conventional therapeutic
and surgical approaches have not been able to fully control the incidence and outcome
of most cancer types, there is an urgent need to develop new plant-derived therapeutic
drugs with minimum adverse effect.

Acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone) is one of the flavonones, especially
present in Robinia pseudoacacia and also found in seeds and flowers of various kinds of
plants. Anticarcinogenic activity of many flavonoids indicated in cancer cell lines such
as renal, lung, prostate, bladder, melanoma, osteosarcoma, breast and lenfoid in vitro. In
the literature, there is no study of the effect of acacetin on colon cancer.

In our study, possible cytotoxic effect of acacetin on colon cancer cells was investigated
by using HT-29 and HCT 116 cell lines and as healthy control, we used MRC-5. We
applied WST-1 test for detecting acacetin’s dosage effect on cytotoxicity and vitality,
Caspase 3 / BCA for caspase enzyme activity and Annexin V for apoptotic effects.

As a result of our study, the apoptotic effect of acacetin was observed on colon cancer
cell lines HT-29 and HCT 116 has been observed during the incubation time depended
on dosage and time. On the MRC-5 cell line, where we work as healthy control,
acacetin, a natural flavonoid, is an important data feature for potential use in treatment,
and it promises for further cancer research.

Key Words: Colon Cancer, acacetin, apoptosis, HT-29, HCT 116.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 53038
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME

Dikkat bu satir1 ve asagidaki paragrafi daha sonra siliniz!

Bu sayfay1 koyacaksaniz "OZET” ve “ABSTRACT” sayfalarindaki ilkeler uygun olarak
hazirlaymn. Bu sayfay1 koymayacaksaniz basligi tamamen bloklayarak siliniz.






1. GIRIS VE AMAC

Saglikli hiicrelerde c¢esitli genetik ve epigenetik mekanizmalarin etkilenmesiyle
hiicrelerin kontrol dis1 gogalmasi sonucu kanser olusmaktadir. Tim diinyada kanser en
stk mortalite ve morbidite sebeplerinden biridir. Kolorektal kanserler de tim kanser
tirleri arasinda kadinlarda goriilme sikligi %10 orami ile ikinci sirada, erkeklerde ise
%29.2’1ik bir oranla tigiincii sirada yer almaktadir. Yuksek oranda 6liime sebebiyet veren
kanser tiirlerinden olmasi nedeniyle tedavisinde yeni yontemlerin ve stratejilerin hizla
gelistirilmesi gerekmektedir. Kanseri 6nlemeden, erken tantya, kanserli hastalarin tedavi
ve yasam kalitelerini diizenlemeye yonelik yapilan kanser arastirmalar1 biiylik ¢apta
katki saglamakla birlikte hastaligin tam olarak aydinlatilabilmesi agisindan hala yetersiz
kalmaktadir.

Kolorektal kanser, normal glandiiler epitelin invaziv kansere degisim gosterdigi genetik
ve epigenetik degisikliklerin birikimidir (Vogelstein ve ark. 1988). Tiim doniisen timor
hucreleri; surekli aktif halde proliferasyon sinyali yayma, biiyiime baskilayicilardan
kaginma, replikatif 6liimsiizliik, anjiogenez olusumunu saglama, invazyon ve metastazi

aktive etme gibi belli bashi genel 6zellikler gosterirler (Hanahan ve Weinberg , 2011)

fleri diizeyde ideal bir kolorektal kanser siniflandirmas: yapabilmek icin hastaya 6zgi
genetik ve genomik 6zellikler gibi endojen ve ¢evresel etkenlere maruz kalma, yasam
tarzt1 ve beslenme aligkanligi gibi ekzojen faktorlerdeki farkliliklarin incelenmesi

gerekmektedir (Blanco ve ark. 2015).

Son yirmi yil boyunca kolon kanseri tedavilerinde degisik yontemler uygulanmaktadir.
Ameliyat ve modern radyoterapinin sitotoksik kemoterapi ile birlesmesi sonucunda sag

kalim oranlarinda artig goriilmektedir (Nicholls ve Tekkis, 2008).

Ilag tedavileri ve ameliyatlar birgok kanser tipinin olusumunu engelleyememis ve
hastaligin etkilerinin kontrol altina alinmasini saglayamamistir. Bu nedenle bitkisel
kokenli yeni terapotik ilaglarin gelistirilmesi ile olumsuz yan etkinin minimuma
indirilmesine acilen ihtiya¢ vardir. Son zamanlarda farkli yapilarda flavonoidlerin
kanserli hiicrelere olan sitotoksik etkileri iizerine yapilan calismalar yayginlik

kazanmaktadir. Flavonoidler, normal hicrelere gosterdikleri minimal etki ve kanser



hucrelerine gosterdikleri sitotoksik etkileri sebebiyle kanser tedavisi igin biytk bir
potansiyel barindirmaktadirlar (Plochmann ve ark. 2007). Flavonoidler meyve, sebze ve
diger bitkisel gidalarda bulunun, 6nemli kronik hastaliklarin riskini azaltan antioksidan

aktiviteye sahip fenolik bilesiklerin bir grubudur (Erlund, 2004).

Bir O-metillenmis flavon olan acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone), 0zellikle
Robinia pseudoacacia ve Turnera diffusa olmak Uzere, ayrica ¢esitli bitki, tohum ve
ciceklerde bulunmaktadir (Bhat ve ark. 2013). Acacetin'in karaciger ve kiglk hicreli
dis1 akciger kanserinde (KHDAK) apoptozisi indiikleyerek ve hicre siklistnu bloke
ederek antiperoksidatif ve antienflamatuvar, antiplazmodial ve antiproliferatif etkileri
oldugu da tespit edilmistir (Hsu ve ark. 2004a).

Tez calismamizla beraber literatiirde ilk kez kolon kanseri hiicre hatlar1 iizerinde
acacetinin antiproliferatif, antiapoptotik etkileri ayrintili olarak incelenecek olup, elde
edecegimiz sonuglarla kolon kanseri gibi 6liim oran1 yiiksek bir kanser tiirtinde etkin bir

tedavi yonteminin olusturulmasina katki saglamay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kanser

Kanser, hicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin gdzetiminden
kagcmalarina ve uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina yol agan
metabolik ve davranissal degisiklikler gegirdikleri, ¢ok basamakli bir siiregtir. TUm
diinyada kanser en sik mortalite ve morbidite sebeplerinden biridir (Merlo ve ark.
2006).

Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan yayimnlanan kanser raporunda 2011 verilerine
gore glnimiizde, koroner kalp hastaliklar1 ve inme sebepli dliimlerin toplam sayisini
kanserden kaynaklanan Oliimlerin sayis1 agmustir. 2012 yilinda diinya iizerinde 14.1
milyon yeni kanser vakasi oldugu ve 8.2 milyon kanser nedenli 6liim gerceklestigi
tahmin edilmektedir. Akciger kanseri en yaygin goriilen kanser olmakla birlikte bu
kanser tiiriinii sirasiyla gogiis, kolorektal, prostat, mide, karaciger kanserleri takip
etmektedir. Bu 6 kanser tlri 2012 itibariyle tiim kanser tiirlerinin %55’ini teskil
etmektedir. Kolorektal kanser ise kadinlarda 614.000 vaka ile %9.2°lik bir kismi igerir
ve ikinci sirada yer alir. Erkeklerde ise 746.000 vaka ile tiim kanserlerin %10’ unu teskil
ederek Uglincu kanser tipidir. Diinyada kadinlardaki kanser mortalite oranlar1 da Sekil 2-
1’de; erkeklerdeki kanser mortalite oranlar1 ise Sekil 2-2’de gosterilmistir. Kolorektal
kanser hastaligini en yiiksek oranlarda barindiran bolge Avustralya / Yeni Zelanda; en
diisiik oranlarda bu hastalig1 tasiyan birey sayisi ise Bat1 Afrika’ya aittir (Ferlay ve ark.
2015). Bu cografi farkliligin sebebi diyet, ¢evresel maruziyet ve genetik yatkinlik gibi
faktorlere dayandirilmaktadir (Ashktorab ve ark. 2009).

Kanser, Tiirkiye'de 1982 yilinda 1593 sayili Umumi Hifzissihha Kanunu'nun 57.
Maddesi  geregince  "bildirimi  zorunlu  hastaliklar  listesine”  alinmigtir
(www.turkkanser.org). Gunumuzde iilkemizde kanser insidansi hakkinda veriler

edinebilmek i¢in Kanser Erken Teshis, Tarama Egitim Merkezi (KETEM) kurulmustur.

Mevcut verilere gore, iilkemizde her yi1l 150.000 yeni kanser vakasi teshis edilmektedir.
Kanserle yasayan hasta sayisi ise yaklasik 400.000°dir. Ulkemiz agisindan en dnemli
sorun, kanser insidansmin her gegen giin yilikselmesidir ki hicbir 6dnlem alinmazsa
2030°lu yillarda yillik teshis edilen kanser sayisinin 400.000°lere kadar ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (TBMM, 2010).


http://www.turkkanser.org)/
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2.1.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler ve Kanser Tedavi Ydntemleri
Cevresel karsinojenler; maruziyetin dozu, siresi ve genetik ya da sonradan edinilen
konak oOzellikleri ile etkilesimine bagli olarak kanser olusumunda kritik etmenlerdendir
(Maru ve ark. 2016).

Karsinojenlere maruz kalma sonucunda; konak 6zelliklerine (fiziksel aktivite, obezite)
ve yasam tarzina (beslenme, tiitiin kullanimi ve alkol) bagli olarak hastalikla
sonuclanabilir. Cevresel karsinojenlerin (fiziksel, kimyasal, biyolojik) cesitli siireclerin
ve yolaklarin indiiklenmesini ya da durdurulmasini saglayarak kansere yol agmasina
karsinojenez denmektedir. Kompleks, multifaktoriyel, cok asamali, birden fazla yolagin
devreye girdigi, uzun yillar siirebilen ve inisiasyon, promosyon ve progresyon gibi en az
ic asamadan olusan bir stirectir (Weinstein, 1988).

Karsinojenlerin normal hiicrelere etkisi sonucu genomik DNA’da hasar (kritik genlerde)
meydana gelebilir ve olusan bu hasarlarin geri doniisiimii olmayan bir sekilde DNA
replikasyonu sirasinda tamiri baslar (inisiasyon). Promosyon basamaginda inisiasyona
ugramis hiicreler aktif bir sekilde ¢ogalmaya devam eder. Bu premalign timor hiicre
popiilasyonlarini olusturur. Progresyon siirecinde ise daha baska genetik degisikliklerin
eklenmesiyle birlikte tiimor hiicrelerinin yeni klonlart artan bir hizla ¢ogalir, invazif ve
metastaz yapma Ozelligi edinirler. Ayrica genetik mutasyonlar sonucunda proto-
onkogenlerin aktivasyonu veya timdr baskilayict genlerin inaktivasyonu ile timor
olusumuna sebep olacak degisiklikler meydana gelir. Genetik mutasyonlar, genomik
kararsizlik ve kronik inflamasyon gibi bir seri epigenetik olaylar normal hiicrelerin
malign timor hiicrelerine doniismesine neden olmaktadir. Tim donilisen timor
hiicreleri; siirekli aktif halde proliferasyon sinyali yayma, biiylime baskilayicilardan
kacinma, replikatif 6liimsiizliik, anjiogenez olusumunu saglama, invazyon ve metastazi

aktive etme gibi belli bash genel 6zellikler gosterirler (Hanahan ve Weinberg , 2011).

Kanserle miicadelede birincil, ikincil ve {igiinciil onleme etkinlikleri yapilir. Bunlar
arasinda en Onemlisi birincil Onlemedir, yani kanser yapict etkenin ortadan
kaldirilmasidir. Bu kapsamda tiitlinle miicadele, asir1 kilo ve obezite ile miicadele,
fiziksel aktivitenin arttirilmasi1 (Khan ve ark. 2010), gunlik sebze ve meyve tuketilmesi,
dengeli ve dogru beslenme aligkanliklarinin topluma kazandirilmasi, basta Hepatit B

olmak Uzere kanser etkisi olan enfeksiyonlarla micadele edilmesi (Plummer ve ark.



2016), alkol kullanimindan sakinilmasi, asiri giines maruziyetinden kagmilmasi tim

ulkeler icin en 6nemli mucadele stratejileridir.

Ikincil 6nlemede kanser taramalar1 vardir. Tiim diinyada taramas1 kabul edilen 3 kanser

vardir: Meme, rahim agz1 ve kolorektal kanserler.

Uciinciil énleme ise, en pahali olamidir. Burada da kanser teshisi alan hastalarin
tedavisinin en etkin seckilde yapilmasi ve yeterli palyatif bakim hizmetlerinin
sunulmasidir (TBMM, 2010).

Tedavide kullanilan sistemik toksisite yaratabilen ilaglarin normal dokulara zarar
vermeden kanserli dokuya etki edecek dozda uygulanamadigi belirtilmistir. Bu nedenle
normal dokulara zarar vermeden ilacin etkili olmasmi saglayacak kombinasyon
terapileri kullanilmasi uygun gortulmistir (Rastegar 2013).

Kemoterapinin siklikla kanser hiicrelerinde c¢oklu ilag direncinin gelismesine neden
oldugu da yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Ding ve ark. 2001)

Dogal iiriinler kemoterapide 6nemli bir yere sahiptir (Chen ve ark. 2003). Dogal
tirtinlerden koken alan yaklagik 60 tane kanser kemoterapi ilact mevcuttur (Suzuki ve
ark. 2002). Gilnumizde hicre proliferasyonunu inhibe edebilen, apoptosisi
indlkleyebilen veya sinyal iletimini dizenleyebilen ajanlar kanser tedavisinde
kullanilmaktadir (De flora ve Ferguson , 2005).

Beslenme iizerine yapilan ¢aligmalar sonucunda meyve ve sebze tiiketiminin insan
metabolizmasi iizerine koruyucu bir etkisi oldugu bulunmustur (Temple ve Gladwin ,
2003). Az miktarda meyve ve sebze tiiketen Kkisiler yiiksek miktarda meyve sebze
tiiketen kisilerle kiyaslandiginda kanser olusum orani iki kat daha yiikselmektedir (Liu,
2003) (Adom ve Liu, 2002).

2.2. Kolon Kanseri

Kolon kanseri diinya tizerinde en ¢cok gorilen kanser tirlerindendir. Her y1l 1 milyondan
fazla hastaya kolorektal kanser teshisi konmaktadir. Her y1l yaklagik yarim milyon insan
bu hastalik sebebiyle Olmektedir. Son yillarda konuyla ilgili kapsamli bir bilgi
birikimine ulagilmis ve bu bilgiler giinliik pratik tedavide kullanilmaktadir.

Amerikan kanser derneginin verilerine gore 2013 yilinda 102480 kolon kanseri teshisi
konulmustur. Yine Amerikan kanser derneginin verilerine gére 2013 yilinda 50830 kisi

kolon kanseri sebebiyle hayatini kaybetmistir. Bu rakam kanser sebebiyle gergeklesen
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Oliimlerin %9'unu olusturmaktadir. Kolorektal kanser riski yasla birlikte artmaktadir.
Kansere yakalanan vakalarin %90'inin 50 yas ve istii oldugu bilinmektedir (American
Cancer Society (ACS), 2013).

En yiiksek risk artis1 genetik temelli olsa da, KRK’lerin ¢ogunlugunu ailesel kanserden
cok sporadik vakalar olusturur (Wei ve ark. 2004). Ailesel Adenomatozis Polipozis Koli
(FAP) ve Herediter Non-polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC) ailesel kolon kanserleri
icinde en yaygin goriilenler olmalarina karsilik bunlar KRK vakalarmin %5’ten azini
olusturur (Burt ve ark. 1995). Kolon kanser gesitlerinin yiizdesel dagilimi asagidaki

dairesel grafikte verilmistir.

Sgoradik vakalar

Ailevi kolon
kanser|

Lynch Syndrome
(Hereditary
Nonpolyposis
Colorectal Cancer)

2% 1o 3%

Hamartomatous
Familial Adenomatous
Polyposis Syndromes
<0.1% Polyposis

<%

Sekil 2-3: Kolon Kanseri Cesitleri (Burt, 2000)

Kolon kanseri gelismekte olan iilkelerde kismen daha nadir goériilmekte olup, gelismis
ulkelerde ise kotl huylu tiimorler arasinda ikinci sirada yerini almaktadir. Bu geliski
bliylik capta varlikli yasam tarzi ile iliskilidir. Son yillarda yapilan calismalar bu
durumun lifli besin tiketimi (Murphy ve ark. 2012), D vitamini miktar1 (Jenab ve ark.
2010), kandaki yag orami (van Duijnhoven ve ark. 2011), vicut Kkitle indeksi
(Aleksandrova ve ark. 2013) ve hareketsiz yasam tarzi (Cao ve ark. 2015) gibi faktorler
ile ilgili oldugunu gostermektedir. Bunlarin yani sira diyette yiiksek oranda kirmizi et
bulunmas: ve 6zellikle etlerin yiiksek 1sida pisirilmesi ile kolon kanseri geligimi ile

iligkili oldugu da varsayilmaktadir (Cross ve ark. 2010).



11

Kolon kanserinin tedavisinde ¢ok sayida terapdtik ilag kullanilmaktadir. Kemo ve
radyoterapi sistemik olarak kullanildiginda veya kanserli hiicreleri éldirmek icin direkt
dokuya yonelik uygulandiginda, saglikli hiicrelere istenmeyen yan etkilere sebep olarak
zarar verir ve tedavinin etkinligini kisitlar. Bu yan etkiler sonucunda hastalarin
kanserden daha kisa bir zamanda 61diigli durumlarla karsilasilmistir.

Her bir tumér klinik seyrine, molekiler profiline, mikrogevresine ve konak-timoér
etkilesimine bakildiginda kendine 6zgii benzersiz Ozellikler barindirir. Bu nedenle
kolorektal ve diger bagka kanser tiirlerinde de siniflandirma yapmaktan kagiarak ve her
bir tiimoriin molekiiler karakterizasyonunu ortaya ¢ikarmaya yonelik ¢aligmalara devam
edilmelidir (Ogino ve ark. 2012). Bugiine kadar FDA tarafindan klinik kullanimi
onaylanan Kolorektal kanserin evre II/IIl asamasinda tan1 konabilmesinde kullanilan
yalnizca 2 molekiiler belirte¢ bulunmaktadir: 18 genin anlatimina dayanan Coloprint™
(Salazar ve ark. 2011) ve 12 genin anlatimina dayanan Oncotype Dx Colon Cancer
Test™ (Venook ve ark. 2013). Diger tani testleri heniiz uygulamaya gegirilmemis olup
daha ileri boyutta klinik caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bunun yami sira
onaylanmasi beklenen bir¢ok tami testi patoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
kullanimlarinin  gergeklesebilmesi icin hala c¢ok kompleks olup sadelestirmeleri
gerekmektedir. (Blanco ve ark. 2015).

Kolorektal kanser erken evrede teshis edildiginde biyiik ol¢tide tedavi edilebilir bir
hastaliktir. Bunun i¢cinde semptomsuz bir hastada erken evrede kanser taninabilmelidir.
Hastaligin erken teshisi i¢in toplumu bilgilendirmek ve tarama programlar1 uygulamak
gereklidir. Yapilan c¢aligmalar tarama ve izlenimin kolorektal kanser mortalitesini
azalttigin1 gostermistir. KRK taramalarin1 gergeklestirebilmek i¢in gaitadan gizli kan
testi (GGK), fekal DNA testi, ¢ift kontrast baryumlu enema (CKBE), sigmoidoskopi,
kolonoskopi, bilgisayarli tomografi ile kolonografi (BTK), kapsiil endoskopi gibi ¢esitli
yontemler mevcuttur. Bunlar i¢inde erken taniyr arttirmak igin primer olan test gaitada

gizli kan testidir (THSK).

2.3. Kolorektal karsinogenezde molekuler genetik degisiklikler

1990’da Fearon ve Vogelstein’in kolorektal kanser tiimorogenezinde rol oynayan
molekiiler diizeydeki olaylar1 agiklamak amaciyla olusturduklari model daha sonraki
arastirmalara 151k tutmustur. Fearon ve Vogelstein’in olusturduklar1 modele gore;

1- Kolorektal timorler onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ve tiimor supresor
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genlerin mutasyonel inaktivasyonu sonucunda olusurlar. 2- Malign tiimér olusumu igin
en az 4 veya 5 genin mutasyonu gerekmektedir. Daha az miktardaki degisiklikler ancak
benign tiimor olusumu igin yeterli olmaktadir. 3- Genetik degisikliklerin birbirini takip
eden bir sira iginde olustugu kabul edilmekteyse de tiimoriin biyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesinde bu genetik degisikliklerin birikimi onlarin olus sirasindan daha
onemlidir. 4- Mutant timor supresor gen heterozigot bir ortamda bulundugunda bile

fenotipik etkisini gosterme gayreti icindedir (Fearon & Vogelstein, 1990).

Kolorektal kanser gelisimine sebep olan genetik degisiklikler {¢ temel gurupta
incelenebilir; timor supresor gen aktivitesinin azalmast veya kaybolmasi,
protoonkogenlerde olusan degisiklikler, DNA onarimi (mismatch repair) ile ilgili
genlerdeki degisiklikler. Sekil 2-4’de de kolon kanseri gelisiminin molekiiler

basamaklar1 goriilmektedir.

DNA onarim genlerindeki mutasyonlar
Kromozom 5q 12p 18q21 17p
Degiigim Mutasyon veya delesyon Mutasyon Delesyon Delesyon Mutasyon (MSI)
Gen APC COX-2 k-ras DCC/Smad4 p53  TGFpBRII
Normal { Hiperproliferatif Erken J Intermediate l Geg > Karsinom
epitel epitel = adenom = adenom = adenom
e Bl
A1 7 &
5yl l )l( [ 2.5-3 yil I
ol =)
Genetik faktorler — e = = o= - - - - - - -

Sekil 2-4: Kolon kanseri gelisiminin molekiiler modeli (Dobrucali, 2007)
2.4. Kolorektal Karsinogenezisin Molekiler Mekanizmasi

2.4.1. Hiicre ici molekiiller ve gelisen olaylar

2.4.1.1. APC Geni Mutasyonu

Familyal Adenomattz Polipozis (FAP), kolorektal kanserlerin %1’inden sorumlu olan
dominant otozomal karakterde olan kalitimsal bir hastaliktir. FAP hastalar1 aileleri ile
yapilan genetik caligmalarda bu hastaliga kromozom 5q21°de konumlanan APC geninde
olusan delesyon ve anlamsiz (nonsense), ¢erceve kaymasi (frameshift), yanlis mutasyon

gibi erken meydana gelen ¢esitli mutasyonlarin sebep oldugu bulunmustur. FAP esey
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hucrelerinde ve organizmanin tiim dokularinda iki allelden birinde olusan mutasyonla
ilgilidir. Kolorektal kanser hiicrelerinde bu iki allelden biri kaybolmus olabilir ya da
somatik mutasyona ugramistir. Bu gen sporadik kanserlerin %60’ mndan fazlasinda
mutasyon tagimaktadir. FAP ile ayirt edilebilmesi i¢in diisiiniilen diger bir
mekanizmada APC genini promote eden bdlgenin hipermetilasyona ugramasidir. Bu
durumda genin transkribe olmasini azaltmaktadir.

APC geni; B-katenin seviyesi ve bundan etkilenen sinyallerin diizenlenmesi, 3-katenin
ve E-kadherin ile hiicre adezyonunun diizenlenmesi, mikrotiibiil etkilesimi ile
kromozomal stabilitenin ve hicresel gog¢ln duzenlenmesi, hiicresel hareketin
diizenlenmesi, aktin hiicre iskeletinin kontroll ile hiicresel polariteyi ve gocu diizenler,
apoptozis ve hiicre donglst komponentlerini inhibe ederek hiicre dongusini bloke

etme gibi fonksiyonlara sahiptir (Bonneton ve ark. 1996).

2.4.1.2. p53 Geni Mutasyonu (17p13.1)

Hiicre dongiisii kontrolii, replikasyon ve genomik stabiliteyi saglayan DNA tamirinde,
ayrica apoptozis aktivasyonunda ve zehirli ajanlara verilen hicresel tepkilerin
diizenlenmesinde gorev alir. Tetramerik bir protein olmakla birlikte her biri 393
aminoasitten olusan dort alt {initeden meydana gelmektedir.17. Kromozomda yer
almaktadir. 20 kb uzunlugunda olup 11 ekzon barindirmaktadir. G1/S kontrol
noktasinda bir fren gorevi goren transkripsiyonel bir regiilatordiir. Hiicre dongiisii
durdurma, senesens, farklilasma gibi gesitli olaylarda da yer almaktadir (Naccarati ve
ark. 2012).

2.4.1.3. Kolorektal Kanserde Silinen Bolge (DCC) (18921.3)

DCC geni kromozom 1821 konumunda yer alir. Hiicre membraninin her iki tarafindan
gecen 1147 aminoasitlik bir proteini kodlayan 29 ekzondan olusur. Ekstraseliiler kismi,
immunoglobulinlere benzer ekstraselller bolgeleri olan hiicre adezyon proteinleri ile
homologtur.

DCC proteini, ¢cogalma ve farklilagsma siireglerini diizenleyerek epitelyal/ mezensimal
etkilesimlere miidahale etmektedir (Nagothu ve ark. 2003).

Bu proteinin ekspresyonu kolorektal kanserlerin %50’sinden fazlasinda azalmistir ya da
hic ger¢ceklesmemektedir. DCC geninin bir timor baskilayict oldugu yapilan
caligmalarla tespit edilmistir (Klingelhutz ve ark. 1995).
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2.4.1.4. DNA Onarim Genlerindeki Degisiklikler

Bir diger molekiiler mekanizma ise Lynch sendromu ve sporadik tiimorlerin %15’ inin
sebebi olarak goriilen mikrosatelit kararsizligidir (MSI). Mismatch hata tamir sisteminin
(MMR-mismatch repair- baz eslesememesi), yoklugunda KRK olusumunu agiklar.
MMR genlerinde meydana gelen mutasyonlar genomik kararsizliga sebep olmaktadir.
Mikrosatelite kararsizligi olarak da bilinen mutator fenotipine doniismektedir. MMR
genlerindeki degisim; 6zellikle tekrarlayan dizinlerde, AA [S]NAA veya CA[CAINCA
mikrosatelite bolgesinde, yeni mutasyonlarin ortaya c¢ikmasina; tekrar bolgelerinin
genislemesi ya da insersiyon ve delesyonlarla kiigiilmesi ile mikrosatelite kararsizligina
sebep olup bu fenotipi olusturmaktadir. Bu durum bir¢ok genin inaktivasyonuna BAX
veya Kaspaz-5-genleri gibi apoptozisi diizenleyen ya da TGFBRII, WISP-3, IGFIIR
veya MMR ailesine ait MSH3 ve MSH6 gibi hiicresel blylmenin kontrol ve

diizenlenmesinde gorev alan birgok genin inaktivasyonuna sebep olmaktadir (Li, 2008).

2.4.1.5. Wnt Wnt/B-katenin yolag:

KRK’larm %90’1nda goriilen mutasyonlarin bir¢ogu bu yolagin komponentleridir. APC
ve CTNNBL1 genlerinde meydana gelen mutasyonlar, bu yolak igin ¢ok dnemlidir ve
ubikutin-protazom sistemi araciligiyla B-katenin yikimina direng olusturur. Bu durum
da B-kateninin sitoplazmada birikmesine ve nukleusa transferine yol agar. Bunun
sonucunda onkoproteinlerin anlatimi asir1 miktarda gerceklesir. Diger genlerin de
mutasyonlarma yol agarak adenomanin erken olusumuna sebep olan hiperproliferatif
fenotipi olusur. Wnt/B-katenin yolaginca olusturulan aktivasyon sadece kolorektal
karsinogenezin baslamasi i¢in degil ayni zamanda daha ileri seviyelerde malign
hiicrelerin kontroliinii de saglar. Bu 6zelligi, KRK terapilerinin gelistirebilmesi icin
arastirilan yolaklarin basinda yer almasini saglamaktadir (Scholer ve ark. 2011).

Bu yolak ayni zamanda regiilasyon, farklilasma, proliferasyon ve hiicre o6limu gibi
dolayisiyla embriyonik gelisim, biiyime ve homeostaside meydana gelen
anormalliklerle de ilgili olan siireclerde de rol oynamaktadir. Wnt proteinleri
reseptorlerle yonlendirilen sinyal transdiiksiyon yolaklarimi stimiile eden ligandlar
olarak hareket ederler. Bilinen dort Wnt sinyal yolagi bulunmaktadir: 1) kanonik veya
Wht-B-katenin yolag:; 2) Kinaz A proteini ile iliskili Wnt/Ca*? yolag1; 3) Planar hiicre
polaritesi yolagi; 4) Miyogenez ve kinaz C proteini iliskili yolak.
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En 6nemli yolak B-katenin ile iligkili olan sitoplazmik kontrol ve regiilasyonu saglayan
Wnt yolagidir. Sitoplazmik B-kateninin artmasi ile niikleusa giris baslar ve bu durum
hiicre boliinmesi, embriyonik gelisme ve morfogenez ile ilgili olan genlerin
transkripsiyonunu aktive eder. Wnt-B-katenin yolagi organ gelisimini ayarlayan ve bazi
dokularin homeostasisini siirdiiren Notch, Hedgehog, Rac/K-RAS ve mTOR gibi birgok
sayida hiicre sinyal yolag: ile iligkilidir. Ayrica Fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve
transformatif buytime faktoru beta TGF-f da aktivitelerini diizenlemek ve bazi spesifik
hiicresel sirecleri kontrol etmek icin Wnt-B-katenin ile etkilesime gecer. Bu yolaklar
nadiren tek basina ¢alisir, yolaklardan birinde meydana gelen aksaklik, kanser gelisimi
ile sonuclanabilir (Takebe ve ark. 2011).

Bu dort Wnt sinyal yolagindan, Wnt/B-katenin yolag1 kansere_sebebiyet veren hiicresel
degisikliklerden sorumlu olarak belirtilmistir. -B-kateninin malign siireclerde devreye
girmesi yapilan calismalarla ilk KRK’larda tespit edilmistir. APC proteini ile kompleks
olusturarak FAP’in karsinogenezinde rol almistir. Ayni zamanda adenomalarin
adenokarsinomalara doniisiimii KRAS, p53 ve Smad4 gibi onkogen ve tiimor baskilayici
genlerdeki mutasyonlarin birikimiyle gerceklesmektedir. APC geninin yoklugu B-
kateninlerin  kararsizligma sebep olur bu durum da epitelyal hiicrelerin
transformasyonlari ile sonuglanir (Raskov ve ark. 2014). Sekil 2-5’de WNT/beta-katenin

yolagi sematize edilmistir.
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Sekil 2-5: WNT/beta-katenin yolag (Suzuki ve ark. 2015)

2.4.1.6. E-kadherin and a-katenin

Kadherinler tiimor baskilayict hiicre adhezyon molekiilleridir. E-kadherin grubu hiicre
adhezyon molekiillerinin ekspresyonlarinin baskilanmasi tiimoér gelisimini tetikler
(Moran ve ark. 2010).

E-kadherin/ beta-katenin kompleksi uzak metastazin olup olmadigina dair dnemli bir
ongoricudir. Epitelyal kadherin (CDH1 geniyle kodlanan E-kadherin) ekspresyonunda
olusan bir aksaklik, epitelyal-mezenkimal transizyon (EMT) ile birlikte meydana gelir,
ki bu durum tiimér gelisimi ve metastazda 6nemli bir kilit noktadir. EMT ¢ok kompleks
ve ¢ok degiskenli bir siiregtir. WNT/beta-katenin, TGF-beta, TNF-alfa, RAS, ILK
(integrin bagh kinaz), NF-kappa beta, HIF, AKT veya EGFR gibi bir¢ok sinyal yolagi
ile iliskilidir (Bezdekova ve ark. 2012).

E-kadherin ekspresyonunun azalmasinin etkisi mide, meme, tiroid, hepatoselilar
karsinoma ve bunun yanisira gibi bir¢ok kanserde oldugu gibi kolon kanserinde de
tanimlanmigtir (Chen, ve ark 2012).

Bircok durumda KRK, ras proto-onkogen mutasyonu ile ilgili olan hiperplastik polip
olusturan ve APC geninde olusan mutasyon ile ilgili olan (sporadik vakalarin %80’inde

bulunmaktadir) olmak {izere iki tipi olan ACF hiicreleri gibi progenitor hiicrelerinde



17

meydana gelen degisiklikler sonucu olusur (Tsanou ve ark. 2008). Bu degisiklikler,
APC/ beta-katenin yolagi inaktivasyonu gozlendigi yerde E-kadherin grubu
ekspresyonu degisiklikleri ile erken asamalarda meydana gelirler. E-kadherin grubunu
kodlayan genlerin ekspresyonundaki degisiklikler ile, primer neoplasm hiicrelerinin
adhezyon Ozelliklerini kaybettigi bolgede metastaz potansiyellerinin artmasiyla olgun
timoriin olusumu siirecinde de devreye girerler (Lorenc ve ark. 2015). Genel itibariyle

kolon kanserinde gortlen somatik mutasyonlar Sekil 2-6 ‘da verilmistir.

AKT1 <1-6%

= KRAS
_ANRAS
" BRAF
"PTEN
" AMADS
»PKICA
»ACTY

1-6%

Sekil 2-6: Kolorektal Kanserde Gérilen Somatik Mutasyonlar (Lo ve ark. 2016)

2.4.1.7. BRAF, NRAS, VEGF genleri

BRAF geni 7. kromozomun uzun kolunda yer alir (7q34). MEK/ERK sinyal yolu
transdiiksiyonunu yonlendiren RAS ailesine ait sitoplazmik serin/treonin kinazi kodlar.
Bu yol hiicre biiylimesi, farklilagma ve apoptozis olusumu gibi olaylarin
duzenlenmesinde ¢ok 6nemlidir. RAS ailesi genleri: HRAS, NRAS ve KRAS (Kirsten rat
sarcoma) neoplazilerde en sik degisime ugrayan onkogenlerdendir. KRAS onkogeni
PI3K/ PTEN/ AKT ve RAF/ MEK/ ERK sinyal yolaklarinda yer alr. Insan
timorlerinde RAS mutasyonlarinin %85’ KRAS mutasyonudur (Arrington ve ark.
2012). Bunun yaninda NRAS mutasyonlar1 %15 ve HRAS mutasyonlar1 ise yalnizca
%0.12-1 aras1 bir oran1 olugturmaktadir. Siklikla KRAS mutasyonlar1 olmak iizere RAS
geni kolon, pankreas, akciger tiimorleri i¢in spesifiktir. Bu genlerce kodlanan proteinler
21Kd (p21) protein yapisinda olup GTPaz aktivitesine sahip olup hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasi sinyal yolaklarinda rol alirlar. Bu gende meydana gelen mutasyon akciger

kanserlerinin %30’unda, kolon kanserlerinin %40’inda, pankreas kanserlerinin
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%80’inde ve tiroid kanseri vakalarinin %55’inde olmak {izere malign tiimorlerin
gelisiminde en yaygin goriilen genetik olaydir. Bu gende meydana gelen mutasyonlarin
yaklagik %90’1 ilk ekzonun spesifik bdlgesinde, %80 oraninda 12. kodonda %20
oraninda ise 13. kodonda yer almaktadir (Makrodouli ve ark. 2011). RAS ve PIK3CA
sinyal yolaklar1 Sekil 2-7’de goriilmektedir.

Antikor

\— Biiyime Faktérleri
RTK \

Veer fenid <
m::‘::’;’:: } :]mx 13K inhibitérleri

LGX818

Trametinib 2 coe ’
MEX162 @ ' AXT ] AKT inhibitéeleri
cobimetinit

ERX Inhibitors | mTOR mTOR Inhibitorler

DX inhibitorlen

Hucre Buyumesi, Cogalmas: ve Hayatta Kalmas

Nukleus

Sekil 2-7: RAS ve PIK3CA sinyal yolaklar: (Lo ve ark. 2016)

Vaskuler Endotelyal blyiime faktorti (VEGF) geni insan kromozomu 6p21.3 bdlgesinde
yer alir. Sekiz ekzon ve yedi intron barindirir ve yaklasik 14kb uzunlugunda kodlama
bolgesi igermektedir. Tiimorler ile ilgili hiicreler neovazkiilarizasyonu olusturan endotel
hiicreleri ve perisitlerdir. Timor hiicreleri tarafindan iretilen sitokinlar ve biylime
faktorleri tiimor mikrogevresi icerisinde biiylimesi i¢in optimal sartlar1 olusturur.
Stroma hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler hiicrelerin malign davraniglarini
etkiler. Proenflamatuvarlar interlokin 4 (IL4) ve interlokin-1 (IL1), VEGF ve tumor

blyime faktorleri (TGF-B-1,-2,-3) ve reseptorleri 6limsizlik, timor buyimesi ve
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metastaz ile baglantili ¢esitli sinyal yolaklarin1 aktive eden genlerin transkripsiyonunu
tesvik etmektedir (Martin ve ark. 2014).

Hipoksia, VEGF geni ekspresyonunun baslica regiilatoriidiir. Oksijen basincinin
azalmasi, hipoksiyle indiiklenen faktor (HIF1) transkripsiyon faktorii aracilifiyla VEGF
geni transkripsiyonunun artigima sebep olur. Hipoksi timor gelisiminde belirleyici bir
kademedir. Timor gelisiminde HIF1 transkripsiyon faktort, IL-6, TGF-B ve VEGF
faktorleri ile bir araya gelir. Kolon kanserinde IL-6 seviyesi ve HIF1a artisi etkilesimi
proanjiojenik VEGF izoform ekspresyonunu indikler. Bu durum da timor
proliferasyonunu, apoptozisden kagisi ve tiimor hiicrelerinin go¢iinii tesvik eder (Arvelo
ve ark. 2015).

Tiim bunlara ek olarak kolon kanserinde goriilen onkogen ve tiimor baskilayict gen

mutasyonlar1 ve tipleri, degisim oranlar1 tablo 2-1’de detayli bir sekilde verilmistir.

Tablo 2-1: Kolon Kanserinde Gorilen Mutasyon Turleri (Akyol, 2014)

Gen Mutasyon Tipi Tahmini degisiklik siklig1

Onkogenler

KRAS Nokta mutasyonu (12,13,61 40% (mutasyonlarin %75’inden
kodonlar1) fazlas1 12. kodonda)

NRAS Nokta mutasyonu (12,13,61 <5%
kodonlari)

PIK3CA Kinaz aktivitesini artiran nokta 15-25%
mutasyonlari

BRAF Kinaz aktivitesini artiran nokta 5-10% (CIMP pozitif KRK ile
mutasyonlar (V600E gibi) iliskili mutasyonlar)

EGFR Gen amplifikasyonu 5-15%

CDK8 Gen amplifikasyonu 10-15 %

CMYC Gen amplifikasyonu 5-10%

CCNE1 Gen amplifikasyonu 5%

CTNNB1 N ucundaki cerceve ici delesyonlar1 | <5%
ve nokta mutasyonlari sabitleyici

NEU(HERZ2) Gen amplifikasyonu <5%
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MYB Gen amplifikasyonu <5%

Tumor

Baskilayici

Genler

p53 Nokta mutasyonu, allel kaybi 60-70% (nokta mutasyonlarin
%95’inden ¢ogu missense)

APC Cerceve kaymasi, nokta mutasyonu, | 70-80% (neredeyse timii

delesyon ve allel kayb1 kesilmis protein sebep olur)

FBXW?7 Nonsense, missense, delesyon 20%

PTEN Nonsense, delesyon 10%

SMAD4 Nonsense, missense ve allel kaybi 10-15%

SMAD2 Nonsense, missense ve allel kaybi 5-10%

SMAD3 Nonsense, delesyon 5%

TGFpBIIR Cerceve kaymasi, nonsense 10-15% (%90’ MSI-H
KRK’larda)

TCF7L2 Cerceve kaymasi, nonsense 5% (MSI-H ve MSS olmak tizere
her iki KRK tiirtinde)

ACVR2 Cerceve kaymasi 10% (mutasyonlarin %80’inden
fazlas1 MSI-H KRK’larda)

BAX Cerceve kaymasi 5% (siklikla bir allel yaklasik

%50 oraninda MSI-H KRK’larda)

MSI-H KRK: Yiksek oranda mikrosatelite kararsizligi gosteren kolorektal kanser
MSS KRK: Mikrosatelit stabilitesi olan kolorektal kanser

2.4.2. Genomik ve Epigenomik Kararsizlik ve Kromozomal Degisiklikler

2.4.2.1. Kromozomal Kararsizhk (CIN)

KRK’larm %70-85’1 CIN araciligiyla gelisir. CIN yolagi molekiiler sapmalar yapisal ve

sayisal kromozomal anormalliklerinin birikimiyle olugmaktadir. CIN yolagi APC

mutasyonu, KRAS onkogeni mutasyonu, bir tiimor baskilayici olan TP53 genini

iceren18q kromozom kayb1 ve 17p kromozomu delesyonu ile iliskilidir. APC’de

meydana gelen patojenik mutasyon APC proteini ile B-katenin baglanmasini engeller.
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APC- B-katenin baglanmasi Wnt yolagini baskilar. APC mutasyonu kolonik kanser
vakalarinin %60’ 1ndan rektal kanserlerin ise yaklasik %82’sinde saptanmistir (Jass ve
digerleri, 2002).

KRAS (12p12) CIN yolagindaki bir diger dnemli gendir. KRAS mutasyonlar1 KRK
vakalarinin yaklasik %35-42’sinde bulunmaktadir. KRAS, sadece CIN yolagina 6zgii
bir gen degildir ayn1 zamanda CIMP yolaginda da 6nemli bir yere sahiptir.

DCC, SMAD2 ve SMAD4 18g21.1 kromozomunda konumlanmistir ve bu bdlgedeki
allelik kayip, KRK vakalarinin neredeyse %60’inda bulunmaktadir. SMAD2 ve SMADA4,
apoptosis gibi buyumenin duzenlenmesinde gorev alan sireclerde énemli olan TGF-3
sinyal yolaginda gorev alir.

TP53 geni de CIN yolagi i¢in 6nemli olup KRK’larin %350-75’inde fonksiyon

bozukluklarina rastlanmistir.

2.4.2.2. Mikrosatellit Kararsizhgi (MSI)

Bir diger 6nemli genomik kararsizlik MSI’dir. Mikrosatellitler, tutarsizliklarla baglantili
olan genom igerisine yayilmis niikleotit tekrar dizileridirler. DNA polimeraz 6zellikle
bu kisa tekrar dizilerini kopyalarken hata yapmaya ¢cok meyillidir. Bu sebepten hata
tamir (MMR) disfonksiyonu MSI ile sonu¢lanir. Hata tamir sistemi; spesifik partner
proteinleriyle fonksiyonel heterodimerler olusturan MLH1, MLH3, MSH2, MSHS3,
MSH6, PMS1 ve PMS2 gibi en az yedi proteinden meydana gelir (Hoeijmakers, 2001).
MLH1 ve MSH2 hata tamir mekanizmasi i¢in ¢ok 6nemlidir ve bes fonksiyonel
heterodimerik protein olustururlar (MSH2-MSH3; MSH2-MSH6; MLH1-PMS1;
MLH1-PMS2; MLH1-MLH3). MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 mutasyonlari
HNPCC’lerin hepsinde mevcuttur. MSI genetik hatalarda biiylik bir artisa sebep
olmaktadir. Ayrica kolorektal kanser ile baglantih MSH3, TGFBR2, BAX, CASP5,
MSH6, CTNNB1, APC, IGF2 ve E2F4 gibi genlerde mikrosatellitler mevcuttur
(Worthley ve Leggett, 2010).

2.4.2.3. CpG Adacik Hipermetilasyonu (CIMP)

CIMP yolag1 sporadik KRK vakalarinda en 6nemli ikinci yolaktir. Sporadik vakalarin
yaklasik %15’inde goriilmektedir. CIMP yolagi, MLH1 gibi tiim6r baskilayici genlerin
ekspresyonunu epigenetik olarak inaktive olmasiyla sonuglanan, promotor bolgelerinin
metilasyonunu gergeklestirerek, sporadik kanserler icin gerekli olan epigenetik

kararsizlig1 saglar.
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CIMP pozitif KRK’lar 6ncii lezyonlar agisindan diger yolaklardan ayrilirlar. CIN yolag:
araciliiyla olusan KRK’lar ve ayrica HNPCC adenomat6z poliplerden koken alirken,
CIMP yolag: ile olusan KRK’lar sesil serrated adenom patolojik Onciilerden kdken

alirlar (Lino ve ark. 1999).

2.5. Kolon Kanseri Tedavi Yontemleri

Kolorektal kanser i¢in en yaygin tedavi sekli ameliyattir. Yayilmamis kanserler i¢in
ameliyat tedavi edici olabilmektedir. Kanserin bagirsagin derin i¢ kisimlarina niifuz
ettigi ya da lenf nodlarmma yayildigi bir¢cok hastaya ameliyat oncesi ya da sonrasi
kemoterapi, yalniz bagina ya da radyasyon ile birlestirilerek uygulanir. Kolon kanserinin
erken teshisinde ve yerinin belirlenmesi durumunda vakalarin %901 bes yil hayatta
kalabilmektedir. Bununla birlikte kolorektal kanserlerin %39'u bu asamada tespit
edilebilmektedir. Eger kanser yakin organlara ve lenf nodlarma si¢radiginda tani
konmus ise vakalarin bes yillik sag kalimi %70'e, uzak organlara sigradiginda tani
konmus ise %12'e diismektedir (ACS, 2013).

Tedavide farmasotik bitkilerin kullanilmasi biiylik bir 6neme sahiptir (Hamedeyazdan
ve ark. 2012). Kanser tedavisinde bitkilerin kullanilmasi modern tibbin temelini
olusturmakta ve yeni ilaglara biiyiik bir kaynak saglamaktadir (Suttana ve ark. 2010).
Kolsisin, vinka alkaloidleri ve taksol gibi bilesimlerin dogal kanser Onleyici bilesimleri
olarak tanimlanmasi ve izole edilmesi, bilim insanlarim kanser hiicre hatlar1 tizerinde
bitki tiirlerinin farkli kisimlarini incelemeye tesvik etmistir (Saravi ve ark. 2013)
Kemoterapi ilaglarmin tek basina yiiksek dozda ya da uzun siirelerle kullanilmasi
sistemik birikime yol agarak olumsuz yan etkiler olusturur. Bu olumsuz yan etkilerini
engellemek amaciyla ¢esitli kombinasyon kemoterapi arayislar1 ortaya ¢ikmistir.
Kombinasyon terapilerinde kullanilmak amaciyla bitkisel kaynakli kimyasal bilegikler

arastirmalarin konusu olmustur (Riddick ve ark. 2005) (Jin ve ark. 2010)

2.6. Flavonoidler

Kardiyovaskiiler hastalik (KVH), diyabet ve kanser gibi kronik hastaliklar bir¢ok
insanin Oliimiine ve sakatlifina sebep olan diinya ¢apinda saglik sorunlaridir. Sebze,
meyve ve tahillar bu hastaliklara kars1 koruyucu etkiye sahiptirler. Bu koruyucu etkiyi
saglayan bilesikler; meyve, sebze ve tahillarin iglerinde bulunan bioaktif, besin degeri
icermeyen fitokimyasallardir. Bu zamana kadar yaklasik 10,000 fitokimyasal saptanmis
olup biiyiik bir kismi1 da kesfedilmeyi beklemektedir (Zhang ve ark. 2015). Gidalarda
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bulunan bu fitokimyasallarin saglik iizerindeki olumlu etkilerini anlayabilmemiz i¢in ise
bilinmeyen kismin agiga kavusturulmasina ihtiyag¢ vardir.

Fitokimyasallar; karotenoidler, fenolikler, alkaloidler, nitrojen igeren bilesikler ve
organosiilfiir bilesikleri olarak simiflandirilabilir. En ¢ok arastirilan fitokimyasallar;
fenolikler ve karotenoidlerdir (Hollman ve Arts, 2000).

Fenolikler bir ya da birden fazla hidroksil grubu iceren bir ya da birden fazla aromatik
halkadan olugmaktadir. Fenolik asitler; basit fenoller, fenilpropanoidler, flavonoidler,
benzoik asit tlrevleri, lignanlar, ligninler, stilbenler, kumarinler ve taninler olarak
kategorize edilir (Sak, 2014). Fenilpropanoidler Sekil 2-8’de gosterildigi gibi lignin ve

diger fenolik bilesiklerin 6ncii maddesi olarak gorev alir.
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Sekil 2-8: Fenilalaninden fenilopropanoidler, flavonoidler, tanninler ve diger fenoliklerin
iiretimi (Otles, S, 2005)

Flavonoidler, meyvelerde, bitkilerde ve diger bitkisel iriinlerde bulunan antioksidan

aktiviteye sahip bilesiklerdir. Ozellikle bitkilerin yaprak ve giceklerinde olmak Uizere
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tiim kisimlarinda bulunmaktadir. Bugiine kadar 4000°den fazla flavonoid tanimlanmigtir
(Liu, 2004).

Flavonoidlerin gilivenilir ve kolay elde edilebilir olmalar1 kemoterapi veya ilgili ajanlar
icin klinik kullanim i¢in ideal olmalarmi saglamaktadir (Szliszka ve ark. 2011)
(Ninomiya ve ark. 2013). Kanser terapisinde kullanilan yapay olarak iiretilen ajanlarin
hemen hemen hepsinin normal hicrelere toksik etkileri cok ylksektir. Ciddi hasarlara
sebep olmaktadirlar (Gupta ve ark. 2001). Ideal antikanser ajanmnin normal kanser
hiicrelere ters etkisi minimal dizeyde, timdor hicrelerine olan 6lddrici etkisi ise

maksimum diizeyde olmalidir.

2.6.1. Flavonoidlerin yapis1

Flavonoidler bitki sekonder metabolitleridir. En az bir hidroksil substituenti tasiyan
fenilkromanon yapilarina (C6-C3-C6) gore kimyasal olarak siniflandirilirlar. Doyma
seviyeleri ve merkez piran halkalarindaki farkliliklarla flavonoller, flavonlar, flavanoller
(katesin), flavononlar, antosiyanidinler ve izoflavonoidler olarak siniflandirilirlar (Sekil
2). Flavonoidler dogada siklikla glikozillenmis veya esterlesmis formlarda
bulunmaktadir. Gida iglenmesinin bir sonucu olarak aglikonlar halinde de
bulunabilmektedir (Hollman ve Arts, 2000). Ayrica flavonoidlerin ve stilbenlerin

kimyasal doniisiimleri Sekil 2-9°da yer almaktadir.
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Sekil 2-9: Fenil propanoidler (coumaryl CoA) ve malonil CoA’dan flavonoidlerin ve
stilbenlerin dretimi (Shahidi ve Naczk, 2005)

Belli bagl fitokimyasallar arasinda apigenin, luteolin, kafeik asit, kafeik asit fenetil
ester (KAFE), chrysin, galangin, pinocembrin, pinobanksin, ginestein, hesperidin ve
quercetin, kaemfereol, myricetin, isorhamnetin gibi polifenolik bilesikler olan

flavonoidler yer almaktadir. Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2-10’da verilmistir.
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Sekil 2-10: Flavon, flavonol ve flavanonun yapisi (Stefova ve ark. 2003)

2.6.2. Flavonoidlerin metabolizmasi ve biyoyararlanimi

Flavonoidler genel olarak iki benzen halkasinin (A ve B) oksijen igeren bir piren halkasi
(C) ile baglanmasi ile olusmaktadir (Otles, 2005). Oksidatif hiicre hasar olusumunu
engelleyen kanser dnleyici etkiye sahip serbest radikal ¢opculerdir (Howells ve Manson,
2005).

Bu fenolik bilesikler ksenobiyotik metabolizmasi enzimleri ile etkilesime gecebilir (Ben
Sghaier ve ark. 2011), sinyal iletimindeki kinazlar1 inhibe edebilir, Ostrojen tip 2
baglanma noktalar1 ile etkilesebilir (Benavente Garcia ve Castillo, 2008) ve gen
ekspresyon kaliplarini degistirebilirler (Cai ve ark. 2011).

Bu bilesiklerin molekiiler biiyiikliikleri, polariteleri, c¢oziintirliikleri farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar flavonoidlerin, biyoyararlanimlarin1  ve farkli
makromolekiiller, hiicre i¢i organeller, hiicreler, organlar ve dokular i¢inde dagilimini

etkiler.

2.6.3. Flavonoidlerin etkileri
Flavonoidler, serbest radikal elektronlarinin transferini gergeklestirerek, metal selatlama

aktiviteleri ile, antioksidan enzimlerini aktive ederek, alfa tokoferol radikallerini
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azaltarak ve oksidazt inhibe ederek organizmadaki koruyucu etkilerini
gostermektedirler (Heim ve ark. 2002).

Tomilr nekrozis faktort alfa stimilasyonu, hicre proliferasyonunun inhibisyonu,
apoptoz indiklenmesi gibi bircok sinyal yolagimni degistirebilme 6zelliklerinden dolayi
antikanserojen Ozelliklere sahiptirler.

Oksidatif hasarin azalmasi, karsinojenlerin inaktivasyonu, hiicre farklilasmasinin
Olusumu, timor anjiogenezinin bozulmasi, metastazin baskilanmasi flavonoidlerin
antikanserojenik aktiviteleridir (Kanno ve ark. 2005).

Flavonoidlerin hiicre gelisimini hiicre dongtisuniin birden ¢ok evresinde durdurabilme
Ozelliginde olduklarmi Neves ve arkadaglar1 yaptigi ¢alismalarla ortaya c¢ikarmistir

(Neves ve ark. 2011).

2.6.3.1. Acacetin

Bir O-metillenmis flavon olan acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone), 6zellikle
Robinia pseudoacacia ve Turnera diffusa bitki tirlerinde, ayrica ¢esitli bitki, tohum ve
ciceklerde bulunmaktadir. Cesitli flavonoidlerin in vitro olarak T hicreli l6semi,
bobrek, akciger, mide prostat, mesane, melanom, osteosarkom, meme ve lenfoid kanser
tlrevli hiicre hatlar1 gibi birgok kanser tiiriine antianjiojenik ve antikanserojenik etkisi

oldugu bilinmektedir. Sekil 2-11’de acacetinin yap1 formiiliine yer verilmistir.

OCHj

Sekil 2-11: Acacetin yap1 formiilii

Acacetin tarafindan indiiklenen hiicre 6liimii niiklear morfolojideki degisimler ile, DNA
fragmantasyonu ile ve hiicre morfolojisi ile karakterizedir. Acacetin'in apoptozisi
indukleyerek ve hiicre siklustini bloke ederek antiperoksidatif ve antienflamatuvar,
antiplazmodial ve antiproliferatif etkileri oldugu da tespit edilmistir (Hsu ve ark. 2004a)
(Hsu ve ark. 2004b). Acacetinin, NFxB, p44/42 MAPK ve PI3K/Akt aktivasyonunu

bloke ederek bunun sonucunda iNOS ve COX2 ekspresyonlarinin inhibisyonuna sebep
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olarak LPS ile tetiklenen enflamasyona karsi korudugu bulunmustur (Pan ve ark. 2006).
Bu sebeplerden acacetinin, tiimorogenez iliskili enflamasyona karsi potansiyel bir
kemoterapi ajani olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda MLK3/MKK3/6 ve p38’i
iceren mitojen aktivasyonlu protein kinaz sinyal iletimini diizenledigi de yapilan

calismalarla tespit edilmistir (Chien ve ark. 2011).

Acacetinin B halkasindaki metoksil grubu apigenin yapisina benzer olmakla birlikte
ATP baglanma bolgesinin bir kompetitif inhibitdriidiir ve TPA ile tetiklenen fibroblast

hiicresinde protein kinaz C aktivitesini inhibe eder.

Acacetinin biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri genis capta ortaya konulmasina
ragmen, antienlamatuvar ve antikanserojenik etkilerinin hangi mekanizmalarla meydana

geldigi heniiz tam manasiyla aydinlatilamamaistir.

Acacetin’in kolon kanseri HCT 116 ve HT-29 hcreleri tzerine olan etkisine dair bir
bilgi bulunmamaktadir. Sitotoksik etki olusturdugu sonucu elde edildigi takdirde
acacetinin HCT 116 ve HT-29 hcrelerinde hangi molekiler mekanizmalar (izerinden

bu etkiyi olusturduguna dair ¢aligmalar siirdiiriilecektir.

Yapilan literatiir taramalar1 ¢caligmalarinda acacetin flavonoidinin kolon kanserinde olan
etkinliginin heniiz arastirilmadigi saptanmistir. Arasgtirmamizin 6zgiinligi bu temele

dayanmaktadir.

Yapilacak caligma acacetinin HT-29 ve HCT 116 insan kolon tiimdr hiicre hatlarinin

gelisimini azaltic1 ve apoptozunu arttirici etkisinin olup olmadigini anlamak tizerinedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
Acacetin (00017) Sigma Aldrich firmasindan, hiicre kiiltiir ¢aligma sartlarini1 saglayacak

sekilde temin edilmistir.

Amerikan Hucre Kulttr Koleksiyonu (ATCC, LGC Standarts) firmasindan temin edilen
HCT 116 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlarin1 yetistirmek icin McCoy’s S5A
Modifiye besiyeri kullanilmistir. Saglikli kontrol grubu MRC-5 hiicre hatlarim
yetistirme ortami olarak da RPMI-1640 (Lonza, BE12-918F, L-Glutamin) ve fenol red
icermeyen besiyeri kullanilmistir. Beslenme ortamlar: igin fetal sigir serumu (FBS,
sicaklik inaktif, Gibco, 10437028) ve penisilin-streptomisin (Gibco, 15140122)

eklenerek hazir hale getirilmistir.

MRC-5 alt kiiltiir islemleri i¢in %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco, 25200072) ve DPBS
olarak Ca*?/Mg*? igermeyen (Gibco, 14190367) kullanilmustir.

Hiicre canlilik tayinini saptamak amaciyla WST-1 (Roche, 11644807001) Kkiti
kullanilmistir. Acacetinin olusturacagi apoptotik aktivitenin belirlenebilmesi i¢in kaspaz
3 (kolorimetrik, BioVision, K106-100) ile Annexin V (apoptoz deteksiyon, Merck
Millipore, MCH100105) kitleri ile ¢calisilmistir.

3.1.2. Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3-1" de verilmistir.
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Tablo 3-1: Deneyde kullanilan cihazlar
Cihaz Listesi

CO2 Iinkiibatorii (New Brunswick)

Isik Mikroskobu (Leica)

Otomatik Hiicre Sayaci (Life Technologies)

Laminar Kabin (Fast Safe Elit)

Vorteks

Santrifiij (Beckman Coulter)

ELISA Okuyucu (Spektrofotometre 6lglimleri igin) (ThermoScan,
Thermo)

Su Banyosu

Buzdolabi

Sivi Azot Tanki

Otoklav

Flow Cytometry (Annexin i¢in) (Muse Flow)

3.2. YOntem

3.2.1. HT-29 Hiicre Hatti

HT-29 hiicre hatti, 44 yasinda bir kadindan izole edilmis kolorektal
adenokarsinoma hticreleridir. HT-29 hiicre hatti, daha énce 1. U. Bap 39247 numarali
proje ile ATCC firmasindan temin edilip yetistirilerek dondurulan pasajlardan
kullanilan hiicrelerdir. Biiylime ortamlar1 McCoy’s 5A besiyeri igerisine %10 FBS, %1
Penisilin Streptomisin ilave edilerek hazirlandiktan sonra, hiicreler i¢in uygun biiyiime

kosullar1 olan %5 COz2ve 37 °C sicaklik saglanarak biiyiilmiistiir.

3.2.2. HCT 116 Hiicre Hatt1

HCT 116 hiicre hatti, yetiskin bir erkekten izole edilmis kolorektal karsinoma
hiicreleridir. HCT 116 hiicre hatt1 daha once 1. U. Bap 39247 numarali proje ile ATCC
firmasindan temin edilip yetistirilerek dondurulan pasajlardan kullanilan hiicrelerdir.
HCT 116 biiylime ortam1 da HT-29 ile ayn1 olup McCoy’s 5A medium igerisine ayni

sekilde %10 FBS, %1 Penisilin Streptomisin ilavesiyle uygun ortam saglandiktan sonra,
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CO2 igin %5 ve sicaklik i¢in 37 °C saglanarak uygun ortamlarinda biiyiimeleri

saglanmistir.

3.2.3. MRC-5 Hiicre Hatt1

MRC-5 hiicre hatti ATCC firmasindan saglanmistir Karakteristik olarak
fibroblast yapida olan saglikli akciger hiicrelerinden derive edilmistir. Saglikli hiicreler
tizerindeki acacetin etkisinin degerlendirilmesi amaciyla MRC-5 hatt1 caligilmistir.
Biiyiime ortami i¢in RPMI-1640 medium igerisine %10 FBS ve %1 Penisilin
Streptomisin ilavesiyle hazirlanan besiyeri i¢inde, %5 CO2 ve 37 °C sicaklik

kosullarindaki inkiibatorde yetistirilmistir.

3.2.4. Hiicre Ekim Islemleri

Hiicre hatlarinin bulundugu kryotiipler soguk saklama ortamlarindan alinip,
kademeli olarak dnce -20 °C dolapta bekletildikten sonra, 37 °C su banyosunda yaklagik
2 dk. kadar ¢oziiliinceye kadar bekletilmistir. Hiicre kiiltiirli i¢in gereken steril sartlar
altinda ¢alisma ortami olan laminar kabin igerisine alinmistir. 15 ml falkonlar igerisine 5
ml taze besiyeri eklenip, kryotuplerde bulunan 1 ml hacimdeki hicreler bu falkonlarda
santrifiij iglemi i¢in 1500 rpm hizda 5 dk. durduktan sonra, silipernatant
uzaklastirilmistir. Pellet 1 ml taze medium ile homojenize edilip sayim igin 10 pl hiicre
miktarina karsilik 10 pl trypan blue boyama solusyonu ile etki edilerek, Countless Cell
Counter hiicre saymm cihazinda &lgiimleri yapildiktan sonra 25 cm? boyutundaki

flasklara hiicre ekimleri gerceklestirilmistir.

3.2.5. Alt Kiiltiir islemleri

Hiicreler biliylime ortamlarinda yetersiz besin miktar1 veya ph degisimlerine
bagli olarak istenen miktarda biiyiiyemez, hiicre kayb1 meydana gelebilir. Bu nedenle
belirli araliklarla mikroskop altinda ve renk degisimlerine flask ylizeyinden bakilarak
yapilan kontrollerle hiicre ortamlar1 2-3 giinde bir degistirilmistir. HT-29, HCT 116 ve
MRC-5 hiicre hatlar1 adherent 6zellik gosterir ve flask yiizeyine tutunarak gelisme
ozelliginde oldugundan medium degisiminde besiyeri, aspirasyon ydntemiyle
uzaklastirilmig, flaska ayni miktardaki taze mediumdan eklenmistir. Hiicreler biiyiiyiip,
istenilen morfolojik 6zellikleri gosterdiklerinde ve zeminde daha fazla hiicre geligimi
icin alan kalmadiginda alt kiiltiir islemine alindi. Alt kiiltiir islemi i¢in 6nce besiyeri

ortami1 aspirasyon ile uzaklastirildi. Ardindan DPBS ile yikanan flask zemini, Tripsin-
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EDTA eklenmesinin ardindan 5 dk. boyunca %5 CO2 ve 37 °C inkiibatér ortaminda
bekletildi. Laminar kabine alinan flasklar, taze mediumla yikanip kaldirma isleminin
ardindan falkonlara almarak, 1500 rpm. 5 dk santrifiij edilmistir. Sayimlar1 yapilan HT-
29, HCT 116 ve MRC-5 hiicreleri, uygun sayidaki flaska boliinerek islem

tamamlanmistir.

3.2.6. Hiicre Dondurma islemleri

Daha sonra calisilacak hiicrelerin dondurma islemleri i¢in tipki alt kiiltiir
asamalar1 santrifiij islemi dahil olmak iizere gerceklestirildi. Santrifiij asamasindan
sonra falkondaki siispanse sivi uzaklastirilip, pellet iizerine dondurma mediumu 1 ml
eklenerek yeni kryotiipler icerisine alinmigtir. Dondurma mediumu igerigi %90
oraninda MRC-5 hiicre hatti i¢in RPMI-1640 besiyeri; HT-29 ve HCT 116 hiicre hatlar1
icin de McCoy’s 5A besiyeri olmak tizere %10 oraninda da Dimetilsiilfoksit (DMSO)
bilesenleriyle hazirlandi. Kryotiipler i¢ine almman 1 ml hiicre, dondurma isleminin
hiicrelere zarar vermesini 6nlemek icgin ilk olarak -20 °C’ de 1 saat, -80 °C’ de 24 saat

bekletildikten sonra -196 °C azot tankinda muhafaza edilmistir.

3.2.7. Acacetin Soliisyonu Hazirlama islemi
Acacetin ticari olarak alimip, DMSO igerisinde ¢oziilerek, 10 mM stok
konsantrasyon hazirlanarak, deney i¢in secilen farkli konsantrasyonlara (5, 10, 25, 50,

100 uM ) gore tiim adimlarda tekrarlanarak hazir hale getirilmistir.

3.2.8. WST-1 Hiicre Canlilik Tayini

WST-1 testi aktivitelerini surddren, 0Ol olmayan hicreler (zerinde
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin ¢aliymasiyla WST-1 tuzlar1 olusturmasi
mantigini benimser. Calismamizda HT-29 ve HCT 116 hiicre hatlar1 ile MRC-5 saglikli
kontrol hiicre hatlar1 iizerinde acacetinin canliliga etkisini incelemek {lizere WST-1
deneyleri yapilmistir. Her hiicre hatt1 icin 96 kuyucuk i¢eren platelerdeki her bir kuyuya
0,1 x 10° sayida hiicre ekilmis olup, ilk siraya acacetin dozu verilmeden kontrol amagh
olarak sadece hiicre birakilmis, diger siralar belirlenen dozlarda (5, 10, 25, 50, 100 uM)
acacetin hiicrelere eklenerek, 24, 48 ve 72 saat zaman dilimleri boyunca inkibatorde
bekletilmislerdir. Her zaman dilimi dolan plate igerisindeki hiicre ekimi yapilan tiim
kuyulara bu kez 10 ul WST-1 cozeltisi eklenerek 37 °C’de 4 saat slre icin inkibattrde

tutulmustur. Platelerdeki sadece hiicre olup acacetin dozu eklenmeyen kuyular kontrol
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olarak kabul edilmistir. Plateler okuyucuda 440 nm degeri altinda 6l¢iim degerleri
saptanmistir. Kontrol kuyu absorbans 6l¢iim degerleri %100 olarak degerlendirilmis ve
diger orneklerin absorbans degerlerinden goreceli canlilik sonuglar1 elde edilmistir.
Tum ornekler icin elde edilen ti¢ degerli asil absorbans degerleri ortalamalar1 alinarak
ortalama absorbans elde edilmistir. Ortalama absorbans degeri belirlenen Ornekler,
kontrol hiicrelerinin ortalama absorbans miktarina boliinerek kontrol hiicrelerine kiyasla
goreceli canlilik orant hesaplanmis ve 100 ile carpilip 6rnek basina ayri ayri yiizde
canlilik miktar1 belirlenmistir. Yiizde Canlihik = [ Ormek ABS (Absorbans) ortalama /

Kontrol ABS ortalama] x 100 formiilii kullanilmstir.

3.2.9. Kaspaz-3 Enzimatik Aktivite Olgiimu

Kaspaz temel prensibi etiketli substrat DEVD- para nitroanilin (pna)
pargalandiktan sonra kromofor pNA’i spektrofotometrik olarak tayin etmektir. HT-29,
HCT 116 ve MRC-5 hiicre hatlar1 i¢in kaspaz aktivitesi Kaspaz-3 kolorimetrik
degerlendirme kiti (BioVision Research Products, California, CA, USA) ile tayin
edilmistir. Kullanilan 6 kuyulu platelerde kuyu basina 2 x 108 hiicre aktarildiktan sonra,
%5 CO2 ve 37 °C standart inkiibasyona brrakilmiglardir. 24 saat siirenin ardindan her
kuyudaki hiicre ayr1 ependorf tiiplerine alinarak, 800 rpm’de 5 dk. santrifiij islemi
gbormiis ve hiicreler slipernatantlardan arindirildiktan sonra tizerlerine 100 pl sogutulmus
liziz tampon c¢ozeltisi eklenerek homojenize edilmis, ornekler buz iizerinde 10 dk.
inkiibasyona birakilmigtir. 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij basamaginin ardindan iist sivi
faz, steril yeni bir ependorf tiipe aktarilip yine 100 ul lizis tamponu ilavesiyle protein
orneklerinin hazirlama islemi tamamlanmistir. Kaspaz enzim islev tayini i¢in 96 kuyu
iceren diiz tabanl mikro platelere, ikili seklinde her kuyuya 50 pl protein 6rnegi ve 50
ul 2X reaksiyon tamponu ilavesi gergeklestirilmistir. Ardindan her kuyu basma 5 pl
kaspaz-3 kolorimetrik substrati eklenmis ve 37 °C, 2 saat inkiibatorde tutulmustur.
Degerler 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucu (Thermo Spectrum) cihaziyla
belirlenmistir. Hiicrelerdeki durgun ve ila¢ uygulamalarmi takiben kaspaz-3 enzim

islevinde olusan farklilik tayin edilmistir.

3.2.10. Annexin V-FITC Hiicre Olim Tipi Apoptoz/Nekroz Aktivitesi

Huicrelerde 6limin apoptoz mu yoksa nekroz kaynakli mi oldugunu tayin
amaciyla kullanilan Annexin V-Fluorescein isothiocyanate (FITC) yontemini, HT-29 ve
HCT 116 kolon kanseri hiicre hatlar1 ile MRC-5 saglikli kontrol hatlar1 {izerinde doz ve
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zamana dayali uyguladigimiz acacetin etkisini gérmek icin calistik. Apoptotik
hiicrelerin dis membran yiizeyinde bulunan fosfotidil serin fosfolipidi, Annexin-V
apoptoz analizinde kullanilan FITC ile konjige Annexin-V lektinine baglandiginda,
FITC boliimii de baglanmis bu hiicrelerin floresan (FL1 dedektori; eksitasyon= 488nm,
emisyon=535nm) 1sima yapmasini saglar. Bu floresan isima akis sitometri tizerinde F1
dedektorii sayesinde belirlenir. Nekrotik hiicre tayini asamasinda ise niikleik asitle
baglanma 6zelligindeki PI (FL2 dedektoru, eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm)
boyasi1 rol iistlenir. PI ¢alisma mantig1 yalnizca hasarli hiicrelerin membranlarindan
gecerek DNA” larint boyamaktir. PI is1ma dedektorii FL2 (FL2 dedektord, eksitasyon=
488nm, emisyon=562-588nm) ile nekrotik hiicreler igin tayin edilmis olur. Hem
apoptotik hem de nekrotik hiicre 6lgiimlerinde 1s1ma yapan hiicreler, ig1manin miktarina

gore her hiicre i¢in ayr1 olarak siniflama yapildiktan sonra diyagram {izerine yansitilir.

HT-29, HCT 116 ve MRC-5 hiicrelerinin tripsinizasyonun ardindan cihazda
saymmlar1 yapilip, 1 X 10° hiicre her kuyu i¢in 2 ml olacak sekilde homojenize edilip
kuyulara dagitilmistir. Hiicrelerin ortama yerlesmesi i¢in % 5 CO2 ve 37 °C sartlarindaki
inkiibatorde 24 saat slire boyunca muhafaza edilmislerdir. Siirecin sonunda acacetinin
belirlenen dozlardaki miktarlar1 kuyulara eklenip 48 saat inkiibasyon i¢in birakilmistir
% 5 CO2 ve 37 °C kosullarinda inkiibasyonlari, inkiibator cihazinda gerceklesmistir.
Hiicrelerin inkiibasyon iglemi sona erdikten sonra, yikama islemi ve 1x baglayici buffer
ile homojenizasyon isleminin ardindan 5 ml kiiltir tiiplerine 100’ er ul aktarim
yapilmistir. 5 pl FITC Annexin V ve 5 pl PI hiicrelere ilave edilip vorteks islemi ile
homojen bir karigim haline getirildikten sonra 15 dakika boyunca oda sicakliginda ve
karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Tamamlanan inkiibasyon isleminin
ardindan, Olclimler akis sitometri cihazinda gergeklestirilmistir. Diyagram iizerine
hiicreler dagilirken Annexin-V ve PI 1sima derecelerine bagh olarak belirlenmistir.
Canlilik tayini belirlenirken Annexin-V ve PI sinyalinin algilanmadig1 hiicreler canli,
sadece PI sinyalinin algilandigi hicreler nekrotik, sadece Annexin-V sinyalinin
algilandig1 hiicreler apoptotik ve Annexin-V sinyali ile birlikte Pl sinyalinin de
algilandig1 hiicreler ge¢ apoptotik smifinda belirlenmis ve diyagram iizerinde her bir
bolge iizerine denk gelen hiicre miktar1 (hiicre sayis1 bdlge) sayilan toplam hiicre

sayisina oranindan yiizde degerler saptanmaistir.
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3.2.11. Deney Verilerinin istatiksel Tayini

Her deney icin hiicreler 3’er kez ekilip, deneylerin 3’er kez tekrarlanmasiyla
ortalama standart hata (SEM) ile agiklandi.Istatistiksel analizler parametrik tek yonlii
varyans analizi ANOVA ile degerlendirildi. Istatistiksel 6nem p<0.05 olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhlig1 Uzerinde Acacetinin Doz ve Zaman Bagimh Etkisi

Acacetinin degisen miktardaki dozlar1 5, 10, 25, 50 ve 100 uM olarak farkl
zaman araliklar1 olarak 24, 48 ve 72 saat siireyle 96 kuyulu platelerde HT-29, HCT 116
ve MRC-5 hatlar1 igin her kuyuya calisilacak hiicre hattindan 1 x 10 hiicre olacak
sekilde ayr1 ayr1 ekimleri yapilip 3 ayr1 zamanda 3’er ekim uygulanip inkiibe edilmistir.
Her plate icerisindeki acacetin eklemeyip sadece hiicre ektigimiz kuyular 24, 48 ve 72
saat siirelerin tiimii i¢in %100 olarak degerlendirilmis olup, acacetin ekiminin de
yapildig1 hiicre iceren kuyularin canlilik tayinleri oransal bigimde absorbans

miktarlarindan tespit edilmistir.

HT-29 Hucre Hatti

700

625,49
600

X 500

400 +——————————————————————————————————————— [ ———————35%m

N 24h
300

W 48h

Hucre Canlilig,

200

B 72h

100 100 100 94,2,
479,76
100 -~

67,70

Kontrol 5 10 25 50 100
Acacetin, uM

Sekil 4-1: Acacetinin HT-29 Hatt1 Uzerinde Doz Zaman Bagimh Canhliga Etkisi

Acacetinin, HT-29 hatt1 lizerinde 48 saat inkiibasyon siiresi ve 5 ile 10 uM doz
miktarlarinda, HCT 116 hiicre hatti i¢in ise 10 ve 25 uM doz miktarlarmin etki
gosterdigi bulunmustur. HT-29 hiicre hattinda 48 saat ve acacetin 5 uM doz miktarinda
hiicre canliliginda % 20 azalma gurulirken ; 48 saat ve 10 uM doz miktar1 igin % 10
azalma tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4-1).
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HCT-116 Hiicre Hatti

120
100 100100100 06,11 103,17
i; 80
E 60 H 24h
é 10 48h
u72h

20

Control 5 10 25 50 100
uM, Acacetin

Sekil 4-2: Acacetinin HCT 116 Hatt1 Uzerinde Doz Zaman Bagimh Canhhga Etkisi

HCT 116 hiicre hatt1 lizerinde acacetinin 48 saatlik inkiibasyon siiresince 10 uM
doz uygulamasinda %30 azalma saptanirken, bu oran yine 48 saat fakat 25 uM doz

uygulamasinda %27 azalma olarak bulunmustur (Sekil 4-2).

MRC5 Hiicre Hatti

120

115
115

110

105
N 24h

% u4ash

100100100 100

100 -

Hiicre Canlihigi, %

95 - B 72h

90 -

85 -

Kontrol 5 10 25 50 100
Acacetin, uM

Sekil 4-3: Acacetinin MRC-5 Hatt1 Uzerinde Doz Zaman Bagimh Canliiga Etkisi

Saglikli kontrol grubu olarak kullandigimiz MRC-5 hiicre hatti iizerinde

acacetinin etkisi goriilmemistir. Saglikli kontrol grubu olarak kullanip anlamli hiicre
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oliimii etkisi beklemedigimiz MRC-5 hiicre hatti izerinde acacetinin anlamli seviyede

aktivitesi saptanmamistir (p<0,05).

4.2. Hiicre Oliim Tiplerinin Incelenmesi

Hiicre canliik WST-1 deneyi ile acacetinin 48 saat suresince HT-29 hicre
hattinda 5 ve 10 uM ve HCT 116 hiicre hattinda ise 10 uM ve 25 uM konsantrasyonlari,
gerceklesen inkiibasyon i¢in uygun doz ve zaman birimleri olarak belirlenmis olup,
kolon kanser hiicre hatlar1 tizerinde meydana gelen bu 6liimlerin, apoptoza dayali hiicre
Oliimii miktarin1 tayin etmek amaciyla akis sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz ve

kaspaz-3 analizleri gergeklestirilmistir.

4.2.1. Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz incelenmesi
Acacetin etkisiyle tetiklenen hicre 6lim tipi Annexin-V Apoptoz/Nekroz

yontemiyle analiz edilmistir. Calisilan 6rnek bagina akis sitometride 1x10# hiicre sayimi
yapilmistir. Annexin-V (-) negatif ve Pl (-) negatif hiicreler saglikli, Annexin-V (+)
pozitif ve PI (-) negatif belirlenen hiicreler erken apoptotik, Annexin-V (+) pozitif ve
PI(+) pozitif hiicreler ge¢ apoptotik, son olarak Annexin (-) negatif ve Pl (+) pozitif

hiicreler nekrotik olarak degerlendirilmistir.

HT-29 Hiicre Hatt,
Acacetin uM
48h

12

10

%Hiicre Olimii
[=)]

4
2
0
Erken Apoptoz Geg Apoptoz Debriz
| m5uM 11,4 4,65 0,8
‘ H10uM 10,55 2,65 0,90

Sekil 4-4: Acacetinin HT-29 Hatt1 Uzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini
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HT-29 hattinda akig sitometri yontemi ile belirledigimiz apoptotik tayinde 5 pM
ve 10 pM doz ve 48 saat siiresince acacetin uyguladigimiz hiicreler, acacetin
vermedigimiz HT-29 kontrol hiicrelerine gore kiyaslandiginda 5 pM ve 48 saat igin
%16 apoptotik artis tespit edilirken, 10 uM ve 48 saat i¢inse %13,2 apoptotik artis tespit
edilmis olup nekrotik etki her iki doz igin de gézlenmemistir (p<0,05) (Sekil 4-3).

HCT116 Hiicre Hatti,
Acacetin uM
48h
16
14
:g 12
=3 10
o)
@ 8
=3
:g 6
pu
X 4
2
0
Erken Apoptoz Geg¢ Apoptoz Debriz
M 10uM 14,8 8,65 0,2
m25uM 8,45 4,15 0,00

Sekil 4-5: Acacetinin HCT 116 Hatt1 Uzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini

HCT 116 hiicre hatt1 iizerinde akig sitometri yontemi ile belirledigimiz apoptotik
aktivite incelendiginde 10 UM ve 48 saat acacetin uygulamasinda %23,5 ve 25 uM doz
ile 48 saat sure i¢in bu oran % 12,6 apoptoz artis1 olarak tespit edilmistir (Sekil 4-4).
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Sekil 4-6: Acacetinin MRC-5 Hatti1 Uzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini

Acacetinin saglikli kontrol hiicreleri olarak kullandigimiz MRC-5 hatti iizerinde
apoptotik ve nekrotik etkisi tespit edilmemistir (Sekil 4-5) (p<0,05).

4.2.2. Kaspaz 3/BCA Etkinliginin Degerlendirilmesi

HT-29 hattinda 48 saat inkiibasyon suresi igin 5 pM doz oraninda uyguladigimiz
acacetin apoptoz oraninit %16 tetikleyerek, kaspaz oraninda 1,02 kat artis gostermis
olup, kaspaz-3 bagimli olarak apoptotik aktiviteyi tetikledigi ve hucre 0limi sagladigi
goriilmiistiir. 48 saat ve 10 uM doz olarak uyguladigimiz acacetin ise, HT-29 Uzerinde
%13, 2 apoptoz artis1, 1,12 kat kaspaz ifadesinde azalma ile kaspaz bagimsiz sekilde
hiicre 6liimiinii tetiklemistir (p<0,05) (Sekil 4-6).
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Sekil 4-7: Acacetinin HT-29 Kolon Kanseri Hatt1 Uzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim
Aktiviteleri

HCT 116 hiicreleri i¢in yorumlandiginda ise 48 saat ve 10 uM doz ile acacetin
etkilesiminin sonucunda, % 23,5 apoptoz artisina karsilik, kaspaz 1,53 kat; 48 saat ve 25
MM doz acacetin uygulamamiz sonucunda ise, apoptoz oraninda % 12,6 artis ve kaspaz
icin 1,29 kat kaspaz ifadesinde azalma ile kaspaz bagimsiz sekilde hiicre 6liimiinii

tetiklemistir. (p<0,05) (Sekil 4-7).
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Sekil 4-8: Acacetinin HCT 116 Hiicre Hatt1 Uzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim Aktiviteleri
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Saglikli kontrol grubu olarak ¢alistigimiz MRC-5 hiicre hatt1 iizerinde ise 48 saat

ile 5 ve 10 uM doz olarak uyguladigimiz acacetin etkisi anlaml diizeyde bulunmamistir

(p<0,05).
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Sekil 4-9: Acacetinin MRC-5 Kolon Kanseri Hatt1 Uzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim
Aktiviteleri
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5. TARTISMA

Kanser hastaliginin tedavisi igin tlm dinyada yapilan arastirmalarin sayisi hizla
artmakta, alternatif tedavi yollar1 iiretilmeye ve ilaglar gelistirilmeye caligilmaktadir.
Buguine kadar kullanilan kemoterapétiklerin hedef organ ve doku disinda hayati pek ¢ok
organ1 kot yonde etkiledigi de diisiiniiliince yeni stratejilerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan ilaglar hiicrede serbest radikallerin
artmasma neden olmakta dolayisiyla bu durumda hiicre O6liimiinii tetiklemekte ve
sonucta hedef hiicrelerde daha fazla DNA hasarinin ve mutasyonun olusmasina neden
olmaktadir. Bu etkiler géz Oniine alindiginda, saglikli hiicrelere olumsuz yan etkisi
olmayan antikanserojen oOzellik tasiyan maddelerin gelistirilmesinin Onemi ortaya
cikmaktadir.

Yapilan caligmalarla flavonoidlerin kanser tiirleri iizerinde antiproliferatif, apoptotik
etkilerinin yiiksek oldugu ve bunu gerceklestirirken saglikli hiicrelere olumsuz yan
etkisinin ¢ok az oldugu tespit edilmistir (Lu ve ark. 2005), (lwuchukwu ve ark. 2011).
Acacetinin akciger ve prostat gibi kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigini ve
apoptotik hticre 6limdiind artirdigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir (Watanabe ve
ark. 2012) (Bhat ve ark. 2013). Bunun yaninda farkli kanser tiirlerindeki bireylere
verilen acacetinin ciddi yan etkileri oldugunu gdsteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Ay zamanda acacetinin immin sistem (zerinde var olan stimilator etkisi, gucli ve
¢ok yonli bir antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii oldugu meme ve mide kanserinde
daha 6nce yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Pan ve ark. 2005) (Shim ve ark. 2007).
Tez calismamizda yan etkisi olmayan, ila¢ direnci gelistirmeyen, antioksidan ve
antikanserojenik etkileri bilinen acacetinin HT-29 ve HCT 116 kolon kanser hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisini in vitro ortamda incelemeyi amacladik.

Hiicreler ya fizyolojik yasam siireleri sonunda apoptozla ya da patolojik faktorlerin
etkisiyle nekrozla oOliirler. Nekrozla 6liim sonrasi hiicrede enflamasyon uyarilirken,
apoptozla hiicre olimii fizyolojik bir siire¢ olarak uyarilir ve enflamatuar yanit
olusmadan gerceklesir.

Kanser tiirleri iizerinde yapilan ¢ok sayida c¢alismada yapilar1 birbirinden farkl
flavonoidlerin antikanserojenik etkilerine bakilmis olup son zamanlarda flavonoidlerin

farkli kombinasyonlar1 lizerinde de ¢alismalar yayginlasmaktadir.
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Flavonoidler arasindan se¢tigimiz acacetinin kanser hiicreleri dizerine olan
sitotoksisitelerini degerlendirmek i¢cin WST1 metodunu kullandik, biiyiimeye etkilerini
inceleyip, yiizde canliliklarin1 hesapladik. Meydana gelen hiicre dliimlerinin nekrozdan
mi1 yoksa apoptozisten mi kaynaklandigina baktik.

Shim ve arkadaslar1 (Shim ve ark. 2007), MCF-7 gogiis kanseri hiicre hatti {izerinde
yapmis olduklar1 ¢aligmalarda farkli konsantrasyonlarda acacetin dozlar1 denemekle
birlikte 100 uM konsantrasyonunun 24 saat uygulanmasmin etkili oldugunu
belirlemislerdir. Acacetinin mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya ve bunun
akabinde mitokondriden sitokrom ¢ ve apoptoz indiikleyici faktér (AIF) salinimina
sebep oldugunu gozlemlemislerdir. AIF, mitokondri membran aras1 boslukta bulunur ve
hicre olimune cevaben sitoplazmaya salinir. Azalan mitokondriyal membran
potansiyeli Reaktif oksijen tirleri (ROT) artis1 ile iliskilendirilmistir. Shim ve
arkadaglar1 da elde ettikleri bulgular sonucunda acacetin tarafindan tetiklenen
apoptozun, mitokondriyal membran potansiyeli azalmasi ile sitokrom ¢ ve AIF
salmmmina sebep olan ROT iiretimi ve kaspaz 8 aktivasyonu ile oldugunu one
stirmektedirler. SAPK/IJNK1/2-c-Jun sinyal yolaginin da hiicre farklilasmasi ve apoptoz
sonucunda aktive oldugu bilinmektedir. Shim ve arkadaslari, acacetinin, SAPK/JNK1/2
ve c-Jun aktivasyonuna sebep olurken; ERK 1/2 ve p38 MAPK aktivasyonunda da
keskin bir diisiise sebep oldugunu belirlemislerdir.

Gastrik karsinoma AGS hiicre hattinda Pan ve arkadaslarinin (Pan ve ark. 2005)
yaptiklar1 c¢alismalarda cesitli konsantrasyon ve siire denemelerinden sonra 60 uM
acacetin konsantrasyonunun 24 saat uygulanmasi sonucunda hiicrelerde apoptoza 6zgii
belirgin morfolojik degisimler ve kromozom yogunlasmas:1 gibi degisiklikler
gozlemlemislerdir. ROT {iretiminin acacetin indiiklii apoptozun kaynaklarindan biri
oldugunu antioksidan muamelesi sonucunda tam olarak tespit etmislerdir. Antioksidan
uygulamasi sonucunda canlilikta dnemli miktarda artis gézlenmistir. Reseptor iliskili
sinyal transdiiksiyonu apoptoz yolagi bir diger kaspaz aktive edici ana yolaktir. Pan ve
arkadaglar1 acacetin uyguladiklar1 AGS hiicre hattinda Fas ve FasL ekspresyonunda da
artis saptamiglardir. Ayrica acacetin uygulanan hiicrelerde Bcl-2 ekspresyonunun down
regiilasyonunu ve Bad kopmasini belirlemislerdir. Ayn1 zamanda Bax ekspresyonunun
up regulasyonunu ve Bcl-XL ayrilmasini gozlemlemislerdir. Acacetin uygulanmasi
sonucunda bir diger apoptotik protein olan P53 seviyesindeki artis da bulgular

arasindadir.
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PI3k/Akt yolagi melanoma gelisiminde dnemli bir rol oynamaktadir. Bu sinyal kaskad
yolaginin aktivasyonu ila¢ direnci gelisimine ve kanserli hiicre sagkalimimin artigina
sebep olmaktadir. Jung ve arkadaslari, yiiksek seviyede PI3K aktivitesi gosteren SK-
MEL-28 deri kanseri hiicre hattin1 kullandiklar1 xenograft JB6 P* fare deri modelinde
acacetinin kemoprevantif etkisini aragtirmiglardir. Acacetinin ATP kompetitif bir
davranig sergileyerek PI3K’a direkt baglandigim1 ve belirgin bir sekilde PI3K
aktivitesini inhibe ettigini goOstermislerdir. Ayni zamanda acacetinin Akt
fosforilasyonunu inhibe ettigini tespit etmislerdir (Jung ve ark. 2014).

Shen ve ekibi, DU-145 prostat kanseri hiicre hattinda acacetinin antimetastatik etkisini
aragtirmiglardir. MMP-2, MMP-9 ve u-PA ekspresyonlarmin protein ve mRNA olmak
uzere her iki seviyede de downregiilasyonlarinda etkili olan p38 MAPK’in
fosforilasyonunu acacetin tarafindan inhibe edildigi bulgusuna ulasmislardir. Ayni
zamanda NF-kB, c-Fos ve c-Jun’un niiklear seviyelerinin azalisina sebep oldugu
sonucunu elde etmislerdir. Belirlenen etkin doz ve zaman 10 uM 48 saat olmustur. Elde
edilen bu sonuclarla acacetinin NF-kB ve AP-1-DNA baglanma aktivasyonunu inhibe
ederek ve p38 MAPK sintal yolagini baskilayip bunu takiben MMP-2, MMP-9 ve u-PA
ekspresyonlarini azalmasiyla DU145 hiicre hattinin invazyon ve migrasyon kabiliyetini
azalttig1 sonucuna ulasilmiglardir (Shen ve ark. 2010).

Singh ve arkadaslari, yapmis olduklari ¢galigmalarda acacetinin 25-100 uM dozlarini 24,
48, 72 saatlerinde LNCaP ve DUI145 prostat kanseri hiicre hatlarma uygulayip
antiproliferatif etkisini arastirmiglardir. Acacetinin, hiicre dongiisiiniin G1 ve G2-M
evrelerinde durmasina sebep oldugunu bulmuslardir. Hiicre dongilisi G1 ve G2-M
kontrol noktalarinda gorev alan diizenleyici proteinlerde degisikliklere yol actigini tespit
etmislerdir. CDKI Cipl/p21 seviyesinde artigini gosteren veriler elde etmislerdir.
Bununla birlikte de CDK2, CDK4 ve CDK6 protein seviyelerinde diislisii gosteren
bulgulara ulagmislardir. Cdc25, Cdc2 ve Siklin B1 protein seviyelerinde acacetinin
sebep oldugu bir diisiis gozlemlemislerdir. Bir¢cok kanser terapdtik ajanin hiicre
dongiisiiniin durmasini saglamasini takiben kanserli hiicrelerin apoptotik 6liimiine sebep
oldugu daha onceden yapilan ¢alismalardan bilinmektedir. Singh ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada da gozlemlenen acacetinin hiicre dongisu dizenleyici faktorlerin
seviyelerinde meydana getirdigi diisiis ve artiglar hiicrelerin apoptoza gitmesinin

temelinde yatan molekiiler olaylar1 gostermektedir (Singh ve ark. 2005).
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Acacetinin ayni1 zamanda glutatyon rediiktaz1 (Zhang ve ark. 1997), sitokrom P450
enzimini (Doostdar ve ark. 2000) ve topoizomeraz I'in katalize ettigi DNA
replikasyonunu inhibe ettigi de yapilan c¢alismalarla kanitlanmistir (Boege ve ark.
1996).

Chien ve arkadaglarmin yaptiklar1 ¢alisgmada da acacetin A549 kiglik hucreli dis
akciger kanseri hiicre hatlarinin gelismesini inhibe edici olmasma ragmen normal
akciger fibroblast hiicrelerine herhangi bir toksit etkisi olmadig1 gézlenmistir. Bu bulgu
acacetinin normal ve kanser hicrelerindeki segici o6zelliginin oldugunu ortaya
koymaktadir (Chien ve ark. 2011).

Anjiogenez kanseri kontrol etmede hedef alinan 6nemli bir olaydir. Bhat ve arkadagslari
acacetinin anjiogenez lizerindeki etkisini ve bu etkinin mekanizmasini incelebilmek
adma Insan umblikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) hiicre hattin1 ve gesitli kanser
hiicre hatlarmi kullanmiglardir. Acacetinin antianjiogenik aktivitesinin bu zamana kadar
kanitlanmis tiim antitiimor etkilerinin kaynagi olabilecegini One siirmiislerdir.
Acacetinin biylk 0Ol¢tide VEGF indiikli HUVEC hiicre hattinda proliferasyonu inhibe
ettigini gbzlemlemislerdir. Anjiogenez sirasinda yeni kapiller damarlarin olusumu
onemli bir olaydir. HUVEC Kkapiller tiip olusumunda da VEGF stimiilasyonlu halde
dahi acacetinin doz ve zamana bagli inhibe edici 6zelligi oldugu verilerini elde
etmislerdir. Matrigel testleri ile acacetinin HUVEC hareketliligi, migrasyonu ve
invazyonuna olan inhibitor etkisini de gozler 6nlne sermeleri slrecteki Gnemini
vurgulamaktadir. Acacetinin, transkripsiyonel aktivitelerinin azalmasi ile sonuglanan,
Stat-1 (Tyr 701) ve Stat-3 (Tyr 705) fosforilasyonlarini azaltan, Stat-3’{in niiklear
lokalizasyonu inhibe eden bir etkisi oldugunu saptamislardir. Bunun yanisira bFGF
molekiiliiniin down regililasyonuna sebep olan bir etkisi oldugunu goézlemlemislerdir.
Tim bunlarin sonucunda Bhat ve arkaglarinin in vitro, ex vivo ve in vivo yaptiklari
caligmalar ile acacetinin anjiogenezi baskiladigi sonucuna ulagilmistir (Bhat ve ark.
2013).

Tez ¢alismamizda HT-29 ve HCT 116 kolon kanseri hiicrelerinde acacetinin 5, 10, 25,
50, 100 uM dozlar1 kullanarak 24, 48 ve 72 saat uygulanmasi sonras1 inhibitor etki ve
mekanizmasimi inceledik. Insan kolon kanser hiicresi HT-29'da acacetinin 48'inci saat
ve 5 ve 10 uM dozlarinda; HCT 116’da ise 10 ve 25 uM dozlarinda apoptozu
uyardigini, bu dozun iizerine ¢ikildiginda ise acacetinin hiicreleri nekroza gotirdiigiini

ve toksik etki olusturdugunu belirledik.
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Watanabe ve ark. da 20-40 uM dozlarinda acacetinin T cell 16semi Jurkat hticrelerine 4,
6, 12, 24, 48, 72 saat uygulanmasi sonucundaki apoptotik etkisini analiz etmislerdir.
Acacetinin hiicre proliferasyonunu doz ve zaman bagiml olarak inhibe ettigini, 40 uM
acacetinin  muamelesi sonrasinda bizim bulgularimiza paralel olarak Kaspaz-3
aktivasyonunda artis oldugunu gozlemlemislerdir (Watanabe ve ark. 2012). Kaspaz-3
aktive olarak ¢ok sayida proteinin kopmasina onciiliik eden apoptoz i¢in ¢ok dnemli bir
kaspazdir. Calismalarimiz sonucunda elde ettigimiz verilerden de HT-29 hiicre hattinda
48 saat inktbasyon suresi i¢in 5 pM doz oraninda uyguladigimizda acacetinin apoptoz
oranin1 %16 tetikleyerek, kaspaz-3 miktarinda 1,02 kat artis géstermis olup, kaspaz-3
bagimli olarak apoptotik aktiviteyi tetikledigini tespit ettik. HT-29 hicrelerine 48 saat
ve 10 uM doz olarak uyguladigimiz acacetin sonrasinda ise, HT-29 zerinde %13, 2
apoptoz artis1 gozlemledik. Fakat bu artisin 1,12 kat kaspaz-3 ifadesinde azalma ile
kaspaz bagimsiz sekilde hiicre 6liimiinii tetikleyerek oldugunu gézlemledik.

Pan ve arkadaslart AGS hiicrelerinde 20, 40, 60, 80 ve 100 uM acacetin dozlarini 0, 3,
6, 9, 12 ve 24 saat uygulayarak antikanserojenik etkisini incelemislerdir. 60 uM
dozunda acacetini 24 saat uyguladiklarinda kaspaz-3 aktivasyonunda anlamli bir artis
tespit etmislerdir. 30 pM konsantrasyonda da hiicre proliferasyonunun azaldig:
sonucuna ulasmiglardir (Pan ve ark. 2005). Tez c¢alismamizda ise; HCT 116 hatti
tizerinde 48 saat ve 10 pM doz ile acacetin etkilesiminin sonucunda, %23,5 apoptoz
artisina karsilik, kaspaz-3 ifadesinde 1,53 kat azalma; 48 saat ve 25 UM doz acacetin
uygulamamiz sonucunda ise, apoptoz oraninda %12,6 artis ile birlikte kaspaz-3
ifadesinde 1,29 kat azalma ile kaspaz bagimsiz sekilde hiicre 6liimiinii tetiklemistir.
Ozetle acacetinin HT-29 hatt1 {izerinde 48 saat icin 5 UM dozunda apoptotik etkinligi
kaspaz bagimli olarak; 10 UM dozunda ise apoptotik aktiviteyi kaspaz bagimsiz olarak
gerceklestirdigi gortilmiistir. HCT 116 hiicre hatti iizerinde yapilan deneylerde ise
acacetinin 48 saat icin 10 puM ve 25 pM dozlarda uyguladigimizda kaspaz-3
ifadesindeki azalma ile birlikte kaspaz bagimsiz bir sekilde hiicre oliimiinii tetikledigi

belirlenmistir.

Calisma sonuglarimiz HT-29, HCT 116 hatlarinda acacetinin, sitotoksisite testinin
ardindan belirlenen zaman ve doz oranlarinin, ¢alisilan apoptotik tayin ve kaspaz hiicre
6liim yontemi sonuclar1 baz alinarak, kanser hiicreleri lizerinde sagladigi bu 6liimiin

apoptotik aktiviteyle meydana geldigini destekler niteliktedir. Saglikli kontrol hiicre
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hattt grubu olarak kullandigimiz MRC-5 (Uzerinde, acacetinin degisen doz ve
zamanlarda hiicre 6liimiine neden olmadig1 ve sitotoksik etki gostermedigi goriilmiistiir.
MRC-5 saglikli kontrol hatti {izerinde acacetinin apoptoz, kaspaz aktivitelerinde anlamli
etki gdstermemesi, bulgularimiz1 desteklemekte olup, acacetinin kanser ¢aligmalari i¢in,
arastirilirken, kanser hiicrelerini 6ldiiriip, saglikli hiicrelerde toksik etki yaratmamasi

onemli bir nitelik kazandirmaktadir.

Acacetin gibi polifenolik bilesikler antikanser stratejilerinde degerli ajanlar olabilirler.
Yeni ilaglarin gelistirilmesi adina ¢aligmalara devam edilmelidir. Flavonoidlerin kanser
tedavisinde kullanilmasiyla standart kemoterapi ilaglarinin normal hiicrelere olan
genotoksik hasarlar1 azaltilabilir. Bunun sonucunda ikincil kanserlerin ortaya ¢ikma
olasilig1 disiiriilebilir. Gidalarda bulunan fitokimyasallarin saglik tizerindeki olumlu
etkilerini anlayabilmemiz i¢in bilinmeyen kismin agiga kavusturulmasina ihtiyag vardir.
Yaptigimiz ¢aligma sonucunda aldigimiz veriler de literatiire acacetin ve kolon kanseri
acisindan 1s1k tutacaktir. Ayni zamanda acacetinin kolon kanseri iizerine olasi
antikanserojenik etkisinin molekiiler mekanizmasinin anlagilmas1 iizerine genetik
caligmalar bulunmamaktadir. Bu konunun irdelenmesi ve arastirma sonrasinda elde
edilecek sonuglarla hastaligin patogenezinin daha net anlagilmasi s6z konusudur.

Kolon kanseri hiicre hatlar1 iizerinde sagladig1 apoptotik etkinlik, acacetinin, etkin bir
tedavi yontemi olabilecegini gostermektedir. Farkli kanser hiicrelerinde yapilacak
benzer caligmalara bagli olarak bu verileri destekler nitelik kazanmasiyla, yeni bir

tedavi ajani olarak kullanilabilecegi 6n goriilmektedir.
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