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ÖZET 

Aslan, B.T. (2018). Acacetin'in İn Vitro Ortamda Kolon Kanseri Hücre Hatları Üzerine 

Antikanserojenik Etkisinin İncelenmesi. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü, Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü, Moleküler Tıp ABD, Doktora 

Tezi. İstanbul.  

 Kolon kanseri dünya üzerinde en çok görülen kanser türlerindendir. Kolon kanserinin 

tedavisinde çok sayıda terapötik ilaç kullanılmaktadır. İlaç ve ameliyat tedavileri birçok 

kanser tipinin oluşumunu ve sonuçlarının tamamen kontrol altında olmasını 

sağlayamamıştır. Bu nedenle minimum olumsuz yan etkiye sahip bitkisel kökenli yeni 

terapötik ilaçların geliştirilmesine acilen ihtiyaç vardır.  

Bir flavonon olan acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone) de özellikle Robinia 

pseudoacacia türünde, ayrıca çeşitli bitki, tohum ve çiçeklerde bulunmaktadır. Çeşitli 

flavonoidlerin in vitro olarak böbrek, akciğer, prostat, mesane, melanom, osteosarkom, 

meme ve lenfoid kanser türevli hücre hatlarında antikanserojenik aktiviteleri 

saptanmıştır. Yapılan literatür taramaları çalışmalarında acacetin flavonoidinin kolon 

kanserine olan etkisinin henüz araştırılmadığı saptanmıştır. 

Çalışmamızda acacetinin kolon kanseri üzerindeki olası sitotoksik etkisini araştırmak 

için HT-29 ve HCT 116 kolon kanseri hücre hatları ve MRC-5 sağlıklı kontrol hücre 

hatları kullanılmıştır. Acacetinin doz bağımlı canlılık etkisi araştırılırken WST-1, 

kaspaz enzim aktivitesi değerlendirilirken Kaspaz 3 / BCA ve apoptotik tayin yöntemi 

olarak ise Annexin V testleri kullanılmıştır. 

Çalışmamız sonucunda kolon kanseri hücre hatları HT-29 ve HCT 116 hücre hatları 

üzerinde doz ve zamana dayalı olarak inkübasyon süresince uyguladığımız acacetinin 

apoptotik etkisi görülmüştür. Sağlıklı kontrol olarak çalıştığımız MRC-5 hücre hattı 

üzerinde ise doğal bir flavonoid olan acacetinin, toksik etki göstermemesi tedavide 

kullanılabilme potansiyeli için önemli bir veri niteliği taşımakta olup, yapılacak ileri 

kanser araştırmaları için umut vaadetmektedir. 

 

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

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. 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 İstanbul 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. 
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME 

Dikkat bu satırı ve aşağıdaki paragrafı daha sonra siliniz! 

Bu sayfayı koyacaksanız ”ÖZET” ve “ABSTRACT” sayfalarındaki ilkeler uygun olarak 

hazırlayın. Bu sayfayı koymayacaksanız başlığı tamamen bloklayarak siliniz. 

 





1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Sağlıklı hücrelerde çeşitli genetik ve epigenetik mekanizmaların etkilenmesiyle 

hücrelerin kontrol dışı çoğalması sonucu kanser oluşmaktadır. Tüm dünyada kanser en 

sık mortalite ve morbidite sebeplerinden biridir. Kolorektal kanserler de tüm kanser 

türleri arasında kadınlarda görülme sıklığı %10 oranı ile ikinci sırada, erkeklerde ise 

%9.2’lik bir oranla üçüncü sırada yer almaktadır. Yüksek oranda ölüme sebebiyet veren 

kanser türlerinden olması nedeniyle tedavisinde yeni yöntemlerin ve stratejilerin hızla 

geliştirilmesi gerekmektedir. Kanseri önlemeden, erken tanıya, kanserli hastaların tedavi 

ve yaşam kalitelerini düzenlemeye yönelik yapılan kanser araştırmaları büyük çapta 

katkı sağlamakla birlikte hastalığın tam olarak aydınlatılabilmesi açısından hala yetersiz 

kalmaktadır.  

Kolorektal kanser, normal glandüler epitelin invaziv kansere değişim gösterdiği genetik 

ve epigenetik değişikliklerin birikimidir (Vogelstein ve ark. 1988). Tüm dönüşen tümör 

hücreleri; sürekli aktif halde proliferasyon sinyali yayma, büyüme baskılayıcılardan 

kaçınma, replikatif ölümsüzlük, anjiogenez oluşumunu sağlama, invazyon ve metastazı 

aktive etme gibi belli başlı genel özellikler gösterirler (Hanahan ve Weinberg , 2011) 

İleri düzeyde ideal bir kolorektal kanser sınıflandırması yapabilmek için hastaya özgü 

genetik ve genomik özellikler gibi endojen ve çevresel etkenlere maruz kalma, yaşam 

tarzı ve beslenme alışkanlığı gibi ekzojen faktörlerdeki farklılıkların incelenmesi 

gerekmektedir (Blanco ve ark. 2015). 

Son yirmi yıl boyunca kolon kanseri tedavilerinde değişik yöntemler uygulanmaktadır. 

Ameliyat ve modern radyoterapinin sitotoksik kemoterapi ile birleşmesi sonucunda sağ 

kalım oranlarında artış görülmektedir (Nicholls ve Tekkis, 2008). 

İlaç tedavileri ve ameliyatlar birçok kanser tipinin oluşumunu engelleyememiş ve 

hastalığın etkilerinin kontrol altına alınmasını sağlayamamıştır. Bu nedenle bitkisel 

kökenli yeni terapötik ilaçların geliştirilmesi ile olumsuz yan etkinin minimuma 

indirilmesine acilen ihtiyaç vardır. Son zamanlarda farklı yapılarda flavonoidlerin 

kanserli hücrelere olan sitotoksik etkileri üzerine yapılan çalışmalar yaygınlık 

kazanmaktadır. Flavonoidler, normal hücrelere gösterdikleri minimal etki ve kanser 
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hücrelerine gösterdikleri sitotoksik etkileri sebebiyle kanser tedavisi için büyük bir 

potansiyel barındırmaktadırlar (Plochmann ve ark. 2007). Flavonoidler meyve, sebze ve 

diğer bitkisel gıdalarda bulunun, önemli kronik hastalıkların riskini azaltan antioksidan 

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

Bir O-metillenmiş flavon olan acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone), özellikle 

Robinia pseudoacacia ve Turnera diffusa olmak üzere, ayrıca çeşitli bitki, tohum ve 

çiçeklerde bulunmaktadır (Bhat ve ark. 2013). Acacetin'in karaciğer ve küçük hücreli 

dışı akciğer kanserinde (KHDAK) apoptozisi indükleyerek ve hücre siklüsünü bloke 

ederek antiperoksidatif ve antienflamatuvar, antiplazmodial ve antiproliferatif etkileri 

olduğu da tespit edilmiştir (Hsu ve ark. 2004a). 

Tez çalışmamızla beraber literatürde ilk kez kolon kanseri hücre hatları üzerinde 

acacetinin antiproliferatif, antiapoptotik etkileri ayrıntılı olarak incelenecek olup, elde 

edeceğimiz sonuçlarla kolon kanseri gibi ölüm oranı yüksek bir kanser türünde etkin bir 

tedavi yönteminin oluşturulmasına katkı sağlamayı amaçlamaktayız. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, hücrelerin aşırı ve zamansız çoğalmalarına, immün sistemin gözetiminden 

kaçmalarına ve uzaktaki dokuları da istila ederek metastazlar oluşturmalarına yol açan 

metabolik ve davranışsal değişiklikler geçirdikleri, çok basamaklı bir süreçtir. Tüm 

dünyada kanser en sık mortalite ve morbidite sebeplerinden biridir (Merlo ve ark. 

2006).  

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından yayınlanan kanser raporunda 2011 verilerine 

göre günümüzde, koroner kalp hastalıkları ve inme sebepli ölümlerin toplam sayısını 

kanserden kaynaklanan ölümlerin sayısı aşmıştır. 2012 yılında dünya üzerinde 14.1 

milyon yeni kanser vakası olduğu ve 8.2 milyon kanser nedenli ölüm gerçekleştiği 

tahmin edilmektedir. Akciğer kanseri en yaygın görülen kanser olmakla birlikte bu 

kanser türünü sırasıyla göğüs, kolorektal, prostat, mide, karaciğer kanserleri takip 

etmektedir. Bu 6 kanser türü 2012 itibariyle tüm kanser türlerinin %55’ini teşkil 

etmektedir. Kolorektal kanser ise kadınlarda 614.000 vaka ile %9.2’lik bir kısmı içerir 

ve ikinci sırada yer alır. Erkeklerde ise 746.000 vaka ile tüm kanserlerin %10’unu teşkil 

ederek üçüncü kanser tipidir. Dünyada kadınlardaki kanser mortalite oranları da Şekil 2-

1’de; erkeklerdeki kanser mortalite oranları ise Şekil 2-2’de gösterilmiştir. Kolorektal 

kanser hastalığını en yüksek oranlarda barındıran bölge Avustralya / Yeni Zelanda; en 

düşük oranlarda bu hastalığı taşıyan birey sayısı ise Batı Afrika’ya aittir (Ferlay ve ark. 

2015). Bu coğrafi farklılığın sebebi diyet, çevresel maruziyet ve genetik yatkınlık gibi 

faktörlere dayandırılmaktadır (Ashktorab ve ark. 2009). 

Kanser, Türkiye'de 1982 yılında 1593 sayılı Umumi Hıfzıssıhha Kanunu'nun 57.  

Maddesi gereğince "bildirimi zorunlu hastalıklar listesine” alınmıştır 

(www.turkkanser.org). Günümüzde ülkemizde kanser insidansı hakkında veriler 

edinebilmek için Kanser Erken Teşhis, Tarama Eğitim Merkezi (KETEM) kurulmuştur. 

Mevcut verilere göre, ülkemizde her yıl 150.000 yeni kanser vakası teşhis edilmektedir. 

Kanserle yaşayan hasta sayısı ise yaklaşık 400.000‘dir. Ülkemiz açısından en önemli 

sorun, kanser insidansının her geçen gün yükselmesidir ki hiçbir önlem alınmazsa 

2030‘lu yıllarda yıllık teşhis edilen kanser sayısının 400.000‘lere kadar çıkacağı tahmin 

edilmektedir (TBMM, 2010).  

http://www.turkkanser.org)/
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Şekil 2-1: Dünyada Kadınlarda Kanser Mortalite Oranları (GLOBOCAN, 2012) 
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Şekil 2-2: Dünyada Erkeklerde Kanser Mortalite Oranları (GLOBOCAN, 2012)





 

2.1.1. Kanser Oluşumuna Etki Eden Faktörler ve Kanser Tedavi Yöntemleri 

Çevresel karsinojenler; maruziyetin dozu, süresi ve genetik ya da sonradan edinilen 

konak özellikleri ile etkileşimine bağlı olarak kanser oluşumunda kritik etmenlerdendir 

(Maru ve ark. 2016). 

Karsinojenlere maruz kalma sonucunda; konak özelliklerine (fiziksel aktivite, obezite) 

ve yaşam tarzına (beslenme, tütün kullanımı ve alkol) bağlı olarak hastalıkla 

sonuçlanabilir. Çevresel karsinojenlerin (fiziksel, kimyasal, biyolojik) çeşitli süreçlerin 

ve yolakların indüklenmesini ya da durdurulmasını sağlayarak kansere yol açmasına 

karsinojenez denmektedir. Kompleks, multifaktöriyel, çok aşamalı, birden fazla yolağın 

devreye girdiği, uzun yıllar sürebilen ve inisiasyon, promosyon ve progresyon gibi en az 

üç aşamadan oluşan bir süreçtir (Weinstein, 1988).  

Karsinojenlerin normal hücrelere etkisi sonucu genomik DNA’da hasar (kritik genlerde) 

meydana gelebilir ve oluşan bu hasarların geri dönüşümü olmayan bir şekilde DNA 

replikasyonu sırasında tamiri başlar (inisiasyon). Promosyon basamağında inisiasyona 

uğramış hücreler aktif bir şekilde çoğalmaya devam eder. Bu premalign tümör hücre 

popülasyonlarını oluşturur. Progresyon sürecinde ise daha başka genetik değişikliklerin 

eklenmesiyle birlikte tümör hücrelerinin yeni klonları artan bir hızla çoğalır, invazif ve 

metastaz yapma özelliği edinirler. Ayrıca genetik mutasyonlar sonucunda proto-

onkogenlerin aktivasyonu veya tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu ile tümör 

oluşumuna sebep olacak değişiklikler meydana gelir. Genetik mutasyonlar, genomik 

kararsızlık ve kronik inflamasyon gibi bir seri epigenetik olaylar normal hücrelerin 

malign tümör hücrelerine dönüşmesine neden olmaktadır. Tüm dönüşen tümör 

hücreleri; sürekli aktif halde proliferasyon sinyali yayma, büyüme baskılayıcılardan 

kaçınma, replikatif ölümsüzlük, anjiogenez oluşumunu sağlama, invazyon ve metastazı 

aktive etme gibi belli başlı genel özellikler gösterirler (Hanahan ve Weinberg , 2011). 

Kanserle mücadelede birincil, ikincil ve üçüncül önleme etkinlikleri yapılır. Bunlar 

arasında en önemlisi birincil önlemedir, yani kanser yapıcı etkenin ortadan 

kaldırılmasıdır. Bu kapsamda tütünle mücadele, aşırı kilo ve obezite ile mücadele, 

fiziksel aktivitenin arttırılması (Khan ve ark. 2010), günlük sebze ve meyve tüketilmesi, 

dengeli ve doğru beslenme alışkanlıklarının topluma kazandırılması, başta Hepatit B 

olmak üzere kanser etkisi olan enfeksiyonlarla mücadele edilmesi (Plummer ve ark. 
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2016), alkol kullanımından sakınılması, aşırı güneş maruziyetinden kaçınılması tüm 

ülkeler için en önemli mücadele stratejileridir.  

İkincil önlemede kanser taramaları vardır. Tüm dünyada taraması kabul edilen 3 kanser 

vardır: Meme, rahim ağzı ve kolorektal kanserler.  

Üçüncül önleme ise, en pahalı olanıdır. Burada da kanser teşhisi alan hastaların 

tedavisinin en etkin şekilde yapılması ve yeterli palyatif bakım hizmetlerinin 

sunulmasıdır (TBMM, 2010). 

Tedavide kullanılan sistemik toksisite yaratabilen ilaçların normal dokulara zarar 

vermeden kanserli dokuya etki edecek dozda uygulanamadığı belirtilmiştir. Bu nedenle 

normal dokulara zarar vermeden ilacın etkili olmasını sağlayacak kombinasyon 

terapileri kullanılması uygun görülmüştür (Rastegar 2013). 

Kemoterapinin sıklıkla kanser hücrelerinde çoklu ilaç direncinin gelişmesine neden 

olduğu da yapılan çalışmalarda rapor edilmiştir (Ding ve ark. 2001) 

Doğal ürünler kemoterapide önemli bir yere sahiptir (Chen ve ark. 2003). Doğal 

ürünlerden köken alan yaklaşık 60 tane kanser kemoterapi ilacı mevcuttur (Suzuki ve 

ark. 2002). Günümüzde hücre proliferasyonunu inhibe edebilen, apoptosisi 

indükleyebilen veya sinyal iletimini düzenleyebilen ajanlar kanser tedavisinde 

kullanılmaktadır (De flora ve Ferguson , 2005). 

Beslenme üzerine yapılan çalışmalar sonucunda meyve ve sebze tüketiminin insan 

metabolizması üzerine koruyucu bir etkisi olduğu bulunmuştur (Temple ve Gladwin , 

2003). Az miktarda meyve ve sebze tüketen kişiler yüksek miktarda meyve sebze 

tüketen kişilerle kıyaslandığında kanser oluşum oranı iki kat daha yükselmektedir (Liu, 

2003) (Adom ve Liu, 2002). 

2.2. Kolon Kanseri 

Kolon kanseri dünya üzerinde en çok görülen kanser türlerindendir. Her yıl 1 milyondan 

fazla hastaya kolorektal kanser teşhisi konmaktadır. Her yıl yaklaşık yarım milyon insan 

bu hastalık sebebiyle ölmektedir. Son yıllarda konuyla ilgili kapsamlı bir bilgi 

birikimine ulaşılmış ve bu bilgiler günlük pratik tedavide kullanılmaktadır. 

Amerikan kanser derneğinin verilerine göre 2013 yılında 102480 kolon kanseri teşhisi 

konulmuştur. Yine Amerikan kanser derneğinin verilerine göre 2013 yılında 50830 kişi 

kolon kanseri sebebiyle hayatını kaybetmiştir. Bu rakam kanser sebebiyle gerçekleşen 
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ölümlerin %9'unu oluşturmaktadır. Kolorektal kanser riski yaşla birlikte artmaktadır. 

Kansere yakalanan vakaların %90'ının 50 yaş ve üstü olduğu bilinmektedir (American 

Cancer Society (ACS), 2013). 

En yüksek risk artışı genetik temelli olsa da, KRK’lerin çoğunluğunu ailesel kanserden 

çok sporadik vakalar oluşturur (Wei ve ark. 2004). Ailesel Adenomatozis Polipozis Koli 

(FAP) ve Herediter Non-polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC) ailesel kolon kanserleri 

içinde en yaygın görülenler olmalarına karşılık bunlar KRK vakalarının %5’ten azını 

oluşturur (Burt ve ark. 1995). Kolon kanser çeşitlerinin yüzdesel dağılımı aşağıdaki 

dairesel grafikte verilmiştir. 

 

 

Şekil 2-3: Kolon Kanseri Çeşitleri (Burt, 2000) 

Kolon kanseri gelişmekte olan ülkelerde kısmen daha nadir görülmekte olup, gelişmiş 

ülkelerde ise kötü huylu tümörler arasında ikinci sırada yerini almaktadır. Bu çelişki 

büyük çapta varlıklı yaşam tarzı ile ilişkilidir. Son yıllarda yapılan çalışmalar bu 

durumun lifli besin tüketimi (Murphy ve ark. 2012), D vitamini miktarı (Jenab ve ark. 

2010), kandaki yağ oranı (van Duijnhoven ve ark. 2011), vücut kitle indeksi 

(Aleksandrova ve ark. 2013) ve hareketsiz yaşam tarzı (Cao ve ark. 2015) gibi faktörler 

ile ilgili olduğunu göstermektedir. Bunların yanı sıra diyette yüksek oranda kırmızı et 

bulunması ve özellikle etlerin yüksek ısıda pişirilmesi ile kolon kanseri gelişimi ile 

ilişkili olduğu da varsayılmaktadır (Cross ve ark. 2010). 
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Kolon kanserinin tedavisinde çok sayıda terapötik ilaç kullanılmaktadır. Kemo ve 

radyoterapi sistemik olarak kullanıldığında veya kanserli hücreleri öldürmek için direkt 

dokuya yönelik uygulandığında, sağlıklı hücrelere istenmeyen yan etkilere sebep olarak 

zarar verir ve tedavinin etkinliğini kısıtlar. Bu yan etkiler sonucunda hastaların 

kanserden daha kısa bir zamanda öldüğü durumlarla karşılaşılmıştır. 

Her bir tümör klinik seyrine, moleküler profiline, mikroçevresine ve konak-tümör 

etkileşimine bakıldığında kendine özgü benzersiz özellikler barındırır. Bu nedenle 

kolorektal ve diğer başka kanser türlerinde de sınıflandırma yapmaktan kaçınarak ve her 

bir tümörün moleküler karakterizasyonunu ortaya çıkarmaya yönelik çalışmalara devam 

edilmelidir (Ogino ve ark. 2012). Bugüne kadar FDA tarafından klinik kullanımı 

onaylanan Kolorektal kanserin evre II/III aşamasında tanı konabilmesinde kullanılan 

yalnızca 2 moleküler belirteç bulunmaktadır: 18 genin anlatımına dayanan ColoprintTM 

(Salazar ve ark. 2011) ve 12 genin anlatımına dayanan Oncotype Dx Colon Cancer 

TestTM (Venook ve ark. 2013). Diğer tanı testleri henüz uygulamaya geçirilmemiş olup 

daha ileri boyutta klinik çalışmalara gereksinim duyulmaktadır. Bunun yanı sıra 

onaylanması beklenen birçok tanı testi patoloji laboratuvarlarında rutin olarak 

kullanımlarının gerçekleşebilmesi için hala çok kompleks olup sadeleştirmeleri 

gerekmektedir.  (Blanco ve ark. 2015). 

Kolorektal kanser erken evrede teşhis edildiğinde büyük ölçüde tedavi edilebilir bir 

hastalıktır. Bunun içinde semptomsuz bir hastada erken evrede kanser tanınabilmelidir. 

Hastalığın erken teşhisi için toplumu bilgilendirmek ve tarama programları uygulamak 

gereklidir. Yapılan çalışmalar tarama ve izlenimin kolorektal kanser mortalitesini 

azalttığını göstermiştir. KRK taramalarını gerçekleştirebilmek için gaitadan gizli kan 

testi (GGK), fekal DNA testi, çift kontrast baryumlu enema (ÇKBE), sigmoidoskopi, 

kolonoskopi, bilgisayarlı tomografi ile kolonografi (BTK), kapsül endoskopi gibi çeşitli 

yöntemler mevcuttur. Bunlar içinde erken tanıyı arttırmak için primer olan test gaitada 

gizli kan testidir (THSK). 

2.3. Kolorektal karsinogenezde moleküler genetik değişiklikler  

1990’da Fearon ve Vogelstein’in kolorektal kanser tümorogenezinde rol oynayan 

moleküler düzeydeki olayları açıklamak amacıyla oluşturdukları model daha sonraki 

araştırmalara ışık tutmuştur. Fearon ve Vogelstein’in oluşturdukları modele göre; 

1- Kolorektal tümörler onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ve tümör supresor 
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genlerin mutasyonel inaktivasyonu sonucunda oluşurlar. 2- Malign tümör oluşumu için 

en az 4 veya 5 genin mutasyonu gerekmektedir. Daha az miktardaki değişiklikler ancak 

benign tümor oluşumu için yeterli olmaktadır. 3- Genetik değişikliklerin birbirini takip 

eden bir sıra içinde oluştuğu kabul edilmekteyse de tümörün biyolojik özelliklerinin 

belirlenmesinde bu genetik değişikliklerin birikimi onların oluş sırasından daha 

önemlidir. 4- Mutant tümör supresör gen heterozigot bir ortamda bulunduğunda bile 

fenotipik etkisini gösterme gayreti içindedir (Fearon & Vogelstein , 1990). 

Kolorektal kanser gelişimine sebep olan genetik değişiklikler üç temel gurupta 

incelenebilir; tümör supresor gen aktivitesinin azalması veya kaybolması, 

protoonkogenlerde oluşan değişiklikler, DNA onarımı (mismatch repair) ile ilgili 

genlerdeki değişiklikler. Şekil 2-4’de de kolon kanseri gelişiminin moleküler 

basamakları görülmektedir. 

 

Şekil 2-4: Kolon kanseri gelişiminin moleküler modeli (Dobrucalı, 2007) 

2.4. Kolorektal Karsinogenezisin Moleküler Mekanizması 

2.4.1. Hücre içi moleküller ve gelişen olaylar 

2.4.1.1. APC Geni Mutasyonu 

Familyal Adenomatöz Polipozis (FAP), kolorektal kanserlerin %1’inden sorumlu olan 

dominant otozomal karakterde olan kalıtımsal bir hastalıktır. FAP hastaları aileleri ile 

yapılan genetik çalışmalarda bu hastalığa kromozom 5q21’de konumlanan APC geninde 

oluşan delesyon ve anlamsız (nonsense), çerçeve kayması (frameshift), yanlış mutasyon 

gibi erken meydana gelen çeşitli mutasyonların sebep olduğu bulunmuştur. FAP eşey 
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hücrelerinde ve organizmanın tüm dokularında iki allelden birinde oluşan mutasyonla 

ilgilidir. Kolorektal kanser hücrelerinde bu iki allelden biri kaybolmuş olabilir ya da 

somatik mutasyona uğramıştır. Bu gen sporadik kanserlerin %60’ından fazlasında 

mutasyon taşımaktadır. FAP ile ayırt edilebilmesi için düşünülen diğer bir 

mekanizmada APC genini promote eden bölgenin hipermetilasyona uğramasıdır. Bu 

durumda genin transkribe olmasını azaltmaktadır.  

APC geni; -katenin seviyesi ve bundan etkilenen sinyallerin düzenlenmesi, -katenin 

ve E-kadherin ile hücre adezyonunun düzenlenmesi, mikrotübül etkileşimi ile 

kromozomal stabilitenin ve hücresel göçün düzenlenmesi, hücresel hareketin 

düzenlenmesi, aktin hücre iskeletinin kontrolü ile hücresel polariteyi ve göçü düzenler, 

apoptozis ve hücre döngüsü komponentlerini inhibe ederek hücre döngüsünü bloke 

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

2.4.1.2. p53 Geni Mutasyonu (17p13.1) 

Hücre döngüsü kontrolü, replikasyon ve genomik stabiliteyi sağlayan DNA tamirinde, 

ayrıca apoptozis aktivasyonunda ve zehirli ajanlara verilen hücresel tepkilerin 

düzenlenmesinde görev alır. Tetramerik bir protein olmakla birlikte her biri 393 

aminoasitten oluşan dört alt üniteden meydana gelmektedir.17. Kromozomda yer 

almaktadır. 20 kb uzunluğunda olup 11 ekzon barındırmaktadır. G1/S kontrol 

noktasında bir fren görevi gören transkripsiyonel bir regülatördür. Hücre döngüsü 

durdurma, senesens, farklılaşma gibi çeşitli olaylarda da yer almaktadır (Naccarati ve 

ark. 2012). 

2.4.1.3. Kolorektal Kanserde Silinen Bölge (DCC) (18q21.3)  

DCC geni kromozom 18q21 konumunda yer alır. Hücre membranının her iki tarafından 

geçen 1147 aminoasitlik bir proteini kodlayan 29 ekzondan oluşur. Ekstraselüler kısmı, 

immunoglobulinlere benzer ekstraselüler bölgeleri olan hücre adezyon proteinleri ile 

homologtur. 

DCC proteini, çoğalma ve farklılaşma süreçlerini düzenleyerek epitelyal/ mezenşimal 

etkileşimlere müdahale etmektedir (Nagothu ve ark. 2003).  

Bu proteinin ekspresyonu kolorektal kanserlerin %50’sinden fazlasında azalmıştır ya da 

hiç gerçekleşmemektedir. DCC geninin bir tümör baskılayıcı olduğu yapılan 

çalışmalarla tespit edilmiştir (Klingelhutz ve ark. 1995).  
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2.4.1.4. DNA Onarım Genlerindeki Değişiklikler 

Bir diğer moleküler mekanizma ise Lynch sendromu ve sporadik tümörlerin %15’inin 

sebebi olarak görülen mikrosatelit kararsızlığıdır (MSI). Mismatch hata tamir sisteminin 

(MMR-mismatch repair- baz eşleşememesi), yokluğunda KRK oluşumunu açıklar. 

MMR genlerinde meydana gelen mutasyonlar genomik kararsızlığa sebep olmaktadır. 

Mikrosatelite kararsızlığı olarak da bilinen mutator fenotipine dönüşmektedir. MMR 

genlerindeki değişim; özellikle tekrarlayan dizinlerde, AA [S]NAA veya CA[CA]NCA 

mikrosatelite bölgesinde, yeni mutasyonların ortaya çıkmasına; tekrar bölgelerinin 

genişlemesi ya da insersiyon ve delesyonlarla küçülmesi ile mikrosatelite kararsızlığına 

sebep olup bu fenotipi oluşturmaktadır. Bu durum birçok genin inaktivasyonuna BAX 

veya Kaspaz-5-genleri gibi apoptozisi düzenleyen ya da TGFβRII, WISP-3, IGFIIR 

veya MMR ailesine ait MSH3 ve MSH6 gibi hücresel büyümenin kontrol ve 

düzenlenmesinde görev alan birçok genin inaktivasyonuna sebep olmaktadır (Li, 2008).  

2.4.1.5. Wnt Wnt/-katenin yolağı  

KRK’ların %90’ında görülen mutasyonların birçoğu bu yolağın komponentleridir. APC 

ve CTNNB1 genlerinde meydana gelen mutasyonlar, bu yolak için çok önemlidir ve 

ubikutin-protazom sistemi aracılığıyla -katenin yıkımına direnç oluşturur. Bu durum 

da -kateninin sitoplazmada birikmesine ve nukleusa transferine yol açar. Bunun 

sonucunda onkoproteinlerin anlatımı aşırı miktarda gerçekleşir. Diğer genlerin de 

mutasyonlarına yol açarak adenomanın erken oluşumuna sebep olan hiperproliferatif 

fenotipi oluşur. Wnt/-katenin yolağınca oluşturulan aktivasyon sadece kolorektal 

karsinogenezin başlaması için değil aynı zamanda daha ileri seviyelerde malign 

hücrelerin kontrolünü de sağlar. Bu özelliği, KRK terapilerinin geliştirebilmesi için 

araştırılan yolakların başında yer almasını sağlamaktadır (Scholer ve ark. 2011). 

Bu yolak aynı zamanda regülasyon, farklılaşma, proliferasyon ve hücre ölümü gibi 

dolayısıyla embriyonik gelişim, büyüme ve homeostaside meydana gelen 

anormalliklerle de ilgili olan süreçlerde de rol oynamaktadır. Wnt proteinleri 

reseptörlerle yönlendirilen sinyal transdüksiyon yolaklarını stimüle eden ligandlar 

olarak hareket ederler. Bilinen dört Wnt sinyal yolağı bulunmaktadır: 1) kanonik veya 

Wnt--katenin yolağı; 2) Kinaz A proteini ile ilişkili Wnt/Ca+2 yolağı; 3) Planar hücre 

polaritesi yolağı; 4) Miyogenez ve kinaz C proteini ilişkili yolak. 
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En önemli yolak -katenin ile ilişkili olan sitoplazmik kontrol ve regülasyonu sağlayan 

Wnt yolağıdır. Sitoplazmik -kateninin artması ile nükleusa giriş başlar ve bu durum 

hücre bölünmesi, embriyonik gelişme ve morfogenez ile ilgili olan genlerin 

transkripsiyonunu aktive eder. Wnt--katenin yolağı organ gelişimini ayarlayan ve bazı 

dokuların homeostasisini sürdüren Notch, Hedgehog, Rac/K-RAS ve mTOR gibi birçok 

sayıda hücre sinyal yolağı ile ilişkilidir. Ayrıca Fibroblast büyüme faktörü (FGF) ve 

transformatif büyüme faktörü beta TGF- da aktivitelerini düzenlemek ve bazı spesifik 

hücresel süreçleri kontrol etmek için Wnt--katenin ile etkileşime geçer. Bu yolaklar 

nadiren tek başına çalışır, yolaklardan birinde meydana gelen aksaklık, kanser gelişimi 

ile sonuçlanabilir (Takebe ve ark. 2011). 

Bu dört Wnt sinyal yolağından, Wnt/-katenin yolağı kansere sebebiyet veren hücresel 

değişikliklerden sorumlu olarak belirtilmiştir. --kateninin malign süreçlerde devreye 

girmesi yapılan çalışmalarla ilk KRK’larda tespit edilmiştir. APC proteini ile kompleks 

oluşturarak FAP’ın karsinogenezinde rol almıştır. Aynı zamanda adenomaların 

adenokarsinomalara dönüşümü KRAS, p53 ve Smad4 gibi onkogen ve tümör baskılayıcı 

genlerdeki mutasyonların birikimiyle gerçekleşmektedir. APC geninin yokluğu -

kateninlerin kararsızlığına sebep olur bu durum da epitelyal hücrelerin 

transformasyonları ile sonuçlanır (Raskov ve ark. 2014). Şekil 2-5’de WNT/beta-katenin 

yolağı şematize edilmiştir. 
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Şekil 2-5: WNT/beta-katenin yolağı (Suzuki ve ark. 2015) 

2.4.1.6. E-kadherin and -katenin 

Kadherinler tümör baskılayıcı hücre adhezyon molekülleridir. E-kadherin grubu hücre 

adhezyon moleküllerinin ekspresyonlarının baskılanması tümör gelişimini tetikler 

(Moran ve ark. 2010).  

E-kadherin/ beta-katenin kompleksi uzak metastazın olup olmadığına dair önemli bir 

öngörücüdür. Epitelyal kadherin (CDH1 geniyle kodlanan E-kadherin) ekspresyonunda 

oluşan bir aksaklık, epitelyal-mezenkimal transizyon (EMT) ile birlikte meydana gelir, 

ki bu durum tümör gelişimi ve metastazda önemli bir kilit noktadır. EMT çok kompleks 

ve çok değişkenli bir süreçtir. WNT/beta-katenin, TGF-beta, TNF-alfa, RAS, ILK 

(integrin bağlı kinaz), NF-kappa beta, HIF, AKT veya EGFR gibi birçok sinyal yolağı 

ile ilişkilidir (Bezdekova ve ark. 2012).  

E-kadherin ekspresyonunun azalmasının etkisi mide, meme, tiroid, hepatoselülar 

karsinoma ve bunun yanısıra gibi birçok kanserde olduğu gibi kolon kanserinde de 

tanımlanmıştır (Chen, ve ark 2012). 

Birçok durumda KRK, ras proto-onkogen mutasyonu ile ilgili olan hiperplastik polip 

oluşturan ve APC geninde oluşan mutasyon ile ilgili olan (sporadik vakaların %80’inde 

bulunmaktadır) olmak üzere iki tipi olan ACF hücreleri gibi progenitör hücrelerinde 
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meydana gelen değişiklikler sonucu oluşur (Tsanou ve ark. 2008). Bu değişiklikler, 

APC/ beta-katenin yolağı inaktivasyonu gözlendiği yerde E-kadherin grubu 

ekspresyonu değişiklikleri ile erken aşamalarda meydana gelirler. E-kadherin grubunu 

kodlayan genlerin ekspresyonundaki değişiklikler ile, primer neoplasm hücrelerinin 

adhezyon özelliklerini kaybettiği bölgede metastaz potansiyellerinin artmasıyla olgun 

tümörün oluşumu sürecinde de devreye girerler (Lorenc ve ark. 2015). Genel itibariyle 

kolon kanserinde görülen somatik mutasyonlar Şekil 2-6 ‘da verilmiştir. 

 

Şekil 2-6: Kolorektal Kanserde Görülen Somatik Mutasyonlar (Lo ve ark. 2016) 

2.4.1.7. BRAF, NRAS, VEGF genleri 

BRAF geni 7. kromozomun uzun kolunda yer alır (7q34). MEK/ERK sinyal yolu 

transdüksiyonunu yönlendiren RAS ailesine ait sitoplazmik serin/treonin kinazı kodlar. 

Bu yol hücre büyümesi, farklılaşma ve apoptozis oluşumu gibi olayların 

düzenlenmesinde çok önemlidir. RAS ailesi genleri: HRAS, NRAS ve KRAS (Kirsten rat 

sarcoma) neoplazilerde en sık değişime uğrayan onkogenlerdendir. KRAS onkogeni 

PI3K/ PTEN/ AKT ve RAF/ MEK/ ERK sinyal yolaklarında yer alır. İnsan 

tümörlerinde RAS mutasyonlarının %85’i KRAS mutasyonudur (Arrington ve ark. 

2012). Bunun yanında NRAS mutasyonları %15 ve HRAS mutasyonları ise yalnızca 

%0.12-1 arası bir oranı oluşturmaktadır. Sıklıkla KRAS mutasyonları olmak üzere RAS 

geni kolon, pankreas, akciğer tümörleri için spesifiktir. Bu genlerce kodlanan proteinler 

21Kd (p21) protein yapısında olup GTPaz aktivitesine sahip olup hücre büyümesi ve 

farklılaşması sinyal yolaklarında rol alırlar. Bu gende meydana gelen mutasyon akciğer 

kanserlerinin %30’unda, kolon kanserlerinin %40’ında, pankreas kanserlerinin 
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%80’inde ve tiroid kanseri vakalarının %55’inde olmak üzere malign tümörlerin 

gelişiminde en yaygın görülen genetik olaydır. Bu gende meydana gelen mutasyonların 

yaklaşık %90’ı ilk ekzonun spesifik bölgesinde, %80 oranında 12. kodonda %20 

oranında ise 13. kodonda yer almaktadır (Makrodouli ve ark. 2011). RAS ve PIK3CA 

sinyal yolakları Şekil 2-7’de görülmektedir. 

 

Şekil 2-7: RAS ve PIK3CA sinyal yolakları (Lo ve ark. 2016) 

Vasküler Endotelyal büyüme faktörü (VEGF) geni insan kromozomu 6p21.3 bölgesinde 

yer alır. Sekiz ekzon ve yedi intron barındırır ve yaklaşık 14kb uzunluğunda kodlama 

bölgesi içermektedir. Tümörler ile ilgili hücreler neovazkülarizasyonu oluşturan endotel 

hücreleri ve perisitlerdir. Tümör hücreleri tarafından üretilen sitokinlar ve büyüme 

faktörleri tümör mikroçevresi içerisinde büyümesi için optimal şartları oluşturur. 

Stroma hücreleri tarafından salgılanan sitokinler hücrelerin malign davranışlarını 

etkiler. Proenflamatuvarlar interlökin 4 (IL4) ve interlökin-1 (IL1), VEGF ve tümör 

büyüme faktörleri (TGF--1,-2,-3) ve reseptörleri ölümsüzlük, tümör büyümesi ve 
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metastaz ile bağlantılı çeşitli sinyal yolaklarını aktive eden genlerin transkripsiyonunu 

teşvik etmektedir (Martin ve ark. 2014). 

Hipoksia, VEGF geni ekspresyonunun başlıca regülatörüdür. Oksijen basıncının 

azalması, hipoksiyle indüklenen faktör (HIF1) transkripsiyon faktörü aracılığıyla VEGF 

geni transkripsiyonunun artışına sebep olur. Hipoksi tümör gelişiminde belirleyici bir 

kademedir. Tümör gelişiminde HIF1 transkripsiyon faktörü, IL-6, TGF- ve VEGF 

faktörleri ile bir araya gelir. Kolon kanserinde IL-6 seviyesi ve HIF1 artışı etkileşimi 

proanjiojenik VEGF izoform ekspresyonunu indükler. Bu durum da tümör 

proliferasyonunu, apoptozisden kaçışı ve tümör hücrelerinin göçünü teşvik eder (Arvelo 

ve ark. 2015). 

Tüm bunlara ek olarak kolon kanserinde görülen onkogen ve tümör baskılayıcı gen 

mutasyonları ve tipleri, değişim oranları tablo 2-1’de detaylı bir şekilde verilmiştir. 

Tablo 2-1: Kolon Kanserinde Görülen Mutasyon Türleri (Akyol, 2014) 

Gen Mutasyon Tipi Tahmini değişiklik sıklığı 

Onkogenler 

KRAS Nokta mutasyonu (12,13,61 

kodonları) 

40% (mutasyonların %75’inden 

fazlası 12. kodonda) 

NRAS Nokta mutasyonu (12,13,61 

kodonları) 

5% 

PIK3CA Kinaz aktivitesini artıran nokta 

mutasyonları 

15-25% 

BRAF Kinaz aktivitesini artıran nokta 

mutasyonları (V600E gibi) 

5-10% (CIMP pozitif KRK ile 

ilişkili mutasyonlar) 

EGFR Gen amplifikasyonu 5-15 % 

CDK8 Gen amplifikasyonu 10-15 % 

CMYC Gen amplifikasyonu 5-10% 

CCNE1 Gen amplifikasyonu 5% 

CTNNB1 N ucundaki çerçeve içi delesyonları 

ve nokta mutasyonları sabitleyici 

5% 

NEU(HER2) Gen amplifikasyonu 5% 
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MYB Gen amplifikasyonu 5% 

Tümör 

Baskılayıcı 

Genler 

p53 Nokta mutasyonu, allel kaybı 60-70% (nokta mutasyonların 

%95’inden çoğu missense) 

APC Çerçeve kayması, nokta mutasyonu, 

delesyon ve allel kaybı 

 

70-80% (neredeyse tümü 

kesilmiş protein sebep olur) 

FBXW7 Nonsense, missense, delesyon 20% 

PTEN Nonsense, delesyon 10% 

SMAD4 Nonsense, missense ve allel kaybı 10-15% 

SMAD2 Nonsense, missense ve allel kaybı 5-10% 

SMAD3 Nonsense, delesyon 5% 

TGFIIR Çerçeve kayması, nonsense 10-15% (%90’I MSI-H 

KRK’larda) 

TCF7L2 Çerçeve kayması, nonsense 5%(MSI-H ve MSS olmak üzere 

her iki KRK türünde) 

ACVR2 Çerçeve kayması 10% (mutasyonların %80’inden 

fazlası MSI-H KRK’larda) 

BAX Çerçeve kayması 5% (sıklıkla bir allel yaklaşık 

%50 oranında MSI-H KRK’larda) 

  MSI-H KRK: Yüksek oranda mikrosatelite kararsızlığı gösteren kolorektal kanser 

  MSS KRK: Mikrosatelit stabilitesi olan kolorektal kanser 

 

2.4.2. Genomik ve Epigenomik Kararsızlık ve Kromozomal Değişiklikler 

2.4.2.1. Kromozomal Kararsızlık (CIN) 

KRK’ların %70-85’i CIN aracılığıyla gelişir. CIN yolağı moleküler sapmalar yapısal ve 

sayısal kromozomal anormalliklerinin birikimiyle oluşmaktadır. CIN yolağı APC 

mutasyonu, KRAS onkogeni mutasyonu, bir tümör baskılayıcı olan TP53 genini 

içeren18q kromozom kaybı ve 17p kromozomu delesyonu ile ilişkilidir. APC’de 

meydana gelen patojenik mutasyon APC proteini ile -katenin bağlanmasını engeller. 
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APC- -katenin bağlanması Wnt yolağını baskılar. APC mutasyonu kolonik kanser 

vakalarının %60’ından rektal kanserlerin ise yaklaşık %82’sinde saptanmıştır (Jass ve 

diğerleri, 2002). 

KRAS (12p12) CIN yolağındaki bir diğer önemli gendir. KRAS mutasyonları KRK 

vakalarının yaklaşık %35-42’sinde bulunmaktadır. KRAS, sadece CIN yolağına özgü 

bir gen değildir aynı zamanda CIMP yolağında da önemli bir yere sahiptir. 

DCC, SMAD2 ve SMAD4 18q21.1 kromozomunda konumlanmıştır ve bu bölgedeki 

allelik kayıp, KRK vakalarının neredeyse %60’ında bulunmaktadır. SMAD2 ve SMAD4, 

apoptosis gibi büyümenin düzenlenmesinde görev alan süreçlerde önemli olan TGF- 

sinyal yolağında görev alır.  

TP53 geni de CIN yolağı için önemli olup KRK’ların %50-75’inde fonksiyon 

bozukluklarına rastlanmıştır. 

2.4.2.2. Mikrosatellit Kararsızlığı (MSI) 

Bir diğer önemli genomik kararsızlık MSI’dır. Mikrosatellitler, tutarsızlıklarla bağlantılı 

olan genom içerisine yayılmış nükleotit tekrar dizileridirler. DNA polimeraz özellikle 

bu kısa tekrar dizilerini kopyalarken hata yapmaya çok meyillidir. Bu sebepten hata 

tamir (MMR) disfonksiyonu MSI ile sonuçlanır. Hata tamir sistemi; spesifik partner 

proteinleriyle fonksiyonel heterodimerler oluşturan MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, 

MSH6, PMS1 ve PMS2 gibi en az yedi proteinden meydana gelir (Hoeijmakers, 2001).  

MLH1 ve MSH2 hata tamir mekanizması için çok önemlidir ve beş fonksiyonel 

heterodimerik protein oluştururlar (MSH2-MSH3; MSH2-MSH6; MLH1-PMS1; 

MLH1-PMS2; MLH1-MLH3). MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 mutasyonları 

HNPCC’lerin hepsinde mevcuttur. MSI genetik hatalarda büyük bir artışa sebep 

olmaktadır. Ayrıca kolorektal kanser ile bağlantılı MSH3, TGFBR2, BAX, CASP5, 

MSH6, CTNNB1, APC, IGF2 ve E2F4 gibi genlerde mikrosatellitler mevcuttur 

(Worthley ve Leggett, 2010). 

2.4.2.3. CpG Adacık Hipermetilasyonu (CIMP) 

CIMP yolağı sporadik KRK vakalarında en önemli ikinci yolaktır. Sporadik vakaların 

yaklaşık %15’inde görülmektedir. CIMP yolağı, MLH1 gibi tümör baskılayıcı genlerin 

ekspresyonunu epigenetik olarak inaktive olmasıyla sonuçlanan, promotor bölgelerinin 

metilasyonunu gerçekleştirerek, sporadik kanserler için gerekli olan epigenetik 

kararsızlığı sağlar.  
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CIMP pozitif KRK’lar öncü lezyonlar açısından diğer yolaklardan ayrılırlar. CIN yolağı 

aracılığıyla oluşan KRK’lar ve ayrıca HNPCC adenomatöz poliplerden köken alırken, 

CIMP yolağı ile oluşan KRK’lar sesil serrated adenom patolojik öncülerden köken 

alırlar (Lino ve ark. 1999). 

2.5. Kolon Kanseri Tedavi Yöntemleri 

Kolorektal kanser için en yaygın tedavi şekli ameliyattır. Yayılmamış kanserler için 

ameliyat tedavi edici olabilmektedir. Kanserin bağırsağın derin iç kısımlarına nüfuz 

ettiği ya da lenf nodlarına yayıldığı birçok hastaya ameliyat öncesi ya da sonrası 

kemoterapi, yalnız başına ya da radyasyon ile birleştirilerek uygulanır. Kolon kanserinin 

erken teşhisinde ve yerinin belirlenmesi durumunda vakaların %90'ı beş yıl hayatta 

kalabilmektedir. Bununla birlikte kolorektal kanserlerin %39'u bu aşamada tespit 

edilebilmektedir. Eğer kanser yakın organlara ve lenf nodlarına sıçradığında tanı 

konmuş ise vakaların beş yıllık sağ kalımı %70'e, uzak organlara sıçradığında tanı 

konmuş ise %12'e düşmektedir (ACS, 2013). 

Tedavide farmasötik bitkilerin kullanılması büyük bir öneme sahiptir (Hamedeyazdan 

ve ark. 2012). Kanser tedavisinde bitkilerin kullanılması modern tıbbın temelini 

oluşturmakta ve yeni ilaçlara büyük bir kaynak sağlamaktadır (Suttana ve ark. 2010). 

Kolşisin, vinka alkaloidleri ve taksol gibi bileşimlerin doğal kanser önleyici bileşimleri 

olarak tanımlanması ve izole edilmesi, bilim insanlarını kanser hücre hatları üzerinde 

bitki türlerinin farklı kısımlarını incelemeye teşvik etmiştir (Saravi ve ark. 2013) 

Kemoterapi ilaçlarının tek başına yüksek dozda ya da uzun sürelerle kullanılması 

sistemik birikime yol açarak olumsuz yan etkiler oluşturur. Bu olumsuz yan etkilerini 

engellemek amacıyla çeşitli kombinasyon kemoterapi arayışları ortaya çıkmıştır. 

Kombinasyon terapilerinde kullanılmak amacıyla bitkisel kaynaklı kimyasal bileşikler 

araştırmaların konusu olmuştur (Riddick ve ark. 2005) (Jin ve ark. 2010) 

2.6. Flavonoidler 

Kardiyovasküler hastalık (KVH), diyabet ve kanser gibi kronik hastalıklar birçok 

insanın ölümüne ve sakatlığına sebep olan dünya çapında sağlık sorunlarıdır. Sebze, 

meyve ve tahıllar bu hastalıklara karşı koruyucu etkiye sahiptirler. Bu koruyucu etkiyi 

sağlayan bileşikler; meyve, sebze ve tahılların içlerinde bulunan bioaktif, besin değeri 

içermeyen fitokimyasallardır. Bu zamana kadar yaklaşık 10,000 fitokimyasal saptanmış 

olup büyük bir kısmı da keşfedilmeyi beklemektedir (Zhang ve ark. 2015). Gıdalarda 
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bulunan bu fitokimyasalların sağlık üzerindeki olumlu etkilerini anlayabilmemiz için ise 

bilinmeyen kısmın açığa kavuşturulmasına ihtiyaç vardır. 

Fitokimyasallar; karotenoidler, fenolikler, alkaloidler, nitrojen içeren bileşikler ve 

organosülfür bileşikleri olarak sınıflandırılabilir. En çok araştırılan fitokimyasallar; 

fenolikler ve karotenoidlerdir (Hollman ve Arts, 2000).  

Fenolikler bir ya da birden fazla hidroksil grubu içeren bir ya da birden fazla aromatik 

halkadan oluşmaktadır. Fenolik asitler; basit fenoller, fenilpropanoidler, flavonoidler, 

benzoik asit türevleri, lignanlar, ligninler, stilbenler, kumarinler ve taninler olarak 

kategorize edilir (Sak, 2014). Fenilpropanoidler Şekil 2-8’de gösterildiği gibi lignin ve 

diğer fenolik bileşiklerin öncü maddesi olarak görev alır. 

 

Şekil 2-8: Fenilalaninden fenilopropanoidler, flavonoidler, tanninler ve diğer fenoliklerin 

üretimi (Ötleş, S, 2005) 

Flavonoidler, meyvelerde, bitkilerde ve diğer bitkisel ürünlerde bulunan antioksidan 

aktiviteye sahip bileşiklerdir. Özellikle bitkilerin yaprak ve çiçeklerinde olmak üzere 
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tüm kısımlarında bulunmaktadır. Bugüne kadar 4000’den fazla flavonoid tanımlanmıştır 

(Liu, 2004). 

Flavonoidlerin güvenilir ve kolay elde edilebilir olmaları kemoterapi veya ilgili ajanlar 

için klinik kullanım için ideal olmalarını sağlamaktadır (Szliszka ve ark. 2011) 

(Ninomiya ve ark. 2013). Kanser terapisinde kullanılan yapay olarak üretilen ajanların 

hemen hemen hepsinin normal hücrelere toksik etkileri çok yüksektir. Ciddi hasarlara 

sebep olmaktadırlar (Gupta ve ark. 2001). İdeal antikanser ajanının normal kanser 

hücrelere ters etkisi minimal düzeyde, tümör hücrelerine olan öldürücü etkisi ise 

maksimum düzeyde olmalıdır.  

2.6.1. Flavonoidlerin yapısı 

Flavonoidler bitki sekonder metabolitleridir. En az bir hidroksil substituenti taşıyan 

fenilkromanon yapılarına (C6-C3-C6) göre kimyasal olarak sınıflandırılırlar. Doyma 

seviyeleri ve merkez piran halkalarındaki farklılıklarla flavonoller, flavonlar, flavanoller 

(kateşin), flavononlar, antosiyanidinler ve izoflavonoidler olarak sınıflandırılırlar (Şekil 

2). Flavonoidler doğada sıklıkla glikozillenmiş veya esterleşmiş formlarda 

bulunmaktadır. Gıda işlenmesinin bir sonucu olarak aglikonlar halinde de 

bulunabilmektedir (Hollman ve Arts, 2000). Ayrıca flavonoidlerin ve stilbenlerin 

kimyasal dönüşümleri Şekil 2-9’da yer almaktadır. 
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Şekil 2-9: Fenil propanoidler (coumaryl CoA) ve malonil CoA’dan flavonoidlerin ve 

stilbenlerin üretimi (Shahidi ve Naczk, 2005) 

Belli başlı fitokimyasallar arasında apigenin, luteolin, kafeik asit, kafeik asit fenetil 

ester (KAFE), chrysin, galangin, pinocembrin, pinobanksin, ginestein, hesperidin ve 

quercetin, kaemfereol, myricetin, isorhamnetin gibi polifenolik bileşikler olan 

flavonoidler yer almaktadır. Flavonoidlerin kimyasal yapıları Şekil 2-10’da verilmiştir. 
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Şekil 2-10: Flavon, flavonol ve flavanonun yapısı (Stefova ve ark. 2003) 

2.6.2. Flavonoidlerin metabolizması ve biyoyararlanımı 

Flavonoidler genel olarak iki benzen halkasının (A ve B) oksijen içeren bir piren halkası 

(C) ile bağlanması ile oluşmaktadır (Ötleş, 2005). Oksidatif hücre hasar oluşumunu 

engelleyen kanser önleyici etkiye sahip serbest radikal çöpçülerdir (Howells ve Manson, 

2005). 

Bu fenolik bileşikler ksenobiyotik metabolizması enzimleri ile etkileşime geçebilir (Ben 

Sghaier ve ark. 2011), sinyal iletimindeki kinazları inhibe edebilir, östrojen tip 2 

bağlanma noktaları ile etkileşebilir (Benavente Garcia ve Castillo, 2008) ve gen 

ekspresyon kalıplarını değiştirebilirler (Cai ve ark. 2011). 

Bu bileşiklerin moleküler büyüklükleri, polariteleri, çözünürlükleri farklılıklar 

göstermektedir. Bu farklılıklar flavonoidlerin, biyoyararlanımlarını ve farklı 

makromoleküller, hücre içi organeller, hücreler, organlar ve dokular içinde dağılımını 

etkiler.  

2.6.3. Flavonoidlerin etkileri  

Flavonoidler, serbest radikal elektronlarının transferini gerçekleştirerek, metal şelatlama 

aktiviteleri ile, antioksidan enzimlerini aktive ederek, alfa tokoferol radikallerini 
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azaltarak ve oksidazı inhibe ederek organizmadaki koruyucu etkilerini 

göstermektedirler (Heim ve ark. 2002). 

Tömür nekrozis faktörü alfa stimülasyonu, hücre proliferasyonunun inhibisyonu, 

apoptoz indüklenmesi gibi birçok sinyal yolağını değiştirebilme özelliklerinden dolayı 

antikanserojen özelliklere sahiptirler.  

Oksidatif hasarın azalması, karsinojenlerin inaktivasyonu, hücre farklılaşmasının 

oluşumu, tümör anjiogenezinin bozulması, metastazın baskılanması flavonoidlerin 

antikanserojenik aktiviteleridir (Kanno ve ark. 2005). 

Flavonoidlerin hücre gelişimini hücre döngüsünün birden çok evresinde durdurabilme 

özelliğinde olduklarını Neves ve arkadaşları yaptığı çalışmalarla ortaya çıkarmıştır 

(Neves ve ark. 2011). 

2.6.3.1. Acacetin 

Bir O-metillenmiş flavon olan acacetin (5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone), özellikle 

Robinia pseudoacacia ve Turnera diffusa bitki türlerinde, ayrıca çeşitli bitki, tohum ve 

çiçeklerde bulunmaktadır. Çeşitli flavonoidlerin in vitro olarak T hücreli lösemi, 

böbrek, akciğer, mide prostat, mesane, melanom, osteosarkom, meme ve lenfoid kanser 

türevli hücre hatları gibi birçok kanser türüne antianjiojenik ve antikanserojenik etkisi 

olduğu bilinmektedir. Şekil 2-11’de acacetinin yapı formülüne yer verilmiştir. 

 

Şekil 2-11: Acacetin yapı formülü 

Acacetin tarafından indüklenen hücre ölümü nüklear morfolojideki değişimler ile, DNA 

fragmantasyonu ile ve hücre morfolojisi ile karakterizedir. Acacetin'in apoptozisi 

indükleyerek ve hücre siklüsünü bloke ederek antiperoksidatif ve antienflamatuvar, 

antiplazmodial ve antiproliferatif etkileri olduğu da tespit edilmiştir (Hsu ve ark. 2004a) 

(Hsu ve ark. 2004b). Acacetinin, NF, p44/42 MAPK ve PI3K/Akt aktivasyonunu 

bloke ederek bunun sonucunda iNOS ve COX2 ekspresyonlarının inhibisyonuna sebep 
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olarak LPS ile tetiklenen enflamasyona karşı koruduğu bulunmuştur (Pan ve ark. 2006). 

Bu sebeplerden acacetinin, tümörogenez ilişkili enflamasyona karşı potansiyel bir 

kemoterapi ajanı olabileceği düşünülmektedir. Aynı zamanda MLK3/MKK3/6 ve p38’i 

içeren mitojen aktivasyonlu protein kinaz sinyal iletimini düzenlediği de yapılan 

çalışmalarla tespit edilmiştir (Chien ve ark. 2011). 

Acacetinin B halkasındaki metoksil grubu apigenin yapısına benzer olmakla birlikte 

ATP bağlanma bölgesinin bir kompetitif inhibitörüdür ve TPA ile tetiklenen fibroblast 

hücresinde protein kinaz C aktivitesini inhibe eder. 

Acacetinin biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri geniş çapta ortaya konulmasına 

rağmen, antienlamatuvar ve antikanserojenik etkilerinin hangi mekanizmalarla meydana 

geldiği henüz tam manasıyla aydınlatılamamıştır. 

Acacetin’in kolon kanseri HCT 116 ve HT-29 hücreleri üzerine olan etkisine dair bir 

bilgi bulunmamaktadır. Sitotoksik etki oluşturduğu sonucu elde edildiği takdirde 

acacetinin HCT 116 ve HT-29 hücrelerinde hangi moleküler mekanizmalar üzerinden 

bu etkiyi oluşturduğuna dair çalışmalar sürdürülecektir. 

Yapılan literatür taramaları çalışmalarında acacetin flavonoidinin kolon kanserinde olan 

etkinliğinin henüz araştırılmadığı saptanmıştır. Araştırmamızın özgünlüğü bu temele 

dayanmaktadır. 

Yapılacak çalışma acacetinin HT-29 ve HCT 116 insan kolon tümör hücre hatlarının 

gelişimini azaltıcı ve apoptozunu arttırıcı etkisinin olup olmadığını anlamak üzerinedir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Materyaller 

3.1.1. Kimyasal Malzemeler 

Acacetin (00017) Sigma Aldrich firmasından, hücre kültür çalışma şartlarını sağlayacak 

şekilde temin edilmiştir. 

Amerikan Hücre Kültür Koleksiyonu (ATCC, LGC Standarts) firmasından temin edilen 

HCT 116 ve HT-29 kolon kanseri hücre hatlarını yetiştirmek için McCoy’s 5A 

Modifiye besiyeri kullanılmıştır. Sağlıklı kontrol grubu MRC-5 hücre hatlarını 

yetiştirme ortamı olarak da RPMI-1640 (Lonza, BE12-918F, L-Glutamin) ve fenol red 

içermeyen besiyeri kullanılmıştır. Beslenme ortamları için fetal sığır serumu (FBS, 

sıcaklık inaktif, Gibco, 10437028) ve penisilin-streptomisin (Gibco, 15140122) 

eklenerek hazır hale getirilmiştir.  

MRC-5 alt kültür işlemleri için %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco, 25200072) ve DPBS 

olarak Ca+2/Mg+2 içermeyen (Gibco, 14190367) kullanılmıştır. 

Hücre canlılık tayinini saptamak amacıyla WST-1 (Roche, 11644807001) kiti 

kullanılmıştır. Acacetinin oluşturacağı apoptotik aktivitenin belirlenebilmesi için kaspaz 

3 (kolorimetrik, BioVision, K106-100) ile Annexin V (apoptoz deteksiyon, Merck 

Millipore, MCH100105) kitleri ile çalışılmıştır. 

3.1.2. Cihazlar 

Deneyde kullanılan cihazların listesi Tablo 3-1’ de verilmiştir. 
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Tablo 3-1: Deneyde kullanılan cihazlar 

Cihaz Listesi 

CO2 İnkübatörü (New Brunswick) 

Işık Mikroskobu (Leica) 

Otomatik Hücre Sayacı (Life Technologies) 

Laminar Kabin (Fast Safe Elit) 

Vorteks 

Santrifüj (Beckman Coulter) 

ELISA Okuyucu (Spektrofotometre ölçümleri için) (ThermoScan, 

Thermo) 

Su Banyosu 

Buzdolabı 

Sıvı Azot Tankı 

Otoklav 

Flow Cytometry (Annexin için) (Muse Flow) 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. HT-29 Hücre Hattı 

HT-29 hücre hattı, 44 yaşında bir kadından izole edilmiş kolorektal 

adenokarsinoma hücreleridir. HT-29 hücre hattı, daha önce İ. Ü. Bap 39247 numaralı 

proje ile ATCC  firmasından temin edilip yetiştirilerek dondurulan pasajlardan 

kullanılan hücrelerdir. Büyüme ortamları McCoy’s 5A besiyeri içerisine %10 FBS, %1 

Penisilin Streptomisin ilave edilerek hazırlandıktan sonra, hücreler için uygun büyüme 

koşulları olan %5 CO2 ve  37 ºC sıcaklık sağlanarak büyülmüştür.   

3.2.2. HCT 116 Hücre Hattı 

HCT 116 hücre hattı, yetişkin bir erkekten izole edilmiş kolorektal karsinoma 

hücreleridir. HCT 116 hücre hattı daha önce İ. Ü. Bap 39247 numaralı proje ile ATCC 

firmasından temin edilip yetiştirilerek dondurulan pasajlardan kullanılan hücrelerdir. 

HCT 116 büyüme ortamı da HT-29 ile aynı olup McCoy’s 5A medium içerisine aynı 

şekilde %10 FBS, %1 Penisilin Streptomisin ilavesiyle uygun ortam sağlandıktan sonra, 
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CO2 için %5 ve sıcaklık için 37 ºC sağlanarak uygun ortamlarında büyümeleri 

sağlanmıştır.  

3.2.3. MRC-5 Hücre Hattı 

MRC-5 hücre hattı ATCC firmasından sağlanmıştır Karakteristik olarak 

fibroblast yapıda olan sağlıklı akciğer hücrelerinden derive edilmiştir. Sağlıklı hücreler 

üzerindeki acacetin etkisinin değerlendirilmesi amacıyla MRC-5 hattı çalışılmıştır. 

Büyüme ortamı için RPMI-1640 medium içerisine %10 FBS ve %1 Penisilin 

Streptomisin ilavesiyle hazırlanan besiyeri içinde, %5 CO2 ve 37 ºC sıcaklık 

koşullarındaki inkübatörde yetiştirilmiştir. 

3.2.4. Hücre Ekim İşlemleri 

Hücre hatlarının bulunduğu kryotüpler soğuk saklama ortamlarından alınıp, 

kademeli olarak önce -20 ºC dolapta bekletildikten sonra, 37 ºC su banyosunda yaklaşık 

2 dk. kadar çözülünceye kadar bekletilmiştir. Hücre kültürü için gereken steril şartlar 

altında çalışma ortamı olan laminar kabin içerisine alınmıştır. 15 ml falkonlar içerisine 5 

ml taze besiyeri eklenip, kryotüplerde bulunan 1 ml hacimdeki hücreler bu falkonlarda  

santrifüj işlemi için 1500 rpm hızda 5 dk. durduktan sonra, süpernatant 

uzaklaştırılmıştır. Pellet 1 ml taze medium ile homojenize edilip sayım için 10 μl hücre 

miktarına karşılık 10 μl trypan blue boyama solüsyonu ile etki edilerek, Countless Cell 

Counter hücre sayım cihazında ölçümleri yapıldıktan sonra 25 cm2  boyutundaki 

flasklara hücre ekimleri gerçekleştirilmiştir. 

3.2.5. Alt Kültür İşlemleri 

Hücreler büyüme ortamlarında yetersiz besin miktarı veya ph değişimlerine 

bağlı olarak istenen miktarda büyüyemez, hücre kaybı meydana gelebilir. Bu nedenle 

belirli aralıklarla mikroskop altında ve renk değişimlerine flask yüzeyinden bakılarak 

yapılan kontrollerle hücre ortamları 2-3 günde bir değiştirilmiştir. HT-29, HCT 116 ve 

MRC-5 hücre hatları adherent özellik gösterir ve flask yüzeyine tutunarak gelişme 

özelliğinde olduğundan medium değişiminde besiyeri, aspirasyon yöntemiyle 

uzaklaştırılmış, flaska aynı miktardaki taze mediumdan eklenmiştir. Hücreler büyüyüp, 

istenilen morfolojik özellikleri gösterdiklerinde ve zeminde daha fazla hücre gelişimi 

için alan kalmadığında alt kültür işlemine alındı. Alt kültür işlemi için önce besiyeri 

ortamı aspirasyon ile uzaklaştırıldı. Ardından DPBS ile yıkanan flask zemini, Tripsin-
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EDTA eklenmesinin ardından 5 dk. boyunca %5 CO2 ve 37 ºC inkübatör ortamında 

bekletildi. Laminar kabine alınan flasklar, taze mediumla yıkanıp kaldırma işleminin 

ardından falkonlara alınarak, 1500 rpm. 5 dk santrifüj edilmiştir. Sayımları yapılan HT-

29, HCT 116 ve MRC-5 hücreleri, uygun sayıdaki flaska bölünerek işlem 

tamamlanmıştır. 

3.2.6. Hücre Dondurma İşlemleri 

Daha sonra çalışılacak hücrelerin dondurma işlemleri için tıpkı alt kültür 

aşamaları santrifüj işlemi dahil olmak üzere gerçekleştirildi. Santrifüj aşamasından 

sonra falkondaki süspanse sıvı uzaklaştırılıp, pellet üzerine dondurma mediumu 1 ml 

eklenerek yeni kryotüpler içerisine alınmıştır. Dondurma mediumu içeriği %90 

oranında MRC-5 hücre hattı için RPMI-1640 besiyeri; HT-29 ve HCT 116 hücre hatları 

için de McCoy’s 5A besiyeri olmak üzere %10 oranında da Dimetilsülfoksit (DMSO) 

bileşenleriyle hazırlandı. Kryotüpler içine alınan 1 ml hücre, dondurma işleminin 

hücrelere zarar vermesini önlemek için ilk olarak -20 ºC’ de 1 saat, -80 ºC’ de 24 saat 

bekletildikten sonra -196 ºC azot tankında muhafaza edilmiştir. 

3.2.7. Acacetin Solüsyonu Hazırlama İşlemi 

Acacetin ticari olarak alınıp, DMSO içerisinde çözülerek, 10 mM stok 

konsantrasyon hazırlanarak, deney için seçilen farklı konsantrasyonlara (5, 10, 25, 50, 

100  µM ) göre tüm adımlarda tekrarlanarak hazır hale getirilmiştir. 

3.2.8. WST-1 Hücre Canlılık Tayini 

WST-1 testi aktivitelerini sürdüren, ölü olmayan hücreler üzerinde 

mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enziminin çalışmasıyla WST-1 tuzları oluşturması 

mantığını benimser. Çalışmamızda HT-29 ve HCT 116 hücre hatları ile MRC-5 sağlıklı 

kontrol hücre hatları üzerinde acacetinin canlılığa etkisini incelemek üzere WST-1 

deneyleri yapılmıştır. Her hücre hattı için 96 kuyucuk içeren platelerdeki her bir kuyuya 

0,1 x 105 sayıda hücre ekilmiş olup, ilk sıraya acacetin dozu verilmeden kontrol amaçlı 

olarak sadece hücre bırakılmış, diğer sıralar belirlenen dozlarda (5, 10, 25, 50, 100 µM) 

acacetin hücrelere eklenerek, 24, 48 ve 72 saat zaman dilimleri boyunca inkübatörde 

bekletilmişlerdir. Her zaman dilimi dolan plate içerisindeki hücre ekimi yapılan tüm 

kuyulara bu kez 10 μl WST-1 çözeltisi eklenerek 37 ºC’de 4 saat süre için inkübatörde 

tutulmuştur. Platelerdeki sadece hücre olup acacetin dozu eklenmeyen kuyular kontrol 
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olarak kabul edilmiştir. Plateler okuyucuda 440 nm değeri altında ölçüm değerleri 

saptanmıştır. Kontrol kuyu absorbans ölçüm değerleri %100 olarak değerlendirilmiş ve 

diğer örneklerin absorbans değerlerinden göreceli canlılık sonuçları elde edilmiştir. 

Tüm örnekler için elde edilen üç değerli asıl absorbans değerleri ortalamaları alınarak 

ortalama absorbans elde edilmiştir. Ortalama absorbans değeri belirlenen örnekler, 

kontrol hücrelerinin ortalama absorbans miktarına bölünerek kontrol hücrelerine kıyasla 

göreceli canlılık oranı hesaplanmış ve 100 ile çarpılıp örnek başına ayrı ayrı yüzde 

canlılık miktarı belirlenmiştir. Yüzde Canlılık = [ Örnek  ABS (Absorbans) ortalama / 

Kontrol ABS ortalama] x 100 formülü kullanılmıştır. 

3.2.9. Kaspaz-3 Enzimatik Aktivite Ölçümü 

Kaspaz temel prensibi etiketli substrat DEVD- para nitroanilin (pna) 

parçalandıktan sonra kromofor pNA’i spektrofotometrik olarak tayin etmektir. HT-29, 

HCT 116 ve MRC-5 hücre hatları için kaspaz aktivitesi Kaspaz-3 kolorimetrik 

değerlendirme kiti (BioVision Research Products, California, CA, USA) ile tayin 

edilmiştir. Kullanılan 6 kuyulu platelerde kuyu başına 2 x 106 hücre aktarıldıktan sonra, 

%5 CO2 ve  37 ºC standart inkübasyona bırakılmışlardır. 24 saat sürenin ardından her 

kuyudaki hücre ayrı ependorf tüplerine alınarak, 800 rpm’de 5 dk. santrifüj işlemi 

görmüş ve hücreler süpernatantlardan arındırıldıktan sonra üzerlerine 100 μl soğutulmuş 

liziz tampon çözeltisi eklenerek homojenize edilmiş, örnekler buz üzerinde 10 dk. 

inkübasyona bırakılmıştır. 10.000 rpm’de 1 dk santrifüj basamağının ardından üst sıvı 

faz, steril yeni bir ependorf tüpe aktarılıp yine 100 μl lizis tamponu ilavesiyle protein 

örneklerinin hazırlama işlemi tamamlanmıştır. Kaspaz enzim işlev tayini için 96 kuyu 

içeren düz tabanlı mikro platelere, ikili şeklinde her kuyuya 50 μl protein örneği ve 50 

μl 2X reaksiyon tamponu ilavesi gerçekleştirilmiştir. Ardından her kuyu başına 5 μl 

kaspaz-3 kolorimetrik substratı eklenmiş ve 37 ºC, 2 saat inkübatörde tutulmuştur. 

Değerler 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucu (Thermo Spectrum) cihazıyla 

belirlenmiştir. Hücrelerdeki durgun ve ilaç uygulamalarını takiben kaspaz-3 enzim 

işlevinde oluşan farklılık tayin edilmiştir.  

3.2.10. Annexin V-FITC Hücre Ölüm Tipi Apoptoz/Nekroz Aktivitesi 

Hücrelerde ölümün apoptoz mu yoksa nekroz kaynaklı mı olduğunu tayin 

amacıyla kullanılan Annexin V-Fluorescein isothiocyanate (FITC) yöntemini, HT-29 ve 

HCT 116 kolon kanseri hücre hatları ile MRC-5 sağlıklı kontrol hatları üzerinde doz ve 
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zamana dayalı uyguladığımız acacetin etkisini görmek için çalıştık. Apoptotik 

hücrelerin dış membran yüzeyinde bulunan fosfotidil serin fosfolipidi, Annexin-V 

apoptoz analizinde kullanılan FITC ile konjüge Annexin-V lektinine bağlandığında, 

FITC bölümü de bağlanmış bu hücrelerin floresan (FL1 dedektörü; eksitasyon= 488nm, 

emisyon=535nm) ışıma yapmasını sağlar. Bu floresan ışıma akış sitometri üzerinde F1 

dedektörü sayesinde belirlenir. Nekrotik hücre tayini aşamasında ise nükleik asitle 

bağlanma özelliğindeki PI (FL2 dedektörü, eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) 

boyası rol üstlenir. PI çalışma mantığı yalnızca hasarlı hücrelerin membranlarından 

geçerek DNA’ larını boyamaktır. PI ışıma dedektörü FL2 (FL2 dedektörü, eksitasyon= 

488nm, emisyon=562-588nm) ile nekrotik hücreler için tayin edilmiş olur. Hem 

apoptotik hem de nekrotik hücre ölçümlerinde ışıma yapan hücreler, ışımanın miktarına 

göre her hücre için ayrı olarak sınıflama yapıldıktan sonra diyagram üzerine yansıtılır. 

HT-29, HCT 116 ve MRC-5 hücrelerinin tripsinizasyonun ardından cihazda 

sayımları yapılıp, 1 x 105 hücre her kuyu için 2 ml olacak şekilde homojenize edilip 

kuyulara dağıtılmıştır. Hücrelerin ortama yerleşmesi için % 5 CO2 ve 37 ºC şartlarındaki 

inkübatörde 24 saat süre boyunca muhafaza edilmişlerdir. Sürecin sonunda acacetinin 

belirlenen dozlardaki miktarları kuyulara eklenip 48 saat inkübasyon için  bırakılmıştır 

% 5 CO2 ve 37 ºC koşullarında inkübasyonları, inkübatör cihazında gerçekleşmiştir. 

Hücrelerin inkübasyon işlemi sona erdikten sonra, yıkama işlemi ve 1x bağlayıcı buffer 

ile homojenizasyon işleminin ardından 5 ml kültür tüplerine 100’ er μl aktarım 

yapılmıştır. 5 μl FITC Annexin V ve 5 μl PI hücrelere ilave edilip vorteks işlemi ile 

homojen bir karışım haline getirildikten sonra 15 dakika boyunca oda sıcaklığında ve 

karanlık ortamda inkübasyona bırakılmıştır. Tamamlanan inkübasyon işleminin 

ardından, ölçümler akış sitometri cihazında gerçekleştirilmiştir. Diyagram üzerine 

hücreler dağılırken Annexin-V ve PI ışıma derecelerine bağlı olarak belirlenmiştir. 

Canlılık tayini belirlenirken Annexin-V ve PI sinyalinin algılanmadığı hücreler canlı, 

sadece PI sinyalinin algılandığı hücreler nekrotik, sadece Annexin-V sinyalinin 

algılandığı hücreler apoptotik ve Annexin-V sinyali ile birlikte PI sinyalinin de  

algılandığı hücreler geç apoptotik sınıfında belirlenmiş ve diyagram üzerinde her bir 

bölge üzerine denk gelen hücre miktarı (hücre sayısı bölge) sayılan toplam hücre 

sayısına oranından yüzde değerler saptanmıştır. 
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3.2.11. Deney Verilerinin İstatiksel Tayini 

Her deney için hücreler 3’er kez ekilip, deneylerin 3’er kez tekrarlanmasıyla 

ortalama standart hata (SEM) ile açıklandı.İstatistiksel analizler parametrik tek yönlü 

varyans analizi ANOVA  ile değerlendirildi. İstatistiksel önem p<0.05 olarak kabul 

edildi. 

 

 

 



 36 

4. BULGULAR 

4.1. Hücre Canlılığı Üzerinde Acacetinin Doz ve Zaman Bağımlı Etkisi 

Acacetinin değişen miktardaki dozları 5, 10, 25, 50 ve 100 uM olarak farklı 

zaman aralıkları olarak 24, 48 ve 72 saat süreyle 96 kuyulu platelerde HT-29, HCT 116 

ve MRC-5 hatları için her kuyuya çalışılacak hücre hattından 1 x 104 hücre olacak 

şekilde ayrı ayrı ekimleri yapılıp 3 ayrı zamanda 3’er ekim uygulanıp inkübe edilmiştir. 

Her plate içerisindeki acacetin eklemeyip sadece hücre ektiğimiz kuyular 24, 48 ve 72 

saat sürelerin tümü için %100 olarak değerlendirilmiş olup, acacetin ekiminin de 

yapıldığı hücre içeren kuyuların canlılık tayinleri oransal biçimde absorbans 

miktarlarından tespit edilmiştir.   

 

Şekil 4-1: Acacetinin HT-29 Hattı Üzerinde Doz Zaman Bağımlı Canlılığa Etkisi 

Acacetinin, HT-29 hattı üzerinde 48 saat inkübasyon süresi ve 5 ile 10 uM doz 

miktarlarında, HCT 116 hücre hattı için ise 10 ve 25 uM doz miktarlarının etki 

gösterdiği bulunmuştur. HT-29 hücre hattında 48 saat ve acacetin 5 uM doz miktarında 

hücre canlılığında % 20 azalma gürülürken ; 48 saat ve 10 uM doz miktarı için % 10 

azalma tespit edilmiştir (p<0,05) (Şekil 4-1). 
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Şekil 4-2: Acacetinin HCT 116 Hattı Üzerinde Doz Zaman Bağımlı Canlılığa Etkisi 

HCT 116 hücre hattı üzerinde acacetinin 48 saatlik inkübasyon süresince 10 uM 

doz uygulamasında %30 azalma saptanırken, bu oran yine 48 saat fakat 25 uM doz 

uygulamasında %27 azalma olarak bulunmuştur (Şekil 4-2). 

 

Şekil 4-3: Acacetinin MRC-5 Hattı Üzerinde Doz Zaman Bağımlı Canlılığa Etkisi 

Sağlıklı kontrol grubu olarak kullandığımız MRC-5 hücre hattı üzerinde 

acacetinin etkisi görülmemiştir. Sağlıklı kontrol grubu olarak kullanıp anlamlı hücre 
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ölümü etkisi beklemediğimiz MRC-5 hücre hattı üzerinde acacetinin anlamlı seviyede 

aktivitesi saptanmamıştır  (p<0,05).  

4.2. Hücre Ölüm Tiplerinin İncelenmesi 

Hücre canlılık WST-1 deneyi ile acacetinin 48 saat süresince HT-29 hücre 

hattında 5 ve 10 uM ve HCT 116 hücre hattında ise 10 uM ve 25 uM  konsantrasyonları, 

gerçekleşen inkübasyon için uygun doz ve zaman birimleri olarak belirlenmiş olup, 

kolon kanser hücre hatları üzerinde meydana gelen bu ölümlerin, apoptoza dayalı hücre 

ölümü miktarını tayin etmek amacıyla akış sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz ve  

kaspaz-3 analizleri gerçekleştirilmiştir.  

4.2.1. Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz İncelenmesi 

Acacetin etkisiyle tetiklenen hücre ölüm tipi Annexin-V Apoptoz/Nekroz 

yöntemiyle analiz edilmiştir. Çalışılan örnek başına akış sitometride 1x104 hücre sayımı 

yapılmıştır. Annexin-V (-)  negatif ve PI (-) negatif hücreler sağlıklı, Annexin-V (+) 

pozitif ve PI (-) negatif belirlenen hücreler erken apoptotik, Annexin-V (+) pozitif ve 

PI(+) pozitif hücreler geç apoptotik, son olarak Annexin (-) negatif ve PI (+) pozitif 

hücreler nekrotik olarak değerlendirilmiştir. 

 

Şekil 4-4: Acacetinin HT-29 Hattı Üzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini 
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HT-29 hattında akış sitometri yöntemi ile belirlediğimiz apoptotik tayinde 5 µM 

ve 10 µM doz ve 48 saat süresince acacetin uyguladığımız hücreler, acacetin 

vermediğimiz HT-29 kontrol hücrelerine göre kıyaslandığında 5 µM  ve 48 saat için 

%16 apoptotik artış tespit edilirken, 10 µM ve 48 saat içinse %13,2 apoptotik artış tespit 

edilmiş olup nekrotik etki her iki doz için de gözlenmemiştir (p<0,05) (Şekil 4-3). 

 

Şekil 4-5: Acacetinin HCT 116 Hattı Üzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini 

HCT 116 hücre hattı üzerinde akış sitometri yöntemi ile belirlediğimiz apoptotik 

aktivite incelendiğinde 10 µM ve 48 saat acacetin uygulamasında %23,5 ve 25 µM doz 

ile 48 saat süre için bu oran % 12,6 apoptoz artışı olarak tespit edilmiştir (Şekil 4-4). 
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Şekil 4-6: Acacetinin MRC-5 Hattı Üzerinde Annexin V-FITC Apoptoz/Nekroz Tayini 

Acacetinin sağlıklı kontrol hücreleri olarak kullandığımız MRC-5 hattı üzerinde 

apoptotik ve nekrotik etkisi tespit edilmemiştir (Şekil 4-5) (p<0,05). 

4.2.2. Kaspaz 3/BCA Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

HT-29 hattında 48 saat inkübasyon süresi için 5 µM doz oranında uyguladığımız 

acacetin apoptoz oranını %16 tetikleyerek, kaspaz oranında 1,02 kat artış göstermiş 

olup, kaspaz-3 bağımlı olarak apoptotik aktiviteyi tetiklediği ve hücre ölümü sağladığı 

görülmüştür. 48 saat ve 10 µM doz olarak uyguladığımız acacetin ise, HT-29 üzerinde 

%13, 2 apoptoz artışı, 1,12 kat kaspaz ifadesinde azalma ile kaspaz bağımsız şekilde 

hücre ölümünü tetiklemiştir (p<0,05) (Şekil 4-6). 
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Şekil 4-7: Acacetinin HT-29 Kolon Kanseri Hattı Üzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim 

Aktiviteleri 

HCT 116 hücreleri için yorumlandığında ise 48 saat ve 10 µM doz ile acacetin 

etkileşiminin sonucunda, % 23,5 apoptoz artışına karşılık, kaspaz 1,53 kat; 48 saat ve 25 

µM doz acacetin uygulamamız sonucunda ise, apoptoz oranında % 12,6 artış ve kaspaz 

için 1,29 kat kaspaz ifadesinde azalma ile kaspaz bağımsız şekilde hücre ölümünü 

tetiklemiştir. (p<0,05) (Şekil 4-7). 

 

Şekil 4-8: Acacetinin HCT 116 Hücre Hattı Üzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim Aktiviteleri 
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Sağlıklı kontrol grubu olarak çalıştığımız MRC-5 hücre hattı üzerinde ise 48 saat 

ile 5 ve 10 µM doz olarak uyguladığımız acacetin etkisi anlamlı düzeyde bulunmamıştır  

(p<0,05). 

 

Şekil 4-9: Acacetinin MRC-5 Kolon Kanseri Hattı Üzerinde % Kaspaz-3/BCA Enzim 

Aktiviteleri 
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5. TARTIŞMA 

 

Kanser hastalığının tedavisi için tüm dünyada yapılan araştırmaların sayısı hızla 

artmakta, alternatif tedavi yolları üretilmeye ve ilaçlar geliştirilmeye çalışılmaktadır. 

Bugüne kadar kullanılan kemoterapötiklerin hedef organ ve doku dışında hayati pek çok 

organı kötü yönde etkilediği de düşünülünce yeni stratejilerin geliştirilmesi 

gerekmektedir. Ayrıca kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar hücrede serbest radikallerin 

artmasına neden olmakta dolayısıyla bu durumda hücre ölümünü tetiklemekte ve 

sonuçta hedef hücrelerde daha fazla DNA hasarının ve mutasyonun oluşmasına neden 

olmaktadır. Bu etkiler göz önüne alındığında, sağlıklı hücrelere olumsuz yan etkisi 

olmayan antikanserojen özellik taşıyan maddelerin geliştirilmesinin önemi ortaya 

çıkmaktadır. 

Yapılan çalışmalarla flavonoidlerin kanser türleri üzerinde antiproliferatif, apoptotik 

etkilerinin yüksek olduğu ve bunu gerçekleştirirken sağlıklı hücrelere olumsuz yan 

etkisinin çok az olduğu tespit edilmiştir (Lu ve ark. 2005), (Iwuchukwu ve ark. 2011). 

Acacetinin akciğer ve prostat gibi kanser hücrelerinde proliferasyonu inhibe ettiğini ve 

apoptotik hücre ölümünü artırdığını gösteren çok sayıda çalışma vardır (Watanabe ve 

ark. 2012) (Bhat ve ark. 2013). Bunun yanında farklı kanser türlerindeki bireylere 

verilen acacetinin ciddi yan etkileri olduğunu gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. 

Aynı zamanda acacetinin immün sistem üzerinde var olan stimülatör etkisi, güçlü ve 

çok yönlü bir antioksidan ve serbest radikal süpürücü olduğu meme ve mide kanserinde 

daha önce yapılan çalışmalarla kanıtlanmıştır (Pan ve ark. 2005) (Shim ve ark. 2007). 

Tez çalışmamızda yan etkisi olmayan, ilaç direnci geliştirmeyen, antioksidan ve 

antikanserojenik etkileri bilinen acacetinin HT-29 ve HCT 116 kolon kanser hücre 

hatları üzerindeki sitotoksik etkisini in vitro ortamda incelemeyi amaçladık. 

Hücreler ya fizyolojik yaşam süreleri sonunda apoptozla ya da patolojik faktörlerin 

etkisiyle nekrozla ölürler. Nekrozla ölüm sonrası hücrede enflamasyon uyarılırken, 

apoptozla hücre ölümü fizyolojik bir süreç olarak uyarılır ve enflamatuar yanıt 

oluşmadan gerçekleşir.  

Kanser türleri üzerinde yapılan çok sayıda çalışmada yapıları birbirinden farklı 

flavonoidlerin antikanserojenik etkilerine bakılmış olup son zamanlarda flavonoidlerin 

farklı kombinasyonları üzerinde de çalışmalar yaygınlaşmaktadır. 
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Flavonoidler arasından seçtiğimiz acacetinin kanser hücreleri üzerine olan 

sitotoksisitelerini değerlendirmek için WST1 metodunu kullandık, büyümeye etkilerini 

inceleyip, yüzde canlılıklarını hesapladık. Meydana gelen hücre ölümlerinin nekrozdan 

mı yoksa apoptozisten mi kaynaklandığına baktık. 

Shim ve arkadaşları (Shim ve ark. 2007), MCF-7 göğüs kanseri hücre hattı üzerinde 

yapmış oldukları çalışmalarda farklı konsantrasyonlarda acacetin dozları denemekle 

birlikte 100 uM konsantrasyonunun 24 saat uygulanmasının etkili olduğunu 

belirlemişlerdir. Acacetinin mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya ve bunun 

akabinde mitokondriden sitokrom c ve apoptoz indükleyici faktör (AİF) salınımına 

sebep olduğunu gözlemlemişlerdir. AİF, mitokondri membran arası boşlukta bulunur ve 

hücre ölümüne cevaben sitoplazmaya salınır. Azalan mitokondriyal membran 

potansiyeli Reaktif oksijen türleri (ROT) artışı ile ilişkilendirilmiştir. Shim ve 

arkadaşları da elde ettikleri bulgular sonucunda acacetin tarafından tetiklenen 

apoptozun, mitokondriyal membran potansiyeli azalması ile sitokrom c ve AİF 

salınımına sebep olan ROT üretimi ve kaspaz 8 aktivasyonu ile olduğunu öne 

sürmektedirler. SAPK/JNK1/2-c-Jun sinyal yolağının da hücre farklılaşması ve apoptoz 

sonucunda aktive olduğu bilinmektedir. Shim ve arkadaşları, acacetinin, SAPK/JNK1/2 

ve c-Jun aktivasyonuna sebep olurken; ERK 1/2 ve p38 MAPK aktivasyonunda da 

keskin bir düşüşe sebep olduğunu belirlemişlerdir. 

Gastrik karsinoma AGS hücre hattında Pan ve arkadaşlarının (Pan ve ark. 2005) 

yaptıkları çalışmalarda çeşitli konsantrasyon ve süre denemelerinden sonra 60 uM 

acacetin konsantrasyonunun 24 saat uygulanması sonucunda hücrelerde apoptoza özgü 

belirgin morfolojik değişimler ve kromozom yoğunlaşması gibi değişiklikler 

gözlemlemişlerdir. ROT üretiminin acacetin indüklü apoptozun kaynaklarından biri 

olduğunu antioksidan muamelesi sonucunda tam olarak tespit etmişlerdir. Antioksidan 

uygulaması sonucunda canlılıkta önemli miktarda artış gözlenmiştir. Reseptör ilişkili 

sinyal transdüksiyonu apoptoz yolağı bir diğer kaspaz aktive edici ana yolaktır. Pan ve 

arkadaşları acacetin uyguladıkları AGS hücre hattında Fas ve FasL ekspresyonunda da 

artış saptamışlardır. Ayrıca acacetin uygulanan hücrelerde Bcl-2 ekspresyonunun down 

regülasyonunu ve Bad kopmasını belirlemişlerdir. Aynı zamanda Bax ekspresyonunun 

up regülasyonunu ve Bcl-XL ayrılmasını gözlemlemişlerdir. Acacetin uygulanması 

sonucunda bir diğer apoptotik protein olan P53 seviyesindeki artış da bulgular 

arasındadır.  
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PI3k/Akt yolağı melanoma gelişiminde önemli bir rol oynamaktadır. Bu sinyal kaskad 

yolağının aktivasyonu ilaç direnci gelişimine ve kanserli hücre sağkalımının artışına 

sebep olmaktadır. Jung ve arkadaşları, yüksek seviyede PI3K aktivitesi gösteren SK-

MEL-28 deri kanseri hücre hattını kullandıkları xenograft JB6 P+ fare deri modelinde 

acacetinin kemoprevantif etkisini araştırmışlardır. Acacetinin ATP kompetitif bir 

davranış sergileyerek PI3K’a direkt bağlandığını ve belirgin bir şekilde PI3K 

aktivitesini inhibe ettiğini göstermişlerdir. Aynı zamanda acacetinin Akt 

fosforilasyonunu inhibe ettiğini tespit etmişlerdir (Jung ve ark. 2014). 

Shen ve ekibi, DU-145 prostat kanseri hücre hattında acacetinin antimetastatik etkisini 

araştırmışlardır. MMP-2, MMP-9 ve u-PA ekspresyonlarının protein ve mRNA olmak 

üzere her iki seviyede de downregülasyonlarında etkili olan p38 MAPK’ın 

fosforilasyonunu acacetin tarafından inhibe edildiği bulgusuna ulaşmışlardır. Aynı 

zamanda NF-B, c-Fos ve c-Jun’un nüklear seviyelerinin azalışına sebep olduğu 

sonucunu elde etmişlerdir. Belirlenen etkin doz ve zaman 10 uM 48 saat olmuştur. Elde 

edilen bu sonuçlarla acacetinin NF-B ve AP-1-DNA bağlanma aktivasyonunu inhibe 

ederek ve p38 MAPK sintal yolağını baskılayıp bunu takiben MMP-2, MMP-9 ve u-PA 

ekspresyonlarını azalmasıyla DU145 hücre hattının invazyon ve migrasyon kabiliyetini 

azalttığı sonucuna ulaşılmışlardır (Shen ve ark. 2010). 

Singh ve arkadaşları, yapmış oldukları çalışmalarda acacetinin 25-100 uM dozlarını 24, 

48, 72 saatlerinde LNCaP ve DU145 prostat kanseri hücre hatlarına uygulayıp 

antiproliferatif etkisini araştırmışlardır. Acacetinin, hücre döngüsünün G1 ve G2-M 

evrelerinde durmasına sebep olduğunu bulmuşlardır. Hücre döngüsü G1 ve G2-M 

kontrol noktalarında görev alan düzenleyici proteinlerde değişikliklere yol açtığını tespit 

etmişlerdir. CDKI Cip1/p21 seviyesinde artışını gösteren veriler elde etmişlerdir. 

Bununla birlikte de CDK2, CDK4 ve CDK6 protein seviyelerinde düşüşü gösteren 

bulgulara ulaşmışlardır. Cdc25, Cdc2 ve Siklin B1 protein seviyelerinde acacetinin 

sebep olduğu bir düşüş gözlemlemişlerdir. Birçok kanser terapötik ajanın hücre 

döngüsünün durmasını sağlamasını takiben kanserli hücrelerin apoptotik ölümüne sebep 

olduğu daha önceden yapılan çalışmalardan bilinmektedir. Singh ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışmada da gözlemlenen acacetinin hücre döngüsü düzenleyici faktörlerin 

seviyelerinde meydana getirdiği düşüş ve artışlar hücrelerin apoptoza gitmesinin 

temelinde yatan moleküler olayları göstermektedir (Singh ve ark. 2005). 
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Acacetinin aynı zamanda glutatyon redüktazı (Zhang ve ark. 1997), sitokrom P450 

enzimini (Doostdar ve ark. 2000) ve topoizomeraz I'in katalize ettiği DNA 

replikasyonunu inhibe ettiği de yapılan çalışmalarla kanıtlanmıştır (Boege ve ark. 

1996).  

Chien ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada da acacetin A549 küçük hücreli dışı 

akciğer kanseri hücre hatlarının gelişmesini inhibe edici olmasına rağmen normal 

akciğer fibroblast hücrelerine herhangi bir toksit etkisi olmadığı gözlenmiştir. Bu bulgu 

acacetinin normal ve kanser hücrelerindeki seçici özelliğinin olduğunu ortaya 

koymaktadır (Chien ve ark. 2011). 

Anjiogenez kanseri kontrol etmede hedef alınan önemli bir olaydır. Bhat ve arkadaşları 

acacetinin anjiogenez üzerindeki etkisini ve bu etkinin mekanizmasını incelebilmek 

adına İnsan umblikal ven endotel hücreleri (HUVEC) hücre hattını ve çeşitli kanser 

hücre hatlarını kullanmışlardır. Acacetinin antianjiogenik aktivitesinin bu zamana kadar 

kanıtlanmış tüm antitümör etkilerinin kaynağı olabileceğini öne sürmüşlerdir. 

Acacetinin büyük ölçüde VEGF indüklü HUVEC hücre hattında proliferasyonu inhibe 

ettiğini gözlemlemişlerdir. Anjiogenez sırasında yeni kapiller damarların oluşumu 

önemli bir olaydır. HUVEC kapiller tüp oluşumunda da VEGF stimülasyonlu halde 

dahi acacetinin doz ve zamana bağlı inhibe edici özelliği olduğu verilerini elde 

etmişlerdir. Matrigel testleri ile acacetinin HUVEC hareketliliği, migrasyonu ve 

invazyonuna olan inhibitör etkisini de gözler önüne sermeleri süreçteki önemini 

vurgulamaktadır. Acacetinin, transkripsiyonel aktivitelerinin azalması ile sonuçlanan, 

Stat-1 (Tyr 701) ve Stat-3 (Tyr 705) fosforilasyonlarını azaltan, Stat-3’ün nüklear 

lokalizasyonu inhibe eden bir etkisi olduğunu saptamışlardır.  Bunun yanısıra bFGF 

molekülünün down regülasyonuna sebep olan bir etkisi olduğunu gözlemlemişlerdir.  

Tüm bunların sonucunda Bhat ve arkaşlarının in vitro, ex vivo ve in vivo yaptıkları 

çalışmalar ile acacetinin anjiogenezi baskıladığı sonucuna ulaşılmıştır (Bhat ve ark. 

2013).   

Tez çalışmamızda HT-29 ve HCT 116 kolon kanseri hücrelerinde acacetinin 5, 10, 25, 

50, 100 μM dozları kullanarak 24, 48 ve 72 saat uygulanması sonrası inhibitör etki ve 

mekanizmasını inceledik. İnsan kolon kanser hücresi HT-29'da acacetinin 48'inci saat 

ve 5 ve 10 μM dozlarında; HCT 116’da ise 10 ve 25 μM dozlarında apoptozu 

uyardığını, bu dozun üzerine çıkıldığında ise acacetinin hücreleri nekroza götürdüğünü 

ve toksik etki oluşturduğunu belirledik. 
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Watanabe ve ark. da 20-40 μM dozlarında acacetinin T cell lösemi Jurkat hücrelerine 4, 

6, 12, 24, 48, 72 saat uygulanması sonucundaki apoptotik etkisini analiz etmişlerdir. 

Acacetinin hücre proliferasyonunu doz ve zaman bağımlı olarak inhibe ettiğini, 40 μM 

acacetinin muamelesi sonrasında bizim bulgularımıza paralel olarak Kaspaz-3 

aktivasyonunda artış olduğunu gözlemlemişlerdir (Watanabe ve ark. 2012). Kaspaz-3 

aktive olarak çok sayıda proteinin kopmasına öncülük eden apoptoz için çok önemli bir 

kaspazdır. Çalışmalarımız sonucunda elde ettiğimiz verilerden de HT-29 hücre hattında 

48 saat inkübasyon süresi için 5 µM doz oranında uyguladığımızda acacetinin apoptoz 

oranını %16 tetikleyerek, kaspaz-3 miktarında 1,02 kat artış göstermiş olup, kaspaz-3 

bağımlı olarak apoptotik aktiviteyi tetiklediğini tespit ettik. HT-29 hücrelerine 48 saat 

ve 10 µM doz olarak uyguladığımız acacetin sonrasında ise, HT-29 üzerinde %13, 2 

apoptoz artışı gözlemledik. Fakat bu artışın 1,12 kat kaspaz-3 ifadesinde azalma ile 

kaspaz bağımsız şekilde hücre ölümünü tetikleyerek olduğunu gözlemledik. 

Pan ve arkadaşları AGS hücrelerinde 20, 40, 60, 80 ve 100 μM acacetin dozlarını 0, 3, 

6, 9, 12 ve 24 saat uygulayarak antikanserojenik etkisini incelemişlerdir. 60 μM 

dozunda acacetini 24 saat uyguladıklarında kaspaz-3 aktivasyonunda anlamlı bir artış 

tespit etmişlerdir. 30 μM konsantrasyonda da hücre proliferasyonunun azaldığı 

sonucuna ulaşmışlardır (Pan ve ark. 2005). Tez çalışmamızda ise; HCT 116 hattı 

üzerinde 48 saat ve 10 µM doz ile acacetin etkileşiminin sonucunda, %23,5 apoptoz 

artışına karşılık, kaspaz-3 ifadesinde 1,53 kat azalma; 48 saat ve 25 µM doz acacetin 

uygulamamız sonucunda ise, apoptoz oranında %12,6 artış ile birlikte kaspaz-3 

ifadesinde 1,29 kat azalma ile kaspaz bağımsız şekilde hücre ölümünü tetiklemiştir.  

Özetle acacetinin HT-29 hattı üzerinde 48 saat için 5 µM dozunda apoptotik etkinliği 

kaspaz bağımlı olarak; 10 µM dozunda ise apoptotik aktiviteyi kaspaz bağımsız olarak 

gerçekleştirdiği görülmüştür. HCT 116 hücre hattı üzerinde yapılan deneylerde ise 

acacetinin 48 saat için 10 µM ve 25 µM dozlarda uyguladığımızda kaspaz-3 

ifadesindeki azalma ile birlikte kaspaz bağımsız bir şekilde hücre ölümünü tetiklediği 

belirlenmiştir.  

Çalışma sonuçlarımız HT-29, HCT 116  hatlarında acacetinin, sitotoksisite testinin 

ardından belirlenen zaman ve doz oranlarının, çalışılan apoptotik tayin ve kaspaz  hücre 

ölüm yöntemi sonuçları baz alınarak, kanser hücreleri üzerinde sağladığı bu ölümün 

apoptotik aktiviteyle meydana geldiğini destekler niteliktedir. Sağlıklı kontrol hücre 
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hattı grubu olarak kullandığımız MRC-5 üzerinde, acacetinin değişen doz ve 

zamanlarda hücre ölümüne neden olmadığı ve sitotoksik etki göstermediği görülmüştür. 

MRC-5 sağlıklı kontrol hattı üzerinde acacetinin apoptoz, kaspaz aktivitelerinde anlamlı 

etki göstermemesi, bulgularımızı desteklemekte olup, acacetinin kanser çalışmaları için, 

araştırılırken, kanser hücrelerini öldürüp, sağlıklı hücrelerde toksik etki yaratmaması 

önemli bir nitelik kazandırmaktadır.  

Acacetin gibi polifenolik bileşikler antikanser stratejilerinde değerli ajanlar olabilirler. 

Yeni ilaçların geliştirilmesi adına çalışmalara devam edilmelidir. Flavonoidlerin kanser 

tedavisinde kullanılmasıyla standart kemoterapi ilaçlarının normal hücrelere olan 

genotoksik hasarları azaltılabilir. Bunun sonucunda ikincil kanserlerin ortaya çıkma 

olasılığı düşürülebilir. Gıdalarda bulunan fitokimyasalların sağlık üzerindeki olumlu 

etkilerini anlayabilmemiz için bilinmeyen kısmın açığa kavuşturulmasına ihtiyaç vardır. 

Yaptığımız çalışma sonucunda aldığımız veriler de literatüre acacetin ve kolon kanseri 

açısından ışık tutacaktır. Aynı zamanda acacetinin kolon kanseri üzerine olası 

antikanserojenik etkisinin moleküler mekanizmasının anlaşılması üzerine genetik 

çalışmalar bulunmamaktadır. Bu konunun irdelenmesi ve araştırma sonrasında elde 

edilecek sonuçlarla hastalığın patogenezinin daha net anlaşılması söz konusudur. 

Kolon kanseri hücre hatları üzerinde sağladığı apoptotik etkinlik, acacetinin, etkin bir 

tedavi yöntemi olabileceğini göstermektedir. Farklı kanser hücrelerinde yapılacak 

benzer çalışmalara bağlı olarak bu verileri destekler nitelik kazanmasıyla, yeni bir 

tedavi ajanı olarak kullanılabileceği ön görülmektedir. 
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