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OZET

20-HIDROKSI-20-EPi-TINGENON MOLEKULUNUN KOLON KANSERIi
UZERINDEKI APOPTOTIK ETKISININ ARASTIRILMASI

Eren Sahin
Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi
Danisman: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2019

M. chiapensis cinsine ait bitkiler geleneksel tipta rutin olarak agri hastaliklarinin
tedavisinde  kullanilmaktadir.  Selastroloidler olarak bilinen kinonemethid
triterpenoidler, kiiciik bir biyolojik olarak aktif bilesik grubu olusturur. Bu belirli
metabolit tipleri arasinda, pristimerin ve tingenon Latin Amerika'da geleneksel ilaglar
olarak kabul edilir. Bir pentasik triterpen olan tingenon, M. chiapensis'nin kdklerinden
elde edilir. Onceki yapilan galigmalara gore, pristimerin meme kanser hiicrelerinde
biliylimeyi durdurucu etkisi bulunmustur. Ayrica MCF-7 ve MCF-7s hiicre hatlarinda
apoptozisi tetikledigi goriilmiistiir. Pristimerinin apoptotik bu etkisinin ayni bitkiden
elde edilen tingenon molekiilleri i¢in de etkili olabilecegi 6n goriilmiistiir. HCT-116
kolorektal kanser hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda etkisi denenen tingenon
molekiilii hiicreler iizerinde apoptotik etkisi gostermistir. Cikan sonuglarda kaspaz 3/7
pozitif bulunmustur. Ayrica, akiskanlar sitometrisinde hiicrelerde Anneksin-V
baglanmasinda artis oldugu goézlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, tingenon
molekiillerinin kolon kanseri lizerinde apoptotik etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Fakat,
bu molekiiliin umut verici bir tedavi segenegi olarak kullanilabilecegi 6ngdriisii igin
olim metodunu belirlenmesi ve hangi yolagi tam olarak etkilediginin arastirilmasi
ardindan in vivo deneylerin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimer: Tingenon, M. Chiapensis, Kolon Kanseri, Apoptoz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF APOPTOTIC EFFECT OF
20-HYDROXY-20-EPI-TINGENONE MOLECULE ON COLON CANCER

Eren Sahin
Cancer Biology and Pharmacology
Danisman: Prof. Dr. Engin Ulukaya

2019

Plants of the genus M. chiapensis are routinely used in the treatment of pain diseases
in traditional medicine. Kinonemethid triterpenoids, known as celastroloids, form a
small group of biologically active compounds. Among these specific metabolite types,
pristimer and tingenone are considered traditional drugs in Latin America. Tingenon,
a pentacic triterpene, is derived from the roots of M. chiapensis. According to previous
studies, pristimer has been found to inhibit growth in breast cancer cells. It has also
been shown to induce apoptosis in MCF-7 and MCF-7s cell lines. It has been predicted
that this apoptotic effect of pristimer may also be effective for tingenon molecules
obtained from the same plant. Tingenon molecule showed apoptotic effect on HCT-
116 colorectal cancer cell line which were tested for different concentrations. It was
found that caspase 3/7 activity on treated cells. In addition, Annexin-V binding was
observed increased in these cells by flow cytometry. These results suggest that
tingenon molecules have an apoptotic effect on colon cancer. However, in order to
predict that this molecule can be used as a promising treatment option, it has been
concluded that in vivo experiments should be performed after determining the method
of death and investigating which pathway affects it fully.

Keywords: Tingenon, M. Chiapensis, Colon Cancer, Apoptosis
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TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine
ne zaman danigsam bana kiymetli zamanin1 ayirip sabirla ve biiylik bir ilgiyle bana
faydali olabilmek i¢in elinden gelenden fazlasini sunan her sorun yasadigimda yanina
cekinmeden gidebildigim, giiler yiiziinii ve samimiyetini benden esirgemeyen ve
gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi
diistindiigiim kiymetli ve danigman hoca statiistinii hakkiyla yerine getiren Prof. Dr.
Engin ULUKAYA’ya tesekkiirii bir borg¢ biliyor ve siikranlarimi1 sunuyorum. Yine
calisgmamda konu, kaynak ve yontem agisindan bana siirekli yardimda bulunarak yol
gosteren ve gelecekteki hayatinda ¢ok daha basarili olacagina inandigim kiymetli
arkadaslarim Melda SARIMAN, Merve ERKISA, Ciler Giilsen DIKEN’e de sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Tesekkiirlerin az kalacagi yliksek lisans tiniversite hocalarimimn da bana 2 yillik
tiniversite hayatim boyunca kazandirdiklar1 her sey icin ve beni gelecekte s6z sahibi
yapacak bilgilerle donattiklar1 i¢in hepsine teker teker tesekkiirlerimi sunuyorum. Ve
son olarak beni bu giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarini bilecek sekilde
yetistirerek getiren ve benden hicbir zaman destegini esirgemeyen bu hayattaki en

biiylik sansim olan aileme sonsuz tesekkiirler.
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GIRIS

Diinya c¢apinda kolon kanseri (KK), hem erkek hem de kadinlar etkileyen en
yaygin kanserler arasinda yer almaktadir. GLOBOCAN 2008 datalarina gore 27
kanser tiirii icerisinde %9’luk bir orana sahip olan kolon kanseri, kanserle iligkili
oliimlerde 3. siraya ulasmaktadir (Bhome vd., 2018). Cok gelisen iilkelerde kolorektal

kanserin goriilme oran1 her gegen yil artmaktadir.

Her y1l yaklagik 600.000 hasta bu hastaliktan 6lmektedir. Hastaligin evresine
gore kolorektal kanser hastalar1 5 yillik sagkalim prognozu gostermektedir. Evre I KK
hastalarinda yiizde 90'dan fazla sagkalim sergilerken, Evre IV KK’li hastalarda ytizde
10'a ulagir (Van der Jeught, Xu, Li, Lu, & Ji, 2018). Bu nedenle, hastaligin erken
teshisi bir oncelik olmustur. Erken teshis edilemeyen hastalar icin ge¢ evre KK
tedavisi, zor bir siire¢ olmaktadir. KK tedavisinin temeli; cerrahi, hedefe yonelik
terapi, neoadjuvan radyoterapi ve adjuvan kemoterapiden olusur. Ne yazik ki, KK
hastalarinin diislik sagkalim oranlarinin sebebi ilag¢ direnci olmaya devam etmektedir.
Ilag direnci gosteren hastalar igin yeni ilag molekiilleri biiyiik bir sans olacaktir. Son
zamanlarda, timor mikro-ortaminin (TMO) etkisi, KK’de dikkat ¢ekmistir ve immiin
hiicre infiltrasyonunu prognostik ve prediktif belirtegler olarak degerlendirmek igin
kapsamli klinik ¢alismalarin analizine yol agmistir. Ek olarak, KK tedavisi i¢in umut
verici bir tedavi yontemi ise immiinoterapinin kullanilmasidir. Giiniimiizde KK hasta
alt gruplarinda immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin kullanilmasiyla basarili

sonuclar elde edilmistir (Kalyan, Kircher, Shah, Mulcahy, & Benson, 2018).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapilerin ila¢ direnci gdstermeleri yeni
ila¢c molekiilleri kesfetmeye yogunlastirmistir. Geleneksel tipta kullanilan bitkiler bu
alanda oOncti molekiilleri ¢ikartmaktadir. Tiimorlerin gelismesini ve yayilmasini
engellemek i¢in bitkilerden elde edilen "fitokimyasal" bilesiklerin 6nemini vurgulayan

deneysel calismalardan elde edilen c¢arpici kanitlar vardir. Son 20 yil boyunca



kullanilan ilaglarin %25'inden fazlasi1 dogrudan bitkilerden elde edilirken, diger %25'i
kimyasal olarak degistirilmis dogal {iriinlerdir. Yine de yaklasik 250.000 yiiksek
bitkinin sadece %5-15'c biyoaktif bilesikler icin arastirilmigtir. Bu tiir bilesiklerin
kanser tedavisi i¢in kullanilmasinin avantaji, nispeten toksik olmayan yapilar1 ve bir
sindirim formunda bulunmalaridir (Amin, Gali-Muhtasib, Ocker, & Schneider-Stock,

2009).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, bu ¢alismada geleneksel tipta kullanilan M.
Chiapensis bitkisinden elde edilen Tingenon molekiilleri ile; kolon kanseri hiicre hatti
olan HCT116 hiicreleri iizerine apoptotik/sitotoksik etkisini aragtirmak amaciyla

yapilmustir.

Bu amagla farkli dozlarda uygulanan Tingenon molekiiliiniin kolon kanseri
tizerine etkilesimi sitotoksik ve apototik etkisinin olup olmadig1 incelenmigtir. 12
farkli dozda uygulanan Tingenon’un Inhibisyon Konsantrasyonu (IC50/1C90)
hesaplandiktan sonra %90°nimi 6ldiiren konsantrasyon ile yapilan kiiltiir caligmalari,
hiicrelerde hangi yolaklar1 etkiledigi hangi 6lim yolagini indiikledigi gibi konular

hiicre antijenleri incelenerek yapilmstir.



1.GENEL BILGILER

1.1. KARSINOJENEZ

Tanim olarak kanser, viiclidun diger kisimlarina yayilma potansiyeli olan
anormal hiicrelerin kontrolsliz biiytimesidir. Tiim kanserlerin yiizde 90 ila 95’1
cevresel faktorlere bagli olup, geri kalan kismi kalitsaldir. Mutasyon ve epi-
mutasyonlarin ¢ogunun kanser yapici etkisi olmasa da proliferasyon ve apoptozis
arasindaki dengeyi bozanlar kanseri tetiklemektedir. Kansere sebep olan iki dnemli
gen smifi, mutasyona ugramis ya da aktivitesi degistirilmis tiimor baskilayicilar ve
proto-onkogenlerdir (Cole & Kramer, 2016). Toplam 22.000 insan geni arasindan
yaklasik ylizde 1.6’sin somatik kanser mutasyonlarina ugrayabildigi bilinmektedir

(Witsch, Sela, & Yarden, 2010).

Karsinojenezis dort ana asamadan olusmaktadir. ilk asama olan baslangic,
spontane ya da karsinojen ajanlara maruz kalma suretiyle olusan mutasyonlar ve
bunlarin proliferasyon, farklilasma ve hiicre 6mrii gibi silireclerim yolaklarinda
olusturdugu bozukluklar ile tetiklenir. Gegis asamasi, aktif olarak c¢ogalan
preneoplastik hiicrelerin biriktigi, nispeten uzun ve geri doniilmesi miimkiin olabilen
ikinci asamadir. ilerleme, neoplastik transformasyonun final asamasi olup, tiimor
boyutunda hizli artig, metastatik ve invazif potansiyel tagiyan ileri mutasyonlarin
olusabilecegi evredir. Fenotipik degisikliker ve hiicre proliferasyonu olmaktadir. Son
asama olan metastaz, kanser hiicrelerinin ilk olustuklar1 birincil bolgeden, kan ya da
lenf sistemi ile viicudun diger bolgelerine taginmasidir (Sekil 1.1) (Siddiqui, Sanna,

Ahmad, Sechi, & Mukhtar, 2015).
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Sekil 1.1: Karsinogenezis Asamalari (Siddiqui vd., 2015)



1.1.1. Tiimo6r Heterojenitesi ve Kanser Modelleri

Uzun siiredir bilindigi tizere tiimdrler homojen hiicre kitlelerinden
olusmamaktadirlar. Tiimdr hiicresi popiilasyonlar, hiicre ylizey belirtecleri, genetik-
epigenetik degisiklikler, genetik stabilite, terapiye kars1 direng ve duyarlilik, biiyiime
hizlar1 gibi faktorlerle birbirlerinden ayrilirlar (Rich, 2016). Bu heterojenite
intertiimoral ve intratiimoral olarak iki ayr1 grupta siniflandiriimaktadir. intertumoral
heterojenite, farkli doku ve hiicre tipindeki tiimdrler arasinda gozlenen varyasyonlar
olarak tanimlanabilir. Farkli hastalardan ayni doku tipindeki tliimdrler arasinda
gozlenen farkliliklar; ve aymi birey igindeki farkli tiimorler arasinda gozlenen
farkliliklar intertiimoral heterojenite &rnekleridir. Intratiimoral heterojenite tek bir
timor icindeki farkliliklara isaret etmektedir; ve kanser prognozunu ve tedavisini
komplike bir hale getirmektedir. Bunun ana sebepleri, teshis i¢in kullanilan timoérden
alinan ufak biyopsi 6rneklerinin biitiin lezyonu temsil etmemesi, hastalik ilerledik¢e
hiicrelerin yeni fonksiyonel 6zellikler ve biyo-belirteg paternleri kazanmasidir(Islam,
Gopalan, & Lam, 2019; Rich, 2016). Kanser heterojenitesi ve ilerlemesi, stokastik
model ve kanser kok hiicreleri (KKH) olarak adlandirilan iki model ile
aciklanmaktadir (Islam vd., 2019). Su anda iki modelin birbirinden bagimsiz olmadigi
ve intratiimdr heterojenitesine beraber katki yaptiklar1 genel olarak benimsenmektedir.
Bu birlestirilmis modele gore kanser kok hiicreleri hiyerarsinin baginda bulunmakta
ve timor baslangicina yol agmaktadirlar, fakat halen sporadik mutasyonlara miisait ve

secilim baskisina ac¢ik durumdadirlar (Rich, 2016).

1.1.1.1.Klonal Evrimsel (Stokastik) Model

1976 yilinda Peter Nowell tarafindan ileri siiriilmiistiir(Islam vd., 2019). Bu
modele gore kanser, somatik hiicre mutasyonlarinin ve epigenetik degisikliklerin
birikmesi ve kademeli dogal segilime ugramalar: ile ilerlemektedir. (Prieto-Vila,
Takahashi, Usuba, Kohama, & Ochiya, 2017b) Zamanla hiicrelerin saldirganligi,
istilacilig1 ve tedaviye karsi olusturduklar direng degisebilmektedir. Birikimli olarak

ilerleyen bu degisimlere sahip olan hiicrelerin bdliinmesiyle saldirgan hiicre



poplilasyonu sayist saldirgan olmayanlarin sayisini gegerek tlimor heterojenitesine

katkida bulunur (Sekil 1.2) (Islam vd., 2019).

(A) Stochastic model of carcinogenesis
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(B) Cancer stem cell (CSC) model of carcinogenesis
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Sekil 1.2: Kanser Modelleri (Prieto-Vila vd., 2017b)

1.1.1.2.Kanser Kok Hiicreleri (KKH) Modeli

Stokastik modelden farkli olarak KKH modeli, azinlik olarak bulunan bir alt-
poplilasyon hiicre grubunun kendilerini yenileme ve c¢esitli hiicre tiplerine
farklilagabilmesine dayanir. Bu modele gore kanser, kanser baslangicindan,
ilerlemesinden, metastazindan, ilag direncinden ve kanser niiksetmesinden sorumlu
kanser kok hiicresi potilasyonlarina gore hiyerarsik olarak organize bir durumdadir.
KKH modeli, sonradan kazanilan terapi direncini ve hastalik ilerlemesini agiklamak
adina tutarli bir konsept sunar; ¢iinkii kemoradyoterapi diren¢li kok hiicrelerin
geleneksel kemoradyoterapi tedavisinden kacarak hastaligi tekrar ilerlettikleri

diisiiniilmektedir (Rich, 2016).

Kanser kok hiicreleri (KKH'ler), meme, beyin, prostat, kolorektal, bag-boyun,
akciger, yamurtalik, melanom dahil olmak iizere ¢esitli solid tiimdrlerde kesfedilmistir
ve tiimor kiitlesi icerisinde dikkate deger bir alt popiilasyon olarak kabul edilmektedir.
KKH’ler kemoterapilere karsi direngli olduklar1 da bilinmektedir. Kanseri baglatan ve

olusumunu devam ettiren bir haberlesme sistemleri ile hiicreler arasinda bir sinyal ag1



olustururlar. Bu sayede gelistirdikleri tiimor mikrogevresi kanserin olusumu ve devami
icin saglam bir altyap1 saglamaktadir (Prieto-Vila, Takahashi, Usuba, Kohama, &
Ochiya, 2017a).

1.1.2.Kanser K6k Hiicrelerinde Ila¢ Direnci

Klinik ila¢ direnci, sadece bir ilaca karsi olan direnci ifade etmeyebilip,
genellikle birden fazla ilaca kars1 gelistirilen direnci ifade etmektedir. Bu fenomene
coklu ilag¢ direnci (MDR) denilmektedir. Kazanilmis ve igsel direng olmak {izere iki
tip ilag direnci bulunmakta olup, kanser kok hiicreleri radyasyon ve kemoterapiye
kars, farklilasmis hiicrelerden daha ¢ok direng gostermektedirler. Epitel-mezenkimal
doniisiim, kok hiicre sinyal yolaklarini aktive ederek KKH karakteristiklerini indiikler
ve ¢oklu ilag direncine sebep olur. Toksik kimyasallar1 hiicreden atabilme 6zellikleri
sayesinde ABC transporterlar1 da ¢oklu ila¢ direnci gelisiminde rol oynarlar (Jiang,

Sun, Wang, & Ruan, 2017; Prieto-Vila vd., 2017b).

Bir diger onemli faktér ise hipoksidir. Hipoksi-indiiklenebilir faktor
alfa(HIFalfa), diistik oksijen seviyesine yanit olarak, hipoksi-indiiklenebilir faktor b
ile dimerize oldugu ¢ekirdege gider. Burada anjiyogenezi baslatan hipoksi cevap
elementlerinin transkripsiyonunu baslatir. Ancak HIFalfa aktivasyonu ayni zamanda
EMT ve kok hiicre yolaklarimi da aktive eder. Diisiik oksijen ve besin sebebiyle
hiicreler pasif evreye gecerler. HIFalfa yolag: sebebiyle iiretimi diisen aktif oksijen
tiirlerinin (ROS) normal hiicrelerde ve KKH olmayan kanser hiicrelerinde birikmesi
apoptozisi indiikler. Diisiik ROS iiretimi de kok hiicre 6zelliklerinin siirdiiriilmesi ve
pasifligi tetiklemesi ile ¢oklu ilag¢ direncine sebep olur (Prieto-Vila vd., 2017b; Van
Der Jeught, Xu, Li, Lu, & Ji, 2018).

1.1.3.Karsinogenezde Etkili Olan Genler

1.1.3.1.0nkogenler ve Proto-onkogenler

Onkogenler kanser ile iliskisi oldugu kesfedilen ilk gen sinifidir (Gryfe vd.,
1997a). Kanseri tetikleme yetenegi olan herhangi bir gen onkogen olarak

adlandirilmaktadir. Bilinen pek ¢cok onkogen arasindan birkagi hari¢ neredeyse tiimii,



iriinleri hiicre biiylimesi veya farklilagsmasini kontrol eden yolaklara katilan genlerden
tiiremistir. Bu genlere proto-onkogen denilmektedir. Bir proto-onkogenin onkogene
doniismesi nokta mutasyonlar1 (K-ras), gen amplifikasyonlar1 (c-myc) ve kromozom
translokasyonlar1 (bcr/abl) sebebiyle gerceklesebilir (Shortt & Johnstone, 2012).
Onkogenlerin ilk kesfi retroviriisler iizerinden yapilmis olsa da insan kanserlerinin
yiizde sekseni viral kokenli olmayip, radsayon ve kimyasal karsinojenler gibi
sebeplerden kaynaklanmaktadir. Viral onkogenler ilk olarak, tavuk embriyonik
fibroblastlarini transforme ederek sarkoma olusumunu tetikleyen, RSV’de (Rous

Sarkoma Virus) tespit edilmistir (Prakash, Bardot, & Cole, 2007).

Insanlarda kesfedilen ilk onkogen Ras sinyal iletim proteininin yapisal olarak
aktif bir formu (Ras”) olup, mesane karsinom hiicrelerinden izole edilmistir. H-ras,
N-ras, or K-ras genlerinin onkojenik mutasyonlari, hiicrelerin normal sinyal iletim
yolaklarinin iglevlerini bozarak tiimoér olusumuna sebep olmaktadir (Fernandez-
Medarde & Santos, 2011). Ras onkogenleri insan kanserlerinin yiizde on besinde,
kolorektal kanserlerin ise yaklasik ylizde ellisinde bulunmaktadir. Ras, kiicik G
proteinleri ailesinin bir {iyesi olup mitojen aktive edilmis protein kinaz (MAPK)
yolaginin regulatoriidiir. Ras proteinin iki ayr1 konformasyonu olan GTP-bagl aktif
ve GDP-bagh inaktif formlari, sinyal yolaklarinda molekiiler salter olarak rol
almaktadirlar. Ras guanin niikleotit degisim faktorleri (Ras guanine nucleotide
exchange factors - GEFs) ve Ras GTPaz aktive edici proteinler (GAP), iki form
arasindaki doniisiimii diizenlemektedirler. GEF proteinleri, GDP’nin GTP ile
desitirilmesini tetiklerken; GAP proteinleri, i¢csel Ras GTPaz aktivitesini artirarak Ras
inaktivasyonunu saglarlar (Calvisi vd., 2011). RAS geninin birinci ekzonunda
gerceklesen G12V nokta mutasyonu, Ras proteinin aktif durumda sabitlenmesine
sebep olarak MAPK yolaginin kalict aktivasyonu ile sonuglanir (Sekil 1.3)
(Rajasekharan & Raman, 2013). Ug insan Ras geni olan KRAS, NRAS ve BRAF
kolon kanseri vakalarmin yiizde 45’inde en sik mutasyona ugrayan onkogenlerdir

(Porru, Pompili, Caruso, Biroccio, & Leonetti, 2018).
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Sekil 1.3: MAPK yolaginin G12V RAS mutasyonu ile kalic1 aktivasyonu (Rajasekharan & Raman, 2013)

Adenomatozis polipozis koli (APC), APC geni tafaindan kodlanan bir protein
olup, germ mutasyonlar1 nadir bir otozomal dominant hastalik olan FAP’a (Familyal
Adenomatozis Polipozis) yol agar. FAP’a yol agan binden fazla APC mutasyonu tespit
edilmistir. Diger taraftan sporadik kanser vakalarindaki kromozom 5q kaybi sebebiyle
incelemeye alman APC geninin mutasyonlar1 sporadik kanserlerin biiylik bir
cogunlugunda tespit edilmistir. FAP hastalarinda APC geninin germ mutasyonunu
takiben, diger allelin somatik mutasyonu veya delesyonu olmaktadir. Sporadik
tiimorlerde ise iki allelin de inaktivasyonu gézlenmistir. Normal bireylerde APC tiimor
baskilayic1 geni Wnt sinyal yolaginda beta-katenini degrade ederek Onemli bir
regulatdr rol oynamaktadir. Beta katenin, proliferasyon genleri i¢in transkripsiyon
faktorli olarak rol alir. Onkogenik protein beta-kateninin birikmesi APC gen {irlinii
tarafindan engellenir ve bagirsak epitel hiicrelerinin proliferasyonu bu sayede kontrol
altina alinir. APC geni mutasyonlar1 fonksiyon kaybina yol acarak beta-katenin

birikmesine ve kansere yol agar (Bogaert & Prenen, 2014; Gryfe vd., 1997b).



1.1.3.2.Tiimor Baskilayict Genler

Tiimdr baskilayic1 genler, normal fonskiyonlari olarak hiicre bdliinmesini
baskilayan genlerdir. Bu genlerin delesyonu veya inaktivasyonu, hiicrenin negatif
regulatorlerini ortadan kaldirarak anormal hiicre boliinmesine ve tiimor olusumuna
sebep olmaktadir. Bu genlerin iki kopyasinin da inaktive olmasi, koruyucu
ozelliklerinin ortadan kalkmasma ve hiicrelerin transformasyona yatkin hale
gelmesine sebep olur. Tiimor baskilayict genlerin germ hiicrelerindeki mutasyonlari
ise kalitsal kanser yatkinligina sebep olur ve yatkin olan bireylerin ikinci kopyasinin
da somatik mutasyonlarla inaktif hale gelmesi kanser riskini artirir (Caldas &

Venkitaraman, 2001).

Genel olarak hiicresel fonksiyonlarina gore ayrilmis iki sinif tiimor baskilayict
gen irilinii bulunmaktadir. Hiicresel proliferasyonu, hiicre Olimiinii ve Omriinii
dogrudan belirleyen genlere “bekei” tipi denilmektedir. Bunlara 6rnek olarak Rb ve
APC genleri verilebilir (Caldas & Venkitaraman, 2001; Cefle, y.y.). Buna karsin
“bakic1” genlerin mutasyonu karsinogeneze dolayli olarak sebep olur. Bakic1 genlerin
inaktivasyonu, normal islevleri olan genom biitiinliiglinlin saglanmasini1 engeller ve
genomun instabilitesini artirarak mutasyon hizinda artiga sebep olur. Artan mutasyon
orani ise bek¢i genlerde somatik mutasyonlara sebep olarak karsinojenezde artisa
sebep olur. Kanser duyarlilik genlerinden olan BRCA1 ve BRCA2 genleri, DNA tamir
mekanizmalarindan sorumlu olup, mutasyonlar1 gégiis kanseri riskini artirmaktadir

(Caldas & Venkitaraman, 2001; Cefle, y.y.).

Retinoblastoma tiimér baskilayict geni (Rbl), hiicre dongiisliniin ana
regulatorlerinden olup, insan kanserlerinin ¢cogunda inaktivedir. Klonlanan ilk timor
baskilayici gendir. Mutasyonel inaktivasyonu pediatrik kanser olan retinoblastomaya
sebep olurken, gorev aldigi yolagin deregulayonu diger kanser tiplerinde oldukga
yaygindir (Goodrich, 2006). Hiicre dongiisii iizerindeki etkisini, E2F transkripsiyon
faktorline baglanip, S fazi i¢in gerekli olan genleri baskilayarak gosterir. Mitojenik
uyariya tepki olarak siklin bagimli kinazlar (CDK4, CDK6, CDK?2) aktiflesir ve Rb’yi
fosforile ederler. Hiper-fosforile Rb E2F’den ayrilarak transkripsiyonel ko-
regulatorlere baglanmasina izin verir. Bdylece transkripsiyonel baskilama ortadan

kalkar ve hiicre dongiisii devam eder (Vélez-Cruz & Johnson, 2017). Hiicre dongiisii



diizenlenmesine ek olarak, Rb ve E2F’nin apoptozis ve farklilasmada da 6nemli roller

iistlendikleri tespit edilmistir (Du & Pogoriler, 2006).

Tp53 (Timor protein 53) hiicre dongiisiinii diizenleyen ve pro-apoptotik
fonksiyona sahip bir trankripsiyon faktdriidiir. Insan kanserlerinin yiizde elliden
fazlas1 p53 geninde fonksiyon kayb1 mutasyonlarina sahiptir. Mutant p53 geni, dogal
p53’e dominant-negatif etki yapmaktadir. DNA hasarina yanit olarak indiiklenen p53,
hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durdurulmasini, eger DNA hasart tamiri miimkiin
degilse apopotozise girilmesini saglar. Normal sartlarda p53 geni olduk¢a az ifade
edilmektedir. Bunun sebebi ise onkoprotein olan MDM?2 tarafindan kontrol edilen
proteosomal yikimdir. p53’iin transaktivasyon domainine baglanan MDM?2 negatif

regulasyonu saglar (Gryfe vd., 1997b).

1.2.KOLON KANSERI VE EPIDEMIYOLOJISI

2004-2006 Tirkiye Saglik Bakanlig1 kanser istatistiklerine gore, Tiirkiye’de
100,000 insandan erkeklerde 17.0, kadinlarda 11.7 oraninda bir goriilme sikligina
sahiptir. Toplamda 7218 (4102 erkek, 3116 kadin) kisinin kolon kanseri oldugu tahmin
edilmektedir (Aykan vd., 2015). Kolon kanseri popiilasyonlar arasinda farkliliklara
sahip bir kanser tiiriidiir. Bir popiilasyondaki farkli hayat sartlar1 bile, kolon kanserinin
prognozunu farkli kilabilir. Etnik ve wrk farklhiliklar1 farkli genetik alt yapilarn
yiiziinden kisilerin hastaliga kars1 durusunda 6nemli bir rol oynar (Aykan vd., 2015).
Bundan dolay1 popiilasyon spesifik datalar bu kanser tiplerinin korunmasinda,
tanisinda ve tedavisinde dnemli bir yere sahiptir. Tiirkiye’de ise bu epidemiyolojik
data profilleri heniiz olusturulmamistir. Bu konu hakkinda c¢esitli c¢alismalar

gliniimiizde devam etmektedir.

1.2.1.Kolon Kanserine Sebep Olan Faktorler

Diinya capinda bircok bireysel ozellikler veya aligkanliklar, polip veya
kolorektal kanser gelistirme sansini arttirdigindan risk faktorii olarak kabul edilir

(Marley & Nan, 2016).
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Kolorektal kanser i¢in ana risk faktoriiniin yas oldugunu soyleyebiliriz. 50
yasin altinda kolorektal kanserin baslangici (genetik kanserler diginda) nadirdir. Yasa
ek olarak, bagka dogal risk faktorleri vardir. Kisisel bir kolorektal kanser veya iltihapl
bagirsak hastaligy oykiisii (IBH) - iilseratif kolitli hastalarda risk % 3.7 artarken,
kolorektal kanser gelisimi i¢in de Onemli bir risktir (Marmol, Sanchez-de-Diego,
Pradilla Dieste, Cerrada, & Rodriguez Yoldi, 2017). IBH’da bulunan kronik
inflamasyon; siklikla displazi olarak bilinen anormal bir hiicre biiyiimesini olusturur.
Displastik hiicreler heniiz habis olmasa da anaplastik olma ve bir tiimér haline gelme
sanst daha yiiksektir (Kim vd., 2011). Bu gruba dahil edilebilecek diger bir risk
faktorii, akrabalarda, 6zellikle tanidaki elli yasin altindaki akrabalarda ailesel KK
Oykisiiniin varhigidir. Ailesel ge¢mise bagli olarak artmig bir risk kalitsal

mutasyonlardan veya ¢evreden kaynaklanabilir (Johns & Houlston, 2001).

1.2.1.1.Genetik Faktorler

Genomik instabilite, kolorektal kanserin altinda yatan énemli bir 6zelliktir. Bu
duruma yol acan 3 ana mekanizma vardir. Bunlar; kromozomal instabilite (KiN),
mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve CpG ada metilat fenotipi (CIMP) olarak adlandirilir
(Little, Vineis, & Li, 2008).

Tiim KK vakalarimin % 80-85'inde goriilen kromozom instabilitesi kromozom
sayisindaki dengesizliklerle karakterizedir (Grady & Carethers, 2008). Bu genetik
sorun heterosigozite kaybi veya aneuploidy tiimédrlere yol agar. KIN'nin temelini
olusturan mekanizmalar arasinda; APC, KRAS, PI3K ve TP53 gibi hiicre ¢ogalma ve
biliylime gibi fonksiyonunun korunmasinda rol oynayan kritik genler, kromozom
ayrimi, telomer disfonksiyonu ve DNA hasar yaniti degisiklikleri yer alir. APC
mutasyonlari, B-katenin'in ¢ekirdege translokasyonuna neden olur ve tiimdrojenez ve
yauillmada yer alan genlerin transkripsiyonunu baglatirken, KRAS ve PI3K'daki
mutasyonlar, MAP kinazinin siirekli bir aktivasyonuna yol agar ve bdylece hiicre
proliferasyonunu arttirir. Son olarak, ana hiicre dongiisli kontrol noktast olan p53'i
sifreleyen TP53'teki fonksiyon kayb1 mutasyonlari, hiicre dongiisiinde kontrolsiiz bir

cogalmaya neden olur (Al-Shamsi vd., 2016).
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Mikrosatellit kararsizlik yolagi, DNA tamir mekanizmalarinin kaybina bagh
olarak hipermik bir fenotipten kaynaklanir. Kisa DNA zincirlerini veya tandem
tekrarlarini (iki ila bes baz ¢ifti tekrar1) onarma yetenegi, mikro uydu kararsizligi olan
timorlerde azalir; bu nedenle, mutasyonlar bu bolgelerde birikme egilimindedir. Bu
mutasyonlar, kodlamayan bdlgeleri ve ayrica mikrosatellitleri kodlayabilir, ve
mikrosatellitlerde kodlanmis onkogenler veya tiimor baskilayici genlerin ¢ergevelerini
okurken tiimorler gelisir. Yanlis eslesme onarim genlerinin (MMR) ekspresyonunun
kayb1, spontan olaylar (promotdr hipermetilasyonu) veya Lynch sendromunda
bulunanlar gibi germinal mutasyonlardan kaynaklanabilir. Bu tiimoérler ¢ogunlukla
diploiddir ve daha az LOH barindirir. Mikrosatellit kararsizligir olan tiimorlerde
mutasyona ugrayan genler arasinda MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 ve PMS2 bulunur
(Boland & Goel, 2010). Genel olarak MSI tiimdrleri sporadik tiimérlerden daha iyi
prognoza sahiptir (Umar vd., 2004).

CpG ada metilat fenotipinden sorumlu olan epigenetik kararsizlik, CRC'de
bagka bir yaygin ozelliktir. CIMP tiimorlerinin temel 6zelligi, genetik susturma ve
protein ekspresyonu kaybina yol acan onkojen promotorlerinin hipermetilasyonudur.
Genetik ve epigenetikler kolorektal kanserde miinhasir degildir ve her ikisi de
gelisiminde isbirligi yapar ve ¢ogu zaman nokta mutasyonlarinin bulunmasindan daha
fazla metilasyon olay1 ile birlikte ¢alisir (Lao & Grady, 2011). Kolorektal kanser
gelisim siirecinde genetik ve epigenetigin birlesik etkisinin bir 6rnegi, birgok CIMP
timoriinde BRAF mutasyonlarinin yani sira mikrosatellit kararsizliginin varhigidir

(Weisenberger vd., 2006)

1.2.1.2.Cevresel Faktorler

Pek ¢ok calisma, “Batili yasam tarzin1” yasamaya yonelik kolorektal kanser
gelistirme riskini arttirmistir (Johns & Houlston, 2001). Bu terim obezite, hareketsiz
davranig, etli agirlikli beslenme, yiiksek kalorili, yag bakimindan zengin, lifsiz bir
belenmeyi kapsar ve kolorektal kanser riskinin artmasiyla iligkilendirilmistir (Bastide,
Pierre, & Corpet, 2011). Ilk olarak diyet yagini kolon kanseri kanseri riskine baglayan
temel ¢aligma 1969'da Ernst Wynder ve is arkadaglarimin Onciiliigiinde yapildi.
Sosyoekonomik durumu yiiksek Japon bireylerinin, muhtemelen Batililasmis diyetleri

nedeniyle, daha az refah sahibi olanlardan daha fazla kolon kanseri gelistirme
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ihtimalinin daha yiiksek oldugunu kesfettiler. Daha sonra ilk olarak diyet yaginin
bakteriyel flora iizerindeki etkisiyle kolon kanseri patogenezi iizerinde bir etkisi
oldugu varsayilmistir (Santarelli, Pierre, & Corpet, 2008). Bu hipotezden yola ¢ikarak
daha sonra arastirmacilar, yiiksek yagl diyetlerin deoksikolik asit ve litokolik asit
olusumuyla karsinojenezi destekledigini teori haline getirdi. Yiiksek yag alimi,
karacigerdeki safra asitlerinin liretimini uyarir; bu kolondaki anaerobik bakterilerle

temas ettikten sonra, bu bilesikleri olusturmak i¢in dehidrojenize edilir (Seitz, 2004).

Alkol tiiketimi ve tiitiin igmek de kolorektal kanser i¢in riskleri arttirir. 2007'de,
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC), alkoliin kolorektal kanser i¢in nedensel
bir faktdr oldugunu ortaya koymak ig¢in yeterli kanit oldugunu ortaya koymustur
(Botteri vd., 2008). Arastirma o zamandan beri, ara sira igmeyenlere gore, giinde en
az 4 igki tiiketen kisilerin bu hastaligin gelisimi i¢in% 52 oraninda artmus risk altinda
oldugunu ortaya koymustur (Botteri vd., 2008). Mekanik olarak, bu kanserojen iglem,
alkoliin folat sentezi lizerindeki etkisini yansitabilir. Spesifik olarak, kolona giren
alkol, folat1 in vivo olarak parcalayan asetaldehit i¢ine mikrobik olarak metabolize
edilir (Cross vd., 2014). Folat, DNA sentezi ve onarimi i¢in gerekli oldugu i¢in, folat
eksikligi, kromozom kirilmasina, urasil yanlis yerlesmesine ve tiimii kanserojenezise
katkida bulunabilecek diger DNA prekiirsoér dengesizliklerine yol agabilir (Liang,
Chen, & Giovannucci, 2009). Sigara i¢meyle ilgili olarak, arastirmalar, tiitiin
dumaninin kolorektal kanser insidansini ve mortalitesini onemli 6l¢iide arttirdigini ve
kolorektal adenoma gelisme riskinde iki ila ii¢ kat artisla iligkili oldugunu ortaya
koymustur (Grady & Carethers, 2008). Bu, gastrointestinal sistem ve dolasim
sisteminin sigara kanserojenlerini kolorektal mukozaya yayma, iltihaplanma,
mutajenez ve karsinojenez riskini artirarak kabiliyetinden kaynaklanmaktadir (Seitz,

2004).

Yukaridaki ¢evresel risk faktorlerine ek olarak, yiiksek kan diizeyleri insiilin,
gastrointestinal inflamasyon ve bazi et pisirme yontemleri de kolorektal karsinojenez
riskini artirabilir (Seitz, 2004). Hiperinsiilinemi, kolon hiicresi ¢ogalmasinin
desteklenmesi ve apoptozis azalmasi ile kolorektal kanser riskini arttirir (Boland &
Goel, 2010). Gastrointestinal inflamasyon ve kolorektal kanser ile ilgili olarak,
arastirmalar iilseratif kolit ve kolorektal karsinogenez arasinda bir baglanti oldugunu

ortaya koydu. Kanitlar, tiim kolorektal kanser vakalarinin yaklasik %1'inin iilseratif
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kolit ile iligkili kronik enflamasyondan kaynaklandigini ve kanser gelisimi riskinin bir
hastanin enflamatuar duruma katlandigi zamanla dogrudan iliskili oldugunu
gostermektedir (Lao & Grady, 2011). Benzer sekilde, bagirsak iltihabr ile belirginlesen
Crohn hastaliginin, iilseratif kolitle ayn1 derecede olmasa da kolorektal kanser riskini
arttirdig1 gosterilmistir (Seitz, 2004). Ek olarak, bazi et pisirme yontemleri de
kolorektal kanser gelistirme riskini artirabilir. Caligmalar, kizartma, kaynatma, odun
komiirt kizartmasi veya etin ¢ok yiiksek sicakliklarda pisirildigi diger yontemlerle,
mutajenik heterosiklik aminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin olusabilecegini
gostermistir. Kolon (Brocardo & Henderson, 2008; Seitz, 2004). Bu mutajenler,
endisenin tek nedeni olmayabilir, ¢linkii daha fazla arastirma, kinoksalin ve piridin
gibi diger bilesiklerin de kolorektal kanser riskini, ozellikle de distal adenomlari
artirabilecegini ileri siirdiiglinii gdstermistir (The Cancer Genome Atlas Network vd.,

2012).

Bununla birlikte, tim bu risk faktorlerine dogrudan muhalif olarak, birkag
cevresel faktor aslinda kolorektal kanser gelistirme riskini azaltir. Bu koruyucu
faktorlerden biri, sadece kolonik tiimorlerin tanitimini bogmadigi ve ayni1 zamanda bu
timorlerin insidansini azalttigi gosterilen balik ve balik yagi alimidir (Brocardo &
Henderson, 2008). Aslinda, balik tiikketimi o kadar giiglii olabilir ki bir ¢calisma, tipik
olarak yiiksek miktarda diger et ve hayvansal yag tiiketen Avrupa popiilasyonlarinda
bile kolorektal karsinojenezlere karsi korunma kanitlarini belgelemistir (Herzig &

Tsikitis, 2015).

Kolorektal kansere kars1 bir diger koruyucu faktor, yiiksek miktarda diyet lifi
alimidir. 1971'de Denis Burkitt, ilk once lif tiikketimini kolorektal kansere karsi
korumaya baglayan doniim noktasi ¢alismasini gerceklestirdi. Kolorektal kanserin ve
diger bulasict olmayan bagirsak hastaliklarinin, oldukga lifli bir diyette hayatta kalan
topluluklarda olduk¢a nadir oldugunu, ancak diisiik lifli diyetlerin baskin oldugu
ekonomik olarak gelismis lilkelerde yaygin oldugunu gozlemledi (Rennoll, 2015).
Burkitt daha sonra, yeterli diyet lifine sahip olmayan bir yasam tarzinin, muhtemelen
bakteriyel florada anormal kanserojen degisiklikler nedeniyle, ekonomik olarak
gelismis iilkelerde goriilen artmis kolorektal kanser insidansi i¢in nedensel bir faktor

olabilecegini varsaymistir (Rennoll, 2015).
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Kolorektal kansere kars1 koruma sagladigi belgelenen diger faktorler sunlardir:
yiiksek D vitamini alimi, yiiksek kalsiyum alimi, aligilmis fiziksel egzersiz ve diizenli
aspirin kullanimi. Kanitlar, 1000 IU / glin D vitamini almanin kolorektal kanser
riskini% 50 azaltabilecegini ve 1250 mg / giin kalsiyum aliminin kolorektal kanser
riskini onemli Olclide azaltabilecegini gostermektedir (Toon vd., 2014). Mekanik
olarak, kalsiyum kolonik epitel proliferasyonunu yavaslatarak ve safra asitlerini
notralize ederek bu korumayi saglar (Toon vd., 2014). Fiziksel aktivitenin yararlari ile
ilgili olarak, caligmalar tanidan dnceki ve sonraki egzersizlerin artmis mortalite ile
iligkili oldugunu ortaya koymustur (Chen vd., 2014). Bu ¢aligmalardan biri, diizenli
fiziksel egzersizin kolorektal kanser riskini neredeyse% 25 azaltabildigini 6zellikle
bulmustur (W. Li vd., 2015). Bagka bir ¢alisma diizenli olarak aspirin kullananlarin
(haftada en az iki kez) kolorektal kanser riskini daha az kullananlara gore daha diisiik
oldugunu gostermistir. Bu etkinin altinda yatan hipotez mekanizmasi, aspirinin
kolorektal kanserojen inflamasyon ve hiicre proliferasyon siireglerini uyaran bir enzim

olan siklooksijenaz-2"yi inhibe etme kabiliyetidir (Ogino vd., 2009).

1.2.2.Kolorektal Kanserin Histopatolojik Teshisi

Patolojik teshis siireci, mikrosatellit instabilitesine isaret eden tiimorlerin
histolojik analizinde; MSI testi, KRAS ve BRAF mutasyon analizi i¢in uygun doku
seciminde ve bu 6nemli terapdtik ve prognostik testlerin sonuglarini yorumlamada

merkezi bir rol oynamaktadir (Wang, Lopategui, Amin, & Patterson, 2010).

Kolorektal kanserlerin yiizde doksanindan fazlasi kolorektal mukozanin epitel
hiicrelerinden olusan adenokarsinomlardir. Noroendokrin, skuamoz, adenoskuamoz,
igsi hiicre ve farklilasmamis kolorektal kanser tipleri ise daha nadir olan diger tiplerdir.
Konvansiyonel adenokarsinom, beze olusumu ile karakterize olmaktadir. Beze
olusumu, timdr smiflandirmasinin  temeli  olup, yeterince farklilagmis
adenokarsinomlarin yiizde doksan besinden fazlasinda beze olusumu gozlenmektedir.
Bu oran kismen farklilagmis adenokarsinomlarda yiizde elli ile doksan bes
arasindayken, az farklilasmislarda yiizde elliden azdir (Fleming, Ravula, Tatishchev,

& Wang, 2012).
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1.3. KOLOREKTAL KANSERDE TEDAVI YONTEMLERI

CRC hastalar icin birinci basamak tedavi yontem, séz konusu tiimoriin
karakteristik oOzellikleri, timor sayisi, metastaz lokalizasyonu, ilerleyisi, biyo-
belirteglerin varliklar1 ya da yoklukluklari, ile belirlenir. Tiim bu 6zellikler hastalarin
dort farkli risk grubundan birinde siiflandirilmasina olanak verir. Grup 0 hastalar,
metastazi olmayan veya rezektabl karaciger ve akciger metastazina sahip hastalardan
olusur. Bu durumda tavsiye edilen tedavi sekli cerrahi rezeksiyon olup kemoterapinin
bu grubun genel sag kaliminda biiyiik bir avantaj sagladigi tespit edilmemistir. Grup 1
hastalar potansiyel olarak rezektabl metastaza sahiplerdir. Ilk olarak metastaz sayisini
ve boyutunu diisiirmek i¢in indiiksiyon kemoterapisiyle tedavi edilirler. Tavsiye edilen
kemoterapi, sitotoksik dublet veya tripletlerden olusur. KRAS dogal tip tlimorlerde
anti-VEGF veya anti-EGFR stratejiler izlenebilir. Grup 2 hastalar yayilmis ve
rezektabl olmayan kansere sahip hastalardan olusur. Grup 1 hastalarda oldugu gibi ilk
uygulanacak tedavi, metastazi azaltmaya yonelik olmalidir. Grup 3 rezektabl olmayan
hastaliga sahip hastalardan olusur (Marmol, Sadnchez-de-Diego, Dieste, Cerrada, &

Yoldi, 2017).

1950’lerden bu yana 5-floroacil (5-FU) merkezli kemoterapi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Oxaliplatin, Irinotecan gibi kemoterapi ilaglarinin 5-FU ve 16koverin
(LV) ile kombine edilmesinden olusan FOLFOX, CAPOX ve FOLFIRI gibi ilaglarin
kullanim1 konvansiyonel tedavi yontemini olusturur. Bevacizumab ve Cetuximab gibi
monoklonal antikorlar da kullanilmakta olmasina ragmen; metastatik kolorektal
kanser vakalarinda bes yillik kurtulma orani halen yiizde on iki civarindadir. Bunun
en biiyiikk sebeplerinden birisi ilag direncinin gelismesi olup metastatik CRC
hastalarinin neredeyse yarist 5-FU merkezli kemoterapiye direnglidir (Marmol,
Sanchez-de-Diego, Dieste, vd., 2017; Van Der Jeught vd., 2018; Wolpin & Mayer,
2008).

Monoklonal antikor kullanimin1 kapsayan hedefe yonelik tedaviler,
kemoterapinin ardindan uygulanan etkili tedavilerdir. Kemoterapiye kiyasla daha az
yan etkiye sahiplerdir. Bevacizumab ilk anti-anjiyogenik ila¢ olup endotel biiylime
faktoriinii (VEGF) hedef almaktadir. Ancak metastatik hastalarda gozlendigi lizere
ilaca kars1 direng, yalnizca aylar icerisinde kazanilmakdir. Hepatosit biiylime

faktoriiniin (HGF) azalmasi anit-VEGF terapisine kazanilan direngle dogru orantil
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olmaktadir. Diger hedefe yonelik antikor igeren ilaglar, Cetuximab ve Panitumumab
denilen epidermal biiylime faktorii (EGFR) hedefli ilaglardir. Bu ilaglarin inhibe ettigi
asag1 yolaklar, proliferasyonun engellenmesine ve apoptozun indiiklenmesini saglar.
KRAS ve NRAS mutasyonlarina sahip hastalarin, anti-EGFR terapisine kars1 gorece
daha direngli olduklari bilinmektedir. Hem anti-VEGF, hem de anti-EGFR
tedavilerinde gozlenen ilag direnci mekanizmalarinin arastirilmasi ve potansiyel
inhibitorler iizerinde ¢alisiimasi1 gerekmektedir (Marmol, Sanchez-de-Diego, Dieste,

vd., 2017; Van Der Jeught vd., 2018; Wolpin & Mayer, 2008).

1.3.1.Anjiyogenezin Durdurulmasi

Yeni bir kan damar1 olugum siireci olan anjiyogenez, ¢ogalmakta olan tiimdre
oksijen ve besin saglamak icin timor biiylimesinin 0n sartidir. Anjiyojenik siireg,
tiimoriin ilerlemesine, yayilmasina ve metastazina katkida bulunabilir ve genel olarak
timor prognozunun bir gostergesi olarak kabul edilir (El-Kenawi & El-Remessy,
2013a). Bu nedenle, tiimdr anjiyogenezinin hedeflenmesi klinik olarak anlamlilik

kazanmistir.

Tiimor anjiyogenezini iceren neovaskiilarizasyon temel olarak dort asamali bir
islemdir. ilk olarak, dokulardaki bazal membran lokal olarak yaralanmistir. Derhal
imha ve hipoksi var. Ikincisi, anjiyojenik faktdrler tarafindan aktive edilen endotel
hiicreleri go¢ eder. Uciinciisii, endotel hiicreleri cogalir ve stabilize olur. Dérdiincii
olarak, anjiyojenik faktorler anjiyojenik siireci etkilemeye devam etmektedir.
Vaskiiler endotel hiicreleri ortalama olarak her 1000 giinde bir boliintirler (Denekamp,
1993). Anjiyogenez, tiimoér dokulari besin ve oksijen gerektirdiginde uyarilir.
Anjiyogenez, hem aktivator hem de inhibitdr molekiilleri tarafindan diizenlenir.
Bununla birlikte, anjiyojenik faktorlerin aktivitesinin diizenlenmesi, neoplazmanin
anjiyojenezi i¢in yeterli degildir. Negatif regiilatorlerin veya damar biiylimesi
inhibitorlerinin de asag1 regiile edilmesi gerekir (Sekil 1) (Dameron, Volpert, Tainsky,

& Bouck, 1994)

Anjiyogenez inhibitdrleri, biiyliyen vaskiilatiirdeki endotel hiicrelerini hedef
alan dogrudan inhibitorler veya anjiyojenez indiikleyicilerin ekspresyonunu dnleyen
veya aktivitesini bloke eden dolayli inhibitdrler olarak smiflandirilir. ikinci smif,

onkojenlere, geleneksel kemoterapotik ajanlara ve tlimoér mikro-ortaminin diger
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hiicrelerini hedef alan ilaglara kars1 hedefe yonelik tedaviyi icerecek sekilde uzanir.
Anjiyogenez inhibitorleri, monoterapi olarak veya diger antikanser ilaglar1 ile
kombinasyon halinde kullanilabilir. Bu baglamda, bir¢ok preklinik ve klinik ¢alisma,
bireysel tedavilere kiyasla kombine tedavilerin daha yiiksek terapotik etkinligini
ortaya koydu. Anjiyogenez inhibitdrlerinin sinerjistik tedavi yontemlerinin yan1 sira
genis hiicresel hedeflerinin dogru anlasilmasi, birgok kanser tiirliniin gelecekteki

tedavileri icin etkili araglar saglayabilir (El-Kenawi & El-Remessy, 2013b).

1.4 KOLON KANSERI MOLEKULER BIYOLOJiSi

Kolorektal kanser vakalarmin yaklasik ylizde doksani sporadik olup, ailenin
genetiginden bagimsizdir. Genellikle herhangi bir genetik yatkinlik goriilmezken,
yiizde ondan daha az vakada genetik baglanti tespit edimistir. Yasa bagl timor
insidansinin matematiksel modellenmesi, invaziv kolorektal kanser fenotipi
gbzlenmeden Once en az bes veya alt1 somatik genetik olayin gergeklesmesi gerektigini
gostermektedir. Belirli bir hiicrede proliferatif avantaj saglayarak kolorektal kansere
ve diger kanserlere yol acan degisiklikler, proto-onkogenler, tiimor baskilayici genler

ve DNA tamir genlerinde meydana gelir .

1.4.1.Apoptozis

Apoptozis terimi Yunanca’dan tiiremis olup “ayrilarak diismek” anlamina
gelmektedir. Programlanmig hiicre 6limiiniin ana tiplerinden biri olup, nekrozdan
farkli olarak bir hiicrenin belirli uyaranlar alindiginda aktif olarak 6liim yolunda
ilerlemekte oldugu durumu ifade etmek icin kullanilir. Kesfinden bu yana biyolojinin
en ¢ok arastirilan konularindan olup, hem fizyolojik hem de patolojik siireclerde
onemli bir siiregtir. Embriyonik gelisim sirasindaki programlanmis hiicre oliimii,
ornegin parmaklar arasindaki bosluklarin olusabilmesi i¢in buralardaki hiicrelerin
olimii, bagirsak epitelindeki hiicrelerin yenilenmesi i¢in normal yikimlari gibi siiregler
fizyolojik orneklerken; sitotoksik T hiicreleri tarafindan tetiklenen hiicre dliimleri,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi dejeneratif hastaliklardaki hiicre 6liimleri,

miyokard enfarktiisii gibi kalp hastaliklarinda meydana gelen hiicre 6liimleri, hepatit
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B veya C gibi viriisler tarafindan tetiklenen hiicre 6liimleri patolojik siireclere 6rnektir

(Wong, 2011).

1.4.1.1.Apoptozisde Gézlenen Morfolojik Degisiklikler

Apoptoz, cesitli morfolojik degisimler ile karakterize olur ve nekrozisden
ayrilir. Hiicre membrani nekrozisden farkli olarak yirtilmay1p biitiinliigli korunmasina
ragmen tomurcuklanmalar olugur. Nekrozisde ise membran yirtildig1 i¢in sitoplazmik
materyal hiicreler alasi alana gecerek inflamasyonu baglatir. Laminin ve aktin
filamentleri kesildigi i¢in sitoplazma daha kondanse bir hale gelir ve hiicre kiigtiliir.
Organeller saglam kalmasina ragmen, mitokondri, ribozom, g¢ekirdek parcalari ve
diger organelleri igeren apoptotik cisimler olusur. Cekirdekte bulunan yapisal
proteinlerin par¢alanmast ile kromatin, niiklear membranin altina toplanarak
yogunlagir. Hiicrenin komsu hiicreler ile baglantisi kesilir ve yuvarlaklasir. Genellikle
makrofajlar gibi fagositik hiicreler apoptotik cisimler meydana gelmeden once
apoptotik hiicreleri yutarlar. Bu sebepten otiirli apoptoz hiicre biyolojisinin geg
kesfedilen konularindan olmustur (Dingel & Kul, 2016; Ozay GULES, 2008; Wong,
2011).

1.4.1.2. Apoptozisde Gozlenen Biyokimyasal Degisiklikler

En karakteristik degisikliklerden birisi normalde membran alt yiizeyinde
bulunan fosfaditilserin (PS) molekiillerinin membran dis ylizeyine c¢ikmasidir.
Membranda meydana gelen degisiklikler fagositik hiicreler i¢in ¢esitli sinyaller teskil
ederler. Transglutaminaz aktivasyonu membrani1 parcalayarak apoptotik cisimlerin
ortaya ¢ikmasini saglar. Bu apoptotik cisimler dig membranlarindaki PS araciligiyla
makrofaj hiicrelerine fagositik sinyaller verirler. Hiicre i¢i yiiksek ATP seviyeleri
apoptoz i¢in gereklidir. ATP seviyesi diisiikse hiicre apoptozis i¢in yeterli enerjiyi
temin edemeyecek ve nekrozis ile 6lecektir. Diger karakteristik bir degisim ise hiicre
ici Ca ve Mg konsantrasyonunun artisi ve bu sebeple aktiflesen endojen
endoniikleazlarin DNA’y1 niikleozomal pargalara ayirmasidir. Kaspaz ile aktiflesen
deoksiriboniikleaz (CAD), normal hiicrelerde inhibitoriine (ICAD) bagli olarak
bulunur. Kaspaz 3 ile aktiflestirilir ve c¢ekirdek DNA’sim1 yaklasik 200 baz
uzunlugunda pargalara ayirir (Dingel & Kul, 2016; Nagata, 2000; Ozay GULES, 2008)

19



1.4.1.3. Apoptozis Mekanizmalari

1.4.1.3.1 Ekstrinsik Yolak

Bu yolak 6liim ligand1 6liim reseptoriine (DR, death receptor) baglandiginda
baglar. Oliim reseptdrleri tip 1 transmembran ailesinden olup, ekstraselliiler
domainlerindeki sisteince zengin tekrarlar ve protein-protein etkilesim domaini olan
ve 6liim domaini (Death Domain: DD) olarak bilinen modiiller ile karakterize olurlar
(J. Li & Yuan, 2008). Farkli 6liim reseptorleri kesfedilmis olmasina karsin en iyi
bilinen 6liim reseptorii tip 1 TNF (TNFRI1: Tumor Necrosis Factor Receptor 1)
reseptOrii ve bununla iliskili olan Fas proteini ile bunlarin ligandlar1 olan TNF ve Fas
liganlaridir. Fas, tiimor nekrozis faktorii reseptorleri siiper-ailesinin bir iiyesi olup
Apo-1 ya da CD95 olarak da bilinir. Bu 6liim reseptorleri, TNF reseptorii iliskili 6liim
domaini (TRADD), Fas iligkili 6liim domaini (FADD) ve kaspaz 8 gibi sistein
proteazlarini tutan bir hiicre i¢ci 6liim domainine sahiptirler. En iyi karakterize edilmis
ligandlar ve karsilik gelen reseptorleri olarak FasL/FasR, TNF-alfa/TNFRI,
Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5 sayilabilir. Oliim ligandmin reseptdriine
baglanmasi, adaptdr proteini i¢in bir baglanma bdlgesi olusumu ile sonuglanir ve tiim
ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi, 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC)
olarak bilinir. DISC, pro-kaspaz 8 aktivasyonunu saglar ve olusan aktif kaspaz 8 asag1
yolaklardaki kaspaz 3 ve 7 ile etkileserek apoptozisi baslatir (Sekil 1.4) (Ghobrial,
Witzig, & Adjei, 2005; Lowe & Lin, 2000; Wong, 2011).

20



xtrinsic Pathway .

TNFO Death signals” .F sL
§ [ DISC
u\‘\‘wu‘w\ OO0

.—\/,

Intrinsic
Mitochondrial
Pathway

TRADD FADD

Genetic damage

Hypoxia
High cytosolic [Ca?*]
i Oxidative stress
Caspase 8 * 4 Pro-caspase 8
I 4
Mitochondria
gt ® e . @ cytochrome ¢
o Pro-caspase 3 W @ @ smac
Caspase 3 - (’ - v Y pIABLO
& ¥ l @ omi/Htraz l
>
Cytochromec @ 38
P Apf-1 kS
Pro-caspase 3 Caspase 9" § \AP
®

Binding of Smac, DIABLO or
Activation of
varion o - w 4 Omi/HtrA2 to IAPs disrupts A

catpase 3.0y - e binding of caspase 3 or 9 to
caspase 9 1APs

Sekil 1.4: Apoptozisin intrinsik ve ekstrinsik yolaklart (Wong, 2011)

1.4.1.3.2.Intrinsik Mitokondriyel Yolak

Onarillamaz genetik hasar, hipoksi, asir1 yliksek sitozolik Ca2 +
konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif stres gibi i¢sel uyaranlar, igsel mitokondriyal
yolagin baglamasinin tetikleyicileridir. Uyaranlara bakilmaksizin, bu yolak artan
mitokondriyal gecirgenligin ve sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiillerin
sitoplazmaya salinmasinin sonucudur. Cesitli sinyaller Bcl-2 familyasi proteinlerinin
islevini etkiler. Iki tip Bcl-2 ana grubu bulunmaktadir. Bunlardan ilki Bax, Bak, Bad,
Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk proteinlerinin de icinde bulundugu pro-apoptotik
proteinler iken digeri Bel-Xi, BCL-2, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 proteinlerini kapsayan
anti-apoptotik proteinlerdir. Anti-apoptotik proteinler, sitokrom-c’nin mitokondriyal
saliverilmesini bloke ederek apoptozu diizenlerken, pro-apoptotik proteinler bu

salinimi tesvik ederler (Lowe & Lin, 2000; Wong, 2011).

Bcl-2 ailesi proteinlerden Bid, sitoplazmada inaktif halde bulunur. TNF-alfa ya
da FasL in caspase 8 ile etkilesimini takiben kaspaz 8 tarafindan kesilir ve
mitokondriye go¢ ederek Bax veya Bak pro-apoptotik molekiillerinin aktivasyonunu
saglar (Sekil 1.5). Bu iki proteinin yiiksek ifadeleri mitokondri membran gegirgenligi

(MOMP) artmasina ve Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu ile bloke edilebilen sitokrom c
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salimimina neden olabilir. Sitokrom c, daha sonrasinda apoptozomu olusturan Apaf-1
proteinini baglayabilir. Apaf-1, kaspaz-3, -7 kesimini ve aktivasyonunu saglayan
kaspaz-9’u aktive eder (Brentnall, Rodriguez-Menocal, De Guevara, Cepero, & Boise,

2013).

Mitokondri intermembran boélgesinden sitoplazmaya salinan diger apoptotik
faktorler arasinda apoptoz tetikleyici faktor (AIF), mitokondriden tliremis ikinci
kaspaz aktivatorii (Smac), diisiik pl direkt apoptozis inhibitdr baglayici protein
(DIABLO) ve Omi/yiiksek sicaklik gereklilik proteini A (HtrA2) bulunmaktadir.
Bunlar apoptoz inhibitorleri (IAP) olarak adlandirilan ve kaspaz-3, -9 aktivasyonunu
engelleyen proteinlerini baglayip inhibe ederler. DIABLO/Smac ve Omi/HtrA2
salinimini, mitokondride bulunan BAK proteininin aktivasyonu takip etmektedir

(Reed, 2000; Wong, 2011).

QXD Death ligand

Stress, DNA damage, etc

s

D tBid
/ By e O BH3-only proteins

Bax/Bak

Mitochondria

Sekil 1.5: Bax/Bad Aktivasyonu (J. Li & Yuan, 2008)

1.4.1.3.3.0rtak Yolak

Genel olarak apoptozun gerceklestirilmesi bir dizi kaspazin aktivasyonu
tiezerinden olur. Intrinsik yolagm {ist kaspazi kaspaz 9 iken ekstrinsik yolak i¢in bu
kaspaz 8 molekiiliidiir. Her iki yolak da kaspaz 3 {lizerinden birlesirler. Kaspaz 3,
niikleer apoptozisten sorumlu kaspaz-aktiflestirilmis deoksiriboniikleaz inhibitoriinii

keser. Ek olarak, daha asag1 kaspazlar, protein kinazlarin, sitosekeletal proteinlerini
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DNA tamir proteinlerinin ve endoniikleaz ailesinin inhibe edici alt birimlerinin
inhibitorlerinin kesilmesini tetkler. Ayrica apoptozdaki tipik morfolojik degisikliklere
katkida bulunan hiicre iskeleti, hiicre dongiisii ve sinyal yollar1 iizerinde etkilidirler

(Wong, 2011).

1.4.1.3.4. Endoplazmik Retikulum Yolag:

En az bilinen yolak olan endoplazmik retikulum yolaginin mitokondriden
bagimsiz ve kaspaz 12 iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ca" homeostasisindeki
dengesizlikler, hipoksi-iskemi, serbest radikaller, glukoz a¢ligi ya da katlanmamis
proteinlerin ER’de fazla birikmesi gibi faktorler ER stresine sebep olurlar.
Aktivasyonu kalpain tarafindan kontrol edilen kaspaz-12, ER stresine bagli olarak
prokaspaz-12 formundan aktif hale gelir ve ER membranina lokalize olur. Kaspaz-
12’°nin aktivasyonu asagi yolaklardaki kaspaz-7, -9 gibi nihayetinde kaspaz-3’ii aktive
eden kaspazlari indiikler (Kara & Oztas, 2019; Szegezdi, Fitzgerald, & Samali, 2003;
Wong, 2011).

1.4.1.3.5.Kaspazlar

Kaspazlar (Caspases: cysteine aspartic proteases), hiicre 6liimii ve inflamasyon
sinyal aglarinda oldukga kritik rollere sahip bir sistein endoproteaz ailesidir. Kaspaz
aktif bolgesindeki katalitik sistein kalintilarina bagli olan bir reaksiyon ile peptit
baglarin1 hidrolize ederler ve bu reaksiyon substrattaki belirli aspartik asit
kalintilarinin taninmasina baglidir. Tiim kaspazlar, aktive edilmesi gereken, katalitik
olarak inaktif zimojenler olarak salgilanirlar (Mcllwain, Berger, & Mak, 2013; Shi,
2004).

Bilinen rollerine gore kaspazlar apoptozisde rol alanlar, kaspaz-3, -6, -7, -8, -9
(memelilerde); ve inflamasyonda rol alanlar, kaspaz-1, -4, -5, -12 (insanlarda) ve
kaspaz-1, -11, -12 (farelerde) olarak smiflandirilmistir. Kaspaz-2, -10 ve -14’iin
fonksiyonlar1 ve gorevleri kolayca siiflandirilamamaktadir. Apoptozis siirecine dahil

olan kaspazlar oncii ve efektor olarak ikiye ayrilmakta olup, kaspaz-3, -6, -7 gibi
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efektor kaspazlarin, kaspaz-8, -9 gibi Oncii kaspazlar tarafindan aktive edilmeleri

gerekmektedir (Mcllwain vd., 2013).
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Sekil 1.6: Kaspaz Aktivasyonu (Shi, Y., 2004)

Kaspaz-3 geninde meydana gelen degisikliklerin insan tiimdrigenezini tesvik
edip etmedigini arastiran bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bir ¢alismada 944 tiimoriin
kaspaz-3 kodlayan bolgesine bakilmis fakat sadece 14 tanesinde somatik mutasyonlar
saptanmistir. Ancak baska dnemli bir ¢aligmada 128 miyeloma vakasindaki 5 farkl
tekil niikleotit polimorfizmi incelenmis ve CASP3 genindeki bir mutasyonun ¢oklu
miyeloma riskini 5 kat artirdigi bulunmustur. Son olarak 1028 endometriyal kanser
vakasindaki tek bir CASP3 mutasyonunun haploid durumlarda kanser riskini 6nemli
olgiide artirdig1 bulunmustur. Beraber ele alindiginda bu sounglar gostermektedir ki
CASP3 polimorfizmi ve bunlarin haploitleri bireyin kansere yatkinliginin

belirlenmesinde 6nemli olabilir(Mcllwain vd., 2013).
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1.4.1.3.6.Apoptozis ve p53 Geni
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Sekil 1.7: p53’iin Apoptosizde Gorevi (Amaral, J.D., 2010)

Hem ekstrinsik hem de intrinsik yolaklar tiimor baskilayici p53 proteini
tarafindan aktive edilmektedir. Normal hiicrelerde p53, Mdm2 proteini tarafindan
baglanarak inaktive edilir ve apoptoz bu sekilde baskilanir. MYC, RasV12, E2F-1 gibi
onkogenler, p53’ii tiimdr baskilayicisi olan ARF (Adp ribozilasyon faktorii) iizerinden
dolayli olarak etkileyebilirler. ARF, Mdm2/p53 etkilesimine miidahele ederek p53
stabilizasyonu ve aktivasyonuna sebep olur. Benzer sekilde ATM ve ATR kinazlari,
DNA hasarma yanit olarak p53 fosforilasyonunu gerceklesrtirirler. Fosforile edilmis
p53, Mdm2’den ayrilarak aktif hale gelir. Asir1 ifade edilen p53, proaptotik BH-3
ailesinden PUMA (p53 tarafindan iistregiile edilmis apoptozis modiilatorii), NOXA
(latince hasar) ve BAX proteinlerinin transkripsiyonunu indiikler. Mitokondriye
lokalize olan PUMA, NOXA ve BAX, Bcl-2 proteinlerinin etkisi pro/anti apoptotik
Bcl2 proteinlerinin oranini artirarak apoptozisi tesvik etmektir (Amaral, Xavier, Steer,

& Rodrigues, 2010; Fridman & Lowe, 2003; Maximov & Maximov, 2008).
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1.5 TERPENOIDLER, QUINONE-METHIDE TRITERPENLER (QMTS) VE
TINGENON

Terpenoidler (isoprenoidler) ya da terpeneler, birgok farkli bitkide ¢esitli roller
iistlenen genis bir dogal bilesik grubudur. Tiim terpenoidler bes karbonlu
yapitaslarindan sentezlenir. Karbon atomu sayisina gore, yani yapitasi sayisina gore
monoterpenler, sesquiterpenler, diterpenler, sesterterpenler, triterpenler, tetraterpenler
ve politerpenler olarak siiflandirilirlar. Kirk binden fazla terpenoid tiirii izole edilmis
olup, bunlarin biiylik bir kism1 basta kanser olmak tiizere ¢esitli insan hastaliklarina

kars1 farmakolojik aktivite gdstermistir (Rabi & Bishayee, 2009).

Triterpenoidler stereoidleri de igeren terpenoid alt grubudur. Anti-inflamatuar
ve anti-karsinojenik etkilere sahip olduklar1 gosterilmistir(Mafiez, Recio, Giner, &
Rios, 1997). Asiyatik asit olarak adlandirilan triterpenin HepG2 hiicreleri {izerinde,
Ca+2 salinmmini ve p53 {ist-regulasyonunu artirarak sitotoksik etkide bulundugu
gosterilmigtir. Ayrica insan MCF-7 ve MDA-MB-MB-231 gogiis kanseri hiicrele

hatlarinin biiyiimesini inhibe ederek, apoptozise ugrattigi goriilmiistiir (Lee vd., 2002).

Celastraceae ailesi, 106 cins ve 1300 tiir barindiran, Kuzey Afrika, Gliney
Amerika ve basta Cin olmak iizere Dogu Asya gibi tropikal ya da astropikal bolgelere
dagilim gosteren genis bir bitki ailesidir. Bu ailenin temsilci cinsleri Maytenus,
Euonymus, Cassine ve Celastrus cinsleridir. Kanser hiicrelerine kars1 gosterdikleri
sitotoksik ve antiproliferatif etkiler sebebiyle genis bir arastirma alami teskil
etmektedirler(Veloso, Soares, Perez, Rodrigues, & Silva, 2017). Ornegin Pleurostylia
opposita bitkisinden elde edilen pyridine alkaloidlerin HCT116 hiicre hatt1 {izerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugu gézlenmistir (Whitson vd., 2006).

Quinonemethide triterpenoid (QMT) bilesikleri (celastroloidler) sadece
Celastraceae familyasindan bitkiler tarafindan tiretilmekte olan sekonder metabolitler
olup, bu familyanin kemotaksonomik siniflandirilmasinda kullanilan indikatorlerdir.
Selastrol, Tripterygium wilfordii bitkisinden elde edilen bir QMT olup, kronik
inflamasyonun ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilmis olup; ¢esitli timor
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (Rabi & Bishayee, 2009). ilk
kez 2003 yilinda selastrolin insan Iosemi HL-60 sisteminde apoptozisi

indiikleyebildigi kesfedilmis olup, topoizomeraz II’ nin gii¢lii bir inhibitdrii oldugu
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bulunmustur. Hatta kemoterapi ilact olarak kullanilan topoizomeraz II inhibitorii

etopozid’den bile kuvvetli bir inhibitér oldugu tespit edilmistir (Nagase vd., 2003).

Pristimerin, bir selastrol-metilester olup, QMT bilesiklerindendir. Cesitli
kanser hatlar1 tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir. 2005 yilinda
yapilan bir calismada Reissantia buchananii (Celastraceae) bitkisinden elde edilen 21
sitotoksik bilesik arasindan, 9 farkli kanser hiicre hatti {izerinde en giiglii etkiye sahip
olan oldugu bulunmustur. Bunlar arasinda vincristine direngli orofaringeal KB kanser
hiicreleri ve taxol direngli ovaryum PTX10 kanser hiicreleri de bulunmaktadir (Rabi
& Bishayee, 2009). Celastraceae and Hippocrateaceae ailelerine ait ¢esitli bitkilerden
primisterin elde edilebilmekte olup, Maytenus chuchuhuasca ve Maytenus laevis
bitkileri basta olmak iizere Maytenus cinsi bitkiler, Giiney Afrika’da artiritis ve cilt
kanseri tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir. Tokyo Universitesi’nden
aragtirmacilar 1994 yilinda, Paraguay’dan aldiklar1 ve yerel halk arasinda kangorosa
olarak bilinen M. [licifolia ve Brezilya’dan aldiklar1 M. chuchuhuasca bitkilerinin kok
kabuklarindan elde ettikleri ekstraktlardan elde ettikleri organik bilesikler ile timor
hiicre hatlarinda MTT sitotoksite testi yapmislardir. Tablo’da da goriildiigii izere bu
bilesiklerden birisi Primisterin, ikisi de tingenon a ve b’dir (Sekil 1.9) (Shirota, Morita,
Takeya, Itokawa, & litaka, 1994). M. Ilicifolia ekstrakt1 kullanan baska bir ekip, HT-
29 ve HepG?2 hiicrelerinde Bcl-2 proteini seviyesinin azaldigini ve kaspaz 3’iin aktive

oldugunu gostermislerdir (Junior vd., 2013).

IC,, (pg/ml)
L-1210 P-388 KB
O-OntIngenOl LAY «viiiisn vinviov oim waciowissivs sivin 6.0 26 30
6-Oxopristimerol (2} . .............iuin. 28 1.5 28
3-Methyl-6-oxotingenol {3]. . ............... >100

PrstImMeEIn I8 .o s i viiaie s viaiets iain e s wiaeie o'

p o | e
22B-Hydroxytingenone {7} .. ........ovuvnn.

Sekil 1.8: M. ilicifolia ve M. chuchuhuasca bitkilerinden elde edilen organik bilesikler ile yapilan MTT sitotoksisite
testi sonuglar1 (Shirota vd., 1994)
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Primisterinin apoptozis lizerindeki etkisini anlamak adina, Wu ve arkadaglar
pS3-mutant ve yiisek derecede metastatik gdgiis kanseri hiicre hatt1 olan MDA-MB-
231 hiicrelerini primisterin ile muamele ettiklerinde, apoptoza has olan hiicre
kiictilmesi, apoptotik cisim olusumu ve g¢ekirdek fragmentasyonu gibi morfolojik
belirtegleri tespit etmislerdir. Ayrica primisterinin pro-kaspaz 3’ii keserek aktive
ettigini bularak, apoptozis sirasinda kaspaz 3 tarafindan kesilen PARP
degradaysonunu tespit ederek primisterinin kaspazlar tiizerinden apoptozisi
indiikledigini kanitlamiglardir. Mitokondri membran potansiyelimnde artis ve
sitokrom ¢ salmimi gozlemlemisler ancak bu siirecin kaspazlar ile baglantist

olmadigini tespit etmislerdir (Wu vd., 2005).

Pristimerin Tingenone

Sekil 1.9: Primisterin ve tingenon molekiiler yapist (Taddeo vd., 2019)

Chiral

Sekil 1.10: 20-Hidroksi-20-Epi-Tingenon
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Son zamanlarda QMT maytenin (tingenon a) molekiilii, genis bir kanser hiicre
hatt1 paneline yaptig1 yliksek toksik etki sebebi ile popiilerdir. Anti-inflamatuar,
antioksidan, antifungal, antitrypanosomal, antimikrobiyal ve antitiimdr gibi biyolojik
aktivitelere sahiplerdir. Tingenon, primisterinle beraber Latin Amerika’da geleneksel
bir ilag olarak kabul gérmektedir (Taddeo vd., 2019). Tingenon B ya da diger adiyla
22-hidroksitingenon, tingenon A ile yapisal olarak benzer olup, Bavovada ve
arkadaslar1 tarafindan cesitli kanser hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik etkiye sahip
oldugu gozlenmistir (Sekil 1.11) (Bavovada, Blasko, Shieh, Pezzuto, & Cordell,
1990).

Cellline | EDsp (ng/mi)?
P-388 | 0.073
KB 0.62
CoL-2 0.61
HT-1080 0.44
LU-1 0.84
MEL-2 0.39
BC-1 0.75

2 A sample is considered active if it shows an EDsg of < 4 pg/ml.

Sekil 1.11: 22-Hidroksitingenonun ¢esitli kanser hiicre hatlar1 iizerinde ED50 degerleri (Bavovada vd., 1990)
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2.MATERYAL ve METOD
2.1.MATERYAL

2.1.1.Kimyasal Maddeler

- RPMI 1640, Gibco, USA

- Tingenon, Istinye Universitesi, Tiirkiye

- Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

- Penisilin-Streptomisin ~ Soliisyonu  (10.000U/ml  penisilin,  10mg/ml
streptomisin), Gibco, USA

- Fosfat tuz tamponu (PBS), HyClone, Thermo Scientific, USA

- 0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, USA
- Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

- Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries, Israil

- Muse Caspase 3/7 Analiz Kiti

- Muse Annexin V Analiz Kiti

- Muse ROS Analiz Kiti

2.1.2.Sarf Malzemeleri

- 25¢cm” ve 75cm” lik flask, Thermo Scientific, USA

- 96 kuyulu flat plate, Corning Incorporated, USA -5ml ve 10ml hacimlerinde
enjektorler, Set inject, Cin

- 10ul’lik pipet uglari, Biohit, Finlandiya

- 100pI’lik pipet uglari, Expell

- 1000ul’1ik pipet uglari, Ayset, Tiirkiye

- Steril santrifijj tlipleri (15ml), Orange Scientific, Belgika

- Steril santrifiij tiipleri (50ml), Nest, Cin

- Thoma lam1, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
- 10 mI’lik pastor pipetler, Corning Incorporated, USA

- 25 ml’lik pastér pipetler, Lp Italiana Spa, Italya

- 2 ml‘lik cam pastor pipetler, Heinz Herenz, Almanya

- 1 ml ve 5 ml‘lik Kombi tip, Eppendorf, Almanya

- Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya
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2.1.3.Cihazlar

- Spektrofotometre, BGM Labtech

- Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

- CO, inkiibatorii, Panasonic

- Buzdolabi, Panasonic

- Steril kabin, Telstar

- Muse Cell Analyzer, MerckMillipore Sigma, Toronto
- Multipipet cihazi, Multipette eppendorf

- Inverted mikroskop, Nikon, Japonya

- Santrifiij, Hitachi, Japonya

- 10ul, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
- 0,5-5ml pipet, Brand

- 10ml pipet, Eppendorf

- 5-50pul Transferpipet, Thermo Scientific

- Pipet boy, ISO fill

- 20-200pl Transferpipet, Brand, Almanya

2.2.YONTEMLER

2.2.1.Hiicre Kiiltiirii

Istinye Universitesi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Ana Bilim
Dalinda gorev yapan Prof. Dr. Engin Ulukaya’nin laboratuvarindan temin edilen

HCT116 (ATCC® CCL-247) kolon kanseri hiicre soylar1 kriyovial kaplar igerisinden

-80°C’den alinarak ¢oziinerek kiiltiire edilerek ¢alismalarda kullanilds.

2.2.1.1.Hiicre Kiiltiir Besiyerinin Hazirlanmasi

50 mI’lik hazir besiyeri i¢in 5 ml FBS, 0.5 ml penisilin-streptomisin, 0.5 ml L-
glutamin, 44 ml RPMI (“Roswell Park Memorial Institute Medium”) falkon tiip
icerisinde konularak homojen olacak kadar karigtirilir. Falkon tiipleri kapaklari

parafilm ile sarilarak 2-8°C’de saklanr.

2.2.1.2.HCT116 Hiicrelerinin Stoktan Cikarilmasi

Deneysel calismalarda kullanilmak {izere, kriyoviallerin iginde bulunan

hiicreler -80°C den alinarak 37°C’de hizli bir sekilde ¢ziildii. Falkon tiipte bulunan
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hazir besiyerine alinarak 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 olusan
siipernatant kismi1 pastor pipet ile dikkatlice ¢ekilde. Hiicre peleti 1 ml hazir besiyeri
ile sulandirilarak hiicrelerin homojen hale gelmesi saglandi. Hiicreler thoma lamu ile

sayimi yapildi. Yaklasik 500 bin hiicre, 5 ml besiyeri bulunan 25 cm”lik flasklara
(Thermo Scientific) alinarak 37°C’de, %5 CO, igeren ortamda inkiibe edildi.

2.2.1.3.HCTI116 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin yogunlugu flask iizerinde %70-80’lara ulastifinda pasajlari

gerceklestirildi. Bu siire yaklasik 2-3 giin olarak &n goriilmektedir. Oncelikle hiicreleri

serumdan uzaklastirmak amaciyla 25 cm”’lik flask igerisine besiyeri aspire edildikten
sonra, 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek flask yiizeyleri yikandi. PBS ortamdan

uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari igin

0.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de, %5
CO,’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, flaska hafif bir fiziksel
kuvvetle hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Mikroskopla incelenip
yilizeyden ayrildigindan emin olunur. Tripsinin inhibe olmasi i¢in serum iceren hazir
besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicrelere zarar vermeye baslamasi
engellenmis olunur. Flaskda bulunan hiicre silispansiyonu, 15ml’lik falkon tiip
icerisine almarak 800 rpm’e 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim atilir

ve elde edilen hiicre peleti 1 ml hiicre besiyerinde ¢oziiliir. Sayim islemi thoma lami

ile yapilir ve yeterli miktarda hiicre miktar1 istenilen flasklara alinarak 37°C’de, %5

CO, igeren ortamda inkiibasyona birakilir.

2.2.1.4.Thoma Lami ile Hiicre Sayimi

Tripsinizasyon islemi sonrasi elde edilen hiicre siispansiyonundan 10 pl alindi
ve 96 kuyucuklu bir hiicre kiiltiiri kabmin bos bir kuyusuna eklendi. Uzerine 10 pl
%0.5 tripan mavisi (Biological Industries, Israil) konularak en az 10 kez pipetaj islemi
yapildi. Bu karisimdan 10ul alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam
iizerinde 16 biiyiikk kareden rastgele segilen bes kare alanindaki hiicreler sayilarak
ortalamasi alindi. Alinan bu ortalama say1 16 ile ¢arpilarak toplam yaklasik hiicre
sayis1 belirlendi. Ardindan asagidaki formiil kullanilarak 1 ml’de bulunan toplam

hiicre say1s1 hesaplandi.
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Hiicre Sayisi/ml=A x SF x 10.000

A= 16 Karedeki Toplam Hiicre Sayis1
SF= Seyreltme Faktorii
2.2.2.SRB Methodu ile Sitotoksisite Belirleme

2.2.2.1.Tingenon Dogal Aktif [lag Cézeltisinin Hazirlanmas:

Stok Cozeltisi

Istinye Universitesi Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi Béliimii tarafindan
Tingenon A bilesiginin stok ¢ozeltisi (10 mM); 1000 ul DMSO igerisinde 0,004366 g
Tingenon bilesiginin ¢oziilmesi ile hazirlanmis sekilde 20 pl alikotlar halinde -20°C’de

saklanmaktadir.

Calisma Cozeltisi

40 pl stok tingenon ¢ozeltisi alinir. 9960 pul RPMI 1640 medium igerisinde
karistirildiktan  sonra kullanima hazirdir.  Stabilitesi hakkinda bir ¢alisma

olmadigindan, kalan miktarlar tibbi atiga atilir.

2.2.2.2. Kimyasallarin Hazirlanmasi

- %50 TCA Cozeltisi

50 gram TCA tartilir ve 100 ml deiyonize su ile ¢6ziiniir. 2-8 derecede muhafaza edilir.

- %1 Asetik Asit Cozeltisi

1 ml asetik asit igerisine 99 ml steril deiyonize su eklenerek hazirlanir.

- SRB Cozeltisi

400 mg SRB, 100 ml %1°lik asetik asit ¢ozeltisi icerisinde ¢ozilindiiriiliir. Ardindan

karanlik bir ortamda 2-8 derece arasinda saklanarak kullanilmaktadir.
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- 10 mM Tris Baz1 Cozeltisi

121 mg tris bazi, 100 ml steril deiyonize su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra

kullanima hazirdir.

- Deiyonize Su

2.2.2.3.SRB Testi

1990 yilinda gelistirilen sulforhodamine B (SRB) deneyi, in vitro sitotoksisite
taramasit i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biri olmaya devam etmektedir
(Skehan vd., 1990). Deney, SRB'nin trikloroasetik asit (TCA) tarafindan hiicre kiiltiirii
plakalarina sabitlenmis hiicrelerin protein bilesenlerine baglanma kapasitesine
dayanir. SRB, hafif asidik kosullar altinda bazik amino asit tortularina baglanan ve
bazik kosullar altinda ayrisan iki siilfonik gruba sahip parlak-pembe bir aminoksanten
boyadir (Lillie, Conn, & Biological Stain Commission., 1977). SRB'nin baglanmasi

stokiyometrik oldugundan, boya miktar1 dogrudan hiicre kiitlesi ile orantilidir.

Skehan ve ark., testin kuyucuk basmna 1.000-2000 hiicre kadar diisiik ve
kuyucuk bagina 5.000 hiicre yogunlugunda 4.83 sinyal-giiriiltii oran1 ile yogunluklari
tespit edebildiklerini tespit etmislerdir (Skehan vd., 1990). Bu hassasiyet seviyesi,
diger boyama yontemleriyle karsilastirildiginda, geleneksel floresan boyama ve diger
protein boyama yontemlerinden iistiindiir (McCaffrey, Agarwal, & Weksler, 1988;
Skehan vd., 1990). SRB testinden elde edilen sonuglar, kuyucuk basina 7.500-180.000
hiicre yogunluklari tizerinde lineer bir dinamik aralik sergilemektedir, bu da 1-200%
yogunluktaki hiicre artigina karsilik gelmektedir (Skehan vd., 1990). Ayrica, SRB
yonteminin pratik oldugu kanitlanmistir. Sebebi ise hiicre tabakalar1 kurutulmadan
once TCA ile proteinler sabitlendigi ve SRB ile boyandigi icin, siiresiz olarak
depolanabilirler. SRB boyali hiicrelerden c¢ikarilan renk bdylelikle sabittir. Bu test
metodu, farkli tipteki kanserli ve kanserli olmayan hiicre hatlarina kars1 ilag toksisite

testi icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Monks vd., 1991).

SRB tahlilinin etkinligi, baska bir yontem olan Thiazolyl Mavi Tetrazolium
Bromiir (MTT) ile siklikla karsilastirilir. MTT, hiicresel metabolik aktivite ile renksiz
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tetrazoliumu mor renkli formazan boyasina doniistiirmesinden yararlanarak canlilik
olgen bir yontemdir (Plumb, Milroy, & Kaye, 1989). Bu nedenle sadece canlt hiicreleri
algilar, oysaki SRB yontemi canli ve 6lii hiicreleri birbirinden ayirmaz. Ancak bu fark,
SRB metodunu bir ilacin sitotoksik etkilerini tespit etme kabiliyetini tehlikeye atmaz.
Birkag¢ grup tarafindan yapilan ¢aligsmalarda, SRB yontemi kullanilarak test edilen
bilesiklerin IC50 degerleri biraz daha yiiksek olmasina ragmen SRB testinin
sonuclarinin MTT testinin sonuglar ile iyi korele oldugunu gosterdi (Haselsberger,
Peterson, Thomas, & Darling, 1996; Perez, Godwin, Handel, & Hamilton, 1993;
Rubinstein vd., 1990). Bununla birlikte, SRB tahlilinin MTT tahliline gore cesitli
avantajlar1 vardir. Ornegin, baz1 bilesikler, hiicre yagayabilirligi iizerinde herhangi bir
etkisi olmadan dogrudan MTT rediiksiyonuna miidahale edebilirler, oysa SRB
boyamast bu tip bir girisimden nadiren etkilenir. Ayrica, SRB boyama, hiicre
metabolik aktivitesinden bagimsizdir; bu nedenle, spesifik hiicre soylar1 icin test
kosullarini optimize etmek i¢in MTT testine gore daha az adim gerektirir (Keepers vd.,

1991).

SRB metodu i¢in, ilk olarak 100 pl hazir besiyeri her kuyuya eklendi. Ardindan
100 pl 400 uM’luk tingenon ¢ozeltisi ilk siitunun 3 kuyusuna eklendi. 3 kez pipetaj
edildikten sonra, 100 pl ¢ekilerek yan siituna eklenir. Bu sekilde 100 uM - 0.05 uM

arasinda 12 farkli konsantrasyonda seri diliisyon yapilmistir. Ardindan 100 pl

icerisinde yaklagik 5x10° hiicre bulunan hiicre karisimindan, 12 konsantrasyon ilag
denemesi ve ilagsiz kontrol grubu ic¢in 3 tekrarli olacak sekilde iizerine ekildi. Kor
kuyu icin sadece 200 pl hazir besiyeri eklenir. Uygun doz se¢imi yapabilmek amaciyla
hiicreler, Tingenon bilesigi ile farkli konsantrasyonlarda (0,05-100 uM) 12, 72 saat
stireyle muamele edildi. Deneyde, negatif kontrol i¢in sadece hazir besiyeri ortami
icerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor i¢in ise 200 pl hazir besiyeri bulunan kuyular
kullanildi. Ardindan hiicreler, istenilen tedavi siireleri boyunca 37°C, %5 CO,’li
ortamda 72 saat inkiibasyona birakildi. Tedavi siiresi sonunda hiicresel proteinleri
fikse etmek i¢in %50°lik TCA soliisyonundan 50 ul eklendi ve 2-8°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Sonrasinda plaka ters c¢evrilerek baglanmayan proteinler uzaklastirildi.
TCA’nin uzaklastirilmasi i¢in 5 kez deiyonize su ile yikandi. Yikama sonunda sudan
uzaklastirilan plakadaki kuyucuklara 50 pl SRB soliisyonu eklendi ve karanlikta oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasida SRB boyast ters cevrilerek
hizli ve dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Baglanmamis boyay1 uzaklastirmak igin
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%1°lik asetik asit ¢ozeltisi ile 5 kez yikanir. Yikama sonrasi, kuyucuklarda hi¢ ¢ozelti
kalmayacak sekilde kurutulur. Proteinlere baglanan boyanin ¢éziinmesi i¢in 10 mM
tris bazi ¢ozeltisinden 150 pl eklendi ve 150 rpm’de 10 dakika inkiibe edildi. ELISA

okuyucusuna yerlestirilerek 564 nm’de dl¢liimii yapildi.

[k calismalar neticesinde 72 saat siiresinde hiicrelerin yiizde ellisini 6ldiiren
doz olarak 13,27+2,1uM, hiicrelerin ylizde doksaninmi 6ldiiren doz ise 16,91+£3,6 uM

olarak hesaplandi.

% Canhilik Hesabi:

Ila¢ uygulanmamis kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek, ilag
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Her

bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlanmistir.

100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi—kor ortalama)

% Canlilik =

Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi—Kkor ortalama

2.2.3.Akim Sitometrisi Analizleri

Akis sitometrisi, hiicre bir 6l¢giim cihaz1 boyunca siispansiyon i¢inde akarken
ayni anda, boyut ve graniilite gibi tek bir hiicrenin ¢oklu fiziksel 6zelliklerini dlgen
sofistike bir aractir. Caligmasi, ylizey iizerinde bulunan hiicre disi1 molekiilleri veya
hiicre i¢indeki molekiilleri hedef alan boyalardan veya monoklonal antikorlardan
tiiretilen, arastirilmakta olan hiicrelerin 151k sagilma &zelliklerine baghidir. Bu
yaklasim, akis sitometrisini, karmagik popiilasyonlarin kisa siirede ayrintili analizleri
icin giiclii bir ara¢ haline getirir. Periferik kan hiicrelerinin immiinofenotiplemesi,
apoptoz analizi ve sitokinlerin tespiti gibi genel akis prensibi ve secilen akim

sitometrisinin uygulamalarin1 kapsar(Adan, Alizada, Kiraz, Baran, & Nalbant, 2017)
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Akigkan sistemi, hiicreler saptama i¢in kullanilan 151k kaynagi ile
aydinlatildiginda uygun analiz saglamak i¢in tek bir hiicre akisi1 olusturmak iizere
tasarlanmistir. Bu, bir 6rnek tiipten bir akis alanma hiicreleri enjekte etmek igin
basingl hatlar kullanilarak gergeklestirilir. Hiicre numunesi bir kaptan ¢ekilir ve kilif
stvist olarak bilinen bir akigkan sivinin laminer akisinin ortasindaki akis odasina
enjekte edilir. Kilif s1visi, hidrodinamik odaklanma ad1 verilen bir islemle hiicre akisini
daraltmaya yardimci olur ve hiicreleri kabaca sirali bir hat halinde diizenler. Bu,
hiicrelerin sitometrede optik sistemi gecerken esit sekilde aydinlatilmasini ve
algilanmasimi saglar. Boylelikle hiicre ylizeyine bagli boyali belirtegler hiicreleri

ayirmada, secmede ve tanimlamada kullanilmasina olanak saglar.

2.2.2.3.1.Kaspaz 3/7 Testi

Kaspazlar, pro-apoptotik sinyallere yanit olarak programli hiicre Sliimiini
koordine eden yegane molekiillerdir. Kaspaz-8 ve 9’un aktivasyonu ile aktiflesen
kaspaz-3, -7, proteinleri apoptozun final agsamasinda merkezi rolii iistlenirler (Shim
vd., 2017). Hiicre membranindan gecebilen Muse kaspaz 3/7 soliisyonu hiicrelere
toksik etki yapmamaktadir. Soliisyon, dort amino asitten olusan DEVD peptidine bagh

olarak bulunan ve DNA’ya baglanma 6zelligi olan floresan bir belirte¢ igermektedir.

37



Apoptotik hiicrelerde kaspaz 3/7 tarafindan kesilen peptitten salinan boya DNA’ya
baglanarak floresan olarak parlar. Boylece artan floresan miktar1 aktif kaspaz 3/7
hakkinda bilgi verir. Olii hiicre belirteci olan 7-AAD, apoptotik olmayan hiicrelere
giris yapamayip, apoptotik ve Oli hiicrelere girebilmektedir. Bu sayede olii
hiicrelerden floresan sinyal almabilmektedir (Muse™ Caspase-3/7 Kit User’s Guide

Catalog No. MCHI100108 (100 Tests), y.y.).

Kaspaz 3/7 testi icin HCT116 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir

kaplarina 1 ml igerisinde 300x10° hiicre 4 kuyucuga ekim yapildi. Ardindan 1 ml
icerisinde IC90 konsantrasyonun 2 kati olacak sekilde (45,16 uM) tingenon ¢ozeltisi
hazir besiyeri ile hazirlandi. Bunun i¢in 16,91 pl stok tingenon ¢ozeltisi ile 4983,09 ul
hazir RPMI besiyeri karigitirildi. Kuyucuga tedavinin etkisini gézlemlemek amagli 1
ml bu karisimdan eklendi. Kontrol gruplarina ise normal hazir RPMI hazir besiyeri
eklendi. 48 saat siireyle 37OC, %35 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi. Tedavi
stireleri sonunda teste baslamadan Once kit oda sicakligina gelmesi i¢in digar1 ¢ikarildi.
6 kuyucuklu plakalarda bulunan hiicre besiyeri dikkatli aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklastirmak amaciyla 2 ml 1X PBS ile kuyular yikandi. PBS ortamdan
uzaklastirildiktan sonra flask yilizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 i¢in
0.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li
ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, flaska hafif bir fiziksel kuvvetle
hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Mikroskopla incelenip hiicrelerin
ylizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra tripsinin inhibe olmasi i¢in serum
iceren hazir besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicrelere zarar vermeye
baslamasi engellenmis olunur. Flaskda bulunan hiicre siispansiyonu, 15ml’lik falkon
tilp icerisine almarak 800 rpm’e 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
atilir ve elde edilen hiicre peleti 1 ml hiicre besiyerinde ¢o6ziiliir. Sayim yapildiktan
sonra 1 ml’sinde 2x10* 5x10° hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi.
Etiketlenmis tedavi grubu ependorfuna 50 pl hiicre siispansiyonu eklendi. Daha sonra
kaspaz3/7 kit soliisyonundan 5 pl konuldu. Pipetaj isleminin ardindan ependorflar
kapaklar1 acik bir seklide 37°C’de, %5 CO,’li ortamda 30dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi, 150 pl 7-AAD ependorf icerisine eklenerek kisa bir pipetaj gerceklestirildi.
Daha sonra, oda sicakligindan karanlikta 5 dk inkiibe edildi. Sonrasinda Muse Cell

Analyser cihazinda kaspaz3/7 aktivitesi degerlendirildi.
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2.2.2.3.2. Anneksin-V Testi

Apoptoza giren hiicrelerin karakteristik 6zelliklerinden birisi de normalde
hiicre membranin i¢ ylizeyinde bulunan fosfaditilesterin (PS) molekiillerinin memran
yiizeyine ¢ikmasidir. Anneksin-V kalsiyuma bagli, fosfolipid baglayici bir protein
olup fosfaditilesterine yiiksek afinite gostermektedir. Bu sayede, floresan bir belirte¢
ile isaretlendiginde, apoptotik hiicrelerin ayirt edilebilmesine olanak saglar. 7-AAD
gibi diger belirtecler ile kullanimi apoptozun hangi evrede oldugu hakkinda fikir
verebilmektedir. Ornegin apoptotik olmayan hiicrelerde hem anneksin hem de 7-AAD
negatifken, apoptozun ge¢ evresinde bulunan ya da 6lii hiicrelerde her ikisi de poztiftir

(Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit User’s Guide Catalog No. MCHI100105 (100
Tests), y.y.).

Anneksin-V testi icin HCT116 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir

kaplarina 1 ml igerisinde 300x10° hiicre 4 kuyucuga ekim yapildi. Ardindan 1 ml
icerisinde IC90 konsantrasyonun 2 kati olacak sekilde (45,16 uM) tingenon ¢ozeltisi
hazir besiyeri ile hazirlandi. Bunun i¢in 16,91 pl stok tingenon ¢ozeltisi ile 4983,09 ul
hazir RPMI besiyeri karisitirildi. Kuyucuga tedavinin etkisini gézlemlemek amagli 1
ml bu karisimdan eklendi. Kontrol gruplarina ise normal hazir RPMI hazir besiyeri
eklendi. 48 saat siireyle 37OC, %35 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi. Tedavi
stireleri sonunda teste baglamadan 6nce kit oda sicakligina gelmesi i¢in disar1 ¢ikarildi.
6 kuyucuklu plakalarda bulunan hiicre besiyeri dikkatli aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklastirmak amaciyla 2 ml 1X PBS ile kuyular yikandi. PBS ortamdan
uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar igin
0.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li
ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, flaska hafif bir fiziksel kuvvetle
hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Mikroskopla incelenip hiicrelerin
yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra tripsinin inhibe olmasi i¢in serum
iceren hazir besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicrelere zarar vermeye
baglamasi engellenmis olunur. Flaskda bulunan hiicre siispansiyonu, 15ml’lik falkon
tilp icerisine almarak 800 rpm’e 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
atildi ve 100 pl %1 FBS iceren besiyeri eklendi. Etiketlenmis ependorflara 100ul bu

hiicre siispansiyonu alindi. Ardindan, 100pul Muse Annexin V & Dead Cell soliisyonu
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eklendi. Orta hizda yaklasik 5-10 saniye vorteks yapildi. Karanlik ortamda 20 dakika

oda sicakliginda inkiibasyon sonunda Muse Cell Analyzer cihazi ile dl¢limii yapildi.

2.2.2.3.3.ROS Testi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS, intrinsik apoptotik yolagin iyi bilinen
tetikleyicilerindendir. ROS  varliginda  kesilen BID proteini  Bax/Bak
oligomerizasyonuna ve takiben mitokondri membran gecirgenligin artmasina sebep
olur. Artan sitokrom c¢ salimimi apoptozom kompleksinin olugsmasina ve kaspaz-9
aktivasyonuna sebep olur. Bu sayede apoptozu gergeklestiren kaspaz 3 aktif hale
gelir(Stojnev, Risti-Petrovi, & Jankovi-Velikovi, 2013) . Oksidatif stres soliisyonu,
dihidroetidyum (DHE) igermektedir. DHE hiicre membranindan gecebilmekte olup,
stiper-oksit anyonlariyla reaksiyona girebilmektedir. Bu sayede redoks duyarli
floresan bir sonda olma 6zelligine sahiptir. Oksitlenene kadar mavi florasan boyasi
ozelligi gostermekte olup, siliperoksit anyonlar ile reaksiyonundan olusan 2-
hidroksietidyum, DNA’y1 interkale ederek kirmizi floresan 6zelligi gostermeye baglar

(Wojtala vd., 2014).

ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) testi icin HCT116 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu
hiicre kiiltliir kaplarina 1 ml igerisinde 300x10° hiicre 4 kuyucuga ekim yapildi.
Ardindan 1 ml igerisinde IC90 konsantrasyonun 2 kati olacak sekilde (45,16 uM)
tingenon ¢ozeltisi hazir besiyeri ile hazirlandi. Bunun i¢in 16,91 pl stok tingenon
cozeltisi ile 4983,09 ul hazir RPMI besiyeri karigitirildi. Kuyucuga tedavinin etkisini
gozlemlemek amacli 1 ml bu karisimdan eklendi. Kontrol gruplarina ise normal hazir
RPMI hazir besiyeri eklendi. 48 saat siireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona
birakildi. Tedavi siireleri sonunda teste baglamadan once kit oda sicakligina gelmesi
icin disar1 ¢ikarildi. 6 kuyucuklu plakalarda bulunan hiicre besiyeri dikkatli aspire
edildi. Hiicreleri serumdan uzaklagtirmak amaciyla 2 ml 1X PBS ile kuyular yikand.
PBS ortamdan uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden
ayrilmalar1 igin 0.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de,
%5 CO,’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda, flaska hafif bir fiziksel
kuvvetle hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Mikroskopla incelenip
hiicrelerin yiizeyden ayrildigindan emin olunduktan sonra tripsinin inhibe olmasi igin

serum iceren hazir besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicrelere zarar
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vermeye baslamasi engellenmis olunur. Flaskda bulunan hiicre siispansiyonu, 15ml’lik
falkon tiip igerisine alinarak 800 rpm’e 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant
kisim atilir ve elde edilen hiicre peleti 1 ml hiicre besiyerinde ¢oziiliir. Sayim
yapildiktan sonra 1 ml’sinde 1x10°- 1x10” hiicre olacak sekilde hiicre peleti kit
icerigindeki oksidatif stres g¢alisma sollisyonu ile sulandirildi. Pipetaj isleminin
ardindan ependorflar kapaklar1 agik bir seklide oda sicakliginda 30 dakika inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonras1i, Muse Cell Analyser cihazinda 6l¢iim gerceklestirildi.
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3.BULGULAR

3.1. SRB SITOTOKSISITE TESTI BULGULARI

HCT116 kolon kanseri hiicrelerine farkli konsantrasyonla tingenon molekiilii
uygulandi. 72 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicreler SRB sitotoksisite testi i¢in
boyamaya alindi. Oncesinde hiicrelerin morfolojik yapilar1 faz-kontrast mikroskopta
incelenerek fotograflar1 alindi. Hiicre soylarinda 72 saat boyunca farkli

konsantrasyonlarda tingenon bilesigi uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan sonuglar Sekil

3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1: Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Tingenon ¢ozeltisinin faz-kontrast 10X mikroskop goruntulerl
(NK: Negatif Kontrol)

SRB testi uygulamast sonucunda ortaya g¢ikan absorbans degerleri negatif
kontrol’e gore % canlilik hesab1 yapilmistir. Bu degerlere gore sonraki agamalarda
kullanilmak tizere IC50 ve IC90 hesaplamalar1 tahmin edilmistir. Tahmini IC50
(kontrol hiicrelerine kiyasla tingenon bilesigi ile muamele sonrasi hiicrelerin %50’sini
oldiiren konsantrasyon) ve IC90 (kontrol hiicrelerine kiyasla tingenon bilesigi ile
muamele sonrast hiicrelerin %90’mn1 6ldiiren konsantrasyon) degerleri sirasiyla

13,27£2,1 uM ve 16,91+£3,6 uM olarak hesaplanmistir. SRB verilerine gore, IC50 ve
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IC90 degerleri HCT116 hiicre soylarinda tingenon bilesiginin sitotoksik aktivitesinin

gosterilmesinde 6nemli bir parametredir.

Tablo 3.1. Tingenon molekiilii uygulanan HCT-116 hiicrelerinde SRB sitotoksiste testi sonuglarina gore 72 saat
tedavi siiresindeki IC50 ve IC 90 degerleri.

Doz (M) HCT-116
ICs0 13,27+2,1
ICo0 16,9143,6

Tingenon molekiillerinin 72 saat tedavi siiresi boyunca hiicre canlilifinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalamalara neden oldugu bulundu
(p<0,001). 72 saat tingenon tedavisi sonucunda bu hiicrelerde doza bagli olarak
kontrole kiyasla hiicre canliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi
(p<0,05; p<0,001) (Sekil 3.2). HCT-116 hiicrelerinde tingenon uygulamasi sonucu 72
saatte ilk 6 diisiik konsantrasyon (0,05-6,25 uM) dozlar1 hiicre canliliginda azalmaya
neden olurken bu hiicrelerde kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu goriilmemistir. Fakat, artan doza bagl olarak kontrole
kiyasla son 4 dozun 72 saat uygulamasi sonucu hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli azalmalar oldugu goriilmiistiir. Bu hiicrelere 12.50, 25.00, 50.00, ve 100.00
uM dozlarinda tingenon uygulamasi sonucu kontrole kiyasla hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli azalmalar bulunmustur (p<0,05; p<0,001; p<0,001;
p<0,001).
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Sekil 3.2. Farkl1 dozlarda uygulanan Tingenon bilesiginin HCT-116 hiicrelerinde kontrole gére % canlilik

oranlar1

3.2. AKIM SITOMETRISI TESTI BULGULARI

Yapilan sitotoksisite testi sonucu IC90 konsantrasyonda dozun kolon kanseri

lamak

iyl an

i daha 1

-

ledigini

larimi etki

1zma

inde ne gibi apoptotik mekan

1 Uzerin

hiicreler

adina hiicresel proteinlerine akis sitometri ile bakildi.

3.2.1. Anneksin-V Testi Bulgulari

Apoptotik hiicre 6lim mekanizmasinin akim sitometrisinde Anneksin-V
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HCT-116 KONTROL HCT-116 TINGENON

4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead| Dead Late Apop./Dead|
0.21% 7.60 % 295% 39.30 %
3 ® 34 ®

VIABILITY
»
VIABILITY

1 L ®
13.42 % 845 %
0 Early Apop. Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apopiotic Live ANNEXIN V Apoplotic

Sekil 3.3: Tingenon (16,91 uM) ile tedavi sonrasinda kolon kanseri hﬁcgelerinde Anneksin-V degerlendirmesi ile
elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlari (Sol Ust=Nekroz, Sag Ust=Geg Apoptoz, Sol
Alt=% Canlilik, Sag Ust=Erken Apoptoz)

3.2.2. Kaspaz 3/7 Testi Bulgular

Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin akim sitometrisinde Kaspaz 3/7
aktivitesi degerlendirilmesi sonucunda; HCT116 hiicrelerinin 48 saatlik tedavi
sonrasinda, tingenon molekiilleri uygulandiginda apoptotik hiicre yiizdesi %5.19’dan,
%38.82’ye yiikselmistir. Sekil 3.4°de goriildiigii tizere HCT-116 hiicrelerinde erken
ve gec evre apoptoza giren hiicre populasyonu, kontrol grubuna gore arttig

gbzlenmigtir.
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Sekil 3.4. Tingenon (16,91 uM) ile tedavi sonrasinda kolon kanseri hiicrelerinde Kaspaz degerlendirmesi ile elde
edilen apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlar1 (Sol Ust=Nekroz, Sag Ust=Ge¢ Apoptoz, Sol Alt=%
Canlilik, Sag Ust=Erken Apoptoz)

3.2.3. ROS Testi Bulgular1

Meydana gelen hiicre 6liimlerinin ROS kaynakli m1 yoksa degil mi sorusuna

yanit olarak akim sitometrisinde ROS miktar1 incelendi (Sekil 3.5). HCT-116

hiicrelerinde tingenon bilesigi uygulamasmin kontrole kiyasla ROS miktarinda bir

degisime neden olmadigi goriildii (Kontrol ROS miktari: % 0,16; Tingenon ROS

miktart: %0,08).

HCT-116 KONTROL HCT-116 TINGENON
10 ROS PROFILE 10 ROS PROFILE
901 M1:99.14% 904 M1: 97.44%
80 l_ M2: 0.16% 804 M2: 0.08%
fo) 704
- £ 60 M2
3 3 504
o O 40]
304
20+

ROS

ROS

Sekil 3.5: Tingenon (16,91 pM) ile tedavi sonrasinda kolon kanseri hiicrelerinde ROS yiizde degerlerinin 48
saatlik histogrami. M1: ROS negatif hiicreler; M2: ROS pozitif hiicreler

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler Graph Pad programi ile one-way ANOVA testi ile

degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001 degerine

gore belirlendi.
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4.TARTISMA VE SONUC

Kolorektal kanser, yetigkinler arasinda kanserden kaynaklanan ikinci 6liim
nedenidir. Hastalik, yliksek dereceli displazili ileri bir adenomda gelisen ve daha sonra
invaziv bir kansere ilerleyen, iyi huylu bir adenomatous polip olarak baslar. Apoptoz
hiicreler arast saglikli bir dengeyi korumak ic¢in Onemlidir. Apoptotik yolun
degerlendirilmesi, bir¢ok kanserin belirgin bir isareti olarak belirlenmistir. Kolorektal
kanser gelisiminde en onemli etken bagirsak epitel hiicre homeostazini koruyan
apoptozisin dengesinin giderek bozulmasidir (Abraha & Ketema, 2016). Apotozis
yetersizliginin kolorektal kanserin evriminde ve kemoterapi ve radyasyona zayif
cevabinda 6nemli bir faktor olabilecegi hipotezini desteklemek icin kanitlar giderek
artmaktadir (Zhang & Yu, 2013). Kanser tedavisinde apoptotik yolag1 hedeflemenin
diger bir nedeni, bu islemin kanser hiicrelerinde diizenlendigi, normal hiicrelerde
diizenlenmedigi gézlemine dayanmaktadir. Sonug olarak, hedef hiicrelerde apoptozu
uyarmak i¢in tasarlanan kolorektal kanser tedavileri, gelisimini ve ilerlemesini kontrol
etmede kritik bir rol oynayacaktir. Apoptotik sinyal yollarinin ve kanser hiicrelerinin
apoptotik 6liime neden oldugu mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi, minimal toksisite
ve kemoterapiye yliksek yanitlarla kanser hiicresi ¢cogalmasini inhibe etmek i¢in etkili

terapotik stratejilere yol acabilir (Abraha & Ketema, 2016).

Kemoterapdtik tedavilerindeki ilerlemelere ragmen, cogu hasta, baslica yan
etkiler veya coklu ila¢ direnci nedeniyle kemoterapide basarisiz olur, bu yiizden
antikanser aktivitesi olan, daha etkili ve daha kiiciik yan etkilere sahip yeni molekiiller
icin aragtirmanin gerekliligini ve 6nemini kanitlamaya gerek duyulmaktadir. Bitki
sekonder metabolitlerinden tiiretilen c¢esitli bilesikler, kansere karsi kemoterapide
yaygin olarak kullanilir ve bu dogal iiriinler, yeni molekiiller i¢in arastirmada 6nemli

bir rol oynamaktadir (Rodrigues vd., 2019).

Bu tez c¢alismasinda, farkli tlirevleri apoptotik etki gosteren dogal aktif
Tingenon molekiiliiniin insan kolon kanseri hiicre hatt1 {lizerine olan
sitotoksik/apoptotik etkisi arastirilmistir. Bu etkinin arastirilmasi igin 6ncelikle Istinye
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiinde bulunan 6nceden karakterize edilmis hiicre
hatlar1 ¢oziilere kiiltiir islemleri yapilmigtir. Hiicrelerin ilk pasajindan sonra, daha dnce

kolon kanseri iizerinde denenmemis olan dogal aktif bilesenimizin sitotoksik etkisnin
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olup olmadigini belirlemek i¢in SRB testi uygulanmigtir. SRB yontemi, 1990'da
gelistirilmesinden bu yana, hiicre bazli ¢alismalarda sitotoksisiteyi arastirmak igin
cesitli tarama deneylerinde kullanilan bir yontemdir (Orellana & Kasinski, 2016). SRB
testi sonuclarma gore, canlilik diisiik konsantrasyonlarin insan kolon karsinoma
hiicrelerinde 6nemli bir 6liime sebep olmadig1 gozlenmistir. Fakat 6,25 uM’lik dozun
iist seviyelerinde gittikge artan bir 0lim oran1 gozlenmistir. Literatiirdeki diger
caligmalara bakildiginda, tingenon ve benzeri diger bilesiklerin (22-hidroksitingenon
ve pristimerin) ¢esitli kanser hatlar1 iizerinde ICso dozlar1 0.1-0.6 pM arasinda
degismektedir. Bu farklilik, elde edilen ekstraktin safligi acisindan degisiklik
gdstermis olabilir. Ayrica, bu molekiillerin stabilitesi hakkinda hentiz detayl bir bilgi
bulunmamaktadir. Fakat, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii'ndeki
antikanser tarama programina gore, 30 pg/mL'nin altinda ICso degerlerine sahip ham
bir ekstrakt antikanser ilag gelistirme araci olarak {imit verici olarak kabul edilmektedir
(Rodrigues vd., 2019). SRB testine gore ICso degeri 13,27+2,1 uM olarak tahmin
edilmektedir. Bu sonuglara gore elimizdeki tingenon ekstrat1 uygun bir antikanser ilact
olarak degerlendirilebilmektedir. Farkli konsantrasyonda uygulanan bu ¢aligmada
sekil.. de goriildiigii gibi hiicreler artan dozlarda morfolojik yapilarinin bozularak
oldiigii gozlenmistir. Bu 6liimlerin nasil oldugunu arastirmarilmasi i¢in diger deneysel
adimlara gecilmistir. Apoptosis belirteglerinden en 6nemlisi olan Anneksin-V, akim
sitometrisi ile izlenmistir. Sonuglarda canlilik yiizdesinde azalma, hem de apoptotik
hiicre oran yiizdesinde artig belirlenmistir. Fakat Anneksin-V tek basina apoptoz
belirteci olarak degerlendirilmektedir. Clinkii nekroza giden hiicrelerde de Anneksin-
V baglanmasi goriilmektedir. Bu yiizden gelecek calismalarda PI boyamas: ile
desteklenmesi gerekmektedir. Ayni sekilde kontrol ve tedavi hiicrelerinde Kaspaz 3/7
aktivitesi degerlendirilmistir. Akim sitometrisine gore sonuglar géz oniine alindiginda,
kontrole gore canli hiicre oraninda azalis ve apoptoza giden hiicrelerede artis
gbzlenmistir. Son olarak, ROS seviyeleri incelendiginde hiicrelerin herhangi bir
oksidadif strese maruz kalmadig1 gézlenmistir. Tiim bu sonuglar 15181nda, ¢alismanin
en 6nemli 6zelligi kullanilan tingenon molekiiliiniin kolon kanseri hiicre soyunda
(HCT-116) giiclii bir sitotoksik aktiviteye sahip olmasiyla beraber apoptoza gittigi
gozlenmistir. Gomes J.P.M ve arkadaslariin yaptig1 ¢calismada prismetirin molekiilii
kanser hiicrelerinde DNA hasarina sebep olarak apoptoza gittigini ileri stirmiislerdir.
Prismetirin bir tingenon tiirevi oldugundan ve benzer kimyasal yapiya sahip

olduklarindan ayni1 etkinin de gézlenmesi sorusu ROS seviyeleri diisiik ¢ikmasindan
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dolay1r g6z ardi edilmektedir. Tingenon molekiili HCT-116 hiicrelerinde DNA
hasarina sebep olsaydi ROS seviyelerinde artis gozlenmesi gerekmektedir (Yang vd.,
2018). Fakat ROS seviyelerine bakildiginda bdyle bir artis gozlemlenmedigi igin
hiicreler dig faktorler yoluyla apoptoza gittigini One siirebiliriz. Kaspaz 3/7
aktivitelerinde 6nemli artis hiicre yiizeyinde apoptozun indiiklenmesine onciilitk eden
hiicre yiizeyi proteinlerine baglanip hiicre i¢i kaskad mekanizmasini baslatmasi
olabilir. Veya mitokondriden sitokrom c’lerin salinimiyla kaspaz 9’un kaspaz 3/7’leri
aktiflestirmesi ve boylelikle apoptozu indiiklemesi ihtimaller arasinda
diistiniilmektedir (Shi, 2004). Bu yolaklardan hangisinin oldugunu belirlemek i¢in
sitokrom ¢ diizeyleri incelenmesi gerekmektedir. Ayrica, sitokeratinler de kanser
tanisinda kullanilan bir proteindir. Apoptoz sirasinda hiicre iskeletinin par¢alanmasida
onemli rol oynayan CK18 (Sitokeratin 18), sadece apoptoz sirasinda aktiflesen bir
proteindir. Apoptoz sirasinda kaspazlarin yardimiyla CK18 proteini kirilir. M30
antikorlart  bu  kirlmis  proteinleri  taniyarak, apoptoz belirteg  olarak
kullanilabilmektedir (Tabuchi vd., 2010). Morita ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada,
Tingenon ve Pristimerinin, insan miyelom RPMI8226 hiicrelerinin tubulin
polimerizasyonunu inhibe ettigi bulunmustur (Rodrigues vd., 2019). Bu yiizden,
apoptosizin varligini gostermek i¢in ileri ¢aligmalarda M30 antijen testi de yapilmasi
diistintilmektedir. Son olarak, mTOR protein kompleksi hiicrelerin biiylimesinde ve
metabolik aktivitelerinde 6nemli bir rol oynayan bir proteindir. mTOR, protein sentezi
ve hiicre biiyiimesini diizenlemek i¢in biiyiime faktorii seviyeleri, oksijen seviyeleri ve
besin ve enerji kullanilabilirligi gibi ¢esitli sinyalleri birlestirir (Crino, 2016). mTOR
proteini bir dizi kinaz kaskadi tarafindan diizenlenmektedir. Bu zincirde gorevli
onemli iki protein PI3K ve Akt proteinleridir. AKT/ mTOR sinyal yolag1 otofajinin
negatif diizenleyicisidir. Fakat, sadece otofajiye 6zgii degillerdir. Ayn1 zamanda
apoptozis  siirecinde de Onemli rol oynamaktadirlar (Crino, 2016).
PI3K/Akt/mTOR/p70S6K sinyal yolaginin hem otofaji hem de apoptozis siirecindeki
roliinii arastirmak amaciyla akim sitometrisi yapilmasi 6liim yolunu belirlemede

Onemli katkis1 bulunacaktir.
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Bu tez ¢aligmasinin sonuglarindan yola ¢ikarak, Tingenon molekiilii insan
kolon hiicre soyunda (HCT-116) giiclii bir apoptotik etkiye neden oldugu, fakat kesin
olarak apoptoza girdiginiyapilan deneyler ile yorumlanmamaktadir. Fakat, literatiir
bilgilerine gore Onceki diger tiirevlerinin yeni antikanser tedavisi ilact olarak
degerlendirilebileceklerini ifade etmektedirler (Rodrigues vd., 2019). Bu caligsma;
tingenon bilesiginin yeni bir terapotik hedef olabilecegini acik¢a ortaya
konulamamaktadir. Bir sonraki inceleme basamagi olarak bu bilesigin molekiiler
diizeyde hiicrenin sagkalim ve olim siireclerinde farkli molekiiler hedefleri de
kanitlmasiyla bu ¢alismanin sonuglar1 kolon kanseri {izerinde de tingenon’un etkisini

netlestirebiliriz
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