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1. GIRIS

Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore bir taraftan apopitoz
ile yok olurken, diger taraftan da ihtiyaca gore boliiniir ve biiyiime faktorlerinin
etkisiyle ¢ogalirlar. Kanser, ¢esitli faktorler nedeniyle degisime ugramis hiicrelerin,

kontrolsiiz olarak ¢ogalip biiyiimelerinin sonucu olusan bir hastaliktir.

Meme, prostat ve akciger kanserlerinden sonra goriilme siklig1 bakimindan en
sik goriilen kanserler arasinda kolorektal kanser, 4. sirada yer almaktadir. Kolon
tiimorlerinin ¢ok biiyiik bir boliimii adenokanserlerdir ve adenokanserler disindaki
tiimdrler tiim kolon tiimoérlerinin yaklasik %3’lik bir bolimini olustururlar. Bunlar
arasinda skuamoz kanserler (%34) ve kolonun karsinoid timori (%33) en sik
goriilenlerdir. Kolon kanseri nedenleri arasinda; kalitim, ¢evresel, beslenme
kaynakli, radrasyon, adenometandz polip, inflamatuar bagirsak hastaligi, kolonda

daha 6nceden karsinom varlig1 gibi durumlar bulunmaktadir.

Kanserde tedavisinde daha ¢ok; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi yontemleri
kullanilmaktadir. Bu tedavilerin yan etkilerinin hastada olusturdugu sikintilardan ve
iylesme siirecine olumsuz etkilerinden dolay1 giinden giline kansere yonelik farkli
tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Gelisen bu tedavilerin baginda; tamamen dogal
olamalari, esirim acisindan daha kolay ve daha ucuz olmalar nedeniyle bitkisel
yontemler gelmektedir. Kolon kanseri tedavisinde de diger kanserlerde oldugu gibi
daha ¢ok kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Bunun yani
sira son yillarda kolon kanserine yonelik bitkisel tedaviler de iylestirici etkileriyle

dikkat ¢cekmektedir.

Keten tohumu (Linum usitatissimum), 30-100 cm boyunda, mavi ¢icekli ve
tek yillik bir kiiltiir bitkisidir. Keten tohumu genellikle; fonksiyonel gida -biyoaktif
gida ya da endokrin aktif gida olarak gruplandirilir. Keten tohumu, besin degeri olan
ve olmayan bilesenler igerir. Keten tohumunun besin degeri ve koruyucu etkisi sahip
oldugu karmasik dogasindan kaynaklanmaktadir. Giinlimiizde bitkisel Triinlere
dayali beslenmenin kronik hastaliklari, 6zellikle kanser riskini azaltabildigine dair
cok sayida in vivo, in vitro ve klinik deneme verileri vardir. Keten tohumu bu agidan

incelendiginde, a-linolenik asit ve iyi kaliteli protein bakimindan zengin olmasinin



yani sira, flavonoid, lignan ve fenolik asitler gibi fitokimyasallarin da dogal kaynagi

durumundadir.

Lignanlar, koroner kalp hastaliklarindan kanser tiirlerine kadar birgok
hastalig1 azaltic1 etkiye sahiptirler. Keten tohumu memeli lignan 6n maddesi olan
sekoisolarikiresinol diglikozit (SDG) acisindan en zengin kaynaktir. Keten
tohumunda bulunan SDG, anti-kanser ve antioksidan basta olmak iizere; antiviral,

antibakteriyal, antifungal ve daha bir¢ok 6zellige sahip bir ajandir.

Calismamizda keten tohumunda bulunan sekoisolarikiresinol diglikozitin
anti-kanser Ozelligi goz Oniine alinarak, kolon kanseri hiicre hatlar1 iizerinde,
apoptotik etkilerini hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda incelenmesi
planlandi. DSMZ ‘den alinan CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hiicre hatlar
lizerine, in vitro ortamda keten tohumu ekstraktini uygulanayarak, ekstraktin etkisi;
proliferasyon, canlilik ve tutunma deneyi, imiinohistokimyasal olarak; 5-Bromo-2-
Deoksiuridin (BrdU) isaretleme indeksi, Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
dUTP Nick and Labelling (TUNEL) metodu, Kaspaz—-3 ve AIF tayini, RT PCR ile

Kaspaz-3’ iin mRNA ekspresyon diizeyleri incelenerek belirlenecektir.

Keten tohumu ekstraktinin kolon kanseri hiicrelerinde apoptosize yol agtigini
iki boyutlu ve ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda, gen ekspresyonu diizeyinde belirlememiz
durumunda; SDG ’nin etkisi daha net agiklanmis olacaktir. Bu etki sayesinde, ilerde
yapilcacak yeni ¢aligmalara 151k tutacak ve kolon kanserine alternatif yeni tedavi
yontemleri gelistirilebilecektir. Ayrica, g¢alismamizda bitkisel tedavinin pozitif
sonuglarinin olmasi ve bu tiir ¢alismalarin artmasiyla, iilkemizde hastaliklar igin ilag

tiretimine yapilan ekonomik giderlerin azalabilecegi diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Latince'de yenge¢ anlamima gelen kanser, giinlimiiziin en korkulan
hastaliklarindan olup; ¢evresel, genetik ve bazi etkilerle degisime ugramis hiicrelerin,
kontrolsiiz olarak bliyliylip ¢coglamalarinin sonucu olugsan ve 6lim nedeni olarak,
kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan gelen kotii seyirli bir hastaliktir(1).
Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore boliinerek gogalirlar (2).
Hiicreler bir taraftan programli 6liim, apopitoz ile yok olurken, diger taraftan da
bliylime faktorlerinin etkisiyle ¢ogalirlar (Sekil 1). Biiylime faktorleri DNA’daki
cesitli genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu genler mutasyona ugradiklarinda
hiicrelerin agir1 biiylimesine neden olarak kanseri olusurturular ve "onkogen" olarak
bilinirler. Onkogenleri olusturan mutasyonlar; karsinojen maddelerin, viriislerin ve X

isinlarinin etkisiyle meydana gelirler (2-5).

Kanser bir organda olustuktan sonra, uzak doku ve organlara da metastaz
denilen yayilma gosterir ve genel olarak hastalar bu metastaz nedeniyle kaybedilirler.
Metastaz olusumu tesadiiften yayilmaktan ¢ok, kanser hiicrelerinin bazi organlara

kolay yerlesmelerini saglayan 6zelliklerine baglidir (6).

Kanser hiicreleri karakterize olarak bazi Ozelliklere sahiptirler ve bunlar;
bliylime sinyalleri olusturabilme, biiyiimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlagma,
programlanmis hiicre 6liimiinden kagabilme, sinirsiz ¢ogalma potansiyeline sahip
olma, anjiogenezi siirekli destekleyebilme, invazyon ve metastaz yapabilme

ozellikleri seklindedir (7, 8).

Kanserler, hiicre tipine gore genellikle dort gruba ayrilmaktadir. Losemiler ve
lenfomalar; 16kosit ve lenfositlerin ihtiyagtan fazla iiremesinden dolay: olugsmaktadir.
Sarkomalar; kas, kemik ve kikirdak gibi embriyolojik mezodermden gelisen doku
timorleridir. Karsinomalar; kanserlerin %85’ini olusturan; bez, meme, deri ve

tirogenital dokulardan koken alan kanserlerdir (9, 10).

Kanserde tedavi yontemi olarak; cerrahi ve radyoterapi lokal tedavi
yontemleri olup, onlarin arkasindan kemoterapi ve immiinoterapi gibi sistemik

tedaviler uygulanmaktadir (3, 6). Kanser tedavisi bir¢ok zorluk igermektedir.



Bunlardan en ¢ok karsilasilani hiicrelerin ilaca karsi direng olusturmasi, kullanilan
ilaglarin saglikli hiicreleri etkilemesi ve kanserli hiicrelerin kolayca metastaz
yapabilme 6zellikleridir (7). Yapilan tedavilerin yan — olumsuz etkileri nedeniyle
farkli tedavi yontemleri gelistirilmekte ve dogal, ucuz ve yan etkilerinin ¢ok az

olmalarindan dolay1, bitkisel yontemler tercih edilmektedir (1).
2.2.Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniisimiinde birden fazla
mekanizmanin rol oynadig: bilinmektedir, fakat bu mekanizmalarin tiimii heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu doniisiimiin nasil meydana geldigini anlamadan dnce
normal bir hiicrenin yasamsal dongiisiiniin bilinmesi gerekir. Tiimor hiicreleri ¢cevre
dokulara yayilma ozelliklerine gore benign ve malign olmak tlizere iki gruba
ayrilirlar. Benign tiimoérlerde, tiimor hiicreleri ¢evre dokulari isgal etmez veya
viicudun diger boliimlerine yayilmazlar. Kapsiil olusturarak canlinin yagamini ¢ok
fazla tehlikeye sokmayan bening tiimorler sinir sistemi, damarlar ve kanallara basing
yaparak hastalik belirtilerini gosterirler ve genellikle operasyonla alinirlar. Kapsiil
olusturmayan malign tiimorler ise olustuklari yerden ayrilip viicut i¢inde baska bir

bolgeye ilerler ve ikinci bir timore sebep olarak, metastaz yaparlar.
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Sekil 1: Apoptosize Giden Hiicre (11).



2.3. Kanser Tedavisi Ve Uygulanan Yontemler

Kanser hastalar1 daha iyi olabilme ve hastaliklarinin tedavisi i¢in hem tibbi
hem de alternatif olarak birgok yonteme basvururlar. Bu yontemlerden tibbi olanlar
daha yaygin olup, hastayr iylesece8i konusunda daha fazla ikna eden fakat bir o

kadar da masrafli ve yan etkileri olan yontemlerdir (12).

Kanser tedavisinde uygulanan tibbi yontemler baglica 3 ana baslik altinda

toplanabilir:
1) Cerrahi Miidahale
2) Tlagla Tedavi ( Kemoterapi )
3) Isinla Tedavi

Neoplastik hiicreler, once cerrahi ya da radyasyon tedavisi ile azaltilmakta
veya gelisimleri yavaslatilmakta, ardindan kemoterapi, immunoterapi veya bu tedavi
yontemleri birlikte uygulanmaktadir (13). Diinyada her yil bir milyon yeni kanser
hastasi teshis edilmektedir. Geriye kalan hastalarin biiyiik bir kismina ise hastaliginin
herhangi bir doneminde kemoterapi uygulanmaktadir (14). Giiniimiizde kanser
hastalariin bir kisminda kanserin tipine bagli olmak tizere kemoterapi ile tam tedavi

ya da uzun bir iyilesme donemi saglanabilmektedir. (15).

Hastalar TAT’lar1 hem kanserle savasma, hem de yasam kalitesini artirmak
amaciyla kullanmaktadirlar. Tedaviye destek olmak icin kullananlar ise, tedavinin
yan etkileri ile bas etme, immiin sistemlerini gii¢clendirme, beden-viicutta iyilik
saglama, fiziksel uyum ve onarim saglama, saglikli davraniglart giiclendirme ve
geleneksel tedavilere destek saglama amaciyla kullanmaktadirlar. Kanserin
tekrarlamasini onleme i¢in TAT kullananlar, besin destek iiriinlerinin yararl oldugu
inanci ya da davraniglar1 diizenlemek-kontrol etmek amaciyla, daha ¢ok korunmaya
yonelik uygulamalar yapmaktadirlar. Son bir c¢are olarak TAT kullanan kanser
hastalar1, cogunlukla daha once TAT kullanmamis ama tedavilerin yan etkileri ile
artitk bas edemeyen ve hastaligin tekrar etmesi ile son bir ¢are olarak TAT

kullanmaya baslamaktadirlar (16, 17).



2.4. Kolon Kanseri ve Olusum Nedenleri

Diinyada her yil yaklasik 1 milyon insanda kanser teshis edilmekte ve
kolorektal kansere bagli 500.000 6liim bildirilmektedir. 2013 yilinin kayitlarina gore
Cin’de kolorektal kanser kaynakli 6liimler, 6liim nedenleri arasinda iic¢lincii sirada
bulunmaktadir (18). Farkli cografyalarda yasayan toplumlarda farkli orandaki kanser
sikligimin, diyet ve c¢evresel faktorlerin farkli olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir (2, 10).

Epidemiyolojik calismalar kolorektal kanserin yiiksek yag ve diisiik lif i¢eren
diyetle beslenen toplumlarda daha sik goriildiigiinii gostermistir. Ozellikle lif icerigi

fazla besinler tiiketmenin kanser olusumunu engelledigi bilinmektedir (2, 10, 16).

Kolon tiimérlerinin ¢ok biiyiik bir kismi adenokanserlerdir (8). Kolorektal
kanser gelisme riski kolondaki adenom sayis1 ve biiyiikligli ile dogru orantilidir.
Bunlarin disinda, pelvik radyasyona maruz kalma rektal kanser olusumunda

kanitlanmis bir risk faktoriidiir (2, 8, 10).
Kanserde Etkili Olan Genler
* Proto-onkogenler
* Antionkogenler; Timor Baskilayict Genler

Protoonkogenler: Hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma, farklilasma ve apopitoz igin
aldiklar iletileri hiicre membranindan baslamak tizere ¢ekirdege kadar stirdiirdiikleri
sinyal ileti mekanizmasinda islev goren birgok proteinin ekspresyonundan sorumlu

olan genlerdir (19).

Antionkogenler; Tiimér Baskilayict Genler: Normalde hiicre boéliinmesini
baskilayan proteinleri kodlayan genlerdirler; Rb geni,P53 geni, CDK-Inhibitérleri,
Kadherinler, BRCA-1/2.

Tiimér supresor genler ancak her iki allel gende mutasyon veya kayip
olustugunda aktivitelerini kaybetmekte ve hiicre de apopitosizi engellenmektedir. Bir
tiimdr supresor gen olan APC geninin (Adenomatous polyposis coli) inaktivasyonu
ile baglayan bu yol kolorektal kanserlerin yaklasik %70 — 80’nin patogenezinde rol

oynamakta ve heterozigozite kayb1 olarak bilinmektedir.



p53 gen mutasyonu: p53 geni bir timor supresor gen olup 17. kromozomun
kisa kolunda lokalize olmustur (17p) ve bir hiicre fosfoproteini olan p53 proteininin
sentezinden sorumludur. DCC: DCC geni (Deleted in colorectel carcinogenesis) bir
supresor gendir ve 18. kromozomun uzun kolunda lokalize olmustur (18q21). DCC

varlig1 2. ve 3. evredeki kolorektal kanserlerde kotii prognozun kuvvetli bir igaretidir.

Proto-onkogenler hiicrede uyar1 iletiminde ve hiicre biiyiimesinin
kontroliinde rol oynarlar. Proto-onkogenler, normal hiicrelerde proliferasyon ve
diferensiyasyonu kontrol ederler. Hiicre bdoliinmesi, normal hiicrede fizyolojik

gereksinimlere gore ve kontrollii olarak yiiriitiilmektedir..

DNA onarimi (mismatch repair) ile ilgili genlerdeki degisiklikler Kolon
kanseri olusumunda adenomdan karsinom gegisi esas olarak K-RAS geni ile
diizenlenir (Sekil 2). K-RAS geni bir proto-onkogendir ve hiicre disi sinyallerin

alinarak hiicre igerisine iletilmesini saglayan bir GTPaz proteinidir (22).
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Sekil 2: Kolon Kanseri Gelisiminin Molekiiler Modeli (NSAEI: Nonsteroid Anti
Enflamatuar ilaglar) (23).

Genomik kararsizlik (genomic instability), yeterince mutasyona ugramis bir
hiicrenin kanser hiicresine doniisiimiine zemin saglar ve kolon karsinogenezinde rol

oynayan onemli bir mekanizmadir. (10).



Kolon tiimérlerinin yaklasik 1/3’i rektumda yerlesirken kalan 2/3” liikk
boliimi kolonun diger kisimlarinda ve 6zellikle sol kolonda yerlesim gosterir (Sekil

3).
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Sekil 3: Kolorektal kanserin kolonda yerlesim yerine gore dagilimi (10).

Klinikte;

Kolorektal kanserler yavas biiyliyen neoplazmalar olup 6zellikle ¢cekum ve sag
kolondaki tiimorlerin semptomatik hale gelmesi uzun siire alan kanser tirtidiir.
Genellikle bu bolgedeki kanserlerin ilk bulgusu demir eksikligi anemisi seklinde
bulgu gosteren gizli kanamadir. (10). Kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %
25’inde hastalik siiresinde kanserin farkli organlara yayilmasindan kaynakli 6liimler
gerceklesmistir. Giiniimiizde hala kolorektal kanserin metaztazi, bu hastaligin

getirdigi en bliylik problemlerdendir (18).
2.4.1. Kolon Kanserinin Tedavi Yontemleri

Cerrahi tedavi: Kolon kanserinde oncelikli tedavi yontemi cerrahidir.
Yapilacak rezeksiyonun smirlari; tiimoriin evresi, yeri ve bulundugu kolon

segmentinin vaskiiler ve lenfatik drenajina gore belirlenir. (8).

Kolorektal kanserde kemoterapi ve radyoterapi: Kolon kanserinde
kemoterapi, neoadjuvan kemoterapi, adjuvan kemoterapi ve ileri evre hastalik icin
yapilan kemoterapi olmak uzere {i¢ gurupta incelenir (20). Kolon kanserinde
radyoterepi  Ozellikle rektum tiimorlerinin tedavisinde tercih edilir. Kolon
kanserlerinin %80’den fazlasinin kolon poliplerinden gelistigi bilindiginden tarama

testleriyle kolonda polip veya erken evrede kanser saptanan hastalarin uygun tedavi



ile normal 6miirlerini stirdiirmeleri miimkiin oldugundan kolon kanseri artik nispeten

Onlenebilir kanserler arasinda sayilmaktadir (10, 24).

Bitkisel Tedavi: Giiniimiizde kansere yonelik alternatif tedavi yontemleri
gittikce daha fazla 6nem kazanmaktadir. Ilaclar, kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
islemler; gerek olumsuz yan etkileri, gerek hastadaki psikolojik siirecleri ve gerekse
maddi agidan ulasim zorluklar1 nedeniyle her gecen giin daha az tercih
edilmektedirler (25). Birgok kanserde oldugu gibi kolon kanserinde de alternatif
tedavi imkanlar siirekli artmaktadir(26). Fonksiyonel gidalar, viicudun temel besin
Ogeleri gereksinimini kargilamanin Gtesinde insan fizyolojisi ve metabolik
fonksiyonlar1 iizerinde faydalar saglayan ve hastaliklardan koruyarak daha saglikli
bir yasama imkani saglayan gida ya da gida bilesenleridir (14). Saglik otoriteleri;
tahil, taze sebze ve meyveler bakimindan zengin, hayvansal et ve yag oraninin
azaltildigr diyetleri dnermektedir. Yapilan bir¢cok ¢alismada lif icerigi zengin meyve
ve sebzelerin, zencefil, keten tohumu, sarimsak, zerdagal gibi yiiksek protein igerigi
olan besinlerin kolon kanseri {izerine azaltic1 etkisi oldugunu ortaya koymustur (10,
27). Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii, kanser Onleyici gidalar arasina aldigi ve
tizerinde ¢alisilmasini 6ngordiigii bitkisel materyalden birisi olarak keten bitkisini
belirlemistir (14, 28).

2.5. Keten Tohumu

Keten (flax, Linum usitatissimum), Linaceae familyasina ait, 30-100 cm
boyunda, mavi ¢igekli, tek yillik bir kiiltiir bitkisidir ve tohumlar1; 4-6 mm uzunlukta,
yumurta bi¢iminde, yassi, parlak, kirmizimsi esmer renkli, kokusuz, yagh ve
lezzetlidir (15, 29). Mezapotamya orjinli keten tohumunun tarimi, Misirlilardan beri
yaklasik milattan once 5000°1i yillara dayanir, fakat ticari olarak islenmesi,

kagitlarda ve kiyafetlerde kullanimi1 1990 1 yillarda baglamistir (15, 24, 30).

Ilkel zamanlardan beri tarimi yapilan keten tohumu lipit ve lif agisindan
onemli bir besin kaynagidir. 1990’ I1 yillarda kullaniminin baglamasiyla, tarimi daha
cok artmig ve geliserek saglikli besin maddesi olarak ticaretine baslanmistir (31).
Gilintimiizde yaklasik 2.6 milyon civarinda kiiltiirii yapilan keten tohumu, daha ¢ok
saglikli yasam icin bitkisel ilag olarak, ekmek i¢inde ya da laksatif olarak
tiketilmektedir (24, 29, 32, 33). Ayrica Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii, kanser



Onleyici gidalar arasina aldig1 ve iizerinde ¢alisilmasini 6ngordiigii 6 bitkisel {irlinden

birisi olarak keteni belirlemistir (34).

Linaceae familyasindan Linum cinsi diinya lizerinde 200’ den fazla tiir
bulunmaktadir. Bu tiirler genellikle Akdeniz, Asya iilkeleri, Hindistan, Balkanlar ve
Tiirkiye'de yetismektedir (24, 29). Ozellikle Cin’de ve Hindistan’da her yil 1.3
milyon hektarlik alanda keten tohumu tarimi yapilmaktadir (30). Keten tohumu,
besin degeri olan ve olmayan bilesenler igerir. Bu bilesenlerin, tiiketilen doza,

zamana ve sikliga bagli olarak hem yararli hem de zararli etkileri goriilebilir (28).

Keten tohumu genel olarak ogiitiilmemis (tlim) tohum, 6gitiilmiis tohum ve
keten tohumu yagi seklinde bulunmaktadir (24, 28). Hem yiyecek hem de endiistri
bakimindan 6nemli olan bu yagmn bilesiminde yiiksek oranda linoleik asit
bulunmaktadir (15). Keten tohumu genellikle fonksiyonel gida - biyoaktif gida -
endokrin aktif gida olarak gruplandirilir (29). Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda keten
tohumunun islenmis halinde iki 6nemli yap1 bulunmustur. Bunlardan birincisi: SDG
(Sekoisolarikiresinol Diglikozid) kaynag: olan fakat diisiikk miktarda a-linolenik asit
(ALA) igeren kisim, digeri ise diisiik lignan fakat yliksek oranda ALA iceren
ksimdir. Giiniimiizde en az % 5 SDG igeren keten tohumu ticari olarak kullanilmakta
ve marketlerde satilmaktadir. Saf olarak SDG satis1 keten tohumuna kiyasla daha

pahallidir (4).

Keten tohumunu kendisi 6giitlilmiis ya da tohum olarak kullanildig gibi yag:
da besin olarak ¢ok tiiketilmektedir (24). Icerdigi bu bilesenler sayesinde keten
tohumu; kalp hastaliklarindan, diabetten, kanser tiirlerinden daha baska bir¢ok kronik
hastaliklardan koruyucu bir besin olarak kabul goérmiis ve bu durum keten
tohumunun fonksiyonel gidalar arasina girmesine olanak saglamistir (24, 33, 35-37).
Keten tohumunun 6nemi anlasildiktan sonra, ekmek dahil bir¢ok {iriiniin etiketinde

keten tohumu igerigi belirtilmistir (8).
2.5.1. Keten Tohumunda Bulunan Biyoaktif Bilesikler ve Faydalar:

Fenolik Asitler: Yagl tohum {riinlerinde fenolik asitler, benzoik ve

sinnamik asitlerin hidroksile edilmis tiirevleri olarak olusurlar (38).
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Flavonoidler: Flavonoidler, dogal benzo-y-piran tiirevlerinin bir grubudurlar

ve fotosentez yapan hiicrelerde bulunurlar (39).

Tokoferoller:  Tokoferoller, yagda ¢oziinebilen en gi¢li  dogal
antioksidanlardir (40).

Lipitler: Keten tohumu yagi, yag asitlerinin yaklagik %55’ini olusturan
omega - 3 (n-3) yag asitlerinden a-linolenik asidin (ALA) en zengin kaynaklarindan
birisidir. Giliniimiize kadar yapilan c¢alismalarda keten tohumunda bulunan yag
asitleri oran1 %30 - 40 arasindadir (29). ALA ve linoleik asit (LA, n-6)’in her ikisi de
esansiyel yag asitleridir ve diyetle alinmalar1 gerekir. Bir kere alindiklarinda, LA ve
ALA, iltihap olusumu, platelet agregasyonu ve vasokonstriksiyon tiizerine farkli
etkileri olan, eikosanoidlerin farkli siniflarina donisiirler (28, 29, 41). Omega - 3 yag
asitleri viicutta; kan basinci, bagisiklik sistemi tepkisi ve yaglarin yikilmasi gibi
cesitli diizenleyici fonksiyonlart yerine getirir (29, 41). Keten tohumunun, timor
biiyiimesini engellemesi sadece lignan igeriginden degil ayni1 zamanda a-linolenik

asit bakimindan zengin olmasindan da kaynaklanmaktadir (42, 43).

Proteinler: Keten tohumunun protein igerigi genetik ve gevresel faktorlere
bagl olarak farklilik gostermektedir. %20,9 -41 arasinda gosterilmekte, ancak
ortalama %34.5 olarak kabul edilmektedir (24, 29). Keten tohumu proteini kan
glukozunu iki farkli yolla etkileyebilmektedir; bunlardan birincisi insulin salgisim
tesvik ederek glisemik indekste azalmaya sebep olmak, digeri polisakkaritlerle

interaksiyona girerek gidalarin glisemik indeksinde etkili olmak seklindedir (28, 33).

Miisilaj: Linum usitatissimum tohumunda izole edilen miisilajin yapisinda
major bilesenler olarak; galaktoz, ksiloz, ramnoz, galakturonik asit, minér olarak da

glukoz, arabinoz, fruktoz bulunmaktadir (29, 33, 43).

Steroller: Keten tohumunun GC-MS analizi sonucu, kolesterol (%2),
sitosterol, kampesterol, stigmasterol, A5-avenasterol (%13), sikloartenol (%9), 24-
metilensikloartanol (%2) tasidig1 tespit edilmistir (29, 33).

2.5.2. Keten Tohumunun Farmakolojik Etkileri

Keten tohumunun ila¢ olarak kullanilan kisimlari; kuru ve olgunlagmis

tohumlari, yagi, keten lifleri ve taze ¢igekli halde tiim bitkidir. Giliniimiizde, yapilan
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caligsmalarla kronik hastaliklarla beslenme arasinda bir iliski oldugu ve oOzellikle
kanser gelisiminde beslenmenin en 6nemli ¢evresel faktor oldugu diisiiniilmektedir.
(41, 44, 45). Keten tohumunun, yapisindaki liganalarin etkisiyle bir¢ok kanser

calismasinda koruyucu rol oynadig1 gézlemlenmistir (13, 46).

Keten tohumu 100 g’da yaklasik 28 g diyet lifi igerdiginden iyi bir kaynak
durumundadir ve insanlarda hipoglisemik etkiye sahiptir (29). Keten tohumundaki
fitoostrojenlerin; akciger, prostat, kolon basta olmak iizere bir¢cok kanser tiiriinde
koruyucu rol oynadiginmi1 kanitlayan epidemiyolojik, klinik ve laboratuvar ¢alismalari

bulunmaktadir (27, 30, 43).

Keten tohumu; hiicre, doku ve organ onariminda temel rol oynayan protein
sentezi i¢in Onemli bir takim esas amino asitleri igeren zengin bir besin kaynagi
olarak bilinir (36). Keten tohumunun igerdigi, siklinopeptit A gibi biyoaktif peptitler
bakimindan giiclii bir immiin baskilayict oldugu ve sitma parazitini engellemesinden

dolay1 antimalarial etkiye sahip oldugu bilinmektedir (24).
2.5.3. Kolon Kanseri Tedavisinde Keten Tohumunun Etkisi

Giintimiizde kolon kanseriyle iligkili in vivo ve in vitro bircok c¢alisma
yapilmaktadir. Kolon kanserli hastalara beslenmeleri icin, yiiksek miktarda sebze
diisiik miktarda kirmiz1 et onerilmektedir (28). Lif (fiber); seliiloz, hemiselliiloz ve
pektin gibi karbonhidratlarla; lignin gibi karbonhidrat olmayan maddelerden

olusarak, iist gastrointestinal sistemde sindirilmeden kolona ulagsmaktadir (47).

Keten tohumundan izole edilen SDG, hidroksimatairesinol ve EDL
(Entereodiol) ile yapilan caligmalarda tiimoér gelisiminin baskilandigi, ayrica SDG’
nin bazi kanser tiirlerinde metaztazi da engelledigi goriilmistiir (35). Yapilan in vitro
calismalarda da memeli lignanlarinin hormon biyosentezi iceren enzim aktivitelerini
ve Ostrojen etkisini azalttigi gozlemlenmistir (48). Keten tohumuyla beslenen ratlarda
yapilan ¢alismalarda keten tohumuyla beslenen grupta kontrol grubuna kiyasla timér
hiicrelerinde azalmalar gozlenmistir (8). Bircok ¢alismada bitkilerden koken alan
lignalarin kolon kanserinde; apoptosiz araciligi ile hiicre kaybini, kanser hiicre

oliimiini sagladiklar goriilmiistiir (49).
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2.5.4. Keten Tohumunun Olumsuz Etkileri

Keten tohumunun yararinin ¢ok fazla olmasmin yani sira kismen de olsa
alerjik etkilerinin bulundugu da bilinmektedir. Keten tohumu allerjisi ilk kez 1930

yilinda tanimlanmuistir, ancak o zamandan beri nadir olarak bildirilmistir (32).

Keten tohumundaki besinsel bilesenlerin olast negatif etkisi yiiksek
miktardaki c¢oklu doymamis yag asidi miktar1 ile ilgilidir. Keten tohumunun
pisirilmeden tiiketimi, hayvan ve insanlar i¢in fazla miktarda alindiginda toksik
olabilecek bir bilesik olan siyanojenik glukosidlerin {iretimine neden olabilir (47,
50-52). Keten tohumunun hem besin olarak hem de fonksiyonel olarak
kullanilmasina ve faydali olmasina ragmen, bulunan yan etkileri i¢erdigi; kadmiyum
ve siyanojenik glikozitlerden kaynaklanmaktadir (24, 44). Yapilan calismalarda;
keten tohumu ve igerdigi lignanlarin daha cok yetiskinler icin faydali oldugu ve

hamile bayanlarin sinirli miktarlarda tiikketmeleri gerektigi bildirilmistir (43).
Fitoostrojenler

Fitoostrojenler kimyasal yapilarina gore izoflavonlar, flavanonlar, kalkonlar,
lignanlar, kumestanlar, makrolitler, stilbenler ve steroller olarak smiflandirilir.
Fitoostrojenler lizerinde en g¢ok c¢alisilan1 izoflavonlardir (27). Fitodstrojen
kaynaklarmin binlerce yildir tiiketildigi toplumlarda bile fitodstrojen toksisitesi
bildirilmemekte ve diyetle alinan dogal fitodstrojen kaynaklari ile toksik doza

ulasilamayacagi diisiiniilmektedir (30, 53).

Fitoostrojen bakimindan zengin olan birgok besin vardir. (30).
Fitoodstrojenlerin aktivitelerinin ortamin endojen Ostrojen diizeyi ile iliskili olarak
ornegin: ylksek Ostrojenli ¢evrede antidstrojenik etki gosterirken, diisiik Ostrojenli
cevrede Ostrojenik etki seklinde farkli etki gosterebilecekleri diisiiniilmektedir (27,
30, 53). Fitoostrojenlerin Ostrojenik etkileri esas alinarak yapilan deneysel
caligmalarda, deney hayvanlarinin iireme sistemlerinde gelismeler gozlemlenmis ve
fitodstrojenlerin Ostrojenik etkilerinin zaman ve uygulanan fitodstojen dozuna baglh

oldugu anlasilmistir (30).

Keten tohumunun diger bioaktif bilesenleri, fenolik bilesenler olan ve

lignanlarinda i¢inde bulundugu, flavonoidler ve fenolik asitlerdir. Keten
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tohumundaki en bilinen flavonoidler flavon C ve O- glikozitlerdir (24). Ug yiiziin

iistlinde besinde fitoostrojen oldugu tespit edilmistir (54).

Isoflavanlar: Genistein- didzein- gilesitein- formonontein-biokanin A,
tizerinde en fazla ¢alisma yapilan fitoostrojenlerdendirler (8). Bir tiir fitoGstrojenler
bitkisel hormon olarak bilinir ve kimyasal yap1 olarak 6strojen hormonuna benzerlik
gosteritler (27). Izoflavonlar bitkilerde dogal olarak sekerlerle konjuge yapilar
halinde, yani glikozit halde bulunurlar (30). isoflavanlar lignanlara kiyasla daha fazla
Ostrojenik o6zellige sahiptirler fakat Ostrodiole kiyasla ise yaklasik 100 kat daha az
aktiviteye sahiptirler (55).

Kumestanlar: Komestrol, iizerinde en az calisilmis olan
fitoostrojenlerdendirler (8). Buna ragmen, kumestanlarin da kanserde koruyucu rol

oynadiklar1 gbzlemlenmistir. Kumestanlar; barbunya, bezelye gibi baklagillerde fazla
bulunmaktadirlar (30).

Lignanlar: Keten tohumu (L.usitatissimum L.) a-linolenik asit ve lif agisindan
zengin olmasinin yani sira fitodstrojenlerden, lignan bakimindan, Ozellikle de
sekoizolarisirezinol diglikozit bakimindan zengin bir bitkidir. Keten tohumunda
bulunan lignanlar, memeli lignanlari olarak bilinen ve antikarsinojenik aktiviteye
sahip enterodiol (EDL) ve enterolaktan (ENL) bilesiklerinin Onciilleridir. (24, 55,
56). Lignanlar ayni zamanda bitkiler arasinda yaygin olarak bulunan fitonitrojen

grubundandir (15, 30).
2.5.5. Lignanlar

Ik kez 19. yiizyilda agaglardan izole edilen lignanlar; 2,3 dibenzilbiitan
iskeleti ile tanimlanan ve biitiin damarl: bitkilerde glikozit formda bulunan 6nemli bir
fitoostrojendirler (8, 30, 33). Bitkilerde bulunan temel lignanlar matairesinol,
sekoizolarisiresinol, larisiresinol ve izolarisiresinol olup, bunlar insanlarda dstrojenik
aktivite gosteren iki temel bilesigi, enterodiol (EDL) ve enterolaktani (ENL)
vermektedirler (33) (Sekil 4). izoflavonlar gibi enterodiol ve enterolaktan da bagirsak
mikroflorasinin bitki lignan onciileri lizerindeki aktivitesi sonucu olusurlar (27, 31,
33).
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Lignanlarin yap1 olarak 17-f estradiol ile benzerlik gdstermesi, onlarin kanser
calismalarinda Ostrojen araciligiyla etkili olabilcegi diisiincesinin kaynagidir.
Feneolik lignanlar yani bitkilerdeki lignanalar daha ¢ok; bugday, susam tohumu,
keten tohumu, soya tohumu, arpa, ¢cavdar, yulaf gibi baklagiller de ve brokoli, havug,
sarimsak gibi sebzelerde bol miktarda bulunurlar (8, 15, 36).

Lignanlar, bitkiler aleminde yaklagik 90 familyada hatta kahve ve ¢ayda bile

saptanan, 6nemli biyolojik aktivitelere sahip dogal tirtinlerdir (30).

Keten tohumunun diger tiim bitkilerden yaklasik 80-100 kat fazla oranda
lignan, oOzellikle de SDG kaynagi oldugu bilinmektedir (48, 59). Yiiksek keten
tohumu alimi ile yapilan calismalarda SDG veya memeli lignanlarin genotoksik
etkisinin olup olmadigi arastirilmis ve lignanlarin herhangi bir genotoksik etkisinin
bulunmadig1 goriilmiistiir. Ketendeki lignanlar ayrica oksidatif stresi de azaltabilirler
(56, 59). Keten tohumu ekstraklari ve 6zellikle saflagtirilmig lignanlar, cilt kanserine
kars1 koruyucu olmakta ve promutajenler ile prokarsinojenlerin aktivasyonunun
inhibisyonu seklinde antioksidan etki gosterebilmektedirler (60). Lignanlar,
Ooneminin anlasilmasindan sonra daha fazla calisilmaya baslanmis ve antioksidan,
proapoptotik, antianjiyogenik, antiproliferetif gibi bir¢ok 6zellikleri de galigmalarla
kanitlanmistir (48). Lignanlar fitohormon olarak yogun ilgi ¢ekmekte olup, diyette
fazla tiiketimlerinin meme, kolon kanseri ve koroner kalp hastaliklar: riskini azalttig

bildirilmistir (8, 9).

Linum usitatissimumdan izole edilen lignan sekoizolarisirezinol diglikozit
(SDG) ve pinorezinoldiglikozittir. Bitki lignanlari insan kalin bagirsaginda, EDL ve
ENL’ye metabolize olarak sirkiilasyona katilir ve sonunda hedef dokulara ulasirlar.
Enterolaktan ve enterodioliin sahip olduklar1 genis metabolik 6zelliklerinden dolay:
saglik acisindan ¢ok daha Onemli olabilecekleri diistiniilmektedir (40, 46).
Lignanlarin ve onciilii olduklart memeli lignanlarinin antioksidan 6zellilerinin de
oldugu bilinmektedir (57). Memeli lignanlari olan insan kolon mikroflorasinda
tiretilen ENL ve EDL’nin kanser koruyucu olduklar1 bilinmekte ve bu etkilerinden
dolayr her gegen giin farkli kanser tiirlerindeki etkileri ¢alisilmaktadir (24). Bunca

calismaya ragmen hala lignanlarin kullanimlarina yonelik doz miktarilar1 agisindan
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yeterli c¢alismalar bulunmamakta, kullanilacak lignan miktar1 net olarak

bilinmemektedir (8).

Lignanlarin proapoptotik Ozellikleri; bcl-2 ve kaspaz 3 aktivitelerini inhibe
ederek gosterdikleri kanser hiicre hatlar1 tlizerinde gézlemlenmisken, antiproliferatif
Ozellikleri ise timor hiicrelerinin sayisini, hacmini azaltarak ve biiylime oranini
baskilayarak gosterdikleri yapilan in vitro — in vivo ¢alismalarla kanitlanmistir (24).
Yiyecek olarak tiiketilmeyen bitkilerden elde edilen yeni ligninlarin da kanser

arastirmalarinda kullanildiklar1 bilinmektedir (8).

Lignanlar
Bitkilere Ait Memelilere Ait
Sekoisolarikiresinol Enterediol
Matairesinol Enterolaktan

Pinorsinol
Hidroksimatairesinol

Sekil 4: Lignanlarin Simiflandirilmasi.

Sekoisolarikiresinol diglikozit ve matairesinol viicuda seker tlirevleri olarak
almir, gastrik hidroklorik asitler ve B glikosidaz araciligi ile bir seri metabolik
reaksyon sonrasi memeli lignanlari olan enterodiol (EDL) ve enterolaktana (ENL)
dontigiirler. SDG ilk olarak Sekoisolarikiresinole (SECO) metabolize olur ve SECO
da bagrsak mikroflorasinda EDL’ye ve EDL’de ENL’ye doniisiir. (28). Enterodiol
dongiide oncelikli olan lignandir, enterediol daha sonra enterolaktana okside olur.
Bu lignanlar, bagirsak bakterileri tarafindan sentezlendikten sonra absorbe edilerek
karacigere tasmir ve buradan safra kesesine gonderilirler. EDL ve ENL kalin
bagirsakta bulununan 6nciil memeli lignanlarindandirlar ve kisa zincirli yag asitlerine

benzer sekilde pasif difiizyonla emildikleri bilinmektedir (30, 55). Yani insanlarin
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bitki lignanlarini metabolize etmeleri sindirim sistemi faaliyetlerine gore

degismektedir (8).

Tahillar arasinda bugday, matairesinol ve sekoisolarikiresinol bakimindan
zengin bir tahildir. Bugday ekmegi tiiketen bireylerde ENL ve EDL miktarlarinin
yaklasik 7,3 kat arttigi gozlemlenmistir (58). Entereodiol, entereolaktana kiyasla
bagirsak florasinda daha fazla oksidize olabilme yetenegine sahiptir. Memeli
lignanlar1 sindirim sisteminde epitelyal sinir1 gecerek emilip sindirime katililabilir ve

karacigerde sindirime katilip son olarak safra kesesine atilabilirler (55).
2.5.6. Sekoisolarikiresinol Diglikozit

Lignanlar arasinda en fazla 6neme sahip olan ve enterolignanlarin (enterodiol,
enterolaktan) prekiirsorii olarak bilinen SDG, keten tohumundan ilkez 1956 yilinda
izole edilmistir. Fakat herhangi bir labarotuvar ¢aligmasi yapilana kadar SDG ile
ilgili higbir analiz olamamis ve keten tohumunun SDG igerigi bakimindan ne kadar
zengin oldugunu yine bu tarihe kadar bilinememistir (8). SDG, Ostrojen benzeri
aktivitesinden dolay1 non-steroid bilesik olarak bitki kdkenli fitodstrojenler seklinde
smiflandirilmistir (30). Enterodiol, endojen Ostrojene yapi olarak benzerliginden
dolay1, zayif ta olsa Ostrojen ya da anti Ostrojen etki gostermektedir (37, 59).
Enterolignanlar a ve [P Ostrojen reseptorlerine baglanabilme Gzelligiyle bazi
dokularda ostrojenik ya da antidstrojenik etki gosterirler (37). Yapilan ¢aligmalar bu

etkide mikrobiyotanin da 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir (12, 30, 59).

Sekoisolarikiresinol (SECO), bitkilerde sekoisolarikiresinol diglikozit SDG
olarak bulunan bir lignandir ve ED ve EL basamag i¢in gerekli olan bir formdur.
Bitkilerde SDG olarak bulunan lignanlar SECO ya donistiikkten sonra bir seri
reaksiyon asamasindan sonra faydali hale gelmektedirler (30). Bu doniisiim kalin
bagirsak florasindaki mikrobiyata ile gerceklesmektedir. Insan kalin bagirsag,
karmasik ve yogun bir mikrobiyotaya sahiptir ve bagirsak igeriginin graminda

yaklasik 1011 kadar mikroorganizma bulundugu tespit edilmistir (56).

Keten tohumu lignanlarindan sekoisolarikiresinoliin ve Onciilii olan
sekoisolarikiresinol diglikozitin sayisiz faydalarinin olmasinin nedeni, sahip

olduklar1 antioksidan Ozelliklere dayandirilmaktadir. Ayrica SDG sahip oldugu;
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gerek hormonal gerekse antioksidan (non-hormonal) ya da Ostrojenik veya
antiostrojenik ozellik; keten tohumunun kansere arsi koruyucu rol oynamasini
saglarken, antioksidan Ozelligi de hipolipidemik etki gostermektedir (15, 30).
Hipertansiyon ile ilgili ¢alismalarda SDG’ nin, anjiyotensin konverting enzime
(ACE) alternatif oldugu ve tansiyon azaltici etkisi oldugu da gbézlemlenmistir (24)..
Sekoisolarikiresinol diglikozit basta olmak {izere daha baska bircok lignan,
Ostrojenik ve antioksidan aktivitelerinden dolay1r koruyucu olarak c¢esitli kanser
tirlerinde c¢alisilmistir (43). SDG sahip oldugu antioksidan ve kismi Ostrojenik
aktivitesi ile B - glikoronidaz aktivitesini de etkileyerek kolon kanseri olusumunu
engelledigi bilinmektedir (15, 37). SDG’ nin; meme, kolon, prostat gibi kanserlerde
ve ateroskleroz gibi durumlarda koruyucu goérev yaptigi da bilinmektedir (59, 61).
SDG’ nin kanserden koruyucu etki mekanizmasi hala tartisilmaktadir (43). Bu
bilgiler esliginde yapilan ¢alismalarla SDG’ nin %75 oraninda diyabetten korudugu
kanitlanmistir (37, 61). Bunun yami sira SDG’nin; kandaki total kolestrolii
diigiirdiigli, LDL ve glikoz diizeylerini azalttigi da bilinmektedir (56, 61). SDG’nin
etkisinin arastirildigir diger bir¢ok calismada kalp hastaliklarinda Snemli rolleri
olduklar1 da gozlemlenmistir (40, 62). Sekoisolarikiresinol diglikozit tiikketiminin
ardindan az bir miktar iirlinli ince bagirsakta emilir ve bobreklereden siizlerek idrara
katilir. Daha biiyilk orani ise kalin bagirsaga tasinir ve bagirsak mikroflorasi
tarafindan metabolize edilir. Bagirsak mikroflorasinin kritik 6nem tasimasina

ragmen, hakkinda ¢ok az ¢aligma yapilmustir (40, 42).
2.6. Hiicre Dongiisii

Hiicrenin normal yasam dongiisli yani hiicre siklusu genel olarak dinlenme ve
boliinme donemi olarak ikiye ayrilir. Dinlenme donemi, yasamsal faaliyetlerin
devam ettigi ve boliinmeye gore daha uzun olan bir dénemdir; bu donem GO fazi
olarak da adlandirilir. Boliinme donemi ise mitoz boliinmeye hazirligin yapildigi G1,
S ve G2 fazlari ile mitoz boliinmenin gerceklestigi M fazindan olusur (Sekil 5). G1
fazinda DNA replikasyonunda kullanilacak olan RNA ve proteinlerin {iretimi yapilir,
S fazinda DNA replikasyonuna baslanacak bolgeler isaretlenir ve DNA eslenerek

diploid (4N) hale getirilir, G2 fazinda ise mitoz boliinme igin gerekli olan son
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hazirliklar yapilir. Bir hiicrenin iki es hiicre haline geldigi mitoz béliinme asamasina

da M faz1 denilmektedir (7).

Okaryotik hiicre dongiisii; hiicre biiyiimesi, DNA’nin iki katina ¢ikarilmas1 ve
iki katina ¢ikan kromozom ve hiicre igeriginin yavru hiicrelere dagitilmasi seklinde
gerceklesir. Biitiin bu asamalar siki bir denetim altinda diizenlenmekte ve ayni
zamanda hiicrelerin ¢ogalmasini kontrol altinda tutan hiicre dis1 uyarilara da bagh

bulunmaktadirlar (7, 63).

Sekil 5: Hiicre Siklusu (64).

Hiicre siklusu sirasinda mitoz yaklasik 1 saatlik bir siireci kapsarken, siklusun
%95°lik kismu interfazda gegmektedir. Okaryotik bir hiicre genellikle 24 saatte bir
boliiniir. Bu bolinme 2 temel asamadan olusur. Bunlar mitoz ve interfaz
asamalaridir. Mitoz; ¢ekirdegin boliinmesidir ve sonugta sitoplazmanin boliinmesiyle

(sitokinez) yavru hiicreler olusur (63).

DNA hasar1 G2 gibi G1’de de hiicrenin ilerleyisini durdurur. Bu asamadaki
kontrol noktas1 p53 proteinidir. Yapilan ¢aligmalarda baz1 kanser tiplerinde bu genin
mutasyona ugradig@i saptanmistir (65). Hiicre proliferasyonu sadece biiylime
faktorlerince degil aymi zamanda hiicre dongiisiinii engelleyen sinyallerce de
diizenlenir (63). Hiicre dongiisii; protein kinazlarin aktivasyonu, hiicre ici ifade
diizeyleri, biiyiime faktor sinyalleri ve hiicresel mekanizmalar tarafindan
diizenlenmektedir. Hiicrelerin bir fazdan diger faza ge¢islerinde 6nemli rol oynayan

diizenleyici proteinler cdk’lardir. Hiicre dongiisii siirecinde cdk’larin aktiviteleri
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birden fazla mekanizmaya baghdir (63, 66). Biiyiime faktorlerinin yoklugunda
hiicreler smirlanma noktasini gecemez, sessiz kalir ve dinlenme donemi olan GO

donemine girer (63, 67).

Yapilan caligmalar, siklin ve cdk2’nin bir¢cok proteinle iliskili biiyiik bir
ailenin tyeleri oldugunu ortaya koymustur. Bu ailenin degisik {iiyeleri hiicre
dongiisiiniin degisik asamalarinda gorev almaktadirlar. Cdc2 hem G1, hem de G2’de
kontrol noktasinda gorev alir ve bu gorevini bir¢ok siklinle beraber gerceklestirir.
Cdk’larin hiicre dongiisiindeki aktiviteleri en az dort molekiiler mekanizma
tarafindan diizenlenir. Birinci diizey diizenlenme, cdk’nin ilgili sitokinle birlesmesini
ierir. Ikinci diizey, cdk/siklin bileskesinin aktivasyonu cdk treonin rezidiisiiniin
fosforilasyonuna ihtiya¢ gosterir. Dolayisiyla cdk ailesinin bu iyeleri ii¢ farkli
hiicresel aktivitede yani transkripsiyon, DNA tamiri ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde goérev almaktadirlar. Ucgiincii diizey ise; treonin ve tirozin
rezidiilerinin fosforillenmesidir. Bunlarin fosforillenmesi cdk inaktivasyonuna neden
olur. Defosforile olmalar1 ile cdk aktive olur. Cdk’larin diizenlenmesinde dordiincii
mekanizma inhibitdr proteinlerin cdk/siklin bilesigine baglanmasidir. Bunlara 6rnek
p21°dir. Bu dort mekanizmanin toplam etkisi ile dis uyarilara ve denetim noktalarina

yanit olarak hiicre dongiisii kontrol esliginde devam etmektedir (9, 63, 67).
2.7. Apopitozis

Eski bir yunan terimi olan apopitoz, kelime anlami olarak yapraklarin
agactan, petallerin cicekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir. Apopitoz
terimi ilk olarak 1972 de J.F.K. Kerr tarafindan nekrozdan farkli olarak gerceklesen
bir 6lim sekli i¢in kullanilmistir (7). Apopitozis, hem fizyolojik hem de patolojik
olarak istenmeyen, hasar gormiis ya da neoplastik hiicrelerin yok edilmesi olarak ta

tanimlanir.

Doku homeostazisi, apopitoz ile hiicre cogalmasi arasindaki dengenin saglikl
bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir ve bu dengenin bozulmasi kanser olusumunun en
biiyiikk nedenlerinden biridir (7, 68). Hiicre ¢ogalmasinin kontrolsiiz bir sekilde

artmasi ve apopitoz islevinin azalmasi, karsinogeneze aracilik etmektedir (9).
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Apopitotik hiicre 6limiinde, nekrozdan fakli bir siire¢ isler. Apopitozis,
nekrozun tam tersine tamamen kontrollii ve programli bir hiicre 6limiidiir (7, 68).
Apopitoz olaymni gerceklesmesi esnasinda gozlenen genetik olaylar hem en toksik
ilaglarin hiicre Oliimiinii bu yolla gerceklestirdigi agik oldugundan, hem de bu
islemde tiimor supresor genleri ile onkoproteinlerin birlikte is gdérmesi agisindan

onemlidir (66, 68).

Apopitoz, ekstrinsik ve intrinsik olmak {izere iki ana mekanizmadan olusur:
Ekstrinsik yolakta apopitozis; radyasyon, ilaglar, ¢esitli antijenler gibi hiicre dis1
uyaranlar TNF, Fas, noron biiytime faktori (NGF), IGF, IL-2 gibi maddelerin
ortamda azalmasina neden olurlar. Intrinsik yolakta Apopitozis ise; radyasyon,
DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor baskilayici gen olan p53 aktiflestirilir. Hiicre i¢inde
ise viral-bakteriyel enfeksiyonlar, sitokinler, hiicredeki kalsiyum miktarinda artis gibi

hiicre i¢i uyaranlar tarafindan uyarilir (7).

Apopitoz kontroliinde 6nemli genler Bcl-2 ailesi ve kaspazlardir (Sekil 6).
Bcl-2 ailesi proapopitotik ve antiapopitotik iiyelerden olusur. Bunlar; proapopitotik:
Bax, Bad, Bid, Bcl-xs, p53, Bak, Bim, Noxa, anti-apopitotik: Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1
seklindedir. Bir hiicrenin devamliligi, bu ailenin proapoptotik ve antiapoptotik
tiyelerinin oranina baglidir. Eger Bax fazla ise hiicre apopitoza gidecektir, Bcl-2 fazla
ise apopitoz inhibe edilecektir (9). Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir
kaskad olustururlar. Baslatic1 kaspazlar; kaspaz 2, 8, 9, 10, apoptotik uyariyla
baslayan oliim sinyallerini alip efektdr kaspazlara iletirken, efektor kaspazlar olan
kaspaz 3, 6, 7 de ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar (7).

Bcl-2 ve Bcl-XL apopitozu engelleme fonksiyonunu ya kaspazlarin 6ncii
formlarin1 durdurarak ya da kaspaz akigini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki
apopitoz uyarict faktér (AIF) ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktorlerin
mitokondriden serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir. Proapoptotik gen olan
p53, apopitozu uyarici bir proteindir. DNA koruyucusu olarak ta bilinen p53 proteini,
proapoptotik bir protein olup tiimdr baskilayic1 protein olarak da bilinmektedir.
Kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek apopitozu uyarmakta ve malignant

olusumunu engellemektedir (9). Yapilan arastirmalardan edinilen sonuglara
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dayanarak Siklin-A, PCNA, Cdc-2, P53, Cmyc’nin yiiksek seviyeleri siirekli olursa
ve bu durum hiicrenin G1/S fazinda durmasi olay1 ile birlesirse hiicrenin apopitotik
dongiiye girdigi soylenebilir. Bu proteinlerin yiiksek seviyelerinin daimi hale gelmesi
bir protein ailesi ya da 6zel bir proteinin kendine 6zgii alaninin maskelenmesinin bir
sonucu olarak gerceklesir. Sonu¢ olarak hiicre genomu stabil degildir ve biitiin

hiicreler potansiyel olarak tiimor olusturabilir (9, 68).

Apopitozis Kontroliindeki Genler

SN

Bcl-2 Kaspazlar
Proapoptotik  Antiapoptotik Baslatict Efektor
Kaspazlar Kaspazlar Kaspazlar Kaspazlar
Bax,Puma Bcel-2, Kaspaz 2 Kaspaz 3
Bad, p53 Bcel-XI Kaspaz 8 Kaspaz 6
Bid, Bcl-xs Mcl-1 Kaspaz 9 Kaspaz 7
Bak, Bim, Kaspaz 10
Noxa

Sekil 6: Apopitoz Kontoliindeki Genler.

2.8.Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiirii; canli hiicrelerin, ait olduklar1 organizma disinda laboratuvar
ortaminda (in vitro) kiiltiire edilmesidir. Hiicre kiiltiirii ilk kez 1907 yilinda kurbaga
sinir hiicrelerinin incelenmesinde kullanilmistir (9, 65, 69, 70). Hiicre kiltiir
asamalari: Medyum hazirlama, hiicreleri biiylitme - pasajlama ve ¢ogaltma, azot

tankinda saklama, dondurulan hiicrelerin saklanmasi seklindedir (9, 65).

22



3.GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Malzeme Ve Cihazlar

3.1.1.1. Kimyasal Malzemeler — flaclar — Kitler - Céozeltiler

RPMI 1640 Medium (21875-034) - DMSO ( Dimethyl Sulfoxide,
Applichem),

DPBS (Gibco 14190-090) - PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma),

Formaldehit (Riedel — de Haen) - Metanol (Merck 106008),

Absolii Etanol (Merck 100983) - H,O, (Merck 108600),

Trypan Blue (Sigma T6146) - Parafin (VMS Chemical),

CaCl, (Merck 2380) - HCL (Merck 113386),

Ksilol (Riedel — de Haen) - Agar ( Merck 101614),

NaHPO, ( Merck 106586) - NaH,PO, (Merck 106346),

KCI (Merck 104934) - KH,PO, ( Merck 105108).

Penisilin Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1B) - Tripsin (Gibco,
15050-065)

BRDU (Sigma B5002) - BRDU Staining Kit Streptavidin - Biotin System
(Zymed 96-3-3943) - Detection Syatem Anti — Polyvalent AEC/HRP (Zymed),

Aueous —Mount (Zymed) - Rabbit ABC Staining System (Santa Cruz),
Kaspaz - 3 i¢in, Primer ve Sekonder Antikor Komplex Kit (Santa Cruz),

Fetal Sigir Serumu (Biological Industries, 04-007-1A) - L-Glutamin
(Biological Industries, 03-020-1B) - NaOH (Merck 106495) - NaCl (Merck 106406),

24 ve 6 kuyucuklu hiicre petrileri (Plate) (Costar 3526),
75 cm? hiicre biiyiitme kaplar1 (Flask) (Corning REF, 430641U),

Pipet u¢lar1 (Corning incorporated, 4860),
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Serolojik pipetler (10 mL) (Costar stripette, 4488),
Siringa filtreleri (0.22 um) (Corning incorporated NY, 14831),

Eppendorf (labasel Direvite 98/79/CE) - Kriyo tiip, CRYO.S™ (Greirer bio-
one E130203P).

AGAR: 3 gr agar 100 ml ultrapure su icerisinde karigtirilir. Otoklavda 121 °C

de, 3 atm basingta steril edilir.
H,0,: 1.5 ml H,O; - 98.5 ml metanole ilave edilir.
HCI: 12.08 ml HCI — 87.92 ml distile suda ¢oziiliir.
% 5 CaCly: 5 gr CaCl; - 100 ml distile suda ¢oziiliir.

NaOH: 1 gr NaOH - 100 ml distile suda ¢oziiliir.
3.1.1.2. Hiicre Hatt1 ve Bitki Ekstrakti

Calismamizda Linaceac familyasina ait Linum usitatissimum bitkisinin
ekstrakti Sekoisolarikiresinol Diglikozit ve DSMZ’den alinan CCL-228- SW 480
kolon kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. Bitki ekstraktt Sigma’dan temin edildikten

sonra buzdolabinda ve karanlik ortamda muhafaza edilmistir.
3.1.1.3. Kullanilan cihazlar

Laminar Akim Kabini (ISO TS EN 12469) - Invert Mikroskop (Olympus
CKX41),

CO, Inkiibatorii (Heal Force) - S1vi Azot Tank1 (Thermolyne),

Su Banyosu (Leica) - Otoklav (Hiireayama HVY- 50),

Manyetik Karistirict (Niive) - Mikrotom (Leica),

Santrifiij (Niive NF 200) - Buzdolab1 (Siemens),

Derin Dondurucu (U 410 Premium) - Pipet Aid (LEVO PLUS).
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3.2. YONTEM
3.2.1. Hiicre Hattinin Temini ve Hiicre Soyunun Acilmasi

Calismamizda DSMZ’den alinan CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hiicre
soylar1 kullanildi. Soguk zincir ile donmus olarak ulastirilan hiicreler, 37 °C ‘lik su
banyosunda ¢oziinmeye birakildi. Coziinen hiicre siispansiyonu (50 {inite/ml penisilin
ve streptomisin, 1,0 mM sodyum piruvat, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM
esansiyel olmayan amino asit, % 90; inaktive edilmis % 10 fotal sigir serumu ile
zenginlestirilmis RPMI 1640 mediumlu hiicre) santrifiij tiipline alind1 ve iizerine 1-2
ml medium ilave edilerek 4000 RPM de 3 dk sanrifiij edildi. Santrifiijden alinan
hiicrelerin tizerindeki siipernatant kismi atildi, tekrar 1-2 ml medium ilavesi ile ayni
sekilde bir kez daha sanrifiij edildi. Sanrifiij isleminden sonra tiipte kalan pelete 2-3
ml medium eklenerek yavasca pipetaj yapildi ve medium eklenmis flasklara esit

miktarlarda ekim yapilarak flasklar etiivde kiiltiire edildi.
3.2.2. Hiicre Inkiibasyon Kosullar1 ve Hiicrelerin Cogaltilmasi

CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hiicreleri; %5 CO, ve 37 °C sicakliktaki
CO, inkiibatériinde 75 cm?lik flasklar igerisinde steril sartlarda inkiibe edildi.
Boylelikle hiicrelerin  ¢ogalmalar1  saglanmis oldu. Hiicreler —maksimum
yogunluklarima ulasip flaskin yiizeyini tamamen kaplayinca, haftada iki kez

pasajlanarak ¢ogaltildi.
3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Uremekte olan hiicreler, %80-90 doygunluga (confluent) ulasinca yeniden
pasajlandi. Hiicreler istenen yogunluga ulastiginda; flasklarin igerisindeki medium
pipetle alinarak steril fostat tampon soliisyonu (PBS) (25 cm? igin 2 ml, 75 cm?igin 4
ml) ile yikandi. Ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve hiicrelerin yapistiklar: alandan
kaldirilmast icin 3 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilerek etiivde bekletildi.
Yiizeye yapisik olan hiicrelerin kaldirilmasinin ardindan siispansiyon halindeki hiicre
+ tripsin-EDTA soliisyonuna 2 ml kadar medium ilave edilip, 15 ml hacimli bir tiip
icerisine alindi. Tiipe alman siispansiyon 4000 RPM’de 3 dk santrifiij edildi,

ardindan siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler taze hiicre medyumu ile siispanse
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edilerek 75 cm? lik flasklara boliinerek yeniden pasajlandi.  Yeniden pasajlanan

hiicreler 37° C’de %5 CO, ortaminda inkiibe edildi.

3.2.4. Hiicre Sayim1 Hesaplamasi

Iml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak
1.5 ml’lik tiipe konuldu ve iizerine 90 ul tripan blue boyasi eklenerek karigtirilarak
hesaplama islemi i¢in thoma lamina alindi (Sekil 7). Karisim thoma lami {izerine

konulduktan sonra 16 kare i¢indeki kareden bir tanesindeki hiicreler sayildi.

Toplam Hiicre Sayis/ ml = hemasitometre sayim sonucu x 16 x 10* X medium

miktar

Sekil 7: Thoma Lami (12).

3.2.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler %0.25° lik tripsin ile yiizeyden kaldirildi ve tripsinin etkisini
engellemek i¢in lizerine medyum eklendi. Hiicre siispansiyonu 4000 RPM’de 3
dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Bu islemden sonra pellete
DMSO’ lu medyum karisimindan 1 ml ilave edildi ve pipetaj yapilarak kriyo tiiplere
konuldu. Kriyo tiipler 1 gece -20 °C’ de, 1 gece -80 °C’ de bekletildikten sonra s1v1

azot tankina konularak saklandi.
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3.2.6. Sekoisolarikiresinol Diglikozitin Doz Belirleme Deneyi

Pasajlama seviyesine ulasmis olan hiicreler, flasklardan tripsin yardimiyla
kaldirildi ve {iizerine medyum ilavesi ile tiiplere konularak santrifiij edilidi,
siipernatant kismi atilan tliplere tekrar medyum ilave edilerek pipetaj yapildi.
Siispansiyon haline getirilen hiicreler hemasitometride sayildi. Deneylerde 6
kuyucuklu kiiltiir kaplart kullanildi. Her kuyucuga canli olacak sekilde 500.000 hiicre
medium ig¢inde ekildi. Sekoisolarikiresinol diglikozitin uygun doz araligi igin
literatiirler dikate alinarak; 40 — 50 — 75 — 100 — 150 - 200 uM konsantrasyonlarda
olacak sekilde taze g¢ozeltileri 100°er uM’lik esit hacimlerde 6 kuyucuklu kiiltiir
kaplarindaki hiicrelere verildi. Etken maddenin tiim dozlari i¢in 3’er kuyucuga ekim
yapildi. Tim gruplar ig¢in 24., 48. ve 72. saatler sonunda kuyucuklarda bulunan
hiicreler tripsin ile ayr1 ayr1 toplandi ve hemasitometre de sayilarak kaydedildi. Etken

maddenin inhibisyon dozu (ID50 ya da IC50) degeri belirlendi.

3.2.7. Iki Boyutlu Kiiltiirlerde 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) ile

Immiinohistokimyasal Isaretleme

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina
100.000 hiicre lamel tizerine ekildi ve SDG'nin doz belirleme deneyinde hesaplanan
inhibisyon dozu kullanildi. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda hiicreler 1 saat BrdU ile
37 °C’de inkiibe edildi. Ust medyum ¢ekilip atildiktan sonra PBS’te 37 °C etiivde 15
dk bekletildi. PBS ¢ekilip atildiktan sonra % 70 etanolde 4 °C’de 30 dk bekletilerek
hiicreler tespit edildi. Immiinohistokimya i¢in lameller PBS’te 10 dk bekletildikten
sonra metanolde hazirlanmis % 0.5 H,O,’de 10 dk tutulup 3 kez 2’ser dk distile su
ile yikandi. Daha sonra BrdU Staining Kit Streptavidin-Biotin System adi verilen
BrdU boyama kiti kullanilarak boyama yapildi. Kit igerisindeki denatiirasyon
soliisyonunda 30 dk bekletilip, PBS ile 3 kez 2 dk yikandi. 10 dk blocking
soliisyonunun ardindan 1 saat primer antikorda, (Biyotinli mouse anti-BrdU
monoclonal) nemli ortamda oda 1sisinda tutulup, 3 kez PBS ile 2’ser dk yikandiktan
sonra streptavidin peroksidazda 10 dk bekletildi. PBS ile yikamanin ardindan
substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlikta bekletildikten sonra distile su ile yikandi.

Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler gesme suyunda 20 dk
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morarmaya birakildi ve kapatict (Ultramount) ile kapatilarak, 151k mikroskobunda

sayim yapilip isaretlenme oranlari belirlendi.

3.2.8. Iki Boyutlu Kiiltiirlerde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase (Tdt) Mediated Nick-End Labeling) Metodu

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina
100.000 hiicre lamel iizerine ekildi ve SDG nin doz belirleme deneyinde hesaplanan
inhibisyon dozu kullanildi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda iist medyum cekilip
atildiktan sonra PBS’ te 37 °C etiivde 15 dk bekletildi. PBS c¢ekilip atildiktan sonra %
70 etanolde 4 °C’de 30 dk bekletilerek hiicreler tespit edildi. Immiinohistokimya icin
lameller PBS’te iki kez 5’er dk yikanip 2:1 oraninda hazirlanmis etanol-asetik asit
karistminda -20 °C’de 5 dk bekletildi. PBS’te iki kez 5’er dk yikandiktan sonra
metanolde hazirlanmig %0.5 H,O; ‘de 5 dk tutularak iki kez 5 dk PBS ile yikandi.
Kitin igeriginde bulunan potasyum kokodilat, DTT, BSA, kobalt klorid ve Tris-
HCI’den olusan dengeleyici tampon (equilibration buffer) ile oda 1sisinda 10 dakika
bekletiletildi. Bu asamadan sonra kesitler biotinli niikleotid karisimi (biotinylated
nucleotide mix), rTdT enzimi ile dengeleyici soliisyondan olusan rTdT (Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) reaksiyon karisimi ile 37 °C’de 1 saat bekletildi.
Negatif kontroller igin rTdT enzimi yerine deiyonize su konuldu. Ornekler, 2X SSC
ile oda 1s1isinda 15 dakika bekledikten sonra PBS ile yikanip endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek i¢in hidrojen peroksid (H20-) ile muamele edildi. Tekrar PBS
ile yikama asamasindan sonra streptavidin HRP soliisyonu ve sonra DAB-
kromojenle (DAB kromojen) ile muamele edildi. Ag¢ik kahverengi renk gézlendikten
sonra metil green ile zit boyama yapilarak deiyonize su ile yikanip, alkol ve ksilol
serilerinden gegirildi ve kapatict (Mounting Medium) ile kapatilarak 151k

mikroskobunda isaretlenme orani belirlendi.

3.2.9. iki Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 Ile Immiinohistokimyasal

Isaretleme

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina
100.000 hiicre lamel iizerine ekildi ve SDG nin doz belirleme deneyinde hesaplanan

inhibisyon dozu kullanildi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda list medyum cekilip
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atildiktan sonra PBS’te 37 °C etiivde 15 dk bekletildi. PBS ¢ekilip atildiktan sonra %
70 etanolde 4 °C’de 30 dk bekletilerek hiicreler tespit edildi. Immiinohistokimya i¢in
lameller PBS’te 10 dk bekletildikten sonra metanolde hazirlanmis %0.5 H,O,’de 10
dk tutularak 3 kez 5 dk distile su ile yikandi. Daha sonra 30 dk 4 N HCI’de bekletilip
PBS ile 3 kez 5 dk yikand1. 20 dk Ultra-V-block’un ardindan 1 saat primer antikorda
(kaspaz -3), nemli ortamda ve oda isisinda tutuldu. 3 kez PBS ile 5’er dakika
yikandiktan sonra sekonder antikorda (Biotinylated goat anti-mouse) 20 dk, tekrar
yikamadan sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk bekletildi. PBS ile yikamanin
ardindan substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlikta birakilarak, distile su ile
yikandi. Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler ¢esme
suyunda 20 dk morarmaya birakildi. Kapatict (Ultramount) ile kapatildi ve 151k

mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlar1 belirlendi.
3.2.10. iki Boyutlu Kiiltiirlerde AIF Ile Immiinohistokimyasal isaretleme

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina
100.000 hiicre lamel iizerine ekildi ve SDG nin doz belirleme deneyinde hesaplanan
inhibisyon dozu kullanildi. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda iist medyum ¢ekilip
atildiktan sonra PBS’te 37 °C etiivde 15 dk bekletildi. PBS c¢ekilip atildiktan sonra %
70 etanolde 4 °C’de 30 dk bekletilerek hiicreler tespit edildi. Immiinohistokimya igin
lameller PBS’te 10 dk bekletildikten sonra metanolde hazirlanmis %0.5 H,O,’de 10
dk tutularak 3 kez 5 dk distile su ile yikandi. Daha sonra 30 dk 4 N HCI’de bekletilip
PBS ile 3 kez 5 dk yikand1. 20 dk Ultra-V-block’un ardindan 1 saat primer antikorda
(AIF), nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu. 3 kez PBS ile 5’er dakika yikandiktan
sonra sekonder antikorda (Biotinylated goat anti-mouse) 20 dk, tekrar yitkamadan
sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk tutuldu. PBS ile yikamanin ardindan
substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlikta bekletilip ve distile su ile yikandi. Mayer
hematoksilen ile zemin boyasi yapildiktan sonra kesitler ¢esme suyunda 20 dk
morarmaya birakildi. Kapatici (Ultramount) ile kapatilip 151k mikroskobunda sayim

yapilarak isaretlenme oranlar1 belirlendi.

29



3.2.11. U¢ Boyutlu Sferoid Modelde Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Ug boyutlu hiicre kiiltiiriiniin (sferoid) in vivo kat1 tiimor 6zelliklerine daha
yakin oldugu i¢in son yillarda yapilan ¢alismalarda sferoid modelin 6nemi artmastir.
Sicak su igerisinde eritilen %3 agar soliisyonu (60 °C) ve medyum (40 °C) karisimi
2:1 oraninda hazirlanarak 611 kuyucuklara, 1 ml konarak tiim yiizeyi piiriizsiiz bir
sekilde kaplanmasi saglandi. Agarin donmasi i¢in kiiltiir kaplar1 10 dk buzdolabinda
4 °C’de bekletildi. Agarin donmasinin ardindan kuyucuklara 3 ml RPMI 1640
medyum eklendi. Hiicreler flasklardan kaldirma yontemiyle ayni sekilde kaldirilarak
toplandi ve her bir kuyucuga 500.000 hiicre ekildi. Her bir grup i¢in 3 kuyucuga
ekim yapildi. Hiicreler, %5 nem igeren ve 37 °C olan inkiibatdrde tutularak sferoid
olusturmalar1 i¢in 7-15 giin bekletildi. Haftada iki kez olmak iizere spontan ¢oktiirme
yontemi ile medyum degisimi yapildi. Biyikligi 100 - 400 mikrona ulasan
sferoidlere dnceden bulunan inhibisyon dozunda SDG, kontrol grubu i¢in ise DMSO

verilerek 37 °C de inkibe edildi.

3.2.12. U¢ Boyutlu Kiiltiirde 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) ile

Immiinohistokimyasal Isaretleme

Etken madde uygulanan sferoidler, 5-bromo-2-deoksiuridin (BrdU) ile 1 saat
37 ° C’ de inkiibe edildi. Sferoidler 15 ml’ lik falkon tiiplerine aktarilip, {ist medyum

atilarak PBS ile yikandiktan sonra % 10 formaldehitte 30 dakika bekletildi. Yumurta
aki uygulamasindan sonra % 70 etanol i¢inde 24 saat oda 1sisinda birakildi. 24 saat
sonunda c¢ikarilan sferoidler 1sik mikroskobu takibi i¢in artan alkol serilerinden
gecirildi. 56 “C "de 30 dk ksilolde bekletildikten sonra parafin bloklarin hazirlanmasi
icin 45 dk parafinle inkiibe edildi. Parafin kesitler, Poli-L-Lizine kaplanmig lamlara
aktarildi. Kesitler deparafinize edildikten sonra sirasiyla %0.5 H,O, de 1 dk, tripsinle
10 dk, HCI soliisyonunda 30 dk muamele edildi. 0.1 M Boraks soliisyonu
inkiibasyonunu takiben 15 dk Ultra-V-Block“ta bekletildi. Daha sonra mouse anti-
BrdU primer antikorunda (mouse monoclonal antikor) nemli ortamda 1 saat oda
1sisinda  bekletildi. PBS ile yikandiktan sonra biyotinli sekonder antikorla
(Biotinlylated Goat Anti-Mouse) 30 dk ve ardindan streptavidin peroksidazla 30 dk
muamele edildi. Substrat-kromojenle (AEC Substrate System) 20 dk bekletildikten
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sonra distile su ile yikanarak, Mayer hematoksilen ile boyandi. Kesitler son olarak
kapatict (Aqueous Ultramount) ile kapatilip, 151tk mikroskobunda BrdU-isaretleme
indeksi (BrdU-LI) degerleri belirlendi.

3.2.13. U¢ boyutlu kiiltirde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase (Tdt) Mediated Nick-End Labeling) Metodu

Doku kesitlerinde ve hiicre kiiltiirlerinde apoptotik ve nekrotik hiicreleri
birbirinden ayirmak amaciyla apopitozun biyokimyasal belirteci olan niiklear DNA
kirilmasin1 radyoaktif olmayan, kolorimetrik olarak Ol¢meye yarayan apopioz
saptama-TUNEL kiti (Colorimetric TUNEL System) kullanildi. Etken madde
uygulanan sferoidler daha sonra, 15 ml’ lik falkon tiiplerine aktarildi. Ust medyum
atilip PBS ile yikandiktan sonra %210 formaldehitte 30 dakika bekletildi. Yumurta
aki uygulamasindan sonra %70 etanol i¢inde 24 saat oda 1sisinda birakildi. 24 saat
sonunda ¢ikarilan sferoidler 1sik mikroskobu takibi i¢in artan alkol serilerinden
gecirildi. 56 °C de 30 dk ksilolde bekletildikten sonra parafin bloklarin hazirlanmasi
igin 45 dk parafinle inkiibe edildi. Poli-L-Lizine kaplanmis lamlara aktarilan parafin
kesitlerden, ksilen kullanilarak parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan etanol
serilerinden (%100, %95, %85, %70 ve %50) gegirilerek dehidrate edilerek, sirasiyla
%0.85 NaCl ve PBS ile yikandi. Lam hidrofobik isaretleme kalemi (Immunopen) ile
sferoidlerin yeri belirlendikten sonra kesitler oda sicakliginda 20 dakika 20 pg/ml
Proteinaz K ile muamele edildi. Siire sonunda PBS ile yikandi. Pozitif kontrollerin
hazirlanmasi i¢in bazi drnekler bu asamadan itibaren apopitozda oldugu gibi DNA

kirilmasi olusturmak amaciyla DNaz I soliisyonu ile muamele edildi.

Kitin igeriginde bulunan potasyum kokodilat, DTT, BSA, kobalt klorid ve
Tris-HCI’den olusan dengeleyici tampon (equilibration buffer) ile oda 1sisinda 10 dk
bekletiletildi. Bu asamadan sonra kesitler biotinli niikleotid karisimi (biotinylated
nucleotide mix), rTdT enzimi ile dengeleyici soliisyondan olusan rTdT (Terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) reaksiyon karigimi ile 37 °C’de 1 saat
inkiibatorde bekletildi. Negatif kontroller i¢in rTdT enzimi yerine deiyonize su
konuldu. Kesitler, 2X SSC ile oda 1sisinda 15 dakika bekledikten sonra PBS ile
yikanip endojen peroksidaz aktivitesini engellemek igin hidrojen peroksit (H20,) ile

muamele edildi. Kesitler, tekrar PBS ile yikama asamasindan sonra Streptavidin
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HRP soliisyonu ve sonra DAB - kromojenle ile muamele edildi. A¢ik kahverengi
renk gozlendikten sonra metil green ile zit boyama yapilip alkol ve ksiliol
serilerinden gecirilip mounting medium ile kapatilarak 151k mikroskobunda

degerlendirildi.

3.2.14. U¢ Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz-3 ile Immiinohistokimyasal

Isaretleme

Etken madde verildikten 24., 48. ve 72. saat sonra sferoidler, 15 ml’ lik
falkon tiiplerine aktarildi. Ust medyum atilip PBS ile yikandiktan sonra % 10
formaldehitte 30 dakika bekletildi. Yumurta aki uygulamasindan sonra % 70 etanol
iginde 24 saat oda 1sisinda birakildi. 24 saat sonunda c¢ikarilan sferoidler i1sik
mikroskobu takibi icin artan alkol serilerinden gecirildi. 56 °C’ de 30 dk ksilolde
bekletildikten sonra parafin bloklarin hazirlanmasi i¢in 45 dk parafinle inkiibe edildi.
Parafin kesitler Poli-L-Lizine kaplanmis lamlara aktarilarak deparafinize edildikten
sonra metanolde hazirlanmis %0.5 H,O,’de 10 dk karanlikta bekletildi. PBS ile 3 kez
2 dk yikandi. Tripsinde 10 dk 37 °C etiivde bekletildikten sonra 3 kez 2 dk PBS’te
bekletildi. Daha sonra 1 saat bloklama soliisyonunda bekletilerek yikama yapmadan
1 gece kaspaz 3 primer antikorda nemli ortamda 4 °C’ de tutuldu. PBS ile 3 kez
yikandiktan sonra biyotinli sekonder antikorda 30 dk, PBS ile yikamadan sonra
avidin ve biyotinli HRP igeren AB enzim soliisyonunda 30 dk, tekrar yikamanin
ardindan peroksidaz substaratta 10 dk bekletileerek, distile su ile yikandiktan sonra
mayer hematoksilen ile boyama yapildi. Cesme suyuna alinan kesitler morarana
kadar bekletildi. Daha sonra kesitler ultramount kapatici ile kapatilip 151k

mikroskobunda degerlendirildi.
3.2.15. U¢ Boyutlu Kiiltiirlerde AIF ile immiinohistokimyasal isaretleme

Etken madde verildikten 24., 48. ve 72 saat sonra sferoidler 15 ml’ lik falkon
tiiplerine aktarildi. Ust medyum atilip PBS ile yikandiktan sonra tespit soliisyonu
%10 formaldehitte 30 dakika bekletildi. Yumurta aki uygulamasindan sonra %70
etanol i¢inde 24 saat oda 1sisinda bekletildi. 24 saat sonunda ¢ikarilan sferoidler 151k
mikroskobu takibi i¢in artan alkol serilerinden gegirildi. 56 °C’ de 30 dk ksilolde

bekletildikten sonra parafin bloklarin hazirlanmasi i¢in 45 dk parafinle inkiibe edildi.
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Parafin kesitler, Poli-L-Lziine kaplanmis lamlara aktarildi Daha sonra kesitlerden
parafin uzaklastirildi ve metanolde hazirlanmis %0.5 H;0,’de 10 dk karanlikta
bekletildi. PBS ile 3 kez 2 dk yikandi. Tripsinde 10 dk 37 °C etiivde bekletildikten
sonra 3 kez 2 dk PBS’te bekletildi. Daha sonra 1 saat bloklama soliisyonunda
bekletilerek, yikama yapmadan 1 gece AIF primer antikorda nemli ortamda 4 °C’de
tutuldu. PBS ile 3 kez yikandiktan sonra biyotinli sekonder antikorda 30 dk, PBS ile
yikamadan sonra avidin ve biyotinli HRP iceren AB enzim soliisyonunda 30 dk,
tekrar yikamanin ardindan peroksidaz substaratta (substrat buffer + DAB kromojen +
peroksidaz substrat iceren solisyon) 10 dk bekletildi ve distile su ile yikandiktan
sonra Mayer hematoksilen ile zit boyama yapilarak ve ¢esme suyuna alindi. Cesme
suyunda morartilan kesitler ultramount kapatici ile kapatilarak i1sik mikroskobunda

degerlendirildi.
3.2.16. Hematoksilen Eozin Boyama

Deparafinize edilen kesitler sirasiyla %96 - %90 - %80 -%70 alkol
serilerinden gegirildi ve distile suya alindi. Kesitler daha sonra hematoksilen de 3 dk
bekletilip ¢cesme suyunda morarana kadar yikandi, ardindan eozinde 2 dk bekletildi
ve tekrar ¢esme suyunda yikandi. Son olarak alkol serilerinden (%70- %80 - %90 -
%96) gecirilerek ksilole alinan dokular entallan ile kapatilarak 1s1tk mikroskobunda

incelendi.
3.2.17. Gen Ekspresyon Tayini

Hiicreler ekstrakt ile 24., 48. ve 72. saat inkiibe edildikten sonra RNA
izolasyon kiti kullanilarak total-RNA ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen RNA’ lari
komplamenter DNA’ ya (c-DNA) ¢evirmek icin kit kullanildi. Gerekli primerler
kullanilarak gen ekspresyon ¢alismalari, es zamanli polimeraz zincir reaksiyon (RT-

PCR) tabanli sistemle ile ¢alisildi.
3.2.18. Istatistiksel Analiz

Orneklere ait verilerin gen ekspresyon skorlar;, SPSS® for Windows
computing program, Version 15,0 ile gergeklestirildi. Sonuglarda ortalama =+ standart

sapma kullanildi. Gruplardan elde edilen veriler arasinda fark olup olmadigim
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gormek icin varyans analizi yapildi. Analizler RT? Profiler Data Analysis Software-
Qiagen'mn data analysis ile ve 2° Average delta CT ile yapildi. Relative Gen

-AACt
2

ekspresyonu i¢in metodu kullanildi. P degerinin 0.05° in altinda (p < 0.05)

olmasi istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4.1.

4. BULGULAR

Doz Belirleme Deneyi Bulgular:

Doz belirleme i¢in kullanilan 5 ml RPMI 1640 medyumu ilave edilen 6

kuyucuklu platelerin herbirine canli olarak 5000.000 SW 480 hiicresi ekimi yapildi.
Keten tohumu ekstrakti olan SDG, DMSO igerisinde ¢oziinerek 40 - 50 - 75 - 100 -

150 - 200 uM dozlarinda 100’ er pl’lik esit hacimlerde hiicrelere verildi.

24., 48. ve 72. saatlerin sonunda kuyucuklardaki hiicreler tripsin ile

kaldirilarak toplanip, santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra 1 ml medyum

eklenip, pipetaj yapilarak thoma lamina damlatildi ve sayim yapildi. Hiicre sayimi

kaydedilip IC50 her saat i¢in ayr1 olarak; 24 saat i¢in 100 uM, 48. ve 72. saatler i¢in
150 uM olarak hesaplandi (Grafik 1).
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Grafik 1: SDG ‘nin Doz Inaktivasyon Grafigi
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4.2.  Proliferasyon Deneyi Bulgulari

6 kuyucuklu plateler kontrol ve SDG grubu olarak ayrilarak sayim islemi
yapildi. Kontrol grubuna ait kuyuculardaki hiicre sayilarinda zamanla orantili olarak
artma gozlendi. Deney grubunda doz belirleme deneyinde her ii¢ saat i¢in ayr1 ayri
bulununan 1C50 dozuna uygun olarak ekstrakt verilerek sayim yapildi ve SDG’ nin

verilmesiyle hiicre sayilarinda anlamli bir azalma gozlendi (p < 0.05), (Grafik 2).
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Grafik 2: Zamana Gore Hiicre Cogalma Verileri
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43. 1ki Boyutlu Kiiltiirlerde 5-Bromo-2-Deoksiuridin  (BrdU)

Isaretleme Bulgular

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller iizerine ekilen 100.000 SW 480
hiicresiyle yapilan BrdU isaretlemesi; her bir saat i¢in (24, 48, 72) ayr1 ayr1 kontrol
ve deney gruplari seklinde belirlendi. Kontrol grubunda tiim saatlerde sentez fazinda

cok sayida BrdU ile isaretlenmis hiicreler gozlemlendi (Resim 1, 3, 5).

24 — 48 - 72 saatleri i¢in verilen SDG gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla
BrdU isaretleme indeksinde anlamli bir azalma gézlemlendi (p < 0.05), (Grafik 3),
(Resim 2, 4, 6).
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Grafik 3: Iki Boyutlu Kiiltiirde BrdU Isaretleme Grafigi

37



Resim 1: 24. Saat Kontrol Grubu; BrdU ile isaretlenen Hiicreler ( A, 20X biiyiitme, B, 40 X
biiyiitme)

Resim 2: 24. Saat SDG Grubu; BrdU Ile isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)

Resim 3: 48. Saat Kontrol Grubu; BrdU ile isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)
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Resim 4: 48. Saat SDG Grubu; BrdU Ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)

Resim 5: 72. Saat Kontrol Grubu; BrdU ile isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)

Resim 6: 72. Saat SDG Grubu; BrdU ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40X
biiyiitme)
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4.4, 1ki Boyutlu Kiiltiirlerde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase (Tdt)Mediated Nick-End Labeling) Bulgulari

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller lizerine ekilen 100.000 SW 480
hiicresiyle yapilan TUNEL isaretlemesi; her bir saat i¢in (24., 48., 72.) ayr ayri
kontrol ve deney gruplar1 seklinde belirlendi. Kontrol grubunda tiim saatlerde ¢ok az
sayida apoptotik hiicre (TUNEL ile pozitif boyanan hiicre) gézlemlenirken (Resim 7,
9, 11), 24. - 48. - 72. saatleri igin verilen SDG gruplarinda ise kontrol grubuna
kiyasla ¢ok fazla sayida apoptotik hiicre gdzlemlendi.

(p <0.05), (Grafik 4), (Resim 8, 10, 12).
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Grafik 4: iki Boyutlu Kiiltiirde TUNEL isaretleme Grafigi
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Resim 7: 24. Saat Kontrol Grubu; TUNEL fle Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B,
40x biiylitme)

Resim 8: 24. Saat SDG Grubu; TUNEL ile ile isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B,
40x biiyiitme)

Resim 9: 48. Saat Kontrol Grubu; TUNEL ile isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B,
40x biiytitme)
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Resim 10: 48. Saat SDG Grubu; TUNEL fle Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)

Resim 11: 72. Saat Kontrol Grubu; TUNEL ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B,
40x biiyiitme)

Resim 12: 72. Saat SDG Grubu; TUNEL fle Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)
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45. 1ki Boyutlu Kiiltiirlerde Kaspaz — 3 isaretleme Bulgular

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller iizerine ekilen 100.000 SW 480
hiicresiyle yapilan kaspaz-3 isaretlemesi; her bir saat i¢in (24., 48., 72.) ayr1 ayri
kontrol ve deney gruplar1 seklinde belirlendi. Kontrol grubunda tiim saatlerde ¢ok az

sayida apoptotik hiicre gézlemlendi (Resim 13, 15, 18).

24. — 48.- 72. saatleri i¢in verilen SDG gruplarinda ise kontrol grubuna
kiyasla ¢ok fazla sayida apoptotik hiicre gozlemlendi (p < 0.05), (Grafik 5), (Resim
14, 16, 18).
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Grafik 5: Iki Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz-3 Isaretleme Grafigi
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Resim 13: 24. Saat Kontrol Grubu; Kaspaz-3 ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B,
40x biylitme)

Resim 14: 24. Saat SDG Grubu; Kaspaz-3 ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)

Resim 15: 48. Saat Kontrol Grubu; Kaspaz-3 ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B,
40x biiyiitme)
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Resim 17: 72. Saat Kontrol Grubu; Kaspaz-3 ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B,
40x biiyiitme)

Resim 18: 72. Saat SDG Grubu; Kaspaz-3 ile isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme
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4.6. ki Boyutlu Kiiltiirlerde AIF Isaretleme Bulgular

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller iizerine ekilen 100.000 SW 480
hiicresiyle yapilan AIF isaretlemesi; her bir saat i¢in (24., 48., 72.) ayr1 ayr1 kontrol
ve deney gruplar seklinde belirlendi. Kontrol grubunda tiim saatlerde ¢ok az sayida
apoptotik hiicre (AIF ile pozitif boyanan hiicre) gézlemlenirken (Resim 19, 21, 23).

24. — 48.- 72. saatleri i¢in SDG verilen gruplarda ise kontrol grubuna kiyasla
fazla sayida apoptotik hiicre gozlemlendi (p < 0.05), (Grafik 6), (Resim 20, 22, 24).
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Grafik 6: Iki Boyutlu Kiiltiirde AIF isaretleme Grafigi
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Resim 19: 24. Saat Kontrol Grubu; AIF le Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x

biiyiitme)

Resim 20: 24. Saat SDG Grubu; AIF le isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40X

biiyiitme)
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Resim 21: 48. Saat Kontrol Grubu; AIF le Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x

biiyiitme)
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Resim 24: 72 Saat SDG Grubu; AIF ile Isaretlenen Hiicreler ( A,20x biiyiitme - B, 40x
biiyiitme)

48



4.7.  Ug¢ Boyutlu Sferoid Kiiltiirlerde Hematokksilen Eozin Boyanma
Bulgular:

6 kuyucuklu platelerde kontrol ve deney grubu olarak, ii¢ farkli saate gore
ayrt ayrt sferoid olusumu icin 15 giin beklendikten sonra olusan sferoidler 151k
mikroskobunda gozlemlendi. Tiim saatlere ait kontrol grubu sferoidleri oldukca
diizgiin goriiniimde izlenirken (Resim 25 A, 26 A, 27 A), SDG verilen deney
gruplarinda ise yapica diizgiin olan sferoidlerin yani sira; daginik, parcalar halinde

goriinen, sinirlari bozulmus sferoidler de bulunmkataydi (Resim 25 B, 26 B, 27 B).
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Resim 25: 24. Saat Kontrol ve SDG Gruplarina Ait Sferoid Yapilari (A: Kontrol Grubu, B:
SDG Grubu, H-E, 40x biiyiitme)

AT e N i~
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Resim 26: 48. Saat Kontrol ve SDG Gruplarina Ait Sferoid Yapilar1 (A: Kontrol Grubu, B:
SDG Grubu, H-E, 40x biiyiitme)
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Resim 27: 72. Saat Kontrol ve SDG Gruplarina Ait Sferoid Yapilari (A: Kontrol Grubu, B:
SDG Grubu, H-E, 40x biiyiitme)

48. Uc¢ Boyutlu Kiiltiirlerde 5-Bromo-2-Deoksiuridin  (BrdU)

Isaretleme Bulgulan

Uc boyutlu sferoid kiiltirde yapilan BrdU isaretleme indeksi
degerlendirmelerine gore; kontrol grubu sferoidlerinin, perifer kisminda orta kisma
kiyasla ¢ok fazla hiicre BrdU ile isaretlenmis ve isaretlenme degerlendirmesinin iki
boyutlu kiiltiir otamindaki BrdU isaretlemeye uyumlu oldugu gozlemlenmistir
(Resim 28 A, 29 A, 30 A).

24. — 48. — T2. saatleri i¢in verilen SDG gruplarinda ise yine iki boyutlu
ortamdaki hiicrelerle uyumlu olarak ¢ok az sayida hiicre BrdU ile isaretlemistir (p <

0.05), (Grafik 7), (Resim 28 B, 29 B, 30 B).
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Grafik 7: U¢ Boyutlu Kiltiirde BrdU ile isaretleme Grafigi
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Resim 28: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; BrdU ile isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)

Resim 29: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; BrdU ile Isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)

Resim 30: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; BrdU ile isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)
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49. U¢ Boyutlu Kiiltirde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase (Tdt) Mediated Nick-End Labeling) Bulgular

Uc boyutlu sferoid model kiiltiirde, iki boyutlu kiiltiir ortamindaki
sonuglarimiza uyumlu olarak; kontrol grubunda ¢ok az sayida hiicre TUNEL ile
isaretlemistir (p < 0.05), (Resim 31 A, 32 A, 33 A). Ug boyutlu sferoid kiiltiirde
yapilan TUNEL isaretleme degerlendirmelerine gore; sferoidlerinin perifer kisminda

orta kisma kiyasla ¢ok fazla hiicre TUNEL ile isaretlenmistir.

24. — 48. — T2. saatleri i¢in verilen SDG gruplarinda ise yine iki boyutlu
ortamdaki hiicrelerle uyumlu olarak ¢ok fazla sayida hiicre TUNEL ile isaretlemistir
(p <0.05), (Grafik 8) (Resim 31 B, 32 B, 33 B).
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Grafik 8: Ug Boyutlu Kiiltiirde TUNEL lle Isaretleme Grafigi
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Resim 31: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; TUNEL fle Isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)

\

Resim 32: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; TUNEL ile isaretlenemis Sferoidler, (A:
Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiylitme)

Resim 33: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; TUNEL {le isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)
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4.10. Ug Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz -3 Isaretleme Bulgular:

Uc boyutlu sferoid model kiiltiirde, iki boyutlu kiiltiir ortamindaki

sonuglarimiza uyumlu olarak; kontrol grubunda ¢ok az sayida hiicre kaspaz-3 ile
isaretlemistir (p < 0.05), (Resim 34 A, 35 A, 36 A).

24. — 48. — T72. saatleri i¢in verilen SDG gruplarinda ise yine iki boyutlu

ortamdaki hiicrelerle uyumlu olarak ¢ok fazla sayida hiicre kaspaz-3 ile isaretlemistir

(p < 0.05), (Grafik 9) (Resim 34 B, 35 B,36 B).

20,00%

15,00%
%

10,00%

5,00%

0,00%

25,00% -

Ug Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz - 3 isaretlenme Grafigi
I
. I
u Kontrol
SDG
24 hour 48 hour 72 hour

Zaman

Grafik 9: Ug Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz - 3 ile Isaretleme Grafigi
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Resim 34: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; Kaspaz -3 ile Isaretlenmis Sferoidler, (A:
Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiylitme)

Resim 35: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; Kaspaz -3 ile Isaretlenmis Sferoidler, (A:
Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)

Resim 36: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; Kaspaz -3 ile Isaretlenmis Sferoidler, (A:
Kontrol Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)
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4.11. U¢ Boyutlu Kiiltiirde AIF isaretleme Bulgular:

Uc boyutlu sferoid model kiiltiirde, iki boyutlu kiiltiir ortamindaki
sonuclarimiza uyumlu olarak; kontrol grubunda ¢ok az sayida hiicre AIF ile

isaretlemistir (p < 0.05), (Resim 37 A, 38 A, 39 A).

24. — 48. — T2. saatleri icin verilen SDG gruplarinda ise yine iki boyutlu
ortamdaki hiicrelerle uyumlu olarak kontrol grubuna kiyasla biraz daha fazla sayida
hiicre AIF ile isaretlemistir. Ancak bu boyanma kazpaz-3 teki kadar yogun degildi.(p
< 0.05), (Grafik 10) (Resim 37 B, 38 B, 39 B).
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Grafik 10: Ug Boyutlu Kiiltiirde AIF Ile isaretleme Grafigi
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Resim 37: 24. Saat Kontrol ve SDG Grubu; AIF ile Isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiylitme)

Resim 38: 48. Saat Kontrol ve SDG Grubu; AIF ile Isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)

Resim 39: 72. Saat Kontrol ve SDG Grubu; AIF ile Isaretlenmis Sferoidler, (A: Kontrol
Grubu, B: SDG Grubu, 40x biiyiitme)
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4.12. Gen Ekspresyon Tayini Bulgular:

Iki boyutlu kiiltirde gen ekspresyon tayini bulgularimza gére 24. saatte
kazpaz-3 gen ekspresyonunun olduk¢a arttigi goriilmistiir (Grafik 11). Yine 3
boyutlu kiiltiir ortaminda da monolayer verilerine uygun olarak 24. saatte kazpaz-3

gen eksprasyonu artmistir (Grafik 12).
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Grafik 11: Iki Boyutlu Kiiltiirde 24. Saat Kontrol Gurbu ile SDG Grubunun Kaspaz- 3 Gen
Ekspresyonu
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Grafik 12: Ug Boyutlu Kiiltiirde 24. Saat Kontrol Gurbu ile SDG Grubunun Kaspaz- 3 Gen

Ekspresyonu
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5. TARTISMA

Kolon kanseri gastrointestinal sistemde meydana gelen, kanserin neden
oldugu oliimlerde akciger kanserinden sonra gelen ve etiyolojisi hala net olarak
anlasilamayan kompleks bir kanser tiiriidiir. Ko6tii beslenme, hareketsiz yasam tarzi
ve sigara kullanimi gibi farkli c¢evresel etkenlerle tetiklendigi diigiiniilmektedir.
Beslenme sekliyle yakindan alakali bulunan kolon kanserinin 6zellikle yagli besinler
tilkketme ve tiiketim miktarinin fazlaligiyla paralel oranda arttig1 bilinmektedir. Risk

faktorii olarak bunlarin yani sira genetik etmenler de rol oynamaktadir (72, 73).

Sindirim sisteminde meydana gelen rahatsizliklarin daha ¢ok beslenme
sekillerinden kaynaklandigi bilinmekte ve saglikli, dogal beslenme ile bu
problemlerden uzaklasilabilecegi diisiiniilmektedir. Dogal beslenme anlaminda da
polifenoller olarak bilinen bitkilerde bulunan, bagirsak inflamasyonunda koruyucu
rol oynayan ve renklemede gorevli olan antioksidan 6zellikteki fenol grubu besinler
ve lignan olarak bilinen bitkilerde bulunan fitoostrojen igeren besinler tercih

edilmelidir (36).

Epidemiyolojik ¢alismalar gostermistir ki, vejeteryan beslenme sekline sahip
olan ve lignan iceren bitki yetistiriciligi bakimindan zengin olan iilkelerde yasayan
insanlarin kansere yakalanma riskleri daha azdir. Bu da lignanlarin bir¢ok faydasi
oldugu diisiincesine 6zellikle kanser onleyici oldugu konusuna insanlari daha da

yakinlagtirmigtir (48, 74).

Son yillarda lignanlarin 6nem kazanmasiyla yapilan ¢aligmalarin sayisi da
artmis ve yeni lignanlar bulunmustur. Uzun yillar boyunca, lignanlar arasinda en ¢ok
tizerinde durulanlari memeli lignanlart olan EDL (Entereodiol) ve ENL
(Enterolaktan)‘ye doniisen; matairesinol ve sekoisolarikiresinoldii. Ancak yeni
yapilan c¢alismalar ile memeli lignanlarina doniisecek farkli dnciillerin de oldugu
goriilmiistiir. Matairesinol ve sekoisolarikiresinole ek olarak; syringaresinol,
larikiresinol ve 6zellikle pinoresinol, eklenmis ve memeli lignan 6nciilleri olduklar
bulunmustur. Bunun yani sira artijenin ve 7-hidroksimatairesinoliin de EDL ve
ENL’ye doniistiigli bilinmektedir. Cavdar ekmegiyle yapilan ¢alismada pinoresinol,
larikiresinol ve syringaresinol miktarlarinin sekoisolarikiresinol ve matairesinol

miktarina kiyasla 10-50 kat fazla oldugu bulunmustur (58, 75).
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Keten tohumu ile yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda; yiiksek miktarlarda
keten tohumu tiiketen bireylerin idrar ve plazma Orneklerinde, entereolignan
doniistimiint kanitlayan yiliksek miktararda ENL ve EDL bulunmustur. ENL ve EDL,
lignan tiikketiminin 8-10 saat siirecinden sonra kan dolasiminda gozlemlenmekte,
fakat buna zit olarak diger bazi lignanlar 6rnegin; pinorezinol genelde tiikketimden 1
saat sonra plazma ve idrarda gozlemlenmektedir. Bu durum, bitki lignanlariin insan
viicudunda hizli bir sekilde emildigini ve kullanildigini kanitlamaktadir. Bu
caligmalara ragmen hala, lignanlarin emilme oranlarindaki farklilik ve molekiiler

Olgtimleri ile ilgili ¢alismalar kisitlidir (36).

Lignanlarin etki mekanizmalari ve kullandiklart yolaklar konusunda
bilinmeyen bir¢ok nokta olmasindan dolayr yeni ¢aligmalar daha ¢ok bu yonde
ilerlemektedir (56). Bitkilerden izole edilen lignanlarla yapilan bir ¢alismada da,
lignanlarin bagirsak florasinda metabolize edilerek NF-kB sinyal yolagi ile
antiinflamatuar etki gosterdigi goézlemlenmistir (36). Lignanlarin antimikrobiyal,
antiinflamatuar ve serbest radikallerden temizleyici islevleri, sahip olduklar
fitoostrojenik 6zelliklerine dayandirilmaktadir (22-24). Fitoostrojenlerle 6nceki
yillarda yapilan c¢alismalarda letal fazda fitodstrojenlerin estrodiole doniisiim
oraninda ve uzunlugunda artma oldugu saptanmistir. Bu durumun temel nedenleri
lignanlarin sahip olduklari; Ostrojenik, anti Ostrojenik, anti tliimorojenik ve
antioksidan Ozelliklere dayandirilmistir (48, 76). Epidemiyolojik ¢alismalarda
lignanlarin hormona bagli; meme, prostat gibi birgok kanser tiirlerinde koruyucu etki

gosterdikleri bulunmustur (46, 77).

Keten tohumunun kanserden oOnleyici etkisinin, igerdigi linolenik asit ve
liflerden ziyade lignan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Meme kanserli ratlar
tizerinde, memeli lignanlarindan ENL ile yapilan ¢alismada; ENL’ nin 7,12
dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)- azaltarak kanser hiicrelerinin biiylimesini
engelledigi gozlemlenmistir. Hem ENL, hem EDL ile yapilan in vitro ¢alismalarda
ise yine bu lignanlarin prostat kanseri ve meme kanseri hiicrelerinde de biiylimeyi
engelleyici etki gosterdigi gorlilmiistiir. ENL ve EDL major memeli lignanlari
olmalarmma ve kolonda iiretilmelerine ragmen, kolondaki antikarsinojen etki
mekanizmalari, sinyal yolaklari tam anlamiyla ¢oziilememistir (30, 76, 78). Biz de bu

konudan yola ¢ikarak yaptigimiz c¢alismada SDG  (Sekoiselarikiresinol
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Diglukozid)’nin kolon kanseri hiicre hatt1 iizerinde apopitotik etkisini ve kullandig

yolagi gormeyi amagladik.

Keten tohumundan elde edilen lignan ile ratlar {izerine yapilan ¢aligmalarda
lignanlarla beslenen ratlarda tiimor sayilarinda 6nemli derecede azalma oldugu
gbzlemlenmis ve dahasi bu lignanlarin cinsiyet hormonlari iizerinde ve menstrual
dongiliniin uzunlugunda da etkili olduklar1 farkedilmistir (48). %5’ lik keten
tohumuyla beslenen ratlarda SDG kaynakli olarak ovaryum agirliginda onemli
Olclide azalma ve puberte doneminde gecikme gozlemlenmistir. Bu mekanizmanin
nasil oldugu ve keten tohumunun igerdigi lignanin ne sekilde etki gostererek bu
sonuca sebep oldugu hala net olarak bilinmemektedir. Fakat bazi ¢alismalar bu etkiyi
ligananlarin Gstrojen reseptoriine dogrudan ya da dolayli olarak baglanmasiyla
Ostrojen benzeri ya da antagonisti olarak aktivite gostermesine dayandirmaktadirlar
(8). SDG’ nin ostrojen benzeri etkisi ile ovaryum gelisimini etkiledigi, menopoz
sonrast durumlarda Gstrojenik etki yaptigi, ovaryum agirligini etkiledigi ve puberte
doénemini erteledigi yapilan hayvan deneylerinde de gozlemlenmistir (15). Menopoz
sonras1 donemdeki saglikli bayanlar iizerinde 6 hafta boyunca giinliik 500 mg SDG
verilerek uygulanan bir calismada; endotelyal fonksiyonlarinda herhangi bir etki
gorilmemis ve bu durum doz disiikliigiine dayandirilmistir. Fakat prostat
hiperplazili hastalarda gilinlik 600 mg SDG uygulamasinda {iriner sistem
hastaliklarina ait belirtilerde ve hasta sikayetlerinde Onemli Ol¢liide azalma
gozlemlenmistir (15). Menopozdaki kadinlarla yapilan ¢alismada keten tohumunun
placebo etkisinin arastirllmasinda giinlik 46 mg keten tohumu ile beslenmede
bayanlardaki sicak basmasi gibi durumlarin azalmasinin tamamen psikolojik oldugu
kanitlanmistir. Bunun disinda bayanlarda polikistik over durumunda ise gozle
goriliir 6lgiide koruyucu oldugu, osteoporozu azalttigi ve kanserden koruyucu rol
oynadigr kanitlanan keten tohumunun erkeklerde ise; testesteron dolagimini
azaltabilecegi gorulmistiir (24). Kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin artmasina
davetiye c¢ikaran ve Ostrojen dolasimmin azalmasindan kaynaklanan menopoz
durumunda keten tohumunun iyilestirici etkisi bir¢ok calismayla gosterilmistir.
Keten tohumunda kardiyovaskiiler hastaliklarda iyilestirici rol oynamas: icerdigi
yiiksek orandaki ALA miktarlarina dayandirilmistir (24). Akciger kanseri ilizerine

yapilan ¢alismalarda ise lignan ile beslenen ratlarda kanser hiicreleri azalmistir. Bir
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diger calismada mesane kanseri iizerine keten tohumuyla beslenen ratlarda kanserin
metastaz yapmadigi ve ¢ogalmasinin onlendigi gozlemlenmistir (48). Parasetomal ile
yapilan hayvan deneyinde ise SDG ‘nin karaciger ve bobrek toksisitesinde dnemli
6l¢iide koruyucu oldugu belirtilmistir (79). Calismamizda ise SDG’ nin kolon kanseri
tizerinde koruyucu etkisini bir¢ok ¢alismadan farkli olarak iki boyutlu ve {i¢ boyutlu

kiiltiir ortaminda goézlemlemis bulunmaktay1z.

Ratlar {izerinde; SDG metabolitleriyle, ENL ve EDL ile gerek ayr1 gerekse
beraber denenen ¢alismalar mevcuttur. SDG metabolitleriyle yapilan bir ¢alismada
EDL ve ENL’nin hiicre dongiisiiniin S fazin1 etkileyerek, ¢ogalmay1 engelledikleri,
kanser hiicrelerini azalttiklar1 ve apopitozise neden olduklar1 goriilmiistiir (46). Bir
diger hayvan caligmasinda, C57BL/6 farelerinin giinlik 73 - 293 pumol/kg SDG
beslenmeleriyle melonam hiicrelerinin metastazinda azalma oldugu bulunmustur.
SDG’nin anlamli derecede kandaki iire ve kreatini, bilirubin seviyesini, AST, ALT,
ALP seviyelerini arttirdifi, bunun yani sira karaciger toksisitesini de azalttii
calismalarla tespit edilmistir (72). Biz ise ¢alismamizda kolon kanseri hiicre hatti
tizerinde SDG’yi kullanarak, hiicrelerin ¢ogalma hizina etkisini birgok calismadan

farkli olarak iki- {i¢ boyutlu kiiltiir ortaminda kanitladik.

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda keten tohumu tiiketimi ardindan hem
kanda hem idrarda EDL miktar1 arttig1 gézlemlenmistir. Memeli lignanlar1 olan EDL
ve ENL ne kadar faydali olduguna ilskin birgok ¢alisma mevcuttur ve EDL’e kiyasla
ENL’nin daha etkili oldugu bilinmektedir. Ornegin ENL’nin aramataz enzimini daha
fazla inhibe ettigi, 6zellikle kanser hiicrelerinin biiyiimesinde ve proliferasyonunda
daha fazla kontrol etkisine sahip oldugu diisiiniilmektedir (48). Keten tohumu
tilketiminin menopoz sonrast EDL miktarini, menopoz oncesi ENL miktarini
arttirdigl yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (35). Bu farkliligin  menopozdan
bagimsiz olarak sadece doniisiimde rol alan bakterilerden kaynaklandig: diisiiniilse
de bunu kanitlayacak daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. SDG; kanser hiicrelerinin
biiyiimesini ve ¢ogalmasini engelledigi gibi ENL ve EDL’ye kiyasla bir¢ok farkl
metabolik 0Ozelliklere sahiptir. EDL ve ENL’nin kanserden koruyucu olduklar
bilinmelerine ragmen, tek basina SDG uygulanarak yapilmis ¢ok fazla ¢alisma
yoktur (35, 80). Calismamizda ise tek basmma SDG kullanarak, kolon kanseri

hiicrelerindeki biiylime ve ¢ogalma iizerine etkisini gérmeyi planladik.
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Lignanlarin kanserden onleyici etkilerinin bulunmasimin yani sira, son
donemdeki caligmalarda; lignanlarin ve keten tohumu yaginin tiimor biiylimesini
azalttig1 da belirtilmistir (14, 32). Baz1 ¢alismalar SDG’ nin bu etkisini; lipid, glikoz
seviyelerini, kan basincini, oksidatif stresi ve inflamasyonu diislirmesine
dayandirmaktadir. SDG’ nin 5 a- rediiktazi indirme etkisiyle mesane problemlerini
ve prostatik hiperplazili hastalarindaki semptomlar1 azalttigi yapilan ¢aligmalarda
gozlemlenmistir. SDG’ nin antioksidan 6zelligi ile oksidatif stresi azaltma 6zelligi
bakimindan inflamasyonlarda ve kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu rol
oynadigi bilinmektedir (58). Kardiyovaskiiler hastalik riski tasiyan bireylerde SDG’
nin pozitif etkisinin gézlemlenmesi i¢in 8 hafta boyunca giinliikk en az 500 mg SDG
titketimi gerektigi savunulmaktadir (25). Bunun yanisira birgok ¢alismada hala keten

tohumunun tiiketimi konusunda net bir sonuca ulasilamamistir (33).

Yillarca siiregelen ¢aligmalar sonucunda lignanlarin kanserde o&nleyici
etkileri, sahip olduklar1 antioksidan o&zellikleri ve serbest radikalleri temizleme
islevlerine dayandirilmaktadir. ENL ile yapilan ¢alismalarda, hiicre biiylimesini
dongiiniin faz II detoksifikasyonda enzim aktivitesini azaltarak kanserden onledigi ve
kanserin ¢ogalmasint ve metastazint engelledigi, hiicre go¢iinii baskiladigi,
apopitozisi tetikledigi gosterilmistir (64, 80). Calismamizda keten tohumundan izole
edilen en biyiik lignan kaynagi olan SDG ‘nin apoptozisi tetikledigini (SDG
uygulanan grupta TUNEL, Kazpaz-3 ve AIF pozitif hiicrelerin sayisinda artis
goriilmistiir) ve hiicre proliferasyonunu azalttigin1 (yine deney grubunda BrdU ile
boyanan hiicrelerin sayisinin azaldigir gozlenmistir), bircok ¢alismadan farkli olarak
kullandigimiz immiinohistokimyasal yontemlerle; gerek iki boyutlu gerekse iic

boyutlu sferoid modeller {izerinde gosterdik.

Kolon kanseri epidemiyolojisine iliskin yapilan caligmalarda n-6 ¢oklu
doymamis yag asiti (PUFA) ile beslenmenin kolon kanseri riskini arttirdigi, buna
karsilik zengin n-3 PUFA ile beslenmenin kolon kanseri olma ihtimalini azalltig1
belirtilmistir. n-6 PUFAs kolon karsinoma hiicrelerinin biiylimesini ve metastazini
saglarken, n-3 PUFAs eikosapentaenoik asit ve dokosaheksaenoik asit ise anlaml
derecede azaltma etkisi gostermislerdir (46). Kolon kanserinde yapilan ¢ogu
calismada ENL ve EDL’ nin hiicre biiylimesini, hiicre dongiislinii durdurarak

azalttig1 ve apopitozise yol actigi gozlemlenmistir (81). 1996 yilinda Jenap ve
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arkadaglari, keten tohumunun kolon kanserinde glukuronidaz aktivitesini azaltarak
etkili oldugunu ve bu etkide yagi alinmig ve alinmamis keten tohumlar1 arasinda bir
fark olmadigin1 goézlemlemislerdir (82). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda SW 480
hiicre hattinin sahip oldugu 6zel genetik mutasyondan dolayi, fitokimyasal flovanlara
karsi ¢ok hassas oldugu bilinmektedir (35, 83). SW 480 kolon kanseri hiicre
hatlariyla yapilan c¢aligmalarda, giinlik alinan SDG’ nin metabolize edilmesinden
kaynaklanan farkli etkilerin gozlemlenebilecegi diisiiniilmektedir. SW 480 kolon
kanseri hiicre hatlarina 0 - 200 pumol/L dozlarinda ve 24. — 48. — 72. saatlerinde SDG
uygulanarak, sonucunda kanser hiicre hatlarinda azalma goriilmiis ve bu azalmanin
SDG metabolitleri olan ENLve EDL araciligiyla oldugu kanitlanmistir. Fakat hiicre
canliliginda uygulamadan sonra herhangi bir degisim olmadig1 i¢in hiicre sayisindaki
azalmanin toksisiteden kaynaklanmadig: diisiiniilmiistiic. /n vitro ¢alismalarin
genelinde doz araligi en fazla 200 pmol/L’ ye kadar ¢alisilmis ve etkin doz 40 - 150
umol/L araliginda degismistir. (35, 46, 80). Biz ise ¢alismamiz da SDG’ nin uygun
doz araligini; 24. saat i¢in 100 uM, 48. ve 72. saatleri i¢in 150 uM olarak saptadik.
Bu dozlarda SDG verilen gruplarda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin yavasladigini,

hiicre sayisinin apopitpozun gergeklesmesiyle azaldigini gézlemledik.

Sekoisolarikiresinol diglukozid ile yapilan kanser haricindeki ¢aligmalarda da
SDG’ nin antioksidan 6zelligi ile de saglik acisindan 6nemli bir yere sahip oldugu
goriilmiistiir. Bunun yami sira insan c¢aligmalarinda SDG’ nin kardiyovaskiiler
hastaliklarda; total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, triagilgliseridler ve
glikoz metabolizmasi araciligi ile koruyucu rol oynadigi goriilmiistiir (83). Bir diger
calismada C-reaktif protein araciligi ile insiilin direncinde rol alarak tip II diyabette
de koruyucu oldugu bulunmustur (78). Doza bagli olmaksizin 300 mg ve 600 mg
SDG verilmis deney hayvanlariyla yapilan bir ¢aligmada ise her iki grupta da plazma
kolestrol ve glikoz diizeylerinin, total LDL’ nin azaldig1 gézlemlenmistir. Tiim bu
caligmalara ragmen SDG’ nin c¢alisma mekanizmasi i¢in kesin bilgilere
ulagilamamustir (43). Hipertansyon hastaliklarinda keten tohumundan ¢ok keten yagi
ile daha fazla ¢alisma yapilmasina ragmen; keten tohumunun omega-3 yag asit
alimin1 arttirarak kan basincini azaltip tansiyonu diisiirdiigiinii kanitlayan birkag

¢alisma mevcuttur (78, 84).
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Lignanlarin hangi mekanizma ile koruyucu rol oynadiklar1 hala bilinmeyen
kisimdir. Memeli lignanlarinin emilimi genelde zayif olmakla birlikte idrarda ve
plazmadaki lignan miktarlar: da ¢ok diisiiktiir. Ancak lignan igerigi yiiksek besinlerle
beslenerek plazmadaki lignan miktarlar1 arttirilabilir. Kolon i¢inde bulunan yiiksek
miktardaki lignanlarin 6nemi tanimlanmamis olmasina ragmen, disardan alinan
besinler aracilig1 ile EDL-ENL o6nciilii olan SDG’nin kolondaki mukozal hiicreleri
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (73). Ozellikle kanser hastaliklarinda koruyucu
etkisi oldugu diisiiniilen SDG’nin farkl etkilerini 6grenmeye yonelik caligmalar hala
devam etmektedir. Yapilan ¢ogu ¢alisma tiimor modeli daha net gozlenebilindigi igin
ratlar lizerine yogunlagsmistir. Calismamizda ise diger ¢alismalardan farkli olarak
kanser modeline daha yakin olan sfreoid modeller olusturarak, olusan sferoid

modeller tizerinde SDG’nin etkisini inceledik. Bu agidan ¢alismamiz bir ilktir.

Calismamizda SW 480 kolon kanseri hiicre hattinda SDG ekstrakt: ile iki
boyutlu (lamelli ekim) ve ti¢ boyutlu (sferoid model) kiiltiir ortaminda ¢alisarak; hem
olusan sferoid modeller tizerinde hem de lamelli ekimde; BrdU, TUNEL, Kaspaz-3,
AIF ile immiinohistokimyasal isaretlemeler ve gen ekspresyonu yontemleri kullanip;

apopitoz ve prolifere olan hiicrelerin varligin1 gosterdik.

Keten tohumu ile kolon kanseri iizerine yapilan bir¢cok caligmada kanserin
yavas gelistigi gozlemlenmistir. Keten tohumunun olugsmus meme kanser tiimorlerine
daha etkili olmasina karsilik SDG' nin gelisme asamasindaki tiimorler iizerinde
inhibe edici etkisi oldugu yapilan caligmalarda bulunmustur. Keten tohumunun
antitimor etkisi lizerine SDG’nin yani sira igerdigi klorejinik, gallik, 4-hidroksi
benzoik ve ferulik asitin de etkisi vardir. Bilindigi gibi bu fenolik maddeler kanser
olusumunda etkili ajanlar1 inhibe etmektedirler (29, 46, 80, 85). 10 - 100 uM doz
araliginda lignanlarla yapilan in vitro c¢aligmada lignanlarin; linoleik asit

peroksidasyonunu azaltarak kanserden korumada etkili oldugu bulunmustur (15).

Keten tohumun saglik acisindan faydali oldugunu kanitlar durumda
caligmalar olmasina ragmen, doz konusundaki siipheler keten tohumunun kismen de
olsa zararl olabilecegini diisiindiirmektedir. Keten tohumundaki besinsel bilesenlerin
olas1 negatif etkisi yiiksek miktardaki ¢coklu doymamis yag asidi miktari ile ilgilidir.

Cok sayidaki ¢ift baglar bu yag asitlerini oksidasyon ve serbest yag asidi olusumuna

66



uygun hale getirmektedir. Bu nedenle uzun siire diyetle alinan yiiksek miktarda keten
tohumu oksidatif stresi artirabilir ve antioksidan bilesiklerin azalmasina neden
olabilir. Keten tohumunda bulunan fitik asit, ¢inko ve kalsiyum gibi pozitif yiikli
minerallere baglanarak bu minerallerin yetersizligine neden olabilmekte ve kemik
gelisimini etkileyebilmektedir. Keten tohumunda anti-besinsel bilesiklerden biri olan
ve B6 vitaminine baglandigi bilinen linatin’in saglik {izerine olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Bu nedenle keten tohumunun diyetle fazla miktarda alinmasi1 B6
vitamin eksikligine ve sonugta da homosistein ve bobrek yetmezliginin artmasina
neden olabilmektedir. Keten tohumunun pisirilmeden tiiketimi hayvan ve insanlar
icin fazla miktarda alindiginda toksik olabilecek bir bilesik olan siyanojenik
glukosidlerin (HCN) tiretimine neden olabilir (44-47). Yapmis oldugumuz ¢alismada
hiicre hatlar1 kullandigimiz i¢in SDG’nin tiiketilmesi gereken zaman uzunlugu ve
zararli etkisi hakkinda ¢ok net sonuglar elde etme imkanimiz olmasa da doz
araligimmin 150 umol/L den fazla oldugu durumlarda toksik olabilme ihtimali
diistincesindeyiz. SDG ile yapilan ¢alismalarin genelinde herhangi bir yan etkinin
olustugu belirtilmezken hamile ratlar {izerinde yapilan baz1 ¢alismalarda ise SDG’
nin etkili olmadigi ve yeni dogan yavrularda da higbir etkinin olmadigi
gozlemlenmistir. Buna ragmen keten tohumunun zararli olduguna dair higbir kanit
olmadig1 i¢in insanlarin kullaniminda herhangi bir sikinti olmadig1 fakat hamile

bayanlarin tiiketim miktarlarina dikkat etmeleri gerektigi diisiiniilmektedir (61).

Hiicre kiiltiirii ve hayvan modeli ¢aligmalarinda, keten tohumunun kolon
karsinoma olusumunu azaltabildigi goriilmiis ve bu etki sahip oldugu yiiksek dozdaki
liflere, lignanlara, yag asitlerine dayandirilmistir (61). Bu ¢aligsmalara ragmen hala
koruyucu etkinin kaynagi net bir sekilde bilinememekte, yolaklar konusunda soru
isaretleri bulunmaktadir. Keten tohumunun dozuna bagli olarak kolon kanserinde
koruyucu rol oynayan; p53, p21, rb, bax ve kaspaz - 3 gibi genlerin ekspresyonunun
azalip azalmayacag@i konusunda yani keten tohumu miktarina bagh olarak kanserin
Onlenip Onlenmeyecegi konusunda c¢alismalar hala devam etmektedir (31).
Calisgmamizda SDG’ nin apopitoz 1ile hiicre Olimiini gergeklestirdigini
gozlemledikten sonra, bu etkiyi hangi yolaklar1 kullanarak sagladigin1 gérmek igin

iki, tli¢ boyutlu kiiltiir ve gen ekspresyon tayinlerini kullandik ve sonug¢ olarak
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SDG’nin apoptitozu daha ¢ok kaspaz yolagimi kullanarak gerceklestirdigini
gozlemledik.

Calismamizda yaptigimiz tiim aragtirmalar hem iki boyutlu (monolayer hiicre
kiltirii)) hem 1ii¢ boyutlu kiiltir (multiselliiller sferoid model) ortaminda
gerceklestirilmis hem de gen ekspresyon yontemleri uygulanmis ve tim bu
yontemler arasindaki sonuglar karsilastirilmistir. SDG’nin kolon kanseri hiicre hatti
tizerine etkisinin ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda (in vivo uyumlu ve in vivo mikrogevre
Ozelliklerini saglayan en iyi in vitro model olarak kullanilan multiseliiler sferoidler)
calisilmasi ile ilgili literatiirde herhangi bir calisma mevcut degildir. Bu agidan

arastirmamiz bir ilk olmaktadir.

Iki boyutlu lamelli ekim ¢alismasinda hiicre ekiminden sonra kontrol ve
deney grubu seklinde gruplandirma yaparak deney grubuna belirli doz araliklarinda
SDG verdik. Proliferasyon etkisinin gosterimi i¢in BrdU boyamasi uyguladik.
Apoptotik etki igcin TUNEL boyama yontemi, hangi yolak {izerinden gergeklestigini
gormek ic¢in ise kaspaz - 3, AIF boyama yontemi uyguladik. BrdU ile yapilan
immiinohistokimyasal boyamada SDG grubunda isaretleme indeksinde, kontrol
grubu isaretlenme indeksine oranla istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlemledik (p < 0.05). Kontrol grubuna kiyasla SDG verilen hiicrelerde TUNEL,
kaspaz - 3, AIF ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda her {i¢ saat
araliginda da (24.- 48.-72.) ¢ok sayida hiicre TUNEL, Kaspaz-3 ve AIF ile boyand:
(p <0.05). Kaspaz - 3 ile AIF boyamalar1 karsilastirdigimizda kaspaz - 3 ile ¢ok daha
fazla sayida hiicrenin pozitif olarak boyandigint goérdiik ve bu sonug¢ bize

apopitozisin kaspaz yolagi ile gerceklestigi diisiincesine yakinlastirdi.

Uc boyutlu kiiltiir ¢alismalarinda sferoidler olustuktan sonra iki boyutlu
lamelli ekimde oldugu gibi ayn1 amag ile sirasiyla BrdU, TUNEL, Kaspaz - 3, AIF
boyamalar1 yaparak sonuglar1 iki boyutlu sonuglarla karsilastirdik. iki boyutlu kiiltiir
ortamindaki hiicrelerin boyanmasina kiyasla sferoidlerin kenar kismindaki hiicrelerde
daha fazla boyanma gozlemledik. Bu sonug bize viicuttaki tlimorlere benzer sekilde
sferoidlerde de perifer kisimdaki hiicrelerin daha ¢abuk o6ldigii, orta kismindaki
hiicrelerin daha fazla oksijen ve daha fazla beslenmeden dolay1 ge¢ 6ldiigii ihtimalini

distindiirdii. BrdU ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda ise
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isaretlenmis sentez fazindaki hiicreleri sayip, yiizdelerini alarak BrdU isaretlenme
indeksini hesapladik. Yapilan degerlendirmeye gore sferoidlere uygulanan SDG
grubunda; isaretleme indeksinde, kontrol grubu isaretlenme indeksine oranla
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildi (p < 0.05). Kontrol grubuna kiyasla
SDG verilen sferoidlerde TUNEL, Kaspaz - 3, AIF ile yapilan immiinohistokimyasal
boyama sonucunda her {i¢ saat araliginda da (24. — 48. - 72.) ¢ok sayida hiicrenin
TUNEL, Kaspaz - 3 ve AIF ile boyandigimi gézlemledik (p < 0.05). Sferoidlerde
gordiigiimiiz bu sonuglarla iki boyutlu sonuglar arasinda paralellik oldugunu tespit
ettik. Kaspaz - 3 ile AIF boyamalarini karsilastirildigimizda ise yine lamelli ekimde
elde ettigimiz sonuclarla ayni dogrultuda kaspaz - 3 ile ¢ok daha fazla sayida

hiicrenin pozitif olarak boyandigini gézlemledik (p < 0.05).

Klinik ve laboratuvar ¢aligsmalar1 da; keten tohumun lignanlarindan SDG’ nin
sahip oldugu sayisiz biyolojik Ozellikleriyle essiz ve kullanighh oldugunu
kanitlamistir. Yeni yapilacak ¢alsmalarda SDG’ nin oksidatif strese karsi koruyucu
etki gosterdiginin ve Ozellikle sinyal yolaklarinin belirtilmesine ihtiya¢ vardir.
Calismalar laboratuvar ve hayvan deneylerinin yani sira insan c¢alismalariyla da
desteklenmelidir (15). Arastirmacilar omega-3 yag asidi igeren keten tohumunun
belirli enfeksiyon hastaliklarinda, iilser, migren, bas agrisi, besin zehirlenmeleri hatta
panik atak durumlarinda bile koruyucu olup olmadigma yoénelik calismalar da
yapmaktadirlar (24). Bunun yani sira tiikketilen keten tohumu miktarmin da ortaya
cikacak etkide onemli rol oynadigi bilinmekte ve standard olarak tiiketilecek keten

tohumu miktarina yonelik daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir (48).

Calismamizin gen ekspresyon verilerine gore Ozellikle 24. saatte kaspaz-3
gen ekspresyonunun olduk¢a fazla oldugu goriildi (p<0.05). Bu durum
immunohistokimyasal bulgularimizi da desteklemektedir. Elde ettigimiz tiim
sonuglar esliginde gerek iki boyutlu gerekse ii¢ boyutlu kiiltiir sonuglarimiz SDG’nin
SW 480 kolon kanseri hiicre hatt1 iizerindeki apopitotik etkisini kaspaz yolagi

tizerinden gerceklestirdigini gdstermektedir.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda SDG ile yapilmis ¢ok sayida in vivo ve in
vitro ¢alisma mevcuttur, fakat higbirinde immiinohistokimyasal analiz ve {i¢ boyutlu

kiiltiir eldesi yapilmamustir. Ug boyutlu sferoid model viicuttaki tiimor yapisin daha
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iyi gosterdiginden dolayr ¢aligmamizin in vitro ortamda yapilan kolon kanseri

calismalarina destek olacagi diisiincesindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Kanser, erken tan1 ve tedavi edilmedigi takdirde ¢ogunlukla 6liime yol acan
ciddi bir saglik sorunudur. Ozellikle gelismis iilkelerdeki dliimlerin % 25 ini kanser
olusturmakta ve tiim 6liim nedenleri arasinda iskemik kalp hastaligindan sonra ikinci
sirada bulunmaktadir. Kolon kanseri gelismis bat1 iilkelerinde kadinda ve erkekte
liclincii en sik goriilen kanserdir. Son yillarda tarama testleri sayesinde erken tani ve

daha i1yi tedavi olanaklar1 kolon kanserinden mortaliteyi azaltmistir.

Modern hayat bigimi ve yanlis beslenme kanda yiiksek lipid ve kolesterol
seviyesi, yiiksek tansiyon, sismanlik, kalp ve sinir sistemi hastaliklarina neden
olmakta ve kansere davetiye ¢ikarmaktadir. Kanser tedavisinde bir¢ok kemoterapi
yontemi, ilaglar ve cerrahi miidahaleler kullanilmakta, fakat heniiz beklenilen oranda
tedaviye cevap alinamamaktadir. Bu nedenle geleneksel tedavilerde kullanilan
bitkisel veya diger dogal kaynakli {iriinlerin bilimsel tedavilerin yaninda kullanilisi

hakkinda yogun olarak ¢alismalar yapilmaktadir.

Sentetik antioksidanlarin  insan sagligi acgisindan potansiyel toksik
olabileceginin varsayimi, 6zellikle giiniimiizde tiiketici tercihlerini dogal tarimsal
tiriinlere yoneltmis ve islenmis gidalarda da saglik, kalite ve giivenlik arayislarini 6n
plana c¢ikarmistir. Keten tohumu sahip oldugu biyoaktif fonksiyonlardan;
antioksidan, antimikrobiyal ve anti-kanser 6zelliklerden dolay1 son yillarda daha ¢ok

tercih edilen dogal {irlinlerden olmustur.

Calismamizda keten tohumunun kanserden koruyucu ozelligini g6z oniinde
bulundurarak SW 480 kolon kanseri hiicre hatlar1 lizerine etkisini iki ve {i¢ boyutlu
kiiltiir ortamlarinda arastirdik. Keten tohumunun kanser hiicre hatt1 iizerindeki
apoptotik etkisini, hem immiinohistokimyasal isaretlemelerle hem de gen ekspresyon
yontemleriyle gosterdik. Daha once yapilmis calismalardan farkli olarak, SDG’nin
apopitotik etkisini viicuttaki timor yapisini en iyi yansitan sferoid model {izerinde

kanitladik. Bu agidan ¢alismamiz bir ilki olusturmaktadir.

Sonug olarak keten tohumunun kolon kanseri hiicre hattindaki apoptotik
etkisini, hem monolayer hem de sferoid modellerde gostererek kanserde etkili

olabildigini daha somut bir sekilde gostermis bulunmaktayiz. Bundan sonra
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yapilacak caligmalarda SDG’nin apopitotik yolaklarinda hangi genlerin eksprese
olmasina neden oldugunun daha detayli arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz,
calismamizin bu anlamda, planlanacak hiicre kiiltiirii deneylerine kaynak

olusturacagina ve 151k tutacagina inanmaktayiz.
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7.0ZET

Linum Usitatissimum Bitkisinden Elde Edilen Sekoisolarikiresinol

Diglukosid Maddesinin Kolon Kanseri Hiicre Hatlar1 Uzerine Etkisi

Kolorektal kanser, goriilme sikligi bakimindan tiim kanser tiirleri arasinda
meme, prostat ve akciger kanserlerinden sonra 4. sirada yer almaktadir. Kolon
kanseri nedenleri arasinda, kalitim, c¢evresel, beslenme kaynakli, radyasyon,
adenometandz polip, inflamatuar bagirsak hastaligi, kolonda daha 6nceden karsinom

varligi gibi durumlar bulunmaktadir.

Keten tohumu (Linum usitatissimum), 30- 100 cm boyunda, mavi ¢igekli ve
tek yillik bir kiltiir bitkisidir. Giiniimiizde bitkisel iirlinlere dayali beslenmenin
kronik hastalik, 6zellikle kanser riskini azaltabildigine dair ¢ok sayida in vivo - in
vitro ve klinik deneme verileri vardir. Keten tohumu bu agidan incelendiginde, o-
linolenik asit ve iyi kaliteli protein bakimindan zengin olmasinin yani sira, flavonoid,

lignan ve fenolik asitler gibi fitokimyasallarin da dogal kaynagi durumundadir.

Keten tohumu memeli lignan 6n maddesi olan sekoisolarikiresinol diglikozit
(SDG) agisindan en zengin kaynaktir (0.2-3.7 mg/g tohum). Keten tohumunda
bulunan SDG lignan sadece anti-kanser ve anti-oksidan 6zellige sahip degil, antiviral

antibakteriyal ve antifungal 6zellige de sahiptir.

Calismamizda keten tohumunda bulunan sekoisolarikiresinol diglukozitin
anti- kanser ozelligi goz Oniine alinarak, kolon kanseri hiicre hatlari iizerinde,
apoptotik etkilerini iki boyutlu, ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda ve gen ekspresyon
diizeyinde incelemeyi planladik. DSMZ’ den sagladigimiz CCL-228-SW 480 kolon
karsinoma hiicre hatlar1 iizerine, in vitro ortamda SDG uygulayarak etkisini;
proliferasyon, canlilik ve tutunma deneyi, imiinohistokimyasal olarak aktif Kaspaz —
3 ve AIF tayini, Bromodeoksiiiridin (BrdU) isaretleme indeksi, TUNEL, RT PCR ile
kaspaz - 3 mRNA ekspresyon diizeylerinin saptanmasi metodlarini kullanarak
belirledik.

Calismamizin sonunda kolon kanseri hiicre hattina etkin dozlarda (etkin
dozlar: 24. — 48. — 72. saatleri i¢in sirsiyla 100 pM — 150 uM — 150 uM) verilen

SDG’nin, hiicre prolifresyonunu azalttig1, apopitotik hiicre sayisini arttirdigi hem iki
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boyutlu, hem {i¢ boyutlu kiiltir ortaminda, hem de gen ekspresyon diizeyinde
gostermis bulunmaktayiz. SDG’nin SW 480 kolon kanseri iizerine apopitotik etkisi
daha 6nce sferoid modelde gosterilmemistir, bu agidan ¢alismamiz bir ilktir. Bunun
yani sira bizler elde ettigimiz iki ve ti¢ boyutlu kiiltiir sonuglarimizin daha sonra

yapilacak SDG ve kanser ¢alismalarina 151k tutacagi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Linum Usitatissimum, kolon, karsinoma, in-vitro
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ABSTRACT

Effect Of Diglukosid Sekoisolarikiresinol Obtained From Plant Of Linum

usitatissimum On Colon Cancer Cell Lines

The incidence of colorectal carcinoma is ranked 4th after breast, prostate and
lung carcinomas. Most of colon tumors are consisted of adenocarcinomas. Etiology
of column carcinomas includes heredity, nutrition, radiation, adenomatous polypes,

inflammatory bowel disease and earlier colon carcinomas.

Linum Usitatissimum is a 30-100 cm in length and blue flowered annual
cultivated plant. There are so many in vivo, in vitro and clinical research results
proving herbal nutrition can reduce the incidence of chronic diseases and the risk of
cancer. Linum Usitatissimum contains so much good quality protein and a. - linolenic
acid and also it is the natural source of flavonoids, lignin and fenolic acid. It is also
the main source of sekoisolarikiresinol diglukocid (SDG) — the precursor of mammal
lignin- (0.2-3.7 mg/g). Beside anti-carcinogenic and anti-oxidant properties the
sekoisolarikiresinol diglukocid of Linum Usitatissimum have also antiviral,

antibacterial and antifungal properties.

We planed to investigate the apoptotic effects of sekoisolarikiresinol
diglikozit which is the extract of Linum Usitatissimum on the human colon
carcinoma cell lines CCL-228-SW 480 in both two and three dimensional culture
conditions. In this context we planned to investigate cell proliferation, vitality and
adhesion by immunohistochemically determination of active caspase-3 and AlF,
bromodeoxyuridine (BrdU) labeling index, determination of expression levels of
caspase-3 and AIF mRNAs with RT-PCR and TUNEL method by using the plant
extract to the cell line CCL228-SW 480 provided from DMSZ in vitro conditions.

We proved that the extract of Linum Usitatissimum causes apoptosis on
effective dose (effective doses: 100 uM — 150 uM — 150 uM for 24. — 48. — 72.
hours) with BrdU, Tunnel, Caspas-3, AIF and mRNA on cells of human colon
carcinoma cell lines. Because of two and three dimensional culture our study is more
comprehensive than other studies. And three dimesional culture is closer to cancer

forms. It’s clearly understood that Linum Usitatissimum’s extract, SDG, is beneficial
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for many of cancers especially colon cancer. We think that our two and three
dimensional studies are helful for further cancer studies. A new treatment alternative

for colon carcinoma will be improved. Also, it will be beneficial for both patients
health and treatment costs.

Keywords: Linum Usitatissimum, colon, carcinoma, in-vitro
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