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KISALTMA, SĠMGE ve FORMÜLLER DĠZĠNĠ 
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1. ÖZET 

Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in Farklı Kolorektal Kanser Hücre Hatları 

Üzerindeki Apoptotik Etkileri ve Survivin Ekspresyonundaki DeğiĢimler 

Günümüzde yaygın kanser türlerinden biri olan kolorektal kanserde, 

kemoterapötiklere karĢı geliĢen direnç ve kemoterapötiklerin sağlıklı hücreler için 

toksik olması bu kanserlerin tedavisinde karĢılaĢılan en önemli sorunların baĢında 

gelmektedir. Tezin amacı; kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in, farklı kolorektal kanser 

hücre hatları üzerindeki apoptotik etkilerinin ve bir anti apoptotik protein olan survivin 

ekspresyonu üzerindeki etkilerinin incelenmesidir. Bu bağlamda; farklı kolorektal 

kanser hücre hatları ve normal kolorektal hücre hattı kullanılarak, CAPE’in hücreler 

üzerindeki anti tümöral etkileri araĢtırıldı. Bu amaçla, CAPE ile bir kemoterapötik ajan 

olan 5-Fluorourasil (5-FU), hücrelere ayrı ayrı ve birlikte muamele edilerek 

oluĢturdukları etki hücre canlılık analizleri yapılarak incelendi. CAPE’in canlılığı doza 

bağlı olarak RKO, HCT-116 ve DLD-1 hücre hatlarında anlamlı oranlarda azalttığı 

gösterildi. Bununla birlikte; CAPE ve 5-FU’nun birlikte kullanılmasının, tek baĢlarına 

kullanılmalarına kıyasla hücre canlılıkları üzerinde anlamlı bir fark oluĢturmadıkları 

gözlendi. CAPE muamelesinin hücre morfolojisi üzerinde oluĢturduğu apoptoza özgü 

değiĢimler akridin oranj/etidyum bromür boyama tekniği kullanılarak tespit edildi. Flow 

sitometri çalıĢmaları ile CAPE muamelesinin; RKO, HCT-116 ve DLD-1 hücre 

hatlarında apoptotik hücre yüzdesini ve kaspaz-3 aktivasyonunu artırdığı gözlendi. 

Ayrıca bütün hücre hatlarında CAPE muamelesinin, survivin ekspresyonu ve p53 

proteininin Ser-46 ve Ser-15 rezidüleri üzerinden fosforilasyonuna etkisi western blot 

yöntemiyle incelendi ve her hücre hattında farklı sonuçlar elde edildi. Survivinin 

mRNA düzeyindeki ekspresyon analizleri kantitatif real time PCR (qRT-PCR) ile 

araĢtırıldığında, CAPE’in yalnızca DLD-1 ve RKO hücre hatlarında ekspresyonu 

anlamlı derecede azalttığı gözlendi. 

Anahtar Sözcükler: Antikarsinojenik ajan, apoptoz, apoptoz inhibitör proteinleri, 

flow sitometri, ilaç direnci  
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2. SUMMARY 

Apoptotic Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) on Different Colorectal 

Cancer Cell Lines and Alterations in the Expression of Survivin 

Colorectal cancer is one of the most common cancer type. The resistance to 

chemotherapeutics which are used in the treatment of colorectal cancer constitutes an 

obstacle for the treatment of the disease. These chemotherapeutics also have toxic 

effects on healthy cells. In this thesis, it was aimed to investigate the apoptotic effects of 

caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on different colorectal cancer cell lines and the 

alterations in the expression of anti apoptotic protein survivin. In this connection, it was 

analyzed the anti tumoral effects of CAPE on different colorectal cancer cell lines and 

healthy colorectal cancer line. Cell lines were treated with CAPE, a chemotherapeutic 

agent 5-fluorourasil (5-FU) and CAPE in combination with 5-FU. Their effects on 

different cell lines were invesitgated by cell viability tests. It was demonstrated that 

CAPE decreased cell viability of RKO, HCT-116 and DLD-1 cancer cell lines in a dose 

dependent manner. Morphological differences of cells after CAPE treatment were 

observed by acridine orange/ethidium bromide staining method. Apoptotic cell 

percentage and active caspase-3 alterations of the cells were observed by flow 

cytometric analysis. According to these analysis, CAPE increased apoptotic cell 

percentage and active caspase-3 level in RKO, HCT-116 and DLD-1 cell lines. The 

alterations of survivin, phospho p53-Ser46 and phospho p53-Ser15 protein levels were 

analyzed by western blot method. It was observed that CAPE caused different effects in 

survivin, phospho p53-Ser46 and phospho p53-Ser15 protein levels on different cell 

lines. The alterations of mRNA expression levels of survivin in different cell lines were 

analyzed by quantitative real time PCR method. It was shown that mRNA expression of 

survivin decreased in DLD-1 and RKO cell lines after CAPE treatment. 

Key words: Anticarcinogenic agents, apoptosis, apoptosis inhibitör proteins, flow 

cytometry, drug resistance  
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3. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Kolorektal kanser, genetik ve çevresel pek çok faktöre bağlı olarak geliĢebilen ve 

günümüzde en sık teĢhis edilen kanser türlerinden biridir. Pek çok kanser türünde 

olduğu gibi kolorektal kanserde de etkin tedavi hala mümkün olmamaktadır. Cerrahi 

müdahale ve kemoterapi ile hastalığın agresif progresyonunun belirli bir ölçüde 

baskılanması sağlansa da, bu tedaviler hastanın yaĢam kalitesini düĢürmekte, ayrıca 

ilerleyen yıllarda hastalığın nüksetmesi kaçınılmaz olmakta ve neredeyse tüm hastalarda 

bu tedavilere karĢı direnç geliĢmektedir. Kolorektal kanserde relaps ve metastaz 

oranının yüksek oluĢu ve tedavide kullanılan 5-FU gibi kemoterapötiklere karĢı geliĢen 

direnç, hastalığın tedavi edilmesinde engel oluĢturmaktadır.  

Etkili bir kanser tedavisinde, seçici olarak kanser hücrelerini hedefleyecek ve 

kanser hücrelerinin kemoterapiye hassasiyetlerini artıracak bir ajana ihtiyaç 

duyulmaktadır (1-3). Dolayısıyla sağlıklı hücrelere zarar vermeden kanser hücrelerini 

öldürebilecek bir ajan kullanılarak, kanserde direnç ile iliĢkilendirilmiĢ proteinleri 

hedeflemek alternatif tedavi yaklaĢımlarının geliĢtirilmesi açısından önemli olacaktır. 

CAPE’in tümör hücrelerinde seçici olarak, kontrolsüz ve klonal çoğalmanın 

baskılanması, hücre ölümünün indüklenmesi gibi pek çok anti tümöral etkisi yapılan 

çalıĢmalarla belirlenmiĢtir (4, 5). Bu bulgular CAPE’in alternatif bir ajan olarak kanser 

tedavisinde kullanılabileceği fikrini uyandırmıĢtır.  

Bu noktadan yola çıkılarak gerçekleĢtirilen çalıĢmamızda, kolorektal kanser hücre 

hatlarının hem CAPE ile hem de CAPE’in tedavide sıklıkla kullanılan bir kemoterapötik 

ajan olan 5-FU ile birlikte muamelesiyle (CAPE/5-FU) hücreler üzerinde oluĢturacağı 

anti tümöral etkilerin incelenmesi ve survivin ekspresyonu üzerindeki etkisinin 

araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda öncelikle; 5-FU’nun, CAPE’in ve CAPE/5-FU’nun hücre canlılığı 

üzerine etkileri incelenmiĢtir. CAPE muamelesinin ardından, hücrelerde oluĢan 

morfolojik değiĢimler mikroskobik olarak analiz edilmiĢtir. Flow sitometrik çalıĢmalar 

ile apoptotik hücre popülasyonları belirlenmiĢ ve aktif kaspaz-3 değiĢimleri 

incelenmiĢtir. CAPE muamelesinin survivin ekspresyonu ve p53 proteininin Ser-46 ve 

Ser-15 rezidüleri üzerinden fosforilasyonuna etkisi incelenmiĢtir. Ayrıca CAPE 

muamelesi sonrası survivin gen ekspresyonu seviyesindeki değiĢimler analiz edilmiĢtir.  
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4. GENEL BĠLGĠLER 

4.1. Kanser 

Kanser, büyüme ve farklılaĢmayı sağlayan hücresel mekanizmalardaki kontrol 

kaybı sonucu vücut hücrelerin kontrolsüz çoğalmaları ile karakterize olan hastalıklar 

grubudur. Meydana gelen mutasyonlar sonucu, hücre döngüsü kontrol mekanizmalarına 

yakalanmayan hasarlı hücreler, apoptotik mekanizmalar ile ölmeyerek bölünmeye 

devam ederler ve tümöral kitleleri oluĢtururlar (6). 

Ġçerisinde pek çok risk faktörü barındıran ve hücresel mekanizmalarda 

fonksiyonel anlamda hasarlar görülmesine neden olan kanser, kompleks bir hastalık 

olarak tanımlanmaktadır. Kanser geliĢimi, pek çok farklı dokuya ait vücut hücrelerinde 

görülebilmektedir. Somatik mutasyonlar kanser geliĢimindeki en önemli faktörlerden 

biridir. Farklı hücresel süreçler, meydana gelen bu mutasyonlardan etkilenmektedir. Bu 

nedenle kanserli hücrelerde, hücresel sistem genel anlamda zarar görmektedir (7). 

4.1.1 Kolorektal Kanser 

Kolorektal kanser, ailesel veya spontan olarak geliĢebilen kalın bağırsak ve 

rektumun adenokarsinom türü kanseridir. Kolorektal kanser hücreleri, kolon 

mukozasında bulunan epitel hücrelerden köken alır. Mukozal yüzeyde gerçekleĢen 

apoptotik mekanizmalar ile ölen bu hücreler besinlerle alınan kimyasallar, bakteriler ve 

bunların ürettiği kimyasal faktörler gibi etkenler sonucu kanserleĢmektedir (8). 

4.1.1.1. Ġnsidans ve Epidemiyoloji 

Günümüz verilerine göre her yıl yaklaĢık 1 000 000 kiĢiye kolorektal kanser tanısı 

koyulmakla beraber; tanı koyulan hastaların yaklaĢık %50 mortalite göstermesi, 

kolorektal kanseri kadınlarda ve erkeklerde en çok tanı koyulan üçüncü kanser türü ve 

en çok ölüme sebebiyet veren dördüncü kanser türü yapmaktadır (9, 10). 

Kolorektal kanserin yıllık insidansı ortalama olarak 27.44/100 000’dür. Bu oran 

kadınlarda 29.8 iken erkeklerde 25.49 olarak gözlenmektedir. Etnik köken ve ırk göz 

önüne alınarak yapılan istatistiklerde ise kolorektal kanser insidansı beyaz ırkta 

42.4/100 000, siyah ırkta 52.3/100 000’dür. En yüksek insidanslar Kuzey Amerika, 

Avustralya, Yeni Zelanda, Kuzey ve Batı Avrupa’da iken, Asya ve Afrika’da düĢük 

oranlar görülmektedir (11). Genellikle ileri yaĢlarda ortaya çıkan kolorektal kanserde; 
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tanı koyulduktan sonra hastaların yaklaĢık 5 yıl sağ kalım olasılığı, hastaların yaĢına ve 

hastalığın evresine göre değiĢiklik göstermekle birlikte ortalama %65.3 oranındadır. 

4.1.1.2 Etiyoloji 

Kolorektal kanser etiyolojik açıdan incelendiğinde, moleküler değiĢikliklerden 

çevresel faktörlere kadar uzanan çok sayıda risk faktörü içeren bir hastalık olarak 

tanımlanmaktadır (12). Kolorektal kanserdeki bilinen risk faktörlerinin baĢlıcaları; 

bağırsak polipleri, ileri yaĢ, beslenme ve egzersiz alıĢkanlıkları, sigara ve alkol 

tüketimidir. Aile içerisinde kolorektal kanser tanısı koyulmuĢ akrabalar varsa, yeni tanı 

için risk artmaktadır. Bu nedenle kolorektal kanserde aile hikayesi önemlidir. Ayrıca 

moleküler düzeyde kompleks germinal ya da somatik mutasyonların bu hastalıktaki rolü 

yadsınamayacak düzeydedir (13). 

4.2. Apoptoz Ġnhibitör Protein Ailesi (IAP) 

Apoptoz Ġnhibitör Protein Ailesi üyeleri, 70 amino asitlik Baculovirüs IAP tekrarı 

(BIR) içeren ve yapısında bu tekrarları bir ile üç kopya arasında bulunduran proteinleri 

oluĢturmaktadır. IAP ailesi üyelerinin sahip olduğu BIR domaini sayısı değiĢken 

olmakla birlikte bu domain bahsedilen bütün proteinlerin amino terminalinde 

bulunmaktadır. Ġlk kez 1993 yılında, viral enfeksiyon sırasında konağın ölüm yanıtına 

engel olabilmeleri ile Baculovirüs genomunda tanımlanmıĢlardır (14, 15). 

Memelilerde sekiz farklı apoptoz inhibitör proteini bulunmakta ve bu proteinler 

hücre ölümü, immunite, inflamasyon, hücre döngüsü ve migrasyon gibi farklı süreçlerde 

rol almaktadır. (Tablo 1). 
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Tablo 1. Memelilerde apoptoz inhibitör protein ailesi üyeleri 

Protein Ġsim 
Eksprese Edildiği 

Doku/Yapı 

XIAP/ILP-1/MIHA/BIRC4 XIAP Birçok insan dokusu 

c-IAP1/hIAP1/MIHB/BIRC2 Hücresel IAP 1 

Birçok insan dokusu, 

YetiĢkinlerde timüs, testis 

ve overde yüksek eksprese 

c-IAP2/hIAP2/MIHC/BIRC3 Hücresel IAP 2 

Birçok insan dokusu, 

YetiĢkinlerde dalak ve 

timusta yüksek eksprese 

ILP2/BIRC8/TS-IAP IAP benzeri protein-2 YetiĢkin testisleri 

ML-IAP/Livin/KIAP/BIRC7 Melanoma IAP 

Fetal karaciğer ve 

böbrekler, yetiĢkin testis ve 

timusu 

NAIP/BIRC1 
Nöral Apoptoz Ġnhibitör 

Protein 

YetiĢkin karaciğeri, 

plasenta ve merkezi sinir 

sistemi 

Survivin/TIAP/BIRC5 Survivin 

Fetal karaciğer, böbrek, 

akciğer ve gastrointestinal 

sistemi; tümörler 

BRUCE/BIRC6/Apollon 
BIR tekrarı içeren ubikitin 

konjuge enzim sistem 

Golgi kompleksi ve 

veziküller 

4.2.1. Survivin 

4.2.1.1. Survivinin Yapısı ve Fonksiyonu 

Survivin, ilk olarak 1997 yılında apoptoz inhibitör proteinleri (IAP)  ailesinin bir 

üyesi olarak tanımlanmıĢtır. BIRC5 (Baculoviral IAP Repeat Containing 5) geninin 

ekspresyonu sonucunda üretilen survivin, 17. Kromozomun q25 bölgesinde lokalizedir. 

YetiĢkin dokularda ekspresyon profili çok düĢük olsa da fetal geliĢim ve tümöral 

oluĢum prosesinde ekspresyonu yüksek olarak gözlenen Survivin, 142 amino asitlik ve 

16.5 kDa ağırlığında bir proteindir (16). Apoptoz inhibitör protein ailesi üyelerinin en 

küçüğü olan survivinin bütün izoformları, anti apototik fonksiyonları bakımından 

önemli olduğu düĢünülen BIR domaini ve tübülinle etkileĢen alfa heliks bölgesi 

içermektedir (ġekil 1).  
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ġekil 1. Survivin proteininin yapısı ve fonksiyonu (17) (Jaiswal’dan) 

Survivin gen lokusu tarafından kodlanan 6 adet izoform bulunmaktadır (ġekil 2). 

Bu izoformların, malign hücrelerde normal hücrelere kıyasla daha yüksek oranlarda 

eksprese edildiği gösterilmiĢtir (18). 

 

ġekil 2. Survivin pre-mRNA’sı tarafından üretilen gen füzyonları (18) (Khan’dan) 

Hücre proliferasyonu ve hücre ölümü arasındaki dengeyi düzenleyen survivinin; 

apoptotik yolağın önemli bir mekanizması olan kromatin kondenzasyonu ve DNA 

fragmentasyonunda proteolitik rol oynayan, aktivasyonu ile ölüm sürecini baĢlatan 

kaspaz-3’e bağlanarak apoptozu inhibe ettiği bilinmektedir (19). 

Survivin ayrıca hücre döngüsünün G2-M fazı geçiĢinde rol alan kromozom 

taĢıyıcı protein kompleksinin bir bileĢenidir. Kromozom-mikrotübül bağlanma 

hatalarının onarılması, iğ ipliği oluĢumunu düzenleyen kontrol noktasının aktivasyonu 
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ve sitokinezde kontraktil halka oluĢumunda görev alarak hücre döngüsünün 

sürdürülmesini sağlamaktadır (20). 

4.2.1.2. Survivinin Apoptozdaki Rolü 

ProgramlanmıĢ hücre ölümü olarak bilinen apoptoz mekanizması, vücuttaki 

hasarlı ya da sağlıksız hücrelerin sistemden elimine edilmesi ve bu sayede hücresel 

homeostazinin sağlanması açısından önemli bir fizyolojik süreçtir. Bu süreç, hücre 

yüzeyindeki ölüm reseptörlerine ligandların bağlanması ile aktive edilen ölüm 

reseptörleri yolu ve mitokondriden apoptoz uyarıcı faktör Sitokrom C’nin salınması ile 

gerçekleĢen mitokondriyal yol olarak adlandırılan iki farklı mekanizma ile 

oluĢturulmaktadır. Apoptoz süreci, sistein proteaz ailesi üyelerinden olan kaspazların 

aktive edilerek diğer kaspazları ve hücresel proteinleri yıkması ile gerçekleĢir.  

Bahsedilen her iki apoptotik mekanizma da, baĢlatıcı ve sonlandırıcı kaspazlar gibi pek 

çok sayıda kaspaz proteinleri tarafından yürütülmektedir (21). 

Survivinin apoptotik yolaklardaki hedef kaspazlar olan kaspaz-3, kaspaz-7 ve 

kaspaz-9 üzerinde inhibe edici etkisi olduğu çalıĢmalarla gösteriliyor olmasına rağmen, 

bu etkinin direk veya dolaylı olup olmadığı hala tartıĢma konusudur (22). Survivinin 

ayrıca kaspaz bağımsız apoptoz olarak bilinen Apoptoz Ġndükleyici Faktörler (AIF)’in, 

sitoplazmadan nükleusa translokasyonu ile gerçekleĢen hücre ölüm mekanizmasının 

inhibisyonunda da etkili olduğu bilinmektedir (23). 

4.2.1.3. Survivinin Hücre Bölünmesindeki Rolü 

Hücre bölünmesi süreci hücresel geliĢim için son derece önemlidir ve bu süreçte 

yaĢanan fonksiyonel bozukluklar malignant tümörigeneze sebebiyet vermektedir (24). 

Deneysel çalıĢmalar hücre bölünmesi süreci boyunca survivin ekspresyonunun G2/M 

fazında arttığını göstermektedir. Sitokinez regülatörleri olan Borealin, Aurora B ve 

INCENP proteinleri ile etkileĢerek kromozom taĢıyıcı protein kompleksinin önemli bir 

elemanı haline gelen survivin, hücre bölünmesinde kromozomların düzgün Ģekilde 

ayrılması ve sitokinez sürecinde aktif rol oynar (25). 

Survivin, hücre bölünmesi boyunca kromozomların farklı bölgelerinde lokalize 

olmaktadır. Mitoz boyunca mitotik iğde yerleĢik gözlenen survivin, tübülin proteinleri 

ile etkileĢerek mitoz bölünmenin regülasyonunda önemli bir rol oynamaktadır (26). 
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G2 fazında sentromerde lokalize olan survivin, profaz ve metafazda sentromerin 

iç kısmına difüze olmaktadır. Anafazda ise sentromerlerle etkileĢemeyen survivin tekrar 

mitotik iğde lokalize olmaktadır. Sitokinez sürecinde ise orta cisimciklerde 

gözlenmektedir (27). 

Kromozom ve mikrotübüller arasındaki bağlanma hatalarının onarılmasında, iğ 

ipliği oluĢumu regülasyonunda görevli kontrol noktalarının aktivasyonunda ve 

sitokinezde gerçekleĢen kontraktil halka oluĢumunda görev alan survivin, hücre 

döngüsünün etkili bir Ģekilde sürdürülmesini sağlamaktadır (28). 

4.2.1.4. Survivinin Kanserdeki Seçici Ekspresyonu ve Moleküler Tanıdaki Rolü 

Hücresel homeostaziyi sağlayan ve fizyolojik olarak gerçekleĢen hücre 

ölümlerinin baskılanması, kanserleĢmenin en önemli göstergelerinden biri olarak kabul 

edilmektedir (29). Bu nedenle, apoptoz inhibitör protein ailesi üyelerinin artmıĢ 

ekspresyonları pek çok kanser türünde gözlenmektedir ve bu proteinlerin yüksek 

ekspresyonları malignensilerde apoptotik uyarıya karĢı geliĢen direnç ile karakterizedir 

(30-32).  

Survivin, farklılaĢmıĢ eriĢkin dokularda düĢük seviyede eksprese edilirken, 

embriyonik ve fetal dokularda yüksek seviyede eksprese edilmektedir. Pek çok kanser 

türünde survivin ekspresyonu yüksek olarak gözlenmektedir. Bu gibi nedenlerle 

survivin, kanserin diagnostik ve prognostik markırlarından biri olabilecek potansiyele 

sahiptir (33). Daha önce yapılmıĢ klinik çalıĢmalarda incelenen farklı kanser türlerine 

ait hasta biyopsilerinde yüksek oranlarda survivin pozitif değerler gözlenmiĢtir (34, 35). 

Survivinin artmıĢ ekspresyonu kolorektal kanser hücrelerinde apoptotik indeksin 

düĢük, proliferatif indeksin yüksek oluĢuyla iliĢkilendirilmiĢ ve bu Ģekilde 

tümörigenezin desteklendiği bildirilmiĢtir (36-38). Survivin ekspresyonu gözlenen 

hastalarda; hastalığın ilerlemesinin olumsuz sinyalleri olarak artmıĢ nüks hızı, metastaz 

ve tedaviye artmıĢ direnç ile bağlantılı olarak kısalan yaĢam süresi gösterilmektedir. 

ArtmıĢ survivin ekspresyonunun kolorektal kanserde radyoterapi ve kemoterapiye 

direnç, lenf nodu ve karaciğer metastazları, hastalarda relaps oranında artıĢ ve sağ kalım 

süresinin kısalmasıyla da iliĢkilendirildiği çalıĢmalar mevcuttur (39-42). 

Bir tümör supresör gen ürünü olan p53 proteini; hücre döngüsünün kontrolünde, 

DNA tamirinde ve apoptozun regülasyonunda rol oynamaktadır (43). Normal 
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koĢullarda MDM2 adlı protein p53’e bağlanarak, nükleustan sitozole taĢınmasını 

engeller ve ubikütin ligaz aktivitesi ile p53’e ubikütin ekleyerek proteozomlarda 

yıkılmasına aracılık eder. p53 proteini pek çok protein kinaz tarafından farklı 

rezidülerinden fosforillenmesine göre farklı fonksiyonlar göstermektedir. DNA hasarı 

durumunda; p53, Ser15 ve Ser20 rezidülerinden fosforillenir, negatif regülatörü MDM2 

ile arasındaki etkileĢimler bozulur ve p53 stabil hale gelerek hücrede birikir. Diğer 

taraftan ser46 rezidüsünden fosforillendiğinde, apoptoz ile iliĢkili genlerin 

transkripsiyonlarını uyaran transkripsiyon faktörü olarak rol oynar ve apoptozu indükler 

(44-46). 

Yüksek oranda gözlenen survivin ekspresyonu ve yabanıl p53’ün iĢlevsel olarak 

çalıĢmıyor olmasının tümörigenezle bağdaĢtırılması, survivinin fonksiyonel olarak p53 

ile iliĢkilendirilmesi ihtimalini düĢündürmektedir (47). p53’ün hedeflediği ve down 

regülasyonundan sorumlu olduğu proteinlerden biri de survivindir. p53’ün, survivin 

ekspresyonunu transkripsyonel aĢamada baskıladığını gösteren çalıĢmalar 

bulunmaktadır (48). Öte yandan, survivin de p53 ekspresyonunu regüle edebilmektedir. 

Akciğer kanseri hücrelerinde survivinin yüksek ekspresyonunun, p53’ün dahil olduğu 

apoptotik mekanizmayı baskıladığı gösterilmiĢtir (49). Bunlara ilave olarak; survivin, 

MDM2 aracılı p53 yıkılım mekanizmasının regülasyonunda da rol oynamaktadır. 

Survivinin regüle ettiği MDM2 yıkılımının inhibisyonu, p53 proteininin 

degradasyonunu artırmaktadır. Böylece, survivinin yüksek ekspresyonu p53 protein 

seviyesinin düĢmesine sebep olmaktadır (50). 

Survivinin kanserdeki rolü yalnızca apoptoz ile bağdaĢtırılmakla kalmaz, mitotik 

süreçteki rolünün de kanserin moleküler temelinde etkili olduğu bilinmektedir. 

Survivinin mitoz bölünme regülasyonunda sahip olduğu misyonlar nedeniyle, yüksek 

ekspresyonu durumunda hücre bölünmesi devam ederken gerçekleĢebilecek iğ 

defektlerine ve yanlıĢ eĢleĢmiĢ kinetokorların bölünme sürecine devam etmesiyle 

kanserleĢmenin oluĢumuna neden olabileceği düĢünülmektedir (28, 51, 52). 
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ġekil 3. Survivinin Apoptoz ve Hücre Bölünmesindeki Rolü (33) (Mobahat’tan) 

Survivinin karsinogenezdeki rolünün yanı sıra anjiyogenezde de önemli bir etkiye 

sahip olabileceği tartıĢılmaktadır. Bunun nedeni, anjiyogenezin proliferatif fazındaki 

endotel hücrelerde görülen güçlü survivin ekspresyonudur (53). 

Apoptotik mekanizmalarda meydana gelen fonksiyonel bozukluklar, kemoterapi 

ve radyoterapiye direnç gibi hayati konularda survivin önemli bir rol oynamaktadır ve 

bu durum survivinin tanıda kullanılabilecek önemli bir belirteç ve tedavide potansiyel 

ilaç hedefi olarak hizmet edebileceğini göstermektedir (32, 54-56). 

Survivinin yüksek düzeyde gözlenen ekspresyonunun iliĢkilendirildiği 

durumlardan biri de kematerapötiklere karĢı geliĢen ilaç direnci mekanizmasıdır. Pek 

çok kemoterapötik ilaca karĢı geliĢen direnç, tedavinin verimini oldukça düĢürmektedir. 

Bahsedilen bu direncin üstesinden gelebilmek, tedavi Ģansını artırarak hastanın yaĢam 

kalitesini de yükseltecektir. Survivin gibi kanserde direnç ile iliĢkilendirilmiĢ proteinleri 

hedeflemek, alternatif tedavi yaklaĢımları geliĢtirilmesini sağlayacaktır. Bu amaçla 

yapılan çalıĢmalarda antisens RNA, ribozim, siRNA ve shRNA gibi in vitro metotlarla 

survivin ekspresyonu baskılanan hücrelerin model organizmalara verildiğinde sistemik 

bir toksisite oluĢturmadığı gözlenmiĢ ve survivini hedeflemenin etkili bir yaklaĢım 

olacağı kanısına varılmıĢtır (57, 58). 
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4.3. 5-Fluorourasil (5-FU) 

Bir urasil analoğu olan 5-FU, kolorektal kanser tedavisinde öncelikli olarak 

kullanılan kemoterapötik ajanlardan biridir. Timidilat sentaza bağlanarak nükleotid 

biyosentezini baskılar ve DNA sentezine etki eder. Böylece, hücrelerin 

proliferasyonunu engelleyerek apoptoza gitmelerine aracılık eder (59, 60). 5-FU, kanser 

tedavilerinde sıklıkla kullanılan bir kemoterapötik ilaç olsa da ciddi yan etkilere 

sahiptir. Kullanım dozu arttıkça, kanser hücrelerinin yanı sıra sağlıklı hücrelere verdiği 

zarar da artmaktadır. Özellikle kemik iliği ve gastrointestinal kanalda bu etki ciddi 

oranlarda gözlenmektedir (61). 

Günümüzde kolorektal kanser tedavisinde sıklıkla kullanılmakta olan 5-FU’ya 

karĢı direnç geliĢmekte ve tedavi süreci son derece zorlaĢmaktadır. Gerek kolorektal 

kanserli hastaların gerekse DLD-1 gibi çeĢitli kolorektal kanser hücre hatlarının 5-

FU’ya karĢı direnç gösterdiği çeĢitli çalıĢmalarca gösterilmiĢtir (62-65). OluĢan bu 

direnç mekanizmasını aĢarak tedaviyi etkin hale getirecek unsurların arayıĢı 

sürmektedir. 

4.4. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) 

CAPE, arıların çeĢitli bitkilerden topladığı özütleri reçinemsi bir madde haline 

getirerek ürettiği doğal bir bileĢik olan Propolis’in önemli bir bileĢenidir (66). 

CAPE son derece güçlü bir antioksidan olup kanser çalıĢmalarında kullanmak için 

ideal bir ajandır. Son yıllarda, özellikle CAPE’in anti proliferatif etki mekanizmasını 

aydınlatmaya yönelik çalıĢmalar, kanserde etkili bir tedavi yöntemi geliĢtirilmesi 

açısından umut vaat etmektedir. CAPE’in pek çok kanserde yüksek ekspresyon 

gösterdiği bilinen ve proliferasyonun indüklenmesi ile karakterize NFkB’yi inhibe 

ettiğini gösterilmiĢtir (67). Ayrıca CAPE’in kanser hücrelerine seçici apoptotik, anti 

klonal ve anti proliferatif etkilerini inceleyen çalıĢmalar mevcuttur (5, 68, 69). CAPE, 

sağlıklı hücrelerin kanser hücrelerine dönüĢümünü inhibe etmektedir ve kanser hücreleri 

sağlıklı hücrelere kıyasla CAPE muamelesine daha duyarlıdır. Bu durum, CAPE’in 

kanser hücreleri üzerinde seçici sitotoksik etkiye sahip olduğunu ve sağlıklı hücrelerin 

bu durumdan kanser hücreleri kadar etkilenmediğini göstermektedir (70, 71). Yapılan 

araĢtırmalar CAPE’in kanser hücreleri üzerindeki etkisinin sitotoksik olmak yerine; 

apoptozun indüklenmesi ile beraber fizyolojik olarak gerçekleĢtiğini göstermektedir. 
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(72, 73). Fakat CAPE’in seçici apoptotik etkisinin moleküler mekanizması henüz tam 

olarak aydınlatılabilmiĢ değildir. 

CAPE’in, kanser hücrelerinde kemoterapi ve radyoterapiye karĢı hassasiyet 

oluĢturarak, tedavinin etkinliğini artırdığı ve bununla beraber sağlıklı hücrelere zarar 

vermeden, kanser hücreleri üzerinde seçici anti tümöral etkiler gösterdiği de literatürde 

yer almaktadır (74-76). CAPE’in sağlıklı hücrelere zarar vermeden kanser hücrelerinde 

seçici olarak apoptozu indüklemesi, kemoterapi ve radyoterapinin sağlıklı hücrelerde 

oluĢturduğu zararlı etkiler göz önüne alındığında oldukça dikkat çekici bir özelliktir.  

4.5. Water Soluble Tetrazolium Salts (WST-1) Testi ile Hücre Canlılığının 

Belirlenmesi 

WST-1, metabolik aktivitenin ölçümüne dayalı hücre proliferasyon testlerinin 

baĢlıcalarından biridir. Hücre canlılığı, mitokondriyal aktivite ve sitotoksisite gibi 

özelliklerin incelendiği WST-1 testi, turuncu renkli tetrazolyum tuzlarının canlı 

hücrelerde mitokondriyal redüktaz enzimi ile sarı renge dönüĢmesi ve bu renk 

değiĢiminin spektrofotometrik olarak 440 nm dalga boyunda ölçülmesi ile analiz 

edilmektedir (77).  

4.6. Annexin V / 7AAD ĠĢaretleme Yöntemi ile Apoptoz Tayini 

Flow sitometri kullanılarak hücre canlılığının ölçülmesi, canlı hücrelerin sitozolik 

yüzünde bulunan fosfatidilserin gruplarının, apoptotik hücrelerde hücre zarının dıĢ 

yüzüne transloke olması ve floresan bağlı Annexin V’in bu gruplara seçici olarak 

bağlanması prensibine dayanmaktadır. Hücre zarında gerçekleĢen geçirgenlik 

fonksiyonlarının kaybı ise 7-aminoactinomycin D (7AAD) kullanılarak ölçülmektedir. 

Bu yöntem ile hücrelerin apoptotik aĢamaları tespit edilebilmektedir. Erken apoptotik 

aĢamadaki hücrelerde, 7AAD hücre membranı tarafından dıĢarı atılırken, geç apoptotik 

aĢamada ve ölü hücrelerde membran bütünlüğünün bozulmasıyla 7AAD hücre içine 

girebilmektedir. Canlı hücreler Annexin V ve 7AAD negatif iken; erken apoptoz 

aĢamasındaki hücreler Annexin V pozitif ve 7AAD negatif, geç apoptoz aĢamasındaki 

hücreler ise Annexin V pozitif 7AAD pozitif sonuç vermektedir. Annexin V negatif ve 

7AAD pozitif sonuç veren hücreler, nekrotik hücreler olarak değerlendirilmektedir (78). 

Bu nedenle apoptotik aĢamaları ayırabilmek için, Annexin V’in yanı sıra ikincil boya 

olarak 7AAD gibi bir boyanın kullanılması gerekmektedir. 
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4.7. Aktif Kaspaz-3 Ölçümü ile Apoptoz Tayini 

Flow sitometri kullanılarak analizi yapılan apoptotik ölçümlerden biri de 

aktifleĢmiĢ kaspaz-3 değiĢimlerine dayanmaktadır. Kaspaz-3, kaspaz ailesinin diğer 

üyeleri gibi normal Ģartlarda inaktif pro-enzim formundayken, apoptotik sürecin 

baĢlamasıyla aktifleĢtirilen bir proteazdır. AktifleĢen kaspaz-3, apoptotik yolakta 

görevli diğer kaspazları da aktifleĢtirmekte ve apoptoz sürecinde anahtar sayılabilecek 

bir rol oynamaktadır (79). Bu nedenle apoptozun erken evrelerinde olan hücreleri tespit 

etmek için kaspaz-3 aktivasyonlarının incelenmesi, tercih edilmesi gereken 

yöntemlerden biridir. Bu yöntemde aktifleĢmiĢ kaspaz-3, Fikoeritrin (PE) konjuge 

antikorlar ile iĢaretlenerek flow sitometride analiz edilmektedir (80). 

Aktif kaspaz-3’ü tanıyan spesifik antikorlar kullanılarak flow sitometride 

yapılmakta olan bu analizler, ilgilenilen hücrenin apoptotik sürecinde gerçekleĢen 

Kaspaz-3 aktivasyonu hakkında bilgi edinmeyi sağlamaktadır.  

4.8. Akridin Oranj/Etidyum Bromür Boyama Yöntemi ile Apoptoz Tayini 

Apoptozu tespit etmede kullanılan yöntemlerden biri de, farklı dalga boylarında 

ıĢıma veren ve floresan ıĢık mikroskobu ile görüntülenen, akridin oranj ve etidyum 

bromür boyaları ile gerçekleĢtirilen yöntemdir. Akridin oranj ve etidyum bromür canlı 

ve ölü hücreleri ayırt etmede kullanılan iki farklı boyadır. Akridin oranj, canlı ve ölü 

hücrelerin içine girerek hücre çekirdeklerinin yeĢil renkte boyanmasını sağlar. Etidyum 

bromür ise apoptotik süreci geçirmekte olan ve sitoplazmik membran integritesini 

kaybeden hücrelerin içine girerek çekirdeklerinin turuncu renkte boyanmasını sağlar. 

Sonuç olarak canlı hücrelerin çekirdekleri yeĢil renkte, apoptoz aĢamasındaki hücrelerin 

çekirdekleri ise turuncu renkte görülmektedir (81).  

4.9. Western Blot Yöntemi ile Protein Ekspresyonlarının Belirlenmesi 

Western blot yöntemi, protein ekspresyonunun belirlenmesi için kullanılan temel 

yöntemlerden biridir. Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-

PAGE) yürütülen örneklerin, özel seçilmiĢ bir membrana aktarılması ve proteinlere 

spesifik antikorlarla iĢaretlendikten sonra sprektrofotometrik ölçümlerle protein 

absorbansının tespit edilmesi Ģeklinde iĢlemektedir. ĠĢlem sonunda elde edilen bant 

profili, örneklerdeki ilgilenilen proteinin miktarını ve ilaç muamelesi çalıĢmalarında bu 

proteinin miktarındaki değiĢimi belirlemeyi sağlar (82). 
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4.10. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) Yöntemi ile Gen Ekspresyonlarındaki 

DeğiĢimin mRNA Düzeyinde Ġncelenmesi 

Real Time PCR yöntemi, PCR ürünlerinin amplifikasyonunun monitörize edildiği 

ve kullanılan floresan iĢaretli problar ya da boyalar aracılığıyla, amplifiye olan 

DNA’nın gerçek zamanlı olarak takip edilebildiği bir yöntemdir. Amplifiye edilen DNA 

miktarı, çeĢitli sayısal değerlere dönüĢtürülerek analiz edilir. Bu Ģekilde mRNA düzeyi 

belirlenmiĢ olur (83). 

Çift zincirli DNA’nın bu Ģekilde çoğaltılmasında en çok kullanılan yöntemlerden 

biri “SYBR Green” yöntemidir. SYBR Green DNA zincirlerinin arasında girdiğinde 

ıĢıma veren bir floresan boyadır. Çift zincirli DNA’ya bağlanır ve bu nedenle çoğalan 

DNA’daki artıĢla doğru orantılı olarak Real Time PCR cihazında okunan floresanın 

miktarı da eĢ zamanlı Ģekilde artar. GerçekleĢen bu artıĢ, gerçek zamanlı olarak takip 

edilebilmektedir (84)  
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Gereç 

5.1.1. Hücre Hatları 

ÇalıĢmada kullanılan hücre hatları Tablo 2’de gösterildiği gibidir. 

Tablo 2. Tezde Kullanılan Hücre Hatlarına Ait Bilgiler 

Hücre Hattı ATCC Kodu Temin Edildiği Yer 

HCT-116 ATCC® CCL-247™ 
Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıbbi 

Biyoloji Anabilim Dalı 

RKO ATCC® CRL-2577™ 
Duisburg Essen Üniversitesi 

Radyasyon Biyolojisi Enstitüsü 

DLD-1 ATCC® CCL-221™ 
Gülhane Askeri Tıp Akademisi 

AraĢtırma GeliĢtirme Merkezi 

WiDR ATCC® CCL-218™ 
Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıbbi 

Biyokimya Anabilim Dalı 

CCD 841-CoN ATCC® CRL-1790™ 
Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıbbi 

Biyokimya Anabilim Dalı 

5.1.2. Kimyasallar 

5-Fluorourasil Koçak, 1919428 

%40 Akrilamid/Bisakrilamid Biorad,161-0146 

Amonyum Persülfat  Sigma Aldrich, A9164 

Beta Merkapto Etanol Merck, 8.05740.0250 

Bovin Serum Albumin (BSA) Amresco, 0332 

Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) Sigma Aldrich, C8221 

Complete Mini Protease Inhibitor Roche, 04693159001 

Dithiothreitol (DTT – C4H10O2S2 ) Thermo Scientific, R0861 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) Sigma Aldrich, 472301 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) Gibco, 14190094 

Etanol (C2H5OH) Mey, Türkiye 

Fenilmetilsülfonil florür (PMSF) Sigma Aldrich, 1741932998611 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, 16000-036 

Hidroklorik Asit (HCl) Merck, 1.00314.2500 
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L-Glutamin Biological Industries, 752353 

McCoy's 5A (Modified) Medium Gibco, 26600-023 

Mem Eagle with Earle's BSS, with L-glutamine Lonza, BE12-611F 

Metanol Merck, 1.06009.2500 

Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep) Gibco, 15140-122 

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4) Sigma, NIST200B 

RPMI 1640, HEPES Gibco, 52400-025 

Sodyum Dodesil Sülfat Merck, 822050 

Sodium Phosphate Dibasic (H2NaO4P) Sigma Aldrich, S7907 

Sodyum Florür (NaF) Sigma Aldrich, S7920 

Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck, 1.064.621.000 

Sodyum Klorür (NaCl) Merck, 1.06404.1000 

Sodyum Orthovanadate (Na3VO4) Sigma Aldrich, S6508 

Tripan Mavisi Sigma Aldrich, T8154 

Tripsin-EDTA Biological Industries, 741152 

Tris-Baz (C4H11NO3) Sigma Aldrich, T1503 

Tween 20 J.T.Baker, 7374 

5.1.3. Protein Markırlar 

Prism Protein Ladder Abcam, ab115832 

5.1.4. Antikorlar  

5.1.4.1. Primer Antikorlar 

Anti Survivin Rabbit Monoclonal Abcam, ab76424 

Anti-p53 (phospho S15) Rabbit Polyclonal Abcam, ab1431 

Anti-p53 (phospho S46) Rabbit Monoclonal Abcam, ab76242 

Anti-GAPDH Mouse Monoclonal Abcam, ab125247 

5.1.4.2. Sekonder Antikorlar 

Anti-Mouse-HRP    Bio-Rad, 170-5047 

Anti-Rabbit-HRP     Bio-Rad, 170-5045 
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5.1.5. Primerler 

ÇalıĢmada kullanılan primerler Tablo 3’te gösterildiği gibidir. 

Tablo 3. Primer Listesi 

Primer Adı Primer Dizisi (5’-3’) 

Survivin Forward Primer agccctttctcaaggaccac 

Survivin Reverse Primer ctctatggggtcgtcatctgg 

β-Actin Forward Primer ctggcaccacaccttctacaatg 

β-Actin Reverse Primer cctggtagatgggcacagtgtg 

5.1.6. Kitler 

WST-1 Cell Proliferation Reagent Kit Abcam, ab155902 

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I BD Biosciences, 559763 

PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit BD Biosciences, 550914 

RNeasy Mini Kit QIAGEN, 74104 

QuantiTect Reverse Transcription Kit QIAGEN, 205311 

QuantiTect SYBR Green PCR Kit QIAGEN, 204143 

5.1.7. Cihazlar 

Buzdolabı (+4˚C) Arçelik, Türkiye 

Buz Makinesi Scottman, Ġngiltere 

Chemiluminesans Görüntüleme Sistemi BIORAD, ABD 

Derin dondurucu (-20˚C) Bosch, Türkiye 

Derin Dondurucu (-86˚C) Thermo, ABD 

Dikey Elektroforez ve Ġmmünoblot Sistemi BIORAD- ABD 

Distile Su Cihazı GFL 2004, Almanya 

Elisa Plate Reader Eppendorf, Almanya 

Etüv (37ºC) Memmert, Almanya 

BD Accuri C6 Plus BD Biosciences, Kanada 

Hassas terazi Ahaus, ABD 

Invert mikroskop Nikon, Japonya 

Lamin air flow hood Heraeus, Almanya 
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Light Cycler 480 Instrument II Roche, Almanya 

Manyetik KarıĢtırıcı IKA, ABD 

Mikrosantrifüj Thermo I EC, ABD 

Otoklav Tutnauer 3150 ELV, Ġtalya 

Otomatik pipet seti Gilson, ABD 

pH metre Hanna, Portekiz 

Pipet aid Drummond Scientific, ABD 

Soğutmalı yüksek devirli santrifüj Eppendorf 5804, Almanya 

Su banyosu Memmert, Almanya 

Termocycler GeneAmp 9700, ABI, ABD 

Termomikser Eppendorf, Almanya 

Vorteks Labinco L-46, Hollanda 

Yüksek Devirli Santrifüj Eppendorf 5810, Almanya 

5.1.8. Sarf Malzemeler 

Enjektör (5 ve 10 ml) Ayset, Türkiye 

Falkon Tüpler (15 ve 50 ml) Greiner, Almanya 

Kültür Flaskları (25 cm² T25 ve 75 cm² T75) Greiner, Almanya  

Ependorf Tüpler (1.5 ml) Greiner, Almanya 

Pastör Pipetleri Isolab, Almanya 

Pipet Uçları (10, 200, 1000 µl) Axygene, Almanya 

Plate ( 6 ve 96 kuyucuklu) Greiner, Almanya 

Serolojik Pipetler (5, 10 ve 25 ml) Greiner, Almanya 

Thoma Lamı Marienfeld, Almanya 

qPCR Plate (96 kuyucuklu) Bioplastic, Hollanda 

  
  



 

20 
 

5.1.9. Solüsyon, Tampon ve Besiyerleri 

5.1.9.1. Hücre Kültürü Besiyerleri 

50 ml %10 FBS %1 Pen-Strep Ġçeren RPMI 1640 Besiyer 

HazırlanıĢı: 

45.5 ml RPMI 1640 besiyeri içerisine 5 ml FBS ve 0.5 ml pen-strep eklenerek 

hazırlandı ve +4˚C’de muhafaza edildi.  

50 ml %10 FBS %1 Pen-Strep Ġçeren Mem Eagle with Earle's BSS Besiyer 

HazırlanıĢı: 

45.5 ml Mem Eagle with Earle's BSS (EMEM) besiyeri içerisine 5 ml FBS ve 0.5 

ml pen-strep eklenerek hazırlandı ve +4˚C’de muhafaza edildi. 

50 ml %10 FBS %1 Pen-Strep Ġçeren McCoy's 5A (Modified) Besiyer 

HazırlanıĢı: 

45.5 ml McCoy's 5A (Modified) besiyeri içerisine 5 ml FBS ve 0.5 ml pen-strep 

eklenerek hazırlandı ve +4˚C’de muhafaza edildi. 

5.1.9.2. Muamele Solüsyonları 

CAPE Solüsyonu (Stok) 

HazırlanıĢı: 

Ticari olarak satın alınan 1 gr CAPE ürününden (Mw: 284.31) 0.1 gr tartılarak 10 

ml DMSO içerisinde çözüldü. (10mg/ml). Alikotlanarak -20˚C’de muhafaza edildi. 

5-Fluorourasil Solüsyonu (Stok) 

HazırlanıĢı: 

Ticari olarak satın alınan 5-Fluorourasil kullanıldı. Oda sıcaklığında ve karanlıkta 

muhafaza edildi. 
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5.1.9.3. Hücre Canlılık Analizi Solüsyonları 

WST-1 Solüsyonu 

HazırlanıĢı: 

Abcam firması tarafından temin edilen kullanıma hazır solüsyon kullanıldı ve 

alikotlanarak -20˚C’de muhafaza edildi. 

5.1.9.4. Akridin Oranj/Ethidyum Bromür Boyama Solüsyonları 

Akridin Oranj Solüsyonu (Stok) 

HazırlanıĢı: 

5 mg Akridin Oranj, 1 ml PBS içerisinde çözülerek stok solüsyon hazırlandı. 

Etidyum Bromür Solüsyonu (Stok) 

HazırlanıĢı: 

3 mg Etidyum Bromür, 1 ml PBS içerisinde çözülerek stok solüsyon hazırlandı. 

Akridin Oranj/Etidyum Bromür ÇalıĢma Solüsyonu  

HazırlanıĢı: 

Akridin Oranj ve Etidyum Bromür stok solüsyonlarından 1’er µl alınarak, 1 ml 

PBS içerisine eklendi ve çalıĢma solüsyonu hazırlandı. Oda sıcaklığında ve karanlıkta 

muhafaza edildi. 

5.1.9.5. Western Blot Solüsyonları 

Ayırma Jel Tamponu (1.5 M, Tris-HCl pH 8.8) 

HazırlanıĢı: 

36.33 g Tris (Tris-baz Mw:121.14 g/mol) 180 ml deiyonize su içerisinde 

çözülerek, HCl ile pH 8.8’e ayarlandı ve toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye 

tamamlanarak oda sıcaklığında muhafaza edildi. 
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Yükleme Jel Tamponu (0.5 M, Tris-HCl pH 6.8) 

HazırlanıĢı: 

6.057 g Tris (Tris-baz Mw:121.14 g/mol) 90 ml deiyonize su içerisinde çözülerek, 

HCl ile pH 6.8’e ayarlandı ve toplam hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak 

oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

%10 Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) 

HazırlanıĢı: 

10 g SDS (CH3(CH2)11SO4Na, Mw:288.372 g/mol) 100 ml deiyonize suda 

çözülerek oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

Tris Glisin Tamponu (10X) 

HazırlanıĢı: 

30.3 g Tris (Tris-baz Mw:121.14 g/mol) ve 144 g glisin (Mw:75.07 g/mol), 1 litre 

deiyonize suda çözülerek oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

SDS-PAGE Yürütme Tamponu (1X) 

HazırlanıĢı: 

10X Tris Glisin tamponu 1X olacak Ģekilde seyreltildi ve 10 ml %10’luk SDS 

ilave edilerek son hacim 1 litreye tamamlandı. 

SDS-PAGE Transfer Tamponu (10X) 

HazırlanıĢı: 

10X Tris Glisin tamponu 1X olacak Ģekilde seyreltildi ve 200 ml metanol ilave 

edilerek son hacim 1 litreye tamamlandı. 

Amonyum Persülfat (%10 APS) 

HazırlanıĢı: 

100 mg APS (Mw: 228.18 g/mol), 1 ml deiyonize suda çözülerek +4˚C’de 

muhafaza edildi. 
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SDS-PAGE Yükleme Tamponu 

HazırlanıĢı: 

Toplam hacim 10 ml olacak Ģekilde 0.25 M Tris-Cl pH 6.8, %10 SDS, %50 

Gliserol, %0.01 Bromofenolblue hazırlandı ve -20˚C’de muhafaza edildi. Kullanımdan 

önce son konsantrasyonu 0.5 M olmak üzere DTT eklendi. 

%40 Akrilamid/Bisakrilamid 

HazırlanıĢı: 

Biorad tarafından temin edilen kullanıma hazır solüsyon kullanıldı ve +4˚C’de 

muhafaza edildi. 

Phosphate Buffer Saline (PBS), 10X Stok, pH:7.4 

HazırlanıĢı: 

80 g 1.37 M NaCl (Mw: 58.44 g/mol), 2 g 2.7 mM KCL (Mw: 74.56 g/mol), 11 g 

4.3 mM Na2HPO4 (Mw:141.96 g/mol), 2 g 1.4 mM KH2PO4 (Mw:136.09 g/mol) 1 litre 

distile su içerisinde hazırlanarak pH:1N HCl ile 7.4’e ayarlandı.  

PBS, %0.05 Tween 20 

HazırlanıĢı: 

10X PBS stoğundan 10 ml ve %20’lik Tween 20 solüsyonundan 250 µl alınarak 

son hacim deiyonize su ile 100 ml’e tamamlandı ve oda sıcaklığında muhafaza edildi. 

%20 Triton-X 100 

HazırlanıĢı: 

10 ml Triton-X 100 deterjanının üzerine 40 ml deiyonize su eklenerek son hacim 

50 ml’e tamamlandı. Triton-X 100’ün tamamının çözülebilmesi için çözelti bir müddet 

ısıtıldı ve ardından +4˚C’de muhafaza edildi. 
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RIPA Hücre Patlatma Tamponu (10X Stok) 

HazırlanıĢı: 

Son konsantrasyonları, 150 mM Sodyum Klorür, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl 

pH:8.0, %1 Triton-X 100, %0.5 Sodyum deoksikolat ve %0.1 SDS olacak Ģekilde 

solüsyonlar ilave edildi ve son hacim 50 ml’e tamamlandı. 

RIPA Hücre Patlatma Tamponu (1X) 

HazırlanıĢı: 

Son konsantrasyonları 1X RIPA, 1X PI, 1X NaPPi, 10X NaVan, 5X NaF ve 20X 

PMSF olacak Ģekilde solüsyonlar ilave edildi ve deiyonize su ile son hacim 1 ml’e 

tamamlandı. 

Proteaz Ġnhibitör Kokteyli 

HazırlanıĢı: 

1 adet Complete Mini Tablet (Roche), 1 ml çift distile su içinde çözüldü ve -

20˚C’de muhafaza edildi. 

Fosfataz Ġnhibitörleri 

20X Sodyum Pyrophosphate (NaPPi - 100mM) 

HazırlanıĢı: 

4.44 g NaPPi, 100 ml çift distile suda çözüldü ve +4˚C’de muhafaza edildi. 

100X Sodyum Orthovanadate (NaVan – 200mM) 

HazırlanıĢı: 

3.68 g Na3VO4 90 ml çift distile su içerisinde çözüldü. 1 N NaOH kullanılarak pH 

10.0’a ayarlandı ve sarı renkli solüsyon renksiz olana kadar kaynatıldı. Oda sıcaklığına 

gelene kadar beklendikten sonra pH tekrar ölçülerek 10.0’a ayarlandı ve hacim 100 ml’e 

tamamlandı. Alikotlanarak -20˚C’de muhafaza edildi. 
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50X Sodyum Florür (NaF – 1mM) 

HazırlanıĢı: 

4.2 g NaF, 100 ml çift distile su içerisinde çözüldü ve alikotlanarak -20˚C’de 

muhafaza edildi. 

100X PMSF (100mM) 

HazırlanıĢı: 

0.174 g PMSF, 10 ml etil alkol içerisinde sulandırıldı ve alikotlanarak -20˚C’de 

muhafaza edildi. 

5.2. Yöntem 

5.2.1. Hücrelerin Kültüre Edilmesi 

HCT-116 hücreleri ve RKO hücreleri %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %1 

penisilin-streptomisin içeren McCoy’s 5A besiyeri ile 37˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 

kültüre edidi.  

DLD-1 hücreleri %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %1 penisilin-streptomisin 

içeren RPMI 1640 besiyeri ile 37˚C’de %5 CO2 içeren etüvde kültüre edildi.  

WiDR hücreleri ve CCD 841-CoN hücreleri %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %1 

penisilin-streptomisin içeren MEM Eagle with Earle’s BSS (EMEM) besiyeri ile 

37˚C’de %5 CO2 içeren etüvde kültüre edildi.  

Hücreler her gün kontrol edilerek, flask yoğunluğu mikroskobik olarak gözlendi. 

Flaskta yoğunlaĢma görülmeye baĢladığında pasajlama iĢlemleri gerçekleĢtirildi. 

Pasajlama iĢleminde,  flask yüzeyine tutunan hücrelerin üzerindeki süpernatant 

dökülerek flask 5ml PBS ile yıkandı. 1ml Tripsin-EDTA solusyonu hücreler üzerine 

eklenerek 37˚C’de 2-3 dakika (dk) inkübe edildi. Ġnvert mikroskopta kontrol edilerek 

flask yüzeyinden ayrıldığı tespit edilen hücrelere, tripsinizasyonu durdurmak için 5ml 

%10 FBS içeren besiyeri ilave edildi. Flasklardan toplanan hücreler 15 ml falkon 

tüplere alınarak 1200 rpm’de 5 dk santrifüjle çöktürüldü ve besiyeri ile tekrar süspanse 

edilerek yeni flasklara aktarıldı. Pasajlama iĢlemi tamamlanan hücreler, 37˚C %5 CO2 

içeren etüvde yerleĢtirildi. 



 

26 
 

5.2.2. Hücrelerin Ġkilenme Zamanının (Doubling Time) Belirlenmesi 

ÇalıĢmamızda kullanılmakta olan hücrelerin sayılarını iki katına çıkardıkları 

sürenin tespit edilerek hücrelerin büyüme karakteristiklerinin belirlenmesi, ilaç 

muamelesi sonrasında hücrelerin kültürde ne kadar süre ile tutulması gerektiği ve 

canlılık deneylerine baĢlarken, çalıĢılması gereken uygun hücre sayısının belirlenmesi 

gibi çalıĢmada temel sayılabilecek pek çok etken açısından önemlidir. Bu nedenle 

çalıĢmada öncelikle hücrelerin sayısını iki katına çıkardığı zaman tespit edildi. 

5.2.2.1. Tripan Mavisi ile Hücre Sayımı 

Hücrelerin ikilenme zamanlarının belirlenmesi için öncelikle hücreler tripan 

mavisi ile boyanarak sayıldı. Hücre süspansiyonundan 10 μl alındı ve temiz bir 

ependorf tüp içinde 10 μl Tripan mavisi ile karıĢtırıldı. Boyanan hücreler Thoma 

Lamına yayılarak invert mikroskopta sayım yapıldı. Mikroskopta parlak görünen 

hücreler canlı; mavi boya almıĢ olan hücreler ise ölü hücre olarak değerlendirildi.  

Canlı hücre sayısı; “(Hücre sayısı/2)  x dilüsyon faktörü x 10
4
 x süspansiyon 

hacmi” formülü ile hesaplandı. 

5.2.2.2. Ġkilenme Zamanının Belirlenmesi 

Kullanılan hücreler, ayrı ayrı sayılarak belirtilen formül ile canlı hücre sayısı 

hesaplandı. Her hücre hattından yaklaĢık olarak 1x10
6 

hücre alınarak, T75 flasklara 

ekildi. Hücrelerin flaska ekildiği an, 0. Saat olarak kabul edildi. 

24. saatte flasklardaki hücreler Tripsin-EDTA ile tripsinize edildi ve tekrar 

sayıldı. Flasktaki toplam hücre sayısı belirlendikten sonra, tripsinize edilmiĢ bütün 

hücreler tekrar aynı flaska ekildi. Bu iĢlem 48 ve 72. saatlerde de devam etti. Bütün 

sayımların sonucu not edildi ve hücre sayıları ile sayıldıkları saatler kullanılarak çizilen 

büyüme eğrisi aracılığıyla hücrelerin ikilenme zamanı tespit edildi. 

5.2.3. Hücrelerin CAPE ve 5-FU ile Muamele Edilmesi 

ÇalıĢmada kullanılan hücreler, deneylerin dizaynına uygun olarak 6 ve 96 

kuyucuklu pleytlere ekildi. Hücrelerin tamamı flask yüzeyine tutunan tipte hücreler 

olduğundan, hücreler pleytlere ekildikten sonra 37˚C %5 CO2 içeren etüvde bir gece 

(yaklaĢık 18 saat) inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrasında flask yüzeyine 

tutulumları mikroskobik olarak kontrol edilen hücrelerin besiyerleri tamamen çekildi ve 
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kontrol grubu hücrelerine CAPE ve 5-FU içermeyen besiyerleri eklendi. Muameleli 

hücrelere ise belirli aralıktaki dozlarda (5 μM – 100 μM) CAPE ve belirli aralıktaki 

dozlarda (2,5 μM – 40 μM) 5-FU içeren besiyerleri eklenerek 72 saat inkübasyona 

bırakıldı. Kullanılan CAPE ve 5-FU dozları; “M1 x V1 = M2 x V2” formülü 

kullanılarak hesaplandı. 

5.2.4. Water Soluble Tetrazolium Salts (WST-1) Hücre Canlılık Testi  

CAPE muamelesiz, belirli miktarlarda CAPE ile muamele edilen, 5-FU 

muamelesiz ve belirli miktarlarda 5-FU ile muamele edilen hücreler her kuyucukta 

yaklaĢık 8000 hücre olacak Ģekilde sayılarak, 96 kuyucuklu pleytlere ekildi ve 72 saatlik 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyonun 68. Saatinde WST-1 boyası ilave edildi ve 4 saat 

daha inkübe edildi. 72 saat tamamlandığında, kültüre eklenmiĢ olan tetrazolium 

tuzlarının yalnızca canlı hücrelerde, mitokondriyal redüktaz enzimi ile sarı renge 

dönüĢmesi ve bu renk değiĢiminin spektrofotometrik olarak 440 nm dalga boyunda 

ölçülmesi ile hücrelerin canlılık oranı belirlendi. CAPE ve 5-FU için hücre 

popülasyonunun yaklaĢık olarak yarısını öldüren değer tespit edildi. Daha sonra, bu 

etkin dozlardaki CAPE, 5-FU ve CAPE/5-FU hücrelere muamele edilerek WST-1 

yöntemi tekrarlandı. 

5.2.5. Annexin V/7AAD Apoptoz Testi 

Apoptoz testine baĢlamadan önce, hücreler tripsinize edilerek flasklardan  

kaldırıldı ve 72 saat sonunda yaklaĢık olarak 1x10
6 

hücre sayısına ulaĢacak Ģekilde 

ikilenme zamanları göz önüne alınarak 6 kuyucuklu pleytlere ekildi. Hücrelerin flaska 

tutunmasının gerçekleĢmesi için hücreler bir gece inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

sonunda, WST-1 testi ile belirlenen etkin doz değeri göz önüne alınarak CAPE 

muamelesi gerçekleĢtirildi. Muamele edilen her hücre hattı için kontrol grubu olarak 

muamelesiz hücreler de çalıĢmaya dahil edildi. Ġlaç muamelesinden 72 saat sonra 

apoptoz testine geçildi. 

Apoptotik ve ölü hücrelerin tespiti için PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I 

kullanıldı. Hücreler Tripsin-EDTA ile tripsinize edilerek 6 kuyucuklu pleytlerden alındı 

ve 2 kez soğuk PBS ile yıkandı. Bütün yıkamalar 1200 rpm’de 5 dk olacak Ģekilde 

gerçekleĢen santrifüj iĢlemi ile yapıldı. Yıkamaların ardından hücreler, 1x10
6 

hücre/ml 

olacak Ģekilde 1X Annexin Binding Buffer ile süspanse edildi.  Birincisi kontrol tüpü, 
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ikincisi 5µl Annexin V, üçüncüsü 5µl 7AAD, dördüncüsü 5µl Annexin V ve 5µl 7AAD 

içeren tüpler olmak üzere, her kuyucuk için 4 deney tüpü hazırlandı ve tüplere 100 µl 

hücre süspansiyonu eklenerek düĢük hızda 4-5 saniye (sn) vortekslendi. Tüpler oda 

sıcaklığında ve karanlıkta 15 dk inkübe edildikten sonra flow sitometri cihazında 

hücreler analiz edildi. 

5.2.6. Aktif Kaspaz-3 Apoptoz Testi 

Ticari olarak satın alınan PE Active Caspase 3 Apoptosis Kit (BD Bioscience) 

protokolüne uygun olarak muamelesiz ve etkin dozlardaki CAPE ile muamele edilen 

hücrelerde flow sitometrik analiz gerçekleĢtirildi. Öncelikle 72 saat sonunda yaklaĢık 

olarak 1x10
6 

hücre sayısına ulaĢacak Ģekilde 6 kuyucuklu pleytlere ekilen muameleli ve 

muamelesiz hücreler tripsinize edilerek pleytlerden kaldırıldı. 2 kez soğuk PBS ile 

yıkandı. Yıkamalar, 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifüj iĢlemi ile gerçekleĢtirildi. Daha 

sonra hücreler, 1x10
6 

hücre/0.5 ml solüsyon olacak Ģekilde kit içeriğinde bulunan 

Cytofix/Cytoperm solüsyonu ile süspanse edildi. 20 dk buz üzerinde inkübasyon 

gerçekleĢtirildi. Ġnkübasyon süresi sonunda 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifüj edilen 

hücreler, kit içeriğinde bulunan ve 10X’den 1X’e seyreltilmiĢ Perm/Wash solüsyonu ile 

1x10
6 

hücre/0.5 ml solüsyon olacak Ģekilde yıkandı. Yıkama iĢlemleri, 1200 rpm’de 5 

dk olacak Ģekilde gerçekleĢen santrifüj iĢlemi yapıldı. Hücreler, 100µl Perm/Wash 

solüsyonu ile tekrar süspanse edilerek ependorf tüplere alındı. Kit içeriğinde bulunan 

Rabbit Anti- Active Caspase-3 antikordan her bir ependorf tüpüne 20 µl eklendi ve 30 

dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda hücreler 1200 rpm’de 5 dk 

santrifüj edildi. 1 ml Perm/Wash solüsyonu ile süspanse edilerek tekrar aynı santrifüj 

iĢleminden gerçekleĢtirildi. Hücreler son olarak 0.5 ml Perm/Wash solüsyonu ile 

süspanse edilerek flow sitometride analiz edildi. 

5.2.7. Akridin Oranj/Etidyum Bromür Boyaması ile Apoptoz Tayini 

6 kuyucuklu pleytlere ekilen muameleli ve muamelesiz hücreler, muamelenin 

ardından geçen 72 saat sonunda tripsinize edilerek pleytlerden kaldırıldı. 1200 rpm’de 5 

dk santrifüj edilen hücreler, 1 ml PBS ile süspanse edildi. Alkolle temizlenmiĢ lamların 

üzerinde 10 μl Akridin Oranj/Etidyum Bromür boya çözeltisi ve 10 μl hücre 

süspansiyonu karıĢtırılarak floresan mikroskopta analiz edildi. 
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5.2.8. RNA Ġzolasyonu ve Reverse Transkriptaz PCR 

Hücrelerden RNA izolasyonu, QIAGEN RNeasy Mini Kit protokolüne uygun 

olarak gerçekleĢtirildi. Daha önce 6 kuyucuklu pleytlere ekilmiĢ ve 

muameleli/muamelesiz olarak gruplandırılmıĢ yaklaĢık 1x10
6 

sayıdaki hücreler, Tripsin-

EDTA ile pleyt yüzeyinden kaldırılarak 1200 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası hücreler PBS ile yıkanarak aynı koĢullarda tekrar santrifüj edildi. Hücrelerin 

üzerindeki süpernatant dikkatlice uzaklaĢtırıldı. Kit protokolüne uygun olarak, her bir 

hücre pelletinin üzerine, kit içeriğindeki RLT solüsyonundan 350 μl eklenerek hücreler 

süspanse edildi ve ependorf tüplere alındı. RLT solüsyonu kullanılmadan önce, kit 

önerisi doğrultusunda içerisine toplam hacmin %1’i kadar beta merkapto etanol eklendi. 

RLT solüsyonu ile süspanse edilen hücrelere, 350 μl etanol eklendi ve ince Ģırıngalı 

enjektör ile 8-10 kez al-ver yapılarak homojenize edildi. Ardından toplam hacmi 700 μl 

olan hücre süspansiyonu, toplama tüpüne yerleĢik olan kolonlara aktarıldı ve 8000 g’de 

15 sn santrifüj edildi. Santrifüjün ardından toplama tüpünde biriken sıvı döküldü ve her 

bir kolondan 700 μl RW1 solüsyonu geçirildi. Kolonlar, 8000 g’de 15 sn santrifüj 

edildi. Toplama tüpündeki sıvı dökülerek her bir kolondan 500 μl RPE solüsyonu 

geçirildi. Kolonlar 8000 g’de 15 sn santrifüj edildi ve toplama tüplerindeki sıvı 

dökülerek 500 μl RPE solüsyonu her bir kolondan tekrar geçirildi. Kolonlar 8000 g’de 2 

dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpleri ve içerdikleri sıvı atılarak kolonlar 

temiz toplama tüplerine alındı. Kolondan herhangi bir solüsyon geçirilmeden, 14000 

rpm’de 1 dk santrifüj gerçekleĢtirildi. Daha sonra kolonlar, temiz ependorf tüplerin 

üzerine alınarak, kolonlardan 40 μl RNase-free water geçirildi. YaklaĢık 2-3 dk oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra 8000g’de 1 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

kolonlar atılarak, RNA’nın içinde bulunduğu ependorf tüpler -20˚C’de muhafaza edildi. 

Hücrelerden izole edilen RNA’dan cDNA sentezi “QuantiTect Reverse 

Transcription Kit” ile gerçekleĢtirildi. Kit protokolü takip edilerek gerçekleĢtirilen bu 

iĢlemlerde kullanılan bileĢenler ve miktarları Tablo 4’te belirtilmektedir. 
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Tablo 4. Genomik DNA Eliminasyon Reaksiyonu BileĢenleri 

BileĢen Hacim/Reaksiyon Son Konsantrasyon 

gDNA Wipeout Buffer, 7X 2 μl 1X 

Kalıp RNA DeğiĢken (1μg’a kadar)  

RNase-free water *DeğiĢken  

Toplam Hacim 14 μl – 

*gDNA Wipeout Buffer sabit miktarda kullanılırken, RNase-free water miktarı son 

hacmin 14 μl olması gerektiği göz önüne alınarak kalıp RNA’ya göre belirlendi. 

Tabloda belirtilen karıĢım hazırlanarak 42˚C’de 2 dk inkübe edildikten sonra buza 

alındı. 

Reverse Transkriptaz reaksiyonu için gerekli bileĢenler Tablo 5’te belirtildiği gibi 

hazırlandı. 

Tablo 5. Reverse Transkriptaz Reaksiyonu BileĢenleri 

BileĢen Hacim/Reaksiyon Son Konsantrasyon 

Reverse Transkriptaz 1 μl  

RT Buffer, 5X 4 μl 1X 

RT Primer Mix 1 μl  

*Kalıp RNA 14 μl  

Toplam Hacim 20 μl – 

*Kalıp RNA için, Tablo 4’te belirtildiği Ģekilde hazırlanan ve 42˚C’de 2 dk inkübe 

edilen örneğin tamamı (14 μl) kullanıldı. 

Belirtilen Ģekilde hazırlanan 20 μl’lik karıĢım, 42˚C’de 15 dk, 95˚C’de 3 dk olmak 

üzere tek bir PCR döngüsü Ģeklinde gerçekleĢtirildi. PCR döngüsü tamamlandıktan 

sonra -20˚C’de muhafaza edildi. 

5.2.9. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) 

Real Time PCR, QIAGEN QuantiTect SYBR Green PCR kit protokolüne uygun 

Ģekilde Roche Light Cycler 480 II cihazında gerçekleĢtirildi. Reverse Transkriptaz 

yöntemi ile elde edilmiĢ cDNA örnekleri, survivin ve normalizasyonda kullanılan 
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housekeeping gen β-Actin için temin edilmiĢ primerler ve kit içeriğindeki malzemelerin 

kullanıldığı reaksiyon dizaynı Tablo 6’da belirtilmiĢtir. 

Tablo 6. SYBR Green Reaksiyon Kurulumu 

BileĢen Hacim/Reaksiyon 

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 μl 

Primer 1 0.5 μl 

Primer 2 0.5 μl 

RNase-free water 6 μl 

Kalıp cDNA 3 μl 

Tablo 6’da belirtilen reaksiyon kurulduktan sonra 96 kuyucuklu pleyte 

dublikeytler halinde dağıtıldı ve Roche Light Cycler 480 II cihazına uygun olarak Tablo 

7’de belirtilen döngü uygulandı. 

Tablo 7. Döngü KoĢulları 

Adım Zaman Sıcaklık 

Ġlk denatürasyon 15 dk 95˚C 

Denatürasyon 15 sn 94˚C 

Bağlanma 30 sn 60˚C 

Uzatma 30 sn 72˚C 

Döngü Sayısı 40  

5.2.10. Western Blot Yöntemi 

5.2.10.1.Hücrelerden Protein Ġzolasyonu 

6 kuyucuklu pleytlere ekilen muameleli ve muamelesiz hücreler, 72 saatlik 

inkübasyonun ardından buza alınarak +4˚C’de soğutulmuĢ PBS ile yıkandı. Yıkamanın 

ardından hücrelerin üzerine, proteaz ve fosfataz inhibitörlerinin eklendiği, %1 Triton X-

100 içeren 250 μl RIPA patlatma tamponu eklenerek 30 dk buz üzerinde orbital 

çalkalayıcıda sallandı. Hücre lizatları, hücre kazıyıcı kullanılarak pleytlerden alındı ve 

ependorf tüplere aktarılarak +4˚C’de 13.000 g’de 15 dk santrifüj edildi. Süpernatant 

temiz bir ependorf tüpe aktarıldı ve analiz edilmek üzere -20˚C’de muhafaza edildi. 
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5.2.10.2. SDS-PAGE Jellerinin Hazırlanması 

SDS-PAGE Jel Elektroforez Camlarının Hazırlanması  

Camlar distile su ile yıkandıktan sonra %70’lik etil alkol ile temizlendi. 

Temizlenen camlar jel standına yerleĢtirildi. 

Ayırma Jelinin Hazırlanması 

Survivin 16 kDa ve p53 53 kDa moleküler ağırlığında oldukları için, her iki 

proteinin de aynı jelde görüntülenebilmesi açısından ayırma jeli %12.5 olarak 

belirlendi. Uzun ve kısa camlar birleĢtirilerek jel hazırlama standına yerleĢtirildi. SDS-

PAGE jeli için kullanılması gereken ajanlar Tablo 8’de belirtildiği Ģekilde hazırlandı. 

Ayırma jeli hazırlanarak, yükleme jeline de yer ayırmak için, kısa camın yaklaĢık 1 cm 

altına kadar döküldü. Ayırma jeli döküldükten sonra, ayırma jelinin hava ile temasının 

engellenmesi için jelin üst kısmına izopropanol ilave edildi. 

Tablo 8. Ayırma Jeli Ġçeriği 

Malzemeler %12.5 

ddH2O 2.17 ml 

Acrylamid (%40 acrylamid mix) 1.25 ml 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 1.25 ml 

%10 SDS 0.05 ml 

%10 APS 0.05 ml 

TEMED 5 μl 

Toplam 4.775 ml 

Yükleme Jelinin Hazırlanması 

Ayırma jeli polimerleĢtikten sonra, jelin üzerindeki izopropanol dikkatlice 

uzaklaĢtırıldı. Tablo 9’da belirtildiği gibi hazırlanan yükleme jeli, camlar arasında kalan 

1 cm’lik boĢluğa aktarıldı ve 10 kuyucuklu tarak camlar arasına yerleĢtirildi. 

Polimerizasyon için 45-60 dakika beklendi.  
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Tablo 9. Yükleme jeli içeriği 

Malzemeler %4 

ddH2O 3.14 ml 

Acrylamid (%40 acrylamid mix) 0.5 ml 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 1.25 ml 

%10 SDS 0.05 ml 

%10 APS 0.05 ml 

TEMED 3 μl 

Toplam 4.993 ml 

5.2.10.3. SDS-PAGE Jellerinin Elektroforezi 

Örneklerin Yüklenmesi ve Yürütülmesi 

Örneklerin üzerine yükleme tamponu (5x), son konsantrasyonu 1x olacak Ģekilde 

eklendi ve 95ºC’de 7 dakika kaynatıldı. Kuyucuklara protein marköründe 5 µl olmak 

üzere örneklerden 20-30 µl yüklendi. Jel ilk önce 75 Volt’da 15 dakika sonra 105 

Volt’da yaklaĢık 90-105 dakika yürütüldü.  

5.2.10.4. Islak Blotlama 

Örneklerin yüklenerek yürütülmüĢ olduğu SDS PAGE jelinin membrana transfer 

edilmesi için öncelikle camlar spatula yardımı ile birbirinden dikkatlice ayrıldı ve 

blotlama öncesinde dengelenmesi için transfer tamponuna alındı. Bu sırada, jelle aynı 

büyüklükte kesilen nitroselüloz membran, transfer tamponuna alınarak dengelendi. 

Blotlama kasetinin siyah (anot) yüzüne önceden transfer tamponunda ıslatılmıĢ bir adet 

sünger yatak ve iki adet ince 3 MM Whatman kağıdı yerleĢtirildi. Kağıdın üstüne 

önceden dengelenmiĢ jel hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde yerleĢtirildi. Jelin üstüne 

dengelenmiĢ membran dikkatlice yerleĢtirildi. Membranın üstüne iki adet ince 3MM 

Whatman kağıdı ve ıslatılmıĢ sünger yerleĢtirilerek sandviç oluĢturuldu. Blotlama kaseti 

transfer tamponu içeren tanka, anot siyah tarafta ve katot kırmızı tarafta olacak Ģekilde 

yerleĢtirildi. Transfer +4 ˚C’de 100 Voltta bir saat yapıldı. Transfer esnasında tank 

magnetik karıĢtırıcı ile karıĢtırıldı. Transfer sonrasında membran kasetten çıkarılarak 

PBS ile yıkandıktan sonra bloklama tamponu eklenerek bir saat oda sıcaklığında veya 

gece boyu +4˚C’de orbital karıĢtırıcıda inkübasyona bırakıldı.  
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Bloklama solüsyon tipleri, primer antikor dilüsyonları ve inkübasyon süresi, 

antikorun ürün kataloğunda yer alan öneriler doğrultusunda hazırlandı. Survivin 

antikoru 1/2500 olacak Ģekilde %2.5 BSA ve %2.5 yağsız süt tozu içeren, p53 phospho 

S15 antikoru 1/250 olacak Ģekilde %5 lik BSA içeren ve p53 phospho S46 antikoru 

1/1000 olacak Ģekilde %2.5 BSA ve %2.5 yağsız süt tozu içeren bloklama solüsyonunda 

seyreltildi. Birincil antikor inkübasyonundan sonra membran üç kez, yaklaĢık beĢ 

dakika boyunca, %0.5 lik Tween 20 içeren TBST ile (TBST)  ile çalkalanarak yıkandı. 

Daha sonra membran bloklama solüsyonu içerisinde, Anti–Survivin ve Anti-p53 primer 

antikorları için 1/7500 oranında seyreltilmiĢ HRP konjuge anti tavĢan ikincil antikor 

solüsyonu ile orbital karıĢtırıcıda yavaĢ hızda çalkalanarak bir saat oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Bu inkübasyonun ardından membran tekrar üç kez yaklaĢık beĢ dakika 

orta hızda TBST içerisinde yıkandı. Yıkamaların ardından membran pens ile kenarından 

tutularak temiz bir kaba aktarıldı. IĢımayı saptamak için 0.5 ml ECL solüsyonu (BioRad 

ECL bileĢenleri 1:1 oranında karıĢtırıldı) ile yaklaĢık bir dakika muamele edildi. 

BioRad Chemidoc Görüntüleme Cihazı yardımı ile membran görüntülenerek analiz 

edildi. 

5.2.11. Ġstatistiksel Analizler 

Ġstatistiksel analizler, GraphPad Prism programı kullanılarak, aynı hücre 

gruplarının kendi içinde farklı konsantrasyonlardaki CAPE ile muamele edilmesiyle 

elde edilen verilerin karĢılaĢtırmaları için One Way ANOVA testi; aynı 

konsantrasyonlardaki CAPE ile muamele edilen farklı hücre gruplarının 

karĢılaĢtırılması için Student’s t Test kullanıldı. p değeri 0.05’ten küçük olan istatistikler 

anlamlı; 0.05’ten büyük olanlar ise anlamsız olarak değerlendirildi.   
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6. BULGULAR 

Bu çalıĢmada, kolorektal kanser hücre hatlarının hem CAPE ile hem de CAPE’in 

tedavide sıklıkla kullanılan bir kemoterapötik ajan olan 5-FU ile birlikte muamelesiyle 

(CAPE/5-FU), CAPE’in survivin ekspresyonu üzerindeki etkisinin araĢtırılması 

amaçlandı. CAPE’in survivin ekspresyonu üzerindeki etkisinin incelendiği bu 

çalıĢmada, aynı zamanda farklı kolorektal kanser hücre hatlarında pro-apoptotik bir 

protein olan p53’ün ekspresyonundaki değiĢim de incelendi. Kullanılan hücreler kontrol 

grubu ve muameleli grup Ģeklinde ayrılarak, muamele edilen ajanların etkin doz 

değerleri 72 saatlik süre dahilinde WST-1 canlılık testiyle belirlendi. Belirlenen dozdaki 

CAPE’in hücreler üzerindeki apoptotik etkisi Annexin V/7AAD testi ile incelendi, 

apoptotik yolakta etkili olan kaspaz-3 aktivitesi üzerinde gerçekleĢen etkisi ise Aktif 

Kaspaz-3 testi ile tespit edildi. Hücreler üzerindeki apoptotik etkinin morfolojik olarak 

incelenmesi, Akridin Oranj/Etidyum Bromür boyaması ile mikroskobik olarak 

gerçekleĢtirildi. CAPE’in, survivin ekspresyonu üzerindeki etkisini mRNA düzeyinde 

incelemek için Real-Time PCR ve protein düzeyinde incelemek için Western Blot 

yöntemleri kullanıldı. 

6.1. Hücrelerin Morfolojik ve Fenotipik Özellikleri 

ÇalıĢmada; kolorektal kanser özelliği taĢıyan WiDR, DLD-1, HCT-116, RKO 

hücre hatları ile kontrol olarak kullanılan normal kolorektal hücre hattı CCD 841-CoN 

olmak üzere 5 farklı hücre hattı kullanıldı. Ticari sağlayıcısı tarafından verilen bilgilere 

göre hücrelerin tamamı epitel kökenlidir ve flask yüzeyine tutunan tiptedir. HCT-116 ve 

RKO hücre hatlarının p53 yabanıl tip olduğu belirtilmektedir. WiDR hücre hattının; 

p53’ün 273. kodonunu etkileyen arg>his dönüĢümü taĢıdığı ve DLD-1 hücre hattının; 

p53’ün 241. kodonunu etkileyen ser>phe dönüĢümü taĢıdığı üretici firma tarafından 

onaylanmıĢtır. Bahsedilen bu değiĢimlerin patolojik olduğu bilinmektedir (85, 86). 

6.2. Hücre Kültürü 

ÇalıĢmada kullanılan ve kolorektal kanser özelliği taĢıyan WiDR, DLD-1, HCT-

116, RKO hücre hatları ile kontrol olarak kullanılan normal kolorektal hücre hattı CCD 

841-CoN, T75 flasklarda ATCC tarafından önerilen besiyerleri ile kültüre edildi. 

Hücrelerin durumu her gün mikroskobik olarak kontrol edildi. Flask yüzeyinde 

yoğunlaĢmanın yaklaĢık %70 düzeyine ulaĢtığı durumlarda hücreler yıkanıp tripsinize 
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edilerek flasklardan alındı ve yeni flasklara ekilerek pasaj iĢlemleri gerçekleĢtirildi. 

ÇalıĢmaya, hücrelerin büyüme karakteristiklerini belirlemek için sayılarını ikiye 

çıkardıkları zamanın tespiti ile baĢlandı. Hücrelerin ikilenme zamanını hesaplanması 

için 72 saat içinde 4 kez hücre sayımı yapılarak büyüme eğrileri çizildi (ġekil 4). 

 

ġekil 4. ÇalıĢmada kullanılmıĢ olan hücre hatlarının büyüme eğrileri A) CCD 841-CoN, 

B) WiDR, C) DLD-1, D) HCT-116, E) RKO 
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6.3. Canlılık Analizleri 

6.3.1. 5-FU’nun Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi 

DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücre hatları hücrelerine 2,5 

µM ve 40 µM arasında değiĢen dozlarda 5-FU muamelesi yapılarak, muamelenin 72. 

saatinde WST-1 testi gerçekleĢtirildi. WST-1 testinin sonuçlarına göre, 5-FU 

muamelesinin doza bağlı olarak canlılığı düĢürdüğü gözlendi (ġekil 5).  

ÇalıĢmada kullanılan en düĢük doz olan 2,5 µM 5-FU dozunda DLD-1, HCT-116, 

RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerinin gösterdiği canlılık değerleri sırasıyla %97, 

%81, %60, %85 ve %78 olarak belirlendi. ÇalıĢmada kullanılan en yüksek doz olan 40 

µM dozunda ise, 5-FU’ya dirençli olduğu bilinen DLD-1 hücrelerinde tespit edilen 

canlılık değeri %70 iken; HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerinde bu 

değerler sırasıyla %47, %42, %51 ve %37 olarak tespit edildi. 5-FU’nun tüm hücre 

hatlarında eĢit olarak kullanılacak dozu belirlenirken, çalıĢmanın devamında CAPE ile 

birlikte muamelesi gerçekleĢtirilerek yapılacak deneyler göz önünde bulunduruldu. 

Kullanılan hücrelerin, 5-FU’ya gösterdiği hassasiyet farkı da dikkate alınarak 10 µM 

dozu seçildi. DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerinin 10 µM 

dozunda tespit edilen canlılık değerleri %83, %70, %54, %68 ve %62 Ģeklinde 

gözlendi. 

 

ġekil 5. Hücre hatlarında 5-FU muamelesinin doza bağlı değiĢimi, * p<0.05 

  



 

38 
 

6.3.2. CAPE’in Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi 

DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücre hatları hücrelerine 5 µM 

ve 100 µM arasında değiĢen dozlarda CAPE muamelesi yapılarak, muamelenin 72. 

saatinde WST-1 testi gerçekleĢtirildi. Elde edilen sonuçlara göre, CAPE muamelesinin 

doza bağlı olarak canlılığı düĢürdüğü gözlendi (ġekil 6).  

ÇalıĢmada kullanılan en düĢük doz olan 5 µM dozunda DLD-1, HCT-116, RKO, 

WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerinde tespit edilen canlılık değerleri sırasıyla, %96, 

%97, %99, %100 ve %98 olarak gözlendi. ÇalıĢmada kullanılmıĢ en yüksek doz olan 

100 µM dozunda ise bu değerler sırasıyla %37, %51, %52, %90 ve %92 Ģeklinde tespit 

edildi. Elde edilen bu sonuçlara göre CAPE’in tüm hücre hatlarında eĢit olarak 

kullanılacak dozu belirlenirken, çalıĢmanın devamında 5-FU ile birlikte muamelesi 

gerçekleĢtirilerek yapılacak deneyler göz önünde bulunduruldu. Kullanılan hücrelerin 

CAPE muamelesine gösterdiği hassasiyet farkı da dikkate alınarak 75 µM dozu seçildi. 

ÇalıĢmada kullanılan DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerinin 

75 µM dozunda tespit edilen canlılık değerleri %50, %63, %64, %94 ve %92 Ģeklinde 

sıralandı. 

 

ġekil 6. Hücre hatlarında CAPE muamelesinin doza bağlı değiĢimi, *p<0.05 
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6.3.3. 5-FU ve CAPE Birlikteliğinin Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkilerinin 

Belirlenmesi 

Farklı 5-FU ve CAPE dozları kullanılarak yapılan canlılık analizlerinin ardından 

DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerine daha önce belirlenen 10 

µM 5-FU ve 75 µM CAPE dozlarının birlikte muamelesi gerçekleĢtirildi ve 

muamelenin 72. saatinde WST-1 testi uygulandı. 

Elde edilen sonuçlara göre DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN 

hücrelerinde tespit edilen canlılık değerleri sırasıyla, %59, %63, %54, %69, %63 olarak 

belirlendi (ġekil 7). 

 

ġekil 7. Hücre hatlarında 5-FU, CAPE, CAPE/5-FU muamelesinin hücre canlılığı  

üzerine etkisi, **p<0.01 

CAPE ve 5-FU’nun birlikte kullanılarak gerçekleĢtirildiği çalıĢmalarda, DLD-1 ve 

HCT-116 hücrelerinden elde edilen sonuçlar 5-FU muamelesine kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı sonuç verirken, RKO hücrelerinde 5-FU ya da CAPE muamelesine göre 

istatistiksel olarak anlamlı herhangi değiĢiklik saptanmadı. WiDR ve CCD 841-CoN 

hücrelerinde ise CAPE muamelesi sonuçlarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

sonuçlar elde edildi. Buna rağmen, WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerinin yalnızca 

CAPE’in muamele edilmesi ile elde edilen sonuçlarının istatistiksel olarak anlamlı 

olmaması ve CAPE/5-FU kombinasyonunun bu hücrelerde neredeyse 5-FU’nun tekil 
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etkisi kadar etki göstermiĢ olması; DLD-1, HCT-116 ve RKO hücrelerinin ise CAPE/5-

FU kullanıldığında, yalnızca CAPE’in muamele edildiği duruma kıyasla anlamlı 

değiĢikler göstermemiĢ olması neticesinde, çalıĢmanın ilerleyen kısımlarında 5-FU’nun 

deneylere dahil edilmemesine karar verildi. 

6.4. Apoptotik Analizler 

6.4.1. CAPE Aracılı Apoptoza Bağlı Hücre Morfolojisindeki DeğiĢimlerin Akridin 

Oranj/Etidyum Bromür Boyama Tekniği ile Gösterilmesi 

ÇalıĢmada kullanılan DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN 

hücreleri, belirlenmiĢ olan CAPE dozu ile 72 saat muamele edilerek floresan 

mikroskopta morfolojik olarak analiz edildi. Kontrol grubu olarak, muameleli hücrelerin 

yanı sıra muamelesiz hücreler de çalıĢmaya dahil edildi. Mikroskobik analizlerde; yeĢil 

renkte görülen hücreler sağlıklı, turuncu renkte görülen hücreler ise apoptotik olarak 

değerlendirildi. Analiz sonuçlarına göre DLD-1, HCT-116 ve RKO hücreleri CAPE 

muamelesinin ardından apoptotik hücre morfolojisi gösterirken, WiDR ve CCD 841-

CoN hücrelerinde bu değiĢim gözlenmedi (ġekil 8). 
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ġekil 8. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesinin 72. saatinde Akridin 

Oranj/Etidyum Bromür boyaması ile elde edilen floresan mikroskobu 

görüntüleri   
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6.4.2. CAPE Aracılı Apoptozun Flow Sitometri Yöntemi ile Gösterilmesi 

6.4.2.1. Annexin V / 7- AAD Testi ile Sağlıklı ve Apoptotik Hücre Popülasyonunun 

Belirlenmesi 

Annexin V-PI testi ile ilk olarak DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-

CoN hücrelerinin 72 saatlik kültürü sonucundaki bazal apoptotik hücre oranı belirlendi. 

CAPE muamelesi ile apoptotik ve ölü hücre oranının doza bağlı olarak arttığı tespit 

edildi.  

DLD-1 hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol 

grubunda %3.6 olan apoptotik ve ölü hücre oranı, CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ 

hücrelerde %57.2 olarak belirlendi (ġekil 9). 

 

ġekil 9. DLD-1 hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı hücresel apoptoz 

oranlarının belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE 
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HCT-116 hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol 

grubunda %6.5 olan apoptotik ve ölü hücre oranı, CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ 

hücrelerde %36 olarak belirlendi (ġekil 10). 

 

ġekil 10. HCT-116 hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı hücresel apoptoz 

oranlarının belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE 

RKO hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol grubunda 

%5.4 olan apoptotik ve ölü hücre oranı, CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ hücrelerde 

%34.4 olarak belirlendi (ġekil 11). 

 

ġekil 11. RKO hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı hücresel apoptoz 

oranlarının belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE 
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WiDR hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol 

grubunda %8.9 olan apoptotik ve ölü hücre oranı, CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ 

hücrelerde %11.7 olarak belirlendi (ġekil 12). 

 

ġekil 12. WiDR hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı hücresel apoptoz 

oranlarının belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE 

CCD 841-CoN hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol 

grubunda %9.7 olan apoptotik ve ölü hücre oranı, CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ 

hücrelerde %12.2 olarak belirlendi (ġekil 13). 

 

ġekil 13. CCD 841-CoN hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı hücresel 

apoptoz oranlarının belirlenmesi, A) Kontrol, B) CAPE 

  



 

45 
 

Tüm hücre hatlarının CAPE muamelesi sonrası gösterdikleri sağlıklı ve apoptotik 

hücre oranlarındaki değiĢimler incelendi. DLD-1, HCT-116, RKO ve CCD 841-CoN 

hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar elde edildi (ġekil 14). 

 

ġekil 14. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesi ile gerçekleĢen apoptotik hücre 

yüzdelerinde gerçekleĢen değiĢimler, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

6.4.2.2. Aktif Kaspaz-3 Testi ile Kaspaz-3 Aktivasyonundaki DeğiĢimlerin 

Belirlenmesi 

DLD-1, HCT-116, RKO, WiDR ve CCD 841-CoN hücreleri muamelesiz ve 

CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ Ģekilde gruplandırıldı ve 72 saat boyunca kültüre 

edildi. 72 saat sonunda uygulanan Aktif Kaspaz-3 testi ile hücre gruplarındaki kaspaz-3 

aktivitesi ölçüldü. Muamelesiz hücrelerden elde edilen veriler, bazal kaspaz aktivitesi 

olarak kabul edildi. CAPE muamelesi içeren hücre gruplarında, kaspaz-3 aktivitesinde 

artıĢ gözlendi. Kaspaz-3 aktivitesinde gözlenen bu artıĢ, hücre hatları arasında farklılık 

gösterdi. 
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DLD-1 hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol grubu 

hücrelerinin kaspaz-3 aktivitesi %0.4 olarak ölçülürken, CAPE muamelesi 

gerçekleĢtirilen hücrelerde bu oran %31.7 olarak belirlendi (ġekil 15). 

 

ġekil 15. DLD-1 hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı kaspaz-3 aktivitesinin 

belirlenmesi, A) Kontrol grubu hücrelerinde popülasyon dağılımı, B) CAPE 

içeren hücre grubunda popülasyon dağılımı, C) Kontrol grubu hücrelerinde 

kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE içeren hücre grubunda kaspaz-3 aktivitesi 
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HCT-116 hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol 

grubu hücrelerinin kaspaz-3 aktivitesi %0.4 olarak ölçülürken, CAPE muamelesi 

gerçekleĢtirilen hücrelerde bu oran %30.7 olarak belirlendi (ġekil 16). 

 

ġekil 16. HCT-116 hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı kaspaz-3 

aktivitesinin belirlenmesi, A) Kontrol grubu hücrelerinde popülasyon 

dağılımı, B) CAPE içeren hücre grubunda popülasyon dağılımı, C) Kontrol 

grubu hücrelerinde kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE içeren hücre grubunda 

kaspaz-3 aktivitesi 
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RKO hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol grubu 

hücrelerinin kaspaz-3 aktivitesi %1.2 olarak ölçülürken, CAPE muamelesi 

gerçekleĢtirilen hücrelerde bu oran %51.6 olarak belirlendi (ġekil 17). 

 

ġekil 17. RKO hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı kaspaz-3 aktivitesinin 

belirlenmesi, A) Kontrol grubu hücrelerinde popülasyon dağılımı, B) CAPE 

içeren hücre grubunda popülasyon dağılımı, C) Kontrol grubu hücrelerinde 

kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE içeren hücre grubunda kaspaz-3 aktivitesi 
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WiDR hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol grubu 

hücrelerinin kaspaz-3 aktivitesi %1.5 olarak ölçülürken, CAPE muamelesi 

gerçekleĢtirilen hücrelerde bu oran %2.4 olarak belirlendi (ġekil 18). 

 

ġekil 18. WiDR hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı kaspaz-3 aktivitesinin 

belirlenmesi, A) Kontrol grubu hücrelerinde popülasyon dağılımı, B) CAPE 

içeren hücre grubunda popülasyon dağılımı, C) Kontrol grubu hücrelerinde 

kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE içeren hücre grubunda kaspaz-3 aktivitesi 
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CCD 841-CoN hücrelerinde 72. saatte yapılan ölçümlere göre muamelesiz kontrol 

grubu hücrelerinin kaspaz-3 aktivitesi %0.8 olarak ölçülürken, CAPE muamelesi 

gerçekleĢtirilen hücrelerde bu oran %7.9 olarak belirlendi (ġekil 19). 

 

ġekil 19. CCD 841-CoN hücrelerinde 72 saatte gerçekleĢen CAPE aracılı kaspaz-3 

aktivitesinin belirlenmesi, A) Kontrol grubu hücrelerinde popülasyon 

dağılımı, B) CAPE içeren hücre grubunda popülasyon dağılımı, C) Kontrol 

grubu hücrelerinde kaspaz-3 aktivitesi, D) CAPE içeren hücre grubunda 

kaspaz-3 aktivitesi 
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Tüm hücre hatlarının CAPE muamelesi sonrası gösterdikleri aktif kaspaz-3 

seviyesindeki değiĢimler incelendi. DLD-1, HCT-116, RKO ve CCD 841-CoN 

hücrelerinde, CAPE muamelesi sonrası kaspaz-3 aktivasyonunun arttığına dair 

istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar elde edildi (ġekil 20). 

 

ġekil 20. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesi ile gerçekleĢen aktifleĢmiĢ 

kaspaz-3 değiĢimleri, *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001 

6.5. Protein Analizleri 

HCT-116, DLD-1, RKO, WiDR ve CCD 841-CON hücreleri muamelesiz ve 

CAPE muameleli olarak gruplandırılarak 72 saatlik hücre kültürü sürecinin ardından 

protein izolasyonları gerçekleĢtirildi. Ġzole edilen protein ekstratları kullanılarak 

Western Blot yöntemi gerçekleĢtirildi. Image Lab programı kullanılarak görüntülenen 

ve normalize edilen survivin, p53-Ser15 ve p53-Ser46 protein ekspresyonlarındaki 

değiĢimler incelendi. 

WiDR hücrelerinde CAPE muamelesinin ardından survivin protein seviyesinde 

artıĢ gözlenirken, p53-Ser46 protein seviyesinde bir değiĢiklik söz konusu olmadı. CCD 

841-CoN hücrelerinde CAPE muamelesinin ardından survivin proteini seviyesinde 

azalıĢ gerçekleĢirken, p53-Ser46 proteini seviyesinde bir değiĢiklik gözlenmedi. HCT-

116 hücrelerinde survivin ve p53-Ser46 protein seviyelerinde artıĢ gözlendi. DLD-1 

hücrelerinde survivin ve p53-Ser46 proteinleri tespit edilemedi. RKO hücrelerinde ise 
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survivin protein seviyesinde azalıĢ, p53-Ser46 protein seviyesinde artıĢ gözlendi. (ġekil 

21). 

 

ġekil 21. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesinin survivin ve p53-Ser46  

protein ekspresyonları üzerine etkisi 

WiDR hücrelerinde CAPE muamelesinin ardından p53-Ser15 protein seviyesinde 

azalıĢ, CCD 841-CoN hücrelerinde ise artıĢ gözlendi. HCT-116 ve DLD-1 hücrelerinde 

CAPE muamelesinin ardından p53-Ser15 protein seviyelerinde artıĢ gözlenirken, RKO 

hücrelerinde ise azalıĢ gerçekleĢti (ġekil 22). 

 

 

ġekil 22. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesinin p53-Ser15 protein  

ekspresyonu üzerine etkisi 

Kullanılan tüm hücre hatlarında survivin, p53-Ser15 ve p53-Ser46 protein 

seviyelerinde gerçekleĢen değiĢimler ġekil 23, ġekil 24 ve ġekil 25’te grafikler halinde 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 23. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesi ile gerçekleĢen survivin protein 

seviyesindeki değiĢimler 

 

ġekil 24. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesi ile gerçekleĢen p53-Ser46 

protein seviyesindeki değiĢimler 
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ġekil 25. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesi ile gerçekleĢen p53-Ser15 

protein seviyesindeki değiĢimler 

6.6. Gen Ekspresyonu Analizleri 

CAPE ile muamele edilen hücre grupları ve kontrol olarak kullanılan muamelesiz 

hücre gruplarının, 72 saatlik hücre kültürü sürecinin ardından RNA izolasyonları 

yapılarak, RNA’dan cDNA sentezi gerçekleĢtirildi. cDNA sentezinin ardından SYBR 

Green kullanılarak gerçekleĢtirilen Real-Time PCR iĢleminde, hücrelerde survivinin 

mRNA düzeyindeki değiĢimleri incelendi.  

Yapılan analizler sonucunda survivinin mRNA düzeyinde DLD-1 ve RKO 

hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalıĢ gözlenirken; WiDR, HCT-116 ve 

CCD 841-CoN hücrelerinde ise istatistiksel olarak anlamlı değiĢimler gerçekleĢmedi 

(ġekil 26). 
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ġekil 26. Kullanılan hücre hatlarında CAPE muamelesi ile survivin mRNA seviyesinde 

gerçekleĢen değiĢimler (Her bir hücre grubunun kendi içerisindeki kontrolü 

referans alınarak hazırlanmıĢtır.) *p<0.05 

Kanser hücre hatlarının survivin ekspresyon seviyelerinin karĢılaĢtırılması için, 

hücre hatlarından biri referans olarak seçildi ve ekspresyon seviyeleri analiz edildi 

(ġekil 27). 

 

ġekil 27. Kullanılan kanser hücre hatlarındaki survivin ekspresyon seviyelerinin 

karĢılaĢtırılması (HCT-116 hücre hattı referans alınarak hazırlanmıĢtır.) 
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7. TARTIġMA ve SONUÇ 

Çağımızın en yaygın hastalıklarından biri olan kanserde agresif progresyon, 

tedaviye direnç, relaps ve metastaz oranlarının yüksek oluĢu en büyük sorunlardan biri 

haline gelmiĢtir. Klinik uygulamalarda kullanılan kemoterapötiklere karĢı geliĢmekte 

olan direnç, tedavide ciddi bir engel oluĢturmakta ve bu durum mortalite riskini 

artırmaktadır (1, 3, 4). 

Son zamanlarda, kanser oluĢumu ve geliĢiminin moleküler mekanizmasını 

aydınlatmaya yönelik önemli sayılacak bilimsel çalıĢmalar, apoptotik süreçte rol alan 

hücre elemanlarına dikkat çekmektedir. Bunlar arasında en dikkat çekici olanlardan biri 

ise, apoptoz inhibitör protein ailesi proteinlerinden olan survivindir. Kolorektal kanser 

de dahil olmak üzere pek çok kanserli hücrede ekspresyonu yüksek bulunan, kanserde 

direnç ile iliĢkilendirilmiĢ survivin gibi proteinlerin hedeflenmesi, alternatif tedavi 

yöntemleri açısından önemlidir (33). Bu gibi proteinleri hedeflerken seçilecek ajanların 

aynı zamanda, sağlıklı hücreler için toksik olmayacak ve seçici olarak kanser 

hücrelerini hedefleyecek özellikte olması gerekmektedir. Bu bulgular doğrultusunda; 

çalıĢmamızda, tümör hücrelerinde seçici olarak iĢlev gören, hücre ölümünün 

indüklenmesi gibi pek çok anti tümöral etkisi yapılan çalıĢmalarla belirlenen CAPE’in, 

anti apoptotik bir protein olan survivin üzerindeki etkilerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır 

(75, 76). 

ÇalıĢmamızda, metabolik aktivitenin ölçümüne dayalı hücre proliferasyon testi 

WST-1 ile gerçekleĢtirilen analizlerde, tedavide alternatif bir ajan olabileceğini 

düĢündüğümüz CAPE’in yanı sıra, klinikte sıklıkla kullanılan kemoterapötiklerden biri 

olan 5-FU da kullanılmıĢ ve CAPE ile karĢılaĢtırmalı etkisi incelenmiĢtir. ÇalıĢmada 

kullanılmıĢ hücre hatlarından DLD-1’in 5-FU dirençli hücre hattı olduğunun belirtildiği 

literatür bilgileri dikkate alınarak, dirençli olan bu hücre hattında 5-FU’nun yanı sıra 

CAPE muamelesinin gerçekleĢtirdiği etkiler incelenmiĢ ve sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır. 

DLD-1 hücre hattında elde edilen sonuçlar, literatürde bahsedilen 5-FU direnci ile 

örtüĢmektedir (65). Ayrıca çalıĢmada kullanılan ve 5-FU dirençli olmayan hücre 

hatlarında gerçekleĢen 5-FU ve CAPE’in etkileri incelenerek, elde edilen sonuçlar 

üzerinden çalıĢma devam ettirilmiĢtir. Bu sonuçlara göre gerçekleĢtirilmiĢ olan 5-FU 

muamelesinde, kullanılması için seçilen 10 µM dozu tüm hücre hatlarında anlamlı 
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sonuçlar verirken 5-FU’ya dirençli olduğu bilinen DLD-1 hücre hattında canlılık 

oranları diğer hücre hatlarına kıyasla daha yüksek gözlenmiĢtir.  

CAPE muamelesi DLD-1 ve HCT-116 hücrelerinde 5-FU muamelesine kıyasla 

daha düĢük canlılık değerleri verirken RKO hücrelerinde bu değer daha yüksek olarak 

gözlenmiĢtir. ÇalıĢmanın devamında kullanılması için seçilen 75 µM CAPE dozu, 

DLD-1, HCT-116 ve RKO hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar verirken, 

WiDR hücreleri ve kontrol olarak kullanılan normal kolorektal hücre grubu CCD 841-

CoN üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir etkiye sahip değildir. Literatürde, CAPE’in 

HCT-116 hücrelerinde proliferasyonunu anlamlı düzeyde baskıladığı ve hücrelerin 

canlılığını düĢürdüğü gösterilen çalıĢmalar mevcuttur. (87, 88). ÇalıĢmamızda 

CAPE’in, DLD-1 ve RKO hücreleri üzerinde de benzer etkilere sahip olduğu 

gösterilmiĢtir. Ayrıca CAPE’in kontrol olarak kullanılan normal kolorektal hücreler 

üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir etkiye sahip olmayıĢı, uygun dozlarda 

kullanıldığı sürece kanser hücrelerine seçici toksisite göstereceği düĢüncemizi destekler 

niteliktedir. Literatürde CAPE kullanılarak yapılan çalıĢmalarda da, CAPE’in sağlıklı 

hücreler üzerinde sitotoksik etkisi olmadığı gösterilmiĢtir (89).  

Bu verilerin yanı sıra, 10 µM 5-FU ve 75 µM CAPE dozlarının birlikte 

kullanılması ile gerçekleĢtirilen canlılık analizlerine bakıldığında, yalnızca CAPE 

kullanılarak elde edilen sonuçlara kıyasla DLD-1, HCT-116 ve RKO hücre hatlarında 

istatistiksel olarak anlamlı değiĢimler gözlenmemiĢtir. WiDR hücre hattı ve CCD 841-

CoN hücre hattı ise istatistiksel olarak anlamlı değiĢiklikler göstermiĢtir. Fakat bu 

hücreler CAPE muamelesi ile son derece yüksek canlılık değerleri verdiği için, elde 

edilen bu sonucun 5-FU’nun toksik etkisinden kaynaklandığı düĢünülmektedir. CAPE 

ve 5-FU’nun sinerjik etkisinin, tekil olarak kullanıldıkları zaman oluĢturdukları etki ile 

benzer olduğu tespit edilerek, 5-FU dirençli olan DLD-1 hücre hattında da ilacın direnç 

mekanizmasının aĢılmasında CAPE’in etkisiz kaldığı görülmüĢtür. CAPE ve 5-FU 

birlikteliği; kullanılan hücre hatlarında beklenilen değiĢikliği gerçekleĢtiremediği için, 

çalıĢmanın ilerleyen kısımlarında yalnızca CAPE muameleleri ile incelemeler 

yapılmıĢtır. 

Akridin Oranj/Etidyum Bromür boyama tekniği ile hücreler morfolojik olarak 

incelendiğinde, CAPE muamelesinin DLD-1, HCT-116 ve RKO hücrelerinde, hücre 
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morfolojisini değiĢtirdiği ve hücrelerin apoptotik sürecini baĢlattığı gösterilmiĢtir. 

CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmeyen hücreler sağlıklı hücre morfolojisi gösterirken, 

CAPE muamelesi ile hücrelerin morfolojisinin apoptotik hücre morfolojisine 

dönüĢmesi, CAPE-aracılı apoptozun gerçekleĢtiğini gösterir niteliktedir. Öte yandan, 

canlılık analizlerinde yüksek canlılık oranları gösteren WiDR hücreleri ve kontrol 

olarak kullanılan normal kolorektal hücre hattı olan CCD 841-CoN hücreleri ise 

morfolojik olarak belirgin değiĢiklikler sergilememiĢtir. 

Morfolojik incelemelerin ardından apoptotik ve ölü hücrelerin yüzdesel 

oranlarının tespit edilmesi için gerçekleĢtirilen flow sitometri çalıĢmalarında, WST-1 

canlılık analizi sonuçları ile uyumlu veriler elde edilmiĢtir. DLD-1, HCT-116 ve RKO 

hücrelerinde apoptotik evredeki hücrelerin yüzdesi yüksek oranlarda gözlenirken, 

WiDR ve CCD 841-CoN hücrelerinde bu oranlar düĢük düzeyde kalmıĢtır. WST-1 

canlılık analizlerinde yüksek yüzdesel canlılık verilerine sahip WiDR ve CCD 841-CoN 

hücre hatlarında, flow sitometri çalıĢmalarında elde edilen düĢük yüzdesel apoptotik 

sonuçlar birbiri ile tutarlı haldedir.  Ayrıca, DLD-1, HCT-116 ve RKO hücre hatlarında 

gözlenmekte olan apoptotik hücrelere ait yüksek yüzdesel değerler, canlılık testlerinde 

elde edilmiĢ düĢük yüzdesel canlılık verileri ile uyumludur. Öte yandan literatürde 

gösterilmiĢ olan, CAPE muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ HCT-116 hücrelerinin flow 

sitometri yöntemi kullanılarak apoptotik olarak incelenmesi ile elde edilen sonuçlar, 

çalıĢmamızda elde edilen sonuçlar ile örtüĢmektedir (87, 88).  

ÇalıĢmamızın devamında, önemli bir apoptotik belirteç olan aktif kaspaz-3 düzeyi 

incelenmiĢtir. Apoptotik sürecin yürütülmesinde rol alan kaspaz-3, CAPE kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢ pek çok farklı kanser türüne ait hücre hatları üzerinde çalıĢılmıĢ ve 

CAPE aracılı apoptozdaki aktivasyonu gösterilmiĢtir (90-92). Flow sitometri yöntemi 

kullanılarak gerçekleĢtirdiğimiz aktifleĢmiĢ kaspaz-3 ölçümlerinde; DLD-1, HCT-116 

ve RKO hücre hatlarında, CAPE muamelesi sonrasında kaspaz-3 aktivitesinin oluĢtuğu 

gösterilerek, bu hücrelerde gerçekleĢen CAPE aracılı apoptotik sürece dair yeni veriler 

elde edilmiĢtir. GerçekleĢtirilen CAPE muamelesine rağmen, yüzdesel apoptotik hücre 

oranı düĢük düzeyde olan ve yüksek canlılık oranlarına sahip WiDR ve CCD 841-CoN 

hücrelerinde kaspaz-3 aktivitesi de düĢük düzeylerde gözlenmiĢtir.  
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CAPE’in tüm bu flow sitometrik çalıĢmalarda, önemli bir apoptotik belirteç olan 

kaspaz-3 etkinliğini ve apoptotik hücre sayısını artırması çalıĢmanın devamı açısından 

önemlidir. Kullanılan üç hücre hattında apoptotik süreci baĢlattığı gözlenen CAPE’in, 

normal kolorektal hücre hattında bu etkiyi göstermemiĢ olması da önemli bir bulgudur. 

ÇalıĢmamızın ilerleyen kısımlarında gerçekleĢtirdiğimiz protein düzeyindeki 

incelemeler ile CAPE muamelesi sonrası survivin, p53-Ser46 ve p53-Ser15 proteinleri 

düzeyinde gerçekleĢen değiĢimler belirlenmiĢtir.  

p53’ün, survivinin down regülasyonundan sorumlu olduğu ve survivinin anti 

apoptotik aktivitesini antagonize ederek apoptozu indüklediğine dair çalıĢmalar 

bulunmaktadır (48). p53’ün mutant hale geçtiği kanser hücrelerinde ise bu etki 

kaybolmakta ve p53 tarafından regüle edilemeyen survivin, hücreler üzerinde etkinliğini 

artırarak hücrelerin proliferasyon sürecinin yürütülmesine katkıda bulunmaktadır (47, 

49). p53 proteini pek çok farklı rezidü üzerinden fosforillenerek, farklı hücresel 

süreçlere dahil olmaktadır. Ser46 rezidüsünden fosforillenen p53 proteini, hücrelerin 

apoptoza girmesini indüklerken, DNA hasarı oluĢması durumunda Ser15 rezidüsünden 

fosforillenme gerçekleĢmektedir (44-46). ÇalıĢmamızda, Ser46 ve Ser15 rezidülerinden 

fosforile edilen p53 proteini ile survivin protein düzeyindeki değiĢiklikler incelenmiĢ ve 

kullanılan hücre hatları protein düzeyinde farklı sonuçlar vermiĢtir. 

Normal kolorektal hücre hattı CCD 841-CoN hücrelerinde, kontrol grubunda az 

miktarda gözlenen survivin protein seviyesi CAPE muamelesi gerçekleĢtirilen 

hücrelerde daha da azalmaktadır. Fosforilasyonu, apoptotik sürecin baĢlaması ile 

iliĢkilendirilen p53-Ser46 protein miktarında herhangi bir değiĢim olmamakla birlikte, 

p53-Ser15 düzeyinde bir miktar artıĢ gözlenmiĢtir. CAPE’in bu sağlıklı hücreler 

üzerinde anlamlı bir sitotoksik etkisi olmadığı, çalıĢmamızın ilk aĢamalarında 

gerçekleĢtirilen canlılık analizleri, apoptotik hücre yüzdeleri ve kaspaz-3 aktivasyonu 

analizi ile gösterilmiĢtir. Protein analizlerinden elde edilen sonuçlara göre; CAPE, 

survivin ekspresyonu üzerinde baskılayıcı bir etkiye sahip olsa da apoptotik süreç ile 

iliĢkili p53-Ser46 protein düzeyinde farklılık görülmemiĢ olması, etkili bir apoptotik 

sürecin gerçekleĢmediğini düĢündürmektedir. Hücrelerde DNA hasarı oluĢumundan 

sonra fosforile olan p53-Ser15 proteininde az miktarda bir artıĢ görülmesi ise, CAPE’in 

DNA hasarı ile iliĢkilendirilebilecek bir duruma sebebiyet vermesi ihtimalini akıllara 
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getirmektedir. Literatürde daha önce yapılmıĢ bir çalıĢmada, CAPE’in bakır iyonları 

varlığında DNA hasarı oluĢturduğu gösterilmiĢtir (93). BaĢka bir çalıĢmada ise, survivin 

ekspresyonu baskılanan hücrelerde DNA tamir mekanizmasının daha etkili Ģekilde 

çalıĢtığı gösterilmiĢtir (94). Bunun yanı sıra, CAPE ile benzer etkiler gösteren kafeik 

asit ile yapılan bazı çalıĢmalarda, kafeik asitin DNA hasarına karĢı koruyucu etki 

oluĢturduğuna dair veriler mevcuttur (95, 96). Tüm bu literatür bilgisi ve çalıĢmamızın 

ilk kısımlarındaki sonuçlar dikkate alındığında, normal kolorektal hücrelerde CAPE’in 

anlamlı bir apoptotik etkiye sahip olmadığı fakat survivini baskılayarak DNA hasarı 

sonrasında tamir mekanizmasında görev alan proteinlerin etkisinin artmasına neden 

olabileceği düĢünülmektedir. CAPE’in bu hücrelerde DNA hasarı oluĢturma ihtimali ya 

da hücreleri DNA hasarına karĢı koruma ihtimali hakkında daha net yorumlar 

yapabilmek için, DNA hasarını belirleyecek farklı yöntemlerin uygulanmasına ihtiyaç 

vardır. Ayrıca DNA tamir mekanizmasında gerçekleĢen değiĢimleri daha iyi 

gözlemleyebilmek için, bu mekanizmada rol alan farklı proteinlerin incelenmesi ve 

fosforile p53 düzeylerinin yanı sıra total p53 seviyesindeki değiĢimlere de bakılması 

gerekmektedir. 

Yabanıl tip p53 karakteristiği gösteren RKO hücre hattında, CAPE muamelesinin 

ardından survivin protein seviyesi azalırken, p53-Ser46 protein seviyesi artmıĢ, p53-

Ser15 protein seviyesinde ise azalıĢ gözlenmiĢtir. Bu durumda; CAPE’in, RKO hücre 

hattında survivin protein seviyesini baskılayıp p53-Ser46 protein seviyesini artırarak 

apoptotik süreci sağlıyor olduğu düĢünülmüĢtür. RKO hücre hattında gözlenen CAPE 

aracılı apoptozda, literatürde bahsedilmekte olan p53 ve survivin arasındaki negatif 

regülasyon iliĢkisinin korunduğu düĢünülmektedir (48). 

Yabanıl tip p53 karakteristiği gösteren bir diğer hücre hattı HCT-116’da ise 

survivin, p53-Ser46 ve p53-Ser15 protein seviyelerinin tamamında artıĢ gözlenmiĢtir. 

CAPE, HCT-116 hücreleri üzerinde apoptotik etki gösteriyor olmasına rağmen; CAPE 

muamelesinin ardından anti apoptotik özellikte bir protein olan survivin 

ekspresyonunda görülen artıĢ ilgi çekicidir. Survivinin rol aldığı hücresel yolaklarda pek 

çok proteinle etkileĢiyor olduğu bilinmektedir (97-99). HCT-116 hücrelerinde görülen 

survivin protein miktarındaki artıĢın, bu yolaklardaki upstream ya da downstream hedef 

olarak görev yapan moleküllerden kaynaklanabileceği düĢünülmektedir. Survivinin yanı 

sıra p53-Ser15 ve p53-Ser46 protein seviyelerinde görülen artıĢlar, p53 ve survivin 
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proteinleri arasında oluĢması muhtemel etkileĢim kaybını düĢündürmektedir. Uzun 

süreli kültürlerinde kanser hücreleri ile benzer özellikler göstermeye baĢlayan 

mezenkimal kök hücrelerde yapılmıĢ bir çalıĢma ile, p53 ve survivin arasındaki bu 

etkileĢim kaybı gösterilmiĢtir (100). HCT-116 hücrelerinde elde edilen sonuçlara göre; 

CAPE, survivin üzerinde baskılayıcı bir etki sağlayamamıĢ olsa da, p53-Ser46 ve p53-

Ser15 protein seviyelerinde gözlenen artıĢ, hücrelerin apoptotik sürecinin iĢleyiĢine 

iĢaret olabilecek bir değiĢimdir. 

WiDR hücrelerinin yüksek canlılık ve düĢük kaspaz-3 aktivitesi gösterilmiĢ ve 

çalıĢmada kullanılan diğer üç hücre hattına kıyasla CAPE muamelesi sonrasında bu 

hücre hattına ait etkili bir apoptotik süreç gözlenmemiĢtir. Mutant tip p53 karakteristiği 

gösteren WiDR hücre hattında bu verilerle örtüĢür Ģekilde survivin protein seviyesi 

artmıĢ, p53-Ser15 protein miktarı azalmıĢ ve p53-Ser46 protein miktarında bir değiĢim 

gözlenmemiĢtir. CAPE bu hücre hattında survivin üzerinde baskılayıcı bir etki 

sağlayamamıĢtır ve fosforile p53 seviyelerinde de artıĢ gözlenmediği için, bu hücrelerin 

apoptotik sürecinde p53’ün etkin Ģekilde rol almadığı düĢünülmüĢtür.  

p53 mutant tipte olan bir diğer hücre hattı DLD-1’de, hem kontrol hem de CAPE 

muamelesi gerçekleĢtirilmiĢ hücre gruplarında survivin ve p53-Ser46 protein 

seviyelerinde herhangi bir bant gözlenmemiĢ, yalnızca p53-Ser15 proteini seviyesinde 

bir miktar artıĢ meydana gelmiĢtir. p53-Ser46 proteininin tespit edilememiĢ olması, 

CAPE’in DLD-1 hücre hattında p53 proteininin Ser46 rezidüsü üzerinden fosforillenme 

mekanizmasında etkisi olmadığını, proteinin farklı bir rezidüden fosforillenebileceğini 

düĢündürmüĢtür. DLD-1 hücrelerinde survivin proteininin tespit edilememiĢ olması ise 

ilgi çekici bir sonuç olmuĢtur.  

Bu sonucu daha iyi anlayabilmek ve CAPE’in survivin gen ekspresyonu 

düzeyinde ne gibi değiĢimlere sebep olduğunu tespit etmek için gerçekleĢtirilen Real 

Time PCR analizinde, DLD-1 ve RKO hücre hatlarında CAPE’in survivin ekspresyonu 

üzerindeki baskılayıcı etkisi istatistiksel olarak gösterilmiĢtir. Bunun yanı sıra HCT-116 

ve WiDR hücre hatlarında, survivin ekspresyonunda grafiksel artıĢlar görülse bile, bu 

değiĢim istatistiksel olarak anlamlı düzeyde değildir. Normal kolorektal hücre hattı olan 

CCD 841-CoN hücre hattında ise, grafiksel olarak bir azalıĢ görülmüĢtür fakat bu da 

istatistiksel olarak anlamlı sayılan bir sonuç olmamıĢtır. CAPE’in survivin gen 
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ekspresyonu düzeyinde gerçekleĢtirdiği değiĢimleri anlamak için yapılmıĢ olan Real 

Time PCR çalıĢmasında elde edilen veriler, Western Blot protein analizi sonuçları ile 

örtüĢmektedir. ÇalıĢmamızda kullanılan kanser hücre hatlarındaki bazal survivin 

ekspresyonu miktarlarına bakıldığında ise; HCT-116, RKO ve WiDR hücre hatlarına 

kıyasla DLD-1 hücre hattındaki survivin ekspresyonlarının çok daha az olduğu 

belirlenmiĢtir. Western blot protein analizinde, DLD-1 hücre hattındaki survivin 

proteini miktarının tespit edilemiyor olması, bu hücre hattındaki survivin 

ekspresyonunun diğer hücre hatlarına kıyasla çok daha az olması ile açıklanabilecek bir 

durumdur. 
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8. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

1.  Farklı kolorektal kanser hücre hatlarında ve sağlıklı kolorektal hücrelerde CAPE ve 

CAPE ile 5-FU’nun birlikte muamele edilmesiyle oluĢan anti proliferatif etkilerin 

incelenmesi ve survivin ekspresyonlarındaki değiĢimin araĢtırılması amaçlanan bu 

çalıĢma kapsamında, ilk aĢamada hücreler üzerindeki 5-FU, CAPE, CAPE ve 5-FU 

birlikteliğinin etkileri incelenerek, CAPE’in 5-FU ile birlikte kullanıldığında ilacın 

etkinliği artırmadığı fakat HCT-116, DLD-1 ve RKO hücre hatlarında doza bağlı 

olarak hücre canlılığını azalttığı gösterilmiĢtir. WiDR hücre hattı ve CCD 841-CoN 

sağlıklı kolorektal hücre hattında ise istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç 

gözlenmemiĢtir. 5-FU ile birlikte kullanıldığında ilacın etkinliğinde değiĢiklik 

sağlamayan CAPE; koloraktal kanser tedavisinde kullanılmakta olan farklı bir 

kemoterapötik ilaç ile birlikte kullanılarak, elde edilen sonuçlar hücrelerde tekil 

olarak oluĢturdukları sonuçlar ile kıyaslanırsa, CAPE etkinliği hakkında daha net 

bir fikre ulaĢılabileceği düĢünülmektedir. 

2. CAPE muamelesi yapılan hücrelerin morfolojik değiĢimleri incelenmiĢ ve canlılık 

oranları azalan HCT-116, DLD-1 ve RKO hücrelerinin morfolojik olarak apoptotik 

hücre morfolojisi sergilemiĢ oldukları gösterilmiĢtir. WiDR hücreleri ve CCD 841-

CoN hücreleri ise sağlıklı hücre morfolojilerini korumuĢlardır. 

3. CAPE muamelesi sonrası hücre popülasyonundaki apoptotik hücrelerin oranı tespit 

edilerek; HCT-116, DLD-1 ve RKO hücrelerinde CAPE aracılı apoptozun 

gerçekleĢtiği gösterilmiĢtir. WiDR hücreleri ve sağlıklı kolorektal hücreler olan 

CCD 841-CON hücreleri ise düĢük oranlarda apoptotik hücre profilini sergileyerek, 

hücre canlılıklarını korumuĢlardır. 

4. Önemli bir apoptotik belirteç olan kaspaz-3 aktivasyonu analiz edilerek, CAPE aracılı 

apoptoz mekanizması hakkındaki veriler kuvvetlendirilmiĢtir. HCT-116, DLD-1 ve 

RKO hücre hatlarında yüksek oranlarda kaspaz-3 aktivasyonu görülürken, CCD 

841-CoN hücreleri ve WiDR hücrelerinde bu duruma rastlanmamıĢtır. 

5. ÇalıĢmanın ilerleyen kısmında protein analizleri gerçekleĢtirilerek survivin, p53-

Ser46 ve p53-Ser15 protein seviyelerine bakılmıĢtır. CAPE muamelesi sonrası 

survivin ekspresyonlarının baskılanmasını beklediğimiz kanser hücre hatlarından 

yalnızca RKO hücre hattında bu etki gözlenmiĢ, HCT-116 ve WiDR hücre hattında 
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ise survivin protein miktarlarında artıĢ gerçekleĢmiĢtir. Sağlıklı kolorektal 

hücrelerde görülen az miktarda ölüm ile orantılı olarak survivin protein miktarı da 

azalmıĢtır. DLD-1 hücre hattında ise survivin proteini tespit edilememiĢtir. Alınan 

sonuçlar; CAPE’in apoptotik etkisini yalnızca RKO hücre hattında survivini 

etkileyerek gösterebildiğini düĢündürmektedir. Kullanılan diğer kanser hücre 

hatlarında survivinde beklenilen inhibisyonlar gerçekleĢmemiĢtir. Bu 

mekanizmanın daha iyi anlaĢılabilmesi için, survivinin apoptotik süreçte etkileĢim 

halinde olduğu bilinen Smac/DIABLO ve XIAP gibi proteinlerin ve bu proteinlerin 

etkileĢmekte olduğu diğer proteinlerin, CAPE muamelesi sonrası protein düzeyinde 

meydana gelen değiĢimleri incelenmelidir. 

6. Apoptoz çalıĢmalarında sıklıkla kullanılan fosforile p53-Ser46 proteini ile fosforile 

p53-Ser15 protein miktarlarına bakıldığında, yabanıl tip p53 ve mutant p53’e sahip 

hücre hatlarının her birinin farklı sonuçlar oluĢturduğu gözlenmiĢtir. Bu durumun 

hücrelerin sahip olduğu mutasyon profillerinin farklı olmasından kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. p53 seviyesindeki değiĢimlerin daha iyi anlaĢılabilmesi için, 

fosforile p53 protein seviyelerinin yanı sıra total p53 protein seviyesinin de 

incelenmesi gerektiği düĢünülmektedir. 

7.  Son olarak CAPE muamelesinin ardından survivinin mRNA düzeyinde gerçekleĢen 

değiĢimler incelenmiĢtir ve elde edilen sonuçlar, protein analizinden elde edilen 

sonuçlarla örtüĢmektedir. DLD-1 hücre hattında survivinin protein düzeyinde tespit 

edilememiĢ olması, kullanılan diğer hücre hatları ve DLD-1 hücre hattı arasındaki 

survivin ekspresyonlarının karĢılaĢtırılması ihtiyacını hissettirmiĢtir. Yapılan analiz, 

DLD-1 hücre hattında diğer hücre hatlarına kıyasla survivin ekspresyonunun son 

derece düĢük olduğunu göstermiĢtir. 

8. CAPE’in kullanılan hücre hatlarında canlılığı istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde 

azaltıyor olması ve kaspaz-3 gibi apoptotik belirteçlerin CAPE muamelesi 

sonrasında aktifleĢmesi; buna rağmen sağlıklı hücrelerde bu durumun 

gözlenmemesi, CAPE aracılı apoptozun kanser hücrelerine seçici toksisite sağlıyor 

olduğu fikrini güçlendirici niteliktedir. CAPE’in hücre hatlarında survivin 

ekspresyonlarını farklı Ģekilde etkiliyor olması ise, hücrelerin farklı mutasyon 

profili taĢımalarının yanı sıra, survivin ile etkileĢen baĢka proteinlerin rollerine de 
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değinilmesi gerektiğini düĢündürmektedir. ÇalıĢmalar bu yönde geniĢletilirse, 

CAPE’in anti proliferatif mekanizması hakkında literatüre katkı sağlayabilecek 

daha net veriler elde edilecektir.   
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