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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

HT-29 KOLON KANSERĠ HÜCRE HATTINDA BAZI BĠTKĠ EKSTRELERĠ VE 

BĠTKĠSEL ETKEN MADDELERĠN 5-FLUOROURACĠL (5-FU) ĠLE 

KOMBĠNASYONUNUN APOPTOTĠK YOLAKLARA VE HÜCRE 

ÇOĞALMASINA ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 
 

Mehmet Kadir ERDOĞAN 
 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Anabilim Dalı 

Genetik Bilim Dalı 
 

DanıĢman: Doç. Dr. Hakan AġKIN 
 

Kolorektal kanser dünya genelinde kanserle iliĢkili ölümlerin önemli bir nedenidir ve en sık 

görülen üçüncü kanser türüdür. Kolorektal kanserin klinik tedavisinde 5-Fluorouracil (5-

FU) temelli uygulamalar ana basamağı oluĢturmaktadır. Ancak 5-FU’nun antitümör 

etkisinin yanı sıra yüksek toksisite ve yan etkilere sahip olması, 5-FU temelli yeni 

tedavilerin geliĢtirilmesini gerekli kılmaktadır. 

Bu çalıĢmada, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücre hattı üzerinde iki farklı bitkisel 

etken maddenin (kuersetin ve luteolin) ve iki bitki türünden (Pistacia eurycarpa ve Achillea 

biebersteinii) polaritesi farklı çözücüler kullanılarak hazırlanmıĢ bitki ekstrelerinin 5-

Fluorouracil ile kombinasyonlarının sinerjistik etkileri araĢtırıldı. 

MTT testi ile hücrelere ait % canlılık oranları belirlendi. Uygulanan tedavi gruplarına ait 

IC50 değerleri hesaplandı. IC50 değerlerine göre bitkisel etken madde ve ekstreler tek 

baĢlarına ve 5-FU ile kombine olarak hücrelere uygulandı. Bu kombinasyonların etkinlikleri 

izobologram analizi ile saptandı. Hücrelerin apoptoza yönelme oranları CDDE yöntemi ve 

apoptotik indekslerin hesaplanması ile belirlendi. VEGF miktarlarındaki azalma oranları Hu 

VEGF ELISA yöntemi ile hesaplandı. Uygulanan tedavilerin, apoptotik yolaklarda önemli 

rollere sahip olan p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN, p38 MAPK gen ve proteinleri 

üzerindeki etkileri RT-PCR ve Western blot yöntemi ile analiz edildi.  

HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerinin canlılığının azalması ve apoptoza 

yönelmesinde, 5-FU ile bitkisel etken madde ve ekstrelerin kombinasyon olarak 

uygulanması, 5-FU’nun tek baĢına uygulanmasına göre daha etkili oldu. Sonuç olarak, 

uygulanan kombine tedavilerde 5-FU’nun düĢük dozlarda bile etkinliğinin arttığı ve böylece 

ilacın yüksek sitotoksik etkilerinin minimuma indirilebileceği saptandı. 

2016, 141 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, 5-Fluorouracil, apoptozis, kuersetin, luteolin, 

Achillea, Pistacia  
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ABSTRACT 

Ph. D. Thesis 
 

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE SOME PLANT EXTRACTS AND 

HERBAL ACTIVE SUBSTANCES COMBINATION WITH 5-FU ON APOPTOTIC 

PATHWAYS AND CELL PROLIFERATION IN HT-29 COLON CANCER CELL 

LINE 
 

Mehmet Kadir ERDOĞAN 
 

Ataturk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Genetics Section 
 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan AġKIN 
 

Colorectal cancer is a leading cause of death world-wide associated with cancer and is the 

third most common type of cancer. In the clinical treatment of colorectal cancer, 5-

Fluorouracil (5-FU) based applications are the main steps. However, because 5-FU has anti-

tumor effect as well as high toxicity and adverse effects, the development of new therapies 

based on 5-FU becomes necessary. 

In this study, synergistic effects of the combination with 5-Fluorouracil of two different 

herbal active substances (quercetin and luteolin) and two plant species (Pistacia eurycarpa 

and Achillea biebersteinii) of plant extracts whose polarity was prepared using different 

solvents over HT-29 colorectal adenocarcinoma cell line were investigated. 

Percentage survival rates of cells were determined by MTT test. IC50 values of the treatment 

groups were calculated. According to the IC50 value, plant extracts and herbal active 

ingredients were applied to cells alone and then in combination with 5-FU. Efficacy of this 

combination was determined by isobologram analysis. Ratio orientation to apoptosis of 

cells was determined by CDDE method and calculating the apoptotic index. Proportional 

reduction in the amount of VEGF was calculated using Hu VEGF ELISA. The effects of the 

applied treatment on 

p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN, p38 MAPK genes and proteins which have an 

important role in the apoptotic pathway were analyzed by RT-PCR and Western blot 

method. 

In the reduction of the viability of HT-29 colorectal adenocarcinoma cells and in orientation 

toward apoptosis, application of the 5-FU in combination with herbal active ingredients and 

extracts was more effective than 5-FU therapy alone. As a result, in combined treatments, it 

was reached out that the efficiency of 5-FU increases even at low doses and that high 

cytotoxic effect of the drug can be minimized. 

2016, 141 pages 

Keywords: Colorectal cancer, 5-Fluorouracil, apoptosis, quercetin, luteolin, Achillea, 

Pistacia 
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SĠMGELER ve KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

5-FU : 5-Fluorouracil 

β-aktin : Beta aktin 

°C : Santigrat derece 

µl : Mikrolitre 

µg : Mikrogram 

M : Molar 

ABH : Achillea biebersteinii hekzan ekstresi 

ABK : Achillea biebersteinii kloroform ekstresi 

ABM : Achillea biebersteinii metanol ekstresi 

ABTS : 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) 

AIF : Apoptoz indükleyici faktör 

AKT : Protein kinaz B 

ATF2 : Aktive edici transkripsiyon faktörü-2 

Bcl-2 : B hücreli lenfoma-2 

bç : Baz çifti 

BSA : Bovin (sığır) serum albumin 

CARD : Kaspazları organize eden bölge 

cDNA : Komplamenter DNA 

cm
2
 : Santimetrekare 

CO2 : Karbondioksit 

DED : Ölüm efektör bölgesi 

dH2O : Distile su 

dk : Dakika 

DMEM : Dulbecco'nun modifiye eagle besiyeri  

DMSO : Dimetil sülfoksit 

DNA : Deoksiribonükleik asit 

dNTP : Deoksiribonükleosid trifosfat 

DTT : Dithiothreitol 

ECL    : Hassas kemilüminesans görüntüleme 
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EDTA  : Etilendiamintetraasetik asit 

EGTA : Etilenglisoltetraasetik asit 

EtBr : Etidyum bromür 

FADD : Fas ile iliĢkili ölüm bölgesi 

g : Gram 

H2O2 : Hidrojen peroksit 

HCl : Hidroklorik asit 

IC50 : Letal doz 50 

kDa : Kilo dalton 

L : Litre 

mg : Miligram 

ml : Mililitre 

mM : Milimolar 

MNNG : N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin 

mRNA : Messenger (haberci) ribonükleik asit 

mTOR : Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi 

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid 

NaCl : Sodyum klorür 

NADH : Nikotinamid adenin dinükleotit 

NaF : Sodyum florür 

NaOH : Sodyum hidroksit 

NaN3 : Sodyum azit 

NCBI : National center for biotechnology information-    

 biyoteknoloji bilgi ulusal merkezi 

NP-40 : Nonidet P-40 

OD  : Optik dansite 

p38 MAPK : P38 mitojenle aktifleĢen protein kinaz 

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi 

PBS : Fosfat buffered salin 

pg : Pikogram 

PHÖ : Programlı hücre ölümü 
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PCR 

PVDF 

: Polimeraz zincir reaksiyonu 

: Poliviniliden diflorid 

PDK1 : Fosfoinositid bağımlı kinaz-1 

PEH : Pistacia eurycarpa hekzan ekstresi 

PEK : Pistacia eurycarpa kloroform ekstresi 

PEM : Pistacia eurycarpa metanol ekstresi 

PI3K : Fosfatidil inozitol-3 kinaz 

PIP2 : Fosfatidil inozitol 4,5-bisfosfat 

PIP3 : Fosfatidil inozitol 3,4,5-trifosfat 

PMSF : Fenil metil sülfonil florür 

PTEN : Fosfat ve tensin homologu 

qRT-PCR : Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

RNA : Ribonükleik asit 

rpm  : Dakikadaki devir sayısı 

SDS  : Sodyum dodesil sülfat 

TAE  : Tris-asetat-EDTA 

tAIF : KesilmiĢ apoptoz indükleyici faktör 

TBS : Tris buffered salin 

TEMED : N,N,N’,N’-tetrametietilendiamin 

Tm : Ayrılma sıcaklığı 

TNF : Tümor nekroz faktör 

TNFR-1 : Tümör nekroz faktör reseptörü-1 

TRADD : TNFR-1 ile iliĢkili ölüm bölgesi 
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1. GĠRĠġ 

Kanser, günümüzde en tehlikeli ve hızlı yayılan hastalıklardan birisidir. Yüksek ölüm 

oranı geliĢmiĢ ülkelerde önlenememektedir. GeliĢmemiĢ ülkelerde ise bilgi eksikliği, 

fakirlik ve kaliteli ilaçlara ulaĢamama gibi sebeplerden dolayı durum daha kötü 

boyutlara ulaĢmaktadır (Wolff 1994). Kanserin tedavisinde son 50 yılda önemli 

geliĢmeler sağlanmıĢ olsa da bu hastalık, önemli bir sağlık sorunu olmaya devam 

etmektedir. Bu yüzden yeni terapötik yaklaĢımların geliĢtirilmesi için büyük çaba 

harcanmaktadır (Shewach and Kuchta 2009). Bu çerçevede bitkisel kaynaklı bileĢikler 

kanser tedavisinde önemli bir kaynak olarak görülmektedir. Onaylı kanser ilaçlarının 

yaklaĢık %75’i doğal kaynaklı ajanlardan ilham alınarak geliĢtirilmiĢtir (Newman and 

Cragg 2012). Kanserin tüm evrelerinde tedaviye destek olmaları, toksik olmamaları, çok 

hedefli olmaları ve genellikle ilaçlarla sinerjik etki göstermeleri, doğal terapötikleri çok 

önemli kılmaktadır (Wani et al. 2016).  

Güvenilir ve kolay elde edilebilir kaynaklar olan bitkilerin aromatik ve tıbbi 

özelliklerinden asırlardan beri yararlanılmaktadır. Dünya nüfusunun dörtte üçünden 

fazlası hastalıklara karĢı farmakolojik açıdan bitkilere güvenmektedir. Ancak tüm bitki 

türlerinin sadece %30’u Ģu anda tıbbi amaçlar için kullanılmaktadır (Pathania et al. 

2013). 

Kanserle iliĢkili ölüm oranlarının yüksek olması ve kemoterapi ile radyasyon terapisinin 

ciddi yan etkilerinin olması kanser tedavisinde alternatif tamamlayıcı yöntemlerin 

gerekliliğini ortaya koymaktadır. Kanser tedavisinde kullanılan 3000’den fazla bitki 

rapor edilmiĢtir (Cragg and Newman 2005). Tıbbi bitkiler kanserin de dahil olduğu pek 

çok hastalığın tedavisinde toksisiteye neden olmadıkları için kullanılmaktadır. 

Kuersetin, luteolin, betulinik asit ve kurkumin gibi bitkisel etken maddelerin çeĢitli 

kanser türleri üzerinde antiproliferatif ve apoptotik etkilere sahip olduğu bildirilmiĢtir 

(Xavier et al. 2009; Guo et al. 2013). Aynı zamanda irinotekan, vinorelbin, tenipozid ve 

dosetaksel gibi yarı sentetik bitki türevleri de potansiyel antikanser ajanları olarak 

kullanılmaktadır (Casciato 2009).  



2 

 

 
 

Fitokimyasallar bitkilerden elde edilen biyoaktif bileĢiklerdir. Bunlar, insan sağlığı 

üzerinde antikarsinojen, antimutajen, antiproliferatif, antioksidan ve antimikrobiyal 

olmak üzere çeĢitli etkilere sahiptirler (Surh 2003; Kwon et al. 2007). Amerikan Ulusal 

Kanser Enstitüsü (NCI) yaklaĢık 35 000 bitki türünün antikanser potansiyeline sahip 

olduğunu ve yenilebilir 40 bitkinin kanser önleyici özellikte olduğunu çok sayıda 

çalıĢmaya dayanarak rapor etmiĢtir (Aggarwal and Shishodia 2006). Ayrıca geleneksel 

Çin tıbbında kullanılan 400’den fazla bitkinin antikanser aktiviteye sahip olduğu 

bilinmektedir (Cai et al. 2004). Meyve, sebze, tahıl ve diğer bitkilerden temel olarak 

fenolikler, karetenoidler, vitaminler, alkoloidler, nitrojen içeren bileĢikler ve 

organosülfür bileĢikler olarak sınıflandırılan 5 000’den fazla fitokimyasal tanımlandığı 

düĢünülmektedir. Bu fitokimyasallar arasında büyük yapısal farklılıklar vardır ve 

özellikle fenolik bileĢikler geniĢ ölçekli biyoaktivitelerinden dolayı oldukça ilgi 

çekicidir (Han et al. 2007;  Huang et al. 2009). 

Kolorektal kanser terimi, kolon veya rektumda baĢlayan kanserleri ifade eder. Kolon ve 

rektum, gastrointestinal sistem olarak da adlandırılan sindirim sisteminin önemli birer 

parçasıdır. Kolon kanserleri ile rektal kanserler pek çok ortak özelliğe sahip olduğu için 

birlikte değerlendirilmektedir. Birçok kanser çeĢidinin etiyolojisinde genetik faktörler 

olmasına karĢın, kolorektal kanserlerin sadece %10’u genetik olarak aile üyelerinden 

kalıtır. Kolorektal kanserlerin büyük çoğunluğu çevresel etmenler ve genetik 

değiĢikliklerin birikimi ile ortaya çıkan sporadik sendromlardır. Bu değiĢiklikler kiĢinin 

yaĢamı boyunca bağırsak duvarının mukozal yüzeyindeki epitel hücrelerinde meydana 

gelir. Kritik sayıda genetik değiĢiklik meydana geldiğinde kanser geliĢebilir. Metastatik 

kolorektal kanser vakalarında hayatta kalım oranı %10’dan daha azdır. Tedavide ana 

basamaklar 5-Fluorouracil (5-FU) kullanımı, radyoterapi ve cerrahi müdahaledir (Siegel 

et al. 2015). Bu yüzden, 5-FU ile kombine olarak kullanılacak yeni terapötik 

yaklaĢımların geliĢtirilmesi kolorektal kanser tedavisinin önemli bir parçası olabilir. 

Ġlaç ile birlikte baĢka bir ilaç veya bitkisel etken madde kombinasyonunun kullanımı, 

birden fazla mekanizma veya yolağı etkileyerek tedaviyi daha etkin hale 

getirebilmektedir. Ancak sinerjizmden bahsedebilmek için Ģu etkiler gözlemlenmelidir: 
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1. Terapötik etkinliği arttırmak,  

2. Dozu azaltırken toksisiteye neden olmadan aynı etkinliği devam ettirmek veya 

arttırmak, 

3. Ġlaç direncinin geliĢmesini hafifletmek veya minimize etmek, 

4. Hedefe karĢı seçici sinerjizm sağlamak.  

Bu sinerjistik etkiler, ilaç kombinasyonlarının yoğun Ģekilde kullanılmasını ve kanser 

gibi pek çok tehlikeli hastalığa karĢı tedavi etkinliğinin artmasını sağlamaktadır (Chou 

2006). 

Bu çalıĢmanın amacı, 5-Fluorouracil ile bitkisel etken maddeler ve bitki ekstrelerinin 

HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücre hattında, hücre çoğalması ve apoptotik sinyal 

iletim yolakları üzerine olan sinerjistik etkilerini araĢtırmaktır. Bu kapsamda, HT-29 

kolorektal adenokarsinoma hücreleri kültüre edilerek çoğaltıldı. 5-Fluorouracil ile 

bitkisel etken maddeler olan kuersetin ve luteolin, ayrıca polaritesi farklı çözücüler 

kullanılarak hazırlanmıĢ olan Achillea biebersteinii ve Pistacia eurycarpa bitkilerine ait 

bitkisel ekstreler hücrelere uygulandı. Ġnkübasyondan sonra yapılan çeĢitli analizler ile 

uygulanan bu maddelerin sitotoksik, apoptotik ve anti-proliferatif etkileri belirlendi. 

Ayrıca, 5-Fluorouracil ile bitkisel etken maddeler ve bitkisel ekstrelerinin kombine 

dozlarının etkileĢimleri de belirlendi. Apoptotik yolaklarda görevli olan bazı gen ve 

proteinlerin ekspresyon seviyeleri incelendi ve istatistiksel analizler yapıldı.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. Kanser 

Kanser dünya genelinde büyüyen bir sağlık problemidir ve kalp-damar hastalıklarından 

sonra ikinci en önemli ölüm sebebidir. Dünya Sağlık Organizasyonu (WHO) tarafından 

açıklanan son rapora göre, 2012 yılında dünya genelinde 14,1 milyon yeni kanser vakası 

meydana gelmiĢtir ve 8,2 milyon kanser kaynaklı ölüm gerçekleĢmiĢtir. Yine bu verilere 

göre 32,6 milyon insan kanser hastası olarak yaĢamaktadır. Kanser insidansı ve 

mortalitesi sırasıyla 100 000’de 182 ve 102’dir. Tüm kanser vakalarının %53’ü ve 

kanser kaynaklı ölümlerin %57’si erkeklerde görülmektedir. Erkekler arasında en sık 

rastlanan kanser türleri akciğer (%16,7), prostat (%15), kolorektal (%10), mide (%8,5) 

ve karaciğer (%7,5) kanserleridir. Kadınlar arasında ise meme (%25,2), kolorektal 

(%9,2), akciğer (%8,7), servikal (%7,9) ve mide (%4,8) kanserleri en yüksek insidansa 

sahiptir (Stewart and Wild 2014). 

Kanser, bir doku veya organdaki hücrelerin kontrolsüz ve anormal Ģekilde çoğalması ve 

bu anormal hücrelerin diğer organlara yayılması ile karakterize edilen bir hastalıktır. Bu 

yayılma kontrol edilemezse hastalık ölümle sonuçlanabilir. Kansere neden olan pek çok 

iç ve dıĢ faktör bulunmaktadır. Kanser, DNA hasarı, kalıtsal genetik mutasyonlar, 

hormonlar ve bağıĢıklık sistemine bağlı koĢullar gibi iç faktörlerden kaynaklanabilir. 

Bazı kanser türleri ise biyomoleküllerin (lipid, protein ve DNA) oksidatif hasarına 

neden olan serbest radikaller ve diğer reaktif oksijen türlerinin aĢırı üretimi sonucu 

geliĢir. Ultraviyole ve iyonize radyasyon, asbest ve sigara dumanı, virüs, bakteri ve 

parazitler (hepatit B virüsü karaciğer kanserine, insan papilloma virüsü servikal kansere, 

Helicobacter pylori gastrik kansere, Schistosomiasis mesane kanserine neden olur) ve 

gıda maddelerinin mikotoksinler ile kontamine olması (aflatoksinler karaciğer kanserine 

neden olur) gibi çok sayıda fizyolojik ve biyokimyasal kanserojen vardır. Bu dıĢ 

etkenlere maruz kalma ile kanser teĢhisi arasında genellikle on veya daha fazla yıl 

geçer. Bu iç ve dıĢ faktörler birlikte veya tek baĢlarına kansere neden olabilirler. Kanser 

tedavileri arasında cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapisi, bağıĢıklık terapisi 
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ve hedefe yönelik terapi gibi özellikle kanser hücrelerinin büyümesini engelleyen ilaçlar 

yer almaktadır (Huang et al. 2009). 

Kanser hücrelerindeki anormallikler genellikle, hücre bölünmesini düzenleyen 

proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanır. Zaman içinde daha çok 

gen mutasyona uğrar. Bunun sebebi normalde hücre proliferasyonunu düzenleyen, 

apoptozu kontrol eden veya DNA hasarını tamir eden proteinleri kodlayan genlerin 

(Çizelge 2.1) asıl iĢlevlerini tam olarak yerine getirememesidir. Bu genler iĢlevlerine ve 

etkilerine bağlı olarak proto-onkogenler ve tümör supresör genler olmak üzere iki ana 

gruba ayrılırlar. Proto-onkogenler proliferasyonu ve farklılaĢmayı sağlayan normal 

hücresel genlerdir. Proto-onkogenlerin mutant formu onkogenler olarak adlandırılır. 

Çizelge 2.1. Kanserle iliĢkili bazı genler (Anonymus 2013) 

Gen Fonksiyonu Kanserler Gen Tipi 

APC Hedef genlerin transkripsiyonu FAP(=Familyal 

Adenomatöz Polipozis) 

Tümör supresör 

BCL2 Apoptozis ve anjiyogenezin 

uyarılması 

Lösemi, Lenfoma Onkogen 

BRCA1 Hücre döngüsü kontrolü Meme, yumurtalık, 

prostatik ve kolonik 

neoplazmlar 

Tümör supresör 

BRCA2 DNA onarımı Meme ve pankreatik 

neoplazmlar, lösemi 

Tümör supresör 

HER2 Tirozin kinaz, büyüme faktörü 

reseptörü 

Meme ve yumurtalık 

neoplazmları 

Onkogen 

MYC ÇeĢitli hücresel faktörlerle 

protein-protein etkileĢimi 

Burkitt lenfoma Onkogen 

p16 Siklin bağımlı kinaz inhibitörü Lösemi, melanoma, 

pankreatik neoplazm 

Tümör supresör 

p21 Siklin bağımlı kinaz inhibitörü  Tümör supresör 

p53 Apoptozis, transkripsiyon 

faktörü 

Kolorektal neoplazm, Li-

Fraumeni sendromu 

Tümör supresör 

RAS GTP-bağımlı protein, sinyal 

iletim yolaklarında önemli 

Pankreatik, kolorektal, 

mesane, meme, böbrek ve 

akciğer neoplazmları, 

lösemi, melanoma 

Onkogen 

RB Hücre döngüsünün 

düzenlenmesi 

Retinoblastoma Tümör supresör 

SIS Büyüme faktörü Dermatofibrosarkoma; 

Meninjioma; cilt 

neoplazmı  

Onkogen 
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Onkogenler kanser oluĢumuna neden olurlar. Tümör supresör genleri ise hücre 

proliferasyonunu inhibe eden genlerdir. Hücre döngüsünün ve programlı hücre 

ölümünün kontrol edilmesini sağlarlar. Tümör supresör genlerindeki mutasyonlar da 

kanser oluĢumuna neden olur. 

Hücrede mutasyonların artmaya baĢlaması, o hücrede ve bölünme sonucunda oluĢan 

yeni hücrelerde daha fazla anormalliğe neden olur. Bu mutasyonlar ile anormal hücreler 

normal hücrelere göre çok daha hızlı çoğalmaya baĢlar. Hızla çoğalan bu hücreler de 

benign veya malignant tümörleri oluĢtururlar. Benign tümörler nadiren yaĢamı tehdit 

ederler. Daha yavaĢ geliĢme eğilimindedirler ve vücudun diğer bölgelerine yayılmazlar. 

Sadece çok büyük boyutlara ulaĢtıklarında diğer organlara baskı yaparlar ve rahatsızlık 

oluĢtururlar. Malignant tümörler ise daha hızlı büyürler, diğer dokulara da yayılarak 

metastaz yaparlar ve onları da tahrip ederler. 

2.2. Kolon ve Rektum 

Kolon ve rektum, alt gastrointestinal sistemin kalın bağırsak olarak da adlandırılan 

kısmında yer alırlar. Kalın bağırsak; çekum, appendiks, kolon, rektum ve anal kanaldan 

oluĢur. Çekum, kalın bağırsağın ilk kısmıdır ve alt kısmında appendiks yer alır. Anal 

kanal ise sindirim kanalının son kısmıdır. YetiĢkinlerde kalın bağırsak yaklaĢık 1,5 

metre uzunluktadır. Kolon ve rektumun genel yapısı, Ģekil 2.1.a, Ģekil 2.1.b ve Ģekil 

2.1.c’de gösterilmiĢtir. 

2.2.1. Kolon 

Kolon, uzun tüp Ģeklinde bir yapıya sahiptir ve çekum ile rektum arasında uzanır. 

Kolonun temel görevi dıĢkıyı oluĢturmak, geçici olarak depolamak ve vücuttan atılması 

için anal kanala doğru itmektir. Fazla olan su ve dıĢkıdan geriye kalan besinler kolonda 

absorbe edilir. Kolonun içinde çok sayıda farklı enzim ve bakteri bulunur. Kolonda ve 

kalın bağırsağın diğer kısımlarında 400 çeĢit bakterinin bulunduğu düĢünülmektedir. 

Kolon Ģu kısımlardan oluĢur; 
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Çıkan kolon; kolonun ilk segmentidir. Çekum ile transvers kolon arasında bulunur. 

YetiĢkinlerde yaklaĢık 25 cm uzunluğundadır. Anterior ve lateral yüzeyleri periton ile 

kaplıdır. Posterior kısmı ise retroperiton ile direkt temas halindedir. 

Transvers kolon; kolonun ikinci ve en uzun kısmıdır. Sağ kolon ile sol kolon 

arasındaki bağlantıyı sağlar. Tamamı peritonla çevrilidir ve çıkan ve inen kolonlar 

arasında yatay olarak uzanır. YetiĢkinlerde uzunluğu 45 cm civarındadır. 

 

 

 

ġekil 2.1. (a) Kolon ve rektumun genel yapısı, (b) Kolon duvarı, (c) Kolon kriptleri 

(Yeatman 2001; Kasdagly et al. 2014) 

a 

Çıkan kolon 

Çekum 

Rektum 

Sigmoid kolon 

 

Ġnen kolon 

Transvers kolon 

b c 

Appendiks 
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Ġnen kolon; kolonun üçüncü kısmıdır. Transvers kolonla baĢlar, sigmoid kolon ile son 

bulur. YetiĢkinlerde yaklaĢık 15 cm’dir. Çıkan kolon gibi anterior ve lateral yüzeyleri 

periton ile çevriliyken, retroperiton ile posterior yüzeyi temas eder. 

Sigmoid kolon; Kolonun dördüncü segmentidir ve tamamen peritonla örtülüdür. Ġnen 

kolonla rektum arasında uzanır. Ġnen kolonla beraber kolonun sol tarafını oluĢturur ve 

yetiĢkinlerde 40 cm kadardır (Schneider 2011). 

2.2.2. Rektum 

Rektum sigmoid kolonu anal kanala bağlayan boru Ģeklindeki kısımdır. YetiĢkinlerde 

uzunluğu 12 cm kadardır. Rektumun fonksiyonu kolon ile aynıdır, tek fark bu bölgede 

dıĢkının çok az besin maddesi ve su içermesidir. Tam bir absorblamadan sonra dıĢkı 

atılmak üzere anal kanala itilir (Schneider 2011). 

2.2.3. Kolon ve rektum histolojisi 

Kolorektal duvarın dıĢtan içe doğru seroza, muskularis eksterna, submukoza ve mukoza 

olmak üzere dört katmanı vardır (ġekil 2.1.b). 

Seroza, kolorektal duvarın en dıĢtaki tabakasıdır. Kolon ve rektumun karnın alt 

kısmındaki yerleĢimlerini korumalarını sağlar. 

Muskularis eksterna, Kolorektal duvarın üçüncü tabakasıdır ve dıĢkının kolon ve 

rektum boyunca itilmesini sağlayan kaslardan oluĢur. 

Submukoza, mukozanın üstünde bulunur ve kolorektal duvarın ikinci tabakasıdır. 

Kolon ve rektum boyunca uzanan arterler, venler ve sinirler ile bağlantıyı sağlar. 
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Mukoza, kolorektal duvarın en iç tabakasını oluĢturur. Mukozal tabaka ilk olarak, 

kolorektumun en iç astarı olan epitel hücrelerden oluĢur. Normal epitelyum hücrelerinin 

yaĢam döngüsü kısadır ve yaklaĢık 6 günde bir yenilenirler. Epitel hücrelerin sürekli 

büyümesi ve dıĢkı materyalinde bulunan kontaminantlarla devamlı temas halinde 

olması, bu hücreleri karsinogeneze karĢı savunmasız hale getirir. Kolorektal mukoza 

aynı zamanda farklı tip hücreler de içerir; 

Glandüler hücreler (kript hücreleri); suyun ve besinlerin son damlasına kadar dıĢkı 

materyalinden absorblanmasını sağlayan hormonları salgılayan ve dıĢkının itilmesine 

yardımcı olan hücrelerdir. 

Goblet hücreleri, bakterilerin kan dolaĢımından uzak tutulmasına yardımcı olmak için 

mukus salgılayan hücrelerdir. Bu mukus aynı zamanda dıĢkının tahliyesini de 

kolaylaĢtırır. 

Kollajen hücreleri (lamina propria), kriptler ve diğer mukoza hücrelerinin 

çevresindeki dokular için koruyucu bir katman oluĢtururlar. 

Lenfositler ve immün sistemin diğer hücreleri, diğer hücreleri enfeksiyonlardan 

korumaya yardımcı olurlar (Schneider 2011). 

Liberkühn kriptleri denilen kript benzeri yapılar, kolonun fonksiyonel birimini temsil 

eder (ġekil 2.1.c). Liberkühn kriptleri, epitel tabakanın sürekli yenilenmesini sağlarken 

aynı zamanda maksimum emilim için yüzey alanı oluĢtururlar. Normal kolon 

milyonlarca kriptten oluĢur ve her bir kript yaklaĢık 2000 hücre içerir. Bir kript 

genellikle farklılaĢmıĢ üç ana epitel kökenli hücreden oluĢur. Bunlar; primer emici 

hücreler olarak adlandırılan kolumnar epitel hücreleri, mukus salgılayan goblet hücreleri 

ve hormon salgılayan enteroendokrin hücreleridir (ġekil 2.2). Bu hücreler normal 

durumlarda homeostaz ile hasar sonrasında ise hızlı bir Ģekilde kript alt yüzeyine yakın 

yerde bulunan kök hücreler tarafından sürekli olarak yenilenirler (Kasdagly et al. 2014). 
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ġekil 2.2. Kolon kriptlerinin Ģematik görünümü (Kasdagly et al. 2014) 

2.2.4. Kolon ve rektumun kan damarları ve lenf nodları 

Kolon ve rektumu besleyen kan damarları kalın bağırsağın etrafını tamamen kuĢatır. Bu 

damarlar mezenter sistemin arter ve venleridir. Çıkan kolona ve transvers kolona besin 

sağlayan kan damarları süperior mezenterik arterden köken alırlar. Ġnen kolona, sigmoid 

kolona ve rektuma ise inferior mezenterik arterden köken alan kan damarları besin 

sağlarlar. 

Lenfatik sistem kan damarlarından sızan sıvıları toplar ve hücreler arasında biriktirir, 

böylece lenf nodları ile bu sıvıları süzebilir ve daha sonra bu sıvıları dolaĢım sistemine 

geri verir. Kolona ve rektuma yakın olan lenf nodları üç ana grupta toplanır. Bunlar; 

Parakolik nodlar, kolonun dıĢ yüzeyine yakın yerlerde bulunur. 

Ġntermediat nodlar, kolonu besleyen ana kan damarları boyunca yerleĢim gösterirler. 
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Merkezi nodlar, aorta ve akciğerlere yakın yerleĢime sahiptirler (Schneider 2011). 

2.3. Kolorektal Kanser 

Kolorektal kanser, dünya genelinde en sık rastlanan üçüncü (%9,7) kanser türüdür ve 

kansere bağlı ölümlerin dördüncü önemli nedenidir. En sık görülen kanser türleri 

arasında erkeklerde üçüncü (%10), kadınlarda ise ikinci (%9,2) sırada yer almaktadır 

(Stewart and Wild 2014). 

Kolorektal kanser, kolon ve rektumda oluĢan kanserleri ifade eder. Kolorektal 

karsinogenezinin baĢlangıç basamağı, çevresel karsinojenlere maruz kalınması ile 

hücrelerde veya mukozanın morfolojisinde küçük veya gözlemlenemeyen 

değiĢikliklerin oluĢmasıdır. Sonraki evrede, mukozanın yaralanma veya inflamasyon ile 

yapısı bozulur ve bunun sonucunda malignant olmayan tümör (adenoma) geliĢir 

(Tanaka 2009). Bir adenoma (veya adenomatöz polip), kript hücrelerinin kontrolsüz 

çoğalması ile oluĢan epitel displazi kitlesidir. Kolon karsinogenezinde en erken görülen 

lezyonlar, aberran kript odağı (ACF) denen yapılardır ve bunlar kolonik bazal membran 

üzerinde çoğalarak ileride adenomatöz polipleri oluĢtururlar (Roncucci et al. 2000). 

ACF, kolondaki adenoma ve karsinomanın habercisidir. Karsinogenezin ilerleme 

evresinde tümörün diğer dokulara yayılması ve malignant hale dönüĢmesi için herhangi 

bir dıĢ uyarana ihtiyaç duyulmaz. Neoplastik hücreler muskularis mukozaya geçtikleri 

ve submukozaya sızdıkları zaman malignant olarak değerlendirilirler (Tanaka 2009). 

Sağlıklı kolonik bir epitelyumun malignant kansere dönüĢümünde, bir dizi anahtar 

onkogen ve tümör supresör genin aĢırı aktivasyonu veya fonksiyon kaybı önemli rol 

oynar. Adenomatöz polipozis coli (APC) ve DNA yanlıĢ eĢleĢme onarım genlerindeki 

mutasyonlar kolorektal kanser oluĢumunun tetikleyicisidirler (Fearon and Vogelstein 

1990; Smith et al. 2002). APC veya β-katenin genindeki mutasyonlar, küçük benign bir 

tümörün büyümesini baĢlatmak için yeterlidir ancak böyle bir tümörü daha ileri 

formlara dönüĢtürmek için yeterli değildir. K-ras, TGF-β/SMAD2 yolakları gibi pek 

çok yolaktaki ve tümör supresör geni TP53 gibi genlerdeki değiĢiklikler ve 
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mutasyonlar, adenomanın adenokarsinomaya dönüĢümünde etkin rol oynarlar (Davies 

et al. 2005; Kasdagly et al. 2014). 

2.3.1. Kolorektal kanserin evreleri 

Kolorektal kanser beĢ evreden oluĢmaktadır (ġekil 2.3): 

Evre 0- Kanser hücreleri yalnızca kolon veya rektumun iç tabakasında bulunur. Bu evre 

karsinoma in situ olarak da adlandırılır. 

Evre 1- Kanser hücreleri kolon veya rektumun iç duvarına yayılır fakat duvarı geçmez. 

Evre 2- Kanser, kolon veya rektum duvarı boyunca daha geniĢ ve derin bir yayılıĢ 

gösterir ve duvarın dıĢ yüzeyine yakın dokulara yayılır. Ancak lenfe yayılma söz 

konusu değildir. 

 

ġekil 2.3. Kolorektal kanserin evreleri (Anonymus 2015)  

Kan damarı 

Evre 0 

Evre 2 

Evre 1 

Evre 3 

Evre 4 

 

Kanserin diğer 

organlara yayılması 

Mukoza 

Submukoza 

Lenf nodu 

Seroza 

Kas tabakası 

Normal 
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Evre 3- Kanser kolona yakın olan lenf düğümlerine yayılır. 

Evre 4- Kanser, karaciğer ya da akciğer gibi vücudun diğer uzak bölgelerine yayılır. 

2.3.2. Kolon ve rektumda oluĢan kanserler 

Kolon ve rektumda oluĢan kanserlerin çeĢitli tipleri vardır. Bunlar; 

Adenokarsinomalar: Kolorektal kanserlerin %95'inden fazlası adenokarsinomalardır. 

Bu kanserler, kolon ve rektumun içini kayganlaĢtırmak için mukus salgılayan bezlerdeki 

goblet hücrelerinde baĢlar. 

Karsinoid tümörler: Bu tümörler bağırsakta özel hormonlar üreten enteroendokrin 

hücrelerinde baĢlar. 

Gastrointestinal stromal tümörler (GISTs): Bu tümörler kolon duvarında bulunan 

interstisyel cajal hücreleri denilen özelleĢmiĢ hücrelerden baĢlar. Bazıları benign, bir 

kısmı ise malign formda bulunmaktadır. Sindirim kanalının herhangi bir yerinde 

geliĢebilirler, ancak kolonda nadiren görülürler. 

Lenfomalar: Genellikle lenf düğümlerinde baĢlayan bağıĢıklık sistemi hücrelerine ait 

kanserlerdir. Ancak kolon, rektum veya diğer organlarda da oluĢabilirler. 

Sarkomalar: Bu tümörler, kolon ve rektum duvarındaki kan damarları ile kas ve bağ 

dokusunda baĢlayabilirler. Kolon ve rektum sarkomaları nadirdir (Anonim 2015). 

2.3.3. Kolorektal kanserdeki genetik ve epigenetik değiĢiklikler 

Kolorektal kanser, normal kolonik epitelyumun kolon adenokarsinomuna dönüĢmesine 

neden olan genetik ve epigenetik değiĢikliklerin birikimi sonucu ortaya çıkar. 
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Kolorektal kanserin moleküler analizleri sonucunda kanserin patogenezi dört ana ilke 

üzerine kurulmuĢtur. Bunlardan ilki, kanser hücrelerinin ihtiyaç duyduğu klonal 

büyümeyi sağlayan ve kolorektal kanser oluĢumunun altında yatan genetik ve 

epigenetik değiĢikliklerin kanser oluĢum sürecine destek olmasıdır (Kheirelseid et al. 

2013). Ġkinci ilke, kanserin moleküler ve morfolojik düzeyde pek çok basamağın 

gerçekleĢmesi ile ortaya çıkmasıdır (Fearon and Vogelstein 1990). Üçüncüsü ise, 

genomik bütünlüğün (kararlılık) kaybolmasının kanser oluĢumunda moleküler olarak 

önemli bir basamak olmasıdır (Lengauer et al. 1998). Dördüncüsü ailesel (kalıtımsal) 

kanserlerde mutasyonların (Çizelge 2.2) sıklıkla gözlemlenmesidir (Vogelstein and 

Kinzler 1996). 

Çizelge 2.2. Kolorektal kanserde görülen mutasyonlar (Fearon 2011) 

Gen Mutasyon tipi Görülme Sıklığı 

Onkogenler 

KRAS Nokta mutasyonlar (kodon 12, 13, 61) %40  

NRAS Nokta mutasyonlar (kodon 12, 13, 61) < %5 

PIK3CA Kinaz aktivitesini arttıran nokta mutasyonlar %15-25 

BRAF Kinaz aktivitesini arttıran nokta mutasyonlar %5-10  

EGFR Gen amplifikasyonu %5-15 

CDK8 Gen amplifikasyonu %10-15 

CMYC Gen amplifikasyonu %5-10 

CCNE1 Gen amplifikasyonu %5 

CTNNB1 Nokta mutasyon, delesyon < %5 

NEU  Gen amplifikasyonu < %5 

MYB Gen amplifikasyonu < %5 

Tümör supresör genler 

p53 Nokta mutasyon, allel kaybı %60-70  

APC Çerçeve kayması ve nokta mutasyon, delesyon, allel 

kaybı 

%70-80  

FBXW7 Anlamsız ve kayıp mutasyon, delesyon %20 

PTEN Anlamsız mutasyon, delesyon %10 

SMAD4 Anlamsız ve kayıp mutasyon, allel kaybı %10-15 

SMAD2 Anlamsız mutasyon, delesyon, allel kaybı %5-10 

SMAD3 Anlamsız mutasyon, delesyon %5 

TGFβIIR Çerçeve kayması ve anlamsız mutasyon %10-15  

TCF7L2 Çerçeve kayması ve anlamsız mutasyon %5  

ACVR2 Çerçeve kayması mutasyonu %10  

BAX Çerçeve kayması mutasyonu %5  
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2.3.3.a. Genetik değiĢiklikler 

Fearon and Vogelstein (1990) tarafından kolorektal kanser için genetik bir model öne 

sürülmesinden bu yana (ġekil 2.4), kolorektal kanserin moleküler mekanizmasının 

anlaĢılması noktasında çok fazla ilerleme kaydedilmiĢtir. Bu geliĢmelerden birisi de 

APC, K-RAS, p53 ve DCC genlerinde meydana gelen mutasyonlar ile kolorektal kanser 

arasındaki yakın iliĢkidir. Kolon kanseri oluĢumunun erken teĢhisinde tanımlanabilen 

ilk lezyonlar aberran kript odaklarıdır (ACF). Bu lezyonların neoplastik potansiyeli hala 

tam olarak belirlenememiĢtir, ancak bu lezyonlardan bazılarının adenokarsinoma 

evresine ilerlemede ve K-RAS veya APC mutasyonlarında bir liman olduğu 

görülmektedir. Özellikle displastik aberran kript odakları genellikle APC mutasyonu 

taĢırlar ve kolon kanseri oluĢumunda çok yüksek potansiyele sahiptirler. Bu yüzden 

Wnt sinyal yolağının aĢırı aktivasyonuna neden olan APC genindeki değiĢiklikler, 

kolonda tümör oluĢumunu baĢlatan önemli bir etken olarak görülmektedir. APC 

genindeki değiĢiklikleri takip eden diğer genlere ait değiĢiklikler ise tümör geliĢiminde 

ve tümörün metastaz gibi malignant özellikler kazanmasında önemli rol oynarlar 

(Kheirelseid et al. 2013). 

 

ġekil 2.4. Kolorektal kanser geliĢiminin moleküler modeli (Fearon and Vogelstein 

1990; Davies et al. 2005) 
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a. APC 

Adenomatöz polipozis coli (APC) geni β-katenin, γ-katenin, glikojen sentaz kinaz 

(GSK)-3β, aksin, tubulin, EB1 ve hDLG gibi bazı intraselüler proteinlere bağlanan ve 

birçok fonksiyonel bölgeye sahip olan bir proteini kodlar (Vogelstein and Kinzler 

1996). APC genindeki germline mutasyonlar Familyal Adenoma Polipozis, Gardner 

sendromu, Turcot sendromu veya Flat adenoma sendromu ile sonuçlanır (Foulkes 1995; 

Soravia et al. 1998). Yapılan çalıĢmalarla tüm kolorektal adenokarsinom vakalarının 

%70’den fazlasında APC geninin mutasyona uğramıĢ olduğu gösterilmiĢtir (Miyaki et 

al. 1994; Chung 2000). Bu mutasyonlar kolon kanserinin ilk evrelerinin baĢlangıcından 

itibaren mevcuttur ve ileri evrelerde meydana gelen değiĢikliklere de öncülük ederler 

(Vogelstein et al. 1988; Powell et al. 1992). Hücre geliĢiminde önemli olan genlerin 

ekspresyonlarının yükseltilmesi ve ardından Wnt sinyal yolağının aĢırı aktivasyonu, bu 

mutasyonların tümör oluĢumuna giden süreçte oynadıkları ana rollerden birisidir. APC 

mutasyonları, APC ile β-katenin arasındaki iliĢkiyi bozar, bu da  β-kateninin aĢırı 

miktarda artmasına ve Wnt sinyal yolağının aĢırı aktivasyonuna neden olur. Sonuç 

olarak, tümör oluĢumunu düzenleyen genler transkripsiyona uğrar. Normalde GSK-3β, 

APC, β-katenin ve aksin birlikte bir kompleks oluĢturur ve bu kompleks proteinleri 

fosforile eder. β-kateninin fosforilasyonu ile ubikuitin-aracılı proteolitik degradasyon 

meydana gelir. APC mutasyonları sonucunda bu süreç önlenmiĢ olur ve bu da 

sitoplazmik β-katenin miktarının artmasına neden olur. Sitoplazmada biriken β-katenin 

hücre çekirdeğine girebilir ve hedef genleri (LEF-1, c-myc ve cyclin D1 gibi) aktif hale 

getirebilir (ġekil 2.5) (Kheirelseid et al. 2013). 
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ġekil 2.5. Wnt/ β-katenin sinyal yolağının düzenlenmesi (Han and Na 2011) 

b. K-RAS 

Kirstein rat sarkoma (K-RAS), RAS ailesi genlerinin bir üyesidir ve kolorektal 

karsinogenezdeki en önemli proto-onkogenlerden birisidir. RAS ailesi genleri sinyal 

iletimine katılan yüksek oranda korunmuĢ proteinleri kodlarlar. RAS protein ailesinin 

önemli bir fonksiyonu, Raf-mitojen aktiviteli protein (MAP) kinaz kinaz-MAP kinaz 

sinyal yolağına (ġekil 2.6) büyüme faktörlerini bağlamak ve bazı genlerin nükleer 

ekspresyonuna öncülük etmektir (Bokoch and Der 1993). K-RAS mutasyonları 

kolorektal kanser vakalarının %37 - %41’inde bulunmaktadır ve kanser oluĢumunda 

nispeten erken dönemlerde görülürler (Bos et al. 1987; Arber et al. 2000). K-RAS 

mutasyonlarına küçük tübüler adenomaların %13’ünde, büyük adenomaların %42’sinde 

ve metastatik karsinomların %57’sinde rastlanmıĢtır. Boyutu 1 cm’den büyük olan 

adenomaların %58’inde, boyutu 1 cm’den küçük olan adenomaların %9’unda RAS 

mutasyonları gözlemlenmiĢtir (Vogelstein et al. 1988). Bu sonuçlar diğer çalıĢmalarda 

tespit edilen kolon kanserinde yaklaĢık %40 olan K-RAS mutasyonu insidansını ile de 

desteklenmektedir (Arber et al. 2000).  APC mutasyonu taĢıyan küçük adenomaların 

yaklaĢık %20’sinde K-RAS mutasyonu da bulunurken daha ilerlemiĢ adenomaların 

%50’sinde K-RAS mutasyonu bulunmaktadır (Tsao and Shibata 1994; Kheirelseid et al. 
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2013). Bu da K-RAS mutasyonlarının APC mutasyonları ve ilerlemiĢ adenomatöz 

lezyonlar ile iliĢkili olduğunu göstermektedir. 

 

ġekil 2.6. MAPK sinyal yolağı ve RAS (Clarke and Kopetz 2015) 

c. p53 

Tümör proteini-53 (p53) baĢlangıçta SV40 virüsünün büyük T antijeni ile stabil 

kompleks oluĢturan bir protein olarak tanımlanmıĢtır ve bir onkogen olduğu 

düĢünülmüĢtür. Daha sonraki çalıĢmalar, p53’ün kromozomda 17p13.1 yerleĢimine 

sahip olduğunu, gastrointestinal yol tümörleri de dahil olmak üzere insan kanserlerinin 

%50’sinde mutasyona uğradığını ve tümör baskılayıcı aktiviteye sahip olan bir 

transkripsiyon faktörü olduğunu göstermiĢtir. Günümüzde p53’ün, hücre döngüsünün 

kontrolünü sağlayarak ve genotoksik strese cevap olarak hücrenin apoptoza 

yönelmesinde etkin rol oynayarak genomik stabilitenin korunmasına aktif olarak görev 

aldığı bilinmektedir (Somasundaram and El-Deiry 2000). Kolon adenomlarında p53 

mutasyonu henüz gözlenmemiĢtir, ancak karsinoma dönüĢüm sürecine aracılık ettiği 

görülmüĢtür (Vogelstein et al. 1988). DNA hasarını tanıma, hücre döngüsünü 

düzenleme, DNA onarımı ve apoptozisdeki önemli rollerinden dolayı p53 “genomun 
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koruyucusu” olarak adlandırılır (Lane 1993). p53 hücre döngüsünü düzenleyen ve 

apoptoza neden olan genlerin indüklenmesini, aynı zamanda TSP-1’i indükleyerek 

anjiyogenezin inhibisyonunu sağladığı için bir tümör baskılayıcı gen olarak hareket eder 

(Levine 1997). Mutant p53 yabanıl tip TP53 ile oligomerler oluĢturup DNA bağlanma 

özgüllüğünü azaltarak bu fonksiyonları engelleyebilir (Howe and Guillem 1997; 

Kheirelseid et al. 2013). 

d. DCC 

1990 yılındaki bir kolorektal kanser çalıĢmasında (Fearon et al. 1990) keĢfedildiğinden 

beri, DCC (kolorektal kanserde silinen bölge) geni pek çok çalıĢmanın odak noktası 

olmuĢtur. DCC bir tümör baskılayıcı gen olarak yıllardır tartıĢmalı bir yere sahiptir ve 

netrin-1’e yanıt veren bir akson rehberlik reseptörü olarak iyi bilinmektedir (Bernet and 

Mehlen 2007). Daha yakın zamanlarda DCC’nin epigenetik olarak susturulmuĢ bir 

ligand bağımlı tümör baskılayıcı gen olduğu ortaya konmuĢtur. Ġleri evre kolorektal 

kanser vakalarında en sık meydana gelen genetik anormallikler 18q21 bölgesindeki 

DCC geninin heterozigosite kaybıdır (LOH). DCC eliminasyonunun tümör geliĢiminde 

anahtar bir genetik değiĢiklik olmadığı, ancak mevcut tümörün büyümesini ilerleten 

birçok değiĢiklikten biri olduğu düĢünülmektedir (Kheirelseid et al. 2013). 

2.3.3.b. Epigenetik değiĢiklikler 

Kanser için en iyi bilinen ve tanımlanan epigenetik değiĢiklik DNA metilasyonudur. 

DNA metilasyonu ile genom boyunca, CpG bölgelerindeki sitozin, 5-metil sitozine 

dönüĢür (Ramsahoye et al. 1996). Bu epigenetik değiĢiklikler özellikle gen 

promotörlerinde bulunan ve CpG adaları olarak bilinen bölgelerde gerçekleĢir. Bu 

bölgelerin hipometilasyonu ve hipermetilasyonu sırasıyla transkripsiyonun aktivasyonu 

ve inhibisyonu ile ilgilidir. Epigenetik değiĢiklikler embriyolojik geliĢim, hücre 

farklılaĢması ve gen sessizleĢmesinde önemlidir (Monk 1995). 
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Sporadik kolon kanserinde hMLH1 genindeki promotör hipermetilasyonu, epigenetik 

değiĢikliklerin kanser oluĢumundaki potansiyel rolünü göstermektedir (Jones and Laird 

1999). Promotör bölgedeki bu hipermetilasyon, hMLH1 geninin sessizleĢmesine neden 

olur. hMLH1 geni böylece inaktif hale gelir. Bu inaktivasyon da kolon kanserlerinde 

baĢlatıcı rol oynar (Herman et al. 1998). hMLH1’in anormal metilasyonu ile 

gastrointestinal karsinogenezler özellikle de kolon karsinogenezi arasında yakın bir 

iliĢki vardır (Grady et al. 2000). Ayrıca CDH1, CDKN2A/p16, TSP1 ve GSTP1 gibi 

birçok tümör supresör genin anormal hipermetilasyon sonucunda sessizleĢtiği ve inaktif 

hale geçtiği rapor edilmiĢtir (Herman et al. 1998; Toyota et al. 1999; Kheirelseid et al. 

2013). Diğer kanser türlerinde olduğu gibi, kolorektal kanser oluĢumunda da epigenetik 

ve genetik değiĢiklikler birbirleriyle iliĢkili olarak gerçekleĢir. 

2.3.4. Kolorektal kanserlerin genetik açıdan sınıflandırılması 

Kolorektal kanserler genellikle üç kategoride sınıflandırılır. Bunlar; 

1. Sporadik ya da rastlantısal kolorektal kanser, kayda değer bir aile öyküsü olmayan 

yani kanser geliĢimini hızlandıracak bir genetik mutasyon tanımlanmamıĢ bireylerde 

ortaya çıkar. 

2. Familyal kolorektal kanser, kan bağı olan en az bir yakınında kolorektal kanser veya 

adenoma görülmüĢ bireylerde rastlanır. 

3. Herediter kolorektal kanser, kansere duyarlılığı fazla olan genlerdeki mutasyonların 

kalıtımı ile gerçekleĢir. 

Herediter kolorektal kanser, en düĢük görülme sıklığına (ġekil 2.7) sahip olmasına 

rağmen, özellikle sporadik kolorektal kanserlerin moleküler mekanizmasının 

aydınlatılmasında çok önemli paya sahiptir (Kheirelseid et al. 2013). 
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ġekil 2.7. Kolorektal kanserlerin sınıflandırılması 

2.3.4.a. Sporadik (rastlantısal) kolorektal kanser 

Tüm kolorektal kanser vakalarının büyük bir bölümü sporadik olarak geliĢir. Sporadik 

kolorektal kanserler, çevresel ve genetik risk faktörlerine bağlı olarak tümör supresör 

genlerde ve onkogenlerde geliĢen genetik anormallikler (Çizelge 2.2) sonucunda 

meydana gelir. 

2.3.4.b. Herediter ve familyal kolorektal kanserler 

Herediter ve familyal kolorektal kanserler bazı genlerdeki mutasyon ve değiĢikliklere 

bağlı olarak sınıflandırılmaktadır (Çizelge 2.3). 
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Çizelge 2.3. Kalıtsal kolorektal kanser sendromlarında görülen genetik bozukluklar 

(Fearon 2011) 

Sendrom Yaygın Özellikleri Gen 

Bozuklukları 

FAP 100’den fazla adenomatöz polip ve kolon ve 

rektumda karsinomalar; duodenal polipler ve 

karsinomalar; midede fundik gland polipleri; 

retinal pigment epitelinde kongenital 

hipertrofi 

APC (>%90) 

Gardner sendromu FAP ile aynı; ayrıca, desmoid tümörler ve 

mandibular osteomalar 

APC 

Turcot’s sendromu Polipozis ve kolorektal kanser ile beyin 

tümörleri (medulloblastoma); kolorektal 

kanser ve beyin tümörleri (glioblastoma) 

APC  

MLH1 

PMS2 

ZayıflatılmıĢ 

adenomatöz 

polipozis coli 

100’den daha az polip 

 

APC  

 

Herediter non-

polipozis 

kolorektal kanser 

Yoğun polip oluĢumu olmayan kolorektal 

kanser; endometrial, yumurtalık ve mide 

kanserinin de dahil olduğu diğer kanserler ve 

bazen üretelyal, hepatobilier ve beyin 

tümörleri 

MSH2 

MLH1 

PMS2 

GTBP, MSH6 

Peutz-Jeghers 

sendromu 

Gastrointestinal yol boyunca hamartomatöz 

polipler; mukokutanöz pigmentasyon; GI ve 

GI olmayan kanser riskinde artıĢ  

LKB1, STK11 

(%30-70) 

Cowden hastalığı Meme, tiroid, cilt, merkezi sinir sistemi, 

gastrointestinal yol kanserlerine neden olan 

çok sayıda hamartomatöz polip; meme, rahim 

ve tiroid kanserleri riskinde artıĢ 

PTEN (%85) 

Juvenil polipozis 

sendromu 

Genellikle kolon ve midede çok sayıda 

hamartomatöz/juvenil polipler; kolorektal ve 

mide kanseri riskinde artıĢ 

DPC4 (%15) 

BMPR1a (%25) 

PTEN (%5) 

MYH-iliĢkili 

polipozis 

Çok sayıda adenomatöz GI polip, otozomal 

resesif temelli, kolon polipleri genellikle 

somatik KRAS mutasyonları taĢır 

MYH 

 

a. Herediter non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC) 

Lynch sendromu olarak da bilinen HNPCC, en yaygın herediter kolorektal kanser 

formudur ve tüm kolorektal kanser vakalarının %5’ini oluĢturur. Hatalı eĢleĢme onarımı 

(HEO) genlerindeki germline mutasyonların sonucunda geliĢir ve otozomal dominant 

Ģekilde kalıtılır. Fonksiyonel HEO proteinlerinin eksikliği genomik kararsızlığa ve 
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çeĢitli kanserlerin geliĢmesine neden olur. Ortalama 45 yaĢında kanser teĢhisi 

konmaktadır. Polipler genellikle büyüktür ve erken yaĢlarda görülürler. Hastalığı 

taĢıyan bireylerde endometrium, yumurtalık, mide, ince bağırsak, pankreas, 

hepatobiliyer sistem, beyin ve üst ürotelyal yol karsinomalarından bir ya da birkaçı da 

görülebilir (Watson and Lynch 1994; Aarnio et al. 1999; Kheirelseid et al. 2013). 

2.3.4.c. Familyal adenomatöz polipozis (FAP) 

Familyal adenomatöz polipozis (FAP), 10.000 doğumda 1 prevalans oranına sahiptir ve 

sayısı birkaç yüz civarına ulaĢmıĢ olan adenomatöz kolorektal polipler ile karakterize 

edilir. Tüm yeni kolorektal kanser vakalarının yaklaĢık %1’i FAP geliĢimi olan 

hastalardır. FAP otozomal dominant kalıtılan ve 5. kromozomun uzun kolunda bulunan 

APC (adenomatöz polipozis coli) genindeki germline mutasyonların neden olduğu bir 

kanserdir (Kheirelseid et al. 2013). Polipler ortalama 15 yaĢında oluĢmaya baĢlar ve 

etkilenen bütün bireylerde 35 yaĢında polipler mutlaka görülür. Tedavi edilmeyen 

bireylerin %7’sinde 21 yaĢında ve %90’ında 45 yaĢında kanser geliĢir. Familyal 

adenomatöz polipozisin tipik FAP, Gardner sendromu (GS), Turcot sendromu ve 

zayıflatılmıĢ adenomatöz polipozis coli (AAPC) olmak üzere dört çeĢidi vardır (Burt et 

al. 1994). Gardner sendromu, bağırsaktaki bulgulara epidermoid kistler, osteomalar, 

dental anormallikler ve desmoid tümörlerin eĢlik etmesi ile karakterize edilir 

(Kheirelseid et al. 2013). Turcot sendromunda kolorektal polipler ile beyin tümörleri 

birlikte görülür. Beyin kanserleri genelde glioma Ģeklindedir ve 10 ila 20’li yaĢlarda 

geliĢir. AAPC, FAP’ın zayıf bir halidir. Etkilenen bireylerin kolon kanserine yakalanma 

riski yüksektir fakat daha az sayıda (genellikle 5-40) polip oluĢumu görülür. Tipik 

FAP’a göre polipler kolona daha proksimal Ģekilde yayılır. Kanser teĢhisinde ortalama 

yaĢ 54’tür  (Burt et al. 1994). 

2.3.4.d. Hamartomatöz polipozis sendromları 

Hamartomatöz polipozis sendromları; Peutz-Jeghers sendromu, juvenil polipozis, 

Cronkhite-Canada, Cowden ve Bannayan-Riley-Ruvalcaba sendromlarının da dahil 
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olduğu pek çok hastalığı kapsar (Dachman et al. 1989; Gorlin et al. 1992). 

Hamartomatöz polipozis sendromları karakteristik olan klinikopatolojik ve radyolojik 

özellikleri ile ayırt edilirler. Bu sendromların tümü hamartomatöz poliplerin varlığı ile 

tanımlanırlar ve birçoğu gastrointestinal ve ekstraintestinal karsinom geliĢme riskinin 

artması ile iliĢkilidir (Salem and Steck 1983). En sık rastlananları Peutz-Jeghers 

Sendromu ve Juvenil polipozistir (Kheirelseid et al. 2013). 

a. Peutz-Jeghers sendromu (PJS) 

Peutz-Jeghers sendromu (PJS), mideden anüse kadar herhangi bir yerde meydana gelen 

mukokutanöz pigmentasyon ve gastrointestinal hamartomalarla karakterize edilir. Ġlk 

kez Peutz (1921) tarafından, sonrasında ise Jeghers ve arkadaĢları tarafından 

tanımlanmıĢtır (Jeghers et al. 1949). Otozomal dominant bir Ģekilde kalıtılır (Tomlinson 

and Houlston 1997). Prototipik bir PJS polipi muskularis mukozada geliĢen bir 

hamartomdur. Bu yüzden, polipin çekirdeği lamina propria tarafından çevrilmiĢ olan 

düz kaslardan ve olgun bez epitelinden oluĢur (Spigelman et al. 1995). Etkilenen 

ailelerin yaklaĢık yarısında kromozomdaki yerleĢimi 19p13.3 olan serin/tireonin kinaz 

genindeki (STK11/LKB1) germ-line mutasyonları Peutz-Jeghers sendromuna neden 

olur. Hamartomlarda ve adenokarsinomlardaki yabanıl tip allellerin kaybı 

STK11/LKB1’in bir tümör baskılayıcı gen olduğunu göstermektedir (Kheirelseid et al. 

2013). 

b. Juvenil polipozis sendromu (JPS) 

Juvenil polipozis (JP) hastaların en az %30’unda otozomal dominant bir Ģekilde kalıtılır. 

Hastalarda irileĢmiĢ kriptler olarak tanımlanan çok sayıda hamartomatöz kolorektal 

polip görülür (Aaltonen 2000). Polip sayısı FAP’ta görülenden daha azdır ve hastalık 

süreci daha az malignant özelliktedir. TeĢhiste kullanılan farklı kriterler olmasına 

rağmen, juvenil polipozis sendromu teĢhisi gastrointestinal yolda çok sayıda (3-10) 

juvenil polip bulunduğu zaman konulabilir. Ġlk olarak vakaların %30’unda 

SMAD4/MADH4 genlerinin mutasyonu tanımlanır. Hastaların %30’unda ise ilaveten 
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BMPR1A geninin mutasyonu da juvenil polipozise neden olabilir (Kheirelseid et al. 

2013). 

2.3.5. Kolorektal kanserde risk faktörleri 

2.3.5.a. YaĢ 

Kolorektal kanser teĢhisi olasılığı, mutasyon birikimine ve dıĢ etkenlere maruz kalmaya 

bağlı olarak 40 yaĢından sonra giderek artar ve 50 yaĢından sonra bu artıĢ keskin bir 

hale gelir. Kolorektal kanser vakalarının %90’ı 50 yaĢ ve üzerinde görülür. 60 ila 79 yaĢ 

aralığındaki insanlarda 40 yaĢından genç olanlara göre görülme sıklığı 50 kat daha 

fazladır (Ries et al. 2008). Ancak özellikle son yıllarda kolorektal kanser genç 

populasyon arasında da artmaktadır (O’Connell et al. 2004; Haggar and Boushey 2009). 

2.3.5.b. Adenomatöz polip hikayesi 

Kolon ve rektumdaki neoplastik polipler olan tübüler ve villoz tip adenomalar, 

kolorektal kanserin öncü lezyonlarıdır (Janout and Kollarova 2001). Sporadik kolorektal 

kanserlerin yaklaĢık %95’i bu adenomalardan geliĢir. Adenoma hikayesi bulunan 

bireylerde bulunmayanlara göre kolorektal kanser geliĢme riski daha fazladır. 

Adenomaların malignant hale dönüĢmesi için genellikle 5 ila 10 yıl gibi uzun bir süre 

gereklidir (De Jong et al. 2005; Davies et al. 2005). Malignant hale dönüĢmeden önce 

bir adenomayı belirlemek ve onu cerrahi müdahale ile çıkarmak kolorektal kanser 

riskini azaltabilir. Ancak, adenomatöz polipin veya lokalize haldeki karsinomun 

tamamen çıkarılması, kolon ve rektumun farklı bir bölgesinde ilerleyen zamanlarda 

metakron kanser geliĢmesi olasılığını arttırır (De Jong et al. 2005; Haggar and Boushey 

2009). 
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2.3.5.c. Ġnflamatuar bağırsak hastalığı hikayesi 

Ġnflamatuar Bağırsak Hastalığı (IBD) ülseratif kolit ve Crohn hastalığını belirtmek için 

kullanılan bir terimdir. Ülseratif kolit, kolon ve rektumda mukozal inflamasyona neden 

olur. Crohn hastalığı ise bağırsak duvarının tüm tabakalarını kapsayacak Ģekilde bir 

inflamasyon ile sonuçlanır ve sindirim sisteminin ağızdan anüse kadar herhangi bir 

kısmını da etkileyebilir. Bu hastalıklardaki Ģartlar, bireydeki kolorektal kanser geliĢme 

riskini yaklaĢık 4 ila 20 kat arasında arttırır (Janout and Kollarova 2001). Bu yüzden, 

IBD taĢıyan bireyler yaĢa bakılmaksızın daha sık bir Ģekilde tarama testlerinden 

geçirilmelidir (Haggar and Boushey 2009). 

2.3.5.d. Ailesel kolorektal kanser veya adenomatöz polip hikayesi 

Kolorektal kanser vakalarının çoğunluğu, ailesel kolorektal kanser hikayesi olmayan 

kiĢilerde ortaya çıkar. Bununla birlikte, kolorektal kansere yakalanan insanların yaklaĢık 

%20’sinin diğer aile bireylerinden bir veya birkaçının da bu hastalığı taĢıdığı 

görülmektedir (Skibber et al. 2001). Kolorektal kanser veya adenomatöz polip hikayesi 

olan bireylerin hastalığa yakalanma ihtimali daha yüksektir. Riskin yüksek olmasının 

nedenleri tam olarak belli değildir, fakat muhtemelen kalıtsal genler, ortak çevresel 

faktörler veya bunların bir kombinasyonu bu ihtimali yükselten nedenler olabilir 

(Haggar and Boushey 2009). 

2.3.5.e. Beslenme 

Beslenme ile kolorektal kanser riski arasında sıkı bir iliĢki vardır. Beslenme 

alıĢkanlıklarını değiĢtirmek kolorektal kanser riskini %70’in üzerinde azaltabilir (Willet 

2005). Özellikle hayvansal yağlar açısından zengin bir beslenme düzeni kolorektal 

kanser için büyük bir risk faktörüdür (Janout and Kollarova 2001). Yine Batı tarzı 

beslenmenin bir parçası olan iĢlenmiĢ yağlar, safra tuzlarını potansiyel kanserojen 

maddeler olan N-nitroz bileĢiklerine parçalama yeteneğine sahip bir bakteri florasının 

geliĢmesini destekler (Larsson and Wolk 2006). Bunlara ilaveten, aĢırı et tüketimi 



27 

 

 
 

kolorektal kanser geliĢiminde etkilidir. Et tüketimi ile kolorektal kanser geliĢimi 

arasındaki potansiyel mekanizma kırmızı ette bulunan heme demirden 

kaynaklanmaktadır (Haggar and Boushey 2009). Ayrıca, etleri yüksek ısıda piĢirmek 

her ikisinin de karsinojenik özelliğe sahip olduğuna inanılan heterosiklik aminlerin ve 

polisiklik aromatik hidrokarbonların oluĢmasına neden olur (Santarelli et al. 2008). Bazı 

çalıĢmalarda ise az miktarda meyve ve sebze tüketen kiĢilerin daha yüksek kolorektal 

kanser riski taĢıdığı rapor edilmektedir (Haggar and Boushey 2009). Son olarak, lifli 

gıdaların tüketilmesi ile kolorektal kanser insidansı arasında coğrafi olarak farklılıklar 

bulunmaktadır (Janout and Kollarova 2001). 

2.3.5.f. Fiziksel aktivite ve obezite 

Kolorektal kanserle yaĢam tarzına bağlı olan pek çok faktör yakından iliĢkilidir.  

Fiziksel inaktivite ve aĢırı vücut ağırlığı kolorektal kanserlerin dörtte üçünde rapor 

edilmektedir. Yüksek fiziksel aktivite ile kolorektal kanser riskinin azaldığını gösteren 

pek çok kanıt bulunmaktadır (Boyle and Langman 2000; De Jong et al. 2005; Lee et al. 

2007). Düzenli fiziksel aktivite ve sağlıklı bir beslenme kolorektal kanser riskini 

azaltabilir (Bazensky et al. 2007). Sürekli olarak orta seviyede yapılan fiziksel aktivite, 

metabolizma hızını ve maksimal oksijen alımını yükseltir (De Jong et al. 2005). Uzun 

vadede, bu tür faaliyetlerin düzenli yapılması kan basıncını ve insülin direncini 

düĢürmenin yanı sıra vücudun metabolik etkinliğini ve kapasitesini arttırır (Lee et al. 

2007). Bunlara ilaveten, fiziksel aktivite bağırsak hareketliliğini arttırır. Günlük olarak 

fiziksel aktivite eksikliği erkek ve kadınlarda obezite insidansının yükselmesine ve 

kolorektal kanserle ilgili diğer faktörlerin tetiklenmesine katkıda bulunabilir. AĢırı 

kilolu veya obez kiĢilerde, özellikle dolaĢımdaki östrojen miktarının artması ve insülin 

duyarlılığının azalması ile kanser riskininin etkilendiği düĢünülmektedir. Ancak aĢırı 

kilo ve obezite ile artan risk sadece enerji alımını değil, metabolik etkinlikteki 

farklılıkları da ifade etmektedir (De Jong et al. 2005; Campbell et al. 2007). ÇalıĢmalar, 

enerjilerini etkin bir Ģekilde kullanan bireylerin kolorektal kansere yakalanma riskinin 

daha düĢük olduğunu göstermektedir (Boyle and Langman 2000; Haggar and Boushey 

2009). 
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2.3.5.g. Sigara ve alkol kullanımı 

Akciğer kanseri ile sigara içmek arasındaki iliĢki açık bir Ģekilde ortaya konmuĢtur fakat 

sigara aynı zamanda kolon ve rektum için de oldukça zararlıdır. Kolorektal kanser 

vakalarındaki ölümlerin %12’sinden sigaranın sorumlu olduğu gösterilmiĢtir (Zisman et 

al. 2006). Tütünde bulunan karsinojen maddeler kolon ve rektumda kanser geliĢimi 

riskini arttırmaktadır. Sigara içmek kolorektal kanserin öncül lezyonlarından olan 

adenomatöz poliplerin oluĢumu ve geliĢimi arasında önemli bir iliĢki vardır (Botteri et 

al. 2008). Uzun süreli sigara kullanan kiĢilerde kolon ve rektumda daha büyük polipler 

bulunmuĢtur. Bulgular aynı zamanda sigaraya erken yaĢta baĢlayan erkek ve kadınlarda 

kolorektal kanser insidansının yüksek olduğunu göstermektedir (Zisman et al. 2006; 

Tsong et al. 2007). 

Sigarada olduğu gibi, alkolün de sürekli tüketilmesi kolorektal kanser geliĢimini 

hızlandırmaktadır. Genç yaĢlardaki alkol tüketimi kolorektal kanserin baĢlamasında 

(Zisman et al. 2006; Tsong et al. 2007) ve distal kolondaki tümörlerin orantısız artıĢında 

(Bazensky et al. 2007) önemli bir faktördür. Asetaldehit gibi alkolün reaktif 

metabolitleri karsinojenik olabilirler. Alkol ile sigaranın birlikte kullanımı, tütünün 

sebep olduğu DNA’daki spesifik mutasyonların onarımını azaltmaktadır. Çözücü 

özelliğe sahip olduğu için alkol, diğer karsinojen maddelerin bağırsaktaki hücrelere 

nüfuz etme kapasitelerini de arttırır. Ayrıca, alkolün etkileri lipid peroksidasyonu ve 

serbest radikallerin oluĢumuna aracılık edebilir (Poschl and Seitz 2004; Zisman et al. 

2006; Haggar and Boushey 2009). 

2.3.6. Kolorektal kanserde erken teĢhis 

Kalın bağırsak karın boĢluğunda derin bir yerleĢime sahip olduğu için önemli 

semptomlar görülene kadar kanser geliĢimi genellikle anlaĢılamaz. Kolorektal kanserin 

erken evrelerinde semptomlar görülmez. Ancak genellikle ileri evrelerde rektumda 

kanama, dıĢkıda kan görme, dıĢkıda Ģekil ve renk değiĢimi, uzun süreli ishal, alt karın 

bölgesinde sürekli rahatsızlık hissi ve iĢtah kaybı gibi durumlar kolorektal kanserle ilgili 
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semptomlar olabilir. Fakat bu belirtiler saptandığında kanser ileri evrelere geçmiĢ olur. 

Bundan dolayı, ilk kez teĢhis konan çoğu hastada tümör büyüklüğü ve hastalık evresi 

ileri boyutlara ulaĢmıĢ ve kanserin metastaz ile diğer organlara da yayılımı gerçekleĢmiĢ 

olmaktadır. Hastalığın erken teĢhisi ve kolonoskopi, sigmoidoskopi gibi tarama testleri 

bu noktada büyük önem taĢır. Kolorektal kanser belirtisi göstermeyen bireylere de, 

özellikle 50 yaĢından itibaren, her yıl dıĢkıda gizli kan testi ve sigmoidoskopi veya 

kolonoskopi yaptırılması tavsiye edilmektedir. 

2.4. Hücre Ölümü 

Canlı ve ölü hücreler arasındaki sayısal dengenin korunması metabolik olaylar 

açısından büyük önem taĢımaktadır. Bu dengenin korunması, yeni hücreler oluĢurken 

bir kısım hücrelerin de ölmesine bağlıdır. Hücre ölümü; morfolojik görünüĢe, 

enzimolojik kriterlere (nükleazla veya proteazlarla gerçekleĢmesi) ve fonksiyonel 

özelliklere göre sınıflandırılabilir (Melino 2001). Genel anlamda hücre ölümü, nekrozis 

ile veya programlı bir Ģekilde gerçekleĢir (ġekil 2.8). 

Nekrozis, hücre membranında hasara neden olan patolojik durumlara maruz kalındığı 

zaman gerçekleĢir. Nekrozis, hücrenin homeostazı sürdürme yeteneğinin bozulması ile 

baĢlar. Organeller ve hücrenin tamamı ĢiĢer ve patlayarak lizise uğrar. Plazma 

membranı parçalandığı için lizozomal enzimleri de barındıran hücre içeriği ekstraselüler 

sıvıya karıĢır. Bu yüzden nekrotik hücre ölümü, yoğun doku hasarıyla sonuçlanan 

enflamatuvar yanıtla iliĢkilidir. 

Apoptozis, normal fizyolojik koĢullar altında ve genetik kontrol dahilinde gerçekleĢen 

programlı bir hücre ölümüdür. Genellikle normal hücre yenilenmesi ve doku 

homeostazı, embriyogenez, immün toleransın baĢlatılması ve devam ettirilmesi, sinir 

sisteminin geliĢimi ve endokrin bağımlı doku atrofisi esnasında görülür. Apoptoziste 

hücre membranının bütünlüğü korunur fakat membranda bleb oluĢumu gerçekleĢir, 

hücre küçülür ve hücre içeriğini barındıran apoptotik cisimcikler oluĢur, kromatin 

kondensasyonu ve nükleer fragmentasyon gerçekleĢir. 
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ġekil 2.8. Hücre ölümü çeĢitleri. PHÖ: programlı hücre ölümü. A) sağlıklı hücre, B) 

nekrotik hücre, C) apoptotik hücre ve D) otofajik hücre (Nikoletopoulou et al. 2013). 

Apoptozis benzeri hücre ölümü terimi, morfolojik olarak nükleer kromatin 

yoğunlaĢması gibi apoptotik özellikleri gösteren fakat kaspaz bağımsız olan hücre 

ölümünü ifade eder (Boujrad et al. 2007). Bu tip programlı hücre ölümü mitokondri 

tarafından kontrol edilir ve baĢlıca efektörü mitokondriyal AIF proteinidir (Jaattela and 

Tschopp 2003; Lorenzo and Susin 2004). AIF mitokondrinin membranları arasına 

yerleĢmiĢ olan bir flavoproteindir. AIF, mitokondriyal solunum kompleksi I’in 

devamlılığı için gereklidir ve NADH oksidoredüktaz ile peroksit süpürme aktivitesi 

gösterir (Delettre et al. 2006). Bu fonksiyonlarına ilaveten, AIF’nin aynı zamanda 

apoptozis benzeri hücre ölümünde bir indükleyici olduğu birçok deneysel modelde 

gösterilmiĢtir (Boujrad et al. 2007). Ġndükleyici aktivitesi, AIF’nin kalpain (Ca
2+

 

bağımlı proteazlar) veya katepsinler (lizozomal proteazlar) aracılığı ile çözünür formu 

olan tAIF’e dönüĢerek, mitokondriden ayrılarak serbest kalması ve nükleusa 

translokasyonu ile iliĢkilidir. Serbest kalma sonucunda ya hücre içi Ca
2+ 

seviyesi artar
 

ya da yoğun DNA hasarı meydana gelir. Hücre içi Ca
2+ 

seviyesinin artması mitokondri 
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membranının depolarizasyonunu tetikler, membran potansiyeli kaybolur ve sonuçta 

reaktif oksijen türleri (ROT) oluĢur. DNA hasarı ise MNNG (N-metil-N'-nitro-N-

nitrozoguanidin) tarafından tetiklenen nekroptotik hücre ölümünü indükler. 

Nekroptozis, kaspaz bağımsız programlı hücre ölümüdür ve morfolojik açıdan nekroza 

benzer. Kalpain bağımlıdır, TNFR ve Fas ligand aktivasyonu sonucunda baĢlar. Kaspaz 

bağımsız programlı hücre ölümünün diğer bir çeĢidi katepsin bağımlı olan otofajik 

hücre ölümüdür (ġekil 2.8.D). Sitozol içerisinde çift membranlı bir vezikül, primer 

lizozomla birleĢerek otofagozomu oluĢturur ve bu yapı gereksiz organelleri geri 

dönüĢümlü olarak parçalar. Geri dönüĢtürülen organel bileĢenleri hücrede metabolik 

reaksiyonlarda kullanılır. Otofajik hücre ölümünde apoptotik cisimciklere ve DNA 

kırıklarına rastlanmaz (Nikoletopoulou et al. 2013). 

2.4.1. Apoptozis 

Apoptozis terimi ilk kez, hücre ölümünün morfolojik olarak farklı bir Ģeklini 

tanımlamak için kullanılmıĢtır (Kerr et al. 1972). Apoptozis, geliĢme ve yaĢlanma 

süresince dokulardaki hücre sayısını korumak için homeostatik olarak meydana gelir. 

Aynı zamanda immün reaksiyonlarda veya hücreler hastalık ve zararlı ajanlarla hasara 

uğradığı zaman bir savunma mekanizması olarak gerçekleĢir (Norbury and Hickson 

2001). Apoptozisi uyaran pek çok fizyolojik ve patolojik uyaran ve durum olmasına 

rağmen, aynı uyaranlara cevap olarak dokudaki bütün hücrelerin ölümü gerçekleĢmez. 

Kanser tedavisi için kullanılan radyoterapi veya ilaçlar, bazı hücrelerde DNA hasarına 

neden olur ve bu hasar, p53’e bağlı bir yolakla hücreyi apoptotik ölüme yönlendirebilir. 

Kortikosteroidler gibi bazı hormonlar diğer hücreleri etkilemezken, timositlerde 

apoptotik ölüme öncülük edebilirler (Elmore 2007). 

Apoptozis, hücre yüzeyindeki TNFα (tümör nekrozis faktör-α), Fas (CD95/APO1) ve 

TRAIL (TNF iliĢkili apoptozis indükleyici ligand) gibi ölüm reseptörleri aracılığıyla 

ekstrinsik bir uyaranla veya mitokondriyal sinyal yolağı aracılıyla intrinsik bir uyaranla 

tetiklenir (ġekil 2.9) (Adams 2003; Kroemer et al. 2007). Her iki durumda da, kaspazlar 

olarak bilinen sistein aspartil proteazların aktivasyonu sonucunda mitokondriyal 
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membranın permeabilizasyonu, kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu 

gerçekleĢir. Bu değiĢiklikler apoptotik hücrede, piknotik çekirdek, yoğunlaĢmıĢ 

kromatin, fragmentasyona uğramıĢ nükleus, apoptotik cisimcikler, sitoplazma ve 

organelleri içeren vakuoller gibi farklı ve karakteristik bir morfolojiye neden olurlar 

(Nikoletopoulou et al. 2013). 

 

ġekil 2.9. Ġntrinsik ve ekstrinsik apoptozis yolakları (Wong 2011) 
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2.4.1.a. Ekstrinsik ölüm reseptörü yolağı 

Ekstrinsik ölüm reseptörü yolağı, ölüm sinyalleri (TNF, FasL) ölüm reseptörlerine  

(TNFR1, Fas) bağlandığı zaman baĢlar (Hengartner 2001). Bu ölüm reseptörleri, 

adaptör proteinlerle ve kaspaz-8 gibi sistein proteazlarla etkileĢime giren bir intraselüler 

ölüm bölgesine sahiptirler. Bu intraselüler ölüm bölgeleri TNFR-1 ile iliĢkili ölüm 

bölgesi (TRADD) veya Fas ile iliĢkili ölüm bölgesi (FADD) olarak bilinirler (Schneider 

and Tschopp 2000). Ölüm ligandının ölüm reseptörüne bağlanması, adaptör protein için 

bir bağlanma bölgesinin oluĢmasına neden olur ve ligand-reseptör-adaptör protein 

kompleksinin tamamı ölüm indükleyici sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandırılır 

(O’Brien and Kirby 2008). Daha sonra DISC, pro-kaspaz 8’in aktivasyonunu baĢlatır. 

Pro-kaspaz 8 enziminin aktif hali olan kaspaz-8, baĢlatıcı bir kaspazdır ve diğer 

kaspazlar ile etkileĢime girerek apoptozisi baĢlatır (Karp 2008). 

2.4.1.b. Ġntrinsik mitokondriyal yolak 

Ġntrinsik yolak hücre içerisinde baĢlar. Genetik hasar, hipoksi, sitozolik Ca
2+

 

konsantrasyonunun aĢırı yükselmesi ve Ģiddetli oksidatif stres, intrinsik mitokondriyal 

yolağın baĢlamasını tetikler (Karp 2008). Bu yolak, uyarana bakılmaksızın 

mitokondriyal permeabilitenin artması ve sitokrom c gibi proapoptotik moleküllerin 

sitoplazmaya salınması sonucunda aktifleĢir (Danial and Korsmeyer 2004). Ġntrinsik 

mitokondriyal yolak, Bcl-2 ailesine ait olan bir grup protein tarafından düzenlenir 

(Tsujimoto et al. 1984). Bcl-2 ailesine ait olan anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler 

arasındaki denge, apoptozisin baĢlama durumunu belirler (Reed 1997). Mitokondriyal 

intermembran boĢluğundan sitoplazmaya salınan diğer apoptotik faktörler; apoptozis 

indükleyici faktör (AIF), mitokondri kökenli ikinci kaspaz aktivatörü (Smac), DIABLO 

ve Omi/HtrA2’dir. Sitokrom c’nin sitoplazmaya salınması, sitokrom c, Apaf-1 ve 

kaspaz 9’dan oluĢan ve apoptozom denen kompleksin oluĢumuyla kaspaz 3’ü aktif hale 

getirir (Kroemer et al. 2007). Diğer taraftan Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, IAP’lere 

bağlanarak kaspaz aktivasyonuna destek olur. Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 daha 
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sonra IAP’ler ile kaspaz 3 ve 9’un etkileĢiminin bozulmasına öncülük eder (Kroemer et 

al. 2007; LaCasse et al. 2008). 

Ġntrinsik ve ekstrinsik yolaklar kaspaz-3’te birleĢirler. Kaspaz-3, nükleer apoptozisten 

sorumlu olan kaspazla aktifleĢen deoksiribonükleaz inhibitörünü aktifleĢtirir. Daha 

sonra endonükleaz aktivasyonu ile kromozomal DNA’nın degradasyonu ve proteaz 

aktivasyonu ile nükleer ve hücre iskeleti proteinlerinin degradasyonu ve yeniden 

düzenlenmesi gerçekleĢir. Böylece apoptozisteki tipik morfolojik değiĢiklikler meydana 

gelir (Ghobrial et al. 2005; Wong 2011). 

2.4.2. Apoptotik yolakların kontrolü 

2.4.2.a. Kaspazlar 

Kaspazlar, inaktif öncül enzimler olarak sentezlenen sistein-aspartil proteazların bir 

sınıfıdır. Sağlıklı hücrelerde bu proteazlar dormant haldedir, ölüm uyaranına cevap 

olarak aktif hale geçerler. Kaspazlar, apoptotik hücre ölümünde çoğu morfolojik ve 

biyokimyasal özellikten sorumludur. Memeli apoptotik kaspazları, yapılarına ve 

fonksiyonlarına göre, baĢlatıcı kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve efektör kaspazlar 

(kaspaz-3, -6 ve -7) olmak üzere ikiye ayrılır. BaĢlatıcı kaspazlar, efektör ölüm bölgesi 

(DED) veya kaspaz takviye bölgesi (CARD) ile etkileĢimi sağlayan uzun N-terminal 

bölgelerine sahip olmalarıyla efektör kaspazlardan ayrılırlar (Hunter et al. 2007). 

2.4.2.b. Bcl-2 ailesi 

Bcl-2 geni ilk kez B hücreli lenfomada bir proto-onkogen olarak tanımlanmıĢtır. 

Ardından Bcl-2’nin fonksiyonel homologu olan CED-9, C. elegans’da bir apoptotik 

represör olarak bulunmuĢtur (Hengartner and Horvitz 1994). Memelilerde Bcl-2 ailesine 

ait en az 20 protein tanımlanmıĢtır. Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik üyeleri Bcl-2, Bcl-xL, 

Bcl-w, BclB, A1 ve Mcl-1’dir. Pro-apoptotik üyeler ise Bad, Bid, Bim, Puma, Noxa, 

Bmf, Hrk, Bik, Bax, Bad ve Mtd’dir. Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik üyeleri 
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mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c salınımını gerçekleĢtirirken, anti-apoptotik 

üyeler sitokrom c salınımını inhibe ederler. Anti-apoptotik üyeler farklı sitotoksik 

etkenlere cevap olarak apoptozisi inhibe ederler. Bcl-2 ailesi üyeleri pro-

kaspaz/apoptozom kompleksinin oluĢup oluĢmamasından sorumludur (Hunter et al. 

2007). Apoptozom oluĢumunu Bcl-2 gibi anti-apoptotik üyeler engellerken, pro-

apoptotik üyeler indüklerler (Adams and Cory 2002). 

2.4.2.c. IAP’ler 

Apoptozis inhibitör proteinleri (IAP), kaspaz kaskadının intrinsik düzenleyicileridir. 

Hem baĢlatıcı hem de efektör kaspazların aktivitesini düzenlerler ve bunu yapan tek 

endojen proteinlerdir. IAP’lerin hücre ölümünde ve insan kanserlerinde önemli role 

sahip olduğu düĢünülmektedir (LaCasse et al. 1998). Ölüm reseptörü aktivasyonu, 

iyonize radyasyon, viral enfeksiyon ve genotoksik hasar gibi çeĢitli uyaranlar tarafından 

indüklenen IAP’ler etkin bir Ģekilde apoptozisi engeller (Hunter et al. 2007). Apoptotik 

stresin ardından mitokondriden sitozole, olgun Omi/HtrA2, DIABLO ve Smac birlikte 

salınır ve bunlar IAP’ler ile etkileĢime girerek hücreyi apoptotik ölüme yönlendirir 

(Hegde et al. 2002; Verhagen et al. 2002). 

2.4.3. Apoptozis ve karsinogenez 

Normal bir hücrenin malignant hale dönüĢümünde, hücre ölümünden kaçınma en 

önemli değiĢikiklerden birisidir (Hanahan and Weinberg 2000). Bu yüzden düĢük 

apoptozis oranı veya apoptozise direnç karsinogenezde çok önemlidir. Malignant bir 

hücrenin apoptozise direnç kazanmasının pek çok yolu vardır. Apoptozisten kaçınma 

genel olarak Ģu nedenlerden kaynaklanır; 

1. Anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler arasındaki dengenin bozulması, 

2. Kaspazların fonksiyonlarında azalma, 

3. BozulmuĢ ölüm reseptörü sinyal mekanizması. 
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Hücrenin apoptozisten kaçınması ve karsinogenez arasındaki iliĢki ġekil 2.10’da 

özetlenmiĢtir (Wong 2011). 

 
 

ġekil 2.10. Apoptozisten kaçınma ve karsinogenezis mekanizması (Wong 2011) 

2.5. Sinyal Yolakları 

Anti-kanser ilaçlar, farklı sinyal yolaklarını kullanarak kanserli hücreleri apoptozis ile 

hücre ölümüne yönlendirirler. Apoptozisten kaçınma kanser hücrelerine ait bir özelliktir 

ve bu yüzden hücreleri apoptoza yönlendiren ilaç ve etken maddeler kanser tedavisi 

açısından büyük potansiyele sahiptir. Yeni anti-kanser teröpatiklerinin merkezinde 

apoptozisin olması gerektiği gösterilmiĢtir (Elmore 2007). Çoğu kanser türünde 

programlı hücre ölümünden kaçınmak için farklı yolaklar iĢlevsel olduğu için, birkaç 

sinyal iletim yolağının birlikte hedeflenmesi yeni anti-kanser teröpatiklerinin keĢfi ve 

geliĢtirilmesinin önünü açmaktadır. 
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AKT/mTOR yolağı aynı zamanda tümörogenez için de önemli olan hücre 

proliferasyonu, hücre metabolizması, anjiyogenez, hücre döngüsü, apoptozis ve otofaji 

gibi birçok hücresel fonksiyonu düzenler (Hennessy et al. 2005, Courtney et al. 2010). 

Son yıllarda, AKT/mTOR sinyal kaskadı ile birlikte apoptozisin mitokondriyal yolağına 

bağlanan küçük molekül inhibitörlerinin keĢfedilmesi için büyük çaba harcanmaktadır. 

AKT, üç izoformu olan ve protein kinaz B olarak da bilinen bir serin/treonin kinazdır 

(Nelson et al. 2007). AKT-1 ve AKT-2 pek çok doku tipinde eksprese edilir ve hücre 

proliferasyonunun artması, hayatta kalım ve glukoz metabolizmasına katkıda bulunur 

(Tokunaga et al. 2008). Onkogenik ve apoptotik sinyal yolaklarına özellikle AKT-1 

aktif olarak katılır. AKT-3 ise mitokondriyal biyogeneziste rol oynar (Wright et al. 

2008) ve özellikle beyinde yoğun olarak eksprese edilir (Easton et al. 2005; Tschopp et 

al. 2005; Assinder et al. 2009). 

Büyüme faktörünün tirozin kinaz reseptörüne bağlanması, PI3K-reseptör kompleksini 

aktive eder (ġekil 2.11). AktifleĢen PI3K, PIP2’yi PIP3’e dönüĢtürür. PIP3, AKT’nin 

PDK1 aracılığıyıyla fosforillenmesini sağlar. Fosforillenen AKT, birçok yolak proteinin 

aktifleĢmesini sağlar. AKT’nin en önemli hedeflerinden birisi hücrenin büyümesi, 

proliferasyonu ve hayatta kalmasının da dahil olduğu pek çok hücresel fonksiyonda 

görevli olan mTOR’dur. 

mTOR (memelilerde rapamisinin hedefi), bir serin/treonin protein kinazdır. Büyüme 

faktörleri, besin ve enerji durumuna bağlı olarak sinyal iletimi ile hücre büyümesi ve 

proliferasyonunu düzenler (Wullschleger et al. 2006; Tsang and Zheng 2007). 

mTORC1 ve mTORC2 olmak üzere iki farklı fonksiyonel mTOR kompleksi vardır. 

mTORC1 rapamisine karĢı hassastır, mTORC2 ise rapamisine dirençlidir (Kim et al. 

2002; Jacinto et al. 2004). 
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ġekil 2.11. PTEN ile AKT/mTOR yolağı arasındaki iliĢki (Phin et al. 2013). 

Aktif haldeki AKT, aynı zamanda androjen reseptörü (AR) ile etkileĢerek, prostat 

kanserinde AR sinyal yolağının aĢırı aktivasyonuna neden olur. PTEN (fosfat ve tensin 

homologu), insanlarda 10q23.31 kromozom yerleĢimine sahip olan PTEN geni 

tarafından kodlanan ve hem lipid hem de protein fosfataz aktivitesine sahip olan bir 

proteindir. PTEN genindeki mutasyonlar, pek çok kanser türünün geliĢmesinde önemli 

bir basamağı temsil eder. PTEN tümör supresör fonksiyona sahiptir ve yolağı negatif 

yönlü düzenler. PIP3’den fosfat grubunu çıkararak onu PIP2’ye geri dönüĢtürür. PTEN 

kaybı, AKT’nin aĢırı aktivasyonuna neden olur ve bunun sonucunda kontrolsüz hücre 

çoğalması, apoptozdan kaçınma ve tümör anjiyogenezi meydana gelir (Phin et al. 

2013). 

p38 MAPK, mitojen-aktiviteli protein kinazların bir üyesidir. Apoptozisin 

düzenlenmesinde, hücre döngüsünün durdurulmasında, büyüme inhibisyonu ve 

farklılaĢmada önemli rol oynar (Cuadrado and Nebreda 2010). Çoğu kemoterapötik 
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ajanın, apoptozisi indüklenmek için p38 aktivitesi göstermesi gereklidir (Olson and 

Hallahan 2004). p38MAPK, ATF2’yi fosforilleyerek aktifleĢtirir ve hücreyi apoptoza 

yönlendirir. p38MAPK ve p53 birlikte hareket eder (ġekil 2.12). p53, ya PTEN’i 

etkileyip AKT’yi baskılayarak ya da ölüm reseptörü ile Bax, Bcl-2, Bcl-xl ve Mcl-l gibi 

mitokondriyal yolak bileĢenlerini etkileyerek apoptozisin düzenlenmesinde rol alır 

(Brady et al. 2011). PTEN ekspresyon düzeyinin düĢük olması, AKT’nin Bad’ı 

fosforillemesine ve apoptozun baskılanmasına neden olur. Mitokondriyal yolak 

bileĢenleri ise kaspaz-3 ve -9’un aktif hale geçmesine neden olur ve apoptozu tetikler. 

p53 direkt olarak mitokondriyal dıĢ membran permeabilizasyonunu (MOMP) 

etkileyerek de apoptozise aracılık eder (Green and Kroemer 2009; Vaseva et al. 2012). 

 

ġekil 2.12. p38MAPK, Akt, PTEN ve p53’ün apoptozisteki rolleri (Neoh et al. 2012 ve 

Oren 2003’den uyarlanmıĢtır). 

2.6. 5-Fluorouracil (5-FU) 

Antimetabolit ilaçlar, temel biyosentetik süreçleri veya DNA ve RNA’nın da dahil 

olduğu makromoleküllerin normal fonksiyonlarını inhibe ederek etki gösterirler. 5-



40 

 

 
 

Fluorouracil (5-FU) fluoropirimidin formda olan bir antimetabolit kemoterapi ilacıdır. 

Fluoropirimidinler, 1950’lerde rat hepatomlarının urasil primidinlerini normal 

dokulardan daha hızlı kullanmasının gözlemlenmesi ve bunun sonucunda urasil 

metabolizmasının antimetabolit kemoterapi için potansiyel bir hedef olabileceği 

düĢüncesiyle geliĢtirilmiĢtir (Longley et al. 2003). 

5-Fluorouracil (5-FU) geniĢ spektrumlu bir aktiviteye sahiptir ve tek baĢına veya 

kemoterapötik ajanlarla birlikte kombine olarak pek çok kanser türüne karĢı (kolon, 

pankreas, yumurtalık, karaciğer, beyin, meme vb.) yaygın olarak kullanılmaktadır. 5-

FU’nun sitotoksik aktivitesi, fluoronükleotidlerin DNA ve RNA’ya yanlıĢ bağlanması 

ve nükleotid sentez enzimi olan timidilat sentazın (TS) inhibisyonu ile gerçekleĢir. 

5-FU’nun diğer kemoterapötik ajanlarla kombinasyonu, meme ve baĢ-boyun 

kanserlerinde kemoterapiye yanıt ve sağkalım oranlarını artırır, ancak 5-FU en iyi etkiyi 

kolorektal kanser üzerinde gösterir (Longley et al. 2003). 5-FU bazlı kemoterapi, evre 

III kolorektal kanserli hastalarda sağkalım oranını yükseltir. Bununla birlikte, ileri evre 

kolorektal kanserli hastalarda ilk basamak tedavi olarak 5-FU bazlı kemoterapiye yanıt 

oranları sadece %10-15 düzeyindedir (Johnston and Kaye 2001). 5-FU ile Irinotecan ve 

Oxaliplatinin kombinasyonu gibi daha yeni kemoterapiler, ileri evre kolorektal kanser 

vakalarında yanıt oranlarını %40-50 seviyelerine çıkarabilir (Giacchetti et al. 2000; 

Douillard et al. 2000). Ancak bu geliĢmelere rağmen, yeni tedavi stratejilerine acilen 

ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

ġekil 2.13. 5-Fluorouracilin kimyasal yapısı 
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5-FU, C-5 pozisyonunda hidrojen yerine bir fluorin atomu bulunduran urasil analogudur 

(ġekil 2.13). Hücre içine urasilin kullandığı kolaylaĢtırılmıĢ taĢıma mekanizmasını 

kullanarak girer. 5-FU, hücre içinde fluorodeoksiüridin monofosfat (FdUMP), 

fluorodeoksiüridin trifosfat (dUTP) ve fluoroüridin trifosfat (FUTP) gibi birçok aktif 

metabolite dönüĢtürülür (ġekil 2.14). Bu aktif metabolitler RNA sentezini ve TS’nin 

aktivitesini bozarlar. 5-FU aktivasyonunun ana mekanizması, 5-FU’nun hücre içinde 

fluorouridin monofosfata (FUMP) dönüĢmesidir. Bu dönüĢüm ya direkt olarak 

fosforibozil pirofosfat (PRPP) kofaktörlüğünde orotat fosforiboziltransferaz (OPRT) ile 

ya da dolaylı olarak sırasıyla üridin fosforilaz (UP) ve üridin kinaz (UK) aracılığıyla 

fluoroüridin (FUR) üzerinden gerçekleĢir. Daha sonra FUMP, fluoroüridin difosfata 

(FUDP) fosforillenir. FUDP ise ya aktif metabolit olan fluoroüridin trifosfata (FUTP) 

fosforillenir ya da ribonükleotid redüktaz (RR) tarafından fluorodeoksiüridin difosfata 

(FdUDP) dönüĢtürülür. FdUDP ise sırasıyla fosforillenerek veya defosforillenerek aktif 

metabolitler olan FdUTP ve FdUMP’yi oluĢturur. Diğer bir aktivasyon yolağı ise 

timidin fosforilazın (TP), 5-FU’nun fluorodeoksiüridine (FUDR) dönüĢümünü 

katalizlemesiyle gerçekleĢir. FUDR ise timidin kinaz (TK) ile FdUMP’ye fosforillenir. 

Dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD) aracılığıyla 5-FU’nun dihidrofluorouracile 

(DHFU) dönüĢmesi normal ve tümör hücrelerinde 5-FU katebolizmasının oran 

sınırlayıcı basamağıdır. Uygulanan 5-FU’nun %80 kadarı DPD tarafından karaciğerde 

parçalanır (Diasio and Harris 1989; Longley et al. 2003). 
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ġekil 2.14. 5-Fluorouracilin metabolizması (Longley et al. 2003) 

5-FU, p53’ü fluoroüridin trifosfatın (FUTP) RNA ile birleĢmesiyle, fluorodeoksiüridin 

trifosfatın (FdUTP) DNA’ya katılmasıyla ve timidilat sentazın (TS) fluorodeoksiüridin 

monofosfat (FdUMP) aracılığı ile inhibe edilmesi sonucu DNA hasarının oluĢmasıyla 

aktive edebilir (ġekil 2.15). 

 

ġekil 2.15. p53’ün 5-fluorouracil aracılığıyla aktivasyonu (Longley et al. 2003)  
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p53, CDKN1A ve GADD45α gibi genleri transkripsiyonel olarak aktif hale getirerek 

DNA bütünlüğünü korur. CDKN1A ve GADD45α genlerinin ürünleri, DNA hasarına 

yanıt olarak hücre döngüsünün durmasını indükler (Zhan et al. 1998). Ancak hücresel 

duruma ve DNA hasarının niteliğine bağlı olarak p53, FAS (CD95/APO1) ve Bax gibi 

pro-apoptotik genleri indükleyerek ve anti-apoptotik Bcl2 genini aĢağı yönlü 

düzenleyerek hasarlı hücreleri apoptoza yönlendirir ve bu hücrelerin yok edilmelerini 

tetikler (Miyashita et al. 1994; Petak et al. 2000). In vitro çalıĢmalar p53 fonksiyon 

kaybının, 5-FU’ya olan hücresel duyarlılığı azalttığını rapor etmektedir (Bunz et al. 

1999). Kolon kanseri hücre hattında TP53 veya Bax’ın her iki allelinin dizilim 

bozukluğu olduğu durumda 5-FU tarafından indüklenen apoptoza karĢı hücrelerin 

çarpıcı Ģekilde dirençli olduğu gözlenmiĢtir (Zhang et al. 2000; Longley et al. 2003). 

5-FU, hücre döngüsünün S fazını inhibe eder, böylece DNA sentezi engellenir ve hücre 

ölümü tetiklenir (Viguier et al. 2005; Li et al. 2008).  Literatür bilgileri, kolon kanseri 

tedavilerinde ya geleneksel kemoterapi ilaçları (Sakamoto and Maeda 2010) ya da 

genistein, geraniol (Du et al. 2005; Srimuangwong et al. 2012) ve curcumin (Sun et al. 

2008) gibi toksik olmayan bitkisel kaynaklı maddeler ile kombine kullanımın bir 

kemoterapi ilacı olarak 5-FU’nun etkinliğini artırdığını göstermektedir (Longley et al. 

2003). 5-FU ile birlikte farklı ilaç veya etken maddelerin kombinasyonu, toksisite ve 

yan etkilerin azaltılmasına ve sağkalımı arttırmaya katkıda bulunabilir. 

2.7. Bitkisel Etken Maddeler 

2.7.1. Kuersetin 

Kuersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon) sekonder metabolit olarak bitkilerde bulunan 

tipik bir flavonoiddir (ġekil 2.16). Flavonoidler, difenilpropan temel iskeletini (C6-C3-

C6) içeren polifenolik bileĢiklerdir ve bitki hücrelerinin mikroorganizmalara, böceklere 

ve UV ıĢınlarına karĢı korunmasında önemli rol oynarlar (Harborne and Williams 

2000). Hücre kültürü, hayvan ve insan populasyonu çalıĢmalarından elde edilen veriler 

flavonoidlerin aynı zamanda insan ve hayvan sağlığı için yararlı olduğunu da 
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göstermektedir. Sebzeler, meyveler ve tıbbi bitkiler gibi besin kaynaklarında bol 

miktarda bulunan flavonoidler, antioksidan, östrojenik düzenleyici ve antimikrobiyal 

ajanlar olarak etki gösterirler (AĢkın 2009). Aynı zamanda flavonoidlerin kanser 

önleyici olduğuna dair kanıtlar da mevcuttur (Knekt et al. 1997; Neuhouser 2004). 

Flavonoidler, kinazları inhibe etme, transkripsiyon faktörlerini azaltma, hücre 

döngüsünü düzenleme ve apoptotik hücre ölümünü indükleme suretiyle hücre 

transformasyonu, invazyon, metastaz ve anjiyogenezin de dahil olduğu karsinogenezin 

ilerlemesini pek çok noktada engelleyebilirler (Birt et al.  2001). Dört binden fazla 

flavonoid vardır ve bunlar flavonlar, flavonoller, kateĢinler, izoflavonlar, antosiyaninler 

ve kalkonlar gibi alt sınıflarda kategorize edilirler. Kuersetin bu alt sınıflardan 

flavonollerin bir üyesidir ve meyve, sebze, tohum ve çay gibi bitkisel ürünlerde bol 

miktarda bulunduğu için insan diyetinde önemli bir yere sahiptir (Murakami et al. 

2008). Günlük kuersetin alınım miktarı normal bir diyette ortalama 25 mg kadardır. 

 

 

                

 

 

ġekil 2.16. Kuersetinin kimyasal yapısı (Leela and Saraswathy 2013) 

Kuersetinin kanser önleyici etkisi ve moleküler mekanizması ile ilgili çok sayıda 

çalıĢma yapılmıĢtır. Örneğin kuersetin, akut lenfoblastik lösemi ve miyeloid lösemi 

hücrelerinin büyümesini inhibe eder (Kang and Liang 1997). Aynı zamanda, hücre 

döngüsünün ilerlemesini G1-S sınırında durdurarak insan mide ve kolon kanseri 

hücrelerinin büyümesini inhibe edici etkileri de bildirilmiĢtir (Suh et al. 2010). 

Kuersetin, potansiyel bir anti-kanser ajanı olarak çok ilgi çekmektedir. Kuersetin, 

moleküler seviyede H-ras, c-myc ve K-ras gibi onkogenlerin aĢağı yönlü 

düzenlenmesini (Avila et al. 1994; Ranelletti et al. 2000) veya p21WAF1 ve p27KIP1 
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gibi hücre döngüsünü kontrol eden proteinlerin yukarı yönlü düzenlenmesini sağlayarak 

etki gösterir (Casagrande and Darbon 2001). 

Kuersetinin kemoprevantif ve anti-genotoksik etkilerini gösteren çok sayıda çalıĢma 

yapılmıĢtır. Kanser önleyici etkisinin yanı sıra antioksidatif aktiviteye sahiptir ve ayrıca 

karsinogenezi aktive eden enzimlerin inhibisyonu, sinyal iletim yolaklarının 

modifikasyonu ve reseptörler ile diğer proteinlerin etkileĢiminin de dahil olduğu birçok 

farklı mekanizmayı etkiler (Shih et al. 2000; Moon et al. 2006). Aril hidrokarbon 

reseptörü (AhR) (Fukuda and Ashida 2008), androjen reseptörü (Xing et al. 2001), 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) (Kim et al. 2005) ve ölüm reseptörü (DR) 

(Chen et al. 2007) gibi çok sayıda hücresel reseptör kuersetinin kanser önleyici 

aktivitesinden etkilenir. Kuersetin çok hedeflidir. Örneğin kuersetin, DNA 

fragmentasyonunu, Bax’ın up-regülasyonunu ve anti-apoptotik Bcl-2’nin 

posttranslasyonel modifikasyonunu tetikler (Duraj et al. 2005). Kuersetin TRAIL ile 

indüklenen apoptozu arttırır (Psahoulia et al. 2007). Aynı zamanda mitokondriyal 

yolağın aktivasyonuna ve hayatta kalma sinyallerinin engellenmesine neden olarak 

apoptozu indükler (Granado-Serrano et al. 2006). Yapılan bir çalıĢma ile kuersetinin rat 

kolon kanseri modelinde anormal kript oluĢumlarını azalttığı gösterilmiĢtir (Volate et al. 

2005). Bu farklı antitümör etkileri kuersetini yeni ve etkili olan kanser önleyici ve 

tedavi edici ajanların geliĢtirilmesinde öncü bir bileĢik yapmaktadır. 

2.7.2. Luteolin 

Luteolin, 3',4',5,7-tetrahidroksiflavon, bir flavonoiddir. Flavonoidlerin flavon grubuna 

ait olan luteolin, C6-C3-C6 yapısındadır ve iki tane benzen halkası (A, B), bir tane 

oksijen içeren (C) halka ve 2-3 çift karbon bağına sahiptir. Luteolin aynı zamanda 5, 7, 

3', ve 4' pozisyonlarındaki karbonlarda hidroksil grupları bulundurur (ġekil 2.17) (Ross 

and Kasum 2002). Hidroksil grupları ve 2-3 çift bağı, luteolinin biyokimyasal ve 

biyolojik aktivitesi ile ilgili olduğu için önemli yapısal özelliklerdir (Chan et al. 2003). 

Diğer flavonoidlerde olduğu gibi, luteolin de bitkilerde genellikle glikolize edilir ve 

glikozid absorpsiyon esnasında serbest luteoline hidrolize edilir (Hempel et al. 1999). 
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Ġntestinal mukozadan geçerken luteolinin bir kısmı glukuronide dönüĢtürülür (Shimoi et 

al. 1998). Luteolin ısıya dayanıklıdır ve piĢirmeden kaynaklanan kayıplar nispeten 

düĢüktür (Le Marchand 2002). 

                   

ġekil 2.17. Luteolinin kimyasal yapısı 

Luteolinin HT-29 kolon kanseri hücrelerinde kaspaz 3’ü aktive ederek apoptozu 

indüklediği gösterilmiĢtir (Attoub et al. 2011). BaĢka bir çalıĢmada ise kolon kanserinde 

luteolinin Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3’ün ekspresyonlarını düzenleyerek apoptotik 

indükleyici olduğu in vitro ve in vivo olarak belirlenmiĢtir (Lim et al. 2007). Diğer 

taraftan caco-2 kolon kanseri hücrelerininde luteolin DNA hasarına karĢı hareket 

etmektedir ve DNA onarım mekanizmasını aktif hale getirmektedir (Ramos et al. 2010). 

Kuersetin ve luteolin gibi flavonoidler meyve ve sebzelerde bulunurlar ve potansiyel 

antikanser ajanları oldukları için çok ilgi çekicidirler. Kanser önleyici etkileri, 

antioksidatif aktiviteye sahip olmalarına, karsinogenezi aktive eden enzimleri inhibe 

etmelerine, sinyal iletim yolakları üzerinde modifiye edici etkiye sahip olmalarına ve 

reseptörler ve diğer proteinlerle etkileĢimlerine bağlanmaktadır (Canivenc-Lavier et al. 

1996; Shih et al. 2000; Moon et al. 2006; Murakami et al. 2008). 
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2.8. Bitki Örnekleri 

2.8.1. Achillea biebersteinii Afan. 

Achillea cinsi yaklaĢık 85 tür içerir ve bu türlerin çoğu Avrupa ve Orta Doğu’ya 

endemiktir. Türkiye florasında 42 Achillea türü mevcuttur ve bunların 23’ü endemiktir 

(Skocibusic et al. 2004). Farklı Achillea türlerinin antimikrobiyal, antioksidan, 

antienflamatuvar, spazmolitik, antidiyabetik, antiülser, antitümör, antialerjik, koleretik 

ve hepatoprotektif aktivitesi ve sitotoksik etkileri rapor edilmiĢtir (Iscan et al. 2006; 

Tabanca et al. 2011). Achillea türlerinin uçucu yağları ile yapılan fitokimyasal 

çalıĢmalarda seskiterpen laktonlar, flavonoidler, alkoloidler, lignanlar, triterpenler, 

alkamidler ve poliasetilenler tanımlanmıĢtır. Terpenoidler (1,8-sineol, kamfor, bomeol, 

pinenler, artemisia keton, santolina alkol, farnesen, karyofilen ve oksitleri, α-bisabolol 

ve oksitleri, kubeben, germakrenler, eudesmol, γ-gurjunen, γ-muurolen ve kamazulen) 

Achillea uçucu yağlarının temel bileĢenleridir (Si et al. 2006; Nemeth and Bernath 

2008; Tabanca et al. 2011). 

Achillea türleri bazı ilgi çekici özelliklere sahiptir ve kozmetik ve koku sanayiinde 

ayrıca bitki koruma gibi özel amaçlarla tarımda kullanılırlar (Senatore et al. 2005). Bazı 

Achillea türleri hemoroid ve yara iyileĢtirici olarak halk tıbbında etnofarmakolojik 

amaçlarla kullanılmaktadır. Ülkemizde Achillea türlerinden hazırlanan bitkisel 

çaylardan idrar söktürücü ve emenagog etkilerinin yanı sıra ishal ve ĢiĢkinlik sebebi ile 

meydana gelen karın ağrılarına karĢı tedavide de sıklıkla faydalanılmaktadır (Guner et 

al. 2000; BarıĢ et al. 2006). 

Achillea biebersteinii Afan. çok yıllık bir bitkidir (ġekil 2.18). Gövdesi tüylü, 30-60 cm 

boyunda, yaprakları 10 cm kadar ve çiçeklenme dönemi Nisan-Mayıs aylarıdır. A. 

biebersteinii yöresel olarak Sarıçiçek ismiyle adlandırılır ve halk tıbbında karın ve mide 

ağrıları, yaralanma ve kanser tedavisinde kullanılır (Sezik et al. 2001). 

A. biebersteinii’nin taksonomisi Ģu Ģekildedir (Davis 1975); 
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Alem : Plantae 

Altalem : Tracheobionta 

Bölüm : Magnoliophyta 

Sınıf : Magnoliopsida 

Altsınıf : Asteridae 

Takım : Asterales 

Aile : Asteraceae 

Cins : Achillea 

Tür: Achillea biebersteinii Afan. 

 
  

 

ġekil 2.18. Achillea biebersteinii Afan. 

2.8.2. Pistacia eurycarpa Yalt. 

Pistacia cinsi, Anacardiaceae familyasının küçük ağaç ve çalılardan oluĢan ve en az 13 

tür içeren önemli bir üyesidir. Pistacia türleri Akdeniz ve Kuzey Afrika ülkeleri için çok 

değerli bitkilerdir. Kuraklığa dayanıklı oldukları için yıllık yağıĢ miktarı düĢük olan 

bölgelerde yetiĢebilirler. Türkiye, yaklaĢık 66 milyon yabani fıstık ağacını da içeren çok 

büyük bir Pistacia L. germplasm kaynağına sahiptir (Kuru ve Özsabuncuoğlu 1990). 
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Ülkemizde en yaygın olarak P. terebinthus L., P. eurycarpa Yalt. ve P. atlantica Desf. 

yabani türleri bulunmaktadır. Bu yabani türler yöresel tüketimde, yağ ve sabun 

yapımında kullanılmaktadır (Kafkas et al. 2002). Pistacia türlerinin menengiç 

meyvelerinden elde edilen uçucu yağların antibakteriyel, antifungal, antiproliferatif ve 

antioksidan aktiviteye sahip olduğu belirtilmiĢtir. Bazı Pistacia türleri antiaterojenik, 

hipoglisemik, antienflamatuvar, antimutajenik ve antikanser aktivitelere sahiptir (Orhan 

et al. 2006; Balan et al. 2007; Gardeli et al. 2008; Derwich et al. 2010; Giaginis and 

Theocharis 2011). 

Pistacia eurycarpa (ġekil 2.19) bitkisi, ülkemizde özellikle Güneydoğu Anadolu 

Bölgesi’nde Siirt ve Mardin civarlarında, ayrıca Doğu Anadolu Bölgesi’nde Bitlis ve 

Hakkari çevrelerinde yetiĢmektedir. 

P. eurycarpa’nın taksonomisi (Davis 1967) Ģu Ģekildedir; 

Alem : Plantae 

Altalem : Tracheobionta 

Bölüm : Magnoliophyta 

Sınıf : Magnoliopsida 

Altsınıf : Rosidae 

Takım : Sapindales 

Aile : Anacardiaceae 

Cins : Pistacia 

Tür: Pistacia eurycarpa Yalt. 
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ġekil 2.19. Pistacia eurycarpa Yalt.  

Pistacia eurycarpa üzerine yapılan çeĢitli çalıĢmalarda bu bitkinin yağ asitleri 

kompozisyonu bakımıdan zengin olduğu rapor edilmiĢtir. P. eurycarpa uçucu yağının 

ana bileĢenleri metil oleat (%17,7), metil palmitat (%16,7), metil stearat (%4,3), metil 

palmitoleat (%2,0), 11-ekosenik asit metil ester (%1,4) ve heptadekan-(8)-karbonik asit 

(%1,3) olarak belirlenmiĢtir (Kafkas et al. 2007). Aynı zamanda bu bitkiden elde edilen 

ekstraktların antimikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip olduğu, uçucu yağında ise 

temel bileĢenlerin α-pinen (%66) ve β-pinen (%4,9) olduğu gösterilmiĢtir (Demirci et al. 

2001). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. ÇalıĢmalarda kullanılan araç ve gereçler 

Çizelge 3.1. ÇalıĢmalarda kullanılan alet ve cihazlar 

Cihaz Marka / Model 

Ġnverted mikroskop 

Karbondioksitli etüv 

Biyogüvenlik kabini 

Laminar hava akımlı kabin 

Light Cycler Gerçek Zamanlı PCR 

Buzdolabı, 2-8°C 

Derin Dondurucu, -20°C 

Derin Dondurucu, -86°C 

Hassas Terazi 

Otomatik pipetler 

Manyetik KarıĢtırıcı 

pH metre 

Soğutmalı Santrifüj 

Spin vortex 

Elektroforez cihazı 

Western blot transfer cihazı 

Spektrofotometre 

Mikroplaka ELISA okuyucu 

Isıtmalı su banyosu 

Vakumlu etüv 

Otoklav 

Olympus CKX41 

Nuaire Autoflow IR 5510-E 

Bilser 

Biokim 

Qiagen Rotor-Gene Q 

Arçelik 

Arçelik 

Nuaire Glacier NU-9668GC 

Denver Instrument SI-234 

Eppendorf 

IKA C-MAG HS-7 

Thermo Scientific Orion-3 Star 

Hettich Universal 320R 

Scientific Industries Vortex Genie-2 

Bio-Rad PowerPac-Basic 

Bio-Rad  

Jasco UV-Vis V-670 

Spectra Max-Spectra Drop 

Memmert WNB22 

p-selecta Vaciotem-TV 

HMC Hırayama Hiclave HV-50L 

Çalkalamalı inkübatör Lab Companion SI-600 

Elektroforez tankı  

Görüntüleme Cihazı 

BioRad Mini Protean 

Carestream Medical XRay Processor 

Buz makinası Hoshizaki Ice Maker FM-80EE 

Ultra saf su cihazı Human Power I Scholar-UV 

Termal cycler SensQuest Labcycler 

Sokslet cihazı Electrochemical 

Evaporatör IKA RV-10 
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Çizelge 3.2. ÇalıĢmalarda kullanılan kimyasallar ve sarf malzemeler 

Kimyasal Marka 

5 Fluorouracil (5-FU) 

Kuersetin 

Luteolin 

DMEM  

Penisilin/Streptomisin 

Fetal Bovin Serum (FBS) 

Tripsin-EDTA çözeltisi 

DPBS 

Tripan blue boyası 

Tris HCl 

Deva 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Lonza 

Lonza 

Lonza 

Sigma-Aldrich 

Lonza 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 

Primerler 

Antibodyler 

Ġnvitrogen 

Cell Signaling 

TEMED Sigma-Aldrich 

Tris Sigma-Aldrich 

KCl Sigma-Aldrich 

NaCl Sigma-Aldrich 

HCl Sigma-Aldrich 

Tween-20 

Bromfenol mavisi 

β-merkaptoetanol 

NP-40 

EDTA 

EGTA 

β-gliserofosfat 

NaF 

Na3VO4 

Commasie blue (G250) 

NaN3 

Luminol 

Yağsız süt tozu 

Ponceau S 

H3PO4 

p-kumarik asit 

H2O2 

NaOH 

DMSO 

Merck 

Merck 

Merck 

Merck 

Merck 

Merck 

Merck 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Merck 

Merck 

Sigma-Aldrich 
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Çizelge 3.2. (devam) 

Glisin 

PMSF 

DTT 

Benzamidin 

Hekzan 

Kloroform 

Merck 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Metanol 

Etanol 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Gliserin 

Gliserol 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sodyum dodesil sülfat 

PVDF membran (0,45 µm) 

Hücre kültürü flaskları (25 ve 75 cm
2
) 

Kriyotüp (Hücre dondurma ampülü) 

Mikrosantrifüj tüpleri 

0,2 ml’lik PCR tüpleri 

15 ve 50 ml’lik Eppendorf tüpleri 

6 ve 96 kuyucuklu mikroplakalar 

5-10-25 ml steril pipetler 

Sigma-Aldrich 

Millipore 

Sarstedt 

Greiner 

Isolab 

Isolab 

Isolab 

Corning 

Costar 

Çizelge 3.3. ÇalıĢmalarda kullanılan kitler 

Kit    Marka  

Cell Proliferation Kit I (MTT) Roche 

Human VEGF ELISA Kit Invitrogen 

Cell Death Detection ELISA Kit Roche 

Pure Link RNA Mini Kit Life Technologies 

2 x qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX Kit 

Yüksek Kapasite cDNA Reverse Transkriptaz Kiti 

PCR Biosystems 

Thermo Fisher 
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Çizelge 3.4. ÇalıĢmalarda kullanılan tampon ve çözeltiler 

 

  

DMEM Besiyeri 

500 ml yüksek glukozlu DMEM (%1 L-glutamin içeren) 

üzerine 50 ml FBS ve 5 ml Penisilin/Streptomisin eklenerek 

hafifçe aĢağı yukarı yönde hareket ettirilerek karıĢtırıldı. 

Freezing Medyum  

 

45 ml FBS ile 5 ml DMSO karıĢtırıldı. Bu karıĢım 5 ml’lik 

hacimlerde alikotlanarak -20°C’de saklandı. 

1X TBS  

8 g NaCl, 0,2 g KCl ve 3 g Tris, 800 ml dH2O içerisinde 

çözüldü. HCl ile pH 7,4’e ayarlandı. Final hacmi 1 L olana 

kadar karıĢımın üzerine dH2O ilave edildi ve  otoklavla 

sterilite sağlandı. 

10X TBS  

80 g NaCl, 2 g KCl ve 30 g Tris, 800 ml dH2O içerisinde 

çözüldü. HCl ile pH 7,4’e ayarlandı. Final hacmi 1 L olana 

kadar karıĢımın üzerine dH2O ilave edildi ve otoklavla 

sterilite sağlandı . 

 

TBST  

 

50 ml 10X TBS üzerine 447,5 ml dH2O eklendi. Bu karıĢıma 

2,5 ml %20’lik Tween-20 ilave edilirerek karıĢtırıldı ve pH 

7,4’e ayarlandı. 

1X Transfer tamponu  

6,04 g Tris ve 28,8 g glisin, 1,6 L dH2O içerisinde çözüldü. 

Daha sonra 200 ml metanol eklenerek iyice karıĢtırıldı. 

Toplam hacim 2 L olacak Ģekilde dH2O ilave edildi.  

Veya 10X Transfer tamponundan 100 ml alınıp, 100 ml 

metanol ve 800 ml dH2O ile karıĢtırıldı ve böylece 1X 

Transfer tampon hazırlandı. 

10X Transfer tamponu  
60,4 g Tris ve 288 g glisin, 1,8 L dH2O içerisinde çözüldü. 

Final hacmi 2 L olacak Ģekilde dH2O ilave edildi.  

5X Laemmli örnek 

tamponu  

 

1 ml %1’lik bromfenol mavisi, 4 ml 1.5 M Tris-HCl (pH 6,8) 

üzerine eklendi. 10 ml gliserol ilave edilip karıĢtırıldı. 

KarĢımın üzerine 2 g SDS eklendi ve iyice karıĢtırılarak 

çözünmesi sağlandı. 5 ml β-merkaptoetanol ilave edilerek 

karıĢtırıldı. Final karıĢımı alikotlanarak -20°C’de saklandı. 

150 mM standart lizis 

tamponu  

 

20 ml 1M Tris (pH 8,0) ile 30 ml 5 M NaCl karıĢtırıldı. 

Üzerine 100 ml gliserol, 100 ml %10’luk NP-40, 10 ml 0.5 M 

EDTA (pH 8,0), 1 ml 0.5 M EGTA (pH 8,0), 100ml 0.5 M 

NaF, 4,32 g β-gliserofosfat ve 5 ml 200 mM'lık Na3VO4 ilave 

edildi ve karıĢtırıldı. Final hacmi 1000 ml olana kadar dH2O 

eklendi ve otoklavda sterilizasyon sağlandıktan sonra 

+4°C’de saklandı. 
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Çizelge 3.4. (devam) 

Lizis tamponu 

15 ml’lik falkon tüpüne 150 mM’lık standart lizis 

tamponunda 5 ml kondu. Üzerine proteaz inhibitörlerinin 

(PMSF, DTT ve Benzamidin) her birinden 5’er µl eklendi. 

KarıĢım hafifçe  çalkalanarak homojenizasyon sağlandı .  

SDS-PAGE 1X 

Running tamponu  

28,8 g glisin ve 6,04 g Tris birlikte 1,8 L dH2O içinde 

çözüldü. 2 g SDS eklenerek karıĢtırıldı. Final hacmi 2 L olana 

kadar üzerine dH2O eklendi. 

SDS-PAGE 10X 

Running tamponu  

288 g glisin ve 60,4 g Tris birlikte 1,8 L dH2O ile çözüldü. 20 

g SDS eklenerek karıĢtırıldı. Son hacim 2 L olacak Ģekilde 

üzerine dH2O eklendi. 

%5’lik Bloklama 

çözeltisi 

5 g yağsız süt tozunun 80 ml TBST içerisinde çözülmesi 

sağlandı ve toplam hacim TBST ile 100 ml’ye tamamlandı. 

%1’lik Bromfenol 

mavisi  

100 mg bromfenol mavisi, 10 ml dH2O ile karıĢtırıldı ve oda 

sıcaklığında saklandı. 

%20’lik Tween-20  

 

20 ml Tween-20, 80 ml dH2O ile iyice karıĢtırıldı ve + 4°C’de 

saklandı. 

1 M Tris-HCl (pH 7,4-

8,0)  

 

121.1 g Tris, 700 ml dH2O ile iyice karıĢtırıldı. Ġstenilen pH 

değerini elde etmek için HCl (pH 7,4 için 70 ml, pH 7,6 için 

60 ml, pH 8,0 için 42 ml) ilave edilerek ayarlama yapıldı. 

Final hacmi 1 L olana kadar dH2O ilave edildi. Elde edilen 

karıĢım otoklavda steril edildi. 

1.5 M Tris-HCl (pH 

6,8)  

 

181,5 g Tris, 700 ml dH2O ile iyice karıĢtırıldı. Ġlk olarak 118 

ml HCl ilave edildi ve gerekli görüldüğü takdirde ufak 

hacimde HCl ilavesi yapılarak pH 6,8’e ayarlandı. Final 

hacmi 1 L olana kadar dH2O ilave edildi. Elde edilen karıĢım 

otoklavlanarak steril edildi. 

Bradford Solüsyonu 

 

100 mg Commasie blue (G250) boyası 50 ml etanol içerisinde 

manyetik karıĢtırıcı üzerinde 30 dk bekletilerek çözüldü. 

Üzerine 50 ml %85’lik H3PO4 damlatılarak eklendi. Daha 

sonra 100 ml dH2O yavaĢça ilave edildi. Tekrar 40 ml 

%85’lik H3PO4 damla damla eklendi ve son hacim 1 L olana 

kadar dH2O ilave edildi. 

Stripping tamponu  

 

100 ml dH2O içerisine 15 g glisin, 1 g SDS ve 10 ml Tween-

20 eklendi. KarıĢtırıldı ve pH 2,2’ye ayarlandı. Final hacmi 1 

L olana kadar üzerine dH2O ilave edildi. 

Bloklama tamponu 

2,5 g yağsız süt tozu 20 ml TBST içerisinde karıĢtırılarak 

çözünmesi sağlandı. Son hacim 50 ml olana kadar üzerine 

TBST eklendi. 

%10’luk amonyum 

persülfat  

1 g amonyum persülfat alındı ve toplam hacim 10 ml olacak 

Ģekilde üzerine dH2O ilave edildi. 
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Çizelge 3.4. (devam) 

3.1.2. Hücre hattı 

ÇalıĢmalarda HT-29 insan kolorektal kanser hücre hattı kullanıldı. HT-29 hücre hattı 

Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’ndan temin edildi. 

Hücre hattının genel özellikleri Çizelge 3.5’te gösterilmiĢtir. 

%10’luk SDS 
1 g SDS üzerine son hacim 10 ml olacak Ģekilde dH2O 

konuldu ve karıĢması sağlandı. 

%30’luk Akrilamid 

mix  

14,6 g akrilamid ve 0,4 g N,N’-metilen-bis-akrilamid 

tartılarak bir kaba kondu ve üzerlerine toplam hacim 50 ml 

olana kadar dH2O eklenerek karıĢtırıldı.  

250 mM luminol 
1,107 g luminol 25 ml DMSO içerisinde karıĢtırılarak 

çözünmesi sağlandı. 

90 mM p-kumarik asit 0,37 g p-kumarik asit 25 ml DMSO içerisinde çözüldü. 

%30’luk H2O2  30 ml H2O2 üzerine 70 ml DMSO eklendi. 

ECL stok solüsyonu 1 

0,5 ml 250 mM luminol ile 0,22 ml 90 mM p-kumarik asit ve 

5 ml 1 M Tris (pH 8,5) karıĢtırıldı ve toplam hacim 50 ml 

olana kadar dH2O eklendi. 

ECL stok solüsyonu 2 

31 µl %30’luk H2O2 ile 5 ml 1 M Tris (pH 8,5) karıĢtırıldı ve 

toplam hacim 50 ml olana kadar dH2O ilave edildi.  

Stok solüsyonları, alüminyum folyo ile sarılmıĢ ve ıĢık 

almayan kaplar içerisinde +4°C’de saklandı. ECL reaksiyonu 

için solüsyon 1 ve 2 aynı hacimde kullanıldı (1:1). 

0.5 M NaF 10,5 g NaF 500 ml dH2O içerisinde çözüldü. 

0.5 M EDTA (pH 8,0) 
146,12 g EDTA 1000 ml dH2O içerisinde çözüldü ve NaOH 

ile pH değeri 8,0 olacak Ģekilde ayarlandı. 

0.5 M EGTA (pH 8,0) 
19,02 g EGTA 100 ml dH2O içerisinde çözüldü ve NaOH ile 

pH değeri 8,0’e ayarlandı. 

10 N NaOH 
200 g NaOH 500 ml dH2O içerisinde karıĢtırılarak çözüldü ve 

+4°C’de saklandı. 

5 M NaCl 
292,2 g NaCl, 1000 ml dH2O içerisinde iyice karıĢtırılarak 

çözüldü. +4°C’de saklandı. 

%10’luk NaN3  
10 g NaN3, 100 ml dH2O içerisinde karıĢtırılarak çözüldü. 

+4°C’ye kaldırıldı. 

%10’luk NP-40 
25 ml NP-40 ile 225 ml dH2O ile karıĢtırıldı ve kullanılana 

kadar +4°C’de saklandı. 
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Çizelge 3.5. HT-29 kolorektal kanser hücre hattının genel özellikleri 

Organizma  Ġnsan 

Doku  Kolon 

Morfoloji Epitel 

Kültür özelliği Adherent 

Hastalık Kolorektal adenokarsinoma 

Klinik veri 44 yaĢ, bayan, Kafkas 

Onkogen myc +; ras +; myb +; fos + ; sis +; p53 +; abl -; ros -; src - 

3.2. Yöntem 

3.2.1. 5-FU, bitkisel etken maddeler ve bitki ekstrelerinin hazırlanması 

3.2.1.a. 5-FU’nun hazırlanması 

5-Fluorouracil bir ilaç firmasından temin edildi (1000 mg/20 ml). Ġlacın bu hali ana stok 

olarak kullanıldı ve çalıĢmada kullanılacak olan konsantrasyonlar ana stoktan DMSO ile 

seyreltilerek elde edildi. 

3.2.1.b. Bitkisel etken maddelerin hazırlanması 

Kuersetin ve luteolin ticari olarak satın alındı ve bu etken maddelere ait DMSO ile 

1mg/ml olacak Ģekilde stok çözeltiler hazırlandı. Elde edilen bu stok çözelti farklı 

oranlarda seyreltilerek çeĢitli dozlarda (50-1000 µg/ml) örnekler hazırlandı. 

3.2.1.c. Bitki ekstrelerinin hazırlanması 

Achillea biebersteinii bitkisi 2014 yılı Mayıs ayında Bingöl ili merkezinin kuzeyinde 

1150 metre yükseklikten, Pistacia eurycarpa bitkisi ise aynı yılın Temmuz ayında 

Bingöl ili Ilıcalar ilçesinin güneybatısında 1300 metre yükseklikten toplandı. Bitkilerin 
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teĢhisi Bingöl Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü Öğretim Üyesi 

Prof. Dr. Lütfi Behçet tarafından yapıldı. Bitkilerin güneĢ görmeyen nemsiz bir ortamda 

kurumaları sağlandı. Achillea biebersteinii bitkisinin toprak üstü kısımları, Pistacia 

eurycarpa bitkisinin ise meyveleri kullanılarak ekstraksiyon iĢlemi yapıldı. ArdıĢık 

fraksiyon yöntemi ile farklı polariteye sahip çözücüler olan hekzan, kloroform ve 

metanol kullanılarak ekstraksiyon iĢlemleri gerçekleĢtirildi (Kaneria and Chanda 2013) 

(ġekil 3.1). 

 

ġekil 3.1. Bitki ekstrelerinin hazırlanması 

Kuru bitki örneklerinden 20’Ģer gram alınarak filtre kâğıdı içerisine konuldu ve etrafı 

tamamen kapatıldı. Filtre kâğıdı içerisindeki bitki örnekleri Sokslet cihazının aparatına 

yerleĢtirildi. 1000 ml’lik balon joje içerisine ise 400 ml çözücü (sırasıyla hekzan, 

kloroform ve metanol) konuldu ve cihaz çalıĢtırıldı. Sıcaklıkla birlikte buharlaĢan 

çözücü, bitki örneğinin bulunduğu kısımda toplanarak cihazın soğutucu kısmı sayesinde 

yoğunlaĢır ve bu sıvılaĢan çözücü cihazın aparatından balon joje içerisine geri dökülür. 

Bu iĢlem geri dökülen çözücü berraklaĢana kadar devam ettirildi ve daha sonra balon 

içerisinde toplanmıĢ olan karıĢım alınarak evaporatörde çözücüsü uzaklaĢtırıldı. Kalan 
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bitki ekstraktı küçük tüplere alındı ve vakumlu etüvde bir gece bekletilerek tüm 

çözücünün tamamen uzaklaĢtırılması sağlandı (Aizpurua et al. 2015). Elde edilen 

ekstraktlar toz haline getirildi ve DMSO ile çözülerek çalıĢmalarda kullanılacak olan 

konsantrasyonlar (50-1000 µg/ml) hazırlandı.  

3.2.2. Hücre kültürü 

HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücreleri, %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-

streptomisin içeren yüksek glukozlu DMEM besiyeri kullanılarak 37°C’de, %95 nem ve 

%5-6 CO2’li ortamda kültüre edilerek çoğaltıldı. Hücreler günlük olarak kontrol edildi 

ve besiyerleri yenilendi. %80 oranında yoğunluğa ulaĢtıkları zaman hücreler tripsin 

uygulanarak pasajlandı. Hücre kültürü flaskları içerisindeki besiyeri uzaklaĢtırıldı ve 

kapların içerisi PBS ile iki kez yıkandı. Daha sonra Tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 

flasklar 3 dk inkübatörde bekletildi. Mikroskop altında, hücrelerin flask yüzeyinden 

tamamen ayrıldığı görüldü ve laminar flow kabini içerisinde flasklara tripsin 

çözeltisinin iki katı kadar besiyeri eklendi. Hücre süspansiyonu steril pipetler 

kullanılarak flaskların içerisinden çekildi ve içerisinde 3 ml besiyeri bulunan 15 ml’lik 

eppendorf tüplerine aktarıldı. Bu tüpler 2500 rpm’de 4 dk santrifüjlendi ve süpernatant 

kısımları uzaklaĢtırıldı. Pelet üzerine 3 ml besiyeri eklendi ve birkaç kez pipet ile alınıp 

tekrar bırakılarak homojen bir karıĢım elde edildi. KarıĢımda bulunan hücrelerin sayımı 

yapıldı ve içinde 4 ml besiyeri bulunan flasklara eĢit miktarlarda hücre süspansiyonu 

pipetlendi. Stok olarak saklanması için, 15 ml’lik eppendorf tüplerinden bazılarındaki 

hücre peletlerinin üzerine freezing medyum eklenip homojen Ģekilde karıĢması sağlandı. 

KarıĢım dondurma tüplerine konularak önce bir gece -86°C’de bekletildi ve ertesi gün 

sıvı azot tankına (-196°C) kaldırıldı (Tang et al. 2007; Jin et al. 2016).  

Hücre kültürü çalıĢmalarında, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerine 5-FU, 

bitkisel etken maddeler ve bitki ekstreleri, ayrıca 5-FU ile birlikte bitkisel etken 

maddelerin ve bitki ekstrelerinin kombinasyonları 24 saat boyunca uygulandı. Kontrol 

grubu olan hücrelere ise sadece besiyeri+DMSO karıĢımı uygulandı.  
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3.2.2.a. Hücre sayımı 

1. Hücre süspansiyonundan 10 µl alındı ve üzerine 10 µl tripan blue boyası eklenerek 

karıĢtırıldı (tripan blue boyası canlı hücreleri boyamaz fakat ölü hücrelerin içine girerek 

onları maviye boyar). 

2. Hemositometrenin her iki bölmesine bu karıĢımdan 10’ar µl pipetlendi ve mikroskop 

altında hücre sayımı iĢlemine geçildi. 

3. Hemositometrenin dört köĢesinde ve ortada yer alan büyük karelerin (ġekil 3.2, mavi 

renkli kareler) içerisine denk gelen canlı hücreler sayıldı. 

4. Toplam hücre sayısı 5’e bölünerek bir karede yer alan ortalama canlı hücre sayısı 

bulundu. 

5. Total hacim hücre süspansiyonunun hacmine bölünerek (20/10=2) dilüsyon faktörü 

hesaplandı. Daha sonra aĢağıdaki formüle göre hücre sayısı hesaplandı. 

Canlı hücre sayısı/ml = Ortalama canlı hücre sayısı x Dilüsyon faktörü x 10
4
 

 

 

ġekil 3.2. Hemositometre chamber üzerindeki kareler  

3.2.2.b. Canlı, apoptotik ve nekrotik hücrelerin boyanması 

1. 96’lık mikroplaka kuyucuklarının her birine 1x10
4
 hücre ekildi. 37°C’de %5-6 CO2 

Ģartlarında inkübatörde bir gece bekletildi. 
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2. 5-FU, bitkisel etken maddeler ve bitki ekstrelerinin etken dozları kuyucuklara eklendi 

ve sonra mikroplaka yukarıdaki Ģartlarda bir gece daha inkübasyona bırakıldı. 

3. Daha sonra kuyucuklarda bulunan medyum ve örnek karıĢımları aspire edilerek 

uzaklaĢtırıldı. 

4. PBS ile 100’er µg/ml konsantrasyonda hazırlanan etidyum bromid ve akridin oranj 

boyaları kullanılarak boyama iĢlemine geçildi. 

5. Kuyucuklara 4 µl etidyum bromid ve 4 µl akridin oranj boyaları eklendi. Mikroplaka 

37°C’de 30 dk inkübasyona bırakıldı. 

6. Boyalar uzaklaĢtırıldı ve kuyucuklara PBS eklenerek mikroskop altında görüntüleme 

iĢlemi yapıldı. Akridin oranj canlı hücrelerin DNA’sına bağlanarak yeĢil renk 

oluĢumuna neden olurken etidyum bromid ise nekrotik hücreleri kırmızıya boyar. 

Akridin oranj ve etidyum bromid boyalarının karıĢımı ise apoptotik hücreleri sarı-

turuncu bir renge boyar. 

3.2.3. Ġzobologram analizi ile sinerjizmin belirlenmesi 

Ġzobologram analizi, etkisi belirlenmek istenen ilaç, etken madde veya ekstrelerin etkin 

dozlarının ve birlikte uygulandığında aralarındaki sinerjizmin kantitatif olarak 

belirlenmesini sağlar. Uygulanan kombine dozlara ait bir kombinasyon indeksi (CI) ile 

veriler değerlendirilir. CI<1, =1 ve >1 olması sırasıyla sinerjizm, aditif etki ve 

antagonizmi gösterir (Çizelge 3.6). 

Çizelge 3.6. CI değerlerine karĢılık gelen etkilerin tanımı (Chou and Martin 2005) 

CI Tanım 

< 0,1 Çok güçlü sinerjizm 

0,11 – 0,30 Güçlü sinerjizm 

0,31 – 0,70 Sinerjizm 

0,71 – 0,85 Ilımlı sinerjizm 

0,86 – 0,90 Hafif sinerjizm 
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Çizelge 3.6. (devam) 

0,91 – 1,10 Aditif etki 

1,11 – 1,20 Hafif antagonizm 

1,21 – 1,45 Ilımlı antagonizm 

1,46 – 3,30 Antagonizm 

3,31 - 10 Güçlü antagonizm 

> 10 Çok güçlü antagonizm 

 

Kombinasyon indeksi Ģu Ģekilde hesaplanır; 

CI=
    
     

 
    
     

 

 

 

Bu formülde, (Dx)1 ve (Dx)2; 1 ve 2 nolu maddelerin tek baĢına % x etki göstermesi için 

gereken dozu (örneğin, % x inhibisyon), (D)1 ve (D)2 ise 1 ve 2 nolu maddelerin 

kombinasyonunun (D1+D2) % x’lik etki göstermesi için gerekli olan 1 ve 2 nolu 

maddelerin dozunu ifade eder. 

Medyan-etki eĢitliği bir ilaç veya maddenin dozu, etkin dozu ve sitotoksisitesi 

arasındaki iliĢkiyi belirlemenin kolay bir yoludur. Medyan-etki eĢitliği Ģu formülle 

hesaplanır; 

  
  

= (
 

  
)
 

 

 

Bu formülde, D; maddenin dozu veya konsantrasyonu, fa; D dozundan etkilenen değeri 

(örneğin, yüzde inhibisyon/100) ve fu ise etkilenmeyen değeri (fu=1-fa) ifade eder. Dm; 

medyan-etki dozunu (IC50, ED50 veya LD50) örneğin kanser hücrelerinin %50’sini 

öldürmek için gereken dozu ve m ise elde edilen doz-etki eğrisindeki (ġekil 3.3) 
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sigmodite değerlerini gösterir (m=1, >1 ve <1 sırasıyla hiperbolik, sigmoidal ve flat-

sigmoidal olduğunu gösterir (Chou 2011). 

 

 

ġekil 3.3. Doz-etki eğrisi ve sigmodite değerlerinin gösterimi (Chou 2011) 

3.2.4. Hücre canlılığının belirlenmesi 

Hücre canlılığının belirlenmesinde MTT yöntemi kullanıldı. Bu yöntemin temeli, sarı 

renkli MTT boyasındaki tetrazolyum tuzlarının, canlı hücrelerde mitokondrideki 

aktiviteler sonucunda mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi ve bu renk 

değiĢiminin spektrofotometrik olarak değerlendirilmesine dayanır (ġekil 3.4). 

Reaksiyonla, bir koenzim olan NADH’ye yükseltgenir. 

 

ġekil 3.4. MTT ve formazan ürününün kimyasal yapısı (Riss et al. 2015) 
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1. 96 kuyucuklu mikroplakanın her bir kuyucuğuna 1 x 10
4
 hücre içeren 100’er µl hücre 

süspansiyonu konuldu. Mikroplaka bir gece boyunca 37°C’de, %95 nem ve %5 CO2’li 

ortamda inkübasyona bırakıldı. 

2. Ertesi gün mikroplaka kuyucuklarına 50-1000 µg/ml konsantrasyonlarda 5-FU, 

bitkisel etken maddeler ve bitki ekstreleri ilave edildi (ġekil 3.5). Mikroplaka 24 saat 

boyunca aynı Ģartlarda inkübe edildi. 

3. Ġnkübasyon süresinin sonunda 10’ar µl MTT etiketli reaktiften her bir kuyucuğa 

eklendi ve mikroplaka 4 saat daha inkübe edildi. 

4. Daha sonra solubilizasyon solüsyonu etiketli reaktiften 100’er µl her bir kuyucuğa 

ilave edildi ve 37°C, %95 nem ve %5 CO2 ortamda bir gece inkübe edildi. 

5. OluĢan renk değiĢiminin absorbans değerleri mikroplaka (ELISA) okuyucu ile 570 ve 

670 nm dalga boylarında spektrofotometrik olarak ölçüldü. 

6. Absorbans değerlerine göre konsantrasyona bağlı hücre canlılığı hesaplandı. Elde 

edilen sonuçlar ile herbir örneğe ait IC50 değeri hesaplandı ve bu değerler etken dozlar 

olarak çalıĢmanın sonraki basamaklarında kullanıldı. 

 

ġekil 3.5. Mikroplaka düzeni 
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3.2.5. Apoptozun CDDE yöntemi ile belirlenmesi 

Cell Death Detection ELISA (CDDE) kiti, hücre ölümüyle indüklenen DNA 

fragmantasyonu sonucunda açığa çıkan sitoplazmik histonun in vitro olarak kalitatif ve 

kantitatif açıdan belirlenmesini sağlar. Apoptozis, membranda bleblenme, sitoplazmik 

yoğunlaĢma ve endonükleaz aktivitesi ile karakterize edilir. Bu endonükleaz aktivitesi 

DNA’da internükleozomal kırılmalara neden olur. Bu kırılmalar sonucunda mono- ve 

oligo-nükleozomlar oluĢur. Kit içeriğindeki anti-histon antikoru H1, H2A, H2B, H3 ve 

H4 proteinleri ile reaksiyona girer. Anti-DNA-POD antikoru ise apoptozis sonucu 

oluĢan ve fragmante halde sitoplazmada bulunan tek ve çift zincirli DNA’lara bağlanır. 

Yine kitin içinde bulunan ABTS susbstratı tabletleri ise Anti-DNA-POD aktivitesini 

tayin eder. Yöntem, her bir örnekteki mono- ve oligo-nükleozomların ve dolayısıyla 

apoptotik hücre ölümünün kolorimetrik olarak belirlenmesini sağlar. 

3.2.5.a. CDDE kit içeriğinin hazırlanması 

1. Anti-histon içeren (1 nolu) ĢiĢe 1 ml saf su ile sulandırılıp 10 dk süreyle Ģiddetli 

Ģekilde vorteks ile karıĢtırıldı. 

2. Anti-DNA-POD içeren (2 nolu) ĢiĢe 1 ml saf su ile sulandırılarak kuvvetli bir Ģekilde 

10 dk süreyle vortekslendi. 

3. Coating solution içeren (3 nolu) ĢiĢeden 1 ml alınıp üzerine 9 ml saf su eklenerek 

karıĢtırıldı. Kullanılmadan hemen önce 1 ml anti-histon antibody içeren (1 nolu-

sulandırılmıĢ olan) ĢiĢe ile 9 ml coating buffer karıĢtırıldı. 

4. Washing buffer içeren (4 nolu) ĢiĢenin 15-25C’ye kadar ısıtılması sağlandı ve bu 

bufferdan 40 ml alınarak üzerine 360 ml saf su eklendi ve iyice karıĢtırıldı. 

5. Incubation buffer içeren (5 nolu) ĢiĢeden 225 µl alındı ve bu miktar 25 µl su ile dilue 

edildi. 

6. Conjugate solution için 1 ml anti-DNA-POD içeren (2 nolu) ĢiĢe ile 9 ml Incubation 

buffer karıĢtırıldı (Bu karıĢım kullanılmadan hemen önce hazırlandı). 
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7. Test edilecek örnek sayısına göre 1, 2 veya 3 adet ABTS substrat tabletinin 5, 10 

veya 15 ml substrat buffer içerisinde çözünmesi sağlandı ve kullanılmadan hemen önce 

15-25C’ye gelmesine izin verildi (Bu çözelti substrat solution olarak kullanıldı). 

3.2.5.b. CDDE için örneklerin hazırlanması 

1. Hücreler kültür medyumu ile konsantrasyon 1x10
5 

hücre/ml olacak Ģekilde ayarlandı 

ve eppendorf tüplerine 500 µl/tüp = 5x10
4
 hücre/tüp olacak Ģekilde aktarıldı. 

2. Uygulanacak maddelerinin etken dozları tüplere eklendi. 

3. Tüplerin kapakları gaz değiĢimini sağlayabilmek için gevĢekçe kapatıldı ve 

karbondioksit inkübatöründe 37°C ve %5 CO2 Ģartları altında 4 saat bekletildi. 

4. Daha sonra tüpler inkübatörden alınarak 200xg’de 5 dk süreyle santrifüjlendi. 

5. Süpernatant kısmı uzaklaĢtırıldı ve pelet üzerine 1 ml hücre kültürü medyumu 

eklendi. 

6. Tüpler 1 500 x g’de 5 dk süreyle santrifüjlendi. 

7. Hücre peletine 500 µl Incubation buffer eklendi ve Ģiddetlice karıĢtırıldı. 

8. 30 dk süresince hücrelerin lizis olması için 15-25C’de inkübasyona bırakıldı. 

9. Lizat 20 000 x g’de 10 dk süreyle santrifüjlendi. 

10. Süpernatant kısmından 400 µl dikkatlice alındı. Hücre nukleusu yüksek moleküler 

ağırlıklı unfragment DNA içerdiğinden, bu noktada peletin çalkalanmamasına özen 

gösterildi. 

11. Süpernatant 1’e 10 olacak Ģekilde Incubation buffer ile dilue edildi (1x10
4
 hücre 

ekivalenti/ml) (örnek solüsyonu). 

3.2.5.c. CDDE protokolü 

1. 96 kuyucuklu mikroplaka için her bir kuyucuğa 100 µl Coating solution pipetlendi ve 

mikroplaka sıkıca yapıĢkan kaplayıcı ile kapatıldı. 

2. 1 saat süreyle 15-25C’de inkübasyona bırakıldı. 

3. Coating solution uzaklaĢtırıldı. 
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4. 200 µl Incubation buffer her bir kuyucuğa pipetlendi ve mikroplaka tekrar yapıĢkan 

kaplayıcı ile kapatıldı. 

5. 30 dk 15-25C’de inkübasyona bırakıldı. 

6. KarıĢım uzaklaĢtırıldı ve kuyucuklar 250-300 µl Washing solution ile üç kez yıkandı. 

Daha sonra Washing solution dikkatlice uzaklaĢtırıldı. 

7. 100 µl örnek solüsyonu her bir kuyucuğa pipetlendi. Deneyin temelini konrol 

amacıyla iki kuyucuğa örnek yerine 100’er µl Incubation buffer kondu. Mikroplaka 

yapıĢkan kaplayıcı ile sıkıca kapatıldı. Negatif kontrol olarak bir kuyucuğa madde 

uygulanmamıĢ hücreleri içeren örnek solüsyonu pipetlendi. 

8. 90 dk süresince 15-25C’de inkübasyona bırakıldı. 

9. KarıĢım uzaklaĢtırıldı ve kuyucuklar 250-300 µl Washing solution ile üç kez yıkandı. 

Washing solution özenle uzaklaĢtırıldı. 

10. 100 µl Conjugate solution kör kuyucuklar dıĢındaki her bir kuyucuğa eklendi. 

YapıĢkan kaplayıcı ile mikroplaka sıkıca kapatıldı. 

11. 90 dk süresince 15-25C’de inkübe edildi. 

12. KarıĢım uzaklaĢtırılarak kuyucuklar 250-300 µl Washing solution ile üç kez yıkandı 

ve Washing solution özenle uzaklaĢtırıldı. 

13. 100 µl Substrat solution her bir kuyucuğa eklendi. 

14. 250 rpm’de mikroplaka çalkalayıcı üzerinde renk değiĢimi fotometrik analiz için 

yeterli olana kadar inkübe edildi (10-20 dk). 

15. Mikroplaka kenarına dikkatli bir Ģekilde vurularak içeriğin homojenizasyonu 

sağlandı. Substrat solution körüne karĢı 405 ve 490 nm dalga boylarında absorbanslar 

okutuldu. 

16. Deney üç tekrarlı yapıldı. Her bir örneğe ve negatif kontrole ait olan ortalama 

absorbans değerleri hesaplandı. Örneklerin ortalama absorbans değerleri sırayla negatif 

kontrolün ortalama absorbans değerine bölünerek, her bir örnek için zenginleĢtirme 

faktörü hesaplandı.  
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3.2.6. VEGF miktarının Human VEGF ELISA yöntemi ile belirlenmesi 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), anjiyogenez ve vaskülogenezin önemli 

bir düzenleyicisidir. Anjiyogenez, patolojik süreçlere ilaveten diĢi üreme döngüsü ile 

ilgili normal süreçlerde de meydana gelir. Vaskülojenez, endotel hücrelerinin 

farklılaĢması sayesinde kan damarlarının oluĢumuyla ilgilidir. Vaskülojenez embriyonik 

geliĢim ile sınırlıdır, ancak anjiyogenez yeni vaskülarizasyon gerektiği sürece meydana 

gelir. Human VEGF ELISA yöntemi, insan serum ve plazmasındaki veya hücre 

kültüründeki VEGF miktarını in vitro kantitatif olarak belirlemek için kullanılır. 

3.2.6.a. Human VEGF ELISA kit içeriğinin hazırlanması 

1. 25X Wash buffer oda sıcaklığına getirildi ve iyice çalkalandı. 

2. 25X Wash bufferın 1 hacmi 24 hacim saf su ile dilue edildi ve Working Wash buffer 

olarak etiketlendi. 

3. Hu-VEGF standartını içeren ĢiĢe 10 000 pg/ml olacak Ģekilde standart diluent buffer 

ile sulandırıldı ve 10 dk süreyle Ģiddetle karıĢtırılarak tam olarak çözünme sağlandı. 

4. Ġçinde 510 µl standart diluent buffer olan bir tüpe bu standarttan 90 µl konuldu ve bu 

karıĢım 1500 pg/ml Hu-VEGF diye etiketlendi. Hazırlanan bu karıĢım çeĢitli oranlarda 

seyreltildi ve spektrofotometrik ölçümler yapılarak standart grafiği oluĢturuldu. 

5. Streptavidin-HRP solüsyonu kullanılmadan 15 dk önce hazırlandı. 10 µl Streptavidin-

HRP (100X) solüsyonu, 990 µl HRP diluenti içeren tüpe eklendi ve Ģiddetlice 

karıĢtırıldı. Kullanılmayacak olan Streptavidin-HRP (100X) solüsyonu +4°C’de 

saklanmak üzere buzdolabına kaldırıldı. 

3.2.6.b. Human VEGF ELISA için örneklerin hazırlanması 

1. Mikroplakanın her bir kuyucuğuna 5x10
4
 hücre ekildi ve bir gece standart Ģartlarda 

inkübasyona bırakıldı. 

2. 5-FU, bitkisel etken maddeler ve bitki ekstrelerinin etken dozları, ayrıca bu etken 

dozların 5-FU ile kombinasyonları kuyucuklara uygulandı. 
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3. 24 saat inkübasyon süresinin ardından hücre medyumu uzaklaĢtırıldı ve hücreler 

soğuk PBS ile yıkanıp kazıyıcı ile kaldırıldı. Toplanan hücreler içerisinde 50’Ģer µl taze 

medyum bulunan tüplere aktarıldı. 

3.2.6.c. Human VEGF ELISA protokolü 

Tüm reagentlar, kullanılmadan önce oda sıcaklığına getirildi ve iyice karıĢtırıldı. Her bir 

çalıĢma için standart eğri grafiği çizdirildi. Kullanılacak 8 kuyucuklu stripler çerçeveye 

yerleĢtirildi ve kullanılmayacak olanlar +2-8°C’de saklandı. 

1. Körler hariç tüm kuyucuklara 50 µl Incubation buffer eklendi. 

2. Kuyucuklara hücre kültürü medyumdan 50’Ģer µl yüklendi (5x10
4
 hücre). Daha sonra 

50 µl standart diluent buffer eklendi. 

3. Mikroplaka kaplayıcı ile üzeri kaplanan stripler oda sıcaklığında 2 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

4. Solüsyon uzaklaĢtırıldı ve kuyucuklar 4 kez dilue Wash buffer ile yıkandı. 

5. 100 µl HU-VEGF biotin konjugat solüsyonu körler dıĢındaki her bir kuyucuğa 

eklendi. 

6. Mikroplaka kaplayıcı ile üzeri kaplanan stripler oda sıcaklığında 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. 

7. Solüsyon uzaklaĢtırıldı ve kuyucuklar 4’er kez dilue Wash buffer ile yıkandı. 

8. 100 µl Streptavidin-HRP her bir kuyucuğa (körler hariç) eklendi. 

9. Mikroplaka kaplayıcı ile üzeri kaplanan stripler oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi. 

10. Kuyucuklardan solüsyonlar aspire edildi ve kuyucuklar 4’er kez 1X Washing buffer 

ile yıkandı. 

11. 100 µl Stabilize kromojen her bir kuyucuğa eklendi. Substrat solüsyonu mavi renge 

dönüĢmeye baĢladı. 

12. Mikroplaka kaplayıcı ile üzeri kaplanan stripler oda sıcaklığında ve karanlıkta 30 dk 

inkübasyona bırakıldı. 

13. Her bir kuyucuğa 100 µl Stop solüsyon eklendi. Homojenizasyon sağlandıktan sonra 

kuyucuklardaki solüsyonun rengi maviden sarıya dönüĢtü. 
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14. Stop solüsyon eklendikten 2 saat sonra 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile 

absorbanslar ölçüldü. 

15. Sonuçlar standart grafikle karĢılaĢtırıldı ve her bir örnekte bulunan VEGF miktarı 

pg/ml cinsinden hesaplandı. 

3.2.7. Hücre kültüründen total RNA izolasyonu 

1. 6 kuyucuklu mikroplakaların her bir kuyucuğuna 1x10
6 

hücre içeren 1 ml hücre 

süspansiyonu eklendi. 

2. Hücrelere, 5-FU, kuersetin, luteolin, bitkisel ekstreler ve bunların 5-FU ile 

kombineleri etkin dozlarına göre uygulandı. Kontrol grubuna madde yerine kültür 

medyumu ilave edildi. 24 saat boyunca 37°C’de, %95 nem ve %5 CO2’li ortamda 

inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda medyumlar aspire edildi. 

3. Kuyucuklara 1’er ml PBS eklendi ve mikroplaka yüzeyleri scraper ile kazınarak 

hücreler toplandı. Bu iĢlem herbir kuyucuk için ikiĢer kez tekrarlandı. 

4. Toplanan hücreler buz üzerinde soğutulmuĢ olan RNase içermeyen tüplere transfer 

edildi. 

5. Hücrelerin üzerine RNase içermeyen pipet uçları ile 0,6 ml taze lizis tamponu (lizis 

tamponunun her 1 ml’sine 10 µl 2-merkaptoetanol eklenerek hazırlanır) eklendi ve 

aĢağı-yukarı yönlü hareketlerle hücrelerin tüp içerisinde eĢit Ģekilde dağılması sağlandı. 

6. Lizatı içeren toplama tüpleri santrifüje kondu ve homojenizasyon için 12 000 x g’de 2 

dk santrifüjlendi. 

7. Homojenat 5 dk boyunca 2 600 x g’de santrifüjlendi ve süpernatant kısımları RNase 

içermeyen temiz tüplere transfer edildi. 

8. Hücre homojenatının her bir hacmine eĢit miktarda %70’lik etanol eklendi ve iyice 

karıĢtırıldı. 

9. Homojenatın en fazla 700 µl’si alınarak spin cartridge tüplere aktarıldı. 

10. Bu tüpler 12 000 x g’de 15 sn santrifüjlendi ve filtreden geçerek tüplerin alt 

kısmında toplanan sıvı kısım uzaklaĢtırıldı ve spin cartridge tekrar aynı toplama 

tüpünün içerisine yerleĢtirildi. 

11. 9 ve 10 nolu basamaklar tüm homojenatlar alınana kadar tekrarlandı. 
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12. Spin cartridge tüpün içine 700 µl yıkama tamponu I eklendi. 12 000 x g’de 15 sn 

oda sıcaklığında santrifüj edildi. Akan sıvı kısımlar ve toplama tüpü atıldı. Spin 

cartridge temiz bir toplama tüpüne yerleĢtirildi. 

13. Spin cartridge tüpün içine 500 µl yıkama tamponu II eklendi. 

14. 12 000 x g’de oda sıcaklığında 15 sn santrifüjlendi. Akan sıvı kısımlar uzaklaĢtırıldı 

ve spin cartridge aynı toplama tüpünün içerisine yerleĢtirildi. 

15. 13 ve 14 nolu basamaklar birer kez daha tekrarlandı. 

16. RNA tutunmuĢ olan membranı kurutmak için spin cartridge 12 000 x g’de 2 dk 

santrifüjlendi. 

17. Spin cartridge tüpünün ortasına 100 µl RNase içermeyen su eklendi. 

18. Oda sıcaklığında 1 dk inkübe edildi. 

19. Spin cartridge oda sıcaklığında 14 000 x g’de 2 dk santrifüjlendi. 

20. SaflaĢtırılmıĢ olan RNA alikotlanarak saklandı (Kısa süreli saklama -20°C’de, uzun 

süreli saklama ise -86°C’de yapıldı). 

3.2.8. cDNA sentezi 

Elde edilen RNA’ların verimleri spektrofotometrik olarak belirlendi. Total RNA’dan 

cDNA sentezi, Yüksek Kapasite cDNA Revers Transkriptaz Kiti kullanılarak üreticinin 

protokolüne göre yapıldı. Tüm iĢlemler buz üzerinde gerçekleĢtirildi. 

1. 2X revers transkripsiyon master mix reaksiyon baĢına Çizelge 3.7’de belirtilen 

bileĢen oranları kullanılarak hazırlandı. 

2. 2X RT master mix iyice karıĢtırıldı. 

3. Önceden etiketlenmiĢ olan 0,2 ml’lik PCR tüplerine 10’ar µl 2X RT master mix 

pipetlendi. 

4. Her bir tüpe 10’ar µl örnek RNA’sı eklendi. KarıĢımın sağlanması için oluĢan bileĢim 

pipetle iki kere çekilip tüpe geri bırakıldı. 

5. OluĢan baloncukları elemine etmek için tüpler yüksek devirde kısa süreli 

santrifüjlendi. 
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Çizelge 3.7. 2X RT master mix bileĢenleri ve miktarları 

BileĢen Hacim / Reaksiyon (µl) 

10X RT Buffer 2 

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 

10X RT Random primerler 2 

MultiScribe Revers Transkriptaz 1 

dH2O 4,2 

Toplam Reaksiyon Hacmi 10 

 

6. Tüpler termal cycler cihazına götürülmeden önce buz üzerine yerleĢtirildi. 

7. Termal cycler cihazı Çizelge 3.8’de belirtilen Ģekilde programlandı. 

Çizelge 3.8. Termal cycler cihazı programı 

Sıcaklık/Süre 1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak 

Sıcaklık  25°C 37°C 85°C 4°C 

Süre  10 dk 120 dk 5 dk ∞ 

 

8. Toplam reaksiyon hacmi 20’Ģer µl olan tüpler termal cycler cihazına yerleĢtirilerek 

döngü baĢlatıldı. 

9. Bu döngü sonunda 20 µl hacimden 5 µl alınarak üzerine 45 µl DNase içermeyen su 

eklenip toplam hacmin 50 µl olması sağlandı. Geri kalan 15 µl cDNA ana stoğu olarak -

20°C’de saklandı. 

12. qRT-PCR için 50 µl’lik karıĢımdan 5 µl kullanıldı. Kalan 45 µl’lik hacim ise daha 

sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere -20°C’ye kaldırıldı. 

3.2.9. qRT-PCR 

RT-PCR karıĢımı Çizelge 3.9’da gösterilen bileĢenler ve miktarlar kullanılarak pipet 

yardımıyla hazırlandı. 
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Çizelge 3.9. RT-PCR reaksiyon karıĢımı 

PCR BileĢeni Kullanılan Miktar (µl) Son Konsantrasyon 

2x qPCRBIO SyGreen Mix 10 1X 

Primer F (10 µM) 0,8 400 nM 

Primer R (10 µM) 0,8 400 nM 

cDNA 5 - 

dH2O 3,4 - 

Toplam Reaksiyon Hacmi 20 µl 

 

Önceden etiketlenmiĢ olan ve RT-PCR karıĢımlarını içeren 0.2 ml’lik mikrosantrifüj 

tüpleri hafifçe sallanarak içeriklerinin karıĢması sağlandı. Daha sonra program koĢulları 

Çizelge 3.10’da gösterilen RT-PCR cihazı çalıĢtırıldı. 

Çizelge 3.10. RT-PCR reaksiyon koĢulları 

AĢamalar Sıcaklık / Süre / Döngü 

Ön Denatürasyon 95°C / 2 dk / 1 

Denatürasyon 95°C / 5 sn / 40 

YapıĢma (Annealing) 64°C / 30 sn / 40  

Uzama (Extension) 72°C / 2 dk / 40 

Son Uzama 72°C / 5 dk / 1 

Bekleme +4°C / ∞ / 1 

 

3.2.9.a. Primerlerin dizaynı 

Genlere ait forward ve reverse primerler elle, NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) veri tabanı kullanılarak dizayn edildi ve üretici firmadan satın alındı. 

ÇalıĢmalarda kullanılan genlerin forward ve reverse dizileri, Tm değerleri ve 

uzunlukları Çizelge 3.11’de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 3.11. ÇalıĢmalarda kullanılan genlere ait primer bilgileri 

Primer   Sekans (5´ 3´) Tm (°C) Uzunluk (bç) 

p53 Forward GTCCAACAACACCAGCTCCT 51 20 

p53 Reverse CCTCATTCAGCTCTCGGAAC 49 20 

mTOR Forward  TGTCCTGCTGGTCTGAACTG 49 20 

mTOR Reverse TTCAGCGATGTCTTGTGAGG 47 20 

PTEN Forward GGTGATGTGGCAGGACTCTT 49 20 

PTEN Reverse CAGCTTCCGAGAGGAGAGAA 49 20 

AKT Forward CACACCACCTGACCAAGATG 49 20 

AKT Reverse CTGGCCGAGTAGGAGAACTG 51 20 

p38-MAPK Forward TGGATGCATTACAACCAGACA 45 21 

p38-MAPK Reverse GTCAACAGCTCGGCCATTAT 47 20 

VEGF-R2 Forward AGGTTGCGTGTTCTTCGAGT 47 20 

VEGF-R2 Reverse ACACGTAACGGTCTGGAAGG 49 20 

Bcl-2 Forward GTGAACTGGGGGAGGATTGT 51 20 

Bcl-2 Reverse GGAGAAATCAAACAGAGGCC 50 20 

Bax Forward CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG 49 21 

Bax Reverse CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 51 21 

β-aktin Forward CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT 49 20 

β-aktin Reverse AGCACTGTGTTGGCGTACAG 49 20 

 

3.2.10. Western blot yöntemi 

Western blot, bir örnekteki proteinlerin belirlenmesi ve karakterizasyonu için hızlı ve 

hassas bir yöntemdir. Bu yöntemde, protein örneğinin SDS-PAGE ile jel üzerine 

elektrotransferi gerçekleĢtirilir. Jeldeki görüntü daha sonra PVDF membrana aktarılır. 
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Membran ise spesifik primer ve sekonder antikorlar kullanılarak görüntüleme iĢlemine 

uygun hale getirilir. Veriler analiz edilerek değerlendirilir (ġekil 3.6). 

 

ġekil 3.6. Western blot yönteminin temel basamakları 
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3.2.10.a. Örneklerin hazırlanması 

1. 25 cm
2
’lik flaskların her birisine 2x10

6
 hücre ekildi. 

2. Daha sonra 5-FU, kuersetin, luteolin, bitkisel ekstreler ve bunların kombineleri, etkin 

dozlarına göre hücrelere muamele edildi. Kontrol olarak bir flasktaki hücrelerin üzerine 

sadece kültür medyumu eklendi. 37°C’de, %95 nem ve %5-6 CO2’li ortamda 24 saatlik 

inkübasyon süresinin ardından flasklar iki kez PBS ile yıkandı. 

3. Hücreleri içeren flasklar buz üzerine konuldu ve hücrelerin üzerine soğuk PBS 

eklendi. Hücreleri flaskın yüzeyinden toplamak için soğuk bir plastik kazıyıcı kullanıldı 

ve hücre süspansiyonları önceden soğutulmuĢ olan mikrosantrifüj tüplerine yerleĢtirildi. 

Tüpler 6600 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. 

4. Süpernatant uzaklaĢtırıldı ve tüpün alt kısmında biriken hücrelerin üzerine 200 µl 

lizis tamponu ilave edildi. 

5. Tüp içerikleri birkaç kez pipet yardımıyla alınıp geri boĢaltılarak homojen hale 

getirildi. Daha sonra tüpler 1 saat süreyle buz üzerinde bekletildi. 

6. Tüpler 14 000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Tüpler sallanmayacak bir Ģekilde 

alınarak buz üzerine kondu. Süpernatant kısımları buz üzerinde temiz tüplere alındı ve 

pelet kısımları atıldı. 

7. Her bir örneğe ait hücre lizatının protein konsantrasyonunu belirlemek için 5’er μl 

lizat alındı. Kalan protein örneklerinin üzerine 60’ar μl 5X Laemmli örnek tamponu 

eklendi ve 98C’de 5 dk süreyle çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Bu örnekler daha 

sonra kullanılacakları için degradasyonu önlemek amacıyla alikotlanarak -20°C’ye 

kaldırıldı. 

3.2.10.b. Örneklerdeki protein miktarlarının belirlenmesi 

1. Örneklerdeki protein miktarları Bradford yöntemi ile belirlendi (Bradford 1976). Bu 

yöntem, örneklerde bulunan proteinlerin Commasie blue G250 boyası ile bir kompleks 

oluĢturmasına ve oluĢan kompleksin spektrofotometrik olarak absorbans değerlerindeki 

farklılıklara neden olmasına dayanır. Bu yöntem için, hücre lizatlarının protein 

konsantrasyonunu belirlemek üzere alınan 5’er μl’lik lizatlar kullanıldı. 
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2. 15 ml’lik temiz bir falkon tüpüne Bradford solüsyonundan 5 ml konuldu ve üzerine 5 

ml dH2O ilave edildi. 

3. Spektrofotometre küvetlerine 1’er ml bu karıĢımdan (Bradford solüsyonu+dH2O) 

kondu. Kör küvete 5 µl lizis tamponu diğer küvetlere ise 5’er µl örnek eklendi. 

4. 595 nm dalga boyunda köre karĢı absorbanslar okutuldu. Absorbans değerleri 

kullanılarak standart bir grafik çizildi ve örnekler içerisindeki protein miktarları tayin 

edildi. 

3.2.10.c. SDS-PAGE için jellerin hazırlanması ve yüklenmesi 

1. Elektroforez için kullanılan iki cam levha karĢılıklı olacak Ģekilde birleĢtirilip 

kıskaçlı bir sistemle sabitlendi. Ġki cam levha arasında kalan boĢluğa, üst seviyenin 

yaklaĢık 1 cm altında olacak Ģekilde, Çizelge 3.12’ye göre hazırlanan ayırma jeli 

otomatik pipet yardımıyla ilave edildi. 

2. Jel yaklaĢık 30 dk oda sıcaklığında bekletildi. Jelde polimerleĢmenin olduktan sonra 

iki cam levhanın arasında kalan boĢluğun üst kısmına tarak yerleĢtirildi. 

Çizelge 3.12. SDS jel elektroforezi için kullanılacak ayırma jelinin hazırlanması (ml) 

Jel Yüzdesi %6 %8 %10 %12 %15 

dH2O 10,6 9,3 7,9 6,6 4,6 

%30 Akril amid 4,0 5,3 6,7 8,0 10,0 

1.5M Tris pH 8,8 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

%10 SDS 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

%10 APS 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

TEMED 0,016 0,0012 0,008 0,008 0,008 

Toplam 20 20 20 20 20 

 

3. Çizelge 3.13’e göre hazırlanan yükleme jeli, otomatik pipet ile tarak diĢlerinin 

arasında kalan boĢluğa en üst seviyeye gelecek kadar dolduruldu. 
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Çizelge 3.13. SDS jel elektroforezi için kullanılacak yükleme jelinin hazırlanması 

BileĢen  10 ml 8 ml 6 ml 5 ml 4 ml 3 ml 2 ml 1 ml 

dH2O 6,8 5,5 4,1 3,4 2,7 2,1 1,4 0,68 

%30 Akril amid 1,7 1,3 1,0 0,83 0,67 0,5 0,33 0,17 

1.5M Tris pH 8,8 1,25 1,0 0,75 0,63 0,5 0,38 0,25 0,13 

%10 SDS 0,1 0,08 0,06 0,05 0,04 0,03 0,02 0,01 

%10 APS 0,1 0,08 0,06 0,05 0,04 0,03 0,02 0,01 

TEMED 0,01 0,008 0,006 0,005 0,004 0,003 0,002 0,001 

4. 30 dk oda sıcaklığında bekletilerek yükleme jelinin polimerizasyonu sağlandı. 

3.2.10.c. SDS-PAGE ile proteinlerin ayrılması 

1. Bradford yöntemi sonucunda okunan absorbans değerlerine göre proteinler eĢit 

miktarda olacak Ģekilde her bir kuyucuğa yüklendi (Çizelge 3.14). 

Çizelge 3.14. Yüklenen örnekler ve miktarları 

Kuyucuk no Örnek ismi Absorbans Değeri (nm) Yüklenen miktar (µl) 

1 Marker  5 

2 Kontol 1,347 14 

3 5-FU 0,812 24 

4 Kuersetin 0,843 23 

5 Luteolin 0,911 22 

6 5-FU+Q 0,821 23 

7 5-FU+L 0,902 22 

8 PEH 0,825 23 

9 5-FU+PEH 0,867 23 

10 AH 0,886 22 

11 Marker  5 

12 5-FU+ABH 0,843 23 

13 PEK 0,807 24 

14 5-FU+PEK 0,829 23 

15 ABK 0,787 25 

16 5-FU+ABK 0,820 23 

17 PEM 0,871 23 

18 5-FU+PEM 0,848 23 

19 ABM 0,797 25 

20 5-FU+ABM 0,849 23 
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2. Kaset sistemi elektroforez tankına yerleĢtirildi ve tankın içerisine yeterli miktarda 

SDS-PAGE 1X Running tamponu ilave edildi. Güç kaynağı çalıĢtırıldı. 

3. Elektroforez cihazının güç kaynağı yaklaĢık 30 dk süresince 50 Voltta çalıĢtırıldı. 

4. Protein örnekleri ayırma jelini geçince yürüme hızı 100 Volta yükseltildi ve 90 dk 

sonra koĢturma iĢlemi sonlandırıldı. 

5. Elektroforez iĢlemi bittikten sonra iki cam levha birbirinden ayrılır ve aradaki jel 

çıkarılır. Jelin yükleme jeli kısmı kesilerek atıldı ve ayıma jeli kısmı ise 1X transfer 

tamponu içerisinde 15 dk bekletildi. 

3.2.10.d. Proteinlerin jelden membrana aktarılması 

1. PVDF membran jelin boyutlarında kesilir ve 15 saniye kadar metanolde bekletildi.1X 

transfer tamponu ile durulandı. 

2. Transfer kasetini oluĢturmak üzere sünger üzerine hepsi 1X transfer tamponu ile 

ıslatılmıĢ olan sırasıyla iki parça filtre kağıdı, PVDF membran, jel ve tekrar iki parça 

filtre kağıdı kondu. Bunların üstü ıslak süngerle örtüldü. 

2. Transfer kaseti kapatıldı ve içinde hava kabarcığı kalmadığından emin olunduktan 

sonra kaset, içinde buz bloğu bulunan transfer tankına yerleĢtirildi. 

4. 190 mA’de 2 saat süresince transfer gerçekleĢtirildi. Bu süre sonunda proteinlerin 

jelden membrana aktarıldığı görüldü. 

3.2.10.e. Antibody inkübasyonu 

1. Transfer kalitesini kontrol etmek için membran saf su ile durulandı ve Ponceau 

solüsyonu ile boyandı. 

2. Ponceau solüsyonu uzaklaĢtırıldı ve membran üç kez TBST ile yıkandı. 

3. Membran %5’lik bloklama çözeltisinde oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

4. Daha sonra membran, dilüsyon oranları Çizelge 3.15’te gösterilen primer antikor 

solüsyonlarından herhangi birisinde +4°C’de bir gece bekletildi. 
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Çizelge 3.15. Western blot analizinde kullanılan primer ve sekonder antikorlar 

Primer antikor Dilüsyon oranı Sekonder antikor Dilüsyon oranı 

p53 1:500 Goat anti mouse IG-g HRP 1:1000 

mTOR 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP 1:1000 

PTEN 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP 1:1000 

AKT 1:1000 Goat anti mouse IG-g HRP 1:1000 

p38-MAPK 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP 1:1000 

VEGF-R2 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP 1:1000 

Bcl-2 1:500 Goat anti rabbit IG-g HRP 1:1000 

Bax 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP 1:1000 

β-aktin 1:1000 Goat anti mouse IG-g HRP 1:1000 

 

5. Ertesi gün membran, ilki 10 dk, sonrakiler 5’er dakika olmak üzere 5 kez TBST ile 

yıkandı. 

6. Daha sonra HRP-konjugat sekonder antikor solüsyonunda (Çizelge 3.15) 1 saat 

boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. 

7. Membran ilki 10 dk, sonrakiler 5’er dakika olmak üzere 5 kez TBST ile yıkandı. 

3.2.10.e. Görüntüleme ve veri analizi 

1. Membran, içinde 4’er ml ECL stok solüsyonu 1 ve ECL stok solüsyonu 2 olan kaba 

kondu ve 15 saniye kadar bu solüsyonların içinde çalkalandı. Bu solüsyonlar antikorun 

kemilüminesans sinyal oluĢturmasını sağlar. 

2. Membran kasete yerleĢtirildi ve kaset de cihaza (Carestream Medical XRay 

Processor) yerleĢtirildi. 

3. Hedef proteinin bant yoğunluğunu okumak için Image J (Image J, National Institutes 

of Health, Bethesda, Maryland, USA) görüntüleme analizi programı kullanıldı. 

4. Hedef protein seviyesini normalize etmek için yüklenmiĢ olan kontrol proteininin 

seviyesi kullanıldı. 
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3.2.10.f. Stripping 

Stripping, görüntüleme iĢlemi bitmiĢ olan bir membran tekrar kullanılmak istenirse 

yapılır. Stripping için uygun olan bir kap içerisinde membranın üzerine stripping 

tamponu eklendi. 50°C’de 45 dk boyunca çalkalayıcı üzerinde bekletildi. Membran saf 

su ile durulandı. Daha sonra membran temiz bir kaba konularak 5 defa TBST ile 

yıkandı. Oda sıcaklığında 1 saat süreyle %5’lik bloklama çözeltisi içerisinde bloklama 

iĢlemi yapıldı. +4°C’de primer antikor solüsyonu içerisinde bir gece bekletildi. Bundan 

sonraki basamaklar yukarıda anlatıldığı Ģekilde uygulandı (sekonder antikor 

inkübasyonu, yıkama ve görüntüleme). 

3.2.11. Ġstatistiksel Analiz 

Tüm çalıĢmalar üç tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi ve standart sapma değerleri 

hesaplandı. ÇalıĢmalar sonucunda elde edilen bulguların istatistiksel analizleri 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) programı kullanılarak 

t-testi ve One Way Anova testi ile değerlendirildi. 5-FU, bitkisel etken maddeler ve 

bitki ekstrelerinin tek tek ve kombine dozlarının izobologram analizlerinde CompuSyn 

1.0 programı (Chou and Martin 2007) kullanıldı. Ġstatistiksel olarak anlamlılık değeri 

p<0.05 olarak kabul edildi. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1. MTT Testi ile Hücre Canlılığının Belirlenmesi 

ÇalıĢma kapsamında, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerine 50, 100, 200, 400, 

600, 800 ve 1000 µg/ml konsantrasyonlarda olacak Ģekilde 5-Fluorouracil, kuersetin ve 

luteolin ile, ayrıca Achillea biebersteinii ve Pistacia eurycarpa bitkilerine ait polaritesi 

farklı çözücüler (hekzan, kloroform ve metanol) kullanılarak hazırlanmıĢ olan bitkisel 

ekstreler ile 24 saatlik tedavi uygulandı. 24 saatlik tedavinin ardından MTT testi ile % 

canlılık değerleri belirlendi. Hücre canlılığının, uygulanan tüm tedavilerde 

konsantrasyona bağlı olarak azaldığı görüldü. 

100 µg/ml konsantrasyonda hücre canlılığı oranı 5-FU için %51,4, kuersetin için %55,7 

ve luteolin için %41,9 olarak bulundu. En yüksek konsantrasyonda ise hücre canlılığını 

5-FU’nun %7,7’ye, kuersetinin %11,3’e ve luteolinin %6,6’ya düĢürdüğü belirlendi 

(ġekil 4.1). 
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ġekil 4.1. 5-FU, kuersetin ve luteolinin HT-29 kolorektal kanser hücrelerinin canlılığı 

üzerine etkisi 
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P. eurycarpa bitkisine ait farklı polariteli çözücülerle hazırlanmıĢ olan ekstrelerin 

özellikle yüksek dozlarda, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerinin canlılığı 

üzerinde önemli bir antiproliferatif etkiye sahip olduğu görüldü. 200 µg/ml 

konsantrasyonda hücre canlılığı oranı P. eurycarpa hekzan ekstresi için %63,4, 

kloroform ekstresi için %56 ve metanol ekstresi için %42,5 olarak bulundu. 1000 µg/ml 

konsantrasyonda ise hücre canlılığını, hekzan ekstresi %19,6’ya, kloroform ekstresi 

%17,5’e ve metanol ekstresi %8,4’e düĢürdü (ġekil 4.2). 
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ġekil 4.2. P. eurycarpa bitkisine ait hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin HT-29 

kolorektal kanser hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi 

A. biebersteinii bitkisi, HT-29 kolorektal kanser hücrelerinin canlılığının önemli 

derecede azalmasına neden oldu. Bitkiye ait hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri 

200 µg/ml konsantrasyonda hücre canlılığını sırasıyla %72,1, %52 ve %44,1’e düĢürdü. 

1000 µg/ml konsantrasyonda ise hücre canlılığı oranı hekzan ekstresi için %23,1, 

kloroform ekstresi için %17,5 ve metanol ekstresi için %12 olarak belirlendi (ġekil 4.3). 
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ġekil 4.3. A. biebersteinii bitkisine ait hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin HT-

29 kolorektal kanser hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi 

4.2. IC50 Değerlerinin Belirlenmesi 

IC50 değeri, hücrelerin yarısının çoğalmasını inhibe eden dozun sayısal değeridir. MTT 

canlılık testi sonucunda elde edilen konsantrasyona bağlı %canlılık değerleri 

kullanılarak uygulanan maddelerin her birine ait IC50 değerleri hesaplandı (Çizelge 4.1). 

Çizelge 4.1. HT-29 kolorektal kanser hücrelerine uygulanan maddelerin IC50 değerleri 

(Ortalama değerler ± standart sapma)  

Örnek IC50 (µg/ml) 

5-FU 107,40±3,80 

Kuersetin 176,60±5,10 

Luteolin 83,10±2,20 

PEH 362,50±6,30 

PEK 314,90±5,20 

PEM 158,70±3,90 

ABH 473,50±7,60 

ABK 211,20±4,10 

ABM 184,60±3,30 
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En düĢük IC50 değeri luteolin için 83,10±2,20 µg/ml olarak hesaplandı. Bu değerin 5-

FU’nun IC50 değerine göre daha düĢük olduğu görüldü. P. eurycarpa metanol ve A. 

biebersteinii metanol ekstrelerine ait IC50 değerleri sırasıyla 158,70±3,90 µg/ml ve 

184,60±3,30 µg/ml olarak belirlendi. P. eurycarpa metanol ekstresine ait IC50 değerinin 

kuersetine göre daha düĢük olduğu görüldü. Bitki örneklerine ait diğer çözücü 

ekstrelerinin IC50 değerleri yukarıda bahsedilen değerlere göre daha yüksek bulundu. 

5-FU, bitki ekstreleri ve bitki etken maddelerinin IC50 değerlerine karĢılık gelen dozlar 

kullanılarak çalıĢmanın bundan sonraki basamakları gerçekleĢtirildi. 

4.3. Bitki Ekstreleri ve Bitkisel Etken Maddelerin 5-FU ile EtkileĢimlerinin 

Ġzobologram Analizi ile Belirlenmesi 

Bitkisel etken maddelerin ve bitki ekstrelerinin IC50 dozları 5-FU ile kombine olarak 

hücrelere 24 saat süreyle uygulandı. Hücre kültürünün sonlandırılmasını takiben bu 

kombine gruplar için tekrar MTT testi uygulandı ve bu gruplara ait % canlılık oranları 

belirlendi (ġekil 4.4). 
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ġekil 4.4. Bitkisel etken madde ve ekstrelerin IC50 dozlarının 5-FU ile 

kombinasyonlarına ait hücre canlılığı grafiği 
***5-FU’ya göre p<0,0001 



86 

 

 
 

 

5-FU+K tedavisinde % hücre canlılığı 16,68±0,69 olarak belirlendi. 5-FU’nun tek 

baĢına uygulanması ile 5-FU+kuersetin kombinasyonu karĢılaĢtırıldığında aradaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). 

5-FU+luteolin kombinasyonu ile tedavi edilen hücrelerde % canlılık 9,83±0,73 olarak 

bulundu. Bu sonuç 5-FU uygulanan grupla karĢılaĢtırıldığında aradaki fark istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). 

5-FU ile P. eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri kombinasyonları % 

hücre canlılığını sırasıyla 23,53±0,35; 21,21±0,54 ve 11,97±0,46’ya düĢürdü. Her üç 

sonuç, yalnız 5-FU uygulanan grupla karĢılaĢtırıldığında aradaki fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,0001). 

5-FU ile A. biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin kombinasyon 

olarak uygulanması sonucunda % hücre canlılığı sırasıyla 26,00±0,60; 19,13±0,90 ve 

14,86±0,59 olarak bulundu. Tüm A. biebersteinii ekstrelerinin 5-FU ile kombinasyonları 

sadece 5-FU uygulanan hücrelerle karĢılaĢtırıldığında aradaki farklar istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,0001). 

HT-29 kolorektal kanser hücrelerine uygulanan maddelere ait konsantrasyon - %canlılık 

değerleri kullanılarak CompuSyn (version 1.0) programı ile doz-etki ve medyan-etki 

grafikleri çizildi (ġekil 4.5). Daha sonra kombine tedavilere ait %canlılık değerleri 

programa eklendi. Kombine tedaviler ile maddelerin tek uygulanmaları sonucu bulunan 

sonuçlar kıyaslanıp kombinasyon gruplarına ait kombinasyon indeksi (CI) değerleri elde 

edildi (ġekil 4.6). Sonuçlar medyan-etki yöntemi ile analiz edildi (Chou 2006). 
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ġekil 4.5. Örneklere ait doz-etki (a) ve medyan-etki (b) grafikleri 
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ġekil 4.6. Bitkisel etken madde ve ekstrelerin IC50 dozlarının 5-FU ile 

kombinasyonlarına ait kombinasyon indeksleri (CI) 

5-FU+K ve 5-FU+ABM kombinasyonlarına ait CI değerleri sırasıyla 0,53±0,04 ve 

0,65±0,03 olarak belirlendi. Bu değerler, 5-FU ile kuersetin veya A. biebersteinii 

metanol ekstresi kombine olarak uygulandığında HT-29 kolorektal adenokarsinoma 

hücrelerinde sinerjistik etkilere sahip olduklarını göstermektedir. 
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5-FU+L ve 5-FU+PEM tedavileri için CI değerleri sırasıyla 0,25±0,05 ve 0,29±0,02 

olarak bulundu. Bu değerlere dayanarak her iki kombinasyonun da güçlü sinerjistik 

etkiye sahip olduğu belirlendi. 

5-FU+ABK kombinasyonunun ılımlı sinerjizm (CI=0,78±0,05), 5-FU+PEK 

(CI=0,87±0,03) kombinasyonunun ise hafif sinerjizm etkilerine sahip oldukları 

belirlendi. 5-FU+PEH (CI=1,01±0,05) ve 5-FU+ABH (CI=1,07±0,03) 

kombinasyonlarının aditif etki gösterdikleri saptandı. 

4.4. Apoptoz Analizleri 

4.4.1. Apoptozun kolorimetrik analizi (Cell death detection ELISA bulguları) 

Hücrede meydana gelen apoptoz sonucunda DNA’da internükleozomal kırılmalar 

meydana gelir. CDDE yönteminde DNA’daki bu kırılmalar sonucunda oluĢan mono- ve 

oligo-nükleozomların oranındaki artıĢ zenginleĢtirme faktörü olarak ifade edilir. Kontrol 

grubu için bu değer 1,0 olarak kabul edildi ve uygulanan tedaviler sonucunda 

hücrelerdeki apoptoz artıĢı kolorimetrik olarak belirlendi. 

5-FU uygulanan grupta kontrole göre apoptozda 5,2 kat yükseliĢ görüldü (p<0,0001). 

Kuersetin ve luteolin ile tedavi edilen gruplarda ise apoptoz kontrole göre sırasıyla 4,5 

ve 4,4 kat yükseldi (p<0,0001). Kontrole göre, 5-FU+K ile tedavi edilen hücrelerde 8,1 

kat ve 5-FU+L uygulanan hücrelerde ise 10,1 kat apoptozun tetiklendiği söylenebilir 

(p<0,0001). 5-FU+K ve 5-FU+L ile tedavi edilen hücreler ile 5-FU uygulanan hücreler 

kıyaslandığında, aradaki apoptoz artıĢı istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,0001) 

(ġekil 4.7). 
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ġekil 4.7. 5-FU, kuersetin, luteolin, 5-FU+K ve 5-FU+L tedavilerinin HT-29 kolorektal 

kanser hücreleri üzerindeki apoptotik etkisi 
***Kontrole göre p<0,0001; 

### 
5-FU’ya göre p<0,0001 

P. eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri ile tedavi edilen hücrelerde 

apoptozun kontrole göre sırasıyla 4,1; 4,3 ve 6,4 kat artıĢ gösterdiği görüldü 

(p<0,0001). Apoptozun 5-FU+PEH, 5-FU+PEK ve 5-FU+PEM uygulanan gruplarda 

ise kontrole göre 8,6; 9,2 ve 11,8 kat yükseldiği belirlendi (p<0,0001). Kombine 

tedaviler uygulanan her üç grup sadece 5-FU ile muamele edilen hücrelerle 

kıyaslandığında aradaki değiĢim istatistiksel olarak anlamlı görüldü (p<0,0001). Tüm 

tedavi grupları içerisinde apoptozdaki en büyük artıĢ 5-FU+PEM uygulanan hücrelerde 

görüldü (ġekil 4.8). 

Kontrol grubu ile kıyaslandığında A. biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol 

ekstreleri uygulanan hücrelerde apoptoz artıĢ oranı sırasıyla 5,6; 5,9 ve 6,9 kat olarak 

belirlendi (p<0,0001). A. biebersteinii kombinasyon tedavileri, hem kontrolle hem de 5-

FU uygulanan grupla kıyaslandığında apoptoz oranları arasındaki artıĢ istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). 5-FU ile kombine olarak uygulanan A. biebersteinii 

hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri kontrole göre apoptoz oranlarını sırasıyla 7,3; 

9,7 ve 9,5 kat yükseltti (ġekil 4.9). 



90 

 

 
 

Kontrol 5-FU PEH 5-FU+PEH PEK 5-FU+PEK PEM 5-FU+PEM
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

***

***

***

***

***

***

***

###
###

###
Z

e
n

g
in

le
Ģt

ir
m

e
 F

a
k

tö
rü

 

ġekil 4.8. P.eurycarpa ekstrelerinin ve kombinasyonların HT-29 kolorektal kanser 

hücreleri üzerindeki apoptotik etkisi 
***Kontrole göre p<0,0001; 

### 
5-FU’ya göre p<0,0001 
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ġekil 4.9. A.biebersteinii ekstrelerinin ve kombinasyonların HT-29 kolorektal kanser 

hücreleri üzerindeki apoptotik etkisi 
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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4.4.2. Canlı, apoptotik ve nekrotik hücre indeksleri 

Akridin oranj ve etidyum bromid ile boyanan tedavi uygulanmıĢ hücrelerin canlılık, 

apoptoz ve nekroz oranları floresan ataçmanlı mikroskop altında değerlendirildi (ġekil 

4.10). Seçilen alanlarda 100 adet hücre sayılana kadar tarama iĢlemine devam edildi. Bu 

iĢlem en az üç kez tekrarlandı ve canlı, apoptotik ve nekrotik hücre sayıları standart 

sapmalarıyla birlikte ifade edildi (Çizelge 4.2). 

 

ġekil 4.10. (a) HT-29 kolorektal kanser hücreleri. (b) Apoptotik hücrelerin karakteristik özelliği 

olan membrandaki bleblenme (BL). (c) Canlı hücreler (C). (d) Apoptotik hücreler (A) ve geç 

apoptoz (GA) fazındaki hücre. (e) Nekrotik hücreler (N). 
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Çizelge 4.2. Uygulanan tedavilerin HT-29 kolorektal kanser hücrelerindeki canlı, 

apoptotik ve nekrotik hücre indeksleri (Ortalama değerler ± standart sapma) 

 Canlı Apoptotik Nekrotik 

Kontrol 92,70±1,53 3,00±1,00 4,30±0,60 

5-FU 51,70±2,08 21,70±3,06 26,60±1,55 

K 54,00±3,60 18,70±2,31 27,30±1,53 

5-FU+K 20,30±1,52 35,70±2,37 44,00±1,00 

L 52,30±2,08 22,30±2,52 25,40±1,52 

5-FU+L 14,30±1,53 40,70±2,10 45,00±1,00 

PEH 56,00±2,65 19,70±1,53 24,30±1,16 

5-FU+PEH 31,3±1,52 37,30±1,73 31,40±1,58 

PEK 54,30±2,08 18,70±2,51 27,00±1,00 

5-FU+PEK 26,70±1,52 39,60±2,09 33,70±3,06 

PEM 51,70±1,53 26,30±1,93 22,00±2,64 

5-FU+PEM 15,30±1,85 49,30±1,35 35,40±3,05 

ABH 54,30±3,21 21,30±2,08 24,40±1,52 

5-FU+ABH 32,30±2,01 31,40±1,58 36,30±1,69 

ABK 53,70±2,51 22,70±1,16 23,60±3,51 

5-FU+ABK 25,30±2,50 41,40±3,06 33,30±2,08 

ABM 55,30±2,18 28,00±3,00 16,70±2,01 

5-FU+ABM 23,70±1,52 42,30±2,52 34,00±4,00 

 

5-FU, kuersetin, luteolin, 5-FU+K ve 5-FU+L uygulanan grupların tamamında kontrole 

göre canlı hücre sayısı anlamlı bir Ģekilde azalırken, apoptotik ve nekrotik hücre 

sayılarının anlamlı Ģekilde arttığı görüldü (p<0,0001). 5-FU+K ve 5-FU+L tedavisi 

uygulanan hücreler 5-FU ile muamele edilen grupla karĢılaĢtırıldığında, canlı hücre 

sayılarında anlamlı azalıĢ görülürken, apoptotik ve nekrotik hücre sayılarında anlamlı 

bir artıĢ görüldü (p<0,0001) (ġekil 4.11). 

P. eurycarpa ekstreleri ve bunların 5-FU ile kombinasyonları ile tedavi edilen tüm 

gruplarda kontrole göre canlı hücre sayıları azalırken, apoptotik ve nekrotik hücre 

sayıları arttı (p<0,0001). P. eurycarpa ekstrelerinin 5-FU ile kombinasyonlarının 

uygulandığı hücreler 5-FU tedavisi uygulanan grup ile karĢılaĢtırıldığında canlı hücre 

sayılarının anlamlı bir Ģekilde düĢtüğü, apoptotik ve nekrotik hücre sayılarının ise 

anlamlı Ģekilde arttığı görüldü (p<0,0001) (ġekil 4.12). 
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ġekil 4.11. Kuersetin ve luteolinin ayrı ayrı ve 5-FU ile kombine tedavileri ile HT-29 

kolorektal kanser hücrelerine ait canlı, apoptotik ve nekrotik hücre indeksleri  
***Kontrole göre p<0,0001;

 ###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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ġekil 4.12. P. eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri ile bu ekstrelerin 5-

FU ile kombinasyonlarına ait canlı, apoptotik ve nekrotik hücre indeksleri 
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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A. biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri kontrole göre hücre canlılığını 

azaltırken, apoptotik ve nekrotik hücre sayısını arttırdı (p<0,0001). Bu ekstrelerin 5-FU 

ile kombinasyonları ise 5-FU’ya göre hücre canlılığını anlamlı bir Ģekilde azaltırken, 

apoptotik ve nekrotik hücre sayılarını anlamlı oranda yükseltti (p<0,0001) (ġekil 4.13). 
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ġekil 4.13. A. biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri ile bu ekstrelerin 5-

FU ile kombinasyonlarına ait canlı, apoptotik ve nekrotik hücre indeksleri  
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 

4.5. Human VEGF ELISA Bulguları 

Human VEGF ELISA kitinde bulunan Hu VEGF standartı çeĢitli oranlarda seyreltildi 

ve 450 nm dalga boyunda absorbanslar okutularak standart grafik çizildi (ġekil 4.14). 

Bu grafiğe göre pg/ml cinsinden Hu VEGF miktarları belirlendi. 
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ġekil 4.14. Hu VEGF standart grafiği 

Standart grafik kullanılarak Hu VEGF miktarı kontrol için 100±1,1 pg/ml olarak 

normalize edildi. 5-FU uygulanan hücre grubunun VEGF miktarı 90,5±1,4 pg/ml olarak 

belirlendi ve bu sonuç kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p<0,0001). 

Kuersetinin tek baĢına uygulandığı hücrelerde VEGF miktarı 78,8±2 pg/ml olarak 

bulundu ve kontrol grubuna göre anlamlı bir azalıĢ görüldü (p<0,0001). 5-FU+K 

kombinasyonu ile tedavi edilen hücrelerdeki VEGF miktarı ise 72,2±1,1 pg/ml olarak 

tespit edildi ve bu kombinasyon hem kontrol hem de 5-FU ile kıyaslandığında aradaki 

farklar istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,0001) (ġekil 4.15). 

Luteolin tek baĢına uygulandığında hücrelerde 73,7±1,6 pg/ml VEGF, 5-FU ile 

kombine halde uygulandığında ise 62,5±1,8 pg/ml VEGF değerleri elde edildi. Luteolin 

uygulanan grupla kontrol arasındaki ve 5-FU+L uygulanan hücrelerle 5-FU uygulanan 

grup arasındaki farklar istatistiki olarak anlamlı bulundu (p<0,0001) (ġekil 4.15). 
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P. eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri uygulanan hücrelerde VEGF 

miktarı sırasıyla 80,9±2,3 pg/ml, 80±0,25 pg/ml ve 75,8±1,6 pg/ml olarak bulundu. Bu 

sonuçlar kontrol ile karĢılaĢtırıldığında aradaki farklar istatistiki olarak anlamlı görüldü 

(p<0,0001). VEGF miktarı, 5-FU+PEH kombinasyonu uygulanan hücrelerde 76,2±2,5 

pg/ml, 5-FU+PEK kombinasyonu ile tedavi edilen hücrelerde 75,1±2,0 pg/ml ve 5-

FU+PEM kombinasyonu uygulanan grupta ise 64,7±1,7 pg/ml olarak belirlendi. P. 

eurycarpa kombinasyonları ile tedavi edilen gruplar, sadece 5-FU uygulanan hücrelerle 

kıyaslandığında aradaki farklar istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,0001) (ġekil 

4.15). 
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ġekil 4.15. HT-29 kolorektal kanser hücrelerine uygulanan maddelere göre VEGF 

miktarlarında görülen değiĢiklikler  
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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A. biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri ile tedavi edilen hücrelerde 

VEGF miktarı sırasıyla 87,8±2,0 pg/ml, 84±2,0 pg/ml ve 78,1±2,5 pg/ml olarak 

belirlendi. Bu sonuçlar kontrol ile karĢılaĢtırıldığında aradaki farklar istatistiki olarak 

anlamlı görüldü (p<0,0001). 5-FU+ABH, 5-FU+ABK ve 5-FU+ABM kombinasyonları 

ile tedavi edilen hücrelerde VEGF miktarı sırasıyla 85,2±2,6 pg/ml, 78,5±2,5 pg/ml ve 

69,7±1,3 pg/ml olarak bulundu. 5-FU uygulanan hücreler ile karĢılaĢtırıldığında, 5-

FU+ABK ve 5-FU+ABM uygulanan gruplar arasındaki farklar istatistiksel olarak 

anlamlı görüldü (p<0,0001) (ġekil 4.15). 

4.6. Gen Ekspresyonlarına Ait Bulgular 

HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerinde 5-FU, kuersetin, luteolin, P. eurycarpa 

ve A. biebersteinii ekstrelerinin yanı sıra, bu bitkisel etken maddelerin ve ekstrelerin 5-

FU ile kombinasyonlarının p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK 

genlerine ait mRNA ekspresyonları üzerine olan etkileri değerlendirildi. Genlere ait 

mRNA ekspresyon seviyelerini hesaplamak için 2
−ΔΔC

T metodu kullanıldı (Livak and 

Schmittgen 2001). Sonuçlar β-aktin mRNA ekspresyon düzeyi kullanılarak normalize 

edildi. 

p53, Bcl-2 ve Bax genlerine ait mRNA ekspresyonlarının kontrol gruplarına göre artıĢ 

ve azalıĢ oranları hesaplandı (Çizelge 4.3). 

Çizelge 4.3. p53, Bcl-2 ve Bax genlerine ait mRNA ekspresyonu oranları (Ortalama 

değerler ± standart sapma) 

 p53 Bcl-2 Bax 

Kontrol 1,00±0,02 1,00±0,02 1,00±0,03 

5-FU 5,68±0,19 0,41±0,03 1,35±0,03 

Kuersetin 6,06±0,24 0,45±0,04 1,37±0,03 

5-FU+K 8,43±0,39 0,32±0,02 1,65±0,04 

Luteolin 3,29±0,21 0,24±0,04 1,07±0,05 

5-FU+L 1,71±0,17 0,28±0,02 1,42±0,04 

PEH 4,49±0,37 0,41±0,02 2,78±0,09 



98 

 

 
 

Çizelge 4.3. (devam) 

5-FU+PEH 5,45±0,33 0,47±0,04 2,39±0,07 

ABH 2,11±0,17 0,33±0,04 2,09±0,09 

5-FU+ABH 9,35±0,40 0,35±0,05 1,90±0,06 

PEK 5,92±0,25 0,43±0,02 1,71±0,08 

5-FU+PEK 7,20±0,20 0,26±0,04 1,09±0,05 

ABK 7,38±0,45 0,34±0,02 1,48±0,07 

5-FU+ABK 7,88±0,40 0,39±0,02 1,07±0,04 

PEM 5,24±0,33 0,45±0,03 1,19±0,04 

5-FU+PEM 20,05±1,15 0,47±0,03 1,79±0,12 

ABM 8,18±0,42 0,27±0,02 1,31±0,05 

5-FU+ABM 9,25±0,63 0,41±0,02 1,69±0,07 
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p53 mRNA seviyeleri kontrol ile karĢılaĢtırıldığında, luteolin ve A. biebersteinii hekzan 

ekstresi dıĢında kalan tüm gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ görüldü 

(p<0,0001). 5-FU ile kombine olarak kuersetin, P. eurycarpa metanol ekstresi ve A. 

biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri uygulanan gruplardaki p53 

mRNA seviyelerindeki artıĢlar, 5-FU tedavisi uygulanan grup ile karĢılaĢtırıldığında 

anlamlı bulundu (p<0,0001). p53 mRNA seviyesindeki en fazla artıĢ, 5-FU ile P. 

eurycarpa metanol ekstresinin kombine olarak uygulandığı grupta görüldü. 5-FU 

uygulanan grupla karĢılaĢtırıldığında, 5-FU+P.eurycarpa kloroform ekstresi 

kombinasyonu ile tedavi edilen hücrelerin p53 mRNA seviyesinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir artıĢ görüldü (p<0,01) (ġekil 4.16). 
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ġekil 4.16. p53 genine ait mRNA ekspresyon oranları 
***Kontrole göre p<0,0001; 

##
5-FU’ya göre p<0,01; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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Bcl-2 mRNA ekspresyon oranları tüm tedavi gruplarında kontrole göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir azalıĢ gösterdi (p<0,0001). Kombinasyonların uygulandığı gruplar 5-

FU ile karĢılaĢtırıldığında, 5-FU+K (p<0,05), 5-FU+L (p<0,0001) ve 5-FU+PEK 

(p<0,0001) uygulanan gruplarda Bcl-2 genine ait mRNA ekspresyon düzeylerindeki 

azalıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunurken, diğer kombinasyon gruplarındaki değiĢim 

anlamlı bulunmadı (p>0,05). Bcl-2 mRNA seviyesindeki en fazla azalıĢ luteolin 

uygulanan grupta görüldü (ġekil 4.17). 
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ġekil 4.17. Bcl-2 genine ait mRNA ekspresyon oranları 
***Kontrole göre p<0,0001; 

#
5-FU’ya göre p<0,05; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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Bax genine ait mRNA ekspresyon oranlarındaki artıĢ kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında L, 5-FU+PEK, PEM ve 5-FU+ABK ile tedavi edilen gruplar 

dıĢındaki tüm örneklerde istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). 5-FU 

uygulanan grupla karĢılaĢtırıldığında ise, 5-FU+K, 5-FU+PEH, 5-FU+ABH, 5-

FU+PEM ve 5-FU+ABM tedavisi uygulanan gruplardaki Bax mRNA oranındaki artıĢ 

istatistiksel olarak anlamlı bulunurken (p<0,0001); 5-FU+L, 5-FU+PEK ve 5-FU+ABK 

tedavisi uygulanan gruplardaki değiĢim anlamlı bulunmadı (p>0,05). Bax mRNA 

seviyesindeki en fazla artıĢ P. eurycarpa hekzan ekstresinin uygulandığı grupta görüldü 

(ġekil 4.18). 
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ġekil 4.18. Bax genine ait mRNA ekspresyon oranları 
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK genlerine ait mRNA ekspresyon oranlarının kontrol 

gruplarına göre değiĢimleri hesaplandı (Çizelge 4.4). 

Çizelge 4.4. mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK genlerine ait mRNA ekspresyon 

oranları (Ortalama değerler ± standart sapma) 

 mTOR Akt PTEN p38 MAPK 

Kontrol 1,00±0,03 1,00±0,01 1,00±0,02 1,00±0,03 

5-FU 0,24±0,03 0,76±0,02 1,01±0,03 1,69±0,04 

Kuersetin 0,40±0,02 0,33±0,05 1,36±0,06 2,07±0,09 

5-FU+K 0,46±0,03 0,39±0,04 3,54±0,08 3,55±0,06 

Luteolin 0,32±0,03 0,29±0,04 3,10±0,06 2,94±0,08 

5-FU+L 0,41±0,03 0,22±0,03 3,29±0,07 3,26±0,06 

PEH 0,71±0,03 0,34±0,04 2,90±0,09 2,71±0,10 

5-FU+PEH 0,62±0,04 0,47±0,03 3,53±0,13 3,56±0,09 

ABH 0,87±0,02 0,62±0,03 2,18±0,11 1,54±0,08 

5-FU+ABH 0,52±0,04 0,42±0,03 3,28±0,08 1,83±0,05 

PEK 0,37±0,03 0,33±0,04 2,79±0,08 0,95±0,06 

5-FU+PEK 0,45±0,04 0,48±0,05 5,03±0,10 1,62±0,06 

ABK 0,49±0,02 0,28±0,02 1,55±0,09 0,88±0,06 

5-FU+ABK 0,54±0,03 0,57±0,04 4,35±0,07 1,41±0,06 

PEM 0,55±0,03 0,30±0,03 1,40±0,06 0,79±0,08 

5-FU+PEM 0,55±0,04 0,70±0,03 4,83±0,12 5,34±0,13 

ABM 0,62±0,02 0,66±0,04 5,91±0,09 2,80±0,11 

5-FU+ABM 0,67±0,02 0,41±0,06 2,55±0,06 3,56±0,08 
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mTOR genine ait mRNA ekspresyon düzeyleri, uygulanan tüm tedavilerde kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalıĢ gösterdi (p<0,0001). 5-FU ile 

kombine olarak uygulanan tedavi grupları, yalnız 5-FU uygulanan grupla 

karĢılaĢtırıldığında mTOR mRNA seviyelerinde herhangi bir azalıĢ görülmedi (p>0,05). 

mTOR mRNA seviyesindeki en fazla düĢüĢ, 5-FU ile tedavi edilen grupta belirlendi 

(ġekil 4.19). 
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ġekil 4.19. mTOR genine ait mRNA ekspresyon oranları 
***Kontrole göre p<0,0001 
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Akt mRNA seviyesi, tüm tedavi gruplarında kontrole göre anlamlı bir azalıĢ gösterdi 

(p<0,0001). Akt mRNA seviyesindeki en fazla düĢüĢ, 5-FU+L kombinasyonunun 

uygulandığı grupta görüldü. Kombinasyon grupları, yalnız 5-FU ile tedavi edilen grupla 

karĢılaĢtırıldığında, 5-FU+PEM uygulanan hücreler dıĢındaki gruplarda Akt mRNA 

seviyesi istatistiksel olarak anlamlı bir azalıĢ gösterdi (p<0,0001) (ġekil 4.20). 
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ġekil 4.20. Akt genine ait mRNA ekspresyon oranları 
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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PTEN genine ait mRNA ekspresyon düzeyindeki en fazla artıĢ ABM ile tedavi edilen 

hücrelerde görüldü (ġekil 4.21). Kontrole göre, 5-FU dıĢındaki tüm tedavi grupları 

PTEN mRNA seviyelerini anlamlı oranda arttırdı (p<0,0001). 5-FU ile kıyaslandığında, 

tüm kombinasyon tedavileri sonucunda PTEN mRNA seviyelerindeki artıĢ istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). 
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ġekil 4.21. PTEN genine ait mRNA ekspresyon oranları 
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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Tedavi grupları kontrol ile karĢılaĢtırıldığında, PEK, ABK ve PEM uygulanan hücreler 

dıĢındaki tüm gruplarda p38 MAPK genine ait mRNA düzeylerinde istatistiki olarak 

anlamlı bir artıĢ görüldü (p<0,0001). 5-FU+K, 5-FU+L, 5-FU+PEH, 5-FU+PEM ve 5-

FU+ABM ile muamele edilen gruplar, yalnız 5-FU uygulanan gruba göre p38 MAPK 

mRNA düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ gösterirken (p<0,0001), diğer 

kombine gruplarında anlamlı bir değiĢim gözlenmedi (p>0,05). p38 MAPK mRNA 

seviyesindeki en yüksek artıĢ 5-FU+PEM ile tedavi edilen hücrelerde görüldü (ġekil 

4.22). 
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ġekil 4.22. p38 MAPK genine ait mRNA ekspresyon oranları 
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 

4.7. Protein Ekspresyonlarına Ait Bulgular 

HT-29 kolorektal kanser hücrelerinde 5-FU, kuersetin, luteolin, P. eurycarpa ve A. 

biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin, ayrıca bu ekstrelerin ve etken 
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maddelerin 5-FU ile kombinasyonlarının p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN ve p38 

MAPK protein ekspresyonları üzerine olan etkileri Western blot yöntemiyle 

değerlendirildi. Farklı miktarlarda BSA kullanılarak Bradford standart grafiği çizildi 

(ġekil 4.23). Bu grafik kullanılarak her bir örneğe ait protein miktarı belirlendi. 

 
ġekil 4.23. Bradford standart grafiği 

 

Tedavi uygulanan HT-29 kolorektal kanser hücrelerinin Western blot analizleri 

sonucunda elde edilen membran görüntüleri Image J programı kullanılarak 

değerlendirildi. β-aktin protein ekspresyon düzeyi referans olarak kullanıldı (ġekil 

4.24). 
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p53, Bcl-2 ve Bax proteinlerinin ekspresyon düzeyleri kontrol gruplarına göre 

kıyaslanarak hesaplandı (Çizelge 4.5). 

Çizelge 4.5. p53, Bcl-2 ve Bax proteinlerinin ekspresyon düzeyleri (Ortalama değerler ± 

standart sapma) 

 p53 Bcl-2 Bax 

Kontrol 1,00±0,14 1,00±0,01 1,00±0,02 

5-FU 5,73±0,30 0,30±0,01 1,20±0,02 

Kuersetin 5,09±0,25 0,32±0,01 1,35±0,05 

5-FU+K 6,05±0,49 0,24±0,01 1,56±0,06 

Luteolin 3,26±0,29 0,13±0,01 1,04±0,08 

5-FU+L 1,33±0,23 0,17±0,01 1,22±0,05 

PEH 4,02±0,37 0,34±0,02 2,54±0,09 

5-FU+PEH 4,48±0,36 0,38±0,03 2,22±0,04 

ABH 1,12±0,12 0,24±0,01 1,93±0,05 

5-FU+ABH 8,76±0,43 0,26±0,01 1,53±0,03 

PEK 4,34±0,53 0,30±0,03 1,28±0,03 

5-FU+PEK 6,34±0,28 0,13±0,01 1,02±0,03 

ABK 5,68±0,48 0,24±0,02 1,20±0,08 

5-FU+ABK 6,27±0,22 0,26±0,01 1,01±0,04 

PEM 3,56±0,37 0,27±0,01 1,09±0,04 

5-FU+PEM 19,62±2,20 0,26±0,01 1,63±0,05 

ABM 8,39±0,56 0,17±0,02 1,10±0,03 

5-FU+ABM 9,73±0,49 0,29±0,02 1,48±0,07 
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Kontrol ile kıyaslandığında 5-FU+L ve ABH uygulanan hücreler dıĢındaki tüm 

gruplardaki p53 protein ekspresyonu düzeylerindeki artıĢ istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p<0,05). Kombinasyon grupları 5-FU ile karĢılaĢtırıldığında 5-FU+ABH, 5-

FU+PEM ve 5-FU+ABM tedavileri uygulanan hücrelerdeki p53 proteini ekspresyon 

seviyelerinin artıĢı anlamlı olurken (p<0,0001), diğer kombinasyon tedavilerinde 

anlamlı bir değiĢim gözlenmedi (p>0,05). En yüksek p53 protein seviyesi, 5-FU+PEM 

ile muamele edilen hücrelerde görüldü (ġekil 4.25). 
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ġekil 4.25. p53 proteinine ait membran görüntüsü ve ekspresyon düzeyleri 
*Kontrole göre p<0,05; **Kontrole göre p<0,01; ***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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Bcl-2 protein ekspresyonu seviyeleri kontrol ile kıyaslandığında tüm tedavi gruplarında 

anlamlı bir düĢüĢ görüldü (p<0,0001). En düĢük Bcl-2 seviyesi luteolin ve 5-FU+PEK 

uygulanan hücrelerde belirlendi. 5-FU ile karĢılaĢtırıldığında, 5-FU+PEH ve 5-

FU+ABM ile tedavi edilen hücreler dıĢındaki tüm kombinasyon gruplarında, Bcl-2 

protein düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gösterdi (p<0,05) (ġekil 4.26). 
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 ġekil 4.26. Bcl-2 proteinine ait membran görüntüsü ve ekspresyon düzeyleri 
***Kontrole göre p<0,0001; 

#
5-FU’ya göre p<0,05; 

##
5-FU’ya göre p<0,01; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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Bax protein seviyesindeki en fazla artıĢ PEH uygulanan hücrelerde gözlendi (ġekil 

4.27). Luteolin, 5-FU+PEK, 5-FU+ABK, PEM ve ABM uygulanan gruplarda kontrole 

göre anlamlı bir yükseliĢ görülmedi (p>0,05). Diğer tüm gruplarda kontrole göre 

anlamlı bir artıĢ gözlendi (p<0,01). Sadece 5-FU uygulanan hücrelerle 

karĢılaĢtırıldığında, 5-FU+K, 5-FU+PEH, 5-FU+ABH, 5-FU+PEM ve 5-FU+ABM 

uygulanan kombinasyon gruplarında Bax proteini seviyesinin istatistiksel olarak anlamlı 

bir Ģekilde arttığı görülürken (p<0,0001), diğer kombine tedavilerde anlamlı bir 

değiĢiklik görülmedi (p>0,05). 
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ġekil 4.27. Bax proteinine ait membran görüntüsü ve ekspresyon düzeyleri 
**Kontrole göre p<0,01; ***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK proteinlerinin ekspresyon düzeyleri kontrol 

gruplarına göre kıyaslanarak hesaplandı (Çizelge 4.6). 

Çizelge 4.6. mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK proteinlerinin ekspresyon düzeyleri 

(Ortalama değerler ± standart sapma) 

 mTOR Akt PTEN p38 MAPK 

Kontrol 1,00±0,04 1,00±0,01 1,00±0,01 1,00±0,02 

5-FU 0,13±0,02 0,67±0,02 0,99±0,05 1,43±0,05 

Kuersetin 0,27±0,02 0,21±0,02 1,19±0,03 1,89±0,06 

5-FU+K 0,36±0,03 0,29±0,02 3,33±0,08 3,25±0,07 

Luteolin 0,19±0,02 0,19±0,01 2,98±0,07 2,75±0,06 

5-FU+L 0,31±0,02 0,14±0,02 3,09±0,06 3,08±0,07 

PEH 0,69±0,03 0,25±0,03 2,65±0,06 2,54±0,09 

5-FU+PEH 0,54±0,02 0,37±0,02 3,24±0,05 3,37±0,08 

ABH 0,83±0,04 0,54±0,03 1,97±0,06 1,35±0,04 

5-FU+ABH 0,42±0,04 0,34±0,02 3,03±0,09 1,60±0,05 

PEK 0,25±0,03 0,26±0,03 2,69±0,06 0,85±0,03 

5-FU+PEK 0,30±0,03 0,39±0,03 4,85±0,08 1,49±0,07 

ABK 0,35±0,03 0,16±0,02 1,39±0,04 0,71±0,06 

5-FU+ABK 0,39±0,04 0,46±0,03 4,04±0,08 1,27±0,06 

PEM 0,43±0,03 0,20±0,02 1,24±0,05 0,62±0,06 

5-FU+PEM 0,41±0,02 0,63±0,03 6,47±0,08 5,09±0,11 

ABM 0,46±0,03 0,59±0,03 5,71±0,04 2,62±0,10 

5-FU+ABM 0,53±0,05 0,31±0,02 2,37±0,06 3,34±0,08 
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Tüm tedavi gruplarının mTOR protein seviyeleri, kontrole göre anlamlı bir düĢüĢ 

sergiledi (p<0,0001). En düĢük mTOR düzeyine 5-FU uygulanan hücrelerde rastlandı 

(ġekil 4.28). 5-FU’ya göre, hiçbir kombinasyon tedavisi mTOR protein seviyesinde 

anlamlı bir azalmaya neden olmadı (p>0,05). 
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ġekil 4.28. mTOR proteinine ait membran görüntüsü ve ekspresyon düzeyleri 
***Kontrole göre p<0,0001 
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Akt protein seviyeleri tedavi gruplarının tamamında kontrole göre istatistiksel olarak 

anlamlı bir düĢüĢ gösterdi (p<0,0001). En büyük düĢüĢ 5-FU+L ve ABK uygulanan 

hücrelerde görüldü. 5-FU+PEM haricindeki tüm kombinasyon tedavilerinde, Akt 

protein düzeyleri 5-FU’ya göre anlamlı bir Ģekilde azaldı (p<0,0001) (ġekil 4.29). 
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ġekil 4.29. Akt proteinine ait membran görüntüsü ve ekspresyon düzeyleri 
***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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5-FU uygulanan hücreler dıĢındaki tüm grupların PTEN protein seviyelerinde kontrole 

göre anlamlı bir artıĢ gözlendi (p<0,05) (ġekil 4.30). PTEN protein düzeyindeki en 

fazla yükseliĢ 5-FU+PEM uygulanan hücrelerde görüldü. 5-FU ile kıyaslandığında tüm 

kombinasyon tedavilerinin PTEN seviyelerinde anlamlı yükseliĢler görüldü (p<0,0001). 

 K
on

tr
ol

 5
-F

U

 K  L  5
-F

U
+K

 5
-F

U
+L

 P
E
H

 5
-F

U
+P

E
H

 A
B
H

PTEN 54 kDa

 5
-F

U
+A

B
H

 P
E
K

 5
-F

U
+P

E
K

 A
B
K

 5
-F

U
+A

B
K

 P
E
M

 5
-F

U
+P

E
M

 A
B
M

 5
-F

U
+A

B
M

PTEN 54 kDa

 

K
o

n
tr

o
l

5
-F

U K

5
-F

U
+

K L

5
-F

U
+

L

P
E

H

5
-F

U
+

P
E

H

A
B

H

5
-F

U
+

A
B

H

P
E

K

5
-F

U
+

P
E

K

A
B

K

5
-F

U
+

A
B

K

P
E

M

5
-F

U
+

P
E

M

A
B

M

5
-F

U
+

A
B

M

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

###

*

***
*** ***

***

***

***

***
***

***

***

***

**

***

***

***

### ###
###

###

###

###

###

P
ro

te
in

 e
k

s
p

re
s
y
o

n
 d

ü
ze

y
i

 

ġekil 4.30. PTEN proteinine ait membran görüntüsü ve ekspresyon düzeyleri 
*Kontrole göre p<0,05; **Kontrole göre p<0,01; ***Kontrole göre p<0,0001;  
###

5-FU’ya göre p<0,0001 
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p38 MAPK protein seviyeleri kontrol ile karĢılaĢtırıldığında PEK, ABK ve PEM ile 

tedavi edilen hücreler dıĢındaki tüm tedavi gruplarında anlamlı artıĢlar görüldü 

(p<0,0001) (ġekil 4.31). p38 MAPK protein seviyesini en fazla arttıran tedavinin 5-

FU+PEM olduğu belirlendi. 5-FU+K, 5-FU+L, 5-FU+PEH, 5-FU+PEM ve 5-FU+ABM 

uygulanan gruplarda p38 MAPK protein seviyeleri 5-FU’ya göre istatistiki olarak 

anlamlı artıĢlar sergilerken (p<0,0001), diğer kombinasyon gruplarında anlamlı 

değiĢiklikler görülmedi (p>0,05). 
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ġekil 4.31. p38 MAPK proteinine ait membran görüntüsü ve ekspresyon düzeyleri 
**Kontrole göre p<0,01; ***Kontrole göre p<0,0001; 

###
5-FU’ya göre p<0,0001 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Kolorektal kanser dünya genelinde en sık rastlanan üçüncü kanser türüdür ve yeni vaka 

oranı her geçen yıl artmaktadır. Hastalığın tedavisinde evreye ve hastanın durumuna 

bağlı olarak farklı kemoterapi ilaçları ve tedaviler bulunmaktadır. FOLFOX ve 

FOLFIRI gibi 5-Fluorouracil temelli çeĢitli kemoterapötiklerin neoadjuvant olarak 

kullanımı, bireysel olarak hastaya ve tümörün özelliklerine bağlıdır (Schmoll et al. 

2012). Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavileri özellikle geliĢen 

ülkelerde sınırlıdır ve kanser ilaçları kolay temin edilememektedir. Ayrıca bu ilaçların 

kullanımı bir dizi istenmeyen yan etkiye neden olabilmektedir (Chidambaram et al. 

2011). Sonuç olarak, dünya nüfusunun büyük bir kısmı tamamlayıcı ve alternatif tıbba 

yönelmektedir (Erejuwa et al. 2014). Sentetik ve standart ilaçlar ile karĢılaĢtırıldığında 

bazı sınırlamaları olmasına rağmen tamamlayıcı ve alternatif tıp ekonomik olması, 

kolay kullanılabilir ve ulaĢılabilir olması ve yan etkilerinin az olması gibi önemli 

avantajlara da sahiptir (Mendel 2004). 

Kolorektal kanserin önlenmesinde çeĢitli doğal ve sentetik ilaçların kullanımı özellikle 

son yıllarda büyük ilgi çekmektedir. Bitkiler ve bitkisel kaynaklı etken maddeler kanser 

gibi bazı hastalıklara karĢı kemopreventif ve kemoterapötik etkiye sahiptirler 

(Jaganathan and Mandal 2009). Tüm kanser türlerinin %10 - %70’inin beslenme ile 

ilgili olduğu bilinmektedir. Kolorektal kanser insidansı ile beslenme arasında yakın bir 

iliĢki vardır. Kolorektal kanser vakalarının yaklaĢık %90’ı beslenme düzeninin 

değiĢtirilmesi ile önlenebilir. Beslenme eksiklikleri genetik hasara olan hassasiyeti 

değiĢtirebilir ve kolorektal kanser geliĢimine katkıda bulunan karsinojen 

metabolizmalarını etkileyebilir (Derry et al. 2013). 

Bitkilerden elde edilen doğal bileĢikler antikanser potansiyele sahiptirler ve 

kemoterapötik ilaçlarla kombine olarak kullanıldıklarında onların etkinliklerini 

arttırırlar. Çoğu doğal bileĢik hücresel sinyal iletiminde birden fazla hedefe etki eder. 

Bu yüzden doğal bileĢiklerle ilgili geniĢ ölçüde çalıĢmalar yapılmaktadır (Sarkar et al. 

2009; Neergheen et al. 2010; Millimouno et al. 2014; Yang et al. 2014). 
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Epidemiyolojik çalıĢmalar, bazı tıbbi bitkilerin hücre proliferasyonu ve hücre ölümünü 

etkileyerek kolorektal kanser riskini önemli oranda azalttığını ortaya koymaktadır 

(Xavier and Pereira-Wilson 2016). 

Bu çalıĢmada, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücre hattı üzerinde iki farklı bitkisel 

etken maddenin (kuersetin ve luteolin) ve iki bitki türünden (Pistacia eurycarpa ve 

Achillea biebersteinii) polaritesi farklı çözücüler (hekzan, kloroform ve metanol) 

kullanılarak hazırlanmıĢ bitki ekstrelerinin 5-Fluorouracil ile kombinasyonlarının 

sinerjistik etkileri araĢtırılmıĢtır. Literatürde 5-FU ile birlikte kuersetin veya luteolinin 

kombine olarak kolorektal kanser üzerine uygulandığı bir araĢtırmanın olmaması bu 

çalıĢmayı özgün kılmaktadır. Yine P. eurycarpa hakkında kolorektal kanser 

çalıĢmalarına rastlanmamıĢ, A. biebersteinii ile 5-FU kombinasyonunun denendiği bir 

literatür çalıĢması da görülmemiĢtir. Uygulanan maddelerin kolorektal kanserde 7 farklı 

gen ve protein üzerindeki etkilerinin incelenmesi de literatürde bir ilktir. Tüm bunlar bu 

çalıĢmanın özgün değerini daha da arttırmaktadır. 

In vivo ve in vitro çalıĢmalar kuersetinin, lösemi ve diğer malignant tümörlerin yanı sıra 

meme, over, kolon, karaciğer ve mide kanserlerinin geliĢimini inhibe ettiğini 

göstermektedir (Ackland et al. 2005; Duo et al. 2012). Kuersetin, hücre döngüsünü 

bloke ederek, sinyal iletimini inhibe ederek veya apoptoza yönlendirerek tümör 

hücreleri üzerinde etkisini gösterir (Ackland et al. 2005). Kuersetinin, MCF7 meme 

kanseri hücreleri gibi farklı tümör hücrelerinin çoğalmasını önemli oranda inhibe ettiği 

ve Bcl-2 ve Bax proteinlerinin seviyelerini düzenleyerek hücreleri apoptoza 

yönlendirdiği bildirilmiĢtir (Duo et al. 2012). 

Kuersetinin yabanıl tip p53 genine sahip kolorektal kanser hücrelerinde apoptozu 

indükleyerek 5-FU’nun etkinliğini arttırdığı gösterilmiĢtir (Xavier et al. 2011). Ayrıca 

in vivo bazı çalıĢmalar kuersetinin kolorektal kanserdeki antikarsinojenik etkisini ortaya 

koymaktadır (Warren et al. 2009). Bu flavonoid, kolorektal kanserli farelerde ACF 

oluĢumunu %75 oranında azaltmıĢtır (Volate et al. 2005). 
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Bazı çalıĢmalar, luteolinin antioksidan etkisinin yanı sıra, lösemi (Ko et al. 2002), 

pankreas (Lee et al. 2001), prostat (Wang and Martins-Green 2014) ve karaciğer kanseri 

(Chang et al. 2005; Lee et al. 2006) hücre hatlarında antikanser aktiviteye sahip 

olduğunu göstermektedir. Kolorektal kanserde luteolinin güçlü bir kemopreventif ajan 

olduğu ve kolon kanseri karsinogenezinde önemli olan moleküler hedefler üzerinde 

etkisini gösterdiği rapor edilmiĢtir (Pandurangan and Esa 2014). Fareler üzerinde 

yapılan in vivo çalıĢmalar, luteolinin ACF oluĢumunu azalttığını göstermektedir 

(Ashokkumar and Sudhandiran 2008). 

ÇeĢitli Pistacia türlerinin antikanser etkiler gösterdiği belirlenmiĢtir (Balan et al. 2007; 

Giaginis and Theocharis 2011). Pistacia lentiscus var. chia. bitkisinden elde edilen 

reçineyle hazırlanan hekzan ekstresinin HCT116 kolon kanseri hücrelerinde apoptotik 

ve antikanser etkiye sahip olduğu rapor edilmiĢtir (Balan et al. 2005). Metastatik 

kolorektal kanser hastalarında setuksimab kullanımının oluĢturduğu toksik etkinin 

Pistacia terebinthus ile ortadan kaldırıldığı bildirilmiĢtir (Tastekin et al. 2014). 

Farklı Achillea türlerinin kolorektal kanser üzerindeki etkileri yapılan çalıĢmalarda 

rapor edilmiĢtir. Achillea millefolium ve Achillea biebersteinii etanol ekstrelerinin 

etkileri, SW742 insan kolorektal kanser hücrelerinin de arasında olduğu altı farklı 

kanser hücre hattı üzerinde denenmiĢtir. A.biebersteinii etanol ekstresi özellikle SW742 

insan kolorektal kanser hücre hattı üzerinde yüksek oranda antiproliferatif etki 

göstermiĢtir (Ghavami et al. 2010). Achillea falcata bitkisinden izole edilen bazı 

bileĢiklerin HCT116 kolon kanseri hücrelerinde toksik etki göstermeden antikanser 

potansiyele sahip oldukları belirlenmiĢtir (Tohme et al. 2013). Achillea teretifolia Willd 

metanol ekstresinin ise DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücrelerinde güçlü Ģekilde 

antioksidan, sitotoksik ve apoptotik etkiler gösterdiği bildirilmiĢtir (Bali et al. 2015) 

Uygulanan tüm kombine tedaviler, aynı dozda sadece 5-FU uygulanmıĢ gruba göre 

hücre canlılığını önemli ölçüde düĢürmüĢlerdir. Aynı zamanda bu tedaviler tek baĢlarına 

uygulandıklarında da hücre canlılığını konsantrasyona bağlı bir Ģekilde azaltmıĢlardır. 

Bu durum literatürle uyumludur (Du et al. 2005; Tang et al. 2007; Tong et al. 2011). 



120 

 

 
 

5-FU+kuersetin kombinasyonu ile tedavi edilen HT-29 kolorektal kanser hücrelerinin 

canlılık oranı %16,68 olarak bulundu. Bu değer, 5-FU’nun tek baĢına 600 µg/ml gibi 

yüksek bir konsantrasyonda yapmıĢ olduğu etki olan %16,5’e yakındır. 

5-FU+luteolin kombinasyonu ile tedavi edilen HT-29 kolorektal kanser hücrelerinin 

canlılık oranı %9,8 olarak bulundu. Bu değer, 5-FU’nun tek baĢına 1000 µg/ml gibi çok 

yüksek bir konsantrasyonda yapmıĢ olduğu etki olan %7,7’ye yakındır. 

5-FU+P.eurycarpa metanol ekstresi kombinasyonu hücre canlılığını %11,97’ye 

düĢürdü. Bu kombinasyon ile tedavi, sadece 800 µg/ml 5-FU uygulanan gruba göre 

hücre canlılığını daha düĢük seviyeye indirmiĢtir. 

5-FU ile P.eurycarpa hekzan ve kloroform ekstrelerinin hücrelere birlikte uygulanması 

ile 24 saat süre sonunda hücre canlılıkları sırasıyla %23,5 ve %21,2 olarak belirlendi. 

Tek baĢına 400 µg/ml 5-FU uygulanan hücrelere göre bu kombinasyonlar canlılık 

üzerinde daha etkili olmuĢlardır. 

5-FU+ A.biebersteinii metanol ekstresi kombinasyonu hücre canlılığını %14,86’ya 

düĢürdü. Bu kombinasyon ile tedavi, sadece 600 µg/ml 5-FU uygulanan gruba göre 

hücre canlılığını daha düĢük seviyeye indirmiĢtir. 

5-FU ile A.biebersteinii hekzan ve kloroform ekstrelerinin hücrelere birlikte 

uygulanması ile 24 saat süre sonunda hücre canlılıkları sırasıyla %26 ve %19,1 olarak 

belirlendi. 5-FU+ABH kombinasyonu tek baĢına 400 µg/ml 5-FU uygulanan hücrelere 

yakın düzeyde hücre canlılığını etkilerken, 5-FU+ABK ile tedavi edilen hücreler 600 

µg/ml 5-FU uygulanan gruba göre hücre canlılığı üzerinde benzer etki göstermiĢtir. 

ÇalıĢmamızda hem tek baĢlarına hem de 5-FU ile kombine olarak uygulanan tedaviler 

apoptoz oranını önemli ölçüde yükseltmiĢtir. Kolorimetrik analiz sonucunda 5-FU, 

kuersetin ve luteolin tek baĢlarına uygulandığında, apoptozda kontrole göre önemli 

yükseliĢler görüldü. 5-FU+K ve 5-FU+L uygulanan hücrelerde ise apoptozun daha 
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yüksek oranda tetiklendiği belirlendi. Yine bu tedavilerin uygulandığı gruplarda 

floresan ataçmanlı mikroskop altında sayım yapıldığında, 5-FU, kuersetin ve luteolin 

uygulanan hücrelerin apoptotik indekslerinde kontrol grubuna göre belirgin Ģekilde artıĢ 

görüldü. 5-FU+kuersetin ve 5-FU+luteolin ile tedavi edilen gruplarda ise apoptotik 

indeksin, sadece 5-FU uygulanan hücrelere göre daha yüksek olduğu belirlendi. Bu 

sonuçlar, 5-FU ile kuersetin veya luteolinin birlikte uygulanması ile hücrelerin apoptoza 

daha fazla yöneldiğini göstermektedir. 

P.eurycarpa hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin hücrelerde apoptozu kontrol 

grubuna göre önemli oranda arttırdıkları görüldü. 5-FU+PEH ve 5-FU+PEK ve 

kombinasyonları ise hücrelerin apoptoza yönelme oranlarını önemli miktarda 

yükselttiler. Apoptotik indeksler, P.eurycarpa hekzan ve kloroform ekstreleri tek 

baĢlarına uygulandığında kontrole göre önemli oranda artarken, bu ekstreler 5-FU ile 

kombine olarak uygulandıklarında ise artıĢ daha belirgin oldu. Tüm tedavi grupları 

içerisinde kontrol grubuna göre apoptozdaki en büyük artıĢ 5-FU+P.eurycarpa metanol 

ekstresi uygulanan hücrelerde görüldü. 5-FU+P.eurycarpa metanol ekstresinin 

uygulandığı grubun floresan ataçmanlı mikroskop altında sayımı yapıldığında, bu 

gruptaki hücrelerin apoptotik indeksinin, tedavi grupları arasındaki en yüksek değere 

sahip olduğu belirlendi. 

A.biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri uygulanan hücrelerde apoptoz 

artıĢ oranı kontrole göre önemli ölçüde yükseldi. Bu ekstrelerin 5-FU ile kombine 

olarak uygulanmasıyla hücrelerin apoptoza yöneliĢinde büyük artıĢlar görüldü. 

Apoptotik indekslerin ise, A.biebersteinii hekzan, kloroform ve metanol ekstreleri tek 

baĢlarına uygulandığında ve bu ekstreler 5-FU ile kombine olarak uygulandıklarında 

kontrole göre büyük oranda yükseldiği belirlendi. 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), kanser anjiyogenezinde önemli bir 

düzenleyicidir. Tedavi uygulanan gruplarda belirlenen VEGF miktarları kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında, tüm tedavi gruplarında istatistiksel olarak anlamlı düĢüĢler 

görüldü. En düĢük VEGF miktarı 5-FU+luteolin (62,5 pg/ml) ve 5-FU+P.eurycarpa 
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metanol ekstresi (64,7 pg/ml) uygulanan hücrelerde belirlendi. Özellikle kombine 

tedavilerin uygulandığı hücrelerdeki VEGF miktarlarındaki azalıĢ, bu tedavilerin 

öneminin ortaya çıkmasına katkı sağlamaktadır. 

Kolorektal kanser PTEN/Akt/mTOR ve MAPK gibi pek çok sinyal iletim yolağıyla ve 

bu yolaklarla etkileĢimi olan p53, Bax ve Bcl-2 gibi proteinlerle iliĢkilidir (Sarkar et al. 

2009; Slattery et al. 2013; Millimouno et al. 2014; Pabla et al. 2015; Xavier and 

Pereira-Wilson 2016). 

5-FU, 8 farklı kolorektal kanser hücre hattında p53 ve Bax proteinlerinin ekspresyon 

düzeylerini yükseltmiĢ, Bcl-2 seviyesini ise düĢürmüĢtür (Violette et al. 2002). 

Kolorektal kanserde, kuersetinin çeĢitli sinyal yolakları üzerindeki etkisi bilinmektedir. 

Gen ekspresyon çalıĢmaları kuersetinin hücre döngüsü ve apoptozun düzenlenmesinin 

yanısıra (van Erk et al. 2005; Murtaza et al. 2006), MAPK sinyal yolakları ile ilgili 

genlerin üzerindeki etkisini göstermektedir (van Erk et al. 2005). Proteomik çalıĢmalar, 

Akt inhibisyonu (Kim et al. 2005) ve MAP kinazların seviyelerinin düzenlenmesinde 

kuersetinin rolünü ortaya koymaktadır (Wenzel et al. 2004). Son zamanlarda yapılan bir 

çalıĢmada kuersetinin, p53’e bağlı olarak p38 MAPK seviyesini yukarı yönlü regüle 

ettiği ve bu Ģekilde apoptozisi inkübe ettiği gösterilmiĢtir (Kim et al. 2014; Xavier and 

Pereira-Wilson 2016). 

Akt ve MAPK ile iliĢkili yolaklarda luteolinin etkin rol oynadığı görülmüĢtür (Lee et al. 

2006). Ayrıca luteolinin kolon kanseri hücrelerinde p53 seviyesinin arttırarak apoptozu 

tetiklediği bildirilmiĢtir (Shi et al. 2007). 

p53, Bcl-2, Bax, mTOR, Akt, PTEN ve p38 MAPK genlerine ait mRNA ekspresyon 

oranları ile bu proteinlerin ekspresyon seviyeleri arasında paralel bir iliĢki görüldü. Tüm 

genlere ve proteinlere ait mRNA ekspresyon seviyeleri ve protein düzeyleri kontrol 

grubu için 1,0 olarak değerlendirildi ve sonuçlar kontrol grubuna göre kat ifade eden 

değerler olarak verildi. 
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p53 mRNA ekspresyon seviyesi 5-FU ile tedavi edilen hücrelerde kontrole göre 5,68 kat 

yükselirken protein düzeyi ise 5,73 olarak belirlendi. En yüksek p53 mRNA 

ekspresyonu 20,05 ile ve en yüksek p53 protein düzeyi ise 19,62 ile 5-FU+P.eurycarpa 

metanol ekstresi uygulanan hücrelerde görüldü. p53 mRNA ekspresyonunun ve protein 

seviyelerinin, 5-FU+luteolin kombinasyonu ve A. biebersteinii hekzan ekstresi 

uygulanan hücreler dıĢındaki tüm gruplarda kontrole göre önemli derecede yükseldiği 

görüldü. 

Bcl-2 mRNA ekspresyon oranları ve protein düzeyleri tüm tedavi gruplarında kontrole 

göre anlamlı Ģekilde azaldı. Bcl-2 protein seviyesindeki en büyük azalma luteolin ve 5-

FU+PEK ile tedavi edilen gruplarda görüldü. Her iki grupta da Bcl-2 proteini kontrol 

grubuna göre 0,13 oranında belirlendi. Kombinasyonların uygulandığı gruplar 5-FU 

tedavili hücrelerle ile karĢılaĢtırıldığında, 5-FU+K, 5-FU+L ve 5-FU+PEK uygulanan 

gruplarda Bcl-2 mRNA seviyesi anlamlı Ģekilde azalırken, diğer kombinasyonların 5-

FU’ya göre anlamlı bir azalmaya neden olmadığı görüldü. 5-FU+PEH ve 5-FU+ABM 

ile tedavi edilen gruplar dıĢındaki tüm kombinasyonlarda 5-FU’ya göre Bcl-2 protein 

düzeyleri önemli Ģekilde azaldı. 

Bax mRNA ve protein ekspresyon oranlarındaki en fazla artıĢ P.eurycarpa hekzan 

ekstresinin uygulandığı grupta görüldü. P.eurycarpa hekzan ekstresi kontrol grubuna 

göre Bax mRNA ekspresyonunu 2,78 kat ve Bax protein düzeyini 2,54 kat arttırmıĢtır. 

Bax mRNA ve protein ekspresyonlarındaki artıĢ oranları kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında luteolin, 5-FU+PEK, PEM ve 5-FU+ABK ile tedavi edilen gruplar 

dıĢındaki tüm örneklerde anlamlı olarak görüldü. 5-FU uygulanan grupla 

karĢılaĢtırıldığında ise, 5-FU+K, 5-FU+PEH, 5-FU+ABH, 5-FU+PEM ve 5-FU+ABM 

tedavisi uygulanan gruplardaki Bax mRNA ve protein ekspresyonlarında anlamlı 

artıĢlar görüldü. 

mTOR mRNA ekspresyon düzeyleri ve protein seviyeleri, tüm tedavi gruplarında 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalıĢ gösterdi. En düĢük mTOR 

mRNA ve protein düzeyi 0,24 ve 0,13 olarak 5-FU ile tedavi edilen grupta belirlendi. 
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Kombinasyon uygulanan grupların hiçbirisinde, 5-FU uygulanan hücrelere göre mTOR 

mRNA ve protein seviyeleri anlamlı Ģekilde azalmamıĢtır. 

Akt mRNA ve protein düzeyleri, uygulanan tüm tedavilerde anlamlı olacak Ģekilde 

düĢüĢ gösterdi. Akt mRNA ve protein seviyelerindeki en fazla düĢüĢ 5-FU+L 

kombinasyonunun uygulandığı grupta görüldü. Kombinasyon grupları 5-FU ile tedavi 

edilen hücrelerle karĢılaĢtırıldığında, 5-FU+PEM uygulanan hücreler dıĢındaki 

grupların Akt mRNA ve protein seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı bir azalıĢ 

sergiledi. 

Kontrole göre 5-FU uygulanan hücreler dıĢındaki tüm gruplarda PTEN mRNA ve 

protein ekspresyon düzeylerinde anlamlı artıĢlar görüldü. PTEN mRNA 

ekspresyonundaki en fazla artıĢ kontrole göre 5,91 oranı ile ABM tedavisi uygulanan 

hücrelerde görüldü. PTEN protein düzeyindeki en fazla yükseliĢ kontrole göre 6,47 kat 

orana sahip olan 5-FU+PEM uygulanan hücrelerde görüldü. 5-FU ile kıyaslandığında, 

tüm kombinasyon tedavileri sonucunda PTEN mRNA ve protein seviyelerinde önemli 

artıĢlar olduğu gözlendi. 

Tedavi grupları kontrol ile karĢılaĢtırıldığında, PEK, ABK ve PEM uygulanan hücreler 

dıĢındaki tüm gruplarda p38 MAPK genine ait mRNA düzeylerinde ve p38 MAPK 

protein seviyelerinde istatistiki olarak anlamlı bir artıĢ görüldü. 5-FU+K, 5-FU+L, 5-

FU+PEH, 5-FU+PEM ve 5-FU+ABM ile muamele edilen gruplar, yalnız 5-FU 

uygulanan gruba göre p38 MAPK mRNA ve protein düzeylerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir artıĢ gösterirken, diğer kombine gruplarında anlamlı bir değiĢim 

gözlenmedi. p38 MAPK mRNA ve protein seviyelerini en fazla arttıran tedavinin 5-

FU+PEM olduğu görüldü. 

Sonuç olarak, yaptığımız çalıĢma ile kolorektal kanser tedavisinde 5-FU’nun 

etkinliğinin arttırılması ve toksik etkisinin azaltılmasına katkı sağlayabilecek yeni 

kombine tedaviler ve bu tedavilerin moleküler mekanizmaları ortaya konmuĢtur. HT-29 

kolorektal adenokarsinoma hücrelerinin canlılığının azalması ve apoptoza 
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yönelmesinde, 5-FU ile birlikte hem bitkisel etken maddeler olan kuersetin ve luteolinin 

hem de Pistacia eurycarpa ve Achillea biebersteinii bitkilerine ait ekstrelerin 

kombinasyon olarak uygulanması, 5-FU’nun tek baĢına uygulanmasına göre daha etkili 

olmuĢtur. Ayrıca, çalıĢmada kullanılan bitkisel etken maddeler ve bitki ekstrelerinin tek 

baĢlarına uygulandıklarında, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hücrelerinin canlılığı ve 

apoptoza yönelmesinde çok önemli etkilere sahip oldukları belirlenmiĢtir. Uygulanan 

kombine tedavilerde 5-FU’nun düĢük dozlarda bile etkinliğinin arttığı ve böylece ilacın 

yüksek sitotoksik etkilerinin minimuma indirilebileceği saptanmıĢtır. Bu çalıĢmada elde 

edilen bulguların ileri dönemlerde yapılacak in vivo çalıĢmalarla desteklenmesi, 

uygulanan tedavilerin moleküler etki mekanizmalarının ve antikanser etkinliklerinin 

daha iyi aydınlatılmasına ve düĢük toksisite oranı ile daha az yan etkiye sahip yeni 

tedavi yaklaĢımlarının geliĢtirilmesine katkı sağlayacaktır. 
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