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Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
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: Dihidropirimidin dehidrojenaz



EBH : Enflamatuvar bagirsak hastaligi

EGF : Epitelyal biiytime faktorii

ERK : Hiicre disinda diizenlenen kinazlar
FAM123B : Ailesel 123B dizi benzerligi olan gen
FBXW7 : F ve WD7 igeren tekrarlayan domainler
FDUDP : Forodeoksiridin difosfat

FAUMP : Florodeoksiridin monofosfat

FdUMP : Fluorodeoksiiiridin monofosfat
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IFN : Interferon
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IVIS : In vivo gorintiileme sistemi
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JNK : c-Jun N-terminal kinaz

KAT : Katalaz

KK : Kolorektal kanser

KNPKK : Kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser

LDH : Laktat dehidrogenaz
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MAPK
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PI3K
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SRY
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TGFB1
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VEGFA
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KOLON KANSERI HUCRELERI UZERINE TIMOKINON VE 5-
FLUOROURACILIN TERAPOTIK ETKISININ IN VITRO VE IN VIVO
ARASTIRILMASI

OZET

Kanser, diinya capinda énemli bir halk sagligi sorunudur. Kolon kanseri, gelismis
ilkelerde kadinlarda ve erkeklerde sirasiyla 2 ve 3. sirada yer alan en yaygin goriilen
kanser tiirlerinden biridir. Kolon kanserinde rutin tedavi olan 5-Fluorouracil’in (5-FU)
%30 basaris1 alternatif tedavi yontemleri arayisina neden olmustur. Son yillarda
bitkisel kaynakli dogal etken maddelerin kanser tedavisi tizerinde etkileri yaninda
konvansiyonel tedavilerle kombine edilmesi ile ilgili aragtirmalar yogunlasarak
stirmektedir.

Bu ¢alismada amacimiz, rutin tedavide kullanilan 5-FU ile Nigella sativa’nin etken
maddesi Timokinon’nun (TQ) kolon kanseri {izerine kombine tedavisinin sitotoksik,
genotoksik, apoptotik ve anti-kanser etkilerinin in vitro ve in vivo yontemlerle
arastirilmasi ve olasi etki mekanizmalarin aydinlatilmasidir.

Kolon kanser hiicrelerine (LoVo) ilk olarak transfeksiyon ile Lusiferaz geni transfekte
edildikten sonra hiicre kiiltiirii ortaminda farkli konsantrasyonlarda TQ, 5-FU ve
kombinasyonlarina maruz birakildi. 24 saat inkiibasyondan sonra ATP yontemiyle
luminometrik olarak sitotoksisite, comet assay yontemi ile DNA hasar1, luminometrik
yontem ile hiicre i¢i glutatyon diizeyi, florometrik yontem ile mitokondriyal membran
potansiyeli, akridin turuncusu/etidyum bromiir boyasi ile floresans mikroskopta
apoptoz, annexin V-FITC boyasi ile akis sitometrisinde apoptoz, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin ekspresyonu western blot yontemiyle ¢alisildi. Kontrol, TQ, 5-
FU ve kombine olmak iizere bes grup nude fareye transfekte LoVo hiicreleri zenograft
yontem ile subkutan olarak enjekte edildi. 3 hafta sonra olusturulan tiimorlerin
tedavisine gecilip, yalniz TQ, yalniz 5-FU ve kombine gruplarina 3 hafta boyunca
tedavi uygulandi. Tedavi sonucunda in vivo canli hayvan goriintiilleme sistemi ve
kumpasla tiimor boyutlar1 6l¢iildii. Ayrica tedavi bitiminde alinan kanlarda oksidatif
stres ve enflamasyon belirtecleri incelendi. Aliman doku orneklerinde de biiylime
faktorleri ve vaskiilerizasyon belirtegleri incelendi.

In vitro ortamda LoVo hiicreleri tizerinde TQ ve 5-FU ile yapilan tekli terapiye gore
kombine terapilerin, tekli tedaviye gore diisiik dozlarmin sitotoksisiteyi, DNA
hasarini, apoptozu ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini arttirirken,
mitokondriyal membran potansiyelini ve glutatyon diizeylerini diisirdigli tespit
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edilmistir. Ayrica anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonu diiserken apoptotik
proteinler Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-9, P-53 ve P-21’in protein ekspresyonu artmaistir.
Zenografik yontemle olusturulan in vivo kolon kanserinde ise kombine tedavinin tekli
terapilere gore daha etkili oldugu bulunmustur. Tiimor boyutu kiigiiliirken, dokuda
TGFp1 diizeyi ve vaskiilerizasyon belirteci VEGF diizeyleri azalmistir. Tedavi sonrasi
alinan plazmalarda pozitif kontrole gore oksidatif stres diizeyleri diismiistiir.

Elde ettigimiz veriler, rutin tedavide kullanilan 5-FU yaninda bitkisel kokenli TQ nun
kombine kullaniminin hem in vitro hem de in vivo olusturulan kolon kanserinde anti-
tiimor etkilerini arttirdigini ve tedaviye bagli yan etkileri azalttigin1 géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Timokinon, 5-Fluorourasil, kolon kanseri, IVIS
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INVESTIGATION OF IN VITRO AND IN VIVO THERAPOTIC EFFECT OF
THYMOQUINONE AND S5-FLUOROURACIL ON COLON CANCER CELLS

SUMMARY

Cancer is a major public health issue worldwide. In developed countries, colon cancer
is the 2nd most common observed type of cancer in women and the 3rd most common
in men. The 30% success of 5-FU, which is a routine treatment for colon cancer, has
led the researchers to seek different treatment modalities. Therefore, plant-derived
natural substances have become the target of a significant amount of attention. In
recent years, increasing efforts have been made to discover the effects of combined
plant-derived substances with conventional therapy methods on cancer.

This study aimed to investigate the cytotoxic, genotoxic, apoptotic, and anti-cancer
effects of thymoquinone — the active ingredient of Nigella sativa — and 5-Fluorouracil
in combination against in vitro and in vivo colon cancer while illuminating possible
action mechanisms.

Initially, Luciferase transfection was performed in LoVo colon cancer cells to which
TQ, 5-FU, and combinations of different concentrations were given, and they were
incubated for 24 hours. Luminometric cytotoxicity by ATP method, DNA damage by
comet assay, luminometric intracellular glutathione level, fluorometric mitochondrial
membrane potential, apoptosis by fluorescence microscopy with acridine
orange/ethidium bromide dye, apoptosis in flow cytometry by annexin V-FITC dye,
expression of pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins with western blot method have
been investigated. Transfected LoVo cells have been injected subcutaneously to five
groups of nude mice for the following: control, TQ, 5-FU, and combined. 3 weeks of
treatment with TQ, 5-FU, and combined therapy have been initiated 3 weeks after the
injection. At the end of this period, tumor size was measured with the IVIS device and
caliper. Also, oxidative stress and inflammation markers were examined in blood and
growth factors, and vascularization markers were examined in tissue samples at the
end of the treatment.

Compared to the monotherapy with TQ and 5-FU on colon cancer, combined treatment
has been found in low doses to increase cytotoxicity, DNA damage, apoptosis and
intracellular reactive oxygen species in the cell culture studies, while decreasing
mitochondrial membrane potential and glutathione levels. Also, the expression of
apoptotic proteins Bax, Caspase-3, Caspase-9, p53, and p21 increased while the anti-
apoptotic protein Bcl-2 expression decreased. Combination therapy was found to be
more effective than mono therapies in vivo colon cancer, which was formed by the
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xenographic method. While tumor size decreased, TGFf1 levels and VEGF levels —a
vascularization indicator — were decreased in the tissue. In the plasma taken after
treatment, oxidative stress levels decreased compared to the positive control group.

According to the data obtained through this study, in colon cancer TQ has been found
to increase the anti-tumor properties of the routine therapy of 5-FU in vitro and in vivo
while diminishing the side effects profile.

Keywords: Thymoquinone, 5-Fluorouracil, colon cancer, IVIS
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1. GIRIS ve AMAC

1.1 Problemin Tamimi ve Onemi

Kolorektal kanser (KK), 2018 yilinda diinyada bes yillik sagkalimi 9%50- 55’lerde
olan; akciger, karaciger, meme ve prostat kanserinden sonra en sik rastlanan
malignitedir. Metastatik kolorektal kanserin primer metastaz yeri karacigerdir ve
kansere bagli oluimlerin ilk sebebidir. Metastatik kanserlerin biyolojik 6zellikleri
tiimorden tiimore degismesinin yaninda mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamustir.
Tedavide kullanilan anti-neoplastik ilaglarin yan etkisinden dolay1 farkli tedavi
yollarinin aranmasina neden olmustur ve ilk akla gelen bitkisel kaynakli etken
maddelerin tedavide kullanilabilirligidir. Bitkisel kaynaklarin igerdikleri yiiksek fenol
ve flavanoid igerikli bilesikler anti-oksidan molekiiller olmalarina ragmen, ortamda
serbest demir ve bakirin varliginda yiiksek dozlarinin pro-oksidan etki gostermesi,
kanser tedavisi icin bir secenek olusturmaktadir. Son yillarda kanser tedavisinde
kullanilan kemoteraporiklerin etkinligini artirmak ve yan tesirlerini azaltmak icin,
kullanilan kemoterapdtik ilag ile birlikte fitoterapotik etken maddelerin

kombinasyonlarinin birlikte verilmesi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir.

1.2 Arastirmanin Amaci

Bu ¢aligmanin amaci, Diinya ve Tiirkiye genelinde siklig1 agisindan dnemli yeri olan
kolorektal kanser iizerine ¢orek otunun etken maddesi olan timokinon ve rutin tedavide
kullanilan anti-neoplastik bir ajan olan 5-fluorourasil’in kombine tedavisinin anti-
tiimor etkilerini, in vitro hiicre kiiltiir ¢calismalar ile birlikte, transfekte hiicrelerin
transgenik nude farelere zenograft ile olusturulan in vivo kolorektal kanser modelinde

etkinligini gostermektir.



1.3 Arastirmanin Hipotezleri

Projemizin hipotezini su sekilde agiklayabiliriz: “Kolon kanserinde timokinon ve 5-
fluorourasil’in kombine tedavisi sinerjik etki yaratarak diisiik dozda yliksek anti-timor

etki gosterir.

Ileri siirdiigiimiiz bu hipotezimizi dogrulamak icin hedeflerimizi asagidaki sekilde

siralayabiliriz.

0 Ilk olarak insan metastatik kolon kanser hiicre hattina (LoVo) Lusiferaz gen
(Luc) transfeksiyonu yapilmasi

0 Transfekte LoVo (LoVo-Luc+) hiicre hattina tekli ve kombine bir sekilde
uygulanan timokinon ve 5-flourourasil’in sitotoksik, genotoksik ve apoptotik
aktivitelerinin incelenmesi

0 Transgenik nude farelere LoVo-Luc+ hiicrelerin zenografik olarak enjekte
edilmesi ve tiimor olustuktan sonra canli hayvan goriintiileme sistemi (IVIS)
ile goriintiilenmesi. 3 hafta boyunca tekli ve kombine bir sekilde timokinon
ve 5-flourourasil tedavisi yapilip tiimor boyutlarinin goriintiilenmesi

0 Kombine tedavide etkinliginin in vitro ve in vivo olarak incelenmesi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Hiicre Dongiisii ve Kanser

2.1.1 Hiicre yasam dongiisii

Hiicrenin interfaz (bdliinmeye hazirlik) ve mitoz (bdliinme) evrelerinin birbirini takip
ettigi siire¢ hiicre yasam dongiisiidiir. Bu fazlar G1, S, G2 ve M’dir. Boliinme siirecinin
ilk faz1 G1, boliinmenin sonlanmasi ile DNA sentezinin (S) baslangici arasindaki
siirece interfaz denir. Bu evrede DNA sentezine gerekli olan protein sentezleri ve
aktivatorler icin hazirlik yapilir. DNA sentez fazinda (S) replikasyon yapilir ve
kromozom sentezi tamamlanip hiicre diploid 6zellik kazanir. Siire¢ tamamlandiktan
sonra hiicre mitoza hazirlik evresi olan G2 fazini1 baglatir. Bu siiregte mikrotiibiiller
sentezlenir. Bir sonraki faz olan mitoz (M)’da ise karyokinez (niikleus bdliinmesi) ve
sitokinez (sitozol bdliinmesi) gerceklesir (Sekil 2.1). Kardes kromatitlerin
birbirlerinden ayrilarak mikrotiibiiller vasitasiyla farkli kutuplara tagindigi evre bu

evredir [1, 2].

Mitotik Faz

Mitoz - 2 vavru hiicre

St A

Sekil 2.1 : Hiicre yasam dongiisii ve fazlari.
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2.1.2 Hiicre yasam dongiisii kontrolii

Hiicre proliferasyonu, yasamin en temel faaliyeti oldugundan iyi korunmus bir
mekanizma ile diizenlenmelidir. 2001 yilinda, ti¢ farkl: tiirdeki hiicre dongiisiiniin kilit
diizenleyicilerinin kesfi i¢in Nobel o6diilii verildi: bir maya olan Saccharomyces
cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe ve bir denizkestanesi olan Arbacia ile olan
hiicre dongiisti calismalar1 Nobel 6diilii getirdi [3]. Bu kesifler bir araya geldiginde,
hiicre dongiisiiniin ana diizenleyici proteinleri olan siklin ve siklin bagiml kinazin
(Cdk) 6nemini ortaya ¢ikardi. Bugiin, birkag siklin kompleksi hiicre dongiistintin farkli
asamalarinin diizenleyicileri olarak tespit edilmistir. Ayrica, yillar boyunca bir

diizineden fazla siklin ve siklin bagimli kinaz tanimlanmistir [4].

Memeli hiicrelerinde en az iki siklin G2 fazinda bulunur: Siklin A2, ekspresyonu S
fazinin baslangicinda indiiklenir ve siklin B1 iiretimi mitotik giris 6ncesi G2'de
indiiklenir. Ayn1 zamanda, her iki siklin ile kompleksler olusturabilen iki Cdk vardir:
Cdk2-Siklin A kompleksi olarak S fazinin ilerlemesi i¢in gerekli olan Cdk2 ve Cdk1-
Siklin B kompleksi olarak mitozun tetiklenmesi i¢in gerekli olan Cdk1’dir. Bazi
organizmalarda Cdk-Siklin A, mitozu [5] tesvik etmek icin gerekli olmasina ragmen,

insan hiicrelerinde 6nemi hala tartisiimaktadir.

Hiicre dongiisii diizenlemesinin 6nemli bir 6zelligi, periyodik olarak ger¢eklesmesinin
gerekmesidir. Bir dongii, baskasinin baslamasi i¢in bitmelidir. Bir asama digerinden
once gelmeli ve ilerleme tek yonlii olmalidir. Bu, Cdk aktivitesinin bir osilatorii olan
siklinlerin {iretim ve indirgenmesi ile gergeklestirilir [6]. Bu mekanizma, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde ve hiicre dongiisiiniin yeniden baslatilmasinda protein

bozulmasini1 6nemli bir yere koyar [7].

Gilinlimiizde mitoz ve interfazda ¢ok dnemli fonksiyonlar oynayan, siklinler ve siklin
bagimhi kinaz komplekslerinin aktivitesini daha da diizenleyen, artiran veya
baskilayan daha fazla hiicre dongiisii diizenleyicisi ortaya g¢ikmistir. Tiim hiicre
dongiisii diizenleyicileri, belirli bir ekspresyon diizeyine sahip saglam bir sistem
olusturan ileri besleme ve geri besleme dongiileri ile birbirine ¢ok baghdir [8].
Ozellikle yakin zamanda tammlanms iki kinaz familyasi, hiicre dongiisii
diizenlemesinde rol oynamaktadir: Polo benzeri kinazlar ve Aurora kinazlar. Her ikisi
de mitozda mutant fenotiplerden isimler almustir. Ilgili arastirmalar hala devam

etmektedir.



2.1.3 Genetik kararsizlik ve kanser

Kanser, hiicrede genetik degisikliklerin birikmesinden kaynaklanan bir hastaliktir.
Cevresel karsinojen (kimyasallar, viriisler, radyasyonlar) maruz kalmak, tiim insan
kanserlerinin en az %80'inin olusumuna katkida bulunur [9]. DNA hasarina maruz
kalmay1 takiben bir hiicre i¢in {i¢ olasi sonug vardir: (a) hiicre hasar1 onarabilir; (b)
hiicre o6lebilir veya (c) hasarli DNA'min replikasyonuyla sonuglanan kalici bir

mutasyonla hayatta kalabilir.

DNA hasari, G1/S veya G2/M gegislerinde hiicre ¢ogalmasi, DNA replikasyonu veya
kromozom ayrilmasi sirasinda meydana gelen hatalar1 gidermeye izin verir [10]. P53
proteini, G1'de hiicre dongiisiiniin durmasiyla hasarli DNA'nin tamirine izin vermek
icin bir kontrol noktasi gorevi goriir [11]. Genomik biitlinliiglin korunmasinda rol
oynayan genler - 6rnegin DNA uyumsuzlugu onarim genleri, p53 ve BRCAL1 - ayni
zamanda “koruyucu” genler olarak da adlandirilir. DNA hasarlarina karst koruma
saglayan hiicresel mekanizmalardaki kusurlar, genetik dengesizligi arttirir, bu nedenle
genetik hatalarin birikmesine neden olur ve sonugta tiimor gelismesine neden olabilir.
Etkisizlestirme mekanizmalar1 kalitimsal degisiklikler, edinilmis mutasyonlar ve

epigenetik olaylar olabilir.

2.2 Kolorektal Kanser

Kolorektal kanserin (KK) %75’1 kolonda meydana gelirken %25’ de rektumda
meydana gelmektedir (Sekil 2.2). 2019 yil1 verilerine gore diinyada (basta Amerika,
Avrupa, Kore, Cin, Avustralya ve Yeni Zelanda olmak {izere) kadinlarda meme
kanserinden sonra en ¢ok goriilen ikinci biiylik kanserken, erkeklerde prostat ve
akciger kanserinden sonra en ¢ok goriilen iiclincii biiyiikk kanserdir. Geligmis
ekonomiye sahip iilkelerde kadinlarda meme, kolorektal ve akciger kanseri; erkeklerde
de prostat, akciger ve kolorektal kanser en ¢ok goriilen kanserlerdir. Gelismekte olan
ilkelerde ise, kadinlarda meme, serviks ve akciger kanseri ilk siralari alirken,

erkeklerde ise akciger, karaciger ve mide kanseri en ¢ok goriilen kanserlerdir [12, 13].

Kansere karsi erken bilinglenme, yasam tarzinin diizeltilmesi, ileri tani teknikleri
kullanarak erken teshis ve tedavi ile KK insidans1 Amerika ve Avrupa’da diiserken,
dengesiz beslenme, alkol, sigara kullanimi ve obezite gibi nedenlerden dolay1 Asya ve

Ortadogu’da artmaktadir.



Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) 2018 verilerine gore, 2018
yilinda kanser kaynakl 6liimlerin %8,3’1i KK nedenli ve 5 yillik sag kalim oran1 diinya

genelinde %64,5 olarak belirtilmigtir [14].

Insanlarda KK gelisimi genetik ve g¢evresel faktorlere dayamir. KK tanisi alan
hastalarin %30’a kadar yakininda ailesel kanser hikayesi vardir ve bu durum da genetik
faktorleri isaret etmektedir. Genetik gegisli KK’y1 2 bashiga ayirabiliriz; a) Kalitsal
nonpolipozis kolorektal kanser (KNPKK): %5-10 ve b) Ailesel adenomatdz polipozis
(AAP): %2 [15].

KK’nin yapilan ¢aligmalara gore birgok risk faktorii vardir. Bunlar, 45 yasin {istiinde
obezite, inaktif bir fiziksel yasam, alkol ve sigara kullanimi, diisiik kalsiyum ve
vitamin alimi, yogun bir kirmiz1 et tiiketimi, tahilli ve lifli gidalarla beslenmeme,
meyve ve sebze tiilketiminden kaginma, polip ve KK ge¢misi, aile hikayesi, diyabet
Oykiisii, crohn ve iilseratif kolit gibi enflatuvar bagirsak sorunu yasamis olanlar yiiksek
KK riskini tasirlar. Literatiirde asetilsalisilik asit (Aspirin) gibi nonsteroid anti-
enflamatuvar ilaclarin diizenli kullaniminda KK riskini azaltan calismalar olmasina
ragmen bu ilaglar mide kanamasini tetiklediginden dolayr KK’nin profilaktif
tedavisinde Onerilmemektedir. Ayrica KK’Ii kadinlarda 6strojen ve progesteron ile
hormon tedavisi yapilmasini gosteren caligmalar mevcut olmasina ragmen meme
kanseri, miyokardiyal enfarktiis ve inme gibi riskleri oldugu icin tedavide

onerilmemektedir [14].

Sekil 2.2 : Kolorektal kanser.
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2.2.1 Kolorektal kanser epidemiyolojisi

KK, diinyadaki degisik cografi bolgelerde farkli oranlarda rastlanan bir kanser tiiriidiir.
Endiistrinin gelistigi Amerika ve Avrupa’da hem ortalama yasam siiresinin artmasi

hem de diyet ile ¢evresel faktorler insanlarda KK riskini arttirmaktadir [16].

Insanlarin diisiik riskli bolgelerden yiiksek riskli bolgelere goc etmesi KK’ya
yakalanma risklerini arttirmaktadir. Ciinkli ¢evresel faktorler ve diyet bu degisen

cografi kosullardan kaynaklanmaktadir.

Sporadik KK gelisiminde yas en dnemli risk faktdriidiir. insidans 45 yasindan sonra

artmaya baslar, olgularin neredeyse %95°1 50 yas ve sonrasidir [16].

KK prevalansi diinya genelinde 13-14/100.000°tlir. Rektum kanserinde beyaz irk
agirlikliyken, kolon kanserlerinde 1rk ve cinsiyet fark: yoktur [17].

Diinyada 1980’lerin ortalarina kadar KK’ya yakalanma orani artarken 1990’a
yaklastik¢a bu oranda bir yavaglama ve gerileme egilimine girilmistir. Bunun nedeni
toplumun bilinglenmesi, kanser tarama, diizenli beslenme ve yasam sekli ile varolan

poliplerin ¢ikartilmasi olarak belirtilmistir [18].

Kolorektal kanser gelisme riski, ilerleyen yasla birlikte artar. Hastalik tanisi alan
kisilerin %90'idan fazlasi 50 yasindan biyiiktiir ve tan1 sirasindaki ortalama yas
64'tiir. ABD’de, 75 yasindan biiyiik popiilasyondaki en yaygin kanserdir. 65 ile 85 yas

arasi insanlarda KK gelisme riski gen¢ popiilasyona gore 6 kat fazladir [19].

70 yas ve istl hastalarda KK’nin tanis1 erken evrede olurken, 40 yas gibi daha geng

hastalarda ise geg¢ tan1 ve agresif seyir izlenir [20].

2.2.2 Kolorektal kanser etiyolojisi

KK vakalarinin neredeyse tamami adenokarsinomlardir. Adenokarsinom kdkenlilerin
disindaki tiim tiimdrler toplamin sadece %3-5’ini olusturur. Skuaméz karsinomlar
%35-40 ve kolonun karsinoid tiimorleri ise %30-35 arasinda goriiliir. Anal kdkenli
transizyonel tiimorler, ¢ekum ve rektum kokenli lenfomalar (%15 - primer) ile
sarkomalar (%S5 - kaposisarkom, leyimiyosarkom ve leyimyom) ve melanomlar (%2)
cok az goriiliir. Graniiler mybolastom, nérofibrom, hemanjiyon ve lenfanjiyom ise

cok nadir goriilmektedir [21].



KK genellikle yavas ve uzun vadede gelisim gosterir. Kanser meydana gelmeden 6nce
rektum ya da kolonun i¢ katmanlarinda doku kékenli kanser olmayan polipler gelisir.
Bu anormal gelisen polipler benign ya da malign olabilir. Bu tamamuyla polibin tiiriine
gore degisim gostermektedir. Adenokarsinom kokenli gelisen KK rektum ve kolonda
mukus iireten glandula hiicrelerinden gelisim gosterir. Karsinoid kokenli gelisen
KK’da bagirsaktaki hormon iireten hiicrelerden koken alir. Stromal tiimorlerde ise
kolon duvarinda hiicreler farklilasarak malign ya da benign olarak gelisir. insidansi
diisiik olan sarkomalar ve lenfomalar bag dokudan ve immiin sistemden koken alarak
rektum ve kolona ulagabilirler [22]. Lynch sendromu, ailevi kolon polipozis ve
herediter adenom sendromu gibi bazi KK’lar haricinde bu kanser genetik kokenli
degildir. KK gelisim riski adenom sayist ve biiyilikliigii ile dogru orantilidir.
Rezeksiyon sonrasi bu oran azalmaktadir. Kolondaki {ilseratif kolit, crohn ya da
idiyopatik bagirsak hastaliklar1 gibi enflamatuvar hastaliklar adenom gelisimi igin
yuksek bir risk olusturur. Ayrica kript sayisindaki azalma, diizensizlik, niikleus
genislemesi gibi degisimler kolon mukozasinda displazik sonuglar dogurmaktadir
[23]. KK’da rezeksiyon sonrasi tekrar gelisim oran1 %10-12’dir. Radyasyon KK i¢in
bir risk faktoriidiir. Radyoterapi sonrast gelisen KK’da karakteristik 6zellik yiiksek

miktarda miisin tiretmesidir [24].

Yapilan calismalarda kalori ve lipit bakimindan diisiik, fiber ve lif bakimindan yiiksek
diyetle beslenen kisilerde kanser gelisim riskinin az oldugu gosterilmistir. Diyetteki
lipit miktar1 kolona gelen safra asidini arttirmakta ve bunun bir tetikleyici faktor

oldugu diistiniilmektedir [25].

2.2.3 Kolorektal kanser risk faktorleri

KK gelisimindeki risk faktorleri arasinda; cevresel faktorler, aile Oykiisii, diyet,
adenom-karsinom Oykiisti, yas ve enflamatuvar bagirsak hastaligi gibi durumlar

sayilabilir (Sekil 2.3) [26].
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Sekil 2.3 : Kolorektal kanser risk faktorleri.

2.2.3.1 Diyet

Diyetlerinde yag tiiketimi diisiik olan toplumlarda KK goriilme orani azdir. KK
goriilme siklig1 yiiksek olan Avrupa ve Amerika’da giinliik kalorinin yarisindan fazlasi
yagdan karsilanirken, goriilme orani diisiik olan toplumlarda giinliik kalorinin sadece

%10-151 yagdan karsilanmaktadir.

Diyetle alinan yaglar karacigerde safra asidi ve kolesterol sentezinde artisa neden olur.
Kolonda bulunan bakteriler ise bu safra asidini ve kolesterolii sekonder metabolitlere
ve toksik metabolitlere doniistiiriir. Bu ¢ikan metabolitler kolon mukozasinda hasar
yaparken ayni zamanda epitel hiicrelerin proliferasyonunu arttirir. Son yapilan
calismalar tavuk ve balik eti yerine kirmizi et tiiketen toplumlarda KK insidansinin

arttig1 gozlenmistir [27-29].

Epidemiyolojik ¢aligmalar KK riskinin sebze ve meyve gibi lifli gidalarin tiiketimi ile
azaldigim gostermistir. Diyetle alinan lif, gaita hacmini ve buna baglh olarak gegis
hizimt arttirarak intraluminal karsinojenlerin mukoza ile temasini azaltir. Ayrica lifli
gidalar, bagirsakta metabolize olan sekonder safra asitlerini ve kolesterol

metabolitlerinin konsantrasyonunu azaltarak zararl etkilerini minimize eder [30, 31].



2.2.3.2 Aile oyKkiisii

Kolorektal karsinoma genellikle sporadik, kalitsal veya ailesel olmak iizere 3
paternden olusur. KK tanis1 almis vakalarin %70-75’ini sporatik KK’lar, %20-25’ini
de aile Oykiisii olan vakalar olusturur. Bir hasta, 60 yasindan dnce kolon kanseri veya
kolon polipleri ile teshis edilmisse ya da akrabalarinda kolon kanseri ve dykiisii varsa
kolon kanseri 6ykiisii oldugu kabul edilir. Literatlirde baz1 calismalarda, birinci derece
akrabalarda kolon kanseri olmasinin sonuglari ya risk icermemekte ya da 6-8 kat daha
fazla risk igermekte gibi uyumsuz veriler igermektedir [32-35].St. John ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, KK tanist alan 7493 birinci derece yakini olan

523 kiside kanser tanis1 yapilmistir [36].

Yapilan caligmalar KK risk oraninin, ailede bir kiside varsa 1,8 kat, ailede iki kiside
varsa 5,7 kat oldugu sonucuna varmistir. Ayrica etkilenen aile iiyelerinin 55 yagindan

kiigiik olmasi riski 3 kat, 45’ten kiiciik olmasi riski 5 kat arttirmaktadir.

Ayrica arastirmalar kanser riskinin cinsiyet, hastalik bolgesi ve kanser tiiriinden
bagimsiz oldugu sonucunu gostermistir. Ailesel KK i¢in genetik mutasyon olup
olmadigini belirleyen bircok calisma yapilmistir; 6zellikle Askenazi Yahudileri’'nde

goriilen ailesel kolon kanseri patogenezini anlamaya odaklanilmistir [37, 38].

Avrupa Yahudi kokenli bireylerin yasam boyu KK risklerinin %10-15 oldugu
bildirilmektedir. Laken ve arkadaslari, KK teshisi konan Askenazi Yahudileri’nin
%10-12’sinde 11307K APC germline mutasyonu tanimlamislardir. Bu mutasyona

sahip saglikli bireylerde KK’ya yakalanma riski %18 ile %30 arasindadir [39-41].

2.2.3.3 Ailesel adenomatoz polipozis (AAP)

Kalitsal KK’larin %5-10’unun nedeni prevalansi artan kalitsal polipozis sendromlari
ya da kalitsal polipozis olmayan kolon kanseriyle iligkilidir. Ailesel adenomatoz
polipozis, kalitsal polipozis sendromlarinin en ¢ok ve belirgin gézlenen tiiriidiir. KK
tanist alan tiim hastalarin %1 ile %2'sinde mevcut oldugu diisiiniilmektedir. Ailesel
adenomatoz polipozis ile iligkili genetik mutasyon, 5C21 kromozomunun uzun
kolunda yer alan bir tiimor baskilayici gen olan APC geninde bir germ hatti
mutasyonudur. APC geni, kolonik neoplastik progresyonun “kap1 koruyucusu” olarak

adlandirilir ve kolon hiicrelerinde apoptozu destekler.
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Hiicre sinyal transdiiksiyonunu ve biiylimesini diizenler, B-katenin kaynakli hiicresel
proliferasyonu engelledigi diistiniilen mikrotiibiil proteinin sentezinde gorev alir [42].
Boylece, APC geninde kesilmis bir proteinle sonug¢lanan bir mutasyon apoptozu dnler
ve B- katenin uyarilmis hiicre biiyimesine izin verir. APC islevine sahip olmayan
hiicrelerin hizli biiylimesi, bir adenomatoz polipin malign hale gelme olasiligini
arttirir.  Ailesel adenomatoz polipozis otozomal dominant oOzelliktedir ve
gastrointestinal sistemde oOzellikle kolon boyunca binlerce adenomatop polip ile
karakterize edilir. Kolondaki polipler genellikle yasamin erken donemlerinde ortaya
cikar ve hastalar 16 ile 60 yaslar1 arasinda klinik semptomlar gosterebilir. Erken
profilaktik kolektomi uygulanmazsa, etkilenen tiim bireylerde 40 yasina kadar KK
gelistirir. Sieber ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, kromozomda bulunan ve
KK ile baglantili bir temel eksizyon onarim geni olan MYH’1n ailesel adenomatoz
polipozis fenotipine sahip olan ve APC germline mutasyonunun saptanamadigi

hastalarda %7-8 oraninda mutasyon tasidig1 bildirilmistir [43].

APC geninde bir germ hatti mutasyonu igerdigi bilinen diger sendromlar, Gardner
sendromu ve Turcot sendromudur. Gardner sendromu, mandibula ve kafatasinin
osteomlari, dermoid tiimdrler ve mezenterik fibromatoz gibi ekstrakolonik bulgular ile
karakterizedir. Caligmalar, kolon adenomatozisi, duodenal polipozis ve Gardner
sendromu ile baglantili olan kolon ve mide kanseri riskinin Ailesel adenomatoz

polipozisle ayni oldugunu gostermistir [44-46].

2.2.3.4 Herediter non-polipozis kolorektal kanser (HNPKK)

Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanserli hasta, AAS gibi ¢ok sayida polip
icermez. Bu sendroma ayni zamanda Lynch sendromu denir ve kolorektal kanserin
%5-10unu olusturur. Bu hastalik otozomal dominant olarak kalitimsaldir ve ¢esitli
DNA tamir genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Kontrol edilemeyen ve
diizeltilemeyen mutasyonlar sonucunda KK gelisimi hizlanir. Tamir genlerinin
germline bolgelerindeki mutasyonlar hastalarin %90’indan fazlasinda bulunmustur.
Bu mutasyonlar hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH3 ve hMSH6. HMSH?2 ve
hMLH1 gen bolgelerinde bulunmaktadir [47, 48].
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Tan1 koymada ortalama yas 40-50 arasindadir ve hastalarin sag tarafli kolonik kanser
gelisim olasiligt daha yiksektir. Ayrica, senkron veya meta-senkron lezyonlar
gelistirme riski de vardir. HNPKK 11 aileleri tanimlamak i¢in Amsterdam kriterleri
uygulanir. Bu kriterlere gore, kanser 50 yas oncesinde teshis edilmeli, AAP diglanmali,

tiimor patoloji ile dogrulanmali ve ailede en az ii¢ akraba kanserden etkilenmelidir.

2.2.3.5 Kolonik polipler

Son zamanlarda yapilan ¢alismalara gore kolonik adenomatoz polip dykiisii olan
hastalarda yiiksek oranda KK’ya yakalanma riski oldugu gosterilmistir [49, 50].
Kolorektal polipler iyi huylu veya kotii huylu olabilir; iyi huylu polipler arasinda
hamartomalar, hiperplastik, enflamatuvar ve mukozal vardir. KK, tiibiiler, tiibiilovilloz
ve villoz adenomlar olmak {izere {i¢ histolojik varyant1 olan adenomatdz poliplerden
kaynaklandig1 iyi bilinmektedir. Tiibiiler adenomlar, adenomatoz poliplerin%75-85'ini
temsil eder ve malignite tespitinde <%S5 sans1 vardir. Tiibiilovilloz adenomlari
poliplerin  %10-15'ini temsil eder ve genellikle %20-25'inin bir malignite

olusturdugunu gosterir.

Vill6z adenomlar kalan poliplerin %5-10'unu olusturur ve bu poliplerin%35-401
maligndir. Villoz poliplerde biiytikliik ve say1 malignite riskiyle dogru orantilidir. 2
cm'den daha biiyiik poliplerin >%40 malign olma olasilig1 vardir ve siddetli displazili
poliplerin %35'inin tam eksizyondan sonra malign oldugu bulunmustur. Poliplerde

adenomdan karsinomaya doniisiimiin 10 y1l stirdiigii ileri stiriilmiistiir [S1, 52].

KK’nin ¢ogunun adenomlardan kaynaklandigina dair dogrudan bir kanit
bulunmamakla birlikte, adenokarsinomlarin genellikle adenomlardan kaynaklandigi
kabul edilir ve adenomlu hastalar 20 yil boyunca gozlendiginde, adenom bolgesinde
kanser riski %25'tir, ayrica, adenomatdz poliplerin eksizyonu, kolorektal kanser

insidansinin énemli derecede azalmasi ile iligkilidir [53].

2.2.3.6 Enflamatuvar bagirsak hastahigi (EBH)

Enflamatuvar barsak hastaligi (EBH) olan hastalar KK gelisimi i¢in yiiksek risk tasir.
Crohn ve Ulseratif Kolit hastalarinin KK’ya yatkiligin1 gosterebilecek genetik bir

temel tespit edilememistir.

KK tanis1 konan, EBH’si bilinen hastalarin mortalite orani sporadik KK riskinden daha

yiiksektir. Bu risk, hastaligin siiresi ve anatomik yapisi ile iliskilidir.
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25 yillik EBH’1i hastalarda KK’ya yakalanma riski %7-14 [54, 55], 35 yillikk EBH’li
hastalarda ise %30 oldugu bildirilmistir [56, 57]. Bernstein ve arkadaglari, 5529
EBH’li hastanin, 2829 unda Crohn hastalig1 ve 2672'sinde ilseratif kolit olan grubu
inceledi. Saglikli gruba kiyasla bakildiginda Crohn hastali§i olan vakalarda kolon

kanseri insidans1 oraninda anlamli bir artis oldugu bulunmustur [58].

2.2.3.7 Davramssal Risk Faktorleri

Diyet ve davranisin bir¢ok bileseni, KK i¢in risk faktoriidiir. Yiiksek miktarda kirmizi
et tiikketiminin KK riskini arttirdigina dair ¢caligmalar vardir [59, 60]. Meyve, sebze,
lifli gidalarin KK ile iligkisini inceleyen ¢alismalarda ¢eliskili sonuglar ¢ikmistir [61-
63].

Kalsiyumun, kolon epitelyal hiperproliferasyonunu inhibe ederek kanserojenezi inhibe
edebilecegi One siiriilmiistiir. Kolorektal adenom 6ykiisii olan 930 hastay1 kapsayan
plasebo kontrollii ¢alismada, kalsiyum takviyesinin epitelyal hiperproliferasyonu

azalttig1 ve yeni adenom olusumunu azalttig1 gosterilmistir [64].

Uzun siireli sigara kullaniminin (30 ile 40 y1l) KK ile iliskili oldugu gosterilmistir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda tiitiin ve KK arasinda bir iliski olmadigi bildirilmis olsa
da, cogu caligmada 20 yildan fazla bir siiredir sigara kullanan kisilerin ¢alismaya dahil
edilmedigi goriilmiistiir. Geng yasta sigara kullanimina baglayan kisilerin uzun vadede

KK’ya yakalanmasi kaginilmaz hale gelmistir [65-67].

Sigara kullanim1 kaynakli KK popiilasyonunda erkekler %21, kadinlar da %12’lik
kismu olusturur. Sigaranin igerdigi heterosiklik aminler, nitrozaminler ve polisiklik

hidrokarbonlar gibi karsinojenlerin APC geni ile etkilesime girdigi bilinmektedir [68].

2.2.4 Kolorektal kanser mekanizmasi / patofizyolojisi

Kolorektal kansere neden olan cevresel ve genetik faktorler bunu, kolon epitel
hiicrelerine degisiklik yaptirarak neden olurlar (Tablo 2.1) [69, 70]. Bu degisiklikler,
onkogenleri aktive eden ve tiimoér baskilayici genleri inaktive eden, genetik ve
epigenetik degisikliklerin asamali bir birikimidir.

Genomik ve / veya epigenomik stabilite kaybi, kolondaki erken neoplastik lezyonlarin
cogunda (yani, anormal kript odaklari, adenomlar ve tirtikli polipler) gozlenmistir ve
muhtemelen kolorektal kanserin baslatilmasi ve olusumunda merkezi bir molekiiler ve
patofizyolojik olaydir [71, 72].
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Genomik ve epigenomik stabilite kaybi, kolon hiicreleri i¢in klonal genisleme boyunca
hiicrelerin agresif ve malign doniisiimiine yol acar ve tiimor baskilayici genlerde ve
onkogenlerede mutasyonlara sebep olarak epigenetik degisikliklerin birikimini
hizlandirir [73-75]. KK’da hakim bir paradigma, orijin hiicrenin, kolon kriptlarinin
tabaninda bulunan bir kok hiicre veya kok hiicre benzeri hiicre olmasidir [76]. Bu
paradigmada, onkogenlerdeki ve tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlar, bir

tiimdriin baslatilmasi gerekli olan kanser kok hiicrelerinin olusumuna yol agar [77].

Tablo 2.1 : Kanser molekiler mekanizmasi.

Kanser Molekiiler Mekanizmasi [70, 71]

Bagisikhik sisteminden kagmak: Lokal sitokinlerin indiiksiyonu ile tiimdér mikrogevresinde
immiin baskilama

Biiyiime siipresorlerinden kacinmak: Biiylimeyi inhibe eden faktorlerin ve reseptdrlerinin
mutasyon ve downregiilasyonu

Genom kararsizhi@i ve mutasyon: DNA tamir mekanizmalarinin etkisizlestirilmesi

Replikatif immortalizeyi saglamak: Yaslanmayi ve telomeraz aktivitesini indiikleyen
mekanizmalarin inhibisyonu

Serbest birakan hiicresel enerji: Aerobik glikoliz (Warburg fenomeni) ve glutaminoliz

Tiimor tesvik edici enflamasyon: Yerel enflamatuvar hiicreler tarafindan iiretilen salgilanmig
proteinler tarafindan biiyiime tesvik edici ve anjiyojenez tesvik edici faktorlerin uyarilmasi

Anjiyojenezin indiiklenmesi: Yeni kan damarlarinin olusumunun indiiksiyonu

Direngli hiicre 6liimii: Apoptoz ve diger hiicre oliimii bigimlerinin otonom ve parakrin
medyatorlerinden kagis (nekroz, nekroptoz)

Aktive invazyon ve metastaz: Hiicre hareketliligini ve epitelyal-mezenkimal gegisin
indiiklenmesini tegvik etmek i¢in hiicre dig1 matrisin yeniden yapilandirilmasi

Kolonda, normal epitelyal hiicrelerin adenokarsinomlara doniisiimii histolojik ve
eszamanli epigenetik/ genetik degisikliklerin tahmin edilebilir bir ilerlemesini takip

eder (Sekil 2.4).

Adenom — Kanser (Lynch Sendromu)

Normal Epitel

Polipler — Kanser

Sekil 2.4 : Kolorektal kanserde sinyal yolaklari.
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“Klasik” KK olusumu modelinde, kanserlerin biiyiik cogunlugu, daha sonra erken bir
adenoma (tiibiiler veya tiibiilovilloz histolojisi ile <1 cm biiyiikliigiinde) doniisen
berrak bir kript ile baslayan bir polipten kaynaklanmaktadir. Adenom daha sonra KK
haline gelmeden oOnce ileri bir adenoma (> 1 cm biiyiikliiglinde ve / veya villoz
histolojisi ile) doniisiir. Bu silire¢ mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin
birikmesiyle gergeklesir ve bunun gerceklesmesi 10-15 yil alir, ancak bazi durumlarda

daha hizli ilerleyebilir (6rnegin, Lynch sendromlu hastalarda) [78].

Ozellikle tiibiiler adenomlarin histolojisi olduk¢a homojen olmasina ragmen, bu
poliplerin molekiiler temeli, bazi adenomlarin kolorektal kansere neden ilerledigini

(poliplerin yaklasik %10'u) ve bazilarinin neden ilerlemedigini agiklayabilir [79, 80].

5-10 yil oncesine kadar tiibiiler ve tiibiilovilloz adenomatdz poliplerin kansere
ilerleyebilen tek lezyon oldugu diisliniiliiyordu. Bununla birlikte, baz1 kolorektal
kanserlerin, biitiin poliplerin kabaca %5-10'unu olusturdugu sapsiz tirtikli polipler ad1
verilen bir polip alt grubundan koken aldig1 gosterilmistir. Bu sapsiz tirtikli polipler,
tiibiiler adenomlardan [81-83] farkli molekiiler ve histolojik yolaklardan kaynaklanir
ve li¢ kategoride smiflandirilir: hiperplastik polipler, sapsiz tirtikli adenomlar ve
geleneksel tirtikli adenomlardir [84]. Sapsiz tirtikli poliplerin KK’ya doniisme
potansiyeli ¢cok yiiksektir [81-85]. Sag kolonda ortaya ¢ikan poliplerde MSI (Mikro
Satelit Instabilite) ve CIMP (CpG Ada Metilatér Fenotipi) DNA metilasyon
bolgelerinde kararsizlikla seyreden epigenetik degisiklikler vardir. Buna karsilik, sol
kolonda ortaya c¢ikan poliplerde mikrosatelitler stabil olmasina ragmen KRAS
mutasyonlarini tasirlar ve bu poliplerin alt kiimeleri CIMP bdlgelerinin zayiflatilmis

formuna sahiptirler [82, 83, 86].

Poliplerdeki ve kanserdeki bu farkliliklar g6z Oniine alindiginda molekiiler olarak
farkli dort KK siniflandirmasi Onerilmistir. Hiper-Kararsiz/Mikro-Satelit-Kararsiz,
Hiper-Kararsiz/Mikro-Satelit-Kararli, Mikro-Satelit-Kararli veya Kromozomal-
Kararsiz ve CIMP kanserleri olarak tanimlanmstir [72]. Spesifik mutasyonlarin sikligt,
giin gectikge smiflandirmay1 degistirmektedir [87]. Bununla birlikte, bu molekiiler
gruplamay1 spesifik mutasyonlarin yaninda epigenetik degisikliklerde etkilemektedir.

APC ve SMAD ailesindeki baz1 mutasyonlarin KK’da 6énemli rolleri vardir [88].

KK’da epistatik iligkili gruplardaki (6zellikle sinyal yolundaki genlerde) mutasyon

heterojenitesi tiimorler arasinda belirgindir [89-91]. En sik goriilen degisiklikler
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arasinda (Tablo 2.2) FAMI123B (AMERI1), B-katenin, TP53, PIK3CA, BRAF,
ARID1A, KRAS, SRY, SOX9, APC, ERBB2, Wnt—f-katenin, SMAD4, EGF, MAPK,
TGFBR2, PI3K ve TGF-ing gibi sinyal yolaklarinda goriiliir [72, 92].

KK ¢ogunlukla Wnt sinyal yolunu etkileyen degisiklikler ile baslar ve ardindan ortaya
cikan neoplastik hiicreler, RAS-RAF-MAPK, TGF-P ve PI3K-AKT yollar1 dahil

olmak iizere diger sinyal yollarinin diizenini bozarak ilerler [91, 93].

KK’da gen mutasyonlarina ek olarak, epigenetik degisiklikler genellikle meydana
gelir ve bu degisiklikler gen mutasyonlari ile is birligi yapar [94-97].

KK’daki DNA metilasyonu, genellikle genlerin 5’ bolgesinde yer alan transkripsiyon
faktoriiniin baglanmasini etkiler ve CpG bakimindan zengin bolgelerde kromatin

yapisindaki degisikliklerle transkripsiyonel sessizlige neden olur [98].

Ayrica gen promotorlerinde tlimor siipresor genlerini susturabilen CpG adalarinin
hipermetilasyonu ve genomik kararsizligi veya onkojen aktivasyonuna yol acabilen
tekrarlayan genetik elementlerin hipometilasyonu da KK gelisimine yol acar [99].
Genel olarak bu molekiiler 6zelliklerin ¢gogunun etkisi tiimdriin bagirsak i¢indeki

konumuna bagli olarak degisir [100, 101].
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Tablo 2.2 : Kolorektal kanserde sik goriilen genetik ve epigenetik degisiklikler.

Gen . . Sikhik Prediktif Prognostik Tam
. . Kromozom Fonksiyon Molekiiler Lezyon o g?
Biyobelirte¢ (%) ? ?
Tiimoér Baskilayicilar
. < . .. ; . s Familyal Adenomat6z
APC 5 Wnt sinyal yolaginda diizenleyici Inaktiflestirici mutasyonlar 40-70 Hayir Hayir Polipozis
SWI/SNF aile iiyesi; kromatin
ARIDIA 1 yapist ve gen transkripsiyonunu Inaktiflestirici mutasyonlar 15 Hayir Hayir NA
diizenler.
CTNNBI 3 What sinyal yolaginda diizenleyici Aktiflestirici mutasyonlar 1 Hayir Hayir Hayir
Netrin reseptorii; apoptozda
DCC 18 diizenleyici; kolorektal kanserde Delesyon/LOH 9 (mut.)/70 (LO) Hayir Miimkiin Hayir
silinir ama mutasyona ugramaz;
primer kanserde rolii bilinmiyor.
FAMI123B X Wnat sinyal yolaginda gorev alir. Inaktiflestirici mutasyonlar 10 Hayir Hayir Hayir
Proteazom kaynakli protein : . L
FBXW7 4 . Inaktiflestirici mutasyonlar 20 Hayir Hay1r Hayr
degradasyonunu diizenler.
Inaktiflestirici mutasyonlar;
PTEN 10 PI3K-AKT yolaginda diizenleyici immiinohistokimya 10(mut.);30 (eks. kaybr) Miimkiin Hayir Cowden Sendromu
tarafindan protein kayb1
GDNF sinyal yolaginda Inaktiflestirici mutasyonlar, 7 (mut.); 60 (met.)
RET 10 diizenleyici anormal DNA metilasyonu Hayir Hayr Hayr
SMAD4 18 TGF-B ve "BMP yglgklarmda Inaktiflestirici mutasyonlar, 25 Miimkiin Miimkiin Juvenil Polip
diizenleyici delesyon
TGFBR2 3 TGF-p yolaginda diizenleyici Inaktiflestirici mutasyonlar 20 Hayir Hayir Hayir
Hiicresel dongii, DNA onarimi ve

TPS3 17 apoptozda gorev alan hedef Inaktiflestirici mutasyonlar 50 Miimkiin Miimkiin Li Fraumeni Sendromu

genlerin ekspresyonunu diizenler.
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Tablo 2.2 (devam) : Kolorektal kanserde sik goriilen genetik ve epigenetik degisiklikler.

Gen . . Sikhik Prediktif Prognostik Tani
. . Kromozom Fonksiyon Molekiiler Lezyon o 0 g‘, >
Biyobelirtec (%) ? ? :
Proto-onkogenler
BRAF 7 MAPK s"myal V60OE aktiflestirici 8-28 Muhtemel Muhtemel Lynch Sendromu
yolaginda gorev alir. mutasyonlar
EGF-MAPK sinyal .
ERBB2 17 yolaginda gorev alir. Amplifikasyon 35 Hay1r Hayir Hay1r
G-protein sinyal
GNAS 20 sistemini diizenler. Mutasyon 20 Hayir Hayir Hay1r
7
IGF sinyal yolaginda Kopya sayisinda artim,
IGF2 11 diizenleyici imprinting kaybi (mut.)/ 10 Hayir Hayir Hay1r
(met.)
Ao Kt 2o
KRAS intraseliiler sinyal ,O ’ 40 Evet Miimkiin NA
. . . .. 117 ve 146°da
sisteminde diizenleyici . .
mutasyon aktive edici
2
Proliferasyon ve .
MYC 8 farklilasmay diizenler. Amplifikasyon (mut.)/ 10 Hayir Hayir Hayir
CNV
NRAS 1 MAI".K yola.gl.nda Kodon 12 veya 13°te 2 Evet Hayir Hayir
diizenleyici mutasyon
Kinaz (exon 20) ve
- helikal (exon 9)
PIK3CA 3 PBA‘/}KT yo_l aglnda domainlerde al ve 20 Muhtemel Miimkiin Hayir
diizenleyici .
kina20Mutaz
mutasyonlari
LGR reseptor ailesi Gen fiizyon
RSPO2 ve RSPO3 1 icin ligand, Wnt sinyal yon, 10 Hay1r Hayir Hay1r
. L translokasyon
sistemini aktive eder.
9
SOX9 17 Apoptozu diizenler. Kopya sayisinin artimi (mut.) <5 Hayir Hayir Hayir
CNV
TCFTL2 10 Wnat sinyal sistemini Gen fiizyon ve 10 Hayir Hayir Hayir

diizenler.

translokasyonu




Tablo 2.2 (devam) : Kolorektal kanserde sik goriilen genetik ve epigenetik degisiklikler.

Gen . .. Sikhk Prediktif Prognostik Tani
. R Kromozom Fonksiyon Molekiiler Lezyon o o g? o
Biyobelirtec (%) ? : ?
Diger molekiiler etkilesimler
z(élol\rlr;ozom Instabilitesi N/A NA Andploidi 70 Muhtemel Muhtemel Hayir
- Segili isaretciler
G AQa Metilator N/A N/A arasindan >%20 15 Muhtemel Muhtemel Hayir
Fenotipi (CIMP) .
lokusun metilasyonu
Mikrosatellit Konsensiiste dengesiz
Instabilitesi (MSI) N/A N/A mikrosatellit tekrarlar 15 Muhtemel Evet Lynch Sendromu
Immiinohistokimya
tarafindan protein
Uyumguzluk Onarim N/A DNA uyurr'l'suzluk kayb1; metilasyon; 1-15 Miimkiin Muhtemel Lynch Sendromu
Genleri onarimint diizenler. : . L
inaktiflestirici
mutasyonlar
SEPT9 17 N/A Metilasyon >90 Hayir Hayir Kanser teshisi icin
serum bazli test
VIM, NDRG4, BMP3 10, 16 ve 4 N/A Metilasyon 75 Hay1r Hayir Erken szhﬁst:;“ diskt
18qLOH 18 N/A Kromozom 18°in uzun 50 Muhtemel Miimkiin Hayir
kolunun delesyonu
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2.2.5 Kolorektal kanser lokalizasyonu

Kolorektal karsinomlarin ¢cogu sigmoid kolon ve rektumda bulunur, ancak son yillarda
giderek artan oranda proksimal karsinom oraninin arttigina dair kanitlar vardir [102,
103]. KK’nin molekiiler patolojisi bolgesel farklilik gosterir (Sekil 2.5). Bunun nedeni
ras proto-onkogen mutasyonlaridir. Bu mutasyonlarin oldugu tiimérler genelde ¢ekum

ve transvers kolonda ¢ok sik goriiliir [104].

Sekil 2.5 : Kolorektal kanserin lokalizasyonu.

2.2.6 Kolerektal kanserin evrelendirilmesi

KK’da ilk patolojik evrelendirme 1932°de C.E.Dukes tarafindan yapilmistir. Bu
siiflandirma yayilim ve lenfatik tutuluma gore yapilmaktaydi. 1954°te Aster-Coler
siniflandirma temeline tiimor derinligini katmistir. 1967°de Turbull uzak metastazi
simiflandirmaya ekleyerek yeni bir siniflandirma olusturmustur. KK i¢in en sik ve
giincel kullanilan evreleme sistemi, 3 temel bilgiye dayanan Amerikan Kanser Ortak

Komitesi (AJCC)’nin TNM sistemidir:
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Timoriin biytikligi (blyiikliigi) (T): Kanser kolon veya rektumun duvarinda ne

kadar biiyiidii? Bu katmanlar, i¢ten disa dogru sunlar1 igerir:

o O O o

Tiim koleraktal kanserler i¢ katmandan (mukoza) baslar.

Ince bir kas tabakasi (muscularis mucosa) igerir.

Bu kas tabakasinin altindaki fibr6z doku (submukoza)’dur.

Kalin bir kas tabakasi1 (muscularis propria) - en distaki bag dokusu

tabakalar1 (subserosa ve serosa)

Yakindaki lenf diiglimlerine yayilma (N): Kanser, yakindaki lenf diigtimlerine yayildi

mi?

Uzak bolgelere yayilma (metastaz) (M): Kanser uzak lenf bezlerine veya karaciger

veya akciger gibi uzak organlara yayildi mi1?

Bu evreleme sistemi Ocak 2018 itibariyle yiiriirliige girmistir. Bir ameliyat ya da

operasyon sirasinda ¢ikarilan doku incelenerek belirlenen patolojik evreleme yapilir

(Sekil 2.6). Islemden dnce yapilan fizik muayene, biyopsi ve goriintiileme testlerinin

sonuclarini dikkate alan klinik evrelemeden daha dogru olabilir. T, N ve M'den sonraki

rakamlar veya harfler bu faktorlerin her biri hakkinda daha fazla ayrint1 saglar. Daha

yiiksek sayilar, kanserin daha gelismis oldugu anlamina gelir (Tablo 2.3) [105].

— - . _ Normal bagirsak dokusu

.0 (Sindirim sistemi enine
kesiti)

Kolon Duvarmm Katmanlar

Epitel

B%E Doknzu
[ Ince Kas
— Katmam

Submukoza

| Mukoza

Kahn Kaz
Katmanlar

- ‘f|‘ ~—  Subzeroza

: -‘-“H“" Seroza

Sekil 2.6 : Kolon duvari.
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Tablo 2.3 : Kolorektal kanser evreleme.

Evre Grup Evreleme Aciklamasi
Tis Kanserin en erken agamasindadir.
0 NO Bu evre ayrica in situ karsinom veya intramukozal karsinom (Tis) olarak da bilinir.
MO Kolon veya rektumun i¢ tabakasinin (mukozasi) 6tesinde bilylimemistir.
T1 T2
I y;ga Kanser, muscularis mucosa’dan submucosa’ya dogru biiyiimiistiir (T1), ayrica muscularis propriya (T2) i¢inde de biiylimiis olabilir.
MO Yakindaki lenf diigiimlerine (NO) veya uzak bolgelere (MO0) yayilim yoktur.
13 R, :
1A NO Kanser, kolon veya rektumun en dis katmanlarina dogru biiylimiistiir, ancak onlardan gegmedi (T3).
MO Yakindaki organlara ulagsmadi. Yakindaki lenf diigiimlerine (NO) veya uzak bolgelere (M0) yayilmadi.
T4a . e s - L
1B NO Kanser, kolon veya rektumun ¢eperi boyunca biiyiimiis, fakat yakinlardaki diger doku veya organlara biiylimemistir (T4a).
MO Heniiz yakindaki lenf diigiimlerine (NO) veya uzak boélgelere (MO0) yayilmadi.
T4b . e o . P,
Kanser, kolon veya rektumun ¢eperi boyunca biiylimiis ve yakinlardaki diger doku veya organlara (T4b) baglanmis veya biiytimiigtiir.
1IC NO . . N . N
MO Heniiz yakindaki lenf diiglimlerine (NO) veya uzak bdlgelere (M0) yayilmadi.
T1 yada T2 Kanser mukozadan submukoza (T1) déniismiistiir ve ayrica muscularis propriya (T2) i¢inde de biiylimiis olabilir.
N1/Nlc Yakindaki 1 ila 3 lenf noduna (N1) veya lenf nodu yakinindaki yag alanlarina yayilmis ancak nodlarin kendisinin degil (N1c) yayilmistir.
MO Uzak bolgelere yayilmadi (MO).
A YA DA
Tl Kanser, mukozadan submukozaya (T1) doniismiistiir.
N2a Yakindaki lenf bezlerine yayilmustir (N2a).
MO Uzak bolgelere yayilmadi (MO).
T3 yada T4a Kanser, kolon veya rektumun en dis katmanlarina (T3) veya visseral peritona (T4a) yayildi, ancak yakindaki organlara ulasmadi. Yakindaki 1 ila
NI1/Nlc 3 lenf noduna (N1a veya N1b) veya lenf nodlarinin yakinindaki yag alanlarina yayilmis ancak nodlarin kendisinin degil (N1c) yayilmistir. Uzak
MO bolgelere yayilmadi (MO).
111B YA DA
T2 yada T3 . . T . .
N2 Kanser, muskularis propria (T2) veya kolon veya rektumun en dig katmanlarina (T3) doniismiistiir. Yakindaki lenf bezlerine yayilmistir (N2a).
M (;l Uzak bolgelere yayilmadi (MO).
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Tablo 2.3 (devam) : Kolorektal kanser evreleme.

Evre Grup Evreleme Aciklamasi
T1 yada T2 e . . .. N . .
1IB N2b Kanser mukozadan submukoza (T1) doniismiistiir ve ayrica muscularis propriya (T2) i¢inde de biiylimiis olabilir. Yakindaki 7 veya daha fazla
(devam) MO lenf bezine yayilmistir (N2b). Uzak bélgelere yayilmadi (MO).
T4a . . . . . .
N2a Kanser kolon veya rektumun g¢eperinden (visseral periton dahil) biiylimiis, ancak yakin organlara ulasmamustir (T4a). Yakindaki lenf bezlerine
MO yayilmustir (N2a). Uzak bolgelere yayilmadi (MO).
YA DA
T3 yada T4a . . .
IC N2b Kanser, kolon veya rektumun en dis katmanlarina (T3) veya visseral peritona (T4a) yayildi, ancak yakindaki organlara ulagsmadi.
MO Yakindaki 7 veya daha fazla lenf bezine yayilmistir (N2b). Uzak bdlgelere yayilmadi (MO).
YA DA
T4b . e s - T, .
NI va da N2 Kanser, kolon veya rektumun ¢eperi boyunca biiylimiis ve yakinlardaki diger doku veya organlara (T4b) baglanmis veya biiylimiistiir. Yakindaki
yM 0 en az bir lenf diigiimiine veya lenf diigiimlerinin (N1 veya N2) yakinindaki yag alanlarina yayilmistir. Uzak bolgelere yayilmadi (MO).
T Kanser, kolon veya rektum duvar1 boyunca bilyiimiis olabilir veya olmayabilir (T). Yakindaki lenf diigiimlerine yayilmis olabilir veya
IVA N olmayabilir. (N). 1 uzak organa (karaciger veya akciger gibi) veya uzak lenf nodlar1 kiimesine yayilmis, ancak peritonun uzak kisimlarina (karin
Mla boslugunun astari) (M1a) yayilmamistir.
T Kanser kolon veya rektum duvar1 boyunca biiyilimiis olabilir veya olmayabilir (T).
IVB N Yakindaki lenf diigiimlerine yayilmis olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N).
b 1'den fazla uzak organa (karaciger veya akciger gibi) veya uzak lenf nodlar1 kiimesine yayilmis, ancak peritonun uzak kisimlarima (karin
Ml boslugunun astar1) (M1b) yayilmamistir.
T Kanser kolon veya rektum duvari boyunca biiyiimiis olabilir veya olmayabilir (T).
IvC N Yakindaki lenf diiglimlerine yayilmis olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N).
Milc Peritonun uzak bolgelerine yayilmis (karin boslugunun astar1) ve uzak organlara veya lenf diiglimlerine yayilmis olabilir veya olmayabilir (M1c).

* Asagidaki ek kategoriler yukaridaki tabloda listelenmemistir (Sekil 2.7):

TX: Ana tiimor bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemez.

TO: Birincil timor kanit1 yok.

NX: Bolgesel lenf bezleri bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemiyor.
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Lenf Nodlan
Kan Damarlar

Seroza
Kaz Katmam

Submukoza

Mukoza

Evred Evrel Evrel Evred Evred

Adenckarsinom — Metastaz

Sekil 2.7 : Kolorektal kanser olusumu ve evreleme.

Kolorektal karsinogenezin ilerlemesi sirasinda farkli asamalar vardir.

(0]

Evre 0: Kanser hiicreleri mukozanin i¢ astarinda biiyiir;

Evre I: Kanser hiicreleri mukoza ve submukoza boyunca biiyiir. Kanserli

bliyiime, kolonun kas katmanina invaze olur;

Evre II: Kanserde biiyiime, komsu dokulara veya lenf diigiimlerine

yayilmadan kolonun duvarindan niifuz eder;

Evre III: Kanser seroza kas katmanlarina niifuz eder, kanser lenf

diigtimlerine yayilmaya baglar;

Evre IV: Dokuda kolonu ¢evreleyen bir tiimor nodiilii olusuyor, lenf

nodlarinda kanser hiicreleri belirir ve kanser metastaz yapmaya baglar.
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2.2.7 Kolorektal kanser progresyonu

Yapilan ¢aligmalarda kolorektal polipler <10 mm c¢apindadir [106-109]. Gozlem
stiresinin 22 ile 43 ay arasinda oldugu vakalarda bu poliplerden kanser gelisim orani
%?2,5 kadardir. Tiim kolorektal adenomlar kanser olma yetenegine sahip olmasina
ragmen, sadece birkag¢ lezyon kanser gelistirir ve adenomlarin ¢ogu biiyiikliik olarak
birkag yil i¢inde artis gdstermez. Bu takip ¢aligmalarinin sonuglarina dayanarak, kismi
kolorektal adenomlar i¢in acil tedavi gerekli olmayabilir ve takip muayenesi birkag y1l

icin yeterli olabilir [109].

2.2.8 Kolorektal kanser belirtileri

KK’nin prognozu yavas, semptomlari ¢esitlidir. Kanama, agri, gaitada degisiklikler,
uzun siireli ishal ya da kabizlik, karmma giren kramplar, kansizlik, halsizlik ve
yorgunluk hissi ve ani kilo kayiplar1 gibi goriilen semptomlar KK’nin tanisi igin
kullanilir [110]. Gosterilen bu semptomlar tiimdriin lokalizasyonuna gore farklilik
gostermektedir [111]. Semptomlar incelenirken kolondaki lokalizasyon sagda mi1 solda
mi1 énemlidir. Sol kolon dar ve digk1 sekilli oldugundan dolay1 sol kolon tiimérlerinde
ilk gbze carpan degisiklik, gaita sekli, bagirsak aligkanligidir. Hasta genelde sol kolon
tiimdrlerinde gaitanin ¢apinin kalinligimin azaldigini sdyler. Bunlara ek olarak alt
kadranda krampla seyreden agrilar ve defakasyonla birlikte taze kanama mevcuttur.
Sag kolon, sola gore daha genis oldugundan dolayi tiimér varliginda bile herhangi bir
sekilde titkanma yoktur. Bagirsak aliskanligi normaldir, hazimsizlik, halsizlik, karin

agris1 ve gaitada gizli kan vardir [112-114].

Bu bulgularin haricinde KK tanis1 alan hastalarin yarisinda kilo kaybiin oldugu ve
nadir olarakta septisemi kaynakli atese rastlanmaktadir [115, 116].

2.2.9 Kolorektal kanserin yayilim yollar1 ve metastaz

Kolonda goriilen malignitelerin invazyon 6zellikleri vardir. Yayilimi kan, lenfatik yol
ve transperitonel olarak yapabilirler. KK’nin en ¢ok rastlanan metastazlar1 karaciger
ve lenf nodlarmadir (Sekil 2.8). Kolonun tiim katlarina yapilan invazyonlarin

neredeyse tamami lenf nodlarina metastaz yapar.
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KC metastazi _ 4

Sekil 2.8 : Kolorektal kanser metastazi.

Akciger, over ve periton diger olast metastaz bolgeleridir. Kemik, uterus, testis, sinir

sistemi, oral kavite ve mide daha az metastaz goriilen organlardir [117, 118].

KK’l1 hastalarin yaklasan %20’sinde teshis sirasinda zaten metastaz vardir ve bu
istatistik son 20 yilda degismemistir [119]. Gelisen teshis ve tedaviler sayesinde soliter
akciger ve karaciger metastazlari sagkalimlari uzatmaktadir [120-122]. KK’ nin erken
tanis1 metastaz ihtimalini azaltmaktadir [119, 123]. KK metastazlar {istiinde yapilan
son arastirmalar ile mekanizmalar hiicresel ve molekiiler diizeyde agiklanmasina

ragmen epidemiyolojik olarak hala eksiklikler mevcuttur [124-127].

2.2.10 Kolorektal kanserin diferansiyasyonu

Adenokarsinomalar KK’da genelde {i¢ gruba ayrilir. Bunlar iyi, orta ve koti

diferansiye tiimorlerdir [128].

o lyi Diferansiye KK (Evre I): Bu tiimérlerde yapilanmanin hepsi
glandiilerdir.

0 Orta Diferansiye KK (Evre II): Bu tiimorlerde yapilanmanin %50’si
glandiilerdir.

0 Katii Diferansiye KK (Evre III): Bu tiimdrlerde yapilanmanin %10-40’1
glandiilerdir.

0 Indiferansiye KK (Evre IV): Bu tiimérlerde yapilanmanin %5’ inden azi

glandiilerdir.
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2.2.11 Kolorektal kanserin biyobelirtecleri

KK’nimn molekiiler tespiti, invazif olmayan bir test oldugu i¢in hasta ve klinisyenler
icin caziptir. KK i¢in ideal molekiiler biyobelirteg, adenom ve kanser arasinda farkli,
stirekli olarak bagirsak liimeni veya dolagima salinmali ve lezyon ¢ikartildiktan sonra
veya tedavi edildikten sonra azalmali ya da tamamiyle tespit edilememelidir. Teshis
icin kanda, gaitada ve idrarda bazi proteinler, RNA ve DNA bdlgelerinden gelistirilmis
testler mevcuttur (Tablo 2.4). SEPT9 geni bir GTPaz sinifina aittir ve promoter
bolgesinin hipermetilasyonu KK ile iliskilidir; SEPT9'un doku seviyesinde anormal

metilasyonu, kolorektal neoplaziyi normal mukozadan ayirt eder.

Yapilan vaka-kontrol ¢alismalarinda, SEPT9 metilasyon testinin kolorektal kanser i¢in
%85-90 arasinda bir Ozgiillik ile %50-70 arasinda orta hassasiyette oldugunu
gostermistir [ 129]. Bir bagka biiyiik 6lgekli bir calismada ise SEPT9 metilasyon testini
kullanirken KK tespit oraninin <%350 oldugunu gostermistir [130]. SEPT9’un
metilasyon durumuna gore ileri kolonik adenomun tespiti yaklasik %10'dur. Bu
haliyle, SEPTO tahlilleri, mevcut kantitatif fekal immiinokimyasal testler (FIT'ler) ile
daha iyi performans gostermektedir. Gaita 6rneklerinden, epitelyal hiicreler tarafindan
dokiilen DNA’da APC ve KRAS mutasyonlar tespit edildi. Ilk jenerasyon fekal DNA
testleri KK tespiti i¢in hassastir ancak ileri kolonik adenomlarin tespiti i¢in diisiik
hassasiyeti oldugu bulundugu i¢in tatmin edici sonuglara ulasilmustir [131]. Uzerinde
calisilan bir diger teshis belirtegleri mRNA ve mikroRNA’lar ile dolagimdaki
sitokeratinlerdir [132].

KK’da biyobelirteg olarak Sialik asit, Karsinoembriyonik antijen (CEA), Kanser
Antijen 50 (CA-50), Kanser Antijen 19-9 (CA 19-9), Kanser Antijen 15-3 (CA 15-3),
Kanser Antijen 125 (CA 125), Neopterin proteini (NP), Niikleer Matriks Proteinleri
(NMP), Néron Spesifik Enolaz (NSE), insan koryonik gonadotropin (hCG), p53, p21,
B2-Mikroglogulin ve Laktat Dehidrogenaz (LDH) spesifik ve non-spesifik olarak
kullanilmaktadir [133].
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Tablo 2.4 : Kolorektal kanser testlerinin avantaj ve dezavantajlari.

Test Avantaj Dezavantaj
[leri neoplazi i¢in sinirh hassasiyet,
Kisa goriintiileme interval gereksinimi,
Kolorektal kanser insidansinda etkisiz,
Kalitatif, otomatiklestirilmemis,
Coklu 6rnekleme,
Orta seviyeli pozitif prediktif deger,

Diisiik maliyetli,
gFOBT Tarama yiikii diistk,
Kayda deger sonug alimi,

Diisiik maliyetli
Tarama ygku.dusuk, Ileri adenom i¢in sinirl hassasiyet,
Kantitatif, . . ey e
. A Orta seviyeli pozitif prediktif deger,
otomatiklestirilmis, o L
FIT s Tekrarli goriintiileme gereksinimi (interval
Tekli 6rnek,

gFOBT takinden ¢ogunlukla daha uzun),

Kolorektal kansere hassas, Performans sicaklik bagimli,

En yiiksek sonug alimi,
Insidans ve mortalitede etkili,
Diisiik sonug alimi,

Distal ileri neoplaziye hassas, Proksimal ileri neoplaziye orta seviye

Sigmoidoskopi  Gdriintiileme intervali uzun,

S . . hassasiyet,
Insidans ve mortalitede etkili, Yiiksck maliyetli,
Hassas ve spesifik, Diisiik sonug alimi, Yiiksek maliyetli,
Kolonoskopi  Goriintileme intervali uzun, Sorumluluk yiikii fazla,
Insidans ve mortalitede etkili, Komplikasyon riski,

Diisiik sonug alimi,

Hassas ve spesifik, Yiiksek maliyetli,

CT Goriintiileme intervali uzun, L . . .
. . Ileri neoplazide tekrarli lavaj gereksinimi,
kolonografi Insidans ve mortalitede olast .
etki Radyasyona maruziyet,
’ Sorumluluk yiikii fazla,
Cok hedefli Sonug alimi belirsiz,
fekal DNA Hassas ve spesifik, Yiiksek maliyetli,
testi Prospektif veri yetersiz,

2.2.12 Teshis ve Tedavi
Teshis

KK tanis1 ya semptomlari olan bir hastanin degerlendirmesinden ya da tarama
sonucunda ortaya ¢ikar. Hastalik diskida kan, bagirsak aligkanliklarinda degisiklik ve
karm agrist gibi belirtilerle iligkili olabilir. Diger belirtiler arasinda yorgunluk, soluk

goriiniim ve nefes darlig1 gibi kansizliga bagli semptomlar ve kilo kayb1 sayilabilir.

Yagh bir hastada kolorektal kanser varligi i¢in bu semptomlarin 6ngoriicii degeri
sinirlidir, ancak daha ileri klinik degerlendirmeyi gerektirir. KK i¢in yaygin olarak
yapilan popiilasyon taramasi ile bir¢ok kisiye klinik Oncesi bir asamada tani
konmaktadir. Semptomatik hastalarda, kolonoskopi tercih edilen arastirma
yontemidir, ancak diger endoskopik yontemler de mevcuttur veya gelistirilmektedir.
Popiilasyon taramasi i¢in, birincil degerlendirme i¢in bir dizi bagka yontem

kullanilabilir, ardindan pozitif bir test durumunda kolonoskopi yapilabilir [134].
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¢ Kolonoskopi: Kolonoskopi, kolorektal kanser tanisi i¢in altin standarttir. Tanisal
dogrulugu yiiksektir ve tiimoriin konumunu degerlendirebilir. Es zamanli biyopsi
alinabilmesi ve molekiiler profil i¢in aliman materyalin histolojik onay1 taniyi
kolaylastirir. Kolonoskopi ayrica hem tanisal hem de terapotik etki saglayan tek tarama
teknigidir. Ayrica endoskopik polipektomi kullanilarak adenomlarin ¢ikarilmasi
kanser insidansini ve mortaliteyi azaltabilir [135-138]. Aslinda, kolonoskopinin KK
insidans1 ve mortalitesinin azaltilmasindaki etkinli§i ABD Ulusal Polip Caligmasi
tarafindan iyi bir sekilde gosterilmistir [53, 138]. Bu calismanin son 20 yillik takip
verileri, KK’ya bagli 6liim oranlarinda %53 oraninda bir azalma oldugunu gosterdsi;
bu, daha yakin tarihli bir ¢alisma tarafindan yinelenen cesaret verici bir sonugtur [ 139].
Kolonoskopi kalitesi, kanser ve adenomun tanisal basarisinda belirleyici bir faktordiir
[135, 140-142].

¢ Kapsiil endoskopisi: Elek tarafindan yutulan kablosuz bir kapsiil cihazi kullanir ve
geleneksel endoskopi kullanilmadan hemen hemen tiim gastrointestinal sistemin
incelenmesini saglar [143-145]. Kapsiil endoskopi, adenom ve KK teshisinde
faydalidir. Birinci nesil kapsiil endoskopisinin >6 mm boyutlarinda polipleri yaklasik
%060 hassasiyet ve >%80-89 6zgiilliik ile tespit edebildigi tespit edildi. KK’I1 hastalarin
%74'tinde teshis uyumlu ¢ikt1 [143]. 884 hastanin dahil oldugu bir ¢alismada yeni nesil
kapsiiliin kolorektal neoplaziyi teshiste ve 6 mm’den biiyiik adenomlarin tespitinde
duyarliligin =~ %88, oOzgilliigiin %82 oldugu gosterilmistir [146]. Avrupa
Gastrointestinal Endoskopi Kilavuzu’na gore, kolon mukozasinin goriintiillenmesinde
kapsiil endoskopisi giivenilir bir ara¢ olarak kabul edilmistir [145]. Daha sonra Asya-
Pasifik kilavuzlarima da KK taramasi i¢in kapsiil endoskopisi onerilmistir [147].
Kapsiil endoskopisinin endikasyonlar1 sunlardir; konvansiyonel kolonoskopiyi
reddeden ya da anatomik nedenlerden dolayr tam bir kolonoskopinin miimkiin
olmadig1 hastalardir. Herhangi bir stenoz varligi ise kapsiil tutulmasina yol
acabileceginden dolay1 kontraendikasyon nedenidir.

e Bilgisayarh Tomografi Kolonografi (BTK): Bilgisayarli Tomografi Kolonografi
(BTK)’de, kolonun i¢ goriintiisiinii elde etmek i¢in diisiik dozlu kullanilan tanisal bir
yontemdir [148]. 49 merkezli 11.000 kisiyi igeren, sistematik yapilan bir meta analizde
BTK’nin KK tespitinde %96 duyarliliga sahip oldugu gosterilmistir [149]. Bu
performansla BTK nin, geleneksel kolonoskopi ve kapsiil endoskopiyle benzer oldugu
bildirilmistir [150]. BTK, bagirsak temizligi, insiiflasyon ve stabil pozisyon gibi bazi
gereklilikler igerir ve sedasyona ihtiya¢ duyulmaz.
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Lakin 6-9 mm gibi diiz lezyonlarda duyarlilig1 diisiiktiir. BTK maliyetinden dolay1
kullanimi sinirhidir [151, 152]. BTK, ABD ve Avrupa'daki rehberlerde KK taramasi
seceneklerinden biri olarak dnerilmistir [153, 154]. Bircok iilkede BTK, ¢ift kontrasth
baryum lavman (kolon i¢in konvansiyonel X-isin1 tabanli goriintiileme yontemi)
incelemesinin yerini almistir ve giderek artan bir sekilde geleneksel kolonoskopiye
alternatif olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, radyasyona maruz kalma,
maliyetler, hastalara yiik ve yiiksek kolonoskopi sevk oranlarindan dolayi, BTK
Avrupa'da pek kabul gérmemistir. Asya-Pasifik bolgesinde, total kolonoskopinin

miimkiin olmadig1 durumlar disinda, KK taramasi i¢in BTK 6nerilmemektedir [147].

Tedavi

Evre 3 ve 4 kolon kanseri ile evre 2 ve 4 rektum kanserinde adjuvan tedavi tercih edilir
[155, 156]. Taramadaki istenilen verime ulasamama, tedavide de kendini
gostermektedir. Ayanian ve arkadagslar1 tarafindan yapilan popiilasyon ve yasa baglh
bir ¢alismada kemoterapi ve radyoterapi kullanim oraninin yaslhilarda genglere gore
daha yiiksek, bekar ve yiiksek komorbiditeleri olan hastalarinda kemoterapi alma
olasiligmin daha diisik oldugu bulunmustur. Calismaya gore, uygun tedaviyi
saglamama nedenleri hastanin reddi, komorbiditesi veya klinik endikasyon eksikligi

idi [157].

Ayrica, Baxter ve arkadaslarinin yaptig1 bagka bir ¢aligmada cinsiyet, irk ve yasla
iligkili radyasyon tedavisinin Onemli belirleyicileri bulunmustur. Radyasyon
tedavisinin zamanla arttigin1 bulsalar da, cinsiyetler ve farkli itk ve yas gruplar
arasinda esitsizlik varligini siirdiirdii [158]. KK tedavisindeki yetersiz ve eksikliklere
yonelik devam eden c¢aligmalarin ¢ogu, ele alinabilecek faktorleri (degistirilebilir ve
degistirilemez) degerlendirmeye ¢alismaktadir. Baz1 arastirmalar, tedavi tercihlerinin
farkli kullanimlarin nedeni oldugunu 6ne siirmiis olsa da, bazilar1 belirli irklardan ve
etnik kdkenlerden insanlarin 6nerilenleri reddetme ihtimalinin daha yiiksek oldugunu
bildirmistir [159]. KK insidans1 ve mortaliteyi azaltmak i¢in diinya genelinde tarama

oranlarini arttirmaya ihtiya¢ oldugu agik¢a goriilmektedir.

Ayrica, KK i¢in uygun tedaviye erisimdeki esitsizlikler mevcuttur ve KK i¢in bakimin

kalitesini ve sunumunu iyilestirmek icin ele alinmasi1 gerekir.
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KK’da hastalar i¢in tedavi segenekleri degiskenlik gosterir ve asagidaki degiskenler

g6z Online alinarak degerlendirilir:

Timor biiytkligi
Tan1 evresi
Tiimdriin kolondaki veya rektumdaki yeri

Kanser geri doniis riski

O O O O O

Hastanin fiziksel sagligi

Genel olarak KK i¢in mevcut tedavi secenekleri cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve

biyolojik tedavilerdir [160].

¢ Cerrahi Tedavi: Erken evre KK’l1 hastalarin ¢ogu, “rezeksiyon” olarak bilinen bir
prosediirde, tlimoriin miimkiin oldugunca ¢ogunu c¢ikarmak i¢in ameliyat olur.
Kanserin yayilma riskini azaltmak rezeke edilecektir. Rezeksiyon ayrica, 6zellikle
karaciger metastazinda ve ileri evre hastalifi olan bazi hastalar i¢in bir tedavi
secenegidir. Kolonun etkilenen alani laparoskopik rezeksiyonla alinarak erken
donemde etkili sonuglar alimir [161]. Ayrica tiimoriin bolgesi ve yayilimina gore
radyofrekans ablasyon (kryoablasyon) ya da kolostomide yapilir.

e Radyoterapi: KK’da en biiylik sorun lokal tiimor tedavisidir. Cerrahi teknikteki
gelismelere paralel olarak gen ve adjuvan tedavi rejimleri, lokal niiks oranimi
azaltmaktadir. Bu tedavilerle birlikte radyoterapi tedavi basarisini ¢ok arttirmistir.
Literatiirdeki son raporlara gore, preoperatif kemoradyoterapi artik II. ve III. evre
rektum kanserli hastalarda tedavi standardi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, kisa
siireli radyoterapinin etkili lokal kontrol sagladigt ve daha wuzun siireli
kemoradyoterapi programlar: ile ayni genel sagkalim sagladigi ve bu nedenle bazi
durumlarda uygun bir segenek olabilecegi goriilmektedir [ 162]. Eksternal 151n tedavisi,
internal 151 tedavisi (brakiterapi), endokaviter radyasyon tedavisi, interstisyel
brakiterapi ve radyoembolizasyon gibi se¢enekleri vardir [163].

e Kemoterapi: Ileri evre hastalarda genellikle cerrahi sonrasi kemoterapi verilir.
Kolorektal kanserlerde siklikla 5-fluorourasil (5-FU), Lokovorin (folinik asit veya LV)
ve oksaliplatin igeren FOLFOX19 protokolii veya 5-fluorourasil (5-FU), Lokovorin
(folinik asit veya LV) ve irinotekan iceren FOLFIRI protokolii tercih edilmektedir.

Invaziv tiimérler nedeniyle baslangigta ameliyat edilemeyen ileri KK’I1 baz1 hastalar
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ameliyat diisiiniilmeden 6nce kemoterapi ile tedavi edilebilir ve buna neo-adjuvan
tedavi denilmektedir [161]. KK’l1 bircok vaka baslangi¢cta kemoterapiye yanit verir,
ancak, cogunda hastalik ilk basamak tedaviden sonra ilerler. Bu ger¢eklestiginde, hasta
“ikinci basamak” tedavisi olarak bilinen bagka bir kemoterapiye maruz kalabilir.
Hastalik rekiirrensini erken saptamak, sagkalimi arttirmada onemlidir, ¢linkii geg
teshis mortalite oranin1 %50’ye ¢ikarmaktadir. Bu nedenle hastalar rutin olarak
kemoterapiyi tamamladiktan sonra diizenli kontrol edilir [164, 165].

e Hedefli Terapi: Hedefli terapi, kanserin spesifik genlerini, proteinlerini veya
kanserin proliferasyon yaptig1 dokuyu hedefleyen bir tedavidir. Bu tip tedavilerin
saglikli hiicrelere etkisi sinirliyken, kanser hiicrelerinin bilylimesini ve yayilmasini
engeller. Tiim timorler i¢in aynm1 hedef bolge yoktur. Bu yiizden en etkili tedaviyi
bulmak icin hastanin genlerini, proteinlerini ve tlimoriindeki diger faktorleri
tanimlamak i¢in testler yapilir. Bunun sonucunda spesifik bolgelere, 6zel molekiiler
hedefler belirlenir. Genelde anti-anjiyojenez tedaviler, biiyiime faktorli reseptor
inhibitorleri kullanilir. Ayrica bu hastalarda BRAF, HER2 ve RAS genlerinin
ekspresyonlarina bakilir [166].

2.3 Bitkisel Kokenli Ilaclar

Dogal olarak elde edilen ilaglar, hastaliklara karsi nihai ilag gelisimi i¢in yeni adaylarin
kesfedilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [167]. Dogal ilaglarin ii¢ ana kaynagi
sunlardir: bitkiler, mikroorganizmalar (bakteri ve mantarlar) ve deniz organizmalaridir
[168]. 2008 yilinda Harvey, dogal iiriin ya da dogal {iriin kaynakli bilesiklerin ilag
pazarmin %80'inden fazlasin1 olusturdugunu belirtmistir [169]. Organik olarak
sentezlenmis molekiillere kiyasla, dogal bilesikler birka¢ kimyasal avantaja sahiptir:
daha az hetero ve agir atom igerirler ve daha fazla kiral merkeze ve daha c¢ok halka

yapilarina sahiptirler [168].

Dogal kaynakli ilaglarin farmakolojik bir¢ok faydasi vardir. Bunlar anti-neoplastik,
anti-oksidan ve anti-mutajenik etkileriyle, bu ilaglarin normal hiicrelere diisiik
dozlarda higbir yan etkisi yoktur. Yiiksek dozlarda tek baslarina veya diger dogal tiirev
ilaglarla kombine halde uygulanirsa tiimdr hiicresi gelisimini engelleyebilirler [170].
Bitki kokenli ilaclar eski uygarliklardan bu yana yiizyillar boyunca uygulanmaktadir
[171]. Son yillarda, dogal olarak olusan bilesikler yiliksek dozda anti-kanser

etkilerinden dolay1 artan ilgi gormiistir [172]. Giiniimiizde, etnofarmakoloji
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fitokimyada ozellikle kemopreventif veya kemoterapotik amagh yeni aday ilaglarin
kesfedilmesinde 6nemli bir yaklagimdir. Halen klinik olarak kullanilan bitki kaynakli
anti-kanser ilaglar1 dort ana grupta siiflandirilabilir: taksanlar (6rn., Paclitaxel),
alkaloitler (6rn., Vinblastin), epipodofilotoksinler (6rn., Etoposide) ve kamptotesinler

(6rn., Irinotecan) [173].

Bu bitki kaynakl1 ilaclarin kesfi zaman gerektiren pahali bir siirectir: bu tiir calismalar
icin yaklasik en az 10 y1l ve 800 milyon dolar gerekir [174, 175]. Siire¢ sifal1 bitkinin
tanimlanmasi,  biyolojik  etkisinin  degerlendirilmesi,  bilesigin  klinik
degerlendirmelerinde toksikolojik ve farmakokinetik analizleri ile devam eder (Sekil

2.9).

Diinyada artan kanser insidansi ve ¢ogu ilaca kars1 gelisen direng ile birlikte, yeni etkili
ilaglara olan ihtiyag siirekli artmaktadir. Uzun ve maliyetli kesif prosediirleriyle bile,
bitki kaynakli ilaclar, yeni ¢éziim yollarinin ana kaynagi olmaya devam edecektir

[173].

Tibbi Bitki Kesfi
Hedefe Dayali Biyogalismalar

Hiicreye Dayali Biyog¢aligsmalar Tammlama

In vivo Biyogalismalar

Tibbi Biyokimya Optimizasyon
Kombinatoryal Kimya

Farmokoloji,
Toksikoloji, e
Farmakokinetik, GEh §tll‘me
ilac Gelistirme

Ila¢c Aday1 — Klinik Denemeler

Sekil 2.9 : Tibbi bitki ilaglarinin kesfi ve geligimi.
2.3.1 Corek otu

Ranunculaceae familyasindan, Nigella sativa (NS; Corek Otu: CO), iyilestirici
ozelliklere sahip mucizevi bir bitki olarak tanimlanmistir. Bu sifali bitki halk ve
geleneksel tipta yiizyillardir kullanilmaktadir. NS, Avrupa, Afrika ve Asya'da bulunur,
ancak Ozellikle Hindistan, Pakistan ve Tiirkiye’de, baharat veya ilag olarak kullanilir

[176].
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Bu yillik ¢icekli bitki, bol miktarda tohum barindiran bir meyve iiretir (Sekil 2.10)
[177]. Ingilizce'de siyah tohum veya kara kimyon adi verilen tohum, eski Latince'de
"Panacea" olarak adlandirilir ve tiim hastaliklarin tedavisi anlamina gelir. Arapga
kayitlarda, bu tohuma nimet anlamia gelen “Habbat el Baraka” terimi ile atifta

bulunulmustur [178].

Sekil 2.10 : Siyah tohumlar ve ¢orek otu ¢gicegi.

Bugiine kadar, NS genis bir hastalik yelpazesinde kapsamli bir sekilde incelenmistir
ve genis bir farmakolojik o6zellik ¢esidine sahip oldugunu kanitlamistir: anti-
enflamatuvar, anti-mikrobiyal, anti-diyabetik, anti-hipertansif, anti-kanser, anti-
oksidan, analjezik, spazmolitik, gastro koruyucu, hepato koruyucu, idrar soktiiriicii
etki vb. Tim bu aktivitelerle birlikte, astim, ishal, bronsit, romatizma ve cilt

rahatsizliklart gibi sayisiz hastaligin tedavisinde kullanilmistir [177].

2.3.2 Timokinon

Timokinon, NS’nin iceriginde en ¢ok bulunan etken maddedir. NS’nin yarar1 ve
terapdtik avantajlari, temel olarak, ekstrakte edilmis yagin en bol aktif bilesiginden

kaynaklanmaktadir: timokinon (TQ) (Sekil 2.11).

O

O

Sekil 2.11 : Timokinonun molekiiler yapisi.
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TQ'un yani sira, ¢orek otu ¢esitli aktif bilesikler icerir: timohidrokinon, ditimokinon,
p-simen, karvakrol, 4-terpineol, t-anetol, seskiterpen longifolen, alfa-pinen, timol, vs.
TQ veya 2-izopropil-5 metilbenzokinon (Ci0H1202, MA: 164.20g), ¢orek otunda %30-
50'lik bir konsantrasyonda bulunur [179]. Ilging bir sekilde, tiim NS bitkisi iizerinde
yapilan bir calisma, yaprakta tohum ekstraktindan 12 kat daha fazla TQ oldugunu
gostermistir [180]. In vivo olarak, ila¢ formiilasyonu, biyoyararlanim ve TQ'nun
hiicresel olarak alimi ile ilgili arastirmalar, lipofilik yapisindan dolay1 zorluklarla
karsilagmaktadir. Cesitli hayvan modellerinde TQ oral uygulamasinin, 10-100 mg/kg
arasinda tutuldugunda giivenli oldugu ortaya c¢ikmistir [181]. Ote yandan, serum
proteinlerine baglanma TQ yetenegini anti-kanser aktivitesini negatif yonde etkiler.
Gergekten de, TQ'nun hiicre kiiltlirii ortaminda bulunan BSA'ya kovalent olarak

baglandig1 gosterilmistir [182].
e Timokinon etki mekanizmalari

Bu fitokimyasalin farmakolojik potansiyeli kapsamli bir sekilde aragtirilmigtir: anti-
bakteriyel, anti-fungal, anti-oksidan, anti-diyabetik, anti-enflamatuvar, analjezik
etkileri ile gastro, hepatik, nefro, pulmoner ve testikiiler koruyucu etkinlikleri vardir
[177]. En 6nemlisi, farkli mekanizmalar etkileyen 6nemli kanser onleyici 6zelliklere

sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.12).

+
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Sekil 2.12 : Timokinonun etki ettigi farkli hiicresel mekanizmalar.
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¢ p53 bagimh ve bagimsiz mekanizmalar

Calisilan sisteme gore, TQmun pS53'e bagimli veya bagimsiz olarak etki ettigi
gosterilmistir. Osteosarkom hiicrelerinde TQmun, p53'ten bagimsiz olarak apoptozu
indiikledigi, kolon kanserinde ise hiicre Oliimiiniin indiiklenmesi igin p53
mevcudiyetinin 6nemli oldugu gosterilmistir [183, 184]. KK’da TQ, ¢ok ¢esitli hiicre
hatlar1 iizerinde in vitro olarak test edilmistir. Fonksiyonel p53'e sahip hiicre hatlari
(LoVo, HCEC-ICT, RKO, Caco-2, HCT116), TQ'ya mutasyona ugramis bir p53
iceren HT-29 hiicre hiicresinden daha hassas oldugu gosterilmistir [182, 185]. Yapilan
calismada, HCT116 p53 -/ - hiicrelerinin, HCT116wt hiicrelerine kiyasla daha az TQ
kaynakl1 apoptoz ve hiicre dongiisiiniin etkilenmesi gosterildi [183]. Mekanik olarak,
islevsel bir p53 olmadiginda, DNA hasari i¢in bir sensér olan CHK1'in baskilanmasi
gerceklesmez; bu nedenle CHKI, apoptozda bir azalmaya yol acgacak sekilde
diizenlenmektedir [183]. Ayrica, HCT116 hiicrelerinde, TQ, bir G1 tutuklamasi, p53
ve p21 protein seviyelerinin artmasi ve Bcl-2'nin azalmasi yoluyla zamana ve doza

bagimli apoptoza neden olmaktadir.
¢ NFKB sinyal yolagi iizerine etkileri

Immiin yanitin anahtar;, NFkB’nin bozulmasi kanserin olusmasiyla korelasyon
gosterir [183]. Miyeloid l6semi hiicreleri (KBM-5) iizerinde yapilan bir arastirma,
TQ'nun, IkBa fosforilasyonunu bloke ederek NFkB aktivasyonunu inhibe ettigi,
boylece ¢ekirdege p65 translokasyonunun baskilanmasina yol acgtigini gosterdi [184].
Aslinda, TQmun NIkB tarafindan diizenlendigi ve proliferasyonda rol oynadigi bilinen
XIAP, Bcl-2, Bel-xL, c-Mye, siklin, vaskiiler endotel biiylime faktérii (VEGFR) gibi
birka¢ genin ekspresyonunu bastirdigi bulunmustur. Bu nedenle TQ, nihayetinde
apoptoza yol acan anti-enflamatuvar ve anti-kanser aktivite arasinda kopri

olusturmaktadir
¢ Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi (ROS)

Diger taraftan, DLD-1 hiicrelerinde, TQ kaynakli apoptozun ROS iiretimi yoluyla
olustugu gosterilmistir. Pro-oksidan TQ, TQ tarafindan iiretilen stresi yenmek icin
JNK ve ERK'nin fosforilasyonunu arttirmis ve bdylece hiicrelerin apoptotik

mekanizmanin baslatmasina yol agan pro-survival rollerini uygulamamistir [182].
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Diger ¢alismalar, farkli kanser tiirlerinde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT)
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesini yiikselterek TQ'nun anti-oksidan
aktivitesini bildirmistir [185-187]. TQ'nun bu 6zelligi, diger anti-kanser tedavilerden
dogan toksisitenin azaltilmasina yardimci olabilir ve bu da TQ'nun klinik

uygulamadaki olasi roliinii gdsterir.
¢ In vivo TQ mekanizmasi

In vivo zenograft fare modelinde TQ’nun tiimor biiylimesini inhibe ederek apoptozu
indiikledigi gosterilmistir [188]. Benzer sekilde, APCMin (adenomatdz polipozis coli
multipl bagirsak neoplazi) fare modeli, TQ tedavisi sirasinda, tiimor polipozisine 6zgii
apoptozun indiiklenmesi nedeniyle biiyilk poliplerin sayisinda bir azalmanin
gozlendigini, dolayisiyla TQ'nun kemopreventif roliine 1s1k tuttugu ortaya
konulmustur [189]. Hatiboglu ve arkadaslarinin yaptig:1 bir baska calismada B16F10

fare modelinde TQ nun timor boyutunu diisiirdiigii gosterilmistir [190].
e Kombinasyon tedavisinde TQ

Yillar boyunca, TQ farkli kanser tiirlerinde etkinligini kanitlamistir. Anti-proliferatif
etkiden apoptoz indiiksiyonuna, TQ'nun kanser hiicrelerini geleneksel kemoterapotik
ajanlara kars1 kemosensitize ettigi gosterilmistir. Kolorektal kanser 5-fluorourasil (5-
FU) ile TQ SW-626 hiicrelerine (insan adenokarsinom hiicreleri) etkisi aragtirilmis ve
benzer anti-kanser etkileri bulunmustur [191]. Son onbes yilda, kanser hiicrelerini,
farmakolojik etkilerinde iyilesmelere yol acan kemoterapotik ve bitki kaynakli
ilaglarin (TQ gibi) bir kombinasyonu ile tedavi etme egilimi belirlenmistir (Tablo 2.5).
Effenberger ve arkadaglarinin yaptig1 bir arastirmada, 1:1 doksorubisin (DOX) ve TQ
karigiminin, hem HT29 hem de DOX-diren¢li HT29 hiicrelerinde tek basina DOX
tedavisinden daha yiiksek hiicre oliimiine yol agtigini1 géstermistir [192]. Bu ¢alisma
TQ'nun kanser hastalarinda siklikla gézlenen ¢oklu ila¢ direnciyle yiizlesmedeki

Onemini giiglendirmistir.
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Tablo 2.5 : Timokinonun farkli kanser tiirleri tizerindeki etkisi.

Kanser Tip TQ Etkisi Referans
Kan Kanseri Losemi HL-60 hiicre hatti Anti-proliferatif [193]
Meme Kanseri ') / Topo meme Apoptoz indiiksiyonu [194]
arsinoma
Pankrez}s Pankreatik timér Kemogensfmzasyon ve [195]
kanseri konvansiyonel kemoterapi
Karaciger HepG2 hiicresi Anti-proliferatif [196]
Kanseri Hepatik timor Karsinogeneze karsi profilaktik [197]
ve toksik
Fibrosarkoma Fibrosarkoma hiicreleri Anti-proliferatif [198]
LNCap, C4-B, DU145, DNA Sentezi inhibisyonu, anti-
Prostat PC3 proliferatif [199]
HCT116 Anti-neoplastik, proapoptotik [188]
Kolon kanseri S
SW626 TQ kemoterapotik ajan olarak [191]

Onerilmig

Ayni sekilde, 5-FU ile tedavi edilmeden 6nce mide kanseri hiicrelerinin TQ ile 24 saat

on tedavisinin, tek basina 5-FU ile karsilastirildiginda daha yiiksek oranda apoptoza

neden oldugu gdsterilmistir [200]. Ilging bir sekilde, bu ¢alisma kolorektal kanserde

arastirilmamigtir. Kemoterapoétiklerin TQ ile birlestirilmesinin tedavisi, ¢esitli kanser

sistemlerinde in vitro ve in vivo olarak kayda deger sonuglar gostermesine ragmen, bu

kombinasyonlarin hala faz I klinik ¢aligmalar1 yoktur (Tablo 2.6).

Tablo 2.6 : TQ ile kombine kemoterapi.

Timokinon + Kanser Tip / Hiicre Etki Referans
Hatt1
Meme Kanseri (MCF7,  Apoptoz artmus, in vitro ve in vivo biiylime azalmis,
Tamoksifen MDA-MB231, MDA- Akt ve cleaved kaspaz-9 inaktive olmus, Bax, [201]
MB468, T47D sitokrom C ve p27 aktive olmus
In vitro, kanserde kemoduyarlilik artmis, Bcl-2
Gastrik Kanser, ekspresyonu azalmis, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9
5-FU BGC823, SGC-7901, ekspresyonu artmis [200]
MGC-803 ve HGC-27 Iy yivo’da ise sadece 5-FU’ya gore kombine
tedavinin anti-tiimor etkisi daha yiiksektir.
. . Ehrlich Asit Karsinom  Suya konan 50mg/L TQ, cisplatinin anti-tiimor etki
Cisplatin ) . [202]
farelerde (Zenograft) gosterirken neden oldugu nefrotoksisite azalmis
. Ehrlich Asit Karsinom 10mg/kg TQ tedavisi 50mg/kg ifosfamidin etkisini
Ifosfamid . [203]
farelerde (Zenograft) gii¢lendiriyor

38



Tablo 2.6 (devam) : TQ ile kombine kemoterapi.

Kanser Tip / Hiicre
Timokinon + Etki Referans
Hatt1

HL-60 hiicresinde TQ, DOX’un anti-kanser

Kolon: HL-60, SI8A2,  e(kisini arttirtyor.

HT-29
. Serviks: KB-V1 Coklu hiicre direnci olan hiicrelerde kaspaz-3 ve [194, 203,
Doksorubisin ROS diretimine bagli apoptozu indiikler. 204]
Meme: MCF-7 TQ DOX kaynakli nefropatiyi  azaltir.
Sigan Oral TQ alimi DOX kaynakli siiperoksitleri

inaktive eder ve kardiyotoksisiteyi azaltir.

e Hedefli terapi

Son 10 yilda, kanser tedavisinde yeni bir strateji ortaya atilmistir: Bunlardan en
onemlisi hedefe yonelik tedavidir. intravendz sitotoksik kemoterapiden farkl1 olarak,
hedefli tedaviler hastalar tarafindan daha kolay uygulanir ve tolere edilir, ancak bunlar
daha sonra ishal gibi ikincil etkiler yaratabilir [205]. Bu bireysel olarak uyarlanmis
kanser tedavisi iki tiirde olabilir: monoklonal antikorlar veya kiigiik molekiil
inhibitorleri ile. Bu nispeten yeni bakis agisiyla, daha 6nce geleneksel kemoterapdtik

tedavilerden diglanan hastalar daha fazla tedavi segeneklerine sahip olabilirler.

2013 yilinda Rajput ve arkadaglart TQ'yu AKT inhibitorii olarak dnerdi, boylece bu
diyet fitokimyasal kiiclik molekiiliin meme kanseri tedavisinde éneminin altini ¢izdi

(Sekil 13) [206].

/ Rituximab (Rituxan) Hematolojik Malignite
“ _— Ibritumomab Tiuxetan (Zevalin)

+————— Tositumomab (Bexxar)

+—— Gemtuzumab Ozogamicin (Mylotarg)

«——— Alemtuzumab (Campath)

Imatinib Gleevee
Dasatinib Sprycel

Bevacizumab (Avastin)

-

Sekil 2.13 : Farkli hedefe yonelik tedavi yollarinda uygulanan monoklonal antikorlar ya da
inhibe edici ajanlar solid tiimérlerde biiylime faktorlerinin reseptorleri iistiinden, hematolojik
tiimdrlerde CD reseptorleri iistiinden etki ederler.
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¢ TQ ve kinazlar

Fosforilasyonun denince akla ilk gelen protein kinazlar, genellikle karmagik
yolaklarla c¢alisir ve hedefe yonelik tedavi i¢in yeni adaylar haline gelmistir. TQ'nun
kinaz diizenlemesine katilmasini agiklayan birkag¢ ¢alisma vardir; AKT1 [207], JAK2
[208], INK [182], IKKb [184], ERK2 [182], CHEKI [209] ve Plkl [210]. Bu
kinazlarin ¢ogu kolon kanserinde siklikla serbesttir. Son 10 yilda, birka¢ kinaz
inhibitori klinik olarak test edilmistir veya su anda hedefli tedavide klinik denemeler
gecirmektedir [211]. Bu terapi, tiimdr hiicresi cogalmasini ve ilerlemesini etkileyen
molekiillere miidahale ederek kanserin biiylimesini ve yayilmasini engeller. KK’da, c-
Jun N-terminal kinaz (JNK) ve prosurvival hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz
(ERK) gibi kinazlarin, apoptozisin baslangicindan 6nce TQ tedavisi altinda aktive
edildigi gosterildi [182]. HCT116 p53 - / - hiicrelerinde gdzlenen TQ direnci, p53
olmadiginda TQ kaynakli DNA hasarma karst verimsiz bir savunma mekanizmasi
oldugunu ve serin / treonin kinaz hiicre dongiisii kontrol noktas1 olan CHEK1'in bir

upregiilasyonu ile iliskilendirilmistir [209].

2.4 5-Fluorourasil

Anti-metabolit ilaclar, temel biyokimyasal islemleri inhibe ederek veya DNA ve RNA
gibi makromolekiillere dahil edilerek, normal fonksiyonlari inhibe ederek calisir.

Fluoropirimidin olan 5-fluorourasil (5-FU) her ikisini de yapar.

Fluoropirimidinler, 1950’lerde sigan hepatomlarinin RNA’daki wurasili normal
dokulara gore daha ¢ok ve hizli bir sekilde kullandiklari anlasilinca, urasil
metabolizmasina yonelik potansiyel bir anti-metabolit kemoterapisi gelistirilmistir

[212].

5-FU'nun sitotoksisite mekanizmasi, fluoroniikleotitlerin RNA ve DNA'ya yanlis
eslesmesine ve niikleotit sentetik enzim timidilat sentazin (TS) inhibisyonuna

baglanmustir.

5-FU, kolorektal ve meme kanserleri dahil olmak iizere bir dizi kanserin tedavisinde
yaygin olarak kullanilir. Her ne kadar diger kemoterapotik ajanlarla kombinasyon
halinde 5-FU, gogiis ve bas boyun kanserlerinde yanit oranlarimi ve sagkalimi
tyilestirse de, kolorektal kanserde 5-FU'nun en biiyiik etkiye sahip oldugu

goriilmektedir. 5-FU bazli kemoterapi, rezeke evre III KK’I1 hastalarin sagkaliminm
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tyilestirir [213]. Bununla birlikte, ileri KK i¢in birinci basamak tedavi olarak 5-FU
bazli kemoterapinin cevap oranlar1 sadece %10-15'tir [214]. 5-FU'nun Irinotecan ve
Oksaliplatin gibi daha yeni kemoterapilerle kombinasyonu, ileri kolorektal kanser igin
cevap oranlarmi %40-50'ye yiikseltti [215, 216]. Bununla birlikte, bu gelismelere
ragmen, acilen yeni terapdtik stratejilere ihtiya¢c duyulmaktadir. 5-FU'nun hiicre
6liimiine neden oldugu ve tiimorlerin 5-FU'ya direncgli hale geldigi mekanizmalari

anlamak, bu direnci tahmin etmek veya asmak i¢in atilmis dnemli bir problemdir.

2.4.1 5-FU etki mekanizmasi

5-FU, urasilin 5. karbonunda konumundaki karbon yerine flor bulunan bir urasil
analogudur (Sekil 2.14) [217]. Urasil ile ayni kolaylastirilmis tasima mekanizmasini
kullanarak hiicreye hizla girer. 5-FU hiicre i¢i olarak cesitli aktif metabolitlere
dontstiiriiliir:  florodeoksitiridin  monofosfat (FAUMP), florodeoksiridin trifosfat
(FAUTP) ve floroiiridin trifosfat (FUTP) (Sekil 2.15) - bu aktif metabolitler, RNA

sentezini ve TS'nin etkisini bozar.

5-FU katabolizmasindaki hiz sinirlayict enzim, 5-FU'yu dihidrofluorourasile (DHFU)
dontistiiren dihidropirimidin dehidrojenazdir (DPD) [218]. Uygulanan 5-FU'nun

%80'inden fazlas1 normal olarak birincil olarak DPD'nin bolca eksprese edildigi

O

karacigerde katabolize edilir [218].

=
NH

N ~O
H

Sekil 2.14 : 5-FU'nun yapisi.
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5-Fluorourasil ii¢ ana aktif metabolite doniistiiriiliir: fluorodeoksiiiridin monofosfat
(FAUMP), fluorodeoksiiiridin trifosfat (FAUTP) ve fluorouridin trifosfat (FUTP). 5-
FU aktivasyonunun ana mekanizmasi, dogrudan ya da fosforibosil pirofosfatla (PRPP)
kofaktor olarak fosforibosil pirofosfat (PRPP) ile ya da feroiiridin (FUR) kofaktor
yoluyla fliiorotiridin (FUR) ile floroiiridin monofosfatina (FUMP) doniistiiriilmesidir.
FUMP daha sonra aktif metabolit floroiiridin trifosfat (FUTP) ile fosforile edilebilen
veya florodeoksiridin difosfata (FDUDP) riboniikleotit rediiktaz (RR) ile
doniistiiriilebilen floroiiridin difosfata (FUDP) fosforile edilir. FAUDP sirasiyla
FAUTP ve FAUMP aktif metabolitlerini tiretmek i¢in fosforillernir. Alternatif bir
aktivasyon yolu, daha sonra timidin kinaz (TK) ile FAUMP'ye fosforile edilen 5-
FU'nun florodeoksiiiridine (FUDR) katalize edilmis timidin fosforilazini igerir. 5-
FU'nun dihidroflorouasil (DHFU) 'ye dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD) esash
doniistimii, normal ve timor hiicrelerinde 5-FU katabolizmasinin hiz sinirlayici

asamasidir. Uygulanan 5-FU'nun %80'e kadar1 karacigerde DPD tarafindan parcalanir.

=P —@
T
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Sekil 2.15 : 5-FU metabolizmasi.
2.4.2 5-FU’nun modiilasyonu

5-FU KK tedavisinde 40 yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir. 5-FU intravenoz
olarak verilir ve optimum dozu ve uygulama seklini belirlemek i¢in ¢esitli farkli
programlarda kullanilmustir. fleri KK’da tek bir ajan olarak 5-FU igin genel yanit orani
olduke¢a siirlidir (yaklasik %10-15) [214]; Bununla birlikte, son 20 yilda, 5-FU’nun
anti-kanser aktivitesini arttirmak ve klinik direncin tistesinden gelmek i¢in 6nemli
modiilasyon stratejileri gelistirilmistir.
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Sonug olarak, 5-FU hem ileri hem de erken evre KK tedavisinde ana ajandir. 5-FU
anti-kanser aktivitesini modiile etmek ic¢in arastirilan stratejiler arasinda 5-FU
bozulmasinin azaltilmasi, 5-FU aktivasyonunun arttirtlmast ve FdUMP'nin TS
baglama aktivitesinin arttirilmasi bulunur. Lokovorin (LV), hiicre i¢i 5,10-metilen
tetrahidrofolat (CH2THF) havuzunu arttirir, bdylece florodeoksiridin monofosfat
(FAUMP) tarafindan timidilat sentaz (TS) inhibisyonunu arttirir. Enilurasil ve urasil,
5-FU'nun DPD aracili bozulmasini onler. Metotreksat (MTX) 'in fosforibosil
pirofosfat (PRPP) seviyelerini artirarak 5-FU  aktivasyonunu  arttirdigi
diisiiniilmektedir. Interferonlarin (IFN'ler), timidin fosforilaz (TP) aktivitesini
arttirdigi, 5-FU tedavisinin neden oldugu akut TS indiiksiyonunu iptal ettigi ve 5-FU
aractli DNA hasarint arttirdigr  rapor edilmistir (Sekil 2.16). Kapesitabin,
karboksilesteraz ve sitidin deaminazin sirali etkisiyle karacigerde 5'-deoksi-5
florotiridin'e (5'DFUR) doniistiiriilen bir 5-FU 6n ilacidir. 5’'DFUR, TP ile 5-FU'ya

doniistiiriiliir.

Aktivasyon

Riboz-5¢ — — — — —UMP

!
P  —dlP ——mrF  dUDP

!
%20 Bilbrek urP FAUMP / Timidilat
Degredasyon ~————— §_Fl) T o Sentaz
CTP
Dihidropirimidin %80 KCd l
" b e
dehidrojenaz COP - cDP — dCOP dT™MP

Degredasyon

Eliminasyon

Sekil 2.16 : 5-FU modiilasyonu.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Gerec
3.1.1 Cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1 : Cihaz listesi.

Cihaz Adx

Marka

Kullanim Amaci

In Vivo Imaging
System (IVIS)

Hiicre Kiiltiirii
Kabini (Class II)

Karbondioksit
Inkiibatorii

Ters Isik
Mikroskobu

Floresans
Mikroskop
Akis Sitometrisi

Multiplaka
Okuyucu

Sogutmal1 Santrifiij

Western blot sistemi

Jel Goriintiileme
Cihaza

Derin Dondurucu

(-20°C / -80°C)

Buzdolab1 (+4)

pH metre

Hassas Terazi

Deiyoize su cihazi

Vortex

Perkin Elmer

Safe Fast Classic Faster
Air

ESCO - Panasonic
Novel
Leica DM 1000
BD Facs Canto II

Thermo Varioskan

Hermle
Biorad

Vilbert Laurmart Fusion
Fx5

Ugur / Haier

Ugur

Milwaukee Instruments
Inc

Mettler Toledo

Sartorius Stedim

Stuart

Hayvanda tiimér goriintiileme igin kullanilmigtir.

Hiicre kiiltiirli ve transfeksiyon iglemleri igin
kullanilmistir.

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilmigtir.

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilmustir.

Apoptoz, DNA Hasari ve Transfeksiyon kontroliinde
kullanilmagtir.

MMP, Apoptoz 6l¢iimiinde kullanilmigtir.

Fotometrik, Luminometrik ve Florometrik okumalar
bu cihazda yapilmustir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilmusgtir.
Western blot ¢aligmalari i¢in kullanilmistir.

Western Blot sonras1i membranlardaki protein
ekspresyonlarini 6lgmek i¢in kullanilmigtir.

FBS, Blastasidin, Pen/Strep, L-Glutamin gibi sivilarin
saklanmasi i¢in kullanilmistir.

Ornek, kit, medyum, tampon vb’nin saklanmasi icin
kullanilmigtir.

Hazirlanan tamponlarda pH ayarlamast i¢in
kullanilmigtir.

Numunelerin tartilmasinda kullanilmigtir.

Tiim deneylerde kullanilmustir.

Stok soliisyonu hazirlarken kullanilmigtir.
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Tablo 3.1 (devam) : Cihaz listesi.

Cihaz Ad1 Marka Kullanim Amaci
E}ektrofore; Thermo DNA Hasar1’nda jel yiiriitiirken kullanilmgtir.
Glig Kaynag1
Otomotik .
Pipetler Eppendorf Tiim deneylerde kullanilmustir.
Manyetik Biocote, Stuart CB162 Tiim deneylerde kullanilmusgtir.
Karistirict
Orbital Biosan, 0S20 Tiim deneylerde kullanilmistir.
karistiric

Memmert, ENB29,

Sonikator Tiim deneylerde kullanilmustir.
Almanya
Steak su Hellma Analytics Tiim deneylerde kullanilmistir.
banyosu
Isitic1 blok Daihan Western blot 6n agamasinda protein denatiirasyonu igin
kullanilmistir.
Buz makinast Maestrogen Inc Tiim deneylerde kullanilmistir.

3.1.2 Kullanilan Kimyasallar
Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.2°de yer almaktadir.

Tablo 3.2 : Kimyasal listesi.

Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Amaci

Sodyum Kloriir (NaCl)
Potasyum Kloriir (KCl)

Sodyum Hidrojen Fosfat
Dihidrat (Na2HPO4.2H20)

Potasyum Dihidrojen Fosfat
(KH2POy4)

Genel laboratuvar soliisyon ve tamponlari

Sigma-Aldrich i¢in kullanilmstir.

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
(EDTA)
Tris HCI
Tris Baz
Fetal Sigir Serumu
Penisilin/Streptomisin Gibco
F12K Medyumu

Eagle's Minimum Essential . . Genel hiicre kiiltiirii ¢aligmalari igin
Medium (E'MEM) Sigma-Aldrich kullanilmistir.

Tripsin-EDTA Sigma-Aldrich
L-Glutamin Sigma-Aldrich
Cryopreservation Medyum ABM
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Tablo 3.2 (devam) : Kimyasal listesi.

Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Amaci
Blastacidin-S HCI
Kalsiyum Kloriir (CaClz)
Polybrene . .
Hepes Sigma-Aldrich

D-Glukoz Monohidrat
D-Lusiferin
GFP vector — plenti CMV GFP Blast
(659-1) Plasmid # 17445
Luc vector — plenti CMV V5 Luc
Blast (w567-1) Plasmid # 21474
psPAx2 Plasmid # 12260
pMD2.G Plasmid # 12559
Timokinon
5-Fluorouracil

Diklorofloroscein Diasetat
Akridin turuncusu
Etidyum Bromiir

Normal Melting Agar
Low Melting Agar
Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Triton X
Sodyum Hidroksit (NaOH)
HCI
RIPA Tamponu
Coomasie Brillant Blue G250
Fura-2AM
3,3'-dihexyloxacarbocyanine lodide
(DiOC6(3))

Laemlli Sample Buffer

Protein Ladder

Bax primer antikor
Bcl-2 primer antikor
Kaspaz-3 primer antikor
Kaspaz-9 primer antikor
p53 primer antikor
p21 primer antikor
Anti-mouse sekonder antikor
Anti-rabbit sekonder antikor

Addgene

Sigma-Aldrich
Deva

Sigma-Aldrich

Santa Cruz
BioRad
Sigma-Aldrich

Santa Cruz
Biorad

Thermo

Cell Signaling
Technology

Hiicrelerin transfeksiyonu igin
kullanilmstir.

In vitro ve in vivo ¢aligmalarda
kullanilmagtr.
Hiicreici reaktif oksijen tiirlerinin 6lgiimii
icin kullanilmugtir.
Apoptoz testleri i¢in kullanilmigtir.
Apoptoz ve DNA Hasar goriintiilemesi
i¢in kullanilmugtir.

DNA Hasari i¢in hazirlanan
soliisyonlarda kullanilmustir.

Hiicre lizisi i¢in kullanilir.
Protein 6l¢iimii i¢in kullanilir.
Hiicre i¢i kalsiyum 6l¢timii igin kullantlir.
Mitokondriyal membran potansiyeli
6l¢timii i¢in kullanilmigtir.
Western Blotta 6rnek yiiklerken
kullanilmistir.

Western blotta standart olarak
kullanilmigtir.

Protein ekspresyonlarini belirlemek i¢in
western blotta kullanilmigtir.

3.1.3 Kullanilan kitler

Tez caligmasinda kullanilan kitler Tablo 3.3’de yer almaktadir.

Tablo 3.3: Kit listesi.

Kit Ad1 Marka Kullanim Amaci
Plasmid Isolation Midi Kit M&N Transfeksiyon i¢in kullanilmustir.
CellTiter-Glo® Luminescent Cell . .. -
Viability Assay Kit Promega Sitotoksisite deneyleri i¢in kullanilmustir.
GSH-Glo™ Glutathione Assay Hiicre kiiltiiriinde glutatyon diizeylerini
. Promega .. ..
Kit Olgmek i¢in kullanilmistir.
Annexin V-FI‘T C A;_Joptoszs ThermoFisher Akis sitometrisinde apoptoz dl¢timleri igin
Detection Kit kullanilmigtir.
ELISA Kitleri Elabscience Oksidatif stres, enflamasyon ve biiyiime

faktorlerinin 6l¢iimii igin kullanilmistir.
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3.2 Yontem

Calismamizin deneysel asamasi 2 boliimden olusmaktadir. /n vitro hiicre kiiltiirtinde
yapilan ¢alismalar ve in vivo hayvan modelinde yapilan ¢aligmalardir (Sekil 3.1 ve

3.2).

Genotoksisite

Enflamasyon Gorintiileme

Bilytime

Faktorleri Fatoloji

Oksidatif
Stres

" e Mitokondriyal
Hicre ici Membran

ROS \  Potansiyeli

Sekil 3.1 : Deneysel agamalar 1.

Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

Zenograft
1,5 milyon Luc+LoVo
Luct plasmid _HIKHJ Subkutan enjeksiyon
siipernatanti .

-

1+ — N\
Y0 i@

Fm—
s —

CaPO, + Luc-LoVo
transdiiksiyon
materyalleri #
l. 21 giin
| Tiimér gelisimi izlemi

A
\ 21 giin tedavi
Tiimér kicilmesinin i

izlemi

L ve IL Grup: SF

ML Grup: 10 mgkg TQ

IV.Grup: 12,5 mg/kg 5-FU

V.Grup:  TQ(10 mg/kg) + 5-FU (12,5 mg/kg)

Sekil 3.2 : Deneysel agamalar 2.
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3.2.1 Invitro deneyler

3.2.1.1 Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak alinan LoVo (ATCC®
CCL-229) kolon kanser ve CCD18Co (ATCC® CRL 1459™) kolon saglikli hiicre
hatlar1 ¢alismada kullanildi. LoVo kolon kanser hiicre hatt1 F12K besiyeri i¢ine %10
FBS ve %1 P/S eklenerek kiiltiire edildi. CCD18Co kolon saglikl hiicre hattt EEMEM
besiyeri i¢ine %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %]1 P/S eklenerek 37°C’de %S5
Karbondioksit (COz2) ve %95 hava bulunan inkiibatorde kiiltiire edilip, ¢ogaltildi. Cryo
tiiplerinde donmus gelen hiicreler 37°C’de 1 dakika iginde ¢oziildiikten sonra falkona
aktarilmis complete besiyerlerine eklenerek 800 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatant atildi. Pellet pipetaj yapilarak i¢inde complete besiyeri
olan 25cm?’lik kiiltiir flasklarina ekildi ve CO: inkiibatdriine kaldirildi. Hiicreler her
giin kontrol edildi ve konflue olduktan sonra besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve 1x
PBS ile yikandi. Hiicrelerin istiine 0,5 ml Tripsin-EDTA (%0,25) eklendi ve
inkiibatdre kaldirildi. 3-4 dakikalik Inkiibasyon sonrasi hiicreler hafifce calkalanarak
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Tripsin-EDTA’y1 nétralize etmek igin flaskin
icin 5 ml complete besi yeri eklendi ve olusan hiicre siispansiyonu 15 ml steril falkona
aktarilip 800 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi aspire edildikten sonra
hiicre pelleti 2 ml taze complete besi yeri eklenip, siispanse edildi. Onceden
inkiibatrde bulunan iginde complete besiyeri olan 75cm?*’lik flasklara ekildi. Hiicre
pasajlama dongiisii bu sekilde devam etti. Pasaj sonrasi hiicreler 1:1 oraninda tripan
mavisi ile karistirtlip thoma laminda mikroskopta sayildi. Sitotoksisite ve ROS i¢in
96’11 plate’lere kuyu bas1 15000 hiicre, genotoksisite ve apoptoz i¢in 6’lik well’lere
kuyu bagina 100000 hiicre ekildi. Fazla hiicreler ise saklama medyumu ile 1:1 oraninda
karistirilip ml’de 1-2 milyon hiicre olacak sekilde cryo viallere aktarilip azot tankina
kaldirildi [219]. Calismadaki tiim ekimler hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saatlik
inkiibasyon, verilen maddelerin sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerini

incelemek i¢in 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakildi.
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3.2.1.2 Transfeksiyon

2 farkli (Luc ve GFP) plasmidi (psPAx2 Plasmid # 12260 ve pMD2.G Plasmid #
12559) agarda bakteri icinde geldi. Gelen bakteriler ayr1 ayr1 ekilip tek (single) koloni
secilip plasmid izolasyonu kiti ile izolasyon yapildi. Izole edilen plasmidler

nanodrop’ta 1 pg/ul olacak sekilde dlgiiliip -80°C’e alikotlanarak stoga kaldirildi.

Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak alinan insan bobrek epitel
hiicresi HEK293 (293 [HEK-293] ATCC® CRL-1573™) transfeksiyon icin konak
hiicre olarak kullanildi. HEK293 bobrek epitel hiicre hattt EEMEM besiyeri igine %10
FBS ve %1 P/S eklenerek kiiltiire edilip, cogaltildi. 25 cm?’lik kiiltiir flaskina ekilen
hiicreler 24 saat sonra asagidaki karisim (A+B) medyuma karistirilarak eklendi (Tablo
3.4).

Transdiiksiyon
Tablo 3.4 : Transdiiksiyon karigimu.
A
Ekleme Sirasi GFP LUC
CaClz 6 30 ul 30 ul
: 2pug 2ug
psPAx2 Plasmid #12260 5 (Stoktan 2 ) (Stoktan 2 )
pMD2.G Plasmid #12259 4 0.5 ug 0.5 ng

(Stoktan 0,5 ul)  (Stoktan 0,5 ul)

GFP Vector — Plenti CMV

_ 2,5 g
GFP Blast (659-1) Plasmid 3 (Stoktan 2 pl) )

#17445
Luc Vector — Plenti CMV 2,5 ug
V5 Luc Blast (w567-1) 2 ] ’
Plasmid #21474 (Stoktan 2 ul)
HiClone Su 1 265 ul 265 ul

TOPLAM 300 pl 300 pl

B

2xHBS 300 pl
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Karisim HEK293 hiicrelerinin iistiine eklendikten 8 saat sonra medyum aspire edildi
ve 1x dPBS ile yikandi. Taze medyum hiicrelerin istiine eklendikten sonra her 24
saatte 1 kez 3 tekrarla hiicre medyumu yenilendi ve aspire edilen medyum santrifiij
edilip (500 g x 10 dakika) +4°C’ye kaldirilip 72. saatin sonunda tiim aspire edilen
medyumlar birlestirildi. Viriis igeren aspire edilen medyumlar alikotlanarak -80°C’ye

kaldirildi [220].

Blastacidin-S HCI toksik dozunun belirlenmesi

GFP ve Luc transfeksiyonu yapilacak LoVo hiicreleri 6’11k well’lere ekilerek 24 saatli
inkiibasyonun ardindan transfeksiyonda selektiviteye neden olan blastasidin-S HCl
(BSH) antibiyotigine karst doz belirlendi. Bu yilizden de her kuyuya farklhi
konsantrasyonda (0,5-8 pg/ml) BSH eklenip inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda
sadece tek hiicre kalan kuyu bulunarak kaydedildi. LoVo hiicresi i¢in bu deger 6
ug/ml’dir. Transfekte hiicreler i¢in bundan sonra complete besiyerinin icinde BSH

bulunacaktir.

Transfeksiyon

LoVo hiicreleri 24°liik well’lere 3x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra
icinde transdiiksiyon sonrasi alikotlanip -80°C’ye kaldirilan viriis igeren medyumdan
50ul alinip 6pug/ml BSH ile 5 pg/ml polybrene bulunan 950ul complete besiyerine
eklendi. Bu karisim kuyu basina 1 ml olacak sekilde eklendikten sonra hiicreler 8 saat
inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda medyumlar aspire edilip, hiicreler
1x dPBS ile yikandiktan sonra i¢inde 6 pg/ml BSH olan taze complete besiyeri eklenip
hiicreler ¢ogaltilarak caligmalara baslandi. Bdylelikle transfeksiyonun tutmadigi
hiicreler elimine olup, sadece transfekte olan hiicreler cogalacaktir. Transfeksiyonun
kontroliinii, luminometrede, floresans mikroskopta ve in vivo goriintiileme cihazinda

yapildi [221].
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Biyoliiminesans Goriintiileme

Biyoliiminesans goriintiileme hayvanlarda tiimorii ger¢cek zamanl ve invazif olmayan
bir sekilde goriintiilenmesini saglar. Lusiferaz tarafindan katalize edilen ATP ve Oz
varliginda lusiferinin oksilusiferine doniismesiyle salinan fotonun tespitine dayanir.
Yani lusiferaz sentezleyen hiicreye/tiimore lusiferin verildiginde luminesans fotonlar
Ol¢iilebilecektir. Sonug¢ olarak, biyoliiminesans yogunluk, tiimorlerin aerobik

kosullardaki biiyiikliiklerine ve aktivitelerine baghdir.

[lk olarak transfeksiyonun basari saglayip saglamadigini belirlemek igin 6’1tk well’lere
5x10* transfekte LoVo hiicresi ekildi ve 24 saatlik inkiibasyonun ardindan medyumlar
aspire edildi ve 1xdPBS ile kuyular yikandi. Kuyu basina 1 pM D-lusiferin eklenip in
vivo hayvan goriintiileme cihazinda luminometrik olarak goriintii alinip, kontrol edildi.
Ayni islem zenografik olarak LoVo hiicresi ekilen Balb/c atimik nude farelere de
timor olustuktan sonra anestezi (Rompun + Ketasol) altinda intraperitonel olarak 10
uM D-lusiferin enjekte edilerek 5 dakika i¢inde IVIS’te (Perkin Elmer, Waltham-
ABD) goriintii alindi. Timdr bolgesi (ROI: ilgilenilen bolge), cizilip, yayilan
luminesans (foton/sn) olarak IVIS goriintiileme yazilimi ile 6lgtildii (Sekil 3.3) [222].

S  cpAx Plasmid 112260
S| pMOZG Plasmid #1255
/i

= Blastasidin-SHCI
,‘i“lﬁsm Gorintileme il
: ? Y - .
AB rezistans hilgzsi—@ ‘;;;‘_c“ ’L 53 ;’§i§%—' i
meid§ ‘Q:'g\_u '&‘ inkiibas gz
AT yon =
b ?a

O » O = By » i

istenen rekombinant plazmid e
Ara Konak Viriis

Lue Veetor - Plenti
CMV V5 Luc Blast HEK293
(w567-1) Plasmid
B214T4

Sekil 3.3 : Transfeksiyon agamalar1 ve kontrol.
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3.2.1.3 Sitotoksisite Testi

Calismada sitotoksisiteyi kantifiye edebilmek i¢in luminometrik ATP testi kullanildi.
Ticari olarak satin alinan CellTiter-Glo® luminesans hiicre canlilik kiti canli
hiicrelerin varligini isaret eden ATP miktarina dayali homojen bir yontemdir. Hiicre
cogalmasi (proliferasyon) ve sitotoksisite analizleri i¢in idealdir. Yontemin prensibi,
ATP miktar1 hiicre sayisi ile orantili oldugundan dolay1 [223] ortamdaki lusiferin
hiicrelerdeki ATP varliginda rekombinant lusiferaz enzimi ile oksilusiferine dontiserek
luminesans yayar (Sekil 3.4) [224]. Opak beyaz 96’lik plate’lere ekilen 10* hiicreye
24 saat sonra farkli konsantrasyonlarda hazirlanan TQ (2,5-100 uM), 5-FU (0,039-25
M) ve kombine dozlar1 eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan ATP

soliisyonu eklenip 5 dakika i¢inde Thermo Varioskan multiplate okuyucuda

luminesans 6l¢iim alindi.

HO

Lusiferin

HO

Oksilusiferin

S S
NHN
I

Rekombinant O, O
Lusiferaz / ATP
[Mg?*] \ CO,
AMP + PP;
hv

OH

Sekil 3.4

: ATP sitotoksisite dl¢lim prensibi.

52




3.2.1.4 Hiicre ayirma

Genotoksisite, apoptoz, mitokondriyal membran potansiyeli, glutatyon ve protein
ekspresyonlarmin dlgiimii igin 6’lik well’lere 10° hiicre ekilip 24 saat inkiibasyonun
ardindan TQ, 5-FU ve kombine tedavi verilip tekrar inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyon
yapildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerleri aspire edildi. Hiicreler 1xPBS ile
yikandiktan sonra kuyu basina 100 pl tripsin-EDTA eklenip, 3 dakika inkiibatore
kaldirildi. Tripsin-EDTA’nin etkisi 6nceden aspire edilen homolog besiyerleri
eklenerek kaldirildi. Hafif pipetaj yapilarak steril ependorfa alinan hiicreler +4°C’de
800 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi silipernatantlar enflamasyon
belirtegleri i¢in kaldirildi ve pellet tekrar 1,5 ml 1xPBS ile pipetaj yapilip tekrar
santrifiij edildi. Yikama islemi bir kez daha gerceklestirdikten sonra diger asamalara

gecildi. Tiim konsantrasyonlar 3 kere tekrarlanarak calisildi.

3.2.1.5 Genotoksisite testi

Genotoksik hasar yani DNA Hasar1 Singh ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen alkali
tekli hiicre elektroforezi yontemi (comet assay) ile 6l¢iildii [225, 226].

Yontemin Prensibi

Comet Assay metodu DNA’nin farkli elektriksel yiikk ve agirligina gore elektrik
alaninda farkli gé¢ etmesine dayali bir yontemdir. Hiicreler agaroza yerlestirilip lizise
ugratilir. Eger DNA’da herhangi bir hasar (genotoksisite) yoksa DNA goriintimii
kompakttir yani herhangi bir kuyruk (comet) olusturmaz. Oysa DNA hasara ugrayip
fragmente olmussa, olusan bu fragmentler farkl elektriksel yiik ve molekiil agirligina
sahip olduklar i¢in elektroforetik ortamda farkli hareket edeceklerinden, DNA lar
floresan boya olan etidyum bromiir ile boyandiklarinda kuyruklu bir goriintii

olusturacaklardir (Sekil 3.5) [225, 226].
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Sekil 3.5 : DNA Hasar1 (Comet Assay).

Yonteminin Uygulanisi
Slaytlarin Hazirlanmasi

50°C’de NMA %1’lik ddH20 beher i¢inde hazirlanir ve lamlar behere batirilip bir
tarafi silinerek kurutmaya birakildi. Agarli lamlar hazirlandiktan sonra tripsin-EDTA
ile kaldirilan hiicre ve 40°C’de ddH:O ile hazirlanan %0,65’lik LMA (85:15) ependorf
icinde karistirildi. 85 pl karisimdan cekilir ve 6nceden hazirlanmis olan agarli lama
damlatilip, lamel kapatilir. Agarozun donmasi i¢in buzdolabinda 5 dakika

bekletildikten lamel lamdan ¢ikartilir ve sonra lizis asamasina ge¢ildi [219, 225].
Lizis asamasi

Lizis asamasina hazirlanan lamlar maksimum bir gece lizis soliisyonunda (pH:10 - 100
mM EDTA, 2,5 M NaCl, 10 mM Tris Baz ve %1 triton X-100) buzdolabinda inkiibe
edildi. Lizis soliisyonu hiicre igeriginin disar1 ¢ikmasini saglar ve DNA’da kirik varsa

ve parcalanmigsa fragmente bolgeyi tutan baglar1 kopmasini saglandi [219, 225].

54



Elektoforez asamasi

Lizis asamasindan sonra lamlar 1xPBS ile yavasca 5 kez yikanir. Elektroforez tankina
yerlestirilen lamlar elektroforezden dnce +4°C’de 30 dakika elektroforez tamponun
(pH:10 - ImM EDTA, 300 mM NaOH) inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi 300 mA,
14 volt’ta 25 dakika elektroforez gergeklestirildi [219, 225].

Notralizasyon asamasi

Elektroforezden sonra lamlar 5 dk siire ile 5 kez nétralizasyon tamponu (pH:7,5 - 0.4

M Tris-HCl,) ile oda sicakliginda muamele edildi [219, 225].
Boyama asamasi

Boyama asamasinda kullanilan boya niikleik asitlere 6zgili olan etidyum bromiirdiir.
Notralizasyon asamasindan sonra lamlarin {istiindeki jellere 2 pg/ml etidyum bromiir
damlatilip lamelle kapatilir. Ornekler leica floresans mikroskop ile (20X, Eksitasyon
DB: 546 nm, Emisyon DB: 20 nm) DNA’larin goriintiisii degerlendirilip, kaydedildi.

Analiz

Floresans mikroskoptan kaydedilen goriintiiler bilgisayardaki analiz programi (Comet
Assay IV, Perpective Ins.) ile degerlendirildi. Hartmann’a gbére DNA hasari
Ol¢iimiindeki ilk kriter kuyruk yogunlugunun Olgiilmesidir [227]. Programdan

DNA’lardaki kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) 6l¢iilerek hesaplandi.

3.2.1.6 Apoptoz testleri
Akridin turuncusu (AT) / etidyum bromiir (EB) cift boyamasi

Akridin  turuncusu/etidyum bromiir boyast (AT/EB), hiicrelerde morfolojik
degisikliklerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan c¢ift boyamadir [228]. Akridin
turuncusu boyasi vital bir boyadir ve hem canli hem de 6lii hiicreleri boyar. Etidyum

bromiir boyasi ise sadece membran biitiinliiglinii kaybetmis hiicreleri boyar.

Canli hiicreler homojen bir yesil, erken apoptotik hiicreler ise kromatin yogunlagmasi
ve niikleer parcalanma dolayisiyla 6zellikle cekirdeklerinde parlak yesil noktalar

icerecektir.

Geg apoptotik hiicreler hem AT hem de EB i¢erdiginden dolay1 turuncu rengi alacaktir.
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Fakat nekrotik hiicreler saglikli hiicrelerin aksine yogunlagsmis kromatin igerdiginden
farkli bir niikleer morfoloji ve boya yogunluguna sahip oldugundan bozuk sekilli

kirmiz1 goriiniir (Sekil 3.6) [229].

Sekil 3.6 : Canli, apoptotik ve nekrotik hiicreler.

6’lik well’lere ekilen hiicreler ICso altindaki dozlarda tedavi uygulandiktan 24 saat
sonra tripsin-EDTA ile kaldirildi. 1xPBS ile yikanan hiicreler +4°C’de 500g’de 5
dakika santrifiij ardindan silipernatant atildi. Bos lamin iizerine 10 pl hiicre pelleti ve
10 ul AT/EB soliisyonu (100 pg/ml AT + 100 pg/ml EB) eklenip lamel kapatildi.
Gortintiiler floresans mikroskopta (Leica DM 1000) degerlendirilip kaydedildi.
Rastgele kaydedilen hiicrelerde her konsantrasyonda 3 tekrar ve minimum 100 hiicre

sayildi [219].

Annexin V-FITC ile akis sitometri analizi

Erken apoptozda hiicre membraninda farkli degisiklikler meydana gelir. Apoptoz

kaskatindaki ilk degisiklik normalde hiicre zarinin i¢ yiiziinde bulunan fosfotidilserinin
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(FS) apoptozla birlikte hiicre zariin disinda konumlanir. Annexin V-FITC konjugati
ortamda kalsiyum varliginda FS’ye baglanir.

Erken evredeki apoptoz annexin V-FITC ile saptanir. Ge¢ apoptoz ve nekroz
durumunda hiicre zar biitiinliigli bozulmaya baglar. Bu evreleri saptayabilmek igin
DNA’ya spesifik bir boya olan propidyum iyodiir (PI) boyas1 kullanildi. Hiicrelerin
erken ve ge¢ apoptoz, nekroz yada saglikli oldugunu belirlemek i¢in annexin V-FITC
boyasi ile PI boyas1 ayni anda verildi. Hiicreler (FITC:-/PI:-) ise saghkl, (FITC:+/PI:-
) ise erken apoptotik, (FITC:+/PI:+) ise ge¢ apoptotik, (FITC:-/PI:+) ise nekrotiktir
(Sekil 3.7) [230].

4
*
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» < M 0,% @ g e ee cnag ¥ Fosfotidilserin (P5)
© 000 My s “se ¥ Annexin V-FITC
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Saghkh Erken Apoptotik Gec Apoptotik Nekrotik

Sekil 3.7 : Annexin V-FITC kit ¢alisma prensibi.

Akis sitometrisinde apoptoz analizi Annexin V-FITC apoptoz tayin Kkitinin
(EBioscience BMS500F1) prospektiisiine gore yapilmistir. Kisaca 6’lik well’lere
ekilen hiicreler ICso altindaki dozlarda tedavi uygulandiktan 24 saatin ardindan tripsin-
EDTA ile kaldirildi. Hiicreler 1xPBS ile yikanip 195 pl 1x baglanma tamponu ve 5 pl
annexin V-FITC boyasi ile oda sicakliginda 10 dakika karistirildiktan sonra inkiibe
edildi. 200 pl 1x baglanma tamponu ekleyip +4°C’de 1500xg’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra slipernatant kismi atildi. Pellete 190 pl 1x baglanma tamponu ve 10
ul propidyum iyodiir boyasi eklenip vortekslendikten sonra akis sitometrisinde

(Becton Dickinson, FACS Canto II) (Aexc\Aem:488/525 nm) analiz edildi.

Apoptotik protein ekspresyonlarimin western blot ile dl¢iimii

Western blot teknigi, jel elektroforezi ile ayrilmis olan proteinleri bir nitroseliiloz yada
PVDF (Polivinilidin Floriir) membrana aktarip daha sonra aktarilan proteinleri birincil
antikor (hedef proteine spesifik) ile inkiibe edip, yikandiktan sonra HRP (horse radish
peroxydase) gibi enzim isaretli ikincil antikorla reaksiyona sokup kemiliiminesans

yada kromojenik yontemle protein ekspresyonunu dansitometrik olarak inceleme
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islemidir. TQ, 5-FU ve kombine tedavinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler

istiinde etkisini gormek i¢in western blot yontemiyle protein ekspresyonlari incelendi.

6’lik well’lere ekilen hiicreler 24 saat inkiibasyonun ardindan TQ, 5-FU ve kombine
tedavinin I1Cso dozlarinin altindaki dozlarla 24 saat inkiibe edilip, 1xPBS ile yikanip
tripsin-EDTA ile kaldirildi. +4°C’de 500g’de 5 dakika santrifiij’den sonra siipernatant
atildi. Pelletlere, PMSF (fenilmetilsiilfonil floriir), ortovanadat ve proteaz inhibitor
kokteyl i¢eren RIPA (Radioimmunoprecipitation) lizis tamponu eklendi ve +4°C’de
14.000 g’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim hiicrenin proteinlerinin
gectigi kisimdir ve ¢alisma siipernatant iistiinden devam etti. Her bir konsantrasyona
ait slipernatantlarin protein miktar1 Bradford yontemiyle [231] olgiildii. Proteinler
jeldeki kuyulara yiiklenmeden 6nce kuyu basina 20 pl’de 50 pg protein ve 4x Laemlli
tamponu 1x olacak sekilde karistirilip, dH20 ile seyreltilip 1sitma blogunda 100°C’de
15 dakika 1sitildi. Ornekler %12’lik ayirma (separating) jeli ve %8’lik yigma
(stacking) jeli olacak sekilde SDS-PAGE’e yiiklendi ve 120 mA, 100 V’de 1,5 saat
yiiriitiildii. Proteinlerin kontrolii i¢in ponceau S boyas1 kullanildi. Jellerdeki proteinleri
PVDF membrana aktarmadan dnce membran 30 saniye metanol, 3 dakika ddH20 ve
5 dakika transfer tamponuyla aktive edildi. Sirasiyla transfer slingeri, membran, jel ve
transfer slingeri konarak sandvi¢ seklinde transblot sistemine yerlestirildi. 10 dakika
85mV transfer igleminden sonra proteinlerin jelden membrana gecip gegmedigini
kontrol etmek icin jeller ddH20’da hazirlanan %0,1’lik coomasie brillant blue g250
boyasi ile muamele edildi. Jelde protein olmadigi saptaninca, islemler membran
istiinden devam etti. Membran TBST (7ris-Buffered Saline-Tween)’de hazirlanan
%S5’lik bloklama soliisyonu ile orbital ¢alkalayicida oda sicakliginda 100 *de 1 saat

muamele edildi.

Bloklanan membran TBST ile 3 kere yikandiktan sonra %2,5’luk yagsiz siit tozunda
hazirlanan 1:1000’lik primer antikorlar (Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9, B-aktin)
(Cell Signaling, ABD) orbital ¢alkalayicida +4°C’de 100 g’de bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 non-spesifik baglanmalari ortadan kaldirmak i¢in membran TBST
ile 5 dakika boyunca 3 kere yikandi. Membran yine %2,5’luk yagsiz siit tozunda
hazirlanan 1:5000’lik HRP (horse radish peroxidase) bagli sekonder antikor (anti-
mouse IgG ve anti-rabbit IgG, Cell Signaling, ABD) ile oda sicaklifinda 1 saat
100g’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda membran TBST ile 5 dakika
boyunca 5 kez yikandi.
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Membrandaki proteinleri goriintiilemeden 6nce Luminol soliisyonu (Pierce ECL

Western Blotting Substrate, Thermo, ABD) eklendi.

Goriintiiler Vilbert Laumart Fusion Fx5 cihazinda 1 saat i¢inde alindi. Bantlarin

dansitesi cihazin programui ile hesaplandi [224].

3.2.1.7 Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) tayini

Hiicre i¢i ROS iiretimi, floresan sinyal gostergesi 2,7 diklorodihidrofloreseindiasetat
(H2DCF-DA) kullanilarak degerlendirildi. Renksiz olan H2DCF-DA ortamdaki ROS
ile oksitlenir ve yesil floresans 6zellikteki diklorofloreseine (DCF) doniisiir (Sekil 3.8).

Artan ROS miktar1 ile yayilan floresans arasinda floresans korelasyon vardir [232].

96’11k siyah opak plate’lere ekilen 10* hiicreye 24 saat sonra farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan TQ (2,5-100 uM), 5-FU (0,039-25 uM) ve kombine dozlar eklendi ve 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi besiyerleri aspire 1xPBS ile 3 kere yikandi.
ddH20’da hazirlanan 100 ul 10 pM H2DCF-DA eklenip 37°C’de inkiibatorde inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonra olusan DCF’nin floresans yogunlugu Ex:488nm/Em:525nm
floresans plate okuyucusu (Varioskan Flash Cok Modlu Okuyucu, Thermo, Waltham,
ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar %0,1 DMSO eklenen kontrol grubuna gore
relatif olarak ATP ile kiyaslanarak (ROS/ATP) hesapland1 [224].

DCFH-DA ccn,o]g.._‘_.___v,.o.__]_,.. -;:I:.,.CCH,OD

Esteraz /(I]ﬁ
DCFH-DA & ¢
COD

Deasetilasyon

OH (0]
ROS + DCFH-DA e c,m
O~
DCF

Sekil 3.8 : Hiicre i¢i ROS 6l¢iim prensibi.
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3.2.1.8 Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) tayini

Mitokondrial membran potansiyeli (MMP-Aym), mitokondriyal fonksiyonun énemli
bir parametresi ve hiicre sagliginin bir gostergesidir. MMP nin diismesi proapoptotik
sinyalin baglatilmasini yansitan mitokondriyal zar biitiinliigliniin kaybina isaret eder
(Sekil 3.9). Son zamanlarda, lipofilik katyonlarin Nernst dengesi dagilimina
ulasilincaya kadar mitokondriyal matriks i¢inde birikerek potansiyeli saptamak i¢in

lipofilik katyonik floresan boyalar gelistirilmistir.

Bu protokolde, mitokondride biriken bir hiicre gegirgen, yesil floresans, lipofilik boya
3.3’diheksiloksikarbosiyanin iyodiir (DiOC6(3)) kullandik.

Gerive Doniik Sinyaller

ATP Sentezi i(;e Katyon

Transportu

..........

Kalite
Disa Anyon Kontrol
‘Transportu Sistemi

Sekil 3.9 : Mitokondriyal membran potansiyeli.

TQ, 5-FU ve kombinasyon grubunun 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi kaldirilip
yikandiktan sonra 40 nM DiOC6(3) ile 37°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra
1xPBS ile yikandi. Yikama islemi 2 kere daha tekrarlandiktan sonra hiicreler akis
sitometrisinde (Becton Dickinson, FACS Canto II) (Aexc\Aem:484/501 nm) analiz
edildi [224, 233].

3.2.1.9 Hiicre ici glutatyon diizeylerinin 6l¢iimii

Calismada hiicre i¢i glutatyon diizeylerini 6lgmek i¢in luminometrik glutatyon kiti

kullanildi. Ticari olarak satin alinan GSH-Glo™ Glutathione Assay luminesans
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glutatyon kiti glutatyonu glutatyon s transferaz enzimiyle indirgerken kitte bulunan

lucisferin-NT substratini lusiferine doniistiiriir (Sekil 3.10).

Bu doniisiim sirasinda ortamda ATP ¢ikar. Ortamda meydana gelen lusiferin
rekombinant lusiferaz enzimi ile oksilusiferine doniiserek luminesans yayar [234].
Opak beyaz 96’lik plate’lere ekilen 10* hiicreye 24 saat sonra farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan TQ (2,5-100 uM), 5-FU (0,039-25 uM) ve kombine
dozlar1 eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan glutatyon soliisyonu
eklenip 5 dakika i¢inde Thermo Varioskan multiplate okuyucuda luminesans dl¢iim

alindi.

GST

/C;OH \ COOH Lusifer:
HNHNT HNNJ’ +ATP+D? ﬂ Luminesans
S 5 5 s

HO

’ Lusiferin
flj NO,

Sekil 3.10 : Hiicre i¢i glutatyon 6l¢tim prensibi.

G3-R

3.2.2 Invivo deneyler

Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Hayvan Etik Kurulu’ndan 2017-13 no’lu etik

kurul karar1 alind1.
3.2.2.1 Zenograft kolon kanseri modeli

Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Transgenik Laboratuvari’ndan temin
edilen 20-25 gram 8-10 haftalik BALB/c atimik erkek nude fareler temin edildi. Giig
analizi ile 0=0,05 anlamlilik diizeyinde %80 gii¢ elde edecek sekilde 5 grup ve her bir
grup icin en az 6 hayvan kullanilmasi hesaplandi. Toplamda ¢alismada kullanilacak
hayvan sayis1 30 adet olarak belirlendi. Tim prosediirler Bezmialem Vakif
Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Kilavuzuna uygun olarak
yapild1. Fareler 1s1 ve sicaklik kontrolii olan standart pleksiglas kafeslerde, kafes basina
6 fare olacak sekilde rastgele ayrildi. Su ve yemler standart transgenik farelere uygun

olarak verildi (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5 : Deney gruplari.

Gruplar Detay
. Zenograft ile kanser hiicresi ekimi yapilmayan saglikli hayvanlara,
Grup I Nega’alleé;)ntrol gruplara ayrildiktan 22. giin itibariyle giin asir1 intraperitonel SF verildi.
Saghkh grup
Pozitif Kontrol Zenograft 1le. kanser hucr'es% enjekte edildikten 22. giin itibariyle giin
Grup II _ asir1 intraperitonel SF verildi.
(n=6)
Kanser grubu
TQ Zenograft ile kanser hiicresi enjekte edildikten 22. giin itibariyle giin
Grup 111 _ asir1 intraperitonel 10mg/kg TQ verildi.
(n=6)
TQ grubu
5_FU Zenograft ile kanser hiicresi enjekte edildikten 22. giin itibariyle giin
Grup IV (n=6) asir1 intraperitonel 12,5mg/kg 5-FU verildi.
5-FU grubu
TQ+5-FU Zenograft ile kanser hiicresi enjekte edildikten 22. giin itibariyle giin
Grup V (n:é) asir1 intraperitonel 10mg/kg TQ ve 12,5mg/kg 5-FU verildi.

Kombine grubu

Gruplara rastgele secilerek alinan farelerden 2 giin sonra heparinli tiipe kan alinarak
plazmalarina ayrildi. Kanser hiicresi enjeksiyonundan once ve deney bitiminde
hayvanlarin agirliklar1 not edildi. Negatif kontrol grubu hari¢ tiim gruplara 1 hafta
arayla transfekte LoVo hiicreleri 1x dPBS iginde 1,5x10° subkutan olarak verildi.
Tiimorler yaklasik 21 giin sonra kumpasla olgiiliip ortalama 0,9-1,5 cm boyutuna
ulasti. Belirli giin araliklarla tiimor gelisimleri hayvanlara anestezi altindayken hem
kumpas ile hem de 10 uM D-Lusiferin intraperitonel olarak enjekte edilip, 15 dakika
icinde IVIS cihazinda goriintiilendi. 22. giin tedavi protokolii basland1 ve gruplara giin
asir1 3 hafta boyunca intraperitonel olarak TQ (10mg/kg), 5-FU (12,5mg/kg) ve ayni
dozlar1 kombine sekli enjeksiyonlarla verildi. Goriintiileme iglemleri yine belirli giin
araliklarla hayvanlar anestezi altindayken hem kumpasla hemde IVIS ile 6lciildii

(Sekil 3.11 ve Sekil 3.12).
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1 [ I ‘ ~ Zenograft
Gek ile hiicre
r i “ enjeksiyonu

Tumor
olusmasy
21 giin

Tedavi

Patisapc Deney Sonu

Deney sonu

Biyolojik
materyallerin ahmm
(Kan, Tiimor, Organlar)

Kumpas IVIS >

Timor

Asamalar

Sekil 3.1 : Deneyin in vivo agsamalart.
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Zenografit
1,5 milyon LuctLoVo
Subkutan enjeksivon

. HEK293
Luct plasmid siipernatann

+ —
l j: J

(00,00 M Eamnd COG CC

CaFo, + Luc - LoVo + LoV
transdiiksivon LuctLoVo
materyalleri #
21 giin tedawi
Tiimér gelisimi izlemi
‘ 21 giin tedavi
I Tiimér kiiciilmesinin izlemi
— -+

L ve IL Grup: SF

IIL Grup: 10 mg'kg TQ

IV, Grup: 12,5 mg/'kg 5-FU

V. Grup: TQ (10 mg'kg) + 5-FU (12,5 mg'kg)

Sekil 3.2 : Deneysel tiim agamalar 6zet.
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Tedavi siireci bitiminde (deneyin 42. giinii) tekrar hayvanlar anestezi altindayken 10
uM D-Lusiferin intraperitonel olarak enjekte edildi. Hayvanlar uyutulup IVIS’te
goriintli alindiktan sonra kumpasla tiimér boyutu 6l¢iildii [235] ve intrakardiyak olarak
kanlar1 heparinli tiipe almnip, plazmalar1 ayrildi. Timoér dokusu hayvanlardan
cikartilarak tartildi ve biyokimyasal analizler i¢in bos kuru ependorfa ve

immiinhistokimyasal analizler i¢inde %10 tamponlanmis formaline kaldirild1 (Sekil

3.13, 3.14).

Oksidatif ve Enflamatuvar
Stimiilan (ROS, LPS, vs)

D-Lusiferin enjeksiyonundan
sonra 2-20 dakika icindeki
biyoliiminesans goriintii

0 Oksilusiferin + hy
AMP + PPi

D-Lusiferin

Sekil 3.3 : IVIS luminometrik hayvan goériintiilleme prensibi.

Tumor boyut olgumu
(Kumpas & IVIS)

‘ Sakrifikasyon l

Tiimor rezeksiyonu  Intrakardiyak Kan Alim

Homajenizasyon Protein Tayini 3000 rpm 10 dk santrifij
Bilyiime Faktdrii Olgiimii

VEGF, TGFR1 — Somclonal Serum Enflamatuvar Belirtegler
ELISA o IL1B, L6, TNF o, VEGF, TGFR1
‘ ‘ ELISA
Apoptoz Patolojikinceleme Oksidatif Stres
Anti-apoptotik ve pro-apoptotik Nekroz ve Enflamasyon  1xg 105, 17, NT (03, Disiilfit)
protein ekspresyonlari HJE Fotometrik
WB

Sekil 3.4 : Tiimor ve serum ile yapilan deneysel asamalar.
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3.2.2.2 Biyokimyasal analizler

Hayvanlardan zenograft islemi yapilmadan 6nce ve deney sonlandirilmasiyla lityum
heparinli tlipe alman kan oOrnekleri 3000 g’de 10 dakika santrifiijden sonra
plazmalarina ayrildi. Plazma orneklerinden karaciger ve bobrek fonksiyon testleri,
total anti-oksidan kapasite, total oksidan kapasite, total ile natif tiyol homeostaz1 ve

enflamasyon belirtecleri ile biiylime faktorleri 6lciidii.

Oksidatif stres belirtecleri

Total anti-oksidan kapasite 0l¢ctimii Erel ve arkadaglarinin gelistirdigi yonteme gore
yapildi [236]. Yontemin prensibi, 6rnekteki anti-oksidanlarin koyu mavi-yesil renkli
ABTS radikalini, renksiz ABTS formuna indirgenmesine dayanir. Standart olarak mM
troloks kullanilip serum/plazma igin sonuglar mM troloks ekivalent, doku i¢inse mM

troloks ekivalent/mg protein olarak verildi.

Total oksidan kapasite Olciimiide Erel ve arkadaslarinin gelistirdigi bir baska
yontemle yapildi [237]. Yontemin prensibinde Ornekteki oksidanlarin ferréz iyon
selator kompleksini ferrik iyonlara okside edip bu ferrik iyonlarin asidik ortamda
kromojen madde ile renk olusturma esasina dayanir. Standart olarak mM H20:2
kullanilip serum/plazma i¢in sonuglar mM H20: ekivalent, doku i¢in mM H202

ekivalent / mg protein olarak verildi.

Tiyol disiilfit homeostazi Slgiimiinde Erel ve arkadaglarinin gelistirdigi otomatize
yontem kullanildi [238]. Numunelerdeki toplam tiyol (-SH + —S — S—) ve natif tiyol (-
SH) konsantrasyonlar1 Ellmann ve modifiye Ellmann reaktifi kullanilarak 6l¢tildi. -
SH igerigi —SH + —S — S— igeriginden ¢ikarilip bu farkin yarisi hesaplanarak dinamik
distilfit baglariin miktari (-S-S-) belirlendi.

Karaciger ve bobrek fonksiyon testleri

Alinan serum ornekleri biyokimya otoanalizorlerinde ¢alisildi. Karaciger fonksiyon
testlerinden alanin aminotransferaz (ALT), aspartataminotransferaz (AST), alkalen
fosfataz (ALP), gama glutamil transpeptidaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH),
alblimin (ALB), total bilirubin (TB) ve total protein (TP); bobrek fonksiyon testlerinde
ise sodyum, potasyum, klor, iire, kreatinin ve kan iire azotu (BUN) degerleri 6l¢iildii

[239].
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3.2.2.3 Doku analizleri

Tiimor dokular1 biyokimyasal analiz i¢in seramik bilyeler ile homojenize edilip 1
dakika 1xPBS tamponu i¢in hemojenize edildikten sonra 30 dakika +4°C’de 12.000

g’de santrifiij edildi [190]. Siipernatant kismi alinip diger islemlere devam edildi.

Doku protein ekspresyon analizleri

Siipernatant kismi aspire edilerek bradford yontemiyle protein tayini yapildi [231].
Hiicreler i¢in bakilan pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonlari
yukarida detaylica anlatilan western blot ile analiz edildi [219]. Immiinhistokimyasal

analiz i¢in ayrilan dokular ise ileriki ¢aligmalar i¢in saklandi.

Doku ELISA testleri

Doku homojenatlarinda protein tayini yapildiktan sonra TGFB1 ve VEGFA ticari
olarak satin alinan fare ELISA kitleriyle fotometrik olarak dl¢iilerek hesaplandi [240].

Patolojik degerlendirme

Hayvanlardan rezeke olan tiimor dokular1 patolojik incelemeler igin 2 giin boyunca
%10’luk tamponlanmig formalin ¢ozeltisinde sabitlendikten sonra SF ile yikanip,
kademili olarak 30’ar dakika %50, %70 ve %95 etanol ile dehidrate edildi. Daha sonra
parafin i¢cine gémiilmiis 5 mikronluk kesitler halinde hematoksilen eozin ile boyanip,
kor histolojik degerlendirmeye tabi tutuldu [241]. Isik mikroskobuyla yapilan
histopatolojik degerlendirmede dokudaki enflamasyon ve nekrotik alanlar semi
kantitatif olarak 0-4 arasinda degerler vererek kaydedildi. Ayrica hayvanlardan

¢ikarilan tiimoriin boyutu ve dereceside sayisal verilerle degerlendirildi [242].

3.3 Istatistiksel Analiz

In vivo ve in vitro tiim veriler li¢ tekrarin ortalama + standart sapmasi (Ortalama + SS)
olarak sunulmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigini
belirlemek icin tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir.
Degiskenler arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in Pearson korelasyon analizi
kullanildi. Farkli gruplarin parametrelerini karsilastirmak icin post hoc analizleri

yapildi. p <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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TQ, 5-FU ve kombinasyonun hiicre hatlar1 iizerindeki ICso degerleri, dogrusal
olmayan regresyon analizi ile hesaplandi. p degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi. SPSS for Windows paket programi (Siiriim 22, Chicago, IL) kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1 Transfeksiyon Kontrol

LoVo hiicrelerine lusiferaz (LUC) ve yesil floresans protein (GFP) transfeksiyonu
yapildiktan 2 pasaj sonra transfeksiyonunun tutup tutmadigi kontrol edildi. Ilk olarak
ters floresans mikroskobunda hiicreler normal 1s1k kontrol edildikten sonra floresans
mikroskobu ile 151tk mikroskobunda bakilan ayni alana incelendi. Yesil renkte

hiicrelerin goriilmesiyle GFP transfeksiyonunun basarili oldugu gosterildi (Sekil 4.1).

Lusiferaz transfeksiyonunun kontrolii i¢inde transfeksiyon islemi ardindan 2 pasaj
sonra hiicreler 6’lik well’lere ekildi. 24 saat yapisma inkiibasyonunundan sonra
hiicreler IVIS cihazinda goriintiilendi. 1. ve 3. kuyular Luc +, diger kuyular ise Luc—ti

(Sekil 4.2).

LoVo - Istk Mikroskobu Gériintiisii LoVo - Floresans Mikroskobu Goriintiisii

Sekil 4.1 : Transfeksiyon kontrol (Floresans mikroskop); sol taraftaki goriintii 151k
mikroskobuna ait goriintii, sag taraftaki goriintii ise ayni1 alana ait floresans mikroskop
goruntisi.
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Sekil 4.2 : Hiicre transfeksiyon kontrol (IVIS); transfekte olan hiicreleri kontrol etmek i¢in
1uM D-lusiferini dPBS’te hazirlayip hiicrelerin iistiine eklendi. 1. ve 3. kuyulardaki
luminesans 5 dk i¢inde IVIS cihazinda goriintiilendi. Diger kuyularda 1s1ma olmadigindan
dolay1 Luc — yani transfeksiyon gergeklesmemistir.

4.2 ATP Canhlik Testleri Sonuclari

TQ (2,5 uM - 100 uM), 5-FU (0,039 uM — 25 uM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-
FU) (2,5 uM + 0,0039 uM — 100 uM + 25 uM) farkli konsantrasyonlar1 24 saat
inkiibasyonun ardindan CCD18Co ve LoVo hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisini
inceleyebilmek i¢in hiicre igi ATP seviyesini 0l¢cen luminometrik yontemle analiz
yapild1. Hiicre hatlart maddelerle 24 saat inkiibasyon edildikten sonra sonuglar kontrol
grubuna % relatif luminesans olarak sekil 4.3, 4.4 ve 4.5°de gosterilip, maddelerin ICso
dozlar1 tablo 4.1°de verildi. Sonu¢ olarak tiim maddelerin artan dozlariyla
sitotoksisitenin arttig1, canliligin azaldig1 gézlemlendi. Ayrica tekli terapi ve kombine
terapi de saglikli CCD18Co hiicre hatti ile LoVo hiicre hattinda arasinda fark TQ’da
%9,99, 5-FU’da %13,31 ve kombine terapide %14,88 olarak bulunmustur.

TQ ve 5-FU’nun sinerjik etkisi hiicrelere kars1 gosterdigi ayni sitotoksik deger gz
Oniine alindiginda her birinin tek tek uygulanmasina gére TQ: CCD18Co’da %49,05,
LoVo’da %70,51; 5-FU: CCD18Co’da %68,12, LoVo’da %69,84 oraninda dozu

distirmistiir.
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Sekil 4.3 : Timokinon'un ATP canlilik grafigi: artan dozlarda canlilik diismektedir. Kontrol
grubuna gore hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicresinde istatistiksel olarak anlamli
diigsmiistiir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++=p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.4 : 5-Fluorourasil'in ATP canlilik grafigi: artan dozlarda canlilik diismektedir.
Kontrol grubuna goére hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicresinde istatistiksel olarak
anlamli dismiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.5 : Kombine tedavinin canlilik grafigi: artan dozlarda kombine tedavideki
sitotoksisite tekli tedavilere gore daha etkilidir. Kontrol grubuna goére hem saglikli hiicrede
hem de kanser hiicresinde istatistiksel olarak anlaml1 diismiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

Tablo 4.1 : ICso degerleri.

. ICs0 (uM)
Verilen Maddeler CCD18Co LoVo
TQ 67,86 51,75
5-FU 3,80 0,63
TQ + 5-FU 34,57+1,20 15,26+0,19

4.3 Hiicre ici ROS diizeyleri

TQ (2,5 uM - 100 uM), 5-FU (0,039 uM — 25 uM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-
FU) (2,5 uM + 0,0039 uM — 100 uM +25 uM) farkl konsantrasyonlar1 24 saat
inkiibasyonun ardindan CCD18Co ve LoVo hiicre hatlarindaki hiicre i¢i reaktif oksijen
tiirlerinin diizeylerini inceleyebilmek icin indirgendiginde floresans 6zellik gosteren
H2DCFH-DA (dikloro fluoreskein diasetat) kimyasali kullanildi. Cikan sonuglar ATP

sonuglariyla oranlanip relatif floresans olacak sekilde verildi (Sekil 4.6 — 4.8).

Hiicrelere TQ verildiginde kontrol gruplarina gére ROS diizeyini CCD18Co’da 1,29
kat, LoVo’da 1,33 kat; 5-FU verildiginde CCD18Co’da 1,44 kat, LoVo’da 1,57 kat
arttirirken kombine tedavide CCD18Co’da 1,63 kat, LoVo’da da 1,94 kat arttirmistir.
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Kanser hiicrelerinde saglikli hiicreye gore yiliksek metabolik aktivite ve beklenen

yiiksek ROS miktar1 olmasina ragmen TQ, 5-FU ve kombine tedavi ROS seviyelerinin

artigini indiiklemistir.

Hiicreici ROS-TQ
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Sekil 4.6 : Timokinon’un saglikli ve kanser hiicreleri listiinde ROS'a etkisi: artan 5-FU
konsantrasyonu hiicre i¢i ROS diizeylerinin arttirmigtir. ROS diizeyi kontrol grubuna gore
hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicresindeki istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001

Hiicreici ROS-5-FU
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Sekil 4.7 : 5-Fluorourasil'in saglikli ve kanser hiicreleri iistiinde ROS'a etkisi: artan 5-FU
konsantrasyonu hiicre igi ROS diizeylerinin arttirmistir. ROS diizeyi kontrol grubuna goére
hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicresindeki istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001
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Hiicreici ROS-TQ + 5-FU
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Sekil 4.8 : Kombine tedavinin saglikli ve kanser hiicreleri iistlinde ROS'a etkisi: artan 5-FU
konsantrasyonu hiicre i¢i ROS diizeylerinin arttirmistir. ROS diizeyi kontrol grubuna goére
hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicresindeki istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001

Tablo 4.2°de gosterildigi lizere TQ, 5-FU ve kombine grubunu en yliksek dozlarinin
kontrole gore hiicre i¢ci ROS’u kag kat arttirdig1 verilmistir.

Tablo 4.2 : Hiicre i¢i maksimum ROS diizeyi.

) Max. ROS
Verilen Maddeler CCD18Co LoVo
TQ 1,29 1,34
5-FU 1,47 1,57
TQ + 5-FU 1,63 1,94

4.4 Hiicre ici glutatyon seviyesi

CCD18Co ve LoVo hiicre hatlarindaki TQ (2,5 uM — 100 uM), 5-FU (0,039 uM — 25
uM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-FU) (2,5 uM + 0,0039 uM — 100 uM + 25
uM) farkli konsantrasyonlar1 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicre i¢i glutatyon
diizeyleri luminometrik olarak ol¢iildii (Sekil 4.9 —4.11). TQ inkiibasyonu en yiiksek
dozda kontrol grubuna gére CCD18Co’da %45; LoVo’da %53; 5-FU inkiibasyonu en
yiiksek dozda kontrol grubuna gére CCD18Co’da %52; LoVo’da %66, kombine
tedavide ise en yliksek dozda kontrol grubuna gére CCD18Co’da %55; LoVo’da %74

oraninda hiicre i¢i glutatyon diizeyini diistirdi.
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GSH diizeyi diistiikge serbest radikallere karsi hiicresel savunmadaki zafiyetin ortaya
¢ikmasi hiicre i¢i ROS’un ylikselmesiyle sitotoksisiteye, genotoksisiteye ve apoptoza

neden olmaktadir.
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Sekil 4.9 : Timokinon'un hiicre i¢i glutatyon diizeylerine etkisi: artan TQ konsantrasyonu
hiicre i¢i GSH diizeylerini diisiirmiistiir. GSH diizeyi kontrol grubuna gore hem saglikl
hiicrede hem de kanser hiicresindeki istatistiksel olarak anlamli diigmiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.10 : 5-Fluorourasil'in hiicre i¢i glutatyon diizeylerine etkisi: artan 5-FU
konsantrasyonu hiicre i¢i GSH diizeylerini diisiirmiistiir. GSH diizeyi kontrol grubuna gore
hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicresindeki istatistiksel olarak anlamli diismiistiir.
* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.11 : Kombine tedavinin hiicre i¢i glutatyon diizeylerine etkisi: artan kombine tedavi
konsantrasyonu hiicre i¢i GSH diizeylerini diisiirmiistiir. GSH diizeyi kontrol grubuna gore
hem saglikli hiicrede hem de kanser hiicresindeki istatistiksel olarak anlamli diigmiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001

4.5 Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Mitokondri membran potansiyelindeki azalma sitokrom C’nin mitokondriden
ayrilarak kaspazlari aktiflestirmesiyle karakterizedir. Kaspazlarin aktivitesinin artmasi
hiicreyi apoptoza gotiirdiiglinden MMP’deki azalma dnemlidir. TQ, 5-FU ve kombine
tedavinin ICso altindaki dozlar1 her iki hiicrede 24 saatlik inkiibasyondan sonra 40 nM
(D10Ce(3)) ile 15 dakika muamele edilip yikandiktan sonra akis sitometrisinde 6l¢iim
yapild1 (Sekil 4.12 — 4.14). Bu sonuglara gére TQ, CCD18Co hiicresindeki kontrole
gore MMP orant %33, LoVo hiicresindeki %41; 5-FU, CCDI18Co hiicresindeki
kontrole gére MMP oran1 %41, LoVo hiicresindeki %65; kombine tedavide ise
CCD18Co’da %66 ve LoVo’da %83 kayip yasanmistir. Sitotoksisiteyle beraber artan

bu kayiplarin hiicreleri apoptoza gotiirdiigii bulunmustur.
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Sekil 4.12 : Timokinon'un mitokondriyal membran potansiyeli iistiine etkisi: ICso altindaki
artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde MMP diizeyleri istatistiksel
olarak anlaml1 diismiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.13 : 5-Fluorourasil'in mitokondriyal membran potansiyeli listiine etkisi: ICso altindaki
artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde MMP diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli diigmiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.14 : Kombine tedavinin mitokondriyal membran potansiyeli iistiine etkisi: ICsg
altindaki artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde MMP diizeyleri

istatistiksel olarak anlamli diismiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001

Tim gruplarda ve doz arttikca diisen MMP degerleri ile doz arttikga artan ROS ve

apoptoz arasinda negatif bir korelasyon vardir (Lovo:TQ+5-FU; p=0,003, r=-0,983).

Asagida (Sekil 4.15) LoVo hiicresine kombine tedavinin akis sitometrisi diyagrami

verilmigtir.

LoVo — TQ + 5-FU
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Sekil 4.15 : Mitokondriyal membran potansiyeli - akis sitometrisi (LoVo).
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4.6 DNA Hasan ol¢ciimii

Hiicrelerdeki ICso dozlarinin altinda farkli konsantrasyonlardaki 24 saatlik TQ, 5-FU
ve kombine tedavinin uygulanmasi sonucu olusan DNA hasar diizeyine alkali tek
hiicre elektroforezi olan comet assay metodu ile analiz edildi. Artan dozlarda
DNA’daki kuyruk yogunlugundaki artis arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterildi
(LoVo: TQ-5-FU, p=0,006, r=0,937) . Kanser hiicrelerindeki genetik kararsizlik,
yiiksek ROS diizeyinden ve azalan GSH diizeyinden dolayr DNA kuyruk yogunlugu
saglikli hiicreye gore yiiksek c¢ikti. Ayrica TQ, 5-FU ve kombine tedavideki artan
konsantrasyonlar kuyruk yogunluklarini arttirdi (Sekil 4.16 — 4.18). TQ/5-FU’nun
kanser hiicrelerindeki DNA hasar oran1 yalniz TQ’ya gore 4 kat; yalniz 5-FU’ya gore
1,5 kat artmustir.
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Sekil 4.16 : Timokinon'un DNA hasari tizerine etkisi: Comet assay ile yapilan deneyde ICso
altindaki artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde DNA hasar1
istatistiksel olarak anlamli artmistir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.17 : 5-Fluorourasil'in DNA hasari {izerine etkisi: Comet assay ile yapilan deneyde
ICsp altindaki artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde DNA hasari
istatistiksel olarak anlamli artmstir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.18 : Kombine tedavinin DNA hasar1 iizerine etkisi: Comet assay ile yapilan deneyde
ICsp altindaki artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde DNA hasari
istatistiksel olarak anlamli artmustir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Tim gruplarda ve doz arttikca DNA hasar1 artmistir. Dozla birlikte artan DNA hasari,
artan sitotoksisite, ROS ve apoptoz ile pozitif artis sergilemektedir. Asagida (Sekil
4.19) LoVo hiicresine ait kombine tedavide ki artan konsantrasyonla birlikte artan

DNA hasarina ait floresans mikroskop goriintiisti vardir.

LoVo -TQ +5-FU

Kontrol SUVIH0,078pM 10uM+0,156pM
20pM+0,312pM 40pM+1,25nM 60UM+SuM

Sekil 4.19 : DNA Hasar goriintiileri (LoVo — kombine tedavi).

4.7 Apoptozun degerlendirilmesi

4.7.1 AKkridin turuncusu / etidyum bromiir c¢ift boyamasi

ICso dozlarmin altindaki farkli konsantrasyonlarda verilen maddelerin 24 saatlik
inkiibasyonunun ardindan hiicrelerdeki morfolojik ve apoptotik degisimini izlemek
icin akridin turuncusu / etidyum bromiir ¢ift boyasi kullanildi. Maddelerle
inkiibasyonun ardindan tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler 2 kere +4°C’de 1xPBS ile
500g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra pelletten alinan hiicreler 1:1 oraninda
AT/EB boyasi ile karistirilip lam iistiine damlatilip lamelle kapatildi. Goriintiiler
floresans mikroskobunda bakilip yar1 kantitatif olarak hiicreler sayilarak not edildi.
Doza bagli olarak apoptoz orani artmistir. Saglikli hiicreye gore kanser hiicresindeki

apoptotik hiicreler TQ ve 5-FU’da %19, kombine tedavide ise %22 artmistir.

Ayrica kombine tedavide apoptoz orani diger maddelerin tek tek verildigindeki

apoptoz oranindan %30 daha ytiksektir (Sekil 4.20 —4.22).
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Sekil 4.20 : Timokinon'un apoptoz iizerine etkisi: Akridin turuncusu/etidyum bromiir ¢ift
boyast ile floresans mikroskopta goriintiilenen deneyde 1Csp altindaki artan
konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde apoptoz istatistiksel olarak
anlamli artmustir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & +=p<0,05; ++=p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.21 : 5-Fluorourasil’in apoptoz iizerine etkisi: Akridin turuncusu/etidyum bromiir
boyast ile floresans mikroskopta goriintiilenen deneyde ICsp altindaki artan
konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde apoptoz istatistiksel olarak
anlaml1 artmustir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.22 : Kombine tedavinin apoptoz iizerine etkisi: Akridin turuncusu/etidyum bromiir
boyasi ile floresans mikroskopta goriintiilenen deneyde 1Csg altindaki artan
konsantrasyonlarda hem saglikli hem de kanser hiicresinde apoptoz istatistiksel olarak
anlamli artmustir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & +=p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001

Artan dozlar tiim hiicrelerde apoptozu tetiklemistir. Buna dogrudan ya da dolayh
olarak mitokondriyal membran potansiyelinin diismesiyle sitokrom C’nin salinmasi,
artan hiicrei¢i ROS miktar1 apoptozun hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaklarini
uyarmistir. Asagidaki sekilde LoVo hiicresine kombine tedavinin apoptotik etkisinin

floresans mikroskoptaki goriintiileri verilmistir (Sekil 4.23).

LoVo-TQ + 5-FU

Kontrol SUM-+0,078uM 10uM+0,156uM

20puM+0,312uM 40uM+1,25uM 60puM+5pM

Sekil 4.23 : Apoptoz goriintiileri (Floresans mikroskop - LoVo hiicresi; kombine tedavi).
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4.7.2 Annexin V-FITC boyasi ile akis sitometrisinde apoptoz tayini

Hiicrenin apoptoz siirecinde hiicre membraninin sitozol yiiziinde bulunan
fosfodilserinin dis yiize ¢ikmasiyla FITC konjugatinin baglanmasi ve propidyum
iyodiir boyasinin membran biitiinligli bozuldugunda hiicre igine girmesindeki
kombinasyonlara dayanan ve akis sitometrisinde olgiilen yonteme gore, maddelerin
hiicrelere tek tek ve kombinasyon seklinde ICso dozlarmin altindaki farkl
konsantrasyonlar1 24 saatlik verilmesinin ardindan doza bagli olarak erken, gec
apoptoz ve nekroz artmistir. Kombinasyon tedavisindeki apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin oran1 diger maddelere gore saglikli hiicrede %10, kanser hiicresinde %20

artmistir (Sekil 4.24 - 4.26). Grafikler erken ve gec apoptoz toplamini gostermektedir.
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Sekil 4.24 : Timokinon'un apoptoz iizerine etkisi: annexin V-FITC boyasi ile akis
sitometrisinde yapilan deneyde ICso altindaki artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de
kanser hiicresinde apoptoz istatistiksel olarak anlamli artmustir.

=p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.25 : 5-Fluorourasil'in apoptoz {lizerine etkisi: Annexin V-FITC boyasi ile akis
sitometrisinde yapilan deneyde ICso altindaki artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de
kanser hiicresinde apoptoz istatistiksel olarak anlamli artmustir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

Apoptoz-TQ+ 5-FU

B CCD-18Co ®LoVo

Sekil 4.26 : Kombine tedavinin apoptoz lizerine etkisi: annexin V-FITC boyasi ile akis
sitometrisinde yapilan deneyde ICs altindaki artan konsantrasyonlarda hem saglikli hem de
kanser hiicresinde apoptoz istatistiksel olarak anlamli artmustir.

=p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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ICso0 dozlarmin altinda hiicrelere verilen tiim dozlar, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
tripsin-EDTA ile kaldirilip, yikandiktan sonra annexin V-FITC boyas: ile kitte
belirtilen prospektiise gére muamele edilip BD Canto II akis sitometrisine verildi.
Asagidaki diyagram kombine tedavinin LoVo hiicrelerindeki 24 saatlik
inkiibasyonundan sonraki canli, nekrotik, erken ve ge¢ apoptozdaki hiicre

yogunlugunu gostermektedir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27 : Apoptoz - Akis sitometrisi goriintiisii (LoVo - kombine tedavi).

4.8 Hiicre Protein Ekspresyonlarinin Diizeyleri

TQ (5 uM - 60 uM), 5-FU (0,078 uM — 5 uM) ve kombinasyon grubunun (TQ+5-FU)
(5 uM+0,0078 uM — 60 uM + 5 uM) ICso dozlarinin altindaki farkli konsantrasyonlari
24 saat inkiibasyonun ardindan CCD18Co ve LoVo hiicre hatlarindaki proapoptotik
(Bax), anti-apototik(Bcl-2), apoptotik regiilator (p53, p21, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9)
proteinlerinin ekspresyonlart western blot yontemiyle ¢alisilip, hesaplandi. Cikan

sonuglar housekeeping protein olan B-aktinle normalize edildi (Sekil 4.28 — 4.34).

Anti-apoptotik protein olan Bcl-2 hari¢ tiim proteinlerin (Bax, p53, p21, Kaspaz-3 ve
Kaspaz-9) ekspresyonlar1 doza bagimli olarak artmistir. Bcl-2 ekspresyonu artan dozla
birlikte diigmiistiir. Kolon kanser hiicrelerindeki ekspresyon artis1 ya da azaligi sagliklt

kolon hiicresine gore ortalama 1,2 ile 1,6 kat daha ytiksektir.

Ayrica kombine tedavideki tiim proteinlerin ekspresyon degerleri TQ ve 5-FU’nun tek

tek uygulanmasina gore 1,5 ile 1,8 katidir.
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Sekil 4.29 : In vitro tekli ve kombine tedavide Bax proteininin ekspresyonu: ICs altindaki
artan dozlarda doza bagimli olarak Bax ekspresyonu kontrole gore artmistir.
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

Kombine tedavi tekli tedavilere gore pro-apoptotik (Bax) ve anti-apoptotik (Bcl-2)
proteinlerin ekspresyonunu daha ¢ok etkilemistir. Saglikli hiicreler ile kanser
hiicrelerdeki ekspresyonlara bakildiginda Bax’ta ortalama %30 kanser hiicrelerinin

ekspresyonu daha fazlayken, Bcl-2’de kanser hiicrelerinin ekspresyonu ortalama %24

daha azdir.
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Sekil 4.30 : /n vitro tekli ve kombine tedavide Bcl-2 proteininin ekspresyonu: ICsg altindaki
artan dozlarda doza bagimli olarak Bcl-2 ekspresyonu kontrole gore azalmistir.
* =p<0,05; ** =p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.31 : In vitro tekli ve kombine tedavide Kaspaz-3 proteininin ekspresyonu: ICso
altindaki artan dozlarda doza bagimli olarak Kaspaz-3 ekspresyonu kontrole gore artmistir.
* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

Apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve kaspaz-9’un ekspresyonlar1 kombine tedavide
tekli tedavilere gore daha ¢ok artmistir. Kanser hiicrelerindeki kaspaz-3 artis1 saglikli

hiicreye gore ortalama %35 daha fazlayken, kaspaz-9 artis1 saglikli hiicreye gore %43
daha fazladir.
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Sekil 4.32 : In vitro tekli ve kombine tedavide Kaspaz-9 proteininin ekspresyonu: ICsg
altindaki artan dozlarda doza bagiml olarak Kaspaz-9 ekspresyonu kontrole gore artmistir. *
=p<0,05; ** =p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.33 : /n vitro tekli ve kombine tedavide p21 proteininin ekspresyonu: ICso altindaki
artan dozlarda doza bagimli olarak p21 ekspresyonu kontrole gore artmustir.
* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

Kanser mekanizmasinda énemli olan p21 ve p53 proteinlerinin ekspresyonlar: tekli
tedavilere gore kombine tedavide daha ¢ok artmistir. Ayrica kanser hiicresinde bu

proteinlerin saglikli hiicreye gore ekspresyon artist p21°de %24, pS3°te %19’dur.
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Sekil 4.34 : In vitro tekli ve kombine tedavide p53 proteininin ekspresyonu: ICsy altindaki
artan dozlarda doza bagimli olarak p53 ekspresyonu kontrole gore artmustir.
* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

TQ, 5-FU ve kombine tedavinin in vitro hiicre kiltlirii ¢alismalarinda ROS,
sitotoksisite, genotoksisite ve apoptozu arttirirken, glutatyon ve MMP diizeylerini

diisiirdiigii bulunmustur (Sekil 4.35, 4.36).

ROS 1

m- |

Sekil 4.35 : In vitro deney genel sonuglar 1.

DNA Hasari 1
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Sekil 4.36 : In vitro deney genel sonuglar 2.

4.9 In Vivo Zenograft Kolon Kanser Modeli

8-10 haftalik atimik nude erkek fareler rastgele gruplara ayrildiktan 1 hafta sonra
hayvanlara 1,5x10° transfekte LoVo hiicrelerinden dPBS iginde subkutan olarak
enjekte edildi. Enjeksiyondan birer hafta ara ile hayvanlara 1 mg/ml D-lusiferin verilip
in vivo canli hayvan goriintiileme sisemi (IVIS) ile kontrol edilip, ROI degerleri
kaydedildi. Enjeksiyondan sonra 3. hafta tedaviye gegildi. TQ tedavisi i¢in giin asir1
10 mg/kg; 5-FU tedavisi i¢in giin asir1 12,5 mg/kg ve ayn1 dozlar kombine sekilde yine
giin agir1 hayvanlara verildi (Sekil 4.37).

Kanser

olusmasi
icin 21 giin
inkiibasyon

Tiimér kontrol ve
tedavi baslangici

21 giin giin asir
TQ, 5-FU ve
kombine tedavi

Sekil 4.37 : Zenograft ile kolon kanseri olusumu ve tedavi siireci.
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Timor gelisimini incelemek i¢in enjeksiyondan sonra 4 giin arayla hayvanlar uyutulup
1 mg/ml D-Lusiferin intraperitonel olarak verildi. Isima zaman grafiginde
optimizasyon yapilip en yiiksek 1s1ma dakikasi kaydedildi (Sekil 4.38). 5 dakika i¢cinde
goriintiiler alinip, ROI degerleri kaydedildi (Sekil 4.39). Hayvanlar kafeslere
kaldirilmadan 6nce kumpasla tiimor boyutlari ¢ift yonli 6l¢iildi (Sekil 4.40).

Isima-Zaman Grafigi
600000000

500000000

(foton/s)

400000000

lugu

300000000

gun

200000000

inyal Yo

100000000

S

0 dk
0 2 4 6 8 10

Sekil 4.38 : Hayvanlarda D-Lusiferin enjeksiyonundan sonra 1g1ma zaman optimizasyon
grafigi.
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Sekil 4.39 : Farkli giinlerdeki tiimor gelisim siireci (IVIS goriintiileri).
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Sekil 4.40 : Farkli gruplardaki tiimér gelisimi (Kumpas ile 6lgtim).

Zenograftla hiicre enjeksiyonunun 21. giinlinde tiimdr olusumu tamamlandiktan sonra
gruplara 21 giinliik tedavi siirecine baslandi. Giin asir1 verilen tedavilerin ardindan yine
4 giinde bir hayvanlar uyutulup kumpasla ve 1 mg/ml D-Lusiferin intraperitonel verilip

IVIS cihaziyla goriintiileri alinip, kaydedildi. Deney basinda ve deney sonunda

hayvanlarin agirliklar: 6l¢iildii ve %15-22 arasinda agirlik kaybi oldugu goriildii.

Tedavinin 3. haftasinda hayvanlar son kez uyutulup 1 mg/ml D-Lusiferin verilip IVIS

cihazinda hayvanlarin goriintiileri alindi ve ROI degerleri kaydedildi (Sekil 4.41 —

4.42). Sakrifikasyon 6ncesi kumpasla hayvanlarin tiimoér boyutlar1 6l¢tildii.

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

TQ + 5-FU

Sekil 4.41 : Gruplara gore tiimor biiytikliiklerinin IVIS goriintiileri: Kombine tedavi tekli

tedaviye gore tiimor boyutunu daha gok diigiirmiistiir.
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Gruplarin farkli glinlerdeki tedavi sonrast goriintiileri agsagidaki gibidir (Sekil 4.42).

Pozitif Kontrol _ Kombine

Tedavi: SF Tedavi: 10 mg/kg TQ Tedavi: 12,5 mg/kg 5-FU Tedavi: 10 mg/kg TQ
Tedavi: 12,5 mg/kg 5-FU
+ %20 - %62 - %13 - %81

Sekil 4.42 : Giinliik tedavi goriintiileri (IVIS).
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Sekil 4.43 : Gruplarin tedavi dncesi ve sonrasi tiimor yogunlugu (IVIS): Tedavi oncesi ve
sonrasi hayvanlarin tiimorlerinden 6lgiilen ROI degerlerine bakildiginda tiim tedavi
gruplarinda tiimor boyutu kiigliltmesine ragmen kombine tedavi daha etkili oldugu

gosterilmistir. Tiim tedavilerde ve pozitif kontrol grubuna gore tiimor boyutu istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde diismiistiir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

In vivo kolon kanser modeli degerlendirildiginde 1,5x10° hiicre subkutan ekilip 3 hafta

tiimoriin olusmasi i¢in beklendiginde tiimor boyutu ortalama 6 kat artti. Tedavi

stirecine gecildiginde pozitif kontrol grubuna 3 hafta boyunca sadece serum fizyolojik

verildi ve tedavi sonunda tiimor boyutu %17 artti. TQ grubunda 3 haftalik tedavi

sonunda %35’lik bir kii¢iilme, 5-FU grubunda %353’liik bir kiigiilme ve kombine tedavi
grubunda %66°1ik bir kii¢iilme bulundu (Sekil 4.43 — 4.44).
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Sekil 4.44 : Gruplarin tedavi ncesi ve sonrasi tiiméor biiytikliigii (Kumpas): Tedavi dncesi ve
sonrasi hayvanlarin timdr boyutlar1 kumpasla 6l¢iildiiglinde tiim tedavi gruplarmda tiimor
boyutu kii¢iiltmesine ragmen kombine tedavi daha etkili oldugu gosterilmistir. Tim
tedavilerde ve pozitif kontrol grubuna gére tiimor boyutu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diismiistiir.

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001

Goriintiiler alimip, tiimor boyutlar1 dlgiildiikten sonra hayvanlardan intrakardiyak
olarak jelli biyokimya tiipiine kan alinip, sakrifiye edildi. Hayvanlardan 6nce tiimor
dokular1 sonra karaciger ve bobrek dokulari alinip, biyokimyasal ve patolojik

incelemeler yapildi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45 : Tiimdr rezeksiyonlari.

Cikarilan tiimor dokularinin (Sekil 4.46) agirliklar: dlctilerek kaydedildi (Sekil 4.47).

Pozitif Kontrol Ta 5-FU TQ+5-FU

Sekil 4.46 : Rezeke edilen farkli gruplara ait timdr dokularinin makroskobik goriintiisii.

Tedavi sonrasi c¢ikarilan tiimor dokularimin boyutlarina bakildiginda tiim tedavi
gruplarinda tiimorler kiicilmistiir. Kombine tedavinin tekli tedaviye gore hem

makroskobik hem de timoér agirligi agisindan tedavi veriminin yiiksek oldugu

bulunmustur.
Timor Agirhg:
1.4
1.2
1
g
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=0 0.6 .
0.4
-I}"z. ——
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0 Grup
Negatif Pozitif Q SFU TQ+5FU
Eontrol Eontrol

Sekil 4.47 : Gruplara gore tiimorlerin agirliklari: Pozitif kontrol grubuna gére kombine ve
tekli tedavinin tlimor agirligim istatistiksel olarak anlamli derece diistirdiigii bulunmustur.
* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001
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Hayvandan alinan tiimor dokularinda patolojik olarak yar1 kantitatif enflamasyon ve
nekrotik alanlar degerlendirildi. Tiim tedavilerde enflamasyon ve nekroz artmistir.

Kombine tedavinin tekli tedaviye gore daha etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.48).

Patoloji Skor

LT e

4,00 —

0,00 Grup
Pozitif Kontrol TQ 5FU TQ+5FU

Sekil 4.48 : Gruplara ait timdrlerin patolojik skorlari: Sadece SF verilen pozitif kontrol
grubuna gore diger gruplarda enflamasyon ve nekroz istatistiksel anlamli bir sekilde
artmistir.

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001

4.10 Oksidatif Stres Olciimleri

Sakrifikasyonda jelli biyokimya tiipiine aliman kanlar 3000 g’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra ayrilan serum orneklerinde oksidatif stres gdstergelerinden olan total
tiyol (TT), natif tiyol (NT), total anti-oksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye
(TOS) yontemde belirtilen fotometrik metotlarla 6l¢iildi. Distilfit diizeyi: (TT-NT)/2
ve oksidatif stres indeksi: TOS/TAS matematiksel hesaplarla bulundu (Sekil 4.49 —
4.54).

TT ve NT diizeylerine bakildiginda negatif kontrol grubuna (saglikli grup) gore pozitif
kontrol grubunda ortalama %30 istatistiksel olarak anlamli diismiistiir. Tedavi
gruplarinin TT ve NT diizeyleri pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml degismistir. TQ tedavisi TT ve NT’yi ortalama %21 arttirarak anti-oksidan
0zelligini 6n plana ¢ikarirken, 5-FU tedavisi, TT ve NT degerlerini %20-30 arasi
diistiriirken, kombine tedavide TQ etkisinden dolay1 pozitif kontrol grubu degerlerine

gore TT ve NT %10 artmugtir.
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Disiilfit diizeylerine bakildiginda negatif kontrole gore pozitif kontrolde ortalama

%60’11k istatistiksel olarak anlamli bir artig vardir.

Tedavi gruplarinda ise TQ ve kombine tedavi pozitif kontrole gore disiilfit diizeylerini
diisiirmiistiir. Bu diisiisiin asil sebebi TQ’nun sistemik etkide anti-oksidan gibi
davranmasidir. 5-FU ise disiilfit olusumunu indiiklemistir ve pozitif kontrol grubuna

gore %45°1ik bir artisa neden olmustur.

Total Tiyol - Serum
800,00
700,00
600,00
+
500,00
: +
g 400.00 x
=2
300,00
200,00
100,00
0,00 Grup
Negatif K ontrol  Pozitif K ontrol 5FU TQ+5FU

ekil 4.49 : Serum total tiyol duzeyi: negatit kontrol grubuna (saglikli) gore pozitit kontro
Sekil 4.49 : S 1 tiyol diizeyi: negatif k 1 grub glikl) g6 itif k 1
grubu TT istatistiksel anlamli diigmiistiir. Ayrica pozitif kontrol grubuna gore tiim tedavi
gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamlidir.
* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.50 : Serum natif tiyol diizeyi: negatif kontrol grubuna (saglikli) gére pozitif kontrol
grubu NT diizeyleri istatistiksel anlamli diigmiistiir. Ayrica pozitif kontrol grubuna gore tiim
tedavi gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamlidir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.51 : Serum disiilfit diizeyi: negatif kontrol grubuna (saglikli) gére pozitif kontrol
grubu DS diizeyleri istatistiksel anlamli artmistir. Ayrica pozitif kontrol grubuna gore tim
tedavi gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamlidir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001

Negatif kontrol grubunda TOS ve OSI diizeylerine bakildiginda pozitif kontrol
grubuna gore sirasiyla 2 ile 4 kat istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir.
Tedavi gruplarinin pozitif kontrol grubuna gore degisimine bakildiginda TQ’nun
sistemik etkide anti-oksidan 6zellik gosterdiginden dolay1 bu degerleri ortalama %25
diistirmistiir. 5-FU ise oksidatif stresi indiikleyerek pozitif kontrol grubuna gore

TOS’da %25, OSI’de %50 arttirmistir.

TAS diizeylerinde ise negatif kontrol grubuna gore pozitif kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli %50’lik bir diisiis vardir. Tedavi gruplarina bakildiginda da
pozitif kontrol grubuna gére TQ’nun oldugu tiim gruplarda artis varken 5-FU, TAS

diizeyini %15 digtiirmiistiir.
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Sekil 4.52 : Serum total anti-oksidan seviye: negatif kontrol grubuna (saglikli) gore pozitif
kontrol grubunda TAS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli azalmistir. Ayrica pozitif kontrol
grubuna gore tiim tedavi gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamlidir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.53 : Serum total oksidan seviye: negatif kontrol grubuna (saglikli) gére pozitif
kontrol grubunda TOS istatistiksel anlaml1 yiikselmistir. Ayrica pozitif kontrol grubuna gore
tiim tedavi gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamlidir.

=p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.54 : Serum oksidatif stres indeksi: negatif kontrol grubuna (saglikli) gore pozitif
kontrol grubu OSI istatistiksel anlamli yiikselmistir. Ayrica pozitif kontrol grubuna gére tiim
tedavi gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamlidir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001

4.11 Serum Enflamasyon ve Biiyiime Faktorleri Sonuclar:

Sitokin belirtecleri ve biiytime faktorleri hayvanlardan alinan serumlarda ticari olarak
alinan fare ELISA kitleri alinip fotometrik olarak 6l¢tildii. Alinan verilere gore sadece
negatif kontrol grubuna gore enflamasyon belirtecleri (IL13, IL6, TNFa ve HsCRP)
ve biiytime faktorleri (VEGF ve TGF1) istatistiksel olarak anlamli yiiksek ¢ikarken,
pozitif kontrol grubuna gore 5-FU ile tedavi tiim enflamatuvar sitokinleri arttirirken,
TQ’nun oldugu tiim tedavi gruplarinda enflamasyon TQ’nun sistemik anti-oksidan
etkisinden dolay1 pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diismiistiir (Sekil

4.55 - 4.58).

Pozitif kontrol grubundaki VEGF ve TGFB1 gibi biiyiime faktorleri negatif kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak artmistir. Tedavide ise sirasiyla TQ, 5-FU ve kombine
tedavide pozitif gruba gore istatistiksel anlamli bir sekilde diismiistiir (Sekil 4.59 —
4.60).
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Sekil 4.55 : Serum IL1p diizeyi: negatif kontrol grubuna gore pozitif kontrol grubunda IL1f3
diizeyi istatistiksel olarak anlamli artmistir. Tedavi gruplarinda TQ nun bulundugu tekli ve
kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gosterdiginden enflamasyon
pozitif kontrol grubuna gore anlamli diigmiistiir. 5-FU ise IL1p salinimini istatistiksel olarak
arttirmistir.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.56 : Serum IL6 diizeyi: negatif kontrol grubuna gore pozitif kontrol grubunda IL6
diizeyi istatistiksel olarak anlamli artmigtir. Tedavi gruplarinda TQ’nun bulundugu tekli ve
kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gdsterdiginden enflamasyon
pozitif kontrol grubuna gdre anlamli diismiistiir. 5-FU ise IL6 salinimini istatistiksel olarak
arttirmigtir.

=p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.57: Serum TNFa diizeyi: negatif kontrol grubuna gore pozitif kontrol grubunda
TNFa diizeyi istatistiksel olarak anlaml artmistir. Tedavi gruplarinda TQ’nun bulundugu
tekli ve kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gosterdiginden
enflamasyon pozitif kontrol grubuna gore anlamli diismiistiir. 5-FU ise TNFa salinimini
istatistiksel olarak arttirmistir.

=p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.58 : Serum HsCRP diizeyi: negatif kontrol grubuna gore pozitif kontrol grubunda
HsCRP diizeyi istatistiksel olarak anlamli artmigtir. Tedavi gruplarinda TQ nun bulundugu
tekli ve kombine tedavide TQ sistemik etkide anti-enflamatuvar etki gosterdiginden
enflamasyon pozitif kontrol grubuna gore anlamli diismiistiir. 5-FU ise HsCRP salinimini
istatistiksel olarak arttirmigtir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.59 : Serum VEGEF diizeyi: negatif kontrol grubuna gore pozitif kontrol grubunda
VEGEF diizeyleri istatistiksel olarak anlaml1 artmistir. Tedavi gruplarini pozitif kontrole gore
karsilastirildiginda sirasiyla TQ, 5-FU ve kombine tedavinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde VEGF diizeyini diisiirdiigii bulunmustur.
* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001
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Sekil 4.60 : Serum TGFB1 diizeyi: negatif kontrol grubuna gore pozitif kontrol grubunda
TGFB1 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artmistir. Tedavi gruplarini pozitif kontrole goére
karsilastirildiginda sirastyla TQ, 5-FU ve kombine tedavinin istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde TGFB1 diizeyini disiirdiigii bulunmustur.

* =p<0,05; ** =p<0,01; *** =p<0,001 & + = p<0,05; ++ =p<0,01; +++ = p<0,001
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4.12 Karaciger ve Bobrek Fonksiyon Testlerinin Diizeyleri

Hayvanlardan sakrifikasyon sirasinda alinan intrakardiyak kanlar jelli biyokimya

tiipiine alinip 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra bobrek fonksiyon testleri-

BFT (Ure, Kreatinin, Urik Asit, Sodyum, Potasyum, Kalsiyum, Fosfor) ile karaciger
fonksiyon testleri-KFT (AST, ALT, LDH, GGT, LDH) rutin biyokimya

otoanalizorlerinde ¢alisildil (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 : Karaciger ve Bobrek Fonksiyon Testleri.

Negatif .

Kontrol Pozitif Kontrol TQ 5-FU TQ + 5-FU
ey 22,334,711 56,83+2,85™" 44,16:5,49*  83,00£7,40"  76,50+3,93"
mg/dL
Kreatinin 0,27+0,03 0,34i(),()3** 0,3 li0,0Qf O,49i0,07+++ 0,44i0,03+
mg/dL
175014 3,55+0,19™ 2,7120,34" 4,25£0,19" 3,49+0,31
mg/dL
Sedyum 158,50+6,09 151,83+3,13 153,3352,34°  135,83349°  142,17+4,12
mmol/L
Potasyum 3,54+0,29 4,36+0,35" 4,00+0,08 4,92+0,08 4,67+0,14
mmol/L
Kalsiyum 8,00+0,35 8,68+0,25" 8,63+0,28 8,65+0,37 8,62+0,42
mg/dL
Fosfor 5,480,50 8,0240,64""" 7,1240,36 8,95+0,31° 8.38+0.35
mg/dL
AST N .

U/L 44,50+4,85 111,33+24,34 84,984+9,98 135,33+7,94 100,50+3,15
ALT s

U/L 23,67+4,84 50,67:9,49 33,17+7,28 55504632 52,67£10,45
g/(L;T <4 <4 <4 <4 <4
LDH . X X
UIL 525,50472,77 1444,50+254,91 1194,00+62,44 1828,33+234,30"  1591,33495,90

Cikan sonuglara gore sodyum hari¢ tiim fonksiyon testlerinde negatif kontrole gore

pozitif kontrol diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artmistir. TQ ve kombine tedavi

pozitif kontrole gore artan degerleri diisiiriirken, 5-FU pozitif kontrole gore tiim test

diizeylerini istatistiksel olarak arttirmistir (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001 &

+ = p<0,05; ++ = p<0,01; +++ = p<0,001).
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Sodyum degerleri ise negatif gruba gore pozitif grupta diismiis, TQ ve kombine
tedavide istatistiksel anlamli olmayan bir artis varken, 5-FU tedavisini alan grupta
sodyum seviyeleri anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur. Kanserle beraber olusan
hepatotoksisiste ve nefrotoksisite artar. 5-FU’nun da bu organlara karsi bilinen
toksisiteleri mevcuttur. TQ nun ise olusan toksisitelere karsi bir koruyucu etkisi
bilindiginden TQ’nun oldugu gruplarda degerler normale daha yaklasmistir. KFT

testlerinden GGT diizeyleri tespit limiti altinda oldugundan dolay1 dl¢lilememistir.

4.13 Doku Protein Ekspresyonlarinin Diizeyleri

Sakrifikasyondan sonra alinan dokular homojenize edilip protein tayini yapildiktan
sonra proapoptotik (Bax), anti-apototik (Bcl-2), apoptotik regiilator (p53, p21, Kaspaz-
3 ve Kaspaz-9) proteinlerinin ekspresyonlar1 western blot yontemiyle c¢alisilip,
hesaplandi. Cikan sonuglar housekeeping protein olan B-aktinle normalize edildi

(Sekil 4.61 — 4.62).
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Sekil 4.61 : Tiimor dokusu Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 protein ekspresyonlari: Bel-2 harig tiim
proteinler pozitif kontrol grubuna gore sirasiyla TQ, 5-FU ve kombine tedavide istatistiksel
olarak anlamli artmustir.,

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001

Anti-apoptotik protein olan Bcl-2 harig tiim proteinlerin (Bax, p53, p21, Kaspaz-3 ve
Kaspaz-9) ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore sirasiyla TQ, 5-FU ve kombine
tedavide istatistiksel olarak artmistir. Bel-2 ekspresyonu ise sirasiyla TQ, 5-FU ve

kombine tedavide istatistiksel olarak azalmistir.
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Sekil 4.62 : Tiimor dokusu Kaspaz-9, p21, pS3 protein ekspresyonlari: Bcl-2 harig tiim
proteinler pozitif kontrol grubuna gore sirasiyla TQ, 5-FU ve kombine tedavide istatistiksel
olarak anlamli artmustir.

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** =p<0,001

4.14 Doku TGF1 ve VEGF Diizeyleri

Alinan timor dokulari homojenize edilip protein tayini yapildiktan sonra doku
biiylime faktorleri olan VEGF ve TGFB1 diizeyleri ticari olarak satin almman ELISA
kitleri ile fotometrik olarak Olciilmiistiir ve sonuglar mg protein basina verilmistir.
Pozitif kontrol grubundaki VEGF ve TGFB1 gibi biiyiime faktorleri negatif kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak artmistir. Tedavide ise sirasiyla TQ, 5-FU ve kombine
tedavide pozitif gruba gore istatistiksel anlamli bir sekilde diigmiistiir (Sekil 4.63 —
4.64)
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Sekil 4.63 : Tiimor dokusu TGFB1 diizeyi: pozitif kontrol grubuna goére tekli ve kombine
tedavi TGFB1 diizeyini istatistiksel anlamli bir sekilde diigiirmiistiir.
= p<0,05; ** =p<0,01; *** = p<0,001
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Sekil 4.64 : Timdr dokusu VEGF diizeyi: pozitif kontrol grubuna gore tekli ve kombine
tedavi VEGF diizeyini istatistiksel anlamli bir sekilde diigtirmiigtiir.

= p<0,05; **

= p<0,01; ***

= p<0,001

TQ, 5-FU ve kombine tedavinin in vivo kolon kanseri hayvan ¢alismasinda dokuda

anti-timdr ve anti-apoptotik etki gosterirken, biiyiime faktorlerini digtirmiistiir.

Serumda ise oksidatif stres, enflamasyon, biiytime faktorleri ve karaciger ile bobrek

tizerine etkileri vardir (Sekil 4.65).
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o TQsistemik etkide diizenleyici ve koruyucu rol oynarken,

Bu maddelerin kombine tedavisi ikisinin orta cevabini
vermektedir.

Sekil 4.65 : In vivo genel deneysel sonuglar.
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5. TARTISMA

Her yi1l diinya ¢apinda 1 milyondan fazla kolorektal kanser teshisi yapilmaktadir [241,
242] ve kolorektal kanser, 6zellikle yiiksek insidans ve mortalite oranlari ile diinyadaki
yasami tehdit eden en yaygin malignitelerden biridir [243, 244]. Diinya Saghk
Orgiitii'niin Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'na gore, KK erkeklerde en sik
goriilen {igiincii kanser, kadinlarda ise en sik goriilen ikinci ve diinya ¢apinda kansere
bagl oliimlerin dordiincii 6nde gelen nedeni olarak kabul edilmektedir. Teshis ve
tarama araglarmi gelistirmek i¢in harcanan yogun c¢abalara ragmen, mevcut tedavi
yontemlerinin smirli terapotik etkinligi, KK tedavisinde en oOnemli zorluktur.
Gliniimiizde klinik uygulamalar1 ciddi yan etkilerinden dolayr sinirli olsa da
kemoterapi rejimleri hastalar i¢in birincil tedavi segcenegidir [245]. Bu nedenle, tek
basina veya diger sitotoksik ajanlarla (6rnegin, irinotekan, 16kovorin veya oksaliplatin)
kombinasyon halinde 5-fluorourasil (5-FU) bazli terapi, standart kemoterapdtik
yaklagim olarak kabul edilmektedir [246, 247]. Genel olarak bakildiginda 5-FU tekli
olarak kullanildiginda %7-17 arasinda, diger kemoterapdtik ajanlarla birlikte kombine
kullanildiginda %35-39 oraninda sinirli etkinlik gostermektedir [247, 248]. Bunun
nedeni tiimdr hiicrelerinin kazandig1 terapdtik direnctir [249, 250]. Bununla birlikte,
siirli tedavi cevabi, doz sinirlayict toksisite ve niiks tedavinin handikaplaridir [246,
247, 251]. Daha da onemlisi son zamanlarda standart kombine tedaviye eklenen
bevacizumab ve setuksimab gibi yeni hedeflenmis ajanlar KK i¢in yine beklenen etkiyi
gostermemistir [247]. Bu nedenle potansiyel dogal iiriinler/maddeler ile alternatif
kombine terapdtik stratejilerin gelistirilmesi KK prognozunu ve iyilestirme oranini
arttirmak i¢in biiylik 6nem tasir. 5-FU’ya kars1 gelisen terapotik direncin listesinden
gelmek ve yan etkilerini azaltmak icin bitki kaynakl ilaglarla birka¢ kombinasyon
stratejisi Onerilmistir [252-254]. Bu nedenle, 5 FUnun KK tedavisindeki etkinligini
arttirmak i¢in gelecek vaad eden bir kombinasyon stratejisinin belirlenmesi biiyiik
onem tasimaktadir. Timokinon (TQ), iyi bilinen, saglam ve pluripotent anti-timor
aktivitesi olan N. sativa'nin etken maddesi olan dogal bir biyolojik bilesiktir [255-259]
ve kanser tedavisinde ¢ekiciligini korumaktadir [195, 255, 256, 260-264].
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Cesitli dogal iiriinler ve nutrasotiklerin, geleneksel ilaglarla adjuvan veya alternatifilag
olarak kullanildiginda yararli oldugu gosterilmistir. Ornegin, N. sativa ve etken
maddesi olan TQ’nun  anti-timér, anti-enflamatuvar,  anti-romatizmal,
immiinomodiilatér, anti-fibrotik, analjezik, anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-
mikrobiyal, anti-hipertansif ve ¢esitli tibbi bozukluklarda koruyucu 6zellikleri vardir.
N. sativa birgok hastaliin tedavisinde yiizyillardir geleneksel olarak kullanilmaktadir

[265, 266].

Bir anti-kanser ajani olarak, TQmun gii¢lii anti-tiimorijenik hiicresel ve molekiiler
etkileri, timor hiicresi proliferasyonunu, farklilasmasini, anjiyojenezini, baskilamast,
apoptozu ve nekrozu arttirmasi gibi etkileri vardir. TQ ’nun kemopreventif ve anti-
kanser Ozellikleri ¢esitli in vivo ve in vitro insan kanser modellerinde gozlenmistir
[199, 267-272]. TQ’nun geleneksel kemoterapotik ilaglarin kanser hiicreleri
tizerindeki kemoduyarliligi arttirdigi gosterilmistir [267-269, 273]. Ayrica farkl
hastaliklar iizerinde yapilan bazi klinik aragtirmalar, TQ’nun {imit verici glivenlik
profilini gostererek, klinik agidan yeni bir ilag olarak gelistirilme potansiyelini ortaya
koymaktadir [258, 259, 274]. TQ geleneksel kemoterapdtiklerle birlikte
kullanildiginda kemoterapdtiklere karst direncin potansiyel etkisini  diistirdiigii

gosterilmistir [260, 266, 275].

Calismamizda kolon kanseri hiicre hattinda ve zenografik yontem ile olusturdugumuz
kolon kanseri modelinde 5-FU’nun in vivo etkinligini ¢érek otunun etken maddesi
olan TQ ile arttirilabilecegini gosterdik. Kombine tedavi tekli tedaviye kiyasla daha
ylksek anti-kanser etki gosterdi. Bu artis in vitro da sadece sitotoksisitede degil
kombine tedavide artan apoptoz, genototoksisite oldugunu, in vivo ¢aligmada ise timor
boyutunu kiigiilttiigiinii, enflamasyonu ve vaskiilerizasyonu azalttigin1 gostererek
umut verici etkilerin var oldugunu gosterdik. Bu ¢alisma TQ ve 5-FU’nun tekli ve
kombine etkinligini transfekte kolon kanser hiicrelerinde ve bu hiicrelerin zenograftla
nude farelere enjeksiyonu sonrasi olusturulan kolon kanseri modelinde gosterdiginden

dolay1 literatiirdeki ilk ¢alisma olmasi sebebiyle 6nem teskil etmektedir.

Bu kombine tedavinin sitotoksisite lizerindeki etkileri aragtirildiginda, ¢orek otunun
etken maddesi olan TQ un farkl kanser tiirleri {izerinde calisilip, sitotoksik ve pro-
apoptotik etkiye sahip oldugu gosterilmistir [182, 209]. TQ’nun 60 puM’ye kadar
normal bagirsak hiicrelerinde toksik olmadigi agiklanmistir [182, 262]. Literatiirdeki
bir¢ok ¢alisma TQ’yu klinikte kullanilan farkli kemoterapdtik ajanlarla kombine edip
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tedavi bagarisini arastirmistir [264, 276, 277]. TQ ve 5-FU ile ilk defa 2007 yilinda
Norwood ve arkadaslari tarafindan SW-262 kolon kanseri hiicrelerinde karsilastirmali
olarak incelendiginde her ikisinin de kolon kanserine kars1 ayn1 sitotoksik potansiyele
sahip oldugu ve TQ’nun konvansiyonel tedavinin etkinligini artirdig1 bildirilmistir
[191]. Bu iki maddenin kombinasyonunun kolon kanserine verildigi birka¢ calisma
vardir [278, 279]. Lei ve arkadaslar1 yiiksek doz TQ (50 uM) ve 5-FU (75 pg/ml)’nun
kombinasyonunun apoptoza yol agtigini1 kanitlamiglardir [200]. Bu ¢alismada ilk kez
TQ ve 5-FU’nun kombinasyonu HT29 kolorektal kanser hiicrelerine uygunlanmis ve
tekli tedavideki dozlarma gore dozlar1 diismiistiir. Ndreshkjana ve arkadaslarinin
2019°da HCT116 ve HT29 kolon kanseri hiicreleri lizerinde yaptig1 ¢alismada TQ ve
5-FU’nun kombine tedavisinin tekli tedaviye gore daha etkili oldugu ve dozu
diisiirdiigii gosterilmistir [280]. TQ nun in vitro kolon kanseri ve lenfoma hiicrelerinin
tizerindeki etkileri arastirildiginda, hiicre proliferasyonuna negatif etki gosterdigi
tespit edilmistir [281, 282]. Acar ve arkadaslarinin 2015°de bas boyun kanser hiicreleri
lizerine yaptig1 bir bagka calismada TQ ve 5-FU’nun kombine tedavisinin tekli
tedaviye gore daha sitotoksik oldugunu ve dozlarin diistiigiinii gostermislerdir [283].
Bizim c¢alismamiz sonucunda TQ ve 5-FU’nun tekli tedavisine gére kombine tedavi
daha diisiik dozda daha yiiksek etkili oldugu bulunmustur. Bulgularimiza destek
olarak, son zamanlarda yapilan in vitro ¢aligmalar TQ nun 5-FU’ya gore hiicresel
hasar konusuda daha etkili oldugu gosterilmistir [191]. Ayrica TQ’nun 5-FU’nun
kemoterapotik etkinligini arttirdigi bulunmustur. TQ’nun 5-FU ile birlikte insan
nazofarengeal ve gastrik adenokarsinomada potansiyel bir adjuvan olabilecegi
diisiiniilmektedir [284, 285]. Bu durumda geleneksel KK tedavisinde kullanilan 5-
FU’nun yan etkileri de diisiiniiliince TQ ile kombine tedavisinin normale gore diisiik
dozda daha verimli ve saglikli hiicrelere kars1 daha az hasarli olabilecegi sonucuna

varilmustir.

Reaktif oksijen tiirleri, hiicrenin normal oksijen metabolizmasi tarafindan siirekli
tiretilir ve biyomolekiilleri oksidatif hasara ugratarak hiicreyi apoptoz ya da otofaji
siirecine sokabilir [286]. ROS'un asir1 iiretilmesinin kardiyovaskiiler hastalik,
hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar ve kansere yol
acabilecek patofizyolojik bir siire¢ olan oksidatif stres ile sonuglandigi bildirilmistir
[287]. 5-FU'nun anti-kanser mekanizmast DNA sentezini ve replikasyonunu bloke

etmesine ragmen, oksidatif streste de 6nemli bir rol oynadigi 6ne siirlilmiistiir [247].
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Hiicre kiiltiiriinde yapilan 6nceki ¢alismalar 5-FU'nun kanser hiicrelerinde hiicre i¢i
ROS seviyelerini arttirdigini ortaya koymustur [288]. Ayrica olusan bu oksidatif stres,
5 FU'nun toksik etkilerinin ¢ogunu olusturdugu diistiniilmektedir. 5-FU oksidatif stresi
indiiklerken stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi sitoplazmik enzimleri

inhibe ettigi bildirilmistir [289].

TQ, ROS’u indiikleyerek anti-timor roliinii yerine getirir, bunu farkli onkojenik
yolaklar1 aktive ederek pro-oksidan 6zelliginden dolay1 gergeklestirir. TQ’nun multipl
myelom hiicreleri lizerine etkisi bakildiginda ROS miktarin1 arttirarak hiicreleri
apoptoza gotiirdiigiic bulunmustur [290, 291]. TQ’nun kanser tedavisinde roliine
baktigimizda hiicre i¢i ROS’u arttirarak mitokondriyal yoldan apoptozu indiikleme
potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir [292]. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
direncli tiimorlere karst TQ nun pro-oksidan 6zelliginden dolayr ROS’u indiiklemesi
kullanilmistir [293, 294]. El Naijar ve arkadaslarinin 2010°da yaptig1 ¢alismada
TQ’nun indiikledigi ROS insan kolon kanseri hiicrelerinde sitotoksisiteyi ve apoptozu
arttirdigr gosterilmistir [293]. TQ’nun ROS’u arttirmas: farkli in vitro ve in vivo
calismalarda gosterilmistir [295]. TQ ve 5-FU’nun hiicre i¢i ROS’u indiikledigi ayri
ayri birgok calisma ve ikisinin ayni hiicrede kullanildigi ¢aligmalarin da olmasina
ragmen ROS diizeyleri Olgiilmemistir. Artan TQ ve 5-FU’nun tekli ve kombine
tedavisinde hiicre i¢i ROS miktar1 artmistir. Kombine tedavide diisiik dozda daha
yiiksek ROS miktaria ulasilmis ve artan ROS seviyesi ile sitotoksisite arasinda pozitif
bir iligki bulunmusgtur. Caligmamiz, hem bu yoniiyle hem de tekli ve kombine tedavi
sonrasi olusan sitotoksisite, genotoksisite ve apoptozun kaynagmin ROS oldugunu

gostermesi bakimindan bir ilktir.

Kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesinde en etkili yontemlerden biri hiicre DNA larini ileri
derecede hasara ugratmaktir. Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilan anti-
neoplastiklerin ¢ogu direk DNA’y1 etkiler. DNA’da olusan hasar tamir edilemeyecek
derecede fazla ise, apoptotik sinyal yolaklar1 aktive edilerek hiicrenin apoptozise
gitmesi saglanir. 5-FU bir hiicrenin RNA’sina etki eder ve DNA sentezi i¢in gerekli
olan timidinat trifosfatlar1 yerine DNA’ya UTP ya da FAUTP ekleyerek timidilat
sentazi (TS) inhibe ederek etkisini gdsterir [296]. Ayrica yiiksek afinite ile DNA’ya
baglanarak DNA’nin yapisini ciddi 6l¢iide etkiler [297, 298]. TQ ise etkisini ya direk
DNA fiistiinden ya da hiicre i¢i ROS seviyesini arttirarak sitotoksik, genotoksik ve

apoptotik etki gostererek yapar [299]. TQ farkli anti-neoplastiklerle kombine olarak
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farkli hiicrelerde etki gostermesine ragmen 5-FU ile sadece iki ¢alisma vardir. Bu
calismalarda WNT, [B-katenin, NF- kB, COX-2, iNOS ve VEGF’i etkiler. DNA
hasarin1 kemoduyarlilik yaratarak meydana getirir [200, 279]. Calismamizda da tekli
ve kombine tedavide DNA hasarmin arttigir bulunmustur. Kombine tedavide dozlar
azalirken hasarli DNA’daki kuyruk yogunlugu artmistir. DNA hasarindaki birincil
etkinin nedeninin artan hiicre i¢i ROS oldugu gosterildi. Artan ROS miktari

sitotoksisiteyi arttirirken, DNA hasar1 ve apoptozu da tetiklemektedir.

Hiicre i¢i glutatyon (GSH) diizeyi hiicreki anti-oksidan savunmada serbest radikallere
kars1 merkezi bir rol oynar ve mitokondri i¢inde asir1 hiicre i¢ci ROS {iretimine karsi
onemli bir savunmadir [300]. Yiiksek GSH miktar: hiicresel redoks potansiyeli ile
mitokondriyal membran potansiyelinin hiicre sag kalimindaki roliinii de ortaya
¢ikarmaktadir. Bu durumdan dolay1 da hem kullanilan geleneksel kemoterapide hem
de alternatif bilesik/bitkisel iiriinler kanser hiicrelerinde mevcut GSH miktarini
diisiirerek duyarlilig1 arttirdigin1 gésteren birgok ¢aligma mevcuttur [301-303]. Azalan
glutatyon miktar1 ve artan ROS’un gostermis oldugu ters sinerjik etki hiicrenin
sitotoksisitesini, genotoksisitesini ve apoptozunu arttirir. Sonug olarak ¢aligmamizda
artan dozlarda GSH miktar1 diismektedir. Tekli tedaviye gore kombine tedavide diisiik
dozlarda yiiksek GSH inhibisyonu goziikmektedir. Literatiire bakildiginda TQ ve 5-
FU kullanarak hiicre i¢i GSH diizeyini kolon kanserinde 6l¢en herhangi bir ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Mitokondriyal metabolizma hatali sekilde hizli ¢ogalan hiicrelerin metabolik talepleri
icin hep 6nemsiz goriilmesine ragmen [304, 305] mitokondri, DNA hasarini ve genetik
kararsizliga neden olan ROS iiretimini tistlenmistir. Bunun nedeni 1920’lerde ortaya
konan Warburg etkisi denen, kanser hiicrelerinin glukoz aldiklarinda oksijen
varh@inda yiiksek miktarda laktik asit tiretmesi [306] ve kanser hiicrelerinin
proliferasyon i¢in dncelikli olarak glikolizi kullanmasidir [305]. Kanser hiicrelerindeki
mitokondri ile ilgili bir diger bakis acisi, tirettikleri ROS kaynakli genetik kararsizlik
mutasyonu ve timor olusumlarini tetiklemektedir. Sonu¢ olarak mitokondriyal
disfonksiyon kanser hiicrelerinin metabolik bir isareti olarak kabul edilmektedir.
Glinlimiizde kanser metabolizmasindaki  fikir  birligi, tiimoér hiicrelerinin
makromolekiil sentezi gerekli yap1 taslarinin yani sira ATP ve NADPH’1 saglamak
icin hem glikoliz hemde mitokondriyal metabolizmaya sahip olmasi1 gerekmektedir

[307]. MMP, Krebs dongiisiiniin aktivitesiyle iligkili redoks doniisiimlerinden
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kaynaklanir ve ATP sentazin ATP'yi {liretmek i¢in kullandig1 bir ara enerji depolama
bicimi olarak calisir. Bu doniisiimler yalnizca elektriksel bir potansiyel degil ayni
zamanda bir proton gradienti olusturur ve birlikte hidrojen iyonlarinin transmembran
potansiyelini olustururlar [308]. Mevcut veriler ATP ve MMP tarafindan yiiriitiilen
sinyal mekanizmalarinin farkli oldugunu gdstermektedir [309]. Saglikli hiicrelerde
hiicre ici ATP ve MMP seviyeleri hiicrenin metabolizma faaliyeti i¢in belirli bir
seviyede tutulur [310-312]. MMP’deki degisikliklerin uzun siireli olmasinin, canlilig
tehlikeye sokup patolojik sonuglara yol agabilecegi one siiriilmektedir [313]. MMP
sadece ATP iiretiminde degil, MMP kaybi, membran gecirgenligine yol agar ve pro-
apoptotik proteinlerin mitokondri i¢ membranina geg¢ip apoptozu indiiklemesiyle
sonuclanir. TQ’nun in vitro ¢aligmalarda MMP {izerine etkisini inceleyen birgok
calismaya rastlanilmistir. Farkli meme kanser hiicreleri lizerinde TQ, MMP
diizeylerini diigiirmiistiir [314, 315]. Bir baska ¢calismada da melanoma ve 16semi hiicre
hatlar1 iizerine TQ ve Doksorubisin kombinasyonlar1 verilip MMP diizeylerinin
diistiigli bulunmustur [316]. 5-FU’nun irinotekan ile kolon kanseri iizerine kombine
tedavisinde ise MMP miktar1 diismiistiir [317]. Hu ve arkadaglarinin 2015°te
hepatoseliiler karsinoma hiicreleri {izerine 5-FU ve apigenin kombinasyonlar1 ile
yaptiklar1 calismada MMP miktar1 diigmiistiir [318]. Calismamiz gibi literatiirde daha
once TQ ve 5-FU kombinasyonu herhangi bir hiicre hattinda daha dnce ¢aligilmamastir.
Bu tekli ve kombine tedavi hem LoVo hem de CCDI8Co hiicrelerinde MMP
diizeylerini istatistiksel anlamli bir sekilde diistirmiistiir. Bu diisiisiin ilk sonucu olarak

hiicresel apoptotik mekanizmalarin aktive olmasidir.

Apoptoz normal dokularda gelisimde ve homeostazda kritik rol oynayan farkli
biyokimyasal ve genetik yolaklar1 olan ¢ok siki programlanmig bir hiicre dliimiidiir
[319] [1].Apoptoz kanser tedavisinde en 6nemli yolaklardan biridir [319]. Hiicresel
homeostazi saglamak i¢in hiicre 6liimii ve sag kalimi arasinda gereksiz, istenmeyen ve
hatali hiicreleri ortadan kaldirarak bir denge kuran apoptoz en 6nemli mekanizmadir
[320, 321]. Giiniimiizde cerrahi ve immiinoterapi hari¢ rutin kanser tedavisi i¢in
kullanilan anti-neoplastiklerin kanser hiicresinde apoptozu uyarmasini hedeflenmistir.
Bu nedenle, tiim kanser ilaci tasarimcilari, kanser hiicrelerindeki etkisizlestirilmis
apoptotik mekanizmay1 aktive etmeye ya da kusurlu olan1 diizeltmeye ¢alisir. Su anda
klinik kullanimda olan tiim sitotoksik anti-kanser tedavileri, malign hiicrelerin

apoptozunu indiiklemektedir. TQ kanser iligkisi ile ilgili ilk ¢aligmalar anti-oksidan

116



ozelliginden dolay1 kemopreventif aktivitesi agirliktayken, son zamanlarda kanser
hiicreleri lizerine oksidatif hasar vererek apoptozu indiikledigi bildirilmistir [295, 322-
327]. TQ ile ilgili ilging bir ¢aligma da kanser hiicrelerinde pro-apoptotik proteinleri,
saglikli hiicrelerde de anti-apoptotik proteinleri indiikledigi bildirilmistir [328]. En
onemli hipotez ise TQ nun diislik dozlarda anti-oksidan, yiiksek dozlarda pro-oksidan
etki gostererek kanser tedavisinde 6nemli sonuglar ¢ikarmistir [329]. 5-FU’nun diger
kemoterapétik ajanlar gibi gesitli tiimdr hiicreleri iizerinde apoptozu tetikledigini
gosteren birgcok calisma vardir [330-335]. Calismamizdaki sonuglarimiza
baktigimizda literatiirdeki diger c¢aligmalar gibi hem akridin turuncusu/etidyum
bromiir boyasiyla floresans mikroskopta bakilan, hem de annexin V-FITC boyasiyla
akis sitometrisinde yapilan Ol¢iim dogrultusunda apoptoz oranlar1 artmaktadir.
Kombine tedavi grubu tekli tedavilere gore hiicreleri daha ¢ok apoptoza

gotiirmektedir.

Apoptozdan kagma kanserin isaretlerinden biridir [336]. Timor hiicreleri iki
biyokimyasal apoptotik sinyal mekanizmasini atlar [337]. Intrinsik ya da mitokondri
aracili apoptoz yolu, mitokondriyal zarin depolarizasyonu, sitokrom c salinimi ve
sirastyla kaspaz-9, kaspaz-7 ve kaspaz-3’lin aktivasyonu ile poli-(ADP-riboz)
polimerazin (PARP) ayrilmasini igerir. Ekstrinsik yol ise hiicre zarina bagl 6lim
reseptorlerinin aktivasyonuna aracilik eder. Ardindan pro-kaspaz 8 aktivasyonu ve
ardindan kaspaz-3 aktivitesini tetikleyerek hiicre dliimiinii gerceklestirir [337, 338].
Intrinsik apoptoz indiiksiyon mekanizmasina gére, MMP biiyiik 6lgiide farkli B hiicre
lenfoma (Bcl) ailesi proteinleri tarafindan regiile edilir. Bcl-2 anti-apoptotik
proteininin lokalizasyonu, MMP homeostazin1 saglarken, Bcl-2 downregiilasyonu,
pro-apoptotik Bax proteinin mitokondriye lokalizasyonu MMP’nin depolarizasyonunu
saglayarak sitokrom C salinmasina neden olur. Bu da kaspaz kaskadinin
aktivasyonuna neden olarak hiicre 6liimiinii tetikler [181, 337, 338]. DNA hasarina
bagl gelisen apoptozda p21 proteini ve p53 proteini kritik bir rol oynamaktadir.
Hiicresel ya da DNA’da bir hasar meydana geldiginde p53 proteini transkripsiyon
faktorii gibi davranarak DNA’ya baglanarak p21 proteinin sentezlenmesi igin geni
uyarir [339]. p21 proteini dogrudan p53 tarafindan stimiile edilmektedir [340, 341].
Eger DNA’da hasar var ve hiicre dongiisii kontrol noktalarinda bu durum tespit edilirse
p21 proteini dongiiniin GO/G1 fazindaki siklin bagimli kinazlar1 inhibe ederek

dongiiyii G1 fazinda durdurur [342]. Bu siiregte tamir mekanizmasi aktiflesir. Eger
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hiicre tamir edilemezse mitoz durmasina ragmen anormal DNA sentezlenir. Bu olusan
anormal DNA hiicre dliimiine yol agar [343-346]. Ayrica diizeltilemeyen hasar p53
proteininin hiicreyi apoptoza yonlendirmesine neden olur [347]. TQ nun ¢ok ¢esitli
insan kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerinin
oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma vardir [261]. Kanser hiicrelerinde aktif bir hiicre i¢i
ROS iiretimine neden olan TQ, bu ROS kaynakli DNA’ya hasar vererek, hiicre
biliylimesini inhibe eder, ayni zamanda hiicre dongiislinii durdurup, hiicrelerin
apoptoza gitmesine neden olur [193, 262, 263, 295, 348-350]. El Najjar ve
arkadaslarinin 2010°da intestinal hiicreler iizerine TQ’nun etksine baktiklarinda
TQ’un kanser hiicrelerini inhibe edip, hiicrelerin apoptoza gitmesini indiiklendigini
gostermiglerdir [182]. TQ’nun p53 bagimli [262] ve p53 bagimsiz [193, 348]
yolaklarin etkileri literatiirde kanitlanmigtir. Gali-Muhtasib ve arkadaslarinin 2004°te
yaptiklar1 calismada HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde TQ inkiibasyonu
sonucunda anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonu diiserken p53 proteinlerinin
ekspresyonu artmistir [348]. Roepke’nin 2007°de yaptigi MG-63 osteosarkom
hiicrelerinde TQ’nun anti-kanser etkisi Bax/Bcl-2 oranuni degistirmis ve kaspaz
aktivasyonu yapmustir [295]. El-Mahdy ve arkadaslarinin 2005°te yaptig1 ¢aligmada
HL-60 l6semi hiicrelerinde de TQ’nun kaspaz-3 ile kaspaz-9 ve Bax ekspresyonlarini
arttirirken, Bcl-2 ekspresyonlarini diisiirmiistiir. TQ’nun meme kanseri {iizerine
doksorubisin ile kombine etkisine bakildiginda p53 ve p21 protein ekspresyonlarini
arttirdigl gézlemlenmistir [315]. Meme kanseri hiicre hatlar1 {izerinde yapilan bir
baska calismada TQ sitotoksisiteyi, apoptozu indiiklerken, Bax regiilasyonunu arttirip
Bcl-2 proteinlerinin regiilasyonunu azalttigr bildirilmistir [351, 352]. TQ nun anti-
apoptotik protein olan Bcl-2’nin ekspresyonuna negatif etki gosterdigi bilinmektedir
[294]. 5-FU’nun apoptoza etkisi bakildiginda p53 ve kaspazlarin aktivasyonu ile hem
intrinsik hem de ekstrinsik yoldan tetiklenir [353]. Intrinsik yolakta Bcl-2 ailesi
proteinleri mitokondriyal membran ge¢irgenligini modiille eder ve sitokrom c
salimimina yol acar. Boylelikle sirasiyla kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktive olup apoptoz
baslar. 5-FU’nun ekstrinsik yola etkiside kaspaz-8 ve kaspaz-3’ii aktive eden hiicre

zar1 lizerinden 6liim reseptdrlerinin aktivasyonu ile saglanir [353].

Yaptigimiz ¢alismamizda in vitro’da artan TQ, 5-FU ve artan kombine tedavi
dozlarinda literatlirle uyumlu bir sekilde anti-apoptotik protein olan Bcl-2

ekspresyonlari diismiistiir. Apoptotik proteinlerden olan p21, p53, kaspaz-3, kaspaz-9
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ve Bax’1in tiim gruplarda artan dozla ekspresyonlarinin arttig1 bulunmustur. /n vivo’da
ise rezeke tlimorlerin homojenize edilip ayn1 apoptotik biyobelirteclere baktigimizda
tekli ve kombine tedavilerin anti-apoptotik mekanizmay1 bastirirken, pro-apoptotik
mekanizmay1 aktive ettigi goriilmiistiir. Her bir gruptaki hayvandan rezeke edilen
tiimorler, homojenize edilip, grup havuzuna alinarak tiim gruplar aymi anda

degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak kombine tedavi anti-apoptotik protein olan Bcl-2’yi en iyi inhibe
ederken, en az etkiyi TQ gostermistir. Pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonlarini da
yine kombine tedavi en iyi yiikseltirken TQ’ en az etkileyen gruptur. /n vivo ¢alismada
ise rezeke edilen tiimorler homojenize edilip, doku havuzuna alindiktan sonra anti-
apoptotik protein olan Bcl-2 harici diger tiim proteinler tedavilerle birlikte anlamli artig
gostermektedir. Kombine tedavinin tekli tedavilere gore apoptoz mekanizmasi

tistlindeki etkisi daha yiiksektir.

Timor biliylimesi, timor hiicreleri tarafindan iiretilen ¢esitli sinyallerle tetiklenen
mekanizmalara baghidir [354]. Timdr anjiyojenezi, tiimor gelisiminde ve yayiliminda
onemli bir rol oynar [355]. Anjiyojenez, ¢esitli kanser tiirlerinde rol oynayan karmagsik
bir stiregtir [356-361]. Tiimor hiicreleri anjiyojenez siirecinde kimyasal stimiilasyonu
baslatan vaskiiler endotel biliyiime faktorii (VEGF), norofilin ve integrinler gibi ¢esitli
anjiyojenik proteinleri ve biiyiime faktorlerini igerir [362]. Bir sinyal proteini olan
VEGF, vaskiiler gegirgenlik faktorii olarak bilinir. Normal ve anormal anjiyojenezin
ana diizenleyicisi olarak gorev yapar. TGF-BI, hiicre ¢cogalmasi, hiicre farklilagsmasi ve
hiicre dis1 matris restorasyonu dahil olmak iizere cesitli hiicre fonksiyonlarindan
sorumludur [363]. TGF-B1, TGF-B siiper ailesinin bir polipeptididir [363]. Kanser
hiicrelerinde major doku uygunluk kompleksi (MHC) sinif II ekspresyonunu bloke
ederek ve tiimor infiltre eden lenfositleri (TIL) ve dogal dldiirticii (NK) hiicreleri devre
dist birakarak bagisiklik sistemi iizerinde 6nemli bir Onleyici etkiye sahiptir [364].
VEGF ve TGF-B1'in endotel hiicreleri lizerinde etkileri vardir. TGF- Bl ve VEGF
apoptozu inhibe eder [365]. TQ, EGF, FGF, VEGF, TGF-B1 ve ¢esitli metastatik,
anjiyojenik ve pro-mitojenik faktorler tarafindan kontrol edilen tiim tiimorijenik
sinyallemeyi zayiflatir [366]. TQ, tiimdr anjiyojenezini inhibe eder [291] ve
anjiyojenezin onemli yolaklarini inhibe ederek aktivasyonu baskilar. Yapilan bir
calismada anjiyojenezde Onemli bir yeri olan endotel hiicre gogiini HUVEC

hiicrelerinde TQ un inhibe ettigi gosterilmistir [207]. TQ’ nun osteosarkom iizerindeki
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NF-kB yolu ile anti-tiimdr ve anti-anjiyojenez etkilerini gdsterilmistir [367]. 5-FU
kanser tedavisinde anjiyojenezi inhibe etmektedir. Diisiik ve siirekli dozda 5-FU
tedavisi anjiyojenez baskilayict ve anti-timor etki gostermektedir [368-370].
Kemoterapide anti-anjiyojenik endotel hiicrelerindeki stabil mikrodamarlar1 hedef alir
[371]. Calismamizda TQ, 5-FU ve kombine tedaviden sonra hayvanlardan alinan
kandan ve rezeke edilen tiimor homojenatindan VEGF ve TGF-1 diizeylerine baktik.
Saglikli negatif kontrol grubuna gore tiimér gelisen pozitif kontrol grubunda bu
degerlerin istatistiksel olarak anlamli arttigin1 gosterdik. Tedavilerle birlikte VEGF ve
TGF-B1 diizeyleri anlamli bir sekilde diistiigii, kombine tedavinin tekli tedavilere gore

daha etkili oldugu gosterildi.

Genel olarak c¢alismamizin in vitro kismini inceledigimizde literatiirler ve
sonuclarimiz 1s1ginda TQ ve 5-FU’nun kombine tedavisi kolon kanseri iizerinde
canlilig1 azaltirken hiicre ici ROS diizeyleri arttirip mitokondriyal hasar sonucunda
glutatyon diizeyini ve mitokondriyal membran potansiyelini bozarak anti-apoptotik
mekanizmalar1 down-regiile edip, pro-apoptotik mekanizmalari indiikleyerek
hiicrelerin apoptoza gitmesine neden oldu. Ayrica artan ROS diizeyleri DNA’ya hasar
verdi. Tekli ve kombine tedavi kanser hiicrelerinin anjiyojenezi ve proliferasyonunda
onemli rol oynayan VEGF ve TGF-B1 ekspresyonlarini istatistiksel anlamli bir sekilde

distirdi.

In vitro ve in vivo hayvan modelleri, kanser arastirmalarinda, gelisen kanserojenlerin
tanimlanmasinda, kanser terapilerinin gelismesinde, ilag taramasinda ve timor
biliylimesinin ve metastazin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda fikir verilmesine
olanak saglayan onemli araglardir. Metastatik siiregte kanser hiicreleri stroma, kan
damar endoteli, vaskiiler sistem ve dokular gibi mikro ¢evrelerden gecerek yayilim
gosterirler [372-374]. Metastaz ve hiicre proliferasyonunun basarili bir sekilde
gerceklesmesi i¢in kanser hiicresinin mikrogcevre ile etkilesim ig¢inde olmasi
gerekmektedir [375]. Deneysel kanser modellerinde in vitro kanser modelleri tizerinde
bir¢ok sinyal mekanizmasi olmasina ragmen tiimor mikrogevresi bakimindan sinirli
oldugundan dolay1 tiim sonuglar hep eksik kalmistir. /n vivo kanser modelleri
tiimdrlerin mikro ¢evresini sagladigindan dolayi in vitro modellere gére daha avantajl
ve daha gercekeidirler. Bir kimyasalla indiiklenerek in vivo model yerine ticari satin
alman hiicre hatlarinin zenografti ile olusturulan in vivo modellerde anti-kanser

caligmalari literatiirde en sik karsilasilan ¢aligsmalardir. Zenograft yapilan insan kanser
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hiicrelerinin reddini 6nlemek i¢in genelde atimik nude fareler (Balb/c, CD-1, Nu/Nu)
timustan yoksun, immiin sistemi baskilanmis hayvanlar kullanilmaktadir [376, 377].
Zenograft modellerin bir avantaj1 da hayvana enjekte edilen hiicrelerin gelismis kanser
ve metastazdan indiiklendigidir. Dezavatanji ise tiimor i¢i heterojeniteyi tam anlamiyla
gostermemekle birlikte olusturulan modelde tiimoriin progresyonu ve biiylimesi
immiin defektli hayvanda meydana gelmektedir [378, 379]. In vivo kanser
calismalarina bakildiginda kimyasal ya da zenograft ile olusturulan tiimoérlerde yapilan
tedaviler eger subkutan degilse tedavi siiresi bitiminde ya da hayvanlarda meydana
gelen degisikliklerden dolayr hayvan sakrifiye edilip, gerekli olan kan ve doku
ornekleri alinarak calismalar tamamlanir. /n vivo goriintiileme sisteminde ise
luminesans ya da floresans 1s1ma yapabilen hiicrelerin zenograft ile nude farelere
enjeksiyonundan sonra olusturulan kanser modelinde tedavi basarisi ya da basarisizligi
hayvanlar1 sakrifiye etmeden belirli araliklarla goriintiilenebileceginden dolayr hem
calisma i¢in gereksiz malzeme ve zaman kaybini 6nlemekte, hem de tiimoriin seyri sik

araliklarla incelenebildiginden, bu yontem her yoniiyle ¢ok daha degerlidir.

Molekiiler goriintiileme, nispeten yeni ancak hizli gelisen bir aragtirma alanidir. Pratik
molekiiler goriintilleme, arastirmacilarin molekiiler diizeyde canli deneklerde
hastaliklar1 invazif olmayan sekilde incelemelerine olanak saglar [380-383]. Yapilan
bir¢ok arastirma molekiiler goriintiileme tekniklerinin kisisellestirilmis tip ¢aginda
merkezi bir rol oynayacagmi gostermistir. Deney hayvanlarinda ve hastalardaki
hastaliklarin fonksiyonel ve anatomik bilgisini saglayan c¢esitli goriintiileme
yontemleri gelistirilmistir. Bu tiir yontemler arasinda pozitron emisyon tomografisi
(PET), tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT), in vivo optik goriintiileme
(IV-OI, biyoluminesans ve floresans), manyetik rezonans goriintileme (MRI),
ultrason (US) ve bilgisayarli tomografi (CT)’dir [380, 381]. Ozellikle kanser
caligmalarinda molekiiler optik gorintiilleme hizla popiilerlik kazanmaktadir.
Goriintlileme cihazi pahali olmasina ragmen yontem ucuz ve cihazin kullanimi ve
sonuglarin yorumlanmasi kolaydir. Optik goriintiileme cihazinda artmis doku
penetrasyonunu biyoluminesans ve biyofloresans problardan yayilan diisiik enerjili

yayilimi 6l¢en kameralarla tespit eder [380, 384].

Calismamizda subkutan bolgede olusturulan kolon kanser modelinde 21 giinliik tedavi
sonrasi timor boyutlart kumpas ve IVIS ile dl¢iilmiistiir. TQ’nun bilinen anti-timor

aktivitesi ile ilgili birgok ¢alisma vardir [259, 264, 271]. TQ nun meme [385], akciger
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[386], multipl miyelom [387], glioblastoma [388, 389], pankreas [390], servikal [391],
kolon [392], skuamd6z [393], hepatoseliiler karsinoma [394], akut lenfoblastik 16semi
[294], osteosarkom [367], ndroblastom [395], mesane [396], gastrik [285], yumurtalik
[276] ve prostat [397] kanseri olmak {izere ¢esitli kanser tiirleri {izerinde anti-timdr
etkilerinin oldugu goézlemlenmistir. Woo ve arkadaslar1 2012°de yaptiklar1 zenograft
fare meme kanseri modelinde TQ’nun tiimorii kiiciilttiiglinti gésteren birgok c¢alisma
yapilmistir [398-400]. Hsu ve arkadaslar1 2017°de kolon kanseri modelinde TQ nun
etkisini incelemis ve tiimor boyutlarini diigtirdiigii bulunmustur. Gali-Muhtasib’in
2008’de yaptig1 ¢alismada farede olusturulan kolon kanseri modelinde TQ timor
boyutlarii diisiirmiistiir [188]. Jafri ve arkadaslarinmin 2010°da in vitro ve in vivo
akciger kanseri lizerine yaptiklart TQ ve cisplatin’le yaptiklar1 ¢alismada tedavi ile
timor boyutlart kiiclilmiistiir ve timor goriintiilleme IVIS ile yapilmistir [277].
Banarjee ve arkadaslar tarafindan 2009°da gentamisin, oksaplatin ve TQ ile pankreas
kanser modelinde tiimoér boyutlarinin tedavi ile diistiigii bulunmustur [260]. 2008’ de
hem in vitro hem de in vivo prostat kanser modelinde TQ’un anjiyojenezi inhibe ettigi
bulunmus ve zenograft fare modelinde hi¢c kemotoksik etki gostermeden tiimor
biiylimesini Onleyip, timori kiigtiltmiistiir [401]. Shim ve arkadaglarinin 2017°de nude
farelerde in vivo pankreas kanseri modelinde 5-FU’nun etkisine IVIS ile baktigi
calismada 5-FU ile tedavinin tiimor biiyiikligiini diisiirdiigi bulunmustur [402]. Lei
ve arkadaglarinin 2012°de TQ ve 5-FU ile gastrik kansere karst yaptigi hem in vitro
hem de in vivo ¢alismada kombine tedavinin tekli tedaviye gore daha etkili oldugu ve
tiimor boyutunu diisiirdiigii gdsterilmistir [285]. Ivankovic ve arkadaslarinin 2006’da
TQ’nun skuamdz hiicre karsinomuna kars1 in vivo calismada anti-tiimor etkiyi
gostermislerdir [403]. Xu ve arkadaslar1 2014’te kolonajiyokarsinoma in vivo modelde
TQ timor boyutlarini diistirdiglinii bulmustur [404]. Gastrik kansere TQ etkisini
gosteren bir baska in vivo ¢alismada TQ timor boyutunu diisiirmiistiir [405]. Attoub
ve arkadaslar1 2012 akciger kanseri modelinde TQ’nun etksinin %39 tiimor boyutunu
diisiirdiigiinii bulmuslardir [268]. Kolon kanseri tedavisinde literatiirde TQ ve 5-FU ile
tekli birgok in vivo ¢aligma olmasina ragmen ikisinin kombinesinin etkisini zenograft
in vivo modelde deneyen bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Kombine tedavi sadece
gastrik kanserde [285] ve kimyasalla indiiklenmis kolorektal kanserde [279]
calisilmigtir. Literatiir verilerini géz oniine alip ¢alismamizi degerlendirdigimizde hem

tekli tedavi hem de kombine tedavinin tiimdr boyutunu diisiirdigti gosterdik.
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Rutin tedavide kullanilan 5-FU ve bitkisel etken madde olan TQ ile sinerjik etki ile
tekli tedavilere gore daha yiiksek anti-kanser etki gostermistir. Caligmamizda hem
tiimdr boyutunu IVIS ve kumpasla 6l¢erek ¢ift kontrol hemde in vivo kolon kanserini
zenograft ile olusturdugumuzdan dolay1 literatiire yeni bir bakis acist ve daha anlamli

sonuclar kazandirdik.

Kanser tedavisinde rutin olarak kullanilan 5-FU’nun dokular iistiinde bilinen nekrozu,
apoptozu ve enflamasyonu gibi bir¢ok toksisitesi vardir [406, 407]. TQ’nun anti-
oksidan, anti-enflamatuvar, anti-toksik etkisi bilinsede hayvanlara verildigi ajanlarla
beraber hiicre ve dokulara toksisitede yaratabilmektedir [408]. Ayn1 zamanda TQ nun
etkesine baktiginda kanser dokusunda enflamasyonu tetiklemektedir [409, 410].
TQ’nun enflamatuvar kaskada etkisi, kanser tedavisinde yararli olabilecegi
disiiniilmektedir [260]. Calismamizda tedavi sonunda rezeke edilen timor
dokularindan semi kantitatif olarak nekroz ve enflamasyon degerlendirildi. Tekli
tedaviye gére kombine tedavi timor boyutunu kiigiiltiirken, tlimor dokusunda nekroz

ve enflamasyonu arttirmistir.

Diger kanserlerde de oldugu gibi, VEGF ve diger merkezi anjiyojenik ve timor
vaskiilerizasyonunu kolaylastiricilarin aracilik ettigi anjiyojenez KK’nin ilerlemesi ve
metastazinda énemli bir role sahiptir [411]. VEGF’in KK tedavisinde baskilanmasi
potansiyel bir strateji olabilir. Verilerimizde de TQ ve 5-FU’nun hem tekli hemde
kombine tedavisinde VEGF miktarlar1 diismektedir. Onceki calismalarda
gostermektedir ki TQ’daki anti-kanser ve anti-enflamatuvar aktiviteler VEGF gibi
tiimor anjiyojenezinde etkin rol oynayan yollar1 baskilamistir [258, 259, 412]. TQ ’nun
tiimor dokusu lizerine anti-anjiyojenik etkisi vardir [401]. 5-FU tiimor dokularinda
damar yogunlugunu diislirdiigi de bildirilmistir [413-415]. In vivo bir deneysel
calismada TQ ile tedavi edilen grupta serum VEGF seviyelerinin kontrol grubuna gore
anlaml derecede diisiik oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, bu sonu¢ TQ'nun
VEGEF iiretimlerini baskilama potansiyeline veya yetenegine sahip oldugunu ve anti-

tiimor anjiyojeneziyle tiimor biiylimesini onledigini gostermektedir [416].

TGF-B1 cesitli hiicresel fonksiyonlarda rol alan pleiotropik sitokindir. TGF-B1 sinyal
yolunun disfonksiyonu, kanser dahil bir¢ok hastalikta yer almaktadir. Farkli
kanserlerde mekanizmasi bilinmesine ragmen hala aydinlatilamamis bir paradoks
saklidir [417-420]. Ayrica TGF-B1 sinyal yolaginin down-regiilasyonunda rol alan

bilesenler, onkogenezin erken asamalardaki aktivasyonunu ve genellikle
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onkosiipresyon ile epitel hiicre transformasyonu ve hiperproliferasyonunun
inhibisyonu ile iliskilidir [418, 419]. Kolon kanserinde TGF-B1’in aktivite kaybi
gastrointestinal karsinojeneze ve Ozellikle de kolon kanserine karst duyarlilig
arttirdig1 gdsterilmistir [419]. Ote yandan insan pankreas ve meme kanserlerinde anti-
tiimor mekanizmalarinin bir pargasi olarak TGF-B1 yolu arastirilmis ve TQ ile [314,
327] 5-FU [421] TGF-B1 yolagin1 hem KK modelinde in vitro hem de in vivo aktive
etmistir. Bizim calismamizda da TGF-B1 ekspresyonu hem tekli hemde kombine
tedavide azalmigtir. Bu sonugla birlikte TGF-f1 down-regiilasyonu da anti-timor

aktiviteyi aciklayan parametrelerden biridir.

Kanser gelisimi ile enflamasyon arasindaki iliski uzun zamandir bilinmektedir [422-
424]. Kanserlerin %20’sinin enflamasyon kaynakli oldugu bildirilmistir [425].
Enflamasyon her zaman mutajenez i¢in gerekli degildir. Enflamasyonun olmadigi
dokuda da kanser gelisebilir. Bununla birlikte, enflamasyon olmayan yerde gelisen
tiimoriin kendisi enflamasyon yaratir [426]. Bu enflamasyonun kapsami ve niteligi
degisken ve tiimoriin ilerlemesi ve gelismesi yoniindedir [427]. Timorler cesitli
mekanizmalar yoluyla enflamatuvar reaksiyonlara neden olurlar. ilk olarak da kanser
hiicreleri notrofilleri ve makrofajlar1 toplayan sitokinleri eksprese ederler [428]. Bu
ekspresyona yanitla ek enflamatuvar sitokinler serbest birakilir. Ikincisi, biiyiiyen
timdr, normal dokuya fiziksel olarak zarar verebilir ve enflamasyon tamir
mekanizmalarini baslatan yerlesik graniilositler iizerindeki reseptorleri aktive eden
hasarla iligkili molekiiller serbest birakir. Benzer sekilde, biiyliyen timorler kan ve
lenfatik damarlar1 sikistirabilir, oksijen ve besin teminini durdurabilir [429, 430].
Ortaya ¢ikan hipoksi, yeni kan damarlarini ve makrofajlart alan sitokinlerin ve
anjiyojenik biiyiime faktorlerinin iiretimine yol acar. Enflamatuvar sitokinler ve
hiicreler kolorektal kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynar [431]. TQ’nun hem in vitro
hem de in vivo anti-oksidan, anti-enflamatuvar ve anti-kanser aktivitelerini gésteren
bircok calisma mevcuttur [432]. TQ’un c¢esitli hastaliklarda semptomlarin
hafifletilmesinde etkili oldugu gosterilmistir [264]. TQ’nun anti-enflamatuvar
Ozelliginin farkli hastaliklarda da etkisi gosterilmistir [264]. Son zamanlarda TQ ile
ilgili yapilan ¢aligsmalar, giiclii bir enflamasyon onleyici, anjiyojenez, karsinojenez ve
tiimdr ilerlemesinin inhibitorii oldugunu gostermistir [433, 434]. TQ'nun anti-kanser
etkileri, hiicre biiylimesinin durmasi, pro-apoptoz mekanizmay1 indiiklemesi, ROS

liretimi, anti-metastatik ve anti-anjiyojenik ozellikler gibi bircok mekanizma ile
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icigedir [401, 409]. Ayni zamanda TQ’nun bilinen hem anti-oksidatif hem de anti-
enflamatuvar etkileri vardir [264]. Calismamizin sonuclarina gore tekli ve kombine
tedavi serumdaki enflamasyonu ve pro-enflamatuvar sitokin diizeylerini tedavi

almayan gruba gore diigiirmiistiir.

Oksidatif stres, normal kosullarda serbest radikallerin anti-oksidanlarla kurdugu
dengenin serbest radikaller tarafina bozulmasiyla meydana gelen metabolik bir
stiregtir. Bozulan bu denge organizmanin hepsini ciddi bir sekilde etkileyebilecek bir
potansiyele sahiptir [435]. Hiicre i¢inde iiretilen reaktif oksijen tiirleri metabolizma
icin Oonemli bir etkisi olan sinyal kaskatlarinda, hiicresel savunmada ve cevre
kosullarina adaptasyonda 6nemli bir rol oynar [436]. Viicutta liretilen ROS’un ¢ogu
mitokondriyal solunum zincirinde iiretilir [437]. Endojen metabolik reaksiyonlar
sirasinda aerobik hiicreler ROS firetir. Bunlar siiperoksit anyonu (O2°), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikali (OH") ve molekiiler oksijenin biyolojik
indirgenmesinin normal Uriinleri olarak organik peroksitlerdir [438]. Hiicrede agiga
¢ikan molekiiler oksijenin neredeyse tamami elektron transport zincirinde {iretilir [439,
440]. Hipoksik kosullarda hiicre reaktif azot tiirlerini (RNS) tiretir [437]. Hiicre i¢inde
artan ROS ve RNS biyomolekiillere zarar verir. Lipitler peroksidasyona ugrayarak
malondialdehit ve tiirevlerini, proteinler oksidasyona ugrayarak protein karbonillerini
olustururken DNA oksidatif hasara ugrayarak bazlarina ya da sekerlerinde hasarlar
meydana gelir [441]. Ozellikle DNA’da meydana gelen bu hasarlar mutajenez riskini
arttirir [442]. Kroniklesen ROS artigi ya da ¢evresel faktorlerden kaynakli hasarlarin
olusmas1 mutasyonlara ve neoplastik doniisiimlere neden olabilir [443, 444]. Yiiksek
seyreden ROS miktar1 kanserin baglamasina, ilerlemesine ve DNA’da mutasyonlarin
meydana gelmesiyle genomik kararsizlifa neden olur [445]. Kanser, baglama,
progresyon ve ilerleme olmak iizere li¢ asamada tanimlanan bir siirectir [446-448].
Baslangicta ROS gen mutasyonlarina ve DNA hasarina neden olur. Progresyon
stirecinde anormal gen ekspresyonuna, hiicre-hiicre etkilesiminin bozulmasina, ikincil
habercilerin modifikasyonuna, son olarak oksidatif stres hiicre proliferasyonuna ve
DNA instabilitesine neden olur [449]. Kemoterapi, tedavi sirasinda hastalarda
oksidatif stresi arttir [450], 5-FU da yapisi itibari ile oksidatif stresi tetikler [451].
Insan tiimér hiicreleri yiiksek miktarda hidrojen peroksit iiretir ve artan siiperoksit ve
hidrojen peroksit kolorektal kanseri tanili hastalarin serumunda bulunur [452]. 5-FU

kemoterapisinin, GSH-Px ve GSH seviyelerinin azalmasina ragmen, kanser
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hastalarinin nétrofillerinde siiperoksit radikal ve hidrojen peroksit iiretimini arttirdigi
gosterilmistir [453]. GSH-Px ve GSH seviyelerinde gozlenen bu azalma ve kanser
hastalarinda lipit peroksidasyonundaki artis, kanser hiicrelerinin neden oldugu asiri
oksidatif strese baglanabilir[454]. 2013 te Koger ve arkadaglarinin yaptig1 caligmada
kolorektal kanser hastalarina tedavide verilen 5-FU’nun oksidatif stresi arttirip, anti-
oksidan savunmay1 azalttig1 belirtilmistir [451]. Bir baska calismada 5-FU hiicre i¢i
ROS’u arttirarak tiimdr hiicrelerini 6ldiirmede kullanilmaktadir [454]. TQ gii¢lii bir
anti-oksidandir. Farkli doku hasarlarina karst koruyucu etkisi vardir [455].
Calismamizda oksidatif stres belirteclerinden total oksidan seviye ve tiyol-distilfit
diizeyi TQ tedavisi ile diismiistiir. 5-FU oksidatif stresi arttirdigindan dolayi, 5-FU
tedavi grubu, pozitif ve negatif kontrol gruplarina goére oksidatif stres artmistir. Ayrica
kombine tedavi grubudaki oksidatif stres negatif kontrol grubuna gore daha ytiksektir.
TQ’nun tedavi de oldugu gruplar kanser grubuna gore total anti-oksidan seviye, total
tiyol ve natif tiyol diizeyi bakiminda yiikselirken, 5-FU anti-oksidan savunmay1 inhibe
ettiginden bu grupta degerler diismiistlir. Sonug olarak degerlerimiz in vivo kolon
kanseri modelinde bugiine dek hi¢ c¢alistimamamistir. Normalde TQ kanser
tedavisinde pro-oksidan 6zellik gostererek tedavi etmekteyken, sistemik etkide bu
durumu gostermedigini, aksine anti-oksidan yoniiniin daha agir oldugu ortaya
cikmaktadir. Tiimor doku biiyiikliigli, invazyon, enflamasyon, nekroz gibi durumlara
bakildiginda da TQ’nun pro-oksidan etkisinin tiimor dokusundaki yiiksek demir ve
bakir konsantrasyonlarindan dolay1 daha agir oldugu goziikkmektedir. 5-FU tiimorde

de sistemik etkide de oksidatif stresi arttirip, anti-oksidan mekanizmay1 azaltmaktadir.

Kanser tedavisindeki 6nemli noktalardan biride hepatotoksisite ve nefrotoksisitedir.
Bu yilizden deneysel olusturulan kolon kanser modelinde tedavilerin karaciger
fonksiyon testlerini (KFT) ve bobrek fonksiyon testlerini (BFT) nasil etkiledigini
gostermek istedik. Literatiire baktigimizda TQ nun hepato ve nefro koruyucu 6zellik
gosterdigine dair ¢alismalar mevcuttur [456, 457]. Calismamizda negatif kontrol
grubuna gore pozitif kontrol grubunda tiim testler (sodyum hari¢, sodyum timor
olusumuyla diismiistiir) istatistiksel olarak anlamli ytlikselmistir. Tedavi gruplarina
gecildiginde 5-FU yapist ve metabolizmasi geregi bobrek ve karacigerde toksisiteye
neden oldugundan tiim testlerde pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli bir
sekilde yiikseltmistir. Bununla birlikte, TQ’nun oldugu tiim gruplar (tekli ve kombine)

TQ’nun koruyucu 6zelliklerinden dolay artan degerleri azaltmistir.
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Sonug olarak, TQ, sayisiz molekiiler mekanizmay1 diizenleyen gii¢lii bir anti-kanser
molekiilii olarak kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde iyi bir terapotik molekiil olma
potansiyeline sahiptir. TQ un kolon kanseri iistiindeki in vitro ve in vivo tedavi
etkinligini ¢aligmamizda gosterdik. Tedavide su an oral ya da iv formu olmayan TQ
verilmesi i¢in, yeni uygulanabilir formiilasyonlar gelistirildikten sonra geleneksel
tedavide kullanilan 5-FU ile kombine tedavisi uygulanabilir. Yine de bu siire¢ zarfinda
TQ’un kanser iistiindeki etkisini molekiiler olarak daha detayli arastirmak
gerekmektedir. Bu calisma ile elde ettigimiz bulgularimiz TQ veya 5-FU ile tekli
tedavinin, bu model iizerinde belirgin bir anti-kanser etki yaratmasina ragmen,
kombinasyonlarinin, in vitro ve in vivo modelde gozlenen molekiiler degisiklikleri
baskilamak i¢in daha Onemli bir etkinlik sergiledigini gostermektedir. KK’ya
yakalanan insanlarda bu kombinasyon etkinin potansiyel klinik faydalarini gostermek

icin daha detayli arastirmalar gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz neticesinde TQ ve 5-FU’nun kombine tedavisi in vitro ve in vivo KK
modelinde sinerjik etkileri neticesinde anti-tiimér etkisi gdsterilmistir. /n vitro tedavi

sonuglar ile in vivo tedavi sonuglari arasinda pozitif iliski oldugu gosterilmistir.
Calismamizda ¢ikan in vitro ve in vivo sonuglar dogrultusunda;

0 Timokinonun kolon kanser kombine tedavisinde bir se¢enek olabilecegi;

0 Kolon kanseri rutin tedavisinde verilen S5-Fluorourasil’in zararh
etkilerinin timokinon’un anti-oksidan ozelligiyle kapatilirken, pro-
oksidan ozelligiyle sinerjik etki yaratarak diisiikk dozlarda yiiksek
toksisite yaratabilecegi,

0 Kemoterapdtik kanser tedavisinde ilacin sadece intravendz yolla
verildigi goz Oniine alindiginda timokinon’un oral ya da intravenoz
formiilasyonlarinin gelistirilmesinin tedavi icin yararli olabilecegi

diistiniilmistir.
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Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi 14 Mart Bilimsellik Komitesi 14
Mart 2019, Istanbul.

Bezmialem Science Volume 7, Supplement 1, March 2019,ss: 3

Ataman Gonel, Ismail Koyuncu, Eray Metin _Giiler - Intravendz

Immiinoglobulin Tedavisinin Hemogram Parametrelerine Etkisinin Deneysel
Incelenmesi (S6zlii Sunum)

Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi Hematoloji Testlerinde Preanalitik Evre
Sempozyumu, 15 Mart 2019, Istanbul

Abstract Book: s3 — SS07

Mehmed Kursad Tiirkdogan, Abdurrahim Kogyigit, Eray Metin Giiler, Omer

Faruk Ozer — Oleuropein Against Gastric Cancer: a New Hope Therapy (Sézlii
Sunum)
8th International Gastrointestinal Cancers Conference, 7-9 Aralik 2018, Istanbul

Abstract Book: s15 (OP-012)

Mehmed Kursad Tiirkdogan, Abdurrahim Kogyigit, Eray Metin Giiler, Omer

Faruk Ozer — Mide Kanserine Kars1 Oleuropein: Yeni bir Tedavi Umudu (Sézlii
Sunum)

35. Ulusal Gastroenteroloji Haftasi, 21-25 Kasim 2018, Antalya

Abstract Book: s85 (SS-27)

Eray Metin Guler, Mustafa Kesmen, Abdurrahim Kocyigit - Investigation Of
The Cytotoxic, Genotoxic & Apoptotic Effects Of Capsaicin On Gastric Cancer
(Sozlii Sunum)

Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2018 / 29. Ulusal Biyokimya Kongresi, 25-30

Ekim 2018, Mugla
Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 44 Ek Sayr 1, 25-30 Ekim 2018, Sayfa 35, S. 039/
“Investigation Of The Cytotoxic, Genotoxic & Apoptotic Effects Of Capsaicin On

Gastric Cancer”
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Eray Metin _Guler, Abdurrahim Kocyigit - Investigation Of Effect Of

Thymoquinone & 5-Fluorouracil On Colon Cancer Both in vitro and in vivo
(Poster Sunumu)
Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2018 / 29. Ulusal Biyokimya Kongresi, 25-30
Ekim 2018, Mugla
Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 44 Ek Sayr 1, 25-30 Ekim 2018, Sayfa 73, P. 098 /
“Investigation Of Effect Of Thymoquinone & 5-Fluorouracil On Colon Cancer

Both in vitro and in vivo”

Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit - Meme kanseri hiicreleri iizerine

timokinon ve paclitaxel ’in terapotik etkisinin arastirilmasi (S6zlii Sunum)
Multidisipliner Kanser Arastirma ve 1. Temel Onkoloji Kongresi — 11-14 Ekim
2018, Izmir — Tiirkiye

Abstract Book: ss70

Adnan Kirmit, Abdiirrahim Kogyigit, Kasim Takim, Vildan Betiil Yenigilin, Huri
Bulut, Eray Metin Giiler, Ezgi Balkan - Iskin Koki Oziitiiniin Antikanser

Etkinliginin Malign Melanom B16F 10 Hiicre Hatt: Uzerinde Arastirilmasi (Sézlii
Sunum)

Uluslararas1 Hakemli GAP Zirvesi — 4-7 Ekim 2018, Izmir — Tiirkiye

Abstract Book: ss34

A. Deveci Ozkan, S. Kaleli, H. I. Onen, O. Aksoy, H. N. Kaleli, E. M. Guler, A.
Kalayci Yigin, M. Akdogan - Investigation of the effect of flavonoid nobiletin on
TLR4 signaling pathway in prostate cancer cell lines. (Poster Sunumu)

43rd FEBS Congress — 7-12 July 2018, Prague — Czech Republic

FEBS Open Bio 8 (Suppl. S1) (2018) 329 DOI: 10.1002/2211-5463.12453
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Kocyigit Abdurrahim, Aydogdu Gokhan, Balkan Ezgi, Yenigun Vildan Betul,

Dedeakay Huri, Guler Eray Metin, Koktasoglu Fatmanur - Quercus Pyrenaica

Honeydew Honey Induces DNA Damage, Apoptosis and Cell Death Through
Generation of Reactive Oxygen Species in Gastric Cancer Cells (Poster Sunumu)
20th ISANH International Conference on Oxidative Stress, Redox Homeostasis
& Antioxidants - Paris Redox 2018, June 25-26, 2018, Paris - France

Abstract Book: page: 113

Elif Ece Dogan, Mehmet Serif Aydin, Eray Metin Guler, Abdurrahim Kocyigit,

Meltem Gursu, Mesut Seker, Rumeyza Kazancioglu - Effects Of Proxeed Plus In
The Prevention And Treatment Of Cisplatin Nephrotoxicity: An Experimental Rat
Study (Poster Sunumu)

55th ERA-EDTA Congress, 24-27 Mayis 2018, Copenhagen
Abstract Book: SP057 — page: 364

Omer Faruk Ozer, Eray Metin Guler, Abdurrahim Kocyigit - Investigation of the

relationship among oxidative status, inflammation and lipid levels in hypertension
(Sozlii Sunum)

7th World Congress of Oxidative Stress, Calcium Signaling and TRP Channels.
20 — 23 April 2018 Alanya- Antalya, TURKEY

Journal of Cellular Neuroscience and Oxidative Stress Volume 10, Number 2,
2018 E-ISSN Number: 2149-7222 (Online) Page: 699, T. Oral Presentation 14

Oguzhan Yildiz, Remzi Dogan, Abdurrahim Kocyigit, Eray Metin Guler, Ozge

Gedik, Meliha Basoz - Effect of N-Acetylcysteine and Organic Selenium Yeast
on Noise Induced Hearing Loss in Rats (S6zlii Sunum)

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi 14 Mart Bilimsellik Komitesi 14
Mart 2018, istanbul.

Bezmialem Science 2018; 6 (Suppl.-1): SI1-S66 — Special Issue 1, 2018 ss: 10

Ahsen Cakir, Tunahan Diindar, Ahmet Sadik Giilgec, Eray Metin Giiler, Duygu

Harmanci1 Karagiille, Nilay Kadakal, Abdurrahim Kogyigit — Kistik Fibrozis
Hastalarinda Oksidatif Stres ve Enflamasyon (Poster Sunumu)

VI. Diinya Nadir Hastalik Giinii Sempozyumu 28-29 Subat 2018, Istanbul

VI. Diinya Nadir Hastaltk Giinii Sempozyumu Ozet Kitap¢igi SS-55-56
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Mustafa Aziz Hatiboglu, Eray Metin Guler, Kerime Akdur, Arife Nalli, Hande

Sisman, Abdurrahim Kocyigit - Thymoquinone Enhances the Effectiveness of
Gamma Knife in Glioma Cell Lines in vitro Through Inducing Apoptosis and
Genotoxicity (Sozlit Sunum)

CNS 2017 Annual Meeting, 7-11 October 2017, Boston, Massachusetts.

Omer Faruk OZER, Eray Metin GULER, Abdurrahim KOCYIGIT, Sahabettin
SELEK, Bilge Sumbul GULTEPE, Mehmet YIGIT, Yeliz Emine ERSOY -

Raftlin, Presepsin Levels and Thiol-Disulfide Homeostasis in Acute Appendicitis
(Sozlii Sunum)

Uluslararas1 Kanser ve Iyon Kanallar1 Kongresi IONCC2017), 21-23 Eyliil 2017,
Sanliurfa

IONCC 2017 Abstract Book: SS 44

Omer Faruk Ozer, Eray Metin Guler, Abdurrahim Kocyigit, Sahabettin Selek,

Ganime Coban, Hac1t Mehmet Turk - Investigation of Oxidative Stress Markers in
the Pathogenesis of the Lung, Breast and Colon Cancer (Poster Sunumu)
Uluslararas1 Kanser ve Iyon Kanallar1 Kongresi (IONCC2017), 21-23 Eyliil 2017,
Sanlurfa

IONCC 2017 Abstract Book: SS 101

Eray Metin Giiler, Taha Sezer, Ibrahim Arif Koytak, Abdurrahim Kogyigit -

Vitreoretinal Cerrahide Kullanilan Farkli Isik Kaynaklarmmin Retina Pigment
Epiteli Uzerindeki Fototoksik Etkilerinin Arastiriimasi (Sézlii Sunum)
Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2017 / 28. Ulusal Biyokimya Kongresi, 19-23
Eyliil 2017, Erzurum

Behice Hande Sisman, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit, Mustafa Aziz

Hatiboglu — C6 Glioma Hiicre Kiiltiirlinde Timokinonun Etkileri (Poster
Sunumu)

Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2017 / 28. Ulusal Biyokimya Kongresi, 19-23
Eyliil 2017, Erzurum
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Eray Metin Giiler, Ezgi Yal¢in, Abdurrahim Kogyigit — Siit Cocuklarinda Demir

Profilaksisinin Oksidan Aktivite ve DNA Uzerine Etkisi (Poster Sunumu)
Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2017 / 28. Ulusal Biyokimya Kongresi, 19-23
Eyliil 2017, Erzurum

Merve Topaca, Eray Metin Giiler, Hiimeyra Nur Kaleli, Abdurrahim Kogyigit,

Fatma Betiil Cakir, Sare Betiil Kaygusuz — B12 Vitamin Eksikligi Tanis1 Konulan
Cocuk Hastalarda Tedavi Oncesi ve Sonrasi B12 Vitamini, Folat, Homosistein,
Total —Natif Tiyol ve Oksidatif Stres Durumunun ve Mononiiklear Lokosit DNA
Hasar1 Diizeyinin Arastirilmasi (Poster Sunumu)

Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2017 / 28. Ulusal Biyokimya Kongresi, 19-23
Eyliil 2017, Erzurum

Sibel Zarali, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit — Kurkumin’in

Lokositlerde Bakterisidal Permeabilite Arttiric1 Protein (BPI) Ekspresyonuna
Etkisinin in vitro Ortamda Arastirilmasi (Poster Sunumu)

Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2017 / 28. Ulusal Biyokimya Kongresi, 19-23
Eyliil 2017, Erzurum

Murat Dikilitag, Abdurrahim Kogyigit, Eray Metin Giiler, Sema Karakas — Low

Doses of Posticide Exposure Cause Oxidative Stress and DNA Damage in
Fibroblast Cells (Poster Sunumu)

ICAW 2017, 29-31 August, Pamplona, Spain

ICAW 2017 Abstract Book SS:74

Abdurrahim Kogyigit, Eray Metin Giiler, Ersin Karatas, Hifa G Caglar, Huri

Bulut — Concentration Dependent Genotoxic and Apoptotic Effects of Melatonin
in Human Epidermoid Carcinoma Cells (A431) and Normal Skin Fibroblastic
Cells (CCD1079SK) by Activating the Reactive Oxygen Species-Mediated
Mitochondrial Pathway (Poster Sunumu)

ICAW 2017, 29-31 August, Pamplona, Spain

ICAW 2017 Abstract Book SS:74
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Hande Sisman, Eray Metin Guler, Arife Nalli, Abdurrahim Kocyigit, Mustafa

Aziz Hatiboglu. Thymoquinone is an effective treatment through induction of
apoptosis in U87 human glioma cells. (S6zlii Sunum)

WENS XVI. World Congress of Neurosurgery, 20-25 Agustos 2017, Istanbul

Salih Tuncay, Halil Senol, Eray Metin_Giiler, Nuket Ocal, Hasan Secen,

Abdurrahim Kogyigit, Giilagti Topgu — Oleanolik Asit Tiirevlerinin Sentezi ve
Sitotoksik Aktivitelerinin Arastirilmasi (S6zlii Sunum)
Uluslararas1 katilmli 5. Ilag Kimyasi: Ila¢ Etkin Maddesi Tasarmm, Sentezi,

Uretimi ve Standardizasyonu Kongresi — 30 Mart — 2 Nisan 2017, Antalya

Hande Sigsman, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit, Hakan Seyithanoglu,

Mustafa Aziz Hatiboglu — C6 Glioma Hiicre Kiiltiiriinde Timokinon’un
Etkinliginin Arastirilmasi (S6zlii Sunum)

Tirk Norosiriirji Dernegi 31. Bilimsel Kongresi, 29 Mart — 02 Nisan 2017,
Antalya

Tiirk Norogiriirji Dergisi Cilt 27 Ek Sayr 1, 2017 ss:73

Mustafa Aziz Hatiboglu, Abdurrahim Kogyigit, Eray Metin Giiler, Erding

Ozbek, Saffet Tiizgen — Fare Melanoma Beyin Metastazi Modelinde
Timokinon’un p-Stat3 Inhibisyonu Aracilifiyla Apoptozu Arttirarak Etki
Gostermesi (S6zlii Sunum)

Tiirk Norosiriirji Dernegi 31. Bilimsel Kongresi, 29 Mart — 02 Nisan 2017,
Antalya

Tiirk Norogsiriirji Dergisi Cilt 27 Ek Say1 1, 2017 ss:75

Mehmet Hakan Seyithanoglu, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit,Tolga

Diindar, Serkan Kitis, Meliha Giindag Papaker, Erding Ozek — Kurkumin’in
Glioma Hiicreleri Uzerine Sitotoksik, Genotoksik ve Apoptotik Etkilerinin
Arastirilmasi (Sozlii Sunum)

Tiirk Norosiriirji Dernegi 31. Bilimsel Kongresi, 29 Mart — 02 Nisan 2017,
Antalya

Tiirk Norogiriirji Dergisi Cilt 27 Ek Sayi 1, 2017 ss:127
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Hatice Rabia Delikenli, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit — “Genotoxic,
Cytotoxic and Apoptotic Effects of Dially Disulphids (DADs) and Dially
Trisulphids (DATs) on Human Prostate Cell Line (WPMY-1) and Human Prostate
Epitelial Cell Line (PWPE-1)” (S6zlii Sunum)

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi 14 Mart Bilimsellik Komitesi 14
Mart 2017, istanbul.

Bezmialem Science — Special Issue 1, 2017 ss: XX

Behice Hande Sisman, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit, M. Aziz

Hatiboglu — “Thymoquinone’s effect pn C6 glioma cell culture” (Soézlii Sunum)
Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi 14 Mart Bilimsellik Komitesi 14
Mart 2017, istanbul.

Bezmialem Science — Special Issue 1, 2017 ss: 22

Sibel Zarali, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit — “The effects of curcumin

on bactericidal permeability increasing protein (BPI) in neutrophil culture in
vitro” (Sozlii Sunum)

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi 14 Mart Bilimsellik Komitesi 14
Mart 2017, Istanbul.

Bezmialem Science — Special Issue 1, 2017 ss: 24

Merve Topaca, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit — “Investigation of

vitamin B12, folate and homocysteine levels in serum, total-native thiol and
oxidative stress status and DNA damage in peripheral mononuclear leukocyte
before and after treatment in children with the diagnosis of vitamin B12
deficiency” (Poster Sunumu)

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi 14 Mart Bilimsellik Komitesi 14
Mart 2017, Istanbul.

Bezmialem Science — Special Issue 1, 2017 ss: 31
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Feyza Funda Duman, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit — “Cytotoxic,

Genetoxic and Apoptotic Effects of Rhus Seed Extract on Mouse Malignant
Melanoma Cells (B16F10)” (Poster Sunumu)

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi 14 Mart Bilimsellik Komitesi 14
Mart 2017, Istanbul.

Bezmialem Science — Special Issue 1, 2017 ss: 31-32

M. Hakan Seyithanoglu, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kocyigit, Tolga

Diindar, Serkan Kitig, Meliha Gilindag Papaker — “Kurkumin’in Glioma Hiicreleri
Uzerindeki Sitotoksik, Genotoksik ve Apoptotik Etkilerinin Arastirilmast” (Sézlii
Sunum)

Tiirk Norosirurji Dernegi 31. Bilimsel Kongresi — 29 Mart - 02 Nisan 2017,
Antalya

Tiirk Norogiriirji Dergisi Cilt 27 Ek Sayr 1 Yil 2017 Sayfa 127, No: SS-197

Hande Sigsman, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit, Hakan Seyithanoglu,

Mustafa Aziz Hatiboglu — “C6 Glioma Hiicre Kiiltiiriinde Timokinon’un
Etkinliginin Arastirilmas1”

Tirk Norosirurji Dernegi 31. Bilimsel Kongresi — 29 Mart - 02 Nisan 2017,
Antalya

Tiirk Norogiriirji Dergisi Cilt 27 Ek Say1 1 Yil 2017 Sayfa 73, No: SS-054

Mustafa Aziz Hatiboglu, Abdurrahim Kogyigit, Eray Metin Giiler, Kerime

Akdur, Erding Ozek, Saffet Tiizgen — “Fare Melanoma Beyin Metaztazi
Modelinde Timokinon’un p-Stat3 Inhibisyonu Araciligiyla Apoptozu Arttirarak
Etki Gostermesi” (Sozlii Sunum)

Tiirk Norosirurji Dernegi 31. Bilimsel Kongresi — 29 Mart - 02 Nisan 2017,
Antalya

Tiirk Norogiriirji Dergisi Cilt 27 Ek Sayt 1 Yil 2017 Sayfa 75, No: S§-059
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Giiler Eray Metin, Kocyigit Abdurrahim - “Cytotoxic, Genotoxic And

Apoptotic Effects Of Curcumin In Different Cell Lines” (Sézlii Sunum)

6. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi —27-30 Ekim 2016, Konya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 41 Ek Say1 4, 27-30 Ekim 2016, Sayfa 67, S. 049 /
“Cytotoxic, Genotoxic And Apoptotic Effects Of Curcumin In Different Cell

Lines”

Kocyigit Abdurrahim, Giiler Eray Metin - “Ankaferd Blood Stopper Induces

DNA Damage, Apoptosis And Cytotoxic Activity By Generating Reactive
Oxygen Species In Melanoma Cells In Vitro” (Sozlii Sunum)

6. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi —27-30 Ekim 2016, Konya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 41 Ek Say1 4, 27-30 Ekim 2016, Sayfa 47, S. 019 /
“Ankaferd Blood Stopper Induces DNA Damage, Apoptosis And Cytotoxic
Actinity By Generating Reactive Oxygen Species In Melanoma Cells In Vitro”

Kaleli Hiimeyra Nur, Giiler Eray Metin, Kocyigit Abdurrahim - “Cytotoxic,

Genotoxic And Apoptotic Activities of Olive Leaf And Sumac Extracts On
Cancer And Healthy Cells” (Sozlii Sunum)

6. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi —27-30 Ekim 2016, Konya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 41 Ek Say1 4, 27-30 Ekim 2016, Sayfa 68, S. 050 /
“Cytotoxic, Genotoxic And Apoptotic Activities of Olive Leaf And Sumac Extracts
On Cancer And Healthy Cells”

Bektay M. Yunus, Giiler Eray Metin, Uckaya Fatih, Topgu Giilacti, Kogyigit

Abdurrahim - “Investigation Of Effects Of Olive (Olea Europaea L.) Leaves On
Liver Cell Lines” (Poster Sunumu)

6. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi —27-30 Ekim 2016, Konya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 41 Ek Sayt 4, 27-30 Ekim 2016, Sayfa 122, P. 063 /
“Investigation Of Effects Of Olive (Olea Europaea L.) Leaves On Liver Cell

Lines”
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Glines Bayir Ayse, Kocyigit Abdurrahim, Giiler Eray Metin - “Cytotoxic,

Genotoxic, Apoptotic And Reactive Oxygen Generating Effects Of Carvacrol On
Human Fibroblast (Ws-1) And Gastric Adenocarcinoma (AGS) Cells” (Sozlii
Sunum)

6. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi —27-30 Ekim 2016, Konya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 41 Ek Say1 4, 27-30 Ekim 2016, Sayfa 64, S. 045 /
“Cytotoxic, Genotoxic, Apoptotic And Reactive Oxygen Generating Effects Of
Carvacrol On Human Fibroblast (Ws-1) And Gastric Adenocarcinoma (AGS)
Cells”

Koyuncu Ismail, Kogyigit Abdurrahim, Yiiksekdag Ozgiir, Giiler Eray Metin,

Gonel Ataman, Kirmit Adnan - “Anti-Cancer Effect Of Urfa Pistachio (Pistacia
Vera) Green Hull Extract On Colon Adenocarcinoma Cells” (S6zlii Sunum)

6. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi —27-30 Ekim 2016, Konya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 41 Ek Say1 4, 27-30 Ekim 2016, Sayfa 60, S. 038 /
“Anti-Cancer Effect Of Urfa Pistachio (Pistacia Vera) Green Hull Extract On

Colon Adenocarcinoma Cells”

Koyuncu Ismail, Yiiksekdag Ozgiir, Kogyigit Abdiirrahim, Giiler Eray Metin,

Durgun Mustafa, Kirmit Adnan, Gonel Ataman - “Investigation Of Anti Cancer
Properties Of New Sulphonamide Derivative Showed Carbonic Anhydrase-I1X
Enzyme Inhibitor Feature” (S6zlii Sunum)

6. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi —27-30 Ekim 2016, Konya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 41 Ek Sayr 4, 27-30 Ekim 2016, Sayfa 41, S. 012/
“Investigation Of Anti Cancer Properties Of New Sulphonamide Derivative
Showed Carbonic Anhydrase-1X Enzyme Inhibitor Feature”

Mustafa Salih Canpolat, Ayse Ash Sahin Yilmaz, Cagatay Oysu, Eray Metin
Giiler, Sahbettin Selek, Ali Hikmet Eris, Alpaslan Mayadagli, Olgu Enes Tok,
Mukaddes Esrefoglu — “Corek Otu Yaginin Sican Major Tiikiiriik Bezlerinde ve
Kan Parametrelerinde Radyoprotektif Etkileri” (S6zlii Sunum)

38. Tiirk Ulusal Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi Kongresi - 26-30
Ekim 2016, Antalya
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Erol Sentiirk, Yavuz Selim Yildirim, Remzi Dogan, Eray Metin Giiler, Mehmet

Serif Aydin, Orhan Ozturan — “Deneysel Alerjik Rinit Hayvan Mdelinde
Siklosporin Nazal Spreyin Etkinliginin Degerlendirilmesi” (Soézlii Sunum
Odiilii)

38. Tiirk Ulusal Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi Kongresi - 26-30
Ekim 2016, Antalya

Gunes-Bayir Ayse, Kiziltan Huriye Senay, Guler Eray Metin, Karatas Ersin,

Kocyigit Abdurrahim — “In vitro toxic effect of thymol carvacrol mixture on the
human gastric adenocarcinoma cells” (Poster Sunumu)

7-10 September 2016, Granada, Spain. The 17th International Congress of
Dietetics. Ozet Kitabi: 641/p400

Mustafa Aziz Hatiboglu, Abdurrahim Kocyigit, Eray M Guler, Kerime Akdur,

Ersin Karatas, Saffet Tuzgen — “Thymoquinone enhances the effectiveness of
Gamma Knife in melanoma cell line in vitro through inducing apoptosis” (Sozlii
Sunum)
18th International Leksell Gamma Knife® Society Meeting Amsterdam, May 15-
19, 2016

Eray Metin Giiler, Sinem Ugak, Fatih Uckaya, Halit Enes Giines, Makbule Deniz

Borucu, Sahabettin Selek, Abdurrahim Kogyigit — “Parkinson Hastaliginda
Oksidan ve Anti-oksidan Donglinlin Degerlendirilmesi” (Sézlii Sunum)
Eastern Mediterranean International Medical Students’ Congress, 19-21 May

2016. Famagusta, Cyprus Ozet Kitabi: Sayfa 10

Abdurrahim, KOCYIGIT, Eray, Metin GULER, Siileyman, KALELI - “Anti-

Inflammatory, Antioxidant and Anti-genotoxic Effects of Different Doses of Bee
Venom on Adjuvant Induce Arthritis in Rats” (S6zlii Sunum)

ISANH Middle East Antioxidants World Congress which was be held in Dubai,
UAE, from April 12 to April 14, 2016.

Journal of International Society of Antioxidants in Nutrition & Health - Journal

of ISANH Volume 3: Special Issue for Antioxidants Middle East (2016)
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Cemal Terzioglu, Eray Metin Giiler, Sinem Ugak, Orhan Cakmak, Mehmet

Zorlu, Muharrem Kiskag, Abdurrahim Kogyigit — “Diyabetik Nefropatili
Hastalarda Oksidatif Stresin Rolii” (S6zlii Sunum)

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi 4. Bilim Giinleri, 20-21 Mart 2016,
[.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, istanbul, Tiirkiye

Ozet Kitabi: Sayfa 19

Ozgiir Taspinar, Teoman Aydin, Hakan Seyithanoglu, Yasar Keskin, Miige
Kepekci, Eray Metin_Giiler, Serkan Kitis, Tolga Turan Diindar — “Disk

Materyallerindeki Oksidatif Stres Disk Herniasyonunda Onemli Bir Faktor
Miidiir?” (Sozlii Sunum)

Uluslararas1 Katilimli Tiirk Romatoloji Kongresi, 23-27 Mart 2016, Antalya
Ozet Kitabi: 207

M. Yunus Bektay, Eray Metin Giiler, Mustafa Volkan Kiziltas, Fatih Ucgkaya,

Abdurrahim Kogyigit, Giilagt1 Topgu — “Anti-Oxidant, Cytotoxic And Genotoxic
Investigations Of Olea Europaea Leaves” (Poster Sunumu)

2. Uluslararasi Ilag ve Eczacilik Kongresi, 27-29 Kasim 2015, Hali¢ Kongre
Merkezi, istanbul - Tiirkiye

Ozet Kitabi: P-095, Sayfa 106

Aysegiil Kurt, Eray Metin Giiler, Abdurrahim Kogyigit, Aslthan Usiimez — “Self

Adeziv Rezin Simanlarda Artik Monomer Salinimi ve Sitotoksisitenin
Incelenmesi” (Sézlii Sunum)

Tiirk Prostodonti ve implantoloji Dernegi 22. Uluslararas1 Bilimsel Kongresi, 12—
15 Kasim 2015, Gloria Kongre Merkezi, Antalya — Tiirkiye

Ozet Kitab1: SS-044, Sayfa 81

177



Eray Metin GULER, Abdurrahim KOCYIGIT — “Timokinon ile Indiiklenmis

Gastrik Adenokarsinom Hiicrelerinde Sitotoksisite, Genotoksisite ve Apoptoz”
(Sozlii Sunum)

XXVII. Ulusal Biyokimya Kongresi, 03- 06 Kasim 2015, Antalya

Tiirk Biyokimya Dergisi Cilt 40 Ozel Say: 1, 03- 06 Kasim 2015, Sayfa 122, S050
/ Timokinon ile Indiiklenmis Gastrik Adenokarsinom Hiicrelerinde Sitotoksisite,

Genotoksisite ve Apoptoz

Giines Bayir Ayse, Kiziltan Huriye Senay, Giiler Eray Metin, Karakas Ersin,

Kogyigit Abdurrahim — “Thymus vulgaris komponenti timol’iin sitotoksik ve
apoptotik aktivitelerinin gastrik adenokarsinoma hiicrelerinde arastirilmasi”
(Sozlii Sunum)

XIV. Ulusal Tibbi Biyoloji Ve Genetik Kongresi, 27 - 30 Ekim 2015 Oliideniz -
Fethiye / Tiirkiye

Ozet Kitabi: SS-02 01, Sayfa 126

Gunes Bayir Ayse, Kiziltan Huriye Senay, Guler Eray Metin, Ersin Karakas,

Kogyigit Abdurrahim — “Cytotoxic, genotoxic and apoptotic activities of thymol
from Thymus vulgaris on the human adenocarcinoma gastric cells.” (Sozlii
Sunum)

EFAD CONFERENCE 2015, 23-24 October 2015, Amsterdam, Netherland.

Fatih Uckaya, Meryem Uckaya, Eray Metin Guler, Gulacti Topcu — “Three

phase partitioning of peroxidase from opuntia-ficus indica and its utility for
decolorization of synthetic dyes” (Poster Sunumu)
International Multidisciplinary Symposium on Drug Research and Development
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