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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Diosmetinin Kolorektal Kanser Hiicrelerinde (HCT 116) Antikarsinojenik
Etkinliginin Arastirilmasi

Miyase YORUK
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi / Konya - 2021

Kolon ve rektumda ortaya g¢ikan tiimorlerle karakterize olan kolorektal kanser (KRK),
erkeklerde tiim kanserler arasinda insidans ve mortalite a¢isindan 3., kadinlarda ise insidans agisindan
2. ve mortalite agisindan 3. sirada yer almaktadir. KRK prognozu hastaligin evresine baglidir. KRK
tanis1 hastalarin yaklasik iicte birinde metastatik siire¢ basladiktan sonra konulabilmektedir. flerlemis
KRK’da 5 yillik sagkalim oranlar1 da disiiktiir. Erken evrede tani alabilen ve tedavisine baslanan
hastalarda da niiks oranmin yiiksek olmasi, bir siire sonra kemo-rezistans gelismesi ve tedavide
kullanilan terapétiklerin sitotoksisitelerinin yiiksek olmasi tedavi basarisini olumsuz etkilemektedir.
Daha basarili ve daha az yan etkili terapdtik ajan adaylar olarak yillardir fitokimyasallar iizerinde
calisilmaktadir. Bu fitokimyasallardan biri de Diosmetindir.

Baklagiller ve turunggiller gibi bir¢ok bitkide bulunan diosmetinin anti-bakteriyel, anti-
inflamatuvar, anti-mutajenik ve anti-karsinojenik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢aligmada
diosmetinin KRK hiicre hattt HCT 116 hiicrelerindeki anti-karsinojenik etki mekanizmasinin ortaya
konulmas1 amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak; diosmetinin sitotoksisitesinin ve proliferasyon
iizerindeki etkisinin belirlenmesi igin XTT testi ve koloni olusum testi yapilmis, antikarsinojenik
etkisini apoptoz iizerinden gosterip gostermediginin anlasilmasi igin de apoptoz ve hiicre dongiisii ile
iliskili genlerin ekspresyonlar1 Real time-PCR yontemi ile degerlendirilmistir. Ayrica apoptozu
dogrulamak iizere ELISA yontemi ile DNA fragmentasyon analizi ger¢eklestirilmistir.

XTT testi sonucunda diosmetinin ICso degeri 7,5 uM olarak bulunmus ve ¢aligmanin sonraki
kisimlarma ICso degerinin bir alt ve bir {ist dozu da dahil edilerek toplam ii¢ doz (5 pM, 7,5 uM ve 10
uM) ile devam edilmistir. Koloni olusum testinde diosmetinin doz-bagimli sekilde koloni olusumunu
inhibe ettigi goriilmiistiir (Kontrol, 5 uM, 7,5 uM ve 10 uM dozlar i¢in koloni sayisi sirastyla 476+15,1;
248,33+3,51; 201+30,44 ve 106,33£8,14). Gen ekspresyon analizlerinde apoptoz-iligkili genlerden
TP53, BAX, KASPAZ 3, KASPAZ 7, KASPAZ 8, KASPAZ 9, KASPAZ 10, FAS, FADD, CYCS,
TNF, TNFR2’nin ekspresyon seviyelerinde anlamli diizeyde artis (p<0.05) ve BCL-2 gen ekspresyon
seviyesinde ise anlamli diizeyde azalis (p<0,05) gozlenmistir. Hiicre dongiisii-iliskili genlerinden RB1
gen ekspresyon seviyesinde anlamli diizeyde bir artis (p<0,05) ve E2F4, CCND3, CDK4, CDK6 gen
ekspresyon seviyelerinde ise anlamli diizeyde azalis (p<0,05) belirlenmistir. DNA fragmentasyon
analizinde de apoptozun belirteglerinden olan DNA fragmentasyonunun doz gruplarinda kontrole gore
doza-bagl sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, diosmetin KRK hiicre hattt HCT 116 hiicrelerinde proliferasyonu baskilayarak
ve apoptozu uyararak anti-karsinojenik etki gostermistir. Hiicre dongiisii-iliskili genlerdeki ekspresyon
degisiklikleri diosmetinin anti-proliferatif etkisini hiicre dongiisiini durdurarak gergeklestirdigini
diistindiirmektedir. Hem i¢ (intrinsik) yolak-iliskili genlerdeki hem de dis (ekstrinsik) yolak-iliskili
genlerdeki ekspresyon degisiklikleri, diosmetinin her iki apoptoz yolag iizerinden de etkili oldugunu
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anti-kanserojen, Apoptoz, Diosmetin, HCT 116.
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ABSTRACT

REPUBLIC OF TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Investigation of Anticarcinogenic Activity of Diosmetin on Colorectal Cancer
Cells (HCT 116)

Miyase YORUK
Department of Medical Biology
Master Thesis / Konya - 2021

Colorectal cancer (CRC), which is characterized by tumors arising in the colon and rectum,
ranks 3rd in terms of incidence and mortality among all cancers in men, 2nd in incidence and 3rd in
terms of mortality in women. The prognosis of CRC depends on the stage of the disease. The diagnosis
of CRC can be made after the metastatic process has started in approximately one third of the patients.
5-year survival rates are also low in advanced CRC. The high recurrence rate, development of chemo-
resistance after a while, and high cytotoxicity of the therapeutics used in the treatment negatively affect
the success of the treatment in patients who can be diagnosed at an early stage and whose treatment is
started. Phytochemicals have been studied for years as candidates for more successful and less side-
effect therapeutic agents. One of these phytochemicals is Diosmetin.

It is known that diosmetin, which is found in many plants such as legumes and citrus fruits,
has anti-bacterial, anti-inflammatory, anti-mutagenic and anti-carcinogenic effects. In this study, it was
aimed to reveal the anti-carcinogenic mechanism of action of diosmetin in CRC cell line HCT 116 cells.
For this purpose; XTT test and colony formation test were performed to determine the cytotoxicity of
diosmetin and its effect on proliferation, and the expressions of genes related to apoptosis and cell cycle
were evaluated by Real time-PCR method to understand whether it shows its anticarcinogenic effect
through apoptosis. In addition, DNA fragmentation analysis was performed by ELISA method to
confirm apoptosis.

As a result of the XTT test, the ICso value of diosmetin was found to be 7,5 pM, and three
doses (5 uM, 7,5 uM and 10 uM) were included in the next parts of the study, including one lower and
one higher ICso value. In the colony formation test, diosmetin was found to inhibit colony formation in
a dose-dependent manner (Colony count for Control, 5 pM, 7,5 uM, and 10 uM doses, respectively
476+15.1; 248.3343.51; 201£30.44 and 106.33£8.14). In gene expression analyzes, the expression
levels of apoptosis-related genes TP53, BAX, CASPASE 3, CASPASE 7, CASPASE 8, CASPASE 9,
CASPASE 10, FAS, FADD, CYCS, TNF, TNFR2 were significantly increased (p<0.05) and BCL- A
significant decrease (p<0.05) was observed in 2 gene expression levels. A significant increase (p<0.05)
in RB1 gene expression levels and a significant decrease (p<0.05) in E2F4, CCND3, CDK4, CDK6
gene expression levels were determined. In DNA fragmentation analysis, it was determined that DNA
fragmentation, which is one of the markers of apoptosis, increased in a dose-dependent manner in the
dose groups compared to the control.

In conclusion, diosmetin showed anti-carcinogenic effect by suppressing proliferation and
stimulating apoptosis in CRC cell line HCT 116 cells. Expression changes in cell cycle-related genes
suggest that diosmetin exerts its anti-proliferative effect by arresting the cell cycle. Expression changes
in both intrinsic pathway-related genes and extrinsic pathway-related genes suggest that diosmetin acts
on both apoptosis pathways.

Key Words: Anti-carcinogene, Apoptosis, Diosmetin, HCT 116.
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1. GIRIS VE AMAC

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansinin (IARC) 2020 yilindaki GLOBOCAN
verilerine gore, kolorektal kanser (KRK) insidans ve mortalite agisindan kanserler
icerisinde ilk {igte yer alir (Sung ve ark. 2021). KRK hastalarinin yaklasik % 20-
30’unda, ancak ileri evrede tan1 konulabilmektedir. Erken evrede tani alip tedavi
edilenlerin % 40-50’sinde ise niiks goriilmektedir. Ileri evrede tan1 konulup tedaviye
alinanlarda 5 yillik sagkalim oranlar1 son derece diisliktlir (Rodriguez-Salas ve ark.
2017). KRK tedavisinin ana omurgasini cerrahi, neoadjuvan radyoterapi, adjuvan
kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviler olusturmaktadir (Van der Jeught ve ark. 2018).
Daha yiiksek tedavi basarist ve daha az yan etki beklentisi ile bir¢ok bitki-tiirevli ajan
kanser kemoterapisi igin biiyiite¢ altina alinmistir. Bu bitkisel tiirevli ajanlar bitkilerin
irettigi “sekonder metabolitler” diye adlandirilan biyoaktif bilesiklerdir. Bunlarin
arasinda alkaloidler, flavonoidler, fenoller, glikozitler, saponinler, tanenler, ugucu
yaglar, zamklar ve recineler bulunur (Matsuda ve ark. 2018). Bu bilesikler kanser
olusumunu aktive eden proteinleri, enzimleri ve sinyal iletim yolaklarini inhibe ederek
ya da DNA tamir mekanizmasini ve apoptozu uyaran proteinleri aktive ederek ve/veya
antioksidan islevleri indiikleyerek anti-karsinojenik fonksiyonlarimi yerine getirirler
(Igbal ve ark. 2017). Bu bilesenlerden biri olan Diosmetin polifenollerin flavonoid alt
sinifina ait bir flavonoldiir. Maydanoz, turunggiller, kasimpati, kekik, zeytin ve
baklagil yapraklarinda bolca bulunur (Yoshikawa ve ark. 2000; Lin ve Harnly 2010;
Abad-Garcia ve ark. 2014).

Apoptozu hedeflemek kanser tedavisinin ana stratejilerinden birisidir. Nitekim
klinik kullanimda olan kanser terapdtik ilaglarinin ¢ogu apoptozu indiiklemektedir
(Liu ve ark. 2015). Bir¢ok karmasgik sinyal iletimini igeren apoptoz, ¢cok siki bir sekilde
diizenlenmektedir (Majno ve Joris 1995). Baslica iki yolak iizerinden meydana gelir:
1. “I¢ Yolak” (Intrinsik ya da Mitokondriyal Yolak). Bu yolak onarilamayan genetik
hasar, hipoksi, biiytime faktorti eksikligi, sitoplazmik Ca*? konsantrasyonunda artis ve
siddetli oksidatif stres gibi faktorlerin varliginda devreye girer; mitokondri ve
mitokondriyal proteinler kullanilir (Oren ve Rotter 1999). Bu yolagin
diizenlenmesinde BCL-2 (B-cell Lymphoma 2) ailesine ait bir grup protein rol oynar:
“Pro-apoptik BCL-2 proteinleri” ve “Anti-apoptik BCL-2 proteinleri” (Carneiro ve
Deiry 2020). 2. D1s Yolak (Ekstrinsik ya da Oliim Reseptor Yolagi). Oliim reseptérleri

ad1 verilen hiicre yiizey reseptorlerine hiicre dis1 ligandlarin baglanmasiyla aktive olan



apoptoz yolagidir. Bu yolaktaki 6lim reseptorleri ve bu reseptdrlere baglanan
ligandlari: TNFR1-TNFa, FAS (CD95, APO-1)-FASL, TRAILR1 (DR4)-TRAIL ve
TRAILR2 (DRS5)-TRAIL’i kapsar.

Bu c¢alismada diosmetinin KRK hiicre hattt HCT 116 hiicrelerindeki anti-
karsinojenik etki mekanizmasinin ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Bu amaca yonelik
olarak; diosmetinin sitotoksisitesinin ve proliferasyon iizerindeki etkisinin
belirlenmesi i¢in XTT testi ve koloni olusum testi yapilmis, antikarsinojenik etkisini
apoptoz iizerinden gosterip gostermediginin anlagilmasi i¢in de apoptoz ve hiicre
dongiisii ile iliskili genlerin ekspresyonlar1 Real time-PCR yontemi ile
degerlendirilmistir. Ayrica apoptozu dogrulamak {izere ELISA yontemi ile DNA

fragmentasyon analizi ger¢eklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Kanser DNA’daki ve gen ekspresyonundaki c¢oklu degisikliklerden
kaynaklanan, kontrolsiiz anormal ¢ogalan ve uzak bolgelere de yayilma potansiyeline
sahip hiicre popiilasyonunun ortaya ¢ikmasiyla karakterize olan genetik bir hastaliktir
(Forcados ve ark. 2017). Tiim diinyada insan hayatini en ¢ok tehdit eden hastaliklardan
birisi olan kanser, dliimlerin en yaygin nedenlerindendir (Zarei ve ark. 2016; Heron
2018). Diinya Saghk Orgiitiiniin bir alt kurulusu olan Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajansi (IARC) tarafindan olusturulan GLOBOCAN veritabaninin verilerine gére 2020
yil1 i¢gin kansere bagli 6liim sayisinin diinya genelinde 10 milyona ve yeni vaka sayisinin
da 19.3 milyona ulastigi tahmin edilmektedir. Yine ayni verilere gore kadin ve
erkeklerdeki en sik tani alan ilk bes kanser sirasiyla meme, akciger, kolorektal, prostat
ve mide kanserleri iken; kanser-nedenli 6liimlerin siralamasinda ilk beste akciger,
kolorektal, karaciger, mide ve meme kanserleri yer almaktadir (Sung ve ark. 2021).
Kanserden oliim oranlar1 1991°den giiniimiize kadar toplamda % 29’luk bir diisiis
gostermistir. Kanser nedenli 6liim oranlarindaki bu 6nemli diisiisiin 6zellikle sigara
tiketiminin azalmasindan ve buna bagli olarak akciger kanser mortalitesinin
diismesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica kanser taramalar1 sayesinde erken
teshis olanaklarmin artmasi ve hedefe yonelik uygulanan tedaviler de bu diisiiste rol
oynamaktadir (Siegel ve ark. 2020a). 2016 yilindaki Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gore; lilkemizde oliimlerin % 20’sini kanserler olusturur. Kanserler igerisinde
en ¢ok oliim erkeklerde; soluk borusu, brons ve akcigerdeki kotii huylu tiimorlere bagh
olurken; kadinlarda ise meme kanseri en sik 6liim nedenidir (Giiltekin ve Boztag 2016).

Kanser hiicreleri kendilerini normal hiicrelerden ayiran bazi ortak karakteristik
ozellikler gosterirler. Bu 6zelliklerden 6's1 Hanahan ve Weinbers tarafindan “kanserin
ayirt edici Ozellikleri” olarak 2011 yilinda tanimlanmistir (Sekil 2.1) (Hanahan ve
Weinberg 2011).

1. Siursiz replikasyon yetenegi

2. Kendi biiylime sinyallerini liretme

3. Biiylime karsit1 sinyallere duyarsizlik

4. Apoptozdan kacis

5. Anjiogenez

6. Doku invazyonu ve metastaz



Karsinogenez siirecinin ve bu siiregte etkili olan molekiiler olaylarin daha iyi
anlasilmasiyla daha sonralari bu listeye immiin sistemden kagis, inflamasyon artisi,
genomik instabilite artig1, bozulmus metabolik yolaklar ve farklilasmamis durumda kalma

gibi ozellikler de eklenmistir (Hanahan ve Weinberg 2011; Parker ve Metallo 2015).
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Sekil 2.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri ve bu 6zelliklerle iligkili proteinlerin fonksiyon/ekspresyon
degisiklikleri (Hanahan ve Weinberg 2011).

Karsinogenez hiicrelerin giderek artan anormal proliferatif ve invazif karakter
kazandig1 ¢ok basamakli bir siiregtir. Tiimor hiicrelerinde biriken mutasyonlar bu
stirecin yonetilmesinde ve seyrinde 6nemli rol oynar. Ortaya ¢ikan ilk mutasyonun
sinirl bir yayilima yol actig1; sonra edinilen her bir mutasyonun ise daha giiglii bir
cogalma potansiyeli kazandirarak klonal bir secilim ve biiylimeye neden oldugu
ongoriilmektedir. Karsinogenezin ¢ok basamakli siirecini kolorektal kanser gibi bazi
kanserlerde gozlemek miimkiindiir: Pre-malign hiicre biiylimesi ile malign hiicre
olusumu arasindaki siire¢, “benign adenom — in situ karsinom — invazif karsinom
— lokal/uzak metastaz” seklindeki ¢coklu basamaklar halinde ayirt edilebilmektedir

(Coleman ve Tsongalis 2006).



Deneysel ve epidemiyolojik caligmalar karsinogenezin ii¢ evreye
ayrilabilecegini gdstermistir: 1. Inisiyasyon, 2. Promosyon ve 3. Progresyon.
Inisiyasyon evresi, normal hiicrelerde meydana gelen ilk genetik degisikliklerle baslar.
Bu degisiklikler kanser gelisiminde kritik olan protoonkogenlerde, tiimor baskilayici
genlerde veya DNA tamir sistemi genlerinde meydana gelir ve hiicrelerde ¢ogalma
yeteneginin artmasina yol acar. Degisikliklerle heniliz neoplazik olmayan hiicreler
neoplazi yolundaki ilk adimi atmis olurlar (Ortega ve Campos 2019). Bu baslatic
mutasyonlar deplirinasyon ve deaminasyon gibi zaten hiicrede meydana gelmekte olan
olaylarla ya da replikasyon hatalartyla da desteklenir (Oliveira ve ark. 2007).

Promosyon evresi, hiicrelerin klonal yayiliminin gerceklestigi evredir. Klonal
yayilma hiicreleri onlar1 malign karaktere doniistlirecek genetik degisikliklere yatkin
hale getirir. Bu siire¢ hormonlar ve biiylime faktorleri de dahil olmak iizere hiicre
boliinmesini tesvik eden molekiiller ya da dis kaynakli bilesenler tarafindan
desteklenir (Ortega ve Campos 2019).

Progresyon evresi, pre-neoplastik lezyonlarin ve/veya benign neoplazilerin
yeni genetik ve epigenetik degisikliklerle malign lezyonlara doniistiigli son evredir.
Artan mutasyonlar ve olusan genomik instabilite hiicrelerin son derece proliferatif,
metastatik ve apoptik mekanizmalardan yoksun bir karakter kazanmasina yol agar. Bu
evrede slirece epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ve anjiyogenez de eslik eder (Sekil

2.2; Ortega ve Campos 2019).

2.1.1. Kanserin Nedenleri ve Tedavisi

Kansere sebep olan faktorleri “Intrinsik Faktorler” ve “Ekstrinsik Faktorler”
olarak iki baslik altinda degerlendirmek miimkiindiir. intrinsik faktérlerin basinda
mutasyonlar, inflamasyon ve oksidatif stres gelir. Ekstrinsik faktorler ise hayat tarzi,
beslenme, enfeksiyonlar, ¢evresel kimyasal ve fiziksel ajanlardan olusur. Kanser
gelisiminde rol oynayan mutasyonlar “siiriici mutasyonlar” olarak adlandirilir.
Proliferasyona dogrudan etkisi olmayan ancak siiriicii mutasyonlarin kazanilmasiyla
ortaya ¢ikan mutasyonlar da “yolcu mutasyonlar’dir. Kansere yol agan mutasyonlar
protoonkogenleri ve tiimor baskilayici genleri ve bu genlerin protein iirlinlerini etkiler.
Mutasyonlar protoonkogenlerin onkogenlere doniismesinde ve tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonunda etkili olurlar. Protoonkogen-onkogen doniisiimii sinyal
iletim yolaklarinin hiperaktivasyonuna yol agarak hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina

neden olur.
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Sekil 2.2. Karsinogenezin evreleri.

Timor baskilayici genlerin inaktivasyonu neticesinde de sinyal iletiminin
negatif regiilatorleri veya hiicre proliferasyonunun frenleyici elemanlar1 etkisiz hale
gelir (Reagan 2019). Onkogenler biiyiime faktorlerini, biiyiime faktorii reseptorlerini
(EGFR, PDGFR gibi), sinyal aktarim proteinlerini (Ras, abl, B-catenin gibi), hiicre
dongiisii diizenleyicilerini (siklin D, Cdk4 gibi) ve transkripsiyon faktorlerini (myc
gibi) kodlayan genlerden olusur. Timor baskilayici genler ise hiicre yiizey
proteinlerini (TGF- BR gibi), hiicre iskeleti proteinlerini (NF2 gibi), transkripsiyon
faktorlerini (RB1, p53 gibi), hiicre dongiisiiniin diizenleyicilerini, apoptozda gorev
alan proteinleri (BCL-2, BCL-Xr, BAX gibi) ve DNA tamir sistemi proteinlerini (XP,
HNPCC, MLHI1, ATM, BRCA1 ve BRCA2 gibi) kodlayan genleri igerir (Liu ve ark.
2016a). Kronik inflamasyon kanser i¢in en biiyiik risk faktorlerinden birisidir, nitekim
kanserlerin % 20 kadarinin kronik inflamasyonla iliskili oldugu disiiniilmektedir

(Reagan 2019).



Kanser olusumunu etkileyen faktorler siirekli olarak arastirma konusu
olmustur. 1950°de Diinya Saglik Orgiitiiniin sponsorlugunda diizenlenen bir
sempozyumda, diinyanin farkli bolgelerinde goriilen kanser tiirlerindeki dramatik
farkliliklar  katilimcilarin  ilgisini  ¢ekmistir. Baska {ilkelere go¢ edenlerin
anavatanlarinda en ¢ok goriilen kanserlerden ziyade gog ettikleri {ilkelerde/bolgelerde
en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden etkilendiklerinin ortaya konulmus olmasi ¢ogu
kanser tiiriiniin kalitsal ve genetik faktorlerden ¢ok, ¢evresel maruziyetler ile ilintili
oldugunu ortaya koymustur. Sempozyum 1965 yilinda insan kanserlerinin nedenleri
tizerine multidisipliner arastirmalar yliriitmesi i¢in IARC’mn kurulmasina 6nayak
olmustur. Boylece kanser nedenlerini arastirmak i¢in pek ¢ok ¢evresel ajan {lizerinde
epidemiyolojik ve deneysel kanitlara dayali incelemelerde bulunulmustur. Bu
caligmalarda cesitli mesleklerin kanser oranlarinin artis1 ile iliskili oldugu tespit
edilmistir. Boya iscilerinin mesane kanserine, petrol is¢ilerinin skrotal kansere, maden
is¢ilerinin akciger kanserine, radyologlarin 6zellikle X 1sinlarinin kesfedildigi yillarda
stirekli kendileri lizerinde denemeleri sonucunda cilt kanserine yakalanma oranlarinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir (Blackadar 2016). Bugiin artik bazi plastik kimyasallarin,
poliniikleer hidrokarbonlarin, asbest liflerinin, baz1 metal bilesiklerin, katran ve ziftin,
radyasyonun (X-1s1n1 radyasyonu, toprak radonu ve ultraviyole radyasyonu), bazi
ilaglarin (immiin yetmezlige neden olan ilaglar, bazi antineoplastik ajanlar ve
hormonlar), baz1 bakterilerin (Helicobacter pylori gibi) ve viriislerin (EBV [Epstein-
Barr viriisii], HPV [Insan papilloma viriisii], HBV [hepatit B viriisleri], HCV [Hepatit
C viriisii], KSHV [Kaposi sarkomu iliskili herpes viriisii], HIV [insan immiin
yetmezlik viriisli] kansere neden oldugu bilinmektedir (Ameri 2019; Reagan 2019).
Ayrica tiitiin dumani ve silika, alkol, bati tarz1 beslenme ve obezite de 6nemli risk
faktorlerinin arasindadir (Reagan 2019). Kanser gelisiminin tek bir nedeni yoktur.
Yukarida bahsi gegen faktdrlerin her biri tek basina kanseri baslatmak igin yeterli
degildir. Kanser gelisimi genetik, ¢evresel veya bireysel yapisal zellikleri kapsayan
bircok faktoriin birbiriyle etkilesmesi sonucunda gergeklesen cok basamakli bir

stirectir (Sekil 2.3; Ameri 2019; Reagan 2019).
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Sekil 2.3. Kanser gelisimini etkileyen faktorler.

Kanserler tiimoériin tipi ve evresine gore belirlenen tedavi secenekleri ile
multimodal bir yaklagimla tedavi edilir. Bu se¢eneklerin igerisinde cerrahi, kemoterapi
ve radyoterapi gibi geleneksel yontemlerin yaninda hedefe yonelik kemoterapi, ablatif
tedavi ve immiinoterapi gibi yontemler de bulunur (Hines 2018; Yildizhan ve ark.
2018). Nitekim son yillarda daha etkili kanser tedavilerinin gelistirilmesi ile kanserden
sagkalim o6nemli Ol¢lide artmistir. Bununla birlikte, bu giiclii tedavilerin kullanimi,
neredeyse her organ sistemini etkileme potansiyeline sahip olan toksisiteler ve yan
etkilerle iliskilidir. Bu etkilerden bazilar1 gecici olmakla birlikte; bazilar1 da kalict
sekellere yol acar (Hines 2018). Geleneksel kemoterapi, hizla bdliinen hiicreleri hedef
alan ve replikasyona miidahale eden sitotoksik ilaglarin kullanimini igerir. Etki
mekanizmasina gore smiflara ayrilirlar: alkilleyici ajanlar, antimetabolitler,
antibiyotikler, mikrotiibiil inhibitorleri, topoizomeraz inhibitorleri, hormonal ajanlar
ve ¢esitli karigik veya karma mekanizmali ilaglar. Hedeflenen kemoterapi, tiimor
hiicresi ¢ogalmasi1 ve gogiinde yer alan spesifik siireclere yonelik bir dizi
kemoterapotik ilag  kullanimimi kapsar. Bu kemoterapotik ilaclarla  biiylime
faktorlerinin, reseptdrlerinin veya bunlarla iligkili tirozin kinazlarin bloke edilmesi
amaglanir. Hedeflenen tedaviler arasinda EGF ve VEGF gibi hiicre dis1 reseptorler
iizerinde etki yapan monoklonal antikorlar ve hiicre zarlarina niifuz eden ve hiicre i¢i
sinyal yollarin1 bloke eden kiiclik molekiiller yer alir. Kanser hiicrelerinin mutasyona

ugrama ve hedefe yonelik tedavilere direng gelistirme yeteneklerinin iistesinden



gelmek icin, hedefe yonelik tedaviler genellikle geleneksel kemoterapi ile birlikte
uygulanir. Radyoterapide kanser hiicrelerinin DNA'larina zarar verilerek yok edilmesi
icin yiiksek enerjili 1ginlar, X 1s1nlar1, gama 1sinlari, elektron 1gimalar1 ya da protonlar
gibi radyasyon kullanilir. Tedavi tek basina verilebilecegi gibi cerrahi ya da
kemoterapi ile kombine edilebilir (Unal ve ark. 2018; Hines 2018). Kanser
tedavisindeki bir bagka segcenek olan ablatif tedaviler ise kanser hiicrelerinin bolgesel
olarak yok edilmesini igerir. Tiimor hiicrelerini koagiile etmek, parcalamak ya da
kemoterapinin etkinligini artirmak i¢in fosfolipid tabakalarini bozmak gibi amaglarla
tiimor dokusuna dogrudan radyofrekans, lazer, 1s1, soguk veya elektrik alan1 uygulanir.
Radyofrekans ablasyonu (RFA), mikrodalga ablasyonu, lazer intertisyel termal terapi
(LITT), kriyoterapi ve elektroporasyon bu amaglarla kullanilan ablasyon teknikleridir
(Hines 2018). immiinoterapide ise immiin sistemin uyarilip giiclendirilmesi ve kanser
ile olan spesifik miicadelesine yardim edilmesi amaglanir. Farkli kanser tiirlerinde
farkli immiinoterapi yontemleri tek basina ya da diger tedavi segenekleriyle kombine
edilerek uygulanabilir. Kullanilan immiinoterapi yontemleri monoklonal antikorlari,
immiin sistem kontrol nokta inhibitorlerini, kanser asilarini, sitokinleri,
immiinomodiilator ilaglari, kimerik antijen reseptor yiiklii T hiicre tedavisini (CAR T-
Cell), tiimor infiltre eden lenfositleri (TIL) kapsar (Unal ve ark. 2018; Yildizhan ve
ark. 2018).

2.2. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser (KRK), gastrointestinal sistemin kisimlar1 olan kolon ve
rektumda ortaya ¢ikan heterojen bir hastaliktir. KRK'nin ¢ogunlugu adenomatdz
poliplerden veya adenomlardan yavas ilerleyen bir siireg igerisinde gelisir (Levine ve
Ahnen 2006). Bu siire¢ neoplastik ncii lezyonlara doniisen ve yaklagik 10-15 yillik
bir siire i¢ginde KRK’ye ilerleyen anormal bir kript ile baslar (Dekker ve ark. 2019).
KRK’nin biiylik ¢cogunlugunda orijin hiicrenin bir kok hiicre ya da kok hiicre benzeri
bir hiicre oldugu varsayilmaktadir. Bu kanser kok hiicreleri timor supressor genleri
inaktive ve onkogenleri aktive eden genetik ve epigenetik degisikliklerin birikiminin
eseridir. Kolonik kriptlerin tabaninda bulunan bu hiicrelerin tiimdriin baslatilmasi ve
stirdiiriilmesi i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir (Medema 2013; Nassar ve Blanpain
2016). KRK’nin % 90’1 sporadik iken, % 10 kadar1 da kalitsal 6zellik ya da genetik
yatkinlik gostermektedir (Bogaert ve Prenen 2014). Sporadik KRK i¢in yaklasik 30

y1l O6nce tanimlanan ¢ok asamali kolorektal karsinogenez modeli hala gecerliligini
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korumaktadir. Bu modele gore slirec APC gen mutasyonlarinin kazanilmasiyla
baslamakta ve ardindan bunu KRAS onkogeninin aktivasyonu, TP53 tiimdor
baskilayici genin inaktivasyonu, andploidi ve heterozigosite kayb1 (LOH) gibi ¢oklu
mutasyonlarin birikimi izlemektedir (Fearon ve Vogelstein 1990). Son zamanlarda
serrated adenomlar sayesinde alternatif KRK karsinogenez yolaklar1 da
tanimlanmistir. Bugiin i¢in KRK karsinogenezinde rol oynayan, klinik 6zellikleri ve
prognozu da etkileyebilen en az ii¢ molekiiler yolak oldugu kabul edilmektedir
(Bogaert ve Prenen 2014; Gonzalez-Pons ve Cruz-Correa 2015) (Sekil 2.4). Birincisi
sporadik KRK’lerin % 70’inden sorumlu olan kromozomal instabilite (KIN) yolagidir.
Bu yolak tiimdr baskilayici gen lokuslarinda heterozigosite kaybi ve kromozomal
yeniden diizenlemeler ile karakterizedir. Ayrica APC, KRAS, PIK3CA, BRAF,
SMADA4, TP53 gibi tiimor baskilayici genlerde ve onkogenlerde biriken mutasyonlar
da siirece dahil olur. Ikinci yolak hatal1 eslesme tamir sistemi (mismatch repair, MMR)
genlerinin disfonksiyonunun yol actigt mikrosatellit instabilite (MSI) yolagidir.
KRK’nin kalitsal formlarindan biri olan HNPCC (herediter non-polipozis kolorektal
kanser)’nin de ayirt edici 6zelligi olan bu yolak sporadik KRK’larin da % 15’inden
sorumludur. Ugiincii yolak CpG adacig1 metilatdr fenotip (CAMF) yolagidir. Sporadik
MSI kolon tiimorlerinin ¢ogu CAMF pozitiftir ve genellikle kolonun proksimal
bolgesinde bulunur. Bu yolakta hMLH1 gibi MMR genlerinde ve tiimor baskilayici
genlerde c¢oklu promotér CpG adacik hipermetilasyonu séz konusudur. Bu yolaga
BRAF mutasyonlar1 da eslik etmektedir. KRK karsinogenezinde ii¢ ayr1 molekiiler
yolagin  varligima ragmen, tiimorler birden ¢ok yolagin  ozelliklerini

sergileyebilmektedir (Bogaert ve Prenen 2014).

2.2.1. insidans ve Mortalite

IARC tarafindan yaymlanan GLOBOCON verilerine gore 2020’de diinya
genelinde 1.9 milyondan fazla yeni KRK vaka sayis1 ve 935.000 KRK sebepli 6liim
tamimlanmistir. Yine aym verilere gére KRK, erkeklerde tiim kanserler arasinda
insidans ve mortalite acisindan 3., kadinlarda ise insidans agisindan 2. ve mortalite
acisindan 3. sirada yer almaktadir (Sung ve ark. 2021). Tiirkiye’de de durum farkli
olmayip KRK, hem erkeklerde hem kadinlarda 3. en sik goriilen kanserdir. Saglik
Bakanligi’nin acikladig1 Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gore KRK siklig
erkeklerde 100.000 kiside % 25.3, kadinlarda % 14.2°dir (Giiltekin ve Boztas 2016).
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Sekil 2.4. Kolorektal karsinogenez siirecinde rol oynayan molekiiler yolaklar. KIN: kromozomal
instabilite, MSI: mikrosatellit instabilite, CAMF: CpG adacig1 metilator fenotip.

2.2.2. Risk Faktorleri

KRK gelisiminde rol oynayan cesitli degistirilebilir ve degistirilemez risk
faktorleri oldugu bilinmektedir. Epidemiyolojik ¢calismalar degistirilemez faktorlerden
olan cinsiyet ve artan yasin hastalik insidansi ile giiclii iligkiler gosterdigini ortaya
koymustur. Erkeklerdeki KRK riski kadinlardaki KRK riskinin yaklasik iki kati
kadardir (Brenner ve ark. 2007; Freedman ve ark. 2009; Kolligs ve ark. 2011).
KRK’larin % 50’sinden fazlas1 70 yasindan sonra teshis edilirken, sadece % 10’u 50
yasindan once tani almaktadir (Kolligs 2016). Degistirilemez risk faktorlerinden bir
digeri kalitsal mutasyonlardir. KRK’larin yaklasik % 10’u kalitsaldir. Kalitsal formlari
“kalitsal non-polipozis kolorektal kanseri” (HNPCC, hereditary non-polyposis
colorectal cancer), “adenomatdz polyposis” (FAP, familial adenomatous polyposis;
MAP, MUTYH-associated polyposis) ve “hamartomatdz polipozis” (PJS, Peuts-
Jeghers syndrome; JPS, juvenile polyposis syndrome; PHTS, PTEN hamartoma

tumors syndrome) sendromlarini kapsamaktadir (Rawla ve Barsouk 2019). KRK
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hastalarinin yaklasik % 30’u ailesel neoplazi dykiisiine sahiptir. Bu durum muhtemel
saptanamamis germ-line mutasyonlarin varligina isaret etmektedir. KRK tanisi almig
birinci derece yakini bulunanlarda riskin 2-4 kat arttig1 ongoriilmektedir (Kosinski ve
ark. 2007). Chron hastalig1 ve iilseratif kolit hastaligi gibi inflamatuvar barsak
hastaliklarinin varligr da KRK riskini yaklasik iki kat1 artirmaktadir (Lutgens ve ark.
2013). Diger risk faktorlerinin arasinda polip Oykiisii, diabetes mellitus ve insiilin
direnci de gosterilmektedir.

Degistirilebilir risk faktorleri ise daha cok yasam tarzi ile iliskili olan
faktorlerdir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlar obezite ve hareketsiz yasamin,
sigaranin, alkol tliketiminin ve Bati tarzi beslenmenin (liften, yesil yaprakli
sebzelerden ve meyvelerden fakir; kirmizi et ve islenmis gidadan zengin beslenme
sekli) KRK riskini artirdigin1 géstermektedir (Lutgens ve ark. 2013; Aran ve ark. 2016;
Sawicki ve ark. 2021).

2.2.3. Tedavi

KRK, heterojen bir hastaliktir. Klinik 6zellikleri, molekiiler 6zellikleri ve
prognozu hastadan hastaya farklilik gostermektedir. Buna bagli olarak tedaviye alinan
yanit da hastalar arasinda degismektedir. Bes yillik sagkalim biiyilik oranda hastaligin
evresine baglhdir. Evre I KRK hastalar1 % 90’1n tizerinde bir sagkalim gosterirken,
evre IV KRK hastalar1 i¢in bu oran ancak % 10’a ulagsmaktadir. Bu nedenle erken
teshis KRK i¢in Oncelikli bir hedeftir (Dawood 2018). Etkin tarama protokollerinin ve
erken tan1 yontemlerinin gelistirilmesine, pre-operatif ve post-operatif bakimin
standardizasyonuna, cerrahi tekniklerde saglanan ilerlemelere ve hastaligin her evresi
icin uygulanabilecek sistemik tedavilerin bulunmasina bagli olarak son yillarda
KRK’ya bagli 6liim oranlarinda dereceli bir azalis s6z konusudur (Siegel ve ark. 2014;
Welch ve ark. 2016). Buna ragmen, hala hastalarin % 20-30’unun ileri evrede
saptaniyor olmasi1 ve erken evrede tani alan hastalarin da % 40-50’sinde niiks meydana
geliyor olmas1 KRK’y1 ilag direnci, tedavi ve prognoz agisindan zorlu bir hastalik
yapmaktadir. KRK’da tedavi se¢cimi hastanin genel durumu, tiimoriin boyutu, yeri ve
metastaz varligi da dahil olmak iizere bir¢ok faktdr g6z Oniinde bulundurularak
yapilmaktadir. Cerrahi en yaygin tedavi se¢enegidir. Tiimor tek bir polip ile sinirliysa
sadece kolonoskopi tercih edilebilmektedir (Marley ve Nan 2016). Daha ilerlemis
hastalikta bagirsak rezeksiyonu veya bagirsagin yaninda diger komsu organlarin

kismen ya da tamamen ¢ikarilmasi gerekli olabilmektedir (Marley ve Nan 2016).
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Cerrahinin bir se¢cenek olmadigi durumlarda ya da cerrahiyi desteklemek amaciyla
radyofrekans ablasyonu, kriyocerrahi, kemoterapi, adjuvan kemoterapi, radyoterapi ya
da hedefe yonelik tedaviler uygulanabilmektedir (Marley ve Nan 2016). KRK
kemoterapisinde ana omurgay1 floropirimidinler (pirimidin anologlar), irinotecan
(topoizomeraz I inhibitorii) ve oxaliplatin (alkilleyici ajan) olusturmaktadir (Aran ve
ark. 2016; Dienstmann ve ark. 2017). Kemoterapi primer tiimoriin uzak organlardaki
niikstinii 6nlemek amaciyla evre II ve evre III’deki hastalara cerrahi tedavi ya da
radyoterapiyi miiteakip uygulanabilmektedir (adjuvan kemoterapi) (Biondi ve ark.
2013a; Biondi ve ark. 2016b). Son yillarda 6zellikle metastatik KRK tedavisinde
immiinoterapi ve hedefe yonelik tedavilerin kullanimi yayginlasmistir. Kontrol
noktasi inhibitorlerinin MMR ve MSI’nin s6z konusu oldugu hastalarda sagkalimi
uzatmada etkili oldugu kanitlanmistir. Hedefe yonelik tedavi segeneklerinden anti-
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (anti-VEGF) ve anti-epidermal biiyiime faktorii
reseptOrii (anti-EGFR) kemoterapi ile kombine edildiklerinde sagkalimi uzatict etki
gostermektedir. Bu iki antikorun tercihinde biyobelirteg olarak K/N-Ras mutasyonlari
etkili olmaktadir. Anti-EGFR tedavisi K/N-Ras mutasyonu olmayan hastalarda anti-
VEGF tedavisinden daha etkili sonuglar ortaya koymaktadir (Van Cutsem ve ark.
2016; Rawla ve ark. 2019).

2.3. Kanser ve Apoptoz

Apoptoz, gorevini tamamlamis ya da istenmeyen hasarli hiicreleri
uzaklastirarak doku homeostazisinin siirdiiriilmesini saglayan programli fizyolojik bir
hiicre 6liim mekanizmasidir (Nagata 1997; Mejer ve ark. 2000). Bir¢cok karmagik
sinyal iletimini igeren bu mekanizma ¢ok siki bir sekilde diizenlenmektedir (Majno ve
Joris 1995). Apoptoz, malign potansiyeli olan hiicrelerin eliminasyonunda rol
oynadig1 i¢in karsinogenezin anahtar oyuncularindan biri olarak kabul edilmektedir.
Bu mekanizmadaki bozukluk ve yetersizlikler neoplastik hiicrelerin ¢ogalmasina yol
acabilmektedir. Apoptozdan kacis (hiicre 6limiine direnmek) kanserin ayirt edici
ozellikleri arasinda tanimlanmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011). Bu 6zellik kanser
hiicrelerinin daha uzun siire hayatta kalmasina imkan tanimakta ve onlara invazif ve
metastatik  olabilmelerini saglayacak mutasyonlarin  birikmesi i¢in zaman
kazandirmaktadir (Hassan ve ark. 2014). Kanser hiicrelerinin apoptozdan kagislar
asagidaki mekanizmalar yoluyla olmaktadir (Wong 2011):

(1) Pro-apoptik ve anti-apoptik protein dengesinin bozulmasi
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(2) Kaspaz islevinin azaltilmasi/engellenmesi

(3) Oliim reseptorleri araciligiyla olan sinyal iletiminin bozulmasi

Bircok kanserde tedaviye yoOnelik temel yaklasimin merkezinde de apoptoz
yolaklar1 yer almaktadir ve halen klinik kullanimda olan geleneksel kanser ilaglarinin
cogu kanser hiicrelerinin apoptozunu indiiklemeyi hedeflemektedir (Wong 2011; Liu

ve ark. 2015; Pfeffer ve Singh 2018).

2.3.1. Apoptoz Sirasinda Hiicrede Meydana Gelen Degisiklikler

Apoptoz sirasinda hiicrede bir¢ok karakteristik olay meydana gelir. Bu
degisiklikleri “kaspaz” (sistein aspartil-spesifik proteazlar) adi verilen sistein protein
ailesi liyesi proteazlar baglatir ve siirdiiriir (Pfeffer ve Singh 2018). Kaspazlarin
hedefinde hiicre iskeleti proteinleri ve niikleer proteinler gibi pek ¢ok hiicresel protein
bulunur (Pistritto ve ark. 2016). Kaspaz-2, -8, -9 ve -10 “baslatic1 kaspazlar” olarak;
kaspaz-3, -6 ve -7 “efektor ya da cellat/infazci kaspazlar” olarak; kaspaz-1, -4 ve -5 de
“inflamatuvar kaspazlar” olarak tanimlanir. Diger kaspazlar ise bu ii¢ kaspaz
sinifindan daha farkli ve spesifik sekilde fonksiyon gosterirler (Obeng 2021).

Kaspazlar sentezlendikleri andan itibaren hiicrede zimojenler halinde
bulunurlar ve bu haldeyken “prokaspaz” olarak adlandirilirlar. Daha sonra
otoaktivasyon ile ya da bir bagka molekiil veya kaspazin aktivasyonu ile prokaspazlar
aktif kaspazlara doniisiir. ilk kaspaz aktivasyonu bir kez meydana gelince proteolitik
kaskad da baslar (Pistritto ve ark. 2016). Kaspaz aktivasyonu ve proteolitik kaskad ile
birlikte hiicrede de apoptozun karakteristik olaylari1 ger¢eklesmeye baslar: Sitoplazmik
hiicre bliziismesi meydana gelir ve hiicre hacminin yaklasik yarisi1 kadarini kaybeder
(piknoz). Hiicrenin komsu hiicrelerle ve ekstraselliiler matriksle olan baglantilar
zayiflar. Plazma membrani siire¢ boyunca biitiinliiglinii korur (Majno ve Joris 1995).
Siirecin baglarinda hiicre membraninin i¢ tabakasinda bulunan fosfatidil serin dis
tabakaya transloke olur. Bu yer degisikligi siirecin sonunda apoptoza ugramis
hiicrelerin makrofajlar tarafindan taninip, pro-inflamatuvar hiicresel bilesenler ortama
salinmadan fagosite edilmelerini saglar (Hengartner 2001). Cekirdekte ise kromatin
kondensasyonu baglar ve kromatin parcalanincaya kadar ileri yogunlagmalar
gerceklestirerek kiimeler olusturur (karyoreksiz) (Majno ve Joris 1995). Siirecin
sonuna dogru sitoplazmik membranda kabarciklanmalar, sitoplazmik organellerde de
ultrastriiktiirel degisiklikler meydana gelir ve membran biitiinliigli kaybolur (Kroemer

ve ark. 2005). Son asamada apoptik hiicre “apoptik cisimcik™ ad1 verilen vezikiillere
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ayrilir. Ancak genellikle daha apoptik cisimcikler olusmadan fagositik hiicreler

apoptik hiicreyi ortadan kaldirirlar (Bucur ve ark. 2001).

2.3.2. Apoptoz Yolaklar:

Kaspaz aktivasyonu ile gerceklesen iki apoptoz yolagi vardir: i¢ Yolak
(intrinsik ya da mitokondriyal yolak) ve Dis Yolak (ekstrinsik ya da liim reseptorii

aracilt yolak).

2.3.2.1. i¢ Yolak (Intrinsik ya da Mitokondriyal Yolak)

Onarillamayan genetik hasar, hipoksi, biiyiime faktorii eksikligi, sitoplazmik
Ca*? konsantrasyonunda artis ve sidditli oksidatif stres gibi faktorlerin varliginda
devreye giren; mitokondri ve mitokondriyal proteinlerin kullanildig1 apoptoz yolagidir
(Oren ve Rotter 1999). Yolak BCL-2 (B-cell Lymphoma 2) ailesine ait bir grup protein
tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. BCL-2 ailesi proteinleri iki genel gruba ayrilir:
“Pro-apoptik BCL-2 proteinleri” ve “Anti-apoptik BCL-2 proteinleri”. Pro-apoptik
proteinler de “Coklu domeyn iiyeleri” (BOX, BAK ve BOK) ile “Sadece BH3 bolgesi
iceren iiyeler” (BID, BIM, BAD, PUMA, NOXA ve digerleri)’ den olusur. Anti-
apoptik proteinler ise BCL-2, BCL-Xi, BCL-W, MCL-1, Al ve BCL-B’yi igerir.
Sadece BH3 bolgesi iceren proteinler, anti-apoptik proteinlerin inhibisyonunda is
goriirken; anti-apoptik proteinler de ¢oklu domeyn pro-apoptik proteinlerin
baskilayicisi olarak etki ederler (Carneiro ve Deiry 2020).

Hiicrede apoptoz sinyali alindiginda sadece BH3 boélgesi iceren proteinler
aktive olur. Bu aktivasyon anti-apoptik proteinlerin inhibisyonuna ve dolayli olarak
coklu domeyn pro-apoptik proteinleri BAX ve BAK’in aktivasyonuna yol agar
(Adams ve ark. 2019). Oligomerize olan BAX ve BAK mitokondriyal membrana
yonelirler ve dis zara baglanirlar. Bu baglanma mitokondri dis zarinin gegirgenligini
artirir. Boylece apoptozda kritik esik asilmis olur ve artik apoptotik siire¢ geri
doniisiimsiiz sekilde islemeye baslar (Jopez ve Tait 2015). Zar gegirgenliginin artist
ile sitokrom ¢, Smac, DIABLO, Omi/HtrA2 ve AIF (Apoptosis Inducing Factor) gibi
apoptik proteinler mitokondriden sitoplazmaya geger (Oren ve Rotter 1999; Pistritto
ve ark. 2016). Sitokrom c sitoplazmada Apaf-1’e baglanir. Sitokrom c, Apaf-1 ve
dATP “Apoptozom” ad1 verilen bir kompleks olustururlar. Bu yapiya Prokaspaz-9 da
katilir ve kesime ugrayarak aktive olur ve Kaspaz-9’a doniisiir. Kaspaz-9 da

Prokaspaz-3’ii keserek Kaspaz-3’ii aktive etmis olur. Sitoplazmaya gecen apoptik
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proteinlerden Smac, DIABLO ve Omi/HtrA2 apoptoz inhibitor proteinlerinin (IAP)
engelleyicisi olarak is goriirler. NAIP, XIAP, Survivin, Apollon gibi proteinlerden
olusan AIP’larin gorevleri ise Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 etkilesimini engellemektir.
Boylece AIP’larin Smac, DIABLO ve Omi/HtrA2 tarafindan engellenmesi Kaspaz-9
ve Kaspaz-3 lizerindeki baskilayici etkinin ortadan kalkmasina neden olur (Oren ve
Rotter 1999). Sitoplazmaya gecen AIF ise nukleusa wulasarak kromatin

fragmentasyonunu baslatir (Lorenzo ve ark.1999).

2.3.2.2. Di1s Yolak (Ekstrinsik ya da Oliim Reseptor Yolag)

Oliim reseptdrleri adi verilen hiicre yiizey reseptdrlerine hiicre dis1 ligandlarin
baglanmasiyla aktive olan apoptoz yolagidir. Bu yolaktaki 6liim reseptdrleri ve bu
reseptorlere baglanan ligandlar1 TNFRI1-TNFa, FAS (CD95, APO-1)-FASL,
TRAILRI (DR4)-TRAIL ve TRAILR2 (DR5)-TRAIL’i kapsar. Oliim reseptdrleri
ligandlar ile uyarildiklarinda oligomerizasyona ugrarlar. Ardindan sitoplazmik 6liim
domeynlerini (death domain, DD) ortaya ¢ikarmak i¢in yapisal bir degisim gegirirler.
Boylece DD igeren diger proteinlerle homotipik etkilegsimler miimkiin hale gelmis olur
(Pistritto ve ark. 2016). Adaptor molekiiller FADD (Fas-associated death domain) ve
TRADD (TNF receptor-associated death domain) oOliim reseptorlerine gelirler.
Bagslatic1 prokaspazlar -8 ve -10 adaptdr proteine baglanarak hep birlikte DISC (death-
inducing signalling complex) ad1 verilen bir kompleks olustururlar. Prokaspaz-8 ve -
10 DISC tarafindan aktive edilir. Etkinlesen Kaspaz-8 ve -10, Efektor Prokaspaz-3, -
6 ve -7’yi keserek aktive ederler. Efektor Kaspazlar da hedeflerindeki hiicresel
proteinleri proteolitik kesime ugratirlar (Pfeffer ve Singh 2018).

Diger taraftan Kaspaz-8, pro-apoptik sadece BH3 bolgesi iceren proteinlerden
Bid’i aktive eder. Bu aktivasyon 6zellikle baz1 hiicrelerde ekstrinsik yolagin etkinligini
amplifiye etmis olur. Aktive olan Bid, mitokondriyal dig membranin gecirgenligini
artirmalar1 icin BAX ve BAK’1 etkinlestirir. Boylece dis yolak, i¢ yolak ile kesismis
olur ve apoptik siire¢ i¢ yolak ile de devam eder (Sekil 2.5) (Pistritto ve ark. 2016;
Pfeffer ve Singh 2018).
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Sekil 2.5. i¢ (Intrinsik) ve dis (ekstrinsik) apoptoz yolaklar (Pistritto ve ark. 2016; Pfeffer ve Singh
2018).

2.3.3. Kanser Tedavisinde Apoptozun Rolii

Kanserde bagvurulan tedavi stratejilerinin basinda hiicrenin kendi oliim
mekanizmasint harekete gecirmek gelmektedir. Apoptozdan kagis tiim kanserlerin
ortak Ozelliklerinden birisi oldugundan tedavide apoptozu hedeflemek son derece
etkin bir yontem gibi goriinmektedir. En ¢ok intrinsik yolak hedeflenmekle birlikte her
iki yolakda da cesitli asamalar1 ve molekiilleri hedefleyen klinik olarak kullanilan ya
da 6n calismalan siirdiiriilmekte olan bir¢ok antikanser ajani/ilact vardir (Pfeffer ve
Singh 2018). Apoptoz-kanser arasindaki baglantinin ortaya konulmastyla ve apoptoz
stirecine dahil olan molekiil/proteinlerin islevlerinin ve birbirleriyle iligkilerinin giin
gectikce daha iyl anlasilmasiyla molekiiler hedefli kanser terapoétiklerinin
gelistirilmesi i¢in yeni ufuklarin agilmasina yol agmistir (Nicholson 2000; Reed 2002;
Kaufmann ve David 2003; Fesik 2005; Ashkenazi 2008).

Terapotik hedefleme i¢in yaygin olarak kullanilan 2 yaklagim bulunmaktadir:
1) Pro-apoptik molekiillerin uyarilmasi, 2) Anti-apoptik molekiillerin inhibisyonu.
BCL-2 ailesi proteinleri kanser tedavisi i¢in 6énemli hedeflerden birisidir (Ferreira ve
ark. 2002). BCL-2 ailesi iiyelerini antagonize etmek ya da seviyelerini diislirmek

suretiyle kanser hiicrelerinin apoptozunu uyaran g¢esitli tedavi yaklasimlari
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gelistirilmistir. BCL-2’nin antisens deoksioligoniikleotidlerle hedeflenmesi bu
yaklasimlardan biridir. Antisens deoksioligoniikleotidler tamamlayic1 baz eslesmesi
yoluyla hedef mRNA’lar ile hibridize olurlar ve onlarin degredasyonunu uyarirlar
(Frankel 2003; Tamm 2006). Bu yontem ile Survivin ve XIAP gibi anti-apoptik diger
proteinler de hedeflenebilmektedir (Call ve ark. 2008). Diger bir yaklasim BH3
mimetiklerinin kullanimidir. BH3 mimetikleri, sadece BH3 bolgesi i¢eren proteinlerin
anti-apoptik BCL-2 proteinlerine baglanmasini taklit eden kii¢iik molekiillerdir. Bu
molekiiller BCL-2’yi (Casara ve ark. 2018), BCL-X¢’yi (Tao ve ark. 2014), ve Mcl-
1’1 (Abulwerdi ve ark. 2014) inhibe etmektedir.

Pro-apoptik molekiillerin uyarilmasina yonelik olarak ise baslica 2 yaklasim
vardir: TRAIL-R1 ve TRAIL-R2’yi hedefleyen agonist monoklonal antikorlar ve
rekombinant pro-apoptik ligandlar araciligryladir (Call ve ark. 2008). Her iki apoptoz
yolagindaki her bir agama ve molekiil potansiyel olarak terapotik hedef adayidir, ancak
hangi hedefin daha etkin olduguna/olabilecegine dair net bir gosterge

bulunmamaktadir.

2.3.4. Kanser Tedavisinde ve Onlenmesinde Fitokimyasallar

Fitokimyasallar bitkilerde bulunan dogal biyoaktif bilesiklerdir. Bitki
metabolizmasindaki fonksiyonlarina gore ikiye ayrilir: “Primer metabolitler” ve
“sekonder metabolitler”. Primer metabolitler protein, amino asit, karbonhidrat, lipid
ve klorofil gibi bitkinin temel metabolizmasi i¢in gerekli olan bilesiklerdir. Sekonder
metabolitler ise bitkinin temel metabolizmasi i¢in esansiyel olmayan, bitkinin ¢evre
sartlarina adaptasyon saglamak veya predatdrlerinden korunmak amaciyla iirettigi
bilesiklerdir (Dias ve ark. 2012). Sekonder metabolitler ayni zamanda mikrobiyal
cogalmay1 yavaslatmak, metabolik yolaklar1 engelleyebilmek veya gen ekspresyonunu
ve sinyal aktarimini degistirebilmek gibi fonksiyonlara da sahiptir (Lee ve ark. 2013).
Sekonder metabolitlerinin bu 6zel fonksiyonlar1 sayesinde bitkiler ¢ok eski
zamanlardan beri ¢esitli tibbi amagclarla ilag kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Bitkilerin tedavi amagl kullanimlarmna dair en eski yazili kayitlara M.O. 2600'e ait
Mezopotamya kil tabletlerinde ve M.O. 2900'¢ ait Misir Ebers papiriisiinde
rastlanmaktadir (Dias ve ark. 2012). Son yillarda kanser tedavisi ve dnlenmesindeki
rollerinden dolay1 sekonder bitki metabolitlerine olan ilgi artmistir. Mevcut geleneksel
kanser terapéOtik ajanlarimin  ¢ofunun yiiksek sitotoksisiteye sahip olmasi,

kemorezistansa yol agmasi, tiimor niiksii ve metastazini onleyememesi gibi nedenler
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daha etkin ama daha az sitotoksik ajan ihtiyaciyla birlikte sekonder metabolitlere olan
bu ilgiyi siirekli beslemistir (Dias ve ark. 2012). Bugiin ¢ok sayida bitki-tiirevli anti-
kanser ajanimnin pre-klinik ve klinik c¢aligmalar1 devam etmektedir; muhtemelen
bazilar1 yakin gelecekte anti-kanser ilaci olarak tedavi protokollerindeki yerini
alacaktir.

Sekonder metabolitlerin anti-kanserojen etki mekanizmalar1 hakkinda bilgiler
son yillarda artmis olmakla birlikte, hala yeni bilgiler tanimlanmaya devam
etmektedir. En ¢ok bilinen kanser 6nleme mekanizmasi serbest radikal absorbsiyonu
ya da anti-oksidan enzimlerin ekspresyonlarinin uyarilmasidir (Finley ve ark. 2011;
Lee ve ark. 2013). Ayrica anti-inflamatuar 6zellik sergileyerek; biiyiime, invazyon ve
metastaz iligkili sinyal yolaklarin1t modiile ederek; hiicre dongiisiinii durdurarak;
apoptozu tesvik ederek ya da hormonal mekanizmalarla da anti-kanserojenik 6zellik
gosterebilirler (Thomas ve ark. 2015). Nitekim Epigallokatesin (yesil ¢ay sekonder
metaboliti) hiicre proliferasyonunu inhibe ve apoptozu aktive ederek (Thangapazham
ve ark. 2007); Apigenin (maydanoz), Dicumarol (Sar1 tag yoncasi), Gingerol (Zencefil)
ve Thymol (Kekik) apoptozu uyararak (Kaur ve ark. 2008; Martin ve ark. 2017; Chen
ve ark. 2020; Elbe ve ark. 2020); Sulforaphane (Brokoli) ve Resveratrol (Japon
madimagi, liziim) hiicre dongiisiinii durdurarak ve apoptozu uyararak (Wu ve ark.
2019; Wang ve ark. 2021), anti-kanserojen etki gosterirler. Curcumin (Zerdecal) de
cesitli sinyal yolaklarini diizenler ve p53 ekspresyonunu diizenler (Elena ve ark. 2012).
Quercetin (mor renkli sebze ve meyveler) anti-inflamasyon, pro-oksidasyon, anti-
proliferasyon ve hiicre dongiisiiniin durmasmni kapsayan c¢esitli mekanizmalar
iizerinden etkisini gosterir (Vafadar ve ark. 2020). Baicalein (Cin takkesi) anti-
kanserojenik etkisini MAPK, ERK ve p38 sinyal iletim yolaklarin1 modiile ederek
ortaya koyar (Han ve ark. 2019).

Cok sayidaki fitokimyasal bilesik arasindan FDA onay1 alarak giincel kanser
tedavisinde kullanilan 4 bilesik sinifi vardir: Vinca alkaloidleri, taxanlar, camptothecin
tirevleri ve podophyllotoxinler. Vinca alkaloidleri Catharanthus roseus (rozet
cicegi)'dan elde edilen ilaglarin bir alt simifidir. Mikrotiibiil polimerizasyonunu ve
organizasyonunu engelleyerek mitozu bloke ederler. Vinblastine ve vincristine dogal
olarak izole edilmis alkaloidlerdir. Vinorelbin ve vindensin ise bu gruptaki yari-
sentetik analoglardir. Bu ajanlar 16semi, Hodgkin ve non-Hodgkin lenfomalar,
Kaposi's sarkomu, ilerlemis testikiiler karsinom, meme ve akciger kanserini kapsayan

cesitli kanserlerin tedavisinde kombin kemoterapi seklinde uygulanmaktadir (Amit ve
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ark. 2020). Taxanlar Yew agaci kabugundan elde edilir. Mikrotubiil iizerine etki
ederek hiicre dongiisiinlin durmasma ve mitozun metafaz veya anafazda
sonlandirilmasina neden olur. Meme, bas-boyun, prostat ve mide kanserlerinin
tedavisinde kullanilir. Paclitaxel dogal formu, Docetaxael yari sentetik tlirevidir
(Safarzadeh ve ark. 2014; Amit ve ark. 2020). Camptothecinler, Camptotheca
acuminata (Cin agaci)'dan izole edilirler. DNA Topoizomeraz I inhibitdrii olarak etkili
olurlar. Yar1 sentetik tlirevleri Irinotecan kalin bagirsak ve rektum kanserlerinin,
Topotecan ise tekrarlayan over, kii¢lik hiicreli akciger kanseri ve servikal kanser gibi
cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilir (Amit ve ark. 2020). Phodophyllotoxinler,
Podophyllum peltatum (ayak otu/drdek otu)'dan izole edilir. Phodophyllotoxin
tubuline baglanarak etkili olurken, tiirevleri olan Etoposide ve Teniposide
Topoizomeraz II'yi inhibe ederek is goriirler (Amit ve ark. 2020).

Bu dort ana sinifin disinda bagka siiflardan bitki tiirevli ilaglar da vardir:
Ingenol mebutat (IM) Euphorbia peplus'tan izole edilen diterpene ingenoliin
hidrofobik esteridir. Yiiksek konsantrasyonda hiicre Olimiinii uyarirken, diisiik
konsantrasyonda inflamatuvar yanit1 aktive eder. Homoharringtonine (HHT)
Cephalotaxus cinsi agaglardan izole edilir. Ribozoma baglanarak protein sentezini
inhibe eder. Combretastatinler Combretum caffrum'dan izole edilirler. Bu smf
bilesikleri tubbulin polimerizasyonunu engelleyerek etkili olurlar (Amit ve ark. 2020).

Sekonder metabolitler dort ana smifa ayrilir: Polifenoller, alkaloidler,
terpenoidler ve thioller. Polifenoller flavanoidler, fenolik asitler ve diger non-
flavanoid polifenoller alt gruplarina; alkaloidler gergek alkaloidler, protoalkaloidler,
polyamin alkaloidler, peptid ve siklopeptid alkaloidler alt siniflarina; terpenoidler
karotenoidler ve non-karotenoidler alt siniflarina; thioller de glucosinolatlar, allylic
stilfidler, indoller ve miscellaneous alt siniflarina ayrilirlar (Sekil 2.6; Nguyen ve ark.

2021).
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Fitokimyasallar
(Sekonder Metabolitler)

Pollfenoller AIkanudIer Terpenmdler

1. Flavonoidler 1. Gergek alkaloidler 1. Carotenoidler 1. Glucosinolatlar
a- Flavonoller 2. Protoalkaloidler 2. Non-carotenoidler 2. Allylic siilfidler
b- Flavonlar 3. Poliaminalkaloidler 3.indoller
c- izoflavonlar 4, Peptid ve siklopeptid 4., Miscalleneous
d- Flavononlar alkaloidler
e- Anthocyanidinler 5. Psddoalkaloidler
f- Tanninler

g- Flavanonoller
h- Dihidrochalconlar
2. Fenolik asitler
a- Hidroksibenzoic
asitler
b- Hidroksicinnamic
asit
3. Diger non-flavonoid
polifenoller
a- Stilbenler
b- Curcuminoidler

Sekil 2.6. Fitokimyasallarin siniflandirilmas: (Nguyen ve ark. 2021).

2.3.5. Diosmetin

Diosmetin (3',5,7-trihidroksi-4'metoksi flavon), polifenollerin flavonoid alt
sinifina ait bir flavanoldiir. Kimyasal formiilii C16H1206 seklinde olup (Sekil 2.7;
Patel ve ark. 2013), maydanoz, turunggiller, kasimpati, kekik, zeytin ve baklagil
yapraklarinda bolca bulunur (Yoshikawa ve ark. 2000; Radusien¢ ve ark. 2008; Lin ve
Harnly 2010; Patel ve ark. 2013; Abad-Garcia ve ark. 2014), Diosmetin anti-oksidan
(Liao ve ark. 2014), anti-inflamatuvar (Chandler ve ark. 2010), anti-bakteriyel (Wang
ve ark. 2014), gibi ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahiptir. Hiicresel reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ve malondialdehitin (MDA) olusumunu engelleyerek anti-oksidan
sistem enzimlerinin etkilerini artirir (Liao ve ark. 2014). Proliferasyonu baskilayarak
(Zhao ve ark. 2011; Ge ve ark. 2015), hiicre dongiisiinii durdurarak (Androutsopoulos
ve ark. 2009), apoptozu indiikleyerek (Roma ve ark. 2018), metastazi inhibe ederek

(Liu ve ark. 2016a), anti-karsinojenik aktivite de gosterebilir.
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Sekil 2.7. Diosmetinin kimyasal yapisi. (Patel ve ark. 2013).

2.4. Calismanin Hipotezi

Fitokimyasallarin sahip olduklar1 antikarsinojenik potansiyel cok uzun siireden
beri bilinmektedir. Bu potansiyeldeki beklentinin biiyliik kismini apoptozu tesvik
edebilme ve proliferasyonu engelleyebilme 6zellikleri olusturmaktadir. Bu ¢alismada
da hipotezimiz “Bir bitki sekonder metaboliti olan Diosmetinin antikarsinojenik
etkinligini apoptoz uyarimi ve proliferasyon inhibisyonu iizerinden gosterebilecegi,

apoptozu uyarimini da her iki yolak iizerinden gergeklestirebilecegi” seklindedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler

Deneysel agamada kullanilan cihaz ve techizatlara dair bilgiler Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan makine ve techizat listesi.

Makine/Techizat Model/Markasi
Sogutmal1 Santrifij Niive (NF 200)
ELISA Plaka Okuyucu Biotek Epoch
-20°C Derin Dondurucu Argelik

-80°C Dondurucu VWR Symphony
RT-PCR Bio-Rad CFX Connect
Hassas Terazi KERN-Sohn GmbH
Mikro Santrifii Hettich 200R
Santrifiij Hettich Rotofix 32A
Laminar Flow Kabini Sinif 2 Scanlaf

Buz Makinesi Skotsman

Gili¢c Kaynagi Thermo Scientific
Isik Mikroskobu Olympus

Inverted Mikroskop Olympus

Nanodrop Spektrofotometre Maestro

Co2’li Inkiibator Thermo

Vorteks VWR

Gili¢c Kaynagi Thermo Scientific
Yatay Jel Elektroforezi Cleaver

Jel Gorilintlileme Sistemi Syngene

Otomatik Mikro Pipet Seti Eppendorf

Derin Dondurucu Argelik

Otoklav VWR

Thermal Cycler Peqlab

Manyetik Karistiric Hidolpe

Cell Scraper Biologix

PZR Cihazi/Isisal Dongii Cihazi

Bioneer MyGenie 96 Thermal Block

Deneysel asamada kullanilan saf malzeme ve kimyasallar Tablo 3.2°de

verilmistir.
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Kullanmilan kimyasallar ve sarf malzemeler Marka
Diosmetin Sigma
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Bioshop
Penisilin/Streptomisin Lonza

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) High

Glucose (4.5 g/l), with L-Glutamine

Capricorn Scientific

DPBS-Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Tuzlu Biowest
fosfat tamponu)

L-glutamin VWR
Agaroz Peqlab
Fetal Bovine Serum (FBS) Biowest

Tripsin-EDTA

Capricorn Scientific

Kiristal Viole

Sigma

Trizol

RiboEx

15 ml Santrifiij Tiipleri

Nest Scientific

50 ml Santrifiij Tiipleri

Nest Scientific

5 ml Steril Serolojik Pipet

Nest Scientific

10 ml Steril Serolojik Pipet

Nest Scientific

Steril filtre ucu (0,45 um)

Sarstedt

Trypsin-EDTA (0.25%) in HBSS (1x) with Phenol Red

Capricorn Scientific

Pipetleyici

Labcon

Pastor Pipeti

Superior

24 -Kuyulu Hiicre Kiiltiir Kab1

Nest Scientific

6-Kuyulu Hiicre Kiiltiir Kab1

Nest Scientific

2 Ml Kriyovial Tiip

Isolab

T75 Kultur Flaska

Nest Scientific

T25 Kultura Flaski

Nest Scientific

PCR-8 Seritli Tiipleri

Nest Scientific

PCR-8 Seritli Tiip Kapaklari

Nest Scientific

Deneysel asamada kullanilan kitler Tablo 3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Caligmada kullanilan kitler

Kullanilan kitler Marka

Cell Proliferation Kit (XTT based) Capricorn Scientific

iScript™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad

EvaGreen 2X qPCR MasterMix ABM (Applied Biological Materials)
Cell Death Detection ELISA PLUS 96T Sigma

DNase I, RNase-free (1 U/uL) Thermo Scientific

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Calisgmada kullanilan insan kolon karsinoma hiicre hatlarindan HCT 116
hiicreleri, Dog¢. Dr. Abdullah YALCIN’1n laboratuvarlarindan alinmistir. HCT 116
hiicre hattinin 6zellikleri ve morfolojisi Tablo 3.4 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir. HCT
116 hiicreleri, Laminar Flow Class II igerisinde, % 10 FBS (fetal sigir serumu) ve %1
Penisilin-Streptomisin eklenmis yiiksek glukozlu DMEM besiyerinde (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) (4.5 g/l) kiiltiire edilmistir. Kiiltiire alinan HCT 116
hiicreleri, T25’lik flasklarda 37°C, % 5 CO:; ve % 95 nem igeren etiivde inkiibe
edilmigtir. Hiicre biliylimeleri, 2 gilinde bir inverted mikroskop altinda kontrol

edilmistir.

Tablo 3.4. HCT 116 hiicre hattinin 6zellikleri

Organizma Homo Sapiens, insan

Doku Kolon

Morfolojisi Epitel

Kiiltiir 6zellikleri Adherent (Yapisarak Cogalan)
Hastalik Kolorektal Karsinom

Cinsiyet Erkek

Yas Yetigkin

Kimlik Dogrulama ATCC Hiicre Hatt1
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Sekil 3.1. HCT116 hiicre hattinin (ters) inverted mikroskop goriintiisi.

3.2.1. HCT 116 Hiicre Hattinin Dondurulmasi

Hiicrelerin uzun siire saklanmasi i¢in dondurma islemi gerceklestirilmistir.
Hiicreler flask yiizeyinde % 80-90 yogunluga ulastiktan sonra yiizeyden kalkmalari
icin Tripsin-EDTA eklenerek 3-4 dk siireyle % 95 nem ve % 5 COz sartlarinda inkiibe
edilmistir. Sonrasinda flask ylizeyinden ayrilan hiicreler 15 ml’lik falkon tiipte
toplanarak, 1500 RPM’de 4 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi
uzaklastirilarak pelletin iizerine her bir kriyovial i¢in 9:1 oraninda besiyeri-DMSO
karigimu tiiplere 1’er ml hacimde olacak sekilde dagitilmistir. Hiicreler 6nce -20°C ‘de
1-2 saat kademeli olarak dondurulmus ardindan -80°C’ ye kaldirilarak muhafaza

edilmistir.

3.2.2. HCT 116 Hiicre Hattimin Cozdiiriilmesi

HCT 116 hiicrelerinin ilk defa hiicre ekimi yapilacaginda derin dondurucudan
(-80°C) alinarak c¢ozdiriilme islemi gerceklestirilmistir. Kriyovial tiipler
cozdiiriildiikten sonra igerisindeki hiicreler besiyeri ile homojenize edilerek falkon
tiipe alinmigtir. Hiicreler 1500 RPM’de 4 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
siipernatant aspire edilirken, pellet de besiyeri ile homojenize edilerek % 10 FBS’li
DMEM besiyeri bulunan flasklara ekilmistir. Ekimi gergeklestirilen hiicreler 37°C
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sicaklik, % 95 nem ve % 5 COz sartlarinda etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ekimden
sonraki iki glin boyunca, inverted mikroskop altinda, hiicrelerin flask yiizeyine
yapigsma ve ¢ogalma durumlart gézlenmistir. Hiicrelerin 2-3 giinde bir besiyerleri
degistirilmistir. Besleme islemleri i¢in flask yiizeyinde bulunan besiyeri aspire
edilerek PBS ile tiim yiizeyin yikanmasi saglanmistir. Ardindan flask ylizeyine taze
besiyeri eklenerek inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler flask yiizeyinde % 80-90

konfluent duruma geldiklerinde de pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

3.2.3. HCT 116 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Kiiltiire alinan HCT 116 hiicreleri, inverted mikroskop altinda incelenerek giin
asir1 besleme islemleri gerceklestirilmistir. Hiicreler % 80-90 oraninda konfluent hale
geldiklerinde pasajlama islemi yapilmistir. T25’lik flaskta yer alan besiyeri aspire
edilerek uzaklastirilmistir. Ardindan hiicreler 3 ml PBS ile nazikge yikandiktan sonra
flasktaki PBS aspire edilmistir. Adherent hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasi i¢in 1 ml
Tripsin-EDTA eklenerek % 95 nem, % 5 COz ve 37°C kosullarindaki etiivde 3-4
dakika boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Hiicrelerin flask yiizeyinden tamaminin
kaldirilip kaldirilmadigr inverted mikroskop altinda kontrol edilmistir. Ardindan
Tripsin inaktivasyonu icin flaska DMEM besiyeri eklenmistir. Serolojik pipet
yardimiyla homojenize edilen hiicreler falkon tiipe aktarilmis ve 1500 RPM’de 4
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sonrasinda olusan siipernatant aspire edilerek
uzaklastirilmig ve pellet DMEM besiyeri ile homojen hale getirilerek istenilen hiicre

yogunlugunda flaska ekilmistir.

3.2.4. Etken Madde Dozlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Diosmetin (CisH1206), molekiil agirligi 300.26 g/mol
olan, toz halinde, agik sar1 renkli bir flavonoid bilesigidir. Diosmetinin stok
konsantrasyonu 1000 uM olacak sekilde, tartilan miktar % 0.1’lik DMSO igerisinde
cozdiiriilerek homojen hale getirildikten sonra % 10 serumlu DMEM besiyeri ile
istenilen hacime tamamlanmigtir. Sitotoksisite testi i¢in uygulanan dozlar literatiir
taramalarina gore belirlenmistir. Diosmetin i¢in; 0.625 uM, 1.25 uM, 2.5 uM, 5 uM,
10 uM, 20 uM, 40 puM, 80 uM, 100 uM final konsantrasyonlarinda olacak sekilde,
DMEM besiyeri ile diliie edilerek 9 farkli doz hazirlanmistir. HCT 116 hiicreleri 96
kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina ekimleri gergeklestirilerek 24 saat inkiibasyona

birakilmigtir. Ardindan hiicrelerin yiizeye yapigsma durumlari inverted mikroskop
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altinda incelenmistir. Daha sonra XTT testi i¢in belirlenen farkli diosmetinin dozlar1 3

tekrarli sekilde hiicre plakalarina uygulanarak etiivde inkiibasyona birakilmistir.

3.2.5. Hiicre Sayimi

Pasajlama sonucunda elde edilen pelletin iizerine belirlenen miktarda besiyeri
eklenerek hiicre siispansiyon haline getirilmistir. Hiicre siispansiyonundan (100 pl) ve
Tripan Mavisinden (100 pl) 1:1 oraninda olacak sekilde PCR tiipii icerisinde pipetaj
yapilarak homojenize edilmistir. Thoma lami {iizerine lamel kapatilarak oluk
kisimlarina PCR tiipiindeki karisimdan eklendikten sonra 1sik mikroskobu altinda
hiicre sayimlar1 gerceklestirilmistir. Mikroskop altindaki her bir oluk i¢in canl
hiicreler sayildiktan sonra agagidaki formiilde yerine koyularak hesaplanmistir.

Canli Hiicre Sayis1 / ml= Ortalama canli hiicre sayis1 X Diliisyon faktorii X 10*

10*= Thoma lam1 boyutlarindan elde edilen faktor

3.3. XTT Testi

Diosmetinin HCT 116 hiicreleri iizerinde olusturdugu sitotoksik etki 2,3-bis-
(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT) proliferasyon
kiti ile belirlenmistir. XTT, sar1 renkli tetrazolyum tuzudur ve mitokondrideki
dehidrojenaz enzimi sayesinde turuncu renkli formazan kristallerine indirgenmesi
esasina dayanmaktadir. Bu 6zelligi sayesinde kristallerin renk yogunlugu ELISA
okuyucuda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda 6l¢iilebilmektedir.
Calismada ‘Hiicre Proliferasyon XTT Kiti’ kullanilmis olup dretici firmanin
(Biological Industries) protokoliine gore gergeklestirilmistir.

XTT testi icin 96’11k hiicre kiiltiir plakalarina, her bir kuyuda 100’er pl hacimde
2 X 10 hiicre/kuyu olacak sekilde HCT 116 hiicreleri ekilerek 37 °C, % 95 nem ve %
5 COz igeren etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin yapisma durumu
inverted mikroskopta go6zlendikten sonra besiyerleri uzaklastirilarak diosmetin
dozlari: 0.625 uM, 1.25 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM ve 100
UM konsantrasyonlarinda ve 100 pl hacimde olacak sekilde kuyulara uygulanmistir.
Kontrol grubu kuyularina ise yalnizca % 10 serumlu besiyeri ilave edilmistir. Zamana
bagl etkinin gozlenebilmesi i¢in diosmetin dozlar1 ile muameleler 24, 48 ve 72 saat
boyunca gerceklestirilmistir.

XTT protokoliine gore her bir kuyu icin 100 pl besiyeri, 50 ul XTT reaksiyon

sollisyonu (50/1 oraninda XTT reaktifi ve aktivasyon ¢ozeltisi karigimi) ilave edilerek
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hazirlanmistir. Hazirlanan karisim doz ve kontrol kuyularma 150 pl hacimde
dagitilmigtir. XTT reaksiyon soliisyonu uygulandiktan sonra hiicreler 4 saat boyunca
% 96 nem, % 5 COs igeren etiivde ve 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan doz ve kontrol kuyulariin absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450
nm dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda okunmustur. Tiim doz grubu ve
kontrol grubu kuyularina ait % canlilik ve sitotoksisite degerleri:

% Canlilik = [Doz grubunun absorbansi (OD) / Kontrol grubunun absorbansi
(OD)] X100

% Sitotoksisite = [I- (Doz grubunun absorbansi / Kontrol grubunun
absorbansi)] X 10

formiillerine gore hesaplanmustir.

3.4. Koloni Olusum Testi

XTT testi sonuclarina gore belirlenen sitotoksik 5 uM, 7,5 uM ve 10 pM’lik
farkli diosmetin dozlar1 ile muamele edilen HCT 116 hiicrelerinin, koloni olusturma
yeteneklerinin nasil etkilendigini belirlemek amaciyla koloni olusum testi
gerceklestirilmistir.

ilk olarak 6 kuyulu plakalara 2x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilmig
ve 37°C sicakliga ayarli % 5 CO, ve % 96 nem igeren etiivde 24 saat inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin yiizeye yapismalart 151tk mikroskobu altinda kontrol edildikten sonra
belirlenen diosmetin dozlar1 ii¢ tekrarli sekilde uygulanirken, kontrol grubu
hiicrelerinin ortamlar1 da taze besiyeri ile degistirilmistir. Hiicrelerin iki glinde bir
olacak sekilde besleme islemleri gergeklestirilerek koloni olusumlarinin kontrolii
saglanmistir. Altinct giiniin sonunda hiicreler PBS ile yikandiktan sonra soguk
metanolle -20°C’de’de 10 dakika fikse edilmistir. Siire sonunda metanol aspire
edilerek fikse olan hiicreler kristal viole boyas1 (500 pl) ile 10 dakika oda sicakliginda
muamele edilmistir. Ardindan doz ve kontrol kuyulari steril distile su ile durulanarak
boyadan armdirilmigtir. Boyanan doz ve kontrol grubu kuyularindaki koloniler

fotograflanmis ve sonrasinda sayilarak, degerlendirilmistir.
3.5. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi
XTT testi sonrasi belirlenen diosmetin konsantrasyonlar1 ile muamele edilen

doz grubu hiicreleri ile kontrol grubu hiicrelerinin gen ekspresyon analizleri gergek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) ile gerceklestirilmistir.
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3.5.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu RiboEx (GenAll) kullanilarak gerceklestirilmistir. Alti
kuyulu hiicre plakalarma 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre ekimi
gerceklestirilmis, ardindan plakalar % 96 nem, % 5 CO> ve 37°C etlivde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin plaka yilizeyine yapismalart ve ¢ogalmalari
mikroskop altinda kontrol edildikten sonra 5pM, 7,5 uM ve 10uM seklinde belirlenen
diosmetin dozlar1 mikroplaka kuyularina uygulanarak 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Hiicreleri kaldirmak ig¢in, her kuyuya 500 pl trizol eklenerek oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Hiicre kaziyicisi yardimiyla yilizeyden kaldirilan
hiicreler ependorf tiiplerine aktarilmigtir. Daha sonra tiiplerin tizerine 100 ul kloroform
eklenerek 15 saniye boyunca vortekslenmis ve 15 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan &rnekler +4°C” de 12000 RPM’de
15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 en iist faz mikropipet yardimiyla
alinarak yeni eppendorf tliplerine aktarilmistir. RNA’nin bulundugu iist fazin {izerine;
yavas yavas 500 pl izopropanal eklendikten sonra birkac kez alt iist edilmis ve
sonrasinda +4°C’ de 12000 RPM’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin
ardindan olusan siipernatant uzaklastirilarak pelletin tizerine 500 ul % 70’lik etanol
eklenmistir. Daha sonra +4°C’ de 12000 RPM 10 dk santrifiij edilerek olusan
siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra tamamen kurutulmasi saglanmistir. Pellet
35 ul RNase-DNase free su (NFW) ile nazikge homojenize edilerek RNA’nin
tamamen ¢ozdiriilmesi saglanmistir. Elde edilen RNA’lar kullanilana kadar -80’de
saklanmustir. izole edilen RNA’larm miktar1 ve kalitesi Nanodrop cihazi kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Her bir RNA numunesinin UV 6l¢iimlerinde A260/A280 i¢in 2+0.1,
A260/A230 i¢in 2,0-2,4 arasindaki degerleri dikkate alinmistir.

3.5.2. RNA orneklerinin Yatay Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

RNA orneklerinin kalitesinin tespiti i¢in 1 pg’lik RNA ornekleri, 5 pl 6X
yiikleme boyasi karistirilarak niikleaz icermeyen su ile 12 pl hacime tamamlanmistir.
Sonrasinda drnekler % 1°lik agaroz jele yiiklenerek, yatay jel elektroforezinde 90 V’ta
40 dakika boyunca yiiriitiilmiis ve UV jel goriintiileme sisteminde 28S ve 18S rRNA
bantlar1 jelde gozlenmistir (Sekil 3.2).
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— Genomik DNA

— 28S rRNA

— 18S rRNA

Sekil 3.2. RNA’nin yatay jel elektroforez goriintiisii.

3.5.3. DNase Uygulamasi

DNase I enzimi (RNase-free) (Thermo Fisher Scientific) muamelesi iiretici firmanin
talimatlarina gore, 6rneklerin olasi1 genomik DNA kontaminasyonundan arindirtlmasi i¢in
gerceklestirilmistir. Protokole gore 2 ng RNA, 2 pl 10X Buffer (MgClz), 2 ul DNaz-1
enzimi, niikleaz icermeyen su ile 20 pl toplam hacime tamamlanarak, 37°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda her bir tiipe 2 ul 50 mM EDTA ilave edilerek
65°C°del0 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasmda RNA 6rneklerinin Nanadrop
ile tekrar Olgtimleri gergeklestirilerek kaydedilmistir.

3.5.4. cDNA sentezi

DNase I enzimi muamelesinin ardindan cDNA sentezi, iScript™ cDNA Sentez
Kiti (Bio-Rad) ile iiretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek
icin 0,1 ml hacimli PZR tiip igerisine 1 pg RNA, 4 ul 5X iScript reaksiyon mix, 1 pl
iScript reverse transkriptaz ilave edilmis ve hacmi niikleaz icermeyen su ile toplamda
20 pl’ye tamamlanmistir. Sonrasinda thermal cycler cihazinda +25°C’de 5 dakika,
46°C’de 20 dakika ve 95°C’de 1 dakika inkiibasyona birakilarak tek zincirli cDNA

sentezi gerceklestirilmigtir. cDNA 6rnekleri kullanilana kadar -80°C’de saklanmustir.
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3.5.5. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Diosmetinin ICso dozu ile muamele edilmis HCT 116 hiicrelerinde, apoptoz ve
hiicre dongiisii ile iligkili secilen genlerin mRNA ifadelerinin analizi i¢in gercek
zamanli kantitatif PZR sistemi (Bio-Rad CFX Connect) kullanilmistir. Caligilan
genlere ait primer dizileri IDT PrimerQuest (https://eu.idtdna.com/site) programi
kullanilarak tasarlanmistir. Belirlenen genlerin ekpresyonlarinin kantitatif olarak
belirlenmesi i¢in boya olarak, ¢ift iplikli DNA’ya baglanabilen EvaGreen 2X qPCR
Mastermix (Applied Biological Materials) kullanilmistir. Bu reaksiyon igin; 5 pl
EvaGreen 2X qPCR mastermix, 5 pMol ileri primer ve 5 pMol geri primer ve 2 ul
cDNA, 10 pl total hacime niikleaz igermeyen su ile tamamlanarak karigim
hazirlanmistir.

Reaksiyonun, enzim aktivasyon basamagi +95°C’de 4 dakika, amplifikasyon
basamagi 40 dongii (95°C’de 30 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye) olacak
sekilde Bio-Rad CFX Connect cihazinda gergeklestirilmistir. Bu basamagin ardindan
95°C’de 10 saniye boyunca denatiirasyon basamagi uygulanmistir. Sonrasinda erime
egrisi (melting curve) analizi i¢in dnce sicaklik 60°C’ye diisiiriilmiis ve sonrasinda da
95°C’ye kadar saniyede 0,2°C olacak sekilde kademeli olarak 1s1 artig1 uygulanmis ve
bu 1silardaki optik 6l¢iimler yapilarak erime egrisi grafigi olusturulmustur. Gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda optik analiz sonucu elde edilen veriler Ct
olarak kaydedilmistir. Apoptoz ile iligkili belirlenen genlerin ifade diizeyleri GAPDH

housekeeping referans geni ile normalize edilmistir.

3.6. DNA Fragmentasyon Testi

Diosmetinin  {i¢  farkli  dozunun apoptoz iizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesinde, Cell Death Detection ELISA PLUS (Roche) testi kullanilmistir.
Test, kantitatif diizeyde sandvi¢-enzim immiinolojik test prensibine dayanmakta olup
DNA ve histonlara yonelik fare monoklonal antikorlarini kullanarak, hiicre lizatlarinin
sitoplazmik fraksiyonunda mono- ve oligoniikleozomlarin spesifik olarak
belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu da apoptoz sirasinda meydana gelen DNA
fragmentasyonlarin tespit edilmesini saglar. Cell Death Detection ELISA PLUS
(Roche) testi; duyarlilign yiiksek, spesifik ve 3-4 saat gibi kisa bir siirede sonug

vermektedir.
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Bu testin analizi i¢in ilk olarak 24 kuyulu hiicre plakalarina 5x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde hiicreler ekildikten 24 saat sonra diosmetinin 5 pM, 7,5 uM ve 10 uM
dozlar1 ve kontrol grubu olarak da diosmetin igermeyen taze besiyeri ile 48 saat
muamele edilmistir. Sonrasinda hiicreler tripsinize edilmis ve her bir doz ve kontrol
kuyusu hiicreleri tekrar sayilarak 96 kuyulu hiicre plakalarma 100 pl hacimde 10*
hiicre/kuyu olacak sekilde 3 tekrarli ekildikten sonra 37°C’de % 5 COz igeren etiivde
4 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka 200 g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Olusan siipernatant nazikc¢e uzaklastirildiktan sonra hiicre
pelleti 200 pl Lysis Buffer ile resiispanse edilmis ve mikroplaka +15°C ile +25°C
arasinda 30 dakika inkiibe edilmistir. Elde edilen lizat 200 g’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra her bir drnegin siipernatantindan 20 pl alinarak streaptavidin kapl
mikroplaka kuyularina aktarilmistir. Her bir 6rnek i¢in 72 pl incubation buffer, 4 ul
Anti-histon-Biotin ve 4 pul Anti-DNA-POD karigtirilarak toplamda 80 pl hacimde
immiinoreagent hazirlanmistir. Her bir 6rnek lizatinin eklendigi kuyularin iizerine 80
pul immiinoreagent ilave edilerek, 300 RPM’de 2 saat boyunca karistiricida
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda soliisyonlar nazikce uzaklastirilmis ve her bir
kuyu ii¢ defa 300 pul incubation buffer ile durulanmistir. Buffer uzaklastirildiktan sonra
100 ul ABTS soliisyonu eklenmis ve renk degisimi gozlenene kadar 250 RPM’de 15
dakika karistiricida inkiibe edilmistir. Sonrasinda 100 pl stop soliisyonu ilave edilerek,
ELISA okuyucu cihazinda her bir 6rnegin absorbans degerleri (OD), 405 nm dalga

boyunda ve 490 nm referans araliginda ol¢iilmiistiir.

3.7. istatistiksel Analiz

Deneyler {i¢ tekrarli ¢calisilmis ve elde edilen sonuglar ortalama+standart sapma
(SD) olarak ifade edilmistir. Hiicre Canlili1 analizi i¢in GraphPad Prism 8 programi
kullanilmistir. Hedef genlerin mRNA ifadesindeki degisikliklerin istatistiksel olarak
anlamliligmmi belirlemek i¢in online tabanli “RT2 Profiler TM PCR Array Data
Analysis” programi kullanilmistir. Koloni ve ELISA testi sonuglari, SPSS 20.0
istatistiksel analiz programi kullanilarak tek yonliit ANOVA testi ile analiz edilmistir.

p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Diosmetinin HCT 116 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik EtKisi

Diosmetinin, HCT 116 hiicreleri tizerindeki sitotoksitesi XTT proliferasyon
testi ile belirlenmistir. Diosmetinin 9 farkli dozu sirastyla 0.625 pM, 1.25 uM, 2.5 uM,
5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 pM, 80uM, 100uM final konsantrasyonlarinda olacak
sekilde HCT 116 hiicrelerine uygulanarak 24, 48 ve 72 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Diosmetinin 48. saatteki ICso degeri 7,5 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.1
ve Sekil 4.2). Diger deneylerde ICso degerine ICso’nin iistiinde ve altindaki iki farkli
diosmetin konsantrasyonu da eklenerek, doz grubu hiicreler 3 farkli konsantrasyonla

(5uM, 7,5 uM, 10uM) muamele edilmistir.

Sekil 4.1. XTT proliferasyon testinin 48. saatteki renk degisimi goriintiisii
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Sekil 4.2. Diosmetinin doz ve zaman bagimli olarak HCT 116 hiicre hattindaki hiicre canlilig iizerine
etkisi.
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4.2. Diosmetinin Koloni Olusumu Uzerindeki EtKisi

Koloni olusum testi ile diosmetinin doz ve zaman bagimli muamelesinin,
kontrol grubu hiicrelerine goére koloni olusturma yetenekleri karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Bu test i¢in, HCT 116 hiicreleri, XTT proliferasyon testi
sonuglarina gore belirlenen 5 uM, 7,5 uM ve 10 uM diosmetin dozlar ile 48 saat
muamele edilmistir. Elde edilen sonucglara gore, diosmetinin tim doz grubu
uygulamalarinin, koloni olusumunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde inhibe ettigi
goriilmiistiir. HCT 116 hiicre hattinda koloni sayis1 ortalamalarinin kontrol gurubunda
476£15,1; 5 uM, 7.5 uM ve 10 uM diosmetin doz gruplarinda ise sirasiyla,
248,33+3,51; 201£30,44; 106,33+8,14 oldugu belirlenmistir. Kontrol grubu
hiicrelerine gore diosmetinin S5pM, 7,5 uM ve 10 uM dozlarinin, koloni olusumunu
sirastyla %47,9+8,3; %57,8+5,6; %77,7349,2 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Diosmetinin farkli dozlarinin koloni olusumlart iizerine etkisi. A) Diosmetinin {i¢ farkli
dozunun uygulandigt HCT 116 hiicre hattindaki koloni sayilarinin karsilastirilmasi. (Kontrol grubuna
kiyasla, *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001). B) Diosmetinin ii¢ farkli dozu (5 pM, 7,5 uM ve 10 pM)
ile muamele edilen HCT 116 hiicrelerinde koloni olugumlari.

4.3. Diosmetinin, Apoptoz ve Hiicre Dongiisii ile Iliskili Genlerin Ekspresyonu

Uzerindeki Etkisi

HCT 116 hiicreleri, diosmetinin 48. saatteki ICso dozu olan 7,5 uM ile
muamelesinin ardindan apoptoz ve hiicre dongiisii ile iligkili genlerin ekspresyon

seviyelerindeki degisiklikler Tablo 4.1°de gosterilmistir. Apoptoz ile iliskili TP53,
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BAX, Kaspaz 3, Kaspaz 7, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Kaspaz 10, FAS, FADD, CYCS, TNF,
TNFR2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli (p<0,05) artis; BCL-2 gen
ekspresyonunda ise anlamli azalis gozlenmistir. Hiicre dongiisiinde 6nemli rol
oynayan RB1 gen ekspresyonunda anlamli diizeyde artis, E2F4, CCND3, CDK4,
CDKG®6 gen ekspresyonlarinda ise anlamli diizeyde azalis belirlenmistir.

Tablo 4.1. Diosmetinin ICso dozu ile muamele edilen HCT 116 hiicre hattinda, apoptoz ve hiicre
dongiisil ile iliskili genler iizerindeki etkisi.

Gen Kat Degisimi P degeri
TPS3 10,23 £0.2 0.000000
BAX 11,16 + 0,035 0.000001
BCL-2 -12,25 £ 0,14 0.000096
Kaspaz 3 5.45+ 0,135 0.000111
Kaspaz 7 8.94 + 0,405 0.005322
Kaspaz8 10,09 + 0,075 0.000013
Kaspaz 9 2.66 = 0,015 0.004128
Kaspaz 10 1.71 £ 1,06 0.278723
FAS 7,24 £ 0,04 0.000008
FADD 1.54 + 0,225 0.018043
CYCS 3.24 £0,01 0.000001
PPARG -1,24 + 0,085 0.297565
TNF 1,54 + 0,045 0.019829
TNFR1 32,45+ 0,99 0.060122
TNFR2 3,29 + 0,04 0.000002
RB1 3,61 +£0,01 0.000010
E2F4 -1,03 + 0,175 0.786134
CCND1 1,25+ 0,31 0.238257
CCND2 1,54 £ 0,945 0.483945
CCND3 -1,61 £ 0,1 0.019097
CDK4 -1.99 + 0,305 0.017360
CDKG6 -1,89 + 0,02 0.007885

4.4. DNA Fragmentasyon Analizi

Calismamizda diosmetinin  indiikledigi apoptotik hiicre  Sliimiiniin
belirteglerinden biri olan DNA fragmentasyon seviyesinin belirlenmesinde
kolorimetrik tabanl bir test olan “Cell Death Detection Elisa Plus” kiti kullanilmistir.
Diosmetinin apoptotik etkilerini belirlemek i¢in, 5 uM, 7,5 uM, 10 uM olmak iizere
ti¢ farkli doz konsantrasyonu sec¢ilmistir. Doz grubu (5 uM, 7,5 uM, 10 uM) HCT 116
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hiicrelerinde 48. saatte gozlemlenen DNA fragmentasyon oraninin (Enrichment
Factor) kontrol grubuna gore sirasiyla, 3,17+1,5 (ns); 6,29+0,79 (p<0,001);
22,44+0,85 (p<0,0001) kat arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Diosmetin uygulamasinin HCT 116 hiicrelerinde DNA fragmentasyon oranlarina etkisi
(*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001).
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5. TARTISMA

KRK klinik/molekiiler 6zellikleri ve prognozu hastadan hastaya farklilik
gosteren heterojen bir hastaliktir. Hastalarin 1/3’{ine yakini ancak hastaligin ileri
evresinde tami alabilmektedir. Ilerlemis KRK’da 5 yillik sagkalim ise son derece
diisiiktiir. Bu nedenle erken teshis KRK’da 6ncelikli hedeftir (Rodriguez-Salas ve ark.
2017, Dawood 2018). Erken evrede tan1 alabilen ve tedaviye baglanan hastalarda da
hastaligin tekrarlama oraninin yiiksek olmasi, bir siire sonra kemoterapiye direng
gelistirmesi ve kullanilan terapdtiklerin siddetli yan etkilerinin bulunmasi hastaligin
tedavi ve takibini zorlu hale getirmektedir. Bitkilerde bulunan fitokimyasallar uzun
zamandan beri kanserlerin dnlenmesinde/tedavisinde terapétik bir ajan aday1 olarak
arastirilmaktadir. Biz de bu calismada bir bitki fitokimyasali olan Diosmetinin HCT
116 hiicrelerindeki anti-karsinojenik etkisini ve bu etkinin mekanizmasini ortaya
koymay1 amagladik. Diosmetin turuncggiller, baklagiller, zeytin, kekik, maydanoz ve
kasimpatida bolca bulunan, polifenollerin flavonoid alt sinifina ait bir flavanoldiir
(Yoshikawa ve ark. 2000; Lin ve Harnly 2010; Abad-Garcia ve ark. 2014).
Diosmetinin anti-karsinojenik etkinlikleri en ¢ok karaciger karsinomlar1 olmak {izere
cesitli kanserlerde degerlendirilmistir. Bu ¢aligmalardan birinde Diosmetinin anti-
metastatik etkileri hepatoselliiler karsinom hiicre hatlarinda (SK-HEP-1 ve MHcc97H)
arastirtlmis ve bu amacla migrasyon, yara iyilesmesi ve motilite testleri; ardindan da
metastatik siiregle iligkili genlerin ve proteinlerin ekspresyon diizeyleri i¢cin RT-qPCR
ve Western Blot analiz yontemleri gergeklestirilmistir. Calismadan elde edilen
bulgular Diosmetinin PKC/MAPK/MMP  yolaklar1 araciliiyla MMP-2/9
ekspresyonunu asag1 regiile ettigini ve dolayisiyla metastaz1 engelledigini ortaya
koymustur (Liu ve ark. 2016a).

Hepatoselliiler karsinom HepG2 hiicrelerinde de Diosmetinin anti-karsinojenik
etkileri Liu ve ark. (2016b) tarafindan arastirilmistir. Arastirmacilar ¢aligmalarinda
Diosmetinin proliferasyon, apoptoz ve otofaji iizerindeki etkilerini MTT analizi,
Annexin V boyamast ve elektron mikroskobu/green fluorescent protein (GFP)-
mikrotubiil iliskili protein 1 hafif zincir (LC3) transfeksiyon/LysoTracker Red
boyamasi ile degerlendirmislerdir. Arastirmacilar ayrica Diosmetin ile otofaji,
proliferasyon ve apoptoz arasindaki ilskiyi ortaya koymak ic¢in otofaji inhibitorii
Bafilomycin Al (BA1) uygulamiglardir. Western Blot analizi ile de otofaji- ve

apoptoz-iligkili proteinlerin ekspresyon durumlarini degerlendirmislerdir. Liu ve ark.
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(2016b), calismanin  sonunda Diosmetinin  HepG2  hiicrelerinde  hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini ve mTOR yolaginin regiilasyonu yoluyla apoptozu
uyardigini gostermislerdir ve Diosmetinin hepatoselliiler karsinom tedavisi igin
potansiyel bir terapdtik ajan olabilecegini ileri stirmiislerdir. HepG2 hiicrelerinde
gerceklestirilen bagka bir ¢alismada da Annexin iodide (PI) ikili boyamasi, MTT ve
CCKS8 analizi, Western Blot ve Immiinofloresan (IF) yontemler gergeklestirilerek
Diosmetinin proliferasyonu inhibe ettigi ve p53 ekspresyonunu arttirdig1 saptanmistir
(Liu ve ark. 2016). Calismada Diosmetin ile muamele edilmis HepG2 hiicrelerine
rekombinant TGF-f verilmis ve bu uygulamanin proliferasyonun inhibisyonunu ve
apoptozu kismen tersine ¢evirdigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ TGF-f ve TGF-f reseptor
sinyal iletiminin HepG2 hiicrelerinde Diosmetin ile uyarilan apoptozun ana hedefi
olabilecegi goriisiine yol agcmustir. Yine HepG2 hiicreleri ile yapilan diger bir
caligmada (Qiao ve ark. 2016) MTT analizi, Annexin V/PI boyamasi, Western blot
analizi, immiinofloresan (IF) ve koloni olusum testlerinin sonucunda Diosmetinin p53-
bagimli apoptoz yolaginin aktivasyonunu saglayarak apoptozu uyardigini ve Notch3
reseptOr ekspresyonunu agagi regiile ederek NF-kB sagkalim yolagini inhibe ettigini
gostermislerdir. MTT analizi, Flow sitometrisi, Western blot (hiicre dongiisii- ve
apoptoz-iligkili proteinler) ve transfeksiyon (Checkpoint kinase 1, Chkl-siRNA;
Checkpoint kinase 2, Chk2-siRNA ve BCL-2-siRNA) yontemlerinin HepG2 ve HCC-
LM3 hiicrelerinde uygulandig1 bagka bir ¢calismada (Ma ve Zhang 2020), Diosmetinin
proliferasyonu inhibe ederken, apoptozu ve hiicre dongiisiiniin durmasini tesvik ettigi
belirlenmistir. Ayrica Diosmetinin hiicre dongiisiinii Chk2'yi hedefleyerek G2/M'de
durdurdugu saptanmastir.

Diosmetinin anti-karsinojenik 6zellikleri Glioma hiicrelerinde de ¢alisilmistir
(Yan ve ark. 2020). Calismada glioma hiicrelerinde MTT, yara iyilesmesi ve transwell
analizleri yapilirken, Western blot yontemi ile apoptoz-iliskili proteinler ile TGF-f, E-
cadherin, fosforillenmis ve fosforillenmemis Smad2 ve Smad3 proteinlerinin
diizeyleri degerlendirilmistir. Ayrica glioma U251 hiicrelerinin gelisimi ve ilerlemesi
fare modeli kullanilarak in vivo sekilde gézlenmistir. Caligmadan elde edilen sonuglar
Diosmetinin proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu, TGF-f yolagimi ve BCL-2
ekspresyonunu inhibe ettigini, E-cadherin, BAX ve kesilmis Kaspaz 3 ekspresyonunda
onemli artisa yol agtifin1 gdstermistir. Yine sonuglara gore Diosmetin glioma

hiicrelerinin tiimdrojenitesini in vivo azaltmis ve apoptozu uyarmistir. Bu sonuglardan
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hareketle Diosmetinin glioma hiicre bliytimesini E-cadherin ekspresyonunu aktive ve
TGF-f sinyal ileti yolagini inhibe ederek baskiladig: stirtilmiistiir.

Zhao ve ark. (2021), over kanser hiicreleri (A2780 ve SKOV3) iizerinde
gerceklestirdikleri calismalarinda Diosmetin muamelesi sonrast CCKS hiicre canlilik
testi, koloni olusum testi, yara iyilesme testi, transwell invazyon testi, apoptoz igin
Flow sitometrisi ile Nrf2 plazmid transfeksiyonu uygulamiglar ve Diosmetinin
proliferasyon, migrasyon ve invazyonu inhibe ettigini, apoptozu da uyardigin tespit
etmislerdir. Yine arastirmacilar ¢aligmada Diosmetinin BAX, kesilmis Kaspaz 3 ve
PARP diizeylerini yukar1 regiile ederken, BCL-2 diizeyini de asag1 regiile ettigini
belirlemislerdir. Ayrica Nrf2'nin asir1 ekspresyonunun diosmetin tarafindan uyarilan
apoptozu ve proliferasyonun inhibisyonunu kismen baskiladigini bulmuslardir.

Prostat kanseri hiicreleri (LNCap ve PC-3) ile gerceklestirilen bir ¢aligmada
(Oak ve ark. 2018), apoptoz- ve hiicre dongiisii-iliskili proteinlerin ekspresyonu i¢in
Western blot; hiicre donglisli analizi i¢in Flow sitometrisi ile gerceklestirilmistir.
Diosmetinin siklin D1, Cdk2 ve Cdk4, BAX, p27%®! ve FOXO3 protein ekspresyon
diizeylerinde artisa, c-Myc ve BCL-2 protein ekspresyonunda da azalisa yol agtigi
gozlenmistir. Bu sonuglara dayanarak arastirmacilar Diosmetinin protein ekspresyonu
izerindeki modiilator etkisine dikkat cekmisler ve Diosmetinin apoptik mekanizmay1
XIAP’1 (X-linked inhibitor of apoptosis) inhibe ederek ve kesilmis Kaspaz 3
ekspresyon diizeylerini artirarak harekete geciriyor olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Diosmetinin meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) tiimdrogenezi
baskilayici etkisini ortaya koymay1 amaclayan bir ¢alismada hiicre canliliginin tespiti
icin CCK-8, laktat dehidrogenaz sizintisinin tespiti icin LDH testi, mitokondriyal
membran potansiyelini ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini (ROS) 6lgmek icin de
reverse floresan mikroskopisi yontemleri kullanilmigtir (Wang ve ark. 2019).
Apoptozun ve hiicre dongiisiiniin degerlendirilmesi Flow sitometrisi ile yapilirken,
apoptoz- ve hiicre dongiisii-iliskili genlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler RT-
qPCR ve Western blot yontemleri ile belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda
Diosmetinin MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde 6nemli sitotoksik etkiler sergiledigi,
Bcl-2 ve siklin D1 ekspresyonlarini agsagi regiile ederken; p53, BAX, Kaspaz 3, Kaspaz
9 ve kesilmis Kaspaz 3 ekspresyonlarini yukari regiile ettigi saptanmistir. Boylece
Diosmetinin meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiistinli durdurarak ve mitokondri

aracilt apoptoz i¢ yolagimi uyararak anti-proliferatif ve pro-apoptik potansiyel
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sergiledigi, meme kanserinin Onlenmesinde/tedavisinde aktif dogal ajanlar olarak
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Diosmetinin anti-karsinojenik potansiyeli kiiclik hiicreli olmayan akciger
kanserinde (Chen ve ark. 2018), ve deri kanserinde (Choi ve ark. 2019), de
calisilmistir. Bu ¢aligmalardan ilki kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri
(HLF-1 ve BEAS-2B) ve immiin defisit fareler ile ger¢eklestirilmis, Diosmetin
paclitaxel ile kombine edilmistir. Hiicre canliligi, apoptoz ve ROS ile ilgili
degisiklikler icin MTT testi, Flow sitometrisi ve floresan prob DCFH-DA uygulanmus,
protein ve mRNA ekspresyon analizleri i¢cin de Western blot ve RT-qPZR yontemleri
gerceklestirilmistir. Farelere inokiile edilen tiimoérler Ol¢lilmiis ve vital organlar
histolojik/immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar
Diosmetinin PI3K/Akt/GSK-3B yolaginin bozulmasiyla Nrf2 stabilitesini azaltarak
kanser hiicrelerinde ROS iiretimini uyardigini; ROS birikimi sayesinde de segici
olarak kanser hiicrelerinin apoptozunu tesvik ettigini ortaya koymustur. Ksenograft
caligmalarinin sonuglarina gore de Diosmetin ve Paclitaxel kombinasyonu sinerjistik
olarak kanser hiicrelerini baskilamistir. Vital organlarin histolojik incelemesinde ise
Diosmetine dair bir sitotoksisiteye rastlanmamistir. Bu sonuglar iizerine arastiricilar
Diosmetinin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde adjuvan tedavi igin aday
olabilecegini dngdrmiislerdir. Deri kanserinde gerceklestirilen ¢aligmada (Choi ve ark.
2019), da Diosmetinin tiimor biiylimesi, anjiyogenez ve metastaz iizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu amagla B16F10 melanom hiicreleri ile
insan umblikal ven endotel hiicreleri ve BI16F10 fare melanom modeli kullanilmistir.
Calismanin bulgular1 Diosmetinin hiicre 6liimiinii uyararak, anjiyogenezi engelleyerek
ve defektif tiimor vaskiiler yapisini normalize ederek timor ilerleyisini ve metastazi
baskiladigini ortaya koymustur.

Kolon kanserinde gerceklestirilen iki ¢alismanin ilkinde farelerde kolon
kanseri HCT 116 hiicre ksenograftlar1 ile calisilmistir (Koosha ve ark. 2019a).
Diosmetin uygulamasinin farelerdeki tiimor gelisimi iizerindeki etkileri takip edilmis
ve apoptoz-iligkili proteinlerin ekspresyon degisiklikleri Western blot yontemi ile
degerlendirilmistir. Calismanin sonunda Diosmetinin HCT 116 hiicrelerinin timor
biiylimesini azalttig: tespit edilmistir. Ikinci calisma yine aym arastiricilara aittir
(Koosha ve ark. 2019b). Bu ¢alismada da Diosmetinin HCT 116 hiicrelerindeki anti-

karsinojenik etkisinin molekiiler mekanizmasimin ortaya konmasi amaglanmistir.
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Calismanin sonuglart Diosmetinin hiicre dongiisiinii G2/M'de durdurdugunu ve
apoptozu uyardigini géstermistir.

Mevcut ¢aligmada Diosmetin uygulanan HCT 116 hiicrelerinde Diosmetinin
sitotoksisite, proliferasyon ve apoptoz Tiizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Diosmetin uygulanan HCT 116 hiicrelerinde ICso degeri 7,5 uM olarak bulunmustur.
Uygulanan Koloni Olusum Testi sonucunda Diosmetinin proliferasyonu 5 uM; 7,5
uM ve 10 uM'lik dozlar i¢in sirasiyla % 47,948,3; % 57,8+5,6 ve % 77,73£9,2
oraninda doz-bagimli sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir. Diosmetinin kanser
hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki baskilayici etkisi bagka kanser tiplerinde de
saptanmig ve bu etki sagkalim yolaklarinin inhibisyonu ve/veya hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi ile ilintilendirilmistir (Liu ve ark. 2016a; Koosha ve ark. 2019b; Ma ve
Zhang 2020; Yan ve ark. 2020). Calismamizda sagkalim yolaklarin1 ve hiicre
dongiisiinii degerlendirmemis olmakla birlikte; p53 ve RB1 ekspresyonlarinin yukari
regiile ve siklin D3, Cdk4 ve Cdké6 ekspresyonlarinin da asagi regiile olmus olmasi,
hiicre dongiisiiniin G1'de durdurulmus olabilecegini ve bunun da p53 sinyal yolu ile
gerceklesmis olabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir. Diosmetinin hiicre dongiisii
tizerindeki etkilerini degerlendiren c¢aligmalarin bir kisminda dongliniin G2/M'de
(Koosha ve ark. 2019b; Ma ve Zhang 2020), bir kisminda ise G1'de (Androutsopoulos
ve ark. 2009), durdurulduguna dair veriler bulunmaktadir. Diosmetinin hiicre dongiisii
tizerindeki bu farkli etkilerinin kanser hiicreleri arasindaki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi ongdriilmektedir (Koosha ve ark. 2019).

Apoptozdan kagis kanser hiicrelerinin daha uzun siire hayatta kalmalarina
imkan taniyan ve onlara invazif ve metastatik olabilmelerini saglayacak mutasyonlarin
birikmesi i¢in zaman kazandiran bir 6zellikleridir (Hassan ve ark. 2014). Bu nedenle
apoptoz mekanizmalarini hedef alan tedavi yaklagimlar1 farkli kanser tiirlerinin
tedavisi i¢in umut verici bir strateji olarak kabul edilmektedir (Choi ve ark. 2019).
Calismamizda Diosmetinin HCT 116 hiicrelerinde apoptoz iizerinde etkili olup
olmadigini degerlendirmek i¢in "Cell Death Detection Elisa Plus" kiti kullanarak DNA
fragmentasyon analizi gerceklestirdik. Analiz sonuglarina gére Diosmetin uygulamast
HCT 116 hiicrelerinde apoptozun gostergelerinden olan DNA fragmentasyonunu doz-
bagimli sekilde artirmistir (5 uM doz i¢in 3,17+1,5 kat; 7,5 uM doz i¢in 6,29+0,79 kat
ve 10 uM doz icin 22,44+0,85 kat artis). Apoptoz-iliskili genlerin ekspresyon
analizinde ise p53, BAX, Kaspaz 3, Kaspaz 7, Kaspaz 8, Kaspaz 9, FAS, FADD,

Sitokrom c, TNF, TNF Reseptor 1 ve 2 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki anlaml
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diizeyde artis; BCL-2 ekspresyon seviyesinde anlamli diizeyde azalis saptanmustir. ¢
apoptik yolaga 6zgii genlerden BAX, Kaspaz 9 ve Sitokrom c ekspresyonlarinda artis
ve BCL-2 ekspresyonunda azalis ile dis apoptik yolaga 6zgii genlerden Kaspaz 8, FAS,
FADD, TNF, TNF Reseptor 1 ve 2 ekspresyonlarinda artig Diosmetinin HCT 116
hiicrelerinde her iki apoptoz yolagint modiile ettigin ve apoptozu her iki yolak
iizerinden de uyardigini ortaya koymaktadir. i¢ apoptik yolak BCL-2 ailesi proteinleri
tarafindan diizenlenir (Chresta ve ark. 1996). Hiicrenin apoptoz kaderi aslinda
BAX/BCL-2 orami ile belirlenir. BCL-2, BAX ile bir heterodimer olusturur ve bu
etkilesim BAX'in proapoptik fonksiyonlarint bloke eder. Ancak BAX/BCL-2
oranindaki artig (BAX ekspresyonunun artmast ve BCL-2 ekspresyonunun azalmast),
ic apoptik yolagin mekanizmasini yani mitokondriyal membran gegirgenliginin
artmasini, bazi apoptik faktorlerin salimmin1 ve Kaspaz 9 aktivasyonunu tetikler.
Aktive olan Kaspaz 9 da Prokaspaz 3'ii keser (Vaculova ve ark. 2008). Calismamizin
ekspresyon analizlerinden HCT-116 hiicrelerinde Diosmetin  uygulamasinin
BAX/BCL-2 oraninin artmasina yol actigi anlagilmaktadir. p53, hem i¢ apoptik
yolagin hem de dis apoptik yolagin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir proteindir
(Zhang ve ark. 2014). Bu protein apoptik siiregte yer alan c¢ok sayida genin
transkripsiyonunu uyarir. Bu genler arasinda PUMA, NOXA, BAD, BAX, BAK, p53
ve AIP1 gibi i¢ yolak-iligkili genlerle FAS, DR4 (TRAILRI) gibi dis yolak-iligkili
genler bulunur (Chen 2016). Bizim c¢aligmamizda da p53 ekspresyonunun artmis
olmas1 Diosmetinin her iki yolak iizerinden apoptozu tesvik edici etkisinin p53
aracilifiyla olabilecegini diislindiirmektedir.

Sonu¢ olarak, Diosmetin HCT 116 kolorektal kanser hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe ederek ve apoptozu uyararak anti-karsinojenik bir etki
gostermistir. Apoptoz uyarict etkisini hem i¢ (mitokondriyal) hem de dis (8liim
reseptorleri aracili) yolak iizerinden ortaya koymustur. Diosmetinin proliferasyonu
baskilayan ve apoptozu tesvik eden etkisi muhtemelen p53 proteini iizerinden
olmaktadir. Bu bulgular, Diosmetinin kolorektal kanserlerin dnlenmesi/ tedavisine
yonelik dogal ajan arayislarinda odaklanilabilecek bir fitokimyasal oldugunu

diistiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Diosmetinin HCT 116 hiicrelerindeki IC50 degeri 48. saat icin 7,5 pM olarak
belirlenmistir.

2. Koloni olusum testi sonuglart Diosmetinin HCT 116 hiicrelerinde doz-bagiml
sekilde proliferasyonu inhibe ettigini gostermistir.

3. DNA fragmentasyon analizinde Diosmetinin HCT 116 hiicrelerinde doz-bagimli
sekilde apoptozu uyardigi saptanmistir

4. Gen ekspresyon analizi sonuglarina gore:

e Diosmetin HCT 116 hiicrelerinde hem i¢ (intrinsik/mitokondriyal) yolagi, hem
de dis (ekstrinsik/0liim reseptorii aracili) yolag: tetikleyerek apoptoza yol
acmistir.

e Proliferasyonu inhibe eden ve apoptozu uyaran etkisi muhtemelen p53
araciliiyla olmaktadir.

Diosmetin KRK hiicreleri iizerinde antikanserojenik etkiye sahiptir. Bu etkiyi
proliferasyonu baskilayarak ve apoptozu tesvik ederek ortaya koymaktadir. Bu da
Diosmetinin KRK’nin 6nlenmesinde ya da tedavisinde aktif bir dogal ajan olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Diger taraftan Diosmetinin KRK'ya kars1 terapotik
giivenilirliligini ve toksisistesini degerlendirmek icin daha fazla farmakokinetik /

farmakodinamik ¢aligsmalara ve hayvan ¢alismalarina ihtiyag vardir.
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