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ONSOZ

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gerceklestirilen bu tez calismasinda, sodyum benzoatin HCT116 kolon kanser
hiicrelerinde canlilik {izerine etkileri arastirilmistir. Bu tez calismasi Ankara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’niin 1610237007 proje
numarasi ile desteklenmistir. Sodyum benzoatin HCT116 kolon kanser hiicrelerinde
canlilik tizerine etkileri ilk kez ortaya konmustur.

Tez ¢alismalarim esnasinda ve dncesinde tiim bilgi, birikim ve deneyimlerini biiyiik
bir anlayis ve sevgi ile benimle paylasan, deneysel caligmalarda disiplin ve
basarinin sozle degil, sabirla ve yilmadan c¢alisarak elde edildigini 6greten, hiicre
kiiltiirii caligmalariin biiyiilii diinyasiyla beni tanistiran, bagaramamaktan korkup
geri donmek istedigimde elimden tutup destek olan, degerli tez danismanim Yrd.
Dog. Dr. Arzu Zeynep KARABAY’ a hersey i¢in minnettarim.

Uzerimde c¢ok emegi olan kiymetli hocalarim, Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Zeliha BUYUKBINGOL e,
Prof. Dr. Fiigen AKTAN’a, Prof. Dr. Bilgehan DOGRU’ya, bu yola girmemde beni
yiireklendiren Dr. Ecem KAYA’ya ve Farmakoloji Anabilim Dal1 degerli 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Nuray ARTI’ ya kalpten tesekkiirlerimi sunarim.

Biyokimya alanina duydugum ilgi ve kars1 koyamadigim merak ile atildigim, benim
icin ¢ok zorlu ve bir o kadar keyifli olan bu yolda yiiriimemi kolaylastiran, her
kosulda yanimda olan ve beni destekleyen neseli ailemin her bir essiz bireyine ve
tezim boyunca gosterdigi anlayis ve destegi icin biricik esime sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Siz olmasaydiniz bu ¢alismay1 tamamlayamazdim. Her biriniz tek tek iyi

ki varsiniz.
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1.GIRIS

1.1.1.1. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk kez Kerr ve arkadaslar1 tarafindan programli hiicre 6liimii
(PCD) olarak tanimlanmustir (Kerr ve ark., 1972). Tip 1 hiicre 6liimii olarak da ifade
edilen bu 6lim sekli, ¢ok hiicreli organizmalarda hayatsal rol oynamaktadir ve
homeostazin yanisira proliferasyon, diferansiasyon, gelisim, zararli ve DNA’si
hasarlanmis hiicrelerin uzaklastirilmast ve enfekte hiicrelerden korunma gibi ¢esitli
biyolojik, fizyolojik ve patolojik roller iistlenmektedir. Apoptoz, normal gelisim ve
doku homeostazinin saglanmasi i¢in temel yollar arasinda yer almasinin yaninda
genetik olarak kontrol edilen ve dogal olarak var olan bir mekanizmadir (Elmore,
2007; Fuchs ve Steller, 2011). Apoptozun goriilme sikligi, morfolojik 6zellikleri ve
biyokimyas1 onu diger 6liim sekillerinden keskin bir sekilde ayirmaktadir (Ouyang

ve ark., 2012).

1.1.1. Apoptozda Gergceklesen Morfolojik ve Biyokimyasal Degisiklikler

Apoptotik  hiicreler, morfolojik acidan sitoplazmik biiziisme, plazma
membraninin tomurcuklanmasi, hiicre membraninin dis yiizeyine fosfotidilserin
tabakasinin lokalize olmasi, kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonuyla
karakterize edilmektedir (Hacker, 2000; Saraste ve Pulkki, 2000). Apoptozun
morfolojik ozellikleri ilk kez, Wyllie ve arkadaslar1 tarafindan tanimlamistir. Bu
ozelliklerden biri, dzellesmis ylizey yapilarinin kaybidir. Bu kayiplarin sonucunda
hiicre, komsu hiicrelerden izole hale donligmektedir. Temel olarak su kayb1 ve buna
bagl sitoplazmik organellerin konsantre hale gelerek hiicrenin kompakt bir hal
almas1 ve yogunlugunun artmasi sonucunda hiicre hacminin azalmasi apoptozun bir
diger belirtecidir. Bu noktada hiicre ¢esitli apoptotik cisimcikleri olusturmak iizere
boliinebilmektedir. Niikleer kromatin kondensasyonu da apoptozun en dikkat ¢ekici

ozellikleri arasinda yer almaktadir ve bu basamak, kromatinin yogunlagmasi ve daha



graniiler bir yapiya doniismesi ile sonuglanir. Apoptozun sonraki sathasinda ise
membranin ¢ikintt olusturmasi, sitoplazmik organellerin yapisal olarak modifiye
olmalari ve membran biitiinliigliniin bozulmas1 gibi morfolojik Ozellikler
gozlenmektedir (Kroemer ve ark., 2005). Ayn1 zamanda hiicre kirilmakta ve ¢ekirdek
dagimmik bir goriinim sergileyen c¢esitli parcalara ayrilmaktadir. Biitlin bu
degisiklikleri takiben apoptotik hiicre, canli komsu hiicreler tarafindan o6zellikle
plazma membran1 aracilifiyla taninmakta ve fagositoz icin bir hedef haline
gelmektedir (Kroemer ve ark., 2005; Wyllie ve ark., 1981). Apoptozda meydana
gelen morfolojik degisiklikler Sekil 1.1°de 6zetlenmektedir.
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Cekirdek fragmentasyonu
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Apoptotik cisimlerin
fagositozu

Sekil 1.1. Apoptozda gerceklesen morfolojik degisiklikler (de.wikipedia.org/wiki/Bild:
Apoptose-german.png).

Apoptozda gozlenen biyokimyasal degisiklikler arasinda yer alan hiicre
membraninin dis katmaninda fosfotidilserin (PS) artisi, 6li hiicrelerin makrofajlar
tarafindan erken olarak algilanmasina ve pro-inflamatuvar bir yanit olusmaksizin bu

hiicrelerin fagositozuna neden olmaktadir (Fadok ve Chimini, 2001; Hengartner,



2000). Genellikle fagositik hiicreler apoptotik hiicreleri, apoptotik yapilar olusmadan
once yutmaktadirlar (Bucur ve ark., 2001).

Apoptotik hiicrelerin morfolojik degisimleri, niikleer kondensasyon ve
fragmantasyon, hiicrenin biiziismesi, ekstraselliiler matriksle ve komsu hiicrelere
adhezyon kaybi1 seklinde oOzetlenebilmektedir. Apoptozda goriilen baslica
biyokimyasal degisimler, DNAnin interniiklezomal iplik¢iklere pargalanmasi,
fosfotidil serin eksternalizasyonu (fosfotidil serinin hiicre digina c¢ikmasi) ve
kaspazlar olarak bilinen protein ailesinin aktivasyonu seklindedir (Ouyang ve ark.,

2012).

Apoptozun gerceklesmesi olduk¢a kompleks bir siirectir ve bu siirecte ¢ok
cesitli sinyal yolaklar1 gorev yapmaktadirlar.  Apoptoz, kaspazlar adi verilen
apoptotik enzimlerin aracilif1 ile igsel (intrinsik) ve digsal (ekstrinsik) yolaklarca
tetiklenebilmektedir (Wong, 2011). Bundan bagka, bu iki yolagin yaninda kaspaz
aktivasyonuna dayanan, endoplazmik retikulum stresiyle tetiklenen ve apoptoza yol
acan kaspaz 2 ve 12’ nin baglatici rollerini iceren alternatif yolaklar da vardir fakat
bu yolaklar diger yolaklar kadar aydinlatilmamistirlar (Szegezdi ve ark., 2006).
Perforin/granzim yolagi ise T hiicreleri araciligiyla sitotoksisiteye yol acan bir diger
apoptotik yolaktir. Bu yolak, granzim A ya da granzim B araciligiyla apoptozu
indiikleyebilmektedir. Biitiin bu apoptotik yolaklar ayni terminal yolakta birlesirler
(Jin ve El-Deiry, 2005). Her iki yolakta da efektor apoptotik kaspazlarin aktivasyonu
sonucunda gerceklesen morfolojik ve biyokimyasal hiicresel degisiklikler apoptozun
karakteristik 6zellikleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Wong, 2011). Igsel ve digsal

yolaklarin sematik gosterimi Sekil 1.2°de sunulmaktadir.
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Sekil 1.2. igsel ve digsal apoptotik yolaklarin sematik gdsterimi (Cairra ve ark., 2010).

1.1.2. Apoptozun Dissal (Ekstrinsik) Yolagi

1.1.2.1. Dissal (Ekstrinsik) Apoptotik Yolak

Oliim reseptorleri aracili digsal yolak, tiimor nekroz faktorii reseptér (TNFR)
stiper ailesine ait proteinlerin ilgili TNF ailesi ligantlarina baglanarak, hiicre
yiizeyinde 6liim reseptorlerinin artisina sebep olmasiyla baslatilmaktadir (Guicciardi
ve Gregory, 2009). Oliim reseptérleri, apoptozu indiikleyen sinyal yolaklarinda kritik
Ooneme sahip olan 6liim bolgesi (DD) olarak adlandirilan, yapisal olarak intraselliiler
protein-protein etkilesimi bolgesi tarafindan tanimlanmaktadir (Fulda ve Debatin,
2003). TNFR1-TNFa, FAS (CD95, APO-1)- FasL, TRAILR1 (DR4)-TRAIL,
TRAILR2 (DR5)-TRAIL 6liim reseptdrleri arasinda yer almaktadir. Ilgili ligandin
Oliim reseptorii uyarimina bagh olarak, ayni reseptor oligomerizasyona gider ve onun

sitoplazmik DD ile diger DD igeren proteinlerinlerle homotipik etkilesimi



aracilifiyla sitoplazmik DD’ de konformasyonel degisiklikler ortaya c¢ikar
(Guicciardi ve Gregory, 2009). FADD/TRADD adaptor proteinlerinin rolii protein
kompleksi olusumu esnasinda miihiirlemektir, baslatici pro-kaspaz 8 vel/veya 10
DISC olusumunu gergeklestirirler. Prokaspazlarin lokal konsantrasyonlarinin artisi
karsilikli oto aktivasyonu desteklemektedir (Boatright ve Salvesen, 2003). Baslatici
kaspazlarin aktivasyonu efektor kaspazlar olan kaspaz 3,6 ve 7’ nin aktivasyonuna
sebep olur ve bunlarin aktivasyonu hiicrenin hayatta kalimi i¢in gerekli substratlarin
kesimi yoluyla hiicre oliimiinii indiklemektedir (Degterev ve ark., 2003). Bazi
hiicreler tek basmma digsal yolagin aktivasyonu ile OSlmezler ve kaspaz 8’ in
indiikledigi amplifikasyon basamaklarina ihtiya¢ duyarlar. Bu durumda kaspaz 8
kesim i¢in Bid’ i hedefler ve t-Bid’ in aktive fragmentini olusturur, daha sonra t-Bid
mitokondrial dig membran gegirgenligini (MOMP) uyarmak icin ¢ok bolgeli pro-
apoptotik proteinleri aktive eder ve boylece i¢sel yolakla birlikte ¢alisir (Plati ve ark.,
2008).

1.1.2.2. i¢sel (Intrinsik) Apoptotik Yolak

Mitokondri aracili i¢sel yolak, radyasyon, kemoterapétik ajanlarla tedavi vs.
gibi cesitli stres faktorlerine cevap olarak mitokondri araciliiyla apoptotik yanitin
gerceklestigi ve mitokondri i¢ membran gecirgenliginde artisa yol acan sinyal
yolagidir (Green ve Kroemer, 2004; Kroemer ve ark., 1998). Bu yolak, biiyiik 6lgiide
mitokondri tarafindan diizenlenmektedir (Galluzzi ve ark., 2010). Geri doniisiimsiiz
genetik hasar, hipoksi, ¢ok yiiksek seviyelerde seyreden sitozolik kalsiyum
konsantrasyonu, agir oksidatif stres gibi i¢gsel uyaranlar, mitokondrial i¢sel yolagin
baglamasmi  tetikleyebilmektedir  (Kroemer ve ark., 2007). Mitokondri,
Smac/DIABLO, apoptoz indiikleyen faktor (AIF), sitokrom c gibi pek cok pro-
apoptotik proteinler icermektedir (Brenner ve Mak, 2009; Gustafsson ve Gottlieb
2008 ve Wang ve Youle, 2009). Hiicresel stres, serbest radikal hasar1 veya biiylime
faktorlerinin yikimi gibi apoptotik sinyaller sonucunda Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
tiyeleri aktive olur. Bu da mitokondrial membranin gegirgenlik gegis poru olarak

adlandirilan formunu almasina yol agmaktadir. Bcl-2 ailesinin pro-apoptotic BH3-



tiyelerinin (Bax, Bak) takip eden aktivasyonu, anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2,
Bcl-xL ve Mcl-1" i nétralize eder, bu da MOMP’ (mitokondri membran potansiyeli)
un bozulmasina yol acar, boylece mitokondriyal i¢ membran boslugunda bulunan
proteinler sitozole yayilir. Bu proteinler arasinda sitokrom ¢ ve APAF-1 de yer
almaktadir. Sitokrom-c sitozoldeki, mitokondri aracili 6limii aktive etmek i¢in kritik
oneme sahiptir (Danial ve Korsmeyer, 2004). Sitokrom-C sitozolik Apaf-1’ e
(apoptoz proteaz aktive edici faktor-1) baglanir ve apoptozom olarak adlandirilan
kompleksin olusumunu ve bunun ardindan baslatici pro-kaspaz 9° un aktivasyonunu
uyarir, boylece otoaktivasyon ve proteoliz baglar. Bu siirecte, apoptotik hiicre
Olimiinde fragmentasyon islemi i¢in kullanilan hiicresel bilesenler olan, efektor
kaspaz 3, 6 ve 7’ nin aktivasyonu ger¢eklesmektedir (Brunelle ve Letai 2009; Cheng
ve ark., 2008; Galluzzi ve ark., 2009; Gupta ve ark., 2009; Kroemer ve ark., 2009;
Kuribayashi ve ark., 2006 ve Slee ve ark., 1999).

1.1.3. Kaspazlar

Hiicreyi oliime gotliren major yolak, sistein proteazlar ailesi olan kaspazlarin
aktivasyonu araciligiyla gerceklesmektedir. Kaspazlar, apoptozun regiilasyonu
sirasinda mitokondriden sitokrom ¢’ nin salinmasi aracilifiyla aktiflesirler (Jiang ve
Wang, 2004; Li ve Yuan, 2008). Sonucta DNA, kaspaz tarafindan aktive edilen
DNaz (CAD) tarafindan ¢ok kiiclik parcalara ayrilir (Enari ve ark., 1998).

Kaspazlar, proteaz ailesinin iki ana katalitik 6zelligini tagidiklar1 i¢in kaspaz
olarak adlandirilmislardir. Kaspazdaki ‘c’, sistein proteaz mekanizmasini, ‘aspase’
ise aspartik asitten sonrasini kesme 6zelligini temsil etmektedir (Alnemri ve ark.,
1996). Kaspazlar, pro-enzim olarak sentezlenmekte ve proteolitik olarak aktive
olmaktadirlar (Salvesen ve Dixit, 1997).

Kaspazlar apoptoz mekanizmasinin merkezinde yer alir, her iki kaspaz grubu
da apoptozun baslamasindan ve hiicrenin Sliimiinden sorumludur. Bu apoptotik

enzimler, baslatict kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10, apoptotik yolagin



baslaticilaridir) ve efektor kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7, hiicrenin kesiminden
sorumludurlar) olmak {izere ikiye ayrilir (Hu ve ark., 2013; Thomberry ve Laxebnik,
1998). Kaspazlar, inaktif proteinler (zimojenler ve prokaspazlar) olarak tretildikten
sonra kendi kendilerini proteolizle parcalama yoluyla otoaktiflesirler ve spesifik
adaptor molekiillerle etkileserek apopotik siiregte rol alirlar (Nicholson, 1999).
Bagslatic1 kaspazlar aktive olduklarinda, efektor kaspazlari kesmeye baslarlar, efektor
kaspazlar ise hiicreyi 6liime gotiiren fragmentasyon islemlerini yapan kritik 6neme

sahip apoptotik enzimlerdir (Green ve Evan, 2002; Stennicke ve Salvesen, 2000).

Bu kaspaz aktivitesi kromatin kondensasyonu, plazma membran asimetrisi ve
hiicre yiizeyinde ¢ikinti olusturmak gibi apoptotik isaretlemelerden sorumludur.
Efektor kaspaz aracili geri doniisiimsiiz proteolitik aktivite i¢sel ve digsal apoptotik
yolaklarin her ikisinin sonucunda da karsimiza ¢ikmaktadirlar. Boylece her iki yolak
da DNA ve hiicresel bilesenlerin ayristirilmasina yarayan, apoptozdaki tipik
morfolojik degisiklikleri yaratan kaspaz 3,6 ve 7°nin gorev aldig1 kompleks bir siire¢

olarak gerceklesmektedir (Degterev ve ark., 2003).

1.1.4. Bcl-2 Ailesi

Apoptozun igsel yolagi Bel-2 ailesi olarak adlandirilan protein ailesi tarafindan
diizenlenir. Bu proteinlerden Bad, Bax ve Bid pro-apoptotik fonksiyonlar iistlenen
proteinler, Bcl-2 ve Bcl-XL ise anti-apoptotik olarak rol oynayan proteinler arasinda
yer almaktadir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeler arasindaki denge hiicrenin
apoptotik uyaranlara duyarliligini belirlemektedir. Pro-apoptotik proteinlerin yiiksek
ekspresyonu hiicreyi apoptoza duyarli hale getirmekte, yiiksek anti-apoptotik protein
ekspresyonu ise hiicreyi apoptoza direngli hale getirmektedir. Pro-apoptotik
proteinler genelde sitozolde bulunurken anti-apoptotik proteinler hiicre yilizeyinde
lokalizedirler. Apoptoz boyunca mitokondriyal olaylarin regiilasyonu ve kontroli
Bcl-2 ailesi proteinlerince yapilir (Cory ve Adams, 2002). Giiniimiizde, su ana kadar
25 farkli tipte Bcl-2 ailesi proteini teshis edilmistir. Bu iiyeler, Bcl-2 ailesinin pro-
apoptotik iiyeleri (Ornegin; Bax, Bak, Bad, Bcl-XS, Bid, Bim) ve anti-apoptotik



iiyeleri (Ornegin; Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Al) dir (Cory ve ark., 2003). Bcl-2 ailesi
geleneksel olarak Bcl-2 homoloji bolgesi (BH) veya motifleri olarak adlandirilan
kisa sekanslara sahiptir (Sato ve ark., 1994). Farkl1 apoptotik uyaranlara cevap olarak
iki 6nemli pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi Bax ve Bid, MOMP (mitokondriyal dis
membran permeabilizasyon) kompleksini olusturarak apoptozu baslatir (Green ve
Kroemer, 2004). MOMP olusumu, mitokondri membranlar arast boslugundan
sitokrom ¢ ve diger faktorlerin saliimi ile sonuglanir ve bu salinim da daha sonra
kaspaz kaskadini uyarir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi {iiyelerinin
etkilesimi ile MOMP olusumunun inhibe ya da aktive olmasi, hiicrenin kaderini
belirlemektedir (Certo ve ark., 2006). Son ¢alismalar gdstermistir ki apoptotik hiicre
6limiindeki ana yolaklar birbirleriyle etkilesim i¢indedirler ve bu baglamda Bcl-2
ailesi proteinleri diizenleyici rol oynamaktadir (Denton ve ark., 2012). Bcl-2

ailesinin, korunmus bolgelerine gore siniflandirilmas: Sekil 1.3°de gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Bcl-2 ailesinin korunmus boélgelerine gore siniflandirilmasi (Danial, 2007).



1.1.5. NFKB Yolag: ve Apoptoz

NFkB, genellikle dimer yapida bulunan ve ortak DNA dizilerine baglanan
birbiriyle yakindan iligkili proteinleri igeren oldukg¢a Onemli bir transkripsiyon
faktoriidiir. Bu proteinlerin baglandiklar1t DNA dizileri, kB B bdlgesi adi verilen
hedef genlerin promotor bolgelerinde yer almaktadir ve koaktivatdr ve
korepressorlerin yapiya girmesiyle gen aktivasyonu diizenlenmektedir (Aggarwal,
2004). NFkB yolagi, inflamasyon, proliferasyon, apoptoz, metastaz, timor
hiicrelerinin invazyonu ve anjiyogenez ile iligkili genleri transaktive etme yoluyla
timorigenezde hayatsal rol oynamaktadir (Orlowski ve Baldwin, 2002). NFkB1
ailesi transkripsiyon faktorleri 5 tiyeden olusmaktadir. Bunlar, NF-kB1 (p50), NF-
kB2 (p52), c-Rel, RelB ve RelA (p65)dir. Bu iiyeler, DNA baglanmasindan ve
homodimerizasyondan ve heterodimerizasyondan sorumlu N-terminal Rel homolojsi
sergilerler (Aggarwal, 2004; Baud ve Karin, 2009). NFkB ile endojen inhibitér IkB
sitoplazmada normalde birlikte bulunur. IkB-a, IKK (IkB kinaz) tarafindan iki
katalitik alt tiniteye (IKK-a ve IKK- B), ve bir regiilator alt iiniteye IKK-a)) hizli bir
sekilde fosforile edilir (Solt ve May, 2008). NFkB’nin TNFa aracili aktivasyonu
sematik olarak Sekil 1.4’te gosterilmektedir.

TNF-a
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A

kB TNF-o-indiikli

@ Apoptoz
* NF-KB aktivasyonu |
Hayatta
kalim faktéri

. Hayatta
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Transkripsiyonel
aktivasyon

Sekil 1.4. NFkB’nin TNFa aracili aktivasyonu (Dale ve ark., 2006).



NFkB, inflamatuvar uyaranlar, sitokinler, karsinojenler, timdr olusumuna yol
acan ajanlar, oa-radyasyon, endotoksinler, UV 1sinlar1 tarafindan aktive
olabilmektedir ve hiicresel biiyiime ve transformasyon, invazyon, metastaz,
kemoterapi direnci ve inflamasyonda kritik 6neme tasimaktadir (Ghosh ve Hayden,
2008). Enflamatuvar mikro g¢evrelerdeki TNFa, IL1, IL6, ve COX-2, 5 ajanlar1 da

timor ilerlemesi, anjiyogenez ve metastazla oldukga iliskilidir (Karin ve ark., 2002).

NFkB aktivasyonunun, Bcl-2 aile tiyelerini ve kaspaz inhibitorlerini uyararak
apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir (Lin ve Karin, 2007). NFkB ve onun aile
tiyelerinin en Onemli fonksiyonlar1 arasinda, proteolitik matriks metalloproteinaz
enzimine yardim ederek tiimor invazyonunu desteklemek yer almaktadir (Affara ve
Coussens, 2007; Luo ve ark., 2005) Boylece IKKa prostat kanserinde serin proteaz
inhibitdriinii inhibe ederek metastaz1 tesvik eder, ayn1 zamanda IL8 ve VEGF’i
aktive ederek de anjiyogenezi uyarmaktadir. Ancak, proteozom inhibisyonu yoluyla
IkBa proteininin akiimiilasyonu, antiapoptotik NFkB’nin aktivasyonunu engeller, bu
da tiimdr hiicresinde apoptozla sonuclanir (Biswas ve Iglehart, 2006). NFkB’nin anti-
apoptotik rol {stlenerek tliimorlesme siirecindeki etkilerinin  gosterildigi  bu
caligmalarin yaninda, artmig apoptozla korelasyon gosterir sekilde artmis NFkB
aktivitesi sergileyen cesitli 6rnekler de gosterilmistir (Parrondo ve ark., 2010; Ryan
ve ark., 2000 ve Stark ve ark., 2007).Bu ¢alismalar, kanser terapilerinde NFkB’nin
hedef molekiili oldugunu gostermektedir. NFkB’nin, 6zellikle hedef genlerinin
uyarilmasi aracilifiyla hiicre hayatta kalimini tesvik etmek suretiyle ¢ok cesitli
patolojik, fizyolojik, biyolojik proseslerde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Tanabe
ve ark., 2010).

1.1.6. Anti-Kanser Mekanizma Olarak Apoptoz

Genellikle pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein regiilatorleri arasindaki
denge hiicrenin apoptoza gidip gitmemesinde kritik 6neme sahiptir. Apoptoz, 6liim
ve yasamda kalim arasindaki hassas dengede rol oynamasi nedeniyle, apoptozun

diizenlenmesindeki bozukluklar, kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna, gelisimine,
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kanser olusumu ve ilerlemesine ve kanser ilaclarina direng gelisimine yol agmaktadir
(Plati ve ark., 2009). Bu nedenle, apoptozun deregiilasyonu kanseri karakterize
edebilecek kilit oneme sahiptir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Apoptoza kars1 direng
gelisiminden sorumlu molekiilleri hedefleyerek gelistirilen stratejik terapotikler
kanser hiicrelerinin apoptoza duyarlilifint yeniden yapilandirarak kanser
tedavisindeki basarizligin iistesinden gelmek igin yaklagimlar sunmaktadir (Fulda,
2015; Gimenez-Bonafe ve ark., 2009).

1.1.7. Kanserde Apoptotik Yolaklarda Meydana Gelen Degisiklikler

Gerek digsal gerekse icsel apoptotik yolaklardaki bilesenlerin degisimi degisik
timor tiplerinde kemoterapiye direng gelisiminde temel rol istlenebilmektedirler.
Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik tiyeleri arasindaki dengenin
bozulmas1 etkilenmis hiicrelerde yanlis apoptozla sonuglanabilir. Bu durum, bir
kisim ya da ¢esitli anti-apoptotik proteinlerin asir1 baskilanmasiyla, bir ya da daha
cok proteinin down-regiile olmasiyla ya da her ikisiyle de iliskili olarak
gerceklesebilmektedir. Prostat kanseri, biiylik hiicreli B-cell lenfoma (DLBCL) ve
melanoma gibi bir¢ok insan kanser tiiriinde anti-apoptotik Bcl-2’ nin agir1 artig1 rapor
edilmistir (Gandour-Edwards ve ark., 2004; Watanabe ve ark., 2013) ayrica TRAIL
aracilt apoptozun engellenmesinin kanser hiicrelerinin apoptozdan kagmasiyla
sonuglandig1 bildirilmistir (Fulda ve ark., 2000; Raffo ve ark., 1995). Kolorektal
kanser ve Kaposi’ s sarkomada ise Bcl-xL’ in asir1 baskilandigi belirlenmistir
(Foreman ve ark., 1996; Krajewska ve ark., 1996). Bu anti-apoptotik bilesenlerdeki
asirt artiglar kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag rezistansina yol acgar ve hiicrelerin
apoptoza gidisini engeller (Minn ve ark., 1995). Bunun yaninda, Bcl-2 ve Bcl-xL
gibi antiapoptotik proteinlerin asir1 ifadesinin, cisplatine direng gelisimi, kiiciik
hiicreli akciger kanserini (NSCLC) de kapsayan degisik kanser tiirlerinde tiimor
direnci ve bas-boyun, over ve meme kanserleriyle korelasyon gosterdigi de
gosterilmistir (Han ve ark., 2003; Yang ve ark., 2013). Diger yandan pro-apoptotik
Bax geninin mutasyonu antikanser tedavilere direng ve kolorektal kanserlerle iligkili

bulunmustur (Miquel ve ark., 2005). Kronik lenfatik 16semi hastalarinda (CLL),
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artmis Bcl-2/Bax orani tespit edilmistir (Pepper ve ark., 1997). igsel yolaktaki
degisiklikleri kapsayan diger 6rnekler, metilasyonun anormal artig1 sonucunda ortaya
¢ikan, apoptozom, APAF-1 ve melanomalarda (Baldi ve ark., 2004; Soengas ve ark.,
2001) basit bilesenlerin artisinin azalmasidir. Ayrica kaspaz aktivitesinde rol alan
bilesenler gibi i¢sel apoptotik yolagi kontrol eden aracilarin degisimine bagli olarak
bozulan  apoptozom  nedeniyle  tiimér  hiicreleri  apoptoza  direng
gelistirebilmektedirler. Bu baglamda degisik kanser tiirlerinde IAP’lerin asir1 artis
gosterdikleri  bulunmustur ve bu artis  hastalarda zayif  prognozla

iliskilendirilmektedir (Fulda, 2009; Schimmer, 2004).

1.2. Kolon Kanseri

Kolon kanseri; akciger, karaciger, ovaryumlar ve gastrointestinal organlar gibi
viicudun farkli dokularina metastaz yapma potansiyeli olan en ciddi kanser tiirleri
arasinda yer almaktadir (Donaldson, 2000; Margovich ve ark., 2010). Kolon
kanserinden &lim hizi ve insidansi ozellikle Ingiltere, Avrupa, bir kistm Asya
ilkelerinde ve diinyanin pek ¢ok iilkesinde giderek artmaktadir. Kolon kanserindeki
bu artisin beslenme aligkanliklar1 ve fiziksel aktivite diizeylerinin degismesi ve

genetik faktorlerle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (Center ve ark., 2009).

1.2.1. Kolon Kanseri ve Diyet

Kolon kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar hayatta kalimi
saglamakta fakat pek ¢ok yan etki sergilemektedirler (Davenport ve Roudebush,
2006). Buna bagli olarak kolon kanser tedavisinde kullanilabilecek nutrasétik ve
fitokimyasallarla ilgili ¢alismalar son yillarda 6nem kazanmistir. Nutrasétikler,
besinlerden elde edilen veya farmasdtik derivelerdir ve fonksiyonel gidalar olarak da
anilmaktadirlar (Ricciardiello ve ark., 2011). Nutrasétikler, glinlimiizde modern tip

tarafindan kullanimlarinin yanisira kozmetik amacli, besin katki maddesi olarak ya
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da besin bileseni olarak cesitli endiistriler tarafindan da kullanilmaktadirlar (Slattery

ve ark., 2004).

Nutrasétiklerin tiimor hiicrelerinde DNA transkripsiyonunu ve DNA hasar
faktorlerini modiile edebildiklerine iliskin ¢alismalar bulunmaktadir. Nutrasotiklerin,
anti-obezite, kardiyovaskiiler etkiler, anti-diyabetik etki, immiin koruma, dogal
antioksidan aktivite ve anti-inflamatuvar etkiler sergileyebilecekleri bildirilmistir
(Gerson, 1978; Holt, 1999). Kolon kanser tedavisinin pek ¢ok basamaginda
kemoterapi, cerrahi, radyasyon ve fitoterapi gibi c¢esitli tedavi sekilleri
kullanilmaktadir. Kanser terapotiklerinin diger biitiin ¢esitleri ciddi yan etkilere
sahiptir. Bitki derivelerinden elde edilen nutrasotiklerin kolon kanserinde ciddi

avantajlar tagiyabilecegi 6ne siiriilmektedir (Prakash ve ark., 2012).

Bu amacla ¢esitli bitkisel derivelerin, anti-kanser etkileri agisindan incelendigi
pek c¢ok calisma bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri normal hiicrelerde
problemlere yol acabilir. O2 — ve OH- gibi serbest radikaller normal insanlarda
kolonosit aktivitesini artirabilir ve kolon poliplerinin olusmasina sebep olabilir.
Dogal bir antioksidan ve bitkisel bir flavanoid derivesi olan quersetinin icerdigi
flavonoid fitokimyasallar1 ile kolon hiicrelerinde oksidatif hasar1 durdurabildigi ve
kolon kanser hiicrelerini apoptoza indiikledigi bildirilmistir (Potter, 1999). Dogal bir
diyet bileseni olan Naringinin intestinal tiimoriigenezi 6nledigi, probiyotiklerin kolon
karsinogenezinde koruyucu etkiler sergiledigi, diyetle alinan kakaonun kolitle iligkili
kanseri Nrf2/Keapl yolagmni aktive ederek onledigi bildirilmistir (Pandurangan ve
ark., 2015; Walia ve ark., 2015 ve Zhang ve ark., 2016). Mercimegin bilesenleri
arasinda yer alan B 1,3 glukanin da anti-kanser etkiler sergiledigi ve kolon
kanserinin tedavisinde klinik olarak kullanildigi ve hayvan modellerinde kolon
tiimdrlerinin olusumunu dikkat cekici bir bigimde azalttigi bildirilmistir. Brokoli
ekstraktlari, kirmizi sarap, diyet lifi, biber, soya, karanfil, cemen otu, zencefil, elma
ve diger sebzelerde bulunan 6nemli bir mineral olan selenyum da antikanser etkileri
i¢in aragtirilmaktadir. Selenyumun kolon kanseri riskini azalttigi bildirilmistir (Finley
ve ark., 2000; Rajamanickam ve Agarwal, 2008). Elma polisakkaritinin NFkB aracili
kolit iliskili karsinogenezi azalttigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2015). Brezilya
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ailesi bitkilerinden sentezlenen sari hardal yagmin kolon kanser hiicrelerinin
olusmasinda koruyucu bir rolii olabilecegi bildirilmistir (Nobili ve ark., 2009).
Esansiyel yag asitleri arasinda yer alan EPA (eikazopentaenoik asit), DHA
(dokosahekzaenoik asit) ve omega 3’iin de kanser ve kalp hastaliklarindan korunma
tedavilerinde kullanilmaktadir. Genel olarak balik ve balik yag: tiikketimi kolon
kanser riskini ve progresyonunu azaltmaktadir (Pandey ve ark., 2010). Bunlarin
yanisira, probiyotikler olarak adlandirilan ve son yillarda gelistirilen yasayan canli
mikro organizmalar da insanlar igin 6nemli bir diyetsel suppleman olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bu mikroorganizmalar, barsak mikroflorasin1 dengelemekte ve insanlarda
sindirim sistemi iizerine yararl etkiler sergilemektedir. Cevresel faktdrler ve diyet
aliskanliklar1  kolonik  bakterilerin  sayisim1  ve laktobasili  konsantrasyonunu
etkileyebilmekte, malign tlimérlerin ve poliplerin olusumuna sebebiyet verebilmektedir.
Probiyotik kullanimi 6nciil kanser hiicrelerinin gelisimini engelleyebilir (Uccello ve ark.,
2012). N-nitroso-N-methylurethene ile indiiklenen fare kolon kanser modelinde
probiyotik kullanimi kolon kanseri gelisiminin engellenmesinde etkili olmustur.
(Shmuely ve ark., 2013). Biitiin bu ¢aligmalar, fonksiyonel gidalarin ve diyetin kolon
kanseri ile iligkili olabilecegini ortaya koymaktadir (Caruso ve Notarnicola, 2005).

1.3. Gida Katki Maddeleri

Saghk Bakanligi’ nin gida katki maddeleri yonetmeligine gore gida katki
maddeleri gida hammaddesi olarak kullanilamaz ve tek bagina tiiketilemez. Bunun
yanisira tek basina besleyici degeri olabilir ya da olmayabilir. Giday1 isleme sirasinda
kullanilan teknolojiye bagli olarak kalinti ya da tiirevlerini igerebilir. Tiim bunlarin
1s18inda gida maddelerinin {iretimi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi,
taginmasi, depolanmasi esnasinda gida maddesinin organoleptik 6zelliklerini korumak

ya da diizeltmek amaciyla kullanimina izin verilir (Saglam, 1999).

Katki maddeleri igerisinde, her tiir gidaya eklenebilen anti-mikrobiyal maddeler;
gidalarda olusumu arzu edilmeyen fakat farkli sebeplerle olusabilen kiif, maya, patojen

olan ve patojen olmayan her tiirlii mikroorganizmay1 ortamdan uzaklastirmak ya da bu
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organizmalarin ¢ogalma ve c¢alismalarin1 dnlemek amac ile kullanilirlar. Bu amagla

kullanilan katk1 maddeleri arasinda benzoik asit ve sodyum benzoat da bulunmaktadir.

1.3.1. Benzoik Asit- Tanim ve Gida Katki Maddesi Olarak Kullanimi

Benzoik asitin kesfi 16. Yiizyila dayanir. Benzoin reginesinden kuru damitma
yontemiyle ilk eldesi ise 1556’da eczact Michel de Nostredame tarafindan
gergeklestirilmistir. 1832°de Justus von Liebig ve Friedrich Wohler kimyasal yapisini
ortaya koymuslardir. Salkowski ise 1875 te maya ve kiiflere kars1 etkinligini bulmugtur.

Benzoik asitin ana kaynagi olan tar¢in, sinnamaldehit, sinnamil asetat ve sinnamil
alkol gibi sirastyla oksidasyon ve hidroliz ile sinnamik aside doniisen, li¢ major bilesen
icerir. Sinnamik asit karacigerde, sodyum benzoat gibi sodyum tuzu ve benzoil- COA
olarak da bulunabilen; benzoata, beta okside edilir (Abd El-Mawla ve ark., 2001).
Sodyum benzoatin ¢ok az bir miktarinin bile insanlarda idrarla atildig1 rapor edilmistir

(Bridges ve ark., 1970; Kubota ve Ishizaki, 1991).

Sodyum benzoat tibbi agidan Onemlidir ¢ilinkii ¢ocuklarda tre siikliisii
hastaliklarinin neden oldugu hiperamonemi ile birlikte seyreden hepatik metabolik
hastaliklarin tedavisinde kullanilan, FDA onayl bir ilag olan Ucephan’ 1n bir bilesenidir.
Ayni zamanda besin ve kozmetik sanayide genis capli bir kullanimi vardir. Sodyum
benzoatin % 2’ lik igme suyu konsantrasyonunun farelerde dmiir boyu kullanimi higbir
yan etkisi olmaksizin giivenli bulunmustur (Leonard ve Morris, 2002; Scaglia ve ark.,
2004).

Benzoik asit, benzoatlar ve benzoik asit esterleri meyvelerin ¢ogunda
bulunmaktadir. Kiraz iyi bir kaynagi iken kizilcik meyvesi benzoik asitten oldukca
zengindir. Benzoatlar bunun disinda mantar, tar¢in, karanfil gibi bitkisel kaynaklarda
dogal olarak bulunmakta ve bazi siit tiriinlerinde bakteriyel fermantasyon neticesinde
kendiliginden olugmaktadir. Benzoik asit, gidalarda kullanmakta olan en giivenli

koruyucu katki maddelerinden biridir. Kodexte E kodu 210’ dur. En basit aromatik
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karboksilik asit olan benzoik asit, benzoin reginesinden elde edilir. Beyaz kristal ya da
kiiciik kristaller halinde bir organik asit olan benzoik asidin kimyasal formiilii

CeHsCOOH’ trr.

Benzoik asit ve tuzlarn (E210: benzoik asit, E211: sodyum benzoat, E212:
potasyum benzoat, E213: kalsiyum benzoat) gidalarda koruyucu olarak etkin kullanim
alanina sahiptirler. Gidalarda genellikle sodyum tuzu formunda uzun siiredir
kullanilmaktadir. Serbest asidin diisiik ¢coziniirliigli, sodyum tuzunun tercih edilmesine
yol agmaktadir. Benzoik asitin bir tuzu olan sodyum benzoat, genelde en ¢ok maya ve
bakterilere karsi aktiftir (Yentiir ve ark., 1995). Buna karsin kiifler karsisinda daha az
etkindir. Uygun sartlar altinda benzoik asidin bakteriyostatik, bakteriyosidal, fungistatik
ve fungisidal Ozelliklere sahip oldugu saptanmistir. Besinleri koruyucu maddeler
arasinda sodyum benzoat diisiik maliyeti ile tercih edilmektedir. Sodyum benzoatin
farkl1 besinlerde kullanim orani1 genellikle % 0.05-0.10 arasinda degismektedir (Altug,
1999).

1.3.1.1. Sodyum Benzoatin Biyolojik Etkileri Ile ilgili Cahismalar

Gegtigimiz yillarda, benzoik asit ve sodyum benzoatin biyolojik etkileri farkli in
vivo ve in vitro galigmalarda arastirilmistir. Nadir de olsa sodyum benzoat alimi
sonrasinda, kii¢iik damarlarda nekroza yol acan, Loko Klastik Vaskiilit hastaliginin
gortildiigi rapor edilmistir. Benzoik asitin, astim, deri dokiintiileri ve migrene yol
acabilecegi de baska caligmalarda bildirilmistir (Calisir ve Caliskan, 2003). Ayrica, bir
diger calismada gidalarda koruyucu olarak kullanilan sodyum benzoatin tavuk
embriyosu karaciger dokusuna olas1 embriyotoksik etkileri histolojik yonden
degerlendirilmis ve sodyum benzoatin doza ve siireye bagl olarak embriyolarin toplam

agirliklarinda anlaml bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Karakahya, 2011).

Sodyum benzoatin tavuk embriyosunda noéral tiip defekti gelisimine etkisini
inceleyen ayri bir galismada ise tek bir embriyoda noral tiip defekti gelistigi bulunmus ve

sodyum benzoatin civciv embriyosunda yiiksek dozda bile negatif etkisinin olmadigina
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isaret edilmistir (Emon ve ark., 2015). Besin katki maddelerinin genotoksisiteleri ile
ilgili yapilan bir ¢alismada sodyum benzoat ve potasyum benzoatin periferal lenfosit
hiicrelerine in vitro etkisi inlecenmis ve sodyum benzoatin belirgin bir sekilde artmus
DNA hasarina neden olduguna ve sonug¢ olarak sodyum ve potasyum benzoatin

klastojenik, mutajenik ve sitotoksik olduguna isaret edilmistir (Zengin ve ark., 2011).

Potasyum sorbat, sodyum benzoat ve potasyum nitratin insan lenfositlerine etkisini
inceleyen bir ¢alismada potasyum sorbat ve sodyum benzoatin 2.0, 0.2 ve 0.02 mM
konsantrasyonlarinin ~ sitostatik  aktivitesinin olmadigi, ancak 4 ve 8 mM
konsantrasyonlarinin zay1f sitostatik aktivite gosterdigi dolayistyla bu katki maddelerinin
diisiik konsantrasyonlarmin non-genotoksik oldugu sonucuna varilmistir (Mpauntoukas
ve ark., 2008). Sodyum benzoatin, multipl sklerozun bir in vivo modeli olan deneysel
allerjik ensefelomyelit (EAE) {izerindeki immiinmodiilatér etkileri incelenmis ve bu
maddenin T hiicrelerinin farkhilagsmasini etkileyerek, Treg populasyonunu arttirdigs,
EAE yolu hastaliklarin1 bloke edebilecegi ve MS igin terapdtik bir ilag olarak
kullanilabicegi iddia edilmistir (Miller, 1997).

2009 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada, sodyum benzoatin anti-enflamatuvar
etkileri mikroglia ve astrositlerin aktivasyonuyla karakterize norodejeneratif bir hastalik
modelinde incelenmistir. Calismada, sodyum benzoatin fare mikrogliasinda LPS ile
uyarilan iNOS ekspresyonunu, pro-enflamatuvar sitokinleri (TNF-alfa ve IL-1 beta) ve
cesitli ylizey belirteglerini (CD11b, CD1lc, and CD68) engelledigi bulunmustur.
Sodyum benozatin iNOS {izerindeki inhibitdr etkilerini bir transkripsiyon faktorii olan
NFkB (niikleer faktér kappa b)’nin  inhibisyonu aracilifiyla yaptigi bildirilmistir
(Brahmachari ve ark., 2009).

1.4. NFkB’nin Kanserdeki Roliine iliskin Yapilmis Cahsmalar

Yakin zamanda yapilmis olan ¢aligmalar, NFkB yolaginin anlamli bir bigimde
timor gelisimini destekledigine isaret etmektedir (Viatour ve ark., 2005). NFkB

transkripsiyon faktorii, pek ¢ok kanser hiicresi tipinde anti-apoptoz, metastaz,
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anjiyogenez, kemoterapiye direng ve tiimoér olusumu gibi tiimdrigenezin cesitli
mekanizmalari ile iliskilendirilmektedir (Karin ve ark., 2002). Bu kanser tipleri arasinda
kolon kanseri de yer almaktadir. Insan kolorektal karsinom dokularinda NFkB
transkripsiyon faktoriiniin aktif oldugu ve kolon kanser hiicrelerine biiylimeleri i¢in
uygun kosullarin saglanmasina aracilik ettigi bildirilmistir (Fantini ve ark., 2008; Yu ve
ark., 2004). Bu nedenle, son zamanlarda NFkB yolagmin inaktive edilmesi yoluyla
ortaya ¢ikan anti-kanser etkinin gosterildigi pek ¢ok c¢alisma bildirilmistir ve NFkB, anti-
kanser terapiler i¢in 6nemli bir hedef olarak ortaya ¢cikmustir (Ban ve ark., 2009a; Ban ve
ark., 2009b; Ban ve ark., 2014 ve Oh ve ark., 2012). 2011 yilinda yapilmis olan bir
caligmada, adagayr bilesenlerinden linalil asetat ve alfa terpineoliin HCT 116 kolon
kanser hiicrelerinde NFkB sinyal yolag1 iizerine etkileri arastirilmis ve bu maddelerin
doza bagli kombinasyonlarmin non-sitotoksik konsantrasyonlarda HCT 116 hiicrelerinin
yasam siiresini kisalttiklart belirlenmistir. Kombinasyon tedavisinin apoptoz ve nekroza
neden olarak hiicre canliligim azalttigi ve bu etkilerin NFkB’ nin DNA’ ya
baglanmasinin baskilanmasi, p65’in niikleer translokasyonunun engellenmesi ve NFkB
degredasyonunun artmasi ile gerceklestigi bildirilmistir (Deeb ve ark., 2011). Kolon
kanser hiicrelerinde ¢esitli farkli ajanlarin NFkB yolag iizerinden apoptotik etkilerinin
incelendigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Mahmoud ve ark., 2015; Rajitha ve ark.,
2016). Bu calismalarin bir digerinde ise, flavanoidlerin, NFkB yolagim inaktive etmek
yoluyla HT29 kolon kanser hiicrelerinin gelisimini durdurdugunu gosterilmistir. Bir
flavanoid olan metil 3.5 dikafeoil kinat’ i HT29 insan kolon kanseri hiicrelerinde NFkB
aktivasyonunu inhibe ederek apoptozu ve hiicre arrestini indiikledigi gosterilmistir
(Rajitha ve ark., 2016). Bir bagka ¢aligmada ise in vivo fare melanoma modelinde tar¢in
ekstraktinin anti-kanser etkileri arastirllmis ve bu hiicrelerde NFkB ve AP1 aktivitesini
inhibe etmek yoluyla, artmis pro-apoptotik etki sergiledigi Bcl-2, BcL-xL ve survivin
gibi NFKB ve AP1 hedef genlerinin aktivitelerini inhibe ederken, pro-apoptopik genleri
upregiile ederek tiimor hiicrelerinin aktif hiicre oliimiinii indiikledigi gosterilmistir
(Kwon ve ark., 2010). 2011 yilinda yapilms bir ¢alismada ise zerdegal ve analoglarinin
iki farkli kolon kanser hiicre serisi olan HT29 ve HCT116 hiicre serileri iizerindeki
etkileri arastirilmis ve bu analoglarin NFkB’ yi inhibe ettikleri, hayatta kalim yolaklarim

inhibe ettikleri ve hiicre dongiistiniin ilerlemesini engelledikleri belirlenmistir. GO/G1
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fazinda tutulumun transkripsiyon faktorii olan E2F-1 ve bu faktoriin hedef geni TS ile
iligkili olarak gerceklestigi de gosterilmistir (Nagaraju ve ark., 2014).

Ancak, literatiirde NFkB aktivasyonunun ¢esitli farkli ajanlarm apoptotik
etkilerine aracilik ettigine dair de pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan
birinde askorbil stearatin servikal kanser hiicrelerini mitokondriyal membran
permeabilitesinde degisiklik, sitokrom c salimi ve kaspaz 3 ve NF-kB aktivasyonu
aracilifiyla apoptoza indiikledigi bildirilmistir (Mane ve ark., 2016). Bir baska ¢alismada
ise arsenitin 16-HBE hiicre serisinde NFkB aktivitesinde artisa yol acarak apoptozu
indiikledigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2015). Aspirinin HT29 hiicrelerinde apoptoz
indiikleyici etkilerine NFkB aktivasyonunun aracilik ettigi ve NFkB’nin pro ya da
anti-apoptotik fonksiyonunun, apoptotik uyaranin dogasi tarafindan belirlendigi
rapor edilmistir (Kaltschmidt ve ark., 2000; Stark ve ark., 2007). Bir diger ¢alismada
ise, NFkB aktivasyonunun inhibisyonu durumunda p53 bagimli hiicre 6liimiiniin
engellendigi bildirilmistir (Ryan ve ark., 2000). Bir baska c¢alismada ise NFkB
aktivasyonunun, insan prostat kanser hiicrelerinde antimitotik ilaclar tarafindan

gerceklestirilen hiicre 6liimiinii arttirdigi da belirlenmistir (Parrondo ve ark., 2010).

Yapilmis olan tiim bu calismalarda, farkli ajanlarin kolon kanseri hiicrelerinin
canlilig1 lizerine olan etkileri NFkB yolagi iizerinden arastirilmustir. Besin katki maddesi
olarak yaygin kullanim alani olan sodyum benozatin immiin sistem hiicreleri tizerindeki
etkilerini NFkB yolaginin inhibisyonu araciligiyla gergeklestirdigi gosterilmistir.
Sodyum benozatin kanser hiicreleri {izerine olan etkilerinin in vitro olarak arastirildigina
dair bir ¢alismaya ise literatiirde rastlanmamistir. Tiim bu literatiir bilgilerinin 15181nda,
Onerilen bu tez ¢alismasinda sodyum benozatin, kolon kanser hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkileri, bu kanser tipinde aktif oldugu bilinen NFkB yolag: iizerinden

arastirllmastir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Spectramax), santirifiij (Beckman Coulter), steril kabin
(Holten Lamin Air), CO, Inkiibatérii (Sanyo), otomatik pipetler (Gilson), su banyosu
(Mettler), magnetik karistirict (Velp Scientifica), pH metre (Sesa 1400), -20 °C ve -
80 °C derin dondurucular (Heto, Sanyo, Bosch), buzdolabi (Argelik), vorteks
(Heidolph), elektronik terazi (Mettler Toledo), calkalayici (Labnet International),
inverted mikroskop (Leica), floresan mikroskop (Olympus), spektrofotometre
(Thermo), jel elektroforezi ve immunblotlama Bio-Rad tetra cell western blot cihazi,

akim sitometri (Accuri C6) kullanildi.

2.2. Caliymada Kullanilan Kimyasal Maddeler

RPMI 1640 medium, fetal bovine serum, penisilin/streptomisin, L-glutamin,
PAA firmasindan, , BSA, glisin, PBS, thiazol blue tetrazolium bromide (MTT),
DMSO Sigma’dan Annexin V-PE, 7-AAD BD Biosciences’ dan, kaspaz-3
kolorimetrik assay kit Abcam firmasindan, , Bradford ajan1 Bio-rad firmasindan,

temin edildi.

2.3. Calismada Kullanilan Hiicre Serisi

Calismalarimizda Bert Vogelstein (Johns Hopkins University) tarafindan

hediye edilen HCT 116 kolon kanser hiicre serisi kullanildi.
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2.4. Calismada Kullanilan Yontemler

2.4.1. Hiicre Kiiltiirii

HCT 116 kolon kanser hiicreleri, 75cm2’lik flasklarda, 37°C’de, %5 CO; ile
iceren etiivde, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve inaktif fetal sigir serumu
(%10) iceren RPMI 1640 besiyerinde cogaltildi. Hiicrelerin pasajlanmasi, %80
yogunluga ulastiklarinda PBS ile yikanmalar1 ve tripsinize edilerek kaldirilmalari

yoluyla yapildi.

2.4.2. Hiicre Sayim ve Canlh Hiicrelerin Belirlenmesi

Deneylerimiz sirasinda, hiicreler, 6lii hiicrelerin mavi-mor renkte boyanarak
ayirt edilmelerine olanak saglayan Trypan mavisi boyasiyla boyandilar. Bu amagla
esit hacimde (20 pl hiicre siispansiyonu) Trypan mavisi ve hiicre ¢ozeltisi karistirildi.
(Strober, 2001). Daha sonra, ml’deki hiicre sayisinin hesaplanmasina olanak veren
Neubauer laminin tizerine bu hiicre siispansiyonu konuldu. Lamin, bilinen hacme
sahip karelerinde sayim yapildi ve elde edilen hiicre sayis1 seyreltme faktorii (2) ve
lamm 10* carpani ile garpilarak ml’deki canli hiicre sayisi elde edildi. Daha sonra,
hiicreler, 6 kuyulu plaklar i¢in kuyu basina 10% ve 96 kuyulu plaklar i¢in kuyu

basina 5x10” shiicre sayisinda olmak iizere plaklara ekildiler.

2.4.3. Hiicre Canlilik Testi

Calismamizda, sodyum benzoatin farkli konsantrasyonlardaki (0.75 mM, 1.5
mM, 3 mM, 6,25 mM, 12 mM, 25 mM ve 50 mM) cozeltileri hiicre kiiltiir
besiyerinde hazirlandi. HCT116 kolon kanser hiicreleri 96 kuyulu plaklara ekildikten
sonra bir gece inkiibasyonda tutuldular. Ertesi giin, HCT116 kolon kanser

hiicrelerinin lizerindeki besiyeri atilarak yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki
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sodyum benzoat hiicrelere uygulandi. Kontrol grubundaki hiicrelere sodyum benzoat

uygulanmadi.

Calismalarimiz sirasinda, hiicre canliligi, 3-(4,5- dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrozolium bromide (MTT) testi ile belirlendi. MTT testi, metabolik olarak
aktif hiicrelerin mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin tetrazolyum boyasi
ile verdigi reaksiyon sonucunda olugan mor renkteki suda ¢oziinmeyen formazan
kristallerinin uygun ¢oziiciide ¢oziilerek absorbansinin dlgiimii esasina dayanan bir
testtir. MTT testi sonucunda olusan mor rengin koyulugunun, canli hiicre sayisi ile

korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Mosmann, 1983).

Calismamizda, MTT tozu, 5 mg/ml konsantrasyonda RPMI 1640 besiyerinde
hazirlandi. Hiicrelerin iizerindeki besiyeri atildiktan sonra, 96’lik plakta her kuyuya
20 pl MTT ¢ozeltisi ve 100 pl besiyeri eklenerek 37°C’de, CO2 inkiibatoriinde 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyeri-MTT karisimi
atildi ve her kuyuya 100 pl DMSO eklenerek olusan formazan kristallerinin
¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 550 nm’de spektrofotometrede absorbans olciildii.
Sodyum benzoat uygulanmayan hiicrelerin absorbans degeri %100 canlilik olarak
kabul edildi ve diger hiicre gruplarindaki canlilik bu degerden hareketle yiizde olarak
hesaplandi.

2.4.4. Protein Miktar Tayini

Calismamizda kaspaz aktivite tayini ve western blot icin kullanilacak
orneklerin protein miktar tayini yapildi (Bradford, 1976). Bu amagla, 96 kuyulu
plaklarda her kuyuya, 5 pl 6rnek ve 195 pl Bradford ayiraci konuldu. Karanlikta, 5
dakika, oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbans Ol¢iildii.
Orneklerin protein tayini, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis standart BSA
cozeltilerinden hareketle elde edilmis olan standart BSA grafiginden ve esitliginden

hareketle yapildi.
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2.4.5. Kaspaz-3 Aktivitesi Tayini

Farkli dozlarda sodyum benzoat uygulanan ve uygulanmayan HCT116 kolon
kanser hiicreleri liziz edilerek sitozolik lizatlar1 hazirland1 ve sitozolik ekstrede daha
once de belirtildigi sekilde Bradford yontemine gore protein tayini yapildi. Elde
edilen lizatlarin 100 pg’1, 2xReaksiyon Tamponu/DTT ve kaspaz-3’iin substrati olan
DEVD-pNA ile 96’lik plakta 1 saatlik inkiibasyona birakildiktan sonra olusan
kolorimetrik {iriiniin absorbansi 405 nm dalga boyunda o6l¢iildii. Sodyum benzoat
uygulanmayan hiicrelerin kaspaz-3 enzim aktivitesi 1 kat olarak kabul edildi ve
sodyum benzoat uygulanan hiicrelerdeki kaspaz-3 aktivitesi bu hiicrelere gore kat

degisimi olarak hesaplandi.

2.4.6. Annexin V-PE ve 7-AAD ile Apoptoz Tayini

Annexin V-PE, apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in kullanilan ve fosfotidil
serine diger fosfolipidlere kiyasla yiiksek ilgiyle baglanan bir boyadir. Annexin V
baglanmasi kalsiyum bagimlidir ve Annexin V boyama protokoliinde ifade edilmis

en uygun kalsiyum ve tuz konsantrasyonlarinda gerceklesmektedir.

Hiicreler 6’lik plaklara ekim yapilarak bir gecelik inkiibasyona birakildilar.
Ertesi giin etkileri belirlenecek olan sodyum benzoat ile 24 saatlik inkiibasyona
birakildilar. Bu inkiibasyonun ardindan kuyulardaki hiicreler soguk PBS ile iki kez
yikandiktan sonra 1x baglama tamponunda ml’de 10° hiicre olacak sekilde
karigtirildilar. Bu solusyondan 100 pl alinarak tizerine 5 pl Annexin V-PE ve 5 pl 7-
AAD eklendi. Hiicreler ¢cok hafifce vortexlenerek 15 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildiler. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin iizerine 400 pl lxbaglama tamponu

eklendi ve 1 saat i¢inde akim sitometride dl¢iim gerceklestirildi.

Akim sitometri 6l¢iim sonuglarina gore Annexin V-PE negatif ve 7-AAD
negatif olan hiicreler canli, Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD negatif olan hiicreler

erken apoptotik, Annexin V-PE pozitif ve 7-AAD negatif olan hiicreler ise nekrotik
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olarak degerlendirilmistir. Sodyum benzoat uygulanan ve uygulanmayan

hiicrelerdeki bu popiilasyonlar belirlenerek analiz edildiler.

2.4.7. NFKB Translokasyonu ve Bcl-2 icin Western Blot Analizi

Sodyum benozatin HCT116 kolon kanser hiicrelerinde NFkB p65 proteininin
cekirdege gocii ve Bcel-2 proteini iizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla hiicreler 6
kuyucuklu plaklara ekildiler, bir gece sonra sodyum benzoat ile inkiibe edildiler.
Sitozolik ekstre hazirlamak {izere, hiicreler, PBS (phosphate buffered saline) ile 2 kez
yikanarak, yikama igleminin ardindan sitozolik-niikleer protein ekstraksiyon Kkiti
kullanilarak parcalandilar. Ornekler 30 saniye 13,000 rpm de santrifiij edildikten
sonra supernatanlar toplanarak protein konsantrasyonu Bradford Metodu ile
saptanmigtir. Lizatlar, Western blot analizi gergeklestirilmek iizere -80 ° ¢ ye

kaldirilmastir.

HCT116 hiicre lizatlar1 (20 pg protein), SDS-poliakrilamid jelde ayrildiktan
sonra, PVDF(poliviniliden florid) bir membrana 1 saat boyunca 100 V voltaj
uygulanarak transfer edildiler ve membranlar transfer sisteminden ¢ikarildiktan sonra
apoptoz yolaginda gorevli olan anti-p65 ve Bcl-2 primer antikorlari ile bir gece art1 4
derecede inkiibe edildiler. Sonraki asamada horseradish peroksidaz (HRP) ile
konjuge sekonder antikorlar ile oda 1sisinda 1 saat inkiibasyon yapildi. Bu son
inkiibasyonun ardindan, proteinler, kemiliiminesans (ECL) ajani ile goriiniir hale

getirildikten sonra protein ekspresyonunun analizi yapildi (Karabay ve ark., 2015).

2.4.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri i¢in StatistiXL istatistik
programi ile One way Anova Varyans Analizi Testi kullanilmistir. Birbirinden

bagimsiz en az li¢ denemeden elde edilen 3 tekrarli sonuglar kullanilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Sodyum Benzoatin HCT116 Kolon Kanseri Hiicrelerinin Canhhg Uzerine
Etkisi

Sodyum benzoat 0.39 mM-200 mM konsantrasyon araliginda degisen dozlarda
HCT116 kolon kanser hiicrelerine 24 saat siireyle uygulandi. 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda, sodyum benzoatin 6,25 mM ve iizerindeki konsantrasyonlarda, kolon
kanser hiicrelerinin canliligini anlaml olarak azalttigi belirlendi. 200 mM sodyum
benzoatin hiicre canliligint %100 azalttigi bulundu (Sekil 3.1.). MTT testi
sonucunda, sodyum benzoatin kolon kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinin daha

ayrmtili olarak incelenebilmesi i¢in doz aralig1 6.25 mM-50 mM olarak belirlendi.

Hicre Canliligi

120
100 *
*
80
*
60
40
F
20 x
I .
0 ]
Sodyum benzoat - 039 078 156 3.125 625 125 25 50 100 200

(mM)

Sekil 3.1. HCT116 kolon kanser hiicrelerinde MTT testi ile hiicre canlilik sonuglari.
Hiicreler 0.39 mM-200 mM konsantrasyon araligindaki sodyum benzoatla 24
saat inkiibe edildikten sonra MTT testi ile hiicre canlilign tayin edilmistir.
Sodyum benzoatin 6.25 mM- 200 mM arasindaki dozlarda hiicre canliligimi doz
bagimli ve anlamli olarak azalttig1 belirlendi (*p<0.05).
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3.2. Sodyum Benzoatin HCT116 Kolon Kanser Hiicrelerinin Apoptoz ve
Nekrozu Uzerine Olan Etkileri

MTT testinin sonuclarindan hareketle, HCT116 kolon kanser hiicreleri 6.25 mM-50
mM arasinda degisen konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkiibe edildiler.
24 saatin sonunda hiicreler toplanarak gerekli islemlerden gegirildikten sonra akim
sitometride apoptotik/nekrotik hiicre oranlar1 belirlendi (Sekil 3.2.). Sodyum
benzoatin uygulanan biitiin dozlarinda canli hiicre sayisin1 sodyum benzoat
uygulanmayan hiicrelere gore anlamli (p<0.05) olarak azalttig1 ve erken apoptotik
hiicre sayisin1 anlamli (p<0.05) olarak arttirdig1 belirlendi. 50 mM konsantrasyondaki
sodyum benzoatin ileri apoptotik hiicre sayisini anlamli olarak arttirdigi, nekrotik

hiicre sayisinda anlaml1 degisiklige yol agmadig belirlendi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Sodyum benzoatin HCT116 kolon kanser hiicrelerinin apoptoz ve nekrozu
iizerine olan etkileri. Hiicreler 12.5 mM-50 mM konsantrasyon araligindaki
sodyum benzoatla 24 saat inkiibe edildikten sonra akim sitometri ile canli,
apoptotik ve nekrotik hiicre sayilari tayin edilmistir. Sodyum benzoatin 12.5 mM-
50 mM arasindaki dozlarda canli hiicre sayisin1 doz bagimli ve anlamli olarak
azalttigl, ayn1 doz aralifinda erken apoptotik hiicre sayisint doz bagimli ve
anlamli olarak arttirdigi ve 50 mM sodyum benzoatin ileri apoptotik hiicre
sayisini sodyum benzoat uygulanmayan hiicrelere gore anlamli olarak arttirdigi
belirlendi (*p<0.05). Seklin iist kismindaki plot grafigi: a) Sodyum benzoat
uygulanmayan HCT116 kolon kanser hiicreleri, b) 12.5 mM sodyum benzoat, c)
25 mM sodyum benzoat, d)) 50 mM sodyum benzoat uygulanan HCT116 kolon
kanser hiicreleri gostermektedir. Seklin alt kismindaki grafik, tekrarli olarak elde
edilen plotlardan toplanan verilerin ortalama ve standart sapmalariyla
gosterimidir.
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3.3. Sodyum Benzoatin HCT116 Kolon Kanser Hiicrelerinde Kaspaz 3/7
Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

HCT116 kolon kanser hiicreleri 6,25 mM-50 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkiibe edildiler. 24 saatin sonunda
hiicreler toplanarak parcalandi ve esit miktarda protein igeren lizatlar, 96 kuyulu
plaklara ekildiler. Kaspaz-3/7 substrati Ac-DEVD-pNA ile 37 santigrat derecede
inkiibe edilen lizatlarda kaspaz 3/7 aktivitesi saptandi. Elde edilen bulgular, sodyum
benzoatin 6.25 mM, 12.5 mM, 25 mM ve 50 mM konsantrasyonlarda kaspaz-3/7
enzim aktivitesini anlamli (*p<0.05) olarak arttirdigin1 ortaya koydu. Kaspaz 3/7
enzim aktivitesindeki en yiiksek artis 50 mM sodyum benzoat uygulamasiyla elde

edildi (Sekil 3.3.).

Kaspaz 3/7 aktivitesi

*
*
2 * *
0
- 6.25 125 25 50

Sekil 3.3. HCT116 kolon kanser hiicrelerinde Kaspaz 3/7 aktivitesi. Hiicreler 6.25-50 mM
konsantrasyon araligindaki sodyum benzoatla 24 saat inkiibe edildikten sonra
hiicreler liziz edilerek kaspaz 3/7 aktivitesi tayin edilmistir. Sodyum benzoatin
biitiin dozlarda kaspaz 3/7 aktivitesini sodyum benzoat uygulanmayan hiicrelere
gore anlamli olarak arttirdig1 belirlendi (*p<0.05).

Sodyum benzoat
(mM)

28



3.4. Sodyum Benzoatin HCT116 Kolon Kanser Hiicrelerinde NFkb

Translokasyonu Uzerindeki Etkileri

HCT116 kolon kanser hiicreleri 6,25 mM-50 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkiibe edildiler. 24 saatin sonunda
hiicreler toplanarak sitozolik ve niikleer proteinler izole edilerek esit miktarda protein
iceren lizatlar, SDS-PAGE’de elektroforeze tabi tutulduktan sonra jeller ¢ikarilarak
membranlara aktarildi. Membranlar, uygun primer ve sekonder antikorlarla
inkiibasyonun ardindan kemiliiminesans ajan kullanilarak CCD kamerada
goriintlilendiler. Sodyum benzoatin 6,25 mM-50 mM arasindaki dozlarda anlamli

olarak NFkB’nin sitozolden ¢ekirdege gogiinii arttirdigi belirlenmistir (Sekil 3.4.).

T — — — -— NFkB-P65 (nikleus)

A S S G s | 2min B1 (niikleus)

- - - - e NFkB-p65 (sitozol)

— -
- - -- B-Aktin (sitozol)
- 6.25 12:5 25 50

Sodyum benzoat (mM)

Sekil 3.4. NFkB p65 proteininin sitozol ve niikleustaki protein diizeylerinin western blot
sonucunda membrandaki goriinlimii. Sodyum benzoatin 6.25 mM-50 mM
arasindaki konsantrasyonlarda NFkB-p65 proteininin niikleer translokasyonunu
anlaml1 olarak arttirdig1 belirlenmistir (p<0.05).
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3.5. Sodyum Benzoatin HCT116 Kolon Kanser Hiicrelerinde Bcl-2 Proteini
Uzerindeki Etkileri

HCT116 kolon kanser hiicreleri 6,25 mM-50 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda sodyum benzoatla 24 saat inkiibe edildiler. 24 saatin sonunda
hiicreler toplanarak sitozolik ve niikleer proteinler izole edilerek esit miktarda protein
iceren lizatlar, SDS-PAGE’de elektroforeze tabi tutulduktan sonra jeller ¢ikarilarak
membranlara aktarildi. Membranlar, uygun primer ve sekonder antikorlarla
inkiibasyonun ardindan kemiliiminesans ajan kullanilarak CCD kamerada
goriintlilendiler. Sodyum benzoatin 6,25 mM-50 mM arasindaki dozlarda Bcl-2

proteini lizerinde anlaml1 degisiklik yaratmadigi belirlenmistir (Sekil 3.5.).

Bcl-2

S e ...
- 6.25 12.5 25 50

Sodyum benzoat (mM)

Sekil 3.5. Bcl-2 proteininin sitozol ve niikleustaki protein diizeylerinin western blot
sonucunda membrandaki goriiniimii. Sodyum benzoatin 6.25 mM-50 mM
arasindaki konsantrasyonlarda Bcl-2 proteininin diizeylerinde anlamli degisiklik
yaratmadig1 belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Sodyum benzoat, bakteriyostatik ve fungistatik Ozellikleri nedeniyle tiim
diinyada cesitli yiyecek preparatlarinda yaygin olarak kullanilan koruyucu bir
maddedir. FAO/WHO uzman komitesi, sodyum benzoatin viicut agirligi olarak kg
basina 5 mg’lik giinliik tiiketimini giivenli olarak bildirmistir. Ancak, arastirmalar
sodyum benzoatin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda (2119 mg/kg) kullanildigini
gostermektedir (Dixit ve ark., 2008). Isve¢ fare modelinde, diyette %4 sodyum
benzoat kullaniminin 5 hafta i¢cinde 6liim ya da biiylime depresyonuyle sonuglandigi
bildirilmistir (Toth, 1984). Sodyum benzoatin karaciger agirligini arttirdigi ve serum
Klinik parametrelerinde degisikliklere yol agarak hepatotoksisiteye yola agtigi, ancak
kalp, dalak ve akciger agirligini degistirmedigi gosterilmistir (Fajitani, 1993).
Sodyum benzoat, ayni zamanda iire bozukluklari, akut hepatik ensefalopati ve
multipl skleroz gibi hastaliklar i¢in tedavi edici bir ajan olarak da kullanilmaktadir
(Branmachari ve Pahan, 2007; Sushma ve ark., 1992). FDA onaylh bir ilag olan
Ucephan, cocuklardaki tire dongilisii bozuklugu gibi hiperammonemi ile iliskili
hepatik metabolik defektlerin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Gropman ve ark., 2007;
Scaglia ve ark., 2004). Sodyum benzoatin kii¢iik bir miktarinin insanda idrarla disar1
atildigi rapor edilmistir (Bridges ve ark., 1970; Kubota ve ark., 1991). Bunun
yanisira non-toksik olduguna ve i¢gme suyunda kullanilabilecegine ve igme suyunda
%2 sodyum benzoatin farelerde yasam boyunca goézlenen yan etki sergilemedigi
bildirilmistir (Toth, 1984). Son yillarda diyet katki maddelerinin kanser lizerindeki
etkilerine iligkin ¢alismalar dikkat ¢ekmektedir. Sodyum benzoatin kolon kanseri
lizerine etkilerinin incelendigi bir calismaya ise literatiirde rastlanmamistir.
Calismamizda sodyum benzoatin, HCT116 kolon kanser hiicrelerinin canlilig

tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Calismamizda sodyum benzoatin 6.25 mM ve 200 mM arasindaki
konsantrasyonlarda HCT116 kolon kanser hiicrelerinin canliligin1 anlamli olarak

azalttig1 belirlenmistir. Literatiirde, sodyum benzoatin splenositler iizerindeki
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etkilerinin incelendigi bir ¢alismada 6.9 mM sodyum benzoatin splenositler i¢in en
yiiksek non-toksik doz oldugu belirlenmis ve T ve B hiicrelerindeki etkileri i¢in bu
doz se¢ilmistir (Yadav ve ark., 2016). Bir baska ¢alismada ise, sodyum benzoatin
fare mikroglia hiicrelerinde 0.2 mM-2 mM arasinda degisen dozlarda LPS ile
indiiklenen iNOS bagimli nitrit diizeyini azalttigi bildirilmistir (Brachmachari ve
ark., 2009). Ancak bu caligsmalar, sodyum benzoatin anti-enflamatuvar ve immiin
sistem hiicreleri iizerindeki etkilerinin belirlendigi ¢alismalar olup, sodyum benzoatin

non-sitotoksik dozlardaki etkileri degerlendirilmistir.

Calismamizda, sodyum benzoatin 6.25 mM ve iizerindeki konsantrasyonlarda,
sodyum benzoat ile tedavi edilmemis HCT116 hiicrelerine goére anlamli olarak
kaspaz-3 aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Akim sitometri sonuglarina gore,
sodyum benzoatin uygulanan biitiin dozlarinda canli hiicre sayisin1 sodyum benzoat
uygulanmayan hiicrelere gore anlamli (p<0.05) olarak azalttig1 ve erken apoptotik
hiicre sayisin1 anlamli (p<0.05) olarak arttirdig1 belirlenmistir. Bunun yaninda, 50
mM konsantrasyondaki sodyum benzoatin ileri apoptotik hiicre sayisin1 anlamli
olarak arttirdigi, nekrotik  hiicre sayisinda anlamli degisiklige yol ag¢madigi
belirlendi. Bu bulgular, sodyum benzoatin 6.25 mM ve tizerindeki dozlarda HCT116
kolon kanser hiicrelerinde apoptozu uyardigini ortaya koymaktadir. Literatiirde
sodyum benzoatin kolon kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismaya rastlanmamistir ve bu ¢alisma ile sodyum benzoatin apoptotik etkileri ilk

kez ortaya konulmaktadir.

Calismamizda, ayrica sodyum benzoatin, hiicre proliferasyonu ve apoptozun
kontroliinde hayatsal role sahip NFkB transkripsiyon faktorii tizerindeki etkileri de
aragtirtlmistir.  Elde ettigimiz bulgular, sodyum benzoatin 6.25 mM-50 mM
konsantrasyonlar arasinda NFkB’nin c¢ekirdege gociinii anlamli olarak arttirdig:
belirlenmistir. NFkB aktivasyonunun, Bcl-2 aile iiyelerini ve kaspaz inhibitorlerini
uyararak apoptozu inhibe ettigi (Lin ve Karin, 2007), proteozom inhibisyonu yoluyla
IkBo proteininin  akiimiilasyonunun, antiapoptotik NFkB’nin aktivasyonunu
engelledigi ve bdylece tiimdr hiicresinde apoptozun gerceklestigi bildirilmistir

(Biswas ve Iglehart, 2006). Bu c¢alismalar, NFkB aktivasyonunun 6zellikle, anti-
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apoptotik olarak davrandigini ortaya koymakta ve NFkB inhbisyonunun anti-kanser
etkiler sergileyebilecegi ve kanser i¢in bir hedef olabilecegini ortaya koymaktadir.
Ancak, literatiirde, bazi ilaglarin apoptotik etkilerini NFkB aktivasyonu ile
gerceklestirdigine dair ¢alismalar da bulunmaktadir. Aspirinin HT29 hiicrelerinde
apoptoz indiikleyici etkilerine NFkB aktivasyonunun aracilik ettigi rapor edilmistir
(Stark ve ark., 2007). NFkB’nin pro ya da anti-apoptotik fonksiyonunun, apoptotik
uyaranin dogasi tarafindan belirlendigi de bildirilmistir (Kaltschmidt ve ark., 2000).
2000 yilinda yapilmis olan bir bagka ¢alismada ise, p53 indiiksiyonunun, p53’iin
apoptozu indiikleme yetenegi ile korele olarak NFkB transkripsiyon faktorii
aktivasyonunu arttirdigi ve NFkB aktivasyonunun kaybi ya da inhibisyonunun, p53
bagimli hiicre O6limiinii engelledigi bildirilmistir (Ryan ve ark., 2000). NFkB
aktivasyonunun, insan prostat kanser hiicrelerinde antimitotik ilaglar tarafindan
gerceklestirilen hiicre 6liimiinii arttirdigi belirlenmistir (Parrondo ve ark., 2010). Bu
caligmalarin yanisira, askorbil stearatin apoptotik etkilerinin arastirildigi  bir
calismada, bu ajanin HeLa servikal kanser hiicrelerini mitokondriyal membran
permeabilitesinde degisiklik, sitokrom ¢ salimi ve kaspaz 3 ve NF-kB aktivasyonu
aracilifiyla kanser hiicrelerini apoptoza indiikledigi bildirilmistir (Mane ve ark.,
2016). Bir bagka calismada ise arsenitin 16-HBE hiicre serisinde NFkB aktivitesinde
artisa yol acarak apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2015). Bu tez
calismasinda da benzer sekilde, sodyum benzoatin sitotoksik ve apoptoz indiikleyici
konsantrasyonlarinda NFkB’nin sitozolden ¢ekirdege translokasyonunu ve
dolayisiyla aktivasyonunu arttirdigr belirlenmistir. Bizim de calismamizda elde
ettigimiz, sodyum benzoatin NFkB aktive edici etkisinin apoptozun indiiksiyonuna
aracilik etmis olabilecegi diisliniilmektedir. Calismamizda, sodyum benzoatin
NFkB’nin hedefleri arasinda bulunan Bcl-2 proteini iizerindeki etkileri de belirlenmis

ve bu proteinin diizeyinde anlamli degisiklik saptanmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

. HCT116 kolon kanser hiicrelerinin 6.25 mM-50 mM Kkonsantrasyon
araligindaki sodyum benzoat ile inkiibasyonu sonucunda, hiicre canliliginin

anlamli olarak azaldig1 belirlendi.

. Akim sitometri analizi sonucunda, sodyum benzoatin HCT116 kolon kanser
hiicrelerinin canliligini azaltic1 etkisini apoptoz araciligiyla gerceklestirdigi

belirlendi.

Sodyum benzoatin 6.25 mM-50 mM konsantrasyon araliginda kaspaz 3/7
enzim aktivitesinin anlamli olarak arttirdigi belirlendi. Sodyum benzoatin
kaspaz 3/7 enzim aktivitesini en fazla arttirdigZt doz 50 mM olarak

belirlenmistir.

Sodyum benzoatin, apoptozda gorev alan NFkB proteininin sitozolden
cekirdege gocli iizerinde ise aktive edici etkiler sergiledigi ve apoptotik
etkileri tlizerinde NFkB aktive edici etkilerinin de rol alabilecegi

belirlenmistir.

Sodyum benzoatin 6.25 mMM-50 mM arasindaki dozlarda Bcl-2 proteini

iizerinde anlaml degisiklik yaratmadig: belirlenmistir.

Sodyum benzoatin apoptotik etki mekanizmasina yonelik yeni ¢aligmalarin ve
sodyum benzoatin NFkB arttiric1 etkisinden hareketle, NFkB iliskili

yolaklarin sodyum benzoat uygulanmasiyla ne sekilde degistigi de ileri

calismalar i¢in Onerilebilir.
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OZET

Sodyum Benzoatin HCT116 Kolon Kanser Hiicrelerinde Canhlik Uzerine Etkisi

Giliniimiize kadar, sodyum benzoatin biyolojik rollerine iliskin ¢esitli in vitro
Ve in vivo calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda sodyum benzoatin glial hiicrelerde,
astrositlerde ve peritoneal makrofajlarda anti-inflamatuvar etkiler gosterdigi;
norodejeneratif hastaliklarda norotropik faktorleri uyararak oksidatif stresi azalttig
bildirilmistir. Sodyum benzoatin anti-inflamatuvar etkilerine aracilik eden yolaklar
arasinda NFkB yolagimin inhibisyonu da yer almaktadir. NFkB, hiicre
proliferasyonunun regiilasyonu, hiicrenin sag kalimi, kemoterapiye diren¢ olusumu,
metastaz, anjiyogenez gibi ¢ok sayidaki biyolojik olguda gorev yapan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Hiicresel streslere yanit olarak aktive oldugunda
sitozolden nukleusa go¢ ederek, burada hiicrenin kaderini belirleyecek ¢ok cesitli
genlerin ekspresyonunu uyarmaktadir. Aralarinda kolon kanserinin de yer aldig1 pek
cok kanser tipinde NFkB’ nin aktive oldugu bildirilmis ve bu aktivasyon kanserle
iliskilendirilmistir. Bu nedenle NFkB’ nin hedeflenmesi anti kanser terapiler igin
Oonemli bir yaklasim olusturmaktadir. Diger taraftan, NFkB aktivasyonuna paralel
olarak apoptoz indiiksiyonun gergeklestigi ¢esitli kanser hiicre modellerinin varligi
ve bunun yanisira NFkB aktivasyonunun uyaran tipine bagli olarak anti ya da pro
apoptotik etkiler sergileyebildigi de bildirilmistir. Biitin bu bilgilerden hareketle,
sodyum benzoatin HCT116 kolon kanser hiicre oliimii iizerindeki etkileri NFkB
proteini ve bu proteinin hedefleri arasinda yer alan Bcl-2 {izerinden arastirilmistir.
HCT116 kolon kanser hiicrelerinin 6.25 mM-50 mM konsantrasyon araligindaki
sodyum benzoat ile inkiibasyonu sonucunda, hiicre canliliginin anlamli olarak
azaldig1, kaspaz 3/7 enzim aktivitesinin anlamli olarak arttig1 ve apoptotik hiicrelerin
sayisinin anlamli olarak arttig1 bildirilmistir. Sodyum benzoatin, apoptozda gorev
alan NFkB proteininin sitozolden g¢ekirdege gogii lizerinde ise aktive edici etkiler
sergiledigi ve apoptotik etkileri iizerinde NFkB aktive edici etkilerinin de rol
alabilecegi belirlenmistir. Sodyum benzoatin 6.25 mMM-50 mM arasindaki dozlarda
Bcl-2 proteini iizerinde anlamli degisiklik yaratmadigi belirlenmistir. Sodyum
benzoatin apoptotik etki mekanizmasinave etkilerine aracilik edenNFkB iliskili
yolaklarin belirlenmesi de ileri ¢alismalar i¢in dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler: HCT116, kolon kanseri, sodyum benzoat, apoptoz
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SUMMARY

The effects of benzoic acid on HCT116 colon cancer cell viability

Until now, various in vitro and in vivo studies have been made investigating the
biological roles of benzoic acid. In these studies, sodium benzoate has been shown to
exert anti-inflammatory actions in glial cells, astrocytes and peritoneal macrophages,
inhibit oxidatif stress by inducing neurotrophic factors in neurodegenerative diseases
and possess beneficial effects in learning and memory functions. NFkB is a
transcription factor which mediates various biological processes such as the
regulation of cell proliferation, survival, resistance to chemotherapy, metastasis and
anjiogenesis. Upon activation, NFKB translocates to the nucleus to induce the
expression of various genes which determine cell fate. NFkB has been reported as
constitutively active and dysregulated in various types of cancer and this activation
has been linked with cancer. Therefore, targeting NFKB is an important approach for
anti-cancer therapies. Colon cancer is one of the cancer types which exhibits
constitutive NFKB activation and various agents have been shown to decrease colon
cancer cell viability by targeting NFkB. However, in some colon cancer cell lines, it
was shown that NFKB activation can also modulate, induce and accompany
apoptosis. Since sodium benzoate has been shown to inhibit NFKB in different cell
types and NFKB is closely related to inflammation and cancer, it is thought that
sodium benzoate may effect the viability of colon cancer cells. In our knowledge, the
effects of sodium benzoate on colon cancer cells have not been investigated until
now. In this study, the effects of sodium benozate were examined on colon cancer
cells. HCT116 colon cancer cells were incubated with different concentrations of
sodium benzoate for different time intervals and after incubations, it was found that
sodium benzoate diminished cell viability and induced apoptosis of HCT116 colon
cancer cells at 6.25 mM-50 mM concentration range. Increased caspase 3 activity
and NFkB translocation from cytosol to nucleus accompanied apoptosis of cells. We
could not find significant change in Bcl-2 expression after sodium benzoate
treatment. Our results showed that sodium benzoate induced apoptosis and activated
NFkB in HCT116 cells and further research is needed to explore its effects on colon
cancer cells via NFKB modulation.

Key Words: HCT116, colon cancer, sodium benzoate, apoptosis
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