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Kolorektal kanser, insidansı ve mortalitesi dünya genelinde en yüksek beĢ kanser türü 

arasındadır. Cerrahi, kemoterapi ve bunların kombinasyonu halen hastalığın tedavisi 

için kullanılan ana seçeneklerdir. 5-Fluorourasil (5-FU), kolorektal kanserin tedavisi 

için önemli bir antikanser ajan olmasına rağmen, ilaç direnci ve doza bağlı yan etkileri 

tedavinin etkinliğini sınırlamaktadır. Bu nedenle, 5-FU'nun etkinliğini artırmak için 

etkili ve düĢük toksisiteye sahip yeni farmasötiklerin geliĢtirilmesi oldukça önemlidir. 

Günümüzde kemoterapötik ajanları destekleyebilecek etkili ve toksik olmayan doğal 

bileĢiklere yönelik artan bir ilgi vardır. Bu nedenle doğal ürünlerden yeni öncü 

bileĢiklerin keĢfi için birçok çalıĢma yapılmaktadır. Bu bağlamda mevcut çalıĢma ile, 

Clitocybe nebularis mantarından (CN) elde edilen etanolik özütün HT-29 insan kolon 

kanseri hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi ve potansiyel moleküler etki 

mekanizmaları in vitro ortamda detaylı olarak incelenmiĢtir. Ayrıca CN özütünün kolon 

kanseri tedavisinde kullanılan antimetabolit kemoterapötik ajan 5-FU'nun anti-kanser 

etkinliğini artırma yeteneği ve olası etki mekanizması da araĢtırılmıĢtır. Sonuçlarımız, 

CN özütünün kolon kanseri hücreleri üzerinde seçici sitotoksik aktiviteye sahip 

olduğunu göstermektedir. CN ve 5‑ FU kombinasyonu ile HT-29 hücreleri üzerindeki 

sitotoksik aktiviteleri, tek baĢına kullanımlarına göre önemli ölçüde artmıĢtır. Ayrıca 

CN ve 5-FU kombinasyonu, S fazında hücre döngüsünün durdurulması aracılığıyla da 

sinerjik antikanser etkinlik göstermiĢtir. Bulgularımız, CN özütünün hücre 

proliferasyonunu inhibe ederek ve S fazında hücre döngüsü durmasını indükleyerek 5-

FU ile sinerjistik bir etkiye sahip olduğunu göstermektedir. Sonuçlar ayrıca CN özütü 

uygulaması sonucunda p21, p27 ve p53 ekspresyon seviyelerinin arttığını da 

göstermektedir. Bu nedenle mevcut çalıĢma CN özütünün kolorektal kanser tedavisinde 

tamamlayıcı bir tedavi seçeneği olabileceği konusunda umut verici kanıtlar 

sağlamaktadır. 
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Colorectal cancer (CRC) incidence and mortality rates are among the five highest of all 

cancer types worldwide. Although 5-Fluorouracil (5-FU) is an important anticancer 

agent for the treatment of CRC, drug resistance and side effects limit the effectiveness 

of the treatment. Therefore, it's important to develop new effective and low-toxic 

pharmaceuticals to increase the efficacy of 5-FU. Today, there is a growing interest in 

effective and low-toxic natural compounds to support chemotherapeutic agents. For this 

reason, many studies are carried out for the discovery of new precursor compounds 

from natural products. In this study, the cytotoxic activity of the ethanolic extract 

obtained from the Clitocybe nebularis mushroom (CN) on HT-29 cells and its potential 

molecular mechanisms of action were investigated in detailed in vitro. In addition, the 

ability of CN to increase the anti-cancer activity of the antimetabolite chemotherapeutic 

agent 5-FU used in the treatment of CRC, and its possible mechanism of action were 

also investigated. Our results showed that CN extract has selective cytotoxic activity on 

colon cancer cells. With the combination of CN and 5‑ FU, their cytotoxic activity on 

HT-29 cells was significantly increased compared to their use alone. Our findings 

displayed that CN has a synergistic effect with 5-FU by inhibiting cell proliferation and 

inducing cell cycle arrest in the S phase. In addition, p21, p27, and p53 expression 

levels were significantly increased after CN treatment. Therefore, the current study 

provides promising evidence that CN extract may be a complementary therapy in the 

treatment of CRC. 
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1. GİRİŞ 

Kanser günümüzde dünya genelinde ölümlerin baĢlıca sebebi olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. Küresel kanser yükü geçtiğimiz otuz yılda iki katından daha fazla artmıĢtır, 

2018 yılında dünya genelinde 9.6 milyon insan kanserden hayatını kaybederken, bu sayı 

küresel çapta tüm insan ölümlerinin yaklaĢık olarak altıda biridir (WHO 2018). Kanser, 

bir doku veya organdaki hücrelerin kontrolsüz ve istilacı bir Ģekilde çoğalması ile 

karakterize edilen bir hastalıktır. Vücut hücreleri sağlıklı dönemlerinde sınırlı ve 

kontrollü biçimde bölünebilme yeteneğine sahiptir. Ölen hücrelerin yenilenmesi, 

yaralanan ve yaĢlanan hücrelerin onarılması amacıyla bu yeteneklerini kullanırlar, buna 

paralel olarak vücutta iĢlevler normal bir Ģekilde yürütülür. Kanserli hücrelerde 

çoğalmayı düzenleyici mekanizmaların bozulması söz konusudur. Bu mekanizmalar 

ortadan kalktığında, hücreler kontrolsüz bir Ģekilde bölünerek çoğalırlar. Kanser 

geliĢiminde, çoğalmayı denetleyen mekanizmaların ortadan kalkması, birçok 

mutasyonlar ve kromozomal anomalinin hücrelerde birikmesi sonucu ortaya çıkar. 

Yayılma ve metastaz kanser hücrelerinin tanımlayıcı özellikleridir. Genetik mutasyon 

aracılığıyla normal hücreden malign hücreye dönüĢümünden sonra kanser hücresi; hızla 

çoğalır, çevresindeki dokuları iĢgal eder, ana yumrudan koparak kan ya da lenf sistemi 

ile göç ederek uzak bölgelerde kanser büyümesi için ikincil odaklar kurabilir (Fidler 

2003). Bu Ģekilde tümörler bulundukları doku ve organlar dıĢında baĢka doku ve 

organlara da yayılabilirler. Metastaz, kanser kaynaklı ölümlerin %90‟ından sorumludur 

(Patel ve Chen 2012). 

Kolorektal kanser, Uluslararası Kanser Ajansı tarafından 2018 yılında yayımlanan 

verilere göre kadınlarda ikinci, erkeklerdeyse üçüncü en sık görülen kanser türüdür 

(IARC 2018). 2018 yılında 1.8 milyon kolorektal kanser vakası teĢhis edilmiĢ ve buna 

bağlı olarak 881.000 ölüm meydana gelmiĢtir. Bu rakam yaklaĢık olarak tüm kanser 

ölümlerinin % 10‟unu oluĢturmaktadır (Bray vd. 2018). Türkiye Halk Sağlığı 

Kurumunun 2018 yılında yayınladığı rapora göre kolorektal kanser, ülkemizde erkekler 

ve kadınlarda en sık görülen üçüncü kanser türü olarak bildirilmiĢtir (THSK 2018). 

Epidemiyolojik çalıĢmalara göre, koleraktal kanser vakalarının 2030 yılına gelindiğinde 
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%60 artarak 2.2 milyon yeni vaka sayısına ve 1.1 milyon ölüm sayısına ulaĢması 

beklenmektedir  (Arnold vd. 2017). 

 

Cerrahi operasyon, kemoterapi ve bunların kombinasyonu kolorektal kanserin tedavisi 

için halen kullanılan ana seçeneklerdir. Birçok erken evre kolorektal kanser için tek 

baĢına cerrahi rezeksiyonla tedavi uygulansa da çoğu zaman cerrahi, adjuvan 

kemoterapi ile birleĢtirilmektedir (Wang vd. 2007). Bununla beraber, hastaların yaklaĢık 

olarak %40-50'si nüks, metastaz ve ilaç direnci nedeniyle hayatını kaybetmektedir (Bray 

vd. 2018). Kemoterapötik ajanların oluĢturduğu toksisite tedavinin etkinliğini de 

sınırlamaktadır. Ġlaçların oluĢturduğu ciddi yan etkiler sadece hastaların yaĢam kalitesini 

kötüleĢtirmekle kalmayıp, aynı zamanda birçok hastanın tedaviyi bırakmasına da yol 

açmaktadır  (Schnell 2003). Son dönemdeki terapötik ilerlemelere rağmen, 5-Florourasil 

(5-FU) halen ileri evre ve metastatik kolorektal kanserin tedavisinde en yaygın 

kullanılan ilk seçenek kemoterapi ilacıdır (Webber vd. 2015). 5-FU, kanser hücrelerinin 

büyümesini engelleyen bir kemoterapötik ajandır. Antimetabolit bir primidin analoğu 

olan 5-FU, anti-neoplastik etkisini timin bazının de novo sentezini katalize etmek için 

anahtar bir enzim olan timidilat sentazın inhibisyonu yoluyla göstermektedir (Parker ve 

Cheng 1990). 5-FU, nükleozid metabolizmasına müdahale eder, RNA ve DNA yapısına 

dahil olarak hücre sitotoksisitesi ve ölümüne yol açmaktadır (Noordhuis vd. 2004). 

Kolon kanseri tedavisinde 5-FU; tek baĢına veya oksaliplatin, irinotekan veya folinik 

asit gibi diğer kemoterapötik ajanlarla birlikte kombine olarak kullanılmaktadır 

(Gramont vd. 2000, Benson vd. 2021). Bununla birlikte, kolon kanserinin tedavisinde 

ilaç direnci, 5-FU ve/veya adjuvan kullanımlarının etkinliğini sınırlayan önemli bir 

sorun olmaya devam etmektedir. Tek baĢına 5-FU'nun ilerlemiĢ kolorektal kanser için 

genel yanıt oranı %10-15 iken, 5-FU'nun diğer anti-tümör ilaçlarla kombinasyonu 

hücresel yanıt oranlarını yalnızca %40-50'ye yükseltmektedir (Giacchetti vd. 2000, 

Douillard vd. 2000, Gu vd. 2019). Bu ilacın ayrıca mide bulantısı, yorgunluk ve yüksek 

dozlarda kan hücrelerinin sayısında azalma gibi hastaların yaĢam kalitesini ciddi 

anlamda olumsuz etkileyen yan etkileri de bulunmaktadır (Delval ve Klastersky 2002, 

Benson vd. 2021). Bu nedenle, kolorektal kanser tedavisinde 5-FU'nun etkinliğini 

artırmak ve ilaç direncinin üstesinden gelebilmek adına yeni ve etkili stratejilerin 

geliĢtirilmesine ihtiyaç bulunmaktadır.  
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Son yıllarda yeni ilaç ve öncül bileĢiklerin keĢfi için doğal bileĢiklerden elde edilen, 

biyolojik olarak aktif moleküllere karĢı oldukça artan bir ilgi vardır. Doğal ürünler, ister 

saf bileĢenler ister standardize ham özütler halinde olsun yeni nesil ilaçlar için sınırsız 

bir fırsat sunmaktadır. Günümüzde kullanılmakta olan modern terapötik ilaçların 

yarısından fazlasının doğal ürün kökenli olması da bu ilgiyi doğrulamaktadır (Clardy ve 

Walsh 2004). Kemoterapötik ajanların doğal bileĢiklerle birlikte kullanılmasının, hem 

bu ajanların anti-kanser aktivitesini artırabileceği ve hem de sebep oldukları yan etkileri 

azaltabileceği son zamanlarda yapılan çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Yu vd. 2014, 

Lin vd. 2019). Bu nedenle, düĢük toksisiteye sahip etkili doğal bileĢikler, kolorektal 

kanserin tedavisi için yeni bileĢikler veya stratejiler bulunmasına yardımcı olabilecektir.  

 

Mantarlar, günümüzde bilim dünyası için bu doğal bileĢenlerin en önemli 

kaynaklarından birisidir. Mantarlar farklı besin değerlerine sahip çok sayıdaki 

yenilebilir türleriyle, binlerce yıldır tüm dünyada önemli bir besin kaynağıdır. Bununla 

beraber, tıbbi mantarlar olarak da adlandırılan bazı türler özellikle uzak doğuda yaygın 

bir Ģekilde tıbbi amaçla da kullanılmaktadır (Wasser 2002, Dai vd. 2009, Patel ve Goyal 

2012). Ġçerdikleri lektinler, terpenoidler, steroidler, polifenoller ve polisakkaritler gibi 

çok çeĢitli biyoaktif bileĢikler nedeniyle son yıllarda terapötik potansiyelleri de büyük 

ilgi görmektedir (Song vd. 2013, Valvarde vd. 2015). Mantarların biyolojik aktiviteleri 

yapılan kapsamlı çalıĢmalarla doğrulanmıĢtır; anti-kanser, antioksidan ve anti-

enflamatuar etkileriyle potansiyel vaat etmektedirler (Zaidman vd. 2005). Mantar 

özütlerinin, mide-bağırsak ve meme kanserleri de dahil olmak üzere çeĢitli kanserlerin 

önlenmesi ve tedavisi için kullanıldığı bildirilmiĢtir (Fontana vd. 2014, Lee vd. 2015). 

Bu nedenle tıbbi mantarlar ve sentetik türevlerinin, insan kanserlerinin önlenmesi için 

yenilikçi ajanların geliĢtirilmesinde önemli bir rol oynaması beklenmektedir. Aktif 

mantar bileĢenleri için önemli bir olumsuz etki bildirilmemiĢtir, aksine vücudun çeĢitli 

biyolojik ve çevresel streslere uyum sağlamasına yardımcı oldukları gösterilmiĢtir 

(Jiang vd. 2010). 

 

Ülkemiz oldukça zengin bir makrofungus çeĢitliliğine sahiptir, yaklaĢık olarak 2500 

makrofungus türü bulunmaktadır ve bunların yaklaĢık 300 tanesi besin kaynağı olarak 

tüketilmektedir (Sesli ve Denchev 2014). Bununla birlikte birçoğunun potansiyel 
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biyolojik özellikleri henüz keĢfedilmemiĢtir. Besin olarak tüketilen doğal ürünlerin 

insan sağlığı üzerine olası etkilerinin incelenmesi ve bu etkilerin özellikle moleküler 

düzeyde aydınlatılması günümüzde büyük bir önem arz etmektedir. Clitocybe nebularis 

ülkemizde Karadeniz bölgesinde yayılıĢ gösteren, Tricholomataceae familyasına ait 

yenebilir bir türdür (Dizeci vd. 2021). Clitocybe nebularis‟de dahil olmak üzere 

Clitocybe türleri genel olarak tıbbi mantarlar olarak sınıflandırılmamasına rağmen, 

yapılan çeĢitli çalıĢmalarla sahip oldukları farmasötik potansiyeller açıkça 

gösterilmiĢtir. Ribonükleositler, lektinler, polisakkaritler ve fenolik bileĢikler gibi 

önemli biyoaktif moleküller Clitocybe türlerinde tespit edilmiĢ olup, antioksidan, anti-

proliferatif ve anti-viral etkilerle iliĢkilendirilmiĢtir (Pohleven vd. 2016, Dizeci vd. 

2021). 

 

Yukarıda sözü edilen bilgiler ıĢığında planlanan bu tez çalıĢması kapsamında, Clitocybe 

nebularis mantarından elde edilmiĢ etanolik özütün, HT-29 insan kolon kanseri 

hücreleri üzerindeki anti-proliferatif aktivitesi ve potansiyel moleküler etki 

mekanizmaları in vitro ortamda detaylı bir Ģekilde araĢtırılmıĢtır. Ayrıca mevcut çalıĢma 

ile C. nebularis özütünün, kolon kanseri tedavisinde kullanılan antimetabolit bir 

kemoterapötik ajan 5-FU‟in anti-kanser etkinliğini artırma yeteneğini test etmek de 

amaçlanmıĢtır. Yapılan bu çalıĢma, C. nebularis'in anti-kanser potansiyelinin ve etki 

mekanizmasının detaylı bir Ģekilde incelendiği ilk çalıĢmadır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

 

2.1 Kanser 

Kanser, kontrolsüz hücre bölünmesi, metastaz ve invazyon ile karakterize edilmektedir.  

Ġnsan vücudunu etkileyen 100‟den fazla türü sınıflandırılmıĢ, insidans ve mortalite 

oranları günümüzde hızla artmakta olan bir hastalıktır (Pavlopoulou vd. 2015). Dünya 

popülasyonun hızlı bir Ģekilde artan ve yaĢlanan nüfusu, kanserin görülme sıklığının da 

artmasına neden olmaktadır. Kanser, günümüzde hem ülkemiz hem de Dünya‟da 

kardiyovasküler hastalıklardan sonra ikinci sıradaki ölüm nedenidir (TÜĠK 2018). 

Küresel olarak yaklaĢık her 6 ölümden birine, ülkemizdeyse her 5 ölümden birine sebep 

olmaktadır (TÜĠK 2018, WHO 2018). 2020 yılında ülkemizde; 233 bin yeni kanser 

vakası ve kansere bağlı 126 bin ölüm, dünya çapında ise 19.3 milyon yeni kanser vakası 

ve 9.9 milyon ölüm meydana gelmiĢtir (ġekil 2.1) (Sung vd. 2021).  

 

 

ġekil 2.1 2020 yılında Türkiye ve Dünya‟daki yeni kanser vakaları (Sung vd. 2021) 

 

Hücrelerin kontrolsüz bölünmesi sonucunda ortaya çıkan hücre topluluğu tümör olarak 

adlandırılmaktadır. TümörleĢen hücrelerin istilacı bir Ģekilde büyümesi ve köken aldığı 

dokudan baĢka yerlerde de istilacı bir Ģekilde yayılabilmesi, iyi ve kötü huylu tümör 

kavramları arasındaki ayrıma yol açmaktadır. Ġyi huylu bir tümör, tek baĢına kanserin 

göstergesi değildir. Ġyi huylu tümörler vücuda yayılarak metastaz yapmazlar, köken 

aldıkları bölgede lokalize olarak kalırlar, malign tümörlerle kıyasla çok daha yavaĢ 
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büyürler ve genellikle bir kapsül ile çevrili olduklarından komĢu dokularla etkileĢimleri 

sınırlıdır (Cooper 2000). Bununla beraber, malign yani kötü huylu tümörler ise daha 

hızlı büyürler ve bulundukları yer ile sınırlı kalmayarak, hücre içi çeĢitli moleküler 

mekanizmaları yeniden düzenleyerek/ değiĢtirerek invazyon ve metastaz özellikleri 

kazanarak farklı doku ve organlara yayılırlar (Welch ve Hurst 2019). Kanser 

hücrelerinin kendine özgü özelliklerinden birisi, belirli organ(lar)a metastaz yapma 

eğilimleridir (Fidler 2003). Örneğin, prostat ve kolon kanseri sırasıyla kemiklere ve 

karaciğere metastaz yaparken; akciğer kanseri hücreleri adrenal bezlere, karaciğere, 

beyne ve kemiklere yayılırken, meme kanseri hücreleri akciğerlere ve kemiklere 

metastaz yapmaktadırlar (Deep ve Agarwal 2010, Welch ve Hurst 2019).  

 

Köken aldıkları doku, kanserin ayırt edici özelliklerini de vermektedir. Vücutta bulunan 

farklı hücrelerde meydana gelmeleri sebebiyle, oluĢum yerleri ve süreçleri farklılık 

göstermektedir (Cooper 2000). Ġnsan kanserlerinin yaklaĢık % 90'ı epitel hücrelerinin 

maligniteleridir ve karsinoma olarak sınıflandırılmaktadır (Cooper 2000). Mezoderm 

hücrelerinden (kemik, kas) türeyen kanserler sarkoma olarak bilinirken, meme dokusu 

gibi glandüler doku kanserleri ise adenokarsinoma olarak adlandırılmaktadır (AJCC 

2018). Farklı kökene sahip kanser türlerinin farklı özellikleri vardır. Bununla birlikte, 

temelde yatan hücresel ve moleküler yollar farklı olsa bile, tüm kanser türlerinde 

gözlemlenen sonuç aynıdır (Pecorino 2016). 

 

Kanser, hücresel düzeyde çeĢitli genomik modifikasyonlarına bağlı olarak DNA‟daki 

değiĢikliklerden kaynaklanmaktadır. YapılmıĢ çok sayıda çalıĢma sonucunda tümör 

hücrelerinin DNA'sının, nokta mutasyonları gibi tek bir baz çiftindeki değiĢikliklerden, 

delesyonlar ve kromozomal translokasyonlar gibi büyük kromozomal anormalliklere 

kadar birçok değiĢiklik içerdiğini göstermektedir (Pecorino 2016).  Genetik materyalde 

meydana gelen mutasyonlar sonucunda kanser hücreleri, normal hücrelerden farklı 

olarak düzenli bir Ģekilde büyüme ve çoğalmayı kontrol altında tutan mekanizmalardan 

kaçarak, kendilerine özgü hayatta kalma sistemlerini oluĢturabilme yetenekleri 

kazanmıĢlardır (Kiraz ve Baran 2018). Onkogenez veya karsinogenez olarak 

adlandırılan bu süreç, normal bir hücrenin kanser hücresine dönüĢmesi ve kontrolsüz bir 

Ģekilde çoğalarak bulunduğu doku veya organda tümör kitlesi oluĢturması sürecidir. Bu 
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süreç; hücresel, genetik ve epigenetik düzeylerdeki değiĢiklikler ve anormal hücre 

bölünmesi ile karakterize edilmektedir (Pitot 1993). Karsinogenez sonucunda kanser 

hücreleri normal sağlıklı hücrelerden farklı bazı özellikler kazanarak, hücrelerin 

kontrolsüz olarak çoğalmasını ve büyüme potansiyelini tümörün primer olarak 

bulunduğu alandan daha farklı yerlerde de göstermesine sebep olmaktadır (Hanahan ve 

Weinberg 2000). Kanserin ayırt edici özellikleri olarak da bilinen, büyüme faktörlerine 

ihtiyaç duymamak ve sınırsız bölünme potansiyeli kazanımı, apoptotik sinyallerden 

kaçabilme, büyüme baskılayıcı sinyallerden kaçabilme, anjiyogenez, invazyon ve 

metastaz özelliklerinin kazanımı, bağıĢıklık sisteminden kaçabilme ve enerji 

metabolizmasını değiĢtirebilme gibi özellikler tümör hücrelerinin çok aĢamalı geliĢimi 

sırasında kazandıkları ve onları sağlıklı hücrelerden ayıran temel özelliklerdir (ġekil 

2.2) (Hanahan ve Weinberg 2011). Bu özellikler kanser hücrelerinin hayatta kalmasına, 

çoğalmasına ve yayılmasına olanak sağlayan, çeĢitli faktörlerin etkisiyle karsinogenez 

sürecinde kazanılmıĢ iĢlevsel yeteneklerdir. Genomik veya genomik olmayan çeĢitli 

faktörlerin, tümörleĢen hücrelerinin bu özellikleri edinme süreçlerine yardımcı oldukları 

günümüzde yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Hanahan ve Weinberg 2011). Bunlardan 

en önemlisi genomik kararsızlığın geliĢmesi ve bunun sonucunda meydana gelen 

mutasyonlardır. 

 

 

ġekil 2.2 Kanserin ayırt edici özellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011) 



8 
 

 

Mutasyonlar sonucunda tümör mikroçevresindeki diğer hücrelere karĢı avantaj 

sağlayabilecek mutant genotipe sahip hücreler büyüyerek ortamda baskın hale gelirler. 

Bununla birlikte, tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu gibi bazı moleküler 

değiĢikliklerin ortaya çıkması; mutasyon kaynaklı olmayan, kalıtsal fenotipler 

tarafından da tetiklenebilmektedir (Jones ve Baylin 2007, Berdasco ve Esteller 2010). 

BaĢta p53 olmak üzere, genom koruma sistemlerinin DNA'daki hataları tespit etme ve 

düzeltme konusundaki yeteneği, hücre bölünmesi sırasında spontan mutasyon 

oranlarının genellikle çok düĢük olmasını sağlamaktadır. Hücre döngüsünü düzenleyen 

transkripsiyon faktörleri, organizmalarda tümör oluĢumunu baskılamak için oldukça 

kritik öneme sahiptir (ġekil 2.3). Tümör oluĢumu sürecinde, kanser hücreleri bu koruma 

sistemlerini devre dıĢı bırakarak mutasyon oranlarını arttırmakta ve mutant genotipin 

ilerlemesini sağlamaktadır (Negrini vd. 2010). 

 

 

ġekil 2.3 Tümör oluĢum sürecinde mutasyonların etkisi 
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Kanser hücreleri, kanserin genetik bir hastalık olarak tanımlanmasını sağlayan 

onkojenik ve tümör baskılayıcı mutasyonları taĢıyarak tümör oluĢumunu baĢlatır ve 

tümörün ilerlemesine neden olurlar. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarla; tümör 

mikroçevresinde hastalığın baĢlangıcı ile iliĢkili yeni bir neoplastik hücre alt sınıfı tespit 

edilmiĢtir (Albini vd. 2015). Tümörün yayılmasından sorumlu olan ve tümör dokusunda 

bulunan birçok farklılaĢmıĢ hücre topluluğunu oluĢturan bu hücreler, kanser kök 

hücreleri (KKH) olarak da adlandırılmaktadır (Puglisi vd. 2013). Bu hücrelerin temel 

özellikleri; normal kök hücrelere benzer olarak, kendilerini yenileyebilmeleri ve sınırsız 

bölünme yeteneğine sahip olmalarıdır. Bu hücreler konak hücrelere aĢılandığında, yeni 

tümörleri verimli bir Ģekilde oluĢturabilme yetenekleriyle tanımlanmaktadır (Lobo vd. 

2007). Bu nedenle KKH‟leri, kanseri baĢlatan hücre olarak da adlandırılmaktadır (Cho 

ve Clarke 2008). Yapılan çalıĢmalarla birçok farklı kanser türünde KKH‟lerin olduğu, 

kanser oluĢumundaki fonksiyonları ve dokuya özgü belirteçleri ortaya konulmuĢtur 

(Shimokawa vd. 2017). Bu nedenle, kanser tedavisi için KKH‟leri hedef alan tedavi 

stratejilerine yönelik çalıĢmalar da gerçekleĢtirilmektedir. 

 

2.2 Kolorektal kanser 

Kolorektal kanser, gastrointestinal sistemde en sık görülen kanser türü olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. Dünya çapında her yıl teĢhis edilen tüm kanserlerin ve kansere bağlı 

ölümlerin yaklaĢık olarak %10'unu kolorektal kanserler oluĢturmaktadır (Bray vd. 

2018). Cinsiyet ayrımı olmaksızın kansere bağlı ölümler arasında %55 sağkalım oranı 

ile ikinci sıradadır (Bray vd. 2018). Kadınlarda en sık teĢhis edilen ikinci, erkeklerde ise 

üçüncü kanser türü iken, kadınlardaki insidans ve ölüm oranı erkeklere göre yaklaĢık 

%25 daha düĢüktür (IACR 2018). Ülkemizde hem erkeklerde hem de kadınlarda en sık 

görülen üçüncü kanser türüdür (Sung vd. 2021). Dünya çapında kolorektal kanser 

insidansının 2035 yılında 2.5 milyon yeni vakaya yükseleceği tahmin edilmektedir 

(Arnold vd. 2017). Hastalığın insidansındaki dengeleyici ve azalan eğilimler 

günümüzde yalnızca çok geliĢmiĢ ülkelerde görülmektedir. Bu eğilimler öncelikle ülke 

çapında tarama programları ve kolonoskopi taramasının artmasıyla iliĢkilendirilmiĢ 

olmasına rağmen yaĢam tarzı ve diyet değiĢiklikleri de buna katkıda bulunabilmektedir 

(Ait Ouakrim vd. 2015). Kolorektal kanserler sıklıkla 50 yaĢın üzerindeki kiĢilerde 
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görülmesine rağmen, kolorektal kanser teĢhisi konulan 50 yaĢın altındaki hastaların 

sayısında, özellikle rektal kanser ve sol taraflı kolon kanserinde endiĢe verici bir artıĢ 

gözlenmektedir (Kasi vd. 2019). ÇeĢitli genetik ve çevresel faktörler bu artıĢ ile 

iliĢkilendirilmiĢ olsa da, bu artıĢın kesin nedenleri henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır 

(Dekker vd. 2019). Epidemiyolojik çalıĢmalar erkek cinsiyeti ve artan yaĢın, hastalığın 

insidansı ile bağlantılı olduğunu göstermektedir (ġekil 2.4). Pozitif aile öyküsünün tüm 

kolorektal kanserli hastaların yaklaĢık % 10-20'sinde hastalığın ortaya çıkmasında 

önemli bir role sahip olduğu görülmektedir (Henrikson vd. 2015). Yapılan çeĢitli genom 

temelli iliĢki çalıĢmalarının sonucunda, kolorektal kanser riski ile iliĢkilendirilmiĢ çeĢitli 

kansere yatkınlık genleri (ortak tek nükleotid polimorfizmleri) tanımlamıĢ olsa da, 

kalıtıma neden olan faktörlerin çoğu hala belirsizliğini korumaktadır (Jiao vd. 2014). 

Büyük ölçüde değiĢtirilebilir olan sigara, aĢırı alkol tüketimi, vücut ağırlığının artması, 

kırmızı ve iĢlenmiĢ et tüketimi gibi çevresel risk faktörlerinin kolorektal kansere 

yakalanma riskini arttırdığı yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Botteri vd. 2008, Chan 

vd. 2011, Cai vd. 2014, Kyrgiou vd. 2017). 

 

 

ġekil 2.4 Kolorektal kanser için risk faktörleri (Dekker vd. 2019) 
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Birçok kanser türünün oluĢumu poliplerden kaynaklanmaktadır. Kolorektal 

adenokarsinoma geliĢimi sırasında, gastrointestinal özelliğe sahip epitel hücreleri, 

spesifik onkojenlerde ve/veya tümör baskılayıcı genlerde sıralı genetik ve epigenetik 

mutasyonlar edinerek onlara proliferasyon ve kendini yenileme konusunda seçici bir 

avantaj sağlamaktadır. Kolorektal kanserlerde bu süreç, neoplastik bir öncü lezyona (bir 

polip) dönüĢen ve sonunda yaklaĢık 10-15 yıllık bir süreç içerisinde kolorektal kansere 

doğru ilerleyen anormal bir kript ile baĢlamaktadır (Dekker vd. 2019). Kolon iç 

epitelinde baĢlayan bu süreç, sonrasında diğer doku ve organlara metastaz yapmaktadır. 

Kolorektal kanserlerin çoğunun köken aldığı hücrenin, kök hücre veya kanser kök 

hücresi olarak adlandırılan hücre olduğu varsayılmaktadır (Medema 2013, Nassar ve 

Blanpain 2016). Kanser kök hücreleri olarak adlandırılan bu hücreler, tümör baskılayıcı 

genleri inaktive ederken onkogenleri aktive edebilen, genetik ve epigenetik 

değiĢikliklerin ilerleyen birikiminin sonucunda oluĢmaktadırlar (Dekker vd. 2019). 

Kanser kök hücreleri, kolonik kriptlerin tabanında bulunur ve bir tümörün baĢlatılması 

ve sürdürülmesi için gereklidir (Medema 2013, Nassar ve Blanpain 2016). Kanser kök 

hücrelerinin büyümesini kontrol eden düzenleyici mekanizmaların araĢtırılması, olası 

terapötik ajanlar ve önleyici tedavi için günümüzde oldukça önemli ve potansiyel 

vadeden bir çalıĢma alanıdır (Shimokawa vd. 2017). 

Kolorektal kanser geliĢimi için genel olarak iki farklı ana öncü lezyon yolu vardır (ġekil 

2.5); kolorektal kanserlerin %70-90'ına yol açan geleneksel adenom-karsinom yolu 

(kromozomal instabilite dizisi olarak da adlandırılmaktadır) ve tırtıklı neoplazi yolu 

(kolorektal kanserlerin %10-20‟sine yol açmaktadır). Bu yollar birbirini takip eden 

birçok genetik ve epigenetik olayları kapsamaktadır (Cancer Genom Atlas Network 

2012). Adenom-karsinom yolunda; kromozomal kararsızlık fenotipleri genellikle bir 

Adenomatozis Polipozis Koli (APC) mutasyonu ile baĢlatılan bir seri genomik olaydan 

sonra geliĢmektedir, ardından RAS aktivasyonu veya TP53 fonksiyon kaybı meydana 

gelmektedir. Tırtıklı neoplazi yolu ise; RAS ve RAF mutasyonları ve epigenetik 

instabilite ile iliĢkilendirilmiĢtir. Bunun yanında CpG adası metilasyon fenotipi ile 

karakterize edilir ve mikrosatellit kararlı ve kararsız kolorektal kanserlere yol 

açmaktadır (Dekker vd. 2019). Bu sebeple proksimal ve distal kolon kanserleri 



12 
 

karĢılaĢtırıldığında moleküler açıdan farklılıklar gösterdikleri görülmektedir. Moleküler 

farklılıkların yanı sıra, sol taraflı ve sağ taraflı kolorektal kanserler arasında 

embriyolojik, biyolojik ve anatomik farklılıklar da bulunmaktadır (Venook vd. 2016).  

Hastalığın bulunduğu pozisyon, metastatik etkide ve izlenecek tedavinin seçiminde 

oldukça önemli bir role sahiptir ve kanser geliĢimini baskılayan anti-EGFR ilaçlara 

verilecek yanıtın bir belirteci olarak kabul edilmektedir (Venook vd. 2016, Loree vd. 

2018). 

 

 

ġekil 2.5 Kolorektal kanser geliĢim yolakları (Dekker vd. 2019) 

2.2.1 Kolorektal kanserin evreleri 

Hastaya kolorektal kanser teĢhisi konulduktan sonra, hastalığın yayılıp yayılmadığı ve 

yayıldıysa ne kadar uzağa yayıldığı evreleme süreci ile belirlenmektedir. Hastaya doğru 

bir tedavi stratejisi sağlamak için uygun tanı ve evreleme oldukça önemlidir. Evreleme 
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süreci sonunda temel olarak vücuttaki kanser yoğunluğu tanımlanmaktadır (AJCC 

2018). Bu süreç ile birlikte hastalığın durumu, hastalığa karĢı uygulanacak tedavi 

stratejileri ve sağkalım oranları belirlenmektedir. Kolon ve rektum, kalın bağırsağın iki 

ana bileĢenidir. Bağırsak duvarı, mukoza, submukoza, kas katmanı ve seroza 

katmanlarından oluĢmaktadır (ġekil 2.6). Kolorektal kanserlerin evreleri, kanser 

hücrelerinin kolon veya rektumda nasıl ilerlediğini ve yakın veya uzak organlara nasıl 

yayıldığını yansıtmaktadır. Kolorektal kanserler için en sık kullanılan evreleme sistemi, 

Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) tarafından belirlenmiĢ 3 temel unsura 

dayanan TNM sistemidir: T (tümör); tümörün boyutunu, N (düğüm); kanserin 

yakınlardaki lenf düğümlerinde mevcut olup olmadığını, M (metastaz); kanserin 

vücudun diğer bölgelerine yayılıp yayılmadığını ifade eder (Çizelge 2.1) (AJCC 2018). 

Amerikan Ortak Kanser Komitesi, hastalığın ilerleyiĢi ve yayılıĢına göre kolorektal 

kanserleri beĢ evrede sınıflandırmaktadır (ġekil 2.7). 

 

 

ġekil 2.6 Kalın bağırsak dokusunun katmanları (ACS 2020) 
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Çizelge 2.1 Kolorektal kanserin evreleri (AJCC 2018) 

Evre TNM Tümör invazyon derecesi Duke 

0 Tis N0 M0 Tümör mukoza ile sınırlı - 

I T1 N0 M0 Tümör mukozaya invaze A 

I T2 N0 M0 Tümör muskularis propriaya invaze A 

IIA T3 N0 M0 Tümör subserozaya invaze B 

IIB T4 N0 M0 Tümör komĢu organlara invaze B 

IIIA T1-2 N1 M0 1-3 bölgesel lenf noduna metastaz C 

IIIB T3-4 N1 M0 Subseroza veya komĢu organlara invazyon ve 1-

3 bölgesel lenf noduna metastaz 

C 

IIIC T1-4 N2 M0 4 veya daha fazla lenf noduna metastaz C 

IV T1-4 N1-3 M1 Uzak organlara metastaz - 

 

Evre 0: En erken evredeki kolorektal kanserler, evre 0 olarak adlandırılmaktadır. Bu 

evrede tespit edilen hücreler kanserli veya kanser öncesi olabilmektedir. Kolon 

mukozasında anormal hücrelerin veya poliplerin bulunduğu, in situ karsinoma olarak da 

adlandırılan, kolorektal kanserin baĢlangıç evresidir. Bu evrede hücreler oluĢum 

gösterdikleri yerleriyle sınırlıdır ve kolon, rektum, lenf düğümlerine yayıldıklarına veya 

diğer organlara metastaz yaptıklarına dair hiçbir kanıt yoktur. TeĢhis sonrasında cerrahi 

operasyonla uzaklaĢtırılarak kanser oluĢumu kolaylıkla engellenebilmektedir (Brenner 

vd. 2014). 

Evre I: Bu evrede kanserli hücreler bağırsak duvarına ve submukozaya doğru büyümüĢ 

ve kasa girmiĢ olabilmektedir. Kanser, yakındaki lenf düğümlerine veya uzak bölgelere 

henüz yayılmamıĢtır. Bu evrede teĢhis konulan hastalarda kanserli doku cerrahi 

operasyonla uzaklaĢtırılır ve sağkalım oranı %90 civarındadır (Dekker vd. 2019). 

Evre II: Bu evre, kanserli hücrelerin kolonun farklı katmanlarına, kas dokusuna veya 

kolonun tüm katmanlarına büyümüĢ olmasına göre iki evrede sınıflandırılmaktadır (IIA, 



15 
 

IIB). Hastalık bu evrede yakınlardaki lenf düğümlerine veya organlara henüz 

yayılmamıĢtır. Cerrahi rezeksiyonu takiben kemoterapi uygulaması ile birlikte teĢhis 

konulan hastalarda %80‟e varan sağkalım oranları yakalanmaktadır. 

Evre III: Bu evre itibari ile kanserli hücreler bütün kolon duvarı boyunca yayılmıĢ 

durumdadır. Yakın bölgedeki lenf düğümlerine ve organlara yayılmasına göre IIIA, IIIB 

ve IIIC Ģeklinde alt sınıflara ayrılmaktadır. IIIA ve IIIB‟de kanser, birincil tümörün 

bulunduğu yere yakın üç lenf düğümüne kadar yayılmıĢtır. IIIC‟de ise birincil bölgenin 

yakınındaki dört veya daha fazla lenf düğümüne ve aynı zamanda yakındaki organlara 

da yayılmıĢ olabilmektedir. Sağkalım oranları alt evrelere bağlı olarak %30-60 

aralığında değiĢmektedir, teĢhis sonrasında tedavi için cerrahi operasyon ile birlikte 

adjuvan kemoterapide uygulanmaktadır (Brenner vd. 2014). 

Evre IV: Kolorektal kanserin en ileri aĢamasıdır. Eğer bu evrede hastaya kolorektal 

kanser tanısı konulduysa, kanserin karaciğer veya akciğerler gibi uzak bölgelere de 

metastaz yaptığı anlamına gelmektedir. Evre IV kolorektal kanser, metastazın birden 

fazla organı etkileyip etkilemediğine bağlı olarak iki alt kategoriye ayrılır. Kanser bir 

farklı organa metastaz yapmıĢsa evre IVA olarak kabul edilirken, birden fazla organa 

metastaz yaptıysa evre IVB olarak sınıflandırılmaktadır. Cerrahi operasyon ile 

tümörlerin uzaklaĢtırılmasından sonra kemoterapi uygulanmasına rağmen bu evrede 

teĢhis konulan hastalarda sağkalım oranı %6‟ya kadar düĢmektedir (Edge vd. 2018). 

 



16 
 

 

ġekil 2.7 Kolon kanserinin evreleri (ACS 2020) 

2.2.2 Kolorektal kanserde tedavi yaklaşımları 

Kolorektal kanserlerin tedavisi ve yönetimi hastalığın teĢhisi sonrasında, tümörün 

evresi, yeri ve hasta özelliklerine bağlı olarak değiĢmekle birlikte mevcut tedavi 

stratejisi cerrahi yaklaĢımlar ve kemoterapiye dayanmaktadır. Erken evre kolorektal 

kanser lezyonları için, polipektomi gibi lokal tedaviden, tümörün lokasyonuna ve 

hastalık invazyonuna bağlı olarak transabdominal rezeksiyon ve anastomoz gibi daha 

invaziv prosedürlere kadar cerrahi yaklaĢımlar kullanılmaktadır (Labianca vd. 2013). 

Tedavide uygulanacak strateji hastalığın tespit edildiği evreye bağlı olarak değiĢkenlik 

göstermektedir. Tedaviye baĢlanılan evre, kolorektal kanserli hastalarda sağkalımı 

etkileyen oldukça önemli bir faktördür. Ġleri evrelerde tanı koyulan hastalarda sağkalım 

oranı %6‟ya kadar düĢmektedir (Edge vd. 2010). Hastalığın baĢlangıç evrelerinde tespit 

edilmiĢ birçok kolorektal kanser tek baĢına cerrahi rezeksiyonla tedavi edilebilmektedir. 
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Erken evrelerde cerrahi, hastalığın durumuna göre ameliyat öncesi veya sonrası adjuvan 

kemoterapi ile birleĢtirilmektedir (Wang vd. 2007).  

Çoğu kolorektal kanserlerin teĢhisi, tümör hücresi yayılımı gerçekleĢtiğinde ileri bir 

aĢamadayken konulmaktadır. Bununla beraber hastalığın teĢhisinde kullanılan spesifik 

semptomların eksikliği ve kolonoskopi taramalarının yaygın olmaması hastalığın erken 

evrede tespiti için zorluklar yaratmaktadır. Alt karın semptomları fazlasıyla yaygındır 

ve çoğunlukla kolorektal kanserler ile değil neoplastik olmayan hastalıklarla ilgilidir. 

Sonuç olarak hastalığın tanı ve tedavi sırasındaki evresi, sağkalımın en önemli faktörü 

olarak kabul edilmektedir. Kemoterapi ve hedefe yönelik tedaviler, ileri evredeki 

hastalar için genel sağkalımda yalnızca sınırlı bir artıĢ sağlamaktadır. Adjuvan tedavisi 

olarak floropirimidin bazlı kemoterapiklerin cerrahi operasyon sonrası kullanımı evre II 

ve III‟de sağkalımı arttırabilmektedir (Dekker vd. 2019). 

ĠlerlemiĢ veya metastatik kanser için, cerrahi rezeksiyon tek baĢına küratif tedavi sunma 

konusunda yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle kemoterapötik ajanlar hastalara sırasıyla 

ameliyattan önce tümörü küçültmek ve ameliyattan sonra tümörün nüksetmesini 

önlemek için neoadjuvan veya adjuvan tedavi olarak sunulmaktadır (Benson vd. 2018). 

Kolorektal kanser tedavisinde en yaygın kullanılan kemoterapötik ajanlar; platin 

türevleri (oksaliplatin), antimetabolitler (kapesitabin, 5-FU), topoizomeraz inhibitörleri 

(irinotekan) ve tegafur/urasildir (UFT) (Rejhová vd. 2018). Antimetabolit 

floropirimidinler (5-Florourasil ve kapesitabin), metastatik kolorektal kanserler için 

birinci basamak kemoterapötik ajanlardır ve genellikle geliĢmiĢ yanıt oranı ve 

progresyonsuz hücre sağkalım avantajları nedeniyle diğer sitotoksik ajanlarla 

(irinotekan, oksaliplatin gibi) birlikte kombinasyon halinde uygulanır (Labianca vd. 

2013). Kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanılan yaygın kemoterapi uygulamaları; 

FOLFOX (5-FU/folinik asit/oksaliplatin), FOLFIRI (5-FU/folinik asit/irinotekan), 

CAPOX (kapesitabin/oksaliplatin) ve FOLFOXIRI (5-FU/folinik asit/oksaliplatin/ 

irinotekan) Ģeklindedir (Benson vd. 2006). Kemoterapötik ajanların sitotoksik etkiye 

katkıda bulunan kesin mekanizmaları, kullanılan kemoterapötik ajana göre farklılık 

göstermelerine rağmen genel olarak; DNA replikasyonunu, transkripsiyonunu ve 

onarımını bozacak Ģekilde etki ederek hücre ölümünü teĢvik ederler (Hammond vd. 
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2016). Kemoterapötik ajanlar etki mekanizmalarına göre genel olarak mitoz 

inhibitörleri, DNA replikasyon inhibitörleri ve diğer sitotoksik ajanlar Ģeklinde 

sınıflandırılabilmektedir.  

GeliĢmiĢ kolorektal kanserde birinci basamak kemoterapi, tek baĢına veya oksaliplatin 

ile kombinasyon halinde lökovorin (folinik asit) ile 5-FU‟ya dayanır (Gramont vd. 

2000). Metastatik kolorektal kanserde ise tedavi 5-FU veya irinotekanın 

kombinasyonundan oluĢmaktadır (Douillard vd. 2000). GeliĢmiĢ KRK'de 5-FU 

monoterapisine genel yanıt oranı % 10-15 ile sınırlıdır (Giacchetti vd. 2000). Bu 

nedenle kombinasyonlar veya çok bileĢenli tedavi, kemoterapötiklerin yanıt oranını 

arttırmak için ilerlemiĢ kolorektal kanser tedavisinde sıklıkla kullanılmaktadır. 5-

FU'nun diğer sitotoksik ilaçlarla kombine edilmesi yalnızca yanıt oranlarını 

iyileĢtirmekle kalmayıp, aynı zamanda bu ilaçların istenmeyen yan etkilerini de 

azaltmaktadır (Bastos vd. 2010). Bununla beraber, toksisite ve ilaç direnci 

konvansiyonel tedavilerin etkinliğini sınırlayan önemli bir sorun olarak karĢımıza 

çıkmaya devam etmektedir. Kemoterapötiklerin spesifik olmayan etki mekanizması 

sonucunda, sadece tümör hücrelerini değil aynı zamanda malign olmayan hücreleri de 

etkilemesi birçok yan etki ile doğrudan bağlantılıdır. Tedavinin oluĢturduğu yan etkiler, 

kullanılan kemoterapinin türüne bağlı olarak hastalar arasında farklılık göstermektedir. 

Sitotoksik kemoterapötiklere ek olarak özellikle metastatik kolorektal kanser 

tedavisinde kullanılacak yeni ajanlara yönelik çalıĢmalar devam etmektedir. 2000'lerin 

baĢından beri moleküler hedefli tedavi yöntemleri, metastatik kolorektal kanser tedavisi 

için giderek önem kazanmıĢtır. Yaygın olarak kullanılan hedefe yönelik tedaviler, 

epidermal büyüme faktörü reseptörünü (EGFR) ve/veya vasküler endotelyal büyüme 

faktörünü (VEGF) hedefleyen monoklonal antikorlardır. EGFR‟nin aĢırı ekspresyonu, 

% 65-70 KRK tümörlerinde gözlenir ve hastalığın ilerlemesi, kötü prognoz ve daha kısa 

sağ kalım ile iliĢkilidir (Ng ve Zhu 2008). Setuksimab ve panitumumab FDA onaylı 

EGFR monoklonal antikorlarıdır ve Ras/Raf/MEK/ERK yolunu inhibe ederek kanser 

proliferasyonunu geciktirirler (Pabla vd. 2015). Her iki ajan da monoterapi olarak veya 

diğer kemoterapötiklerle birlikte kombinasyon halinde uygulanabilmektedir. Etkili bir 
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Ģekilde, tek baĢına kemoterapi ile kıyaslandığında hayatta kalma ve progresyonsuz 

sağkalım risk oranında yarar sağladıkları görülmektedir. 

 

Son yıllarda ortaya çıkan bir diğer tedavi yöntemi de immünoterapidir. ÇeĢitli kanser 

türlerinde dikkate değer klinik aktivite gösteren immün kontrol noktası inhibitörlerinin 

kullanımı, mikro uydu dengesizliği yüksek tümörleri olan kolorektal kanser hastalarında 

ümit vadeden etkinlik göstermiĢtir (Hurwitz vd. 2004, Van Cutsem vd. 2012, Tabernero 

vd. 2015, Kalyan vd. 2018). Bu moleküller, T hücresi aktivasyonunu geri kazanımını 

sağlayarak üzerlerinde tümörle iliĢkili antijeni taĢıyan hücreleri öldüren anti-tümör 

immün yanıtını uyarırlar (Kalyan vd. 2018). 

 

Mevcut çok çeĢitli tedavi seçenekleri olmasına rağmen, ilaç direnci sorunu 

kemoteröpatik ajanlar ile gerçekleĢtirilen kanser tedavi yöntemlerinin önünde önemli bir 

engel olmaya devam etmektedir. Hastaların büyük bir kısmı ya bir tedavi stratejisine 

yanıt vermez ya da baĢlangıçta yanıt vermesine rağmen, sırasıyla birincil veya edinilmiĢ 

ilaç direnci nedeniyle belirli bir süre sonra nüks ederek hastalık ilerlemesine sebep 

olmaktadır (ġekil 2.8) (Hammond vd. 2016). Sonuç olarak ilaç direnci tedavinin 

baĢarısızlığına yol açmaktadır ve bu nedenle uygulanan tedavi stratejilerinin 

değiĢtirilmesini gerektirmektedir. Bu nedenle, özellikle ileri evre kolorektal kanserde 

ilaç direncinin üstesinden gelmek için günümüzde alternatif terapötik stratejilere acil 

ihtiyaç bulunmaktadır. Doğal bileĢikler geçmiĢten günümüze modern farmakoloji için 

önemli bir kaynak olmuĢtur. Bu nedenle geleneksel kemoterapötik ajanların etkili ve 

toksik olmayan doğal bileĢiklerle birlikte kullanılmasıyla, tedavinin yanıt oranını ve 

hastanın yaĢam kalitesini arttırmaya katkıda bulunabileceğini varsayan çalıĢmalar 

günümüzde giderek artmaktadır (Singh vd. 2017, Rejhová vd. 2018, Lee vd. 2021). 
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ġekil 2.8 Kanser hücrelerinde ilaç direnci geliĢim mekanizmaları 

2.2.2.1 5-Florourasil 

5-Florourasil (5-FU) kanser tedavisinde, özellikle kolorektal kanserde yaygın olarak 

kullanılan antimetabolit sınıfı bir ilaçtır. Urasil analoğu olan 5-FU (ġekil 2.9), mide-

bağırsak kanserleri, meme, jinekolojik ve baĢ ve boyun tümörlerinin tedavisi için de 

sıklıkla kullanılmaktadır. Antimetabolit ajanlar, temel biyosentetik süreçleri inhibe eder 

veya DNA ve RNA gibi önemli makromoleküllerin yapısına dahil olarak bu 

moleküllerin normal iĢlevlerini inhibe ederek etkinliklerini gösterirler. Urasilin florlu 

bir türevi olan 5-FU, her iki iĢlevi de gerçekleĢtirerek anti-kanser etkisini 

göstermektedir (Longley vd. 2003). 5-FU, hidrojen yerine C-5 konumunda bir flor 

atomuna sahip bir urasil analogudur (ġekil 2.9). 5-FU‟nun öncül ilacı olan 

kapesitabinde; oral olarak uygulanmasından sonra üç ardıĢık reaksiyonla 5-FU'ya 

dönüĢtürülerek aynı mekanizma aracılığıyla etki göstermektedir (ġekil 2.11). 5-FU, 

urasil ile aynı kolaylaĢtırılmıĢ taĢıma mekanizmasını kullanarak hücre içerisine hızla 

girmektedir (Wohlhueter vd. 1980). 5-FU hücre içerisinde aktif birkaç metabolite 

dönüĢtürülür; florodeoksiüridin monofosfat (FdUMP), florodeoksiüridin trifosfat 

(FdUTP) ve florouridin trifosfat (FUTP) (ġekil 2.10), bu aktif metabolitler RNA 
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sentezini ve timidilat sentaz‟ın (TS) etkisini bozar. Hücre içi anabolizma için 5-FU 

mevcudiyeti esas olarak doku ilaç katabolizmasına bağlıdır. 5-FU katabolizmasındaki 

hız sınırlayıcı enzim, 5-FU'yu dihidroflorourasil'e (DHFU) dönüĢtüren dihidropirimidin 

dehidrojenazdır (DPD). Uygulanan 5-FU'nun %80'den fazlası, DPD'nin bol miktarda 

ifade edildiği karaciğerde katabolize edilir (Casale vd. 2004).  

 

 

ġekil 2.9 Urasil ve 5-Fluouracil yapıları 

 

5-FU uygulanması hücrelerde DNA hasarına neden olarak hücre çoğalmasını ve hayatta 

kalmasını etkiler. 5-FU'nun sitotoksik etki mekanizması, floronükleotidlerin RNA ve 

DNA'ya dahil edilmesine ve nükleotid sentezinde görev alan enzim olan TS‟nin 

inhibisyonu ile iliĢkilendirilmiĢtir. 5-FU, hücre döngüsünün S fazı sırasında, timidilat 

mevcudiyetini kısıtlayarak DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etkisini gösterir 

(Focaccetti vd. 2015). TS, metil donörü olarak 5,10-metilentetrahidrofolat (CH2THF) ile 

deoksiüridin monofosfatın (dUMP) deoksitimidin monofosfata (dTMP) dönüĢümünü 

katalize eder. Bu reaksiyon, DNA replikasyonu ve onarımı için gerekli olan timidilatın 

tek de novo kaynağını sağlamaktadır (Longley vd. 2003). 5-FU aktif metaboliti 

florodeoksiüridin monofosfat (FdUMP), TS'nin nükleotid bağlama bölgesine bağlanır 

ve TS ve CH2THF ile stabil bir üçlü kompleks oluĢturarak dUMP'nin nükleotid bağlama 

bölgesine eriĢimini bloke eder ve dTMP sentezini inhibe ederek DNA iplikçiklerinin 

kopmasına ve hücre ölümüne yol açar (Houghton vd. 1995, Longley vd. 2003). 

dUTP'nin neden olduğu DNA hasarının boyutu, pirofosfataz dUTPaz ve urasil-DNA 

glikozilaz (UDG) seviyelerine bağlıdır. dTMP, timidin kinazın (TK) etkisiyle 

timidinden kurtarılabilir, böylece TS eksikliğinin etkileri hafifletilebilir. Bu kurtarma 
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yolu, aynı zamanda 5-FU'ya karĢı potansiyel bir direnç mekanizmasını da temsil 

etmektedir (Grem ve Fischer 1989). 

 

5-FU'nun bir diğer sitotoksik etki mekanizması ise RNA yanlıĢ bağlanması üzerinden 

gerçekleĢmektedir (ġekil 2.10). 5-FU metaboliti FUTP, normal RNA iĢlemesini ve 

iĢlevini bozarak RNA'ya kapsamlı bir Ģekilde dahil edilir. 5-FU'nun RNA'ya yanlıĢ 

bağlanması ile kolon kanseri hücrelerinde klonojenik potansiyelin kaybı arasında 

önemli bağlantılar olduğu gösterilmiĢtir (Glazer vd. 1982). 5-FU‟nun RNA'ya yanlıĢ 

bağlanması, çeĢitli seviyelerde toksisite ile sonuçlanabilmektedir. Sadece pre-rRNA'nın 

olgun rRNA'ya iĢlenmesini engellemekle kalmaz, aynı zamanda tRNA'ların 

transkripsiyon sonrası modifikasyonunu ve snRNA/protein komplekslerinin montajını 

ve aktivitesini bozar, böylece pre-mRNA'nın eklenmesini inhibe eder (Kanamaru vd. 

1986, Patton 1993, Ghoshal vd. 1994). Ek olarak, rRNA, tRNA ve snRNA'nın tümü 

modifiye baz psödoüridin içerir ve 5-FU'nun bu RNA türlerinde üridinin psödoüridine 

transkripsiyon sonrası dönüĢümünü engellediği gösterilmiĢtir (Samuelsson vd. 1991). 

Bu çalıĢmalar, 5-FU‟nun RNA iĢlemenin birçok yönünü potansiyel olarak 

bozabileceğini ve hücresel metabolizma ve canlılık üzerinde derin etkilere yol 

açabileceğini göstermektedir (Longley vd. 2003). 

 

5-FU, meme, baĢ ve boyun kanserlerinin tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanlarla 

birlikte kullanıldığında yanıt oranlarını ve sağkalımı iyileĢtirmesine rağmen, en efektif 

etkiyi kolorektal kanserde göstermektedir (Sethy ve Kundu 2021). 5-FU temelli 

kemoterapi, rezeke edilen evre III kolorektal kanserli hastaların genel ve hastalıksız 

sağkalımını iyileĢtirmektedir (IMPACT 1995). Bununla birlikte, ileri evre kolorektal 

kanser için birinci basamak tedavi olarak 5-FU bazlı kemoterapi için yanıt oranları 

sadece %10-15'tir (Johnston ve Kaye 2001). Bu nedenle, 5-FU'nun anti-kanser 

etkinliğini arttırmak ve ilaç direncinin üstesinden gelmek için önemli modülasyon 

stratejileri geliĢtirilmiĢtir. 5-FU'nun irinotekan ve oksaliplatin gibi daha yeni ajanlar ile 

birlikte kullanılması, ilerlemiĢ kolorektal kanser için yanıt oranlarını %40-50'ye 

yükseltmiĢtir (Gu vd. 2019). Sonuç olarak, 5-FU hem ileri hem de erken evre kolorektal 

kanserin tedavisinde ana ajan olarak kullanılmaya devam etmektedir. 
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ġekil 2.10 5- Fluorourasil metabolizması ve etki mekanizması (Longley vd. 2003) 

 

5-FU'nun anti-kanser aktivitesini modüle etmek için uygulanan stratejiler, 5-FU 

bozulmasının azaltılmasını, 5-FU aktivasyonunun arttırılmasını ve FdUMP'nin TS 

bağlanma aktivitesinin arttırılması gibi stratejileri içermektedir (ġekil 2.10). Folinik 

asitin CH2THF‟nin hücre içi konsantrasyonunu arttırarak 5-FU toksisitesinin artmasına 

katkı sağladığının bulunmasıyla tedavi stratejilerinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır 

(Matherly vd. 1990, Gu vd. 2019, Sethy ve Kundu 2021). BaĢka bir yaklaĢım ise, 5-

FU‟nun karaciğerde DPD ile parçalanmasını önleyen 5-FU ön ilaçları tasarlamak 

olmuĢtur. Kapesitabin, gastrointestinal duvardan değiĢmeden emilen ve karboksilesteraz 

ve sitidin deaminazın sıralı etkisi ile karaciğerde 5'-deoksi-5-florouridine (5'DFUR) 



24 
 

dönüĢtürülen bir oral floropirimidindir (ġekil 2.11). 5′DFUR daha sonra timidin 

fosforilaz (TP) ve/veya üridin fosforilaz (UP) tarafından 5-FU'ya dönüĢtürülür ve 

bunların her ikisinin de tümör dokusunda normal dokuya göre önemli ölçüde daha aktif 

olduğu rapor edilmiĢtir (Schüller vd. 2000, Johnston ve Kaye 2001). 

 

 

ġekil 2.11 Kapesitabin metabolizması ve ekti mekanizması (Focaccetti vd. 2015) 

 

Tümörlerin ilaca dirençli hale geldiği mekanizmaları anlamak, bu direnci tahmin etmek 

veya üstesinden gelmek için oldukça önemlidir. Anti-kanser ilaç direnci; ilaç giriĢ ve 

çıkıĢının değiĢtirilmesi, ilaç inaktivasyonunun arttırılması ve ilaç hedefinin mutasyonu 

gibi çeĢitli nedenlerden kaynaklanmaktadır (Longley ve Johnston 2005). Direnç 

mekanizmalarının daha iyi anlaĢılması sonucunda; yeni ve etkili ajanların 

geliĢtirilmesinin yanı sıra, mevcut kemoterapötiklerin etkinliğini arttırmaya yönelik 

çalıĢmalar da beraberinde yürütülebilmektedir. TS'nin yüksek düzeyde ekspresyonu ve 

deoksiüridin trifosfataz aktivitesinin artmasının 5-FU direncine yol açtığı rapor 

edilmiĢtir (ġekil 2.12). TS'ye yönelik sitotoksisite, artan TS ekspresyonu ile ortadan 
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kaldırılırken, RNA'ya yönelik sitotoksisite, üridinin hücre içi seviyelerinin 

arttırılmasıyla ortadan kaldırılabilmektedir (Van Triest vd. 1999, Violette vd. 2002, 

Grem 2005). Bu nedenle, ilaç direnci mekanizmalarını geri çevirmek için yeni terapötik 

stratejilere yönelik araĢtırmalar da gerçekleĢtirilmektedir. Kemoterapötik ilaçlara karĢı 

oluĢan çoklu ilaç direncinin üstesinden gelmek için tasarlanan çeĢitli ajanlar tedavide 

mevcut ajanlarla birlikte adjuvan olarak kullanılmaktadır. 5-FU ve türevleri önemli anti-

kanser ajanları olmasına ve hastalarda yaygın olarak uygulanmasına rağmen, tek baĢına 

5-FU'nun genel yanıt oranı hala düĢüktür (Johnston ve Kaye 2001).  Bu nedenle, daha 

iyi terapötik stratejiler aramak, 5-FU duyarlılığını artırmak ve ilaç direncini tersine 

çevirmek gelecekteki çalıĢmalar açısından oldukça önemlidir. 

 

 

ġekil 2.12 5-Fluorourasil aracılığıyla p53 aktivasyonu (Longley vd. 2003) 

 

Bu kapsamda enzim/ön ilaç sistemlerinin kullanıldığı gen tedavisi, kolon kanseri 

tedavisi için güçlü bir strateji olma potansiyeline sahiptir. Ġntihar gen tedavisi olarak da 

adlandırılan bu yaklaĢım, ilaç metabolize eden enzim genlerini hedef alarak toksik 

olmayan bir bileĢiğin kanser hücrelerinde sitotoksik bir ilaca dönüĢtürülmesini 

amaçlamaktadır. Sitozin deaminaz (CD) ve 5-Florositozinin (5-FC) birlikte kullanımı en 

yaygın olarak araĢtırılan ön ilaç/enzim sistemlerinden birisidir. Bu sistemde; 5-FC, CD 
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aktivitesi sonucunda aktif formu olan 5-FU'ya dönüĢtürülen toksik olmayan bir ön 

ilaçtır (ġekil 2.13) (Huber vd. 1993). Dolayısıyla enzim/ön ilaç sistemlerinin kullanımı, 

geleneksel kemoterapötiklerin etkinliğini ve güvenliğini artırmaya yardımcı olabileceği 

için de oldukça önemlidir. 

 

 

ġekil 2.13 5-Florositozinin 5-Fluorourasile dönüĢtürülmesi (Huber vd. 1993) 

 

CD (EC 3.5.4.1) memeli hücrelerinde bulunmayan, bakteri ve mantarlar tarafından 

eksprese edilen bir enzimdir. Bu protein memeli hücrelerinde eksprese edildiğinde, 

toksik olmayan antifungal bir ajan olan 5-FC‟yi yaygın olarak kullanılan kemoterapötik 

ajan 5-FU'ya dönüĢtür ve CD geninin kanser hücrelerinde ekspresyonu tümör hedefli 

kemoterapi ile sonuçlanır (Negroni vd. 2007). Bu nedenle, enzim/ön ilaç sistemlerinin 

kullanıldığı gen tedavisi yaklaĢımı kanser tedavisi için güçlü bir alternatif yöntem olma 

potansiyeline sahiptir.  

 

2.3 Clitocybe nebularis 

Clitocybe nebularis (Batsch) P. Kumm. bulutlu huni olarak da bilinen, hem kozalaklı 

hem de geniĢ yapraklı ormanlarda bulunan, Tricholomataceae familyasına ait 

saprotrofik bir mantar türüdür (Knudsen vd. 2012). Avrupa ve Kuzey Amerika 

genelinde yaygın olan C. nebularis (syn.: Lepista nebularis (Fr.) Harmaja) genellikle 

çürümüĢ bitki kalıntılarında kümeler halinde halkalar oluĢturarak geliĢim 

göstermektedir. Ülkemizde ağırlıklı olarak Karadeniz bölgesinde yayılıĢ gösteren C. 

nebularis, halk arasında „‟Kara Malgadın‟‟ olarak da bilinmektedir (ġekil 2.14). 



27 
 

Yenilebilir olarak kabul edilen meyve veren gövdelerini, yaz sonu ve sonbahar baĢında 

oluĢturmaktadır. Clitocybe genusu içerisinde yaklaĢık 300 tür olduğu tahmin 

edilmektedir ve bunların birkaç tanesi yenilebilir olarak kabul edilir, diğerleri muskarin 

toksini içermesi nedeniyle zehirli olarak sınıflandırılmaktadır.  

 

Kingdom: Fungi 

Division: Basidiomycota 

Class: Agaricomycetes 

Order: Agaricales 

Family: Tricholomataceae 

Genus: Clitocybe 

Species: Clitocybe nebularis  

 

 

ġekil 2.14 Clitocybe nebularis (Batsch) P. Kumm. (Akata 2021) 
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C. nebularis de dahil olmak üzere Clitocybe türleri genel olarak tıbbi mantarlar olarak 

sınıflandırılmamasına rağmen, yapılan çok çeĢitli araĢtırmalar sahip oldukları 

farmasötik potansiyellerini desteklemektedir. Clitocybe türlerinden elde edilen çeĢitli 

özütlerin sahip olduğu antioksidan, anti-tümör, anti-viral ve anti-mikrobiyal aktiviteler 

yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Pohleven vd. 2016). Ayrıca biyolojik olarak aktif 

birçok molekül bu türlerde tanımlanmıĢ, izole edilmiĢ ve çeĢitli aktivitelerle 

iliĢkilendirilmiĢtir. 

 

Purin ribonükleosit yapısındaki bir molekül olan Nebularin, ilk kez C. nebularis 

mantarından izole edilmiĢtir. Nebularin antibiyotik özelliklere sahiptir ve ayrıca doğada 

keĢfedilen ilk pürin yapısıdır (Lofgren ve Luning 1953). C. nebularis‟den elde edilen 

çeĢitli özütlerle yapılan çalıĢmalarla, anti-fungal ve anti-mikrobiyal etkilere sahip 

olduğu gösterilmiĢtir (Kim vd. 2008, Venturini vd. 2008, Dizeci vd. 2021). Sistein 

proteinaz inhibitörü olan Clitocypin, C. nebularis mantarında tanımlanmıĢ ve önemli 

biyolojik aktivitelere sahip olduğu gösterilmiĢtir (Brizin vd. 2000). C. nebularis meyve 

organlarından izole edilen birçok molekül, çok çeĢitli biyolojik süreçlerde önemli 

metabolik ve düzenleyici fonksiyonlar göstermektedir. Bu nedenle kanser, 

nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklara karĢı terapötik bir rol oynayabilir 

(Avanzo vd. 2009; Renko vd. 2010). 

 

2.4 Aktif Mantar Bileşenleri  

Ġnsanlık ve mantarlar arasındaki iliĢki neredeyse antik çağlardan günümüze kadar 

uzanmaktadır. Mantarlar binlerce yıldır, insanlık tarafından yenilebilir ve tıbbi bir 

kaynak olarak değerlendirilmiĢtir. Batı dünyasında ağırlıklı olarak besin kaynağı olarak 

kullanılmasına rağmen, özellikle uzak doğuda mantarların tıbbi amaçla kullanımı da 

fazlasıyla göze çarpmaktadır. Doğu kültüründe mantarlar oldukça önemli bir yere 

sahiptir. Tıbbi mantarlar olarak da adlandırılan bu türler, insanlık tarihi boyunca çok 

çeĢitli hastalıkların tedavisinde kullanılmıĢtır (Wasser 2002). Mantarların geleneksel 

tedavide kullanımından yola çıkılarak gerçekleĢtirilen bilimsel çalıĢmalar sonucunda, 

birçok mantar türünün önemli biyolojik özelliklere sahip yüzlerce yeni bileĢen üreten 

minyatür ilaç fabrikaları olduğu keĢfedilmiĢtir (Patel ve Goyal 2012). Bu nedenle 
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günümüzde mantar türlerinin sahip oldukları biyolojik aktiviteleri ve içerdikleri 

biyoaktif bileĢiklerin kimyasal yapısını ortaya çıkarmaya yönelik detaylı çalıĢmalar 

yürütülmektedir.  

 

Mantarlardan elde edilen bileĢiklerin sahip oldukları biyolojik aktiviteler, yapılmıĢ 

çeĢitli çalıĢmalarla doğrulanmıĢtır. Anti-kanser aktivite gösteren bileĢikler de dahil 

olmak üzere birçok biyoaktif molekül mantar türlerinde tanımlanmıĢtır. Polisakkaritler, 

anti-tümör ve immünomodülatör özelliklere sahip en iyi bilinen ve en güçlü mantar 

türevli maddelerdir (Wasser ve Weis 1999, Wasser 2002). Günümüzde, mantarlardan 

türetilen öncü bileĢiklere ve ikincil metabolitlere yönelik artan bir ilgi vardır. 

Dolayısıyla mantarlardan elde edilmiĢ çeĢitli bileĢiklerin farmasötik uygulamaları 

sıklıkça görülmektedir. Bu nedenle, polifenoller, polisakkaritler, proteinler, lektinler 

gibi biyolojik olarak aktif birçok molekül mantarlardan izole edilmiĢtir. Bu bileĢikler, 

doğal antioksidan, antitümör, antiviral, antimikrobiyal ve immünomodülatör ajanların 

popüler kaynakları haline gelmiĢtir (Zaidman vd. 2005, Chang ve Wasser 2012). BaĢta 

polisakkaritler olmak üzere, mantarlardan elde edilen aktif bileĢikler için önemli bir 

olumsuz etki bildirilmeyip, aksine hücrelerin çeĢitli biyolojik ve çevresel streslere uyum 

sağlamasına yardımcı olabilecekleri gösterilmiĢtir (Jiang vd. 2010). 

 

BaĢta polisakkaritler olmak üzere, Basidiomycota bölümündeki mantarlar tarafından 

doğal olarak üretilen birçok molekül, ABD Ulusal Kanser Enstitüsü (NCI) tarafından 

anti-tümör kimyasal olarak sınıflandırılmıĢtır (Jong ve Donovick 1989, Chang ve 

Wasser 2012). Yapılarında bulundurdukları bu aktif moleküller, gösterdikleri önemli 

biyolojik aktivitelerle potansiyel vaat etmektedir. Bu nedenle, mantarlardan elde 

edilecek aktif ajanlar veya sentetik türevlerin, yenilikçi ve toksik olmayan öncül 

bileĢikler geliĢtirilmesinde önemli rol oynaması beklenmektedir.  

 

2.4.1 Kanser tedavisinde doğal bileşikler 

Doğal bileĢikler, uzun zamandan beri ilaç araĢtırmaları için önemli bir kaynak olmuĢtur. 

ÇeĢitli biyolojik aktiviteler sergileyerek yeni ilaçların keĢfi için çok sayıda etkili öncü 

bileĢik seçeneği sunmuĢlardır. BaĢta penisilin olmak üzere, doğal ürün türevli ilaçların 
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uygulanması, insan sağlığına muazzam faydalar sağlamıĢtır (Huang vd. 2019). 

Günümüzde kullanılmakta olan modern farmasötiklerin birçoğunun doğal ürün türevli 

olması da bunu doğrulamaktadır. Doğal ürünler, baĢta kanser araĢtırmaları olmak üzere 

halen birçok hastalık için baĢlıca yenilikçi terapötik ajan kaynaklarıdır (Clardy ve 

Walsh 2004, Patel ve Goyal 2012, Rejhová vd. 2018). ġu anda kullanımda olan anti-

kanser ilaçlarının yaklaĢık %50'si doğrudan veya dolaylı olarak doğal bileĢiklerden elde 

edilmiĢtir (Huang vd. 2019). Bu bileĢikler; alkaloidler, polisakkaritler, polifenoller, 

terpenoidler ve doymamıĢ yağ asitleri gibi çok çeĢitli kimyasal yapılara sahiptir 

(Newman ve Cragg 2016). Bu bileĢiklerin devam eden keĢfi, kanserlerin önlenmesi ve 

tedavisi için yeni bir yol açmıĢtır. Mantar kökenli bileĢiklerin, özellikle sağlıklı dokular 

üzerinde zararlı olmayan hedefe yönelik kanser tedavisi için potansiyel yenilikçi ilaçlar 

geliĢtirebilmek adına geniĢ bir kaynak sağlayacağı düĢünülmektedir (Blagodatski vd. 

2018). 

 

Ağırlıklı olarak konvansiyonel kemoterapötik ajanların kullanıldığı kolorektal kanser 

tedavisi, yanıt oranının düĢük olmasının yanı sıra yüksek toksisite nedeniyle de 

hastalarda önemli bir yük oluĢturmaktadır. Toksisite, ilaç direnci ve advers 

reaksiyonların etkileri kemoterapi süreci ile iliĢkili ana problemlerdir. Günümüzde artan 

sayıda birçok çalıĢma, doğal ürünlerin etkili anti-kanser etkinliğine sahip olduğunu ve 

doğal ürün türevli ilaçların kolorektal kanser tedavisi için alternatif veya tamamlayıcı 

kemoterapi ajanları olarak kullanılabileceğini göstermektedir (Benarba vd. 2018).  

Bununla beraber, mantar özütleri veya mantarlardan türetilmiĢ sentetik bileĢiklerin 

kemoterapötik ajanlarla birlikte kullanılmasıyla; mide bulantısı, kemik iliği 

baskılanması, anemi gibi konvansiyonel kemoterapotiklerin yan etkilerini 

azaltabilecekleri de gösterilmiĢtir (Patel ve Goyal 2012). Böylece, hastaların daha iyi 

tedavi sonuçları elde etmelerine ve yaĢam kalitelerini iyileĢtirmelerine yardımcı 

olacaklardır. Bu nedenle mantarlar ve onların sentetik türevlerinin kanser 

oluĢumu/geliĢimin önlenmesi için yenilikçi maddeler geliĢtirilmesinde önemli rol 

oynaması beklenmektedir (Song vd. 2013). 

 

Kanser tedavisinde mantar özütleri veya mantarlardan türetilmiĢ sentetik bileĢiklerin 

kullanımını değerlendirmek için çok sayıda farmakolojik ve klinik çalıĢma yapılmıĢtır. 
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Mantar bileĢiklerinin sağladığı avantajlar ve kanser tedavisi için sahip oldukları 

potansiyel ortaya konulmuĢ, anti-tümör etkiye sahip birçok bileĢik izole edilmiĢ ve 

bazıları ticari olarak geliĢtirilmiĢtir. Krestin, Lentinan ve Schizophyllan bunların en 

bilinenleridir (Wasser 2002). Polisakkarit-K (PSK; Krestin), Coriolus versicolor 

mantarından izole edilmiĢtir. 40 yılı aĢkın bir süredir Asya'da kanser tedavisinde 

kemoimmünoterapi ajanı olarak kullanılan, proteine bağlı benzersiz bir polisakkarittir 

(Maehara vd. 2012). PSK anti-kanser etkinliğini; bağıĢıklık yanıtlarını ve apoptozu 

indükleyerek, metastazı inhibe ederek ve kemoterapi etkinliğini arttırma gibi çeĢitli 

yollar aracılığıyla göstermektedir (Maehara vd. 2012). Lentinan, Lentinula edodes'den 

ekstrakte edilen polisakkarit yapısında bir moleküldür. β-Glukanlar, immün sistemi 

uyarıcı etkiye sahip lentinan'daki ana biyoaktif bileĢendir. Lentinan‟ın anti-kanser 

özelliği 1960'larda rapor edilmiĢtir ve immünolojik yanıtı aktive eden biyolojik yanıt 

düzenleyiciler olarak kabul edilmektedir (Wasser ve Weis 1999). Schizophyllan, 

Schizophyllum commune mantarı tarafından üretilen bir polisakkarittir. Kanser tedavisi 

de dahil olmak üzere çeĢitli farmakolojik amaçlara yönelik ticari olarak üretilmektedir 

(Wasser 1999). Mantarlardan elde edilen bileĢenlerin kemoterapi ajanları ile birlikte 

klinik kullanımında da faydalı oldukları gösterilmiĢtir (Rejhová vd. 2018). BaĢta 

polisakkaritler olmak üzere aktif mantar bileĢikleri; onkogenezi önler, çeĢitli allojenik 

ve singeneik tümörlere karĢı doğrudan antitümör aktivite gösterir ve tümör metastazını 

önler (Wasser 2002). Phellinus linteus‟dan izole edilmiĢ polifenol yapısında aktif bir 

bileĢik olan Hispolonun, güçlü anti-neoplastik özelliklere sahip olduğu ve çeĢitli 

kemoterapötik ajanların sitotoksik aktivitesini güçlendirdiği gösterilmiĢtir (Sarfraz vd. 

2020). Benzer iddiaları destekleyecek bilimsel araĢtırmaların sayısı son yıllarda oldukça 

hız kazanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar bazı mantarlardan elde edilen aktif bileĢiklerin 

mevcut sitotoksik ajanlar ile birlikte kullanıldığında, özellikle ilaca dirençli kanserleri 

tedavi etmek için sinerjistik etkili olacak Ģekilde çalıĢtığını göstermektedir (Patel ve 

Goyal 2012). 

 

2.5 Hücre Döngüsü  

Hücre döngüsü, hücrelerin kontrollü bir Ģekilde bölünmesini ve çoğalmasını sağlayan 

çeĢitli olayların bütünüdür. Hücre döngüsünün gerçekleĢmesi; hücre dıĢı büyüme 
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sinyallerini, hücre boyutunu ve DNA bütünlüğünü değerlendiren çoklu kontrol 

noktalarını içeren oldukça düzenli ve sıkı Ģekilde düzenlenmiĢ karmaĢık bir süreçtir 

(Park ve Lee 2003).  Somatik hücre döngüsünün dört ardıĢık aĢaması vardır; G1, S, G2 

ve M olacak Ģekilde birbirini takip eden dört fazdan oluĢmaktadır (ġekil 2.15). Bu 

aĢamaların ikisi sırasında hücreler, kromozomlardaki DNA kopyasının oluĢturulması ve 

tüm hücresel bileĢenlerin iki özdeĢ hücreye doğru bir Ģekilde aktarılması gibi hücre 

bölünmesindeki temel olayları gerçekleĢtirirler. Kromozom kopyasının oluĢturulması, 

sentez fazı olarak da adlandırılan S fazında gerçekleĢmektedir. Memeli hücrelerinde S 

fazı yaklaĢık 12 saat sürmekte ve bu faz döngünün neredeyse yarısını oluĢturmaktadır. S 

fazını takiben, kromozom ayrılması ve hücre bölünmesi M fazında gerçekleĢmektedir. 

M fazı memeli hücrelerinde yaklaĢık 1 saatte tamamlanmaktadır. Kopyalanan 

kromozomların özdeĢ hücrelere eĢit olarak aktarıldığı mitoz (çekirdek bölünmesi) ve 

sitoplazmanın ikiye bölündüğü sitokinez (sitoplazmik bölünme) aĢamalarından 

oluĢmaktadır (Morgan 2007). Hücre döngüsünün diğer iki aĢamasıysa, hücrelerin 

sırasıyla S ve M döngülerinin baĢarıyla tamamlanması için ihtiyaç duydukları ara faz 

olarak da adlandırılan (G1 ve G2) süreyi temsil etmektedir.  

 

G1 fazı mitozdan sonra gelir ve hücrenin büyüme sinyal ağlarından gelen pozitif ve 

negatif sinyallere duyarlı olduğu zamandır. G2, hücrenin mitoza girmeye hazırlandığı S 

fazından sonraki zaman dilimidir (Williams ve Stober 2012). G1 fazı sırasında hücre 

büyümekte olup, metabolik olarak oldukça aktiftir. 

 

 

ġekil 2.15 Hücre döngüsünün aĢamaları 
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G1 fazının tamamlanmasının ardından S fazı ile birlikte DNA sentezi baĢlar. DNA 

sentezinin baĢarılı bir Ģekilde tamamlanmasının ardından, hücrenin artık bölünmeye 

hazırlandığı G2 fazı baĢlamaktadır. Birbirini takip eden G1, S ve G2 fazları interfaz 

olarak da adlandırılmaktadır (Abreu ve Howard 2015). Hücreler, spesifik antimitojenik 

sinyaller veya uygun mitojenik sinyallerin olmaması nedeniyle çoğalmayı 

durdurduğunda, G1 fazında döngüden çıkarlar ve G0 olarak bilinen bölünmeyen, 

hareketsiz evreye girerler. G0, hücrelerin yüksek hücre yoğunluğuna veya mitojen 

sinyallerin yoksunluğuna yanıt olarak hücre bölünme döngüsünden geri dönüĢümlü 

olarak durdurulduğu durumu temsil etmektedir (Zetterberg ve Larsson 1985). G0 

evresinde, hücreler canlı ve metabolik açıdan aktiflerdir, ancak bölünmezler.  Hücre 

bölünmesi için gerekli iç ve dıĢ koĢulların kontrol edildiği G1 fazı bu ne nedenle 

oldukça önemlidir. KoĢullar uygun hale gelip, büyüme ve bölünme için uygun sinyaller 

alındığında; G0 veya erken G1 fazındaki hücreler, restriksiyon noktasına (memeli 

hücrelerinde G1 fazının sonlarına yakın bir bölgede bulunur)  ilerlerler (Yandım ve 

Demir 2018).  Restriksiyon noktası geçildikten sonra, hücre büyümesini ve bölünmeyi 

tetikleyen dıĢ sinyaller ortadan kalksa bile, DNA replikasyonu gerçekleĢir (Vermeulen 

vd. 2003). G1 fazında bulunan restriksiyon noktasına ek olarak hücre döngüsü, hücre 

boyutunu, hücre dıĢı büyüme sinyallerini ve DNA bütünlüğünü değerlendiren diğer 

fazlardaki kontrol noktalarında da durdurulabilir (ġekil 2.16) (Park ve Lee 2003).  
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ġekil 2.16 Hücre döngüsü kontrol noktaları 

2.5.1 Hücre Döngüsünün Kontrolü 

Hücre döngüsünü kontrol eden mekanizmalar, evrimsel süreçte bütün canlı 

organizmalarda oldukça iyi korunmuĢ süreçlerdir. Ökaryotik hücreler, benzer hücre 

döngüsü aĢamalarını ve moleküler kontrol mekanizmalarını (G1'den M'ye ilerlemedeki 

çeĢitli aĢamaları kontrol eden faktörler) kullanmaktadır (ġekil 2.16). Hücre döngüsü 

boyunca ilerleme, serin/treonin kinazların sikline bağımlı kinaz (CDK) ailesi ve 

bunların düzenleyici ortakları olan siklinler tarafından yönlendirilir (Malumbres ve 

Barbacid 2006). CDK'ların aktif formları bir kinaz ve bir siklinden oluĢan bir 

komplekstir (Çizelge 2.2). Siklin ve CDK‟ların oluĢturdukları kompleks döngünün ana 

kontrol mekanizmasıdır. Bu kompleksler, hücre döngüsü ilerlerken kinaz ve siklin 

bileĢenlerinde değiĢikliklere uğrar. Siklinler ve CDK‟ler arasındaki dinamik iliĢki 

döngünün kontrolünden sorumludur. Hücre döngüsü, CDK'lerin aktivitesinin bir sonucu 

olarak, fosforilasyon ile aktive edilen veya inaktive edilen proteinler tarafından 

belirlenir (Morgan 2007).  
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Maya hücrelerinde bir CDK molekülü (Cdk1), tüm siklinlere bağlanarak hücre 

döngüsünün tamamını düzenleyebilir. GeliĢmiĢ organizmalardaysa döngünün 

kontrolünden sorumlu birden fazla siklin ve CDK‟lar bulunmaktadır (Williams ve 

Stober 2012). Her bir siklin faklı bir CDK ile kompleks oluĢturarak hücre döngüsünü 

düzenlemektedir. Memeli hücrelerinde, hücreler Gl'den mitoza doğru ilerlerken hücre 

döngüsünün farklı kontrol noktalarının düzenlenmesinden sorumlu dört farklı CDK 

molekülü bulunmaktadır. CDK moleküllerinin aktivasyonunda görev alan dört siklin 

molekülü ile birlikte döngünün düzenlenmesinde görev alırlar. Hücre döngüsü 

ilerledikçe, bir dizi kinaz alt birimi (CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK6), bir dizi siklin 

(siklin D, E, A ve B) ile birlikte ifade edilir (Park ve Lee 2003). Siklin – CDK 

kompleksleri hücre fazına göre farklı kombinasyonlarla ifade edilerek düzenleyici 

aktivitelerini gösterirler (ġekil 2.17). Farklı siklin-CDK kompleksleri döngünün farklı 

olaylarının düzenlenmesinden sorumludur (Çizelge 2.2).  

Çizelge 2.2 Siklin bağımlı kinazlar ve düzenleyici siklinleri (Albert vd. 2002)  

Siklin CDK  

Karmaşımı 

Siklin CDK Eşi 

G1-Cdk Siklin D Cdk4, Cdk6 

G1/S-Cdk Siklin E Cdk2 

S-Cdk Siklin A Cdk2, Cdk1 

M-Cdk Siklin B Cdk1 

 

 

ġekil 2.17 Hücre döngüsü kontrol noktaları ve hücre döngüsü fazlarına göre siklinlerin 

ifade edilmesi 
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Siklin D-CDK4/CDK6 ve siklin E-CDK2, hücrenin döngüyü tamamlamasını sağlayan 

restriksiyon noktasını geçip G1 boyunca ilerlemesini yürütür (Planas-Silva ve Weinberg 

1997). S fazı, siklin A-CDK2 tarafından baĢlatılır ve siklin B-CDK1, G2 boyunca 

ilerlemeyi ve mitoza giriĢi düzenler (Nigg 2001). Döngünün her aĢaması boyunca 

ilerleme ve bir aĢamadan diğerine geçiĢ, kontrol noktaları olarak adlandırılan 

bölgelerdeki sensör mekanizmalar tarafından izlenir. Sensör mekanizmalar tarafından 

anormal veya eksik hücre döngüsü olayları (örneğin DNA hasarı) tespit edilirse; kontrol 

noktası yolları sorun çözülene kadar hücre döngüsünün durmasını tetikleyebilecek 

sinyali efektörlere taĢır (Bartek vd. 2004). Efektör proteinler, hücre döngüsünün 

ilerlemesini tersine çevrilebilir Ģekilde durdurabilen CDK inhibitörleridir. Ink4 ailesinin 

[INK4A (p16), INK4B (p15), INK4C (p18) ve INK4D (p19)] etkisiyle hücre 

döngüsünün G1 fazında durdurulması veya Cip/Kip inhibitörleri ailesinin (p21, p27, 

p57) CDK2 aktivitesini baskılaması efektör proteinlerin etkilerine örnek olarak 

verilebilir (ġekil 2.18) (Hanahan ve Weinberg 2011). Hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde ana rol oynayan kontrol noktalarında meydana gelen bozukluklar, 

malign fenotipi karakterize eden kontrolsüz hücre proliferasyonunun temelini 

oluĢturmaktadır (Park ve Lee 2003). p15, p16 ve p27 gibi CDK inhibitörlerini kodlayan 

tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu da çeĢitli tümör tiplerinde oldukça yaygın 

olaylardır (Williams ve Stober 2012). Bu gibi inaktivasyonlar, hücre döngüsü 

ilerlemesini kontrol altında tutan sistemleri serbest bırakır ve kontrol noktası 

mekanizmalarının da kaldırılması sonucunda tümör evrimini yönlendiren genomik 

kararsızlığın edinilmesine yol açar (Malumbres ve Barbacid 2006). 
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ġekil 2.18 Hücre döngüsünün düzenlenmesi (Leal-Esteban ve Fajas 2020) 

 

2.5.2 Hücre Döngüsü ve Kanser 

Hücre döngüsünün deregülasyonu, kanseri karakterize eden anormal hücre 

proliferasyonunun temelini oluĢturur ve genomik kararsızlığı teĢvik eder (Williams ve 

Stoeber 2012). Kanser, genellikle hücre döngüsünün bir hastalığı olarak da kabul 

edilmektedir, bu nedenle hücre döngüsünün bozulmasının tümör geliĢimi sırasında en 

sık görülen değiĢikliklerden biri olması ĢaĢırtıcı değildir (Park ve Lee 2003). Normal 

koĢullar altında büyümeyi kontrol eden mekanizmalar homeostazı sağlamayı 

amaçlamaktadır. Sağlıklı somatik hücreler, sadece gerekli büyüme sinyallerini 

aldıklarında çoğalırken, kanser hücreleri bu sinyallere gereksinim duymadan kontrolsüz 

bir Ģekilde çoğalabilmektedir. Kontrolsüz hücre bölünmesi ile karakterize edilmiĢ 

kanser hücrelerinde ise meydana gelen mutasyonlar veya mutasyonların sebep olduğu 

bozukluklar sonucunda kontrolsüz bölünme tetiklenmektedir (Williams ve Stoeber 

2012). Hücre döngüsü kontrolünde meydana gelen bu bozukluklar ve tümör oluĢumu 

arasındaki bağlantı, insan tümörlerinin moleküler analizleri sonucunda çok çeĢitli 

çalıĢmalarla ortaya konulmuĢtur. Memeli hücrelerinde birçok farklı molekül hücre 

döngüsünün düzenlenmesinde rol almaktadır. Bu moleküllerin oluĢturduğu kompleksler 

döngünün baĢlatılmasını, sürdürülmesini ve sonlanmasını sağlamaktadır (Park ve Lee 
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2003, Gerald ve Goldbeter 2011). Dolayısıyla hücre döngüsünü kontrol eden molekül 

ve mekanizmalar tümör oluĢumunu doğrudan etkileyebilmektedir.  

 

Hücre döngüsünün düzenlemesinde ortaya çıkan eksiklikler, olası terapötik müdahaleler 

için hedefler ortaya çıkarmıĢtır. Bu nedenle klinikte mevcut kullanımda olan etkili 

neoadjuvan ve adjuvan terapötik müdahalelerin çoğu, hücre döngüsüne yönelik 

ajanlardır (Çizelge 2.3). Hücre döngüsünün temel ve önemli bir bileĢeni olan DNA 

replikasyonun gerçekleĢtiği S fazı bu nedenle potansiyel bir tedavi hedefidir (Williams 

ve Stoeber 2007). En etkili kemoterapötik rejimler çoğunlıkla S ve M fazına yönelik 

mekanizmalar ile etkinliklerini göstermektedir. S ve M faz hedefli ajanlar tedavi 

sürecinde oldukça faydalı olmalarına karĢın; normal döngülü hücreleri özellikle de 

kendi kendini yenileyen dokuların transit-amplifiye bölümlerinde bulunanları da 

etkileyerek kemik iliği baskılanması (nötropeni), saç dökülmesi ve bağırsak toksisitesi 

gibi istenmeyen yan etkilere neden olmaktadırlar (Williams ve Stober 2012). 

 

Çizelge 2.3 Hücre döngüsü hedefli terapötik ajanlar (Williams ve Stober 2012) 

Ajan Sınıf Hedef Etkilenen faz 

5-Florourasil Antimetabolit Timidilat sentaz S 

Gemsitabin Antimetabolit Ribonükleotid redüktaz S 

Metotreksat Antimetabolit Dihidrofolat redüktaz S 

Ġrinotekan Kamptotesin Topoizomeraz I S 

Sisplatin Alkilleyici ajan DNA zincirler arası çapraz 

bağlar 

S/G2 

Dosetaksel Taksan Tübülin M 

Paklitaksel Taksan Tübülin M 

Vinkristin Vinka alkaloid Tübülin M 

 

Alternatif bir diğer yaklaĢım hücre döngüsü ilerlemesinin kontrolünde sahip oldukları 

merkezi rolleri nedeniyle CDK'leri hedeflemektedir (Williams ve Stober 2012). 

CDK'ler, proliferasyona yol açan hücre dıĢı ve hücre içi sinyallere yanıt olarak kritik 

hücre döngüsü kontrol noktalarını ve buna yanıt olarak anahtar transkripsiyonel olayları 
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kontrol etmektedir. Bu nedenle doğrudan CDK aktivitesini bloke eden inhibitörlerin 

tasarlanması gelecek vaat eden stratejilerden bir tanesi olarak karĢımıza çıkmaktadır. G1 

veya G2/M'deki hücreleri durduran güçlü anti-proliferatif etkiye sahip olmaları, CDK 

inhibitörlerini önemli anti-tümör ajanlar olarak sınıflandırılmalarını sağlamaktadır (Park 

ve Lee 2002). CDK inhibitörlerinin sahip oldukları anti-tümör potansiyel yakın 

zamanda yapılan çalıĢmalarla ortaya konulmuĢtur ve yakın zamanda FDA tarafından 

onaylanan CDK4/6 inhibitörleri metastatik kanserlerde önemli klinik aktivite 

göstermiĢtir (Sánchez-Martínez vd. 2019). Hücre döngüsü kanseri karakterize eden 

anormal hücre proliferasyonunun merkezinde yer alması nedeniyle terapötik müdahale 

için oldukça önemli bir hedeftir. Yakın gelecekte, hücre döngüsünü hedefleyen yeni 

tedavi yaklaĢımları kanser tedavisinde önemli bir araĢtırma konusu olmaya devam 

etmektedir. Bazı doğal bileĢiklerin de, sinyal yolaklarını modüle etme ve hücre döngüsü 

düzenlemesinde yer alan genlerin ekspresyonunu düzenleme yeteneğine sahip olduğu 

gösterilmiĢtir (Pan vd. 2011). Bu nedenle kombine tedavi olarak adlandırılan, 

geleneksel bir kemoterapötik ve doğal bileĢiğin birlikte uygulandığı eĢ zamanlı terapi 

ilgi odağı haline gelmiĢ bir yaklaĢım haline gelmiĢtir. Diğer kanser türlerinin aksine, 

kolorektal kanser hücreleri doğrudan bu ajanlara maruz kalmaktadır (Li vd. 2015). Bu 

nedenle bu ajanların kolorektal kanser tedavisinde özellikle mevcut kemoterapötiklerle 

birlikte kullanılmasına yönelik çalıĢmalar giderek artmaktadır. Bazı yeni çalıĢmalar, 

kombinasyon yaklaĢımının önemini vurgulamakta ve bu terapinin geleneksel 

kemoterapötik ajanların tekil kullanımından daha etkili olabileceğini öne sürmektedir 

(Singh vd. 2013, Rejhová vd. 2018). 

 

Zerdeçalın (Curcuma longum) fenolik asit türevi olan kurkumin bu konuda üzerinde en 

çok çalıĢılan doğal bileĢiklerden birisidir. Biyotransformasyon enzimlerinin ve hücre 

döngüsü proteinlerinin (glutatyon-S-transferazlar ve p21) aktivitesini artırarak hücre 

çoğalmasını engellediği gösterilmiĢtir (Ye vd. 2007). Kurkuminin ayrıca geleneksel 

olarak kullanılan kemoterapötiklerin etkisini de arttırdığı gösterilmiĢtir. Kurkumin, 

FOLFOX (5-FU, folinik Asit, oksaliplatin) tedavisi altında HT-29 ve HCT-116 hücre 

hatlarında dasatinib ile sinerjistik bir etki göstermiĢtir (Nautiyal vd. 2011).  

 



40 
 

Resveratrol, kemoterapötik doğal bileĢiklere baĢka bir örnektir. 5-FU, etoposid, 

mitomisin ve oksaliplatin gibi kemoterapötiklerle kombinasyon halinde sinerjik etkilere 

sahip olduğu gösterilmiĢtir (Redondo-Blanco vd. 2017). Resveratrolün dosetaksel ile 

birlikte kullanıldığında, p53/p21/p27 yolağı üzerinden hücre döngüsü durdurulmasını 

indüklediği gösterilmiĢtir (Singh vd. 2017).  

 

Ganoderma lucidum veya Reishi mantarı da benzer çalıĢmalarda kanser tedavisi için 

kullanılmıĢtır. Hücre döngüsü durmasını indüklediği, HT-29 ve SW-480 hücre 

hatlarında tek baĢına veya 5-FU ile birlikte uygulandığında mutant p53‟ü yeniden aktive 

ettiği gösterilmiĢtir (Jiang vd. 2017).  

 

EpigallokateĢin, birçok in vitro, in vivo ve çeĢitli klinik deneylerle antitümör etkisi 

gösterilmiĢ polifenollerden biridir (Singh vd. 2011). Ayrıca 5-FU ile kombinasyon 

halinde DLD-1, SW-480, ve COLO-201 kolorektal kanser hücrelerinde sinerjik büyüme 

inhibisyonu sergilediği de gösterilmiĢtir (Kumazaki vd. 2013).  

 

Genistein birçok bitkisel gıda kaynağında bulunan izoflavon yapısında bir bileĢiktir. 

Genistein 5-FU'ya dirençli HT-29 kolorektal hücre hattı üzerinde, 5-FU ile birlikte 

uygulandığında hücre canlılığını önemli ölçüde azaltmıĢ, p53 ve p21 genlerinin 

ekspresyonunu artırarak hücre büyümesini inhibe etmiĢtir (Hwang vd. 2005).  

 

Apigenin en yaygın flavonlardan biridir, in vitro ortamda sitostatik özellikler 

sergileyerek kolorektal kanser hücrelerinin büyüme inhibisyonunu indüklediği ve hücre 

döngüsünü durdurduğu gösterilmiĢtir (Engelmann vd. 2002). Kolorektal kanser 

hücrelerinde hücre döngüsü inhibitörleri p53 ve p21'in ekspresyonunu in vivo ve in vitro 

da arttırdığı ve irinotekanın aktivitesini güçlendirdiği de bulunmuĢtur (Zhong vd. 2010, 

Lefort vd. 2011). BaĢka bir polifenolik flavon krisinin, G2/M geçiĢinde hücre döngüsü 

durmasını indüklediği ve fare modelinde in vivo olarak hücreleri indüklenmiĢ sisplatin 

toksisitesine karĢı koruduğu gösterilmiĢtir (Wang vd. 2004, Khan vd. 2012). 

Kaempferol, kolorektal kanser hücre hatlarında antitümör aktivite gösteren baĢka bir 

flavonoldur. HT-29 hücre hattında, G1 ve G2/M fazında hücre döngüsü durmasını 

indüklediği ve PI3K/Akt sinyal yolunu düzenleyerek 5-FU ile kolorektal kanser 
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hücrelerinin büyümesi üzerinde sinerjik etkisi olduğu gösterilmiĢtir (Cho vd. 2013, Li 

vd. 2019). 

 

Yukarıda özetlenen literatür çalıĢmalarında da görüldüğü gibi birçok doğal bileĢik, 

tümör hücreleri üzerinde sitotoksik etki göstererek, hücre döngüsü durmasını 

indükleyerek veya tümör büyümesinin inhibisyonu ile sonuçlanan proliferasyonu 

baskılamak gibi çeĢitli etkiler gösterebilmektedir. Geleneksel kemoterapötiklerin doğal 

bileĢiklerle etkileĢimi sonucunda çoklu sinyal yollarını hedef alan kombine terapi, 

kanser araĢtırma ve tedavisinde yeni bir yön ortaya koymaktadır. Bu Ģekilde 

konvansiyonel kemoterapi ile iliĢkili olumsuz etkileri en aza indirirken, etkinliklerini 

arttırmanın umut verici bir yaklaĢım olabileceği düĢünülmektedir. Mevcut tez 

çalıĢmasının hipotezi de bu yaklaĢıma dayanmaktadır. C. nebularis makrofungusunun 

tek baĢına ve 5-FU ile birlikte anti-kanser potansiyeli ve hücre döngüsü üzerindeki etki 

mekanizmasının araĢtırıldığı ilk çalıĢma olması çalıĢmanın özgünlüğünü 

göstermektedir. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

ÇalıĢmada kullanılan; L-glutamin, RPMI-1640, Tripsin/EDTA, penisilin/streptomisin, 

propidium iodide, MTT Sigma-Aldrich, dimetil sülfoksit (DMSO), kristal viyole, 

etanol, metanol, kloroform Merck, fetal bovin serum (FBS), fosfat tamponlu salin (PBS) 

Euroclone, nükleaz içermeyen su, cDNA sentez kiti (RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit, K1622), RNase Thermo Fisher, RNA izolasyon kiti (High Pure RNA 

Isolation Kit, 11828665001), SYBR Green (LightCycler 480, 04707516001) Roche, 

falkon tüpleri, mikrofüj tüpleri, pipet uçları, PCR tüpleri, PCR plakaları, hücre kültürü 

flaskları, serolojik pipetler, hücre kültürü plakaları Nest, Aquaguard-1 Biological 

Industries, 5-Florourasil Koçak farma, Ģırınga filtreleri Asimo ve Ģırıngalar Helmed 

firmalarından temin edilmiĢtir. 

 

Tez çalıĢmasında kullanılan cihazlar; rotari evoparator (Büchi, R-3), liyofilizatör 

(Edwards, Modulyo), inkübatör (Sanyo), biyogüvenlik kabini (mikrotest), ters 

mikroskop (Euromex), ıĢık mikroskopu (Olympus), cerrahi aspiratör (Elmaslar), tek ve 

çok kanallı otomatik pipetler (Eppendorf), vorteks (Labnet), yüksek devirli soğutmalı 

santrifüj (Sigma), sıcak su banyosu (Memmert), hassas terazi (Mettler Toledo), pH 

metre (Hanna), saf su cihazı (Millipore), mikroplaka okuyucusu (Biotek), akıĢ 

sitometrisi (Acea), nanodrop (Thermo Fisher), PCR cihazı (Thermo Fisher), RT-PCR 

cihazı (Bio-Rad) firmalarından temin edilmiĢtir. 

 

3.2 Yöntem 

 

3.2.1 Mantar örneğinin toplanması, saklanması ve tür teşhisi 

Tez çalıĢması kapsamında kullanılan Clitocybe nebularis mantar örneği, 2015 yılı 

Kasım ayında Bolu ve Kastamonu illerinde kurulan halk pazarlarından temin edilmiĢtir. 

Mantar örneğinin tür teĢhisi Doç. Dr. Ilgaz AKATA tarafından yapılmıĢtır. Kullanılan 

örneğin bir kısmı referans amacıyla, Ankara Üniversitesi Biyoloji Bölümü 

Fungaryum‟unda CN-2015 etiketi ile saklanmaktadır. TeĢhis ve etiketleme iĢleminden 
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sonra, özütleme aĢaması için temizlenen örnekler kullanılıncaya kadar -20ºC‟de 

saklanmıĢtır. 

 

3.2.2 Mantar örneklerinin ekstraksiyon için hazırlanması 

C. nebularis mantar örneği, etanolik ekstraksiyon ile daha önce optimize edilmiĢ 

yönteme göre ekstrakte edilmiĢtir (Onar vd. 2016). Bu yöntemde ekstraksiyon için 

mantar örneğinden 10 gr tartılmıĢ ve sıvı azot yardımıyla havanda öğütülmüĢtür. 

Öğütülen mantar örneklerin üzerine ağırlığının 10 katı (100 mL) %99‟luk etanol ilave 

edilerek yaklaĢık 4 saat manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırılmıĢtır. Örnekler karıĢtırıldıktan 

sonra 24 saat boyunca +4°C‟de tutulmuĢtur. 24 saatin sonunda ekstraksiyon karıĢımı, 

Watmann No.1 filtre kâğıdı kullanılarak filtre edilmiĢtir. Filtrasyon iĢleminden sonra 

ekstraksiyon karıĢımında bulunan etanol 54°C‟de uygun basınç altında (337 mBar) 

rotary evaporatör (Büchi, R-3) yardımıyla uzaklaĢtırılmıĢtır. Evaporasyon iĢlemi 

sonrasında elde edilen konsantre özüt liyofilizatör (Edwards Modulyo) yardımıyla 

kurutularak toz haline getirilmiĢtir. Hazırlanan örnekler çalıĢmalarda kullanılana kadar -

20°C‟de muhafaza edilmiĢtir.  

3.2.3 Hücre kültürü 

Tez çalıĢması kapsamında C. nebularis özütünün anti-proliferatif etkisinin araĢtırılması 

amacıyla insan kolon kanseri hücre hattı olan HT-29 (ATCC HTB-38) hücre hattı 

kullanılmıĢtır. HT-29 hücre hattı, farklı gıda bileĢiklerinin potansiyel anti-kanser 

etkisini ve bunların gastrointestinal sindirimlerini değerlendirmek için uygun bir hücre 

hattıdır (Martínez-Maqueda vd. 2015) ve bu nedenle çalıĢmamız için model olarak HT-

29 hücre hattı seçilmiĢtir.  

 

HT-29 hücreleri T-25 flasklarda %10 fetalbovine serum (FBS), 20 mM L-glutamin ve 

%1 penisilin/streptomisin içeren RPMI-1640 hücre besiyerinde 37°C sıcaklık ve %5 

CO2 içeren koĢullarda geliĢtirilmiĢtir. Yeterli yoğunluğa ulaĢarak, flask yüzeyini % 80-

90 oranında kaplayan hücreler tripsin yardımı ile toplanarak T-75 flasklara transfer 

edilmiĢ ve belli yoğunluklarda pasajlanmıĢtır. Deneyler sırasında hücreler kültür 
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ortamından %0.05 Tripsin-EDTA uygulaması (inkübatörde 3 dakika bekletilerek) ile 

toplandıktan sonra, tripan mavisi kullanılarak canlı hücre sayımları gerçekleĢtirilmiĢ ve 

yapılacak çalıĢmaya göre spesifik miktarlarda, uygun hücre plakalarına ekimleri 

yapılmıĢtır. HT-29 hücre hattına ek olarak, Caco-2 (ATCC HTB-37) insan kolon 

kanseri hücre hattı ve HEK-293 (ATCC CRL-1573) insan böbrek epitel hücre hattı da 

hücre canlılığı çalıĢmalarına dahil edilmiĢtir. Caco-2 hücre hattı; kolon kanseri 

heterojenitesini yansıtabilmek amacıyla, HEK-293 hücre hattı da C. nebularis özütünün 

olası bir toksik etkisinin tespitine yönelik kontrol amacıyla kullanılmıĢtır. Caco-2 ve 

HEK-293 hücreleri, %10 fetalbovine serum (FBS), 20 mM L-glutamin ve %1 

penisilin/streptomisin içeren DMEM hücre besi yerinde yukarıda belirtilen uygun Ģartlar 

altında geliĢtirilmiĢtir. Tez çalıĢması kapsamında kullanılan tüm hücre hatları 10-20 

pasaj numarasında olup, mikoplazma kontaminasyonu için negatif olarak test edilmiĢtir. 

 

3.2.4 Sitotoksik etkinin araştırılması 

C. nebularis özütünün tez çalıĢması kapsamında kullanılan hücre hatları üzerinde olan 

sitotoksik etkileri 24 saat içerisinde, 7 farklı doz aralığında (7.81, 15.62, 31.25, 62.50, 

125, 250, 500 µg/mL) MTT yöntemi kullanılarak belirlenmiĢtir. Kolon kanseri 

tedavisinde yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ajan 5-Florourasil (5-FU), 7 farklı 

doz aralığında (0.0781, 0.1562, 0.3125, 0.6250, 0.1250, 25, 50 µg/mL) pozitif kontrol 

olarak kullanılmıĢtır. Negatif kontrol olarak, DMSO % 0.1 ile muamele edilmiĢ hücreler 

her deneye dahil edilmiĢtir. 

 

Bu metodun içerisinde, metabolik aktivitenin ölçümüne dayalı hücre proliferasyon 

testlerinde yaygın olarak kullanılan MTT (3-(4,5-dimetilltiyazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür) tetrazolyum tuzu kullanılmıĢtır. ÇalıĢmanın prensibi, temel 

olarak proliferasyona uğrayan hücrelerin artan dehidrogenaz enzim aktivitesi ile 

tetrazolyum tuzu (sarı renk) kullanarak formazan (mor) boya üretmesi sonucu oluĢan 

rengin 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda kolorimetrik olarak takibe 

alınmasıdır (Berridge vd. 2005).  
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Bu amaca yönelik C. nebularis özütünün sitotoksik etkisinin test edileceği hücreler 

(HT-29, Caco-2 ve HEK-293), kuyucuk baĢına 1 x 10
5
 hücre olacak Ģekilde 96 

kuyucuklu hücre plakalarına ekimi yapılıp, 37°C sıcaklık ve % 5 CO2 koĢullarında 16 

saat boyunca inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında, örnekler üçlü tekrar Ģeklinde 7 

farklı konsantrasyonda hücrelere ilave edilip, 24 saat boyunca inkübasyona devam 

edilmiĢtir. 24 saatlik inkübasyonun sonunda kültür ortamına PBS ile hazırlanmıĢ 5 

mg/mL MTT çözeltisi ilave edilmiĢ ve hücreler 4 saat boyunca 37
o
C ve %5 CO2 

koĢullarında karanlık ortamda inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası kuyucuklarda 

bulunan sıvı karıĢımı 8 kanallı pipet yardımıyla alınıp, kuyucuklar PBS ile yıkanmıĢtır.  

Yıkama iĢlemi sonrasında kuyucuklarda oluĢan formazan kristalleri 100 µL DMSO ile 

çözülmüĢtür. Sonrasında hücre plakalarının 570 nm dalga boyunda mikroplaka 

okuyucusunda (BioTek) absorbans ölçümleri yapılmıĢtır. Hücre canlılığı, negatif 

kontrol ile muamele edilmiĢ hücrelerle karĢılaĢtırılarak aĢağıdaki formüle göre 

hesaplanmıĢtır.  

 

%  Ġnhibisyon =  [(OD kontrol - OD örnek) / OD kontrol] x 100 

 

Örneklerin hücre canlılığı üzerine olan etkileri, çizilen doz-yanıt eğrisi kullanılarak 

hesaplanmıĢ ve IC50 değeri olarak ifade edilmiĢtir. 

3.2.5 İlaç kombinasyonu etkinliğinin değerlendirilmesi 

CN özütünün HT-29 kolon kanseri hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesinin 

belirlenmesinden sonra, HT-29 kolon kanseri hücreleri üzerinde 5-FU ile birlikte 

potansiyel kullanımının etkisini belirlemek için, Chou ve Talalay yöntemi kullanılarak 

(Chou 2010), CN özütü ve 5-FU arasındaki ilaç-ilaç etkileĢimleri araĢtırılmıĢtır. CN ve 

5-FU için HT-29 hücreleri üzerindeki IC50 değerlerinin hesaplanmasından sonra; IC50 

konsantrasyonları kullanılarak 7 farklı CN + 5-FU kombinasyonu oluĢturularak hücre 

canlılığı deneyleri tekrarlanmıĢtır (Çizelge 3.1).  Kombinasyon çalıĢmaları sonucunda 

elde edilen sonuçlar, CompuSyn (ComboSyn, ABD) programı kullanılarak her bir 

kombinasyon uygulaması için, kombinasyon indeksi (CI) ve doz azaltma indeksi (DRI) 

değerleri hesaplanmıĢtır.  Ġlaç-ilaç etkileĢimi çalıĢmaları sonucunda elde edilen analiz 
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sonuçları; CI < 1 ise sinerjistik, CI = 1 ise aditif ve CI > 1 ise antagonist etki Ģeklinde 

yorumlanmıĢtır (Çizelge 3.2). Doz azaltma indeksinin hesaplanmasında ise DRI > 1 

değeri, tek baĢına bireysel ilacın konsantrasyonu ile karĢılaĢtırıldığında, belirli bir etki 

seviyesi için kombinasyonla ilacın dozunun ne kadar azaltılabileceğinin göstergesidir. 

 

Çizelge 3.1 Kombinasyon analizi için kullanılan IC50 konsantrasyonları (µg/mL) 

 

HT-29 

CN 5-FU 

1 1 

1 2 

2 1 

1 3 

3 1 

1 4 

4 1 

 

Çizelge 3.2 Kombinasyon indeksi (CI) analiz paramatreleri  

CI Tanım 

˂0.1 Çok güçlü sinerjizm 

0.1-0.3 Güçlü sinerjizm 

0.3-0.7 Sinerjizm 

0.7-0.85 Ilımlı sinerjizm 

0.85-0.90 Hafif sinerjizm 

0.90–1.10 Aditif 

1.10–1.20 Hafif antagonizm 

1.20–1.45 Ilımlı antagonizm 

1.45–3.3 Antagonizm 

3.3–10 Güçlü antagonizm 

˃10 Çok güçlü antagonizm 
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3.2.6 Morfolojik analizler 

C. nebularis mantarından elde edilen özütün, HT-29 kolon kanseri hücre hatları 

üzerindeki morfolojik etkilerini araĢtırmak için kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırmalı 

olarak, MTT deneyi sonucunda belirlenen miktar (IC50) ve zaman aralıkları içerisinde 

(24 saat) hücre çoğalması ve farklılaĢması üzerindeki etkileri mikroskobik olarak 

araĢtırılmıĢtır. Morfolojik analizler için hücreler 6 kuyucuklu plakalara, kuyucuk baĢına 

5x10
5
 olacak Ģekilde ekilip 37°C sıcaklık ve %5 CO2 koĢullarında 24 saat inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında hücreler PBS ile yıkanmıĢ, ıĢık mikroskobu 

yardımıyla (Olympus DP74) hücrelerdeki morfolojik değiĢiklikler incelenerek 

fotoğraflanmıĢtır. 

3.2.7 Kristal viyole deneyi 

C. nebularis mantarından elde edilen özütün, HT-29 kolon kanseri hücre hatları 

üzerindeki sitotoksik ve morfolojik etkilerini araĢtırmak için kontrol gruplarıyla 

karĢılaĢtırmalı olarak, MTT deneyi sonucunda belirlenen miktar (IC50) ve zaman 

aralıkları içerisinde (24 saat) hücre canlılığı ve proliferasyonu üzerindeki inhibitör etkisi 

kristal viyole deneyi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. 

Bu yöntem, hücre kültürü plakalarına yapıĢan canlı hücrelerin boyanması esasına 

dayanmaktadır. Deney sırasında hücre ölümünün gerçekleĢmesi ile hücreler yapıĢtıkları 

hücre plakasından ayrılırlar ve yıkama iĢlemi sonucunda ortamdan uzaklaĢtırılırlar. 

YapıĢık kalan canlı hücreler ise kristal viyole ile boyanırlar. Yıkama iĢleminden sonra, 

hücrelerin morfolojisi invert mikroskop yardımıyla incelenir ve sonrasında kristal viyole 

boyası çözdürülerek absorbans ölçümü gerçekleĢtirilir. 

 

Bu yöntemde hücreler, 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk baĢına 1 x 10
5
 hücre olacak 

Ģekilde ekilmiĢ ve inkübasyon sonrasında 24 saat boyunca MTT deneyi sonucunda 

belirlenen IC50 değerleri kullanılarak kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırmalı olarak CN, 5-

FU ve CN+5-FU Ģeklinde 24 saat boyunca muamele edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında, 

hücreler PBS ile yıkanmıĢ ve kristal viyole (% 0.5 w/v) çözeltisi ile boyanmıĢtır. 

Boyama iĢlemi sonrasında, kuyucuklar PBS ile yıkanarak kristal viyolenin ortamdan 
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uzaklaĢtırılmasından sonra, önce invert mikroskop (Olympus IX53) yardımıyla hücre 

görüntüleri elde edilmiĢ, sonrasında hücreler kuyucuk baĢına 200 µL %33 asetik asit 

çözeltisi ile çözülerek 570 nm‟de mikroplaka okuyucusunda absorbans ölçümleri 

yapılmıĢtır (Feoktistova vd. 2016). 

3.2.8 Koloni Oluşumu Deneyi 

Koloni oluĢumu deneyi, C. nebularis özütünün hücre proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi için gerçekleĢtirilmiĢtir. Koloni oluĢumu deneyi, tek bir hücrenin bir 

koloni halinde büyüyebilme yeteneğine dayanan bir in vitro hücre hayatta kalma 

deneyidir (Franken vd. 2006). Bu çalıĢmada hücre kolonisi en az 50 hücreden oluĢacak 

Ģekilde tanımlanmaktadır. Metot esas olarak popülasyondaki her hücreyi sınırsız 

bölünme geçirme kabiliyeti açısından test etmektedir. Klonojenik tahlil sonucunda, 

uygulanan örneğin hücrelerin çoğalma ve koloni oluĢturma yeteneği üzerine olan 

etkileri belirlenmektedir. 

Bu çalıĢma için HT-29 hücreleri 6 kuyucuklu plakalara 1000 hücre/kuyucuk olacak 

Ģekilde düĢük yoğunlukta ekilmiĢtir. Hücreler kültür ortamına yapıĢtıktan sonra, 24 saat 

boyunca kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırmalı olarak CN, 5-FU ve CN+5-FU ile muamele 

edilmiĢtir, sonrasında ortam, ilaçsız besi yerleri ile değiĢtirilmiĢtir. Daha sonra hücreler 

koloni oluĢumunu sağlamak için 14 gün boyunca inkübe edilmiĢtir. 14. günün sonunda 

besi yerleri ortamdan uzaklaĢtırıldıktan sonra hücreler PBS ile yıkanmıĢtır. Sonrasında 

oluĢan koloniler soğuk saf metanol ile fikse edilmiĢ ve % 0.5 kristal viyole çözeltisi ile 

boyandıktan sonra fotoğraflanmıĢtır. Her bir test grubundaki 50‟den fazla hücre içeren 

koloniler mikroskop altında sayılmıĢ ve sonuçlar kontrol grubuna göre normalize 

edilerek kuyucuk baĢına koloni oluĢturan hücre sayısı olarak ifade edilmiĢtir.  
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3.2.9 Hücre göçü analizleri 

C. nebularis özütü ile muamele edilen kanser hücre hatlarının hücre göçü analizleri in 

vitro ortamda hücre göçü analizi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. HT-29 hücreleri, 6 kuyucuklu 

plakalara kuyucuk baĢına 5 x 10
5
 hücre olacak Ģekilde yüksek yoğunlukta ekilmiĢtir. Bu 

yöntemle birleĢik hücre tabakasında yapay yeni bir boĢluk oluĢturulmasının ardından, 

yeni oluĢturulan hücre boĢluğunun kenarı üzerindeki hücrelerin, yeni hücre-hücre 

kontakları tekrar kuruluncaya kadar boĢluğu kapatmak için açıklığa doğru hareketi 

incelenmiĢtir. Konfluent hale gelmiĢ hücreler, düz ve hücresiz bir çizgi oluĢturulması 

için steril p20 pipet ucu ile kazınmıĢtır. Kazıntının oluĢturulmasından sonra, ortamda 

oluĢan kalıntıların uzaklaĢtırılması için hücreler PBS ile iyice yıkanıp örnek veya 

kontrol içeren hücre besi yeri ile muamele edilmiĢtir. OluĢturulan boĢlukların referans 

fotoğrafları çekilerek (0. saat) hücreler yeniden inkübasyona alınmıĢ, sonrasında 24 saat 

sonra yeniden fotoğraflanarak hücre göçü analiz edilmiĢtir. Çiziğin iki kenarı arasındaki 

mesafeler belirlenen referans noktalarında ölçülerek ImageJ (NIH, ABD) yazılımı 

yardımıyla analiz edilmiĢtir ( Liang vd. 2007).  

 

3.2.10 Hücre döngüsü analizi  

C. nebularis özütünün HT-29 hücrelerinin proliferasyonu üzerine olan güçlü inhibe 

edici ektisinin belirlenmesinden sonra, bu etkinin hücre döngüsünün hangi aĢamasında 

etkili olduğu akıĢ sitometrisi analizi ile belirlenmiĢtir. Bu analiz için hücreler 6 

kuyucuklu hücre plakalarına kuyucuk baĢına 5 x 10
5
 hücre olacak Ģekilde ekilmiĢtir. 

Sonrasında hücreler örnek varlığında ve yokluğunda 24 saat boyunca inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyondan sonra hücreler PBS ile yıkanmıĢ, tripsin yardımıyla kültür ortamından 

toplanmıĢ ve santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonrasında tripsin ortamdan 

uzaklaĢtırılarak hücre peleti elde edilmiĢtir. Elde edilen hücre peletleri, %70‟lik soğuk 

etanol ile 30 dakika boyunca +4
o
C‟de fikse edilmiĢtir. Fiksasyon iĢleminin 

tamamlanmasından sonra, etanolün ortamdan uzaklaĢtırılması için hücreler santrifüj 

edilmiĢ, süpernatant ortamdan uzaklaĢtırılmıĢ, peletler 1x PBS ile muamele edilip 

santrifüj iĢlemi tekrarlanmıĢtır. Daha sonra yalnızca DNA'nın boyandığından emin 

olmak için hücreler, RNaz (100 µg/mL) ile inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında 
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hücreler, oda sıcaklığında ve karanlık ortamda propidyum iyodür (40 µg/mL) ile 

boyanıp, farklı hücre döngüsü fazlarının dağılımı akıĢ sitometri cihazı (Acea NovoCyte) 

kullanılarak analiz edilmiĢtir (Krishan 1975). 

 

3.2.11 Gen ifade analizleri 

Tez çalıĢması kapsamında gerçekleĢirilen çalıĢmaların potansiyel moleküler etki 

mekanizmalarının araĢtırılması için gen ifade analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. HT-29 

hücreleri üzerinde Clitocybe nebularis özütünün oluĢturduğu etkinin, hücre döngüsü 

aracılığıyla gerçekleĢtiği düĢünülmektedir. AkıĢ sitometrisi analizleri sonucunda elde 

edilen bulguları doğrulamak için, mRNA seviyesinde hücre döngüsü ile iliĢkili genlerin 

(Siklin A2, Cdk1, Cdk2, p21, p27, p53) ifade seviyelerindeki değiĢiklikler kantitatif 

gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile araĢtırılmıĢtır. 

 

Gen ifade analizleri için öncelikle RNA izolasyonu yapılmıĢtır. Total RNA izolasyonu 

için HT-29 hücreleri, 6 kuyucuklu hücre plakalarına kuyucuk baĢına 5 x 10
5
 hücre 

olacak Ģekilde ekilmiĢtir. Sonrasında hücreler 24 saat boyunca kontrol grubu ve CN, 5-

FU ve CN+5-FU ile 24 saat boyunca inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyondan sonra hücreler 

PBS ile yıkanmıĢ, tripsin yardımıyla kültür ortamından toplanmıĢ ve santrifüj edilmiĢtir. 

Santrifüj iĢlemi sonrasında tripsin ortamdan uzaklaĢtırılarak hücre peleti elde edilmiĢtir. 

Hücre kültüründen total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti kullanılarak üreticinin 

protokollerine uygun olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir (High Pure RNA Isolation Kit, 

Roche). Ġzole edilen RNA örneklerinin saflık ve miktar ölçümleri gerçekleĢtirildikten 

sonra (NanoDrop, Thermo), cDNA sentezi için RNA miktarları 200 ng/µl‟ye 

eĢitlenmiĢtir. Sonrasında her bir örnek için 500 ng total RNA olacak Ģekilde, cDNA 

sentez kiti (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-Thermo) kullanılarak üreticinin 

protokollerine göre cDNA (ing. complementary strand of DNA) edilmiĢtir (Çizelge 

3.3).  
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Çizelge 3.3 cDNA Sentez protokolü 

RNA 2.5 µl 

Mix 1 1µl Random hekzamer primer + 8.5 µl dH2O 

65
o
C 5 Dakika 

5X Reaksiyon Buffer 4 µl 

RiboLock RNase Ġnhibitör 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid Revers Transkriptaz 1 µl 

Toplam Reaksiyon Hacmi 20 µl 

1. Basamak 25
o
C 5 Dakika 

2. Basamak 42
o
C 60 Dakika 

3. Basamak 70
o
C 5 Dakika 

 

Gen ifade analizleri için primerler ticari olarak (Sentebiolab Biyoteknoloji, Ankara) 

temin edilmiĢtir (Çizelge 3.4). Sonrasında cDNA'lar, real time (gerçek zamanlı) PCR ile 

spesifik primerler kullanılarak amplifiye edilmiĢtir. qRT-PCR için Roche LightCycler 

480 SYBR Green I Master kullanılmıĢtır. qRT-PCR reaksiyonu üreticinin 

protokollerine göre hazırlanmıĢtır (Çizelge 3.5-6).  mRNA ifade ölçümü, ΔΔCt (eĢik 

döngüsü) metodu kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢ ve gen ekspresyon seviyeleri 2
-ΔΔCT

 

metodu kullanılarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) transkript 

seviyelerine göre normalize edilmiĢtir (Livak ve Schmittgen 2001).   
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Çizelge 3.4 ÇalıĢmada kullanılan primerlerin listesi 

GAPDH F 5'-GAA ATC CCA TCA CCA TCT TCC AGG-3' 

GAPDH R 5'-GAG CCC CAG CCT TCT CCA TG-3' 

Siklin A2 F 5'-AGA CCT ACC TCA AAG CAC CAC AG-3' 

Siklin A2 R 5'-GGT TGA GGA GAG AAA CAC CAT GA-3' 

Cdk1 F 5'-TGG ATC TGA AGA AAT ACT TGG ATT CTA-3' 

Cdk1 R 5'-CAA TCC CCT GTA GGA TTT GG-3' 

Cdk2 F 5'-TTC TCA TCG GGT CCT CCA CC-3' 

Cdk2 R 5'-TCG GTA CCA CAG GGT CAC CA-3' 

p53 F 5‟-CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT AGC-3‟ 

p53 R 5‟-ACA GGC ACA AAC ACG CAC CTC AAA-3‟ 

p21 F 5'-CGA TGG AAC TTC GAC TTT GTC A-3‟ 

p21 R 5'-GCA CAA GGG TAC AAG ACA GTG-3‟ 

p27 F 5'-GGT TAG CGG AGC AAT GCG-3‟ 

p27 R 5'-TCC ACA GAA CCG GCA TTT G-3‟ 

 

Çizelge 3.5 qRT-PCR reaksiyon karıĢımı 

cDNA 2 µl 

Primer (F) 10mM 1 µl 

Primer (R) 10mM 1 µl 

dH2O 1 µl 

SYBR Green Master Mix 5 µl 

Toplam Hacim 10 µl 
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Çizelge 3.6 qRT-PCR reaksiyon koĢulları 

AĢamalar Sıcaklık/Süre/Döngü 

Ön Denatürasyon 95°C / 5 dk / 1 

Denatürasyon 95°C / 10 sn / 40 

YapıĢma 52°C - 56°C / 10 sn / 40 

Uzama 72°C / 30 dk / 40 

Erime eğrisi 95°C / 5 sn / 1 

65°C / 1 dk / 1 

Bekleme 40°C / 10 sn / 1 

 

3.2.12 İstatistiksel analizler 

Tez çalıĢması kapsamında istatistiksel analiz ve veri sunumu için SPSS 17.0 ve 

GraphPad Prism 8 yazılımları kullanılmıĢtır. Farklı gruplar arasındaki karĢılaĢtırmalar 

Student‟s t-tests ve One-way ANOVA kullanılarak yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar, 

tekrarlanan üç deneyin ortalama ± standart sapması Ģeklinde ifade edilmiĢtir. P <0.05 

düzeyi istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiĢtir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Sitotoksik etkinin araştırılması 

Hücre temelli toksisite çalıĢmaları, ilaç olması muhtemel ya da sitotoksik etkisi 

bilinmeyen bir molekülün davranıĢı hakkında temel bilgiler verdiği için kanser 

araĢtırmalarında sıkça tercih edilen bir yöntemdir (Riss ve Moravec 2004). Sitotoksisite, 

incelenen molekülün konsantrasyonuna ve maruziyet süresine bağlı olarak hücreler 

üzerinde değiĢik derecelerde etkiler oluĢturan bir süreçtir. Hücreler, sitotoksik maddeye 

maruz kalması sonucunda, apoptoz sonucu ölebilir ya da sitostazis nedeniyle 

proliferasyon özelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi vd. 2009).  

 

C. nebularis özütünün (CN) sitotoksik etkisi 7 farklı doz kullanılarak (7.81-500 µg/mL) 

HT-29, Caco-2 ve HEK-293 hücre hatları üzerinde 24 saat boyunca MTT yöntemi 

kullanılarak araĢtırılmıĢtır. Metastatik kolon kanserinin tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan kemoterapötik ajan 5-Florourasil, çalıĢma sırasında pozitif kontrol olarak 

kullanılmıĢtır. Özütün hücre canlılığı üzerine olan etkisi, her bir hücre hattı için 

oluĢturulan doz-yanıt eğrileri kullanılarak hesaplanmıĢ ve IC50 değeri olarak ifade 

edilmiĢtir. 

 

24 saatlik uygulama sonunda HT-29 hücreleri üzerinde CN özütü için 243±17 μg/ml 

IC50 değeri elde edilmiĢ ve kullanılan maksimum özüt konsantrasyonunda (500 µg/mL) 

hücre canlılığını yaklaĢık %60 oranında azalttığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.1). CN özütü, 5-

FU ile kıyaslandığında, düĢük özüt konsantrasyonları dıĢında oldukça etkili bir 

sitotoksik aktivite göstererek, HT-29 hücrelerinin çoğalmasını inhibe edici bir etki 

göstermiĢtir (ġekil 4.2) (P˂0.01). 24 saatlik uygulama sonunda 5-FU içinse HT-29 

hücreleri üzerinde 38±1 μg/ml IC50 değeri hesaplanmıĢtır (P˂0.001). 
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ġekil 4.1 CN özütünün HT-29 hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi (P˂0.01) 

 

 

ġekil 4.2 5-FU‟nun HT-29 hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi (P˂0.001) 

CN özütünün HT-29 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesinden sonra, 

kolon kanseri heterojenitesini yansıtabilmek amacıyla aynı konsantrasyon aralığı 

kullanılarak CN özütünün Caco-2 kolon kanseri hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi 

de araĢtırılmıĢtır. 24 saatlik uygulama sonucunda Caco-2 hücreleri üzerinde CN özütü 

için 298±44 μg/ml IC50 değeri elde edilmiĢ ve kullanılan maksimum konsantrasyonda 

hücre canlılığını ortalama %50 oranında azalttığı bulunmuĢtur (P˂0.005) (ġekil 4.3). 
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Sonuç olarak CN özütü hem HT-29 hem de Caco-2 kolon kanseri hücreleri üzerinde 

etkili bir sitotoksik aktivite profili sergileyerek hücre canlılığını azaltmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.3 CN özütünün Caco-2 hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi (P˂0.001) 

 

 

ġekil 4.4 5-FU‟nun Caco-2 hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi (P˂0.001) 

CN özütünün kolon kanseri hücreleri üzerinde sergilediği güçlü sitotoksik aktivitenin 

belirlenmesinden sonra, normal bir hücre hattı olan HEK-293 böbrek epitel hücreleri 

kullanılarak CN özütünün sağlıklı hücreler üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. HT-29 ve 
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Caco-2 hücre hatlarında kullanılan konsantrasyon aralığı kullanılarak gerçekleĢtirilen 

hücre canlılığı calıĢmaları sonucunda, CN özütünün normal hücreler üzerinde önemli 

bir sitotoksik etkisinin olmadığı bulunmuĢtur (P˂0.01) (ġekil 4.5). CN özütünün HEK-

293 hücreleri üzerinde uygulandığı konsantrasyonlarda, hiçbir konsantrasyon için hücre 

canlılığında %50 azalma gözlenemediği için IC50 değeri hesaplanamamıĢtır. Pozitif 

kontroller de dahil olmak üzere hesaplanan tüm IC50 değerleri çizelge 4.1‟de 

paylaĢılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.5 CN özütünün HEK-293 hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi (P˂0.01) 

 

Çizelge 4.1 CN ve 5-FU için hesaplanan IC50 konsantrasyonları 

IC50 (μg/ml) 

HT-29  Caco-2 

CN 5-FU CN 5-FU 

243±17 38±1 298±44 21±4 
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4.2 İlaç kombinasyonu etkinliğinin değerlendirilmesi 

CN özütünün HT-29 hücreleri üzerindeki anti-proliferatif aktivitesinin belirlenmesinden 

sonra, 5-FU ile birlikte potansiyel kullanımını belirlemek için, Chou ve Talalay yöntemi 

kullanılarak, CN özütü ve 5-FU arasındaki ilaç-ilaç etkileĢimleri araĢtırılmıĢtır. CN 

özütü ve 5-FU‟nun birlikte kullanımının, anti-tümör etkinliklerini arttırıp arttırmadığını 

belirlemek için oluĢturulan kombinasyonların etkinlikleri HT-29 hücreleri üzerinde 

araĢtırılmıĢtır. CN özütü ve 5-FU için HT-29 hücreleri üzerindeki IC50 değerlerinin 

hesaplanmasından sonra, 7 farklı CN + 5-FU kombinasyonu oluĢturularak hücre 

canlılığı deneyleri bu kombinasyonlar kullanılarak tekrarlanmıĢtır. Olası sinerjistik 

etkinin araĢtırılması için kullanılan CN + 5-FU kombinasyonları çizelge 4.2‟de 

paylaĢılmıĢtır. Kombinasyon çalıĢmaları sonucunda elde edilen sonuçlar, CompuSyn 

programı yardımı ile analiz edilerek, her bir kombinasyon uygulaması için kombinasyon 

indeksi (CI) değerleri hesaplanmıĢtır. Analiz sonucunda hesaplanan CI değerlerine göre, 

ilaç/özüt kombinasyonlarının gösterdikleri etki sinerjistik, antagonist veya aditif olarak 

belirlenmiĢtir.  

 

7 farklı CN+5-FU kombinasyonu kullanılarak tekrarlanan hücre canlılığı deneyleri 

sonucunda yalnızca 1:1 kombinasyon oranında (IC50-IC50) anlamlı bir sinerjistik etki 

gözlenmiĢtir (ġekil 4.6). 24 saat boyunca tek baĢına CN veya 5-FU ile muamele edilen 

HT-29 hücrelerinin canlılık oranı ile karĢılaĢtırıldığında, CN ile 5-FU kombinasyonu 

HT-29 hücrelerinin proliferasyonunu inhibe edici etkiyi önemli ölçüde arttırmıĢtır. Söz 

konusu kombinasyon birlikte uygulandığında, tekil kullanımlara göre daha etkili ve 

istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç elde edilmiĢtir (P<0.0001).  Sinerjist bu 

kombinasyon için kombinasyon indeksi CI= 0.21867 olarak hesaplanmıĢtır (Çizelge 

4.2). CN özütü ve 5-FU tek baĢlarına kullanıldığında hücre canlılığı sırasıyla %42 ve 

%47 olarak bulunmuĢken kombinasyon uygulaması sonucunda hücre canlılığı %30‟a 

kadar düĢmüĢtür (ġekil 4.7). Kombinasyon uygulaması, tek baĢına 5-FU uygulanması 

ile kıyaslandığında elde edilen sonuç istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur 

(P<0.0001). 
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  Çizelge 4.2 Kombinasyon çalıĢmasından elde edilen CI değerleri 

HT-29 

CN   +  5-FU CI 

1 1 0.21867 

1 2 2.96587 

2 1 1.50970 

1 3 1.94315 

3 1 2.56553 

1 4 2.85315 

4 1 2.00585 

 

 

 

ġekil 4.6 CN + 5-FU kombinasyonu için kombinasyon indeksi (CI) grafiği 
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ġekil 4.7 CN + 5-FU kombinasyonunun HT-29 hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi 

(
****

P<0.0001) 

 

Sinerjistik kombinasyon uygulaması için ayrıca CompuSyn programı ile doz azaltma 

indeksi (DRI) hesaplanmıĢtır. DRI, bir kombinasyon ortamında aynı inhibe edici etkiyi 

elde etmek için belirlenen doz azaltımını temsil etmektedir. DRI >1 değeri, hedeflenen 

etki seviyesi için kombinasyon bileĢenlerinde doz azaltımı yapılabileceğinin 

göstergesidir. Sinerjistik CN+5-FU kombinasyon uygulaması için doz azaltma indeksi 

de DRI> 1 olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 4.8). Böylece CN özütü ile 5-FU‟nun birlikte 

uygulanmasıyla, aynı inhibe edici etkiyi elde etmek için (%50 inhibisyonu), 

kombinasyonun bileĢenlerinden herhangi birinin kullanım dozunu azaltmak mümkün 

olabilmektedir, böylece daha az doz ile daha etkili sonuçlar alınabilmesi mümkün 

olabilmektedir. Bu tez çalıĢması kapsamında gerçekleĢtirilen diğer analizlerde CN özütü 

ve 5-FU‟nun tekil kullanımlarının yanı sıra kombine kullanımlarının etkileri de 

araĢtırılmıĢtır.  
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ġekil 4.8 HT-29 hücrelerinde CN + 5-FU kombinasyonu için doz azaltım grafiği 

4.3 Morfolojik analizler 

CN özütünün, HT-29 kolon kanseri hücre hatları üzerindeki morfolojik etkilerini 

araĢtırmak için, 24 saat boyunca MTT deneyi sonucu belirlenen IC50 değerleri 

kullanılarak kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırmalı olarak CN, 5-FU ve CN+5-FU Ģeklinde 

muamele edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında özütlerin hücre çoğalması ve farklılaĢması 

üzerindeki etkileri mikroskobik olarak araĢtırılmıĢtır. Morfolojik analiz çalıĢmalarından 

elde edilen mikroskobik görüntüler Ģekil 4.9‟da sunulmuĢtur. 

 

 

ġekil 4.9 HT-29 hücrelerinin morfolojij analizleri (10x) 
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HT-29 hücreleri oldukça hızlı büyüyen ve agresif bir Ģekilde çoğalan kanser 

hücreleridir. Genel olarak hücreler birbirleri ile kontak halinde bulunur ve koloniler 

oluĢturarak istilacı bir Ģekilde büyümektedir. ġekil 4.9‟da gösterildiği gibi kontrol 

grubunda hücreler oldukça yoğun bir Ģekilde bulunmaktadır ve çoğalmaya devam 

etmektedir. 243 µg/mL IC50 konsantrasyonunda uygulanan CN özütünün HT-29 

hücrelerinin büyümesini inhibe ettiği ve hücre yoğunluğunu etkili bir Ģekilde azalttığı 

gözlenmiĢtir. CN özütü uygulaması sonrasında hücrelerin küçüldüğü gözlenmiĢ 

olmasına rağmen morfolojik olarak önemli bir değiĢiklik belirlenmemiĢtir. Bununla 

beraber, CN özütü etkisiyle büyük hücre kolonilerinin oluĢması engellenmiĢ olduğu 

gözlenmiĢtir. Sonuç olarak CN özütü güçlü sitotoksik etkisiyle, canlı hücre miktarında 

azalmaya neden olmuĢ, hücrelerin çoğalmasını ve koloni oluĢturmasını etkili bir Ģekilde 

engellemiĢtir. CN özütünden farklı olarak 5-FU ile muamele edilmiĢ hücrelerde hücre 

morfolojisi önemli ölçüde değiĢmiĢ, canlı kalan hücrelerin yoğunluklarında değiĢiklik 

gözlenmektedir. Hücre kolonileri mevcut olsa da hücrelerin canlılığını kaybetmek üzere 

oldukları gözlenmektedir. Kombinasyon grubunda ise tek baĢına 5-FU‟ya kıyasla hücre 

kolonilerinde azalma ve ölmekte olan hücre miktarlarında artıĢ gözlenmektedir. Sonuç 

olarak CN özütü 5-FU ile hücrelere birlikte uygulandıklarında hem hücre yoğunluğunda 

hem de hücre canlılığında 5-FU‟nun tekil kullanımına göre pozitif bir etkisi olduğu da 

gözlenmiĢtir. 

 

4.4 Kristal viyole deneyi  

CN özütünün ve 5-FU ile kombinasyon uygulamasının HT-29 hücrelerinin canlılığı 

üzerindeki etkisini araĢtırmak için ayrıca kristal viyole deneyi yapılmıĢtır. Kristal viyole 

boyaması, hücre kültürü plakalarına yapıĢan canlı hücrelerin boyanması esasına 

dayanmaktadır. Deney sırasında hücre ölümünün gerçekleĢmesi ile hücreler yapıĢtıkları 

hücre plakasından ayrılırlar ve yıkama iĢlemi sonucunda ortamdan uzaklaĢtırılırlar. 

YapıĢık kalan canlı hücreler ise kristal viyole ile boyanırlar.  

 

Uyguladığımız bu yöntemde hücreler 6 kuyucuklu plakalara ekilmiĢ ve inkübasyon 

sonrasında 24 saat boyunca MTT deneyi sonucu belirlenen IC50 değerleri kullanılarak 
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kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırmalı olarak CN, 5-FU ve CN+5-FU Ģeklinde muamele 

edilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.10 HT-29 hücrelerinin kristal viyole ile boyanması (10x) 

 

ġekil 4.10‟da görüldüğü üzere, kültür ortamında bulunan canlı hücreler kristal viyole 

tarafından boyanarak fotoğraflanmıĢtır. CN özütü HT-29 hücrelerinin proliferasyonunu 

etkili bir Ģekilde inhibe etmiĢtir ve kontrol grubu ile kıyaslandığında ortamdaki canlı 

hücre sayısında oldukça yüksek miktarda azalma gözlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.11 Kristal viyole boyaması sonuçları (
**

P<0.01, 
****

P<0.0001) 

243 μg/ml IC50 konsantrasyonu ile muamele edilen HT-29 hücrelerinin canlılığının 24 

saatin sonunda %40‟a kadar düĢtüğü gözlenmiĢtir (P<0.0001).  CN özütü hücrelere 5-

FU ile birlikte uygulandığında, 5-FU‟nun tekil uygulanmasına göre daha etkili sonuç 
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elde edilmiĢtir ve kültür ortamında kristal viyole tarafından boyanabilen canlı hücre 

sayısında azalmaya yol açmıĢtır ve hücre canlılığı %29‟a kadar gerilemiĢtir (ġekil 4.11). 

Kombinasyon ile gözlemlenen etki, 5-FU ile karĢılaĢtırıldığında hücre canlılığında 

gözlenen azalma istatistiksel olarak da anlamlı bulunmuĢtur (P˂0.01). Sonuç olarak CN 

özütünün ve 5-FU ile kombinasyonunun HT-29 hücrelerinin canlılığı üzerinde olan 

inhibitör etkisi MTT yöntemine ek olarak kristal viyole boyaması ile gösterilmiĢtir. 

 

4.5 Koloni oluşumu deneyi 

C. nebularis özütünün ve 5-FU ile kombinasyonunun HT-29 hücrelerinin 

proliferasyonu üzerindeki anti-proliferatif etkisini ileri analizlerle doğrulamak için 

koloni oluĢumu deneyi gerçekleĢtirilmiĢtir. Koloni oluĢumu deneyi, tek bir hücrenin bir 

koloni halinde büyüyebilme yeteneğine dayanan bir in vitro hücre hayatta kalma 

deneyidir. Klonojenik tahlil sonucunda, monoterapi veya kombinasyonun HT-29 

hücrelerinin çoğalma ve koloni oluĢturma yeteneği üzerine olan etkileri belirlenmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.12 Koloni oluĢumu deneyi sonuçları (10x inverted) 

ġekil 4.12'de gösterildiği gibi, CN özütü HT-29 hücrelerinin çoğalma ve koloni 

oluĢturma yeteneğini oldukça etkili bir Ģekilde engellemiĢtir. Ortamda canlı kalarak 

çoğalabilen hücrelerin de büyük koloniler oluĢturamadığı görülmektedir. Ayrıca CN 

özütü kontrol grubuna kıyasla HT-29 hücrelerinin koloni oluĢturmasını engellemesinin 

yanı sıra, 5-FU ile kombinasyonu sonucunda tekil uygulamalara kıyasla oluĢan koloni 
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sayısını önemli ölçüde azaltmıĢtır (ġekil 4.13). Tek baĢına 5-FU uygulanmıĢ hücreler ile 

kıyaslandığında kombinasyon uygulaması ile koloni sayısının yanı sıra, oluĢabilen 

kolonilerin büyüklüğünün de azaldığı belirlenmiĢtir. Tüm bu sonuçlar, CN ve 5-FU'nun 

önemli bir anti-tümör sinerjistik etkisi olduğunu ve HT-29 hücrelerinin koloni 

oluĢturma yeteneğini etkili bir Ģekilde inhibe ettiğini göstermektedir. 

 

 

ġekil 4.13 Koloni oluĢumu deneyi sonuçları (
*
P<0.05, 

****
P<0.0001) 

4.6 Hücre göçü analizleri 

CN özütünün ve 5-FU kombinasyonunun HT-29 hücrelerinin göçü ve istilası üzerinde 

inhibe edici bir etkisi olup olmadığını araĢtırmak için in vitro yara iyileĢtirme deneyleri 

yapılmıĢtır. Hücre göçü birçok karmaĢık fizyolojik ve patolojik süreçte merkezi bir rol 

oynamaktadır. Hücre göçü analizi, hücre göçünü in vitro olarak incelemek için oldukça 

etkili bir yöntemdir. Bu yöntemde, birleĢik hücre tabakasında yapay bir boĢluk 

oluĢturulmasıyla, oluĢturulan boĢluğun kenarındaki hücrelerin, yeni hücre-hücre 

temasları kuruluncaya kadar göç etmesinin gözlemlenmesine dayanmaktadır (Liang vd. 

2007). CN özütünün bu göçe olası inhibe edici etkisinin araĢtırılması için, özüt ile 

muamele edilen HT-29 hücrelerinin, hücre göçü analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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ġekil 4.14 Hücre göçü analiz sonuçları (4x) 

ġekil 4.14‟de gösterildiği gibi, CN ve 5-FU tek baĢına veya kombinasyon halinde 

uygulanmasından sonra HT-29 hücrelerinde yara onarımının kontrol gruplarına kıyasla 

geciktirildiği görülmektedir. 24 saatin sonunda kontrol grubunda bulunan hücrelerin 

oluĢturulan yapay boĢluğun yaklaĢık %44‟ünü kapattığı gözlemlenmiĢtir. Hücrelerin 

CN özütü ve 5-FU‟ya tek baĢına 24 saat maruz kalmasından sonra onarılan alan 

yüzdesiyse sırasıyla %12 ve %18 olarak hesaplanmıĢtır (P˂0.001). Bununla beraber CN 

ve 5-FU birlikte uygulandığında ise hücre göçü etkili bir Ģekilde inhibe edilmiĢ ve 
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onarılan alan %3.2‟ye kadar düĢmüĢtür (ġekil 4.15). Sonuç olarak CN‟nin 5-FU ile 

kombinasyonu, HT-29 hücrelerinin hareketliliğini sinerjistik olarak inhibe etmiĢtir 

(P˂0.001). 

 

 

ġekil 4.15 Hücre göçü analiz sonuçları 

 

4.7 Hücre döngüsü analizi 

CN ve 5-FU'nun tek baĢına ya da birlikte uygulanmasının, HT-29 hücrelerinin hücre 

döngüsü üzerindeki etkilerini araĢtırmak için akıĢ sitometrisi ile farklı fazlardaki 

hücrelerin dağılımı analiz edilmiĢtir. AkıĢ sitometrisi analizi sonucunda elde edilen 

farklı hücre döngüsü dağılımları Ģekil 4.16‟da paylaĢılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.16 AkıĢ sitometrisi analizi sonucunda elde edilen hücre döngüsü dağılımları 
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24 saatlik uygulama sonrasında hücrelerin analizi gerçekleĢtirildiğinde, kontrol 

grubundaki hücrelerin dağılımları G1 (%48), S (%15) ve G2 (%36) olarak bulunmuĢtur. 

CN özütü ve 5-FU uygulanmıĢ hücreler kontrol grubu ile kıyaslandığında, G1 fazında 

bulunan hücre miktarlarında herhangi önemli bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir (%49 ve 

%47). Bununla beraber, CN ve 5-FU uygulaması ile HT-29 hücrelerinde S fazında 

bulunan hücre miktarında dikkat çekici bir artıĢ gözlemlenmiĢtir. CN özütü uygulanmıĢ 

hücrelerde S fazındaki hücre miktarı %15'den %25'e, 5-FU uygulanmıĢ hücrelerde ise 

%29‟a yükselmiĢtir (P<0.05). Bununla bağlantılı olarak G2 fazına geçebilen hücre 

miktarlarında azalma gerçekleĢmiĢ ve sırasıyla %23 ve %21 olarak bulunmuĢtur.  

 

Her iki ajan hücrelere birlikte uygulandığındaysa, sinerjik bir etki göstermiĢ ve S 

fazında bulunan hücre miktarında daha büyük bir artıĢa yol açmıĢtır. Kontrol grubu ile 

kıyaslandığında, kombinasyon uygulaması ile S fazındaki hücre miktarı %15'den 

%36‟ya yükselmiĢ ve G2 fazına geçebilen hücre miktarıysa %6‟ya kadar gerilemiĢtir 

(P<0.05). Sonuç olarak CN özütü ve 5-FU hücrelerin S fazında tutulmasını sağlamıĢ, 

birlikte uygulandıklarında ise bu etkide önemli bir artıĢ gözlemlenmiĢtir. Böylece CN 

özütü ile 5-FU‟nun kombinasyonu, HT-29 hücrelerinde S fazında indüklenen hücre 

döngüsü durdurulmasına yol açmıĢtır (ġekil 4.17).  

 

 

ġekil 4.17 AkıĢ sitometrisi analizi sonucunda elde edilen hücre döngüsü dağılımları 
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4.8 Gen ifade analizleri 

AkıĢ sitometresi analizlerinden elde edilen sonuçlar, CN ve 5-FU‟nun HT-29 

hücrelerinin S fazında tutulmasını indüklediğini göstermiĢtir. Bu nedenle, S fazında 

indüklenen hücre döngüsü durmasının moleküler mekanizmasının anlaĢılabilmesi için, 

hücre döngüsünün ilerlemesi ve S fazının düzenlenmesinden sorumlu genlerin (Siklin 

A2, Cdk1, Cdk2, p53, p21, p27) mRNA seviyelerindeki değiĢiklikler qRT-PCR metodu 

ile analiz edilmiĢtir.  

 

HT-29 hücrelerinde 24 saatlik CN ve 5-FU uygulaması sonrasında Ģekil 4.18-19'da 

gösterildiği gibi, siklin A2 ve Cdk2 gen ifadeleri aĢağı regüle edilmiĢtir. CN özütü 

uygulanmıĢ hücrelerde siklin A2 ve Cdk2 mRNA seviyeleri sırasıyla 4 kat ve 2 kat 

azalırken, 5-FU uygulanmıĢ hücrelerdeyse siklin A2 ve Cdk2 genlerinin ifadelerinin 

ikiĢer kat azaldığı bulunmuĢtur (P<0.05). 

 

Kombinasyon uygulaması sonucundaysa, tek baĢına 5-FU uygulanmıĢ hücrelere göre 

siklin A2 ve Cdk2 genlerinin ifade edilmesinde azalma gözlense de elde edilen sonuçlar 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır. Benzer sonuçlar Cdk1 gen seviyelerinde de 

gözlenmiĢtir, CN uygulaması ile birlikte Cdk1 geninin ekspresyonunda 2 kat azalma 

gözlenmiĢtir. 5-FU‟nun tekil ve CN ile kombine uygulanması da Cdk1 gen seviyelerini 

aĢağı regüle etmiĢtir, ancak ifadedeki bu azalma kontrol grubu ile kıyaslandığında 

anlamlı bulunmamıĢtır (ġekil 4.20). 
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ġekil 4.18 Siklin A2 gen ekspresyon seviyelerindeki değiĢiklikler (*P<0.05, 

****P<0.0001, 
ns

anlamlı değil) 

 

 

 

ġekil 4.19 Cdk2 gen ekspresyon seviyelerindeki değiĢiklikler (*P<0.05, **P<0.01, 
ns

anlamlı değil) 
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ġekil 4.20 Cdk1 gen ekspresyon seviyelerindeki değiĢiklikler (**P<0.01) 

Siklin-Cdk komplekslerinin aktiviteleri, sikline bağımlı kinaz inhibitörleri tarafından 

düzenlenmektedir. p21 ve p27 döngünün S fazında, Siklin-Cdk komplekslerinin kinaz 

aktivitelerinin kontrolünden sorumludur. Tümör süpressör gen p53, p21 ve p27‟nin 

aktivasyonu aracılığıyla hücre döngüsünün ilerlemesinde düzenleyici rol oynamaktadır. 

Bu nedenle p21, p27 ve p53 mRNA seviyelerindeki değiĢiklikler de analiz edilmiĢtir. 

HT-29 hücreleri CN özütü ile muamele edildiğinde kontrol grubu ile kıyaslandığında 

p53 geninin ekspresyonunu yaklaĢık 2.5 kat arttırmıĢtır (ġekil 4.21). p53 gen 

ifadesindeki bu artıĢ, siklin/Cdk kompleksinin inhibitörleri olan ve S/G2 geçiĢini 

düzenleyen p21 ve p27'nin artan ekspresyonunu indüklemiĢtir. Artan p53 ekspresyonu 

sonucunda, p21 ve p27 ekspresyonlarının da CN özütü uygulanmıĢ hücrelerde anlamlı 

Ģekilde 7‟Ģer kat arttığı bulunmuĢtur (ġekil 4.22-23). Benzer sonuçlar 5-FU uygulanmıĢ 

hücrelerde de gözlenmiĢtir, artan p53 ekspresyonu ile birlikte p21 ve p27 ifade 

seviyelerinde de artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4.21-23). Bununla beraber her iki ajanın 

birlikte uygulandığı hücrelerde p53 ve p27 gen ifade seviyelerinde anlamlı değiĢiklikler 

gözlenmemiĢtir (ġekil 4.21-23). Kombinasyon uygulaması sonucunda 5-FU uygulanmıĢ 

hücreler ile kıyaslandığında sadece p21 ekspresyonunda artıĢ gözlenmiĢtir. 

Kombinasyon sonucunda p21 gen ifadesi arttırılmıĢ olsa da elde edilen sonuç 5-FU ile 

kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (ġekil 4.22). 
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ġekil 4.21 p53 gen ekspresyon seviyelerindeki değiĢiklikler (**P<0.01, **P<0.001) 

 

 

ġekil 4.22 p21 gen ekspresyon seviyelerindeki değiĢiklikler (**P<0.001, 
ns

anlamlı 

değil) 
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ġekil 4.23 p27 gen ekspresyon seviyelerindeki değiĢiklikler (*P<0.05, **P<0.001) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Kanser, günümüzde en önemli sağlık sorunlarından ve baĢlıca ölüm nedenlerinden biri 

olarak karĢımıza çıkmaktadır. Ölüm nedeni olarak hem dünya hem de ülkemizde ikinci 

sırada yer almaktadır. Global olarak yaklaĢık her 6 ölümden birine, ülkemizde ise her 5 

ölümden birine sebep olmaktadır (TÜĠK 2016, WHO 2018). Kolorektal kanser, 

gastrointestinal sistemde en sık karĢılaĢılan kanser çeĢididir. Ortalama %55 sağkalım 

oranı ile kansere bağlı ölümler arasında üçüncü sırada yer almaktadır (IACR 2018). 

Sebze ve meyve içermeyen gıdaların tüketimi, fiziksel aktivite/egzersiz eksikliği, tütün 

ürünleri, aĢırı alkol tüketimi ve tehlikeli kimyasal maddelere maruz kalmak gibi 

çevresel ve değiĢtirilebilir yaĢam tarzı gibi çevresel faktörler nedeniyle kolon kanseri 

insidansı günümüzde sürekli artmaktadır (Ait Ouakrim vd. 2015). Bununla bağlantılı 

olarak da 2035 yılında kolorektal kanser insidansının dünya çapında 2.5 milyon yeni 

vakaya yükseleceği tahmin edilmektedir (Arnold vd. 2017). 

Kolorektal kanserlerde birincil tedavi seçeneği cerrahi operasyondur ancak hastaların 

yaklaĢık %33‟ünde cerrahi sonrasında hastalık nüks etmektedir. Bu nedenle tedavi 

cerrahi operasyon öncesi veya sonrasında adjuvan kemoterapi ile birleĢtirilmektedir 

(Wang vd. 2007). Ayrıca kolorektal kanser teĢhisi konulmuĢ hastaların yaklaĢık 

%60‟ında lenf nodu veya uzak bölge metastazı gözlenmektedir. Ġleri evrelerde ve 

metastatik kanserlerde cerrahi operasyon tek baĢına küratif tedavi sunma konusunda 

yetersiz kalmaktadır. Bu yüzden kemoterapi, kolorektal kanserde kötü sağkalım 

oranlarını iyileĢtirmek için en güçlü tedavi seçeneği olarak kabul edilmektedir. 

Kemoterapötik ajanlar tümör geliĢimini yavaĢlatmak ve operasyon sonrası hayatta 

kalma süresini uzatmak için neoadjuvan veya adjuvan uygulamaları tedavi yöntemi 

olarak sıklıkla kullanılmaktadır (Benson vd. 2018). 5-FU, ileri evre ve metastatik 

kolorektal kanser tedavisinde yaklaĢık 30 yıldır klinikte en yaygın kullanılan 

kemoterapötik ajandır (Poon vd. 1991, Riahi-Chebbi vd. 2019). Ancak diğer kemoterapi 

ilaçlarında olduğu gibi, çoklu ilaç direnci (ing: multiple drug resistance, MDR), kolon 

kanseri için uygun kemoterapi tedavisinin önündeki birincil engel olmaya devam 

etmektedir (Hammond vd. 2016). Ayrıca ilaçların neden oldukları yan etkiler hastaların 

yaĢam kalitesini olumsuz olarak etkilemekte, tedavinin etkinliğini de sınırlanmaktadır. 
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Bu nedenle, kemoterapötik ajanların etkinliğini arttırmak ve oluĢturdukları yan etkileri 

azaltmak için yeni ilaç veya kemoterapi duyarlılaĢtırıcı kombinasyonların klinikte 

kullanımı odak noktası haline gelmiĢtir. Kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanılan 

FOLFOX (5-FU/folinik asit/oksaliplatin), FOLFIRI (5-FU/folinik asit/irinotekan), 

CAPOX (kapesitabin/oksaliplatin) ve FOLFOXIRI (folinik asit/5-FU/ 

oksaliplatin/irinotekan) gibi ilaç kombinasyonları örnek olarak verilebilir (Benson vd. 

2006). Ayrıca sentetik kemosensitizörlerin geliĢtirilmesine yönelik çeĢitli çalıĢmalar da 

yapılmıĢtır ancak sitotoksik etkileri ve sebep oldukları ters ilaç reaksiyonları sonucunda 

klinik deneylerde kullanımları yasaklamıĢtır (Li vd. 2019). 

Doğal bileĢikler, kanser de dahil olmak üzere birçok hastalığı önlemek ve tedavi etmek 

için uzun süredir kullanılmaktadır ve bu bileĢiklerin kanser tedavisinde kullanılacak 

yeni stratejilerin geliĢtirilmesinde önemli rol oynayabilecekleri düĢünülmektedir. 

Zengin yapısal çeĢitlilikleri ve karmaĢıklıkları nedeniyle doğal ürünler ve türevleri, 

birinci basamak ilaçların keĢfinde oldukça değerli kaynaklar olmuĢtur (Clardy ve Walsh 

2004). Doğal bileĢikler ve bunların klinikteki potansiyel kullanımları birçok avantaja 

sahiptir. Antikanser özellikleri ile ilgili olarak; proliferasyonu, anjiyogenezi, tümör 

metastazını etkileyen veya tümör hücresi apopitozunu indükleyen antioksidan 

(kemoprotektif) ve hatta prooksidan (pro-apoptotik) gibi özelliklere sahiptirler (Baena 

Ruiz ve Hernandez 2016).  Bu nedenle, kanser tedavisinde doğal bileĢiklerin 

kemoterapötik ajanlarla birlikte kullanılması, kemoterapötik ajanların oluĢturduğu 

olumsuz etkilerle mücadele etmek ve sitotoksik etkinliğini arttırmak için popüler bir 

yaklaĢım olarak son yıllarda karĢımıza çıkmaktadır. Hastalarda oluĢan toksik yükü 

azaltmak için 5-FU veya oksaliplatin gibi kemoterapötik ajanların, tanımlanmıĢ bir 

etkiye sahip doğal bir bileĢik ile doz ikamesi yoluyla kullanımını gösteren çeĢitli 

çalıĢmalar bulunmaktadır (Rejhová vd. 2018). Benzer yaklaĢımla doğal bileĢiklerin, 

sitotoksisite yoluyla geleneksel tedaviye duyarlılığı arttırarak, uygulanan her iki 

terapötik maddenin (örn. EGCG ve sunitinib) birleĢik etkisini karĢılıklı olarak 

güçlendirerek tümör hücreleri üzerinde sitotoksik etkinliği arttırabileceği de 

gösterilmiĢtir (Zhou vd. 2016). Kombine tedavi uygulamasıyla çoklu sinyal yolaklarının 

hedef alınması mümkün olduğundan, ilaçların sitotoksik etkinliğin arttırılması ve yan 

etkilerinin azaltılmasının yanı sıra ilaç direnci geliĢmesinden sorumlu değiĢtirilmiĢ 
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hücresel yolaklar üzerinde de etki gözlemlenebilir. Bu nedenle konvansiyonel 

kemoterapötiklerin efektif doğal bileĢiklerle etkileĢimiyle, kanser tedavisinde yeni 

stratejiler geliĢtirilmesi mümkün olabilecektir. Bu bilgiler ıĢığında gerçekleĢtirilen tez 

çalıĢması kolon kanseri tedavisi için yeni, etkili ve toksik olmayan doğal bileĢik 

kaynaklı anti-kanser etkinlik belirlemeyi amaçlamıĢtır. Bu nedenle, 5-FU ile kombine 

edilen C. nebularis özütünün HT-29 kolorektal kanser hücrelerinin proliferasyonu 

üzerindeki etkileri sistematik olarak değerlendirilmiĢ ve bu kombinasyonun etki 

mekanizması detaylı bir Ģekilde araĢtırılmıĢtır. 

Doğal ürünler, ilaç araĢtırmaları için oldukça değerli kaynaklardır ve uzun süredir 

farmakolojik çalıĢmalar için model olmuĢtur. Günümüzde kullanılmakta olan birçok 

ticari ilaç, doğal bileĢikler veya doğal bileĢik türevleridir. Bu nedenle doğal 

bileĢiklerden yeni farmasötik bileĢenlerin keĢfi için birçok çalıĢma yapılmaktadır. 

Makrofunguslar içerdikleri çok çeĢitli kimyasal yapıdaki aktif bileĢenlerle, doğal 

biyoaktif bileĢiklerin değerli kaynaklarından biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle 

ön çalıĢma olarak C. nebularis mantarından elde ettiğimiz etanolik özütün fitokimyasal 

içeriği, UPLC ve FT-IR spektroskopisi kullanılarak detaylı bir Ģekilde ile analiz 

edilmiĢtir. Ön çalıĢmadan elde ettiğimiz sonuçlar CN özütünün biyolojik olarak aktif 

çok sayıda molekülü içerdiğini ve güçlü antioksidan potansiyele sahip olduğunu 

göstermiĢtir (Dizeci vd. 2021).  FT-IR spektroskopisi ile özütün kimyasal içeriği analiz 

edildiğinde fenolik bileĢiklerin yanı sıra, protein ve polisakkaritlerin varlığı da 

gösterilmiĢtir. Ayrıca, CN özütü GST enziminin aktivitesini etkili bir Ģekilde inhibe 

etmiĢtir (Dizeci vd. 2021). GST, detoksifikasyon yolunun son ürünü olan merkapturik 

asit oluĢumunun ilk aĢamasını katalize ederek homeostaza neden olur. Özellikle 

kemoterapi uygulanan hastalarda ağır ilaç tedavisinin gerekli olduğu durumlarda 

GST'nin neden olduğu ilaç direncinin inhibisyonu çok önemlidir. Bu nedenle 

kemoterapi alan hastaların besin takviyesi olarak C. nebularis mantarını tüketmeleri 

GST'ye bağlı ilaç direncini ortadan kaldırmak için faydalı olabilir.  

Mantarlar, yeni farmakolojik ilaçlar için zengin bir kaynak olarak kabul edilmektedir. 

Mantarlarda bulunan biyolojik olarak aktif moleküller, düĢük moleküler ağırlığa sahip 

olduklarından, hücre zarından kolaylıkla geçerek hücre içinde çeĢitli yollarda hareket 
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ederek anti-tümör etkilerini gösterebilirler. Bu nedenle, C. nebularis'den elde edilen 

etanolik ekstraktların kolorektal kanser hücre hatları üzerindeki anti-proliferatif etkisi 

mevcut tez çalıĢması ile ilk kez araĢtırılmıĢtır.  

CN özütü ve 5-FU‟nun tek ajan olarak HT-29 hücrelerinin canlılığı üzerindeki anti-

kanser etkinliklerini değerlendirmek için öncelikle MTT deneyi yapılmıĢtır. 24 saatlik 

uygulama sonucunda, HT-29 hücrelerinde CN özütü için 243±17 μg/ml IC50 değeri 

hesaplanmıĢ ve uygulanan konsantrasyona bağlı bir Ģekilde hücre canlılığını %60‟a 

kadar azalttığı gözlenmiĢtir. CN özütü sitotoksik kemoterapötik ajan 5-FU ile 

kıyaslandığında, düĢük konsantrasyonlar dıĢında oldukça etkili bir aktivite profili 

sergileyerek, HT-29 hücrelerinin canlılığını etkili bir Ģekilde azaltmıĢtır. HT-29 

hücreleri üzerinde CN özütünün sergilediği etkili sitotoksik aktivitenin 

belirlenmesinden sonra, kolon kanseri heterojenitesini yansıtabilmek amacıyla aynı 

konsantrasyon aralığı kullanılarak özütün farklı bir kolon kanseri hücresi olan Caco-2 

hücreleri üzerindeki sitotoksik aktivitesi araĢtırılmıĢtır. 

24 saatlik uygulama sonucunda, Caco-2 hücrelerinde CN özütü için hazırlanan doz-

yanıt eğrisi kullanılarak 298±44 μg/ml IC50 değeri hesaplanmıĢ ve hücre canlılığını %50 

oranında azalttığı bulunmuĢtur. Son olarak, normal bir hücre hattı olan HEK-293 böbrek 

epitel hücreleri kullanılarak CN özütünün sağlıklı hücreler üzerindeki olası toksik etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Her iki kolon kanseri hücre hatlarında kullanılan konsantrasyonlar 

kullanılarak gerçekleĢtirilen hücre canlılığı çalıĢmaları sonucunda, CN özütünün normal 

böbrek epiteli hücreleri üzerinde önemli bir toksik etkisinin olmadığı bulunmuĢtur. 

ÇalıĢılan konsantrasyon aralığındaki hiçbir konsantrasyonda canlı hücre miktarlarında 

%50 ve üzerinde azalma gözlenmediği için HEK-293 hücrelerinde CN özütü için IC50 

değeri hesaplanamamıĢtır. Sonuç olarak CN özütü insan kolon kanseri hücreleri 

üzerinde seçici sitotoksisite göstermiĢ, normal insan böbrek epitel hücrelerine düĢük 

duyarlılık sergilemiĢtir. Kolon kanseri tedavisinde kullanılan mevcut anti-kanser 

ilaçların çoğu, normal hücreler üzerindeki toksisiteleri sebebiyle saç dökülmesi, mide 

bulantısı, yorgunluk, bağırsak toksisitesi ve kemik iliği baskılanması gibi istenmeyen 

yan etkiler oluĢturmaktadır. Bu nedenle günümüzde, daha selektif etki gösteren yeni 

ilaçların geliĢtirilmesi için çalıĢmalar gerçekleĢtirilmektedir. Bu tez çalıĢmasında, CN 
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özütünün özellikle HT-29 kolon kanser hücre hatlarına karĢı oldukça etkili ve selektif 

sitotoksik aktivitesinin olduğu belirlenmiĢtir.  

CN özütünün sahip olduğu yüksek anti-proliferatif potansiyel, özütün içerdiği yüksek 

sayıda ikincil metabolitler ile iliĢkili olması muhtemeldir. C. nebularis mantarı, 

Nebularin olarak adlandırılan bir purin ribonükleozid yapısını doğal olarak içermektedir 

(Löfgren ve Lüning 1953). Bilindiği gibi kanser tedavisi için yaygın olarak kullanılan 

antimetabolit ilaçlar genellikle nükleozid türevleridir. Ayrıca, nebularin adenozin 

deaminaz enzimini etkileyerek anti-neoplastik etki göstermektedir (Lougiakis vd. 2015). 

Organik yapıya sahip bir molekül olduğu için etanolde kolayca çözünür, FT-IR analizi 

sonuçları da CN özütünde nitrojenli yapıların varlığını iĢaret etmektedir (Dizeci vd. 

2021). Bu nedenle, CN özütünde mevcut olabileceği düĢünülmektedir. C. nebularis'te 

ayrıca proteaz enzimlerini güçlü bir Ģekilde inhibe eden klitosipin gibi çeĢitli peptit 

yapıları da bulunmaktadır (Brzin vd. 2000). Bu yapıların viral ve bakteriyel 

enfeksiyonların, kanserin ve immünolojik hastalıkların tedavisinde terapötik etkiler 

gösterebileceği çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. (Chang ve Wasser 2012). Pišlar ve 

arkadaĢları (2016), Clitocybe geotropa mantarından L-amino asit oksidaz yapısını 

saflaĢtırmıĢ ve MCF-7 ve Jurkat hücre dizilerinde hücre ölümünü indüklediğini 

göstermiĢlerdir. Bir baĢka çalıĢmada, Kosanić ve arkadaĢları (2020), C. nebularis ve C. 

geotropa'dan elde edilen aseton özütünün HeLa, K562, A549 ve PC-3 hücre hatları 

üzerinde orta derecede anti-kanser etkisi olduğunu göstermiĢtir. 

CN özütünün kolon kanseri hücreleri üzerindeki selektif anti-tümör aktivitesinin 

belirlenmesinden sonra, HT-29 hücreleri üzerinde 5-FU ile birlikte kullanımını için, 

ilaç-ilaç etkileĢimleri araĢtırılmıĢtır. CN özütü ve 5-FU kombinasyonu ile anti-tümör 

etkilerin arttırılıp arttırılmadığını belirlemek için, oluĢturulan bir dizi kombinasyon 

uygulamaları HT-29 hücrelerinde araĢtırılmıĢtır. AraĢtırılan 7 farklı kombinasyon 

arasında, 1:1 kombinasyonunda (IC50-IC50) anlamlı bir sinerjistik etki gözlenmiĢtir. 24 

saat boyunca CN özütü, 5-FU ile kombinasyon halinde hücrelere birlikte 

uygulandığında, tekil kullanımlarına kıyasla HT-29 hücreleri üzerindeki anti-kanser 

etkinlikleri önemli ölçüde artmıĢtır. Bu Ģekilde kombinasyon uygulamaları sonucunca 

konvansiyonel ajanların terapötik etkinliğinin arttırılmasıyla, kullanılan dozu azaltırken 
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toksisiteye neden olmadan aynı etkinliği devam ettirmek veya arttırmak, ilaç direncinin 

geliĢiminin azaltmak veya minimize etmek gibi olumlu sonuçlar elde edilmesi mümkün 

olacaktır. Elde edilen bu sinerjistik etkiler, baĢta kanser olmak üzere pek çok tehlikeli 

hastalığa karĢı ilaç kombinasyonlarının yoğun Ģekilde kullanılmasını ve tedavi 

etkinliğinin artmasını sağlamaktadır (Chou 2006). Sinerjistik iki ilacın kombinasyonu 

sonucunda, aynı inhibe edici etkiyi elde etmek için herhangi bir ilacın dozajını 

azaltabilir. Bu nedenle, 5-FU'nun CN özütü ile birlikte kullanılmasıyla etkinliği 

arttırılabilir ve sebep olacağı yan etkilerin oluĢumu en aza indirebilir.  

Sinerjistik etkinin Chou-Talalay yöntemi kullanılarak tespit edilmesinden sonra, 

kombinasyonun etkisini ileri analizlerle doğrulamak için doz azaltma indeksi (DRI) 

yine aynı metot kullanılarak hesaplanmıĢtır. Kombinasyon çalıĢmalarında sinerjistik 

etki araĢtırılırken hesaplanan DRI >1 değeri, aynı etki seviyesi için kullanılan dozda 

azalma yapılabilmesine izin vermektedir. Bu da özellikle kemoterapi ilaçları tarafından 

indüklenen toksisitede önemli bir azalmaya yol açmaktadır. ÇalıĢmamızda, CN özütü 

ile 5-FU‟nun birlikte kullanımı için DRI >1 değeri de hesaplanmıĢtır. Dolayısıyla 5-

FU‟nun CN özütü ile birlikte kullanılmasıyla, daha az doz ile daha etkili sonuç alınması 

sonucunda ilacın sebep olacağı toksisiteyi azaltacak olan azaltılmıĢ doz, faydalı 

sonuçların alınmasını sağlayacaktır. Yukarıda bahsedilen nedenlerden dolayı, tez 

çalıĢmasındaki ileri uygulamalar, CN özütü ve 5-FU monoterapisi veya bunların 

kombinasyonu olacak Ģeklinde uygulanmıĢtır. 

Monoterapi ve kombinasyonun HT-29 hücreleri üzerindeki çoğalma önleyici etkisini 

ileri analiz yötemleri ile doğrulamak için kristal viyole boyaması yapılmıĢtır. MTT 

deneyinden elde edilen sonuçlara benzer Ģekilde, CN özütü HT-29 hücrelerinin 

proliferasyonunu oldukça etkili bir Ģekilde inhibe etmiĢtir ve hücrelere 5-FU ile birlikte 

uygulandığında, 5-FU‟nun sitotoksik etkinliğinin artmasına sebep olmuĢtur. Dolayısıyla 

CN özütünün hem tekil hem de kombine uygulanması sonucunda kolon kanseri 

hücrelerinin canlılığını azalttığı ikinci bir yöntem ile de gösterilmiĢtir.  
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Anormal hücre proliferasyonu, malign transformasyon geçirmiĢ hücrelerin tipik bir 

özelliğidir. Ġstilacı bir Ģekilde büyüme ile karakterize edilmiĢ hücreler, çeĢitli doku ve 

organlara mestastaz yaparak bu özelliklerini uzak bölgelerde de sergilemektedir (Welch 

ve Hurst 2019). Bu nedenle CN özütünün, HT-29 hücrelerinin hücrelerinin koloni 

oluĢturma ve hareket yeteneği üzerindeki inhibitör etkileri araĢtırılmıĢtır. CN özütünün 

HT-29 hücrelerinin hücrelerinin koloni oluĢturma yeteneği üzerindeki inhibitör etkisi, 

koloni oluĢturma deneyi ile araĢtırılmıĢtır. Bu yöntem, sitotoksik ajanlarla tedaviden 

sonra tümör hücrelerinin hayatta kalmak ve koloniler oluĢturmak üzere büyüyebilme 

yeteneğini test etmektedir (Franken vd. 2006). Elde edilen sonuçlar CN özütünün HT-

29 hücrelerinin koloni oluĢumunu etkili bir Ģekilde inhibe ettiğini göstermiĢtir. Bu 

sonuç, CN özütü ile muamele edilen hücrelerin, hücre büyümesi inhibisyonunun geri 

döndürülemez bir Ģekilde inhibe edildiğini ortaya koymuĢtur.  

Birçok kanser hastası, sıklıkla vücudun uzak kısımlarında metastatik odaklara yol açan 

tümör mobilizasyonu nedeniyle hayatını kaybetmektedir. Tümör metastazı, klinik tedavi 

baĢarısızlığının ve yüksek mortalitenin ana nedeni olan malign bir tümörün önemli bir 

patolojik özelliğidir (Badmus vd. 2015). Bu nedenle kanser hücrelerinin hareketliliğini 

ve metastazını önlemeye veya yavaĢlatmaya yönelik giriĢimler kanser tedavisinde 

oldukça önemlidir. Kanser hücrelerinin göç yeteneği, bir tümörün malign derecesini 

belirlemede anahtar faktör olan kanser metastazını ölçebilmek için oldukça önemlidir. 

Bu nedenle, CN özütünün tek baĢına veya 5-FU ile birlikte, HT-29 hücrelerinin göç 

yeteneği üzerinde inhibe edici bir etkisi olup olmadığını araĢtırmak için in vitro yara 

iyileĢmesi deneyi yapılmıĢtır. (ġekil 4.14-15)' de gösterildiği gibi, CN ve 5-FU ile tek 

baĢına veya 24 saat kombinasyon halinde uygulama sonrasında, HT-29 hücrelerinde 

oluĢturulan yaranın onarımı kontrol grubuna kıyasla oldukça geciktirilmiĢtir. Sonuç 

olarak, göç eden hücre miktarının hem tek bir ajan tarafından hem de kombinasyon 

tarafından aĢağı çekildiği, HT-29 hücrelerinin göç ve istila yetenekleri üzerinde CN 

özütünün sinerjik bir inhibisyona sahip olduğu gösterilmiĢtir. Elde edilen bu sonuçlar, 

baĢta 5-FU olmak üzere çeĢitli anti-kanser ilaçlar ile karĢılaĢtırıldığında, CN özütünün 

daha az toksik olabilme avantajına sahip olarak tümör mobilasyonunu inhibe 

edebileceğini göstermektedir. Bu nedenle araĢtırma değeri olan potansiyel bir doğal 

anti-kanser bileĢik olduğu düĢünülmektedir. 
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Hücre canlılığı ve hücre döngüsünün ilerlemesi birbiri ile iliĢki içerisindedir. Hücre 

döngüsü, normal hücrelerin çoğalmasını düzenleyen oldukça önemli bir biyolojik 

aktivitedir. Ancak tümör hücrelerinde çoğunlukla döngünün düzenlenmesinin 

kontrolden çıktığı veya anormal aktiviteleri gözlenmektedir. Kanser hücrelerindeki 

döngünün kontrol yolakları, hücre döngüsünü kırmak için genellikle büyük ölçüde 

değiĢtirilir, bu da hücre ömrü ve iĢlevinde anormal bir artıĢa neden olmaktadır. Tümör 

hücrelerinin karakteristik özelliği olan anormal hücre proliferasyonu, kontrol dıĢı hızlı 

mitoz bölünmeye dayanmaktadır. Bu nedenle mitoz sürecini inhibe etmeyi hedefleyen 

ilaçlar, geleneksel anti-kanser araĢtırmalarının popüler bir alanı olmuĢtur ve 5-FU gibi 

ajanlar uzun yıllardır klinikte yoğun bir Ģekilde kullanılmaktadır (Williams ve Stober 

2012). CN özütünün HT-29 hücrelerinin proliferasyonu üzerine olan güçlü inhibe edici 

etkisinin belirlenmesinden sonra, bu etkinin tek baĢına veya 5-FU ile kombinasyon 

halinde uygulanmasının hücre döngüsü ile olan iliĢkisi akıĢ sitometrisi analizi ile 

belirlenmiĢtir. 5-FU hücre döngüsünün S fazı sırasında, timidilat mevcudiyetini 

kısıtlayıp DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etkisini göstermektedir (Focaccetti vd. 

2015). ÇalıĢmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar da bunu göstermektedir. 5-FU'ya maruz 

kaldıktan sonra S fazında bulunan hücre miktarında artıĢ gözlenmiĢtir ve G2 fazına 

geçebilen hücre miktarında azalma olmuĢtur. 24 saatlik uygulama sonunda kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında, CN özütüne maruz kaldıktan sonra S fazında bulunan 

hücre miktarlarında da artıĢ gözlenmiĢtir. CN özütü de 5-FU ile benzer Ģekilde hücre 

döngüsünün S fazına etki etmiĢtir ve G2 fazında bulunan hücre miktarında azalmaya 

sebep olmuĢtur. Ayrıca kombinasyon uygulaması, her iki ajanın tekil kullanımı ile 

karĢılaĢtırıldığında S fazındaki hücrelerin miktarında çok daha büyük bir artıĢa yol 

açmıĢtır (ġekil 4.17).  Böylece, CN özütü 5-FU ile kombine halde, HT-29 hücrelerinde 

S fazında sinerjik bir hücre döngüsü durdurulmasına yol açmıĢtır. 5-FU anti-tümör 

etkinliğini ağırlıklı olarak DNA hasarı aracılığıyla S fazında göstermektedir, CN özütü 

de benzer Ģekilde anti-kanser etkinliğini HT-29 hücrelerinin S fazında tutulmasını 

sağlayarak göstermiĢtir. Sonuç olarak her iki ajan hücrelere birlikte uygulandığında, 

oldukça etkili ve uyumlu bir aktivite profili sergileyerek S fazında hücre döngüsü 

durdurulmasına sebep olmuĢtur (ġekil 4.17). HT-29 hücrelerinin hücre döngüsü analizi 

sonucunda; özellikle kombinasyon uygulamasıyla, G2 fazındaki hücre miktarında ciddi 

bir azalma ile birlikte S-fazında bulunan hücrelerin miktarının CN ve 5-FU tedavisi ile 
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artmıĢ olduğu ortaya konulmuĢtur. Bu nedenle HT-29 hücrelerinde CN ve 5-FU 

aracılığıyla indüklenen S fazındaki tutuklamanın arkasındaki moleküler mekanizmaları 

daha da karakterize etmek için, hücre döngüsü ilerlemesi ve S fazının 

düzenlenmesinden sorumlu genlerin mRNA seviyelerindeki değiĢiklikler qRT-PCR ile 

analiz edilmiĢtir. 

Ökaryotik hücre döngüsünün düzenlenmesi, siklin bağımlı kinaz (CDK) ve siklinlerden 

oluĢan, protein kinaz komplekslerinin koordineli aktivitesi tarafından 

gerçekleĢtirilmektedir (Park ve Lee 2003). Bu kompleksler, hücre döngüsünün farklı 

aĢamalarında oluĢturulur ve aktive edilir, aktiviteleri farklı hücre döngüsü aĢamalarının 

ilerlemesi için gereklidir. Döngüde S-fazının ilerlemesi, Siklin A/Cdk2 kompleksi 

tarafından düzenlenmektedir. Siklin A, S-fazında eksprese edilir ve Cdk2'ye bağlanır, 

böylece DNA replikasyonu ve S-fazının ilerlemesi gerçekleĢtirilir (Abbas ve Dutta 

2009, Bertoli vd. 2013).  CDK‟ların aktiviteleri, sikline bağımlı kinaz inhibitörleri 

(CDKI) tarafından düzenlenmektedir. p21(WAF1/CIP1) ve p27(KIP1) S fazında, Siklin 

A/Cdk2 kompleksinin kinaz aktivitelerini inhibe ederek, hücre döngüsü ilerlemesini 

kontol altında tutmaktadır. Tümör baskılayıcı gen p53‟de ayrıca hücre döngüsü 

ilerlemesinde önemli bir düzenleyici rol oynamaktadır. p53‟ün aĢağı akıĢ hedefleri olan 

p21 ve p27, CDK‟ların aktivitesini inhibe edebilen ve hücre döngüsü durdurmasına 

neden olan evrensel inhibitörlerdir (Yu vd. 2020). Bu nedenle mevcut çalıĢma 

dahilinde, S fazı ile iliĢkili Siklin A2/Cdk1, Siklin A2/Cdk2 kompleksleri, CDK 

inhibitörleri p21, p27 ve hücre döngüsünün düzenlenmesinden sorumlu p53 genlerinin 

mRNA seviyelerindeki değiĢiklikler araĢtırılmıĢtır. 

HT-29 hücrelerinde 24 saatlik CN ve 5-FU uygulanması sonucunda kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında, S fazının ilerlemesinden sorumlu olan Siklin A2/Cdk1, Siklin 

A2/Cdk2 komplekslerinin mRNA ifade seviyelerinin aĢağı regüle edildiği bulunmuĢtur 

(ġekil 4.18-20). Sonuçlar ayrıca CN ve 5-FU uygulaması sonucunda, p53 

ekspresyonunun da arttığını göstermiĢtir. Yapılan çalıĢmalar p53 ifade seviyelerindeki 

artıĢın, p53‟ün aĢağı akıĢ hedefleri olan p21 ve p27‟nin ekspresyonunu 

destekleyebildiğini ve Siklin A2/Cdk2'nin ekspresyonunu bloke ettiğini göstermiĢtir 

(Futamura vd. 2007). Bununla tutarlı olarak CN özütü ve 5-FU uygulanmıĢ HT-29 
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hücreleri, kontrol grupları ile kıyaslandığında artan p53 aktivitesi sonucunda, hücre 

döngüsü düzenleyici genler p21 ve p27‟nin mRNA ekspresyon seviyeleri artarken, bu 

genlerin hedefleri olan Siklin A, Cdk1 ve Cdk2‟nin ekspresyon seviyelerinin önemli 

ölçüde azaldığı gözlenmiĢtir. 

Cdk1 ve Cdk2 üretimlerindeki azalmanın, siklin bağımlı kinaz inhibitörlerinin 

regülasyon seviyeleri ile iliĢkili olduğu yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Oakes vd. 

2014). Siklin A/Cdk1-2 kompleksi, DNA replikasyonunun baĢlatılmasında ve döngünün 

S fazı boyunca ilerlemesinde görev almaktadır (Moon vd. 2000). Bu nedenle, siklin A 

ve Cdk2'nin inhibisyonu, S-fazında hücre döngüsü durmasını indüklemektedir. p21 

(CIP1/WAF1) ve p27 (Kip1), siklin-Cdk1-2 ile reaktif olmayan kompleksler oluĢturup 

fosforilasyon yeteneklerini baskılayarak bunların aktivitesini inhibe eder ve böylece G1 

ve S fazında hücre döngüsü ilerlemesinin düzenleyicisi olarak iĢlev görürler (Singh 

vd.2017). ÇalıĢmamız sonucunda, CN özütünün, HT-29 hücrelerinde siklin A ve Cdk1-

2 ekspresyon seviyelerini azaltarak, S-fazında hücre döngüsünün durmasını indüklediği 

gösterilmiĢtir.  

p21 (CIP1/WAF1) ve p27 (Kip1)‟nin yukarı regülasyonu ve siklin A2/Cdk 

komplekslerinin aĢağı regülasyonu sonucunda hücre döngüsü boyunca S fazından G2 

fazına ilerlemeyi inhibe ederek hücre döngüsünün durmasına veya yavaĢlamasına neden 

olmaktadır. Tümör baskılayıcı gen p53 aktive edildiğinde, aĢağı akıĢ genleri p21 ve 

p27‟yi aktive ederek hücre döngüsünü kontrol etmektedir (Godar vd.2008, Overton 

vd.2014). p21, DNA hasarı sonrasında p53 aktivitesinin ana hedefini temsil etmektedir. 

DNA hasarıyla gerçekleĢen hücre döngüsü durması p53 aracılığıyla p21 aktivitesiyle 

iliĢkilidir (el-Deiry vd.1993). Etkili kemoterapötik ajanların birçoğu da hücre 

döngüsüne yönelik mekanizmalar aracılığıyla etkinliklerini göstermektedir (Williams ve 

Stoeber 2007). 5-FU hücre döngüsünün S fazını hedef alan bir kemoterapötik ajandır, 

DNA hasarı oluĢturarak sitotoksik aktivite gösterir ve ardından p53 aktivasyonunu 

indükler (Longley vd. 2003). ÇalıĢmamızdan elde edilen sonuçlar da bunları iĢaret 

etmektedir. 5-FU ile muamele edilmiĢ HT-29 kolon kanseri hücrelerinde, 24 saat 

sonunda S fazındaki hücre miktarının arttığı ve kontrol grubu ile kıyaslandığında p53 

ekspresyon seviyesinin 3, aĢağı akıĢ hedefleri p21 ve p27‟nin ekspresyon seviyelerinin 
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de 6 kat anlamlı Ģekilde artmıĢ olduğu bulunmuĢtur (ġekil 4.21-23). Benzer sonuçlar 

CN özütü uygulanmıĢ hücreler içinde elde edilmiĢtir. CN özütü uygulanmıĢ HT-29 

hücrelerinde, 24 saat sonunda S fazındaki hücre miktarının arttığı, G2 fazındaki hücre 

miktarının azaldığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.17). Bu nedenle, hücreler CN ile muamele 

edildikten sonra p53 ve aĢağı akıĢ hedefleri p21 ve p27 ekspresyon seviyelerindeki 

değiĢikliklerde araĢtırılmıĢtır. CN özütü uygulanmıĢ hücreler kontrol grubu ile 

kıyaslandığında p53, p21 ve p27 ekspresyon seviyelerinde artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 

4.21-23). Elde edilen sonuçlar, CN özütün gösterdiği sitotoksik aktivitenin 5-FU‟ya 

benzer bir yol izlediğini düĢündürmektedir. 5-FU ve CN özütünden elde edilen sonuçlar 

birlikte ele alındığında, CN özütünün sitotoksik aktivitesi sonucunda HT-29 

hücrelerinde p53 aktivasyonu aracılığıyla S fazında hücre döngüsünün durdurulmasını 

indüklediğini göstermektedir (ġekil 5.1). Hücre döngüsünün S fazında stres kaynaklı 

DNA hasarı meydana geldiğinde, DNA sentezinin inhibisyonu yoluyla hücre büyümesi 

engellemektedir (Agarwal vd. 1998). Bu sonuçlar, yukarı regüle edilmiĢ p53 ve p21 

ekspresyonu yoluyla S fazı durması ile iliĢkilendirilmiĢtir. Hücrelerin CN özütüne 

maruz kalması sonucunda ortaya çıkan büyüme önleyici etki, DNA hasarı sonucunda S-

fazında hücre döngüsü ilerlemesinin durdurulmasıyla gerçekleĢmektedir. AkıĢ 

sitometrisi analizleri sırasında apoptoz göstergesi olan sub G1 piklerinin gözlenmemiĢ 

olması da bunun bir göstergesidir (ġekil 4.16).   

Bu çalıĢmadan elde ettiğimiz bulgular, CN özütünün kolon kanseri hücreleri üzerinde 

selektif anti-kanser etkinliğe sahip olduğunu göstermektedir. Ayrıca, CN özütü ve 5-

FU‟nun HT-29 hücrelerine birlikte uygulandıklarında sinerjik anti-kanser etki 

gösterdikleri de bulgulanmıĢtır. CN özütünün 5-FU ile kombinasyonu, kolorektal kanser 

hücrelerinin proliferasyonu, klonojenitesi, motilitesi etkilerken, aynı zamanda hücre 

döngüsü üzerinde sinerjistik bir anti-tümör etkiye sahip olduğunu göstermektedir. Bu 

sonuçlar; CN özütünün 5-FU‟nun anti-kanser etkinliğini güçlendirdiğini, dolayısıyla 5-

FU‟ya dirençli kolon kanserinin tedavisinde kullanılabileceğini göstermektedir. CN 

özütü ile 5-FU‟nun birlikte kullanılmasıyla, 5-FU‟ya karĢı geliĢen ilaç direncinin 

üstesinden gelinmesinin yanı sıra, azaltılmıĢ doz sayesinde 5-FU‟nun hastalarda 

oluĢturduğu yan etkilerin azaltılmasına da yardımcı olabileceği düĢünülmektedir. Sonuç 

olarak elde edilen in vitro bulgularımız, kolorektal kanser tedavisi için CN özütünün 
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tamamlayıcı bir tedavi olabileceği konusunda umut verici kanıtlar sağlamaktadır. Ayrıca 

mevcut bulgularımız, takip edecek kapsamlı araĢtırmalarla daha kesin sonuçlar elde 

edilebilmesi için in vivo etkinliğininde araĢtırılması konusunda temel oluĢturmaktadır. 

 

ġekil 5.1 CN özütünün p53 aracılığıyla hücre döngüsü inhibisyonu 
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