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Kolorektal kanser, insidans1 ve mortalitesi diinya genelinde en yiiksek bes kanser tiirii
arasindadir. Cerrahi, kemoterapi ve bunlarin kombinasyonu halen hastaligin tedavisi
icin kullanilan ana segeneklerdir. 5-Fluorourasil (5-FU), kolorektal kanserin tedavisi
icin 6nemli bir antikanser ajan olmasina ragmen, ila¢ direnci ve doza bagli yan etkileri
tedavinin etkinligini sinirlamaktadir. Bu nedenle, 5-FU'nun etkinligini artirmak igin
etkili ve diislik toksisiteye sahip yeni farmasotiklerin gelistirilmesi oldukc¢a 6nemlidir.
Glintimiizde kemoterapotik ajanlari destekleyebilecek etkili ve toksik olmayan dogal
bilesiklere yOnelik artan bir ilgi vardir. Bu nedenle dogal {iriinlerden yeni Oncii
bilesiklerin kesfi i¢in bir¢cok ¢alisma yapilmaktadir. Bu baglamda mevcut ¢alisma ile,
Clitocybe nebularis mantarindan (CN) elde edilen etanolik 6ziitiin HT-29 insan kolon
kanseri hiicreleri tzerindeki sitotoksik aktivitesi ve potansiyel molekiiler etki
mekanizmalari in vitro ortamda detayli olarak incelenmistir. Ayrica CN oziitiiniin kolon
kanseri tedavisinde kullanilan antimetabolit kemoterap6tik ajan 5-FU'nun anti-kanser
etkinligini artirma yetenegi ve olasi etki mekanizmasi da aragtirilmistir. Sonuglarimiz,
CN ozitiiniin kolon kanseri hiicreleri iizerinde segici sitotoksik aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. CN ve 5- FU kombinasyonu ile HT-29 hiicreleri tizerindeki
sitotoksik aktiviteleri, tek basina kullanimlarina gére 6nemli 6lgiide artmistir. Ayrica
CN ve 5-FU kombinasyonu, S fazinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi araciligiyla da
sinerjik antikanser etkinlik gOstermistir. Bulgularimiz, CN 06ziitliniin  hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek ve S fazinda hiicre dongiisii durmasini indiikleyerek 5-
FU ile sinerjistik bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Sonuglar ayrica CN 6ziitii
uygulamasi sonucunda p21, p27 ve p53 ekspresyon seviyelerinin arttigini da
gostermektedir. Bu nedenle mevcut ¢alisma CN 06ziitiiniin kolorektal kanser tedavisinde
tamamlayict bir tedavi segene8i olabilecegi konusunda umut verici kanitlar
saglamaktadir.
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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. GIRIS

Kanser giinimiizde diinya genelinde o&liimlerin baslica sebebi olarak karsimiza
cikmaktadir. Kiiresel kanser yiikii gectigimiz otuz yilda iki katindan daha fazla artmistir,
2018 yilinda diinya genelinde 9.6 milyon insan kanserden hayatini kaybederken, bu say1
kiiresel ¢apta tiim insan Oliimlerinin yaklasik olarak altida biridir (WHO 2018). Kanser,
bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz ve istilact bir sekilde ¢ogalmasi ile
karakterize edilen bir hastaliktir. Viicut hiicreleri saglikli donemlerinde smirli ve
kontrollii bigimde bdliinebilme yetenegine sahiptir. Olen hiicrelerin yenilenmesi,
yaralanan ve yaslanan hiicrelerin onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini kullanirlar, buna
paralel olarak viicutta islevler normal bir sekilde yiiriitiiliir. Kanserli hiicrelerde
cogalmay1 diizenleyici mekanizmalarin bozulmast s6z konusudur. Bu mekanizmalar
ortadan kalktiginda, hiicreler kontrolsiiz bir sekilde boliinerek cogalirlar. Kanser
gelisiminde, c¢ogalmayr denetleyen mekanizmalarin ortadan kalkmasi, bircok
mutasyonlar ve kromozomal anomalinin hiicrelerde birikmesi sonucu ortaya cikar.
Yayilma ve metastaz kanser hiicrelerinin tanimlayict 6zellikleridir. Genetik mutasyon
araciligiyla normal hiicreden malign hiicreye doniisiimiinden sonra kanser hiicresi; hizla
cogalir, ¢evresindeki dokular1 isgal eder, ana yumrudan koparak kan ya da lenf sistemi
ile goc ederek uzak bolgelerde kanser biiyiimesi icin ikincil odaklar kurabilir (Fidler
2003). Bu sekilde tiimorler bulunduklar1 doku ve organlar disinda baska doku ve
organlara da yayilabilirler. Metastaz, kanser kaynakli 6liimlerin %90’1indan sorumludur

(Patel ve Chen 2012).

Kolorektal kanser, Uluslararasi Kanser Ajansi tarafindan 2018 yilinda yayimlanan
verilere gore kadinlarda ikinci, erkeklerdeyse iiglincii en sik goriilen kanser tiiriidiir
(IARC 2018). 2018 yilinda 1.8 milyon kolorektal kanser vakasi teshis edilmis ve buna
bagli olarak 881.000 6liim meydana gelmistir. Bu rakam yaklagik olarak tiim kanser
Olimlerinin % 10’unu olusturmaktadir (Bray vd. 2018). Tirkiye Halk Saglig
Kurumunun 2018 yilinda yayinladigi rapora gore kolorektal kanser, iilkemizde erkekler
ve kadinlarda en sik goriilen iiglincii kanser tiirii olarak bildirilmistir (THSK 2018).

Epidemiyolojik caligmalara gore, koleraktal kanser vakalarinin 2030 yilina gelindiginde



%60 artarak 2.2 milyon yeni vaka sayisina ve 1.1 milyon 6liim sayisina ulagmasi

beklenmektedir (Arnold vd. 2017).

Cerrahi operasyon, kemoterapi ve bunlarin kombinasyonu kolorektal kanserin tedavisi
icin halen kullanilan ana segeneklerdir. Bircok erken evre kolorektal kanser igin tek
basina cerrahi rezeksiyonla tedavi uygulansa da ¢ogu zaman cerrahi, adjuvan
kemoterapi ile birlestirilmektedir (Wang vd. 2007). Bununla beraber, hastalarin yaklasik
olarak %40-50'si niiks, metastaz ve ilag direnci nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir (Bray
vd. 2018). Kemoterapdtik ajanlarin olusturdugu toksisite tedavinin etkinligini de
sinirlamaktadir. ilaglarin olusturdugu ciddi yan etkiler sadece hastalarin yasam kalitesini
kotiilestirmekle kalmayip, ayni zamanda bir¢ok hastanin tedaviyi birakmasina da yol
agmaktadir (Schnell 2003). Son dénemdeki terapétik ilerlemelere ragmen, 5-Florourasil
(5-FU) halen ileri evre ve metastatik kolorektal kanserin tedavisinde en yaygin
kullanilan ilk se¢enek kemoterapi ilacidir (Webber vd. 2015). 5-FU, kanser hiicrelerinin
biiylimesini engelleyen bir kemoterapotik ajandir. Antimetabolit bir primidin analogu
olan 5-FU, anti-neoplastik etkisini timin bazimnin de novo sentezini katalize etmek igin
anahtar bir enzim olan timidilat sentazin inhibisyonu yoluyla gostermektedir (Parker ve
Cheng 1990). 5-FU, niikleozid metabolizmasina miidahale eder, RNA ve DNA yapisina
dahil olarak hiicre sitotoksisitesi ve oliimiine yol agmaktadir (Noordhuis vd. 2004).
Kolon kanseri tedavisinde 5-FU; tek basina veya oksaliplatin, irinotekan veya folinik
asit gibi diger kemoterapotik ajanlarla birlikte kombine olarak kullanilmaktadir
(Gramont vd. 2000, Benson vd. 2021). Bununla birlikte, kolon kanserinin tedavisinde
ila¢ direnci, 5-FU ve/veya adjuvan kullanimlarinin etkinligini sinirlayan 6nemli bir
sorun olmaya devam etmektedir. Tek basina 5-FU'nun ilerlemis kolorektal kanser igin
genel yanit orant %10-15 iken, 5-FU'nun diger anti-timor ilaglarla kombinasyonu
hiicresel yanit oranlarin1 yalmizca %40-50'ye yiikseltmektedir (Giacchetti vd. 2000,
Douillard vd. 2000, Gu vd. 2019). Bu ilacin ayrica mide bulantisi, yorgunluk ve yiiksek
dozlarda kan hiicrelerinin sayisinda azalma gibi hastalarin yasam kalitesini ciddi
anlamda olumsuz etkileyen yan etkileri de bulunmaktadir (Delval ve Klastersky 2002,
Benson vd. 2021). Bu nedenle, kolorektal kanser tedavisinde 5-FU'nun etkinligini
artirmak ve ila¢ direncinin Ustesinden gelebilmek adina yeni ve etkili stratejilerin

gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.



Son yillarda yeni ilag ve onciil bilesiklerin kesfi i¢in dogal bilesiklerden elde edilen,
biyolojik olarak aktif molekiillere kars1 oldukg¢a artan bir ilgi vardir. Dogal {irlinler, ister
saf bilesenler ister standardize ham o6ziitler halinde olsun yeni nesil ilaglar i¢in sinirsiz
bir firsat sunmaktadir. Giinlimiizde kullanilmakta olan modern terapdétik ilaglarin
yarisindan fazlasiin dogal tiriin kokenli olmas1 da bu ilgiyi dogrulamaktadir (Clardy ve
Walsh 2004). Kemoterapotik ajanlarin dogal bilesiklerle birlikte kullanilmasinin, hem
bu ajanlarin anti-kanser aktivitesini artirabilecegi ve hem de sebep olduklari yan etkileri
azaltabilecegi son zamanlarda yapilan ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (Yu vd. 2014,
Lin vd. 2019). Bu nedenle, diisiik toksisiteye sahip etkili dogal bilesikler, kolorektal

kanserin tedavisi igin yeni bilesikler veya stratejiler bulunmasina yardimci olabilecektir.

Mantarlar, giiniimiizde bilim diinyas1 i¢in bu dogal bilesenlerin en Onemli
kaynaklarindan birisidir. Mantarlar farkli besin degerlerine sahip ¢ok sayidaki
yenilebilir tiirleriyle, binlerce yildir tiim diinyada 6nemli bir besin kaynagidir. Bununla
beraber, tibbi mantarlar olarak da adlandirilan baz: tiirler 6zellikle uzak doguda yaygin
bir sekilde tibbi amagla da kullanilmaktadir (Wasser 2002, Dai vd. 2009, Patel ve Goyal
2012). igerdikleri lektinler, terpenoidler, steroidler, polifenoller ve polisakkaritler gibi
cok cesitli biyoaktif bilesikler nedeniyle son yillarda terapotik potansiyelleri de biiyiik
ilgi gormektedir (Song vd. 2013, Valvarde vd. 2015). Mantarlarin biyolojik aktiviteleri
yapilan kapsamli ¢aligmalarla dogrulanmistir; anti-kanser, antioksidan ve anti-
enflamatuar etkileriyle potansiyel vaat etmektedirler (Zaidman vd. 2005). Mantar
Oziitlerinin, mide-bagirsak ve meme kanserleri de dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin
onlenmesi ve tedavisi i¢in kullanildig1 bildirilmistir (Fontana vd. 2014, Lee vd. 2015).
Bu nedenle tibbi mantarlar ve sentetik tiirevlerinin, insan kanserlerinin 6nlenmesi i¢in
yenilik¢i ajanlarin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamasi beklenmektedir. Aktif
mantar bilesenleri i¢in 6nemli bir olumsuz etki bildirilmemistir, aksine viicudun ¢esitli
biyolojik ve cevresel streslere uyum saglamasina yardimci olduklari gosterilmistir

(Jiang vd. 2010).

Ulkemiz olduk¢a zengin bir makrofungus cesitliligine sahiptir, yaklasik olarak 2500
makrofungus tiirli bulunmaktadir ve bunlarin yaklasik 300 tanesi besin kaynagi olarak

tiketilmektedir (Sesli ve Denchev 2014). Bununla birlikte bir¢gogunun potansiyel



biyolojik ozellikleri heniiz kesfedilmemistir. Besin olarak tiiketilen dogal iriinlerin
insan saglig1 lizerine olast etkilerinin incelenmesi ve bu etkilerin 6zellikle molekiiler
diizeyde aydinlatilmasi giiniimiizde biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Clitocybe nebularis
iilkemizde Karadeniz bdélgesinde yayilis gosteren, Tricholomataceae familyasina ait
yenebilir bir tirdiir (Dizeci vd. 2021). Clitocybe nebularis’de dahil olmak iizere
Clitocybe tiirleri genel olarak tibbi mantarlar olarak siniflandirilmamasina ragmen,
yapilan ¢esitli calismalarla sahip olduklar1 farmasotik potansiyeller agikca
gosterilmistir. Riboniikleositler, lektinler, polisakkaritler ve fenolik bilesikler gibi
onemli biyoaktif molekiiller Clitocybe tiirlerinde tespit edilmis olup, antioksidan, anti-
proliferatif ve anti-viral etkilerle iligkilendirilmistir (Pohleven vd. 2016, Dizeci vd.
2021).

Yukarida so6zii edilen bilgiler 1s181inda planlanan bu tez ¢alismasi kapsaminda, Clitocybe
nebularis mantarindan elde edilmis etanolik o6zitin, HT-29 insan kolon kanseri
hiicreleri  tizerindeki anti-proliferatif —aktivitesi ve potansiyel molekiiler etki
mekanizmalart in vitro ortamda detayli bir sekilde arastirilmistir. Ayrica meveut galisma
ile C. nebularis ozutiiniin, kolon kanseri tedavisinde kullanilan antimetabolit bir
kemoterapétik ajan 5-FU’in anti-kanser etkinligini artirma yetenegini test etmek de
amaglanmistir. Yapilan bu c¢alisma, C. nebularis'in anti-kanser potansiyelinin ve etki

mekanizmasinin detayli bir sekilde incelendigi ilk caligmadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi, metastaz ve invazyon ile karakterize edilmektedir.
Insan viicudunu etkileyen 100°den fazla tiirii siniflandirilmis, insidans ve mortalite
oranlar1 giinlimiizde hizla artmakta olan bir hastaliktir (Pavlopoulou vd. 2015). Diinya
popiilasyonun hizli bir sekilde artan ve yaslanan niifusu, kanserin goriilme sikliginin da
artmasina neden olmaktadir. Kanser, giinimiizde hem iilkemiz hem de Diinya’da
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siradaki &liim nedenidir (TUIK 2018).
Kiiresel olarak yaklasik her 6 6liimden birine, lilkemizdeyse her 5 6liimden birine sebep
olmaktadir (TUIK 2018, WHO 2018). 2020 yilinda iilkemizde; 233 bin yeni kanser
vakasi ve kansere bagli 126 bin 6liim, diinya ¢apinda ise 19.3 milyon yeni kanser vakasi

ve 9.9 milyon 6liim meydana gelmistir (Sekil 2.1) (Sung vd. 2021).
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Sekil 2.1 2020 yilinda Tiirkiye ve Diinya’daki yeni kanser vakalar1 (Sung vd. 2021)

Hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesi sonucunda ortaya ¢ikan hiicre toplulugu tiimor olarak
adlandirilmaktadir. Tiimorlesen hiicrelerin istilaci bir sekilde biiylimesi ve koken aldigi
dokudan bagka yerlerde de istilaci bir sekilde yayilabilmesi, iyi ve kotli huylu timor
kavramlar1 arasindaki ayrima yol agmaktadir. Iyi huylu bir tiimér, tek basma kanserin
gostergesi degildir. Iyi huylu tiimérler viicuda yayilarak metastaz yapmazlar, koken

aldiklar1 bolgede lokalize olarak kalirlar, malign tiimorlerle kiyasla ¢ok daha yavas



biiyiirler ve genellikle bir kapsiil ile ¢evrili olduklarindan komsu dokularla etkilesimleri
simirlidir (Cooper 2000). Bununla beraber, malign yani kotii huylu tiimorler ise daha
hizli biyiirler ve bulunduklar yer ile sinirli kalmayarak, hiicre i¢i ¢esitli molekiiler
mekanizmalar1 yeniden diizenleyerek/ degistirerek invazyon ve metastaz Gzellikleri
kazanarak farkli doku ve organlara yayilirlar (Welch ve Hurst 2019). Kanser
hiicrelerinin kendine 6zgii 6zelliklerinden birisi, belirli organ(lar)a metastaz yapma
egilimleridir (Fidler 2003). Ornegin, prostat ve kolon kanseri sirasiyla kemiklere ve
karacigere metastaz yaparken; akciger kanseri hiicreleri adrenal bezlere, karacigere,
beyne ve kemiklere yayilirken, meme kanseri hiicreleri akcigerlere ve kemiklere

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

Koken aldiklart doku, kanserin ayirt edici 6zelliklerini de vermektedir. Viicutta bulunan
farkli hiicrelerde meydana gelmeleri sebebiyle, olusum yerleri ve siiregleri farklilik
gostermektedir (Cooper 2000). insan kanserlerinin yaklasik % 901 epitel hiicrelerinin
maligniteleridir ve karsinoma olarak siniflandirilmaktadir (Cooper 2000). Mezoderm
hiicrelerinden (kemik, kas) tiireyen kanserler sarkoma olarak bilinirken, meme dokusu
gibi glandiiler doku kanserleri ise adenokarsinoma olarak adlandiriimaktadir (AJCC
2018). Farkli kokene sahip kanser tiirlerinin farkli 6zellikleri vardir. Bununla birlikte,
temelde yatan hiicresel ve molekiiler yollar farkli olsa bile, tiim kanser tiirlerinde

gbzlemlenen sonug aynidir (Pecorino 2016).

Kanser, hiicresel diizeyde ¢esitli genomik modifikasyonlarna bagli olarak DNA’daki
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Yapilmis ¢ok sayida calisma sonucunda tiimor
hiicrelerinin DNA'sinin, nokta mutasyonlart gibi tek bir baz ciftindeki degisikliklerden,
delesyonlar ve kromozomal translokasyonlar gibi biiyiik kromozomal anormalliklere
kadar bir¢ok degisiklik i¢erdigini gostermektedir (Pecorino 2016). Genetik materyalde
meydana gelen mutasyonlar sonucunda kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli
olarak diizenli bir sekilde biiylime ve ¢ogalmay1 kontrol altinda tutan mekanizmalardan
kagarak, kendilerine Ozgii hayatta kalma sistemlerini olusturabilme yetenekleri
kazanmislardir (Kiraz ve Baran 2018). Onkogenez veya karsinogenez olarak
adlandirilan bu siire¢, normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi ve kontrolsiiz bir

sekilde ¢ogalarak bulundugu doku veya organda tiimor kitlesi olusturmasi siirecidir. Bu



siireg; hiicresel, genetik ve epigenetik diizeylerdeki degisiklikler ve anormal hiicre
boliinmesi ile karakterize edilmektedir (Pitot 1993). Karsinogenez sonucunda kanser
hiicreleri normal saglikli hiicrelerden farkli baz1 6zellikler kazanarak, hiicrelerin
kontrolsiiz olarak ¢ogalmasini ve biliylime potansiyelini tiimoriin primer olarak
bulundugu alandan daha farkli yerlerde de gostermesine sebep olmaktadir (Hanahan ve
Weinberg 2000). Kanserin ayirt edici ozellikleri olarak da bilinen, biiyime faktorlerine
ihtiyag duymamak ve simirsiz bdliinme potansiyeli kazanimi, apoptotik sinyallerden
kacabilme, biiyiime baskilayict sinyallerden kagabilme, anjiyogenez, invazyon ve
metastaz  ozelliklerinin  kazanimi, bagisiklik sisteminden kacabilme ve enerji
metabolizmasini degistirebilme gibi 6zellikler tiimor hiicrelerinin ¢ok asamali gelisimi
sirasinda kazandiklart ve onlart saglikli hiicrelerden ayiran temel o6zelliklerdir (Sekil
2.2) (Hanahan ve Weinberg 2011). Bu 6zellikler kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina,
¢ogalmasina ve yayilmasina olanak saglayan, ¢esitli faktorlerin etkisiyle karsinogenez
stirecinde kazanilmis islevsel yeteneklerdir. Genomik veya genomik olmayan cesitli
faktorlerin, timorlesen hiicrelerinin bu 6zellikleri edinme siireclerine yardimer olduklari
giinlimiizde yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Hanahan ve Weinberg 2011). Bunlardan
en Onemlisi genomik kararsizligin gelismesi ve bunun sonucunda meydana gelen

mutasyonlardir.
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Sekil 2.2 Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011)



Mutasyonlar sonucunda tiimor mikrogevresindeki diger hiicrelere karsi avantaj
saglayabilecek mutant genotipe sahip hiicreler biiyiiyerek ortamda baskin hale gelirler.
Bununla birlikte, timor baskilayici genlerin inaktivasyonu g@ibi bazi molekiiler
degisikliklerin ortaya ¢ikmasi; mutasyon kaynakli olmayan, kalitsal fenotipler
tarafindan da tetiklenebilmektedir (Jones ve Baylin 2007, Berdasco ve Esteller 2010).
Basta p53 olmak iizere, genom koruma sistemlerinin DNA'daki hatalar1 tespit etme ve
diizeltme konusundaki yetenegi, hiicre boliinmesi sirasinda spontan mutasyon
oranlarinin genellikle ¢ok diisiik olmasini saglamaktadir. Hiicre dongiisiinii diizenleyen
transkripsiyon faktorleri, organizmalarda timor olusumunu baskilamak i¢in oldukca
kritik 6neme sahiptir (Sekil 2.3). Tiimdr olusumu siirecinde, kanser hiicreleri bu koruma
sistemlerini devre dis1 birakarak mutasyon oranlarimi arttirmakta ve mutant genotipin

ilerlemesini saglamaktadir (Negrini vd. 2010).
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Sekil 2.3 Tiimor olusum siirecinde mutasyonlarin etkisi



Kanser hiicreleri, kanserin genetik bir hastalik olarak tanimlanmasini saglayan
onkojenik ve tiimor baskilayici mutasyonlar: tagiyarak timor olusumunu baslatir ve
timoriin  ilerlemesine neden olurlar. Son yillarda yapilan ¢alismalarla; timor
mikrogevresinde hastaligin baslangici ile iliskili yeni bir neoplastik hiicre alt sinifi tespit
edilmistir (Albini vd. 2015). Tiimoriin yayilmasindan sorumlu olan ve tiimor dokusunda
bulunan birgok farklilasmis hiicre toplulugunu olusturan bu hiicreler, kanser kok
hiicreleri (KKH) olarak da adlandirilmaktadir (Puglisi vd. 2013). Bu hiicrelerin temel
Ozellikleri; normal kok hiicrelere benzer olarak, kendilerini yenileyebilmeleri ve sinirsiz
boliinme yetenegine sahip olmalaridir. Bu hiicreler konak hiicrelere asilandiginda, yeni
timorleri verimli bir sekilde olusturabilme yetenekleriyle tanimlanmaktadir (Lobo vd.
2007). Bu nedenle KKH’leri, kanseri baglatan hiicre olarak da adlandirilmaktadir (Cho
ve Clarke 2008). Yapilan ¢alismalarla bir¢ok farkli kanser tiiriinde KKH’lerin oldugu,
kanser olusumundaki fonksiyonlar1 ve dokuya 0zgii belirtecleri ortaya konulmustur
(Shimokawa vd. 2017). Bu nedenle, kanser tedavisi i¢in KKH’leri hedef alan tedavi

stratejilerine yonelik ¢aligmalar da gergeklestirilmektedir.

2.2 Kolorektal kanser

Kolorektal kanser, gastrointestinal sistemde en sik goriilen kanser tiirii olarak karsimiza
cikmaktadir. Diinya capinda her yil teshis edilen tiim kanserlerin ve kansere bagl
Oliimlerin yaklasik olarak %210'unu kolorektal kanserler olusturmaktadir (Bray vd.
2018). Cinsiyet ayrimi olmaksizin kansere bagl oliimler arasinda %55 sagkalim orani
ile ikinci siradadir (Bray vd. 2018). Kadinlarda en sik teshis edilen ikinci, erkeklerde ise
tiglincii kanser tiirti iken, kadinlardaki insidans ve 6liim orani erkeklere gore yaklasik
%25 daha diisiiktiir IACR 2018). Ulkemizde hem erkeklerde hem de kadilarda en sik
goriilen {iglincli kanser tiridir (Sung vd. 2021). Diinya ¢apinda kolorektal kanser
insidansinin 2035 yilinda 2.5 milyon yeni vakaya yiikselecegi tahmin edilmektedir
(Arnold vd. 2017). Hastaligin insidansindaki dengeleyici ve azalan egilimler
giiniimiizde yalnizca ¢ok gelismis tilkelerde goriilmektedir. Bu egilimler 6ncelikle iilke
capinda tarama programlar1 ve Kkolonoskopi taramasinin artmasiyla iliskilendirilmis
olmasina ragmen yasam tarzi ve diyet degisiklikleri de buna katkida bulunabilmektedir
(Ait Ouakrim vd. 2015). Kolorektal kanserler siklikla 50 yasin iizerindeki kisilerde



goriilmesine ragmen, kolorektal kanser teshisi konulan 50 yasin altindaki hastalarin
sayisinda, Ozellikle rektal kanser ve sol tarafli kolon kanserinde endise verici bir artig
gozlenmektedir (Kasi vd. 2019). Cesitli genetik ve cevresel faktorler bu artis ile
iliskilendirilmis olsa da, bu artisin kesin nedenleri heniiz tam olarak anlasilamamistir
(Dekker vd. 2019). Epidemiyolojik calismalar erkek cinsiyeti ve artan yasin, hastaligin
insidansi ile baglantili oldugunu gostermektedir (Sekil 2.4). Pozitif aile dykiisiiniin tim
kolorektal kanserli hastalarin yaklasik % 10-20'sinde hastaligin ortaya ¢ikmasinda
onemli bir role sahip oldugu goriilmektedir (Henrikson vd. 2015). Yapilan gesitli genom
temelli iliski ¢alismalarinin sonucunda, kolorektal kanser riski ile iligskilendirilmis gesitli
kansere yatkinlik genleri (ortak tek niikleotid polimorfizmleri) tanimlamis olsa da,
kalittima neden olan faktorlerin ¢ogu hala belirsizligini korumaktadir (Jiao vd. 2014).
Biiyiik 6l¢iide degistirilebilir olan sigara, asir1 alkol tiiketimi, viicut agirliginin artmast,
kirmizi ve islenmis et tiikketimi gibi ¢evresel risk faktorlerinin kolorektal kansere
yakalanma riskini arttirdig1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Botteri vd. 2008, Chan
vd. 2011, Cai vd. 2014, Kyrgiou vd. 2017).
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Birgok kanser tiiriiniin olusumu poliplerden kaynaklanmaktadir. Kolorektal
adenokarsinoma gelisimi sirasinda, gastrointestinal Ozellige sahip epitel hiicreleri,
spesifik onkojenlerde ve/veya tiimor baskilayici genlerde sirali genetik ve epigenetik
mutasyonlar edinerek onlara proliferasyon ve kendini yenileme konusunda segici bir
avantaj saglamaktadir. Kolorektal kanserlerde bu siireg, neoplastik bir dncii lezyona (bir
polip) doniisen ve sonunda yaklagik 10-15 yillik bir siireg icerisinde kolorektal kansere
dogru ilerleyen anormal bir kript ile baslamaktadir (Dekker vd. 2019). Kolon i¢
epitelinde baslayan bu siire¢, sonrasinda diger doku ve organlara metastaz yapmaktadir.
Kolorektal kanserlerin ¢ogunun koken aldigi hiicrenin, kok hiicre veya kanser kok
hiicresi olarak adlandirilan hiicre oldugu varsayilmaktadir (Medema 2013, Nassar ve
Blanpain 2016). Kanser kok hiicreleri olarak adlandirilan bu hiicreler, timdr baskilayici
genleri inaktive ederken onkogenleri aktive edebilen, genetik ve epigenetik
degisikliklerin ilerleyen birikiminin sonucunda olusmaktadirlar (Dekker vd. 2019).
Kanser kok hiicreleri, kolonik kriptlerin tabaninda bulunur ve bir timoriin baglatilmasi
ve siirdiiriilmesi i¢in gereklidir (Medema 2013, Nassar ve Blanpain 2016). Kanser kok
hiicrelerinin biiylimesini kontrol eden diizenleyici mekanizmalarin arastirilmasi, olasi
terapotik ajanlar ve Onleyici tedavi i¢in gliniimiizde olduk¢a Onemli ve potansiyel

vadeden bir ¢alisma alanidir (Shimokawa vd. 2017).

Kolorektal kanser gelisimi i¢in genel olarak iki farkli ana dncii lezyon yolu vardir (Sekil
2.5); kolorektal kanserlerin %70-90'mma yol agan geleneksel adenom-karsinom yolu
(kromozomal instabilite dizisi olarak da adlandirilmaktadir) ve tirtikli neoplazi yolu
(kolorektal kanserlerin %10-20’sine yol agmaktadir). Bu yollar birbirini takip eden
bircok genetik ve epigenetik olaylari kapsamaktadir (Cancer Genom Atlas Network
2012). Adenom-karsinom yolunda; kromozomal kararsizlik fenotipleri genellikle bir
Adenomatozis Polipozis Koli (APC) mutasyonu ile baslatilan bir seri genomik olaydan
sonra gelismektedir, ardindan RAS aktivasyonu veya TP53 fonksiyon kaybi meydana
gelmektedir. Tirtikli neoplazi yolu ise; RAS ve RAF mutasyonlart ve epigenetik
instabilite ile iliskilendirilmistir. Bunun yaninda CpG adasi metilasyon fenotipi ile
karakterize edilir ve mikrosatellit kararli ve kararsiz kolorektal kanserlere yol

agmaktadir (Dekker vd. 2019). Bu sebeple proksimal ve distal kolon kanserleri
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karsilastirildiginda molekiiler a¢idan farkliliklar gosterdikleri goriilmektedir. Molekiiler
farkliliklarin yan1 sira, sol tarafli ve sag tarafli kolorektal kanserler arasinda
embriyolojik, biyolojik ve anatomik farkliliklar da bulunmaktadir (Venook vd. 2016).
Hastaligin bulundugu pozisyon, metastatik etkide ve izlenecek tedavinin se¢iminde
olduk¢a onemli bir role sahiptir ve kanser gelisimini baskilayan anti-EGFR ilaglara
verilecek yanitin bir belirteci olarak kabul edilmektedir (Venook vd. 2016, Loree vd.
2018).

A B C
Adenom-karsinom yolagi (% 70-20) Tirtikh neoplazi yolu (% 10-20) Mikrosatellit kararsizhg (% 2-7)
FAP Sporadik Geleneksel Sapsiz Lynch sendromu
Tirtikh Tirtikh
G li
As‘r:rn ne AP‘; KRAS ve BRAF BRAF MMR genlerinde germline
mutasyonu Mutasyonu
TriEsTTT yo! Mutasyonu mutasyon
KRAS MGMT MSH2,6
BRAF
SMAD4 MLH1 MLH1,3
TP53 ame PMS2,6
Y Y A 4 Y h 4
Mikrosatellit kararh kolorektal Mikrosatellit kararh ve kararsiz Mikrosatellit kararsiz kolorektal
kanser kolorektal kanser kanser

Sekil 2.5 Kolorektal kanser gelisim yolaklar1 (Dekker vd. 2019)

2.2.1 Kolorektal kanserin evreleri

Hastaya kolorektal kanser teshisi konulduktan sonra, hastaligin yayilip yayilmadigi ve
yayildiysa ne kadar uzaga yayildig1 evreleme siireci ile belirlenmektedir. Hastaya dogru

bir tedavi stratejisi saglamak i¢in uygun tani ve evreleme olduk¢a 6nemlidir. Evreleme
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stireci sonunda temel olarak viicuttaki kanser yogunlugu tanimlanmaktadir (AJCC
2018). Bu siireg ile birlikte hastaligin durumu, hastaliga karsi uygulanacak tedavi
stratejileri ve sagkalim oranlar1 belirlenmektedir. Kolon ve rektum, kalin bagirsagin iki
ana bilesenidir. Bagirsak duvari, mukoza, submukoza, kas katmani ve seroza
katmanlarindan olusmaktadir (Sekil 2.6). Kolorektal kanserlerin evreleri, kanser
hiicrelerinin kolon veya rektumda nasil ilerledigini ve yakin veya uzak organlara nasil
yayildigin1 yansitmaktadir. Kolorektal kanserler i¢in en sik kullanilan evreleme sistemi,
Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan belirlenmis 3 temel unsura
dayanan TNM sistemidir: T (tiimor); timoriin boyutunu, N (diigiim); kanserin
yakinlardaki lenf diigiimlerinde mevcut olup olmadigini, M (metastaz); kanserin
viicudun diger bolgelerine yayilip yayilmadigin ifade eder (Cizelge 2.1) (AJCC 2018).
Amerikan Ortak Kanser Komitesi, hastaligin ilerleyisi ve yayilisina gore kolorektal

kanserleri bes evrede siniflandirmaktadir (Sekil 2.7).

Normal bagirsak dokusu
(sindirim sisteminin enine kesiti)

KOLON DUVARININ KATMANLARI

— Epitel
Mukoza

Bag dokusu
ince kas tabak

Submukoza

I— Kalin kas tabakasi

Subseroza

Seroza

Sekil 2.6 Kalin bagirsak dokusunun katmanlar1 (ACS 2020)
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Cizelge 2.1 Kolorektal kanserin evreleri (AJCC 2018)

Evre TNM Tiimor invazyon derecesi Duke
0 Tis NO MO Timor mukoza ile smirh -
I T1 NO MO Timor mukozaya invaze A
I T2 NO MO Timor muskularis propriaya invaze A
A T3 NO MO Tiimor subserozaya invaze B
1B T4 NO MO Tiim6r komsu organlara invaze B
A T1-2 N1 MO 1-3 bolgesel lenf noduna metastaz C
B T3-4 N1 MO | Subseroza veya komsu organlara invazyon ve 1- C

3 bolgesel lenf noduna metastaz

"nic T1-4 N2 MO 4 veya daha fazla lenf noduna metastaz C
v T1-4 N1-3 M1 Uzak organlara metastaz -

Evre 0: En erken evredeki kolorektal kanserler, evre 0 olarak adlandirilmaktadir. Bu
evrede tespit edilen hiicreler kanserli veya kanser oOncesi olabilmektedir. Kolon
mukozasinda anormal hiicrelerin veya poliplerin bulundugu, in situ karsinoma olarak da
adlandirilan, kolorektal kanserin baslangi¢ evresidir. Bu evrede hiicreler olusum
gosterdikleri yerleriyle sinirlidir ve kolon, rektum, lenf diigiimlerine yayildiklarina veya
diger organlara metastaz yaptiklarina dair hi¢bir kanit yoktur. Teshis sonrasinda cerrahi
operasyonla uzaklastirilarak kanser olusumu kolaylikla engellenebilmektedir (Brenner
vd. 2014).

Evre I: Bu evrede kanserli hiicreler bagirsak duvarina ve submukozaya dogru biiytimiis
ve kasa girmis olabilmektedir. Kanser, yakindaki lenf diigimlerine veya uzak bolgelere
heniiz yayilmamistir. Bu evrede teshis konulan hastalarda kanserli doku cerrahi
operasyonla uzaklastirilir ve sagkalim oran1 %90 civarindadir (Dekker vd. 2019).

Evre Il: Bu evre, kanserli hiicrelerin kolonun farkli katmanlarina, kas dokusuna veya

kolonun tiim katmanlarina biiyiimiis olmasina gore iki evrede siniflandirilmaktadir (IIA,
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[1B). Hastalik bu evrede yakinlardaki lenf diiglimlerine veya organlara heniiz
yayilmamistir. Cerrahi rezeksiyonu takiben kemoterapi uygulamasi ile birlikte teshis

konulan hastalarda %80’e varan sagkalim oranlar1 yakalanmaktadir.

Evre Ill: Bu evre itibari ile kanserli hiicreler biitiin kolon duvar1 boyunca yayilmis
durumdadir. Yakin bolgedeki lenf diigiimlerine ve organlara yayilmasina gore I1IA, 111B
ve IIIC seklinde alt siniflara ayrilmaktadir. I11A ve 11IB’de kanser, birincil timdoriin
bulundugu yere yakin ii¢ lenf diigiimiine kadar yayilmistir. IIIC’de ise birincil bolgenin
yakinindaki dort veya daha fazla lenf diigiimiine ve ayn1 zamanda yakindaki organlara
da yayilmis olabilmektedir. Sagkalim oranlar1 alt evrelere bagli olarak %30-60
araliginda degismektedir, teshis sonrasinda tedavi igin cerrahi operasyon ile birlikte

adjuvan kemoterapide uygulanmaktadir (Brenner vd. 2014).

Evre IV: Kolorektal kanserin en ileri asamasidir. Eger bu evrede hastaya kolorektal
kanser tanis1 konulduysa, kanserin karaciger veya akcigerler gibi uzak bolgelere de
metastaz yaptigr anlamina gelmektedir. Evre IV kolorektal kanser, metastazin birden
fazla organi etkileyip etkilemedigine bagli olarak iki alt kategoriye ayrilir. Kanser bir
farkli organa metastaz yapmigsa evre IVA olarak kabul edilirken, birden fazla organa
metastaz yaptiysa evre IVB olarak smiflandirilmaktadir. Cerrahi operasyon ile
timorlerin uzaklagtirilmasindan sonra kemoterapi uygulanmasma ragmen bu evrede

teshis konulan hastalarda sagkalim oran1 %6’ya kadar diismektedir (Edge vd. 2018).
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Kolon kanserinin evreleri

II III

Sekil 2.7 Kolon kanserinin evreleri (ACS 2020)

2.2.2 Kolorektal kanserde tedavi yaklasimlari

Kolorektal kanserlerin tedavisi ve yoOnetimi hastaligin teshisi sonrasinda, tlimoriin
evresi, yeri ve hasta Ozelliklerine bagli olarak degismekle birlikte mevcut tedavi
stratejisi cerrahi yaklasimlar ve kemoterapiye dayanmaktadir. Erken evre kolorektal
kanser lezyonlar1 i¢in, polipektomi gibi lokal tedaviden, tiimoriin lokasyonuna ve
hastalik invazyonuna bagli olarak transabdominal rezeksiyon ve anastomoz gibi daha
invaziv prosediirlere kadar cerrahi yaklagimlar kullanilmaktadir (Labianca vd. 2013).
Tedavide uygulanacak strateji hastaligin tespit edildigi evreye bagh olarak degiskenlik
gostermektedir. Tedaviye baslanilan evre, kolorektal kanserli hastalarda sagkalimi
etkileyen oldukca &nemli bir faktdrdiir. Ileri evrelerde tan1 koyulan hastalarda sagkalim
orani %6’ya kadar diismektedir (Edge vd. 2010). Hastaligin baslangig evrelerinde tespit
edilmis birgok kolorektal kanser tek basina cerrahi rezeksiyonla tedavi edilebilmektedir.
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Erken evrelerde cerrahi, hastaligin durumuna gore ameliyat 6ncesi veya sonrasi adjuvan

kemoterapi ile birlestirilmektedir (Wang vd. 2007).

Cogu kolorektal kanserlerin teshisi, tiimor hiicresi yayilimi gergeklestiginde ileri bir
asamadayken konulmaktadir. Bununla beraber hastaligin teshisinde kullanilan spesifik
semptomlarin eksikligi ve kolonoskopi taramalarinin yaygin olmamasi hastaligin erken
evrede tespiti i¢in zorluklar yaratmaktadir. Alt karin semptomlari fazlasiyla yaygindir
ve ¢ogunlukla kolorektal kanserler ile degil neoplastik olmayan hastaliklarla ilgilidir.
Sonug olarak hastaligin tan1 ve tedavi sirasindaki evresi, sagkalimin en 6nemli faktorii
olarak kabul edilmektedir. Kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviler, ileri evredeki
hastalar i¢in genel sagkalimda yalnizca sinirli bir artis saglamaktadir. Adjuvan tedavisi
olarak floropirimidin bazli kemoterapiklerin cerrahi operasyon sonrasi kullanimi evre II

ve III’de sagkalimi arttirabilmektedir (Dekker vd. 2019).

flerlemis veya metastatik kanser icin, cerrahi rezeksiyon tek basina kiiratif tedavi sunma
konusunda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle kemoterapotik ajanlar hastalara sirasiyla
ameliyattan oOnce timori kiiciiltmek ve ameliyattan sonra tiimdriin niiksetmesini
onlemek i¢in neoadjuvan veya adjuvan tedavi olarak sunulmaktadir (Benson vd. 2018).
Kolorektal kanser tedavisinde en yaygin kullanilan kemoterapotik ajanlar; platin
tiirevleri (oksaliplatin), antimetabolitler (kapesitabin, 5-FU), topoizomeraz inhibitorleri
(irinotekan) ve tegafur/urasildir (UFT) (Rejhova vd. 2018). Antimetabolit
floropirimidinler (5-Florourasil ve kapesitabin), metastatik kolorektal kanserler igin
birinci basamak kemoterapdtik ajanlardir ve genellikle gelismis yanit orani ve
progresyonsuz hiicre sagkalim avantajlar1 nedeniyle diger sitotoksik ajanlarla
(irinotekan, oksaliplatin gibi) birlikte kombinasyon halinde uygulanir (Labianca vd.
2013). Kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanilan yaygin kemoterapi uygulamalari;
FOLFOX (5-FU/folinik asit/oksaliplatin), FOLFIRI (5-FU/folinik asit/irinotekan),
CAPOX (kapesitabin/oksaliplatin) ve FOLFOXIRI (5-FU/folinik asit/oksaliplatin/
irinotekan) seklindedir (Benson vd. 2006). Kemoterapotik ajanlarin sitotoksik etkiye
katkida bulunan kesin mekanizmalari, kullanilan kemoterapétik ajana gore farklilik
gostermelerine ragmen genel olarak; DNA replikasyonunu, transkripsiyonunu ve

onarimint bozacak sekilde etki ederek hiicre 6liimiinii tesvik ederler (Hammond vd.

17



2016). Kemoterapotik ajanlar etki mekanizmalarina gore genel olarak mitoz
inhibitorleri, DNA replikasyon inhibitorleri ve diger sitotoksik ajanlar seklinde

siniflandirilabilmektedir.

Gelismis kolorektal kanserde birinci basamak kemoterapi, tek basina veya oksaliplatin
ile kombinasyon halinde l6kovorin (folinik asit) ile 5-FU’ya dayanir (Gramont vd.
2000). Metastatik kolorektal kanserde ise tedavi 5-FU veya irinotekanin
kombinasyonundan olusmaktadir (Douillard vd. 2000). Gelismis KRK'de 5-FU
monoterapisine genel yanit oran1 % 10-15 ile siirhidir (Giacchetti vd. 2000). Bu
nedenle kombinasyonlar veya ¢ok bilesenli tedavi, kemoterapétiklerin yanit oranini
arttirmak i¢in ilerlemis Kkolorektal kanser tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. 5-
FU'nun diger sitotoksik ilaglarla kombine edilmesi yalnizca yanit oranlarini
iyilestirmekle kalmayip, ayni zamanda bu ilaglarin istenmeyen yan etkilerini de
azaltmaktadir (Bastos vd. 2010). Bununla beraber, toksisite ve ilag direnci
konvansiyonel tedavilerin etkinligini sinirlayan 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaya devam etmektedir. Kemoterapdtiklerin spesifik olmayan etki mekanizmasi
sonucunda, sadece timor hiicrelerini degil ayn1 zamanda malign olmayan hiicreleri de
etkilemesi birgok yan etki ile dogrudan baglantilidir. Tedavinin olusturdugu yan etkiler,

kullanilan kemoterapinin tiirtine bagli olarak hastalar arasinda farklilik gostermektedir.

Sitotoksik kemoterapotiklere ek olarak oOzellikle metastatik kolorektal kanser
tedavisinde kullanilacak yeni ajanlara yonelik ¢alismalar devam etmektedir. 2000'lerin
basindan beri molekiiler hedefli tedavi yontemleri, metastatik kolorektal kanser tedavisi
icin giderek Onem kazanmistir. Yaygin olarak kullanilan hedefe yonelik tedaviler,
epidermal biiyiime faktorii reseptoriinii (EGFR) ve/veya vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriinii (VEGF) hedefleyen monoklonal antikorlardir. EGFR’nin asir1 ekspresyonu,
% 65-70 KRK tiimorlerinde gozlenir ve hastaligin ilerlemesi, kotii prognoz ve daha kisa
sag kalim ile iligkilidir (Ng ve Zhu 2008). Setuksimab ve panitumumab FDA onayli
EGFR monoklonal antikorlaridir ve Ras/Raf/MEK/ERK yolunu inhibe ederek kanser
proliferasyonunu geciktirirler (Pabla vd. 2015). Her iki ajan da monoterapi olarak veya

diger kemoterapdtiklerle birlikte kombinasyon halinde uygulanabilmektedir. Etkili bir
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sekilde, tek basina kemoterapi ile kiyaslandiginda hayatta kalma ve progresyonsuz

sagkalim risk oraninda yarar sagladiklar1 goriilmektedir.

Son yillarda ortaya ¢ikan bir diger tedavi yontemi de immiinoterapidir. Cesitli kanser
tirlerinde dikkate deger klinik aktivite gosteren immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin
kullanimi, mikro uydu dengesizligi yiiksek tiimorleri olan kolorektal kanser hastalarinda
timit vadeden etkinlik géstermistir (Hurwitz vd. 2004, Van Cutsem vd. 2012, Tabernero
vd. 2015, Kalyan vd. 2018). Bu molekiiller, T hiicresi aktivasyonunu geri kazanimini
saglayarak tizerlerinde tiimorle iligkili antijeni tasiyan hiicreleri Sldiiren anti-timor

immiin yanitini uyarirlar (Kalyan vd. 2018).

Mevcut cok c¢esitli tedavi secenekleri olmasina ragmen, ilag direnci sorunu
kemoterdpatik ajanlar ile gerceklestirilen kanser tedavi yontemlerinin 6niinde 6nemli bir
engel olmaya devam etmektedir. Hastalarin biiyiik bir kism1 ya bir tedavi stratejisine
yanit vermez ya da baglangicta yanit vermesine ragmen, sirastyla birincil veya edinilmis
ila¢ direnci nedeniyle belirli bir siire sonra niiks ederek hastalik ilerlemesine sebep
olmaktadir (Sekil 2.8) (Hammond vd. 2016). Sonug¢ olarak ilag direnci tedavinin
basarisizligmma yol agmaktadir ve bu nedenle uygulanan tedavi stratejilerinin
degistirilmesini gerektirmektedir. Bu nedenle, 6zellikle ileri evre kolorektal kanserde
ilag direncinin istesinden gelmek i¢in giiniimiizde alternatif terapotik stratejilere acil
ithtiya¢ bulunmaktadir. Dogal bilesikler ge¢misten giiniimiize modern farmakoloji igin
onemli bir kaynak olmustur. Bu nedenle geleneksel kemoterapétik ajanlarin etkili ve
toksik olmayan dogal bilesiklerle birlikte kullanilmasiyla, tedavinin yanit oranini ve
hastanin yasam Kalitesini arttirmaya katkida bulunabilecegini varsayan caligmalar

giintimiizde giderek artmaktadir (Singh vd. 2017, Rejhova vd. 2018, Lee vd. 2021).
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Sekil 2.8 Kanser hiicrelerinde ilag direnci gelisim mekanizmalari

2.2.2.1 5-Florourasil

5-Florourasil (5-FU) kanser tedavisinde, ozellikle kolorektal kanserde yaygin olarak
kullanilan antimetabolit sinifi bir ilagtir. Urasil analogu olan 5-FU (Sekil 2.9), mide-
bagirsak kanserleri, meme, jinekolojik ve bas ve boyun tiimorlerinin tedavisi i¢in de
siklikla kullanilmaktadir. Antimetabolit ajanlar, temel biyosentetik siiregleri inhibe eder
veya DNA ve RNA gibi onemli makromolekiillerin yapisina dahil olarak bu
molekiillerin normal islevlerini inhibe ederek etkinliklerini gosterirler. Urasilin florlu
bir tiirevi olan 5-FU, her iki islevi de gergeklestirerek anti-kanser etkisini
gostermektedir (Longley vd. 2003). 5-FU, hidrojen yerine C-5 konumunda bir flor
atomuna sahip bir wurasil analogudur (Sekil 2.9). 5-FU’nun onciil ilact olan
kapesitabinde; oral olarak uygulanmasindan sonra ii¢ ardisik reaksiyonla 5-FU'ya
dontistiiriilerek aynt mekanizma araciligiyla etki gostermektedir (Sekil 2.11). 5-FU,
urasil ile ayni kolaylastirilmis tasima mekanizmasini kullanarak hiicre igerisine hizla
girmektedir (Wohlhueter vd. 1980). 5-FU hiicre igerisinde aktif birkag metabolite
doniistiiriiliir; florodeoksiiiridin - monofosfat (FAUMP), florodeoksiiiridin trifosfat
(FAUTP) ve florouridin trifosfat (FUTP) (Sekil 2.10), bu aktif metabolitler RNA
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sentezini ve timidilat sentaz’in (TS) etkisini bozar. Hiicre i¢i anabolizma igin 5-FU
mevcudiyeti esas olarak doku ilag katabolizmasina baglidir. 5-FU katabolizmasindaki
hiz smirlayici enzim, 5-FU'yu dihidroflorourasil'e (DHFU) doniistiiren dihidropirimidin
dehidrojenazdir (DPD). Uygulanan 5-FU'nun %80'den fazlasi, DPD'nin bol miktarda
ifade edildigi karacigerde katabolize edilir (Casale vd. 2004).

X\NH FI\NH

Uracil 5-Fluorouracil

Sekil 2.9 Urasil ve 5-Fluouracil yapilari

5-FU uygulanmasi hiicrelerde DNA hasarina neden olarak hiicre ¢ogalmasini ve hayatta
kalmasim etkiler. 5-FU'nun sitotoksik etki mekanizmasi, floroniikleotidlerin RNA ve
DNA'ya dahil edilmesine ve niikleotid sentezinde goérev alan enzim olan TS’nin
inhibisyonu ile iligskilendirilmistir. 5-FU, hiicre dongiisiiniin S fazi1 sirasinda, timidilat
mevcudiyetini kisitlayarak DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etkisini gdsterir
(Focaccetti vd. 2015). TS, metil donorii olarak 5,10-metilentetrahidrofolat (CH,THF) ile
deoksiiiridin monofosfatin (dUMP) deoksitimidin monofosfata (dTMP) doniistimiinii
katalize eder. Bu reaksiyon, DNA replikasyonu ve onarimi i¢in gerekli olan timidilatin
tek de novo kaynagmi saglamaktadir (Longley vd. 2003). 5-FU aktif metaboliti
florodeoksiiiridin monofosfat (FAUMP), TS'min niikleotid baglama bdlgesine baglanir
ve TS ve CH,THEF ile stabil bir ti¢lii kompleks olusturarak dUMP'nin niikleotid baglama
bolgesine erisimini bloke eder ve dTMP sentezini inhibe ederek DNA iplikg¢iklerinin
kopmasma ve hiicre Oliimiine yol agar (Houghton vd. 1995, Longley vd. 2003).
dUTP'nin neden oldugu DNA hasarinin boyutu, pirofosfataz dUTPaz ve urasil-DNA
glikozilaz (UDG) seviyelerine baghidir. dTMP, timidin kinazin (TK) etkisiyle
timidinden kurtarilabilir, boylece TS eksikliginin etkileri hafifletilebilir. Bu kurtarma
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yolu, ayn1 zamanda 5-FU'ya karsi potansiyel bir diren¢ mekanizmasini da temsil
etmektedir (Grem ve Fischer 1989).

5-FU'nun bir diger sitotoksik etki mekanizmasi ise RNA yanlis baglanmasi iizerinden
gerceklesmektedir (Sekil 2.10). 5-FU metaboliti FUTP, normal RNA islemesini ve
islevini bozarak RNA'ya kapsamli bir sekilde dahil edilir. 5-FU'nun RNA'ya yanlis
baglanmasi ile kolon kanseri hiicrelerinde klonojenik potansiyelin kaybi arasinda
onemli baglantilar oldugu gosterilmistir (Glazer vd. 1982). 5-FU’nun RNA'ya yanlis
baglanmasi, ¢esitli seviyelerde toksisite ile sonuglanabilmektedir. Sadece pre-rRNA'nin
olgun rRNA'ya islenmesini engellemekle kalmaz, ayni zamanda tRNA'larin
transkripsiyon sonrasi modifikasyonunu ve snRNA/protein komplekslerinin montajini
ve aktivitesini bozar, boylece pre-mRNA'nin eklenmesini inhibe eder (Kanamaru vd.
1986, Patton 1993, Ghoshal vd. 1994). Ek olarak, rRNA, tRNA ve snRNA'nin tiimii
modifiye baz psoddoiiridin igerir ve 5-FU'nun bu RNA tiirlerinde iiridinin psdédoiiridine
transkripsiyon sonrasi doniigiimiinii engelledigi gosterilmistir (Samuelsson vd. 1991).
Bu caligmalar, 5-FU’nun RNA islemenin bir¢ok yoniinii potansiyel olarak
bozabilecegini ve hiicresel metabolizma ve canlilik {izerinde derin etkilere yol

acabilecegini gostermektedir (Longley vd. 2003).

5-FU, meme, bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ajanlarla
birlikte kullanildiginda yanit oranlarin1 ve sagkalimi iyilestirmesine ragmen, en efektif
etkiyi kolorektal kanserde gostermektedir (Sethy ve Kundu 2021). 5-FU temelli
kemoterapi, rezeke edilen evre III kolorektal kanserli hastalarin genel ve hastaliksiz
sagkalimimn iyilestirmektedir (IMPACT 1995). Bununla birlikte, ileri evre kolorektal
kanser i¢in birinci basamak tedavi olarak 5-FU bazli kemoterapi i¢in yanit oranlari
sadece %10-15'tir (Johnston ve Kaye 2001). Bu nedenle, 5-FU'nun anti-kanser
etkinligini arttirmak ve ilag direncinin iistesinden gelmek i¢in onemli modiilasyon
stratejileri gelistirilmistir. 5-FU'nun irinotekan ve oksaliplatin gibi daha yeni ajanlar ile
birlikte kullanilmasi, ilerlemis kolorektal kanser igin yanit oranlarint %40-50'ye
yiikseltmistir (Gu vd. 2019). Sonug olarak, 5-FU hem ileri hem de erken evre kolorektal

kanserin tedavisinde ana ajan olarak kullanilmaya devam etmektedir.
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Sekil 2.10 5- Fluorourasil metabolizmasi ve etki mekanizmasi (Longley vd. 2003)

5-FU'nun anti-kanser aktivitesini modiile etmek i¢in uygulanan stratejiler, 5-FU
bozulmasmin azaltilmasini, 5-FU aktivasyonunun arttirtlmasini ve FAUMP'nin TS
baglanma aktivitesinin arttirllmasi gibi stratejileri igermektedir (Sekil 2.10). Folinik
asitin CH2THF’nin hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirarak 5-FU toksisitesinin artmasina
katk1 sagladiginin bulunmasiyla tedavi stratejilerinde kullanilmaya baglanmistir
(Matherly vd. 1990, Gu vd. 2019, Sethy ve Kundu 2021). Bagka bir yaklasim ise, 5-
FU’nun karacigerde DPD ile parcalanmasini Onleyen 5-FU 06n ilaglar1 tasarlamak
olmustur. Kapesitabin, gastrointestinal duvardan degismeden emilen ve karboksilesteraz

ve sitidin deaminazin sirali etkisi ile karacigerde 5'-deoksi-5-florouridine (5'DFUR)
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doniistiiriilen bir oral floropirimidindir (Sekil 2.11). 5'DFUR daha sonra timidin
fosforilaz (TP) ve/veya iiridin fosforilaz (UP) tarafindan 5-FU'ya dontstiiriliir ve
bunlarin her ikisinin de tiimor dokusunda normal dokuya gére 6nemli 6lgiide daha aktif

oldugu rapor edilmistir (Schiiller vd. 2000, Johnston ve Kaye 2001).
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Sekil 2.11 Kapesitabin metabolizmasi ve ekti mekanizmasi (Focaccetti vd. 2015)

Tiimdrlerin ilaca direncli hale geldigi mekanizmalar1 anlamak, bu direnci tahmin etmek
veya listesinden gelmek icin oldukca 6nemlidir. Anti-kanser ilag direnci; ilag giris ve
cikisinin degistirilmesi, ila¢ inaktivasyonunun arttiritlmasi ve ilag hedefinin mutasyonu
gibi ¢esitli nedenlerden kaynaklanmaktadir (Longley ve Johnston 2005). Direng
mekanizmalarmin daha iyi anlagilmasi sonucunda; yeni ve etkili ajanlarin
gelistirilmesinin yani sira, mevcut kemoterapotiklerin etkinligini arttirmaya yonelik
calismalar da beraberinde yiiriitiilebilmektedir. TS'nin yiiksek diizeyde ekspresyonu ve
deoksiiiridin trifosfataz aktivitesinin artmasinin 5-FU direncine yol agti§i rapor

edilmistir (Sekil 2.12). TS'ye yonelik sitotoksisite, artan TS ekspresyonu ile ortadan
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kaldirilirken, RNA'ya yonelik sitotoksisite, T{ridinin hiicre i¢i seviyelerinin
arttirtlmasiyla ortadan kaldirilabilmektedir (Van Triest vd. 1999, Violette vd. 2002,
Grem 2005). Bu nedenle, ilag direnci mekanizmalarini geri ¢evirmek igin yeni terapotik
stratejilere yonelik arastirmalar da gergeklestirilmektedir. Kemoterapotik ilaglara karsi
olusan ¢oklu ilag direncinin iistesinden gelmek i¢in tasarlanan ¢esitli ajanlar tedavide
mevcut ajanlarla birlikte adjuvan olarak kullanilmaktadir. 5-FU ve tiirevleri 6nemli anti-
kanser ajanlar1 olmasina ve hastalarda yaygin olarak uygulanmasina ragmen, tek basina
5-FU'nun genel yanit oran1 hala diisiiktiir (Johnston ve Kaye 2001). Bu nedenle, daha
iyi terapotik stratejiler aramak, 5-FU duyarliligimi artirmak ve ilag direncini tersine

cevirmek gelecekteki ¢alismalar agisindan oldukga dnemlidir.

Artirnlmms TS
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Sekil 2.12 5-Fluorourasil araciligiyla p53 aktivasyonu (Longley vd. 2003)

Bu kapsamda enzim/on ilag sistemlerinin kullanildigi gen tedavisi, kolon kanseri
tedavisi igin giiclii bir strateji olma potansiyeline sahiptir. Intihar gen tedavisi olarak da
adlandirilan bu yaklasim, ilag metabolize eden enzim genlerini hedef alarak toksik
olmayan bir bilesigin kanser hiicrelerinde sitotoksik bir ilaca donistiirilmesini
amaclamaktadir. Sitozin deaminaz (CD) ve 5-Florositozinin (5-FC) birlikte kullanim1 en

yaygin olarak arastirilan 6n ilag/enzim sistemlerinden birisidir. Bu sistemde; 5-FC, CD
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aktivitesi sonucunda aktif formu olan 5-FU'ya doniistiiriilen toksik olmayan bir 6n
ilactir (Sekil 2.13) (Huber vd. 1993). Dolayisiyla enzim/6n ilag sistemlerinin kullanimi,
geleneksel kemoterapétiklerin etkinligini ve giivenligini artirmaya yardimci olabilecegi

i¢in de olduk¢a 6nemlidir.
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Sekil 2.13 5-Florositozinin 5-Fluorourasile donistiiriilmesi (Huber vd. 1993)

CD (EC 3.5.4.1) memeli hiicrelerinde bulunmayan, bakteri ve mantarlar tarafindan
eksprese edilen bir enzimdir. Bu protein memeli hiicrelerinde eksprese edildiginde,
toksik olmayan antifungal bir ajan olan 5-FC’yi yaygin olarak kullanilan kemoterapotik
ajan 5-FU'ya doniistiir ve CD geninin kanser hiicrelerinde ekspresyonu tiimor hedefli
kemoterapi ile sonuglanir (Negroni vd. 2007). Bu nedenle, enzim/6n ilag sistemlerinin
kullanildig1 gen tedavisi yaklasimi kanser tedavisi igin gii¢lii bir alternatif yontem olma

potansiyeline sahiptir.

2.3 Clitocybe nebularis

Clitocybe nebularis (Batsch) P. Kumm. bulutlu huni olarak da bilinen, hem kozalakli
hem de genis yaprakli ormanlarda bulunan, Tricholomataceae familyasina ait
saprotrofik bir mantar tiriidiir (Knudsen vd. 2012). Avrupa ve Kuzey Amerika
genelinde yaygin olan C. nebularis (syn.: Lepista nebularis (Fr.) Harmaja) genellikle
clrimiis  bitki kalintilarinda kiimeler halinde halkalar olusturarak gelisim
gostermektedir. Ulkemizde agirlikli olarak Karadeniz bdlgesinde yayilis gosteren C.

nebularis, halk arasinda “’Kara Malgadin’® olarak da bilinmektedir (Sekil 2.14).
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Yenilebilir olarak kabul edilen meyve veren govdelerini, yaz sonu ve sonbahar basinda
olusturmaktadir. Clitocybe genusu igerisinde yaklastk 300 tiir oldugu tahmin
edilmektedir ve bunlarin birkag tanesi yenilebilir olarak kabul edilir, digerleri muskarin

toksini igermesi nedeniyle zehirli olarak siniflandirilmaktadir.

Kingdom: Fungi
Division: Basidiomycota
Class: Agaricomycetes
Order: Agaricales
Family: Tricholomataceae
Genus: Clitocybe

Species: Clitocybe nebularis

Sekil 2.14 Clitocybe nebularis (Batsch) P. Kumm. (Akata 2021)
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C. nebularis de dahil olmak iizere Clitocybe tiirleri genel olarak tibbi mantarlar olarak
simiflandirilmamasina ragmen, yapilan c¢ok ¢esitli arastirmalar sahip olduklar
farmasotik potansiyellerini desteklemektedir. Clitocybe tiirlerinden elde edilen ¢esitli
oOziitlerin sahip oldugu antioksidan, anti-tiimér, anti-viral ve anti-mikrobiyal aktiviteler
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Pohleven vd. 2016). Ayrica biyolojik olarak aktif
birgok molekiil bu tirlerde tanimlanmis, izole edilmis ve g¢esitli aktivitelerle

iliskilendirilmistir.

Purin riboniikleosit yapisindaki bir molekiil olan Nebularin, ilk kez C. nebularis
mantarindan izole edilmistir. Nebularin antibiyotik 6zelliklere sahiptir ve ayrica dogada
kesfedilen ilk piirin yapisidir (Lofgren ve Luning 1953). C. nebularis’den elde edilen
cesitli oziitlerle yapilan calismalarla, anti-fungal ve anti-mikrobiyal etkilere sahip
oldugu gosterilmistir (Kim vd. 2008, Venturini vd. 2008, Dizeci vd. 2021). Sistein
proteinaz inhibitorii olan Clitocypin, C. nebularis mantarinda tanimlanmis ve onemli
biyolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Brizin vd. 2000). C. nebularis meyve
organlarindan izole edilen bir¢ok molekiil, ¢ok cesitli biyolojik siire¢lerde 6nemli
metabolik ve diizenleyici fonksiyonlar gostermektedir. Bu nedenle kanser,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi terapotik bir rol oynayabilir

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

2.4 Aktif Mantar Bilesenleri

Insanlik ve mantarlar arasindaki iliski neredeyse antik caglardan giiniimiize kadar
uzanmaktadir. Mantarlar binlerce yildir, insanlik tarafindan yenilebilir ve tibbi bir
kaynak olarak degerlendirilmistir. Bat1 diinyasinda agirlikli olarak besin kaynagi olarak
kullanilmasina ragmen, 6zellikle uzak doguda mantarlarin tibbi amagla kullanimi da
fazlasiyla gbze c¢arpmaktadir. Dogu kiiltiirinde mantarlar olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Tibbi mantarlar olarak da adlandirilan bu tiirler, insanlik tarihi boyunca gok
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Wasser 2002). Mantarlarin geleneksel
tedavide kullanimindan yola ¢ikilarak gerceklestirilen bilimsel ¢alismalar sonucunda,
bircok mantar tiiriiniin 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip yiizlerce yeni bilesen {ireten

minyatiir ilag fabrikalar1 oldugu kesfedilmistir (Patel ve Goyal 2012). Bu nedenle
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giiniimiizde mantar tiirlerinin sahip olduklar1 biyolojik aktiviteleri ve igerdikleri
biyoaktif bilesiklerin kimyasal yapisini ortaya g¢ikarmaya yonelik detayli caligmalar
yiiriitiilmektedir.

Mantarlardan elde edilen bilesiklerin sahip olduklar1 biyolojik aktiviteler, yapilmis
cesitli calismalarla dogrulanmistir. Anti-kanser aktivite gosteren bilesikler de dahil
olmak {izere birgok biyoaktif molekiil mantar tiirlerinde tanimlanmistir. Polisakkaritler,
anti-timor ve immiinomodiilator 6zelliklere sahip en iyi bilinen ve en giigcli mantar
tirevli maddelerdir (Wasser ve Weis 1999, Wasser 2002). Giinlimiizde, mantarlardan
tiretilen Oncli bilesiklere ve ikincil metabolitlere yonelik artan bir ilgi vardir.
Dolayisiyla mantarlardan elde edilmis cesitli bilesiklerin farmasétik uygulamalari
siklikga goriilmektedir. Bu nedenle, polifenoller, polisakkaritler, proteinler, lektinler
gibi biyolojik olarak aktif bircok molekiil mantarlardan izole edilmistir. Bu bilesikler,
dogal antioksidan, antitiimdr, antiviral, antimikrobiyal ve immiinomodiilator ajanlarin
popliler kaynaklar1 haline gelmistir (Zaidman vd. 2005, Chang ve Wasser 2012). Basta
polisakkaritler olmak {izere, mantarlardan elde edilen aktif bilesikler i¢in 6nemli bir
olumsuz etki bildirilmeyip, aksine hiicrelerin gesitli biyolojik ve ¢evresel streslere uyum

saglamasina yardimci olabilecekleri gosterilmistir (Jiang vd. 2010).

Basta polisakkaritler olmak {izere, Basidiomycota boliimiindeki mantarlar tarafindan
dogal olarak firetilen bircok molekiil, ABD Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan
anti-timor kimyasal olarak simiflandirilmistir (Jong ve Donovick 1989, Chang ve
Wasser 2012). Yapilarinda bulundurduklart bu aktif molekiiller, gosterdikleri 6nemli
biyolojik aktivitelerle potansiyel vaat etmektedir. Bu nedenle, mantarlardan elde
edilecek aktif ajanlar veya sentetik tiirevlerin, yenilik¢i ve toksik olmayan onciil

bilesikler gelistirilmesinde 6nemli rol oynamasi beklenmektedir.

2.4.1 Kanser tedavisinde dogal bilesikler
Dogal bilesikler, uzun zamandan beri ilag aragtirmalari i¢cin 6nemli bir kaynak olmustur.

Cesitli biyolojik aktiviteler sergileyerek yeni ilaclarin kesfi i¢in ¢ok sayida etkili oncii

bilesik secenegi sunmuslardir. Basta penisilin olmak iizere, dogal iiriin tiirevli ilaglarin
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uygulanmasi, insan sagligina muazzam faydalar saglamistir (Huang vd. 2019).
Gliniimiizde kullanilmakta olan modern farmasétiklerin bircogunun dogal iirlin tiirevli
olmas1 da bunu dogrulamaktadir. Dogal iirlinler, basta kanser arastirmalar1 olmak iizere
halen bir¢ok hastalik ig¢in baslica yenilikgi terapotik ajan kaynaklaridir (Clardy ve
Walsh 2004, Patel ve Goyal 2012, Rejhova vd. 2018). Su anda kullanimda olan anti-
kanser ilaglarinin yaklasik %50'si dogrudan veya dolayli olarak dogal bilesiklerden elde
edilmistir (Huang vd. 2019). Bu bilesikler; alkaloidler, polisakkaritler, polifenoller,
terpenoidler ve doymamis yag asitleri gibi ¢ok c¢esitli kimyasal yapilara sahiptir
(Newman ve Cragg 2016). Bu bilesiklerin devam eden kesfi, kanserlerin 6nlenmesi ve
tedavisi igin yeni bir yol agmistir. Mantar kokenli bilesiklerin, 6zellikle saglikli dokular
tizerinde zararli olmayan hedefe yonelik kanser tedavisi i¢in potansiyel yenilik¢i ilaglar
gelistirebilmek adina genis bir kaynak saglayacag diisiiniilmektedir (Blagodatski vd.
2018).

Agirlikli olarak konvansiyonel kemoterapdtik ajanlarin kullanildigr kolorektal kanser
tedavisi, yanit oranmin disiik olmasmin yani sira yiiksek toksisite nedeniyle de
hastalarda Onemli bir ylik olusturmaktadir. Toksisite, ila¢ direnci ve advers
reaksiyonlarin etkileri kemoterapi siireci ile iligkili ana problemlerdir. Giiniimiizde artan
sayida bir¢ok calisma, dogal iriinlerin etkili anti-kanser etkinligine sahip oldugunu ve
dogal iiriin tiirevli ilaclarin kolorektal kanser tedavisi i¢in alternatif veya tamamlayici
kemoterapi ajanlar1 olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Benarba vd. 2018).
Bununla beraber, mantar oziitleri veya mantarlardan tiiretilmis sentetik bilesiklerin
kemoterapotik ajanlarla  birlikte kullanilmasiyla; mide bulantisi, kemik iligi
baskilanmasi, anemi gibi konvansiyonel kemoterapotiklerin yan etkilerini
azaltabilecekleri de gosterilmistir (Patel ve Goyal 2012). Bdylece, hastalarin daha iyi
tedavi sonucglari elde etmelerine ve yasam kalitelerini iyilestirmelerine yardimci
olacaklardir. Bu nedenle mantarlar ve onlarin sentetik tiirevlerinin kanser
olusumu/gelisimin 6nlenmesi igin yenilikgi maddeler gelistirilmesinde onemli rol

oynamasi beklenmektedir (Song vd. 2013).

Kanser tedavisinde mantar Oziitleri veya mantarlardan tiiretilmis sentetik bilesiklerin

kullanimin1 degerlendirmek i¢in ¢ok sayida farmakolojik ve klinik ¢alisma yapilmistir.
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Mantar bilesiklerinin sagladigi avantajlar ve kanser tedavisi i¢in sahip olduklar
potansiyel ortaya konulmus, anti-timor etkiye sahip birgok bilesik izole edilmis ve
bazilar1 ticari olarak gelistirilmistir. Krestin, Lentinan ve Schizophyllan bunlarin en
bilinenleridir (Wasser 2002). Polisakkarit-K (PSK; Krestin), Coriolus versicolor
mantarindan izole edilmistir. 40 yili agkin bir siiredir Asya'da kanser tedavisinde
kemoimmiinoterapi ajani olarak kullanilan, proteine bagl benzersiz bir polisakkarittir
(Maehara vd. 2012). PSK anti-kanser etkinligini; bagisiklik yanitlarin1 ve apoptozu
indiikleyerek, metastazi inhibe ederek ve kemoterapi etkinligini arttirma gibi ¢esitli
yollar araciligiyla gostermektedir (Machara vd. 2012). Lentinan, Lentinula edodes'den
ekstrakte edilen polisakkarit yapisinda bir molekiildiir. B-Glukanlar, immiin sistemi
uyarict etkiye sahip lentinan'daki ana biyoaktif bilesendir. Lentinan’in anti-kanser
ozelligi 1960'arda rapor edilmistir ve immiinolojik yanit1 aktive eden biyolojik yanit
diizenleyiciler olarak kabul edilmektedir (Wasser ve Weis 1999). Schizophyllan,
Schizophyllum commune mantar tarafindan tretilen bir polisakkarittir. Kanser tedavisi
de dahil olmak {izere ¢esitli farmakolojik amaclara yonelik ticari olarak {iiretilmektedir
(Wasser 1999). Mantarlardan elde edilen bilesenlerin kemoterapi ajanlar1 ile birlikte
klinik kullannminda da faydali olduklari gosterilmistir (Rejhova vd. 2018). Basta
polisakkaritler olmak iizere aktif mantar bilesikleri; onkogenezi onler, cesitli allojenik
ve singeneik tiimorlere karst dogrudan antitiimor aktivite gosterir ve tiimor metastazini
onler (Wasser 2002). Phellinus linteus’dan izole edilmis polifenol yapisinda aktif bir
bilesik olan Hispolonun, gii¢lii anti-neoplastik 6zelliklere sahip oldugu ve cesitli
kemoterapotik ajanlarin sitotoksik aktivitesini giiclendirdigi gosterilmistir (Sarfraz vd.
2020). Benzer iddialar1 destekleyecek bilimsel aragtirmalarin sayist son yillarda oldukca
hiz kazanmistir. Elde edilen sonuglar bazi mantarlardan elde edilen aktif bilesiklerin
mevcut sitotoksik ajanlar ile birlikte kullanildiginda, 6zellikle ilaca direncli kanserleri
tedavi etmek igin sinerjistik etkili olacak sekilde ¢alistigini gostermektedir (Patel ve
Goyal 2012).

2.5 Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicrelerin kontrollii bir sekilde bdliinmesini ve ¢ogalmasini saglayan

cesitli olaylarin bitiinlidiir. Hiicre donglsiiniin gergeklesmesi; hiicre disi biiylime
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sinyallerini, hiicre boyutunu ve DNA biitlinliigiinii degerlendiren ¢oklu kontrol
noktalarini igeren oldukca diizenli ve siki sekilde diizenlenmis karmagik bir siirectir
(Park ve Lee 2003). Somatik hiicre dongiisliniin dort ardisik asamasi vardir; G1, S, G2
ve M olacak sekilde birbirini takip eden dort fazdan olusmaktadir (Sekil 2.15). Bu
asamalarin ikisi sirasinda hiicreler, kromozomlardaki DNA kopyasinin olusturulmasi ve
tiim hiicresel bilesenlerin iki 6zdes hiicreye dogru bir sekilde aktarilmasi gibi hiicre
boliinmesindeki temel olaylar1 gergeklestirirler. Kromozom kopyasinin olusturulmast,
sentez fazi olarak da adlandirilan S fazinda gerceklesmektedir. Memeli hiicrelerinde S
faz1 yaklasik 12 saat slirmekte ve bu faz dongiiniin neredeyse yarisini olusturmaktadir. S
fazin1 takiben, kromozom ayrilmasi ve hiicre boliinmesi M fazinda ger¢eklesmektedir.
M fazi memeli hiicrelerinde yaklasik 1 saatte tamamlanmaktadir. Kopyalanan
kromozomlarin 6zdes hiicrelere esit olarak aktarildigi mitoz (cekirdek boliinmesi) ve
sitoplazmanin ikiye bdoliindligli sitokinez (sitoplazmik bdliinme) asamalarindan
olugmaktadir (Morgan 2007). Hiicre donglisiiniin diger iki asamasiysa, hiicrelerin
sirasiyla S ve M dongiilerinin basariyla tamamlanmasi i¢in ihtiya¢ duyduklari ara faz

olarak da adlandirilan (G1 ve G2) siireyi temsil etmektedir.

Gl fazi mitozdan sonra gelir ve hiicrenin biiylime sinyal aglarindan gelen pozitif ve
negatif sinyallere duyarli oldugu zamandir. G2, hiicrenin mitoza girmeye hazirlandig1 S
fazindan sonraki zaman dilimidir (Williams ve Stober 2012). G1 faz1 sirasinda hiicre

biiylimekte olup, metabolik olarak oldukca aktiftir.

M Fazi (Mitoz)

&2 Faz fM

(Protein sentezi) G2

S Hilcre ding®si M G1 61 Fazi (Biyime)

Restriksiyon noktas

Sekil 2.15 Hiicre dongiisiiniin agamalari

32



G1 fazmin tamamlanmasinin ardindan S fazi ile birlikte DNA sentezi baslar. DNA
sentezinin basarili bir sekilde tamamlanmasinin ardindan, hiicrenin artik boliinmeye
hazirlandigr G2 fazi1 baslamaktadir. Birbirini takip eden G1, S ve G2 fazlar1 interfaz
olarak da adlandirilmaktadir (Abreu ve Howard 2015). Hiicreler, spesifik antimitojenik
sinyaller veya wuygun mitojenik sinyallerin olmamasi nedeniyle ¢ogalmay1
durdurdugunda, G1 fazinda dongiliden cikarlar ve GO olarak bilinen bdliinmeyen,
hareketsiz evreye girerler. GO, hiicrelerin yiiksek hiicre yogunluguna veya mitojen
sinyallerin yoksunluguna yanit olarak hiicre boliinme dongiisiinden geri doniistimlii
olarak durduruldugu durumu temsil etmektedir (Zetterberg ve Larsson 1985). GO
evresinde, hiicreler canli ve metabolik acidan aktiflerdir, ancak boliinmezler. Hiicre
boliinmesi i¢cin gerekli i¢ ve dis kosullarin kontrol edildigi G1 fazi bu ne nedenle
olduk¢a 6nemlidir. Kosullar uygun hale gelip, biiylime ve boliinme i¢in uygun sinyaller
alindiginda; GO veya erken Gl fazindaki hiicreler, restriksiyon noktasina (memeli
hiicrelerinde G1 fazinin sonlarina yakin bir bolgede bulunur) ilerlerler (Yandim ve
Demir 2018). Restriksiyon noktasi gegildikten sonra, hiicre biiylimesini ve bdliinmeyi
tetikleyen dis sinyaller ortadan kalksa bile, DNA replikasyonu gergeklesir (Vermeulen
vd. 2003). G1 fazinda bulunan restriksiyon noktasina ek olarak hiicre dongiisii, hiicre
boyutunu, hiicre dis1 biiylime sinyallerini ve DNA biitiinliiglinii degerlendiren diger

fazlardaki kontrol noktalarinda da durdurulabilir (Sekil 2.16) (Park ve Lee 2003).

33



3, ;
M/G, Kontrol noktasi /= < ~—& G,/S Kontrol noktasi ° @@
== &

Devam
. v Devam
- Yeni yavru hiicreler arasinda 3
- Yeterli sayida organel

kromozomlarin esit dagiimi
9 9 - Biiyiime faktorleri aktivasyonu

x Dur G‘I x Dur

- Ki titl itotik ig ind
dugo?:blfreréz;di ;;%;::;Lle —_— - TGFB proliferasyon inhibitériiniin varhg
2 ? i # - ATP eksikligi

Hiicre DONQUSU st

G2/M Kontrol noktasi 27670 G,

V Devam

- Tamamen kopyalanmis genom
- Buyiik hiicre hacmi

x Dur

- DNA hasari

Hicre Dénglisti Kontrol Noktalari

Sekil 2.16 Hiicre dongiisii kontrol noktalari

2.5.1 Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

Hiicre dongiisiinii  kontrol eden mekanizmalar, evrimsel siiregte biitlin canl
organizmalarda oldukg¢a iyi korunmus siireclerdir. Okaryotik hiicreler, benzer hiicre
dongiisii agsamalarini ve molekiiler kontrol mekanizmalarin1 (G1'den M'ye ilerlemedeki
cesitli asamalar1 kontrol eden faktorler) kullanmaktadir (Sekil 2.16). Hiicre dongiisii
boyunca ilerleme, serin/treonin kinazlarin sikline bagimli kinaz (CDK) ailesi ve
bunlarin diizenleyici ortaklari olan siklinler tarafindan yonlendirilir (Malumbres ve
Barbacid 2006). CDK'larin aktif formlar1 bir kinaz ve bir siklinden olusan bir
komplekstir (Cizelge 2.2). Siklin ve CDK’larin olusturduklar1 kompleks dongiiniin ana
kontrol mekanizmasidir. Bu kompleksler, hiicre dongiisii ilerlerken kinaz ve siklin
bilesenlerinde degisikliklere ugrar. Siklinler ve CDK’ler arasindaki dinamik iligki
dongiiniin kontroliinden sorumludur. Hiicre dongiisii, CDK'lerin aktivitesinin bir sonucu
olarak, fosforilasyon ile aktive edilen veya inaktive edilen proteinler tarafindan
belirlenir (Morgan 2007).
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Maya hiicrelerinde bir CDK molekiilii (Cdkl), tim siklinlere baglanarak hiicre
dongiisiiniin ~ tamamin1 ~ diizenleyebilir.  Gelismis organizmalardaysa dongiiniin
kontrolinden sorumlu birden fazla siklin ve CDK’lar bulunmaktadir (Williams ve
Stober 2012). Her bir siklin fakli bir CDK ile kompleks olusturarak hiicre dongiisiinii
diizenlemektedir. Memeli hiicrelerinde, hiicreler Gl'den mitoza dogru ilerlerken hiicre
dongiistiniin farkli kontrol noktalarinin diizenlenmesinden sorumlu dort farkli CDK
molekiilii bulunmaktadir. CDK molekiillerinin aktivasyonunda gorev alan dort siklin
molekiilii ile birlikte dongiiniin diizenlenmesinde gorev alirlar. Hiicre dongiisi
ilerledikge, bir dizi kinaz alt birimi (CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK®), bir dizi siklin
(siklin D, E, A ve B) ile birlikte ifade edilir (Park ve Lee 2003). Siklin — CDK
kompleksleri hiicre fazina gore farkli kombinasyonlarla ifade edilerek diizenleyici
aktivitelerini gosterirler (Sekil 2.17). Farkli siklin-CDK kompleksleri dongiiniin farkli

olaylarinin diizenlenmesinden sorumludur (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 Siklin bagimli kinazlar ve diizenleyici siklinleri (Albert vd. 2002)

Siklin CDK Siklin CDK Esi
Karmasim

G;-Cdk Siklin D Cdk4, Cdké
G1/S-Cdk Siklin E Cdk2
S-Cdk Siklin A Cdk2, Cdk1
M-Cdk Siklin B Cdk1l

Siklinler: Hiicre dongisi dizenleyicileri

G1 el Hiicre Déngiisii Sirasinda Siklinlerin ifadesi

» |

Go !

° @sikin A @ sikin E
M/G, . .

Kontrol — ) o @sikin B @ siinD

noktasi M Hiicre Donglsi

G2/M /G2 S
Kontrol noktasi :

G;

—— G1/S
Kontrol noktasi

Konsantrasyon

Sekil 2.17 Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve hiicre dongiisii fazlarina gore siklinlerin
ifade edilmesi
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Siklin D-CDK4/CDKG®6 ve siklin E-CDK2, hiicrenin dongiiyli tamamlamasini saglayan
restriksiyon noktasini gec¢ip G1 boyunca ilerlemesini yiriitiir (Planas-Silva ve Weinberg
1997). S fazi, siklin A-CDK2 tarafindan baslatilir ve siklin B-CDK1, G2 boyunca
ilerlemeyi ve mitoza girisi diizenler (Nigg 2001). Doéngiiniin her asamasi boyunca
ilerleme ve bir asamadan digerine gecis, kontrol noktalar1 olarak adlandirilan
bolgelerdeki sensor mekanizmalar tarafindan izlenir. Sensér mekanizmalar tarafindan
anormal veya eksik hiicre dongiisii olaylar1 (6rnegin DNA hasar) tespit edilirse; kontrol
noktas1 yollar1 sorun c¢oziilene kadar hiicre donglisiiniin durmasini tetikleyebilecek
sinyali efektorlere tasir (Bartek vd. 2004). Efektor proteinler, hiicre dongisiiniin
ilerlemesini tersine gevrilebilir sekilde durdurabilen CDK inhibitorleridir. Ink4 ailesinin
[INK4AA (p16), INK4B (p15), INK4C (p18) ve INK4D (pl9)] etkisiyle hiicre
dongiistiniin G1 fazinda durdurulmas: veya Cip/Kip inhibitorleri ailesinin (p21, p27,
p57) CDK2 aktivitesini baskilamasi efektor proteinlerin etkilerine 6rnek olarak
verilebilir  (Sekil 2.18) (Hanahan ve Weinberg 2011). Hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde ana rol oynayan kontrol noktalarinda meydana gelen bozukluklar,
malign fenotipi karakterize eden kontrolsiiz hiicre proliferasyonunun temelini
olusturmaktadir (Park ve Lee 2003). p15, p16 ve p27 gibi CDK inhibitorlerini kodlayan
tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu da cesitli timor tiplerinde oldukg¢a yaygin
olaylardir (Williams ve Stober 2012). Bu gibi inaktivasyonlar, hiicre dongiisii
ilerlemesini kontrol altinda tutan sistemleri serbest birakir ve kontrol noktasi
mekanizmalarinin da kaldirilmast sonucunda tiimor evrimini yonlendiren genomik

kararsizligin edinilmesine yol agar (Malumbres ve Barbacid 2006).
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Sekil 2.18 Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi (Leal-Esteban ve Fajas 2020)

2.5.2 Hiicre Dongiisii ve Kanser

Hiicre dongiisiiniin  deregililasyonu, kanseri karakterize eden anormal hiicre
proliferasyonunun temelini olusturur ve genomik kararsizligi tesvik eder (Williams ve
Stoeber 2012). Kanser, genellikle hiicre dongiisiiniin bir hastaligi olarak da kabul
edilmektedir, bu nedenle hiicre dongiisiiniin bozulmasinin timor gelisimi sirasinda en
stk goriilen degisikliklerden biri olmasi sasirtict degildir (Park ve Lee 2003). Normal
kosullar altinda biiylimeyi kontrol eden mekanizmalar homeostazi saglamay1
amaglamaktadir. Saglikli somatik hiicreler, sadece gerekli biiyiime sinyallerini
aldiklarinda ¢ogalirken, kanser hiicreleri bu sinyallere gereksinim duymadan kontrolsiiz
bir sekilde c¢ogalabilmektedir. Kontrolsiiz hiicre bdliinmesi ile karakterize edilmis
kanser hiicrelerinde ise meydana gelen mutasyonlar veya mutasyonlarin sebep oldugu
bozukluklar sonucunda kontrolsiiz boliinme tetiklenmektedir (Williams ve Stoeber
2012). Hiicre dongiisii kontroliinde meydana gelen bu bozukluklar ve tiimdr olusumu
arasindaki baglanti, insan tiimorlerinin molekiiler analizleri sonucunda cok g¢esitli
calismalarla ortaya konulmustur. Memeli hiicrelerinde bircok farklt molekiil hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde rol almaktadir. Bu molekiillerin olusturdugu kompleksler

dongiiniin baslatilmasini, siirdiiriilmesini ve sonlanmasini saglamaktadir (Park ve Lee
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2003, Gerald ve Goldbeter 2011). Dolayisiyla hiicre dongiisiinii kontrol eden molekiil

ve mekanizmalar timdr olusumunu dogrudan etkileyebilmektedir.

Hiicre dongiisiiniin diizenlemesinde ortaya ¢ikan eksiklikler, olas1 terap6tik miidahaleler
icin hedefler ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle klinikte mevcut kullanimda olan etkili
neoadjuvan ve adjuvan terapotik miidahalelerin ¢ogu, hiicre dongiisiine yonelik
ajanlardir (Cizelge 2.3). Hiicre dongiisiiniin temel ve onemli bir bileseni olan DNA
replikasyonun gerceklestigi S faz1 bu nedenle potansiyel bir tedavi hedefidir (Williams
ve Stoeber 2007). En etkili kemoterapdtik rejimler cogunlikla S ve M fazina yonelik
mekanizmalar ile etkinliklerini gostermektedir. S ve M faz hedefli ajanlar tedavi
siirecinde oldukg¢a faydali olmalarina karsin; normal dongiilii hiicreleri 6zellikle de
kendi kendini yenileyen dokularin transit-amplifiye boliimlerinde bulunanlart da
etkileyerek kemik iligi baskilanmasi (n6tropeni), sa¢ dokiilmesi ve bagirsak toksisitesi

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

Cizelge 2.3 Hiicre dongiisii hedefli terapotik ajanlar (Williams ve Stober 2012)

Ajan Simif Hedef Etkilenen faz
5-Florourasil Antimetabolit Timidilat sentaz S
Gemsitabin Antimetabolit Riboniikleotid rediiktaz S
Metotreksat Antimetabolit Dihidrofolat rediiktaz S
[rinotekan Kamptotesin Topoizomeraz | S
Sisplatin Alkilleyici ajan DNA zincirler aras1 ¢apraz SIG2
baglar
Dosetaksel Taksan Tibiilin M
Paklitaksel Taksan Tiibiilin M
Vinkristin Vinka alkaloid Tibiilin M

Alternatif bir diger yaklasim hiicre dongiisii ilerlemesinin kontroliinde sahip olduklari
merkezi rolleri nedeniyle CDK'leri hedeflemektedir (Williams ve Stober 2012).
CDK'ler, proliferasyona yol agan hiicre dist ve hiicre i¢i sinyallere yanit olarak Kritik

hiicre dongiisii kontrol noktalarini ve buna yanit olarak anahtar transkripsiyonel olaylari
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kontrol etmektedir. Bu nedenle dogrudan CDK aktivitesini bloke eden inhibitérlerin
tasarlanmasi gelecek vaat eden stratejilerden bir tanesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. G1
veya G2/M'deki hiicreleri durduran giiglii anti-proliferatif etkiye sahip olmalari, CDK
inhibitorlerini 6nemli anti-timor ajanlar olarak siniflandirilmalarini saglamaktadir (Park
ve Lee 2002). CDK inhibitorlerinin sahip olduklari anti-tiimor potansiyel yakin
zamanda yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur ve yakin zamanda FDA tarafindan
onaylanan CDK4/6 inhibitorleri metastatik kanserlerde o6nemli Kklinik aktivite
gostermistir (Sanchez-Martinez vd. 2019). Hiicre dongiisii kanseri karakterize eden
anormal hiicre proliferasyonunun merkezinde yer almasi nedeniyle terapotik miidahale
icin oldukga O6nemli bir hedeftir. Yakin gelecekte, hiicre dongiisiinii hedefleyen yeni
tedavi yaklasimlar1 kanser tedavisinde onemli bir arastirma konusu olmaya devam
etmektedir. Baz1 dogal bilesiklerin de, sinyal yolaklarint modiile etme ve hiicre dongiisii
diizenlemesinde yer alan genlerin ekspresyonunu diizenleme yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir (Pan vd. 2011). Bu nedenle kombine tedavi olarak adlandirilan,
geleneksel bir kemoterapdtik ve dogal bilesigin birlikte uygulandigi es zamanlh terapi
ilgi odag: haline gelmis bir yaklasim haline gelmistir. Diger kanser tiirlerinin aksine,
kolorektal kanser hiicreleri dogrudan bu ajanlara maruz kalmaktadir (Li vd. 2015). Bu
nedenle bu ajanlarin kolorektal kanser tedavisinde 6zellikle mevcut kemoterapéotiklerle
birlikte kullanilmasma yonelik ¢alismalar giderek artmaktadir. Bazi yeni caligmalar,
kombinasyon yaklagiminin 6nemini vurgulamakta ve bu terapinin geleneksel
kemoterapotik ajanlarin tekil kullanimindan daha etkili olabilecegini 6ne siirmektedir

(Singh vd. 2013, Rejhova vd. 2018).

Zerdegalin (Curcuma longum) fenolik asit tiirevi olan kurkumin bu konuda iizerinde en
cok calisilan dogal bilesiklerden birisidir. Biyotransformasyon enzimlerinin ve hiicre
dongiisii proteinlerinin (glutatyon-S-transferazlar ve p21) aktivitesini artirarak hiicre
cogalmasimi engelledigi gosterilmistir (Ye vd. 2007). Kurkuminin ayrica geleneksel
olarak kullanilan kemoterapdtiklerin etkisini de arttirdign gosterilmistir. Kurkumin,
FOLFOX (5-FU, folinik Asit, oksaliplatin) tedavisi altinda HT-29 ve HCT-116 hiicre
hatlarinda dasatinib ile sinerjistik bir etki gostermistir (Nautiyal vd. 2011).
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Resveratrol, kemoterapotik dogal bilesiklere baska bir ornektir. 5-FU, etoposid,
mitomisin ve oksaliplatin gibi kemoterapétiklerle kombinasyon halinde sinerjik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Redondo-Blanco vd. 2017). Resveratroliin dosetaksel ile
birlikte kullanildiginda, p53/p21/p27 yolag: iizerinden hiicre dongiisii durdurulmasini
indiikledigi gosterilmistir (Singh vd. 2017).

Ganoderma lucidum veya Reishi mantar1 da benzer galismalarda kanser tedavisi igin
kullanilmistir. Hiicre dongiisii durmasii indiikledigi, HT-29 ve SW-480 hiicre
hatlarinda tek basina veya 5-FU ile birlikte uygulandiginda mutant p53°i yeniden aktive
ettigi gosterilmistir (Jiang vd. 2017).

Epigallokatesin, bir¢ok in vitro, in vivo ve gesitli klinik deneylerle antitimér etkisi
gosterilmis polifenollerden biridir (Singh vd. 2011). Ayrica 5-FU ile kombinasyon
halinde DLD-1, SW-480, ve COLO-201 kolorektal kanser hiicrelerinde sinerjik biiyiime
inhibisyonu sergiledigi de gosterilmistir (Kumazaki vd. 2013).

Genistein bir¢ok bitkisel gida kaynaginda bulunan izoflavon yapisinda bir bilesiktir.
Genistein 5-FU'ya direngli HT-29 kolorektal hiicre hatti tizerinde, 5-FU ile birlikte
uygulandiginda hiicre canliligini 6nemli Olglide azaltmis, p53 ve p2l genlerinin

ekspresyonunu artirarak hiicre biiyiimesini inhibe etmistir (Hwang vd. 2005).

Apigenin en yaygin flavonlardan biridir, in vitro ortamda sitostatik o6zellikler
sergileyerek kolorektal kanser hiicrelerinin biiyiime inhibisyonunu indiikledigi ve hiicre
dongiistinii  durdurdugu gosterilmistir (Engelmann vd. 2002). Kolorektal kanser
hiicrelerinde hiicre dongiisii inhibitorleri p53 ve p21'in ekspresyonunu in vivo ve in vitro
da arttirdig1 ve irinotekanin aktivitesini giiglendirdigi de bulunmustur (Zhong vd. 2010,
Lefort vd. 2011). Baska bir polifenolik flavon krisinin, G2/M ge¢isinde hiicre dongiisii
durmasini indiikledigi ve fare modelinde in vivo olarak hiicreleri indiiklenmis sisplatin
toksisitesine karst korudugu gosterilmistir (Wang vd. 2004, Khan vd. 2012).
Kaempferol, kolorektal kanser hiicre hatlarinda antitiimér aktivite gosteren baska bir
flavonoldur. HT-29 hiicre hattinda, G1 ve G2/M fazinda hiicre dongiisii durmasini
indiikledigi ve PI3K/Akt sinyal yolunu diizenleyerek 5-FU ile kolorektal kanser
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hiicrelerinin biiylimesi iizerinde sinerjik etkisi oldugu gosterilmistir (Cho vd. 2013, Li
vd. 2019).

Yukarida Ozetlenen literatiir ¢calismalarinda da gorildiigii gibi birgok dogal bilesik,
timor hiicreleri  iizerinde sitotoksik etki gostererek, hiicre dongiisii durmasini
indiikleyerek veya tiimor biiylimesinin inhibisyonu ile sonuglanan proliferasyonu
baskilamak gibi cesitli etkiler gosterebilmektedir. Geleneksel kemoterapotiklerin dogal
bilesiklerle etkilesimi sonucunda c¢oklu sinyal yollarin1 hedef alan kombine terapi,
kanser arastirma ve tedavisinde yeni bir yon ortaya koymaktadir. Bu sekilde
konvansiyonel kemoterapi ile iliskili olumsuz etkileri en aza indirirken, etkinliklerini
arttirmanin  umut verici bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir. Mevcut tez
caligmasinin hipotezi de bu yaklasima dayanmaktadir. C. nebularis makrofungusunun
tek basina ve 5-FU ile birlikte anti-kanser potansiyeli ve hiicre dongiisii tizerindeki etki
mekanizmasinin  aragtirilldigi  ilk  c¢alisma olmasi  c¢alismanin  Ozglinliigiinii

gostermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan; L-glutamin, RPMI-1640, Tripsin/EDTA, penisilin/streptomisin,
propidium iodide, MTT Sigma-Aldrich, dimetil siilfoksit (DMSO), kristal viyole,
etanol, metanol, kloroform Merck, fetal bovin serum (FBS), fosfat tamponlu salin (PBS)
Euroclone, niikleaz i¢cermeyen 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 tiipleri, mikrofiij tiipleri, pipet uclari, PCR tiipleri, PCR plakalari, hiicre kiiltiirii
flasklar1, serolojik pipetler, hiicre kiiltiirii plakalart Nest, Aquaguard-1 Biological
Industries, 5-Florourasil Kogak farma, siringa filtreleri Asimo ve siringalar Helmed

firmalarindan temin edilmistir.

Tez calismasinda kullanilan cihazlar; rotari evoparator (Biichi, R-3), liyofilizator
(Edwards, Modulyo), inkiibatéor (Sanyo), biyogiivenlik kabini (mikrotest), ters
mikroskop (Euromex), 151k mikroskopu (Olympus), cerrahi aspirator (Elmaslar), tek ve
cok kanalli otomatik pipetler (Eppendorf), vorteks (Labnet), yiiksek devirli sogutmali
santrifiij (Sigma), sicak su banyosu (Memmert), hassas terazi (Mettler Toledo), pH
metre (Hanna), saf su cihazi (Millipore), mikroplaka okuyucusu (Biotek), akis
sitometrisi (Acea), nanodrop (Thermo Fisher), PCR cihazi (Thermo Fisher), RT-PCR

cihazi (Bio-Rad) firmalarindan temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Mantar érneginin toplanmasi, saklanmasi ve tiir teshisi

Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan Clitocybe nebularis mantar 6rnegi, 2015 yili
Kasim aymda Bolu ve Kastamonu illerinde kurulan halk pazarlarindan temin edilmistir.
Mantar 6rneginin tiir teshisi Dog. Dr. Ilgaz AKATA tarafindan yapilmistir. Kullanilan
ornegin bir kism1 referans amaciyla, Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii

Fungaryum’unda CN-2015 etiketi ile saklanmaktadir. Teshis ve etiketleme isleminden
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sonra, Oziitleme asamasi i¢in temizlenen Ornekler kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmistir.

3.2.2 Mantar orneklerinin ekstraksiyon icin hazirlanmasi

C. nebularis mantar ornegi, etanolik ekstraksiyon ile daha once optimize edilmis
yonteme gore ekstrakte edilmistir (Onar vd. 2016). Bu yontemde ekstraksiyon igin
mantar Orneginden 10 gr tartilmis ve sivi azot yardimiyla havanda Ogiitiilmiistiir.
Ogiitiilen mantar drneklerin iizerine agirhiginmn 10 kat1 (100 mL) %99’luk etanol ilave
edilerek yaklasik 4 saat manyetik karistiricida karistirlmistir. Ornekler karistirildiktan
sonra 24 saat boyunca +4°C’de tutulmustur. 24 saatin sonunda ekstraksiyon karisimi,
Watmann No.1 filtre kagidi kullanilarak filtre edilmistir. Filtrasyon isleminden sonra
ekstraksiyon karistminda bulunan etanol 54°C’de uygun basing altinda (337 mBar)
rotary evaporator (Biichi, R-3) yardimiyla uzaklastirilmistir. Evaporasyon islemi
sonrasinda elde edilen konsantre &ziit liyofilizator (Edwards Modulyo) yardimiyla
kurutularak toz haline getirilmistir. Hazirlanan 6rnekler ¢alismalarda kullanilana kadar -

20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3 Hiicre kiiltiirii

Tez galismasi kapsaminda C. nebularis 6ziitiiniin anti-proliferatif etkisinin arastirilmasi
amaciyla insan kolon kanseri hiicre hattt olan HT-29 (ATCC HTB-38) hiicre hatti
kullanilmistir. HT-29 hiicre hatti, farkli gida bilesiklerinin potansiyel anti-kanser
etkisini ve bunlarin gastrointestinal sindirimlerini degerlendirmek i¢in uygun bir hiicre
hattidir (Martinez-Maqueda vd. 2015) ve bu nedenle ¢alismamiz i¢in model olarak HT-
29 hiicre hatt1 sec¢ilmistir.

HT-29 hiicreleri T-25 flasklarda %10 fetalbovine serum (FBS), 20 mM L-glutamin ve
%1 penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 hiicre besiyerinde 37°C sicaklik ve %5
CO; igeren kosullarda gelistirilmistir. Yeterli yogunluga ulasarak, flask yiizeyini % 80-
90 oraninda kaplayan hiicreler tripsin yardimi ile toplanarak T-75 flasklara transfer

edilmis ve belli yogunluklarda pasajlanmistir. Deneyler sirasinda hiicreler kiiltiir
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ortamindan %0.05 Tripsin-EDTA uygulamasi (inkiibatorde 3 dakika bekletilerek) ile
toplandiktan sonra, tripan mavisi kullanilarak canli hiicre sayimlar1 gergeklestirilmis ve
yapilacak calismaya gore spesifik miktarlarda, uygun hiicre plakalarina ekimleri
yapilmistir. HT-29 hiicre hattina ek olarak, Caco-2 (ATCC HTB-37) insan kolon
kanseri hiicre hatti ve HEK-293 (ATCC CRL-1573) insan bobrek epitel hiicre hatti da
hiicre canliligi c¢alismalarina dahil edilmistir. Caco-2 hiicre hatti; kolon kanseri
heterojenitesini yansitabilmek amaciyla, HEK-293 hiicre hatt1 da C. nebularis 6ziitiiniin
olas1 bir toksik etkisinin tespitine yonelik kontrol amaciyla kullanilmistir. Caco-2 ve
HEK-293 hiicreleri, %10 fetalbovine serum (FBS), 20 mM L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin igeren DMEM hiicre besi yerinde yukarida belirtilen uygun sartlar
altinda gelistirilmistir. Tez calismasi kapsaminda kullanilan tiim hiicre hatlar1 10-20

pasaj numarasinda olup, mikoplazma kontaminasyonu i¢in negatif olarak test edilmistir.

3.2.4 Sitotoksik etkinin arastirilmasi

C. nebularis 6ziitiiniin tez ¢aligmasi1 kapsaminda kullanilan hiicre hatlar1 tizerinde olan
sitotoksik etkileri 24 saat igerisinde, 7 farkli doz araliginda (7.81, 15.62, 31.25, 62.50,
125, 250, 500 pg/mL) MTT yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kolon kanseri
tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ajan 5-Florourasil (5-FU), 7 farkli
doz araliginda (0.0781, 0.1562, 0.3125, 0.6250, 0.1250, 25, 50 ug/mL) pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak, DMSO % 0.1 ile muamele edilmis hiicreler

her deneye dahil edilmistir.

Bu metodun igerisinde, metabolik aktivitenin Olgiimiine dayali hiicre proliferasyon
testlerinde  yaygin  olarak  kullanilan MTT  (3-(4,5-dimetilltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) tetrazolyum tuzu kullanilmistir. Calismanin prensibi, temel
olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrogenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyum tuzu (sar1 renk) kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi sonucu olusan
rengin 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda kolorimetrik olarak takibe
alinmasidir (Berridge vd. 2005).
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Bu amaca yonelik C. nebularis oziitiiniin sitotoksik etkisinin test edilecegi hiicreler
(HT-29, Caco-2 ve HEK-293), kuyucuk basina 1 x 10° hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu hiicre plakalarina ekimi yapilip, 37°C sicaklik ve % 5 CO; kosullarinda 16
saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, &rnekler iiglii tekrar seklinde 7
farkli konsantrasyonda hiicrelere ilave edilip, 24 saat boyunca inkiibasyona devam
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda kiiltiir ortamina PBS ile hazirlanmis 5
mg/mL MTT cozeltisi ilave edilmis ve hiicreler 4 saat boyunca 37°C ve %5 CO,
kosullarinda karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda
bulunan sivi karisimi 8 kanalli pipet yardimiyla alinip, kuyucuklar PBS ile yikanmuistir.
Yikama islemi sonrasinda kuyucuklarda olusan formazan kristalleri 100 pL. DMSO ile
¢ozlilmistiir. Sonrasinda hiicre plakalarmin 570 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucusunda (BioTek) absorbans oOlgiimleri yapilmistir. Hiicre canliligi, negatif
kontrol ile muamele edilmis hiicrelerle karsilastirilarak asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

% Inhibisyon = [(OD kontrol - OD 6rnek) / OD kontrol] x 100

Orneklerin hiicre canlilig: {izerine olan etkileri, gizilen doz-yamit egrisi kullanilarak

hesaplanmis ve 1Cso degeri olarak ifade edilmistir.

3.2.5 ila¢ kombinasyonu etkinliginin degerlendirilmesi

CN oziitiinin HT-29 kolon kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesinin
belirlenmesinden sonra, HT-29 kolon kanseri hiicreleri lizerinde 5-FU ile birlikte
potansiyel kullaniminin etkisini belirlemek i¢in, Chou ve Talalay yontemi kullanilarak
(Chou 2010), CN o6ziitii ve 5-FU arasindaki ilag-ilag etkilesimleri arastirilmistir. CN ve
5-FU i¢in HT-29 hiicreleri tlizerindeki ICsy degerlerinin hesaplanmasindan sonra; 1Csg
konsantrasyonlar1 kullanilarak 7 farkli CN + 5-FU kombinasyonu olusturularak hiicre
canliligr deneyleri tekrarlanmistir (Cizelge 3.1). Kombinasyon ¢aligmalari sonucunda
elde edilen sonuglar, CompuSyn (ComboSyn, ABD) programi kullanilarak her bir
kombinasyon uygulamasi i¢in, kombinasyon indeksi (CI) ve doz azaltma indeksi (DRI)

degerleri hesaplanmistir. Ilag-ilag etkilesimi caligmalar1 sonucunda elde edilen analiz
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sonuglari; CI <1 ise sinerjistik, Cl = 1 ise aditif ve Cl > 1 ise antagonist etki seklinde

yorumlanmigtir (Cizelge 3.2). Doz azaltma indeksinin hesaplanmasinda ise DRI > 1

degeri, tek basina bireysel ilacin konsantrasyonu ile karsilastirildiginda, belirli bir etki

seviyesi i¢in kombinasyonla ilacin dozunun ne kadar azaltilabileceginin gostergesidir.

Cizelge 3.1 Kombinasyon analizi igin kullanilan ICsg konsantrasyonlar1 (ug/mL)

HT-29

CN

5-

C

N N R/ = I CY B S

R B R W R N R T

Cizelge 3.2 Kombinasyon indeksi (Cl) analiz paramatreleri

Cl Tamim
<0.1 Cok giiclii sinerjizm
0.1-0.3 Giiglii sinerjizm
0.3-0.7 Sinerjizm
0.7-0.85 [liml1 sinerjizm
0.85-0.90 Hafif sinerjizm
0.90-1.10 Aditif
1.10-1.20 Hafif antagonizm
1.20-1.45 [liml antagonizm
1.45-3.3 Antagonizm
3.3-10 Giiglii antagonizm
>10 Cok giiglii antagonizm
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3.2.6 Morfolojik analizler

C. nebularis mantarindan elde edilen Ozitiin, HT-29 kolon kanseri hiicre hatlari
tizerindeki morfolojik etkilerini aragtirmak ic¢in kontrol gruplariyla karsilastirmali
olarak, MTT deneyi sonucunda belirlenen miktar (ICsp) ve zaman araliklari igerisinde
(24 saat) hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi tizerindeki etkileri mikroskobik olarak
arastirilmistir. Morfolojik analizler igin hiicreler 6 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina
5x10° olacak sekilde ekilip 37°C sicaklik ve %5 CO; kosullarinda 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler PBS ile yikanmis, 151k mikroskobu
yardimiyla (Olympus DP74) hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler incelenerek

fotograflanmistir.
3.2.7 Kristal viyole deneyi

C. nebularis mantarindan elde edilen Ozitiin, HT-29 kolon kanseri hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik ve morfolojik etkilerini aragtirmak igin kontrol gruplariyla
karsilastirmali olarak, MTT deneyi sonucunda belirlenen miktar (ICsp) Ve zaman
araliklari igerisinde (24 saat) hiicre canliligi ve proliferasyonu iizerindeki inhibitor etkisi

kristal viyole deneyi kullanilarak arastirilmistir.

Bu yontem, hiicre kiiltiirii plakalarma yapisan canli hiicrelerin boyanmasi esasina
dayanmaktadir. Deney sirasinda hiicre 6liimiiniin gergeklesmesi ile hiicreler yapistiklar
hiicre plakasindan ayrilirlar ve yikama islemi sonucunda ortamdan uzaklastirilirlar.
Yapisik kalan canli hiicreler ise kristal viyole ile boyanirlar. Yikama isleminden sonra,
hiicrelerin morfolojisi invert mikroskop yardimiyla incelenir ve sonrasinda kristal viyole

boyas1 ¢ozdiiriilerek absorbans 6l¢iimii gergeklestirilir.

Bu yontemde hiicreler, 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 1 x 10° hiicre olacak
sekilde ekilmis ve inkiibasyon sonrasinda 24 saat boyunca MTT deneyi sonucunda
belirlenen 1Csy degerleri kullanilarak kontrol gruplariyla karsilastirmali olarak CN, 5-
FU ve CN+5-FU seklinde 24 saat boyunca muamele edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
hiicreler PBS ile yikanmis ve kristal viyole (% 0.5 w/v) ¢ozeltisi ile boyanmustir.

Boyama islemi sonrasinda, kuyucuklar PBS ile yikanarak Kristal viyolenin ortamdan
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uzaklagtirllmasindan sonra, 6nce invert mikroskop (Olympus IX53) yardimiyla hiicre
goriintiileri elde edilmis, sonrasinda hiicreler kuyucuk basina 200 pL %33 asetik asit
cozeltisi ile ¢ozilerek 570 nm’de mikroplaka okuyucusunda absorbans Ol¢iimleri

yapilmustir (Feoktistova vd. 2016).

3.2.8 Koloni Olusumu Deneyi

Koloni olusumu deneyi, C. nebularis 6ziitiiniin hiicre proliferasyonu {izerine etkisinin
degerlendirilmesi i¢in gergeklestirilmistir. Koloni olusumu deneyi, tek bir hiicrenin bir
koloni halinde biiyiiyebilme yetenegine dayanan bir in vitro hiicre hayatta kalma
deneyidir (Franken vd. 2006). Bu ¢alismada hiicre kolonisi en az 50 hiicreden olusacak
sekilde tanimlanmaktadir. Metot esas olarak popiilasyondaki her hiicreyi sinirsiz
boliinme gegirme kabiliyeti agisindan test etmektedir. Klonojenik tahlil sonucunda,
uygulanan Ornegin hiicrelerin ¢ogalma ve koloni olusturma yetenegi {izerine olan

etkileri belirlenmektedir.

Bu c¢alisma igin HT-29 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara 1000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde diisiik yogunlukta ekilmistir. Hiicreler kiiltiir ortamina yapistiktan sonra, 24 saat
boyunca kontrol gruplartyla karsilagtirmali olarak CN, 5-FU ve CN+5-FU ile muamele
edilmistir, sonrasinda ortam, ilagsiz besi yerleri ile degistirilmistir. Daha sonra hiicreler
koloni olusumunu saglamak igin 14 giin boyunca inkiibe edilmistir. 14. giiniin sonunda
besi yerleri ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile yikanmistir. Sonrasinda
olusan koloniler soguk saf metanol ile fikse edilmis ve % 0.5 kristal viyole ¢ozeltisi ile
boyandiktan sonra fotograflanmistir. Her bir test grubundaki 50’den fazla hiicre iceren
koloniler mikroskop altinda sayillmis ve sonuglar kontrol grubuna goére normalize

edilerek kuyucuk basina koloni olusturan hiicre sayisi olarak ifade edilmistir.
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3.2.9 Hiicre gocii analizleri

C. nebularis 6ziiti ile muamele edilen kanser hiicre hatlarinin hiicre gogii analizleri in
vitro ortamda hiicre gocii analizi ile gergeklestirilmistir. HT-29 hiicreleri, 6 kuyucuklu
plakalara kuyucuk basia 5 x 10° hiicre olacak sekilde yiiksek yogunlukta ekilmistir. Bu
yontemle birlesik hiicre tabakasinda yapay yeni bir bosluk olusturulmasinin ardindan,
yeni olusturulan hiicre boslugunun kenar1 iizerindeki hiicrelerin, yeni hiicre-hiicre
kontaklar1 tekrar kuruluncaya kadar boslugu kapatmak icin acikliga dogru hareketi
incelenmistir. Konfluent hale gelmis hiicreler, diiz ve hiicresiz bir ¢izgi olusturulmasi
icin steril p20 pipet ucu ile kazinmistir. Kazintinin olusturulmasindan sonra, ortamda
olusan kalintilarin uzaklastirilmasi igin hiicreler PBS ile iyice yikanip 6rnek veya
kontrol igeren hiicre besi yeri ile muamele edilmistir. Olusturulan bosluklarin referans
fotograflari ¢ekilerek (0. saat) hiicreler yeniden inkiibasyona alinmis, Sonrasinda 24 saat
sonra yeniden fotograflanarak hiicre gogii analiz edilmistir. Cizigin iki kenar1 arasindaki
mesafeler belirlenen referans noktalarinda olgiilerek Imagel (NIH, ABD) yazilimi

yardimiyla analiz edilmistir (Liang vd. 2007).

3.2.10 Hiicre dongiisii analizi

C. nebularis 6ziitiniin HT-29 hiicrelerinin proliferasyonu iizerine olan giiglii inhibe
edici ektisinin belirlenmesinden sonra, bu etkinin hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda
etkili oldugu akis sitometrisi analizi ile belirlenmistir. Bu analiz igin hiicreler 6
kuyucuklu hiicre plakalarina kuyucuk basma 5 X 10° hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Sonrasinda hiicreler 6rnek varliginda ve yoklugunda 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler PBS ile yikanmus, tripsin yardimiyla kiiltiir ortamindan
toplanmig ve santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda tripsin ortamdan
uzaklagtirilarak hiicre peleti elde edilmistir. Elde edilen hiicre peletleri, %70’lik soguk
etanol ile 30 dakika boyunca +4°C’de fikse edilmistir. Fiksasyon isleminin
tamamlanmasindan sonra, etanoliin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in hiicreler santrifiij
edilmis, siipernatant ortamdan uzaklastirilmig, peletler 1x PBS ile muamele edilip
santrifiij islemi tekrarlanmistir. Daha sonra yalnizca DNA'nin boyandigindan emin

olmak icin hiicreler, RNaz (100 pug/mL) ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
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hiicreler, oda sicakliginda ve karanlik ortamda propidyum iyodiir (40 pug/mL) ile
boyanip, farkli hiicre dongiisii fazlarinin dagilimi akis sitometri cihazi (Acea NovoCyte)
kullanilarak analiz edilmistir (Krishan 1975).

3.2.11 Gen ifade analizleri

Tez c¢alismasi kapsaminda gerceklesirilen caligmalarin potansiyel molekiiler etki
mekanizmalarinin arastirtlmasi ig¢in gen ifade analizleri gergeklestirilmistir. HT-29
hiicreleri tizerinde Clitocybe nebularis 6ziitiiniin olusturdugu etkinin, hiicre dongiisii
araciligiyla gergeklestigi disiiniilmektedir. Akis sitometrisi analizleri sonucunda elde
edilen bulgular1 dogrulamak i¢in, mRNA seviyesinde hiicre dongiisii ile iliskili genlerin
(Siklin A2, Cdkl, Cdk2, p21, p27, p53) ifade seviyelerindeki degisiklikler kantitatif

gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) ile arastirilmustir.

Gen ifade analizleri i¢in 6ncelikle RNA izolasyonu yapilmistir. Total RNA izolasyonu
icin HT-29 hiicreleri, 6 kuyucuklu hiicre plakalarina kuyucuk basma 5 x 10° hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Sonrasinda hiicreler 24 saat boyunca kontrol grubu ve CN, 5-
FU ve CN+5-FU ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler
PBS ile yikanmus, tripsin yardimiyla kiiltiir ortamindan toplanmis ve santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda tripsin ortamdan uzaklastirilarak hiicre peleti elde edilmistir.
Hiicre kiiltiirinden total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti kullanilarak {ireticinin
protokollerine uygun olacak sekilde gerceklestirilmistir (High Pure RNA Isolation Kit,
Roche). izole edilen RNA &rneklerinin saflik ve miktar dlciimleri gergeklestirildikten
sonra (NanoDrop, Thermo), cDNA sentezi i¢cin RNA miktarlar1 200 ng/ul’ye
esitlenmistir. Sonrasinda her bir 6rnek i¢in 500 ng total RNA olacak sekilde, CDNA
sentez kiti (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-Thermo) kullanilarak {ireticinin
protokollerine gore cDNA (ing. complementary strand of DNA) edilmistir (Cizelge
3.3).
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Cizelge 3.3 cDNA Sentez protokolii

RNA 2.5 ul

Mix 1 1ul Random hekzamer primer + 8.5 pl dH,0

65°C 5 Dakika

5X Reaksiyon Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1pul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid Revers Transkriptaz 1ul

Toplam Reaksiyon Hacmi 20 pul

1. Basamak 25°C 5 Dakika

2. Basamak 42°C 60 Dakika

3. Basamak 70°C 5 Dakika

Gen ifade analizleri igin primerler ticari olarak (Sentebiolab Biyoteknoloji, Ankara)
temin edilmistir (Cizelge 3.4). Sonrasinda cDNA'lar, real time (gergek zamanli) PCR ile
spesifik primerler kullanilarak amplifiye edilmistir. QRT-PCR i¢in Roche LightCycler
480 SYBR Green | Master kullanilmigtir. gRT-PCR reaksiyonu {ireticinin
protokollerine gore hazirlanmigtir (Cizelge 3.5-6). mRNA ifade ol¢timii, AACt (esik
déngiisii) metodu kullamlarak gergeklestirilmis ve gen ekspresyon seviyeleri 244CT
metodu kullanilarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) transkript

seviyelerine gore normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen 2001).
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Cizelge 3.4 Caligmada kullanilan primerlerin listesi

GAPDH F 5-GAA ATC CCATCA CCATCT TCC AGG-3'
GAPDHR 5-GAG CCC CAG CCT TCT CCATG-3

Siklin A2F | 5-AGA CCT ACC TCA AAG CAC CAC AG-3'
Siklin A2R | 5-GGT TGA GGA GAG AAA CAC CAT GA-3'
Cdkl F 5-TGG ATC TGA AGA AAT ACT TGG ATT CTA-3'
CdklR 5-CAATCC CCT GTAGGATTT GG-3'

Cdk2 F S-TTC TCATCG GGT CCT CCA CC-3'

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

pS3 F 5’-CAC CAT GAG CGC TGC TCA GAT AGC-3’
p5S3 R 5°’-ACA GGC ACA AAC ACG CAC CTC AAA-3°
p21 F 5-CGATGG AACTTCGACTTT 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 ACAGAACCGGCATTTG-¥

Cizelge 3.5 qRT-PCR reaksiyon karigimi

cDNA 2 ul
Primer (F) 10mM 1ul
Primer (R) 10mM 1l
dH,0 1l
SYBR Green Master Mix 5pul
Toplam Hacim 10 pl
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Cizelge 3.6 gRT-PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik/Siire/Dongii
On Denatiirasyon 95°C/5dk/1
Denatiirasyon 95°C/10sn/40
Yapisma 52°C-56°C/10sn/40
Uzama 72°C/30dk /40
Erime egrisi 95°C/5sn/1
65°C/1dk/1
Bekleme 40°C/10sn/1

3.2.12 istatistiksel analizler

Tez caligmasi kapsaminda istatistiksel analiz ve veri sunumu i¢in SPSS 17.0 ve
GraphPad Prism 8 yazilimlari kullanilmistir. Farkli gruplar arasindaki karsilagtirmalar
Student’s t-tests ve One-way ANOVA kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar,
tekrarlanan ii¢ deneyin ortalama + standart sapmasi seklinde ifade edilmistir. P <0.05

diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Sitotoksik etkinin arastirilmasi

Hiicre temelli toksisite calismalari, ilag olmasi muhtemel ya da sitotoksik etkisi
bilinmeyen bir molekiilin davranisi hakkinda temel bilgiler verdigi igin kanser
arastirmalarinda sikc¢a tercih edilen bir yontemdir (Riss ve Moravec 2004). Sitotoksisite,
incelenen molekiiliin konsantrasyonuna ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicreler
tizerinde degisik derecelerde etkiler olusturan bir siiregtir. Hiicreler, sitotoksik maddeye
maruz kalmasi sonucunda, apoptoz sonucu Olebilir ya da sitostazis nedeniyle

proliferasyon 6zelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi vd. 2009).

C. nebularis 6ziitiiniin (CN) sitotoksik etkisi 7 farkli doz kullanilarak (7.81-500 pg/mL)
HT-29, Caco-2 ve HEK-293 hiicre hatlar1 lizerinde 24 saat boyunca MTT yontemi
kullanilarak aragtirllmigtir. Metastatik kolon kanserinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan kemoterapotik ajan 5-Florourasil, ¢alisma sirasinda pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Oziitiin hiicre canliligi {izerine olan etkisi, her bir hiicre hatt1 igin
olusturulan doz-yanit egrileri kullanilarak hesaplanmis ve 1Cso degeri olarak ifade

edilmistir.

24 saatlik uygulama sonunda HT-29 hiicreleri tizerinde CN o6ziitii i¢in 243+17 pg/ml
ICso degeri elde edilmis ve kullanilan maksimum 6ziit konsantrasyonunda (500 pg/mL)
hiicre canliligini yaklasik %60 oraninda azalttigi gozlenmistir (Sekil 4.1). CN 6ziiti, 5-
FU ile kiyaslandiginda, diigiik 6ziit konsantrasyonlar: diginda olduk¢a etkili bir
sitotoksik aktivite gostererek, HT-29 hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe edici bir etki
gostermistir (Sekil 4.2) (P<0.01). 24 saatlik uygulama sonunda 5-FU i¢inse HT-29
hiicreleri tizerinde 38+1 pg/ml ICsq degeri hesaplanmistir (P<0.001).
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Sekil 4.1 CN 6ziitliniin HT-29 hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesi (P<0.01)
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Sekil 4.2 5-FU’nun HT-29 hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesi (P<0.001)

CN ozutuniin HT-29 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesinden sonra,
kolon kanseri heterojenitesini yansitabilmek amaciyla ayni konsantrasyon aralifi
kullanilarak CN o6ziitliniin Caco-2 kolon kanseri hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi
de arastinlmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda Caco-2 hiicreleri tizerinde CN 0ziitii
icin 298+44 pg/ml ICso degeri elde edilmis ve kullanilan maksimum konsantrasyonda

hiicre canliligint ortalama %350 oraninda azalttigi bulunmustur (P<0.005) (Sekil 4.3).
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Sonug olarak CN 6ziitii hem HT-29 hem de Caco-2 kolon kanseri hiicreleri {izerinde

etkili bir sitotoksik aktivite profili sergileyerek hiicre canliligini azaltmistir.
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Sekil 4.3 CN oziitiiniin Caco-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesi (P<0.001)
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Sekil 4.4 5-FU’nun Caco-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi (P<0.001)

CN oziitiiniin kolon kanseri hiicreleri tizerinde sergiledigi giiglii sitotoksik aktivitenin
belirlenmesinden sonra, normal bir hiicre hatt1 olan HEK-293 bobrek epitel hiicreleri

kullanilarak CN Oziitiiniin saglikli hiicreler tizerindeki etkisi arastirilmistir. HT-29 ve
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Caco-2 hiicre hatlarinda kullanilan konsantrasyon araligi kullanilarak gerceklestirilen
hiicre canlilig1 calismalar1 sonucunda, CN o6ziitiiniin normal hiicreler {izerinde 6nemli
bir sitotoksik etkisinin olmadig1 bulunmustur (P<0.01) (Sekil 4.5). CN 6ziitiiniin HEK-
293 hiicreleri tizerinde uygulandigi konsantrasyonlarda, hi¢cbir konsantrasyon i¢in hiicre
canliliginda %50 azalma gozlenemedigi i¢cin 1Csy degeri hesaplanamamustir. Pozitif

kontroller de dahil olmak iizere hesaplanan tim ICsy degerleri ¢izelge 4.1°de
paylasilmistir.

100 Ea CN

Hiicre canliigh (%)

° %\'\f’ & \‘3?’ q;lf? > e S
A- '\63' -]

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.5 CN oziitiiniin HEK-293 hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi (P<0.01)

Cizelge 4.1 CN ve 5-FU igin hesaplanan 1Csy konsantrasyonlar:

1Cso (ng/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 Tla¢ kombinasyonu etkinliginin degerlendirilmesi

CN ozitiiniin HT-29 hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif aktivitesinin belirlenmesinden
sonra, 5-FU ile birlikte potansiyel kullanimin1 belirlemek i¢in, Chou ve Talalay yontemi
kullanilarak, CN 6ziitii ve 5-FU arasindaki ilag-ila¢ etkilesimleri arastirilmistir. CN
Oziitlii ve 5-FU’nun birlikte kullaniminin, anti-tiimér etkinliklerini arttirip arttirmadigin
belirlemek icin olusturulan kombinasyonlarin etkinlikleri HT-29 hiicreleri iizerinde
arastirilmistir. CN 6ziitii ve 5-FU icin HT-29 hiicreleri iizerindeki ICsg degerlerinin
hesaplanmasindan sonra, 7 farkli CN + 5-FU kombinasyonu olusturularak hiicre
canlilifi deneyleri bu kombinasyonlar kullanilarak tekrarlanmistir. Olasi sinerjistik
etkinin arastirilmasi i¢in kullanilan CN + 5-FU kombinasyonlar: ¢izelge 4.2°de
paylasilmistir. Kombinasyon g¢aligmalar1 sonucunda elde edilen sonuglar, CompuSyn
programi yardimi ile analiz edilerek, her bir kombinasyon uygulamasi igin kombinasyon
indeksi (ClI) degerleri hesaplanmistir. Analiz sonucunda hesaplanan CI degerlerine gore,
ilag/6ziit kombinasyonlarinin gosterdikleri etki sinerjistik, antagonist veya aditif olarak

belirlenmistir.

7 farkli CN+5-FU kombinasyonu kullanilarak tekrarlanan hiicre canliligi deneyleri
sonucunda yalnizca 1:1 kombinasyon oraninda (ICsp-1Csp) anlamli bir sinerjistik etki
gozlenmistir (Sekil 4.6). 24 saat boyunca tek basina CN veya 5-FU ile muamele edilen
HT-29 hiicrelerinin canlilik orani ile karsilastirildiginda, CN ile 5-FU kombinasyonu
HT-29 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edici etkiyi 6nemli 6l¢iide arttirmistir. S6z
konusu kombinasyon birlikte uygulandiginda, tekil kullanimlara gére daha etkili ve
istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilmistir (P<0.0001).  Sinerjist bu
kombinasyon ig¢in kombinasyon indeksi Cl= 0.21867 olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.2). CN oziiti ve 5-FU tek baglarina kullanildiginda hiicre canliligr sirasiyla %42 ve
%47 olarak bulunmusken kombinasyon uygulamasi sonucunda hiicre canliligi %30’a
kadar diigmiistiir (Sekil 4.7). Kombinasyon uygulamasi, tek basina 5-FU uygulanmasi
ile kiyaslandiginda elde edilen sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(P<0.0001).
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Cizelge 4.2 Kombinasyon ¢alismasindan elde edilen CI degerleri

HT-29
CN + 5-FU o
1 1 0.21867
1 2 2.96587
2 1 1.50970
1 3 1.94315
3 1 2.56553
1 1 2.85315
% 1 2.00585
gl 0 AFU+CHN
|
LogiCl 20 Angumm
: m—  Aditif
© smijim
4l
P |
0 0.5
Fa

Sekil 4.6 CN + 5-FU kombinasyonu i¢in kombinasyon indeksi (CI) grafigi
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Sekil 4.7 CN + 5-FU kombinasyonunun HT-29 hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi
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(""P<0.0001)

Sinerjistik kombinasyon uygulamasi i¢in ayrica CompuSyn programu ile doz azaltma
indeksi (DRI) hesaplanmistir. DRI, bir kombinasyon ortaminda ayni1 inhibe edici etkiyi
elde etmek i¢in belirlenen doz azaltimini temsil etmektedir. DRI >1 degeri, hedeflenen
etki seviyesi ic¢in kombinasyon bilesenlerinde doz azaltimi yapilabileceginin
gostergesidir. Sinerjistik CN+5-FU kombinasyon uygulamasi i¢in doz azaltma indeksi
de DRI> 1 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8). Boylece CN oziitii ile 5-FU’nun birlikte
uygulanmasiyla, ayni inhibe edici etkiyi elde etmek icin (%50 inhibisyonu),
kombinasyonun bilesenlerinden herhangi birinin kullanim dozunu azaltmak miimkiin
olabilmektedir, boylece daha az doz ile daha etkili sonuglar alinabilmesi miimkiin
olabilmektedir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda gergeklestirilen diger analizlerde CN 06ziitii
ve 5-FU’nun tekil kullanimlarinin yani sira kombine kullanimlarinin etkileri de

arastirilmistr.
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Sekil 4.8 HT-29 hiicrelerinde CN + 5-FU kombinasyonu i¢in doz azaltim grafigi

4.3 Morfolojik analizler

CN ozitiiniin, HT-29 kolon kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki morfolojik etkilerini
arastirmak i¢in, 24 saat boyunca MTT deneyi sonucu belirlenen ICsy degerleri
kullanilarak kontrol gruplariyla karsilastirmali olarak CN, 5-FU ve CN+5-FU seklinde
muamele edilmistir. inkiibasyon sonrasinda oziitlerin hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi
tizerindeki etkileri mikroskobik olarak arastirilmistir. Morfolojik analiz ¢alismalarindan

elde edilen mikroskobik goriintiiler sekil 4.9°da sunulmustur.
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Kontrol CN + 5-FU

Sekil 4.9 HT-29 hiicrelerinin morfolojij analizleri (10x)
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HT-29 hiicreleri olduk¢a hizli biiyliyen ve agresif bir sekilde cogalan kanser
hiicreleridir. Genel olarak hiicreler birbirleri ile kontak halinde bulunur ve koloniler
olusturarak istilact bir sekilde biiyiimektedir. Sekil 4.9’da gosterildigi gibi kontrol
grubunda hiicreler olduk¢a yogun bir sekilde bulunmaktadir ve ¢ogalmaya devam
etmektedir. 243 pg/mL 1Csy konsantrasyonunda uygulanan CN 6ziitiiniin HT-29
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi ve hiicre yogunlugunu etkili bir sekilde azalttig
gozlenmistir. CN 06ziiti uygulamasit sonrasinda hiicrelerin  kiiciildiigii gozlenmis
olmasma ragmen morfolojik olarak onemli bir degisiklik belirlenmemistir. Bununla
beraber, CN o6ziitii etkisiyle biiyiik hiicre kolonilerinin olusmasi engellenmis oldugu
gozlenmistir. Sonug olarak CN oziitii giiglii sitotoksik etkisiyle, canli hiicre miktarinda
azalmaya neden olmus, hiicrelerin ¢ogalmasini ve koloni olusturmasini etkili bir sekilde
engellemistir. CN Oziitiinden farkli olarak 5-FU ile muamele edilmis hiicrelerde hiicre
morfolojisi 6nemli dl¢iide degismis, canli kalan hiicrelerin yogunluklarinda degisiklik
gozlenmektedir. Hiicre kolonileri mevcut olsa da hiicrelerin canliligini kaybetmek iizere
olduklar1 gozlenmektedir. Kombinasyon grubunda ise tek basina 5-FU’ya kiyasla hiicre
kolonilerinde azalma ve 6lmekte olan hiicre miktarlarinda artis gozlenmektedir. Sonug
olarak CN o6ziitii 5-FU ile hiicrelere birlikte uygulandiklarinda hem hiicre yogunlugunda
hem de hiicre canliliginda 5-FU’nun tekil kullanimina gore pozitif bir etkisi oldugu da

gozlenmistir.

4.4 Kristal viyole deneyi

CN oziitiiniin ve 5-FU ile kombinasyon uygulamasinin HT-29 hiicrelerinin canliligi
tizerindeki etkisini arastirmak i¢in ayrica kristal viyole deneyi yapilmistir. Kristal viyole
boyamasi, hiicre kiiltiirii plakalarina yapisan canli hiicrelerin boyanmasi esasina
dayanmaktadir. Deney sirasinda hiicre 6liimiiniin gerceklesmesi ile hiicreler yapistiklar
hiicre plakasindan ayrilirlar ve yikama islemi sonucunda ortamdan uzaklastirilirlar.

Yapisik kalan canlt hiicreler ise kristal viyole ile boyanirlar.

Uyguladigimiz bu yontemde hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekilmis ve inkiibasyon

sonrasinda 24 saat boyunca MTT deneyi sonucu belirlenen 1Csy degerleri kullanilarak
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kontrol gruplartyla karsilastirmali olarak CN, 5-FU ve CN+5-FU seklinde muamele

edilmistir.

Kontrol CN 5-FU CN + 5-FU

Sekil 4.10 HT-29 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmasi (10x)

Sekil 4.10’da gorildigl iizere, kiiltiir ortaminda bulunan canli hiicreler kristal viyole
tarafindan boyanarak fotograflanmistir. CN 0ziitii HT-29 hiicrelerinin proliferasyonunu
etkili bir sekilde inhibe etmistir ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda ortamdaki canli

hiicre sayisinda oldukga yliksek miktarda azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.11 Kristal viyole boyamasi sonuglar1 (* P<0.01, ™ P<0.0001)
243 pg/ml ICso konsantrasyonu ile muamele edilen HT-29 hiicrelerinin canliliginin 24

saatin sonunda %40’a kadar distiigi gézlenmistir (P<0.0001). CN o6ziitii hiicrelere 5-
FU ile birlikte uygulandiginda, 5-FU’nun tekil uygulanmasina gére daha etkili sonug
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elde edilmistir ve kiiltiir ortaminda kristal viyole tarafindan boyanabilen canli hiicre
sayisinda azalmaya yol agmistir ve hiicre canliligi %29’a kadar gerilemistir (Sekil 4.11).
Kombinasyon ile gozlemlenen etki, 5-FU ile karsilastirildiginda hiicre canlilifinda
gbzlenen azalma istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (P<0.01). Sonug olarak CN
ozitiiniin ve 5-FU ile kombinasyonunun HT-29 hiicrelerinin canlilig1 {izerinde olan

inhibitdr etkisi MTT yontemine ek olarak kristal viyole boyamasi ile gosterilmistir.

4.5 Koloni olusumu deneyi

C. nebularis oziitinin ve 5-FU ile kombinasyonunun HT-29 hiicrelerinin
proliferasyonu iizerindeki anti-proliferatif etkisini ileri analizlerle dogrulamak igin
koloni olusumu deneyi gergeklestirilmistir. Koloni olusumu deneyi, tek bir hiicrenin bir
koloni halinde biiyiiyebilme yetenegine dayanan bir in vitro hiicre hayatta kalma
deneyidir. Klonojenik tahlil sonucunda, monoterapi veya kombinasyonun HT-29

hiicrelerinin ¢ogalma ve koloni olugturma yetenegi lizerine olan etkileri belirlenmistir.

———

Kontrol CN 5-FU CN +5-FU

Sekil 4.12 Koloni olusumu deneyi sonuglari (10x inverted)

Sekil 4.12'de gosterildigi gibi, CN o6ziiti HT-29 hiicrelerinin ¢ogalma ve koloni
olusturma yetenegini oldukga etkili bir sekilde engellemistir. Ortamda canli kalarak
cogalabilen hiicrelerin de biiyiik koloniler olusturamadigi goriilmektedir. Ayrica CN
0ziitli kontrol grubuna kiyasla HT-29 hiicrelerinin koloni olusturmasini engellemesinin

yani sira, 5-FU ile kombinasyonu sonucunda tekil uygulamalara kiyasla olusan koloni
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sayisint onemli 6l¢iide azaltmistir (Sekil 4.13). Tek basina 5-FU uygulanmis hiicreler ile
kiyaslandiginda kombinasyon uygulamasi ile koloni sayisinin yani sira, olusabilen
kolonilerin biiytikliigiliniin de azaldig1 belirlenmistir. Tiim bu sonuglar, CN ve 5-FU'nun
onemli bir anti-tiimor sinerjistik etkisi oldugunu ve HT-29 hiicrelerinin koloni

olusturma yetenegini etkili bir sekilde inhibe ettigini gdstermektedir.
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Sekil 4.13 Koloni olusumu deneyi sonuglar1 ('P<0.05, ™ P<0.0001)

4.6 Hiicre gocii analizleri

CN oziitiiniin ve 5-FU kombinasyonunun HT-29 hiicrelerinin gogii ve istilasi iizerinde
inhibe edici bir etkisi olup olmadigini arastirmak igin in vitro yara iyilestirme deneyleri
yapilmistir. Hiicre gogii bir¢ok karmasik fizyolojik ve patolojik siiregte merkezi bir rol
oynamaktadir. Hiicre goc¢ii analizi, hiicre go¢ilinii in vitro olarak incelemek i¢in oldukga
etkili bir yontemdir. Bu yontemde, birlesik hiicre tabakasinda yapay bir bosluk
olusturulmasiyla, olusturulan boslugun kenarindaki hiicrelerin, yeni hiicre-hiicre
temaslar1 kuruluncaya kadar gé¢ etmesinin gozlemlenmesine dayanmaktadir (Liang vd.
2007). CN oziitiniin bu goce olasi inhibe edici etkisinin arastirilmasi igin, 6ziit ile

muamele edilen HT-29 hiicrelerinin, hiicre gogii analizleri ger¢eklestirilmistir.
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CN + 5-FU Oh  24h e

Sekil 4.14 Hiicre gogii analiz sonuglari (4x)

Sekil 4.14°de gosterildigi gibi, CN ve 5-FU tek basina veya kombinasyon halinde
uygulanmasindan sonra HT-29 hiicrelerinde yara onariminin kontrol gruplarina kiyasla
geciktirildigi goriilmektedir. 24 saatin sonunda kontrol grubunda bulunan hiicrelerin
olusturulan yapay boslugun yaklasik %44’iinii kapattigt goézlemlenmistir. Hiicrelerin
CN oziitii ve 5-FU’ya tek basina 24 saat maruz kalmasindan sonra onarilan alan
ylizdesiyse sirasiyla %12 ve %18 olarak hesaplanmistir (P<0.001). Bununla beraber CN
ve 5-FU birlikte uygulandiginda ise hiicre gocii etkili bir sekilde inhibe edilmis ve
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onarilan alan %3.2’ye kadar diismiistiir (Sekil 4.15). Sonug olarak CN’nin 5-FU ile
kombinasyonu, HT-29 hiicrelerinin hareketliligini sinerjistik olarak inhibe etmistir
(P<0.001).
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Sekil 4.15 Hiicre gogii analiz sonuglari

4.7 Hiicre dongiisii analizi

CN ve 5-FU'nun tek basina ya da birlikte uygulanmasinin, HT-29 hiicrelerinin hiicre
dongiisii lizerindeki etkilerini arastirmak i¢in akis sitometrisi ile farkli fazlardaki
hiicrelerin dagilimi analiz edilmistir. Akis sitometrisi analizi sonucunda elde edilen

farkli hiicre dongiisti dagilimlar sekil 4.16°da paylasilmstir.
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Sekil 4.16 Akis sitometrisi analizi sonucunda elde edilen hiicre dongiisii dagilimlari
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24 saatlik uygulama sonrasinda hiicrelerin analizi gerceklestirildiginde, kontrol
grubundaki hiicrelerin dagilimlari G1 (%48), S (%15) ve G2 (%36) olarak bulunmustur.
CN oziitii ve 5-FU uygulanmis hiicreler kontrol grubu ile kiyaslandiginda, G1 fazinda
bulunan hiicre miktarlarinda herhangi 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir (%49 ve
%47). Bununla beraber, CN ve 5-FU uygulamasi ile HT-29 hiicrelerinde S fazinda
bulunan hiicre miktarinda dikkat ¢ekici bir artis gdozlemlenmistir. CN 6ziitii uygulanmis
hiicrelerde S fazindaki hiicre miktar1 %15'den %25'e, 5-FU uygulanmis hiicrelerde ise
%29’a yiikselmistir (P<0.05). Bununla baglantili olarak G2 fazina gegebilen hiicre

miktarlarinda azalma gergeklesmis ve sirasiyla %23 ve %21 olarak bulunmustur.

Her iki ajan hiicrelere birlikte uygulandigindaysa, sinerjik bir etki géstermis ve S
fazinda bulunan hiicre miktarinda daha biiyiik bir artisa yol agmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, kombinasyon uygulamasi ile S fazindaki hiicre miktar1 %15'den
%36’ya yiikselmis ve G2 fazina gegebilen hiicre miktariysa %6’ya kadar gerilemistir
(P<0.05). Sonug olarak CN &ziitii ve 5-FU hiicrelerin S fazinda tutulmasini saglamis,
birlikte uygulandiklarinda ise bu etkide 6nemli bir artis gézlemlenmistir. Boylece CN
oziitii ile 5-FU’nun kombinasyonu, HT-29 hiicrelerinde S fazinda indiiklenen hiicre

dongiisii durdurulmasina yol agmistir (Sekil 4.17).

Hiicre dongiisii dagihimlari
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Sekil 4.17 Akis sitometrisi analizi sonucunda elde edilen hiicre dongiisii dagilimlari
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4.8 Gen ifade analizleri

Akis sitometresi analizlerinden elde edilen sonuglar, CN ve 5-FU’nun HT-29
hiicrelerinin S fazinda tutulmasini indiikledigini goéstermistir. Bu nedenle, S fazinda
indiiklenen hiicre dongiisii durmasinin molekiiler mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢in,
hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve S fazinin diizenlenmesinden sorumlu genlerin (Siklin
A2, Cdkl, Cdk2, p53, p21, p27) mRNA seviyelerindeki degisiklikler gRT-PCR metodu

ile analiz edilmistir.

HT-29 hiicrelerinde 24 saatlik CN ve 5-FU uygulamas: sonrasinda sekil 4.18-19'da
gosterildigi gibi, siklin A2 ve Cdk2 gen ifadeleri asagi regiile edilmistir. CN oziitii
uygulanmis hiicrelerde siklin A2 ve Cdk2 mRNA seviyeleri sirasiyla 4 kat ve 2 kat
azalirken, 5-FU uygulanmis hiicrelerdeyse siklin A2 ve Cdk2 genlerinin ifadelerinin
ikiger kat azaldig1 bulunmustur (P<0.05).

Kombinasyon uygulamasi sonucundaysa, tek basina 5-FU uygulanmis hiicrelere gore
siklin A2 ve Cdk2 genlerinin ifade edilmesinde azalma gézlense de elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Benzer sonuglar Cdk1 gen seviyelerinde de
gozlenmistir, CN uygulamasi ile birlikte Cdkl geninin ekspresyonunda 2 kat azalma
gozlenmistir. 5-FU’nun tekil ve CN ile kombine uygulanmasi da Cdk1 gen seviyelerini
asag1 regiile etmistir, ancak ifadedeki bu azalma kontrol grubu ile kiyaslandiginda

anlamli bulunmamistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.18 Siklin A2 gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler (*P<0.05,
****P<(0.0001, "anlamh degil)

Cdk2
1.5+
€ 1.0 ns
M
5 . .o
Q — —
a
E 0.5+ L
0.0_ | T
& A
& N
S

Sekil 4.19 Cdk2 gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler (*P<0.05, **P<0.01,
"anlamli degil)
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Sekil 4.20 Cdk1 gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler (**P<0.01)

Siklin-Cdk komplekslerinin aktiviteleri, sikline bagimli kinaz inhibitorleri tarafindan
diizenlenmektedir. p21 ve p27 dongiiniin S fazinda, Siklin-Cdk komplekslerinin kinaz
aktivitelerinin kontroliinden sorumludur. Tiimor siipressor gen p53, p21 ve p27°nin
aktivasyonu araciligiyla hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde diizenleyici rol oynamaktadir.
Bu nedenle p21, p27 ve p53 mRNA seviyelerindeki degisiklikler de analiz edilmistir.
HT-29 hiicreleri CN o6ziitli ile muamele edildiginde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
p53 geninin ekspresyonunu yaklagik 2.5 kat arttrmistir (Sekil 4.21). p53 gen
ifadesindeki bu artig, siklin/Cdk kompleksinin inhibitorleri olan ve S/G2 geg¢isini
diizenleyen p21 ve p27'nin artan ekspresyonunu indiiklemistir. Artan p53 ekspresyonu
sonucunda, p21 ve p27 ekspresyonlarinin da CN 6ziitii uygulanmis hiicrelerde anlamli
sekilde 7’ser kat arttigi bulunmustur (Sekil 4.22-23). Benzer sonuglar 5-FU uygulanmig
hiicrelerde de gozlenmistir, artan p53 ekspresyonu ile birlikte p21 ve p27 ifade
seviyelerinde de artis gozlenmistir (Sekil 4.21-23). Bununla beraber her iki ajanin
birlikte uygulandig: hiicrelerde p53 ve p27 gen ifade seviyelerinde anlamli degisiklikler
gozlenmemistir (Sekil 4.21-23). Kombinasyon uygulamasi sonucunda 5-FU uygulanmis
hiicreler ile kiyaslandiginda sadece p21 ekspresyonunda artis gozlenmistir.
Kombinasyon sonucunda p21 gen ifadesi arttirilmis olsa da elde edilen sonug 5-FU ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21 p53 gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler (**P<0.01, **P<0.001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, giinlimiizde en 6nemli saglik sorunlarindan ve baslica 6liim nedenlerinden biri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Oliim nedeni olarak hem diinya hem de iilkemizde ikinci
sirada yer almaktadir. Global olarak yaklasik her 6 6liimden birine, tilkemizde ise her 5
oliimden birine sebep olmaktadir (TUIK 2016, WHO 2018). Kolorektal kanser,
gastrointestinal sistemde en sik karsilasilan kanser c¢esididir. Ortalama %55 sagkalim
orani ile kansere bagli 6limler arasinda {igiincli sirada yer almaktadir (IACR 2018).
Sebze ve meyve icermeyen gidalarin tiiketimi, fiziksel aktivite/egzersiz eksikligi, tiitiin
trtinleri, asir1 alkol tiiketimi ve tehlikeli kimyasal maddelere maruz kalmak gibi
cevresel ve degistirilebilir yasam tarzi gibi gevresel faktorler nedeniyle kolon kanseri
insidans1 giiniimiizde siirekli artmaktadir (Ait Ouakrim vd. 2015). Bununla baglantili
olarak da 2035 yilinda kolorektal kanser insidansinin diinya ¢apinda 2.5 milyon yeni

vakaya yiikselecegi tahmin edilmektedir (Arnold vd. 2017).

Kolorektal kanserlerde birincil tedavi segenegi cerrahi operasyondur ancak hastalarin
yaklasik %33’tinde cerrahi sonrasinda hastalik niiks etmektedir. Bu nedenle tedavi
cerrahi operasyon Oncesi veya sonrasinda adjuvan kemoterapi ile birlestirilmektedir
(Wang vd. 2007). Ayrica kolorektal kanser teshisi konulmus hastalarin yaklasik
%60’1nda lenf nodu veya uzak bdlge metastazi gozlenmektedir. Ileri evrelerde ve
metastatik kanserlerde cerrahi operasyon tek basina kiiratif tedavi sunma konusunda
yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden kemoterapi, kolorektal kanserde kotii sagkalim
oranlarin1 iyilestirmek icin en giiclii tedavi segenegi olarak kabul edilmektedir.
Kemoterapotik ajanlar tiimor gelisimini yavaglatmak ve operasyon sonrasi hayatta
kalma siiresini uzatmak i¢in neoadjuvan veya adjuvan uygulamalar tedavi yontemi
olarak siklikla kullanilmaktadir (Benson vd. 2018). 5-FU, ileri evre ve metastatik
kolorektal kanser tedavisinde yaklastk 30 yildir klinikte en yaygin kullanilan
kemoterapotik ajandir (Poon vd. 1991, Riahi-Chebbi vd. 2019). Ancak diger kemoterapi
ilaglarinda oldugu gibi, ¢oklu ila¢ direnci (ing: multiple drug resistance, MDR), kolon
kanseri i¢in uygun kemoterapi tedavisinin oniindeki birincil engel olmaya devam
etmektedir (Hammond vd. 2016). Ayrica ilaglarin neden olduklari yan etkiler hastalarin

yasam kalitesini olumsuz olarak etkilemekte, tedavinin etkinligini de sinirlanmaktadir.
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Bu nedenle, kemoterapétik ajanlarin etkinligini arttirmak ve olusturduklart yan etkileri
azaltmak icin yeni ilag veya kemoterapi duyarlilastirict kombinasyonlarin klinikte
kullanim1 odak noktasi haline gelmistir. Kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanilan
FOLFOX (5-FU/folinik asit/oksaliplatin), FOLFIRI (5-FU/folinik asit/irinotekan),
CAPOX  (kapesitabin/oksaliplatin) ve  FOLFOXIRI (folinik  asit/5-FU/
oksaliplatin/irinotekan) gibi ila¢ kombinasyonlar1 6rnek olarak verilebilir (Benson vd.
2006). Ayrica sentetik kemosensitizorlerin gelistirilmesine yonelik ¢esitli calismalar da
yapilmustir ancak sitotoksik etkileri ve sebep olduklari ters ilag reaksiyonlar1 sonucunda

klinik deneylerde kullanimlar1 yasaklamigtir (Li vd. 2019).

Dogal bilesikler, kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastaligi 6nlemek ve tedavi etmek
icin uzun siiredir kullanilmaktadir ve bu bilesiklerin kanser tedavisinde kullanilacak
yeni stratejilerin gelistirilmesinde 6nemli rol oynayabilecekleri diisiiniilmektedir.
Zengin yapisal cesitlilikleri ve karmagikliklari nedeniyle dogal iirlinler ve tiirevleri,
birinci basamak ilaglarin kesfinde oldukga degerli kaynaklar olmustur (Clardy ve Walsh
2004). Dogal bilesikler ve bunlarin klinikteki potansiyel kullanimlari bir¢ok avantaja
sahiptir. Antikanser ozellikleri ile ilgili olarak; proliferasyonu, anjiyogenezi, timor
metastazint etkileyen veya timor hiicresi apopitozunu indiikleyen antioksidan
(kemoprotektif) ve hatta prooksidan (pro-apoptotik) gibi 6zelliklere sahiptirler (Baena
Ruiz ve Hernandez 2016). Bu nedenle, kanser tedavisinde dogal bilesiklerin
kemoterap6tik ajanlarla birlikte kullanilmasi, kemoterapdtik ajanlarin  olusturdugu
olumsuz etkilerle miicadele etmek ve sitotoksik etkinligini arttirmak i¢in popiiler bir
yaklasim olarak son yillarda karsimiza ¢ikmaktadir. Hastalarda olusan toksik yiikii
azaltmak icin 5-FU veya oksaliplatin gibi kemoterapdtik ajanlarmn, tanimlanmis bir
etkiye sahip dogal bir bilesik ile doz ikamesi yoluyla kullanimimi gosteren ¢esitli
caligmalar bulunmaktadir (Rejhova vd. 2018). Benzer yaklasimla dogal bilesiklerin,
sitotoksisite yoluyla geleneksel tedaviye duyarliligi arttirarak, uygulanan her iki
terapotik maddenin (6rn. EGCG ve sunitinib) birlesik etkisini karsilikli olarak
giiclendirerek tiimoér hiicreleri {izerinde sitotoksik etkinligi arttirabilecegi de
gosterilmistir (Zhou vd. 2016). Kombine tedavi uygulamasiyla ¢oklu sinyal yolaklarinin
hedef alinmas1 miimkiin oldugundan, ilaglarin sitotoksik etkinligin arttirillmasi ve yan

etkilerinin azaltilmasinin yami sira ilag direnci gelismesinden sorumlu degistirilmis
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hiicresel yolaklar iizerinde de etki gozlemlenebilir. Bu nedenle konvansiyonel
kemoterapoétiklerin efektif dogal bilesiklerle etkilesimiyle, kanser tedavisinde yeni
stratejiler gelistirilmesi miimkiin olabilecektir. Bu bilgiler 1s18inda gerceklestirilen tez
calismas1 kolon kanseri tedavisi i¢in yeni, etkili ve toksik olmayan dogal bilesik
kaynakli anti-kanser etkinlik belirlemeyi amaglamistir. Bu nedenle, 5-FU ile kombine
edilen C. nebularis o6ziitiiniin HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki etkileri sistematik olarak degerlendirilmis ve bu kombinasyonun etki

mekanizmasi detayh bir sekilde arastirilmistir.

Dogal iiriinler, ila¢ aragtirmalari i¢in olduk¢a degerli kaynaklardir ve uzun siiredir
farmakolojik ¢alismalar i¢in model olmustur. Giiniimiizde kullanilmakta olan birgcok
ticari ilag, dogal bilesikler veya dogal bilesik tiirevleridir. Bu nedenle dogal
bilesiklerden yeni farmasétik bilesenlerin kesfi i¢in bircok calisma yapilmaktadir.
Makrofunguslar igerdikleri ¢ok ¢esitli kimyasal yapidaki aktif bilesenlerle, dogal
biyoaktif bilesiklerin degerli kaynaklarindan biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
On calisma olarak C. nebularis mantarindan elde ettigimiz etanolik 6ziitiin fitokimyasal
icerigi, UPLC ve FT-IR spektroskopisi kullanilarak detayli bir sekilde ile analiz
edilmistir. On calismadan elde ettigimiz sonuglar CN 6ziitiiniin biyolojik olarak aktif
cok sayida molekiilii igerdigini ve giiclii antioksidan potansiyele sahip oldugunu
gostermistir (Dizeci vd. 2021). FT-IR spektroskopisi ile 6ziitiin kimyasal igerigi analiz
edildiginde fenolik bilesiklerin yanmi sira, protein ve polisakkaritlerin varhigr da
gosterilmistir. Ayrica, CN 0ziitii GST enziminin aktivitesini etkili bir sekilde inhibe
etmistir (Dizeci vd. 2021). GST, detoksifikasyon yolunun son iiriinii olan merkapturik
asit olusumunun ilk asamasini katalize ederek homeostaza neden olur. Ozellikle
kemoterapi uygulanan hastalarda agir ila¢ tedavisinin gerekli oldugu durumlarda
GST'nin neden oldugu ilag direncinin inhibisyonu c¢ok oOnemlidir. Bu nedenle
kemoterapi alan hastalarin besin takviyesi olarak C. nebularis mantarimi tiikketmeleri

GST'ye bagh ila¢ direncini ortadan kaldirmak i¢in faydali olabilir.

Mantarlar, yeni farmakolojik ilaglar i¢in zengin bir kaynak olarak kabul edilmektedir.
Mantarlarda bulunan biyolojik olarak aktif molekiiller, diisiik molekiiler agirliga sahip

olduklarindan, hiicre zarindan kolaylikla gecerek hiicre i¢inde ¢esitli yollarda hareket
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ederek anti-tlimor etkilerini gosterebilirler. Bu nedenle, C. nebularis'den elde edilen
etanolik ekstraktlarin kolorektal kanser hiicre hatlari iizerindeki anti-proliferatif etkisi

mevcut tez ¢alismasi ile ilk kez arastirilmastir.

CN oziitii ve 5-FU’nun tek ajan olarak HT-29 hiicrelerinin canlili1 iizerindeki anti-
kanser etkinliklerini degerlendirmek i¢in oncelikle MTT deneyi yapilmistir. 24 saatlik
uygulama sonucunda, HT-29 hiicrelerinde CN o6ziitii i¢in 243+17 pg/ml ICso degeri
hesaplanmis ve uygulanan konsantrasyona bagli bir sekilde hiicre canliligim1 %60’a
kadar azalttigi gozlenmistir. CN oziitii sitotoksik kemoterapotik ajan 5-FU ile
kiyaslandiginda, disiik konsantrasyonlar disinda oldukga etkili bir aktivite profili
sergileyerek, HT-29 hiicrelerinin canliligin1 etkili bir sekilde azaltmigtir. HT-29
hiicreleri  lizerinde CN  Oziitlinlin  sergiledigi  etkili  sitotoksik aktivitenin
belirlenmesinden sonra, kolon kanseri heterojenitesini yansitabilmek amaciyla ayni
konsantrasyon aralig1 kullanilarak 6ziitiin farkli bir kolon kanseri hiicresi olan Caco-2

hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesi arastirilmistir.

24 saatlik uygulama sonucunda, Caco-2 hiicrelerinde CN o6ziitii igin hazirlanan doz-
yanit egrisi kullanilarak 298444 pg/ml ICsq degeri hesaplanmis ve hiicre canliligint %50
oraninda azalttig1 bulunmustur. Son olarak, normal bir hiicre hatt1 olan HEK-293 bobrek
epitel hiicreleri kullanilarak CN &ziitiiniin saglikli hiicreler tizerindeki olas1 toksik etkisi
aragtirtlmistir. Her iki kolon kanseri hiicre hatlarinda kullanilan konsantrasyonlar
kullanilarak gergeklestirilen hiicre canlilif1 ¢calismalar1 sonucunda, CN 6ziitiiniin normal
bobrek epiteli hiicreleri lizerinde 6nemli bir toksik etkisinin olmadigi bulunmustur.
Calisilan konsantrasyon araligindaki hicbir konsantrasyonda canli hiicre miktarlarinda
%350 ve tizerinde azalma gozlenmedigi i¢in HEK-293 hiicrelerinde CN 6ziitii igin 1Cs
degeri hesaplanamamistir. Sonug¢ olarak CN o6ziitli insan kolon kanseri hiicreleri
izerinde segici sitotoksisite gostermis, normal insan bobrek epitel hiicrelerine diigiik
duyarhilik sergilemistir. Kolon kanseri tedavisinde kullanilan mevcut anti-kanser
ilaglarin ¢ogu, normal hiicreler tizerindeki toksisiteleri sebebiyle sa¢ dokiilmesi, mide
bulantisi, yorgunluk, bagirsak toksisitesi ve kemik iligi baskilanmasi gibi istenmeyen
yan etkiler olusturmaktadir. Bu nedenle giinimiizde, daha selektif etki gosteren yeni

ilaglarin gelistirilmesi igin ¢alismalar gergeklestirilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, CN
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Oziitiinlin 6zellikle HT-29 kolon kanser hiicre hatlarina karsi oldukga etkili ve selektif

sitotoksik aktivitesinin oldugu belirlenmistir.

CN Oziitiiniin sahip oldugu yiiksek anti-proliferatif potansiyel, 6ziitiin igerdigi yiliksek
sayida ikincil metabolitler ile iliskili olmasi muhtemeldir. C. nebularis mantari,
Nebularin olarak adlandirilan bir purin riboniikleozid yapisini dogal olarak icermektedir
(Lofgren ve Liining 1953). Bilindigi gibi kanser tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan
antimetabolit ilaglar genellikle niikleozid tiirevleridir. Ayrica, nebularin adenozin
deaminaz enzimini etkileyerek anti-neoplastik etki gostermektedir (Lougiakis vd. 2015).
Organik yapiya sahip bir molekiil oldugu i¢in etanolde kolayca ¢oziiniir, FT-IR analizi
sonuglar1 da CN oziitiinde nitrojenli yapilarin varligim isaret etmektedir (Dizeci vd.
2021). Bu nedenle, CN o6ziitiinde mevcut olabilecegi diisiiniilmektedir. C. nebularis'te
ayrica proteaz enzimlerini giiglii bir sekilde inhibe eden klitosipin gibi ¢esitli peptit
yapilart da bulunmaktadir (Brzin vd. 2000). Bu yapilarin viral ve bakteriyel
enfeksiyonlarin, kanserin ve immiinolojik hastaliklarin tedavisinde terapdtik etkiler
gosterebilecegi ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir. (Chang ve Wasser 2012). Pislar ve
arkadaglar1 (2016), Clitocybe geotropa mantarindan L-amino asit oksidaz yapisini
saflagtirmis ve MCF-7 ve Jurkat hiicre dizilerinde hiicre oliimiinii indikledigini
gostermislerdir. Bir bagka ¢alismada, Kosani¢ ve arkadaslar1 (2020), C. nebularis ve C.
geotropa'dan elde edilen aseton oziitiiniin HeLa, K562, A549 ve PC-3 hiicre hatlar

tizerinde orta derecede anti-kanser etkisi oldugunu gdstermistir.

CN ozitiiniin kolon kanseri hiicreleri tizerindeki selektif anti-tiimor aktivitesinin
belirlenmesinden sonra, HT-29 hiicreleri iizerinde 5-FU ile birlikte kullanimini igin,
ilag-ilag etkilesimleri arastirilmistir. CN 6ziitii ve 5-FU kombinasyonu ile anti-timér
etkilerin arttirtlip arttirllmadigint belirlemek igin, olusturulan bir dizi kombinasyon
uygulamalart HT-29 hiicrelerinde arastirilmigtir. Arastirilan 7 farkli kombinasyon
arasinda, 1:1 kombinasyonunda (ICso-1Csp) anlamli bir sinerjistik etki gézlenmistir. 24
saat boyunca CN oziiti, 5-FU ile kombinasyon halinde hiicrelere birlikte
uygulandiginda, tekil kullanimlarina kiyasla HT-29 hiicreleri iizerindeki anti-kanser
etkinlikleri 6nemli dlglide artmistir. Bu sekilde kombinasyon uygulamalari sonucunca

konvansiyonel ajanlarin terapdtik etkinliginin arttirilmasiyla, kullanilan dozu azaltirken
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toksisiteye neden olmadan ayni etkinligi devam ettirmek veya arttirmak, ila¢ direncinin
gelisiminin azaltmak veya minimize etmek gibi olumlu sonuclar elde edilmesi miimkiin
olacaktir. Elde edilen bu sinerjistik etkiler, basta kanser olmak {izere pek c¢ok tehlikeli
hastaliga kars1 ila¢ kombinasyonlarinin yogun sekilde kullanilmasini ve tedavi
etkinliginin artmasini saglamaktadir (Chou 2006). Sinerjistik iki ilacin kombinasyonu
sonucunda, ayni inhibe edici etkiyi elde etmek i¢in herhangi bir ilacin dozajin
azaltabilir. Bu nedenle, 5-FU'nun CN oziti ile birlikte kullanilmasiyla etkinligi

arttirtlabilir ve sebep olacagi yan etkilerin olusumu en aza indirebilir.

Sinerjistik etkinin Chou-Talalay yontemi kullanilarak tespit edilmesinden sonra,
kombinasyonun etkisini ileri analizlerle dogrulamak i¢in doz azaltma indeksi (DRI)
yine ayni metot kullanilarak hesaplanmistir. Kombinasyon calismalarinda sinerjistik
etki aragtirilirken hesaplanan DRI >1 degeri, ayni etki seviyesi igin kullanilan dozda
azalma yapilabilmesine izin vermektedir. Bu da 6zellikle kemoterapi ilaglar1 tarafindan
indiiklenen toksisitede dnemli bir azalmaya yol agmaktadir. Calismamizda, CN 0ziitii
ile 5-FU’nun birlikte kullanimi igin DRI >1 degeri de hesaplanmistir. Dolayisiyla 5-
FU’nun CN oziitii ile birlikte kullanilmasiyla, daha az doz ile daha etkili sonug alinmasi
sonucunda ilacin sebep olacagi toksisiteyi azaltacak olan azaltilmis doz, faydali
sonuglarin alinmasini saglayacaktir. Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayi, tez
caligmasindaki ileri uygulamalar, CN o6ziiti ve 5-FU monoterapisi veya bunlarin

kombinasyonu olacak seklinde uygulanmistir.

Monoterapi ve kombinasyonun HT-29 hiicreleri iizerindeki ¢ogalma onleyici etkisini
ileri analiz yotemleri ile dogrulamak igin kristal viyole boyamasi yapilmistir. MTT
deneyinden elde edilen sonuglara benzer sekilde, CN oziitii HT-29 hiicrelerinin
proliferasyonunu oldukga etkili bir sekilde inhibe etmistir ve hiicrelere 5-FU ile birlikte
uygulandiginda, 5-FU’nun sitotoksik etkinliginin artmasina sebep olmustur. Dolayisiyla
CN oziitiiniin hem tekil hem de kombine uygulanmasi sonucunda kolon kanseri

hiicrelerinin canliligini azalttig1 ikinci bir yontem ile de gosterilmistir.
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Anormal hiicre proliferasyonu, malign transformasyon gecirmis hiicrelerin tipik bir
ozelligidir. Istilac1 bir sekilde biiyiime ile karakterize edilmis hiicreler, cesitli doku ve
organlara mestastaz yaparak bu 6zelliklerini uzak boélgelerde de sergilemektedir (Welch
ve Hurst 2019). Bu nedenle CN oziitiiniin, HT-29 hiicrelerinin hiicrelerinin koloni
olusturma ve hareket yetenegi lizerindeki inhibitor etkileri arastirilmistir. CN 6ziitliniin
HT-29 hiicrelerinin hiicrelerinin koloni olusturma yetenegi tizerindeki inhibitor etkisi,
koloni olusturma deneyi ile arastirilmistir. Bu yontem, sitotoksik ajanlarla tedaviden
sonra tlimor hiicrelerinin hayatta kalmak ve koloniler olusturmak tizere biiyiiyebilme
yetenegini test etmektedir (Franken vd. 2006). Elde edilen sonuglar CN 0ziitiiniin HT-
29 hiicrelerinin koloni olugsumunu etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermistir. Bu
sonug, CN o6ziitli ile muamele edilen hiicrelerin, hiicre biiylimesi inhibisyonunun geri

dondiiriilemez bir sekilde inhibe edildigini ortaya koymustur.

Birgok kanser hastasi, siklikla viicudun uzak kisimlarinda metastatik odaklara yol acan
timor mobilizasyonu nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Timor metastazi, klinik tedavi
basarisizliginin ve yiiksek mortalitenin ana nedeni olan malign bir tiimoriin 6nemli bir
patolojik 6zelligidir (Badmus vd. 2015). Bu nedenle kanser hiicrelerinin hareketliligini
ve metastazini Onlemeye veya yavaslatmaya yonelik girisimler kanser tedavisinde
olduk¢a Onemlidir. Kanser hiicrelerinin go¢ yetenegi, bir tlimoriin malign derecesini
belirlemede anahtar faktor olan kanser metastazini 6lgebilmek icin olduk¢a 6nemlidir.
Bu nedenle, CN oziitiiniin tek bagma veya 5-FU ile birlikte, HT-29 hiicrelerinin gog
yetenegi tizerinde inhibe edici bir etkisi olup olmadigini arastirmak igin in vitro yara
iyilesmesi deneyi yapilmustir. (Sekil 4.14-15)' de gosterildigi gibi, CN ve 5-FU ile tek
basina veya 24 saat kombinasyon halinde uygulama sonrasinda, HT-29 hiicrelerinde
olusturulan yaranin onarimi kontrol grubuna kiyasla oldukg¢a geciktirilmistir. Sonug
olarak, go¢ eden hiicre miktarmin hem tek bir ajan tarafindan hem de kombinasyon
tarafindan asagi cekildigi, HT-29 hiicrelerinin go¢ ve istila yetenekleri tizerinde CN
Oziitiintin sinerjik bir inhibisyona sahip oldugu gosterilmistir. Elde edilen bu sonuglar,
basta 5-FU olmak iizere ¢esitli anti-kanser ilaglar ile karsilastirildiginda, CN 6ziitliniin
daha az toksik olabilme avantajina sahip olarak tiimoér mobilasyonunu inhibe
edebilecegini gostermektedir. Bu nedenle arastirma degeri olan potansiyel bir dogal

anti-kanser bilesik oldugu diisiinilmektedir.
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Hiicre canliligi ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi birbiri ile iligki igerisindedir. Hiicre
dongiisii, normal hiicrelerin ¢ogalmasini diizenleyen olduk¢a Onemli bir biyolojik
aktivitedir. Ancak tiimor hiicrelerinde c¢ogunlukla dongiliniin  diizenlenmesinin
kontrolden c¢iktig1 veya anormal aktiviteleri gozlenmektedir. Kanser hiicrelerindeki
dongiiniin kontrol yolaklari, hiicre dongiisiinii kirmak i¢in genellikle biiylik olctide
degistirilir, bu da hiicre 6mrii ve iglevinde anormal bir artisa neden olmaktadir. Timér
hiicrelerinin karakteristik 6zelligi olan anormal hiicre proliferasyonu, kontrol dis1 hizli
mitoz boliinmeye dayanmaktadir. Bu nedenle mitoz siirecini inhibe etmeyi hedefleyen
ilaclar, geleneksel anti-kanser arastirmalarinin popiiler bir alan1 olmustur ve 5-FU gibi
ajanlar uzun yillardir klinikte yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Williams ve Stober
2012). CN oziitiiniin HT-29 hiicrelerinin proliferasyonu tizerine olan giiglii inhibe edici
etkisinin belirlenmesinden sonra, bu etkinin tek basma veya 5-FU ile kombinasyon
halinde uygulanmasimin hiicre dongiisti ile olan iliskisi akis sitometrisi analizi ile
belirlenmistir. 5-FU hiicre dongiisiiniin S fazi sirasinda, timidilat mevcudiyetini
kisitlayip DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etkisini gostermektedir (Focaccetti vd.
2015). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar da bunu gostermektedir. 5-FU'ya maruz
kaldiktan sonra S fazinda bulunan hiicre miktarinda artis gozlenmistir ve G2 fazina
gecebilen hiicre miktarinda azalma olmustur. 24 saatlik uygulama sonunda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, CN 6ziitline maruz kaldiktan sonra S fazinda bulunan
hiicre miktarlarinda da artis gozlenmistir. CN 6ziitii de 5-FU ile benzer sekilde hiicre
dongiisiiniin S fazina etki etmistir ve G2 fazinda bulunan hiicre miktarinda azalmaya
sebep olmustur. Ayrica kombinasyon uygulamasi, her iki ajanin tekil kullanimi ile
karsilagtirildiginda S fazindaki hiicrelerin miktarinda ¢ok daha biiyiik bir artisa yol
agmistir (Sekil 4.17). Boylece, CN oziitii 5-FU ile kombine halde, HT-29 hiicrelerinde
S fazinda sinerjik bir hiicre dongiisii durdurulmasina yol agmustir. 5-FU anti-timor
etkinligini agirlikli olarak DNA hasar araciligiyla S fazinda gostermektedir, CN 6ziitii
de benzer sekilde anti-kanser etkinligini HT-29 hiicrelerinin S fazinda tutulmasini
saglayarak gostermistir. Sonug olarak her iki ajan hiicrelere birlikte uygulandiginda,
oldukca etkili ve uyumlu bir aktivite profili sergileyerek S fazinda hiicre dongiisii
durdurulmasina sebep olmustur (Sekil 4.17). HT-29 hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi
sonucunda; 6zellikle kombinasyon uygulamasiyla, G2 fazindaki hiicre miktarinda ciddi

bir azalma ile birlikte S-fazinda bulunan hiicrelerin miktarinin CN ve 5-FU tedavisi ile
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artmis oldugu ortaya konulmustur. Bu nedenle HT-29 hiicrelerinde CN ve 5-FU
araciligiyla indiiklenen S fazindaki tutuklamanin arkasindaki molekiiler mekanizmalari
daha da karakterize etmek icin, hiicre dongiisii ilerlemesi ve S fazinin
diizenlenmesinden sorumlu genlerin mRNA seviyelerindeki degisiklikler gRT-PCR ile

analiz edilmistir.

Okaryotik hiicre déngiisiiniin diizenlenmesi, siklin bagiml1 kinaz (CDK) ve siklinlerden
olusan, protein kinaz  komplekslerinin  koordineli  aktivitesi  tarafindan
gerceklestirilmektedir (Park ve Lee 2003). Bu kompleksler, hiicre dongiisiiniin farkli
asamalarinda olusturulur ve aktive edilir, aktiviteleri farkli hiicre dongiisii asamalarinin
ilerlemesi icin gereklidir. Dongiide S-fazinin ilerlemesi, Siklin A/Cdk2 kompleksi
tarafindan diizenlenmektedir. Siklin A, S-fazinda eksprese edilir ve Cdk2'ye baglanir,
boylece DNA replikasyonu ve S-fazinin ilerlemesi gerceklestirilir (Abbas ve Dutta
2009, Bertoli vd. 2013). CDK’larin aktiviteleri, sikline bagimli kinaz inhibitorleri
(CDKI) tarafindan diizenlenmektedir. p21(WAF1/CIP1) ve p27(KIP1) S fazinda, Siklin
A/Cdk2 kompleksinin kinaz aktivitelerini inhibe ederek, hiicre dongiisii ilerlemesini
kontol altinda tutmaktadir. Tiimor baskilayict gen p53°’de ayrica hiicre dongiisii
ilerlemesinde 6nemli bir diizenleyici rol oynamaktadir. p53’iin asagi akis hedefleri olan
p21 ve p27, CDK’larin aktivitesini inhibe edebilen ve hiicre dongiisii durdurmasina
neden olan evrensel inhibitorlerdir (Yu vd. 2020). Bu nedenle mevcut c¢alisma
dahilinde, S faz1 ile iligkili Siklin A2/Cdk1, Siklin A2/Cdk2 kompleksleri, CDK
inhibitorleri p21, p27 ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinden sorumlu p53 genlerinin

mRNA seviyelerindeki degisiklikler arastirilmistir.

HT-29 hiicrelerinde 24 saatlik CN ve 5-FU uygulanmasi sonucunda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, S fazmin ilerlemesinden sorumlu olan Siklin A2/Cdk1, Siklin
A2/Cdk2 komplekslerinin mRNA ifade seviyelerinin asagi regiile edildigi bulunmustur
(Sekil 4.18-20). Sonuglar ayrica CN ve 5-FU uygulamas: sonucunda, p53
ekspresyonunun da arttigin1 gostermistir. Yapilan ¢alismalar p53 ifade seviyelerindeki
artisgin, p53’in asagt akig hedefleri olan p21 ve p27’nin  ekspresyonunu
destekleyebildigini ve Sikline A2/Cdk2'min ekspresyonunu bloke ettigini gostermistir
(Futamura vd. 2007). Bununla tutarli olarak CN o6ziitii ve 5-FU uygulanmig HT-29
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hiicreleri, kontrol gruplar ile kiyaslandiginda artan p53 aktivitesi sonucunda, hiicre
dongiisii diizenleyici genler p21 ve p27°nin mRNA ekspresyon seviyeleri artarken, bu
genlerin hedefleri olan Siklin A, Cdkl ve Cdk2’nin ekspresyon seviyelerinin 6nemli

Olclide azaldig1 gbzlenmistir.

Cdkl ve Cdk2 iretimlerindeki azalmanin, siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin
regililasyon seviyeleri ile iligkili oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir (Oakes vd.
2014). Siklin A/Cdk1-2 kompleksi, DNA replikasyonunun baslatilmasinda ve dongiiniin
S fazi boyunca ilerlemesinde gorev almaktadir (Moon vd. 2000). Bu nedenle, siklin A
ve Cdk2'nin inhibisyonu, S-fazinda hiicre dongiisii durmasini indiiklemektedir. p21
(CIP1/WAF1) ve p27 (Kipl), siklin-Cdk1-2 ile reaktif olmayan kompleksler olusturup
fosforilasyon yeteneklerini baskilayarak bunlarin aktivitesini inhibe eder ve boylece G1
ve S fazinda hiicre dongiisii ilerlemesinin diizenleyicisi olarak islev goriirler (Singh
vd.2017). Calismamiz sonucunda, CN Oziitiiniin, HT-29 hiicrelerinde siklin A ve Cdk1-
2 ekspresyon seviyelerini azaltarak, S-fazinda hiicre dongiisiiniin durmasini indiikledigi

gosterilmistir.

p21 (CIPL/WAF1) ve p27 (Kipl)’nin yukar1 regiilasyonu ve siklin A2/Cdk
komplekslerinin asag1 regiilasyonu sonucunda hiicre dongiisii boyunca S fazindan G2
fazina ilerlemeyi inhibe ederek hiicre dongiisiiniin durmasina veya yavaslamasina neden
olmaktadir. Tiimor baskilayic1 gen p53 aktive edildiginde, asag1 akis genleri p21 ve
p27’yi aktive ederek hiicre dongiisiinii kontrol etmektedir (Godar vd.2008, Overton
vd.2014). p21, DNA hasar1 sonrasinda p53 aktivitesinin ana hedefini temsil etmektedir.
DNA hasariyla gergeklesen hiicre dongiisii durmasi p53 araciligiyla p21 aktivitesiyle
iligkilidir (el-Deiry vd.1993). Etkili kemoterapotik ajanlarin birgogu da  hiicre
dongiisiine yonelik mekanizmalar araciligiyla etkinliklerini gostermektedir (Williams ve
Stoeber 2007). 5-FU hiicre dongiistiniin S fazin1 hedef alan bir kemoterapétik ajandir,
DNA hasar1 olusturarak sitotoksik aktivite gosterir ve ardindan p53 aktivasyonunu
indiikler (Longley vd. 2003). Calismamizdan elde edilen sonuglar da bunlar isaret
etmektedir. 5-FU ile muamele edilmis HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde, 24 saat
sonunda S fazindaki hiicre miktarinin arttig1 ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda p53

ekspresyon seviyesinin 3, asagi akis hedefleri p21 ve p27’nin ekspresyon seviyelerinin
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de 6 kat anlamli sekilde artmis oldugu bulunmustur (Sekil 4.21-23). Benzer sonuglar
CN oziitli uygulanmis hiicreler iginde elde edilmistir. CN o6ziitli uygulanmig HT-29
hiicrelerinde, 24 saat sonunda S fazindaki hiicre miktarmin arttigi, G2 fazindaki hiicre
miktarinin azaldigir gézlenmistir (Sekil 4.17). Bu nedenle, hiicreler CN ile muamele
edildikten sonra p53 ve asagi akis hedefleri p21 ve p27 ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerde arastirillmistir. CN Oziitii uygulanmig hiicreler kontrol grubu ile
kiyaslandiginda p53, p21 ve p27 ekspresyon seviyelerinde artis gozlenmistir (Sekil
4.21-23). Elde edilen sonuglar, CN oziitiin gosterdigi sitotoksik aktivitenin 5-FU’ya
benzer bir yol izledigini diisiindirmektedir. 5-FU ve CN oziitiinden elde edilen sonuglar
birlikte ele alindiginda, CN oOziitiiniin = sitotoksik aktivitesi sonucunda HT-29
hiicrelerinde p53 aktivasyonu araciligiyla S fazinda hiicre dongiistiniin durdurulmasini
indiikledigini gostermektedir (Sekil 5.1). Hiicre dongiistiniin S fazinda stres kaynakli
DNA hasar1 meydana geldiginde, DNA sentezinin inhibisyonu yoluyla hiicre biiytimesi
engellemektedir (Agarwal vd. 1998). Bu sonuglar, yukar1 regiile edilmis p53 ve p21
ekspresyonu yoluyla S fazi durmasi ile iliskilendirilmistir. Hiicrelerin CN 0ziitiine
maruz kalmasi sonucunda ortaya ¢ikan biiyiime 6nleyici etki, DNA hasar1 sonucunda S-
fazinda hiicre dongiisii ilerlemesinin  durdurulmasiyla gerceklesmektedir. Akis
sitometrisi analizleri sirasinda apoptoz gostergesi olan sub G1 piklerinin gézlenmemis

olmas1 da bunun bir gostergesidir (Sekil 4.16).

Bu ¢aligmadan elde ettigimiz bulgular, CN 6ziitliniin kolon kanseri hiicreleri tizerinde
selektif anti-kanser etkinlige sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, CN 6ziitii ve 5-
FU’nun HT-29 hiicrelerine birlikte uygulandiklarinda sinerjik anti-kanser etki
gosterdikleri de bulgulanmistir. CN 6ziitiiniin 5-FU ile kombinasyonu, kolorektal kanser
hiicrelerinin proliferasyonu, klonojenitesi, motilitesi etkilerken, ayni zamanda hiicre
dongiisii iizerinde sinerjistik bir anti-tiimor etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu
sonuglar; CN 0Oziitiiniin 5-FU’nun anti-kanser etkinligini giiclendirdigini, dolayisiyla 5-
FU’ya direngli kolon kanserinin tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir. CN
oziitli ile 5-FU’nun birlikte kullanilmasiyla, 5-FU’ya karst gelisen ila¢ direncinin
listesinden gelinmesinin yani sira, azaltilmis doz sayesinde 5-FU’nun hastalarda
olusturdugu yan etkilerin azaltilmasina da yardimei olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug

olarak elde edilen in vitro bulgularimiz, kolorektal kanser tedavisi i¢in CN Oziitiiniin
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tamamlayici bir tedavi olabilecegi konusunda umut verici kanitlar saglamaktadir. Ayrica
mevcut bulgularimiz, takip edecek kapsamli arastirmalarla daha kesin sonuglar elde

edilebilmesi igin in vivo etkinligininde arastirilmasi konusunda temel olusturmaktadir.
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Sekil 5.1 CN o6ziitlinlin p53 araciligiyla hiicre dongiisii inhibisyonu
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