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OZET
BAZI SERBEST ve BAZI DOYMAMIS YAG ASITLERININ HELA (INSAN SERVIKAL
TUMOR HUCRESI), C6 (SICAN BEYIN TUMORU) ve HT-29 (KOLON TUMOR)
HUCRELERI UZERINDEKI ANTITUMOR AKTIVITESI ve SITOTOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yumak, Yesim
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Necmettin Yilmaz
Mayis 2022, 12+49 sayfa

Kanser diinyada goriilme siklig1 ve 6liim nedenleri arasinda ilk sirada olup %22°lik bir
boliimii kapsamaktadir. Uluslararasi Kanser Arastirma verilerinde tahminlere gore 2030
yilinda 26 milyonu askin kiside goriilme olasiliginin oldugu ileri siiriilmektedir.
Kemoterapotik tedavi yaklasimlarinin dniine gecen ila¢ direng mekanizmasi dnemli ve
bliylik bir sorun olmasi sebebiyle, basarili tedaviye engel olusturmaktadir. Diyet iiriindi,
kolesterol, kalp ve damar hastaliklar1 gibi rahatsizliklarda kullanilmakta olan ve siit
iceriginde zengin oranlarda bulunan yag asitlerinin kanser tedavi ¢aligmalarinda olumlu
sonuglar meydana getirebilecegini diisiindiirmiistiir. Bu tez ¢alismasinda, anti-oksidan,
anti-mikrobiyal, anti-tiimoér gibi bircok 6zelligi bilinen kaprik, kaproik, kaprilik ve
palmitoleik yag asitlerinin C6, HT-29 ve HeLa hiicre hatlar1 {izerinde ayr1 ayr ve ikili
kombinasyonlar1 seklinde uygulanarak kanser hiicre canliligina olan etkisi arastirildi.
Hiicre canliligi, proliferasyon veya ilag sitotoksitesini 6lgmek i¢in yaygin olarak
kullanilmakta olan MTT deneyleri ile gerceklestirildi. Elde edilen IC50 degerleri ve
hiicre canliligina bagli kombinasyonlar istatiksel olarak karsilastirildiginda her hiicre
hattinda olusturulan farkli konsantrasyonlardaki ikili kombinasyonlarin kabul edilebilir
aktivite gosterdigi analiz edildi. Kombinasyon ve tekli konsantrasyon verileri
degerlendirildiginde, ii¢ hiicre hatti igerisinden en 1yi inhibisyon verileri sirasiyla HeLa,
HT-29 ve C6 hiicre hatlarinda analiz edilmistir. HeLa hiicre hattinda uygulanmis olan
kombinasyonlarda %75-80; HT-29 hiicre hattinda %35-50; ve C6 hiicre hattinda %20-
50 oraninda inhibisyonlarin gerceklestigi ve bu verilere uygun olarak ele alinan yag
asitlerinin kombinasyonlarmin anti-timér aktiviteye sahip oldugu rapor edildi. Ozet
olarak, elde edilen canlilik parametrelerinin hiicre hattina, uygun doz ve zaman
araliklarina bagl olarak degisiklik gosterdigi sonucuna varmak miimkiindiir.

2022, 64 SAYFA

Anahtar Kelimeler: Kaprik, Kaprilik, Kaproik, Palmitoleik Yag Asitleri, Anti-timor



ABSTRACT
INVESTIGATION OF ANTITUMORS ACTIVITY and CYTOXIC EFFECTS OF SOME
FREE and SOME UNSATURATED FATTY ACIDS ON HELA (HUMAN CERVICAL
TUMOR CELL), C6 (RAT BRAIN TUMOR) and HT-29 (COLON TUMOR) CELLS

Yumak, Yesim
Master’s Thesis, Biology Major
Advisor: Prof. Dr. Necmettin Yilmaz
Mayis 2022, 12+ 49 pages

Cancer is in the first place among the incidence and causes of death in the world and
covers a portion of 22%. According to the estimations in the International Cancer
Research data, it is claimed that there is a possibility of being seen in more than 26
million people in 2030. The drug resistance mechanism, which prevents
chemotherapeutic treatment approaches, is an important and major problem, thus
creating an obstacle to successful treatment. It has been suggested that fatty acids,
which are used in diseases such as diet product, cholesterol, cardiovascular diseases,
and rich in milk content, may produce positive results in cancer treatment as well. In
this thesis study, the effect of capric, caproic, caprylic and palmitoleic fatty acids, which
are known to have many properties such as anti-oxidant, anti-microbial, anti-tumor, on
cancer cell viability was investigated by applying them separately or in binary
combinations on C6, HT-29 and HeLa cell lines. MTT assays, which are widely used to
measure cell viability, proliferation or drug cytotoxicity were performed. When the
obtained IC50 values and the combinations depending on cell viability were compared
statistically, it was analyzed that the binary combinations at different concentrations
formed in each cell line showed acceptable activity. When combination and single
concentration data were evaluated, the best inhibition data out of the three cell lines
were analyzed in HelLa, HT-29 and C6 cell lines, respectively. 75-80% in combinations
applied in HeLa cell line; 35-50% in the HT-29 cell line; and 20-50% inhibitions in C6
cell line and the combinations of fatty acids considered in accordance with these data
have been reported to have anti-tumor activity. In summary, it is possible to conclude
that the viability parameters obtained vary depending on the cell line, appropriate dose
and time intervals.

2022, 64 PAGES
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1.GIRIS

Kanser, baglica 6lim nedenleri arasinda yer alan, uzun yillardir tarih boyunca ve
giiniimiizde var olan, genetik ve ¢evresel etkenlere bagl gelisen kompleks ve kisisel bir
hastalik tiirtidiir. Bilinmekte olan yaklasik olarak 100’ii askin kanser tiirli bulunmakta ve
bunlar arasinda bazi kanser tiirlerine karst aym tedavi yaklasimlar
gerceklestirilmektedir. Fakat her insanin DNA’smin farkli olmasma bagli tedaviden
aynt cevabin alimmasmi beklemek miimkiin degildir (Baykara, 2016). Kanserin
gelismesi ve yayilabilmesi igin kanser hiicrelerinin hiicre boliinmesinde kontrol
evrelerinde bulunan genlerden kagarak kontrolsiiz ve devamli  boliinmesi, dolasim
yoluyla saglikli normal hiicrelere transfer olmasi gibi 6zellikleri kazanmis olmasi
gerekmektedir. Diinyada yaklasik olarak her yil 9 milyon insana kanser teshisi
konmakta ve bu hastalarin yaklasik 9%50’lik dilimini olusturanlar hayatini
kaybetmektedir.

Diinyada ve iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 9%22’lik bir orana sahip
en Oonemli saglik sorunlarinin ve 6liim nedenlerinin basinda yer almakta olan kanser,
biitiin diinyada her yil yaklasik 10 milyon kisiye tanisinin konuldugu ayni zamanda 6
milyona yakm kisinin de kanserden hayatim1 kaybettigi DSO (Diinya Saglhk Orgiitii )
tarafindan 2001 yili kayitlarinda rapor edilmistir (Pinar, 2003). Uluslararas1 kanser
arastirma merkezinin kayitlarina gére 2008 yilinda 12 milyon kiside kanser tanisi teshis
edilirken, diinya genelinde bu oranin 2030 yilinda tahminler dogrultusunda 26 milyonu
askin olacagi disiinlilmektedir (Demirdégen, 2013). 2009 yilindaki verilere
bakildiginda kadinlarda kanser hizi yiizbinde 173,3 iken erkeklerdeki hizi yiizbinde
269,7 kadin-erkek kanser insidansina bakildiginda ise yiizbinde 221,5 olarak
bildirilmistir. Diger iilkeler ile Tiirkiye kanser insidansi kadin ve erkeklerin tamami baz
alinarak kiyaslandiginda diistik bir hizla artis gosterdigi bildirilmistir (Giiltekin ve ark.,
2008). Kanser onemli saglik sorunu teskil etmesi diginda, siklikla gériilmesi ve 6liim
nedenleriyle iist siralarda yer almasina bagli olarak sosyal ve ekonomik cergevede de
toplum sorunu olmustur.

Yasamin devamliligi i¢in insan viicut hiicrelerinin siirekli olarak yenilenmesi
gerekmekte olup buna bagli olarak normal hiicre sayisinin hep ayni tutulabilmesi igin
viicuttan atilan hiicrelerin yerine yenilerinin gelmesi ile hizli ve kontrollii bir sekilde bu
stire¢ boyle devam etmektedir. Genlerin kontroliinii sagladig1 bu denge hiicrelerin asir1
boliinmesini engelleyerek yada hiicrelerin boliiniip cogalmasi ile gerceklesmektedir
(Aliustaoglu, 2009). Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmalarin yani sira metastaz
ve invazyon gibi hayati dnemi tetikleyecek malign 6zellikleri de bulunmaktadir. Bu
etkenler mutajenik olup 6nemli bir kismi hiicrenin mutasyonlara karsi hassas oldugu
hiicre siklusu sirasinda gergeklesmektedir (Ringer ve Schnipper, 2001).



Kanser hiicrelerine uygulanan tedavinin basarisiz olmasinda rol oynayan metastaz ve
invazyon olmak tizere iki etkin faktor bulunmaktadir. Dolayisiyla kanser tedavisinde
invazyon ve metastaz kontrolii 6nem arz etmektedir. Malignite ile beraber kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi normal kontrol mekanizmalari ile kontrol edilemezler. Kanser
hiicrelerinin siirekli gelisim halinde bulunmasi ve kanserojen etki ortadan kalktiktan
sonra bile biliylimelerine devam etmeleri sonucunda normal dokulardan farkli anormal
bir doku kitlesinin meydana gelmesine neden olmaktadir. Kanser hiicreleri toksik ve
proteolitik enzimler salgilayarak saglikli doku hiicrelerini fagosite ederek kendilerine
alan agarlar ve boylece kapladiklari alan1 genisletirler. Buna ek olarak kanserli dokular,
normal dokularin besinlerine ortak olup sayis1 da giderek arttigr i¢in saglikli doku
hiicrelerini artan bir aclik ve besin yetersizligine sokmaktadir (Aliustaoglu, 2009).

Apoptozis, hiicrenin kendi otonom mekanizmasiyla yakinda bulunan komsu diger
hiicrelere hasar vermeden yaslanmis, bakterilerle enfekte, viriislerle kontamine olmus
zararll hiicrelerin enerji (ATP) varliginda kontrollii bir sekilde ortadan kaldirilmasidir
(Giiltekin ve ark., 2008). Boylece organizmanin total hiicre sayisi dengelenmektedir.
Cok hiicreli organizmalarda programlanmis hiicre 6liim mekanizmasi apoptoz dokularin
homeostazinin gelistirilerek siirdiirebilmesi i¢in gerceklestirilmesi gereken "hiicre
intihar" (6rn; genetik hasara ugramis, asir1 tretilmis vs. hiicreler)  siireclerini
kapsamaktadir (Philippoussis ve ark., 2001).

Hiicre proliferasyonu ve apoptozunu kontrol eden genler Kinazlar, Vogelstein
tarafindan bekci genler (gatekeeper genes) olarak adlandirilmistir. Bu genlerde meydana
gelen mutasyonlar kansere neden olmaktadir. Bek¢i genler, proto-onkogenler ve anti-
onkogenler (timor siipresor genler) olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Proto-onkogenler,
hiicre liremesini ve apoptozu kontrol eden genlerdir. Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar
sonucu bu genlerin aktivitesinin degismesiyle bu genler onkogenlere doniisiirmektedir.
Onkogenler hiicre proliferasyonunu hizlandirarak ya da hiicrenin apoptozdan kagmasini
saglayarak kansere neden olmaktadir. Anti-onkogenler (timor siipresor genler) ise hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek veya geciktirerek aktivite gostermektedir. Bu genlerin
mutasyona ugramasi yada inaktif bir form kazanmalar1 kansere neden olmaktadir
(Aslan, 2010).

Diger 6nemli saglik sorunlarinin tedavisinde de kullanilan ve birden fazla 6zellige sahip
dogal terapétikler ayn1 zamanda ¢ogu kanser tiirli tedavisinde denenmektedir. Bu
baglamda olduk¢a zengin siitiin yag asidi igerigi oranlarina bakildiginda inek siitiine
nazaran keci siitiinde daha ¢ok kisa ve orta zincirli yag asitleri bulunmaktadir. Cogu
hastalig: tetiklemekte olan asir1 kiloya kars1 hazirlanan diyet besin tiiketim listesinin
basinda yag asiti igerigince zengin olan siitlin bulunmasi kanser caligmalarinda da
olumlu sonuglar meydana getirebilecegini diisiindiirmiistiir. Lipaz enzimi uzun zincirli
yag asitlerinin ester gruplarina gore kisa ve uzun zincirli yag asitleriyle daha hizli
etkilesime girebilmekte olup keci siitii yaginin sindirimi daha kolay gerceklesmektedir.
Basta kanser tedavisinde olmak {izere kanda lipoproteinlerin asir1 artmasi ya da yagh
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diski, akcigerlerimizde yogun mukoz olusumuna bagli gelisen kistik fibroz, ¢ocukluk
epilepsisi, safra kesesi tasi olusumu, prematiire bebeklerin beslenmesi gibi hastaliklarin
tedavisinde kegci siitii iceriginin yaklasik %15'lik kisminda bulunan orta zincirli kaproik,
kaprilik, laurik ve kaprik yag asitleri  kullanilmaktadir (St-Onge ve Jones, 2002;
Marten ve ark., 2006). Ayni1 zamanda birgok arastirmaci tarafindan yapilan galismalar
ile bu yag asitlerinin kolesterol depolanmasin1i dengeleyerek, engelleyerek veya
siirlayarak serum kolesterol seviyesini azalttig1 rapor edilmistir. Kegi siitii icerigindeki
kaprik ve kaprilik yag asitleri antimikrobiyal aktiviteye sahip olup son yillarda
Candida albicans vs. mayalarin gelisimini engellemek i¢in diyet katki maddesi olarak
ele alinmistir (Y1lmaz ve ark., 2006).

Giiniimilizde kemoterapotik tedavi yaklasimlarinin 6niine gecen ilag direng mekanizmasi
onemli ve biiyiik bir sorun olmakla beraber basarili tedaviye engel olusturmaktadir
(Gasser ve ark., 2005; Cacan ve ark., 2014; Kucuk ve ark., 2021, Berkel ve Cacan,
2021). Bu nedenlerden dolay1 kanserleri 6nlemek ve tedavi etmek igin etkili, giivenli,
hedefe yonelik ve minimal yan etkiye sahip biyomolekiillere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Potansiyel antikanser aktivite gosteren dogal kaynaklardan bazilar1 bitkileri,
mikroorganizmalar1 ve deniz organizmalarini igerir. Antikanser tedavi stratejilerinde
gozlemlenen en 6nemli problemlerden biri olan ila¢ diren¢ mekanizmalar1 sebebiyle
DNA onarimu, ilaglarin inaktif hale gelmesi, hiicre 6liim mekanizmasinda rol alan gen
veya genlerin dolayisiyla hiicre Oliimiiniin inhibisyonu gibi bircok sonugla
karsilasilmaktadir (Housman ve ark., 2014).

Diisiik miktarda Omega-7 bile zararli yag asitlerinin iiretimini durdururken insiilin
diizeylerini ayarlayabilmektedir. Tip 2 diyabet riskini azaltabilmekte, damar sertligini
engelleyebilmekte ve C- reaktif protein olarak adlandirilan, kalp krizi ve inme ile iligkili
olan iltihaplanma belirteclerini kontrol altina alabilmektedir. Omega-7 igerigince zengin
yabani igdenin bagisiklik sistemine katkilariyla kanser hiicreleri lizerinde de etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Igerigindeki antioksidanlar sayesinde serbest radikalleri etkisiz
hale getirerek kansere kars1 koruma saglamaktadir.

Yag dokularindan salgilanan ve periferik dokularda azalan insiilin direnci ile baglantili
tekli doymamais yag asidi (MUFA) olan palmitoleik asit, viicudumuzda iiretilmekte olup
yas ilerledikce iiretimi azalmakta olan bir yag asididir. Makademya findig1 yaninda
omega 7 kaynagi olan tek meyve yabani igdedir. Yabani igde aymi zamanda,
flavonoidler, likopen, karotenoidler dedigimiz yogun antioksidanlar ve A, B1, B12, C,
E, K gibi vitaminler yoniinden olduk¢a zengin bir meyve oldugundan kalp damar saglig:
ve bagisiklik sistemimiz i¢in bir¢ok faydasi bulunmaktadir (Fetterman ve Zdanowicz,
2009; Passos ve ark., 2016).
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2. LITERATUR

2.1. Kanser

Kalp damar hastaliklarindan sonraki ikinci en fazla ve siklikla goriilen 6liim nedenleri
arasinda yer alan kanser, tliriine ve gelisiminin hangi evresinde olduguna bagl cerrahi
yontemle uzaklastirma, kemoterapi, radyoterapi vb. tedavi yaklasimlarinin tek baslarina
yada birbirlerini destekleyici sekilde uygulamalar ile gergeklestirilir. Goriilme sikligina
bagli olarak bu zamana ve 2030 kadar ilk siralarda yer alacagina dair grafik Sekil 2.1.
'de verilmistir. Metastatik kanser tiirlerinde kemoterapi, radyoterapi ve son yillarda
immiinoterapi tedavileri uygulanmaktadir (Narayanan ve ark., 2015; Berkel ve Cacan,
2021). Bazi hastalar bu tedavi siirecine ek olarak bitkisel tedavi, meditasyon,
akupunktur, alternatif tip teknikleri kullanmaktadir. Kanser hiicreleri, genetik, mikro-
cevre ve metabolik etkiler ile meydana gelen degisikliklere bagli olarak yiiksek
oranlarda reaktif oksijen tiirlerini salgilamaktadir. Yiiksek seviyelerde ROS
salgilanmasi kanser hiicrelerinin asir1 proliferasyonuna, canlinin diger organlarina olan
Metastaza ve istilasina sebep olmaktadir (Kou ve ark. 2020).

Tliimor olusumuna baglh tiimdr kitleleri viicudun otoimmiin sistemi tarafindan yabanci
olarak algilanmakta ve tanmnarak parcalanmaktir. Bu sebeple birgok kanser hiicresi
immiin sistem tarafindan ortadan kaldirilmaktadir. Otoimmiin sistemin baskilanmasi
durumunda kanser olusumu ve metastazi artis gostermektedir (Aliustaoglu, 2009).
Kanser hiicre hatlarin birgogunda apoptoz yeteri kadar ger¢ceklesmemektedir (Cacan
ve ark., 2015). Apoptozis, hiicrenin embriyonal gelisiminde, organizmanin total hiicre
sayisinin ve hiicre kontaminasyonun kontroliinde, tiimdr olusumunu inhibe etmek de
rol alan kontrollii hiicre 6liim mekanizmasidir (Giiltekin, 2008).

Kanser tiirleri arasinda siklikla rastlanilan ve en oliimciil olan akciger, prostat, over,
kolon ve meme kanser hiicreleri {izerine kimyasal ajan veya ila¢ direng
mekanizmalarina bagli olarak Ozellikle antikanser aktiviteye sahip bir¢ok bilesik
varligini tespit etmek i¢in biiyiik bir yogunlukta aragtirmalar gergeklestirilmektedir (Al-
Janabi ve ark., 2020; Saygi ve Cacan, 2021; Hadjira ve ark., 2021; Aissous ve ark.,
2021). Kanser hastalarinda teshisin ileri fazda konulmasina bagl olarak hastalarin
yasami i¢in kisa siirede tedaviye yonelik iyi sonuglarin elde edilmesi biiylik 6nem arz
etmektedir. Kanser tedavilerinde basta gelmekte olan kemoterapi ve diger tedavi
yontemlerinin etkinliginin arttiritlmasi sart olan bir konudur. Kanser hastalarindan alinan
olumlu sonuglar kisa siireli olup yeniden gelisim gosterebilmektedir. Kanser tiirlerinin
cogunda tedavide, cerrahi operasyon sonrasi malignite tekrarini azaltmak amaciyla
birgok kemoterapotik ajan kullanilmasina ragmen kanser hastalarinin basaril bir sekilde
tedavi edilmesinde kemoterapiye karsit var olan veya ¢ogunlukla sonradan kazanilan
direnc hala en biiyiik problem olarak karsilagiimaktadir.
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2.1.1. HT-29 (Kolorektal Kanser) hiicre hatti

Kolorektal kanser, biitiin kanser tiirlerinin yaklasik olarak %10-20’lik kismini
kapsayan,hem erkek hem kadinlarda teshis edilen ve gastrointestinal traktusta en
yaygin goriilen kanser cesididir. Uluslararasit kanser arastirma fonu (World Cancer
Research Fund International- WCRF) 2018 yil1 verilerine bakildiginda goriilme siklig
en fazla olan kanser tiirleri arasinda ilk {g¢iincii sirada yer alan kolon kanseridir. Ek
olarak GLOBOCAN 2018 verilerinde en fazla teshis edilen kanser tiirleri arasinda yer
aldig1 rapor edilmis olup Sekil 2.2.'de de dilim grafik seklinde gosterilmistir (Sharma,
2020). Amerika Birlesik Devleti (ABD)’nde yillik yaklasik olarak 145.000 vaka sayisi
tespit edilirken, 55.000 askin kisi kolorektal kanser sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir.
Buna bagli olarak ABD’ de Olim nedeni veri siralamasinda ilk ikinci sirada
bulunmaktadir (Bagpinar, 2015). Tiirkiye’de 2007-2008 yillar1 arasinda toplam 12 il
icerisinde yapilmig olan kanser kayit datalarina bakildiginda tiim kanser cesitleri
arasinda tanis1 konulan hasta orani yiizdelik diliminde kadinlarda %7,8 ve erkeklerde
%7,5 olmak iizere kaydedilmistir. 2015 verilerine gore ise ¢ok sik rastlanan kanser tiirii
olarak analiz edilmistir. (Anonim, 2020). Tim diinya capinda yillik yaklasik bir
milyonu askin tani konmakta ve bunlarin 500.000 kadari hayatimi yitirmektedir
(Winawer ve Sherlock, 2007). Kanser tanis1 yaklasik %40 hastada erken evrede tespit
edilmektedir. Ulke veya bolgelere gore indisansinin degisimi genetik egilim, diyet veya
cevresel faktorler gibi nedenlerle iligskilendirilmektedir.  Kolorektal kanser riski
ozellikle 40 yas ve iistii insanlar i¢in oldukca yiiksek risk teskil etmektedir. Fakat her
yasta insanda goriilebilmesi miimkiindiir. HT-29 hiicre hatt1 metastazi temel anatomik
kontrakt bolgelerle arasinda lenf diigiimleri, sindirim sistemini, lireme ve karaciger
organlarinin ylizeylerini kaplayan epitel hiicrelerden olusan peritoneal ylizeyler ile
gerceklestirmektedir (Gheytanchi ve ark., 2021; Pour Gholami ve ark., 2005). Kolon
kanserinin kaynaginin hayvansal yag aliminin yiiksek olmasi iligskilendirilmektedir.
Fakat buna hipoteze dair veri bulunmamaktadir(Yu ve Li, 2006 ).
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Kolon kanseri, onkogen mutasyonu, tiimor siipresor genlerinin mutasyona bagli inaktive
form kazanmasi, vb. nedenlerle meydana gelmektedir. Kanser olusum siirecinde 4/5
genin mutasyon gecirmesi malignite i¢in yeterlidir. Protoonkogenlerde, DNA
onariminda rol alan gen ve gen gruplarindaki degisimler ve timor siipresor gen
aktivitesindeki inhibisyonlar kolon kanseri olusum nedenleri olarak sdylenebilir
(Bagpinar, 2015).

Kolon knaseri tiimor tedavilerinde siklikla lokal yayilimin kiigiikk oldugu vakalarda
cerrahi yontem uygulanirken bunun disinda ileri malignitelerde kemoterapi (cerrahi
teknik Oncesi uygulanan neoadjuvan , adjuvan, vb.) girisiminde bulunulmaktadir
(Gettigan ve Henry, 2013).

2.1.2. HeLLa hiicre hatti

Kadinlarda (Serviks) over kanseri ile birlikte kolon, akciger ve meme kanser tiirlerinden
sonra ¢ok rastlanilan ve kansere bagli dliimler arasinda dordiincii sirada yer almakta
olan bir kanser ¢esididir (Ali ve ark., 2013). 2018 yilinin verilerine bakildiginda ¢ogu
gen¢ kesim olmakla beraber 570. 000 yeni kanser tanist konmus ve kansere bagl 311.
000 Sliimiin oldugu analiz edilmistir. Servikal kanser olusum nedenleri arasinda baglica
bagisiklik baskilanmasi, sigara tiiketimi, bircok kez hamile kalma vs. faktorlerin oldugu
bildirilmistir (Ghodrati, 2019).

2.1.3. C6 (Sican Glioma Kanseri- Glioblastoma Multiforme) hiicre hatti

Glioblastoma Multiforme (GBM) olarakta bilinen C6, kanser hiicresi formuna doniisen
neoplastik hiicrelerinin insan merkezi sinir mekanizmasina olan infiltrasyonu ndrolojik
fonksiyonlarin kaybina ve Oliime sebebiyet veren tiimor hiicre hattidir (Kirtikar ve
Basu, 1975). Sican glioma kanseri hiicrelerinin insan beyin kanseri hiicrelerine
benzerliklerine bagli olarak, malign tiimoér olusum ve gelisiminin anlagilmasinda, klinik
tanimlamalarda ve dogru tedavi yonteminin analizinde yol gdsterici belirte¢ olarak in
vitro ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Primer beyin tiimdrlerinin yaklasik %60°1ik kismini
gliomalar olusturmaktadir (Gazi ve Tapul, 2006).
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Sekil 2.2. 2018 Globocan verilerine gore erkek ve kadinlarda goriilen kanser tiirlerine baglh
istatistiksel 6lim yiizdeleri. a) Erkelerde goriilen kanser tiirleri ve yiizdelik oranlari, b)
Kadinlarda goriilmekte olan kanser tiirlerinin 6liim yiizdeleri. (Ozgiil N., 2019)

2.1.4. Hiicre dongiisii

Temel olarak dort fazda, iki boliimde gerceklesmektedir. Bu boliimlerden ilki hiicre
boliinmesi i¢in gerekli olan hazirliklarn tamaminm yapildigi ¢ interfaz’’, digeri ise
"Mitoz" bolimidir. Bunlar G1/S/G2/M fazlar olarak sirasiyla gergeklesmektedir.
Interfaz béliimiiniin ilk evresini olusturan ve DNA sentezlenmesinden sorumlu S evresi
ile mitoz bitis noktas1 arasinda bulunan G1 fazi , DNA sentezlemesi icin ihtiyag
duyulan proteinlerin sentezinin yapildigi hazirlik evresidir. DNA sentezinin
(replikasyon) gerceklestigi, kromozom sentezlemesinin tamamlanarak hiicreye diploid
formun kazandirildig1 S fazidir. Baslangigtaki evrelerin tamamlanmasi ile beraber mitoz
evresinde gerekli mikrotiibiillerin sentezi gibi hazirliklar G2 fazinda baslatilir. Son M
(mitoz) evresinde ise niikleus ve sitoplazma boliinmesi, kardes kromatitlerin
sentezlenmis mikrotiibiillerin varligiyla zit kutuplara cekilmesi ile beraber dongii
tamamlanir. ki yeni hiicrenin meydana gelmesi ile sonuclanir (Smith ve Martin, 1973;
Yokus ve Cakir, 2012).
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Sekil 2.3. Hiicre siklusu kontrol evreleri ve gorev alan bazi spesifik genler. (Karagoz, 2004)

Normalde viicutta boliinmeyen hiicreler (karaciger, vb.) herhangi bir uyar1 gelene kadar
hiicre dongiisiinlin bekleme evresi olarak adlandirilan GO fazinda beklemektedir. Hiicre
siklusunda bir sonraki faza ge¢meden kontrollerin yapildigi kontrol noktalari
bulunmaktadir. Gerektiginde kontrol noktalarindandan herhangi birinde meydana gelen
modifikasyonlar hiicre dongiisiiniin ilerleyisini durdurarak veya programli hiicre
olimiint (apoptozis) aktiflestirerek engeller. Aksi halde bu durum kanser hiicrelerinin
gelisimine neden olmaktadir (Aliustaoglu, 2009; Ringer ve Schnipper, 2001). Herhangi
bir boliinme uyarimi olmadan G1 fazina tekrar girebilen kanser hiicrelerinin bu
karakteristik 6zelliklerinin temeli gama radyasyonu, UV vb. etkenler sonucu gelisen gen
mutasyonlarma bagli  kontrol noktalarindan (restriksiyon noktasi,G1-S,G2-M)
kacabilmelerine dayanir. Kanser hiicrelerinde p53 (tiimor baskilayict gen) geni
eksikliginde veya mutasyonunda kontrol noktasinda durdulamadigindan hatali DNA
duplikasyonu devam eder. Saglikli hiicrelerde ise ekspresyon seviyesi normal olan p53
geni varliginda DNA hasarmin onarimi ig¢in dongliyi G1 noktasinda (restriksiyon
noktasi) durdurarak hiicreye zaman tanir. Onarimin gergeklesmemesi durumunda hiicre
apoptoza ugrar (Cabadak, 2008). Kanser tiirlerinin ¢ogunda apoptoz mekanizmasi yada
mekanizmada gorevli genler mutasyona ugramakta ve islevini gergeklestirememektedir.
Hiicre dongiisiinde gecislerin ve kontrol noktalarinin asil diizenleyicisi siklinler ve siklin
bagimli kinazlar (CDK) olmakla beraber aktif formlarini siklinlerle kompleks
olusturarak heterodimer yapilar1 ile kazanir. DNA replikasyonunda rol oynayan gen
gruplarimin aktifligi icin ihtiya¢ duyulan proteinlerin fosforilasyonundan siklin/CDK
kompleksi sorumludur ( Reed, 2008; I¢li ve Akbulut, 2005). Hiicre siklusunun
diizenlenmesinde gorevli kontrol noktalar: ve ilgili genler Sekil 2.3.'de gosterimektedir.
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Sekil 2.4. Apoptozis mekanizmasinda hiicrede meydana gelen morfolojik degisikler (Oktay,
2011)

Apoptoz sinyalinin hiicreye iletilmesine bagli olarak hiicrede hiicre ¢ekirdegi basta
olmak iizere Sekil 2.4.'de goriildiigii gibi baz1 biyokimyasal ve morfolojik degisimler
meydana gelmektedir. Hiicre iskeletinin dagilmasi ve ¢ekirdek zarinin erimesi meydana
gelen diger degisimlerdir. Apoptoz sirasinda olusan hiicre biiziismesinin temeli CL-,
K+, Na+ tasiyici sistem elemanlarinin inhibisyonuna bagli olarak hiicre i¢i ve dist sivi
giris ¢ikisinin gerceklesmemesine dayanmaktadir. Plazma membraninda bulunan iyon
kanal ve pompalarindaki bozulmalarda bu yap1 bozuklugunun temelinde rol almaktadir
(Dingel ve Kul, 2016).

2.2. Yag Asitleri, Yapisi ve Fonksiyonlari

Lipitler; fosfolipitler, stereoller, agilgliseroller, sfingolipitler ve yag asitlerini yapisinda
barindiran yada tiirevi olan Onemli biyomolekiiller sinifim1  olusturmaktadir.
Organizmada enerji liretiminde ve depo edilmesinde, hiicre membran islevlerinde, gen
aktivasyonu, sinyal modiilasyonu gibi bir¢ok biyolojik evrede aktif fonksiyonlara
sahiptir (Fielding ve ark., 2003; Meer ve ark., 2008; Philip, 2013; Kendall ve ark., 2015
;  Roopashree ve ark., 2021). Yag molekiillerinin temel yapi tasini olusturan yag
asitlerinin karbon sayis1 2-34 arasinda degisim gostermektedir. 2-6 arasinda karbon
sayisina sahip olanlar kisa, 6-10 arasinda olanlar orta, 10-34 karbon zincir uzunluguna
sahip olanlar ise uzun zincirli yag asiti olarak bilinmektedir (Giimiis ve Yardimei,
2018). Yag asitlerinin fiziksel, kimyasal ve beslenme &zellikleri; molekiilde yer alan
karbon atomu sayisi, doymusluk derecesi, karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag sayisi ve
karbon atomlarma bagli hidrojenlerin pozisyonlari ile belirlenmektedir (ito ve ark.,
1982).

Tek veya c¢ift sayili karbon zincir yapisina sahip olan ve buna bagh gruplandirilmalari
gerceklestirilen yag asitleri, (-CH2-CH2-) seklinde hidrokarbon yapisina sahip olup ¢ift
bag bulundurmayanlar doymus yag asiti (SFA), en az bir adet ¢ift bag bulunduran (-
CH=CH-) tekli doymamis yag asidi (MUFA), birden fazla cift bag icerenler ise ¢oklu
doymamis yag asiti (PUFA) olarak isimlendirilmektedirler. Hayvan ve bitkisel yaglarin
yag asitleri profiline bakildiginda genel olarak 12/24 arasinda karbon atomu sayisina
sahip uzun zincirli doymus/ doymamis yag asitlerinin baskin oldugu analiz edilmistir.
Uzun, orta ve kisa zincirli yag asitlerinin her biri, farkli uzunluklara sahip (-CH2-)
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hidrokarbon, karboksil (-COOH) ve zincir iskelete bagli bir metil (CH3-) grubunun
baglanmasiyla meydana gelen organik monokarboksilik asitlerdir (Roopashree ve ark.,
2021).

Doymus orta zincirli yag asitleri (OZY A - MCFA) grubunda yer alan alifatik kuyrugu 6
karbonlu kaproik asit (hexanoic-caproic -C6), 8 karbonlu kaprilik asit ( octanoic -
caprylic - C8), 10 karbonlu kaprik asit (decanoic -capric - C-10) ve 12 karbonlu laurik
asit (dodecanoic -lauric - C12) gibi kimyasal isimlerle isimlendirilmektedir. Bu yag
asitlerinin gliserolle esterlesmesi sonucu ile Orta Zincirli Trigliseritler (OZT - MCT)’in
sentezi gerceklestirilmektedir (Demirci, 2018; Marten ve ark., 2006) OZT’lerin
icerigini % 1-2 C12-C6, % 25-35 C-10 ve % 65-75 C8 bilesimleri olusturmaktadir.
Yapisinda trigliserit yapiyla bagi olmayan yag asitleri serbest yag asitleri olarak
isimlendirilmektedir (Bach ve Babayan, 1982).

Sekil 2.5. Orta Zincirli Yag Asitlerinin (OZY A-kaproik kaprilik, kaprik) ve tekli doymamis yag
asiti (palmitoleik asit) 3 boyutlu (3D) yapisi. @) kaproik (C6- heksanoik) asit, b) kaprilik(C8-
oktanoik) asit, c) kaprik( C10- dekanoik) asit, d) palmitoleik asit (C 16:1) (kirmizi: oksijen, gri:
karbon, beyaz: hidrojen) ( PubChem)

Bircok tilkede toplam enerji alimmnin %30-35’lik boliimiinii kapsamakta olan yag
asitleri, daha ¢ok siit tirlinleri, tahil, et tiriinleri, balik yag:1 ve bitkisel yaglar basta olmak
lizere en Onemli temel diyet iiriinleri kategorisinde yer almaktadir. Bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan doymus palmitik (16:0) yag asiti, bazi
mantar ve hayvanlarda ise elzem olarak bulunan stearik (18:0) yag asitidir. 6-8-10
karbonlu orta zincirli doymus yag asitleri ise hindistan cevizi ve siitlin
triagilgliserollerin de bulunmaktadir (Arild C. Rustan ve ark. 2005).
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Yag asitlerinin bir kismi hiicre zarinin yapisal bileseni olarak fosfolipit formunda
bulunmaktadir. Zar yapisindaki profilleri, zar kalinhigini, akiskanligini ve zar
yapisindaki proteinlerin aktivitesini etkilemektedir. Hiicre membraninin stabilitesi
icerdigi bazi spesifik proteinler ve kolesterol gibi belirli molekiillerin varlig: ile
arttirllmakla beraber membran akigkanligi bu molekiillerin igeriginin artmasi ile ters
orantili olarak iliskilendirilmektedir. Membran akiskanligi {izerine etkisi olan bir diger
etken ise yag asitlerinin (FA) doymamiglik derecesidir. Zar yapisina katilan doymamis
yag asitleri -Cis konfigiirasyonunda ¢ift baglara sahip olup her ¢ift bag hidrokarbon (-
CH2-) zincirinin 60 derece katlanmasiyla gergeklesmektedir. Bu gerekgelere baglh
olarak membranda FA’leri daha fazla alan kaplamakta ve zar akiskanliginin artmasina
yol agmaktadir (Kremmyda ve ark., 2011). Bir gliserol omurgasina bagl {i¢ yag asiti
iceren trigliserit molekiilleri, yag asit grubunun uzunluguna bagl olarak kisa zincirli
trigliseritler (SCT), orta zincirli trigliseritler (MCT), uzun zincirli trigliseritler (LCT)
olmak {izere isimlendirilmis {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar arasinda MCT’ler bir
gliserole bagli iic yag asiti icermekte olup, sindirimi karmasik diger lipit
molekiillerinden farkli olarak gastrointestinal mekanizmadan kan dolasimina daha kolay
gecis saglayarak emilimi gerceklesmektedir. MCFA’larin  sindiriminde pankreas
enzimine yada safra tuzlarina ihtiyagc duyulmamaktadir. ince bagirsaga yag asiti
formunda ulasir ve karacigere transport edilerek metabolize edilirler. Lenfatik kanal
yolu ve periferik dolasimla emilimi gergeklestirilen UZYA ile kiyaslandiginda
MCFA’larin portal ven yoluyla bagirsaktan ¢ok hizli bir sekilde karacigerlere emilimi
gerceklesmektedir (Andre C. B. ve ark., 1996; Marten, B. ve ark., 2006 ) .

Temelde yag asitleri, depo yaglarin, bazi hormonlarin, plazma trigliseritlerinin ve
biyolojik birgok membranin bileseni olarak islev géormektedir. Canlilarin temel enerji
deposunu olusturan ve yag asit bilesenlerinden olan trigliseritler viicuda alinan yaglarin
mono ve digliserit olarak emilmesi sonrasinda lipoproteinler igerisinde taginarak depo
edilmektedir. Organizmada bulunan biitlin hiicre gruplarinin yap1 ve islevsel tim
aktivitelerinde gerekli maddelerin karsilanmasi, korunmasi ve diger faaliyetlerin
stirdiiriilmesinde yag asitleri, bilesenleri ve/veya izomerleri gorev almaktadir.

Hizli bir sekilde metabolizasyonu gerceklestirilebilen ve essiz bir taginma sistemine
sahip OZYA (MCFA), aktivitelerinin bazilarimi reseptor aracili hiicre i¢i yollar ile
gerceklestirebiliyorken dolasimda bulunan hormon ve metabolit seviyelerini modifiye
ederek viicut metabolizmasina katki saglamaktadir. Yag asitlerinin metabolizasyon
evreleri Sekil 2.6.'da sematik olarak gosterilmistir. Viicutta enerji ihtiyacinin
giderilmesinde 6nemli bir yere sahip temel metabolik bir yol olan beta-oksidasyon,
FA’larin mitokondride 2 karbonlu iinitelere parcalanmasi ve katabolize edilmesi
islemidir. Karbon sayis1 on iki veya daha az olan FA’lar tasiyicilara ihtiya¢ duymadan
mitokondriye direk olarak giris saglayabilirken , karbon sayisi fazla olanlar karnitin
mekigi tagtyici sistemine gerek duymaktadir.
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Sekil 2.6. Yaglarin/ yag asitlerinin sindirim, emilim ve tasinmasinin sematik gosterimi (Bach ve
Babayan 1982; Demirci, 2018)

Biitiin memelilerde emilim sonrasi karacigerde toplanan yag asitleri okside edilerek
enerji kaynagi olarak yada denova sentez (yag asidi biyosentez) mekanizmasi,
desatiirasyon (doymus yag asitlerinin desatiiraz enzimi araciliiyla doymamis yag
asitlerine  doniisim mekanizmas1), elongasyon, esterifikasyon (trigliseritlerin
olusturulma mekanizmasi) vb. isimleriyle bilinen biyosentez mekanizmalar ile
islenmesinin ardindan organizmanin ihtiyag¢ duydugu {riinlere (fosfolipitlere,
kolesterollere vb.) doniisiimii gerceklestirilmektedir. De-novo sentez mekanizmasi ,
sitoplazmada asetil Co-A ile gergeklestirilmekte ve son iiriin palmitik asit (16:0)
olusturulmaktadir. Doymus yag asitlerine nazaran doymamis yag asitlerine metabolik
fonksiyonlarin korunmasi, membran yapisina katilma, ortam akigkanliginin saglanmasi
gibi fonksiyonlardan dolay1 daha fazla gereksinim duyulmaktadir. Buna bagli olarak
kisa ve orta zincirli yag asitleri , trigliseritleri birka¢ fonksiyonel mekanizma disinda
enerji kaynagi olarak yada UZYA/ UZT vyapist olusturularak kullanildigi ileri
stiriilmektedir (Chanmugam ve ark., 1992; Demirci, 2018).
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Sekil 2.7. Yag asitlerinin hepatik metabolizmasi. (Bach ve Babayan, 1982)

OZYA canl viicudunda glikoneogenez/ lipogenez, hepatik glikoz gibi reaksiyonlar
inhibe edici, yag asiti oksidasyonunda ve plazmadan salinimlarinda arttirict yondeki
aktiviteleri ile beraber dokularda lipit ve karbonhidrat metabolizmalarinin
diizenlenmesine katki saglamaktadir. Yag asitlerinin enerji olusumu i¢in izlemis oldugu
hepatik metabolizma asamalar1 Sekil 2.7.'de gosterilmistir. OZT’lerin viicuda alinmasi
ile OZYA ‘larin hizli bir sekilde metabolize edilmeleri sonucunda serbest yag
asitlerinin olusumunda ve 6zellikle B-OH-biitirik asit kan keton cisimcigi seviyesinde
anlamli bir artisin oldugu fakat bunlarin basta kas olmak tizere diger dokularda enerji
deposu olarak kullanildigi ileri siiriilmektedir (Bach ve Babayan, 1982).

Yag asitleri, organizmanin enerji kaynagi , hiicre membranlarinin temel ve onemli
bileseni, genlerin aktivasyonu, bagisiklik diizenleyicisi, sinyal modiilasyonunda, ¢ogu
mekanizmada rolii olan 6nemli substrat, vb. biyolojik islevlerde gorev almaktadir (Liu,
2015; Demirci, 2015; Philip ve Calder, 2013; Meer ve ark., 2008). Hayvan ve
insanlarda OZT-OZYA ‘larin yogun oldugu besinlerin tiiketiminin UZT-UZYA ile
beslenmeye karst organizmadaki mitokondriyal oksidatif stres seviyesinde azalmanin
fazla ve yag oksidasyonunun indiiklenmesinde artis oldugu ispatlanmistir (Kiigiikersan,
2020; Demirci, 2018). Inflamasyonda ve karsinogenezin gelisme ve ilerleme
asamalarinda etkili olan oksidatif stres, kimyasal tepkimeler sonucu olusan reaktif
oksijen ve azot tiirlerinin olusumu dogrultusunda hiicrelerin antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki denge bozuklugunun sonucu olusmaktadir. Mekanizmada
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meydana gelen bu diizensiz reaksiyon dizisi DNA’nin, lipit ve proteinlerin
modifikasyonuna sebep olmaktadir (Caglar ve ark., 2017).

Viicutta sindirim mekanizmast farkli olan orta zincirli yag asitlerinin {izerine
gergeklestirilen in-vitro yapilan bir¢ok calismada bagirsak hasarin1 indirgedigi,
hepatotoksiteden koruma ve proinflamatuar aktivitelere sahip oldugu analiz edilmistir
(Gimiis ve Yardimei, 2018). Yag asitlerinden kisa ve uzun zincirli yag asitlerinin
(LCFA) potansiyel saglik o6zellikleri bulunmaktadir. Hiicre sinyal mekanizmasi
yollarinda ana molekiil olarak rol almaktadirlar. LCFA’larin agir1 tiiketimi sinyal iletim
mekanizmasinda aktif Peroksizom prolifetarii ile aktive olan reseptdrleri modifiye
ederek tiimor gelisimine sebep olmaktadir (Xue ve ark., 2017). Daha ¢ok bagirsak
bakterilerinin diyet liflerinin fermantasyonunu gergeklestirerek olusturdugu kisa zincirli
yag asitlerine (SCFA) bakildiginda ise hiicre proliferasyonunu modifiye eden ROS
(reaktif oksijen tiirleri)’u indiikleyerek kemotaksiyi degisiklige ugrattigi analizine
ulagilmistir. Bunlara ek olarak anti-tiimor, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar aktiviteleri
de mevcuttur (Roopashree ve ark. 2021; Tan ve ark., 2014; Xiang ve ark., 2019).

2016 yilinda OZYA’larin diger yag asitlerine kiyasla kalp fonksiyonlar1 iizerindeki
olumlu ve olumsuz aktivitesini analiz etmek i¢in yapilan bir ¢alismada, OZYA igerigi
yiikksek olan beslenmeye bagli olarak agil karnitin, plazma sfingolipid ve seramid
seviyelerinin azaldigi, steatoza sebep olmadigi, bunlara ek olarak tip-2 diyabet
hastalarinin acliga bagli insiilin seviyelerinde de olumlu sonuglara sebep olacagi
diisiiniilmektedir. Hecker ve ark. gerceklestirmis oldugu bir diger c¢alismada,
OZY A’larin hiicrede meydana gelen inflamasyon kosullarinda dejenerasyona ugramis
mitokondriyal ~solunum  sisteminin  yeniden onarmminda @ ve islevselliginin
kazandirilmasinda kullanilabilecek bir enerji kaynagi oldugunu analiz etmislerdir.
Damar yolu (parenteral yontem) ile alinan OZT ‘lerin organizmanin 16kosit miktarinda
artisa neden oldugu ve buna bagli olarak bagisiklik sistemi lizerinde olumlu yonde etkili
oldugu tespit edilmistir. Miristik, palmitik ve laurik gibi uzun zincirli yag asitleri diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) yada toplam kan kolesterolii seviyelerini arttirirken
bunun aksine kaproik, kaprilik gibi orta zincirli doymus yag asitleri, biitirik, stearik ve
kaprik asit notr bir etki gostermekte yada kan kolesterol seviyelerini 220’ye kadar
diistirmektedir (Katan ve ark., 1995). Bunlar disinda siklikla tiiketilen gidalarda peynirin
kiiflenme ve olgunlagsmasinda siit yaginin belirli bir oranda hidrolize ugramasi biitirik,
kaprilik, kaproik ve daha yiiksek karbon zincirli ugucu yag asitlerinin serbest kalmasina
sebep olmakla beraber peynir lezzetinin olusmasina katki saglamaktadir (Caglar ve ark.,
2017). Siit yaginda kisa zincirli yag asitleri seviyeleri daha yiiksek olup 400’den fazla
yag asiti tespit edilmis ve miktarlar1 baz alindiginda bunlar arasinda 10 tanesinin daha
onemli oldugu saptanmistir. Karakteristik biitirik asitle beraber %70 oraninda doymus
yag asitleri, %40 diizeyinde ise doymamis yag asitleri bulunmaktadir (Anonim, Siit
Yag).

Gergeklestirilmis olan bir¢ok hayvan ve insan hiicre hatti ile yapilan in-vitro ¢alisma
sonucu, biitirik asitin (biitirat) kanser tedavisinde ( kolon, adenoma, vb.) spesifik kanser
hiicrelerine etki gosterdigi, programlanmis hiicre 6liimiine olan direnci yok ettigi , hiicre
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farklilasmasina ek olarak proliferasyon ve diferansiyasyon (hiicre farklilasmasi) gibi
onemli mekanizmalarin diizenlenmesinde etkin role sahip oldugu ispatlanmistir (Caglar
ve ark., 2017). Hiicreler arasinda bilgi transferini saglayan ve herhangi bir
modifikasyonunun hastalik patogenezinde rol aldig: hiicreler arasi sinyal mekanizmasi,
basta genler olmak {iizere reseptor ve niikleer faktorlerden etkilenebilmektedir.
Organizmada gen transkripsiyon modiilatorii islevine sahip yag asitlerinin hiicreler arasi
sinyalizasyon iizerinde kayda deger seviyede etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu
kapsamda 20-22 karbon(C) atomu sayisina sahip uzun zincirli doymamis yag asitleri
(UZYA-LCFA) ve metabolitlerinin, transkripsiyon faktor elemanlarinin niikleer
reseptorlerinin aktif ligand molekiilleri olarak belirlenmistir. LXR (karaciger X
reseptorleri, o/ B tipi), sterol diizenleyici element baglayict protein (SREBP, -1/-2),
PPAR(peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptdr, -y1/ -y2, -a ve -B/d) bunun bazi
ornekleridir (Kremmyda, 2011; Kou ve ark., 2020).

Insan saglig: i¢in biiyiik dneme sahip yag asitleri sadece yiiksek enerji kaynagi olmayip
proteinlerle birleserek lipoproteinleri olusturmalar1 nedeniyle de olduk¢a dnemlidir. Yag
asitlerinin fiziksel, kimyasal ve beslenme 6zellikleri; molekiilde yer alan karbon atomu
sayist1 doymusluk derecesi, karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag sayis1 ve karbon
atomlarina bagli hidrojenlerin pozisyonlari ile belirlenmektedir. Ehrlich asit ad1 verilen
bir bilesigin enjekte edilmesi ile tiimor olusturulan farelere diizenli olarak 10 giin siire
icerisinde verilen palmitoleik (16:1) yag asidinin yine tiimor tasiyan fareler arasinda
%50 oraninda bir gerilemeye sebep oldugu sonucuna varilmistir. Boyle bir sonuca
varilmasina ragmen palmitoleik yag asidinin bu aktivite mekanizmasi acikliga
kavusturulamamustir (Ito ve ark., 1982). Degerli bir kaynak olarak dikkat cekmekte olan
PAO(palmitoleik asit) kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi hastaliklar
Oonlemesinin yam: sira cilt hasarlarina karsi korumada fayda saglayabilecek anti-
bakteriyel ve anti-oksidan etki mekanizmalarina da sahiptir (Kamisaka ve ark., 2014).

Hiicre proliferasyon, bliyiime, metabolizma gibi fonksiyonlarda biiyiik bir 6neme sahip,
katabolik ve anabolik metabolizma islevleri arasinda kilit rol oynayan mTOR yolagi,
kanserde rol alan ii¢ ana sinyalizasyon yollarindan ( (PI3K)/AKT kinaz zinciri, protein
kinaz C ailesi (PKC), protein kinaz (MAPK)/Ras) biri olan (PI3K)/AKT kinaz zincir
yolagiin asag1 regiilasyonunda gorevli serin/treonin kinaz molekiiliidiir. Kanser hiicre
yapisinda hiicre dongli kontrol evrelerinde bulunan genlerdeki modifikasyonlarda
oldugu gibi mTOR sinyal yolagida énemli bir anti-tiimor hedef olarak ¢alismalarda ele
alimmaktadir. P53 tiimor baskilayict gen aktivasyonu ile ters orantili olarak caligmakta
oldugu ve yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda mTOR aktivasyonunun p53 geni tarafindan
baskilandig1 analiz edilmistir. mTOR sinyal yolagindaki diizensizliklerin metabolik
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, kanser, vb. hastaliklarla yakindan iliskili oldugu
rapor edilmistir (Kiigiikoner ve Isikdogan, 2013). In-vitro ve in-vivo bir¢ok biyo-
fonksiyona sahip omega-7 yag grubuna ait tekli doymamis yag asiti palmitoleik asit
(16:1) seviyesi mTOR sinyal yolag: tarafindan de novo lipogenez sentezinin kontrol
edilmesi ile diizenlenmektedir. mTOR aktivasyonunun yag asitleri ile 06zellikle
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palmitoleik asit seviyesi ile dogru orantili oldugu ileri siiriilmekte, fakat hastaliklar
izerindeki aktivitelerine dair veri kayitlart bulunmamaktadir (Yin ve ark., 2017).

ABD (Amerika Birlesik Devleti)’ de kolorektal kanser diger kanser tiirlerine nazaran
daha biiyiik etkiye sahiptir ve diyetin etkiledigi giiclii ve ciddi bir saglik sorununu
olusturmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalar gdsteriyor ki diyet faktorleri arasinda da yer
almakta olan n-3(omega 3) PUFA (¢oklu doymamis yag asiti- balik yagi icermektedir)
DHA (22:6, dokosaheksaenoik asit)’nin viicuda aliminin klinik deneyler ile de
desteklenerek kolon kanserinde ve AD (Alzheimer hastaligi) lizerinde inhibe edici etkisi
oldugu ispatlanmistir. Bitkisel yaglarda bulunan zengin diyet lipitleri baz alinarak n-
3’lere kiyasla n-6 PUFA lardan LA(linoleik asit)/ AA(arasidonik asit) kolon kanseri
hiicre hatt1 gelisimini indiiklemektedir (Lim ve ark., 2005; Chapkin ve ark., 2007).

Orta zincirli yag asitlerinin ve trigliseritlerinin transport, oksidasyon, gen diizeyinde
sentez gibi bazi hiicre metabolizmasi basamaklarindaki etkileri ve uzun zincirli yag
asitleri ile kiyaslandiginda daha diisiik enerjiye sahip olmasina bagl olarak giinlimiiz
yaygin hastaliklarindan kalp-damar, obezite, vb. lipid kokenli rahatsizliklarin 6nlem ve
tedavi asamasinda bir alternatif olarak ileri siiriilmektedir (Demirci, 2018). Dekanoik
asit olarakta bilinen 10 karbonlu (C10) bir omurgaya sahip kaprik asit diiz doymus orta
zincirli, beyaz kristal yapida bir yag asididir. Cogu memelinin siitinde , hurma ve
hindistan cevizi yaginda bulunmakta ve gida konservelerinde, sarap, dondurma, meyve
suyu vs. paketli gidalarda katki maddesi olarakda kullanim1 mevcuttur (Traul ve ark.,
2000). Birgok organik ¢oziiciide, seyreltilmis nitrik asitte ¢éziinen ve erime noktasi
31,5 C olan insan/ bitki /alg metaboliti, anti-inflamatuar / anti-bakteriyel/ antiviral
ajan, ucucu yag bileseni vs. gibi rolleri vardir. Basta kaprik asit ve diger orta zincirli
yag asitleri insan hiicrelerinde ¢esitli biyolojik aktiviteler gostermektedir. Cilt, meme
ve kolorektal kanser hiicre hatlar1 {izerinde anti-tiimor aktiviteye sahip oldugu 2015
yilinda Narayanan ve ark. yapmis oldugu bir calisma ile ispatlanmistir. Gostermis
olduklar1 aktiviteleri, kontrollii hiicre 6liim mekanizmas1 olan apoptozis genlerinin
ekspresyonunu arttirict sekilde diizenledigine yada hiicre siklusunu, sinyal iletim
yollarin1 modiile etmesine dayandirilmaktadir (Yang ve ark., 2018). Zincir uzunlugu 6-
12C (karbon) atomu arasinda degisim gosteren MCFA'lar (orta zincirli yag asitleri), kan
ve beyin bariyerlerini gecerek mitokondriyal beta-oksidasyon yolagi ile beyinde oksit
edilebilmektedir. Basta kozmetik, gida ve bazi terapétik ilaglarda, ek besin alimina
ithtiya¢ duyan bireylerde kullanimi yaygin olan MCT'ler ( Orta zincirli trigliseritler)
daha ¢ok kaprik(C10), kaprilik (C8) asit, az oranda ise 6 karbonlu (C6- kaproik) ve 12
karbonlu (C12- laurik) yag asitlerinden olusmaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda
Alzheimer hastaligi, kilo kaybi, diyabet, kolesterol seviyesinin korunmasi, travmatik
beyin hasari, kanser, karaciger toksisitesi ve ilaca direngli epilepsi, vb. beyin
hastaliklarinin tedavisinde MCFA'lar olumlu anti-oksidan aktiviteler sergilemistir
(Zakaria ve ark., 2011; Wang ve ark., 2006; Roopashree ve ark., 2021). Alternatif enerji
substratlar1 MCFA'lar, beynin metabolik yakitlar olarak kullanabilecegi laktat ve keton
cisimlerinin olusturulmasiyla astrositler ve ndronlar i¢in yakit kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Damiano ve ark., 2020).
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Sekil 2.8. Orta zincirli yag asitlerinin emilim mekanizmasinin sematik gosterimi (Roopashree
ve ark. 2021)

Mitokondride aktif form kazanan MCFA'lar, Sekil 2.9.'da gosterildigi gibi i¢
mitokondriyal membran boyunca yayilarak mitokondriyal matriste asetil-COA' ya
aktarilmakta ve bu aktifligi ile LCFA’ lardan (uzun zincirli yag asitleri) ayrilmakta olup
aynt zamanda sitrik asit  dongilisinde ve beta oksidasyonunda substrat islevi
gormektedir (Damiano ve ark., 2020). Uzun zincirli yag asitlerinin aksine yapilan
caligmalarda daha ¢ok 0n plana ¢ikmis olan C8 ve C10 yag asitleri ile beraber tiim orta
zincirli yag asitleri  lizerinde, ndorolojik hastaliklar vb. hastaliklarin tedavisinde
mitokondriyal membrana girebilmesi i¢in aktiflik kazandiracak kartinin mekigine
ihtiya¢ duymadan beta oksidasyonlar1 ger¢eklesmektedir (Roopashree ve ark., 2021;
Miyagawa ve ark., 2018). Metabolizmalar1 ile keton cisimciklerinin olusumunu
saglayan MCFA’larin hizli emilimi ve beta-oksidasyonu bu yag gruplarinin kayda deger
oranda fizyolojik aktivitelerinin oldugunu diisiindiirmektedir (Ebert ve ark., 2003). Yag
asitlerinin emilim mekanizmasi1 Sekil 2.8.'de gosterilmistir. Fakat farkli kaynaklarda
orta zincirli yag asitlerinden C8'in aksine C10’un sitozolde mitokondriye girmek i¢in
kartinin mekigine ihtiya¢c duydugu ileri siirilmiistiir (Damiano ve ark., 2020).
MCFA’larin organizmada gostermis oldugu aktiviteler direkt reseptdr aracili yollar
araciligiyla gerceklessede, metabolik diizenleyici olarak dolasimda gorevli ilgili
metabolit ve hormon seviyelerini diizenlemekte rol oynamaktadir.

17


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175646462100373X?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175646462100373X?via%3Dihub#!
https://lipidworld.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12944-018-0908-0#auth-Yoshihiro-Miyagawa
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.23-13-05928.2003

Carnitine @

Carnitine

Sekil 2.9. MCFA (Ota Zincirli Yag Asitleri)’larin Beta-oksidasyonu (Roopashree ve ark. 2021)

OZYA grubunda yer alan C12’li laurik asitin meme kanseri lizerine olan etki
mekanizmas1 arastirilmis ve elde edilen verilerde hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda
durdurarak yada apoptozu indiikleyen tiimdr baskilayict bir gen olan p53’in
ekspresyonunda degisiklige neden olmazken siklin bagiml kinaz inhibit6rlerinden p21
ekspresyonunu arttirarak hiicre boliinmesini regiile etmistir. Normal seviyede oksidatif
stres kanser hiicrelerinin iizerinde olumsuz bir etki olusturmak yerine ekspresyonunu
arttirirken, oksidatif stresteki artisa bagli olarak prooksidan molekiillerin asir1 ROS
tiretmesi ile beraber kontrollii hiicre 6liim mekanizmasinin (apoptoz) devreye girmesi ile
sonuclanmistir. Daha bircok farkli kanser tiirleri (endometrial, epidermoid, insan
kolorektal ve hepatoseliiler, vb.) ¢alismasinda doymus OZYA arasinda laurik asitin
aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu tizerine raporlar bulunmaktadir. Lappano ve ark. 2017
yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alisma 100mM laurik asit tedavi konsantrasyonunun
EGFR (epidermal biiyiime faktorii) fosforilasyonu ve ROS seviyesini arttirdigi,kinaz
reseptorlerine bagli apoptozun indiikledigi goglis kanseri hiicre hatti olan Skbr3
tizerinde analiz edilmistir (Lappano ve ark., 2017; Roopashree ve ark. 2021).
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Bazi1 FA'lar hiicre i¢i (diagilgliserol, trombosit aktive edici faktorler, seramidler vs.) ve
hiicreler aras1 sinyal molekiillerinin gii¢lii bilesenleri olan 16kotrienler, prostaglandinler
vb. etkilesimde rol alan hiicre aracilarmin iiretiminde rol almaktadir. Bagisiklik
fonksiyonunda oOnemli aktiviteye sahip l6kositlerin metabolik aktivitesinde,
fonksiyonlariin diizenlenmesinde ve kontroliinde de yag asitleriyle karsilagiimaktadir.
Diisiik konsantrasyona sahip FA'larin varliginda I6kosit fonksiyonunu, adezyon
molekiilleri ve sitokinlerin {iretimi ve proliferasyonu kontrol altina alarak modiile
etmektedir. Bunlara ek olarak hiicre yapismasi, vaskiiler kasilma, diyapedez, kemotaksis
vb. iltihaplanmanin ¢ogu basamaginda yer almaktadirlar. Finstad ve ark. (1998),
Mainou-Fowler ve ark. (2001) yapmis oldugu calismalarda ¢oklu doymus yag
asitlerinden bazilarinin ve ugucu yag asitlerinin konsantrasyonlarin fazla oldugu
durumlarda kontrollii hiicre 6limiine (apoptoz), daha yiiksek kontrasyonlarda ise bir
diger hiicre 6lim mekanizmasi, hiicre sismesi olarak da bilinen nekrozise sebep oldugu
rapor edilmistir (Lima ve ark., 2002). Yapilan ¢alismalardan bazilar1 SCFA’ lardan (kisa
zincirli yag asitleri) biitirat yag asitinin yiiksek konsantrasyonlarinin bagirsakta bulunan
epiteller tarafindan interlokin-8(IL-8) salgilanmasi iizerine doza bagimli olarak asagi
regiile etmesine sebep oldugu ispatlanmistir (Hoshimoto ve ark., 2002).

Kaprik asit (DA) bilinen transkripsiyonel aktiviteyi modiile etme 6zelligi disinda
hormon salgilanmasi ve islevinin diizenlenmesinde de rol almaktadir. Antiviral, anti-
bakteriyal, pro-apoptotik, anti-proliferatif ve diger orta zincirli yag asitlerinin de ortak
ozelliklerinden biri olan antitiimdr aktivitesi de mevcuttur. Antitiimor aktivitesi {izerine
2015 yilinda yapilan ¢alismada orta zincirli yag asitlerinin hiicre dongiisii evrelerini
modiile ettigi veya kontrollii hiicre 6liim mekanizmasii indiikleyerek gorevli gen
gruplarinin, hormonlarin salgilanmasinda ve islevlerinin diizenlenmesinde de aktif
gorev almaktadir. Bunlara ek olarak hamilelik siirecinde orta zincirli doymus yag
asitleri ile diyet takviyesinin bebeklerde obeziteyi Onleyici yonde etki gdstermekte
oldugu fakat alinan DA 'larin hangi hormonlar {izerinde olumlu veya olumsuz nasil etki
gosterdigine dair veri bulunmamaktadir. Okaryotik hiicre mekanizmasinda DNA
polimeraz enziminin islem faktdr elemani olarak gorevli ve replikasyonda gerekli DNA
klempi olarak bilinen ¢ogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA)’nin belirte¢ olarak
kullanildig1 ¢alismada DA ile muamele edilmis HTR8/SVneo hiicre hattinda tedavi
edilmeyenlere kiyasen cekirdeklerinde yaklasik %43’liikk bir oranda daha az eksprese
edildigi tespit edilmistir. Ayn1 c¢alismanin diger sonuglarina da bakildiginda hiicre
dongiisiit G2/M evresindeki hiicrelerin ekspresyonunda azalmasina bagli olarak DA ‘nin
hiicre proliferasyonunu inhibe edici yonde etki gosterdigi yoniinde yorumlanmuistir.
Oksidatif stresle dogru orantili olarak artis gosteren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tretimini hiicrede DA’nin varligit doza bagli olarak tetikledigi Sekil 2.10.'da
gosterilmistir. Buna bagli olarak hiicre mitokondrisinde Ca+ artisi ile birlikte membran
bozulmasina ve apoptozun aktivasyonuna neden olmaktadir ( Yang ve ark. , 2018).
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Reaktif oksijen tiirleri gibi serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif hasarlara karsi
anti-oksidan aktivite igeren dogal veya bitkisel kaynaklar insanlarin savunma
mekanizmasina destek saglamaktadir. Bu bilesenleri daha ¢ok igeriginde barindiran
bitkisel kokenli fitokimyasal antioksidanlar, serbest radikalleri baglayarak, indirgeyici
molekiilleri indiikleyerek, vb. aktif mekanizmalar ile serbest radikalleri ndtralize ederek

hiicre hasarin1 engelleyerek yenilenmelerine olanak saglamaktadir (Giilesci ve Aygiil,
2016).
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Sekil 2.10. Dekanoik asitin insan trofoblast hiicreleri {izerindeki etkisinin incelendigi bir
caligmada sematik gosterimi ( Yang ve ark. , 2018)

2008 yilinda MO Leyva ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada monokarboksilik bir asit
olan hekzanoik asitin(HA) domateste bulunan Botrytis cinerea mantar gelisimi {izerine
olan inhibe edici aktivitesi altinda yatmakta olan mekanizmasi in-vitro ve in-vivo
arastirmalar ile rapor edilmistir. In-vitro sonuglarda B. Cinerea asilamas: yapildiktan
sonra belirli zaman araliginda (72 s.) ve farkli konsantrasyonlarda uygulanmis olan HA
‘in antifungal aktivitesi, germ-tiip ad1 verilmekte olan ¢imlenmenin ilk asamalarini
etkileyerek gerceklestirdigi analiz edilmistir. HA ile beraber bitkilerde meydana gelen
misel bilylimesi, spor gelisimi gibi olaylarin inaktif edilmesinde , yiyecek ve i¢ceceklerin
muhafaza edilmesinde diger bazi yag asitlerinin az bir kisminin kullanilabilmesine izin
verilebilmektedir. Temelde bu yag asitlerinin etki mekanizmalart metabolik
fonksiyonlarin inhibisyonuna neden olan sitoplazmik asitlesmeye dayandirilmaktadir.
Ayn1 zamanda bu c¢alisjmada HA’in antimikrobiyal aktivitesi de, mantar zari
gegirgenligini ve poliamin igerigini degistirdigi de gozlemlenmistir (Leyva ve ark.,
2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM:
3.1. Kanser Hiicre Hatlar1 ve Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Biitiin hiicre kiiltiirii biiyiitme, pasajlama, ekim, ilaglarin ayr1 ayr1 ve
kombinasyonlarinin uygulanmasi

%70'lik etanol ile sterilize edilmis olan laminar kabinde , otoklav ile de sterilizasyonu
saglanan sarf calisma ekipmanlariyla hassas bir sekilde gerceklestirildi. Uygulamalar
oncesi laboratuvar ortaminin kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak, minimize etmek
icin giivenlik kabinine girmeden 6nce ve deney sonrast UV uygulamasi gergeklestirildi.
Calismada BAU MBG bdéliimiinden C6 (Sigan Beyin Tiimorii) ,Acibadem Genetik Tani
merkezinden HT-29 (Kolorektal kanser hiicreleri) ve Yeditepe {iiniversitesi MBG
béliimiinden HeLa (Insan Servikal Kanser Hiicresi) temin edilen olmak iizere ii¢ farkli
kanser hiicre hatt1 kullanildi. Hiicre kiiltiirleme i¢in %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve
%2 PenStrep (Penisilin- Streptomisin) soliisyonu igeren katkihi DMEM (Sigma,
Germany) besi yeri kullanildi. Azot tankindan ¢ikarilan hiicreler 15 ml’lik falkon
tiiplerde besiyeri yardimiyla ¢ozdiiriilerek 5000 RPMI’da 3-5 dk santrifiij edilerek pelet
kismina ¢oktiiriildii. Pelet kisimdan besiyeri aspire edilerek 15 ml kadar taze besiyeri
yeri ile siispanse hal kazandirilarak steril T75'lik hiicre kiiltiir flasklarina aktarildi ve 37
C?% de %5°lik CO, igeren %80-90°1ik nem oranina sahip etiiv ortaminda yaklasik olarak
4-5 giin adherent forma gecerek % 85-90’lik konfluens ulasincaya kadar inkiibe edildi.
Tiim bu asamalar Sekil 3.1.'de gosterilmistir.
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" '
:
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timari) pasajlama basamaklari E‘EU\;Ideye‘[erh
HT-29(insan Kolon ontluense
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Sekil 3.1. Hiicre agma, pasajlama uygulamalarinin sematik gosterimi

Uygulama asamasina gegebilmek ic¢in yeterli konfluense (%90'l1ik) ulasmis olan hiicre
hatlarinin pasajlama islemi gergeklestirildi. Hiicreler saglikli bir sekilde biiyiiyiip
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beklenilen konfluense ulagincaya kadar 2-3 gibi belirli araliklar ile ortam besiyeri
degistirildi. Flasklardaki besiyeri aspire edilerek, ortamda bulunan besiyeri kalintilarini
tamamen elimine edebilmek i¢in kiiltiir flask1 5 ml 1X’lik soguk dPBS (fosfat tamponlu
tuz c¢ozeltisi) ile dikkatli bir sekilde yikama islemine tabi tutuldu. DPBS soliisyonuda
ortamdan aspire edildikten sonra adherent olan yani kiiltiir kabina yapisik olarak
biliylime gosteren hiicrelerin zeminden ayristirilmasi, siispanse bir hal kazanabilmesi i¢in
4-5 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek maksimum 3-4 dakika kadar 37 o C’de
%5'lik CO, ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda flaskda olusan hiicre
slispansiyonu iizerine 10 ml taze besiyeri (DMEM) eklenerek tripsin ndtralize edildi ve
15 ml steril falkon tiipe aktarildi. Hiicreler 5000 RPMI’da 5 dakika santriflij edildi.
Santrifiij islemi sonrasi pelet kismindaki hiicrelere temas etmeden hassas bir sekilde
stipernatant kisim aspire edilerek hiicre pelleti 5 ml taze besiyeri ilavesiyle steril pastor
pipetle siispanse hale getirildi. Hiicre sayimi i¢in siispansiyonundan 20 pL hiicre ve 20
pl tripan mavisi soliisyonu karistirilarak homojenize edilen bu karistmin 20 pL’si
hemositometre (Thoma lamin) de bulunan hiicre sayim karlerine pipetlendi. Hiicreler
mikroskop altinda sayilarak hiicre konsantrasyonu belirlenmistir. Sayim isleminden
sonra yeni bir steril 15 mL lik falkon tiip igerisinde ¢alisilacak hiicre stok siispansiyonu
hazirlandi. Hiicre siispansiyonundan mikroplak (96’lik hiicre kiiltiir plagi) her bir
kuyucuguna 4000 hiicre/ 100-200 upl besiyeri pipetlendi. Protein ve biiylime
faktorlerinin yeniden sentezlenebilmesi ve hiicrelerin uygulama oncesi adherent form
kazanmas1 i¢in yaklasik 24 saat beklenmektedir. Bu inkiibasyon siirecinde ayrica
besiyeri icerisinde terapotik ajan konsantrasyonlart ile muamele edilmeden once
metabolik aktiviteleri kazandirilmis olmaktadir (Huang ve ark., 2010). Ekim sonrasinda
adherent hiicrelerin konfluensleri (%70-80) kontrol edilerek muamele asamalarina
gecildi.

Seri olarak diliisyonlar1 saglanan terapétik ajanlar seriler halinde ayrilan hiicre besiyeri
gruplarina eklendi (terepdtik ajanlarla beraber son voliimii 100ul olacak sekilde
ayarlandi). Mikroplaklarin ilk siitunu besiyeri kontrolii, ikinci siitun hiicre kontrolii,
iclincii siitun coziicimiiz DMSO ve diger kuyucuklar her bir terapdtik ajanin alti
konsantrasyonu ve li¢ tekrar1 olacak sekilde sirali satirlara gelecek sekilde ayarlandi.
Elde edilen IC50 deger grafiginden elde edilen verilere bagli ayr1 ayri ve ikili
kombinasyonlar1 olusturularak hiicre hatti ile tekrar muamele edilerek 37C° etiivde 24,
48 ve 72 saat olacak sekilde tekrari olan ii¢ farkli mikroplakta inkiibasyona birakildi.

3.2. Yag Asitlerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Uretici firmalardan temin edilmis kristal formdaki yag asitleri (heksanoik (C6),
oktanoik (C8), dekanoik(C10), palmitoleik (C16:0)) hepsinin katalog numarasi ile
ulagilan bilgiler ve yapilan bir¢cok calismada ortak ¢dziiciisli olarak belirtilen %98’lik
DMSO igerisinde 1000mM (1M) heksanoik asit (kaproik asit, 2.5gr, CAS:153745,
%99’luk, Sigma-Aldrich), 1000 mM(1M), oktanoik asit (kaprilik asit, PHR1202- 1gr,
CAS: 124-07-2, Sigma-Aldrich), 3000 mM(3M), dekanoik asit (kaprik asit, 25gr, CAS
RN: 334-48-5, %98’lik, TCI-America), 100mM palmitoleik asit (100mg, CAS:1-800-
364-9897, item: 10009871, Cayman Chemical Company) stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Dekanoik asit ve palmitoleik asit -20 C’de , heksanoik asit ve oktanoik asit ise +4C° ‘de
muhafaza edildi. Uygulama oncesi hazirlanan stoklar DMSO’nun hiicre hatlari
iizerindeki toksik etkisi diisiinlilerek minimize etmek amaciyla konsantrasyonlari
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besiyeri ile yeni stok konsantrasyonlara diisiiriilerek amaciyla seyreltilerek kullanildi.
DMSO kontrolii de aymi sekilde diliie edilerek uygulandi.(100:1 (besiyeri: DMSO)).
Hazirlanan yag asit stoklar1 30 dakika kadar gilivenlik kabininde UV’ye maruz
birakilmasmin ardindan dolaba kaldirildi. Yag asitlerinin hesaplamalar dogrultusunda
kullanilan ¢6ziicii miktarlar1 ve saklama kosullarina dair bilgiler Tablo 3.1.'de
gosterilmistir.

Tablo 3.1. Ticari olarak alinmig olan yag asitlerinin uygun soliisyon igerisinde ¢6zdiiriilerek
stogunun hazirlanmas1 ve saklanma kosullart ( C-6: heksanoikasit, C8: oktanoik asit, C10:
dekanoik asit, C-16:1: palmitoleik asit)

Yag Asiti  Net Agirhgr  Céziicii Mik./ Stok konsantrasyonu Saklama Kosulu

C-6 2.5gr 21,5 ml / 1000 mM +4 C°
C-8 1gr 7 ml /1000 mM +4 C°
C-10 25 gr 48 ml / 3000 mM -20 C°
C16:1 100 mg 4 ml/ 100 mM 20 C°

3.3. HeLa, HT-29 ve C6 Hiicre Hatlarimin Kaprik, Kaproik, Kaprilik ve
Palmitoleik Yag Asitleri ile Muamelesi icin Uygun Konsantrasyonlarm, 1C50
Degerlerinin Belirlenmesi

Yag asitlerinin muamelesi i¢in uygun sayida hiicre oOncelikle besiyeri igerisinde
deneylere uygun plakalara ekildi. Yaklasik 24 saat sonra adherent form kazanan
hiicreler blank, kontrol, %1’lik DMSO kontrolii ve hiicre kiiltiir besiyeri ile diliie edilen
degisik konsantrasyonlardaki yag asitlerinin eklenmesinden sonra antitiimdr, sitotoksik
etkisini analiz etmek i¢in 24-48-72 saatlik inkiibasyon ile muameleye birakildi.
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Sekil 3.2. MTT analizleri igin hiicre ekim ve uygulamalarinin sematik gosterimi

3.3.1. MTT testi ile IC50 (inhibisyon konsantrasyon degeri) araliginin belirlenmesi

Tablo 3.2. IC50 deger araligini belirlemek i¢in uygulanan konsantrasyonlar

Yag Asidi Ad1

Terapotik Konsantrasyonlar

Heksanoik asit
10mM

Oktanoik asit
10mM

Dekanoik asit
ImM

Palmitoleik asit
1mM

100uM,500uM,1mM, SmM, 7,5mM,

100uM, 500uM,1mM, 3mM, 7mM,

10uM, 50uM, 100uM, 500uM, 750uM,

10uM, 75uM, 100pM, 250uM, 500uM,
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3.3.2. Hiicre hatlarina gore belirlenen IC50 degerlerine gore olusturulan ikili
kombinasyon uygulamalari

Tablo 3.3. IC50 deger araliklarina gore hiicre hatlarina uygulanan ikili kombinasyonlar

Yag Asitlerinin C6 HT-29 Hel a

Kombinasyonlar:

C-6+C-8 3600-3350 uM 2650-3500/ 3900-3500 uM  3800- 3250 pM
C-6+C-10 3600-3200 uM 2650-2500/ 3900-2500 uM  3800-2000 pM
C-6 +C-16:1 3600-2200 uM 2650-2700/ 3900-2700 uM  3800-2500 uM
C-8+C-10 3350- 3200 uM  3500-2500 uM 3250- 2000 pM
C-8+C-16:1 3350- 2200 pM 3500- 2700 uM 3250- 2500 pM
C-10 + C-16:1 3200-2200 pM 2500-2700 pM 2000- 2500 pM

3.4. Hiicre Canhlik Analizleri - MTT (Metiltiazoldifenil-tetrazolium bromid)

Kanser hiicre hatlar1 lizerinde ilgili yag asitlerinin farkli konsantrasyonlar1 ele alinarak
kiiltlir ortamindaki hiicrelere hiicresel proliferasyon denemeleri uygulanacaktir. Bu test
icin her bir hiicre hattindan 96 kuyucuklu pleytlere uygulanacak konsantrasyon ve
kombinlerince uygun sayida kuyucuktan her birine yaklasik 5x10° hiicre ekimi
yapilarak ilaglarla muamele edilecektir. Inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligini analiz
etmek icin MTT protokolii uygulanacaktir. MTT yontemi kullanilmasiyla canli
hiicrelerin kantitatif olarak saptanmasi gergeklestirilmektedir. MTT boyast canl
hiicrelerde mitokondrinin tetrazolium halkasin1 mitokondriyal dehidrogenaz enzim
aktivitesi ile parcalamaktadir. Sonugta MTT boyas1 hiicre i¢i mor formazan kristallerine
doniismektedir. Basit, giivenilir ve Ozellikle radyoizotoplara gereksinim duyulmadan
gerceklestirilmesi yontemin avantajlart arasindadir. MTT yontemi hiicrelerin MTT
soliisyonu ile inkiibasyonu, reaksiyon {irliniiniin ¢oziiniir hale gelmesi ile kolorimetrik
ol¢iimii basamaklarindan olusmaktadir. Islemin sonucunda mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renge boyanip, mitokondri fonksiyonu bozulmus canliligini
yitirmis olan hiicreler ise boyanmamaktadir (Terzioglu ve ark., 2013). Hiicre canliligini
analiz etmek i¢in ekimi ve yag asitlerinin muamelesi gerceklestirilmis olan her bir
kuyucuga 1X PBS ile ¢ozdirilmiis MTT soliisyonundan miimkiin oldugunca 1518in
olmadig1 veya minimize edildigi ortamda 10ul yliklemenin ardindan iizeri 1518a karst
duyarli bir yapist oldugu i¢in mikroplak aliiminyum folyo ile kaplanarak protokolde
belirtildigi gibi 2-4 saat araligt kadar 37°C’lik sicaklik igeren %5’lik CO2
inkiibatoriinde inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarda bulunan
MTT soliisyonu ve besiyeri lizerine hiicrelerin siispanse hal almasi ve formazan
yapilarmin kaldirilmast icin MTT preparing solubilization buffer’den her kuyucuga
100ul eklenerek pipetaj uygulandi ve 15 dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Son
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olarak mikroplak okuyucu HIDEX ELISA’da 570nm’de spektrofotometrik olarak
olgiilerek absorbanslarina gore canlilik grafikleri analiz edildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, Microsoft Excel ve GraphPad Prism 9.0 yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi. Sonuglar Microsoft Excel de uygulanan konsantrasyonlar1 ve % hiicre
canlilik egi grafigi i¢in hesaplamasi yapilarak GraphPad Prism aktarildi. Belirli
komutlar kullanilarak IC50 deger araliginin logaritmik egim grafigi hesaplamalar
sonucunda olusturuldu. Ikili kombinasyon denemeleri i¢in bar grafigi olusturuldu.
Hesaplama basamaklar1 Sekil 3.3.'de gosterilmistir. MTT testi i¢in varyans (ANOVA)I
analiz yolu kullanilarak belirlendi. Degerlendirme P<0.05 degerine gore gergeklestirildi.
P degeri 0.05 veya altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve
yildiz simgesiyle (****: P < 0.0001; ***: P < 0.001; **: P < 0.01; *: P < 0.05)
belirtildi. Verilerin ortalamasi + SEM olarak ifade edildi. HIDEX te ¢ikan absorbans
degerlerinin Excell’de hesaplamasi asagidaki gibi yapildi. Yapilan tiim deneylerin en az
iicer defa tekrar1 gerceklestirilmistir.

Sonuc: !Kontrol besiyeri (blank) absorbans aritmetik ortalamalari
! Tiim absorbans - kontrol besiyeri ortalamasi
I Kontrol hiicre ve kontrol DMSO ortalamalar1

I (Kontrol hiicre ortalamasi *100) / kontrol hiicre ortalamasi (DMSO
ve Ui¢ tekrarli tiim absorbans  degerleri i¢in uygulandi)

Sekil 3.3. Kullanilan biitiin hiicre hatlart igin IC50 deger araligt ve %’lik canlilik oran
hesaplamalari. (Hesaplamalar Mikrosoft Excel programinda yapilarak Graphpad prism programi
ile grafikleri olusturuldu)
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4. BULGULAR

4.1. Her Hiicre Hatt1 icin IC50 Arahiginin Belirlenmesi

Kaprilik, kaproik, kaprik ve palmitoleik yag asitlerinin kanser hiicreleri {izerine olan
inhibe edici aktivitesini arastirdigimiz ¢alismada, literatiir taramalarinda ve datashittede
yer alan c¢oziicii olarak DMSO igerisinde hazirlandi. Kullanilan ¢6ziicliniin yag
asitlerinin hiicre hatlar1 iizerindeki aktivasyonunu etkileyip etkilemedigi kontrol grubu
olarak uygulanarak incelendi. Farkli konsantrasyon araliklarinda uygulanan yag
asitlerinin 1¢50 deger araligt ve devaminda olusturulan ikili kombinasyonuna bagl
canlilik seviye analizi MTT assay ile degerlendirildi. IC50 konsantrasyonlar: (hiicre
canliligimin %350 inhibe edildigi aralik) Graphpad prism programinda regresyon analizi
hazirlanmistir ve veriler Tablo 4.1'de gosterilmistir. Yag asiti uygulanmis HeLLa, HT-29
ve C6 hiicre hatlar1 canlilik %’lik seviyeleri ila¢ wuygulamasi yapilmamis
(besiyerithiicre ve %99’luk DMSO-+hiicre) hiicre hatlarinin MTT sonrasi elde edilen
absorbans degerlerinin kiyaslanmasi ile sonuglar hesaplanmistir. Elde edilen veriler
hesaplamalar sonrasinda bar grafik c¢izelgesinde gosterilmistir. IC50 deger araligini
belirlemek i¢in heksanoik asit (100uM,500uM,ImM, S5SmM, 7,5mM, 10mM), oktanoik
asit (100uM, 500puM,1mM, 3mM, 7mM, 10mM) , dekanoik asit (10uM, 50uM, 100uM,
500uM, 750uM, 1 mM) ve palmitoleik asit (10uM, 75uM, 100uM, 250uM, 500uM,
ImM) konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Uygulama sonrasi elde edilen kayda deger en
iyi sonuglar Tablo 4.1.'de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hiicre canliliginin %50 inhibe edildigi MTT sonrasi elde edilen verilerin IC50 deger
aralig ¢gizelgesi

Yag Asiti HeLa- 1C50 HT-29- 1C50 C6- 1C50

Hekzanoik Asit  3.788 mM (48h)

Oktanoik Asit  3.272 mM (72h)

Dekanoik Asit

2.084 mM (48h)

Palmitoleik Asit  2.470 mM (24h)

2.596 mM (72h)

3.9 mM (48h)

2.65 mM (72h)
3.66 mM (48h)
3.48 mM (72h)
2.8 mM (48h)
2.415 mM (72h)
2.76 mM (48h)

2.78 mM (72h)

3.600 mM(72h)

3.420 mM (24h)
3.693 mM (48h)
3.311 mM (24h)
3.190 mM (72h)
2.177 mM (24h)

2.204 mM (48h)
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Sekil 4.1. C6 glioma kanser hiicre hattinin yag asitleri muamelesi ile elde edilen MTT deneyi
sonucu IC50 doz-yanit egri grafikleri. a)72 saatlik heksanoik asit muamelesi sonucu, b) 24-48
saatlik oktanoik asit muamelesi, ¢) 24 saatlik dekanoik asit uygulamasi, d) 24 ve 48 saatlik
palmitoleik asit uygulamasi (Tablo 4.1'de verilen degerlerin C6 hiicre hatt icin IC50 grafikleri)
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Sekil 4.2. HeLa servikal kanser hiicre hattinin yag asitleri muamelesi ile elde edilen IC50 doz-
yanit egri grafikleri. a) 48 saatlik heksanoik asit muamelesi, b)72 saatlik oktanoik asit
muamelesi, c¢) 48 saatlik dekanoik asit ugulamasi, d) 24 ve 72 saatlik palmitoleik asit
uygulamasi (Tablo 4.1'de verilen degerlerin HeLa hiicre hatti icin IC50 grafikleri)
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Sekil 4.3. HT-29 kolon kanser hiicre hattinin yag asitleri muamelesi ile elde edilen IC50 doz-
yanit egri grafikleri.Sirasiyla heksanoik (a), oktanoik (b), dekanoik (c) ve palmitoleik (d) asitin
48 ve 72 saatlik inkiibasyon muamelesi (Tablo 4.1'de verilen degerlerin HT-29 hiicre hatt1 igin
IC50 grafikleri)
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4.2. Hiicre Hatlarinda Olusturulan ikili Kombinasyon Uygulamalarinin MTT
Analizi Oncesi Mikroskop Goriintiisii (20X’lik objektif, 200pm)

Sekil 4.4. Hela Hiicre hattinin 48 saatlik ikili kombinasyon uygulamalarinin ters 1sik
mikroskop goriintiileri. Kombinasyonda kullanilan tekli denemeleri ve kombinasyonlar

Sekil 4.5. HeLa Hiicre hattimin 72 saatlik ikili kombinasyon uygulamalarinin ters 1s1k
mikroskop goriintiileri. Kombinasyonda kullanilan tekli denemeleri ve kombinasyonlar
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Sekil 4.6. C6 hiicre hattinin 48 saatlik ikili kombinasyon uygulamalarinin ters 151k mikroskop
gorintiileri. Kombinasyonda kullanilan tekli denemeleri ve kombinasyonlar

Sekil 4.7. C6 hiicre hattinin 72 saatlik ikili kombinasyon uygulamalarinin ters 151k mikroskop
goriintiileri. Kombinasyonda kullanilan tekli denemeleri ve kombinasyonlar
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Sekil 4.8. HT-29 hiicre hattinin 48 saatlik ikili kombinasyon uygulamalarinin ters 1sik
mikroskop goriintiileri. Kombinasyonda kullanilan tekli denemeleri ve kombinasyonlar

\

L. ¥

\

Sekil 4.9. HT-29 hiicre hattinin 72 saatlik ikili kombinasyon uygulamalarinin ters 1sik
mikroskop goriintiileri. Kombinasyonda kullanilan tekli denemeleri ve kombinasyonlar
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4.3. Yag Asitlerinin ikili Kombinasyonlarinin 48 ve 72 Saatlik inkiibasyon Sonrasi
MTT Analiz Sonugclar:

A)

Canlilik inhibisyonu (%)

Canlilik inhibisyonu (%)
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150 =
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*
o bk g
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1 1 || 1 1 1
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(3.8) (3.25)  (2) (2.5)  Ok.(+) Dek.(+) Pal(+) Dek.(+) Pal.(+) Pal(+)

Konsanrasyon (mM)

Sekil 4.10. HeLa kadin serviks kanseri hiicre hattinin muamele sonrasi proliferasyonuna bagl
MTT sonuglari ile olusturulan canlilik bar grafikleri. A) 48 saatlik inkiibasyon canlilik verileri.
B) 72 saatlik inkiibasyon canlilik verileri. Istatistiksel veriler kontrol gruna kiyasla
gergeklestirildi (****: P <0.0001; ***: P <0.001; **: P <0.01; *: P <0.05)
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Sekil 4.11. HT-29 kolon kanseri hiicre hattinin muamele sonrasi proliferasyonuna baghh MTT
sonuglari ile olusturulan canlilik bar grafikleri.A)48 saatlik inkiibasyon canlilik verileri. B) 72
saatlik inkiibasyon canlilik verileri. Istatistiksel veriler kontrol gruna kiyasla gergeklestirildi
(****: P <0.0001; ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05)
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Sekil 4.12. C6 fare Glioma kanser hiicre hattinin muamele sonrasi proliferasyonuna bagli MTT
sonuglari ile olusturulan canlilik bar grafikleri.A) 48 saatlik inkiibasyon canlilik verileri. B) 72
saatlik inkiibasyon canlilik verileri. Istatistiksel veriler kontrol gruna kiyasla gerceklestirildi
(***: P <0.001; **: P <0.01; *: P <0.05)
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5. TARTISMA-SONUC

Bu tez projesinde ii¢ kanser hiicre hattinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarina dayali
IC50 egim grafikleri farkli doz araliklarinda yag asitleri ile muamele edilerek doz
duyarhliklar1 analiz edildi. Yag asitlerinin tekli uygulamalariyla proliferasyonlarinin
inhibisyonu iizerindeki etkin araliklari belirlenerek hiicre ¢ogalmasinin azaldig:
konsantrasyonlarda, kombinasyonlarinin kontrol gruplarina kiyasla aktivite gosterip
gostermeyecegi arastirildi. Heksanoik asit, oktanoik asit, dekanoik asit ve palmitoleik
asit dozlar1 her hiicre hatt1 tizerine uygulandi. Her hiicre hattinin (C6, HT-29, HelLa)
proliferasyon siireci ve ilag etkin mekanizmasinin farkliligi goz oniine alinarak her biri
ayr1 ayr1 dozlara tabi tutularak farkli veriler kaydedildi. Her hiicre hatt1 i¢in elde edilen
IC50 grafik egrisinde canliliklarinda %350 inhibisyon olusturan yag asiti dozlart; C6;
hekzanoik asit 3601, oktanoik asit 3420, 3693, dekanoik asit 3311/ 3190, palmitoleik
asit 2177/ 2204, HT-29; hekzanoik asit 3900/ 2650, oktanoik asit 3667/ 3481, dekanoik
asit 2807/ 2315, palmitoleik asit 2763/ 2781, HeLa; hekzanoik asit 3788, oktanoik asit
3272, dekanoik asit 2084, /palmitoleik asit 2470/ 2596 olarak analiz edildi. IC50 deger
araliklariin belirlenmesinin ardindan en diisiik ve egim grafigi en belirgin olan IC50
degerleri baz alinarak ikili kombinasyonlar1 olusturuldu. Tiim deney asamalarinda
oldugu gibi yine ii¢ ayri zaman araliginda (24, 48 ve 72 saatlik) inkiibasyonlara tabi
tutuldu.

Genetik baz1 etkin degisiklikler sonucu malign 6zellik kazanan timor hiicrelerine karst
bircok yontem denenmekte olup tedaviye baslangicta olumlu sonug alinabilme olasiligi
ile beraber devaminda hiicre hatlarinin uygulanan teknige veya molekiile karsi direng
kazanma ihtimali de beraberinde gelmektedir. Giinliik yasamimizda da tiiketilen gidalar
ile viicuda alim1 gergeklesmekte olan yag asitlerinin bu baglamda daha etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Anti-mikrobiyal, anti-timor, anti-oksidan gibi literatiirde yer alan
analiz edilmis bircok Onemli 6zelligi goéz Oniinde bulunduruldugunda denenmemis,
analizi yapilmamis hiicre hatlarinda ve farkli uygulamalar sonucunda kayda deger
sonuglar almabilecegi hipotezini olusturdu. Buna bagli olarak {i¢ hiicre hatt1 {izerindeki
sitotoksik etkisinin varlig1 ve seviyesi analiz edildi.

Hiicre proliferasyonunun ilerlemesi i¢cin 6nem arz etmekte olan hiicre siklusu evrelerinin
devam ederek bolinmenin gergeklesebilmesi kontrol noktalarinda yer alan ve spesifik
gorevleri olan gen yada genlerin ekspresyonu ile dogrudan iligkilidir. Siire¢ genelinde
hiicre uyarimina bagli olarak kontrol noktarinda bulunan genlerin ekspresyonu ile hiicre
boliinmesi gergeklesmektedir. Kontrol altinda tutulan evreler hiicre homeostazisi,
proliferasyonu, biiylime ve boliinme inhibisyonu ve apoptozis asamalar1 ile devam
ettirilmektedir. Biiyiime kontroliinii saglamakta olan protoonkogen ve onkogen protein
ailesi saglikli hiicrelerin boliinmelerinin diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bunun
aksine hiicre ilerlemesinde rol alan protoonkogen ailesinin onkogenlere doniisiimii
kontrol mekanizmasini bozarak kanser hiicre olusumuna ve bdliinerek cogalmasina
neden olmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012). Yag asitleri lizerine gergeklestirilmis olan in-
vitro caligmalar smirli olmakla beraber, uygulanan hastaliklarin {izerinde nasil bir
aktivasyon mekanizmasiyla etki ettigi tam olarak aydinlatilmamistir. Fakat biitiin yag
asitleri aktivasyonlariin artan karbon sayisi ve diger yag asitlerine kiyasla farkli bir
sekilde metabolize edilerek taginmalarina bagl oldugu disiiniilmektedir. Orta zincirli
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yag asitlerinden laurik asitin ve dekanoik asitin terapotik ajan olarak kullanildig
calismalarda ROS seviyesindeki artigsa bagli kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
baskilayarak apoptozisin gerceklestigi analiz edilmistir. Ayn1 zamanda mitokondriyal
oksidatif stres olusumunu engelleyerek kanser olusumunu engellemektedir (Roopashree
ve ark., 2021). ROS sinyali fosfatazlar, protein kinazlar ve daha bir¢cok enzim
tarafindan katalizlenmekte olup basta kanser olmak {iizere sayisiz birgok islemin
aktivasyon ve inhibisyonundan sorumludur. ROS normal kosullarda metabolik
yolaklarda olusan fizyolojik bir durum olup hiicrede fazla miktarda bulundugu
durumlarda lipit, protein yapilarinda hasar ve DNA'nin yapisinda mutasyonlarin varligi
goriilmektedir (Saha ve ark., 2017). Tiim bu kaynaklarin dogrultusunda hiicre hatlarina
uygulanan yag asitlerinin doza, zamana ve karbon atomu sayisina gore hiicre canliligini
farkli oranlarda anlamli bir bicimde azalttigi analiz edildi. Bu aktivasyonu spesifik
protein ekspresyonlari analiz edilmedigi igin ROS tiirlerine bagh olarak apoptozis ile
gergeklestirdigini ileri slirmek verilen kaynaklar dogrultusunda desteklenmektedir.
Hiicrelerin mitoz kontrol noktalarindan G1/S veya G2/M fazinda durdurulma yiizde
oranlari, hiicre hatlarinin her birinin kendi béliinme mekanizmasimin farkli olmasi ile
dogru orantili oldugu bilgisine dayanilarak MTT analizi yontemiyle canlilik grafikleri
olusturularak uygulanan ilaglarin konsantrasyonlar1 tekli yada kombinasyonlar1 seklinde
kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Olusturulan ikili kombinasyonlarin MTT canlilik
sonuglarina bakildiginda en anlamli, inhibisyonun daha yiiksek verimlilikle HeLa ve
HT-29 hiicre hatlarinin inkiibasyon siirelerinde gerceklestigi analiz edildi. Sagkalim
%’lik oranlart kombinasyonu olusturulan yag asitlerinin tekli uygulamalariyla
kiyaslandiginda ikili kombinasyonlarinda inhibisyonun arttifi veya azaldigi farkli
proliferasyon seviyeleri gbzlemlendi. Bunlar arasinda en yiiksek oranda inhibisyonun
gozlemlendigi HeLa hiicre hattinda 48 saatlik veri anazlizinde sirasiyla palmitoleik-
dekanoik (%74), oktanoik- palmitoleik (%72) ve heksanoik- palmitoleik (%67) asit
kombinasyon konsantrasyonlarinda en anlamli sitotoksisiteyi olustururken, tekli
uygulamalarinin  aksine heksanoik- oktanoik ve heksanoik- dekanoik asit
kombinasyonunda kontrol grubuna kiyasla toksik etki olusturdugu tespit edilmistir. 72
saatlik inhibisyon verilerinde ise tiim ikili kombinasyonlarin canlilik oranlarinda %20-
80 oraninda azalma goézlemlenirken en iyi % 83 oraninda heksanoik- palmitoleik, %78
oraninda oktanoik- palmitoleik asit kombinasyonlarinin inhibisyonu kaydedildi. HelLa
hiicre hattinda diger hiicre hatlarina kiyasla denenmis olan tekli yag asitleri en yiiksek
inhibisyonu sergilemistir. HT-29 hiicre hattinin 48 saatlik muamele siirecinde %30-50
araliginda  gozlemlenen inhibisyonlar arasinda heksanoik- palmitoleik asit
kombinasyonu %50 azalma goOstermis olup, kontrol grubuna kiyasla toksik etkinin
olustugu verilerde grafikte yer almaktadir. 72 saatlik inkiibasyon verilerinde ise %35-45
oraninda gerceklestirilmis iki kombinasyonda inhibisyon gozlemlenirken diger verilerde
toksik etki oldugu, hiicre hattinin uygulanan konsantrasyon araliklarini tolere ettigi
analiz edildi. C6 fare glioma hiicre hatt1 verilerinde ise 48 saatlik inkiibasyonda 72
saatlik inkiibasyona kiyasla kombinasyonlarda %’lik olarak daha fazla inhibisyona
ulasilmistir. Her iki siire¢ i¢inde %33-47 azalma varken, en iyi inhibisyon oktanoik-
dekanoik asit ikili kombinasyonunda kaydedilmistir. 1ki konsantrasyon arali§1 denenmis
olan yag asitlerinden diisiik konsantrasyonlu olanlarin daha etkili oldugu goriilmiistiir.
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Tiim sonuglar degerlendirildiginde hiicre hatlarinin tolere edebildigi kombinasyon ve
konsantrasyonlar mevcut olup farklilik gosterdigi analizine ulagilmistir. Tiim sonuglar
incelendiginde hiicre proliferasyonunda azalmanin gézlemlendigi kombinasyonlar icin
gen aktivasyon analizine dair veriler bulunmamakta olup, uygulanan yag asitlerinin
DNA pargalanmasina neden olmasi ile beraber hiicre siklusunun G1 kontrol evresinde
inhibe edilerek boliinme ve ¢ogalmanin durdurulmasi sonucu kayda deger bigimde
apoptozun pozitif yonde aktivasyonunu sagladigini séylemek miimkiindiir.

Daha onceki ¢alismalarda kombinasyonlar seklide denemeler gergeklestirilmemis olup
buna bagh proliferasyonda gorevli genlerin ekspres seviyelerinin Olglimii ileride
yapilabilecek caligmalar arasinda yer alabilmektedir. Bu kapsamda elde edilen tiim
MTT deney sonuglar1 degerlendirildiginde 6zellikle HeLa hiicre hatti iizerinde karbon
sayisiyla olan aktivasyon iliskisi kanser hiicre proliferasyonunu baskiladig1 ispatlanmis
olup %78-81 'lik bir inhibisyonla viicudumuzda yasla dogru orantili olarak iretililen
palmitoleik asit kombinasyonlarinda kaydedilmistir. C6 hiicre hatti lizerine uygulanan
kombinasyonlarda ise kurulan karbon sayist iliskisinin aksine diisiik karbon sayisina
sahip heksanaoik ve dekanoik asittir. Analiz edilen sonuglarda diger ¢alisma sonuglari
baz alindiginda beklenilen sitotosik etkinin aksine proliferasyonun artmis oldugu
ozellikle HT-29 hiicre hattinda yiiksek konsantrasyonda uygulanmis heksanoik asit
kombinasyonlarinda hiicrelerin yag asitlerine karsi diren¢ genlerindeki artisin yogun
stres sartlarinda hayatta kalbilme mekanizmalarinin aktivasyonu ile ilgili oldugu
diisiniilmektedir. Aktivasyonlarinin temeli daha kolay sindirilmesi, safra asitlerine
ihtiya¢ duymamasina dayandirilmakta olup tedavilerde olumlu etkilerin oldugu bir¢ok
calisma ile desteklenmektedir. Ayn1 zamanda orta zincirli yag asitlerinin hiicre zari
akiskanligin1 diger yag asitlerine nazaran dahada arttirdigi ve madde aligverisini
kolaylastirtyor olmasida kayda deger sonuglar alinmasinda analizleri desteklemektedir
(Glimiis ve Yardimei, 2018).

Yag asitleri ile muamele edilen tiim hiicre hatlarinin proliferasyonu ve canliligindaki
inhibisyonun analiz edildigi verilerde %’lik inhibisyonun fazla oldugu durumlarda
hiicre bolinmesinin mitoz boliinme kontrol noktalarindan biri olan G2/M evresinde
durdurularak hiicrelerin kontrollii hiicre 6lim mekanizmasi olan apoptozuna sebep
olmustur. Bu sonuglara bakildiginda 6zellikle palmitoleik ve dekanoik asit ile
olusturulmus olan kombinasyonlarin tekli deneme inhibisyonlarida desteklemekte olup
antikanser ajan potansiyelinin diger iki yag asidine nazaran daha yiiksek oldugu veriler
dogrultusunda rapor edilmistir. Antikanserojen ilag denemelerinde spesifik hedefin
tiimor hiicreleri olmas1 amaglanmakta ve beklenmektedir. Fakat ¢alismalarin temelinde
saglikli normal hiicreler iizerinde toksik etki gostermemesi istensede in-vitro hiicre
kiltir g¢alismalarinda bunun aksi gozlemlenebilmektedir (Desai ve ark., 2008).
Antikanser ajanlarin hiicreler iizerindeki proliferasyon seviyesini yiizdelik olarak
Olemek i¢in kullanilan MTT analizi gergeklestirilmistir. Genis capta ve siklikla
kullanilmasina ragmen hiicreler iizerinde proliferasyonu inhibe edici yada indiikleyici
yonde gerceklesmekte olan mekanizmalarin hangi gen lokalizasyonunda oldugu
bilinmemekte ve spesifik olarak analizi gerceklestirilememektedir.
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Yag asitlerinin ¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO’nun insan saglikli hiicre hattinda
toksik etki olusturacagi disiiniilerek stoktaki ilaglar besiyeri ile seyreltilerek
uygulamaya gecildi. insanlarn diyet donemlerinde tiikettikleri antioksidan aktiviteye
sahip bitki, bitki 6ziitleri ve bu caligmada da ele alinmis olan yag asiti igerigince zengin
besinlerin tiimor gelisim ve ilerlemesini inhibe ettigi, kalp ve damar rahatsizliklarin
tedavisinde basarili sonuglarla karsilasildigi calismalarla desteklemekte olup
arastirmalara devam edilmesi gereken konular arasindadir.

Literatiirde yer alan farkli hiicre hatlar1 {izerinde degisik konsantrasyonlarda ve tekli
olarak yag asitlerinin denenmis oldugu c¢alismalar mevcuttur. Orta zincirli yag
asitlerinin tekli olarak denenmis oldugu kolorektal, meme ve deri kanseri hiicre hatlari
iizerinde hiicre proliferasyonunu % 70-90 araliginda azalttigt MTT canlilik testi ile
rapor edilmis olup RT-qPCR analiziyle spesifik bazi gen aktivasyonlariyla
desteklenmistir (Ito ve ark., 1982). Bu g¢alismalar yaptigimiz bu ¢alismada alinan tekli
deneme sonuglari1 destekler niteliktedir. In-vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda
uygulanan ila¢ tedavi dozlarinin hiicreler tizerinde olusturdugu sitotoksik etki,
proliferasyon ve canlilik seviyesinin belirlenmesinde ¢ogunlukla MTT analizi
kullanilmaktadir. MTT soliisyonunun kiiltiirde bulunan terapétik ajanlara tabi tutulmus
hiicreler tarafindan mor formaza doniistiiriilmesi zamana bagl olarak gerceklestigi i¢in
inkiibasyon siiresine protokolde bildirildigi gibi uzun ve uygun olmasina dikkat edildi.
Ayn1 zamanda canlilik saptama reaktiflerinin yapisi geregi olusturabilecegi sitotoksik
etki goz oniinde bulundurularak kulugka siiresi olabildigince hassas gerceklestirildi.

Gergeklestirilmis olan bu caligmada molekiiler yag asit ajanlarinin ele alinan farkli
hiicre hatlarinda ikili kombinasyon seklinde olusturmus oldugu sitotoksik etkiye bagli
apoptoz veya otofajik hiicre 6liim mekanizmalarina yonlendirilmesi beklenmektedir.
Spesifik olarak pro-apoptotik, apoptotik ve otofajik yolaklarda rol alan gen analizi
yapilmadigr i¢in net bir veri sunulamamistir. Fakat MTT hiicre canlilik analiz
sonuglariyla hiicre hatlarinin olusturdugu %’lik azalma oranlarina bagli olarak apoptoza
yonlendirmis oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Sonuglar goz oniine alindiginda mikroskop goriintiileri ile de desteklenmekte olan MTT
sonuclarinda, konsantrasyonlara ve hiicre hattina bagli olarak hem pozitif hem negatif
inhibisyonun gozlemlendigi kombinasyonlarin hiicre hatlar1 iizerinde hangi oranda anti-
timor aktivite gosterdigi bu ¢alismayla saptanmis oldu. Coziicii ve konsantrasyonlara
bagli olarak yapilacak olan yag asiti kombinasyon uygulamalarinin gergeklestirilmesi
ile kayda deger sonuclarin elde edilebilecegini sdylemek miimkiindir. Herbir
kombinasyon uygulamasinin enaz tiger tekrarli olacak sekilde uygulanmasina ragmen
farklh diisiik doz araliklarinin tekrar denemesinin yapilmasi yapilabilecek ileri doniik
caligmalar arasinda yer almaktadir. Buna ek olarak yag asitlerinin antitimor
mekanizmasini aydinlatmak i¢in hiicre dongiisii kontrol noktalarinda rol olan spesifik
genlerin ekspresyon seviyeleri lizerine Real Time PCR, western blot (p53, kaspaz
aktivasyonlari, Bcl-2 gen ailesi), ROS assay, vb. teknikler uygulanarak hiicre sinyal
mekanizmalart ile iliskisi analiz edilerak bir¢ok deneme i¢in zemin olusturmakta olup
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in-vivo deneylerle de desteklenebilmektedir. Gelecekte yapilabilecek in-sliko ve in -
vivo modellerde antikanser aktivasyonlari dogrulanacaktir.
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