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KOLON KANSERi HUCRELERINDE ILAC DIRENCININ ONLENMESINDE
RUTIN VE NARINGIN FLAVONOIDLERININ ROLU
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Diinya genelinde 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olan kanser insan sagligini tehdit eden
biiylik bir sorun olmaya devam etmektedir. 2020 yilinda tilkemizde en sik goriilen kanser
tiirleri akciger kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri ve tiroid kanseridir.
Bu tiirler tiim kanserlerin %50’den fazlasidir. Kolorektal adenokarsinoma, genellikle kalin
bagirsagin epitel hiicrelerinde ortaya cikar. Kolon kanserinin tedavisinde aktif olarak
standart bir kemoterapdtik ilag olan 5-Florourasil (5-FU) kullanilmaktadir. Fakat
kemoterapinin ilerleyen siireglerinde kanser hiicreleri 5-FU’ya kars1 direng gelistirir ve ilag
etkinligini kaybeder. Ila¢ direnci gelisen durumlarda kemoterapi tiimor bilyiimesini,
metastazi ve niiksii yeteri kadar inhibe edemez. Bu nedenle, ¢esitli kemoterapi ajanlar ile
kombine tedaviler, genellikle sadece tedavi etkisinin arttirilmasi i¢in degil, ayn1 zamanda bu

ilaglarin toksisitesini azaltmak i¢in de kullanilmaktadir.

Dogada bulunan bilesiklerle olusturulan kombine tedavilerde hiicrelerde ilaca karsi olusan
direncin inhibe edilmesi beklenmektedir. Ayrica yiiksek dozda genotoksik ve sitotoksik etki
eden kemoterapotik ilaglarin bilesiklerle kombine tedavisi sonucu diisiik doz daha az yan
etki ve hizli sonu¢ alinmasi hedeflenmektedir. Flavonoidler dogada erisilebilir ve maliyeti
diisiik oldugundan son yillarda bir¢ok kanser arastirmasina konu olmustur. Rutin ve naringin

flavonoidlerinin ayr1 ayr1 anti kanser, anti proliferatif, anti oksidatif stres gibi yararl etkileri
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arastirilmistir. Buna karsin rutin ve naringinin 5-FU ile kombine kullaniminin kolon kanseri
hiicre hatlarinda hiicre 6limii ve DNA hasar1 lizerinde olusturacagi muhtemel etkiler
bilinmemektedir. Bu ¢alismada rutin ve naringin ile kombine edilen 5-FU’nun kolon kanseri
hiicre serileri HT-29 ve Caco-2 iizerine etkisi arastirilmistir. Yapilan bu ¢alisma bahsedilen

bilesiklerin kolon kanseri tedavisinde sinerjik etkisi hakkinda ilk sonuglari elde etti.

Calismada kolon kanseri hiicreleri {izerine rutin, naringin ve 5-FU bilesikleri ayr1 ayr1 ve
kombine olarak 24, 48 ve 72 saat siiresince uygulandi. Uygulamalarin sonucunda hiicre
canliliginda meydana gelen degisimler sitotoksisite ve genotoksisite analizleriyle belirlendi.
Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri yapildi. Calismanin sonucunda her iki flavonoidin
5-FU ile sinerjik etkisi oldugu ve potansiyel kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilecegi elde

edildi.

Anahtar Kelimeler: ilag direnci, kemoterapi, kolon kanseri, naringin, rutin, 5- Florourasil

Bilim Alan1 Kodu: 401.02.00, 401.02.01
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ABSTRACT
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Cancer, one of the leading causes of death worldwide, continues to be a major health threat.
The most common cancers in Turkey in 2020 were lung cancer, breast cancer, colorectal
cancer, prostate cancer, and thyroid cancer. These cancers account for more than 50% of all
cancers. Colorectal adenocarcinoma usually arises in the epithelial cells of the colon. 5-
Fluorouracil (5-FU), a standard chemotherapeutic drug, is actively used in the treatment of
colon cancer. However, as chemotherapy progresses, cancer cells develop resistance to 5-
FU, and the drug loses its effectiveness. In cases where drug resistance develops,
chemotherapy cannot sufficiently inhibit tumor growth, metastasis, and recurrence.
Therefore, combination therapies with various chemotherapy agents are often used not only

to enhance treatment efficacy but also to reduce the toxicity of these drugs.

In combination treatments with compounds found in nature, it is expected to inhibit drug
resistance in cells. In addition, as a result of the combined treatment of high doses of
genotoxic and cytotoxic chemotherapeutic drugs with compounds, it is aimed to obtain low-
dose less side effects and rapid results. Since flavonoids are available in nature and cost-
effective, they have been the subject of many cancer researches in recent years. The
flavonoids rutin and naringin have been investigated individually for their beneficial effects,
including anticancer, antiproliferative, and antioxidative stress. However, the potential

effects of combined administration of rutin and naringin with 5-FU on cell death and DNA
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damage in colon cancer cell lines are unknown. This study investigated the effects of 5-FU
combined with rutin and naringin on the colon cancer cell lines HT-29 and Caco-2. This
study yielded the first results regarding the synergistic effects of these compounds in the

treatment of colon cancer.

In the study, rutin, naringin, and 5-FU were applied to colon cancer cells individually and in
combination for 24, 48, and 72 hours. Cytotoxicity and genotoxicity analyses were used to
determine changes in cell viability following the treatments. Statistical analyses were
performed on the obtained data. As a result of the study, it was obtained that both flavonoids

had a synergistic effect with 5-FU and could be used as potential chemotherapeutic agents.

Keywords: Chemotherapy, colon cancer, drug resistance, naringin, rutin, 5- Fluorouracil

Scientific Field Code: 401.02.00, 401.02.01
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1. GIRIS

Kanser giinlimiizde hala tam anlamziyla tedavisi bulunabilmis bir hastalik degildir. Tedavide
kullanilan yontemlerin arasinda kemoterapi yani ilag tedavisi bulunmaktadir. ilag tedavisi
tek basina yeteri kadar etkili olmamakla birlikte kullanilan ilaglar kisinin yasam kalitesini
diisiirebilmekte, kisi ilaca kars1 direng gosterebilmektedir. Kemoterapide karsilasilan bu gibi
sorunlart ¢6zmek i¢in ilag direncinin 6nlenmesini veya daha az toksik bir ila¢ bulmak i¢in
dogada var olan bilesikler ile 6ncelikle in vitro ortamda deneyler gergeklestirilerek alternatif
tedaviler arastirilmaktadir. Bu arastirmada ge¢cmisten beri insanlarin miicadele ettigi kanser
hastaliginin tabiatta dogal olarak bulunan meyve ve sebzelerdeki flavonoid igerikleri ile

kanser tedavisine yeni bir bakis acis1 kazandirmak amaglanmustir.

1.1 Kanser

Kanser hastalig1 i¢in kullanilan terminoloji asil olarak karkinos kelimesinden yani Yunanca
dilinde yenge¢ anlamindaki kelimeden gelir. Milattan Once besinci yiizy1lin sonlarinda ve
dordiincii yiizyilin baslarinda doktorlar tarafindan viicudun ¢esitli bolgelerindeki genellikle
Olimciil tiimorleri tanimlamak i¢in bu kelime kullanilmistir. Yengec kelimesinin bu hastaliga
isminin verilmesi hakkinda cesitli bilgiler bulunur. Yenge¢ hayvaninin karakteristik
ozelliklerinde agresiflik ve inat¢ilik oldugundan ya da yengecin fiziksel 6zelliklerinde tiimor
gelisimi goriilen kisimdaki damarlarin yengecin bacaklarina benzedigi i¢in bu isimle
adlandirildig1 soylenmektedir (Panegyres, 2024). Giinliimiize kadar bu hastaliga dair pek ¢ok
bilgi edinilmis olsa da hala {izerine bir¢ok ¢alisma yapilmaya devam etmektedir. Su anda
kanser, viicutta herhangi bir bolgede goriilebilen, olagan sinirlarinin Stesinde biiytliyerek
viicudun bitisik kisimlarini istila edebilen ve diger organlara yayilabilen anormal hiicrelerin
hizla ortaya ¢iktig1 bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (World Health Organization, 2025).
Bulundugu boélgede hasar olusturan, siirekli yayilma ozelligi gosteren ve tekrarlanma
olasilig1 yiiksek bir hastaliktir. Tiimor hiicrelerinin karmasik o6zellikleri ve kullanilan
ilaglarin kisiden kisiye degisen yanitlar1 sebebiyle hala kanser hastaliginin bir tedavisi
oldugu sodylenememektedir. Giincel calismalar kisiye Ozel tedavi yoniinde, bilinen
kemoterapoétik ilaglarin etkilerini arttirmak veya erken evrede hastaligin tespit edilmesinin

saglanmasi yoniinde devam etmektedir.



1.1.1 Kanserin Epidemiyolojisi

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansinin (International Agency For Research on Cancer)
2022 yilinda kiiresel kanser istatistiklerini yaymladigi raporuna gore sadece yayinladigi
tarihte yaklasik 20 milyon yeni kanser vakasi ve kanser kaynakli yaklasik 10 milyon 6liim
bildirildi. Ayn1 rapora gore 2050 yilina kadar yeni kanser vakasi sayilarinin %77 artis ile 35
milyona ulagacag1 ongoriilityor. En sik teshis edilen kanser tiirii sekiz kanserden biri olarak
akciger kanseriyken; bunu meme ve kolorektum kanserleri izlemektedir. Rapora gore her iki
cinsiyet icin kanser tiirlerine gore 6liim oranlarina bakildiginda ilk sirada akciger (%18.7),
ikinci sirada kolorektum (%9.3), ticlincii sirada karaciger (%7.8) kanserleri yer almaktadir.
Bunlari sirastyla meme (%6.8), mide (%6.8), pankreas (%4.8), girtlak (%4.6), prostat (%4.1)
rahim agzi (%3.6), 16semi (%3.1) olarak belirtilmis ayrica diger kanser tiirlerinin orani
%30.3 olarak raporlanmistir (Ferlay vd., 2024). Cinsiyet bazinda degerlendirildiginde
kadinlar i¢in kanser tiirlerine gore 6liim oranlarina bakildiginda ilk sirada meme (%15.4),
ikinci sirada akciger (%13.6), iicilincii sirada kolorektum (%9.4) kanserleri yer alirken
bunlar1 sirasiyla rahim agzi (%8.1), karaciger (%5.5), mide (%5.4), pankreas (%5.1),
yumurtalik (%4.8), 16semi (%3.1), girtlak (9%2.9) kanseri ve diger kanser tiirleri (%26.7)
olarak devam ettigi bildirilmistir. Erkekler i¢in kanser tiirlerine gore Oliim oranlar
incelendiginde ise sirasiyla akciger (%22.7), karaciger (%9.6), kolorektum (%9.2), mide
(%7.9), prostat (%7.3), girtlak (%5.9), pankreas (%4.6), 16semi (%3.2), mesane (%3.1),
hodgkin dis1 lenfoma (%2.6) ve diger kanser tiirleri (%23.9) olarak raporlanmistir. Insidans
degerlerine gore cinsiyet farki olmaksizin ilk ii¢ kanser tiirii akciger (%12,4), meme (%11,6)
ve kolorektum (%9.6) kanseridir (Bray vd., 2024). Hem insidans hem de mortalite oranlar
incelendiginde kolorektum kanserinin her iki cinsiyet i¢in de iiglincii sirada yer aldigi
goriilmektedir. Ayni raporun verilerine gore Sekil 1.1°de mortalite oranlari, Sekil 1.2°de

insidans oranlari grafik olarak verilmistir.
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Sekil 1.1: Kiiresel kanser istatistikleri raporuna gore 2022 yil1 kanser mortalite degerleri
(A: Her iki cinsiyet i¢in, B: Kadinlar i¢in, C: Erkekler i¢in) (Bray vd., 2024)

3



= Akciger

= Meme

= Kolorektum
= Prostat
36.6% = Mide
= Karaciger
= Tiroid

= Rahim Agz
= Mesane

2.8% . = Hodgkin digi lenfoma

= Diger Kanser

= Meme

= Akciger

= Kolorektum

= Rahim Agzi

= Tiroid

= Rahim Govdesi
= Mide

= Yumurtalik

® Karaciger

= Hodgkin disi lenfoma

= Diger Kanser

C insidans

= Akciger
= Prostat
= Kolorektum
= Mide
= Karaciger
14.2% m Mesane
= Yemek Borusu
= Hodgkin disi lenfoma
= Losemi

10.4%
= Bobrek

3.5% 4.6% < 8% 6.1% = Diger Kanser
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2025 yilinda Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) tarafindan yayilanan 6liim ve 6liim nedeni
istatistikleri raporunda Tiirkiye’deki nedenlere gore 6liim orani grafiginde ikinci sirada iyi
ve kotli huylu tliimérler bulunmaktadir. Bu tiimorlerin alt 6liim nedenleri incelendiginde
6liimlerin %29.11nin girtlak ve soluk borusu- brons/akcigerde yer alan kotii huylu tiimoérden
%8.0’1m1n da kolondaki koétii huylu timorlerden kaynakli oldugu goriilmektedir (Tiirkiye
Istatistik Kurumu, 2025). Tiirkiye Cumhuriyeti (T.C.) Saglik Bakanligiin yaymladigi 2020
yili kanser istatistiklerine gore ise tiim yas gruplarinda cinsiyete gore en sik goriilen
kanserlerin yiizde dagilimlar su sekildedir: kadinlarda %28.3 meme, %9.1 kolorektal, %8.7
tiroid, %6.9 akciger, %6.0 uterus korpusu; erkeklerde %23.9 akciger, %12.8 prostat, %11.2
kolorektal, %8.8 mesane, %5.9 mide kanseri olarak siralanmaktadir (Sentiirk vd., 2025).

1.1.2 Hiicre Dongiisii

Homeoestatik denge, optimal diizeyde yasam bulgularmin sabitligini ifade eder. Insan
viicudu, dogumdan 6liime kadar homeostatik denge icerisinde yasamaya calisir. Hiicreler bu
stirecte kendilerini etkileyen faktorlerin etkisiyle boliinerek yenilenir, biiyiir ve nihayetinde
canliligin1 yitirir. Bu siire¢ hiicre boliinmesini igerir. Boéliinebilme yetenegi kas ve sinir
hiicreleri haricinde viicuttaki saglikli hiicrelerin her birinde bulunur. Bu yetenek, saglikli
hiicreler tarafindan viicudun onarim ve yenilenmesinde kullanilir. Boliinerek biiyiiyen bu
saglikl hiicreler insan hayatinin baglangicinda bu dongiiyii daha hizli tamamlayabiliyorken
hayatin ilerleyen donemlerinde bu hiz diislis gosterir. Hiicrelerin boliinme siireci, normal
sartlarda sOyle ilerler: Hiicreler proliferatif uyarana gére boliinme dongiisiinti baslatir. Bu
dongii dinlenme ve boliinme donemi olarak adlandirilmakla birlikte, kendi icerisinde dort
ana asamadan olusur. Bunlar, dinlenme fazi (G0), ana fazlar olarak ise; senteze hazirlik fazi
(G1), Deoksiribo niikleik asit (DNA) sentezi faz1 (S), hiicrenin kendini boliinmeye
hazirladig1 faz (G2), kromozomlarin ayrilarak boliinmenin gergeklestigi faz mitoz faz1 (M)
olarak gruplandirilir. Hiicre dongiistiniin sematik gosterimi Sekil 1.3’te sunulmustur.
Dinlenme fazi, mitoz boliinme i¢in S fazindaki DNA’nin ¢ogaltilmasi ve replikasyonunun
saglanmasi i¢in gereken olagan kosullarin saglandigi fazdir. Bu fazda hiicre biiylimesi
duraklar, yetiskin dokudaki hiicrelerde goriiliir (Giines, 1999). GO fazinda bulunan hiicre,
yeniden boliinme sinyali aldiginda dongiiye G1 fazindan katilir. G1 fazi, hiicrenin tekrar
hiicre boliinmesine girmeden evvel sentez fazina hazirlandigi, kromozom i¢in gerekli enzim,
niikleotid ve histon sentezinin ayrica DNA zincirinin yapildig evredir. S faz1 dort ile yirmi

dort saat arasinda gerceklesir. Bu siirede riboniikleik asit (RNA) ve protein sentezi,
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kromozomlarin homolog hale getirilmesi ve DNA replikasyonu gerceklestirilir. G2 fazi
ortalama iki saat siirmektedir. DNA replikasyonu gerceklesmez ancak RNA ve protein
sentezlenmeye devam etmektedir. M fazinda ortalama bir saatlik siire igerisinde, profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz evreleri tamamlanarak mitoz boliinme ve ardindan sitokinez
gerceklesir (Onar, 2022; Ibisoglu, 2023). Hiicre déngiisiiniin hatasiz bir sekilde
tamamlanabilmesi i¢in birgok farkli protein tarafindan kontrol edilen kontrol noktalar:
bulunmaktadir. Kontrol noktalar1 ¢ogunlukla hiicre dongiisiiniin dort asamasinda meydana
gelir: Senteze hazirlik fazi, bu fazdan DNA sentezi fazina gegis, hiicrenin boliinmeye
hazirlandig1 fazdan mitoz fazina gecis ve mitoz boliinmenin agamalarindan olan metafazdan
anafaza gecis noktasi. Kontrol noktalarinin temel amaci, DNA replikasyonu i¢in genetik
bilginin hiicre boliinmesi sirasinda kayba ugramamasini saglamaktir. Hiicre dongiisiindeki
kontrol noktalarinin her birinde bulunan ilgili proteinler hiicre dongiisiiniin ilerlemesi veya
durmasi yoniinde karar verirler (Matthews vd., 2022). Saglikli hiicreler, genetik kodunda
kodlanmis olan boliinebilme sayisina eristiginde, canliligini sonlandirmasi gerektigini bilir.
Bu duruma apoptoz yani hiicrenin programli 6liimii ad1 verilir. Apoptoz, hastalikli hiicrelerin
ortadan kaldirilmas1 amaciyla programlanmis bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Hiicre

icindeki DNA’nin pargalanmasi ve hiicrenin biiziilmesi apoptoz belirtilerindendir.
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Sekil 1.3: Hiicre dongiisiiniin sematik gosterimi (Matthews vd., 2022)
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1.2 Kanser Gelisimi

Viicudun normal homeostasisinde halihazirda DNA’s1 bozulmus hiicreler goriilebilir. Viicut
dogrudan bu hiicreleri bagisiklik sistemi veya DNA onarim mekanizmasiyla
diizeltebilmektedir (Biitiiner Bilge ve Kantarci, 2006). Kanserin olusumunda asil sebep
vicuttaki bagisiklik hiicrelerinin kanser hiicresinin heniiz ¢ogalmamigsken onu yok
edememesidir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanserli hiicrelerde, hiicre dongiistinde genetik
bozulmalar gerceklesir. Bu bozulmalar hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinin herhangi
birinin bozulmasina sebebiyet veren genetik mutasyonlardan kaynaklanir ve bu sebeple
herhangi bir tiir kanser gelisebilir (Vermeulen vd., 2003). Bu mutasyonlar sonucunda
kanserli hiicre normal hiicrelerdeki kontrollii biiytime 6zelligini kaybederek kontrolsiiz ve
bagimsiz olarak biiylimeye bagslayabilir. Nihayetinde, kanserli hiicrede, hiicre dongiisiinde
hasar oldugu soOylenebilir. Kanser hiicresi, hiicre dongiisiinde dikkatle kontrol edilen,
enerjiye bagimli hiicre 6liim mekanizmasi olarak da tanimlanabilen apoptozu indiikleyebilir.
Iyi huylu olmayan bu hiicreler, viicudun génderdigi durma sinyalini gormezden gelerek doku

ve organlarda tiimor olusturmak amaciyla artarak biiylimeye devam eder.

1.2.1 Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanser hiicreleri, programlanmis hiicre Oliimiinden kurtulmak i¢in asir1 boliinmeyi
baskilayan sistemleri 6nleyecek sekilde hareket etmelidir. Bu sistemlerden retinoblastoma
(RB) ve TP53 genleri sorumludur. RB proteini, hiicre i¢i ve dis1 sinyalleri birlestirerek
hiicrenin biiylime ve boliinme kararin1 almasinda rol oynar (Burkhart ve Sage, 2008). RB,
bliylime inhibisyonunda kilit rol oynarken, TP53 proteinleri hiicresel stres ve anormalliklere
yanit verir. TP53 genomdaki ciddi hasar oldugunda veya biiylime sinyalleri, oksijen ya da
glikoz seviyeleri yetersiz kaldiginda hiicre dongiisiinii durdurarak kosullarin yeniden
normale donmesini bekler. Onarilamaz bir hasar oldugunda apoptozu baslatir. Bu genlerde
ortaya c¢ikan mutasyonlar sebebiyle kanser hiicreleri apoptozdan kagmayi basararak
kontrolsiiz ve bagimsiz ¢ogalmayla birlikte tiimor dokusu olusturmaya baglarlar. Bagimsiz
olarak kontrolsiiz ¢ogalma, biiyiimeyi ve ¢ogalmay1 baskilayan sinyallere ragmen biiyliyen
ve smirsiz ¢ogalabilme potansiyeli olan kanser hiicreleri primer damarlardan dallanarak
kendilerine yeni damar da olusturabilirler. Bu siire¢ anjiyogenez olarak isimlendirilir.

Kontrolsiiz cogalan hiicreler lenfler araciligiyla kendi lokasyonlar1 disina taginarak viicudun



baska konumlarinda biiyliyebilirler. Metastaz olarak isimlendirilen bu durum, yasamsal

fonksiyonlar1 tehdit eden duruma ulasabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanserin varligindan s6z edebilmek icin, hiicredeki bagimsiz c¢ogalma, anjiyogenez,
metastaz, kontrolsiiz cogalma, apoptozis baskilanmasi, invazyon siireglerinden (Akbulut ve
Akbulut, 2005) biri ya da bazilar1 gézlemlenmelidir. Kanser hiicrelerinde gozlemlenen
ozellikler ve potansiyel tedavileri Sekil 1.4’te gosterilmistir. Bu fonksiyonel degisikliklere
genetik materyalde meydana gelen degisiklikler neden olur. Bu sebeple hiicrelerin
karsinogenez silirecinde genetik materyallerinde c¢evresel ve/veya genetik kaynakli
degisikliklerin de izlenmesi gereklidir. Bu degisiklikler arasinda kromozom kaybi, insan
kromozomlariin lokusuna yabanci DNA dizisinin yerlesmesi, genomik dayaniksizlik,
genomik dengesizlik gibi durumlar belirtilebilir (Willis vd., 2015). Cevresel kaynakli
faktorler arasinda, ultraviyole (UV), radyasyona maruziyetinin sikligi, kimyasal ajanlara
maruz kalma durumu, yetersiz fiziksel aktivite seviyesi, beslenmedeki sagliksiz aliskanliklar
ile obezite varligi, alkol ve tiitin kullanimi, hava kirliligi gibi etkenlerin yer aldig:
belirtilmektedir (Pulliero vd., 2015; Obeagu ve Obeagu, 2024). Saglikli hiicrelerin, bu gibi
cevresel faktorlere maruz kalma siiresi ve sikligi arttikga kotii huylu hiicrelere doniiserek
kanser hastaliginin ortaya ¢ikma olasilig1 artar. Sonug olarak, kanserin ortaya ¢ikmasi igin;
cevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi sonucunda olusacak karmasik basamaklara sahip

bir siirecin varligindan s6z etmek dogru olacaktir.
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Sekil 1.4: Kanser hiicresinin 06zellikleri ve potansiyel tedavi stratejileri (Hanahan ve
Weinberg, 2011).

1.2.2 Kolon Kanseri

Kolon kanseri, kalin bagirsakta bulunan bir tiimordiir. Rektum kanseri kalin bagirsagin
sonunda baglayan bir kolon kanseri tiiriidiir. Kolorektal kanser (KK) terimi kolon ve rektum
kanseri i¢in kullanilir. Kolonun anatomisi incelendiginde, kalin bagirsagin ortalama 6,3 cm
capli 1,5 metre uzunlugunda ileumla aniis arasinda yer aldigi soylenebilir. Kolonun viicuttaki
gorevi sindirilemeyen vitamin, mineral ve suyun disar1 atilmasini saglamaktir (Kogak

Biiyiiksiit¢ti, 2021).

2022 verilerine gore hem erkek hem de kadinlarda kolon kanseri insidans oranlarinda
yaklagik 10 kat degisiklik oldugu bildirilmektedir. Avrupa Avustralya/Yeni Zelenda ve
Kuzey Amerika en yiiksek degisiklik oranina sahip tilkelerdir (Arnold vd., 2017; Arnold vd.,
2020). Bunun yaninda Danimarka’da erkekler Norveg¢’te kadinlar insidans oraninda ilk
sirada yer almaktadir. Her yil birgcok yiiksek gelirli lilkede gencg yetiskinlerde kolorektal
kanser insidans oraninin %1-4 arasinda artmakta oldugu bildirilmistir (Siegel vd., 2019;
Chambers vd., 2020). Bu artisin temel agiklayici faktorleri olarak sosyoekonomik gelisimi

noktasinda biiyiik bir doniisiim gegiren tilkelerdeki insanlarin (Bray, 2014; Fidler vd., 2016)
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davranigsal ve diyet degisiklikleri, nispeten daha fazla hayvansal kaynakli gida tiiketimi ve
sedanter yasam tarzinin artmasi gosterilmektedir. Bunlarin yaninda obezitenin goriilme
sikligindaki artig, alkol, sigara, kirmizi/islenmis et tiiketiminin artmasi, bagirsak
mikrobiyomunu etkileyen antibiyotiklerin kullanimindaki artis (Spaander vd., 2023) da
kolon kanseri riskini arttirabilmektedir (Bray vd., 2024). Kolon kanserine sebep olan

faktorler ve kanserin metastaz yaptig1 organlarin gorseli Sekil 1.5’te sunulmustur.

Kolon kanserin olugma riskinin azaltilmasi i¢in kalsiyum takviyeleri, tam tahilli gidalar, lif
ve siit tirtinleri tiiketimi yaninda fiziksel aktivitenin koruyucu etkisinden bahsedilmektedir
(World Cancer Research Fund, 2018). Yapilan calismalarla birlikte beslenmenin kolon
kanserinde dnemli bir yeri oldugu gosterilmistir. Bu kanser tiiriinde beslenmeye yapilacak
miidahale ile kolon kanserinin %70 Onlenebilecegi ongoriilmektedir (Stewart ve Kleihus,
2003). Bununla birlikte gidalardan alinan toplam lif miktarinin iki katina ¢ikarilmasinin

kolon kanseri riskini %40°’a kadar azaltabilecegi kanitlanmistir (Labianca vd., 2004).
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Sekil 1.5: Kolon kanserine sebep olan faktorler ve kolon kanserinin metastaz yaptigi
organlar(Canak, 2024)

Kalitsal yatkinlik kolon kanseri hastalarinin %10’undan azinda goriilmektedir. Goriilen
vakalarin ¢ogunda genetik yatkinlik ve aile dykiisli bulunmaz yani sporadiktir (Stewart ve

Kleihus, 2003; Labianca vd., 2004; Al-Sohaily vd., 2012; Bogaert ve Prenen, 2014).
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Sporadik kolon kanseri vakalarinda mevcut olan adenom gelisimi kromozomal kararsizligin
bir sonucudur ve kalitsal kolorektal kanserin %80’i sporadik kolon kanserinin %20’sinde
adenomat6z polipozis coli (APC) %60, p53 %70, DCC %70 (kolorektal kanserde silinen
bolge) ve BAX %50 (BCL-2 ile iliskili X) oraninda kromozomal hatalar mevcuttur
(Granados-Romero vd., 2017).

Kolorektal kanserin molekiiler mekanizmalarimin bilinmesi ve arastirilmasi tedaviye yanit
ve hastaligin ilerleme siirecinde 6nemli yer tutmaktadir. Kolorektal kanser, genellikle rektal
kanama, karin agris1 ve anemi sikayetiyle bagvuran hastalara yapilan tanisal kolonoskopide
saptanan bir hastaliktir (Kogak Biiytiksiit¢ii, 2021). KK patogenezi, adenomatdz poliplerin
yaklagik 10-15 yil i¢inde kansere dontigsmesi ile gergeklesmektedir. Bu doniisiim siirecinde
APC, KRAS, TP53, BRAF genlerinde mutasyonlar ve mikrosatellit instabilitesi (MSI), CpG
ada metilator fenotipi (CIMP) gibi molekiiler mekanizmalar yer almaktadir (Giiler, 2019;
Leowattana vd., 2023). Ozellikle KRAS ve BRAF mutasyonlar1 hastaligin prognozunu ve
tedaviye yanitin1 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (Leowattana vd., 2023). Kolorektal kanserin
tedavisi ve yonetimi hastaligin teshis edilmesinin ardindan, tiimoriin hangi evrede oldugu,
nerede bulundugu ve hastanin 6zelliklerine bagli olarak degismektedir. Bu kanser tiiriinde
cogunlukla kullanilan esas tedavi cerrahi olmakla birlikte tek basina yeterli olmamaktadir.
Bu sebeple cerrahi tedavi ve kemoterapi tedavisi birlikte kullanilir. Kanser tanisi
koyulduktan sonra tiimoriin bulundugu evre, yani tedaviye bagslanan evre, sagkalimi
etkileyen onemli bir faktordiir. Hastalik tanisi ileri evrelerde koyulan hastalarda sagkalim
orant %6’ya kadar diismektedir (Edge ve Compton, 2010). Erken evrede hastalifin
teshisinde kolonoskopi uygulamasinin yaygin olmamasi ve kolorektal kanserin spesifik
semptomlarmin eksik olmasi énemli sorunlardir. {lerlemis kanser vakalarmda kemoterapotik
ajanlar cerrahi miidahaleden 6nce (neoadjuvan) ve sonrasinda (adjuvan) tiimoriin yeniden
niiksetmesinin ontine gegebilmek adina kullanilmaktadir (Benson vd., 2018). Kemoterapdtik
ajanlardan 5-Flourasil (5-FU) kesfinden beri siklikla kolon kanserinin tedavisinde
neoadjuvan ve adjuvan olarak kullanilmaktadir (Skibber vd., 2001). Metastatik kolorektal
kanserde 5-FU ve kapesitabin gibi antimetabolit floropirimidinler, gelismis yanit oran1 ve
hiicre sagkalimindaki avantajlar1 nedeniyle irinotekran, oksaliplatin gibi sitotoksik ajanlarla
kombine uygulanir (Labianca vd., 2013). 5-FU, Lokovorin ve Oksaliplatin kombinasyonu:
FOLFOX ya da 5-FU, Lokovorin ve Irinotekan kombinasyonu: FOLFIRI metastatik
kolorektal kanserde kullanilmaktadir (Zuckerman ve Clark, 2008).
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1.2.3 Caco-2 Hiicre Serisi

Cancer coli-2 (Caco-2) Jorgen Fogh tarafindan Sloan-Kettering Kanser Arastirma
Enstitiisii'nde bir insan kolorektal adenokarsinomundan elde edilmistir (Fogh vd., 1977).
Hiicre hatt1 {izerine yapilan ilk ¢alismalar ince bagirsaktaki enterositlerin ¢esitli morfolojik
ve fonksiyonel 6zelliklerini ifade ettigi bulunmustur. Birbirlerine temast bulunan hiicreler
arasinda siki baglantilar olusmasiyla enterositlere spesifik enzim aktivitelerini 6rnegin
laktaz, aminopeptidaz N, sukraz-izomaltaz ifade ederler (Engle vd., 1998). Uzun yillardir
bircok farkli laboratuvarda bir¢ok farkli kiiltiir kosullar ile ¢ogaltilan Caco-2 hiicreleri
genellikle farkli 6zellikler kazanmistir. Bu sebeple enterositlere spesifik aktivitelerin ifadesi
artan sayida pasaj ile degisir (Artursson vd., 2001). Caco-2 hiicre hattt normal kullaniminda,
bagirsak mukozasindaki gidalarin metabolizmalar1 veya ilag gelistirmek icin kullanilan
bilesiklerin toksik etkilerinin incelenmesinde (Tang vd., 1993), bagirsak epitelinde P-
glikoprotein gibi ilag direnci proteinlerinin molekiiler ayrtilarini ¢oziimlemek ve
onemlerinin belirlenmesinde (Burton vd., 1996), bagirsak epiteli boyunca tagima sirasindaki
aktif molekiillerin etkilesimleri hakkinda bilgi edinmekte (Wacher vd., 2001), pasif ve
tasiyici aracilt mekanizmalarin aydinlatilmast (Knipp vd., 1997) gibi bir¢ok uygulama igin
kullanilmaya devam etmektedir. Kolon adenokarsinomdan elde edilmis Caco-2 hiicre hatti,
kiiltlir ortaminda enterosit benzeri hiicreler doniisiirken 17-21 giin gibi bir sliregten gecer.
Bu siire¢ deney planlamasi yapilirken dikkate alinmalidir ¢iinkii bu farklilagsma stirecindeki
hiicreler heterojen bir popiilasyon olusturabilirler. Bu heterojen olusum sonuclarda
tutarsizlik yaratabilir. Bu duruma ek olarak Caco-2 hiicreleri ile ¢alisilirken normal bagirsak

epitelinde enterositler disinda hiicrelerin oldugu da unutulmamalidir (Lea, 2015).

1.2.4 HT-29 Hiicre Serisi

1964 yilinda Fogh ve Trempe tarafindan insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt1 HT-29, 44
yasindaki kadm hastanin primer tiimdriinden izole edildi. in vitro ortamda kalin bagirsak
(kolon) kanserini incelemek icin kullanilan HT-29 hiicre hatti, bagirsak yiizeyini kaplayan
epitelyal benzeri hiicrelerdir. Standart kosullarda yiiksek glikoz ortaminda ve %10 serum
varliginda biiyiitiilmektedir. Bununla beraber HT-29 hiicreleri her zaman olgun bagirsak
hiicreleri gibi davranmazlar. Bu durum aslinda HT-29 hiicrelerindeki farklilagsmadir. Yani
hiicreler baz1 6zel maddelerle muamele edildiginde enterosit benzeri veya goblet hiicresi

benzeri forma gegebilirler. Ozel maddelerden sodyum biitirat gen ifadesini degistirip
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hiicrelerde farklilagsmay1 tetiklerken, kiiltiir ortaminda diigiik glikoz kullanmak hiicreleri
enerji stresine sokarak olgunluga erigsmelerini zorunlu birakir. Herhangi 6zel bir madde ile
muamele edilmeden uzun siire kiiltiir ortaminda kalan HT-29 hiicreleri de baz1 farklilasma
ozellikleri gosterebilir. Kiiltiir ortaminda yapilan bu degisiklikler ile HT-29 hiicreleri ilag ve
besin emilimi ¢alismalari, bagirsak bagisiklik yaniti ve mikrobiyata etkilesimleri gibi kanser
arastirmalar1 disindaki alanlarda da kullanilabilir. Kiiltiir asamasinda HT-29 hiicrelerinin
besinlerin emiliminde rol oynayan enterosit hiicrelerine doniisiimiinii komsu hiicrelerle siki
baglantilar kurmasindan ve mikrovillus gelistirmesinden anlasilmaktadir. HT-29 MTX alt
hiicre hatt1 olan metotreksat (MTX) ile se¢ilmig tlirii mukus salgilar. Bu salgidan HT-29
hiicrelerinin goblet benzeri forma gectigi anlasilmaktadir. Bu fenotipteki hiicre hatti,
bagirsaktaki mukus salgisini etkileyebilecek gida bilesiklerini ya da bakterilerini deneyerek
sonug almak i¢in 6nemli bir modeldir. Bununla birlikte HT-29 hiicrelerinde bazi mutasyonlar
goriiliir. Bu mutasyonlardan biri MAPK yolunda bulunan BRAF V600E mutasyonudur
(Roma vd., 2016). Somatik bir mutasyon olan V600E mutasyonu sonucunda hiicrede
kontrolsiiz ¢cogalma goriilerek hiicre kanserlesmeye yatkin hale gelir. Genomun koruyucusu
olarak adlandirilan p53 geninin 273. kodonundaki nokta mutasyonu p53 proteininin DNA’ya
baglanmasini engeller (Zhang vd., 2020). Bu nokta mutasyonu HT-29 hiicrelerinde siklikla
R273H seklinde goriiliir (Song vd., 2023). Bu mutasyon sonucunda arginin amino asidi
yerine histidin kodlanmas1 mutant p53 olusumuna sebep olur. Mutant p53 DNA hasarini fark
edemez, hiicre dongiisiinii durduramaz ve bu durum hiicrelerin siirekli gogalmasiyla kanser
olusumuna zemin hazirlar. HT-29 hiicreleri kiiltiir sartlarindaki degisikliklerle birlikte
farklilagsma siireci yaklasik 30 giin stirmektedir. Yapilacak calismaya goére bu siirecin dikkate

alinmasi ve hiicrelerin morfolojik farkliliklarinin gézlemlenmesi 6nem sarf etmektedir.

Her ikisi de kolon kanserinde kullanilan bu hiicre hatlar1 ayni1 kanser tiiriinde olsa da farkli
farklilasma Ozellikleri gostererek farkli ¢alisma alanlarinda kullanilabilirler. HT-29 hiicre
hattinda belirgin mutasyonlar rapor edilirken, Caco-2 hiicrelerinde bdyle bir bulguya
rastlanmamaktadir. Gen susturma, mutasyonlar1 geri ¢evirme, kanserde kullanilan ilaclarin
direnci amactyla yapilacak g¢alismalarda HT-29 hiicre hatti kullanilmasi sahip oldugu
mutasyonlar nedeniyle tercih edilebilir. Caco-2 hiicre hatti ise bagirsak hiicrelerine daha
benzer bir yap1 gosterdiginden ilag emiliminde ve besin taginimi ¢alismalarinda daha ¢ok
tercih edilebilir. Ornegin 5-FU ilaciyla yapilan bir galismada Caco-2 hiicrelerinde biiyiime
faktorii ile uyarildiginda ilaca duyarlilik artarken, HT-29 hiicre hattinda uzun siireli 5-FU

maruziyeti ilaca diren¢ gelistirmesine yol acabilir. Enzim aktivite seviyeleri Caco-2
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hiicrelerinde daha yiiksek goriilmektedir ve HT-29 hiicrelerinin yalnizca %40-50’si siikroz-
izomaltaz eksprese eder (Zweibaum, 1986; Zweibaum vd., 2011). Aralarindaki bu farklilik
siikroz-izomaltaz kompleksinin viicutta ince bagirsakta goriilen mikrovillus yapilarinda
bulunmasindandir. HT-29 hiicrelerinde bu mikrovillus benzeri yapilar goriilmediginden
enzim aktivitesine bakilacak bir ¢alismada Caco-2 hiicreleri tercih edilebilir. Bununla
birlikte HT-29 hiicrelerinin yiiksek bir seviyede miisin iiretebilmesi de Caco-2 hiicre hatti ile

arasindaki farklardan biridir (Huet vd., 1987; Maoret vd., 1989).

1.3 Kanser Tedavisi

Kanser giinimiizde hala tam anlamiyla tedavisi bulunabilmis bir hastalik degildir. Bu
durumun sebeplerinin en 6nemlisi kanserin gelisim siirecinin oldukg¢a karmasik olmasi ve in
vitro ortamda yapilan deney sonuglarinin in vivo ortamda beklenen cevabi vermemesi olarak
sOylenebilir. Bu sebeple kanser iizerinde hala arastirmalar yapilan ve aydinlatilmasi gereken
noktalar1 olan bir hastaliktir. Kanserin tedavisinde mortaliteyi azaltmak olduk¢a 6nemliyken

bunun beraberinde sagkalimi artirmak i¢in de ¢aligsmalar stirdiiriiliir.

Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve bu tedavilere kiyasla daha yeni bir alan olan
immiinoterapi kanser hastaliginin tedavisinde baglica kullanilan yontemler olarak
belirtilmektedir. Cerrahi tedavi kanser tedavisindeki en eski ve hala oldukc¢a fazla kanser
tiiriinde kullanilan yontemlerden birisidir. Basitge kanserli dokuyu viicuttan fiziksel olarak
cikartmak olarak tanimlanabilmektedir. Bu yontem genellikle tiimoriin viicutta bulundugu
yere, boyutuna ve hastanin genel saglik durumuna bagli olarak planlanir. Erken evrede
farkina varilan kanser tiirlerinde yiiksek basar1 saglayan bir tedavi tiiriidiir. Kanser
hastaliginin tespit edildigi evre tedavi i¢in olduk¢a onemlidir. Geg teshis edilen kanser
tiirlerinde erken evrede teshis edilen kansere gore tedavi basaris1 diismektedir. Ornegin erken
evrede tan1 koyulan meme kanseri tedavisinde %90 basar1 elde edilmistir (Saadatmand vd.,

2015).

Cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapi yontemleriyle birlikte kullanildiginda tedavinin
basaris1 artmaktadir. Radyoterapi tedavisinde kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak veya
biiylimelerini durdurmak amaciyla yiiksek enerjili 1sinlar kullanilir. Bu yontem cerrahi
miidahalenin ardindan kanser niiksii ihtimalini azaltmak ve dokuda kalan veya kalabilecek

kanserli hiicreleri yok etmek i¢in kullanilir. Cerrahi miidahaleden 6nce verilen radyasyon
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tedavisi ise kanserli dokunun kii¢liltiilmesi amaciyla kullanilir. Bulanti, sa¢ dokiilmesi,
yorgunluk, cilt iritasyonu gibi yan etkileri bulunmaktadir. Immiinoterapi tedavisi viicuttaki
bagisiklik sistemi hiicrelerinin giiclendirilerek kotli huylu hiicreleri tanimasini ve onlarla

savagmasini amaglayan bir tedavidir (Patel, 2024).

Kanser agilari, monoklonal antikorlar (belirli antijenleri hedef alarak, yiiksek maliyet diigiik
yan etki) ve CAR-T hiicre tedavisi gibi ¢esitli tedavi yontemleri de bulunmaktadir.
Immiinoterapinin basarili olmasi hastanin bagisiklik sisteminin durumuna, kullanilan
tedavinin tiirline ve kanser hastaliginin 6zelliklerine baglidir. Kemoterapi tedavisinde ilag
kullanim1 kanserin yok edilmesi, belirtilerinin azaltilmasi1 veya ortadan kaldirilmasi,
yayilimini 6nlemek ve kanserin sebebiyet verdigi agriy1 hafifletmek amaglariyla kullanilan
bir yontemdir. Cerrahi tedavinin ardindan verilen ilag tedavisi koruyucu (adjuvan), cerrahi
islemden Once tiimori kiigiiltmek i¢in ilag tedavisi (neoadjuvan) palyatif yani kemoterapiye
destek amacli olarak kullanilabilir. Kemoterapi tedavisindeki énemli sorunlardan bir tanesi
timor hiicrelerine zarar verirken saglikli hiicrelere de zarar vermesidir. Bu durum
kemoterapide uzun zamandir siiregelen yan etkilere sebep olur. Kemoterapide kullanilan
ilaclarin etkinligini sinirlayan temel sorunlardan birisi de ilag¢ direnci olusumudur. Tedavide
kargilagilan bu durumlar bildigimiz tedavilere ek olarak, tiimor hiicrelerinde olusan
degisikliklere dayanabilen yeni, etkili ve hedefe yonelik tedavi yontemleri kesfedilmesinin
Onilinli agmaktadir. Bu tedavi yontemlerinden bazilari; kiigiik molekiillerin belirli proteinleri
inhibe ederek hastaligin ilerlemesini durdurmayi, kanser hiicresi tizerindeki belirli
reseptorleri hedef alan peptid ilaglari, monoklonal antikorlar ile beraber sitotoksik ilaglarin
kanser hiicrelerini hedef almasiyla yan etkileri azaltmay1 hedefleyen antikor ila¢ konjugatlar
(ADCs) tedavi yontemleridir (Karati ve Kumar, 2023). Kanser hastaliginin tedavisi i¢in

kullanilan yontemler ve sonucunda olusabilecek yan etkilerin gorseli Sekil 1.6’da verilmistir.
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Sekil 1.6: Kanser hastaliginda kullanilan tedaviler ve tedavilerin sonucunda ortaya ¢ikan yan
etkiler (Canak, 2024)

1.3.1 Kemoterapide Kullanilan ilaglar

Kanser tedavisinde kemoterapi hala kullanilan yaygin bir ydntemdir. Bu amagla
kemoterapide kullanilan ilaglara kemoterapdtikler adi verilir. Bitki (Lichota ve
Gwozdzinski, 2018; Kikuchi vd., 2019) veya sentetik kaynakli (Marchi ve O'Connor, 2012;
Peng vd., 2020) olarak iki alanda incelenirken, etki mekanizmalarina bagli olarak;
antimetabolitler, topoizomeraz inhibitorleri, mitotik ig inhibitorleri, alkilleyici ajanlar ve
digerleri olarak ayrilabilirler (Lugmani, 2005; Nussbaumer vd., 2011). Bunlarin igerisinden
antimetabolit grubu kendi iginde pilirin ve pirimidin antagonistleri, piirin analoglari,
antifolatlar ve riboniikleotid rediiktaz inhibitorleri olarak ayrilirlar. Bu grup igerisinde
bulunan antikanser ilaclar DNA/RNA sentezini bozabilir, belirli enzimlerin inhibisyonunu
saglayabilir veya yanlis yapisal plirin/pirimidin analoglarini DNA’ya ekleyerek zincir
kirilmalarina sebebiyet verir. 5-FU, gemsitabin, sitarbin, pirimidin antagonistlerinden,
fludarabin piirin antagonistlerinden, azatioprin, kladribin, piirin analoglarindan, pralatreksat
ve pemetreksed antifolat grubu ilaglara 6rnek olarak verilebilir (Nussbaumer vd., 2011;

Marchi ve O'Connor, 2012; Lea, 2015).
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Alkilleyici ajanlar hiicre dongiisiiniin 6zellikle G1 ve S fazinda etkili olan ilaglardir. DNA’ya
alkil grubu ekleyerek yapisin1 bozar ve hiicre boliinmesini durdurur. Alkil grubu ekleme
DNA bazlarindan guanin bazi iizerinde gergeklesir ve sonucunda ¢apraz baglanmalar, baz
eslesme hatalar1 veya zincirde kirilmalar meydana getirir. Oksazafosforinler igerisinde azot
(N), oksijen (O) ve fosfor (P) elementleri bulunan halkal1 yapiya sahip bilesik grubu olmakla
beraber siklofosfamid ve ifosfamid ilaglar1 bu gruba dahildir. Platin bazli ajanlar i¢in
sisplatin ve oksaliplatin ilaglar1 6rnek verilebilir (Nussbaumer vd., 2011; Lea, 2015). DNA
replikasyonunda yer alan topoizomeraz aktivitelerinin inhibisyonu ile DNA ipliginin
kirilmasi topoizomeraz 1 ve topoizomeraz II inhibitorlerinin etki mekanizmalardir.
[rinotekan ve topotekan ilk gruba, doksorubisin (DOX), idarubisin ise ikinci gruba 6rnek
olarak verilebilir (Infante Lara vd., 2018; Bax vd., 2019). Hiicre béliinmesinin mitoz
basamaginin metafaz evresinde goriilen 1§ mikrotiibiillerinin islevini degistirerek hiicre
oliimiine sebebiyet veren taksanlar ve vinca alkaloidleri gibi ig inhibitorleridir. Dosetaksel
ve paklitaksel taksan grubu ig inhibitori grubu ilaglarina, vinkristin (VCR) ve vinblastin

vinca grubu ig inhibitérii ilaclarina drnek verilebilir (Nussbaumer vd., 2011; Lea, 2015).

1.3.1.1 5-Fluorourasil

DNA ve RNA sentezindeki yapi taglarimi taklit ederek hiicre boliinmesini durdurup hiicre
6liimiine sebep olan anti metabolitlerden 5-FU, kolorektal kanser basta olmak iizere bircok
kanser tedavisinde kullanilmaktadir. 5-FU neredeyse 70 yil once ilk olarak anti-kanser
aktiviteye sahip oldugu bildirilen, tiimorlerin artan urasil tiiketimini azaltmak ig¢in
sentezlenmistir (Heidelberger vd., 1957). 5-FU’nun DNA’daki pirimidin bazlarindan olan
urasil ile tek farki C-5 pozisyonundaki hidrojenin yerine florinin bulundurmasidir. DNA’daki
timin yerine gegen urasil yerine adenin ve 5-FU’dan olusan baz giftleri olusur (Vodenkova
vd., 2020). 5-FU hiicre icine girdiginde ii¢ aktif metabolit formu bulunmaktadir. Her
formunda hiicreyi farkli yollarla 6ldiiren 5-FU’nun Timidilat Sentaz’1 (TS) inhibe eden
formu 5-florodeoksiiiridin monofosfat (5-FAUMP), RNA’ya yanlis yerlesen formu 5-
florouridin trifosfat (5-FUTP) ve DNA’ya yanlis yerlesen 5-florodeoksiuridin trifosfat (5-
FAUTP) formu bulunmaktadir. Normalde TS, DNA’da timin bazinin yapitast olan dTMP’yi1
sentezler. 5-FU’nun aktif formu olan FAUMP hiicreye girdiginde TS’ye baglanarak bu
sentezin ger¢eklesmesine engel olur. Bu durumda dTMP sentezlenmez, DNA replikasyonu
durur, hiicre boliinemez ve sonunda hiicre 6liir. RNA sentezine katilan FUTP formu yanlis

yerlesmesi sonucunda hiicredeki protein iiretimi siirecini bozulmasina sebep olur. Bununla
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beraber hiicredeki yasamsal fonksiyonlar bozulur ve hiicre oliir. Bir diger aktif formu olan
FAUTP ise DNA’ya yanlis baglanmasiyla DNA hasarina sebep olur. DNA onarim
mekanizmalar1 hasar1 diizeltmek i¢in sentezlense de siirekli hata-diizeltme donglisi
sonucunda DNA’da kiriklar meydana gelir. Bu hasar hiicrenin 6liimiine sebebiyet verir

(Longley vd., 2003).

Kanser hiicrelerine uzun siire boyunca uygulanan ilaca kars1 gelisen direng birgok farkli
mekanizmay1 igerir. Uzun siire boyunca uygulanan ilacin tedavide yetersiz kalmasi gibi
durumlarda kombine tedavilerle siirecin desteklenmesi kemoterapide kullanilan baska bir
yoldur. Kombine tedavide kullanilan ilaglara karsi timor hiicreleri tarafindan ¢oklu direng
mekanizmalar gelisebilir. BCRP, HRP ve p-glikoprotein gibi enzimlerin iretimi arttiinda
tedavisi uygulanan ila¢ hiicre i¢inde kalamaz ve disar1 atilir. TS enziminin c¢ok fazla
tiretilmesi de ilacin yetersiz kalmasina ve hiicrede direng olusmasina sebep olabilir. Bununla
beraber 5-FU ilaci i¢in karacigerde ¢ok fazla dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD) iiretimi
de ilacin bir¢ogunun parcalanmasi sonucu hiicreyi etkileyememesiyle direng gelisimine
sebep olabilir. DPD iiretimini engelleyen ilaglarla 5-FU’nun biyoyararlanimi arttirilabilir
fakat bunun sonucunda da hiicrede ¢oklu ilag¢ direnci gelisimi goriilebilir. Metotreksat ve
interferonlar da 5-FU etkinligini artirmak i¢gin tedavide kullanilir. Ozellikle kolon kanserinin
ileri evrelerindeki tedavisinde kullanilan 5-FU’nun etkinligini artirmak i¢in, olusan yan
etkileri engelleyebilecek kemoprotektan olan Leucovorin (LV, Folinik Asit) ile kullanilir. LV,
FAUMP-TS etkilesimini arttiran CH>THF kofaktoriinii arttirir. Boylece 5-FU etkinligi
arttirthir. Bu kombine kullanimin sagkalimda ve tliimor yanit oraninda iyilesme sagladig:
goriilmiistiir (Thirion vd., 2004). 5-FU ve LV kombine kullanimina ek olarak oksaliplatin ve
irinotektan ilaglariyla beraber kullanimi1 da hastanin yasam kalitesinde olumlu sonuglar
gostermistir. Oksaliplatin tek basina etkin bir ilag olmakla birlikte DNA zinciri arasinda
capraz baglar olusturarak replikasyonu durdurur bdylece hiicre Sliimiinii saglayan platin
bazli bir ajandir. irinotekan ise DNA replikasyonu sirasinda kiriklar olusturarak hiicreyi
o6ldiirtir. Bu kombinasyonlar sayesinde hiicre farkli mekanizmalarla ayn1 anda hasar alir. Bu
durumda tiimorde tek bagina kullanilan ilaca direng gelistirip kurtulma olasiligi azalir.
Boylece tedavide yanit oranlann yiikselir (Longley vd., 2003). 5-FU’nun etki

mekanizmasinin sematik gosterimi Sekil 1.7°de gosterilmistir.
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Sekil 1.7: 5-FU etki mekanizmasinin sematik gosterimi (Longley vd., 2003)

1.4 Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde dogal olarak bulunan, bitkilerin renkleri ve kokular1 gibi
ozelliklerini belirleyen fitokimyasallardan polifenol grubunun bir alt tiiriidiir. Flavonoidlerin
molekiiler yapilar1 li¢ elemanli halka yapisina sahip, iki aromatik halka ve bu halkalar
baglayan {i¢ karbonlu bir yapidan olugsmaktadir (Sultana ve Anwar, 2008). Ana iskeletleri
CsC3Cs seklinde (Miean ve Mohamed, 2001) 15 karbonlu molekiillerdir. Halkalar1 A, B ve
C olarak isimlendirilir. Iki benzen halkas1 A ve B halkas1 ve bu halkalar1 birbirine baglayan
piran halkas1 C ile olusur (Erlund, 2004) ve flavonoidlerin tiim alt gruplarinda bu yap1
ortaktir. Bu yap1 ozellikleri sayesinde giiclii antioksidan kapasiteleri bulunmaktadir ve
serbest radikallerin temizlenmesinde, hiicre hasarinin 6nlenmesinde yardimci olmaktadirlar

(Kumar ve Pandey, 2013a; Szulc vd., 2024).

Flavonoidlerin antioksidan o0zellikleri yaninda anti-inflamatuar, immiinomodiilatér ve
antikanser aktiviteler gosterdigi ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalarla desteklenmistir (Batra

ve Sharma, 2013; Panche vd., 2016). Ozellikle kanser hiicreleri iizerinde yapilan
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aragtirmalarda, hiicre proliferasyonunu inhibe ettikleri ve apoptotik mekanizmalar1 aktive
ettikleri rapor edilmistir (Zhang vd., 2018; Li vd., 2023). Bu bilesikler, faz I metabolize edici
enzimlerin (CYP450 izoenzimleri gibi) aktivitesini inhibe ederek kanserojenlerin
biyotransformasyonunu azaltmakta, faz II enzimlerin aktivasyonunu artirarak toksinlerin

viicuttan uzaklastirilmasini kolaylastirmaktadir (Le Marchand vd., 2000).

Ozellikle kolon kanseri hiicreleri iizerinde yapilan galismalarda, apigenin ve kuersetagetin
gibi flavonoidlerin anti-proliferatif etkiler sergiledigi gosterilmistir. Bu flavonoidler,
Bax/Bcl-2 oranini ve kaspaz-3 aktivasyonunu artirarak hiicrelerde apoptotik siirecleri tesvik
etmektedir. (Tiirktekin, 2009; Chidambara Murthy vd., 2012). Ayrica, flavonoidlerin NF-xB
inhibisyonu yoluyla inflamatuar mediatorlerin {iretimini azaltarak inflamasyonu baskiladigi

da belirtilmistir (Sharma vd., 2018).

Flavonoidler farkli biyoaktiviteleri olan dogal olarak olusan fenolik bilesiklerdir (Cook ve
Samman, 1996). Cogunlugu meyve, sebze ve bitkilerden 4000’e yakin flavonoidin
varligindan s6z etmek miimkiindiir. Flavonoidler kimyasal yapilari, renkleri ve pH’ya
tepkileri olarak antosiyaninler ve antoksantinler olarak iki gruba ayrilir. Antosiyaninler
cogunlukla koyu renkli meyve ve sebzelerde bulunur ve belirgin pigment O6zellikleri
sayesinde gidalarda renk verici olarak kullanilir. Gidalardaki flavonoidler genellikle renk,
tat, yag oksidasyonunun Onlenmesinden ve vitamin ve enzimlerin korunmasindan
sorumludur (Yao vd., 2004). Antoksantinler daha acik renkli bitkilerde bulunmakla beraber
genellikle saglik alaninda olusturabilecek katkilar1 agisindan incelenir. Flavonoidlerin
antoksantin ve antosiyanin olarak kendi i¢inde ikiye ayrilmasiyla birlikte antoksantinler de
molekiil yapilari olarak ¢esitli kimyasal siniflara ayrilir (Sultana ve Anwar, 2008). Flavonlar,
flavonoller, flavanonlar, flavanoller ve izoflavonlar olmak lizere 5 alt gruba ayrilir. Bu
flavonoid gruplarinin kimyasal yapilar1 Sekil 1.8’de gosterilmistir. Bir heterosiklik halka
olan karbon (C) halkasinin doygunlugu flavon ve flavonolii birbirinden ayirir. Flavonol
grubu bitkilerde en yaygin bulunan simiftir (Cassidy ve Kay, 2013). Elma, cay sogan gibi
meyve sebzelerde bulunan flavonoller kuersetin, rutin, mirisetin ve kamferol bilesiklerini
igerir (Crozier vd., 2009). Flavonlar C halkasinin 3. C pozisyonunda hidroksil grubu
bulundurmamasiyla flavonollerden ayrilir. Flavon grubu maydanoz, kereviz, zeytinde
bulunan ve apigenin, luteolin bilesiklerini igerir. Flavonlar C2 ve C3 karbonlar1 arasindaki
cift bagi icerirken flavanonda ise flavonda bulunan ¢ift baga hidrojen dahil edilerek bag teke

indirgenir yani flavonlarin dihidro tiirevleri flavanonlardir. Dihidro tiirev olan flavanonlar
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kimyasal 6zellikleri sebebiyle daha az renkli ve daha stabil renklerde bulunurlar (Giusti vd.,
2023). Genellikle greyfurt ve portakal gibi turuncu renkli meyvelerde bol miktarda
bulunurlar. Naringin ve hesperidin en 6nemli bilesiklerindendir (Kumar ve Pandey, 2013a).
En 6nemli bilesikleri katesin ve epikatesin olan flavanol grubu flavonlarin indirgenmis
tirevleridir. Yesil cay, lizim ve kakaoda yliksek konsantrasyonda bu bilesikler mevcuttur
(Rice-Evans vd., 1996). Ayn1 molekiiler formiile sahip fakat atomlarin farkli diizenlenmesi
sonucu olusan bilesikler olarak tanimlanabilen izomerler arasinda flavonlarin izomeri
izoflavonlar da bulunmaktadir. Baklagillerde ve ozellikle soya fasiilyesinde bulunurlar

(Rice-Evans vd., 1995). Genistein ve daidzein en ¢ok bilinen izoflavon bilesikleridir.

Flavanol

Antosiyanin Flavonon

Sekil 1.8: Flavonoid ve tiirlerinin kimyasal yapilarinin gosterimi (Ullah vd., 2020)

Sonug olarak flavonoidler, antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser etkileri sayesinde
potansiyel kemopreventif ajanlar olarak degerlendirilmektedir. Bu 06zellikleri nedeniyle
flavonoidler, saglik bilimlerinde ve ilag¢ gelistirme caligmalarinda biiyiik 1lgi gérmekte ve

cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in umut vadetmektedir.
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1.4.1 Rutin

Rutin, 1930°da ilk olarak portakaldan izole edilmistir. Baslangicta bir vitamin (vitamin P)
oldugu diisiiniilmiistiir. Su anda ise bu maddenin flavonoid smifindan flavonol oldugu
bilinmektedir (Middleton, 1998). Rutin C>7H30016 kimyasal yapida, sari-yesil renk kristal
yapida ve molekiiler agirligi 610.53 g/mol olan bir flavonoldiir (Patel ve Patel, 2019). Rutin
flavonoidinin kimyasal yapis1 Sekil 1.9°da verilmistir. Rutin karabugday, elma, ¢ay, sogan,
kusburnu gibi bitkilerde bol miktarda bulunur (Harborne, 1986; Kreft vd., 1999) Rutin
flavonoliiniin farmakolojik ve terapotik etkileri oldukga cesitlidir. Antioksidan 6zelligi
sayesinde serbest radikallerin hiicrelere zarar vermesini engelleyebilir. Ayrica damarlardaki
gecirgenligi azaltarak damar sagligmi koruyabilir. Viicutta yaglarin oksidasyonunu
Onlemeye de yardimci olur. Yapilan caligsmalarla antioksidan, antiinflamatuar, anti-kanser,
hiicre, damar, karaciger ve bobrek koruyucu, kardiyoprotektif, néroprotektif, hepatoprotektif
ve antihipertansif 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (La Casa vd., 2000; Janbaz vd.,
2002; Palmer vd., 2002; Schwedhelm vd., 2003; Fotini vd., 2006; Trumbeckaite vd., 2006;
Nassiri-Asl vd., 2010; Richetti vd., 2011; Javed vd., 2012).

Rutin flavondliiniin 6zellikle antikanser etkileri ¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢alismada
gosterilmistir. Meme (Ghasemzadeh vd., 2014), prostat (Satari vd., 2019), pankreas (Saleh
vd., 2019) ve kolon (Nasri Nasrabadi vd., 2019) gibi kanser hiicre hatlarinda proliferasyonu
inhibe ettigi, apoptozu tetikledigi (Nafees vd., 2018), otofajiyi indiikledigi (Park vd., 2016),
anjiyogenezi baskiladigi (Chuang vd., 2010) ve metastaz1 engelledigi (Ghasemzadeh vd.,
2014) raporlanmistir. Bu etkiler; hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinler, kinazlar,
transkripsiyon faktorleri ve inflamatuvar sitokinler tizerindeki diizenleyici rolii ile iligkilidir.
Bunun yan sira, rutin diisiik biyoyararlanim problemi ile de dikkat ¢ceker. Emilim sonrasinda
rutinin biyolojik etkilerinin ¢ogu, metaboliti olan kuersetin araciligiyla meydana gelir. Bu
durum, rutinin sindirim sonrasi par¢alanmasi ile ortaya ¢ikan aglikon formunun biyolojik
aktivitelerindeki 6nemini vurgulamaktadir (Bok vd., 2002). Sonug olarak rutin, sahip oldugu
cok yonlii biyolojik etkiler nedeniyle 6zellikle antioksidan ve antikanser ajan olarak bilimsel
ilgiyi artiran dogal bir bilesiktir. Gerek gida takviyesi olarak gerekse farmakolojik ajanlarla

kombine terapilerde kullanilma potansiyeli tasimaktadir.
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Sekil 1.9: Rutin flavonoéliiniin kimyasal yapisi
1.4.2 Naringin

Naringin, molekiiler agirligi 580,4g/mmol olan, molekiiler formiili C27H32014 olan bir
flavonon glikozidi olarak tanimlanir (Alam vd., 2014). Naringin flavonoidinin kimyasal
yapist Sekil 1.10°da verilmistir. Naringin, vitaminler, mineraller, flavonoidler acgisindan
zengin olan narenciye meyvelerinde (greyfurt, limon, portakal, mandalina), g¢esitli
turuncggillerde (Alam vd., 2014) sikca yer alan bir flavonoiddir (Stabrauskiene vd., 2025).
Tat olarak acimsidir ve bu meyvelerin tadim1 biliyiik ol¢iide etkiler (Alam vd., 2014).
Flavonoidlerin meyve ve sebzelerde bulundugu yerler degisiklik gosterebilir. Ornegin limon
cekirdeginde hesperidin ile erioctrin yogunken limon kabuklarinda ise neoeriocitrin,
neohesperidin ve naringine daha yogun rastlanir (Joshi vd., 2018). Naringin insan viicudunda
bagirsak mikrofloras1 tarafindan bagirsaktaki aglycon naringenine pargalar daha sonra
bagirsaktan emilir (Choudhury vd., 1999). Naringin, diisiik toksisite, serbest radikalleri
noétralize edebilme potansiyeli sayesinde oksidatif stresin ortaya g¢ikardigi hiicresel hasari
azaltabilme etkinligine sahiptir (Stabrauskiene vd., 2025). Ayrica naringin gii¢lii bir anti-
enflamatuvar (Xue vd., 2019), antikanser (Erdogan vd., 2018; Zhao vd., 2019) etkiler

gosterdigi kanitlanmistir. Naringin bu etkilerine ek olarak kemik hiicrelerinin ¢ogalmasini
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ve farklilagmasini tesvik ederek osteoporoz gibi kemik hastaliklarina karst koruyucu etki
gosterir ve osteoklast olusumunu baskilayarak kemik yikimini azaltabilir (Yu vd., 2020).
Naringinin bu ¢esitli biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri, onu potansiyel bir terapotik ajan

olarak 6n plana ¢ikarmaktadir.

Sekil 1.10: Naringin flavononunun kimyasal yapis1
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2. LITERATUR OZETI

Flavonoidler; antioksidatif, anti-enflamatuvar ve anti-kanserojen etkileri ile dogal gidalarda
bulunan biyoaktif bilesiklerdir. Bu 6zellikleri sayesinde norodejeneratif hastaliklar, obezite
ve kanser hastaliklar1 iizerinde olumlu etkileri vardir. Flavonoidler ile yapilan ¢alismalarda
olumlu etkilerin goriilmesi i¢in uygun doz ve uygulama stiresi kritik 6neme sahiptir (Li vd.,
2023). Son yillarda flavonoidler ile birgok alanda ¢alismalar yapilmistir. Kanser hastaliginin

tiirleri lizerinde rutin ve naringin bilesikleri ile yapilan ¢alismalar 6nemli bir yer edinmistir.

Gatasheh tarafindan 2024 yilinda yayinlanan makalede rutin flavonoidinin kolorektal kanser
(HT-29) hiicrelerine kars1 etkileri molekiiler diizeyde incelenerek bu etkilerin hangi genler
tizerinden gergeklestigi belirlenmistir. Rutin i¢in yapilan biyoinformatik analizler sonucunda
laboratuvar deneyleri gergeklestirilmis ve rutinin hiicre biiyiimesini G1 fazinda durdurarak
hiicre 6limiine yol agtig1 kanitlanmistir. TP53, PCNA, CCNEB1, CDKNIA ve LDHA
genleri rutin ile tedavi edilen HT-29 hiicrelerinde RT-PCR yo6ntemi kullanilarak ekspresyon
seviyelerinde diisiis goriildiigii kanitland1 (Gatasheh, 2024).

Chang vd. tarafindan 2025 yilinda yayinlanan makalede ti¢lii negatif meme kanseri (TNBC),
rutin ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerinde hiicre canlilig1 i¢in kolorimetrik
CCK-8 testi, apoptoz i¢in PI/Annexin V kullanildi. Biyoinformatik teknikler kullanilarak
EGFR, IL6, TNF ve INS birincil hedefler olarak secildi. Bu hedefler gPCR ve Western blot
deneyleri ile desteklendi. Yapilan calismalar sonucunda rutin tiglii negatif meme kanseri
hiicre hattinin biiytimesini inhibe ederek hiicre 6liimiine neden oldu. IL6, TNF, INS ve EGFR
ifadelerini azaltti. Bu gen ifadelerindeki azalma rutinin anti kanser aktivitesinin birkac hedef

ve bir¢ok sinyal yolunun karisimindan kaynaklandigi kanitlandi (Chang vd., 2025).

Suman vd. tarafindan 2025 yilinda yayinlanan makalede rutin ve kuersetin flavonoidleri tek
baslarina ve kemoterapi ilaglariyla birlikte kolon kanseri hiicreleri olan HCT116 iizerinde
sitotoksik ve kemoterapiye duyarlilik etkilerini aragtirmistir. Calismada hiicre canliligi XTT
testi ile Olciiliirken, Western blot ve immiinofloresan teknikleriyle apoptoz, otofaji ve
oksidatif stres gibi siirecler degerlendirilmistir. Kuersetin tek basina rutine kiyasla daha
yiiksek hiicre o6limii sergiledi. Kemoterapi ilaglartyla birlikte kullanildiklarinda rutin
flavonoidinin 5-FU i¢in, kuersetinin de doxorubicin i¢in etkili birer kemoterapi duyarliligini

arttirict oldugu bulunmustur. Sonugta flavonoidlerin yapisal 6zelliklerinin farkli olmasi
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hangi ilagla nasil etkilesime girdigini degistirir ve bu konuda yapilacak kombinasyonlar
kemoterapoétik ilaglarin dozajini azaltmak, ilag direncine duyarlilig1 azaltmak gibi tedavide

karsilagilan zorluklarda yardimci olabilir (Suman vd., 2025).

Huang vd. 2024 yilinda yayinladigi calismada rutinin mide kanseri iizerinde tedavisi
Ol¢iilmiistiir. Mide kanserine olan etkilerini iki farkli hiicre hatti ile degerlendirilmis olup
bunlar AGS ve MGC803’tiir. Hiicrelere uygulanan farkli dozlarda rutinin ardindan hiicre
canlilik testi icin MTT, hiicre oliimiinlin nasil gerceklestigini gorebilmek amaciyla akis
sitometrisi, hiicrelerin dokudaki hareketlerini ve doku benzeri yapilar1 agsma becerisini
Olemek icin yara iyilestirme ve Transwell testi kullanilmistir. Bu testlerin sonucunda rutin,
mide kanseri hiicrelerinde canlilig1 apoptoza bagli azaltti. Go¢ ve invazyon testlerinde de
rutin tedavisi olumlu sonuglar verdi. Molekiiler diizeyde yapilan incelemeler RT-PCR ve
Western Blot kullanilarak yapilmistir. Deneylerin sonucunda epitel-mezankimal gecis
stirecinin baskilandigini ve bu sonucun Wnt-p-catenin sinyal yolunun inhibisyonu ile oldugu
aciklanmistir. Sonug olarak rutinin mide kanseri hiicrelerinde potansiyel bir dogal ajan

olarak degerlendirilebilecegi kanitlanmistir (Huang vd., 2024).

Betts vd. 2023 yilinda yaptig1 deneysel ¢aligmada rutin prostat kanseri tizerinde denenmistir.
Bu caligmada rutin flavonoidinin PC-3 hiicre hatt1 {izerindeki apoptotik ve epitelyal-
mezenkimal gecis etkileri incelenmistir. 24 ve 48 saat farkli dozlarda rutin ile tedavi edilen
PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde doza ve zamana bagimli olarak hiicre canliliginda azalma
goriilmiistiir. Bu WST-1 testi ile ile yapilirken apoptoz seviyesindeki artis i¢in Annexin V
ELISA yontemi kullanilmigti. Molekiiler diizeyde RT-PCR ile mRNA ekspresyonu
incelenmistir. Yapilan ¢alismalarin sonucglar1 dogrultusunda rutin prostat kanseri hiicreleri
tizerinde apoptozu indiikleyici ve epitelyal-mezenkimal ge¢isi engelleyen etkileri oldugunu

kanitlar niteliktedir (Betts Z. vd., 2023).

Vincer vd. tarafindan 2024 yilinda yayinlanan naringin flavonoidinin oral kanseri hiicre
hattinda sitotoksik ve antikanser etkileri incelenmistir. KB-1 hiicre hatt1 kullanilan ¢alismada
24 saatlik tedavi sonucunda hiicre canliligt MTT testi kullanilarak 6l¢tildii ve doza bagimli
azalma gozlemlendi. Etidyum bromiir ile boyanan hiicrelerin ¢ekirdek yapisi ve apoptotik
degisiklikleri faz-kontrast mikroskop ile incelendi. Hiicrelerdeki morfolojik yapinin
bozuldugu, biiziilme ve ¢ekirdekteki kromatinlerde yogunlasma goriildii. Naringinin hiicre

gbcl faaliyetlerin etkisinin 6l¢iilmesi icin yara iyilestirme deneyi yapildi ve kontrole kiyasla
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onemli dl¢iide azalma goriildii. Apoptotik etkilerin belirlenmesi i¢in ger¢ek zamanli PCR ile
gen ekspresyonlari dl¢iildii. Bel-2 ifadesinde azalma, BAD, BAX ve Caspase-3 ifadelerinde
anlaml bir artis, TGF-, SMAD2, TNFa ve NFkB ifadelerinin baskilandig1 goriildii. Yapilan
caligmada tlim sonuglar incelendiginde naringin oral kanseri tedavisinde umut verici bir anti

kanser ajan olabilecegi kanitlanmistir (Vincer vd., 2024).

Tharamelveliyil Rajendran vd. tarafindan 2024 yilinda yayimnlanan g¢alismada naringin
flavonoidi glioblastoma hiicreleri iizerindeki anti kanser etkisi incelenmistir. in silico ve in
vitro yaklagim ile yiiriitiilen calismada Oncelikle naringinin baglanmasi olas1 proteinler
bulunmustur. Gliblastoma hastalarindaki genler ile bu proteinler karsilagtirilarak ortak 129
hedef gen bulunmustur. Bu genlerin icerisinden PARP1 ve ABL1 genleri ile naringin giiglii
bir baglanti sergilemistir. Bununla beraber naringinin genlerle olan baglantisi zaman
icerisinde stabil kalmistir. In vitroda yapilan deneylerde C6 sican glioma hiicreleri ve U87-
mg insan glioblastom hiicreleri kullanilmigti. MTT analizi ile hiicre canliliklari
Olciildiiglinde insan glioblastoma hiicrelerine karsi naringinin daha giiclii etkisi oldugu
gorlilmiistiir. Yapilan ¢alismalar sonucunda naringinin glioblastomaya karsi PARP1 ve
ABLI inhibisyonu ile apoptoz, hiicre dongiisiinii durdurma ve antimetastatik etkiler

gosterebilecegi vurgulanmistir (Tharamelveliyil Rajendran vd., 2024).

Wang vd. tarafindan 2024 yilinda naringin flavonoidinin yumurtalik kanseri hiicrelerinde
sisplatine direncin nasil gerceklestigi ve otofaji mekanizmasini nasil etkiledigi arastirilmastir.
Sisplatin direngli ve normal SKOV3, A2780 hiicre hatlar1 deneysel calismalarda
kullanilmistir. MTT deneyi ile hiicre canliligi, flow sitometri ile apoptoz Olgiilmiistiir.
Western blot deneyi ile otofaji belirtecleri ve TGF-B2/smad2 yolundaki etkiler incelendi.
Naringin, sisplatin direngli hiicrelerde duyarlilig: arttirdi ve apoptozu destekledi. Otofaji
belirtecleri sonuclarinda p62 proteininde artis, LC3de azalma goriildii. Bu sonuglar
otofajinin baskilandigin1 géstermistir. TGF-B2 ve smad2’yi baskilayarak otofaji araciligiyla
sisplatin direncini kirmistir. In vitro ortamda alinan sonuglar dogrultusunda in vivo
kosullarda da deney yapilmistir. Deney farelerinde sisplatin+naringin kombinasyonu tek
baslarina sisplatine gore tiimor biiylimesini daha etkili sekilde yavaslatmistir. Yapilan
deneyler sonucunda sisplatin direncli yumurtalik kanseri hiicrelerinde naringin otofajiyi
baskilayarak ila¢ hassasiyetini arttirdi. Bu mekanizmanin TGF-f2/smad2 sinyal yolunun

baskilanmasi ile gerceklestigi kanitlanmistir (Wang vd., 2024).
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Bisht vd. 2024 yilinda yayimnladigi arastirma makalesinde naringin flavonoidinin
glioblastoma hiicrelerine temozolomid ile tek baslarmma ve kombine kullanimlarinin ilag
direncine nasil etki edecegi arastirilmistir. Bunun i¢in in vitro ortamdaki deneylerde U87-
MG (insan glioblastoma) ve T98-G (temozolomid direngli) hiicre hatlar1 kullanildi. MTT,
ELISA, Western blot gibi sitotoksik ve genotoksik deneyler yapilmistir. Hiicre canlilik
diizeyi, apoptoz, protein diizeyleri ve olusan metabolik degisikliklerin incelendigi bu
makalenin sonucunda Ozellikle T98-G hiicre hatti lizerinde verilen kombine tedavinin

kemoterapi etkinligini arttirdig1 kanitlanmistir (Bisht vd., 2024).

Pravin vd. tarafindan 2024 yilinda yayinlanan arastirma makalesinde rutin ve naringin
flavonoidleri meme kanseri hiicresi (MDA-MB-231) ve saglikli fibroblast hiicreleri (2DD
ve QFC) lizerinde DNA hasar yanit1 lizerindeki etkisini arastirmistir. PARP-1, ATM, ATR,
CHKI1 ve WEEI proteinleri ile molekiiler baglanma yontemi kullanilarak rutin ve naringin
etkilesimleri hesaplanmistir. Naringin ATM, ATR CHK1 ve WEEI] ile giiglii bir baglanma,
rutin PARP-1, ATM ve ATR proteinleri ile gii¢lii bir baglanma sergilemistir. Bu sonuglar g6z
ontine alinarak kanserli ve saglikli hiicrelerde MTT, Comet ve DPPH testleri yapilmistir.
Yapilan deneyler sonucunda saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde canlilik diigmiis,
DNA hasar1 artmistir. Her iki bilesik i¢in oksidatif stresin azaltilmasinda bir rol oynadig:
kanitlanmistir boylece antikanser etkileri artmistir. Rutin ve naringin DNA hasar yanitini
diizenleyen proteinlerle giiclii yakinlik sergiledigi ve kanser hiicrelerinde tamir proteinlerine
olan bagimlilik nedeniyle bu flavonoidler DNA hasar yanitin1 modiile etmek i¢in potansiyel

ilag olarak degerlendirilebilir (Pravin vd., 2024).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu boliimde arastirmanin materyal ve metodu lizerine bilgiler verilecektir. Bu calisma,
Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Hiicre Kiiltiirii

Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1 Cahsmada Kullanilan Hiicre Serileri ve Kiiltiir Ortamlar

In vitro ¢aligmalarin 6zellikle kanser aragtirmalarinda en 6nemli yap1 tast olan hiicre serileri,
laboratuvar ¢alismalarinda birgok alanda kullanilmaktadir. Kanser tedavisi arastirmalarinda
baslangi¢ olarak kullanilmak {izere bircok kanser tiirliniin hiicre hatti bulunmaktadir. Bu
calismada insan kolon kanseri hiicre serisi (Caco-2) ve insan kolorektal kanseri hiicre serisi

(HT-29) kullanildi.

3.1.1 Caco-2 Hiicre Serisi (ATCC HTB-37)

Kolon kanseri modeli olarak kullanilan Caco-2 hiicreleri i¢in besleme medyumu asagida
verilen Tablo 3.1’e gore hazirlandi. Daha sonra hazirlanan besleme medyumu 0.22 pm por
capina sahip vakum filtrasyon sisteminden (Katalog No: 343001; NEST Biotechnology, Cin)

stiziildii ve Caco-2 hiicreleri i¢in biitiin deneysel basamaklarda kullanildu.

Tablo 3.1: Caco-2 hiicre medyum igerigi

Besiyeri/Katkilar Firma Miktar (mL)
Dulbecco’s Modified Eagle Gibco, KN: 41966-029, 500
Medium (DMEM) Yiiksek Amerika Birlesik
Glukoz Devletleri (ABD)

Serox, KN: S181G-500, 50
Fetal Sigir Serum (FBS) Almanya
Biological Industries, KN: | 5
03-031-1B, Israil
MEM Esansiyel Olmayan Amino | Pan Biotech, KN: P0O§- 5

Asit Cozeltisi (100X) 32100, Israil

Penisilin-Streptomisin Sollisyonu
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3.1.2 HT-29 Hiicre Serisi (ATCC HTB-38)

Kolorektal adenakorsinoma kanser modeli olarak kullanilan HT-29 hiicreleri i¢in besleme
medyumu asagida belirtilen Tablo 3.2’ye gore hazirlandi. Sonrasinda hazirlanan besleme
medyumu 0.22 um por ¢apina sahip vakum filtrasyon sisteminden (Katalog No: 343001;
NEST Biotechnology, Cin) siiziildii ve HT-29 hiicreleri i¢in biitiin deneysel basamaklarda
kullanildi.

Tablo 3.2: HT-29 hiicreleri i¢in medyum igerigi

Besiyeri/Katkilar Firma Miktar (mL)
Gibco, KN: 21875-034,
RPMI-1640 500
ABD
Serox, KN: S181G-500,
Fetal Sigir Serum (FBS) 50
Almanya
Penisilin-Streptomisin Biological Industries, 5
Soliisyonu KN: 03-031-1B, Israil
MEM Esansiyel Olmayan Pan Biotech, KN: P08- 5
Amino Asit Cozeltisi (100X) 32100, israil
3.2 Kiiltiir Sartlan

Calismada kullanilmak tizere hazirlanan tiim hiicre serileri inkiibatorde (Thermo Forma II
CO» Inkiibator, ABD) 37°C sicaklikta %5 CO, igeren ortamda kiiltiire edildi. Her kosulda
steril sartlarin korunmasi amaciyla biyolojik emniyet kabini (Model No: BIF2000; Bilser,
Tirkiye) icerisinde ¢alismalar gerceklestirildi.

3.2.1 Hiicrelerin A¢ilmasi

-196 °C’lik s1v1 azot tanki igerisinde tutulan hiicre vialleri, 6nceden 37 °C 1sitilmis olan su
banyosunda hizlica ¢6ziildii. Coziinen hiicre viallerinin dig kism1 %70 alkol ile dezenfekte
edilerek biyolojik emniyet kabini icerisine alindi. Viallerin icerisindeki hiicreler yavasca

pipetaj yapilarak Oncesinde igerisine 37°C’ye getirilen besleme medyumundan 5 ml
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konulmus olan 15 ml’lik falkon tiiplerin igerisine alindi. Bu tiipler 8 dakika 1500 rpm’de
santrifiij edildi. Silipernatant uzaklastirildiginda tiipiin igerisindeki pellet, yani hiicreler,
iizerlerine bir miktar medyum eklenerek hiicrelerin ayristirilmasinin ardindan 25 cm? kiiltiir
flasklarina ekildi ve inkiibatore alindi. Hiicreler her giin mikroskop altinda ve disaridan goz

ile kontrol edildi. Hiicrelerin besi ortamlar1 haftada iki kez olacak sekilde degistirildi.

3.2.2 Hiicrelerin Alt Kiiltiire Alinmasi

Mikroskop altinda incelenen hiicreler flask tabanini en az %80 doldurdugunda pasaj islemi
yapildi. Bu islemde once flasktaki atik medyum aspire edildi ve ardindan flask tabani olas1
kirlilikten korunmak igin bir defa 5 ml fosfat tamponu (PBS; Katalog No: L0615-500;
Biowest, Fransa) ile yikandi. Hiicrelerin tlizerine 3-5 ml Tripsin EDTA soliisyonu (Katalog
No: 325-043-EL, Wisent Inc., Kanada) eklendi ve flasklar 3-5 dakika inkiibatore birakildi.
Konfulent halde olan hiicreler soliisyon yardimiyla flask tabanindan ayrildiginda tizerine 1:1
oraninda besleme medyumu eklendi ve hiicreler 15 ml’lik falkon tiip igerisinde toplandi. 8
dakika 1500 rpm’de santrifiijiin ardindan iist faz aspirlendi. Hiicre pelleti bir miktar besleme
medyumu ile yeniden siispanse edildi. Siispanse edilen hiicre pelletinden 20 pl alindi steril
bir tiipe koyulup tlizerine 20 pl tripan mavisi eklendi. Pipetaj yapildiktan sonra 20 pl alinip
neuber lami ile inverted mikroskop (Optec BSD400, Cin) altinda hiicre sayimi
gerceklestirildi. Sayimi yapilan hiicreler 75 ¢cm? kiiltiir flasklarmna ekildi (yaklagik 2x10°
hiicre) ve inkiibatore alindi. Hiicreler diizenli olarak her giin izlendi ve haftada iki defa besi

ortamlar1 degistirildi.

3.2.3 Hiicrelerin Stoklanmasi

Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda olusabilecek olas1 kontaminasyon riskine karsilik hiicreler
dondurularak stoklama islemi gerceklestirildi. Stoklama yapilirken pasaj isleminde sayilan
hiicreler (yaklasik 2x10° hiicre), 900 ul besleme medyumu + 100 ul DMSO (toplam 1ml
dondurma medyumu) igerisinde silispanse edildi ve cryoviale alindi. Vial igerisindeki
hiicreler daha saglikli bir dondurma islemi icin igerisinde 2-propanol bulunan hiicre
dondurma kabinda -80°C’de bir gece bekletildi. Sonrasinda -80°C’de bulunan vialler sivi

azot tankina alinarak stoklama islemi tamamlandi.
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3.3 Bilesiklerin Hazirlanmasi

Calismada Rutin (Ambed, Katalog No: A125100, ABD)’in ve Naringin (Sigma-Aldrich
Katalog No: 71162, Almanya)’in 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 uM ve
standart kemoterapotik ilag olan 5-Fluorourasil (5-FU; Katalog No: F6627-1G; Sigma-
Aldrich, Almanya)’in 1, 5, 25, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar1 kullanildi. Her bilesik
i¢in oncelikle en yiiksek konsantrasyonlar (Rutin 1000 uM, Naringin 1000 uM ve 5-FU 100
uM) Dimetil Siilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlandi. DMSO’nun olusturabilecegi olasi
sitotoksik etkisini en aza indirgemek igin stok c¢ozeltiler hazirlanirken uygulanan
konsantrasyonlar 1 pL ¢oziicii hacmi olacak sekilde gerceklestirildi. Bu sayede ¢oziiciiniin
muhtemel sitotoksik etkisi ortadan kaldirildi (Chen ve Thibeault, 2013). En yiiksek
konsantrasyonlardan seyreltilerek en diisiikk konsantrasyona kadar dozlar hazirlandi.

Hazirlanan dozlar vorteks kullanilarak kullanima hazir hale getirildi.

3.4 Sitotoksisite Analizi

Deneyde kullanilacak olan bilesiklerin hiicreler iizerinde olusturacagt muhtemel sitotoksik
etkinin belirlenmesi i¢in, bu amagla olduk¢a yaygin kullanilan bir yontem olan 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-yl)-2,5 Difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizleri ile gerceklestirildi
(Mosmann, 1983). MTT analizi, hiicrelerin canlilik durumu, ¢ogalma kapasitesi ve
sitotoksisite seviyesini degerlendirmek i¢in kullanilan giivenilir ve yaygin bir yontemdir. Bu
analiz, hiicresel metabolik aktiviteyi dlgerek, metabolik olarak aktif hiicrelerin sar1 renkli
tetrazolyum tuzu (MTT) molekiiliinli mor renkli formazan kristallerine doniistiirme
yetenegine dayanir. Bu doniisiim, hiicrelerde bulunan NAD(P)H’ye bagli oksidorediiktaz
enzimleri araciliiyla gerceklesir (Berridge ve Tan, 1993). Analiz sirasinda olusan formazan
kristalleri, uygun bir c¢oziindiirme solisyonu kullanilarak ¢oziilir ve ardindan
spektrofotometre ile optik yogunluk 6l¢iimii yapilir. Béylece elde edilen veriler, hiicrelerin

canlilik diizeyini 6l¢gme imkani sunar.

3.4.1 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

MTT soliisyonu 0,5 mg/ml konsantrasyonda (Katalog No: M2128; Sigma-Aldrich,
Almanya) steril fosfat tamponu igerisinde 10 ml olacak sekilde hazirlandi. Hassas terazide

0.005 gr tartilan toz halindeki MTT soliisyonu {iizerine 10 ml FBS eklendi. Vorteks
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kullanilarak MTT ’nin ¢6ziinmesi saglandi. Falkon tiip icerisinde ¢dziinen soliisyon %70’lik
alkol ile dezenfekte edilip kabin igerisine alindi. Kabinde soliisyonun steril olmas1 igin
filtreden gecirildi. Sonrasinda 15 ml’lik falkon tiipe her tiipe 1 ml MTT soliisyonu {izerine 9
ml taze medyum eklenerek calismada kullanilmak iizere son hacmi 10 ml olan toplam 10
adet MTT soliisyonu elde edildi. Hazirlanan tiiplerin igerisindeki MTT soliisyonlar1 karanlik

ortamda +4°C’de muhafaza edildi. Soliisyon deneyden 6nce hazirland: ve taze kullanildi.

3.4.2 Hiicrelerin EKimi

Flask tabaninda konfulent hale gelmis hiicreler, tripsin-EDTA soliisyonu ile flask tabanindan
ayrildi. Tripan mavisi ile boyanarak hiicre sayimi gerceklestirildi. Her bir bilesik icin 24, 48
ve 72 saat olacak sekilde toplam 9 tane 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga yaklasik
10x10° hiicre olacak sekilde ekimi gerceklestirildi. Hiicreler 24 saatlik inkiibasyona
birakildi. Bu islem hem Caco-2 hem de HT-29 hiicreleri i¢in ayr1 zamanlarda ve daha

sonrasinda yapilacak kombine uygulama icin de ayn sekilde tekrarlandi.

3.4.3 Bilesikler ile Hiicrelerin Muamelesi

Calismada Rutin ve naringinin 100,200,300,400,500,600,700,800,900,1000 uM ayrica 5-
FU’in 1, 5, 25, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar1 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapilan
hiicrelerin tizerine her bir kuyucuga 1 pul olacak sekilde eklendi. Bilesikler ile muamelelerini
gosteren 24, 48 ve 72 saat olarak plakalara etiketlemesi yapilan hiicreler 37 °C sicaklikta %5
CO2’li inkiibatérde muamele edildi. Muamele siireleri bittikten sonra hiicre canliligina olan

etkilerinin dl¢tilmesi i¢in MTT yontemi kullanildi.

3.5 MTT Analizi

Muamele siiresi biten her plaka i¢in bu islemler sirasiyla uygulandi. Kullanilacak miktar
kadar MTT soliisyonu 6nceden karanlik ortamda 37 °C sicaklikta 1sitildi. MTT uygulamasi
icin 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucugundaki medyum uzaklastirilarak her bir
kuyucuga 50 pLL MTT soliisyonundan eklendi. MTT soliisyonu eklenen plakalar 3 saat
stireyle inkiibasyona birakildi. Bu siirenin ardindan soliisyon kuyucuklardan uzaklastirildi
ve ¢oziinme islemi i¢in DMSO kullanildi. 100 pL DMSO her bir kuyucuga eklendi.
Gergeklestirilen her adimda plaka direkt 1siktan korundu. Kuyucuktaki hiicrelerin optik
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densisiteleri ELISA plaka okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda
okundu (Mosmann, 1983). Kontrol kuyucuklari (sadece medyum bulunan kuyucuklar)
okutularak, elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alind1 ve bu deger %100 canli
hiicre olarak kabul edildi. Bilesik uygulamasi yapilan kuyucuklardan elde edilen absorbans
degerleri kontrol absorbans degerlerine gore oranlandi ve sonucunda yiizde canlilik degeri
elde edildi. Bu uygulamalarin sonuglar1 elde edildikten sonra canlilifi etkilemeyen en
yiiksek dozlar kullanilarak 24, 48 ve 72 saat olmak {lizere kombine uygulamalar yapildi ve
ayni kosullarda inkiibatérde muamele edildi. Kombine uygulamanin hiicre canliligina olan
etkilerinin ol¢iilmesi i¢in ayni islemler tekrarlandi. MTT analizi sonrasinda g¢ekilen 96

kuyucuklu plaka gorseli Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1: MTT analizi sonrasinda ¢ekilen 96 plaka
3.6 Genotoksisite Analizi

Okaryotik canlilarda DNA hasarini belirlemek amaciyla yaygin olarak kullanilan tek hiicre
jel elektroforezi olarak da bilinen “Comet Assay”, temelinde agaroz jele gomiilii hiicrelerin
lizis ¢ozeltisi ile muamelesi sonucunda hiicre zarlarini, sitoplazmay1 ve niikleoplazmay1
parcalar (Collins, 2004). Ardindan alkali elektroforez soliisyonu ile muamele edilen hiicreler

DNA iizerindeki i¢ veya dis faktorler sonucu olusabilecek kirilmalari elektroforez sirasinda
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akima maruz kalan hiicrelerin anoda dogru goc etmesiyle analiz edilir. Go¢ sirasinda
hiicrelerin kuyruklu yildiza benzer bir goriiniim olusturmasi ile basa gore yogunluk dl¢iimii
DNA kirilmalarinin diizeyinin ol¢iilmesini saglar (Nandhakumar vd., 2011). Deneysel

siirecte yapilan calismalar asagida detaylandirildi.

3.6.1 Deneyde kullanilan malzeme ve soliisyonlarin hazirlanmasi

Comet analizlerinde kullanilan soliisyon, boya ve preparatlarin hazirlanma siirecleri asagida

verilmigtir.

a) Mikroskop lamlarinin normal melting agaroz (NMA) ile kaplanmasi

1,5 gr NMA (Katalog No: 2267.4; Carl Roth GmbH, Almanya) tartild1 ve bir beher igerisine
almip tlizerine 150 ml saf su eklendi. %1 konsantrasyonda hazirlanan NMA mikrodalga
cihazinda eritildi ve yeniden donmamasi i¢in 1s1 problu bir manyetik karistirici iizerinde 85
°C sicaklikta islemlere devam edildi. Mikroskop lamlart NMA igerisine 3-5 saniye siireyle
daldirild1 ve lamlarin alt tarafinda NMA kalmamasi icin bir pecgete yardimiyla silindi.
Kaplanan lamlar diiz bir zeminde karanlik bir ortamda kurutuldu. Kuruyan lamlar 4 °C’de

kullanima hazir halde bekletildi.

b) Low melting agaroz (LMA) cozeltisinin hazirlanmasi
%1’lik LMA (Katalog No: BP165-25; Fisher BioReagents, Belcika) PBS icerisinde eritildi.
Iml’lik ependorf tiiplere paylastirildi ve kullanilincaya kadar 4 °C’de saklandi. 4 °C’de
donan LMA ¢aligma yapilmadan 6nce blok 1siticiya alindi ve 65 °C’de eritildi. Blok 1sitict
tizerinde eriyen LMA ¢ozeltisi 35 °C’de kullanildi.

¢) Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi
Tablo 3.3’de verilen miktarlara gore tartilan bilesikler tek tek eklenerek meziir igerisinde 80

ml saf su ile ¢oziildii. pH:10’a ayarlandiktan sonra 1 ml Triton-X ilave edildi ve toplam

hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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Tablo 3.3: Lizis ¢0zeltisi i¢in miktar tablosu

Cozelti Miktar (g)

NaCl 14,61
EDTA 3,72
Tris-Base 0,121

d) Alkali elektroforez soliisyonunun hazirlanmasi

Tablo 3.4’te verilen miktarlara gore tartimi yapilan bilesiklerden NaOH 500 ml dH>O’da
EDTA 200 ml dH>O’da ¢6ziildii. Hazirlanan her iki ¢ozelti de oda sicakliginda yaklasik 2
hafta saklanabilir. Her elektroforez ¢alismasindan 6nce taze yapilan 1X tampon i¢in 30 mL

NaOH ve 5 mL EDTA alinir. Toplam hacim 1000 mL olacak sekilde dH2O eklenir.

Tablo 3.4: Alkali elektroforez soliisyonu i¢in miktar tablosu

Cozelti Miktar (g)

NaOH 200
EDTA 14,89

e) Notralizasyon soliisyonunun hazirlanmasi

Tris-Base bilesiginden 48,5 gram tartildi. 600 ml saf su ile ¢ozdiiriildii. pH:7.5’e ayarland1

ve son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

f) Etidyum bromiir soliisyonunun hazirlanmasi (10X)

Etidyum bromiir bilesiginden 10 mg tartilir ardindan 50 ml saf suda ¢ozdiiriiliir. Calisma

yapilacaginda hazirlanan stok soliisyondan 1 ml alinir ve tizerine 9 ml saf su eklenir. Boylece

1X etidyum bromiir soliisyonu hazirlanir.
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3.7 Comet Analizlerinin Yapilmasi

6 kuyucuklu plakalara (Katalog No: 92006; TPP, Isvicre) Caco-2 hiicrelerinin ekimi
gerceklestirildi. MTT analizi sonuglarina gore segilen bilesik dozlar ile hiicrelerin 24 saatlik
muamelesinin bitmesinin ardindan kuyucuklardaki medyum uzaklastirildi ve iki kez 37 °C
sicakliktaki PBS ile kuyucuklar yikandi. Ardindan 1 ml soguk PBS eklenen kuyucuklardaki
hiicreler kaziyici ile santrifiij tiipleri icerisine alindi. 1500 rpm 5 dakika santrifiij edilen
hiicrelerin iizerindeki atik medyum uzaklastirildi. PBS ile hiicreler ¢ozdiiriildii ve yaklasik
20 pl hiicreden alinip tizerine 80 pul %1°lik LMA eklendi. Bu karisim NMA ile kapli lamlarin
tizerine iki tarafina 45 pl-45 ul eklenerek tizerleri lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
4 °C’de 15 dakika bekletildi ve bu sayede LMA’nin donmasi saglandi. Siirenin bitmesiyle
lameller dikkatlice lamlardan siyrildi ve lamlar sirt sirta verilerek dikey bir sale igerisine
yerlestirildi. Hazirlanan soguk lizis soliisyonu sale igerisine eklendi ve 4 °C’de 1 saat lizis
islemi gergeklestirildi. Ardindan lamlar yatay elektroforez tankina (Cleaver Scientific,
Ingiltere) her biri ayn1 yonde olacak sekilde yerlestirildi. Lamlarin {izerine gelecek sekilde
soguk alkali elektroforez soliisyonu tanka eklendi ve 4°C’de yarim saat bekletildi. Siirenin
bitmesiyle gii¢c kaynagi baglanarak 25 volt en fazla 300 mA 30 dakika elektroforez islemi
gerceklestirildi. Elektroforez sonrasinda lamlar saleye alindi ve nétralizasyon tamponu ile 3
kez 5 dakika yikama islemi gergeklestirildi. Lamlarin kurumasi ile her biri 20 dakika
etidyum bromdir ile boyandi. Boyama islemi bittiginde preparatlardaki arka planin netligini
arttirmak ve fazla boyay1 uzaklastirmak amaciyla soguk su igerisine batirilip ¢ikarilarak kisa
bir yikama islemi gergeklestirildi. Lamlar kurumaya birakildi. Hiicre DNA’sinda meydana
gelen hasar floresan mikroskop (Zeiss Axioscope Al, Almanya) altinda incelendi. Yapilan
caligmanin basamaklart Sekil 3.2°de gosterilmistir. TriTek Comet Score programi
kullanilarak skorlama islemi gerceklestirildi. Her lamda bulunan alanlardan rastgele en az
50 hiicre sayildi, sayilan hiicrelerdeki Tail DNA (%) parametreleri belirlendi. Belirlenen
parametrede meydana gelen degisimler DNA hasarmin varligini ve istatistiksel analiz ile
DNA hasarinin oranin1 ortaya ¢ikarilmasini sagladi. Calismadaki biitiin adimlar karanlik

ortamda gergeklestirildi. HT-29 hiicreleri i¢in de ayni adimlar gerceklestirildi.
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Sekil 3.2: Comet analiz basamaklar1 (A: Hiicre+LMA siispansiyonlarinin NMA kaph
lamlara aktarilmasi B: Lamlarin elektroforez tankina alkali elektroforez
soliisyonu igerisine yerlestirildi C: Elektroforez asamas1 D: Comet goriintiilenme
asamasi)

3.8 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GrapPad Prism 8 programi kullanilarak yapildi. Nicel veriler
ortalamazstandart hata, nitel veriler ise say1 (yiizde) ile 6zetlendi. incelenen degiskenlerin
gruplar arasi karsilagtirllmalarinda tek yonlii varyans analizinin ile yapilabilmesi igin,
normal dagilima uygunluk ve varyanslarin homojenlik kontrolii yapildi. Bu varsayimlarin
saglandig1 durumlarda, ilgili degiskenler i¢in grup ortalamalar1 aras1 farklilik, tek yonlii
varyans analizi (One-Way Anova) ve coklu karsilastirmalar ise Benferroni testleri ile
gerceklestirildi. Normallik varsayimlarinin saglanmadigi durumlarda ise Kruskal Wallis H
testi ve coklu karsilastirmalarda ise Dunn testi kullanilds. ikili karsilastirmalar da bagimsiz

orneklem t testi ile yapildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bilesiklerin 24, 48 ve 72 saat uygulamalar1 sonrasinda hiicre canlilik diizeyleri ve DNA
hasarina etkileri yapilan analizlerle belirlendi. Elde edilen sonuglar her bir analizi ve hiicre

serisi i¢in agagida detaylandirilarak sunuldu.

4.1 MTT Analiz Sonuclar

Rutin, naringin ve 5-FU uygulamalarindan sonra hiicre canlilik diizeyleri yapilan MTT
analizleri sonrasinda belirlendi. Sonuglar kontrol grubuna gore % canlilik degisimi olarak

hesaplandi ve sonuglar yapilan istatistiksel analiz sonrasi bar grafikler hazirlanarak sunuldu.

4.1.1 Rutin Bilesiginin Caco-2 Hiicre Canlihg Uzerine Etkileri

Rutin bilesiginin Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine uygulanmasindan sonra belirlenen
canlilik degisimleri Sekil 4.1’de gosterildi. Rutin bilesiginin 24, 48 ve 72 saatlik
uygulamalarinda 24 saatte kontrole kiyasla 700 uM ve tistii dozlarinda anlamli bir azalma,
48 saatlik uygulamalarinda kontrol ve ¢oziiciiye kiyasla 700 uM ve iistiinde anlamli bir
azalma, 72 saatlik uygulama sonucunda kontrole gére 600 M ve iistiinde ¢oziiciiye gore ise

900 uM ve iistiinde hiicre canliliginda 6nemli diizeyde bir azalma goriilmiistiir.
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Sekil 4.1: Rutin uygulamasindan sonra Caco-2 hiicrelerinde olusan canlilik diizeyi degisimi
(%) (A: 24 saat sonra; B: 48 saat sonra; C: 72 saat sonra hiicre canlilik diizeyleri.
Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi. Veriler ortalama+SD
olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla; #p<0.05 ¢oziiciiye kiyasla)

4.1.2 Naringin Bilesiginin Caco-2 Hiicre Canlih@1 Uzerine Etkileri

Naringin bilesiginin Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine uygulanmasindan sonra belirlenen
canlilik degisimleri Sekil 4.2°de gosterildi. Naringin bilesiginin 24 saatlik uygulamasinda
600 uM ve tistii dozlarinda kontrole gore anlamli bir azalma, 900 uM ve 1000 pM’lik
dozlarinda ek olarak c¢oziiciiye gore anlamli bir azalma goriildii. 48 saatlik naringin
uygulamasinda 600 uM ve iistii dozlarda kontrole gére anlamli bir azalma goriildii. 72 saatlik
uygulamada ise yalnizca 900 ve 1000 uM dozlarinda kontrole gore anlamli bir azalma

goriildii.
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Sekil 4.2: Naringin bilesiginin uygulanmasindan sonra Caco-2 hiicrelerinde olusan canlilik
diizeyi degisimi (%) (A: 24 saat sonra; B: 48 saat sonra; C: 72 saat sonra hiicre
canlilik diizeyleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi.
Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla;
#p<0.05 ¢oziiciiye kiyasla)

4.1.3 5- Fluorourasil Bilesiginin Caco-2 Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkileri

Caco-2 hiicrelerine 5-FU uygulamasindan sonra belirlenen hiicrelerdeki canlilik diizeyleri
Sekil 4.3’te gosterilmistir. 5-FU’nun 24 ve 72 saatlik uygulamasinin sonucunda 25 uM ve
tistii dozlarinda hiicre canlilifinda kontrole gore anlamli bir azalma goriildii. 48 saatlik
uygulamada hiicre canliligindaki bu azalma 50 pM ve {istii dozlarda goriildii. 24 ve 48 saatlik
uygulamada kontrole gore azalmaya ek olarak 75 pM ve iistli dozlarinda ¢dziicliye gore de

anlaml bir diisiis gézlendi. 72 saatlik uygulamada ise bu durum 50 uM ve tistli dozlarda etki

etti.
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Sekil 4.3: 5-FU uygulamasinin ardindan Caco-2 hiicrelerinde meydana gelen canlilik
diizeylerinin degisimi (%) (A: 24 saat sonra, B: 48 saat sonra, C: 72 saat sonra
hiicrelerdeki canlilik diizeyleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile
analiz edildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla; #p<0.05 ¢oziicliye kiyasla)

4.1.4 Rutin ve 5- Fluorourasil Bilesiklerinin Kombine Kullaniminin Caco-2 Hiicre

Canhihigina Etkisi

Her iki bilesigin canlilig1 etkilemeyen en yiiksek dozlari kullanilarak yapilan kombine
caligmasinin hiicre canlilik diizeyindeki degisimleri Sekil 4.4’te gosterilmistir. Grafikler
incelendiginde her saatte bilesiklerin kombine kullaniminin tekli kullanimlarina gére daha
etkili oldugu goriildii. Ozellikle 24 saatlik kullanimda rutin ve 5-FU bilesiklerinin hiicre
canliligin1 azaltmasinda biiylik bir fark gozlemlenmezken, kombine kullanimda hiicre

canlilig1 yar1 yariya azaldi. Bu grafikler rutin ve 5-FU bilesiklerinin sinerjik etkisini gosterdi.
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Sekil 4.4: Rutin ve 5-FU bilesiklerinin tekli ve kombine uygulamalarinin Caco-2 hiicreleri
tizerinde gosterdigi canlilik grafikleri (%) (A: 24 saat sonra, B: 48 saat sonra, C:
72 saat sonra Caco-2 hiicrelerinde olusan canlilik diizeyleri. Grup ortalamalari
Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi.
*p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001)

4.1.5 Naringin ve 5- Fluorourasil Bilesiklerinin Kombine Kullanimin Caco-2 Hiicre

Canhihigina Etkisi

Her iki bilesik i¢in de canlilig1 etkilemeyen en yiiksek dozlar1 kullanilarak yapilan kombine
calismasinin Caco-2 hiicreleri iizerindeki canlilik degisimleri Sekil 4.5’de verilmistir.
Grafikler incelendiginde her saat icin 5-FU bilesiginin tek basina kullanimi kombine
kullanimina gdre anlamli bir sonug vermezken, naringin bilesiginin tek bagina kullanimi ve

kombine kullanim arasinda hiicre canliliginda 6nemli miktarda azalma goriildii.
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Sekil 4.5: Naringin ve 5-FU bilesiklerinin tekli ve kombine uygulamalarinin Caco-2
hiicreleri lizerinde gosterdigi canlilik degisimi grafikleri (%) (A: 24 saat sonra,
B: 48 saat sonra, C: 72 saat sonra Caco-2 hiicrelerindeki canlilik degisimleri.
Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi. Veriler ortalama+SD
olarak ifade edildi. ns: Anlam goriilmedi, ***p<0.001, ****p<(0.0001)

4.1.6 Rutin Bilesiginin HT-29 Hiicre Canlih@1 Uzerine Etkileri

HT-29 hiicrelerinde rutin bilesiginin olusturdugu canlilik degisimleri Sekil 4.6’da verildi. 24
saatlik bilesik uygulamasinda 500 uM ve iistii dozlarda, 48 ve 72 saatlik uygulamada 700
UM ve {istii dozlarda kontrole gore anlamli bir azalma goriildii. Coziiciiye gore anlam her
saat i¢in 800 uM ve iistii dozlarda goriildii. 72 saatlik rutin uygulamasinin yiiksek dozlarda

hiicre canliligin1 6nemli diizeyde azalttig1 goriildii.
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Sekil 4.6: Rutin uygulamasinin ardindan HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde meydana gelen
canlilik diizeyindeki degisimler (%) (A: 24 saat sonra, B: 48 saat sonra, C: 72
saat sonra hiicre canlilik diizeyleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile
analiz edildi. Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla; #p<0.05 ¢oziicliye kiyasla)

4.1.7 Naringin Bilesiginin HT-29 Hiicre Canlih@ Uzerine Etkileri

Naringin uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat uygulamalarinin ardindan HT-29 hiicrelerinde
meydana gelen canlilik degisimleri Sekil 4.7°de verilmistir. Naringin bilesigi yalnizca 24
saatlik uygulamasinda 700 pM ve istii dozlarda kontrole gore anlamli bir azalma gosterdi.

48 ve 72 saatlik uygulamalarda ise herhangi bir anlama rastlanmadi.
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Sekil 4.7: Naringin uygulamasindan sonra HT-29 hiicreleri lizerinde meydana gelen canlilik
degisimleri (%) (A: 24 saat sonra, B: 48 saat sonra, C: 72 saat sonra hiicre canlilik
diizeyleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi. Veriler
ortalama+SD olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla)

4.1.8 5- Fluorourasil Bilesiginin HT-29 Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkileri

5-FU uygulamasinin 24, 48 ve 72 saat sonrasinda HT-29 hiicre canlilig1 diizeyi degisimi
Sekil 4.8’de gosterildi (%). Her zaman diliminde 50 pM ve {istli dozlarda kontrole gore
anlaml bir diisiis gozlendi. Istatistiksel olarak 48 saatte 25 uM dozunda anlamli bir azalma
bulunmasiyla beraber 72 saatlik 25 uM dozunda hiicre canlilig1 yaridan fazla diismesine
ragmen anlam goriilmedi. Coziicliye gore anlam ise 48 ve 72 saatlik uygulamalarda 75 uM
ve 100 uM dozlarinda, 24 saatlik uygulamada ise bu dozlara ek olarak 50 uM’lik dozda da

anlam gorildi.
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Sekil 4.8: 5-FU uygulamasinin ardindan HT-29 hiicrelerinde meydana gelen hiicre canlilik
diizeyi degisimleri (%) (A: 24 saat sonra, B: 48 saat sonra, C: 72 saat sonra
meydana gelen hiicre canlilik diizeyleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla; #p<0.05 ¢oziicliye kiyasla)

4.1.9 Rutin ve 5- Fluorourasil Bilesiklerinin Kombine Kullaniminin HT-29 Hiicre

Canlhihgina Etkisi

Her iki bilesigin zamana gore canlilig1 etkilemeyen en yiiksek dozlar1 kullanilarak yapilan
kombine ¢aligmanin HT-29 hiicreleri iizerindeki etkisi Sekil 4.9°da gdsterilmistir. Grafikler
incelendiginde bilesiklerin kombine kullaniminin hiicre canliligin1 5-FU’ya gore anlamli bir
sekilde azaltmadigini fakat yalnizca rutin bilesiginin kullanimi ile karsilastirildiginda hiicre

canliliginda anlamli bir diisilis goriilmiistiir.
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Sekil 4.9: Rutin ve 5-FU bilesiklerinin HT-29 hiicreleri iizerinde tek basina ve kombine
kullaniminin hiicre canlilig1 tizerine etkisi (%) (A: 24 saat sonra, B: 48 saat sonra,
C: 72 saat sonra hiicre canlilik diizeyleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. ns: Anlam goriilmedi,
**p<0.01)

4.1.10 Naringin ve 5- Fluorourasil Bilesiklerinin Kombine Kullanimimnin HT-29 Hiicre

Canhihigina Etkisi
Naringin bilesigi tek basina HT-29 hiicreleri lizerinde kullanildiginda yalnizca 24 saatlik

muamelede anlamli sonu¢ verdi. Bu sonu¢ dogrultusunda yapilan ¢alismada 5-FU ile

kombine kullaniminin hiicre canlilig1 {izerine etkisi Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10: Naringin ve 5-FU bilesiklerinin kombine ve tekli uygulamalarinin 24 saat sonra
HT-29 hiicre canliligina etkisi (%) (Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile
analiz edildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. ns: Anlam goriilmedi,
**p<0.01)

MTT analizlerinden elde edilen sonuglar incelendiginde, Caco-2 hiicrelerinde her iki bilesik
icin 5-FU ile kombine kullanimlarinda hiicre canlihiginda zamana bagh bir azalma
gorlilmektedir. HT-29 hiicrelerinde ise bu durum her iki bilesik i¢in 5-FU ile kombine
kullanimlarinda yalmizca 24 saatlik kombine kullaniminda hiicre canliliginda azalma
gostermistir. Bu sonuclar dikkate alinarak yapilan Comet caligmasi 24 saat siireyle

yapilmistir.

4.2 Comet Analiz Sonuglari

Caco-2 ve HT-29 hiicre serileri iizerine yapilan ¢alisma sonuglar1 incelenerek etkin zaman
24 saat olarak belirlendi. Rutin, naringin ve 5-FU bilesiklerinin etkin doz seviyeleri de
belirlendikten sonra tek hiicre jel elektroforezi yontemi kullanilarak DNA hasarina etkileri
Olciildi. Bu 6l¢iim yapilirken Tail DNA (%) parametresi DNA’daki hasar1 belirlemek i¢in

kullanildi. Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan Comet analizi sonuglari asagida sunuldu.
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4.2.1 Caco-2 Comet Analiz Sonuclarn

Caco-2 hiicrelerine 24 saat uygulanan rutin, naringin, 5-FU ve kombine kullanimlariin

DNA hasarina etkileri Tablo 4.1°de, analize ait 6rnek gorseller Sekil 4.11°de gosterildi.

Uygulama sonrasinda kontrol grubuna kiyasla referans ilacin DNA’ya anlamli bir hasar

verdigi goriilmektedir. Rutin bilesigi kontrol grubuna kiyasla DNA’ya daha az hasar verdi

fakat bu hasarin istatistiksel olarak anlamli goriilmesi 5-FU’ya kiyaslandiginda gergeklesti.

Kombine kullaniminda da rutin 5-FU’nun genotoksik etkisini azaltti. Bu sonuglar rutinin

DNA’y1 koruyarak hiicre 6liimiine sebebiyet verdigini gostermektedir. Naringin bilesiginde

ise bu durum tam tersi etki gostermistir. Kontrol grubuna kiyasla hem naringin hem de

kombine kullanimda DNA hasar1 anlamli derecede artmustir.

Tablo 4.1: Caco-2 hiicre hatt1 comet analizi sonuglari.

Caco-2 | Cozicu | 5-FU Rutin 5-FU+Rutin | Naringin 5-FU+Naringin

24 saat (10 uM) (500 uM) | (10 uM + (500 pM) (10 uM + 500
500 uM) uM)

Tail 4.33(2. | 6.62(3.56- | 3.61(2.36- | 4.13(2.83- 14.88(6.01- | 12.99(3.73-

DNA 85- 27.58)* 5.55)# 12.38)# 25.32)* 23.10)*

(%) 7.74)

Sonuglar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi. Ikili karsilastirmalar ig¢in Dunn testi
kullanildi. Degerler ortanca (%25-%75) olarak verildi. * p<0.05 ¢oziiciiye kiyasla, # p<0.05
5-FU grubuna gore
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Sekil 4.11: Caco-2 hiicrelerinin rutin, naringin, 5-FU ve kombine uygulamasindan 24 saat
sonraki DNA hasar diizeyleri (A: Kontrol hiicreler, B: Rutin uygulamasi, C:

Naringin uygulamasi, D: 5-FU wuygulamasi, E: Rutint5-FU kombine
uygulamasi, F: Naringin+5-FU uygulamasi sonrasi. X100)

4.2.2 HT-29 24 saatlik Analiz Sonuclar1

Ht-29 hiicrelerine 24 saat uygulanan rutin, naringin, 5-FU ve kombine uygulamalarinin DNA
hasarina etkileri Tablo 4.2°de, analize ait 6rnek gorseller Sekil 4.12°de verilmistir. Uygulama
sonrasinda kontrol grubuna kiyasla rutin ve naringin anlaml bir artis géstermedi. Referans
ila¢ olan 5-FU, kontrol grubuna kiyasla DNA hasarini oldukg¢a arttirdi. 5-FU’nun rutin ve
naringinle kombine kullanimlar1 incelendiginde rutinin DNA’daki hasar1 az da olsa
azalttigin1 fakat bu etkinin kontrol grubuna gore yetersiz kaldigini ve yine de anlaml bir
artis gosterdigini, naringin ile kombine kullanimdaysa bu etkinin tam zitt1 goriildii hatta tiim

gruplara kiyasla DNA hasarinin anlaml sekilde arttig1 goriilmektedir.
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Tablo 4.2: HT-29 hiicre hatti comet analiz sonuglar1

HT-29 | Coziicii 5-FU Rutin 5-FU+Rutin | Naringin | 5-FU+Naringin

24 saat (10 uM) (500 uM) | (10 uM + (500 uM) | (10 uM + 500
500 uM) uM)

Tail 5.07(3.13- | 16.56(5.02- | 4.73(3.22- | 12.9(4.72- 4.32(2.88- | 22.58(13.19-

DNA 8.92) 22.48)* 891 )# 21.72)*¥ 6.58)# 34.65)*#¥«

(%)

Sonuglar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi. ikili karsilastirmalar i¢in Dunn testi
kullanildi. Degerler ortanca (%25-%75) olarak verildi. * p<0.05 ¢oziiciiye kiyasla, # p<0.05
5-FU grubuna gore, ¥ p<0.05 rutin grubuna kiyasla, k p<0.05 naringine kiyasla

Sekil 4.12: HT-29 hiicrelerinin rutin, naringin, 5-FU ve kombine uygulamasindan 24 saat
sonraki DNA hasar diizeyleri (A: Kontrol hiicreler, B: Rutin uygulamasi, C:
E: Rutint5-FU kombine

Naringin uygulamasi,

D: 5-FU uygulamasi,
uygulamasi, F: Naringin+5-FU uygulamasi sonrasi. X100)
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5. TARTISMA

Flavonoidler, bir dizi saglik tesvik edici 6zellige sahip ve hem 6nleyici hem de terapdtik
etkilere sahip bir grup ikincil metabolittir. Bitkilerde oldukca sik rastlanan flavonoidler
cesitli meyve sebzelerde ve diger bitkisel bazli gidalarda bulunur. Flavonoidler, yapraklar,
cigekler, meyveler, tohumlar, govdeler ve kokler dahil bitkilerde bol miktarda bulunur.
Bir¢ok flavonoid ¢igeklerin ve meyvelerin canli renklerine katkida bulunur. Flavonoid
bilesikleri, heterosiklik halkanin oksidasyon durumuna ve benzen halkasi iizerindeki
hidroksil veya metil gruplarinin sayisina bagh olarak glikozilasyon, asilasyon ve molekiiler
polimerizasyon gibi ¢ok sayida modifikasyona ugrar (Chen vd., 2023). Bu modifikasyonlar,
orijinal flavonoid bilesiklerinin kimyasal 6zelliklerini ve biyolojik aktivitelerini énemli
Olciide degistirerek, beslenme, ilag ve kozmetik dahil olmak iizere ¢esitli uygulamalarda
kullanilan ¢ok c¢esitli tlirevlere yol agar (Zhuang vd., 2023). Alt1 alt sinifi bulunan
flavonoidler kimyasal yapilarindaki farkliliklar nedeniyle potansiyel saglik etkilerine

katkida bulunur.

Kanser arastirmalarinda da oldukg¢a sik kullanilan flavonoidler, tedavide ve kanserin
onlenmesinde ¢ok yonlii bir yaklagim sunarak farkli mekanizmalar yoluyla hastalikta olusan
semptomlar1 hafifletmistir. Hiicre bilylimesi ve boliinmesinde rol oynayan cesitli sinyal
yollarina miidahale ederek kanser hiicrelerinin temel bir 6zelligi olan hiicre ¢ogalmasim
inhibe ettikleri gosterilmistir. Flavonoidler ayrica, tipik olarak G2 / M veya G1 / S kontrol
noktalarinda hiicre dongiisii durmasina neden olarak kanser hiicrelerinin replikasyon
dongiilerini tamamlamasint dnleyebilir. Ayrica, bu bilesikler, kanser hiicrelerinde siklikla
diizensiz olan programlanmis hiicre 6liim yolu olan apoptozun giiclii indiikleyicileridir
(Kopustinskiene vd., 2020; Pei vd., 2020). Flavonoidlerin kanserli hiicrelerdeki olumlu
etkilerinin yani sira kanser hiicreleri lizerine yapilan aragtirmalarda flavonoid alimi ile kanser

riski arasindaki iliskinin dogrusal olmadig1 bulunmustur (Sergiel, 2024).

Calismada rutin ve naringin uygulamasinin HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinde hiicre canlilik
diizeyi iizerine etkileri belirlendi. Flavonoidlerin, 5-FU’nun ve kombine uygulamalari
sonrasinda MTT analizleri yapildi1 ve kanserli hiicrelerdeki canlilik diizeyine etkileri ortaya
konuldu. Sonrasinda hiicre 6liimiiniin nasil gerceklestigini agiklayabilmek i¢in genotoksisite
analizi yapildi. Genotoksisite testlerinden Comet yontemi kullanildi ve rutin, naringin, 5-FU

ve kombine kullanimlarinin DNA hasar1 6l¢tildii.
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Sonuglarimiz rutin bilesiginin Caco-2 kolon kanseri hiicreleri {izerinde zamana ve doza
bagiml sitotoksik etkisini gostermistir. Ayn1 hiicre hatti iizerinde naringin bilesigiyse 24
saatte 48 ve 72 saate gore daha toksik bir etki gostermistir. 5-FU, zamana ve doza bagiml
olarak hiicre canliliin1i anlamli bir sekilde azaltmistir. Rutin ve 5-FU’nun kombine
kullaniminda bilesikler sinerjik bir etki gostererek hiicre canliligini tiim zaman dilimlerinde
anlamli derecede azaltmistir. Naringin ve 5-FU’nun kombine kullaniminda hiicre canlilig
naringine gore anlamli diizeyde azalmistir fakat 5-FU ile karsilastirildiginda anlam

goriilmemistir.

HT-29 hiicrelerinde rutin bilesigi zamana ve doza bagli sitotoksik etki gostermistir. 72. saatte
yiiksek dozlarda canli hiicrelerin biiyiik bir kismini 6ldiirmiistiir. Naringin bilesigi ise
yalnizca 24 saatlik uygulamada hiicre canliliginda anlamli bir etki gostermistir. Kolon
kanserinde zaten kullanilmakta olan 5-FU, zamana ve doza bagimli olarak hiicre canliligini
azaltmis Ozellikle 72 saatlik uygulamada 10 uM ve iistii dozlarda canlilik oldukga diismiistiir.
Rutin ve 5-FU’nun kombine kullaniminda her saat uygulamasi incelendiginde yalnizca
rutine gére anlamli bir azalma goriilmiistiir. Naringin ile yapilan kombine ¢alismasinda
sadece 24 saatlik uygulama yapilmig ve sonucunda naringine gore anlamli bir azalma

goriilmiistiir.

Comet sonuglarina bakildiginda Caco-2 hiicrelerinde rutin ve 5-FU’nun kombine kullanimi
5-FU’nun DNA’da olusturdugu hasarin neredeyse tamamimi indirgemistir. HT-29
hiicrelerinde de 5-FU’nun olusturdugu hasar indirgenmistir fakat bu etki Caco-2
hiicrelerindeki etkiyle kiyaslandiginda oldukga azdir. Her ikisi de kolon kanseri hiicreleri
olmasina ragmen gorilen bu farkin HT-29 hiicrelerindeki mutasyonlardan

kaynaklanabilecegi ihtimallidir ancak daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.

Literatiirde rutin ile yapilan ¢alismalarda da bu ¢alisma arasinda benzerlikler bulunmaktadir.
Ornegin yapilan bir calismada HT-29 kolon kanseri hiicrelerine rutin bilesigi uygulanmis ve
sonrasinda hiicre canlilig1 ile DNA hasar diizeyleri belirlenmistir. Sonuglar artan doza ve
uygulama zamanina bagli olarak rutinin hiicre 6liimiinii arttirdigin1 géstermektedir. Calisma
sonuclar1 en belirgin etkinin 72 saat sonra gerceklestigini gostermektedir. Bilesigin DNA
hasarina olan etkisi Comet analizleriyle arastirilmistir. Sonuglar rutin uygulamasinin 24 saat

sonra DNA hasarini arttirdiint ortaya koymustur. Ayrica arastirmacilar rutinin apoptotik
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hiicre 6liimiinii de arttirdigin1 bildirmektedir. Bu sonuglar rutin bilesiginin kanser tedavisi

icin 6onemli bir bilesen oldugunu gdstermektedir (Vijay vd., 2016).

Meme kanseri hiicreleri tizerinde etkisi arastirilan rutin bu ¢alismada ek olarak in vivo
kosullarda da denenmistir. Calisma sonuglarina gore in vitro ortamda MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri iizerinde rutinin go¢, invazyon ve yapisma kapasitelerini doz bagimli olarak
anlaml sekilde azalttig1 belirtilmistir. HEK-293T saglikli hiicrede ise belirgin bir etkisi
bulunmamistir. Ayrica rutin EGFR sinyal yolunu baskilamis ve bu yolaktaki protein
diizeylerinde de azalma saglanmustir. In vivo deneylerde ise MDA-MB-231 hiicreleriyle
olusturulan tiimdr modellerinde, rutin 10 mg/kg dozunda uygulandiginda tiimor gelisimini
anlamli 6l¢iide engellemis; bazi deneklerde hi¢ tiimor olusmamustir. Tedavi edilen gruplarda
timdr hacmi belirgin sekilde kiigiilme gostermis, deneklerin viicut agirliklarinda toksik
etkiyi diisiindiirecek herhangi bir degisiklik saptanmamustir. Ayrica, tiimor dokularinda da
EGFR ve iligkili proteinlerin fosforile formlarinda anlamli azalma tespit edilmistir. Tiim bu
veriler, rutinin EGFR sinyal yolunu hedef alarak hem hiicresel diizeyde metastatik siiregleri
baskiladigin1 hem de canli organizmalarda tiimor gelisimini engelleyici etkiler gosterdigini
ortaya koymakta, dolayisiyla onun potansiyel bir antikanser ajan olabilecegini

gostermektedir (Lee vd., 2023).

Yapilan bagka bir arastirmada naringinin kemoterapi ilaci olan doksorubisin kaynakli bobrek
hasarma kars1 koruyucu etkilerini ve sinerjik antikanser etkilerine odaklanilmistir. Fareler
tizerinde yapilan ¢alismada naringin bobrek hasarini ve islev bozuklugunu 6nemli 6l¢iide
diizelmistir. Hiicre kiiltiirtinde girtlak ve kolon kanseri lizerinde yapilan deneylerde kombine
kullanilan bilesikler sinerjik etki gostererek antikanser etki gostermisti. MTT yontemi
kullanilarak elde edilen hiicre canlilifi sonuglari naringinin tek basina doksorubisin
kullanimina kiyasla kanser hiicrelerindeki biiylimeyi daha etkili bir sekilde baskiladigini
kanitlamigtir. Bu sonuglar naringin bilesiginin kanser tedavisinde terapotik etkinligi

arttirabilecegini gostermektedir (Gad vd., 2025).

HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda yapilan bir arastirmada naringin, tiinikamisin ve BAY
11-7082 ile birlestirerek, bu kombinasyonun HT29 hiicrelerinin ¢ogalmasin1 doza bagh
olarak bastirdigini ve spesifik olarak apoptotik olimi tetikledigini gézlemlemiglerdir. En
Oonemlisi, bu tedavinin saglikli vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC'ler) {lizerinde minimal

etkisi olmustur. Calisma, kombinasyon tedavisinin HT29 hiicrelerinde yetersiz antioksidan
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savunmaya, bozulmus 1s1 soku yanitina ve agir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine yol
actigint  bulmugstur. Daha ileri analizler, ilag kombinasyonunun ROS aracili
PERK/elF20/ATF4/CHOP yoluyla mitokondriyal apoptozu aktive ettigini ortaya koymustur.
Aragtirmacilar, bu kombinasyon tedavisinin kolon kanseri tedavisi i¢in yeni ve etkili bir
strateji olabilecegi ve saglikli hiicreler iizerindeki yan etkileri azaltilmis hedeflenmis bir

yaklagim sunabilecegi sonucuna varmiglardir (Albayrak vd., 2021).

Rutin ve naringin flavonoidleri disinda da bir¢ok flavonoid kanser arastirmalarina konu
olmustur. Son yillarda yapilan bu c¢alismalar olduk¢a artmig ve flavonoidlerle
kullanilabilecek referans ilaglarla kombine ¢aligsmalar yapilmistir (Kumar ve Pandey, 2013b;

Cai vd., 2024).
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢aligsmalar rutin ve naringin flavonoidlerinin kolon kanseri hiicrelerinde genotoksik
ve sitotoksik etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Flavonoidler bir¢ok gidada bulunan
erisilebilir, ¢esitli biyolojik aktiviteleri bulunan ve diisiik toksisite gosteren bir dogal bilesik
sinifidir (Wang vd., 2025). Flavonoidlerin farkli kanser tiirleri tizerindeki etkileri
arastirilmakta ve tedavi i¢in faydali olabilecek sonuglar1 oldugu bir¢ok farkli ¢alismada
bildirilmektedir (Jomova vd., 2025). Bu ¢aligmada rutin flavonoidinin kolon kanseri hiicre
hatlarinda hem tek basina hem de 5-FU ile kullaniminda DNA’da meydana gelen hasar1
azaltarak DNA’y1 koruyan bir rol iistlendi. Bu durumda rutinin kemoterapi sirasinda saglikli
hiicrelerin zarar gérmesini dnlemek amaciyla koruyucu bir ajan olabilecegini sunuyoruz.
Naringin flavonoidinde ise tek basina diisiik sitotoksisite gosterdigini, kombine kullanimda
ise sinerjik etki gostererek genotoksik bir hal aldigini gérmekteyiz. Sonug olarak her iki
flavonoidin kemoterapide referans ilag ile kullaniminda sinerjik etki gosterdigini ve bunu
naringinin DNA’ya hasar vererek rutinin ise DNA’y1 koruyarak yaptigini her iki flavonoidin
de potansiyel kemoterapdtik ajan olabilecegini diisliniiyoruz. Rutin flavonoidinin 5-FU
referans ilactyla kombine kullaniminda PCR, Western Blot, ELISA gibi tekniklerle
incelenmesi caligmanin daha detayli olmasini ve kanser hiicreleri iizerinde olusturdugu
sitotoksik etkinin daha net bigimde anlagilmasini saglayacaktir. Ardindan saglikli hiicreler
tizerinde yalnizca flavonoidlerin ve kombine kullanimlariin deneylerinin yapilmas: ve
referans ilag ile sitotoksik etkinin karsilastirilmast kemoterapide yeni bir bakis agisi

kazandirabilir.
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