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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BENZOFURAN HALKASI BAGLI 3-NiTROFENIL KALKON TUREVININ
KOLON KANSERI HUCRELERI UZERINDEKI ANTIKANSER AKTIiVITESININ
BELIRLENMESI

Melih OZTEPE

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ferda ARI

Kalp ve damar hastaliklarindan sonra baslica 6lim nedenlerinin ikincisini olusturan
kanserin goriilme siklig1 giin gegtik¢e artmaktadir. Giincel istatistiki verilere gore kansere
yonelik gesitli belirtiler ile saglik kurulusuna basvuran her on kisiden birine kolon kanseri
tanis1 konmaktadir. Goriilen artisa bagli olarak, klinikte kullanilan kemoterapi,
radyoterapi, immiinoterapi gibi tedavi seceneklerine kiyasla yan etkisi daha az olan ve
hedefe yonelik yeni tedavi yontemlerine ihtiyag dogmaktadir. Dogal olarak bitkilerde
bulunan ya da yapay olarak sentezi yapilabilen bilesikler olan kalkonlar, anti kanser basta
olmak tizere genis bir biyolojik aktiviteye sahiptir. Yapilan bu tez c¢alismasinda,
benzofuran halkasi bagli 3-nitrofenil kalkon tirevinin [3-(3-Nitrophenyl)-1-
(benzofurane-2-yl)-2-propen-1-one] insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116, HT-29)
tizerindeki anti kanser etki ve mekanizmalari aragtirilmistir. Tiirevin hiicre canliligina
etkisi SRB yontemi ile belirlenip elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak ileri analizlerde
kullanilmak tizere doz ve tedavi siiresi se¢imi yapilmistir. Ayrica, klinikte insan kolon
kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapétik ilag olan 5-fluorouracil ile
kombinasyon c¢alismasi yapilmistir. Hiicre Oliimiiniin hangi mekanizma {izerinden
gerceklestigi (apoptozis/nekrozis) Anneksin-V/Hoechst/Propidyum Iyodiir iiclii boyama
yontemi ile floresan mikroskopta analiz edilmistir. Akim sitometrisi ile apoptotik yolakta
gorevli Kaspaz 3/7 molekiillerinin diizeyleri Kkantitatif olarak belirlenmistir. Hiicre
dongiisiiniin hangi evrede baskilandigi akim sitometrisi kullanilarak analiz edilmistir.
Hiicre oliim mekanizmalarindan olan apoptoz ile iligkili proteinlerdeki degisimler
Western Blot yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Son olarak, hiicrelerin migrasyon
ve koloni olusturma yeteneklerine olan etkisi arastirilmistir. Bulgular dogrultusunda,
tirevin insan kolon kanseri hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak sitotoksik
aktivitenin artisina ve apoptozise neden oldugu, Go/G: evresinde hiicre boliinmesini
baskiladigi, migrasyon ve koloni olusturma yeteneklerinde ise azalmaya neden oldugu
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kalkon Tiirevleri, Kolon Kanseri, Sitotoksisite
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ABSTRACT
MSc Thesis

DETERMINATION OF ANTI-CANCER ACTIVITY OF A BENZOFURAN
RING-CONNECTED 3-NITROPHENYL CHALCONE DERIVATIVE ON COLON
CANCER CELLS

Melih OZTEPE

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI

The incidence of cancer, which is the second leading cause of death after cardiovascular
diseases, is increasing day by day. According to current statistical data, one out of every
ten people who apply to a health institution with various symptoms of cancer is diagnosed
with colon cancer. Due to the increase seen, there is a need for new targeted treatment
methods with less side effects compared to treatment options such as chemotherapy,
radiotherapy and immunotherapy used in the clinic. Chalcones, which are naturally found
in plants or can be synthesized artificially, have a wide range of biological activities,
especially anti-cancer. In this thesis study, it was determined that the 3-nitrophenyl
chalcone derivative [3-(3-Nitrophenyl)-1-(benzofurane-2-yl)-2-propen-1 one] with
benzofuran ring attached to human colon cancer cells (HCT-116, HT- 29) on the anti-
cancer effects and mechanisms were investigated. The effect of the derivative on cell
viability was determined by the SRB method and based on the results obtained, dose and
treatment duration were selected to be used in further analysis. In addition, a combination
study was conducted with 5-fluorouracil, a chemotherapeutic drug widely used in the
treatment of human colon cancer in the clinic. The mechanism by which cell death occurs
(apoptosis/necrosis) was analyzed under a fluorescent microscope with the
AnnexinV/Hoechst/Propidium lodide triple staining method. Current Levels of Caspase
3/7 molecules, which are involved in the apoptotic pathway, were determined
quantitatively by cytometry. The stage of suppression of the cell cycle was analyzed using
flow cytometry. Changes in proteins associated with apoptosis, which is one of the cell
death mechanisms, were evaluated using Western blot method. Finally, the effects of cells
on migration and colony formation abilities were determined. In line with the findings,
the derivative caused an increase in cytotoxic activity and apoptosis in human colon
cancer cells depending on the dose and time, suppressed cell division in the Go/G1 stage,
was found cause a decrease in their migration and colony formation abilities.

Key words: Chalcone Derivatives, Colon Cancer, Cytotoxicity
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1. GIRIS

Giintimiizde en oOnemli saglik sorunlarindan biri olan kanser, hiicrenin yasam
dongiisiiniin diizenlenmesini saglayan kontrol mekanizmalarindan kagarak adeta freni
bozulmus aracin egimli yolda siirekli hizlanmasi gibi “asir1 hiicre biiylimesi ve cogalmasi
ile sonuglanan hastalik ¢esidi” olarak tanimlanmaktadir (Skuse, 2015, s. 3). Kanserli
hiicreler genetik ve sporadik faktorler sonucunda dokuda birikerek tiimor adi verilen
hiicre toplulugunu olustururlar. Malign kanser hiicreleri, olustuklart timor
mikrogevresinden kan ya da lenf dolagimi araciligi ile viicudun diger bolgelerine metastaz
yapip invazif 6zellik gosterebilirler (Fares ve ark., 2020). The Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN) 2020 verilerine gore, yilda ortalama 19,3 milyon insan kanser tanisi almis
olup maalesef ki hastalardan %50’sinde 6lim goézlenmistir. Yine GLOBOCAN 2020
verilerine gore, kansere bagl 6liimlerin %9,4’tinii olusturan kolon kanseri tiirii her iki
cinsiyette de insidans ag¢isindan tigiincii sirada yer alirken mortalite agisindan ikinci sirada

yer almaktadir (Sung ve ark., 2021).

Kanser tedavisinde, klinikte rutin uygulanan tedavilerin sonucunda basari saglansa bile
kanser hiicresinin zamanla olusturdugu direng ile yeniden niiks gézlenmesi veya ilaglarin
genotoksik etkileri gibi sebeplerden dolayr kansere bagli mortalite halen yiiksek
seviyededir (Hussaini ve ark., 2016). Kolon kanserinde uzun siiredir klinikte kullanilan
kemoterapétik ilag ¢esidinden biri olan 5-fluorouracil (5-FU) her ne kadar tedavi yontemi
olarak hastalara uygulansa da dogal bilesiklerden elde edilerek daha diisiik dozda
verilebilecek ve yan etkisi daha az olabilecek kemoterapétik ilag adaylarina ihtiyag her
gecen giin artmaktadir (Barone ve ark., 2007).

Ekonomik yonden ulasilmasi diger kanser ilaglarina gore daha kolay olan bazi sebze ve
meyvelerin icerdikleri flavonoid bilesenleri, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinin
engellenmesinde son derece 6nemli rol oynamaktadir (Yao ve ark., 2011). Kalkonlar,
flavonoidlerin biyosentezinde ara metabolit tiriin olup, 1,3-diaril-2-propen-1-on kimyasal

iskeletine sahip bilesiklerdir (Zhuang ve ark., 2017).



Canlilar iizerindeki basta antikanser olmak tizere anti-inflamatuar (Gomes ve ark., 2017),
antidiyabetik (Rocha ve ark., 2020), antioksidan (Lin ve ark., 2019) ve antimikrobiyal
(Henry ve ark., 2020) gibi genis biyolojik aktiviteleri, farkli molekiiler hedeflerle
etkilesimini saglayan fonksiyonel yan gruplar (ariller, halojenler, hidroksiller, karboksil,
fenil vb.) araciligiyla gergeklestigi diisiiniilmektedir (Mahapatra ve ark., 2017).

Son yiizyildaki sistem biyolojisindeki ilerlemeler ve bilgisayar bilimi yardimiyla gelinen
nokta, timorogenezin molekiiler temeli hakkindaki bilgilerimize onemli kazanglar
saglamaktadir (Lu ve ark., 2017). Tiimor hiicrelerinde dengesinin bozuldugu apoptoz,
otofaji vb. gibi gesitli 6liim yolaklarinda gorevli molekiillerin aktivasyonuna yoénelik
dogal veya sentetik yollarla sentezlenip sitotoksik etkisi olabilecek bilesiklerin, hali
hazirda Klinikte kullanilan ilaglar ile kombinasyonu sonucu elde edilecek potansiyel
terapdtik antikanser bilesikler, kanserli bireylerin sagkalim oraninda ciddi bir artis umudu
vadetmektedir (Satari ve ark., 2021).

Elde edilen bilgiler ve mevcut gereksinimler dogrultusunda bu tez ¢aligmasinda, insan
kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-116 ve HT-29) oncelikle 3-nitrofenil kalkon tiirevinin
tek bagina ve 5-FU ile kombinasyonunun hiicre canlilig1 {izerine olas1 sitotoksik etkileri
sulforhodamine B (SRB) analizi ile arastirilmistir. Segilen doz/siire parametrelerinde
tedavi uygulanan hiicrelerde floresan mikroskopta yapilan morfolojik analiz ile apoptotik
ya da nekrotik hiicrelerin varligi belirlenmis, akim sitometrisinde kaspaz 3/7 diizeylerinin
Ol¢iilmesi ile floresan mikroskoptan elde edilen sonuglar desteklenmistir. 3-nitrofenil
kalkon tlirevinin doza bagl olarak hiicre dongiisiinii hangi evre/lerde baskiladig: yine
akim sitometrisi ile kantitatif olarak belirlenmistir. Apoptotik 6liim yolagi siirecinde
gorev alan proteinlerin ekspresyonundaki degisimler western blot ile arastirilmig, yara
iyilesmesi ve koloni olusturma yetenekleri analiz edilmistir. Literatlirde ¢esitli kalkon
tirevleri ile yapilmis bir ¢ok yayin olmasina ragmen bu ¢alisma, 3-nitrofenil kalkon
tiirevinin insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116 ve HT-29) lizerindeki sitotoksik etkileri

ve antikanser aktivitesinin ilk defa arastirilmasindan dolay1 6nem tasimaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser; biiyiime dengesi genetik ve sporadik faktorler sonucunda bozulmus hiicrelerin
asirt ve kontrolsiiz ¢ogalmasiyla olusan bir hastaliktir (Sekil 2.1). Diger bir ifadeyle,
hiicrede meydana gelen metabolik degisiklikler sonucunda metastatik ve invazif karakter
kazanarak uzaktaki dokulart istila ettikleri cok basamakli karsinogenez siirecidir (Futreal

ve ark., 2001).
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Sekil 2.1. Kanser olusumu ve yayilimi (Bu sekil, Goymer (2008)’den uyarlanmistir [S.
1048])

Kanser, ilk olarak M.O. 1500°lii yillarda tamimlanan latince bir terim olup yengeg
anlamina gelen cancer veya carcinos kelimelerinden Tiirkge *ye ¢evrilmistir (Kumar ve
ark., 2015). Tiimér terimi ise ilk defa MO 3. yiizy1lda Hipokrat tarafindan, kanserli hiicre
toplulugu etrafindaki sismis damarlari bir yengecin bacaklarina benzetmesi sonucu ortaya

konmustur (Baykara ve ark., 2016).



Saglikli hiicreler disaridan gelen biiylime sinyalleri siiresince standart biiyiikliige ve
saylya gelip ¢evrelerindeki hiicrelerle temas edene dek biiytimeyi siirdiiriirler. Hiicre,
DNA’da veya hiicreye ait elemanlarda hasar goriilmesi sonucunda biiyiime ve boliinme
gerceklesmeden Go fazinda durdurulur. Hiicre bu fazda beklerken hasari tamir edebilirse
tekrar yasam dongiisiine devam eder (Park ve Lee, 2003). Ancak hasar tamir
edilemeyecek boyutta ise, hiicrede gogunlukla programli 6liim modu olan apoptotik yolak
aktiflesir veya bagisiklik sistemi hiicreleri hasarl hiicreyi bulup fagosite eder (Asher ve
ark., 1995). Boylece karsinogenez siireci erken asamada engellenmis olur (Coskun ve

Ozgiir, 2011)

Kanser hiicreleri olustuktan sonra, UV, radyasyon, stres ve yanlis diyet gibi ¢evresel
etkenlerin genomda meydana getirdigi hasarin derecesine bagli olarak prognozlari kotii
huylu hale doniisebilir. Kanser hiicresinin karakteristik ozelliklerinin bilinmesi (Sekil
2.1.1), tiimoriin ileri evrelere gegmeden teshisinin konulup uygun tedaviye baglanmasina
olanak saglamaktadir. Hanahan’in son derlemesinde, kanser hiicresinde karakteristik

olarak goriilen 14 6zelligi tanimlanmustir (Hanahan, 2022);

1) Kanser hiicrelerinin immiin sistem tarafindan taninmasindan ve saldirisindan
kagma yetenegi,

2) Timor destekleyici enflamasyon,

3) Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama,

4) Cok sayida gergeklesen mutasyon sonucunda olusan genomik kararsizlik,

5) Kontrolsiiz sekilde ¢oklu tabaka halinde ¢ogalabilme yetenegi,

6) Apoptoz gibi hiicre 6liimiine karsi ¢esitli mekanizmalar ile direng gostermek,

7) Biiylimeyi durduran sinyalleri kendi lehine manipiile edip siireci devam ettirmek,

8) Biiyiime ve ¢ogalma siirecinde gerekli olan besin ve oksijene daha hizli ulasmak
i¢in damarlanmanin artmasi(anjiyogenez),

9) Cevre dokulara(invazyon) yayilabildigi gibi dolasim sistemi boyunca uzaktaki
doku ve organlara metastaz yapabilme kabiliyeti,

10) Kromozom uglarindaki telomer bélgelerinin kirilmasim engelleyerek veya siirekli
telomeraz aktivitesi gerceklestirerek 6liimsiiz hale gelmek,

11) Polimorfik mikrobiyomlar,



12) Oksijen varliginda bile enerji ihtiyaglarim kisa siirede karsilamak ve biiylimesi
i¢in gerekli metabolitleri hizlica sentezlemek icin aerobik glikoliz yolagini tercih
etmesi (Warburg etkisi),

13) Yaslanan hiicreler,

14) Fenotipik plastisitenin sifresinin ¢oziilmesi seklinde verilebilir (Sekil 2.1.1).
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Sekil 2.1.1. Kanser hiicresinin 14 temel 6zelligi (Bu sekil, Hanahan (2022)’den
uyarlanmustir [S. 43])

M.O. 1500°1ii yillardan itibaren bir¢ok farki kanser tiirleri tanimlanmis ve giiniimiize dek
gecen siiregte kesfedilen farkli tedavi yontemleri uygulanmistir. Gelistirilmis olan tim
tedavi yontemlerine ragmen, hala kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik goriilen

ikinci hastalik ¢esididir (Fouad ve Aanei, 2017).

GLOBOCAN 2020 verilerine gore, diinya capinda en sik teshis edilen kanser tiirii
memedir (%12). Bunu akciger (%11,4), kolorektal (%10), prostat (%7,3) ve mide (%5,6)
kanserleri takip etmektedir (Sekil 2.1.2). Her iki cinsiyette de kanserde meydana gelen
Oliimlerin nedenlerinden ilki akcigerdir (%18,0). Bunu kolorektal (%9,4), karaciger

(%8,3), mide (%7,7) ve kadin meme (%6,9) kanserleri izlemektedir (Sekil 2.1.3).



Genel tabloya baktigimizda 2020 yilinda tahmini 19,3 milyon yeni vaka ve 10 milyon
kigide kansere bagli 6liimler meydana gelmistir. 2040 yilinda ise insidansin 28,4 milyon
olacag1 ongoriilmektedir (Sekil 2.1.4) (Sung ve ark., 2021).

Meme; 12%;
12%

Akciger;
11,40%; 11%

Diger; 54%;
54%

Kolorektal;
10,00%; 10%

Prostat ;
7,30%; 7%

Mide ; 5,60%;
6%

Sekil 2.1.2. 2020'de teshisi konulan ilk 10 kanser vakalarinin her iki cinsiyet i¢in
dagilim1 (Bu sekil, Sung ve ark. (2021)’den uyarlanmustir [S. 213])

48,70%

m AkciZer = Kolorektal = Karaciger = Mide = KadinMeme = Diger

Sekil 2.1.3. 2020'de meydana gelen ilk 10 kansere bagli 6liimlerin her iki cinsiyet i¢in
dagilimi (Bu sekil, Sung ve ark. (2021)’den uyarlanmustir [s. 213])
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Sekil 2.1.4. Glinlimiizden 2040’a kadar kanser goriilme oraninin tahminine yonelik HDI
grafigi (HDI: Human Development Index) (Bu sekil, Sung ve ark. (2021)’den
uyarlanmistir [S. 241])



2.2. Kolon Anatomisi, Fizyolojisi ve Histolojisi

Sindirim sistemi siirecinde ince bagirsakta kimyasal sindirimi gergeklesen besinler, Su ve
minerallerin geri emiliminde gorevli organ olan kalin bagirsaga ulasir. Ardindan,
¢ekumdan kolon igerisine girerek sirasiyla ¢ikan (sag) kolon, transvers kolon, inen (sol)
kolon, sigmoidal kolon ve rektuma ilerler ve viicuttan uzaklastirilana kadar burada
depolanirlar (Sekil 2.2) (Li ve Lai, 2009).

T e Mide
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Sekil 2.2. Alt gastrointestinal sistemin anatomik yapisi (Bu sekil, Li ve Lai (2009)’dan
uyarlanmigtir [S. 221] ve BioRender ile ¢izilmistir)

Kolorektal kanserler, gerceklestigi yere bagli olarak kolon ve rektum olmak iizere ikiye
ayrilir. Kanser, bu organlarin i¢ yiizeyini cevreleyen 4 farkli tabakada yer alan

hiicrelerden gelismektedir.

Bu tabakalar distan ice dogru seroza, muskiilaris propria, submukoza ve mukoza seklinde
siralanmustir (Sekil 2.2.1). Kolorektal kanserlerde diinya saglik orgiti (WHO-World
Health Organization) tarafindan yapilan histolojik smiflandirilma ise Cizelge 2.2°de
verilmistir (Nagtegaal ve ark., 2020).
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Sekil 2.2.1. Kolonun histolojik yapisi (Bu sekil, Mercado-Perez ve ark. (2022)’den[s.
285] uyarlanmistir ve BioRender ile ¢izilmistir)

Cizelge 2.2. WHO verilerine gore kolorektal kanser tiirlerinin histolojik siniflandirmasi
(Bu gizelge, Nagtegaal ve ark. (2020)’den uyarlanmistir [S. 183] ve Excel ile ¢izilmistir)

Histolojik Tip ICD-O Kodu Tamm
Adenokarsinom 8140/3 Bez Epiteli  Hiicrelerinde
Lokalize
Diferansiye Olmayan Karsinom 8020/3 Farklilagsmaya Belirtisi
Gostermeyen
Adenoskuamoz Karsinom 8560/3 Adenokarsinom ve Yassi

Hiicre Karsinom Hiicreleri ile

Birlikte
Yass1 Hiicreli Karsinom 8070/3 Epiyel Hiicresinin Yassi
Hiicreye Farklilagmasi
Miisindz Adenokarsinom 8480/4 Organ Yiizeyinde Miisin
Yapist
Mediiller Karsinom Lenfosit 8510/3 Biiyiik Atipik Malign Hiicre
Infiltrasyonu Adalari

*I1CD-O: International Classification of Diseases for Oncology / Uluslararasi Hastalik

Simiflandirmasi-Onkoloji)




2.3. Kolon Kanseri Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

2.3.1. Epidemiyoloji

Kolorektal kanserler morbidite ve mortalitenin baslica nedenlerinden biridir (Sung ve
ark., 2021). Diinya ¢apinda %10’luk oranla en sik goriilen ii¢iincii kanser tiirtidiir ve
kansere bagli 6liimiin ikinci en yaygin nedeni olmasi dolayisiyla hizli ve etkin tedaviye

yonelik yeni yaklagimlara ihtiyag vardir.

2.3.2. Etiyoloji

Kolorektal kanser olusum siirecinde birgok neden yer almaktadir. Bu nedenler arasinda;
ortam kosullari, yas, diyet, inflamatuar bagirsak hastaligina sahip olma durumu ve aile
Oykiisii gibi bircok faktor yer almaktadir. Kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %15’
aile Oykiisiinde kanser gegmisi olan insanlardan, %10’u ebeveynlerden kalitimla aktarilan
genlerdeki bozukluklardan ve %75°1 ise gevre sartlarina bagli/sporadik (Sekil 2.3) olarak
olusmaktadir (Lynch ve ark., 2006).

Risk Etmenleri

Sporadik Olgu
75%

Diger
0.1%

Ailesel Adenomatoz Ailesel Riskli Olgular
Polipozis(FAP) 1% Lynch 15%
Sendrome(HNPCC)
9%

m Sporadik Olgu m Ailesel Riskli Olgular ® Lynch Sendrome(HNPCC) m Ailesel Adenomatoz Polipozis(FAP) m Diger

Sekil 2.3. Kolorektal kanserin olusumunda rol oynayan risk etmenleri (Bu sekil, Keum
ve Giovannucci (2019)’dan uyarlanmistir [S. 714] ve Biorender ile gizilmistir)
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Kolorektal neden olan gevresel faktorlerle ilgili birgok calisma yapilmistir. Bunlardan
biri, meyve ve sebzelerin, lif, folik asit, antioksidanlar ve vitaminlerin zenginlikleri
nedeniyle sigmoid kolonun pH'im1 diisiirerek, kolon transit siiresini azaltmasi sonucu
kolorektal kanserine kars1 koruyucu bir etkisi oldugu goriilmiistiir (Fuchs ve ark., 1994).
Normalden fazla et tiikketimi ve uzun siire pismeye maruz kalma sonucu viicutta insiilin
sekresyonunun uyarilmasi, demir absorpsiyonunun (heme) artmasi ve yag aliminin {ist
seviyelere ¢ikmasina baglh olarak kanser riskinin arttig1 gozlenmistir. Ozellikle alkol,
sigara ve tiitiin kullanim1 her iki cinste de kanser igin risk faktorleridir. Yapilan bir
calismada, 45 yil boyunca sigara igmis kisilerde kolorektal kanser riski arttigi
belirlenmistir (Ogino ve ark., 2009). Fiziksel aktivitenin koruyucu etkisinin mekanizmasi
halen net olarak bilinmemekle birlikte kolonik tutulmayr en aza indirerek ve
metabolizmada goérevli 6nemli bir hormon olan insiilin seviyelerini diisiirerek kolorektal
kanser olugum riskini azalttig1 tahmin edilmektedir (Gribovskaja-Rupp ve ark., 2011).
Son olarak obezitenin, serum leptin diizeylerini arttirarak kolorektal kanser gelisimine yol

acabildigi gézlenmistir (Haque ve ark., 2002).

Kolorektal kanserlerin yaklasik %90’inda tiibiiler ve villoz adenomlar gibi sporadik
faktorlerin 5 ila 10 yil arasinda birikme periyodu sonucunda malignite gelismektedir
(Sekil 2.3.1) (Davies ve ark., 2005). Adenom Oykiisii kolorektal kanser gelisme riskini
artirmaktadir (Lynch ve ark., 2015).
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Sekil 2.3.1. Kolorektal kanserde kolon igerisinde olusan polipler (Bu sekil, Magri ve
Bardelli (2019)’dan uyarlanmistir [S. 652])

Ulseratif kolit hastalig1, kolondaki mukozanin ve rektumun iltihaplanmasina neden olur.
Crohn hastalig1 ise bagirsak duvarinin tabakalarinda iltihaplanmaya neden olur (Sekil
2.3.2). Bu iki hastalik ¢esidini birlikte tanimlamamizi saglayan inflamatuar bagirsak
hastaliginda, kolorektal kanser riski 4-20 kat arasinda arttigi1 yapilan galismalar sonucu
ortaya konmustur (Janout ve Kollarova, 2001). Bu nedenle, inflamatuar barsak

hastaligina sahip bireylerin daha sik tarama yaptirmalar1 gerekmektedir.
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Sekil 2.3.2. Crohn hastaligi ve iilseratif kolitin kolon igerisindeki sematik gosterimi (Bu
sekil, Sartor (2006)’dan uyarlanmistir [S. 397])

Kolorektal kanserlerin yaklasik %10’u, ailesel adenomat6z polipozis (FAP) ve kalitsal
nonpolifozit kolorektal kanser (HNPCC) gibi kalitsal faktorlere bagli olarak olusmaktadir
(Jackson-Thompson ve ark., 2006). HNPCC ile iligkili mutasyonlar, DNA onarim
yolunda yer alan genlerdeki mutasyonlarla (MLH1 ve MSH2) iligkilidir. HNPCCIli
bireyler, kolorektal kanser insidansinin %2-6'sin1 olusturabilir. Bu kisilerde kolorektal
kanser riski, 40-60 yaslarinda ortalama %70-80 olabilir (Konishi ve ark., 1996). FAP,
timor baskilayici gen APC'deki mutasyonlardan kaynaklanir. FAP, tiim kolorektal kanser
vakalarinin yaklasik %1'ini olusturmaktadir. Yalnizca birka¢ adenom gelisen HNPCC'li
bireylerden farkli olarak, FAP'l1 insanlar karakteristik olarak yiizlerce polip gelistirirler
ve bu adenomlardan bir veya daha fazlasi tipik olarak 20 yasma kadar malign
transformasyona ugramaktadir (Davies ve ark., 2005). Adenomatdz polipozis koliye
(APC) eslik eden polipozis kosullari, otozomal dominant bir sekilde kalitsaldir. APC'ye
bagli polipozis kosullar1 olan kisilerin yaklasik %75 ila 80'inde etkilenen ebeveynler
vardir. Etkilenen bir aile iiyesinde hastaliga neden olan bir mutasyon saptanirsa, dogum

oncesi test ve preimplantasyon genetik teshisi miimkiindiir (Lynch ve ark., 2015).
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2.4. Kolon Kanseri Molekiiler Karsinogenezi

Epitel hiicresinin malign hale donme siirecine girmesi igin gerekli olan genetik
degisimler temelde iki farkli mekanizma ile ortaya konmustur. Bunlardan ilki bazi
karmasitk DNA mutasyonlart ve diploidinin artmasi1 ile kendisini gdosteren
degisikliklerken Microsatellite instability (MSI) digeri de allelik kayiplar ve andploidi ile
karakterize olan kromozomal kararsizliklardir (“genomic instability””) (Rao ve Yamada,
2013; Kheirelseid, 2013).

Kolorektal kanserlerin olusumunda rol oynayan olaylart molekiiler diizeyde agiklamak
amactyla Vogelstrein ve Fearon’un olusturduklari modele gore (Sekil 2.4) kanser
hiicresinin kendi lehine siireci programlama mekanizmalar1 dort temel grupta
incelenmektedir (Fearon ve Vogelstein, 1990);

1- Tiumor baskilayict gen(lerin) aktivitesinin azalmasi veya kaybolmasi

2- Protoonkogenlerde olusan degisiklikler

3- DNA onarimi (mismatch repair) ile ilgili genlerdeki degisiklikler

4- Kromozomlarda olusan delesyonlar (Microsatellite Instability)

DNA onarim genlerindeki mutasyonlar

Kromozom 5q 12p 18921 17p

Degisim Mutasyon veya delesyon Mutasyon Delesyon Delesyon Mutasyon (MSI)

Gen APC ( COX-2 k-ras DCC/Smad4 p53  TGFBRII
Normal L Hiperproliferatif —p| Erken L Intermediate L Geg g | Karsinom
epitel epitel adenom adenom adenom

3yl ——-—b]

Syl 253yl

Genetik fakiorler m == = == = = == = - - = =p  Cevresel fakiorler

Sekil 2.4. Kolon kanseri gelisiminin Vogelstein ve Fearon molekiiler modeli (Bu sekil,
Fearon ve Vogelstein (1990)’dan uyarlanmistir [S. 763])
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Sekilde, farkli evrelerde etkili olan genetik degisikliklerden biri olan normal kolon
mukozasindan adenom gelisiminde kromozom 5q daki allelik kayip, ortalama 5 yilda
olusabilecek erken evre kanseri teshis etme adina 6nemlidir. Ras geni mutasyonu daha
¢ok kiiglik adenomun ortaya ¢ikist doneminde meydana gelmektedir. Kromozom 18q
daki allelik kayiplar siklikla biiyiik ve displazik adenomlarda goriiliirken kromozom 17p
deki allelik kayiplar sadece ileri derecede displazi saptanan adenomlarda ve
karsinomlarda bulunmaktadir ve muhtemelen ileri derecede displazik adenom olusumu
veya karsinoma doniisiimden sorumludur. Ozellikle HPCC ni bireylerde DNA onarim
genlerindeki mutasyonlar ve kayiplar kolorektal olusumunun birden ¢ok basamaginda

etkilidir (Clevers, 2004; Wang ve ark., 2014).

2.5. Apoptozis

Insanlarm dahil oldugu dkaryot grubu canlilarda 200°den fazla hiicre tipi bulunmaktadr.
Canlida bulunan her bir hiicrede dogum, biiytime, farklilasma, islev gérme, yaslanma ve
oliim evrelerinin dongiisii baz1 mekanizmalar tarafindan denge halinde siirdiiriilmektedir
(Coskun ve Ozgiir, 2011).

Eriskin bir organizmanin hiicrelerinde homeostazi siirdiirmek agisindan genellikle,
apoptozis olarak bilinen yolak aktif hale gelerek diizenli bir sekilde fizyolojik 6liim
gerceklesir. Gelismekte olan lenfositlerin ¢ogu sayilarini sabit tutmak adina, komsu
hiicrelere zarar vermeden diger bir ifadeyle enflamasyona neden olmadan ve doku
biitiinliigiini en az etkileyecek sekilde oOliirler. Ortaya ¢ikan hiicresel artiklar ise yolakta
gorevli fagositler tarafindan apoptotik vezikiiller olusturularak membrandan ayrilir ve
yeni bir hiicre 6len hiicrenin yerini alir. Apoptotik siire¢ bir dizi gen ve sistein proteaz

ailesinin tiyeleri olan kaspazlar tarafindan diizenlenmektedir (Nicholson, 1999).

Hiicrede apoptozu aktive eden farkli tetikleyiciler vardir. DNA hasari, stres sinyalleri ve
hipoksi dis etkenlere 6rnektir. Timor nekroz faktorii (TNF) ailesine ait ApolL, CD95L,
TRAIL, FasL, TNFa gibi 6liim ligandlar1 ise igsel yolak aracilifiyla 6liimii baslatir
(Zhang ve ark., 1999). Ayrica katlanmamis proteinlerin olusturdugu Endoplazmik
Retikulum (ER) stresine bagli olarak apoptoz ER aracili yolak ile de

gerceklesebilmektedir. Apoptotik siire¢te meydana gelen fonksiyon ya da diizenlenme
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bozukluklar1 kanser, otoimmiin hastaliklar ve viral enfeksiyonlarin yayilmasi gibi gesitli
patolojik durumlarla iligkilidir. Kanser hiicreleri apoptoza karsi genellikle coklu
seviyelerde giiglii bir dirence sahiptir. Bu sayede, temel 6zellikleri olan apoptozdan
kagabilmektedir (Sekil 2.5.1).

-- g gfy':llerinin
- - iM i =t Pro-apoptotik proteinlerin
rpanicion T8 N 0gg® pssir e oo
azalan ifadesi - ifadesi Group 11 Group 111
Mcl-1, l?cl-\\- Bmf, Hrk, Bik
JUUTUUTTOUUTTICURCCTTS e BABBL 10
a0 g0l anaal (aanof| aage 5 o O
n 'v{ O I O -
7 Aktif do§ ¢ ’ €
Bozulmus ::sm:'

Bcl-2 Protein
Ailesindeki Protein

R Q\g C ¥ N
;\ J - ‘. ‘ I “ IAP'lerin Artan

ifadesi

Reseptor
Sinyal Yolagi

Kaspazlarin Azalan

p53'de Mutasyonlar ifadesi

Sekil 2.5. Kanser ve apoptoz iliskisi (Bu sekil, Wong (2011)’den uyarlanmustir [s. 4])

2.5.1. Apoptotik siirecte gorev alan proteinler

Kaspazlar, yapisindaki katalitik sistein kalintilarina bagli olarak hiicrelerin igindeki
proteinlerin aspartik asit kalintilarindaki peptit baglarini hidroliz eden hiicre i¢i proteaz
enzim ailesi iiyeleridir. Genel olarak viicutta homeostaziyi koruma amaciyla, apoptotik
uyaranin siddetine bagli olarak programli sekilde hiicresel 6liim siirecinde gorev alirlar.
Apoptozda gorevli olan alan kaspazlar, etki mekanizmalarina gore baslatic1 kaspazlar
veya yiuritiicii/efektor kaspazlar olarak smiflandirilmis olup 13 adet Kkaspaz
tanimlanmustir (Sekil 2.5.1).
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Sekil 2.5.1. Kaspazlarin etki mekanizmalarina gore siiflandiriimast (Bu sekil, Li ve
Yuan (2008)’den uyarlanmistir [S. 6195])

Kaspazlar, baglangigta aktivasyon ya da dimerizasyon igin enzimatik olarak kismi
kesilme gerektiren inaktif monomerik prokaspaz yapisinda diretilirler. 13 adet
prokaspazlarin olusmasi i¢in, igerisindeki prodomain spesifik bolgelere baglanan c¢esitli
adaptor proteinler gorev alir. Kaspaz 1, 2, 4, 5, 9 ve 12 bir 6liim efektor alanina (DED,
“Dead Effector Domain”) igerirken, kaspaz 8 ve 10 bir kaspaz alim alanina (CARD,
“Caspase Recruitment Domain”) sahiptir ve bdylece aktiflestirici farkli adaptorlerle
kompleks olustururlar. Apoptozis sirasinda baslatic1 kaspazlar 6nemli yapisal proteinleri
yikmak ve diger enzimleri aktive etmek amaciyla yiiriitlicii kaspazlar aktive ederler. Bu
sayede kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaspaz kaskadi olustururlar
(Taylor ve ark., 2008). Yiiriitiicii kaspazlarin lamin, hiicre igi iskelet ve g¢ekirdek zari
proteinlerini pargalamak gibi birgok goérevleri vardir. Ornegin Kaspaz 3, DNA
onariminda gorevli protein PARP’1 enzimatik olarak kirarak inaktive eder (Curtin ve

Cotter, 2003). Hasarli DNA ’nin ¢ekirdekte birikmesi sonucu hiicrede apoptoza neden olur
(Sekil 2.5.1.1).
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Hicredisi Alan

Sitoplazma

Apoptoz

PARP
Kiriimasi

Sekil.2.5.1.1. Efektor kaspaz 3 enziminin PARP proteinini aktiflestirmesi sonucu
aktiflesen apoptoz yolagi (Bu sekil, Chang ve ark. (2014)’den uyarlanmustir [S. 7])

2.5.2. Apoptozis yolaklari
2.5.2.1. Ekstrinsik (dissal) Yolak

Kaspazlar1 aktiflestirerek apoptozun gergeklesmesinde gorev alan ii¢ ana yolak oldugu
bilinmektedir. Bunlar; i¢sel (intrinsik) yolak, digsal (eksrinsik) yolak ve ER stresi bagimli
yolaklardir.

Ekstrinsik yol, doku homeostazinda ve enflamatuar yanitta 6nemli rolii vardir. Plazma
zarindaki TNF oOliim reseptorlerine (DR4, Fas, DRS5, TNFR) ligandlarinin (ApolL,
CD95L, TRAIL, FasL, TNFa) baglanmasiyla reseptorler trimerik hale doniisiir.
Prokaspaz-8 ve FADD (“Fas-activated protein with death domain’) gibi adaptor
proteinlerin eklenmesiyle de DISC (“death-inducing signaling complex™) kompleks

olusur. Kompleksin kaspaz 8’i aktif hale getirmesi ile kaspaz-8 ya dogrudan ya da Bid’i
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keserek kaspaz 9 iizerinden dolayli olarak intrinsik mekanizmada gorevli olan kaspaz-
3’11 aktive eder (Sekil 2.5.2.1). Her iki yolla da aktif hale gelen kaspaz-3, kaspaz aktive
edici DNaz (CAD) aktivasyonu ile PARP’1 keserek/c-PARP’1 aktiflestirerek DNA’da

farkli sebeplerle olusan hasarin onarilamamasi sonucu apoptoza neden olur (Kroemer,

2004).
2.5.2.2. Intrinsik (i¢sel) Yolak

Instrinsik yolda ise, dzellikle DNA hasari, hiicre i¢i iyon konsantrasyonun degismesi,
tetraklorodibenzo-p-dioksin, ¢esitli agir metaller, ditiyokarbamatlar ve bakteriyel
toksinler gibi toksinler ve ER stresi gibi bazi stres faktorlerinin artmasi sonucu
proapoptotik proteinlerden Bid’in Bax ve Bak’1 aktiflestirmesi ile mitokondri membran
potansiteli kaybr olusur (Andersen ve Kornbluth, 2013). Boylece mitokondri membran
porlarindan sitokrom-c’nin sitozole salinmasina neden olur (Youle ve Strasser, 2008).
Sitokrom-c, Apaf-1 ve procaspase-9 birleserek apoptozom kompleksini olustururlar.
Aktif kaspaz-9 da kaspaz3’ii aktive ederek diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar

(Sekil 2.5.2).

Ligand \. Digsal Yolak icsel Yolak Hiicresel Stres
Olum Reseptori — Hiicredisi Alan
/
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I
.

Pro- 3 6.7 Sllokrom u
kaspaz 8 itokondri
Aktif Aktf
kaspaz 8 kaspaz 9
k‘l\p'll
3 6.7 Pro \ APRE

kaspaz 9

Sekil 2.5.2. Apoptozun igsel ve digsal yolak iizerinden gerceklesmesi (Bu sekil, Hui ve
ark. (2004)’den uyarlanmistir [s. 185])
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Her iki yol da mekanizmalar geregi, kaspaz bagimli apoptoziste gérev almaktadir. Ayrica
kaspazlardan bagimsiz olarak apoptoza neden oldugu diisiiniilen, kaspaz aktivasyonunun
gerceklesmedigi mekanizma da bulunmaktadir. Bu mekanizmada, AIF, steroidler,
granzyme B ve endonukleaz G gorev alir. Igsel yolakta mitokondriden AIF salmip

niikleusa geger ve niikleazlar aktifleserek DNA hasar1 olusur (Porter ve Janicke, 1999).
2.5.2.3. Endoplazmik retikulum aracih yolak

Amiloid B norotoksisitesine ya da Tipl&2 diyabetin olusmasina neden olan ve hatali
katlanip islevini yerine getiremeyen proteinlerin hiicrede birikimi (ER Stres) Bip
(GRP78) proteini araciligiyla tanimir ve ATF6, IRE1-0, PERK gibi stres-sinyal iletim
yolaklar araciligiyla apoptoz siireci baglatilir. Kaspaz 12 normalde ER membraninda
inaktif halde bulunur. Hatali katlanan proteinlerin geri diizeltilemeyecek sekilde ¢ok
miktarda birikmesi sonucu ER igerisinde Ca*2 seviyelerinin yiikselmesine bagli olarak
Ca*? iyonlar1 ER membranindan disar1 ¢ikip mitokondri aracili kaspazi aktiflestirir ve
diger yandan prokaspaz 12 aktiflesir. Aktiflesen bu kaspaz 12 sitoplazmaya gider ve
kaspaz 9 ile etkilesir (Hotamisligil, 2010). Sonug olarak sitozolik kaspaz kaskadini
uyararak apoptozu baslatir (Sekil.2.5.2.1).
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Kaspaz

Sekil.2.5.2.1. ER aracili apoptozis siireci (Bu sekil, Placido ve ark. (2014)’den
uyarlanmistir [S. 1446])
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2.5.3. Apoptozisin belirlenmesinde kullamilan yontemler

Apoptoziz siireci, kesfedildigi yillarda yeterli teknolojik gelisme ve teknik bilginin
olmamasi dolayisiyla hiicrenin dig goriiniimiine gore karar verilmistir. 80'li yillarda
sonunda DNA kiriklarinin olustugu gozlenerek, 90’11 yillarda ise kaspazlarin kesfi ile,
90'larin sonunda ise fosfatidilserin proteininin siiregteki rolii ortaya ¢ikarilarak, 2000'li
yillarin baglarindan gliniimiize kadar ise, kirilmigs sitokeratin 18 proteininin, kirildiktan
sonraki miktarin1 6lgmeye olanak saglayan ELISA yontemini kullanarak ¢ok daha
spesifik olarak apoptozun belirlenmesi miimkiin hale gelmistir ve giiniimiizde halen
yaygin olarak kullanilmaktadir (Stadelmann ve Lassmann, 2000).

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler ve analizler genel olarak;

— Morfolojik goriintiileme yontemleri

— Immunohistolojik, Biyokimyasal, immiinolojik ve de Molekiiler Biyoloji analizleri ile

yapilabilmektedir.

2.6. Flavonoidler

Kanser tedavisinde, molekiiler hedeflere yonelik gelistirilmis olan birgok kemoterapdtik
ila¢ bulunmaktadir. Fakat ¢oklu ilag direnci (MDR) ve ilaglarin yan etkileri, kanser tedavi
stirecindeki en Onemli engelleri olusturmaktadir. Bu sebeple klinikte kullanilan
kemoterapi ilaglarinin yaninda, bitkisel ya da diger dogal kaynakli tirtinlerin kullaniimasi
kanser tedavisinde giderek artan derecede umut vadetmektedir (Lean ve ark., 1999).
Ozellikle giinliik besin ihtiyaglarimiz arasinda bulunan sebze ve meyveler igerdikleri
flavonoid bilesenleri ile dengeli hiicre proliferasyonu ve karsinogenezin 6nlenmesinde

son derece 6nemli dogal kaynaklardir (Satari ve ark., 2021).
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Gegmisten bugiine 6000 civarinda flavonoid yapisinda bulunan bilesikler, polifenol
ailesinin en biiyiik grubunu olustururlar. Kendi igerisinde flavonlar, flavanonlar,
izoflavonlar, flavanoller ve antosiyaninler olmak tizere 5 alt sinifa ayrilirlar. Kimyasal
yapilarinda iki fenolik benzen halkasi ile bunlar1 birbirine baglayan ii¢ karbonlu
heterosiklik piren zincir yer alir (Sekil 2.6) (Yao ve ark., 2011). Flavonoidlerin-OH
gruplar1 kolayca glikozit bagi olusturma 6zelligindedir. Kimyasal yapilarinda bulunan
farkli yan gruplar vasitasiyla viicutta antikanser basta olmak {izere antiallerjik,
antikarsinojenik ve antiinflamatuar gibi ¢esitli biyolojik aktiviteye sahip olup yeni

ilaglarin gelistirilmesi i¢in dnemli adaylardir.
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Sekil 2.6. Flavanoid bilesiginin kimyasal yapis1 (Bu sekil, Panche ve ark. (2016)’dan
uyarlanmistir [S. 3] ve BioRender ile ¢izilmistir)

2.7. Kalkonlar

Flavonoid ailesinden olan kalkonlar hem dogal hem de sentetik olarak olusturulabilen 1,
3-diaril-2-propen-1-on agik yapisina sahip bilesiklerdir (Sekil 2.7) ve antikanser aktivite
basta olmak iizere viicutta serbest radikal salimiminin engellenmesi, metallerle selat
olusturma ve lipid peroksidasyonunu inhibe etmek gibi biyolojik aktiviteleri etkiledigi
bildirilmistir (Pande ve ark., 2017). Kalkon yapilarinin anti-kanser aktivite 6zelligi,
aromatik halkalara ve onlara bagli yan gruplarin igerigine bagl oldugu belirlenmistir (da
Silva Siqueira ve ark., 2021). Kalkon tiirevli bilesiklerin kanserli hiicreler tizerinde gesitli
etki mekanizmalar1 tanimlanmistir. Bunlar arasinda apoptozis, DNA ve mitokondriyal
hasarin indiiklenmesi, anjiyogenezin inhibisyonu, tubulin inhibisyonu, kinaz inhibisyonu
ve ilag effluks proteinlerinin aktivitelerinde degisiklik bulunmaktadir (Rizeq ve ark.,
2021).
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Sekil 2.7. Kalkon bilesiginin kimyasal yapist (Bu sekil, Ouyang ve ark. (2021)’den
uyarlanmistir [S. 3] ve BioRender ile ¢izilmistir)

2.8. Benzofuranlar

Bir furan halkasi ile benzen g¢ekirdeginin birlesmesiyle olusan bisiklik yapidaki
benzofuran bilesikleri (Sekil 2.8) kimyasal tarim ilaglari, tibbi ilaglar, sedatifler, hipnotik,
antiinflamatuar, optik parlaticilar, antitimor ve kozmetik alaninda genis bir kullanima
sahipken, birgok dogal benzofuran farmakolojik, toksik ve fizyolojik dzelliklere sahiptir
(Drutovic ve ark., 2014). Son birka¢ yildir, benzofuran halkas1 bagl kalkon tiirevleri,
anti-kanser, antimikrobiyal, noroprotektif, bagisiklik sistemini diizenleyici, anti-
enflamatuar ve antioksidan Ozellikleri de dahil olmak {izere Onemli biyolojik
faaliyetlerinden dolay1 6zellikler kanserde sitotoksisite calisan arastirmacilarin odagi

konumundadir.

N

O

Sekil 2.8. Benzofuran halkasinin kimyasal yapisi ((Bu sekil, National Center for
Biotechnology Information (NCBI, 2022) sitesinden uyarlanmistir ve BioRender ile
cizilmistir)
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2.9. Tez Cahsmasinda Kullamlan 3-nitrofenil Kalkon Tiirevinin Biyokimyasal
Yapisi

Kaynak aragtirmasi boliimiiniin 2.3.1 alt basliginda agiklanan kolon kanserinin artan
insidans ve mortalite oranlar1 ele alindiginda, bu oranlar diisiirecek yeni bir tedavi
secenegine ihtiyag olusmaktadir. Bu amagla tez calismasinda, Firat Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya boliimii tarafindan sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmis
benzofuran halkasi bagli 3-nitrofenil kalkon tiirevi [3-(3-Nitrophenyl)-1 -(benzofurane-
2-yl)-2-propen-1-one] kullanilmustir (Sekil 2.9.1) (Coskun ve Ahmedzade, 2008).

NO,
C —CH=CH

Sekil 2.9. 3-nitrofenil kalkon tiirevinin biyokimyasal yapisi (BioRender ile ¢izilmistir)
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2.10. Tez Calismasinda Kullanilan Hiicreler

Calismamizda CCD18-Co insan saglikli kolon ve HCT-116 (Sekil 2.10) ve HT-29 (Sekil

2.10.1) insan kolon kanseri hiicre soylar1 kullanildi.
Kullanilan insan kolon kanseri hiicrelerinin 6zellikleri agagida belirtilen sekildedir;

HCT-116 Kolon Kanser Hiicre SOYU .\ meer covaer

* Erkek hastadan izole edilmis Designation:  HCT116

* Dukes tip C, adenokarsinom
* Epitelyal morfolojisine sahip
* Keratin pozitif

* K-Ras pozitif

Sekil 2.10. Deneyde kullanilan HCT-116 insan kolon kanseri hiicre soylarmnin faz
kontrast mikroskobi goriintiileri (American Type Culture Collection [ATCC], 2021)

HT-29 Kolon Kanser Hiicre Soyu ATCC Number: HTB-38
Designation:  HT-29

» Kadin hastadan izole edilmis
* Myc pozitif (viral onkogen)
* Ras pozitif

* Myb pozitif (viral onkogen)
* p53 negatif

* Ros negatif

* Src negatif

L e 5 R
Low Density Scale Bar = 100pm High Density

Sekil 2.10.1. Deneyde kullanilan HT-29 insan kolon kanseri hiicre soylarinin faz
kontrast mikroskobi goriintiileri (ATCC, 2021)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1.1. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Ten_lin Eadict

Firma/Yer

Kalkon Bilesikleri Firat Universitesi

Uludag Universitesi
5-FU Kemoterapi Ilag
Hazirlama Merkezi

Fetal s1g1r serumu (FBS)

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000 U/ml penisilin,

10 mg/ml streptomisin)

Fosfat tuz tamponu (PBS),

Dulbeccos Modified Eagle”s Medium (DMEM) Gibco, USA

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)

0.05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-

EDTA)

Dimetil siilfoksit Cozeltisi (DMSO)

Trikloroasetik asit Sigma, ABD

Biginkoninik asit Kit

Hoechst 33342 62249

Sigir Serum Albumin (BSA) Standard

LDS Sample Buffer (Nu-PAGE, 4X) Thermo Fisher

Sample Reducing Agent (Nu-PAGE ,10X) Scientific, ABD

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X)

Protein standardi (MagicMark XP)

Tris bazi BioShop, Kanada

Siilforodamin B Santa Cruz, ABD
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Cizelge 3.1.1. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler (devam)

Antioksidant (Nu-PAGE) Invitrogen, ABD
Asetik asit 100063 Merck, Almanya
Tris-Buffer Saline-Tween20

LumiGLO Reagent A Cell Signaling, ABD
Peroxide Reagent B

3.1.2. Sarf Malzemeler

Cizelge 3.1.2. Tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Temin Edildigi Yer

25 cm? ve 75 cm?’lik flask

Farkli kuyu say1l steril plateler Sunub, Sangay

Serolojik pipet(ler)

Steril santrifij tiipleri

5 ml ve 10 ml hacimlerinde enjektorler Genject, Tiirkiye

Pipet uclari SSBio, ABD

Hiicre Dondurma Tiipleri Sarstedt, Almanya

iBlot™ Gel Transfer Sistemi Parcalari Thermo Fisher Scientific,
Hiicre Sayim Lami ABD

Pastor pipetler (ISOLAB) ISOLAB, Almanya
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3.1.3. Cihazlar

Cizelge 3.1.3. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihazlar Temin Edildigi Yer
Spektrofotometre EL800UV Analytik Jena, Almanya
Saf su cihaz1 Direct-Q® 3 UV Merck, Almanya
Hassas terazi Shimadzu, Japonya
Steril Kabin Esco, Singapur
COg; inkiibatorii Panasonic, Japonya
Muse Akim Sitometrisi Merck, Almanya
UV-Goriintiileme Cihazi (Fusion FX-7) Vilber Lourmat, Fransa
Inverted mikroskop EUROMEX, Hollanda
Aspirator Rocker 300, Tayvan
Mikrospin-Vortex cihazi (FV-2400) Biosan, Letonya
Manyetik mini-karistirict (HI190M) Hanna Instruments, ABD
Mini santrifiij Scan Speed, ABD
Sogutmali Santrifiij (NF 800R) Niive, Tiirkiye
Buharls sterilizator (Otoklav)
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3.2.Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii, Kullanilan Besiyerleri, Bilesiklerin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirli, organizmadaki ortam sartlarina uyumu saglayan inkiibator cihazi
igerisinde hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasina olanak saglayan son derece hassas bir
tekniktir. Bu amacla oncelikle, siv1 azot tankinda dondurucu ¢ozelti i¢erisinde saklanan
insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116 ve HT-29) sicak su banyosuna alinarak hizl bir
sekilde ¢oziildii. Hiicre slispansiyonu; insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116 ve HT-
29) igin hacimce (v/v) %10 fetal bovin serum (FBS), %1 pensilin streptomisin, %1 non-
essential amino asit (NEAA) ve RPMI-1640, insan saglikli kolon hiicreleri CCD18-Co
icinse hacimce (v/v) %10 fetal bovin serum (FBS), %1 pensilin streptomisin ve
DMEM(1X) medium bilesenlerine sahip besiyeri igerisine alindi. Falkon tiipler 800
rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan kisim uzaklastirild1 ve pellet {izerine 5
ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi ve 25 cm?’lik
flasklar igerisine alinarak fizyolojik ortam kosullarinda 37°C’de, %5 CO?“li
inkiibatorde kiiltiire edilip ¢ogaltildi.

Deney asamasinda tiim hiicrelerle aym anda ekime baslamak icin, 25cm?’lik flask
ylizeyini %90 oraninda kaplayan (konfluent) kanser hiicrelerine pasaj islemi
gerceklestirildi. Bu amagla oncelikle flask igerisindeki besiyeri ortamdan uzaklastirildi.
Zemine yapisamayan/6lii hiicrelerin uzaklastirilmasi igin flask igerisine 2ml 1x PBS ilave
edildi ve hiicrelerin yiizeylerinin hafifce yikanmasi saglandiktan sonra pipet yardimiyla
olii hiicreler uzaklastirildi. Flask yiizeyine yapisan hiicrelerin ayrilmasi igin 0,5 ml civari
% 0,05 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi kullanildi ve hiicreler flask zemininden kalkana kadar
inkiibatorde bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin yiizeyden kalkmalar1 gozlendikten
sonra tripsin ¢ozeltisinin hiicre membranina zarar vermesinin engellenmesi igin en az 10
kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Flask igerisindeki hiicre slispansiyonu, santifiij yapilmak
tizere falkon tiip icerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatan
kisim uzaklastirildi ve olusan pellet yogunluguna gére hiicreler uygun hacimde besiyeri
ile ¢oziindiikten sonra deney planina gére bir kismi 25cm?’lik flaska geri ekildi, bir kismi
ise hiicre stogu olusturmak tizere kapandi. Tiim hiicrelerle ayn1 anda deneye baslamak

adina istenilen sayiya gelene kadar inkiibatorde ¢ogalmalart saglandi.
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Hiicre kapatma islemi igin, pasaj isleminde gerceklestirilen tripsin ile kaldirma
asamasinin sonuna kadar tiim adimlar benzer sekilde uygulandi ve santrifiij sonrasi
siipernatani uzaklastirilan pellete, her bir kriyovial i¢in yaklasik 8 x10° hiicre/ml olucak
sekilde sayim yapilarak uygun hacimde dondurucu ¢ozelti (5ml DMSO + 5ml FBS +
40ml DMEM falkon tiip icerisinde dnceden hazirlandi) karanlik ortamda ilave edildi.

Hiicre siispansiyonu 1’er ml hacimde kriyovialler icerisine boliinerek -80 °C’ye kaldirildi.

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsin ile kaldirilip santrifiij ile ¢oktiiriilen pellet lizerine
besiyeri eklenmesi sonucu siispanse tek-hiicre yapisinda bulunan hiicrelerden 20 pl
alimarak 0,5 ml’lik eppendorf tiipe eklendi ve iizerine esit miktarda % 0,5(v/v) tripan
mavisi konarak iyice karigsmasi saglandi. Hemotositometre(thoma lami1) %70’lik etil alkol
ile iyice temizlendi ve kurulandi. Ardindan 2 gézenegine hiicre-boya karisimindan 10’ar
ul konularak mikroskopta hiicre sayimi yapildi. Elde edilen sonug, sulandirma katsayisi

ile ¢arpilarak 1ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi.

Liyofilize halde bulunan 3-nitrofenil kalkon tiirevinden, DMSO (dimetilsiilfoksit) orani
%0.01’1 gegmeyecek sekilde (toksik olmayan oran), 50 mM ana stok ¢o6zeltisi DMSO
¢Oziiciist icerisinde hazirlandi. Stok ¢ozelti alikotlar halinde -20°C’de saklandi. Kalkon
tirevinin, hiicrelere sitotoksik etkisini ve ileri analizlerde kullanilacak dozlarini

belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek SRB canlilik analizi yapildi.

3.2.2. SRB Canlilik Analizi

SRB metodu, hiicrelerdeki total protein miktarinin dl¢iimiine dayanarak hiicre canliligini
belirlemek i¢in kullanilir (Vichai ve Kirtikara, 2006). Bu metot, Amerika’da bu alanda
referans merkez olarak kabul edilen NCI (Ulusal Kanser Enstitiisii)’nin da ¢alistig1 bir
yontem oldugundan, ilag kaynakli sitotoksisite ve anti-kanser etkinin belirlenmesinde

kullanilan temel bir analiz yontemidir (Orellana ve Kasinski, 2016).
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SRB, asidik kosullar altinda membran biitiinliigii bozulmamuis hiicrenin yilizeyindeki bazik
aminoasit gruplarina baglanan ve bazik kosullar altinda ayrisan iki siilfonil gruba sahip
parlak-pembe bir aminoksanten boyadir (Sekil 3.2.2) ve spektrofotometre ile 6lglim
sonucunda baglanan boyanin miktari, hiicre yogunlugunun kantitatif analizinin

yapilmasina imkan saglar (Kamiloglu ve ark., 2020).

SRB testi i¢in, uygulanacak 3-nitrofenil kalkon tiirevinin insan kolon kanseri (HCT-116
ve HT-29) hiicreleri ve aynmi dokudaki saglikli hiicre iizerine olasi toksik etkisinin
belirlenmesi adina insan saglikli kolon (CCD18-Co) hiicreleri 5x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde besiyerleri icinde 96 kuyucuklu platelere 100°er pl ekildi. Hiicrelerin ekimi
her doz i¢in 3 kuyu tekrar1 olacak sekilde gerceklestirildi. Hiicreler ekildikten hemen
sonra 3-nitrofenil kalkon tiirevi ayr bir plate igerisinde 25 pM’dan baslayarak 0,39 pM
doza kadar seri diliisyon yontemiyle seyreltilip 100 uL. hacimde hiicrelerin iizerine
uygulandi. Kalkon tiirevi uygulanmamis hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. Plate
diiz bir zemin iizerinde dikkatlice dondiiriilerek hiicrelerin esit bir sekilde dagilmasi
sagland1 ve dagilimlar mikroskopta gozlendikten sonra inkiibatore alindi. Hiicreler, 24
ve 48 saat tedavi siiresi boyunca 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile inkiibe edildi. Ayrica,
kematerapotik olarak klinikte kullamilan 5-FU ile kombinasyon ¢alismasi yapmak {izere,
hiicreye tek basina uygulandiginda toksik olmayan doz degeri 12.5 TDC (“test drug
concentration”) dozu secilerek kalkon tiirevi ile birlikte 48 saat hiicrelere uygulandi.
Tedavi siiresince 37°C’de, %5 CO2’li kosullarda inkiibatorde bekletildi. Stirenin sonunda
kuyulara % 10 (w/v) TCA (triklorik asit) ¢ozeltisinden 50 ul eklenerek +4 °C’de 60 dk
inkiibasyona birakildi. Kuyulardaki TCA, deiyonize su 5 kez yikama ile uzaklastirildiktan
sonra % 0,4 w/v SRB boyasindan 50 pl eklenerek 37°C’de karanlikta 30 dk inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda kuyular hacimce %1°lik asetik asit ¢ozeltisi ile 5 kez yikandi ve
ardindan tiim kuyulara 10mM (pH: 10.0) Tris bazindan 150 pl eklenerek renk olusumu

spektrofotometre ile 564 nm’de ol¢iildii.
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Sekil.3.2.2. Sulforhadamine B molekiiler yapisi (NCBI, 2022)

Canlilik hesab1 (%): Tedavi edilen hiicrelerin canlilik degerleri (Ornek Absorbans), tedavi
edilmemis kontrol hiicrelerinin canlilik degerleri (Kontrol Absorbans) referans alinarak
asagidaki formiile gore hesaplandi.

Canlilik (%) = [100 x (Ornek Absorbans)/(Kontrol Absorbans)]

3.2.3. Hoechst, Anneksin-V, Propidyum Iyodiir Floresan Boyama

Floresan boyalar, hiicre yiizeyinde veya igerisindeki antijenlere baglanip onlari
mikroskop altinda goriiniir hale getirebilmektedir. Apoptotik hiicreler; ¢ekirdegin normal
hiicrelere kiyasla kisalip kalinlagtigi(piknotik) ve membran biitiinliigiiniin ge¢ safhaya
kadar korundugu bir morfolojide iken, nekrotik hiicreler ise ¢ekirdegin normal hiicrelere
oranla daha biiylik olmas1 ve membranlarinin genisleyerek ge¢ safhada biitlinliigiiniin
kaybolmasi ile karakterizedir(Ulukaya ve ark., 2011). Anneksin-V (Yesil), apoptozisin
erken asamasinda gergeklesen kaspaz aktivasyonu sonucu hiicrenin dis yiizeyine dogru
konumlanan fosfotidilserine 6zgii floresan isaretli antikor olup floresan mikroskobu
altinda erken apoptotik hiicrelerin tespitinde kullanilmaktadir (De ve ark., 2018). Hoechst
33342 (Mavi) boyasi, canli veya dlmekte olan(apoptotik/nekrotik) hiicrelerin igerisine
girip DNA’ya baglanarak apoptotik/sekonder nekrotik hiicrelere 6zgii olan piknotik
¢ekirdek ve genel olarak hiicrenin hacmi hakkinda bilgi vermektedir fakat hiicrenin erken
ya da ge¢ apoptotik asamada oldugunu belirlemek i¢in ge¢ apoptotik asamaya/sekonder
nekroza 6zgli boya olan ve sadece hasarli membrandan iceri gegebilen PI(Kirmiz1) boyasi

kullanilabilmektedir (Sekil 3.2.3).
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Insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116 ve HT-29) sayilarak 96 kuyulu platelere 100 pl
icerisinde 5x10% hiicre/kuyucuk 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapildi (hiicre sayist,
literatiirdeki calismalar g6z Oniinde bulundurularak yapilan optimizasyon sonucu
belirlendi). Hiicrelerin esit dagilmasina dikkat edilerek zemine yapigmasi i¢in bir gece
inkiibatorde bekletildi. Ertesi giin, hiicre canlilik analizi sonucunda belirlenen etkin doz
miktarin1 kapsayacak sekilde 3-nitrofenil kalkon tiirevi ayri bir platede igerisinde
seyreltilip 100 pLL hacimde hiicrelerin oldugu plate kuyularina dikkatli bir sekilde eklenip
37°C’de %5°lik CO’li ortamda erken apoptotik hiicreleri tespit edebilmek amaciyla 24
saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda deney protokoliine uygun olarak floresan
mikroskop altinda 20x objektifte, her kuyuda 3 farkli boya analizi i¢in ayni alanin
goriintiisii kaydedildi.

FITC FITC FITC
( Annexin V (
;);é—\é_\_\ gfgé"-n' ’N'W\V §4 p ‘Annex'hv
5 §§q"‘ > g{ﬁ‘f"‘ > FITC 5 (gjs" g =
- YENE TR e
¥ h’;;;"df‘ﬁ", AV ' Fp}ﬁlﬂ'j}'ﬂq’\/ Phosphatidylserine ‘, 4 »ﬁ%ﬁ
RS B @ gV
SR SR R
A) Normal Hiicre B) Erken Apoptoz C) Geg Apoptoz/Sekonder

A Nekroz Asamasindaki Hiicre
Asamasindaki Hlcre ;

Sekil 3.2.3. Hiicre 6liim modunun floresan boya ile tespiti (Bu sekil, Woitok ve ark.
(2020)’den uyarlanmistir [S. 6] ve Biorender ile gizilmistir)

3.2.4. Kaspaz 3/7 Aktivite Analizi

Akim sitometresi kullanilarak yapilan analizler genel olarak, siispanse (tek hiicre) haldeki
hiicrelerin siirekli bir akisla lazer 1s1n1 icinden gegmesi esnasinda dl¢limiine dayanir. Akis
sitometri cihazinda bir saniyede binlerce hiicre, flow cell adli béliimden gegerken lazer
15181 tarafindan uyarildiklarindan diger bir ifadeyle ekstra enerji yiikklenmis oldugundan,
floresan 15181 yayarlar (Sekil 3.2.4). Floresan mikroskop analizine benzer sekilde
hiicrelerdeki antijenlere 6zgii floresan 1s1ma veren boyalar kullanilarak, analiz bagladiktan
sonra olusan akis esnasinda hiicrelerin lazer 1sim1 ile karsilastiginda verdigi floresan

sinyaller sayesinde kantitatif olarak hiicre miktar1 belirlenmektedir (Ribera ve ark., 2002).

34



Hiicresel
Parametrelerin
Degerlendirilmesi

Lazer Isim

o

Flow Cell

MNumune

Sekil 3.2.4. Akis sitometrisinde lazer yardimiyla 6rnek tespiti (Bu sekil Luminex (2022)
klavuzundan uyarlanmistir [s. 3])

Akim Sitometrisi ile apoptozis varliginin belirlenmesi i¢in oncelikle kontrol ve tedavi
grubunda yer alan insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116 ve HT-29), 6-kuyulu platelere
1 ml’de 1x10° hiicre/kuyucuk 2 tekrarli olucak sekilde ekildi (Hiicre says1, literatiirdeki
calismalar gbéz Oniinde bulundurularak yapilan optimizasyon sonucu belirlendi). 3-
nitrofenil kalkon tiirevi, hiicre canlilik analizi sonucunda belirlenen etkin doz miktarini
kapsayacak sekilde 6-kuyulu platede igerisine dikkatli bir sekilde eklenip 37°C’de %5’lik
CO’li ortamda 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler
plate zemininden kaldirilip yiizeylerindeki veya hiicre i¢indeki proteinlere 6zgiil floresan
isaretli Kaspaz 3/7 antikorlariyla inkiibe edildi (Crowley ve Waterhouse, 2016). Akim
sitometrik incelemede farkli florokromlar ile isaretlenen hiicrelerin, basing altinda “flow
cell” kismindan ge¢me esnasinda lazer 151n1 yardimiyla floresan 1simalart kaydedildi. 2.
deney setinde yapilan 3’lii boyama ile 6liim modu tespit edilen hiicrelere bu asamada
Muse™ Cell Analyzer (Millipore, Almanya) cihazinda MuseTM Kaspaz 3/7 Activity Kiti
kullanilarak elde edilen kaspaz 3/7 aktivite analizi degerleri ile apoptotik oran (Q2+Q4)
hesabi yapild: (Sekil 3.2.4.1).
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5ul Kaspaz 3/7 calisma Kaspaz 3/7 cktivitesi
solusyonu eklenir. dletmd yapilir,

Hiicreler Kaspaz 3/7 = - R
aktivitesine bakilmak ‘
Uzere hazirlanir,

Etiketli ependorflara
Sul 7-AAD Boyasindan
eklenir.

Sekil 3.2.4.1. Kaspaz 3/7 aktivitesinin dl¢iilmesi (Bu sekil, Millipore (2013) klavuzundan
uyarlanmistir [S. 2])

3.2.5. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii kontrol sisteminde gorev alan siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve
siklin bagimli kinaz inhibitdrleri (CDKi) ile dongili esnasinda olasi bir hasarin yavru
hiicrelere aktarilmasi engellenmektedir. Hiicreler, genetik mutasyonlar veya cevresel
degisimler sonucunda hiicresel boliinmeyi kontrol eden CDK inhibitérlerinden kacarak
timor olusum siirecine girerler. Zamanla, bu hiicreler normal dokuyu koruyan p53 gibi
timor baskilayict proteinlere karsi daha direngli hale gelerek invazif ve metastatik
kazanirlar. Bu nedenle kanser tedavisinde hiicre dongiisiiniin hedeflenmesi ana

amaglardan biri olmaktadir (Blasi ve ark., 2016; Park ve Lee, 2003).

Akim sitometrisi ile hiicrelerin hangi dongiide baskilandiklarinin belirlenmesi igin
kontrol ve tedavi grubunda yer alan insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116 ve HT-29),
6-kuyulu platelere 1 ml’de 1x10° hiicre/kuyucuk 2 tekrarli olucak sekilde ekildi (hiicre
sayisi, literatiirdeki ¢aligmalar g6z 6niinde bulundurularak yapilan optimizasyon sonucu
belirlendi). Literatiire bakilarak, hiicrelerin her bir boliinme zamanlarina gére uygulanan
tedavi siiresi sonunda hiicreler plate zemininden kaldirilip %70’lik soguk ethanol
igerisinde inkiibe edilerek lizat elde edildi. Kit prosediirii takip edilerek hiicrelerin dongii
fazlarindaki dagilimlart Muse Cell Analyzer (Millipore, Almanya) cihazinda “Muse®
Cell Cycle Reagent” kullanilarak belirlendi (Sekil 3.2.5).
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Hiicreler, hiicre dongii analizi
icin hazir hale getirilir
l

Tedavi alan ve almayan
hiicreler 300g 5dk
santrifiij edilir

l

1X PBS ile et
yvikama yapihr - — a

%70 etanol ile en az 3 Her tiipe hiicre déngiisii
saat fikse edilir cahsma solusyonu eklenir ve

| 30dk karanhkta inkiibe edilir

Akimm sitometrisinde
olciim almir

300g 5dk santrifiijden
sonra 1X PBS ile yikamir

Sekil 3.2.5. Hiicre dongiisii analizi asamalar1 (Bu sekil, Millipore (2013) klavuzundan
uyarlanmistir [S. 2])

3.2.6. Hiicre Migrasyon Analizi

Kanserin ileri evrelerinde, hiicreler normal doku sinirlarini asarak viicutta farkli yerlere

metastaz siireci ile yayilim yapabilmektedirler (Wang ve ark., 2019).

Uygulanan ilacin, hiicre gogii ve hiicre-hiicre etkilesimlerine etkisinin belirlenmesi
amactyla tek tabakali (monolayer) yara iyilesmesi deneyi yapildi. Insan kolon kanseri
hiicreleri (HCT-116 ve HT-29) her kuyucukta 1 ml’de 15x10* hiicre 2 tekrarli olacak
sekilde 6 kuyulu platelere ekildi (hiicre sayisi, literatiirdeki galismalar goz Oniinde
bulundurularak yapilan optimizasyon sonucu belirlendi) ve 37°C’de %5’lik CO2’li
inkiibatore kaldirildi. Kuyulardaki hiicre alant %90 doluluk oranina ulaginca 200 ul’lik
pipet ucuyla yiizeyde dikkatlice yatay ve dikey ¢izgiler olusturulup kalkan hiicreler 1x
PBS ile yikanarak uzaklastirildi. Ardindan kontrol grubundaki hiicrelere kendi besiyerleri
eklenirken tedavi kuyularina da hiicre canlilik dozlarina gore belirlenen 3-nitrofenil
kalkon tiirevi uygulandi. Yara olusturulmus hiicrelerin 0. saat goriintiileri invert
mikroskopla 4x objektifte fotograflandi. Yara iyilesmesinin takibi 12’ser saat arayla, 48
saat tedavi siiresi boyunca aym noktadan goriintiileri alindi. Kalkon tiirevinin, doza ve

zamana bagli olarak hiicrelerin yayilmalar iizerindeki etki oran1 degerlendirildi.
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3.2.7. Koloni Olusturma Yetenegi Analizi

Klonojenik test veya koloni olusumu testi, tek bir hiicrenin bir koloni halinde biiyiime
yetenegine dayali hiicre sagkalim testidir (Puck ve Marcus, 1956). Koloni; en az 50
hiicreden olusacak sekilde tanimlanmistir. Bu yontem, popiilasyondaki her hiicreyi

"sinirsiz" boliinmeye ugrama yetenegi agisindan test eder (Crowley ve ark., 2016).

Insan kolon kanseri (HCT-116 ve HT-29) hiicrelerinin uygulanan ilacin dozuna bagl
olarak koloni olusturma yetenegindeki degisimleri kalitatif olarak goézlemlemek icin
oncelikle her kuyucukta 1 ml’de 2000 hiicre olucak sekilde 6 kuyucuklu platelere 2
tekrarl ekildi (hiicre sayisi, literatiirdeki ¢aligsmalar goz 6niinde bulundurularak yapilan
optimizasyon sonucu belirlendi). Hiicreler tek-tek konumlandiklari ve gorece az miktarda
olduklar1 i¢in zemine yapismalarini saglamak adina bir gece 37°C’de %S5’lik CO2’li
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, SRB canlilik analizi sonucunda belirlenen doz
degerlerine gore tedavi grubuna 3-nitrofenil kalkon tiirevi uygulandi ve 48 saat
inkiibusyona birakildi. Kontrol grubunda koloni bagina 50 hiicre olusana dek 3 giinde bir
ilagsiz/taze besiyeri ile degistirilerek hiicrelerin biiylimesi diizenli araliklarla invert
mikroskopta incelendi. Siire sonunda kuyulardaki besiyeri uzaklastirilip her kuyuya 1 ml
soguk metanol konularak 15 dakika boyunca -20°C’de fikse edildi. Metanoliin
uzaklastirilmasi igin, 1 ml PBS(1X) ile 1 defa yikama yapildi, ardindan 1 ml %0,05 (v/v)
kristal viyole (metanol icerisinde hazirldi) ile 20 dakika karanlikta oda sicakliginda
inkiibe edilerek boyanmalar1 saglandi. Siire sonunda, tekrar 1 ml PBS(1X) ile 1 defa
yikama yapildi ve uygulanan tedavi dozuna bagli koloni yogunlugundaki degisim invert
mikroskopta analiz edildi.
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3.2.8. Western Blot Analizi

Molekiiler biyolojide DNA’daki genetik bilginin RNA ve protein diizeyinde ekspresyon
stireci ‘santral dogma’ olarak tanimlanmistir. DNA'daki bilgi mRNA’ya transkripsiyon
islemi ile aktarilmakta, buradan da tRNA yardimiyla ribozom igerisinde hiicrenin tiim
yapisal ve enzimatik fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan proteinler translasyon islemi ile
sentezlenmektedir (Taylor, 1998). Western blot teknigi, genetik bilgi akisinin son
basamagi olan proteinlerin tespit edilmesine dayanir (Liileyap, 2021). Teknigi ilk
tanimlayan 1979 yilinda H. T. Towbin’dir (Towbin ve ark., 1979). Genel olarak,
elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde goc ettirilen proteinlerin destek membrana
transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik metotlarla &lgiilmesi temeline
dayanmaktadir. Proteinler; hiicre ylizeyi, hiicre ici sitozolik ve ¢ekirdek kaynakli
olabilmektedirler (Devita ve ark., 2001). Diger bir tanimi1 ‘immunoblotlama’ olan yontem
sayesinde kanser agisindan 6rnek verilecek olursa, dokudaki saglikli ve kanserli hiicrenin
protein diizeyinde profilleri karsilastirilarak erken evrede 6nemli rol oynayabilecek
biyobelirte¢ kesfi ile hasta sag kalim oranini arttirabilecek potansiyelde hedefe yonelik
tedavi yontemleri belirlenebilmektedir (Dogan ve Giig, 2004).

Western blotlama teknigi genel olarak 4 basamaktan olugmaktadir:

1. Proteinler, Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
yontemiyle ayristirilir.

2. Aynstirilan proteinler, elektrik alan yardimiyla nitroseliiloz membrana aktarilir.

3. Analizi yapilmak istenen proteine 6zgii birincil ve ikincil antikorlar ile baglanma
islemi gergeklestirilir,

4. Son olarak, floresan madde igeren ikincil antikor bagli proteinin, goriintiileme

soliisyonu igerisinde analizi gerceklestirilir (Sekil 3.2.8).
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Western Blot analizi i¢in insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-116 ve HT-29) 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde (hiicre sayisi, literatiirdeki c¢alismalar gbéz Oniinde
bulundurularak yapilan optimizasyon sonucu belirlendi) 6 kuyucuklu platelere 1’er mL 2
tekrarli ekildi. Hiicreler ekildikten hemen sonra, SRB canlilik analizi sonucunda
belirlenen doz degerlerine gore tedavi grubuna 3-nitrofenil kalkon tiirevi uygulandi ve
48 saatlik tedavi siiresince 37°C’de, %5 CO2’li kosullarda inkiibe edildi. Hiicrelere, lizat

hazirlama asamasina gegmeden mikroskopta morfoloji analizi yapildi.

Hiicrelerden lizat eldesinde kullanilan RIPA-Lysis Extraction Buffer ¢ozeltisi, hiicrenin
cekirdek ve hiicre membranini pargalayip hiicre-i¢i proteinlerin disar1 ¢cikmasini saglar.
Boylece western blot teknigi i¢in hiicresel proteinler buffer igerisine toplanmis olur. Bu
amagla Oncelikle, icerigi asagida maddeler halinde verilen RIPA ¢ozeltisi, yarilanma
omrii yaklagik 30 dk oldugu i¢in hiicreler 6-kuyucuklu plate zemininden kaldirilmadan
hemen 6nce hazirlandi. Lizat islemi, protein degredasyonunu dnlemek i¢in son agsamaya
kadar buz akiisli ilizerinde ve soliisyonun igerisindeki PMSF bileseni 1s18a duyarh
oldugundan dolay1 karanlikta gerceklestirildi. Lizat islemindeki gorevleri verilen
asagidaki bilesenler sirasiyla ependorf tiipe alinarak RIPA ¢ozeltisi hazirlands;

3 mL Lysis Buffer/RIPA ; igerigindeki Tris-HCI, NACI, NP-40, Sodium Deoxycholate
ve SDS bilesenleri aracilifiyla sitoplazmik, hiicre iskeleti ve hiicre dis1 matrix
proteinlerini agiga ¢ikarmakta gorevlidir. (100 mM) 30 uL Sodium Orthovanadate;
ATPazlar1, Tirozin Fosfatazlar1 ve diger fosfat-transferring enzimlerin sayilarini azaltir.
Boylece hiicresel proteinlerin degredasyonunu onler. 45 uL Protease Inhibitér Cocktail,
Protein degredasyonunu 6nler. (200 mM) 30 uL PMSF (Fenilmetil siilfonil floriir)(en son
eklenir); Serin proteaz inhibitérii (DMSO veya %100 EtOH’de ¢6ziintir. P-470,
mW:174,19 g/mol).

Hazirlanan ¢ozelti buz tistiinde karanlikta bekletilerek hiicre kaldirma asamasina gecildi.
Hiicreler tripsin ile kuyulardan etiketli falkonlara alinip santrifijj ile ¢oktiirtildiikten sonra
supernatan uzaklastirildi. Pellet tizerine 6nceden hazirlanmis olan RIPA ¢6zeltisi eklenip
+4%te 30 dk inkiibasyona birakildi. 30. dk’da falkondaki hiicrelere santrifiij yapildi.
Santrifiij sonras1 hiicresel proteinlerin bulundugu supernatan etiketli yeni ependorflara
aktarildi. Protein miktarlarim Glgmek {izere Biginkoninik Asit (BCA) yontemi ile

konsantrasyon hesabi yapildi.
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3.2.8.1. BCA Yontemi ile Konsantrasyon Hesabi

BCA protein konsantrasyon hesabi yontemi, protein-¢ozelti karisiminda olusan renk
degisimi siddetinin spektrofotometrede kantitatif dl¢iimii prensibine dayanir., Ol¢iim igin
kullanilan Biginkoninik Asit Kit (Sigma, St. Louis, MO) icerisindeki bakir siilfat, BCA
cozeltisine (50 Reagent A : 1 Reagent B) eklendiginde olusan kompleks elma yesili bir
renk alir (Calisma ¢ozeltisi). Protein igerigi ¢alisma ¢ozeltisi ile tepkimeye girdiginde
Cu*? degerlikli iyon yiikii Cu*’e indirgenirken, BCA nin protein dizisinde sistein,
triptofan ve tirozin aminoasitleri ile peptid bagi kurmasi sonucu mor renk olusumu
gozlenir. Bu yontem hizli, hassas ve kesindir ancak deterjan ve organik solventlerle

etkilesimlerine dikkat etmek gerekmektedir.

BCA yontemi ile protein miktarlarin1 belirlemek igin 6ncelikle konsantrasyonlarini
bildigimiz standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu amacla buz akiisti tizerindeki 96 kuyulu plate
igerisinde, 2 mg/mL sigir serum albumin (BSA) proteininin 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 mg/ml
konsantrasyonlar1 ultra saf dH20O ile hazirlanarak bir alt kuyulara iki tekrarli olucak
sekilde 10’ar uL eklendi. Ardindan, -20 °C’deki konsantrasyonu bilinmeyen protein
lizatlar1 disar1 ¢ikartilarak hizlica ¢oziinmeleri saglandiktan sonra 96 kuyulu plate
icerisine iki tekrarl olucak sekilde 10’ar uL eklendi. Ekim yapilan tiim kuyulara bir
Oonceki asamada hazirlanmis olan ¢alisma ¢6zeltisinden 190’ar uLL hizlica eklendi. Plate,
standart ¢ozeltiye ait her bir kuyucuk arasindaki renk farki belirgin oluncaya kadar (=15
dk) oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Siire sonunda olusan renk siddeti,
spektrofotometrede 570 nm’de okundu. Yapilan 6l¢iim sonucunda, excell dosyasinda
standart ¢Ozeltiye ait absorbans/protein konsantrasyon denklemi kullanilarak lizat

coOzeltilerindeki protein konsantrasyonu hesaplandi.
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3.2.8.2. Elektroforez ve Transfer Asamasi

BCA ile total konsantrasyonlar: dlgiilen hiicresel proteinlerin, elektriksel alan altinda
molekiiler agirliklarina gére ayristirilmas islemine elektroforez adi verilmektedir. isleme
baglamadan once, proteinlerin jelde yiiriimesi ve sonraki asama olan goriintiileme igin

gereken ¢ozeltiler hazirlandi.

Running Buffer: 30ml Running buffer, ultra saf H20 ile 600 ml’ye tamamland: (pH:8).
TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20, 10X, pH:7,6): Tris baz 24,239 (Scharlau,
Barcelona, Spain), NaCl (Merck, Darmstadt, Germany) 80,06g ve Tween20’den (Dako,
CA, USA) 5ml alinarak total hacim 1L’ye ultrasaf HO ile tamamlandi.

Her kuyuya esit miktarda (30 ug) yiiklenmesi adina protein 6rneklerinin uygun hacimleri
hesaplanarak, Nu-PAGE LDS Sample Buffer ve Nu-PAGE Sample Reducing Agent
coOzeltileri final konsantrasyonlar1 1X olacak sekilde 0.5 ml’lik ependorf tiiplere
pipetlendi. Tiipler buz akiisii {izerinden alinarak thermal blokta 95 °C’de 7 dk inkiibe
edildi. Bdylece protein zincirlerinin primer yapili hale gelmesi saglandi.Inkiibasyona
baslamadan Once tiiplerin kapaklari enjektor igne ucu ile delindi. Kaleidoscope
Prestained Standarts (Biorad, CA, USA) protein belirteci(marker), jel kuyusuna
ylklenmeden 6nce 95 °C’de 2 dk bekletildi.

Preteinlerin 1s1 ile denaturasyonu siirerken, diger yandan elektroforezin yapilacag: tank
kullanima hazir hale getirildi. Bunun i¢in 6ncelikle tank saf su ile yikandi. Ardindan buz
dolu bir kaba diiz zemin olucak sekilde yerlestirildi. % 4-12 gézenek yogunluk oraninda,
NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1 mm, 12 kuyucuk (Invitrogen, CA, USA), paketinden
cikartildi. Tarak dikkatli bir sekilde yukari dogru hareket ettirilerek kuyularin belirgin
hale gelmesi saglandi. Jelin alt tarafindaki prob kismin 6niindeki beyaz bant kaldirildu.
Ardindan, yiikkleme kuyular1 ige bakacak sekilde jel tanka yerlestirildi ve sizdirmayi
onlemek i¢in tank kilidi ile sabitlendi. Tarak duvarindaki isaretli yere kadar i¢ kisimdan
x20 MES SDS Running Buffer eklendi. Jelde bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-
ver yapilarak uzaklastirildiktan sonra 500 pl Nu-PAGE Antioksidant (Invitrogen, CA,
USA) eklendi.
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Protein Orneklerinin inkiibasyon siirelerinin bitmesinin ardindan, her kuyuda esit
konsantrasyonda yer alicak sekilde farkli hacimlerde protein 6rnekleri ve 5 pl protein
belirteci kuyulara yiiklendi. 150 V (degisken akimda) 40 dk yiiriitme yapildi. Ornekler

jelden disar1 ¢ikmadan once yiiriitme durduruldu.

Elektroforez islemi sonucunda jelde olusan bantlarin, goriintiileme yapilacak membrana
elektrotransfer islemi gergeklestirildi. I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen, CA, USA)
alttan tiste dogru sirasiyla anot bakir (+), membran, jel, filtre kagidi (ultra saf qH20O ile
islatildr), katot bakir (-) ve siinger yerlestirildi. Uretici firmanm yonergeleri

dogrultusunda 8 dakika transfer islemi gergeklestirildi.

3.2.8.3.Proteinlerin Belirlenmesi

-Bloklama

Bir kaba %5°lik yagsiz kuru siit (25 mL/membran, 1x TBST) ¢ozeltisi hazirlandu.
Membran, bloklama ¢ozeltisinde opsiyonel olarak shaker kullanilarak diisiik bir hizda 1
saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bloklama sayesinde membrana non-spesifik
baglanmalar engellenmis olur.

-Yikama

3 kere 5 dk boyunca 1x TBST ile hafif¢e kopiirmesini saglayacak sekilde membran elde
yikandi.

-Primer Antikor

Membran, 20-25 mL antikor ¢ozeltisi igerisindeki kapta, +4’te bir gece boyunca
opsiyonel olarak shaker lizerinde inkiibe edildi. ilk olarak, bu asamaya kadar ki islemlerin
kontrolii adina ilk olarak Gapdh housekeeping (her hiicrede protein ifadesi mevcut olan)
proteinine bakildi. Ardindan sirasiyla; Bel-2, Bip, Parp ve DR-4 proteinlerine bakildi.
-Yikama

3 kere 5 dk boyunca 1x TBST ile hafifce kopiirmesini saglayacak sekilde membran elde
yikandi.

-Sekonder Antikor

Membran, 20-25 mL sekonder antikor ¢ozeltisi igerisindeki kapta, oda sicakliginda

karanlikta (aliiminyum folyo ile kapatilir) 1 saat opsiyonel olarak shaker iizerinde inkiibe
edildi.
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-Yikama

3 kere 5 dk boyunca 1x TBST ile hafifce kdplirmesini saglayacak sekilde membran elde
yikandi.

-Goriintiileme (1s18a duyarli, karanlikta ¢alisilir)

Goriintlileme soliisyonu hazirlandi: Lumiglo Reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA)
ve Peroksidaz Reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) falconda total hacim 50 mL
olucak sekilde iki kat seyreltildi.

Membran(lar) 20-25 mL hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkiibe edildikten sonra olusan
kemiluminesans sinyal, FusionFX-7 cihazi kullanilarak goriintiilendi. Gelinen bu
asamanin sonucunda; nitroseliilloz membran {izerine transfer edilmis olan proteinler,

floresan 1s1ma yardimiyla goriintiilenmis oldu.

3.2.8.4.Stripping / Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birbirine yakin molekiiler agirliklardaki proteinlerin  western blot teknigi ile
goriintiilenmesi adina membrana stripping islemi uygulanmaktadir. Bu amacla,
membrandaki halihazirda goriintillemesi yapilan proteinlere bagli antikorlar
uzaklastirmak igin, tiretici firmanin yeniden isaretleme (reprobing) protokolii uygulandi.
Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 1,52 g Tris-baz, 4g SDS (BioChemica Applicham,
Almanya) ve 1,4 ml B-merkaptoethanol (Merck, Schuchard, Almanya) bir miktar ultra saf
H20 igerisinde ¢ozdiiriiliip totalde 200 mL’ye tamamlandi. (1X, pH:6,8). 3 kere 5 dk
boyunca 1x TBST ile hafif¢e kopiirmesini saglayacak sekilde membran elde yikandiktan
sonra stripping soliisyonu eklenerek 150-300 rpm, 50°C’de 30 dakika opsiyonel olarak
shaker tizerinde inkiibasyona birakildi. Sinyalin ortadan kalktigindan emin olduktan sonra
membran 3 kez 5 dakika 1X TBS-T ile yikama yapildi ve yeniden bloklama asamasina
gecildi. Sekil 3.2.8.6’da western blot tekniginin temel basamaklar1 sematik olarak
agiklanmustir.

Deneyde sirasiyla; Gapdh, Bcl-2, Bip ve Parp proteini ilk asamada bakildi. DR-4
membranda Gapdh ile cakisacagi icin stripping yapildi ve son olarak apoptozla iligkili

protein olan DR4 proteinine bakildi.

45



3.2.9. istatistiksel Analiz

Sitotoksisite test sonuglart tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edildi ve
anlamliigin fark gruplart Tukey Honest Significance Testi (HSD) ile belirlendi.
Istatistiksel anlamliligin p degerleri <0,05 anlamlilik diizeyinde incelendi. Tiim veriler
istatistiksel olarak GraphPad Prism 9.2.0 bilgisayar paket programi kullanilarak analiz
edildi (Mitteer ve Greer, 2022).
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4. BULGULAR

4.1. SRB Canhlik Analizi

Frrat Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya boliimii tarafindan sentezlenmis ve
karakterizasyonu tamamlanmis 6 farkli kalkon tiirevinden oncelikle sitotoksik etkisi en
fazla olan tiirevi belirlemek tizere insan kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-116) 50
uM’dan baglayarak azalan konsantrasyonlari ile 48 saat tedavi sonrast SRB canlilik testi
yapildi. Sonugta, 3-nitrofenil kalkon tiirevinin (kalkon tiirevi-3) digerlerine oranla daha
yiiksek sitotoksik etki gosterdigi bulundu ve insan kolon kanseri hiicreleri {izerindeki
antikanser aktivite mekanizmasinin belirlenmesine yonelik ileri analizlerde kullanilmak

tizere kalkon tiirevi 3 secildi (Sekil 4.1).

4 I
HCT-116 SRB Canlilik Analizi
140
120
E— 100 B Kalkon Turevi-1
% 80 | Kalkon Turevi-2
Q K Ik Tlrevi-4
o\ 0 alkon Tarevi
B Kalkon Tirevi-5
20 i I i i I B Kalkon Turevi-6
0,78125 1,5625 3,125 6,25 12,5
Doz Miktari (LM)
\ J

Sekil 4.1. Farkli kimyasal yapilara sahip kalkon tiirevlerinin HCT-116 hiicrelerinde 48
saat tedavi sonras1 SRB canlilik testi sonuglarinin yiizde grafigi
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Farkli genomik ve morfolojik 6zelliklere sahip olan CCD18-Co (saglikli), HCT-116 ve
HT-29 (kanser) insan kolon hiicrelerine, 24 ve 48 saat boyunca 3-nitrofenil kalkon tiirevi,
25 uM’dan baslayarak azalan konsantrasyonlari hiicre besiyerinde hazirlanarak es
zamanli uygulandi ve hiicre canliligi {izerine etkisi SRB testi ile belirlendi. 3-nitrofenil
kalkon tiirevinin 24 saat uygulandigi HCT-116 insan kanser kolon hiicrelerinde 0,39 uM
dozundan itibaren kalkon tlirevi uygulanmayan hiicrelere kiyasla hiicre canliliginda
anlamli azalmalar gozlenirken, sitotoksisite analizlerinde 6l¢iit deger olarak kabul edilen
hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz degerinin 3,125 puM civari oldugu bulundu. 48 saat
uygulama sonucunda ise 0,781 uM dozundan itibaren anlamli azalmalar gbzlenirken 24
saate kiyasla daha diisiik doz degerinde sitotoksik etki (ICsp) gosterdigi tespit edildi.
Totalde, zamana ve doza bagl olarak hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak
anlamli azalmalar gozlendi (Sekil 4.1.1 A) (p<0,05; p<0,01; p<0,001).

HT-29 hiicrelerinde 3-nitrofenil kalkon tiirevi uygulamasi sonucu, HCT-116 hiicrelerine
kiyasla daha yiiksek dozlarda sitotoksik etkiye neden oldugu goriildii. Her iki zaman
periyodunda anlamli azalmalar 3.125 pM dozundan itibaren gozlendi (Sekil 4.1.1 B)
(p<0,05; p<0,01; p<0,001). 24 saat sonunda, hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz degeri 10,4
uM iken, 48 saat sonunda bu degerin 7,76 uM’e diistligli, dolayisiyla zamana bagli olarak
sitotoksik etkinin arttig1 belirlendi.

3-nitrofenil kalkon tiirevinin uygulandigi CCD18-Co saglikli kolon hiicrelerinde, ise
kanserli hiicrelere kiyasla 6zellikle diisiik dozlarda (0,39-6,25 uM) etkinin olmadigi
goriildii. Insan saglikli kolon hiicrelerinde anlamli azalmaya neden olabilecek sitotoksik
(canliligin %50 inhibe edildigi) degerin, insan kolon kanseri hiicrelerindeki etkiye kiyasla
ancak yiiksek dozlarda (15-25 uM) kalkon tiirevi uygulanmasi sonucu meydana geldigi
gozlendi (Sekil 4.1.1 C) Totalde, insan kolon kanseri hiicrelerinde zamana ve doza baglh

olarak hiicrelerin canlilik yilizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi.

(p<0,05; p<0,01; p<0,001).
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Sekil 4.1.1. 3-nitrofenil kalkon tiirevi (0,39-25 uM) uygulanan HCT-116 (A) HT-29 (B)
ve CCD18-Co (C) hiicrelerinde 24 ve 48 saat tedavi sonrasi SRB canlilik testi
sonuclarinin yiizde grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil
etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu ic¢inde tedavi uygulanmamig(kontrol) grubundaki
verilere gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,05
**: p<0,01 ***: p<0,001) ifade etmektedir.

SRB analiz sonuglarina gore; insan kolon hiicrelerinde 3-nitrofenil kalkon tiirevinin
sitotoksik aktivitesinin belirlenmesinde 6nemli olan ICso (kontrol hiicrelerine kiyasla

hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon) degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. 3-nitrofenil kalkon tiirevi uygulanan HCT-116, HT-29 ve CCD18-Co
hiicrelerinde SRB canlilik testi sonuglarina gore 24 ve 48 saat tedavi siiresindeki ICso
degerleri

Hiicre HCT-116 HT-29 CCD18-Co
Doz (uM)

24 saat (ICso) 3,47 10,40 28,37

48 saat (ICso) 1,71 7,76 15,22
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Ayrica, kalkon tiirevinin klinikte kullanilmakta olan bir ilag ile kombinasyon ¢alismasi
sonucu hiicreye sitotoksik etkisinin ne yonde degisim gosterecegini belirlemek amaciyla,
insan kolon kanserinde kullanilan kemoterapétik ilag olan 5-FU’nun 12.5 TDC’den
itibaren 0,39 TDC’ye kadar azalan dozlar1 ve bir 6nceki canlilik analizi sonucu belirlenen
3-nitrofenil kalkon tiirevinin 1Csp sabit dozlart se¢ildi. 96 kuyucuklu plate igerisinde es
zamanli kombinasyon tedavisi, 48 saat boyunca insan kolon kanseri hiicrelerine (HCT-
116 ve HT-29) uygulandi.

HCT-116 hiicrelerinde, 5-FUv3-nitrofenil kalkon tiirevi kombinasyon uygulamasi
sonrasi Ozellikle diisiik dozlarda (0,39 — 1,56 TDC), kalkon tiirevinin tek basina olan
etkisinden anlaml Olgiide fark bulunmadigi, saglikli hiicrelerde toksik etkiye neden
olabilecek 6,258 TDC ve iizerindeki dozlarda kombinasyonun etkili oldugu goézlendi
(Sekil 4.1.2 A).

HT-29 hiicrelerinde, 0,39 TDC doz ile kombinasyondan itibaren 12,5 TDC doza kadar
canlilik %30-40 seviyelerinde devam ettigi i¢in anlamli bir azalma olmadig1 gozlendi.
(Sekil 4.1.2 B). Genel olarak her iki hiicrede de kombinasyonun etki orani, tiirevinin tek
basina olan etkisi ile benzer sonu¢ verdigi gézlendi. 5-FU&3-nitrofenil kalkon tiirevi
kombinasyon c¢alismasinda ikinci bir kimyasalin hiicreye ekstra olarak toksik etki
olusturabilecegi diisiiniilerek sadece kalkon tiirevi ile ileri analizlerin yapilmasina karar

verildi.

A) HCT-116 SRB Canlilik Analizi
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B) HT-29 SRB Canlilik Analizi

B 3-nitrofenil Kalkon Tirevi

>0 (7,77 uM)
40 & I <
B & H5-FU (12,5 TDC)
30 B
20
10 Kombinasyon
0

0,39 0,780 1,56 3,12 6,25 12,5

Doz(TDC)

%Canlilik

Sekil 4.1.2. HCT-116 (A) ve HT-29(B) hiicrelerinde 5-FU’nun 12.5 TDC’den itibaren
azalan dozlar1 ve 3-nitrofenil kalkon tiirevinin belirlenen ICsg sabit dozlari sirastyla 1,71
uM ve 7,77 uM kullanilarak yapilan kombinasyonun 48 saat boyunca hiicrelere
uygulanmasi sonucu canlilik analiz grafigi. Her veri noktasi 3 tekrarin ortalamasini temsil
eder

4.2. Hoechst, Anneksin-V, Propidyum Iyodiir Floresan Boyama

Floresan boyalar, hiicre ylizeyindeki veya icerisindeki antijenlere baglanip onlar
mikroskop altinda goriiniir hale getirebilmektedir. Apoptotik hiicreler; normal hiicrelere
kiyasla ¢ekirdegin kisalip kalinlagtigi(piknotik) ve membran biitlinliigiiniin ge¢ sathaya
kadar korundugu bir morfolojiye sahip iken, nekrotik hiicreler ise ¢ekirdegin normal
hiicrelere oranla daha biiyiik olmasi ve membranlarinin genigleyerek ge¢ safhada
biitiinliigiiniin kaybolmas: ile karakterizedir. Hiicreler Hoechst (mavi), Anneksin-V
(yesil) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmizi) ile es zamanli olarak
boyandiginda; tedavi uygulanmamis kontrol grubu hiicreleri Hoechst pozitif/Annexin-V
negatif/ Pl negatif, tedavi grubundaki erken apoptotik hiicreler Hoechst pozitif/Annexin-
V pozitif/Pl negatif, tedavi grubundaki ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik hiicreler veya
nekrotik hiicreler Hoechst pozitif/Anneksin-V pozitif/ PI pozitif sonug verirken tedavi
grubundaki primer nekrotik hiicreler ise Hoechst pozitif/Annexin-V negatif/ Pl pozitif
1s1ma verir (Ulukaya ve ark., 2011).
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Hiicrelerin 6liim modunu tespit etmek amaciyla (apoptoz-nekroz) insan kolon kanseri
hiicrelerine (HCT-116 ve HT-29) 24 saat boyunca 3-nitrofenil kalkon tiirevinin toksik
olmayan dozu 3,125 uM’dan itibaren 25 uM’a kadar artan dozlar1 uygulandi ve tedavi
stiresi sonunda tg¢lii boyama yontemi (Hoechst 33342/AnneksinV/PI) ile boyama
yapilarak floresan mikroskop altinda 20x objektifte hiicrelerin morfolojik analizi i¢in her

kuyuda ayni alan 3 farkli floresan filtre ile fotograflandi.

HCT-116 hiicrelerinde 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 24 saat tedavi sonucu, 3,25 uM
dozunda Annexin pozitif hiicreler daha ¢ok yer aldigi i¢in erken apoptoz asamasinda
olduklar1 gozlendi. Yine ayn1 dozda Hoechst boyasi ile piknotik hiicrelerin varligi tespit
edildi. Artan dozlarda (6,25 ve 12,5 uM) Annexin-V/PI pozitif hiicrelerin sayisinin arttigt,
diger yandan Hoechst boyama sonrasinda ise apoptoza 6zgii piknotik ve kromatinleri
yogunlasan hiicrelerin oldugu goriildii. 25 uM dozunda ise PI pozitif hiicrelerin sayisi
daha ¢ok oldugu ve kontrol grubuna gére Hoechst + hiicre sayisinda anlamli sekilde
azalma oldugu i¢in bu doz degerinin hiicrelere lethal etki gosterdigi belirlendi. 3’li
boyama analizi sonucunda elde edilen goriintiiler Image J bilgisayar programi yardimiyla
birlestirilerek(merge), 3,125 uM dozunda hiicrelerin erken apoptoz asamasinda olduklari,
6,25 ve 12,5 uM dozlarinda ise ge¢ apoptoz/sekonder nekroz asamasinda olduklari
belirlendi (Sekil.4.2). Mikroskobik sonuglarin canlilik analizi sonuglarini destekledigi

goriildil.
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Hoechst Annexin-V P. Iyodiir
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Sekil 4.2. 3-nitrofenil kalkon tiirevi (3,125-25 uM) uygulanan HCT-116 hiicrelerinde 24
saat tedavi sonrasi floresan mikroskop goriintiileri. Beyaz ok: Piknotik veya kondanse
cekirdek (Olgek ¢ubugu: 50 um)

HT-29 hiicrelerinde 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 24 saat tedavi sonucu, 3,25 uM dozunda
herhangi bir etki gézlenmezken 6,25 uM dozundan itibaren 25 3,25 uM dozuna kadar
sirasiyla artan dozlarda kontrole oranla apoptozise O6zgii olan piknotik hiicrelerin

sayisinda artis oldugu ve ozellikle 25 uM dozunda Anneksin-V/PI pozitif hiicrelerin
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sayis1 diger doz degerlerinden daha fazla oldugu i¢in ge¢ apoptoz/sekonder nekroz yolagi
ile 6liimiin gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.2.1). Mikroskobik sonuglarin canlilik analizi

sonuglarini destekledigi gortldii.

Hoechst Annexin-V P. Iyodiir
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Sekil 4.2.1. 3-nitrofenil kalkon tiirevi (3,125-25 uM) uygulanan HT-29 hiicrelerinde 24
saat tedavi sonrasi floresan mikroskop goriintiileri. Beyaz ok: Piknotik veya kondanse
cekirdek (Olgek ¢ubugu: 50 um)

Her iki kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz ile 6liim gergeklestigi tespitinin ardindan
apoptoz mekanizmasini daha detayli sekilde ortaya ¢ikarmak amaciyla ileri analizlerin

yapilmasina karar verildi.
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4.3. Kaspaz 3/7 Aktivite Analizi

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii olan apoptoz siirecinde merkezi bir 6neme sahip sistein
proteazlardir (Riedl SJ. ve Shi Y., 2004). Apoptotik sinyal boyunca etkili olan
sonlandirici kaspazlardan kaspaz 3/7’in aktivasyonu, membran integritesi ve hiicre 6limii
hakkinda énemli bilgiler saglamaktadir. Bu ¢alisma i¢in Muse™ Annexin V & Dead Cell
Kiti kullanild. Insan kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-116 ve HT-29) 3-nitrofenil kalkon
tirevi ile 3,125 dozundan itibaren 12,5 uM’a kadar artan dozlarda uygulanan 48 saat
tedavi sonrasinda ‘Muse cell analyzer’ cihaz1 kullanilarak kaspaz 3/7 analizi yapildi ve
elde edilen verilerden hiicrelerin apoptotik oran (Q2+Q4) yiizdeleri hesaplandi (Cizelge
4.3).

3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 48 saat tedavi sonrasinda HCT-116 hiicrelerinde total
apoptotik oran yiizdesi (kaspaz 3/7 aktivitesi), tedavi uygulanmamis kontrol grubuna gére
kiyaslandiginda 3,125 puM dozunda oldukga yiikksek bir oran %72,8(Q2+Q4)
gozlenmistir. 6,25 uM dozunda apoptotik oran ise benzer sekilde %73,25(Q2+Q4) iken
12,5 uM dozunda %97,47(Q2+Q4)’lik oranla neredeyse maximum seviyede apoptoz
aktivasyonu oldugu belirlendi (Sekil 4.3). Bu oran degerleri, tiirevin HCT-116
hiicrelerindeki 48 saatlik uygulama sonrast SRB canlilik analizi 1Cso degerinin 1,71
oldugu goz onilinde bulunduruldugunda Floresan boyama analizi bulgularimizi destekler

niteliktedir.
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3-nitrofenil Kalkon

Tiirevi Doz (M)
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Sekil 4.3. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (3,125-12,5 uM) 48 saat tedavi sonrasinda HCT-
116 hiicrelerinde kaspaz 3/7 degerlendirmesi sonucu 6lim evrelerinde yer alan hiicre
yiizdeleri (Q1(“Dead”) =Nekroz, Q2 (“Apoptotic/Dead’’) =Ge¢ Apoptoz, Q3 (“Live”) =%
Canlilik, Q4 (“Apoptotic”’) =Erken Apoptoz).

3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 48 saat tedavi sonrasinda HT-29 hiicrelerinde total apoptotik
oran ylizdesi (kaspaz 3/7 aktivitesi), tedavi uygulanmamis kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda 3,125 uM dozunda %21,85(Q2+Q4), 6,25 uM dozunda ise bir miktar
artig gostererek %35,75(Q2+Q4) iken 12,5 uM dozunda %92,9(Q2+Q4)’luk oranla
neredeyse maximum seviyede apoptoz aktivasyonu oldugu gozlendi (Sekil 4.3.1). Bu
oran degerleri, tiirevin HT-29 hiicrelerindeki 48 saatlik uygulama sonrast SRB canlilik
analizi 1Csp degerinin 7,76 oldugu gbz 6niinde bulunduruldugunda Floresan boyama

analizi bulgularimiz1 destekler niteliktedir.
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3-nitrofenil Kalkon

Turevi Doz (uM)
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Sekil 4.3.1. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (3,125-12,5 uM) 48 saat tedavi sonrasinda HT-
29 hiicrelerinde kaspaz 3/7 degerlendirmesi sonucu oliim evrelerinde yer alan hiicre
yiizdeleri (Q1(“Dead”) =Nekroz, Q2 (“Apoptotic/Dead”’) =Ge¢ Apoptoz, Q3 (“Live”) =%
Canlilik, Q4 (“Apoptotic”’) =Erken Apoptoz).

Hiicrelerde apoptotik yolak erken ve ge¢ olmak iizere iki evrede gergeklesebilmektedir.
Akim sitometri analizi grafiklerindeki ylizdelik dilim verileri kullanilarak olusturulan
Cizelge 4.3’te apoptoz yolagi lizerinden 6lmekte olan hiicrelerin miktar1 verilmistir. Bu
yiizdelik dilim nihai olarak, tedavi sonrasi total apoptotik hiicre oranini ifade etmektedir.
HCT-116 hiicrelerinde apoptotik oranin 3,125 uM gibi diisiik dozlardaki tedaviden
itibaren arttig1 ve 12,5 uM dozunda maximum degerine yaklastig1, HT-29 hiicrelerinde
se 6,25 pM’iin Ustlindeki dozlarda tedavi sonrasi apoptotik oranin %92 civarina ¢iktigt

yapilan hesap sonucu ortaya ¢ikmuistir.
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Cizelge 4.3. 3-nitrofenil kalkon tiirevi uygulanan HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde 48
saat tedavi sonrasi kaspaz 3/7 sonuglarina gore hesaplanan apoptotik oran (Q2+Q4)
ylizdeleri

Q2+Q4(%) HCT-116 HT-29
Kontrol 8,7 9,6
3,125 pM 72,8 21,85
6,25 uM 73,25 35,75
12,5 M 97,47 92,9

Elde edilen sonuglara gore 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 48 saat tedavi sonucu her iki
insan kolon kanseri hiicrelerinde 3,125 uM dozundan itibaren kontrole oranla apoptotik
hiicrelerin sayisinda artis meydana geldigi goriildii. Apoptoz yolagi mekanizmasinin
protein diizeyinde incelenmesi amaciyla western blot teknigi kullanilarak apoptotik

protein analizi yapilmasi kararlastirildi.

4.4. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicreler, genetik mutasyonlar veya ¢evresel degisimler sonucunda hiicresel boliinmeyi
kontrol eden CDK inhibitorlerinden kagarak karsinojenez siirecine girerler. Zamanla bu
hiicreler, normal dokuyu koruyan p53 gibi tiimor baskilayic1 proteinlere karsi daha
direngli hale gelerek ¢ogalmalarini hizlandirmak amaciyla invazif ve/veya metastatik
0zellik kazanirlar. Bu nedenle kanser tedavisinde hiicre dongiisiiniin hedeflenmesi ana
odak noktalarindan biri olmaktadir (Park ve Lee, 2003). Insan kolon kanseri hiicrelerinde
(HCT-116 ve HT-29) 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 24 saat tedavi sonrasi, kalkon tiirevinin
hangi evrede boliinmeyi baskiladigini belirlemek amaciyla hiicre dongiisii analizi yapild.
Muse Cell Cycle Kit (Luminex, USA) prosediirii dogrultusunda, hiicrelerin dongii
fazlarindaki dagilimlart Muse Cell Analyzer (Millipore, Almanya) cihazinda “Muse®
Cell Cycle Reagent” kullanilarak belirlendi.
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HCT-116 hiicrelerinde, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla 3,125 uM dozundan itibaren
12,5 uM doz degerine kadar tedavi uygulanmis hiicrelerde kalkon tiirevinin, hiicre
tutulma oraninin Go/G; fazinda doz yiikseldikge %27,8’den 56,5’¢ artmasini saglayarak
hiicre dongiisiinii DNA sentez asamasina girmeden baskiladigi gozlendi (Sekil 4.4). DNA
sentez fazi olan S fazinda kontrol grubu hiicreleri %28.3 yogunlukta yer alirken dozdaki
artisa bagl olarak hiicre tutulma oraninda azalip artis gozlendi ve 12,5 uM dozunda
%20,5 tutulma orani ile azalma oldugu belirlendi. Hiicrelerin bu fazda daha az bulunmasi,
kanser hiicresinin boliinmesinin engellenmesi i¢in S fazina geg¢isin CDK’lar araciligiyla
durduruldugu seklinde yorumlandi. Mitoza giris igin hazirlik evresi olan G2/M evresinde,
kontrol grubunda %42,9 oraninda hiicre tutulmasi gézlenirken dozdaki artisa bagli olarak
fazdaki hiicre sayisimin azaldigi (%22.1) ve bu azalmanin kanser hiicresinde mitoz
boliinme sonucu 2 yavru hiicre olusumunun baskilanmasi i¢in CDK’lar aracilifiyla

gergeklestigi seklinde yorumlandi.

3-nitrofenil Kalkon

Tiirevi Doz (uM)
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Sekil 4.4. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (3,125-12,5 uM) 24 saat tedavi sonrasinda HCT-
116 hiicrelerinin dongii fazlarindaki (Go/G1, S ve G2/M) dagilimlarinin histogram grafigi

60



HT-29 hiicrelerinde ise hiicre tutulma oraninin GoG; fazinda doz yiikseldik¢e %22,5’den
52,4’e artmasi saglayarak hiicre dongilisiinii DNA sentez asamasina girmeden
baskiladig1 gozlendi (Sekil 4.4). DNA sentez fazi olan S fazinda kontrol grubu hiicreleri
%23 yogunlukta yer alirken dozdaki artiga bagl olarak hiicre tutulma oraninda azalip artis
gozlendi ve 12,5 uM dozunda %14,6 tutulma oranmi ile azalma oldugu belirlendi.
Hiicrelerin bu fazda daha az bulunmasi, kanser hiicresinin boliinmesinin engellenmesi
icin S fazina geg¢isin CDK’lar araciligiyla durduruldugu seklinde yorumlandi. Mitoza
giris i¢in hazirlik evresi olan G2/M evresinde, kontrol grubunda %50,8 oraninda hiicre
tutulmas1 gézlenirken dozdaki artisa bagli olarak fazdaki hiicre sayisinin azaldigi (%32,4)
ve bu azalmanin kanser hiicresinde mitoz bdliinme sonucu 2 yavru hiicre olusumunun
baskilanmasi i¢in CDK’lar araciligiyla gerceklestigi seklinde yorumlandr (Sekil 4.4.1).

Sonug, kalkon tiirevinin antikanser aktivitesini dogrular niteliktedir.

3-nitrofenil Kalkon

Tiirevi Doz (nM)
Kontrol 3,125
0 DNA CONTENT PROFILE 0 DNA CONTENT PROFILE
902 G0/G1225 904 G0/G1 35.6
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701 G2/M 508 704 G2/M 42.8
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Sekil 4.4.1. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (3,125-12,5 uM) 24 saat tedavi sonrasinda HT-
29 hiicrelerinin dongi fazlarindaki (Go/G1, S ve Go/M) dagilimlarinin histogram grafigi
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4.5. Hiicre Migrasyon Analizi

Kanser hiicreleri karsinojenez siirecindeki evrelerine(erken/geg) bagl olarak bulundugu
mikrogcevreden lokal veya uzak dokulara yayilma/metastaz 6zelligine sahiptirler. Lokal
yayillim yetenegini gozlemlemek iizere yapilan analiz gesitlerinden biriyse migrasyon

analizidir (Pang ve ark., 2014).

Migrasyon yetenegini analiz etmek i¢in 6-kuyulu plate icerisine HCT-116 ve HT-29
insan kolon kanseri hiicreleri ekilerek plate yiizeyini %80-%90 kaplayana kadar
inkiibatorde bekletildi. Yiizeyi kaplayan hiicreler arasindaki baglanti mekanik olarak 1
ml’lik steril pipet ucu ile kuyu igerisinde iki diiz ¢izgi ¢ekilerek ayristirildi(yara olusumu).
Yiizeyden kalkan hiicreler 1x PBS ile yikanarak 3-nitrofenil kalkon tirevi, 1,56 uM
dozundan itibaren 12,5 uM doza kadar plate igerisine eklendi. Kalkon tiirevi
uygulanmamis kuyulardaki hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi ve iizerlerine taze
besiyeri eklendi. Kuyulardaki hiicreler, kalkon tiirevinin uygulandig: ilk andan (0. saat),
canlilik analiz yonteminde belirlenen 48 saatlik siirenin sonuna kadar 12 saat araliklarla

invert mikroksop altinda 4x objektifte her kuyu i¢in ayn1 alan fotograflandi.

HCT-116 hiicrelerinde 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 48 saat tedavi sonrasi mikroskop
goriintiileri incelendiginde, kontrol grubu hiicrelerinde 12. saatten itibaren yaranin
kapanmaya basladigi, 48. saatte ise baslangica gore %50’den fazla alanin kapandigi
gozlendi. Kalkon tirevi uygulanmig hiicrelerde 12,5 uM dozunda hiicre gogi
gozlemlenmedigi, aksine ortamdaki hiicrelerin kalkon tiireviyle maruziyeti sonucu

yasamlarini yitirdikleri gézlendi (Sekil 4.5).
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3-nitrofenil Kalkon
Tiirevi Doz (uM)

Kontrol | | 1,56 3,125 6,25 25

HCT 116

12.

24.

Zaman(Saat)

36.

48.

Sekil 4.5. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (1,56-12,5 uM) 48 saat tedavi sonrasinda HCT-
116 hiicrelerinin, yara iyilestirme yetenegi lizerine etki grafigi

HT-29 hiicrelerinde 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 48 saat tedavi sonrasi mikroskop
goriintiileri incelendiginde, HCT-116 hiicrelerine benzer sekilde kontrol grubu
hiicrelerinde 12. saatten itibaren yaranin kapanmaya basladigi, 48. saatte ise baslangica
gore %50°den fazla alanin kapandigi gozlendi. Kalkon tlirevi uygulanmis hiicrelerde
ozellikle 12,5 uM dozunda hiicre gocli yeteneginin inhibe oldugu gozlenmistir. HCT-
116 hiicrelerinden farkli olarak HT-29 hiicrelerinde 12,5 uM dozunda kuyu igerisindeki
kanser hiicrelerinin 6lmemesi, SRB canlilik testi sonuglarimiza paralel olarak kalkon
tirevinin HT-29 hiicresine daha az etkide bulunabildigi seklinde yorumlandi (Sekil
45.1).
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Sekil 4.5.1. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (1,56-12,5 uM) 48 saat tedavi sonrasinda HT-
29 hiicrelerinin, yara iyilestirme yetenegi iizerine etki grafigi

Genel olarak her iki hiicre hattinda da artan doza ve zamana bagli olarak tedavi

uygulanmamuis (kontrol) gruba kiyasla migrasyon yeteneklerinde azalma goriildii
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4.6. Koloni Olusturma Yetenegi Analizi

Klonojenik test veya koloni olusumu testi, tek bir hiicrenin bir koloni halinde biiylime
yetenegine dayali hiicre sagkalim testidir. Koloni; en az 50 hiicreden olusacak sekilde
tanimlanmistir. Bu yontem, popiilasyondaki her hiicreyi "siirsiz" boliinmeye ugrama
yetenegi acisindan test eder (Crowley ve ark., 2016). Hiicrenin biiyiime esnasinda
potansiyel ajanlarin sitotoksik ya da genotoksik etkilerini degerlendirmek amaciyla tedavi
sonrast koloni olusturma yetenegine sahip kanser hiicreleri, kontrol grubuyla
karsilastirilarak  doza bagli degisim miktar1 kalitatif veya kantitatif olarak

degerlendirilebilmektedir.

Koloni olusturma yetenegini analiz etmek i¢cin HCT-116 ve HT-29 insan kolon kanseri
hiicreleri 3-nitrofenil kalkon tiirevinin 1,56 uM dozundan itibaren artan dozlarda 6,25 pM
doza kadar 48 saat siireyle tedavi edildi. Tedavi siiresinin ardindan kalkon tiirevi
ortamdan uzaklastirilarak hiicrenin mediumu eklendi ve tedavi uygulanmamis grupta

koloni basina yaklasik 50 hiicre olusuncaya kadar mikroskopta gézlem yapildi.

Sonuglara gore, HCT-116 (Sekil 4.6) ve HT-29 (Sekil 4.6.1) hiicrelerinde uygulanan 3-
nitrofenil kalkon tiirevi tedavisinde, tedavi uygulanmamis (kontrol) gruba kiyasla doz
artisina bagli olarak hiicrelerin bir araya gelip koloni olusturma yeteneginde azalmalar
oldugu gézlenmistir. Oklar biiyiitme katsayisina bagli olarak degisen alan goriintiisiinde

ilgili hiicre kolonisini gostermektedir.
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Objektif

Biiyiitme Orani

Kontrol

1,56

3-nitrofenil Kalkon
Tiirevi Doz (uM)
3,125

6,25

HCT-116

Sekil 4.6. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (1,56-6,25 uM) 48 saat tedavi sonrasinda HCT-
116 hiicrelerinin, koloni olusturma yetenegi iizerine etki grafigi (Ustteki kutucuklar,
soldan saga dogru biiyiitme katsayilarini ifade etmektedir)
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Biiyiitme Orani

x4 x10

Kontrol

3-nitrofenil Kalkon
Tiirevi Doz (unM)
3,125

1,56

6,25

HT-29

Sekil 4.6.1. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle (1,56-6,25 uM) 48 saat tedavi sonrasinda HT-
29 hiicrelerinin, koloni olusturma yetenegi tizerine etki grafigi (Ustteki kutucuklar, soldan
saga dogru biiyilitme katsayilarini ifade etmektedir)



4.7. Western Blot Analizi

Sitotoksik etkisi SRB ile belirlenen 3-nitrofenil kalkon tiirevinin, hiicre 6lim modu
floresan boyama ile belirlenip akim sitometrisi ile kaspaz 3/7 diizeyinin tespitinin
ardindan, bu asamada apoptoz ile iliskili proteinlerdeki degisiklikler Western Blot

yontemi kullanilarak degerlendirildi.

HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde, kalkon tiirevi ile 48 saat tedavi sonrasi elde edilen
lizatlarin protein konsantrasyonlarini belirlemek tizere BSA kullanilarak bir standart egri

grafigi hazirland1 (Sekil 4.7).

Standart Egri(mg/ml)

0,9

0,8

0,7

0,6 y = 0,3815x
R? =0,9991

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

Sekil.4.7. BSA standart egri grafigi
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Insan kolon kanseri hiicrelerin (HCT-116 ve HT-29) 48 saat boyunca uygulanan
3-nitrofenil kalkon tiirevi tedavisi sonucunda hiicresel protein lizati hazirlandi ve western
blot yontemi ile hiicrelerde yer alan proteinlerin bant yogunluklarina gore miktar analizi
yapildi. Uygulanan kalkon tiirevinin dozlari, SRB canlilik testi sonucunda sitotoksik doz
degerini kapsayacak sekilde secim yapilmistir. Ilk olarak tiim hiicrelerde ifadesi

gergeklestigi bilinen protein gesitlerinden biri olan GAPDH miktar1 analizi yapildi.

HCT-116 hiicrelerinde tedavi sonrasi membranda yukaridan asagiya dogru sirasiyla,
“TNFR aracili apoptozis belirteci’ olarak incelenen kirilmis PARP seviyesinde kontrol
grubuna kiyasla 3,125 ve 6,25 uM dozlarinda artis oldugu goriildii. Analizi yapilan
proteinler icerisinde membranda yukaridan asagiya ikinci sirada yer alan ve ‘ER stres
belirteci’ olan BIP proteininin ifade diizeyinde 1,56 pM dozundan itibaren artisin belirgin
oldugu goriildii. Analizi yapilan proteinler igerisinde membranda yukaridan asagiya
ticlincii sirada yer alan ‘“TRAIL aracili apoptozis belirteci’ DR4 diizeylerinde, kontrole
gore kiyaslandiginda 6,25 uM gibi hiicreye toksik etki gosterebilecek dozda artisin
belirgin oldugu goriildii. Son olarak, apoptozun igsel yolaginda gorev alan ‘anti-
apoptotik’ BcL-2 proteinin diizeyinde ise 1,5 uM dozundan itibaren normale gore diizenli
olarak azalma gozlendi (Sekil 4.7.1).

HCT-116 hiicrelerinde ise tedavi sonras1t membranda yukaridan asagiya dogru sirasiyla,
‘TNFR aracilt apoptozis belirteci’ olarak incelenen kirilmig PARP seviyesinde kontrol
grubuna kiyasla 12,5 uM dozunda artisin belirgin oldugu goriildii. Analizi yapilan
proteinler icerisinde membranda yukaridan asagiya ikinci sirada yer alan ve ‘ER stres
belirteci’ olan BIP proteininin ifade diizeyinde 3,12 pM dozundan itibaren artisin belirgin
oldugu goriildii. Analizi yapilan proteinler igerisinde membranda yukaridan asagiya
ticlincii sirada yer alan ‘“TRAIL aracili apoptozis belirteci’ DR4 diizeylerinde, kontrole
gore kiyaslandiginda 3,12 uM dozundan artisin belirgin oldugu goriildii. Son olarak,
apoptozun i¢sel yolaginda gorev alan ‘anti-apoptotik’ BcL-2 proteinin diizeyinde ise 3,12

uM dozundan itibaren normale gore diizenli olarak azalma goézlendi (Sekil 4.7.1).
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Doz(uM) HCT-116 HT-29
Ab NK | 3,12 | 6,25
Parp
C-Parp
Bip B —
Dr-4 3111
Bcl-2 - i

Sekil 4.7.1. 3-nitrofenil kalkon tiireviyle 48 saat tedavi sonrasinda HCT-116 ve HT-29
hiicrelerinin apoptozis ile iligkili olan protein diizeylerindeki degisimler
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser insidansi ve mortalite oran1 diinya ¢apinda hizla artmaya devam etmektedir. Bu
artig, ortalama yasam siiresine bagli olarak, bir¢ogu sosyo-ekonomik gelisme ile iliskili
olan kanser i¢in ana risk faktorlerinin yayginligi ve dagilimindaki degisiklikleri
yansitmaktadir (Siegel ve ark., 2022). Kanser tedavisi i¢in kemoterapatik ilaglara karsi
coklu direng gelisiminden dolayr molekiiler diizeyde hedefe yonelik yeni ilaglarin

arastirilmasi giin gectikce dnem kazanmaktadir (Hussain ve ark., 2019; Skuse, 2015).

Glinlimiizde klinikte ¢ok sayida antikanser ajan cesitli dogal kaynaklardan (bitkiler,
mantarlar, bakteriler, deniz organizmalar1 ve mikroorganizmalar gibi) elde edilerek
kullanilmaktadir. Ornegin vinkristin, vinblastin, etoposit, paklitaksel, kamptotesin,
topotekan, irinotekan gibi bilesikler bitkisel kokenli olup organizmada basta antikanser
olmak tizere bir¢ok biyolojik aktivitelere sahiptir (Go ve ark., 2005; Singh ve ark., 2014).
Son zamanlarda, flavonoid ailesine bagli kalkon tiirevleri yan gruplarindaki biyoaktif
bilesenlerinden dolay1 biiyiik bir dikkat ¢ekmektedirler (Panche ve ark., 2016). Yapi-
analiz ¢aligmalari, aromatik halkaya sadece bir ya da hi¢ metoksi grubunun bagli olmadigi
bilesiklerle karsilagtirildiginda optimal hiicre ¢ogalma inhibisyonu i¢in en az iki metoksi
grubunun baglanmasina ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir. Aromatik halkaya Br, CI gibi
elektron ¢ekici gruplar baglandiginda aktivitede azalma goriiliirken, en az iki metoksi
grubu bagl bilesiklerle en iyi inhibitor etkileri elde edilmistir (Sayed ve ark., 2015).
Baska bir ¢alismada, glisin/glukoz/kreatin gibi karbohidrat tiirevlerinin 1s1 ile temasi
sonucu olusan heterosiklik aromatik yapidaki mutajen bilesiklere flavonun hiicrelerde
cogalmay1 baskilayict bir etki gosterdigi tespit edilmistir (Pesaran ve ark., 2017).
Antimutajenik aktivitenin, prokarsinojenlerin karsinojen haline gelmesine neden olan
metabolik yolun engellenmesiyle saglandig1 bilinmektedir (Karthikeyan ve ark., 2014;
Leon-Gonzalez ve ark., 2015). Yapilan bir ¢alismada, mutajenlerin et ve et tiriinlerinin
pisirilmesi sonucu ortaya ¢iktig1 ve etin patates, havug gibi flavonoid bazli besinlerle
beraber pisirilmesinin bu tip karsinojenlerin olusumunu ve etkisini azalttig1 bildirilmistir
(Arasavelli ve ark., 2016).

In-vitro kosullarda yapilan SRB, MTT, ATP gibi hiicre canlilik testleri, kanser
tedavisinde ilag potansiyeli olabilecek antikanser ajanlarin sitosisitelerinin 6lgiilmesinde

kullanilan metodlardir (Kamiloglu ve ark., 2020). Literatiirdeki yapilan ¢aligmalar goz
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oniinde bulundurularak bu tez ¢alismasinda, Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimiinde sentezlenen ve karakterizasyonlari yapilan benzofuran siibstitiie 3-nitrofenil
kalkon tiirevinin insan kolon kanseri hiicreleri lizerinde dncelikle sitotoksisitesi SRB
canlilik testi ile arastirilmistir. HCT-116 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde 3-
nitrofenil kalkon tiirevinin 24-48 saat siiresince uygulanmasi sonucunda doza bagiml
anlamli azalmalar g6zlenmistir (p<0,001). HCT-116 hiicrelerinde 24 saat tedavi sonunda
ICs0 degeri 3,47 uM dozu iken, 48 saat tedavi sonunda ICso degerinin 1,71 uM (Coskun
ve ark., 2017; Done ve ark., 2022; Giindiiz, 2020) dozunda goriilmesi, kalkon tiirevinin
zamana bagli olarak etkinligini artirdigini ortaya ¢ikarmaktadir. HT-29 insan kolon
kanser hiicrelerinde ise 3-nitrofenil kalkon tiirevinin degeri 24 saat uygulanmasi
sonrasinda 1Csp degeri 10,4 uM dozu iken, 48 saat tedavi sonunda 7,76 pM dozunda
goriilmesi, ongoriilen sekilde kalkon tiirevinin zamana bagh olarak etkinligini artirdigin
ortaya cikarmaktadir. Yapilan antikanser ¢aligmalarda, potansiyel antikanser ajan(lar)in
kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki gdstermesi beklenirken saglikli hiicrelere ise etki
etmemesi nihai hedef olmaktadir. Bu amagla, CCD-18-Co saglikli insan kolon hiicreleri,
3-nitrofenil kalkon tiirevinin etkisini belirlemek i¢in kullanilmistir. Sonuglara gore,
kalkon tiirevi ile 24 saat tedavi sonunda hiicrelerin 1Cso degeri 28,37 uM dozu iken, 48
saat tedavi sonunda 15,22 uM dozuna inmektedir. Canlilik analizi sonuglart ile, 6zellikle
diisiik dozlarda (1,56-6,25 uM) saglikli hiicrelere toksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
Literatiire baktigimizda, gliniimiize kadar pek c¢ok dogal ya da sentetik olan kalkon
tirevlerinin sitotoksik aktiviteye neden oldugu gozlenmistir (de Vasconcelos ve ark.,
2013; Gomes ve ark., 2017; Novilla ve ark., 2019; Taskin ve Kirilmig, 2016). Kolon
kanseri hiicre soyunda (HCT-116) yapilan bir in-vitro ¢alismada, kinazolinon kalkon
tiirevinin etkisi arastirtlmis ve 6, 12, 24 ve 48 saatleri sonunda ICso degerleri sirasi ile
600, 140, 26 ve 16 uM olarak hesaplanmistir (Wani ve ark., 2016). Bizim ¢alismamizda
ise ayn1 hiicre soyunda 1Cso degerleri 24 saat i¢in 3,47 uM iken, 48 saat i¢in 1,7 uM

olmasi agisindan daha etkili bir kalkon tlirevi oldugu sdylenebilir.

3-nitrofenil kalkon tiirevi tarafindan aktif hale gelen hiicre 6liim modunu belirlemek
amactyla apoptotik belirtecler arastirilmustir. Oncelikle apoptoz tespitinde temel yéntem
sayilabilecek Hoechst/Annexin-V/PI 3’lii boyamasi yapildi ve floresan mikroskobu

altinda degerlendirildi. Anneksin-V boyama ydntemi ile erken donem apoptotik hiicreler
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belirlenebilmektedir. Bunun nedeni Anneksin-V baglanmasi membran hasarlanmadan
once niiklear kondensasyon ve fosfotidilserinlerin yiizeye translokasyonu safhasina denk
gelmektedir. Ancak hiicreler membran biitiinliigiinii kaybetmeye basladiginda (geg
apoptosis/sekonder nekrozis veya primer nekrozis) Anneksin-V intraseliiler
fosfotidilserine baglanarak yanlig-pozitif sonug verebilmektedir. Bu nedenle membrani
hasarli hiicreleri belirleyebilmek i¢in Annexin-V ile birlikte propidyum iyodiir kullanilir.
Hoechst boyasi, canli hiicrede membrandan gegip ¢ekirdege baglanarak piknozis varligini
tespit etmek icin kullanilir (Rieger ve ark., 2011). Yapilan 24 saatlik ii¢lii boyama
sonucunda, HCT-116 hiicrelerinde 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 3,25 uM dozundan
itibaren artan dozlarda Annexin-V ve PI pozitif hiicrelerin sayisi attig1, diger yandan
Hoechst boyama sonrasinda ise apoptoza 6zgii piknozis yani kromatinin yogunlastigi
hiicrelerin oldugu goriildii. 3’li boyama analizi sonucunda (merge) hiicrelerin, artan
dozlarda erken ve ge¢ evre apoptoz vasitasiyla, Ozellikle 25 pM dozunda geg
apoptoz/sekonder nekroz ile 61diigii belirlendi. HT-29 hiicrelerinde, 3-nitrofenil kalkon
tiirevi ile 6,25 dozundan itibaren sirasiyla artan dozlarda kontrole oranla apoptozise 6zgii
olan piknozis hiicrelerin sayisinda artig oldugu ve HCT-116 hiicrelerine benzer sekilde
25 uM dozunda daha yogun Anneksin-V pozitif/PI pozitif boyandigi i¢in ge¢ apoptoz
veya nekroz ile 6ldigii belirlendi. Ayrica her iki hiicrede elde edilen mikroskobik
sonuglarin canlilik analizi sonuglarin1 destekledigi gozlendi. Farkli kalkon tiirevi ile
yapilan bir ¢aligmada 2-asetil tiyofenin kalkon tiirevinin insan kolon kanseri hiicre
soyunda (HT-29) antikanser aktivitesinin apoptozis ile gerceklestigi gosterilmistir (de
Vasconcelos ve ark., 2013). Elde edilen sonuglar 3-nitrofenil kalkon tiirevi bulgularimizi
destekler niteliktedir. SRB canlilik analizi ve floresan boyama sonuglari
degerlendirildikten sonra ileri analizleri, doza bagli antikanser etkiyi ortaya ¢ikarmak igin

gerceklestirildi.

Hiicrelerin ¢ogunlukla yo6nlendigi oOliim yolag1 olan apoptozis mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik olarak kaspaz 3/7 aktivitesi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 48 saat tedavi sonucu her iki insan kolon kanseri
hiicrelerinde 3,125 pM dozundan itibaren kontrole oranla apoptotik hiicrelerin sayisinda
artts meydana geldigi goriildi. Kaspaz 3/7 aktivite analizi sonucunda, hiicrelerdeki

apoptoz aktivitesi floresan goriintiilleme bulgularimizi destekler niteliktedir. Akciger
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kanseri hiicre hatlarinda (A-549) yapilan bir ¢aligmada, 1,2,4-triazole yan gruplarina
sahip kalkon tiirevlerinin kaspaz 3 aktivitesi tek hiicre akim sitometrisi ve protein
diizeyinde incelenmis, bizim bulgularimiza benzer sekilde, gdzlenen artisa bagl olarak

apoptozun indiiklendigi ortaya ¢ikmistir (Ahmed ve ark., 2018).

Bursa Uludag Universitesi Molekiiler Kanser Arastirma Laboratuvar1 (BUMKAL)
ekibimizinde bulundugu bircok calismada cesitli kalkon tiirevlerinin antikanser
ozellikleri arastirilmigtir. Farkli biyokimyasal yapidaki kalkon bilesiklerinin apoptoz
yolagt iizerinden sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Avci, 2020; Coskun ve
ark., 2017; Done ve ark., 2022; Giindiiz, 2020).

Hiicre dongiisiiniin evreleri, biiyiime faktorleri, sitokinler, onkogenler, siklinler, CDK
gibi proteinler ile birlikte diizenlenmekte ve evrelerin birinde DNA’da hasar meydana
geldiginde, tiimor baskilayict genler dongliyli kontrol altina alarak durdurmaktadir.
Ornegin; sentezlenen DNA hasarli ise dongii M evresine girmeden G2 evresinde
durdurulmaktadir. Go/G: evresinde, saptanan DNA hasar1 orta derecede ise timor
baskilayic1 gen (p53) tarafindan p21 proteininin sentezlenmesi saglanmaktadir. Siklin-
CDK kompleksi inhibe edilerek dongii G1 veya G evresinde kalic1 durdurulmakta yahut
hasar ortadan kalkana kadar askiya alinmaktadir (Matthews ve ark., 2022). Elde edilen
bilgiler goz oOnilinde bulundurularak, 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile 24 saat tedavi
sonucunda, her iki insan kolon kanseri hiicrelerinde Go/G: evresinde tutulma gozlendi,
diger bir ifadeyle kalkon tiirevinin, DNA sentez fazi olan S fazina girmelerini dnleyerek
cogalmayr durdurdugu yoniinde sonuca varildi. Bir kalkon tiirevi olan 3, 4, 4, 5-
tetrametoksi kalkon tiirevlerinin, ¢esitli kanser hiicreleri iizerinde etkili bir antiproliferatif
ajan oldugu bulunmustur. Bu bilesik (3, 4, 4, 5-tetrametoksi kalkon) ana kalkon olarak
secilmistir ve anahtar ara iriin olarak 4-bromopropiloksi-3',4',5'-trimetoksi kalkon
kullanilarak bir dizi bes kalkon-poliamin bilesikleri elde edilmistir.

Bilesiklerin in-vitro kolon kanseri (HT-29, HCT-116) ve prostat kanseri (PC-3, DU-145)
hiicre soylarinda bdliinmeyi sirasiyla G1 ve Gz evrelerinde baskilayarak belirgin
bir antiproliferatif etkiye sahip oldugu bulunmustur (Rioux ve ark., 2021). Tez
caligmamizin sonuglarinda benzer sekilde her iki kolon kanseri hiicre soyunun (HCT-116

ve HT-29), tedavi sonras1 G1 fazinda birikerek boliinmelerinin engellendigi bulunmustur.
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Hiicrelerin 3-nitrofenil kalkon tiirevi uygulamasi sonras1 migrasyon ve koloni olugturma
yetenekleri mikroskop altinda incelendi ve her iki hiicrede de kalkon tiirevinin doza ve
zamana bagli olarak biiyiimeyi ve cogalmayr baskiladigr goriildii. Literatiirde
bulgularimiza benzer sekilde ¢esitli hiicreler iizerinde kalkon tiirevleri kullanilarak
yapilan migrasyon ve koloni olusturma yetenegi ile ilgili birgok ¢aligma bulunmaktadir.
Ornegin, CT26.WT (fare kolon kanser hiicre soyu) hiicrelerinde L2H17 kalkon tiirevinin,
invazyonu ve migrasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Xu ve ark., 2015). Bir baska
calismada LNCaP ve PC-3 prostat kanser hiicre soylarinda 4-Maleamik Asit ve 4-
Maleamid Peptid kalkon tiirevlerinin, migrasyonun énlenmesinde etkili oldugu sonucuna

varilmustir (Szliszka ve ark., 2010).

Calismamizda son olarak, 3-nitrofenil kalkon tiirevinin insan kolon kanseri hiicre soylari
(HCT-116 ve HT-29) iizerinde apoptotik yolakta gorevli mekanizmalara etkisi protein
seviyesinde western blot yontemi kullanilarak analizi gergeklestirildi. Bu amagla
apoptozun farkli asamalarinda yer alan PARP, Bip, Dr4 ve Bcl-2 protein seviyelerine
bakildi. PARP-1(Poly [ADP-ribose] polymerase 1) proteini normal kosullarda ¢evresel
strese yanit olarak igsel yolakta DNA onariminda gorev alirken kanserli hiicrelerde
diizeyi artan c-kaspaz 3’iin substrati olan Parp-1’i par¢alamasi sonucu enzimatik olarak
aktif haldeki c-Parp, DNA’nin u¢ kisimlarina geri doniisiimsiiz olarak baglanir ve DNA
hasar1 olusturur (Boulares ve ark., 1999). Bu mekanizma, igsel ve digsal uyaran(lar)
sonucunda apoptoz yolagini aktiflestirerek hiicrenin proliferasyonunu 6nlemekte rol

almaktadir.

Uygulanan 3-nitrofenil kalkon tiirevi sonucunda kirilmis PARP seviyesinin artmasi
hiicrelerde apoptoz yoluyla 6liimiin gergeklestigini gostermektedir. PARP’1n kirilmasi
kaspaz 3/7 tarafindan gergeklestigi i¢in Muse kaspaz 3-7 aktivite sonuglarimizi

desteklemektedir.

ER-stres belirteci olan Bip, ribozomda sentezlendikten sonra hiicrede aktivite gosterecek
olan ¢esitli proteinlerin ER liimeninde dogru sekilde katlanmasi i¢in modifikasyonlarini
gergeklestirmede gorev alir. Eger proteinin eksik veya yanlis katlanmasi diizeltilemez ise

Bip diizeyi artmasi sonucu PERK/ATF4/CHOP yolag: iizerinden ER-aracili apoptoz
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yolagi aktiflesir (Hourihan ve ark., 2016). ER’dan tiiretilen Hidrojen Peroksit (H20,),
NADPH oksidaz 4 (NOX4)'ten kaynaklanir ve ER stresine yol agmaktadir. Bu sebeple,
Inositol Gerektiren Enzim-a (IREla) siilfenilasyonunun NOX-ER ve hiicre dliimiiyle
baglantili mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ekseni tarafindan aktive edildigi
bildirilmistir (Yadav ve ark., 2014). Bu yiizden, kanser hiicrelerinin 6zelliklerinden biri
olan ‘hiicresel metabolitleri {iretebilmek i¢in yiiksek protein sentezi yapmast’
diistintildiigiinde, uygulanan 3-nitrofenil kalkon tiirevi ile protein redoks dengesizligine
dayal1 protein disfonksiyonunu tantyan Bip proteinin miktarinin artmasina bagli olarak
apoptotik hiicre 6liimii potansiyel antikanser terapotik mekanizmalardan biri olabilir. ER-
stresine bagli apoptozun analizi i¢in yapilan bir ¢alismada, Nedungadi ve grubu test
ettikleri alt1 sentetik kalkon tiirevinden 2'-hidroksi-retro kalkonun, malign meme ve rahim
agz1 kanseri hiicrelerinde paraptoz adi verilen kapsamli sitoplazmik vakuolasyon aracili
Olimii indiiklemede etkili oldugunu ilk kez gdstermislerdir. ER isaretleyici protein
kalretikiilin ile immiinofloresan, olusan sitoplazmik vakuollerin ER'den kaynaklandigin1
gostermektedir. Bu ER genislemesi, politibikitinlenmis proteinler, Bip ve CHOP'taki artis
ile ispatlandig1 i¢in ER stresinden kaynaklanmaktadir. Ayrica 2'-hidroksi-retro kalkon
tarafindan hiicre 6liimii, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolmasi ve ATP

miktarlarinin azalmasi ile desteklenmistir (Nedungadi ve ark., 2021).

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2): Hiicrede igsel yolakta gorev alan Bcl-2 proteini,
mitokondriden apoptozom kompleksi olusumunu inhibe ederek apoptoz siirecini
engelleyen antiapoptotik bir proteindir. Antikanser potansiyeli olan madde varliginda
Bcl-2 baskilanarak mitokondri aracili kaspaz kaspadi baslatilmis olur (Hsu ve ark., 2006).
Literatiire benzer sekilde, uygulanan 3-nitrofenil kalkon tiirevi uygulanmasi1 sonucunda
Bcl-2 protein seviyesinin azalmasi, apoptotik &liim yolaginin aktiflestigini ortaya

¢ikarmaktadir.
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DR4 (“Death receptor 4”): Hiicre membraninda lokalize olmustur resoptor c¢esididir.
Apoptozis aktivitesi, FAS, TRAIL, DR4 gibi 6liim reseptorleri tarafindan sitoplazmaya
iletilen uyaranlar ile dissal yolak iizerinden gergeklesebilir. Reseptor trimerizasyonu,
kaspaz-8 ve kaspaz-10'un aktivasyonu ile sonuglanir. Aktif kaspaz-8 ve kaspaz-10 daha
sonra efektor kaspaslarin aktivasyonu ile apoptozisi baslatir (Kazhdan ve Marciniak,
2004). HCT-116 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinde DR4 protein seviyelerindeki
artig, 3-nitrofenil kalkon tiirevinin bu hiicrelerde dissal apoptotik yolagr uyardigini

gostermistir.

Bu tez calismasinin sonuglarindan yola ¢ikarak, 3-nitrofenil kalkon tiirevinin insan
kanseri hiicrelerinde (HCT-116 ve HT-29) gii¢lii bir sitotoksik etkiye neden oldugu ve bu
etkinin her iki hiicre soyunda da apoptozis ile ger¢eklestirdigi ortaya konmustur. Bir
sonraki inceleme basamaginda, biyoinformatik analizlerin yapilmasi ile metastaz, hiicre
dongiisii ve yasam yolaklarinda gorevli olan genler ve proteinlerle etkilesiminin
aydinlatilmasina ek olarak in-vivo analizlerden elde edilecek sonuglar ile hedefi spesifik
olarak belirlenmis antikanser aktiviteye sahip yeni terapdtik ilag gelistirilmesi

amaglanmaktadir.

3-nitrofenil kalkon tiirevinin, uygulanan tedavi sonrasinda HCT-116 ve HT-29 hiicreleri

tizerindeki antikanse etki mekanizmalar1 Sekil 5’de sematik olarak 6zetlenmistir.
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Sekil 5. 3-nitrofenil kalkon tiirevinin, uygulanan tedavi sonrasinda HCT-116 ve HT-29
hiicreleri tizerindeki antikanser etki mekanizmalar1 (BioRender ile ¢izilmistir)
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