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OZET

Cal Dogan, T., Genisteinin DNA Hasar1 Uzerindeki Etkilerinin Kolon Kanseri
Hiicrelerinde Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemiyle Degerlendirilmesi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasiotik Toksikoloji
Doktora Tezi, Ankara, 2021. Giiniimiizde, kolorektal kanser kalp hastaliklarindan
daha fazla 6liime yol agmaktadir ve kanser tiirleri i¢inde yaygin goriilen kanserlerden
biridir. Bununla birlikte, uygulanan cerrahi miidahale ve kemoterapi, hastalarin
iyilesme ve sag kalim siirecinde sinirli fayda saglamaktadir. Beklenen tedavi
etkinliginin goriilememesindeki en 6nemli faktorler ise, hastalarda gelisen ilag direnci
ve yan etkileri azaltarak hasta uyumuna olanak saglayabilecek hedefli tedavi
ithtiyacidir. Kolorektal kanser tedavi etkinligini arttirmaya yonelik yapilan ¢alismalara
katki saglamak amaciyla, bu tez kapsaminda genistein, antikanser ila¢ 5 — florourasil
ve Timodr Nekroz Faktor-Apoptoz indiikleyici ligandin (TRAIL) subtoksik
konsantrasyonlarda tek baglarina ve kombinasyon halindeki SW480 ve SW620 (kolon
adenokarsinoma) hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini degerlendirdik. Sitotoksisite
MTT yontemiyle, genotoksik etkileri Comet yontemiyle degerlendirildi. Ayrica,
reaktif oksijen tiirleri (ROS), mitokondriyel membran potansiyeli ve kaspaz 3-8-9
aktiviteleri degerlendirildi. Apoptotik etkileri gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT — PCR) yontemiyle incelenmistir. Genisteinin 5-florourasil ve
TRAIL’1n her iki hiicre hattinda da sitotoksik etkili oldugu ve DNA hasarin1 arttirdig1
belirlenmistir. Bu maddeler kombinasyon halinde sinerjistik apoptotik etki
gostermislerdir, ROS ve kaspaz 3-8-9 diizeylerindeki artig ve mitokondriyel membran
potansiyelindeki disiis apoptoz indiiksiyonunda etkili olabilir. Ayrica, TRAIL in
hiicrelerde Oliim reseptorii 5 (DR5) - aracili apoptozu indiikledigi tespit edilmistir.
Uygulanan maddelerin ikili ve ti¢lii kombinasyonlarinda ise, Tuzak reseptorii (DcR1)
ve X-bagli apoptoz inhibitdr proteini (XIAP) antiapoptik gen ekspresyonlarinda
TRAIL ligandinin tek uygulandigi gruba gore her iki hiicre hattinda da azalmanin
oldugu saptanmistir. Bu etkiler TRAIL direnci problemini inceleyen ¢alismalara katki

saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, kolon kanseri, genistein, 5 — florourasil, TRAIL
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ABSTRACT

Cal Dogan, T., Evaluation of The Effects of Genistein on DNA Damage by Single
Cell Gel Electrophoresis (Comet) in Colon Cancer Cells, Hacettepe University
Institute of Health Sciences Doctor of Philosophy Thesis on Pharmaceutical
Toxicology , Ankara, 2021. Today, cancer causes more deaths than heart diseases and
colorectal cancer is one of the most common cancers. However, surgical intervention
and chemotherapy provide limited benefit in the recovery and survival of patients. The
most important factors in not observing the expected treatment efficacy are the drug
resistance that develops in patients and the need for targeted treatment that can reduce
side effects and allow patient compliance. In order to contribute to the studies
conducted to increase the efficacy of colorectal cancer treatment, in this thesis we
investigated the exposure cytotoxic effects of SW480 and SW620 (colon
adenocarcinoma cells) to genistein, anticancer drug 5-fluorouracil and TRAIL (Tumor
Necrosis Factor-related apoptosis inducing ligand). Cytotoxicity was investigated by
MTT method, genotoxic effects were investigated by Comet method. Also, reactive
oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential and caspase 3-8-9 activities
were investigated. The apoptotic effects were determined real time polymerase chain
reaction (RT — PCR) method. It has been found that genistein, 5-fluorouracil and
TRAIL had cytotoxic effects and caused increases in DNA damage in both cell lines.
These substances showed synergistic apoptotic effects in combination and the
increases in ROS and caspase 3-8-9 levels and decreases in mitochondrial membrane
potential might be effective in apoptosis induction. In addition, TRAIL was found to
induce Death receptor 5 (DR5) - mediated apoptosis in cell lines. In the double and
triple combinations of the applied substances, there were decreases in Decoy receptor
1 (DcR1) and X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) antiapoptic gene
expressions in both cell lines compared to the group in which TRAIL ligand was
applied alone. Such effects may contribute to the studies that investigate TRAIL

resistance problem.

Key Words: Genotoxicity, colon cancer, genistein, 5 — fluorouracil, TRAIL
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1. GIRIS
Kolorektal kanser, kanser insidansi icindeki %9’luk pay: ile morbidite ve
mortalite sebebi olmaya devam etmektedir. Diinya genelinde iigiincii en yaygin kanser
ve dordiincli en yaygin 6liim sebebidir (1). Obezite, fiziksel inaktivite, meyve ve
sebzeden fakir diyet, sigara igmek gibi risk faktorlerinin yaygin oldugu gelismis
iilkelerde sik goriiliirken son yillarda gelismekte olan tilkelerde de kolorektal kanser
goriilme yiizdesi artmistir (2). Ulkemizde ise kadinlarda ve erkeklerde goriilme siklig

en fazla olan kanserler arasinda yer almaktadir (3).

Kolorektal kanser tedavisinde prognostik indikatorler, dnceden Dukes sistemi,
giinlimiizde ise yaygin olarak kullanilan Tiimér — Nod- Metastaz (TNM) evreleme
sistemi aracili@iyla hastaligin derecesini saptamak ve tedavi seklinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Tedavinin omurgast ise, pirimidin niikleotid sentezinde hiz
kisitlayict enzim olan timidilat sentazi1 inhibe ederek etki gdsteren florourasildir.
Florourasilin yer aldigt FOLFIRI, FOLFOX gibi ila¢ kombinasyonlari
kullanilmaktadir (4). Kemoterapotik tedavi rejimleri kanser tedavisinde temel
basamak olmakla birlikte, tedavide ortaya ¢ikan ila¢ direnci nedeniyle tiimoriin
yeniden gelisimi ve ilerlemesi, kemoéterapotik ilaclarin sadece kanser hiicrelerinde
degil normal hiicrelerde de apoptoz veya hiicre siklusunu durdurma gibi
mekanizmalarla hiicresel hasar olusturmasi, bulanti, kusma, anemi, yorgunluk gibi yan
etkiler olusturmasi1 farkli tedavi prensiplerinin gelistirilmesine duyulan ihtiyaci
arttirmistir. Bu nedenle mevcut kemoterapotik ilaglarin birtakim ajanlarla kombine
edilerek etkinliklerinin arttirilmasi ve ilag direnci problemine ¢6ziim bulunmasi
onemlidir (5). Bu amagla, kemoterapétiklerin fitoterapdtiklerle kombine etkilerinin
degerlendirildigi ¢alismalarin yani sira (6, 7), apoptoz indiiksiyonu ile selektif hiicre
Olimiine aracilik eden TNF-iligkili apopitoz indiikleyen ligand (TRAIL) gibi
ligandlarin kombinasyon halinde kullanildig1 ¢alismalar da yapilmaktadir (8-10).

Bu proje kapsaminda, kolorektal kanser tedavisindeki ila¢ direnci problemine
alternatif ¢6ziim yolu bulma calismalarina katki saglamak amaciyla tedavinin temel
parcalarindan biri olan 5 — florourasil’in, antikanser etkisiyle bilinen genistein (11) ve
TRAIL ligandiyla kombinasyon halindeki sitotoksik, genotoksik ve apoptotik

etkilerinin degerlendirilmesi, ilgili mekanizmanimn apoptotik siirecinde yer alan gen



ekspresyonlarinin ~ RT-PCR  yontemi ile  degerlendirilerek  aydinlatilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kolon Anatomisi ve Fizyolojisi

Kalin barsak ileogekal valften aniise kadar uzanir ve ince barsagin yaklasik
dortte biri olan ortalama 1,5 m uzunlugundadir (12-14). Cekum, apendiks, ¢ikan kolon,
inen kolon, hepatik fleksura, sigmoid kolon, transvers kolon, rektum, splenik fleksura
ve anal kanal olmak tizere ¢esitli kistmlardan meydana gelmektedir (13). Kalin barsak
duvar1 mukoza, submukoza, miiskiilaris ile seroza tabakalarindan olusur ve ince
barsaktan farkli olarak villus tasimayan bu duvar mukozayr koruyucu ve

kayganlastirict mukus salgilar (15).

Kolonun baglica gorevleri, kimustan su ve elektrolitlerin emilimi ile fekal
maddenin disar1 atilincaya kadar depolanmasidir. Kolonun iist yaris1 emilim alt yaris1
ise depolamada gorevlidir. Kolonda bulunan sirkiiler ve longitudinal (tenya koli)
kaslarin birlikte kasilmalar1 haustrasyon (karistiric1 hareketler) adi verilen kasilmalari
meydana getirir. Bu kasilmalar ¢ekum ve ¢ikan kolonda yavasga ilerler. Kolon
iceriginin transvers kolondan sigmoid kolona iletilmesinde ise, kiitle hareketleri
(ilerletici) rol alir. Karistirict ve ilerletici hareketlerle kolon igerigindeki sivi ve

¢ozlinmiis maddeler emilerek giinde 80-200 mL feges atilim1 gergeklesir (16).
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Sekil 2.1. Kolon anatomisi (13).



2.2. Kolorektal Kanser
2.2.1. Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Kolorektal kanser, normal kolon epitelinin DNA onarim mekanizmalariyla
ilgili genler, onkogenler veya tiimor baskilayici genlerde meydana gelebilecek genetik
mutasyonlarin birikimi sonucunda, 10-15 yillik siire¢ i¢inde karsinom dokuya
doniismesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (17, 18). Gastrointestinal sistemin en sik
gorillen ve goriildiigli vakalarin yaklagik yaris1 ig¢in Olimciil olan malign

hastaliklarindan biridir (19, 20).

Kolorektal kanser insidansi ve mortalitesi diinya genelinde degisiklik
gostermekle birlikte, GLOBOCAN (2018) verilerine gore diinya genelinde erkeklerde
teshisi konulan kanserler arasinda ii¢lincii sirada ve kadinlarda ikinci siradadir (21,
22). Kolorektal kanser insidansi ve mortalitesinin {ilkelerin ekonomik gelismisligi ile
orantili olarak arttig1 ve kanser vakalarmin %55’inin gelismis lilkelerde goriildiigii
bilinmektedir (Sekil 2.2.) (23, 24). Ulkemizde ise kolorektal kanser, erkek ve
kadinlarda goriilme sikligi agisindan sirasiyla dordiincii ve tiglincii sirada yer

almaktadir (25).

Son yillarda kolonoskopi yardimiyla prekanserdz dokularin erken teshisi
nedeniyle 50 — 75 yas araligindaki kisilerde kanser insidansinda azalma oldugu
gozlenmektedir (26). Bununla birlikte 20 — 34 yas araligindaki kisilerde kolon ve
rektum kanseri insidansinin obezite, sedanter yasam, kotii beslenme aligkanliklari ve
sigara gibi sebeplerle 2030 yilinda sirasiyla %90 ve %124,2 artacagi tahmin
edilmektedir (26, 27).
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Sekil 2.2. 2012 verilerine gore gelismis ve az gelismis tilkelerdeki erkeklere (a) ve
kadinlara (b) ait kolorektal kanser insidansi ve mortalitesi (24).

2.2.2. Kolorektal Kanser Etiyolojisi

Kolorektal kanser; sporadik (%70), ailesel (%20) ve kalitsal (%10) kokenli
olmaktadir (17). Kalitsal sendromlarla veya inflamatuvar barsak hastalig: ile iligkili

olmayan, 50 yasin istiindeki kisilerde yaygin olarak goriilen, gevresel faktorlerin



etkisiyle ortaya ¢ikan, sadece bireyi ve sonraki neslini etkileyen nokta mutasyonlardan
koken alan kolorektal kanser sporadik olarak nitelendirilmektedir (18, 28, 29).
Sporadik kolorektal kanser gelisiminde, adenomatdz polipozis koli (APC - tiimor
supresor gen) gen mutasyonunun yol actigi poliplerin (malign olmayan adenom)
KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Proto-Onkogen), TP53 (Tiimor protein 53) ve DCC
(Deleted in Colorectal Cancer) genlerindeki mutasyonlarla birlikte zaman iginde

karsinom olusturmasi rol almaktadir (18).

Ailesel kokenli  kolorektal kanser, kalitsal mutasyonlardan da
kaynaklanabilmekte; ancak herhangi bir kalitsal kanser grubuna dahil edilememekte
ve belli bir kalitsal sendromdan kaynaklanmamaktadir (17, 30, 31). Ailesel kolorektal
kanser ¢evresel ve genetik faktorlerin (polimorfizmler) etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir.
Birinci derece akrabalar1 igerisinde 50 yas iistii ve kolorektal kanser teshisi konan bir
hastanin bulundugu kisilerde kanser goriilme riskinin 2 — 3 kat artabilecegi ve bu riskin

akraba sayisindaki ¢oklukla dogru orantili oldugu belirlenmistir (31, 32).

Kalitsal kokenli kolorektal kanser ise, alel genlerden birini etkileyen kalitsal
mutasyonun meydana gelmesi ve diger alel genin etkilendigi nokta mutasyonu
sonucunda kanser olusumunun tetiklenmesinden kaynaklanmaktadir (18). Kalitsal
kolorektal kanserden sorumlu sendromlar polipozis ve nonpolipozis sendromlar olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Polipozis sendromlar; ailesel adenomatdz polipozis
sendromu, MUTHY (MutY DNA glikozilaz) veya MHY iliskili polipozis sendromu,
hiperplastik polipozis sendromu, Peutz — Jeghers sendromu ve juvenil polipozis
sendromlaridir. Lynch sendromu ise nonpolipozis sendromdur (33). Bu sendromlardan
MHY iligkili polipozis sendromu (otozomal resesif) disindaki sendromlar otozomal
dominant sendromlardir. Hiperplastik polipozis sendromu ise nadir kalitsal
sendromdur (32).

2.2.3. Kolorektal Kanser Risk Faktorleri

Genetik faktorler, cevresel faktorler ve prekanserdz hastaliklar kolorektal
kanser etiyolojisinde rol almaktadir (34). Kolorektal kanser insidansinin yiiksek
olmasimin bati tipi beslenme aliskanliklar ile ilgili oldugu; seker ve hayvansal yag

icerikli yiiksek kalorili besinlerin, lif agisindan fakir diyetin, alkol - sigara tiikketiminin



ve sedanter yasamin kanser gelisiminde onemli rolii olan gevresel faktorler arasinda
yer aldig1 bilinmektedir (34, 35). Kronik inflamatuar barsak hastaligi, Crohn hastaligi,
iilseratif kolit, diabetes mellitus ve akromegali hastalig1 da kolorektal kanser goriilme
riskini arttirmaktadir (17, 35). Bununla birlikte epidemiyolojik ¢alisma sonuglari;
fiziksel aktivite, balik, sebze ve meyve bakimindan zengin diyet, vitamin takviyesi,
kahve tliketimi, non steroidal anti-inflamatuar ilaclar, postmenopozal donemdeki
hormon replasman tedavisi ve statinlerin kolorektal kansere karsi koruyucu oldugunu

gostermektedir (17, 34).

Genetik Faktorler

Kolorektal kanserin ortaya ¢ikmasinda genetik degisiklikler onemlidir (34).
Karsinojenezde mutasyonlarin neticesindeki tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu
ve onkogenlerin aktivasyonunun rol aldig: diistiniilmektedir (36). Kolorektal epitel
dokunun tiimoér dokusuna doniismesinde temel olarak; kromozomal instabilite (CIN),
mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve CpG adasi metilator fenotipi (CIMP) olmak iizere
3 mekanizma rol almaktadir (Sekil 2.3.) (37).

18qLOH
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instabilite DNA hipometilasyonu KRAS l
| mutp 53
MLH1
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i ilitesi MSH6 Diger degisiklikl
Instabilitesi Ape mMUtBRAF iger degisiklikler
| BAX
CpG adas! Metillenmis 5 e
Metilator Promoterler Diger degisiklikler
fenotipi CDKN2A/p16
MINT 1
MINT 31

Normal Epitel — Adenom ——— Karsinom ——— Metastatik Hastaliklar

Sekil 2.3. Kolorektal kanser gelisimindeki genetik ve epigenetik degisiklikler (38).



Kromozomal instabilite; Fearon ve Vogelstein tarafindan (1990) kolorektal
kanser mekanizmasi olarak tanimlanmistir (39). Andploidi, heterozigosite kaybi
(LOH), mitoz kontrol noktalarindaki ve DNA hasar cevabindaki anormallikler ve
telomer disfonksiyonu ile karakterize, %60-70 oraninda sporadik kolorektal kanserle
iligkili bir mekanizmadir (37, 38). Bir tiimor baskilayici gen olan adenomatéz
polipozis koli (APC), Wnt sinyal yolaginin bir parcasi olarak f — katenin aracili hiicre
¢ogalmasmi kontrol etmektedir. APC mutasyonu ve devamindaki mitojen aktive
protein kinaz yolaginin (MAPK) bir parcasi olan KRAS geni, serin — treonin kinaz
olan BRAF geni ve son basamag olusturan p53 geni mutasyonlari
sonucu artan sitoplazmik B-katenin diizeyi c-myc faktoriinde (hiicre gogalmasi) artisa,
hiicre-hiicre adezyonunun zayiflamasina ve hiicre gociline yol agmaktadir. Bu siireg,
hiicrelerin  kript tabaninda birikmesi ve neoplastik poliplerin olusmasi ile
sonuglanmaktadir (39-43). Familyal Adenomat6z Polipozis sendromu, gastrointestinal
sistemdeki adenomat6z poliplerle karakterize otozomal dominant bir sendromdur ve
APC genindeki germline mutasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Gardner ve Turcot
sendromlart da APC germline mutasyonu ile iligkilidir. Gardner sendromunda
kolondaki adenoma eslik eden kafatas1 osteomu, dermoid tiimérler, glioblastoma gibi

belirtiler iken, Turcot sendromunda ise merkezi sinir sistemi tiimorleridir (34, 41).

Mikrosatellitler, genom boyunca dagilmis tekrarli niikleotid dizileridir.
Mikrosatellit instabilitesi ise, DNA replikasyon hatalarinin diizeltilmesinde gorevli
DNA yanlig eslesme onarim mekanizmasinin (MMR) inaktivitesinden kaynaklanan
genomik instabilitedir (38-40, 42). Mikrosatellit instabilitesi (MSI), normal dokudan
farkli olarak tiimorde mikrosatellit i¢indeki tekrarlayan {initelerin insersiyon veya
delesyonlar1 nedeniyle mikrosatellit uzunlugunun degisime ugramas: seklinde de
tanimlanir. Kolorektal kanser kaynaklandigi MSI yiizdesine gore; MSI > %30 — 40 ise
yiksek diizey MSI (MSI — H), MSI < %30 — 40 ise diisiik diizey MSI (MSI — L) ve
MSI goriilmeyenler MSI stabil olarak siniflandirilmaktadir (44). MMR sistemi, insan
MutS homolog (MSH) ve insan MutL homolog (MLH) (MLH1, MLH3, MSH2,
MSH3, MSH6, PMSL1 (Postmeiotic Segregation Increased 1), PMS2) olarak bilinen
ve birbirleriyle etkilesim halindeki proteinleri igermektedir (40, 42). Bu proteinlerin
mutasyonu sporadik kolorektal kanserin %15’i (MLH1 ve PMS2 proteinlerinin
yoklugu) ve herediter nonpolipozis sendromunun (MLH1 ve MSH2 genlerindeki



mutasyonlar) %95’inden sorumludur (38, 43, 44). MSI-H kanser patojenezinde
MSH3, MSHS6, Insiilin Biiyiime Faktérii Tip 2 Reseptorii (IGFIIR), BLM (Bloom
Syndrome RecQ Like Helicase), PIK3CA (Fosfoinositid 3-Kinaz Alfa), siklin-D1,
BRAF (V-Raf Murin Sarkoma Viral Onkogen Homolog B) ve BAX gen mutasyonlari
da rol almaktadir. BRAF mutasyonu kotii prognozlu MSI-H kanserinin sebebidir (39,
40).

CpG adalari, yiiksek oranda guanin-sitozin dinukleotidleri igeren ve genin
promotor kisminda yer alan, hiicre siklusu, anjiyojenez, DNA onarimi, invazyon ve
adezyonda gorev alan genom bolgeleridir (37, 39, 43). CpG adas1 metilator fenotipi
(CIMP) ise, promoter CpG adasi bolgelerinin DNA metiltransferazlar araciligiyla
hipermetilasyonuna bagl tiimdr baskilayici genlerin ve diger tiimor iligkili genlerin
inaktivasyonudur (37, 42, 45). Hiicre bolinmesiyle aktarilan epigenetik bir
mekanizmadir (46). Kanser patojenezindeki metillenen gen sayisina gore kolorektal
kanser, CIMP-yiiksek, CIMP-diisiik ve CIMP-normal olarak siniflandirilmaktadir
(40). CIMP yolagmin baslangi¢c evresinde BRAF (V600E) ve TET1 (ten eleven
translocation 1) mutasyonu yer almaktadir. MLH1, CDKN2A (Sikline Bagimli Kinaz
Inhibitorii 2A), MINT1 (methylated tumor 1), MINT2 ve MINT31 promoter genlerinin
hipermetilasyonu CIMP-yiiksek igin tiimor belirtegleri olarak kullanilmaktadir (38).
KRAS mutasyonu ise CIMP-diisiik i¢in tiimor teshisinde 6nemlidir (40).

Normal kolorektal mukoza

I
Distal kolondsn

1
i Kolorektuml
| Proksimal kolon | | rektuma

kolon

- Tip1
Diger .
[%5.2] (%7) Tip 2 MEI BRAFMUL Kanonik
Tips (24) BRAFmut | cip-pozitif | KRASmut | yelak sl
[‘}Gp?:l CIMP-pozitif: APCmut
Tipl Tip2 Tip3 Tip4 Tip5
[354) [3526) [37)
Tip 3
(%626) MSI MSS MSS MSS M|
\ SRAFmut BRAFmuUt SrRAFWId-type  BRAFwId-fype SRAF wild-type
KRASwildype KRASwild-typs  HRASmUl  KRAS wilddyps KPAS wild-type
\ CIMP pozitif CIMP pozitif  CIMP negzarif CIMP negatif  CIMP negatif

Syillik Syillik Syillik Syillik Syillik
hayatta kalma haystta kalms  hayatta hayatta hayatta kalma
[s89,5) [5%49,2) kalma (¥72,4) kalma [3s82,5) (%93.1)

Sekil 2.4. CIMP, MSI mekanizmalarina gore kolorektal kanser siniflandirmasi (47).
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Cevresel Faktorler

Calismalarda yiiksek kalorili, kirmizi et ve yag agirhikli, diisiik lif igerikli diyet,
sigara ve alkol kullanimi, obezite, sedanter yagam gibi bati tarzi yasam bi¢imi olarak

tanimlanan faktorlerin kolorektal kanser riskini arttirdigi belirlenmistir (48, 49).

Islem gormiis kirmizi et tiiketimi nitrit icerigi nedeniyle DNA hasarina yol
actig1 bilinen N-nitrozo bilesiklerine bagl kolorektal kanser riskini arttirmaktadir.
Ayrica, yiiksek sicaklikta pigirilmis etlerin heterosiklik amin ve polisiklik aromatik
hidrokarbon igeriginin safra asitleri ve barsak florasini degistirerek kolorektal kanser
riskini arttirabilecegi goriilmistiir (50). Amerika’da yapilmis bir prospektif kohort
calismada haftada 5 defadan fazla et tiikketen erkeklerin ayda 1 defadan az et
tilketenlere gore kolorektal kanser riskinin 3 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (51).
Kohort ¢aligmalardan elde edilen meta-analiz verilerine gore ise, islem gérmiis etin
(50 g/giin) ve kirmizi etin (50 g/giin) sirasiyla kolorektal kanser riskini %21 ve %15
arttirdig1 goriilmiistiir (52).

Doymus yag asitlerince zengin hayvansal yaglarin prostaglandin E2 senteziyle
inflamasyona yol agmasi ve safra asitlerinin artis1 (deoksikolik asit) ile kolorektal
kanser riskini arttirabilecegi belirlenmistir (50, 52). Bununla birlikte, yagin barsak
mikrobiyotasinin degisimine aracilik etmesi ve H2S iireten bakterilerin (Bilophila

wadsworthia) artis1 da barsak bariyerinin zarar gérmesine neden olmaktadir (53).

Glisemik indeks, karbohidrat i¢eren besinlerin kan glukoz diizeyi iizerindeki
etkilerine gore gruplandirilmasinda kullanilan bir belirtectir. Glisemik indeksi yliksek
besinlerin tiiketimi ile artan insiilin salinimi, insiilin benzeri biiytime faktorii-1’in
artisina, mitoz ve hiicre proliferasyonunun indiiksiyonu ile apoptoz inhibisyonuna
aracilik etmektedir. Woman Health’s Study kohort ¢aligma verilerine gore kadinlarda
glisemik yiik artis1 kolorektal kanser riskini arttirmigtir (54). Erkeklerde yapilan bir
calismada da yiiksek kan glukoz diizeyinin kolon kanseri riskini arttirdigi goriilmiistiir
(55). Kolorektal kanser hastalarinda ise tatlandirici-seker igeren igeceklerin

tiiketiminin mortaliteyi arttirdig1 belirlenmistir (56, 57).

Alkol metabolizmas1 oksidatif ve nonoksidatif olmak iizere iki sekilde

gerceklesmekle birlikte ¢ogunlukla oksidatif metabolizma araciligiyla (alkol
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dehidrogenaz, sitokrom P450 2E1 (CYP2E1- Sitokrom P450 2E1), bakteriyel katalaz)
asetaldehite, sonrasinda aldehit dehidrogenaz, CYP2EI, ksantin oksidaz ve aldehit
oksidaz kombinasyonuyla asetik asite donistiiriilmektedir. Etanol metabolitlerinin
(asetaldehit-deoksiniikleotid) DNA katim iirtinleri olusturmasi, DNA metilasyonunu
azaltmasi, folat metabolizmasina katilarak DNA biitlinligiinii bozmasi, B6 ve B12
vitamini eksikliginin DNA sentezini etkilemesi, oksidatif stres (CYP2El) ve
inflamasyon mekanizmalarinda rol almasi nedeniyle kolorektal kanser riskini

arttirabilecegi tespit edilmistir (21).
Prekanseroz hastaliklar

Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 olarak iki major sinifa ayrilan inflamatuvar
barsak hastaliklari, kolorektal mukozanin kripta tabanindaki prekanser6z veya tiimoral
hiicrelerin hiperproliferasyonuyla iliskili olabilmektedir. Infalamatuvar barsak
hastalarinin %10 — 15’inin 6liim sebebinin kolorektal kanser oldugu bilinmektedir (34,
58). Kolorektal kanser goriilme riski hastaligin siiresi ve anatomik boyutuyla dogru
orantilidir. Bu riskin 25 yillik inflamatuvar barsak hastalarinda %7 — 14 arasinda
oldugu, hastaligin 35 yildan daha uzun silirdiigii kisilerde ise %30 yiikseldigi
belirlenmistir (41).

2.2.4. Kolorektal Kanser Teshisi ve Tedavisi

Kolorektal kanserin mortalitesi son yillarda gelisen (2009°dan itibaren) ve
sigmoidoskopi, kolonoskopi gibi yayginlasan tarama yontemleri ile yeni tedavi
alternatiflerinin uygulanmaya baslamasi nedeniyle azalmistir (36, 59, 60). Kolorektal
kanser teshisinde rektal kanama, barsak alisgkanliklarinda degisiklik, demir eksikligi
anemisi, intestinal obstriiksiyon, abdominal veya rektal kitleler, kilo kaybi, halsizlik,
karin agrisi, rektal agri gibi klinik belirtiler degerlendirilmektedir (34, 61). Hastaligin
derecesini saptamak ve tedavi seklini belirlemek amaciyla, 1932 yilinda Cuthbert E.
Dukes tarafindan ilk hali yapilmig (Tablo 2.1.) ve gelistirilerek gliniimiizde kullanilan
hali olan TNM sistemi isimli evreleme sistemi (Tablo 2.2.) kullanilmaktadir (34, 62).
Bu sistem; histoloji, makroskopi, metastaz kriterleri g6z 6niinde bulundurularak
kanser evrelendirmesi yapilmasini saglamaktadir (63). Tiimor yayilim derecesi T ile
T4 arasinda degismekte ve derece timdr yayilim derecesi arttikca kanserin metastaz

riski artmaktadir. Barsak perforasyonu, T4 tiimdr penetrasyonu, lenfovaskiiler
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invazyon, perindral invazyon, artan preoperatif plazma karsinoembriyonik antijen
seviyesi ve klinik barsak obstriiksiyonu gibi belirtilerin timoriin yeniden goriilme riski

artigiyla iliskili oldugu belirlenmistir (64).

Tablo 2.1. Dukes Evrelendirmesi (62).

Evre | Yayihm

A Sadece mukozada

Tiim duvar (+), lenf ganglionu (-)

B
C Tiim duvar(+), lenf ganglionu (+)
D

Uzak metastaz (+)

Tablo 2.2. TNM Siniflandirmasinda yer alan kriterler (63).

Primer Tiimor (T):

TX | Primer tiimor bilinmeyen

TO | Primer timor olmayan

Tis | In situ karsinoma

T1 | Timor mukoza ve submukozadadir.

T2 | Timor muskularis propriadadir.

T3 | Tiimor tiim barsak duvarini tutmustur.

T4 | Timor serozayi asip ¢evre dokular1 tutmustur.

Bolgesel Lenf Nodu (N):

Nx | Lenf nodu bilinmeyen

NO | Lenf nodu metastazi olmayan

N1 | Perikolik veya perirektal 1-4 lenf nodu metastazi

N2 | Perikolik veya perirektal 5 ve daha fazla lenf nodu metastazi

N3 | Damar boyunca lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M):

Mx | Uzak metastazi bilinmeyen

MO | Uzak metastazi olmayan

M1 | Uzak metastazi olan
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Tablo 2.2. (Devam) TNM Siniflandirmasinda yer alan kriterler (63).

Evre (TNM)

0 Karsinoma in situ - Tis, NO, MO

| Muskularis propriaya kadar yayilim - T1,T2, NO, MO

1 Tum barsak duvari tutulumu - T3,T4, NO, MO

Il | Lenf nodu metastazi - T, N1,N2,N3, MO

IV | Uzak metastaz varligi - T, N, M1

Kolorektal kanser tedavisinde; birinci ve ikinci evre kolon kanserleri igin
cerrahi miidahale, Ugiincii evre i¢in takiben adjuvan kemoterapi ve metastaz
durumunda tek basina veya hedefli biyolojiklerle kombinasyon halinde sistemik
kemoterapi uygulanmaktadir. Rektal kanser tedavisi igin, ilk evre hastalarin
tedavisinde ameliyat ve kisa siireli radyoterapi veya cerrahi rezeksiyonlu
kemoradyoterapi, ikinci ve tglincii evre hastalarda ise adjuvan kemoterapi

uygulanmaktadir (65).

Adjuvan tedavi ve 5-florourasil

Kolorektal kanser tedavisinde; 5-florourasil, oksaliplatin gibi ilag
kombinasyonlarinin (FOLFOX, FOLFIRI) kullanildig1 adjuvan tedavi; biiyiime
faktorleri, monoklonal antikorlarin yer aldigi hedefe yonelik tedavi segenekleri
bulunmaktadir (66, 67). Yaklasik 40 y1l 6nce kolorektal kanser kemoterapisinde temel
unsur olarak tanitilan ve halen sistemik tedavinin temel tasi, bir florlu pirimidin tiirevi
olan olan 5 — florourasil, pirimidin niikleotid sentezinde hiz kisitlayic1 basamak olan
timidilat sentaz enzim inhibisyonu ve kanser hiicrelerinin DNA ve RNA’larina
katilarak da sitotoksik etki olusturmak yoluyla etki gostermektedir. Kolon kanserinde
karaciger metastaz insidansin1 azaltmak amaciyla 5-florourasilin yer aldig1
postoperatif donemde uygulanmis klinik denemelerde hastalarin sag kalimini orta

diizeyde iyilestirdigi goriilmiistiir (66, 68).

Tedavide bir immiin sistem diizenleyici olan levamizol, sinif I insan 16kosit
antijenini arttirarak ve lokovorin ise enzim ile 5-florourasil etkilesimini stabilize

ederek kombinasyonlar1 halinde kullanildiginda 3. evre kolon kanseri ve 2/3. evre
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rektal kanser hastalarinin sag kalimlarini arttirmaktadir (28, 64, 69). Ayrica, tedavi
etkinligi agisindan florourasilin I6kovorin ile kombinasyon halinde 6 ay siire ile
kullanilmasimin levamizol ile kombinasyon halinde 12 ay boyunca kullanilmasiyla
esdeger oldugu belirlenmistir. Ilacin oral uygulamalarinda ise, dihidropirimidin
dehidrogenaz (DPD) enziminin farkli mukozal konsantrasyonlarindan kaynaklanan
diizensiz intestinal absorpsiyon problemi ilacin DPD tarafindan katabolize edilmeyen
oncii ilag formlar1 veya ilacin DPD inhibitorleri ile birlikte kullanimiyla ¢oziilmiistiir.
Kapesitabin ve Tegafur urasil ilacin oral formlari olan ve bolus uygulamalarina benzer
toksikolojik profildeki drnekleridir (66). Florourasilin farkli ila¢ uygulamalarina gore
yan etki profili degismektedir. Florourasil ve l6kovorin birlikte bolus olarak 5 giin ile
5 hafta siire ile uygulandiginda en sik goriilen yan etkisi nétropeni ve stomatit iken, 6
— 8. haftalarda diyare goriilme siklig1 artmakta, inflizyon seklinde ise el ve ayaklarda

eritematoz dokiintiiler goriilmektedir (64).

Uzun siiredir kolorektal kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan 5 -
florourasilin kullanimi, gelisen ila¢ direncine bagl olarak ortaya g¢ikan kolorektal
kanser hastalarindaki tedavi yanitinin azalmasi nedeniyle sinirlidir. Cerrahi miidahale
ve kemoterapi tedavisi ile hastalarin yaklasik %75’inde iyilesme saglanirken,
%30’undan fazlasinda yeniden neoplastik polip gelisimi gézlenmektedir. Metastatik
kolon kanseri hastalarinda ise, kotili prognoz nedeniyle 5 yillik sag kalim oran1 %10’un
altindadir. Uygulanan kemoterapotik tedavi rejimi kaynakli ilag direnci nedeniyle
timoriin yeniden gelisimi ve ilerlemesi, kemdterapotik ilaclarin sadece kanser
hiicrelerinde degil normal hiicrelerde (kemik iligi, barsak kriptleri) de apopitoz veya
hiicre siklusunu durdurma gibi mekanizmalarla hiicresel hasar olusturmasi farkl

tedavi prensiplerinin gelistirilmesine duyulan ihtiyact arttirmistir (5).

Ilag direnci gelisimine ¢esitli mekanizmalar neden olmaktadir. Timidilatin
timidin kinazin etkisiyle timidinden ayrilmast veya timidilat sentaz gen
ekspresyonundaki mutasyonlar timidilat sentaz ekspresyonundaki artis yoluyla 5-
florourasile karsi direng gelismesine neden olmaktadir. Dihidropirimidin
dehidrogenaz enzim aktivitesindeki artis 5-florourasil katabolizmasinda rol aldig1 i¢in
diren¢ mekanizmasinda yer almaktadir. Ayrica, mikrosatellit instabilitesinin

goriildiigii timor hiicrelerinin de 5-florourasile daha direngli oldugu bilinmektedir
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(68). Bunlarin yaninda, kemokin ligand 13 ekspresyonundaki artigin (70), membran
transporter proteinlerinin (ABC (Adenozin Trifosfat-Binding Casette) proteinleri ve
SLC (Solute carrier) proteinleri)) yiiksek diizeyde ekspresyonunun, apoptoz ve
programlanmis hiicre 6liim mekanizmalarinin inhibisyonunun (71), Bcl-2 (B hiicre
lenfoma-2) ; Bcl-XL ( B hiicre lenfoma-XL) genlerinin asir1 ekspresyonu ve ilag hedef

bolgelerinin mutasyonunun (68) ilag direncinde rol aldigi goriilmiistiir.

Kombine tedavi prensibiyle tek tek kullanimlarindaki etkin tedavi dozunun
azaltilarak kemoterapide uygulanan ilaglarin 6liimciil olabilecek toksik sonuglarinin
iyilestirilmesi, farkli mekanizmalarin bir araya gelmesi ve farkli hedef bolgeleriyle
etkilesim sonucu ¢oklu ilag direncinin baskilanmasi, sinerjistik antikanser etki elde
etmek adina nontoksik maddelerin tedavi rejimine dahil edilmesi ve bu tedavinin
validasyonu 6nemlidir (72-76). Bu konuda literatiirde 5-florourasilin yer aldigz in vitro
ve in vivo ¢alismalar mevcuttur. Wang ve ark. tarafindan yapilmis in vivo ve in vitro
bir calismada 5-florourasilin salinomisin ile kombinasyon halinde hepatoseliiler
karsinoma hiicrelerinde sinerjistik antikanser etki gosterdigi belirlenmistir (77). Baska
bir calismada, diisiik molekiil agirlikli bir polipeptid olan tiroservatid’in 5-florourasil
direncli insan hepatoseliiler hiicrelerinde (BEL-7402) ¢oklu ilag¢ direnci gen (MDR1)
ekspresyonunu azaltarak ilag direncini azalttig1 belirlenmistir (78). Direng gelisiminde
rol alan Bcl-XL gen ekspresyonunu azaltmanin da ilag direnci problemi i¢in alternatif
¢oziim olabilecegi goriilmiistiir (79). Gastrik karsinoma hastalarinda yapilan bir
calismada ise, paklitaksel, 5-florourasil ve sisplatin igeren tedavi rejiminin cerrahi
miidahale 6ncesi faydali olabilecegi sonucuna varilmistir (80). Metforminin de meme
kanseri kok hiicrelerinde ATP {iretimini engelleyerek hiicreleri 5-florourasil,
epirubisin ve siklofosfamid kombinasyon kemoterapisine duyarli hale getirdigi tespit

edilmistir (81).

Kemoterapide goriilen ila¢ direnci problemine ¢6ziim bulmak adina;
fitodstrojenik ozelligi olan, soya fasulyesince zengin diyet 6zelligine bagl diisiik
kolorektal kanser insidansi bulunan Asya diyetinden yola ¢ikilarak se¢ilmis,
antikanser ilag potansiyeli bilinen genistein (82) ile sadece tiimér hiicrelerinde etki
gostererek hedefli tedaviye olanak saglayan TNF-iligkili apopitoz indiikleyici ligand
(TRAIL) (83) potansiyel kombinasyon ajanlarindandir.
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2.3. Genistein
2.3.1. Genisteinin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Genistein (5,7-dihiroksi-3-(-4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on) ilk olarak
Genista tinctoria L. ‘dan izole edilmistir ve Leguminosae familyas: bitkilerinde,
ozellikle soya fasulyesinde, bol miktarda bulunmaktadir. Genistein, 3-fenilkromen-4-
on iki halkali ¢ekirdek yap1 (A-B) ve bu halkalara bagli piran halkasindan (C) olusan
15 karbonlu iskelet yapisina sahip (Sekil 2.5.) izoflavonoid yapisinda bir bilesiktir.
Kimyasal yapis1 Ostradiola benzemekte ve fitoostrojenik etkinlik gostermektedir.
Aseton, dimetilsiilfoksit gibi polar ¢oziiciilerde ¢Oziiniirliigli iyi olmakla birlikte

sudaki ¢oziiniirliigi iyi degildir (11, 84, 85).

Sekil 2.5. Genisteinin kimyasal yapisi (85).

2.3.2. Genisteinin Biyolojik Etkileri

Viicutta dihidrogenistein ve 6 — hidroksi — O - desmetilangolensin bilesiklerine
metabolize edilen genistein baslica Ostrojenik etkisiyle bilinmektedir (86). Bu
etkisinin yaninda kardiyovaskiiler hastalik insidansinin azalmasina, post-menopozal
problemlerin iyilestirilmesine ve osteoporozun dnlenmesine katki saglayabilecegi ileri
striilmiistiir (87). Soya fasulyesi tiiketiminin azalan kanser insidansiyla iligkili
oldugunu gosteren epidemiyolojik calismalar nedeniyle genistein antikanser etkisiyle
de dikkat cekmistir (11, 88). Genistein doksorubisin, paklitaksel, sisplatin gibi ilaglarin

hiicre biiyiimesi inhibisyonu ve apoptotik etkilerini arttirmistir (87).

Genisteinin, Akt (protein kinaz B) ve Nf-kB (niikleer faktér kB) gibi hiicre

boliinmesi ve hiicre 6liimii mekanizmalarinda gorev alan proteinleri etkileyebilecegi,



17

hiicre canliliginda 6nemli olan Akt ve Nf-xB sinyalizasyonunu inhibe ettigi
belirlenmistir (86, 89). Hiicre siklusunun diizenlenmesinde gorevli siklin bagimlh
kinazlar1 (Cdk) etkileyerek kanser hiicrelerinin G2/M fazinda birikimine neden
olmaktadir (89). Genistein fitodstrojen olarak da bilinmekte ve 17-p ostradiol ile
yarigarak hiicrede doza bagli 6strojenik (< 1 uM) ya da antidstrojenik (> 5 uM) aktivite
gostermektedir (86). Yapilan c¢alismalarda bu etkinin Alzheimer hastaligi (90),
endometriyum kanseri (91) ve meme kanseri (92) tedavisinde faydali olabilecegi
gorilmiistiir. Kanser metastazi ve anjiogenezinde yer alan VEGF (vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii), matriks metalloproteinazlardan (MMP) MMP-2 ve MMP-9’un;
hiicre migrasyonunda gorevli FAK (fokal adezyon kinaz) proteininin genistein
tarafindan inhibe edildigi; apoptotik yolaktaki proapoptotik kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax

protein ekspresyonlarinin genistein tarafindan indiiklendigi tespit edilmistir (93, 94).

Genisteinin TRAIL ligandinin indiikledigi apoptozu arttirdigina dair veriler de
bulunmaktadir. Genistein ve TRAIL kombinasyon etkilerinin AGS gastrik
adenokarsinom  hiicrelerindeki  etkilerinin incelendigi bir ¢alismada bu
kombinasyonun DR5 (Hiicre oliim reseptorii 5) ekspresyonunu arttirarak, insan
hepatom hiicrelerinde (HepG2 (Insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1), Hep3B
(Insan karaciger kanseri hiicre hatt1), SNU-423 (insan karaciger kanseri hiicre hatt1),
SNU-449 (Insan karaciger kanseri hiicre hatt1)) ise Bid (BH3 etkilesimli 6liim agonisti)
boliinmesi ve p38-f mitojen aktive protein kinaz inhibisyonu (Hep3B) araciligiyla
apoptozu indiikledigi sonucuna varilmistir (95-97). Genisteinin HeLa hiicrelerinde,
tirozin kinazi inhibe ederek Bcl-2 indiiksiyonu yapan ERK1/2 (hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz)‘yi inhibe ettigi ve apoptozu arttirdigi belirlenmistir (98, 99). Baska
bir ¢alismada ise Indol-3 karbinol ve genistein TRAIL ile kombine edildiginde DR4
(Hiicre Oliim Reseptdrii 4) — DRS5, béliinmiis kaspaz-3, kaspaz-8 ve PARP (poli
(ADP-riboz) polimeraz) ekspresyonlarindaki artisa bagli olarak apoptoz tizerinde
sinerjistik etki gdstermislerdir (10). insan akciger adenokarsinom (A549) (100), insan
pankreas kanseri (AsPC-1) hiicrelerinde ve glioblastoma hiicrelerinde (101) de benzer

sonuglar elde edilmistir.
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2.4. Tiimor Nekroz Faktor (TNF) Reseptorii, Fas ligandi, TNF-iliskili
apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) ve Kolorektal Kanser

Intrinsik ve ekstrinsik olmak iizere iki farkli sinyal yolagi iizerinden
gerceklesen apoptoz mekanizmasinda; intrinsik yolak mitokondri kaynakli hiicre i¢i
sinyalizasyonu araciligiyla gerceklesirken, ekstrinsik yolak ise hiicre yiizeyindeki
6liim reseptorlerine baglanan ligandlar (Tiimdr Nekroz Faktor (TNF) Reseptort, Fas
ligand1i, TNF-iliskili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) reseptorii) araciliiyla
gerceklesmektedir (102, 103). Konvansiyonel kemoterapi araciligiyla intrinsik yolagin
aktivasyonu; p53 proteinindeki post-translasyonel modifikasyonlar ve p53 hedef
genlerindeki epigenetik degisiklikler gibi faktorler nedeniyle basarisiz olmaktadir
(104, 105). Bununla birlikte ekstrinsik yolagin normal hiicrelere sitotoksik etki
gostermeyen TRAIL ligandi (normal hiicrelerdeki tuzak reseptorlerin fazla olmasi
nedeniyle) araciligiyla indiiksiyonu kanser tedavisinde potansiyel bir alternatif olarak
dikkat ¢ekmistir (103, 106). TRAIL ya da diger adiyla Apo2L ligandi TNF siiper
ailesine ait 281 aminoasitlik transmembran proteinidir (105, 107). TRAIL ligandi DR4
ve DR5 oOlim reseptorleri lizerinden apoptoza aracilik ederken DcR1 (Tuzak
Reseptorii 1), DCR2 (Tuzak Reseptorii 2) ve osteoprotegerin antagonistik reseptorler
iizerinden de etki gosterebilmektedir (108). Oliim reseptorlerinin TRAIL ile
indiiksiyonu kaspaz - 8 ve FADD (Fas ile iligkili 6lim bolgesi) araciligiyla DISC
(6liim indiikleyici sinyal kompleksi)’ in olugsmasina, devaminda aktive olan kaspaz —
3, 6 ve 7 araciligiyla da apoptoza yol agmaktadir (105). Ayrica, kaspaz — 8’in rol aldig:
Bid’in boliinmesi ve tBid’in mitokondri {izerinde proapoptotik Bax (Bcl-2 iligkili X
geni) ve Bak (Bcl-2 Antagonist/Oldiiriicii gen) ile etkilesimi araciligiyla da apoptoz
gergeklesmektedir. Bu yolak apoptoz inhibitdr proteinleri (IAP) tarafindan inhibe
edilebilmektedir (Sekil 2.6.) (109).
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Sekil 2.6. TRAIL apoptoz mekanizmasi (109).

TRAIL ligandi aracili kanser tedavi yaklagimi i¢in yapilan in vitro ve in vivo
deney sonuglar1 (110-114) umut vadedici olmakla birlikte ¢esitli kanser hiicrelerinin
TRAIL tarafindan indiiklenen apoptoza kars1 diren¢ kazanabildigi de belirlenmistir
(108). Kanser hiicrelerinin direng kazanmasinda, hiicre yiizeyinde bulunan DR4/DR5
reseptorlerinin orani ile DcR1 ve DcR2 reseptorleri varliginin, bununla birlikte TRAIL
ligandinin hiicre membranina baglanmasindan sonraki asamada reseptorlerin hiicre
iginde yeniden dagilimmin etkili olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (107,
115, 116). Kanser hiicrelerindeki Fas promotor bdlgesinin metilasyonu, DR4-DR5
reseptOrlerinin mutasyonu, baslatic1 kaspazlarin (kaspaz -8, 10) downregiilasyonu,
aktif kaspaz — 8’in CARP (Kardiyak Adriyamisin Duyarli Protein) bagiml
degradasyonu, FLICE inhibitor proteinin ekspresyonu, DNA yanlis eslesme onarimi
(MMR) yetersiz hiicrelerdeki Bax mutasyonu, survivin ve apopitoz inhibitor
proteinlerin (IAP) ekspresyonu da TRAIL direncinin gelismesine yol agan

mekanizmalardandir (107, 115).

TRAIL direncine sahip kanser hiicrelerinin, TRAIL ve kemoterapdtik /
fitoterapdtik ilaglarla yapilan in vitro kombinasyon uygulamalarinda TRAIL aracili
apoptoza duyarli hale geldigini gosteren ¢alismalar yapilmistir (106, 117-120). Bu

kombinasyon  stratejilerinden  histon  deasetilaz  inhibitorleriyle  yapilan
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kombinasyonlarda DR4, DR5 ve Bcl-2 upregulasyonu, kaspaz-3, 8, 9 aktivasyonu
araciligiyla sinerjistik apoptoz yaniti saglanmaktadir. Protein degredasyonu ile
apoptoza neden olan proteozom inhibitérleri de DR4, DR5 yiizey ekspresyonlarini
arttirarak hiicreyi TRAIL ligandi aracili apoptoza duyarli hale getirmektedir (121).
TRAIL ligandinin rapamisin gibi baska ilaglarla kombinasyonu yapilarak da TRAIL
direncli hiicrelerin apoptoza duyarliliginin arttirilabilecegi goriilmiistiir (122). Is1 soku
proteinleri (HSP) inhibitorleriyle TRAIL kombinasyonu, tiimor hiicrelerinin
canliligimin siirdliriilmesinde rolii olan HSP90 gibi proteinlerin inhibisyonunu
saglayarak (123) veya epidermal biiytime faktorii reseptor antagonistlerinden genistein
gibi maddelerle kombinasyon sonucu AKT yolaginin aktivasyonu azaltilarak

hiicrelerin TRAIL ligand1 aracili apoptoza duyarli hale geldigi belirlenmistir (124).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

B — merkaptoetanol

Akim Sitometrisi Annexin V Apopitoz Tayin Kiti
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Diisiik Erime Noktal1 Agar (LMPA)

Dulbecco’s Erime Noktali Agar (DMEM)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline w/o Ca&Mg (DPBS)
Etidiyum Bromiir (EtBr)

Etil Alkol

Etilen Diamin Tetraasetik Asit, Disodyum Tuzu (Na2EDTA)
Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) tablet

5 - florourasil

Genistein

Hidrojen Peroksit (%30)

Hidroklorik Asit (%37)

Insan TNF-Related Apoptoz - Indiikleyici Ligand

JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Ol¢iim Kiti
Kaspaz 3, 8 ve 9 Coklu Aktivite Tayin Kiti

L - glutamin

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir)

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu

Normal Erime Noktal1 Agar (NMPA)
Penisilin-Streptomisin Cozeltisi

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) tayin kiti

Si1gir serum albumini

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Kloriir (NaCl)
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Amresco

BD Pharmamingen
Sigma -Aldrich
Boehringer
Mannheim
Wisent

Wisent
Sigma-Aldrich
Sigma -Aldrich
Merck

Capricorn

Sigma

Sigma -Aldrich
LKS

Merck

Sigma

Cell Applications
Cayman

Abcam

Wisent

Sigma

Sigma
Sigma
Wisent
Biovision
Capricorn
Merck

Sigma



SW480 (insan kolon adenokarsinoma) hiicre hatti

SW620 (insan kolon adenokarsinoma) hiicre hatti

RNeasy Plus Mini Kit

RT? First Strand Kit

RT? SYBR Green gPCR Mastermix - 2
RT? qPCR Primer Assay

Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

Tris

Triton x-100

3.2. Kullanilan Arag ve Geregcler

Akim Sitometri Cihazi

Akim Sitometri Yazilim Programi
Biyogiivenlik Kabini
Buzdolab1

Comet Bilgisayarli Goriintiileme Sistemi

Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)

Distile Su Cihaz1

Elektroforez

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Etiiv

Floresan Mikroskop

Hiicre Kiiltiirii Uyumlu Flask (25/75 cm?)
Hiicre Kiiltiir Plagt (6/12/96-kuyucuklu)
Pipet (1- 25 mL)
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American Type
Cultre Collection
American Type
Cultre Collection
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Beckman Coulter EPICS
XLMCL

Phoenix System
Holten

Hotpoint

Comet Analysis
Software, version 3.0
Kinetic Imaging
Ariston

Revco

MES ultrapure
Biometra Analitik
Power Pack P 25
Dedeoglu

Leica

Nest

Corning

Nest



Santrifiij Tipt (15, 50 mL)

Isitict

Inverted Mikroskop

Inkiibator (CO2’1i)

Kapakl tiipler (0,1 mL)
Karistirici-Isitict

Kirik Buz Makinasi

Lam (26x76 mm)

Lamel (24x60 mm)

Laminar Flow

Mikrodalga Firin

Mikropipet (8 kanall1)
Mikropipetler (0,5-1 pL, 1-5 puL, 5-10 uL,
10-200 pL, 200-1000 pL, 1-5 mL)
Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij tiipt (1,5 mL)
Nanodrop Cihazi

Neubauer Cami (Hiicre sayim cami)

Otoklav

Ornek Tiipleri (2 mL)
PCR Tiipleri (0,2 mL)
PCR Veri Analiz Programi
pH metre

Pipet ucu (0,5-10, 10-200, 100-1000 pL’lik)
Propidyum iyodiir (PI)
Real Time PCR Cihazi
Santrifiy

Sisplatin

Spektrofotometre

Su Banyosu

Terazi

Vakum Pompasi

Nest

Multi-Blok, Lab-Line
Leica

Heraeus Instruments
Qiagen

Jankel&Kunkel, Ikamag
Scotsman AF100
Marienfeld

Marienfeld

Heraeus

Vestel

Eppendorf, Capp
Finnpipette, Discovery Confort

Hettich Micro 12-24
Eppendorf

Maestrogen Spectrophotometer
Marienfeld

Niive

Qiagen

Qiagen

QIAGEN Analytics Software
Cyberscan

HTL

Sigma Aldrich

Corbett

Heraeus, Hettich

Kog¢ak Farma®

SpektraMax M2

Termal® Laboratory Tools
Schimadzu Libror

Welch Vacuum
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Vorteks Heidolph Reax 2000
Yatay calkalayici Edmund Biihler

3.3. Kullanilan Cozeltiler
3.3.1. Cahisilan Etkin Madde Cozeltileri

1 mM Genistein Cozeltisi

Genistein belirli miktarda tartilarak dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
¢oziiliip ¢aligmada kullanilacak en yiiksek DMSO konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde
besiyeri ile son hacme tamamlandi. Analiz giinii, ana stok ¢6zeltisi taze hazirlandi.

50 uM Genistein Cozeltisi

1 mM genistein ana stok olarak hazirlandi. Ana stoktan 50 pL alinip besiyeri
ile 5 mL’ye tamamlandi. Analiz giinii taze olarak hazirlanan ara stok ¢ozeltiden gerekli
derisimlerde hazirlanarak hiicrelere uygulandi.

1 mM 5 - florourasil Cozeltisi

5 - florourasil belirli miktarda tartilarak dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
¢oziiliip en yiiksek DMSO konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde besiyeri ile son hacme
tamamlandi. Analiz giinii, ana stok ¢ozeltisi taze hazirlandu.

50 uM S - florourasil Cozeltisi

1 mM 5-florourasil ana stok olarak hazirlandi. Ana stoktan 50 uL alinip kiiltiir
vasati ile 5 mL’ye tamamlandi. Analiz giinii taze olarak hazirlanan ara stok ¢ozelti
kullanilarak gerekli derisimlerde hazirlanarak hiicrelere uygulandi.

20 ng/mL TRAIL Cozeltisi

Viyal agilmadan 6nce santrifiij edildi ve liyofilize tozun steril su ile 0,1 mg/mL
(100000 ng/mL) konsantrasyonda ¢6zeltisi hazirlandi. Uzun siire kullanim igin %0,1
sigir serum albiimini (BSA) eklendi. Hazirlanan ¢6zelti alikotlar halinde — 20 °C’de
sakland1 ve deney giinli ¢ozdiiriilerek kullanildi. Ana stoktan 4 pL alimip 20 mL’ye
tamamlanarak hazirlanan 20 ng/mL’lik ara stok kullanild.

Hiicreler ve Hiicre Kiiltiir Ortam

SW480 (insan kolorektal adenokarsinom) hiicre hatti Dr. Serkan Ismail
Goktuna (Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Bilkent Universitesi, Tiirkiye)’dan
temin edildi. SW620 (metastatik insan kolorektal adenokarsinom) hiicre hatti

(ATCC® CCL-227) ATCC’den saglandi.
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Hiicreler, %1 penisilin-streptomisin (Wisent) ve %10 fetal sigir serumu (FBS
- Capricorn) iceren DMEM (Wisent) besiyerinde, 37 °C ve %5 CO:2 kosullarinda
cogaltildi. Hazirlanan besiyeri +4°C’de saklanda.

3.3.2. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Cozeltisi
10 mL Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik igersinde ¢oziilen 50 mg MTT
sitotoksisite degerlendirmesinde kullanildi. Hazirlanan MTT ¢dzeltisi membran
filtreden steril ve 151k gecirmeyen bir tiipe stiziildii.
Hazirlanan MTT c¢ozeltisi 4°C’de ve 1siktan korunarak muhafaza edildi (Uzun siire
saklanmasinin gerekli oldugu durumlarda -20°C’de saklanabilir).

Cozme Cozeltisi

Dimetil siilfoksit (DMSO)

100 nM Sisplatin Cozeltisi

10 mg/20 mL konsantrasyonundaki enjeksiyonluk sisplatin preparatindan
600,6 uL alinarak son hacmi besiyeri ile 1 mL’ye tamamlandi. Elde edilen 1 mM’lik
¢ozeltiden 100 pL alinarak besiyeri ile son hacim 1 mL’ye tamamlandi.

3.3.3. Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET) Yontemi ile Genotoksisite
Tayininde Kullanilan Cozeltiler

200 mM Disodyum Etilendiamin Tetraasetik Asit (Na2EDTA) Cozeltisi
14,89 g Na2EDTA 200 mL distile suda ¢oziilerek pH 10’a ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti
oda sicakliginda muhafaza edildi.

Diisiik Erime Noktah Agar (LMPA) Cozeltisi

312,5 mg LMPA 25 mL PBS igerisinde ve sicak su banyosu kullanilarak
¢ozildi. Hazirlanan ¢6zelti kiigiik hacimler halinde buzdolabinda sakland.

Elektroforez Tampon Cozeltisi

Deney giinii taze olarak, 52,8 mL 10 N NaOH ve 8,8 mL 200 mM EDTA 1705
mL soguk distile su i¢erisinde ¢oziilerek tampon ¢ozelti hazirlandi.

Etanol Cozeltisi (%50)

%99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 150,3 mL alinarak distile suyla son

hacim 300 mL’ye tamamlandi.
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Etanol Cozeltisi (%75)

%99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 225,5 mL alinarak distile suyla son
hacim 300 mL’ye tamamlandi.

Etidiyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi

10 mg EtBr 50 mL distile suda ¢oziildii ve 200 pg/mL’lik stok EtBr ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 1 mL alinip, distile suyla 10 mL’ye
tamamlanarak 20 pg/mL’lik EtBr ¢ozeltisi boyama sirasinda hazirlandi. Elde edilen
EtBr ¢6zeltisi oda sicakliginda saklandi.

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS)

1 PBS tableti 200 mL distile suda ¢oziildii. 4 “C’de saklandi.

Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisi

%30’luk H20: ¢ozeltisinden 11,3 pL alindi, 988,7 ul distile su ile 1 mL’ye
tamamlanarak 0,1 M H20; ¢6zeltisi elde edildi. Cozeltiden (1 hafta siiresince 4°C’de
saklanabilir) deney giinii 20 pl alinip 1980 ul PBS ilave edilerek 1 mM H20; ¢6zeltisi
hazirlandi. Daha sonra, 15 pL 1 mM Hz0> iizerine 985 pL PBS ilave edilerek 15 uM
H202 ¢ozeltisi hazirlandi.

10 N NaOH

200 g NaOH 500 mL distile suda ¢6ziildii. Oda sicakliginda saklandi.

Normal Erime Noktali Agar (NMPA) Cozeltisi

50 mL PBS igerisinde 625 mg NMPA sicak su banyosu kullanilarak ¢oziildii.
Hazirlanan ¢6zelti kiigiik hacimler halinde 4°C’de saklandi.

Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48,5 mg Tris 750 mL distile suda ¢oziildiikkten sonra ¢ozelti pH’s1 7,5’a
ayarlandi. Hazirlanan ¢dzeltinin son hacmi distile su ile 750 mL’ye tamamland1 ve oda
sicakliginda saklandi.

Stok Lizis Cozeltisi

146,1 g NaCl, 37,2 g Na2EDTA ve 1,2 g Tris 500 mL distile su igerisinde
¢oziildi. Cozeltiye 10 g NaOH eklenip pH’s1 10°a ayarlandiktan sonra 10 g N-Lauril
sarkosinat sodyum tuzu eklendi. Cozelti hacmi distile su ile 890 mL’ye tamamlandi
homojen karisim elde edinceye kadar karistirilarak stok lizis ¢ozeltisi hazirlandi.

Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.
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Lizis Cozeltisi
178 mL stok lizis ¢ozeltisi 2 mL Triton X-100 ve 20 mL DMSO ile
karistirilarak deney giinli taze olarak hazirlandi. Deney sirasinda soguk c¢ozelti

kullanilacagi i¢in ¢6zelti kullanilma zamanina kadar 4°C’de bekletildi.

3.3.4. Hiicre Yiizey Reseptor Proteinleri DR4 ve DRS’in Yiizey
Ekspresyon Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Hiicre Boyama Tamponu

Hazir olarak bulunmaktadir.

%4 Paraformaldehit iceren PBS Cozeltisi

4 mL paraformaldehit c¢ozeltisi PBS ile 100 mL’ye tamamlanarak
hazirlanmaktadir.

3.3.5. Hiicre Siklusu Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Propidyum iyodiir (PI) hazirlanmasi

50 mg Pl 100 mL distile su i¢inde magnetik karistiricida 8-9 saat iginde

karistirilarak ¢oziildii. Sise dncesinde alimiinyum folyo ile 1siktan korunmasi i¢in iyice
sarildi. Daha sonra filtreden siiziilen ¢ozelti +4 C°’de sakland.

RNaz Hazirlanmasi

100 mg RNaz 100 mL distile su icinde karistirlarak ¢6ziildii. Enzim oldugu i¢in
kiiglik miktardaki 1,5 mL'lik eppondorf tiiplere boliinerek -20 C° 'de saklanda.

3.3.6. Apoptoz Tayininde Kullanilan Cozeltiler

FITC Annexin V

Kit i¢erisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Propidyum lyodiir

Kit i¢erisinde hazir olarak bulunmaktadir.

1X Annexin V Baglayici Tampon

Kit igerisine hazir olarak bulunan 10X Annexin Baglayict Tampon 1/9

oraninda distile su ile seyreltilerek hazirlandi.

3.3.7. Intraseliiler Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Tayininde Kullanilan
Cozeltiler
ROS Analiz Tamponu

Kit i¢erisinde hazir olarak bulunmaktadir.
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ROS Label Cozeltisi (1000X)

Stok c¢ozelti 37 °C’ye isitilmis ROS analiz tamponu ile 1X c¢alisma
konsantrasyonuna seyreltildi.

ROS indiikleyici Cozelti (250X)

Stok ¢ozelti 37 °C’ye isitilmis ROS analiz tamponu ile 1X c¢alisma
konsantrasyonuna seyreltildi.

200 uM Tersiyer Biitil Hidrojen Peroksit Cozeltisi (TBHP)

55 mM TBHP stok ¢ozeltisinden fenol kirmizisi igermeyen besiyeri ile diliie
edilerek hazirlandi.

3.3.8 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Ol¢iimiinde Kullamlan
Cozeltiler

Analiz Tamponu

3 adet hiicre analiz tamponu tabletleri 300 mL distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

JC-1 Boyama Cozeltisi

Fenol kirmizisi icermeyen besiyeri ile 1/10 oraninda seyreltilerek kullanildi.

3.3.9. Kaspaz 3, 8 ve 9 Aktivitelerinin Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler

Analiz Tamponu

Kit igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

200X Kaspaz 3, 8, 9 substratlari

1:200 oraninda analiz tamponu ile seyreltilerek hazirlandi.

3.3.10. RT-PCR Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

RNA izolasyonunda Kullamlan Cozeltiler

Etanol Cozeltisi (%70)

%99,8’lik mutlak etanol ¢ozeltisinden 3,5 mL alindi, 5 mL’ye DNaz/RNaz
icermeyen suyla tamamlanarak deney giinii hazirlandu.

RPE Tampon Cozeltisi

Tampon ¢ozelti kit igerisinde hazir halde yer alan RPE ve %70’lik etanol
kullanilarak hazirlandi. 2 mL RPE {izerine 8 mL etanol ¢ozeltisi (%99,8) eklenerek

deney giinii hazirlandu.
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RLT + pB-merkaptoetanol Tampon Cozeltisi

Kit igerisinde hazir halde yer alan RLT ¢o6zeltisi ve B-merkaptoetanol
kullanilarak hazirlandi. 4 mL RLT ¢6zeltisine 40 ul. B-merkaptoetanol eklenerek
deney giinti hazirlandi.

RW1 Yikama Cozeltisi

Kit igerisinde hazir halde bulunmaktadir.

¢DNA Cevrilmesi Isleminde Kullamlan Cézeltiler

GE Tampon Cozeltisi

Kit igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Ters Transkripsiyon Karisim Cozeltisi

Kit igerisinde hazir olarak bulunan 5x BC3 tamponu, Kontrol P2, RE3 Ters
Transkriptaz Karigimi, RNaz icermeyen su kullanilarak hazirlandi. 36 pL 5x BC3
tamponu, 9 puL. Kontrol P2, 18 uL RE3 Ters Transkriptaz Karisimi, 27 pl. RNaz
icermeyen su eklenerek deney giinii taze olarak hazirlandi.

Gen Ekspresyonunda Kullanilan Cozeltiler

SYBR Green Master Mix Cozeltisi

Kit igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Bcl — xL, BcL-2, XIAP, DR4, DR5, DcR1, DcR2 Primerleri

Kit i¢erisinde hazir olarak bulunmaktadir.

3.4. Yontemler

3.4.1. SW480 ve SW620 Hiicre Hatlarinda 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi
1. SW480 ve SW620 hiicreleri %10 DMSO igeren besiyeri ve -80°C kosullarinda
donmus halde muhafaza edilmistir. Planlanan deney basamaklarini yiirtitmek amaciyla
baslangicta donmus halde bulunan hiicrelerin 37°C’lik su banyosunda 1 dakika siire
ile bekletilmesiyle oda sicakligina getirilmesi saglandi. Hiicre kiiltiirii basamaklari

hiicre kiiltiir kabini igerisinde ve steril kosullarda gerceklestirildi.

2. 1 mL hacmindeki ¢ozdiiriilen hiicreler steril bir tiip i¢erisinde 1 mL hiicre ve 9 mL
besiyeri olacak sekilde karistirildiktan sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi
uygulanarak siipernatant kismi atildi. Hiicre dondurma karigimindaki DMSO’nun

uzaklastirilmasini saglamak amaciyla santrifiijleme islemi uygulanmstir.
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3. Siipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra tiip iginde kalan hiicre pelleti, gerekli
hacimlerdeki besiyeri ile karistirilarak 25 cm? °lik yatay kiiltiir kaplar1 igerisine
aktarildu.

4. Besiyeri i¢indeki hiicrelerin belirli araliklarla hiicre besiyeri degistirilerek inkiibator

igerisinde yeterli doygunluga ulasmalar1 saglandi.
5. Deney igin yeterli hale gelen hiicreler 5 mL 37°C’lik PBS ile 2-3 kez yikandi.

6. Kiiltiir ortamindaki hiicrelere 2 mL Tripsin-EDTA ¢6zeltisi ilave edildikten sonra
hiicreler 3-5 dakika siireyle inkiibatorde bekletildi. Boylece, kiiltiir kabinin zemininden
uzaklagmalari saglanan hiicrelerin iizerine 4 mL besiyeri ilave edildi ve hiicre karisimi

steril bir tiipe aktarildi.

7. Siipernatant kismi uzaklastirmak amaciyla hiicre siispansiyonu 25°C’de 1200
devir/dakika hizda 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Tiipte kalan hiicre pelleti 2 mL

besiyeri ile siispande edildi.

8. Hiicre siispansiyonundan 10 uL alinarak hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla steril
ependorf tiipe aktarildi ve tizerine 90 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4) eklenerek

stispande edildi.

9. 10 pL hacimdeki hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre sayim lami (hemasitometre)
tizerinde incelendi. Neubauer sayim laminin dort karelik alani igindeki parlak ve
renksiz olarak goriilen hiicreler (canli hiicreler) kenar ¢izgileri lizerindeki hiicreler
hari¢ olmak iizere soldan saga ve yukaridan asagiya gidilerek sayildi. Ideal olarak her
islemde 200 ve iizeri hiicre sayilarak hiicre sayiminin dogru ve kesin bir sekilde
yapilabilmesi saglandi. Canli hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki

Formaul 3.1. kullanildi;

Toplam hiicre sayisi

mL'deki canli hiicre sayis1 = x 10.000 x 10 (3.1)

10. Hiicre siispansiyonu hesaplanan canli hiicre konsantrasyonuna gore Yyeterli

miktarda besiyeri ile seyreltilerek hazirlandi.
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11. Hiicre ekimi 96 kuyucuklu plaga her bir kuyucukta (200 pL hacim) 10000 hiicre
olacak sekilde yapildi.

12. Hiicre ekiminden sonra hiicrelerin kuyucuklar i¢inde tutunarak ¢ogalmalar1 i¢in 24
saat inkiibasyon uygulandi.

13. Steril kosullarda besiyerinin uzaklagtirilmasimin ardindan, hiicreler genistein
(LKS) (5 -200 uM), 5 — florourasil (Sigma — Aldrich) (5 — 800 uM) ve TRAIL (Cell
Applications) (50 — 200 ng/mL) ile 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibe edilmistir.

14. Hiicreler negatif kontrol ve pozitif kontrol olarak sirasiyla %0,5 DMSO igeren
besiyeri ve 100 uM sisplatin igeren besiyeri ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi.

15. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda deney maddelerini igeren besiyeri
uzaklastirilarak her bir kuyucuga 90 pl hiicre kiiltlir ortam1 ve hazirlanan 5 mg/mL
MTT g¢ozeltisinden 10 puL eklenerek 4 saat inkiibe edildi.

16. Inkiibasyon siiresinin ardindan MTT ¢ozeltisi uzaklastirildi. MTT varliginda
kuyucuklarda meydana gelen formazan kristallerini ¢dozmek amaciyla her bir
kuyucuga 100 pL DMSO eklendi. Yatay calkalayicida plak 1-2 dakika siireyle
calkalanda.

17. Orneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede 570 nm’de 6lgiildii.

18. MTT 1s18a duyarli oldugu icin deneyin her asamasinin miimkiin oldugunca
karanlik ortamda yapilmas1 saglandu.

19. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’1n uygulanan konsantrasyonlari igin belirlenen
absorbans degerlerinin kontrol absorbans degerlerine orant 100 ile ¢arpilarak % hiicre
canlilig1 ve 1Cso degerleri hesaplanda.

20. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’m ikili ve {iglii kombinasyonlar halindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla elde edilen sonuglar CompuSyn software
(ComboSyn, Inc., Paramus, NJ, USA) programiyla degerlendirildi. Kombinasyon
indeksi (CI) olarak ifade edilen sonuclara gore, CI < 1 degerler sinerjistik, CI > 1
degerler antagonistik, CI degeri 1’den istatistiksel anlamli olarak farkli olmayanlar ise
aditif etkilesimi gostermektedir.

21. Sinerjistik etkisi belirlenen genistein, 5-florourasil ve TRAIL 1n ikili ve tiglii
kombinasyonlari segildi. SW480 hiicreleri i¢in 1 uM genistein, 1 uM 5-florourasil, 10
ng/mL TRAIL konsantrasyonlari; SW620 hiicreleri i¢in 0,5 uM genistein, 1 uM 5-

florourasil, 5 ng/mL TRAIL konsantrasyonlart ikili ve ti¢lii kombinasyonlar seklinde
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48 saat inkiibasyon siiresiyle ve MTT yontemiyle sitotoksik etkileri yoniinden
degerlendirildi.

20. Calismalar ti¢ kez tekrarlanan deney sonuglarinin ortalamasi olarak ifade edildi.

3.4.2. SW480 ve SW620 Hiicrelerinde Yenilenme (Recovery) 3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi ile
Sitotoksisitenin Belirlenmesi
1. 3.4.1. baghg altinda anlatildig sekilde kiiltiirii yapilan ve MTT yOontemine uygun
sekilde ekilen hiicreler 48 saat siireyle genistein (0,25 — 7,5 uM), 5-florourasil (1 uM)
ve TRAIL (SW480 hiicreleri i¢in 10 ng/mL ve SW620 hiicreleri i¢in 5 ng/mL)’m ikili
ve liglii kombinasyonlarina maruz birakildi.

2. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler Tripsin — EDTA ile plak kuyucuklarindan
toplanarak ve her bir inkiibasyon grubu ayr1 ayr1 ependorflara alinarak hiicre sayimi
yapildi.

3. Kuyucuk bagina 20000 hiicre olacak sekilde yeniden 96 kuyucuklu plaklara ekilen
hiicreler 48 saat siireyle besiyeri ortaminda inkiibasyona birakildu.

4. Hiicrelerin madde inkiibasyonu sonrasinda test maddesiz ortamda kendilerini
yenileme dereceleri MTT yontemiyle degerlendirildi.

5. Calismalar {i¢ kez tekrarlanan deney sonuglarinin ortalamasi olarak ifade edildi.

3.4.3. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’In SW480 ve SWé620
Hiicrelerindeki DNA Hasarina Etkilerinin Tek Hiicre Jel Elektroforez (COMET)
Yontemi ile Incelenmesi
1. Hiicreler sitotoksisite degerlendirmesi basliginda anlatildig1 gibi sayildiktan sonra
96 kuyucuklu plaga 15000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 24 saat siireyle
inkiibasyona birakildi.

2. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra genistein (0,25 — 7,5 uM), 5-florourasil (1 uM) ve
TRAIL (SW480 hiicreleri i¢in 10 ng/mL ve SW620 hiicreleri i¢in 5 ng/mL)’1n ikili ve
ticlii kombinasyonlarina 48 saat siireyle maruz birakildi.

3. Negatif kontrol olarak %0,5 DMSO ve pozitif kontrol olarak 15 uM HO> kullanildi.
4., Inkiibasyon sonunda hiicrelerin icinde bulunduklart besiyeri ortami
uzaklastirildiktan sonra, 500 pL PBS ile yikama asamasindan sonra 20 pL Tripsin —
EDTA ile 5 dk inkiibasyona birakildi. Uzerine 160 uL besiyeri eklendikten sonra her
bir gruba ait hiicre siispansiyonlar1 ependorflara aktarildi. Ependorflar 1200 rpm’de 5
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dk santrifiij edildikten sonra dipte 50 pL besiyeri birakacak sekilde list fazlar
uzaklagtirildu.

6. Hiicre besiyerleri atildiktan sonra son konsantrasyon 15 uM olacak sekilde H20-
pozitif kontrol olarak uygulandi. Ependorflara 985 uL PBS ve 15 pL H202 (1 mM)
ilave edildikten sonra -20°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bitminde
1200 rpm’de 5 dk santrifiij uygulanarak PBS ile yikama iglemi yapildi.

7. 50 pL hiicre siispansiyonu ile 37°C + 0,5°C’de eritilmis 100 pL %0,5’lik LMPA
kanistirildiktan sonra, onceden % 1’lik NMPA c¢ozeltisine daldirilarak kaplanmis
haldeki lamlara yayild: ve iizerine lamel kapatildi.

8. Lamlarin buzlu yiizey tizerinde 5 dakika bekletilmesiyle agarin katilasmasi saglandi
ve lam {izerindeki lamel agar1 zedelemeden alindi.

9. Lamlar buzdolabinda sogutulmus lizis ¢ozeltisine daldirilip en az 1 saat siireyle
buzdolabinda bekletildi. Madde gruplari ve H.O> uygulanan gruplar ayri ayr1 salelerde
1 saat siireyle lizise birakildi.

10. Lizis siiresi sonunda lam tizerindeki lameller alindi ve lamlar tanka dizildi.

11. Tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile doldurularak elektroforez islemi uygulandi.
12. Lamelleri alinmig lamlar lizis isleminin ardindan diizgiin ve aralarinda aralik
kalmayacak sekilde agar yayilan kisimlarin {stte kalmasina dikkat edilerek
elektroforez tankina yerlestirildi.

13. Lamlar akim uygulamadan 20 dakika siire ile elektroforez tankinda bekletildi.

14. Bekleme siiresinin ardindan 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika siire ile
elektroforez uygulandi.

15. Elektroforez isleminin ardindan elektroforez tankindan alinan lamlar 5 dakika
distile suda, sonrasinda 15 dakika nétralizasyon tampon ¢ozeltisi igerisinde bekletildi.
16. Notralizasyon tampon ¢ozeltisindeki bekleme siiresinin sonunda lamlar sirasiyla
5’er dakika %50’lik, %75’lik ve %99’luk etanol ¢ozeltisinde tutuldu. Kurumalari i¢in
en az 1 giin bekletilerek okumaya hazir hale getirildi.

17. Okuma sirasinda lamlarin tizerine 60 pL 20 pg/mL etidiyum bromiir ¢ozeltisi ilave
edildi.

18. Floresan mikroskobunda bilgisayar programi yardimiyla her lamda 100 hiicre
degerlendirildi. DNA hasar derecesi kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk

momenti olarak belirlendi.
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19. DNA hasar1 degerlendirme basamaklari ilave bir DNA hasarin1 6nlemek amaciyla
karanlik ortam kosullarinda gerceklestirildi.
20. Calismalar ii¢ kez tekrarlanarak sonuglar bu tekrarlarin ortalamasi seklinde ifade
edildi.

3.4.4. Genistein ve 5-florourasil’in Hiicre Yiizey Reseptor Proteinleri DR4
ve DR5’in Yiizey Ekspresyonlar1 Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi
1. 5x10° hiicre/25 cm? flask olacak sekilde hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicrelerin
kiiltiir ortamina uyum saglamalari i¢in 24 saat siireyle 37°C ve %5 CO: kosullarinda
inkiibasyon uygulandi. Inkiibasyondan sonra genistein (SW480 hiicreleri i¢in 1 uM ve
SW620 hiicreleri i¢in 0,5 pM), 5 — florourasil (1 uM) ve kombinasyonlari ile 48 saat
siireyle inkiibe edildi. (Hiicre sayis1 en az 1 x10%/mL olmali)
2. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsinlendi ve 15 mL’lik tiiplerde 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij yapildu.
3. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra serumsuz besiyerinde 30 dk +4 °C’de
bekletildi.
4. Besiyeri 1200 rpm 5 dK santrifiij yapilarak ¢oktiirtildii.
5. 2 mL hiicre boyama tamponu (cell staining buffer) ile 2 kez yikama yapildu.
6. 5x10° hiicre, 1530 uL hiicre boyama tamponu eklenerek DR4, DR5 ve 1gG2B
(izotip kontrol) igin tiip basina en az 1x10%/500 pL hiicre olacak sekilde iige boliindii.
7. Her tiipe 10’ar pL antikor (fikoeritrin konjuge anti — insan DR4, DR5 ve 1gG2B)
eklenerek vortekslendikten sonra karanlikta 30 dakika +4 °C’de bekletildi.
8. 2 mL hiicre boyama tamponu ile 2 kez yikama yapildi ve 1 mL hiicre boyama
tamponu iginde siispande edilerek okumaya hazir hale getirildi.
9. %4 paraformaldehit iceren PBS’den tiip basina 20 pL eklenerek fiksasyon yapildi.

10. Akim sitometri cihazinda degerlendirme yapildi.

3.45. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’In SW480 ve SWé620
Hiicrelerinde Hiicre Siklusu Uzerindeki Etkilerinin Akim Sitometrisi Cihaziyla
Tayini
1. 2x108 hiicre / 25 cm? flask olacak sekilde ekilen SW480 ve SW620 hiicreleri 24 saat
inkiibasyon siiresinden sonra genistein (0,5— 1 uM), 5 — florourasil (1 uM) ve TRAIL
(5 - 10 ng/mL), bu maddelerin ikili ve {iglii kombinasyonlar1 ile 48 siire boyunca
inkiibe edildi.
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2. 15 mLlik tiiplere aktarilan hiicreler 1 mL PBS ¢ozeltisi ile yikanip, 1 mL Tripsin —
EDTA ¢ozeltisi ile 3 dk inkiibe edilerek tutunduklari yiizeyden kaldirildi.

3. Hiicre siispansiyonu iizerine 3 mL besiyeri ilave edildikten sonra hiicreler tiiplere
aktarildi.

4. 1200 rpm ve 5 dk santrifiij uygulandiktan sonra iist faz uzaklagtirilip hiicreler 1 mL
PBS iginde siispande edildi.

5. 1 mL soguk etanol (%96) ilave edilerek fiksasyon yapildi.

6. Akim sitometrisi cihazi ile hiicreler incelendi.

3.4.6. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620
Hiicrelerindeki Apoptotik Etkilerinin Akim Sitometrisi Cihaziyla Tayini
1. SW480 ve SW620 hiicreleri 2x10° hiicre/25 cm? flask olacak sekilde ekildikten
sonra 24 saat siireyle inkiibe edildi.
2. Inkiibasyon sonras1 hiicrelerin genistein (0,5 — 1 pM), 5 — florourasil (1 uM) ve
TRAIL (5 - 10 ng/mL), bu maddelerin ikili ve liglii kombinasyonlari ile 48 saat siireyle
inkiibasyonlar1 saglandi.
3. Hiicreler inkiibasyon sonunda 1’er mL PBS ile yikandiktan sonra 3’er mL Accutase
cozeltisi ilave edilerek tutunduklart yiizeyden uzaklastirildi.
4. Hiicrelerin lizerine 5 mL besiyeri eklenerek hiicre slispansiyonu santrifiij tiiplerine
alind1.
5. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij uygulanark 2 mL soguk PBS ¢ozeltisi ile yikama islemi
uygulandi.
6. 1X Annexin V baglayici tampon ¢ozelti ilavesi ile 1x10° hiicre/mL olacak sekilde
seyreltildi.
7. Siispansiyondan 100 pL alinarak 5 mL’lik kiiltiir tiiplerine aktarildi.
8. Uzerine her madde ilavesinden sonra vortekslenmek iizere 5 uL. FITC Annexin V
cozeltisi ve 5 puL Pl ilave edildi.
9. Hiicreler 15 dk karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildi.
10. Her tiipe 400 pnL 1X Annexin V baglayici tampon ¢ozeltisi ilave edildikten sonra

akim sitometrisi cihazi ile analiz edildi.
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3.4.7. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’mm SW480 ve SW620
Hiicrelerindeki Reaktif Oksijen Tiirleri Uzerindeki Etkilerinin Tayini
1. 2,5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekimi yapilan SW480
ve SW620 hiicreleri 24 saat siireyle inkiibe edildi.
2. Kiiltiir besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 100 nL. ROS analiz tamponu ile
yikandi.
3. Hiicreler 100 uLL ROS label ¢6zeltisi ile 45 dakika, 37 °C ve karanlikta inkiibe edildi.
4. ROS label c¢ozeltisi uzaklagtirildiktan sonra 100 pL fenol kirmizisi igermeyen
besiyeri i¢inde test maddeleriyle inkiibe edildi.
5. Test maddeleri ve kontrol grubu (genistein (0,5 — 1 uM), 5 — florourasil (1 uM) ve
TRAIL (5 - 10 ng/mL), bu maddelerin ikili ve {iglii kombinasyonlar1) varliginda 48

saat sonuna kadar belirli araliklarla Ex/Em: 495/529 nm’de floresans 6l¢iimii yapildi.

3.4.8. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’In SW480 ve SWé620
Hiicrelerindeki Mitokondriyal Membran Potansiyeli Uzerindeki Etkilerinin
Tayini
1. 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilen SW480 ve
SW620 hiicreleri 24 saat siireyle inkiibe edildi.

2. Hiicreler genistein (0,5 — 1 uM), 5 — florourasil (1 uM) ve TRAIL (5 - 10 ng/mL),
bu maddelerin ikili ve li¢lii kombinasyonlar1 ile 90 pL besiyeri icinde ve 48 saat
siireyle inkiibe edildi.

3. Her kuyucuga 10 pL JC-1 boyama ¢ozeltisi eklendi ve 1 dk yatay ¢alkalayicida
karistirildiktan sonra 15 dakika inkiibasyona birakildi.

5. 96 kuyucuklu plaklar 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve stipernatant kismi aspire
edildi.

6. Her kuyucuga 200 pL analiz tamponu ilave edildi ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
uygulandi. Siipernatant kismi1 uzaklastirildi. Bu basamak iki kez tekrarlandi.

7. Her kuyucuga 100 pL analiz tamponu ilave edildi. Saglikli hiicreler Ex/Em: 535/595
nm’de, apopitotik hiicreler Ex/Em: 485/535 nm’de oOlciilerek bu degerlerin oram

saglikl hiicre gostergesi olarak kullanildi.
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3.4.9. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’In SW480 ve SW620
Hiicrelerindeki Kaspaz 3, 8 ve 9 Aktiviteleri Uzerindeki Etkilerinin Tayini
1. 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 90 pL besiyeri iginde 96 kuyucuklu plaklara
ekilen hiicreler 24 saat inkiibe edildi.
2. 96 kuyucuklu plaklar 800 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra besiyeri degistirildi.
3. 100 uL fenol kirmizist igermeyen besiyeri iginde genistein (0,5 — 1 uM), 5 —
florourasil (1 uM) ve TRAIL (5 - 10 ng/mL), bu maddelerin ikili ve {igli
kombinasyonlari ile 48 saat siireyle inkiibe edildi.
4. Her kuyucuga kaspaz 3, 8 ve 9 substrat1 igeren analiz tamponu ¢ozeltisinden 100’er
uL eklendi.
5. Plaklar oda sicakliinda 1 saat siireyle inkiibe edildi.
6. Spesifik dalga boylarinda Ex/Em: 535/620 nm (kaspaz 3), Ex/Em: 490/525 nm
(kaspaz 8) ve Ex/Em: 370/450 nm (kaspaz 9) dl¢liim yapildi.

3.4.10. SW480 ve SW620 Hiicrelerinde Apoptotik Proteinler (DR4, DRS)
ve Antiapoptotik Proteinler (Bcl — xL, BcL-2, XIAP, DcR1, DcR2)’in Gerg¢ek
Zamanh PCR Yontemiyle Belirlenmesi
1. 25 cm? flask basma 1 milyon hiicre olacak sekilde ekilip genistein (0,5 — 1 uM), 5
—florourasil (1 uM) ve TRAIL (5 - 10 ng/mL) uygulanan hiicreler 48 saatlik maruziyet
siiresi sonunda inkiibatérden ¢ikarildi.

2. Besiyerlerinin aspirasyonu i¢in RNaz icermeyen pipet ucu kullanildi.

3. Aspirasyon isleminden sonra hiicreler 1 mL PBS ile 2 kere yikand.

4. Hiicreleri tutunduklarn yilizeyden kaldirmak i¢in flasklara 0,5 mL tripsin ilave edildi.
5. Tripsin aktivitesini durdurarak hiicrelerin zarar gormesini 6nlemek amaciyla 3 mL
besiyeri ilave edildi.

6. 15 mL’lik steril tiipler 6rnek sayis1 adedince numaralandirilarak hazir hale getirildi.
7. Hiicrelerin 3’er kez silispande edilmesinin ardindan hiicre siispansiyonu tiiplere
aktarildi. 1200 devir/dakika hizda 5 dk santrifiij edildi ve ust fazlar aspirasyon
islemiyle uzaklastirildi.

8. Besiyerinin uzaklastirmak amaciyla 1 mL PBS ile 2 kez yikama islemi uygulandi.
(PBS ilavesi yapildiktan sonra sert bir yiizeye vurularak veya tirnakla hafifce vurularak
hiicreler dagitilmasi saglandi).

9. mMRNA izolasyonu asamasina devam edildi.
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10. mRNA izolasyonu i¢in RNeasy Plus Mini Kit© kullanildi.
11. Deney basamagindan 6nce gerekli ¢ozeltiler hazirlandi:

e 9%70’lik etanol (RNaz igermeyen su i¢inde hazirlanmistir)

e RPE Calisma Cozeltisi

e RLT-B-merkaptoetanol Tampon Cdzeltisi
12. 350°’ser pL RLT-B-merkaptoetanol ¢ozeltisi ¢oken hiicrelerin {izerine
koplirmemesine dikkat edilerek eklendi. Pipetaj yapildiktan sonra 30 saniye vorteks
uygulandi. Boylece gDNA eliminator spin kolonundan gegirilmeye hazir hale getirildi.
13. Vorteksten alinan hiicre lizatinin tamami (350 uL) 3 kez stispande edilerek gDNA
eliminator spin kolonuna (2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirilmis) kdpiirmemesine
dikkat edilerek ilave edildi. Her islem asamasinda pipet ucu degistirildi.
14. gDNA eliminator spin kolonlu ependorflara 30 saniye 11 bin devir/dk hizda
santrifiij uygulandi ve kolonlar atildi.
15. Kolon membranlarinda s1vi veya kopiik kalmamasina 6zen gosterildi, membranda
kopiik veya sivi varsa santrifiij tekrar uygulandi.
16. Toplama tiipliniin icerisindeki eliiat lizerine 1:1 (350 pL) %70’lik etanol ilavesi
yapild1 ve son hacim 700 pL oldu. Kopiik olugsmamasina 6zen gosterilerek pipetaj
uygulandi.
17. 2 mL’lik toplama tiipline yerlestirilmis haldeki RNeasy spin kolonlar standa
yerlestirildi.
18. Pipetajdan sonra hiicreler RNeasy spin kolonlarina yavasca tiip cidarlarindan
aktarild1 ve kolonlarin kapaklar1 kapatildi.
19. Kolonun iist kisminda kdpiik ve son kisminda da damla kalmayacak sekilde 20
saniye, 11 bin devir/dk hizda santrifiij uygulandi.
20. S1v1 veya koplik kalan kolonlar tekrar 30 saniye santrifiij edildi.
21. Boylece RNA’nin kolonlara tutulmasi saglandi. Kolonlarin altinda yer alan sivi
igeren toplama tiipleri atildu.
22. Kolonlar 2 mL’lik ve numaralandirilmis steril toplama ependorflarina aktarildi.
23. Kolonlara 700 uL. RW1 yikama ¢ozeltisi ilave edildi. Kapaklar kapatilarak 20
saniye 11 bin devir/dk hizda santrifiij edildi ve dipte kalan yikama sular1 uzaklastirilda.

24. Kolonlar 2 mL’lik temiz toplama tiiplerine aktarildi.
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25. Hazir haldeki RPE Tampon ¢6zeltisinden 500 pL RNeasy spin kolonlarina eklendi.
Ardindan, 20 saniye 11 bin devir/dk hizda santrifiij uygulandi ve sivi kisimlar
uzaklastirildi.
26. 500 uLL RPE tampon ile bir kez daha yikanarak 3 dk 10 bin devir/dk hizda santrifiij
uygulandi. Etanoliin kolondan uzaklagmasini saglamak icin kolonlar 2 kez yikandi.
27. Swv1 kalintilarin1 uzaklagtirmak amaciyla 2 mL’lik steril toplama ependorflarina
kolonlar yerlestirildi ve 1 dk 10 bin devir/dk hizda santrifiij uygulandi.
28. RNeasy spin kolonlar baska 1,5 mL’lik toplama tiiplerine yerlestirildi.
29. Kolonlardan 40 pL RNaz igermeyen su gegirildi ve her asamada pipet ucu
degistirildi.
30. Kolon kapaklar1 kapatildiktan sonra 1 dk 11 bin devir/dk hizda satrifiij ugulanarak
RNA celiie edildi. (Bu islem 2 kez tekrar edildi.)
31. Altta toplanan sivi kisimlar ile RNA izolasyonu tamamlanmis oldu. Santrifiij
sonrasinda pipetaj uygulanarak RNA igeren sivi kisitm homojen hale getirildi.
32. Nanodrop cihazi kullanilarak RNA kalite 6l¢iimleri degerlendirildi.
33. Olgiim sonucunda RNA kaliteleri ve miktarlariin uygun degerler arasinda oldugu
belirlendi. Bu degerlendirmeye gore;

e A260/A280=19-21

e RNA miktar1 = 25 ng - 5 ng araliginda yer almaktadir.
34. Olgiilen sonuglar ng/uL cinsinden ifade edilmektedir.
35. cDNA eldesi i¢in RT2 First Strand Kit© kullanildi.
36. Deney diizeneginde c¢alisilacak orneklerden elde edilen RNA’larin miktarlari en
diisiik sonuca gore esitlendi.
37. cDNA sentezi i¢in 8 uL’lik toplam hacimde 500 ng RNA ile ¢aligildi.
38. En diisiik RNA miktar1 bulunan 6rnege gore hesaplamalar yapildu.
39. 0,2 mLlik steril tiipler etiketlendikten sonra hesaplanan RNA ve su miktarlar1 6nce
sular sonra RNA’lar olacak sekilde tiiplere eklendi ve homojen karigim elde etmek icin
birka¢ defa pipetaj uygulandi.
40. Her bir tiipe 2’ser uL. GE tampon ¢ozeltisi ilave edildi ve pipetaj uygulandi.
41. Ornek tiipleri RT-PCR cihazinda 42°C’de 5 dk inkiibasyona birakildh.
42. Daha sonra tiipler aniden sogumalarini saglamak amaciyla -20°C’de 1 dk
bekletildi.
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43. Soguk blok iizerindeki tiiplere 10’ar pL ters transkripsiyon karigim ¢ozeltisinden
eklendikten sonra yaklasik 10 kere pipetaj uygulandi.

44. 42°C’de 15 dk, 95°C’de 5 dk kosullarinda termal dongii cihazinda inkiibasyona
birakildi.

45. Inkiibasyondan sonra 91’er pL RNaz igermeyen su eklenerek 10 kere pipetaj
uygulandi. Boylece her bir 6rnek i¢in 111 pL. cDNA’lar elde edildi.

46. RT-PCR i¢in “RT2 qPCR Primer Assay” ve “RT2 SYBR Green Mastermixes”
kitleri kullanildu.

47 Her bir 6rnek ve primerler i¢in ayr1 ayri mastermix karisimlari 0,2 mL’lik tiiplere
hazirlandi.

48. SW480 ve SW620 hiicreleri ayr1 ayr ¢alisildi.

49. 8 ornek + 1 (NTC) =9 6rnek ve 8 primer i¢in hesaplama yapilarak calisildi.

50. Gen sayis1 kadar mastermix 0,2 mL’lik tiiplere hazirlandi. Toplam 6rnek sayisi i¢in
gerekli miktar mastermix Tablo 3.1.’e gore hesaplandi.

Tablo 3.1. Bir reaksiyon i¢in PCR karisim bilesenleri.

Bilesen Hacim
RT2 SYBR Green Mastermix 12,5 ulL
cDNA sentez reaksiyonu 5uL
RT2 qPCR Primer Assay 1uL
RNaz igermeyen su 6,5 uL
Toplam hacim 25 pLL

51. Once hazirlanan mastermix’ler (20’ser uL) daha sonra da her bir cDNA (5’er pL)
0,1 mL’lik tiiplere eklendi.

52. Tiiplerin kapaklar kapatildiktan sonra 72’lik mavi rotora 1 numaradan baglayarak
dizildi. Rotordaki bos kisimlar bos tiiplerle dolduruldu. Sonrasinda, tizerine kelepgesi
takilarak RT-PCR cihazina yerlestirildi.

53. RT-PCR cihaz1 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 30 saniye
kosullarinda ayarlandi ve 40 dongii olacak sekilde calistirildi.
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3.5. istatistiksel Yontem

Sonuglar ortalama + standart sapma ve ortalama + standart hata olarak verildi.
SPSS 10.5 Windows programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro — Wilk testiyle yapildi. Varyans homojenligi Levene testiyle belirlendi.
Normal dagilim gosteren verilerin grup ortalamalar1 arasindaki fark tek yoli varyans
analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Post hoc analizi ise, varyansin homojen oldugu
durumda Tukey testi, homojen olmadigi durumda ise Dunnett’s T3 testi ile yapildi.
Normal dagilim gostermeyen verilerde Kruskal Wallis testini takiben Mann — Whitney
U testi kullanilarak gruplar arasindaki farklilik degerlendirildi. p<0,05 ve p<0,001,

istatistiksel olarak anlaml: kabul edildi.

Gen ekspresyon analizinde 6rneklerin Ct degerleri negatif kontrol grubu ile
QIAGEN Analytics Software Online Yazilim Programinda degerlendirildi. Ortalama
Ct, ACt, 22 kat degisimi (fold change) ve kat regiilasyonu (fold regulation) degerleri
hesaplanarak karsilastirildi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620 Hiicrelerinde

MTT Yoéntemi ile Sitotoksisitesinin Belirlenmesine liskin Bulgular

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620 hiicre canliliklarini 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon siirelerine ait MTT verilerine gére doz bagimli olarak inhibe ettigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte, 5-florourasil her iki hiicre hattinin hiicre canliligim
zaman bagimli olarak inhibe etmistir. Genistein ve 5-florourasil’in 24 ve 72 saat igin
SW480 hiicrelerinde ICso degerleri hesaplanamamistir. Genistein’in 48 saat
inkiibasyon siiresi i¢in SW480 hiicrelerinde ICso degeri 375,83 uM olarak
belirlenmistir. TRAIL’1n 24, 48 ve 72 saat siireyle inkiibasyon i¢in ICsg degerleri 93,35
ng/mL, 138,45 ng/mL ve 192,99 ng/mL olarak bulunmustur.

Genistein’in SW620 hiicrelerindeki 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri ig¢in ICsp
degerleri sirastyla 351,14 uM ve 190,64 uM olarak bulunmustur. 5-florourasil’in 48
saat inkiibasyon siiresi i¢in ICsg degeri 794,41 uM olarak tespit edilmistir. TRAIL 1n
SW620 i¢in ve 24, 48, 72 saat inkiibasyon siirelerine ait ICso degerleri sirasiyla 20
ng/mL, 19,43 ng/mL ve 50,16 ng/mLolarak belirlenmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Genistein (G), 5-florourasil (5-FU) ve TRAIL’1in SW480 (A-C) ve SW620
(D-F) hiicre canliliklar tizerindeki {izerindeki etkileri.*

*Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama + standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamhiligi gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’1n ikili ve ii¢li kombinasyonlarna ait
sitotoksik etkiler degerlendirildiginde kombinasyonlarin tek uygulanan madde
gruplarina gore hiicre canliliklarini daha fazla inhibe ettikleri gorilmiistiir. (Sekil 4.2.)

Ayrica, liglii kombinasyonlar ikili kombinasyonlara gore daha sitotoksik bulunmustur.
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Sekil 4.2. Genistein (G), 5-florourasil (5-FU) ve TRAILin ikili ve igli
kombinasyonlarmin SW480 (A) ve SW620 (B) hiicre canliliklart
tizerindeki lizerindeki etkileri.™

*Sonuglar iic bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama + standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamhiligr gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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Uygulanan kombinasyon gruplarindan hiicre canliliginin inhibisyonu etkisi
acisindan sinerjistik etkili olanlarin belirlenmesi amaciyla kombinasyon indeksi
temelli analiz uygulanmistir. Bu analiz sonuglarina gore; kombinasyon indeksi
degerleri genistein (G), 5-florourasil (F) ve TRAIL (T) olmak iizere SW480
hiicrelerinde 1 uM genisteine ait G+T i¢in 0,02; G+F i¢in 0,003 ve G+F+T i¢in 0,123
olarak; SW620 hiicrelerindeki 0,5 uM genisteine ait G+T igin 0,73; G+F i¢in 0,015;
G+F+T i¢in 0,59 olarak belirlenmistir (Sekil 4.3.).

ir 2
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o G+T ) 5 oo
L G+F I GFeT
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T ===y
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Sekil 4.3. Genistein (G), 5-florourasil (F) ve TRAIL (T)'m ikili ve igli
kombinasyonlarina ait kombinasyon indeksine (CI) kars1 etkilenen faktor
(Fa) grafikleri (Yatay ¢izgi altindaki degerler sinerjistik etkiyi, izerindeki
degerler antagonistik etkiyi ifade etmektedir).

Hiicrelerin madde inkiibasyonlar1 sonrasindaki yenilenme kabiliyetleri
yenilenme (recovery) MTT yontemiyle degerlendirilmistir. TRAIL 1 her iki hiicre
hattinda da hiicrelerin yenilenme kabiliyetlerinin kaybinda daha etkili oldugu
bulunmustur. Ayrica, {U¢lii kombinasyonlar ikili kombinasyonlara gore hiicre

yenilenme kabiliyetlerini inhibe etmekte daha etkilidir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Genistein (G), 5-florourasil (5-FU) ve TRAIL’1n SW480 (A) ve SW620 (B)
madde inkiibasyonu sonrasindaki yenilenme/gogalma kabiliyetleri
iizerindeki tizerindeki etkileri.*

*Sonuglar iic bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama + standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamhiligr gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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4.2. Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620 Hiicrelerinde
Comet Yontemi ile DNA Hasar1 Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesine fliskin
Bulgular

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620 hiicrelerinde kuyruk
yogunlugu cinsinden DNA hasarinin negatif kontrole kiyasla arttigi gorilmistiir
(Sekil.4.5.). Ayrica, uygulanan ikili ve {iclii kombinasyonlarin TRAIL grubu harig
maddelerin tek uygulandigi gruplara gore negatif kontrole kiyasla DNA hasarini
arttirmakta daha etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, SW620 hiicrelerinde
“0,125 uM G + 5 ng/mL TRAIL” ve “0,25 uM G + 5 ng/mL TRAIL” gruplarindaki
DNA hasari negatif kontrole kiyasla anlamli sekilde artmistir (p < 0,001).
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Sekil 4.5. Genistein (G), 5-florourasil (5-FU), TRAIL ve bu maddelerin ikili, ti¢lii
kombinasyonlarinin SW480 (A) ve SW620 (B) hiicrelerinde kuyruk
yogunlugu cinsinden DNA hasar tizerindeki etkileri.*

*Sonuglar iic bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama =+ standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamliligi gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

4.3. Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620 Hiicrelerinde
Hiicre Siklusu, DR4 ve DR5 Yiizey Ekspresyonlar: ile Apoptotik Etkilerinin
Belirlenmesine iliskin Bulgular

Genistein, 5-florourasil, TRAIL ve bu maddelerin kombinasyonlarinin hiicre
siklusu tizerindeki etkileri akim sitometrisi ile belirlenmistir (Sekil 4.7.). Negatif
kontrole kiyasla SW480 hiicrelerinde 1 pM genistein ve SW620 hiicrelerinde 0,5 uM
genistein ile inkiibe edilmis hiicrelerde G0/G1 fazindaki hiicre yiizdesi artis1 en
fazladir. SW620 hiicrelerinde 1 uM 5-FU + 5 ng/mL TRAIL ile inkiibe edilmis
hiicrelerde ve SW480 hiicrelerinde 10 ng/mL TRAIL ile inkiibe edilmis hiicrelerde S
fazindaki hiicre ylizdeleri negatif kontrole kiyasla en fazla bulunmustur. SW480
hiicrelerindeki G2/M fazindaki birikim artis1 1 uM 5-florourasil, SW620 hiicrelerinde

0,5 uM genistein ile inkiibasyon sonrasinda gozlenmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Genistein (G), 5-florourasil (5-FU), TRAIL ve bu maddelerin ikili, tglii
kombinasyonlarinin SW480 (A) ve SW620 (B) hiicrelerinde hiicre siklusu
tizerindeki etkileri.*

*Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama + standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamhligi gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’mn DR4 ve DRS TRAIL agonistik yiizey
reseptorlerinin ekspresyonlari iizerindeki etkileri degerlendirildiginde, genistein ve 5-
florourasil’in TRAIL aracili apopitozu DRS ylizey reseptoriiniin ekspresyonunu
arttirarak kolaylastirdig1 tespit edilmistir. Ayrica, genistein ve 5-florourasil’in
apoptotik etkilerine SW480 hiicrelerinin SW620 hiicrelerinden daha duyarli oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. Genistein (G) ve 5-florourasil (5-FU)’in SW480 hiicrelerinin DR4 ve DR5
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Sekil 4.8. Genistein (G) ve 5-florourasil (5-FU)’in SW620 hiicrelerinin DR4 ve DRS

yiizey ekspresyonlar1 lizerindeki etkisi.
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Anneksin V FITC apopitoz tayin analizi sonuglar1t DR5 ekspresyon diizeyleri
ile uyumludur. Genistein, 5-florourasil, TRAIL ve kombinasyonlarinin SW480
hiicrelerindeki apoptotik hiicre yilizdesini negatif kontrole kiyasla arttirdig
belirlenmistir. SW620 hiicrelerinde ise, 0,5 uM genistein + 1 uM 5-florourasil’in geg
apoptotik hiicre yilizdesini, 0,5 uM genistein + 1 uM S-florourasil + 5 ng/mL TRAIL
kombinasyonunun erken apoptotik hiicre yiizdesini negatif kontrole kiyasla daha fazla

arttirdigr goriilmiistiir (Sekil 4.9.).

120
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100 I
_ % * " *
o 80 , " .
5
2 60
= 40
* o * 4 * ok x ¥
) lem (Ma [ma (SN [Am | O@ [lem | W0
Negative %0,5 1uMG 1uM5-FU 10ng/mL 1uM G+ 1uM5-FULI UM G+11puMG+1
Control DMSO TRAIL 10 ng/mL +10 UM 5-FU pM 5-FU +
TRAIL ng/mL 10 ng/mL
TRAIL TRAIL
A mOli OCanli WErken Apopitoz B Geg Apopitoz
120
o . . SW620
— — = — R — = -
) 80
S
2 60
X 40
20 ¥
0 N T I P T O A R M RPN R
Negative %0,5 0,5uMG 1uM5-FU 5ng/mL 05pMG 1pM5- 05puMG 0,5uMG
Control DMSO TRAIL  +5ng/mL FU+5 +1puM5- +1uM5-
TRAIL ng/mL FU FU+5
TRAIL ng/mL
B mOli OCanh MErken Apopitoz B Geg Apopitoz TRAIL

Sekil 4.9. Genistein (G) ve 5-florourasil (5-FU)’in SW480 (A) ve SW620 (B)
hiicrelerindeki apoptotik etkileri.*

*Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama =+ standart hata seklinde
ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel olarak
anlamliligr gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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4.4. Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620 Hiicrelerinde
Kaspaz 3-8-9 Aktiviteleri, Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve ROS
Diizeylerinin Belirlenmesine iliskin Bulgular

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’In SW480 ve SW620 hiicrelerindeki
apoptotik etki mekanizmasii belirlemek amaciyla kaspaz 3-8-9 aktiviteleri,
mitokondriyal membran potansiyelleri ve ROS diizeyleri belirlenmistir. Kaspaz 3-8-9
aktiviteleri degerlendirildiginde, her iki hiicre hattinda da uygulanan {gli
kombinasyonlarin negatif kontrol ve tek uygulanan madde gruplarina gore kaspaz
aktivitelerinin daha fazla arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, SW480 hiicrelerinde
genistein ve TRAIL kombinasyonunun kaspaz aktivitesini en fazla arttirdigi
gorilmistiir (Sekil 4.10.).
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Kontrol DMSO FU TRAIL 10ng/mL FU+10 pM5-FU 1uM5-
TRAIL ng/mL FU + 10
TRAIL ng/mL
TRAIL
A

OKaspaz-3 MKaspaz-8 MKaspaz-9
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SW620

Negatif %05 O5uMG 1pM5- 5ng/mL 05pMG 1uM5- 0,5pMG 0,5uMG

Relatif Kaspaz Aktivitesi
o000 rRppkpek
ONDPOOOFLNDO O

Kontrol DMSO FU TRAIL +5ng/mL FU+5 +1puM5-+1uM5-
TRAIL ng/mL FU FU+5
TRAIL ng/mL
TRAIL

OKaspaz-3 MWKaspaz-8 MWKaspaz-9

Sekil 4.10. Genistein, 5 - florourasil ve TRAIL’1n negatif kontrole kiyasla SW480 (A)
ve SW620 hiicrelerindeki Kaspaz 3-8-9 aktiviteleri lizerindeki etkileri.*

*Sonuglar iic bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama =+ standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamhiligi gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’in mitokondriyal membran potansiyeli
tizerindeki etkileri saglikli hiicrelerin apoptotik hiicrelere oraninin ifadesi olan JC-1
floresans orani ile degerlendirilmistir. Uygulanan test maddelerinin ikili ve {iglii
kombinasyonlariin SW480 hiicrelerinde negatif kontrol ve tek uygulanan madde
gruplarina gore JC-1 oranin1 daha fazla azalttig1 belirlenmistir. SW620 hiicrelerinde
ise, 5 ng/mL TRAIL ile 0,5 uM genistein + 5 ng/mL TRAIL kombinasyonu JC-1
oranini negatif kontrole kiyasla daha fazla azaltmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’iIn SW480 (A) ve SW620 (B)
hiicrelerindeki JC-1 agregatlarinin JC-1 monomerlerine orani seklindeki
mitokondriyal membran potansiyelleri tizerindeki etkileri.™

*Sonuglar iic bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama + standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamhligi gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL 1 SW480 ve SW620 hiicrelerindeki ROS
diizeylerinin degisimindeki etkileri degerlendirildiginde, ROS diizeyinin negatif
kontrole kiyasla her iki hiicre hattinda da arttig1 belirlenmistir. SW480 hiicrelerinde en
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fazla ROS artigina 5-florourasil neden olurken, SW620 hiicrelerinde genistein ve 5-
florourasil’in ikili ve ii¢clii kombinasyonlar1 negatif kontrole kiyasla ROS diizeyini

daha fazla arttirmistir (Sekil 4.12.).
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B TRAIL TRAIL ng/mL
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Sekil 4.12. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’in SW480 (A) ve SW620 (B)
hiicrelerindeki ROS diizeyleri iizerindeki etkileri.™

*Sonuglar iic bagimsiz deneyin ortalamasi olarak ve ortalama + standart sapma
seklinde ifade edilmistir. *p < 0,05, **p < 0,001, negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamhligi gostermektedir. +p < 0,05, ++p < 0,001, pozitif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

4.5. Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’1n Gen Ekspresyon Analizine Ait
Bulgular

Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’1n apoptotik ve antiapoptotik genler (Bcl-
XL, Bcl-2, XIAP, DR4, DRS5, DcR1, DcR2) iizerine etkilerini incelemek amaciyla
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SW480 ve SW620 hiicreleri sirastyla 1 ve 0,5 uM konsantrasyonlarda genisteine, 1
uM 5 — florourasile, sirasiyla 10 ve 5 ng/mL TRAIL ligandina tek tek ve

kombinasyonlar1 halinde 48 saat boyunca maruz birakilmistir.

Gen ekspresyon degerlendirme yazilim programinda Ct (esik dongii degeri)

degerleri kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir.

45.1. Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’1n SW480 Hiicrelerinde 48
Saatlik inkiibasyon Siiresi Sonundaki Gen Ekspresyon Analizlerine Ait Bulgular

SW480 hiicrelerinde negatif kontrol, ¢oziicli kontrol (%0,5 DMSO), genistein,
5 — florourasil ve TRAIL dozlarma ait Ct degerleri Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.°de
verilmistir. Sonuglar degerlendirilirken {ist sinir Ct degeri 35 olarak alinmistir. 35’ten
daha yiiksek degerler de 35 olarak kabul edilmistir. GAPDH geni (gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz) kontrol geni olarak kullanilmistir. Genistein, 5 — florourasil ve
kombinasyonlar1 ¢oziicii kontrol ile, TRAIL grubu ise negatif kontrol ile

kiyaslanmistir.

ACt degerleri incelendiginde kontrol gruplarina kiyasla Bel — XL geni i¢in, tiim
gruplarda azalma; Bcl — 2 geni igin, “10 ng/mL TRAIL” grubu disindaki gruplarda
azalma; XIAP geni igin, “10 ng/mL TRAIL” grubunda azalma gozlenirken diger
gruplarda artma; DR4 geni i¢in, genistein ve TRAIL 1n tek uygulandiklart gruplar ile
ikili kombinasyonlarda artma; DRS5 geni igin, “10 ng/mL TRAIL”, “1 uM 5 — fu” ve
“IluM G+ 1 uM 5 — fu + 10 ng/mL TRAIL” gruplarinda azalma ve diger gruplarda
artma; DcR1 geni i¢in biitlin gruplarda azalma; DcR2 geni i¢in, “1 uM G+ 1 uM 5 —
fu”, “1 uM G + 1 uM 5 — fu + 10 ng/mL TRAIL” ve “10 ng/mL TRAIL” gruplari
disindaki diger gruplarda artma goriilmiistiir.

24t degerleri incelendiginde kontrol gruplarina kiyasla, Bel — XL geni i¢in
“1 uM G + 10 ng/mL TRAIL” grubu diginda artma; Bcl — 2 geni i¢in “10 ng/mL
TRAIL” grubu disindaki gruplarda artma; XIAP geni i¢in, “10 ng/mLTRAIL”
grubunda artma gozlenirken diger gruplarda azalma; DR4 ve DR5 genleri igin, “1 uM
5-fu“ve “1 uM G+ 1 puM 5 —fu + 10 ng/mL TRAIL” gruplarinda artma ve diger
gruplarda azalma; DcR1 geni icin biitiin gruplarda artma; DcR2 geni i¢in, “1 uM G
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+1pM5—fu”, “l pM G + 1 uM 5 — fu + 10 ng/mL TRAIL” ve “10 ng/mL TRAIL”

gruplar1 disindaki diger gruplarda artma belirlenmistir.

Kat degisimi ve kat regiilasyonu degerleri incelendiginde kontrol gruplarina
kiyasla, Bcl — XL geni i¢in, “1 uM G + 10 ng/mL TRAIL” grubu harig ikili ve tglii
kombinasyonlar ile “10 ng/mL TRAIL” grubunda artis gézlenirken Bcl — 2 geni igin,
“l uM G + 10 ng/mL TRAIL” grubu harig ikili ve ii¢lii kombinasyonlarda istatistiksel
olarak anlamli artis gézlenmistir. XIAP geni i¢in, “1 uM G” disindaki tiim gruplarda
anlamlt azalis ve “10 ng/mL TRAIL” grubunda belirgin artis; DR4 geni igin, “10
ng/mL TRAIL” ve “1 uM 5 — fu + 10 ng/mL TRAIL” grubunda anlamli azalis; DR5
geni i¢in, “10 ng/mL TRAIL” grubunda artis ve “1 uM G + 10 ng/mL TRAIL”
grubunda anlamli azalis; DcR1 geni igin, “10 ng/mL TRAIL” grubunda anlamli artis;
DcR2 geni igin ise, “1 pM G” ve “1 uM G + 10 ng/mL TRAIL” gruplarinda anlaml
azalma, “10 ng/mL TRAIL” ve “1 uM G + 1 uM 5 — fu + 10 ng/mL TRAIL”

gruplarinda anlamlr artis belirlenmistir.
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Tablo 4.1. Genistein (G), 5 — florourasil (5 - fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait ortalama Ct

degerleri.
Dozlar / Genler GAPDH Bcl — XL Bcl-2 XIAP
Negatif Kontrol
11,50+ 0,17 16,27+ 0,02 | 25,65+0,04 | 35,00 £ 0,00
Coziicii
Kontrol 12,33 +£ 0,06 16,62 +0,42 | 26,77 £0,12 | 21,61 £0,64
(% 0,5 DMSO)
1M G
11,61 £ 0,06 15,79 £ 0,20 | 26,02+0,02 | 21 £0,42
1 uM 5-fu
11,50+ 0,11 15,30+ 0,00 | 25,37+0,30 | 21,8 £0,21
10 ng/mL
TRAIL 11,51 +£0,09 15,71 £ 0,25 | 25,78 £0,05 | 21,95+0,34
1pM G+
10 ng/mL 10,89 + 0,04 15,23+ 0,03 | 25,24 £0,05 | 21,35+0,28
TRAIL
1 nM 5-fu +
10 ng/mL 11,98 £0,27 15,44 +£ 0,01 | 25,7+ 0,07 23,23+ 1,10
TRAIL
1pM G+
1 uM 5-fu 12,58 +£ 0,00 16,17 +£0,02 | 26,07 £0,03 | 23,69 £+ 0,65
1uyM G+
ITpMSfu+ 300 005 | 14754000 | 24,62+ 030 | 22324072
10 ng/mL
TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.2. Genistein (G), 5 — florourasil (5 - fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait ortalama Ct

degerleri.
Dozlar / Genler DR4 DR5 DcR1 DcR2
Negatif Kontrol
19,19 £0,04 | 21,06 £0,13 | 29,63 £ 0,35 18,89 + 0,05
Coziicii
Kontrol 21,02 +0,10 19,71+ 0,26 | 27,93+0,13 19,39 +£ 0,02
(% 0,5 DMSO)
1pM G
20,57 +0,32 19,07 £ 0,22 27,2+0,12 19,05 £ 0,02
1 pM 5-fu
20,17 +0,11 18,87 +0,17 | 26,71 £0,20 18,75 £ 0,23
10 ng/mL
TRAIL 20,67 £ 0.46 19,21 £ 0,03 26,9 + 0,08 18,59 £ 0,00
1upM G+
10 ng/mL 19,88 £ 0,36 18,53 +£0,04 | 26,41 +0,15 18,29 + 0,01
TRAIL
1 pM 5-fu +
10 ng/mL 21,06 + 0,00 19,37+ 0,13 | 27,49 +0,27 19,16 £ 0,01
TRAIL
1M G +
1 pM 5-fu 21,68 +£0,46 20+ 0,05 27,61 £ 0,58 19,62 +£ 0,21
1M G +
1pMS-fu+ | 5030023 | 185340,09 | 26,55+ 020 | 1826+ 0,02
10 ng/mL
TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.3. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait ortalama

ACt degerleri.
Dozlar / Genler GAPDH Bel - XL Bcl-2 XIAP
Negatif Kontrol
0 4,77 £ 0,15 14,15+ 0,21 | 23,50 +0,17
Coziicii Kontrol
(% 0,5 DMSO) 0 4,29 + 0,49 14,44 + 0,19 9,28 +£0,57
1M G
0 4,18 0,27 14,41 + 0,09 9,39 +0,35
1 pM 5-fu
0 3,8+0,11 13,87 +£0,41 10,3 + 0,09
10 ng/mL
TRAIL 0 4,19 £0,35 14,27+0,15 | 10,44 £0,24
1pM G+
10 ng/mL 0 4,34+ 0,01 14,36 £ 0,09 | 10,46 £0,24
TRAIL
1 pM 5-fu +
10 ng/mL 0 3,46+0,26 13,72+0,35 | 11,26 0,82
TRAIL
1pM G+
1 puM 5-fu 0 3,58 +£0,01 13,48 +£ 0,04 11,1 £0,64
1pM G+
1 pM 5-fu + 0 340005 | 1327035 | 10,97+ 0,66
10 ng/mL
TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.4. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait ortalama ACt

degerleri.
Dozlar / Genler DR4 DR5 DcR1 DcR2
Negatif Kontrol
7,69 £0,21 9,56+0,31 18,13 +£ 0,53 7,40+ 0,22
Coziicii
Kontrol 8,7+0,04 7,38 £0,19 15,60 + 0,20 7,06 + 0,04
(% 0,5 DMSO)
1uM G
8,96 £ 0,25 7,46 £0,15 15,6 £0,05 7,44 + 0,09
1 uM 5-fu
8,67 0,00 7,37 +0,28 15,21 £ 0,32 7,25+ 0,34
10 ng/mL
TRAIL 9,16 £0,36 7,69 + 0,06 15,39 £ 0,01 7,08 £ 0,09
1pyM G +
10 ng/mL 8,99 £ 0,32 7,64 + 0,00 15,52+ 0,20 7,4+ 0,05
TRAIL
1 pM 5-fu +
10 ng/mL 9,08 +0,27 7,39+ 0,13 15,51 +£ 0,00 7,18 £0,28
TRAIL
1M G +
1 uM 5-fu 9,1+0,45 7,41 +£ 0,04 15,03 £ 0,59 7,04 +£0,21
1M G +
IpMS-fu+ | g g 0017 | 7174004 | 15194025 | 691+ 0,02
10 ng/mL
TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.5. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait ortalama
2°2Ct degerleri.

Dozlar / Genler GAPDH Bcl — XL Bcl-2 XIAP
Negatif Kontrol
1 0,036651 0,000055 0
Coziicii Kontrol
(% 0,5 DMSO) 1 0,051296 0,000045 0,001614
1M G
1 0,055169 0,000046 0,00149
1 pM 5-fu
1 0,071794 0,000067 0,00079
10 ng/mL
TRAIL 1 0,054788 0,000051 0,00072
1pM G+
10 ng/mL 1 0,049378 0,000048 0,00071
TRAIL
1 pM 5-fu +
10 ng/mL 1 0,090873 0,000074 0,000409
TRAIL
1pM G+
1 puM 5-fu 1 0,083331 0,000087 0,000456
1pM G+
1pM 5-fu + 1 0,095061 0,000102 0,000499
10 ng/mL
TRAIL

(Kontrol geni GAPDH degeri 1 olarak hesaplanmistir.)
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Tablo 4.6. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait ortalama 24

degerleri.
Dozlar / Genler DR4 DR5 DcR1 DcR2
Negatif Kontrol
0,004843 0,001325 0,000003 0,005941
Coziicii
Kontrol 0,002413 0,006003 0,00002 0,007494
(% 0,5 DMSO)
1M G
0,002008 0,005699 0,00002 0,005739
1 uM 5-fu
0,002455 0,006045 0,000026 0,00657
10 ng/mL
TRAIL 0,001748 0,004826 0,000023 0,007417
1pyM G +
10 ng/mL 0,001967 0,005013 0,000021 0,005921
TRAIL
1 pM 5-fu +
10 ng/mL 0,001848 0,005962 0,000021 0,006896
TRAIL
1M G +
1 uM 5-fu 0,001829 0,00588 0,00003 0,007599
1M G +
1 M S-fu + 0,00281 0,00692 0,000027 0,008315
10 ng/mL
TRAIL

(Kontrol geni GAPDH degeri 1 olarak hesaplanmustir.)
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Tablo 4.7. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480

hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait kat degisimi

degerleri.

Dozlar / Genler

GAPDH

Bel - XL

Bcl-2

XIAP

1M G

1,08

1,02

0,92

1 pM 5-fu

1,4

1,48

0,49

10 ng/mL
TRAIL

1,49

0,92

8539,88

1pM G+
10 ng/mL
TRAIL

0,96

1,06

0,44

1 pM 5-fu +
10 ng/mL
TRAIL

1,77

1,64

0,25

1pM G+
1 pM 5-fu

1,62

1,93

0,28

1pM G+
1 uM 5-fu +
10 ng/mL
TRAIL

1,85

2,25

0,31

(Sonuglar negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrol gruplarina karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmustir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e¢ gore

hesaplanmustir.)
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Tablo 4.8. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480

hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait kat degisimi

degerleri.

Dozlar / Genler

DR4

DR5

DcR1

DcR2

1pM G

0,83

0,95

0,77

1 pM 5-fu

1,02

1,01

1,31

0,88

10 ng/mL
TRAIL

0,36

3,64

6,68

1,25

1pM G +
10 ng/mL
TRAIL

0,82

0,84

1,06

0,79

1 pM 5-fu +
10 ng/mL
TRAIL

0,77

0,99

1,06

0,92

1pM G +
1 pM 5-fu

0,76

0,98

1,49

1,01

1pyM G +

1 pM 5-fu +

10 ng/mL
TRAIL

1,16

1,15

1,33

1,11

(Sonuglar negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrol gruplarina karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmustir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayr temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore

hesaplanmustir.)
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Tablo 4.9. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait Kkat
regiilasyonu degerleri.

Dozlar / Genler GAPDH Bcl — XL Bcl-2 XIAP
1M G
1 1,08 1,02 -1,08
1 uM 5-fu
1 1,4 1,48 -2,04
10 ng/mL
TRAIL 1 1,49 -1,08 8539,88
1pM G+
10 ng/mL 1 -1,04 1,06 -2,27
TRAIL
1 pM 5-fu +
10 ng/mL 1 1,77 1,64 -3,94
TRAIL
1pM G+
1 uM 5-fu 1 1,62 1,93 -3,54
1pM G+
1 uM 5-fu + .
10 ng/mL 1 1,85 2,25 3,24
TRAIL

(Sonuglar negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrol gruplarina karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmustir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmay1, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore
hesaplanmustir.)



70

Tablo 4.10. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait kat regiilasyonu

degerleri.

Dozlar / Genler

DR4

DR5

DcR1

DcR2

1uM

G

-1,2

-1,05

-1,31

1pM 5

-fu

1,02

1,01

1,31

-1,14

TRAI

10 ng/mL

L

2,77

3,64

6,68

1,25

TRAI

1pM G +
10 ng/mL

L

-1,23

-1,2

1,06

-1,27

TRAI

1 pM 5-fu +
10 ng/mL

L

-1,31

-1,01

1,06

-1,09

1M S5

1pM G +

-fu

-1,32

-1,02

1,49

1,01

TRAI

1pyM G +
1 pM 5-fu +
10 ng/mL

L

1,16

1,15

1,33

1,11

(Sonuglar negatif kontrol ve ¢oziicii kontrol gruplarina karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmustir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayi temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore

hesaplanmustir.)
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DcR2
1,4

1,2

*
*
1
* *

0,
0,
0,4
0,

0

1uyMG 1uM5-fu 10ng/ml 1uyM G+ 1uM5-fu+1uMG+11uMG+1
TRAIL 10ng/ml 10 ng/ml  uM5-fu  pM 5-fu +
TRAIL TRAIL 10 ng/ml

TRAIL

(o]

Relatif ekspresyon
[e)]

N

Sekil 4.13. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW480
hiicrelerindeki kontrol gruplarina kiyasla kat degisimi degerleri A) Bcl —
XL ekspresyonu, B) Bcl — 2 ekspresyonu, C) XIAP ekspresyonu, D) DR4
ekspresyonu, E) DR5 ekspresyonu, F) DcR1 ekspresyonu, G) DcR2
ekspresyonu.

45.2. Genistein, 5 — florourasil ve TRAIL’In SW620 Hiicrelerinde 48
Saatlik inkiibasyon Siiresi Sonundaki Gen Ekspresyon Analizlerine Ait Bulgular

SW620 hiicrelerinde negatif kontrol, ¢oziicli kontrol (%0,5 DMSO), genistein,
5 — florourasil ve TRAIL dozlarma ait Ct degerleri Tablo 4.11. ve Tablo 4.12°de
verilmistir. Sonuglar degerlendirilirken tist sinir Ct degeri 35 olarak alinmistir. 35’ten
daha yiiksek degerler de 35 olarak kabul edilmistir. GAPDH geni kontrol geni olarak
kullanilmistir. Genistein, 5 — florourasil ve kombinasyonlar1 ¢oziicii kontrol ile,
TRAIL grubu ise negatif kontrol ile kiyaslanmistir. Caligsmalar iki kez tekrar edilmistir.
ACt degerleri incelendiginde kontrol gruplarina kiyasla, Bcl — XL ve DRS genleri i¢in,
tiim gruplarda azalma; Bcl — 2 geni igin, “S ng/mL TRAIL” grubu disindaki gruplarda
azalma; XIAP geni i¢in, “1 uM 5 — fu + 5 ng/mL TRAIL” grubunda artig gzlenirken
diger gruplarda azalig; DR4 geni i¢in, “5 ng/mL TRAIL” grubunda artma ile diger
gruplarda azalma belirlenmistir. DcR1 geni igin, “0,5 uM G + 5 ng/mL TRAIL”, <0,5
UM G+ 1 uMS5S—fu”ve“0,5uMG+1uM S —fu+5ng/mL TRAIL” gruplar
disindaki gruplarda azalma; DcR2 geni i¢in, “0,5 uM G + 5 ng/mL TRAIL” grubu

disindaki gruplarda azalma gozlenmistir.
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27ACt degerlerine bakildiginda kontrol gruplarina kiyasla, Bcl — XL ve DR5 genleri
i¢in, tiim gruplarda artma; Bcl — 2 geni i¢in, “5 ng/mL TRAIL” grubu disindaki
gruplarda artma; XIAP geni i¢in, “1 uM 5 — fu + 5 ng/mL TRAIL” grubunda azalma
gozlenirken diger gruplarda artma; DR4 geni i¢in, “5 ng/mL TRAIL” grubunda azalma
ile diger gruplarda artma belirlenmistir. DcR1 geni i¢in, “0,5 uM G + 5 ng/mL
TRAIL”, “0,5 uM G+ 1 uM 5 — fu” ve “0,5 uM G + 1 uM 5 — fu + 5 ng/mL TRAIL”
gruplar disindaki gruplarda artma; DcR2 geni i¢in, “0,5 uM G + 5 ng/mL TRAIL”
grubu disindaki gruplarda artma gozlenmistir.

Kat degisimi ve kat regiilasyonu degerleri incelendiginde kontrol gruplarina
kiyasla Bcl — XL geni i¢in tiim gruplarda anlamli artis; Bel — 2 geni i¢in, “5 ng/mL
TRAIL” grubunda anlamli azalma ile diger gruplarda anlamli artma; XIAP geni igin,
“5 ng/mL TRAIL” grubunda anlamli artis; DR4 geni i¢in, “5 ng/mL TRAIL” grubu
disindaki gruplarda anlamli artis; DRS ve DcR1 genler igin “S ng/mL TRAIL” ve “1
uM F + 5 ng/mL TRAIL” gruplarinda anlamlr artig, DcR1 geni i¢in, , “0,5 uyM G + 5
ng/mL TRAIL” grubunda anlamli azalma; DcR2 geni igin ise, “0,5 uM G” ve “0,5 uM
G + 5 ng/mL TRAIL” gruplar1 disindaki gruplarda istatistiksel olarak anlamli artis

gorilmiustir.
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Tablo 4.11. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait ortalama

Ct degerleri.
Dozlar / Genler GAPDH Bcl — XL Bcl-2 XIAP
Negatif Kontrol 11,34+ 0,07 16,95+ 0,14 | 23,48 0,01 23,32+ 4,32
Coziicii Kontrol
(% 0,5 DMSO) 11,73 £ 0,00 17,23 +£0,00 | 24,85+0,00 | 20,43+ 0,96
05uM G 11,95+ 0,30 16,8 +0,24 24,11 +0,04 | 20,34 +0,81
1 uM 5-fu 11,77+ 0,05 | 16,88 0,17 | 24,12+0,04 | 19,59 + 0,89
5 ng/mL TRAIL 11,77 £ 0,03 16,88 £ 0,17 | 24,38 +0,06 | 20,42 +1,22
0,5uM G +
5 ng/mL TRAIL 11,73 £ 0,00 17,12+ 0,00 | 24,33 £0,02 19,95 + 0,66
1 pM 5-fu +
+ + + +
5 ng/mL TRAIL 11,68 £0,00 | 16,79+0,20 | 24,05+0,09 | 20,41 +£1,34
05uMG+ |66 002 | 16844021 | 2436+028 | 1959 + 0,99
1 pM 5-fu
0,5uM G +
1 uM 5-fu + 11,7+ 0,00 17,1 £0,05 24,16 £ 0,02 19,42 + 0,88
5 ng/mL TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.12. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait ortalama Ct

degerleri.
Dozlar / Genler DR4 DR5 DcR1 DcR2
Negatif Kontrol | 19,23 0,14 | 19,34+0,02 | 28,14+0,75 | 20,43 + 0,02
Coziicii
Kontrol 20,13+0,04 | 19,15+083 | 27.12+0,11 | 20,53 +0,05
(% 0,5 DMSO)
0,5 uM G 1945+ 0,17 | 18,56+ 0,69 | 2693042 | 20024
1pM5-fu | 19,56+0,17 | 1832043 | 27,09+ 0,06 | 20,34+ 0,02
5 ng/mL
+ + + +
" 19.82+035 | 18,7035 | 273+019 | 2048+ 0,02
0,5uM G +
5 ng/mL 1954011 | 183027 | 2744005 | 20.64+035
TRAIL
1 uM 5-fu +
5 ng/mL 2041+0,16 | 18,12+023 | 26,68=028 | 20,31 +0,10
TRAIL
05usM G+ | 19591012 | 18274004 | 2714015 | 2025+ 0,06
1 uM 5-fu
0,5uM G +
LpMSfu+ |9 50015 | 18314013 | 27194015 | 2037+ 0,05
5 ng/mL
TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.13. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait ortalama

ACt degerleri.
Dozlar / Genler GAPDH Bel - XL Bcl-2 XIAP
Negatif Kontrol 0 5,62 £ 0,06 12,14+ 0,05 | 11,99 +£4,24
%;:‘(‘)cé‘ [I)(,\‘;l‘gg;' 0 554000 | 13124001 | 87096
0,5 uM G 0 486005 | 12174034 | 8394112
1 M 5-fu 0 5114012 | 1236009 | 7.83+0.94
5 ng/mL TRAIL 0 5114014 | 12614010 | 8.65=126
; ng’/fn ’I‘_MTS L 0 544001 | 12612002 | 822066
: nlgt‘nﬁf%f; L 0 5114020 | 12384009 | 873+134
Ofsplﬁ/lsﬁJ 0 517+£0,19 | 12,68=031 | 7.91+1,02
0,5uM G +
1 M 5-fu + 0 544005 | 12464002 | 7,72+ 0,88
5 ng/mL TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.14. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait ortalama ACt

degerleri.
Dozlar / Genler DR4 DR5 DcR1 DcR2
Negatif Kontrol | 7,89 0,06 | 8,00+0,05 | 16,81+083 | 9,09+ 0,10
Coziicii
Kontrol 8.41+005 | 742+083 | 1539+012 | 8.8+0.06
(% 0,5 DMSO)
0,5uM G 75+048 | 6.62+099 | 1498+0,72 | 805054
1 uM 5-fu 7794022 | 656+048 | 1532+0,01 | 857+0,07
5 ng/mL
+ + + +
L 8.05+038 | 693+038 | 1554+022 | 871+005
0,5uM G +
5 ng/mL 777012 | 658+027 | 15.68+0,05 | 8.92+035
TRAIL
1 pM 5-fu +
5 ng/mL 7774016 | 644+023 | 1499+028 | 863 =010
TRAIL
05pM G+ | 595015 | 664006 | 15424012 | 8.58+0,09
1 pM 5-fu
0,5uM G +
IpMStu+ g0 015 | 6614013 | 15494015 | 8.67+0.05
5 ng/mL
TRAIL

(Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.)
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Tablo 4.15. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait ortalama
2°8Ct degerleri.

Dozlar / Genler GAPDH Bcl - XL Bcl-2 XIAP
Negatif Kontrol 1 0,020333 0,000222 0,000246
Coziicii Kontrol
(% 0,5 DMSO) 1 0,022097 0,000112 0,002405
0,5uM G 1 0,034435 0,000217 0,002971
1 uM 5-fu 1 0,028956 0,000191 0,004395
5ng/mL TRAIL 1 0,029056 0,00016 0,002481
0,5uM G +
5 ng/mL TRAIL 1 0,023683 0,000161 0,003354
1 uM 5-fu +
5 ng/mL TRAIL 1 0,029056 0,000188 0,002347
0,5uM G +
1 uM 5-fu 1 0,027873 0,000152 0,004158
0,5uM G +
1 uM 5-fu + 1 0,023601 0,000177 0,004743
5 ng/mL TRAIL

(Kontrol geni GAPDH degeri 1 olarak hesaplanmustir.)
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Tablo 4.16. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait ortalama 24

degerleri.
Dozlar / Genler DR4 DR5 DcR1 DcR2
Negatif Kontrol | 0,004216 0,003893 0,000009 0,001835
Coziicii
Kontrol 0,00295 0,005819 0,000023 0,002236
(% 0,5 DMSO)
0,5 uM G 0,005524 0,010202 0,000031 0,00376
1 M 5-fu 0,004503 0,010598 0,000024 0,002622
5 ng/mL
o 0,00376 0,008173 0,000021 0,002388
0,5uM G +
5 ng/mL 0,004566 0,010453 0,000019 0,002064
TRAIL
1 pM 5-fu +
5 ng/mL 0,004581 0,011518 0,000031 0,002515
TRAIL
0,5puM G + 0,004661 0,010309 0,000023 0,002613
1 pM 5-fu
0,5uM G +
1 pM 5-fu + 0,004613 0,010237 0,000022 0,002464
5 ng/mL
TRAIL

(Kontrol geni GAPDH degeri 1 olarak hesaplanmustir.)
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Tablo 4.17. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait kat
degisimi degerleri.

Dozlar / Genler GAPDH Bcl - XL Bcl-2 XIAP

0,5 utM G 1 1,56 1,93 1,24

1 uM 5-fu 1 1,31 1,7 1,83

5 ng/mL TRAIL 1 1,43 0,72 10,09
0,5uM G +

5 ng/mL TRAIL 1 1,07 1,43 1,39
1 uM 5-fu +

5 ng/mL TRAIL 1 1,31 1,68 0,98
0,5uM G +

1 M 5-fu 1 1,26 1,36 1,73
0,5uM G +

1 pM 5-fu + 1 1,07 1,58 1,97

5 ng/mL TRAIL

(Sonuglar negatif kontrol ve ¢oziicii kontrol gruplarina karst degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmistir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayr temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore
hesaplanmuigtir.)
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Tablo 4.18. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait kat degisimi

degerleri.

Dozlar / Genler

DR4

DR5

DcR1

DcR2

0,5 uM G

1,87

1,75

1,33

1,68

1 pM 5-fu

1,53

1,82

1,05

1,17

5 ng/mL
TRAIL

0,89

2,1

2,42

1,3

0,SuMG +
5 ng/mL
TRAIL

1,55

1,8

0,82

0,92

1 pM 5-fu +
5 ng/mL
TRAIL

1,55

1,98

1,32

1,13

0,SuMG +
1 pM 5-fu

1,58

1,77

0,98

1,17

0,5uM G +
1 pM 5-fu +
5 ng/mL
TRAIL

1,56

1,76

0,94

11

(Sonuglar negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrol gruplarina karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmustir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayr temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e¢ gore

hesaplanmustir.)
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Tablo 4.19. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki GAPDH, Bcl-XL, Bcl-2 ve XIAP genlerine ait kat
regiilasyonu degerleri.

Dozlar / Genler GAPDH Bcl — XL Bcl-2 XIAP
0,5 utM G 1 1,56 1,93 1,24
1 uM 5-fu 1 1,31 1,7 1,83
5 ng/mL

TRAIL 1 1,43 -1,39 10,09
0,SuMG +
5 ng/mL 1 1,07 1,43 1,39
TRAIL
1 uM 5-fu +
5 ng/mL 1 1,31 1,68 -1,02
TRAIL
0,SpuMG +
1 1M 5-fu 1 1,26 1,36 1,73
0,5uM G +
1 pM 5-fu +
5 ng/mL 1 1,07 1,58 1,97
TRAIL

(Sonuglar negatif kontrol ve ¢oziicii kontrol gruplarina karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmustir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmayi, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayr temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore

hesaplanmustir.)
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Tablo 4.20. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerine ait kat regiilasyonu

degerleri.

Dozlar /
Genler

DR4

DR5

DcR1

DcR2

0,5 pM G

1,87

1,75

1,33

1,68

1 nM 5-fu

1,53

1,82

1,05

1,17

5 ng/mL
TRAIL

-1,12

2,1

2,42

1,3

0,SpMG +
5 ng/mL
TRAIL

1,55

1,8

-1,22

-1,08

1 pM 5-fu +
5 ng/mL
TRAIL

1,55

1,98

1,32

1,13

0,SpMG +
1 nM 5-fu
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(Sonuglar negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrol gruplarina karsi degerlendirilmistir. Kontrol geni GAPDH
degeri 1 olarak hesaplanmustir. Kirmiziyla gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli artmay1, maviyle
gosterilen sonuglar ekspresyonda anlamli azalmayr temsil etmektedir. Anlamlilik p<0,05’e gore

hesaplanmustir.)
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Sekil 4.14. Genistein (G), 5 — florourasil (5 — fu) ve TRAIL ligandinin SW620
hiicrelerindeki kontrol gruplarina kiyasla kat degisimi degerleri. A) Bcl —
XL ekspresyonu, B) Bcl — 2 ekspresyonu, C) XIAP ekspresyonu, D) DR4
ekspresyonu, E) DR5 ekspresyonu, F) DcR1 ekspresyonu, G) DcR2
ekspresyonu.
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser insidansi ve mortalitesi diinya genelinde degisiklik
gostermekle birlikte, GLOBOCAN (2018) verilerine gore erkeklerde teshisi konulan
kanserler arasinda t¢iincii sirada ve kadinlarda ikinci siradadir (21, 125). Genel
popiilasyonda yasam boyu kolorektal kanser riski yaklasik yiizde 5 ila 6 olmakla
birlikte ailesel riski olan hastalar kolorektal kanserli tiim hastalarin yaklasik yiizde
20'sini olusturmakta ve kolorektal kanserin otozomal dominant bir sekilde aktarildig
bilinmektedir (126).

Kolorektal kanser, iyi huylu bir adenomatdz polip olarak baglamakta, genomik
instabilite, DNA onarim hatalari, timor baskilayict gen mutasyonlart gibi kalitsal
mekanizmalar ile obezite, fiziksel inaktivite, sebze ve meyve bakimindan fakir diyet
gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle invaziv bir kansere ilerlemektedir (2, 127). Sistemik
tedavideki gelismelere ragmen 5 yillik sag kalim orami %12,5 diizeyindedir ve
metastatik kolorektal kanser tedavisinde uygulanan kemoterapotik kombinasyonu
hastalarin %90’ ninda goriilen tedavi direnci nedeniyle basarisiz olmaktadir (128). Bu
nedenle, tedavi diren¢ mekanizmalarinin belirlenerek ¢6ziim yollarinin aranmasi
onemlidir (129).

Apoptotik siire¢lerdeki aksakliklarin da antikanser ila¢ veya radyoterapi
direncine sebep olmasindan (107) yola ¢ikilarak bu c¢alisma kapsaminda antikanser
etkinligi bilinen genistein, kolorektal kanser tedavisinin temeli olan 5 — florourasil ve
ekstrinsik yolak iizerinden apopitoz indiiksiyonu saglayan Tiimor Nekroz Faktor
(TNF) - iliskili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL)’in sitotoksik, genotoksik,
apoptotik etkilerinin ikili / ticli kombinasyonlar halinde, SW480 ve SW620 (insan

kolon adenokarsinoma) hiicre hatlarinda degerlendirilmesi amaglanmistir.

Genistein, soya fasulyesinde bulunan, epidemiyolojik ¢aligmalarda kanser
insidansinda azalmaya neden olmasi ozelligiyle dikkat ¢ekmis bir fitodstrojenik
bilesiktir. Ayrica, gesitli kanser tiirleri i¢in yiriitiilen Faz II klinik ¢alismalarda yer
almaktadir. Genisteinin maksimum plazma konsantrasyonu 2,7 — 27,4 uM arasinda
degigsmektedir ve minimum yan etkilerle giivenilir sekilde kullanilabilme
potansiyeline sahiptir ~ (130). Literatiirde yer alan c¢alismalarda genisteinin
doksorubisin, paklitaksel gibi antikanser ilaglarin hiicre canliligi inhibisyonu ve

apoptotik etkilerini arttirdigi belirlenmistir (11, 88, 93). Zhu ve ark. tarafindan
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NCM460 kolon mukoza epitel hiicreleri ve HT29, SW620, LoVo, HCT116 kolon
kanser hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada genisteinin konsantrasyon ve siireyle
orantili sekilde hiicre canliligini1 inhibe ettigi, 72 saat inkiibasyonun sonunda 60
umol/L genisteinin HT29 hiicre canliligin1 %38 seviyesine diisiirdigii goriilmiistiir
(131). HT29 hiicrelerinde yapilan literatiirdeki ¢alismalarda, 60 uM genistein ile 72
saat inkiibasyonun hiicre canliliginin %67,3 diizeyinde, 200 uM ve 48 saat
inkiibasyonda %47 oldugu, baska bir calismada ise 1Cso degerinin 48 saat i¢in 50 pM
oldugu belirlenmistir ~ (132-135). Literatirde SW480 hiicrelerinin 80 ug/mL
genisteinin 72 saat inkiibasyon i¢in hiicre canliligin1 %60,2 diizeyine indirdigi (136),
ve SW620 hiicrelerinin 100 pM genistein ile 48 saat inkiibasyonunun hiicre canliligini
%40’m altina distirdiigii  belirlenmistir  (137). Genisteinin etkileri hiicrenin
Ozelliklerine gore degiskenlik gostermektedir (138). Calismamizda da literatiirle
uyumlu sekilde, genisteinin SW480 ve SW620 hiicre canliliklarin1 doz ve zamanla
dogru orantili olarak azalttigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, SW480 hiicresinin
onceki calismalarin aksine genisteinin sitotoksik etkilerine kars1 SW620 hiicresinden

daha direngli oldugu belirlenmistir (139).

Literatiirdeki genistein ve 5-florourasil’in kombinasyon halinde kolon kanseri
hiicrelerine uygulandig1 ¢alismalar incelendiginde, LoVo hiicrelerinde genisteinin 5-
florourasilin sitotoksik etkilerini arttirdigi belirlenmistir (140). HT29 hiicrelerinde de
bu kombinasyonun sinerjistik etkili oldugu ve apoptozu indiikledigi gériilmistiir (141,
142). Otofajik hiicre 6liimii de genisteinin sitotoksik etki mekanizmalar1 i¢inde yer
almaktadir (143). Calismamizda ise, genistein ve 5-florourasil’in toksik olmayan
konsantrasyonlariyla yapilan kombinasyonlar1 ig¢in sitotoksik etkinin arttigi ve

sinerjistik etki gosterdikleri belirlenmistir.

Genistein ve TRAIL ile yapilmis ¢alismalar incelendiginde, kolon kanserinde
yapilmis bir ¢alisma bulunmadigi, ancak AGS gastrik adenokarsinoma hiicrelerinde
(95), endometriyal kanser hiicrelerinde (10) ve Hep3B insan hepatoseliiler karsinoma
hiicrelerinde (96) calismamizla uyumlu sekilde gensiteinin TRAIL’in indiikledigi
apoptotik etkiyi arttirdigi goriilmiistiir. Genistein, 5-florourasil ve TRAIL ile

inkiibasyon sonrasindaki test maddesiz inkiibasyon siiresince hiicrelerin kendilerini
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yenileme ve yeniden g¢ogalma yeteneklerinin azalmis olmasiyla da hiicrelerde

apoptotik etkiler gibi geri doniisiimsiiz degisikliklerin oldugu gosterilmistir (144).

Metastatik hiicre hatti1 olan SW620 hiicresinin SW480 hiicresine gore
TRAIL’1n indiikledigi apoptoza daha direngli oldugu bilinmektedir (145). Ancak,
calismamizda TRAIL’1n tek uygulandigi konsantrasyonlarda SW480 hiicresi daha
direnc¢li bulunmus ve diren¢ mekanizlarinda yer alan artmis XIAP ekspresyonunun

goriilen direng mekanizmasinda rol alabilecegi diistintilmiistiir (8).

Literatiirde genisteinin GO/G1 ve G2/M fazlarinda birikime neden olarak
sitotoksik etki gosterdigi bilinmektedir (87, 146). 5-florourasil de G2/M ve S
fazlarinda birikim ile sitotoksik etki gostermektedir (147-149). Calismamizda
genistein, 5-florourasil ve TRAIL kombinasyonlarinin SW480 hiicrelerinde G2/M
fazindaki hiicre birikimini, SW620 hiicrelerinde ise S fazindaki hiicre birikimini
arttirdig1 tespit edilmistir. SW620 hiicrelerinin S fazindaki birikiminin uzamig S
fazinin hiicreyi duyarli hale getirmesiyle iliskili olabilecegi ve bu asamada DNA tek
zincir kiriklarmin goriilebilecegi belirlenmistir (150). Uygulanan Giglii kombinasyonun
ise her iki hiicrede de S fazi birikimini arttirdigi belirlenmis ve S fazi birikiminin 5-
florourasil’in sitotoksik etkisini arttirdigi 6nceki ¢aligmalarda da gosterilmistir (151).
Ayrica, GO/G1 ve G2/M hiicre siklusu evrelerinin DNA hasar1 i¢in kontrol noktalar
oldugu ve bu asamalarda siklin bagimli kinazlarin inaktivasyonuyla mitoza girigin

engellendigi bilinmektedir (152).

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’1n SW480 ve SW620 hiicrelerindeki DNA
hasarini arttirdigi, SW480 hiicrelerinde ii¢lii kombinasyonun; SW620 hiicrelerinde
genistein + TRAIL kombinasyonun negatif kontrole kiyasla (p<0,001) DNA hasarin
en fazla arttiran gruplar olduklart gorilmiistiir. Genisteinin, transkripsiyon ve
replikasyon sirasinda DNA biitiinliigiinii saglayan topoizomeraz II enzimini inhibe
ederek DNA hasarini arttirdigr bilinmektedir (153, 154). DNA hasar1 artiginin ise,
kanser hiicrelerindeki NF-kB inaktivasyonu ve normal hiicrelerdeki TGFp1
aktivasyonu etkisiyle selektif oldugu literatiirdeki ¢alismalarda goriilmiistiir (155).
Ayrica, ROS tayininde uygulanan kombinasyonlarin ROS artisinin indiiklenmesinde
tekli madde gruplarima gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. ROS artiginin ise, 8-

oksoguanin gibi DNA bazlarinin oksidasyonu araciligiryla DNA hasar1 artisinda rol
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oynayabilecegi bilinmektedir (156). Bununla birlikte, ROS artig1 p53 bagimh G1 faz
ve Chk1 (checkpoint kinaz 1) protein kinaz aktivasyonu aracilt G2 fazi hiicre birikimini
arttirabilmektedir (157). Bu nedenlerle, ¢alismamizda goriilen DNA hasarinin ROS
kaynakli olabilecegi ve Gl ile G2 fazindaki hiicre birikimlerini etkileyebilecegi

distiniilmektedir.

Genisteinin kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitesini arttirarak apoptoza aracilik ettigi
literatiirdeki ¢alismalarda belirlenmistir (135, 158, 159). Bu ¢alismada da, genistein,
5-florourasil ve TRAIL kombinasyonlarinda ve kaspaz 3 ile 8 diizeylerinde belirgin
olmakla birlikte negatif kontrole kiyasla artis gézlenmistir. Mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP) degerlendirildiginde ise, SW480 hiicrelerinde kombinasyon
gruplarinin ve SW620 hiicrelerinde TRAIL’1n yer aldigr ikili kombinasyonlarin
negatif kontrole kiyasla MMP diizeyinde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.
TRAIL aracilt ekstrinsik apoptotik yolagin aktivasyonunda kaspaz 3 ve 8 rol
almaktadir. Kaspaz 8 araciligiyla boliinen Bid, Bax ve Bak araciligiyla mitokondriyal
apoptotik yolagin (intrinsik) aktivasyonuna yol agmaktadir. Intrinsik yolagin
aktivasyonunda DNA hasari, hiicre siklusu kontrol noktasi hatalar1 ve gesitli hiicresel
stres faktorleri rol oynamaktadir (160). Calismamizdaki DNA hasari, mitokondriyal
membran potansiyeli, kaspaz 3,8 ve 9 diizeylerine dair bulgular da bu mekanizmay1

desteklemektedir.

TRAIL ligandi, sadece tiimor dokusunda apoptozu indiiklemesiyle, hedefli
tedaviye olanak saglamasi bakimindan antikanser tedavi ¢alismalarinda onemli bir
yere sahiptir. Ancak, kanser hiicrelerinde DRS5’in ¢ekirdek ylizeyinde artan
lokalizasyonu, Bcl — 2, Bel — XL nin artan ekspresyonu, epidermal biiytime faktori
reseptoriiniin  indiiksiyonu, hiicresel FLICE — benzeri inhibitdr protein (cFLIP)
ekspresyonu, NF — kB sinyalizasyonu gibi mekanizmalarla TRAIL ligandinin
indiikledigi apoptoza diren¢ goriilebilmektedir (105, 161). Diren¢ mekanizmasinin
belirlenmesi ve ilgili mekanizmaya gore uygun kombinasyonlarin uygulanmasi direng

problemine ¢6ziim bulunmasinda uygulanan yontemlerdendir.

Calismamizda genistein tek uygulandiginda, SW480 hiicrelerinde sadece
DcR2 geninde anlamli azalmaya neden olmustur. TRAIL ligandimin etkilestigi ve

antiapoptotik hiicre ylizey reseptorlerinden olan DcR1 ve DcR2 ekspresyonlarinin
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TRAIL direncinde rol aldig1 bilinmektedir (162) ve uygulanan genistein dozunun
SW480 hiicrelerindeki direncin ortadan kaldirilmasina katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Genisteinin tek uygulandigi SW620 hiicrelerinde ise, Bel — XL, Bl
— 2 ve DR4 gen eskpresyonlarinda anlaml artis goriillmektedir. Bel — XL ve Bel — 2
antiapoptotik  gen  ekspresyonlarindaki  artis TRAIL  direncinde  rol
oyanayabilmektedir, aksine DR4 agonistik TRAIL reseptorii TRAIL’1n indiikledigi
apoptozda onemlidir ve hiicrelerin apoptoza duyarliliginin saglanmasinda rol
almaktadir (163). Genisteinin SW620 hiicrelerinde DR4 ekspresyon artisiyla hiicre
apoptoz duyarliliginin saglanmasina katki saglayabilecegi, literatiirde belirlenen
genisteinin Bcl — XL (88) ve Bcl — 2 (134) gen ckspresyonlarinda neden oldugu

azalma etkisi i¢in uygulanan konsantrasyonun yeterli olmadig1 goriilmiistir.

Genisteinin TRAIL ligandiyla kombinasyon halindeyken, SW480 hiicrelerinde
genistein ve TRAIL 1n tek uygulandig1 gruplara gore antiapoptotik Bel — XL ve XIAP
genleri ile agonistik DRS gen ekspresyonlarinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Bu kombinasyonun uygulandigit SW620 hiicrelerinde ise, genistein ve
TRAIL’n tek basma uygulandiklar1 gruplara gére Bel — XL antiapoptotik geni ve
DcR1 ile DcR2 antagonistik reseptor ekspresyonlarinda (164) azalmaya, DR4
agonistik ylizey reseptoriinde artisa neden oldugu goriilmiistiir. Genisteinin TRAIL ile
kombinasyon halinde uygulandig: bir calismada, XIAP gen ekspresyonu iizerinde
belirgin bir degisiklik olusturmazken, Bcl — XL gen ekspresyonunda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (95). Bununla birlikte hiicre direncinin XIAP gen
ekspresyonundaki azalmayla ortadan kaldirilabilecegi (165), genisteinin de XIAP gen
ekspresyonunda azalma saglayabilecegi de (166) bilinmektedir. Calismamizdaki her
iki hiicrede de, genistein ve TRAIL 1n kombinasyon halindeyken TRAIL ligandinin
tek basina uygulandigi gruba gore XIAP gen ekspresyonunda belirgin sekilde

azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

5 — florourasil tek basina uygulandiginda, SW480 hiicrelerinde antiapoptotik
XIAP geninde anlamli azalmaya neden olurken; SW620 hiicrelerinde Bel — XL, Bel —
2 antiapoptotik gen ekspresyonlarinda, DR4 agonistik reseptor ile DcR2 antagonistik
yiizey reseptor ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmustur.

Kolon kanseri hiicrelerinde kemosensitivitenin Bcl — 2 ailesi proteinleriyle iliskili
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oldugu, 6zellikle Becl — XL ve Bcl — 2 antiapoptotik gen ekspresyonlarinin apoptoz
direncinde rol aldig1 tespit edilmis ve ¢alismamizla uyumlu sekilde 5 — florourasilin
tek basina SW620 hiicrelerinde Bel — XL ekspresyonunu arttirdigi gortilmistiir (167).
Mizutani ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise, SW480 hiicrelerinde oldugu gibi
eskpresyonun anlamli olarak degismedigi goriilmiistiir (168). Bununla birlikte, kanser
hiicrelerindeki direng mekanizmasinda yer alan XIAP gen ekspresyonunun (169)
SW480 hiicrelerinde uygulanan 5 — florourasil ile literatiirdeki ¢alisma sonuglariyla
benzer sekilde (170) anlamli azalmasi SW620 hiicrelerinin 5 — florourasil direngli

hiicreler olduklarinin gostergesidir.

5 — florourasil, genistein ve TRAIL ligandmin ikili ve {i¢lii kombinasyonlar
halinde uygulandig1 gruplar degerlendirildiginde ise, SW480 hiicrelerinde Bel — XL,
Bcl — 2 gen ekspresyonlarinda anlamli artis oldugu, bununla birlikte XIAP gen
ekspresyonunun tim kombinasyonlarda anlamli sekilde azaldigi belirlenmistir.
SW620 hiicrelerinde ise, benzer sekilde Bel — XL, Bcl — 2 ekspresyonlarinda artis
oldugu, TRAIL ligandinin tek uygulandigi gruba gore XIAP gen eskpresyonunda
azalma oldugu goriilmiistiir. Genistein ve 5 — florourasil (141, 143) ile 5 — florourasil
ve TRAIL (171-173) kombinasyonlarmin 50 — 100 pM konsantrasyonlarinda
uygulandiklarinda sinerjistik olarak DR5 ve p53 artisi, Bcl — 2 azalmasi saglayarak
apoptozu indiikledikleri bilinmektedir. Genisteinin histon deasetilaz (HDAC) ve
histon asetiltransferaz (HAT) inhibisyonu araciligiyla p53 tiimor baskilayict geni
aktive ederek epigenetik mekanizmalarla da antikanser etki gosterdigi belirlenmistir
(174). Calismamizda ise, antiapoptotik ve proapoptotik gen ekspresyonlarinin
uygulanan ikili ve ti¢lii kombinasyonlarin etkisiyle benzer diizeyde etkilendigi, ancak
TRAIL’1In tek uygulandigi gruba gore DcR1 ve XIAP antiapoptotik gen

ekspresyonlarinin belirgin sekilde azaldigi goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kolorektal kanser, diinya genelinde goriilme sikligi en fazla olan kanserler
arasindadir. Bununla birlikte, kalin barsak epitelinin malign transformasyonu sonucu
ortaya ¢ikan kolorektal kanserin diger organlara yayilma potansiyelinin varligi
kolorektal kanser ¢calismalarinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Genetik yatkinlik ve
cevresel faktorlerin kolorektal kanser olusum riskini etkileyebildigi, diyet tirtinlerinin
kolorektal kanser insidansindaki degisimde rol oynayabildigine dair epidemiyolojik
caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda sebze, meyve ve tahil agirlikli beslenmenin
kolorektal kanser riskini azaltabilecegi ileri stiriilmistiir. Kolorektal kanser riskini ya
da kanser gelisimini azaltmak adina tavsiye edilen diyet kalite indekslerinden de yola
cikilarak sebze ve tahillarda yer alan fitokimyasal maddelerden genisteinin,
kemoterapoétik tedavinin temeli 5-florourasil ve ekstrinsik yolak araciligiyla apoptoz
indiiksiyonu saglayan TRAIL ligand: ile tek baslarina ve kombinasyon halinde kolon

kanseri hiicreleri tizerindeki etkileri bu tez kapsaminda degerlendirilmistir.

Genistein, 5-florourasil ve TRAIL’mn kombinasyon halindeki sitotoksik,
genotoksik ve apoptotik etkilerinin daha fazla oldugu, birlikte sinerjistik etki
gosterdikleri belirlenmistir. Bu etkilerin goriilmesinde ROS artisinin, mitokondriyel
membran potansiyelindeki azalmanin ve kaspaz 3, 8, 9 aktivitelerindeki artsinin rol
oyanayabilecegi goriilmiistiir. Ayrica, uygulanan kombinasyonlarin kolorektal kanser
tedavisinde ortaya cikabilen direng problemine DcR1 ve XIAP genindeki azalma ile
katkida bulunabilecegi, diger gen ekspresyonlarinda beklenen sinerjistik etkinin
goriilebilmesi i¢in kombinasyon konsantrasyonlarinin biraz daha yiiksek araliktan
secilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, tez kapsaminda degerlendirilen proje maddelerinin kolorektal
kanser tedavisine kazandirilmasi, uygun ila¢ formiilasyonlarmin gelistirilerek hedefli
tedaviye olanak saglanmasi ve mevcut tedavi problemlerinin ¢6ziilmesi igin ileri

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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