T.C.

ISTANBUL SABAHATTIN ZAIiM UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BESLENME VE DIiYETETIiK ANABILIM DALI
BESLENME VE DIYETETIK BiLiM DALI

DOTERYUM OKSITIN KAFEIK ASIT FENETIL ESTER
ILE KOMBINE KULLANIMININ KOLON KANSERI
HUCRE HATTINA KARSI TERAPOTIK
POTANSIYELININ IN VITRO ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Giilsah DARAMA

Istanbul
Ocak-2023



T.C.

ISTANBUL SABAHATTIN ZAIiM UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BESLENME VE DIiYETETIiK ANABILIM DALI
BESLENME VE DIYETETIK BiLiM DALI

DOTERYUM OKSITIN KAFEIK ASIT FENETIL ESTER ILE
KOMBINE KULLANIMININ KOLON KANSERIi HUCRE
HATTINA KARSI TERAPOTIK POTANSIYELININ IN VITRO
ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Giilsah DARAMA

Tez Danismam

Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin ABDIK

ikinci Tez Damismam

Dr. Ogr. Uyesi Ismail Hakki TEKINER

istanbul
Ocak - 2023



TEZ ONAYI

Lisansiistli Egitim Enstitiisii Midiirliigiine,

Bu ¢aligma, jiirimiz tarafindan Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dali, Beslenme ve
Diyetetik Bilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Danigman Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin ABDIK

Uye Dog. Dr. Mustafa YAMAN
Uye Dog. Dr. Seyfettin Arda OZTURKCAN
Onay

Yukaridaki imzalarin, ad1 gecen 0gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Dog. Dr. Erhan ICENER

Enstiti Midiira



BIiLIMSEL ETIiK BILDIRIMIi

Yiiksek lisans tezi olarak hazirladigim “Doéteryum Oksitin Kafeik Asit Fenetil Ester
fle Kombine Kullanmmmin Kolon Kanseri Hiicre Hattina Karsi Terapétik
Potansiyelinin In Vitro Arastirilmas1” adli ¢aligmanin Oneri asamasindan
sonuglandig1 agsamaya kadar gecen siirecte bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle
uydugumu, tez ic¢indeki tiim bilgileri bilimsel ahlak ve gelenek c¢ergevesinde elde
ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigimi, bu ¢alismamda dogrudan
veya dolayli olarak yaptigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim

eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu beyan ederim.

Giilsah DARAMA



ON SOZ
Tez calismam siiresince yardimci olan ve mesleki bakisima farkli uzak gorisliilitk
kazandiran tez danismanlarim Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin ABDIK ve Dr. Ogr. Uyesi
Ismail Hakki TEKINER’e, anneksin bulgularimda yardimci olan Dr. Ogr. Uyesi
Zeynep Biisra BOLAT’a, laboratuvar deneyleri boyunca calisma arkadasim Oykii
BORA’ya, hayatim boyunca desteklerini ve giivenlerini esirgemeyen ebeveynlerim

Emine ve Raif DARAMA ile kardesim Dilsah DARAMA ’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Giilsah DARAMA
istanbul-2023



OZET
DOTERYUM OKSITIN KAFEIiK ASIiT FENETIL ESTER iLE
KOMBINE KULLANIMININ KOLON KANSERI HUCRE

HATTINA KARSI TERAPOTIK POTANSIYELININ IN VITRO

ARASTIRILMASI

Giilsah DARAMA

Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik
Tez Danismant: Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin ABDIK
Ocak, 2023 — 80 Sayfa

Déteryum oksit (D20), normal suyun hidrojeni yerine agir hidrojen izotopuna sahip
formudur. Kafeik Asit Fenetil Ester (KAFE) ise propolisin bir polifenolik
molekiiliidiir. Bu ¢alismada, D,O ve KAFE’nin kombine kullaniminin kolon kanseri
hiicre hattina kars1 terapotik potansiyelinin in vitro arastirilmasi amaglanmigtir. Bu
baglamda, iki bilesigin farkli dozlarda (%10-50 D0; 5,10 ve 40 uM KAFE) 24. saatte
tek baslarina ve birlikte HCT-116 kolon kanseri hiicre hatti ve D20’nun saglikli
HaCaT hiicre hatt1 izerindeki etkileri MTS testi ile 6l¢giilmiistiir. MTS testi sonuglarina
gore secilen dozlarda iki bilesigin uygulandigi hiicrelerden RNA izole edilmis,
izolatlar cDNA’ya doniistiriilmiis ve yedi hedef genin (AKT, NF-«kB, CCND1, p16,
BAX, p53 ve p21) ekspresyon seviyeleri real-time PCR yontemi ile belirlenmistir. In
vitro MTS bulgularia gore, (%30 D20 + 10 uM KAFE) kombine uygulamasinin
HCT-116 hattinda hiicre canliligin1 kontrol grubuna kiyasla anlaml sekilde azalttig1
kaydedilmistir. Gen ekspresyonu bulgularinda ise, DO ve KAFE’nin kombine
kullanimiin AKT, NF-kB ve CCNDI genlerinin ekspresyon diizeylerini azalttigi,
pl6, BAX ve p53 genlerinin ekspresyon diizeylerini yiikselttigi ve p21 geninin
ekspresyon seviyesini etkilemedigi goriilmiistiir. Ozetle, D20 ve KAFE’nin diger
kanser tiirleri lizerindeki terapdtik etki mekanizmasinin ileri yontemler ile aragtirilmasi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri, Doteryum Oksit, Kafeik Asit Fenetil Ester,
HCT-116, HaCaT.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO THERAPEUTIC POTENTIAL
OF USING DEUTERIUM OXIDE IN COMBINATION WITH

CAFFEIC ACID PHENYLETHYL ESTER ON COLON CANCER

CELL LINE
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Master, Nutrition and Dietetics
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Deuterium oxide (D20) is a form of water that contains heavy hydrogen rather than
ordinary hydrogen. Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) is a polyphenolic molecule
of propolis. In this study, we aimed to investigate in vitro therapeutic potential of using
D20 in combination with CAPE on colon cancer cell line. The combined effects of
both compounds on HCT-116 colon cancer cell line at different doses (10-50% D-0O;
5,10 and 40 uM CAPE) and 24™ and that of D-O on healthy HaCaT cell line were
measured by in vitro MTS assay. Based on the MTS test findings, according to
selected duration and dose rates, RNA was isolated from the cells, converted to cDNA,
and expression levels of seven target genes (AKT, NF-xB, CCND1, p16, BAX, p53
ve p21) were subjected to real-time PCR application. In vitro, MTS test findings
showed that the combined application (30% D20 + 10 uM CAPE) of both compounds
significantly reduced HCT-116 cell viability. Gene expression test revealed that
combined use of both compounds downregulated AKT, NF-kxB and CCND1 genes,
and upregulated pl16, BAX, and p53 genes, whereas they did not change p21
expression level. Overall, we concluded that therapeutic mechanisms of action of DO

and CAPE on other cancer types should be studied further.

Keywords: Colon Cancer, Deuterium Oxide, Caffeic Acid Phenethyl Ester, HCT-116,
HaCaT.
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BIiRINCI BOLUM
GIRIS

Her kanser tiirlinde ortak gozlemlenen 6zellik asir1 hiicre ¢ogalmasi ve kontrol
edilemeyen hiicre biiyiimesidir. Kolon kanseri birkag yila yayilan ve bir¢ok agama
sonrast olusan kolon neoplazisi siirecinin sonucu olarak gelismektedir. Genetik,
cinsiyet, etnik koken, cografi bdlge ve ¢evre kosullar1 (sigara, alkol, beslenme
aligkanliklari, hareketsiz yasam tarzi ve obezite) gibi cesitli etkenler kolon

kanseri insidansinin artmasi ile iliskilidir (Tarasiuk vd., 2018; Buikhuisen vd.,
2020).

Kiiresel Kanser Istatistikleri 2020 verilerine gore, 2020'de teshis edilen yeni
kanser vakalarinin sayist 19,3 milyon olup, kolon kanseri (%10) diinya ¢apinda
meme (%11,7) ve akciger kanserlerinden sonra (%11,4) en sik karsilasilan kanser
tiirli olarak ti¢iincli sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de ise 2017 istatistiklerine
gore, kolon kanseri insidansi en yiiksek iigiincii kanser tiirlinii temsil etmektedir

(Sung vd., 2021; Deniz, 2022; Deo vd., 2022).

Kolon kanserinin tedavisi timoriin evresine bagli olarak degismekle birlikte
genellikle cerrahi miidahale yapilamayan pek c¢ok hastaya kemoterapi ve
radyoterapi yontemleri uygulanmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemlerin
etkinligi sinirli olabilmektedir ve bir¢ok yan etkiye sahiptir (Colpan ve Erdemir,
2021). Bu nedenle, dogal iirlinlerden yeni, giiclii, ancak toksisitesi diislik anti-
kolon kanseri ajanlarin gelistirilmesi 1lgi ¢ekici bir hedef haline gelmistir (Ji vd.,
2018). Ornegin, zencefil benzeri bir bitki olan zerdecaldan (Curcuma longa) elde
edilen fitokimyasal kurkimin, fenolik bilesiklerin stilben ailesinden tiireyen ve
meyvelerde 6zellikle kirmizi {iziimde bulunan resveratrol, yesil cayin ana aktif
bileseni epigallokatesin gallat (EGCG), flavonoidler vb. bir¢ok bilesik bu
baglamda siklikla ¢alisilmaktadir (Chen vd., 2017; Li vd., 2018; Rejhova vd.,
2018; Honari vd., 2019; Pricci vd., 2020).

Hidrojenin izotopu olan ddteryum ilk olarak 1934'te Nobel Odiilii'nii kazanan
Harold Urey tarafindan kesfedildi. Dogal ortamlarda, déteryum toplam hidrojenin
%0,0156's1n1 olusturarak diisiik oranlarda bulunmaktadir. En sik olusan bilesigi

ise doteryum oksittir (D20) (Urey vd., 1932; Abilev vd., 2019). D20 molekiiliiniin



kiitlesi, normal suyun (H20) kiitlesinden %11 daha fazladir. Bu farkliligin sonucu
olarak, D,O’nun fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri normal sudan biiyiik
olciide farklidir (Abilev vd., 2018). Ornegin, D20, H20 ya nispeten viskozdur,
erime ve kaynama noktalar1 daha yiiksektir, ek olarak kimyasal reaksiyonlar,
doteryumlu suda daha yavas ilerler bu nedenle biyolojik siire¢ler etkilenir,
arastirmalar yiiksek konsantrasyonlarda D20’nun organizmalarin
metabolizmalarin1 yavaslattigi, protein ve niikleik asit sentezi seviyelerini
azalttig1, hiicre béliinmesini ve mitozu inhibe ettigini bildirmektedir (Bila vd.,
2017; Abilev vd., 2019; Smirnova vd., 2018). Ozellikle cesitli
konsantrasyonlarinin tiimor hiicrelerini inhibe ettigi ve bu nedenle tiimdrlerin
kemoterapdtik tedavisinde destekleyici olabilecegi diisiiniilmektedir (Bader vd.,
2008). Takeda vd. (1998), D2O'nun sitotoksik aktivitesini hepatik, pankreas,
gastrik ve kolon kanseri hiicre hatlar1 (HepG2, Panc-1, KATO-3, Col0205)
kullanarak degerlendirdigi calismada, dort kanser hiicre hattina kars1, D20, zaman

ve doza bagl olarak dnemli sitotoksik etkiler géstermistir.

Kafeik asit fenetil ester (KAFE) (Ci17H1604; 2-feniletil 3-[3,4-dihidroksifenil]
akrilat), bazi propolis tiirlerinin aktif bilesigi olan katekol grubuna sahip fenolik
bir bilesiktir (Yoncheva vd., 2019; Bankova vd., 2018). Giiniimiizde kanser, i¢
organ hasarlari, metabolik ve enflamatuar hastaliklar ile mikrobiyal enfeksiyonlar
tizerindeki terapotik etkileri nedeniyle dikkat ¢cekmektedir. KAFE ve kanser
iligkisini arastiran in vitro ¢alismalar, KAFE'nin antioksidan, anti-proliferatif ve
apoptozu indiikleyen etkilere sahip oldugunu gostermistir. Ozellikle kanser
hiicreleri lizerinde segici toksisite gostermesi ve saglikli hiicrelere ise toksik etkisi

bulunmamasi bir avantaji olarak kabul edilmektedir (Colpan ve Erdemir, 2021;

Lv vd., 2021).

Bu calismada; doteryum oksitin kafeik asit fenetil ester ile kombine kullaniminin
kolon kanseri hiicre hattina karsi terapotik potansiyelinin in vitro arastirilmasi

amaclanmistir.



IKINCi BOLUM
KOLON KANSERIi, DOTERYUM OKSIT VE KAFEIK ASIT
FENETIL ESTER

2.1 Kolon Kanseri

2.1.1 Tanimi

Kolon, Latince kdkenli olup, sindirimin 6nemli islevini iistlenen kalin bagirsagin
ilk 1,5-2 metrelik kismina denilmektedir. Kolon kanseri (Kolorektal kanser,
KRK) ise kotii huylu bir sindirim sistemi tiimorii olup, kolonun i¢ ylizeyinde
timor veya doku biiyiimesi olarak baslayan ve ¢ok asamali bir siire¢ sonucu
gelisen bir kanser tiirlinii ifade etmektedir (Granados-Romero vd., 2017; Dusak
vd., 2022).

2.1.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de Durumu

Kolon kanseri, 2020 yilinda sindirim sistemine ait kanser tiirlerinde en yiiksek
insidansi olusturarak diinya ¢capinda yaygin olarak teshis edilen malign bir timdrii

temsil etmektedir (Sung vd., 2021).

Kiiresel Kanser Istatistikleri 2020 verilerine gore, yeni tespit edilen kanser
vakalar1 icinde kolorektal kanser %10 (kolon i¢in %6,0 ve rektum i¢in %3,8) ile
tigiincti, 6limler agisindan ise %9,4 (kolon kanseri i¢in %5,8 ve rektum kanserleri

i¢in %3,4) ile ikinci sirada yer almaktadir (Sung vd., 2021).

Verilere gore hastalik en yiiksek, Avrupa (Macaristan, Slovenya, Slovakya,
Hollanda ve Norvec), Avustralya/Yeni Zelanda, Kuzey Amerika ve Dogu Asya
(Japonya ve Kore Cumhuriyeti, Singapur) bolgelerinde goriilmektedir. Afrika
kitasinda ve Giiney Asya iilkelerinde ise insidans ve mortalite oranlar1 hem kolon
hem de rektum kanserleri acisindan daha diisiik seyirde goriilmektedir (Arnold

vd., 2017; Sung vd., 2021).

Tirkiye Birlesik Veri Tabani 2017 istatistiklerine gore, kolon kanseri en sik
goriilen iigiincii kanser tiirii olarak yerini almaktadir. Ulkemizde erkekler arasinda
en sik goriilen kanser tiirleri akciger (%21,7), prostat (%13,4) ve kolon (%?9,8)
kanser tiirleri iken, kadinlarda ise meme (%25,5), tiroit (%11,9) ve kolon (%8,1)

kanserleri ilk {i¢ siray1 paylasmaktadir (Deniz, 2022).



2.1.3 Epidemiyolojisi

Kolon kanserleri, birka¢ yila yayilan ¢ok asamali kolon neoplazisi siirecinin
sonucu olarak gelismektedir. Karsinogenez, kolon mukozasinda neoplastik
poliplerin gelismesiyle baslamakta ve olusan poliplerin histolojisi, kanser
gelistirme potansiyelini belirlemek i¢in kritik dnem arz etmektedir. Genellikle iki
yaygin histolojik polip tipi bulunmaktadir, bunlar hiperplastik ve adenomatdzdiir

(Buikhuisen vd., 2020; Pop vd., 2020; Sharma, 2020).

Erken donemde belirtilerin belirgin olmamasi nedeniyle, kolon kanserinden
muzdarip ¢ogu hasta yillarca sessiz seyreden semptomlara sahip olmaktadir. Bu
nedenle vakalarin %50'sinden fazlasi klinik olarak ileri kanser asamasi tanisi
almaktadir. Hastalarda, bagirsak sistemindeki degisiklikler, genel veya lokal
karin agrisi, hastalik disinda bir neden olmadan gerceklesen ani kilo kaybi,
yorgunluk ve halsizlik, demir eksikligi ve anemi en sik karsilasilan semptom ve

sikayetler arasinda yer almaktadir (Argilés vd., 2020; Huang vd., 2022).

Hastalik riski ve insidansi insanlarin yasam ve beslenme aliskanliklarinin
degismesiyle birlikte artis gostermektedir. Ozellikle yiiksek kolon kanseri
insidans1 gelismis iilkelerde goriilmektedir. Bu durumun nedenleri arasinda ise,
yiiksek yagl diyet, yiiksek oranda kirmizi ve islenmis et tiiketimi, diistik lifli
diyet, sigara ve alkol tiiketimi, yetersiz fiziksel aktivite ve obezite gibi sagliksiz
yasam ve beslenme tarzi gosterilmektedir. Bu durumla baglantili olarak gencg
bireylerde goriilme orani da her gegen yil artis gostermektedir (Keum ve

Giovannucci, 2019; Long vd., 2021; Zuo vd., 2021).

Kanser evresi, tliimdriin sadece kolonun i¢ yiizeyiyle sinirli olmasina, tiim kolonu
sarmasina veya viicudun diger bolgelerine ilerlemesine gore belirlenmektedir.
Kolon kanserinin 0, I, II, III ve IV. evre gibi bircok asamasi bulunmaktadir ve
hastaligin evresine gore tedavi rejimi degismektedir. Prognozun en kotii oldugu
en ileri evre IV. evredir. Bu nedenle, erken evrelerdeki tiimorler cerrahi olarak
cikarilirken, bu evrelerin iizerindeki evrelerde veya cerrahi miidahale miimkiin
olmayan hastalarda radyoterapi ve kemoterapi yontemleri hastaligin daha fazla
yayilimint ve biliylimesini onlemek i¢in kullanilan diger tedavi yaklasimlarini

olusturmaktadir (Aiello vd., 2019; Messersmith, 2019; Gurba vd., 2022).



2.1.4 Etiyolojisi

Kolon kanseri, sporadik (%70), ailesel dykii (%20) ve kalitsal sendromlara (%10)
bagli olarak gelisebilmektedir. Sporadik kolon kanserinin ortalama yas tanis1 50
yasindan sonra olup, ¢ogunlukla ¢evresel faktorlere bagli olmaktadir (Mattiuzzi
vd., 2019; Thanikachalam ve Khan, 2019). Bu nedenle yasamin besinci on yilini
gectikten sonra, kolon kanseri gelisme riski belirgin bir sekilde artmaktadir. Ayni
zamanda kisilerin inflamatuar bagirsak hastaliklari, diabetes mellitus veya
kolesistektomi gecirmis olmalar1 durumunda daha fazla risk altinda olduklari
belirtilmektedir. Bunun disinda yasam tarzi faktorleri de etiyolojisinde dnemli rol

oynamaktadir (Azer, 2019; Sawicki vd., 2021).

2.1.4.1 Kalitsal Sendromlar

Kolon kanseri vakalarinin yaklasik %10’luk kisminin kalitsal sendromlarin
sonucu olarak ortaya c¢iktigi tahmin edilmektedir. Kolon kanseri gelisimine
yatkinlik yaratan en yaygin iki kalitsal sendrom, Lynch sendromu olarak da
bilinen kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser (HNPCC) ve ailesel
adenomatdz polipozis (FAP)’tir (Valle vd., 2019).

HNPCC, otozomal dominant bir hastalik olup, genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Cogu HNPCC vakast MLH1 ve MSH2 genlerindeki
mutasyonlarla iligskilendirilmektedir. Bununla birlikte, MSH6, MLH3, TGBR2,
PMS1 ve PMS2 gibi HNPCC'ye yol acan birka¢ bagka gen mutasyonlar1 da
bulunmaktadir. HNPCC’li hastalarin 50 yasina kadar kolon kanseri gelisme riski
yaklasik %20 ve 85 yasina kadar hastaligin gelisme riski yaklasik %80 oldugu
belirtilmektedir (Sawicki vd., 2021).

FAP ise adenomatdz polipozis coli (APC) gen defektlerinden kaynaklanmaktadir.
APC, timor baskilayict gen olarak siniflandirilmakta ve bu nedenle FAP’tan
muzdarip bireylerde ileri yillarda genclik donemindeki kolon polipi gelisiminin

cogunun kansere doniisiimii gozlemlenebilmektedir (Ahmed, 2020).

2.1.4.2 Inflamatuar Bagirsak Hastaliklari

Kolon kanseri gelisimi i¢in kalitsal sendromlarin ardindan ii¢iincii en yiiksek riski

teskil eden grup Inflamatuar Bagirsak Hastalik (IBH)’laridir. IBH nin, kolon



kanserine etkisi diinyanin gesitli iilkelerinde uzun yillar siiren aragtirmacilarin
calismalar ile dogrulanmistir. Etiyolojisi bilinmemekle birlikte, IBH gelisiminin
genetik, immiinolojik ve ¢evresel etmenler arasindaki etkilesimlerin bir sonucu
oldugu diisiiniilmektedir. IBH, gastrointestinal sistemin bagisiklik sistemini
etkileyen ve sonug olarak kontrolsiiz inflamasyonun gelismesine yol agcan kronik
ve tedavisi olmayan bir hastalik grubudur (Hnatyszyn vd., 2019; Sawicki vd.,
2021; Ranasinghe vd., 2022).

2.1.4.3 Kolon Polipleri

Kolon polipleri, kolonun mukoza tabakasindan ¢ikinti yaparak anormal doku
biiylimesine sebebiyet vermektedir. Histolojik olarak neoplastik olmayan ve
neoplastik (adenomatdz) olmak iizere iki ana kategoriye ayrilmaktadir ve
adenomatoz polipler malign olma potansiyeli tagimasi ile hastalik i¢in 6nemli risk

faktoriinii olusturmaktadir (Kanth ve Inadomi, 2021).

Bu tiirdeki polipler yaklasik 5-15 yil icinde bariz kansere doniisebilmektedirler.
Bununla birlikte polip boyutu, displazi derecesi ve bireylerin yasinin artmasi ile
risk daha da gogalmaktadir. Ozellikle 50 yas ve iistii kisilerin yaklasik %40'1n1in
bir veya daha fazla adenomatdz poliplere sahip olmasi nedeniyle, poliplerin
kansere doniisiimiinden Once tanimlanmasi ve c¢ikarilmasi onem tasimaktadir

(Keum ve Giovannucci, 2019).

2.1.4.4 Obezite ve Diabetes Mellitus

Obezite, onemli multifaktoriyel tibbi durum olarak kabul edilmektedir. Cogu
gelismis lilkede diyet diizeni ve aliskanliklarinin ve yasam tarzinin degismesi,
asirt agirlik ve obezite prevalansinda bir artisa neden olmustur. Obezite, beden
kitle indeksinin (BKI) >30 kg/m?den ve asir1 kiloluluk BKI’nin 25-29,9 kg/m?
arasinda olmasi olarak tanimlanmaktadir. Calismalar BKi'si >30 kg/m? olan
bireylerin, BKI'si 20-24,9 kg/m? (normal beden kitle indeksi) arasinda olanlara
kiyasla 1,3 kat artmis risk tasidigini gostermektedir (Tarasiuk vd., 2018;
Mattiuzzi vd., 2019; Ye vd., 2020).



Obezitenin olusumuna katki saglayan ana faktorler ise genetik ve yasam tarzi
(fiziksel hareketsizlik ve/veya uzun siiredir asir1 enerji alimi) olarak kabul

edilmektedir (Tarasiuk vd., 2018).

Obezite ile adipozite arttik¢a, yag viseral bélgeye niifuz ederek, karaciger, kalp,
iskelet kaslari, pankreas ve bagirsakta birikmekte ve hepatik steatoz, yagh
karaciger hastalig1 ve kanser dahil ¢esitli kronik hastaliklarin olusumuna neden
olan metabolik dengesizliklerin baslamasinda rol oynamaktadir (Friedenreich
vd., 2021).

Ek olarak, adipozite artis1 timdr gelisiminin aracilart oldugu varsayilan yiiksek
trigliserit ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyeleri ve hiperinsiilinemi

ile iliskilendirilmektedir (Tarasiuk vd., 2018).

Obez hastalarda kolon kanseri gelisimine katki saglayan diabetes mellitus
hastaliginin sonucu olarak insiilin konsantrasyonunda artis (hiperinsiilinemi)
goriilmektedir. Hiperinsiilinemi, kolon hiicre proliferasyonunu uyarmakta ve
dolayli bigimde insiilin benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1) ve obezite
proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1 ve IL-6) seviyelerini arttirarak kanser
gelisimine katki saglayabilmektedir (Ma vd., 2018; Tarasiuk vd., 2018;
Katsaounou vd., 2022).

2.1.4.5 Kolesistektomi

Kolesistektomi, safra kesesinin viicuttan cerrahi uygulama ile ¢ikarilmasidir.
Kolesistektomi sonras1 kolon kanseri riskinin, safra asitlerinin sekresyonu ve
bilesimindeki degisikliklerle baglantili oldugu disiiniilmektedir. Fizyolojik
kosullar altinda safra asitleri, besin alimina yanit olarak periyodik olarak
salinmaktadir. Safra kesesinin yoklugunda, bagirsaklara siirekli safra akisi
olmakta ve bu durum ise safra asitlerinin sekonder safra asitlerine bakteriyel
biyotransformasyonunun artmasina neden olmaktadir. Sekonder safra asitleri,
reaktif oksijen ve azot tiirleri liretme, hiicre zarin1 bozma ve kolonik mukoza
hiicrelerinde  DNA hasarin1 indiikleme potansiyeline sahip metabolitlerdir

(Nguyen vd., 2018; Sawicki vd., 2021).



2.1.5 Kolon Kanseri ve Beslenme iliskisi

Gastrointestinal ~ kanser tiirlerinin  %90'indan  fazlasinin  diyete bagh
gergeklesebilecegi fikrinin ortaya konulmasi ile birlikte, beslenme tarzi da kolon

kanseri risk faktorleri arasinda 6nemli bir konuma gelmistir (Tao vd., 2018).

Diyet risk faktorlerini belirlemeye yonelik (pre)klinik c¢alismalar, kolon
kanserinin gelisiminde bazi besinlerin tiiketiminin roli oldugunu gostermektedir

(Zam ve Hasan, 2019).

Genel olarak kepekli tahillar, lifler, vitaminler, siit iiriinleri ve kalsiyumca zengin
beslenme ile daha diisiik kolon kanseri riski iligkilendirilirken, yiiksek kirmizi ve
islenmis et tirinleri, alkol tiiketimi, yetersiz lif ve diisiik mikro besin seviyelerine
sahip beslenme bi¢iminin ise yiiksek risk ile baglantili oldugu goériilmektedir
(Murphy vd., 2019). Ozellikle Bati tarzi beslenme tarzini benimsemis
toplumlarda kolon kanseri goriilme sikliginin yiiksek oldugu fark edilmektedir
(Mattiuzzi vd., 2019). Ornegin, ABD'de dogan Japonlarin beyaz niifustan daha
yiiksek bir riske sahip oldugu bilinmektedir (Park vd., 2018).

Diyet, bagirsak mukozasini dogrudan luminal taraftan veya dolayli olarak
etkileyebilmektedir. Bagirsakta siirekli olarak bulunan besin kaynakl1 bilesikler
veya besinler, hormonlarin ve biiyiime faktorlerinin kan igerigini ve hiicresel
dengeyi etkileyerek, genomdaki genetik ve epigenetik degisikliklere karsi1 artan
duyarlilik gibi sonuglara neden olabilmektedir (Rawla vd., 2019).

2.1.5.1 Kirmiz1 ve islenmis Et Uriinleri

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC), islenmis et {irlinlerinin insanlar
i¢in kanserojen grubu i¢inde siniflandirmaktadir (Carr vd., 2017). Kirmiz1 etin
hem demir igerigi, islenmis etin nitrit ve nitrat gibi igerikleri yani sira yiiksek
sicakliklarda kizartilma, 1zgara, kavurma veya pisirme islemleri, kas kreatinin
amino asitlerle etkilesimi yoluyla mutajenik ve kanserojen heterosiklik aminlerin
ve N-nitrozo bilesiklerinin olusumuna yol a¢gmaktadir. Bu maddeler, insanda
genetik degisiklikleri indiikleyebilmekte ve hastalik olusumuna katkida
bulunabilmektedir (Padmanabhan vd., 2018).



Asirt kirmiz1 et tiiketimi, insiilin sekresyonunu, hem demir ve yag emilimini
arttirarak kolon kanseri gelisim riskini O6nemli sekilde yiikseltmektedir.
Calismalar, giinliik 100 g’dan fazla kirmizi et veya 50°g dan fazla islenmis et
tiiketen kisilerde kolon kanserine yakalanma riskinin diger bireylere gore %20

yiksek oldugunu belirtmektedir (Mattiuzzi vd., 2019; Ranasinghe vd., 2022).

Balik ve kiimes hayvanlarinca agirlikli beslenmenin kolon kanseri ve adenom
riskini azalttig1 bildirilmektedir. Beyaz etin ve 6zellikle n-3 ¢oklu doymamis yag
asitlerince zengin balik eti tliketiminin kolon kanseri riskini kirmizi ete gore

diisiirdiigii rapor edilmektedir (Padmanabhan vd., 2018).

2.1.5.2 Lif ve Sebze-Meyve Tiiketimi

Diyet lifinin tiikkemi ile disk1 kivaminda artis ve bagirsaklardan gec¢is hizlanmasi
yoluyla potansiyel kanserojenlerin kolon ortami ile temas siiresi azalmaktadir

(Gianfredi vd., 2018; Murphy vd., 2019).

Diyet lifinden elde edilen fermente edilebilir substratlar mikrobiyom ¢esitliligine
katkida bulunarak faydali bakterilerin biyokiitlesini arttirmakta ve bu sekilde
kolon pH’s1 diismekte, fekal kanserojenler seyrelmekte, su tutulumu iyilesmekte
ve kolondan gegis siiresi kisalmaktadir. Tiim bunlarin sonucu olarak, bagirsak

gecirgenligi azalmakta ve kolonun zararli bilesiklerle temasi asgariye inmektedir

(Gianfredi vd., 2018).

Diyet lifinin fermantasyonu, bagirsaktaki metabolik sinyal yollarin1 ve iltihabi
etkileyecek anti-kanserojen kisa zincirli yag asitlerinin (asetat, propiyonat ve
biitirat) Uretimini destekleyerek kanserojen sekonder safra asitlerini
baglamaktadir. Ek olarak, yiiksek lifli besinler, diisiik kalorili ve kanseri inhibe
eden fitokimyasal bilesiklerce zengin olduklari i¢in kolon kanserine karsi

koruyucu 6zelliklere sahiptirler (Gianfredi vd., 2018).

Dogal lif kaynaklar1 olan meyveler ve sebzeler ayni zamanda vitaminler,
mineraller, folat, bitki sterolleri gibi ¢ok sayida biyoaktif bilesikleri de
icermektedirler. Bu bilesiklerin ¢cogu, DNA ve hiicresel hasari inhibe edebilen
giicli antioksidan ve anti-enflamatuar kimyasallardir (Sawicki vd., 2021).
Calismalar, sadece lif acisindan degil, ayn1 zamanda koruyucu fitokimyasallar

acisindan da zengin bitki kaynakli besinlerin tiiketiminin kolon kanseri riskini



azalttigin1 gostermektedir. Ozellikle turpgiller ve yesil yaprakli sebzeler olmak
lizere meyve ve baklagil tiiketiminin kolon kanseri riskini azaltacagi

bildirilmektedir (Ocvirk vd., 2019; Afrin vd., 2020).

2.1.5.3 Diyet Yag

Epidemiyolojik calismalar, yiiksek oranda doymus yag ve/veya hayvansal yag
alimi ile kolon kanseri riski arasinda pozitif bir iliski oldugunu, diger taraftan ise
n-3 ¢oklu doymamis yag asidlerince (CDY A) zengin balik ve balik yagi alimi ile
kolon kanseri gelisimi arasinda negatif yonlii baglant1 oldugunu gdstermektedir
(Zam ve Hassan, 2019).

Yiiksek yagli ve kolesterollii besinlerin karsinogenezi etkiledigi ve kolondaki
toksik sekonder safra asitlerinin konsantrasyonunu arttirdigi bildirilmektedir
(Waluga vd., 2018). Yiiksek yagl diyetlerin bagirsak mikrobiyotasi profilinde
degisikliklere neden olarak, bagirsak bagisikligr ve tiimor olusumunda rol
oynayan inflamatuar faktorlerde olumsuz degisikliklere neden oldugu One

siiriilmektedir (Zam ve Hassan, 2019).

2.1.5.4 Siit, Kalsiyum ve D vitamini

Siit dirtinlerinin yiiksek kalsiyum ve D vitamini igerigi ile kolon kanserine kars1
koruyucu oldugu varsayilmaktadir (Zhou ve Rifkin, 2021). Kalsiyumun, kolon
ortaminda serbest yag asitleri ve safra asitleri gibi bilesikleri baglayarak
kanserojen etkileri azalttigi varsayilmaktadir. Ayni zamanda, hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek farklilasmay1 ve apoptozu indiikledigi ve DNA
hasarin1 baskiladig1 rapor edilmektedir (Murphy vd., 2019; Zhou ve Rifkin,
2021).

D vitamini yagda ¢odziinen ve %90'indan fazlasi cildin ultraviyole (UV) giines
1s1gina maruz kalmasi ile endojen olarak sentezlenen bir tiir vitamindir. D
vitaminin baslica gorevleri arasinda, hiicre proliferasyonunu azaltmak,
anjiyogenezi inhibe etmek ve apoptozu uyarmak gibi koruyucu etkiler
bulunmaktadir (Padmanabhan vd., 2018). Kolon kanserinin D vitamini ile iliskisi,
daha az giines 15181 alan boélgelerde hastalik insidansinin yiiksek oldugu

bulgulariyla bagdastirilmaktadir (Valles vd., 2018).
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2.1.5.5 Alkol

Alkol ve kanser baglantis1 hakkinda giliniimiize kadar farkli mekanizmalar 6ne
siiriilmektedir. Alkolli iceceklerin ana bileseni olan etanoliin (etil alkol) tek
basina bagirsak mukozasi iizerinde dogrudan kanserojen etkisi bulunmamaktadir.
Muhtemel etki etonoliin metabolizmast sonucu olusan ilk metaboliti
asetaldehitten kaynaklanmaktadir. Olusan asetaldehit mutajenik ve kanserojen
etkiye sahip olan ve kolon kanserinin baglangicinda 6nemli rol oynayabilecek bir
maddedir (Rossi vd., 2018; Sawicki vd., 2021). Alkol viicuda alindiktan sonra
sistematik dolagim yoluyla kolonositlere ulasmakta ve liimenin igine niifuz
etmektedir. Luminal etanol, alkol dehidrogenaz tarafindan asetaldehite
metabolize edilmekte, olusan asetaldehit mukozal hasara ve rejeneratif hiicresel
proliferasyona neden olmaktadir. Ek olarak, DNA sentezi ve metilasyonu igin
gerekli olan folatin emilimini azaltarak kanser olusumunu tetiklemektedir.
Beraberinde, folat disindaki diger B grubu vitaminlerinin (Bi, B2, Bi12)
emilimlerini de azaltarak oksidatif strese karsi hassasiyeti arttirmaktadir (Rawla
vd., 2019; Keum ve Giovannucci, 2019).

2.1.5.6 Tutun ve Tiitiin Mamulleri

Tiitlin solunum ve dolagim sistemi yoluyla kolonik mukozaya kolayca ulasabilen
genetik ve epigenetik anormalliklere neden olabilecek zararli birgok bilesik
icermektedir (Keum ve Giovannucci, 2019). Iceriginde bulunan baslica
kanserojenler, aromatik aminler, nitrozaminler, heterosiklik aminler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlardir. Bu bilesikler, anormal DNA olusumuna ve hiicre i¢i
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) konsantrasyonlarinda artisa neden olarak
oksidatif stres ve inflamatuar yolaklarin aktivasyonuna yol acabilmektedir. Tiitlin
kullanim1 sadece kolon kanseri riskini degil ayrica kardiyovaskiiler hastalik,
akciger hastaligi ve diger hastaliklara yakalanma riskini de ciddi sekilde

arttirmaktadir (Sawicki vd., 2021).
2.1.5.7 Fiziksel Aktivite

Fiziksel olarak aktif bireyler icin kolon kanseri gelisme riski %25 daha diisiik

goriilmektedir. Diizenli ve hafif fiziksel egzersiz yapmak kardiyovaskiiler ve
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gastrointestinal sistemlere olumlu etkiler saglamakta, doku oksijenasyonunu
iyilestirmekte, kan dolasimini ve bazal metabolizma hizini arttirmaktadir. Bunun
sonucunda ise kolon kanseri basta olmak iizere diger ¢ogu hastaliklarin
gelisiminde arttirict etkisi olan viicut yag kitlesi, insiilin seviyesi ve direnci
gelisimi ile Beden Kitle Indeksi (BKI) gibi risk faktdrlerini azaltmaktadir (Rawla
vd., 2019). Fiziksel aktiviteyi arttirmak kolon kanseri gelisimi olasiligini

azaltmak i¢in dnemli fayda saglamaktadir (Padmanabhan vd., 2018).

2.1.6 Tedavisi

Hastaligin tedavisinde genel olarak tercih edilen yaklasim cerrahi miidahale ile
timoriin ve metastazin ¢ikarilmas: olmaktadir. Ancak, cerrahi miidahale ile
timdriin ¢ikarilamadigi durumlarda radyoterapi ve/veya kemoterapi yontemleri

de siklikla uygulanmaktadir (Messersmith, 2019; Xie vd., 2020).

2.2 Doteryum OKksit
2.2.1 Tanimi

Ddéteryum oksit (D20), hidrojenin kararh iki izotopundan (protium ve déteryum)
birisidir. Agir su olarak da bilinir. D20 normal sudan farkli aktiviteler
gostermektedir. Atom kiitlesi 2 olup, ilk defa 1932 yilinda Nobel Odiillii Harold
Urey tarafindan kesfedilmistir. Yildizlarda yiiksek miktarlarda iiretildigi
disiinilen D20’nun diinya su kaynaklarinda eser miktarda (%0,0156)
bulunmaktadir (Pirali vd., 2019; Jandova vd., 2021).

D D
\O/

Sekil 2.1: D20 Kimyasal Yapisi

Kaynak: M da S Mariano vd., 2017
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2.2.2 Fizikokimyasal Ozellikleri

Doteryum, hidrojen (H) ve hidrojenin diger kararli izotopu protiumda oldugu
gibi, sadece tek bir protondan degil, ayn1 zamanda bir nétrondan da olugsmakta,
oksijene (O) H20'daki H'den daha giiclii sekilde baglanmaktadir. Bu durum,
kovalent H-O baglarinin uzunlugunda ve aralarindaki agilarda farkliliklara sebep
olmaktadir. Bu fark, D>O’yu benzersiz kilan 6zelliklerinin ana kaynagini teskil

etmektedir (Wang vd., 2022; Ben Abu vd., 2021; Kselikova vd., 2019).

Tablo 2.1: D20 ve H20'nun Fizikokimyasal Ozellikleri

Ozellikler D20 H20
Molar kiitle (g/mol) 20.03 18.02
Kaynama noktasi (°C) 101.72 100
Erime noktasi (°C) 3.82 0

20 °C'de yogunluk 1.1056 0.9982
20 °C'de molekiiler hacim 18.2 18.05
20 °C'de viskozite (cP) 1.25 1.005

Kaynak: Kselikova vd., 2019
D20, genel olarak H20 ile ayn1 kimyasal 6zelliklere sahip olmakla birlikte, molar
kiitlesi, kaynama ve erime noktalar1 ile yogunlugu agisindan farklilagmaktadir.
Bu  farkliliklar ise  D20’nun  metabolik  (hipoglisemi,  hipotermi,
elektrokardiyografi, kas gii¢siizliigii ve hiperaktivite) ve diger biyolojik sistemler
(bakteriler, mavi-yesil algler, mayalar, mantarlar ve deney hayvanlari) tizerinde
normal sudan farkli etkilere sahip olma potansiyelinin arastirmacilarin ilgisini

¢ekmesine yol agmistir (Abilev vd., 2018; Zachleder, vd., 2018; Davies, 2020).

2.2.3 Kullanim Alanlar1

D20, 1940'l1 yillardan itibaren ABD Atom Enerjisi Komisyonu tarafindan niikleer
reaktorlerde notron yavaslatict islevi sebebi ile artan oranda kullanilmaya
baslanmistir. Bu yogun iiretim ve kullanim 1990’11 yillarin baslarina kadar devam

etmistir (Zachleder vd., 2018; Davies, 2020).
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Niikleer amacli kullanim alanindan sonra D20 agisindan farkli organizmalarda
H’nin doteryum ile yer degistirme mekanizmalari iizerine kapsamli arastirmalar
yapilmaya baslanmistir. Ozellikle, biyolojik iiriinler (as1 vb.), tip ve farmasotik
(doteriye ilaglar vb.) gibi alanlarda kullanim1 yayginlastirmistir (Zachleder vd.,
2018). Benzer sekilde, insan ve hayvan metabolizmasi ¢alismalarinda kararli bir
izotop izleyicisi (Kselikova vd., 2019; Davies, 2020), radyoaktif olmamas1 sebebi
ile Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) gibi yiiksek ¢oziiniirliiklii tekniklerde
etiketleme ile soguk zincir kirtlimi  durumunda organ ve dokularin
tasinmasi/korunmast amacgli kullanimi baslamistir (Mosin ve Ignatov, 2015;
Kselikova vd., 2019). Ozellikle, doteryumlu ilaglar, daha uzun yar1 omiirleri
olmasi, daha az siklikta dozlama, toksik metabolit olusumunu azaltmasi ve

yiiksek stabilitesi gibi avantajlar sunmaktadir (Verma, 2021).

2.2.4 Doteryum OKksit ve Kanser Arastirmalari

D20, hiicrelerin veya organizmalarin morfolojisinin yani sira bir¢ok fizyolojik
siireci degistirmektedir. D20 ile gerceklestirilen biyolojik deneylerde, civciv
fibroblastlar1 ve deniz kestanesi gibi organizmalarda hiicre boliinmesinde gozle

goriliir gecikme oldugu gozlemlenmistir (Abilev vd., 2019; Kselikova vd., 2019).

D20’nun insan sindirim organi malign hiicre hatlari, servikal karsinom (HeLa)
hiicre hatt1 tizerindeki etkisini arastiran in vitro ¢alismalarda, doteryum
uygulamasinin tiimor hiicre hatlarinin biiylimesini doza ve zamana bagli olarak

inhibe ettigi gozlemlenmistir (Kselikova vd., 2019).

%50 ve %100 D,O konsantrasyolarina maruz birakilan deri kanseri (malign
melanoma hiicreleri - A375) iizerinde yapilan bir ¢aligma; D20’ nun 24. saatteki
hiicre canliligin1 6nemli oranda azalttigini, 48. ile 72. saatler arasinda canli hiicre
kalmadigini, D20 uygulamasinin DNA sentezini engelledigi ve hiicreler iizerinde

morfolojik degisimlere yol agtig1 bildirilmistir (Kleemann vd., 2020).
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2.3 Kafeik Asit Fenetil Ester

2.3.1 Tanim

Kafeik asit fenetil ester (KAFE), 1987 yilinda propolisin bir bileseni olarak
tanimlanmis ve 1988 yilinda Columbia Universitesi'nde sentezlenmistir

(Grunberger vd., 1988).

KAFE, esas olarak kozalakli agaclarin kabugunda ve bal aris1 kovanlarindan elde
edilen propoliste bulunan dogal, hidrofobik ve polifenolik bir bilesiktir. Bu
polifenolik ester bilesigi, kafeik asidin fenetil alkollerle reaksiyona sokulmasiyla
laboratuvarda firetilebilmektedir. Kimyasal adi 2-feniletil (2E)-3-(3,4-
dihidroksifenil) akrilat olmakla birlikte ayrica feniletil kafeat veya fenetil kafeat
olarak da isimlendirilmektedir. Kimyasal formiilii ise C17H1604'tlir (Pittala vd.,

2018; Sallam, 2021).

Kafeik asitin bir esteri olmasina ragmen, kafeik asitten daha iyi biyoyararlanimi
ve stabilitesi olan KAFE c¢esitli fizyolojik ve biyolojik ¢alismalar i¢in kullanim
tistiinliigii ve kolayligi da saglamaktadir (Anjaly ve Tiku, 2018).

HO
OH

Sekil 2.2: KAFE’nin Kimyasal Yapisi

Kaynak: Yordanov, 2019

2.3.2 Kaynaklari
2.3.2.1 Propolis

Propolis, kovani savunmak i¢in bal arilar1 tarafindan olusturulan bir maddedir.
'Ar1 tutkall' olarak da bilinmekte olan Propolis, is¢i arilar (Apis mellifera L.)

tarafindan yasadiklar1 veya ziyaret ettikleri floradan (hus agaci, kavak, cam,
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kizilagag, sogiit ve palmiye gibi agac tiirlerinin yaprak ve kabugu) toplanan
re¢ineli bir malzemedir. Arilar, bu gibi bitkilerden topladiklari regineli eksiidalari
enzimleri ile harmanlayarak kovandaki catlak ve bosluklar1 kapatmak igin

propolise doniistiirmektedirler (Bhargava vd., 2021).

Propolis eski donemlerden beri antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar,
antitimor ve immiinomodiilator gibi terapotik faydalari ile kullanilmaktadir.
Toksisite goOstermemesi sayesinde geleneksel tipta sik¢a tercih edilmistir.
Bilesiminde alifatik asitler, esterler, aromatik asitler, yag asitleri,
karbonhidratlar, aldehitler, amino asitler, ketonlar, vitaminler ve inorganik
maddeler olmak iizere 300'den fazla farkli bilesik tanimlanmistir. Ancak kimyasal
bilesimi arilarin ziyaret ettikleri bitki kaynaklarinin bulunduklar: iklim ve ¢evre
kosullarina gore degisiklikler gdsterebilmektedir (Pittala vd., 2018; Olgierd vd.,
2021). Ornegin, Brezilya propolisinde KAFE bulunmazken, Cin propolisinde 15-
29 mg/g diizeyinde bulunmaktadir (Anjaly ve Tiku, 2018; Bankova vd., 2018;
Olgierd vd., 2021).

Propolis yesil, kirmizi ve koyu kahverengi renklerde olabilmektedir. Renk
cesitliligi biliyiikk olciide bitki kaynagina ve toplanma siiresine bagli olmakla

birlikte siklikla koyu kahverengi en yaygin olan ¢esitidir (Kasote vd., 2017).
Propolis yedi farkl: tiire siniflandirilmistir (Kocot vd., 2018; Alday vd., 2019):

I.  Kavak (Avrupa, Cin, Yeni Zelanda, Kuzey Amerika ve Gliney Amerika),
II.  Hus Agac1 (Rusya),
[11.  Akdeniz (Sicilya, Yunanistan, Girit ve Malta),
IV.  Yesil (Glineydogu Brezilya),
V. Kirmizi (Kiiba, Kuzeydogu Brezilya ve Giineydogu Meksika),
V1.  Clusia (Veneziiella ve Kiiba),

VII.  Pasifik (Okinawa, Tayvan, Endonezya ve Hawaii).

2.3.3 Fizikokimyasal Ozellikleri

KAFE dogal suda ¢oziinmeyen hidrofobik bir polifenol bilesiktir. Ancak, etanol,
metanol, aseton ve dimetil siilfoksit (DMSO)’te ¢6ziinebilmektedir. Beyaz, ince

kristalli toz formunda bulunmaktadir. Anti-inflamatuar, antioksidan ve anti-
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tiimor etkileri nedeniyle ¢ok sayida yararl etkileri bulunmaktadir. Bu gibi iistiin
biyoaktif etkilerini molekiil yapisindaki katekol halkas1 ve hidroksil gruplarindan
almaktadir (Silva ve Lopes, 2020; Taylor vd., 2022).

2.3.4 KAFE ve Kanser Arastirmalari

Arastirmalar KAFE’nin saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri i¢in daha

toksik oldugunu gostermektedir (Silva ve Lopes, 2020).

KAFE’nin anti-kanser etki mekanizmasi, apoptoz ve ¢esitli protein kinazlari,
biliyiime faktorlerini, transkripsiyon faktorlerini, hiicre dongiisii proteinlerini ve
diger kanser ilerleme yollarindaki etkileri yoluyla agiklanmaktadir. KAFE,
meme, prostat, akciger, bas ve boyun gibi ¢esitli insan kanser hiicre hatlarinin
cogalmasini baskilamaktadir. Ayn1 zamanda, kemopreventif ajan olarak, normal
hiicreleri kemoterapotik kanser ilaclarinin sitotoksik etkilerine karsi da

korumaktadir (Marin vd., 2019; Lv vd., 2021; Olgierd vd., 2021).

2.3.4.1 KAFE ve Kolon Kanseri

Sarivd. (2020), KAFE'nin (0-100 uM) kolon kanser hiicre hatti (RKO) canliligin1

doza bagimli bir sekilde azalttig1 gdstermistir.

Budisan vd. (2019), KAFE 'nin kolon kanseri hiicre hatlar1t RKO ve HCT-116
hiicrelerinin proliferasyonunu, motilitesini ve invazyonunu inhibe ettigi ve gen
ekspresyonundaki degisikliklerle birlikte apoptoz ve otofajiyi uyardigim
bildirmistir.

Tang vd. (2017), KAFE nin (10-80 uM) kolon kanseri HT-29 ve HTC-116

hiicrelerinde doza bagimli sekilde hiicre canliligini inhibe ettigini rapor etmistir.

Wu vd. (2017), KAFE’ nin kolon kanseri hiicrelerinde (SW-480) 0, 6, 8 ve 10
pmol/L dozlarinin hiicrelerin proliferasyonunda 48. saatte anlamli bir azalmaya
yol agtigini tespit etmistir. Ayni ¢alismaya gore hiicrelerin proliferasyonunda en

anlamli ve yiiksek diisiis 96. saatte 10 umol/L dozda goériilmiistiir.

Chiang vd. (2014), KAFE’nin farkli konsantrasyonlarinin (0- 100 pM) insan
kolon kanseri hiicrelerinin (HCT-116 ve SW-480) proliferasyonunu dikkat ¢ekici
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bicimde baskiladigini, doza bagl sekilde GO/G1 fazinda hiicre dongiisiinii
durdurdugunu ve siklin D1 proteini ile NF-kB'nin ekspresyonunu inhibe ettigini

belirlemistir.

Wang vd. (2005), KAFE'nin (2,5-80 mg/L) 24 ve 96 saat araliklar boyunca kolon
kanseri HCT-116 hiicrelerinin dongiisiinde GO/G1 tutulumu ve apoptoz baslatici

etkisi ile gii¢lii bir inhibitdr davranis: sergiledigini géstermistir.
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UCUNCU BOLUM
GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Hiicre Hatlar

Calismada, yetiskin erkekten elde edilen kolon kanseri (HCT-116), insan
noroblastoma (SH-SY5Y) ve yetiskin insan derisinden elde edilen (HaCaT) hiicre
hatlar1 kullanildi. Hiicre hatlar1 Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvari hiicre hatti koleksiyonundan temin

edildi.

3.1.2 Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

Calismada kullanilan deney malzemeleri:

T75 hiicre kiiltiirti flasklari, serolojik pipetler (5, 10 ve 25 ml), filtreli steril pipet
uclart (10, 200 ve 1000 pl), falkon tiipler (15 ve 50 ml), steril filtre (0,2 pm),
pleyt (6 ve 96 kuyucuklu), eppendorf tiip (2 ml), Buzdolabi, Hemositometre lami
(Marien Feld, Lauda- Konigshofen, Almanya), Ters 151k mikroskobu (LEICA
DMil, Weltzar, Almanya), Santrifiij cihazt (NUVE NF 800, Ankara, Tiirkiye),
Biyogiivenlik Kabini (Mikrotest MGKK-120A2, Istanbul, Tiirkiye), Inkiibator
Cihazi1 (NUVE EC 160, Ankara, Tiirkiye), Elisa Micropleyt okuyucu (BioTek 800
TS, Santa Clara, ABD), Flowsitometri Cihazi (Beckman Coulter CytoFLEX,
ABD), cDNA cihazi (SimpliAmp Thermal Cycler, Massachusetts, ABD), Real-
Time PCR cihaz1 (BIO-RAD, Kaliforniya, ABD), Nanodrop spektrofotometri
(BioSpec-nano, SHIMADZU, Japonya), RNA Izolasyon Kiti (PureLink
12183020, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD), Anneksin Kiti
(BioLegend 640914, San Diego, ABD), cDNA Kiti (Appliedbiosystems
01019730, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD), Kristal Viole
(Sigma-Aldrich 1003248082, St. Louis, MO, ABD), SYBR gPCR Kit (GeneMark
QPSYO01-25, Atlanta, ABD)
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Calismada kullanilan kimyasal maddeler:

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco ™ 11965092, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, ABD), Fetal Sigir Serum (FBS) (Gibco ™
10500, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD), Penisilin, Streptomisin,
Amfoterisin  (PSA) (Capricorn Scientific AAS-B, Almanya), %0.25
Tripsin/EDTA (Multicell 325-043-EL, Kanada), Fosfat Tamponlu Salin (PBS)
(HyClone, Cytiva, ABD), Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, ABD), D20 (99.9 Atom % D - Sigma Aldrich 151882-250G, Darmstadt,
Almanya) ve KAFE (Sigma Aldrich 104594-70-9, St. Louis, MO, ABD) Istanbul

piyasasindan tedarik edilmistir.

D20 i¢in atomik izin islemi Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi tarafindan
hazirlanan yazi ile Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK) Niikleer Giivenlik

Dairesi Bagkanligi’nin izin yetki belgesi ile satin alinmistir.

3.2 Yontem(ler)

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii Kosullar: ve Kimyasallar

HCT-116, SH-SY5Y ve HaCaT hiicre hatlari, T75 flasklarinda, %10 FBS, %]1
PSA ve 4,5 g/L D-glikoz igeren DMEM ortaminda kiiltiirlendi ve 37 °C'de %5
CO:2 igeren inkiibatdrde tutuldu. Yeni biiylime ortami saglamak i¢in hiicrelerin
bliyime ortami diizenli olarak degistirildi ve konfluent hale geldiklerinde

pasajlama islemi gergeklestirildi.

3.2.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi, Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Ayr kriyo tiipler (2 ml) i¢inde dondurulmus halde bulunan 1 ml’lik HCT-116,
SH-SY5Y ve HaCaT hiicre hatlar1 ¢ozdirilmek iizere -80 °C'den alind1 ve 37 °C
su banyosunda buz kristalleri eriyene kadar protokole uygun olarak ¢ozdiiriildii.
Cozdiiriilen hiicreler, ayr1 ayr1 5 ml medya igeren 15 ml’lik falkon tiipler i¢erisine
alind1 ve 1.300 rpm/5 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi falkonlardaki
siipernatant kisim atild1 ve pipet yardimiyla pelletler 1 ml medya ile ¢ozdiirtildii.

Cozdiiriilen hiicre siispansiyonlar1 15 ml medya iceren ayr1 T75 flasklarina alindi
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ve yeterli biiylimeyi saglayabilmeleri icin 37 °C'de %5 CO: igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. Flasklarin icindeki medya rutin olarak degistirildi ve konfluent hale

geldiklerinde pasajlama islemi gergeklestirildi (Demir, 2022).

Pasajlama islemi ayr1 T75 flasklarinda kiiltiirlenen HCT-116, SH-SY5Y ve
HaCaT hiicre hatlar1 i¢in tekrarlandi. Hiicrelerin pasajlanmasi gerektiginde ilk
olarak T75 flaskinda bulunan medya serolojik pipet yardimiyla ¢ekildi. Flask,
FBS kalintilarindan kurtulmak icin yiizeyi kaplayacak kadar (3 ml) PBS ile
yikandi ve yikama islemi gerceklestirildikten sonra PBS c¢ekildi. Ardindan
hiicreleri ylizeyden kaldirmak icin 3 ml Tripsin/EDTA ¢o6zeltisi eklenerek 37
°C'de %5 CO2 igeren inkiibatorde 2 dk inkiibe edildi. Hiicreler yilizeyden
ayrildiktan sonra flaska eklenen Tripsin/EDTA kadar (1:1) medya eklenerek
tripsinin inhibe edilmesi saglandi. Inhibisyonun ardindan flask igindeki
siispansiyon 15 ml’lik falkona alinarak 1.300 rpm/5 dk boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij isleminin ardindan falkon igerisindeki siipernatant atilarak pellet 1 ml
medya ile ¢dzdiiriildii ve ¢ozdiiriilen pellet 15 ml medya iceren T75 flaskina
alinarak 37 °C'de %5 COq igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi (Yilmaz vd.,
2018).

HCT-116, SH-SYS5Y ve HaCaT hiicre hatlarinin dondurulma islemi %10 Dimetil
siilfoksit (DMSO) ve %90 medya igeren 1 ml’lik dondurma soliisyonu ile kriyo
tiipler i¢inde gerceklestirildi. Kriyo tiipler ilk olarak -20 °C’de 1 saat tutulduktan
sonra -80 °C’de saklamaya alind1 (Keskiner, 2021).

3.2.3 Hiicre Canlilik Testi

Hiicrelerin canliligi MTS testi ile belirlendi. MTS testi; tetrazolyum tuzu ile
yapilan bir test olup, canli hiicrelerin aktif mitokondrisi tarafindan kirilan
tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak indirgenmesi ve formazan yapiya
doniismesi esasina dayanmaktadir. Formazan yapiya doniisiim sirasinda renk
degisikligi gozlemlenmektedir (Erkekoglu ve Baydar, 2020; Kamiloglu vd.,
2020).

Hiicre canlilik testi (MTS) icin ilk olarak doz uygulamasi yapilmak iizere
hiicrelerin 96 kuyucuklu pleytlere ekimi gergeklestirildi. Sirasiyla, HCT-116
hiicre hattina D20, H20, KAFE ve DO + KAFE, SH-SYS5Y hiicre hattina D>O
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ve HaCaT hiicre hattina ise D20 ve H,0O doz uygulamasi1 yapildi. SH-SYSY hiicre
hattt D2O’nun farkli kanser hiicre hattindaki etkisini gozlemlemek adina
kullanildi. HaCaT hiicre hatt1 ise D2O’nun kanser hiicresine ek olarak saglikli
hiicreyi etkileme ve 6ldiirme 6zelligini gézlemlemek adina kullanildi. HCT-116
ve HaCaT hiicre hatlarina H2O uygulamasi D,O’nun etkisini gozlemlemek ve

uygun dozu ayarlayabilmek i¢in gergeklestirildi.

Ekim islemi ayr1 T75 flasklarinda kiiltirlenen HCT-116, SH-SY5Y ve HaCaT
hiicre hatlar1 i¢in ayn1 adimlar izlenerek uygulandi. Ekim asamasinda ilk olarak
T75 flaskinda bulunan medya ¢ekildi ve flaska yiizeyi kaplayacak kadar PBS (3
ml) eklenerek yikama islemi gerceklestirildi. Ardindan PBS ¢ekilerek hiicrelerin
ylizeyden kalkmasi i¢in 3 ml Tripsin/EDTA eklendi ve 37 °C'de %5 CO2 igeren
inkiibatdrde 2 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan tripsini inhibe etmek igin
3 ml medya flaska eklendi ve siispansiyon 15 ml’lik falkona alindi. Hiicre sayimi
yapilmak iizere falkon igerisindeki hiicre siispansiyonundan 10 mikrolitre (ul)

alindi ve hemositometreye konularak ters 151tk mikroskobunda sayimi yapildi

(Demir, 2022; Mercan, 2022).

Hiicre sayimi i¢in hemositometre laminin her biri 16 kiiciik kare igeren 4 farkli
alan1 sayilarak ortalamasi alindi. Dista kalmis olan ve ¢izgi lizerine gelen hiicreler
sayima dahil edilmedi. Hiicre sayisi/ml= Ortalama sayim degeri * seyreltme

faktorii * 10* formiilii ile hesapland1 (Mercan, 2022).

Sayimin ardindan falkonda bulunan hiicre siispansiyonu 1.300 rpm/5 dk boyunca
santrifiij edildi. Santrifiijiin sonras1 falkonda bulunan siipernatant kisim atilarak
pellet medya ile her ul’de 1.000 hiicre olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen,
hiicreler doz ile muamele edilmek iizere her bir kuyucuga 5.000 hiicre gelecek
sekilde 96 kuyucuklu pleytlere ekildi. Ekim isleminin ardindan hiicreler 37 °C'de
%5 CO2 igeren inkiibatorde kuyucuklara tutunmasi igin 24 saat inkiibe edildi

(Mercan, 2022).

24 saat sonra hiicrelere doz uygulamasi yapildi. Doz uygulamas1t HCT-116 hiicre
hatt1 icin D20, H20, KAFE ve KAFE+ D20; SH-SYS5Y hiicre hatt1 i¢cin D20 ve
HaCaT hiicre hatt1 icin D20 ve H»>O olarak gergeklestirildi. Hiicre hatlarina
uygulanan D20 ve H2O dozlari; Kontrol, %10, %20, %30, %40 ve %50; KAFE
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i¢in; Kontrol, 5 uM, 10 uM ve 40 uM ve de D20 + KAFE i¢in; %30 D20 + 10
uM KAFE olarak gercgeklestirildi.

Doz uygulamasi i¢in ilk olarak kuyucuklarda bulunan medya aspire edildi. Daha
sonra ajan + medya Karisimi g¢oklu pipet yardimiyla kuyucuklara eklendi,
ardindan hiicreler 24. saatteki canliliklarin1 6l¢gmek tizere 37 °C'de %5 CO2 igeren
inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda MTS testi

uygulandi.

Hiicre canliliginin analizi i¢in ilk olarak -20 °C'de alikot halinde saklanan MTS
¢Ozdirildi. Her bir kuyucuga 100 pl DPBS + %4,5 glikoz ve 10 pl MTS
eklenecek miktarda MTS sollisyonu hazirlandi. 24 saat inkiibe edilen pleytler
¢ikarildi ve kuyucuklarina (daha énce uygulanan medya ve ajan igeren soliisyon
aspire edilerek) coklu pipet yardimi ile 110 pl MTS soliisyonu eklendi. Pleytler
karanlik ortamda 37 °C’de %5 CO: inkiibatorde 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon bitiminde pleytler Elisa mikroplate okuyucuya yerlestirilerek 490
nnm dalgaboyunda okumalari alindi. Okuma sonuglari Microsoft Excel
programina aktarildi ve ortalama, standart sapma, normalize ortalama ve
normalize standart sapma degerleri hesaplandi (Abdik, 2022; Kabakov ve Gabai,
2018).

3.2.4 Anneksin

Anneksin uygulamasi i¢in ilk olarak HCT-116 hiicre hattinin 6 kuyucuklu pleyte
ekimi gergeklestirildi. Ekim islemi i¢in T75 flaskinda bulunan medya c¢ekildi ve
3 ml PBS eklenerek yikama islemi gerceklestirildi. Yikama isleminin ardindan
PBS ¢ekildi, hiicrelerin ylizeyden kalkmasi i¢in 3 ml Tripsin/EDTA eklendi ve 37
°C'de %5 CO2 igeren inkiibatdrde 2 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
tripsini inhibe etmek icin 3 ml medya flaska eklendi ve slispansiyon 15 ml’lik
falkona alindi. Sayim islemi i¢in falkon igerisindeki hiicre siispansiyonundan 10
ul alind1 ve hemositometreye konularak ters 151k mikroskobunda sayimi yapildi.
Hiicre sayisi/ml= Ortalama hiicre sayis1 * seyreltme faktorii * 10% formiilii
kullanarak belirlendi. Sayimin ardindan falkonda bulunan hiicre siispansiyonu
1.300 rpm/5 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant kisim

atilarak, pellet medya ile her pul’de 1.000 hiicre olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Daha
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sonra her kuyucuga 2 ml medya ve 150.000 hiicre ekimi yapildi. Ardindan

hiicreler doz uygulamasi yapilmak tizere 24 saat inkiibatorde bekletildi.

24 saatin ardindan pleytlerdeki hiicreler Kontrol, %30 D20, 10 uM KAFE ve %30
DO + 10 uM KAFE ile muamele edildi. Pleytler tekrar 24 saat inkiibatorde

bekletildi ve 24 saat sonunda anneksin uygulamasi yapildi.

Anneksin uygulamasi, BioLegend Anneksin Kiti kullanilarak gerceklestirildi
(Zheng vd., 2017). Uygulama i¢in kuyucuklarda bulunan ajan + medya ¢ekilerek
15 ml’lik falkona alindi. Daha sonra kuyucuklar 500 ul PBS ile yikandi ve PBS
cekilerek daha 6nce medya + ajan ekledigimiz falkona ilave edildi. Hiicrelerin
kuyucuk yiizeyinden kalkmast igin 500 pl tripsin eklendi ve 3 dk boyunca 37
°C'de %5 CO:: igeren inkiibatorde bekletildi. Hiicreler yiizeyden kalkinca tripsini
inhibe etmek i¢in 1.000 pl medya eklendi ve slispansiyon ¢ekilerek falkona alind1.
Falkonlar 1.300 rpm/5 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi falkonlardaki
siipernatant atildi. Pellet bulunan falkona 500 pl staining buffer eklendi ve
falkonlar tekrar 1.300 rpm/5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 falkonlardaki
siipernatant atild1 ve pellet iizerine kontrol grubuna 200 pl diger doz gruplarina
100 pl binding buffer eklendi. Binding buffer eklendikten sonra falkondaki
siispansiyon flowsitometride okutulmak iizere flow tiiplere aktarildi. Aktarim
yapildiktan sonra her tiipe 3 pl FITC boyas1 eklendi ve 15 dk boyunca karanlik
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 her tiipe 3 ul PI boyas1 ve 400 pl

binding buffer eklendi ve flowsitometri cihazinda okumalar1 alindi.

3.2.5 Gen Ekspresyonu Analizi

Gen ekspresyon analizi i¢in ilk olarak HCT-116 hiicreleri 6 kuyucuklu pleytlere
her kuyucuga 150.000 hiicre gelecek sekilde ekildi ve 24 sa boyunca 37 °C'de %5
CO: igeren inkiibatorde hiicrelerin kuyucuklara tutunmasi i¢in bekletildi. 24 sa
sonra hiicreler Kontrol, %30 D20, 10 uM KAFE ve %30 D20 + 10 uM KAFE ile
muamele edildi. Doz ile muamele edilen hiicreler 24 sa boyunca 37°C'de %5 CO:
iceren inkiibatdrde bekletildi. Inkiibasyon bitiminde real time PCR analizi igin

pellet toplanildi.

Pellet toplamak i¢in oncelikle kuyucuklarda bulunan ajan + medya ¢ekilerek 15
ml’lik falkona alindi. Daha sonra kuyucuklar 500 pl PBS ile yikandi ve PBS
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cekilerek daha dnce medya + ajan ekledigimiz falkona ilave edildi. Hiicrelerin
kuyucuk yiizeyinden kalkmas1 i¢in 500 pl tripsin eklendi ve 3 dk boyunca 37
°C'de %5 COgz igeren inkiibatorde bekletildi. Hiicreler yiizeyden kalkinca tripsini
inhibe etmek i¢in 1.000 pul medya eklendi ve slispansiyon ¢ekilerek falkona alindi.
Falkonlar 1.300 rpm/5 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 falkonlardaki
siipernatant atildi. Daha sonra iginde pellet bulunan falkonlar -20 °C'ye kaldirildz.

Hiicrelerin RNA izolasyonu PureLink RNA Izolasyon Kiti kullanilarak
gergeklestirildi (Jin vd., 2017; Eldohaji vd., 2021). Kitte belirtilen prosediire
uygun olarak izolasyon islemi gerceklestirildi. Ik olarak -20 °C'ye kaldirdigimiz
falkonlardaki pellet iizerine 600 pl Lysis Buffer ve her 1 ml Lysis Buffer i¢in 10
ul 2-merkaptoetanol igeren karisim eklendi ve 2 ml’lik ependorf tiiplere alindi.
Tipler lizat olusana kadar vorteks edildi. Ardindan tiipler 10.000 rpm/2 dk
santrifiij edildi. Daha sonra hiicre homojenizati kadar (600 ul) %70 etanol eklendi
ve tiipler vorteks edildi. Vorteks isleminin ardindan ependorfta bulunan
homojenizattan 700 pl alinarak toplama tiipiine aktarildi ve toplama tiipleri
10.000 rpm/2 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin altindaki sivi atild1 ve
toplama tiiplerine ependorfta kalan 500 ul’ lik hiicre homojenizati eklendi ve
tekrar 10.000 rpm/2 dk boyunca santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi tiipiin altinda
kalan sivi atildi. Daha sonra tiiplere 700 pl wash buffer I eklendi ve tekrar
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiipiin altindaki siipernatant atild1 ve kartus yeni
toplama tiipline yerlestirildi. Tiipe 500 pul wash buffer II eklendi ve santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin altindaki stipernatant atild1 ve tekrar 500 ul wash
buffer II eklenerek tekrar santfiij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatant atildi ve
tiipler kuru sekilde tekrar 10.000 rpm/2 dk boyunca santrifiij edildi. Daha sonra
kartus kism1 1,5 ml’lik eppendorf tiipe alind1 ve lizerine 50 pul RNase-free water
eklendi. 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra tekrar 10.000 rpm/2 dk
boyunca santrifiij edildi. Daha sonra 6rneklerin nanodrop spektrofotometri ile
okumalar1 alindi. Okuma alindiktan sonra izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi

gerceklestirildi.

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi kitte belirtilen prosediire uygun olarak
gerceklestirildi (Park vd., 2022). Ilk olarak her doz grubu i¢in ayr1 1,5 ml
eppendorf tiiplerde RT buffer, ANTP mix, random primer, reverse transkriptaz ve

niikklease free water iceren 10 pl’lik miks hazirlandi. Miks hazirlandiktan sonra
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RNA izolasyonundan elde ettigimiz RNA 6rneklerine gore gerekli hesaplamalar
yapilarak her gruptan esit miktarda RNA 6rnekleri alindi. Alinan RNA 6rnekleri
RNase free water ile 10 pl’ye tamamlandi. Hazirlanan 10 ul’lik RNA 6rnekleri
daha once miks ekledigimiz ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra Ornekler
cDNA sentezinin ger¢eklesmesi i¢in SimpliAmp Thermal Cycler cihazina

konuldu.

Real-time PCR igin ilk olarak kullanilacak primerlere goére pleytin dizayni
yapildi. Pleytin her kuyucuguna primere 6zel 7,5 pul miks ve 2,5 ul 6rnek eklendi.
Kullanilan primerler AKT, NF-kB, CCNDI1, p16, BAX, p53 ve p21 Ek-Im Ltd.
Sti tarafindan dizayn edildi (Cui vd., 2021; Shi vd., 2015; Luo vd., 2017; Radpour
vd., 2011; Jiang vd., 2022; Liang vd., 2019; Aziz vd., 2019). Ornekler; Kontrol,
%30 D20, 10 uM KAFE ve %30 D20 + 10 puM KAFE’idi. Kullanilan miks ise
her primere 6zel olarak; SYBR green miks her bir kuyucuga 5 pl, Forward primer
0,5 ul, Reverse primer 0,5 ul gelecek sekilde ayr1 ependorf tiiplerde hazirlandi.
Ornekler 2.5 pl olarak dagitilacagi i¢in hazirlanan primer miksine her kuyucuga
1,5 pl distile su (dH20) gelecek sekilde dH20 eklenerek her kuyucuga gelen
karisim 10 pl’ye tamamlandi. Miks hazirlandiktan sonra PCR pleytinin her
kuyucuguna 7,5 pl her primere 6zel miksi ve 2,5 pul 6rnek dagitildi. Her kuyucuga
ekim gergeklestikten sonra Orneklerin Bio-Rad real-time PCR cihazinda
okumalar1 alindi. Amplifikasyon, 95 °C’de 3 dk, 95 °C’de 10 saniye ve 59 °C’de
10 saniye ve 72 °C’de 20 saniyelik 39 dongii ile gergeklestirildi. SYBR Green
Mix ile ¢alisildigi i¢in FAM kanalindan okuma alindi. Analiz sonuglari, GAPDH
‘housekeeping geni” referans alinarak standardize edildi (Craig-Mueller vd.,
2020).
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Tablo 3.1: Primer Dizilimleri

Primer Dizilimi Tm (°C) bp
AKT (f) AGCGACGTGGCTATTGTGAA 51.78 20
AKT (r) CACGTTGGTCCACATCCTG 53.25 19
NF-kB (f) AGCACAGATACCACCAAGAC 51.78 20
NF-xB (r) TGGTCCCGTGAAATACACCT 51.78 20
CCNDL1 (f) GCGGAGGAGAACAAACAGAT 55 92
CCND1 (r) GAGGGCGGATTGGAAATGA 55.1 92
pl6 (f) AATTAGACACCTGGGGCTTG 54.9 582
p16 (r) AGGGCGATAGGGAGACTCAG 58 582
BAX (f) AAGAAGCTGAGCGAGTGTCT  55.45 236
BAX (r) GTTCTGATCAGTTCCGGCAC 55.45 236
p53 (f) GCCCCTCCTCAGCATCTTAT 56.45 246
p53 (r) AAAGCTGTTCCGTCCCAGTA 56.45 246
p21 (f) GCTTCATGCCAGCTACTTCC 51.8 173
p21 (r) CCCTTCAAAGTGCCATCTGT 50.9 173
GAPDH (f) ACACCCACTCCTCCACCTTT 56.5 276
GAPDH (r) TACTCCTTGGAGGCCATGTG 56.7 276

3.2.6 Koloni Olusturma

Koloni olusturma deneyi i¢gin HCT-116 hiicreleri, 6 kuyucuklu pleytlerin her
kuyucuguna 300 hiicre gelecek sekilde ekildi. Ekim islemi icin ilk olarak T75
flaskinda bulunan medya c¢ekildi. Flaska 3 ml PBS eklenerek yikama islemi
gergeklestirildi. Yikama isleminin ardindan PBS ¢ekildi ve hiicrelerin yiizeyden
kalkmas1 i¢in 3 ml Tripsin/EDTA eklendi. Ardindan 37 °C'de %5 CO2 igeren
inkiibatorde 2 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tripsini inhibe etmek icin
3 ml medya flaska eklendi ve siispansiyon 15 mI’lik falkona alindi. Sayim islemi
icin falkon igerisindeki hiicre silispansiyonundan 10 pl hemositometreye
konularak ters 151k mikroskobunda sayimi yapildi. Hiicre sayisi/ml= Ortalama
hiicre sayis1 * seyreltme faktdrii * 10* formiilii kullanarak belirlendi. Sayimin
ardindan falkonda bulunan hiicre siispansiyonu 1.300 rpm/5 dk boyunca santrifiij

edildi. Santrifiij isleminin ardindan siipernatant kismi atilarak pellet medya ile
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her pl’de 1.000 hiicre olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Ayr1 bir falkon tiipte medya +
hiicre siispansiyonu hazirlanarak pleytlerin kuyucuklarina 300 hiicre gelecek
sekilde 2 ml medya + hiicre siispansiyonu dagitildi. Ekimi yapilan hiicreler

ylizeye tutunmasi i¢in 37 °C'de %5 COz igeren inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan hiicrelere doz uygulamasi gerceklestirildi. Kullanilan
dozlar; Kontrol, %30 D20, 10 uM KAFE ve %30 D20 + 10 uM KAFE olarak
secildi. Doz uygulamasi yapildiktan sonra hiicreler 14 giin boyunca 37 °C'de %5
CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki siispansiyon aspire edildi ve her kuyucuga
600 ul %100 methanol eklenerek -20 °C de 5 dk, +4 °C’de 15 dk bekletildi.
Ardindan kuyucuklardaki methanol ¢ekilerek her kuyucuga 600 pl kristal viole
boyasi eklendi ve 5 dk bekletildi. Ardindan boya ¢ekildi ve kuyucuklar 600 pl
distile su ile yikandi1 ve 2 dk boyunca bekletildi ve ters 1s1tk mikroskubunda
incelenerek goriintii alind1 (Chang vd., 2019; Liu vd., 2020).

3.2.7 istatistiksel Hesaplamalar

Hedef 7 adet gene ait %30 D20, 10 uM KAFE ve %30 D2O + 10 uM KAFE doz
uygulamalarindaki gen ekspresyonu bulgular1 degiskenleri arasindaki iligskinin
diizeyi parametrik yontem olan Pearson Korelasyon Analizi ile istatistiksel olarak
test edilmistir (p<0.05) (George ve Mallery, 2016). Istatistik analizler i¢in SPSS
20 (IBM Corporation, NY, ABD) paket programi kullaniimistir.
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR

4.1 Hiicre Canhlik Testi (MTS) Bulgular:
4.1.1 HCT-116 Hiicre Hatt1 - D20 MTS Testi Bulgular:

Calismamizda, %10 ve %20 D20 uygulamas1 24. saatte HCT-116 hiicre hattinin
hiicre canliligin1 anlamli olarak etkilememistir. Bununla birlikte %30, %40 ve
%50 D20 uygulamast HCT-116 hiicre hattinin hiicre canliligini anlamli olarak

azaltmistir (Sekil 4.1).

HCT-116

150

100

50

Hiicre Canlilig1 (%)

Sekil 4.1: HCT-116 Hiicre Hatt1 - D20 MTS Testi Bulgular:

4.1.2 HCT-116 Hiicre Hatt1 - H2O MTS Testi Bulgular

Calismamizda, %10 ve %20 H2O uygulamalari 24. saatteki HCT-116 hiicre
hattinin hiicre canliliin1 anlamli olarak arttirmistir. Bununla birlikte %50 H20

uygulamast HCT-116 hiicre hattinin hiicre canliligin1 anlamli olarak azaltmistir

(Sekil 4.2).

29



HCT-116

150

100

50

Hiicre Canlihig: (%)

il .

&& Q;'» .2,'» Q,'» Q,'» Q,'»
@ g\o n: e\o e\o

ole
Sekil 4.2: HCT-116 Hiicre Hatt1 - H2O MTS Testi Bulgular

4.1.3 HCT-116 Hiicre Hatti - KAFE ve D20 MTS Testi Bulgulari

Calismamizda, 5 ve 10 uM KAFE uygulamas:1 24. saatteki HCT-116 hiicre
hattinin hiicre canliligint anlamli olarak etkilememistir. Bununla birlikte 40 pM

KAFE, %30 D20 ve %30 D20 + 10 uM KAFE uygulamasi hiicre canliligini
anlamli olarak azaltmistir (Sekil 4.3).

HCT-116
150

100

50

Hiicre Canlhihig: (%)

Sekil 4.3: HCT-116 Hiicre Hatti - KAFE ve D20 MTS Testi Bulgular:

30



4.1.4 SH-SYSY Hiicre Hatti-D20 MTS Testi Bulgular:

Calismamamizda, %10, %20 ve %30 D20 uygulamasi 24. saatte SH-SYS5Y hiicre
hattinin hiicre canliligin1 anlamli olarak arttirmistir. Bununla birlikte %40 ve %50

D20 uygulamalarinin hiicre canliligina anlamli etkisi olmamistir (Sekil 4.4).

SH-SY5Y

150

100+

Hiicre Canlihig (%)

Sekil 4.4: SH-SYSY Hiicre Hatt1 - D20 MTS Testi Bulgular:

4.1.5 HaCaT Hiicre Hatt1 - D20 MTS Testi Bulgular

Calismamizda, %10, %20 ve %30 D20 uygulamasi 24. saatteki HaCaT hiicre
hattinin hiicre canliligin1 anlamli olarak arttirmistir. Bununla birlikte %50 D20

uygulamasi hiicre canliligin1 anlamli olarak azaltmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: HaCaT Hiicre Hatt1 - D2O MTS Testi Bulgular:
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4.1.6 HaCaT Hiicre Hatt1 - H2O MTS Testi Bulgulari

Calismamizda, %20 H20O uygulamasi 24. saatteki HaCaT hiicre hattinin hiicre
canliligin1 anlamli olarak arttirmistir. Bununla birlikte %10, %30, %40 ve %50
H>.O uygulamalar1 HaCaT hiicre hattinin hiicre canliligina anlamli etkisi

olmamistir (Sekil 4.6).

HaCaT

150

Hiicre Canhihigi (%)

Sekil 4.6: HaCaT Hiicre Hatt1 - H2O MTS Testi Bulgulan

4.2 Anneksin Bulgular:

HCT-116 hiicre hattinda kontrol grubuna (Sekil 4.7.A) kiyasla %30 D20 (Sekil
4.7.B), 10 uM KAFE (Sekil 4.7.C) ve %30 D20 + 10 uM KAFE (Sekil 4.7.D)

uygulama sonras1 anneksin bulgulari1 Sekil 4.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7: Anneksin Bulgular

4.3 Gen Ekspresyon Bulgulari

4.3.1 AKT Gen Ekspresyon Bulgular:

Calismamizda, %30 D20, 10 puM KAFE ve %30 DO + 10 uM KAFE

uygulamalart AKT geninin ekspresyon diizeylerini anlamli olarak azaltmistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: AKT Gen Ekspresyon Bulgular:

4.3.2 NF-kB Gen Ekspresyon Bulgular:

Calismamizda, %30 DO ve 10 uM KAFE uygulamalari NF-xB geninin
ekspresyon diizeyine anlamli bir etkisi bulunmazken %30 D20 + 10 uM KAFE
uygulamasi NF-kB geninin ekspresyon diizeyini anlamli olarak azaltmistir (Sekil

4.9).
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Sekil 4.9: NF- kB Gen Ekspresyon Bulgular:
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4.3.3 CCND1 Gen Ekspresyon Bulgular:

Calisgmamizda, %30 D20 ve 10 uM KAFE uygulamalar1 CCNDI1 geninin
ekspresyon diizeyine anlamli bir etkisi bulunmazken %30 D20 + 10 uM KAFE
uygulamast CCND1 geninin ekspresyon diizeyini anlamli olarak azaltmistir

(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: CCND1 Gen Ekspresyon Bulgulari

4.3.4 p16 Gen Ekspresyon Bulgulari

Calismamizda, %30 D20 ve 10 uM KAFE uygulamalar1 p16 geninin ekspresyon
diizeyine anlamli bir etkisi bulunmazken %30 D20 + 10 uM KAFE uygulamasi

p16 geninin ekspresyon diizeyini anlamli olarak arttirmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: p16 Gen Ekspresyon Bulgular:
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4.3.5 BAX Gen Ekspresyon Bulgular:

Calismamizda, %30 D20 ve 10 uM KAFE uygulamalart BAX geninin ekspresyon
diizeyine anlaml1 bir etkisi bulunmazken %30 D20 + 10 uM KAFE uygulamasi
BAX geninin ekspresyon diizeyini anlamli olarak arttirmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: BAX Gen Ekspresyon Bulgular:

4.3.6 p53 Gen Ekspresyon Bulgular:

Calismamizda, 10 uM KAFE p53 geninin ekspresyon diizeyini azaltmistir.
Bununla birlikte %30 D20 uygulamasi p53 geninin ekspresyon diizeyine anlamli
bir etkisi bulunmazken %30 D>O + 10 uM KAFE uygulamasi p53 geninin

ekspresyon diizeyini anlamli1 olarak arttirmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: pS3 Gen Ekspresyon Bulgular:
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4.3.7 p21 Gen Ekspresyon Bulgular:

Calismamizda, %30 D20, 10 uM KAFE ve %30 DO + 10 uM KAFE
uygulamalar1 p21 geninin ekspresyon diizeyine anlamli bir etkisi olmamistir
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: p21 Gen Ekspresyon Bulgular:

Tablo 4.1: Gen Ekspresyon Bulgular:

Ornekler
Kontrol % 30 D20 10 uM KAFE %30 DO + 10
uM KAFE
Primerler  Ekspr. EKksp. Eksp. Eksp. Eksp. Eksp. Eksp. Eksp.
SEM SEM SEM SEM
AKT 1 0.31492 0.03751 0.0123 0.09767 0.06001 0.00597 0.00273
NF-kB 1 0.38791 0.83242 0.22621 1.778 0.26781 0.04948 0.03892
CCND1 1 0.57534 0.79563 0.21276 0.8126 0.36204 0.03198 0.01472
pl6 1 0.65427 1.26491 0.65772 1.63005 1.03305 8.75424 2.49212
BAX 1 0.54133 0.93845 0.44505 0.64072 0.33942 3.80247 2.09654
p53 1 0.33552 1.42979 0.48885 0.37453 0.13453 2.68734 0.38035
p21 1 0.30143 0.73447 0.07434 1.20863 0.20901 1.08871 0.20088
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4.4 Koloni Olusturma Bulgular:

Calismamizda koloni olusturma bulgularina gore kontrol grubuna (Sekil 4.15.A)
kiyasla %30 D20 (Sekil 4.15.B) ve 10 uM KAFE (Sekil 4.15.C) uygulamasinin
HCT-116 hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerini gozle goriiliir sekilde
inhibe ettigi ve bu inhibisyonunun iki bilesigin birlikte uygulanmasi (Sekil
4.15.D) ile daha da artarak HCT-116 hiicrelerinin koloni olusturmadigi

gozlemlenmistir.

Kontrol %30 D;0 10 M KAFE %30 D;0 + 10 p\[ KAFE
) ©

Sekil 4.15: HCT-116 Koloni Olusturma Bulgular

4.5 Istatistik Analiz Bulgular

Pearson korelasyon katsayisi, iki degisken arasinda ayni yonlii bir iliski varsa 0
ile 1 arasinda, ters yonlii bir iliski varsa -1 ile 0 arasinda degerler alir. Nokta ¢ift
serili iligki katsayisinin degeri ne kadar yiiksek ise, iki degisken arasindaki iligki

de o kadar kuvvetli anlamina gelmektedir (George ve Mallery, 2016).

Hedef yedi adet genin %30 D20, 10 uM KAFE ve %30 D2O + 10 uM KAFE doz
uygulamalarina bagli olarak ekspresyon diizeyleri arasinda asagidaki sonuglar

bulunmustur;

e %30D20 ve 10 uM KAFE doz uygulamalarinda hedef genlerin ekspresyon
diizeyleri arasinda pozitif yonli zayif korelasyon oldugu goriilmiistiir
(R=0.3428, p=0.2302>0.05).

e %30 D20 ve %30 DO + 10 uM KAFE doz uygulamalarinda hedef
genlerin ekspresyon diizeyleri arasinda pozitif yonlii yiiksek korelasyon

bulundugu tespit edilmistir (R=0.6097, p=0. 0216<0.05).
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e 10 uM KAFE ve %30 D20 + 10 pM KAFE doz uygulamalarinda hedef
genlerin ekspresyon diizeyleri arasinda pozitif yonlii giiclii korelasyon

oldugu belirlenmistir (R=1.0000, p=0. 00001<0.05).
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BESINCi BOLUM
DEGERLENDIRME VE TARTISMA

Bu calismada, D20 ve KAFE’nin kombine kullaniminin kolon kanseri hiicre
hattina kars1 terapotik potansiyeli in vitro arastirilmistir. In vitro MTS bulgularina
gore, (%30 D20 + 10 uM KAFE) kombine uygulamasinin HCT-116 hattinda
hiicre canliligini kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azalttig1 kaydedilmistir.
Gen ekspresyonu bulgularinda ise, DO ve KAFE’nin kombine kullaniminin
AKT, NF-kB ve CCNDI1 genlerinin ekspresyon diizeylerini azalttigi, p16, BAX
ve p53 genlerinin ekspresyon diizeylerini yiikselttigi ve p21 geninin ekspresyon

seviyesini etkilemedigi goriilmistiir.

Literatlir bliylime inhibitdr etkileri nedeniyle, D20 ve KAFE’nin tiimor
tedavisinde etkili olabilecek bilesikler oldugunu bildirmektedir. Kolon kanseri ise
diinya ¢apinda teshisi en sik konulan ii¢iincii kanser tiiriinli olusturmaktadir ve bu
insidansin 2035 yilinda 2,5 milyon yeni vakaya ylikselecegi ongoriilmektedir
(Kumar vd., 2014; Kleczka vd., 2020; Dekker vd., 2019). Bu nedenle
calismamizda kolon kanseri hiicre hattini (HCT-116) kullandik. Ancak, D2O’nun
KAFE ile kombine kullaniminin kolon kanseri hiicre hattina kars1 etkisini rapor
eden bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismada D20 ve KAFE’nin kombine
kullaniminin HCT-116 hiicre hattina terépotik etkisi in vitro ve gen ekspresyonu

yontemleri kullanilarak arastirilmistir.

Iki bilesigin farkli dozlarda (%10-50 D20; 5,10 ve 40 uM KAFE) 24. saatte tek
baslarina ve birlikte HCT-116 hiicre hattinin hiicre canliligina etkisi MTS testi ile
dlciilmiistiir. /n vitro MTS sonuglarina gore %30 D20 ve 10 uM KAFE doz grubu
olarak secilmigtir ve iki bilesigin kombinasyonu bu dozlarda yapilmistir. Elde
edilen verilerde 24. saatte 10 uM KAFE’nin HCT-116 hiicre hattinda hiicre
canlilig1 iizerinde anlamli etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte %30 D20
dozu HCT-116 hiicre hattinda hiicre canliligin1 kontrol grubuna kiyasla anlamli
sekilde azalttig1 ve bu anlamliligin iki bilesigin kombine (%30 D20 + 10 uM
KAFE) uygulanmasiyla daha da arttigi gozlemlenmistir. Kolon kanseri hiicre

hattina ek olarak farkli kanser hiicre hattinda (SH-SYS5Y) ve saglikli hiicre
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hattinda (HaCaT) yapilan %30 D20 uygulamasi ise hiicre canliligin1 anlaml

olarak arttirmistir.

Kleemann vd. (2020), D2O’nun farkli insan melanom hiicrelerine etkisini
arastirdig1 bir ¢alismada A375, SK-Mel-28 ve SK-Mel-30 malign melanom
hiicreleri kullanilmistir. Calismada, A375 hiicrelerinde %5 D20 seviyeleri bile
DNA sentezinde anlamli bir diisiis gosterirken, SK-Mel-28 hiicresinde %75 D20
seviyesi DNA sentezinde anlamli bir inhibisyon gostermistir, buna karsilik SK-
Mel-30 hiicreleri diger hiicre hatlarina kiyasla %75 D>O dozuna daha hafif ama
onemli bir azalma gostermistir. Farkli hiicrelerin D20’ya farkli yanit gostermesi
nedeniyle D>O’ya yanit olarak en net etkiyi gésteren A375 melanom hiicrelerinin
hiicre canlilig1 incelenmistir. Calismada %40, %50 ve %100 D20 dozlarinin doza

bagimli olarak hiicre canliligini anlamli sekilde azalttig1 bildirilmistir.

Calismamizda HCT-116 hiicre hattinda %30 D>O ve daha yiiksek
konsantrasyonlar1 hiicre canlilifini anlamli olarak azaltmistir. Bu yoniyle iki

calisma benzer veriler sunmaktadir.

Bununla birlikte antikanser tedavisinde kullanilan bilesiklerin karakteristik bir
Ozelligi, normal hiicrelere zarar vermeden neoplastik hiicrelere toksisite
gostermeleridir (Gajek vd., 2020). Bu nedenle D2O’yu insan derisinden elde
edilen saglikli HaCaT hiicre hattinda uyguladik. Elde ettigimiz verilerde %30
D20 uygulamasinin HaCaT hiicre hattinda hiicre canliligini azaltmadigi aksine
anlamli sekilde arttirdigi gdézlemlenmistir. Bununla birlikte baska bir kanser
hiicre hattinda (SH-SY5Y) %30 D20 uygulamasi SH-SYSY hiicre hattinin hiicre
canliligini kontrole kiyasla arttirarak tiimor hiicrelerinin canliligini azaltmamastir.
Bu ac¢idan D20 farkli kanser hiicre hatlarinda farkli etkiler gdsteriyor gibi

goriinmektedir.

Kolon kanseri insidansi, yliksek oranda kirmizi1 ve islenmis et, diisiik sebze ve
meyve tiiketimi, diisiik fiziksel aktivite, asir1 alkol tiiketimi gibi batil1 bir yasam

tarzinin benimsenmesi nedeniyle siirekli artmaktadir (Bracci vd., 2021).

Bununla birlikte proapoptotik, antiproliferatif ve anti-enflamatuar potansiyele
sahip olmas1 nedeniyle fitokimyasallar agisindan yiiksek olan bitkisel bilesikler,
kanser tedavisi i¢in 1yi adaylardir ve fitokimyasal acidan zengin bir diyet ile kolon

kanseri gibi cesitli kanserlerin prevalansi arasinda ters iligki bildirilmistir. Bu
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nedenle, bitkisel bilesiklerin kanser tedavisinde, 6zellikle diger ilaglarla birlikte
kullanimi iizerine yapilan arastirmalar olduke¢a ilgi ¢ekicidir (Chikara vd., 2018;

Sameni vd., 2021).

Kolon Kkanserini 6nlemede ise diyet ajanlarinin  kullanimi  saglikli
popiilasyonlarda ve kolon kanseri gelisme riski yiiksek olan IBH hastalarinda

yaygin bir durumdur (Mileo vd., 2019).

Ozellikle bu dogal bitkisel bilesiklerin kanserle ¢esitli mekanizmalarla savastigi,
bazi durumlarda kanser hiicrelerini dogrudan Oldiirmesede onlar1i ortadan
kaldirmak i¢in bagisiklik sistemini gili¢clendirdigi belirtilmektedir. Bu nedenle
resveratrol, yesil ¢cay polifenolleri, kurkumin, genistein ve KAFE gibi bir¢ok bitki
kaynakli polifenol, kanser Onleyici ve kemoterapotik ozellikleri agisindan
arastirmalara konu olmustur. Ozellikle ¢ok sayida calisma, dogal ar1 {iriinlerinin
veya aktif bilesenlerinin antikanser potansiyelini, insan timorlerinin alternatif bir

tedavisi olarak 6zetlemistir (Bhargava vd., 2021).

Tang vd. (2017), propolis aktif polifenolik molekiilii olan KAFE’nin (10-80 uM)
anti-kolon kanseri etkisini arastirdig1 ¢calismada HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlar1
kullanilmistir. HT-29 hiicrelerinde KAFE’ nin 44,5 uM ve daha yiiksek dozlari ile
HCT-116 hiicreleri i¢in KAFE’nin 47,2 uM ve daha yiiksek dozlari hiicre

canliligin1 anlaml sekilde azaltmistir.

Sari vd. (2020), 0-150 uM arasindaki dozlarda KAFE’nin RKO kolon kanser
hiicre hattina kars1 etkisini ele aldig1 calismada 25 uM ve daha yiiksek KAFE
dozlarinin RKO hiicre hattinin hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi bununla
birlikte 10 uM KAFE dozunun RKO hiicre hattinin hiicre canliligina anlaml

etkisi olmadig1 gozlemlenmistir.

Wu vd. (2017), KAFE’nin SW-480 kolon kanseri hiicre hattinda etkisini
arastirdigi calismada 0-10 pumol/L dozlarda KAFE uygulamasi yapilmistir. Elde
edilen verilerde hiicrelerin proliferasyonunda 24. saatte anlamli bir azalma
goriilmemistir. Bununla birlikte SW-480 hiicrelerinin proliferasyonu 48. saatte
KAFE ile inkiibasyon sonrasi anlamli olarak azalmaya baslamis, en anlamli ve

yiiksek diisiis 96. saatte 10 umol/L dozda gozlemlenmistir.

Calismamizda 5 ve 10 uM KAFE dozlar1 24. saatte HCT-116 hiicre hattinda hiicre
canlilifini anlamli olarak etkilememistir bununla birlikte 40 uM KAFE HCT-116
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hiicre hattinin hiicre canliligini anlamli gekilde azaltmistir. Calismamiz bu

yOniiyle literatiir ile benzer veriler sunmaktadir.

Bununla birlikte Budisan vd. (2019), kolon kanseri hiicre hatlarinda KAFE ve
kamferolun inhibitor etkisini degerlendirdigi arastirmada RKO ve HCT-116
hiicre hatlar1 kullanilmistir. Calismada RKO hiicre hattinda 48. saatte KAFE’ nin
36,87 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlar1 hiicre canliligin1 anlamli sekilde
azaltirken HCT-116 hiicre hattinda 48. saatte KAFE’nin 3,326 uM gibi diisiik

dozu hiicre canliliginda anlamli bir inibisyon gostermistir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar, polifenolik bilesenlerin farkli anti-kanser ilag
ve ajanlarla kombine kullaniminin kanser hiicrelerinin biiyiimesini tek bagina
oldugundan daha etkili bir sekilde inhibe ettigini gézlemlemektedir (Colpan ve
Erdemir, 2021). Literatiirde D20 ve propolisin aktif polifenolik molekiilii olan
KAFE’yi kombine ederek kanser hiicrelerinde teropotik etkilerini degerlendiren
calisma bulunmamaktadir. Calismamiz bu yoniiyle 6zgiin bir calisma olarak

alanyazina katkida bulunmustur.

Elde ettigimiz verilerde %30 D20’nun 10 uM KAFE ile kombine edilerek
uygulanmas1 HCT-116 hiicre hattinin hiicre canliligini1 tek basina %30 D20

uygulamasina kiyasla anlamli sekilde azaltmistir.

Kanser tedavisini bagariya gotiiren bir diger temel adim kanser hiicrelerinde
apoptozun yani programlanmis hiicre 6liimiiniin indiiklenmesidir. Apoptoz, hiicre
O0limi ve bolinmesi arasindaki dengenin korunmasinda miihim bir rol
oynamaktadir ve apoptoz eksikligi kanser dahil olmak tizere farkli hastaliklara

yol agan hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalma ve biiylimesine neden olmaktadir (Jan,
2019).

Hartmann vd. (2005), %5-30 D2O’nun pankreas kanseri hiicre hatlarinda (AsPC-
1, BXPC-3 ve PANC-1) etkisini inceledigi arastirmada, kontrol hiicrelerinin %9,1
ile %11,9’u apoptoz gosterirken, AsPC-1 hiicrelerinde %30 D20 uygulamasi
apoptotik hiicre sayisin1 %22'ye, PANC-1 hiicrelerinde ise %20 D20 uygulamasi
apoptotik hiicre sayisim1 %16’ya ¢ikarmigtir. Bununla birlikte BxPC-3

hiicrelerinde D20 uygulamas1 apoptozu indiiklememistir.

Tang vd. (2017), KAFE’nin HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicre hatlarina
etkisini degerlendigi ayni ¢aligmada 48. saatte sitotoksik etki gosteren 40 uM doz
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KAFE’nin apoptoz oran1 HT-29 hiicrelerinde %34 ve HCT-116 hiicrelerinde %39
bulunmustur. Bununla birlikte 10 uM KAFE dozunun 48. saatte apoptoz orani
HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarinda %10-20 arasinda bulunmustur.

Marin vd. (2019), miyelom hiicre hattinin 0-50 uM arasindaki dozlarda KAFE ile
muamelesinin etkisi incelendigi baska bir calismada KAFE’nin miyelom
hiicrelerine apoptoz etkisi incelenmistir. Calismada elde edilen bulgular 10 uM
KAFE’nin anlamli sekilde apoptuzu indiikleyerek apoptotik hiicre sayisini
%16,6’ya ¢ikardig1 gézlemlemislerdir. Bununla birlikte 50 uM KAFE uygulamas1

apoptotik hiicre sayisini neredeyse %50 ye ¢cikarmistir.

Kabata-Dzik vd. (2017), kafeik asit ve KAFE’nin (10-100 uM) meme kanseri
hiicresinde (MDA-MB-231) etkilerini inceledigi arastirmada MDA-MB-231
hiicreleri 24 sa ve 48 sa boyunca 10 ila 100 uM dozlarda KAFE ile tedavi edildi.
Elde edilen verilerde ayn1 dozaj ve inkiibasyona tabi tutulan hiicrelerde KAFE nin
kafeik asite kiyasla sitotoksisitesi daha fazla bulunmustur. Ayrica KAFE doza
bagimli olarak kafeik asitten daha yiiksek bir apoptotik etkiye neden olmustur.
Calismada 10 pM KAFE uygulamasi1 kontrole (%93,96) kiyasla canli hiicre

sayisini %84,33’e dlsiirmistiir.

Calismamizda HCT-116 hiicre hattinda %30 D20 ve 10 uM KAFE’nin tek tek
uygulamalar1 sonucu apoptotik hiicre sayisi literatiirde bildirilen verilerden daha
yiiksek bulunmustur. iki bilesigin kombine uygulanmasi ise apoptotik hiicre

sayisini iki bilesigin tek tek uygulanmasina kiyasla daha fazla arttirmistir.

Calismamizda ayrica %30 D2O ve 10 puM KAFE’nin tek tek ve kombine
uygulamalarinin gen diizeyinde etkisini gdzlemlemek adina real time PCR
yontemini kullandik. Iki bilesigin tek tek ve kombine uygulamalarinin AKT, NF -
kB, CCNDI1, pl6, BAX, p53 ve p21 genlerinin ekspresyon seviyelerine etkisini
inceledik. Gen ekspresyonu bulgularina gore, %30 D20 uygulamasi1 AKT geninin
ekspresyonunu diistirmiistiir. 10 uM KAFE uygulamas: ise AKT ve p53
genlerinin ekspresyonlarini azaltmistir. Bununla birlikte %30 D20 ve 10 pM
KAFE’nin kombine kullanimi, AKT, NF-kB ve CCNDI1 genlerinin ekspresyon
diizeylerini azaltirken, pl6, BAX ve p53 genlerinin ekspresyon diizeylerini
yikselttigi tespit edilmistir. %30 D20 ve 10 uM KAFE’nin tek tek ve birlikte
uygulamalar1 ise p21 geninin ekspresyon seviyesinde degisiklige yol agmadigi

gorilmiistiir.
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Kanser hiicreleri, baskilayict genlerin inaktivasyonu veya mutasyonu ve
onkogenlerin asir1 ekspresyonu veya amplifikasyonu nedeniyle kontrolsiiz hiicre

dongiisii ilerlemesine ve mitoza yol agarak hizlica ¢ogalabilmektedir (Icard vd.,

2019).

Hiicre dongiisii, memeli hiicrelerinde gergeklesen G1, S, G2 ve M fazlar1 boyunca
hiicrenin boliinerek ¢ogalmasini saglayan bir siirectir. Cevresel stres kosullari s6z
konusu oldugunda bu faz gegisleri hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurabilecek
kontrol noktalar1 tarafindan diizenlenir. Siklinler, siklin bagimli kinazlar ve siklin
bagimli kinaz inhibitdrleri arasindaki dengeli etkilesimler hiicre dongiisii boyunca

ilerlemeyi diizenler (OrSoli¢ ve Jazvin$¢ak Jembrek, 2022).

Su anda propolis ve bilesenlerinin siklin DI, siklin bagimli kinazlar ve siklin
bagimli kinaz inhibitorleri gibi hiicre dongiisii diizenleyicilerini modiile ettigi,
boylece gesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyerek kanser hiicresi dongiisiiniin

ilerlemesini durdurdugu bildirilmektedir (Orsoli¢ ve Jazvin§cak Jembrek, 2022).

Arastirmalar ayrica propolisin aktif bileseni olan KAFE’nin siklin D1’e ek olarak
AKT ve NF-xB dahil olmak tizere karsinogenez ile ilgili siire¢lerde rol oynayan
proteinlerin seviyelerini azaltarak apoptozu indiikledigini gostermistir (Forma ve
Brys, 2021). Bununla birlikte literatiirde D20 ’nun gen ekspresyonuna etkisini
inceleyen arastirma bulunmamaktadir. Calismamiz bu yoniiyle alanyazina katki

saglamaktadir.

AKT serin/treonin kinaz, hiicrenin sagkalimi, proliferasyonunu, biiyiimesini,
apoptozunu ve glikojen metabolizmasint diizenleyen aktivasyonu oldukca
onkojenik olan bir proteindir. Cesitli insan kanser tiirlerinde artmis ekspresyonu
bildirilir. Calismalar ayrica tiimor gelisiminin indiiklenmesine neden olmasinin
yanisira bir¢ok kanser tiiriinde geleneksel kemoterapiye diren¢ kazandirdigina

dair kanitlar sunmaktadir (Song vd., 2019; Revathidevi vd., 2019).

Su anda, deneysel in vitro galismalar, kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesine
destek olan ve inflamasyona yol acan AKT ve NF-«B gibi sinyal yollarini bloke
etmeye odaklanmaktadir (Stefani vd., 2021).

Jandova vd. (2021), D2O’nun A375 melanom hiicrelerinde etkisini inceledigi
calisma D20 (%90) ile tedavi sonrast AKT geninin ekspresyonunun asagi

regiilasyonu gozlemlenmistir.
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Chiang vd. (2014), insan kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-116 ve SW-480)
KAFE’nin (0 ve 100 uM) etkisini arastirdigi calismada KAFE ile tedavinin AKT

fosforilasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.

Anjaly ve Tiku’nun (2022), KAFE’nin (0, 15 ve 30 uM), prostat kanseri
hiicrelerinde (DU145 ve PC3) radyomodiilator etkisini arastirdigi c¢alismada
KAFE ve gama radyasyonunun (3 Gy) birlikte tedavisinin DU145 ve PC3
hiicreleri {izerindeki etkisini incelemislerdir. Calismada elde edilen verilerde
KAFE'nin AKT ekspresyonunu azalttig1 ve bu proteinin seviyesinin, hiicreler hem

KAFE hem de 3 Gy ile tedavi edildiginde en diisiik diizeyde oldugu bildirilmistir.

Calismamizda %30 D20, 10 uM KAFE tek tek ve iki bilesigin kombine
uygulamalar1 AKT geninin ekspresyonunu anlamli sekilde azaltmistir.

Calismamiz bu yoniiyle literatiir ile benzerlik gostermektedir.

NF-kB proteinleri, iltihaplanma, bagisiklik, proliferasyon ve hiicre dliimi gibi
onemli siiregleri diizenleyen bir¢ok genin ekspresyonuna etki edebilmektedir.
Bununla birlikte NF-kB’nin aktive olmasi hiicre proliferasyonunu ve
anjiyogenezi arttirir ve apoptozu inhibe ederek tiimorigenez siirecini destekler.
Cesitli calismalar KAFE'nin tiim6r durumunda NF-kB’nin aktivasyonunu bloke

ettigi gostermistir (Patel vd., 2018; Yordanov, 2019; Zinatizadeh vd., 2021).

Kolon kanserinin gelisiminde inflamasyon ve tiimodrigenez arasindaki iliski iyi
bilinmekle beraber IBH hastalik icin 6nemli bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. NF-kB, inflamatuar bir faktor olarak kolon karsinogenezi sirasinda
rol oynayan c¢esitli sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu uyarabilmektedir

(Xie vd., 2019).

KAFE’nin (0-100 pM) yumurtalik kanseri hiicreleri (SKOV-3) {izerindeki
etkilerini inceleyen bir ¢aligma 25 uM ve daha yiiksek KAFE dozunun yumurtalik
kanseri hiicrelerinin yasayabilirligini, go¢linii ve invazyonunu anlamli sekilde
azaltabildigini ve NF-xB sinyalini inaktive ederek apoptozu tesvik edebildigini

belirtmistir (Liu vd., 2018).

Liang vd. (2019), nazofaringeal karsinomda KAFE'nin (1-80 puM) inhibitor
etkisini degerlendirdigi bir calismada KAFE’nin, nazofaringeal kanser hiicre
hatlarinin yasayabilirligini zamana ve doza bagli olarak baskiladigi, apoptozu

indiikledigi ve NF-kB geninin ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.
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Calisgmamizda %30 D20 ve 10 uM KAFE uygulamalart NF-kB geninin
ekspresyon diizeyine anlamli etkisi bulunmamistir. Bununla birlikte iki bilesigin
kombine uygulanmasi NF-kB geninin ekspresyon diizeyini anlamli olarak

diistirmiistiir.

CCND1, GI fazindaki kisitlama noktasindan hiicre dongiisiiniin S fazina geg¢isi
diizenleyen bir proteindir. Bu genin asir1 ekspresyonu normal hiicre dongiisiiniin
kontroliinii bozarak kanserin gelisimini ve ilerlemesini tetikler. Bu genin asir1
ekspresyonu ayrica kolon kanseri patogenezinde de 6nemli rol oynamaktadir (Xie

vd., 2017; Albasri vd., 2019).

Yapilan bir ¢alisma, insan HCT-116 kolon ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
KAFE ile tedavi sonrast siklin D1 ve p53 genlerinin ekspresyonlarini
karsilastirmistir. HCT-116 ve MCF-7 hiicreleri 24 sa boyunca 10 pg/mL KAFE
ile tedavi edilmistir. Elde edilen verilerde KAFE ile tedavinin CCNDI1 geninin
ekspresyonunu baskiladigi, hiicre dongiisiinli ve apoptozu diizenleyen ve boylece

anti-kanser aktiviteyi arttiran p53°{in ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (Chen

vd., 2019).

Calismamizda %30 D20 ve 10 pM KAFE uygulamalari CCND1 geninin
ekspresyon diizeyine anlamli etkisi bulunmamistir bununla birlikte iki bilesigin
kombine uygulanmasi ile CCNDI1 geninin ekspresyon diizeyi anlamli olarak

diismiistiir.

pl6 (siklin-bagimli kinaz inhibitorii 2A, CDKN2A), hiicre dongiisiiniin Gl
fazinda tutuluma yol acan tiimor baskilayici olarak taninan bir antionkogendir.
p16 fonksiyonunun kaybi, anormal hiicrelerin ¢ogalmasina yol agabilir ve ayrica
kanser hiicreleri iiretebilir. Caligmalar, pl6 protein ekspresyonunun kolon

kanserinin olusumu, ilerlemesi veya prognozu ile iliskili oldugunu bildirmektedir

(Zhou ve Gu, 2018).

Calismamizda %30 D20 ve 10 uM KAFE uygulamalar1 p16 geninin ekspresyon
diizeyine anlamli etkisi bulunmazken iki bilesigin kombine uygulanmasi p16

geninin ekspresyon diizeyini anlamli olarak arttirmistir.

BAX geni Bcl-2 ailesine iiye olan ve p53 tarafindan dogrudan diizenlenen
apoptotik etkileri olan bir gendir ve c¢alismalar insan kanser tiirlerinde BAX

geninin inaktivasyonunu bildirmistir. Bununla birlikte literatir KAFE’nin
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potansiyel antikanser aktivitelerinden birisinin p53 ve BAX geninin ekspresyon
seviyesini diizenleyerek apoptozun indiiklenmesine baglamaktadir (Feng vd.,

2018; Radhakrishnan vd., 2021).

Bir calisma KAFE (0-100 uM) ile tedavi edilen yumurtalik kanseri hiicrelerinde
(OV7) proapoptotik BAX geninin ekspresyonunu degerlendirmistir ve KAFE ile
tedaviden sonra BAX geninin ekspresyonu doza bagiml bir sekilde, 24. ve 48.

saatte kontrolden anlamli derecede daha yliksek bulunmustur (Kleczka vd., 2020).

KAFE tedavisinin insan agiz kanseri hiicre hatlarinda etkisini inceleyen ayri bir
calisma KAFE’nin BAX geninin ekspresyon seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirdigini

gostermistir (Yu vd., 2017).

Calismamizda %30 D20 ve 10 uM KAFE uygulamalari BAX geninin ekspresyon
diizeyine anlamli etkisi bulunmadi. Ancak iki bilesigin kombine uygulanmasi

BAX geninin ekspresyon diizeyini anlamli olarak arttirmigtir.

Literatiirde, p53°lin sayisiz aktiviteye ve cesitli biyolojik yollar1 diizenleme
yetenegine sahip oldugu belirtilmektedir. p53, hiicrelerde apoptoz, hiicre dongiisii
ve DNA onarimini etkileyebilecek bir tiimor baskilayici faktor olarak kabul edilir.
p53, BAX gibi apoptozla ilgili proteinlerin ekspresyonunu diizenler. Birgok
kanser tiiriinde, bu proteinin ekspresyonunda veya islevselliginde degisiklikler

tespit edilmistir (Blagih vd., 2020; Zhu vd., 2020; Sepulveda vd., 2020).

Literatiir KAFE ile tedavinin p53'ii aktive ederek direngli prostat kanseri
hiicrelerinde hiicre dongiisii durmasini ve biiyiime inhibisyonunu indiikledigini

bildirmistir (Matsunaga vd., 2019).

Caligmamizda 10 pM KAFE uygulamas1 p53 geninin ekspresyonunu azaltmistir.
Bununla birlikte D20 ve KAFE’nin kombine kullanimi bu genin ekspresyonunu

anlaml sekilde arttirmistir.

Sikline bagimli kinaz inhibitorii p21 hiicre proliferasyonunu inhibe etme yetenegi
ile tiimdr baskilayici bir islev gdrmektedir. Ozellikle, p21'in ekspresyon veya
fonksiyon kaybi bir¢ok insan kanserinin olusumunda veya ilerlemesinde rol

oynamaktadir (Li vd., 2018).
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Tang vd. (2017), KAFE ve farkli kolon kanseri hiicrelerinde yaptig1 ayni
calismada KAFE ile tedavinin doza bagimli sekilde p21 geninin ekspresyon

seviyesinde artigini bildirmistir.

Calismamizda %30 D20, 10 uM KAFE ve iki bilesigin kombine uygulamalari

p21 geninin ekspresyon seviyesine anlamli etkisi bulunmamaistir.

Genellikle kanser hiicreleri, komsu hiicrelerle temas halinde olan kolonilerde
biiylime egilimindedir; bitisik hiicrelerle baglantiy1 kaybetmek, kanser

hiicrelerinin 6liimiiyle sonuglanir (Sahoo vd., 2020).

Hartmann vd. (2005), D2O’nun farkli pankreas kanseri hiicre hatlarinda (AsPC-
1, BXPC-3 ve PANC-1) etkisini inceledigi ayni arastirmada D2O’nun pankreas
kanseri hiicre hatlarinin koloni olusumlarin1 doza bagimli bir sekilde azalttig:

gozlemlenmistir.

Yahya ve Sudhandiran (2022), KAFE (10-100 uM) ile tedavi edilen HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerini incelemislerdir. Elde edilen
verilerde kontrol hiicreleri koloniler olusturmaya devam ederken, KAFE ile
tedavi edilen hiicreler koloni olusumunda dikkate deger bir azalma gosterdi.
Arastirma KAFE’nin kolon kanseri iizerinde anti-klonojenik etkiye sahip

oldugunu vurgulamaktadir.

Ishida vd. (2018), ¢esitli insan kanser hiicrelerinde (SKOV3, H1299, A549, HeL a,
U20S) 5 uM KAFE uygulamasinin kanser hiicrelerinin koloni olusturma

etkinliginde 6nemli bir azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur.

Liang vd. (2019), nazofaringeal karsinomda KAFE'nin inhibitdr etkisini
degerlendirdigi baska bir ¢alismada 20 ve 40 uM KAFE ile tedavi edilen
hiicrelerin koloni olusumunu incelediler. Elde edilen verilerde 20 uM KAFE ile
tedaviden sonra koloni olusumunda anlamli olmayan azalma gozlemlenirken 40
uM KAFE ile tedavi edilen hiicrelerde koloni olusumu anlamli sekilde inhibe
edilmistir.

Calismamizda HCT-116 hiicreleri 6 kuyucuklu pleytlerde %30 D20, 10 uM
KAFE ve %30 D20 + 10 uM KAFE uygulamalarindan sonra 2 haftalik
inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon sonucunda hiicrelerin koloni olusturma

yetenekleri gozlemlenmistir. Calismada koloni olusturma bulgularina gore

kontrol grubuna kiyasla %30 D20 ve 10 uM KAFE uygulamasinin HCT-116
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hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerini gozle goriiliir sekilde inhibe ettigi
gozlemlenmistir. Bu bulgulara ek olarak iki bilesigin kombine uygulanmasi
sonucu HCT-116 hiicrelerinde koloni olusumu gézlemlenmemistir. Sonuglarimiz

bu bakimdan literatiir ile benzer veriler sunmaktadir.

Ozetle, 6zellikle D20 agisindan arastirmalarin yeterli ve doyurucu sayida
olmadigi bu g¢alisma D>O’nun kolon kanserindeki terdpotik etkilerini ve bu
bilesigin giinlimiizde oldukg¢a popiiler ve ¢esitli durumlarda teropotik etkisi
kanitlanmis olan propolisin aktif polifenolik molekiili KAFE ile sinerjistik
etkisini ortaya koymustur. Calismamiz bu yoniiyle alanyazin agisindan, 6zellikle
tilkemizde, beslenme ve diyetetik bilim dali agisindan, farkli tekniklerin birlikte

kullanildig1 ¢cok yonlii ve ¢ok disiplinli bir arastirma olmustur.

Bununla birlikte 6nceki boliimlerde bahsedildigi gibi kolon kanseri etiyolojisinde
rol oynayan en Onemli faktorlerden biri Ozellikle batili yasam tarzinin
benimsenmesine dayali sagliksiz beslenme modelidir. Bu nedenle hastaligi
Oonlemede beslenme ve yasam tarzi aliskanliklarinin degisimi kolon kanserinin
Onlenmesi ag¢isindan biliyiik bir 6nem arz etmektedir. Bu amagla beslenme
bakimindan 6zellikle beslenme uzmanlar1 ve diyetisyenlerin degerlendirmeye
dayali diyet Onerisi yaparken hastay1r bilin¢glendirmeleri ve hastalifa karsi
koruyucu ve onleyici beslenme miidahalelerinde bulunmalari hastanin saglikli bir

yasam siirdiirmesinde 6nemli ve etkin roliinii ortaya koymaktadir.
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ALTINCI BOLUM
SONUC

Calismamizda D20 ve propolisin aktif polifenolik molekiili KAFE’nin kombine
kullaniminin insan kolon kanseri hiicre hattt (HCT-116) iizerindeki terdpotik
potansiyelini degerlendirdik. Sonu¢ olarak, D>O ve KAFE’nin kombine
uygulamalarinin kolon kanseri hiicre hattinda teropotik etkileri gézlemlenmistir.
Calismamizda D0 ve KAFE’nin kombine uygulanmasinin kolon kanseri
hiicrelerinin canliligin1 anlamli olarak azalttig1, apoptotik hiicre sayisini arttirdigi
ve kanser ile iliskili genlerin ekspresyonunu diizenledigi ve kanser hiicrelerinin

koloni olusturma yeteneklerini baskiladig1 gézlemlenmistir.

Bu baglamda iki bilesigin kombinasyonunun insan viicudunda olas1 etkileri ve
biyoyararlanimina dair in vitro ve in vivo arastirmalar yapilarak kolon kanseri
tedavisinde en az yan etkiyi saglayan optimal dozun ayarlanmasi gelecek icin

Onem arz etmektedir.

Ek olarak D20 ve KAFE’nin diger kanser tiirleri iizerindeki terapotik etkilerinin
in vitro ve Kklinik bilimler ile birlikte in vivo arastirilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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