T.C.
BINGOL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

INSAN KOLON KANSERI HUCRELERINDE IRINOTEKANIN
ANTIPROLIFERATIF VE APOPTOTIK AKTIiVITESI UZERINE
GENISTEININ ETKIiSININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZIi

FATMA BOZKIR DIiNLER

BiYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
DR. OGR. UYESI MEHMET KADIiR ERDOGAN

BINGOL-2024



T.C.
ITESI BINGOL UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

INSAN KOLON KANSERiIi HUCRELERINDE iRINOTEKANIN
ANTIPROLIFERATIF VE APOPTOTIK AKTIiVITESI UZERINE GENISTEININ

ETKISININ ARASTIRILMASI

Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Kadir ERDOGAN danismanliginda, Fatma BOZKIR DINLER
tarafindan hazirlanan bu calisma ...... [oviid coiiil. tarithinde asagidaki jiiri tarafindan
Biyoloji Anabilim Dali’'nda Yiksek Lisans Tezi olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

Baskan : Prof. Dr. Abdullah ASLAN Imza
Uye : Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Kadir ERDOGAN  [mza
Uye : Dr. Ogr. Uyesi Ramazan GUNDOGDU Imza

Yukaridaki sonug;

Enstitd Yonetim Kurulunun .../ ......./ ............. tarihve
nolu karari ile onaylanmustir.

Prof. Dr. Zafer SIAR
Enstitd Madart

...... [,

Bu galisma Bingél Universitesi tarafindan BAP projeleri kapsaminda desteklenmistir.

Proje No:  BAP-FEF.2024.002

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak

olarak kullanimi, 5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana rehberlik eden, ¢alismama
farkli perspektiflerden bakmami saglayan ve her asamada destegini esirgemeyen
saygideger damisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Kadir ERDOGAN’a en icten
tesekkiirlerimi sunarim. Kendisinin yol gostericiligi, calismamin gelisiminde 6nemli bir

rol oynamustir.

Laboratuvar calismalarimda bilgi ve deneyimlerini comertge paylasan, motive edici
rehberligiyle her zaman yammda olan degerli hocam Dr. Ogr. Uyesi Ramazan
GUNDOGDU’ya tesekkiirlerimi sunarmm. Kendisinin destegi, ¢alismamin basariyla
tamamlanmasinda biiyiik katk1 saglamigtir. Ayrica laboratuvar ¢alismalarimda verdikleri
destek ve katkilarindan dolay1r Ogr. Gér. Aydin SEVER ve Yusuf TOY’a tesekkiir

ederim.

Tez calismamda proje desteklerinden &tiirii Bingdl Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederim.

Tez calismam siiresince hayatimin her alaninda oldugu gibi bana destek olan, 1siklariyla
yolumu aydinlatan anneme ve babama ve bu zorlu siiregte her zaman yanimda olan

kiymetli esime sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Fatma BOZKIR DINLER
Bingol 2024



ICINDEKILER

ON SO Z o i
ICINDEKILER ..ottt ii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI ......c.ooiiiiiiiiiiiiiiiiee e iv
SEKILLER LISTESI ....iuiiiiii e, v
OZET e Vi
AB ST R A C T . vii
L GE RIS e 1
2. KAYNAK OZETLERI. .. ..ot 3

3. MATERYAL VE YONTEM. ...ttt 13

L MALErYal. .. ot 13

R TN 0 1173 s 4 P 13

3.2.1. HUcre KURUIU. ....v e 13

3.2.2. Hiicre Canlilig1 Analizi ...........oooviiiiiiii e, 14

3.2.3. Koloni Sag-kalimi Analizi ..............coooiiiiiiiiiiiiii e, 14

3.2.4. Hicre GOGU ANANIZI ... 14

325, ROS ANANZI ..voviniici e 15

3.2.6. Anti-anjiyogenik Etkinin incelenmesi (Hu-VEGF Analizi)............. 15

32,7 WesStern BIOt ..o 16

3.2.8. Istatistiki analizIer ................ccooviiiniii i, 18

4. BULGULAR VE TARTISMA . ..o 19
4.1. Hiicre Canlilig1 Bulgulart ... 19
4.2. Genistein ve Irinotekan Arasmdaki Sinerjizm .....................ccoooeiiiiin.. 21

4.3. Koloni Sag-kalimi1 Bulgular1



4.4. Hiicre Migrasyonu Bulgulart ...,
4.5. ROS Duzeylerinin Belirlenmesi .......c.cooiiiiiiiii 26
4.6. Anti-anjiyogenez Bulgulari ..............ooiiiiiiii i 28
4.7. Protein [fade DUZEYIETT .......oouiie i 30
5. SONUCLAR VE ONERILER...........0iiiiiiiiii i 35
KAYNAKLAR Lo e e 37



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

Bcl-2 : B hucreli lenfoma-2

Bax : Bel-2 iliskili x proteini

PBS : Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

FDA : Gida ve Ilag Idaresi

FBS : Fetal bovin serum

PARP : Poli (ADP-riboz) polimeraz
DMEM : Dulbecco’nun modifiye eagle besiyeri
p21 : Sikline bagl kinaz inhibitorii 1

p53 : TUmor protein 53

MM : Mikromolar

mM : Milimolar

pL : Mikrolitre

mL - Mililitre

Mg : Mikrogram

mg : Miligram

kDa : Kilo dalton

rpm : Dakikadaki devir sayisi

VEGF : Vaskdler endotelyal blytme faktori
1Cso : Yar1 maksimum inhibitér konsantrasyon
Tris : Trihidroksimetil aminometan
DMSO : Dimetil stlfoksit

H202 : Hidrojen peroksit

PVDF : Poliviniliden diflorid

SDS-PAGE : Sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforezi

ECL : Hassas kemiliiminesans gorintiileme
Gen : Genistein
Ir - {rinotekan



SEKILLER LIiSTESI

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Kolonun anatomiSi ..........ceuieieititii e
Apoptozun molekiiler mekanizmast .............cooviiiiiiiii
Genisteinin Kimyasal YapIST .......ouiviiiiiit i
Genistein ve irinotekan ile 72 saat tedavi edilen HT-29 ve Caco-2

kolon kanseri hiicrelerinin artan konsantrasyonlara bagh canlilik

Genistein ve irinotekan kombine tedavisi 72 saat siireyle uygulanan
Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin canlilik grafigi ...........c.ccccovnee.
Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2
kolon  kanseri hiicrelerinin  koloni  sag-kalimi  bulgular1
Hicre migrasyonu bulgulart ................ccoooiiiiiiiiii
Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2
kolon kanseri hiicrelerinin ROS miktarinin kantitatif analizi
Anti-anjiyogenik etkinin kolorimetrik analizi .............................
Genistein ve irinotekan mono- ve kombo- tedavilerinin Caco-2 kolon
kanseri hucrelerinde apoptotik proteinlerin ifade duzeylerine olan

]

20

22

24
26

28
29



INSAN KOLON KANSERI HUCRELERINDE iRINOTEKANIN
ANTIPROLIFERATIF VE APOPTOTIK AKTIiVITESiI UZERINE
GENISTEININ ETKIiSININ ARASTIRILMASI

OZET

Kanser, gilinlimiizde en tehlikeli ve hizli yayilan hastaliklardan birisidir ve diinya
uzerindeki en 6nemli 6lim sebepleri arasinda yer almaktadir. Kanserin klinik tedavisinde
kullanilan kemoterapotik ve radyoterapotik ajanlar ciddi yan etkilere sahiptir. Bu
ajanlarm bitkisel bilesiklerle kombine olarak kullanimlar: yan etkilerin azaltilmasini veya
ortadan kaldirilmasimi ve diisiik dozlarda daha etkin olmalarini saglayabilmektedir.

Bu ¢alismada, anti-kanser etkinlige sahip bitkisel bir etken madde olan genisteinin,
kanserin klinik tedavisinde kullanilan ve ciddi yan etkilere sahip bir ila¢ olan irinotekan
ile kombinasyonunun sinerjistik etkinliginin insan kolon kanseri hiicreleri {izerinde
arastirilmasi ve bu kombinasyonun sinerjistik etkisinin apoptotik yolaklarda gorevli olan
proteinlerin ekspresyonlar1 iizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Kolon kanseri
hicre hatlari1 (HT-29 ve Caco-2) artan dozlarda genistein ve irinotekan ile tedavi edildi ve
ICs0 dozlar1 belirlendi. Hiicre canliligi ve koloni olusumu deneyi ile genistein ve
irinotekan kombinasyonunun antiproliferatif —etkinligi arastirildi.  Genistein  ve
irinotekanin etkin dozlarimm kombinasyonu ile tedavi edilen hiicrelerde ortaya ¢ikan ROS
seviyeleri DCFD-A analizi ile ve migrasyon yara iyilesmesi deneyi ile degerlendirildi. Bu
kombinasyonun apoptotik sinyal yolaklarindaki proteinlerin ekspresyonlar1 lizerine olan
etkileri Western blot yontemi ile analiz edildi.

Bulgular 1s181inda, genisteinin irinotekan ile kombinasyonunun terapotik etkilerinin
onemli diizeyde antikanser etki gosterdigi ve sinerjistik etkilesime sahip oldugu ortaya
konulmustur. Bu arastirmada elde edilen bulgular, apoptozu yuksek secicilik ve etkinlikte
indiikleyen, minimal toksik etkili olan tedavilerin gelistirilmesine genisteinin katki
sunabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Irinotekan, Kolon kanseri, Genistein, Apoptoz.

Vi



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF GENISTEIN ON THE
ANTIPROLIFERATIVE AND APOPTOTIC ACTIVITIES OF
IRINOTECAN IN HUMAN COLON CANCER CELLS

ABSTRACT

Cancer is one of the most dangerous and rapidly spreading diseases today and is among
the leading causes of death in the world. Chemotherapeutic and radiotherapeutic agents
used in the clinical treatment of cancer have serious side effects. The use of these agents
in combination with herbal compounds can reduce or eliminate side effects and make
them more effective at low doses.

This study aimed to investigate the synergistic activity of the combination of genistein, a
herbal active substance with anti-cancer activity, with irinotecan, a drug used in the
clinical treatment of cancer and has serious side effects, on human colon cancer cells and
to investigate the effects of this combination on the expression of proteins involved in
apoptotic pathways. Colon cancer cell lines (HT-29 and Caco-2) were treated with
increasing doses of genistein and irinotecan and ICso doses were determined. The
antiproliferative activity of the genistein and irinotecan combination was investigated by
cell viability and colony formation assay. The ROS levels in cells treated with the
combination of effective doses of genistein and irinotecan were evaluated by DCFD-A
analysis and migration wound healing assay. The effects of this combination on the
expression of proteins in apoptotic signaling pathways were analyzed by Western blot
method.

In the light of the findings, it was revealed that the therapeutic effects of the combination
of genistein and irinotecan showed significant anticancer effects and had synergistic
interaction. The findings obtained in this study suggest that genistein may contribute to
the development of treatments that induce apoptosis with high selectivity and efficiency
and have minimal toxic effects.

Keywords: Irinotecan, Colon cancer, Genistein, Apoptosis.
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1. GIRIS

Kanser, gegmisten giiniimiize insan hayatini tehdit eden, ¢evresel ve kalitsal faktorlerin
etkisiyle olusan mortalite orani yiiksek bir hastaliktir. Kanser genellikle DNA’daki bir
hasar veya bozukluk ile gelismekte ve normal hiicrelerin hasar1 sonucu kontrolsiiz
cogalma ile seyretmektedir. Organizmanin olusumunun ilk sathalarinda hem anne hem
babadan gelen hasarli DNA’lar nedeniyle de genetik olarak aktarilabilmektedir
(Sudhakar, 2009). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi'na (IARC) gore, 2020 yilinda
19,3 milyon bireyin kanser tanismna sahip oldugu ve bu bireylerin yaklasik 10
milyonunun hayatin kaybettigi bildirilmistir. Ayn1 yilda diinya ¢apinda kanser tanis1 alan
bireylerden erkeklerde en ¢ok prostat kanseri, kadinlarda ise meme kanseri oldugu
belirtilmistir. 2040 yilina kadar kiiresel anlamda kanser hastas1 birey sayismnin 28 milyon
civarinda olmasi beklenmektedir. En sik 6liime sebep olan kanser tiirleri ise akciger,

kolon ve karaciger kanserleridir (Sung vd., 2021).

Kolon kanseri genetik bozukluklar ve epigenetik degisimler nedeniyle olugmaktadir.
Kolon kanserine sebep olan temel etkenlerden biri beslenme tarzidir. Protein ve yag orani
yiiksek besinlerle beslenmek, meyve ve sebze bakimindan ise fakir diyet uygulamak
kolon kanserinin olusma riskini artrmaktadir (Wiencke vd., 1999). Tiim kanserlerin
insidans1 i¢indeki % 10 orani ile kolon kanseri yasam kalitesini azaltmaya ve insan
hayatini tehdit etmeye devam etmektedir. Kiiresel agidan mortalite oraninda ikinci sirada
yer almaktadir (Sung vd., 2021). Kemoterapi ilaglarmin kullanildig1 tedavi protokolleri
kanser tedavisinin temel basamagini olusturmaktadir. Tedavi sirasinda gelisen ilaca
diren¢ sebebiyle tiimoral gelisim ve bunun sonucu olarak hastaligin progresyonu, bu
ilaglarm kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicre hasar1 ve dliimiine veya saglikl hiicre
boliinmesinin durmasma sebep olmasi, bulanti-kusma, sa¢ dokulmesi, halsizlik ve
yorgunluk, anemi, mukozit gibi yan etkilere neden olmasi tedavide farkli uygulamalarin
gelistirilmesinin gerekli kilmaktadir. Bu gibi etkenlerden dolayr kemoterapi ilaglarinin
bitkisel kokenli farkli ajanlarla kombinasyonu, komplikasyonlarin hasta yasamina olan
olumsuz etkisini azaltmak amaciyla uygulanmakta ve ilaca direng gelismesi konusunda

¢oziimler sunmaktadir (Zhang ve Guo, 2016).



Bu caligmanin amaci, klinikte yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ajani olan
Irinotekanm insan kolon kanseri hiicrelerinde bitkisel dogal bir bilesik olan genistein ile
kombine tedavisinin hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz iizerine olan etkilerini arastirmaktir. Bu
kapsamda, insan kolon kanseri hiicreleri kiiltiire edilip gerekli tedaviler uygulandi. Daha
sonra yapilan ¢esitli analizler ile uygulanan bu maddelerin anti-proliferatif ve apoptotik
etkileri belirlendi. Apoptotik yolaklarda gorevli olan bazi proteinlerin ekspresyon
seviyeleri de incelendi. Bu ¢alisma, kanser hiicrelerinin programlanmis 6liimiinii yiiksek
seviyede etkin ve segici bir sekilde indiikleyen, ancak normal hiicrelere minimal zarar
veren ilag ve tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunmay1 amacglamaktadir. Irinotekanin
diger bircok kemoterapdtik ajan gibi saglikli hiicreler iizerinde ciddi yan etkileri
mevcuttur. Bu ¢alismada, irinotekanin apoptotik etkilerini arttrmada ve istenmeyen yan

etkilerini azaltmada genisteinin rolii incelenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kanser, hiicrelerin anormal bir sekilde biiyliylip yayilmasiyla karakterize edilen klonal bir
hastaliktir ve somatik genetik bozukluklarin en yaygin ve karmasik olanidir (Futreal vd.,
2001). Tim kanserler, DNA dizisinde meydana gelen c¢esitli anormalliklerle baslar.
Kanserin %10-15"i kalitsaldir, yani ebeveynlerden gelen genetik faktorlerle iliskilidir;
geri kalan %85-90"1ik kismi ise yasam boyunca hiicrelerin DNA'sindaki degisiklikler ve
replikasyon hatalar1 gibi faktorlere baglidir. Bu mutasyonlardan biri bazen hiicre
biiylimesini etkileyerek bir kanser klonunun olusmasina yol agabilir. Kanser, bir dizi
faktoriin etkisi altinda gelisen bir hastaliktir ve bu faktdrler arasinda bakterilerden
virilislere, radyasyondan genetik mirasa, ¢evresel etkenlerden beslenme alisgkanligina ve

kimyasal maddelere kadar pek ¢ok faktor yer almaktadir (Williams, 2001).

Kanser, hucrelerin bolinme ve blylme sireclerini kontrol eden genlerin hasar
gormesiyle baslayan karmasik bir hastaliktir. Kanseri tanimlayan onemli bir 6zellik,
anormal hiicre bolinmesinin viicudun cesitli bolgelerinde ortaya ¢ikmasi ve diger
organlara yayilabilmesidir (Pal ve Nayak, 2010). Bu siirecin devam etmesi, hiicrelerin
asirt ¢ogalmasit ve apoptotik hiicre olimii mekanizmasiyla dengelenememesi gibi
sorunlara yol acar. Kontrol kayb1 sonucunda asir1 ¢ogalan hiicreler, organizmanin farkl
organlarinda kalic1 hasarlara neden olabilir (Donar, 2021). Kanser hiicreleri, diisiik
oksijen seviyeleri, besin yetersizligi ve zorlu ¢evresel kosullara kars1 direng gostererek,
zaman i¢inde bu kosullar1 kendi avantajlarina doniistiirebilen adaptif hiicrelerdir. Kanser
hiicreleri, zamanla morfolojik ve islevsel degisikliklere ugrayabilir. Normal hiicrelerin
belirli bir substrata bagli olarak biiyiime ve hayatta kalma yetenegi varken, kanser

hucreleri substrata bagimli olmadan da yasayabilir ve ¢ogalabilir (Baykara, 2016).

Kanser hiicrelerinin baz1 6zellikleri sunlardir:
*  Hiicre yiizeyinde bulunan reseptdrler, daha sik sinyal alir.
+  Kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemlerine sahiptirler.
* Yan hiicrelerle temas sonrasinda bdliinmeyi durdurmadan biiyiimeye ve

cogalmaya devam ederler.



*  Saglikl hiicreler her tiir besini kullanabilirken, kanser hiicreleri sadece glikolizden
gelen glukozu tercih ederler. Seker, normal hiicrelere kiyasla yaklasik olarak 100 kat
daha fazla miktarda kandan alinip, laktat iireterek enerji saglarlar (Warburg etkisi).

*  Gereksinim duyduklar1 besin ve oksijeni almak icin c¢evredeki stromayi
etkileyerek yeni damar sistemleri olusturabilirler (Anjiyogenez).

»  Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz aktivitesini koruyarak sonsuz bir
sekilde replike olabilirler.

+  Diger dokulara ve organlara go¢ edebilirler (Invazyon veya Metastaz).

»  Apoptozdan kacabilirler (Baykara, 2016).

Kanser, hiicre blylmesini ve mitozu kontrol eden genlerin mutasyona ugramasi veya
anormal aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikar (Guyton ve Hall, 2013). Hucre siklusu,
hiicrenin igerigini iki katma c¢ikararak boliinmesini ve bu siirecin sonunda iki yeni
hiicrenin olugmasini saglayan olduk¢a karmasik ve diizenli bir sirectir. Bu suregcte,
hiicresel ¢ogalmanin diizenlenmesinde siklinler, siklin bagimli kinazlar, onkogenler,
timor baskilayict genler ve mitotik kontrol noktalar1 gibi bir¢ok diizenleyici proteine
ihtiya¢ duyulmaktadir (Wenzel ve Singh, 2018). Hicre siklusunun dizenlenmesi,
hiicrenin biiylimesi ve ¢ogalmasi icin hayati oneme sahip bir siiregtir. Bu siirecin
diizensizlesmesi veya mutasyona ugramasi, kanser gibi ciddi hastaliklara yol agabilir.
Kanser, genellikle hiicre siklusunun normal dis1 aktivitesi ile tanimlanir. Bu durum,
sinyal yolundaki mutasyonlar veya hicre siklusunu kodlayan genlerdeki genetik
bozukluklar gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklanabilir. Hiicre dongiisii kontrol sistemi,
siklin bagimli kinazlar (Cdk) olarak bilinen protein kinazlarmin temelinde yatar. Hicre
dongiisti ilerlerken, bu kinazlarin aktivitesi artar veya azalir. Bu enzimler, hiicre
dongiistiniin 6nemli olaylarni- DNA replikasyonu, mitoz ve sitokinez - baslatan veya
diizenleyen intraseliiler proteinlerin fosforilasyonunda doéngiisel degisikliklere neden
olurlar. Cdk aktivasyonunu diizenleyen en dnemli proteinler, siklinlerdir. Siklinler, hiicre
dongiisii agsamalari ile koordineli olarak sentezlenir ve parcalanir. Siklin diizeylerindeki
dongiisel degisiklikler, siklin-Cdk komplekslerinin aktivasyonunu tetikleyerek ve hiicre

dongiisii olaylarini baglatarak bir etki olusturur (Otto ve Sicinski, 2017).

Organizmada kalin bagirsak, ¢ekum, kolon, rektum ve anal kanaldan olusan dort ana

boliim bulunmaktadir. Kolon ise ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid



kolon olmak flizere dort ayri segmentten meydana gelir (Sekil 2.1). Kolonun rektuma
baglanmasi1 sigmoid kolon ile, ince bagirsagin ileum kismina baglanmasi ise ¢ekum
vasttasiyla olur. Kolon veya kolorektal kanserler en sik kolon, rektum ve apandis
kisimlarinda meydana gelmektedir (Jemal vd., 2008). Kolonun temel gorevi fegesteki su
ve elektrolitlerin emilimini saglayarak atiklarin disar1 atilmasma kadar fecesi
depolamaktir. Kolonun iist kismi emilimde gorev alirken alt kismi depolamadan
sorumludur. Kolonda bulunan longitudinal ve sirkiiler kaslarin beraber kasilmalar1
sonucu haustrasyon denilen karistirici hareketler olusur. Bu kasilmalar ¢ikan kolon ve
¢ekumun igerisinde ilerleyerek devam eder. Kolon igeriginin transvers kisimdan sigmoid
kisma iletilmesindeyse ilerletici kiitle hareketleri rol almaktadir. Karistiric1 ve ilerletici
hareketlerle fegesteki su ve elektrolitler emilir ve bir giinde yaklasik olarak 80-200 ml
feges disar1 atilir (Guyton ve Hall, 2013).

Duodenumun ilk balima
Dalak

Karsciferin sag lobu Pankreas Kuyrugu

Hepatik fleksura Splenik Fleksure

Transvers Kolon - 2
Anterosuperion taenia

Duodenumun dignct bolima

So BSbrek -

Anterior taenia (libera)

ol illac crest
Cekum
Apendiks ——
“Rektum

Sekil 2.1. Kolonun anatomisi (Ellis ve Mahadevan, 2014’den uyarlanmistir)

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde sik¢a goriilen kanser tiirlerinden biridir ve
kansere bagl 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir (Sung vd., 2021). KRK, kolon ve
rektum dokusundan gelisen bir kanser tiridir ve genellikle epitelyal tabakadan

kaynaklanir (Jemal vd., 2008). KRK'nin karsinogenezinde genetik ve ¢evresel faktorlerin



etkilesimi 6nemli bir rol oynamaktadir. Son yirmi yilda KRK'nin molekiiler mekanizmas1
daha iyi anlagilmis olmasma ragmen, prognozda belirgin bir iyilesme goriilmemistir.
KRK tanis1 konan hastalar i¢in 1980'lerin baslarinda %56.5 olan 5 yillik sagkalim orani,
son yillarda erken tani ve tedaviye bagl olarak %64.9'a yiikselmistir (Miller vd., 2008).
Kolon kanserinin kalitsal ve kalitsal olmayan formlar1 bulunmaktadir. Kalitsal olanlar
arasinda, ailevi kolon polipozisi (FAP) ve polipozisle birlikte olmayan kalitsal kolon
kanseri (HNPCC) bulunmaktadir. FAP'li hastalarda, 5. kromozomdaki APC geninde
mutasyonlar gozlenir ve genellikle binlerce polip olusumu saptanir. FAP ve HNPCC gibi
kalitsal kolon kanseri tiirleri otozomal dominant geg¢is gosterir. Ancak, ¢ogu durumda
kolorektal kanser kalitsal olmayip, cevresel faktorlere bagli olarak somatik mutasyonlar

sonucu ortaya ¢ikar (Aran vd., 2016).

Diisiik sosyoekonomik diizey, 50 yas {istii olma, obezite, hareketsiz yasam tarzi, sigara
kullanimi, asir1 alkol tiiketimi, lifsiz ve yagli beslenme aliskanliklari, kirmizi et ve
islenmis et tiikketimi, diyabet, insiilin direnci, akromegali, uzun siireli immiinsupresyon
icin bobrek nakli ge¢misi, uzun siireli androjen yoksunlugu tedavisi, ailede kolorektal
kanser Oykiisii, kolorektal adenom ge¢misi, kronik inflamatuar bagirsak hastaligi, ailesel
adenomat6z polipozis sendromu, kalitsal non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC),
Lynch sendromu, Muir-Torre sendromu, Peutz-Jeghers sendromu gibi hamartomattz
polipozis sendromlari, Cowden sendromu, Juvenil polipozis sendromu ve Cronkhite-
Canada sendromu gibi kalitsal olmayan polipoz sendromlar1 KRK i¢in 6nemli risk

faktorleridir (Banales vd., 2020).

Yiiksek organizmalarda, hiicrelerin kendi otonom sistemlerince artik ihtiya¢c duyulmayan
ve normal aktivitelerini kaybetmis hiicrelerin zarar vermeden ¢evreden uzaklastirilmasi
slireci apoptozis olarak adlandirilir. Apoptoz, hiicre dongiisii, bagisiklik sistemi gelisimi
ve isleyisi, hormonla iligkili atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal olarak indiiklenen

hiicre 6liimii gibi ¢esitli stiregclerde hayati bir rol oynar (Elmore, 2007).

Apoptoz, i¢sel veya reseptdr aracili yollardan birisi ile aktive edilebilir. I¢sel yolak,
mitokondri membranindaki porlarin genislemesiyle karakterizedir, bu da mitokondri
iceriginin sitoplazmaya dagilarak apoptozom kompleksinin olusmasina yol agar. Diger bir

yandan, reseptdr aracili yolak, hiicre yiizeyinde bulunan 6lim reseptorlerine sinyal



iletimiyle belirlenir. Sistein-aspartik proteaz (kaspaz) aktivasyonu, hiicresel yapilarin
parcalanmasi ve hiicrenin 0liime hazirlanmasi ile sonuglanir, bu da ¢evre dokularda
minimum stres ortaminin korunmasini saglar. I¢sel yolaktaki sinyalin regiilasyonu, Bcl-2
ailesi proteinleri tarafindan saglanir (Sekil 2.2). Bu aile, hem apoptozu tetikleyen hem de
onleyen proteinleri icerir. Bu iki farkl islev arasindaki denge, hiicrenin yagami ve 6limii

arasindaki kararm alinmasinda kritik bir rol oynar (O’Brien ve Kirby, 2008; Wong, 2011).

Sekil 2.2. Apoptozun molekiiler mekanizmasi (Sendoel ve Hengartner, 2014)

Apoptozdan kaginma yetenegi, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasma ve kanser
dahil ¢esitli hastaliklarm ortaya ¢ikmasina yol agabilir. Son otuz yildan fazla bir siiredir,
kanser hiicrelerinin apoptoz yoluyla etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasimi tesvik eden
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi, klinik onkolojinin temel bir amaci ve hedefi olarak

kabul edilmektedir (Nirmala ve Lopus, 2020).

Topoizomerazlar, DNA replikasyonu, transkripsiyon, rekombinasyon, kromozom
kondensasyonu ve ayrilmasi gibi siireglerde ortaya c¢ikan topolojik sorunlarin

¢oziilmesine yardimcer olan enzimlerdir. Bugiin bircok FDA onayli kemoterapdtik ajan,



topoizomerazlarla etkilesime girerek kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Fortune ve
Osheroff, 2000). Irinotekan, topoizomeraz-l enzimini hedefleyen bir kamptotesindir.
DNA replikasyonu ve transkripsiyonu sirasinda c¢ift zincirli kiriklara yol acar, boylece
hlcre bolinmesi ve ¢ogalmasi durdurulur. Sonug olarak, irinotekan, kanser hiicrelerinin
biiyiimesini ve yayilmasimi baskilar (Fujita vd., 2015). Irinotekan, ilk olarak 1994 yilinda
Japonya'da onaylanmis olup, 6zellikle ileri evre kolon kanseri ve diger kat1 tiimorlerin
tedavisinde yaygm olarak kullanilmaktadir. ilacin etkinligi, monoterapi olarak
kullanilabildigi gibi, daha yaygin olarak 5-fluorourasil ve folinik asit ile kombine tedavi
rejimlerinde de belirgin sekilde artmaktadiwr. FOLFIRI ve FOLFIRINOX gibi
kombinasyon tedavileri, metastatik kolorektal kanser tedavisinde standart hale gelmistir
ve irinotekanmn bu rejimlerdeki rolii, hastalarin sagkalim oranlarmi artrrmada kritik
oneme sahiptir (Bailly, 2019). Irinotekan, metabolizmasinda 6nemli bir varyasyon
gosterir ve bireyler arasinda farmakokinetik profili degisiklik gosterebilir. Ilag, SN-38
adli aktif metabolitine doniisen bir prodrugdir. SN-38, irinotekan'dan 100-1000 kat daha
sitotoksik olup, genis bir tiimor spektrumuna karsi etkilidir. Ancak, SN-38'in aktif ve
inaktif formlar1 arasindaki denge, pH ve baglanma proteinlerinin varligina baglhidir ve bu

durum, ilacin biyolojik etkinligini etkileyebilir (Mathijssen vd., 2001).

Irinotekanin kullanimi, baz1 énemli yan etkilerle iliskilidir. Bu yan etkiler arasinda
notropeni, diyare ve diger hematolojik toksisiteler yer almaktadir. Bu nedenle, irinotekan
tedavisinin yonetimi dikkatli bir hasta takibi gerektirir ve bu tedavi sirasinda destekleyici
bakim onlemleri 6nemlidir. Bu yan etkileri azaltmak amaciyla yeni ilag formiilasyonlar1
gelistirilmistir. Ornegin, liposomal irinotekan ve immiinokonjugat SN38 gibi yeni
irinotekan tiirevleri, ilacm etkinligini artirirken yan etkilerini azaltmay1 hedeflemektedir
(Fuchs vd., 2006; Bailly, 2019). Bununla birlikte, irinotekana karsi tiimor hiicrelerinin
gelistirdigi diren¢ mekanizmalari, tedavi etkinligini smirlayan faktorler arasindadir.
Irinotekan ve benzeri ilaglarm kombinasyonlar1 ve yeni formiilasyonlar: iizerinde
arastirmalar devam etmektedir. Bu c¢alismalar, irinotekanin kanser tedavisindeki
etkinligini artirmayr ve yan etkilerini azaltmayr amaglamaktadir. Sonu¢ olarak,
irinotekan, kolon kanserinin tedavisinde kritik bir rol oynamaya devam etmektedir, ancak
tedavi siirecinde karsilasilan direng ve yan etkiler, bu ajanin klinik kullanimimi sinirlayan

faktorler arasinda yer almaktadir (Fujita vd., 2015; Keiuk vd., 2020).



Fitodstrojenler, endojen dstrojene benzer etkilere sahip bitkisel kaynakli kimyasallardir
ve son yillarda yapilan arastirmalarla dnemleri giderek artmis, giiniimiizde biiytik ilgi
gormektedir. Ozellikle soya gibi pek c¢ok bitkide onemli miktarda fitodstrojen
bulunmaktadir. Bu fitodstrojenlerin baslicalari, soya fasulyesinde bulunan izoflavonlardir.
Izoflavonlarm en bilinen kaynaklarindan bazilari, Leguminosae ailesine ait kuru
baklagiller arasinda bezelye, fasulye, nohut, mercimek ve soya fasulyesidir. Genellikle
giiniimiizde soya fasulyesinden elde edilen iirlinler, 6zellikle genistein kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Bu iiriinler arasinda soya unu, soya protein izolatlari, tofu, soya siiti,

soya yogurdu ve soya sehriye 6ne ¢ikmaktadir (Biiyliktuncer ve Basaran, 2005).

Genistein, glisitein ve daidzein gibi soya izoflavonlari, en bilinen ve 6nemli olanlardir.
Bu izoflavonlar arasinda sadece genistein hem kolaylikla sentezlenebilir hem de giiclii bir
aktiviteye sahiptir (Sekil 2.3). Genisteinin 0Gstrojenik ve antidstrojenik etkileri
bulunmaktadir. Fitodstrojenler, dstrojen reseptorleriyle etkileserek Ostrojen agonisti veya
antagonist olarak islev goriirler. Antioksidan 6zellikleri yiiksek olan genistein,
antioksidan enzimlerin aktivitesini artirabilir, kanser gelisiminde etkili olan serbest
radikalleri yakalayabilir ve oksidatif DNA hasarin1 onleyebilir. Bu nedenle, genistein
bircok kanser tiirline karsi antikanserojen etki gdosterebilir ve kemik ile kalp-damar
saghigin1 koruyabilir. Arastirmalar, soya fasulyesi ve iriinlerinin tiiketiminin viicuttaki
genistein miktarmi artirdigin1 ve boylece kolon, meme ve prostat dahil olmak {izere
bircok kanser tiiriiniin gelisme riskini azaltabilecegini gostermektedir (Orhan, 2011).
Genistein izoflavonoid olarak, hiicre dongiisii ilerlemesini, apoptozu ve metastazi
diizenleme kapasitesine sahiptir. Arastirmalar, genisteinin insan epidermal biiyiime
faktorii reseptdrii (EGFR) dahil olmak {izere epidermoid karsinoma ve losemi
hiicrelerinde reseptor tirozin kinazlarinin (RTK'lar) fosforilasyon seviyelerini azaltarak

spesifik bir RTK inhibitorii olarak hareket ettigini ortaya koymustur (Akiyama vd., 1987).

Sekil 2.3. Genisteinin kimyasal yapis1 (Tuli vd., 2019)
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Genisteinin kanser gelisimini azaltma veya ortadan kaldirma tizerindeki etkileri, bir dizi
in vitro ve in vivo ¢alisma ile dogrulanmistir. Genistein, serbest radikalleri dogrudan veya
antioksidan enzimlerin yardimiyla dolayli olarak etkileyerek oksidatif DNA hasarini
engelleyebilir (Biiyliktuncer ve Basaran, 2005). Genisteinin antikanserojenik etkileri,
anjiogenezin ve hiicre dongiisiiniin ilerleyisinin inhibisyonunu igerir. Bu potansiyel
etkiler, genisteinin tiimor olusumunda 6nemli bir rol oynayan yapilarm aktivitesini
baskilayarak ortaya ¢ikar. Ozellikle, DNA topoizomeraz II, tirozin protein kinaz ve
epitelyal biiylime faktorii gibi yapilarin etkinliklerinin genistein tarafindan bastirildigini
gosteren arastirmalara odaklanilmistir. Genisteinin antiproliferatif 6zelligi, hiicrelerin
boliinerek cogalmasii engellerken, antianjiogenetik etkileri anjiogenezin bastirilmasina
yardimci olarak tiimor hiicrelerinin metastaz yapma yetenegini azaltir (Dixon ve Ferreira,

2002; Miller vd., 2008; Taylor vd., 2009; Pavese vd., 2010).

Genisteinin bir kemoterapotik ajan olarak molekiiler etki mekanizmasi farkli kanser
tiirlerinde incelenmistir. Genistein hiicre dongiisii, apoptoz, anjiyogenez ve metastazin
cesitli asamalarini modiile eder. Genisteinin baslica molekiiler hedefleri arasinda
kaspazlar, B-hiicre lenfoma 2 (Bcl-2), Bcl-2'ye bagh X protein (Bax), niikleer faktér-xB
(NF-kB), NF-«B inhibitorii, fosfoinositit 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt), hiicre dis1 sinyal iletim
diizenleyici kinaz 1/2 (ERK 1/2), mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) ve Wingless ve
integrasyon 1/B-katenin (Wnt/B-katenin) sinyal yolaklar1 bulunmaktadir. Transkripsiyon
faktorlerinin yani sira, genistein tarafindan indiiklenen endoplazmik retikulum (ER) stresi
ve bu stresin neden oldugu hedeflerin de kanserde apoptozu tetikledigi bildirilmektedir.
Iiging bir sekilde, peroksizom proliferatdr-aktive edici reseptdrler (PPAR'lar) tiimor
biiylimesini modiile etmek i¢in potansiyel terapotik hedefler olarak da ortaya ¢ikmustir ve
genisteinin PPARY sinyal kaskadmi hedef alarak tiimor hiicrelerinde apoptozu tetikledigi
bildirilmistir (Tuli vd., 2019).

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin bdliinmesine ve iki kizil hiicre liretimine yol agan olaylarin
dizisidir. Genistein, hiicre donguisu duzenleyici proteinlerin ifadesini module ederek
hiicre biiyiimesini ve hiicre dongiisii ilerlemesini diizenler (Tuli vd., 2019). Ornegin,
genisteinin insan mide kanseri (HGC-27) hicrelerinin buyimesini G2-M evresinde
durdurarak engelledigi rapor edilmistir (Matsukawa vd., 1993). Benzer sekilde, galektin-

3-transfekte edilmis insan meme epitelyal (BT549) hiicre hattinda, genisteinin
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p21Wafl1/Cipl ifadesini yukar1 regiile ederek G2/M fazianda hiicre dongiisiinii
durdurdugu bildirilmistir (Lin vd., 2000). Genistein ile tedavi edilen néroblastoma (B35)
hicrelerinde, Cdk inhibitori p21Waf/Cipl'in daha yiiksek diizeyde ifade edildigi
gosterilmistir (Ismail vd., 2006). Calismalar ayrica genisteinin insan meme kanseri
(MDA-MB-231) hucrelerinde Ras/MAPK/aktivator protein-1 araciligiyla G2/M fazinda
hiicre dongiisiiniin durdurulmasini tetikleyebildigini ve dolayisiyla Cdkl, siklin B1 ve
Cdc25C'nin indirgenmesini sagladigini gostermistir (Li vd., 2008). Ek olarak, genisteinin
insan kolon kanseri HCT-116 ve SW-480 hiicrelerinde ATM/p53 bagimli yolak
araciligilyla G2/M  hiicre dongilisii  baskilanmast  ve apoptozu indiikleyebildigi

gosterilmistir (Zhang vd., 2013a).

Kanser metastazi diinya genelinde en yaygin Olim nedenlerinden biridir. Kanser
metastazmin, MMP'lerin yiiksek ekspresyonuna bagli oldugu bulunmustur (Tuli vd.,
2019). Ciplak fareler kullanilarak yapilan bir ¢alismada, genisteinin tikrik adenoid Kistik
karsinom hiicrelerinin (ACC) metastazini, VEGF ve MMP-9 ekspresyonunu inhibe
ederek engelledigi gosterilmistir (Liu ve Yu, 2004). Genisteinin MAT-LyLu ve AT-2
sican prostat kanseri hiicrelerinin migrasyonu iizerinde inhibe edici etki gosterdigini
ortaya koymustur (Miekus ve Madeja, 2007). HCT116 kolon kanseri hucrelerinde
gergeklestirilen bir calismada, genisteinin COX-2, MMP-9, Ang-1, vazodilatér uyarilmis
fosfoprotein (VASP) ve VEGF'in inhibisyonu yoluyla antimetastatik etkiler sergiledigi
ortaya koyulmustur (Kang vd., 2018). Genistein ile tedavi edilen A549 akciger kanseri
hicrelerinde ERK1/2, PI3K/Akt ve MMP-2'nin indirgenmesi rapor edilmistir (Noori-
Daloii, 2012). Ayrica, genistein tedavisini takiben epitelyal-mesenkimal gegis
transkripsiyon faktorii olan Snail'in ekspresyonunun azaldig: tespit edilmistir (Cui vd.,
2017). Genisteinin mekanizmasi, belirli bir yolak hedefleyen 6zel kemoterapdtik
ilaglardan farklidir ve genis bir yelpazede molekiiler yollart i¢erir. Genistein'in tim bu
etkileri, antimetastatik etkisini artirabilir ve tiimor hiicrelerinin diger dokulara

yayilmasini ve invazyonunu engelleyebilir.

In vivo bir ¢alismada, azoksimetan ile kolon kanseri modeli olusturulmus erkek Sprague
Dawley sicanlarinda, 13 haftaya kadar viicut agirligi bagina 140 mg genistein/kg dozunda
tedavi edilenlerde, toplam anormal kriptlerin azalmasi saglanmistir, bu da bu izoflavonun

kanseri Onleyici roliinii dogrulamaktadr (Zhang vd., 2013b). Genistein tedavisi
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uygulanan ve timor tasiyan ¢iplak farelerde, tumorli TGF-1 ve TTTY18
konsantrasyonunda azalma, ayrica daha digiik bir viicut kiitlesi gézlenmistir. Dahasi,
hicre igindeki SGK1-, AktSer473- ve p38 MAPKTyr323-pozitif hiicre sayis1 doza bagl
olarak azalmistir (Chen vd., 2020). Genistein, farelerdeki kolon kanseri xenograft
tiimoOriiniin biiyiimesini dramatik olarak yavaslatmistir (Qin vd., 2015). Yiiksek yag
iceren farelerde, azoksimetan/dekstran siilfat sodyum (AOM/DSS) ile indiiklenmis kolon
kanserini Onleme yetenegi i¢in genistein agisindan zengin bir diyet test edildi. Kontrol
grubuna kiyasla, genistein takviyesi kolon kanserini Onlemeye yardimci olabilir.
Genistein ile tedavi edilen grupta, COX2, TNF ve FRAT-1 mRNA ifadesi azaltilmistir.
Ayrica, genistein agisindan zengin bir diyetin, PI3K, AKT ve FOXO3 ifadelerini
diizenleyerek kolon kanseri canliligini azalttigir gosterilmistir. Genistein, yiiksek yag
iceren bir diyetle beslenen farelerde, PI3K/FOXO3/AKT sinyal mekanizmasmi

diizenleyerek kolon neoplazmlarinin olusumunu engellemistir (Song vd., 2018).

Inflamasyonun kanser gelisimi ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. Kanser
hiicreleri, sitokinler ve kemokinler gibi ¢esitli enflamatuar mediyatdrleri ifade ederler.
Onceki ¢alismalar, genisteinin aktive makrofajlarda sinyal transdiiser ve aktivatorii 1 ile
NF-xB aracili sinyal kaskadmi1 inhibe edici etkisini bildirmistir (Hamalainen vd., 2007).
Diger arastirmacilar ise genisteinin COX-2, fosforile c-Jun N-terminal kinaz (JNK),
protein kinaz R-benzeri ER kinaz ve pp38 inhibisyonu yoluyla inflamatuar yanitlari
bastirdigini rapor etmislerdir; bunlar in vitro ve in vivo ¢alismalarinda sirastyla MCF-7
meme kanseri hiicre hatt1 ve disi sicanlarin meme bezlerinde incelenmistir (Hwang vd.,
2009). RAW 264.7 makrofajlar ve MH7A insan sinoviyoit hiicreleri kullanilarak yapilan
calismalar, IL-1PB, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-6 ve NF-kB gibi enflamatuar mediyatorlerin
diisiisiinii bildirmistir (Ji vd., 2012). Genisteinin farelerde peritoneal endometriozis
modelinde TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu diisiirdiigli, boylece inflamasyon gelisimini
inhibe etme yetenegini gosterdigi ortaya koyulmustur (Sutrisno vd., 2018). Sonug olarak,
genisteinin olast klinik uygulamasinin bir anti-inflamatuar ajan olarak diisiiniilmesinin
nedeni, kanser hiicrelerinin kendi bagimsiz mikrogevresini olugturmalarina yardimci olan
birgok inflamatuar kaskadi engelleme yetenegine sahip olmasidir. Biiyiime faktorleri,
kemokinler ve sitokinler gibi inflamatuar mediatdrlerin inhibisyonu veya azaltilmasi,

kanser hiicrelerinin fonksiyonunu baskilayabilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar, sarf malzemeler ve Kkitler, uluslararasi
standartlara uygun olarak ticari olarak temin edildi. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in Fetal
Bovine Serum (FBS), Penisilin/Streptomisin, Tripsin-EDTA, DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) ve DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) gibi temel
hiicre kiiltiiri reaktifleri Gibco firmasindan tedarik edildi. Deneylerde kullanilan diger
kimyasallar arasinda DMSO (Dimetil siilfoksit), Tris HCI, Bromfenol mavisi, Tween-20,
B-merkaptoetanol, EDTA (Etilen diamin tetraasetik asit), NP-40 (Nonidet P-40), B-
glycerophosphate, EGTA (Etilen glikol tetraasetik asit), NaOH (Sodyum hidroksit), H20>
ve glisin bulunmaktadir. Bu kimyasallar, proteinlerin ekstraksiyonu, hiicrelerin fikse
edilmesi, boyama ve diger molekiiler biyoloji islemleri gibi ¢esitli laboratuvar
prosediirlerinde kritik roller oynamaktadir. Tim bu maddeler, Merck firmasindan
saglandi. Tim oOrnekler ve reaktifler, deney boyunca uygun sekilde hazirlandi ve

stabilitelerinin korunmasi i¢in belirlenen uygun kosullarda saklandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Hicre Kulttra

Calismalar kapsaminda Caco-2 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatlar1 kullanildi. Bu
hiicreler, gastrointestinal sistem kanser arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan model
hiicre hatlaridir ve farkli tedavi yaklagimlarmin etkisini incelemek igin siklikla kullanilir.
Hicre kultiirt analizleri, Bing6l Universitesi Kanser Arastrma Laboratuvari'nda
gerceklestirildi. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 64 ng/mL
penisilin ve 100 pg/mL streptomisin iceren DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium)
besiyerinde, %5 CO., %95 nem ve 37°C kosullarinda karbondioksit inkibatorinde
cogaltildi. Tum hiicre kiltirt deneyleri, GCCP (Good Cell Culture Practice) aseptik

standartlarina uygun olarak gerceklestirildi.
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3.2.2. Hiicre Canlhihg1 Analizi

Hiicre canliligi metil tiazolil tetrazolyum (MTT) proliferasyon analizi ile Gretici
protokollerine gére belirlendi (Elabscience, USA). 96 kuyucuklu mikroplaklara 8x10°
hiicre olacak sekilde Caco-2 veya HT-29 hucreleri ekildi. Hiucrelere artan
konsantrasyonlarda genistein, irinotekan veya genistein+irinotekan ile 72 saatlik tedavi
uygulandi. Tedaviler sonlandirildiktan sonra kuyucuklara taze medyum ve 50’ser pL
MTT cozeltisi eklendi. Plakalar 4 saat boyunca 37 °C ve %5 CO: kosullarindaki
inkiibatore yerlestirildi. Daha sonra kuyucuklardaki karisim aspire edildi ve kuyucuklara
150 pL DMSO ilave edildi. Hiicre canliligini degerlendirmek i¢in 570 nm'de
absorbanslar ELISA mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢ildu.

3.2.3. Koloni Sag-kalimi Analizi

Koloni sag-kalim analizi, hiicrelerin uzun vadeli proliferasyon yeteneklerini
degerlendirmek amaciyla gergeklestirildi. 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna,
5x102 adet Caco-2 kolon kanseri hiicresi eklendi ve hiicrelerin koloni olusturma
yetenekleri gézlemlendi (Franken vd., 2006). Hucreler, irinotekan, genistein ve bu iKi
bilesigin farkli dozlar1 ile 72 saat tedavi edildi. Bu siirenin sonunda hiicreler taze medyum
eklenerek 12 giin daha inkiibasyona birakildi. Fiksasyon iglemi, hiicrelerin sabitlenmesi
icin metanol ve asetik asidin 3:1 oraninda karistirildig1 ¢6zelti eklenerek 5 dakika siireyle
gergeklestirildi. Fiksasyonun ardindan, metanol i¢cinde hazirlanan kristal violet boyasi
kullanilarak hiicreler 15 dakika boyunca boyandi. Boyama islemi tamamlandiktan sonra,

flasklar dikkatlice su ile durulandi ve olusan koloniler sayildi.

3.2.4. Hicre Gocu Analizi

Kanser hiicrelerinin tedavi altinda migrasyon yeteneklerini degerlendirmek amaciyla
yara-kapanma analizi gergeklestirildi (Jonkman vd., 2014). Bu analiz, hucrelerin hareket
kabiliyetini ve tedaviye yanitini 6lgmek i¢in kullanilan etkili bir yontemdir. Deney i¢in, 6
kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 2x10° adet Caco-2 hiicresi eklendi ve hiicrelerin
tam yogunlukta tek katmanli bir tabaka olusturmasi saglandi. Hucrelerin istenen

yogunluga ulasmasmin ardindan, steril bir pipet ucu kullanilarak hiicre tabakasinin
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yiizeyinde lineer bir ¢izik acildi. Bu ¢izik, hiicre goéciinii degerlendirmek igin bir
yaralanma modeli olarak uygulandi. Cizik olusturulduktan sonra, yaralanma bolgesindeki
serbest hiicreler, bu bolgeden ayrilmalar1 saglamak amaciyla dikkatlice PBS ile yikandi.
Tedavilerin ardindan 0., 12. ve 24. saatlerde ¢izik alanin mikroskop altinda fotograflandi.
% yara agiklig1 hiicrelerin migrasyon yeteneklerinin bir gostergesi olarak degerlendirildi
ve tedaviye maruz kalan hucrelerin hareket kabiliyeti, her grubun kendi 0. saat

goruntustyle normalize edilerek analiz edildi.

3.2.5. ROS analizi

Hiicrelerdeki Reaktif Oksijen Tirlerinin (ROS) seviyelerini tespit etmek i¢in DCFD-A
(Sigma-Aldrich) probu ile hiicresel ROS tespit analizi yontemi kullanildi. 96 kuyucuklu
mikroplakaya 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen Caco-2 hiicreleri bir gece
inkiibasyona birakildi. Ardindan 72 saatlik tedavilerden sonra her bir kuyuya 10 uM'lik
son konsantrasyona seyreltilmis 120 uL. DCFD-A probu eklendi ve 37 °C ve %5 CO'de
40 dakika inkiibe edildi. Ardindan ¢ozelti uzaklastirildi ve daha sonra absorbans, bir
mikroplaka okuyucu kullanilarak 505 nm dalga boyunda 6l¢ildi. Pozitif kontrol olarak
H20, tedavi edilen grup kullanildi. Hiicresel ROS dizeyleri herhangi bir tedavi

uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslanarak kat cinsinden degisim olarak ifade edildi.

3.2.6. Anti-anjiyogenik Etkinin Incelenmesi (Hu-VEGF Analizi)

Bu calismada, VEGF miktarlarinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla Insan VEGF
(Hu-VEGF) ELISA yontemi Gretici protokollerine (YL Biotech Corp.) gore
gerceklestirildi. Ozetle, 96 kuyucuklu mikroplakanmn her bir kuyucuguna 5x10* Caco-2
hiicresi ekildi ve hiicreler standart kosullar altinda bir gece boyunca inkiibe edildi.
Ardindan, hiicreler 72 saat boyunca genistein (ICso), irinotekan (ICso) veya bu iki ajanin
kombinasyonu olan genistein (IC2s) + irinotekan (ICzs) konsantrasyonlar1 ile monoterapi
veya kombinasyon tedavilerine tabi tutuldu. Tedavi siiresi tamamlandiktan sonra,
ortamda bulunan besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler, soguk PBS ile yikandi. Hucreler
tripsinize edilerek toplandi ve 50 pL taze besiyeri eklenmis tiiplere alindi. Daha sonra, 50
ML inkibasyon tamponu, tedavi uygulanan hicreleri iceren 50 pL besiyeri ve 50 pL

standart seyreltici tampon, 96 kuyucuklu mikroplakanin 8 kuyucuklu serit plakalarina
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eklendi. Hiicreler, oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edildi. Bu slre sonunda,
kuyucuklar 4 kez yikama tamponu ile yikandi ve 100 pL Hu-VEGF biyotin konjugat
cozeltisi kuyucuklara eklendi. Cozeltinin eklenmesinden sonra, hicreler 1 saat sireyle
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Cozeltinin uzaklastirilmasinin - ardindan,
kuyucuklar tekrar 4 kez yikama tamponu ile yikandi. Bunu takiben, kuyucuklara 100 pL
streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi ve 30 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi.
Bu sirenin sonunda, ¢ozeltinin kuyucuklardan aspire edilmesi ile birlikte, kuyucuklar 4
kez 1X yikama tamponu ile tekrar yikandi. Yikama isleminin ardindan, kuyucuklara 100
pL stabilize kromojen ¢ozeltisi eklendi ve 30 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresi sonunda, kuyucuklara 100 pL durdurma ¢dzeltisi (stop solution)
eklendi ve ¢6zelti homojen bir sekilde karistirildi. Bu islem sonucunda, ¢ozeltiler mavi
tonlarindan sar1 tonlarma doniistl. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan, 450 nm dalga
boyunda absorbans degerleri ELISA okuyucusu ile olgiildi. Elde edilen veriler,
olusturulan standart egri grafigi ile kiyaslandi ve her tedavi grubu i¢in VEGF miktarlari

kontrol grubu ile karsilastirilarak analiz edildi.

3.2.7. Western blot

Bu ¢alismada, Caco-2 hiicre hattinda kaspaz-3, kaspaz-9, p53 ve p38 MAPK protein
ekspresyon diizeylerini tespit etmek amaciyla Western blot analizi gerceklestirildi
(Erdogan vd., 2024). Genistein, irinotekan ve bu iki ajanin kombinasyonuyla tedavi
edilen Caco-2 hucreleri, 72 saatlik tedavi sonrasinda toplandi. Hiicreler baslangi¢ olarak
soguk PBS tamponuyla (137 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCI, 1.4 mM
KH2PO4; pH 7.4) iki kez yikandi. Bu yikama islemi, hiicrelerin yilizeyindeki artik
maddeleri temizlemek ve protein izolasyonunu kolaylastirmak amaciyla gerceklestirildi.
Proteinlerin saflastirilmasi igin, lizis tamponu kullanildi. Bu tampon, proteinlerin
hiicrelerden etkin bir sekilde ¢ikarilmasi ve korunmasi i¢in gerekli olan 20 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 150 mM NaCl, %0.5 NP-40 (v/v), 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 1 mM DTT ve
proteaz inhibitér kokteyli (EDTA icermeyen) icerir. Hucreler, tripsin ile toplanarak PBS
tamponu icinde stispanse edildikten sonra, oda sicakliginda 1100 rpm'de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. Bu iglem, hiicrelerin yogunlastirilmasini sagladi ve elde edilen
stipernatant kismi dikkatlice aspirator yardimiyla uzaklastirildi. Hiicrelerden elde edilen

pelet, lizis tamponu ile yeniden siispanse edildi ve homojenizasyon islemi sirasinda 1
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mL’lik enjektorler kullanilarak etkin bir sekilde proteinler ¢ikarildi. Homojenizasyon,
proteinlerin hiicreden tamamen ¢ikarilmasini ve analiz i¢in hazir hale getirilmesini saglar.
Ornekler, buz (zerinde 60-120 dakika stireyle bekletildi ve ardindan 4°C’de 15000
rom’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant, yeni bir mikro-
santrifiij tiipline aktarildi ve protein konsantrasyonlari, Bradford yontemi (Bradford,
1976) kullanilarak belirlendi. Protein  Ornekleri, SDS-PAGE jel ile uygun
konsantrasyonlarda ayristirildi. Bu adim, farkli molekiiler agirliklardaki proteinlerin
ayrilmasmi saglar. Ayrilan proteinler, PVDF membranina transfer edildi. Membran
transferi, proteinlerin jelden membrana tasinmasini ve daha sonra antikorlar tarafindan
tespit edilmesini miimkiin kilar. Transfer sonras1 membranlar, TBS-T icerisinde %5’lik
BSA ile hazirlanan bloklama tamponunda inkiibe edildi. Bloklama islemi, antikorlarin
nonspesifik baglanmasini onleyerek analiz sonuglarinin dogrulugunu artirir. Bloklamanin
ardindan, membranlar gece boyunca 4°C’de ilgili primer antikorlarla (diliisyon: %5’lik
BSA i¢inde) inkiibe edildi. Primer antikorlar, hedef proteinlere spesifik olarak baglanarak
proteinlerin tespit edilmesini saglar. Inkiibasyon sonrasi, membranlar TBS-T tamponuyla
(0,3 M NaCl, 0,1 M Tris-base, %0,5 Tween; pH 7,4) ¢ kez, onar dakika boyunca
yikandi. Bu yikama adimlari, membrandan spesifik olmayan baglanmalar1 uzaklastirir.
Sonraki adimda, membranlar oda sicakliginda 2 saat boyunca HRP ile isaretli sekonder
antikorlar ile inkiibe edildi. Bu sekonder antikorlar, primer antikorlarla baglanarak
sinyalin gii¢lendirilmesine yardimci olur. Inkiibasyonun ardindan, membranlar TBS-T
tamponuyla tekrar ¢ kez, onar dakika boyunca yikandi Goriintilleme islemi igin,
kemiliiminesans yontemine dayanan ECL (Enhanced Chemiluminescence) kiti kullanilda.
Bu kit, HRP ile isaretli sekonder antikorlarin etkilesimi sonucu olusan 15181 iiretir. Elde
edilen kemiltiminesans sinyal, X-ray gorlntiileme sistemi kullanilarak filme aktarildi ve
proteinlerin varligi ve yogunlugu kaydedildi. Son olarak, bant yogunluklarmin
dansitometrik analizi ImageJ yazilimi (National Institutes of Health, USA) kullanilarak
yapildi. Bu analiz, protein bantlarmin yogunlugunu sayisal olarak degerlendirir ve farkli
deney gruplar1 arasindaki protein ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasmni saglar. Bu
yontem, hiicrelerin apoptotik yanitlarini ve tedaviye verdikleri tepkiyi anlamak igin kritik

veriler sunar.
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3.2.8. istatistiki analizler

Tlm bulgular en az ii¢ deneyin ortalama + standart sapmasi (SD) olarak ifade edildi.
Gruplar arasindaki karsilastirmalar, tek yonlii ANOVA testi ve Tukey’in ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilarak yapildi. Istatistiksel analiz icin GraphPad Prism 8.0 ve
Windows Office-Excel programlar: kullanildi. istatistiksel olarak anlamlilik degeri olarak
p <0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Canlih@g1 Bulgulan

Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite testleri, ¢esitli maddelerin canli hiicrelerdeki sitotoksik
etkisini 6lgmek i¢in biyomedikal arastirmalarda kullanilan temel araclardir. Bu testler
esas olarak ilag taramasinda, belirli kimyasal ajanlarin sitotoksik etkisini test etmek igin
kullanilir. Dahasi, bu teknikler yillar iginde giderek artan bir popiilerlik kazanmis ve artik
onkoloji arastirmalar1 alaninda, 6zellikle ilag¢ gelistirme baglamimda hem toksisitenin hem
de tlimor hiicresi biiylimesinin baskilanmasmin degerlendirilmesi i¢cin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hiicre canlilig1 analizi, genlerin, proteinlerin ve yolaklarin hiicrelerin
zararli maddelere maruz kaldiktan sonra hayatta kalip kalmayacagini nasil etkiledigini
kontrol eden karmasik siirecleri anlamak i¢in 6nemli bir aractir. Tetrazolyum tuzlari,
renksiz veya zayif renkli sulu c¢ozeltilerden formazanlar olarak bilinen parlak renkli
tirevlere doniisme yeteneklerinden yararlanilarak hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi
degerlendirmek i¢in siklikla kullanilan bir tekniktir. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2y1)—2,5-
difenil tetrazolyum bromiir), suda ¢Oziinilirlik gosteren ve canli hiicreler tarafindan
icsellestirilebilen sar1 renkli bir bilesiktir ve suda ¢6ziinmeyen mavi bir formazan
olusumuyla sonuglanir. Bu formazan bilesiginin dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢oziinmesi,
enzim aktivitesiyle dogrudan iliskili ve canli hiicre sayisiyla dogrudan orantili olan 540
nm'de kantifikasyonuna olanak tanir. Mor rengin daha yogun olmasi daha ylksek
seviyede hiicre canliligina karsilik gelirken, yogunlukta azalma hiicre sayisinda azalma ve

sitotoksik etkinin varligma isaret eder (Khalef vd., 2024).

Bu ¢aligmada genisteinin mono- Ve irinotekan ile kombo- tedavisinin Caco-2 ve HT-29
insan kolon kanseri hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik etkileri MTT hiicre canlilig1 analizi
ile incelendi. Hiicreler 72 saat slreyle artan konsantrasyonlarda genistein ve irinotekan ile
tedavi edildi. Daha sonra tedaviler sonlandirilarak iiretici protokoliine gore reaktifler
eklendi ve kuyucuklarda olusan renk degisimi ELISA mikroplaka okuyucu bir cihazla
(SpectraMax 384 Plus, Molecular Devices, ABD) 450 nm dalga boyunda o6lgulda.

Sitotoksisite ylizde degerleri, tedavi grubunun absorbans degerinden arka plan
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kontrolliniin ¢ikarilmas1 ve ardindan bu degerin kontrol grubuna bdliinmesiyle

hesaplandi.
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Sekil 4.1. Genistein ve irinotekan ile 72 saat tedavi edilen HT-29 (A) ve Caco-2 (B) kolon kanseri
hicrelerinin artan Konsantrasyonlara bagl canlilik grafigi. Deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve
sonuclar ortalamazstandard sapma (SD) olarak verildi
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Sekil 4.1-A’de goriildigi gibi HT-29 hicrelerinde genistein tedavisinin 6zellikle 62,5
pg/mL ve Gstu konsantrasyonlarda etkili bir sitotoksik etki gosterdigi, benzer etkinin
irinotekan ile tedavi edilen grupta 15,63 pg/mL ve {istli konsantrasyonlarda arttig1 ortaya
koyuldu. Caco-2 hcrelerinde ise sitotoksik etkinin hem genistein hem de irinotekan
tedavisinde konsantrasyona bagl olarak arttigi gozlemlendi (Sekil 4.1-B). Elde edilen
sitotoksisite degerleri kullanilarak genistein ve irinotekan i¢in ICso degerleri hesaplandi.
Genistein ve irinotekan icin 1Cso degerleri sirasiyla; HT-29 hiicrelerinde 61,1+9,3 pg/mL
ve 16,5+2,6 pg/mL olarak, Caco-2 hiicrelerinde ise yine sirasiyla 37,4+4,7 pg/mL ve
14,8+2,1 pg/mL olarak belirlendi. Test edilen her iki ajanin da Caco-2 hiicrelerinde daha
diisiik 1Cso konsantrasyonuna sahip oldugu belirlendigi icin bundan sonraki analizler

Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde gergeklestirildi.

4.2. Genistein ve Irinotekan Arasindaki Sinerjizm

Bir¢ok yan etkisine ragmen kemoterapi, kanser tedavisinde en sik tercih edilen tedavi
yaklasimlar1 arasindaki yerini korumaktadir. irinotekan gibi kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir¢ok kemoterapétik ajanin direng gelisimi ve yan etkiler gibi
istenmeyen sonuglarmin, bitkisel bilesiklerle kombine olarak kullanildiginda bu ajanlarin
etkinliginin arttirilmasi ile daha diisiik dozlarda ila¢ kullanimmna bagh olarak istenmeyen
yan etkilerin minimal diizeye indirilebilecegi ifade edilmektedir (Lewandowska vd.,
2014). Genistein ve irinotekan kombinasyon tedavisinin Caco-2 kolon kanseri hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkileri ve aralarindaki etkilesim MTT hiicre canlilig1 analizi ile
degerlendirildi. Sitotoksisite analizi ile belirlenen ICso degerleri kullanilarak in vitro
sitotoksisite deneyleri yapildi. Bu kapsamda Caco-2 hiicreleri irinotekanin ICsg
konsantrasyonunun yarisi olan 7,4 pg/mL irinotekan + artan genistein konsantrasyonu (0;
0,49; 0,98; 1,95; 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250 ve 500 pg/mL) ile ve ayr1 bir
deney seti olarak genisteinin 1Cso konsantrasyonunun yarisi olan 18,7 pg/mL genistein +
artan irinotekan konsantrasyonlar1 (0; 0,49; 0,98; 1,95; 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,5;
125; 250 ve 500 pg/mL) ile 72 saat tedavi edildi (Sekil 4.2-A-B). Caco-2 kolon kanseri
hiicrelerinde genistein ile irinotekan kombine tedavisinin sinerjistik bir iliskiye sahip olup
olmadigmin belirlenmesi i¢cin kombinasyon indeksi (KI) asagidaki formiile gore

hesaplandi.

KI = (Agen)so/ (Baen)so + (Air)so/ (Bir)so (4.1)
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Sekil 4.2. Genistein ve irinotekan kombine tedavisi 72 saat siireyle uygulanan Caco-2 kolon kanseri
hiicrelerinin canlilik grafigi. A. Hiicreler irinotekanin ICsp Konsantrasyonunun yarisi sabit olacak sekilde
artan konsantrasyonlarda genistein ile kombine olarak tedavi edildi. B. Hiucreler genisteinin ICso
konsantrasyonunun yarist sabit olacak sekilde artan konsantrasyonlarda irinotekan ile kombine olarak
tedavi edildi. Sonuglar ti¢ tekrarli analizlerin ortalamatstandard sapma (SD) degeri olarak verildi.
Gen:genistein, Ir:irinotekan

Bu formilde (Agen)so; irinotekanin ICso konsantrasyonunun yarisi uygulandiginda %50
inhibisyon etkisine sahip genistein konsantrasyonunu, (Bgen)so; genisteinin 1Cso
konsantrasyonunu, (Air)so; genisteinin 1Cso konsantrasyonunun yarisi uygulandiginda
%50 inhibisyon etkisine sahip irinotekan konsantrasyonunu, (Bi:)so; irinotekanin ICsp

konsantrasyonunu ifade etmektedir. Hesaplanan kombinasyon indeksi degerinin; 1’den
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biiyiik olmasi (KI > 1) antogonizmi, 1’e esit olmasi1 (KI = 1) additif etkiyi ve 1’den
kiiciik olmasi (KI < 1) sinerjizmi gosterir (Chou ve Talalay, 1984; Li vd., 2017).
Genistein ve irinotekan icin bu kombinasyon tedavilerde ICso degerleri sirasiyla
14,96+1,8 pg/mL ve 6,27+0,9 pg/mL olarak bulundu ve Kl degeri 0,78 olarak hesaplandi
(Sekil 4.2-A-B). Bu sonug Caco-2 hicrelerinde genistein ve irinotekan kombinasyonunun

sinerjistik etki gosterdigini ortaya koymaktadir.

4.3. Koloni Sag-kalhim Bulgular

Tek bir hiicrenin koloniye doniisme kapasitesini analiz eden in vitro kKoloni sagkalimi
deneyi, test edilmek istenen ajanlarm mono- ve kombo- tedavilerinin etkinligini
belirleyen ve tedaviye bagh olarak hiicrelerden bir kisminin koloni olusturmasina
dayanan kullanigli bir tekniktir (Franken vd., 2006). 12 kuyucuklu hiicre kulturi
plakalarma ekimi yapilan 0.5x10% Caco-2 hiicreleri ertesi giin 5 pg/mL genistein (Gen1),
2 pug/mL irinotekan (irl), 10 pg/mL genistein (Gen2), 4 pg/mL irinotekan (ir2), 5 pg/mL
genistein + 2 pg/mL irinotekan (Genl + Irl), 10 pg/mL genistein + 2 pg/mL irinotekan
(Gen2 + irl), 5 pg/mL genistein + 4 pg/mL irinotekan (Genl + ir2) ve 10 pg/mL
genistein + 4 pg/mL irinotekan (Gen2 + Ir2) tedavilerine 72 saat boyunca maruz
brrakildi. Tedavi siiresinin sonunda hiicreler 12 giin boyunca taze ilagsiz mediumda
bekletildi. Boyama isleminden sonra mono- ve kombo- tedavilerin koloni sagkalimi
iizerindeki etkileri degerlendirildi. Genistein ve irinotekanin hem tek kullanildiklarinda
hem de kombine olarak kullanildiklarinda Caco-2 hiicrelerinin koloni olusturma
kapasitelerini artan dozla birlikte tedavi edilmeyen kontrol grubuna gére énemli 6l¢lide
baskiladig1 goriildii (p<0,001) (Sekil 4.3). Ayn1 zamanda kombine tedavilerin sadece
irinotekan tedavisine gore koloni sagkaliminini anlamli oranda inhibe ettigi gozlemlendi

(p<0,05-p<0,001).
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Sekil 4.3. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin
koloni sag kalimi bulgulari. Hicreler genistein, irinotekan ve genistein+irinotekan kombinasyonu ile 72
saat sireyle tedavi edildi. Tedavinin ardindan hiicreler 12 giin boyunca taze ilagsiz mediumda bekletildi.
Olusan kolonilerin analizi Image-J programi kullanilarak gergeklestirildi. Sonuglar ii¢ tekrarli analizlerin
ortalamaztstandard sapma (SD) degeri olarak verildi. Genl: 5 pg/mL genistein, Gen2: 10 pg/mL genistein,
Irl: 2 pg/mL irinotekan, ir2: 4 pg/mL irinotekan. *** p<0,001; kontrolle kiyaslandiginda. # p<0,05; ##
p<0,01; ### p<0,001; Ir1 ve Ir2 ile tedavi edilen grupla kiyaslandiginda

4.4. Hucre Migrasyonu Bulgulan

Genisteinin WIF1'in demetilasyonu araciligiyla HT-29 kolon kanseri hucrelerinin gocuni
ve invazyonunu engelledigi, ve bu etkisinin MMP2, MMP9, E-kadherin, TIMP1, -

katenin, siklin D1, c-Myc gibi hicre gogu ile ilgili genlerin regllasyonu ile
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iliskilendirilebilecegi bildirilmistir (Zhu vd., 2018). Bagka bir caliymada genisteinin HT-
29 kolon kanseri hiicrelerinde E kadherinin yukar1 regiilasyonu ve N kadherinin asagi
regiilasyonu ile birlikte, hiicre goclinii engelledigi, ayrica notchl, p-NFB ve NFB
ifadesini de inhibe ederken, Bax ve kaspaz-3 ifadesini indiikledigi gosterilmistir (Zhou
vd., 2017). In vitro hiicre gd¢iinii analiz etmek i¢in kullanilan yara iyilesmesi (wound-
healing) deneyi, ekimi yapilan hiicrelerin hiicre kiiltiir plakasmin yilizeyini tam olarak
kapladiginda yiizeyde bir agiklik olusturmaya ve hiicrelerin go¢ii sonucunda bu agikligin
kapanma oranmi belirlemeye dayanan bir yontemdir. Genistein (genisteinin ICsp
konsantrasyonu), irinotekan (irinotekanin ICsp konsantrasyonu), Komb-1 (genisteinin
ICs0 konsantrasyonunun yarisi + irinotekanin ICso konsantrasyonunun yarisi) ve Komb-2
(genisteinin ICsp konsantrasyonu + irinotekanin ICso konsantrasyonunun yarisi) tedavileri
ile muamele edilen hicrelerin go¢ kapasitesi tedaviden sonraki 0., 12. ve 24. saatlerde
mikroskop altinda fotografland1 (Sekil 4.4-A). 12. saat sonunda yara agikliginin genistein
(p<0,001), irinotekan (p<0,01), Komb-1 (p<0,001) ve Komb-2 (p<0,0001) tedavi
gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli sekilde fazla oldugu, sadece irinotekan ile
tedavi edilen gruba gore yara agikligiin Komb-1 grubunda farkli olmadig: (p>0,05, ns)
ancak Komb-2 grubunda ise anlamli sekilde daha genis oldugu (p<0,05) goruldu (Sekil
4.4-B). 24. saatin sonunda ise yara agikliginin tedavi edilmeyen hiicrelere gore genistein,
irinotekan, Komb-1 ve Komb-2 tedavilerinde daha genis oldugu (p<0,0001), bu
genisligin Komb-2 tedavisi uygulanan grupta irinotekan ile tedavi edilen gruba goére
anlamli Ol¢iide fazla oldugu gozlemlendi (p<0,05) (Sekil 4.4-C). Bu bulgular,
kombinasyon tedavilerinin Caco-2 hiicrelerinin gogiinii engelledigini gésteren daha yavas

bir ¢izik yarasi iyilesme siirecine neden oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. Hiicre migrasyonu bulgular1. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2
kolon kanseri hiicrelerinin migrasyonu yara iyilesmesi (wound healing) analizi ile incelendi. Hiicrelerin
acikligr kapatma orani genistein, irinotekan ve genistein+irinotekan kombine tedavisinin ardindan
tedavilerin 0., 12. ve 24. saatlerinde mikroskop altinda goézlemlendi. Agikligin genisligi Image-J programi
kullanilarak analiz edildi. Her grup kendi 0. saat gériintiisii ile normalize edildi. Bulgular herhangi bir
tedavi uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslandi ve % yara agikli1 ortalama+standard sapma (SD) degeri
olarak verildi. Komb-1: genisteinin 1Cso konsantrasyonunun yarist + irinotekanin ICso konsantrasyonunun
yarisi, Komb-2: genisteinin 1Cso konsantrasyonu + irinotekanin 1Csp konsantrasyonunun yarist. **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001; kontrolle kiyaslandiginda. #p<0,05; ns:anlamli degil; irinotekan ile tedavi
edilen grupla kiyaslandiginda

4.5. ROS Duzeylerinin Belirlenmesi

Oksidatif stres swrasinda siirekli olarak serbest radikaller iretilir ve bunlarm hiicresel ve
enzimatik biitiinliige son derece zararli etkileri oldugu bilinmektedir. Genistein, vicudun
ana antioksidan bilesenleri olarak bilinen geri doniisiim enzimlerine 6nemli bir rol

oynamaktadir. Ornegin, genistein prostat kanseri hiicrelerinde (DU145) AMPK ve PTEN
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yollar1 araciligryla antioksidan enzimlerin aktivasyonunu indiiklemistir. Genistein ayrica
manganez siiperoksit dismutaz ve katalazin ekspresyonunu uyararak, reaktif oksijen
tiirlerinin 6nemli 6lgiide azalmasina neden olmustur (Park vd., 2010). In vivo olarak,
genistein maruziyeti, glutatyon ve NAD(P)H dehidrogenaz ekspresyonunu artirarak non-
enzimatik antioksidan etkisini yonetmistir (Wiegand vd., 2009; Vanhees vd., 2013).
Bagka bir ¢aligmada, genisteinin kanserle iligkili bir enzim olan ornitin dekarboksilaz
tizerinde inhibisyon etkisine sahip oldugu ortaya koyulmus ve fare modelinde ultraviyole
isikla uyarilan deri karsinojenezini Onemli Olgiide baskilamistir (Mazumder ve
Hongsprabhas, 2016). Yukarida agiklandigi gibi, inflamatuar mediatorler ile oksidatif
stres arasinda karmasik bir etkilesim bulunmaktadir. Toplu olarak veya ayr1 ayri, her biri
digerinin Uretimini arttirir ve ikisi de kanser hastalarmim durumunu kétiilestirir. Yukarida
tartisildig1 gibi, genisteinin inflamatuar mediatorleri hafifletme potansiyeli oldugu gibi
bir¢ok antioksidan enzimin aktivitesini artirma yetenegi de vardir. Bu 6zellikleri, kanserle
miicadelede kanser hastalarinin yasam kalitesini artirmak ve bu tir inflamasyondan
kaynaklanan acilar1 hafifletmek icin faydali olabilir. Bununla birlikte, genisteinin kanser
hastalarinda terapotik potansiyelini arastirmak i¢in daha fazla klinik ¢alisma yapilmasi

gerekmektedir.

ROS"un ¢esitli hiicre 6liimii mekanizmalariyla baglantili oldugu bilindiginden, apoptozun
tetiklenmesinde genistein ve irinotekanin mono- ve kombo- tedavilerinin roli de
incelendi. Bu kapsamda 72 saat genistein, irinotekan, Komb-1 ve Komb-2 tedavileri
uygulanan Caco-2 hiicrelerinde ROS'un anlik iiretimini 6lgmek igin DCFDA testi yapild.
H20> ile tedavi edilen hiicreler pozitif kontrol grubu olarak degerlendirildi. Kontrolle
karsilastirildiginda genistein ile tedavi edilen hiicrelerde 6nemli bir artis olmazken,
Ozellikle Komb-1 ve Komb-2 tedavilerinin sirasiyla 3,3 (p<0,01) ve 4,6 (p<0,001) kat
ROS miktarinda artiga neden oldugu goriildi (Sekil 4.5). Sadece irinotekan ile tedavi
edilen grupla karsilastirildiginda ise Komb-2 grubunda anlamli oranda ROS miktarinda
artig oldugu belirlendi (p<0,05). Bu sonuglar kombine tedavilerin in vitro kolon kanseri

hucreleri Gzerinde pro-oksidan etki gosterdigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.5. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin
ROS miktarinin kantitatif analizi. Gen: genisteinin ICso konsantrasyonu, Ir: irinotekanmn ICso
konsantrasyonu, Komb-1: genisteinin  ICsp  konsantrasyonunun yarist + irinotekanin  ICsp
konsantrasyonunun  yarisi, Komb-2: genisteinin  1Csgp  konsantrasyonu + irinotekanin  ICsg
konsantrasyonunun yarisi. H;O> ile tedavi edilen hiicreler pozitif kontrol grubu olarak degerlendirildi.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: anlamli degil; kontrolle kiyaslandiginda. #p<0,05; ns: anlaml degil;
irinotekan ile tedavi edilen grupla kiyaslandiginda

4.6. Anti-anjiyogenez Bulgulari

Yeni kan damar1 olusumundan sorumlu olan temel bir fizyolojik siire¢ olan anjiyogenez,
embriyonik gelisim, yumurtlama, yara iyilesmesi ve karsinogenez siireclerinde hayati
oneme sahiptir. Anjiyogenezi diizenlemenin iki temel yontemi vardir: Dogrudan ve
dolayl1 yollar. Dogrudan yol, vaskiiler endotel hiicrelerinin ¢ogalma, go¢ etme ve VEGF
gibi anjiyojenik faktOrlere yanit verme yetenegini diizenlemeyi igerir. Dolayli yol,
anjiyogenezi indikleyen anjiyojenik faktorlerin ifadesini ve aktivitesini etkileme
kapasitesine dayanir (Al-Zabin vd., 2024). Anjiyogenez, kanser hiicrelerinin oksijen ve
besin gibi hayati faktorlerle biiylimesini destekledigi i¢in, damarlanmanin inhibisyonu
kanser tedavisi i¢in kilit bir strateji olabilir. Onceki ¢alismalar, genisteinin giiclii anti-
anjiyogenik ozellikler sergiledigini gostermistir. Genistein ile tedavi edilen E6 ve bes
insan mesane kanseri hiicre hatti, vaskiiler endotelyal biyiime faktorii (VEGF), trombosit
kaynakli biiylime faktorii, lirokinaz plazmijen aktivatorii, matris metaloproteinaz-2

(MMP-2) ve MMP-9 ekspresyonunu diisiirerek anti-anjiyogenik etki gostermistir. Ayrica,
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plazmijen aktivator inhibitori-1, endostatin, anjiostatin ve trombospondin-1 gibi dogal
damarlanma inhibitdrlerinin aktive oldugu bulunmustur (Su vd., 2005). Baska bir
caligmada, genistein araciligiyla VEGF'in baskilanmasinin, c-Jun N-terminal kinaz ve
p38, PTK/MAPK ve MMP'lerin iretiminin disiiriilmesi yoluyla gergeklestigi
bildirilmistir (Yu vd., 2012). Genistein tedavisiyle oral skuam6z hiicre karsinom
hicrelerinde VEGF, temel fibroblast buyime faktorii ve MMP-2'nin diisiik diizeyde
oldugu gosterilmistir (Myoung vd., 2003). Ayrica, HSC-3 hiicreleri kullanilarak yapilan
in vitro invazyon testi ve jelatin zimografisi, VEGF ekspresyonunda azalma oldugunu
gostermistir. Daha yakin zamanlarda, tiroid kanseri hiicreleri kullanilarak, bir grup
arastirmact VEGF-A ekspresyonunun yani sira insan telomeraz ters transkriptazi, PTEN,
NF-xB ve p21'in diisiik diizeyde oldugunu ortaya koymustur (Ozturk vd., 2018). Bu
sonuglar, VEGF hedeflemenin, downstream molekiiler yollarinin aktivasyonunun ardisik
ve zararll etkilerini Onlemek i¢in etkili bir anahtar faktorii temsil edebilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.6. Anti-anjiyogenik etkinin kolorimetrik analizi. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo-
tedavi edilen Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinin VEGF miktarlarindaki degisim. Gen: genisteinin ICsg
Konsantrasyonu, Ir: irinotekanmn 1Cso konsantrasyonu, Komb-1: genisteinin 1Cso konsantrasyonunun yaris1 +
irinotekanin ICso konsantrasyonunun yarisi, Komb-2: genisteinin 1Csy konsantrasyonu + irinotekanin ICsg
konsantrasyonunun yarisi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; kontrolle kiyaslandiginda. #p<0,05; ns: anlamli
degil; irinotekan ile tedavi edilen grupla kiyaslandiginda
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VEGF’yi spesifik inhibitorler ile bloke ederek, kanser hiicrelerinin yeni olusumlarla kan
damarlar1 olusturmalarma yardimei1 olan molekiiler yolaklar baskilanabilir. Caco-2 kolon
kanseri hiicrelerinde genistein (p<0,05), irinotekan (p<0,01), Komb-1 (p<0,01) ve Komb-
2 (p<0,001) tedavilerinin kontrol grubuna kiyasla VEGF miktarinda anlamli azalmaya
neden oldugu goriildii (Sekil 4.6). Ayrica irinotekan ile tedavi edilen hiicrelere gore
Komb-2 tedavisinin VEGF miktarini 6nemli 6l¢iide azalttig1 da belirlendi (p<0,05).

4.7. Protein ifade Diizeyleri

Apoptoz, programlanmig hiicre 6limi olarak bilinir ve genellikle hiicre morfolojisinde
belirgin degisikliklerle karakterizedir; bunlar arasinda kabarciklanma, hiicre baglanma
kaybi, sitoplazmanin biiziilmesi, DNA pargalanmasi ve diger biyokimyasal degisiklikler
bulunur. Bu degisiklikler arasinda, ekstrinsik ve/veya intrinsik mitokondriyal yollar
araciligiyla kaspazlarin aktivasyonu da yer alr (Elmore, 2007). Genisteinin, HelLa
hlcrelerinde apoptozu kaspaz-9 velveya kaspaz-3 aktivitelerini arttirarak indiikledigi
belirtilmistir (Dhandayuthapani vd., 2013). Ayrica, genisteinin LoVo ve HT-29 kolon
kanseri hlcre hatlarinda apoptotik hiicre 6limiinii NF-kB yolakini inhibe ederek ve
antiapoptotik protein Bcl-2 ile proapoptotik protein Bax seviyelerini dizenleyerek
tetikledigi gosterilmistir (Luo vd., 2014). Genistein ayrica HT-29 kolon kanseri
hicrelerinde kaspaz-3 ve p38 MAPK sinyal yolaklarmi diizenleyerek apoptozu tesvik
etmistir (Shafice vd., 2016). Western blot analizleriyle, genistein ve irinotekan mono- ve
kombo- tedavilerinin Caco-2 hicrelerindeki kaspaz-3, kaspaz-9, p38 MAPK ve p53
protein ekspresyon diizeyleri kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Uygulanan bireysel ve
kombine tedavilerin apoptotik proteinler Uzerindeki etkisi Western blot analizi ile test
edildi. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi Caco-2 kolon kanseri hicrelerinde genistein (Gen-
ICs0), irinotekan (ir-1Csg), Komb-1 (genistein ICso/2+irinotekan 1Cs0/2) ve Komb-2
(genistein ICso+irinotekan 1Cso/2) tedavileri ile sirasiyla; kaspaz-3 seviyesinin kontrole
gore yaklasik 0,96; 1,40 (p<0,05); 1,11 ve 1,15 kat degisim goriiliirken, kaspaz-9
seviyesinin kontrole goére anlaml bir artig goriilmedi. p38 MAPK seviyesinin kontrol
gore yine bu tedavilerle sirasiyla 0,87; 1,53; 1,50 ve 1,33 katlik degisim gozlemlenirken,
p53 seviyesinin kontrole gore yine sirasiyla yaklasik 1,95; 3,38 (p<0,001); 1,32 ve 5,00
(p<0,0001) kat artt1g1, p53 seviyesindeki artisin da irinotekan tedavisi uygulanan gruba
gore Komb-2 tedavisiyle anlaml sekilde arttigi (p<0,01) ortaya konuldu.
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Sekil 4.7. Genistein ve irinotekan mono- ve kombo- tedavilerinin Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde
apoptotik proteinlerin ifade diizeylerine olan etkisi. Western blot analizleriyle genistein (ICsp), irinotekan
(ICs0), Komb-1 (genistein 1Cso/2 + irinotekan 1Cs0/2) ve Komb-2 (genistein ICsy + irinotekan 1Cso/2) ile
tedavi edilen Caco-2 hiicrelerindeki kaspaz-3, kaspaz-9, p38 MAPK ve p53 ekspresyon diizeyleri tedavi
uygulanmayan kontrol grubu hiicreleriyle karsilastirildi. 72 saatlik tedavinin ardindan tripsinize edilip
toplanan hiicrelerin total protein izolasyonu gergeklestirildi. Bradford analizi ile konsantrasyonu belirlenen
esit miktarda protein 6rnekleri SDS-PAGE jelde kosturulup PVDF membrana transfer edildikten sonra
ilgili primer ve sekonder antikorlarla inkibe edildi ve son olarak enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine
aktarilarak protein ekspresyon profilleri karsilastirildi. Taranan bantlarin analizi Image J programi
kullanilarak gergeklestirildi. Bulgularm istatistiki degerlendirilmesi yapildi ve sonuglar ortalama+standard
sapma (SD) olarak verildi. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; kontrolle kiyaslandiginda.
##p<0,01; irinotekan ile tedavi edilen grupla kiyaslandiginda
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Genistein araciligtyla ER stresinin indiiksiyonu yoluyla apoptozun insan serviks kanseri
hicrelerinde indiksiyonunun, glikoz regile protein 78 (GRP78) ve CCAAT/enhancer-
baglanma protein homologu protein ifadesini arttirarak gergeklestigi ortaya koyulmustur
(Yang vd., 2016). Hepal-6 hepatoseliiler karsinom hiicreleri kullanilarak yapilan bir
caligmada, genisteinin konsantrasyona bagimli apoptotik etkisi dogrulanmistir (Sanaei
vd., 2018). Sitokrom c'nin salinimi ve apoptotik proteaz aktivator faktor-1'in
mitokondriden salinimi, apoptozun indiiksiyonunda Onemli faktorlerdir. Olasi
mekanizmalardan biri, genisteinin sitozolik Bax ve Bid'i kesen, dolayisiyla apoptoz
indilkleme faktoriinii kisaltan ve sitokrom c'nin salimimina neden olan Ca®*-bagimli
enzim olan kalspainin aktivitesini arttirmasidir (Das vd., 2010). Diger olasi mekanizma
ise genisteinin ER stresi ile iligkili proteinlerin, 6rnegin inositol-requiring enzim la,
kalspain 1, 78 kDa GRP78, biiyiime durusu ve DNA hasari-indiikleyici gen 153, kaspaz-7
ve kaspaz-4'lin ifadesini arttrmasidir. Tam form GRP78'unun yukari regiilasyonu ER
stresi ile iligkilidir (Hsiao vd., 2019). Son olarak, protein kinaz R benzeri ER kinazinin
aktivitesini artiran bu ifadenin indiiksiyonu, siwrasiyla, apoptozu indiiklemek i¢in
CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein transkripsiyon faktoérinu aktive
eder (Xia vd., 2019). Ayrica, genisteinin p53'in fosforilasyonunu ve aktivasyonunu
artirdigi, ayn1 zamanda Bcl-2/Bax ve Bcl-xL/Bax oranini azalttigi ve fosforile Akt (ayni
zamanda protein kinaz B olarak da bilinir) seviyesini diisiirdiigii ve bu da hiicrelerin
apoptoza girmesine neden oldugu One siiriilmiistiir (Ouyang vd., 2009). Genisteinin
apoptozu tetikleme yetenegi icin baska bir olas1 mekanizma, ataksi-telanjiektazi
mutasyonlu (ATM) protein ailesinin fosforilasyonunu ve ATM ile iligkili (ATR) ve
Chk1-Chk2 kontrol nokta kinazlarmin aktivasyonunu indiikleyebilme yeteneginden
kaynaklanmaktadir (Ouyang vd., 2009). Bu durumda, Chk1 ve Chk2'nin fosforilasyonu,
fosfataz Cdc25C ve Cdc25A'nmn inaktivasyonuna ve ardindan Cdc2'nin inaktivasyonuna
yol acar, bu da hiicrenin G2/M fazinda durmasina ve apoptozun gerceklesmesine neden

olur (Ouyang vd., 2009).

Ayn1 zamanda genisteinin, nitrik oksit (NO) Uretimini arttirarak oksidatif stres tarafindan
induklenen apoptozu tetikledigi ve noronal nitrik oksit sentazlarmin aktivitesini arttirdigi
bildirilmistir (Miao vd., 2018), Genistein, aerobik glikoliz inhibitori olarak hipoksi
indUkleyici faktor-1o'nin (HIF-1a) indirgenmesi araciligiyla glukoz tasiyici 1'in veya/ve
heksokinaz 2'nin inaktivasyonu yoluyla apoptozu tetikler (Li vd., 2017).
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Genisteinin PPARy yolaklar1 araciligiyla apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Horia ve
Watkins, 2007). Bu yolak PPARy, Bcl-2, fosfataz ve tensin homologu (PTEN),
p21Wafl11/Cipl, survivin ve siklin B1'i icermektedir. Genisteinin, dokosaheksaenoik asit,
eikosapentanoik asit ve aragidonik asit olmak iizere li¢ ¢oklu doymamis yag asidi ile
kombinasyon halinde verilmesinin, MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde
PPARy ifadesini artirdigi ve inflamatuar molekiiller siklooksijenaz-2 (COX-2) ve
prostaglandin E2 (PGE2) ifadesini azalttigi, boylece meme kanseri hiicrelerindeki
invazifligi tersine g¢evirdigi bildirilmistir (Horia ve Watkins, 2007). Bununla birlikte,
genistein, resveratrol ile kombinasyon halinde kullanildiginda, yag hiicrelerine 6zgi
proteinlerin, CCAAT/enhancer baglayici protein-a ve PPARy'nin ifadesini azalttigi ve
boylece 3T3-L1 hicrelerinde adipogenezin inhibe edildigi, 3T3-L1 adipositlerinde
apoptozun indiiklendigi ve lipolizin tesvik edildigi ortaya koyulmustur (Rayalam vd.,
2007). In vitro ve in vivo bulgular, genisteinin farkli kanser tiplerinde apoptozu
indiklemedeki umut verici rolini géstermektedir. Bununla birlikte, genisteinin terap6tik
bir ajan olarak etkinligini maksimize etmek igin kesin hiicresel hedefi belirlemek i¢in

daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kolon kanseri, ileri bir asamada 6liimciil bir timordiir ve yiksek derecede invazivlik ve
metastaz potansiyeline sahiptir (Brody, 2015). Bir¢ok in vitro arastirma, genisteinin kolon
kanserine karsi antikanser 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Genistein, kolon
kanseri hiicre biiylimesini PI3K/Akt yolaklarin1 inhibe ederek etkin bir sekilde
engelledigi belirtilmistir (Meng, vd., 1999; Yu vd., 2000). Genisteinin ayrica kolon
kanser hiicrelerinde ER'larin ekspresyonunu ve tiimor baskilayici genleri etkiledigi rapor
edilmistir (Somjen vd., 2002; Matsumoto vd., 2005). Insan SW480 kolon kanser hiicre
hattinda, genisteinin, histon asetilasyonunu tesvik ederek Wnt sinyal yolagi antagonisti
olan Dickkopf-benzeri protein 1 (DKK1) geninin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir
(Shimoda vd., 2008). Bir ¢alismada Fructus sophorae’den izole edilen genisteinin,
radyasyon kaynakli bagirsak hasarmm tedavisinde biyoaktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. C57/BL farelerine genistein tedavileriyle 7.5 Gy tam viicut radyasyonu
uygulanmistir. Radyasyondan sonra, doku incelemesi genistein ile tedavi edilen gruplarda
bagirsagin onemli Olgiide yapisal ve islevsel iyilesmesini ortaya koymustur. ITEC6

hiicrelerinin FSGen tarafindan Rassfla ve Ercc-1 genlerinin protein ifadesi, mRNA
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ifadesi ve kii¢iik miidahale RNA analizi ile DNA radyasyon hasarini basarili bir sekilde
zayiflatmasiyla radyasyon hasarmdan korundugunu gdstermistir (Zhang vd., 2021).
Genistein ile tedavi edilen tiimor nakledilmis ¢iplak farelerde, timor gelisimi azalmistir
ve bu durum, KDR proteinleri, MCL1, APP ve mRNA'larin doza bagli olarak asagi
regiilasyonlar ile takip edilmistir (Zhang vd., 2020).

Kitosan ile kapsiillenmis genisteinin (CHIEn/Gen), insan HT-29 kolon kanseri
hlcrelerinin blyime ve bolinmesini énemli 6lciide baskiladigi, ayrica apoptotik hiicre
olimina tetikledigi gosterilmistir (Rahmani vd., 2020). Genisteinin HCT116 kolon
kanseri hiucre hattinda hiicre biiylimesini baskilarken, Akt, SGK1 ve miR-95 mRNA
seviyelerini azaltip Akt fosforilasyonunu engelleyerek hiicreleri apoptoza yonlendirdigi
rapor edilmistir (Qin vd., 2015).

Gergeklestirdigimiz caligmalardan elde edilen bulgular, genistein ile birlikte tedavinin,
daha yiiksek dozlarin esdeger etkisi i¢in gereken irinotekan konsantrasyonlarmin etkili bir
sekilde azaldigimi gostermektedir. Genisteinin diisiik toksisitesi, onu kanser kemoterapisi
ve kanserin onlenmesi i¢in umut verici bir aday yapmaktadir. Bulgularimiz, genisteinin
irinotekan ile kombine halde kullanimmnin mekanistik roliiniin tam olarak
aydinlatilmasinin ve fonksiyonel islevinin in vivo ¢alismalarla kanitlanmasinin umut
verici bir klinik kemoterapi yaklagimi olarak g6z Oniinde bulundurulabilecegini

gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser tedavisinde temel yontemler olan kemoterapi, radyoterapi, imminoterapi ve
cerrahi yaklagimlar, ¢esitli tlimorleri tedavi etmek i¢in yaygm olarak kullanilmakta ve
bazilarindan sonu¢ elde edilebilmektedir. Ancak, kemoterapi ilaglarinin toksik yan
etkileri ve bu ilaglara kars1 direng gelisimi, radyoterapinin neden oldugu radyoaktif hasar
ve immiinoterapinin zayif etkinligi gibi sorunlar hala mevcuttur ve bu yaklasimlar kanser
tedavisinin terapotik etkilerini smirlayarak hastanin yasam kalitesini diisiirebilmektedir.
Bu nedenle, bu sorunlar1 hafifletmek icin yeni arayislara olan ilgi her gegen giin

artmaktadir.

Koétii huylu tiimoriin olusumu ve gelisimi ¢ok adimli, ¢ok faktorlii bir birikim siirecidir ve
vaka sayisi ile 6liim orani her gegen yil artmaktadir. Bu nedenle, kanser tedavisi su ana
kadar hala biiyilk bir zorluk olmaya devam etmektedir. Su anda, kemoterapi ile
desteklenen cerrahi, ana tedavi yontemidir. Ancak kemoterapinin yetersiz etkinlik, ilag
direnci, metastaz ve istenmeyen yan etkiler vb. gibi birgok dezavantaji vardir. Geleneksel
tekli kemoterapotik tedaviyle karsilastirildiginda, fitokimyasallara ve kemoterapotik
ilaglara dayali kombinasyon tedavisi, sinerjik antitiimor etkisi yoluyla en iyi terapdtik
etkiyi saglayabilir. Son birka¢g on yilda, kombine kanser tedavisi hizla ilerleme
kaydetmistir. Kiigiilk molekiillii kemoterapdtik ilaglarin ve dogal bilesiklerin maksimum
kombinasyon avantajlarmi gergeklestirmek i¢in bircok ¢aligma yapilmaktadir. Ek olarak,
fitokimyasallar ve kemoterapotik ajanlarin kombinasyonuna dayali sinerjik olarak
sunulan tedaviler genellikle tiim6ér dokularmni hedefleme, biyoyararlanimi arttrrma, yan

etkileri azaltma ve ilag etkinligini arttirma gibi birden fazla isleve sahiptir.

Timor molekiiler mekanizmasinin anlasilmasmin derinlesmesi ve ¢ok islevli ilaglarinin
gelistirilmesiyle, fitokimyasal ilaglar ve kemoterapi ilaglarinin kombinasyonu, anti-timor
tedavisi i¢in yeni bir firsat sunmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda elde ettigimiz bulgular,
genisteinin mono- ve irinotekan ile kombo- tedavisinin Caco-2 insan kolon kanseri

hiicrelerinin proliferasyonunu ve koloni sag-kalimini inhibe ettigini, ayrica hiicre gogii ve
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anjiyogenez lizerinde etkili bir ajan olma potansiyeli tasidigimi gosteren in vitro kanitlar
sunmaktadir. Ayn1 zamanda 6zellikle genistein + irinotekan kombine tedavisinin hiicre
dongiisii, DNA hasar yanitr/tamiri ve apoptozis ile ilgili proteinlerin ifadelerinin regiile
edilmesinde Onemli rol oynadigi gosterilmistir. Genisteinin irinotekan ile kombine
kullaniminin etki mekanizmasmin agikliga kavusturulmasi, s6z konusu ajanlarla
gerceklestirilecek olan kolon kanseri tedavilerinden daha fazla hastanin yararlanmasini
amaglayan tedavi stratejilerinin ve Uriinlerinin gelistirilmesi noktasinda klinik 6ncesi
literatiire katki saglayacak, kanser tedavisinde fitokimyasal polifenolik bilesiklerin
kullanim ile ilgili gelecekte yapilacak daha kapsamli arastirmalar i¢in de Onciil veriler
sunacaktir. Genistein ve irinotekan arasindaki sinerjizmin ileri ddnem in vivo ¢alismalarla
dogrulanmasi, genisteinin klinik ve klinik oncesi kullanimda 6nemli bir fitokimyasal

olarak g6z 6niinde bulundurulmasimni saglayacaktir.
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	Bu çalışmada genisteinin mono- ve irinotekan ile kombo- tedavisinin Caco-2 ve HT-29 insan kolon kanseri hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkileri MTT hücre canlılığı analizi ile incelendi. Hücreler 72 saat süreyle artan konsantrasyonlarda genistein...
	Şekil 4.1. Genistein ve irinotekan ile 72 saat tedavi edilen HT-29 (A) ve Caco-2 (B) kolon kanseri hücrelerinin artan konsantrasyonlara bağlı canlılık grafiği. Deneyler üç tekrarlı olarak gerçekleştirildi ve sonuçlar ortalama±standard sapma (SD) olara...
	Şekil 4.1-A’de görüldüğü gibi HT-29 hücrelerinde genistein tedavisinin özellikle 62,5 µg/mL ve üstü konsantrasyonlarda etkili bir sitotoksik etki gösterdiği, benzer etkinin irinotekan ile tedavi edilen grupta 15,63 µg/mL ve üstü konsantrasyonlarda art...
	Birçok yan etkisine rağmen kemoterapi, kanser tedavisinde en sık tercih edilen tedavi yaklaşımları arasındaki yerini korumaktadır. İrinotekan gibi kanser tedavisinde yaygın olarak kullanılan birçok kemoterapötik ajanın direnç gelişimi ve yan etkiler g...
	Şekil 4.2. Genistein ve irinotekan kombine tedavisi 72 saat süreyle uygulanan Caco-2 kolon kanseri hücrelerinin canlılık grafiği.  A. Hücreler irinotekanın IC50 konsantrasyonunun yarısı sabit olacak şekilde artan konsantrasyonlarda genistein ile kombi...
	4.3. Koloni Sağ-kalımı Bulguları
	Tek bir hücrenin koloniye dönüşme kapasitesini analiz eden in vitro koloni sağkalımı deneyi, test edilmek istenen ajanların mono- ve kombo- tedavilerinin etkinliğini belirleyen ve tedaviye bağlı olarak hücrelerden bir kısmının koloni oluşturmasına day...
	Şekil 4.3. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2 kolon kanseri hücrelerinin koloni sağ kalımı bulguları. Hücreler genistein, irinotekan ve genistein+irinotekan kombinasyonu ile 72 saat süreyle tedavi edildi. Tedavinin ardınd...
	4.4. Hücre Migrasyonu Bulguları
	Genisteinin WIF1'in demetilasyonu aracılığıyla HT-29 kolon kanseri hücrelerinin göçünü ve invazyonunu engellediği, ve bu etkisinin MMP2, MMP9, E-kadherin, TIMP1, -katenin, siklin D1, c-Myc gibi hücre göçü ile ilgili genlerin regülasyonu ile ilişkilend...
	Şekil 4.4. Hücre migrasyonu bulguları. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2 kolon kanseri hücrelerinin migrasyonu yara iyileşmesi (wound healing) analizi ile incelendi. Hücrelerin açıklığı kapatma oranı genistein, irinoteka...
	4.5. ROS Düzeylerinin Belirlenmesi
	ROS'un çeşitli hücre ölümü mekanizmalarıyla bağlantılı olduğu bilindiğinden, apoptozun tetiklenmesinde genistein ve irinotekanın mono- ve kombo- tedavilerinin rolü de incelendi. Bu kapsamda 72 saat genistein, irinotekan, Komb-1 ve Komb-2 tedavileri uy...
	Şekil 4.5. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2 kolon kanseri hücrelerinin ROS miktarının kantitatif analizi. Gen: genisteinin IC50 konsantrasyonu, İr: irinotekanın IC50 konsantrasyonu, Komb-1: genisteinin IC50 konsantrasyo...
	4.6. Anti-anjiyogenez Bulguları
	Yeni kan damarı oluşumundan sorumlu olan temel bir fizyolojik süreç olan anjiyogenez, embriyonik gelişim, yumurtlama, yara iyileşmesi ve karsinogenez süreçlerinde hayati öneme sahiptir. Anjiyogenezi düzenlemenin iki temel yöntemi vardır: Doğrudan ve d...
	Şekil 4.6. Anti-anjiyogenik etkinin kolorimetrik analizi. Genistein ve irinotekan ile mono- ve kombo- tedavi edilen Caco-2 kolon kanseri hücrelerinin VEGF miktarlarındaki değişim. Gen: genisteinin IC50 konsantrasyonu, İr: irinotekanın IC50 konsantrasy...
	VEGF’yi spesifik inhibitörler ile bloke ederek, kanser hücrelerinin yeni oluşumlarla kan damarları oluşturmalarına yardımcı olan moleküler yolaklar baskılanabilir. Caco-2 kolon kanseri hücrelerinde genistein (p<0,05), irinotekan (p<0,01), Komb-1 (p<0,...
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