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ONSOz

“‘Kolon Kanseri Hucre Hattinda Apigenin Flavonoidinin
Apoptoz Yolak Gen ifade Edilmesine Olan Etkilerinin Arastiriimasi” konulu
bu tez, Gazi Universitesi Arastirma Fon Saymanligi’'nca 01/2008-13 kod
no'lu proje ile desteklenmistir. Calismamiz, Gazi Universitesi Tip Fakiltesi
Tibbi  Biyoloji ve  Genetik Anabilim Dali  Laboratuvari’nda

gerceklestiriimigtir.
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1.  GIRIS

Flavonoidler, bitki icerisinde yaygin olarak bulunan polifenolik
bilesiklerdir. Apigenin, flavonoidlerin flavon alt sinifinin bir Gyesi olup, in
vivo ve in vitro ¢alismalar sonucunda kanser hucreleri Gzerinde, 6zellikle
apoptotik etkisi olmak Uzere, baslica anti-metastatik, anti-proliferatif, anti-

inflamatuvar ve anti-mutajenik etkileri gosterilmistir.

Genetik, cevresel ve besinsel nedenler oncelikli olmasina
ragmen yaygin bir kanser turd olan kolon kanserinin nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Baslangi¢ evresinde, herhangi bir belirti gostermedigi icin
gec tani konulabilen kolon kanseri ilerleme kaydeder ve tedavisi zorlagir.
Genellikle cerrahi mudahale sonrasinda kemoterapi uygulanmasi seklinde
tedavi edilir. Kolon kanseri tedavisinde en sik kullanilan kemoterapotik
ajanlardan biri ylksek sitotoksisiteye sahip oldugu bilinen 5-Fluorourasil
(5-FU)’dir. Bu kemoterapdétik ajanlar ile hedeflenen, gerek protoonkogen
aktivasyonu gerekse tUmor baskilayici gen inaktivasyonu sonucu sinyal
ileti mekanizmalarinda meydana gelen degisimlerle ¢ogalma ve/veya
yasama iglevleri Uzerindeki kontrollerini yitiren ve bu sekilde apoptozdan
kacan kanser hucrelerinin ortadan kaldirilmasi ve/veya apoptoza

yonlendirilmesidir.

Apoptoz, programli hicre élumuand ifade etmekte olup, birgok
farkh sinyal ileti mekanizmalari araciliiyla uyarilabilmektedir. Bu uyari,
mitokondri aracili olarak hucre iginden olabilecegi gibi, cesitli reseptorler
aracihgiyla dis etmenli de olabilir. Kaspaz 3, her iki sekilde de uyarilabilen
kaspaz kaskadinin merkezi bir elemanidir. Kaspaz 8 ise i¢sel uyari ile
kaspaz 9'un, digsal uyar ile kaspaz 3’'Un aktiflesmesini saglayan, kaspaz
kaskadinin bir diger onemli Uyesidir. Apoptozdan kagmakta olan kanser

hiicreleri ayni zamanda, hucre dongusunin kontrolinde gérev alan siklin



D1 geninin ve translasyonel bazi faktorlerin kontrolinde gorev alan mTOR
geninin de asin ifade edilmesine neden olarak surekli bolinmekte ve
cogalmaktadir. Boylece, bu hucrelerin ikincil tumorler geklinde
organizmaya yaylmalari da kolaylagsmaktadir. Bu nedenle, kanser
hdcrelerinin normal hucresel iglevlerine geri dondurulebilmesi ya da
apoptoz yoluyla yok edilebilmesi igin apoptotik surecgler ve bu suregleri
uyaricl ajanlarin etki mekanizmalari, molekluler duzeyde acgikliga

kavusturulmaldir.

Bu tez calismasinda, p53 mutant HT29 insan kolon
adenokarsinom hucre hattinda Apigenin’in, tek basina ve 5-FU ile birlikte
kullanimi sonucunda apoptoz Uzerine olan etkilerinin, DNA, mRNA ve
protein dlzeyinde arastirimasi amaglandi. Bu amag¢ kapsaminda,
apoptotik surecte etkili olan kaspaz 3 ve kaspaz 8 genleri ile hicre
dongusu ve c¢ogalmasinda etkili olan siklin D1 ve mTOR genlerinin

ifadelerindeki degisimin mRNA dlzeyinde arastiriimasi hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hicre 6lum programi bozulmus, kontrolstiz boélunen
hicrelerin asiri ¢gogalmasi sonucu olusan neoplastik bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Kanser kelime anlami olarak Yunanca yenge¢ anlamina
gelen canceros kelimesinden koken almaktadir. Bu kelimenin, yine
Yunanca koken anlamina gelen genesis kelimesiyle birlestiriimesi
sonucunda da kanser olusumunu ifade etmek Uzere karsinogenez terimi
turetilmistir. Karsinogenez, hucrenin yasamasi, buylimesinin kontrolu ve
farkhlagsmasi gibi biyolojik olaylari etkileyen mutasyonlarin agamali olarak
bir araya gelmesinden kaynaklanmaktadir. Karsinogenez, bu genetik
degisimlerle birlikte, protoonkogen aktivasyonunu ve tumor baskilayici gen
inaktivasyonunu da igeren ¢oklu bir sure¢ olarak belirtiimektedir. Kanser
gelisim surecinde tumor hucreleri iki onemli Ozellik sergilemektedir.
Bunlardan birincisi, normal bir hdcre bdlinmesinin  sahip oldugu
sinirlamalara karsi koyarak gogalmaya devam etmeleridir. ikincisi ise diger
hicrelerin yasam alanlarina yayiimalari ve yerlesmeleridir. Cesitli kontrol
mekanizmalarinin denetiminden kurtulan htcreler ¢ogalmalarina devam
ederek, sira digi buylyen anormal hudcre kitlesinin olusmasina neden
olmaktadir. Bu kitlelere tumor ya da neoplazma adi verilmektedir. Bu
tumor hadcreleri tek bir kitle icinde kimelenmis bir sekilde durduklari sturece
iyi huylu olarak siniflandiriimaktadir. lyi huylu bu kitleler cerrahi
mudahaleler ile ¢ikartilarak bireyin tam tedavisi saglanabilmektedir. Ancak
bu tUmor hucreleri kotu huylu (malin) ise yani etrafindaki dokuya yayiima
ve yerlesme yeteneQi kazanmis ise kanser olarak kabul edilmektedir.
TUmor hucrelerinin ¢cevre dokuya yayilma ve yerlesmesi, doku
butinligunu bozma, kan dolagimina ya da lenf damarlarina girme ve
vucudun diger bolgelerine, metastaz olarak adlandirilan, ikincil timorler

olusturma yetenegini ifade etmektedir’™.



Kanseri molekller duzeyde anlamak igin ilgili mutasyonlari
ve bunlarin kanser hucresi davranigini nasil ortaya ¢ikardigini belirlemek
gerekmektedir. insan kanser tirlerinde mutasyona ugramis 100’den fazla
gen tespit edilmis olmasina karsin, halen kesfedilmeyi bekleyen ¢ok daha
fazlasi oldugu diisiiniimektedir® 3. Gegirdigi mutasyonlar sonucu kanser
olusumuna katkisi olan genler, gen Urinuinin daha ¢ok ya da daha az
etkin olmasina goére iki ana sinif altinda gruplandirilabilir. Birinci siniftaki
genler, islev kazandiran bir mutasyonun hucreyi kansere dogru
yaklastirdigi protoonkogenlerdir. Bunlarin mutant ve agiri etkin formlar da
onkogen olarak adlandiriimaktadir. ikinci siniftaki genler, islev kaybi
mutasyonlarina ugramalari halinde kanser olugumu riskini artiran tumor
baskilayici genlerdir. Protoonkogenlerin ve tUmor baskilayici genlerin
mutasyonlari farkli mekanizmalar aracihigiyla malin fenotipin olusumuna
katkida bulunmaktadir. Sinyal iletim yollarini ve sinyal proteinlerini hedef
alan onkojenik mutasyonlara sik olarak rastlanmaktadir® °©. Sinyal
iletiminde meydana gelen degisimler hucrenin ¢ogalma ve/veya yasama
islevlerinin kontrolinu ortadan kaldirmakta ve apoptozdan kagmasina
neden olmaktadir. Bdylelikle onkojenik sinyal iletimi, timdr gelisimi ile

invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir’.

2.1.1. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, kolon ve rektumu kaplayan epitel
tabakasindan kdken alan yaygin bir kanser tiradir. Amerika’da her yil
130.000 kisi yeni tani almakta, bunlardan 50.000'ine yakini olimle
sonuglanmaktadir’.  Genellikle yasamin ge¢ doénemine  kadar
gorilmemektedir. Bununla birlikte normal erigkinlerin kolonoskopi ile
yapilan olagan kontrolleri sirasinda, g¢ogunlukla polip adi verilen doku
cikintilari geklinde bagirsak epitelinde adenomlar ya da kaguk iyi huylu
tumorler gorlimektedir (Sekil 1A). Bu adenomatdz poliplerin  kolon

kanserlerinin buylk ¢ogunlugunun onculleri olabilecegi dusunulmektedir.
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Hastaligin gelisimi genellikle ¢ok yavas oldugundan, henlz koéta huylu

yaplya donusmemis, yavasca buyudyen tUumorun tespit edilmesi igin tipik
1,3,8

olarak 10 ile 35 yil gerekmektedir

“y

adenom

N

normal epitel
A4

adenom

Sekil 1.  Bir kolon kanserinin geligsim evrelerini gosteren enine kesitler".

Hastaligin daha sonraki evrelerinde tUmor hicreleri, dncelikle
epitelyum bazal laminasini agip daha sonra bagirsagi cevreleyen kas
tabakasindan yayilirlar (Sekil 1B). Daha sonrasinda ise lenf digumlerine,

karacigere, akcigere ve diger dokulara metastaz yaparak ilerlerler® 3,

2.1.2. HT29 Kolon Kanseri Hicre Hatti

HT29 hiacre hatti, kaynagl insan kolonu olan bir

adenokarsinomdur. Hucreler, epitelyal morfolojiye sahiptir (Sekil 2). Tumoér
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baskilayici bir gen olan p53 icin mutanttir. HT29’ un yapisal 6zellikleri
icerisinde, mikrovili, mikrofilament, koyu tanecikli buyuk bosgluklu
mitokondri, serbest ribozomlari olan granllli endoplazmik retikulum, diz
endoplazmik retikulum, lipid damlaciklari, birka¢c tane birincil ve ikincil
lizozom yer aldigi belirtiimektedir. HT29’'un hicresel drunleri arasinda,
Immunglobulin A (IgA) salgi komponenti, karsino-embriyonik antijen
(CEA), degistirici blUyume faktort beta (TGF-B) baglayici protein ve musin

bulunmaktadir®.

R . ~
Olgi Gubugu= 100pm

FNE aaa ! 2o

-— - .
Olgii Gubugu= 100pm

Sekil 2. HT29 hiicrelerinin morfolojik gorintisia (http://www.lgcstandards-
atcc.org/Attachments/1986.jpg).

2.2. Flavonoidler

Fenil alaninden tdrevlenen fenolik bilesiklerden olan
flavonoidler, bitkilerin meyve, tohum, cicek, yaprak ve gdvdelerinde
bulunan renkli maddelerdir. Bitkilerin yasamlarinda birgok mekanizmada is
goren flavonoidler ayni zamanda birgok ulkenin geleneksel halk tibbinda
kullandigi preparatlarin igerisinde bulunmakta ve cesitli hastaliklarin

tedavisinde kullaniimaktadir. Kansere karsi koruyuculugu oldugu da
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dusunudlen flavonoidler, bitki yapilarinda en yaygin ve bol bulunan polifenol
10-14

bilesigidir
Ortak bir fenilkroman yapisinin (C6-C3-C6) bir veya daha
fazla hidroksil alt grubu ile olusturdugu ve kimyasal olarak 5000’e yakin

tanimlanmis alt tipi bulunan bir gruptur'® **. Flavonoidlerin genel kimyasal

yapisi Sekil 3'de gosteriimektedir.

Sekil 3.  Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

Flavonoidler, 6 alt sinifa ayrilmaktadir; (1) flavonlar, (2)
flovonollar, (3) izoflavonlar, (4) katesinler, (5) flavononlar ve (6)

antosiyanidinler®.

Flavonoidlerin in vivo ve in vitro pek ¢ok memeli sistemde,
serbest radikal toplayicisi, anti-oksidan, anti-inflamatuvar, anti-mutajenik,
anti-viral ve bagirsak temizleyicisi olarak sergiledigi biyolojik etkileri
g6sterilmistir'®. Flavonoidlerin bu biyolojik etkinlikleri gdstermesinde 5
farkli temel eylemi sergileme yetenekleriyle iligkili oldugu disuniimektedir.
Flavonoidlerin sahip olduklari bu 5 farkli temel yetenekleri; apoptozu
uyarma, hucre dongusinu durdurma, oksidatif stresi azaltma,
detoksifikasyon enzimlerinin etkinligini artirma ve bagisiklik sistemini

uyarma seklinde belirtiimektedir**°.



2.2.1. Apigenin

Apigenin, flavonoidlerin flavon yapi sinifi igerisinde yer
almaktadir. Ayni zamanda 4°,5,7 — trihidroksiflavon olarak da bilinmektedir.
Dusuk molekdl agirhkli olup saf halde sari igne seklindedir. Suda
¢ozunmeyip, seyreltik Potasyum Hidroksit (KOH) veya Dimetil Sulfoksit
(DMSO) ile ¢éziinmektedir. Saf halde oldukg¢a kararsiz olup -20°C ‘de
depolanmasi gerekmektedir®. Sekil 4’de Apigenin’in kimyasal yapisi

gosterilmektedir.
R:

Rz

HO O R,

OH 0]
5, 7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil}-4 H-kroman-4-bir
(apigenin, flavon)

Sekil 4. Apigenin’in kimyasal yapisi.

2.2.1.1. Apigenin’in Biyolojik Etkileri

Apigenin, kanser hlcrelerine karsi koruyucu olma o6zelligiyle
birlikte ayn1 zamanda dusuk toksisiteye de sahip olmasi nedeniyle yapisal
olarak kendisine benzeyen diger flavonoidlerden ayriimaktadir’.
Apigenin’in, kanser hicrelerinde apoptozu uyarici etkisinin disinda,
baslicalari anti-karsinojenik, anti-proliferatif, anti-inflamatuvar ve kazein
kinaz Il (CK2) inhibitéri olmak Uzere bir¢ok biyolojik etkinlige sahip oldugu
bildirilmistir'e.



2.2.1.1.1. Apoptozu Uyarici Etkisi

insan prostat kanseri hiicreleri (izerine yapilan bir galismada,
Apigenin’in doza bagimli olarak apoptozu uyardigi gosterilmis ve sitotoksik
etkisinin disik oldugu bildirilmistir'’. SW480 ve Caco-2 insan kolon
karsinoma hucre hatlari Uzerinde Apigenin ve 7 analogu ile birlikte yapilan
calismada, Mirisetin ve Naringenin disindaki analoglarin apoptozun
uyarilmasinda doza bagimh olarak anlamli sonuglar verdigi, bu analoglarin
Apigenin ile birlikte dusuk dozda birlikte kullaniminin daha az sitotoksik
etki olusturdugu bildirilmistir®®.

Apigenin’in apoptozun uyariimasinda bir¢ok apoptotik faktore
kars! etkili oldugu saptanmistir. Kan kanseri hicreleri Uzerinde yapilan bir
calismada, Apigenin’in kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesini artirarak
apoptozu uyardi§i gésterilmistir®®. Apigenin, kaspaz aktivitesini ve poli
ADP-riboz polimerazin (PARP) par¢calanmasini saglayan apoptotik proteaz
aktive edici faktor (APAF-1)'U uyarmakta, sitokrom c’nin serbest kalmasini
saglamakta ve bdylece Bax/Bcl-2 oranini  apoptoz lehinde
de@igtirmektedir”. Bir diger calismada, kolon kanseri hicrelerinin,
Apigenin kullanimi ile timdr nekrozu faktort alfa (TNF-a) aracili apoptoza
karsi duyarli hale geldigi bildirilmistir®>. Bunlara ek olarak, Apigenin’in

gesitli malin hiicrelerde apoptozu arttirdigi bildirilmigtir?>°,

2.2.1.1.2. Proliferasyon, Metastaz ve invazyon Onleyici
Etkisi

Kanser hicreleri Uzerinde yapilan gesitli galismalar, Apigenin
kullaniminin hicre gogalmasinda etkili olan gen ifade diizeylerinde azalisa
neden oldugunu géstermektedir? 26?2, Apigenin’e maruz birakilan kolon

kanseri hicrelerinde hicre buylimesi inhibe olmaktadir. Bunun p34 (cdc2)



ve siklin B1 (Cyc B1) proteinlerinin azalmasi ve p34 kinazin inhibisyonuyla
birlikte htcre dongusunun G2/M safhasida geri donusUmlU olarak durmasi
sonucu olustugu bildirilmistir?®. Androjen duyarli insan prostat kanser
hicre hatlarinda WAF1/P21 dlzeyini artirarak hicre doéngusuni

2L 27 |nsan prostat

durdurdugu ve apoptozisi indukledigi gosterilmigtir
kanser hucrelerinde yapilan bir baska c¢alismada, Apigenin’in p38 ve
fosfoinozitol 3 kinaz (PI13K) / Akt ifade edilme dizeyindeki azalma ile iligkili
olarak siklin D1 (Cyc D1) ifade dizeyinde azalmaya neden oldugu
gOsterilmistir.  Apigenin’in  Siklin D1, D2 ve E ile bunlarin hicre
dongusunun GO/G1 safhasinda gérevli duzenleyicileri olan siklin bagimli
kinaz (CDK) 2, 4 ve 6'da azalma sagladigi bildirilmistir’®. Bu durum Sekil

5'de 6zetlenmistir.

WAF1/P21; KIP1/P27 I

SiklinD1/D2 SiklinD1/D2 Siklin E l

]

\ 4 l v

Bax/Bcl2 NF-kB/65

G1’' de durdurma

!

Poli ADP Riboz Polimeraz (PARP) yikimi

!

Apoptoz

Sekil 5.  Apigenin’in hiicre dongiisiine etkisi.
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Apigenin’in, insan over kanser hlcrelerinde,
PI3K/Akt/p70S6K1 ve HDM2/p53 aracili hipoksiyle uyarilan faktor 1 alfa
(HIF-1a) ve vaskuler endotelyal buyime faktéra (VEGF) ifade edilmesini
inhibe ettigi gosterilmistir®. Apigenin’in timér hiicreleri ile endotelyal
hicreler arasindaki etkilesimi bozarak akciger melanom metastazlarini
engelledigi belirtilmistir®®. Ustelik, endotel hiicrelerin Apigenin’e maruz
kalmasi, HIF-1a proteininin yikimi araciligiyla olusan anjiyogenezde
onemli bir faktér olan VEGF’nin baskilanmasi ile sonuclanmistir®.
Apigenin, proteaz drunleri tarafindan dizenlenen metastaz ve timor hicre
yaylimini da inhibe etmektedir*’. Bunlara ek olarak, gesitli malin
hicrelerde hicre dongusunu geri donusumllu olarak durdurarak apoptoza

yardimci oldugu bildirilmigstir?® 273334,

2.2.1.1.3. Sinyal Yolaklarina Olan Etkisi

Apigenin’in molekuler duzeydeki etkilerinin genis bir alanda
ise yaradigini gésteren cok cesitli calismalar bulunmaktadir®>=>°.
Apigenin’in, kanser onleyici aktivitesini mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) kaskadini  dizenleme yetenegi araciliiyla sergiledidi
gosterilmistir. Apigenin, protein tirozin kinazlarin da inhibitoéradur ve
hepatositlerdeki bir MAPK olan peroksizom proliferasyonunu dizenleyici
kinazi (ERK) durdurdugu gésterilmistir®. Apigenin’in, C3HI fare embriyonik
fibroblastlarinin transformasyonunu ve Harvey rat sarkoma viral onkogen
homologu (v-Ha-ras) degistiriimis NIH3T3 hucrelerinde, protein kinaz C
(PKC) aktivitesini ve MAPK’yI inhibe ettidi bildirilmigtir. Bunlara ek olarak
Apigenin’in, insan prostat ve meme kanseri hucrelerinde CK2 ifadesini

inhibe ettigi gdsterilmistir®® 7.

Apigenin, ERK ve p38 kinazin
fosforilasyonunu doz bagimli olarak arttirmaktadir. Ancak c-jun amino
terminal kinaz (JNK) fosforilasyonuna olan etkisi gok azdir®®. Apigenin,
insan endotelyal hicrelerinde TNFa ile uyarilmig hdcreler arasi adezyon

molekiilii 1 (ICAM1)’in miktarsal artisini da inhibe etmektedir®.
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2.2.1.1.4. Anti-inflamatuvar Etkisi

Fare makrofajlarinda, lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilimig
siklooksijenaz 2 (COX-2) ve nitrik oksit sentaz 2 (iINOS) aktivitesini ve
ifadesini baskiladig§i gdsterilmistir®®. Farkli bir ¢alismada, insan umblikal
ven endotelyal hicrelerinde, TNFa tarafindan uyarilan ntkleer faktor
kappa B (NF-kB)yi baskilayarak iyilesme saglandigi gorilmistir*®. Sekil
6'da, Apigenin’in NF-kB’yi baskilamasi sonucu vaskuler hicre adezyon

molekdlt 1 (VCAM1), ICAM1 ve E-selektin ifadesini azalttigr gosterilmigtir.

TNF-a aterojenik slrecin durdurulmasi

1' apigenin/flavon T

| |6kosit adezyonunun engellenmesi
@TNFR l

Membran

g B kinazlf anti-inflamatuvar sinyal
3

L

s VCAM-1

=z ICAM-1 l

-E MNF-«B pB5/pa0 plus J+xB E-selektin

@

0 [

Nikleus l' I
Vaskiler Hicre Adezyon Molekild (WCAM-1)

” | Hiicreler Arasi Adezyon Molekild (ICAM-1)

E-selektin mRMNA

Sekil 6. Apigenin’in, NF-kB aracih yolaktaki anti-inflamatuvar etkisi.

2.2.1.1.5. Anti-karsinojen Etkisi

Apigenin’in, dimetil benzantrasen (DMBA) ile induklenmis deri
timéri  gelisiminini inhibe ettigi  goriimistir*2.  Apigenin’in, bir deri
karsinogenez modelinde, antikarsinojenik etkisi gosterilmigtir. Bu

calismalarda, kolon kanseri modelleri ve sigcan derisi, karsinojenik
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mudahale yapilmadan 6nce Apigenin’e maruz birakildiginda, Apigenin’in

koruyucu bir etki sagladigi gérilmustir®® *2,

2.2.1.1.6. Serbest Radikal Toplayicilarini Uyarici Etkisi

Apigenin, oksidatif strese karsi endojen savunmayi
gliclendiren glutatyonun hiicre igi konsantrasyonunu arttirmaktadir®. Bir
bagka caligmada, Apigenin’in tumor gelisiminde onemli bir role sahip olan
ornitin  dekarboksilaz  enziminin  kuvvetli  bir inhibitord  oldugu
g6sterilmistir*?. Ayrica, in vivo timér modellerinde ve hiicre kiltiirlerinde
de faz Il detoksifikasyon enzimlerini uyardigi bildirilmistir®®. Uyarilmis
detoksifikasyon enzimlerinin ¢esitli apoptoz sinyal yolaklari Uzerine olan
etkisi Sekil 7'de gosterilmistir. Apigenin’in Caco-2 hucrelerinde faz I
detoksifikasyon enzimi olan UGT1A7’in ifade edilmesini doz ve zamana

bagl olarak arttirdidi belirtilmistir®®.

APIGENIN

- Detoksifikasyon enzimlerini Detoksifikasyon
aktive eder. + *

Apoptoz Sinyal Yolagi ‘

+ Hiicrenin koruyucu . l= ..—L_
mmemie [ 53 ___::: (bek2) (i) |-

c-fos Kaspaf )\ C-Jlan

Hiicre Olumi

Sekil 7.  Apigenin’in, detoksifikasyon enzimlerini uyarmasiyla apoptoz sinyal
yolaklarinda olusturdugu etki.
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2.2.1.1.7. Diger Biyolojik Etkileri

Cin hamster over hicrelerinde nitropiren ile uyariimis
genotoksisiteye karsgi anti-mutajenik 6zellik gosterdigi gorulmustar. Yapilan
bu galigmada Apigenin’in, 2-aminoantrasen ve benzopiren ile uyarimis
bakteriyel mutagenezisi engelledigi gosterilmistir’’. Apigenin'in kanser
gelisimi ve ilerleyisi ile ilgili transkripsiyonel ve translasyonel duzeylerde
olmak lizere diger 6nemli etkileri arasinda, I1si soku (stres) proteinleri*,
telomeraz®®, yag asidi sentaz®®, matriks metalloproteinaz®®, aril

hidrokarbon reseptor aktivitesi®* ve HER2/neu 2 gelmektedir.

2.3. 5-Fluorourasil (5-FU)

5-Fluorourasil (5-FU), yapisinin C-5 pozisyonunda hidrojen
yerine florin atomu iceren bir urasil analogudur. Kemoterapide, ozellikle
kolon kanseri hastalarinin tedavisinde kullaniimaktadir®. 5-FU, hiicre igine
girdikten sonra aktif metabolitlerine dontserek timidilat sentaz (TS)
aktivitesini ve DNA sentezini bozmaktadir** >>. Bazi ¢alismalarda 5-FU’in
timidin fosforilaz (TP)In uyariimasinda etkili oldugu bildirilmistir®® >’. 5-
FU’in inaktivasyonu ise hlcre iginde dihidropirimidin dehidrojenaz (DPD)
tarafindan dihidrofluorourasil (DHFU)’e donusturulerek
gergeklegmektedirSB. Sitotoksik etkisi nedeniyle DNA hasari cevabina
neden olmaktadir. Bunun sonucunda da hiucre déngusinin durmasina
ve/veya apoptoz olusumuna sebep olmaktadir. Cesitli kanser hlicrelerinde,
Bcl-2 ifade duzeyindeki asiri artis ile 5-FU’e karsi olan diren¢ arasinda
iliski bulunmustur®® ®°. Yapilan farkli calismalarda da yine 5-FU ile Bad,
Bid® ve Fas® °® proteinlerinin ifade edilme diizeyleri arasinda iliski oldugu

belirtilmigtir.
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2.4. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972’de Kerr tarafindan
tanimlanmigtir. Nekrozdan farklh olarak gergeklesen diger bir 6lum seklini,
hicrenin fizyolojik dlumunu ifade etmek i¢in kullaniimigtir. Eski bir Yunan
terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak yapraklarin agagtan, petallerin
cicekten dogal olarak dusmesi anlamina gelmektedir. Teorik olarak
apoptoz, cesitli travmatik hidcre disi lezyonlar ya da genetik faktorlerle
aktive edilen ve hicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma
aracihgiyla hucre oliumuanu kontrol eden aktif bir islem olup, hucrenin

intihari olarak da tanimlanmaktadir®*®®

. Boylece hormonal olarak aktif
cesitli maddeler, iyonize radyasyon ve kemoterapiyi igeren travmatik
ajanlar araciliglyla gergeklesen hicresel lezyonlarin ya da genetik
faktorlerle aktive edilen hucresel intihar programinin apoptoza neden

oldugu séylenmektedir®* ©,

Apoptoz, normal gelisim sirasinda ve erigkin organizmadaki
gesitli hucre tiplerinin tahribi esnasinda 06zgun hucrelerin kaybindan
sorumludur. Apoptotik hiicre sayisi kisinin ya da organizmanin saghkh ya
da hasta olusunu belirleyen bir parametre oldugundan, apoptozun islevsel
mekanizmalari da hiicrede bir denge unsuru olusturmaktadir® ®’. Apoptoz
oraninin azalmasi ile hucre sayisi artmaktadir. Aksine, eger apoptoz orani
artarsa hucre sayisi azalarak istenmeyen doku hasari meydana
gelmektedir. Gunuimuzde insani da igeren memeliler grubunda Uretkenligin
dengelenmesinde apoptozun énemli bir rol oynadigi belirtilmistir®®. Ayrica

birgok hastali§in genetiginde de bu degisimler s6z konusudur®®.

Apoptoz esnasinda goézlenen genetik olaylar hem toksik
ilaglarin hicre olumund bu yolla gergeklestiriyor olmasi, hem de bu

islemde tumor baskilayici genler ve onkoproteinlerin birlikte yer aliyor
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olmasi agisindan énemlidir®®. Hiicreyi apoptotik siirece gétiiren bu genetik

olaylarda birgok faktor bulunmaktadir. Sekil 8, bu faktorlere genel bir bakis

sunmaktadir.
TNF, FasL, TRAIL \/ Trofik Faktéro
Wea
G e @
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Sekil 8. Apoptoza genel bir bakis.
(http:/www.cellsignal.com/reference/pathway/Apoptosis_Overview.html)

2.4.1. Kaspaz 3 (CASP3)

Buylime faktorlerinin ortadan kalkmasi, hicre déngusu ve
metabolizmasinin duzensizligi, hucre arasi matriksin bozulmasi, DNA
hasari, patojenler, toksinler, oksidatif stres, nitrik oksit, hlcreye 6zgu 6lim

reseptorlerinin  aktivasyonu ve immunolojik iglemler gibi birgok sinyal
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yolagi apoptozu baglatabilir. Bu farkli uyaricilarin, olimun kaginiimaz
fenotipinden sorumlu olan ortak bir hicresel yolakta birlestigi
disiiniimektedir’® . Bu hipotezle tutarli olarak, Caenorhabditis
elegans’in hicre 6lum geni ced-3'an memeli homologu olarak tanimlanmig
interlokin-1b enzimine islevsel ve yapisal Ozellikleri ile benzeyen bir
proteaz kaskadi ile 8limin apoptoz merkezli oldugunu dogrulanmistir’.
Bu kaskada, kaspaz (sistein aspartat-dzgiin proteaz) adi verilmektedir’®
(Sekil 9).

Sekil 9. Kaspaz kaskad.
(http:/www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=Caspase_Cascade)
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Aktif hale getirilen kaspaz, apoptoz surecinde proteoliz ile
DNA'nin parcalanmasina ve morfolojik degisikliklere katkida bulunur.
PARP iceren birkag anahtar substratt baskilar. Kaspazlarin vyeni
tanimlanmig  bir Uyesi olan Kaspaz 3 aslinda daha oOnce

74-76

CPP32/Yama/Apopain  olarak adlandiriimigtir Kaspaz 3, C.
Elegans’da bulunan ced-3 genine 6zgu substrata ve homoloji dizisine en
yakin kaspazdir. Bununla birlikte kaspaz-3’ln ¢esitli apoptotik sistemlerde
genellikle en ¢ok aktif edilen kaspaz oldugu gosterilmis ve hiicre 6lumu

islemlerinde dnemli bir rolii oldugu ileri striimistir’3.

2.4.2. Kaspaz 8 (CASPS8)

Apoptoz, mitokondri aracili igsel bir yolak ya da olim
reseptorlerinin  aktivasyonu seklinde dissal bir yolak tarafindan
baslatilabilir’”. Olim reseptorleri aracili yolak, reseptérlerin ligandi ile
etkilesime girmesi ile uyarilir. Bunu sirasiyla, reseptorle iligkili olum
bdlgelerinin, kaspaz 8'in ve kaspaz 3'Un uyarimi izler. Daha sonra kaspaz
3, apoptoza yol agan ¢esitli substratlar par¢alar. Buna karsilik, mitokondri
aracili yolakta aktiflesmis olan kaspaz 8, mitokondri zar gegirgenliginin
degismesini uyarir. Boylece, Smac/Diablo ve sitokrom ¢ mitokondriden
serbest birakilir. Sitozole g¢ikan sitokrom ¢, APAF1 ile birlikte kaspaz 9'u
aktif hale getirir. Bu da kaspaz 3'U aktiflestirir’®. Sitozole ¢ikmis olan
Smac/Diablo, apoptoz protein ailesinin kaspaza baglanmasini engelleyen
inhibitdr ile yarisarak kaspaz 9 aktivasyonunu uyarir’® % (Sekil 9).
Mitokondri aracili apoptoz, mitokondri zar gegirgenligini kontrol eden Bcl-2

protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir®*22.
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2.4.3. Rapamisin’ in Memeli Hiicrelerindeki Hedefi (mTOR)

Rapamisin’in memeli hicrelerindeki hedefi (mTOR), PI3K
ailesine mensup bir serin/treonin protein kinazdir. Enerji gereksinimi,
beslenme ve buyime faktdrlerinden kaynak alan sinyallerle
dizenlenmekte olan hicre buyime ve farklilasmasi gibi evrimce
korunmus yolaklarin temelinde yer almaktadir® 8. mTOR, bilinen iki farkli
islevsel yapiya sahiptir; mMTORC1 ve mTORC2. mTORC1, mTOR’a 6zgu
inhibitér olan rapamisine duyarlidir. mTORC2 ise rapamisine direnglidir®®
8 mTORCH1, direk fosforilasyon yoluyla gerek dkaryotik baslatma faktorii
4E baglayici protein 1 (4EBP1) inaktivasyonunu ve gerek S6 kinazin
(p70S6  K) aktivasyonu saglayarak translasyon mekanizmasini
dizenlemektedir. 4EBP1, dkaryotik baglatma faktort 4E (elF4E) ile dimer
olusturarak baslangi¢ kompleksinin olusumunu engellemektedir. 4EBP1
fosforile oldugunda ise elF4E serbest kalmakta ve translasyon
baslamaktadir®® (Sekil 10). p70S6 K kinazin temel substrati, 40S
ribozomal alt birimin bir pargasi olan ribozomal protein S6’dir. Ribozomal
protein S6, 5 terminal oligopirimid genleri tarafindan kodlanmig
proteinlerin translasyonuyla iligkilidir. Bu proteinlerin gogu protein sentezini
diizenler ve protoonkogenler olarak rol oynayabilirler®®. Bu baglamda,
mMTOR sinyal aktivitesi kanser hlcrelerinin biyimesi ve hayatta kalmasi
ile iliskilidir® .

Yeni antikanser ilaglarla birlikte kolon kanserinde uygulanan
standart kemoterapi tedavileri icin molekuler hedefli yeni yontemler de
geligtirilmistir. Son zamanlarda, mTOR sinyal yolagi ile iligkili protein
inhibitorlerinin, klinik oncesi ve Klinikteki etkinligi arastirlmaktadir. Elde
edilen bulgular, mTOR sinyal yolagi ile iligkili protein inhibit6rlerinin

potansiyel tedavi ajanlari olabilecegini géstermistir®?.
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Sekil 10. mTOR sinyal yolagi.
(http:/www.cellsignal.com/reference/pathway/mTor.html)

2.4.4. Siklin D1 (Cyc D1)

Siklin D1, PISK/Akt/GSK-3 yolaginda yer alan bir proteindir
Hicre dongusudndn ilerlemesini ve ¢ogalmasini dizenlemektedir (Sekil
11). Kolon kanseri de dahil olmak Uzere ¢esitli insan kanseri tiplerinde
siklin D1’in asirn ifadelenmesi hastaligin agresif seyri ile iligkilidir. Ayrica
siklin D1 ifadesinin engellenmesinin kolon kanseri hicre hatlarinda

tlimoriin biyiimesini durdurdugu bildirilmistir®® %,
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Sekil 11. Siklin D1 sinyal yolagu.
(http:/Iwww.cellsignal.com/reference/pathway/Cell_Cycle_G1S.html)
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3. GEREG VE YONTEM

Calismamizda, T.C. Tarim ve Koy igleri Bakanligi’'na bagli
Sap Enstitust Mudurlugu, Hucre ve Virus Bankasi Bolumi’nden saglanan
insan kolon adenokarsinomu olan 6zgul HT29 (HT29/An1 Human
caucasian colon adenocarcinoma grade Il (insan) hiicre hatti (HUKUK
Kayit No: 97042201) kullanildi.

Calismamizda, Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte,
doz ve suUreye bagiml olarak uygulanmasi sonrasinda, kultire edilmis
olan HT29 hucrelerinde meydana gelen apoptotik etkiler, morfolojik, DNA,

transkripsiyonel (MRNA) ve translasyonel (protein) dizeylerde belirlendi.

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.1. Hucre Kulturu

Bu galigmada, T.C. Tarim ve K&y Isleri Bakanhgrna bagl
Sap Enstitust Mudurlugu, Hucre ve Virus Bankasi Bolumid’nden saglanan
HT29 insan kolon adenokarsinoma hucre hattt kaynakli hucreler
Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM)'li besiyerinde kiiltire edildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

e Biyoguvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)

o Karbondioksitli etiv (Sanyo, Japonya)

e Floresan atagmanli mikroskop (Olympus BX-50, Japonya)
e Invert mikroskop (Zeiss, Almanya)

e Isik mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya)

e Jel goruntuleme sistemi (Kodak, ABD)
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LightCycler Real-Time PCR cihazi (Roche, Almanya)

Hybaid PCR-Sprint otomatik 1s1 dongu cihazi (Thermo
Scientific, ABD)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific,
ABD)

Elektroforez tanki (Thermo Scientific, ABD)

Mikroplaka ELISA okuyucu (Tecan, Avusturya)

Sogutmali santrifdj (Hettich Mikro 22 R, Almanya)

pH metre (WTW 422, Almanya)

Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)

Manyetik karistirici (TMA 2071, Almanya)

Spin vorteks (Biosan, Rusya)

Mikropipetler, 10uL, 100uL, 100uL (Bt10, Bt100, Bt1000
Biohit, CLP, ABD)

Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)

Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)

Buzdolabi (Argelik, Tlrkiye)

3.1.3. Kullanilan Sarflar

Hiicre Greme flasklari, 25cm? ve 75¢cm? (Corning, ABD)
Petriler, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD)
Hucre kryo (dondurma) ampuli (Greiner, Almanya)
Kaltar tapleri (Corning, ABD)

Mikrosantrifdj tapleri (CLP, Almanya)

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Apigenin (Sigma, ABD)
5-Fluorourasil (5-FU) (Eczacibasi, Turkiye)
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Dimetil sulfoksit (DMSO) (Ambresco, ABD)

DMEM besiyeri (HyClone, Thermo, ABD)

Fetal sigir serumu (FCS) (inaktif) (HyClone, Thermo, ABD)
Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD)

Glutamin (HyClone, Thermo, ABD)

Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)

Akridin Oranj (Sigma, ABD)

Etidyum Bromdar (Sigma, ABD)

Fenilmetilstlfonilflorid (PMSF) (Roche, Almanya)

Primer (Kaspaz 3, Kaspaz 8, mTOR, Siklin D1, GAPDH)
(Alfa DNA, Almanya)

Etanol (Sigma, ABD)

Agaroz (Peqglab, Erlangen, Almanya)

3.1.5. Kullanilan Kitler

Cell Proliferasyon Kiti Il (XTT) (Roche, Almanya)

Cell Proliferasyon ELISA, BrdU (5-bromo-2'-deoksiuridin)
(Kolorimetrik) (Roche, Almanya)

Cytotoxicity Detection Kit Plus LDH (Laktat Dehidrogenaz)
(Roche, Almanya)

Cell Death Detection ELISA Plus Kit (Roche, Almanya)
TagMan Master Karisimi (Roche, Almanya)

Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya)
High Pure RNA izolasyon Kiti (Roche, Almanya)

PathScan® Cleaved Kaspaz-3 (Asp175) Sandwich ELISA Kit
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3.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanigi

3.2.1. % 10’luk DMEM Besiyerinin Hazirlanisi

450mlI DMEM besiyeri igerisine, 50ml FCS, 200mM L-
glutaminden 10ml, 100IU/ml penisilin, 100pg/ml streptomisin eklenerek
%10’ luk DMEM besiyeri hazirlandi.

3.2.2. % 1’lik DMEM Besiyerinin Hazirlanisi

495mI DMEM besiyeri igerisine, 5ml FCS, 200mM L-
glutaminden 10ml, 100IU/ml penisilin, 100ug/ml streptomisin eklenerek
%1’ lik DMEM besiyeri hazirlandi.

3.2.3. XTT Karisiminin Hazirlanmasi

Tek bir kuyucuk icin 50uL XTT isaretleyici ajan ve 1pL

elektron eslesme ajani kullanim éncesinde taze olarak hazirlandi.

3.2.4. 0.2M Na2HPO4 Cozeltisinin Hazirlanisi

1.42g Na;HPO, tartilarak son hacim 50ml olacak sekilde

distile su i¢cinde ¢ozuldl.

3.2.5. 0.1M Sitrik Asit Cozeltisinin Hazirlanisi

0.96g sitrik asit tartilarak son hacim 50ml olacak sekilde

distile su i¢cinde ¢6zuldu.
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3.2.6. Fosfat-Sitrat Cozeltisinin (pH: 7.8) Hazirlanisi

0.2M NayHPO, c¢ozeltisi ile 0.1M sitrik asit ¢ozeltisi 48:2

oraninda karistirllarak hazirlandi. Bu amagla, 48ml 0.2M Na;HPO4

cozeltisi icine 2ml 0.1M sitrik asit ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan ¢dzeltinin

pH’siI 7.8’e ayarlandi.

3.2.7. %0.25 Nonidet P-40 (NP-40) Cozeltisinin Hazirlanisi

25uL NP-40 alinarak son hacmi 10ml olacak sekilde distile

suda ¢ozuldu.

hazirlandi.

hazirlandi.

3.2.8. 1mg/ml Proteinaz K Cozeltisinin Hazirlanisi

1mg Proteinaz K tartilip 1ml distile su igerisinde ¢ozulerek

3.2.9. 1mg/ml Ribonikleaz A (RNaz A) Cozeltisinin
Hazirlanisi

1mg RNaz A enzimi tartilip 1ml distile su igerisinde ¢dzulerek

3.2.10. 10X Tris Borat EDTA (TBE) Stok Cdzeltisinin

Hazirlanisi
Tris bazi 549
Borik asit 27.5¢9
0.5M EDTA (pH: 8) 20ml
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Kimyasallar bir miktar distile suda ¢6zundikten sonra son

hacim 500ml olacak sekilde Uzerine distile su eklendi.

3.2.11. 0.5 M EDTA Cozeltisinin Hazirlanisi

29.2g EDTA, 160ml distile su igerisinde ¢6zindukten sonra
son hacim distile su ile 200ml'ye tamamlandi ve pH’si 8 olacak sekilde

ayarlandi.

3.2.12. 1X Tris Borat EDTA (TBE) Tamponunun Hazirlanisi

50ml 10X TBE, distile su ile 500ml’ye tamamlanarak istenilen

konsantrasyona seyreltildi.

3.2.13. Oranj G Jel Yiukleme Tamponu

55ml Gliserol, 100mg Oranj G ve 45ml 1X TBE tamponu

karigtirilarak hazirlandi.

3.2.14. Stok Etidyum Bromiur Boyasinin Hazirlanisi

100mg etidyum bromur 10ml distile suda ¢oOzulerek

hazirlandi.

3.2.15. Agaroz Jelin Hazirlanisi

%1.5'lik agaroz jel hazirlamak icin, 1.5g agaroz hassas
terazide tartildiktan sonra uzerine 100ml 1X TBE c¢ozeltisi koyuldu ve

mikrodalga firin kullanilarak kaynatildi. Agarozun homojen bir gekilde
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erimesinden sonra icine 5uL etidyum bromdr eklendi ve vyatay jel
elektroforez tankina dokulerek jelin donmasi saglandi. Sonra jelin Uzerini

Ortecek sekilde 1X TBE tamponundan eklendi.

3.2.16. 1X PBS cozeltisinin hazirlanmasi

1.09g Na,HPO,, 0.32g NaH,PO, ve 9g NaCl tartiip 800ml
distile su icerisinde ¢ozuldukten sonra pH’si 7.4’e ayarlanip son hacim

distile su ile 1 litreye tamamlandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hucre Kilturu

HT29 hucreleri, %10’luk DMEM besiyerinde %95 nem ve %5
CO?'li ortamda 37°C’de kulture edilerek ¢cogaltildi.

Hucreler, 15uM, 45uM, 75uM, 90uM ve 100uM
konsantrasyonlarda olacak sekilde Apigenin ile 24 saat inkube edildi.
DMSO ¢ozucu kontrolu olarak kullanildi ve ayni sure igin inkube edildi.
inkiibasyon sonrasinda yapilan analizler sonucunda Apigenin’in her bir
dozdaki sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlendi. Her bir konsantrasyon

icin 3 ayr1 kultr yapilarak deney tekrarlandi.

3.3.2. XTT Sitotoksisite Deneyi

HT29 hucrelerinde Apigenin ve Apigenin + 5-FU birlesiminin
sitotoksik etkisinin degerlendiriimesi i¢cin XTT kolorimetrik kiti kullanildi.
Ayni pasaj numarasina sahip HT29 hucreleri, hucre kultur kaplarinin

%70’'ini kapladiginda besiyerleri uzaklastirildi. Tripsin-EDTA karigimi
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kullanilarak hicrelerin tabandan ve birbirlerinden ayrilmasi saglandi. Daha
sonra hucreler thoma lami ile sayildi. Hucreler, %1 FCS igeren DMEM
icerisinde (ekilen hlcre sayisinin sabit kalmasi igin %1’lik FCS igeren
DMEM kullanildi) slispansiyon haline getirildikten sonra her kuyucuga
100uL (10* hiicre) gelecek sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina
ekildi. Hucreler 37°C ve %5 CO.’li etivde bir gece inklbe edildikten sonra
besiyerleri uzaklastirildi. Daha sonra hucreler yukarida belirtilen dozlarda
Apigenin ve Apigenin + 5-FU ile hazirlanmis %10luk FCS iceren
besiyerinde, 24, 48 ve 72 saat siireyle 37 C'de %5 CO.'li etiivde inkiibe
edildi. Belirtilen surelerin sonunda her bir kuyucuga 50uL gelecek sekilde
XTT karigimi eklendi ve formazan Uranundn olusturdugu renk degisimi 4
saat sonunda mikroplaka ELISA okuyucu ile 450-500nm dalga boyu
arahginda belirlendi. Negatif kontroller sifir absorbans degeri olarak
kullanildi.

3.3.3. Floresan Mikroskobunda Apoptozun Degerlendiriimesi

Hucre kdlturlerinin sonlandiriimasini takiben hucreler 3uL
akridin oranj (100ug/ml) ve 3uL etidyum bromdir (100ug/ml) ile boyanarak
floresans mikroskobunda apoptoz agisindan degerlendirildi. Akridin oranj
sadece canli hucrelerin DNA’sina baglandigindan canhl hucreler yesil
renkte goraliurken, etidyum bromir nekrotik hdcrelerde kirmizi rengin
olusmasina neden oldu. Buna karsin her iki boya birlikte kullanildiginda,
apoptotik hicreleri boyayarak sari-turuncu renkte ve karakteristik apoptotik

nukleus gérunimunu yansitarak apoptozun belirlenmesine olanak sagladi.
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3.3.4. Hicre Cogalmasi ELISA, BrdU Deneyi

HT29 hucreleri 96 kuyucuklu kualtur kaplarinda her bir
kuyucuga 10* hiicre gelecek sekilde ekildi.

Bir gece sonra belirtilien dozlarda Apigenin ve Apigenin + 5-
FU ile muamele edildi.

inkiibasyon siireleri dolduktan sonra her bir kuyucuga 10uL
BrdU etiketleme solUsyonu eklendi. 37°C’de 2 saat inkube
edildi ve solusyon uzaklastirildi.

200uL FixDenat eklendi ve 25°C’de 30 dakika inkube edildi.
FixDenat solUsyonu uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga
100uL anti-BrdU-POD solusyonu eklendi. 25°C’de 90 dakika
inklibe edildi.

Antikor konjugati uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuk
300uL PBS yikama sollusyonu (1X) ile 3’er defa yikandi.
100uL substrat solisyonu eklenerek yeterli renk degisimi
g6zlenene kadar 25°C’de 5-30 dakika inkibe edildi.

Her bir kuyucuga 25uL 1M H,SO,4 eklendi ve 300rpm’de 1
dakika c¢alkalandi. 5 dakika sonra ELISA okuyucu cihazi ile

450nm dalga boyundaki absorbans degerleri okundu.

3.3.5. Sitotoksisite Belirleyici LDH Deneyi

HT29 hdcreleri 96 kuyucuklu kaltar kaplarinda her bir
kuyucuga 10” hiicre gelecek sekilde ekildi.

Bir gece bekledikten sonra belirtilen dozlarda Apigenin ve
Apigenin + 5-FU ile muamele edildi.

inkiibasyon siireleri dolduktan sonra kultir ortamindan
100uL besiyeri alinip 96 kuyucuklu mikroplagin her bir

kuyucuguna eklendi.
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Her bir kuyucuga 100uL taze hazirlanmis reaksiyon karigimi
eklendi. Isiktan uzak bir ortamda, oda sicakliginda 30 dakika
inklibe edildi.
Elisa okuyucu cihazi ile 490-492nm dalga boyundaki
absorbans degerleri okundu.
Deney protokoltnde kullanilan kontroller:

a. Background kontrol: Besiyeri

b. Dusuk kontrol: Besiyeri+HUcre

c. Yuksek kontrol: Triton X-100 solusyonu+Hucre

3.3.6. CASP3 Sandwich ELISA Deneyi

HT29 hicreleri 6 kuyucuklu kdltir kaplarinda her bir
kuyucuga 10° hiicre gelecek sekilde ekildi. Bir gece
bekletildikten sonra belirtilen dozlarda Apigenin ve Apigenin
+ 5-FU ile muamele edildi.

inkiibasyon stirelerinin dolmasindan sonra kiiltir ortamindan
Apigenin ve Apigenin + 5-FU’li besiyeri uzaklastirildi ve
hicreler soguk PBS ile bir defa yikandi.

PBS uzaklastirildiktan sonra 1mM PMSF igeren 0.5ml soguk
1X Lizis tamponu eklendi ve 5 dakika beklendi.

Hucreler kualtr kabindan kazinarak uzaklastirildi  ve
mikrosantriftj tapune alindi. Enjektor yardimiyla hucrelerin
par¢calanmasi saglandi.

Hucre lizati 10 dakika +40°C’ de santriflj edilip Ustte kalan
sivi (dokelti, sipernatan) yeni bir mikrosantrifdj tiptne alindi.
100uL hdcre lizati ile 100uL 6rnek dilient ¢ozeltisi primer
antikor ile kaplanmis mikroplaka kuyucuklarina dagitildi.
Kuyucuklarin Uzeri bir bant yardimiyla sikica kapatildi.

37°C’de 2 saat sureyle inkube edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Kuyucuklarin igerigi bosaltildiktan sonra her bir kuyucuk, 4’er
defa 200uL yikama tamponu (1X) ile yikandi.

Her bir kuyucuga 100uL belirleyici antikor eklend.i.
Kuyucuklarin Uzeri bir bant yardimiyla sikica kapatildi.
37°C’de 1 saat sureyle inkibe edildi.

Her bir kuyucuk, 4’ er defa 200uL yikama tamponu (1X) ile
yikandi.

Her bir kuyucuga 100uL HRP (horseradish peroksidaz)
baglanmis ikincil antikor eklendi. Kuyucuklarin tUzeri bir bant
yardimiyla sikica kapatildi. 37°C’de 30 dakika sureyle inkuibe
edildi.

Her bir kuyucuk, 4’er defa 200uL yikama tamponu (1X) ile
yikandi.

Her bir kuyucuga 100uL TMB (tetrametilbenzidin) substrati
eklendi. Kuyucuklarin Uzeri bir bant yardimiyla sikica
kapatildi. 37°C’de 10 dakika sureyle inkube edildi.

Renksiz olan TMB eklendiginde reaksiyonun belirteci olan
mavi renk donusumu gerceklesti.

Her bir kuyucuga 100uL durdurucu solusyon eklendi. Birkag
saniye yavasca sallandi.

Durdurucu solusyonun eklenmesinden 30 dakika sonra mavi
olan rengin sari renge donustugu gozlendi.

Ayni zamanda, durdurucu solisyonun eklenmesini takiben
30 dakika icerisinde ELISA okuyucu ile 450nm dalga

boyundaki absorbans degerleri okundu.

3.3.7. Hiicre Olimii Belirleyici ELISA Deneyi

HT29 hucreleri 96 kuyucuklu kualtur kaplarinda her bir
kuyucuga 10* hiicre gelecek sekilde ekildi.
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Bir gece bekledikten sonra besiyeri ortamdan uzaklagtirildi
ve belirtilen dozlarda Apigenin ve Apigenin + 5-FU ile
muamele edildi.

inkiibasyon sireleri dolduktan sonra her kuyucuga 200uL
lizis tamponu eklendi. Oda sicakhdinda 30 dakika inkube
edildi.

Mikrosantrifij tipune alinan hicre lizati oda sicaklhiginda,
200g’de 10 dakika santrifj edildi.

Santriflj sonrasi Ustte kalan sividan 20uL alinip streptavidin
kapli mikroplaga aktarildi.

80uL biyotin isaretli immun ajan (anti-histon biyotin ve anti-
DNA POD) eklendi ve oda sicakliginda c¢alkalayici Gzerinde 2
saat sureyle inktbe edildi.

Mikroplaka 300uL inklibasyon tamponu ile oda sicakliginda 3
defa yikand.

Her bir kuyucuga 100pL peroksidaz substrat solUsyonu
(ABTS) eklendi. Renk degisimi gozleninceye kadar oda
sicakhginda 20 dakika inkube edildi.

100uL ABTS durdurucu solusyonu eklendikten sonra ELISA
okuyucu cihazi ile 405nm dalga boyundaki absorbans

degerleri okundu.

3.3.8. DNA Fragmentasyon Analizi

Apigenin ve Apigenin + 5-FU ile inkiibasyon surelerinin
dolmasindan sonra besiyeri uzaklastirilarak 10ml’lik taplere
aktarildi.
Hucrelerin Uzerine %0.25’lik tripsinden 2ml eklenip, 10-15dk
beklendi.
Hucrelerin kultur kabinin yluzeyinden ayrilip yuzer duruma

gectikleri invert mikroskobunda belirlendikten sonra hucre
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suspansiyonu daha onceden besiyerlerinin  koyuldugu
10ml’lik taplere eklendi.

Elde edilen suspansiyon 1200rpm’de 10dk santrif(j edilip
Ustte kalan sivi (dokelti, sipernatan) atildi. Hlcre ¢okeltisi
(pelet) Gzerine 50puL fosfat-sitrat tamponu (pH 7.8) eklenerek
oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

Karisim 1200rpm’de 10dk santrifiij edilerek supernatan
1,5ml’lik mikrosantrifij tipuine aktarildi.

Supernatan Uzerine 3uyL RNaz A ve 3uL NP-40
cozeltilerinden eklenerek 37°C’de 30dk inklbe edildi.

Bu slre sonunda 3uL Proteinaz K ¢ozeltisi eklenerek tekrar
37°C’de 30dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda érnekler

elektroforez yontemi uygulanana kadar +4°C’de saklandi.

3.3.9. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA fragmentasyonunun varhidi agaroz jel elektroforezi

yontemiyle gosterildi. Bunun icin daha dnceden hazirlanmis olan %1.5’°lik

agoroz jele DNA orneklerinden 15uL alinarak, 3uL Oranj G jel yukleme

tamponu mikropipet yardimi ile karistirihp jeldeki kuyulara ytklendi. Ayni

zamanda kuyulardan birine de 100 bazgiftlik (b¢) DNA molekiler agirhk

belirteci yuklenerek 60 dakika 90 volt sabit akimda yudrutuldu. Sdre

sonunda “Kodak Gel Logic 100" goéruntileme sistemi kullanilarak jelin

fotografi ¢ekildi.

3.3.10. Hucre Kiltirinden Total RNA Saflastiriimasi

inkiibasyon siiresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan

hicrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanilarak,
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asagida yazili olan protokole gore yapildi. Kontaminasyonu engellemek

amaci ile saflastirma iglemi biyoguvenlik kabininin icinde gergeklestirildi.

10.

11.

Hucrelerin Uzerine 200uL PBS ve 400uL Lizis tamponu
eklenip 15 saniye vortekslendi.

Filtre, toplama tlpune yerlestirilip tim karisim filtre Ustline
aktarildi.

9000rpm’de 15 saniye santrifdj edildi.

Toplama tupunde toplanan sivi atilip filtre ayni tipe tekrar
yerlegtirildi.

Her bir érnek icin 90uL DNaz inkiibasyon tamponu steril tipe
alindi ve 10uL DNaz | eklendi. Pipetaj ile karigtirildiktan
sonra karigim filtrenin ortasina birakildi. 15 dakika oda
sicakhginda inklbe edildi.

500uLl’lik 1. yikama tamponu filtre Uzerine eklendi ve
9000rpm’de 15 saniye santriflij edildi. Filtre altinda toplanan
kisim atildiktan sonra ayni toplama tupu igerisine yerlestirildi.
500uL’lik 2. yikama tamponu filtre Gzerine yerlestirildi ve 15
saniye 9000rpm’de santrifij edildi. Filtre altinda toplanan
kisim atildiktan sonra ayni toplama tupu igerisine yerlestirildi.
200uLl’lik 3. yikama tamponu filtre Uzerine eklendi ve 3
dakika 13500rpm’de santrifuj edildi.

Toplama tlpU atildi. Filtre, steril 1.5ml'lik mikrosantrifdj
tupune yerlegtirildi.

Filtre GUzerine 20uL o&rnek seyrelti ¢ozeltisi eklendi ve
9000rpm’de 1 dakika santrifyj edildi.

Elde edilen RNA’ larin miktarlari ve safligi “NanoDrop ND-
1000 Spektrofotometre” cihazinda Oolgulerek RT-PCR’da

kullanilana kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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3.3.11. cDNA sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260nm dalga
boyunda olgulerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Primer
olarak random hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA'dan
cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve

miktarlari Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. cDNA RT-PCR tepkime karigimi.

Son Konsantrasyon Hacim

Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4uL

dNTP 1mM 2uL

Random hekzamer primeri 60uM 2uL

RNaz inhibitori 20 Unite 0.5uL

Transcriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 0.5uL

Total RNA 1ug 1ug olacak sekilde

cDNA igin PCR karigimi ince g¢eperli 0.2ml’lik mikrosantrifj

tuplerine dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA eklendi.

3.3.11.1. cDNA RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dongusu cihazi, Tablo 2’de belirtilen programa
ayarlanarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi

uygulandi.

Tablo 2. Otomatik i1s1 dongiisii cihazinda uygulanan program.

Sicaklik Zaman DAng sayis|
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters transkripsiyon 50°C 60dk 1
inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1

Reaksiyon sonucu cDNA odrnekleri Real-Time PCR’da

kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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3.3.11.2. Genlerin ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile

Olgimi

CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1 (Siklin D1) genlerinin
MRNA miktarlar, Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) cihaz
kullanilarak yapildi. Amplifikasyonlar 20uL toplam tepkime hacmi
icerisinde; cDNA, bolgeye 6zgl primerler, UPL TagMan probu, LightCycler
TagMan Master karisimi ve distile su kullanilarak gergeklestirildi. CASP3,
CASP8, mTOR ve CCND1 gen ifadelenmesini normalize etmek igin
GAPDH mRNA duzeyi referans olarak alindi. Goéreceli gen ifade edilme

sonugclari “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi.

3.3.11.3. CASP3 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

CASP3 genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki
yerlesimleri Sekil 12'de gdsterildi.

CASP3F 5- TGGAATTGATGCGTGATGTT-3
CASP3R 5- TGGCTCAGAAGCACACAAAC-3’
68 numaral prob dizisi: 5’- AGGAGCAG-3’

241 TTGARATATGAAGTCAGGAATAARAATGATCT TRCACGTGRAGRAAT TGTGGAATTGATG
CGTGATGTT-3' 5 -RGERGCAG-3'
301 CGTGATGTTTCTARRGAAGATCACAGCARARGGRGCAGTTTTGTTIGTGTGC TICTGAGC

38l CATGGTGRRGARGGRRTARTTTTTGEARCRR R TELRCCTGTITGACCTGRARARRRLTRARCR

Sekil 12. CASP3 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lGizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000308394 giris no’lu
dizi) (Translasyon baslangi¢ niikleotidine goére numaralandiriimistir).
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Sekil 12’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-

Time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak icin kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 3. CASP3 Real-Time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,0O - 6.2l
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
CASP3 PrimerF (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
CASP3 PrimerR (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
CASP3 TagMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.1uL
TagMan mix (10x) 1x 1uL
cDNA - 1uL

3.3.11.4. CASPS8 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

CASP8 genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki

yerlesimleri Sekil 13’de gosterildi.

CASP8F 5’- TCCAAATGCAAACTGGATGA-3
CASPS8R 5’- TCCCAGGATGACCCTCTTCT-3
62 numaral prob dizisi: 5’- ACCTGCTG-3’

CF _Tre/rss 7 7 ooy e T T T e e T e o p CF AT T =_ar
< T e e L LTl Lo T d -t r‘.l_l_I«_l_I«_ 3

341 TTTCTTITGCARGRGEARRTCT CCAR R TECARACTEEATCATGRACAT GRACCTECTEGAT
601 ATTTTCATAGRAGATGERCARGRGEETCATCCT GECAGARGRARACTT GRACATCCTGARR
Sekil 13. CASP8 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000358485 giris no’lu
dizi) (Translasyon baslangi¢ niikleotidine gére numaralandiriimigtir).
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Sekil 13’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-

Time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak icin kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. CASP8 Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0O - 6.2yl
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
CASPS8 Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.25uL
CASP8 Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
CASP8 TagMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.1uL
TagMan karigimi (10x) 1x 1yl
cDNA - 1L

3.3.11.5. mTOR Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

MTOR genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki

yerlesimleri Sekil 14’de gosterildi.

MTOR F 5- TGCTGGAAGCCTTTGTCTATG-3
MTOR R 5- CGCTTGTTGCCTTTGGTATT-3
75 numaral prob dizisi: 5’-GGAGGCTG-3’

-------------

I1llEILLIA -3 5" GERGEECTG-3

7261 TTTGICIATGACCCCTTGCTGARMC TG GAGGC TCATGGACACARL TR CCRRAGGCARCRAG

7321 CEATCCCGRARCGAGGACGGAT TOCTACTCTGCTGEC CAGTCAGTCGARATT TTGEACGET

= _CF

Sekil 14. mTOR mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi lGizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000361445 giris no’lu
dizi) (Translasyon baslangi¢ nikleotidine gore numaralandiriimistir).
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Sekil 14’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-

Time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak igin kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5’de gosterilmigtir.

Tablo 5. mTOR Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0O - 6.2yl
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
MTOR Primer F (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25pL
MTOR Primer R (10pmol/pL) 2.5pmol 0.25pL
MTOR TagMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.1pL
TagMan karisimi (10x) 1x 1uL
cDNA - 1L

3.3.11.6. CCND1 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

CCND1 genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki

yerlesimleri Sekil 15°de gosterildi.

CCND1F 5- TGTCCTACTACCGCCTCACA -3
CCND1 R 5- CAGGGCTTCGATCTGCTC -3
16 numarali prob dizisi: 5’- CTGCCTCC-3’

68l AACARCTTCCTGICCIACTACCECCT CACACGCTICCTCTCCAGAGTGATCALRGTGTGAC
5" -CTGCOCTCC-3"

721 CCGRACTECCTCCGRGCCTGCCAGEAGCAGA TOGRAGCCCT GCTGEAGTCARGCCT GOGC

Sekil 15. CCND1 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi Uzerindeki yerlegsimi (Referans: ENST00000227507 girig no’lu
dizi) (Translasyon baslangi¢ niikleotidine gére numaralandiriimistir).
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Sekil 15’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-
Time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak igin kullanilan kimyasal maddeler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. CCND1 Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0O - 6.2yl
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
CCND1 Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.25pL
CCND1 Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25pL
CCND1 TagMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.1pL
TagMan karisimi (10x) 1x 1yl
cDNA - 1L

3.3.11.7. GADPH Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki
yerlesimleri Sekil 16’da gosterildi.

GAPDHF 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’
GAPDHF 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3
60 numarah prob dizisi: 5’-TGGGGAAG-3’

61 TCTICTITTGCGTCGCCAGCCGLGCCACATCGCTCAGACACCATCGEGAAGETGAAGGTC
5' -TGGGGARG-3"
121 GGAGTCAACGGATTTGGTCETATTGEECGCCT GETCACCAGGGCTGC TTTTAACTCTGGT

Sekil 16. GAPDH mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000229239 giris no’lu
dizi).
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Sekil 16'da gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-
Time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler Tablo 7’de gosterildi.

Tablo 7. GADPH Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,0O - 6.2yl
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
GAPDH Primer F (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
GAPDH Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
GAPDH TagMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.1uL
TagMan karigimi (10x) 1x 1yl
cDNA - 1L

3.3.11.8. Light Cycler (LC) Deney Programi

Real-Time PCR karisimlari hazirlandiktan sonra kapiller
tuplere dagitildi ve Uzerine cDNA’ler eklendi. Kapiller tupler 3000 ila
5000rpm araliginda 10sn santrifij edildi. TUpler yerlestirildikten sonra LC
cihazinda asagida belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR
tepkimesi gerceklestirildi. CASP3, CASP8, mTOR, CCND1 ve GAPDH

genleri i¢cin ayni program kullanildi.

| Program 1. Ayriima (Denatiirasyon) |
Program Verisi Deger
Doénguler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0
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| Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon) |

Program Verisi Deger
Donguler 50
Analiz Modu Gogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 10.0
| Program 3. Sogutma |
Program Verisi Deger
Dongdler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu, CASP3, CASP8, mTOR, CCND1 ve
GAPDH genlerinin mRNA ifade duzeylerini gésteren Crossing point (Cp)
degerleri belirlendi. CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1 ifade dizeyleri

GAPDH ifade dizeyine gore normalize edildi.

3.3.12. istatistiksel Analiz Yontemleri

Doza ve zamana bagli olarak degigsen, CASP3, CASPS,
MTOR ve CCND1 mRNA ifade duzeylerindeki farkhhklar “REST (2008
Beta V2.0.7)” istatistik programi ile kargilastirildi. Hacre canliligi, apoptoz
ve nekrotik degisimler ise “tek yonli Anova” testiyle karsilastirildi. Veriler
“SPSS 15.0” istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Anlamlilik
degeri p < 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, p53 mutant HT29 insan kolon kanseri
hicrelerinde, c¢esitli doz ve inkibasyon surelerinde Apigenin’in, tek bagina
ve 5-FU ile birlikte olan sitotoksik ve apoptotik etkileri hem morfolojik hem
de DNA, RNA (mRNA) ve protein dizeylerinde arastirildi. Apigenin’in
HT29 hicrelerinde, doz ve zamana bagli olarak apoptotik etkilerinin arttigi
ancak anlamli bir sitotoksik etki olusturmadigi XTT, Akridin Oranj /
Ethidyum Bromur (AO/EtBr), ELISA BrdU, LDH, hicre olumu belirleyici
ELISA ve DNA fragmentasyon yontemleri ile gosterildi. Apigenin’in 5-FU
ile birlikte kullanimindan elde edilen apoptoz yuzdesinde de artis bulundu.
Bu ydntemler ile belirledigimiz Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte
kullanimindaki en ylksek apoptoz dozlari, hicrelerin apoptoza girdigini
gosteren efektor kaspazlardan, kaspaz 3’Un protein duzeyine “CASP3
Sandwich ELISA” yontemi ile bakilarak dogrulandi. Son olarak, Apigenin’in
apoptotik etkisi, kaspaz 3 ve kaspaz 8 mRNA ifade edilme dizeylerinin
kontrole gore gostermis oldugu artis ile de dogrulandi. Buna karsilik, hicre
proliferasyonunda goérev alan mTOR ve siklin D1 (CCND1) genlerinin
mMRNA ifade edilme duzeylerinin kontrole gére azalmig olmasi ise Apigenin
ve Apigenin + 5-FU ile muamele edilen hucrelerin apoptoza giderken

kaspaz kaskadini kullandigini gosterdi.

4.1. HT29 Hiicrelerinin Apigenin’ e Duyarhiliginin XTT

Sitotoksisite Yontemi ile incelenmesi

96 kuyulu hiicre kiiltir kaplarina 10* hiicre/kuyu olacak
sekilde HT29 hucreleri ekilerek, 15uM — 100uM doz arahdinda farkli
Apigenin konsantrasyonlariyla; 24, 48 ve 72 saat araliklarinda inklbe
edildi. Sekil 17°de 24 saat inkUbasyon sonucunda hucrelerin Apigenin’e

cevabi gézlenmektedir. Buna gore, en yuksek konsantrasyondaki (100uM)
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hicre canhligi %71.67 bulundu. 48 saat sureli inkibasyon sonucunda en
yuksek konsantrasyondaki hicre canlilik orani %64.44 bulundu (Sekil 18).
72 saat sureli inklbasyon sonucunda en ylksek konsantrasyonda

meydana gelen hicre canhligi ise %56.42 bulundu (Sekil 19).
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OuM AR 15pMAP  45uMAFP T5uMAP  S0uMAR 100uMAP %01
DMSO

Hiicre Canhhik Oram

Sekil 17. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin ile 24 saat inkiibasyonu
sonunda belirlenen hiicre canliligi oranlari.
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Sekil 18. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin ile 48 saat inkiibasyonu
sonunda belirlenen hiicre canliligi oranlari.

45



120

100

80 | | |

60 | | | .

40 | | | |

20 | | | |
0 I I I I

OpM AR 15uMARP  45pMAF T5uMAFP 90pM AR 100pM AP %01
DMSO

Hiicre Canhhk Oram

Sekil 19. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin ile 72 saat inkiibasyonu
sonunda belirlenen hiicre canliligi oranlari.

Calismanin bir diger boéluminde Apigenin’in 5-FU ile birlikte
kullaniminin etkisini belirlemek igin 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 10*
hidcre/kuyu olacak sekilde HT29 hucreleri ekildi. 15uM — 100uM doz
arahginda farkl Apigenin konsantrasyonlari ve her bir Apigenin
konsantrasyonu igerisine sabit olarak eklenen 50nM 5-FU ile; 24, 48 ve 72
saat araliklarinda hucreler inkibe edildi. Sekil 20°de 24 saat inklbasyon
sonucunda hucrelerin, Apigenin’in 5-FU ile birlikte kullanimina iligkin
olusan cevabl goOzlenmektedir. Buna gore, en yluksek Apigenin
konsantrasyonundaki (100uM Apigenin + 5-FU) hicre canhligi %54.27
bulundu. 48 saat sureli inkUbasyon sonucunda en yuksek Apigenin
konsantrasyonundaki hiucre canllik orani ise %53.54 bulundu (Sekil 21).
72 saat sureli inkibasyon sonucunda en yuksek Apigenin
konsantrasyonunda meydana gelen hicre canlligl ise %49.62 bulundu
(Sekil 22).
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Sekil 20. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin + 5-FU
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canliligi oranlari.
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Sekil 21. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin + 5-FU
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canliigi oranlari.
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Sekil 22. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin + 5-FU ile 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canliligi oranlari.

4.2. Apoptoz / Nekroz Ayriminin Floresan

Mikroskobunda incelemesi

Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte kullanimi sonucu,
canli, apoptotik ve nekrotik hlcrelerin gézlenmesinde floresan atagmanli
mikroskoptan yararlanildi. Tek basina Apigenin’e maruz birakilmig hucre
kiltarlerinin  sonlandiriilmasini  takiben htcreler floresan atagmanli
mikroskopda apoptoz agisindan degerlendirildi. Sekil 23'de 24 saat
inkiibasyon sonucunda Apigenin’e maruz birakilmis hucrelerde belirlenen
canli / apoptotik / nekrotik hucre yuzdeleri gézlenmektedir. En yuksek
konsantrasyondaki (100uM) apoptotik hicre orani %15.57 bulundu. 48
saat sureli inkiibasyon sonucunda en yuksek konsantrasyondaki apoptotik
hicre orani ise %17.96 bulundu (Sekil 24). 72 saat sureli inkibasyon
sonucunda en yuksek konsantrasyonda meydana gelen apoptotik hlcre
orani ise %20.54 bulundu (Sekil 25).
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Kontral

15uM AP
45uM AP
T5uM AP
W Canli
S0uM AR D Apoptotik
100pM AP mMekrotik

%01 DMSO

%100
Canli/Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oranlan

Sekil 23. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin ile 24 saat inkiibasyonu
sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre oranlar.

Kontrol
15uM AP
45uM AP
T5UM AP
W Canl
90uM AP DApoptotik
100pM AP mMekratik

%01 DMS0O

%40 gep

%100
Canli/Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oranlan

Sekil 24. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin ile 48 saat inkiibasyonu
sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre oranlari.
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Kontral

15uM AP
45uM AP
TSUM AP

W Canl
90uM AP DApoptotik
100pM AP mMekrotik

%01 DMSO

%100
Canh/Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oranlan

Sekil 25. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin ile 72 saat inkiibasyonu
sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre oranlari.

Apigenin + 5-FU’e maruz birakilmis hicre kalturlerinin de
sonlandiriilmasini takiben hucreler AO / EtBr ile boyanarak floresan
atagmanli mikroskopda apoptoz agisindan degerlendirildi. Sekil 26’da 24
saat inkuibasyon sonucunda hucrelerin, Apigenin’in 5-FU ile birlikte
kullanildiginda gostermis oldugu canh / apoptotik / nekrotik hlcre ayrimi
yuzdeleri gozlenmektedir. En ylksek Apigenin konsantrasyonundaki
(100uM Apigenin + 5-FU) apoptotik hiicre orani %22.37 bulundu. 48 saat
sureli inkibasyon sonucunda en yuksek Apigenin konsantrasyonundaki
apoptotik hicre orani ise %22.86 bulundu (Sekil 27). 72 saat sureli
inkiibasyon sonucunda en yuksek Apigenin konsantrasyonunda meydana
gelen apoptotik hicre orani ise %15.25 bulundu (Sekil 28).
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Kontrol
15uM AP+5-FL
45pM AP+5-FU
TEuM AP+5-FU
90pM AP+5-FL

mCanh
100uM AP+5-FU B Apoptotik
50nM 5-EU EMekrotik

%01 DMS0O

%20 gap £

%60
%80 o100

Canli/Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oranlan

Sekil 26. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin + 5-FU ile 24 saat

inkiilbasyonu sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre
oranlari.

Kontrol
15uM AP+5-FL
45pM AP+5-FU
TEuM AP+5-FU

90pM AP+5-FU

mCanh
100uM AP+5-FU @ Apoptotik
50nM 5-EU EMekrotik

%0.1DMS0

%20 gap £

%60
%80 o100

Canli/Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oranlan

Sekil 27. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin + 5-FU ile 48 saat

inkiibasyonu sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre
oranlari.
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Kaontrol
15uM AP+5-FU
45uM AP+5-FL

TEUM AP+5-FU

90pM AP+5-FL mCanli
100pM AP+5-FU B Apoptatik
EMekrotik

50nM 5-FU
% 0.1 DMS0

R0
S
%0 —£
%20
%40 g

s E ST f_,-’

%a0

%5100
Canh/Apoptotik/Nekrotik Hiicre Oranlan

Sekil 28. HT29 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Apigenin + 5-FU ile 72 saat
inkiilbasyonu sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre
oranlari.

En etkili inkUbasyon suresi olan 72. saatte, Apigenin'in hem
tek basina hem de 5-FU ile birlikte kullaniminda, en ylksek doz olan
100uM konsantrasyonu bir alt doz olan 90uM konsantrasyonu ile
karsilastirilinca, apoptotik hiicre oraninda azalis, nekrotik hiicre oraninda
ise artis gozlemlendi. Bu dogrultuda, apoptoz agisindan en etkili Apigenin

dozlarinin 75uM ve 90uM konsantrasyonlari oldugu belirlendi.

Canli, apoptotik ve nekrotik hicrelerin, 24, 48 ve 72 saat
sure araliklarinda Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte inkibasyonu
sonucunda tespit edilen morfolojik goruntileri XTT yontemi ile elde
ettigimiz sonugclar ile paralellik gosterdi (Sekil 29). HT29 hucrelerinde, 72
saat Apigenin uygulamasi sonucunda, hucre sitoplazmasinin ve
¢ekirdeginin buzilmesi, kromatinin gekirdek zari civarinda yogunlasmasi,

apoptotik yapilar olan “bleb”lerin olusarak hiicre zar etrafinda toplanmasi
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ve hlcre c¢ekirdeginin bobrek seklini almasi gibi apoptotik slrece ait

morfolojik degisimler gozlemlendi (Sekil 29B).

Sekil 29. HT29 hiicrelerinde apoptozun morfolojik olarak gosterilmesi. A: Kontrol,
B: 90uM Apigenin. Yesil renkte gorilen hiicreler canli hicreleri (1),
kirmizi renkte goérilen hiicreler nekrotik hiicreleri gostermektedir (2).
Apoptozun asamasina gore degisik sekillerde boyanmis olan apoptotik
hiicreler ise numara 3 ile gosterildi.

4.3. Hicre ¢gogalmasi ELISA, BrdU Deney Sonuglari

Apigenin ve Apigenin ile 5-FU birlesiminin hidcre gogalmasi
Uzerine etkisinin belirlenmesinde hiicre ¢ogalmasi ELISA, BrdU ydntemi
kullanildi. Sekil 30°da 24, 48 ve 72 saat inkubasyon sonucunda hucrelerin
Apigenin ve Apigenin + 5-FU birlesimine cevabi gdézlenmektedir. Apoptoz
acisindan en etkili dozlar 75uM ve 90uM olarak belirlendiginden bu
deneyde kontrol ile birlikte bu dozlarin hicre ¢odalmasi Uzerine etkileri
gbzlendi. Buna gore 24. saatte apoptoz agisindan en etkili Apigenin
konsantrasyonundaki (90uM) hicre cogalmasi %70.1 iken, 5-FU ile birlikte
90uM Apigenin uygulamasinda hicre ¢gogalmasi %69.23 bulundu. 48 saat
sureli inklbasyon sonucunda en yuksek Apigenin konsantrasyonundaki
hiicre gogdalma orani %65.68 olarak belirlendi (Sekil 30). 90uM Apigenin

ve 5-FU birlesiminin 48 saat sure ile uygulamasindan sonra hucre
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cogalma orani ise %60.60 olarak belirlendi. 72 saat sureli inkibasyon
sonucunda en yuksek konsantrasyonda meydana gelen hicre canliligi
Apigenin’in tek basina uygulanmasi sonucu %50.70 iken, 5-FU ile

uygulanmasinda gdzlenen hicre godalmasi %38.61 bulundu (Sekil 30).
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Kontrol 75uMAP 90uMAP 75uM  90uM  50nM
AP+5-FU AP+5-FU  5-FU

Sekil 30. HT29 hiicrelerinin Apigenin ve Apigenin + 5-FU ile doza ve zamana bagh
inkiibasyonu sonunda goriilen hiicre ¢ogalma oranlarindaki degisim.

4.4. Sitotoksisite Belirleyici LDH Deney Sonuglari

Apigenin ve Apigenin ile 5-FU birlesiminin sitotoksik etkisinin
doza ve zamana bagli olarak belirlenmesi igin, besiyerine salinan LDH
dizeyleri belirlendi. Deney sonucunda Apigenin’in, tek basina
uygulanmasi sonucunda hem doza hem de zamana bagimli olarak
kontrole gore sitotoksik etkisinde dnemli bir artis gozlenmezken, 5-FU ile
birlikteliginin doza ve zamana bagimli olarak sitotoksik etkisinde artig
belirlendi (Sekil 31).
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Sekil 31. HT29 hiicrelerinin Apigenin ve Apigenin + 5-FU ile doza ve zamana bagl
inkiibasyonu sonunda goriilen LDH Salinimi

4.5. CASP3 Sandwich ELISA Deney Sonuglari

Sekil 32'de 24, 48 ve 72 saat inkUbasyon sonucunda
hicrelerin Apigenin ve Apigenin + 5-FU birlesimine karsi aktif kaspaz 3
cevabl goézlenmektedir. Bu deneyde, apoptoz yolaginda kaspazlar
arasinda hicre 6luminin dogrulanmasinda en 6nemli ve efektor role
sahip kaspaz 3 aktivitesine bakildi. Hucrelere kontrol ile birlikte apoptoz
acisindan en etkili dozlar olan 75uM ve 90uM Apigenin ve bu dozlarin 5-
FU ile birlikteligi uygulandi. Apigenin’in tek basina uygulanmasi
sonucunda hem doza hem de zamana bagdimli olarak kontrole goére
kaspaz 3 aktivitesinde artis gozlendi. 5-FU ile Apigenin’in birlikte
uygulanmasi sonucunda ise benzer sekilde doza ve zamana bagimli

olarak kaspaz 3 aktivitesinde artis bulundu (Sekil 32).
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Deney sonucunda oOzellikle 72. saatteki Apigenin+5-FU’in
75uM ile 90uM dozlarinda ve 48. saatteki 90uM Apigenin+5-FU
uygulamasinda aktif kaspaz 3 dlzeyinde anlamli bir artis saptandi

(p<0.05).

2,5
2
C
g
O 15
; 724 Saat
o W 48 Saat
s 1
= 572 Saat
=
<
0,5
0 |
Kontrol ~ 75uMAP  90uM AP 75uM 90uM 50nM
AP+5-FU  AP+5-FU  5-FU

Sekil 32. HT29 hiicrelerinin Apigenin ve Apigenin + 5-FU ile doza ve zamana bagh
inkiibasyonu sonunda goriilen aktif kaspaz 3 orani. Farkli dozlarda
uygulanan Apigenin ve Apigenin + 5-FU birlesiminin aktif kaspaz 3 orani
normal  hicrelerdeki kaspaz 3 aktivitesi referans alinarak
degerlendirilmistir.

*Kontrol ve farkh dozlar arasinda istatistiksel olarak anlam oldugunu
gostermektedir.

4.6. Hicre Oliimii Belirleyici ELISA Deney Sonuglari

Sekil 33’'de 24, 48 ve 72 saat inkubasyon sonucunda
hiicrelerin Apigenin ve Apigenin + 5-FU birlesimine cevabi gézlenmektedir.
Bu deneyde kontrol ile birlikte 75uM ve 90uM konsantrasyonlarinin DNA

fragmantasyonu uzerine etkilerine bakildl. 72. saatte 90uM Apigenin ile
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75uM ve 90uM Apigenin+5-FU uygulamasinda kontrole gore anlamli bir
artis gozlendi (p<0.05). 48. saatte ise sadece 90uM Apigenin+5-FU

uygulamasinda kontrole gére anlamli bir artis belirlendi (p<0.05).
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Kontrol 75uMAP 90uMAP  75uM 90uM 50nM
AP+5-FU AP+5-FU  5-FU

Sekil 33. HT29 hiicrelerinin Apigenin ve Apigenin + 5-FU ile doza ve zamana bagh
inkiibasyonu sonunda goériilen DNA fragmantasyon orani

*Kontrol ve farkh dozlar arasinda istatistiksel olarak anlam oldugunu
gostermektedir.

4.7. DNA Fragmantasyon Analizi Sonugclari

Bu deneyde kontrol ile Dbirlikte 75uM ve 90uM
konsantrasyonlarinin DNA fragmantasyonu, agaroz jel elektroforezi ile de
gosterilerek hicre 6lumu belirleyici ELISA deney sonuglari ile uyumlu olup
olmadigi arastirildi. Deney sonucunda Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile
birlikte uygulanmasi sonucunda doza ve zamana bagimli olarak kontrole

gore ilgili dozlarda DNA fragmantasyonu gozlendi (Sekil 34).
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24 Saat 72 Saat

754M  90pM 50nM
B OpMAP 75uMAP SOUMAP AP+5-FU AP+5-FU 5FU

75uM 90uM 50nM

48 Saat
750M  90pM  50nM

Sekil 34. HT29 hiicrelerinin Apigenin ve Apigenin’in + 5-FU ile doza ve zamana
bagh inkiibasyonu sonrasinda goriilen DNA fragmantasyonunun %1.5’lik
agaroz jeldeki goriintiisii. B; 100 b¢’lik DNA molekiiler agirlik belirteci.

4.8. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1 genlerinin ifade
dizeyinin kantitatif degerlendirilmesi igin Light Cycler cihazi kullanildi.
HT29 hicre hattindan elde edilen cDNA’larda CASP3, CASP8, mTOR,
CCND1 ve bu genlerin normalizasyonu igin segilen GAPDH genlerine

0zgul primerler ve UPL LNA problari kullanilarak ¢alisildi.

CASP3 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
goOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 35'de

gosterildi.
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Dongu Sayisi
Sekil 35. CASP3 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren

amplifikasyon egrileri. CASP3 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp

degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal
izlenmektedir.

CASP8 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 36’da

gosterildi.

Floresan (F1)

0 2 4 0 8 W2 WE WO NIITONMNPYMNOAQMWUEW 0N WS 0N N

Dongu Sayisi

Sekil 36. CASP8 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. CASP8 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp

degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal
izlenmektedir.
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MTOR geninin mMRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak

gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 37°de
gosterildi.

Floresan (F1)
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Dongti Sayisi

Sekil 37. mTOR geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. mTOR geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp

degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal
izlenmektedir.

CCND1 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
goOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 38'de
gosterildi.

G M N A A D OO
6 &0 5 & & B &

Floresan (F1)
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Dongu Sayisi

Sekil 38. CCND1 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. CCND1 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp

degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal
izlenmektedir.
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CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1 genlerinin normalize
etmek icin secilen GAPDH geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif
olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi $ekil
39‘da gosterildi.

Floresan (F1)
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Dongli Sayisi

Sekil 39. GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal
izlenmektedir.

Goreceli gen ifadesi sonuglart REST programi kullanilarak
“‘Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagdida
belirtilmigtir.

E (hedef) NGt (kontraol-drnek)

E (referans) &6t (kontrol-dmek)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan
sinyalin esik degeri gectigi andaki dongu sayisini ifade etmektedir. Ct
degeri tepkimenin basinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters
orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile 6rneklerin Ct de@erleri arasindaki farki
gOstermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade

oranini gostermektedir.
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4.9. Gen ifade Diizeylerinin Karsilastirmasi

p53-mutant HT29 hicrelerine tek basina Apigenin ve
Apigenin + 5-FU uygulamalarindan sonra CASP3, CASP8, mTOR ve
CCND1 genlerinin ifade duzeylerinin dnceden belirlenmis doz ve zaman

araliginda karsilastirmali degerlendirmeleri yapildi.

4.9.1. 24. saatte CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1

Genlerinin Ifade Diizeylerinin Degderlendirilmesi

HT29 hidcre hattinda Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile
birlikte uygulanmasi sonucu CASP3 ve CASP8 genlerinin mRNA ifade
dizeylerinin kontrole goére doza bagimh olarak arttigi, mTOR ve CCND1
genlerinin ifade duzeylerinin ise dustugu goézlendi. Ancak bu genlerin
MRNA dizeylerindeki doza bagimli degisimleri istatistiksel olarak anlamh
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 40 ve Sekil 41).

24 saat inkUbasyon suresi sonunda tek basina Apigenin'’in,
apoptoz agisindan en etkili konsantrasyonunda (90uM), en ylksek kaspaz
3 (1.265) ve kaspaz 8 (1.121) degerleri ile en dusik mTOR (0.785) ve
siklin D1 (0.745) degerlerinin elde edildigi Sekil 40’da gosterildi.
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Sekil 40. Apigenin uygulamasi sonucunda CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1
MRNA ifade diizeylerinin 24. saatte kontrole gére doza bagimlh olarak
degigimi.

Apigenin’ in 5-FU ile birlikte uygulanmasi sonucunda ise 24

saat inkibasyon slresi sonunda Apigenin’in apoptoz agisindan en etkili

konsantrasyonunda (90uM), en ylksek kaspaz 3 (1.766) ve kaspaz 8

(1.452) degerleri ile en dusuk mTOR (0.678) ve siklin D1

degerlerinin elde edildigi Sekil 41’de gosterildi.

(0.658)
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Kontrol  15uM 45uM 75uM 90uM %0.1 50nM
AP+5-FU AP+5-FU AP45-FU AP+5-FU DMSO 5-FU

Sekil 41. Apigenin ve Apigenin+5-FU uygulanmasi sonucunda CASP3, CASPS,
mTOR ve CCND1 mRNA ifade diizeylerinin 24. saatte kontrole goére doza
bagiml olarak degisimi.

4.9.2. 48. saatte CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1

Genlerinin ifade Diizeylerinin Degerlendiriimesi

48. saatte CASP3 ve CASP8 genlerinin mRNA dizeyinde
ifadelerinin Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte uygulanmasi sonucu
kontrole gére doza badimli olarak arttigini, mTOR ve CCND1 genlerinin
ise ifadelerinin dustigu goézlendi. Apigenin’in tek basina uygulanmasi
sonucunda CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1 mRNA ifadelerindeki
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 42). Apigenin
ve 5-FU’in birlikte uygulanmasi sonucu CASP3 ve CASP8 genlerinin
mRNA ifadelerinde gozlenen artis 90uM’ da istatistiksel olarak
anlamhiyken (p<0.05), mTOR ve CCND1 mRNA ifadelerindeki digus
istatistiksel olarak anlaml degildi (p>0.05) (Sekil 43).
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48 saat inkUibasyon suresi sonunda en ylUksek tek basina
Apigenin konsantrasyonunda elde edilen kaspaz 3 (1.598), kaspaz 8
(2.132), mTOR (0.721) ve siklin D1 (CCND1) (0.654) gen ifade dlzeyleri
Sekil 42°de gosterildi.
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Sekil 42. Apigenin uygulamasi sonucunda CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1
mRNA ifade diizeylerinin 48. saatte kontrole gére doza bagimh olarak
degisimi.

Apigenin’in 5-FU ile birlikte uygulanmasi sonucunda ise 48
saat inkiibasyon suresi sonunda en yuksek Apigenin konsantrasyonunda
elde edilen kaspaz 3 (2.455), kaspaz 8 (2.108), mTOR (0.511) ve siklin D1
(CCNDL1) (0.487) gen ifade duzeyleri Sekil 43'de gosterildi.
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Kontrol  15uM 45uM 75uM 90uM %0.1 50nM
AP+5-FU AP+S5-FU AP+5-FU AP+5-FU DMSO 5-FU

Sekil 43. Apigenin ve Apigenin+5-FU uygulanmasi sonucunda CASP3, CASPS,
mTOR ve CCND1 mRNA ifade diizeylerinin 48. saatte kontrole gore doza
bagiml olarak degisimi.

*Kontrol ve farkh dozlar arasinda istatistiksel olarak anlam oldugunu
gostermektedir.

4.9.3. 72. saatte CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1

Genlerinin ifade Diizeylerinin Degderlendirilmesi

Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte uygulanmasi
sonucu HT29 hicre hattinda CASP3 ve CASP8 genlerinin mRNA
duzeyinde ifadelerinin kontrole gére doza bagimli olarak arttigi, mTOR ve
CCND1 genlerinin ifadelerinin ise dustugu gozlendi. 90uM Apigenin’in tek
basina kullaniimasi sonucunda CASP3 ve CASP8 genlerinin mRNA
ifadelerindeki artis, mTOR ve CCND1 mRNA ifadelerindeki dusus
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p>0.05) (Sekil 44). Apigenin ve 5-FU’in
birlikte uygulanmasi sonucu CASP3 ve CASP8 genlerinin mRNA
ifadelerinde gézlenen artis ve CCND1 mRNA ifadesindeki digls 75uM ve
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90uM’da istatistiksel olarak anlam ifade ederken (p<0.05) mTOR mRNA
ifadesindeki disus 90uM’da anlam ifade etti (p<0.05) (Sekil 45).

72 saat sureli inkibasyonun sonunda en yuksek tek basina
Apigenin konsantrasyonunda meydana gelen ifade dizeyleri; kaspaz 3
icin 2.056, kaspaz 8 i¢cin 2.132, mTOR icin 0.509 ve siklin D1 i¢in 0.501
olarak bulundu (Sekil 44).
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Sekil 44. Apigenin uygulamasi sonucunda CASP3, CASP8, mTOR ve CCND1
mRNA ifade diizeylerinin 72. saatte kontrole gére doza bagiml olarak
degisimi.

*Kontrol ve farkl dozlar arasinda istatistiksel olarak anlam oldugunu
gostermektedir.

Apigenin’ in 5-FU ile birlikte uygulanmasi sonucunda ise 72
saat  sureli inkibasyonun sonunda en yuksek  Apigenin
konsantrasyonunda meydana gelen ifadelenme duzeyleri; kaspaz 3 igin
2.567, kaspaz 8 igin 3.689, mTOR igin 0.423 ve siklin D1 i¢in 0.231 olarak
bulundu (Sekil 45).
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Sekil 45. Apigenin ve Apigenin+5-FU uygulanmasi sonucunda CASP3, CASPS8,
mTOR ve CCND1 mRNA ifade diizeylerinin 72. saatte kontrole goére doza
bagiml olarak degigimi.

*Kontrol ve farkl dozlar arasinda istatistiksel olarak anlam oldugunu
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Protoonkogenler, timor baskilayici ve DNA onarimi ile ilgili
genler ve bunlarin aktivitelerinde meydana gelen molekuler dizeydeki
kusurlar, kanser hucrelerinin apoptozdan kagmasina, zamanla bu
hiucrelerin tedaviye diren¢g kazanmasina ve/veya metastaz olarak ikincil
tumorler seklinde organizmaya yayllmasina neden olmaktadir. Apoptozun
temelindeki molekller mekanizmalari anlamak ve bunlar Gzerinde etkili
olan molekullerin kullanilabilirligini belirlemek, hedef odakli yeni tedavi
yontemlerinin  geligtiriimesi icin  onemlidir. Bu ama¢ kapsaminda,
Apigenin’in  HT29 hucrelerindeki, tek basina ve kolon kanserinde
sitotoksisitesi yuksek olmasina ragmen adjuvan kemoterapide kullanilan
5-FU ile birlikteliginin, apoptoz Uzerine olan etkileri, DNA, RNA (mMRNA) ve

protein duzeylerinde aragtirildi.

Calismamizda Apigenin’in, tek basina ve 5-FU ile birlikte
HT29 hlcrelerine uygulanmasi sonrasinda doz ve zaman artigina bagh
olarak hucre canlilik oranlarinda azalma saptandi. Bu azalmanin
temelinde yatan molekiler mekanizmanin, hucrelerin apoptoza mi yoksa
nekroza mi girmesinden kaynakli oldugunu belirlemek icin hucreler
oncelikle AO/EtBr ile boyanarak incelendi. Elde edilen bulgular, apoptoz
Uzerine en etkili Apigenin dozunun 72. saat 90uM konsantrasyonunda
oldugunu ve Apigenin’in 5-FU ile birlikte uygulandiginda ise ayni doz ve
surede daha etkin olabilecegini gosterdi. Ayrica, 5-FU’in sabit dozda
ancak farkli surelerde tek basina uygulandiginda, hdcre canlilik oranini
yaklagik %20 azalttigi belirlendi. Bu azalisin nedeninin, 5-FU'’in
sitotoksisitesinin yuksek olmasindan dolayi hicreleri apoptoz yerine daha
¢ok nekroza goétirmesinden kaynakhh oldugu floresan mikroskobu
aracihgiyla belirlendi. Diger yandan, Apigenin bulgularimizla paralellik
gosterecek sekilde disiik sitotoksik etkiye sahiptir’®®*%. Apigenin’in tek

basina ve 5-FU ile birlikteliginin htcre gogalmasi Uzerine olan etkisi, BrdU
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ELISA yontemiyle de saptandi. 72. saat 90uM konsantrasyonunda
Apigenin’in  5-FU ile birlikte uygulanmasinda, HT29 hicrelerinin
cogalmasinda daha etkin bir azalma oldugu belirlendi. Calismamiz, HT29
huacrelerinde 5-FU’in apoptotik surece olan etkilerini  gosteren

108119 jle paralellik géstermektedir. Ayrica, 5-FU digindaki diger

calismalar
ajanlar ile birlikte kullanimi sonucunda Apigenin’in, tek basina
kullanildiginda gostermis oldugu apoptotik etkisinde artis meydana geldigi

120122 By  sonuglar,

yapilan c¢esitli caligmalar ile de gOosterilmigtir
Apigenin’in diger kemoterapdtik ajanlarla beraber kullaniimasinin en etkili
doz ve sureye ulasmada tek bagina kullaniimasina gore ¢cok daha yararl
olabilecegini gosterdi. HT29 hucre hatti Uzerinde apoptotik surece olan
etkileri calisiimis birgok flavonoid Gyesi bulunmaktadir?® 2313° Ancak,
HT29 hicrelerine Apigenin’in uygulanmasina iligskin literatirde az sayida
calisma bulunmaktadir?? 26 95 107, 120, 132, 136 " g} calismalarin dérdiinde
Apigenin’in hucre canhligina olan etkisi degerlendirilmis olup, Farah ve
ark.lar®® 24. saatte 40uM, Wang ve ark.lari®® 48. saatte 40uM, 60uM ve
80uM, Kuntz ve ark.lan'®” 72. saatte 130.6uM, Chung ve ark.’lari*® ise
48. saatte 60uM ve 80uM Apigenin konsantrasyonlarinda, hucre
canhligindaki azalmayi anlamli bulmuglardir. Diger caligmalarda ise
Apigenin’in, kinaz aktivitesi'®* ve COX-2 aktivitesi™®® arastirilmistir.
Sonuglarimiz ve yapilan bu ¢alismalar arasindaki doz ve sure farkhligi,
Apigenin’in TNFa ile birlikte uygulanmis olmasindan®?, baslangicta kiltiir

kaplarina ekilen hucre sayisinin ve deney ortaminin farkllllglndanze* 107,

9 ve hicrelerin

HT29 hiicre hattinin farkli suslarinin kullaniimasindan®?
apoptoza giderken kullanmig olabilecegi yardimci farkli molekuler
mekanizmalardan ileri gelebilir. Apigenin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte
uygulamasi sonrasinda hlcrelerin apoptoza yoneldigine dair elde ettigimiz
bu bulgular, hicre 6limu belirleyici ELISA deneyi ve DNA fragmantasyonu
ile de dogrulandi. 75uM ve 90uM konsantrasyonlarinda, DNA
fragmantasyonuna rastlamamiz hlcre OlUumunun apoptoz kaynakl

oldugunu gosterdi. Kanser hucrelerinin, hipoksi durumlarindan dolayi
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enerji icin anaerobik glikolize bagimh olduklari bilinmektedir. Dolayisiyla
kanser hucrelerinde, anaerobik glikolizin son basamagi olan laktatin
pirdvata c¢evrimi icin gerekli olan laktat dehidrogenaz enziminin
sitoplazmadaki miktarinda artis goérllmektedir. Calismamizda, en etkili
apoptoz dozlari olarak belirlenmis olan 75uM ve 90uM Apigenin’in, tek
basina uygulanmasi sonrasinda LDH duzeyinde kontrole gore anlamli bir
sitotoksik etki saptanmazken, 5-FU ile birlikte uygulanmasi sonrasinda
olusan sitotoksik etki LDH duzeyinde kontrole gore anlamli bir artis ile
dogrulandi. Ancak LDH duzeyindeki bu artisin hem nekroz hem de
apoptoza giden hulcrelerden kaynaklanabilecedi ihtimaline karsin yapmis
oldugumuz DNA fragmantasyonunda, 100b¢’lik boyutlarda gdzlemlenen
banth yapilar (fragmanlar) LDH salinimindaki bu artisin apoptoz kaynakl

olabilecegdini gosterdi.

Calismamizda, 72. saatteki Apigenin+5-FU’in 75uM ile 90uM
doz uygulamalari ile 48. saatteki Apigenin+5-FU’in 90uM doz
uygulamasinda, aktif kaspaz 3 dizeyinde anlamh bir artis saptandi
(p<0.05). Apoptoz yolaginda kaspazlar arasinda hicre oOlimudnin
dogrulanmasinda en o6nemli role sahip olan kaspaz 3 aktivitesinde
gozlemlenen bu protein duzeyindeki artis, p53 mutant oldugu bilinen HT29
hicrelerimizin apoptoza gitmede p53 bagimsiz bir yolak izledigini ve hucre
O0limUnin kaspaz kaskadini kullanarak apoptozdan kaynaklandigini
gosterdi. Ayrica, Apigenin’in HT29 hicrelerinde kaspaz kaskadi aracili
yolak Uzerinden etkili oldugunu gostermek Uzere kaspaz 3 ve kaspaz 8
genlerinin ifade edilmesindeki artis mRNA dlzeyinde de arastirildi.
Kaspaz 3 ve kaspaz 8 genlerinin her ikisi icin de mRNA ifade edilme
dizeylerindeki kontrole gore artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). HT29 hucrelerinde Apigenin uygulamasi sonrasi kaspaz 3 ve
kaspaz 8 genlerinin mRNA ifade dizeylerini gosteren baska bir ¢calisma
olmadigindan dolayi, sonuglarimiz karsilastinlamadi. Ancak, farkh hicre

hatlari ile yapilan diger ¢calismalar ile sonuglarimiz paralellik gosterdi. Choi
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ve ark’lari*®’, MDA-MB-453 insan meme kanseri hiicrelerine, Das ve
ark.larn*®, SH-SY5Y néroblastoma hiicrelerinde, Vargo ve ark.’lar?,
THP-1, U937, HL60, Jurkat, K562 ve NIH3T3 lésemi hicrelerinde,
Apigenin uygulamasi sonrasinda kaspaz 3, kaspaz 8 ve/veya kaspaz 9
aktivitelerinde anlamli bir artis belirlemiglerdir. Ayrica, Apigenin’in kaspaz
kaskadi Uzerine olan etkilerini arastirmis olan baska c¢alismalar da
bulunmaktadir®® 3141 E|de ettigimiz mRNA diizeyindeki bulgular da bu
¢alismalar ile uyumlu bulundu. Son olarak, Apigenin uygulamasi sonucu
siklin D1 ve mTOR genlerinin mMRNA ifade edilme duzeylerinde azalig
oldugu belirlendi. Siklin D1 geninin hicre dongusunin kontrolinde, mTOR
geninin ise translasyon faktorlerinin (S6K, 4E-BP1) kontroliinde gorevli
oldugunu g6z onune aldigimizda, elde ettigimiz bu bulgular Apigenin’in
hicre donglsu ve ¢ogalmasinda da etkili oldugunu gosterdi. Apigenin’in,
HT29 hacrelerinde siklin D1 ve mTOR genlerinin mRNA ifade edilme
dizeylerine olan etkisi ile ilgili bir ¢calismaya literatirde rastlamamakla
birlikte, Shukla ve Gupta®® *2, LNCaP, 22Rvl ve PC-3 insan prostat
kanseri hiicrelerinde, Lepley ve Pelling®’, CRL2097 insan fibroblast
hucrelerinde yapmig olduklari  g¢aligmalarla, Apigenin uygulamasi
sonrasinda doza bagimli olarak siklin D1 mRNA ifade edilme duzeyinde
azalma oldugunu belirtmiglerdir. Bunlar diginda, Apigenin’in siklin D1
lizerine olan etkisine iliskin baska calismalar da bulunmaktadir?t: 2% 143 144,

Bulgularimiz bu ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir.

Sonu¢ olarak ¢aligmamiz, Apigenin’in HT29 insan kolon
kanseri hlcrelerinde apoptozu uyarici etkin sirenin 72. saat ve etkin
dozun 90uM oldugunu ve ayni doz ve surede 5-FU ile birlikte
uygulanmasinda etkinliginin daha yuksek olabilecedini gerek DNA, gerek
MmRNA ve gerekse protein duzeyinde gosteren ilk ¢alismadir. Ayrica,
kaspaz 3, kaspaz 8, mTOR ve siklin D1 mRNA duizeyleri ile ilgili elde
ettigimiz bulgular ve HT29 hucrelerinin p53 mutant susunun kullanilmis

olmasi, Apigenin’in apoptotik slUrecte p53’den bagimsiz olarak kaspaz
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kaskadini uyardigini gostermektedir. Bunlarla birlikte, otofajide de gorev
almakta olan mTOR geninin transkripsiyonel ifade edilme duzeyindeki
azalisi, kolon kanseri hdcrelerinin apoptoz  slrecine  girdigini
dogrulamaktadir. Calismamiz, 5-FU gibi kanser tedavisinde kullanilan
ajanlarla Apigenin’in birlikte kullaniimasinin, kanser hicrelerinin apoptoza
yonelmesinde gerekli olan etkin doz ve sureyi indirebilecegini, hucreler ve
mikrogevre Uzerindeki sitotoksik etkiyi azaltabilecegini akla getirmistir.
TUm bunlar 1s131nda, Apigenin’in klinikte kullanilabilmesi i¢in uygun doz,
sure ve uygulanma seklinin belirlenmesi, apoptoz yolaginda yer alan
genlerin ifade edilmesine olan etkilerinin molekuler dizeyde aydinlatiimasi
ve yapilan bu in vitro ¢aligmalarin in vivo ¢alismalarla desteklenmesi

gerekmektedir.
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6. SONUG

Bu tez ¢alismasinda, HT29 insan kolon kanseri hucrelerinde
Apigenin’in doza ve zamana bagimli olarak, tek basina ve 5-FU ile birlikte
hicre yasami ve ¢ogalmasi Uzerinde olan etkileri, DNA, mRNA ve protein
duzeyinde arastinldi. Arastirmamizda, apoptoz sinyal ileti
mekanizmasinda goérev alan kaspaz 3 ve kaspaz 8 genleri ile hucre

cogalmasinda gorev alan siklin D1 ve mTOR genleri hedef olarak segildi.

Calismamizda, Apigenin’in doza ve zamana bagh olarak
HT29 hucrelerinin canhlik oraninda azalmaya neden oldugu ve 5-FU ile
birlikte kullaniminda apoptotik etkinliginin arttigi géraldu. En etkili Apigenin
dozunun da 72. saatte 90uM konsantrasyonda oldugu bulundu. Hucre
canliiginda meydana gelen bu azalisin temel nedeninin apoptoz oldugu,
gerek morfolojik, gerekse DNA fragmantasyonunu belirleyen yontemler ile
gosterildi. Ayrica LDH sitotoksisite yontemi kullanilarak, Apigenin’in tek
basina bir sitotoksik etki olusturmadigi ancak 75uM ve 90uM Apigenin
konsantrasyonlarinin 5-FU ile birlikte sitotoksik etkide artiga neden oldugu

ve bu etkinin de 5-FU kaynakh oldugu belirlendi.

Aktif kaspaz 3 seviyesinin protein dizeyinde incelemesi
sonucunda, Apigenin ve 5-FU birlikteliginin 72. saat 75uM ve 90uM ile 48.
saat 90uM Apigenin konsantrasyonlarinda anlamli bir artisa neden oldugu
belirlendi (p<0.05). Apoptotik yolaklardan biri olan kaspazlarin merkezi
elemani olan aktif kaspaz 3 varligi, p53 mutant HT29 hucrelerimizin,
p53'den bagdimsiz olarak kaspaz kaskadi araciligiyla apoptoza gittiginin
belirteci oldu. Ayrica kaspaz 3 ile birlikte, hem digsal hem igsel apoptotik
sinyalin iletiminde etkili olan kaspaz kaskadinin diger bir elemani olan
kaspaz 8in mRNA ifade ediime duzeylerinde artis meydana geldigi

gosterildi. Bunlarla birlikte, kanser hicrelerinde asiri ifade edilmekte olan,
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hicre dongusunun G1/S fazinin kontrol noktasinda goérev alan siklin D1
geni ile translasyonel faktorlerden S6K’nin aktivasyonundan ve 4E-BP1’in
inaktivasyonundan sorumlu olan mTOR geninin, mRNA ifade edilme
duzeylerinde de Apigenin uygulanmasi sonrasinda azalma saptandi.
Otofaiji siirecinde gérev alan mTOR'da meydana gelen bu azalma, ayni
zamanda HT29 hucrelerinin apoptoza gittigini bir bagka agidan da dogrular

nitelikteydi.

Elde ettigimiz bulgular, Apigenin’in, in vivo ve in vitro
molekuler destekli calismalarla, kullanim sekli, dozu ve kisitlamalarinin
belilenmesinin ardindan, Ozellikle diger kemoterapdtik ajanlarla dusuk
dozlu birlikteliklerinde daha etkili olarak, kolon kanseri tedavilerinde
apoptozu uyaran ¢ok yonli molekller hedefe sahip bir terapdtik ajan

potansiyeline sahip oldugunu gosterdi.
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7. OZET

Kolon kanseri hicre hattinda Apigenin flavonoidinin

apoptoz yolak gen ifade edilmesine olan etkilerinin arastiriimasi.

Kolon kanserinde sinyal iletim yollarini ve proteinlerini hedef
alan onkogenik mutasyonlara siklikla rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde
meydana gelen bu degisimler hucrenin ¢gogalmasina, yasama iglevlerinin
kontrolinin ortadan kalkmasina ve programh hucre olumi olan
apoptozdan kagmasina neden olabilmektedir. Apigenin  (4°,5,7
trinidroksiflavon), apoptoz, anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-metastatik
islevlerinin yaninda mutajenik etki gostermemesinden dolayl hedefe
yonelik tedavi segeneklerine (proapoptotik tedavi) yardimci olabilecek
bilesenlerin basinda gelir. Bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda,
Apigenin’in  sitotoksik ve apoptotik etkilerini HT29 hicre hattinda
arastirmayi hedefledik.

Calismamizda, p53 mutant HT29 insan kolon adenokarsinom
hicre hattinda, gesitli doz ve inkubasyon sirelerinde Apigenin’ in, tek
basina ve sitotoksitesi yuksek kemoterapotik bir ajan olan 5-Fluorourasil
(5-FU) ile birlikteliginde, sitotoksik ve apoptotik etkileri morfolojik, DNA,
RNA (mRNA) ve protein duzeylerinde arastirildi.

HT29 hucrelerine tek basina Apigenin uygulanmasinda en
yuksek apoptotik oran (% 24.92) 72. saat 90uM Apigenin dozunda elde
edilirken (p=0.001); ayni doz ve surede 5-FU ile birlikte uygulanmasinda
bu oran daha yuksek (% 29.13) bulundu (p=0.001). Bu sonuglar, kaspaz 3
(efektéryin mRNA ve protein; kaspaz 8 (baslatici)'in ise mRNA ifade

edilme duzeylerinin kontrole gore artis gostermesi ile dogrulanmigtir. Buna
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karsin, hucre proliferasyonunda gorev alan mTOR ve siklin D1 mRNA

ifade dUzeyleri ise kontrole gore azalmigtir.

Calismamiz, Apigenin’in HT29 hucrelerinde, p53 bagimsiz
yolaktan hucre dongusinu durdurarak kaspaz kaskadini aktive ettigini, bu
yolla HT29 hdicrelerini apoptoza yodnlendirdigini ve 5-FU ile birlikte
kullaniminin bu etkiyi artirdigini gosteren ilk calismadir. Sonug¢ olarak
calismamiz, kaspaz kaskad yolagdi hedefli kanser tedavisinde, Apigenin’in
sitotoksitesi yuksek kemoterapétik ajanlarla birlikte kullaniimasinin, uygun
apoptotik etkiye dusuk doz ve surede ulastirabilmesine bagh olarak, klinik

acidan yararh olabilecegine dikkat cekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kolon kanseri, HT29 hicre hatti,

Apigenin, 5-Fluorourasil, apoptoz, kaspaz 3, kaspaz 8, mTOR, siklin D1.
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8. SUMMARY

Evaluating the effects of flavonoid Apigenin on the

apoptosis pathway gene expression on the colon cancer cell line.

Oncogenic mutations which target signal transmission
pathways and proteins are frequently observed in colon cancer.
Alterations in the signal transmission might cause cell proliferation,
removal of control of survival functions and break away from the process
known as ‘apoptosis’ or programmed cell death. Apigenin (4’, 5, 7,-
trinydroxyflavone), due to its apoptotic, anti-inflammatory, anti-oxidant,
anti-metastatic and non-mutagenic properties, is one the leading
components which might support targeted treatment options (proapoptotic
treatment). Based on this information, the aim of the present study is to

evaluate the cytotoxic and apoptotic effects of Apigenin on HT29 cell line.

In our study, we explored on the p53 mutant HT29 human
colon adenocarcinoma cell line, the cytotoxic and apoptotic effects of
Apigenin per se as well as when it was accompanied by 5-Fluorourasil (5-
FU) — a chemotherapeutic agent with high cytotoxicity - on morphological,
DNA, RNA (mRNA) and protein levels and for various doses and

incubation time.

Treatment with Apigenin only for 72h incubation at 90uM
dose resulted in the highest apoptotic percentage (24.92%) (p=0.001)
while a higher percentage (29.13%) was observed after treatment with the
same dose of Apigenin and 5-FU combination for the same incubation
duration (p=0.001). These results were confirmed as mRNA and protein
expression levels of caspase-3 (effector) and mMRNA expression levels of

caspase-8 (initiator) increased in comparison to the control groups. On the
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other hand, mRNA expression levels of mMTOR and cyclin D1 which take

part in cell proliferation decreased in comparison to the control groups.

This is the first study displaying that Apigenin-only treatment
results in cell cycle arrest through independent-p53 pathway on the HT29
cell line, activates the caspase cascade and stimulates apoptosis of the
HT29 cells. It further shows that use of Apigenin and 5-FU combination
leads to a further increase in this effect. In conclusion, our study draws
attention to the possible clinical effectiveness of use of Apigenin together
with chemotherapeutic agents with high cytotoxicity due to the opportunity
to attain suitable apoptotic effect with reduced dose and time in cancer

treatment targeting caspase cascade pathway.

Key Words: Colon cancer, HT29 cell line, Apigenin, 5-

Fluorourasil, apoptosis, caspase 3, caspase 8, mTOR, cyclin D1.
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