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ANJİYOGENEZ, İLAÇ DİRENÇLİLİĞİ VE OTOFAJİ 
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Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Egemen DERE 

 
Metastatik kolon kanseri agresif kemoterapi rejimlerinin kullanılmasına rağmen, % 5'den az bir 

hayatta kalma oranına sahiptir. Kolon kanserinde epidermal büyüme faktörü reseptörünün 

(EGFR) prognostik ve prediktif önemi hala tartışmalıdır. Bu nedenle EGFR reseptörünü bloke 

etmek amacıyla bu çalışmada tirozin kinaz inhibitörü canertinib kullanılmıştır. Bu amaçla 

Uludağ üniversitesi kimya bölümü tarafından sentezlenenen Palladyum(Pd) (II) bileşiği 

[PdCl(terpy)](sac).2H2O] ve bu bileşiğin canertinib ile kombinasyonunun etkileri araştırılmıştır. 

Ayrıca kemoterapötik ilaç 5-Fluorourasil (5-FU) ve bu ajanın canertinib ile kombinasyonu ise 

pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Dolayısıyla bu tez çalışmasında, Palladyum (II) bileşiği ile 

canertinib tek başına ve kombinasyon tedavileri ve aynı şekilde 5- Fluorourasil ve bu ajanın 

canertinib ile kombinasyonunun insan kolon kanseri hücre soyları (HCT-15, HT-29) üzerine 

sitotoksik etkileri SRB canlılık testi ile belirlenmiştir. Kombinasyon tedavisinin sitotoksik 

etkilerinden sorumlu hücre ölümü (apoptozis/otofaji) akım sitometrisi, hücrelerde apoptoz 

varlığı Anneksin-V-Cy3/SYTOX ikili boyama yöntemi ile asidik veziküler organellerin varlığı 

akridin boyaması ile mitokondri depolarizasyonu tetra etil benzimidazol karboksinin iyodür 

(JC-1) ile floresan mikroskopta görüntülenerek desteklenmiştir. EGFR ilişkili yaşam 

yolaklarında, bu reseptörün inhibe edilmesi ile gerçekleşen değişimler, epidermal mezenkimal 

dönüşüm (EMT) ile ilişkili proteinlerdeki değişimler ve apoptoz/otofaji ilişkili proteinlerdeki 

değişimler ise western blot yöntemi ile değerlendirildi. Bunun dışında ilaç taşıyıcı proteinler 

üzerine etkisi MDCKII polarize hücre soyları kullanılarak önce SRB yöntemi ile daha sonra 

ilişkili proteinlerdeki değişimler western blot ile belirlendi. Ayrıca bu yaşam yolağının 

inhibisyonunun kombinasyon tedavileri ile birlikte invazyon, yara iyileşmesi ve koloni 

oluşturma yetenekleri üzerine etkileri belirlendi. Son olarak HUVEC endotel hücrelerinde 

EGFR inhibisyonun kombinasyon tedavileri ile birlikte tüp oluşturma yeteneği in vitro matrigel 

testi ile ve damar oluşumu üzerine etkileri ayrıca in vivo Chorio-allantoik membran (CAM) testi 

ile değerlendirildi. Sonuç olarak, Pd (II) bileşiği ve canertinib kombinasyonunun kolon kanseri 

hücre soylarında sitotoksik aktivite ve apoptoz artışına, invazyon, yara iyileşmesi 

yeteneklerinde ve damar oluşumunda azalmaya neden olduğu bulunmuştur.  

 
Anahtar Kelimeler: Trozin kinaz inhibitörleri, Anjiyogenez, Otofaji, EMT, İlaç dirençliliği 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

 

EFFECTS OF PALLADIUM (II) COMPOUND AND  

CANERTINIB ON CYTOTOXICITY, ANGIOGENESIS,  

DRUG RESISTANCE AND AUTOPHAGIC MECHANISM  

IN COLON CANCER CELLS 

Şeyma AYDINLIK 

 

Uludag University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Egemen DERE 

 

Metastatic colon cancer has a survival rate less than %5 despite the use of effective 

chemotherapeutic regimen.  Prognostic and predictive importance of epidermal growth factor 

receptor (EGFR) is still contradictive in colon cancer. For this reason, the tyrosine kinase 

inhibitor canertinib was used in this study to block the EGFR receptor. The effect of Palladium 

(Pd) (II) compound [PdCl(terpy)](sac).2H2O] which was synthesized by Uludağ University 

chemistry department and canertinib alone and the effect of Pd(II) compound and canertinib 

combination treatment was investigated in this study. 5-fluorouracil (5-FU), a chemotherapeutic 

drug commonly used in the treatment of cancer and its combination with canertinib was used as 

positive control. Therefore, the cytotoxic effects of the combination of Palladium (II) compound 

and EGFR inhibitor canertinib and the chemotherapeutic agent 5-fluorouracil and canertinib 

combination on human colon cancer cell line (HCT-15, HT-29) were also determined by the 

SRB viability test. Cell death (apoptosis/autophagy) responsible for the cytotoxic effects of the 

combination therapy, presence of apoptosis in cells and the presence of acidic vesiculations, 

mitochondrial depolarization were determined by flow cytometry, Annexin-V-Cy3/SYTOX 

dual staining method, acridine staining and tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1) 

staining respectively. Alterations in proteins related with EGFR-associated survival pathway 

and alterations in proteins associated with epidermal mesenchymal transformation (EMT) and 

transformation in apoptosis/autophagy-related proteins were evaluated by western blot. In 

addition, effects on drug carrier proteins were first determined by SRB method using MDCKII 

polarize cell lines and then changes in proteins were determined by western blot. Also, effects 

of inhibition of this life pathway with combination therapy together on invasion, wound healing 

and colony forming ability were determined. Finally, effects of EGFR inhibition with 

combination treatments together on the ability to form tubes in HUVEC endothelial cells was 

assessed by in vitro matrigel test and the effects on vessel formation were also assessed by in 

vivo Chorio Allantoic Membrane (CAM) test. In conclusion, the combination of Pd (II) 

compound and canertinib has been shown to increase cytotoxic activity, induced apoptosis, 

decreased invasion, wound healing abilities and vessel formation in colon cancer cell lines. 

Keywords: Tyrosine kinase inhibitors, Angiogenesis, Autophagy, EMT, Drug resistance 

2017, xvi + 180 pages 
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1.GİRİŞ 

 

Kolon kanseri erkeklerde ve kadınlarda üçüncü en yaygın kanser türüdür ve her iki 

cinsiyette de kansere bağlı mortalitenin en sık görülen üçüncü sebebini oluşturmaktadır 

(Anonim 2014). Agresif kemoterapi rejimlerine rağmen, metastatik kolon kanseri halen 

yaklaşık %10'luk kötü bir 5 yıllık sağkalıma sahiptir ve bu da daha etkin tedavi 

rejimlerine acil ihtiyaç olduğunu göstermektedir. 5-fluorourasil (5-FU) bazlı rejimlerle 

tedavi, kolorektal kanserli hastaların tedavisinde uzun süüredir kullanılan bir tedavi 

rejimidir. Halen oxaliplatin veya irinotekan ile kombinasyon halinde 5-FU, ileri kolon 

karsinoması için standart öncü tedavi olmaya devam etmektedir. 

Son yüzyıldaki genetik ve moleküler biyolojideki devrim, tümörigenezin moleküler 

temeli hakkındaki bilgilerimize önemli kazançlar sağladı. Büyüme, apoptoz, farklılaşma 

ve vaskülarizasyon gibi süreçlerde yer alan sinyal yollarının düzenlenmesi, hastalığın 

gelişimi ve progresyonunda önemli bir rol oynamaktadır. Normal hücrelere göre tümör 

hücrelerinde aşırı aktif olan büyüme faktör yolakları gibi biyolojik yolakları hedefleyen 

ajanların hem neoplastik hem de normal hücreleri hedefleyen sitotoksik ajanlarla 

karşılaştırıldığında daha düşük toksisite ihtimali sunarlar. 

Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) ve diğerleri gibi reseptörlerin rasyonel 

olarak hedeflenmesi, yeni antikanser ajanlarının tasarımının arkasındaki önemli bir 

stratejidir. EGFR’nin aşırı ekspresyonu birçok tümörde sık görülür. Özellikle kolon 

kanserinde EGFR'nin, tümörlerin %60-80'inde aşırı eksprese edildiği ve zayıf bir 

prognoz ile ilişkili olduğu tahmin edilmektedir. Bu sebeplerden dolayı EGFR, küçük 

molekül inhibitörleri ve monoklonal antikorlarla tedavi için bir lokus olarak 

hedeflenmiştir ve metastatik hastalığın tedavisinde rol oynamaktadır. Mevcut 

vaskülatürden yeni damar oluşumu olan anjiyogenez, tümör büyümesi ve metastaz 

oluşumu için gereklidir. Birçok inhibitör ve stimülatör bu karmaşık, çok aşamalı işlemi 

düzenler. Endotel hücrelerinin proliferasyon, farklılaşma ve göçünü uyaran vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) anjiyogenezin anahtar stimülatörüdür (Ferrara 

2004). EGF reseptörünün onkojenitesi kısmen, VEGF’i upregüle ederek anjiyogenezin 

teşvik edilmesine aracılık edilebilir (Petit ve ark. 1997). EGFR'nin uyarılması veya 

inhibisyonunun tümör kaynaklı anjiyogenez için önemli sonuçlara sahip olduğuna dair 

artan çalışmalar yapılmıştır (Yen ve ark. 2002, Ellis 2004). Bu çalışmada da EGFR 

fonksiyonunun anjiyogenezle ilgili yönlerini ve EGFR hedefli tedavilerin tümör 
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kaynaklı anjiyogenez üzerindeki etkisi ele alınmıştır. Ayrıca tirozin kinaz inhibitörlerine 

karşı direnç, klinik çalışmalarda giderek daha fazla kullanıldığından ve hastalara 

uygulanmasından dolayı sıklıkla çalışılmaktadır (Janne ve ark. 2009, Sierra ve ark. 

2010). ATP bağlayan kaset (ABC) ilaç taşıyıcılarının ekspresyonundan kaynaklanan 

direnç, tirozin kinaz inhibitörlerine yapıcı ve kazanılmış ilaç direnci için belirtilen 

mekanizmalardan biridir (Mahon ve ark. 2003, Hirayama ve ark. 2008, Assef ve ark. 

2009). Bu taşıyıcılar tarafından kemoterapötiklerin enerjiye bağlı efluksı çoklu ilaç 

direncinin (MDR) gelişimine neden olur ve esasen P- glikoprotein (P-gp) ve meme 

kanseri rezistans proteini (BRCP) tarafından tirozin kinaz inhibitörlerin efluksı da bu 

ajanlara direncin gelişmesine katkıda bulunan faktörler olarak rapor edilmiştir. Yapılan 

bu çalışmada ayrıca kullanılan bileşiklerin ve tirozin kinaz inhibitörünün ilaç 

taşıyıcıların üzerine etkisi araştırılmıştır. 

Bu nedenle bu çalışmada, kolon kanseri hücrelerinde öncelikle Pd(II) bileşiği ve pozitif 

kontrol olarak kullanılan 5-FU kemoterapötik ajanın etkilerinin yanısıra, tirozin kinaz 

inhibitörü canertinib ile EGFR inhibisyonunun bu ajanlarla birlikte, apoptoz, otofaji, 

ilaç dirençliliği, anjiyogenez, EMT üzerine etkileri araştırıldı. Bu çalışma canertinib 

aracılığıyla EGFR inhibisyonun hücrenin farklı moleküler mekanizmaları üzerine 

etkisini gösteren ilk çalışmadır. 
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2.KAYNAK ÖZETLERİ 

 

2.1.Kolon Anatomisi ve Fizyolojisi 

  

Kolorektal kanser terimi, çekum, artan (sağ) kolon, transvers kolon, inen (sol) kolon, 

sigmoid kolon ve rektum olarak bölünen alt gastrointestinal sistemde ortaya çıkan 

kanseri tanımlar. Geniş barsak (kolorektum), yaklaşık iki ila üç inç uzunluğunda bir 

kese olan çekum ile başlar. Apandis, çekumun tabanından çıkar. Artan kolon, sağ üst 

kadranda ve karaciğerin alt yüzeyine doğru çekumdan sağ posterior duvarı boyunca 

Transvers kolon, sol üst kadranda dalak yönünde karın boşluğunu geçerek, dalak 

bükülmesinden döner. Karnın sol tarafında ise inen kolon mediale ve altına dönüşerek 

S-şekilli sigmoid kolonu oluşturur. Rektum, sigmoid kolondan anal kanala kadar 

başlayarak. kalın bağırsağın son beş ila on santimini oluşturur. Rektum pelvis içinde 

bulunur ve gerçek bir intra-abdominal yapı değildir. Rektumun çapı kolondan daha 

büyüktür ve öncelikle bir depolama rezervuarı olarak hizmet eder (Şekil 2.1). Tüm kalın 

bağırsağın uzunluğu yaklaşık beş ile altı metre arasında değişmekte olup, çapı bir ile iki 

inç arasında değişmektedir. Kolonun işlevleri arasında iletim kanalı ve sindirim 

artıklarının deposu olmak yer alır. Bağırsaklar, bağırsak içeriğini yağlayan ve 

bağırsaktaki bakteriler tarafından oluşturulan asitleri nötralize eden büyük miktarda 

alkalin mukus salgılar. Bu bakteriler parçalanma ve aşındırma işlemi yoluyla 

sindirilmemiş gıda kalıntısı, emilmemiş karbohidratlar, aminoasitler, hücre artıkları ve 

ölü bakterilerin parçalanmasına yardımcı olur. Bozulmuş karmaşık karbonhidratlardan 

gelen bakterilerin oluşturduğu kısa zincirli yağ asitleri, sol kolon hücreleri için bir enerji 

kaynağı oluşturur. Potasyum dengesinin korunması aynı zamanda kolon tarafından 

gerçekleştirilir; burada epitel, potasyum ve bikarbonat emer ve salgılar. Bu salgılanan 

bikarbonat mukus sayesinde belli karbohidratların, proteinlerin sindirimi için K 

vitaminin bakteriyel üretimini sağlayan ortam oluşturur. 

2.2. Kolon Kanser, Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi 

 

Kolorektal kanseri tüm dünyada morbidite ve mortalitenin başlıca nedenidir (Anonin 

2002). Bu durum tüm kanser insidansının % 9'undan fazlasını oluşturmaktadır (Boyle 

ve Langman 2000, Anonim 2007). Dünya çapında en yaygın üçüncü kanserdir ve 

ölümün dördüncü en yaygın nedenidir (Anonim 2007). Bir milyondan fazla yeni vaka 
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ile erkekleri ve kadınları neredeyse eşit derecede etkilemekte, yaklaşık 700 binden fazla 

ölüm ile sonuçlandığı düşünülmektedir (Arnold ve ark. 2015). 

  

Şekil 2.1. Kolonun bölümleri  

Coğrafik dağılım açısından bu kanser, İnsan Gelişim Endeksi açısından 

değerlendirildiğinde sanayileşmiş ülkelerde yükseldiği görülmektedir (Dolatkhah ve 

ark. 2015). Son yıllarda Doğu Avrupa, Latin Amerika ve Asya da kolorektal kanser 

insidans ve ölüm oranları diğer ülkelerden daha da büyümüştür (Center ve ark. 2009a). 

İnsan gelişim endeksinin en yüksek olduğu ülkelerde kolorektal kanser insidans ve ölüm 

oranları, bazı Batı Avrupa ülkeleri ve Birleşik Devletler'de azaldığı görülmüştür (Arnold 

ve ark. 2015). Koruyucu önlemler, terapötik ve tanı yöntemlerindeki ilerlemeler 

(polipektomi gibi), ameliyat öncesi değerlendirmenin kalitesindeki iyileşmeler ve 

tedaviler (radyoterapi ve kemoterapi gibi) bu trendin azaltılmasında önemli roller 

oynamıştır (Center ve ark. 2009b, Murphy ve ark. 2015). Cinsiyet açısından bakılırsa 

her iki cinsiyette de nerdeyse eşit şekilde görünse de, kadınlara göre erkeklerde daha 

çok görülür (Ferlay ve ark. 2015). Kolorektal kanser gelişme riski yaşla birlikte artar. 

Gerçekten de teşhis konmuş hastaların %90'dan fazlası 50 yaşın üzerindedir ve 

kolorektal kanser tanısının ortalama yaşı 64'tür  (Amersi et ve ark. 2005). Ayrıca, 

kolorektal kanser insidans hızındaki önemli coğrafi değişiklikler, birden fazla faktörün 

kolorektal kanser oranındaki artışı etkileyebileceğini göstermektedir (Alberts ve ark. 

2005, Saltz ve ark. 2008), bu nedenle kolorektal kanserin epidemiyolojik yönlerini 
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anlamak da eşit derecede önemlidir. Çeşitli epidemiyolojik çalışmalar, artan meyve ve 

sebze tüketimi ile kolorektal kanser riskinde azalma arasında bir ilişki olduğunu 

göstermiştir (Slattery ve ark.1998, Terry ve ark. 2001). Meyve ve sebzelerin, lif, folik 

asit, antioksidanlar ve vitaminlerin zenginlikleri nedeniyle kolorektal kanserine karşı 

koruyucu bir etkisi olduğu görülmektedir (Willett ve ark. 1990). Birkaç epidemiyolojik 

ve laboratuvar çalışması diyet lifinin kolorektal kanser patogenezindeki rolünü 

doğrulamıştır (Ahnen ve Macrae, 2010). Fiber bakımından zengin bir diyet, sigmoid 

kolonun pH'sını düşürerek, kolon transit süresini azaltarak, kolorektal kanser riskini 

azaltabilir ve sebzelerdeki folik asit ve mikro besin maddelerinin (antioksidanlar gibi) 

alımını arttırmaktadır. Etlerin, hayvan yağlarının ve kolestrol bakımından zengin 

gıdaların tüketiminin artması kolorektal kanser riskinin artmasıyla ilişkilidir (Chao ve 

ark. 2005). Yapılan bir çalışmanın bulguları, her gün 160 gramdan fazla işlenmiş et 

yiyen insanlarda kolorektal kanser riskinin önemli derecede yüksek olduğunu 

göstermiştir (Norat ve ark. 2005). Aslında kolorektal kanser riski, yüksek et 

tüketiminden sonra, insülin sekresyonunun uyarılması, demir absorpsiyonunun (heme) 

artması ve yağ alımının artması nedeniyle artmaktadır (Gerhardsson de Verdier ve ark. 

1991). Üstelik, etlerin daha uzun pişme süresi, heterosiklik amin üretimini arttırmakta 

ve bu da kolorektal kanser insidansının artışına katkıda bulunabilmektedir (Anderson 

2011, Martínez ve ark. 2007). Alkol tüketimi ve kolorektal kanser riski açısından 

karşılaştırıldığında alkol tüketimiyle kolorektal kanser insidansı arasında pozitif bir 

ilişki bildirilmiştir (Fedirko ve ark. 2011, Longnecker ve ark. 1990). Etanol içeren 

içecekler, kanserojen maddeler üretmek ve safra asit bileşimlerinde değişiklikler 

yaratarak kolorektal kanser insidansını arttırmaktadır (Choi ve ark. 1999, Kune ve 

Vitetta 1992). Kafein tüketimi ile kolorektal kanser insidansı arasındaki ilişki kesin 

olarak doğrulanmamıştır (Lin 2009). Kanıta dayalı çalışmaların bir meta-analizinin 

bulguları, kafein tüketimi ile artmış kolorektal kanser riski arasında bir korelasyon 

olduğunu ortaya koymasına rağmen (Giovannucci ve ark. 1994), Hemşire Sağlık 

Çalışması (NHS) ve Sağlık Uzmanları İzleme Çalışması (HPFS) bulguları bu iddiayı 

desteklememiştir (Michels ve ark. 2000). Özellikle tütün tüketimi ve sigara kullanımı 

her iki cinste de kolorektal kanser için ortak risk faktörleridir (Giovannucci 2004). 

Yapılan bir çalışmada, sigara paketleri sayısı ile kolorektal kanser riski arasında 

herhangi bir ilişki bulunmamasına rağmen, kolorektal kanser riski 45 yıl boyunca sigara 
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içmiş kişilerde artmıştır (Cho ve ark. 2015). Azalan fiziksel aktivite kolorektal kanser 

riskinde artış ile ilişkilendirilmiştir (Lee ve ark. 2012, Meyerhardt ve ark. 2006). 

Bununla birlikte günlük hareketsizlik, bir başka risk faktörü olan obezite de kolorektal 

kanser için insidansı artırabilmektedir (Bardou ve ark. 2013). Fiziksel aktivitenin 

koruyucu etkisinin kesin mekanizması halen belirsizdir, ancak fiziksel aktivite, kolonik 

geçiş süresini azaltarak ve insülin seviyelerini düşürerek kolorektal kanser riskini 

düşürmektedir (Gribovskaja-Rupp ve ark. 2011, Mao ve ark. 2003). Obezite, serum 

leptin düzeylerini artırır (Frezza ve ark. 2006) ve leptin kolorektal kanser gelişimine yol 

açmaktadır (Sierra-Honigmann ve ark. 1998). Aslında, leptin kolon kanseri hücrelerinin 

büyümesini ve çoğalmasını arttırır. Obezite, tip 2 diyabet için ana risk faktörlerinden 

biridir ve bu da tesadüfen kolon kanseri için bağımsız risk faktörlerinden biridir 

(Larsson ve ark. 2005). Çeşitli araştırmalar, diyabet deneklerinin, diyabet olmayan 

kişilerle karşılaştırıldığında kolorektal kanserine yakalanma riskinde olduğunu 

göstermiştir (Hu ve ark. 1999, Will ve ark.1998). Bir meta-analiz çalışması, diyabetli 

kişilerin kolorektal kanser riskinin, diyabetli olmayan deneklerden % 35 daha yüksek 

olduğunu ortaya koymuştur (Luo ve ark. 2016). İnsülin konsantrasyonunun ve insülin 

benzeri büyüme faktörü (IGF) -1 seviyelerinin artması, glukozun artması (hiperglisemi) 

ve kolorektal mukozanın dışkıda safra asitlerine (kabızlık nedeniyle) uzun süre maruz 

kalması kolorektal karsinogenezide önemli rol oynamaktadır  (Airley ve Mobasheri 

2007, Giovannucci 2001a, Stadler ve ark. 1988). İnsülin direncinin yol açtığı 

karsinojenez hücre proliferasyonunun artmasına ve apoptozun azalmasına neden olur 

(Grimberg ve Cohen, 2000, Gunter ve Leitzmann, 2006, Sandhu ve ark. 2002). 

Kolorektumun neoplastik polipleri, yani tübüler ve villöz adenomlar, kolorektal 

kanserin öncü lezyonlarıdır (Janout 2001). sporadik kolorektal kanserlerin yaklaşık 

%95'i bu adenomlardan gelişir (Anonim 2005). Adenom öyküsü olan bir kişide daha 

önce adenom öyküsü olmayan kişilere göre kolorektal kanser gelişme riski artar (de 

Jong ve ark. 2005). Adenomlardan malignite gelişiminde genellikle 5 ile 10 yıl arasında 

uzun bir latans periyodu gereklidir (de Jong ve ark. 2005, Davies ve ark. 2005). Malign 

dönüşümden önce bir adenomun saptanması ve çıkarılması kolorektal kanser riskini 

azaltabilmektedir (Grande ve ark. 2008). Bununla birlikte, adenomatöz polip veya 

lokalize karsinomun tamamen çıkarılması gelecekte kolondaki ve rektumdaki metakron 

kanseri gelişim olasılığı artışı ile ilişkilendirilmektedir (Anonim 2002).  
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İnflamatuar bağırsak hastalığı, ülseratif kolit ve Crohn hastalığını tanımlamak için 

kullanılan bir terimdir. Ülseratif kolit kolondaki mukozanın ve rektumun 

iltihaplanmasına neden olur. Crohn hastalığı bağırsak duvarının kalınlığında 

iltihaplanmaya neden olur ve sindirim borusunun ağızdan anüse kadar herhangi bir 

bölümünü etkileyebilir. Bu koşullar bir kişinin kolorektal kanser geliştirme riskini 

arttırmaktadır (Anonim 2006). İnflamatuar barsak hastalığı olan hastalarda kolorektal 

kanserin görülme riski 4-20 kat arasında tahmin edilmektedir (Janout 2001). Bu 

nedenle, inflamatuar barsak hastalığına sahip bireylerin yaşı ne olursa olsun, kolorektal 

kanser açısından daha sık taranmaları gerekmektedir.  

Kolorektal kanser vakalarının çoğunluğu, ailesinde kolorektal kanser öyküsü olmayan 

veya predispozan bir hastalık bulunan kişilerde görülür. Bununla birlikte, kolorektal 

kanser gelişen kişilerin yaklaşık % 20’si bu hastalıktan etkilenen diğer aile bireyleridir 

(Anonim 2007). Birinci derece akrabalarında kolorektal kanseri veya adenomatöz polip 

öyküsü olan insanlar artmış risk altındadır. Daha önce kolorektal kanser öyküsü olan 

kişilerde, örneğin 60 yaşından küçük bir birinci derece akraba olan kolorektal kanser 

veya adenomatöz polip öyküsü; veya herhangi bir yaşta iki veya daha fazla birinci 

dereceden akraba bulunan kolorektal kanser öyküsü veya adenomatöz polip öyküsü olan 

kişilerde bu kansere yakalanma riski daha fazladır (Boardman ve ark. 2007). Artan 

riskin nedenleri belli değildir, ancak büyük olasılıkla kalıtsal genler, ortak çevresel 

faktörler veya bunların bazı kombinasyonları nedeniyle olabileceği düşünülmektedir. 

Kolorektal kanserler yaklaşık %5 ile %10, bilinen kalıtsal koşulların bir sonucudur 

(Jackson-Thompson ve ark. 2006). En sık görülen kalıtsal hastalıklar ailesel 

adenomatöz polipozis (FAP) ve kalıtsal nonpolifozit kolorektal kanser (HNPCC) olup 

Lynch sendromu olarak da adlandırılır. Bu kalıtsal kolorektal kanser türlerinden 

sorumlu genler tanımlanmıştır. HNPCC, HNPCC'li bireylerde sorumlu mutasyonlar 

olan DNA onarım yolunda yer alan genlerdeki mutasyonlarla, yani MLH1 ve MSH2 

genleriyle ilişkilidir (Papadopoulos ve ark. 1994). FAP, tümör süpresör geni APC'deki 

mutasyonlardan kaynaklanır. HNPCC, kolorektal kanserlerinin % 2 - 6'sını oluşturabilir 

(Anonim 2006). HNPCC ile ilişkili mutasyonlara sahip kişilerde kolorektal kanser riski, 

40 yaşlarında ortalama %70-80 olabilir (Anonim 2006). MLH1 ve MSH2 mutasyonları 

ayrıca rahim, mide, ince bağırsak, pankreas, böbrek ve üreter kanseri gibi birtakım 
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ekstra kolonik maligniteler de dahil olmak üzere diğer kanserlerin artmış riski ile 

ilişkilidir (Anonim 2007). FAP, tüm kolorektal kanser vakalarının %1'inden fazlasını 

oluşturmaktadır (Davies 2005, Anonim 2007). Yalnızca birkaç adenom gelişen 

HNPCC'li bireylerden farklı olarak, FAP'lı insanlar karakteristik olarak yüzlerce polip 

geliştirirler ve bu adenomlardan bir veya daha fazlası tipik olarak 20 yaşına kadar 

malign transformasyona uğramaktadır. (Davies 2005). 40 yaşına gelindiğinde, bu 

bozukluğu olan neredeyse tüm insanlar kolon kaldırılmazsa kanser gelişecektir (anonim 

2006, Anonim 2007). Adenomatöz polipozis koliye (APC) eşlik eden polipozis 

koşulları, otozomal dominant bir şekilde kalıtsaldır. APC'ye bağlı polipozis koşulları 

olan kişilerin yaklaşık %75 ila 80'inde etkilenen ebeveynler bulunmaktadır. Etkilenen 

bir aile üyesinde hastalığa neden olan bir mutasyon saptanırsa, doğum öncesi test ve 

preimplantasyon genetik teşhisi mümkündür (Lynch 2008).  

Kolorektal kanserin teorik olarak önlenebilir nedenlerinin tanımlanmasından önleyici 

stratejilerin uygulanmasına geçiş, hastalığın gelişimi ile nedensel olarak ilişkili olduğu 

düşünülen maruz kalmaların tanımlanmasına bağlıdır. Analitik epidemiyolojiden, 

kolorektal kanser yükünü azaltmaya yönelik önlemler hakkında bazı açık fikirler ortaya 

çıkmıştır. Kolorektal kanser gelişimiyle nedensel olarak ilişkili olduğu düşünülen birkaç 

faktör vardır. Profilaktik risk faktörlerinin (yüksek yağlı diyet, düşük lif, obezite, 

hareketsizlik ve sigara içme gibi) kolon kanseri insidansının önemli katkıda bulunduğu 

gerçeği nedeniyle, bunları önlemek için, özellikle yüksek risk gruplarında kapsamlı bir 

planlamaya ihtiyaç duyulmaktadır. Kalıtsal kolorektal kanserin en yaygın biçimlerinden 

sorumlu genler de tespit edilmiştir. Neyse ki, kolorektal kanser vakalarının büyük 

çoğunluğu kanser önleme konusunda mevcut bilgileri uygulanarak engellenebilir. 

Uygun diyet değişiklikleri, düzenli fiziksel aktivite ve sağlıklı kilo koruması, hedef 

tarama programları ve erken terapötik müdahale ile birlikte, zamanla, kolorektal kanser 

ile ilişkili morbidite ve mortaliteyi önemli ölçüde azaltabileceği düşünülmektedir. 

2.3. Kolon Kanser Histolojisi  

 

Kolon kanseri, normal glandüler mimarinin ve sitolojik özelliklerin korunma derecesine 

göre iyi diferansiye edilmiş, orta derecede iyi diferansiye veya kötü diferansiye olarak 

sınıflandırılır. Kötü diferansiyasyon muhtemelen altta yatan genetik mutasyonların 

histolojik bir işaretidir, ancak kötü diferansiyasyon ile ilişkili mutasyonlar hala 
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bilinmemektedir. Kolon kanserlerinin yaklaşık %20'si kötü diferansiyedir ve kötü 

prognoz göstermektedir (Hassan 2005). Kolon kanserlerinin yaklaşık %15'i müsinöz 

veya hücre içi müsinöz birikiminden dolayı kolloid olarak sınıflandırılır. Müsinöz kolon 

kanserinin halka çeşitliliğinde, kanserli hücreler çok fazla müsinöz içerdikleri için 

çekirdek çevresel olarak yer değiştirmektedir. Bu kanser türü çok agresiftir ve kötü 

prognoza sahiptir (Kang 2005). Bu biyolojik davranış, ekstraselüler müsinin tümör 

duvarının ötesinde disekstrasyon sonucunda ortaya çıkabileceği gibi, bu da lokal 

uzantıya neden olur (Green 1993). HNPCC ile ilişkili kolon kanseri, müsinöz 

farklılaşma, belirgin lenfositik reaksiyon ve medüller büyüme paterni gibi olağandışı 

histopatolojik özelliklere sahiptir (Gryfe 2006). Önceden ayırt edilemeyen bir karsinom 

olarak sınıflandırılmış olan kolon kanseri medüller formu, küçük lenfositlerle yoğun 

şekilde infiltre olan ve glandüler elementlerden yoksun eozinofilik ve poligonal hücreler 

tabakasıyla karakterizedir. Bu kanser türü ayrıca yüksek mikrosatellite kararsızlığı ile 

ilişkilidir (Gatalica 2007). Kolonun diğer kanser türleri nadirdir. Karsinoid genellikle 

rektumda veya apandikste alt gastrointestinal sistemde bulunur ancak kolonun geri 

kalanında nadiren görülebilir. 

2.4. Kolon Kanseri Moleküler Biyolojisi 

 

Kolorektal kanser, erkeklerde kanser insidansının ikinci büyük nedenini 

oluşturmaktadır. Kadınlarda ise üçüncü sırada olup morbidite ve mortalitenin başlıca 

nedenlerinden biridir. İnsidansına göre, bu patoloji kendini üç şekilde gösterir: aile, 

kalıtımsal ve en yaygın olarak sporadik. Kalıtım modeline ve aile yatkınlığa sahip türler 

için tümörler, adenomatöz lezyonlardan malign bir tümörün ortaya çıkmasına kadar 

değişen tanımlanmış aşamalarla gelişir. Çevresel ve kalıtsal faktörlerin kolorektal 

kanser gelişimine katkıda bulunduğu saptanmıştır. Onkogenlerde (DNA’yı onaran veya 

baskılayan genler) mutasyon birikimi ile gösterildiği gibi, tümörün ortaya çıkabileceği 

çeşitli yolakların varlığını işaret eder. Baskılayıcı ve mutasyona uğramış yolaklar söz 

konusu olduğunda, bunlar, adenom/karsinomadaki morfolojik ilerleme dizilimindeki 

fenotipik değişikliklerle ilgili genetik bozukluklar ile karakterizedir. Dahası, BRAF ve 

KRAS genlerinde mutasyona yol açan diğer yollar poliplerin kansere ilerlemesi ile 

ilişkilidir. Kolon kanseri heterojen bir hastalıktır. Kolon kanseri ve patolojik öncüleri 

farklı moleküler imzalar, farklı patolojik özellikler ve farklı doğal geçmişler gösterir. 

Kolon kanserinde rol alan en az üç major moleküler yol vardır, bunlardan biri vakaların 
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% 85'ini oluşturan baskın kromozomal instabilite (CIN) yoludur. Diğeri ise sporadik 

kolon kanserinde önemli rol oynayan CpG adası metilasyon fenotipi (CIMP) yolağıdır 

ve sporadik mikrosatellit istikrarsızlığı (MSI) yüksek kanserleri içerir. Son olarak ise 

diğer yolak DNA uyuşmazlığı onarım (MMR) geninde germline mutasyonuyla 

sonuçlanan MSI yolağını içerir. Kalıtsal nonpolifozisli kolorektal kanser (HNPCC) MSI 

yolu ile gelişir. 

Kolon kanserlerinin yaklaşık %70-85'i CIN yolu ile gelişir. CIN yolunda moleküler 

sapmalar, sayısal veya yapısal kromozomal anormalliklerin (anöploidi) birikimi yoluyla 

ortaya çıkar (Rajagopalan ve ark. 2004). Bu yolda tanımlanabilen en erken lezyon polip 

gelişiminden önce mikroskobik bir mukozal lezyon olan displazik anormal kript 

odaklama (ACF) dir (Freeman ve ark. 2001). CIN yolağı, KRAS onkogeninin 

mutasyonu, kromozom 18q kaybı ve önemli tümör baskılayıcı gen TP53'ü içeren 

kromozom 17p'nin silinmesini içeren APC'deki mutasyon ya da kromozom 5q kaybıyla 

ilişkilidir (Grady 2004). APC, CIN yolağında önemli bir tümör süpresör gendir. 

APC'deki patojen mutasyon sıklıkla APC proteini keser ve APC'nin β-katenin'e 

bağlanmasını engeller. APC'nin β-katenin'e bağlanması, Wnt-sinyal yolunu bastırmaya 

yardımcı olur (Cadigan ve Liu 2006). Wnt sinyali büyüme, apoptoz ve farklılaşmayı 

düzenler ve özellikle doku spesifik kök hücre bölümlerinin muhafaza edilmesinde 

önemlidir (Kuhnert ve ark. 2004). Fonksiyonel APC'nin kaybı, CIN'e katkıda bulunan 

mitozun düzenlenmesini de engelleyebilir (Fodde ve ark. 2001). Erken adenomlarda 

APC veya β-katenin mutasyon sıklığı,% 80 gibi yüksek bir oranda bildirilmiştir (Jass ve 

ark. 2002). 

KRAS, CIN yolağında diğer önemli bir gendir. KRAS, mutasyona uğradığında kalıtsal 

GTPaz aktivitesinde bir kayıp oluşturabilen bir GTP bağlayıcı proteini kodlar ve 

böylece RAS-RAF-MEK-ERK temel yolağını kullanır (Leslie ve ark. 2002). BRAF, 

özellikle CIMP yolunda bu sinyalleme kaskadında önemli bir faktördür. Aktif KRAS 

mutasyonları kolon kanserlerinin %35-42 sinde bulunur (Cheng ve Lai 2003). KRAS’ın 

rolü CIN yolağına özgü değildir, CIMP yolağında da önemli bir role sahiptir. 

SMAD2 ve SMAD4, büyümenin ve apoptozun düzenlenmesinde rol oynayan TGF-β 

sinyal yolağında yer alırlar. SMAD4'ün germ mutasyonu, kolon kanseri ile ilişkili 

jeneralize juvenil polipozis sendromuna neden olabilir (Bevan ve ark. 1999). 
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Son olarak, TP53'ün (17p13) 17p allel kaybıyla bozulması, adenomdan 

adenokarsinomaya geçişe eşilk etmekle birlikte geç gerçekleşen bir olaydır. TP53 

anormallikleri, mutasyon ya da heterozigotluk kaybı, incelenen lezyonun gelişen 

histolojik evresine göre artar, %4-26 adenomlarda, %50 invaziv odaklı adenomlar ve 

%50-75 TP53'in bozulmuş işlevine sahip kolon kanser hücrelerdir (Leslie ve ark. 2002). 

P53 proteini, hücre döngüsünü yavaşlatarak ve DNA onarımı için yeterli zaman 

sağlamak için hücre döngüsü genlerinin ekspresyonunu arttırır. Dahası, devam eden 

genetik hasar, hücrenin onarımı için çok büyük olduğu zaman, p53; pro-apoptotik 

genleri indükler, böylece programlanmış hücre ölümüyle genetik hasar içerir (Mills 

2005). 

Genomik istikrarsızlığın bir diğer önemli türü MSI'dir. Mikrosatellitler genom boyunca 

dağınık tekrar eden nükleotid dizisidir ve MSI tutarsızlığı temsil eder ve dolayısıyla 

istikrarsızlık ise tümöre karşı germline DNA'da bulunan, mikrosatellit bölgelerinde 

bulunan nükleotit tekrarlarının sayısı ile ilişkilidir. DNA polimeraz, bu kısa tekrar 

dizilerini kopyalarken hata yapmaya ve dolayısıyla MSI'da uyuşmazlık onarımında 

(MMR) işlev bozukluğuna sebep olması ile sonuçlanır. MSI, genetik hataların dramatik 

bir şekilde artmasına neden olur ve MSH3, TGFBR2, BAX, CASP5, MSH6, CTNNB1, 

APC, IGF2 ve E2F4 gibi kolorektal karsinogenezi ile ilişkili genlerde birkaç 

mikrosatelit bulunur. 

CIMP yolu (CpG adası metilatör fenotipi), sporadik kolon kanserlerinin en yaygın 

ikinci yoludur. CIMP yolu, sporadik vakaların yaklaşık% 15'ini oluşturmaktadır ve 

CIMP kolon kanserlerinin klinik özelliklerinin MSI ile ilişkili olanlara benzer olduğu 

bildirilmiştir (Issa 2008, Weisenberger ve ark. 2006). Hücre döngüsü düzenlemesi, 

apoptozis, anjiyogenezis, DNA onarımı, invazyon ve adhezyon ile ilgili genlerin 

promoter bölgelerinde lokalize olan CpG dinükleotid dizilerinin anormal 

hipermetilasyonundan oluşur. Promoter hipermetilasyonlar, gen ifadesinin 

kaybolmasına neden olur. CIMP yolu, sporadik kanserler için MLH1 gibi anahtar tümör 

süpresör genlerin promotör bölgelerini metillemek için ya da epigenetik olarak 

ekspresyonu inaktivite etmek için gerekli epigenetik instabiliteyi sağlar. BRAF onkogen 

mutasyonu sıklıkla CIMP yüksek kolon kanserlerinde tanımlanır ve artmış hücre 

büyümesi, karsinogenezin ilerlemesi ve yüksek kolon kanser spesifik mortalite ile 
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ilişkilidir (Ogino ve ark. 2009). Önemli bir nokta, premalign seril adenomlar (SSA) 

lezyonlu kolon kanser olgularının % 90'ında BRAF V600E mutasyonları bulunmuştur 

fakat konvansiyonel adenomlarda görülmemiştir. BRAF mutasyonu tırtıklı yolda erken 

bir olaydır ve zorla ekspresyonu yaşlanma olarak bilinen bir uyuma halini doğuracaktır. 

Premalign seril adenomlarda BRAF mutasyonları erken hiperplastik poliplerde (tırtıklı 

öncüler) ya da gelişmiş displastik tırtıklı poliplerde bulunur ve neoplastik ilerlemedeki 

rolü teyit edilmiştir (Spring ve ark. 2006, Kambara ve ark. 2004). En önemlisi, CIMP-

pozitif kolon kanserleri öncü lezyonlarına göre diğer yolaklardan farklıdır. CIN yolu ile 

gelişen kolon kanserleri ve ayrıca HNPCC'de adenomatöz poliplerden kaynaklanır 

(Horst, ve ark. 2012). Bu CIMP öncü polipleri, kript lümeninin testere dişi görünümünü 

tanımlamak için "tırtıklı" olarak adlandırılır (Morikawa ve ark. 2012). Tırtıklı kript 

kolonları bu polipler tarafından paylaşılan apoptozda altta yatan bir kusur nedeniyle 

oluşur; bu da, aşırı aktif RAS-RAF-MEK-ERK sinyalizasyonunun sonucudur. Bu, 

kolonositlerin birikmesine ve böylece testere dişi görünümüne yol açar. 

Sonuç olarak kolon kanserinin moleküler analizi gelişmiş kolon kanserini tedavi etmek 

için kullanılan araçlardan biridir. Epidermal büyüme faktörü reseptörünü (EGFR) ve 

dolayısıyla RAS-RAF-MEK-ERK yolunu hedefleyen monoklonal antikorlar cetuximab 

ve panitumumab, metastatik kolon kanserinin tedavisinde önemli bir gelişme olmuştur. 

Bununla birlikte bazı hastaların bu ajanların klinik yararlarına karşı dirençli olduğu 

ortaya çıkmıştır. KRAS mutasyonuna sahip hastalar veya sağlıklı tip KRAS’a sahip 

fakat BRAF veta PIK3CA mutasyonuna sahip hastaların, EGFR hedefli ilaçlara daha az 

yanıt verdiği görülmüştür (Siena ve ark. 2009). Kanserler, rutin olarak bu ilaçları 

uygulamadan önce KRAS mutasyonları için test edilmektedir. 

2.5. Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü (EGFR) 

 

EGFR, hücre zar reseptörlerinin ErbB ailesine ait 170-kDa transmembran tirozin kinaz 

reseptörüdür. EGFR'ye (HER1 ve ErbB-1 olarak da bilinir) ek olarak, bu ailenin diğer 

reseptörleri HER2/c-neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3) ve Her4'ü (ErbB-4) içerir. Bu 

reseptörler 622 amino asit ekstraselüler ligand bağlama alanı, 23 amino asit hidrofobik 

transmembran alan ve tirozin kinaz (TK) alanını içeren bir sitoplazmik alan ve tirozin 

otofosforilasyon bölgeleri olan bir karboksi terminal bölgesinden oluşan transmembran 

glikoproteinlerdir (Arteaga 2001, Herbst ve Shin 2002, Ritter ve Arteaga 2003). Tüm 
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ERBB proteinleri dört işlevsel bölgeye sahiptir: bir hücre dışı ligand bağlama alanı; bir 

transmembran alan; bir hücre içi tirozin kinaz alanı; ve bir C-terminal düzenleyici alan 

(Burgess ve ark. 2003). Hücre dışı alan dört bölüme ayrılmıştır. Tirozin kinaz alanı bir 

N-lob ve bir C-lob içerir ve ATP bu iki lob arasındaki yarığa bağlanır. 

ErbB'nin hücre dışı alanına belirli ligandlardan oluşan bir ailenin bağlanması (ErbB2 

hariç), homodimerler ve heterodimerlerin oluşumuna neden olur. Bu işlem, I ve II 

domainlerin rotasyonu ile sağlanır ve bağlı bir konfigürasyondan genişletilmiş 

konfigürasyona yükselme sağlanır (Şekil 2.2B). Bu, dimerizasyon domainini ortaya 

çıkarmaktadır. ErbB2, karşılık gelen ligandlara sahip değildir, fakat genişletilmiş 

konfigürasyonda yapısal olarak eksprese edilmiştir. ErbB2 tercih edilen bir 

dimerizasyon ortağıdır ve ErbB2 içeren heterodimerler, diğer dimerlere göre daha güçlü 

sinyalleri yönlendirir. Sitoplazmada, kinaz alanı kuyruk başı oryantasyonunda asimetrik 

olarak dimerleşir (Şekil 2.2C). Bu şekilde, siklinlere bağımlı kinazların siklinler 

tarafından aktivasyonu durumunda olduğu gibi, tirozin kinaz aktive olur. Dimerizasyon 

dolayısıyla reseptörlerin intrinsik tirozin kinaz aktivitesini uyarır ve sitoplazmik 

düzenleyici alan içindeki spesifik tirozin kalıntılarının otofosforilasyonunu tetikler. C-

terminal düzenleyici domain, ligand bağlanması üzerine spesifik olarak fosforile olan 

birçok tirozin rezidülerine sahiptir (Şekil 2.2A). Normal hücrelerde, EGFR sinyalleme 

kaskadı, EGFR'nin ligand aktivasyonu ile başlar (Şekil 2.3). On bir liganda kadar, EGF 

ve transforme edici büyüme faktörü alfa da dahil olmak üzere reseptörlerin ErbB 

ailesini bağlayabilir (Hynes ve Lane 2005). Ligand bağlanması, tirozin kinazın 

aktivasyonuna yol açan homodimerler ve heterodimerler oluşumu ile reseptörün 

dimerizasyonunu indükler. Hücre içi tirozin kinaz kalıntıları daha sonra otofosforile 

hale gelir ve çoklu sinyal iletim yollarının aktivasyonunu indükler. EGFR tarafından 

aktive edilen iki ana hücre içi yolu, mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolu ve 

fosfatidilinositol 3-kinaz- (PI3K-) protein kinase B (AKT) yoludur. Bu yollar, 

proliferasyon, göç, farklılaşma ve apoptoz gibi hücresel tepkileri etkileyen çeşitli 

transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonuna yol açar (Citri ve Yarden 2006). Birinci 

karmaşıklık seviyesi, birden fazla ligandın paylaşıldığı reseptör seviyesinde ve lateral 

sinyalin oluştuğu ErbB ailesi üyeleri arasında meydana gelir. Sonra, hücrenin türüne 

bağlı olarak, transkripsiyon faktörlerinin yolaklara ve diferansiyel aktivasyona 

yerleştirilmiş pozitif ve negatif geribildirim döngüleri bulunur. Bu sıkı düzenlenen 
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sistem bozulduğunda, artan hücre çoğalması, uzamış sağkalım, anjiyogenez, 

antiapoptoz, invazyon ve metastaz yoluyla malign transformasyona ve tümör 

ilerlemesine katkıda bulunabilir (Spano ve ark. 2005, Mitsudomi ve. Yatabe 2010). 

 

Şekil 2.2. Ligand bağlanması ile EGFR proteinin yapısı (A), aktivasyonu (B) ve 

dimerizasyonu (C) (Tetsuya veYasushi 2010). 
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Şekil 2.3. EGFR sinyal yolağı (Tetsuya veYasushi 2010). 

 

Ligand bağlanması, dimerleşmeye neden olur ve EGFR'yi aktive eder. Tirozin 

rezidülerinin artan otofosforilasyonu, downstream sinyal yolağını aktive eder. Ras-Raf-

MEK-MAPK sinyal yolağında, EGFR sinyalleme kaskadının bir ekseni, büyüme 

faktörü reseptör protein 2 adaptör protein (Grb2) ile birleşmiş bir adaptör protein Ras 

GTPaz’ı aktive eder. Aktivasyon sonrasında, Ras (yani KRas), serin protein Raf'yı (yani 

B-Raf) göreve alır ve aktive eder ve ardından MEK'nin fosforilasyonunu ve 

aktivasyonunu gerçekleştirir ve daha sonra MAPK meydana gelir ve böylece hücre 

çekirdeğindeki transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu sağlanır. Ras-Raf-MAPK sinyal 

yolunun hücre çoğalmasını, farklılaşmasını ve hayatta kalmayı kontrol ettiği 

düşünülmektedir. EGFR sinyalleme kaskadının kolorektal karsinogenezinde önemli 

olan diğer ekseni PI3K-AKT yolağı ve sinyal transdüseri ve transkripsiyon aktivatörü 

STAT3 ve STAT5 yolağıdır. EGFR tirozin kalıntıları fosforile edildiğinde, PI3K, hücre 

zarına transloke olur ve fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfat (PIP3) üretmek için PI3K 

katalitik altbirimi p110'u tetikleyen tirozin fosfatına adaptör altbirimi p85 aracılığıyla 

bağlanır. PI3K daha sonra AKT aktivasyonunu uyarır. Sitoplazmada mevcut olan aktif 
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AKT (p-AKT) daha sonra hücre büyümesi, çoğalması ve hayatta kalma ile sonuçlanan 

çeşitli hedefleri aktive eder (Ras-Raf-MEK-MAPK sinyal yoluna paralel olarak). 

Önemlisi, bu iki eksen yakından ilişkilidir ve belli bir noktada birleşmektedir. Örneğin, 

PI3K'nin p110 altbirimi Ras ile etkileşim yoluyla da aktifleştirilebilir. Ayrıca, tensin 

homolojisi olan fosfataz (PTEN), PIP3'ü fosfatidilinositol (4, 5) bisfosfata (PIP2) geri 

dönüştüren ve böylece PI3K-AKT yolağını olumsuz şekilde düzenleyen bir fosfatazdır. 

Bu yolakların aktivasyonu hücre çoğalması, göç ve metastaz, apoptozdan kaçınma veya 

anjiyogenez ile sonuçlanır ve bunların hepsi kanser fenotipleriyle ilişkilidir. 

2.5.1. Kolon kanserinde EGFR ekspresyonu 

 

EGFR'nin artmış aktivitesi ya da aşırı ekspresyonu, baş ve boyun (Chua ve ark. 1996), 

akciğer (Tateishi ve ark. 1990), meme (Nicholson ve ark. 1991), gastrointestinal sistem 

(Jonjic ve ark. 1997) ve mesane (Neal ve ark. 1990) gibi çeşitli malignitelerde tümör 

progresyonu ve kötü sağkalım ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Kolon kanserinde 

EGFR'nin aşırı ekspresyonunun hastalığın ilerlemiş bir evresiyle bağlantılı olabileceği 

(Gross ve ark. 1991) veya olası bir metastatik riski olabileceği (Radinsky ve ark. 1995) 

belirtilmiştir. Bununla birlikte, EGFR ekspresyonunun hayatta kalma üzerindeki etkisi 

halen tartışmalıdır ve EGFR'nin aşırı ekspresyonu, olumsuz bir prognozla ilişkili olduğu 

kesin olarak söylenemez. Kolorektal kanserde çoğu vakada, EGFR'nin saptanması için 

immünohistokimyasal yöntemler kullanılmıştır. İmmünohistokimyasal teknik 

kullanılarak, TGF-a, EGF'nin ve bunların ortak reseptör EGFR'ünün yanı sıra EGFR2 

ve EGFR3'ün temel ekspresyon seviyesinin, kolorektal kanser dokusundaki çevredeki 

mukozada yüksek olduğu bulundu (Kluftinger ve ark. 1992, Nakae ve ark. 1993, 

Yarden ve Sliwkoski 2001). İnsan kolorektal karsinomlarının birincil kültürlerinde, 

epitelyal luminal hücre zarında tümör progresyonu sırasında yüksek seviyelerde EGFR 

ekspresyonu gösterilmiş bu da kolon kanseri hücrelerinin mitojenik bir uyarıma 

duyarlılığının arttığını göstermiştir. EGFR kolon kanserinin %60-80’ninde eksprese 

edilmektedir (Cohen 2003). EGFR'nin tümörojeneze teşvik mekanizmaları çeşitlidir ve 

hem hücre döngüsü bozukluklarını hem de tümör sağkalımına yardımcı faktörleri 

desteklemektedir. Meme kanseri hücrelerinde artmış EGFR seviyeleri artmış proliferatif 

ve anjiyogenik aktivite ile ilişkilendirilmiştir. Artmış proliferasyon ve anjiyogenezi, 

artmış mitotik aktivite ile korele olan TGF'nin indüklediği düşünülmektedir. EGFR 
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ligandları TGFα ve EGF'nin aynı zamanda endotel hücreleri için kemoatraktan olarak 

işlev gördüğü ve TGFα'nın VEGF ekspresyonunu ek olarak desteklediği gösterilmiştir 

(Gille ve ark. 1997, de Jong ve ark. 1998). Kolorektal kanserde bilinen EGFR 

ekspresyonu nedeniyle refrakter EGFR pozitif (immünohistokimya ile değerlendirilen) 

kolorektal kanserli hastalarda bir anti-EGFR monoklonal antikor olan cetuximab’ın faz 

II çalışması yapılmıştır ve önemli sonuçlar elde edilmiştir (Saltz ve ark. 2004). Bununla 

birlikte, daha sonra tümördeki EGFR ekspresyonu ile tedaviye yanıt arasında bir 

korelasyon bulunmadığı keşfedilmiştir (Cunningham ve ark. 2004, Chung ve ark. 2005). 

Chung ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, EGFR negatif tümörlü cetuximab ve 

irinotekan tedavisi gören 16 hastadan dördünde (%25) ölçülebilir lezyonların boyutunda 

%50'den fazla azalma ile kısmi bir yanıt elde edildi. Bu yanıt oranı, EGFR pozitif 

hastalarda, cetuximab ve irinotekan tedavisi gören hastaların klinik araştırmasında 

görülen %23 yanıt oranına neredeyse benzemektedir. Bütün bu bulgulara dayanarak, 

Ulusal Kapsamlı Kanser Ağı (NCCN), anti-EGFR monoklonal antikor terapisi için 

hastanın uygunluğunu değerlendirmede, EGFR ifadesinin değerlendirmesinin 

immünohistokimya (IHC) yöntemi ile yapılmasının öngörücü değer sağlamayacağını 

düşünmektedir (Anonim 2006). EGFR ekspresyonunun IHC tabanlı tespitinin aksine, 

EGFR gen kopya sayısının floresan in situ hibridizasyon (FISH) tabanlı tespiti, EGFR 

hedefli terapilere cevap verme olasılığını belirlemek için gerçek bir prediktif değere 

sahip olabileceği düşünülmektedir. Metastatik kolon kanserine (mCRC) sahip 31 

hastada EGFR gen kopya sayısını inceleyen yakın tarihli bir çalışmada, artan gen kopya 

sayısı ile cetuximab veya panitumumab tedavisine yanıt arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir korelasyon (P <0.0001) bulunmuştur (Moroni ve ark. 2005). 

2.5.2. Tirozin kinaz inhibitörleri 

 

Tirozin kinaz inhibitörleri (TKI) doğası gereği geri dönüşümlü veya geri dönüşümsüz 

olan küçük moleküllerdir. Adenozin trifosfat (ATP) analogları olarak bulunurlar ve 

reseptör tirozin kinazların (RTK'lar) hücre içi katalitik kinaz domaini üzerinde ATP 

bağlayıcı cepleri ile bağlanarak EGFR sinyalleşmesini engellerler, böylelikle 

otofosforilasyon ve downstream sinyal yolağının aktivasyonu engellenir (Ciardiello 

2000). Tip I ve II geri dönüşümlü inhibitörler, kinaz aktif konformasyonunu tanıyan 

ATP molekülleri ile rekabet eder. Geri dönüşümsüz inhibitörler, nükleofilik bir sistein 

rezidüleri ile spesifik olarak reaksiyona girerek, kinaz aktif bölgesine kovalent olarak 
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bağlanırlar. Ayrıca, geri dönüşümsüz inhibitörler, uzun süreli klinik etkiler ve sık 

dozlama ihtiyacını azaltırken, tolere edilebilirliği tehlikeye atabilmektedir (Slichenmyer 

ve Fry 2001). Bununla birlikte, EGFR inhibitörlerinin (tek bir ajan olarak veya 

kombinasyon terapisi olarak) kutanöz cilt toksisitelerine neden olduğu için, bu hedef 

stratejilerin bir güvenlik profili dahilinde kullanımları dikkate alınmalıdır. HER1/EGFR 

inhibitörü ile ilişkili yan etkiler çoğunlukla hafif ile orta derecededir, ancak bazı 

hastalarda bu yan etkiler terapötik maddenin dozaj düzeyinde azalmaya hatta tedavinin 

kesilmesine neden olabilir, ancak yan etkilerin çoğu inhibitör tedavilerine karşı ortaya 

çıkan geçici reaksiyonlardır ve tedaviyi bıraktıktan sonra birkaç hafta sonra 

çözülmektedir (Hu ve ark. 2007, Li ve Perez-Soler 2009). Bu sınıfın bazı molekülleri 

spesifik olarak EGFR tirozin kinaz alanını hedeflerken, ikili EGFR/ErbB-2 ve pan-ErbB 

inhibitörleri de gelişme aşamasındadır (Pai ve ark. 2002). Tirozin kinaz 

inhibitörlerinden erlotinib ve gefitinib FDA tarafından onaylanmış tirozin kinaz 

inhibitörlerdir. Gefitinib, akciğer kanseri, meme karsinomu, yumurtalık, prostat ve 

kolorektal karsinomunda insan ksenograft modellerine oral yoldan uygulandığında 

düşük nanomolar konsantrasyonda önemli anti-proliferatif etkiler gösterdiği 

bulunmuştur (Wakeling ve ark. 1996). Erlotinibin ise kanser hücrelerinde yapılan 

çalışmalarda, EGF'ye bağımlı hücre proliferasyonunu nanomolar konsantrasyonlarda 

inhibe ettiğini ve G1 fazındaki hücre döngüsü ilerlemesini engellediği bulunmuştur 

(Moyer ve ark. 1997). 

Canertinib (CI-1033), 3-kloro 4-floro 4-anilinokuinazolin bileşiğidir. Düşük molekül 

ağırlıklı geri dönüşsüz, oral olarak aktif pan-EGFR ailesi tirozin kinaz inhibitörüdür 

(Smaill ve ark. 1999). Bu, ErbB'ye spesifik sistein rezidülerini alkile etmek için 

tasarlanmış yeni nesil tirozin kinaz inhibitörüdür ve bu reseptörlerin ve downstream 

mitojenik sinyal yolaklarının geri dönüşümsüz inhibisyonuna neden olur (Şekil 2.4). 

Dört ErbB reseptörü aile üyesini de engeller. EGFR'nin sistein 773, ErbB2'nin sistein 

784'ü ve ErbB4'ün sistein 778'i gibi ATP bağlanma cebinde özgü sistein rezidülerine 

kovalent olarak bağlanarak, böylece ErbB proteinlerinin kinaz domaininde ATP 

bağlanma domainini bloke eder. Bu reseptörlerin kinaz aktivitelerini ve sinyal 

yolaklarını engeller. Aynı zamanda ErbB3'ün transmodülasyonunu önler (Fry ve ark. 

1998). Canertinibin kovalent bağlanması, ErbB aktivitesinin uzun süreli bastırılmasına 

neden olur (Smaill ve ark. 1999). Canertinib ErbB reseptör ailesinin tüm üyeleri 
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tarafından gönderilen sinyalleri engelleyebildiğinden, ErbB reseptörlerinden yalnızca 

birinden sinyal vermeyi önleyen inhibitörlere göre daha geniş bir antitümör etkiye 

sahiptir. İnsan kanser hücre soyları üzerinde yapılan araştırmalar, canertinibin ErbB 

tirozin kinaz aktivitesini güçlü ve sürekli bir şekilde inhibe ettiğini ve böylelikle AKT 

ve MAPK sinyal yolağının da inhibe olduğunu göstermektedir (Djerf ve ark. 2009, 

Djerf ve ark. 2011). Klinik çalışmalarda canertinibin kabul edilebilir yan etkilere sahip 

olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte, faz II çalışmalarında, canertinib meme kanseri 

ve akciğer kanseri hastalarında orta derece de yan etkiler göstermiştir (Janne ve ark. 

2007, Rixe ve ark. 2009). Bu nedenle, tedaviye cevap verme olasılığı en yüksek olan 

hastaların belirlenmesi önemlidir. Canertinib, sadece ErbB reseptör ailesine değil aynı 

zamanda hücre içi proteinlere de bağlanan kompleks bir yapıya sahip çoklu-kinaz 

inhibitörüdür. Örneğin, Src kinaz ailesi dokuz üyeden oluşur, Src, Blk, Fgr, Fyn, Hcy, 

Lck, Lyn, Yes, ve Yrk, bunlardan Lck proteininin, canertinibe güçlü bağlanma affinitesi 

vardır. Buna ek olarak, sadece tirozin fosforilasyonunu inhibe etmekle kalmaz aynı 

zamanda reseptörlerin ubiqutinasyon ve endositozunu da indükler. Büyüme inhibisyonu 

ve apoptoz, 1 mikromolar veya nano molar aralığında gerçekleştirebilir ve bu seçicilik, 

çoklu doz hayvan çalışmalarında gözlenen düşük toksisiteyi açıklar (Slichenmyer ve 

ark. 2001). Canertinib'in in vitro ve in vivo tümör ksenograft modellerinde çeşitli insan 

meme karsinomlarına karşı etkili aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir (Allen ve ark. 

2002).  

 

Şekil 2.4. Canertinib kimyasal yapısı 

2.6. Apoptozis 

 

Çok hücreli biyolojik sistemlerin gelişim ve devamlılıkları, organizmayı meydana 

getiren hücrelerin karşılıklı etkileşimlerine bağlıdır.  Gelişim boyunca çoğu hücre fazla 

miktarda meydana gelir ve neticede programlı bir ölüm gerçekleşir. Böylece pek çok 
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organ ve dokunun şekillenmesi sağlanır. Programlı hücre ölümünün hayvan gelişiminde 

yer aldığına dair en belirgin örneklerinden bir tanesi, parmak arası mezenkimal dokuda 

meydana gelen kitlesel ölüm sonucunda parmakların serbest ve bağımsız bir halde 

şekillenmesidir. Beyin gelişiminde, ilk zamanlarda oluşan nöronların, beyin 

şekillenmesi tamamlandığında nicel olarak yarısının bu süreçte ölmesi ve üreme 

organlarının gelişimi diğer örneklerdendir. Ayrıca, erişkin bir organizmanın 

hücrelerinde, homeostazı sürdürmek ve sabit sayılarını korumak açısından düzenli bir 

şekilde fizyolojik ölüm gerçekleşir. Gelişmekte olan lenfositlerin çoğu, çeşitli süreçlerle 

ölürler ve bu şekilde etkin ve işlevsel havuz sıkıca kontrol edilmekte, aynı zamanda 

lenfosit sayısı sabit tutulmaktadır. Birlikte ele alındığında; gelişim, farklılaşma, 

proliferasyon/homeostaz, immün sistemin düzenlenmesi ve işlevi, hasarlı ve zararlı 

hücrelerin ortadan kaldırılması gibi süreçlerde yer alan apoptozisin biyolojik önemi 

büyüktür. Apoptotik programda meydana gelen fonksiyon ya da düzenlenme 

bozuklukları çeşitli patolojik durumlarla ilişkilidir. Apoptozis sürecinde oluşacak bir 

hata; kanser, otoimmün hastalıklar ve viral enfeksiyonların yayılması ile sonuçlanabilir. 

Buna karşın apoptozisin çok fazla gerçekleştiği durumlar ise nörodejeneratif 

bozukluklar, AIDS ve iskemik hastalıklar ile sonuçlanabilmektedir.  

2.6.1. Apoptotik hücrede görülen morfolojik değişiklikler 

 

Apoptotik hücreler tipik morfolojik değişikliklerle tanımlanabilir: hücre büzülür, 

deformasyona uğrar ve komşu hücrelerle olan temasını kaybeder. Kromatini kondanse 

olur ve nükleer membranın altında konumlanır, plazma membranı bleblenir ve hücre 

son olarak, sitozol, kondanse kromatin ve organelleri içeren membranla çevrili yapılara 

yani “apoptotik cisimcikler”e parçalanır. Apoptotik cisimcikler, çoğunlukla makrofajlar 

bazen de komşu hücreler tarafından fagosite edilir ve dokudan herhangi bir inflamatuvar 

yanıt oluşmadan uzaklaştırılırlar. Bu morfolojik değişiklikler, apoptotik bir hücrede 

meydana gelen karakteristik moleküler ve biyokimyasal olayların neticesidir. 

Sitoplazma ve organellerin şekil ve bütünlüğünü belirleyen belli bazı protein 

substratların ve DNA’nın oligonükleozomal parçalanmasını sağlayan proteolitik 

enzimlerin aktivasyonu, bu olaylardan öne çıkanlardır. Nekrotik hücre ölümü, 

apoptozisin tersine,  membran bütünlüğünün kaybı, şişme, ve hücrelerin parçalanması 

ile sonuçlanan bir süreçtir (Şekil 2.5). Nekrozis, enerji üretim yetmezliği, iyon 

kanallarındaki bozukluklar veya pH dengesindeki aşırı değişimler gibi birtakım 
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fizyolojik koşulların aşırı bozulması sonucunda hücresel içerik kontrolsüz bir şekilde 

hücre çevresine dağılır ve bunun sonucu olarak komşu hücrelerin zarar görmesinden 

dolayı dokuda güçlü bir inflamatuvar yanıt oluşur. Apoptozisde erken hücre-hücre 

temas kaybı, nekrozisde ise geç hücre-hücre temas kaybı gözlenmektedir. Apoptozis 

için ATP gerekliyken (aktif süreç) nekrozisde ATP gerekmez çünkü pasif bir süreçtir 

(Buja ve ark. 1993) (Şekil 2.5). 

 

Şekil 2.5. Apoptozis ve Nekrozisin şematik karşılaştırılması 

2.6.2. Apoptozis mekanizması 

 

Bir uyaranı takiben, apoptozisin ilk basamağını/karar fazını hücre ölümünün genetik 

kontrol noktaları oluşturur.  Bunu ise, apoptozisin morfolojik değişikliklerinden 

sorumlu olan ikinci basamak/ilerleme fazı takip eder. Apoptozisin çok çeşitli fizyolojik 

ve patolojik uyaranları olup başlıca dört büyük gruba ayrılır. İyonize radyasyon ve 

alkilleyici antikanser ilaçları içeren ilk grup uyaranlar DNA hasarına sebep olurlar. 

İkinci grup ise apoptozisi ya glukokortikoid ve tümör nekroz faktör (TNF) aracılı 

reseptör aktivasyonu ile ya da büyüme faktörleri (sinir büyüme faktörü ve interlökin-3) 

aracılı mekanizmalarla uyarır. Fosfatazlar ve kinaz inibitörlerini içeren üçüncü grup 
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apoptotik yolakları biyokimyasal ajanlarla uyarır. Ultraviyole (UV) ışın ve okside edici 

ajanları (süperoksit anyonu, hidrojen peroksit) içeren dördüncü grup doğrudan hücre 

membran hasarına sebep olurlar. Süperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri 

gibi reaktif oksijen türlerinin fazla miktarda üretimi, lipit membranları, proteinleri, 

nükleik asitleri ve ekstraselüler matriks glukozaminoglikanlarına zarar veren serbest 

radikallerinin oluşumuna sebep olur. Bu uyaranların yüksek dozları nekrozise yol açar. 

Hücre membranının asit sfingomiyelinazı aktive ederek hasarlanması apoptozisi uyarır 

ve sonuç olarak membran lipitlerinden ikincil mesajcı seramid oluşumu gözlenir. 

Apoptozisi başlatan sinyaller, hücre yüzey ölüm reseptörlerinin bağlanması ya da 

genom hasarından kaynaklanabilir (Elmore 2007). 

Apoptozis başlıca iki yol aracılığıyla gerçekleşir. İlki dışsal (ekstrinsik)/sitoplazmik yol 

olup, hücre yüzey ölüm reseptörlerinin ligandlarıyla bağlanması sonucu aktifleşir. Ölüm 

reseptörleri TNFR (tümör nekroz faktör reseptörü) süperailesine aittir. Bu aile üyeleri, 

tip I transmembran proteinleri olup sisteince zengin ekstraselüler domainleri ile ligand 

bağlama özellikleriyle karakterizedir. Ölüm reseptörleri, apoptotik sinyalin 

transdüksiyonu için gerekli olan 80 amino asit uzunluğunda intraselüler ölüm domaini 

(DD) içerir. Sıklıkla çalışılan ölüm reseptörleri Fas (CD95/Apo-1), TNFR1, TRAIL-R1 

(DR4) ve TRAIL-R2 (DR5/Killer/TRICK2)’dir. Ölüm reseptörlerine bağlanan ligandlar 

(FasL, TNFα ve TRAIL) yapısal olarak reseptörler ile ilişkili proteinler olup TNF 

süperailesine aitlerdir. Bu ölüm ligandları tip II transmembran proteinleri gibi eksprese 

edilirler. Bazı durumlarda, bu proteinler proteolitik kırılabilir ve serbest kalabilirler. 

TRAIL-R1 veya TRAILR2’ye TRAIL ya da agonistik monoklonal antikorların 

bağlanması, hücre membranında bulunan reseptörün oligomerizasyonu ve apoptozisin 

başlaması ile sonuçlanır. FasL ve TRAIL tarafından başlatılan hücre içi sinyal kaskadı 

benzer yolları içerir. Reseptörlerin aktivasyonu, DISC (ölüm indükleyici sinyal 

kompleksi) denilen ve proteinlerden meydana gelen bir kompleks oluşumuna sebep 

olur. DISC, reseptörün ölüm alanı ve prokaspaz 8’e kendi ölüm alanı ile bağlanabilen 

adaptör protein FADD’yi (Fas ilişkili ölüm alanı) içerir. DISC yapısında yer alan 

prokaspaz 8, otosüreçlerle aktifleşir yani lokal konsantrasyonları otokatalitik 

aktivasyonlarına ve aktif kaspaz-8 salınımına yol açmaktadır. İnsanlarda kaspaz 10 da, 

DISC yapısına katılabilir ve apoptozisi teşvik edebilir. Sonrasında aktif kaspaz 8 

doğrudan kaspaz 3’ü veya diğer ilerletici kazpazları kırar. Kaspaz 8 ayrıca BH3 



 

23 

 

proteinlerinden Bid’i de kırabilir. Kırılmış Bid (tBid) sonrasında mitokondriye geçer ve 

kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonuna neden olacak sitokrom c salınımını uyarır  

(Ashkenazi 2008) (Şekil 2.6). 

 

Şekil 2.6. Reseptör aracılı kaspaz aktivasyonu 

İkincisi içsel (intrinsik)/mitokondriyal yol olup, uyarıldığında mitokondriden sitokrom-c 

salınımına ve böylece ölüm sinyaline sebep olur. İki yol da, düzenleyici ve yapısal 

molekülleri kıran ve bunun sonucunda hücrenin ölümüne sebep olan kaspaz denilen 

proteaz kaskadının aktivasyonunu içeren ortak bir yolda birleşir. Mitokondriyal yolun 

kilit olayı mitokondri dış membran permeabilizasyonudur (MOMP). Permeabilizasyon 

sonucunda; sitokrom c, mitokondri türevli kaspaz aktivatörü/IAP bağlayıcı protein 

Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, apoptozis indükleyici faktör (AIF) ve endonükleaz D 

(EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salınır. Mitokondri iç membran 

yüzeyinden sitokrom c’nin sitozole salınması ile sitokrom c,  sitoplazmik protein olan 

Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktör-1)’e bağlanır ve onu aktive eder, 

dATP/ATP’nin de ortamda bulunması ile Apaf-1/sitokrom c kompleksi heptamerik bir 

yapıya oligomerize olur. Bu yapının oluşması, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkileşimini 

mümkün kılar ve apoptozom kompleksi oluşur (Fulda ve Debatin 2006) (Şekil 2.7). 
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Şekil 2.7. Kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal yolu (A) Apoptozom oluşumu ve 

aktivasyonu (B) 

2.6.3. Kaspazların apoptozis sürecindeki rolü 

 

Kaspazlar, sistein proteaz ailesine-katalitik nükleofil olarak sistein rezidülerini kullanan 

peptidazlar-ait olup hedef proteinleri aspartik asit rezidüleri ardından kesme 

özgüllüğünü paylaşan proteinlerdir. Kaspazların belirli bir grubu apoptozis dışında, 

prositokin aktivatörleri olarak inflamasyonda görev alırlar. Kaspazların bazıları 

(2,8,9,10) başlatıcı kaspazlar olarak bilinirken, bazıları da (3,6,7)  ilerletici kaspazlar 

olarak bilinmektedir. Hatalı düzenlenen kaspaz aktivitesi, hücre için ölümcül olabilir, bu 

sebeple kaspazlar hücre içerisinde prekürsör yani zimojen olarak sentez edilirler. 

Dolayısıyla aktivasyon süreci gerektirirler.  

Kaspazlar, bir “prodomain”, bir p20 büyük alt birim ve bir p10 küçük alt birim içeren 

inaktif zimojenler şeklinde sentez edilirler. Zimojenlerin proteolitik kesim ile 

aktivasyonları sonucu, büyük ve küçük alt birimler ayrılır ve “prodomain”leri 

uzaklaştırılır. p20 alt biriminde yer alan katalitik rezidüleri, Cys285 ve His237’den 

oluşan aktif bir alandan oluşur. Kaspazlar, subtratlarında birbirini takip eden en az dört 

amino asit (P4–P3–P2–P1) yapısını tanırlar ve C-terminal rezidüsünden (P1) sonra 

kırarlar. Bu ise genellikle Asp (aspartik asit) rezidüsüdür. 
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Şekil 2.8. Memeli kaspazlarının yapıları ve alt birim organizasyonları 

Başlatıcı kaspazlar, protein-protein etkileşim motiflerini barındıran uzun bir 

“prodomain” içerir. Bu motifler, ya ölüm etkileyici domain (DED) ya da kaspaz takviye 

domainidir (CARD). Kaspazlar bu motifler sayesinde adaptör moleküllerle 

etkileşimlerini sağlarlar (Şekil 2.8). İlerletici kaspazlar, kısa bir “prodomain” içerirler ve 

apoptozisin ilerlemesini sağlamak için çok çeşitli hücresel substratları kırarlar (Cohen 

1997). 

Başlatıcı kaspazlar, aktif formlarının en az bir aktif bölge içeren katalitik üniteleriyle 

dimer oluştururlar. Katalitik üniteler, bir büyük ve bir küçük olmak üzere iki alt birim 

içermektedir. Bu alt birimler prekürsör moleküllerin bağlayıcı bölgeden internal kesimi 

sonucu ayrılmalarıyla meydana gelirler. Fakat son çalışmalar, başlatıcı kaspazların 

aktivasyonu için kesim sürecinin gerekli olmadığını göstermektedir. Başlatıcı 

kaspazların zimojenleri hücre içerisinde inaktif monomer durumundadırlar. Monomerik 

zimojenler, aktif şekilleri için dimerizasyon sürecine ihtiyaçları vardır ve bu aktivasyon 

kesim işleminden bağımsızdır. Aktive edici kompleksler, içsel ve dışsal yol olmak üzere 

ölüm uyaranına göre işlev görürler (Şekil 2.8). 

2.6.4. Mitokondri dış membran permeabilizasyonu (MOMP) 

 

Mitokondri, enerji üretiminde rol alan hücresel organellerden biri olup hücresel yaşam 

için önemi büyüktür. Bunun yanında, hücre ölümünde de önemli roller üstlenmektedir. 

Apoptozis sürecinde gerçekleşen mitokondri dış membran permeabilizasyonu (MOMP), 

“geri dönülmez” bir noktayı ifade eder ve takiben, normal (homeostaz) koşullarda 

mitokondriyal iç (IMM) ve dış (OMM) membranları arasında yer alan birçok proteinin 

sitozole bırakılması gerçekleşir. MOMP, sıklıkla mitokondri membran potansiyelinin 

(ΔΨm) bozulmasıyla ilişkilidir. Apoptotik koşullar altında en önemli MOMP 

mekanizması Bcl-2 aile üyelerini içerir. Apoptozis sırasında aktif Bax ve/veya Bak 
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mitokondri dış membranında (OMM) porlar oluşturur ve membranlar arası proteinlerin 

sitozole salınımına sebep olurlar. MOMP indüksiyonuna mitokondri iç membranı 

(IMM) da katkı sağlayabilir.  İç membran, permeabilizasyon geçiş poru (PTP) 

aracılığıyla MOMP’ye sebep olur. PTP, dış membranda yer alan voltaj bağımlı anyon 

kanal (VDAC) proteinleri, iç membranda yer alan adenin nükleotit translokatör (ANT) 

ve matrikste bulunan siklofilin D (cypD) gibi çeşitli proteinlerin yer aldığı bir 

komplekstir. Bu porun açılması, iyonların mitokondri matriksine geçişini sağlamakta ve 

ΔΨm kaybı ile birlikte matriksin şişmesine yol açmaktadır (Yong Jeong ve Wu Seol 

2008). 

Bcl-2 ailesi, işlevlerine ve içerdikleri Bcl-2 homoloji alanlarının (BH) sayısına göre üç 

gruba ayrılır. Anti apoptotik üyeler (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1 ve Bcl-B) 

mitokondri dış membranıyla ilişkilidirler ve hücreleri çeşitli apoptotik uyaranlara karşı 

korurlar. Yapılarında dört çeşit BH alanı (BH1-BH4) bulunur. Pro apoptotik üyeler iki 

gruba ayrılır. Bunlar Bax-benzeri çoklu alan (BH1-BH3) apoptotik proteinleri (Bax, 

Bak, Bok) ve yalnızca-BH3 proteinleridir (Bik, Bid, Bad, Puma, Noxa, Bim, Hrk, Bmf). 

Bcl-2 aile proteinleri, homo- ve heterodimerler oluştururlar ve pro ve anti-apoptotik 

üyeler arasındaki etkileşimler birbirlerinin aktivitelerini dengeler ve bu pro-apoptotik ve 

anti-apoptotik Bcl-2 aile üyelerinin dengesi, hücrelerin yaşamı ve ölümünü belirlemede 

oldukça önemlidir. BH3 proteinlerinin aktivitesi, transkripsiyonel ya da post-

translasyonel seviyede çeşitli mekanizmalarla düzenlenir. En azından dört BH3 proteini, 

apoptotik uyaranlara yanıt olarak transkripsiyonel olarak uyarılır. Bu proteinler; Hrk, 

Puma, Noxa ve Bim’i içerir. Bad, Bim ve Bik fosforilasyon ile düzenlenir. Bad ve 

Bim’in pro apoptotik potansiyeli fosforilasyonla azalır. Bunun tersine, Bik’in 

fosforilasyonu pro apoptotik aktivitesini arttırmaktadır. Bid proteolitik kırılarak 

aktifleştirilir ve kırılmış Bid’in (tBid) mitokondriye geçişi, kırılma sonrası 

modifikasyona uygun hale gelmiş bölgenin N-miristilasyonu ile gerçekleşir. Aktifleşmiş 

BH3 proteinleri anti apoptotik Bcl-2 üyelerin pro apoptotik üyelerini baskılamasını 

ortadan kaldırır. Apoptotik uyarı akabinde temel olarak Bax ve Bak eksprese edilir ve 

MOMP uyarılır. Dolayısıyla Bax ve Bak normal hücrelerde inaktif durumdadır. Bax 

proteinleri, sitozolde monomerler şeklinde bulunurlar ve aktif olmadıkları sürece 

mitokondri dış membranı ile ilişkileri minimal düzeydedir. Bax, aktivasyon sürecinde 

mitokondriyal dış membranına transloke olur. Sonucunda, sitokrom c gibi pro apoptotik 
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faktörler mitokondri iç membranından sitozole salınır ve apoptozom oluşumunu takiben 

kaspaz kaskadının aktivasyonu gerçekleşir (Şekil 2.9). Bak, aktif olmadığı durumlarda 

bile mitokondriyal dış membranda konumlanabilir. Belli bazı BH3 proteinlerin 

aktivasyonu, Bax ve Bak’ın oligomerize olmaları ve sonrasında mitokondri dış 

membranına stabil şekilde konumlanmaları için gereklidir (Spierings ve ark. 2005). 

 

Şekil 2.9. Apoptozis’in Bcl-2 ailesi tarafından düzenlenmesi 

2.7. Otofaji 

 

Otofaji, hasarlı ya da gereğinden fazla, yaşlı organel ve proteinlerin geri dönüşümünü 

sağlayan, kanser hücrelerinde önemli sitoprotektif mekanizma olarak görev alan 

katabolik bir yolaktır. Büyük proteinlerin ya da organellerin sindirildiği mekanizmaya 

"makrootofaji" denirken mitokondrinin sindirildiği mekanizmaya özel olarak "mitofaji" 

denmiştir. Otofajinin bir diğer çeşidi olan mikrootofajide ise oluşan kesecikler in 

yapısına direk lizozom enzimleri katılır ve bu kesecikler lizozom görevi görürler; yani 

makrootofajideki gibi lizozomun yapısına katılmazlar. Şaperon aracılıklı otofajide ise 

proteinler kesecikler oluşmadan direk lizozom içerisine alınırlar (Lorina ve ark. 2013). 

DNA hasarı (kemo veya radyoterapi), hücre proliferasyonunun inhibe edilmesi, büyüme 

faktörleri, metabolik sinyallerde bozulma hücrede strese neden olur. Bu stres terapisinin 

sonucu olarak, kanser hücrelerinde otofajik yanıt oluşur, bu da enerjinin açığa 

çıkmasına ve hücre yaşamına neden olur. Fakat bu stres çok şiddetli ve uzun süreli ise, 
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otofaji sitotoksik olabilir ve hücre ölümüne neden olur. Radyoterapi, hormon terapi ve 

çeşitli hedefli terapiler farklı kanser tiplerinde otofajiyi uyarır ve tedavi sırasında kanser 

hücreleri için yaşam avantajı sağlar. Otofaji düzenlemesi kanser tedavisine karşı direnç 

etkisini ortadan kaldırır ya da bu tedavilerin etkisini arttırır.  Araştırmalar, otofaji 

anormalliklerinin, kanser, enfeksiyon hastalıkları ve nörodejeneratif hastalıklar gibi 

önemli sağlık sorunlarının da nedenleri arasında yer aldığını göstermektedir (Zhou ve 

ark. 2012). 

Otofogozomlar ya da otofojik vakuoller (AVs), otofaji sırasında oluşan multimembran 

veziküllerdir. Otofojik vakuoller (AVs) sitoplazmanın komponentlerini ayrıştırır ve 

degredasyon için lizozomlara gönderir. Otofajide başlangıç basamak fagoforun 

formasyonudur. Fagofor genişler ve degrede olmuş materyali çevreler, çift membran 

otofogozom oluşumu gerçekleşir aynı zamanda erken otofojik vakuol (AV-I) olarak 

bilinir.  Daha sonra lizozomlar ile birleşme, çökme ve geri dönüşüm meydana gelir 

(Hippert ve ark. 2006). Mayalarda 30 dan fazla ve memelilerde en az 11 tane  (ATG 1, 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,12 and 16) ATG geni belirlenmiştir. Memelilerde Atg6, Beclin 1 ve 

Atg 8 ise LC3 olarak adlandırılır. Otofaji, evrimsel olarak korunmuş ATG genleri 

tarafından kontrol edilir. Bu genler otofajik veziküllerin indüksiyon ve çekirdeklenmesi, 

bunların tamamlanması, genişlemesi ve lizozomlar ile birleşme, çökme ve geri 

dönüşümünü kontrol eder (Amber ve ark. 2013). Atg1, Atg13 ve Atg17 genleri 

otofogozom başlaması için gereklidir. Vezikül nükleasyonunun bir sonraki adımı 

Beclin1-phosphatidylinositol-3 kinaz (PI3K) ve Atg14 tarafından düzenlenir. 

Otofogozomun genişlemesi ve kapanması Atg12-Atg5 ve Atg8/LC3 ubiquitin benzeri 

konjugasyon sistemine bağlıdır. LC3-I, Atg5 bağımsız yolda otofogozomal 

membranları hedef alır ve Atg12-Atg5 kompleksinin ayrılmasından sonra orada kalır 

(Şekil 2.9). Fagofor membranlarının uzatılması iki ubikitin benzeri konjügasyon sistemi 

ile gerçekleştirilir. ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksi, şekillendirme membranı ile 

ilişkilidir. ATG12, önce bir el benzeri enzim olan ATG7 ile ATP'ye bağlı bir reaksiyon 

ile aktive edilir. ATG12, daha sonra bir E2 benzeri enzim olan ATG10 tarafından 

ATG5'e konjüge edilir. ATG16L1 daha sonra ATG12-ATG5 konjügatı ile etkileşerek 

bir dimerik kompleks oluşturur. Kompleksin bileşenleri, uzatma tamamlandığında 

otofagozomdan ayrılır ve sitoplazmaya geri döner. Zarın uzamasına katkıda bulunan 

ikinci ubikitin benzeri konjügasyon, maya proteini Atg8'in memeli homologu 
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MAP1LC3 dür. Dört memeli ATG4 homologundan biri olan ATG4B, öncü LC3 

(proLC3) üreten LC3-I'in C terminali 22 rezidülerini keser. Daha sonra, sitoplazmik 

LC3-I, bir E2 benzeri enzim olan ATG7 ve ATG3 tarafından fosfatidiletanolamin (PE) 

ile konjuge edilir. Lipidlenmiş LC3 (LC3-II) seçici olarak oluşturan otofagozom zar 

içine dahil edilir (Şekil 2.10). LC3-II ilişkili dış membran ayrışana ve LC3-II ilişkili iç 

membran otofagosomal kargo ile birlikte lizozomal proteazlar tarafından degrede olana 

kadar otofagozom ile ilişkili olarak kalır. LC3-II'nin bu özel birleşimi onu çekici bir 

otofaji belirteci yapar. Otofagozom, otolizozomu oluşturan bir lizozom ile birleşir (Şekil 

2.9). Lizozom ile kaynaşma, iç otofagosomal membranın ve kargonun lizozomal 

proteazlar tarafından parçalanması ve makromoleküllerin geri dönüşümü ile sonuçlanır 

(Jäger ve ark. 2004, Fader ve ark. 2009). 

 

Şekil 2.10. Makrootofaji (Gump ve ark. 2011) 

Yaşam, hücre ölümüne neden olan tedaviye karşı savunma mekanizmasını kendini 

koruma mekanizması olarak sunarken, aşırı ve uzamış otofaji hücre yaşamını ve 

iyileşmesini engellemektedir. Bu otofajik hücre ölümü veya programlı hücre ölümü tip 

II olarak bilinen hücre ölüm programını uyarır, bazen de apoptozu uyarır. Otofajinin 

hem baskılanması ve uyarılması, gerçekçi terapötik yaklaşımlardır. Tümör hücrelerini 

otofajik ölüme gitmeye zorlar. Otofajik hücre ölümü, apoptozdan, artmış otofogozom 

formasyonu ve kaspaz bağımsızlığı açısından farklılık gösterir. Otofajinin inhibisyonu, 

tedavi süresince yaşam mekanizması olarak kullanılmasını önler. İntact apoptoz 

sinyaline sahip hücrelerde, otofaji inhibisyonu hücrelerin apoptoza gitmesine neden 

olur. Stres uyarıcıların yokluğunda anti-apoptotik Bcl2, Beclin1-BH3 domainine 

bağlanır ve otofaji yeteneğini inhibe eder. Fakat açlık boyunca ya da stres koşulları 
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altında birçok mekanizma bu etkileşimden kaynaklanan bozukluğu düzeltir ve Beclin1- 

aktivasyonu stres durumu altında gerçekleşir. Besin yeterliliği durumunda Beclin 1 Bcl-

2 ya da Bcl-xL tarafından bağlanır ve otofaji başlatma yeteneğini inhibe eder. Açlık 

boyunca ya da stres koşulları altında birçok mekanizma bu etkileşimden kaynaklanan 

bozukluğu düzeltir ve otofajiye olanak sağlar. Bu mekanizmalar; Beclin-1 BH3 

domaininin DAPK-aracılığıyla fosforilasyonu, Bcl-2 ‘nin yapısal olmayan loop’unun 

JNK aracılığıyla fosforilasyonu Bcl-2/Bcl-xL bağlanması için Bad ve Bax ile rekabet,  

Beclin-1’e DAMP molekül HMGB-1’in bağlanmasından oluşur (Notte ve ark. 2011). 

 

Şekil 2.11.Otofaji ve apoptoz arasındaki ilişki (Tait ve ark. 2014) 

Apoptoz ve otofaji yolakları arasındaki kompleks bağlantıya rağmen, otofaji daha çok 

hücre yaşamı şeklinde sonuçlanır (Şekil 2.11). p62/SQSTM1 veya selektif otofajiyi 

başlatmak için degrede olan taşıyıcı bir protein ve otofogozom reseptörürüdür. 

p62/SQSTM1, LC3'ü, sekestozomların bozunması için gerekli olan LC3 etkileşim 

bölgesi (LIR) vasıtasıyla bağlar. p62/SQSTM1, otofaji de poliubikitin içeren cisimlerin 

oluşması ve parçalanması için de gereklidir. Otofajide ki p62/SQSTM1 rolünün dışında, 

hücre sinyallemesinde farklılaşma, apoptoz ve immun cevap üzerine de etkilidir. p62 
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birçok proteinin seçici otofajik degredasyonuna dahil olsada, p62 ayrıca birçok 

apoptotik ve yaşam yolaklarına da dahil olmaktadır. p62 kaspaz 8 ile de etkileşime girer 

ve etkili kaspaz 8 aktivasyonu için önemlidir. Diğer bir yandan p62, ölüm reseptör 

aktivasyonuna cevaben kaspaz 6ve 8 tarafından kırılır ve otofaji tarafından degrade 

edilir. Bu nedenle apoptozun etkinliğini değiştiren otofaji ve p62 bağımlı otofajiyi 

etkileyen apoptoz arasında karşılıklı ilişki bulunmaktadır (Jing ve ark. 2016). 

2.8.Anjiyogenez 

 

Tümör büyümesi ve metastazı, hızlı büyüme evresindeki tümör hücrelerinden gelen 

kimyasal sinyaller tarafından tetiklenen anjiyogeneze ve lenf anjiyogeneze bağlıdır 

(Folkman 1971). Yapılan bir çalışmada aynı organın farklı bölgelerine verilen kanser 

hücrelerinin davranışları karşılaştırıldı (Muthukkaruppan ve ark. 1982). Bir bölge kan 

dolaşımlı iris idi; diğeri ise kan dolaşımı olmayan kısım idi. Kan dolaşımı olmayan 

kanser hücreleri çapı 1-2 mm3'e ulaştığı ve daha sonra durduğu ancak anjiyogenezin 

mümkün olduğu bir alana yerleştirildiğinde 2 mm3'ün üzerinde büyüdüğü gözlendi. 

Buna göre vasküler desteğin yokluğunda, tümörler nekrotik veya apoptotik hale 

gelebileceği belirlendi (Holmgren ve ark. 1995, Parangi ve ark. 1996). Bu nedenle 

anjiyogenez kanser ilerlemesinde önemli bir faktördür. Neovaskülarizasyon, tümör 

anjiyogenezi de dahil olmak üzere, temel olarak dört basamaklı bir işlemdir. İlk olarak, 

dokulardaki bazal membran lokal olarak yaralanır ve tahribat ve hipoksi oluşur. İkincisi, 

anjiojenik faktörler tarafından aktive edilen endotel hücreleri migrasyon için hazır hale 

gelir. Üçüncü olarak, endotel hücreleri prolifere ve stabilize olur. Dördüncü olarak, 

anjiyogenik faktörler anjiyogenik süreci etkilemeye devam etmektedir. Vasküler endotel 

hücreleri, ortalama olarak her 1000 günde bölünür (Denekamp 1993). Anjiyogenez 

tümör dokuları besin maddeleri ve oksijen gerektirdiğinde uyarılır. Anjiogenez hem 

aktivatör hem de inhibitör moleküller tarafından düzenlenir. Bununla birlikte, 

anjiyogenik faktörlerin aktivitesinin upregülasyonu, neoplazmanın anjiyogenezisi için 

yeterli değildir. Negatif düzenleyiciler veya damar büyümesinin önleyicileri de 

downregüle edilmelidir (Dameron ve ark. 1994). 

 

 

 



 

32 

 

2.8.1. Anjiyogenez mekanizması 

 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF), 

anjiyojenin, transforme edici büyüme faktörü (TGF)-α, TGF-β, tümör nekroz faktörü 

(TNF)-α, trombosit türevi endotel büyüme faktörü, granülosit koloni uyarıcı faktör, 

plasental büyüme faktörü, interlökin-8, hepatosit büyüme faktörü ve epidermal büyüme 

faktörü dahil olmak üzere bir düzineden fazla farklı protein, anjiyojenik aktivatörler 

olarak tanımlandı. VEGF, normal dokularda olduğu gibi neoplastik dokularda da güçlü 

bir anjiyojenik ajandır. Bazı sitokinlerin ve diğer büyüme faktörlerinin etkisi altında, 

VEGF ailesi kanserli dokuda ve komşu stromada görülür ve neovaskülarizasyonda 

önemli bir rol oynamaktadır (Folkman 1990, 1995a, 1995b). Bazı anjiyogenik 

fenotipler, büyüyen tümör hücreleri ile kılcal damarlar arasındaki artan mesafeden veya 

yeni damarların yetersizliğinden kaynaklanan hipoksi ile tetiklenebilir. Hipoksi, hipoksi 

ile uyarılabilir faktör-1α (HIF-1α) aracılığıyla VEGF ve reseptörünün ekspresyonunu 

indükler (Bottaro ve Liotta 2003). Tümör hücreleri yeni kan damarlarında VEGF 

üreterek beslenir ve çevredeki dokuya salgılanır. Tümör hücreleri endotel hücreleri ile 

karşılaştığında endotel hücre dış yüzeyindeki reseptörlere bağlanırlar. VEGF'nin 

reseptörüne bağlanması, endotel hücresinin çekirdeğine sinyal ileten proteinleri aktive 

eder. Nükleer sinyaller, bir grup genin endotel hücre büyümesi için gerekli ürünlerin 

yapılmasını sağlar. VEGF tarafından aktive edilen endotel hücreleri, matriks 

metalloproteinazları (MMP'ler) üretir. MMP'ler hücreler arasındaki boşlukları dolduran 

ve protein ve polisakaritlerden oluşan hücre dışı matrisi parçalamaktadır. Bu matris, 

endotel hücrelerinin migrasyonuna izin verir. Endotel hücreleri bölgedeki dokulara 

geçtikçe bölünmeye başlarlar. Daha sonra integrin α veya β gibi yapışma faktörleri 

yardımıyla kademeli olarak kan damarlarının olgun bir ağına dönüşen içi boş tüp 

halinde organize olurlar. (Mizejewski 1999, Nelson ve ark. 2000). Yeni oluşan kan 

damarlarının dengelenmesi veya olgunlaşması gerekir. Anjiyotensin-1-2 ve bunların 

reseptörü Tie-2 vasküler büyümeyi stabilize eder ve yönetir (Suri ve ark. 1996, 

Maisonpierre ve ark. 1997, Tournaire ve ark. 2004). VEGF ailesinden, kendi 

reseptörleri üzerinde etki gösteren VEGF-A, VEGF-B, VEGFC ve VEGF-E, kan 

damarlarının çoğalmasına neden olurken, VEGF-C ve VEGFD lenfanjiogenetikte rol 

alır (Neufeld ve ark. 1999, Mandriota ve ark. 2001, Rafii ve Skobe 2003). Vasküler 

endotelyal büyüme faktörü-A, en azından altı moleküler izoformda oluşan bir heparin 
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bağlayıcı glikoproteindir (Ferrara ve ark. 1992, Stalmans ve ark. 2002). VEGF-A, 

vasküler endotel hücreleri için güçlü ve çok spesifik bir mitojendir ve anjiyogenez için 

gerekli olan olayların tüm basamaklarını uyarır (Leung ve ark. 1989, Conn ve ark. 

1990), ve birçok tümörde aşırı eksprese edilir (Dvorak 2002). VEGF-B, VEGFR-1'e 

spesifik olarak bağlanan iki protein izoformu VEGF-B167 ve VEGF-B186 olarak 

bulunur. Bununla birlikte, VEGF-B, VEGF-A ile bir heterodimer oluşturarak onun 

biyolojik reseptörleri ile olan etkileşimini ve normal fizyolojik etkilerini değiştirir. 

(Olofsson ve ark. 1996). VEGF-B, kalp, iskelet kası ve vasküler hücrelerde yaygın 

şekilde bulunurken, biyolojik fonksiyonu belirsizliğini korumaktadır (Olofsson ve ark. 

1996, Yonekura ve ark. 1999). Ayrıca, VEGF-B düzeylerinin gelişme boyunca ve 

doğumdan sonra arttığı ve kardiyak anjiyogenezin progresyonuyla yakından ilişkili 

olduğu bildirilmiştir (Bellomo ve ark. 2000). VEGF-C, reseptör bağlanma yerleri ihtiva 

eden VEGF homoloji domaininden oluşan bir yapıya sahiptir (Joukov ve ark. 1998). 

VEGF-A'nın aksine, VEGF-C'nin ifadesi hipoksi ile düzenlenmez (Enholm ve ark. 

1997). VEGF-C'nin ekspresyonu, erken gelişme ve tümör anjiyogenezi ve lenfojenez 

gibi bazı patolojik olaylarla sınırlıdır (Peeper 2001). VEGF-D, c-FOS ile indüklenen 

büyüme faktörü (FIGF) olarak bilinir ve VEGF-C ile % 61 aynı aminoasit dizisine 

sahiptir ve bu büyüme faktörlerinin her ikisi de VEGFR-2 ve -3 olarak adlandırılan 

insan endotel hücrelerindeki aynı reseptörlere bağlanırlar (Orlandini ve ark. 1996, 

Achen ve ark. 1998, Baldwin ve ark. 2001). VEGF-C ve VEGF-D, embriyogenezin orta 

evrelerinde lenfojenezin yanı sıra anjiyogenezi düzenleyen VEGFR-3’e bağlanır ve 

etkinleştirir (Soker ve ark. 1998). VEGF-E'nin reseptörü ile etkileşimi, endotelyal hücre 

büyümesini teşvik etmektedir (Ogawa ve ark. 1998). VEGFR-2 üzerindeki VEGF-A 

bağlanma cebi ile VEGF-E bağlanma cebi arasında bu iki faktör arasında antagonistik 

bir ilişki olduğunu gösterecek önemli bir örtüşme vardır (Kiba ve ark.2003). 

 

2.9.İlaç Dirençliliği 

 

İlaç direnci, hastalıkların farmasötik tedavilere toleranslı hale gelmesiyle sonuçlanan iyi 

bilinen bir olgudur. Bu kavram, ilk olarak bakterilerin bazı antibiyotiklere karşı direnç 

kazanması üzerine anlam kazandı ancak o zamandan beri benzer mekanizmalar kanser 

dahil diğer hastalıklarda da görüldü. İlaç direncinin bazı yöntemleri hastalığa özgüdür; 

ilaç efluks evrimsel olarak korunmaktadır. Başlangıçta birçok kanser türü kemoterapiye 
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duyarlı olsalar da, zamanla bu ve diğer mekanizmalarla (DNA mutasyonları ve ilaç 

inhibisyonu ve bozulmayı teşvik eden metabolik değişiklikler) direnç geliştirebilirler. 

Kanser ilaç direnci, ilaç inaktivasyonu, ilaç hedef değişikliği, ilaç efluks, DNA hasar 

onarımı, hücre ölüm inhibisyonu, EMT, doğal hücre heterojenitesi, epigenetik etkiler 

veya bu mekanizmaların herhangi bir kombinasyonundan etkilenen karmaşık bir 

fenomendir. Mevcut paradigma, kombinasyon tedavisinin en iyi tedavi seçeneği 

olduğunu çünkü ilaç direncinin gelişmesini önlemesi ve herhangi bir ilacın kendinden 

daha etkili olabilmesi için en iyi tedavi seçeneği olması gerektiğini belirtmektedir 

(Sarkar, ve ark. 2013, Sarkar ve ark. 2014, Heerboth ve ark. 2014). Bu nedenle, 

kanserlerde artan ilaç direnci prevalansını gidermek için bu şekilde tedavi rejimleri 

düşünülmeli ve geliştirilmelidir. Kanser progenitör hücreleri çoğu zaman ilaca 

dirençlidir. Bu öncü hücreler hastalarda görünüşte remisyona devam edebilir ve 

metastaz sırasında durağan kalabilir veya diğer bölgelere göç edebilir. Böylece, kanser 

öncül hücreleri özgün tümör bölgesinde veya uzak organlarda kanser nüksetmesine 

neden olabilir. Antikanser tedavisinin geliştirilmesindeki bir sonraki adım, böyle kanser 

öncül hücrelerinin ortadan kaldırılmasını hedef almalıdır. Ek olarak, ilaca dirençli 

kanser hücrelerinin küçük bir nüfusunun varlığı, ele alınması güç olan başka bir 

karmaşıklık ortaya koymaktadır (Parkin ve ark. 2013). İlaca dirençli bu kanser hücreleri, 

remisyon sonrası kanser nüksetmesine katkıda bulunur. Bu nedenle, kanser ilaç 

direncinin altında yatan mekanizmaları anlamaya yönelik çabaları sürdürmek ve mevcut 

tedaviye yanıt vermeyen kanserlerin tedavi şeklini belirlemek önemlidir. 

 

2.9.1.İlaç efluks mekanizması 

 

Kanser ilaç direncinin en çok çalışılan mekanizmalarından biri de efluksı arttırarak ilaç 

birikimini azaltmaktır. ATP bağlayıcı kaset (ABC) taşıyıcı aile proteinlerinin üyeleri bu 

ilaç atılımını mümkün kılar ve sağlıklı hücrelerin plazma membranlarında iyi çalışılan 

önemli regülatörlerdir. ABC taşıyıcıları, yalnızca insan hücrelerinde değil çeşitli 

hücrelerde çeşitli maddelerin taşınması için işlev gören tüm filumlarda bulunan 

transmembran proteinlerdir. Taşıyıcının yapısı proteinden proteine değişmesine rağmen 

(örneğin, insanlarda ABC ailesinin 49 tanınmış üyesi vardır) oldukça korunmuş bir 

nükleotid bağlanma domaini ve daha değişken bir transmembran domain olmak üzere 

hepsi iki farklı domainin varlığı ile sınıflandırılmıştır (Chang ve ark. 2001). Belirli bir 



 

35 

 

substrat transmembran domaine bağlandığında, nükleotid bağlanma bölgesindeki ATP 

hidrolizi, konformasyonda bir değişiklik meydana getirir ve substratı hücrenin dışına 

iter. Bu efluks mekanizması, toksinlerin hücre içinde aşırı birikiminin önlenmesinde 

önemli bir rol oynamaktadır (Sauna ve ark. 2001). Şaşırtıcı olmayan bir şekilde, ABC 

taşıyıcıları karaciğerin ve bağırsağın epitelinde yüksek derecede eksprese edilir; burada 

proteinler, ilaçları ve diğer zararlı molekülleri safra yoluna ve bağırsak lümenine 

pompalayarak vücudu korur. Aynı zamanda kan-beyin bariyerini korumada büyük bir 

rol oynarlar (Schinkel ve ark. 1994, Borst ve ark. 2002). 

ABC taşıyıcıları yoluyla efluks normal bir fizyolojik süreçken, kanser hücrelerinde 

bilinen bir ilaç direnci mekanizmasıdır. Çoklu ilaç direnci protein 1 (MDR1), çoklu 

ilaca dirençle ilişkili protein 1 (MRP1) ve meme kanseri direnci proteini (BCRP) olmak 

üzere üç taşıyıcı birçok ilaca dirençli kanserde rol oynar. Her üç taşıyıcı geniş substrat 

aralığına sahiptir ve vinca alkaloidleri, epipodofilotoksinleri, antrasiklinleri, taksanları 

ve kinaz önleyicilerini içeren birçok ksenobiyotik maddeyi hücrelerden dışarı atabilirler. 

Böylece kanser hücrelerini pek çok birinci basamak kemoterapiden korur. P-gp üreten 

MDR1, tüm taşıyıcılar arasında ilk belirlenen ve çokça çalışılan bir taşıyıcıdır 

(Gottesman ve ark. 2002, Szakas ve ark. 2004, Hilgendorf ve ark. 2007). Kolon, 

karaciğer ve böbrekteki MDR1 geninin normal ekspresyonu, bu dokular 

kanserleştiğinde artar. İlginç bir şekilde bir çalışmada, doksorubisin ile yapılan 

tedavinin, akciğer kanseri hücrelerinde MDR1 ekspresyonunda büyük bir artışa neden 

olduğu gösterilmişken, normal akciğer hücrelerinde ekspresyonda belirgin bir değişiklik 

gözlenmediği gösterilmiştir (Abolhoda ve ark. 1999). Bu da MDR1 aşırı 

ekspresyonunun hem intrinsik hem de kazanılmış mekanizmalarının bulunduğunu 

düşündürmektedir. Normalde MDR1'i ifade etmeyen, akciğer, meme ve prostat 

hücreleri gibi dokular, ilgili taşıyıcıların MRP1 veya BCRP'nin ekspresyonundan dolayı 

ilaca dirençlidir. BCRP normal hücreleri ksenobiyotik gibi toksinlerin etkilerinden 

korur, heme ve folat homeostazını korur ve kök hücrelerde eksprese edilir. Çeşitli 

kanser türlerinde yapılan birçok çalışma,  bu taşıyıcıların tümör hücrelerinde artmış 

ekspresyonunun kötü klinik sonuçlarla ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bir nöroblastom 

çalışmasında, yüksek MRP1 ekspresyon düzeylerinin zayıf klinik sonuçlar ile anlamlı 

korelasyon gösterdiği bulundu (Haber ve ark. 2006). Benzer şekilde, BCRP'nin 

ekspresyonu, küçük hücreli akciğer kanseri hastalarında ilaç yanıtını ve sağkalım 
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oranlarını öngörüyordu. Bazen, ilaç efluksını gefitinib gibi bir BCRP inhibitör ilacı 

kullanarak azaltmak mümkündür. Bu özel ilaç, BCRP'nin taşıyıcı fonksiyonunu bloke 

etmek, ilaç direncini tersine çevirmek üzere işlev gören bir tirozin kinaz inhibitörüdür 

(Yanase, ve ark. 2004). Doğrudan BCRP'yi inhibe etmek için az sayıda bileşik tespit 

edilmesine rağmen, östrojenin BRCP’nin ifadesini düzenlemede büyük bir rol oynadığı 

açıktır. Bir çalışma, 17b estradiol'ün meme kanseri hücrelerinde BCRP'nin 

ekspresyonunu downregüle ettiğini ve böylece kanser hücrelerinde kemoterapötik 

ilaçların konsantrasyonunun arttığını gösterdi (Doyle ve ark. 1998). Genel olarak, bu 

transkriptlerin inhibisyonu, kanser hücrelerinin ilaç tedavilerine hassaslaşmasına 

yardımcı olabilir. 

Bir ilacın etkinliği, moleküler hedefi ve bu hedefin değişimleri, örneğin mutasyon veya 

ekspresyon seviyelerinin modifikasyonları tarafından etkilenir. Kanserlerde, bu tür 

değişiklikler sonuçta ilaç direncine yol açabilir. Kinazlar gibi sinyal moleküllerinin 

yapısal aktivasyonu hücre döngüsünü kontrol dışı bırakır ve kansere neden olur. Buna 

ek olarak, bu proteinler ayrıca P-gp ekspresyonunu düzenler ve böylece ilaç direncinin 

gelişmesini sağlamak için ortamı modüle edebilir. Östrojen, ER-pozitif meme kanseri 

hücrelerinde P-gp protein sentezini downregüle eder ancak ER-negatif meme kanseri 

hücrelerinde veya doksorubisine dirençli ER-negatif yumurtalık kanseri hücrelerinde bu 

geçerli değildir (Imai ve ark. 2005, Mutoh ve ark. 2006). Tersine, reseptör tirozin 

kinazların downstream yolağında hareket eden HRas, c-Raf, MEK l/2, ERK l/2 gibi 

MAPK yolunda yer alan proteinlerin aşırı ekspresyonu, P-gp ekspresyonunu arttırır. 

Ekstraselüler sinyal düzenleyen kinaz (ERK) yolağının inhibitörleri P-gp 

ekspresyonunu downregüle ederken EGF ve FGF gibi büyüme faktörleri arttırır 

(Katayama ve ark. 2007). İlginç bir şekilde, pek çok sinyal proteinini stabilize eden bir 

şaperon protein olan HSP90'ın inhibisyonu, P-gp'yi downregüle eder (Fukuyo ve ark. 

2010). Genel olarak, bu sonuçlar, P-gp ekspresyonunun ve stabilitesinin sıkı bir şekilde 

düzenlendiğini ve tümör hücresi progresyonuna avantajlı olduğunu düşündürmektedir. 

Kanserlerde sıklıkla aktive olan bu kanserojen kinazları hedef almak, P-gp 

ekspresyonunu azaltmada ve kanser hücrelerini diğer ilaçlara hassaslaştırmada yararlı 

olabilmektedir. Bir başka antikanser ilaç hedef sinyal kinazları epidermal büyüme 

faktörü reseptörü (EGFR) ailesinin üyeleri ve Ras, Src, Raf ve MEK gibi kinazları işaret 

eder. Bu kinazların bir kısmı belirli kanserlerde yapısal olarak aktiftir ve bu kontrolsüz 
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hücre büyümesini teşvik eder. Çoğu durumda, mutasyonlar bu kinazların aşırı 

aktivasyonuna neden olur.  Bununla birlikte, bazen aynı etki, gen aşırı ekspresyonundan 

kaynaklanır. EGFR ailesinde bir reseptör tirozin kinaz olan insan epidermal büyüme 

faktörü reseptörü 2 (HER2) meme kanseri hastalarının %30'unda aşırı eksprese edilir 

(Holohan ve ark. 2013) ve bu kinazı hedefleyen inhibitörlerin uzun süreli kullanımından 

sonra ilaç direnci ortaya çıkabilir (Slamon ve ark. 2001). 

2.10. Palladyum (II) Bileşiği Yapısı ve Kanser Tedavisindeki Yeri 

 

Günümüzde, özellikle tedavi imkanları içerisinde ilk sırayı alan kemoterapi, mevcut 

ilaçlar çerçevesinde yetersiz kalmakta ve birçok kanser türünde etkin bir tedavi 

sağlanamamaktadır. Bu nedenle son yıllarda yapılan kanseri önleyici yeni ilaç 

geliştirme çalışmaları heyecan ve umut vaadeden bir alan olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Özellikle kanser tedavisinde metal bileşiklerin çok çeşitli tümör hücre soylarına karşı 

umut verici etkilerinden dolayı ilaç olarak kullanımı yaygınlaşmıştır (Abu-surrah ve ark. 

2008, Ferraz ve ark. 2009, Garoufis ve ark. 2009, Ulukaya ve ark. 2011a,b). Pt ve Pd 

gibi metal bileşiği içeren antikanser ajanların DNA’da iplikler arası çapraz bağların, 

DNA kalıntılarının oluşumuna yol açarak sitotoksik ve apoptotik aktiviteyi modüle 

ettiği bildirilmektedir (Zhu ve ark. 2009). Bu metal bileşiklerden olan Pd; antifungal, 

antiviral, antitümör ve antibakteriyal etkilere sahiptir. Bu yapıdaki kimyasalların suda 

kolay çözünebilmeleri, membranlardan kolayca geçip ve hücre içerisine DNA’ya 

bağlanabilmeleri, ayrıca yan etkilerinin daha az olması tercih edilmelerine neden 

olmaktadır (Abu-Surrah ve ark. 2008). Ayrıca yapılan çalışmalarda Pd (II) bileşiklerinin 

kanser hücrelerinde hücre ölümünü arttırarak apoptozise neden oldukları gösterilmiştir 

(Keter ve ark. 2008, Guney ve ark. 2011a, Ferraz ve ark. 2011, Miklasova ve ark. 2009). 

Pd (II) bileşiklerinin bu sitotoksik etkiyi DNA’da yüksek düzeyde hasarlar oluşturarak 

yaptıkları da görülmüştür (Miklasova ve ark. 2009). Cisplatin gibi metal bazlı ilaçların 

metal merkezleri pozitif yüklüdür ve DNA gibi negatif yüklü biyomoleküllere bağlanma 

yeteneğine sahiptirler. Hem Pt (II) hem de Pd (II) bileşiklerinin DNA ile 

etkileşimlerinin mekanizmaları araştırılmış ve DNA’yı iki farklı mekanizma üzerinden 

etkiledikleri anlaşılmıştır. Birinci mekanizma, Pt (II) veya Pd (II) iyonlarının DNA 

sarmalındaki amino uçlarına bağlanmasına ve bir koordinasyon molekülü oluşturmasına 

dayanmaktadır. Küçük hacimli Pt (II) veya Pd (II) bileşikleri DNA'yı oluşturan pürin 
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bazları guanin ve adenin ile etkileşir ve bu uçlardan DNA sarmalına bağlanırlar. Pt (II) 

veya Pd (II) iyonlarının DNA’ya bağlanması sonucunda, hücre bölünmesi sırasında 

DNA sentezi imkânsız hale gelir ve DNA'sını tamir edemeyen hücre ölür (Petrovic ve 

ark. 2007). İkinci mekanizmada ise, büyük hacimli ligandların bağlı olduğu Pt (II) veya 

Pd (II) bileşikleri DNA çift sarmalında araya girer (interkalasyon) ve DNA’ya hidrojen 

bağlarıyla bağlanarak hücre bölünmesini durdurur (Howe-Grant ve ark. 1976, Petrovic 

ve ark. 2007). Pd bileşiği DNA'yı eşit olmayan iki parçaya ayırır ve hafif DNA parçası 

yerine ağır parçaya güçlü bir şekilde bağlanır (Mansouri-Torshizi ve ark. 2008). Yapılan 

çalışmalar Pt (II) bileşikleri gibi DNA‘da yüksek düzeyde hasar oluşturduğunu ve 

apoptozisi indüklediğini göstermiştir (Keter ve ark. 2008, Miklasova ve ark. 2009). 

Ulukaya ve ark. (2011b) yaptığı çalışmada ise Pd (II) bileşiğinin apoptozisi DR4 ve 

DR5 isimli apoptozis ölüm genleri üzerinden indüklediği bulunmuştur. 

Bu tez çalışmasında kullanılan [PdCl(terpy)](sac).2H2O] olarak formüle edilen Pd (II) 

bileşiği, Uludağ Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya bölümü Prof. Dr. Veysel Turan 

Yılmaz ve ekibi tarafından sentezlenmiş, karakterizasyonu yapılmıştır. Pd (II) bileşiği 

sentezinde Pd (II) iyonları; barbitürik asit, Cl- ve su ile koordinasyonu sonucu 

oluşmaktadır. Pd (II) komplesinin açık yapısı aşağıda verilmiştir (Şekil 2.12). 

 

Şekil 2.12. Pd(II) bileşiğinin kimyasal yapısı 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Hücre kültürü malzemeleri ve kimyasal maddeler 

 

- Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium Mix with L-glutamine, Gibco, 

New York, ABD 

- Dulbecco's Modification of Eagle's Medium/Ham's F-12 50/50 Mix with L-glutamine, 

Gibco, New York, ABD 

- F-12K Medium (Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium), ATCC Manassas, 

Virginia, ABD 

-Fötal sığır serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), Gibco, New York, ABD 

- Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (100X), Gibco, New York, ABD  

- Non-essential amino acid (100X) Gibco, New York, ABD 

- Endotelyal hücre büyüme tamamlayıcısı Sigma Aldrich, ABD 

- Heparin sodyum tuzu Sigma Aldrich, ABD 

- Fosfat tuz tamponu (PBS), Sigma, ABD 

- % 0,25 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Sigma-Aldrich, St. 

Louis, ABD 

- Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries, İsrail 

- Palladyum (II) bileşiği, Uludağ Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü  

- Klorokin, Sigma, Almanya 

- Canertinib (CI-1033, PD-183805) BioVision,ABD 

- Sulforhodamine B (SRB) Santa Cruz Biotechnology Dallas, Teksas, ABD 

- 0.2  µM filtre, PES, steril, Corning New York, ABD 

- Dimetil sülfoksit (DMSO), AMRESCO, Solon, ABD 

- Annexin V-Cy3 Apoptosis Kit Plus BioVision ABD  

- Power SYBR Green PCR master mix Thermo Scientific Massachusetts, ABD 

- cDNA Synthesis Kits— Jena Bioscience Germany 

- Total RNA Purification Kit Jena Bioscience Germany 

- TRIS (Base), Ultra Pure BioShop Canada 

- Sodium chloride (NaCl) Millipore, Bedford, MA, USA 
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- iBlot 2 Transfer Stacks, nitrocellulose, regular size Thermo Scientific Massachusetts, 

ABD 

- Nonfat Dry milk Cell Signalling Technology The Netherlands 

- Nupage %4-12 Bis tris gel Thermo Scientific Massachusetts, ABD 

- WesternBright ECL HRP substrate Advansta Menlo Park ABD 

- Biçinkoninik Asit Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) 

- Antioksidan (İnvitrogen, CA, USA) 

- Tween-20, AMRESCO, Solon, ABD 

- SDS Molecular Biology grade, BioChemica Applicham, Almanya 

- RIPA lysis buffer (1X) Santa Cruz Biotechnology Dallas, Teksas, ABD 

- SDS running buffer (Nu-PAGE, 20X, İnvitrogen, CA, USA) 

- Muse Annexin V & Dead Cell Kit Millipore, Bedford, MA, USA    

- Muse Cell Cycle Kit  Millipore, Bedford, MA, USA      

- Muse Caspase-3/7 Kit Millipore, Bedford, MA, USA      

- Muse MitoPotential Kit Millipore, Bedford, MA, USA      

- Muse Gamma H2AX Kit Millipore, Bedford, MA, USA      

- Muse Autophagy LC3 Kit Millipore, Bedford, MA, USA      

- Muse Oxidative Stress Kit Millipore, Bedford, MA, USA      

- Muse PI3K activation Dual Detection Kit Millipore, Bedford, MA, USA 

- Muse EGFR activation Dual Detection Kit Millipore, Bedford, MA, USA   

- Muse System Check Kit Millipore, Bedford, MA, USA      

- Guava Instrument Cleaning Fluid (ICF), Millipore, Bedford, MA, USA  

- Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain) 

- ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany)  

     

3.1.2. Sarf malzemeler 

 

-25cm2, 75cm2 ve 150cm2’lik flasklar, Orange Scientific, Braine-l’Alleud, Belgium 

-6, 24 ve 96 kuyucuklu pleyt, Orange Scientific, Braine-l’Alleud, Belgium 

-5ml ve 10ml’lik enjektörler, Becton Dickinson, New Jersey, ABD 

-10µl’lik pipet uçları, SSIBIO,California, ABD 

-100µl’lik pipet uçları, SSIBIO,California, ABD 

-1000µl’lik pipet uçları, SSIBIO,California, ABD 
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-15ml’lik ve 50ml’lik falkon, ISOLAB Wertheim, Almanya 

-0,5 ve 1.5 ml’lik santrifüj tüpleri, SSIBIO,California, ABD 

-Kriyovial, ATS 

-10 ve 25 ml’lik serolojik pipet, Sarstedt Nümbrecht GERMANY 

-2 ml’lik cam pastör pipetler, Marienfeld Lauda-Königshofen, Almanya 

-İnvazyon testi için insert, 0.8 mikron por genişliği, transparan pet membran, 24 kuyulu 

pleyte uyumlu, Corning, New York, ABD 

-Matrijel, Corning Costar, New York, ABD 

- Thoma lamı, Bright –Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA 

 

3.1.3. Cihazlar 

 

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya) 

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D 

-Luminometre (FL×800 Mikroplate Floresans Okuyucu) 

-I-Blot jel transfer cihazına (İnvitrogen, CA, USA) 

-Muse Cell Analyzer Cihazı, Merck 

-CO2 inkübatörü, Sanyo, Japonya 

-Mikroplate inkübatör ve çalkalayıcı, Heidolph, Almanya 

-Buharlı sterilizatör (Otoklav), Nüve OT4060, Türkiye 

-Steril kabin, ESCO, Singapur 

-Multipipet cihazı, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya 

-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya 

-Aspiratör, Rocker 300, Tayvan 

-Santrifüj, Rotina 35R, Almanya 

-10µl, 100µl ve 1000µl’lik pipet seti, Orange Scientific 

-0,5-5ml pipet, Brand 

-10ml pipet, Eppendorf 

-5-5µl Transferpipet, Thermo Scientific 
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-Pipet boy, ISO fill 

-20-200µl Transferpipet, Brand, Almanya  

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Hücre kültürü 

 

Deneylerde kullanılan HCT-15 ve HT-29 insan kolon kanser hücre soyları 

Dr.Konstantinos Dimas (Thessally Üniversitesi) aracılığıyla temin edilmiştir. MDCKII 

(The Madin−Darby canine böbrek) doğal hücre soyu ve BRCP1, MRP1 transfekte 

edilmiş insan ve fare hücre soyları ve MDRR1 insan hücre soyu Dr. Alfred Schinkel 

(Hollanda Kanser Enstitüsü) tarafından temin edilmiştir. HUVEC hücreleri Amerikan 

Tıp Kültür Koleksiyonu (ATCC)’den temin edildi (Manassas, Virginia, ABD).  

 

3.2.2. Kullanılan besiyerinin hazırlanması 

 

HT-29 hücreleri Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) besiyeri (Gibco, ABD) 

içine %10 Fetal sığır serumu (FBS) (Gibco, ABD), %1 Penisilin-Streptomisin (P/S) 

solüsyonu (Gibco, ABD) VE %1 Minimum essential medium Non-Essential Aminoasit 

(MEM-NEAA) (Gibco, ABD),  eklenmesiyle oluşturulan besiyeri içinde kültüre edildi. 

HCT-15 hücreleri ise %5 FBS ve %1 P/S, L-glutamin ve %1 MEM-NEAA içeren 

RPMI-1640 besiyeri içerisinde büyütüldü. MDCKII transport hücreleri ((MDCKII-

mBRCP, MDCKII-hBRCP, MDCKII-mMRP, MDCKII-hMRP, MDCKII-MDR1) 1:1 

oranındaki Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ve Ham’s F12 

(DMEM/F12) (Gibco, ABD) besiyeri içine %10 FBS ve %1 P/S solüsyonu 

eklenmesiyle oluşturulan besiyeri içinde kültüre edildi. HUVEC hücreleri ise F-12K 

(Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium) (ATCC, ABD) besiyeri içerisinde %10 

FBS ve %1 P/S solüsyonu 0,1 mg/ml final olacak şekilde heparin sodyum tuzu (Sigma 

Aldrich, ABD), 0,03mg/ml endotelyal hücre büyüme tamamlayıcısı (ECGS) (Sigma 

Aldrich, ABD) eklendi. 

 

 

3.2.3. Palladium(II) terpiridin sakkarinat bileşiğinin [PdCl(terpy)](sac).2H2O], 

Klorokin ve Canertinibin Hazırlanması 
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Uludağ Üniversitesi Kimya Bölümü tarafından yeni sentez edilen Pd (II) bileşiğinin ana 

stoğu 2 mM olacak şekilde 5ml moleküler biyoloji su içerisinde hazırlandı. 

3.2.4.  Hücre soylarının stoktan çıkartılması 

 

Donmuş haldeki stok hücreleri çoğaltmak için, kriyovialler içerisinde bulunan hücre 

stokları  -80 oC’deki buzdolabından alındı ve hızlı bir şekilde sıcak su banyosunda 

çözüldü. Çözülen hücre süspansiyonu; 5ml olacak şekilde %10 FBS ve %1 P/S içeren 

RPMI besiyeri bulunan 15ml’lik santrifüj tüpüne alındı. Santrifüj tüpü 1000 rpm’de 5 

dakika santrifüj edilen hücrelerden süpernatant kısmı uzaklaştırılarak ve hücre peleti 1 

ml besiyeri ile sulandırılarak hücrelerin süspansiyon haline gelmesi sağlandı. Hücre 

süspansiyonu içerisinde 5ml besiyeri bulunan 25cm2’lik hücre kültürü kapları (Thermo 

Scientific, USA) içerisine alınarak 37oC’ye ayarlı, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe 

edildi. 

3.2.5.  Hücre soylarının pasajlanması  

 

Hücreler %80-90 arası yoğunluğa ulaştıklarında hücre pasajlama işlemi gerçekleştirildi. 

Öncelikle flask içerisindeki besiyeri uzaklaştırıldı. Ardından, hücre artıklarından ve 

besiyeri içerisinde bulunan serumdan uzaklaşmak amacıyla 25 cm2’lik flaskın içerisine 

1X PBS’ten (Sigma-Aldrich, ABD) 2 ml ilave edildi (75 cm2’lik flask için 4 ml) ve 

flask yüzeyi PBS ile yıkandı. Daha sonra PBS uzaklaştırıldı ve hücreleri yapıştıkları 

yüzeyden kaldırmak amacıyla %0.05 Tripsin-EDTA solüsyonundan (Gibco, ABD) 0,5 

ml eklendi (75 cm2’lik için 1 ml) ve hücreler yaklaşık 5 dakika inkübatör içerisinde 

bekletildi. Flask yüzeyinden ayrıldıkları mikroskop ile belirlenen hücreler, tripsinin 

hücre membranına zarar vermesini engelemek amacıyla, uygulanan tripsinin yaklaşık on 

katı bir miktarla yıkanarak 15 ml’lik falkonlara aktarıldı ve 1000 rpm devirde 5 dakika 

santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve hücre peleti hücre 

yoğunluğuna ve hücrelerin büyüme hızına göre uygun miktarda besiyeri ile 

sulandırılarak yeni bir 75 cm2’lik flask içerisine aktarıldı ve hücreler istenilen 

yoğunluğa (sayıya) ulaşıncaya kadar 37oC’de, %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona 

bırakıldı. 

 

3.2.6. Hücre stoklanması 
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Hücre soylarının pasajlanması işleminde olduğu gibi belli bir yoğunluğa ulaşan hücre 

soyları flask yüzeyinden %0.05 tripsin-EDTA solusyonu yardımıyla kaldırıldıktan sonra 

santrifüj edildi. Santrifüj edilen hücrelerin süpernatant kısmı atılarak pellet üzerine 

hücre yoğunluğuna göre hücre dondurma besiyeri (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml 

DMEM) eklendi ve pipetaj yapılarak hücrelerin tek tek dağılması sağlandı. Işığa hassa 

olan hücre dondurma besiyeri ile süspanse edilen hücreler her bir kriyovial başına 1-

1,5ml olacak şekilde paylaştırıldı ve kriyovialler -80°C’ye kaldırıldı. 

3.2.7. Hücrelerin sayımı 

 

Tripsin-EDTA solüsyonu yardımıyla flask yüzeyinden ayrılan hücreler, 15ml’lik falkon 

tü içerisinde 1000rpm 5dk sanrifüj edildikten sonra, süpernatant kısmı atılır. Hücre 

pelletinin yoğunluğuna göre besiyeri ile pellet sulandırılır. Bu oluşan hücre 

süspansiyonundan 10 µl alınarak ve 96 kuyucuklu bir hücre kültürü kabının boş bir 

kuyusuna eklendi. Üzerine 10 µl tripan mavisi (Biological Industries, İsrail) eklendi ve 

pipetaj yapılarak karışmaları sağlandı. Ardından bu karışımdan 10 µl alınarak thoma 

lamına çift taraflı olarak aktarıldı ve mikroskopta bu lam üzerinde beş alanda hücre 

sayımı yapıldı. Bulunan sayı sulandırma katsayısı ile çarpılarak 1 ml besiyerinde ne 

kadar hücre olduğu hesaplandı. 

3.2.8. Sulforhodamine B (SRB)  hücre canlılık testi 

 

Sulforhodamine B (SRB) testi 1990 yılından beri hücre protein içeriğinin ölçümüne 

dayanan hücre canlılığı/yoğunluluğunu belirlemek için kullanılan bir yöntemdir 

(Skehan ve ark. 1990). Bu metod asidik koşullar altında proteinlere stoikiometrik olarak 

bağlanan SRB boyasının özelliğine dayanır.  SRB, asidik koşullar altında bazik amino 

asit kalıntılarına bağlanan ve bazik koşullar altında ayrışan iki sülfonik gruba sahip 

parlak-pembe bir aminoksanten boyadır ve bağlı boyanın miktarı hücre kütlesini temsil 

eder (Lillie 1977). 

Bu metot 96 kuyucuklu pleyt içinde yapışan hücrelerde bileşiklerin toksisite taraması 

için optimize edilmiş bir yöntemidir. Bu amaçla inkübasyon periyodundan sonra 

hücreler %50 (w/v) soğuk trikloraasetik asit (TCA) ile fikse edilir ve 30 dk %1 asetik 

asit içinde %0,4 (w/v) SRB ile boyanır. Fazla boya 5 kere %1 (vol/vol) asetik asit ile 

yıkanarak uzaklaştırılır. Protein bağlayıcı boya 10 mM Tris baz solüsyonu ile çözülür ve 

optik yoğunluk (absorbans) 564 nm dalga boyunda spektrofotometre ile ölçülür (Şekil 

3.1).  
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Şekil 3.1. SRB testinin uygulanması (Houghton ver ark. 2007 değiştirilerek alınmıştır) 

Çalışmada, kullanılacak olan bileşiklerin hücre proliferasyonuna bir etkisi olup 

olmadığı SRB canlılık testi ile ölçüldü. İlk olarak HCT-15 ve HT-29 kolon kanser 

hücreleri 5×103 hücre/kuyu 96 kuyucuklu hücre kültür kaplarında ekildikten sonra bir 

gece yapışmaları beklendi. Uygun doz seçimi yapabilmek amacıyla hücreler, Pd (II) 

bileşiği ile 7 farklı konsantrasyonda (1,56-100 μM) 24 ve 48 saat süreyle muamele 

edildi. Kullanılacak olan otofaji inhibitörü klorokin (CQ) (Sigma, Almanya) ise 1,56-

100 μM doz aralığında 24 saat süreyle hücrelerle muamele edildi. Epidermal büyüme 

faktörü reseptörü Canertinib (BioVision, ABD)ise 0,5-100 μM doz aralığında 24,48,72h 

hücrelerle muamele edildi.  Hücrelerde, pozitif kontrol olarak kullanılan 5-fluorouracil 

(5-FU) ölümün pozitif kontrolü olarak kullanıldı ve farklı konsantrasyonlarda (2,7-

173μM) hücrelere 24 ve 48 saat süreyle muamele edildi. Kör için ayrılan kuyular 

içerisine ise 200 μl besiyeri ilave edildi. Ardından hücreler, istenilen tedavi süreleri 

boyunca 370C, %5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. 

Ayrıca Pd(II) bileşiği ve 5-FU tedavisi tek başlarına ve otofaji ve EGFR inhibitörü ile 

kombine kullanılarak kombinasyonun hücre canlılığı üzerine etkisi olup olmadığı 

incelendi. Doz cevap çalışmaları sonucunda ve yapılan literatür taramasına uygun 

olarak CQ ve canertinib inhibitörü için 24 saat muamele sürecinde toksik olmayan 
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uygun doz sırasıyla 10 ve 5μM olarak belirlendi. Pd (II) bileşiği ve 5-FU ile yapılan 

tedavi sonucunda, inhibitörlerle yapılacak olan kombinasyon çalışmaları için SRB 

canlılılık metoduna göre 24 saat süresinde hücreler için yine toksik olmayan doz olarak 

sırasıyla 6,25 ve 10,8μM dozu seçildi. 

Otofaji ve EGFR inhibitörleriyle yapılacak olan kombinasyon çalışmaları için 96 

kuyucuklu hücre kültür kaplarında 3×103 hücre/kuyu ekildi Ertesi gün kombinasyon 

kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) 

bileşiği 6,25μM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-FU 10,8μM, Pd(II) bileşiği ve 

CQ kombinasyonu ve 5-FU ve CQ kombinasyonu için CQ 10μM uygulandı. 24 saatlik 

uygulamanın ardından, kuyudan bileşikler çekilerek, kombinasyon kuyularına uygun 

şekilde hücreler 24 saat süresince Pd (II) komplesinin 6,25 μM dozu, 5-FU 10,8μM 

dozu ve canertinib 5μM dozu tedavi edildi. 

Aynı şekilde HUVEC endotelyal hücreleri ve MDCKII transport hücreleri (MDCKII-

mBRCP, MDCKII-hBRCP, MDCKII-mMRP, MDCKII-hMRP, MDCKII-MDR1) 96 

kuyucuklu hücre kültür kaplarında 3×103 hücre/kuyu ekildi Ertesi gün kombinasyon 

kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) 

bileşiği 6,25μM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-FU 10,8μM, Pd(II) bileşiği ve 

CQ kombinasyonu ve 5-FU ve CQ kombinasyonu için CQ 10μM uygulandı. 24 saatlik 

uygulamanın ardından, kuyudan bileşikler çekilerek hücreler 24 saat süresince Pd (II) 

komplesinin 6,25 μM dozu, 5-FU 10,8μM dozu ve canertinib 5μM dozu tedavi edildi. 

Tedavi süreleri sonunda her bir kuyuya fiksasyon için 50µl TCA eklendi ve yaklaşık bir 

saat +4°C de bırakıldı. Fiksasyon sonunda kuyular distile su ile en az 5 kere yıkandı ve 

pleyt kurumaya bırakıldı.. Ardından SRB boyası her bir kuyuya 50µl olacak şekilde 

eklendi ve 30dk karanlıkta inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda fazla boyanın 

uzaklaştırılması için %1 asetik asit ile kuyular yıkandı ve pleyt tekrar kurumaya 

bırakıldı. SRB boyasının çözülmesi için her bir kuyuya 150µl 10 mM Tris baz 

solüsyonu eklendi ve en az 10dk çalkalayıcıda boyanın çözünmesi beklendi. Oluşan 

renk şiddeti 564 nm dalga boyunda ELISA “microplate” okuyucusunda (FLASH Scan 

S12, Analytik Jena, Almanya) ölçüldü ve elde edilen Optik Dansite (O.D) değerleri 

kullanılarak yüzde canlılık hesaplaması yapıldı. 
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Canlılık hesabı (%): Tedavi edilen hücrelerin canlılıkları tedavi olmamış kontrol 

hücreleri referans alınarak hesaplanacak ve bu değer %100 canlılık olarak 

belirlenecektir. Tüm bu değerler ile aşağıdaki formül kullanılarak hücrelerde tedavi 

süresi sonunda oluşan % canlılık oranları hesaplanacaktır. 

% canlılık hesaplaması:    

                                                           Tedavi grubu x 100 

                                                           Kontrol ortalaması 

3.2.9. Anneksin-V boyama metodu 

 

Normal de plazma membranının fosfolipidleri asimetrik olarak dağılmışlardır. 

Fosfotidilkolin (PC) ve sfingomyelin gibi kolin içeren lipitler dış membranda yer 

alırken, fosfotidiletanolamin (PE) ve fosfotidilserin (PS) gibi aminofosfolipitler iç 

membranda daha yoğun şekilde bulunur. Fosfotidilserin çoğu hücrede yalnızca iç 

kısımla sınırlandırılmıştır. Fosfolipit asimetrisinin kaybı ve fosfotidilserinin açığa 

çıkması ilk olarak apoptotik lenfositlerde gösterilmiştir (Fadok ve ark. 1992a, Schlegel 

ve ark. 1993, Mower ve ark. 1994), fakat bu buluş nötrofil, tümör hücre soyları, düz kas 

vasküler hücreleri, spermatogonium ve Jurkat T hücreleri ve bunların sitoplazmalarında 

da kanıtlanmıştır (Fadok ve ark. 1992b, Bennet ve ark. 1995, Homburg ve ark. 1995, 

Martin ve ark. 1995a, 1996, Shiratsuchi ve ark. 1997). PS salınımı, sadece apoptotik 

cisimciklerin fogositler tarafından tanınıp atılmasını değil aynı zamanda anyonik lipit 

bağlayıcı protein annexin V için bağlanma bölgesi sağlamaktadır. Anneksin-V, hücrenin 

dış yüzeyine transloke olan PS’ye bağlanabilen bir protein olduğu için, floresan bir 

madde (örn. V-Cy3,FITC gibi) ile işaretlenerek apoptotik hücreler görünür hale getirilir 

ve floresan mikroskobu ile incelenebilir (Şekil 3.2). 

Anneksin V-Cy3 apoptoz boyama/belirleme kiti, Anneksin V-Cy3, SYTOX yeşil boya 

ve tampon çözelti içerir. SYTOX yeşil boyası canlı ve apoptotik hücrelere karşı 

geçirimsizdir fakat hücresel nükleik asitlere bağlanarak yoğun yeşil floresan ile nekrotik 

hücreleri boyar. SYTOX yeşil boya, sadece membran hasarlı hücrelere girebilen, 

dolayısıyla tüm ölü hücreleri (primer nekrotik veya geç apoptotik/sekonder nekrotik) 

boyayabilen floresan nükleik asit boyasıdır. Bu boya canlı hücreler tarafından dışarı 

atılmaktadır. Primer nekrozis yani hücre hacminin artması toksik koşullar altında 

gerçekleşen klasik ölüm şeklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente 
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nükleus ile karakterize olup, apoptozisin geç safhasıdır. Hücre kültürü ortamında 

apoptozise giden hücrelerin membranları intakt (erken apoptozda) olmasına rağmen 

daha ileri dönemlerde geç apoptoz/sekonder nekrozun gelişmesi ile hücrelerin membran 

bütünlükleri bozulmaktadır. Bu nedenle hücreler membran bütünlüklerinin bozulması 

ile non-vital boyalar olan SYTOX veya Propidyum iyodür (PI)  ile boyanmaya 

başlarlar. 

Tampon çözelti içinde hazırlanan Anneksin V-Cy3 ve SYTOX yeşil boya ile hücre 

popülasyonu boyandıktan sonra, apoptotik hücreler kırmızı floresan, ölü hücreler yeşil 

floresan gösterir ve canlı hücreler ise az ya da hiç floresan göstermez. Bu populasyonlar 

kolaylıkla FITCH ve rhodamine filtreleri kullanılarak ayırt edilebilir. Bu test apoptoz 

başlaması ile birlikte memebran fosfolipitlerin yer değiştirmesi ile iç yüzde yerleşmiş 

olan PS molekülleri hücre zarının dış yüzüne transloke olması prensibine dayanır. 

Hücre yüzeyinde PS, floresan madde işaretli anneksin V ile boyanarak belirlenir. Canlı 

hücreler; Cy3-/SYTOX-, erken apoptotik hücreler; Cy3+/SYTOX - ve geç apoptotik 

veya nekrotik hücreler; Cy3+/SYTOX+ boyanırlar ve bu şekilde birbirlerinden ayırt 

edilirler (Ulukaya ve ark. 2011) 

 

 

Şekil 3.2. Apoptotik hücrelerde fosfotidil serin translokasyonu (Anonim 2011). 

HCT-15, HT-29 kolon kanser hücreleri 96 kuyucuklu pleytlere 100 µl içerisinde 3×103 

hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyonu 
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takiben Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde olacak şekilde 

24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) 

bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 

µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM 

dozları uygulandı.  İnkübasyon sürelerinin sonunda her bir kuyudan tüm besiyeri 

(yaklaşık 170 µl) uzaklaştırılarak Annexin V-Cy3 Apoptosis Kit Plus ( BioVision ABD) 

içeriğine uygun olarak çalışıldı. 500 µl tampon çözelti içerisine 5 µl Anneksin-V-Cy3 

ve 1 µl SYTOX yeşil boyası pipetlendi. Her kuyuya boya karışımından 30 µL 

pipetlenerek yarım saat oda ısısında inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda 

tedavilerin hücrelerde sebep olduğu ölüm şekli floresan mikroskop altında 

değerlendirildi. 

3.2.10. Akım sitometri analizleri 

 

Flow sitometri tek bir hücrenin (nüklei, mikroorganizmalar, lateks boncukları gibi diğer 

partiküllerin) optikal ve floresan karakteristiklerini ölçmeye yarar. Floresan boyalar 

DNA RNA gibi farklı hücresel bileşenlere bağlanır veya interkale olur. Ayrıca floresan 

boyalarla konjuge olmuş antikorlar hücre membranlarında veya hücre içerisinde belli 

proteinlere bağlanır. Her bir spesifik antikor FITC, PE, 7-AAD (7- Aminoaktinomisin 

D) gibi floresan boyalarla işaretlenmiştir. İşaretlenmiş hücreler ışık kaynağından 

geçtiklerinde floresan moleküller daha yüksek bir enerji durumuna geçerler. Kendi 

dinlenme durumlarına geri döndüklerinde, yüksek dalga boyunda florokromlar ışık 

enerjisi yayarlar. Her biri benzer uyarma dalgaboyu ve farklı emisyon dalgaboyundaki 

çoklu florokromların kullanımı, çeşitli hücre özelliklerinin aynı anda ölçülmesine izin 

verir. Propidyum iyodür, fikoeritrin ve fluoresin gibi sıklıkla kullanılan boyalardır. 

İnternal floresan rezonans enerjisi transferi ile ikili boyalar daha uzun dalga boyu ve 

daha çok renk oluştururlar (Michael Brown ve ark. 2000). 

 

 

 

3.2.10.1. Anneksin-V testi 

 

Apoptozis sürecinin karakteristik özelliklerinden biri normalde hücre membranının iç 

yüzünde bulunan ve bir membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin, membranın dış 
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yüzüne transloke olmasıdır. Bu süreçte, spesifik hücresel proteinlerin degredasyonu, 

kromatin kondensasyonu ve apoptozun geç evresinde membran bütünlüğünün de 

bozulması da gözlenmektedir. Fosfatidilserinin translokasyonu, hücre membran 

bütünlüğünün bozulmadığı apoptotik hücre ölümünün erken dönemlerinde meydana 

gelmektedir. Anneksin-V, fosfatidilserin için yüksek affinite ile Ca+2 bağlayıcı bir 

proteindir ve FITC gibi floresan bir madde ile işaretlenerek apoptotik hücreleri görünür 

hale getirilebilmektedir. Fosfatidilserin moleküllerinin Ca+2 iyonu varlığında 

Anneksin-V-FITC komplesi ile bağlanması sonucu apoptotik hücre ölüm yüzdesi 

belirlenmektedir.  Bu yöntemde ayrıca 7-Aminoaktinomisin D (7-AAD) boyası da 

kullanılmaktadır. Bu boya DNA için güçlü affiniteye sahip floresans özellikte bir 

kimyasal bileşiktir. İntakt (sağlam) hücre zarından kolayca geçemez, bu nedenle zar 

bütünlüğü bozulmuş hücrelerde (geç apoptotik; nekrotik) çift zincirli DNA‘nın GC 

bakımından zengin bölgelerine bağlanmaktadır. 

Boyaların hangi aşamadaki hücrelerle nasıl yanıt verdiği aşağıda özetlenmiştir; 

Non-apoptotik hücreler: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-) 

Erken apoptotik hücreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-) 

Geç apoptotik hücreler ve ölü hücreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+) 

Çok fazla nükleer debris: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+) 

Bu çalışma için MuseTM Annexin V & Dead Cell Kiti kullanıldı. HCT-15 ve HT-29 

kolon kanser hücreleri 6 kuyulu hücre kültür kaplarına 150×103 hücre olacak şekilde 

ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyon sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 

µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. 

Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib 

kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU ve 

canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM dozları 

uygulandı Tedavi süreleri sonunda kit bileşenleri oda sıcaklığına getirildi. İnkübasyon 

sonunda ilaç uygulanan kuyuların süpernatantları, 15 ml’lik falkonlara toplandı ve 

negatif kontrol kuyularının süpernatantı uzaklaştırıldı. Hücreler tripsin ile kaldırıldı ve 

ilgili falkonlara toplandı ve 800 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

falkonların süpernatantları uzaklaştırıldı ve 100 μl %1 FBS içeren besiyeri eklendi ve 
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etiketli ependorflara 100μl hücre süspansiyonu alındı. Bu ependorflara 100μl Muse™ 

Annexin V & Dead Cell solüsyonu eklendi. Orta hızda yaklaşık 5 saniye vorteks 

yapıldı. Karanlık ortamda 20 dk oda ısısında inkübasyon sonunda Muse™ Cell 

Analyzer cihazı ile ölçüm yapıldı (Şekil 3.3). 

Tüm basamaklar özetle şu şekildedir: 

 

 

 Şekil 3.3. Anneksin-V-FITC Boyama (Anonim 2013a) 

3.2.10.2. Mitokondri membran potansiyeli testi 

 

Mitokondride meydana gelecek değişiklikler hücre metabolizması ve stresi hakkında 

bilgi veren önemli belirteçlerdendir. Mitokondri apoptozis sürecinde önemli bir role 

sahip olan regülatörlerden biridir. Apoptotik yolların kesiştiği bir kavşak noktası olan 

mitokondri aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salınması) 

apoptotik süreçte geri dönüşümsüz noktayı gösterir. Bu yüzden apoptotik uyarıyı 

takiben, hücrelerde mitokondriyal bütünlüğün kaybı gözlemlenmektedir.  

Mitokondri membran potansiyeli testi için, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 

kuyulu hücre kültür kaplarına 150×103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, 

%5 CO2’li ortamda inkübasyon sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM 

dozları 100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün 

kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için 

Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu 

için 5-FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM dozları uygulandı. Bu analiz için 

MuseTM Mitopotential Assay Kiti kullanıldı.  Tedavi süreleri sonunda öncelik olarak 

kitin bileşenlerinin oda sıcaklığına gelmesi sağlandı. 6 kuyulu hücre kültür kapları 
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içerisindeki besiyeri aspire edildi. Hücreleri serumdan uzaklaştırmak amacıyla kuyular 2 

ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hücre yüzeyinin yıkanması sağlandı. PBS ortamdan 

aspire edilerek uzaklaştırıldıktan sonra yüzeye yapışan hücrelerin yüzeyden ayrılmaları 

için 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) solüsyonu kullanıldı ve hücreler 37ºC’de, %5 

CO2’li ortamda 5 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonunda ilaç uygulanan kuyuların 

süpernatantları, 15 ml’lik falkonlara toplandı 800 rpm’de 5dk santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası falkonların süpernatantları uzaklaştırıldı ve %1 FBS içeren besiyeri ile hücre 

peletleri sulandırıldı. Ardından 95 µl çalışma soluyonu eklendi ve kısa bir pipetaj 

işleminin ardından hücreler 20 dk 37oC’de, %5 CO2’li inkübatörde inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda hücrelere 5 μL 7-AAD boyası eklenerek orta hızda 

yaklaşık 5 saniye vorteks yapıldı ve örnekler 5 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 

Muse™ Cell Analyzer cihazı ile ölçüm yapıldı (Şekil 3.4). 

 

Tüm basamaklar özetle şu şekildedir: 

 

Şekil 3.4. Mitokondri Membran Potansiyelinin Ölçülmesi (Anonim 2013b). 

 

 

 

3.2.10.3. Kaspaz 3/7 testi 

 

Kaspazlar, programlı hücre ölümü olan apoptozis sürecinde merkezi bir öneme sahip 

sistein proteazlardır (Riedl ve ark. 2004). Apoptotik sinyal boyunca etkili olan effektör 
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kaspazlardan: kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve hücre ölümü hakkında 

önemli bilgiler vermektedir. 

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 kuyulu hücre kültür kaplarına 150×103 

hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyon 

sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde olacak 

şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile 

Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek 

canertinib 5 µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan çekilerek 

canertinib 5 µM dozları uygulandı. Tedavi süreleri sonunda öncelik olarak kitin 

bileşenlerinin oda sıcaklığına gelmesi sağlandı. 6 kuyulu hücre kültür kapları 

içerisindeki besiyeri aspire edildi. Hücreleri serumdan uzaklaştırmak amacıyla kuyular 2 

ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hücre yüzeyinin yıkanması sağlandı. PBS ortamdan 

aspire edilerek uzaklaştırıldıktan sonra yüzeye yapışan hücrelerin yüzeyden ayrılmaları 

için 0,5 ml %0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) solüsyonu kullanıldı ve hücreler 37ºC’de, %5 

CO2’li ortamda 5 dk inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda mikroskopla 

incelendiğinde yüzeyden ayrıldığı gözlenen hücreler, tripsinin inhibe olması için on katı 

besiyeri ile muamele edildi. Böylelikle tripsinin hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra 

hücre membranına zarar vermeye başlaması engellenmiş oldu. 6 kuyulu hücre kültür 

kapları içerisindeki hücre süspansiyonu, içerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tüp 

içerisine alındı. 800 rpm’de 5 dk santrifüj yapıldıktan sonra süpernatant kısım aspire 

edildi ve 1 ml’sinde 2x104 - 5x105 hücre olacak şekilde hücre peleti sulandırıldı. Tedavi 

gruplarını içeren etiketli ependorflara hücre süspansiyonundan 50 µl eklendi. Daha 

sonra kaspaz3/7 çalışma solüsyonundan her bir tedavi grubunu içeren ependorflara 5 µl 

konuldu. Kısa bir pipetaj işleminin ardından ependorflar kapakları açık bir şeklide 

37ºC’de, %5 CO2’li ortamda 30dk inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda ependorf 

içerisinde hücre süspansiyonlarına 150 µl DNA’ya bağlanabilen 7-AAD eklenerek kısa 

bir pipetaj gerçekleştirildi. Daha sonra oda sıcaklığından karanlıkta 5 dk inkübasyona 

bırakıldı. Daha sonra muse cihazında kaspaz3/7 aktivitesi değerlendirildi (Şekil 3.5) 
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Şekil 3.5.  Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Ölçülmesi (Anonim 2013c). 

3.2.10.4. Gamma H2A.X aktivasyonu ile DNA hasarının belirlenmesi 

  

DNA molekülü sürekli olarak genotoksik strese yol açan çeşitli faktörlerin etkisi 

altındadır. Endojen ve ekzojen kökenli pek çok fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktör 

DNA zincir kırıklarının oluşumuna neden olan şeker-fosfat omurgasında kırılmalara yol 

açar. Özellikle DNA çift zincir kırıkları, hücrenin yaşamı boyunca sürekli olarak ortaya 

çıkabilen en tehlikeli lezyon türleridir ve bunların etkili bir şekilde onarılması hücrenin 

sağlıklı bir şekilde fonksiyonlarını devam ettirebilmesi için son derece önemlidir. 

Çünkü tamir edilemeyen bu hasar; genomik kararsızlık, kanser gelişimi ve neoplastik 

transformasyona yol açan mutasyonların oluşumuna neden olabilmektedir (Kuo ve 

Yang 2008, Podhorecka ve ark. 2010). DNA tamirinin gerçekleştiği kromatinlerin 

yapısal ve işlevsel birimleri nükleozomlardır. Her nükleozom 147 baz çiftinden oluşan 

DNA zinciri ve bu zincirin etrafında sarıldığı dört çekirdek histonundan her birinin iki 

kopyasından oluşur. Nükleozom yapısını meydana getiren dört çekirdek histon ailesi 

H2A, H2B, H3 ve H4’tür. H2A histon protein ailesinin de H2A1, H2A2, H2AX ve 

H2AZ gibi varyantları vardır. Önemli bir H2A tipi olan H2AX proteini, hücre ve doku 

tipine bağlı olarak memeli H2A histon havuzunun %2-25’lik bir bölümünü oluşturur. 

Ayrıca karboksil kuyruk kısmında son derece korunmuş özel bir diziye sahip olduğu 

için H2AX proteini, ökaryotlarda önemli ölçüde korunmuş olan bir H2A histon tipidir. 

Diğer H2A histon ailesi üyeleri gibi, H2AX de fosforilasyon, asetilasyon ve 

ubikuitinasyona uğrayarak pek çok hücresel olayın düzenlenmesini sağlar. Hasarlı 

bölgelerde görev alan bu histon tipi, DNA hasar tamiri sürecinde anahtar bir rol 
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oynadığı için, hücre bölünmesi ve büyümesi, immüno-reseptörlerin düzenlenmesi gibi 

pek çok hücresel olay, genomik kararsızlık ve DNA hasar tamiri ile ilgili sendromlarla 

yakından ilişkilidir (Kinner ve ark. 2008, Rakiman ve ark. 2008). H2AX, DNA hasarına 

yanıt yollarda görev alan ilk proteinlerden birisidir. Fosforile olmuş H2AX, 

gammaH2AX (γH2AX) adını alır ve DNA çift zincir kırıkları oluştuğunda görülebilir 

nükleer odaklar oluşturur. Bu nedenle γH2AX’nin ekspresyonu DNA çift zincir 

kırıklarının tespitinde hassas bir indikatör olarak son yıllarda sıklıkla kullanılmaktadır. 

DNA tamiri gerçekleştikten sonra γ- H2AX, protein fosfataz 2A tarafından defosforile 

edilir ve böylece hücredeki γ-H2AX seviyesi düzenlenir. Bu nedenle γ-H2AX ‘in de 

fosforilasyonu DNA tamir çalışmaları için de çok uygun bir parametre oluşturur. 

γ-H2AX ‘in fosforilasyonu belirlemek amacıyla Muse™ H2A.X Activation Dual 

Detection Kit kullanıldı. Bu amaçla öncelikle, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 

6 kuyulu hücre kültür kaplarına 150×103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 

37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyon sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 

µM dozları 100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün 

kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için 

Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu 

için 5-FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM dozları uygulandı. Tedavi süreleri 

sonunda öncelik olarak kitin bileşenlerinin oda sıcaklığına gelmesi sağlandı. 6 kuyulu 

hücre kültür kapları içerisindeki besiyeri aspire edildi. Hücreleri serumdan 

uzaklaştırmak amacıyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hücre yüzeyinin 

yıkanması sağlandı. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklaştırıldıktan sonra yüzeye 

yapışan hücrelerin yüzeyden ayrılmaları için 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) 

solüsyonu kullanıldı ve hücreler 37ºC’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda örnekler 300g 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda örnekler 1X 

PBS ile yıkandı. Fiksasyon aşaması için kit içeriğindeki fiksatif kullanılarak örnekler 

buz üzerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra örnekler 300 g 5 dk santrifüj edildi ve 

supernatantlar atılarak hücreler permeabilizayon için kit içerisindeki permeabilizasyon 

solüsyonu ile 5 dk buz üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında örnekler 300g 5 

dk santrifüj edildi ve daha sonra supernatant kısmı atılarak kit içerisindeki antikorlar ile 

hazırlanan çalışma solüsyonu ile 30 dk karanlıkda oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonunda hücreler 300g 5 dk santrifüj edildi ve çalışma solüsyonu 
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ile sulandırılarak DNA hasarının belirlenmesi üzerine Muse™ Cell Analyzer cihazı ile 

ölçüm yapıldı (Şekil 3.6)  

 

Şekil 3.6. DNA Hasarının (γ-H2AX) Ölçülmesi (Anonim 2013d). 

3.2.10.5. Oksidatif stres belirlenmesi 

 

ROS (Reaktif oksijen türleri) normal oksijen metabolizması sırasında az miktarda 

oluşan süperoksit radikali (O2
.-),hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH• 

)'dir. ROS, çeşitli serbest radikallerin oluştuğu serbest radikal zincir reaksiyonlarını 

başlatabilirler ve hücrede karbon merkezli çeşitli serbest radikallerin oluşumuna neden 

olurlar. Hücrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif 

yerinde ara ürünler olarak devamlı şekilde serbest radikaller oluşabilir. ROS oluşumu 

enflamasyon, radyasyon, yaşlanma, normalden yüksek parsiyel oksijen basıncı (pO2), 

ozon (O3) ve azot dioksit (NO2•), kimyasal maddeler ve ilaçlar gibi bazı uyarıların 

etkisiyle artar ve hücrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tüm önemli 

bileşiklerine etki ederler. Kanser, alzheimer, sepsis, diyabet ve kardiyovasküler 

rahatsızlıklar gibi çeşitli patofizyolojik hastalıklarda önemli rol oynamaktadır (Dumont 

ve Beal 2011, Pelicano 2014).  

Kullanılan Muse® Oksidatif Stres kiti de hücre içi superoksit radikallerini saptayarak 

hücrelerde görülen oksidatif stres yüzdesi hakkında bilgi vermektedir. Kit içeriğindeki 

oksidatif stress solusyonuda hücrelerdeki ROS seviyesini saptamaktadır. Oksidatif stres 

testi için, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 kuyulu hücre kültür kaplarına 

150×103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda 
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inkübasyon sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde 

olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat 

süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan 

çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan 

çekilerek canertinib 5 µM dozları uygulandı. Tedavi süreleri sonunda öncelik olarak 

kitin bileşenlerinin oda sıcaklığına gelmesi sağlandı. 6 kuyulu hücre kültür kapları 

içerisindeki besiyeri aspire edildi. Hücreleri serumdan uzaklaştırmak amacıyla kuyular 2 

ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hücre yüzeyinin yıkanması sağlandı. PBS ortamdan 

aspire edilerek uzaklaştırıldıktan sonra yüzeye yapışan hücrelerin yüzeyden ayrılmaları 

için 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) solüsyonu kullanıldı ve hücreler 37oC’de, %5 

CO2’li ortamda 5 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonunda ilaç uygulanan kuyuların 

süpernatantları, 15ml’lik falkonlara toplandı 800 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası hücre peleti ml’sinde 1x106 -1x107 hücre olacak şekilde kit içeriğindeki 

oksidatif stres çalışma solusyonu muamele edilerek kısa bir pipetaj işleminin ardından 

30 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda örneklerin ölçümü Muse™ Cell 

Analyzer cihazı ile gerçekleştirildi (Şekil 3.7). 

 

Şekil 3.7. Oksidatif Stres Miktarının (ROS) Ölçülmesi (Anonim 2014e). 

3.2.10.6. PI3K (Fosfatidilinositol 3 kinaz) aktivasyonunun belirlenmesi 

 

Kanser hücrelerinde sinyal iletimi sıklıkla sitoplazmik kinazları (serin/tirozin kinazlar 

gibi) tetikleyen reseptör tirozin kinazların (RTK) aktivasyonunu içerir. Kanserde önemli 

olduğu saptanan en önemli sinyalizasyon yolu arasında PI3K/ AKT kinaz zinciri yer 

almaktadır. Önemli bir sinyal yolu olan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağı hücre 

siklusunun kontrolü, anjiojenez, farklılaşma, hücre büyümesi ve hücre proliferasyonu, 



 

58 

 

metabolizma ve apoptozis gibi süreçlerinde önemli role sahiptir (Vara 2004, Jiang ve 

Liu 2008) (Şekil 3.8). PKB (Protein Kinaz B)/Akt’ın tam aktivasyonu, Thr 308 ve Ser 

473’ün fosforilasyonuna ihtiyaç duyar. PKB/Akt tedavi olan hücrelerdeki platelet 

derivated growth faktör (PDGF), epidermal growth faktör (EGF), insülin, trombin ve 

nerve growth faktör (NGF)’ü içeren geniş yelpazedeki büyüme uyaranları ile aktive 

olur. PKB/Akt regülasyonunda lipid kinaz PI3K gerekmektedir. PI3K’nın aktive edilmiş 

formlarının sentezi, PKB/Akt uyarımı ile sonuçlanır. PI3K aktivasyonu sonrası 

membran-sınır lipid fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat(PIP3) sentezlenir ve PH alanına 

bağlanarak 3-fosfatidilinositol bağımlı kinaz (PDK1)’e katılır. IP3 ve fosfatidilinositol 

3,4-bifosfat, PKB/Akt’ın PH alanı ile etkileşerek PKB/ Akt’ı plazma membranına katar. 

PDK1, PKB/Akt’ın Thr 308’ini ve PDK2 Akt’ın Ser 473’ünü fosforile eder. Her iki 

tarafta fosforilize edilen PKB/Akt aktif hale gelir ve hedef proteinleri fosforilize eder. 

Diğer taraftan mitojen aktive edilmiş protein kinaz (MAPK) ve aktive edilmiş protein 

kinaz 2(MAPKAP-kinaz 2) in vitro olarak Ser 473’ü fosforilize edebilir ve PKB/Akt’ın 

çeşitli hücresel stres durumlarında aktivasyonuna yol açabilmektedir (Horowitz ve ark. 

2004). 

 

Şekil 3.8. PI3K/AKT sinyal yolağı (Anonim 2013f). 

PI3K ‘ın fosforilasyonu belirlemek amacıyla Muse™ PI3K Activation Dual Detection 

Kit kullanıldı. Bu amaçla öncelikle, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 kuyulu 
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hücre kültür kaplarına 150×103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 

CO2’li ortamda inkübasyon sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 

100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon 

kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) 

bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-

FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM dozları uygulandı. Tedavi süreleri sonunda 

öncelik olarak kitin bileşenlerinin oda sıcaklığına gelmesi sağlandı. 6 kuyulu hücre 

kültür kapları içerisindeki besiyeri aspire edildi. Hücreleri serumdan uzaklaştırmak 

amacıyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hücre yüzeyinin yıkanması 

sağlandı. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklaştırıldıktan sonra yüzeye yapışan 

hücrelerin yüzeyden ayrılmaları için 0,5 ml %0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) solüsyonu 

kullanıldı ve hücreler 37ºC’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda örnekler 300 g’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonunda örnekler 1X PBS ile 

yıkandı. Fiksasyon aşaması için kit içeriğindeki fiksatif kullanılarak örnekler buz 

üzerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra örnekler 300 g’de 5 dk santrifüj edildi ve 

supernatantlar atılarak hücreler permeabilizayon için kit içerisindeki permeabilizasyon 

solüsyonu ile 5 dk buz üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında örnekler 300 g’de 

5 dk santrifüj edildi ve daha sonra supernatant kısmı atılarak kit içerisndeki antikorlar 

ile hazırlanan çalışma solüsyonu ile 30 dk karanlıkta oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonunda hücreler 300 g’de 5 dk santrifüj edildi ve çalışma 

solüsyonu ile sulandırılarak PI3K aktivasyonunun belirlenmesi üzerine Muse™ Cell 

Analyzer cihazı ile ölçüm yapıldı (Şekil 3.9). 
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Şekil 3.9.  p-Akt (Ser473) düzeyinin ölçülmesi (Anonim 2013f). 

3.2.11.7. Pd(II) bileşiği ve EGFR inhibitörünün otofaji belirteci LC3-II üzerine 

etkisinin akım sitometrisi ile belirlenmesi 

 

LC3, MAP1LC3 (“Microtubule-associated protein 1 light chain 3”, kısaca LC3) ya da 

mayada Atg8 adı verilen ve otofajik vezikül zar uzamasında rol oynayan önemli bir 

proteindir. Bütün hücrelerin kendi, endojen Atg8/LC3 protein ifadesi mevcuttur. Otofaji 

aktivasyonu sonrasında, LC3 proteini, bir yağ molekülü olan fosfatidiletanolamine 

kovalent olarak bağlanır, yağ moleküllerinin otofajik zarlara taşınmasına ve böylelikle 

zar uzamasına neden olmaktadır. Serbest LC3, LC3-I olarak adlandırılırken yağ 

molekülüne konjuge olmuş ve otofajik veziküllere bağlı LC3 ise LC3-II olarak 

adlandırılmaktadır. Otofaji uyarımı sonrası LC3-I’in LC3-II’ye dönüşmesi, bu olayın 

son yıllarda genel kabul gören bir otofaji belirteci olarak kullanılmasına neden 

olmuştur. Kullanılan Muse® LC3 kiti, hücrelerde otofajik veziküllere bağlı LC3-II 

yüzdesi hakkında bilgi vermektedir. 

LC3-II testi için, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 kuyulu hücre kültür 

kaplarına 150×103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda 

inkübasyon sonunda CQ 10 µM, Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 

µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon 
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kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) 

bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-

FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, Pd(II) bileşiği ve CQ kombinasyonu ve 5-FU 

ve CQ kombinasyonu için CQ ortamdan çekilerek Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 

µM dozları uygulandı. Tedavi süreleri sonunda öncelik olarak kitin bileşenlerinin oda 

sıcaklığına gelmesi sağlandı. 6 kuyulu hücre kültür kapları içerisindeki besiyeri aspire 

edildi. Hücreleri serumdan uzaklaştırmak amacıyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave 

edilerek hücre yüzeyinin yıkanması sağlandı. PBS ortamdan aspire edilerek 

uzaklaştırıldıktan sonra yüzeye yapışan hücrelerin yüzeyden ayrılmaları için 0,5 ml 

%0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) solüsyonu kullanıldı ve hücreler 37ºC’de, %5 CO2’li 

ortamda 5dk inkübe edildi. İnkübasyon sonunda örnekler 300 g’de 5 dk santrifüj edildi. 

Snatrifüj sonunda hücrelere otofaji çözeltisi B ve Anti-LC3 Alexa Fluor®555 antikoru 

içeren PBS çözeltisinden 100µL eklendi ve 30dk karanlıkta buz üzerinde inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonunda hücreler 300g 5dk santrifüj edildi ve 1X çalışma 

solusyonu ile yıkama yapıldı. Çalışma solüsyonu ile yapılan pipetaj işleminin ardından 

örneklerin ölçümü Muse™ Cell Analyzer cihazı ile gerçekleştirildi (Şekil 3.10). 

 

Şekil 3.10.  LC3-II miktarının belirlenmesi (Anonim 2013g) 
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3.2.12. Koloni oluşturma yeteneği testi 

 

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 3x103 olacak şekilde 6 kuyulu hücre kültür 

kaplarına ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyon sonunda Pd(II) 

bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre 

ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve 

canertinib kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU 

ve canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, dozları 

uygulandı. 24 saat sonunda ilaçlar kuyulardan çekilerek serum içeren besiyeri içerisinde 

yaklaşık 10 gün inkübe edildi. 10. günün sonunda 1 kere soğuk PBS ile yıkandı. Soğuk 

metanol ile 10 dk fikse edildi. %0,05 15 dk oda sıcaklığında boyandı ve mikroskop 

altında görüntülendi. 

3.2.13. Hücre migrasyon testi 

 

Pd(II) bileşiği ve 5FU tedavilerinin tek başına ve CQ ve canertinib kombinasyonları ile 

tedavi sonrası hücrelerin migrasyon (göç etme) özelliklerinin incelenmesi için hücre 

migrasyon testi yapıldı.  

Migrasyon testi için, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri kuyu başına 2x105 hücre 

olacak şekilde 2 ml besiyeri içerisinde ekildi ve hücrelerin yapışmasına zaman vermek 

adına gece boyunca inkübatörde inkübe edildi. Ardından deneyin amacına uygun olarak 

200 µl’lik pipet ucu yardımıyla kuyular boyunca düz çizgiler çekildi ve her kuyudan 3 

alan işaretlenerek 0. saat fotoğrafları çekildi. Ardından eş zamanlı olarak Pd(II) bileşiği 

(6,25 µM), 5FU (10,8 µM) tek başına ve canertinib (5 µM) ile kombinasyon kuyularına 

bahsedilen bileşikler eklendi. Her bir grup için 0-12-24 saat sonunda işaretli alanlar 

tekrar fotoğraflandı. 

3.2.14. Matrijel hücre invazyon testi 

 

Hücre invazyonu için kullanılacak insertler öncelikle matrijel ile kaplandı. Matrijel son 

konsantrasyonu 0,4mg/ml olacak şekilde serumsuz besiyeri içerisinde hazırlandı ve 

vortex kullanarak homojen karışması sağlandı. Ardından, 24 kuyucuklu pleyt için 

uyumlu olan insertler kuyucuklara yerleştirildi ve hazırlanan matrijelden kuyu başına 

100 µl eklendi. Pleytler oda ısısında 4-5 saat bekletilerek matrijellerin donması sağlandı. 

Hücre süspansiyonu %1 FBS içeren besiyeri içerisinde kuyu başına HCT-15 ve HT-29 

kolon kanser hücreleri için 3,5x105 olacak şekilde hazırlandı. Pd(II) bileşiği (6,25 µM), 
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5FU (10,8 µM) tek başına ve canertinib (5 µM) ile kombinasyon grupları yine %1 FBS 

içeren besiyeri içerisinde hazırlandı. Hücre süspansiyonu ve bileşikler eş zamanlı olarak 

matrijel ile kaplanmış olan insertler içerisine ekildi. İnsertlerin dışında kalan alanlara 

kemoatraktan özellik sağlaması için %10 FBS içeren besiyeri eklendi ve hücreler 24 

saat boyunca inkübe edildi. 24 saatin sonunda insertler 1 kere PBS ile yıkandı ve soğuk 

metanol ile -20ºC de fikse edildi. Tekrar 1 kere PBS ile yıkanarak %0,05 kristal viyole 

ile boyandı.  İnsertler distile su içerisinde fazla boyalardan uzaklaştırılarak oda ısısında 

kurumaya bırakıldı. Her bir insert için rastgele 5 alan mikroskop ile fotoğraflandı. 

3.2.15. Western blot metodu 

 

Bu yöntemle, Pd (II) bileşiği, 5-FU tek başına ve CQ ve Cnaertinib inhibitörleri ile 

kombinasyonuna maruz bırakılan hücrelerde değişen protein profili araştırıldı. Western 

blot analizleri için HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 kuyulu hücre kültür 

kaplarına 150×103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda 

inkübasyon sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde 

olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat 

süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan 

çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan 

çekilerek canertinib 5 µM dozları uygulandı. 

 

3.2.15.1. Western blot analizleri için protein izolasyonu  

 

Belirtilen tedaviler sonrasında hücrelerde; hücre ölümü (apoptozis, nekroptozis, otofaji) 

ile ilişkili proteinlerin ekspresyon seviyelerini incelemek amacıyla öncelikle HCT-15 ve 

HT-29 kolon kanser hücrelerinden total protein izolasyonu gerçekleştirildi. Bu amaçla 

yukarıda belirtilen tedavi gruplarıyla 6 kuyucuklu pleytlerde olan hücrelere uygulama 

yapıldı. Tedavi süresi sonunda lizis işlemi, RIPA lizis tamponu ile yapıldı. Sırasıyla 

aşağıda verilen işlemler gerçekleştirildi. 

1. Kuyulardaki tüm hacim falkonlara toplandı ve kuyulara 2 ml soğuk PBS eklenerek 

içerik tekrar ilgili falkonlara toplandı.  

2. Falkonlar +40C, 1000g, 5 dakika santrifüj yapıldı. 

3. Süpernatan tamamen aspire edildi ve pellet üzerine 50 µl (9x105 hücre için) lizis 

tamponu eklendi; (1 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology 
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Inc., CA, USA) için 10 µl 200 mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 10 µl 100 mM 

sodyum ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 15 µl proteaz inhibitör kokteyl (Santa 

Cruz, CA, USA) eklendi. Solüsyon karanlıkta hazırlandı). 

4. Falkonlar 45 dakika +40C’de ve karanlıkta bekletildi ve bu süre içerisinde 2 defa (15 

ve 30. dakikalarda) 10 saniye sonikasyon yapıldı.  

5. Süre bitiminde, lizat çözeltisi tamamen bir ependorf tüpüne aktarılarak +40C, 

10.000g, 30 dakika santrifüj yapıldı. 

6. Süpernatan etiketlenmiş tüplere aktarıldı (pellet atıldı). Hemen kullanılmayacak 

örnekler - 20oC’de saklandı. Protein konsantrasyon ölçümü BCA (Bicinchoninic Acid) 

yöntemi ile gerçekleştirildi.  

3.2.15.2. Proteinlerin BCA yöntemi ile konsantrasyonlarının ölçülmesi 

 

BCA ile protein miktarlarını ölçebilmek için sığır serum albumin (BSA) proteininin 

değişik konsantrasyonları RIPA lizis tamponu ile hazırlanarak bir standart eğri grafiği 

çizildi. Bunun için ml’sinde 2, 1.6, 1.2, 0.8, 0.4 ve 0 mg BSA bulunan standartlar 

hazırlandı. Ölçüm için Pierce Biçinkoninik Asit Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, 

USA) ve 96 kuyucuklu pleyt kullanıldı. Her bir kuyuya 10 μl hazırlanan standartlar ve 

konsantrasyonu bilinmeyen örnekler pipetlendi. Kuyuların üzerine 190 μl çalışma 

çözeltisi (kit içeriğinde yer alan Reagent A ve Reagent B, 1:50 olacak şekilde 

hazırlandı) pipetlendi ve pleyt 30 dakika 37 0C’de inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 

oluşan renk şiddeti, spektrofotometde 570nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 

okundu. 

3.2.15.3. SDS-PAGE ve proteinlerin nitroselüloz membrana aktarılması 

 

Örnekler istenen hacimlerde toplam protein miktarı hücre ölümü ile ilişkili proteinlerin 

analizleri için 30 µg olacak şekilde 0,5ml’lik tüplere pipetlendi. Sample buffer (4X, 

İnvitrogen, CA, USA) ve reducing agent (10X, İnvitrogen, CA, USA) 1X olacak şekilde 

0,5ml’lik tüplere eklendi. Protein denatürasyonu için çözeltiler ısı banyosunda 95°C’de 

7 dakika bekletildi.  Bu esnada jel, elektroforez tankına yerleştirildikten sonra SDS 

running buffer (Nu-PAGE, 20X, İnvitrogen, CA, USA), doluluk sınırına kadar eklendi. 

Hazır jelde bulunan koruma sıvısı pipet yardımıyla al-ver yapılarak uzaklaştırıldıktan 

sonra 500 μl antioksidan (İnvitrogen, CA, USA) eklendi. Daha sonra protein ladder (10 
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μl) ve örnekler kuyulara pipet yardımıyla belirlenen miktarlarda yüklendi. Yükleme 

işlemi sonunda 45 dakika 150V yürütme yapıldı. Elektroforez sonunda transfer işlemi 

için I-Blot jel transfer cihazına (İnvitrogen, CA, USA) sırasıyla anot bakır (+), jel, filtre 

kağıdı (ultra saf H2O ile ıslatılır), katot bakır (-) ve sünger yerleştirildi. Üretici firmanın 

önerileri doğrultusunda 7 dakika transfer işlemi gerçekleştirildi.  

3.2.15.4. Membranların bloklanması ve antikor eklenmesi 

 

Bloklama: %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA) çözeltisi 1X TBS-T içerisinde hazırlandı 

ve membran 60 dakika oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Süre 

sonunda, 3 defa 5 dakika 1X TBS-T ile yıkama yapıldı. 

Birincil Antikor: Uygun birincil antikor 1:1000 olacak şekilde %5’lik BSA veya 

%5’lik süt çözeltisi içerisinde hazırlandı ve 18 saat +40C’de çalkalayıcıda inkübasyona 

bırakıldı. Süre sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

İkincil Antikor: Anti-Rabbit (Cell Signaling Tech., MA, USA) 1:2000, Anti-mouse 

(Cell Signaling Tech., MA, USA) 1:2000 olacak şekilde %5’lik süt çözeltisi içerisinde 

hazırlandı ve çalkalayıcıda 60 dakika inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, 3 defa 5 

dakika TBS-T ile yıkama yapıldı. 

Görüntüleme: Görüntüleme için; WesternBright ECL HRP substrate (Advansta Menlo 

Park ABD) kullanıldı. Membranlar hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkube edildikten 

sonra açığa çıkan kemiluminesans sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) 

cihazı kullanılarak görüntülendi. Bu şekilde nitroselüloz membran üzerine transfer 

edilmiş olan proteinlere bağlanan antikorlar görüntülendi. 

 

Birincil ve İkincil Antikorların Membrandan Uzaklaştırılması: Birincil ve ikincil 

antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için üretici firmanın (Cell Signaling 

Tech., MA, USA) Western blot yeniden işaretleme (reprobing) protokolü kullanıldı. 

Stripping solüsyonu hazırlamak için; 100ml ultrasaf su içerisine 0,76g Tris-base 

(Scharlau, Barcelona, Spain), 2g SDS SDS (BioChemica Applicham, Almanya) ve 

700μl ß-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X, pH:6,8). Membran 

4 kez 5 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra stripping solüsyonu eklenerek 150-300rpm, 

370C’de 45 dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda 4 kez 5 dakika 1X 

TBS-T ile yıkama yapılarak bloklama aşamasına geçildi. 
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3.2.16. Gen ekspresyon analizleri 

 

Gen ekspresyonu analizleri için HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 kuyulu 

hücre kültür kaplarına 2×105 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 

CO2’li ortamda inkübasyon sonunda Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 

100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon 

kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu için Pd(II) 

bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM dozu uygulandı. 

3.2.16.1. RNA izolasyonu 

 

Otofaji ile ilişkili genlerin ekspresyon analizlerinin gerçekleştirebilmek amacıyla 

öncelikle HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücrelerinden total RNA’lar elde edildi. Bu 

amaçla belirtilen tedavi gruplarıyla 6 kuyucuklu pleytlerde olan hücrelere uygulama 

yapıldı. Tedavi süresi sonunda Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience) 

prosedürüne uygun şekilde işlemler gerçekleştirildi. 

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri falkona toplanarak 1000 rpm 5 dk santrifüj 

edildi. Süpernatant uzaklaştırılarak pelet 1x 106 hücre için 500 µl lizis Buffer (2-ME 

eklenmiş) ile sulandırıldı ve sürekli pipetaj yapılarak hücreler lize edildi. Collection tüp 

içine Spin Column tüp (filtreli tüp) yerleştirildi ve spin column üzerine 100 µl 

aktivasyon buffer eklendi, 10,000 g 30 sn santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrası collection 

tüpteki sıvı uzaklaştırıldı. Hücre lizatının 0,6 katı izopropanol, hazırlanmış hücre 

lizatına eklendi ve 5 sn vortex yapıldı. Tüm hacim Spin column tüpe (filtreli tüp) 

aktarıldı ve 10,000g 30 sn santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrası collection tüpteki sıvı 

uzaklaştırıldı. Spin column içine 700 µl primary washing buffer (etanol eklenmiş) 

eklendi ve 10,000 g 30 sn santrifüj yapıldı. Spin column içine bu sefer 700 µl secondary 

washing buffer (etanol eklenmiş) eklendi ve tekrar 10,000g 30 sn santrifüj yapıldı. 

Kalan etanolü uzaklaştırmak için en son olarak 10,000 g 2 dk santrifüj yapıldı. 

Ependorfların üzerine Spin column yerleştirildi ve column membranın tam ortasına 

40µl Elution buffer eklendi. RNA’yı ayırmak için 10,000 g 1 dk santrifüj yapıldı. Elde 

edilen RNA örnekleri hemen kullanılmayacaksa -20 veya -80 de saklandı. 
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3.2.16.2. cDNA sentezi  

 

Otofaji ile ilişkili genlerin ekspresyon analizlerinin gerçekleştirebilmek amacıyla 

öncelikle HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücrelerinden elde edilen total RNA’lar 

kullanılarak cDNA sentezleri SCRITPT cDNA Sentez Kiti ile gerçekleştirildi. Bu 

amaçla, kullanılacak örnek sayısından 1 örnek fazla olacak şekilde “1 çevrim” 

sütunundaki hacimler (RNA hariç) bu sayı ile çarpılarak bir karışım (cDNA Sentez 

Mix) hazırlandı (Tablo 3.1). Etiketli PCR tüplerine bu karışım eşit şekilde dağıtıldı. Son 

olarak RNA konsantrasyonları eşit olacak şekilde pipetlendi ve tüpler aşağıdaki 

programın ayarlandığı Thermal Cycler cihazına yerleştirildi: 

• 42ºC’de 10 dk 

• 50ºC’de 60 dk 

Bileşen Stok 

Konsantrasyonu 

Final 

Konsantrasyon 

1 çevrim (20 µL) 

RNaz-free su - - 20 µl’ye tamamla 

RNA - Total RNA: 

10 pg- 5µg 

 

Ya da mRNA: 

10 pg-500 ng 

 

 

x µl 

Primer 100  µM Oligo-dT: 

500 pmol (300 ng) 

 

Hexamer: 

50 pmol (300 ng) 

0,1-0,2 µl 

0,5 µl 

0,5 µl 

SCRIPT RT 

Tampon 

5x 1x 4 µl 

dNTP Karışımı 10 mM (her biri) 500  µM (her biri) 1 µl 

DTT Stok Çözeltisi 100 mM 5 mM 1 µl 
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RNaz inhibitör 40 ünite/µl 40 ünite 1 µl 

SCRIPT Reverse 

Transktriptaz 

200 ünite/µl 100 ünite 0,5 µl 

 

Tablo 3.1.  cDNA Sentez Mix Hazırlanışı 

 

3.2.16.3. Real time PCR ile ekspresyon analizleri 

 

ATG3, ATG5, BECN ile ilişkili sinyal yolaklarında etkili olan genlerin ekspresyon 

seviyelerini belirlemek için yukarıda açıklandığı gibi öncelikle tedaviler uygulanan 

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücrelerinden total RNA’lar elde edildi. Elde edilen 

RNA’lardan cDNA sentezi gerçekleştirildi. cDNA sentezinin ardından, tabloda 

gösterilen genlerin ekspresyon seviyeleri Real Time PCR kullanılarak araştırıldı ve 

sonuçlar LightCycler Software 4.0 ile değerlendirildi. Real Time PCR aşamasını 

gerçekleştirebilmek için öncelikle her bir gene ait primerler dizayn edildi. Primerlerin 

dizileri Tablo 3.2 ’de verilmektedir. 

 

 Gen 

adı 

Forward Reverse 

O
T

O
F

A
J
İ 

ATG3 

5’ 

GCCGTTAAAGAGATCACACT

GG 3’ 

5’ 

CATAGCCAAACAACCATAATCGTG

G 3’ 

ATG5 
5’CAGCTCTTCCTTGGAACAT

C 3’ 

5’ GGCTGTGGGATGATACTAATATG 

3’ 

BEC

N1 

5’GAAGACGTGGAAAAGA

ACCGC 3’ 

5’CAGCCTGAAGTTATTGATTGT

GC 3’ 

 

Tablo 3.2.  Otofaji ile İlişkili Genlerin Primer Dizileri 
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Real Time PCR aşaması için yukarıda belirtilen genlerin primerleri kullanılarak qPCR 

Master Mix hazırlandı (Tablo 3.3). 

Bileşen 20 µl mix için 

180 µl mix için (8 

gen için +1 fazla 

örnek; 9 örnek) 

Final 

konsantrasyon 

qPCR Green-

Master with UNG 
10 µl 90 µl 1x 

Primer (Forward) 0,6 µl 5,4 µl 300 nM 

Primer (Reverse) 0,6 µl 5,4 µl 300 nM 

PCR-Grade Su 7,3 µl 65,7 µl - 

Toplam Mix 18,5 µl 166,5 µl - 

 

Tablo 3.3.  qPCR Master Mix’in Hazırlanışı 

Hazırlanan bu Master Mix’den 18,5 µl alınarak PCR platelerinin örnek kuyucuklarına 

dağıtıldı. Üzerlerine ilişkili cDNA’lardan 1,5 µl pipetlendi. Plate LightCycler 480 

(Roche) cihazına yerleştirildi. Aşağıda verilen program ayarlanarak PCR tamamlandı. 

Sonuçlar 2-∆∆CT metodu kullanılarak LightCycler Software 4.0 ile değerlendirildi. 

1 siklus;                               50oC’de 2 dakika 

                 

45 siklus;              95oC’de 15 saniye 

           52oC’de 20 saniye 

           72oC’de 30 saniye 

 

1 siklus (Melting Curve);    95oC’de 1 dakika 

                55oC’de 30 saniye 

           95oC’de 30 saniye 

 

1 siklus (Cooling);               40oC’de 2 dakika 

 

 

3.2.17. Akridin boyama 

 

Otofajik veziküllerin hücre içi yıkım yerleri lizozomlar olduğu için, otofajinin aktive 

olduğu koşullarda otolizozomal etkinliğin uyarılması nedeniyle, hücre içi toplam 

lizozom etkinliği artmaktadır. Lizozomal belirteçler akridin portakal rengi (“acridin 

orange”) kullanılabilir. Bu boya, lizozomları pH'nin asit olduğu durumlarda boyamakta 

ve aktif lizozomları belirlemekte kullanılmaktadır. Bu amaçla öncelikle, HCT-15 ve 
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HT-29 kolon kanser hücreleri 96 kuyulu hücre kültür kaplarına 3×103 hücre olacak 

şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyon sonunda Pd(II) 

bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat süre 

ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve 

canertinib kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5 µM, 5-FU 

ve canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan çekilerek canertinib 5 µM dozları 

uygulandı. İnkübasyon süresi sonunda kuyu başına 1 µg/ml olacak şekilde akridin 

boyası eklenerek sonuçlar floresan mikroskobu altında değerlendirildi. 

 

 

3.2.18. JC-1 boyama 

 

Mitokondriyal membran geçirgenliğindeki değişim hücrelerdeki apoptozun 

uyarılmasında önemli bir basamaktır. Bu süreç boyunca, mitokondri membran boyunca 

elektrokimyasal gradyent çöker. Bu çöküş, dimerize Bax veya aktive olmuş Bid, Bak ya 

da Bad proteinleri tarafından mitokondrideki porların oluşumu aracılığıyla meydana 

gelir. Bu pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonuna sitoplazmaya sitokrom c’nin salınımı 

eşlik eder (Luo ve ark. 1998, Narita ve ark. 1998, Basanez ve ark. 1999, Desagher ve 

ark. 1999). JC-1 analiz kiti, mitokondri membran potansiyelinin kaybını belirlemek için 

katyonik bir boya (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’- tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 

iodide) kullanır (Smiley ve ark. 1991). Sağlıklı hücrelerde boya mitokondriyi kırmızı 

boyar. İntakt mitokondri membran potansiyeli ile kurulan negatif yük, lipofilik boyanın, 

mitokondriyal matrikse girmesine izin verir ve burada birikir. Kritik konsantrasyon 

aşıldığında, J-agregatları oluşur ve kırmızı ışıma verir. Apoptotik hücrelerde, 

mitokondri membran potansiyeli çöker ve JC-1 mitokondri içerisinde birikimez. Bu 

hücrelerde JC-1 sitoplazma da kalır ve yeşil floresan oluşturur.  

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 96 kuyulu hücre kültür kaplarına 3×103 hücre 

olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyon sonunda 

Pd(II) bileşiği 6,25 µM ve 5-FU 10,8 µM dozları 100 µl içerinde olacak şekilde 24 saat 

süre ile uygulandı. Ertesi gün kombinasyon kuyularına 24 saat süre ile Pd(II) bileşiği ve 

canertinib kombinasyonu için Pd(II) bileşiği ortamdan çekilerek canertinib 5  µM, 5-FU 

ve canertinib kombinasyonu için 5-FU ortamdan çekilerek canertinib 5  µM dozları 

uygulandı. İnkübasyon süresi sonunda kuyu başına 30 µl (500µl JC-1 boyama 

solusyonu içerisine 25 µl JC-1 boyası konuldu) olacak şekilde JC-1 boyası eklendi ve 
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15dk 37ºC, %5 CO2’li ortamda inkübasyon sonunda sonuçlar floresan mikroskobu 

altında değerlendirildi. 

3.2.19. Tüp oluşum testi 

 

Tüp oluşum testi, anjiyogenezde rol oynayan genleri veya yolakları belirlemek için 

kullanılan hızlı ve niceliksel bir yöntemdir. İlk olarak 1988 yılında temel prensip olarak 

endotel hücrelerinin, anjiyojenik sinyallere cevap olarak hızla bölünme ve göç etme 

yeteneğini koruduğu yönünde olmuştur. Daha sonraları endotelyal hücrelerin membran 

ekstrakt matriksi üzerinde farklılşama ve tüp yapıları oluşturmaları için uyarılabildikleri 

gösterilmiştir. Bu tüpler, birleşmiş kompleksler vasıtasıyla birbirine bağlanmış endotel 

hücreleri ile çevrelenmiş bir lümen içerir. Tüp oluşumu anjiyojenik uyarıların miktarına 

ve türüne bağlı olarak 2-6 saat içinde hızlı bir şekilde oluşur. Çeşitli endotel hücreler 

fare (3B-11, SVEC4-10 ya da primer endotel insan hücresi HUVEC) bu çalışma için 

kullanılabilir. Kullanılan hücre tipine ve endotel hücrelerin transforme veya non-

transforme özelliklerine göre tüp oluşum testi için uygun zaman ve koşullar optimize 

edilir. Bu çalışmada tüp oluşumu için insan endotel hücresi HUVEC kullanıldı. 

Bu amaçla, 96 kuyucuklu pletler 50 µl/kuyucuk olacak şekilde matrijel ile kaplanarak 

37ºC’de 30 dakika bekletildi. Bu arada yaklaşık 4 saat %1 serum (FBS) içeren F-12K 

(Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium)  besiyeri içinde serum açlığına maruz 

bırakılan HUVEC hücreleri 1,5x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde %1 oranında serum 

içeren besiyeri içinde hazırlandı. Pd(II) bileşiği (50  µM), 5FU (86,5 µM) tek başına ve 

canertinib (6,25 µM) ile kombinasyon grupları yine %1 FBS içeren besiyeri içerisinde 

hazırlandı. Hücre süspansiyonu ve bileşikler eş zamanlı olarak matrijel ile kaplanmış 

olan kuyular içerisine ekildi. Tüp ağı oluşumları mikroskop altında 2-4-8-12 saat 

olmak üzere fotoğraflandı ve değerlendirildi. Tüm değerlendirmelerde pozitif kontrol 

olarak 0,125mg/ml olacak şekilde Bevacizumab kullanıldı. 

 

3.2.20. CAM (Chorio-allantoik membran) testi  

 

Anjiyogenez, mevcut damar sisteminden yeni kan damarlarının oluştuğu sıkı bir şekilde 

düzenlenen bir mekanizmadır. Bu süreç, gelişme ve yara iyileşmesi için fizyolojik 

açıdan önemlidir ve aynı zamanda romatoid artrit, ateroskleroz, maküler dejenerasyon 

ve kanser gibi birden fazla hastalıkta ortak bir mekanizmadır. Anjiyogenez çeşitli 
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moleküler ipuçlarına yanıt olarak oluşur. Genellikle, anjiyojenik süreç, endotelyal hücre 

proliferasyonunu, hücre dışı matris bariyeri boyunca kemotaktik endotel hücre 

migrasyonunu ve kapiller tüplerin oluşumunu içerir. Fizyolojik ve patolojik anjiyogenez 

aynı hücresel süreçlerin ve moleküler sinyal yolaklarını kullanır, ancak patolojik 

anjiyogenez sırasında oluşan yapılar genellikle işlevsel olarak anormaldir. 

Anjiyogenezi etkileyen faktörlerin test edilmesinde kullanılabilecek en iyi testlerin in 

vivo testler olduğu bilinmektedir. Bu testler arasında “chick chorioallantoic membrane” 

(CAM) yani “gelişmekte olan tavuk embriyosunu saran zar” testi olarak bilinir. Teknik 

anlamda in vitro bir test olarak değerlendirilmekle birlikte maddenin sistemik etkileri 

hakkında bilgi veren in vivo bir yöntemdir. Tüm bu sıralananlara ilave olarak CAM 

testinin son zamanlarda hayvan testlerine alternatif oluşu tercih sebebidir. CAM testinin 

avantajları arasında diğer testlere göre kolay uygulanması, deneysel materyalin kolay 

bulunabilirliliği, eksplant metoduna uygunluğu, belli bir CAM üzerinde birçok testin 

yapılmasına olanak tanıması ve test süreci boyunca sistemik etkinin izlenebilirliliği 

sayılabilir. Maddelerin anjiyojenik, antianjiyojenik, antienflamatuvar, antiiritan, toksik, 

koagülan özellikleri hakkında bilgi veren CAM testi saf maddelere uygulanabildiği gibi 

kompleks bitkisel ekstrelere ve uçucu yağlara da uygulanabilmektedir. CAM deneyi 

uçucu yağların da aralarında bulunduğu doğal maddelerin, kozmetiklerin veya başka 

kimyasalların aktivitelerinin belirlenmesinde hayvan alternatifi deneyler olarak 

kullanıldığı bilinmektedir (Auerbach ve ark. 2000,2003, Fent ve ark. 2001, Staton ve 

ark. 2004). CAM deneyinin diğer önemli bir avantajı ise modifikasyonlarla antioksidan 

mekanizmaların yanında, metabolizasyon çalışmaları ve çeşitli biyomühendislik 

uygulamalarına da olanak verebilmesidir (Wilson ve Steck 2000, . Kim ve ark.2001, 

Demirci ve ark. 2004,2005, Casimiro ve ark. 2004, Tong ve ark. 2004). 

Numune hazırlanışı: Standart maddeler ve deneylerde kullanılan tüm kimyasallar 

(saflık >%97), %2.5 (a/h) agaroz kullanılarak 5-10 mg/ml (50-100 μg/ml) 

konsantrasyonlarda ısıtılarak (60°C<) homojen karışım veya süspansiyon halinde 10 μl 

alınarak 3 mm çapındaki silindir teflon desteklere uygulanarak oda sıcaklığında pellet 

şeklinde donmaları sağlandı. 

 

CAM deneyinin yapılışı: Deneyde kullanılacak döllenmiş tavuk yumurtası (yaklaşık 

150 adet) deneye başlanmadan önce 37°C’de ve %80 nemli bir inkübatörde 65-72 saat 
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bekletilerek ve bu süre içerisinde yumurtalar zaman zaman dikkatlice çevrildi. Bu 

inkübasyon süresinin sonunda önce enjektör yardımıyla yumurtanın alt kısmından 

yavaşca 10-15 ml albümin (yumurta akı) sonra da yumurtaların üst kısımındaki (daha 

dik ve sivri olan kısım) kabuk ve zar, yumurta açacağı veya pens yardımıyla 

uzaklaştırıldı.  Canlı ve gelişmekte olan embriyo ve koryon allantoik membran (CAM) 

üzerine bir plastik folyo ile koruma altına alınıp yine 37°C’de ve %80 nemli bir 

inkübatörde 72 saat daha bekletildi. CAM çapının yaklaşık 2 cm’i bulduğu tespit 

edildiğinde taze olarak hazırlanmış numune peleti her yumurtaya bir adet olmak üzere 

CAM’ın üzerindeki kapillerlere yerleştirildi. Her bir maddeden 10 adet pelet, eşit 

sayıda yumurtalardaki CAM üzerine uygulanarak, plastik folyo ile kapatılacak ve 

değerlendirmeler yapılmadan önce belirtilen koşullarda pelet yerleştirilmiş halde 

yumurtalar 24 saat daha inkübe edildi. Bu süre madde içeren pelletin kapillerler 

üzerindeki etkileri stereo-mikroskop yardımıyla değerlendirildi. Deney de kullanılan 

bileşiklerin yanısıra standart kontrol olarak Bevacizumab 4 μg/pellet olarak kullanıldı. 

Test edilen maddelerin ve numunelerin CAM üzerindeki etkilerini değerlendirmek 

üzere geliştirilmiş olan bir formüle dayalı olarak değerlendirme sistemi 

oluşturulmuştur (Tablo3.4). 

 

Skor Etki İzlenim/Açıklama 

0 Yok Normal embriyo oluşumu 

0,5 Zayıf Kapiller damarsız alan yok, kapillerin yoğunluğu azalmış 

ancak pelletten çok daha genişm değil 

1 Orta Kapillersiz alan az veya Kapiller belli bir alanda azalmış. 

Etkiler pellet alanının 2 katından fazla değil. 

2 Kuvvetli Pelletin etrafında en az iki kat mesafe olacak şekilde kapillersiz 

alan mevcut. Antianjiyojenik etki. 

 

Tablo 3.4. CAM üzerinde anjiojenik etkinin değerlendirilmesi için kullanılan skor 

değerleri. 

 

Değerlendirmede kullanılan formül:  
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3.2.21. İstatistiksel analiz 

 

İstatistiksel analizler Graph Pad programı aracılığı ANOVA testi ile değerlendirildi. 2 

tekrarlı yapılan tüm analizlerin sonuçları ortalama ve standart sapma ile verildi. 

İstatistiksel olarak anlamlı veriler p<0,01, p<0,01, p<0,001 değerine göre belirlendi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Canertinib ve Pd(II) Bileşiğinin Hücre Canlılığı Üzerine Etkisinin SRB 

Canlılık Metodu ile Belirlenmesi 

 

HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hücrelerine (Şekil 4.1) 24 ve 48 saat boyunca farklı 

konsantrasyonlarda (1,56-100 μM) Pd (II) bileşiği uygulandı. Aynı zamanda yapılacak 

olan kombinasyon çalışmaları için EGFR inhibitörü olan canertinib 24-48-72 saat 

boyunca farklı konsantrasyonlarının (0,5-100 μM) hücre canlılığı üzerine etkisi SRB 

testi ile belirlendi. Ayrıca pozitif kontrol olarak kullanılan 5-FU bileşiği (2,7-173μM) 

24-48 süresince farklı konsantrasyonlarda uygulandı.  Pd (II) bileşiğinin uygulandığı 

hücre soylarında zamana ve doza bağlı olarak konsantrasyon arttıkça hücrelerin canlılık 

yüzdesinde istatistiksel olarak anlamlı azalmalar gözlendi (p<0,05; p<0,01; p<0,001). 

Hücre soylarında 24 ve 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda Pd (II) bileşiği 

uygulaması sonrası ortaya çıkan sonuçlar Şekil 4.1’de gösterildi. 
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Şekil 4.1. Pd (II) bileşiği uygulanan HCT-15 ve HT-29 hücre soylarının canlılık 

yüzdelerinin grafiği. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın ortalamasını temsil 

etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlılığı (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir 

 

Özellikle 100, 50, 25 ve 12,5 μM Pd (II) bileşiği uygulaması sonucu; zamana bağlı 

olarak HCT-15, HT-29 hücrelerinde kontrole kıyasla hücre canlılığında anlamlı 

azalmalar gözlendi (p<0,001). 
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SRB verilerine göre; HCT-15, HT-29 hücre soylarında Pd (II) bileşiğinin sitotoksik 

aktivitesinin gösterilmesinde önemli olan IC50 (kontrol hücrelerine kıyasla Pd (II) 

bileşiği ile muamele sonrası hücrelerin %50’sini öldüren konsantrasyon) değerleri Tablo 

4.1’de verilmiştir. 

Doz( µM) HCT-15 HT-29 

IC50 24sa 43,7 45,6 

IC50 48sa 4,4 15,0 

 

Tablo 4.1. Pd (II) bileşiği uygulanan hücre soylarında SRB canlılık testi sonuçlarına 

göre 24-48 saat tedavi süresindeki IC50 değerleri 

EGFR inhibitörü canertinib’in sırasıyla 24-48-72 saat boyunca farklı 

konsantrasyonlarının (0,5-100 μM) hücre canlılığı üzerine etkisi SRB testi ile belirlendi. 

SRB hücre canlılığı sonuçlara göre, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücrelerine 24, 48 

ve 72 saat canertinib tedavisi sonucunda bu hücrelerde doza ve zamana bağlı olarak 

kontrole kıyasla hücre canlığında istatistiksel olarak anlamlı azalmalar gözlendi 

(p<0,05; p<0,01; p<0,001). (Şekil 4.2).  
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Şekil 4.2. Otofaji inhibitörü ve EGFR inhibitörü uygulanan HCT-15, HT-29 hücre 

soylarının canlılık yüzdelerinin grafiği. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın 

ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) 

ifade etmektedir 
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HCT-15, HT-29 kanser hücrelerine 24-48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda (2,7-

173μM) deneylerde pozitif kontrol olarak kullanmak amacıyla, kemoterapötik ajan 5-

FU uygulandı. 5-FU’nun HCT-15, HT-29 hücrelerinde 24 saat tedavi süresince sadece 

86,5 ve 173 µM dozlarında istatiksel olarak anlamlı azalma gözlenirken, 48 saat tedavi 

sonunda özellikle 10,8 - 21,6 - 43,2 - 86,5 ve 173 μM dozlarında kontrole kıyasla hücre 

canlılığında istatistiksel olarak anlamlı azalmalara neden olduğu bulundu(p<0,05; 

p<0,01; p<0,001) (Şekil 4.3).  
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Şekil 4.3. 5-FU’nun (2,7-173μM) HCT-15  HT-29 insan kolon kanseri hücrelerinin 

canlılığa etkisinin doza bağlı olarak değisimi. Her bir veri noktası 2 bağımsız 

çalışmanın ortalamasını temsil etmektedir *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre 

farklı dozlar karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı (*: p<0,05 **:p<0,01 

***:p<0,001) ifade etmektedir 

EGFR inhibitörü için ise 5μM dozu ile Pd(II) bileşiği ve 5-FU ajanı ile 24 saat ön tedavi 

sonrasında ortamdan çekilerek 24 saat süresince uygulanmasına karar verildi. Yapılan 
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doz seçimleri sonrası canertinib (5μM)  için belirlenen inhibitör konsantrasyonu ile Pd 

(II) bileşiği (1,56-25μM) kombinasyonun hücre canlılığına olan etkisini belirleyebilmek 

için 24-48 saat süresince SRB canlılık testi yapıldı. Yapılan SRB hücre canlılığı testi 

sonuçlarına göre; HCT-15, HT-29 kolon kanseri hücrelerinde Pd (II) bileşiğinin 

canertinib ile olan kombinasyonunda, 24 ve 48 saat süreyle yapılan tedavide yalnız Pd 

(II) bileşiğine kıyasla hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma görüldü 

(p<0,001) (Şekil 4.4)  

 

Şekil 4.4. Pd (II) bileşiğinin farklı konsantrasyonları ile canertinib inhibitörü 

kombinasyonunun 24 saat kombinasyon tedavisi sonucu HCT-15, HT-29 kanser 

hücrelerinin canlılık yüzdelerinin grafiği. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın 

ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre (*: p<0,05 

**:p<0,01 ***:p<0,001) karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı ifade 

etmektedir 

Pozitif kontrol olarak kullanılan 5-FU kemoterapötik ajanı (2,7-173 µM) ile canertinib 

(5 µM) kombinasyonunun 24 ve 48 saat tedavi süresince hücre canlılığı üzerine etkisi 

SRB canlılık testi ile belirlendi. Pd(II) bileşiği ile yapılan kombinasyonda olduğu gibi 5-

FU kemoterapötik ajanı 24 saat tedavi sonunda ortamdan çekilerek 5 µM canertinib 24 

saat süresince uygulandı. HCT-15, HT-29 kolon kanseri hücrelerinde kombinasyon 
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tedavisi sonucunda, 5-FU kemoterapötik ajanın tek başına etkisine göre, hücre 

canlılığında istatiksel olarak anlamlı azalma gözlenmiştir (Şekil 4.5).  

 

Şekil 4.5. 5-FU kemoterapötik ajanı, canertinib (5 µM) inhibitörü ile 5-FU ajanının 

farklı konsantrasyonları ile 24 saat kombinasyon tedavisi sonucu HCT-15, HT-29 

kanser hücrelerinin canlılık yüzdelerinin grafiği. Her bir veri noktası 2 bağımsız 

çalışmanın ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre 

(*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı 

ifade etmektedir 

Sonuç olarak kombinasyon çalışmaları için, Pd (II) bileşiğinin her üç hücre soyunda da 

48 saat tedavi sonunda yaklaşık olarak IC50 değerlerine yakın olan fakat 24 saat tedavi 

sonunda etki görülmeyen 12,5μM dozu seçildi. EGFR inhibitörü için ise 5μM dozu ile 

Pd(II) bileşiği ve 5-FU ajanı ile 24 saat ön tedavi sonrasında ortamdan çekilerek 24 saat 

süresince uygulanmasına karar verildi (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6. Seçilen Pd(II) bileşiği (12,5 µM), Canertinib (5 µM), 5-FU (10,8 µM) 

dozlarda kombinasyon tedavisi sonucu HCT-15 ve HT-29 hücrelerinin yüzde canlılık 

grafiği. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın ortalamasını temsil etmektedir. 

*Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir 

4.2. HCT-15 ve HT-29 Hücrelerinde Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerinin EGFR ve 

Diğer Yaşam Yolakları Üzerine Etkileri 

 

Ardından, HCT-15 kanser hücrelerinde Pd(II) bileşiği 24 saat süreyle uygulandı ve 

EGFR fosforilasyonunda kontrole göre azalma görüldü, canertinib ile kombinasyonunda 

ise yine kontrole göre azalma gözlendi. Canertinib tek başına uygulanmasında ise 

EGFR fosforilasyonunu inhibe ederken bu inhibisyon 5-FU ve canertinib 

kombinasyonunda daha fazla olduğu görüldü. Canertinib tek başına ERK1/2 

fosforilasyonunu azaltırken Pd(II) ve 5-FU kombinasyonunda kontrole göre artış biraz 

fazla oldu.  HT-29 kanser hücrelerinde ise canertinib tek başına ve Pd(II) ve 5-FU ile 

kombinasyonunda EGFR fosforilasyonunda belirgin bir azalma gözlendi. Bununla 

birlikte canertinib tek başına ve Pd(II) ile kombinasyonu aynı şekilde ERK1/2 

fosforilasyonunda azalmaya neden oldu, fakat 5-FU ve canertinib kombinasyonu 

ERK1/2 fosforilasyonunu arttırdığı gözlendi. Canertinib ve Pd(II) bileşiği ile 

kombinasyonu p38 ekspresyonunda azalmaya neden olurken, 5-FU canertinib 

kombinasyonu kontrole kıyasla bir değişme göstermedi (Şekil 4.7). 
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Şekil 4.7. Pd(II) bileşiğinin canertinib ile kombinasyonun EGFR, ERK,P38 yaşam 

yolakları üzerine etkisi 

Aynı zamanda AKT ekspresyon seviyelerine Muse® PI3K Activation Dual Detection 

Kit ile bakıldı. Buna göre HCT-15 kolon kanser hücrelerinde canertinib tedavisi tek 

başına pAKT ekspresyon seviyesini az da olsa düşürürken, Pd(II) ve 5-FU tedavisi 

ekspresyon azalmasında belirgin bir etki göstermedi. Bununla birlikte Pd(II) ve 5-FU 

bileşiklerinin canertinib ile kombinasyonunda pAKT ekspresyonu önemli ölçüde azaldı 

(Şekil 4.8A). 

HT-29 kolon kanser hücre soyunda da aynı şekilde canertinib tedavisi pAKT 

ekspresyonunda azalmaya neden olurken, Pd(II) ve 5-FU tek başına tedavisi pAKT 

ekspresyonunda artışa neden oldu. Bu iki bileşiğin canertinib ile kombinasyonunda ise 

önemli ölçüde pAKT ifade düzeyinin azaldığı gözlendi (Şekil 4.8B). 
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Şekil 4.8. Pd(II) bileşiğinin HCT-15 (A) ve HT-29 (B) kolon kanser hücresinde 

canertinib ile kombinasyonun AKT yaşam yolağı üzerine etkisi 
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4.3. Tüm Hücre Soylarında Pd(II) Bileşiği ve Canertinib Kombinasyonunun 

Apoptoz mekanizması üzerine etkileri 

 

4.3.1. Apoptozun belirlenmesine ilişkin Anneksin-V ölçülmesinin boyama ile 

değerlendirilmesi 

 

Anneksin V-Cy3 apoptoz boyama/belirleme kiti, Anneksin V-Cy3, SYTOX yeşil boya 

ve tampon çözelti içerir. Anneksin-V, apoptozisin erken dönemlerinde hücrenin dış 

yüzeyine transloke olan PS’ye bağlanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile 

işaretlendiğinde (Cy3) apoptotik hücreler görünür hale getirilirerek floresan mikroskobu 

ile incelenir.  Ayrıca SYTOX yeşil boyası canlı ve apoptotik hücrelere karşı 

geçirimsizdir fakat hücresel nükleik asitlere bağlanarak yoğun yeşil floresan ile nekrotik 

hücreleri boyar. SYTOX yeşil boya, sadece membran hasarlı hücrelere girebilen, 

dolayısıyla tüm ölü hücreleri (primer nekrotik veya geç apoptotik/sekonder nekrotik) 

boyayabilen floresan nükleik asit boyasıdır. Anneksin V-Cy3 ve SYTOX yeşil boya ile 

hücre popülasyonu boyandıktan sonra, apoptotik hücreler kırmızı floresan, ölü hücreler 

yeşil floresan gösterir ve canlı hücreler ise az ya da hiç floresan göstermez. Canlı 

hücreler; Cy3-/SYTOX-, erken apoptotik hücreler; Cy3+/SYTOX - ve geç apoptotik 

veya nekrotik hücreler; Cy3+/SYTOX+ boyanırlar ve bu şekilde birbirlerinden ayırt 

edilirler. HCT-15, HT-29 hücrelerine Pd (II) bileşiğinin 12,5 μM, klorokin 10 µM, 

Canertinib 5 μM ve 5-FU 10,8 µM dozu ve bunların kombinasyon dozları uygulandı. 

Her bir ajan için ayrı ayrı 24 saat ilaç uygulamasını takiben ikili boyama yöntemi 

(Anneksin-V- Cy3+SYTOX) uygulanarak floresan mikroskop altında değerlendirme 

yapıldı. 

HCT-15 hücre soyunda Pd (II) bileşiğinin tek başına ve inhibitörler ile kombinasyon 

tedavisi sonucu hücrelerin çoğunun Anneksin-V pozitif/ SYTOX pozitif olması 

hücrelerde geç apoptozis/sekonder nekrozis geliştiği belirlendi (Şekil 4.9). Fakat Pd(II) 

bileşiği ve canertinib kombinasyonu, 5-FU ve canertinib kombinasyonunda geç 

apoptotik hücreler gözlemlendiği gibi erken apoptoz da görülmektedir.  
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Şekil 4.9. Pd (II) bileşiği, 5-FU, Canertinib tek başına ve Canertinibin Pd (II) bileşiği ve 

5-FU kemoterapötik ajanı ile kombinasyonunun HCT-15 kanser hücrelerinde tedavi 

sonrası floresan mikroskop görüntüleri. Anneksin-V (Kırmızı), SYTOX ile boyama 

(Yeşil) 
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HT-29 hücre soyunda Pd (II) bileşiğinin tek başına ve canertinib ile kombinasyon 

tedavisi sonucu hücrelerin çoğunun Anneksin-V pozitif/SYTOX olması hücrelerde geç 

apoptozis/sekonder nekrozis geliştiği söylenebilir (Şekil 4.10). Fakat geç apoptoza 

giden hücre sayısı Pd(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu ve 5-FU ve canertinib 

kombinasyonunda, Pd(II) bileşiği tek başına, 5-FU tek başına kombinasyon tedavisine 

kıyasla daha fazladır.  
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Şekil 4.10. Pd (II) bileşiği, 5-FU, Canertinib tek başına ve Canertinibin Pd (II) bileşiği ve 

5-FU kemoterapötik ajanı ile kombinasyonunun HT-29 kanser hücrelerinde tedavi sonrası 

floresan mikroskop görüntüleri. Anneksin-V (Kırmızı), SYTOX ile boyama (Yeşil)  
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4.3.2.  Tüm hücre soylarında apoptozun belirlenmesine ilişkin Anneksin-V 

ölçülmesinin akım sitometrisi ile değerlendirilmesi  

 

Apoptotik hücre ölüm mekanizmasının boyama dışında ayrıca akım sitometrisinde 

Anneksin-V değerlendirilmesi sonucunda; HCT-15 hücre soyunda her bir bileşik için 

ayrı ayrı 24 saatlik tedaviler sonrasında, canertinib tek başına uygulandığında apoptotik 

oran %24,95 (Q2+Q4),  Pd (II) bileşiği tek başına %59,9 (Q2+Q4), Pd(II)&canertinib 

kombinasyonunda apoptotik oran %88(Q2+Q4) iken pozitif kontrol grubu 5-FU 

uygulandığında apoptotik oran %25,35 (Q2+Q4), 5-FU&canertinib kombinasyonunda 

apoptotik oran %73,7(Q2+Q4) olarak belirlenmiştir (Şekil 4.11). Bu sonuçlara göre 

kombinasyon tedavisinin hücrelerinde hem Pd (II) bileşiğine hem kontrole oranla 

apoptotik hücrelerin sayısında artış meydana geldiği görüldü. Yapılan Anneksin-V-Cy3 

floresans boyama görüntüleri de bu sonucu destekledi.  

 

HT-29 kolon kanser hücre soyunda ise canertinib tek başına uygulandığında apoptotik 

oran %12,15(Q2+Q4), Pd (II) bileşiği tek başına %52,45(Q2+Q4), Pd(II)&canertinib 

kombinasyonunda apoptotik oran %82,25(Q2+Q4) iken pozitif kontrol grubu 5-FU 

uygulandığında apoptotik oran %22,7(Q2+Q4), 5-FU&canertinib kombinasyonunda 

apoptotik oran %37,85(Q2+Q4) olarak belirlenmiştir. Aynı şekilde elde edilen sonuçlar 

Annexin V-Cy3 floresans boyama ile uyumludur (Şekil 4.12). 

 

Annexin V-FITC ve 7-AAD negatif olan bölge canlı hücreleri (Q3), Annexin V-FITC 

ve 7-AAD pozitif olan bölge geç apoptotik hücreleri (Q2), Annexin V-FITC pozitif ve 

7-AAD negatif olan bölge erken apoptotik hücreleri (Q4), Annexin V-FITC negatif ve 

7-AAD pozitif olan bölge ise nekrotik hücrelerin (Q1) yüzde değerlerini göstermektedir.  
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Şekil 4.11. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrasında HCT-15 kolon kanseri hücrelerinde 

Anneksin-V değerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yüzde değerlerinin histogramları 

(Q1=Nekroz, Q2=Geç Apoptoz, Q3=% Canlılık, Q4=Erken Apoptoz)  

 

 

 

 



 

93 

 

 

Şekil 4.12. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrasında HT-29 kolon kanseri hücrelerinde 

Anneksin-V değerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yüzde değerlerinin histogramları 

(Q1=Nekroz, Q2=Geç Apoptoz, Q3=% Canlılık, Q4=Erken Apoptoz)  

 

4.3.3. Apoptotik ölüm mekanizmasının belirlenmesinde tüm hücre soylarında 

mitokondriyal membran potansiyeli ve JC-1 boyama sonuçlarının 

değerlendirilmesi 

 

Mitokondrilerin geçirgenliğini dengeleyen pro-apoptotik ve anti-apoptotik moleküllerin 

işlevindeki bozulmanın sonucu hücreler mitokondriyal yolak üzerinden apoptotik ölüme 

gider. Bu nedenle mitokondriyal membran permeabilitesinin değişimi apoptotik süreç 

de gözlenen önemli değişikliklerden biridir. Şekil 4.13’de görüldüğü üzere; HCT-15 

kolon kanseri hücrelerinde Pd(II) bileşiği tek başına mitokondri membranı depolarize 

olan hücrelerin total yüzdesi %51,3(Q1+Q3) iken Canertinib ile kombinasyonunda, 

depolorize olan hücre yüzdesi % 70,05(Q1+Q3)  dir. Pozitif kontrol olarak kullanılan 5-

FU uygulandığında mitokondri membranı depolorize hücre ve mitokondri membranı 

intakt hücre ölüm yüzdesi çok düşüktür, anlamlı bir artış gözlenmemiştir. Canertinib ile 

kombinasyonunda mitokondri membranı depolarize olan hücrelerin total yüzdesi 

%46,85(Q1+Q3) dir (Şekil 4.13). Pd(II) bileşiğinin canertinib ile kombinasyonunda 
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mitokondri depolorizasyonu görülmesi, ölüm mekanizmasının intrinsik (mitokondriyal) 

yolak üzerinden gerçekleştiği şeklinde yorum yapılmıştır.   

 

Şekil 4.13. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HCT-15 kolon kanseri 

hücrelerinde mitokondri membran potansiyel değişimi yüzde histogramları 

(Q1=Depolarize/Ölü, Q2= Ölü, Q3=Depolarize/Canlı, Q4= Canlı) 

 

HT-29 kolon kanseri hücrelerinde Pd(II) bileşiği tek başına mitokondri membranı 

depolarize olan hücrelerin total yüzdesi %36,57(Q1+Q3) iken, Canertinib ile 

kombinasyonunda, depolorize olan hücre yüzdesi %48,5(Q1+Q3) dür. Pozitif kontrol 

olarak kullanılan 5-FU uygulandığında mitokondri membranı depolorize hücre yüzdesi 

%24(Q1+Q3),  iken Canertinib ile kombinasyonunda mitokondri membranı depolarize 

olan hücrelerin total yüzdesi %34,24(Q1+Q3) dür (Şekil 4.14). Pd(II) bileşiğinin 

canertinib ile kombinasyonunda mitokondri depolorizasyonunda artış ölüm 

mekanizmasının intrinsik (mitokondriyal) yolak üzerinden gerçekleştiği şeklinde yorum 

yapılmıştır. Bu durumda Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda HCT-15 hücre soyu ile 

karşılaştırdığımızda mitokondri membranı depolorize olmuş hücre yüzdesi her ne kadar 

HT-29 hücre soyuna göre fazla olsa da, her iki hücre soyunda da apoptozun intrinsik 

yolak üzerinden gittiği kanısına varılmıştır. 
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Şekil 4.14. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubu ve klorokin (10 µM) 24 saat ön 

tedavi sonrasında, Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat tedavi sonrası 

grubu ve bu bileşiklerin üçlü kombinasyon grubunun HT-29 kolon kanseri hücrelerinde 

mitokondri membran potansiyel değişimi yüzde histogramları (Q1=Depolarize/Ölü, 

Q2= Ölü, Q3=Depolarize/Canlı, Q4= Canlı) 

 

Mitokondriyal transmembran potansiyel kaybı, apoptoz sırasında meydana gelen 

anahtar olaylardan bir tanesidir. Bu nedenle mitokondriyal membran 

potansiyelindeki(ΔΨm) değişikliğin belirlenmesinde JC-1, en yaygın olarak kullanılan 

boyadır. Sağlıklı hücrelerde yani yüksek ΔΨm, JC-1 yoğun kırmızı floresans 

gösterirken, sağlıksız ya da apoptotik hücrelerde yani düşük ΔΨm, JC-1 sadece yeşil 

floresans gösterir. HCT-15 kolon kanseri hücrelerinde Pd(II) tek başına tedavisinde J- 

agregatları azaldığı için yeşil floresan ve canertinib kombinasyonunda aynı şekilde yeşil 

floresans görüldü. Pozitif kontrol 5-FUnun canertinib ile kombinasyonunda membran 

depolirizasyonu gözlendi. 

HT-29 kolon kanseri hücreleri de HCT-15 kanser hücreleri ile benzer bir model 

sergileyerek tek başına Pd(II) bileşiğinde ΔΨm kaybı canertinib ile kombinasyona 

benzer şekildedir ve yoğun yeşil renk gözlenmiştir. 5-FU’nun tek başına tedavisine 

kıyasla canertinib ile kombinasyonunda az da olsa ΔΨm kaybı ile birlikte yeşil floresans 

gözlenirken, tedavi gruplarının genelinde membran potansiyelindeki yükseklik, kontrol 
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hücrelerinin kırmızı floresans ile boyanması ile net bir şekilde gözlemlenmiştir.  Artmış 

ΔΨm kaybı apoptotik hücre ölümünün mitokondriyal yolak üzerinden gittiğini gösteren 

önemli bir indikatör olduğundan, HCT-15 ve HT-29 hücreleri için intrinsik yolak ölüm 

mekanizmasını desteklediği belirlendi. Ayrıca elde edilen bu sonuçlar, akım 

sitometresinde mitokondriyal membran potansiyeli ölçülmesiyle elde edilen sonuçlarla 

uyumludur (Şekil 4.15). 
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Şekil 4.15.  Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HCT-15, HT-29 kolon kanseri 

hcürelerinde mitokondri membran potansiyel değişiminin (ΔΨm) floresan mikroskop 

görüntüleri (Kırmızı floresan sağlıklı hücreleri, yeşil floresan apoptotik hücreleri 

göstermektedir) 
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4.3.4.Tüm hücre soylarında apoptozun belirlenmesine ilişkin kaspaz3/7 

ölçülmesinin akım sitometrisi ile değerlendirilmesi  

 

Annexin V-Cy3 boyama ve akım sitometrisi sonuçlarına göre özellikle canertinib ile 

Pd(II) ve 5-FU ile kombinasyonunda hücrelerin apoptoz yolu ile öldüğü gözlenmiştir. 

Apoptotik hücre ölümü kaspazların aktivasyonu ile gerçekleştiğinden, kaspaz3/7 

aktivasyonu apoptotik hücre ölümü ile ilgili daha net bir bilgi vermektedir. Apoptotik 

hücre ölüm mekanizmasının akım sitometrisinde Kaspaz 3/7 aktivitesi değerlendirilmesi 

sonucunda; HCT-15 hücrelerinin canertinib tek başına uygulandığında apoptotik oran 

(kaspaz3/7 aktivitesi) %21,9 (Q2+Q4), Pd (II) bileşiği tek başına %88,55 (Q2+Q4), 

Pd(II)&canertinib kombinasyonunda apoptotik oran %92,15 (Q2+Q4) iken pozitif 

kontrol grubu 5-FU uygulandığında apoptotik oran %15,35 (Q2+Q4), 5-FU&canertinib 

kombinasyonunda apoptotik oran %76,8 (Q2+Q4) olarak belirlenmiştir(Şekil 4.16). 

Elde edilen sonuçlara göre kombinasyon tedavisinin apoptotik oranında (kaspaz 3/7 

aktivitesini) Pd(II) tek başına tedavisine göre az miktarda artış görüldü. Fakat genel 

olarak bakılacak olursa kombinasyon tedavisinin hücrelerinde hem Pd (II) bileşiğine 

hem kontrole oranla kaspaz 3/7 aktivitesininde artış meydana geldiği görüldü. 

 
 

Şekil 4.16. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HCT-15 kolon kanseri 

hücrelerinde kaspaz 3/7 değerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yüzde değerlerinin 

histogramları (Q1=Nekroz, Q2=Geç Apoptoz, Q3=% Canlılık, Q4=Erken Apoptoz) 
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HT-29 kolon kanser hücrelerinde Pd (II) bileşiği tek başına %48,6 (Q2+Q4), 

Pd(II)&canertinib kombinasyonunda apoptotik oran %88,85 (Q2+Q4) iken pozitif 

kontrol grubu 5-FU uygulandığında apoptotik oran %9,85 (Q2+Q4), 5-FU&canertinib 

kombinasyonunda apoptotik oran %53,9 (Q2+Q4) olarak belirlenmiştir (Şekil 4.17). 

Elde edilen sonuçlara göre Kombinasyon tedavisinin apoptotik oranında (kaspaz 3/7 

aktivitesini) Pd(II) tek başına tedavisine göre 2 katlık artış görülmüştür. Aynı zamanda 

5-FU ajanının tek başına kullanımına göre canertinib ile kombinasyon tedavisinde 

kaspaz 3/7 aktivitesininde artış meydana geldiği görüldü.  

 

 
 

Şekil 4.17. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HT-29 kolon kanseri hücrelerinde 

kaspaz 3/7 değerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yüzde değerlerinin histogramları 

(Q1=Nekroz, Q2=Geç Apoptoz, Q3=% Canlılık, Q4=Erken Apoptoz) 

 

4.3.5. Tüm hücre soylarında apoptoz ilişkili proteinlerin ekspresyon düzeylerinin 

belirlenmesi 

 

HCT-15 ve HT-29 hücre soylarının Pd(II), 5-FU ve bunların canertinib ile kombinasyon 

tedavisi sonucu ölüm mekanizmasının apoptoz olarak belirlendi. Buna göre apoptoz 

mekanizmasının intrinsik ya da ekstrinsik yolaktan mı gittiğini belirlemek için apoptoz 

mekanizmasında görev alan bazı proteinlerin western blot ile ekspresyonlarına bakıldı. 
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Böylelikle HCT-15 kolon kanser hücrelerinde Pd(II) tek başına tedavisi PARP1 

ekspreyon düzeyini önemli ölçüde arttırırken, FAS ve DR4 protein ekspreyon seviyeleri 

kontrol ile aynı kalmıştır. Fakat kombinasyon tedavisinde tam tersi yani PARP1 protein 

ekspresyonu belirgin bir şekilde azalırken, FAS ve DR4 protein ekspresyon seviyesi de 

azalmıştır. Mitokondriyal ölüm yolağı protein Bax seviyesinde Pd(II9 tek başına 

uygulanmasına kontole kıyasla artış gözlenirken canertinib ile kombinasyonda bu artış 

daha fazla belirgin hale gelmiştir. C-jun fosforilasyonu Pd(II) tedavisinde artarken 

kombinasyonda bariz bir azalma gözlenmiştir. Aynı şekilde p-Src ifade düzeyi Pd(II) 

tek başına ve canertinib kombinasyonunda azalmıştır. 

HT-19 kolon kanser hücrelerinde ise Pd(II) tek başına ve canertinib ile kombinasyon 

tedavisi sonucunda PARP1 kırılması gözlenirken, 5-FU ve canertinib kombinasyonunda 

da PAR1 kırılmıştır. FAS ekspresyon seviyesi Pd(II) tek başına ve canertinib 

kombinasyonunda azalırken, DR4 ekspresyon seviyesinin önemli ölçüde arttığı görüldü. 

Mitokondriyal yolak proteinlerinden Bax hem Pd(II) tek başına hem de canertinib ile 

kombinasyonunda artmıştır. p-C-jun ifade düzeyi kombinasyon tedavilerinde azalmıştır. 

Apoptozu inhibe eden p-Src ekspresyon seviyesi ise neredeyse tüm tedavi gruplarında 

azalmıştır (Şekil 4.18). 
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Şekil 4.18. HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hücrelerinde, Pd (II) bileşiği (6,25μM) 24 

saat ön tedavi sonrası Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunda PARP1, 

FAS, DR4,p-c-jun, p-Src, Bax protein ekspresyonlarının western blot yöntemiyle alınan 

sonuçları  

 

4.4. Kullanılan Pd(II) Bileşiği ve Trozin Kinaz İnhibitörü Canertinib ile 

Kombinasyonunun Otofaji Üzerine Etkisi 

 

Yapılan literatür çalışmaları sonunda EGFR inhibitörü olan canertinib’in farklı hücre 

soylarında otofajik aktivitenin artmasına neden olduğu gösterilmiştir. Canertinibin 

otofajideki rolünü daha iyi anlayabilmek için sadece bu başlık altında klorokin tek 

başına ve Pd(II) bileşiği ve 5-FU ile kombinasyonu etkisiyle karşılaştırma 

yapaılabilmesi için kullanıldı. Diğer bir anlamda canertinib için pozitif kontrol olarak 

kullanıldı. Bunun için öncelikle klorokin için uygun doz SRB metodu ile belirlendi. 

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücrelerine uygulanan klorokinin, 12 ve 24 saat tedavi 

süresi boyunca hücre canlılığında kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı azalmalara 

neden olduğu bulundu (p<0,05; p<0,01; p<0,001). Buna göre otofaji inhibitörü için 

literatür verileri ve sonuçlarımızla uyumlu olarak toksik olmayan 10μM dozu 24 saat ön 

tedavi uygulanmasına karar verildi (Şekil 4.19). 
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Şekil 4.19. Otofaji inhibitörü uygulanan HCT-15, HT-29, hücre soylarının canlılık 

yüzdelerinin grafiği. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın ortalamasını temsil 

etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlılığı (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir 

 

Daha sonra canertinib bileşiğinin özellikle Pd(II) bileşiği ile kombinasyonunda 

belirlenen dozlar ile otofajik mekanizma üzerine etkisini belirlemek amacıyla western 

blot yöntemi ile otofaji de görev alan önemli proteinlere bakıldı. Bu sonuçlara göre göre 
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HCT-15 kolon kanser hücrelerinde Pd (II) bileşiği uygulandığında kontrole göre p62 

protein seviyesi azalırken canertinib ile kombinasyonunda artış gözlendi. 5-FU 

kemoterapötik ajanı tek başına uygulandığında kontrole göre az da olsa bir azalma 

gözlenirken, canertinib ile kombinasyonunda protein seviyesinde belirgin bir artış 

gözlendi. Bununla birlikte canertinib tek başına p62 protein seviyesini kontrole göre 

arttırırken, klorokin uygulandığında az da olsa bir azalma gözlendi. Aynı zamanda 

Pd(II) bileşiği ve 5-FU kemoterapötik ajanının klorokin ile kombinasyonu sonucunda 

ise p62 protein seviyesinde bariz bir azalma gözlenmektedir. MTOR fosforilayonu 

Pd(II), 5-FU ve canertinib tek başına ve canertinib ile kombinasyonlarda azalma 

gözlenirken, klorokin tek başına ve Pd(II) ve 5-FU kombinasyonlarında 

artmaktadır.(Şekil 4.20).  

 

Şekil 4.20. HCT-15 kolon kanseri hücrelerinde, Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 

µM) 24 saat ön tedavi sonrası Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubu ve 

klorokin (10 µM) 24 saat ön tedavi sonrasında, Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 

µM) 24 saat tedavi sonrası grubunda Atg5, p62, mTOR protein ekspresyonlarının 

western blot yöntemiyle alınan sonuçları  

 

HT-29 kolon kanser hücrelerinde, Pd(II) bileşiği uygulandığında kontrole göre p62 

seviyesi önemli ölçüde azalırken, canertinib ile kombinasyonunda Pd(II) bileşiğine göre 

artış gözlendi. 5-FU kemoterapötik ajanı uygulandığında kontrole göre belirgin bir artış 
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gözlenmezken, canertinib ile kombinasyonunda p62 protein seviyesinde artış gözlendi. 

Buna göre canertinib tek başına uygulandığında kontrole göre p62 protein seviyesinde 

önemli bir artış gözlenirken klorokin tek başına uygulandığında ise protein seviyesi 

azaldı. Pd(II) bileşiği klorokin ile kombine edildiğinde protein seviyesi yok denecek 

kadar azalırken 5-FU ajanının klorokin ile kombinasyonunda ise kontrole göre azalma 

gözlendi. Otofaji belirteçlerinden diğer bir protein olan ATG5 proteinin ifade düzeyi ise 

canertinib tek başına uygulandığında değişiklik gözlenmezken, klorokin tek başına 

uygulandığında belirgin bir artış gözlendi. Pd(II) bileşiği uygulanması sonrası görülen 

belirgin ATG5 protein seviyesi artışı canertinib ile kombinasyonunda azalmıştır. 5-FU 

tek başına uygulandığında ATG5 ifade düzeyinde değişiklik gözlenmezken, canertinib 

ile kombinasyonunda azalma gözlendi. Hem 5-FU hem de Pd(II) bileşiğinin klorokin ile 

kombinasyonunda ise ATG5 protein seviyesi önemli ölçüde artmıştır. mTOR 

fosforilasyonu klorokin tek başına ve Pd(II), 5-FU ile kombinasyon tedavisinde 

artarken, Pd(II) tek başına ve canertinib ile kombinastonunda azalma gözlendi. Fakat 5-

FU tek başına uygulandığında HT-29 hücrelerinde mTOR fodforilayonunu arttırken, 

canertinib ile kombinasyonu azalmasına neden olmuştur (Şekil 4.21).  

 

Şekil 4.21. HT-29 kolon kanseri hücrelerinde, Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 

µM) 24 saat ön tedavi sonrası Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubu ve 

klorokin (10 µM) 24 saat ön tedavi sonrasında, Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 
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µM) 24 saat tedavi sonrası grubunda Atg5, p62, protein ekspresyonlarının Western blot 

yöntemiyle alınan sonuçları  

Aynı zamanda HCT-15 ve HT-29 hücrelerinde p70S6K ve PTEN ekspreyon 

seviyelerine western blot ile bakıldı. Buna göre HCT-15 hücrelerinde canertinib ve 

Pd(II) tek başına uygulandığında p70S6K ifade düzeyi kontrole kıyasla azalırken, Pd(II) 

ve canertinib kombinasyonun ekspresyon seviyeleri daha da azaldı. 5-FU tek başına ve 

canertinib ile kombinasyonunda ise belirgin bir değişme gözlenmedi. PTEN 

ekspresyonunun ise Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda önemli ölçüde arttığı 

bulundu. Fakat diğer tedavi gruplarında ekspreyon seviyelerinde değişiklik gözlenmedi 

(Şekil 4.22). 

HT-29 hücrelerinde ise canertinib ve Pd(II) bileşiği tek başına uygulandığında p70S6K 

protein seviyesi kontrole kıyasla azalırken, 5-FU tek başına tedavisinde diğer tedavi 

gruplarına göre daha fazla bir ekspresyon seviyesi gözlendi. Kombinasyon tedavilerinde 

ise P70S6K ekspresyon seviyesinin önemli derecede azaldığı bulundu. PTEN 

ekspresyon seviyesi canertinib ve Pd(II) bileşiği tek başına uygulandığında kontrole 

kıyasla değişmezken, 5-FU tek başına uygulandığında azalmıştır. Kombinasyon 

tedavilerinde ise PTEN ifade düzeyinde kontrole göre anlamlı bir artış gözlendi (Şekil 

4.22). 

 

Şekil 4.22. HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücre soyunda EGFR inhibitörü 

uygulanmasının Pd(II) bileşiği ve 5-FU ajanının p70s6K ve PTEN proteinleri üzerine 

etkisinin incelenmesi 

Otofajik belirteçlerin taranmasına yönelik olarak yapılan akım sitometrisinde önemli bir 

otofaji proteini olan LC3-II ifadesine bakıldı. Şekil 4.23.1 de görülen sonuçlara göre 

HCT-15 hücrelerinde klorokin ve canertinib tedavisi uygulamasının kontrole kıyasla 

otofagozom yapısında görev alan LC3-II proteini ifadesinde önemli bir değişiklik 

saptanmadı (kontrol LC3-II ifadesi: 11,1; canertinib LC3-II ifadesi: 15,5; klorokin LC3-
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II ifadesi: 14,8). Fakat Pd(II) bileşiğinin canertinib ve klorokin ile kombinasyonunda 

önceli derecede LC3-II ifadesi artmıştır (Pd(II) bileşiği LC3-II ifadesi: 17,4; Pd(II) 

bileşiği ve canertinib kombinasyonu LC3-II ifadesi: 76,7; Pd(II) bileşiği ve klorokin 

kombinasyonu LC3-II ifadesi: 25,9). 5-FU kemoterapötik ajanında ise tek başına 

tedavisine göre canertinib ve klorokin tedavisinde LC3-II seviyelerinde önemli artış 

gözlendi (5-FU LC3-II ifadesi: 12, 5-FU ve canertinib kombinasyonun LC3-II ifadesi: 

29,9, 5-FU ve klorokin kombinasyonun LC3-II ifadesi: 14,9). 

HT-29 hücrelerinde ise Pd (II) bileşiğinin tek başına tedavisinin kontrole kıyasla LC3-II 

proteini ifadesinin arttırdığı görüldü (kontrol LC3-II ifadesi: 13,4; Pd (II) bileşiği LC3-

II ifadesi: 41,7). Pd (II) bileşiğinin canertinib ile kombinasyonu sonucu kontrole ve 

Pd(II) bileşiğine kıyasla LC3-II proteini ifadesinin önemli derecede arttığı görüldü (Pd 

(II) bileşiği ve canertinib kombinasyonu LC3-II ifadesi: 192). Bununla birlikte Pd(II) 

bileşiğinin klorokin ile kombinasyonunda da aynı şekilde artış gözlendi (Pd (II) bileşiği 

ve klorokin kombinasyonu LC3-II ifadesi 156,9) pozitif kontrol grubu 5-FU tek başına 

LC3-II ifadesi üzerine önemli bir etkisi olmazken canertinib ve klorokin ile 

kombinasyonunda önemli derecede artış gözlendi ( 5-FU ajanının LC3-II ifadesi: 20,2, 

5-FU ve canertinib kombinasyonun LC3-II ifadesi: 47,1, 5-FU ve klorokin 

kombinasyonun LC3-II ifadesi: 83,4 (Şekil 4.23.2). 



 

107 

 

 

Şekil 4.23.1. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) İle kombinasyonu ve CQ 24 saat ön tedavi sonrası Pd (II) bileşiği 

(12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HCT-15 kolon kanseri 

hücrelerinde LC3-II ifadesinin histogramı. 
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Şekil 4.23.2. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) İle kombinasyonu ve CQ 24 saat ön tedavi sonrası Pd (II) bileşiği 

(12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HT-29 kolon kanseri 

hücrelerinde LC3-II ifadesinin histogramı. 

Otofajik düzenlenmenin son evresi otofajik veziküllerin lizozomlar ile birleşerek 

otolizozomları oluşturma evresi olduğu için hücre içi toplam lizozom etkinliğinin 

artmasına yönelik olarak akridin turuncu ile boyama gerçekleştirildi. 

HCT-15 kanser hücrelerine Pd(II) bileşiği, klorokin tek başına uygulandığında aktif 

lizozomlarda artış gözlendi. Fakat canertinib tek başına ve Pd(II) bileşiğinin canertinib 

ile kombinasyonunun turuncu renkli lizozomal vesiküllerde azalmaya neden olduğu 

görüldü. Bununla beraber Pd(II) bileşiğinin klorokin kombinasyonunda da aktif 

lizozomlarda artış gözlendi. Ayrıca 5-FU kemoterapötik ajanının tek başına tedavisi 
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turuncu renkli lizozomları arttırırken canertinib ile kombinasyonunda azalma, klorokin 

ile kombinasyonunda ise daha da fazla lizozomal veziküllerde artış gözlendi (Şekil 

4.24). 

 

 

Şekil 4.24. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubu ve klorokin (10 µM) 24 saat ön 

tedavi sonrasında, Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat tedavi sonrası 

grubunun HCT-15 kolon kanseri hücrelerinde akridin boyama sonuçlarının floresan 

mikroskop görüntüleri 

 

HT-29 kanser hücrelerine Pd(II) bileşiği, klorokin tek başına uygulandığında hücrelerde 

aktif lizozomlarda artış gözlendi. Canertinib tek başına tedavisi ise turuncu renkli 

lizozomların azalmasına neden oldu. 5-FU kemoterapötik ajanı ise kontrolle benzer bir 

model gösterdi Bununla birlikte Pd(II) bileşiğinin canertinib ile kombinasyonu aktif 

liziomlarda azalmaya neden olurken 5-FU ajanının canertinib ile kombinasyonu 

kontrole göre önemli bir değişim göstermedi. Pd(II) bileşiği ve 5-FU ajanının klorokin 
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ile kombinasyonu ise turuncu renkli lizozomal vesiküllerde artışa neden olduğu görüldü. 

(Şekil 4.25).  

 

Şekil 4.25. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubu ve klorokin (10 µM) 24 saat ön 

tedavi sonrasında, Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat tedavi sonrası 

grubunun HT-29 kolon kanseri hücrelerinde akridin boyama sonuçlarının floresan 

mikroskop görüntüleri  

 

Ayrıca gen sonuçları ile de western ve boyama sonuçları desteklendi. HCT-15 kolon 

kanser hücresinde canertinib tek başına otofaji ilişkili genlerin ekspresyonunda 

azalmaya neden olurken Pd(II) bileşiği tek başına tüm genlerde artışa neden oldu. 

Bununla birlikte iki bileşiğin kombinasyonu da aynı şekilde gen ekspresyonlarında 

azalmaya neden oldu.  HT-29 kanser hücrelerinde ise canertinib tedavisi ATG5 ve 

BECLİN1 gen ekspresyonunu azaltırken, Pd(II) bileşiğinin arttırdığı görüldü. Her iki 

bileşiğin kombinasyonu ise canertinib tek başına tedavisine göre birazda olsa arttırdığı 

fakat Pd(II) bileşiği tek başına tedavisine kıyasla azalttığı gözlendi (Şekil 4.26). 
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Şekil 4.26. HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hücrelerinde, Pd (II) bileşiği (12,5μM) 24 

saat ön tedavi sonrası Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunda Atg3,Atg5, 

BECLİN1, gen ekspresyonlarının RT-PCR yöntemiyle alınan sonuçları  

 

4.5. Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerinin HCT-15, HT-29 Hücrelerinin İnvazyon 

Yetenekleri Üzerine Etkisi 

 

Pd(II) bileşiği ve canertinib ile kombinasyonun otofaji üzerine etkileri gösterildikten 

sonra bu bileşiklerin hücre invazyonu üzerine etkileri incelendi. HCT-15 kolon kanseri 

hücre soyunda canertinib tedavisi kontrol ile benzer invazyon yeteneğine sahipken, 

Pd(II) ve 5-FU ajanının uygulanması invazyonda artışa neden olurken, EGFR 

inhibisyonunun hücre invazyonunda azalmaya yol açtığı görüldü (Şekil 4.27). 
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Şekil 4.27. HCT-15 kolon kanser hücre soyunda Canertinib uygulanmasının Pd(II) 

bileşiği ve 5-FU ajanı ile kombinasyonunda invazyon yetenekleri üzerine etkisinin 

incelenmesi 

 

HT-29 kolon kanseri hücre soyunda canertinib tedavisi sonunda kontrole kıyasla artmış 

hücre invazyonu gözlenirken, Pd(II) bileşiğinin uygulanması invazyonda önemli ölçüde 
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azalmaya neden oldu. Bununla birlikte 5-FU kemoterapötik ajanının konrol ile benzer 

invazyon yeteneği gösterdiği bulundu. EGFR inhibisyonunun hücre invazyonunda 

önemli derecede azalmaya yol açtığı görüldü (Şekil 4.28). 

   
Şekil 4.28. HT-29 kolon kanser hücre soyunda Canertinib uygulanmasının Pd(II) 

bileşiği ve 5-FU ajanı ile kombinasyonunda invazyon yetenekleri üzerine etkisinin 

incelenmesi 
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4.6. Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerinin HCT-15, HT-29 Hücrelerinin Koloni 

Oluşturma Yetenekleri Üzerine Etkisi 

 

HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hücre soylarında Pd(II) ve 5-FU bileşikleri ve 

canertinib ile kombinasyonların invazyon kabiliyetleri üzerine etkisi belirlendikten 

sonra koloni oluşturma yetenekleri üzerine etkilerine bakıldı. Buna göre HCT-15 hücre 

soyunda Pd(II) bileşiği ve canertinib ile kombinasyonunda belirlenen dozlarda koloni 

oluşturma yeteneğini azalttığı görüldü. Aynı zamanda 5-FU uygulanmasında kontrole 

göre koloni oluşturma yeteneğinde azalma görülürken, canertinib ile kombinasyona 

tamamen kolonilerin azaldığı görüldü. HT-29 kanser hücre soyunda ise uygulanan tüm 

bileşik gruplarında koloni oluşturma yeteneğinin yok denecek kadar azaldığı belirlendi 

(Şekil 4.29). 
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Şekil 4.29.  HCT-15 (A) ve HT-29 (B) hücrelerinin canertinib, Pd(II), 5-FU ve bunların 

canertinib ile kombinasyonlarının uygulaması sonucu koloni oluşturabilme yetenekleri  

 

4.7. Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerinin HCT-15, HT-29 Hücrelerinin Göç Etme 

(Migrasyon) Yetenekleri Üzerine Etkisi 

 

HCT-15 kolon kanseri hücre soyunda Pd(II) ile canertinib ve 5-FU ile canertinib 

kombinasyonu kontrol ile benzer migrasyon yeteneğine sahipken, Canertinib, Pd(II), 5-

FU tek başına uygulanması sonucu migrasyonda kontrole göre 24 saat sonunda belli bir 

artış görüldü. HT-29 kanser hücresinde, Pd(II), ve Pd(II) bileşiğinin canertinib ile 

kombinasyon tedavisi ve 5-FU ajanının canertinib ile kombinasyonu hücrelerin 

migrasyon yeteneği üzerine etki etmezken, kontrol ile benzerlik gösterdi. Bununla 
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birlikte 5-FU ajanı ve canertinib kontrole kıyasla migrasyonda artışa nedene oldu (Şekil 

4.30). 

 

 

 

Şekil 4.30. HCT-15 (A), HT-29 (B) kanser hücre soyunda EGFR inhibitörü 

uygulanmasının Pd(II) bileşiği ve 5-FU ajanının migrasyon yetenekleri üzerine etkisinin 

incelenmesi 

4.8. Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerin HCT-15, HT-29 Hücrelerinde Epitelyal 

Mezenkimal Dönüşüm (EMT) Süreci ile İlişkili Proteinler Üzerine Etkisi  

 

EMT, bazal yüzeyi aracılığıyla bazal membran ile etkileşen polarize epitelyal 

hücrelerin, mezenkimal hücre fenotipi kazanmasını mümkün kılan çoklu biyokimyasal 

değişikliklere maruz kalmasını sağlayan biyolojik bir süreçtir. Bu biyokimyasal 

değişiklikler migrasyon, invazyon kapasitesinin artması, apoptoza karşı direnç ve 

ekstrasellüler matriks bileşenlerinin artması şeklindedir. EMT süreci E-kaderin 

ekspresyonuna bağlıdır ve EMT sürecine giren hücreler E-kaderin ekspresyonunu 

downregüle eder. Bu hücre-hücre adhezyon molekülü, epitelyal hücrelerin embriyo ve 



 

117 

 

yaşlı dokularında bulunan kalsiyum bağımlı transmembran proteindir. Buna göre HCT-

15 hücrelerinde Pd(II) bileşiği tek başına E-kaderin ekspresyonunu arttrırken, N kaderin 

ekspresyonu azalmış, Vimentin azalmış fakat Fibronektin ekspresyonu artmıştır. Pd(II) 

ve canertinib kombinasyonunda, E-kaderin ekspresyonu artarken, N-kaderin, vimentin, 

fibronekrin ifade düzeyi azalmıştır. Canertinib tek başına aynı şekilde E-kaderin 

ekspresyonunu arttırırken, N-kaderin ve vimentin azalmış, Fibronektin ekspreyonu 

artmıştır. HT-29 hücrelerinde ise Pd(II) uygulandığında E-kaderin ekspresyonu 

artarken, N-kaderin ekspresyonu da artmış fakat kontrole kıyasla Fibronektin ve 

vimentin ifade düzeyi değişmemiştir. Canertinib tek başına tedavisinde E-kaderin 

ekspresyonu kontrole kıyasla değişmezlen, N-kaderin artmış, fibronektin ve vimentin 

ekspreyon seviyesi değişmemiştir. Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda ise E-kaderin 

ekspresyon seviyesi artarken N-kaderin de artmış, vimetin azalmış fakat fibronektin 

ifade düzeyi değişmemiştir (Şekil 4.31). 

 

Şekil 4.31. HCT-15 ve HT-29 kanser hücre soyunda EGFR inhibitörü uygulanmasının 

Pd(II) bileşiği ve 5-FU ajanının EMT proteinleri üzerine etkisinin incelenmesi 

 

4.9. Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerinin HCT-15, HT-29 Hücrelerinde DNA Hasarı 

Üzerine Etkisi 

 

γH2AX’nin ekspresyonu DNA çift zincir kırıklarının tespitinde hassas bir belirteçdir. 

Akım sitometrisinde p-γH2AX’nin değerlendirilmesi sonucu Pd (II) bileşiğinin kontrole 

kıyasla HCT-15 hücrelerinde %54,80 (Q2) DNA hasarına neden olduğu bulundu. 

canertinib tek başına uygulandığında ise %8,5 (Q2) olarak kaydedildi. Pd (II) bileşiğinin 
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canertinib ile kombine edilmesi sonucu bu hasar %23,10 (Q2) olarak bulundu. Pozitif 

kontrol olarak kullanılan 5-FU kemoterapötik ajanında DNA hasarı %10,8 (Q2) 

bulundu. 5-FU ajanının canertinib ile kombinasyonunda bu hasar %13,6 (Q2) bulundu 

(Şekil 4.32). Sonuç olarak Pd(II) ile kombinasyon tedavisinin HCT-15 hücrelerinde 

DNA hasarında azalmaya neden olduğu belirlendi. 

 

Şekil 4.32. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HCT-15 kolon kanseri 

hücrelerinde p-γH2AX yüzde değerlerinin histogramı (Q1= γH2AX, Q2= p-γH2AX, Q3= 

γH2AX eksprese etmeyen)   

 

HT-29 hücrelerinde Pd (II) bileşiğinin %15,70 (Q2) DNA hasarına neden olduğu 

bulundu. Canertinib tek başına uygulandığında ise %8,20 (Q2) olarak kaydedildi. Pd 

(II) bileşiğinin canertinib ile kombine edilmesi sonucu bu hasar %31,70 (Q2) olarak 
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bulundu. Pozitif kontrol olarak kullanılan 5-FU kemoterapötik ajanında DNA hasarı 

%18 (Q2) bulundu. 5-FU ajanının canertinib ile kombinasyonunda bu hasar %27,70 

(Q2) olarak bulundu (Şekil 4.33). Sonuç olarak Pd(II) ile kombinasyon tedavisinin 

Pd(II) bileşiğine göre HT-29 kolon kanseri hücrelerinde DNA hasarında anlamlı bir 

artışa neden olduğu belirlendi. 

 

 

Şekil 4.33. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HT-29 kolon kanseri hücrelerinde 

p-γH2AX yüzde değerlerinin histogramı (Q1= γH2AX, Q2= p-γH2AX, Q3= γH2AX 

eksprese etmeyen)   
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4.10. HCT-15, HT-29 Hücrelerinde Pd(II) ve Canertinib Bileşikleri ile Tedavi 

Sonucu Oksidatif Stresin (ROS) Belirlenmesi 

 

DNA hasarının ROS kaynaklı olup olmadığını belirlemek için akım sitometrisinde ROS 

miktarı incelendi (Şekil 4.32). HCT-15 hücrelerinde Pd(II) bileşiğinin canertinib ile 

kombinasyonunda Pd(II) bileşiğine kıyasla azalma meydan geldi (Pd(II) bileşiği ROS 

miktarı: %55,65, Pd(II)&canertinib kombinasyonu ROS miktarı: %12,8). Bununla 

birlikte 5-FU ajanının tek başına ve canertinib ile kombinasyon tedavisinde ROS 

miktarında önemli bir artış meydana gelmedi (5-FU ROS miktarı: %14,75, 5-

FU&canertinib kombinasyonu ROS miktarı: 516,35,) (Şekil 4.34). 
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Şekil 4.34. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HCT-15 kolon kanser 

hücrelerinde ROS yüzde değerlerinin histogramı. M1: ROS negatif hücreler(–); M2: 

ROS pozitif hücreler ROS(+) 
 

HT-29 kolon kanser hücrelerinde Pd(II) bileşiğinin canertinib kombinasyon tedavisinde 

Pd(II) bileşiği tek başına tedavisine göre 2 katlık bir artış görüldü (Canertinib ROS 

miktarı: 4,95, Pd (II) bileşiği ROS miktarı: %10,45; Pd (II) bileşiği ve canertinib 

kombinasyonu ROS miktarı: %20). 5-FU kemoterapötik ajanı ile tedavide ise hem 

kontrole hem de Pd(II) bileşiğine kıyasla anlamlı artış gözlendi ( 5-FU ROS miktarı: 
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%32,95). Aynı zamanda 5-FU ajanının canertinib ile kombinasyonunda da 5-FU 

ajanının tek başına tedavisine göre anlamlı artış belirlendi (5-FU&canertinib 

kombinasyonu ROS artışı:%43,1) (Şekil 4.35). 

 

Şekil 4.35. Pd (II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun HT-29 kolon kanser hücrelerinde 

ROS yüzde değerlerinin histogramı. M1: ROS negatif hücreler(–); M2: ROS pozitif 

hücreler ROS(+) 
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4.11. Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerinin İlaç Dirençliliği Üzerine Etkileri 

 

Pd(II) bileşiği, canertinib, 5-FU ajanının, BRCP, MRP ve MDR eksprese eden ve 

duyarlı hücre soyunda, belli transport genler için substrat ya da inhibitör madde olup 

olmadıkları yönünde fikir yürütebilmek için in vitro hücre canlılığı testi yapıldı. Genel 

olarak BRCP, MRP ve MDR’nin substratı olan sitotoksik bileşikler için, dirençli ve 

duyarlı hücre soylarında farklı sitotoksik aktivite görülür. Böylelikle eğer test edilen 

bileşik sitotoksik ve duyarlı hücrelere kıyasla dirençli hücrelerde daha az sitotoksik 

aktivite gösteriyorsa, bu bileşiklerin daha az hücre içi birikime ve daha düşük 

toksisiteye yol açan BRCP, MRP veya MDR tarafından taşındığı yönünde sonuca 

varılır. Bu bileşiklerin toksisitelerin değerlendirilmesi için, MDCK, MDCK-BRCP, 

MDCK-MRP, MDCK-MDR1 hücreleri kullanıldı. Pd(II) bileşiğinin tek başına hücre 

canlılığı üzerine etkisi görülmezken, canertinib duyarlı hücre soyu MDCK da yaklaşık 

%50 canlılık gösterdi. Bununla birlikte Pd(II)&canertinib kombinasyonu fare MDCK-

BRCP hücresinde etki göstermezken, insan MDCK-BRCP hücre soyunda yaklaşık %70 

canlılık gösterdi. Diğer dirençli hücre soyları fare MDCK-MRP, insan MDCK-MRP ve 

MDCK-MDR1 hücre soyunda ise yaklaşık %50’ye yakın canlılık gösterdi (Şekil 4.36). 

5-FU kemoterapötik ajan tek başına bir etki göstermezken, canertinib ile kombinasyonu 

insan MDCK-MRP ve MDCK-MDR1 dirençli hücre soyunda duyarlı hücre soyu kadar 

canlılık yani %50’ye varan canlılık gösterdi (Şekil 4.36). Bu sonuçlara dayanarak 

özellikle Pd(II) ve 5-FU ajanının canertinib ile kombinasyonun MRP ve MDR 

taşıyıcılar için substratı/inhibitörü olup olmadığı yönünde kesin bir çıkarım yapılamasa 

da bu ajanların özellikle MRP ve MDR1 taşıyıcılarının neden olduğu ilaç dirençliliğinin 

üstesinden gelme yetenekleri olduğu yönünde yorum yapıldı. Düşük dozlar da dahil bu 

bileşiklerin direnci tersine çevirebilme yeteneğine sahip olduğu gösterildi. 
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Şekil 4.36. Pd(II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubu ve klorokin (10 µM) 24 saat ön 

tedavi sonrasında, Pd(II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat tedavi sonrası 

grubunun MDCK dirençli ve duyarlı hücreler üzerine etkisinin SRB yöntemi ile 

belirlenmesi 

 

Ayrıca ilaç dirençliliğinde rol olan taşıyıcı moleküllerden biri olan MRP1 ve MDR’nin 

ekspresyon seviyesi HCT-15, HT-29 kanser hücrelerinde western blot ile bakıldı. Bu 

amaçla HCT-15, HT-29 hücrelerine Pd (II) bileşiğinin 12,5 μM, Canertinib 5 μM ve 5-

FU 10,8 µM dozu ve bunların kombinasyon dozları uygulandı. Buna göre MRP 

ekspresyon seviyesi HCT-15 kanser hücrelerine Pd(II) bileşiği uygulandığında kontrole 

kıyasla MRP1 protein ekspresyonu artarken, canertinib ile kombinasyonda değişim 

gözlenmedi. 5-FU kemoterapötik ajanı tek başına uygulandığında kontrole kıyasla hafif 

bir artış gözlenirken, canertinib ile kombinasyonunda MRP1 proteinin ifade düzeyinin 

daha da arttığı gözlendi. MDR ekspresyon seviyeleri ise canertinib, Pd(II) ve 5-FU 

bileşiği tek başına uygulandığında ve Pd(II)&canertinib kombinasyonunda kontrole 

kıyasla anlamlı bir azalma gözlendi. Fakat 5-FU ve canertinib kombinasyonunda MDR 

protein ekspresyon seviyesi kontrole göre değişmemiştir (Şekil 4.37). 

HT-29 kanser hücresinde ise tek başına uygulanan canertinib, ve Pd(II) bileşiği MRP1 

protein ekspresyon düzeyinin değişmesine neden olmazken 5-FU tek başına protein 

ifade düzeyinde hafif azalmaya neden oldu. Bununla birlikte 5-FU ve Pd(II) bileşiğinin 

canertinib ile kombinasyon tedavi grubunda belirgin bir azalma MRP1 protein 

seviyesinde gözlendi. MDR protein ekspresyonu ise Pd(II) bileşiği tek başına ve 

canertinib ile kombinasyonunda anlamlı bir şekilde azalırken, canertinib ve 5-FU tek 

başına uygulandığında MDR protein ifade düzeyinde kontrole kıyasla bie değişim 
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gözlenmedi. Fakat 5-FU&canertinib kombinasyonunda MDR ifade düzeyinin kontrole 

kıyasla azaldığı gözlendi (Şekil 4.37).  

 

 
Şekil 4.37. Pd(II) bileşiği (12,5μM) ve 5-FU (10,8 µM) 24 saat ön tedavi sonrası 

Canertinib (5 μM) ile 24 saat tedavi sonrası grubunun MRP1, MDR protein ekspresyon 

seviyesi üzerine etkisinin HCT-15 ve HT-29 kanser hücrelerinde western blot yöntemi 

ile belirlenmesi 

 

4.12. HCT-15, HT-29 Hücrelerinde Pd(II) ve Canertinib Bileşiklerinin Anjiyogenez 

Üzerine Etkileri 

 

Kanserde anjiyogenez hastalığın ilerlemesinde son derece önemli bir süreçtir. 

Anjiyogenezi baskılayarak tümörlerin gerilemesini sağlamaya yönelik tedavi 

yaklaşımları üzerinde uzun zamandan beri araştırmalar devam etmektedir. Buna göre bu 

çalışma da öncelikle HUVEC hücrelerinde canertinib, Pd(II)  ve 5-FU tek başına tedavi 

grubu, Pd(II) doz cevap tedavi grubunun canertinib ile kombinasyonu ve aynı şekilde 5-

FU doz cevap tedavi grubunun canertinib ile kombinasyonu şeklinde tedavi grupları 

oluşturuldu ve SRB yöntemi ile canlılık tespit edildi. Elde edilen sonuçlara göre her bir 

bileşik için, in-vivo CAM çalışması ve in-vitro tüp oluşum testi için uygun doz 

belirlendi (Şekil 4.38). Buna göre tüp oluşum testi için canertinib için 6,25 µM, Pd(II) 

bileşiği için 50 µM, 5-FU için 86,5 µM dozları seçildi.  
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Şekil 4.38. Canertinib (1,56-100 µM), Pd(II) bileşiği (1,56-100 µM) ve 

kombinasyonları ve 5-FU (2,7-173μM) ve kombinasyon dozlarının HUVEC 

hücrelerinin canlılığa etkisinin doza bağlı olarak değişiminin SRB canlılık metodu ile 

belirlenmesi 

 

Dozlar belirlendikten sonra tüp oluşum testi için öncelikle kuyular matrijel ile 

kaplandıktan sonra 1,5x104 hücre kuyulara ekildi ve belirlenen dozlarda 2-4-8-12 saat 

olmak üzere tüp oluşumu faz mikroskopu altında görüntülendi. HUVEC hücrelerinde 

uygulanan canertinib’in tüm saatlerde hücrenin tüp oluşturmasını engellediği görüldü. 

Tek başına canertinib tedavisi tüp oluşumunu engellediği gibi Pd(II) ve 5-FU ajanı ile 

kombinasyonunda da aynı etkiyi gösterdi. Bunun dışında Pd(II) bileşiği tek başına 

kontrole kıyasla tüp oluşumunu önemli ölçüde bozduğu gibi pozitif kontrol olarak 

kullanılan bevacizumab’a benzer bir model sergiledi. Bunun dışında 5-FU tek başına 

12. Saatin sonunda dahi kontrolle benzerlik gösterirken, pozitif kontrol olarak kullanılan 

bevacizumab’a kıyasla etki anlamlı değildir (Şekil 4.39). 
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Şekil 4.39. Canertinib (6,25 µM), Pd(II) bileşiği (50 µM) ve kombinasyonları ve 5-FU 

(86,5 µM) ve kombinasyon dozları ve pozitif kontrol olarak kullanılan bevacizumab’ın 

(0,125mg/ml) 2 (A)-4 (B)-8 (C)-12 (D) zaman diliminde HUVEC hücrelerinin tüp 

oluşturma yetenekleri üzerine etkisinin belirlenmesi 

 

Pd(II) bileşiği, 5FU, canertinib, bunların kombinasyonunun anti-anjiyogenik aktiviteleri 

CAM testi kullanılarak incelendi. Pozitif kontrol olarak ise Bevacizumab kullanıldı. 

Standart kontrol maddeleri olarak sodyum dodesil sülfat (SDS), kör olarak agar 

kullanılmıştır Elde edilen sonuçlar tablo da verildi (Tablo 4.2). Döllenmiş yumurtanın 
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CAM’ı üzerine uygulanan pelletin alt yüzeyinde ve etrafındaki kapiler gelişiminde 

hiçbir değişim yok ise skor 0 olarak ifade edilmiş ve bu durum normal embriyo gelişimi 

olarak değerlendirilmiştir. CAM üzerine uygulanan pelletin alt yüzeyinde ve etrafında 

pelletten çok daha geniş olmamak üzere kapiler yoğunluk azalmış ancak kapiler 

damarsız alan yok ise skor 0.5 olarak ifade edilmiş ve bu durum zayıf antianjiyojenik 

etki olarak, kapilersiz alan az veya kapiler yoğunluk belirli bir alanda azalmış ve etki 

pellet alanının iki katından fazla değilse skor 1 olarak ifade edilmiş ve bu durum 

kuvvetli antianjiyojenik etki olarak, pelletin etrafında en az iki kat mesafe olacak 

şekilde kapilersiz alan mevcut ise skor 2 olarak ifade edilmiş ve bu durum çok kuvvetli 

antianjiyojenik etki olarak değerlendirilmiştir. Eğer pellet CAM yüzeyinde kanamaya 

yada tahrişe yol açmışsa bu durum iritasyon olarak değerlendirilmiştir. Mikroskobik 

görüntülerden elde edilen sonuçlara göre Pd(II) bileşiği (skor0.9 ± 0.2), pozitif kontrol 

olarak kullanılan bevacizumab’a (skor 1.0 ± 0.3) göre yaklaşık eşdeğer bir anti-

anjiyogenik etki gösterirken, canertinib ile kombinasyonu (skor 1.9 ± 0.2) 2 katı anti-

anjiyogenik etki gösterdi. Bununla birlikte tek başına canertinib tedavisi de orta 

derecede anti-anjiyogenik etki gösterdi (skor 0.7 ± 0.1). 5-FU kemoterapötik ajan 

uygulandığında zayıf etki (skor 0.4 ± 0.2) gösterirken, canertinib ile kombinasyonu 

(skor 1.4 ± 0.2) bevacizumab’a kıyasla anlamlı bir anti-anjiyogenik etki gösterdi (Şekil 

4.42). Agarın sonuç skoru 0.2 ± 0.2 bulundu. Dolayısıyla kapilerlerin ve embriyonun 

gelişimi üzerine bu konsantrasyonda hiçbir etkisinin olmadığı görülmüştür. Negatif 

kontrol maddesi SDS’nin bu konsantrasyonda CAM üzerinde 0.1 ± 0.1 skorla % 87 ± 5 

oranında iritasyona neden olduğu gözlenmiştir.  Sonuç olarak kullanılan Pd(II) bileşiği 

ve 5-FU kemoterpötik ajanı tek başına kullanımlarına göre özellikle canertinib ile 

kombinasyon tedavisinde güçlü anti-anjiyogenik etki gösterdi. Maddelerin test edilmesi 

sırasında önemli gözlemlerden biri de test edilen maddelerin membran irritasyonu ve 

toksisiteye neden olmadığı şeklinde oldu. 
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Tablo 4.2. Canertinib, Klorokin, Pd(II) bileşiği ve kombinasyonları ve 5-FU ve 

kombinasyon dozları ve pozitif kontrol olarak kullanılan bevacizumab’ın Anti-

anjiyogenik etkileri 

Test Maddeleri Skor İrritasyon 

(%) 

Konsantrasyon 

Canertinib 0.7 ± 0.1 - 0.5 µg/pellet 

Pd(II)  0.9 ± 0.2 - 50  µg/pellet 

Pd(II)&Canertinib 1.9 ± 0.2 - 50 µg/pellet +  0.5 µg/pellet  

5-Florourasil 0.4 ± 0.2 - 5 µg/pellet 

5-FU&Canertinib 1.4 ± 0.2 - 5 µg/pellet + 0.5 µg/pellet 

Bevacizumab 1.7 ± 0.3 - 4  µg/pellet 

Agar 0.2 ± 0.2 - Kör (% 2.5, a/h) 

Sodyum dodesil sülfat 

(SDS) 

0.1 ± 0.1 87 ± 5 Negatif kontrol (50 

µg/pellet)  
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Şekil 4.40. Canertinib, Pd(II) bileşiği ve kombinasyonları ve 5-FU ve kombinasyon 

dozları ve pozitif kontrol olarak kullanılan bevacizumab’ın CAM testi ile anyiyogenez 

üzerine etkisinin belirlenmesi 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Kolorektal kanser, kanserin en yaygın üçüncü türüdür ve batı dünyasında kanser 

aracılığıyla ölümlerin başında ikinci sırada gelmektedir. Kolon kanseri yılda yaklaşık 

650.000 ölümle sonuçlanmaktadır (Jemal ve ark. 2010). Kolon kanserinin erken tanısı, 

kolorektal histolojik faktörlerin ve cerrahi tedavisinin kemoterapi veya radyasyon 

terapisi ile kombine edilip edilmediği bilinmesi etkilenen hastaların tedavilerine katkıda 

bulunur. Sağkalım için, tıkanıklık veya perforasyon, tümör seviyesi, venöz invazyon, 

perinöral invazyon, yaş, cinsiyet veya allelik kromozom 18q kaybı gibi bağımsız bazı 

faktörler saptanmıştır, fakat çok azının prognoz ve sağkalıma etkisi olduğu 

gösterilmiştir. Bu durumda kolon kanseri hastaları için ek prognostik biyobelirteçlerin 

gereksinimine neden olmuştur. 

Son zamanlarda, epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) çok çeşitli kanserlerde 

tespit edilmiş ve aşırı ekspresyonu, akciğer, göğüs, yumurtalık, mesane, özofagus, 

servikal ve baş-boyun kanserlerinde olduğu gibi, daha agresif bir klinik ilerleme ile 

ilişkili olarak kötü prognoz faktörü olarak önerilmiştir (Neal ve ark. 1985, Sainsbury ve 

ark.1987, Bauchnecht ve ark. 1989, Ozawa ve ark.1989, Pfeiffer ve ark. 1989, Salomon 

ve ark. 1995). İnsan kolorektal karsinoma hücrelerinde EGFR’nin mRNA'nın tümör 

ilerlemesi sırasında önemli bir rol oynayabileceği gösterilmiştir ve ayrıca ve kolorektal 

kanser numunelerinin malign bölgelerinde EGF ve EGFR düzeylerinin çevresindeki 

mukozadan daha yüksek olduğu gösterilmiştir (Tong ve ark. 1998, Messa ve ark. 1998). 

Bunun dışında yapılan bir klinik bir çalışmada, EGFR ekspresyonunun, dördüncü 

evrede olan kolon kanseri hastalarında kötü sonuç ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bu 

nedenle kolon kanserinde spesifik EGFR hedefli tedavi uygulanması son zamanlarda 

yaygın olarak yapılan çalışmalardan biridir. 

 Bu amaçla bu çalışmada canertinib, ErbB aile reseptörlerine spesifik sistein rezidülerini 

alkillemek için tasarlanmış yeni nesil tirozin kinaz inhibitörü (TKI) kullanılmıştır. 

Canertinib, karbon 6 daki akrilamid yan zincirine ve ATP bağlanma cebine bağlanır ve 

EGFR’nin sistein rezidüsü 773 ve HER2 ve HER3’ün 784 ve 778 rezidüleriyle 

yakından ilişkili olup kalıcı olarak inaktivasyonlarına neden olur. Bu TKI, reseptörlerin 

geri döndürülmez inhibisyonu ve MAPK sinyal yolaklarının downregülasyonunu sağlar. 

Yapılan çalışmalar canertinibin bu karakeristik özelliklerinden dolayı daha fazla etkinlik 
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ve daha geniş bir anti-proliferatif etkinlik alanı olduğunu göstermektedir. EGFR ve 

HER2’nin aktif formlarının birlikte eksprese edildiği kolon ve baş-boyun kanserinde 

canertinib’in hücre büyümesini bloke ettiği ve in vivo neoplastik hücre transformasyonu 

için önemli olduğu düşünülen hedeflenmiş spesifik genlerin downregülasyonunu 

sağladığı bulunmuştur. Ako ve diğerleri tarafından 2007'de yapılan bir araştırmada, 

EGFR ve HER2'yi aynı anda eksprese eden özafagus kanser hücrelerinde, canertinibin 

hücre büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir (Ako ve ark. 2007).  

DNA, antikanser ilaçlarının ana biyolojik hedefidir. Bu nedenle, potansiyel sitotoksisite 

gösteren ve DNA’yı hedef alan metal bazlı antikanser ajanlarının dizaynı ve sentezi son 

yıllarda önem kazanmıştır (He ve ark. 2000, Zamble ve ark. 2002). Son zamanlarda yeni 

Pd(II) bileşikleri, sisplatinin toksik etkisini azaltmak veya potansiyel antikanser ilacı 

olarak kullanımlarının önünü açmak için sentezlenmektedir (Torshizi ve ark. 2011).  Pd 

(II) kompleksinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre soylarına etkisi 

incelenmiş, doz ve zamana bağlı olarak Pd (II) kompleksinin güçlü anti-büyüme etkisi 

in vitro olarak gösterilmiştir (Ulukaya ve ark. 2011). Meme (MCF-7), kolon (HT-29) ve 

prostat (DU-145) kanser hücrelerinde, Pd bileşikleri,  klinik olarak kullanılan metalo 

ilaçlar olan sisplatin, karboplatin ve okzaliplatin kıyasla önemli derecede sitotoksik 

aktivite göstermiştir (Icsel ve ark. 2015). Kısacası yapılan birçok çalışma Pd (II) 

bileşiklerinin, farklı kanser hücrelerinde DNA’da yüksek düzeyde hasarlar oluşturarak 

neden oldukları sitotoksisite nedeniyle apoptotik hücre ölümünü uyardığını göstermiştir 

(Abu-Surrah ve ark. 2010, Güney ve ark. 2011). Metal bileşiklerin dışında 

Floropirimidin 5-fluorourasil (5-FU) baş, boyun, göğüs ve kolorektal kanseri gibi çeşitli 

katı kanserlerin tedavisinde yaygın olarak kullanılan bir kemoterapötik ilaçtır. 5-FU, 

Thymidylate sentetaz enziminin aktivitesine müdahale eden bir ilaçtır, fakat 5-FU 

metabolitlerinin DNA ve RNA'ya dahil edilmesinin, sitotoksisiteye önemli ölçüde 

katkıda bulunduğu gösterilmiştir. 

Bu tez çalışmasında,  öncelikle tirozin kinaz inhibitörü canertinib ile Kimya Bölümü 

Anorganik Kimya Araştırma Grubu tarafından sentezlenen bir Pd (II) bileşiğinin 

[PdCl(terpy)](sac).2H2O]  insan kolon kanseri hücreleri üzerine olan sitotoksik etkisi 

araştırılmıştır. HCT-15 ve HT-29 kolon kanser soyunda Pd(II) bileşiği 24-48 saat 

süresince uyugulanması sonucunda doza bağımlı anlamlı azalmalar gözlendi (p<0,001). 
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HCT-15 kolon hücrelerinde 6,25-100 µM dozları 24 saat tedavi sonunda yaklaşık % 50 

canlılık gösterirken, 48 saat tedavi sonunda bu canlılık önemli derecede azalmıştır. HT-

29 kolon kanser hücrelerinde ise Pd(II) bileşiğinin uygulanması 24 saat sonra tedavide 

canlılıkta azalma 25-100 µM dozlarında istatistiksel olarak anlamlıyken, 48 saat tedavi 

sonrasında 1,56-100 µM dozlarında anlamlıdır (p<0,001). HCT-15 kolon kanserinde 

IC50 değeri 24 saat tedavi sonunda 43,7 iken, 48 saat tedavi sonunda 4,4’tür. HT-29 

kolon hücresinde ise IC50 değeri 24 saat tedaviden sonra 45,6 iken, 48 saat tedavi 

sonunda IC50 değeri 15 olarak belirlenmiştir. Farklı bir çalışmada yine Pd(II) 

bileşiğinin 48 saat tedavisi sonunda IC50 değeri; A-549 için 2.1 μM, H-1299 için 1.8 

μM, ve PC-3 için 1.8 μM olarak bulunmuştur (Ulukaya ve ark. 2011). Farklı bir 

palladyum bileşiği Pd (II) bis(2-piridilmetil) amin, farklı hücre hatlarında belirlenen  

farklı IC50 değerleri ile sitotoksik etkiye neden olduğu belirlenmiştir. (Güney ve ark. 

2011b).  HeLa hücrelerinde ise Pd(II) bileşiğinin IC50 değeri 86,1 iken, tedavide 

kullanılan diğer kemoterapötik ajanların IC50 değerleri sisplatin 94,3 μM, karboplatin 

104,3 μM ve oksaliplatin 71,3 μM olarak bulunmuştur (Abu-Surrah ve ark. 2008). IC50 

değerleri arasındaki farklılık, çalışmalarda kullanılan farklı hücre soyları ve farklı Pd(II) 

bileşik yapısından kaynaklanmaktadır. Bu çalışmada ayrıca Pd(II) bileşiğinin kolon 

hücreleri üzerine etkinliğini karşılaştırmak için kolon kanseri tedavisinde kullanılan 5-

FU kemoteratik ajanın 24-48 saat tedavi süresince HCT-15, HT-29 kolon kanseri 

hücreleri üzerine sitotoksik etkileri SRB canlılık testi ile araştırıldı. HCT-15 kolon 

kanserinde 24 saat tedavi sonunda hücre canlılığında belirgin bir azalma gözlenmezken 

48 saat tedavi sonunda istatistiksel olarak 10,8-173 µM doz aralığında canlılıkta anlamlı 

azalma gözlendi (p<0,001). HT-29 kolon kanserinde ise aynı şekilde 24 saat tedavide 

canlılıkta azalma gözlenmezken, 48 saat tedavi sonunda 5,4-173 µM doz aralığında 

istatistiksel olarak azalma belirlendi (p<0,001). Farklı bir çalışmada yine HCT-15 ve 

HT-29 kolon hücre soyları kullanılarak hücreler 10 µM-10mM doz 48 saat süresince 

tedavi edilmiştir. Buna göre 48 saat sonunda 10 µM dozda HCT-15 kolon hücresinde 

canlılık %83,6 iken, HT-29 kolon hücresinde %89 olarak bulunmuştur (Lim ve ark. 

2007). Farklı bir çalışmada HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücreleri 6 gün süreyle 5-

FU ile tedavi edildikten sonra IC50 değerleri sırasıyla 1 ve 4 µM olarak bulunmuştur 

(Russo ve ark. 2002). Ikehatai ve ark. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada HT-29 

kanser hücreleri 5-FU ile 72sa tedavi edildi ve IC50 değeri 10 µM olarak bulunmuştur. 
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Farklı doz ve saatlerde uygulanan 5-FU kemoterapötik ajanının canlılık üzerine etkisi 

tüm çalışmalarda benzerlik göstermektedir. Ayrıca tirozin kinaz inhibitörü olarak 

kullanılan canertinib 24 saat tedaci sonunda HCT-15 kolon kanserinde 5 µM dozunda 

yaklaşık %80 canlılık gösterirken, HT-29 kolon kanserinde bu canlılık %100’e yakındır. 

Literatürde kullanılan doz ile uygun olması ve en önemlisi yapılan bu çalışmaya özgü 

olarak toksik olmayan dozun seçilmesi amaçlanmıştır. Çalışmanın amacına uygun 

olarak hem Pd(II) bileşiği (12,5 µM), hem 5-FU (10,8 µM) hem de canetinib (5 µM) 

için ilerleyen çalışmalar için 24 saat tedavi sonunda toksik olmayan dozlar seçildi. 

Seçilen dozlar sonucunda Pd(II) bileşiği ile canertinib, 5-FU ile canertinib kombine 

edildi. Buna göre her iki hücre soyunda da tek başına Pd(II) bileşiği ve tek başına 5-FU 

kemoterapötik ajanına kıyasla kombinasyon grubunda canlılık önemli ölçüde azaldığı 

bulundu. Farklı bir çalışmada DiFi ve Caco-2 kolon kanser hücrelerine 0,1 µM 

canertinib 24-48-72 saat süreyle uygulanarak, canlılığın etkili olarak azaldığı 72 saatte 

her bir hücre hattı için canlılık sırasıyla %31.04 ve %53.71olarak bulunmuştur 

(Skvortsov ve ark. 2005). SKOV3 ovaryum kanserinde ise 4 µM canertinib tedavisi, 

EGF ve FGF uygulanan ortamda dahi canlılığı %50 den daha fazla azalttığı 

gözlenmiştir (Hassan ve ark. 2016). 

Hücrenin hayatta kalması ile hücre ölümü arasındaki denge karmaşık bir konudur ve 

tümör hücrelerinin bu kritik yollar arasındaki karar noktalarını nasıl düzenlediğini 

anlamak için büyük çaba gerekir. Bu çalışma, hem sağkalım hem de stresle aktive 

edilmiş yolakların modülasyonunun, tümör hücrelerinde artmış apoptoz açısından Pd(II) 

bileşiği ve canertinib arasındaki kuvvetli sinerjik etkileşimde rol oynadığını 

göstermektedir. Canertinib reseptör tirozin kinazların ErbB ailesinin spesifik bir 

inhibitörüdür ve kanser tedavisinde uygulanabilir hedef olduğu gösterilmiştir (Fry 

1999). HT-29 ve HCT-15 kolon hücrelerinde EGFR inhibitörü canertinibin, EGFR 

fosforilasyonunu düzgün bir şekilde inhibe ettiğini göstermek için, her iki hücre soyuda 

24sa süre boyunca canertinib (5µM) ile tedavi edildi. Her iki hücre soyunda da 

canertinib 5µM dozu etkili bir şekilde EGFR fosforilasyonunu inhibe ettiği görüldü. Bu 

inhibasyon aynı zamanda Pd(II) ve 5-FU kombinasyonlarında da gözlendi.  Bu durum 

da EGFR inhibisyonu için canertinibin uygun dozunun seçildiğini göstermektedir. 

Farklı çalışmalarda canertinibin EGFR fosforilasyonunu inhibe ettiği akciğer, ovaryum, 

osteosarkoma, özafagus kanser hücrelerinde farklı dozlarda da gösterilmiştir (Hughes ve 
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ark. 2006, Ako ver ark. 2007, Li ve ark. 2008, Grunta ve ark. 2009). EGFR 

fosoforilasyonu, yaşam sinyal yolağında, AKT ve MAPK/p38 ve ERK1/2 proteinlerini 

uyararak aktive eder.  Bu durum da birçok transkripsiyon faktörünün aktivasyonunu 

sağlar. Bu yüzden canertinibin bu proteinler üzerine etkisi ayrıca değerlendirildi. Her iki 

hücre soyunda da p38 ve ERK1/2 fosforilasyonun canertinib ve Pd(II) ve 5-FU ile 

kombinasyon tedavisinde azaldığı gözlendi. EGFR tarafından aktive edilen 2 ana hücre 

içi yolak bulunmaktadır; mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolağı ve 

fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K-) protein kinaz B (AKT) yolağı. Elde edilen sonuçlar 

ErbB ailesi üyelerinin ERK1/2, P38/MAPK yolağı ve bununla birlikte PI3K-AKT 

yolağını uyardığını göstermektedir. Bu yolaklar, proliferasyon, migrasyon, farklılaşma 

ve apoptoz gibi hücresel cevabı etkileyen transkripsiyon faktörlerin aktivasyonuna 

neden olur (Citri ve Yarden 2006). Malign tümörlerin yaklaşık %40’ı PI3K/AKT 

yolağını aktive eden değişimler göstermektedir, klinik olrak olarak bu yolağın 

hedeflenmesi önem taşımaktadır (Danielsena ve ark. 2015). Sürekli aktive reseptör 

trozin kinazlar (IGF/IGFR, ErbB, FGF/FGFR) PI3K, Akt, P70S6K yolağının sürekli 

aktivasyonuna neden olur. Bu değişimler, hücre büyümesi, proliferasyon, yaşam, tümör 

progresyonu gibi biyolojik yaşam kaskadını tetikler (Faber ve ark. 2009). Bu nedenle 

HCT-15 ve HT-29 hücrelerinde tirozin kinaz inhibitörü p-Akt ekspresyonunu azaltırken 

Pd(II) ve 5-FU artmasına neden olmuştur. Her iki bileşiğin canertinib iel 

kombinasyonunda ise p-Akt seviyesi önemli derecede azalmıştır.  

ERK2⁄ERK1 (p42 ⁄p44MAPK, olarakta bilinir), MAPK ailesine ait ekstrasellular sinyal 

düzenleyici kinazın iki izoformudur. Bunun dışında ERK5, c-jun NH2 terminal kinaz 

(JNK1/2/3) VE P38 MAP kinaz ailesini içerir. Birçok çalışma, bu yaşam yolakların 

onkogenik potensiyellerinin antiapoptotik proteinler Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, IAP ve 

proapoptotik proteinler Bad ve Bim’in baskılanmasında görev aldığını göstermiştir 

(Balmanno ve Cook 2009). RAS/RAF/MEK/MAPK kaskadı ve STAT3 gibi birçok 

sinyal iletim yolağı, EGFR aracılı hücre yaşamı ile ilişkilidir. EGFR bağımlı MAPK 

aktivasyonu, Bcl-2 aile üyelerinin dengesini etkiler ve sürekli olarak apoptozu kontrol 

eder. EGFR bağımlı Bcl-xL ekspresyonu, glioblastoma hücrelerinde sisplatinin uyardığı 

apoptozu EGFRvIII eksprese ederek koruma sağlar (Nagane ve ark. 1998). Sonuç 

olarak EGFR bağımlı MAPK sinyali, apoptozu, sadece Bcl-2 ailesinin 

düzenleyicilerinin ekspresyonunu hedef alarak değil aynı zamanda post-translasyon 
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modifikasyonlarıda hedef alır. Aynı şekilde, fibroblastlarda tümör ilişkili EGFRvIII 

varyantının fazla ekspresyonu, PI3K’ın güçlü aktivasyonu ile sonuçlanır (Moscatello ve 

ark. 1998). Bu nedenle bu çalışmada EGFR inhibitörü canertinib’in tek başına ve diğer 

ajanlarla kullanıldığında apoptoz üzerine etkileri incelenmiştir. Anneksin V-Cy3, 

SYTOX boyaması sonucu elde edilen sonuçlara göre HCT-15 hücrelerinde, tek başına 

Pd(II) ve 5-FU ajanlarına kıyasla apoptoz belirteci anneksin seviyesinde önemli derece 

artış görülerken, aynı şekilde anneksin V-Cy3 pozitif boyanan bölgelerde SYTOX’da 

pozitif sonuç verdiği gözlenmiştir. Bu durum hücrelerde membran hasarına bağlı olarak 

sekonder nekrozis geliştiğini düşündürtmektedir. Ayrıca iki hücre grubunda da 

hücrelerin kombinasyon tedavisi sonrası ile tek başına Pd (II) bileşiği ve 5-FU ajanına 

kıyasla hücre yoğunluğunun azaldığı gözlenmiştir Bunun için ayrıca floresan 

mikroskobu dışında hücrelerdeki anneksin ekspresyonu Muse akım sitometrisi ile 

değerlendirildi. Buna göre her iki hücre soyunda da anneksin seviyesi 2 katlık artışlar 

şeklinde kombinasyon tedavilerinde artış göstermektedir. Bu da floresan mikroskobu ile 

elde edilen sonuçları destekler niteliktedir. Bu ayrımı daha net yapabilmek açısından bu 

hücrelerde aynı zamanda kaspaz3/7 ekspresyonu ve mitokondri depolarizasyonuna 

bakılmıştır. HCT-15 hücrelerinde Pd(II) tek başına tedavisine göre canertinib ile 

kombinasyonunda ve 5-FU ve canertinib ile kombinasyonunda mitokondri membran 

potansiyeli kaybının arttığı gözlenmiştir. Aynı şekilde HT-29 kanser hücrelerinde de 

Pd(II) ve 5-FU ajanının tek başına tedavilerine göre kombinasyon tedavilerinde 

mitokondri depolarizasyonu artış göstermektedir. Bu sonuçlar apoptozun mitokondriyal 

yolak üzerinden gerçekleştiği görülmektedir. Farklı çalışmalar metal bileşiklerin hem 

ekstrinsik hem de intrinsik yolak aracılığı ile apoptozu uyardığını göstermiştir (Tan ve 

ark. 2010, Arı ve ark. 2013). Bu sonuçları desteklemek için hücreler JC-1 ile boyandı. 

Her iki hücre soyunda da kontrol hücreleri, sahip oldukları intakt membranları ile 

yüksek mitokondri membran potensiyel gösterirken, matriklerinde J-agregatları 

oluşturmak için çok sayıda JC-1 birikimi gözlenir. Fakat Pd(II) ve 5-FU ile tedavi 

edilen hücrelerde ve bu hücrelerin canertinib ile kombinasyon tedavilerinde 

mitokondrileri düşük ψm ve matrikste daha az JC-1 birikimi gözlenmiştir. Daha az JC-1 

birikimi daha az J-agregatı oluşturması anlamına gelmektedir. Sonuçlar göstermektedir 

ki, bileşikler ve canertinib ile kombinasyonları mitokondri membran potansiyel kaybına 

neden olmaktadır. Bilindiği üzere mitokondri membran potansiyel kaybı, apoptotik 
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süreçte önemli bir süreçtir. Bu süreç mitokondriden sitoplazmaya farklı apoptojenik 

faktörlerin salınımını arttır (Zou ve ark. 2015). Ayrıca ölüm şeklini kesinleştirmek 

amacıyla aynı zamanda HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hücrelerinde akım sitometrisi 

ile kaspaz3/7 aktivitesi araştırıldı. Buna göre her iki hücre soyunda da Pd(II) ve 5-FU 

tek başına tedavisine göre kombinasyon tedavilerinde önemli derecede kaspas3/7 artışı 

gözlendi (Şekil 4.17). Bilindiği üzere intrinsik yolakta, proapoptotik sinyal sonucu 

mitokondri membran bozulması ve sitoplazmaya sitokrom c salınımı gözlenir. Burada 

sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktör 1 ile (APAF1) ve kaspaz 9’un inaktive 

formu ile apoptozom oluşturur. Bu kompleks, kaspaz 9’u aktive eden adenozin trifosfatı 

hidrolize eder. Başlatıcı kaspaz 9 kesilir ve hücre apoptozunu başlatan kaspaz 3,6 ve 

7’yi aktive eder. Hücrede apoptotik sinyaller artınca, BH3 proteinleri dramatik bir 

şekilde artar. Bu durumda pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasındaki dengeyi 

bozar ve dengeyi apoptotik hücre ölümüne doğru kaydırır. Bu kritik durumda 

mitokondri aracılı sinyal kaskadı hücre içerisinde başlar ve pro-apoptotik faktör Bax 

sitozolden mitokondri dış membranına yerleşir. Bax proteini konformasyonel 

değişikliğe uğrar ve mitokondri dış membranına yerleşir. Bax’ın mitokondri dış 

membranı ile birleşmesi, dış membranda protein kanalları veya porları oluşmasına 

neden olur. Bu porlardan sitokrom c mitokondriden sitozole geçiş yapar. Bu nedenle 

HCT-15 kanser hücrelerinde Bax ekspresyonuna bakıldığında, konrol ve Pd(II) 

bileşiğine kıyasla, Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda ifadesi önemli ölçüde 

artmıştır. Fakat ekstrinsik yolak bileşenlerinden olan FAS reseptör ve DR4 

ekspresyonlarının azaldığı gözlenmiştir. Pd(II) tek başına tedavisinde ise Bax 

ekspresyonuna hafif artış ile birlikte, FAS reseptör ve DR4 ifadesinde değişiklik 

gözlenmedi. Bununla birlikte tek başına Pd(II) tedavisinde parp kırılması belirgin iken 

canertinib ile kombinasyonda inhibe olmuştur. Bu sonucu açıklayabilmek için c-jun, 

ROS, PARP1 ekspresyon seviyelerine birlikte bakmak gereklidir. HCT-15 hücrelerinde 

c-jun fosforilasyonu tek başına Pd(II) tedavisinde önemli derecede artarken PARP1 de 

kırılmıştır. Bilindiği üzere PARP1 DNA hasar tamirinde postranslasyonal düzenleyici 

bir mekanizmadır ve aynı zamanda hücre ölüm mekanizmasında yer alır. C-jun N-

terminal protein kinaz ise MAPK ailesinin önemli bir üyesi olup, oksidatif stresin 

uyardığı apoptotik ölümde önemli rol oynadığı gösterilmiştir (Lei ve ark. 2002). Farklı 

bir çalışamada da c-jun fosforilasyonunun ROS aracılı PARP1’i aktive ettiği 
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gösterilmiştir(Zhang ve ark. 2007). Yapılan bu çalışmalar elde edilen bulguları 

desteklemektedir. Aksine Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda c-jun fosforilasyonu 

azalırken, PARP1 kırılması da azalmıştır. PARP1 ekspresyonunun MAPK yolağını yani 

ERK1/2, p38, c-jun ifade düzeylerini etkilediği bilinmektedir (Ethier ve ark. 2007). 

Kullanılan tirozin kinaz inhibitörü nedeniyle EGFR sinyal yolağı aracılığı ile ERK1/2, 

p38 sinyal yolağının inbisyonunun aynı şekilde PARP1 kırılmasını da etkilediği 

düşünülmektedir. HT-29 hücrelerinde ise aynı şekilde Bax ekspresyonu Pd(II) tek 

başına ve Pd(II) canertinib kombinasyonu ve 5-FU canertinib kombinasyonunda 

artmıştır. Fakat FAS reseptöründe hem Pd(II) hem de kombinasyon tedavisinde azalma 

gözlenirken, DR4 kontrole kıyasla Pd(II) tek başına tedavisinde artarken kombinasyon 

teavisinde ifade düzeyinde hafif bir artış belirlendi. HT-29 hücrelerinde de Pd(II) 

bileşiği uygulandığında PARP1 proteini krılırken, HCT-15 hücrelerinden farklı olarak 

kombinasyonda da parp kırılması gözlenmiştir. Fakat c-jun fosforilasyonu kombinasyon 

tedavisinde kontrole kıyasla azalmıştır. Karşılaştıracak olursak HCT-15 hücrelerinde c-

jun ve parp ifade düzeyi yok denecek kadar azalırken, HT-29 hücrelerinde belirgin bir 

ekspresyon düzeyleri belirlenmiştir. C-jun fosforilasyonunun açıklandığı gibi PARP1 

ilişkili olduğundan HT-29 hücrelerinde c-jun proteininin belirgin bir ekspresyonun 

varlığı PARP kırılmasının da gerçekleşmesine neden olduğu düşünülmektedir. Bu 

çalışma da Akt ve Erk1/2 inhibisyonu nedeniyle kaspaz 9’un aktive olup apoptozu 

başlattığı düşünülmektedir. Çünkü bu hücre içi sinyal proteinleri kaspaz aktivesi 

oluşmadan önce inhibe olmuşlardır. Ayrıca inaktive olmuş Akt’nin Bid ve prokaspaz 

9’un aktivasyonu ve sonuç olarak kaspaz 3 aktivasyonu ve artmış apoptozla 

sonuçlandığına çalışmalar bulunmaktadır (Stiles 2009). Ayrıca bu hücrelerde, 

mitokondri membran depolarizasyonunun ROS üretimi ile ilişkisi incelendi.  Yapılan 

çalışmalar göstermiştir ki, tamamlanmamış depolarizasyon, her halükarda ROS üretimi 

ile sonuçlanmaz, aynı kaspaz 9 inhibisyonunun ROS üretimini uyarmadığı gibi (Cepero 

ve ark. 2005). Bu da ROS üretimi ile ΔΨm kaybının birbirinden bağımsız olduğunu 

göstermektedir. Kaspaz 9’un Bid’i kırarak ROS üretimine neden olduğu bilinse de, ROS 

üretiminin kaspaz 3 ya da kaspaz 7’nin inhibisyonu ile ilişkili olduğu ortaya 

konulmuştur. Bu nedenle, intrinsik hücre ölümü boyunca ROS üretiminde kaspaz 3 ya 

da kaspaz 7 nin rolü olup olmadığını belirlemek için yapılan çalışmada kaspaz 3’ün 

ROS üretimini kısıtladığı fakat kaspaz 7’nin ROS üretimine katkı sağladığı 
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gösterilmiştir (Brentnall ve ark. 2013). Buna göre HCT-15 hüücrelerinde Pd(II) tedavisi 

ile artan ROS miktarı, canertinib ile kombinasyonunda önemli derecede azalmıştır. 

Kaspaz 3/7 miktarında, kaspaz 3 aktivasyonun fazla olması nedeniyle ROS üretimindeki 

azalma ile açıklanabilir. Aynı zaman bu hücrelerde, ROS üretimindeki azalma ile korele 

bir şekilde DNA hasarı da azalmıştır. İntrinsik yolak her ne kadar ROS üretimi ve DNA 

hasarına neden olsa da, DNA hasarının ayrıca FAS-FADD yolağı ile ilişkili olduğuna 

dair çalışmalar yer almaktadır. DNA hasarı FAS birikimini arttırdığı ve FAS birikiminin 

ayrıca genotoksik DNA hasarına yol açarak apoptotik ölüm yolunu tetiklediği 

belirlenmiştir. FAS ölüm yolu, kanser hücrelerinin FAS ekspresyon seviyeleri 

bakımından, mitokondriyal ölüm yolundan belirgin bir şekilde ayrılmaktadır. Yüksek 

FAS ekspresyonuna sahip kanser hücreleri, FAS-FADD yolağını kullanarak, DNA 

hasarına neden olmaktadır. Bu çalışmada ise HCT-15 hücrelerinde Pd(II) tek başına 

tedavisinde artan DNA hasarının birikmiş FAS ile ilişkili olduğu ya da fazla kaspaz 7 

aktivasyonu sonucunda artmış ROS ile korele olduğu şeklinde yorum yapılabilir. 

Kombinasyon tedavisinde ise trozin kinaz inhibitörünün fas reseptör degradayonu 

nedeniyle DNA hasarında ve dolayısıyla ROS üretiminde azaldığı gözlenmiştir.  DNA 

hasarı ve ROS üretimi HT-29 hücrelerinde Pd(II) tedavisi ile kıyaslandığında canertinib 

ile kombinasyon tedavisinde az da olsa, artış gözlenmiştir. Bunun nedeni olarak atmış 

kaspaz 7 aktivasyonu olduğu düşünülmektedir. Her nekadar Fas birikimi hem Pd(II) 

tedavisi hem de kombinasyon tedavisinde inhibe olsa da kontrole kıyasla artmış DR4 

miktarı, DNA hasarını tetiklediği bilindiğinden, bu şekilde parp1’in kırılmasına neden 

olduğu gözlenmiştir. 

Bu çalışmanın başlıca amaçlarından biri, pan ErbB reseptör trozin kinaz inhibitör 

canertinibin kolon kanser hücrelerinde antineoplastik etkisini Pd(II) bileşiği ile birlikte 

kullanarak belirlemektir.  Daha önce gefitinib ve erlotinib gibi EGFR inhibitörlerinin 

malign myelöid hücrelerinde farklılaşma ve apoptozu uyardığı gösterilmiştir (Stegmaier 

ve ark. 2005, Behrer ve ark. 2008). Ayrıca akciğer kanserlerinde canertinibin apoptozu 

uyardığı ve hücrelerin G1 fazında birikmesine neden olarak HER2 aile üyeleri ve 

STAT3, Akt, ERK gibi sinyal yolaklarının fosorilasyonunu inhibe ettiği görülmüştür. 

Otofaji bilindiği üzere, protein ve organellerin degredasyonunda görev alan katabolik 

bir süreçtir, hücresel homeostazin sağlanmasında kritik bir rol oynar. Otofaji uyarılması, 



 

141 

 

kanser tedavisi ile ilişkili kemoterapöriklere karşı direnç geliştirilmesinde önemli bir rol 

oynar. Tersi bir şekilde otofaji aynı zamanda hücre ölümüne destek verirken, 

radyoterapiye karşı duyarlılığın artmasını sağlar. Bunun için otofajinin kanserdeki rolü 

karmaşık ve tümör orijini, tedavi tipi ve tümör seviyesine bağlı olarak değişiklik 

gösterir. Anti-EGFR antikoru cetuximabın, birçok kanser hücresinde otofajiyi uyardığı, 

mTOR ve Hıf1-α nın downregülasyonuna neden olduğu gösterilmiştir ve sitoprotektif 

etki gösterdiği bulunmuştur (Li ve Fan 2010, Li ve ark. 2010). Buna rağmen bazı 

araştırmacılar bazı kanser hücrelerinde, EGFR sinyali inhibe olduğu zaman, otofajinin 

ölümü geciktirdiği ve otofajinin bloklanması EGFR hedefli terapilerin etkinliğini 

arttığını göstermiştir (Mathew ve White 2007). Ayrıca erlotinib ve gefitinibin otofajiyi 

arttığı, LC3-II birikimiyle belirlenmiştir (Fung ve ark. 2012). Fakat her nekadar 

otofajinin rolü sitoprotektif olarak bilinse de bir çalışmada otofaji kaybının erlotinibe 

karşı direnç geliştiriği yönünde sonuçlar elde etmişlerdir ve otofajiyi uyaran rapamisin 

aracılığıyla tekrar, erlotinibin duyarlılığını arttırarak apoptozu uyardığı gösterilmiştir. 

Buna göre bu çalışamada HCT-15 kolon kanser hücrelerinde Pd (II) bileşiği 

uygulandığında kontrole göre p62 protein seviyesi azalırken canertinib ile 

kombinasyonunda artış gözlendi. Fakat Atg5 seviyerinde belirgin bir değişiklik 

gözlenmemiştir. Aynı zamanda hücrelerde LC3-II lipidasyon birikimi akım sitometrisi 

ile belirlenmiştir. HCT-15 hücrelerine Pd(II) bileşiği uygulanması sonucu kontrole 

kıyasla LC3-II seviyesinin belirgin derecede arttığı gözlemlenmiştir. Canertinib ile 

kombinasyon tedavisi durumunda LC3-II seviyesinde kontrole göre belirgin bir artış 

bulunmuştur. Ayrıca pozitif konrol olarak kullanılan Pd(II) ve klorokin kombinasyonu 

tedavisinde de LC3-II birikimi artmıştır. HT-29 hücrelerinde de Pd(II) tek başına 

tedavisi, klorokin ve canertinib ile kombinasyon tedavisinde Atg5 protein seviyesinin 

arttığı gözlendi. P62 seviyesi tek başına canertinib ve kombinasyon tedavilerinde 

artarken, tek başına klorokin ve kombinasyon tedavilerinde azalma belirlendi. LC3-II 

seviyesi ise özellikle Pd(II)-canertinib ve Pd(II)-klorokin kombinasyonunda muazzam 

bir artış göstermektedir. Bu durum otofajinin inhibe edilmediği anlamına 

gelmemektedir. Klorokin, otofaji sürecinde daha geç dönemde rol oynayan bir 

inhibitördür. Otofagazom ve lizozom kaynaşmasını önlemektedir. Nitekim bu durumda 

ortamda halen otofagazom yapılarının bulunması ve bu yapılarda önemli rol oynayan 

LC3-II proteininlerinin Pd (II) ve klorokin kombinasyonunda saptanması doğru bir 
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sonuçtur. Klorokin ile HT-29 hücrelerinde yapılan başka bir çalışmada da LC3-II 

seviyesinin kemoterapötik ajanla kombine edilmesi durumunda da artış gösterdiği 

bunun nedeninin klorokinin otofagozom oluşumunu inhibe etmediği bu yapıların 

lizozomla kaynaşmasını inhibe etmesinden kaynaklandığı belirtilmiştir (Sasaki ve ark. 

2010). Bu sonuçlar HCT-15 ve HT-29 hücrelerinde kombinasyon tedavilerinde asidik 

veziküllere sahip hücrelerin saptanması ile doğrulanmıştır.  Pd(II) bileşiğine kıyasla 

canertinib ve klorokin ile kombinasyonunda daha fazla asidik vezikül belirlenmiştir. 

Burada, canertinibin Pd(II) ile kombinasyonunda klorokin gibi davrandığı düşünülse de, 

klorokinin aksine otofajiyi inhibe etmek yerine, otofajiyi uyarmaktadır. Her iki 

kombinasyon grubunda da LC3 II birikimi artsada, mTOR fosforilasyonu bize kesin 

bilgi vermektedir. Buna göre Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda mTOR 

fosforilasyonu azalırken klorokin ile kombinasyonunda artmıştır. Daha önceki 

çalışmalar PI3K/Akt/mTOR/p70S6K yolağının otofaji inhibisyonunda önemli rol 

oynadığını göstermektedir (Codogno ve Meijer 2005, Cao ve ark. 2006). Bu nedenle 

HCT-15 hücrelerinde AKT, mTOR ve p70S6K fosforilasyonu canertinib tek başına ve 

Pd(II) kombinasyon tedavisinde inhibe olmuştur. Aslında p70S6K fosforilasyonu otofaji 

uyarılması için gereklidir fakat mTOR’un downstream yolağı olan p70S6K 

downregülsayonu aynı zamanda aşırı otofajiden kaçınmak için de gereklidir. Fakat 

sonuçlar her nekadar otofaji aktivasyonunu gösterse de, otofajinin uyarılmasının bu 

hücrelerde canertinib ve Pd(II) tedavisine karşı hücreleri apoptoza karşı duyarlı hale 

getirdiği düşünülmektedir. Çünkü daha önce otofajinin sitoprotektif mi yoksa apoptoza 

karşı duyarlılığı arttırıcı bir rol mü üstlendiğini belirlemek için otofajiyi uyardığı bilinen 

tirozin kinaz inhibitörü ile EGFR-TKI dirençli hücre soyu kullanılarak bir çalışma 

yapılmıştır. Buna göre bu hücre soyu önce rapamisin ile tedavi edilerek otofaji 

uyarılmış daha sonra tirozin kinaz inhibitörü ile tedavi edilidiğinde, otofaji 

uyarılmasının hücreleri apoptoza karşı duyarlı hale getirdiği gözlenmiştir (Fung ve ark. 

2012). Aynı durumun bu tez çalışmasında da geçerli olduğu düşünülmektedir. Çünkü 

HCT-15 ve HT-29 hücre soyunda Pd(II) canertinib ve 5-FU canertinib 

kombinasyonunda otofaji aktivasyonu klorokin ile inhibe edildiğinde, canlılığın 

yaklaşık 3 kat arttığı gözlendi. Bu da otofajinin varlığının hücrelerin apoptozla ölmesi 

için gerekli olduğunu göstermektedir. Ayrıca c-Jun fosforilasyon her iki hücre soyunda 

da canertinib tek başına ve Pd(II) ile kombinasyonda ekspresyon seviyesi azaldığı 
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görüldü. C-Jun hücre yaşamı, proliferasyon ve farklılaşma da kritik rol oynamaktadır. 

C-Jun fazla ekspresyonu birçok karsinomanın gelişmesine katkı sağlar ve sitokinler, 

büyüme faktörleri, adhezyon molekülerine cevapta JNK, ERK1/2 tarafından aktive 

edilir (Kappelmann ve ark. 2014).  Ayrıca bir çalışma da özellikle EGFR dirençli 

akciğer kanserine c-Jun fosoforilasyonun arttığı belirtilmiştir (Li ve ark. 2016). Bu 

sonuçta daha önce akciğer kanserinde c-Jun fosforilasyonu ve ERK1/2 fosforilasyonu 

ile EGFR-TKI direci arasındaki korelasyonu gösteren çalışmayı destekler niteliktedir 

(Shiozawa ve ark. 2004). PI3K/AKT yi de içeren downstream sinyal yolağının 

aktivasyonu genellikle PTEN kaybı ile gerçekleşir (Yamamoto ve ark. 2010) ve MAPK 

aktivasyonu genellikle ERK1/2 aktivasyonu ile gerçekleşir. PTEN ekspresyonu HCT-15 

kanser hücrelerinde Pd(II) ve canertinib ile tedavisinde kontrole göre değişmezken, 

Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda artış gözlendi. HT-29 hücresinde ise Pd(II) ve 

canertinib tedavisi PTEN ekspresyonunun azalmasına neden olurken, Pd(II) ve 

canertinib kombinasyonu ifade düzeyinde artışa neden oldu. Elde edilen sonuçlar 

PI3K/AKT fosforilasyonu ve PTEN ifade düzeyindeki artışla koreledir. Src tirozin 

kinaz hücre içinde, proliferasyon, yaşam, hareketlilik ve adhezyon yolaklarını düzenler. 

Bu düzenlemeye MAPK, PI3K/Akt and STAT3 bağımlı sinyal yolakları dahil olur. 

Kolon kanserlerinin % 80 ninden fazlasında yeniden düzenlenir ve tümör proegresyonu 

için kritik rol oynar (Talamonti ve ark. 1993). Src, şu anki tedavilere dirençte önemli rol 

oynar ve önemli terapötik hedeflerin başında gelmektedir. Src hücresel içeriğe bağlı 

olarak, Myc, E2F-1, Ras ya da c-Jun gibi sahip olduğu onkogenik potansiyel ile hücre 

çoğalması, senesans, apoptozu uyarır (Evan ve ark. 1992, Shan ve Lee 1994, Clark ve 

Gillespie 1997, Ries ve ark. 2000). Src’nin proapoptotik genlerin downregülasyonu 

(Reginato ve ark. 2005)  ya da anti-apoptotik genlerin up regülasyonu ile apoptozu 

inhibe ettiğine dair birçok çalışma bulunmaktadır (Gillet ve ark. 1995, Bonni ve ark. 

1999, Webb ve ark. 2000, Johnson ve ark. 2000). Ayrıca Src, Bad, Bax kaspaz 9 gibi 

ölüm sürecini başlatıcı bileşenlerin inaktivasyonunu ve proapoptotik uyaranlara karşı 

gerçekleştirdiği fosforilayonu ile PI3K/Akt yolağının potent aktivatörüdür (Yamaguchi 

ve Wang 2001). Src bağımlı P38-MAPK aktivasyonu, kaspaz 8 aktivasyonuna neden 

olur (Alvarado-Kristensson ve ark. 2004).  HCT-15 ve HT-29 hücrelerin Src 

fosforilasyonu hem Pd(II) tek başına tedavi hem de canertinib ile kombinasyon tedavi 

grubunda önemli ölçüde azalmıştır. Ayrıca hücrelerde Bax ekspresyonun artarak ölüm 



 

144 

 

mekanizmasının instrinsik yolaktan gitmesi ve PI3K/Akt downregülasyonu Src 

fosforilayonunun inhibisyonu ile koreledir. Ayrıca Src trozin kinaz, proapoptotik 

protein Bik’in degredasyonu aracılığıyla ERK1/2 aktivitesinin yeniden 

düzenlenmesinden sorumludur ve tümör progresyonunda önemli rol oynar.  Ayrıca Src  

kinazın sürekli aktivasyonunun,  PI3K/Akt aracılığıyla mTOR’un aktivasyonuna neden 

olduğu bilinmektedir. Elde edilen sonuçlarla karşılaştırılınca canertinib, otofajinin 

aktivasyonunu uyardığı için, Src kinaz inhibisyonu ve dolayısıyla PI3K/Akt 

fosforilasyonunun inhibisyonu, LC3-II lipit birikimine neden olmaktadır. 

Çalışmalar, hücrelerin epitelyal karakterini kaybedip mezenkimal fibroblastoid fenotip 

kazandığı epitelyal mezenkimal dönüşüm sürecinde hücrelerin hareket ve invazyon 

yeteneğini arttırdığını göstermiştir ve ayrıca EGFR-TKI’lerine karşı direnç 

kazanılmasında önemli rol oynamaktadır. PI3K-AKT yolağı hücre hareketliliğinin 

düzenlenmesinde önemli rol oynamakla birlikte, kanser metastazındaki rolü halen 

bilinmemektedir. Ayrıca erlotinib tarafından EGFR aktivitesinin inhibisyonunun iyi bir 

şekilde hücre invazyonu ve proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Khajah ve ark. 

2012). EGF ve reseptörlerinin fazla ekspresyonu birçok kanser hücresinde uzak 

bölgelere metastaz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Kanser de EMT, invaziv, metastaz 

yeteneği tedaviye direnç ve kök hücre benzeri kanser hücrelerinin oluşumu gibi 

özellikleri uyararak tümör progresyonunu uyarır. EGFR sinyali, EMT’nin başlangıç 

basamağını oluşturur ve EGFR inhibisyonu bazı hücre içi kısımlarda EMT'yi’kısıtlar. 

Özellikle ligand bağımsız, sürekli aktif EGFR formu tümör hücrelerinin hareket ve 

invazyon yeteneğini arttırır ve EGFR inhibitörleri in vitro hücre migrasyonunu bloke 

eder. EMT programı, E-kaderin kaybı ve N-kaderin artışı ile bir kaderin dönüşüm süreci 

içerir. E-kaderin, hücre hücre adhezyonuna aracılık eden transmembran proteindir, ve 

EMT’nin karekterizasyonunda en bilinen tümör süpresordür. Kolon kanserinde E-

kaderin kaybı, yaşam oranı üzerine negatif etki gösterir (He ve ark. 2013). N-kaderin, E 

–kaderin ile benzer olarak birçok tümörde anormal olarak eksprese edildiği bildirilmiştir 

(Huang ve ark. 2014). N-kaderin fazla ekspresyonu hastalarda zayıf prognoz ile 

koreledir (Yi ve ark. 2014). N-kaderin proliferasyon, invazyon metastaz ve 

kemoterapiye direnç gibi kanser belirteçlerinden çoğunun artmasına neden olur. Birçok 

çalışmaya rağmen, N-kaderinin kolon kanserinde rolü henüz tam olarak 

anlaşılamamıştır (Zhang ve ark. 2013). Buna göre HCT-15 hücrelerinde Pd(II), 5-FU, 
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canertinib tedavilerinin tek başına hücelerin invazyon yeteneği üzerine etkisi olmazken, 

Pd(II) ve canertinib, 5-FU ve canertinib kombinasyon tedavisinin hücrelerin invazyon 

yeteneğini kısıtladığı gözlendi. Aynı şekilde Pd(II), 5-FU, canertinib tek başına 

tedavileri kontrole kıyasla hücrelerin migrasyon yeteneğinde artışa neden olurken, 

kombinasyon tedavilerinin hücre migrasyonunu azalttığı gözlendi. Kombinasyon 

tedavilerin E-kaderin artışı ve N-kaderin ekspresyon düzeylerinin azalmasının 

hücrelerin migrasyon ve invazyon yeteneklerinin de azaldığını göstermektedir. Bu 

bulgularla korele bir şekilde diğer EMT belirteçlerinden fibronektin ve vimentin 

ekspresyonunda azalma gözlendi. HT-29 kanser hücrelerinde ise 5-FU ve canertinib tek 

başına uygulandığında kontrole kıyasla hücre invazyonunda değişme gözlenmezken, 

Pd(II) tek başına ve canertinib ile kombinasyonu ve 5-FU ve canertinib 

kombinasyonunda hücrenin invazyon kapasitesi önemli ölçüde azalmıştır. Bunun yanı 

sıra HT-29 hücrelerinin migrasyon yeteneği aynı şekilde Pd(II), 5-FU ve canertinib tek 

başına uygulandığında kontrole kıyasla kısmen artarken, kombinasyon tedavilerinde 

değişim göstermemiştir. Fakat Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda EMT 

belirteçlerinden E-kaderin ekspresyonu artarken, N-kaderin ekspresyonuda artış 

göstermiştir. Fibronektin ifade düzeyi değişmezken, vimentin de azalma gözlendi. Daha 

önce açıklandığı üzere E-kaderin artışı epitelyal karakterin devamı yani iyi prognoz 

olarak değerlendirilirken, aynı şekilde N-kaderin azalışı beklenmektedir. Fakat HT-29 

hücre soyunda N-kaderinde de artış gözlendi. Buna rağmen vimentin ekspresyonun 

azalması, EMT sürecinin inhibe olabileceğini düşündürdü. Bununla birlikte HCT-15 ve 

HT-29 hücre soyunda tüm tedavi gruplarında konrole göre koloni oluşturma 

yeteneklerinin önemli düzeyde azaldığı gözlendi. Yapılan çalışmalarda tirozin kinaz 

inhibitörlerinin hücrelerin koloni oluşturma yeteneklerini kısıtladığı gösterilmiştir 

(Perez-Pinera ve ark. 2007, Zhang ve ark. 2013). 

TKI'lere karşı direnç, klinik çalışmalarda aşamalı olarak kullanıldığı ve hastalara 

uygulandığı için iyi belgelenmiştir (Janne ve ark. 2009). Tirozin kinaz inhibitörlerine 

daha az duyarlı olmasına neden olan tiroz kinaz domaini içindeki nokta mutasyonlar, 

TKI’lerine karşı dirençte en çok çalışılan mekanizmalardan biridir. Tirozin kinazlardaki 

mutasyonların dışında TKI’lerine karşı klinik dirence neden olan mekanizmalarda 

bulunmaktadır. TKI’lerine karşı varolan ve sonradan kazanılmış direnç için tanımlanan 

ABC taşıyıcıların neden olduğu direnç bu mekanizmalardan biridir. 
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ABCB1/Pgp/MDR1, ABCC1/MRP1 ve ABCG2/BCRP taşıyıcılar tirozin kinaz 

inhibitörlerine karşı direnç gelişmesinde önemli bir role sahiptir. İmatinib, nilotinib, 

dasatinib, gefitinib, danusertib ve canertinib, ABCG2/BCRP transportere yüksek 

affinite ile bağlanan substratlarıdır ve bu transporterın substrat bağlayıcı bölgeleri ile 

etkileşirler (Erlichman ve ark. 2001, Burger ve ark. 2004, Brendel ve ark. 2007, Hiwase 

ve ark. 2008, Hegedus ve ark. 2009, Huang ve ark. 2011, Balabanov ve ark. 2011). 

ABCG2/BCRP kanser hücrelerinden bu trozin kinaz inhibitörlerinin efluksını arttırır ve 

dirence neden olur. ABCB1/P-gp/MDR1 ayrıca imatinib, nibotinib, dasatinib karşı 

dirence neden olur (Mahon ve ark. 2003,Illmer ve ark. 2004, Mahon ve ark. 2008, 

Hegedus ve ark. 2009). Bu tez çalışmasında polarize böbrek hücre soyu Madin-Darby 

köpek böbrek hücre soyu (MDCK)-II ve MDR1 (ABCB1), BCRP (ABCG2), MRP1 

(ABCC1) transfekte edilmiş Madin-Darby köpek böbreği hücreleri ilaç transport 

deneyleri için kullanılmıştır. SRB sonuçlarına göre Canertinib, 5-FU ve Pd(II), MDR1, 

BCRP, MRP1’in substratı olabileceği öne sürülmüştür. Pd(II) ve canertinib 

kombinasyonunda ise MDCK-MRP ve MDCK-MDR transfekte hücrelerde, bileşik 

hücre içerisine daha fazla girebilmiş ve canlılık %50 azalmıştır. Bu durumda canertinib 

Pd(II)’nin neden olduğu direnci ortadan kaldırabilmektedir. Aynı şekilde 5-FU ve 

canertinib kombinasyonu da MRP ve MDR1’in substratı olan 5-FU bileşiğinin 

etkinliğini arttırarak hücre içerisine girmesine olanak sağlamıştır. Tek başına 

kullanıldıklarında ilaç taşıyıcılar tarafından hücre dışına atılan bu ilaçlar kombinasyon 

tedavisi ile hücre içerisine girmeyi başarmıştır. Bu sonuçlar MDR1 ve MRP protein 

ekspresyon seviyelerinde bakılarak da değerlendirilmiştir. HCT-15 hücrelerinde Pd(II) 

ve 5-FU bileşiği kontrole kıyasla MRP1 protein ifade düzeyini arttırken canertinib ile 

kombinasyonu MRP1 proteininin downregülasyonuna neden olmuştur. HT-29 

hücrelerinde ise Pd(II) ve 5-FU tedavisinde ekspresyon düzeyleri kontrole göre 

değişmezken kombinasyon tedavisinde azalma gözlendi. HCT-15 hücrelerinde 

canertinib, Pd(II), 5-FU ve Pd(II) ile canertinib kombinasyonu MDR ekspresyonunda 

azalmaya neden olurken, 5-FU ile canertinib kombinasyonunda ekspresyon düzeyi 

kontrole kıyasla değişim göstermemiştir. HT-29 hücrelerinde ise Pd(II) tek başına ve 

canertinib ile kombinasyonu ve 5-FU ve canertinib kombinasyon tedavisinde MDR 

ekspresyon düzeylerinde önemli bir azalma gözlendi. Farklı çalışmalar EGFR 

inhibisyonu ABCB1, ABCC1, ABCC2 ve ABCC3 mRNA ekspresyonlarını 
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baskıladığını göstermiştir (Hoffmann ve ark. 2011). Bunun yanı sıra MEK inhibitörleri 

U0126 ya da AZD6244’ün in vitro MRP1 ve MRP3 ekspreyonlarının 

downregülasyonuna neden olduğu belirtilmiştir (Lin ve ark. 2013). Dolayısıyla bu 

çalışmada EGFR inhibisyonu MDR ve MRP1 ekspresyonunu downregüle ederek 

hücreleri kullanılan bileşiklere karşı daha duyarlı hale getirmiştir. 

EGF, VEGF ve ilişkili reseptörlerinin ekspresyonunun anjiyogenez ve kolon 

hücrelerinde karsinomanın gelişmesine katkı sağlar. Dahası EGFR, VEGFR ve bunların 

reseptörlerinin fosforilasyonunun, tümör ilişkili endotelyal hücrelerde ekspreyon 

seviyeleri yüksek bulunmuştur. Preklinik modeller, cetuximab ile EGFR bloklanması, 

VEGF ve IL-8 gibi proanjiyogenik faktörlerin downregülasyonuna neden olduğunu 

göstermiştir (Ellis 2004). Kolorektal kanserli hastalarda cetuximab ve bevacizumab’ın 

etkinliği faz 2 çalışmalarında gösterilmiştir (Saltz ve ark. 2007) ve metastatik kolorektal 

kanserlerinde bevacizumab tedavisinin diğer terapötik rejimlerin terapötik etkinliğini 

arttırdığı gösterilmiştir. Bunun dışında EGFR ve VEGF’e karşı monoklonal antikorların 

kombinasyonu kullanılarak faz 3 çalışmaları yapılmış ve bevacizumab, cetuximab ve 

kemoterapi ajanı şeklinde folfox tedavi yöntemi kullanılmış fakat kemoterapi ajanı tek 

başına tedavisi ile karşılaştırılınca tedaviye yanıtta hiçbir fark görülmemiştir. Bu 

nedenle kemoterapi ile birlikte bu ajanların kolorektal kanserine sahip hastalara 

verilmemesi önerilmiştir (Punt ve ark. 2008). Bu çalışmada da EGFR inhibitörü tek 

başına ve Pd(II) bileşiği ve 5-FU kemoterapötik ajanı ile birlikte kombinasyon halinde 

tedavisinin HUVEC hücrelerinde tüp oluşturma yetenekleri bakımından incelendi. Buna 

göre canertinib erken saatlerden itibaren tüp oluşumuna izin vermezken kombinasyon 

gruplarında da aynı etkisini devam ettirmiştir. Pd(II) bileşiği tek başına saate bağımlı 

şekilde tüp oluşumunu bozarken, 5-FU ajanının tek başına tüp oluşturma yeteneği 

üzerine önemli bir etkisi olmamıştır. Ayrıca bu bileşikler ve EGFR inhibitörü 

kombinasyon tedavisinin antianjiyogenik etkileri CAM testi ile belirlendi. Buna göre 

Pd(II) bileşiği tek başına pozitif konrol olarak kullanılan bevacizumab kadar kapillerin 

gelişimi üzerine etki gösterirken canertinib ile kombinasyonu kan damarlarının 

oluşumunu 2 katından fazla şekilde baskılamıştır. Canertinib tek başına doza bağımlı bir 

şekilde orta derece bir antiajiyogenik etki gösterirken, 5-FU ajanı tek başına tedavisi 

kapillerin oluşumu üzerine öenmli bir etkisi olmamıştır. Fakat aynı şekilde 5-FU ve 

canertinib kombinasyonu, EGFR yolağının inhibisyonundan kaynaklanan bir etki ile 
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kan damarlarını baskılayıcı bir etki göstermiştir. Elde edilen sonuçlara göre EGFR 

yolağı, VEGF fosforilasyonunu arttırdığı için, bu yolağın inhibisyonu ile tümör 

hücrelerinin damar oluşturarak uzak dokulara metastasının engelenebileceği şeklinde 

yorum yapılmıştır. Aynı zamanda farklı bir TKI’ü imatinib’in de damar oluşumu 

üzerine benzer etki gösterdiği bulunmuştur (Özcetina ve ark. 2013). VEGF ligandı Src 

kinazı aktive ederek, FAK’ın (fokal adhezyon kinaz) sürekli fosforilayonuna neden olur 

ve dolayısıyla endotelyal hücre migrasyonu ve yaşamına katkı sağlar. Endotelyal FAK 

ekspresyonu, embriyonik gelişim sırasında yeni kan damarlarının oluşumunda 

gereklidir. 

Bu nedenle bu çalışmada kombinasyon gruplarında Src fosforilasyonun azalması 

dolayısıyla downstream yolağındaki FAK ekspresyonunun azalmasına neden olduğu 

düşülmektedir. EGFR yolağının ve downstream yolakların inhibisyonu ve yeni kan 

damar oluşumu arasında sıkı bir ilişki olduğundan bu yolakların inhibisyonu yeni kan 

damarlarının oluşumu ve mevcut kan damarlarının gelişimin engelenmesi açısından 

önem taşımaktadır. 

Tüm bu bulguların doğrultusunda, kolon kanserinde EGFR inhibisyonunun Pd(II) 

bileşiği ile birlikte ilaç direnci, anjiyogenez ve yaşamı kısıtladığı gösterilmiştir. Bu 

yaklaşımın, gelecek çalışmalar adına tedavi seçenekleri oldukça sınırlı ve başarısız olan 

kolon kanseri için umut verici olabileceği düşünülmektedir. 
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