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OZET

Doktora Tezi

PALLADYUM (1) BILESIGi VE CANERTINIBIN
KOLON KANSER HUCRELERINDE SITOTOKSISITE,
ANJIYOGENEZ, ILAC DIRENCLILIGI VE OTOFAJi
MEKANIZMALARI UZERINE ETKILERI

Seyma AYDINLIK

Uludag Univeristesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Egemen DERE

Metastatik kolon kanseri agresif kemoterapi rejimlerinin kullanilmasina ragmen, % 5'den az bir
hayatta kalma oranina sahiptir. Kolon kanserinde epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin
(EGFR) prognostik ve prediktif onemi hala tartismalidir. Bu nedenle EGFR reseptoriinii bloke
etmek amaciyla bu calismada tirozin kinaz inhibitdrii canertinib kullanilmigtir. Bu amacla
Uludag tniversitesi kimya bolimi tarafindan sentezlenenen Palladyum(Pd) (II) bilesigi
[PdClI(terpy)](sac).2H20] ve bu bilesigin canertinib ile kombinasyonunun etkileri arastirilmstir.
Ayrica kemoterap6tik ilag 5-Fluorourasil (5-FU) ve bu ajanin canertinib ile kombinasyonu ise
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Dolayisiyla bu tez ¢aligmasinda, Palladyum (II) bilesigi ile
canertinib tek basina ve kombinasyon tedavileri ve aym sekilde 5- Fluorourasil ve bu ajanin
canertinib ile kombinasyonunun insan kolon kanseri hiicre soylar1 (HCT-15, HT-29) iizerine
sitotoksik etkileri SRB canlilik testi ile belirlenmistir. Kombinasyon tedavisinin sitotoksik
etkilerinden sorumlu hiicre 6limii (apoptozis/otofaji) akim sitometrisi, hiicrelerde apoptoz
varligi Anneksin-V-Cy3/SYTOX ikili boyama yontemi ile asidik vezikiiler organellerin varlig
akridin boyamasi ile mitokondri depolarizasyonu tetra etil benzimidazol karboksinin iyodiir
(JC-1) ile floresan mikroskopta gorintilenerek desteklenmistir. EGFR iligkili yasam
yolaklarinda, bu reseptériin inhibe edilmesi ile gerg¢eklesen degisimler, epidermal mezenkimal
donisiim (EMT) ile iliskili proteinlerdeki degisimler ve apoptoz/otofaji iliskili proteinlerdeki
degisimler ise western blot yontemi ile degerlendirildi. Bunun disinda ilag tasiyici proteinler
tizerine etkisi MDCKII polarize hiicre soylart kullanilarak énce SRB yontemi ile daha sonra
iligkili proteinlerdeki degisimler western blot ile belirlendi. Ayrica bu yasam yolaginin
inhibisyonunun kombinasyon tedavileri ile birlikte invazyon, yara iyilesmesi ve koloni
olusturma yetenekleri iizerine etkileri belirlendi. Son olarak HUVEC endotel hiicrelerinde
EGFR inhibisyonun kombinasyon tedavileri ile birlikte tiip olusturma yetenegi in vitro matrigel
testi ile ve damar olusumu {iizerine etkileri ayrica in vivo Chorio-allantoik membran (CAM) testi
ile degerlendirildi. Sonug olarak, Pd (II) bilesigi ve canertinib kombinasyonunun kolon kanseri
hiicre soylarinda sitotoksik aktivite ve apoptoz artisina, invazyon, yara iyilesmesi
yeteneklerinde ve damar olusumunda azalmaya neden oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Trozin kinaz inhibitdrleri, Anjiyogenez, Otofaji, EMT, Ilag direngliligi

2017, xvi + 180 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

EFFECTS OF PALLADIUM (11) COMPOUND AND
CANERTINIB ON CYTOTOXICITY, ANGIOGENESIS,
DRUG RESISTANCE AND AUTOPHAGIC MECHANISM
IN COLON CANCER CELLS

Seyma 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) (1) compound [PdClI(terpy)](sac).2H20] which was synthesized by Uludag University
chemistry department and canertinib alone and the effect of Pd(ll) 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 (11) 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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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

5-FU 5-Flurourasil

7-AAD 7-Aminoaktinomisin D

ABC ATP baglayici kaset

ACF Anormal kript odaklama

AlF Apoptozis indiikleyici faktor
AKT Protein kinase B

Apaf-1 Apoptotik proteaz aktive eden faktor
APC Adenomat6z polipozis koli
ATP Adenozin trifosfat

AVs Otofojik vakuoller

BCA Bi¢inkoninik asit

BH Bcl-2 homoloji bolgeleri
BCRP Meme kanseri direnci proteini
BSA S1g1r serum albiimin

Cl1-1033 Canertinib

CAD Kaspaz aktive edici DNaz

CARD Kaspaz takviye domain

CIN Baskin kromozomal instabilite
CIMP CpG adas1 metilasyon fenotipi
DED Oliim etkileyici domain

DISC Oliim indiikleyici sinyal kompleksi
DMSO Dimetilsulfoksit

DNA Deoksi riboniikleik asit

EDTA Etilen Diamin Tetraasetik Asit
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1.GIRIS

Kolon kanseri erkeklerde ve kadinlarda {igiincii en yaygin kanser tiiriidiir ve her iki
cinsiyette de kansere bagli mortalitenin en sik goriilen iiclincii sebebini olusturmaktadir
(Anonim 2014). Agresif kemoterapi rejimlerine ragmen, metastatik kolon kanseri halen
yaklasik %10Tuk kotii bir 5 yillik sagkalima sahiptir ve bu da daha etkin tedavi
rejimlerine acil ihtiya¢ oldugunu géstermektedir. 5-fluorourasil (5-FU) bazli rejimlerle
tedavi, kolorektal kanserli hastalarin tedavisinde uzun siitiredir kullanilan bir tedavi
rejimidir. Halen oxaliplatin veya irinotekan ile kombinasyon halinde 5-FU, ileri kolon
karsinomasi i¢in standart 6ncii tedavi olmaya devam etmektedir.

Son yiizyildaki genetik ve molekiiler biyolojideki devrim, tiimdrigenezin molekiiler
temeli hakkindaki bilgilerimize 6nemli kazanclar sagladi. Biiylime, apoptoz, farklilasma
ve vaskiilarizasyon gibi slireclerde yer alan sinyal yollarinin diizenlenmesi, hastaligin
gelisimi ve progresyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Normal hiicrelere gore timor
hiicrelerinde asir1 aktif olan biiyiime faktor yolaklari gibi biyolojik yolaklar1 hedefleyen
ajanlarin hem neoplastik hem de normal hiicreleri hedefleyen sitotoksik ajanlarla

karsilastirildiginda daha diisiik toksisite ihtimali sunarlar.

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ve digerleri gibi reseptorlerin rasyonel
olarak hedeflenmesi, yeni antikanser ajanlarinin tasariminin arkasindaki 6nemli bir
stratejidir. EGFR’nin asir1 ekspresyonu birgok timérde sik goriiliir. Ozellikle kolon
kanserinde EGFR'nin, tiimorlerin %60-80'inde asir1 eksprese edildigi ve zayif bir
prognoz ile iliskili oldugu tahmin edilmektedir. Bu sebeplerden dolayr EGFR, kiigiik
molekiil inhibitorleri ve monoklonal antikorlarla tedavi igin bir lokus olarak
hedeflenmistir ve metastatik hastaligin tedavisinde rol oynamaktadir. Mevcut
vaskiilatiirden yeni damar olusumu olan anjiyogenez, timor biiylimesi ve metastaz
olusumu i¢in gereklidir. Bir¢ok inhibitor ve stimiilator bu karmasik, cok asamali islemi
diizenler. Endotel hiicrelerinin proliferasyon, farklilasma ve gogiinii uyaran vaskiiler
endotelyal biiytime faktori (VEGF) anjiyogenezin anahtar stimiilatoriidiir (Ferrara
2004). EGF reseptoriiniin onkojenitesi kismen, VEGF’1 upregiile ederek anjiyogenezin
tesvik edilmesine aracilik edilebilir (Petit ve ark. 1997). EGFR'nin uyarilmasi veya
inhibisyonunun tiimor kaynakli anjiyogenez i¢in 6nemli sonuglara sahip olduguna dair
artan calismalar yapilmistir (Yen ve ark. 2002, Ellis 2004). Bu calismada da EGFR

fonksiyonunun anjiyogenezle ilgili yonlerini ve EGFR hedefli tedavilerin tiimor



kaynakli anjiyogenez lizerindeki etkisi ele alinmistir. Ayrica tirozin kinaz inhibitérlerine
kars1 direng, klinik c¢alismalarda giderek daha fazla kullanildigindan ve hastalara
uygulanmasindan dolay1 siklikla ¢alisilmaktadir (Janne ve ark. 2009, Sierra ve ark.
2010). ATP baglayan kaset (ABC) ila¢ tasiyicilarinin ekspresyonundan kaynaklanan
direng, tirozin kinaz inhibitorlerine yapict ve kazanilmis ilag direnci igin belirtilen
mekanizmalardan biridir (Mahon ve ark. 2003, Hirayama ve ark. 2008, Assef ve ark.
2009). Bu tasiyicilar tarafindan kemoterapdtiklerin enerjiye bagli efluksi ¢oklu ilag
direncinin (MDR) gelisimine neden olur ve esasen P- glikoprotein (P-gp) ve meme
kanseri rezistans proteini (BRCP) tarafindan tirozin kinaz inhibitorlerin eflukst da bu
ajanlara direncin gelismesine katkida bulunan faktorler olarak rapor edilmistir. Yapilan
bu calismada ayrica kullanilan bilesiklerin ve tirozin kinaz inhibitoriiniin ilag

tastyicilarin tizerine etkisi aragtirilmistir.

Bu nedenle bu ¢alismada, kolon kanseri hiicrelerinde dncelikle Pd(II) bilesigi ve pozitif
kontrol olarak kullanilan 5-FU kemoterapétik ajanin etkilerinin yanisira, tirozin kinaz
inhibitdrii canertinib ile EGFR inhibisyonunun bu ajanlarla birlikte, apoptoz, otofaji,
ilag direngliligi, anjiyogenez, EMT iizerine etkileri arastirildi. Bu ¢aligma canertinib
araciligilyla EGFR inhibisyonun hiicrenin farkli molekiiler mekanizmalar1 iizerine

etkisini gosteren ilk ¢aligmadir.



2 KAYNAK OZETLERI
2.1.Kolon Anatomisi ve Fizyolojisi

Kolorektal kanser terimi, ¢ekum, artan (sag) kolon, transvers kolon, inen (sol) kolon,
sigmoid kolon ve rektum olarak boliinen alt gastrointestinal sistemde ortaya g¢ikan
kanseri tanimlar. Genis barsak (kolorektum), yaklasik iki ila ii¢ in¢ uzunlugunda bir
kese olan ¢ekum ile baslar. Apandis, ¢ekumun tabanindan ¢ikar. Artan kolon, sag iist
kadranda ve karacigerin alt yiizeyine dogru ¢ekumdan sag posterior duvart boyunca
Transvers kolon, sol iist kadranda dalak yoniinde karin boslugunu gegerek, dalak
biikiilmesinden doner. Karnin sol tarafinda ise inen kolon mediale ve altina doniiserek
S-sekilli sigmoid kolonu olusturur. Rektum, sigmoid kolondan anal kanala kadar
baslayarak. kalin bagirsagin son bes ila on santimini olusturur. Rektum pelvis i¢inde
bulunur ve gergek bir intra-abdominal yapi degildir. Rektumun ¢api kolondan daha
biiyliktiir ve 6ncelikle bir depolama rezervuari olarak hizmet eder (Sekil 2.1). Tiim kalin
bagirsagin uzunlugu yaklasik bes ile altt metre arasinda degismekte olup, gap1 bir ile iKi
in¢ arasinda degismektedir. Kolonun islevleri arasinda iletim kanali ve sindirim
artiklariin  deposu olmak yer alir. Bagirsaklar, bagirsak igerigini yaglayan ve
bagirsaktaki bakteriler tarafindan olusturulan asitleri nétralize eden bilyiikk miktarda
alkalin mukus salgilar. Bu bakteriler parcalanma ve asindirma islemi yoluyla
sindirilmemis gida kalintisi, emilmemis karbohidratlar, aminoasitler, hiicre artiklari ve
Oli bakterilerin pargalanmasina yardimeci olur. Bozulmus karmasik karbonhidratlardan
gelen bakterilerin olusturdugu kisa zincirli yag asitleri, sol kolon hiicreleri i¢in bir enerji
kaynagi olusturur. Potasyum dengesinin korunmasi ayni zamanda kolon tarafindan
gerceklestirilir; burada epitel, potasyum ve bikarbonat emer ve salgilar. Bu salgilanan
bikarbonat mukus sayesinde belli karbohidratlarin, proteinlerin sindirimi i¢in K

vitaminin bakteriyel iiretimini saglayan ortam olusturur.

2.2. Kolon Kanser, Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Kolorektal kanseri tiim diinyada morbidite ve mortalitenin baslica nedenidir (Anonin
2002). Bu durum tiim kanser insidansinin % 9'undan fazlasini1 olusturmaktadir (Boyle
ve Langman 2000, Anonim 2007). Diinya ¢apinda en yaygin iiglincii kanserdir ve

oliimiin dordiincii en yaygin nedenidir (Anonim 2007). Bir milyondan fazla yeni vaka



ile erkekleri ve kadinlar1 neredeyse esit derecede etkilemekte, yaklasik 700 binden fazla

oliim ile sonuglandig1 diisiiniilmektedir (Arnold ve ark. 2015).

inen
Cikan Kolon
Kolon
Cekum
« Sigmoid
Apandis Kolon

Rektum

Sekil 2.1. Kolonun béliimleri

Cografik dagilim acisindan bu kanser, Insan Gelisim Endeksi agisindan
degerlendirildiginde sanayilesmis tilkelerde yiikseldigi goriilmektedir (Dolatkhah ve
ark. 2015). Son yillarda Dogu Avrupa, Latin Amerika ve Asya da kolorektal kanser
insidans ve o6liim oranlar1 diger iilkelerden daha da biiytiimistiir (Center ve ark. 2009a).
Insan gelisim endeksinin en yiiksek oldugu iilkelerde kolorektal kanser insidans ve 6liim
oranlari, bazi Bati Avrupa iilkeleri ve Birlesik Devletler'de azaldig: goriilmistiir (Arnold
ve ark. 2015). Koruyucu oOnlemler, terapdtik ve tanit yontemlerindeki ilerlemeler
(polipektomi gibi), ameliyat Oncesi degerlendirmenin kalitesindeki iyilesmeler ve
tedaviler (radyoterapi ve kemoterapi gibi) bu trendin azaltilmasinda onemli roller
oynamistir (Center ve ark. 2009b, Murphy ve ark. 2015). Cinsiyet agisindan bakilirsa
her iki cinsiyette de nerdeyse esit sekilde goriinse de, kadinlara gore erkeklerde daha
cok goriilir (Ferlay ve ark. 2015). Kolorektal kanser gelisme riski yasla birlikte artar.
Gergekten de teshis konmus hastalarin %90'dan fazlasi 50 yasin iizerindedir ve
kolorektal kanser tanisinin ortalama yas1 64'tir (Amersi et ve ark. 2005). Ayrica,
kolorektal kanser insidans hizindaki 6nemli cografi degisiklikler, birden fazla faktoriin
kolorektal kanser oranindaki artisi etkileyebilecegini gostermektedir (Alberts ve ark.

2005, Saltz ve ark. 2008), bu nedenle kolorektal kanserin epidemiyolojik yonlerini



anlamak da esit derecede onemlidir. Cesitli epidemiyolojik ¢alismalar, artan meyve ve
sebze tiiketimi ile Kkolorektal kanser riskinde azalma arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir (Slattery ve ark.1998, Terry ve ark. 2001). Meyve ve sebzelerin, lif, folik
asit, antioksidanlar ve vitaminlerin zenginlikleri nedeniyle kolorektal kanserine karsi
koruyucu bir etkisi oldugu goriilmektedir (Willett ve ark. 1990). Birkag epidemiyolojik
ve laboratuvar calismasi diyet lifinin kolorektal kanser patogenezindeki roliinii
dogrulamistir (Ahnen ve Macrae, 2010). Fiber bakimindan zengin bir diyet, sigmoid
kolonun pH'sim1 diisiirerek, kolon transit siiresini azaltarak, kolorektal kanser riskini
azaltabilir ve sebzelerdeki folik asit ve mikro besin maddelerinin (antioksidanlar gibi)
alimin1 arttirmaktadir. Etlerin, hayvan yaglarinin ve kolestrol bakimindan zengin
gidalarin tiiketiminin artmasi kolorektal kanser riskinin artmasiyla iliskilidir (Chao ve
ark. 2005). Yapilan bir ¢aligmanin bulgulari, her giin 160 gramdan fazla islenmis et
yiyen insanlarda kolorektal kanser riskinin onemli derecede yiiksek oldugunu
gostermistir (Norat ve ark. 2005). Aslinda kolorektal kanser riski, yiiksek et
tilketiminden sonra, insiilin sekresyonunun uyarilmasi, demir absorpsiyonunun (heme)
artmasi ve yag aliminin artmasi nedeniyle artmaktadir (Gerhardsson de Verdier ve ark.
1991). Ustelik, etlerin daha uzun pisme siiresi, heterosiklik amin iiretimini arttirmakta
ve bu da kolorektal kanser insidansinin artigina katkida bulunabilmektedir (Anderson
2011, Martinez ve ark. 2007). Alkol tiikketimi ve kolorektal kanser riski agisindan
karsilastirildiginda alkol tiiketimiyle kolorektal kanser insidansi arasinda pozitif bir
iliski bildirilmistir (Fedirko ve ark. 2011, Longnecker ve ark. 1990). Etanol igeren
icecekler, kanserojen maddeler iliretmek ve safra asit bilesimlerinde degisiklikler
yaratarak Kkolorektal kanser insidansini arttirmaktadir (Choi ve ark. 1999, Kune ve
Vitetta 1992). Kafein tiiketimi ile kolorektal kanser insidansi arasindaki iliski kesin
olarak dogrulanmamistir (Lin 2009). Kanita dayali ¢alismalarin bir meta-analizinin
bulgulari, kafein tiikketimi ile artmis kolorektal kanser riski arasinda bir korelasyon
oldugunu ortaya koymasina ragmen (Giovannucci ve ark. 1994), Hemsire Saglik
Calismas1 (NHS) ve Saglik Uzmanlar izleme Calismasi (HPFS) bulgular1 bu iddiay:
desteklememistir (Michels ve ark. 2000). Ozellikle tiitiin tiiketimi ve sigara kullanimi
her iki cinste de kolorektal kanser i¢in ortak risk faktorleridir (Giovannucci 2004).
Yapilan bir c¢aligmada, Sigara paketleri sayisi ile kolorektal kanser riski arasinda

herhangi bir iliski bulunmamasina ragmen, kolorektal kanser riski 45 y1l boyunca sigara



icmis kisilerde artmistir (Cho ve ark. 2015). Azalan fiziksel aktivite kolorektal kanser
riskinde artis ile iliskilendirilmistir (Lee ve ark. 2012, Meyerhardt ve ark. 2006).
Bununla birlikte giinliik hareketsizlik, bir baska risk faktorii olan obezite de kolorektal
kanser i¢in insidansi artirabilmektedir (Bardou ve ark. 2013). Fiziksel aktivitenin
koruyucu etkisinin kesin mekanizmasi halen belirsizdir, ancak fiziksel aktivite, kolonik
gecis siiresini azaltarak ve insiilin seviyelerini diistirerek Kolorektal kanser riskini
diistirmektedir (Gribovskaja-Rupp ve ark. 2011, Mao ve ark. 2003). Obezite, serum
leptin diizeylerini artirir (Frezza ve ark. 2006) ve leptin kolorektal kanser gelisimine yol
agmaktadir (Sierra-Honigmann ve ark. 1998). Aslinda, leptin kolon kanseri hiicrelerinin
biliylimesini ve ¢ogalmasini arttirir. Obezite, tip 2 diyabet i¢in ana risk faktorlerinden
biridir ve bu da tesadiifen kolon kanseri i¢in bagimsiz risk faktorlerinden biridir
(Larsson ve ark. 2005). Cesitli arastirmalar, diyabet deneklerinin, diyabet olmayan
kisilerle karsilagtirlldiginda kolorektal kanserine yakalanma riskinde oldugunu
gostermistir (Hu ve ark. 1999, Will ve ark.1998). Bir meta-analiz ¢alismasi, diyabetli
kisilerin kolorektal kanser riskinin, diyabetli olmayan deneklerden % 35 daha yiiksek
oldugunu ortaya koymustur (Luo ve ark. 2016). Insiilin konsantrasyonunun ve insiilin
benzeri bliyiime faktorii (IGF) -1 seviyelerinin artmasi, glukozun artmasi (hiperglisemi)
ve kolorektal mukozanin diskida safra asitlerine (kabizlik nedeniyle) uzun siire maruz
kalmas1 kolorektal karsinogenezide onemli rol oynamaktadir (Airley ve Mobasheri
2007, Giovannucci 2001a, Stadler ve ark. 1988). Insiilin direncinin yol agtigi
karsinojenez hiicre proliferasyonunun artmasma ve apoptozun azalmasina neden olur

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

Kolorektumun neoplastik polipleri, yani tiibiiler ve villoz adenomlar, kolorektal
kanserin Oncii lezyonlaridir (Janout 2001). sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik
%95'i bu adenomlardan gelisir (Anonim 2005). Adenom Oykiisii olan bir kiside daha
once adenom Oykiisii olmayan kisilere gore kolorektal kanser gelisme riski artar (de
Jong ve ark. 2005). Adenomlardan malignite gelisiminde genellikle 5 ile 10 yil arasinda
uzun bir latans periyodu gereklidir (de Jong ve ark. 2005, Davies ve ark. 2005). Malign
donilisimden Once bir adenomun saptanmasi ve g¢ikarilmast kolorektal kanser riskini
azaltabilmektedir (Grande ve ark. 2008). Bununla birlikte, adenomatdz polip veya
lokalize karsinomun tamamen ¢ikarilmasi gelecekte kolondaki ve rektumdaki metakron

kanseri gelisim olasilig1 artisi ile iliskilendirilmektedir (Anonim 2002).



Inflamatuar bagirsak hastaligi, iilseratif kolit ve Crohn hastaligini tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir. Ulseratif kolit kolondaki mukozanin ve rektumun
iltihaplanmasmma neden olur. Crohn hastaligi bagirsak duvarinin = kalinliginda
iltihaplanmaya neden olur ve sindirim borusunun agizdan aniise kadar herhangi bir
boliimiinii etkileyebilir. Bu kosullar bir kisinin kolorektal kanser gelistirme riskini
arttirmaktadir (Anonim 2006). Inflamatuar barsak hastalig1 olan hastalarda kolorektal
kanserin goriilme riski 4-20 kat arasinda tahmin edilmektedir (Janout 2001). Bu
nedenle, inflamatuar barsak hastaligina sahip bireylerin yasi ne olursa olsun, kolorektal

kanser acisindan daha sik taranmalar1 gerekmektedir.

Kolorektal kanser vakalarinin ¢ogunlugu, ailesinde kolorektal kanser dykiisii olmayan
veya predispozan bir hastalik bulunan kisilerde gorilir. Bununla birlikte, kolorektal
kanser gelisen kisilerin yaklasik % 20’si bu hastaliktan etkilenen diger aile bireyleridir
(Anonim 2007). Birinci derece akrabalarinda kolorektal kanseri veya adenomatdz polip
Oykiisii olan insanlar artmig risk altindadir. Daha 6nce kolorektal kanser 6ykiisii olan
kisilerde, 6rnegin 60 yasindan kiigiik bir birinci derece akraba olan kolorektal kanser
veya adenomatdz polip Oykiisii; veya herhangi bir yasta iki veya daha fazla birinci
dereceden akraba bulunan kolorektal kanser 6ykiisii veya adenomatdz polip 6ykiisii olan
kisilerde bu kansere yakalanma riski daha fazladir (Boardman ve ark. 2007). Artan
riskin nedenleri belli degildir, ancak biiyiik olasilikla kalitsal genler, ortak cevresel

faktorler veya bunlarin bazi kombinasyonlar1 nedeniyle olabilecegi diistiniilmektedir.

Kolorektal kanserler yaklasik %5 ile %10, bilinen kalitsal kosullarin bir sonucudur
(Jackson-Thompson ve ark. 2006). En sik goriilen kalitsal hastaliklar ailesel
adenomatdz polipozis (FAP) ve kalitsal nonpolifozit kolorektal kanser (HNPCC) olup
Lynch sendromu olarak da adlandirilir. Bu kalitsal kolorektal kanser tiirlerinden
sorumlu genler tanimlanmistir. HNPCC, HNPCC'li bireylerde sorumlu mutasyonlar
olan DNA onarim yolunda yer alan genlerdeki mutasyonlarla, yani MLH1 ve MSH2
genleriyle iligkilidir (Papadopoulos ve ark. 1994). FAP, tiimér siipresor geni APC'deki
mutasyonlardan kaynaklanir. HNPCC, kolorektal kanserlerinin % 2 - 6'sin1 olusturabilir
(Anonim 2006). HNPCC ile iliskili mutasyonlara sahip kisilerde kolorektal kanser riski,
40 yaslarinda ortalama %70-80 olabilir (Anonim 2006). MLH1 ve MSH2 mutasyonlari

ayrica rahim, mide, ince bagirsak, pankreas, bobrek ve lreter kanseri gibi birtakim



ekstra kolonik maligniteler de dahil olmak {izere diger kanserlerin artmis riski ile
iligkilidir (Anonim 2007). FAP, tiim kolorektal kanser vakalarinin %1'inden fazlasini
olusturmaktadir (Davies 2005, Anonim 2007). Yalnizca birkag adenom gelisen
HNPCC'li bireylerden farkli olarak, FAP'l1 insanlar karakteristik olarak yiizlerce polip
gelistirirler ve bu adenomlardan bir veya daha fazlasi tipik olarak 20 yasina kadar
malign transformasyona ugramaktadir. (Davies 2005). 40 yasma gelindiginde, bu
bozuklugu olan neredeyse tiim insanlar kolon kaldirilmazsa kanser gelisecektir (anonim
2006, Anonim 2007). Adenomatéz polipozis koliye (APC) eslik eden polipozis
kosullari, otozomal dominant bir sekilde kalitsaldir. APC'ye bagli polipozis kosullari
olan kisilerin yaklasik %75 ila 80'inde etkilenen ebeveynler bulunmaktadir. Etkilenen
bir aile iiyesinde hastaliga neden olan bir mutasyon saptanirsa, dogum oncesi test ve

preimplantasyon genetik teshisi miimkiindiir (Lynch 2008).

Kolorektal kanserin teorik olarak onlenebilir nedenlerinin tanimlanmasindan 6nleyici
stratejilerin uygulanmasina gecis, hastaligin gelisimi ile nedensel olarak iliskili oldugu
diisiiniilen maruz kalmalarin tanmimlanmasina baglidir. Analitik epidemiyolojiden,
kolorektal kanser yiikiinii azaltmaya yonelik 6nlemler hakkinda bazi agik fikirler ortaya
cikmistir. Kolorektal kanser gelisimiyle nedensel olarak iliskili oldugu diisiiniilen birkag
faktor vardir. Profilaktik risk faktorlerinin (yiiksek yagl diyet, diisiik lif, obezite,
hareketsizlik ve sigara igme gibi) kolon kanseri insidansinin 6nemli katkida bulundugu
gercegi nedeniyle, bunlar1 6nlemek icin, 6zellikle ytiksek risk gruplarinda kapsamli bir
planlamaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Kalitsal kolorektal kanserin en yaygin bigimlerinden
sorumlu genler de tespit edilmistir. Neyse ki, kolorektal kanser vakalarmin biiyiik
cogunlugu kanser onleme konusunda mevcut bilgileri uygulanarak engellenebilir.
Uygun diyet degisiklikleri, diizenli fiziksel aktivite ve saglikli kilo korumasi, hedef
tarama programlari ve erken terapotik miidahale ile birlikte, zamanla, kolorektal kanser

ile iligkili morbidite ve mortaliteyi dnemli dl¢lide azaltabilecegi diisliniilmektedir.

2.3. Kolon Kanser Histolojisi

Kolon kanseri, normal glandiiler mimarinin ve sitolojik 6zelliklerin korunma derecesine
gore 1yi diferansiye edilmis, orta derecede iy1 diferansiye veya kotl diferansiye olarak
siiflandirilir. Kotii diferansiyasyon muhtemelen altta yatan genetik mutasyonlarin

histolojik bir isaretidir, ancak kotii diferansiyasyon ile iligkili mutasyonlar hala



bilinmemektedir. Kolon kanserlerinin yaklasik %20'si kotii diferansiyedir ve kotii
prognoz gostermektedir (Hassan 2005). Kolon kanserlerinin yaklasik %15'i miisindz
veya hiicre i¢i miisindz birikiminden dolay1 kolloid olarak siniflandirilir. Miisin6z kolon
kanserinin halka c¢esitliliginde, kanserli hiicreler ¢ok fazla miisindz igerdikleri i¢in
cekirdek cevresel olarak yer degistirmektedir. Bu kanser tiirii ¢ok agresiftir ve kotii
prognoza sahiptir (Kang 2005). Bu biyolojik davranig, ekstraseliiler miisinin timor
duvarmin oOtesinde disekstrasyon sonucunda ortaya c¢ikabilecegi gibi, bu da lokal
uzantiya neden olur (Green 1993). HNPCC ile iliskili kolon kanseri, miisindz
farklilagsma, belirgin lenfositik reaksiyon ve mediiller biiylime paterni gibi olagandisi
histopatolojik &zelliklere sahiptir (Gryfe 2006). Onceden ayirt edilemeyen bir karsinom
olarak siniflandirilmis olan kolon kanseri mediiller formu, kiigiik lenfositlerle yogun
sekilde infiltre olan ve glandiiler elementlerden yoksun eozinofilik ve poligonal hiicreler
tabakasiyla karakterizedir. Bu kanser tiirii ayrica yiiksek mikrosatellite kararsizligi ile
iligkilidir (Gatalica 2007). Kolonun diger kanser tiirleri nadirdir. Karsinoid genellikle
rektumda veya apandikste alt gastrointestinal sistemde bulunur ancak kolonun geri
kalaninda nadiren goriilebilir.

2.4. Kolon Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Kolorektal kanser, erkeklerde kanser insidansinin ikinci biiyilk nedenini
olusturmaktadir. Kadinlarda ise {igiincli sirada olup morbidite ve mortalitenin baslica
nedenlerinden biridir. Insidansma goére, bu patoloji kendini ii¢ sekilde gosterir: aile,
kalitimsal ve en yaygin olarak sporadik. Kalittm modeline ve aile yatkinliga sahip tiirler
icin tiimdrler, adenomatdz lezyonlardan malign bir tiimdriin ortaya ¢ikmasina kadar
degisen tanimlanmis asamalarla gelisir. Cevresel ve kalitsal faktorlerin kolorektal
kanser gelisimine katkida bulundugu saptanmistir. Onkogenlerde (DNA’y1 onaran veya
baskilayan genler) mutasyon birikimi ile gosterildigi gibi, timoriin ortaya cikabilecegi
cesitli yolaklarin varligini isaret eder. Baskilayici ve mutasyona ugramis yolaklar s6z
konusu oldugunda, bunlar, adenom/karsinomadaki morfolojik ilerleme dizilimindeki
fenotipik degisikliklerle ilgili genetik bozukluklar ile karakterizedir. Dahasi, BRAF ve
KRAS genlerinde mutasyona yol agan diger yollar poliplerin kansere ilerlemesi ile
iliskilidir. Kolon kanseri heterojen bir hastaliktir. Kolon kanseri ve patolojik onciileri
farkli molekiiler imzalar, farkli patolojik 6zellikler ve farkli dogal gecmisler gosterir.

Kolon kanserinde rol alan en az {i¢ major molekiiler yol vardir, bunlardan biri vakalarin



% 85'ini olusturan baskin kromozomal instabilite (CIN) yoludur. Digeri ise sporadik
kolon kanserinde 6nemli rol oynayan CpG adasi metilasyon fenotipi (CIMP) yolagidir
ve sporadik mikrosatellit istikrarsizligi (MSI) yiiksek kanserleri icerir. Son olarak ise
diger yolak DNA uyusmazligi onarim (MMR) geninde germline mutasyonuyla
sonuc¢lanan MSI yolagini icerir. Kalitsal nonpolifozisli kolorektal kanser (HNPCC) MSI
yolu ile gelisir.

Kolon kanserlerinin yaklasik %70-85'i CIN yolu ile gelisir. CIN yolunda molekiiler
sapmalar, sayisal veya yapisal kromozomal anormalliklerin (andploidi) birikimi yoluyla
ortaya ¢ikar (Rajagopalan ve ark. 2004). Bu yolda tanimlanabilen en erken lezyon polip
gelisiminden 6nce mikroskobik bir mukozal lezyon olan displazik anormal kript
odaklama (ACF) dir (Freeman ve ark. 2001). CIN yolagi, KRAS onkogeninin
mutasyonu, kromozom 18q kaybi ve Onemli tiimor baskilayict gen TP53'i iceren
kromozom 17p'nin silinmesini igeren APC'deki mutasyon ya da kromozom 5q kaybiyla
iligkilidir (Grady 2004). APC, CIN yolaginda 6nemli bir timdr siipresér gendir.
APC'deki patojen mutasyon siklikla APC proteini keser ve APChmin [(-katenin'e
baglanmasini engeller. APC'nin B-katenin'e baglanmasi, Wnt-sinyal yolunu bastirmaya
yardimer olur (Cadigan ve Liu 2006). Wnt sinyali biiylime, apoptoz ve farklilagmayi
diizenler ve oOzellikle doku spesifik kok hiicre boliimlerinin muhafaza edilmesinde
onemlidir (Kuhnert ve ark. 2004). Fonksiyonel APC'nin kaybi, CIN'e katkida bulunan
mitozun diizenlenmesini de engelleyebilir (Fodde ve ark. 2001). Erken adenomlarda
APC veya B-katenin mutasyon siklig1,% 80 gibi yiiksek bir oranda bildirilmistir (Jass ve
ark. 2002).

KRAS, CIN yolaginda diger 6nemli bir gendir. KRAS, mutasyona ugradiginda kalitsal
GTPaz aktivitesinde bir kayip olusturabilen bir GTP baglayicit proteini kodlar ve
boylece RAS-RAF-MEK-ERK temel yolagini kullanir (Leslie ve ark. 2002). BRAF,
ozellikle CIMP yolunda bu sinyalleme kaskadinda 6nemli bir faktordiir. Aktif KRAS
mutasyonlar1 kolon kanserlerinin %35-42 sinde bulunur (Cheng ve Lai 2003). KRAS’in
rolii CIN yolagina 6zgii degildir, CIMP yolaginda da 6nemli bir role sahiptir.

SMAD2 ve SMADA4, biiylimenin ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan TGF-3
sinyal yolaginda yer alirlar. SMADA4'Un germ mutasyonu, kolon kanseri ile iligkili

jeneralize juvenil polipozis sendromuna neden olabilir (Bevan ve ark. 1999).
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Son olarak, TP53Un (17p13) 17p allel kaybiyla bozulmasi, adenomdan
adenokarsinomaya gecise esilk etmekle birlikte gec gerceklesen bir olaydir. TP53
anormallikleri, mutasyon ya da heterozigotluk kaybi, incelenen lezyonun gelisen
histolojik evresine gore artar, %4-26 adenomlarda, %50 invaziv odakli adenomlar ve
%50-75 TP53'in bozulmus islevine sahip kolon kanser hiicrelerdir (Leslie ve ark. 2002).
P53 proteini, hiicre dongiisiinii yavaslatarak ve DNA onarmmi igin yeterli zaman
saglamak icin hiicre dongiisii genlerinin ekspresyonunu arttirir. Dahasi, devam eden
genetik hasar, hiicrenin onarimi i¢in ¢ok biiyiilk oldugu zaman, p53; pro-apoptotik
genleri indiikler, boylece programlanmis hiicre oliimiiyle genetik hasar igerir (Mills

2005).

Genomik istikrarsizligin bir diger 6nemli tiirii MSI'dir. Mikrosatellitler genom boyunca
dagmik tekrar eden niikleotid dizisidir ve MSI tutarsizligi temsil eder ve dolayisiyla
istikrarsizlik ise tiimore karsi germline DNA'da bulunan, mikrosatellit bolgelerinde
bulunan niikleotit tekrarlarinin sayisi ile iliskilidir. DNA polimeraz, bu kisa tekrar
dizilerini kopyalarken hata yapmaya ve dolayisiyla MSI'da uyusmazlik onariminda
(MMR) islev bozukluguna sebep olmasi ile sonuglanir. MSI, genetik hatalarin dramatik
bir sekilde artmasina neden olur ve MSH3, TGFBR2, BAX, CASP5, MSH6, CTNNBI,
APC, IGF2 ve E2F4 gibi kolorektal karsinogenezi ile iliskili genlerde birkag

mikrosatelit bulunur.

CIMP yolu (CpG adas1 metilator fenotipi), sporadik kolon kanserlerinin en yaygin
ikinci yoludur. CIMP yolu, sporadik vakalarin yaklasik% 15'ini olusturmaktadir ve
CIMP kolon kanserlerinin klinik 6zelliklerinin MSI ile iligkili olanlara benzer oldugu
bildirilmistir (Issa 2008, Weisenberger ve ark. 2006). Hiicre dongiisii diizenlemesi,
apoptozis, anjiyogenezis, DNA onarimi, invazyon ve adhezyon ile ilgili genlerin
promoter bolgelerinde lokalize olan CpG diniikleotid dizilerinin  anormal
hipermetilasyonundan  olusur.  Promoter hipermetilasyonlar, gen ifadesinin
kaybolmasina neden olur. CIMP yolu, sporadik kanserler icin MLH1 gibi anahtar timor
stipresor genlerin promotor boélgelerini metillemek i¢in ya da epigenetik olarak
ekspresyonu inaktivite etmek igin gerekli epigenetik instabiliteyi saglar. BRAF onkogen
mutasyonu siklikla CIMP yiiksek kolon kanserlerinde tanimlanir ve artmis hiicre

biiyiimesi, karsinogenezin ilerlemesi ve yiliksek kolon kanser spesifik mortalite ile
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iliskilidir (Ogino ve ark. 2009). Onemli bir nokta, premalign seril adenomlar (SSA)
lezyonlu kolon kanser olgularinin % 90'inda BRAF V600E mutasyonlari bulunmustur
fakat konvansiyonel adenomlarda goriilmemistir. BRAF mutasyonu tirtikli yolda erken
bir olaydir ve zorla ekspresyonu yaglanma olarak bilinen bir uyuma halini doguracaktir.
Premalign seril adenomlarda BRAF mutasyonlar1 erken hiperplastik poliplerde (tirtiklt
onciiler) ya da gelismis displastik tirtikli poliplerde bulunur ve neoplastik ilerlemedeki
rolii teyit edilmistir (Spring ve ark. 2006, Kambara ve ark. 2004). En 6nemlisi, CIMP-
pozitif kolon kanserleri 6ncii lezyonlarina gore diger yolaklardan farklidir. CIN yolu ile
gelisen kolon kanserleri ve ayrica HNPCC'de adenomatdz poliplerden kaynaklanir
(Horst, ve ark. 2012). Bu CIMP oncii polipleri, kript limeninin testere disi goriiniimiini
tanimlamak i¢in "tirtikli" olarak adlandirilir (Morikawa ve ark. 2012). Tirtikli kript
kolonlar1 bu polipler tarafindan paylasilan apoptozda altta yatan bir kusur nedeniyle
olusur; bu da, asir1 aktif RAS-RAF-MEK-ERK sinyalizasyonunun sonucudur. Bu,

kolonositlerin birikmesine ve bdylece testere disi goriinlimiine yol acar.

Sonug olarak kolon kanserinin molekiiler analizi gelismis kolon kanserini tedavi etmek
icin kullanilan araglardan biridir. Epidermal biiyiime faktorii reseptoriinii (EGFR) ve
dolayisiyla RAS-RAF-MEK-ERK yolunu hedefleyen monoklonal antikorlar cetuximab
ve panitumumab, metastatik kolon kanserinin tedavisinde énemli bir gelisme olmustur.
Bununla birlikte bazi hastalarin bu ajanlarin klinik yararlarina karsi direngli oldugu
ortaya ¢ikmistir. KRAS mutasyonuna sahip hastalar veya saglikli tip KRAS’a sahip
fakat BRAF veta PIK3CA mutasyonuna sahip hastalarin, EGFR hedefli ilaglara daha az
yanit verdigi goriilmiistiir (Siena ve ark. 2009). Kanserler, rutin olarak bu ilaglart

uygulamadan 6nce KRAS mutasyonlari igin test edilmektedir.

2.5. Epidermal Biilyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

EGFR, hiicre zar reseptorlerinin ErbB ailesine ait 170-kDa transmembran tirozin kinaz
reseptoridiir. EGFR'ye (HER1 ve ErbB-1 olarak da bilinir) ek olarak, bu ailenin diger
reseptorleri HER2/c-neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3) ve Her4'i (ErbB-4) igerir. Bu
reseptorler 622 amino asit ekstraseliiler ligand baglama alani, 23 amino asit hidrofobik
transmembran alan ve tirozin kinaz (TK) alanini igeren bir sitoplazmik alan ve tirozin
otofosforilasyon bdlgeleri olan bir karboksi terminal bdlgesinden olusan transmembran

glikoproteinlerdir (Arteaga 2001, Herbst ve Shin 2002, Ritter ve Arteaga 2003). Tiim
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ERBB proteinleri dort islevsel bolgeye sahiptir: bir hiicre dis1 ligand baglama alani; bir
transmembran alan; bir hiicre i¢i tirozin kinaz alani; ve bir C-terminal diizenleyici alan
(Burgess ve ark. 2003). Hiicre dis1 alan dort boliime ayrilmistir. Tirozin kinaz alani bir
N-lob ve bir C-lob igerir ve ATP bu iki lob arasindaki yariga baglanir.

ErbB'nin hiicre dig1 alanina belirli ligandlardan olusan bir ailenin baglanmasi (ErbB2
hari¢), homodimerler ve heterodimerlerin olusumuna neden olur. Bu islem, I ve II
domainlerin rotasyonu ile saglanir ve bagli bir konfigiirasyondan genisletilmis
konfigiirasyona yiikselme saglanir (Sekil 2.2B). Bu, dimerizasyon domainini ortaya
cikarmaktadir. ErbB2, karsilik gelen ligandlara sahip degildir, fakat genisletilmis
konfigiirasyonda yapisal olarak eksprese edilmistir. ErbB2 tercih edilen bir
dimerizasyon ortagidir ve ErbB2 igeren heterodimerler, diger dimerlere gore daha giiglii
sinyalleri yonlendirir. Sitoplazmada, kinaz alan1 kuyruk bas1 oryantasyonunda asimetrik
olarak dimerlesir (Sekil 2.2C). Bu sekilde, siklinlere bagimli kinazlarin siklinler
tarafindan aktivasyonu durumunda oldugu gibi, tirozin kinaz aktive olur. Dimerizasyon
dolayisiyla reseptorlerin intrinsik tirozin kinaz aktivitesini uyarir ve sitoplazmik
diizenleyici alan icindeki spesifik tirozin kalintilarinin otofosforilasyonunu tetikler. C-
terminal diizenleyici domain, ligand baglanmasi iizerine spesifik olarak fosforile olan
bir¢ok tirozin rezidiilerine sahiptir (Sekil 2.2A). Normal hiicrelerde, EGFR sinyalleme
kaskadi, EGFR'nin ligand aktivasyonu ile baslar (Sekil 2.3). On bir liganda kadar, EGF
ve transforme edici biiyiime faktorii alfa da dahil olmak tiizere reseptorlerin ErbB
ailesini baglayabilir (Hynes ve Lane 2005). Ligand baglanmasi, tirozin kinazin
aktivasyonuna yol acan homodimerler ve heterodimerler olusumu ile reseptoriin
dimerizasyonunu indiikler. Hiicre i¢i tirozin kinaz kalintilar1 daha sonra otofosforile
hale gelir ve ¢oklu sinyal iletim yollarinin aktivasyonunu indiikler. EGFR tarafindan
aktive edilen iki ana hiicre i¢i yolu, mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolu ve
fosfatidilinositol 3-kinaz- (PI3K-) protein kinase B (AKT) yoludur. Bu vyollar,
proliferasyon, gog, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel tepkileri etkileyen c¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol agar (Citri ve Yarden 2006). Birinci
karmasiklik seviyesi, birden fazla ligandin paylasildig1 reseptor seviyesinde ve lateral
sinyalin olustugu ErbB ailesi iiyeleri arasinda meydana gelir. Sonra, hiicrenin tiiriine
bagli olarak, transkripsiyon faktorlerinin yolaklara ve diferansiyel aktivasyona

yerlestirilmis pozitif ve negatif geribildirim dongiileri bulunur. Bu siki diizenlenen
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sistem bozuldugunda, artan hiicre c¢ogalmasi,

uzamis sagkalim, anjiyogenez,
antiapoptoz,

invazyon ve metastaz yoluyla malign transformasyona ve timor

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

A Sinyal peptidi B

I: L1

L: Genis EGF

Ex2-4
baglayict domain =

II: CR1
CR:Sistein zengin Ex5e7

domain
Hi: L2
Ex8-12
IvV: CR2
Ex13-18
Transmembran
domain
Ex18-20
Trozin kinaz
domain

Ex21-24

Diizenleyici Ex25-28
domain

Sekil 2.2. Ligand baglanmasi ile EGFR proteinin yapisi (A), aktivasyonu (B) ve
dimerizasyonu (C) (Tetsuya veYasushi 2010).
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Translation

Sekil 2.3. EGFR sinyal yolagi (Tetsuya veYasushi 2010).

Ligand baglanmasi, dimerlesmeye neden olur ve EGFR'yi aktive eder. Tirozin
rezidiilerinin artan otofosforilasyonu, downstream sinyal yolagini aktive eder. Ras-Raf-
MEK-MAPK sinyal yolaginda, EGFR sinyalleme kaskadinin bir ekseni, biiylime
faktorli reseptor protein 2 adaptor protein (Grb2) ile birlesmis bir adaptor protein Ras
GTPaz’1 aktive eder. Aktivasyon sonrasinda, Ras (yani KRas), serin protein Raf'y1 (yani
B-Raf) goreve alir ve aktive eder ve ardindan MEK'nin fosforilasyonunu ve
aktivasyonunu gerceklestirir ve daha sonra MAPK meydana gelir ve bdylece hiicre
cekirdegindeki transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu saglanir. Ras-Raf-MAPK sinyal
yolunun hiicre c¢ogalmasini, farklilasmasim1i ve hayatta kalmayr kontrol ettigi
diistiniilmektedir. EGFR sinyalleme kaskadimin kolorektal karsinogenezinde onemli
olan diger ekseni PIBK-AKT yolagi ve sinyal transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii
STAT3 ve STATS yolagidir. EGFR tirozin kalintilar fosforile edildiginde, PI3K, hiicre
zarina transloke olur ve fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfat (PIP3) iiretmek ig¢in PI3K
katalitik altbirimi p110'u tetikleyen tirozin fosfatina adaptor altbirimi p85 araciligiyla
baglanir. PI3K daha sonra AKT aktivasyonunu uyarir. Sitoplazmada mevcut olan aktif
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AKT (p-AKT) daha sonra hiicre biiylimesi, gogalmasi ve hayatta kalma ile sonuglanan
cesitli hedefleri aktive eder (Ras-Raf-MEK-MAPK sinyal yoluna paralel olarak).
Onemlisi, bu iki eksen yakindan iliskilidir ve belli bir noktada birlesmektedir. Ornegin,
PI3K'nin p110 altbirimi Ras ile etkilesim yoluyla da aktiflestirilebilir. Ayrica, tensin
homolojisi olan fosfataz (PTEN), PIP3"i fosfatidilinositol (4, 5) bisfosfata (PIP2) geri
dontistiiren ve boylece PI3K-AKT yolagini olumsuz sekilde diizenleyen bir fosfatazdir.
Bu yolaklarin aktivasyonu hiicre ¢ogalmasi, gé¢ ve metastaz, apoptozdan kaginma veya

anjiyogenez ile sonuglanir ve bunlarin hepsi kanser fenotipleriyle iliskilidir.

2.5.1. Kolon kanserinde EGFR ekspresyonu

EGFR'nin artmis aktivitesi ya da asir1 ekspresyonu, bas ve boyun (Chua ve ark. 1996),
akciger (Tateishi ve ark. 1990), meme (Nicholson ve ark. 1991), gastrointestinal sistem
(Jonjic ve ark. 1997) ve mesane (Neal ve ark. 1990) gibi ¢esitli malignitelerde timor
progresyonu ve kotii sagkalim ile iligkili oldugu bulunmustur. Kolon kanserinde
EGFR'nin asir1 ekspresyonunun hastaligin ilerlemis bir evresiyle baglantili olabilecegi
(Gross ve ark. 1991) veya olasi bir metastatik riski olabilecegi (Radinsky ve ark. 1995)
belirtilmistir. Bununla birlikte, EGFR ekspresyonunun hayatta kalma {izerindeki etkisi
halen tartismalidir ve EGFR'nin asir1 ekspresyonu, olumsuz bir prognozla iliskili oldugu
kesin olarak sdylenemez. Kolorektal kanserde ¢ogu vakada, EGFR'nin saptanmasi igin
immiinohistokimyasal ~ yontemler  kullanilmistir.  Immiinohistokimyasal  teknik
kullanilarak, TGF-a, EGF'nin ve bunlarin ortak reseptor EGFR'inlin yan1 sira EGFR2
ve EGFR3'lin temel ekspresyon seviyesinin, kolorektal kanser dokusundaki ¢evredeki
mukozada yiiksek oldugu bulundu (Kluftinger ve ark. 1992, Nakae ve ark. 1993,
Yarden ve Sliwkoski 2001). insan kolorektal karsinomlarmm birincil kiiltiirlerinde,
epitelyal luminal hiicre zarinda tiimér progresyonu sirasinda yiiksek seviyelerde EGFR
ekspresyonu gosterilmis bu da kolon kanseri hiicrelerinin mitojenik bir uyarima
duyarliliginin arttigim1 gostermistir. EGFR kolon kanserinin %60-80’ninde eksprese
edilmektedir (Cohen 2003). EGFR'nin tiimorojeneze tesvik mekanizmalari gesitlidir ve
hem hiicre dongiisii bozukluklarim1 hem de tiimor sagkalimina yardimer faktorleri
desteklemektedir. Meme kanseri hiicrelerinde artmis EGFR seviyeleri artmig proliferatif
ve anjiyogenik aktivite ile iligskilendirilmistir. Artmis proliferasyon ve anjiyogenezi,

artmis mitotik aktivite ile korele olan TGF'nin indiikledigi diisiiniilmektedir. EGFR
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ligandlart TGFa ve EGF'nin ayn1 zamanda endotel hiicreleri i¢in kemoatraktan olarak
islev gordiigii ve TGFa'nin VEGF ekspresyonunu ek olarak destekledigi gosterilmistir
(Gille ve ark. 1997, de Jong ve ark. 1998). Kolorektal kanserde bilinen EGFR
ekspresyonu nedeniyle refrakter EGFR pozitif (immiinohistokimya ile degerlendirilen)
kolorektal kanserli hastalarda bir anti-EGFR monoklonal antikor olan cetuximab’in faz
II ¢aligmas1 yapilmistir ve 6nemli sonuglar elde edilmistir (Saltz ve ark. 2004). Bununla
birlikte, daha sonra timordeki EGFR ekspresyonu ile tedaviye yanit arasinda bir
korelasyon bulunmadigi kesfedilmistir (Cunningham ve ark. 2004, Chung ve ark. 2005).
Chung ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, EGFR negatif timorli cetuximab ve
irinotekan tedavisi goren 16 hastadan dordiinde (%25) 6l¢iilebilir lezyonlarin boyutunda
%50'den fazla azalma ile kismi bir yanit elde edildi. Bu yanit orani, EGFR pozitif
hastalarda, cetuximab ve irinotekan tedavisi goren hastalarmn klinik arastirmasinda
goriilen %23 yanit oranina neredeyse benzemektedir. Biitiin bu bulgulara dayanarak,
Ulusal Kapsamli Kanser Agi (NCCN), anti-EGFR monoklonal antikor terapisi igin
hastanin  uygunlugunu degerlendirmede, EGFR ifadesinin degerlendirmesinin
immiinohistokimya (IHC) yontemi ile yapilmasinin 6ngoriicii deger saglamayacagini
diisinmektedir (Anonim 2006). EGFR ekspresyonunun IHC tabanli tespitinin aksine,
EGFR gen kopya sayisinin floresan in situ hibridizasyon (FISH) tabanh tespiti, EGFR
hedefli terapilere cevap verme olasiligini belirlemek icin gergek bir prediktif degere
sahip olabilecegi diistiniilmektedir. Metastatik kolon kanserine (mMCRC) sahip 31
hastada EGFR gen kopya sayisini inceleyen yakin tarihli bir caligmada, artan gen kopya
sayist ile cetuximab veya panitumumab tedavisine yanit arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir korelasyon (P <0.0001) bulunmustur (Moroni ve ark. 2005).

2.5.2. Tirozin kinaz inhibitorleri

Tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) dogas1 geregi geri doniistimlii veya geri doniisiimsiiz
olan kiiciik molekiillerdir. Adenozin trifosfat (ATP) analoglar1 olarak bulunurlar ve
reseptor tirozin kinazlarin (RTK'lar) hiicre i¢i katalitik kinaz domaini {izerinde ATP
baglayic1 cepleri ile baglanarak EGFR sinyallesmesini engellerler, bdylelikle
otofosforilasyon ve downstream sinyal yolaginin aktivasyonu engellenir (Ciardiello
2000). Tip I ve 1l geri doniisimli inhibitorler, kinaz aktif konformasyonunu taniyan
ATP molekiilleri ile rekabet eder. Geri doniisiimsiiz inhibitorler, niikleofilik bir sistein

rezidiileri ile spesifik olarak reaksiyona girerek, kinaz aktif bolgesine kovalent olarak
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baglanirlar. Ayrica, geri doniisiimsiiz inhibitorler, uzun siireli klinik etkiler ve sik
dozlama ihtiyacini azaltirken, tolere edilebilirligi tehlikeye atabilmektedir (Slichenmyer
ve Fry 2001). Bununla birlikte, EGFR inhibitorlerinin (tek bir ajan olarak veya
kombinasyon terapisi olarak) kutandz cilt toksisitelerine neden oldugu i¢in, bu hedef
stratejilerin bir glivenlik profili dahilinde kullanimlari dikkate alinmalidir. HER1/EGFR
inhibitori ile iliskili yan etkiler cogunlukla hafif ile orta derecededir, ancak bazi
hastalarda bu yan etkiler terapotik maddenin dozaj diizeyinde azalmaya hatta tedavinin
kesilmesine neden olabilir, ancak yan etkilerin ¢ogu inhibitor tedavilerine karsi ortaya
cikan gecici reaksiyonlardir ve tedaviyi biraktiktan sonra birka¢ hafta sonra
¢oziilmektedir (Hu ve ark. 2007, Li ve Perez-Soler 2009). Bu sinifin bazi molekiilleri
spesifik olarak EGFR tirozin kinaz alanin1 hedeflerken, ikili EGFR/ErbB-2 ve pan-ErbB
inhibitorleri de gelisme asamasindadir (Pai ve ark. 2002). Tirozin Kkinaz
inhibitorlerinden erlotinib ve gefitinib FDA tarafindan onaylanmis tirozin kinaz
inhibitorlerdir. Gefitinib, akciger kanseri, meme karsinomu, yumurtalik, prostat ve
kolorektal karsinomunda insan ksenograft modellerine oral yoldan uygulandiginda
diisik nanomolar konsantrasyonda Onemli anti-proliferatif etkiler gosterdigi
bulunmusgtur (Wakeling ve ark. 1996). Erlotinibin ise kanser hiicrelerinde yapilan
calismalarda, EGF'ye bagimli hiicre proliferasyonunu nanomolar konsantrasyonlarda
inhibe ettigini ve G1 fazindaki hiicre dongiisii ilerlemesini engelledigi bulunmustur
(Moyer ve ark. 1997).

Canertinib (C1-1033), 3-kloro 4-floro 4-anilinokuinazolin bilesigidir. Diisitk molekiil
agirhikli geri doniissiiz, oral olarak aktif pan-EGFR ailesi tirozin kinaz inhibitoriidiir
(Smaill ve ark. 1999). Bu, ErbB'ye spesifik sistein rezidiilerini alkile etmek igin
tasarlanmis yeni nesil tirozin kinaz inhibitoriidiir ve bu reseptdrlerin ve downstream
mitojenik sinyal yolaklarinin geri doniisiimsiiz inhibisyonuna neden olur (Sekil 2.4).
Dort ErbB reseptorii aile tiyesini de engeller. EGFR'nin sistein 773, ErbB2'nin sistein
784t ve ErbB4'n sistein 778'i gibi ATP baglanma cebinde 6zgii sistein rezidiilerine
kovalent olarak baglanarak, boylece ErbB proteinlerinin kinaz domaininde ATP
baglanma domainini bloke eder. Bu reseptorlerin kinaz aktivitelerini ve sinyal
yolaklarini engeller. Ayni1 zamanda ErbB3'lin transmodiilasyonunu onler (Fry ve ark.
1998). Canertinibin kovalent baglanmasi, ErbB aktivitesinin uzun siireli bastirilmasina

neden olur (Smaill ve ark. 1999). Canertinib ErbB reseptor ailesinin tiim tyeleri
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tarafindan gonderilen sinyalleri engelleyebildiginden, ErbB reseptorlerinden yalnizca
birinden sinyal vermeyi Onleyen inhibitorlere gore daha genis bir antitiimor etkiye
sahiptir. Insan kanser hiicre soylar1 iizerinde yapilan arastirmalar, canertinibin ErbB
tirozin kinaz aktivitesini gii¢lii ve siirekli bir sekilde inhibe ettigini ve boylelikle AKT
ve MAPK sinyal yolaginin da inhibe oldugunu gostermektedir (Djerf ve ark. 2009,
Djerf ve ark. 2011). Klinik ¢alismalarda canertinibin kabul edilebilir yan etkilere sahip
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, faz II ¢alismalarinda, canertinib meme kanseri
ve akciger kanseri hastalarinda orta derece de yan etkiler gostermistir (Janne ve ark.
2007, Rixe ve ark. 2009). Bu nedenle, tedaviye cevap verme olasiligi en yiiksek olan
hastalarin belirlenmesi 6nemlidir. Canertinib, sadece ErbB reseptor ailesine degil ayni
zamanda hiicre i¢i proteinlere de baglanan kompleks bir yapiya sahip g¢oklu-kinaz
inhibitoriidiir. Ornegin, Src kinaz ailesi dokuz iiyeden olusur, Src, BIKk, Fgr, Fyn, Hcy,
Lck, Lyn, Yes, ve Yrk, bunlardan Lck proteininin, canertinibe giiglii baglanma affinitesi
vardir. Buna ek olarak, sadece tirozin fosforilasyonunu inhibe etmekle kalmaz ayni
zamanda reseptorlerin ubiqutinasyon ve endositozunu da indiikler. Biiylime inhibisyonu
ve apoptoz, 1 mikromolar veya nano molar araliginda gerceklestirebilir ve bu segicilik,
¢oklu doz hayvan g¢alismalarinda gozlenen diisiik toksisiteyi agiklar (Slichenmyer ve
ark. 2001). Canertinib'in in vitro ve in vivo tiimor ksenograft modellerinde gesitli insan
meme karsinomlarina karsi etkili aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Allen ve ark.
2002).
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Sekil 2.4. Canertinib kimyasal yapis1
2.6. Apoptozis

Cok hiicreli biyolojik sistemlerin gelisim ve devamliliklari, organizmayr meydana
getiren hiicrelerin karsilikli etkilesimlerine baglidir. Gelisim boyunca ¢ogu hiicre fazla

miktarda meydana gelir ve neticede programli bir 6liim gerceklesir. Boylece pek cok
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organ ve dokunun sekillenmesi saglanir. Programli hiicre 6liimiiniin hayvan gelisiminde
yer aldigina dair en belirgin 6rneklerinden bir tanesi, parmak aras1 mezenkimal dokuda
meydana gelen kitlesel 6liim sonucunda parmaklarin serbest ve bagimsiz bir halde
sekillenmesidir. Beyin gelisiminde, ilk zamanlarda olusan noronlarin, beyin
sekillenmesi tamamlandiginda nicel olarak yarisinin bu siirecte Olmesi ve iireme
organlarmin gelisimi diger Orneklerdendir. Ayrica, eriskin bir organizmanin
hiicrelerinde, homeostazi siirdiirmek ve sabit sayilarin1 korumak agisindan diizenli bir
sekilde fizyolojik 6liim gerceklesir. Gelismekte olan lenfositlerin ¢ogu, cesitli siireclerle
Olurler ve bu sekilde etkin ve islevsel havuz sikica kontrol edilmekte, ayn1 zamanda
lenfosit sayis1 sabit tutulmaktadir. Birlikte ele alindiginda; gelisim, farklilasma,
proliferasyon/homeostaz, immiin sistemin diizenlenmesi ve islevi, hasarli ve zararh
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi siire¢lerde yer alan apoptozisin biyolojik 6nemi
biiyiiktiir. Apoptotik programda meydana gelen fonksiyon ya da diizenlenme
bozukluklar1 gesitli patolojik durumlarla iliskilidir. Apoptozis siirecinde olusacak bir
hata; kanser, otoimmiin hastaliklar ve viral enfeksiyonlarin yayilmasi ile sonuglanabilir.
Buna karsin apoptozisin ¢ok fazla gergeklestigi durumlar ise norodejeneratif
bozukluklar, AIDS ve iskemik hastaliklar ile sonuc¢lanabilmektedir.

2.6.1. Apoptotik hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler

Apoptotik hiicreler tipik morfolojik degisikliklerle tanimlanabilir: hiicre biiziiliir,
deformasyona ugrar ve komsu hiicrelerle olan temasim1 kaybeder. Kromatini kondanse
olur ve niikleer membranin altinda konumlanir, plazma membrani bleblenir ve hiicre
son olarak, sitozol, kondanse kromatin ve organelleri igeren membranla gevrili yapilara
yani “apoptotik cisimcikler’e pargalanir. Apoptotik cisimcikler, cogunlukla makrofajlar
bazen de komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir ve dokudan herhangi bir inflamatuvar
yanit olugsmadan uzaklastirilirlar. Bu morfolojik degisiklikler, apoptotik bir hiicrede
meydana gelen karakteristik molekiiler ve biyokimyasal olaylarin neticesidir.
Sitoplazma ve organellerin sekil ve biitiinliiglinii belirleyen belli bazi protein
substratlarin ve  DNA’nin oligoniikleozomal pargalanmasin1 saglayan proteolitik
enzimlerin aktivasyonu, bu olaylardan ©ne c¢ikanlardir. Nekrotik hiicre oliimii,
apoptozisin tersine, membran biitiinliigliniin kaybi, sisme, ve hiicrelerin parcalanmasi
ile sonuglanan bir siirectir (Sekil 2.5). Nekrozis, enerji iiretim yetmezligi, iyon

kanallarindaki bozukluklar veya pH dengesindeki asir1 degisimler gibi birtakim
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fizyolojik kosullarin asir1 bozulmasi sonucunda hiicresel igerik kontrolsiiz bir sekilde
hiicre ¢evresine dagilir ve bunun sonucu olarak komsu hiicrelerin zarar goérmesinden
dolayr dokuda giiclii bir inflamatuvar yanit olusur. Apoptozisde erken hiicre-hiicre
temas kaybi, nekrozisde ise ge¢ hiicre-hiicre temas kaybi1 gozlenmektedir. Apoptozis
icin ATP gerekliyken (aktif siire¢) nekrozisde ATP gerekmez ¢iinkii pasif bir siirectir
(Buja ve ark. 1993) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Apoptozis ve Nekrozisin sematik karsilastirilmasi

2.6.2. Apoptozis mekanizmasi

Bir uyarani takiben, apoptozisin ilk basamagimi/karar fazini hiicre 6liimiiniin genetik
kontrol noktalar1 olusturur. Bunu ise, apoptozisin morfolojik degisikliklerinden
sorumlu olan ikinci basamak/ilerleme fazi takip eder. Apoptozisin ¢ok ¢esitli fizyolojik
ve patolojik uyaranlar1 olup baslica dort bilyilk gruba ayrilir. Iyonize radyasyon ve
alkilleyici antikanser ilaglar1 igeren ilk grup uyaranlar DNA hasarina sebep olurlar.
Ikinci grup ise apoptozisi ya glukokortikoid ve tiimér nekroz faktér (TNF) aracili
reseptor aktivasyonu ile ya da biiylime faktorleri (sinir biiylime faktorii ve interlokin-3)

aracilt mekanizmalarla uyarir. Fosfatazlar ve kinaz inibitorlerini iceren iiglincii grup
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apoptotik yolaklar1 biyokimyasal ajanlarla uyarir. Ultraviyole (UV) 1s1n ve okside edici
ajanlart (sliperoksit anyonu, hidrojen peroksit) igeren dordiincii grup dogrudan hiicre
membran hasarina sebep olurlar. Siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
gibi reaktif oksijen tiirlerinin fazla miktarda iiretimi, lipit membranlari, proteinleri,
niikleik asitleri ve ekstraseliiler matriks glukozaminoglikanlarina zarar veren serbest
radikallerinin olusumuna sebep olur. Bu uyaranlarin yiliksek dozlar1 nekrozise yol agar.
Hiicre membraninin asit sfingomiyelinazi aktive ederek hasarlanmasi apoptozisi uyarir
ve sonu¢ olarak membran lipitlerinden ikincil mesajci seramid olusumu gozlenir.
Apoptozisi baglatan sinyaller, hiicre yiizey Olim reseptorlerinin baglanmasi ya da
genom hasarindan kaynaklanabilir (EImore 2007).

Apoptozis baslica iki yol aracihigiyla gerceklesir. Ilki digsal (ekstrinsik)/sitoplazmik yol
olup, hiicre yiizey 6liim reseptérlerinin ligandlariyla baglanmasi sonucu aktiflesir. Oliim
reseptorleri TNFR (tiimor nekroz faktor reseptorii) siiperailesine aittir. Bu aile {iyeleri,
tip I transmembran proteinleri olup sisteince zengin ekstraseliiler domainleri ile ligand
baglama ozellikleriyle karakterizedir. Oliim reseptorleri, apoptotik sinyalin
transdiiksiyonu icin gerekli olan 80 amino asit uzunlugunda intraseliiler 6liim domaini
(DD) igerir. Siklikla galisilan 6liim reseptorleri Fas (CD95/Apo-1), TNFR1, TRAIL-R1
(DR4) ve TRAIL-R2 (DR5/Killer/TRICK2)’dir. Oliim reseptérlerine baglanan ligandlar
(FasL, TNFa ve TRAIL) yapisal olarak reseptorler ile iliskili proteinler olup TNF
stiperailesine aitlerdir. Bu 6liim ligandlar tip II transmembran proteinleri gibi eksprese
edilirler. Baz1 durumlarda, bu proteinler proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler.
TRAIL-R1 veya TRAILR2’ye TRAIL ya da agonisttk monoklonal antikorlarin
baglanmasi, hiicre membraninda bulunan reseptoriin oligomerizasyonu ve apoptozisin
baslamasi ile sonuglanir. FasL ve TRAIL tarafindan baslatilan hiicre ici sinyal kaskadi
benzer yollar1 igerir. Reseptorlerin aktivasyonu, DISC (6lim indiikleyici sinyal
kompleksi) denilen ve proteinlerden meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep
olur. DISC, reseptoriin oliim alan1 ve prokaspaz 8’e kendi 6liim alani ile baglanabilen
adaptor protein FADD’yi (Fas iliskili 6lim alani) icerir. DISC yapisinda yer alan
prokaspaz 8, otosiireglerle aktiflesir yani lokal konsantrasyonlar: otokatalitik
aktivasyonlarina ve aktif kaspaz-8 salmimia yol agmaktadir. Insanlarda kaspaz 10 da,
DISC yapisina katilabilir ve apoptozisi tesvik edebilir. Sonrasinda aktif kaspaz 8

dogrudan kaspaz 3’ii veya diger ilerletici kazpazlar kirar. Kaspaz 8 ayrica BH3
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proteinlerinden Bid’i de kirabilir. Kirilmis Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye gecer ve
kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonuna neden olacak sitokrom c salinimini uyarir

(Ashkenazi 2008) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu

Ikincisi i¢sel (intrinsik)/mitokondriyal yol olup, uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c
salinimma ve bdylece 6liim sinyaline sebep olur. ki yol da, diizenleyici ve yapisal
molekiilleri kiran ve bunun sonucunda hiicrenin 6liimiine sebep olan kaspaz denilen
proteaz kaskadinin aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir. Mitokondriyal yolun
kilit olayr mitokondri dig membran permeabilizasyonudur (MOMP). Permeabilizasyon
sonucunda; sitokrom c, mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii/IAP baglayici protein
Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, apoptozis indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz D
(EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir. Mitokondri i¢ membran
yiizeyinden sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c, sitoplazmik protein olan
Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktér-1)’e baglanir ve onu aktive eder,
dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksi heptamerik bir
yapiya oligomerize olur. Bu yapimin olugmasi, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkilesimini

miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur (Fulda ve Debatin 2006) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Kaspaz aktivasyonunun mitokondriyal yolu (A) Apoptozom olusumu ve
aktivasyonu (B)

2.6.3. Kaspazlarin apoptozis siirecindeki rolii

Kaspazlar, sistein proteaz ailesine-katalitik niikleofil olarak sistein rezidiilerini kullanan
peptidazlar-ait olup hedef proteinleri aspartik asit rezidiileri ardindan kesme
ozgilliiglinii paylasan proteinlerdir. Kaspazlarin belirli bir grubu apoptozis disinda,
prositokin aktivatorleri olarak inflamasyonda gorev alirlar. Kaspazlarin bazilari
(2,8,9,10) baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da (3,6,7) ilerletici kaspazlar
olarak bilinmektedir. Hatal1 diizenlenen kaspaz aktivitesi, hiicre i¢in dliimciil olabilir, bu
sebeple kaspazlar hiicre igerisinde prekiirsor yani zimojen olarak sentez edilirler.
Dolayisiyla aktivasyon siireci gerektirirler.

Kaspazlar, bir “prodomain”, bir p20 biiyiik alt birim ve bir p10 kii¢iik alt birim iceren
inaktif zimojenler seklinde sentez edilirler. Zimojenlerin proteolitik kesim ile
aktivasyonlar1 sonucu, biiyiik ve kiiciik alt birimler ayrilir ve “prodomain”leri
uzaklastirilir. p20 alt biriminde yer alan katalitik rezidiileri, Cys285 ve His237°den
olusan aktif bir alandan olusur. Kaspazlar, subtratlarinda birbirini takip eden en az dort
amino asit (P4-P3-P2-P1) yapisimi tanirlar ve C-terminal rezidiisiinden (P1) sonra

kirarlar. Bu ise genellikle Asp (aspartik asit) rezidiisiidiir.
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Sekil 2.8. Memeli kaspazlarinin yapilar1 ve alt birim organizasyonlari

Baslatict  kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini barindiran uzun bir
“prodomain” igerir. Bu motifler, ya 6liim etkileyici domain (DED) ya da kaspaz takviye
domainidir (CARD). Kaspazlar bu motifler sayesinde adaptor molekiillerle
etkilesimlerini saglarlar (Sekil 2.8). Ilerletici kaspazlar, kisa bir “prodomain” icerirler ve
apoptozisin ilerlemesini saglamak igin ¢ok ¢esitli hiicresel substratlar1 kirarlar (Cohen
1997).

Baslatic1 kaspazlar, aktif formlarinin en az bir aktif bolge iceren katalitik {initeleriyle
dimer olustururlar. Katalitik tiniteler, bir biiyiik ve bir kii¢iik olmak iizere iki alt birim
icermektedir. Bu alt birimler prekiirsér molekiillerin baglayici bolgeden internal kesimi
sonucu ayrilmalariyla meydana gelirler. Fakat son calismalar, baslatict kaspazlarin
aktivasyonu i¢in kesim siirecinin gerekli olmadigim1 gostermektedir. Baslatici
kaspazlarin zimojenleri hiicre icerisinde inaktif monomer durumundadirlar. Monomerik
zimojenler, aktif sekilleri i¢in dimerizasyon siirecine ihtiyaglar1 vardir ve bu aktivasyon
kesim isleminden bagimsizdir. Aktive edici kompleksler, i¢sel ve digsal yol olmak {izere

6lim uyaranina gore islev goriirler (Sekil 2.8).

2.6.4. Mitokondri dis membran permeabilizasyonu (MOMP)

Mitokondri, enerji liretiminde rol alan hiicresel organellerden biri olup hiicresel yasam
icin 6nemi biyiiktiir. Bunun yaninda, hiicre 6liimiinde de 6nemli roller istlenmektedir.
Apoptozis siirecinde gergeklesen mitokondri dis membran permeabilizasyonu (MOMP),
“gert doniilmez” bir noktay1 ifade eder ve takiben, normal (homeostaz) kosullarda
mitokondriyal i¢ (IMM) ve dis (OMM) membranlar arasinda yer alan bir¢ok proteinin
sitozole birakilmasi gerceklesir. MOMP, siklikla mitokondri membran potansiyelinin
(A¥Ym) bozulmasiyla iliskilidir. Apoptotik kosullar altinda en 6nemli MOMP

mekanizmas1 Bcl-2 aile iiyelerini igerir. Apoptozis sirasinda aktif Bax ve/veya Bak
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mitokondri dis membraninda (OMM) porlar olusturur ve membranlar arasi proteinlerin
sitozole salinimina sebep olurlar. MOMP indiiksiyonuna mitokondri i¢ membrani
(IMM) da katki saglayabilir. I¢ membran, permeabilizasyon gecis poru (PTP)
araciligryla MOMP’ye sebep olur. PTP, dis membranda yer alan voltaj bagimli anyon
kanal (VDAC) proteinleri, i¢ membranda yer alan adenin niikleotit translokatdr (ANT)
ve matrikste bulunan siklofilin D (cypD) gibi ¢esitli proteinlerin yer aldigi bir
komplekstir. Bu porun agilmasi, iyonlarin mitokondri matriksine gecisini saglamakta ve
AW¥m kaybi ile birlikte matriksin sismesine yol agmaktadir (Yong Jeong ve Wu Seol
2008).

Bcl-2 ailesi, islevlerine ve igerdikleri Bcl-2 homoloji alanlarinin (BH) sayisina gore ti¢
gruba ayrilir. Anti apoptotik tyeler (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, Al ve Bcl-B)
mitokondri dis membraniyla iligkilidirler ve hiicreleri ¢esitli apoptotik uyaranlara karsi
korurlar. Yapilarinda dort ¢esit BH alan1 (BH1-BH4) bulunur. Pro apoptotik iiyeler iki
gruba ayrilir. Bunlar Bax-benzeri ¢oklu alan (BH1-BH3) apoptotik proteinleri (Bax,
Bak, Bok) ve yalnizca-BH3 proteinleridir (Bik, Bid, Bad, Puma, Noxa, Bim, Hrk, Bmf).
Bcl-2 aile proteinleri, homo- ve heterodimerler olustururlar ve pro ve anti-apoptotik
tiyeler arasindaki etkilesimler birbirlerinin aktivitelerini dengeler ve bu pro-apoptotik ve
anti-apoptotik Bcl-2 aile iiyelerinin dengesi, hiicrelerin yasami ve 6liimiinii belirlemede
olduk¢a Onemlidir. BH3 proteinlerinin aktivitesi, transkripsiyonel ya da post-
translasyonel seviyede ¢esitli mekanizmalarla diizenlenir. En azindan dért BH3 proteini,
apoptotik uyaranlara yanit olarak transkripsiyonel olarak uyarilir. Bu proteinler; Hrk,
Puma, Noxa ve Bim’i igerir. Bad, Bim ve Bik fosforilasyon ile diizenlenir. Bad ve
Bim’in pro apoptotik potansiyeli fosforilasyonla azalir. Bunun tersine, Bik’in
fosforilasyonu pro apoptotik aktivitesini arttirmaktadir. Bid proteolitik kirilarak
aktiflestirilir ve kirilmis Bid’in (tBid) mitokondriye gegisi, kirilma sonrasi
modifikasyona uygun hale gelmis bolgenin N-miristilasyonu ile gergeklesir. Aktiflesmis
BH3 proteinleri anti apoptotik Bcl-2 iiyelerin pro apoptotik iiyelerini baskilamasini
ortadan kaldirir. Apoptotik uyar: akabinde temel olarak Bax ve Bak eksprese edilir ve
MOMP uyarilir. Dolayisiyla Bax ve Bak normal hiicrelerde inaktif durumdadir. Bax
proteinleri, sitozolde monomerler seklinde bulunurlar ve aktif olmadiklar:1 siirece
mitokondri dis membrani ile iliskileri minimal diizeydedir. Bax, aktivasyon siirecinde

mitokondriyal dig membranina transloke olur. Sonucunda, sitokrom c gibi pro apoptotik
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faktorler mitokondri i¢ membranindan sitozole salinir ve apoptozom olusumunu takiben
kaspaz kaskadinin aktivasyonu gerceklesir (Sekil 2.9). Bak, aktif olmadigi durumlarda
bile mitokondriyal dis membranda konumlanabilir. Belli bazi BH3 proteinlerin
aktivasyonu, Bax ve Bak’in oligomerize olmalar1 ve sonrasinda mitokondri dig

membranina stabil sekilde konumlanmalari i¢in gereklidir (Spierings ve ark. 2005).
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Sekil 2.9. Apoptozis’in Bel-2 ailesi tarafindan diizenlenmesi

2.7. Otofaji

Otofaji, hasarli ya da gereginden fazla, yasli organel ve proteinlerin geri doniigiimiinii
saglayan, kanser hiicrelerinde Onemli sitoprotektif mekanizma olarak goérev alan
katabolik bir yolaktir. Biiyiik proteinlerin ya da organellerin sindirildigi mekanizmaya
"makrootofaji" denirken mitokondrinin sindirildigi mekanizmaya 6zel olarak "mitofaji"
denmistir. Otofajinin bir diger ¢esidi olan mikrootofajide ise olusan kesecikler in
yapisina direk lizozom enzimleri katilir ve bu kesecikler lizozom gorevi goriirler; yani
makrootofajideki gibi lizozomun yapisina katilmazlar. Saperon aracilikli otofajide ise
proteinler kesecikler olusmadan direk lizozom igerisine alinirlar (Lorina ve ark. 2013).

DNA hasar1 (kemo veya radyoterapi), hiicre proliferasyonunun inhibe edilmesi, biiyiime
faktorleri, metabolik sinyallerde bozulma hiicrede strese neden olur. Bu stres terapisinin
sonucu olarak, kanser hiicrelerinde otofajik yanit olusur, bu da enerjinin agiga

¢ikmasina ve hiicre yasamina neden olur. Fakat bu stres ¢ok siddetli ve uzun siireli ise,
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otofaji sitotoksik olabilir ve hiicre 6liimiine neden olur. Radyoterapi, hormon terapi ve
cesitli hedefli terapiler farkli kanser tiplerinde otofajiyi uyarir ve tedavi sirasinda kanser
hiicreleri i¢in yasam avantaji saglar. Otofaji diizenlemesi kanser tedavisine kars1 direng
etkisini ortadan kaldirir ya da bu tedavilerin etkisini arttirir. Arastirmalar, otofaji
anormalliklerinin, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi
onemli saglik sorunlarinin da nedenleri arasinda yer aldigini goéstermektedir (Zhou ve

ark. 2012).

Otofogozomlar ya da otofojik vakuoller (AVs), otofaji sirasinda olusan multimembran
vezikiillerdir. Otofojik vakuoller (AVs) sitoplazmanin komponentlerini ayristirir ve
degredasyon i¢in lizozomlara gonderir. Otofajide baslangi¢ basamak fagoforun
formasyonudur. Fagofor genisler ve degrede olmus materyali ¢evreler, ¢ift membran
otofogozom olusumu gercgeklesir ayni zamanda erken otofojik vakuol (AV-I) olarak
bilinir. Daha sonra lizozomlar ile birlesme, ¢okme ve geri donilisiim 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 belirlenmistir. Memelilerde Atg6, Beclin 1 ve
Atg 8 ise LC3 olarak adlandirilir. Otofaji, evrimsel olarak korunmus ATG genleri
tarafindan kontrol edilir. Bu genler otofajik vezikiillerin indiiksiyon ve ¢ekirdeklenmesi,
bunlarin tamamlanmasi, genislemesi ve lizozomlar ile birlesme, ¢okme ve geri
donilisimiinii kontrol eder (Amber ve ark. 2013). Atgl, Atgl3 ve Atgl7 genleri
otofogozom baglamast i¢in gereklidir. Vezikiil niikleasyonunun bir sonraki adimi
Beclinl-phosphatidylinositol-3 kinaz (PI3K) ve Atgl4 tarafindan diizenlenir.
Otofogozomun genislemesi ve kapanmasi Atgl2-Atg5 ve Atg8/LC3 ubiquitin benzeri
konjugasyon sistemine baghdir. LC3-I, Atg5 bagimsiz yolda otofogozomal
membranlart hedef alir ve Atgl2-Atg5 kompleksinin ayrilmasindan sonra orada kalir
(Sekil 2.9). Fagofor membranlarinin uzatilmasi iki ubikitin benzeri konjligasyon sistemi
ile gerceklestirilir. ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksi, sekillendirme membrani ile
iliskilidir. ATG12, 6nce bir el benzeri enzim olan ATG7 ile ATP'ye bagl bir reaksiyon
ile aktive edilir. ATG12, daha sonra bir E2 benzeri enzim olan ATG10 tarafindan
ATGS5'e konjiige edilir. ATG16L1 daha sonra ATG12-ATGS konjiigat: ile etkileserek
bir dimerik kompleks olusturur. Kompleksin bilesenleri, uzatma tamamlandiginda
otofagozomdan ayrilir ve sitoplazmaya geri doner. Zarin uzamasina katkida bulunan

ikinci ubikitin benzeri konjiigasyon, maya proteini Atg8'in memeli homologu
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MAPILC3 diir. Dort memeli ATG4 homologundan biri olan ATG4B, oncii LC3
(proLC3) tireten LC3-I'in C terminali 22 rezidiilerini keser. Daha sonra, sitoplazmik
LC3-1, bir E2 benzeri enzim olan ATG7 ve ATG3 tarafindan fosfatidiletanolamin (PE)
ile konjuge edilir. Lipidlenmis LC3 (LC3-II) segici olarak olusturan otofagozom zar
icine dahil edilir (Sekil 2.10). LC3-11 iliskili dis membran ayrisana ve LC3-1I iligkili i¢
membran otofagosomal kargo ile birlikte lizozomal proteazlar tarafindan degrede olana
kadar otofagozom ile iliskili olarak kalir. LC3-II'nin bu 6zel birlesimi onu ¢ekici bir
otofaji belirteci yapar. Otofagozom, otolizozomu olusturan bir lizozom ile birlesir (Sekil
2.9). Lizozom ile kaynasma, i¢ otofagosomal membranin ve kargonun lizozomal
proteazlar tarafindan pargalanmasi ve makromolekiillerin geri doniisiimii ile sonuglanir

(Jager ve ark. 2004, Fader ve ark. 2009).
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Sekil 2.10. Makrootofaji (Gump ve ark. 2011)

Yasam, hiicre o6liimiine neden olan tedaviye karsi savunma mekanizmasini kendini
koruma mekanizmasi olarak sunarken, asir1 ve uzamis otofaji hiicre yasamini ve
iyilesmesini engellemektedir. Bu otofajik hiicre 6liimii veya programli hiicre dliimii tip
IT olarak bilinen hiicre 6liim programini uyarir, bazen de apoptozu uyarir. Otofajinin
hem baskilanmas1 ve uyarilmasi, gercekei terapotik yaklasimlardir. Tiimor hiicrelerini
otofajik oliime gitmeye zorlar. Otofajik hiicre 6liimii, apoptozdan, artmis otofogozom
formasyonu ve kaspaz bagimsizlig1 agisindan farklilik gosterir. Otofajinin inhibisyonu,
tedavi siiresince yasam mekanizmas1 olarak kullamlmasini 6nler. Intact apoptoz
sinyaline sahip hiicrelerde, otofaji inhibisyonu hiicrelerin apoptoza gitmesine neden
olur. Stres uyaricilarin yoklugunda anti-apoptotik Bcl2, Beclin1-BH3 domainine

baglanir ve otofaji yetenegini inhibe eder. Fakat ac¢lik boyunca ya da stres kosullari
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altinda bircok mekanizma bu etkilesimden kaynaklanan bozuklugu diizeltir ve Beclinl -
aktivasyonu stres durumu altinda gergeklesir. Besin yeterliligi durumunda Beclin 1 Bcl-
2 ya da Bcl-xL tarafindan baglanir ve otofaji baslatma yetenegini inhibe eder. A¢lik
boyunca ya da stres kosullar1 altinda bir¢ok mekanizma bu etkilesimden kaynaklanan
bozuklugu diizeltir ve otofajiye olanak saglar. Bu mekanizmalar; Beclin-1 BH3

domaininin DAPK-araciligiyla fosforilasyonu, Bcl-2 ‘nin yapisal olmayan loop’unun

JNK araciligiyla fosforilasyonu Bcl-2/Bcl-xL baglanmasi i¢in Bad ve Bax ile rekabet,
Beclin-1’e DAMP molekiill HMGB-1’in baglanmasindan olusur (Notte ve ark. 2011).
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Sekil 2.11.0tofaji ve apoptoz arasindaki iliski (Tait ve ark. 2014)

Apoptoz ve otofaji yolaklar1 arasindaki kompleks baglantiya ragmen, otofaji daha ¢ok
hiicre yasami seklinde sonuglanir (Sekil 2.11). p62/SQSTM1 veya selektif otofajiyi
baslatmak icin degrede olan tasiyici bir protein ve otofogozom reseptoriiriidiir.
p62/SQSTM1, LC3'W, sekestozomlarin bozunmasi igin gerekli olan LC3 etkilesim
bolgesi (LIR) vasitasiyla baglar. p62/SQSTML1, otofaji de poliubikitin igeren cisimlerin
olusmasi ve parcalanmasi igin de gereklidir. Otofajide ki p62/SQSTMI roliiniin disinda,

hiicre sinyallemesinde farklilasma, apoptoz ve immun cevap iizerine de etkilidir. p62
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bircok proteinin secici otofajik degredasyonuna dahil olsada, p62 ayrica bir¢ok
apoptotik ve yasam yolaklarina da dahil olmaktadir. p62 kaspaz 8 ile de etkilesime girer
ve etkili kaspaz 8 aktivasyonu i¢in Oonemlidir. Diger bir yandan p62, o6liim reseptor
aktivasyonuna cevaben kaspaz 6ve 8 tarafindan kirilir ve otofaji tarafindan degrade
edilir. Bu nedenle apoptozun etkinligini degistiren otofaji ve p62 bagimli otofajiyi

etkileyen apoptoz arasinda karsilikli iligki bulunmaktadir (Jing ve ark. 2016).

2.8.Anjiyogenez

Tiimdr biiylimesi ve metastazi, hizli biiylime evresindeki tiimdr hiicrelerinden gelen
kimyasal sinyaller tarafindan tetiklenen anjiyogeneze ve lenf anjiyogeneze baglidir
(Folkman 1971). Yapilan bir ¢alismada ayni organin farkli bdlgelerine verilen kanser
hiicrelerinin davranislar1 karsilastirildi (Muthukkaruppan ve ark. 1982). Bir bolge kan
dolasimli iris idi; digeri ise kan dolasimi olmayan kisim idi. Kan dolagimi olmayan
kanser hiicreleri ¢apt 1-2 mm®e ulastig1 ve daha sonra durdugu ancak anjiyogenezin

miimkiin oldugu bir alana yerlestirildiginde 2 mm?®

in {izerinde biiyiidiigi gozlendi.
Buna gore vaskiiler destegin yoklugunda, timdrler nekrotik veya apoptotik hale
gelebilecegi belirlendi (Holmgren ve ark. 1995, Parangi ve ark. 1996). Bu nedenle
anjiyogenez kanser ilerlemesinde 6nemli bir faktordiir. Neovaskiilarizasyon, timor
anjiyogenezi de dahil olmak iizere, temel olarak dort basamakli bir islemdir. Ik olarak,
dokulardaki bazal membran lokal olarak yaralanir ve tahribat ve hipoksi olusur. kincisi,
anjiojenik faktorler tarafindan aktive edilen endotel hiicreleri migrasyon i¢in hazir hale
gelir. Ugiincii olarak, endotel hiicreleri prolifere ve stabilize olur. Dérdiincii olarak,
anjiyogenik faktorler anjiyogenik stireci etkilemeye devam etmektedir. Vaskiiler endotel
hiicreleri, ortalama olarak her 1000 giinde boliiniir (Denekamp 1993). Anjiyogenez
timor dokulart besin maddeleri ve oksijen gerektirdiginde uyarilir. Anjiogenez hem
aktivator hem de inhibitor molekuller tarafindan duzenlenir. Bununla birlikte,
anjiyogenik faktorlerin aktivitesinin upregiilasyonu, neoplazmanin anjiyogenezisi igin
yeterli degildir. Negatif diizenleyiciler veya damar biiylimesinin Onleyicileri de

downregiile edilmelidir (Dameron ve ark. 1994).
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2.8.1. Anjiyogenez mekanizmasi

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF),
anjiyojenin, transforme edici biliylime faktorii (TGF)-a, TGF-B, timor nekroz faktorii
(TNF)-a, trombosit tiirevi endotel biiylime faktorii, grantilosit koloni uyarici faktor,
plasental biiytime faktorii, interlokin-8, hepatosit biiyiime faktorii ve epidermal biiylime
faktorli dahil olmak {iizere bir diizineden fazla farkli protein, anjiyojenik aktivatorler
olarak tanimlandi. VEGF, normal dokularda oldugu gibi neoplastik dokularda da giiglii
bir anjiyojenik ajandir. Bazi sitokinlerin ve diger biliylime faktorlerinin etkisi altinda,
VEGEF ailesi kanserli dokuda ve komsu stromada goriiliir ve neovaskiilarizasyonda
onemli bir rol oynamaktadir (Folkman 1990, 1995a, 1995b). Bazi anjiyogenik
fenotipler, biiyiiyen timor hiicreleri ile kilcal damarlar arasindaki artan mesafeden veya
yeni damarlarin yetersizliginden kaynaklanan hipoksi ile tetiklenebilir. Hipoksi, hipoksi
ile uyarilabilir faktor-la (HIF-1a) araciligiyla VEGF ve reseptoriiniin ekspresyonunu
indiikler (Bottaro ve Liotta 2003). Timdr hiicreleri yeni kan damarlarinda VEGF
tireterek beslenir ve ¢evredeki dokuya salgilanir. Tiimdr hiicreleri endotel hiicreleri ile
karsilastiginda endotel hiicre dis yiizeyindeki reseptorlere baglanirlar. VEGF'nin
reseptoriine baglanmasi, endotel hiicresinin ¢ekirdegine sinyal ileten proteinleri aktive
eder. Niikleer sinyaller, bir grup genin endotel hiicre biiyiimesi i¢in gerekli tiriinlerin
yapilmasimi saglar. VEGF tarafindan aktive edilen endotel hiicreleri, matriks
metalloproteinazlart (MMP'ler) {iretir. MMP'ler hiicreler arasindaki bosluklar1 dolduran
ve protein ve polisakaritlerden olusan hiicre dig1 matrisi pargalamaktadir. Bu matris,
endotel hiicrelerinin migrasyonuna izin verir. Endotel hiicreleri bolgedeki dokulara
gectikge boliinmeye baglarlar. Daha sonra integrin o veya B gibi yapigsma faktorleri
yardimiyla kademeli olarak kan damarlarinin olgun bir agma donilisen i¢i bos tiip
halinde organize olurlar. (Mizejewski 1999, Nelson ve ark. 2000). Yeni olusan kan
damarlarinin dengelenmesi veya olgunlagsmasi gerekir. Anjiyotensin-1-2 ve bunlarin
reseptorii Tie-2 vaskiiler biiylimeyi stabilize eder ve yonetir (Suri ve ark. 1996,
Maisonpierre ve ark. 1997, Tournaire ve ark. 2004). VEGF ailesinden, kendi
reseptorleri tizerinde etki gosteren VEGF-A, VEGF-B, VEGFC ve VEGF-E, kan
damarlarinin ¢ogalmasina neden olurken, VEGF-C ve VEGFD lenfanjiogenetikte rol
alir (Neufeld ve ark. 1999, Mandriota ve ark. 2001, Rafii ve Skobe 2003). Vaskiiler

endotelyal biiyiime faktorii-A, en azindan altt molekiiler izoformda olusan bir heparin
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baglayict glikoproteindir (Ferrara ve ark. 1992, Stalmans ve ark. 2002). VEGF-A,
vaskiiler endotel hiicreleri i¢in giiclii ve ¢ok spesifik bir mitojendir ve anjiyogenez i¢in
gerekli olan olaylarin tiim basamaklarini uyarir (Leung ve ark. 1989, Conn ve ark.
1990), ve birgok tiimorde asir1 eksprese edilir (Dvorak 2002). VEGF-B, VEGFR-1'e
spesifik olarak baglanan iki protein izoformu VEGF-B167 ve VEGF-B186 olarak
bulunur. Bununla birlikte, VEGF-B, VEGF-A ile bir heterodimer olusturarak onun
biyolojik reseptorleri ile olan etkilesimini ve normal fizyolojik etkilerini degistirir.
(Olofsson ve ark. 1996). VEGF-B, kalp, iskelet kas1 ve vaskiiler hiicrelerde yaygin
sekilde bulunurken, biyolojik fonksiyonu belirsizligini korumaktadir (Olofsson ve ark.
1996, Yonekura ve ark. 1999). Ayrica, VEGF-B diizeylerinin gelisme boyunca ve
dogumdan sonra arttig1 ve kardiyak anjiyogenezin progresyonuyla yakindan iligkili
oldugu bildirilmistir (Bellomo ve ark. 2000). VEGF-C, reseptor baglanma yerleri ihtiva
eden VEGF homoloji domaininden olusan bir yapiya sahiptir (Joukov ve ark. 1998).
VEGF-A'nin aksine, VEGF-C'nin ifadesi hipoksi ile diizenlenmez (Enholm ve ark.
1997). VEGF-C'in ekspresyonu, erken gelisme ve timor anjiyogenezi ve lenfojenez
gibi baz1 patolojik olaylarla sinirhidir (Peeper 2001). VEGF-D, c-FOS ile indiiklenen
biiyiime faktorii (FIGF) olarak bilinir ve VEGF-C ile % 61 aymi aminoasit dizisine
sahiptir ve bu biiylime faktorlerinin her ikisi de VEGFR-2 ve -3 olarak adlandirilan
insan endotel hiicrelerindeki ayni reseptorlere baglanirlar (Orlandini ve ark. 1996,
Achen ve ark. 1998, Baldwin ve ark. 2001). VEGF-C ve VEGF-D, embriyogenezin orta
evrelerinde lenfojenezin yani sira anjiyogenezi diizenleyen VEGFR-3’¢ baglanir ve
etkinlestirir (Soker ve ark. 1998). VEGF-E'nin reseptorii ile etkilesimi, endotelyal hiicre
biiyiimesini tesvik etmektedir (Ogawa ve ark. 1998). VEGFR-2 iizerindeki VEGF-A
baglanma cebi ile VEGF-E baglanma cebi arasinda bu iki faktor arasinda antagonistik

bir iliski oldugunu gésterecek 6nemli bir ortiisme vardir (Kiba ve ark.2003).

2.9.1lac Direncliligi

Ilag direnci, hastaliklarin farmasotik tedavilere toleransl hale gelmesiyle sonuglanan iyi
bilinen bir olgudur. Bu kavram, ilk olarak bakterilerin bazi antibiyotiklere kars1 direng
kazanmasi {izerine anlam kazandi ancak o zamandan beri benzer mekanizmalar kanser
dahil diger hastaliklarda da goriildii. Tlag direncinin baz1 yontemleri hastaliga 6zgiidiir;

ilag efluks evrimsel olarak korunmaktadir. Baslangicta bircok kanser tiirii kemoterapiye
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duyarli olsalar da, zamanla bu ve diger mekanizmalarla (DNA mutasyonlar1 ve ilag
inhibisyonu ve bozulmay1 tesvik eden metabolik degisiklikler) direng gelistirebilirler.
Kanser ilag¢ direnci, ilag inaktivasyonu, ilag hedef degisikligi, ila¢ efluks, DNA hasar
onarimi, hiicre 6liim inhibisyonu, EMT, dogal hiicre heterojenitesi, epigenetik etkiler
veya bu mekanizmalarin herhangi bir kombinasyonundan etkilenen karmasik bir
fenomendir. Mevcut paradigma, kombinasyon tedavisinin en iyi tedavi segenegi
oldugunu ¢iinkii ila¢ direncinin gelismesini énlemesi ve herhangi bir ilacin kendinden
daha etkili olabilmesi i¢in en iyi tedavi segenedi olmasi gerektigini belirtmektedir
(Sarkar, ve ark. 2013, Sarkar ve ark. 2014, Heerboth ve ark. 2014). Bu nedenle,
kanserlerde artan ilag direnci prevalansini gidermek i¢in bu sekilde tedavi rejimleri
diisiiniilmeli ve gelistirilmelidir. Kanser progenitdr hiicreleri ¢ogu zaman ilaca
direnclidir. Bu Oncii hiicreler hastalarda goriiniliste remisyona devam edebilir ve
metastaz sirasinda duragan kalabilir veya diger bolgelere go¢ edebilir. Boylece, kanser
oncil hiicreleri 6zglin timor bolgesinde veya uzak organlarda kanser niiksetmesine
neden olabilir. Antikanser tedavisinin gelistirilmesindeki bir sonraki adim, boyle kanser
onciil hiicrelerinin ortadan kaldirilmasini hedef almalidir. Ek olarak, ilaca direngli
kanser hiicrelerinin kii¢iikk bir niifusunun varligi, ele alinmasi gli¢ olan bagka bir
karmasiklik ortaya koymaktadir (Parkin ve ark. 2013). Ilaca direngli bu kanser hiicreleri,
remisyon sonrast kanser niiksetmesine katkida bulunur. Bu nedenle, kanser ilag
direncinin altinda yatan mekanizmalar1 anlamaya yonelik ¢abalari siirdiirmek ve mevcut

tedaviye yanit vermeyen kanserlerin tedavi seklini belirlemek 6nemlidir.

2.9.1.11a¢ efluks mekanizmasi

Kanser ila¢ direncinin en ¢ok ¢alisilan mekanizmalarindan biri de efluksi arttirarak ilag
birikimini azaltmaktir. ATP baglayic1 kaset (ABC) tasiyic aile proteinlerinin iiyeleri bu
ilag atilimin1 miimkiin kilar ve saglikli hiicrelerin plazma membranlarinda 1yi ¢alisilan
onemli regiilatorlerdir. ABC tasiyicilari, yalnizca insan hiicrelerinde degil cesitli
hiicrelerde ¢esitli maddelerin tasinmasi icin islev goren tiim filumlarda bulunan
transmembran proteinlerdir. Tasiyicinin yapist proteinden proteine degismesine ragmen
(6rnegin, insanlarda ABC ailesinin 49 taninmis iiyesi vardir) olduk¢a korunmus bir
niikleotid baglanma domaini ve daha degisken bir transmembran domain olmak iizere

hepsi iki farkli domainin varlig: ile siniflandirilmistir (Chang ve ark. 2001). Belirli bir
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substrat transmembran domaine baglandiginda, niikleotid baglanma bolgesindeki ATP
hidrolizi, konformasyonda bir degisiklik meydana getirir ve substrati hiicrenin disina
iter. Bu efluks mekanizmasi, toksinlerin hiicre i¢inde asir1 birikiminin 6nlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir (Sauna ve ark. 2001). Sasirtici olmayan bir sekilde, ABC
tastyicilart karacigerin ve bagirsagin epitelinde yliksek derecede eksprese edilir; burada
proteinler, ilaglari ve diger zararli molekiilleri safra yoluna ve bagirsak liimenine
pompalayarak viicudu korur. Ayn1 zamanda kan-beyin bariyerini korumada biiyiik bir
rol oynarlar (Schinkel ve ark. 1994, Borst ve ark. 2002).

ABC tastyicilart yoluyla efluks normal bir fizyolojik siirecken, kanser hiicrelerinde
bilinen bir ila¢ direnci mekanizmasidir. Coklu ilag direnci protein 1 (MDR1), ¢oklu
ilaca direngle iligkili protein 1 (MRP1) ve meme kanseri direnci proteini (BCRP) olmak
lizere li¢ tastyici bir¢ok ilaca direncli kanserde rol oynar. Her ii¢ tasiyici genis substrat
araligina sahiptir ve vinca alkaloidleri, epipodofilotoksinleri, antrasiklinleri, taksanlari
ve kinaz onleyicilerini i¢eren bir¢ok ksenobiyotik maddeyi hiicrelerden disar1 atabilirler.
Boylece kanser hiicrelerini pek ¢ok birinci basamak kemoterapiden korur. P-gp iireten
MDR1, tiim tasiyicilar arasinda ilk belirlenen ve c¢okga calisilan bir tasiyicidir
(Gottesman ve ark. 2002, Szakas ve ark. 2004, Hilgendorf ve ark. 2007). Kolon,
karaciger ve bobrekteki MDRI1 geninin normal ekspresyonu, bu dokular
kanserlestiginde artar. Ilging bir sekilde bir ¢alismada, doksorubisin ile yapilan
tedavinin, akciger kanseri hiicrelerinde MDR1 ekspresyonunda biiyiik bir artiga neden
oldugu gosterilmisken, normal akciger hiicrelerinde ekspresyonda belirgin bir degisiklik
gozlenmedigi gosterilmistir (Abolhoda ve ark. 1999). Bu da MDR1 asir
ekspresyonunun hem intrinsik hem de kazanilmis mekanizmalarinin bulundugunu
diisiindiirmektedir. Normalde MDRI1'1 ifade etmeyen, akciger, meme ve prostat
hiicreleri gibi dokular, ilgili tagtyicilarin MRP1 veya BCRP'nin ekspresyonundan dolay1
ilaca direncglidir. BCRP normal hiicreleri ksenobiyotik gibi toksinlerin etkilerinden
korur, heme ve folat homeostazin1 korur ve kok hiicrelerde eksprese edilir. Cesitli
kanser tiirlerinde yapilan bir¢ok ¢alisma, bu tasiyicilarin tiimor hiicrelerinde artmis
ekspresyonunun koti klinik sonuglarla iliskili oldugu gosterilmistir. Bir ndroblastom
calismasinda, yiiksek MRP1 ekspresyon diizeylerinin zayif klinik sonuclar ile anlamli
korelasyon gosterdigi bulundu (Haber ve ark. 2006). Benzer sekilde, BCRP'nin

ekspresyonu, kiiciik hiicreli akciger kanseri hastalarinda ilag yanitini ve sagkalim
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oranlarint ongoriiyordu. Bazen, ila¢ efluksini gefitinib gibi bir BCRP inhibitor ilaci
kullanarak azaltmak miimkiindiir. Bu 6zel ilag, BCRP'nin tastyic1 fonksiyonunu bloke
etmek, ilag direncini tersine gevirmek tizere islev goren bir tirozin kinaz inhibitoriidiir
(Yanase, ve ark. 2004). Dogrudan BCRP'yi inhibe etmek i¢in az sayida bilesik tespit
edilmesine ragmen, Ostrojenin BRCP’nin ifadesini diizenlemede biiyiik bir rol oynadig:
aciktir. Bir c¢alisma, 17b estradiolin meme kanseri hiicrelerinde BCRP'nin
ekspresyonunu downregiile ettigini ve boOylece kanser hiicrelerinde kemoterapotik
ilaglarin konsantrasyonunun arttigin1 gosterdi (Doyle ve ark. 1998). Genel olarak, bu
transkriptlerin inhibisyonu, kanser hiicrelerinin ilag tedavilerine hassaslagmasina

yardimci olabilir.

Bir ilacin etkinligi, molekiiler hedefi ve bu hedefin degisimleri, 6rnegin mutasyon veya
ekspresyon seviyelerinin modifikasyonlar1 tarafindan etkilenir. Kanserlerde, bu tiir
degisiklikler sonucta ilag¢ direncine yol agabilir. Kinazlar gibi sinyal molekiillerinin
yapisal aktivasyonu hiicre dongiisiinii kontrol dis1 birakir ve kansere neden olur. Buna
ek olarak, bu proteinler ayrica P-gp ekspresyonunu diizenler ve boylece ilag direncinin
gelismesini saglamak icin ortami modiile edebilir. Ostrojen, ER-pozitif meme kanseri
hiicrelerinde P-gp protein sentezini downregiile eder ancak ER-negatif meme kanseri
hiicrelerinde veya doksorubisine direngli ER-negatif yumurtalik kanseri hiicrelerinde bu
gecerli degildir (Imai ve ark. 2005, Mutoh ve ark. 2006). Tersine, reseptor tirozin
kinazlarin downstream yolaginda hareket eden HRas, c-Raf, MEK /2, ERK 1/2 gibi
MAPK vyolunda yer alan proteinlerin asir1 ekspresyonu, P-gp ekspresyonunu arttirir.
Ekstraseliiler sinyal diizenleyen kinaz (ERK) yolagmin inhibitérleri P-gp
ekspresyonunu downregiile ederken EGF ve FGF gibi biiylime faktorleri arttirir
(Katayama ve ark. 2007). ilging bir sekilde, pek cok sinyal proteinini stabilize eden bir
saperon protein olan HSP90'n inhibisyonu, P-gp'yi downregiile eder (Fukuyo ve ark.
2010). Genel olarak, bu sonuglar, P-gp ekspresyonunun ve stabilitesinin sik1 bir sekilde
diizenlendigini ve tiimor hiicresi progresyonuna avantajli oldugunu diisiindiirmektedir.
Kanserlerde siklikla aktive olan bu kanserojen kinazlar1 hedef almak, P-gp
ekspresyonunu azaltmada ve kanser hiicrelerini diger ilaglara hassaslagtirmada yararl
olabilmektedir. Bir baska antikanser ilag hedef sinyal kinazlari epidermal biiyiime
faktori reseptorii (EGFR) ailesinin iiyeleri ve Ras, Src, Raf ve MEK gibi kinazlar isaret

eder. Bu kinazlarin bir kismi belirli kanserlerde yapisal olarak aktiftir ve bu kontrolsiiz
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hiicre biiyiimesini tesvik eder. Cogu durumda, mutasyonlar bu kinazlarin asir1
aktivasyonuna neden olur. Bununla birlikte, bazen ayn1 etki, gen asir1 ekspresyonundan
kaynaklanir. EGFR ailesinde bir reseptor tirozin kinaz olan insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii 2 (HER2) meme kanseri hastalarinin %30'unda asir1 eksprese edilir
(Holohan ve ark. 2013) ve bu kinazi1 hedefleyen inhibitorlerin uzun siireli kullanimindan

sonra ilag direnci ortaya ¢ikabilir (Slamon ve ark. 2001).

2.10. Palladyum (IT) Bilesigi Yapis1 ve Kanser Tedavisindeki Yeri

Gliniimiizde, o6zellikle tedavi imkanlar igerisinde ilk sirayr alan kemoterapi, mevcut
ilaglar c¢ercevesinde yetersiz kalmakta ve bircok kanser tiiriinde etkin bir tedavi
saglanamamaktadir. Bu nedenle son yillarda yapilan kanseri Onleyici yeni ilag
gelistirme ¢alismalar1 heyecan ve umut vaadeden bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ozellikle kanser tedavisinde metal bilesiklerin cok cesitli tiimor hiicre soylarma kars
umut verici etkilerinden dolayi ilag olarak kullanimi yayginlasmistir (Abu-surrah ve ark.
2008, Ferraz ve ark. 2009, Garoufis ve ark. 2009, Ulukaya ve ark. 2011a,b). Pt ve Pd
gibi metal bilesigi iceren antikanser ajanlarin DNA’da iplikler arasi ¢apraz baglarin,
DNA kalintilarinin olusumuna yol agarak sitotoksik ve apoptotik aktiviteyi modiile
ettigi bildirilmektedir (Zhu ve ark. 2009). Bu metal bilesiklerden olan Pd; antifungal,
antiviral, antitimor ve antibakteriyal etkilere sahiptir. Bu yapidaki kimyasallarin suda
kolay c¢oziinebilmeleri, membranlardan kolayca gecip ve hiicre igerisine DNA’ya
baglanabilmeleri, ayrica yan etkilerinin daha az olmasi tercih edilmelerine neden
olmaktadir (Abu-Surrah ve ark. 2008). Ayrica yapilan ¢alismalarda Pd (II) bilesiklerinin
kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii arttirarak apoptozise neden olduklar1 gosterilmistir
(Keter ve ark. 2008, Guney ve ark. 2011a, Ferraz ve ark. 2011, Miklasova ve ark. 2009).
Pd (1) bilesiklerinin bu sitotoksik etkiyi DNA’da yiiksek diizeyde hasarlar olusturarak
yaptiklar1 da goriilmiistiir (Miklasova ve ark. 2009). Cisplatin gibi metal bazli ilaclarin
metal merkezleri pozitif ylikliidiir ve DNA gibi negatif yiiklii biyomolekiillere baglanma
yetenegine sahiptirler. Hem Pt (II) hem de Pd (II) bilesiklerinin DNA ile
etkilesimlerinin mekanizmalar arastirilmis ve DNA’y1 iki farklt mekanizma tizerinden
etkiledikleri anlasilmistir. Birinci mekanizma, Pt (II) veya Pd (II) iyonlarmin DNA
sarmalindaki amino uglarina baglanmasina ve bir koordinasyon molekiilii olusturmasina

dayanmaktadir. Kii¢iik hacimli Pt (IT) veya Pd (II) bilesikleri DNA'y1 olusturan piirin
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bazlar1 guanin ve adenin ile etkilesir ve bu uglardan DNA sarmalina baglanirlar. Pt (IT)
veya Pd (Il) iyonlarinin DNA’ya baglanmasi sonucunda, hiicre boliinmesi sirasinda
DNA sentezi imkansiz hale gelir ve DNA'sin1 tamir edemeyen hiicre oliir (Petrovic ve
ark. 2007). Ikinci mekanizmada ise, biiyiik hacimli ligandlarin bagl oldugu Pt (II) veya
Pd (IT) bilesikleri DNA ¢ift sarmalinda araya girer (interkalasyon) ve DNA’ya hidrojen
baglariyla baglanarak hiicre boliinmesini durdurur (Howe-Grant ve ark. 1976, Petrovic
ve ark. 2007). Pd bilesigi DNA'y1 esit olmayan iki par¢aya ayirir ve hafif DNA pargasi
yerine agir pargaya giiclii bir sekilde baglanir (Mansouri-Torshizi ve ark. 2008). Yapilan
calismalar Pt (II) bilesikleri gibi DNA‘da yiiksek diizeyde hasar olusturdugunu ve
apoptozisi indiikledigini gostermistir (Keter ve ark. 2008, Miklasova ve ark. 2009).
Ulukaya ve ark. (2011b) yaptigi calismada ise Pd (II) bilesiginin apoptozisi DR4 ve

DRS5 isimli apoptozis 6liim genleri iizerinden indiikledigi bulunmustur.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan [PdCl(terpy)](sac).2H20] olarak formiile edilen Pd (II)
bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliimii Prof. Dr. Veysel Turan
Yilmaz ve ekibi tarafindan sentezlenmis, karakterizasyonu yapilmistir. Pd (II) bilesigi
sentezinde Pd (II) iyonlari; barbitiirik asit, CI- ve su ile koordinasyonu sonucu

olusmaktadir. Pd (IT) komplesinin agik yapisi asagida verilmistir (Sekil 2.12).

(]

N -2H,0

Sekil 2.12. Pd(II) bilesiginin kimyasal yapisi
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Hiicre kiiltiirii 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

-Fotal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), Gibco, New York, ABD

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

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

- Endotelyal hiicre biiyiime tamamlayicist 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, Israil

- Palladyum (II) bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii

- Klorokin, Sigma, Almanya

- Canertinib (C1-1033, PD-183805) BioVision,ABD

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

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

- Dimetil siilfoksit (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

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

- Antioksidan (invitrogen, 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, Invitrogen, 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)

- B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany)

3.1.2. Sarf malzemeler

-25cm?, 75¢m? ve 150cm?’lik flasklar, Orange Scientific, Braine-1’ Alleud, Belgium
-6, 24 ve 96 kuyucuklu pleyt, Orange Scientific, Braine-1’Alleud, Belgium

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

-10ul’lik pipet uglar1, SSIBIO,California, ABD

-100ul’lik pipet uglari, SSIBIO,California, ABD

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

-0,5 ve 1.5 mI’lik santrifijj tiipleri, SSIBIO,California, ABD
-Kriyovial, ATS

-10 ve 25 ml’lik serolojik pipet, Sarstedt Niimbrecht GERMANY
-2 mI’lik cam pastor pipetler, Marienfeld Lauda-Konigshofen, Almanya
-Invazyon testi icin insert, 0.8 mikron por genisligi, transparan pet membran, 24 kuyulu
pleyte uyumlu, Corning, New York, ABD

-Matrijel, Corning Costar, New York, ABD

- Thoma lami1, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
3.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-Luminometre (FLx800 Mikroplate Floresans Okuyucu)

-I-Blot jel transfer cihazima (Invitrogen, CA, USA)

-Muse Cell Analyzer Cihazi, Merck

-CO2 inkiibatdrii, Sanyo, Japonya

-Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya

-Buharl sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

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

-0,5-5ml pipet, Brand

-10ml pipet, Eppendorf

-5-5ul Transferpipet, Thermo Scientific

41



-Pipet boy, ISO fill

-20-200pul Transferpipet, Brand, Almanya

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre kiiltiiri

Deneylerde kullanilan HCT-15 ve HT-29 insan kolon kanser hiicre soylari
Dr.Konstantinos Dimas (Thessally Universitesi) araciligiyla temin edilmistir. MDCKII
(The Madin—Darby canine bobrek) dogal hiicre soyu ve BRCP1, MRP1 transfekte
edilmis insan ve fare hiicre soylart ve MDRRI1 insan hiicre soyu Dr. Alfred Schinkel
(Hollanda Kanser Enstitiisii) tarafindan temin edilmistir. HUVEC hiicreleri Amerikan

Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den temin edildi (Manassas, Virginia, ABD).

3.2.2. Kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

HT-29 hiicreleri Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) besiyeri (Gibco, ABD)
icine %10 Fetal sigir serumu (FBS) (Gibco, ABD), %1 Penisilin-Streptomisin (P/S)
soliisyonu (Gibco, ABD) VE %1 Minimum essential medium Non-Essential Aminoasit
(MEM-NEAA) (Gibco, ABD), eklenmesiyle olusturulan besiyeri i¢inde kiiltiire edildi.
HCT-15 hiicreleri ise %5 FBS ve %1 P/S, L-glutamin ve %1 MEM-NEAA igeren
RPMI-1640 besiyeri igerisinde biiyiitiildi. MDCKII transport hiicreler1 (MDCKII-
mBRCP, MDCKII-hBRCP, MDCKII-mMRP, MDCKII-hMRP, MDCKII-MDR1) 1:1
oranindaki Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ve Ham’s F12
(DMEM/F12) (Gibco, ABD) besiyeri icine %10 FBS ve %1 P/S soliisyonu
eklenmesiyle olusturulan besiyeri i¢inde kiiltiire edildi. HUVEC hiicreleri ise F-12K
(Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium) (ATCC, ABD) besiyeri igerisinde %10
FBS ve %]1 P/S soliisyonu 0,1 mg/ml final olacak sekilde heparin sodyum tuzu (Sigma
Aldrich, ABD), 0,03mg/ml endotelyal hiicre biiyiime tamamlayicis1 (ECGS) (Sigma
Aldrich, ABD) eklendi.

3.2.3. Palladium(II) terpiridin sakkarinat bilesiginin [PdCI(terpy)](sac).2H20],
Klorokin ve Canertinibin Hazirlanmasi
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Uludag Universitesi Kimya Boliimii tarafindan yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin ana
stogu 2 mM olacak sekilde Sml molekiiler biyoloji su icerisinde hazirlandu.

3.2.4. Hiicre soylarimin stoktan cikartilmasi

Donmus haldeki stok hiicreleri ¢ogaltmak icin, kriyovialler igerisinde bulunan hiicre
stoklar1 -80 °C’deki buzdolabindan alindi ve hizli bir sekilde sicak su banyosunda
¢oziildii. Coziilen hiicre siispansiyonu; 5ml olacak sekilde %10 FBS ve %1 P/S iceren
RPMI besiyeri bulunan 15ml’lik santrifiij tiipline alindi. Santrifiij tiipii 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilen hiicrelerden siipernatant kismi uzaklastirilarak ve hiicre peleti 1
ml besiyeri ile sulandirilarak hiicrelerin siispansiyon haline gelmesi saglandi. Hiicre
siispansiyonu igerisinde Sml besiyeri bulunan 25cm?’lik hiicre kiiltiirii kaplar1 (Thermo
Scientific, USA) igerisine alinarak 37°C’ye ayarli, %5 CO3 igeren inkiibatorde inkiibe
edildi.

3.2.5. Hiicre soylarmin pasajlanmasi

Hiicreler %80-90 aras1 yogunluga ulastiklarinda hiicre pasajlama islemi gergeklestirildi.
Oncelikle flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildi. Ardindan, hiicre artiklarindan ve
besiyeri icerisinde bulunan serumdan uzaklasmak amaciyla 25 cm?’lik flaskin icerisine
1X PBS’ten (Sigma-Aldrich, ABD) 2 ml ilave edildi (75 cm?lik flask icin 4 ml) ve
flask ylizeyi PBS ile yikandi. Daha sonra PBS uzaklastirild1 ve hiicreleri yapistiklar
yiizeyden kaldirmak amaciyla %0.05 Tripsin-EDTA soliisyonundan (Gibco, ABD) 0,5
ml eklendi (75 cm?’lik icin 1 ml) ve hiicreler yaklasik 5 dakika inkiibator igerisinde
bekletildi. Flask yiizeyinden ayrildiklar1 mikroskop ile belirlenen hiicreler, tripsinin
hiicre membranina zarar vermesini engelemek amaciyla, uygulanan tripsinin yaklasik on
kat1 bir miktarla yikanarak 15 ml’lik falkonlara aktarildi ve 1000 rpm devirde 5 dakika
santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 slipernatant kismi uzaklastirildi ve hiicre peleti hiicre
yogunluguna ve hiicrelerin biiyime hizina gore uygun miktarda besiyeri ile
sulandirilarak yeni bir 75 cm?lik flask icerisine aktarildi ve hiicreler istenilen
yogunluga (sayiya) ulagincaya kadar 37°C’de, %5 CO2 igeren ortamda inkiibasyona
birakildi.

3.2.6. Hiicre stoklanmasi
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Hiicre soylarinin pasajlanmasi isleminde oldugu gibi belli bir yogunluga ulasan hiicre
soylar flask ylizeyinden %0.05 tripsin-EDTA solusyonu yardimiyla kaldirildiktan sonra
santrifiij edildi. Santrifiij edilen hiicrelerin siipernatant kismi atilarak pellet iizerine
hiicre yogunluguna gore hiicre dondurma besiyeri (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml
DMEM) eklendi ve pipetaj yapilarak hiicrelerin tek tek dagilmasi saglandi. Isiga hassa
olan hiicre dondurma besiyeri ile siispanse edilen hiicreler her bir kriyovial basma 1-
1,5ml olacak sekilde paylastirildi ve kriyovialler -80°C’ye kaldirildi.

3.2.7. Hiicrelerin sayimm

Tripsin-EDTA soliisyonu yardimiyla flask yiizeyinden ayrilan hiicreler, 15ml’lik falkon
tii igerisinde 1000rpm 5dk sanrifiij edildikten sonra, siipernatant kismi atilir. Hiicre
pelletinin  yogunluguna gore besiyeri ile pellet sulandirilir. Bu olusan hiicre
stispansiyonundan 10 pl alinarak ve 96 kuyucuklu bir hiicre kiiltiirii kabinin bos bir
kuyusuna eklendi. Uzerine 10 pl tripan mavisi (Biological Industries, Israil) eklendi ve
pipetaj yapilarak karismalari saglandi. Ardindan bu karisimdan 10 pl alinarak thoma
lamina ¢ift tarafli olarak aktarildi ve mikroskopta bu lam {izerinde bes alanda hiicre
sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile carpilarak 1 ml besiyerinde ne
kadar hiicre oldugu hesaplandi.

3.2.8. Sulforhodamine B (SRB) hiicre canhlik testi

Sulforhodamine B (SRB) testi 1990 yilindan beri hiicre protein iceriginin dl¢limiine
dayanan hiicre canliligi/yogunlulugunu belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir
(Skehan ve ark. 1990). Bu metod asidik kosullar altinda proteinlere stoikiometrik olarak
baglanan SRB boyasinin 6zelligine dayanir. SRB, asidik kosullar altinda bazik amino
asit kalintilarina baglanan ve bazik kosullar altinda ayrisan iki siilfonik gruba sahip
parlak-pembe bir aminoksanten boyadir ve bagli boyanin miktari hiicre kiitlesini temsil
eder (Lillie 1977).

Bu metot 96 kuyucuklu pleyt i¢inde yapisan hiicrelerde bilesiklerin toksisite taramasi
icin optimize edilmis bir yontemidir. Bu amacla inkiibasyon periyodundan sonra
hiicreler %50 (w/v) soguk trikloraasetik asit (TCA) ile fikse edilir ve 30 dk %1 asetik
asit i¢cinde %0,4 (w/v) SRB ile boyanir. Fazla boya 5 kere %1 (vol/vol) asetik asit ile
yikanarak uzaklagtirilir. Protein baglayici boya 10 mM Tris baz soliisyonu ile ¢oziiliir ve
optik yogunluk (absorbans) 564 nm dalga boyunda spektrofotometre ile 6l¢iiliir (Sekil
3.1).
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SRB testi

Tedavisonucunda
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Kanser hiicreleri 3x10° %50°lik TCA ile
Hiicre/kuyu hiicreler fikse edilir
= 100uM Tris baz
<y 10k sseseee 30dk
Absorbans 564nm soliisyonu eklenir
(10mM)

Her kuyuya S0ul SRB
boyasi eklenir

Sekil 3.1. SRB testinin uygulanmasi (Houghton ver ark. 2007 degistirilerek alinmistir)

Calismada, kullanilacak olan bilesiklerin hiicre proliferasyonuna bir etkisi olup
olmadig1 SRB canlilik testi ile olgiildii. Tlk olarak HCT-15 ve HT-29 kolon kanser
hiicreleri 5x10% hiicre/kuyu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda ekildikten sonra bir
gece yapigmalar1 beklendi. Uygun doz se¢imi yapabilmek amaciyla hiicreler, Pd (II)
bilesigi ile 7 farkli konsantrasyonda (1,56-100 uM) 24 ve 48 saat siireyle muamele
edildi. Kullanilacak olan otofaji inhibitorii klorokin (CQ) (Sigma, Almanya) ise 1,56-
100 puM doz araliginda 24 saat siireyle hiicrelerle muamele edildi. Epidermal biiyiime
faktorii reseptorii Canertinib (BioVision, ABD)ise 0,5-100 uM doz araliginda 24,48,72h
hiicrelerle muamele edildi. Hiicrelerde, pozitif kontrol olarak kullanilan 5-fluorouracil
(5-FU) olimiin pozitif kontrolii olarak kullanildi ve farkli konsantrasyonlarda (2,7-
173uM) hiicrelere 24 ve 48 saat silireyle muamele edildi. Kor i¢in ayrilan kuyular
icerisine ise 200 pl besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, istenilen tedavi siireleri

boyunca 370C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildu.

Ayrica Pd(II) bilesigi ve 5-FU tedavisi tek baslarina ve otofaji ve EGFR inhibitorii ile
kombine kullanilarak kombinasyonun hiicre canliligi {izerine etkisi olup olmadigi
incelendi. Doz cevap ¢aligsmalar1 sonucunda ve yapilan literatlir taramasina uygun

olarak CQ ve canertinib inhibitorii i¢in 24 saat muamele siirecinde toksik olmayan
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uygun doz sirasiyla 10 ve 5uM olarak belirlendi. Pd (II) bilesigi ve 5-FU ile yapilan
tedavi sonucunda, inhibitorlerle yapilacak olan kombinasyon c¢alismalart igin SRB
canlililik metoduna gore 24 saat siiresinde hiicreler icin yine toksik olmayan doz olarak

sirastyla 6,25 ve 10,8uM dozu segildi.

Otofaji ve EGFR inhibitorleriyle yapilacak olan kombinasyon g¢aligmalari icin 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarida 3x10° hiicre/kuyu ekildi Ertesi giin kombinasyon
kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II)
bilesigi 6,25uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU 10,8uM, Pd(II) bilesigi ve
CQ kombinasyonu ve 5-FU ve CQ kombinasyonu i¢in CQ 10uM uygulandi. 24 saatlik
uygulamanin ardindan, kuyudan bilesikler ¢ekilerek, kombinasyon kuyularina uygun
sekilde hiicreler 24 saat siiresince Pd (II) komplesinin 6,25 pM dozu, 5-FU 10,8uM

dozu ve canertinib SpM dozu tedavi edildi.

Ayni sekilde HUVEC endotelyal hiicreleri ve MDCKII transport hiicreleri (MDCKII-
mBRCP, MDCKII-hBRCP, MDCKII-mMRP, MDCKII-hMRP, MDCKII-MDR1) 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarmda 3x10° hiicre/kuyu ekildi Ertesi giin kombinasyon
kuyularma 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II)
bilesigi 6,25uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU 10,8uM, Pd(II) bilesigi ve
CQ kombinasyonu ve 5-FU ve CQ kombinasyonu i¢in CQ 10uM uygulandi. 24 saatlik
uygulamanin ardindan, kuyudan bilesikler ¢ekilerek hiicreler 24 saat siiresince Pd (II)

komplesinin 6,25 uM dozu, 5-FU 10,8uM dozu ve canertinib SuM dozu tedavi edildi.

Tedavi siireleri sonunda her bir kuyuya fiksasyon i¢in 50ul TCA eklendi ve yaklagik bir
saat +4°C de birakildi. Fiksasyon sonunda kuyular distile su ile en az 5 kere yikandi ve
pleyt kurumaya birakildi.. Ardindan SRB boyasi her bir kuyuya 50ul olacak sekilde
eklendi ve 30dk karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda fazla boyanin
uzaklastirilmas: i¢in %1 asetik asit ile kuyular yikandi ve pleyt tekrar kurumaya
birakildi. SRB boyasinin ¢oziilmesi i¢in her bir kuyuya 150ul 10 mM Tris baz
soliisyonu eklendi ve en az 10dk calkalayicida boyanin ¢dziinmesi beklendi. Olusan
renk siddeti 564 nm dalga boyunda ELISA “microplate” okuyucusunda (FLASH Scan
S12, Analytik Jena, Almanya) 6lgiildii ve elde edilen Optik Dansite (O.D) degerleri
kullanilarak yiizde canlilik hesaplamasi yapildi.
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Canhlik hesab1 (%): Tedavi edilen hiicrelerin canliliklar1 tedavi olmamis kontrol
hiicreleri referans alinarak hesaplanacak ve bu deger %100 canlilik olarak
belirlenecektir. Tiim bu degerler ile asagidaki formiil kullanilarak hiicrelerde tedavi

stiresi sonunda olusan % canlilik oranlar1 hesaplanacaktir.

% canlilik hesaplamasi:

Tedavi grubu x 100

Kontrol ortalamasi
3.2.9. Anneksin-V boyama metodu

Normal de plazma membraninin fosfolipidleri asimetrik olarak dagilmislardir.
Fosfotidilkolin (PC) ve sfingomyelin gibi kolin iceren lipitler dig membranda yer
alirken, fosfotidiletanolamin (PE) ve fosfotidilserin (PS) gibi aminofosfolipitler i¢
membranda daha yogun sekilde bulunur. Fosfotidilserin ¢ogu hiicrede yalnizca ig
kisimla sinirlandirilmistir.  Fosfolipit asimetrisinin kayb1 ve fosfotidilserinin agiga
cikmasi ilk olarak apoptotik lenfositlerde gosterilmistir (Fadok ve ark. 1992a, Schlegel
ve ark. 1993, Mower ve ark. 1994), fakat bu bulus nétrofil, tiimdr hiicre soylari, diiz kas
vaskiiler hiicreleri, spermatogonium ve Jurkat T hiicreleri ve bunlarin sitoplazmalarinda
da kanitlanmistir (Fadok ve ark. 1992b, Bennet ve ark. 1995, Homburg ve ark. 1995,
Martin ve ark. 1995a, 1996, Shiratsuchi ve ark. 1997). PS salinimi, sadece apoptotik
cisimciklerin fogositler tarafindan taninip atilmasini degil ayn1 zamanda anyonik lipit
baglayici protein annexin V i¢in baglanma bdlgesi saglamaktadir. Anneksin-V, hiicrenin
dis ylizeyine transloke olan PS’ye baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir
madde (6rn. V-Cy3,FITC gibi) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler goriiniir hale getirilir
ve floresan mikroskobu ile incelenebilir (Sekil 3.2).

Anneksin V-Cy3 apoptoz boyama/belirleme kiti, Anneksin V-Cy3, SYTOX yesil boya
ve tampon c¢ozelti icerir. SYTOX yesil boyast canli ve apoptotik hiicrelere karsi
gecirimsizdir fakat hiicresel niikleik asitlere baglanarak yogun yesil floresan ile nekrotik
hiicreleri boyar. SYTOX yesil boya, sadece membran hasarli hiicrelere girebilen,
dolayistyla tiim 6li hiicreleri (primer nekrotik veya ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik)
boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disari
atilmaktadir. Primer nekrozis yani hiicre hacminin artmasi toksik kosullar altinda

gerceklesen klasik oliim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente
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niikleus ile karakterize olup, apoptozisin ge¢ sathasidir. Hiicre kiiltiirii ortaminda
apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt (erken apoptozda) olmasina ragmen
daha ileri donemlerde ge¢ apoptoz/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin membran
biitiinliikleri bozulmaktadir. Bu nedenle hiicreler membran biitiinliiklerinin bozulmasi
ile non-vital boyalar olan SYTOX veya Propidyum iyodiir (PI) ile boyanmaya

baslarlar.

Tampon c¢ozelti iginde hazirlanan Anneksin V-Cy3 ve SYTOX yesil boya ile hiicre
popiilasyonu boyandiktan sonra, apoptotik hiicreler kirmizi floresan, 6lii hiicreler yesil
floresan gosterir ve canli hiicreler ise az ya da hi¢ floresan gostermez. Bu populasyonlar
kolaylikla FITCH ve rhodamine filtreleri kullanilarak ayirt edilebilir. Bu test apoptoz
baslamasi ile birlikte memebran fosfolipitlerin yer degistirmesi ile i¢ ylizde yerlesmis
olan PS molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine transloke olmasi prensibine dayanir.
Hiicre ylizeyinde PS, floresan madde isaretli anneksin V ile boyanarak belirlenir. Canli
hiicreler; Cy3-/SYTOX-, erken apoptotik hiicreler; Cy3+/SYTOX - ve ge¢ apoptotik
veya nekrotik hiicreler; Cy3+/SYTOX+ boyanirlar ve bu sekilde birbirlerinden ayirt
edilirler (Ulukaya ve ark. 2011)

Anneksin V-PE
Konjugati
Apoptoz

—_—
Pl Fosfotidilserin sahmm
azma
membranm ‘? @
>
Sitoplazma Sitoplazma

Sekil 3.2. Apoptotik hiicrelerde fosfotidil serin translokasyonu (Anonim 2011).
HCT-15, HT-29 kolon kanser hiicreleri 96 kuyucuklu pleytlere 100 ul igerisinde 3x103
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyonu
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takiben Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100 ul igerinde olacak sekilde
24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon kuyularina 24 saat siire ile Pd(II)
bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II) bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5
uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM
dozlar1 uygulandi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda her bir kuyudan tiim besiyeri
(yaklasik 170 ul) uzaklastirilarak Annexin V-Cy3 Apoptosis Kit Plus ( BioVision ABD)
icerigine uygun olarak calisildi. 500 ul tampon ¢ozelti igerisine 5 pul Anneksin-V-Cy3
ve 1 pl SYTOX vyesil boyast pipetlendi. Her kuyuya boya karisimindan 30 pL
pipetlenerek yarim saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
tedavilerin hiicrelerde sebep oldugu oliim sekli floresan mikroskop altinda

degerlendirildi.

3.2.10. Akim sitometri analizleri

Flow sitometri tek bir hiicrenin (niiklei, mikroorganizmalar, lateks boncuklart gibi diger
partikiillerin) optikal ve floresan karakteristiklerini 6lgmeye yarar. Floresan boyalar
DNA RNA gibi farkl hiicresel bilesenlere baglanir veya interkale olur. Ayrica floresan
boyalarla konjuge olmus antikorlar hiicre membranlarinda veya hiicre igerisinde belli
proteinlere baglanir. Her bir spesifik antikor FITC, PE, 7-AAD (7- Aminoaktinomisin
D) gibi floresan boyalarla isaretlenmistir. Isaretlenmis hiicreler 151k kaynagindan
gectiklerinde floresan molekiiller daha yiiksek bir enerji durumuna gegerler. Kendi
dinlenme durumlarmma geri dondiiklerinde, yiiksek dalga boyunda florokromlar 11tk
enerjisi yayarlar. Her biri benzer uyarma dalgaboyu ve farkli emisyon dalgaboyundaki
coklu florokromlarin kullanimi, ¢esitli hiicre 6zelliklerinin ayni anda 6l¢iilmesine izin
verir. Propidyum iyodiir, fikoeritrin ve fluoresin gibi siklikla kullanilan boyalardir.
Internal floresan rezonans enerjisi transferi ile ikili boyalar daha uzun dalga boyu ve

daha ¢ok renk olustururlar (Michael Brown ve ark. 2000).

3.2.10.1. Anneksin-V testi

Apoptozis siirecinin karakteristik 6zelliklerinden biri normalde hiicre membraninin ig¢

yiizinde bulunan ve bir membran fosfolipidi olan fosfatidilserinin, membranin dis
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yiiziine transloke olmasidir. Bu siiregte, spesifik hiicresel proteinlerin degredasyonu,
kromatin kondensasyonu ve apoptozun ge¢ evresinde membran biitliinliigiiniin de
bozulmas1 da gozlenmektedir. Fosfatidilserinin translokasyonu, hiicre membran
biitlinliigiiniin bozulmadig1r apoptotik hiicre Oliimiiniin erken donemlerinde meydana
gelmektedir. Anneksin-V, fosfatidilserin i¢in yiiksek affinite ile Ca+2 baglayict bir
proteindir ve FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicreleri goriiniir
hale getirilebilmektedir. Fosfatidilserin molekiillerinin Ca+2 iyonu varliginda
Anneksin-V-FITC komplesi ile baglanmasi sonucu apoptotik hiicre O6liim yiizdesi
belirlenmektedir. Bu ydntemde ayrica 7-Aminoaktinomisin D (7-AAD) boyasi da
kullanilmaktadir. Bu boya DNA i¢in giiglii affiniteye sahip floresans ozellikte bir
kimyasal bilesiktir. Intakt (saglam) hiicre zarindan kolayca gegemez, bu nedenle zar
biitiinliigli bozulmus hiicrelerde (ge¢ apoptotik; nekrotik) ¢ift zincirli DNA‘nin GC
bakimindan zengin bdlgelerine baglanmaktadir.

Boyalarin hangi asamadaki hiicrelerle nasil yanit verdigi asagida 6zetlenmistir;
Non-apoptotik hiicreler: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)

Erken apoptotik hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)

Gec apoptotik hiicreler ve 6lii hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)

Cok fazla niikleer debris: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+)

Bu galisma icin Muse™ Annexin V & Dead Cell Kiti kullamildi. HCT-15 ve HT-29
kolon kanser hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 150x103 hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda Pd(II) bilesigi 6,25
uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100 pl icerinde olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi.
Ertesi glin kombinasyon kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib
kombinasyonu i¢in Pd(II) bilesigi ortamdan cekilerek canertinib 5 pM, 5-FU ve
canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 pM dozlar
uyguland1 Tedavi siireleri sonunda kit bilesenleri oda sicakligina getirildi. Inkiibasyon
sonunda ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15 ml’lik falkonlara toplandi ve
negatif kontrol kuyularinin silipernatanti uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirildi ve
ilgili falkonlara toplandi ve 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve 100 pl %1 FBS iceren besiyeri eklendi ve
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etiketli ependorflara 100ul hiicre siispansiyonu alindi. Bu ependorflara 100ul Muse™
Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi. Orta hizda yaklagik 5 saniye vorteks
yapildi. Karanlik ortamda 20 dk oda 1sisinda inkiibasyon sonunda Muse™ Cell
Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi (Sekil 3.3).

Tim basamaklar 6zetle su sekildedir:

1004 hiicre
slspansiyonunda

etiketli ependroflara Anneksin V Boyama
konulur. analizi gergeklegtirilir.
Hiicreler Annkesin -V &i:;' g-i
Boyamasi yapilmak

S R
20 dk’
Uzere hazirlanir. nkiibasyo
——

Etiketli ependorflara
100yl Anneksin-V
Boyasindan eklenir.

Sekil 3.3. Anneksin-V-FITC Boyama (Anonim 2013a)
3.2.10.2. Mitokondri membran potansiyeli testi

Mitokondride meydana gelecek degisiklikler hiicre metabolizmasi ve stresi hakkinda
bilgi veren onemli belirteglerdendir. Mitokondri apoptozis siirecinde 6nemli bir role
sahip olan regiilatorlerden biridir. Apoptotik yollarin kesistigi bir kavsak noktasi olan
mitokondri aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi)
apoptotik siirecte geri donlislimsiiz noktayr gosterir. Bu yiizden apoptotik uyariyi
takiben, hiicrelerde mitokondriyal biitlinliigiin kayb1 gézlemlenmektedir.

Mitokondri membran potansiyeli testi i¢in, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 150x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C,
%35 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM
dozlar1 100 pl igerinde olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin
kombinasyon kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in
Pd(II) bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu
icin 5-FU ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM dozlart uygulandi. Bu analiz igin
MuseTM Mitopotential Assay Kiti kullanildi. Tedavi siireleri sonunda 6ncelik olarak

kitin bilesenlerinin oda sicaklifina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltlir kaplar
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icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2
ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan
aspire edilerek uzaklagtirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin yilizeyden ayrilmalari
icin 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5
CO?li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ila¢ uygulanan kuyularin
stipernatantlari, 15 ml’lik falkonlara toplandi 800 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve %1 FBS igeren besiyeri ile hiicre
peletleri sulandirildi. Ardindan 95 pl calisma soluyonu eklendi ve kisa bir pipetaj
isleminin ardindan hiicreler 20 dk 370C’de, %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere 5 pL 7-AAD boyas1 eklenerek orta hizda
yaklasik 5 saniye vorteks yapildi ve o6rnekler 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi (Sekil 3.4).

Tiim basamaklar ozetle su sekildedir:
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Sekil 3.4. Mitokondri Membran Potansiyelinin Olgiilmesi (Anonim 2013b).

3.2.10.3. Kaspaz 3/7 testi

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii olan apoptozis siirecinde merkezi bir 6neme sahip

sistein proteazlardir (Riedl ve ark. 2004). Apoptotik sinyal boyunca etkili olan effektor
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kaspazlardan: kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve hiicre 6liimii hakkinda
onemli bilgiler vermektedir.

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 150x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon
sonunda Pd(IT) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlart 100 pl icerinde olacak
sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon kuyularina 24 saat siire ile
Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II) bilesigi ortamdan ¢ekilerek
canertinib 5 puM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU ortamdan ¢ekilerek
canertinibo 5 puM dozlart uygulandi. Tedavi siireleri sonunda oncelik olarak Kkitin
bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltir kaplar
icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2
ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre ylizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan
aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin ylizeyden ayrilmalari
icin 0,5 ml %0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5
CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroskopla
incelendiginde ylizeyden ayrildigi gozlenen hiicreler, tripsinin inhibe olmasi i¢in on kati
besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra
hiicre membranina zarar vermeye baglamasi engellenmis oldu. 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplar igerisindeki hiicre siispansiyonu, ig¢erisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip
igerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire
edildi ve 1 ml’sinde 2x10% - 5x10° hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi. Tedavi
gruplarin1 igeren etiketli ependorflara hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha
sonra kaspaz3/7 ¢alisma sollisyonundan her bir tedavi grubunu igeren ependorflara 5 ul
konuldu. Kisa bir pipetaj isleminin ardindan ependorflar kapaklar1 agik bir seklide
37°C°de, %5 CO2’li ortamda 30dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf
icerisinde hiicre siispansiyonlarina 150 ul DNA’ya baglanabilen 7-AAD eklenerek kisa
bir pipetaj gergeklestirildi. Daha sonra oda sicakligindan karanlikta 5 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra muse cihazinda kaspaz3/7 aktivitesi degerlendirildi (Sekil 3.5)
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Sekil 3.5. Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Olgiilmesi (Anonim 2013c).
3.2.10.4. Gamma H2A.X aktivasyonu ile DNA hasarinin belirlenmesi

DNA molekiilii stirekli olarak genotoksik strese yol acan ¢esitli faktorlerin etkisi
altindadir. Endojen ve ekzojen kokenli pek cok fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktor
DNA zincir kiriklarinin olusumuna neden olan seker-fosfat omurgasinda kirilmalara yol
acar. Ozellikle DNA cift zincir kiriklari, hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak ortaya
cikabilen en tehlikeli lezyon tiirleridir ve bunlarin etkili bir sekilde onarilmasi hiicrenin
saglikli bir sekilde fonksiyonlarini devam ettirebilmesi i¢in son derece Onemlidir.
Ciinkii tamir edilemeyen bu hasar; genomik kararsizlik, kanser gelisimi ve neoplastik
transformasyona yol agan mutasyonlarin olusumuna neden olabilmektedir (Kuo ve
Yang 2008, Podhorecka ve ark. 2010). DNA tamirinin gerceklestigi kromatinlerin
yapisal ve iglevsel birimleri niikleozomlardir. Her niikleozom 147 baz ¢iftinden olusan
DNA zinciri ve bu zincirin etrafinda sarildigi dort ¢ekirdek histonundan her birinin iki
kopyasindan olusur. Niikleozom yapisin1 meydana getiren dort ¢ekirdek histon ailesi
H2A, H2B, H3 ve H4’tiir. H2A histon protein ailesinin de H2A1, H2A2, H2AX ve
H2AZ gibi varyantlar1 vardir. Onemli bir H2A tipi olan H2AX proteini, hiicre ve doku
tipine bagli olarak memeli H2A histon havuzunun %2-25’lik bir boliimiinii olusturur.
Ayrica karboksil kuyruk kisminda son derece korunmus 6zel bir diziye sahip oldugu
icin H2AX proteini, 6karyotlarda 6nemli 6lgiide korunmus olan bir H2A histon tipidir.
Diger H2A histon ailesi {iyeleri gibi, H2AX de fosforilasyon, asetilasyon ve
ubikuitinasyona ugrayarak pek ¢ok hiicresel olayin diizenlenmesini saglar. Hasarl

bolgelerde gorev alan bu histon tipi, DNA hasar tamiri siirecinde anahtar bir rol
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oynadigi icin, hiicre boliinmesi ve biiylimesi, immiino-reseptdrlerin diizenlenmesi gibi
pek cok hiicresel olay, genomik kararsizlik ve DNA hasar tamiri ile ilgili sendromlarla
yakindan iligkilidir (Kinner ve ark. 2008, Rakiman ve ark. 2008). H2AX, DNA hasarina
yanit yollarda gorev alan ilk proteinlerden birisidir. Fosforile olmus H2AX,
gammaH2AX (YH2AX) adi alir ve DNA ¢ift zincir kiriklart olustugunda goriilebilir
niikleer odaklar olusturur. Bu nedenle yH2AX’nin ekspresyonu DNA ¢ift zincir
kiriklarinin tespitinde hassas bir indikatdr olarak son yillarda siklikla kullanilmaktadir.
DNA tamiri gerceklestikten sonra y- H2AX, protein fosfataz 2A tarafindan defosforile
edilir ve boylece hiicredeki y-H2AX seviyesi diizenlenir. Bu nedenle y-H2AX ‘in de
fosforilasyonu DNA tamir ¢aligsmalari i¢in de ¢ok uygun bir parametre olusturur.

v-H2AX ‘in fosforilasyonu belirlemek amaciyla Muse™ H2A.X Activation Dual
Detection Kit kullanildi. Bu amagla 6ncelikle, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri
6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 150x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat
37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8
uM dozlar1 100 pl igerinde olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin
kombinasyon kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in
Pd(II) bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu
icin 5-FU ortamdan cekilerek canertinib 5 pM dozlar1 uygulandi. Tedavi siireleri
sonunda oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan
uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre ylizeyinin
yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra ylizeye
yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco)
sollisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda &rnekler 300g 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda rnekler 1X
PBS ile yikandi. Fiksasyon asamasi igin kit icerigindeki fiksatif kullanilarak 6rnekler
buz lizerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra Ornekler 300 g 5 dk santrifiij edildi ve
supernatantlar atilarak hiicreler permeabilizayon i¢in kit igerisindeki permeabilizasyon
soliisyonu ile 5 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler 300g 5
dk santrifiij edildi ve daha sonra supernatant kismi atilarak kit i¢erisindeki antikorlar ile
hazirlanan ¢alisma soliisyonu ile 30 dk karanlikda oda sicakliginda inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 300g 5 dk santrifiij edildi ve ¢alisma soliisyonu
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ile sulandirilarak DNA hasarinin belirlenmesi lizerine Muse™ Cell Analyzer cihazi ile

Ol¢tim yapildr (Sekil 3.6)
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Sekil 3.6. DNA Hasarinin (y-H2AX) Olgiilmesi (Anonim 2013d).
3.2.10.5. Oksidatif stres belirlenmesi

ROS (Reaktif oksijen tiirleri) normal oksijen metabolizmas: sirasinda az miktarda
olusan siiperoksit radikali (O27),hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OHe
)'dir. ROS, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini
baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli ¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden
olurlar. Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara iirlinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. ROS olusumu
enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO2),
ozon (03) ve azot dioksit (NOz¢), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin
etkisiyle artar ve hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki ederler. Kanser, alzheimer, sepsis, diyabet ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklar gibi ¢esitli patofizyolojik hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Dumont
ve Beal 2011, Pelicano 2014).

Kullanilan Muse® Oksidatif Stres kiti de hiicre i¢i superoksit radikallerini saptayarak
hiicrelerde goriilen oksidatif stres yiizdesi hakkinda bilgi vermektedir. Kit igerigindeki
oksidatif stress solusyonuda hiicrelerdeki ROS seviyesini saptamaktadir. Oksidatif stres
testi i¢cin, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma
150x10% hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda
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inkiibasyon sonunda Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100 pl igerinde
olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi glin kombinasyon kuyularina 24 saat
siire ile Pd(I) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II) bilesigi ortamdan
¢ekilerek canertinib 5 uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU ortamdan
cekilerek canertinib 5 uM dozlar1 uygulandi. Tedavi siireleri sonunda oncelik olarak
kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplari
icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2
ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan
aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari
icin 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanild1 ve hiicreler 370C’de, %5
CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ilag uygulanan kuyularin
siipernatantlari, 15ml’lik falkonlara toplandi 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi hiicre peleti ml’sinde 1x10° -1x10” hiicre olacak sekilde kit icerigindeki
oksidatif stres ¢aligma solusyonu muamele edilerek kisa bir pipetaj isleminin ardindan
30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda &rneklerin &lgiimii Muse™ Cell

Analyzer cihazi ile gergeklestirildi (Sekil 3.7).

Hiicreler Oksidatif
stres miktarinin
belirlenmesi igin uygun
hiicre sayisina gore

hazirlanir
l Oksidatif stres (ROS) miktari
Oksidatif stres akim sitometrisinde
galigma solusyonu degerlendirilir
eklenir

30 dk’
inkiibasyon

Sekil 3.7. Oksidatif Stres Miktarmimn (ROS) Olgiilmesi (Anonim 2014e).

3.2.10.6. PI3K (Fosfatidilinositol 3 kinaz) aktivasyonunun belirlenmesi

Kanser hiicrelerinde sinyal iletimi siklikla sitoplazmik kinazlari (serin/tirozin kinazlar
gibi) tetikleyen reseptor tirozin kinazlarin (RTK) aktivasyonunu igerir. Kanserde dnemli
oldugu saptanan en 6nemli sinyalizasyon yolu arasinda PI3K/ AKT kinaz zinciri yer
almaktadir. Onemli bir sinyal yolu olan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag1 hiicre

siklusunun kontrolii, anjiojenez, farklilagma, hiicre biiyiimesi ve hiicre proliferasyonu,
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metabolizma ve apoptozis gibi siireglerinde énemli role sahiptir (Vara 2004, Jiang ve
Liu 2008) (Sekil 3.8). PKB (Protein Kinaz B)/Akt’in tam aktivasyonu, Thr 308 ve Ser
473’Un fosforilasyonuna ihtiya¢ duyar. PKB/Akt tedavi olan hiicrelerdeki platelet
derivated growth faktér (PDGF), epidermal growth faktér (EGF), insiilin, trombin ve
nerve growth faktor (NGF)’li igeren genis yelpazedeki biiyiime uyaranlari ile aktive
olur. PKB/Akt regiilasyonunda lipid kinaz PI3K gerekmektedir. PI3K’nin aktive edilmis
formlarmin sentezi, PKB/Akt uyarimi ile sonuglanir. PI3K aktivasyonu sonrasi
membran-sinir lipid fosfotidilinositol 3.4,5-trifosfat(PIP3) sentezlenir ve PH alanina
baglanarak 3-fosfatidilinositol bagimli kinaz (PDK1)’e katilir. IP3 ve fosfatidilinositol
3,4-bifosfat, PKB/Akt’in PH alani ile etkileserek PKB/ Akt’1 plazma membranina katar.
PDK1, PKB/Akt’in Thr 308’ini ve PDK2 Akt’in Ser 473’iinii fosforile eder. Her iki
tarafta fosforilize edilen PKB/Akt aktif hale gelir ve hedef proteinleri fosforilize eder.
Diger taraftan mitojen aktive edilmis protein kinaz (MAPK) ve aktive edilmis protein
kinaz 2(MAPKAP-kinaz 2) in vitro olarak Ser 473’1 fosforilize edebilir ve PKB/Akt’in

cesitli hiicresel stres durumlarinda aktivasyonuna yol acabilmektedir (Horowitz ve ark.

2004).
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Sekil 3.8. PIBK/AKT sinyal yolagi (Anonim 2013f).
PI3K ‘in fosforilasyonu belirlemek amaciyla Muse™ PI3K Activation Dual Detection

Kit kullanildi. Bu amagla 6ncelikle, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6 kuyulu
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hiicre kiiltiir kaplarina 150x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5
CO2’1i ortamda inkiibasyon sonunda Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlari
100 ul icerinde olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon
kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II)
bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-
FU ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM dozlar1 uygulandi. Tedavi siireleri sonunda
oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre
kiltiir kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklagtirmak
amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi
saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml %0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu
kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ornekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda 6rnekler 1X PBS ile
yikandi. Fiksasyon asamasi i¢in kit icerigindeki fiksatif kullanilarak Ornekler buz
tizerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra 6rnekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi ve
supernatantlar atilarak hiicreler permeabilizayon i¢in kit igerisindeki permeabilizasyon
soliisyonu ile 5 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler 300 g’de
5 dk santrifiij edildi ve daha sonra supernatant kismi atilarak kit i¢erisndeki antikorlar
ile hazirlanan ¢alisma soliisyonu ile 30 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi ve g¢alisma
soliisyonu ile sulandirilarak PI3K aktivasyonunun belirlenmesi {izerine Muse™ Cell

Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. p-Akt (Serd73) diizeyinin 6l¢iilmesi (Anonim 2013f).

3.2.11.7. Pd(II) bilesigi ve EGFR inhibitoriiniin otofaji belirteci LC3-11 iizerine
etkisinin akim sitometrisi ile belirlenmesi

LC3, MAPILC3 (“Microtubule-associated protein 1 light chain 37, kisaca LC3) ya da
mayada Atg8 adi verilen ve otofajik vezikiil zar uzamasinda rol oynayan 6nemli bir
proteindir. Biitiin hiicrelerin kendi, endojen Atg8/LC3 protein ifadesi mevcuttur. Otofaji
aktivasyonu sonrasinda, LC3 proteini, bir yag molekiilii olan fosfatidiletanolamine
kovalent olarak baglanir, yag molekiillerinin otofajik zarlara tasginmasina ve boylelikle
zar uzamasma neden olmaktadir. Serbest LC3, LC3-I olarak adlandirilirken yag
molekiiliine konjuge olmus ve otofajik vezikiillere bagli LC3 ise LC3-1l olarak
adlandirilmaktadir. Otofaji uyarimi sonrast LC3-I’'in LC3-II’ye doniismesi, bu olayin
son yillarda genel kabul goéren bir otofaji belirteci olarak kullanilmasina neden
olmustur. Kullanilan Muse® LC3 kiti, hiicrelerde otofajik vezikiillere bagli LC3-1I
yiizdesi hakkinda bilgi vermektedir.

LC3-II testi icin, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplara 150x10°® hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda
inkiibasyon sonunda CQ 10 uM, Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100

ul icerinde olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon
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kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II)
bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-
FU ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM, Pd(II) bilesigi ve CQ kombinasyonu ve 5-FU
ve CQ kombinasyonu i¢in CQ ortamdan ¢ekilerek Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8
uM dozlar1 uygulandi. Tedavi siireleri sonunda 6ncelik olarak kitin bilesenlerinin oda
sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltlir kaplar igerisindeki besiyeri aspire
edildi. Hiicreleri serumdan uzaklagtirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave
edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklagtirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin ylizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml
%0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li
ortamda 5dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi.
Snatrifiij sonunda hiicrelere otofaji ¢ozeltisi B ve Anti-LC3 Alexa Fluor®555 antikoru
iceren PBS ¢ozeltisinden 100uL eklendi ve 30dk karanlikta buz iizerinde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 300g S5dk santrifiij edildi ve 1X calisma
solusyonu ile yikama yapildi. Calisma soliisyonu ile yapilan pipetaj isleminin ardindan

orneklerin 6lgimii Muse™ Cell Analyzer cihazi ile gergeklestirildi (Sekil 3.10).

1X caligma solusyonu ile yapilan
pipetaj isleminin ardindan akim

Hicreler LC3-1 seviyesinin Delirlenmesi icin ~ Solusyon B eklenerek 1oy desriendimme yapii

hazirlanrr. Tedavi alan ve aimayan hiicreler 5 dk inkibasyon yapilr
oncelikle 2-6 saat kit icerisinde bulunan

solusyonla A ile muamele edilir fzi fi
s
A
i L R

2500 rpm'de 5 dakika santrifij edilir
Santrifijj sonrasi supematant kismi atilr

500 rpm'de 5 dk' santrifi
yapilirve 1X caligma
solusyonu ile ylkama yapilir

Sekil 3.10. LC3-II miktarinin belirlenmesi (Anonim 2013g)
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3.2.12. Koloni olusturma yetenegi testi

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 3x10° olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda Pd(II)
bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100 ul icerinde olacak sekilde 24 saat siire
ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve
canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II) bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM, 5-FU
ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU ortamdan cekilerek canertinib 5 uM, dozlar
uygulandi. 24 saat sonunda ilaglar kuyulardan ¢ekilerek serum igeren besiyeri i¢erisinde
yaklasik 10 giin inkiibe edildi. 10. giiniin sonunda 1 kere soguk PBS ile yikandi. Soguk
metanol ile 10 dk fikse edildi. %0,05 15 dk oda sicakliginda boyandi ve mikroskop
altinda goriintiilendi.

3.2.13. Hiicre migrasyon testi

Pd(II) bilesigi ve SFU tedavilerinin tek basina ve CQ ve canertinib kombinasyonlari ile
tedavi sonrasi hiicrelerin migrasyon (go¢ etme) Ozelliklerinin incelenmesi i¢in hiicre
migrasyon testi yapildi.

Migrasyon testi icin, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri kuyu basina 2x10° hiicre
olacak sekilde 2 ml besiyeri igerisinde ekildi ve hiicrelerin yapismasina zaman vermek
adina gece boyunca inkiibatorde inkiibe edildi. Ardindan deneyin amacina uygun olarak
200 pl’lik pipet ucu yardimiyla kuyular boyunca diiz ¢izgiler ¢ekildi ve her kuyudan 3
alan isaretlenerek 0. saat fotograflar1 ¢ekildi. Ardindan es zamanli olarak Pd(II) bilesigi
(6,25 uM), 5FU (10,8 uM) tek basina ve canertinib (5 uM) ile kombinasyon kuyularina
bahsedilen bilesikler eklendi. Her bir grup i¢in 0-12-24 saat sonunda isaretli alanlar
tekrar fotograflandi.

3.2.14. Matrijel hiicre invazyon testi

Hiicre invazyonu i¢in kullanilacak insertler oncelikle matrijel ile kaplandi. Matrijel son
konsantrasyonu 0,4mg/ml olacak sekilde serumsuz besiyeri icerisinde hazirlandi ve
vortex kullanarak homojen karismasi saglandi. Ardindan, 24 kuyucuklu pleyt igin
uyumlu olan insertler kuyucuklara yerlestirildi ve hazirlanan matrijelden kuyu basma
100 pl eklendi. Pleytler oda 1s1sinda 4-5 saat bekletilerek matrijellerin donmasi saglandi.
Hiicre siispansiyonu %1 FBS iceren besiyeri igerisinde kuyu bagina HCT-15 ve HT-29
kolon kanser hiicreleri i¢in 3,5x10° olacak sekilde hazirlandi. Pd(II) bilesigi (6,25 pM),
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5FU (10,8 uM) tek basina ve canertinib (5 uM) ile kombinasyon gruplari yine %1 FBS
iceren besiyeri igerisinde hazirlandi. Hiicre slispansiyonu ve bilesikler es zamanli olarak
matrijel ile kaplanmis olan insertler igerisine ekildi. Insertlerin disinda kalan alanlara
kemoatraktan 6zellik saglamasi i¢in %10 FBS igeren besiyeri eklendi ve hiicreler 24
saat boyunca inkiibe edildi. 24 saatin sonunda insertler 1 kere PBS ile yikandi ve soguk
metanol ile -20°C de fikse edildi. Tekrar 1 kere PBS ile yikanarak %0,05 kristal viyole
ile boyandi. Insertler distile su igerisinde fazla boyalardan uzaklastirilarak oda 1sisinda
kurumaya birakildi. Her bir insert i¢in rastgele 5 alan mikroskop ile fotograflandi.

3.2.15. Western blot metodu

Bu yontemle, Pd (II) bilesigi, 5-FU tek basina ve CQ ve Cnaertinib inhibitorleri ile
kombinasyonuna maruz birakilan hiicrelerde degisen protein profili arastirildi. Western
blot analizleri i¢in HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarma 150x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda
inkiibasyon sonunda Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100 pl igerinde
olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon kuyularina 24 saat
sire ile Pd(I) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(I) bilesigi ortamdan
¢ekilerek canertinib 5 pM, 5-FU ve canertinib kombinasyonu igin 5-FU ortamdan

cekilerek canertinib 5 pM dozlar1 uygulandi.

3.2.15.1. Western blot analizleri icin protein izolasyonu

Belirtilen tedaviler sonrasinda hiicrelerde; hiicre 6liimii (apoptozis, nekroptozis, otofaji)
ile iligkili proteinlerin ekspresyon seviyelerini incelemek amaciyla oncelikle HCT-15 ve
HT-29 kolon kanser hiicrelerinden total protein izolasyonu gergeklestirildi. Bu amacla
yukarida belirtilen tedavi gruplariyla 6 kuyucuklu pleytlerde olan hiicrelere uygulama
yapildi. Tedavi siiresi sonunda lizis islemi, RIPA lizis tamponu ile yapildi. Sirasiyla
asagida verilen islemler gergeklestirildi.

1. Kuyulardaki tiim hacim falkonlara toplandi ve kuyulara 2 ml soguk PBS eklenerek
igerik tekrar ilgili falkonlara toplandi.

2. Falkonlar +4°C, 1000g, 5 dakika santrifiij yapildi.

3. Siipernatan tamamen aspire edildi ve pellet {izerine 50 pl (9x10° hiicre igin) lizis

tamponu eklendi; (1 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology
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Inc., CA, USA) i¢in 10 pl 200 mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 10 pl 100 mM
sodyum ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 15 ul proteaz inhibitdr kokteyl (Santa
Cruz, CA, USA) eklendi. Soliisyon karanlikta hazirlandi).

4. Falkonlar 45 dakika +4°C’de ve karanlikta bekletildi ve bu siire igerisinde 2 defa (15
ve 30. dakikalarda) 10 saniye sonikasyon yapildi.

5. Siire bitiminde, lizat ¢ozeltisi tamamen bir ependorf tiipiine aktarilarak +4°C,

10.000g, 30 dakika santrifiij yapildi.

6. Siipernatan etiketlenmis tiiplere aktarildi (pellet atildi). Hemen kullanilmayacak
ornekler - 20°C’de saklandi. Protein konsantrasyon o6lgiimii BCA (Bicinchoninic Acid)

yontemi ile gergeklestirildi.

3.2.15.2. Proteinlerin BCA yontemi ile konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi

BCA ile protein miktarlarin1 dlgebilmek i¢in sigir serum albumin (BSA) proteininin
degisik konsantrasyonlart RIPA lizis tamponu ile hazirlanarak bir standart egri grafigi
¢izildi. Bunun i¢in ml’sinde 2, 1.6, 1.2, 0.8, 0.4 ve 0 mg BSA bulunan standartlar
hazirlandi. Olgiim i¢in Pierce Biginkoninik Asit Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA) ve 96 kuyucuklu pleyt kullanildi. Her bir kuyuya 10 pl hazirlanan standartlar ve
konsantrasyonu bilinmeyen Ornekler pipetlendi. Kuyularin iizerine 190 ul g¢alisma
cozeltisi (kit igeriginde yer alan Reagent A ve Reagent B, 1:50 olacak sekilde
hazirland1) pipetlendi ve pleyt 30 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
olusan renk siddeti, spektrofotometde 570nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya)
okundu.

3.2.15.3. SDS-PAGE ve proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarilmasi

Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar hiicre 6liimii ile iliskili proteinlerin
analizleri i¢in 30 pg olacak sekilde 0,5ml’lik tiiplere pipetlendi. Sample buffer (4X,
Invitrogen, CA, USA) ve reducing agent (10X, Invitrogen, CA, USA) 1X olacak sekilde
0,5ml’lik tiiplere eklendi. Protein denatiirasyonu i¢in ¢ozeltiler 1s1 banyosunda 95°C’de
7 dakika bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina yerlestirildikten sonra SDS
running buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen, CA, USA), doluluk sinirma kadar eklendi.
Hazir jelde bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildiktan

sonra 500 pl antioksidan (Invitrogen, CA, USA) eklendi. Daha sonra protein ladder (10
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ul) ve ornekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda yiiklendi. Yiikleme
islemi sonunda 45 dakika 150V yiiriitme yapildi. Elektroforez sonunda transfer islemi
i¢in I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen, CA, USA) sirastyla anot bakir (+), jel, filtre
kagidi (ultra saf HoO ile 1slatilir), katot bakir (-) ve siinger yerlestirildi. Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda 7 dakika transfer iglemi gergeklestirildi.

3.2.15.4. Membranlarin bloklanmasi ve antikor eklenmesi

Bloklama: %5°lik siit (Santa Cruz, CA, USA) ¢o6zeltisi 1X TBS-T igerisinde hazirlandi
ve membran 60 dakika oda sicakliginda, calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika 1X TBS-T ile yikama yapildi.
Birincil Antikor: Uygun birincil antikor 1:1000 olacak sekilde %S5°’lik BSA veya

%S35’lik siit ¢ozeltisi i¢erisinde hazirlandi ve 18 saat +40C’de ¢alkalayicida inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

ikincil Antikor: Anti-Rabbit (Cell Signaling Tech., MA, USA) 1:2000, Anti-mouse
(Cell Signaling Tech., MA, USA) 1:2000 olacak sekilde %5’lik siit ¢cozeltisi igerisinde
hazirland1 ve c¢alkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5
dakika TBS-T ile yikama yapildi.

Goriintiilleme: Goriintiileme igin; WesternBright ECL HRP substrate (Advansta Menlo
Park ABD) kullanildi. Membranlar hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten
sonra ag¢iga ¢ikan kemiluminesans sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France)
cthaz1 kullanmilarak goriintiilendi. Bu sekilde nitroselilloz membran {izerine transfer

edilmis olan proteinlere baglanan antikorlar goriintiilendi.

Birincil ve Ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi: Birincil ve ikincil
antikorlart membrandan uzaklastirmak (Stripping) icin tretici firmanin (Cell Signaling
Tech., MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing) protokolii kullanildi.
Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100ml ultrasaf su igerisine 0,76g Tris-base
(Scharlau, Barcelona, Spain), 2g SDS SDS (BioChemica Applicham, Almanya) ve
700ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X, pH:6,8). Membran
4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu eklenerek 150-300rpm,
37°C’de 45 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 4 kez 5 dakika 1X
TBS-T ile yikama yapilarak bloklama asamasina gecildi.
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3.2.16. Gen ekspresyon analizleri

Gen ekspresyonu analizleri i¢in HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarina 2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5
CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda Pd(II) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar
100 ul icerinde olacak sekilde 24 saat siire ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon
kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II)
bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 pM dozu uygulandi.

3.2.16.1. RNA izolasyonu

Otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon analizlerinin gergeklestirebilmek amaciyla
oncelikle HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicrelerinden total RNA’lar elde edildi. Bu
amagla belirtilen tedavi gruplariyla 6 kuyucuklu pleytlerde olan hiicrelere uygulama
yapildi. Tedavi siliresi sonunda Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience)
prosediiriine uygun sekilde islemler gergeklestirildi.

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri falkona toplanarak 1000 rpm 5 dk santrifijj
edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pelet 1x 10° hiicre igin 500 ul lizis Buffer (2-ME
eklenmis) ile sulandirildi ve siirekli pipetaj yapilarak hiicreler lize edildi. Collection tiip
icine Spin Column tiip (filtreli tlip) yerlestirildi ve spin column iizerine 100 pl
aktivasyon buffer eklendi, 10,000 g 30 sn santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 collection
tiipteki sivi uzaklastirildi. Hiicre lizatinin 0,6 kat1 izopropanol, hazirlanmis hiicre
lizatina eklendi ve 5 sn vortex yapildi. Tiim hacim Spin column tiipe (filtreli tiip)
aktarildi ve 10,000g 30 sn santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi1 collection tiipteki sivi
uzaklastirildi. Spin column igine 700 pl primary washing buffer (etanol eklenmis)
eklendi ve 10,000 g 30 sn santrifiij yapildi. Spin column i¢ine bu sefer 700 ul secondary
washing buffer (etanol eklenmis) eklendi ve tekrar 10,000g 30 sn santrifiij yapildi.
Kalan etanolii uzaklastirmak i¢in en son olarak 10,000 g 2 dk santrifiij yapild.
Ependorflarin {izerine Spin column yerlestirildi ve column membranin tam ortasina
40ul Elution buffer eklendi. RNA’y1 ayirmak i¢in 10,000 g 1 dk santrifiij yapildi. Elde
edilen RNA o6rnekleri hemen kullanilmayacaksa -20 veya -80 de saklandi.
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3.2.16.2. cDNA sentezi

Otofaji ile iligkili genlerin ekspresyon analizlerinin gerc¢eklestirebilmek amaciyla
oncelikle HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicrelerinden elde edilen total RNA’lar
kullanilarak ¢cDNA sentezleri SCRITPT c¢cDNA Sentez Kiti ile gerceklestirildi. Bu
amacla, kullanilacak Ornek sayisindan 1 ornek fazla olacak sekilde “1 ¢evrim”
stitunundaki hacimler (RNA hari¢) bu sayi ile carpilarak bir karisim (cDNA Sentez
Mix) hazirlandi (Tablo 3.1). Etiketli PCR tiiplerine bu karisim esit sekilde dagitildi. Son
olarak RNA konsantrasyonlar1 esit olacak sekilde pipetlendi ve tiipler asagidaki
programin ayarlandig1 Thermal Cycler cihazina yerlestirildi:

. 42°C’de 10 dk
. 50°C’de 60 dk

Bilesen Stok Final 1 ¢cevrim (20 pL)
Konsantrasyonu Konsantrasyon

RNaz-free su - - 20 pl’ye tamamla
RNA - Total RNA:

10 pg- 5pg

x ul

Ya da mRNA:

10 pg-500 ng
Primer 100 uM Oligo-dT: 0,1-0,2 ul

500 pmol (300 ng) | 0,5 ul

0,5 ul
Hexamer:
50 pmol (300 ng)
SCRIPT RT 5X 1x 4 ul
Tampon
dNTP Karisimi1 10 mM (her biri) 500 pM (her biri) 1 ul
DTT Stok Cozeltisi | 100 mM 5 mM 1 ul
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RNaz inhibitor 40 tinite/pl 40 tinite 1 ul

SCRIPT Reverse 200 tinite/pl 100 {inite 0,5 ul
Transktriptaz

Tablo 3.1. ¢cDNA Sentez Mix Hazirlanisi

3.2.16.3. Real time PCR ile ekspresyon analizleri

ATG3, ATGS, BECN ile iliskili sinyal yolaklarinda etkili olan genlerin ekspresyon
seviyelerini belirlemek i¢in yukarida agiklandigi gibi Oncelikle tedaviler uygulanan
HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicrelerinden total RNA’lar elde edildi. Elde edilen
RNA’lardan cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezinin ardindan, tabloda
gosterilen genlerin ekspresyon seviyeleri Real Time PCR kullanilarak aragtirildi ve
sonuglar LightCycler Software 4.0 ile degerlendirildi. Real Time PCR asamasini
gerceklestirebilmek icin Oncelikle her bir gene ait primerler dizayn edildi. Primerlerin

dizileri Tablo 3.2 >de verilmektedir.

Gen Forward Reverse
adi
5 5
ATG3 | GCCGTTAAAGAGATCACACT | CATAGCCAAACAACCATAATCGTG
GG 3 G3
5’CAGCTCTTCCTTGGAACAT | 5 GGCTGTGGGATGATACTAATATG
ATG5 , ,
— C3 3
2
% BEC | 5’GAAGACGTGGAAAAGA 5’CAGCCTGAAGTTATTGATTGT
S N1 ACCGC ¥ GC3’

Tablo 3.2. Otofaji ile Iliskili Genlerin Primer Dizileri
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Real Time PCR asamast i¢in yukarida belirtilen genlerin primerleri kullanilarak gPCR
Master Mix hazirlandi (Tablo 3.3).

180 pl mix icin (8 | _.
. e . . Final
Bilesen 20 pl mix icin gen icin +1 fazla
- . konsantrasyon
ornek; 9 ornek)
gPCR Green-
Master with UNG 10 ul 20 ul 1x
Primer (Forward) 0,6 ul 5,4 ul 300 nM
Primer (Reverse) 0,6 ul 54 ul 300 nM
PCR-Grade Su 7,3 ul 65,7 ul -
Toplam Mix 18,5 ul 166,5 ul -

Tablo 3.3. qPCR Master Mix’in Hazirlanisi

Hazirlanan bu Master Mix’den 18,5 pl alinarak PCR platelerinin 6rnek kuyucuklarina
dagitildi. Uzerlerine iliskili ¢cDNA’lardan 1,5 ul pipetlendi. Plate LightCycler 480
(Roche) cihazina yerlestirildi. Asagida verilen program ayarlanarak PCR tamamlandi.
Sonuglar 2-AACT metodu kullanilarak LightCycler Software 4.0 ile degerlendirildi.

1 siklus; 50°C’de 2 dakika

45 siklus; 95°C’de 15 saniye
52°C’de 20 saniye
72°C’de 30 saniye

1 siklus (Melting Curve); 95°C’de 1 dakika
55°C’de 30 saniye
95°C’de 30 saniye

1 siklus (Cooling); 40°C’de 2 dakika

3.2.17. Akridin boyama

Otofajik vezikiillerin hiicre i¢i yikim yerleri lizozomlar oldugu i¢in, otofajinin aktive
oldugu kosullarda otolizozomal etkinligin uyarilmasi nedeniyle, hiicre i¢i toplam
lizozom etkinligi artmaktadir. Lizozomal belirtegler akridin portakal rengi (“acridin
orange”) kullanilabilir. Bu boya, lizozomlar1 pH'nin asit oldugu durumlarda boyamakta

ve aktif lizozomlar1 belirlemekte kullanilmaktadir. Bu amagla 6ncelikle, HCT-15 ve
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HT-29 kolon kanser hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 3x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda Pd(II)
bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100 pl icerinde olacak sekilde 24 saat siire
ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon kuyularina 24 saat siire ile Pd(II) bilesigi ve
canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II) bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM, 5-FU
ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 uM dozlar
uygulandi. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyu basina 1 pg/ml olacak sekilde akridin

boyasi eklenerek sonuclar floresan mikroskobu altinda degerlendirildi.

3.2.18. JC-1 boyama

Mitokondriyal membran  gegirgenligindeki  degisim  hiicrelerdeki  apoptozun
uyarilmasinda 6nemli bir basamaktir. Bu siire¢ boyunca, mitokondri membran boyunca
elektrokimyasal gradyent ¢coker. Bu ¢okiis, dimerize Bax veya aktive olmus Bid, Bak ya
da Bad proteinleri tarafindan mitokondrideki porlarin olusumu aracilifiyla meydana
gelir. Bu pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonuna sitoplazmaya sitokrom c’nin salinimi
eslik eder (Luo ve ark. 1998, Narita ve ark. 1998, Basanez ve ark. 1999, Desagher ve
ark. 1999). JC-1 analiz kiti, mitokondri membran potansiyelinin kaybini belirlemek i¢in
katyonik bir boya (5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’- tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine
iodide) kullanir (Smiley ve ark. 1991). Saglikli hiicrelerde boya mitokondriyi kirmizi
boyar. Intakt mitokondri membran potansiyeli ile kurulan negatif yiik, lipofilik boyanin,
mitokondriyal matrikse girmesine izin verir ve burada birikir. Kritik konsantrasyon
asildiginda, J-agregatlart olusur ve kirmizi isima verir. Apoptotik hiicrelerde,
mitokondri membran potansiyeli ¢oker ve JC-1 mitokondri igerisinde birikimez. Bu
hiicrelerde JC-1 sitoplazma da kalir ve yesil floresan olusturur.

HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 3x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda
Pd(I0) bilesigi 6,25 uM ve 5-FU 10,8 uM dozlar1 100 pl icerinde olacak sekilde 24 saat
siire ile uygulandi. Ertesi giin kombinasyon kuyularina 24 saat stire ile Pd(II) bilesigi ve
canertinib kombinasyonu i¢in Pd(II) bilesigi ortamdan ¢ekilerek canertinib 5 puM, 5-FU
ve canertinib kombinasyonu i¢in 5-FU ortamdan c¢ekilerek canertinib 5 pM dozlar
uyguland1. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyu basma 30 pl (500ul JC-1 boyama
solusyonu igerisine 25 pl JC-1 boyasi konuldu) olacak sekilde JC-1 boyasi eklendi ve
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15dk 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyon sonunda sonuclar floresan mikroskobu
altinda degerlendirildi.

3.2.19. Tiip olusum testi

Tiip olusum testi, anjiyogenezde rol oynayan genleri veya yolaklar1 belirlemek igin
kullanilan hizl1 ve niceliksel bir yontemdir. ilk olarak 1988 yilinda temel prensip olarak
endotel hiicrelerinin, anjiyojenik sinyallere cevap olarak hizla boliinme ve go¢ etme
yetenegini korudugu yoniinde olmustur. Daha sonralar1 endotelyal hiicrelerin membran
ekstrakt matriksi tizerinde farklilsama ve tiip yapilar1 olusturmalari i¢in uyarilabildikleri
gosterilmistir. Bu tiipler, birlesmis kompleksler vasitasiyla birbirine baglanmis endotel
hiicreleri ile ¢cevrelenmis bir liimen igerir. Tiip olusumu anjiyojenik uyarilarin miktarina
ve tilirline bagl olarak 2-6 saat icinde hizli bir sekilde olusur. Cesitli endotel hiicreler
fare (3B-11, SVEC4-10 ya da primer endotel insan hiicresi HUVEC) bu ¢alisma igin
kullanilabilir. Kullanilan hiicre tipine ve endotel hiicrelerin transforme veya non-
transforme Ozelliklerine gore tiip olusum testi i¢in uygun zaman ve kosullar optimize
edilir. Bu ¢alismada tiip olusumu i¢in insan endotel hiicresi HUVEC kullanildi.

Bu amacla, 96 kuyucuklu pletler 50 pl/kuyucuk olacak sekilde matrijel ile kaplanarak
37°C’de 30 dakika bekletildi. Bu arada yaklasik 4 saat %1 serum (FBS) iceren F-12K
(Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium) besiyeri i¢inde serum aglhigina maruz
birakilan HUVEC hiicreleri 1,5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde %1 oraninda serum
igeren besiyeri i¢inde hazirlandi. Pd(II) bilesigi (50 uM), 5FU (86,5 uM) tek basina ve
canertinib (6,25 uM) ile kombinasyon gruplari yine %1 FBS iceren besiyeri i¢erisinde
hazirlandi. Hiicre slispansiyonu ve bilesikler es zamanli olarak matrijel ile kaplanmis
olan kuyular igerisine ekildi. Tiip ag1 olusumlari mikroskop altinda 2-4-8-12 saat
olmak tiizere fotograflandi ve degerlendirildi. Tiim degerlendirmelerde pozitif kontrol

olarak 0,125mg/ml olacak sekilde Bevacizumab kullanildi.

3.2.20. CAM (Chorio-allantoik membran) testi

Anjiyogenez, mevcut damar sisteminden yeni kan damarlarinin olustugu siki bir sekilde
diizenlenen bir mekanizmadir. Bu siire¢, gelisme ve yara iyilesmesi i¢in fizyolojik
acidan onemlidir ve ayn1 zamanda romatoid artrit, ateroskleroz, makiiler dejenerasyon

ve kanser gibi birden fazla hastalikta ortak bir mekanizmadir. Anjiyogenez ¢esitli
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molekiiler ipuglarina yanit olarak olusur. Genellikle, anjiyojenik siire¢, endotelyal hiicre
proliferasyonunu, hiicre dis1 matris bariyeri boyunca kemotaktik endotel hiicre
migrasyonunu ve kapiller tiiplerin olusumunu igerir. Fizyolojik ve patolojik anjiyogenez
ayni hiicresel siireclerin ve molekiiler sinyal yolaklarin1 kullanir, ancak patolojik
anjiyogenez sirasinda olusan yapilar genellikle islevsel olarak anormaldir.

Anjiyogenezi etkileyen faktorlerin test edilmesinde kullanilabilecek en iyi testlerin in
Vivo testler oldugu bilinmektedir. Bu testler arasinda “chick chorioallantoic membrane”
(CAM) yani “gelismekte olan tavuk embriyosunu saran zar” testi olarak bilinir. Teknik
anlamda in vitro bir test olarak degerlendirilmekle birlikte maddenin sistemik etkileri
hakkinda bilgi veren in vivo bir yontemdir. Tim bu siralananlara ilave olarak CAM
testinin son zamanlarda hayvan testlerine alternatif olusu tercih sebebidir. CAM testinin
avantajlar1 arasinda diger testlere gore kolay uygulanmasi, deneysel materyalin kolay
bulunabilirliligi, eksplant metoduna uygunlugu, belli bir CAM iizerinde birgok testin
yapilmasina olanak tanimasi ve test siireci boyunca sistemik etkinin izlenebilirliligi
sayilabilir. Maddelerin anjiyojenik, antianjiyojenik, antienflamatuvar, antiiritan, toksik,
koagiilan 6zellikleri hakkinda bilgi veren CAM testi saf maddelere uygulanabildigi gibi
kompleks bitkisel ekstrelere ve ugucu yaglara da uygulanabilmektedir. CAM deneyi
ucucu yaglarin da aralarinda bulundugu dogal maddelerin, kozmetiklerin veya baska
kimyasallarin aktivitelerinin belirlenmesinde hayvan alternatifi deneyler olarak
kullanildig1 bilinmektedir (Auerbach ve ark. 2000,2003, Fent ve ark. 2001, Staton ve
ark. 2004). CAM deneyinin diger dnemli bir avantaji ise modifikasyonlarla antioksidan
mekanizmalarin  yaninda, metabolizasyon c¢alismalart ve c¢esitli biyomiihendislik
uygulamalarina 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 hazirlamisi: Standart maddeler ve deneylerde kullanilan tiim kimyasallar
(saflik >%97), %2.5 (a/h) agaroz kullanilarak 5-10 mg/ml (50-100 pg/ml)
konsantrasyonlarda 1sitilarak (60°C<) homojen karigim veya siispansiyon halinde 10 ul
alinarak 3 mm capindaki silindir teflon desteklere uygulanarak oda sicakliginda pellet

seklinde donmalar1 saglandi.

CAM deneyinin yapihisi: Deneyde kullanilacak d6llenmis tavuk yumurtas: (yaklagik
150 adet) deneye baslanmadan 6nce 37°C’de ve %80 nemli bir inkiibatérde 65-72 saat
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bekletilerek ve bu siire icerisinde yumurtalar zaman zaman dikkatlice ¢evrildi. Bu
inkiibasyon siiresinin sonunda once enjektdr yardimiyla yumurtanin alt kismindan
yavasca 10-15 ml albiimin (yumurta aki) sonra da yumurtalarin {ist kistmindaki (daha
dik ve sivri olan kisim) kabuk ve zar, yumurta agacagi veya pens yardimiyla
uzaklastirildi. Canli ve gelismekte olan embriyo ve koryon allantoik membran (CAM)
tizerine bir plastik folyo ile koruma altina alinip yine 37°C’de ve %80 nemli bir
inkiibatorde 72 saat daha bekletildi. CAM capinin yaklagik 2 cm’i buldugu tespit
edildiginde taze olarak hazirlanmis numune peleti her yumurtaya bir adet olmak iizere
CAM’1n iizerindeki kapillerlere yerlestirildi. Her bir maddeden 10 adet pelet, esit
sayida yumurtalardaki CAM iizerine uygulanarak, plastik folyo ile kapatilacak ve
degerlendirmeler yapilmadan Once belirtilen kosullarda pelet yerlestirilmis halde
yumurtalar 24 saat daha inkiibe edildi. Bu siire madde igeren pelletin kapillerler
tizerindeki etkileri stereo-mikroskop yardimiyla degerlendirildi. Deney de kullanilan
bilesiklerin yanisira standart kontrol olarak Bevacizumab 4 ug/pellet olarak kullanildi.
Test edilen maddelerin ve numunelerin CAM {izerindeki etkilerini degerlendirmek
tizere gelistirilmis olan bir formiile dayali olarak degerlendirme sistemi

olusturulmustur (Tablo3.4).

Skor Etki izlenim/Aciklama
0 Yok Normal embriyo olusumu
0,5 Zayif Kapiller damarsiz alan yok, kapillerin yogunlugu azalmis

ancak pelletten ¢ok daha genism degil

1 Orta Kapillersiz alan az veya Kapiller belli bir alanda azalmus.
Etkiler pellet alaninin 2 katindan fazla degil.

2 Kuvvetli Pelletin etrafinda en az iki kat mesafe olacak sekilde kapillersiz
alan mevcut. Antianjiyojenik etki.

Tablo 3.4. CAM iizerinde anjiojenik etkinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan skor
degerleri.

Degerlendirmede kullanilan formiil:

r ¥ _ .
Ortalama skor — Yumurta sayisi(Skor 2) x 2+ Yumurta sayist (Skor 1) x1

Toplam yumurta Sayist (Skor 0, 1, 2)
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3.2.21. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler Graph Pad programi araciligi ANOVA testi ile degerlendirildi. 2
tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.

[statistiksel olarak anlamli veriler p<0,01, p<0,01, p<0,001 degerine gore belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Canertinib ve Pd(II) Bilesiginin Hiicre Canhihg Uzerine Etkisinin SRB
Canhilik Metodu ile Belirlenmesi

HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerine (Sekil 4.1) 24 ve 48 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda (1,56-100 uM) Pd (II) bilesigi uygulandi. Ayn1 zamanda yapilacak
olan kombinasyon c¢aligmalar1 i¢in EGFR inhibitorii olan canertinib 24-48-72 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarmin (0,5-100 uM) hiicre canlilig1 iizerine etkisi SRB
testi ile belirlendi. Ayrica pozitif kontrol olarak kullanilan 5-FU bilesigi (2,7-173uM)
24-48 siiresince farkli konsantrasyonlarda uygulandi. Pd (II) bilesiginin uygulandigi
hiicre soylarinda zamana ve doza bagli olarak konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik
yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi (p<0,05; p<0,01; p<0,001).
Hiicre soylarinda 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Pd (II) bilesigi

uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan sonuclar Sekil 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Pd (II) bilesigi uygulanan HCT-15 ve HT-29 hiicre soylarinin canlilik
yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktas1 2 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil
etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir

Ozellikle 100, 50, 25 ve 12,5 uM Pd (II) bilesigi uygulamas:1 sonucu; zamana bagl
olarak HCT-15, HT-29 hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre canliliginda anlamli

azalmalar gozlendi (p<0,001).
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SRB verilerine gore; HCT-15, HT-29 hiicre soylarinda Pd (II) bilesiginin sitotoksik
aktivitesinin gosterilmesinde Oonemli olan ICsp (kontrol hiicrelerine kiyasla Pd (II)
bilesigi ile muamele sonrasi hiicrelerin %50 sini 6ldiiren konsantrasyon) degerleri Tablo

4.1’°de verilmistir.

Doz( nM) HCT-15 HT-29
1Cs0 2452 43,7 45,6
1Cs0 48sa 4.4 15,0

Tablo 4.1. Pd (II) bilesigi uygulanan hiicre soylarinda SRB canlilik testi sonuglarina
gore 24-48 saat tedavi siiresindeki ICso degerleri

EGFR inhibitorii  canertinib’in  sirastyla  24-48-72  saat boyunca farklh
konsantrasyonlarinin (0,5-100 uM) hiicre canlilig iizerine etkisi SRB testi ile belirlendi.
SRB hiicre canlilig1 sonuglara gére, HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicrelerine 24, 48
ve 72 saat canertinib tedavisi sonucunda bu hiicrelerde doza ve zamana bagli olarak
kontrole kiyasla hiicre canliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar g6zlendi

(p<0,05; p<0,01; p<0,001). (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Otofaji inhibitdrii ve EGFR inhibitorii uygulanan HCT-15, HT-29 hiicre
soylarinin canlilik ylizdelerinin grafigi. Her bir veri noktast 2 bagimsiz c¢aligmanin
ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001)
ifade etmektedir
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HCT-15, HT-29 kanser hiicrelerine 24-48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (2,7-
173uM) deneylerde pozitif kontrol olarak kullanmak amaciyla, kemoterapétik ajan 5-
FU uygulandi. 5-FU’nun HCT-15, HT-29 hiicrelerinde 24 saat tedavi siiresince sadece
86,5 ve 173 uM dozlarinda istatiksel olarak anlamli azalma gozlenirken, 48 saat tedavi
sonunda ozellikle 10,8 - 21,6 - 43,2 - 86,5 ve 173 uM dozlarinda kontrole kiyasla hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden oldugu bulundu(p<0,05;

p<0,01; p<0,001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. 5-FU’nun (2,7-173uM) HCT-15 HT-29 insan kolon kanseri hiicrelerinin
canliliga etkisinin doza bagli olarak degisimi.
caligmanin ortalamasini temsil etmektedir *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore
farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,05 **:p<0,01

***:p<0,001) ifade etmektedir

EGFR inhibitori i¢in ise SuM dozu ile Pd(II) bilesigi ve 5-FU ajani ile 24 saat 6n tedavi

sonrasinda ortamdan g¢ekilerek 24 saat siiresince uygulanmasina karar verildi. Yapilan
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doz segimleri sonrasi canertinib (5uM) igin belirlenen inhibitdr konsantrasyonu ile Pd
(IT) bilesigi (1,56-25uM) kombinasyonun hiicre canlili§ina olan etkisini belirleyebilmek
icin 24-48 saat siiresince SRB canlilik testi yapildi. Yapilan SRB hiicre canlilig: testi
sonuglarina goére; HCT-15, HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde Pd (II) bilesiginin
canertinib ile olan kombinasyonunda, 24 ve 48 saat siireyle yapilan tedavide yalniz Pd
(IT) bilesigine kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildi

(p<0,001) (Sekil 4.4)

120 - Pd(ll) bilesigi&Canertinib
24sa

% Canlihk

HCT-15 HT-29

B Kontrol H 0,195 =033 mo,78 H 1,56 =313 6,25 =125 25

Sekil 4.4. Pd (II) bilesiginin farklt konsantrasyonlar1 ile canertinib inhibitori
kombinasyonunun 24 saat kombinasyon tedavisi sonucu HCT-15, HT-29 kanser
hiicrelerinin canlilik yilizdelerinin grafigi. Her bir veri noktasi 2 bagimsiz ¢alismanin
ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore (*: p<0,05
**:p<0,01 ***:p<0,001) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi ifade
etmektedir

Pozitif kontrol olarak kullanilan 5-FU kemoterapétik ajani (2,7-173 uM) ile canertinib
(5 uM) kombinasyonunun 24 ve 48 saat tedavi siiresince hiicre canliligi iizerine etkisi
SRB canlilik testi ile belirlendi. Pd(II) bilesigi ile yapilan kombinasyonda oldugu gibi 5-
FU kemoterapétik ajan1 24 saat tedavi sonunda ortamdan g¢ekilerek 5 uM canertinib 24

saat siiresince uygulandi. HCT-15, HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde kombinasyon
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tedavisi sonucunda, 5-FU kemoterapitik ajanin tek basina etkisine gore, hiicre

canliliginda istatiksel olarak anlamli azalma gozlenmistir (Sekil 4.5).

5-FU&Canertinib
24sa

120 -

% Canhhk

HCT-15 HT-29

B Kontrol m27 54 E10,8 21,6 m 432 n 86,5 w1730

Sekil 4.5. 5-FU kemoterapdtik ajani, canertinib (5 pM) inhibitorii ile 5-FU ajaninin
farkl1 konsantrasyonlar1 ile 24 saat kombinasyon tedavisi sonucu HCT-15, HT-29
kanser hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktast 2 bagimsiz
caligmanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore
(*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1
ifade etmektedir

Sonug olarak kombinasyon ¢alismalari i¢in, Pd (II) bilesiginin her ii¢ hiicre soyunda da
48 saat tedavi sonunda yaklasik olarak ICsg degerlerine yakin olan fakat 24 saat tedavi
sonunda etki goriilmeyen 12,5uM dozu se¢ildi. EGFR inhibitdrii i¢in ise SuM dozu ile
Pd(II) bilesigi ve 5-FU ajani ile 24 saat 6n tedavi sonrasinda ortamdan ¢ekilerek 24 saat

siiresince uygulanmasina karar verildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Segilen Pd(II) bilesigi (12,5 puM), Canertinib (5 pM), 5-FU (10,8 uM)
dozlarda kombinasyon tedavisi sonucu HCT-15 ve HT-29 hiicrelerinin yiizde canlilik
grafigi. Her bir veri noktast 2 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir.
*Aynit zaman periyodu iginde kontrole goére (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001)
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir

4.2. HCT-15 ve HT-29 Hiicrelerinde Pd(II) ve Canertinib Bilesiklerinin EGFR ve
Diger Yasam Yolaklar1 Uzerine Etkileri

Ardindan, HCT-15 kanser hiicrelerinde Pd(II) bilesigi 24 saat siireyle uygulandi ve
EGFR fosforilasyonunda kontrole gore azalma goriildii, canertinib ile kombinasyonunda
ise yine kontrole gore azalma gozlendi. Canertinib tek basina uygulanmasinda ise
EGFR fosforilasyonunu inhibe ederken bu inhibisyon 5-FU ve canertinib
kombinasyonunda daha fazla oldugu goriildii. Canertinib tek basina ERKI1/2
fosforilasyonunu azaltirken Pd(Il) ve 5-FU kombinasyonunda kontrole gore artis biraz
fazla oldu. HT-29 kanser hiicrelerinde ise canertinib tek basina ve Pd(Il) ve 5-FU ile
kombinasyonunda EGFR fosforilasyonunda belirgin bir azalma go6zlendi. Bununla
birlikte canertinib tek basina ve Pd(Il) ile kombinasyonu ayni sekilde ERK1/2
fosforilasyonunda azalmaya neden oldu, fakat 5-FU ve canertinib kombinasyonu
ERK1/2 fosforilasyonunu arttirdigi gozlendi. Canertinib ve Pd(I) bilesigi ile
kombinasyonu p38 ekspresyonunda azalmaya neden olurken, 5-FU canertinib

kombinasyonu kontrole kiyasla bir degisme gostermedi (Sekil 4.7).

83



--‘- . e - P-P38 ~‘.b~‘ - p-P38
SRR -~ e o

Sekil 4.7. Pd(Il) bilesiginin canertinib ile kombinasyonun EGFR, ERK,P38 yasam
yolaklar tizerine etkisi

Ayni zamanda AKT ekspresyon seviyelerine Muse® PI3K Activation Dual Detection
Kit ile bakildi. Buna gére HCT-15 kolon kanser hiicrelerinde canertinib tedavisi tek
basina pAKT ekspresyon seviyesini az da olsa diisiirtirken, Pd(IT) ve 5-FU tedavisi
ekspresyon azalmasinda belirgin bir etki gostermedi. Bununla birlikte Pd(IT) ve 5-FU
bilesiklerinin canertinib ile kombinasyonunda pAKT ekspresyonu énemli dl¢iide azaldi
(Sekil 4.8A).

HT-29 kolon kanser hiicre soyunda da ayni sekilde canertinib tedavisi pAKT
ekspresyonunda azalmaya neden olurken, Pd(Il) ve 5-FU tek basma tedavisi pAKT
ekspresyonunda artisa neden oldu. Bu iki bilesigin canertinib ile kombinasyonunda ise

onemli dl¢iide pAKT ifade diizeyinin azaldig1 gozlendi (Sekil 4.8B).
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Sekil 4.8. Pd(Il) bilesiginin HCT-15 (A) ve HT-29 (B) kolon kanser hiicresinde
canertinib ile kombinasyonun AKT yasam yolag1 lizerine etkisi
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4.3. Tiim Hiicre Soylarinda Pd(II) Bilesigi ve Canertinib Kombinasyonunun
Apoptoz mekanizmasi iizerine etkileri

4.3.1. Apoptozun belirlenmesine iliskin Anneksin-V 6l¢ciilmesinin boyama ile
degerlendirilmesi

Anneksin V-Cy3 apoptoz boyama/belirleme kiti, Anneksin V-Cy3, SYTOX yesil boya
ve tampon ¢ozelti icerir. Anneksin-V, apoptozisin erken donemlerinde hiicrenin dis
yilizeyine transloke olan PS’ye baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile
isaretlendiginde (Cy3) apoptotik hiicreler goriiniir hale getirilirerek floresan mikroskobu
ile incelenir. Ayrica SYTOX vyesil boyast canli ve apoptotik hiicrelere karsi
gecirimsizdir fakat hiicresel niikleik asitlere baglanarak yogun yesil floresan ile nekrotik
hiicreleri boyar. SYTOX yesil boya, sadece membran hasarli hiicrelere girebilen,
dolayisiyla tiim 6li hiicreleri (primer nekrotik veya ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik)
boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Anneksin V-Cy3 ve SYTOX yesil boya ile
hiicre popiilasyonu boyandiktan sonra, apoptotik hiicreler kirmizi floresan, 6lii hiicreler
yesil floresan gosterir ve canli hiicreler ise az ya da hi¢ floresan gdstermez. Canli
hiicreler; Cy3-/SYTOX-, erken apoptotik hiicreler; Cy3+/SYTOX - ve ge¢ apoptotik
veya nekrotik hiicreler; Cy3+/SYTOX+ boyanirlar ve bu sekilde birbirlerinden ayirt
edilirler. HCT-15, HT-29 hiicrelerine Pd (II) bilesiginin 12,5 uM, klorokin 10 pM,
Canertinib 5 uM ve 5-FU 10,8 uM dozu ve bunlarin kombinasyon dozlar1 uygulandi.
Her bir ajan i¢in ayr1 ayri 24 saat ila¢ uygulamasmi takiben ikili boyama yontemi
(Anneksin-V- Cy3+SYTOX) uygulanarak floresan mikroskop altinda degerlendirme
yapildi.

HCT-15 hiicre soyunda Pd (II) bilesiginin tek basina ve inhibitorler ile kombinasyon
tedavisi sonucu hiicrelerin ¢ogunun Anneksin-V pozitif/ SYTOX pozitif olmasi
hiicrelerde gec apoptozis/sekonder nekrozis gelistigi belirlendi (Sekil 4.9). Fakat Pd(II)
bilesigi ve canertinib kombinasyonu, 5-FU ve canertinib kombinasyonunda geg

apoptotik hiicreler gozlemlendigi gibi erken apoptoz da goriilmektedir.
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Annexin-V-Cy3 SYTOX
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Sekil 4.9. Pd (II) bilesigi, 5-FU, Canertinib tek basina ve Canertinibin Pd (II) bilesigi ve
5-FU kemoterapotik ajani ile kombinasyonunun HCT-15 kanser hiicrelerinde tedavi
sonrasi floresan mikroskop goriintiileri. Anneksin-V (Kirmizi), SYTOX ile boyama
(Yesil)
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HT-29 hiicre soyunda Pd (II) bilesiginin tek basmna ve canertinib ile kombinasyon
tedavisi sonucu hiicrelerin ¢ogunun Anneksin-V pozitif/SYTOX olmasi hiicrelerde geg
apoptozis/sekonder nekrozis gelistigi sdylenebilir (Sekil 4.10). Fakat gec¢ apoptoza
giden hiicre sayist Pd(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu ve 5-FU ve canertinib
kombinasyonunda, Pd(II) bilesigi tek basina, 5-FU tek basina kombinasyon tedavisine

kiyasla daha fazladir.
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Annexin-V-Cy3 SYTOX
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Sekil 4.10. Pd (II) bilesigi, 5-FU, Canertinib tek basina ve Canertinibin Pd (II) bilesigi ve
5-FU kemoterapétik ajani ile kombinasyonunun HT-29 kanser hiicrelerinde tedavi sonrasi
floresan mikroskop goriintiileri. Anneksin-V (Kirmizi), SYTOX ile boyama (Yesil)
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4.3.2. Tiim hiicre soylarinda apoptozun belirlenmesine iliskin Anneksin-V
ol¢iilmesinin akim sitometrisi ile degerlendirilmesi

Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin boyama disinda ayrica akim sitometrisinde
Anneksin-V degerlendirilmesi sonucunda; HCT-15 hiicre soyunda her bir bilesik i¢in
ayri ayri 24 saatlik tedaviler sonrasinda, canertinib tek basina uygulandiginda apoptotik
oran %24,95 (Q2+Q4), Pd (II) bilesigi tek basina %59,9 (Q2+Q4), Pd(Il)&canertinib
kombinasyonunda apoptotik oran %88(Q2+Q4) iken pozitif kontrol grubu 5-FU
uygulandiginda apoptotik oran %25,35 (Q2+Q4), 5-FU&canertinib kombinasyonunda
apoptotik oran %73,7(Q2+Q4) olarak belirlenmistir (Sekil 4.11). Bu sonuglara goére
kombinasyon tedavisinin hiicrelerinde hem Pd (II) bilesigine hem kontrole oranla
apoptotik hiicrelerin sayisinda artis meydana geldigi goriildii. Yapilan Anneksin-V-Cy3

floresans boyama goriintiileri de bu sonucu destekledi.

HT-29 kolon kanser hiicre soyunda ise canertinib tek basina uygulandiginda apoptotik
oran %12,15(Q2+Q4), Pd (II) bilesigi tek basina %52,45(Q2+Q4), Pd(Il)&canertinib
kombinasyonunda apoptotik oran %82,25(Q2+Q4) iken pozitif kontrol grubu 5-FU
uygulandiginda apoptotik oran %22,7(Q2+Q4), 5-FU&canertinib kombinasyonunda
apoptotik oran %37,85(Q2+Q4) olarak belirlenmistir. Ayn sekilde elde edilen sonuglar
Annexin V-Cy3 floresans boyama ile uyumludur (Sekil 4.12).

Annexin V-FITC ve 7-AAD negatif olan bdlge canli hiicreleri (Q3), Annexin V-FITC
ve 7-AAD pozitif olan bolge geg apoptotik hiicreleri (Q2), Annexin V-FITC pozitif ve
7-AAD negatif olan bolge erken apoptotik hiicreleri (Q4), Annexin V-FITC negatif ve
7-AAD pozitif olan bolge ise nekrotik hiicrelerin (Q1) ylizde degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4.11. Pd (I) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat on tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrasinda HCT-15 kolon kanseri hiicrelerinde
Anneksin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin histogramlari
(Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)
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Sekil 4.12. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrasinda HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde
Anneksin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yilizde degerlerinin histogramlari
(Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)

4.3.3. Apoptotik 6lilm mekanizmasinin belirlenmesinde tiim hiicre soylarinda
mitokondriyal membran potansiyeli ve JC-1 boyama sonuc¢lariin
degerlendirilmesi

Mitokondrilerin gegirgenligini dengeleyen pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekiillerin
islevindeki bozulmanin sonucu hiicreler mitokondriyal yolak tizerinden apoptotik 6liime
gider. Bu nedenle mitokondriyal membran permeabilitesinin degisimi apoptotik siire¢
de gozlenen 6nemli degisikliklerden biridir. Sekil 4.13°de goriildiigii tizere; HCT-15
kolon kanseri hiicrelerinde Pd(II) bilesigi tek basina mitokondri membrani depolarize
olan hiicrelerin total yiizdesi %51,3(Q1+Q3) iken Canertinib ile kombinasyonunda,
depolorize olan hiicre yiizdesi % 70,05(Q1+Q3) dir. Pozitif kontrol olarak kullanilan 5-
FU uygulandiginda mitokondri membrani depolorize hiicre ve mitokondri membrani
intakt hiicre 6liim yiizdesi ¢ok diisiiktiir, anlaml1 bir artig gozlenmemistir. Canertinib ile
kombinasyonunda mitokondri membran1 depolarize olan hiicrelerin total ylizdesi

%46,85(Q1+Q3) dir (Sekil 4.13). Pd(I) bilesiginin canertinib ile kombinasyonunda
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mitokondri depolorizasyonu goriilmesi, 6lim mekanizmasinin intrinsik (mitokondriyal)

yolak lizerinden gerceklestigi seklinde yorum yapilmistir.
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Sekil 4.13. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 pM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunun HCT-15 kolon kanseri
hiicrelerinde mitokondri membran potansiyel degisimi yilizde histogramlari
(Q1=Depolarize/Olii, Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4= Canl1)

HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde Pd(II) bilesigi tek basina mitokondri membrani
depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi %36,57(Q1+Q3) iken, Canertinib ile
kombinasyonunda, depolorize olan hiicre yiizdesi %48,5(Q1+Q3) diir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan 5-FU uygulandiginda mitokondri membrani depolorize hiicre yiizdesi
%24(Q1+Q3), iken Canertinib ile kombinasyonunda mitokondri membrani depolarize
olan hiicrelerin total yiizdesi %34,24(Q1+Q3) diir (Sekil 4.14). Pd(Il) bilesiginin
canertinib ile  kombinasyonunda mitokondri depolorizasyonunda artis  Gliim
mekanizmasinin intrinsik (mitokondriyal) yolak iizerinden gerceklestigi seklinde yorum
yapilmistir. Bu durumda Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda HCT-15 hiicre soyu ile
karsilastirdigimizda mitokondri membrani depolorize olmus hiicre ylizdesi her ne kadar
HT-29 hiicre soyuna gore fazla olsa da, her iki hiicre soyunda da apoptozun intrinsik

yolak lizerinden gittigi kanisina varilmstir.
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KONTROL CANERTINIB

CELL HEALTH PROFILE CELL HEALTH PROFILE

2 z 4
2 iDepolarized/Dead Dead 2 {Depolarized/Dead Dead
4.82 % 0.85 % 9.00 % 307 %
3 i 3
.

VIABILITY
VIABILITY

2 1 2
WITOPOTENTIAL High Lo MITOPOTENTIAL High
PA(ID) Pd(I)&CANERTINIB 5-FU 5 FU&CANERTINIB
. CELL HEALTH PROFILE . CELL HEALTH PROFILE . CELL HEALTH PROFILE . CELL HEALTH PROFILE
£ " ]Depolarized/Dead Dead | F ]Depolarized/Dead Dead | 2 *{Depolarized/Dead Dead| ¢ " {DepolarizedDead Dead
33.70% 47.05 % 38.73% 9.82 % 16.68 % 18.77 % 2520 % 231 %

= £ £ £
R 22 o1 Qlz o Q2
o e ¢ g
L 2 L 2
1 1 1
Q3 Q3 Q4 Q3 Q4
287 % 9.77 % 4 41.67 % 732% it 57.23%
£ Depolarized/Live Live| £ 0 Depolarized/Live Live| 2 0 DepolarizediLive - Live| £
0 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 k] 4 1 2
MITOPOTENTIAL High Low MITOPOTENTIAL High Low MITOPOTENTIAL High MITOPOTENTIAL High

Sekil 4.14. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubu ve klorokin (10 uM) 24 saat 6n
tedavi sonrasinda, Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat tedavi sonrasi
grubu ve bu bilesiklerin iiclii kombinasyon grubunun HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde
mitokondri membran potansiyel degisimi yiizde histogramlar1 (Ql=Depolarize/Olii,
Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4= Canl1)

Mitokondriyal transmembran potansiyel kaybi, apoptoz sirasinda meydana gelen
anahtar  olaylardan  bir  tanesidir. Bu nedenle mitokondriyal ~membran
potansiyelindeki(A¥Wm) degisikligin belirlenmesinde JC-1, en yaygin olarak kullanilan
boyadir. Saglikli hiicrelerde yani yliksek A¥Ym, JC-1 yogun kirmizi floresans
gosterirken, sagliksiz ya da apoptotik hiicrelerde yani diisiik AYm, JC-1 sadece yesil
floresans gosterir. HCT-15 kolon kanseri hiicrelerinde Pd(II) tek basina tedavisinde J-
agregatlar1 azaldig1 i¢in yesil floresan ve canertinib kombinasyonunda ayni sekilde yesil
floresans goriildii. Pozitif kontrol 5-FUnun canertinib ile kombinasyonunda membran
depolirizasyonu gozlendi.

HT-29 kolon kanseri hiicreleri de HCT-15 kanser hiicreleri ile benzer bir model
sergileyerek tek basina Pd(I) bilesiginde AWYm kaybi canertinib ile kombinasyona
benzer sekildedir ve yogun yesil renk gozlenmistir. 5-FU’nun tek basina tedavisine
kiyasla canertinib ile kombinasyonunda az da olsa A¥Ym kaybu ile birlikte yesil floresans

gozlenirken, tedavi gruplarinin genelinde membran potansiyelindeki yiikseklik, kontrol
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hiicrelerinin kirmizi floresans ile boyanmasi ile net bir sekilde gézlemlenmistir. Artmis
AW¥m kaybi apoptotik hiicre 6liimiiniin mitokondriyal yolak iizerinden gittigini gésteren
onemli bir indikatér oldugundan, HCT-15 ve HT-29 hiicreleri icin intrinsik yolak 6liim
mekanizmasii destekledigi belirlendi. Ayrica elde edilen bu sonuglar, akim
sitometresinde mitokondriyal membran potansiyeli dlciilmesiyle elde edilen sonuglarla

uyumludur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 pM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunun HCT-15, HT-29 kolon kanseri
hciirelerinde mitokondri membran potansiyel degisiminin (A¥m) floresan mikroskop
goriintiilleri (Kirmizi floresan saglikli hiicreleri, yesil floresan apoptotik hiicreleri
gostermektedir)
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4.3.4.Tiim hiicre soylarinda apoptozun belirlenmesine iliskin kaspaz3/7
olciilmesinin akim sitometrisi ile degerlendirilmesi

Annexin V-Cy3 boyama ve akim sitometrisi sonug¢larina gore 6zellikle canertinib ile
Pd(Il) ve 5-FU ile kombinasyonunda hiicrelerin apoptoz yolu ile 6ldiigii gézlenmistir.
Apoptotik hiicre Oliimii kaspazlarin aktivasyonu ile gerceklestiginden, kaspaz3/7
aktivasyonu apoptotik hiicre 6liimii ile ilgili daha net bir bilgi vermektedir. Apoptotik
hiicre 6liim mekanizmasinin akim sitometrisinde Kaspaz 3/7 aktivitesi degerlendirilmesi
sonucunda; HCT-15 hiicrelerinin canertinib tek basina uygulandiginda apoptotik oran
(kaspaz3/7 aktivitesi) %21,9 (Q2+Q4), Pd (II) bilesigi tek basina %88,55 (Q2+Q4),
Pd(Il)&canertinib kombinasyonunda apoptotik oran %92,15 (Q2+Q4) iken pozitif
kontrol grubu 5-FU uygulandiginda apoptotik oran %15,35 (Q2+Q4), 5-FU&canertinib
kombinasyonunda apoptotik oran %76,8 (Q2+Q4) olarak belirlenmistir(Sekil 4.16).
Elde edilen sonuglara gore kombinasyon tedavisinin apoptotik oraninda (kaspaz 3/7
aktivitesini) Pd(Il) tek basina tedavisine gore az miktarda artis goriildi. Fakat genel
olarak bakilacak olursa kombinasyon tedavisinin hiicrelerinde hem Pd (II) bilesigine

hem kontrole oranla kaspaz 3/7 aktivitesininde artis meydana geldigi goriildii.
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Sekil 4.16. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunun HCT-15 kolon Kkanseri
hiicrelerinde kaspaz 3/7 degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin
histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)
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HT-29 kolon kanser hiicrelerinde Pd (II) bilesigi tek basina %48,6 (Q2+Q4),
Pd(Il)&canertinib kombinasyonunda apoptotik oran %88,85 (Q2+Q4) iken pozitif
kontrol grubu 5-FU uygulandiginda apoptotik oran %9,85 (Q2+Q4), 5-FU&canertinib
kombinasyonunda apoptotik oran %53,9 (Q2+Q4) olarak belirlenmistir (Sekil 4.17).
Elde edilen sonuglara gére Kombinasyon tedavisinin apoptotik oraninda (kaspaz 3/7
aktivitesini) Pd(Il) tek basina tedavisine gore 2 kathik artis gériilmiistiir. Ayn1 zamanda
5-FU ajaninin tek basina kullanimina gore canertinib ile kombinasyon tedavisinde

kaspaz 3/7 aktivitesininde artis meydana geldigi goriildii.
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Sekil 4.17. Pd (I) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 pM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunun HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde
kaspaz 3/7 degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin histogramlari
(Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)

4.3.5. Tiim hiicre soylarinda apoptoz iliskili proteinlerin ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi

HCT-15 ve HT-29 hiicre soylarinin Pd(II), 5-FU ve bunlarin canertinib ile kombinasyon
tedavisi sonucu Oliim mekanizmasinin apoptoz olarak belirlendi. Buna gére apoptoz
mekanizmasinin intrinsik ya da ekstrinsik yolaktan mi gittigini belirlemek i¢in apoptoz

mekanizmasinda gorev alan bazi proteinlerin western blot ile ekspresyonlarina bakildi.
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Boylelikle HCT-15 kolon kanser hiicrelerinde Pd(II) tek basmna tedavisi PARPI1
ekspreyon diizeyini 6nemli dlgiide arttirirken, FAS ve DR4 protein ekspreyon seviyeleri
kontrol ile ayn1 kalmistir. Fakat kombinasyon tedavisinde tam tersi yani PARP1 protein
ekspresyonu belirgin bir sekilde azalirken, FAS ve DR4 protein ekspresyon seviyesi de
azalmistir. Mitokondriyal 6lim yolagi protein Bax seviyesinde Pd(II9 tek basina
uygulanmasina kontole kiyasla artig gozlenirken canertinib ile kombinasyonda bu artig
daha fazla belirgin hale gelmistir. C-jun fosforilasyonu Pd(Il) tedavisinde artarken
kombinasyonda bariz bir azalma gézlenmistir. Ayni sekilde p-Src ifade diizeyi Pd(II)
tek basina ve canertinib kombinasyonunda azalmistir.

HT-19 kolon kanser hiicrelerinde ise Pd(Il) tek basina ve canertinib ile kombinasyon
tedavisi sonucunda PARP1 kirilmasi gézlenirken, 5-FU ve canertinib kombinasyonunda
da PARI kinlmistir. FAS ekspresyon seviyesi Pd(I) tek basma ve canertinib
kombinasyonunda azalirken, DR4 ekspresyon seviyesinin énemli 6lgiide arttigr goriildi.
Mitokondriyal yolak proteinlerinden Bax hem Pd(II) tek basina hem de canertinib ile
kombinasyonunda artmistir. p-C-jun ifade diizeyi kombinasyon tedavilerinde azalmistir.
Apoptozu inhibe eden p-Src ekspresyon seviyesi ise neredeyse tiim tedavi gruplarinda
azalmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde, Pd (II) bilesigi (6,25uM) 24
saat On tedavi sonrasi Canertinib (5 pM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunda PARPI,
FAS, DR4,p-c-jun, p-Src, Bax protein ekspresyonlarmin western blot yontemiyle alinan
sonuglari

4.4. Kullamilan Pd(II) Bilesigi ve Trozin Kinaz Inhibitérii Canertinib ile
Kombinasyonunun Otofaji Uzerine Etkisi

Yapilan literatiir ¢alismalart sonunda EGFR inhibitorii olan canertinib’in farkli hiicre
soylarinda otofajik aktivitenin artmasina neden oldugu gosterilmistir. Canertinibin
otofajideki roliinii daha iyi anlayabilmek i¢in sadece bu baslik altinda klorokin tek
bagina ve Pd(I) bilesigi ve 5-FU ile kombinasyonu etkisiyle karsilastirma
yapailabilmesi icin kullanildi. Diger bir anlamda canertinib i¢in pozitif kontrol olarak
kullanild1. Bunun i¢in 6ncelikle klorokin i¢in uygun doz SRB metodu ile belirlendi.
HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicrelerine uygulanan klorokinin, 12 ve 24 saat tedavi
siiresi boyunca hiicre canliliginda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalmalara
neden oldugu bulundu (p<0,05; p<0,01; p<0,001). Buna gore otofaji inhibitérii i¢in
literatiir verileri ve sonug¢larimizla uyumlu olarak toksik olmayan 10uM dozu 24 saat 6n

tedavi uygulanmasina karar verildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Otofaji inhibitorii uygulanan HCT-15, HT-29, hiicre soylarmin canlilik
yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktast 2 bagimsiz ¢aligmanin ortalamasini temsil
etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir

Daha sonra canertinib bilesiginin Ozellikle Pd(II) bilesigi ile kombinasyonunda
belirlenen dozlar ile otofajik mekanizma iizerine etkisini belirlemek amaciyla western

blot yontemi ile otofaji de gérev alan 6nemli proteinlere bakildi. Bu sonuclara gore gore
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HCT-15 kolon kanser hiicrelerinde Pd (II) bilesigi uygulandiginda kontrole goére p62
protein seviyesi azalirken canertinib ile kombinasyonunda artis gozlendi. 5-FU
kemoterapotik ajani tek basina uygulandiginda kontrole gore az da olsa bir azalma
gozlenirken, canertinib ile kombinasyonunda protein seviyesinde belirgin bir artis
gozlendi. Bununla birlikte canertinib tek basina p62 protein seviyesini kontrole gore
arttirirken, klorokin uygulandiginda az da olsa bir azalma gozlendi. Ayn1 zamanda
Pd(II) bilesigi ve 5-FU kemoterapotik ajaninin klorokin ile kombinasyonu sonucunda
ise p62 protein seviyesinde bariz bir azalma gézlenmektedir. MTOR fosforilayonu
Pd(Il), 5-FU ve canertinib tek basina ve canertinib ile kombinasyonlarda azalma
gozlenirken, klorokin tek basmma ve Pd(II) ve 5-FU kombinasyonlarinda
artmaktadir.(Sekil 4.20).

-p-mTOR

-P62

-ATGS

- a-Tubulin

Sekil 4.20. HCT-15 kolon kanseri hiicrelerinde, Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8
uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubu ve
klorokin (10 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasinda, Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8
uM) 24 saat tedavi sonrasi grubunda Atg5, p62, mTOR protein ekspresyonlarinin
western blot yontemiyle alinan sonuglari

HT-29 kolon kanser hiicrelerinde, Pd(Il) bilesigi uygulandiginda kontrole gore p62
seviyesi onemli dl¢lide azalirken, canertinib ile kombinasyonunda Pd(II) bilesigine gore

artis gézlendi. 5-FU kemoterapdtik ajan1 uygulandiginda kontrole gore belirgin bir artis
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gozlenmezken, canertinib ile kombinasyonunda p62 protein seviyesinde artig gézlendi.
Buna gore canertinib tek basina uygulandiginda kontrole gore p62 protein seviyesinde
onemli bir artis gozlenirken klorokin tek basima uygulandiginda ise protein seviyesi
azaldi. Pd(Il) bilesigi klorokin ile kombine edildiginde protein seviyesi yok denecek
kadar azalirken 5-FU ajanimin klorokin ile kombinasyonunda ise kontrole gore azalma
gozlendi. Otofaji belirteclerinden diger bir protein olan ATGS proteinin ifade diizeyi ise
canertinib tek basina uygulandiginda degisiklik gozlenmezken, klorokin tek basina
uygulandiginda belirgin bir artis gdzlendi. Pd(I1) bilesigi uygulanmasi sonrasi goriilen
belirgin ATGS protein seviyesi artigi canertinib ile kombinasyonunda azalmistir. 5-FU
tek basina uygulandiginda ATGS ifade diizeyinde degisiklik gézlenmezken, canertinib
ile kombinasyonunda azalma gozlendi. Hem 5-FU hem de Pd(II) bilesiginin klorokin ile
kombinasyonunda ise ATGS protein seviyesi Onemli Olglide artmistir. mTOR
fosforilasyonu klorokin tek basma ve Pd(II), 5-FU ile kombinasyon tedavisinde
artarken, Pd(II) tek basina ve canertinib ile kombinastonunda azalma gozlendi. Fakat 5-
FU tek basina uygulandiginda HT-29 hiicrelerinde mTOR fodforilayonunu arttirken,

canertinib ile kombinasyonu azalmasina neden olmustur (Sekil 4.21).

Q
S Q
S & &
& & O & oF
QS)V «\‘\\ & ov‘\ *_VOQ. © K
& & ¥ of ¥
» & O N ¥ W
) & ©» O N NN
NS SRS S A A T

-p-mTOR

ledin. 78, “ R 1 AR -P62

: L UK
Ny

-ATGS

il S et —p— - a-Tubulin

Sekil 4.21. HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde, Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8
uM) 24 saat 6n tedavi sonrasit Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonras1 grubu ve
klorokin (10 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasinda, Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8
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uM) 24 saat tedavi sonrasi grubunda Atg5, p62, protein ekspresyonlarinin Western blot
yontemiyle alinan sonuglari

Ayni zamanda HCT-15 ve HT-29 hiicrelerinde p70S6K ve PTEN ekspreyon
seviyelerine western blot ile bakildi. Buna gére HCT-15 hiicrelerinde canertinib ve
Pd(II) tek basina uygulandiginda p70S6K ifade diizeyi kontrole kiyasla azalirken, Pd(II)
ve canertinib kombinasyonun ekspresyon seviyeleri daha da azaldi. 5-FU tek basina ve
canertinib ile kombinasyonunda ise belirgin bir de8isme goézlenmedi. PTEN
ekspresyonunun ise Pd(I) ve canertinib kombinasyonunda onemli oOl¢iide arttig

bulundu. Fakat diger tedavi gruplarinda ekspreyon seviyelerinde degisiklik gdzlenmedi
(Sekil 4.22).

HT-29 hiicrelerinde ise canertinib ve Pd(II) bilesigi tek basina uygulandiginda p70S6K
protein seviyesi kontrole kiyasla azalirken, 5-FU tek basina tedavisinde diger tedavi
gruplaria gore daha fazla bir ekspresyon seviyesi gozlendi. Kombinasyon tedavilerinde
ise P70S6K ekspresyon seviyesinin Onemli derecede azaldigi bulundu. PTEN
ekspresyon seviyesi canertinib ve Pd(II) bilesigi tek basina uygulandiginda kontrole
kiyasla degismezken, 5-FU tek basina uygulandiginda azalmistir. Kombinasyon
tedavilerinde ise PTEN ifade diizeyinde kontrole gbre anlamli bir artis gozlendi (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22. HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicre soyunda EGFR inhibitorii
uygulanmasiin Pd(II) bilesigi ve 5-FU ajaninin p70s6K ve PTEN proteinleri {izerine
etkisinin incelenmesi

Otofajik belirteglerin taranmasina yonelik olarak yapilan akim sitometrisinde dnemli bir
otofaji proteini olan LC3-II ifadesine bakildi. Sekil 4.23.1 de goriilen sonuglara gore
HCT-15 hiicrelerinde klorokin ve canertinib tedavisi uygulamasinin kontrole kiyasla
otofagozom yapisinda gorev alan LC3-II proteini ifadesinde Onemli bir degisiklik

saptanmadi (kontrol LC3-11 ifadesi: 11,1; canertinib LC3-1I ifadesi: 15,5; klorokin LC3-
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Il ifadesi: 14,8). Fakat Pd(II) bilesiginin canertinib ve klorokin ile kombinasyonunda
onceli derecede LC3-II ifadesi artmistir (Pd(IT) bilesigi LC3-1l ifadesi: 17,4; Pd(Il)
bilesigi ve canertinib kombinasyonu LC3-II ifadesi: 76,7; Pd(II) bilesigi ve klorokin
kombinasyonu LC3-1l ifadesi: 25,9). 5-FU kemoterapotik ajaninda ise tek basina
tedavisine gore canertinib ve klorokin tedavisinde LC3-II seviyelerinde onemli artig
gozlendi (5-FU LC3-11 ifadesi: 12, 5-FU ve canertinib kombinasyonun LC3-11 ifadesi:
29,9, 5-FU ve klorokin kombinasyonun LC3-I1 ifadesi: 14,9).

HT-29 hiicrelerinde ise Pd (II) bilesiginin tek basina tedavisinin kontrole kiyasla LC3-II
proteini ifadesinin arttirdig1 goriildii (kontrol LC3-11 ifadesi: 13,4; Pd (II) bilesigi LC3-
Il ifadesi: 41,7). Pd (II) bilesiginin canertinib ile kombinasyonu sonucu kontrole ve
Pd(II) bilesigine kiyasla LC3-I1 proteini ifadesinin 6nemli derecede arttigi goriildii (Pd
(II) bilesigi ve canertinib kombinasyonu LC3-11 ifadesi: 192). Bununla birlikte Pd(ll)
bilesiginin klorokin ile kombinasyonunda da ayni sekilde artis gézlendi (Pd (II) bilesigi
ve klorokin kombinasyonu LC3-I1 ifadesi 156,9) pozitif kontrol grubu 5-FU tek basina
LC3-II ifadesi lizerine Onemli bir etkisi olmazken canertinib ve klorokin ile
kombinasyonunda 6nemli derecede artig gozlendi ( 5-FU ajaninin LC3-I1 ifadesi: 20,2,
5-FU ve canertinib kombinasyonun LC3-1l ifadesi: 47,1, 5-FU ve Kklorokin
kombinasyonun LC3-11 ifadesi: 83,4 (Sekil 4.23.2).
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HCT-15 KONTROL CANERTINIB KLOROKIN
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Sekil 4.23.1. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 pM) Ile kombinasyonu ve CQ 24 saat 6n tedavi sonras1 Pd (II) bilesigi
(12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) ile 24 saat tedavi sonrast grubunun HCT-15 kolon kanseri
hiicrelerinde LC3-II ifadesinin histograma.

107



HT-29

KONTROL CANERTINIB KLOROKIN
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Sekil 4.23.2. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) Ile kombinasyonu ve CQ 24 saat 6n tedavi sonrasi Pd (II) bilesigi
(12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) ile 24 saat tedavi sonrast grubunun HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinde LC3-II ifadesinin histograma.

Otofajik diizenlenmenin son evresi otofajik vezikiillerin lizozomlar ile birleserek
otolizozomlar1 olusturma evresi oldugu i¢in hiicre i¢i toplam lizozom etkinliginin
artmasina yonelik olarak akridin turuncu ile boyama gergeklestirildi.

HCT-15 kanser hiicrelerine Pd(II) bilesigi, klorokin tek basina uygulandiginda aktif
lizozomlarda artis gozlendi. Fakat canertinib tek basina ve Pd(II) bilesiginin canertinib
ile kombinasyonunun turuncu renkli lizozomal vesikiillerde azalmaya neden oldugu
goriildii. Bununla beraber Pd(II) bilesiginin klorokin kombinasyonunda da aktif

lizozomlarda artig gozlendi. Ayrica 5-FU kemoterapodtik ajaninin tek basma tedavisi
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turuncu renkli lizozomlar: arttirirken canertinib ile kombinasyonunda azalma, klorokin
ile kombinasyonunda ise daha da fazla lizozomal vezikiillerde artis gozlendi (Sekil
4.24).

KONTROL CANERTINIB KLOROKIN

Sekil 4.24. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrast grubu ve klorokin (10 uM) 24 saat 6n
tedavi sonrasinda, Pd (IT) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat tedavi sonrasi
grubunun HCT-15 kolon kanseri hiicrelerinde akridin boyama sonuglariin floresan
mikroskop goriintiileri

HT-29 kanser hiicrelerine Pd(II) bilesigi, klorokin tek basina uygulandiginda hiicrelerde
aktif lizozomlarda artis gozlendi. Canertinib tek basina tedavisi ise turuncu renkli
lizozomlarin azalmasina neden oldu. 5-FU kemoterap6tik ajani ise kontrolle benzer bir
model gosterdi Bununla birlikte Pd(II) bilesiginin canertinib ile kombinasyonu aktif
liziomlarda azalmaya neden olurken 5-FU ajaninin canertinib ile kombinasyonu

kontrole gore 6nemli bir degisim gostermedi. Pd(II) bilesigi ve 5-FU ajaninin klorokin
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ile kombinasyonu ise turuncu renkli lizozomal vesikiillerde artisa neden oldugu goriildii.

(Sekil 4.25).

KONTROL CANERTINIB KLOROKIN

Sekil 4.25. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrasit grubu ve klorokin (10 pM) 24 saat 6n
tedavi sonrasinda, Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat tedavi sonrasi
grubunun HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde akridin boyama sonuglarinin floresan
mikroskop goriintiileri

Ayrica gen sonuglari ile de western ve boyama sonuglari desteklendi. HCT-15 kolon
kanser hiicresinde canertinib tek basina otofaji iliskili genlerin ekspresyonunda
azalmaya neden olurken Pd(Il) bilesigi tek basina tiim genlerde artisa neden oldu.
Bununla birlikte iki bilesigin kombinasyonu da ayni sekilde gen ekspresyonlarinda
azalmaya neden oldu. HT-29 kanser hiicrelerinde ise canertinib tedavisi ATGS ve
BECLIN1 gen ekspresyonunu azaltirken, Pd(Il) bilesiginin arttirdign goriildii. Her iki
bilesigin kombinasyonu ise canertinib tek basina tedavisine gore birazda olsa arttirdig

fakat Pd(II) bilesigi tek basina tedavisine kiyasla azalttig1 gozlendi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde, Pd (II) bilesigi (12,5uM) 24
saat On tedavi sonrast Canertinib (5 pM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunda Atg3,AtgS,
BECLINI1, gen ekspresyonlarinin RT-PCR yontemiyle alinan sonuglari

4.5. Pd(I1) ve Canertinib Bilesiklerinin HCT-15, HT-29 Hiicrelerinin invazyon
Yetenekleri Uzerine Etkisi

Pd(II) bilesigi ve canertinib ile kombinasyonun otofaji iizerine etkileri gosterildikten
sonra bu bilesiklerin hiicre invazyonu iizerine etkileri incelendi. HCT-15 kolon kanseri
hiicre soyunda canertinib tedavisi kontrol ile benzer invazyon yetenegine sahipken,
Pd(ll) ve 5-FU ajanmin uygulanmasi invazyonda artisa neden olurken, EGFR

inhibisyonunun hiicre invazyonunda azalmaya yol a¢tig1 goriildii (Sekil 4.27).

111



A KONTROL CANERTINIB

5-FU 5-FU&CANERTINIB

Sekil 4.27. HCT-15 kolon kanser hiicre soyunda Canertinib uygulanmasinin Pd(ll)
bilesigi ve 5-FU ajanmi ile kombinasyonunda invazyon yetenekleri iizerine etkisinin
incelenmesi

HT-29 kolon kanseri hiicre soyunda canertinib tedavisi sonunda kontrole kiyasla artmis

hiicre invazyonu gozlenirken, Pd(II) bilesiginin uygulanmasi invazyonda énemli dlgiide
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azalmaya neden oldu. Bununla birlikte 5-FU kemoterapdtik ajaninin konrol ile benzer
invazyon yetenegi gosterdigi bulundu. EGFR inhibisyonunun hiicre invazyonunda

onemli derecede azalmaya yol agtig1 goriildii (Sekil 4.28).

Sekil 4.28. HT-29 kolon kanser hiicre soyunda Canertinib uygulanmasmin Pd(Il)
bilesigi ve 5-FU ajani ile kombinasyonunda invazyon yetenekleri iizerine etkisinin
incelenmesi
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4.6. Pd(I) ve Canertinib Bilesiklerinin HCT-15, HT-29 Hiicrelerinin Koloni
Olusturma Yetenekleri Uzerine Etkisi

HCT-15 ve HT-29 kolon kanseri hiicre soylarinda Pd(I) ve 5-FU bilesikleri ve
canertinib ile kombinasyonlarin invazyon kabiliyetleri iizerine etkisi belirlendikten
sonra koloni olusturma yetenekleri iizerine etkilerine bakildi. Buna gére HCT-15 hiicre
soyunda Pd(II) bilesigi ve canertinib ile kombinasyonunda belirlenen dozlarda koloni
olusturma yetenegini azalttigi goriildii. Ayn1 zamanda 5-FU uygulanmasinda kontrole
gore koloni olusturma yeteneginde azalma goriiliirken, canertinib ile kombinasyona
tamamen kolonilerin azaldig1 goriildii. HT-29 kanser hiicre soyunda ise uygulanan tiim
bilesik gruplarinda koloni olusturma yeteneginin yok denecek kadar azaldig: belirlendi
(Sekil 4.29).
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PdII)&CANERTINIB

5-FU&CANERTINIB




KONTROL CANERTINIB

B

Pd(IN) Pd(I)&CANERTINIB
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Sekil 4.29. HCT-15 (A) ve HT-29 (B) hiicrelerinin canertinib, Pd(IT), 5-FU ve bunlarin
canertinib ile kombinasyonlarinin uygulamasi sonucu koloni olugturabilme yetenekleri

4.7. Pd(II) ve Canertinib l}ilesiklerinin HCT-15, HT-29 Hiicrelerinin Go¢c Etme
(Migrasyon) Yetenekleri Uzerine Etkisi

HCT-15 kolon kanseri hiicre soyunda Pd(II) ile canertinib ve 5-FU ile canertinib
kombinasyonu kontrol ile benzer migrasyon yetenegine sahipken, Canertinib, Pd(II), 5-
FU tek bagina uygulanmasi sonucu migrasyonda kontrole gore 24 saat sonunda belli bir
artis gorildi. HT-29 kanser hiicresinde, Pd(Il), ve Pd(II) bilesiginin canertinib ile
kombinasyon tedavisi ve 5-FU ajanmin canertinib ile kombinasyonu hiicrelerin

migrasyon yetenegi lizerine etki etmezken, kontrol ile benzerlik gosterdi. Bununla
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birlikte 5-FU ajan1 ve canertinib kontrole kiyasla migrasyonda artisa nedene oldu (Sekil
4.30).

A KONTROL CANERTINIB Pd() PA(I)&CANERTINIB 5FU 5-FU&CANERTINIB
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B KONTROL CANERTINIB Pd(ID Pd(IN&CANERTINIB 5-FU 5-FU&CANERTINIB
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Sekil 4.30. HCT-15 (A), HT-29 (B) kanser hiicre soyunda EGFR inhibitori
uygulanmasinin Pd(II) bilesigi ve 5-FU ajaninin migrasyon yetenekleri iizerine etkisinin
incelenmesi

4.8. Pd(II) ve Canertinib Bilesiklerin HCT-15, HT-29 Hiicrelerinde Epitelyal
Mezenkimal Doniisiim (EMT) Siireci ile Iliskili Proteinler Uzerine Etkisi

EMT, bazal yiizeyi araciligiyla bazal membran ile etkilesen polarize epitelyal
hiicrelerin, mezenkimal hiicre fenotipi kazanmasini miimkiin kilan ¢oklu biyokimyasal
degisikliklere maruz kalmasini saglayan biyolojik bir siirectir. Bu biyokimyasal
degisiklikler migrasyon, invazyon kapasitesinin artmasi, apoptoza karsi direng ve
ekstraselliiler matriks bilesenlerinin artmas: seklindedir. EMT siireci E-kaderin
ekspresyonuna baghdir ve EMT siirecine giren hiicreler E-kaderin ekspresyonunu

downregiile eder. Bu hiicre-hiicre adhezyon molekiilii, epitelyal hiicrelerin embriyo ve
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yasl dokularinda bulunan kalsiyum bagimli transmembran proteindir. Buna gore HCT-
15 hiicrelerinde Pd(II) bilesigi tek basina E-kaderin ekspresyonunu arttrirken, N kaderin
ekspresyonu azalmig, Vimentin azalmis fakat Fibronektin ekspresyonu artmistir. Pd(II)
ve canertinib kombinasyonunda, E-kaderin ekspresyonu artarken, N-kaderin, vimentin,
fibronekrin ifade diizeyi azalmistir. Canertinib tek basmna aynmi sekilde E-kaderin
ekspresyonunu arttirirken, N-kaderin ve vimentin azalmis, Fibronektin ekspreyonu
artmistir. HT-29 hiicrelerinde ise Pd(II) uygulandiginda E-kaderin ekspresyonu
artarken, N-kaderin ekspresyonu da artmis fakat kontrole kiyasla Fibronektin ve
vimentin ifade diizeyi degismemistir. Canertinib tek basina tedavisinde E-kaderin
ekspresyonu kontrole kiyasla degismezlen, N-kaderin artmig, fibronektin ve vimentin
ekspreyon seviyesi degismemistir. Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda ise E-kaderin
ekspresyon seviyesi artarken N-kaderin de artmis, vimetin azalmis fakat fibronektin

ifade diizeyi degismemistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. HCT-15 ve HT-29 kanser hiicre soyunda EGFR inhibitdrii uygulanmasinin
Pd(II) bilesigi ve 5-FU ajanimin EMT proteinleri tizerine etkisinin incelenmesi

4.1_.9. Pd(IT) ve Canertinib Bilesiklerinin HCT-15, HT-29 Hiicrelerinde DNA Hasari
Uzerine Etkisi

YH2AX nin ekspresyonu DNA ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir belirtecdir.
Akim sitometrisinde p-yH2AX nin degerlendirilmesi sonucu Pd (II) bilesiginin kontrole
kiyasla HCT-15 hiicrelerinde %54,80 (Q2) DNA hasarina neden oldugu bulundu.
canertinib tek basina uygulandiginda ise %8,5 (Q2) olarak kaydedildi. Pd (II) bilesiginin
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canertinib ile kombine edilmesi sonucu bu hasar %23,10 (Q2) olarak bulundu. Pozitif
kontrol olarak kullanilan 5-FU kemoterapotik ajaninda DNA hasart %10,8 (Q2)
bulundu. 5-FU ajaninin canertinib ile kombinasyonunda bu hasar %13,6 (Q2) bulundu
(Sekil 4.32). Sonug olarak Pd(II) ile kombinasyon tedavisinin HCT-15 hiicrelerinde
DNA hasarinda azalmaya neden oldugu belirlendi.
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Sekil 4.32. Pd (I) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunun HCT-15 kolon kanseri
hiicrelerinde p-yH2AX ylizde degerlerinin histogrami (Q1=yH2AX, Q2= p-yH2AX, Q3=
YH2AX eksprese etmeyen)

HT-29 hiicrelerinde Pd (II) bilesiginin %15,70 (Q2) DNA hasarina neden oldugu
bulundu. Canertinib tek basina uygulandiginda ise %8,20 (Q2) olarak kaydedildi. Pd

(IT) bilesiginin canertinib ile kombine edilmesi sonucu bu hasar %31,70 (Q2) olarak
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bulundu. Pozitif kontrol olarak kullanilan 5-FU kemoterapdtik ajaninda DNA hasari

%18 (Q2) bulundu. 5-FU ajanmin canertinib ile kombinasyonunda bu hasar %27,70
(Q2) olarak bulundu (Sekil 4.33). Sonug¢ olarak Pd(II) ile kombinasyon tedavisinin
Pd(II) bilesigine gore HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde DNA hasarinda anlamli bir

artisa neden oldugu belirlendi.
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Sekil 4.33. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonras1 grubunun HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde
p-yYH2AX yiizde degerlerinin histogrami (Ql= yH2AX, Q2= p-yH2AX, Q3= yH2AX
eksprese etmeyen)
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4.10. HCT-15, HT-29 Hiicrelerinde Pd(II) ve Canertinib Bilesikleri ile Tedavi
Sonucu Oksidatif Stresin (ROS) Belirlenmesi

DNA hasarinin ROS kaynakli olup olmadigini belirlemek i¢in akim sitometrisinde ROS
miktar1 incelendi (Sekil 4.32). HCT-15 hiicrelerinde Pd(II) bilesiginin canertinib ile
kombinasyonunda Pd(II) bilesigine kiyasla azalma meydan geldi (Pd(Il) bilesigi ROS
miktart: %55,65, Pd(II)&canertinib kombinasyonu ROS miktar: %12,8). Bununla
birlikte 5-FU ajaninin tek basina ve canertinib ile kombinasyon tedavisinde ROS
miktarinda 6nemli bir artis meydana gelmedi (5-FU ROS miktar:: %14,75, 5-
FU&canertinib kombinasyonu ROS miktari: 516,35,) (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 uM) ile 24 saat tedavi sonrast grubunun HCT-15 kolon kanser
hiicrelerinde ROS yiizde degerlerinin histogrami. M1: ROS negatif hiicreler(—); M2:
ROS pozitif hiicreler ROS(+)

HT-29 kolon kanser hiicrelerinde Pd(II) bilesiginin canertinib kombinasyon tedavisinde
Pd(II) bilesigi tek basina tedavisine gore 2 katlik bir artis goriildii (Canertinib ROS
miktar:: 4,95, Pd (I) bilesigi ROS miktart: %10,45; Pd (II) bilesigi ve canertinib
kombinasyonu ROS miktari: %20). 5-FU kemoterapotik ajani ile tedavide ise hem

kontrole hem de Pd(II) bilesigine kiyasla anlamli artis gozlendi ( 5-FU ROS miktar1:
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%32,95). Aym1 zamanda 5-FU ajaninin canertinib ile kombinasyonunda da 5-FU

ajaninin tek basina tedavisine goére anlamli artis belirlendi (5-FU&canertinib
kombinasyonu ROS artis1:%43,1) (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Pd (I) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 pM) ile 24 saat tedavi sonrast grubunun HT-29 kolon kanser hiicrelerinde
ROS yiizde degerlerinin histogrami. M1: ROS negatif hiicreler(—); M2: ROS pozitif
hiicreler ROS(+)
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4.11. Pd(II) ve Canertinib Bilesiklerinin Ila¢ Direncliligi Uzerine Etkileri

Pd(II) bilesigi, canertinib, 5-FU ajaninin, BRCP, MRP ve MDR eksprese eden ve
duyarl hiicre soyunda, belli transport genler i¢in substrat ya da inhibitér madde olup
olmadiklar1 yoniinde fikir yiiriitebilmek i¢in in vitro hiicre canlilig1 testi yapildi. Genel
olarak BRCP, MRP ve MDR’nin substrat1 olan sitotoksik bilesikler i¢in, direnc¢li ve
duyarli hiicre soylarinda farkli sitotoksik aktivite goriiliir. Boylelikle eger test edilen
bilesik sitotoksik ve duyarli hiicrelere kiyasla direngli hiicrelerde daha az sitotoksik
aktivite gosteriyorsa, bu bilesiklerin daha az hiicre i¢i birikime ve daha diisiik
toksisiteye yol agan BRCP, MRP veya MDR tarafindan tasindigi yoniinde sonuca
varilir. Bu bilesiklerin toksisitelerin degerlendirilmesi i¢in, MDCK, MDCK-BRCP,
MDCK-MRP, MDCK-MDRI1 hiicreleri kullanildi. Pd(IT) bilesiginin tek basina hiicre
canlilif1 iizerine etkisi goriilmezken, canertinib duyarli hiicre soyu MDCK da yaklasik
%350 canlilik gosterdi. Bununla birlikte Pd(II)&canertinib kombinasyonu fare MDCK-
BRCP hiicresinde etki gostermezken, insan MDCK-BRCP hiicre soyunda yaklasik %70
canlilik gosterdi. Diger direngli hiicre soylar1 fare MDCK-MRP, insan MDCK-MRP ve
MDCK-MDRI hiicre soyunda ise yaklagik %50’ye yakin canlilik gosterdi (Sekil 4.36).
5-FU kemoterapotik ajan tek basina bir etki gdstermezken, canertinib ile kombinasyonu
insan MDCK-MRP ve MDCK-MDRI1 direngli hiicre soyunda duyarli hiicre soyu kadar
canlilik yani %50’ye varan canlilik gosterdi (Sekil 4.36). Bu sonuglara dayanarak
ozellikle Pd(II) ve 5-FU ajaninin canertinib ile kombinasyonun MRP ve MDR
tastyicilar i¢in substrati/inhibitorii olup olmadigr yoniinde kesin bir ¢ikarim yapilamasa
da bu ajanlarin 6zellikle MRP ve MDRI1 tastyicilarinin neden oldugu ilag direngliliginin
iistesinden gelme yetenekleri oldugu yoniinde yorum yapildi. Diisiik dozlar da dahil bu

bilesiklerin direnci tersine ¢evirebilme yetenegine sahip oldugu gosterildi.
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Sekil 4.36. Pd(II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 puM) ile 24 saat tedavi sonras1 grubu ve klorokin (10 uM) 24 saat 6n
tedavi sonrasinda, Pd(II) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat tedavi sonrasi
grubunun MDCK direngli ve duyarli hiicreler iizerine etkisinin SRB yodntemi ile
belirlenmesi

Ayrica ilag direngliliginde rol olan tasiyict molekiillerden biri olan MRP1 ve MDR’nin
ekspresyon seviyesi HCT-15, HT-29 kanser hiicrelerinde western blot ile bakildi. Bu
amagla HCT-15, HT-29 hiicrelerine Pd (II) bilesiginin 12,5 pM, Canertinib 5 pM ve 5-
FU 10,8 uM dozu ve bunlarin kombinasyon dozlar1 uygulandi. Buna gére MRP
ekspresyon seviyesi HCT-15 kanser hiicrelerine Pd(II) bilesigi uygulandiginda kontrole
kiyasla MRP1 protein ekspresyonu artarken, canertinib ile kombinasyonda degisim
gozlenmedi. 5-FU kemoterapotik ajani tek basina uygulandiginda kontrole kiyasla hafif
bir artis gozlenirken, canertinib ile kombinasyonunda MRP1 proteinin ifade diizeyinin
daha da arttigi gozlendi. MDR ekspresyon seviyeleri ise canertinib, Pd(ll) ve 5-FU
bilesigi tek basina uygulandiginda ve Pd(II)&canertinib kombinasyonunda kontrole
kiyasla anlamli bir azalma g6zlendi. Fakat 5-FU ve canertinib kombinasyonunda MDR
protein ekspresyon seviyesi kontrole gore degismemistir (Sekil 4.37).

HT-29 kanser hiicresinde ise tek basina uygulanan canertinib, ve Pd(II) bilesigi MRP1
protein ekspresyon diizeyinin degismesine neden olmazken 5-FU tek basina protein
ifade diizeyinde hafif azalmaya neden oldu. Bununla birlikte 5-FU ve Pd(II) bilesiginin
canertinib ile kombinasyon tedavi grubunda belirgin bir azalma MRP1 protein
seviyesinde gozlendi. MDR protein ekspresyonu ise Pd(II) bilesigi tek basma ve
canertinib ile kombinasyonunda anlaml bir sekilde azalirken, canertinib ve 5-FU tek

basina uygulandiginda MDR protein ifade diizeyinde kontrole kiyasla bie degisim
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gozlenmedi. Fakat 5-FU&canertinib kombinasyonunda MDR ifade diizeyinin kontrole
kiyasla azaldig1 gozlendi (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Pd(Il) bilesigi (12,5uM) ve 5-FU (10,8 uM) 24 saat 6n tedavi sonrasi
Canertinib (5 pM) ile 24 saat tedavi sonrasi grubunun MRP1, MDR protein ekspresyon
seviyesi iizerine etkisinin HCT-15 ve HT-29 kanser hiicrelerinde western blot yontemi
ile belirlenmesi

4'1'.12. HCT-15, HT-29 Hiicrelerinde Pd(II) ve Canertinib Bilesiklerinin Anjiyogenez
Uzerine Etkileri

Kanserde anjiyogenez hastaligin ilerlemesinde son derece Onemli bir siiregtir.
Anjiyogenezi baskilayarak tiimorlerin  gerilemesini saglamaya yonelik tedavi
yaklagimlar1 lizerinde uzun zamandan beri aragtirmalar devam etmektedir. Buna gdre bu
calisma da oncelikle HUVEC hiicrelerinde canertinib, Pd(II) ve 5-FU tek basina tedavi
grubu, Pd(II) doz cevap tedavi grubunun canertinib ile kombinasyonu ve ayni1 sekilde 5-
FU doz cevap tedavi grubunun canertinib ile kombinasyonu seklinde tedavi gruplari
olusturuldu ve SRB yontemi ile canlilik tespit edildi. Elde edilen sonuglara gére her bir
bilesik i¢in, in-vivo CAM g¢alismast ve in-vitro tiip olusum testi igin uygun doz
belirlendi (Sekil 4.38). Buna gore tiip olusum testi i¢in canertinib i¢in 6,25 uM, Pd(Il)
bilesigi i¢in 50 uM, 5-FU i¢in 86,5 uM dozlar secildi.
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Sekil 4.38. Canertinib (1,56-100 pM), Pd(I) bilesigi (1,56-100 pM) ve
kombinasyonlar1 ve 5-FU (2,7-173uM) ve kombinasyon dozlarinn HUVEC
hiicrelerinin canlilifa etkisinin doza bagli olarak degisiminin SRB canlilik metodu ile
belirlenmesi

Dozlar belirlendikten sonra tlip olusum testi i¢in Oncelikle kuyular matrijel ile
kaplandiktan sonra 1,5x10% hiicre kuyulara ekildi ve belirlenen dozlarda 2-4-8-12 saat
olmak {tizere tiip olusumu faz mikroskopu altinda goriintiilendi. HUVEC hiicrelerinde
uygulanan canertinib’in tiim saatlerde hiicrenin tiip olusturmasini engelledigi goriildii.
Tek basina canertinib tedavisi tiip olusumunu engelledigi gibi Pd(Il) ve 5-FU ajani ile
kombinasyonunda da aym etkiyi gosterdi. Bunun disinda Pd(II) bilesigi tek basina
kontrole kiyasla tiip olusumunu 6nemli 6l¢iide bozdugu gibi pozitif kontrol olarak
kullanilan bevacizumab’a benzer bir model sergiledi. Bunun disinda 5-FU tek basina
12. Saatin sonunda dahi kontrolle benzerlik gosterirken, pozitif kontrol olarak kullanilan

bevacizumab’a kiyasla etki anlamli degildir (Sekil 4.39).

126



127



€ KONTROL CANERTINIB D KONTROL CANERTINIB

Pd(IN&CANERTINIB P()&CANERTINIB

5FU 5.-FU&CANERTINIB 5.-FU&CANERTINIB

BEVACIZUMAB

2.saat 4.saat 8.saat 12.saat

Sekil 4.39. Canertinib (6,25 uM), Pd(II) bilesigi (50 uM) ve kombinasyonlar1 ve 5-FU
(86,5 uM) ve kombinasyon dozlar1 ve pozitif kontrol olarak kullanilan bevacizumab’in
(0,125mg/ml) 2 (A)-4 (B)-8 (C)-12 (D) zaman diliminde HUVEC hiicrelerinin tiip
olusturma yetenekleri tizerine etkisinin belirlenmesi

Pd(IT) bilesigi, SFU, canertinib, bunlarin kombinasyonunun anti-anjiyogenik aktiviteleri

CAM testi kullanilarak incelendi. Pozitif kontrol olarak ise Bevacizumab kullanildi.

Standart kontrol maddeleri olarak sodyum dodesil siilfat (SDS), kor olarak agar

kullanilmigtir Elde edilen sonuglar tablo da verildi (Tablo 4.2). Dollenmis yumurtanin
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CAM"1 lizerine uygulanan pelletin alt ylizeyinde ve etrafindaki kapiler gelisiminde
hicbir degisim yok ise skor 0 olarak ifade edilmis ve bu durum normal embriyo gelisimi
olarak degerlendirilmistir. CAM iizerine uygulanan pelletin alt ylizeyinde ve etrafinda
pelletten cok daha genis olmamak iizere kapiler yogunluk azalmis ancak kapiler
damarsiz alan yok ise skor 0.5 olarak ifade edilmis ve bu durum zayif antianjiyojenik
etki olarak, kapilersiz alan az veya kapiler yogunluk belirli bir alanda azalmis ve etki
pellet alaninin iki katindan fazla degilse skor 1 olarak ifade edilmis ve bu durum
kuvvetli antianjiyojenik etki olarak, pelletin etrafinda en az iki kat mesafe olacak
sekilde kapilersiz alan mevcut ise skor 2 olarak ifade edilmis ve bu durum ¢ok kuvvetli
antianjiyojenik etki olarak degerlendirilmistir. Eger pellet CAM yilizeyinde kanamaya
yada tahrise yol agmigsa bu durum iritasyon olarak degerlendirilmistir. Mikroskobik
goriintiilerden elde edilen sonuglara gére Pd(II) bilesigi (skor0.9 + 0.2), pozitif kontrol
olarak kullanilan bevacizumab’a (skor 1.0 + 0.3) gore yaklasik esdeger bir anti-
anjiyogenik etki gdsterirken, canertinib ile kombinasyonu (skor 1.9 + 0.2) 2 kat1 anti-
anjiyogenik etki gosterdi. Bununla birlikte tek basina canertinib tedavisi de orta
derecede anti-anjiyogenik etki gosterdi (skor 0.7 + 0.1). 5-FU kemoterapétik ajan
uygulandiginda zayif etki (skor 0.4 + 0.2) gosterirken, canertinib ile kombinasyonu
(skor 1.4 + 0.2) bevacizumab’a kiyasla anlamli bir anti-anjiyogenik etki gosterdi (Sekil
4.42). Agarin sonug skoru 0.2 £ 0.2 bulundu. Dolayisiyla kapilerlerin ve embriyonun
gelisimi lizerine bu konsantrasyonda hicbir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Negatif
kontrol maddesi SDS’nin bu konsantrasyonda CAM fizerinde 0.1 + 0.1 skorla % 87 £ 5
oraninda iritasyona neden oldugu gozlenmistir. Sonug olarak kullanilan Pd(II) bilesigi
ve 5-FU kemoterpdtik ajan1 tek basina kullanimlarima gore ozellikle canertinib ile
kombinasyon tedavisinde giiclii anti-anjiyogenik etki gosterdi. Maddelerin test edilmesi
sirasinda 6nemli gozlemlerden biri de test edilen maddelerin membran irritasyonu ve

toksisiteye neden olmadig: seklinde oldu.
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Test Maddeleri Skor Irritasyon Konsantrasyon
(%)

Canertinib 0.7+0.1 - 0.5 ug/pellet
Pd(1l) 09+0.2 - 50 ug/pellet
Pd(Il)&Canertinib 1.9+0.2 - 50 ug/pellet + 0.5 ug/pellet
5-Florourasil 04+0.2 - 5 ug/pellet
5-FU&Canertinib 1.4+0.2 - 5 ugl/pellet + 0.5 ug/pellet
Bevacizumab 1.7+0.3 - 4 uglpellet
Agar 0.2+£0.2 - Kor (% 2.5, a/h)
Sodyum dodesil siilfat 0.1+0.1 87+ 5 | Negatif kontrol (50
(SDS) ug/pellet)

Tablo 4.2. Canertinib, Klorokin, Pd(Il) bilesigi ve kombinasyonlar1 ve 5-FU ve
kombinasyon dozlar1 ve pozitif kontrol olarak kullanilan bevacizumab’in Anti-
anjiyogenik etkileri
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AGAR SDS BEVACIZUMAB

CANERTINIB Pd(In) Pd(I)&CANERTINIB

5-FU 5-FU&CANERTINIB

Sekil 4.40. Canertinib, Pd(Il) bilesigi ve kombinasyonlar1 ve 5-FU ve kombinasyon
dozlar ve pozitif kontrol olarak kullanilan bevacizumab’in CAM testi ile anyiyogenez
tizerine etkisinin belirlenmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Kolorektal kanser, kanserin en yaygin liciincli tiriidiir ve bati diinyasinda kanser
aracilifiyla oliimlerin basinda ikinci sirada gelmektedir. Kolon kanseri yilda yaklasik
650.000 oliimle sonuglanmaktadir (Jemal ve ark. 2010). Kolon kanserinin erken tanisi,
kolorektal histolojik faktorlerin ve cerrahi tedavisinin kemoterapi veya radyasyon
terapisi ile kombine edilip edilmedigi bilinmesi etkilenen hastalarin tedavilerine katkida
bulunur. Sagkalim i¢in, tikaniklik veya perforasyon, timdr seviyesi, vendz invazyon,
perindral invazyon, yas, cinsiyet veya allelik kromozom 18q kaybi gibi bagimsiz bazi
faktorler saptanmistir, fakat c¢ok azimin prognoz ve sagkalima etkisi oldugu
gosterilmistir. Bu durumda kolon kanseri hastalar i¢cin ek prognostik biyobelirteglerin
gereksinimine neden olmustur.

Son zamanlarda, epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ¢ok ¢esitli kanserlerde
tespit edilmis ve asir1 ekspresyonu, akciger, gogiis, yumurtalik, mesane, 6zofagus,
servikal ve bas-boyun kanserlerinde oldugu gibi, daha agresif bir klinik ilerleme ile
iliskili olarak kotii prognoz faktorii olarak onerilmistir (Neal ve ark. 1985, Sainsbury ve
ark.1987, Bauchnecht ve ark. 1989, Ozawa ve ark.1989, Pfeiffer ve ark. 1989, Salomon
ve ark. 1995). insan kolorektal karsinoma hiicrelerinde EGFR’nin mRNA'nin timor
ilerlemesi sirasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi gosterilmistir ve ayrica ve kolorektal
kanser numunelerinin malign bolgelerinde EGF ve EGFR diizeylerinin ¢evresindeki
mukozadan daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Tong ve ark. 1998, Messa ve ark. 1998).
Bunun disinda yapilan bir klinik bir ¢alismada, EGFR ekspresyonunun, dordiincii
evrede olan kolon kanseri hastalarinda kotii sonug ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle kolon kanserinde spesifik EGFR hedefli tedavi uygulanmasi son zamanlarda

yaygin olarak yapilan ¢alismalardan biridir.

Bu amagla bu ¢alismada canertinib, ErbB aile reseptorlerine spesifik sistein rezidiilerini
alkillemek icin tasarlanmis yeni nesil tirozin kinaz inhibitorii (TKI) kullanilmistir.
Canertinib, karbon 6 daki akrilamid yan zincirine ve ATP baglanma cebine baglanir ve
EGFR’nin sistein rezidiisic 773 ve HER2 ve HER3’lin 784 ve 778 rezidiileriyle
yakindan iligkili olup kalic1 olarak inaktivasyonlarina neden olur. Bu TKI, reseptorlerin
geri dondiiriilmez inhibisyonu ve MAPK sinyal yolaklarinin downregiilasyonunu saglar.

Yapilan ¢aligmalar canertinibin bu karakeristik 6zelliklerinden dolay: daha fazla etkinlik
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ve daha genis bir anti-proliferatif etkinlik alani oldugunu gostermektedir. EGFR ve
HER2’nin aktif formlarmin birlikte eksprese edildigi kolon ve bas-boyun kanserinde
canertinib’in hiicre biiylimesini bloke ettigi ve in vivo neoplastik hiicre transformasyonu
icin Onemli oldugu diisiiniilen hedeflenmis spesifik genlerin downregiilasyonunu
sagladigr bulunmustur. Ako ve digerleri tarafindan 2007'de yapilan bir arastirmada,
EGFR ve HER2'yi ayni anda eksprese eden 6zafagus kanser hiicrelerinde, canertinibin
hiicre biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Ako ve ark. 2007).

DNA, antikanser ila¢lariin ana biyolojik hedefidir. Bu nedenle, potansiyel sitotoksisite
gosteren ve DNA’y1 hedef alan metal bazli antikanser ajanlarinin dizayni ve sentezi son
yillarda 6nem kazanmistir (He ve ark. 2000, Zamble ve ark. 2002). Son zamanlarda yeni
Pd(II) bilesikleri, sisplatinin toksik etkisini azaltmak veya potansiyel antikanser ilaci
olarak kullanimlarinin 6niinii agmak i¢in sentezlenmektedir (Torshizi ve ark. 2011). Pd
(I1) kompleksinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre soylarina etkisi
incelenmis, doz ve zamana bagli olarak Pd (II) kompleksinin giiglii anti-biiylime etkisi
in vitro olarak gosterilmistir (Ulukaya ve ark. 2011). Meme (MCF-7), kolon (HT-29) ve
prostat (DU-145) kanser hiicrelerinde, Pd bilesikleri, klinik olarak kullanilan metalo
ilaglar olan sisplatin, karboplatin ve okzaliplatin kiyasla 6nemli derecede sitotoksik
aktivite gostermistir (lcsel ve ark. 2015). Kisacasi yapilan birgok ¢alisma Pd (I1)
bilesiklerinin, farkli kanser hiicrelerinde DNA’da yiiksek diizeyde hasarlar olusturarak
neden olduklar1 sitotoksisite nedeniyle apoptotik hiicre 6limiinii uyardigini gostermistir
(Abu-Surrah ve ark. 2010, Giiney ve ark. 2011). Metal bilesiklerin disinda
Floropirimidin 5-fluorourasil (5-FU) bas, boyun, gogiis ve kolorektal kanseri gibi gesitli
kat1 kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapotik ilagtir. 5-FU,
Thymidylate sentetaz enziminin aktivitesine miidahale eden bir ilagtir, fakat 5-FU
metabolitlerinin DNA ve RNA'ya dahil edilmesinin, sitotoksisiteye 6nemli Olgiide

katkida bulundugu gosterilmistir.

Bu tez calismasinda, Oncelikle tirozin kinaz inhibitorii canertinib ile Kimya Boliimii
Anorganik Kimya Arastirma Grubu tarafindan sentezlenen bir Pd (II) bilesiginin
[PdClI(terpy)](sac).2H20] insan kolon kanseri hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkisi
arastirilmistir. HCT-15 ve HT-29 kolon kanser soyunda Pd(IT) bilesigi 24-48 saat

stiresince uyugulanmasi sonucunda doza bagimli anlamli azalmalar gézlendi (p<0,001).
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HCT-15 kolon hiicrelerinde 6,25-100 uM dozlar1 24 saat tedavi sonunda yaklasik % 50
canlilik gosterirken, 48 saat tedavi sonunda bu canlilik 6nemli derecede azalmistir. HT-
29 kolon kanser hiicrelerinde ise Pd(II) bilesiginin uygulanmasi 24 saat sonra tedavide
canlilikta azalma 25-100 uM dozlarinda istatistiksel olarak anlamliyken, 48 saat tedavi
sonrasinda 1,56-100 uM dozlarinda anlamhidir (p<0,001). HCT-15 kolon kanserinde
IC50 degeri 24 saat tedavi sonunda 43,7 iken, 48 saat tedavi sonunda 4,4’tiir. HT-29
kolon hiicresinde ise IC50 degeri 24 saat tedaviden sonra 45,6 iken, 48 saat tedavi
sonunda IC50 degeri 15 olarak belirlenmistir. Farkli bir ¢alismada yine Pd(II)
bilesiginin 48 saat tedavisi sonunda IC50 degeri; A-549 i¢in 2.1 uM, H-1299 igin 1.8
uM, ve PC-3 i¢in 1.8 uM olarak bulunmustur (Ulukaya ve ark. 2011). Farkli bir
palladyum bilesigi Pd (I1) bis(2-piridilmetil) amin, farkli hiicre hatlarinda belirlenen
farkli IC50 degerleri ile sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. (Gliney ve ark.
2011b). HeLa hiicrelerinde ise Pd(Il) bilesiginin IC50 degeri 86,1 iken, tedavide
kullanilan diger kemoterapotik ajanlarin IC50 degerleri Sisplatin 94,3 uM, karboplatin
104,3 uM ve oksaliplatin 71,3 uM olarak bulunmustur (Abu-Surrah ve ark. 2008). IC50
degerleri arasindaki farklilik, ¢alismalarda kullanilan farkli hiicre soylar1 ve farkli Pd(II)
bilesik yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu calismada ayrica Pd(II) bilesiginin kolon
hiicreleri iizerine etkinligini karsilagtirmak i¢in kolon kanseri tedavisinde kullanilan 5-
FU kemoteratik ajanin 24-48 saat tedavi siiresince HCT-15, HT-29 kolon kanseri
hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri SRB canlilik testi ile arastirildi. HCT-15 kolon
kanserinde 24 saat tedavi sonunda hiicre canliliginda belirgin bir azalma gozlenmezken
48 saat tedavi sonunda istatistiksel olarak 10,8-173 pM doz araliginda canlilikta anlamli
azalma gozlendi (p<0,001). HT-29 kolon kanserinde ise ayni sekilde 24 saat tedavide
canlilikta azalma gozlenmezken, 48 saat tedavi sonunda 5,4-173 uM doz araliginda
istatistiksel olarak azalma belirlendi (p<0,001). Farkli bir ¢alismada yine HCT-15 ve
HT-29 kolon hiicre soylar1 kullanilarak hiicreler 10 uM-10mM doz 48 saat siiresince
tedavi edilmistir. Buna gore 48 saat sonunda 10 uM dozda HCT-15 kolon hiicresinde
canlilik %83,6 iken, HT-29 kolon hiicresinde %89 olarak bulunmustur (Lim ve ark.
2007). Farkli bir calismada HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri 6 giin siireyle 5-
FU ile tedavi edildikten sonra IC50 degerleri sirasiyla 1 ve 4 uM olarak bulunmustur
(Russo ve ark. 2002). lkehatai ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada HT-29
kanser hiicreleri 5-FU ile 72sa tedavi edildi ve IC50 degeri 10 uM olarak bulunmustur.
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Farkli doz ve saatlerde uygulanan 5-FU kemoterapotik ajaninin canlilik {izerine etkisi
tim caligmalarda benzerlik gostermektedir. Ayrica tirozin kinaz inhibitorii olarak
kullanilan canertinib 24 saat tedaci sonunda HCT-15 kolon kanserinde 5 uM dozunda
yaklagik %80 canlilik gésterirken, HT-29 kolon kanserinde bu canlilik %100’e yakindir.
Literatiirde kullanilan doz ile uygun olmasi ve en 6nemlisi yapilan bu ¢alismaya 6zgii
olarak toksik olmayan dozun secilmesi amaclanmistir. Caligmanin amacina uygun
olarak hem Pd(II) bilesigi (12,5 uM), hem 5-FU (10,8 uM) hem de canetinib (5 uM)
icin ilerleyen calismalar i¢in 24 saat tedavi sonunda toksik olmayan dozlar segildi.
Segilen dozlar sonucunda Pd(II) bilesigi ile canertinib, 5-FU ile canertinib kombine
edildi. Buna gore her iki hiicre soyunda da tek basina Pd(II) bilesigi ve tek basina 5-FU
kemoterapétik ajanina kiyasla kombinasyon grubunda canlilik 6nemli 6l¢iide azaldigi
bulundu. Farkli bir ¢alismada DiFi ve Caco-2 kolon kanser hiicrelerine 0,1 puM
canertinib 24-48-72 saat siireyle uygulanarak, canliligin etkili olarak azaldigi 72 saatte
her bir hiicre hatti i¢in canlilik sirasiyla %31.04 ve %53.71olarak bulunmustur
(Skvortsov ve ark. 2005). SKOV3 ovaryum kanserinde ise 4 uM canertinib tedavisi,
EGF ve FGF uygulanan ortamda dahi canliligt %50 den daha fazla azalttif
gozlenmistir (Hassan ve ark. 2016).

Hiicrenin hayatta kalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki denge karmagik bir konudur ve
timor hiicrelerinin bu kritik yollar arasindaki karar noktalarini nasil diizenledigini
anlamak icin biiyilk ¢aba gerekir. Bu ¢alisma, hem sagkalim hem de stresle aktive
edilmis yolaklarin modiilasyonunun, tiimor hiicrelerinde artmis apoptoz agisindan Pd(11)
bilesigi ve canertinib arasindaki kuvvetli sinerjik etkilesimde rol oynadigimi
gostermektedir. Canertinib reseptor tirozin kinazlarin ErbB ailesinin spesifik bir
inhibitoriidiir ve kanser tedavisinde uygulanabilir hedef oldugu gosterilmistir (Fry
1999). HT-29 ve HCT-15 kolon hiicrelerinde EGFR inhibitorii canertinibin, EGFR
fosforilasyonunu diizgiin bir sekilde inhibe ettigini gdstermek ig¢in, her iki hiicre soyuda
24sa siire boyunca canertinib (5uM) ile tedavi edildi. Her iki hiicre soyunda da
canertinib SuM dozu etkili bir sekilde EGFR fosforilasyonunu inhibe ettigi goriildii. Bu
inhibasyon ayni zamanda Pd(Il) ve 5-FU kombinasyonlarinda da gozlendi. Bu durum
da EGFR inhibisyonu i¢in canertinibin uygun dozunun secildigini gostermektedir.
Farkl1 ¢alismalarda canertinibin EGFR fosforilasyonunu inhibe ettigi akciger, ovaryum,

osteosarkoma, 6zafagus kanser hiicrelerinde farkli dozlarda da gosterilmistir (Hughes ve
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ark. 2006, Ako ver ark. 2007, Li ve ark. 2008, Grunta ve ark. 2009). EGFR
fosoforilasyonu, yasam sinyal yolaginda, AKT ve MAPK/p38 ve ERK1/2 proteinlerini
uyararak aktive eder. Bu durum da bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunu
saglar. Bu yiizden canertinibin bu proteinler iizerine etkisi ayrica degerlendirildi. Her iki
hiicre soyunda da p38 ve ERK1/2 fosforilasyonun canertinib ve Pd(Il) ve 5-FU ile
kombinasyon tedavisinde azaldig1 gozlendi. EGFR tarafindan aktive edilen 2 ana hiicre
ici yolak bulunmaktadir; mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolagr ve
fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K-) protein kinaz B (AKT) yolagi. Elde edilen sonuglar
ErbB ailesi iiyelerinin ERK1/2, P38/MAPK yolagi ve bununla birlikte PI3K-AKT
yolagin1 uyardigini gostermektedir. Bu yolaklar, proliferasyon, migrasyon, farklilagsma
ve apoptoz gibi hiicresel cevabi etkileyen transkripsiyon faktorlerin aktivasyonuna
neden olur (Citri ve Yarden 2006). Malign tiimorlerin yaklasik %40°1 PI3K/AKT
yolagin1 aktive eden degisimler gostermektedir, klinik olrak olarak bu yolagin
hedeflenmesi Onem tasimaktadir (Danielsena ve ark. 2015). Siirekli aktive reseptor
trozin kinazlar (IGF/IGFR, ErbB, FGF/FGFR) PI3K, Akt, P70S6K yolagmin siirekli
aktivasyonuna neden olur. Bu degisimler, hiicre biiyiimesi, proliferasyon, yasam, timor
progresyonu gibi biyolojik yasam kaskadini tetikler (Faber ve ark. 2009). Bu nedenle
HCT-15 ve HT-29 hiicrelerinde tirozin kinaz inhibitorii p-Akt ekspresyonunu azaltirken
Pd(ll) ve 5-FU artmasma neden olmustur. Her iki bilesigin canertinib iel

kombinasyonunda ise p-Akt seviyesi onemli derecede azalmustir.

ERK2ERKI1 (p42 p44MAPK, olarakta bilinir), MAPK ailesine ait ekstrasellular sinyal
diizenleyici kinazin iki izoformudur. Bunun disinda ERKS5, c-jun NH2 terminal kinaz
(JNK1/2/3) VE P38 MAP kinaz ailesini igerir. Birgok ¢alisma, bu yasam yolaklarin
onkogenik potensiyellerinin antiapoptotik proteinler Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, IAP ve
proapoptotik proteinler Bad ve Bim’in baskilanmasinda goérev aldigimi gostermistir
(Balmanno ve Cook 2009). RAS/RAF/MEK/MAPK kaskadi ve STAT3 gibi birgok
sinyal iletim yolagi, EGFR aracili hiicre yasami ile iligkilidir. EGFR bagimli MAPK
aktivasyonu, Bcl-2 aile iiyelerinin dengesini etkiler ve siirekli olarak apoptozu kontrol
eder. EGFR bagimli Bcl-xL ekspresyonu, glioblastoma hiicrelerinde sisplatinin uyardigi
apoptozu EGFRVIII eksprese ederek koruma saglar (Nagane ve ark. 1998). Sonug
olarak EGFR bagimli MAPK sinyali, apoptozu, sadece Bcl-2 ailesinin

diizenleyicilerinin ekspresyonunu hedef alarak degil ayn1 zamanda post-translasyon
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modifikasyonlarida hedef alir. Aynmi sekilde, fibroblastlarda tiimor iligkili EGFRvIII
varyantinin fazla ekspresyonu, PI3K’1n giiglii aktivasyonu ile sonuglanir (Moscatello ve
ark. 1998). Bu nedenle bu ¢alismada EGFR inhibitorii canertinib’in tek basina ve diger
ajanlarla kullanildiginda apoptoz {lizerine etkileri incelenmistir. Anneksin V-Cy3,
SYTOX boyamasi sonucu elde edilen sonuglara gore HCT-15 hiicrelerinde, tek basina
Pd(I1) ve 5-FU ajanlarina kiyasla apoptoz belirteci anneksin seviyesinde 6nemli derece
artis goriilerken, aynmi sekilde anneksin V-Cy3 pozitif boyanan bolgelerde SYTOX’da
pozitif sonug¢ verdigi gézlenmistir. Bu durum hiicrelerde membran hasarina bagli olarak
sekonder nekrozis gelistigini disiindiirtmektedir. Ayrica iki hiicre grubunda da
hiicrelerin kombinasyon tedavisi sonrasi ile tek basina Pd (II) bilesigi ve 5-FU ajanina
kiyasla hiicre yogunlugunun azaldigi gozlenmistir Bunun ic¢in ayrica floresan
mikroskobu diginda hiicrelerdeki anneksin ekspresyonu Muse akim sitometrisi ile
degerlendirildi. Buna gore her iki hiicre soyunda da anneksin seviyesi 2 katlik artiglar
seklinde kombinasyon tedavilerinde artig gostermektedir. Bu da floresan mikroskobu ile
elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir. Bu ayrimi daha net yapabilmek agisindan bu
hiicrelerde aym1 zamanda kaspaz3/7 ekspresyonu ve mitokondri depolarizasyonuna
bakilmistir. HCT-15 hiicrelerinde Pd(II) tek basina tedavisine gore canertinib ile
kombinasyonunda ve 5-FU ve canertinib ile kombinasyonunda mitokondri membran
potansiyeli kaybinin arttigr gézlenmistir. Ayni sekilde HT-29 kanser hiicrelerinde de
Pd(ll) ve 5-FU ajaninin tek basina tedavilerine gore kombinasyon tedavilerinde
mitokondri depolarizasyonu artig gostermektedir. Bu sonuglar apoptozun mitokondriyal
yolak tizerinden gerceklestigi goriilmektedir. Farkli ¢alismalar metal bilesiklerin hem
ekstrinsik hem de intrinsik yolak araciligi ile apoptozu uyardigin1 gostermistir (Tan ve
ark. 2010, An ve ark. 2013). Bu sonuglar1 desteklemek icin hiicreler JC-1 ile boyandi.
Her iki hiicre soyunda da kontrol hiicreleri, sahip olduklari intakt membranlari ile
yiksek mitokondri membran potensiyel gosterirken, matriklerinde J-agregatlari
olusturmak i¢in ¢ok sayida JC-1 birikimi gozlenir. Fakat Pd(Il) ve 5-FU ile tedavi
edilen hiicrelerde ve bu hiicrelerin canertinib ile kombinasyon tedavilerinde
mitokondrileri diisiik ym ve matrikste daha az JC-1 birikimi gozlenmistir. Daha az JC-1
birikimi daha az J-agregati olusturmasi anlamina gelmektedir. Sonuglar gostermektedir
ki, bilesikler ve canertinib ile kombinasyonlari mitokondri membran potansiyel kaybina

neden olmaktadir. Bilindigi lizere mitokondri membran potansiyel kaybi, apoptotik
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stirecte onemli bir siirectir. Bu siire¢ mitokondriden sitoplazmaya farkli apoptojenik
faktorlerin salinimini arttir (Zou ve ark. 2015). Ayrica 6lim seklini kesinlestirmek
amaciyla ayn1 zamanda HCT-15 ve HT-29 kolon kanser hiicrelerinde akim sitometrisi
ile kaspaz3/7 aktivitesi arastirildi. Buna gore her iki hiicre soyunda da Pd(ll) ve 5-FU
tek basina tedavisine gére kombinasyon tedavilerinde énemli derecede kaspas3/7 artisi
gozlendi (Sekil 4.17). Bilindigi iizere intrinsik yolakta, proapoptotik sinyal sonucu
mitokondri membran bozulmasi ve sitoplazmaya sitokrom ¢ salintmi gozlenir. Burada
sitokrom ¢, apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 ile (APAF1) ve kaspaz 9’un inaktive
formu ile apoptozom olusturur. Bu kompleks, kaspaz 9’u aktive eden adenozin trifosfati
hidrolize eder. Baslatic1 kaspaz 9 kesilir ve hiicre apoptozunu baslatan kaspaz 3,6 ve
7’yi aktive eder. Hiicrede apoptotik sinyaller artinca, BH3 proteinleri dramatik bir
sekilde artar. Bu durumda pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki dengeyi
bozar ve dengeyi apoptotik hiicre Oliimiine dogru kaydirir. Bu kritik durumda
mitokondri aracili sinyal kaskadi hiicre igerisinde baslar ve pro-apoptotik faktor Bax
sitozolden mitokondri dis membranma yerlesir. Bax proteini konformasyonel
degisiklige ugrar ve mitokondri dis membranina yerlesir. Bax’in mitokondri dis
membrant ile birlesmesi, dis membranda protein kanallar1 veya porlar1 olugmasina
neden olur. Bu porlardan sitokrom ¢ mitokondriden sitozole gec¢is yapar. Bu nedenle
HCT-15 kanser hiicrelerinde Bax ekspresyonuna bakildiginda, konrol ve Pd(ll)
bilesigine kiyasla, Pd(Il) ve canertinib kombinasyonunda ifadesi onemli Olciide
artmigtir. Fakat ekstrinsik yolak bilesenlerinden olan FAS reseptor ve DR4
ekspresyonlarinin  azaldigr goézlenmistir. Pd(I) tek basina tedavisinde ise Bax
ekspresyonuna hafif artis ile birlikte, FAS reseptor ve DR4 ifadesinde degisiklik
gozlenmedi. Bununla birlikte tek basina Pd(II) tedavisinde parp kirilmasi belirgin iken
canertinib ile kombinasyonda inhibe olmustur. Bu sonucu agiklayabilmek igin c-jun,
ROS, PARP1 ekspresyon seviyelerine birlikte bakmak gereklidir. HCT-15 hiicrelerinde
c-jun fosforilasyonu tek basma Pd(II) tedavisinde 6nemli derecede artarken PARP1 de
kirilmistir. Bilindigi lizere PARP1 DNA hasar tamirinde postranslasyonal diizenleyici
bir mekanizmadir ve aynt zamanda hiicre 6liim mekanizmasinda yer alir. C-jun N-
terminal protein kinaz ise MAPK ailesinin 6nemli bir {iyesi olup, oksidatif stresin
uyardigi apoptotik 6limde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Lei ve ark. 2002). Farkl
bir calisgamada da c-jun fosforilasyonunun ROS aracili PARP1’i aktive ettigi
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gosterilmistir(Zhang ve ark. 2007). Yapilan bu calismalar elde edilen bulgulari
desteklemektedir. Aksine Pd(Il) ve canertinib kombinasyonunda c-jun fosforilasyonu
azalirken, PARP1 kirilmasi da azalmistir. PARP1 ekspresyonunun MAPK yolagini yani
ERK1/2, p38, c-jun ifade diizeylerini etkiledigi bilinmektedir (Ethier ve ark. 2007).
Kullanilan tirozin kinaz inhibitorii nedeniyle EGFR sinyal yolagi araciligi ile ERK1/2,
p38 sinyal yolagmin inbisyonunun ayni sekilde PARP1 kirilmasini da etkiledigi
distiniilmektedir. HT-29 hiicrelerinde ise aymi sekilde Bax ekspresyonu Pd(Il) tek
basina ve Pd(II) canertinib kombinasyonu ve 5-FU canertinib kombinasyonunda
artmistir. Fakat FAS reseptoriinde hem Pd(II) hem de kombinasyon tedavisinde azalma
gozlenirken, DR4 kontrole kiyasla Pd(II) tek basina tedavisinde artarken kombinasyon
teavisinde ifade diizeyinde hafif bir artig belirlendi. HT-29 hiicrelerinde de Pd(ll)
bilesigi uygulandiginda PARP1 proteini krilirken, HCT-15 hiicrelerinden farkli olarak
kombinasyonda da parp kirilmasi gozlenmistir. Fakat c-jun fosforilasyonu kombinasyon
tedavisinde kontrole kiyasla azalmigtir. Karsilastiracak olursak HCT-15 hiicrelerinde c-
jun ve parp ifade diizeyi yok denecek kadar azalirken, HT-29 hiicrelerinde belirgin bir
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. C-jun fosforilasyonunun agiklandigr gibi PARP1
iliskili oldugundan HT-29 hiicrelerinde c-jun proteininin belirgin bir ekspresyonun
varligi PARP kirilmasinin da gergeklesmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu
calisma da Akt ve Erk1/2 inhibisyonu nedeniyle kaspaz 9’un aktive olup apoptozu
baslattig1 diisiiniilmektedir. Ciinkii bu hiicre i¢i sinyal proteinleri kaspaz aktivesi
olusmadan 6nce inhibe olmuslardir. Ayrica inaktive olmus Akt’nin Bid ve prokaspaz
9’un aktivasyonu ve sonug¢ olarak kaspaz 3 aktivasyonu ve artmis apoptozla
sonuglandigina c¢alismalar bulunmaktadir (Stiles 2009). Ayrica bu hiicrelerde,
mitokondri membran depolarizasyonunun ROS iiretimi ile iligkisi incelendi. Yapilan
calismalar gostermistir ki, tamamlanmamig depolarizasyon, her haliikarda ROS iiretimi
ile sonuglanmaz, ayni kaspaz 9 inhibisyonunun ROS iiretimini uyarmadig gibi (Cepero
ve ark. 2005). Bu da ROS iiretimi ile AYm kaybinin birbirinden bagimsiz oldugunu
gostermektedir. Kaspaz 9’un Bid’i kirarak ROS iiretimine neden oldugu bilinse de, ROS
tretiminin kaspaz 3 ya da kaspaz 7’nin inhibisyonu ile iligkili oldugu ortaya
konulmustur. Bu nedenle, intrinsik hiicre 6liimii boyunca ROS iiretiminde kaspaz 3 ya
da kaspaz 7 nin rolii olup olmadigin1 belirlemek i¢in yapilan ¢alismada kaspaz 3’iin

ROS iiretimini kisitladig1 fakat kaspaz 7°nin ROS iretimine katki sagladigi
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gosterilmistir (Brentnall ve ark. 2013). Buna gore HCT-15 hiiiicrelerinde Pd(II) tedavisi
ile artan ROS miktari, canertinib ile kombinasyonunda onemli derecede azalmistir.
Kaspaz 3/7 miktarinda, kaspaz 3 aktivasyonun fazla olmasi nedeniyle ROS iiretimindeki
azalma ile agiklanabilir. Ayni zaman bu hiicrelerde, ROS iiretimindeki azalma ile korele
bir sekilde DNA hasar1 da azalmistir. Intrinsik yolak her ne kadar ROS iiretimi ve DNA
hasaria neden olsa da, DNA hasarinin ayrica FAS-FADD yolag ile iligkili olduguna
dair ¢alismalar yer almaktadir. DNA hasar1 FAS birikimini arttirdigi ve FAS birikiminin
ayrica genotoksik DNA hasarina yol agarak apoptotik Oliim yolunu tetikledigi
belirlenmistir. FAS o6liim yolu, kanser hiicrelerinin FAS ekspresyon seviyeleri
bakimindan, mitokondriyal 6liim yolundan belirgin bir sekilde ayrilmaktadir. Yiiksek
FAS ekspresyonuna sahip kanser hiicreleri, FAS-FADD yolagimi kullanarak, DNA
hasarmna neden olmaktadir. Bu ¢alismada ise HCT-15 hiicrelerinde Pd(II) tek basina
tedavisinde artan DNA hasarinin birikmis FAS ile iliskili oldugu ya da fazla kaspaz 7
aktivasyonu sonucunda artmig ROS ile korele oldugu seklinde yorum yapilabilir.
Kombinasyon tedavisinde ise trozin kinaz inhibitoriinlin fas reseptér degradayonu
nedeniyle DNA hasarinda ve dolayisiyla ROS iiretiminde azaldigi gozlenmistir. DNA
hasar1 ve ROS tiretimi HT-29 hiicrelerinde Pd(II) tedavisi ile kiyaslandiginda canertinib
ile kombinasyon tedavisinde az da olsa, artis gézlenmistir. Bunun nedeni olarak atmis
kaspaz 7 aktivasyonu oldugu diisiiniilmektedir. Her nekadar Fas birikimi hem Pd(II)
tedavisi hem de kombinasyon tedavisinde inhibe olsa da kontrole kiyasla artmig DR4
miktari, DNA hasarini tetikledigi bilindiginden, bu sekilde parpl’in kirtlmasina neden

oldugu gozlenmistir.

Bu c¢alismanin baslica amaglarindan biri, pan ErbB reseptér trozin kinaz inhibitor
canertinibin kolon kanser hiicrelerinde antineoplastik etkisini Pd(II) bilesigi ile birlikte
kullanarak belirlemektir. Daha 6nce gefitinib ve erlotinib gibi EGFR inhibitorlerinin
malign myeldid hiicrelerinde farklilasma ve apoptozu uyardig1 gosterilmistir (Stegmaier
ve ark. 2005, Behrer ve ark. 2008). Ayrica akciger kanserlerinde canertinibin apoptozu
uyardiglr ve hiicrelerin G1 fazinda birikmesine neden olarak HER2 aile tiyeleri ve

STATS3, Akt, ERK gibi sinyal yolaklarinin fosorilasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir.

Otofaji bilindigi ilizere, protein ve organellerin degredasyonunda gorev alan katabolik

bir siiregtir, hiicresel homeostazin saglanmasinda kritik bir rol oynar. Otofaji uyarilmasi,
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kanser tedavisi ile iliskili kemoteraporiklere karsi direng gelistirilmesinde 6nemli bir rol
oynar. Tersi bir sekilde otofaji ayn1 zamanda hiicre Oliimiine destek verirken,
radyoterapiye kars1 duyarliligin artmasini saglar. Bunun i¢in otofajinin kanserdeki roli
karmasik ve timor orijini, tedavi tipi ve timor seviyesine bagli olarak degisiklik
gosterir. Anti-EGFR antikoru cetuximabin, bir¢ok kanser hiicresinde otofajiyi uyardigi,
mTOR ve Hifl-a nin downregiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir ve sitoprotektif
etki gosterdigi bulunmustur (Li ve Fan 2010, Li ve ark. 2010). Buna ragmen bazi
arastirmacilar bazi1 kanser hiicrelerinde, EGFR sinyali inhibe oldugu zaman, otofajinin
olumii geciktirdigi ve otofajinin bloklanmast EGFR hedefli terapilerin etkinligini
arttigin1 gostermistir (Mathew ve White 2007). Ayrica erlotinib ve gefitinibin otofajiyi
artti@l, LC3-II birikimiyle belirlenmistir (Fung ve ark. 2012). Fakat her nekadar
otofajinin roli sitoprotektif olarak bilinse de bir ¢alismada otofaji kaybinin erlotinibe
kars1 direng gelistirigi yoniinde sonuglar elde etmislerdir ve otofajiyi uyaran rapamisin
aracilifiyla tekrar, erlotinibin duyarliligimi arttirarak apoptozu uyardigi gosterilmistir.
Buna gore bu c¢alisamada HCT-15 kolon kanser hiicrelerinde Pd (II) bilesigi
uygulandiginda kontrole goére p62 protein seviyesi azalirken canertinib ile
kombinasyonunda artis gozlendi. Fakat Atg5 seviyerinde belirgin bir degisiklik
gozlenmemistir. Ayni1 zamanda hiicrelerde LC3-11 lipidasyon birikimi akim sitometrisi
ile belirlenmistir. HCT-15 hiicrelerine Pd(II) bilesigi uygulanmasi sonucu kontrole
kiyasla LC3-II seviyesinin belirgin derecede arttigi gozlemlenmistir. Canertinib ile
kombinasyon tedavisi durumunda LC3-II seviyesinde kontrole gore belirgin bir artis
bulunmustur. Ayrica pozitif konrol olarak kullanilan Pd(Il) ve klorokin kombinasyonu
tedavisinde de LC3-II birikimi artmistir. HT-29 hiicrelerinde de Pd(II) tek basina
tedavisi, klorokin ve canertinib ile kombinasyon tedavisinde Atg5 protein seviyesinin
arttigi gozlendi. P62 seviyesi tek basina canertinib ve kombinasyon tedavilerinde
artarken, tek basina klorokin ve kombinasyon tedavilerinde azalma belirlendi. LC3-11
seviyesi ise Ozellikle Pd(II)-canertinib ve Pd(Il)-klorokin kombinasyonunda muazzam
bir artis gostermektedir. Bu durum otofajinin inhibe edilmedigi anlamina
gelmemektedir. Klorokin, otofaji silirecinde daha ge¢ donemde rol oynayan bir
inhibitordiir. Otofagazom ve lizozom kaynagmasini 6nlemektedir. Nitekim bu durumda
ortamda halen otofagazom yapilarinin bulunmasi ve bu yapilarda 6nemli rol oynayan

LC3-II proteininlerinin Pd (II) ve klorokin kombinasyonunda saptanmasi dogru bir
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sonuctur. Klorokin ile HT-29 hiicrelerinde yapilan baska bir ¢alismada da LC3-II
seviyesinin kemoterapotik ajanla kombine edilmesi durumunda da artis gosterdigi
bunun nedeninin klorokinin otofagozom olusumunu inhibe etmedigi bu yapilarin
lizozomla kaynasmasini inhibe etmesinden kaynaklandigi belirtilmistir (Sasaki ve ark.
2010). Bu sonuglar HCT-15 ve HT-29 hiicrelerinde kombinasyon tedavilerinde asidik
vezikiillere sahip hiicrelerin saptanmasi ile dogrulanmistir. Pd(II) bilesigine kiyasla
canertinib ve klorokin ile kombinasyonunda daha fazla asidik vezikiil belirlenmistir.
Burada, canertinibin Pd(II) ile kombinasyonunda klorokin gibi davrandig1 diisiiniilse de,
Klorokinin aksine otofajiyi inhibe etmek yerine, otofajiyi uyarmaktadir. Her iKi
kombinasyon grubunda da LC3 Il birikimi artsada, mTOR fosforilasyonu bize kesin
bilgi vermektedir. Buna gore Pd(II) ve canertinib kombinasyonunda mTOR
fosforilasyonu azalirken klorokin ile kombinasyonunda artmistir. Daha Onceki
caligmalar PI3K/Akt/mTOR/p70S6K yolaginin otofaji inhibisyonunda o6nemli rol
oynadigini géstermektedir (Codogno ve Meijer 2005, Cao ve ark. 2006). Bu nedenle
HCT-15 hiicrelerinde AKT, mTOR ve p70S6K fosforilasyonu canertinib tek basina ve
Pd(II) kombinasyon tedavisinde inhibe olmustur. Aslinda p70S6K fosforilasyonu otofaji
uyarilmast i¢in gereklidir fakat mTOR’un downstream yolagi olan p70S6K
downregiilsayonu ayni zamanda asir1 otofajiden kagimmak ic¢in de gereklidir. Fakat
sonuglar her nekadar otofaji aktivasyonunu gosterse de, otofajinin uyarilmasinin bu
hiicrelerde canertinib ve Pd(II) tedavisine karsi hiicreleri apoptoza karst duyarli hale
getirdigi dusiiniilmektedir. Clink{i daha 6nce otofajinin sitoprotektif mi yoksa apoptoza
kars1 duyarlilig: arttiric1 bir rol mii Gistlendigini belirlemek i¢in otofajiyi uyardig: bilinen
tirozin kinaz inhibitorii ile EGFR-TKI direnc¢li hiicre soyu kullanilarak bir calisma
yaptlmigtir. Buna gore bu hiicre soyu Once rapamisin ile tedavi edilerek otofaji
uyarilmis daha sonra tirozin kinaz inhibitorii ile tedavi edilidiginde, otofaji
uyartlmasinin hiicreleri apoptoza karsi duyarli hale getirdigi gézlenmistir (Fung ve ark.
2012). Ayn1 durumun bu tez ¢alismasinda da gegerli oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii
HCT-15 ve HT-29 hiicre soyunda Pd(II) canertinib ve 5-FU canertinib
kombinasyonunda otofaji aktivasyonu klorokin ile inhibe edildiginde, canliligin
yaklagik 3 kat arttig1 gozlendi. Bu da otofajinin varliginin hiicrelerin apoptozla 6lmesi
icin gerekli oldugunu gostermektedir. Ayrica c-Jun fosforilasyon her iki hiicre soyunda

da canertinib tek basina ve Pd(II) ile kombinasyonda ekspresyon seviyesi azaldigi
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goriildli. C-Jun hiicre yagami, proliferasyon ve farklilagsma da kritik rol oynamaktadir.
C-Jun fazla ekspresyonu birgok karsinomanin gelismesine katki saglar ve sitokinler,
bliylime faktorleri, adhezyon molekiilerine cevapta JNK, ERK1/2 tarafindan aktive
edilir (Kappelmann ve ark. 2014). Ayrica bir ¢alisma da Ozellikle EGFR direngli
akciger kanserine c-Jun fosoforilasyonun arttigi belirtilmistir (Li ve ark. 2016). Bu
sonugta daha once akciger kanserinde c-Jun fosforilasyonu ve ERK1/2 fosforilasyonu
ile EGFR-TKI direci arasindaki korelasyonu gosteren ¢alismayi destekler niteliktedir
(Shiozawa ve ark. 2004). PI3K/AKT yi de iceren downstream sinyal yolaginin
aktivasyonu genellikle PTEN kaybi ile gergeklesir (Yamamoto ve ark. 2010) ve MAPK
aktivasyonu genellikle ERK1/2 aktivasyonu ile gergeklesir. PTEN ekspresyonu HCT-15
kanser hiicrelerinde Pd(Il) ve canertinib ile tedavisinde kontrole gore degismezken,
Pd(I) ve canertinib kombinasyonunda artis goézlendi. HT-29 hiicresinde ise Pd(Il) ve
canertinib tedavisi PTEN ekspresyonunun azalmasina neden olurken, Pd(Il) ve
canertinib kombinasyonu ifade diizeyinde artisa neden oldu. Elde edilen sonuglar
PISK/AKT fosforilasyonu ve PTEN ifade diizeyindeki artisla koreledir. Src tirozin
kinaz hiicre i¢inde, proliferasyon, yasam, hareketlilik ve adhezyon yolaklarin1 diizenler.
Bu diizenlemeye MAPK, PI3K/Akt and STAT3 bagimli sinyal yolaklar1 dahil olur.
Kolon kanserlerinin % 80 ninden fazlasinda yeniden diizenlenir ve tiimor proegresyonu
icin kritik rol oynar (Talamonti ve ark. 1993). Src, su anki tedavilere direngte 6nemli rol
oynar ve Onemli terapdtik hedeflerin baginda gelmektedir. Src hiicresel igerige bagh
olarak, Myc, E2F-1, Ras ya da c-Jun gibi sahip oldugu onkogenik potansiyel ile hiicre
cogalmasi, senesans, apoptozu uyarir (Evan ve ark. 1992, Shan ve Lee 1994, Clark ve
Gillespie 1997, Ries ve ark. 2000). Src’nin proapoptotik genlerin downregiilasyonu
(Reginato ve ark. 2005) ya da anti-apoptotik genlerin up regiilasyonu ile apoptozu
inhibe ettigine dair bircok calisma bulunmaktadir (Gillet ve ark. 1995, Bonni ve ark.
1999, Webb ve ark. 2000, Johnson ve ark. 2000). Ayrica Src, Bad, Bax kaspaz 9 gibi
oliim siirecini baslatic1 bilesenlerin inaktivasyonunu ve proapoptotik uyaranlara karsi
gerceklestirdigi fosforilayonu ile PI3K/Akt yolaginin potent aktivatoriidiir (Yamaguchi
ve Wang 2001). Src bagimli P38-MAPK aktivasyonu, kaspaz 8 aktivasyonuna neden
olur (Alvarado-Kristensson ve ark. 2004). HCT-15 ve HT-29 hiicrelerin Src
fosforilasyonu hem Pd(II) tek basina tedavi hem de canertinib ile kombinasyon tedavi

grubunda 6nemli 6l¢iide azalmistir. Ayrica hiicrelerde Bax ekspresyonun artarak 6liim
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mekanizmasmin instrinsik yolaktan gitmesi ve PI3K/Akt downregiilasyonu Src
fosforilayonunun inhibisyonu ile koreledir. Ayrica Src trozin kinaz, proapoptotik
protein  Bik’in  degredasyonu araciligtyla ERKZ1/2  aktivitesinin  yeniden
diizenlenmesinden sorumludur ve timor progresyonunda énemli rol oynar. Ayrica Src
kinazin siirekli aktivasyonunun, PI3K/Akt araciligiryla mTOR’un aktivasyonuna neden
oldugu bilinmektedir. Elde edilen sonuglarla karsilastirilinca canertinib, otofajinin
aktivasyonunu uyardigi igin, Src kinaz inhibisyonu ve dolayisiyla PI3K/Akt

fosforilasyonunun inhibisyonu, LC3-II lipit birikimine neden olmaktadir.

Caligsmalar, hiicrelerin epitelyal karakterini kaybedip mezenkimal fibroblastoid fenotip
kazandig1 epitelyal mezenkimal doniisiim siirecinde hiicrelerin hareket ve invazyon
yetenegini arttirdigin1  gostermistir ve ayrica EGFR-TKI’lerine karsi direng
kazanilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. PI3K-AKT yolagi hiicre hareketliliginin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamakla birlikte, kanser metastazindaki rolii halen
bilinmemektedir. Ayrica erlotinib tarafindan EGFR aktivitesinin inhibisyonunun iyi bir
sekilde hiicre invazyonu ve proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Khajah ve ark.
2012). EGF ve reseptorlerinin fazla ekspresyonu birgok kanser hiicresinde uzak
bolgelere metastaz ile iligkili oldugu gosterilmistir. Kanser de EMT, invaziv, metastaz
yetenegi tedaviye direng ve kok hiicre benzeri kanser hiicrelerinin olusumu gibi
ozellikleri uyararak tiimor progresyonunu uyarir. EGFR sinyali, EMT’ nin baslangi¢
basamagini olusturur ve EGFR inhibisyonu bazi hiicre ici kisitmlarda EMT'yi’kisitlar.
Ozellikle ligand bagimsiz, siirekli aktif EGFR formu tiimér hiicrelerinin hareket ve
invazyon yetenegini arttirtr ve EGFR inhibitorleri in vitro hiicre migrasyonunu bloke
eder. EMT programi, E-kaderin kayb1 ve N-kaderin artisi ile bir kaderin dontisiim siireci
icerir. E-kaderin, hiicre hiicre adhezyonuna aracilik eden transmembran proteindir, ve
EMT’nin karekterizasyonunda en bilinen tiimor siipresordiir. Kolon kanserinde E-
kaderin kaybi, yasam orani iizerine negatif etki gosterir (He ve ark. 2013). N-kaderin, E
—kaderin ile benzer olarak bir¢ok tiimorde anormal olarak eksprese edildigi bildirilmistir
(Huang ve ark. 2014). N-kaderin fazla ekspresyonu hastalarda zayif prognoz ile
koreledir (Yi ve ark. 2014). N-kaderin proliferasyon, invazyon metastaz ve
kemoterapiye direnc gibi kanser belirte¢lerinden ¢ogunun artmasina neden olur. Birgok
calismaya ragmen, N-kaderinin kolon kanserinde rolii heniiz tam olarak

anlasilamamistir (Zhang ve ark. 2013). Buna gore HCT-15 hiicrelerinde Pd(Il), 5-FU,
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canertinib tedavilerinin tek basina hiicelerin invazyon yetenegi tizerine etkisi olmazken,
Pd(I1) ve canertinib, 5-FU ve canertinib kombinasyon tedavisinin hiicrelerin invazyon
yetenegini kisitladigi goézlendi. Aymi sekilde Pd(Il), 5-FU, canertinib tek basina
tedavileri kontrole kiyasla hiicrelerin migrasyon yeteneginde artisa neden olurken,
kombinasyon tedavilerinin hiicre migrasyonunu azalttigi gozlendi. Kombinasyon
tedavilerin E-kaderin artist ve N-kaderin ekspresyon diizeylerinin azalmasinin
hiicrelerin migrasyon ve invazyon yeteneklerinin de azaldigin1 gostermektedir. Bu
bulgularla korele bir sekilde diger EMT belirteglerinden fibronektin ve vimentin
ekspresyonunda azalma gozlendi. HT-29 kanser hiicrelerinde ise 5-FU ve canertinib tek
basma uygulandiginda kontrole kiyasla hiicre invazyonunda degisme gozlenmezken,
Pd(Il) tek basma ve canertinib ile kombinasyonu ve 5-FU ve canertinib
kombinasyonunda hiicrenin invazyon kapasitesi énemli dl¢iide azalmistir. Bunun yani
sira HT-29 hiicrelerinin migrasyon yetenegi ayni sekilde Pd(II), 5-FU ve canertinib tek
basma uygulandiginda kontrole kiyasla kismen artarken, kombinasyon tedavilerinde
degisim gostermemistir. Fakat Pd(I[) ve canertinib kombinasyonunda EMT
belirteglerinden E-kaderin ekspresyonu artarken, N-kaderin ekspresyonuda artig
gostermistir. Fibronektin ifade diizeyi degismezken, vimentin de azalma gbzlendi. Daha
once aciklandig tizere E-kaderin artis1 epitelyal karakterin devami yani iy1 prognoz
olarak degerlendirilirken, ayn1 sekilde N-kaderin azalis1 beklenmektedir. Fakat HT-29
hiicre soyunda N-kaderinde de artis gdzlendi. Buna ragmen vimentin ekspresyonun
azalmasi, EMT siirecinin inhibe olabilecegini diisiindiirdii. Bununla birlikte HCT-15 ve
HT-29 hiicre soyunda tiim tedavi gruplarinda konrole gore koloni olusturma
yeteneklerinin 6nemli diizeyde azaldigi gozlendi. Yapilan ¢alismalarda tirozin kinaz
inhibitorlerinin hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerini kisitladig1 gosterilmistir

(Perez-Pinera ve ark. 2007, Zhang ve ark. 2013).

TKlI'lere karsit direng, klinik calismalarda asamali olarak kullanildigi ve hastalara
uygulandig1 icin 1yi belgelenmistir (Janne ve ark. 2009). Tirozin kinaz inhibit6rlerine
daha az duyarli olmasina neden olan tiroz kinaz domaini i¢indeki nokta mutasyonlar,
TKTI’lerine kars1 direngte en ¢ok calisilan mekanizmalardan biridir. Tirozin kinazlardaki
mutasyonlarin disinda TKI’lerine karsit klinik dirence neden olan mekanizmalarda
bulunmaktadir. TKI’lerine kars1 varolan ve sonradan kazanilmis direng i¢in tanimlanan

ABC tastyicilarin neden  oldugu diren¢ bu  mekanizmalardan  biridir.
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ABCB1/Pgp/MDR1, ABCCI1/MRP1 ve ABCG2/BCRP tasiyicilar tirozin Kinaz
inhibitorlerine kars1 direng gelismesinde onemli bir role sahiptir. imatinib, nilotinib,
dasatinib, gefitinib, danusertib ve canertinib, ABCG2/BCRP transportere yiiksek
affinite ile baglanan substratlaridir ve bu transporterin substrat baglayici bolgeleri ile
etkilesirler (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 hiicrelerinden bu trozin kinaz inhibitdrlerinin efluksin arttirir ve
dirence neden olur. ABCB1/P-gp/MDRI1 ayrica imatinib, nibotinib, dasatinib karsi
dirence neden olur (Mahon ve ark. 2003,Ilimer ve ark. 2004, Mahon ve ark. 2008,
Hegedus ve ark. 2009). Bu tez ¢alismasinda polarize bobrek hiicre soyu Madin-Darby
kopek bobrek hiicre soyu (MDCK)-1I ve MDR1 (ABCB1), BCRP (ABCG2), MRP1
(ABCC1) transfekte edilmis Madin-Darby kopek bobregi hiicreleri ilag transport
deneyleri i¢in kullanilmistir. SRB sonuglarina gére Canertinib, 5-FU ve Pd(1l), MDR1,
BCRP, MRP1’in substrati olabilecegi oOne siiriilmiistiir. Pd(II) ve canertinib
kombinasyonunda ise MDCK-MRP ve MDCK-MDR transfekte hiicrelerde, bilesik
hiicre igerisine daha fazla girebilmis ve canlilik %50 azalmistir. Bu durumda canertinib
Pd(II)’nin neden oldugu direnci ortadan kaldirabilmektedir. Ayni sekilde 5-FU ve
canertinib kombinasyonu da MRP ve MDRI’in substrati olan 5-FU bilesiginin
etkinligini arttirarak hiicre icerisine girmesine olanak saglamistir. Tek basma
kullanildiklarinda ilag tasiyicilar tarafindan hiicre disina atilan bu ilaglar kombinasyon
tedavisi ile hiicre igerisine girmeyi basarmistir. Bu sonuglar MDR1 ve MRP protein
ekspresyon seviyelerinde bakilarak da degerlendirilmistir. HCT-15 hiicrelerinde Pd(II)
ve 5-FU bilesigi kontrole kiyasla MRP1 protein ifade diizeyini arttirken canertinib ile
kombinasyonu MRP1 proteininin downregiilasyonuna neden olmustur. HT-29
hiicrelerinde ise Pd(IT) ve 5-FU tedavisinde ekspresyon diizeyleri kontrole gore
degismezken kombinasyon tedavisinde azalma gozlendi. HCT-15 hiicrelerinde
canertinib, Pd(Il), 5-FU ve Pd(ll) ile canertinib kombinasyonu MDR ekspresyonunda
azalmaya neden olurken, 5-FU ile canertinib kombinasyonunda ekspresyon diizeyi
kontrole kiyasla degisim gostermemistir. HT-29 hiicrelerinde ise Pd(Il) tek basina ve
canertinib ile kombinasyonu ve 5-FU ve canertinib kombinasyon tedavisinde MDR
ekspresyon diizeylerinde Onemli bir azalma gozlendi. Farkli c¢alismalar EGFR
inhibisyonu ABCB1, ABCCI, ABCC2 ve ABCC3 mRNA ekspresyonlarini
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baskiladigin1 gostermistir (Hoffmann ve ark. 2011). Bunun yan1 sira MEK inhibitorleri
U0126 ya da AZD6244’Gin in vitro MRP1 ve MRP3 ekspreyonlarinin
downregiilasyonuna neden oldugu belirtilmistir (Lin ve ark. 2013). Dolayisiyla bu
calismada EGFR inhibisyonu MDR ve MRPI1 ekspresyonunu downregiile ederek

hiicreleri kullanilan bilesiklere karsi daha duyarli hale getirmistir.

EGF, VEGF ve iliskili reseptorlerinin ekspresyonunun anjiyogenez ve kolon
hiicrelerinde karsinomanin gelismesine katki saglar. Dahast EGFR, VEGFR ve bunlarin
reseptorlerinin  fosforilasyonunun, timor iliskili endotelyal hiicrelerde ekspreyon
seviyeleri yiiksek bulunmustur. Preklinik modeller, cetuximab ile EGFR bloklanmasi,
VEGF ve IL-8 gibi proanjiyogenik faktorlerin downregiilasyonuna neden oldugunu
gostermistir (Ellis 2004). Kolorektal kanserli hastalarda cetuximab ve bevacizumab’in
etkinligi faz 2 calismalarinda gosterilmistir (Saltz ve ark. 2007) ve metastatik kolorektal
kanserlerinde bevacizumab tedavisinin diger terapédtik rejimlerin terapotik etkinligini
arttirdig1 gosterilmistir. Bunun disinda EGFR ve VEGF’e kars1t monoklonal antikorlarin
kombinasyonu kullanilarak faz 3 calismalar1 yapilmis ve bevacizumab, cetuximab ve
kemoterapi ajan1 seklinde folfox tedavi yontemi kullanilmis fakat kemoterapi ajani tek
basina tedavisi ile karsilastirilinca tedaviye yanitta hicbir fark goriilmemistir. Bu
nedenle kemoterapi ile birlikte bu ajanlarin kolorektal kanserine sahip hastalara
verilmemesi Onerilmistir (Punt ve ark. 2008). Bu ¢alismada da EGFR inhibitorii tek
basma ve Pd(Il) bilesigi ve 5-FU kemoterapoétik ajani ile birlikte kombinasyon halinde
tedavisinin HUVEC hiicrelerinde tiip olusturma yetenekleri bakimindan incelendi. Buna
gore canertinib erken saatlerden itibaren tiip olusumuna izin vermezken kombinasyon
gruplarinda da ayni etkisini devam ettirmistir. Pd(II) bilesigi tek basina saate bagiml
sekilde tiip olusumunu bozarken, 5-FU ajanmin tek basina tiip olusturma yetenegi
lizerine Onemli bir etkisi olmamistir. Ayrica bu bilesikler ve EGFR inhibitorii
kombinasyon tedavisinin antianjiyogenik etkileri CAM testi ile belirlendi. Buna gore
Pd(II) bilesigi tek basina pozitif konrol olarak kullanilan bevacizumab kadar kapillerin
gelisimi iizerine etki gosterirken canertinib ile kombinasyonu kan damarlarinin
olusumunu 2 katindan fazla sekilde baskilamistir. Canertinib tek basina doza bagimli bir
sekilde orta derece bir antiajiyogenik etki gosterirken, 5-FU ajani tek basina tedavisi
kapillerin olusumu iizerine 6enmli bir etkisi olmamistir. Fakat ayni sekilde 5-FU ve

canertinib kombinasyonu, EGFR yolaginin inhibisyonundan kaynaklanan bir etki ile
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kan damarlarim1 baskilayict bir etki gostermistir. Elde edilen sonuglara gére EGFR
yolagi, VEGF fosforilasyonunu arttirdigr ig¢in, bu yolagm inhibisyonu ile timor
hiicrelerinin damar olusturarak uzak dokulara metastasinin engelenebilecegi seklinde
yorum yapilmistir. Ayni zamanda farkli bir TKI'ii imatinib’in de damar olusumu
lizerine benzer etki gosterdigi bulunmustur (Ozcetina ve ark. 2013). VEGF ligand1 Src
kinaz1 aktive ederek, FAK’1n (fokal adhezyon kinaz) siirekli fosforilayonuna neden olur
ve dolayisiyla endotelyal hiicre migrasyonu ve yasamina katki saglar. Endotelyal FAK
ekspresyonu, embriyonik gelisim sirasinda yeni kan damarlarinin olusumunda

gereklidir.

Bu nedenle bu calismada kombinasyon gruplarinda Src fosforilasyonun azalmasi
dolayisiyla downstream yolagindaki FAK ekspresyonunun azalmasina neden oldugu
diisiilmektedir. EGFR yolaginin ve downstream yolaklarin inhibisyonu ve yeni kan
damar olusumu arasinda siki bir iliski oldugundan bu yolaklarin inhibisyonu yeni kan
damarlarinin olusumu ve mevcut kan damarlarinin gelisimin engelenmesi agisindan

Onem tasimaktadir.

Tim bu bulgularin dogrultusunda, kolon kanserinde EGFR inhibisyonunun Pd(Il)
bilesigi ile birlikte ilag direnci, anjiyogenez ve yasami kisitladigr gosterilmistir. Bu
yaklagimin, gelecek calismalar adina tedavi secenekleri oldukca sinirli ve basarisiz olan

kolon kanseri i¢in umut verici olabilecegi diistiniilmektedir.
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