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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

7-DEAZAHIPOKSANTIN VE MIiTOKSANTRON’UN CACO-2 HUCRELERINDE
ANTIKANSER UZERINDEKI SINERJIK ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Elif AKSAKAL
Damisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Amag: Bu tez ¢alismasinda insan kolon kanser hiicre hattinda (Caco-2) 7-deazahipoksantin
(7-DHX) ile mitoksantronun (MTX) kombinasyon tedavisi ile antikanser tizerindeki sinerjik
etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Yontem: 7-DHX ve MTX’in ayr1 ayr1 ve birlikte insan kolon kanser hiicre hatt1 (Caco-2)
tizerinde doz ve zaman bagimli olarak antiproliferatif etkileri metabolik sitotoksisite testi olan
MTT testi ile in vitro olarak arastirildi. MTT test sonuglarin1 dogrulamak ve bu ajanlarin
Caco-2 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla LDH testi yapildi. 7-DHX,
MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin total protein miktar1 iizerindeki
etkileri SRB testi ile incelendi. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2
hiicrelerinin apoptozu ve nekrozu iizerindeki etkileri Annexin V-FITC/PI boyama metodu ile,
hiicrelerin migrasyonu iizerindeki etkileri yara iyilestirme (wound healing assay) testi ile ve
koloni olusturabilme yetenekleri iizerindeki etkileri ise klonojenik test ile arastirildi.

Bulgular: Kombine 7-DHX/MTX’in doz ve zaman bagimli olarak Caco-2 hiicrelerinde
antiproliferatif ve sitotoksik etki gosterdigi, hiicrelerde apoptozu ve nekrozu indiikledigi,
hiicrelerin migrasyonunu zaman bagimli olarak engelledigi ve hiicrelerin prolifere olmasini ve
koloni olusturmasini énemli dlglide azalttigi saptanmis, boylece Caco-2 hiicreleri {izerinde
sinerjik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Sonu¢: Kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicreleri tiizerinde sinerjik etki gostererek
antikanser aktiviteye sahip oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: caco-2 hiicreleri, 7-deazahipoksantin, mitoksantron, sinerjik etki,
antikanser, kemoterapotik ajan

Ocak 2022, 114 sayfa
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ABSTRACT

MASTER’S THESIS

INVESTIGATION OF SYNERGISTIC EFFECT OF 7-DEAZAHYPOXANTHINE
AND MITOXANTRONE ON ANTI-CANCER IN CACO-2 CELLS

Elif AKSAKAL
Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Purpose: In this thesis study, it was aimed to investigate the synergistic effects of 7-
deazahipoxanthine (7-DHX) and mitoxantrone (MTX) with combination treatment on
anticancer in human colon cancer cell line (Caco-2).

Method: As dose and time dependent antiproliferative effects of 7-DHX and MTX on the
human colon cancer cell line (Caco-2) separately and together were investigated as in vitro
with the MTT test, which is a metabolic cytotoxicity test. LDH test was performed to confirm
the MTT test results and with aim determine the cytotoxic effects of these agents on Caco-2
cells. The effects of 7-DHX, MTX and combined 7-DHX/MTX on the total protein amount of
Caco-2 cells were examined with SRB assay. Effects of 7-DHX, MTX and combined 7-
DHX/MTX on apoptosis and necrosis of Caco-2 cells with Annexin V-FITC/PI staining
method, effects on cell migration with wound healing assay and effects on colony formation
abilities, the effects on were investigated by clonogenic test.

Findings: It was determined that combined 7-DHX/MTX as dose and time-dependently
which is indicated antiproliferative and cytotoxic effects on Caco-2 cells, induced apoptosis
and necrosis in cells, as time dependently inhibited cells migration, and significantly, it is
determine to reduced important measure being cells proliferation and colony formation, so it
has been determined that it has a synergistic effect on Caco-2 cells.

Results: Combined 7-DHX/MTX was determined to have anticancer activity by showing a
synergistic effect on Caco-2 cells.

Keywords: caco-2 cells, 7-deazahypoxanthine, mitoxantrone, synergistic effect, anticancer,
chemotherapeutic agent.

January 2022, 114 pages
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DISC
DMEM
DMSO
EMT
ESC
FADD
FBS
FDA

G-CSF
GI
GM-CSF
GZM A
GZM B
H20:
hTop 1
hTop 2
IBD

KISALTMALAR VE SIMGELER DiZiNi

: Aktin baglayici protein

: Apoptoz indiikleyici faktor

: Akut miyeloid 16semi

: Antijen sunucu hiicre

: Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1
: Yetiskin kok hiicre

: Kalsiyum

: Kaspaz aktive edici DNase

: Kimerik antijen reseptor T
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GIRIS

Kanser

Kanser; normal hiicrelerin boliinme hizinda, hasarli hiicre 6liimiiniin indiiksiyonunda,
hiicre dongiisii diizenleyicilerinin ve sinyallerinin aktivitesinde degisikliklere sebep olan
diizensiz veya kontrolsiiz hiicre boliinmesidir (Sekil 1) (Pimm et al., 2020). Toplumumuzu
etkileyen en onemli halk sagligi sorunlarindan biridir ve diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim
nedenini olusturmaktadir (Sung et al., 2021). 2020 yilinda diinyada kansere bagli 10 milyon
kisinin 6ldigii ve yaklagik 19,3 milyon yeni kanser vakasinin oldugu GLOBOCAN’dan
alian verilerle gosterilmistir (Sung et al., 2021). Kanser vakalarinin ve 6liimlerin yarisindan
fazlasinin diisiik ve orta gelirli {ilkelerde oldugu goriilmektedir ve bu oranlarin 2025 yilina
kadar artis gostermesi beklenmektedir (Block et al., 2015). Kanser hiicresi, normal émriiniin
Otesinde hayatta kalmaya izin veren ve anormal bir sekilde cogalan Ozelliklere sahiptir
(Feitelson et al., 2016). Asirt proliferasyon, apoptoz ve immiin sistemden kagma,
anjiyogenez, metastaz, hiicreler arasi iletisimin artmasi ve gelen sinyallere yanit vermeme,
farklilasma, immortalize olma, tiimor tesvik eden iltihaplanmanin olugmasi, telomeraz
aktivitesinin indiiksiyonu, hiicre disi matrisin yeniden sekillenmesi ve tedaviye direng
gosterme gibi bircok durum kanser hiicrelerinin tipik 6zellikleridir (Block et al., 2015;
Hanahan & Weinberg, 2011). Cogu kanser; genetik, ¢evresel ve yasam tarzi faktorlerini ve
bunlarin etkilesimlerini iceren karmasik bir etiyolojiden meydana gelir (Shantanam, 2019).
Beslenme, diyet, kronik stres, fiziksel hareketsizlik, yetersiz sosyal destek ve obezitenin
kiiresel kanser insidansini arttirmada onemli oldugu diisliniilmektedir. Kanser yiikiinii ve
riskini azaltmak yasam tarzi davraniglarinda yapilacak degisiklikler ile miimkiin olabilir
(Jaffee et al., 2017). Bu faktorlerin yani sira birgok kanserin gelismesinde ve ilerlemesinde
tiimor mikrogevresinin de (TMC) rol aldigi bilinmektedir. Kat1 timérlerdeki TMC, temel
olarak tiimorle iliskili makrofajlar, dendritik hiicreler, T ve B lenfositleri; kanserle iliskili
fibroblastlar ve mezenkimal stromal hiicreler ile birlikte hiicre dis1 matris ve enzimler,
sitokinler, bliylime faktorleri vb. molekiillerden olusmaktadir. Bunlarin yani sira genomda
meydana gelen mutasyonlar, tiimor dokularindaki hiicre disi pH’1n daha asidik olmasina (5,7—
6,9) (Alfarouk et al., 2011), diisiik glikoz seviyelerine ve hipoksi gibi genetik kararsizliklara
sebep olup doku mikrogevresinde asir1 biiyiime ve baskinliga neden olarak kanserin baglamasi
ve ilerlemesinde kritik bir rol oynamaktadir (Block et al., 2015; Feitelson et al., 2016;
Simmons, 2017).



— Saglikl hiicre

—— Kanserli hiicre

Sekil 1. Kanser hiicrelerinin diizensiz ve kontrolsiiz boliinmesinin sematik gosterimi
Kanserde Tedavi Yaklasimlari

Kanserin tipine ve malignitesine bagli olarak bir¢ok tedavi yaklagimi bulunmaktadir.
Mevcut kanser tedavileri arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, kok hiicre
nakli ve hedefe yonelik tedaviler veya bu tedavilerin kombinasyonlarini i¢eren tedaviler yer

almaktadir (Block ef al., 2015).

Kemoterapi

Kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi ile karsilastirildiginda sistemik bir tedavi
yontemidir. Bununla birlikte kemoterapi, cerrahi veya diger tedavilerle entegre olarak
kullanilabilen bir yontemdir (J. Wang et al., 2021). Kanser tedavisinde kemoterapi, hiicre
boliinmesini engelleme, apoptozu indiikleme ve kanser hiicrelerini hedef alma gibi farkl etki
mekanizmalarina sahip ¢esitli antikanser ilaglariin kombine bir sekilde kullanimini
icermektedir (Kasi et al., 2015). Antikanser ilaglarin ¢cogu, kemoterapotik ajanlarin temel etki
mekanizmas1 olarak goriilen DNA hasar1 olusturarak tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesine
dayanmaktadir. Bunun yani sira kanser hiicreleri, DNA hasarmin {istesinden gelmek ig¢in
cesitli farkli onarim mekanizmalarini ve sinyal yollarin1 aktive ederek bir yanit olusturabilir.
Bu mekanizmalarin aktivasyonu sonucu onarilan kanser hiicreleri kemoterapotik tedaviye
daha direngli hale gelir (M. Wang et al, 2014). Alkilleyici ajanlar, antrasiklinler
(doksorubisin, daunorubisin, epirubisin, idarubisin, aklarubisin ve pirarubisin),
epipodofilotoksinler, platin bazli ilaglar (sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin) ve vinka
alkoksitler kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglaridir (Ilghami et al.,
2019; Moiseeva, 2019). Kemoterapi ajanlarinin hedefi her ne kadar tiimdr hiicreleri olsa da,
deri, sa¢ ve mide-bagirsak sisteminin epitelinde ¢ogalan, timor olmayan saglikli hiicreleri de
etkilemektedir. Bulanti, kusma, agr1, ishal basta olmak {izere anafilaksi, sitopeni, karaciger,
kalp, nefron, kulak toksisitesi, alopesi, anoreksi, kaseksi, iltihaplanma gibi ¢esitli ciddi yan

etkiler olusturmaktadir (Feitelson et al., 2016; Oun et al., 2018). Bununla birlikte,



kemoterapinin zayif stabilite ve diisiik ¢coziiniirliik gibi dezavantajlar1 da vardir (J. Wang et

al., 2021).

Radyoterapi

Radyoterapi, bat1 iilkelerinde kanser vakalarinin iigte ikisinden fazlasinin tedavisinde
hem 1iyilestirici hem de palyatif olarak kullanilan en 6nemli tedavi yaklasimlarindan biridir
(Sato et al., 2021; Z. Wang et al., 2019). Radyoterapi, iyonlastiric1 radyasyon (IR) yoluyla
dogrudan veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) yoluyla dolayli olarak oksidatif hasar olusturmaya
dayanan, DNA hasarina neden olan ve bunun sonucu olarak kanser hiicresini ortadan kaldiran
bir tedavi yontemidir (Y. Liu et al., 2020). Radyoterapi, kanser tedavisinin toplam maliyetinin
yalnizca %5’ini olusturarak uygun maliyetli bir tedavi imkani1 saglamaktadir. Farkli timor
bolgelerinde tek basina veya kemoterapi gibi diger tedavi yaklasimlariyla birlikte
kullanilabilir (Soko et al., 2019). lyilestirici radyoterapi, tiimdr dokusuna yakin olan normal
dokularda uzun siireli, kalic1 yan etki riskini azaltmak i¢in rutin olarak ¢oklu, az miktarda
giinlik dozlar halinde verilir (Spencer et al., 2018). Son birkag on yilda, teknolojideki
ilerlemeler, stereotaktik viicut radyasyon tedavisi (SBRT) ve yogunluk ayarli radyasyon
tedavisi (IMRT) gibi 3D konformal radyasyon tekniklerinin gelisimini hizlandirmistir.
Glinlimiizde 3D konformal radyasyon teknikleri ve gelismis goriintilleme sistemlerinin
kombine bir sekilde kullanilmasi ile radyasyon dozlarinin lezyonun bulundugu bélgeye, dogru
bir sekilde iletilmesi saglanmaktadir ve bu durum lezyonun bulundugu bdélgedeki normal
dokuyu yiiksek derecede korumaktadir (Z. Wang et al., 2019). Modern radyoterapinin amaci,
tiimdr bolgesini yiiksek diizey dogrulukla saptamak, normal dokuya olan maruziyeti azaltmak
ve yan etkileri en aza indirmektir (Lawrie ef al., 2018). Bununla birlikte, radyoterapide
karsilasilan zorluklardan biri tedaviden kisa bir siire sonra birincil ve kazanilmis direncin
olusmasidir. Ayrica radyoterapinin, kanser hiicrelerinin radyorezistansi ve tiimorlerin artmis
invazyonu ve metastazi tesvik edebildigi gosterilmistir (Y. Liu ef al., 2020; Z. Wang et al.,
2019).

Immiinoterapi

Kanser immiinoterapisi, diger geleneksel tedavilerden daha dogru ve gilivenli bir
sekilde tedavi etmeyi amaglayan kanser i¢in umut verici bir tedavi yontemidir (Riley et al.,
2019). Immiinoterapi, genellikle tedavi bittikten sonra antitiimor tepkisi olusturmak igin
viicudun kendi bagisiklik sisteminin  kullanilmasidir; bu ise bagisiklik sisteminin
modiilasyonu ve modifikasyonunun bir rolii oldugunu diisindiirmektedir (Marin-Acevedo et

al., 2018). Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin neoplastik hiicreleri algilama, hedefleme ve



bunlar1 yok etme kapasitesini arttirirken, saglikli hiicrelerde herhangi bir degisiklige neden
olmamakta veya zarar vermemektedir; bu durum immiinoterapiyi her tiirlii kanserin yonetimi
ve tedavisi icin daha iyi bir secenek haline getirir (Mellman et al., 2011). Immiinoterapide
kullanilan ajanlar, hasar goéren dogal mekanizmalar1 onararak veya gii¢lendirerek, tiimor
bliylimesini ve metastazi inhibe ederek birincil ve ikincil antitiimor bagisiklik tepkisini
tetiklemek lizere tasarlanmistir (C. Wang et al., 2017). Kanser immiinoterapi yaklagimlari
immiin kontrol noktasi blokaji, sitokin tedavisi, tasarlanmis T hiicre tedavisi ve kanser asisi

tedavilerini icermektedir (F. Yang et al., 2020).

Immiin kontrol noktasi blokaji

Bagisiklik kontrol noktalari, fizyolojik bagisiklik dengesini diizenleyen bagisiklik
sistemindeki engelleyici yolaklardir. Immiinolojik kontrol noktasi inhibitdrleri en ¢ok
calisilan immiinoterapilerdir ve PD-1/PD-L1 (programlanmis hiicre Oliim reseptorleri
1/programlanmis hiicre 6liim reseptdrii ligand1 1) blokaji ve CTLA-4 ( sitotoksik T lenfosit ile
iliskili molekiil 4) inhibisyonu i¢in en yaygin kullanilan inhibitorlerdir (Pardoll, 2012).
Indiiklenmis T hiicreleri, anormal veya kanserli hiicreleri tanimak ve ortadan kaldirmak igin
PD-1’1 eksprese eder (Munn & Bronte, 2016). Bununla birlikte, tiimor hiicreleri de PD-1’e
baglanan PD-1 ligandlarim1 eksprese ederek, tiimor antijenlerini taniyan T hiicrelerini etkisiz
hale getirir ve bagisiklik sistemi saldirilarindan kacinir (Alsaab et al., 2017). Bu nedenle,
tiimor hiicresi 6liimii, PD-1 veya onun ligandinin inhibitdrlerini inhibe ederek indiiklenebilir.
CTLA-4 ise, T hiicre aktivasyonunu azaltan ve ligandlarina (CD80 ve CD86) baglanarak
tiimor ilerlemesini destekleyen bagka bir bagisiklik kontrol noktasidir (Webb et al., 2019).
CTLA-4 ve ligandlarinin inhibitdrleri, T hiicre aktivitesini arttirmak ve tiimorlii hiicreleri yok
etmek icin etkilesimlerini bloke eder. Son birka¢ yilda, PD-1, PD-L1 veya CTLA-4 kontrol
noktas1 blokaj stratejileri umut verici klinik sonuglar elde etmis ve farkli tip tiimérler igin
besten fazla kontrol noktasi inhibitorii onaylanmistir (Ellis et al, 2017). Bu olumlu
gelismelerin yani sira kullanimlarinda birgcok siirlama da mevcuttur. Immiinolojik kontrol
noktas1 inhibitorlerinin sistemik kullanimi, bir¢ok normal organa zarar verebilir (Byun ef al.,
2017); ek olarak, tiim hastalar kontrol noktasi inhibitérlerinden fayda goremeyebilir. Bu
yiizden kontrol noktas1 inhibitorlerine karsi reaktivite iizerine ¢alismalar da devam etmektedir.
Bununla birlikte, farkli tiimorlerin immiinosiipresif mikrogevresi degismektedir; bundan
dolay1 tiimorlerin tam olarak tedavi edilebilmesi i¢in yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Giliniimiizde nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte, biyometaryaller kullanilarak ilaglarin
daha verimli bir sekilde tiimor bolgesine iletilmesi saglanip daha etkin bir tedavi

olusturulabilir (F. Yang et al., 2020).



Sitokin tedavisi

Sitokinler viicuda enjekte edildikten sonra, bagisiklik hiicreleri bagisiklik tepkisi
olusturmak icin indiiklenebilir. Interferon, interldkin ve graniilosit makrofaj koloni uyarici
faktor (GM-CSF) immiinoterapide kullanilan mevcut sitokinlerdir (S. Lee & Margolin, 2011).
Genellikle, bir organizma patojenik mikroorganizmalar tarafindan enfekte edildiginde,
makrofajlarin, lenfositlerin, dendritik hiicrelerin (DC) ve diger bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonunu ve olgunlasmasini indiiklemek icin interferon iiretilmektedir. interferonlar
tiimor bolgesinde anjiyogenezi de inhibe edebilir (Katze et al., 2002). Interlokinler ise,
dogustan gelen ve adaptif immiin yanitlar1 olusturmak i¢in CD4" T hiicrelerinin, CD8"
hiicrelerinin ve B hiicrelerinin aktivasyonunu ve farklilagsmasini desteklemektedir (Ben-
Sasson et al., 2009; Cox et al., 2011). Diger bir sitokin olan GM-CSF, kemik iligi
hiicrelerinin farklilagmasini destekleyen bir baska sitokindir; DC’lerin aktivasyonunda ve
antitimor sitotoksik T lenfositlerin (CTL) hazirlanmasinda 6nemli bir géreve sahiptir (Yan et
al., 2017). Losemi tedavisinde kullanmak i¢in hem graniilosit koloni uyarict faktoér (G-CSF)
hem de graniilosit makrofaj koloni uyarict faktér (GM-CSF) olan rekombinant bir IFN-a
onaylanmistir (Ahmed & Rai, 2003; Mehta et al., 2015). Bununla birlikte insan kanserini
tedavi etmek icin ilk etkili immiinoterapinin bir proinflamatuar sitokin olan IL-2 oldugu

bildirilmistir (Rosenberg, 2014).

Sitokinlerin belirli bir terapétik etkisinin olmasiyla birlikte, yart Omiirlerinin kisa
olmasi nedeniyle, daha etkin terapdtik sonuclar elde etmek igin yiiksek dozlara ihtiyag
duyulmaktadir; bu ise sitokin salma sendromuna neden olmaktadir (S. Lee & Margolin,
2011). Ek olarak, sitokinler, otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasina yol acan stimiile
edilmis T-hiicre Oliimiinii indiiklerken diizenleyici T-hiicre biiyiimesini tesvik edebilir
(Milling et al., 2017). Su anda, uygulanan doz miktarin1 azaltmak ve yiiksek dozlarin neden
oldugu yan etkileri en aza indirmek i¢in birden fazla sitokin kullanimi veya sitokini
kemoterapi veya diger immiinoterapilerle kombinleme yoluyla en etkin tedavi yaklasimi
gelistirilmeye calisilmaktadir (F. Yang et al., 2020). Sitokinin neden oldugu toksisite riskini
azaltmaya yonelik yapilan caligmalarla birlikte sitokinin antitiimor etkinligini artiran ilag

sistemlerinin tasarlanmasi da gerekmektedir (Abdou ef al., 2020).

Tasarlanmus T hiicre tedavisi

T hiicreleri temel olarak kimerik antijen reseptér T (CAR-T) hiicrelerini ve T hiicresi
reseptor T (TCR-T) hiicrelerini igermektedir. Tedavi, hastanin bagisiklik sisteminin bir
parcasi olan T hiicrelerinin kanserle savasmasi temeline dayanmaktadir. Son yillarda, CAR-T

hiicreleri ¢ok onemli klinik basar1 elde etmistir ve FDA tarafindan kan kanserlerini tedavi



etmek i¢in iki CAR-T hiicre tedavisi onaylanmistir (Abdou et al., 2020; Lim & June, 2017).
CAR-T hiicresi terapisinde T hiicreleri, bir hastanin periferik kanindan toplanarak tiimor
antijenlerini spesifik olarak tanityan CAR’lar1 eksprese etmek icin in vitro olarak gii¢lendirilip
tiimorii hedef alacak sekilde yeniden tasarlanir ve daha sonra tiimdrleri tanimak ve 6ldiirmek
icin ayn1 hastaya yeniden enjekte edilir (Lim & June, 2017).Yeniden tasarlanmis T hiicreleri
viicutta uzun siire aktiviteyi siirdiirebilir (Scholler et al., 2015). 2017°de, lenfoma tedavisi i¢in
CD-19’u hedefleyen iki CAR-T hiicresi tedavisi daha onaylanmistir (Maude et al., 2018;
Neelapu et al., 2017). B hiicreli 16semiler ve lenfomalar, CD-19 molekiillerini yiiksek
diizeyde eksprese etmektedir. Ayrica, CD-19 eksprese eden normal hiicreler yalnizca B hiicre
soylarina sahiptir. Bu nedenle, CD-19’u hedef alan CAR-T hiicrelerinin ana yan etkisi,
immiinoglobulin replasman tedavisi ile hafifletilebilen B hiicre hipoplazisidir (F. Yang et al.,
2020). Bununla birlikte, CAR-T hiicre tedavisi sitokin salinim sendromuna ve ndrotoksisiteye
sebep olur (Care ef al., 2017) ve Ozellikle karma mikro ortamlara sahip kat1 timorlerin oldugu
durumlarda, CAR-T hiicrelerinin hayatta kalmasi etkilenir (Hege et al., 2017; Migliorini et
al., 2018). Bununla birlikte, zaman alici, pahali ve teknik olarak zahmetli olmasi gibi
dezavantajlar CAR-T hiicre tedavisinin yaygin kullanimini sinirlandirmaktadir (Levine et al.,
2017). Yine sistemik olarak uygulanan CAR-T hiicreleri, tiimor bolgesine/bdlgelerine verimli
bir sekilde ulagamadigi i¢in kati timorlerin tedavisinde genellikle sinirli terapdtik etkinlige
sahiptir (Beatty & O’Hara, 2016). Diger bir immiinoterapik ajan, major doku uygunluk
kompleksine (MHC) bagimli olan TCR-T hiicreleridir (Cameron et al., 2013). TCR-T
hiicreleri, hematolojik ve kat1 kanserlerin klinik kullanominda mevcuttur. TCR’ler, MHC
tarafindan sunulan tiimorle iliskili hiicre ici antijenler olan neoantijenler ve kanser-testis
antijenlerine yanit verir (Linnemann et al., 2013). Bununla birlikte TCR-T hiicrelerinin 6zgiil
olmasmin klinik sonuglarda 6nemli bir rol oynadig1r klinik oncesi yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir (Cameron et al., 2013). Alinan olumlu sonuglarin yam sira yiiksek afiniteli
TCR-T hiicrelerinin neden oldugu toksisiteyi tahmin etmek olduke¢a giictiir (Linette et al.,
2013). Elde edilen verilere dayanarak CAR-T hiicreleri ve TCR-T hiicreleri ile daha etkin bir
tedavi saglamak, bu hiicrelerin neden oldugu toksisiteden kag¢inmak ve kati tiimorlere
uygulanabilirliklerini iyilestirmek i¢in yeni teknolojilerin ve yeni biyomalzemelerin

gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmaktadir (F. Yang et al., 2020).

Kanser asilar:

Kanser immiinoterapi asilarinin amaci, timor antijenleri ve immiinostimiilator
adjuvanlarin birlikte verilmesi sonucu elde edilen tiimdr antijenlerine karst immiin toleransi

azaltmak ve konak¢1 immiin sisteminin kanser hiicrelerine saldirmasini tesvik etmektir (Ali et



al., 2009). Kanser asilari; tam hiicre lizatlari, DNA, peptitler, rekombinant viriisler veya
modifiye edilmis bagisiklik hiicreleri dahil olmak iizere gesitli immiinojenik bilesenlerden
olusabilir (Thomas & Prendergast, 2016). Kanser immiinoterapi asilari, timor
mikrogevresinde bulunan konake¢1 immiin hiicrelerini indiikleyen ve bolgesel olarak mevcut
tiimor antijenlerini kullanan, tiimor antijenlerini 6nceden tanimlama ve iletme ihtiyacini
ortadan kaldiran immiinostimiilator bilesenleri igermektedir (Sheen & Fiering, 2019).
Immiinostimiilatér adjuvanlar, kanser asis1 formiilasyonlarinda siklikla kullanilan, bununla
birlikte monoterapi olarak da kullanilabilen bir immiinoterap6tik siifidir. Metillenmemis
CpG acisindan zengin bolgeler igeren oligodeoksiniikleotitler, TLR9 reseptorlerine
baglanarak dogustan gelen bagisiklik sisteminin hiicrelerini aktive etme yeteneklerine sahip
olmalarindan dolay1 kanser immiinoterapi asilari i¢in tercih edilen adjuvanlardir (Furumoto et

al., 2004; Kawarada et al., 2001).

Dendritik hiicreler (DC), niikleik asitler, tiimor hiicre lizatlar1 (TCL) ve neoantijenler
dort temel kanser asisidir (C. Guo et al., 2013). Bunlar arasinda DC agilari, genis ¢apta
incelenen hiicre bazli tiimdr asilart sinifidir. Oncelikle hastalardan elde edilen DC’ler tiimérle
iliskili antijenleri eksprese etmek i¢in in vitro olarak uyarilmaktadir. Daha sonra DC agilari
tiimorleri 6ldiirmek i¢in T hiicrelerini dogrudan aktive ederek etki géstermektedir. Sipuleucel-
T, bu yontemle yapilmig ve prostat kanseri i¢in FDA trafindan onaylanmis bir DC asist
ornegidir (Mullard, 2016). Bununla birlikte diger DC bazli asilar, giivenilirliklerinin yiliksek
olmasina ragmen klinik ¢calismalarda basarisiz sonug¢ vermistir (S. Rosenberg, J. Yang, 2004).
Eksojen niikleik asitleri hedef hiicrelere vererek calisan ve geleneksel asilara umut verici bir
alternatif olan diger bir kanser asisi ise niikleik asit asisidir. Niikleik asitten olusan
terapotikler, hedef antijenleri eksprese eden tiimorleri 6ldiirmek i¢in hedef proteinlere karsi
immiin yanitlar1 antijen sunucu hiicreler (APC) tarafindan alinan ve antijenik proteinlere
cevrilen DNA’lardan veya RNA’lardan olusur (Pardi et al., 2018). DNA bazli niikleik asit
asilart klinik olarak test edilmis olmasina ragmen, intraniikleer iletim zorlugu ve olumsuz
immiinojenisiteleri nedeniyle basarisiz sonu¢ vermistir (M. A. Liu, 2011; B. Yang et al.,
2014). Buna karsilik, RNA bazl niikleik asit asilari, bagisiklik etkinligini artiran antijenik
proteinlere dogrudan cevrilerek daha olumlu sonuglar elde edilebilir. Ayrica, RNA dogal
olarak olusan bir niikleik asit oldugu i¢in hazirlama maliyeti diisliktiir ve yarilanma 6mrii
bir¢ok farkli modifikasyonla uzatilabilir. Bununla birlikte RNA, DNA gibi genoma entegre
olmadig1 i¢in kalitsal yan etkilere sebep olmaz (Schlake et al., 2012). Bunlarin yam sira,
ciplak RNA, niikleazlar tarafindan bozulmaya kars1 oldukca hassastir; bu yiizden, hiicre i¢i
dagiimmi gelistirmek i¢in 6zel transfeksiyon reaktifleri veya dagitim tekniklerine ihtiyag

vardir (Kauffman et al., 2016). Bir diger kanser asisi, antitimor immiin yanitini desteklemek



icin antijenler olarak tiimor somatik DNA’sim1 kullanan neoantijen asilardir (L. Li et al.,
2017). Bu antijenler yalnizca tiimor hiicrelerinde eksprese edilir, bu durum ise normal

dokularin zarar gérmesini engelleyebilir (Lauss ef al., 2017).

Immiinoterapideki bu olumlu gelismelere ragmen, tedavi etkinliginin ve hasta
yanitinin tahmin edilememesi, yiiksek tedavi maliyetleri, ek biyobelirteglere ihtiyag
duyulmasi, kanser immiinoterapilerine kars1 diren¢ gelisimi, immiinoterapétik ajanlarin farkl
etkilerinin belirlenmesi i¢in optimize edilmis klinik ¢aligma tasarimlarinin eksik olmasi gibi
kanser immiinoterapisi alaninda hala iistesinden gelinmesi gereken bircok olumsuz durum
bulunmaktadir (Lee Ventola, 2017). Bununla birlikte kanser immiinoterapi alaninin hedefe
yonelik yaklasimlar kullanilarak daha diisiik toksisite ve yiiksek etkinlik saglayan tedavi
yontemlerinin gelistirilmesiyle bu terapinin hizli bir ilerleme katedecegi ongoriilmektedir

(Hall et al., 2016).

KoKk hiicre tedavisi

Kok hiicreler; ii¢ germ tabakasini olusturan endoderm, mezoderm ve ektoderm
tabakalarinin tlimiine farklilasma ve daha sonra hepatositler, ndronlar ve kardiyomiyositler
gibi c¢esitli hiicre tiplerini olusturma yetenegine sahip pluripotent hiicrelerdir (A. S. Lee ef al.,
2013; Mishra et al., 2010). Kok hiicreler olustuklari kdkene gore embriyonik kok hiicreler
(ESC) ve yetigkin kok hiicreler (ASC) olmak iizere iki sekilde smiflandirilir. ESC’ler,
pluripotenslerini korurken doku kiiltiirinde muhafaza edilebilmektedir (Prathipati et al.,
2017). Hiicre kiltiiriindeki ESC’ler, proliferatif ve farklilasmamis halin devam etmesi i¢in
Oct4 igsel transkripsiyon faktoriinli eksprese eder ve pluripotent durumlarini korumak igin
yapisal olarak 16semi inhibitor faktorden (LIF) dis sinyali alir (Nichols et al., 1998). ASC’ler,
cogalmak veya farklilasmak ic¢in belirli ¢evresel sinyallere yanit verebilen yavas dongiilii
hiicrelerdir. ASC’ler, farklilagsma sirasinda gegici olarak hizli cogalma durumuna girer (Potten
et al., 1979), hiicre dongiisiinden cekilir ve terminal farklilagsmay1 gergeklestirir. ASC’ler,
dissal ve icsel uyaranlara bagl olarak belirli nislerde lokalizedir. ASC béliinme kapasitelerine
gore; degisken hiicreler (skuamoz ve salgi bezleri hiicreleri ile kemik iligindeki hematopoetik
hiicreler), duragan hiicreler (endotel hiicreler, hepatositler, osteoblastlar) ve kalic1 hiicreler
(noron, kardiyak ve sinir kas hiicreleri) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Secchiero et al.,
2012). Bu potansiyele sahip kok hiicre temelli terapotiklerin kullanimi hasarli hiicreleri, kok
hiicrelerden tiiretilen uygun fonksiyona sahip saglikli hiicrelerle degistiren bir dizi teknik

adimin gerceklesmesini gerektirir (Cortesini, 2005).

Kok hiicrelerin yetigkin bir organizmadan veya embriyodan izole edilmesi ve bunlarin

kiiltiir ortaminda biiyiitiilmesi, kok hiicre tedavisinin baglamasinda ilk adim1 olusturmaktadir
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(Herberts et al., 2011). Saglikli bir donérden alinan yetiskin veya embriyonik kok hiicreler
allojenik (dondr kaynakli) kok hiicre nakli (Janin et al., 2009) veya hastanin viicudundan elde
edilen otolog (kendi kendine tiiretilmis) kok hiicreler ile olmak iizere iki farkli yoldan elde
edilen kok hiicrelerle hastaya nakledilebilir (Mousavinejad et al., 2016). Kok hiicre
tedavisindeki hizli gelismelere ragmen, transplantasyon etkinligini etkileyen bir¢ok faktor
bulunmaktadir. Allojenik transplantasyonda, daha fazla kok hiicre kiiltiirii elde etmek ve
manipiilasyon yapabilmek i¢in embriyodan izole edildiginde, insan kimligiyle ilgili ciddi etik
sorunlar1 glindeme getirebilir. Bununla birlikte, yliksek bagisiklik reddi riski bulunmaktadir
(Revell & Athanasiou, 2009). Otojenik kok hiicreler ise etik sorunlar ve greft reddinden
bagimsiz olmakla birlikte, bu tip kok hiicre transplantasyonunda kok hiicrelerle birlikte kanser
hiicrelerinin de alinma ihtimalinin olmasi bir dezavantaj olusturmaktadir (Corradini et al.,
2006; D’Amore et al., 2012). Allojenik ve otolog kok hiicre transplantasyonlarinin yani sira
insanlarda yaygin bir kok hiicre transplantasyonu olan hematopoietik allojenik
transplantasyon da bulunmaktadir. Bu kok hiicre tedavisi uygulandiktan sonra malign
olmayan ve malign olmak tizere iki sekilde etki gostermektedir (Lowe ef al., 2007). Okiiler
ve pulmoner sorunlar, karaciger, kemik ve eklem komplikasyonlari, ergenlik ve gonadal
yetmezlik malign olmayan etkiler arasinda sayilabilmektedir (Socié et al., 2003). Bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, lenfoma ve 16semi gibi ciddi sonuglar malign etkiler arasinda yer
almaktadir (Torsvik et al., 2010). Kok hiicrelerin in vitro kiiltivasyonu sirasinda tiimdrijenisite
riskini artiran ¢ok sayida mutasyon ve karyotipik degisikligin meydana gelebilecegi yapilan
caligmayla gosterilmistir (J. Ji et al., 2012). Kok hiicrelerin kullanim1 sirasinda meydana
gelebilecek epigenetik degisiklikler gibi icsel faktorler ve transplantasyon gerceklestirmeden
Once istenen hiicre tipini olusturmak icin kdok hiicre liretiminde olusabilecek olumsuzluklar
gibi digsal faktorler kok hiicre tedavisinde yiiksek riskte tiimor gelisiminin ana nedenlerini
olusturmaktadir (Y. Tan et al., 2014). Bununla birlikte kok hiicre tedavisinde farklilagsmamis
kok hiicrelerin dogrudan kullanilmasi pek miimkiin olmamakla birlikte, kullaniminda biiyiime
potansiyeli timor gelisimi riskini artirmaktadir (Hentze et al., 2007). Diisiik oranda spontan
farklilasma sonucu olusan bir koloninin hizli biiylime gostermesi farklilasmamis kok
hiicrelerin yararli 6zelliklerinden birini olusturmaktadir. Bunun bir sonucu olarak, kok
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi tiimdr olusumuna sebep olabilir (Ben-David & Benvenisty,
2011). Fakat son ¢alismalar, kok hiicrelerin onkojenik aktivitesinin yalnizca farklilagsmamis
hiicrelerle iliskili olmadigini gostermistir. Bu nedenle, kok hiicre tedavisi i¢in kullanilan
farklilasmis kok hiicreler pS3 kaybi, apoptoza direng, temas inhibisyonunun olmamasi gibi
ozellikler sergileyerek kanser gelisimine neden olabilmektedir (H. Li et al., 2007; Rodriguez
et al., 2009).



Kok hiicre tedavi yaklasimlari 1yi bir baslangica ve bir¢ok zorlu hastaligin tedavisi i¢in
muazzam bir potansiyele sahiptir (Mousavinejad et al., 2016). Kok hiicreler yalnizca yasami
tehdit eden hastaliklar i¢in degil, ayn1 zamanda gbrme ve isitme sorunlar1 veya sa¢ dokiilmesi
gibi kronik sorunlar i¢in de terapdtik imkan sunmaktadir (H. Li ef al., 2004; R. J. Morris et
al., 2004). Kok hiicrelerin umut verici tedavileri; kanserler, diyabet ve ndrodejeneratif
bozukluklar gibi ¢ogu zaman tedaviye basarisiz yanit veren bir¢ok hastalik ve durum igin
endikedir (Herberts et al., 2011). Bunlarla birlikte kok hiicre tedavisi etik, yan etkiler, etkinlik
ve giivenligi igeren bircok sorunu da beraberinde getirmektedir. K6k hiicre tedavisinde
kullanilan embriyonik kok hiicreler veya yetiskin kok hiicreler yerine indiiklenmis pluripotent
kok hiicre (IPSC) tiirevi kullanilarak etik sorunlar ¢dziilebilir (Mousavinejad et al., 2016).
Toksisite, dozlama miktar1 ve uygulama yolu gibi farmakokinetik konular da kok hiicre
tedavisinde onemli sorunlardir. Bu sorunlarin esas nedeni, hastada nakledilen kok hiicrelerin
farklilasma, emilim, migrasyon ve metabolizma takibinin saptanamamasidir. Bu sebeplerden
dolay1, kok hiicrelerin terapdtik dozu ve uygulama yolu cogunlukla belirsiz oldugundan

maksimum klinik faydaya ulasmak zordur (Di Stasi et al., 2011; Goldring et al., 2011).

Kanser onleme, tarama ve erken teshise yonelik mevcut yaklasimlar geneldir ve
genellikle yas veya cinsiyete gore katagorize edilir ve risk degerlendirmeleri kesin degildir

(Jaffee et al., 2017).

Ince ve Kalin Bagirsak

Bagirsak epiteli, memelilerde en hizli yenilenen dokudur. insan bagirsaginda her giin
milyarlarca hiicrenin yikilip yeniden olustugu tahmin edilmektedir (Z. Wang et al., 2010).
Bagirsagi olusturan epitel hiicreleri, hayvan fizyolojisinde ¢ok Onemli islevlere sahiptir.
Bagirsak epiteli, c¢esitli besin maddelerinin ve ksenobiyotiklerin emilimi ve metabolizmasi
icin birincil en O6nemli bolgedir. Viicudun diger kisimlarma metabolik ve immiinolojik
sinyalleri iletir ve bagirsak liimeni igerisinde bulunan mikroorganizmalar i¢in Oonemli bir
bariyer gorevi goriir. Bagirsak epitel hiicrelerinin (IEC) gelisimi ve fizyolojisinde meydana
gelen islev bozukluklar1 gida alerjisi, obezite, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve kolorektal
kanser gibi bircok insan hastaligina sebep olmaktadir (Lickwar et al., 2017). Inflamatuar
bagirsak hastaligi (IBD) temel olarak iilseratif kolit (UC) ve Crohn hastaligi (CD) olmak
tizere iki sekilde kendini gostermektedir. Her ikisi de iyi farklilasmistir fakat, genetik
yatkinlig1 olan bireylerde bu hastaliklar cesitli ¢evresel faktorler tarafindan tetiklenerek
bagisiklik sisteminin hatali bir yanit olusturmasia sebep olur; bu ise kronik ve kontrolsiiz
bagirsak iltihabmin olusumuyla kendini gosterir. Inflamatuar bagirsak hastaligina (IBD) sahip

bireylerde %12 ile %85 arasinda degisen bir oranda kdtii beslenmenin oldugu goriilmektedir.
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Bu genis aralik ise hastaligin tipi, yayilimi, inflamatuar aktivitesi ve ¢esitli degerlendirme

yontemlerinin heterojenliginden kaynaklanmaktadir (Casanova et al., 2017).

Ince bagirsak ve kolon tiibiiler yapili organlardir. Ince bagirsak mide ve kalin bagirsak
arasinda yer almaktadir ve karbohidratlar, proteinler ve lipitler de dahil olmak {izere tiim
besinlerin gidalardan son emiliminin birincil yeridir. Proksimalden distale dogru duodenum
(oniki parmak bagirsagi), jejunum ve ileum olmak iizere ii¢ bolgeden olugmaktadir (Sekil 2).
Duodenum ve jejunum arasindaki anatomik siniri treitz ligamenti belirlerken; jejunum ve
ileum arasinda belirgin bir sinir bulunmamaktadir. Bir mezenter, jejunumu (proksimal %40)
ve ileumu (distal %60) karn arka duvarina baglar ve bagirsagin periton boslugu i¢inde
rahatga hareket etmesine imkan saglamaktadir. Duodenum, viicuttaki sindirim enzimlerinin
cogunun salindig1 yerdir ve ince bagirsak kanserlerinin en yaygin goriildiigii bolgedir. Genel
olarak, ince bagirsak neoplazmalarinin %55-82’si ince bagirsagin bu en kiiciik bolgesi olan
duodenumda olusmaktadir. Bununla birlikte, jejunum bu neoplazmalarin %11-25’ini

olustururken, ileum ise %7-17’sini olusturmaktadir (Moon et al., 2010; Shafik ez al., 2011).

Duodenum Jejunum ileum
Sekil 2. Ince bagirsak béliimlerinin sematik gdsterimi

Kalin bagirsak yetiskinlerde yaklagik 150 ila 180 cm uzunlugundadir. Cekumdan ve
cok biiyiik bir boliimiinii meydana getiren kolon (¢ikan, enine, azalan, sigmoidal kolon) ve
rektumdan olusmaktadir (Sekil 3). Kolonun ¢ap1 ince bagirsaga kiyasla daha biiyiiktiir,
pozisyonu sabittir ve besin emiliminde ¢ok sinirli bir gérevi vardir. Kolonun ana islevleri, kati
atik olusturmak i¢in suyu emmek, peristalsis denilen koordineli dalga benzeri mekanik
hareketle atik icerigini gastrointestinal (GI) kanaldan asag1 dogru iterek rektuma
gondermektir. Kalin bagirsak ayrica kullanilmayan enerji substratlarini fermente etmek,
bagisiklik sistemini gli¢clendirmek ve vitamin ve hormon iiretmek gibi bir dizi yararh islevi
yerine getirmekle sorumlu olan bagirsak mikrobiyotasini olusturan bakteri, arke ve mantari
onemli miktarda barindirmaktadir. Rektumun ana islevleri ise, kontinans yani atik

madddelerini gegici olarak depolamak ve atig1 viicuttan uzaklastirmaktir (Siri ef al., 2020).
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Sekil 3. Kalin bagirsak boliimlerinin sematik gosterimi

Kalin bagirsak duvart igten disa dogru mukoza, submukoza, muskularis propria
(eksterna) ve seroza olmak iizere dort ana katmandan meydana gelmektedir. Her tabaka farkli
bir anatomik yapiya ve noronal doku igerigine sahiptir; boylelikle bagirsak fizyolojisi ve
patofizyolojisinde farkli biyomekanik yollarda gdrev almaktadirlar (Carniel et al., 2014).
Mukoza, kolon ve rektumun i¢ astarini olusturur; glandiiler epitel denilen ince bir epitel
tabakasi, lamina propria denilen bir bag dokusu tabakas1 ve muskularis mukozasi denilen ince
bir kas tabakasindan olusmaktadir. Glandiiler epitel, kript adi verilen silindirik yapilar
meydana getirir. Lamina propria epiteli desteklemekle gorevlidir ve elastin, retikiilin ve
kollajen lifleri ile retikiiler bag dokusundan; lenfatikler ve kilcal damarlardan ve eozinofilik
graniilositler, plazma hiicreleri ve lenfositler gibi hiicre elemanlarindan meydana gelmektedir.
Muskularis mukoza ise, mukoza ve submukozayi birbirine baglayan ince bir diiz kas
tabakasidir (Zhao et al., 2017). Kalin bagirsagin besin emiliminde onemli bir roliiniin
olmamasi, mukozada villus denilen ince bagirsagin intraluminal yiizey alanini1 6nemli 6l¢iide
artiran kiiclik, katlanmis yapilarin olmamasi ile sonuglanmistir (Shamsuddin et al., 1982).
Submukoza, mukozay1 cevreleyen fibroz bir bag dokusu tabakasidir. Bu tabaka kalin
bagirsagi besleyen ana kan ve lenf damarlarini ve bliyiik miktarda lenfositleri, fibroblastlar1 ve
mast hiicrelerini barindirir. Submukoza bunlarm yan sira iki ana enterik noral pleksustan biri
olan submukoza pleksusa ev sahipligi yapmaktadir. Submukoza pleksusun gorevi ise,
glandiiler sekresyonlar1 kontrol etmek, elektrolit ve su tasimmasmi degistirmek, liimen
yilizeyinin konfigiirasyonunu ve lokal kan akisini diizenlemektir. Yakin zamanda yapilan bir
caligmada ikinci harmonik nesil goriintiileme yontemiyle submukozanin yiik tagima islevi i¢in
yogun kalin kollajen liflerine sahip oldugu gosterilmistir (Egorov et al., 2002; Maier et al.,
2021). Diger bir kalin bagirsak duvari tabakas1 olan muskularis propria ise igte sirkiiler kas

tabakas1 ve dista longitudinal kas tabakasi1 olmak iizere iki diiz kas tabakasindan olusmaktadir
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ve bu kas tabakalar1 bagirsaklarin kasilmasindan sorumludur. Bu iki kas tabakasi arasinda, iki
ana enterik noral pleksustan biri olan myenterik pleksus bulunmaktadir. Myenterik
pleksustaki ganglionlar, submukozadaki ganglionlardan daha belirgindir. Myenterik pleksus,
kolonun koordineli peristalsis hareketini polarize polisinaptik peristaltik sistem araciligiyla
yonlendirmektedir (Maier et al., 2021). Son olarak bagirsak duvarinin en dis tabakasini
olusturan seroza tabakasi, skuamdz epitel hiicreleri tabakasindan olusur. Bagirsaklar sardigi
icin visseral periton ve mezenterin bir uzantisini temsil eder. Seroza 6nemli bir kolajen lif
icerigine sahip olmasima karsin toplam bagirsak duvar kalinligina kiyasla ince kalinlikta
olmas1 nedeniyle 6nemli bir yiik tasima kapasitesine sahip degildir (Egorov et al., 2002; Siri

et al.,2020).

Ince bagirsak adenokarsinomlar: ile kalin bagirsak adenokarsinomlar1 evreleme,
prognostik faktorler ve metastatik bolge tercihinde benzer klinik davranis sergilemektedir.
Bununla birlikte metastatik hastaligi olan bireylerde sitotoksik kemoterapiye gosterdikleri
yanit oranlar1 her iki bolge i¢in karsilagtirilabilir diizeydedir (Overman et al., 2012). Kalin
bagirsakta, tim adenomlarm yalnizca %10’u adenokarsinoma doniismektedir. Ince bagirsak
kanserlerinin nadir goriilmesinden dolay1 ve kolonoskopi ile karsilastirilabilir diizenli tarama
prosediirlerinin  olmamasi1  nedeniyle hangi oranda adenokarsinoma  donistiigi

bilinmemektedir (Stewart et al., 2006).

Kolorektal Kanser ve Tam1 Yontemleri

Kolorektal kanser (CRC), genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesiminden kaynaklanan
ve bu faktorlere gore siniflandirilabilen ¢ok heterojen bir hastaliktir (Binefa et al., 2014).
Kolorektal kanser, diinyada hem kadinlarda hem de erkeklerde en sik goriilen kanserlerden
biridir (Tardu et al., 2016). Diinyada kadinlarda en sik goriilen tgiincii, erkeklerde en sik
goriilen dordiincti kanserdir (Klimczak et al., 2016). Kolorektal kanser genel olarak insidans
acisindan {i¢iincii, mortalite agisindan ise ikinci sirada yer almaktadir. 2020°de 1,9 milyondan
fazla yeni kolorektal kanser (aniis dahil) vakasi ve 935.000 6liimiin meydana geldigi tahmin
edilmektedir; bu ise yaklasik 10 kanser vakasindan ve oliimden birini temsil etmektedir.
Avrupa bolgeleri, Kuzey Amerika ve Okyanusya en yiiksek insidans oranlarina sahipken;
Afrika’nin ¢cogu bolgesi ve Gliney Orta Asya en diisiik insidans oranlaria sahiptir (Sekil 4)
(Sung et al., 2021).
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Sekil 4. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2020 yilina ait diinyadaki (A) kolon ve (B) rektum
kanserlerinin yasa ve cinsiyete bagli insidans oranlar1 (Sung ef al., 2021)

Bat1 tarz1 yasam ve g¢evresel faktorler, diinyanin farkl yerlerinde gézlemlenen kalin
bagirsak kanseri insidans oranlarindaki biiyiik farkliliklarin temel nedenlerinden biridir.
Dengeli beslenme, diizenli fiziksel aktivite ve normal viicut kiitlesinin korunmasi gibi risk
faktorlerini azaltacak aligkanliklar tesvik edilebilirse, kanser insidansinin %50-75’e kadar
azalacag1 ongoriilmektedir (Klimczak et al., 2016). Bunlarin yani sira sigara, alkol alimi1 ve
artan viicut agirligi kolorektal kanser gelisme riskini dogru orantili olarak arttirmaktadir.
Kolorektal kanser riski viicut kitle indeksindeki her birim artisla, %2-3 oraninda artmaktadir.
Bununla iligkili olarak, tip 2 diyabetli hastalarda da kolorektal kanser riski artmaktadir
(Kuipers et al., 2015). Kirmiz1 et ve islenmis et tiiketiminde giinliik 100 g’lik bir artisin,
kolorektal kanser gelisme riskini 1,16 kat arttirdig1 tahmin edilmektedir (Song et al., 2015).
Buna karsilik, tam tahillar, siit, taze meyve ve sebzelerin yani sira kalsiyum, lif,
multivitaminler ve D vitamini alimi riski azaltmaktadir (Dahm et al., 2010; Song et al., 2015).
Yine giinlik 30 dakikalik fiziksel aktivite benzer olumlu etkilere sahiptir. Hastalik;
yorgunluk, soluk goriiniim, nefes darligi kilo kaybi, bagirsak aliskanliklarinda degisiklik,
diskida kan ve karin agris1 gibi bir¢ok semptomla iligkilendirilebilir (Kuipers et al., 2015).

CRC olusumuna neden olan tiimor hiicreleri, klonal omiir, dinamikler ve tedaviye
yanit agisindan degiskenlik gostermelerinden dolay1 fonksiyonel 6zellikleri agisindan oldukca
heterojendir (Kreso et al., 2013). CRC’nin ¢ogunlugu sporadiktir (%70-80) ve yas 6nemli bir
risk faktoriidiir. Bu hastaliga sahip vakalarin sadece kiigiik bir kismi, ailesel adenomatoz
polipoz (%1°den az), Lynch sendromu (polipoz olmayan kalitsal CRC) (%2-%5) veya MYH
geniyle iligkili polipoz (<%1) gibi kalitsal durumlardan kaynaklanmaktadir. Normal
kolorektal epitel hiicreleri, kontrolsiiz biiylime ve apoptozdan kaginma gibi 0Ozellikler

kazanarak malign forma doniisiir. Hizli hiicre proliferasyonu epitelde prekanserdz bir lezyon
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olan adenoma ddniisebilen polipoid bir yap1 olusturur. Bir adenom, mutasyonlar biriktik¢e ve
hiicreler gerekli malign ozellikleri kazandik¢a CRC’ye doniisebilir (Sekil 5) ve kanser
hiicreleri baslangigtaki bagirsak tiimdriinden ayrilabilir ve yakin veya uzak dokulara gog
edebilir (Paschos et al., 2014). Bunlara ek olarak enflamasyon da, bir¢ok dokuda malign
transformasyon, kanser progresyonu ve patogenezde rol oynayabilir. Ulseratif kolit ve Crohn
hastalig1 gibi iltihapli bagirsak hastaliklar1 enflamasyona 6rnek verilebilir. Bu hastaliklar
kronik iltihaplanma ile tiimor gelisimini destekleyebilir ve kolon kanseri gelisimine sebep
olur (Arnst et al., 2019). Cogu kolorektal tiimore, tiibiiler adenomlar veya tirtikli polipler gibi
kanser Oncesi polipler neden olmaktadir. Adenomlar, DNA onarimini ve hiicre ¢ogalmasini
diizenleyen normal mekanizmalarda bir degisiklik meydana geldigi zaman gelisir. Yiizey
hiicrelerinin bagirsak mukozasindan siirekli kayb1 nedeniyle epitel hiicrelerinin yenilenmesi
gerekir; ¢cogalma sadece kript tabaninda gerceklesir. Mutant hiicreler kolonik liimene dogru
ilerledikce, Ongoriilebilir terminal farklilasma ve nihai apoptoz siireci bozulur ve ayri
adenomlar olusur. Bu adenomlarin boyutu zamanla artabilir ve displastik o6zellikler
gelistirmeye baglayarak sonunda invaziv potansiyel kazanabilir (Nguyen et al., 2020). Son
yillarda, erken tani, yeni kemoterapotikler, tarama programlari, radyasyon onkolojisindeki
gelismeler ve cerrahi teknikler sayesinde kolorektal kanserli hastalarin yasam kalitesinde
onemli bir artig saglanmistir (Tardu ef al., 2016). Kolorektal kanseri tespit etmek icin birkag
tan1 yontemi mevcuttur. Bunlar kolonoskopi, sigmoidoskopi, DCBE yontemi ve BT tarama

yontemidir.

[ )
- _1;/\‘.

Adenomat6z polip Kanser oncill polip Adenokarsinom Kolon kanseri

Sekil 5. Kolorektal kanser gelisiminin sematik gosterimi
Kolonoskopi

Kolonoskopi kalin bagirsakta olusan poliplerin erken dénemde saptanmasi ve
cikarilmasi temeline dayanarak tedavi sonuglarinin iyilestirilmesine hizmet eden ve bdylece
kanser olusumunu onleyen bir yontemdir (Kowalczyk et al, 2020). ABD Ulusal Polip
Calismasi tarafindan yapilan ¢alismalarla kolonoskopinin, kolorektal kanser insidansini ve
mortalitesini 6nemli Slgiide azaltma etkinliginin oldugu iyi bir sekilde gosterilmistir. Bu
calismadan elde edilen son 20 yillik verilere gore kolorektal kanserin mortalitesinde %53
oraninda azalma oldugu goriilmektedir (Zauber et al, 2012). Bu yontem yiiksek teshis

dogruluguna sahiptir ve tiimoriin yerini belirleyebilir. Bundan dolayr hem tanisal hem de
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tedavi edici etki saglayan tek tarama teknigi olma Ozelligine sahiptir. Bununla birlikte,
kolonoskopi es zamanli olarak biyopsi i¢in drnek alinmasina imkan vermektedir; boylelikle
ornegin histolojik olarak tanimlanip dogrulanmasini da saglayarak molekiiler profillemenin
olusturulmasina olanak saglamaktadir (E. J. A. Morris et al, 2015; Pox et al., 2012).
Asemptomatik donemde saptanan kanserlerde prognozu ¢ok daha iyi sonu¢ vermektedir
(Kowalczyk et al., 2020). Kolonoskopi bu olumlu terapétik etkilerinin yani sira ayrica invaziv
bir yontemdir. Bu sebepten dolay1 uygulanan prosediir, perforasyon ve polipektomi sonrasi

kanama gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilir (Binefa et al., 2014).

Sigmoidoskopi

Sigmoidoskopi kolonoskopiye kiyasla sedasyona gerek duyulmadan gergeklestirilen
bir yontemdir ve islem asamasinda daha az hazirlik gerektirdiginden biiyiik bir avantaja
sahiptir. Bununla birlikte, sigmoidoskopi sadece distal kolon neoplazmalarini tespit
edebildiginden dolay1 biiyiik bir dezavantaja sahiptir (Binefa et al., 2014). Kolonoskopiden
farkl1 olarak, sigmoidoskopiyi degerlendiren randomize klinik c¢alismalarin sonuglari
mevcuttur. CRC insidansinda %33’liikk, mortalitede %43’liikk bir azalmanin elde edildigi bir
ABD calismas1 en olumlu sonuglardan biridir (Lawton, 2013). Birlesik Krallik ve italya
(SCORE)’da yapilan calismalarda ise insidansta %21 mortalitede ise %26’lik bir azalma
oldugu ortaya konularak tatmin edici sonuglar elde edilmistir (Atkin et al., 2010; Segnan et
al., 2011). Bu olumlu verilerin yani sira Norveg¢ ¢alismasinda, 7 yillik takipten sonra higbir

fayda saglamadigina dair sonuglar elde edilmistir (Hoff ez al., 2009).

DCBE yontemi

DCBE yontemi ile ilgili ¢ok az veri mevcuttur. Popiiler Ulusal Polip Calismasinda
DCBE’nin 6 mm’nin altindaki poliplerin %32’sini, 6 ila 10 mm arasindaki poliplerin
%353’linii, 10 mm’den biiylik poliplerin %48’ini saptadig1 ortaya konulmustur (England,
2000). DCBE, maliyetinden ve toplum tarafindan daha az kabul gérmesinden dolay: tarama
icin ¢ok sik kullanilan bir yontem degildir. Bu yiizden genellikle DCBE, endoskopik

tekniklerin tamamlayicisi olarak kullanilmaktadir (Binefa et al., 2014).

Bilgisayarh tomografi (BT taramasi)

BT kolonografi, ¢ok yenidir ve tarama i¢in ¢ok az arastirilmistir. Bu tarama
yonteminde sedasyona gerek duyulmaz, fakat geleneksel kolonoskopide oldugu gibi 6n bir
hazirliga ihtiya¢ vardir ve lezyon saptanmasi halinde lezyonlari ¢ikarmak veya biyopsi
yapmak i¢in ek bir eksplorasyonun yapilmasi gerekmektedir (Von Wagner et al., 2012). BT

kolonografisi kullanilarak iki analiz yapilmis ve her iki analizde de ayni sonuca varilmistir.
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Yapilan analizler sonucu BT kolonografisinin 10 mm’den biiyiik poliplerin saptanmasinda
duyarliligmin ve o6zgiilliigiiniin yliksek oldugu sonucuna varilmigken (%82); 10 mm’den

kiictik polipler i¢in bu duyarlilik ve 6zgiilliik saptanamamustir (Sosna et al., 2003).

Kolorektal kanseri tanilamadaki tiim bu gelismelere ragmen, esas olarak metastatik,
tekrarlayan veya lokal olarak ilerleyen tiimorlerden dolay1 kotii prognoz hala bir gergektir ve
bu kotii prognozun iistesinden gelmek icin daha etkin ve yeni tedavi yaklagimlarinin

gelistirilmesine ihtiyag vardir (Tardu et al., 2016).

Caco-2 Hiicre Hatt1

Insan Caco-2 hiicre hatti, bagirsak epitel bariyerinin en yaygin ve kapsamli bir sekilde
karakterize edilen ve 30 yili askin bir siiredir in vitro ¢aligmalarda kullanilan hiicre tabanl
modeldir. Belirli kosullar altinda, Caco-2 hiicreleri olgun hiicrelerden kendiliginden farklilagir
ve bozulmamis tek tabakalar olusturur. Caco-2 hiicreleri bir kolon adenokarsinomundan
tiiretilir ve kiiltiir ortamina alindiktan sonra kiiltiirde belirli bir siire spontan farklilasmaya
ugrayarak polarize ince bagirsak enterositlerinin morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerini
gelistirir (Hiebl et al., 2020; Sun et al., 2018). Caco-2 hiicreleri kiiltiir ortamina alindiginda
oncelikle firca kenarli mikroviller asamali bir sekilde olugsmaya baglar. Hiicreler kiiltiir
ortamina alindiktan sonra her hiicrenin kapladig1 yiizey, 5 ila 20 giin arasinda kademeli olarak
azalir ve hiicreler arasinda yakin baglantilar gelisir. Es zamanli olarak mikrovillilerin
uzunlugu ve yogunlugu artar. Caco-2 hiicreleri, 21 giinliik kiiltiiriin ardindan iyi gelismis sik1
baglantilar olusturur. Kiiltiire alindiktan sonraki 30. giinde, hiicre yiizeyi tipik enterosit
benzeri morfoloji olusturmaya baslar ve 30 giin sonra tam yapisal polarizasyon meydana
geldiginde, ¢cogu hiicre uzun ve diizenli mikrovilli bir yapi ile tam fir¢a sinirlart gelistirir. Son
olarak tam polarize olan Caco-2 hiicreleri, insan ince bagirsak mukoza hiicrelerine benzemeye

baslar (Awortwe et al., 2014).

Farklilasan Caco-2 hiicreleri, belirli kosullar altinda gegirgen filtre destekli kiiltiir
kaplarinda tek tabaka olusturarak biiyiir (Y. Gao et al, 2015; H. Y. Tan et al, 2018).
Hiicrelerin iist tarafinda fir¢a kenarli mikrovillilerin olusmasi, hiicreler arasi siki baglantilarin
gelismesi ve mevcut cesitli metabolik enzimlerin varligi Caco-2 hiicrelerinin en belirgin
ozelliklerinden bazilanidir (H. Y. Tan et al, 2018). Caco-2 hiicre hatt; ilag-ilag
etkilesimlerinin arastirilmasi, ilag tastyicilarinin substratlarinin  ve/veya inhibitdrlerinin
tanimlanmast ve ilaglarin bagirsak zar1 enterositleri araciligiyla absorbsiyonunun
degerlendirilmesi gibi bir¢ok amag icin ¢alismalarda kullanilmaktadir (Awortwe et al., 2014;
Mohammadi Farsani et al., 2018). Caco-2 hiicresinde pasaj sayisi, ortamin bilesimi ve kiiltiir

sistemi gibi bazi faktorler hiicrenin farklilagmasini, ¢ogalmasimni ve fizyolojik 6zelliklerini
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etkileyebilir. Caco-2 hiicreleri hiicre 6zelliklerinin iyi karakterize edildigi sinirli bir pasaj

araliginda kullanilmalidir (Mohammadi Farsani ef al., 2018).

Kolorektal Kanser ve Metastaz

Metastaz, herhangi bir dokuda veya organda olusan tiimor hiicrelerinin, bulundugu
bolgeden kan ve lenf sistemi yoluyla uzak doku ve organlara yayilim gostermesidir (Sekil 6).
Metastaz, tiimor hiicrelerinde genomik degisikliklerin birikmesine neden olan, iyi huylu bir
lezyondan hastanin liimiine neden olabilecek sonucglar doguran karmasik ve ¢ok asamali bir
siirectir (Sayagués et al., 2016). Metastatik kanserler ¢ogu durumda tedaviye yanit
vermemektedir. Bu nedenle metastaz kansere bagli 6liimlerin baslica sebebini olusturur ve
kanser oliimlerinin %90’1nin fazlasindan sorumludur (Jiramongkol & Lam, 2020). Metastaz;
cevre dokulara invazyon, vaskiilatiir intravazasyon, sistemik dolasim yoluyla translokasyon,
uzak sekonder bolgelerin parankimi ic¢ine ekstravazasyon, mikrometastazlarin olusumu ve
makroskopik ikincil tiimdrlerin olusumu gibi asamalardan gegerek olusmaktadir (Mani et al.,
2007). Birgok kanser hiicresinin mikrometastaz yaptig1 yaygin olarak goriilmektedir, ancak
makrometastazlar nadiren meydana gelmektedir. Mikrometastazlar, yabanci doku ortaminda
hayatta kalmay1 veya adapte olmay1 basaramayan malign hiicrelerin biiyiik cogunlugu icin son

metastatik asamadir (Paschos et al., 2014).

Sekil 6. Kanser hiicre metastazinin sematik gdésterimi

Kolorektal kanser (CRC) diinya c¢apinda gastrointestinal kanserler arasinda en yaygin
goriilen kanser tiiriinii olusturmaktadir. Metastaz, CRC’1i hastalarda ciddi bir 6liim nedenidir
(P. Yang et al., 2019). CRC, genetik ve epigenetik degisikliklerin zamanla birikmesi sonucu
normal kolon mukozasinin invaziv kansere doniismesine sebep olan bir hastaliktir. Cogu
CRC, adenomlardan gelismektedir ve neoplaziye doniisme siiresi yaklasik 10-15 yil olarak
tahmin edilmektedir. Bu siire ise adenomlarin invaziv karsinoma doniismeden Once
saptanmast ve cerrahi yontemler kullanilarak ¢ikarilmasi i¢in mevcut siireyi belirtmektedir

(Binefa et al., 2014). CRC’li hastalarin yarisindan fazlasinda radikal cerrahi uygulanmadan
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once mikrometastaz gozlemlenmektedir, bu durum postoperatif metastazin olusmasina ve
kolorektal kanserin niiksetmesine sebep olmaktadir (P. Yang et al., 2019). Cevre doku ve lenf
diiglimlerine invazyon yapan kanserli hastalarda sagkalim oranlar1 %70°dir ve distal
metastazin olustugu ileri evre hastalarda sagkalim oranlar1 %14’e diismektedir (Henley et al.,
2021; Ward et al., 2021). Birgok CRC, semptomlarin ortaya c¢iktig ileri evrelerde tespit
edilmektedir (Binefa et al, 2014). CRC; dogrudan yayilma, lenfatik yayilma, karacigere
portal ven6z yoluyla yayilma, periton yayilimi ve akciger, kemik ve beyin dahil olmak iizere
uzak organlara vaskiiler yayilma olmak iizere bes yolla metastaz yapmaktadir. Metastatik
yayitlimin en c¢ok oldugu boélgelerden biri karacigerdir. CRC teshisi konan hastalarin
neredeyse yarisinda, hastaliklarinin herhangi bir doneminde karaciger metastazi oldugu tespit
edilmektedir. Karaciger metastazinin sebebi anatomiktir, ¢linkii kolon ve rektumdaki tim
vendz, kan portal dolagim yoluyla karacigere akmaktadir. Karaciger metastazi olan hastalar
tedavi edilmediginde ortalama sagkalimlar1 6-9 ay gibi bir siiredir. Akciger, karacigerden
sonra kolorektal metastazlarin en yaygin goriildiigii ikinci bolgedir ve metastatik hastaligin
yaklasik %10-15’ini olusturmaktadir. Cogu durumda, pulmoner metastazlar karaciger
metastazlar1 ile eszamanli olarak ortaya c¢ikabilmektedir (Shantanam, 2018). Kolorektal
neoplazmlarin diger bir metastaz yeri ise kemiktir. Kemik metastazina sahip olan ¢ogu hasta,
hastalik siirecleri boyunca agri, instabilite, sinir sikismasi, hiperkalsemi ve patolojik kirik gibi
morbiditeye ve yasam kalitesinin diismesine neden olacak bir¢ok semptom gelistirmektedir
(Kawamura et al., 2018). CRC’nin diger bir metastaz yeri ise beyindir. Fakat beyin metastazi
diger bolgelere kiyasla daha az goriilmektedir. Beyin metastazlar1 daha ¢ok {i¢ veya daha fazla
farkli bolgeye metastazi olan hastalarda gozlenmektedir (Riihimaki ef al., 2016). Metastazlar
cogunlukla frontal lob ve serebellumda goriilmektedir. Beyin metastazlar1 tespit edildiginde,
oncelikle tibbi stabilizasyonun yapilmasi ve norolojik bozulmanin onlenmesi gerekmektedir

(Soffietti et al., 2017).

Kolorektal Kanser ve Apoptoz

Apoptoz veya programlanmig hiicre Oliimili, organizma gelisimi ve doku
homeostazinda 6nemli bir rol oynayan normal gelisim ve yaslanma sirasinda meydana gelen
programlanmis hiicre 6liimii siirecidir (Okushi et al., 2015). Normal dokularda hiicre kayb1 ve
yeni hiicre olusumu denge halindedir. Normal kolon epiteli de apoptoz ile hiicre
proliferasyonu arasindaki dinamik bir denge ile korunmaktadir (Kosinski et al., 2007). Ama
patolojik kosullarda 6zellikle kanserde hiicreler, kontrolsiiz ¢ogalmaya neden olan apoptoza
bagl 6lime maruz kalma yeteneklerini kaybederler. Bu durum apoptoza karsi icsel veya

edinilmis diren¢ gelistirmelerinden kaynaklanmaktadir ve insan kanserlerinin en Onemli
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Ozelliginden biridir (Okushi ef al., 2015). Kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi de dahil
olmak tizere su anda mevcut olan antikanser tedavilerinin c¢ogu, kanser hiicrelerinde
oliim/apoptotik yolaklar1 aktive ederek etki gostermektedir. Bundan dolayr apoptozdan
kaginma, tiimor gelisimine, ilerlemesine ve ayrica tedavi direncine sebep olmaktadir (Block et
al., 2015). Uyariya bagl olarak, apoptozu indiikleyebilen i1yi karakterize edilmis baslica iki
ana yol bulunmaktadir. Bunlar intrinsik (mitokondriyal) yol ve ekstrinsik (6lim reseptorii)

yoludur (Elkin et al., 2018).

Mitokondriyal bagimli olan intrinsik yol genetik hasar, hipoksi, siddetli oksidatif stres,
kemoterapotik ajanlar ve UV radyasyonu gibi 6liim uyaranlarina yanit olarak calismaktadir
(Raducka-Jaszul et al., 2020). Apoptoz hizi, hiicrenin tiiriine, apoptotik uyaranlarin tipine ve
giicline baglidir. Apoptoz indiiksiyonunun intrinsik yol araciligiyla gerceklesebilmesi igin
minimum birka¢ saatlik aktive edici uyarana ihtiya¢ duyulmaktadir (Palchaudhuri et al.,
2015). Intrinsik (mitokondriyal) yolda, 6liim uyaranlar1 ya dogrudan ya da Bcl-2 ailesinin
tiyeleri tarafindan transdiiksiyon yoluyla mitokondriyi hedef alarak kaspazlarin aktivasyonuna
sebep olur ve bunun bir sonucu olarak apoptotik siire¢ baslamis olur (Jang et al, 2002).
Apoptotik yolu etkileyen ii¢ grup Bcl-2 ailesi proteini vardir. Bu proteinlerden Bax ve Bac
gibi proapoptotik ¢ok alanli proteinler ve Bim, Bad, Bid ve tBid gibi yalnizca proapoptotik
BH3 alani1 iceren proteinler, apoptozun indiiklenmesinde gorev alirken; Bcl-2 ve Bcel-xL gibi
antiapoptotik proteinler apoptotik hiicre Oliimiinii bloke etmekle gorevlidir. Apoptozun
baslamasi, proapoptotik ve antiapoptotik proteinler arasindaki dengeye baghidir (Galluzzi et
al., 2012). Proapoptotik protein seviyeleri antiapoptotik protein seviyelerinden yiiksek
oldugunda apoptozun baslamasi tetiklenir. Aktivator BH3, Bid ve Bim gibi proteinlerin
mitokondriyal membrana baglanmasini saglayarak, aktive olan ve mitokondriyal dis zarin
gecirgenliginin artmasin1 saglayan Bax ve Bac gibi gozenek olusturucularin afinitesini
arttirmaktadir. Sadece BH3 proteinleri olan Bad, Bid ve Bim gibi proteinler, hiicresel
apoptozun olusmasina neden olan Bcl-2 ve Bcl-xL gibi antiapoptotik proteinleri baglar ve
inhibe eder (Kale et al, 2018; Siddiqui et al., 2015). Intrinsik (mitokondriyal) yolun
mekanizmasi su sekilde ilerlemektedir. Oncelikle intrinsik yolda DNA hasari, 151 soku ve
reaktif oksijen gibi cesitli uyaranlarla aktive edildiginde mitokondriyal dis zar gecirgenligi
(MOMP) artar ve sitoplazmaya sitokrom c’nin apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ile birlikte
serbest birakilmasi ile sonuglanir (Dejean et al., 2006). Sitoplazmaya salinan bu iki faktérden
sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktér 1 (ApF1)’e baglanir ve aktive eder (Tian et
al., 2017). Sitokrom c ve ApF1 kompleksine ATP baglaninca apoptozom kompleksi olusur ve
bu kompleks baslatict kaspaz 9’u keserek aktiflestirir (W. Zhang et al., 2018). Aktiflesen
kaspaz 9 prokaspaz 3’1 aktif kaspaz 3’e doniistiiriir (Raychaudhuri et al., 2010). Kaspaz 3
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ICAD’a baglanarak CAD’1 serbest hale getirir; CAD ise ylizey kabarmasi, hiicre biiziilmesi ve
kromatin yogunlagmasina sebep olarak apoptotik siireci baslatmis olur (Y. J. Wang ef al.,

2015).

Ekstrinsik apoptoz yolu ise reseptor aracili bir apoptoz mekanizmasidir ve hiicre disi
O0lim ligandlarinin  hiicre ylizeyi o©liim reseptorlerine baglanmasiyla hiicre disinda
baslamaktadir (C. Park et al., 2015). Bu apoptotik sinyal yolu, tiimdr nekroz faktorii (TNF)
ailesinin 6liim ligandlarinin spesifik 6liim reseptorlerine baglanmasini igermektedir (Y. Ji et
al.,2019). Fas, TNF-R1, DR4 ve DRS ekstrinsik yolda en iyi bilinen 6liim reseptorleridir. Bu
reseptorler ortak sinyalleme mekanizmalarina sahiptir ve her reseptor kendi spesifik ligandi
tarafindan uyarilmaktadir. Ornegin; DR4/DRS5, Fas ve TNF-R1 reseptorlerine sirasiyla
TRAIL, Fas Ligand ve TNF ligandlar1 baglanmaktadir (Beurel & Jope, 2006). Hiicre
yiizeyindeki bu 6liim reseptorlerine 6liim sinyalleri baglandiginda reseptoriin trimerizasyonu
indiiklenmektedir. Indiiklenmis trimerize 6liim reseptorleri, sitoplazmik proteinler FADD (Fas
iligkili 6liim alan1 proteini) ve prokaspaz-8 veya prokaspaz-10’a baglanarak 6liimii indiikleyen
sinyal kompleksi (DISC) yapisin1 olustururlar (Peter & Krammer, 2003). DISC igindeki
prokaspaz-8/10, proteolitik boliinme yolu ile aktive edilmektedir; bu durum ise daha sonra
basta kaspaz-3, 6 ve 7 olmak iizere efektor kaspazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir
(Kaufmann & Hengartner, 2001). Aktiflesen kaspaz-8/-10 sirasiyla prokaspaz-3/prokaspaz-7
gibi yiiriitiicii kaspazlar1 aktive etmektedir (Kranz & Boutros, 2014). Aktif kaspaz 8 iki yolla
kaspaz 3’1 aktive eder. Aktiflesen kaspaz 8 ya dogrudan kaspaz 3’1 aktiflestirir ya da indirek
olarak ilk once Bid’i keserek tBid olusturur ve intrinsik yolda kaspaz 9’u aktive ettikten sonra
prokaspaz 3’ii aktif kaspaz 3’e aktive eder (Lovell ef al., 2008; Peng et al., 2006). Daha sonra
aktif kaspaz-3, inaktif ICAD’1 aktif CAD’a donistiirdiikten sonra kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi
parcalayarak aktive eder ve apoptozu baslatir (Sp et al., 2020).

Intrinsik ve ekstrinsik siireglere ek olarak, T-hiicresi aracili sitotoksisiteyi ve hiicrenin
perforin-granzime bagli olarak oldiiriilmesini hedefleyen ve hiicre dlimiinii indiiklemekten
sorumlu granzim B ve granzim A proteazlarini igeren bagka bir yol daha bulunmaktadir
(Ewen et al., 2012). Intrinsik, ekstrinsik ve granzim B aracili apoptoz yollar1 farkli baslama
mekanizmalarina sahip olmakla birlikte ayni1 sonuca sahiptirler. Bu ii¢ apoptotik yol da
nihayetinde kaspaz ailesinin tiyeleri olan proteolitik enzimlerin aktivasyonunu saglayarak etki
gostermektedir. Granzimler, hedef hiicrelerde apoptotik 6liimii hizl1 bir sekilde indiikleyebilen
sitotoksik T lenfositler (CTL) ve dogal oldiiriicii (NK) hiicreler gibi sitotoksik lenfositlerin
anahtar efektdor molekiilleri olarak tanimlanmaktadir (Hagn et al., 2014). Serin proteaz

granzimleri ve gdzenek olusturucu protein olan perforin, litik graniillerinde veya sitotoksik
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lenfositlerin sitozoliindeki zara bagli salg1 lizozomlarinda depolanmaktadir (Voskoboinik et
al., 2015). Granzimler, aspartat kalintilarinin karboksi tarafindaki proteinleri pargalayabilen
serin proteazlardir (X. Y. Li et al., 2014). Granzim A (GzmA), hedef hiicreleri 61diirmek i¢in
aktive edilmis CTL’ler ve NK hiicreleri tarafindan salgilanan sitotoksik kaspaz bagimsiz bir
serin proteazdir (Lu ef al., 2011). Gzm A DNA’nin tek zincirinde ¢entik meydana getirerek
DNA hasar1 olusturmasi yoluyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Chowdhury et al., 2006).
Diger bir serin proteinaz ailesinin {iyesi olan granzim B (GzmB) ise, aspartat kalintilarindan
sonra proteinleri proteolitik olarak parcalamaktadir. Bunun bir sonucu olarak DNA
fragmantasyonu ve hizli membran biitiinliigii kayb1 olusumu meydana gelmektedir (Chuang et
al., 2014; Salti et al., 2011). GzmB aracili apoptozda, GzmB lipid hiicre zarlarina baglanmay1
baslatamadig1 ve hedef hiicreye girmesi zar gézenek olusumunu gerektirdigi i¢in, perforinin
varligina baglidir (Hodge et al., 2014; Hoves et al., 2010). NK hiicreleri ve CTL’ler hedef
hiicreyi tanidiktan sonra hedef hiicre ile siki bir apozisyon olusturarak immiinolojik sinaps
olusturmaktadir. Yiizey reseptorii sinyali sonucu litik graniillerden iki hiicre arasindaki sinaps
icine granzimlerin ve perforinin endositik salinimi gerceklesir (De Saint Basile ef al., 2010).
Daha sonra perforin hedef hiicre zarina girer ve granzimin hedef hiicreye yayilabilmesini
saglamak i¢in gecici gozenekler olusturmak lizere oligomerize olur (Lopez et al., 2013;
Thiery et al., 2011). GzmB, Oncelikle CTL’ler tarafindan salgilandiktan sonra hedef
hiicrelerdeki mannoz-6-fosfat reseptoriine baglanir ve daha sonra GzmB, perforinin
olustudugu gozeneklerden hedef hiicrenin sitoplazmasina salinir (Froelich et al., 1996; Shi et
al., 1997). Hedef hiicreye giren GzmB, Bid’i keserek tBid’i olusturur. Tbit ise proapoptotik
Bcl-2 ailesi iiyeleri Bax/Bac’in oligomerizasyonunu ve bunun sonucunda intrinsik apoptoz
yolunun aktivasyonunu indiiklemektedir (Lalier et al., 2007; Yamada et al., 2011). Bununla
birlikte GzmB prokaspaz-3’ii dogrudan aktif kaspaz 3’e doniistiirerek ekstrinsik yolla

apoptozu baslatabilir; fakat bu yol, bid aktive olmadigindan verimsizdir (Carrero et al., 2008).

Apoptoza direng, ¢esitli seviyelerde ¢esitli sinyal yollarinin etkilesimini igermektedir.
Bu sebepten dolayi, kanser hiicrelerinin apoptoza girmesini saglamak i¢in tek yol hedefli
ajanlarin kullanilmasi uygun bir strateji degildir; birden fazla yolu hedefleyen ajanlarin

kullanimina ihtiya¢ vardir (Okushi et al., 2015).

Hiicre iskeleti ve Elemanlari

Hem prokaryotik hem de Okaryotik canli sistemler, hiicre iskeleti ad1 verilen oldukca
dinamik ve yapilandirilmis islevsel birimler tarafindan diizenlenmektedir. (M. Gao et al.,
2018). Hiicre iskeleti, hiicre seklini korumaya yardimei olan (Tokuda et al., 2014), organeli

organize eden ve tasiyan (Barak ef al., 2014), mekanik destek saglayan ve hiicre boliinmesine
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ve hareketine imkan saglayan (Rao & Maddala, 2016) hiicredeki en 6nemli birimlerdir.
Okaryotik hiicre iskeleti aktin filamentleri, ara filamentler, septinler ve mikrotiibiiller olmak

lizere dort ana filament tiirlinden meydana gelmektedir (M. Gao et al., 2018).

Aktin filamentleri

Aktin; bitki, hayvan ve mantar hiicreleri de dahil olmak {izere tiim Okaryotik
hiicrelerde en bol bulunan proteinlerden biridir. Bu protein, bir organizmanin hayatta
kalabilmesi i¢in gerekli olan birgok biyolojik siirecte gorev almaktadir. Aktin proteinleri,
hiicrelerin sekillerini korumalarina yardimci olan, hiicrelerin boliinmesi ve hareket etmesi igin
gereken kuvveti saglayan uzun filamentler olusturmaktadirlar (Ngo et al., 2015). Aktin
filamentleri, 6karyotik hiicrelerde sitokinez, lamellipodial uzama, yapisma, hiicre i¢i tagima,
kas kasilmasi ve niikleer islevler gibi bir¢ok 6nemli hiicresel islevlerde gorev alir ve bu
islevlerini genellikle aktin ve spesifik aktin baglayici proteinler (ABP) ile etkilesime girerek
gerceklestirir (Ngo et al., 2016). Aktin filamentleri sarmal yapidadir ve birgok aktin alt
biriminin bir araya gelmesinden meydana gelmektedir. Aktin filamentleri, filamentlerin ug
kisimlarina yeni aktin alt birimleri eklenerek veya mevcut alt birimler uglardan ¢ikarilarak
devamli olarak biiyliyen ve kiigiilen degistirilebilir yapilardir. Aktin filamentinin bir ucu
digerinden daha hizli biiytimektedir ve hizli biiyliyen bu u¢ dikenli u¢ olarak adlandirilirken;
yavasg biiyliyen ug, sivri ug olarak adlandirilmaktadir (Ngo et al., 2015). Aktin filamentlerinin
hizli biiyliyen ucu olan dikenli uglar, parmak benzeri filopodia ve pece benzeri lamellipodia
gibi ¢ikintili yapilarin olusumunda gorev almaktadir. Dikenli uglar filament polimerizasyonu
icin 6nemli bir bdlge olan plazma zarinda, zarin i¢ kismima bakmaktadir. Filamentlerin
yapisinin bozulmasi sivri ugta gerceklesir ve zardan uzaga yonlendirilir (Pacheco & Gallo,

2016).

Ara filamentler

Ara filamentler, hem giiclii hem de esnek polimerlerdir (Goldman et al., 2008). Ara
filamentler 10 nm ¢apindadir ve 25 nm mikrotiibiiller ve 7 nm aktin filamentler arasinda orta
bliyiikliikte olmalar1 sebebiyle bu isimle adlandirilmistir  (Alonso et al, 2015). Ara
filamentler aktinin ve mikrotiibiillerin aksine, polar olmayan yapilardir, birlesim dinamikleri
niikleotitten bagimsizdir ve bilinen bir tagima islevleri bulunmamaktadir (Tanuj Sapra &
Medalia, 2021). Ara filamentler, mekanik olarak direngli bir iskele olusturur; bu iskele doku
stabilitesi ve tutarlilik saglar (Coch & Leube, 2016). Hiicre yiizeyinde, ¢esitli baglayic
proteinler aracilifiyla desmozomlar, hemidesmozomlar, fokal adezyonlar ve hiicre dis1 matris

ile etkilesime girmektedirler (Bayir & Sendemir, 2021). Ara filamentler, ara filament
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proteinlerinin bas ve kuyruk bolgelerinde fosforile olmaktadir ve
fosforilasyon/defosforilasyon dinamikleri, ara filamentlerin yapisal organizasyonunu ve
islevini hiicre ve dokuya 6zgii bir sekilde diizenlemede 6nemli bir goreve sahiptir (Sihag et
al., 2007). Ara filamentler 6zellikle epitel hiicrelerinde bol miktarda bulunmaktadir (Coch &
Leube, 2016). Ara filamentler hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde, farklilasmada, sinyal
iletiminde, apoptozda ve hiicre gociinde rol oynamaktadir (Schwarz & Leube, 2016). Bununla
birlikte ara filamentlerin niikleer sekli belirledigi ve mitokondrinin, lizozomlarin, golgi
aygitinin, sentrozomlarin, tasima keseciklerinin, melanozomlarin, ribozomlarin, lipid
damlaciklarinin ve hiicreler arasindaki baglantilarin ve hiicre dist matrisin konumunu
etkiledigi yapilan caligmalarla gdsterilmistir (Chang et al., 2009; Y. Guo & Yixian, 2015;
Seltmann et al., 2013).

Septinler

Septinler, tiim okaryotlarda korunan bir GTP baglayic1 hiicre iskeleti protein ailesidir
(Nishihama et al., 2011; Pan et al., 2007). Septinler, heterooligomerik kompleksler halinde bir
araya gelmektedir ve hiicresel membranlar, aktin filamentleri ve mikrotiibiillerle birleserek
polar olmayan filamentler olustururlar (Mostowy & Cossart, 2012; Saarikangas & Barral,
2011). Septinler protein baglanmasi i¢in iskele gorevi goriirler, hiicre membrani ile etkilesime
girerler ve aktin filamentleri ve mikrotiibiillerle birlikte hayvan hiicrelerinin seklini korumak
ve goclerini kolaylagtirmak i¢in hareket ederler (Saarikangas & Barral, 2011). Bunlara ek
olarak, septinler hiicre boliimlenmesine katki saglayan diflizyon bariyerlerini olusturabilir.
Septinler ayrica kam¢i ve silya olusumunda, kromozom ayriminda, hiicre boliinmesi,
farklilasmas1 ve morfogenezin temel siireclerinde ve apoptozda goérev almaktadir (K. A.

Akhmetova, I. N. Chesnokov, 2018).

Mikrotiibiiller

Hiicre iskeletinin diger bir eleman1 olan mikrotiibiiller oldukca dinamik yapilardir ve
onemli  hiicresel islevlerin  gerceklesmesinde gorev  almaktadir.  Mikrotiibiiller;
proliferasyonda, hiicre gociinde, hiicre i¢i aktivitenin saglanmasinda ve uzun mesafeli
tasimada, organellerin konumlandirilmasinda rol oynamaktadir; boylelikle fazlar arasi
hiicresel mimariyi olusturur ve mitozda kromozom ayrimini saglamaktadir (Kaverina &
Straube, 2011). Mikrotiibiiller aktin ve ara filamentlerden ¢ok daha genis ve serttir (Kikumoto
et al., 2006). Mikrotiibiiller birbirine bagl bir sekilde ag olusturur ve bir filamente etki eden
aktif kuvvetler, ag i¢indeki diger filamentlerin hareketine de etki etmektedir (Pallavicini et al.,

2014). Mikrotiibiiller a ve B tiibiilin heterodimerlerinden olusan, ¢ap1 yaklasik 25 nm olan i¢i
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bos tliplerden olusan filamentlerdir. Heterodimerler lineer 13 protofilamentlerden meydana
gelir ve sonrasinda igleri bos ve kutupsal bir silindir olusturmak {izere yanal olarak birlesirler
(S. Li et al., 2012). Her tiibiilin monomeri bir guanin niikleotidini baglamaktadir. o tiibiiline
(N-bolgesi) bagli niikleotit, intradimer ara yiiziine gomiiliidiir ve polimerizasyon {iizerine
hidrolize olmamaktadir; - tlibiiline (E-bolgesi) bagli GTP ise ¢ozelti igerisinde degistirilebilir
ve polimerize halde hidrolize olabilmektedir. Protofilamentler arasindaki yanal etkilesimler,
bitisik o ve B tiibiilinlerin homotipik temaslar1 arasinda meydana gelir ve a tiibiilin ve 3
tiibiilinin yanal olarak temas etttigi bolgede bir B-kafesi olusur (M. Gao et al., 2018).
Mikrotiibiiller kararli yapida degildirler ve bu durum dinamik karasizlik olarak
adlandirilmaktadir (Pallavicini et al., 2014). Mikrotiibiiliin eksi ucu hiicrelerde genel olarak
ana mikrotiibiil diizenleme merkezine gémiilii halde bulunmaktadir ve biiylimez; art1 ug ise
hiicresel alan1 belirlemeye calisir ve nihayetinde hiicre kenarlariyla temas etme egilimindedir
(Kaverina & Straube, 2011). Mikrotiibiillerin alt birimleri filament yapilariin

stabilizasyonunda ¢ok dnemli bir goéreve sahiptir (Wawro ef al., 2019).

Hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin ayrilmasi, kinetokor lifleri (K-lifleri) ad1
verilen 6zel mikrotiibiil demetlerinin olusumuyla miimkiindiir. Memeli hiicrelerinde olgun K-
lifleri, yaklasik 25 mikrotiibiilden olugsmaktadir. Bu mikrotiibiillerin dinamik art1 uclar
kinetokora baglhdir, eksi u¢lari ise ig kutuplarina gémiilii halde bulunur veya ig i¢indeki diger
mikrotiibiil demetleriyle dinamik baglantilar olustururlar (Sikirzhytski et al, 2018).
Kromozom ayrimi, hiicre boliinmesi esnasinda kromozomlarin iki hiicreye boliindiigli temel
biyolojik siireglerdir. Okaryotlarda kromozom ayrimi, esas olarak mikrotiibiillerden olusan ig
iplikgikleri tarafindan gergeklestirilmektedir (Yu et al., 2019). Mitotik ig mikrotiibiilleri,
fazlar arasi hiicre iskeleti mikrotiibiil aglarindan kayda deger 6l¢iide daha dinamiktir. Mitotik
igler merkezden cevreye dogru yayilim gosterir ve boliinen hiicrelerde kardes kromatitlerin
sentromerlerine baglanir; kinetokorda es zamanl olarak tiibiilin eklenmesi meydana gelirken,
kutuplarda karsilastirilabilir bir oranda tiibiilin kaybi olusumuyla sonuglanir. ig iplik¢igi
kromozoma bipolar baglanamazsa hiicre, hiicre dongiisii boyunca devam edemez; metafazda
bloke olur ve nihayetinde apoptoza gider (Arnst ef al., 2019). Birgok sistemde, is mili uzama
hiz1 kromozom ayrigsmasindan daha yavastir, kromozomlar anafaz boyunca is mili kutuplarina
daha yakin hareket etmektedirler. Kromozomlarin ig kutuplarina dogru hareketi anafaz A
olarak adlandirilirken; is milinin uzamasi (is mili kutuplarinin ayrilmasi) anafaz B olarak

adlandirilmaktadir (Yu et al., 2019).

Kanserlerde, aktin veya mikrotiibiillerin kontrol edilemeyen dinamikleri anormal

hiicre bdliinmesine, hiicre morfolojisi veya boyutunda anormalliklere ve istilact hiicre
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gbcliniin meydana gelmesine neden olmaktadir. Bir¢cok tiimor baskilayicinin mikrotiibiil ve
aktin ile etkilesime girdigi ve bunun sonucu olarak hiicre boliinmesi ve gociinii, epitelyal
mezenkimal gecisleri (EMT) ve epitel konumlandirilmas: gibi bir¢ok hiicresel islevleri
bozdugu one siiriilmistiir (Pimm ez al., 2020). Mikrotiibiiller 6zellikle yonlii hiicre gog¢iiniin
bilinen diizenleyicileridir (Adams et al., 2016). Hiicrelerin gogii, karmasik bir biyolojik
stirecten olugmaktadir; bu durum ise aktin, mikrotiibiiller, membran reseptdrleri, lipidler ve
hiicre matrisinin yeniden diizenlenmesini gerektirmektedir. Hiicrelerde lamellar, zar yiizeyini
iten aktin filamentlerinin bir araya gelmesi sonucu iiretilen fiziksel kuvvetler tarafindan
indiiklenip zar c¢ikintilarin1 uzatarak hareketleri baglatmaktadir (Pimm et al., 2020).
Mikrotiibiiller, hiicrelerin go¢ etmesiyle ¢ekirdegi ileri dogru hareket ettirmek ve sentrozomu
konumlandirmak i¢in ek ¢ekme kuvveti uygulama yetenegini kullanmaktadir (Letort et al.,
2016). Bu ¢ekme kuvveti, hiicreyi ileriye dogru itmek i¢in yonlii olarak uzatilmis odak
yapisma bolgelerinden ve aktin stres liflerinden {iretilmektedir. Bununla birlikte aktin-
miyozin stres lifleri tarafindan kasilma kuvvetleri iretilir ve bu kuvvet hiicre ilerledikce
hiicreyi geriye dogru ¢eker (Pimm et al, 2020). Kanseri hedeflemede mikrotiibiil
dinamiklerine miidahale 6nemli bir antikanser stratejisidir. Mikrotiibiilleri hedef alan bir¢ok
ilag, cok cesitli malignitelerde terapotik etki gostermektedir. Mikrotiibiilii hedefleyen ajanlar
G2/M fazinda mitotik tutuklamaya sebep olma, mitotik ig yapilarin1 bozma veya mitotik
kontrol noktalarin1 indiikleme gibi bircok farkli yola etki ederek terapotik bir etki
saglamaktadir (Arnst et al., 2019).

Mikrotiibiil Inhibitorleri

Hiicrelerin mitoz boliinmeyi tamamlayabilmesi i¢in  polimerizasyon ve
depolimerizasyon dinamiklerinin  koordineli bir sekilde islemesi gerekmektedir.
Mikrotiibiilleri hedef alan ajanlar klinik kullanimda hem hematolojik hem de kat1 tiimorlerde
terapotik faydalari olan basarili antikanser ilag siiflaridir (Mukhtar et al., 2014; X. Zhang et
al.,, 2015). Bu terapdtik ajanlar, tiibiilin polimerizasyonunu indiikleyen mikrotiibiil
stabilizatorleri ve tiibiilin polimerizasyonunu inhibe eden Kkararsizlagtiricilar olarak
siniflandirilabilir (X. Zhang et al, 2015). Mikrotiibiil hedefleyen ilaglar, mikrotiibiil
dinamiklerinin kontroliinii gerektiren mitozlar1 bloke ederek hiicre proliferasyonu iizerinde
inhibitor etki gostermektedir. Bununla birlikte GDP’ye bagli polimerize olan tiibiilini, asir1
stabilize edebilir veya mikrotiibiilleri destabilize ve depolimerize ederek terapotik etki
saglayabilir (Myers & Collins, 2016). Epotilonlar, diskodermolid, dosetaksel, paklitaksel gibi
ajanlar mikrotiibiil stabilize edici ajanlar olarak kullanilirken; vinca alkaloidleri (vinblastin,

vinkristin, vinorelbin, vindesin ve vinflunin), mikrotiibiil destabilize edici ajanlar olarak
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kullanilmaktadir. Her iki tip ajan da hiicre diizeyinde mitozda hiicre dongiisii durmasina neden

olabilir ve apoptoz yoluyla hiicre 6liimiinii indiikleyebilir (Mukhtar et al., 2014).

Kanser tedavisinde mikrotiibiilii hedefleyen ajanlarin oldukca etkili oldugu ortaya
konulmus olmakla birlikte, uzun ve kisa stireli kullanimlarinda olumsuz yan etkileri vardir ve
direng  gelisimi  goriilmektedir. Bu  durum ise klinikte uygulanabilirliklerini
siirlandirmaktadir. Tibiilin baglayict ajanlarin kullaniminda bulanti, kusma ve ishal gibi
yaygin semptomlar goriilmesinin yani sira norolojik ve hematolojik yan etkilerin olusumu da
baslica 6nemli toksisiteler arasindadir. Tiim bu sebeplerden dolay1 uygulamada doz sinirlayici

etkilere sahiptir (Anchoori et al., 2008; Mukhtar et al., 2014).

Topoizomerazlar

DNA topolojisi in vivo olarak topoizomerazlar adi verilen enzimler tarafindan
diizenlenmektedir. Bu enzimler, DNA replikasyonu, transkripsiyon, rekombinasyon ve
kromatin yeniden sekillenmesi gibi hiicresel siire¢lerde hayati 6neme sahiptir (Spakman et al.,
2021; Thomson et al., 2014). Bakteriyel ve okaryotik organizmalardaki topoizomerazlar, tip I
ve tip II topoizomerazlar olmak iizere iki ana gruba ayrilir (Bergant Loboda et al., 2020).
Insan topoizomerazlarinin iki formu olan topoizomeraz I (hTop 1) ve topoizomeraz II (hTop

2) 6nemli antikanser ilaglarinin hiicresel hedefleridir (Delgado et al., 2018).

Topoizomeraz 1 (Topo I), topolojik gerilimi azaltmak i¢in ¢ift zincirli DNA’nin
yalnizca tek bir ipliginin kirilmasimi ve yeniden birlestirilmesini katalize etmektedir.
Monomerik enzim Topo I, DNA gevsemesi icin magnezyuma ihtiya¢c duymaz ve ATP enerjisi
gerektirmez (A. L. Li et al., 2020). Tip I topoizomerazlar tip IA, tip IB ve tip IC olmak iizere
ti¢ alt gruptan olugmaktadir. Tip IA topoizomerazlar, DNA’ya baglanabilmek i¢in bir ¢entige
veya tek zincirli bir bolgeye ihtiya¢c duymaktadir (Delgado et al., 2018). Topoizomeraz 1A
enzimi, DNA 5'-fosforil grubuna kovalent bir bag ile tirozini baglamaktadir. Serbest 3'-OH
ucuna topoizomeraz IA takilir ve serbest¢e donemez. Bu durum, baska bir DNA segmentinin
olusmasina izin veren bir bosluk olusmasina sebep olur. Olusan yeni DNA segmenti
bosluktan gectikten sonra, kirtk DNA’nin her iki ucu da yeniden birlestirilir. Bu olaya iplik
gecisi mekanizmasi1 denilmektedir (Dekker et al., 2002; Viard et al., 2004). Tip IA
topoizomerazin aksine, tip IB ve IC topoizomerazlar, dubleks DNA sarmalinin her iki
zincirini de pargalamaktadir; aktif bolge tirozinini bir 3'-fosforil grubuna kovalent olarak
baglar ve DNA siiper sarmallarin1 gevsetmek i¢in 'donme' mekanizmasi vasitasiyla DNA

topolojisini diizenler (Delgado et al., 2018).
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Okaryotik topoizomeraz II (Topo II) enzimleri, hem mitoz hem de mayoz esnasinda
etkin ve dogru kromozom ayrimi i¢in gereklidir ve bu onlan sitotoksik ajanlar i¢in hedef
haline getirir. Tiim Topo II enzimleri, DNA’nin ¢ift zincirinde gegici kirilmalar meydana
getirerek bir DNA c¢ift sarmalinin digerinden gecisini katalize eder (Hammonds et al., 1998).
Homodimerik enzim olan Topo II enzimi islevi i¢in magnezyum ve ATP hidrolizine ihtiyag
duyar (A. L. Li et al., 2020). Topo 1L, ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve 5'-DNA uglar1 arasinda
kovalent bir bag olusturarak DNA’da kademeli bir kirilma meydana getirir. Olusan DNA
segmenti, ATP ile calisan bir klemp tarafindan tutulur, sonrasinda kirik yeniden birlestirilir
(Hammonds et al, 1998). Insan topoizomeraz II'nin topoizomeraz Ilo. (TOP2a) ve
topoizomeraz IIf (TOP2B) olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. Topoizomerazin o-
izozim formu 17q21-22 kromozomu iizerindeki bir gen tarafindan kodlanmaktadir ve 170
kDa’lik bir molekiiler kiitleye sahiptir. B izoformu ise 3p24 kromozomu {izerindeki bir gen
tarafindan kodlanmaktadir ve 180 kDa’lik molekiiler kiitleye sahiptir (Hammonds et al.,
1998). TOP20, mitoz sirasinda DNA replikasyonu ve kromozom ayriminda gorev almaktadir.
(Matias-Barrios et al., 2021). TOP2B, hiicre canliligi i¢in vazgecilmezdir; gen
ekspresyonunun transkripsiyonel diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve ifadesi hiicre
dongiisiinden bagimsiz gerceklesir (Madabhushi et al., 2015; Matias-Barrios et al., 2021).
Topoizomerazlar hiicre canliliginin korunmasinda kritik bir 6neme sahip olmalarindan dolay1

kemoterapotikler igin ilgi ¢ekici bir hedef haline gelmistir (Thomson et al., 2014).

Topoizomeraz 2 (TOP2) Inhibitérleri

DNA topoizomeraz II (TOP2), canli hiicrelerde DNA topolojisini ve kromatin
organizasyonunu diizenleyen temel bir niikleer enzimdir. Enzim, her iki DNA zincirinin
kontrollii kirilmas1 ve yeniden birlestirilmesi yolu ile DNA’daki burulma stresini azaltir.
TOP2’yi hedef alan topoizomeraz inhibitorleri, bu katalitik dongiiniin en az bir adimina
miidahale etmektedir (Lemke et al., 2005). DNA TOP2’nin antitiimor ilaglar tarafindan inhibe
edilmesi, boliinebilme yetisi olan hiicrelerin replikasyon ve transkripsiyon sirasinda dogrudan
DNA lezyonlarina doniismesine ve DNA zincir kirilmalar1 da dahil olmak {izere bir¢ok farkli
hiicresel etkinin olugmasina neden olur. Bununla birlikte bu ajanlar G2 ve mitoz sirasinda
DNA topolojisi ve kromozom kondenzasyonunda bozulmalara neden olarak da etki
gostermektedir (Lemke et al., 2005). DNA TOP2’yi hedef alan ilaglar, kliniklerde ¢esitli
hematolojik ve kat1 tiimorler i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, su anda
klinikte kullanilan mevcut katalitik inhibitorlerin 6nemli hedef dis1 etkileri, zayif stabilite ve
diisiik etkinlik gibi olumsuz etkileri de bulunmaktadir (Matias-Barrios et al., 2021). TOP2

inhibitorleri, TOP2 zehirleri ve katalitik inhibitérler olmak iizere iki ana grupta
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siniflandirilmaktadir (Bergant Loboda et al., 2020). TOP2 zehirleri kovalent TOP2-DNA
boliinme kompleksini stabilize ederek, DNA zincir kiriklarinin olusumuna ve birikmesine yol
agar ve hiicre 6limiine neden olabilecek DNA hasari ile sonuglanir (Schroeder et al., 2003).
Bununla birlikte TOP2 zehirlerinin etki mekanizmasi, ikincil malignite ve kardiyotoksisite
gibi 6nemli yan etkilerin olusumuna da sebep olmaktadir (Azarova et al., 2007). Diger bir
TOP2 inhibitdr smifi olan katalitik inhibitorler, kovalent TOP2-DNA bdliinme kompleksini
indiiklemezler ve minimal DNA hasarina sebep olurlar; fakat ¢esitli etki mekanizmalar
yoluyla TOP2’nin DNA’ya baglanmasini bloke ederek TOP2 aktivitesini inhibe ederler. Bu
inhibitorlerin genotoksisitesi diistiktiir, fakat hiicre proliferasyonunu etkili bir sekilde inhibe
edebilmektedir. Bu verilere dayanarak, tiimor hiicresi biliylimesini inhibe etmek i¢in katalitik
TOP2 inhibitorlerinin daha sec¢ici olmasi ve insan viicudundaki saglikli hiicrelere daha diisiik
genotoksisite gosterecek sekilde tasarlanmasi en biiyiik hedeflerden biridir (Matias-Barrios et

al., 2021).

Coklu Ila¢ Terapisi

Kemoterapi, kanser tedavisinde uzun bir ge¢mise sahiptir ve primer ve metastatik
kanserler i¢in standart bir tedavi yontemidir. Bununla birlikte, 6zellikle tek bir ajan
(monoterapi) uygulandiginda klinik yararlar1 olduk¢a smirlidir. Timorlii hiicrelerde ilag
direnci, timor heterojenligi, ilag penetrasyonunu ve etkinligini engelleyen kati tiimér mikro
ortam1 ve doz sinirlayici toksisite monoterapi ile iligkili yaygin sorunlar arasindadir (R. X.
Zhang et al., 2016). Bu olumsuz etkiler goz oniine alindiginda kanser tedavisinde maksimum
terapotik etkinlik ve minimum toksisite elde etmek i¢in monoterapiden ¢ok coklu ilag
terapileri kullanilarak kanserle miicadele etmek en 6nemli adimlardan biridir. Bununla birlikte
bir kombinasyon tedavisinin antikanser etkisi her zaman sinerjistik olmayabilir, aksine
antagonist bir etkide gosterebilir (Shuhendler et al., 2010). Kombine edilecek ilaglarin dozlari
farkli farmakokinetik ve hiicre alimindaki ve doku yerlesimindeki farkliliklar nedeniyle
uygulandiktan kisa bir siire sonra dolasimda ve tiimor dokusunda korunmayabilir. Bu
sebepten dolayr kombine edilecek olan ilaclarin se¢imi 6nemlidir ve etkin bir tedavi elde
edebilmek i¢in entegre bir yaklasimin kullanilmast gerekmektedir (Panczyk, 2014).
Kombinasyon ilag¢ terapileri tek bir hedefin iki veya daha fazla ila¢ kullanilarak inhibe
edilmesine dayali olabilecegi gibi, iki veya daha fazla farkli hedefin es zamanli bloke
edilmesine dayanarak da etki gosterebilir. Farkli mekanizmalar1 hedef alacak sekilde secilen
ve uygulanan ilaglar hedef mekanizmalar1 bloke ederek sinerjik antikanser etkiler olustururlar,
bu ise kanseri tedavi etmede daha etkin bir yoldur (Bevins & Zimmer, 2005; Kim et al.,

2003). Antitiimor etkilerini kabul edilebilir toksisite sinirlart igerisinde artirabilmeleri, ilag
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direnci gelisimini geciktirebilmeleri veya bloke edebilmeleri, heterojen bir timor
popiilasyonuna karst daha etkili olabilmeleri gibi kombinasyon tedavi rejimlerinin
monoterapiye oranla bircok avantaji vardir (Clarke et al., 2019). Coklu ilag terapileri
gosterdikleri bu olumlu etkiler ile tedavi etkisini iyilestirebilir, hastalarin daha uzun ve kaliteli

bir yagam siirdiirebilmesi i¢in metastaz ve niiksii 6nleyebilir (J. Wang ef al., 2021).

Deniz Alkaloidleri

Deniz ortami, son 50 yilda yeni biyoaktif bilesiklerin arastirilmasinda ¢ok genis ve
Oonemli bir faaliyet alanina sahip, gii¢lii molekiilleri barindiran ilag¢ Onciileri kaynagi haline
gelmistir. Alkaloidler, en genis dogal {irlin siniflarindan birini olusturur ve tim karasal ve
deniz organizmalar1 tarafindan sentezlenmektedir (Kochanowska-Karamyan & Hamann,
2010). Alkaloidler diisiik molekiiler agirliga sahip yapilardir (Kaur & Arora, 2015). Genel
olarak bazik nitrojen atomlarindan olusmakla birlikte bazi1 notr veya zayif asidik bilesikler de
icerebilirler ve dogal olarak olusan kimyasal bilesiklerin bir birlesimidirler. Alkaloidler ilk
olarak 4000 yil once kesfedilen ve kullanilan zengin, terapétik potansiyele sahip Onemli
ikincil metabolitlerdir (Dey et al, 2020). Alkaloidler organizmalarda genellikle ayni
biyosentetik kokenli olup sadece fonksiyonel gruplarda farklilik gosteren bir yapida
bulunmaktadir. Bu bilesik grubu tiim canli formlarda esas olarak yirticilara karsi bir savunma
mekanizmasi1 olarak gelistirilen oldukc¢a giiclii ve toksik molekiillerdir (Kochanowska-
Karamyan & Hamann, 2010). Alkaloidler, heterosiklik halka yapilarina ve biyosentetik
Onciilerine gore indol, piirin, kinolin, izokinolin, tropan, imidazol gibi ¢esitli gruplara
ayrilmaktadir (Kaur & Arora, 2015; Roy, 2017). Bircok alkaloid, farmakolojik ve terapotik
araglar olarak kullanilmaktadir. Alkaloidlerin emetik, antikolinerjik, antitiimoér, diiiretik,
sempatomimetik, antiviral, antihipertansif, hipno-analjezik, antidepresan, miyo-gevsetici,
anti-tussigen, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar dahil olmak iizere pek ¢ok etkiye sahip

oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir (Aiello ef al., 2011; Ezell ef al., 2010).

7-Deazahipoksantin (7-DHX)

Cesitli deniz organizmalarindan elde edilen alkaloidler, nemli biyolojik aktiviteleri ve
daha spesifik olarak umut verici antikanser etkilere sahip olmalar1 sebebiyle biiyiik ilgi
gormiistiir (Medellin et al., 2016). Bir alkaloid olan 7-DHX (Sekil 7) ve tiirevleriyle ilgili
caligmalar smirlidir; ancak 7-DHX iskeletine dayali sentetik analoglarin, insan kanser
hiicrelerinde mikrotiibiil dinamiklerini inhibe ederek umut verici ¢ift ila tek haneli nanomolar
seviyede antiproliferatif etkilere sahip oldugu yapilan bir ¢aligmayla ortaya konulmustur

(Frolova et al., 2013).
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7-DHXlerin ilaca direngli kanser hiicre dizilerine kars1 etkinliklerinin anlasilabilmesi
icin 7-DHX ile etkilesime girerek sinerjik etki olusturacak ek hedeflerin tanimlanmasina
ihtiyag vardir; ¢iinkii tek tiibiilin hedeflemesi ile kanser hiicrelerinin 6liimiinii indiiklemek

yeterli olmayabilmektedir (Scott et al., 2014).
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Sekil 7. 7-DHX’in kimyasal yapis1 (Frolova et al., 2013)
Mitoksantron (MTX)

Mitoksantron (1,4-dihidroksi-5,8-bis[2—(2-hidroksietilamino)etilamino]-antrasen-9,10-
dion; MTX), antrasenedion tiirevlerine ait sentetik bir kemoterapotik ajandir (Sekil 8) (Enache
et al., 2017). MTX 1980’lerde gelistirilmistir ve 1996 yilinda kemik agrisinda kullanildiginda
analjezik etki gostererek iyilisme sagladigindan, palyatif fayda saglamak ig¢in metastatik
direngli prostat kanserinde kullanilmak iizere ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir (Green ef al., 2015). MTX’in yapisinda, tetrasiklik halka (A) ve antrasiklinlerin
amino seker parcasi bulunmamaktadir, fakat DNA baz ciftleri ve azot iceren yan zincirler
arasinda DNA’nin negatif yiikli fosfat gruplarimi baglayan diizlemsel bir antrakinon halkasi
bulunmaktadir (Hajihassan & Rabbani-Chadegani, 2009). Diizlemsel antrakinon halkasi,
DNA’nin baz ¢iftleri ile MTX molekiilii arasinda interkalasyonu saglarken; bazik yan gruplar,
negatif ylikli DNA fosfat omurgasi ile elektrostatik baglanmaya katkida bulunmaktadir
(Bhattacharyya et al., 2014).
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Sekil 8. MTX’in kimyasal yapist (Enache et al., 2017)
MTX’e duyulan ilgi dogal olarak olusan antrasiklinlere kiyasla antineoplastik aktivite

gosterirken, kardiyotoksik etkisinin daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir (Delgado et
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al., 2018; Hajihassan & Rabbani-Chadegani, 2009). MTX antrasiklinlere oranla daha tolere
edilebilir olsa da; uzun siireli tedavide kardiyomiyopati hala ¢oziilmesi gereken bir sorundur
(Delgado et al., 2018). MTX klinikte 16semi, lenfoma, meme ve prostat kanserinde ve multipl
skleroz (MS) ve akut miyeloid 16semi (AML) tedavisi i¢in kullanilmistir (Patel et al., 2013).
Bu ilacin viicutta kalma siiresi uzundur (yarilanma omrii 75 saat) ve diisiik kan sayimi,
bulanti, kusma, halsizlik, diisiik tansiyon ve sa¢ dokiilmesi gibi cesitli yan etkilerin
olusmasina sebep olmaktadir. Bununla birlikte yliksek dozlarda uygulanan MTX
konsantrasyonlar1 kalp, karaciger ve tiroidde tespit edilmistir (Alizadeh et al., 2020).

MTX, DNA replikasyonu ve onarim siireclerinde ¢ok onemli gorevlere sahip bir
enzim olan topoizomeraz II’nin inhibitériidir. MTX’in antikanser aktivitesi, DNA
kirilmalarima yol agan DNA-topoizomeraz II kovalent kompleksinin stabilizasyonu ile
topoizomeraz II aktivitesinin inhibisyonuna dayanir; bu durum ise DNA’nin tek ve ¢ift
sarmalinda kopmalarin olusmasina neden olmaktadir (Rossato et al., 2013). MTX’in DNA’ya
baglanmasi DNA yogunlagsmasina sebep olmaktadir ve hem saglikli hiicrelerde hem de kanser
hiicrelerinde DNA replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu inhibe ederek (Hajihassan &
Rabbani-Chadegani, 2009) DNA sentezini ve DNA onarimin1 bozmaktadir (Bu et al., 2020).
MTX’in sitotoksisitesi hiicre dongiisii fazindan bagimsizdir; bu sebepten dolay1 yavag
biiyiiyen tiimorlere karsi da etkili olabilir (Legut et al., 2014). MTX ila¢ uygulamasindan
sonra genis bir biyodagilim gosterdiginden dolayr giiglii bir sistemik toksisiteye ve 6zellikle
uzun siireli kullannominda ciddi bir kardiyotoksisitenin olusmasina sebep olmaktadir. Bu
olumsuz sebepler MTX’in kanser tedavisinde uygulanabilirligini sinirlandirmaktadir (Bu et

al., 2020).
Amac

Kolorektal kanser (CRC) multifaktoriyel etiyolojiye sahip heterojen bir hastaliktir.
Diinyada hem kadinlarda hem de erkeklerde en sik goriilen kanserlerden biridir ve insidans
acisindan {i¢iincii, mortalite agisindan ise ikinci sirada yer almaktadir. 2020°de 1,9 milyondan
fazla yeni kolorektal kanser (aniis dahil) vakasi ve 935.000 6liimiin meydana geldigi tahmin
edilmektedir; bu ise yaklasik 10 kanser vakasindan ve 6liimden birini temsil etmektedir ve bu
oran her gegen giin artmaktadir. Evre IV CRC hastalarinda bes yillik sagkalim orani oldukca
diistiktiir (%13). Kemoterapi kolorektal kanser tedavisinde diger kanser tiirlerinde oldugu gibi
birincil tedavi yontemidir; fakat kanser hiicrelerini secicilikteki eksikligi, sistemik toksisite ve
hiicrelerin bu ajanlara direng¢ gelistirmesi gibi nedenler kemoterapinin etkinligini azaltmakta
ve Ozellikle evre IV CRC tedavisinde onemli bir etkinlige sahip olmamaktadir. CRC

tedavisinde monoterapi ile tek hedefli inhibisyonlar ¢ogunlukla istenen terapotik etkiyi
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saglamamaktadir. Bundan dolayr maksimum etkinlik ve minimum toksisite saglamak ve
direng gelisimi gibi durumlari 6nlemek ic¢in sinerjik ilag kombinasyonlar:t ile hedef

mekanizmalarin inhibe edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda da farkli etki mekanizmalarina sahip bir mikrotiibiil
inhibitorii olan 7-DHX ile topoizomeraz 2 inhibitorii olan MTX’in insan kolon kanser hiicre
hattinda (Caco-2) in vitro olarak antikanser lizerindeki sinerjik etkilerinin arastirilmasi
amaclanmis ve bu kombine iki ajanin kemoterap6tik ajan olarak kullanilabilme potansiyelinin
olup olamayacag arastirilmistir. 7-DHX ile MTX’in kombinasyon tedavisi ile ilgili
literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmamis olup, tez calismasi kapsaminda ilk defa
calisiliyor olmasi teze Ozgiin deger katmaktadir. Tez ¢alismasindan elde edilen verilerin
literatiire Onemli katkilar saglayacagt ve bu alandaki eksikligin giderilebilecegi

diistiniilmektedir.
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KURAMSAL TEMELLER

Kanser tedavisine yonelik in vitro ve in vivo bir¢ok farkli ¢aligma yapilmaktadir. Bu
caligmalar arasinda FDA tarafindan onayli ilaglarin veya kimyasal olarak sentezlenen
bilesiklerin tek basina ya da bagka ilag/sentezlenen bilesikle kombinlenerek kanser hiicreleri
tizerindeki antikanser etkilerinin aragtirilmasi yaygin olarak yer almaktadir. Tez caligmasi
kapsaminda da Caco-2 hiicrelerinde antikanser {izerinde sinerjik etkileri arastirilan 7-DHX ve
MTX ile ilgili yapilan birka¢ calismadan ve elde edilen verilerden devam eden boliimde

bahsedilmistir.

Flaig ve arkadaslar1 (2007) tarafindan ham deve dikeni ekstresi olan ve yaygin olarak
karaciger hastaliginin tedavisinde kullanilan silibin ile MTX’in sinerjik etkileri DU145,
LNCaP ve PC-3 (prostat kanseri) hiicreleri iizerinde MTT ve apoptoz testleri ile analiz
edilmistir. Yapilan analiz sonucunda silibin ve MTX’in birlikte DU145 ve LNCaP
hiicrelerinin canliligini azalttigi, PC3 hiicrelerinin canliliginda ise ¢ok 6nemli bir azalmaya
sebep olmadigr gosterilmistir. Silibin ile muamele edilen tiim hiicrelerde ve MTX ile
muamele edilen DU145 ve LNCaP hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi, buna karsin PC3
hiicrelerinin apoptozu iizerinde etki gostermedigi belirlenmistir. Silibin ile MTX’in birlikte
uygulanmasinda ise tiim kanser hiicre hatlarinda apoptozun indiiklendigi gosterilmistir (Flaig

etal.,2007).

Golubovskaya ve arkadaglar1 (2013) tarafindan bir MTX tiirevi olan A18’in (1,4-
bis(dietilamino)-5,8-dihidroksi antrakinon) BT-474 ( insan meme kanseri) ve HCT-116 (insan
kolon kanseri) hiicre hatlarinda, birgok tiimor tipinde asir1 eksprese edilen reseptor olmayan
kinaz olan Fokal Adezyon Kinaz’in (FAK) ATP baglanma bolgesi olan K454 ile EGFR, Pyk-
2 (FAK’1n homologu), c-Src ve IGF-1R kinazlan tizerindeki etkisi MTT testi, kinaz aktivite
testi ve western blot analizi ile in vitro olarak arastirilmistir. A18’in HCT-116 ve BT-474
hiicrelerinde K454 bolgesini bloke ederek FAK’1n fosforilasyonunu engelledigi ve buna bagh
olarak hiicre canliligin1 doz bagimli olarak azalttig1 belirlenmistir. A18’in EGFR aktivitesini
etkilemedigi; Pyk-2, c-Src ve IGF-1R’nin enzim aktivitelerini ise onemli Ol¢lide azalttigi

gosterilmistir (M. Golubovskaya et al., 2013).

Senbabaoglu ve arkadaslart (2016) U87MG, U87MG-R50 ve U373 (insan
glioblastoma) ile KUFibro5 ve KUFibroMNG (insan fibroblast hiicreleri) hiicre hatlari
tizerinde tiimor nekroz faktorii ile ilgili apoptozu indiikleyen ligandin (TRAIL) farkli

rekombinant formlari ile MTX in sinerjik etkilerini in vitro olarak incelemislerdir. MTX ve
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TRAIL ayr1 uygulandiginda kanser hiicrelerinin canliliginda bir azalma gézlenmedigi; TRAIL
ve MTX birlikte uygulandiginda ise kanser hiicrelerinde canliligin azaldigi, kaspaz
aktivitesinde artis meydana geldigi ve buna bagli olarak apoptozun indiiklendigi ve DR4 ve
DRS5 reseptorlerinin ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir. TRAIL ve MTXin birlikte kanser
hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerine karsin KUFibro5 ve KUFibroMNG fibroblast
hiicreleri lizerinde herhangi bir sitotoksik etki gdstermedikleri bildirilmistir (Senbabaoglu et

al., 2016).

Luo ve arkadaglar1 (2017) taratindan HCC-78 (kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri)
ve CCD19-Lu (normal akciger fibroblast hiicresi) hiicre hatlarinda MTX’in onkojenik c-ros
onkogen 1 (ROS1) iizerindeki etkisi MTT, apoptoz ve ELISA kinaz tahlili yontemleri ile
arastirilmistir. MTX’in doz bagimli olarak HCC-78 hiicrelerinin canliligini azalttigi, apoptozu
onemli Olgiide indiikledigi ve ROSI1 tirozin kinaz aktivitesini baskiladigi gosterilmis; CC19-
Lu hiicrelerinde ise toksik bir etki géstermedigi belirlenmistir. MTX’in HCC-78 hiicrelerinde
MEK/ERK ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklar1 lizerindeki etkisi ise western blot analizi ile
incelenmis ve bu analiz sonucunda sinyal yolagini bloke ettigi saptanmistir. Sonug¢ olarak
MTX’in HCC-78 hiicrelerinde ROS1 fosforilasyonunu inhibe ettigi, boylece MTX’in in vitro
olarak ROSI1 inhibitorii olabilecegini dnermislerdir (Luo et al., 2017).

Park ve arkadaslar1 (2018) MTX’in U20S ve MG63 osteosarkom hiicrelerinde, ¢esitli
kanser tiirlerinde hiicre dongiisii durmasi, apoptoz ve tiimor baskilanmasi dahil olmak iizere
cesitli hiicresel stiregleri kontrol eden tiimor baskilayici bir transkripsiyon faktorii olan
Forkhead-box O3 (FOXO3) iizerindeki etkisini in vitro deneylerle arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda MTX’in doz ve zaman bagimli olarak osteosarkom hiicrelerinde FOXO3’iin
niikleer lokalizasyonunu ve aktivasyonunu indiikledigi, hiicre proliferasyonunu baskiladigi,
apoptozu indiikledigi ve koloni olusturma yetenegini belirgin sekilde inbibe ettigi

belirtilmistir (S. H. Park ef al., 2018).

Merli ve arkadaglar1 (2018) metalik elementler olan galyum maltolat (GaMal) ve
indiyum (III) maltolatin (InMal) MTX ile birlikte MDA-MB-231 (insan meme kanseri)
hiicreleri iizerindeki sinerjik etkilerini in vitro testlerle incelemislerdir. Arastirma sonucunda
GaMal ve InMal’in ayr1 ayr uygulandiginda doz ve zaman bagimli olarak hiicre canliligin
azalttigl, GaMal ve InMal’in MTX ile birlikte uygulandiginda ise hiicre canlilif1 iizerinde
herhangi bir sinerjik etki gostermedigi saptanmistir. Apoptoz analizi sonucunda ise sitotoksik
etkiden ziyade sitostatik etki gosterdikleri belirlenmistir. Bu veriler metalik elementlerin

MTX ile birlikte degil de ayr1 ayr1 uygulanmasi gerektigini géstermistir (Merli et al., 2018).
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Yapilan bir baska calismada ise kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen ve stresli
hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan dkaryotik uzama faktorii-2 kinaz (eEF-2K) ve
bununla iligkili olarak mTOR sinyal yolagindaki Akt aktivasyonu iizerinde MTX ile mTOR
inhibitorlerinin (rapamisin ve everolimus) MCF-7 ve MDA-MB-231 (insan meme kanseri)
hiicreleri lizerindeki sinerjik etkileri hiicre canliligi, koloni olugsumu, hiicre dongiisii, western
blot ve immiinohistokimya gibi ¢esitli yontemler kullanilarak in vitro ve in vivo olarak
arastirilmistir. Arastirma sonucunda mTOR inhibitdrleri ile sinerjik etkilerine bakilan MTX’in
Akt sinyallemesinde ve sitoprotektif otofajide eEF-2K kaynakli artisi baskilayarak kanser

hiicreleri tizerinde gelismis inhibitor etkiler sergiledigi gosterilmistir (Guan et al., 2020).

Frolova ve arkadaglar1 (2013) 7-DHX iskeletine dayanan bircok rijidin analog sentezi
yapmis ve bu analoglarin HelLa (servikal kanser), MCF-7 (insan meme kanseri), U373 ve
Hs683 (insan glioma), SKMEL-28 (insan melanom), A549 (insan kiiclik hiicreli olmayan
akciger kanseri), UM-SCC-10A ve UM-SCC-22A (bas boyun kanseri) hiicre hatlar
tizerindeki etkilerini in vitro olarak aragtirmislardir. Sentezlenen rijidin anologlarinin tiim
hiicrelerde antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. Bu analoglarin antiproliferatif etki
gostermesinin mitotik durmayi indiikleyerek tiibiilin dinamiklerinin inhibisyonu yoluyla
olabilecegini diisiinmiigler ve kanser hiicre hatlar1 {lizerinde hiicre dongilisii ve tiibiilin
polimerizasyonunu incelemislerdir. Calisma sonucunda bu analoglarin kanser hiicrelerinde
mikrotiibiil dinamiklerini inhibe ederek antiproliferatif etki sergilediklerini gostermislerdir. 7-
DHX ana iskeletine sahip dogal rijidinin ise kanser hiicreleri iizerinde diisiik antikanser

aktivite gosterdigi belirtilmistir (Frolova et al., 2013).

Scott ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, C2-aril ve C2-alkil 7-
DHX rijidin analoglar1 sentezlenmis ve bu analoglarin HeLa (insan servikal kanseri), MCF-7
(insan meme kanseri), U-87 (insan glioblastomu) ve A549 (insan kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri) hiicre hatlar1 T{izerindeki antiproliferatif aktiviteleri ve mikrotiibiil
organizasyonu tzerindeki etkileri in vitro olarak aragtirilmistir. Arastirma sonucunda bu
rijidin analoglarinin kanser hiicreleri tizerinde 6nemli 6l¢iide antiproliferatif etki gosterdigi ve

mikrotiibiil dinamiklerinin olusumunu inhibe ettigi belirtilmistir (Scott et al., 2014).

7-DHX analoglarinin antikanser etkileri iizerine yapilan bir bagka c¢alismada ise,
tiibiilini hedef alan C2 ikameli 7-DHX analoglar1 sentezlenmis ve bu analoglarin in vitro ve in
vivo olarak antikanser etkileri arastirilmistir. RKO, SKCO1, SW48 ve SW620 (insan kolon
kanseri) ve WI38 (normal insan fibroblast hiicresi) hiicreleri iizerinde yapilan in vitro
antiproliferatif testler sonucunda, sentezlenen 7-DHX analoglarinin kanser hiicreleri lizerinde

giiclii antiproliferatif etki gosterdigi buna karsin saglikli fibroblast hiicrelerinde ise sitotoksik
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etki gostermedigi belirtilmistir. Sentezlenen 7-DHX analoglarindan en fazla antiproliferatif
etkiye sahip olan analog in vivo ¢aligmada kullanilmistir. Kolon kanseri (SW620) fare modeli
olusturularak yapilan in vivo g¢alisma sonucunda ise, analogun tiimor boyutunda anlamli bir

azalmaya sebep olarak antikanser aktivite gosterdigi belirtilmistir (Medellin et al., 2016).

Yapilan literatiir arastirmalarina gore 7-DHX ile MTX’in sinerjik etkilerini konu alan
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan tez calismasindan elde edilen verilerin

literatiire katki saglayacagi ve bu alandaki eksikligin giderilebilecegi diisiiniilmektedir.
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MATERYAL VE METOT

Kullamlan Kimyasallar
Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve kitlerin listesi Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

KIMYASAL ADI SIRKET
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Nutri Culture
(DMEM)

Fetal Bovine Serum (FBS) Biowest
Penisilin/Streptomisin Gibco
L-Glutamin Thermo Fisher Scientific
Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco
Dimetil stilfoksit (DMSO) ChemCruz
Hidrojen Peroksit (H2O5) Sigma-Aldrich
Tripsin-EDTA (%0,25) Gibco

Triton x-100

Etanol

Metanol

LDH Reaktifi
Trikloroasetik Asit (TCA)
Sulforhodamine B (SRB)
Asetik Asit

Tris Bazi

Kristal Viole
7-deazahipoksantin (7-DHX)
Mitoksantron (MTX)
MTT

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
with PI
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Cell Biolabs, INC.
EMSURE
ChemCruz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka Analytical
Alfa Aesar
MedChemExpress
Sigma
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Kullanilan Materyal ve Cihazlar
Tez kapsaminda kullanilan materyal ve cihazlar Tablo 2 ve Tablo 3’te gdsterilmistir.

Tablo 2. Tez Kapsaminda Kullanilan Materyaller

MATERYAL SIRKET / MARKA
T-25 ve T-75’lik Flask Isolab

1,5 mL’lik Mikrofiij Tiip Isolab

10, 200 ve 1000 pL’lik Pipet Uglari Isolab

15 ve 50 mL’lik Santrifiyj Tiiptl Isolab

5 ve 10 mL’lik Serolojik Pipet Lp Italiana

6, 12 ve 96 Kuyucuklu Plate Costar

Thoma Lamu

Heinz Herenz Hamburg

Kriyo Tiip Isolab
Tablo 3. Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

CIHAZ ADI SIRKET / MARKA

Steril Kabin ESCO Class II BSC

Buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C) Argelik

Derin Dondurucu (-20 °C) Profilo

Derin Dondurucu (-80 °C) Nuaire

Distile Su Uretme Cihazi

Milipore Direct-Q8UV

Etiiv Memmert
Hassas Terazi Shimadzu
Inkiibator Nuaire

Invert Mikroskop Zeis

Vorteks Heidolph
Otoklav Cihazi Hirayama
Santrifiij Hettich

Su Banyosu Memmert
Sonikator Isolab
Mikropipet Takimi Eppendorf

S1vi Azot Tank1 Taylor-Wharton LS750
Shaker IKA

UV- VIS Spektrofotometre Beckman Coulter
Mikroplate Okuyucu Epoch Mikroplaka Spektrofotometresi

Flow (Akim) Sitometri Beckman Coulter CytoFLEX
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Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Tez kapsaminda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis1 Tablo 4’te gdsterilmistir.

Tablo 4. Tez Kapsaminda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

COZELTI ADI

HAZIRLANISI

DMEM Besiyeri

Hazirlanacak besiyeri miktarinin %10’u kadar FBS,
%1°1 kadar penisilin/streptomisin ve %1’i kadar L-
Glutamin bazal DMEM besiyeri igerisine eklenerek
hazirlandi ve +4 °C’de muhafaza edildi.

10.

PBS

Dondurma
Besiyeri

MTT Soliisyonu

%0,4’liikk SRB
Boyas1

%10’luk TCA

%1°lik Asetik
Asit

10 mM’hik Tris
Baz

%1’lik Triton x-
100

%0,5’lik kristal
viole

500 mL dH,O igerisinde 1 tablet
otoklavlandi. +4 °C’de muhafaza edildi.

¢Ozildi ve

DMEM besiyerine %8 oraninda DMSO eklenmesi ile
hazirlandi.

0,2 g MTT, 20 mL PBS igerisinde ¢6ziildii (10 mg/mL).
20 mL’lik hacim filtreden geg¢irildi. Cozelti 4 adet 15
mL’lik santrifijj tiipline 5’er mL olacak sekilde alikotlara
ayrildi. Her bir santrifiij tiipin iizerine 5 mL PBS
eklenerek son konsantrasyon 5 mg/mL’ye ayarlandi.
MTT soliisyonu -20 °C’de muhafaza edildi.

0,08 g SRB, 20 mL %1’lik asetik asit igerisinde ¢oziildii.
+4 °C’de 1s1ktan korunacak sekilde muhafaza edildi.

9 mL dH»O igerisine 1 mL TCA eklenerek 10 mL’lik
hacim hazirlandi. +4 °C’de muhafaza edildi.

495 mL dH»O igerisine 5 mL asetik asit eklenerek 500
mL’lik hacim hazirlandi. Oda sicakliginda muhafaza
edildi.

0,0121 g tris baz1 10 mL dH»O igerisinde ¢oziildii.
Cozelti vortekslendi ve oda sicakliginda muhafaza
edildi.

10 mL PBS igerisine 100 pL triton x-100 eklenerek
hazirlandi. +4 °C’de muhafaza edildi.

0,025 g kristal viole, 1 mL saf metanol ve 4 mL dH,O
icerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti vortekslendi ve
+4 °C’de muhafaza edildi.
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Insan Kolon Kanser Hiicre Hattimn (Caco-2) Kiiltiire Alinmasi; 7-DHX, MTX ve
Kombine 7-DHX/MTX ile Muamele Edilmesi ve Antikanser Etkilerinin Arastirilmasi

Caco-2 kanser hiicre hattinin kiiltiire alinmasi

Tez calismast kapsaminda Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezinden (DAYTAM) temin edilen insan kolon kanser hiicre hatt1 olan Caco-2 kullanild1
(Sekil 9). Caco-2 hiicreleri T-25’lik ve T-75’1lik flasklarda %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %1
penisilin/streptomisin ilave edilerek hazirlanan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) besiyeri icerisinde 37 °C’lik %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire edilerek c¢ogaltildi.
Deneysel amaca bagl olarak flask yiizeyi %70-80 doluluga ulagincaya kadar her 2-3 giinde

bir hiicrelerin besiyeri degistirildi.

Sekil 9. Insan kolon kanser hiicre hattinin (Caco-2) 10X biiyiitmedeki mikroskop gériintiisii
(Olgek gubugu: 100 pm)

Deneysel asamada kullanilmayan fazla hiicreler, %8 oraninda dimetil siilfoksit
(DMSO) iceren DMEM besiyeri igerisine alinarak kriyo tiiplere aktarildi. Hiicreler +4 °C’de
30 dk. -20 °C’de 60 dk. bekletildikten sonra -80 °C’ye konuldu ve bir gece bekletildi.

Hiicrelerin uzun siire muhafaza edilebilmesi i¢in ertesi giin s1v1 azot tankina alindi.

Tez calismasi kapsaminda yapilan tiim deneylerde Caco-2 hiicreleri sinirli bir pasaj

araliginda (p28-p30) kullanildi.
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7-DHX ve MTX’in hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan kati toz halindeki 7-DHX’den 10 mg tartilarak 125 pL
DMSO igerisinde ¢oziildii. Tamamen c¢oziinebilmesi i¢in iyice vortekslendi. 30 pL’lik
hacimler halinde 1,5 mL’lik mikrofijj tiiplere alikotlara ayrildi ve -20 °C’de 1s1ktan korunacak
sekilde muhafaza edildi.

Ticari olarak satin alinan kati toz halindeki MTX’den 10,5 mg tartilarak 400 puL
DMSO igerisinde ¢6ziildii. Ardindan tamamen ¢6ziinebilmesi i¢in iyice vortekslendi ve
sonikatdérde 10 sn. bekletildi. 20 pL’lik hacimler halinde 1,5 mL’lik mikrofiij tiiplere
alikotlara ayrild1 ve -80 °C’de 1s1ktan korunacak sekilde muhafaza edildi.

MTT testi

MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] testi, Mosmann
tarafindan 1983 yilinda olusturulmus ve tanimlanmistir. Potansiyel antikanser bilesiklerin
aktivitesini degerlendirmek ve bilesik etkilesimlerini incelemek icin kullanilan en yaygin
kolorimetrik testlerden biridir (Sliwka et al., 2016). Test metabolik olarak aktif hiicrelerin
dehidrogenaz enzim aktivitesi ile suda ¢oziiniir, sar1 renkli tetrazolyum tuzunu (MTT) suda
¢oziinmeyen mor renkli formazan kristallerine indirgemesi temeline dayanir (Sekil 10)
(Buranaamnuay, 2021). Olusan renk degisiminin absorbansi ELISA okuyucu ya da

spektrofotometre ile ol¢tliir.

-—2/\ N Mitokondriyal rediiktaz
] Sl N
N q

N=-N (dehidrogenaz) s ’[L
Nt ) e —— HN-N
Q .N)\© o
Br- N
3-(4,5-dimetiltivazol-2-il)-2,5- (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-1,3-difenil-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) formazan (formazan)

Sekil 10. MTT nin formazana enzimatik rediiksiyonu (Kuete et al., 2017)

Bu tez ¢alismasinda 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX uygulamalarinin hiicre
proliferasyonu tizerindeki etkileri MTT testi ile belirlendi ve bu siire¢ asagidaki protokol

izlenerek gergeklestirildi:

1. Deneysel amaca uygun olarak T-25’lik flasklarda biiyiitiillen ve %70-80 doluluk
oranina ulasan Caco-2 hiicrelerinin besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler 2 mL PBS ile
yikandi. Daha sonra hiicreleri yilizeyden kaldirmak i¢in 1,5 mL Tripsin-EDTA (%0.25)
eklendi ve 3 dk. 37 °C’lik %5 CO>’li inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin
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ardindan flask ylizeyinden ayrilan hiicrelerin {izerine tripsini inhibe etmek i¢in 2 mL
besiyeri eklendi ve tiim hiicreler 15 mL’lik santrifiij tlipline aktarilarak 1.300 rpm’de 5
dk. santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirildi ve hiicreler 4 mL
besiyerinde ¢oziildii. Coziilen miktardan 10 pL alindi ve thoma lamina yiiklenerek
sayim yapildi.

. Saymm sonrasinda 96 kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 200 pL besiyeri igerisinde
24 saat i¢in 7.000, 48 saat i¢in 6.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin
plate ylizeylerine tutunmalar1 icin bir gece boyunca 37 °C’lik %5 CO2’li inkiibatorde
inkiibe edildi.

. Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve her bir kuyudaki
hiicre 160 uL PBS ile yikandi.

. Besiyeri ile hazirlanan 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX farkli
konsantrasyonlarda (0,05-50 uM) hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu platelerin her
bir kuyusuna 3 tekerriir olacak sekilde 170 pL uygulandi. Kontrol grubu olarak
yalnizca besiyerinden 170 pL ve pozitif kontrol olarak %1 DMSO igeren
besiyerinden 170 pL ilave edildi. Ardindan hiicreler 24 ve 48 saat olmak tizere inkiibe
edildi.

. Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklarda bulunan kontrol ve uygulama gruplarinin
besiyerleri uzaklastirildi. Hiicreler 160 uL PBS ile yikandi. Ardindan her kuyucuga
besiyeri ve MTT ile hazirlanan soliisyondan 100 pL eklendi. Plateler aliiminyum
folyaya sarild1 ve 37 °C’lik %5 COz’li inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi.

. Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir kuyucuktaki soliisyon uzaklastirildi. Olusan
formazan kristallerini ¢ozebilmek i¢in her bir kuyucuga 150 pL. DMSO eklendi.
Kristallerin homojen bir sekilde ¢ozilinebilmesi i¢in shakerda 240 rpm’de 15 dk.
calkalandi.

. Siire sonunda olusan rengin absorbansi 570 nm’de ELISA okuyucu ile 6l¢iildii.

. Doz ve zaman bagimli olarak 7-DHX ve MTX’in ayr1 ayr1 uygulandiginda hiicre
proliferasyonunda %350’den fazla canlilik gosteren konsantrasyonu ile 7-DHX ve
MTX’in birlikte uygulandiginda hiicre proliferasyonunu %50 azaltmasi i¢in gereken
ilag konsantrasyonunu ifade eden ICso degeri, uygulanan ilag gruplart ve kontrol
grubunun absorbans degerleri kiyaslanarak analiz edildi ve hiicrelerdeki % canlilik

asagida belirtilen formiil yardimai ile hesaplanda.

[AbS (bilesikler ile muamele edilen hiicreler) — AbS (hiicresiz ortamdaki MTT rcaktiﬁ)]

% canlilik = x 100
[AbS (kontrol grubu hiicreler) — AbS (hiicresiz ortam)]
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9. Hesaplama sonucunda 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX ilaglarinin uygun
konsantrasyonlar1 belirlendi ve daha sonraki deneysel siireglerde Caco-2 hiicrelerinde

belirlenen konsantrasyonlar kullanildi.

Laktat dehidrogenaz (LDH) testi

Hiicre canliligmin degerlendirilmesinde kullanilan ve plazma zarinin hasar gérmesi
sonucu kiiltiir veya ekstraselliiler ortama salinan laktat dehidrogenaz (LDH) enziminin
aktivitesini 0lgmeye dayanan bir yontemdir. LDH tiim hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir
enzimdir. Hiicre kiiltiiri siipernatantinda LDH aktivitesinin varligi, hasar goren veya Olen
hiicrelerin oldugunu gosterir (L. Zhang et al., 2010). LDH enzimi oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarinda gérev alir. Bu enzim nikotinamit adenin diniikleotit (NAD") yardimiyla
laktatin piriivata oksidasyonunu katalizleyen bir hidrojen tasiyicisi olarak gorev yapar. Bu
reversibl bir reaksiyondur ve ters yonde ilerlerken piriivatin laktata rediiksiyonunu katalizler

(Sekil 11) (Allison et al., 2014).

OH (@)
o + NAD* — H.C 0 i
HiC = 3 + NADH +
OH Laktat dehidrogenaz OH
Laktik asit Piriivat

Sekil 11. Laktik asitin piriivata katalizlenme reaksiyonu (MacK et al., 2017)

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 kanser hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkilerini analiz etmek ve MTT testini dogrulamak i¢in LDH testi asagidaki
protokol izlenerek gerceklestirildi:

1. Tripsinle yiizeyden kaldirilan ve sayimi yapilan Caco-2 hiicreleri 96 kuyucuklu
platelerin her bir kuyucugunda 200 pL besiyeri olacak sekilde 24 saat i¢in 7.000, 48
saat i¢in 6.000 hiicre ekim yapildi ve hiicrelerin plate yiizeyine yapismasi igin
37 °C’lik %5 CO2’li inkiibatorde bir gece inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler
160 puL PBS ile yikandi.

3. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in MTT testi sonucunda belirlenen
konsantrasyonlar1 besiyeriyle hazirlandi ve hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu
platelerin her bir kuyusuna 3 tekerriir olacak sekilde 170 pL uygulandi. Kontrol grubu

olarak yalnizca 170 pL besiyeri ve pozitif kontrol olarak %] triton x-100 iceren
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besiyerinden 170 pL ilave edildi. Ardindan hiicreler 24 ve 48 saat olmak {izere inkiibe
edildi.

4. 24 ve 48 saat ila¢c uygulamasinin ardindan kuyucuklardaki ortam (besiyeri) ayr1 bir
plate’e alindi.

5. Uygulama ve kontrol gruplarinin ortamlarindan 50’ser uL alindi ve her bir grubun
ortamina 50’ser uL. LDH reaktifi ilave edilerek karistirildi.

6. Plate oda sicakliginda karanlikta 30 dk. boyunca inkiibe edildi.

7. Inkiibasyon siiresinin sonunda 450 nm’de ELISA okuyucuda dl¢iim alind.

8. Elde edilen sonuglardan hiicrelerdeki % LDH aktivitesi asagida belirtilen formdil
yardimiyla hesapland1 (Ramezanpour et al., 2019).

[AbS (bilesikler ile muamele edilen hiicreler) — AbS (hiicresiz ortamdaki LDH reaktifi) ]

% LDH aktivitesi = x 100
[Abs (kontrol grubu hiicreler) — Abs (hiicresiz ortam)]

Sulforhodamine B (SRB) testi

SRB testi, hiicrelerin total protein igeriginin in vitro olarak oOlgiilmesine dayanan
kolorimetrik bir yontemdir. Bu yontem, 1985 yilinda hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitenin
Olclilmesi amaciyla gelistirilmistir. SRB elektrostatik ve pH bagimli olarak proteinlere
baglanan pembe renkli, kat1 ve suda ¢ozilinebilir bir boyadir (Sekil 12) (Vichai & Kirtikara,
2006).

SOzH

Sekil 12. SRB’nin kimyasal yapisi (Kuete et al., 2017)

SRB testi, hiicresel proteinlerdeki bazik amino asitlere baglanan SRB molekiiliiniin
gosterdigi spektrofotometrik degisikligin polipeptid zincirlerinde 6l¢iilmesine dayanir. Boya,
zayif asidik sartlar altinda hiicrelere baglanirken; bazik sartlar altinda hiicrelerden
ayrilabilmektedir. Renk olusumu hizli ve stabildir. Fikse olan boya, ¢6ziindiirme asamasindan
sonra spektrofotometrik olarak 6lgiiliir. Yapilan kolorimetrik 6l¢liim sonucu alinan degerler

total protein miktarin1 dolayisiyla canli hiicrelerin oranimi gosterir (Voigt, 2008).
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7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 kanser hiicrelerinde total protein

miktar1 lizerinde gosterdigi etkiyi analiz edebilmek i¢in asagida belirtilen protokol adimlar

izlendi:

1.

10.

1.

12.

13.

14.
15.

Sayimi yapilan hiicrelerden 96 kuyucuklu plate’e 24 saat i¢in 7.000, 48 saat i¢in 6.000
hiicre her kuyuda 200 pL besiyeri olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin plate
tabanina yapismasi i¢in bir gece boyunca 37 °C’lik %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe
edildi.

Ertesi giin plate tabanina yapisan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler 160

uL PBS ile yikandi.

. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in belirlenen konsantrasyonlar1 besiyeriyle

hazirland1 ve her bir kuyuya 170 pL olacak sekilde uygulama yapildi. Kontrol grubu
olarak yalmizca 170 pL besiyeri ve pozitif kontrol olarak %1 DMSO iceren
besiyerinden 170 pL ilave edildi. Ardindan hiicreler 24 ve 48 saat olmak {izere inkiibe
edildi.

Ilag uygulama siiresi sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 160
pL PBS ile yikandi.

Hiicresel proteinleri fikse etmek icin her kuyuya %10’luk soguk TCA’dan 100 pL
eklendi ve +4 °C’de 1 saat fikse edildi.

Fiksasyon siiresi sonunda TCA plate’den uzaklastirildi.

Kuyularda kalan TCA kalintilarin1 uzaklagtirmak icin kuyular 5 kez deiyonize su
(dH20) ile yikand1. Her yikamanin sonunda plate ters ¢evrilerek dokiildii.

. Yikama sonunda SRB boyasindan her kuyuya 50 uL eklendi ve 30 dk. boyunca oda

sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda SRB plate’den dokiilerek uzaklastirildi.
Baglanmamis boyay1 uzaklastirmak icin kuyular, 5 kez %1’lik asetik asit ile yikandi.

Her yikamanin sonunda plate ters ¢evrilerek dokiildii.

Yikama sonunda plate, kuyular icerisinde hi¢ damla kalmayacak sekilde havada
kurutuldu.
Kurutma isleminin ardindan proteinlere baglanan boyanin ¢dzlinebilmesi i¢in her

kuyuya 200 uL 10 mM’lik tris baz1 eklendi.

Boya soliisyonunu homojenize hale getirmek i¢in plate 150 rpm’de 15 dk. shakerda
calkalandi.

Siire sonunda ELISA okuyucuda 564 nm’de 6l¢iim alind1 (Voigt, 2008).

Elde edilen sonuglardan hiicrelerdeki total protein miktar1 asagida belirtilen formiil

yardimiyla hesaplandi.
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[AbS (bilesikler ile muamele edilen hiicreler) — AbS (hiicresiz ortamdaki SRB)]
Total protein miktar1 (%) = x 100
[AbS (kontrol grubu hiicreler) — AbS (hiicresiz ortam)]

Apoptoz testi

Hiicre zarinda yer alan fosfolipit asimetrisinin bozulmasi erken apoptoz
belirteclerinden biridir. Saglikli hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmaya bakan kisminda yer
alan ve membran lipitlerinden biri olan fosfatidilserin bulunur. Apoptotik hiicrelerde hiicre
zarinin i¢ yiizeyinde bulunan fosfatidilserin hiicre zarinin dis yiizeyine transloke olur. Bu yer
degistirme hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre Oliimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir. S6z konusu hiicrelerin flow sitometri ile belirlenmesinde, Ca*?
varliginda fosfatidilserine baglanma 6zelligi bulunan Annexin V FITC-PI kullanilir. Annexin
V hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir. Bu protein
floresan bir boya olan Annexin V FITC ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilir.
Fakat nekrotik hiicrelerin yiizeyinde de Annexin V baglanmasi goriilebildigi i¢in bu boya tek
basina apoptotik ve nekrotik hiicreleri birbirinden ayirt etmede yeterli degildir. Bu problem
ise ikinci bir boya olan ve sadece nekrotik hiicrelerde hiicre iceriginin sizmasi sonucu agiga
cikan DNA’y1 boyayan propidyum iyodiiriin (PI) kullanilmas ile ortadan kaldirilir. Boylelikle
apoptoza ve nekroza giden hiicreler dogru bir sekilde saptanmis olur. Apoptoz veya nekroz
gecirmeyen saglikli hiicrelere ise Annexin V-FITC ve PI niifuz edemediginden dolay1
boyanmazlar (Annexin V-FITC ve PI ile negatif boyama) ve bu durum hiicrelerin canl
oldugunu gosterir. Erken apoptotik evrede yalnizca fosfatidilserin hiicre zarinin disina
transloke oldugu i¢in erken apoptotik siirece giren hiicreler Annexin V-FITC ile pozitif, Pl ile
negatif boyama gosterir. Apoptotik siire¢ devam edip gec apoptotik evreye gecilmesi ise
kromatin yogunlagmasi, hiicre biiziismesi ve plazma membran biitiinliigliniin kaybi ile
sonuglanir. Bunun bir sonucu olarak PI, aciga c¢ikan DNA’ya baglanir; boylelikle geg
apoptotik hiicreler hem Annexin V-FITC hem de PI ile pozitif boyama gosterir. Nekrotik
hiicreler ise membran biitlinligii tamamen bozuldugu i¢in Annexin V-FITC ile negatif PI ile

pozitif boyama gostererek diger hiicrelerden ayirt edilmis olur (Gtiles ef al., 2008).

7- DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 kanser hiicreleri iizerindeki
apoptotik ve nekrotik etkileri Annexin V FITC-PI kiti kullanilarak asagida belirtilen prosediir

dogrultusunda belirlendi:

1. Kontrol ve uygulama gruplari i¢in 2’ser tekerriir olacak sekilde 6 kuyucuklu platelerin

her bir kuyucuguna sayimi yapilan hiicrelerden 2 mL (125.000 hiicre/mL) ekim
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yapild1 ve hiicrelerin yapismasi i¢in plateler 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde bir gece
inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirild1 ve hiicreler 1
mL PBS ile yikandi.

3. Hiicrelere muamele edilecek 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in belirlenen
konsantrasyonlar1 besiyeri ile hazirlandi ve 24 saatlik uygulama icin 1,5 mL; 48 saatlik
uygulama i¢in 2 mL olacak sekilde her bir kuyuya eklendi. Kontrol grubundaki
hiicrelere yalnizca besiyeri eklenirken; pozitif kontrol grubundaki hiicrelere 1.000 uM
konsantrasyonda H»>O» ile hazirlanan besiyeri eklendi. Sonrasinda plateler 24 ve 48
saat inkiibasyon i¢in 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon siirelerinin ardindan kontrol ve muamele gruplarinin besiyerleri ayri
santrifiij tiiplerine alindi.

5. Kuyucuklar 0,5 mL PBS ile yikandi ve PBS santrifiij tiiplerine aktarildi.

6. Her bir kuyucuga 0,5 mL Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 3
dk. inkiibe edildi.

7. Inkiibasyondan sonra yiizeyden ayrilan hiicrelerin {izerine 1 mL besiyeri eklendi ve
hiicreler santrifijj tiiplerine alindi.

8. Hiicreler 1.300 rpm’de 5 dk. santrifijlendi. Santrifiijden sonra siipernatan kismi
uzaklagtirildi.

9. Her bir santrifiij tiipiine 0,5 mL soguk PBS eklenerek hiicrelere zarar vermeden hafif
bir sekilde pipetaj yapildi. Ardindan 1.300 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve santrifiijden
sonra slipernatan kismi uzaklastirildi (Bu agamadaki islemler iki kez tekrarlandi).

10. Daha sonra her bir santrifiij tiipiine 100 uL Annexin V Binding Buffer eklendi ve
hiicre peleti ¢ozdiiriildii.

11. Her bir santrifiij tiipiine 5 uL Annexin V-FITC ve 10 uL PI boyasi eklendi, nazikce
pipetaj yapilarak karistirildi ve oda sicakliginda karanlikta 15 dk. inkiibe edildi.

12. inkiibasyon siiresinin ardindan her bir santrifiij tiipiine 400 pL Annexin V Binding
Buffer eklendi ve flow sitometri cihaz1 kullanilarak apoptotik ve nekrotik hiicrelerin

yiizdesi belirlendi.

Yara iyilestirme (wound healing assay) testi

Yara iyilestirme testi; hiicre gociinii, hiicreler arasi etkilesimi ve hiicrelerin
cogalmasini analiz etmek icin kullanilan in vitro bir tekniktir (Alishahedani et al., 2021).
Yara iyilestirme testinin temeli, biiyliyen hiicrelerin plakalarda tek tabaka halinde yiizeyi

kaplamasmin ardindan hiicrelere ¢izik atilmasi ve bu ¢izigin kenarlarinda kalan hiicrelerin
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uygun biliylime kosullar altinda hiicre-hiicre temaslariyla hiicresiz alana gé¢ etmesine dayanir.

Belirli saat araliklarinda goriintiileri alinan hiicrelerin ImageJ gibi software programlar ile

alan hesaplamalar1 yapilarak yaranin ne kadar kapandigi belirlenir, boylelikle hiicrelerin

migrasyon etkinligi 6l¢iiliir (Sekil 13) (Pusnik et al., 2016).

Hﬁcré elctmi Yara izi olusturma ﬁag uygulamasi Migrasyonun izlenmesi

Sekil 13. Yara iyilestirme testi asamalarinin sematik gdsterimi

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 kanser hiicreleri iizerinde

migrasyonu engelleyici etkilerinin olup olmadigini belirlemek i¢in asagida belirtilen protokol

izlenerek yara iyilestirme testi gerceklestirildi:

1.

Yara iyilestirme testinde 6 kuyucuklu plate kullanildi. Hiicreler sayildiktan sonra 6
kuyucuklu plate’in her bir kuyucuguna 2’ser mL olacak sekilde (125.000 hiicre/mL)
hiicre ekildi. Hiicrelerin ylizeye yapismasi i¢in 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde bir
gece inkiibe edildi.

Ertesi giin %90-95 konfluensiye ulagsmis hiicrelere 10 pL’lik pipet ucu (tip) ile ¢izikler
atildi.

Platede bulunan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler 1 mL PBS ile yikandi.
Her bir uygulama grubu 2 tekerriir olacak sekilde 7-DHX, MTX ve kombine 7-
DHX/MTX’in belirlenen konsantrasyonlar1 besiyeri ile hazirlandi ve uygulama
yapildi. Kontrol grubu olarak sadece besiyeri i¢eren hiicreler kullanildi.

Uygulama yapildiktan hemen sonra platedeki hiicrelerin 0. saatteki goriintiileri ters
151k (inverted) mikroskop kullanilarak alindi. 6, 12, 24 ve 48. saat goriintiileri i¢in 37
°C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi ve bu saat araliklarinda inverted
mikroskopta goriintli alindi.

Olusturulan yara izlerinin alan1 asagida belirtilen formiile gére hesaplandi (Bobadilla

etal.,2019).

A(H)=A(t)/A(0)x100

A(t): Yara alan1 yiizdesi

A(t): t zamanindaki yara alani
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A(0): 0. saatteki baslangic alani

Klonojenik test

Klonojenik veya koloni olusum testi in vitro kosullarda tek bir hiicrenin koloni ya da

klon olusturacak sekilde proliferatif kabiliyetini koruma ve siiresiz olarak prolifere olabilme

yetenegini 6l¢meye dayanan bir yontemdir. Bu sekilde ¢ogalan hiicrelere klonojenik hiicre

denilmektedir. En az 50 hiicre igeren koloni formlar1 klonojenik hiicre olarak sayilmaktadir

(Fabre et al., 2011; Mueller et al., 2011).

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve

koloni olusturma yetenegi lizerindeki etkisinin analiz edilebilmesi i¢in klonojenik test

uygulandi ve agagida belirtilen protokol izlendi:

1.

Kontrol ve uygulama gruplan igin 2’ser tekerriir olacak sekilde 12 kuyucuklu
platelerin her bir kuyucuguna sayimi yapilan hiicrelerden 60.000 hiicre 1’er mL olacak
sekilde ekildi ve hiicrelerin yapismasi icin plateler 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde
bir gece inkiibe edildi.

Ertesi giin hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler 0,5 mL PBS ile yikandi.
Hiicrelere muamele edilecek 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in belirlenen
konsantrasyonlar1 besiyeri ile hazirland1 ve her kuyucuga 1’er mL eklendi. Kontrol
grubu olarak kullanilan hiicrelere sadece besiyeri, pozitif kontrol olarak kullanilan
hiicrelere ise 450 uM konsantrasyonda besiyeri ile hazirlanan H>O> uygulandi.
Uygulamadan sonra ilaglarin hiicrelerin igerisine niifuz edebilmesi i¢in 6 saat boyunca
37 °C’de %S5 CO’li inkiibatorde inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler 0,5 mL
PBS ile yikandi.

Her bir kuyucuga 0,3 mL Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C’de %5 CO’li inkiibatorde 3
dk. inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra yiizeyden ayrilan hiicrelerin {izerine tripsini inhibe edebilmek

icin 0,6 mL besiyeri eklendi ve hiicrelerin tamami santrifiij tiiplerine aktarildi.

. Hiicreler 1.300 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi ve santrifiijden sonra siipernatan kismi

uzaklagtirildi.
Muamele ve kontrol gruplari 2 tekerrriir olacak sekilde 12 kuyucuklu platelerin her bir
kuyucuguna sayimi yapilan hiicrelerden 1’er mL olacak sekilde 500 hiicre/kuyu ilag

icermeyen besiyeri ile yeniden kiiltlire alindi.
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10. Hiicreler invert mikroskopta diizenli araliklarla incelendi ve koloni olusumu
gozlemlenene kadar hiicrelerin her 2-3 gilinde bir besiyeri degistirildi ve 37 °C’de %5
CO’li inkiibatorde inkiibe edildi.

11. Koloni olusumu 10. giinde gozlemlendi; bu asamadan sonra hiicrelerin besiyerleri
uzaklastirildi ve hiicreler iki kez 0,5 mL PBS ile yikandi.

12. Daha sonra kuyucuklardaki hiicreleri fikse etmek i¢in her bir kuyuya 0,5 mL soguk
metanol eklendi ve hiicreler -20 °C’de 20 dk. fikse edildi.

13. Siire sonunda fikse edilen hiicreler iki kez 0,5 mL PBS ile yikandi.

14. %0,5’lik hazirlanan kristal viyole boyasindan her bir kuyudaki hiicreye 0,5 mL eklendi
ve 20 dk. oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

15. inkiibasyon siiresinin ardindan baglanmayan boyay! uzaklastirmak igin hiicreler iki
kez 0,5 mL PBS ile yikand1 ve boyanan hiicrelerin goriintiileri alindi.

16. Uygulama gruplarinin kontrol grubuna kiyasla relatif koloni olusum yiizdesini
belirlemek amaciyla dncelikle optimum dalga boyu belirlendi. Bunun i¢in kristal viole
ile kristal violenin ¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO karistirild1 ve yiiksek ve diisiik
konsantrasyonda farkli dalga boylarinda (470, 490, 570 ve 590 nm)
spektrofotometrede absorbanslar dl¢iildii. Olgiim sonucunda optimum dalga boyunun
590 nm oldugu belirlendi.

17. Dalga boyu optimize edildikten sonra her bir kuyuya 300 pL. DMSO eklendi ve boya
¢oziildii, daha sonra ELISA okuyucuda 590 nm’de 6l¢iim alindi. Elde edilen degerler

asagida belirtilen formiil yardimiyla hesaplandi.

[Abs (bilesikler ile muamele edilen hiicreler) — Abs (hiicresiz ortamdaki kristal Viyole)]

Relatif koloni olusumu (%) = x 100
[Abs (kontrol grubu hiicreler) — Abs (hiicresiz ortam)]

Istatistiksel Analiz

Yapilan c¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler Image] software programi ve
GraphPad Prism 5.00 Software (GraphPad Software, La Jolla, CA) istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. Unpaired t-testi yapilarak p degerleri belirlendi. p>0,05 = ns (not
significant) dnemsiz, *p<0,05 (significant) dnemli, **p<0,01 (very significant) ¢ok 6nemli,

*#%p<0,001 (highly significant) yiiksek derecede dnemli olarak degerlendirildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez calismasinda 7-DHX ve MTX’in ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandiginda insan
kolon kanser hiicre hatt1 (Caco-2) iizerinde doz ve zaman bagimli olarak antiproliferatif
etkileri metabolik sitotoksisite testi olan MTT testiyle in vitro olarak arastirildi. MTT test
sonuglarina gore doz ve zaman bagiml olarak 7-DHX ve MTX’in ayr1 ayr1 uygulandiginda
%350°den fazla canlilik gosteren konsantrasyonlar: ile 7-DHX ve MTX’in birlikte
uygulandiginda hiicre canliligimi %50 azaltan konsantrasyonu ifade eden ICso degeri
belirlendi. MTT test sonucglarim1i dogrulamak igin belirlenen konsantrasyonlarin Caco-2
hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri diger metabolik sitotoksisite testi olan LDH testi
ile, hiicrelerdeki total protein miktar iizerindeki etkileri SRB testi ile, hiicrelerin apoptozu
iizerindeki etkileri Annexin V-FITC/PI boyama metodu ile, hiicrelerin migrasyonu iizerindeki
etkileri yara iyilestirme (wound healing assay) testi ile ve koloni olusturabilme yetenekleri

tizerindeki etkileri ise klonojenik test ile incelendi.

7-DHX, MTX ve Kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 Hiicreleri Uzerindeki
Antiproliferatif Etkileri

Caco-2 hiicrelerinin 7-DHX ile 24 saat boyunca 0,05-50 pM konsantrasyonlarda
muamele edilmesinin ardindan yapilan MTT testinin sonuglarina gére 7-DHX’in 0,05 ile 0,1
uM konsantrasyonlarda herhangi bir antiproliferatif etki gostermedigi (p>0,05), 0,2 ile 6,4 uM
arasindaki konsantrasyonlarda (p>0,05) ve 12,5 ile 50 pM arasindaki konsantrasyonlarda
(p<0,05) antiproliferatif etki gosterdigi fakat hiicre canliligini %50’nin altina diisiremedigi
saptanmustir (Sekil 14).
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Sekil 14. 7-DHX’in doz (0,05-50 uM) ve zaman (24 saat) bagimli olarak Caco-2 hiicreleri
iizerindeki antiproliferatif etkileri (p>0,05=ns, *p<0,05, **p<0,01)
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Caco-2 hiicrelerinin 7-DHX 1ile 48 saat boyunca 0,05-50 uM konsantrasyonlarda
muamele edilmesinin ardindan 7-DHX’in 0,05 uM, 1,6-12,5 pM ve 50 uM
konsantrasyonlarda (p<0,01) ve 0,1-0,8 uM ile 25 uM konsantrasyonlarda (p<0,05)
antiproliferatif etki gosterdigi fakat hiicre canliligini %50’nin altina diisiiremedigi

saptanmustir (Sekil 15).
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Sekil 15. 7-DHX’in doz (0,05-50 uM) ve zaman (48 saat) bagimli olarak Caco-2 hiicreleri
iizerindeki antiproliferatif etkileri (*p<0,05, **p<0,01)

Caco-2 hiicrelerinin MTX ile 0,05-50 uM konsantrasyonlarda 24 saat muamele
edilmesinin ardindan 0,05 ile 3,2 uM arasinda antiproliferatif etki gostermedigi (p>0,05,
p<0,05); 6,4 uM konsantrasyonda (p<0,05) ve 12,5 uM konsantrasyonda (p<0,01) ise
antiproliferatif etki gdsterdigi fakat hiicre canliligit %50’nin altina diistiremedigi
belirlenmigtir. 25 uM (ICs0:16,21+1,23) (p<0,01) ve 50 pM (ICs0:46,18+0,15) (p<0,001)
konsantrasyonlarda ise antiproliferatif etki gosterdigi ve hiicre canliligini %50°nin altina

onemli derecede distirdiigii gozlemlenmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. MTX’in doz (0,05-50 uM) ve zaman (24 saat) bagimli olarak Caco-2 hiicreleri
iizerindeki antiproliferatif etkileri (p>0,05=ns, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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MTX’in Caco-2 hiicreleri iizerinde 0,05-50 puM konsantrasyonlarda 48 saatlik
uygulamalarinin ardindan 0,05 puM (p<0,05) ile 50 pM (p<0,001) arasindaki tiim
konsatrasyonlarda antiproliferatif etki gosterdigi; 6,4 puM (ICs0:2,53+0,02), 12,5 uM
(ICs50:7,1£0,24), 25 uM (ICs0:12,7£0,01) ve 50 uM (ICs0:42,35+0,19) konsantrasyonlarda
(p<0,001) ise hiicre canliligin1 %50’nin altina 6nemli dl¢iide diisiirdiigii saptanmistir (Sekil

17).
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Sekil 17. MTX’in doz (0,05-50 uM) ve zaman (48 saat) bagimli olarak Caco-2 hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif etkileri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

Elde edilen verilere dayanarak 7-DHX ve MTX’in ayr1 ayr1 uygulandiginda doz ve
zaman bagimli olarak hiicre canliliginin %50°nin iizerinde oldugu konsantrasyonlar (0,05-3,2
uM) secildi ve 7-DHX ile MTX’in birlikte uygulamasi yapilarak diisiik dozlarda sinerjik

etkileri arastirildi.

7-DHX ve MTX in birlikte 0,05-3,2 uM konsantrasyonlarda Caco-2 hiicreleri iizerinde
24 saatlik uygulamalarinin ardindan 0,05 ile 0,2 pM arasindaki konsantrasyonlarda
antiproliferatif etki gostermedigi (p>0,05); 0,4 ile 3,2 uM arasindaki konsantrasyonlarda
antiproliferatif etki gosterdigi (p>0,05; p<0,01) fakat hiicre canliliginin %50°nin iizerinde
oldugu saptanmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. 7-DHX ve MTX’in birlikte doz (0,05-3,2 uM) ve zaman (24 saat) bagimli olarak
Caco-2 hiicreleri iizerindeki sinerjik antiproliferatif etkileri (p>0,05=ns, *p<0,05, **p<0,01)
Sekil 19°da gosterildigi tlizere 7-DHX ve MTX’in birlikte 0,05-3,2 uM
konsantrasyonlarda 48 saatlik uygulamalarinin ardindan 0,05 ile 1,6 pM arasindaki
konsantrasyonlarda antiproliferatif etki gosterdigi (p<0,01) fakat hiicre canliliginin %50’nin
iizerinde oldugu gozlemlendi. 3,2 puM konsantrasyonda ise hiicre canliligim %46’ya

diisiirdiigii (p<0,001) belirlendi ve ICso degeri 2,68+0,10 olarak hesaplandi (Sekil 19).
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Sekil 19. 7-DHX ve MTX’in birlikte doz (0,05-3,2 uM) ve zaman (48 saat) bagimli olarak
Caco-2 hiicreleri iizerindeki sinerjik antiproliferatif etkileri (**p<0,01, ***p<0,001)

Elde edilen tiim verilere dayanarak, 7-DHX’in tek basina Caco-2 hiicreleri {izerinde 24
ve 48 saatlik uygulamalarinin ardindan hiicre proliferasyonunu azalttig1 fakat hiicre canliligin
%50’nin altima diisiiremedigi saptanmistir. MTX’in Caco-2 hiicreleri lizerinde 24 saatlik
uygulamalarinin ardindan 25 pM konsantrasyona kadar hiicre canliligini %50’nin altina
diisiiremedigi; 25 ve 50 uM konsantrasyonlarda ise biiyiik ol¢iide sitotoksik etki gostererek
hiicrelerin biiyiimesini onemli oOlgiide inhibe ettigi ve hiicre canlilifint %50°nin altina
diistirdiigi belirlenmistir. MTX’in Caco-2 hiicreleri iizerinde 48 saatlik uygulamalarinin

ardindan ise 0,05 ile 3,2 uM arasindaki konsantrasyonlarda antiproliferatif etki gosterdigi
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fakat hiicre canliligimi  %350’nin  altina disiiremedigi; 6,4 ile 50 pM arasindaki
konsantrasyonlarda ise hiicre proliferasyonunu onemli Ol¢iide azaltarak hiicre canliligini
%350’nin altina disiirdiigii belirlendi. 7-DHX ve MTX’in Caco-2 hiicrelerinde sinerjik
etkilerini arastirabilmek icin doz ve zaman bagimli olarak her iki ilag grubunda da hiicre
canliliginin  %50°nin  lizerinde olan konsantrasyonlar1 (0,05-3,2 puM) 1:1 oraninda
kombinlenerek Caco-2 hiicrelerine uygulandi. 7-DHX ve MTX’in birlikte 24 saatlik
uygulamalarinin ardindan 0,05 ile 3,2 uM arasindaki konsantrasyonlarda hiicre canliligim
%50’nin altina diisiiremedigi; 48 saatlik uygulamanin ardindan ise sadece 3,2 uM
konsantrasyonda hiicre canliligimi %46’ya diislirdiigli belirlendi. Bu sonuglar gbéz Oniine
alindiginda doz ve zaman bagimh olarak 7-DHX ve MTX’in ayr1 uygulamalarinda hiicre
canliliginin %350°nin {izerinde olan en diisiik konsantrasyonu 3,2 uM olarak belirlendi ve
bundan sonraki deneylerde 7-DHX ve MTX i¢in bu konsantrasyonun 24 ve 48. saatlerde
optimum doz olarak kullanilmasina karar verildi. 7-DHX ile MTX in birlikte uygulandiginda
48. saatteki ICso degeri 2,68+0,10 uM olarak hesaplandi ve bu konsantrasyon sonraki deney

asamalarinda bu iki ilacin sinerjik etkilerini arastirmak i¢in kullanildi.

7-DHX, MTX ve Kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik
Etkileri

MTT testini dogrulamak amaciyla hasar géren veya olen hiicrelerde LDH aktivitesi
Olclimiine dayanan LDH testi yapildi. MTT testi sonucunda belirlenen konsantrasyonlar
uygulanarak 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in insan kolon kanser hiicre hatti
(Caco-2) tizerindeki sitotoksik etkileri belirlendi ve LDH testi sonuglar1 Sekil 20 ve 21°de

gosterildi.

Caco-2 hiicrelerinin 7-DHX (3,2 uM), MTX (3,2 uM) ve kombine 7-DHX/MTX
(IC50: 2,68 uM) ile 24 saat muamele edilmesinin ardindan 7-DHX ile muamele edilen
hiicrelerdeki LDH aktivitesinin %27 (p<0,01), MTX ile muamele edilen hiicrelerdeki LDH
aktivitesinin %35 (p<0,01), 7-DHX ve MTX ile birlikte muamele edilen hiicrelerdeki LDH
aktivitesinin ise %45 (p<0,01) oldugu belirlendi ($ekil 20).
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Sekil 20. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX"in zaman (24 saat) bagimli olarak Caco-2
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri (Olgek ¢gubugu: 100 pm) (**p<0,01, ***p<0,001)

Caco-2 hiicrelerinin 7-DHX (3,2 uM), MTX (3,2 uM) ve kombine 7-DHX/MTX
(ICs0: 2,68 uM) ile 48 saat muamele edilmesinin ardindan ise 7-DHX ile muamele edilen
hiicrelerdeki LDH aktivitesinin %32 (p<0,01), MTX ile muamele edilen hiicrelerdeki LDH
aktivitesinin %39 (p<0,01), 7-DHX ve MTX ile birlikte muamele edilen hiicrelerdeki LDH
aktivitesinin ise %53 (p<0,01) oldugu belirlendi (Sekil 21).
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Sekil 21. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in zaman (48 saat) bagimli olarak Caco-2
hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkileri (Olgek ¢ubugu: 100 um) (**p<0,01)

Bu veriler 1s18inda 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerine
belirlenen konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat uygulanmasinin ardindan her ii¢ uygulama
grubunda da zaman bagimli olarak LDH aktivitesinde artis meydana geldigi; fakat her iki
zaman diliminde de (24 ve 48 saat) en yiiksek LDH aktivitesinin 7-DHX ile MTX in birlikte
uygulandiginda goriildiigii, boylelikle Caco-2 hiicreleri iizerinde 7-DHX ve MTX’in birlikte
uygulanmasimin bu ajanlarin ayr1 ayr1 uygulanmasindan daha fazla sitotoksik etkiye sahip

oldugu ve sinerjik etki gosterdigi belirlendi.

7-DHX, MTX ve Kombine 7-DHX /MTX’in Caco-2 Hiicrelerinin Total Protein Miktari
Uzerindeki Etkileri

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 kanser hiicrelerinin total protein

miktar1 lizerinde gosterdigi etkiyi ve buna bagli olarak hiicre canliligr iizerindeki etkisini
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belirlemek i¢in SRB testi yapildi. LDH testi, hiicrelerin kiltiir ortami kullanilarak

gerceklestirildigi icin SRB testinde LDH testi i¢in uygulama yapilan hiicreler kullanildi. SRB
testi sonuglart Sekil 22 ve 23°te gosterildi.

7-DHX (3,2 uM), MTX (3,2 uM) ve kombine 7-DHX/MTX’in (IC50: 2,68 uM) Caco-
2 hiicreleri ile 24 saat muamele edilmesinin ardindan 7-DHX ile muamele edilen hiicrelerin,
hiicre canlilifiyla orantili olarak total protein miktarinin %83 (p<0,05), MTX ile muamele
edilen hiicrelerdeki total protein miktarinin %70 (p<0,05), 7-DHX ve MTX ile birlikte

muamele edilen hiicrelerdeki total protein miktarinin ise %64 (p<0,01) oldugu saptandi (Sekil
22).

Kontrol
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Sekil 22. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in zaman (24 saat) bagimli olarak Caco-2

hiicrelerinin total protein miktar1 iizerindeki etkileri (Olgek cubugu: 100 um) (*p<0,05,
kk
p<0,01)

Caco-2 hiicrelerinin 7-DHX (3,2 uM), MTX (3,2 uM) ve kombine 7-DHX/MTX
(ICs0: 2,68 uM) ile 48 saat muamele edilmesinin ardindan ise 7-DHX ile muamele edilen

hiicrelerdeki total protein miktarinin %81 (p<0,05), MTX ile muamele edilen hiicrelerdeki
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total protein miktariin %64 (p<0,01), 7-DHX ve MTX ile birlikte muamele edilen
hiicrelerdeki total protein miktarinin ise %47 (p<0,01) oldugu belirlendi (Sekil 23).

Kontrol §

48 saat

150+

100-

50+

Total protein miktari (%)
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Sekil 23. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in zaman (48 saat) bagimli olarak Caco-2
hiicrelerinin total protein miktar1 tizerindeki etkileri (Olgek cubugu: 100 pm) (*p<0,05,
**p<0,01)

SRB testi sonucunda elde edilen verilere dayanarak 7-DHX, MTX ve kombine 7-
DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerine belirlenen konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat muamele
edilmesinin ardindan hiicrelerdeki total protein miktarinin her ii¢ uygulama grubunda da
zaman bagiml olarak azaldigi; fakat 7-DHX ile MTX’in birlikte uygulandiginda gosterdigi
sitotoksik etkinin, 7-DHX ve MTX’in ayr1 ayr1 uygulandiginda gosterdigi etkiden daha fazla
oldugu ve bunun bir sonucu olarak 6zellikle 48. saat sonunda total protein miktarinda ¢ok

Oonemli bir azalisa sebep olarak Caco-2 hiicreleri iizerinde sinerjik etki gosterdigi belirlendi.
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7-DHX, MTX ve Kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 Hiicrelerinin Apoptozu ve Nekrozu
Uzerindeki Etkileri

Sitotoksik etki gosteren 7-DHX (3,2 uM), MTX (3,2 uM) ve kombine 7-
DHX/MTX’in (ICso: 2,68 uM) Caco-2 kanser hiicrelerinde gosterdigi antiproliferatif etkilerin
apoptoz indiiksiyonu ile iliskili olup olmadigini belirlemek i¢in Annexin V-FITC/PI kiti
kullanildi; bu sitotoksik ajanlarin hiicrelerin apoptozu ve nekrozu iizerindeki etkileri

degerlendirildi ve sonuglar Sekil 24 ve 25°te gosterildi.

Caco-2 hiicrelerinin 7-DHX ve MTX ile ayr1 ayr1 ve birlikte 24 saat muamele
edilmesinin ardindan 7-DHX’in hiicreleri %1,10 oraninda erken, %14,19 oraninda geg
apoptoza; MTX’in %2,83 oraninda erken, %17,76 oraninda ge¢ apoptoza ve 7-DHX ile
MTX in birlikte %5,61 oraninda erken, %12,21 oraninda ge¢ apoptoza gotiirdiigii belirlenmis
ve toplamda 7-DHX’in %15,29, MTX’in %20,59 ve 7-DHX ile MTX’in birlikte %17,82
oraninda Caco-2 hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii belirlenmistir. Bu oranlar g6z Oniine
alindiginda 24 saatlik uygulamanin ardindan diger uygulama gruplarina kiyasla 7-DHX ile
MTX’in birlikte uygulanmasmin Caco-2 hiicrelerini erken apoptoza daha fazla gotiirdiigi,
MTX’in ise ge¢ apoptoza daha fazla gotiirdiigii saptanmistir. Uygulama gruplar1 arasinda
toplam apoptoz oranlarina bakildiginda ise MTX’in diger uygulama gruplarina kiyasla Caco-2
hiicrelerini daha fazla apoptoza gotiirdiigii; 7-DHX ve MTX’in birlikte ise Caco-2
hiicrelerinin toplam apoptozu iizerinde énemli bir etki géstermedigi gézlemlenmistir. 7-DHX
ve MTX’in ayr1 ayr1 ve birlikte uygulamalarinda sirasiyla %16,16, %16,44 ve %19,74
oraninda hiicreleri nekroza gotiirdiigli gozlemlenmis ve 24 saatlik uygulamanin sonunda
Caco-2 hiicrelerine birlikte uygulanan 7-DHX ve MTX’in, ayr1 ayr1 uygulanan 7-DHX ve
MTX’e oranla hiicrelerin nekroza gitmesinde artisa sebep olarak sinerjik bir etki gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in zaman (24 saat) bagimli olarak Caco-2
hiicrelerinin apoptozu ve nekrozu Tlzerindeki etkileri (p>0,05=ns, *p<0,05, **p<0,01,

*#%p<0,001)
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Caco-2 hiicrelerinin 7-DHX ve MTX ile ayr1 ayr1 ve birlikte 48 saat muamele edilmesi
sonucunda ise 7-DHX’in hiicreleri %9,18 oraninda erken, %4,17 oraninda ge¢ apoptoza;
MTX’in %4,65 oraninda erken, %33,45 oraninda ge¢ apoptoza ve 7-DHX ile MTX’in birlikte
hiicreleri %2,37 oraninda erken, %48,39 oraninda ise ge¢ apoptoza gotiirdiigli saptanmis ve
toplamda 7-DHX, MTX ve 7-DHX ile MTX’in birlikte sirastyla %13,35, %38,1 ve %50,76
oranlarinda Caco-2 hiicrelerini apoptoza gotiirdiigli belirlenmistir. Elde edilen oranlar goz
online alindiginda 48 saatlik uygulamanin ardindan Caco-2 hiicrelerini diger uygulama
gruplarina kiyasla yiliksek oranda erken apoptoza 7-DHX’in, ge¢ apoptoza ise birlikte
uygulanan 7-DHX ile MTX’in gotiirdiigli; bununla birlikte Caco-2 hiicrelerinde diger
uygulama gruplarma kiyasla toplam apoptoz oraninin en yiiksek oldugu grubun yine 7-DHX
ile MTX in birlikte uygulandiginda goriildiigi belirlenmistir. 7-DHX ve MTX’in ayr1 ayr1 ve
birlikte uygulanmasi sonucu Caco-2 hiicrelerinin nekrozu iizerindeki etkilerinin ise sirasiyla
%4,35, %29,17 ve %43,21 oraninda oldugu saptanmis ve 48 saatlik uygulamanin ardindan
Caco-2 hiicrelerinde birlikte uygulanan 7-DHX ile MTX’in, ayr1 ayr1 uygulanan 7-DHX ve
MTX’e oranla hiicrelerin nekroza gitmesinde onemli bir artisa sebep olarak sinerjik etki

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in zaman (48 saat) bagimli olarak Caco-2
hiicrelerinin apoptozu ve nekrozu Tlzerindeki etkileri (p>0,05=ns, *p<0,05, **p<0,01,

*#%p<0,001)
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Elde edilen veriler dogrultusunda 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2
hiicrelerinin apoptozu ve nekrozu iizerinde zaman bagimli olarak etki gosterdigi
belirlenmigtir. 24 saatlik muamelenin ardindan kombine 7-DHX/MTX’in, hiicreleri nekroza
apoptoza oranla ¢ok az bir farkla daha fazla gotiirdiigii saptanmustir. Ozellikle 48 saatlik
muamelenin ardindan 7-DHX ile MTX’in birlikte hiicrelerin hem toplam apoptozu hem de
nekrozu iizerinde diger uygulama gruplarina kiyasla dnemli derecede sinerjik etki gostererek

hiicre proliferasyonunu azalttig1 gozlemlenmistir.

7-DHX, MTX ve Kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 Hiicrelerinin Migrasyonu Uzerindeki
Etkileri

7-DHX ile MTX’in ayr1 ayr1 ve birlikte Caco-2 hiicrelerinin migrasyonu iizerindeki
etkisini belirlemek i¢in yara iyilestirme testi (wound healing assay) yapildi. Sekil 26’da
gosterildigi iizere 6. saatin sonunda 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in kontrol
grubuna kiyasla yara alan yiizdesinde bir degisiklige sebep olmadigi dolayisiyla bu zaman
diliminde migrasyon iizerinde herhangi bir etki gostermedigi belirlenmistir (p>0.05) (Sekil

26).

12. saat sonunda 7-DHX’in kontrol grubuna kiyasla yara alan yiizdesinde énemli bir
degisiklige sebep olmadigir boylece Caco-2 hiicrelerinin migrasyonunu engellemede 6nemli
bir etki gostermedigi (p>0,05); MTX in ise yara alan yiizdesinde ¢ok kiiciik bir artmaya sebep
oldugu (p<0,05) ve bu zaman diliminde migrasyonu az da olsa engelledigi belirlenmistir. 7-
DHX ile MTX birlikte uygulandiginda ise yara alan yiizdesinde kontrole kiyasla énemli bir
artts meydana geldigi gozlemlenmis (p<0,01) ve kombine 7-DHX/MTX’in 12. saat sonunda

hiicrelerin migrasyonunu azalttig1 saptanmistir (Sekil 26).

24. saatin sonunda 7-DHX ile muamele edilen hiicrelerin yara alan yiizdesinde 6nemli
derecede (p<0,05) azalma meydana geldigi, bdylelikle 7-DHX’in migrasyonu
engelleyemedigi; MTX’in ise yara alan yiizdesinde 6nemli bir artisa sebep olarak hiicrelerin
migrasyonunu énemli 6lgiide (p<0,001) azalttig1 belirlenmistir. Kombine 7-DHX ile MTX’in
ise yine yara alan yiizdesinde artisa sebep oldugu ve migrasyonu yiiksek derecede (p<0,001)

engelledigi gézlemlenmistir (Sekil 26).

48. saatin sonunda ise 7-DHX ile muamele edilen hiicrelerin yara alan yiizdesinde
onemli Olgiide azalma meydana geldigi, bunun sonucu olarak 7-DHX’in migrasyonu
engelleyemedigi (p<0,01); MTX ile muamele edilen hiicrelerin yara alan yiizdesinde ise artis
meydana geldigi ve MTX’in Caco-2 hiicrelerinde yiiksek derecede (p<0,001) migrasyonu
engelledigi belirlenmigtir. 7-DHX ile MTX’in birlikte uygulandig1 hiicrelerde ise yara alani
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yiizdesinde kontrol grubuna kiyasla ¢ok onemli derecede (p<0,001) artis meydana geldigi
bdylelikle migrasyonu engelledigi saptanmustir (Sekil 26).

Elde edilen verilere dayanarak kombine 7-DHX ile MTX’in ayr1 ayr1 uygulanan 7-
DHX ve MTX’e kiyasla zaman bagimli olarak Caco-2 hiicrelerinin migrasyonunu inhibe

etmede daha fazla etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in zaman (6, 12, 24 ve 48 saat) bagimli
olarak Caco-2 hiicrelerinin migrasyonu {izerindeki etkileri (Olgek cubugu: 100 um)

(p>0,05=ns, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).



7-DHX, MTX ve Kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 Hiicrelerinin Koloni Olusturma
Yetenekleri Uzerindeki Etkileri

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin prolifere olma ve
koloni olusturma yetenekleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi i¢in klonojenik test yapildi.7-
DHX ve MTX ile ayr1 ayr1 ve birlikte muamele edilen Caco-2 hiicreleri 10. giinde incelendi.
Sekil 27°de gosterildigi gibi 7-DHX ile muamele edilen hiicrelerin yiizeye yayilarak prolifere
oldugu ve koloni olusturdugu goézlenmistir. MTX’in ve 7-DHX ile MTX’in birlikte
uygulandigr hiicrelerde ise bolgesel olarak koloni olusumu gozlemlenmemis olup hiicreler
uygulama gruplarmin toksisitesine bagli olarak yiizeye yayilarak prolifere olmustur.
Uygulama gruplariyla muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin relatif koloni olusturma yiizdesi
belirlenmis ve 7-DHX, MTX ve 7-DHX ile MTX’in birlikte muamele edildigi Caco-2
hiicrelerinin sirasiyla %89 (p<0,05), %32 (p<0,01) ve %13 (p<0,001) oranlarinda koloni
olusturdugu saptanmistir. Bu oranlar gz oniine alindiginda 7-DHX’in Caco-2 hiicrelerinin
proliferasyonunu ve koloni olusturmasimi engelleyemedigi; MTX’in ise hiicrelerin
proliferasyonunu ve koloni olusturmasini énemli Olgiide azalttigr saptanmistir. 7-DHX ve
MTX ile birlikte muamele edilen Caco-2 hiicrelerinde ise proliferasyonun ve koloni
olusumunun c¢ok onemli derecede azaldigi ve bunun sonucu olarak 7-DHX ile MTX’in
birlikte uygulanmasimin Caco-2 hiicrelerinin koloni olusturmasini engelleyici yonde onemli

bir sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. (A) Kristal violenin 590 nm dalga boyunda, diisiik ve yiliksek konsantrasyonda
gosterdigi pikin spektrofotometrik analiz sonucu. (B) 7-DHX, MTX ve kombine 7-
DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin koloni olugturmasi tizerindeki etkileri (*p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001)
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TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Tartisma ve Sonug¢

Kanser, herhangi bir doku veya organda kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyen anormal
hiicrelerin, orjinlendikleri bolgeden kan veya lenf sistemi yoluyla viicudun diger doku veya
organlarina yayilmasi sonucu ortaya ¢ikan Oliimciil bir hastaliktir (Jiramongkol & Lam,
2020). Diinya ¢apinda her bolgede diizeye bakilmaksizin onemli morbidite ve mortalite
oranlaria sahiptir (Bray et al, 2018). Kanser hiicreleri asir1 proliferasyon, anjiyogenez,
metastaz, farklilasma, telomeraz aktivitesinin indiiksiyonu, immortalize olma, apoptoz ve
immiin sistemden ka¢ma, timor tesvik eden iltihaplanmanin olugmasi, hiicreler arasi
iletisimin artmasi ve gelen sinyallere yanit vermeme ve tedaviye direng gésterme gibi bir¢ok

Ozellige sahiptir (Block et al., 2015; Hanahan & Weinberg, 2011).

CRC genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu gelisen ve ¢ogunlukla benign
bir polipin malign forma donligmesi sonucu olusan hetorojen bir hastaliktir (Klimczak et al.,
2016). CRC’nin ¢ogu sporadiktir; hastalarin yaklasik dortte {i¢iinlin aile Oykiisii negatiftir
(Kuipers et al., 2015). Diinyada hem kadinlarda hem de erkeklerde en sik goriilen
kanserlerden biridir ve kadinlarda en sik goriilen ii¢iincii, erkeklerde en sik goriilen dordiincii
kanserdir (Klimczak et al., 2016). Evre I-III CRC i¢in bes yillik sagkalim orani %80 iken,
tiim vakalarin %20’sini olusturan evre IV CRC i¢in bu oran yaklasik %13’tiir (Siegel ef al.,
2020).

Kemoterapi tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi CRC’de de ilk tercih edilen tedavi
yontemidir. Metastatik CRC tedavisinde kemoterapi, cerrahi tedavi dncesi neoadjuvan tedavi
olarak veya ileri evrede rezektabl sansi olmayan durumlarda palyatif tedavi olarak
kullanilmaktadir (Binefa ef al., 2014). Kemoterapide kullanilan ilaclar hizla biiyiiyen kanser
hiicrelerini basarili bir sekilde ortadan kaldirabilse de; sistemik toksisite, kanser hiicrelerini
secicilikteki eksiklik ve kanser hiicrelerinin ila¢ direnci gelistirmesi gibi nedenler
kemoterapinin etkinligini sinirlandirmakta ve ileri evre CRC tedavisinde tatmin edici etkinlige
sahip olmamaktadir (Oun et al., 2018; P. Yang et al., 2019). Kemoterapinin bu olumsuz
etkilerini azaltmak ve kanser hiicreleri iizerinde daha etkili bir tedavi saglamak icin yeni

kemoterapoétik stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Kolorektal kanser ¢ok heterojen bir hastalik oldugu i¢cin monoterapi ile tek hedefli
inhibisyonlar genellikle istenen terapotik etkiyi saglamada yetersiz kalmaktadir. Bundan

dolay1r maksimum terapdtik etkinlik ve minimum toksisite i¢in monoterapiden ziyade ¢oklu
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ilag kombinasyonlar1 ile hedef mekanizmalar bloke edilerek sinerjik antikanser etkilerin
olusturulmasi kanserle miicadelede daha etkin bir yol olarak goriilmektedir (Shuhendler et al.,
2010). Kombinasyon ilag terapileri iki veya daha fazla farkli hedefin birden fazla ilag
kullanilarak es zamanli bloke edilmesine dayali olabilecegi gibi, tek bir hedefin iki veya daha
fazla ila¢ kullanilarak bloke edilmesine dayali da olabilmektedir (Bevins & Zimmer, 2005;
Kim et al., 2003). Kanser tedavisinde mikrotiibiil inhibitorleri ve topoizomeraz 2 inhibitorleri
kemoterapétik ajan olarak klinikte antitiimor ilaglarin en 6nemli iki sinifini olusturmaktadir ve
farkli etki mekanizmalar1 nedeniyle siklikla kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Yi ef al.,

2015).

Bu tez calismasi kapsaminda da bir deniz alkaloidi olan ve mikrotiibiil inhibitorii
smifina ait olan 7-DHX ile FDA tarafindan onaylanan ve klinikte bir¢ok kanserin tedavisinde
kullanilan topoizomeraz 2 inhibitérii MTX’in, Caco-2 hiicreleri iizerindeki sinerjik etkileri
antiproliferatif test olan MTT testi ile incelenmis ve yapilan analizler sonucunda 7-DHX’in
tek basina 24 ve 48 saat muamelesinin ardindan Caco-2 hiicreleri iizerinde diisiik
antiproliferatif etki gosterdigi ve bunun sonucu olarak Onemli bir antikanser etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. 7-DHX’in bu distik antiproliferatif etkisi Frolova ve arkadaglari
(2013) tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucunda gosterilmis ve ¢alismamizdan elde ettigimiz
verileri desteklemistir (Frolova et al, 2013). Caco-2 hiicrelerinin MTX ile muamele
edilmesinin ardindan ise doz ve zaman bagimli olarak hiicreler lizerinde antiproliferatif etki
gosterdigi ozellikle yiiksek konsantrasyolarda onemli antikanser aktiviteye sahip oldugu
saptanmistir. Yapilan in vitro bir ¢alismada MTX’in HCC-78 (kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri) hiicrelerinde (Luo et al., 2017), U20S ve MG63 osteosarkom hiicrelerinde (S. H. Park
et al., 2018) doz ve zaman bagimli olarak antiproliferatif etki gosterdigi ve bu hiicre hatlari
tizerinde antikanser aktiviteye sahip oldugu; bununla birlikte Senbabaoglu ve arkadaslar
(2016) tarafindan yapilan bir calismada ise MTX’in U87MG, U87MG-R50 ve U373 (insan
glioblastoma) hiicreleri {izerinde herhangi bir antiproliferatif etkiye sahip olmadigi
gosterilmistir (Senbabaoglu ef al., 2016). 7-DHX ile MTX in sinerjik etkilerinin arastirilmasi
icin 7-DHX ile MTX in hiicre canliliginin %50°nin iizerinde olan konsantrasyonlar1 secilerek
1:1 oraninda kombinlenmis ve Caco-2 hiicrelerine uygulanmistir. 24 saatlik uygulamanin
ardindan kombine 7-DHX/MTX’in hiicre canliligin1 %50 nin altina diisiiremedigi; 48 saatlik
uygulamanin ardindan ise yalmizca 3,2 uM konsantrasyonda hiicre canliligimi %46’ya
diistirdiigi belirlenmistir. Sonuglar g6z Oniine alindiginda 24 ve 48 saat i¢in 7-DHX ile
MTX’in optimum dozun 3,2 uM, kombine 7-DHX/MTX’in ise 1Cso degeri 2,68+0,10 uM
oldugu saptanmig ve 7-DHX ile MTX’in birlikte 48. saatte sinerjik etki gostererek

kemoterapotik ajan olma potansiyeline sahip oldugu kanisina varilmistir. MTX’in farkl
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ajanlarla sinerjik etkilerine bakilan birka¢ calisma mevcuttur. Flaig ve arkadaslar1 (2007)
tarafindan MTX ile silibinin sinerjik etkileri DU145, LNCaP ve PC3 (prostat kanseri)
hiicreleri  ilizerinde arastirilmis; arastirma sonucunda MTX ile silibinin birlikte
uygulanmasimin DU145 ve LNCaP hiicrelerinin canliligimmi azalttigi, PC3 hiicrelerinin
canliliginda ise 6nemli bir azalisa sebep olmadig1 gosterilmistir (Flaig ef al., 2007). Yapilan
bir baska calismada MTX’in TRAIL rekombinanti ile olan sinerjik etkileri U87MG, US7MG-
R50 ve U373 (insan glioblastoma) hiicreleri iizerinde arastirilmis ve TRAIL rekombinatinin
MTX ile uygulanmasinin kanser hiicrelerinin canliligini azalttigi sonucuna varilmistir
(Senbabaoglu et al., 2016). MTX’in mTOR inhibitorleri (rapamisin ve everolimus) ile olan
sinerjik etkilerinin arastirildig1 bir baska ¢alismada ise MCF-7 ve MDA-MB-231 (insan
meme kanseri) hiicreleri kullanilmis ve kombine MTX ile mTOR inhibitorlerinin bu kanser
hiicrelerinin canliligin1 azaltarak sinerjik bir etki gosterdigi bildirilmistir (Guan et al.,
2020). Merli ve arkadaglarn tarafindan (2018) MTX ile metal elementlerinin (GaMal ve
InMal) MDA-MB-231 (insan meme kanseri) hiicreleri iizerindeki sinerjik etkilerinin
arastirildigl bir bagka calismada ise MTX ile metal elementlerinin birlikte uygulanmasinin
hiicre canlilig1 iizerinde herhangi bir sinerjik etki gostermedigi belirtilmistir (Merli et al.,

2018).

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi ve MTT testinin dogrulanmasi amaciyla yapilan LDH testi
sonucunda, bu {i¢ uygulama grubunun da zaman bagimli olarak Caco-2 hiicrelerinin LDH
aktivitesinde artis meydana getirdigi; bununla birlikte her iki zaman diliminde de (24 ve 48
saat) LDH aktivitesinin en yliksek oldugu uygulama grubunun kombine 7-DHX/MTX’in
oldugu ve bunun sonucu olarak 7-DHX ile MTX’in birlikte sinerjik etki gostererek bu
ajanlarin ayr1 ayr1 uygulandiginda gosterdikleri sitotoksik etkiden daha fazla sitotoksik etkiye

sahip oldugu gosterilmistir.

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 kanser hiicrelerinin total protein
miktar1 lizerinde gosterdigi etkiyi ve buna bagli olarak hiicre canlilig1 iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla yapilan SRB testi sonuclarina gore, 7-DHX, MTX ve kombine 7-
DHX/MTX’in zaman bagimli olarak Caco-2 hiicrelerinin total protein miktarinda azalmaya
sebep oldugu, bununla birlikte kombine 7-DHX/MTX’in 6zellikle 48. saat sonunda ayr1 ayr1
uygulanan 7-DHX ile MTX’e oranla total protein miktarinda ¢ok dnemli bir azalisa sebep

olarak Caco-2 hiicreleri lizerinde sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir.

Kanser hiicrelerinin apoptoza direng gostererek prolifere olma kabiliyetlerini

siirdiirmesi en tipik Ozelliklerinden biridir. Tez calismasi kapsaminda 7-DHX, MTX ve
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kombine 7-DHX/MTXin ilag toksisitesine bagli olarak gdsterdikleri antiproliferatif etkilerin
apoptoz veya nekroz indiiksiyonu ile gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek amaciyla
yapilan flow sitometri analiz sonucunda, 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2
hiicrelerinin apoptozu ve nekrozu Tlzerinde zaman bagmli olarak etki gosterdigi
belirlenmistir. 24 saat sonunda kombine 7-DHX/MTX’in hiicrelerin toplam apoptozu
tizerinde etkiye sahip oldugu, fakat hiicrelerin nekrozu iizerinde apoptoza oranla ¢ok az bir
farkla daha fazla etkili oldugu belirlenmis olup, 24 saatlik muamelede kombine 7-
DHX/MTX’in Caco-2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkilerini hiicreleri daha ¢ok
nekroza gotiirerek gosterdigi sonucuna varilmistir. 48 saatlik uygulamanin ardindan ise 7-
DHX/MTX’in birlikte 6nemli sinerjik etki gostererek hiicrelerin hem toplam apoptozu hem de
nekrozu ilizerinde diger uygulama gruplarina kiyasla daha fazla etki gosterdigi ve bu zaman
diliminde hiicreleri nekrozdan ziyade apoptoza daha fazla gotiirerek hiicreler tlizerinde
antiproliferatif etkiye sahip oldugu saptanmistir. MTX’in silibin ile DU145, LNCaP ve PC3
(prostat kanseri) hiicrelerinin apoptozu iizerinde sinerjik etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada
bu iki ajanin tiim hiicre hatlarinda apoptozu indiikleyerek sinerjik etki gosterdigi belirlenmistir
(Flaig et al., 2007). Senbabaoglu ve arkadaslarinin (2016) rekombinant TRAIL ile MTX’in
U87MG, U87MG-R50 ve U373 (insan glioblastoma) hiicrelerinin apoptozu iizerindeki
sinerjik etkilerinin in vitro olarak incelendigi c¢alismada ise TRAIL ve MTX’in bu hiicre
hatlar lizerinde sinerjik etki gostererek kaspaz aktivitesinde ve DR4 ile DRS reseptorlerinin
ekspresyonunda artts meydana getirdigi ve buna bagli olarak apoptozun indiiklendigi
gosterilmistir (Senbabaoglu et al., 2016). Metal elementleri (GaMal ve InMal) ile MTX’in
MDA-MB-231 (insan meme kanseri) hiicrelerinin apoptozu iizerindeki sinerjik etkilerinin
arastirildig: bir bagka calismada ise bu ajanlarin kanser hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik etkiden

ziyade sitostatik etki gosterdigi bildirilmistir (Merli ef al., 2018).

7-DHX ile MTX’in ayr1 ayr1 ve birlikte Caco-2 hiicrelerinin migrasyonu iizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla yapilan yara iyilestirme testi (wound healing assay) sonuclarina
gore, 6. saatin sonunda her {i¢c uygulama grubunun da hiicrelerin migrasyonu iizerinde
herhangi bir etkiye sahip olmadigi; 12. saat sonunda 7-DHX’in migrasyonu engellemede
onemli bir etki gostermedigi, MTX’in ¢cok az da olsa migrasyonu azalttigi, kombine 7-
DHX/MTX’in ise diger uygulama gruplarina kiyasla Caco-2 hiicrelerinin migrasyonunu daha
fazla engelledigi belirlenmistir. 24. saat sonunda 7-DHX’in migrasyonu engelleyemedigi,
MTX’in hiicrelerin migrasyonunu onemli Olgiide azalttifi, kombine 7-DHX/MTX’in ise
migrasyonu yiiksek derecede engelledigi saptanmistir. 48. saat sonunda ise 7-DHX’in Caco-2
hiicrelerinin migrasyonu iizerinde engelleyici bir etkisinin olmadigi, MTX’in hiicrelerin

migrasyonunu yiiksek derecede engelledigi, kombine 7-DHX/MTX’in ise ¢ok Onemli
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derecede sinerjik etki gostererek hiicrelerin migrasyonu iizerinde énemli bir azalmaya sebep
oldugu belirlenmistir. Elde edilen tiim veriler goz oniine alindiginda 12. saatten itibaren tiim
zaman dilimlerinde kombine 7-DHX/MTX’in diger uygulama gruplarina kiyasla Caco-2
hiicrelerinin migrasyonunu dikkate deger oranda engelledigi ve hiicrelerin migrasyonu

tizerinde 6nemli bir sinerjik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Tez calismasi kapsaminda son olarak 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in
Caco-2 hiicrelerinin prolifere olma ve koloni olusturma yetenekleri {izerindeki etkilerinin
arastiritlmasi i¢in klonojenik test yapilmis ve Caco-2 hiicreleri uygulamadan 10 giin sonra
incelenmistir. 7-DHX ile muamale edilen hiicrelerin prolifere oldugu ve yiizeye yayilarak
koloni olusturdugu gézlemlenmis; 7-DHX’in Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunu ve koloni
olusumunu engelleyemedigi belirlenmistir. MTX ile muamele edilen hiicrelerde ise koloni
olusumunun ¢ok az gozlemlendigi ve bunun sonucu olarak MTX’in Caco-2 hiicrelerinin
proliferasyonunu ve koloni olusumunu o6nemli Ol¢lide engelledigi saptanmistir. MTX’in
U20S ve MG63 osteosarkom hiicrelerinin koloni olusturabilme yetenekleri iizerindeki
etkisinin aragtirilldigi bir calismada, MTX’in osteosarkom hiicrelerinin koloni olusturma
yetenegini belirgin sekilde inbibe ettigi gosterilmistir (S. H. Park et al., 2018). Park ve
arkadaslarinin osteosarkom hiicrelerinin koloni olusturmasi iizerinde elde ettigi bu sonug, tez
calismamiz sonucunda Caco-2 hiicrelerinin koloni olusturmasi iizerinde gosterdigi etkiyle
benzer olup, c¢aligmamizi destekler niteliktedir. 7-DHX ile MTX’in birlikte uygulandig
hiicrelerde ise proliferasyonun ve koloni olusumunun c¢ok Onemli derecede azaldigi
gozlemlenmis olup, kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin koloni olusturmasi
tizerinde onemli sinerjik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Guan ve arkadaglarinin
(2020) MTX ile mTOR inhibitérlerinin (rapamisin ve everolimus) MCF-7 ve MDA-MB-231
(insan meme kanseri) hiicrelerinin koloni olusturmasi iizerindeki sinerjik etkilerinin
arastirildig1 calismada ise bu kombinasyon tedavisinin kanser hiicre hatlar1 {izerinde sinerjik

etki gostererek koloni olusumunu engelledigi bildirilmistir (Guan et al., 2020).

Sonug¢ ve Oneriler

1. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in doz ve zaman bagimli olarak
Caco-2 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri MTT testi ile incelenmis,
yapilan analizler sonucunda 7-DHX ile MTX’in ayr1 ayr1 ve birlikte
uygulamalarinda optimum doz belirlenmistir. Kombine 7-DHX/MTX’in 48
saat sonunda Caco-2 hiicreleri iizerinde sinerjik etki gdsterdigi bulunmustur.

2. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin LDH

aktivitesi tlizerindeki etkileri arastirilmis ve aragtirma sonucunda bu {i¢ ajanin
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zaman bagimli olarak LDH aktivitesinde artis meydana getirdigi, bununla
birlikte kombine 7-DHX/MTX ile muamele edilen hiicrelerin LDH
aktivitesinin diger iki uygulama grubuna kiyasla daha fazla oldugu
belirlenmistir. LDH testinin antiproliferatif test sonucunu dogruladigi ve
kombine 7-DHX/MTX’in bu kanser hiicre hatt1 iizerinde sinerjik etkiye sahip
oldugu sonucuna varilmistir.

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin total protein
miktar lizerindeki etkisi arastirilmis ve bu iic ajanin zaman bagimli olarak
kanser hiicrelerinin total protein miktar1 lizerinde azalmaya sebep oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte kombine 7-DHX/MTX’in sinerjik etki
gostererek 7-DHX ve MTX’e oranla daha fazla antikanser aktiviteye sahip
oldugu ve total protein miktarin1 daha fazla azalttig1 gosterilmistir. Bu tez
calismasinda 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin
total protein miktar1 iizerindeki antikanser etkileri arastirilmis olup, ileri
caligmalarla daha spesifik proteinler hedeflenerek bu ajanlarin antikanser
etkileri arastirilabilir.

Caco-2 hiicrelerinde 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in apoptotik ve
nekrotik etkileri géz oOniline alindiginda, 24 saatin sonunda kombine 7-
DHX/MTX’in diger uygulama gruplarina kiyasla hiicrelerin apoptozu iizerinde
daha az etkili oldugu, hiicrelerin nekrozu iizerinde ise diger uygulama
gruplarina kiyasla daha fazla etkili oldugu ve bu zaman diliminde
antiproliferatif etkisini daha ¢ok hiicreleri nekroza goétiirerek gosterdigi
belirlenmistir. Kombine 7-DHX/MTX’in 48 saat sonunda ise hiicreleri hem
apoptoza hem de nekroza diger uygulama gruplarina kiyasla énemli olgiide
daha fazla gotirdiigii ve antiproliferatif etkisini apoptoz indiiksiyonu ile
sagladig1 sonucuna varilmistir. Bu tez ¢alismasinda 7-DHX, MTX ve kombine
7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin apoptozu ve nekrozu iizerindeki sinerjik
etkileri flow sitometri ile belirlenmis olup, ileri c¢alismalar yapilarak bu
ajanlarin proapoptotik ve antiapoptotik genler {lizerindeki etkileri incelenebilir
ve gen seviyesinde olusturdugu etki hakkinda fikir sahibi olunabilir.

7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin migrasyonu
iizerindeki etkileri gz Oniine alindiginda, kombine 7-DHX/MTX’in ayr1 ayri
uygulanan 7-DHX ve MTX’e kiyasla 12. saatten itibaren sinerjik etki

gostererek hiicrelerin migrasyonunu 6nemli Sl¢iide engelledigi belirlenmistir.
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6. 7-DHX, MTX ve kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicrelerinin prolifere olma
ve koloni olusturma yetenekleri iizerindeki etkileri incelenmis, kombine 7-
DHX/MTX’in diger iki uygulama grubuna kiyasla hiicrelerin proliferasyonunu
ve koloni olusumunu 6nemli 6l¢lide engelledigi gosterilmistir.

7. Tez galismasi kapsaminda yapilan tiim deneylerden elde edilen sonuclar goz
online alindiginda, kombine 7-DHX/MTX’in Caco-2 hiicreleri iizerinde
ozellikle 48. saatte onemli sinerjik etki gostererek kanser hiicreleri iizerinde
antikanser aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir. [n vitro olarak kanser
hiicre hattinda calisilan bu kombinasyon tedavisinin umut verici bir
kemoterapdtik ajan olma potansiyeli oldugu diislinilmektedir. Bu
kombinasyon tedavisinin detayli etkileri daha kapsamli c¢aligmalar ile
arastirilabilir ve saglikli hiicreler iizerindeki etkileri calisilarak daha etkin
sonuglar elde edilebilir. Ayrica bu kombinasyon ilag tedavisi deney hayvanlari
iizerinde uygulanarak, kemoterap6tik ajan olma potansiyeli olan bu kombine

ilaglarin in vivodaki etkileri ortaya konulabilir.
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