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1. OZET

Tezin bashg : Fisetin ile Kombine Edilmis Kemoterapi ilaglarmin Kolorektal Kanser
Hiicrelerine Etkisi Uzerine Calismalar

Ogrencinin Adi Soyadi : Zehra Kanli

Damismanin Adi Soyad : Prof. Dr. Hiilya Cabadak

Programin Ad : Biyofizik Doktora Programi

Amag: Kolorektal kanser hiicrelerinde artan dozlarda kapesitabinle gelistirilen direngli HT29
hiicre soylarinda yan etkileri yiiksek olan kemoterapotik ajaninin flavon fisetin ile kombine
kullanilmasmin hem kemoterapétik ilaglarin toksik etkilerinin azaltmasi hem de apoptoz
protein ekspresyonlar1 ile spesifik miRNA ekspresyonlarinin kolorektal kanser tedavisi
tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Biyoinformatik analizler yapilarak kolorektal kanserlerle iliskili miRNA’
lar belirlendikten sonra HT29 hiicrelerinde kapesitabin ile artan dozlarda ila¢ direnci
gelistirilmistir. Kapesitabin direnci gelistirilmis hiicreler fisetin ve/veya kapesitabin ile inkiibe
edildikten sonra hiicre ¢ogalmasi, hiicre gogiiniin belirlenmesi, se¢ilen miRNA’larin
ekspresyon degisimlerinin GZ-PZR c¢aligsmalar1 ve apoptoz protein ekspresyon diizeyindeki
degisimleri belirlemek tizere western emdirimi galismalar1 yapilmistir.

Bulgular: Kapesitabine direngli HT29 hiicre alt kiimesi gelistirilmistir. HT29 hiicre soylarinda
gelistirilen kapesitabin direnci tiim deney sonuglari ile gosterilmistir. Yabanil HT29 ve
kapesitabine direngli HT29 hiicrelerinde fisetinin tek basina ve/veya kapesitabinle
kombinasyonlarinin hiicre ¢cogalmasi, yara iyilesmesi, koloni olusumu, miRNA ekspresyonlari
ve apoptoz protein ekspresyonlarinda degisimlere neden olmustur.

Sonug: Fisetinin, hem yabanil-tip hem de kapesitabin direnci gelistirilmis hiicrelerde tek bagina
ve kapesitabin ile kombinasyonunun hiicre ¢ogalmasi, iizerinde inhibe edici etkileri
gosterilmistir. Ayrica yabanil ve direngli hiicrelerde kapesitabin, fisetin ve kombiasyonlari, miR
21 ekspresyonunda azalma ilag duyarliliginin artmasina katki saglayabilir. miRNA’ lardaki

degisimler timor baskilanmasina ve direncin gerilemesine de katkida bulunabilir.

Anahtar kelimeler: Tlac direnci, fisetin, kapesitabin, kolorektal kanser, miRNA



2. SUMMARY

Title of Thesis: Studies on the Effect of Chemotherapy Drugs Combined with Fisetin on
Colorectal Cancer Cells

Student Name, Surname: Zehra Kanl

Supervisor Name : Prof. Hiilya Cabadak

Program Name : Biophysics PhD Program

Objective: It was aimed to use the chemotherapeutic agent, which has high side effects, in
combination with the flavone fisetin, in resistant HT29 cell lines developed with increasing
doses of capecitabine in colorectal cancer cells, to both reduce the toxic effects of
chemotherapeutic drugs and to determine the effect of apoptosis protein expressions and

specific miRNA expressions on colorectal cancer treatment.

Material and Methods: After miRNAs associated with colorectal cancers were determined by
bioinformatic analysis, drug resistance was developed in HT29 cells with increasing doses of
capecitabine. After capecitabine-resistant cells were incubated with fisetin and/or capecitabine,
western blot studies were performed to determine cell proliferation, cell migration, RT-PCR
studies of expression changes of selected miRNAs, and changes in the expression level of

apoptosis proteins.

Results: A subset of capecitabine-resistant HT29 cells has been developed. Capecitabine
resistance developed in HT29 cell lines was demonstrated by all experimental results. In wild-
type HT29 and capecitabine-resistant HT29 cells, fisetin alone and/or in combination with
capecitabine caused changes in cell proliferation, wound healing, colony formation, miRNA

expressions and apoptosis protein expressions.

Conclusion: Fisetin, alone and in combination with capecitabine, has been shown to have
inhibitory effects on cell proliferation in both wild-type and capecitabine-resistant cells.
Additionally, in wild-type and resistant cells, capecitabine, fisetin and their combinations may
contribute to decreased miR-21 expression and increased drug sensitivity. Changes in miRNAs

may also contribute to tumor suppression and regression of resistance.

Keywords: Drug resistance, fisetin, capecitabine, colorectal cancer, miRNA



3. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanserin (KRK) gelisimi ve ilerlemesi farkli molekiiler mekanizmalara baglhidir
(Siegel ve ark., 2017; Bray ve ark., 2018; Koveitypour ve ark., 2019; Reidy ve ark., 2021; Siegel
ve ark., 2023). Kolorektal adenokarsinomlar, onkogenleri, tiimor baskilayict genleri ve DNA
onarim mekanizmalariyla ilgili genleri hedef alan genetik ve epigenetik mutasyonlarin bir
sonucu olarak gelisir (Pancione ve ark., 2012; Brenner ve ark., 2014; Ewing ve ark., 2014;
Sharifi-Azad ve ark., 2022; Wang ve ark., 2022). Gliniimiizde KRK’ nin tan1 ve tedavisi spesifik
biyobelirtegleri yoktur. KRK patogenezini diizenleyen mekanizmalar heniiz tam olarak
bilinmemektedir (H. Chen ve ark., 2019; Xiao ve ark., 2020; de Assis ve ark., 2022). Bes yillik
sagkalim prognozu biiyiik 6l¢iide hastaligin evresine baglidir. Evre I KRK hastalarinda yiizde
90" 1n iizerinde sagkalim gosterirken, evre IV hastalarinda %10 sagkalim gostermektedir. KRK
tedavisi i¢in cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi onde gelen yaklasimlardir (Vogelstein ve
Kinzler, 1998; Goss ve Groden, 2000; Fearon, 2011; Kaur ve ark., 2020). KRK tedavisinin
temelini 1950’ lerden beri 5-fluorourasil (5-FU) bazli kemoterapi, olusturur (Salonga ve ark.,
2000; Schmoll ve Arnold, 2006; Showalter ve ark., 2008; Van der Jeught ve ark., 2018;
Vodenkova ve ark., 2020). 5-FU/ kapesitabin, oksaliplatin ve irinotekan klinikte kullanilan ilk
basamak kemoterapi ilaglardir. Bununla birlikte 5-FU/ kapesitabin bazli tedaviye yanit oranlari
hala ¢ok simirhidir (Yaffee ve ark., 2015; Van der Jeught ve ark., 2018; Liu ve ark., 2022).
Kapesitabin, 5-FU’ nun oral yoldan uygulanan bir 6n ilacidir ve ilerlemis veya metastatik kolon
kanseri i¢in ilk kemoterapi rejimlerinden biri olarak onerilmektedir. Kapesitabin, 5-FU’ yu
timor hiicresine segici olarak transfer eden modifiye edilmis bir floropirimidindir ve 5-FU’ dan
daha diisiik toksisitesi olan floropirimidin karbamat olarak gelistirilmistir (Di Costanzo ve ark.,
2000; McKendrick ve Coutsouvelis, 2005; Chintala ve ark., 2011; Allegra ve ark., 2016;
Algahtani ve ark., 2022).

Kanser de dahil olmak iizere baz1 hastaliklarda ilag direnci mekanizmasi ile karsilasilmaktadir.
Kanser tedavisinde ilag¢ direnci, kemoterapi ve radyoterapi uygulanan hastalarda kendinden ya
da sonradan gelisen bir durumdur. Baslangicta kanserin pek cok tipi kemoterapiye duyarl
olmasina ragmen zamanla direng gelisimi gozlemlenmektedir. Ilag direnci gelisiminde; ilag
inaktivasyonu, mitokondriyal degisimler, onkogenler, tiimdr baskilayic1 genler, ilag
hedeflerindeki degisiklikler, otofaji, hiicre Oliimiiniin inhibisyonu, post translasyonel
modifikasyonlar ve DNA hasar onarimi gibi etkili mekanizmalarin rolii vardir (Housman ve

ark., 2014; Zheng, 2017; Wang ve ark., 2019; Farhan, 2023).



Gastrointestinal kanserlerde kanserin gelisiminde ve ilerlemesinde birtakim genlerin rol
oynadig1 dogrulanmis olsa da, buna aracilik eden molekiiler mekanizmalar belirsizligini
korumaktadir. Farkli arastirmacilar tarafindan, mikroRNA’ larin (miRNA’ lar) mRNA’ lar1
hedefledigi ve daha sonra kanserlerin dnlenmesinde ve tedavisinde ¢ok sayida rol oynadigi
bildirilmektedir (Kim ve ark., 2018; Hill ve Tran, 2021; Menon ve ark., 2022). miRNA’ lar
cesitli fizyolojik ve patolojik siirecgleri yonetmedeki gen ekspresyonu ve transkripsiyon sonrasi
kilit dizenleyicileridir. Cesitli hastaliklar icin miRNA’lar gelecek vaat eden yeni
biyobelirteglerin kaynagi olarak onerilmektedir. miRNA’ larin kanserle ilgili 6nemli siireclerde
ve yolaklarda rol alma gorevleri giderek artmaktadir, fakat kolorektal kanserin patogenezi
kapsamli bir sekilde arastirilmis olsa da hastaligi yoneten mekanizmalar heniliz tam olarak
belirlenememistir. Giinlimiizde kii¢iik molekiiler ilaglar ve miRNA'lar arasindaki kanser
Onleyici potansiyeli olan ajanlar ve antikanser ilaglar1 bulma iliskisine dikkat ¢ekilmektedir
(O'Brien ve Kirby, 2008; H. Wang ve ark., 2018; Fu ve ark., 2021; Menon ve ark., 2022).
miRNA” larin ¢esitli kanser tiirlerinde sisplatin veya 5-FU gibi kemoterapdtik ilaglara duyarlilik
veya direng ile iliskili oldugu gosterilmektedir (Kovalchuk ve ark., 2008; Yang ve ark., 2008;
Boren ve ark., 2009; Tormo ve ark., 2019; Pavlikova ve ark., 2022).

Flavonoidler bitkilerde bulunan ve insan sagligi acisindan son derece faydali olan anti-
enflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, antikanser ve immiinomodiilator gibi 6zelliklere sahip
bilesenlerdir (Ullah ve ark., 2020; Dias ve ark., 2021; Liga ve ark., 2023). Baz1 flavonoidler
kanser hiicre ¢ogalmasini inhibe etmektedir. Fisetin, ¢esitli kanser tiirlerine karsi anti-
proliferatif, anti-kanser, anti-inflamatuar ve antioksidan aktiviteye sahiptir. Fisetinin apoptoz
ve cogalma iizerindeki terapotik etkilere katkida bulundugunu gosteren c¢aligmalar
bulunmaktadir (H. W. Zhang ve ark., 2018; Kashyap ve ark., 2019; Slika ve ark., 2022;
Hosseinzadeh ve ark., 2023). Fisetinin geleneksel kemoterapdtik ajanlarla kombinasyon
halinde potansiyel terapotik kullanimina iligskin az sayida veri bulunmaktadir. Bu nedenle
kansere karst yeni ilag c¢aligmalari ve farkli ilag kombinasyonlarinin kullanimi 6nem

kazanmaktadir.

Bu tez calismasinda kapesitabin direngli HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde (KD/HT29)
tedaviye yanit oranlarini iyilestirmek i¢in ilag direnci mekanizmalarina karst kemoterapi
islevinin etkinligini arttiran ajanlardan bir1 olan flavonoid fisetin kullanilmistir. Tez
caligmasindaki hipotezimiz; fisetin, kemoterapide yaygin olarak kullanilan kapesitabinle
kombinasyon tedavisine KD/HT29 hiicre soylarinin ¢ogalmasinda etkin midir? Kapesitabine
dayali kemo-diren¢ mekanizmalari hala belirsizdir, bu nedenle, diizenleyici yollarin ve olasi

spesifik hedeflerin incelenmesi, tedavi yanitlarin1 optimize etmeye yardimci olabilir
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oldugundan, miRNA’ larn kanser regiilasyonunda ve tedavi yanitlarindaki roliiniin de
arastirllmas1 gerekir. Bu calismadaki amag; yabanil-tip HT29 kolorektal kanser hiicre
soylarinda in siliko ¢alismalarda kolerektal kanser ile ilskili yolaklarda ekspresyonu artan veya
azalan miRNA’ lar1 belirlemek, fisetin ve kapesitabin ile tedavi edilen hem yabanil-tip hem de
KD/HT?29 hiicre soylarinda;

1)Hiicre ¢cogalmasi,
2) Segilen miRNA’larin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi ve

3)Apoptoz yolaklarindaki spesifik proteinlerin degisimini aragtirmaktir.

Ik defa bu calismada, in siliko arastirmalar sonucunda kolorektal kanser gen profilinde ilaca
direngli olarak segilen; hsa-mir-21, hsa-mir-381 ve hsa-mir-181a-2 aday miRNA’larinin
kapesitabin ve fisetinin etkisi incelenmistir. Caligsma siiresince hem yabanil-tip HT29 hem de
KD/HT29 hiicrelerinden elde edecegimiz bilgiler sonucunda yan etkileri yiiksek olan
kemoterapétik ajanlarin, flavonoid bilesiklerle birlikte kullanilmasinin ilaglarin ekspresyon
degisimlerinin kemoterapdtik direng gelisim tizerindeki etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Aragtirma verilerimizin kolorektal kanser mekanizmasinda kapesitabinin tek bagina /ve fisetinle
birlikte kapesitabine direng gelistirilen hiicrelerde hiicre 6liimii lizerine etkisinin belirlenmesini

ayrica yeni ilag kombinasyon calismalarina katki saglamasi1 ongoriilmektedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kolorektal Kanser

4.1.1. Kolorektal kanser epidemiyoloji

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda ve Amerika Birlesik Devletleri’ nde hem erkek hem de
kadinlarda en sik teshis edilen {igiincii kanserdir ve kansere bagl 6liimlerin ii¢ilincii en yaygin
nedenidir (Siegel ve ark., 2017; Bray ve ark., 2018; Koveitypour ve ark., 2019; Reidy ve ark.,
2021; Siegel ve ark., 2023). Ancak genel olarak kansere bagli 6liimlerde ikinci sirada ve 50 yas
alt1 erkeklerde ise birinci sirada yer almaktadir (Siegel ve ark., 2023). 2035 yilina kadar KRK
hasta sayisinin 2,4 milyona ulasacagr ve KRK’ nin diinya ¢apinda 1,3 milyon 6liime neden
olacagi tahmin edilmektedir (Douaiher ve ark., 2017; Mattiuzzi ve ark., 2019; Wang ve ark.,
2022). Tim vakalarin ve Olimlerin nedeni; yarisindan fazlasinda sigara i¢me, sagliksiz
beslenme, yliksek alkol tiiketimi, fiziksel hareketsizlik ve yiiksek viicut agirligi gibi
degistirilebilir risk faktorlerine baglanabilir (Islami ve ark., 2018; Siegel ve ark., 2023).
Amerika Birlesik Devletlerindeki mevcut KRK istatistiklerinde, yasa ve goriilme sikligina gore
2023’ teki tahmini yeni vaka ve 6liim sayilari, hayatta kalma ve 6liim oranlari, 2019° a kadar
olan goriilme siklig1 ve 2020 yilina kadar 6liim verilerine dayali olarak yas, irk ve etnik kokene
gore egilimler dahil olmak tizere, kapsamli bir genel bakis sunulmaktadir (Siegel ve ark., 2017;
Siegel ve ark., 2023). KRK goriilme sikligindaki disiis, 2000° li yillarda yillik %3-%4' ten
2011-2019 doneminde yillik %1’ e yavasladig1 bunun nedeninin kismen 55 yas alt1 bireylerde
1990’ larin ortasindan bu yana yillik %1-%2’ lik artis oldugu belirtilmistir. Sonug olarak, 55
yasin altindaki vakalarin oran1 1995° te %11’ den 2019” da %20’ ye ¢iktig1 bildirilmektedir.
Her ne kadar genel KRK mortalitesi azalmaya devam etse de bu ilerleme, gelecekte daha az
olumlu egilimlerin habercisi olan, hizla degisen hastalik profili nedeniyle sekteye ugruyor.
KRK yiikii, 20. yiizyilin son yarisinda dogan geng bireylere kayiyor. Artik bes yeni vakadan
biri 50'li yaslarm bagindaki veya daha geng bireylerde goriiliiyor. Ikincisi, hastaligin ileri
evrelerine genel bir gecis var ve 1990° larin ortalarina kiyaslandiginda artik daha fazla kisiye,
ileri evrede teshis konuluyor. Itk ve cografyaya gore carpict esitsizliklerin devam ettigi
belirtilmektedir. KRK esitsizliklerinin azaltilmasi, daha saghkli yasam tarzlarimin tesvik
edilmesi, basta kirsal ve Alaska gibi diger diisiik kaynaklara sahip bolgelerde yasayanlar olmak
lizere tiim bireylerin yiiksek kaliteli saglik hizmetlerine esit erisiminin saglanmasi yoluyla

basarilabilecegi belirtilmektedir (Siegel ve ark., 2023).



4.1.2. Kolorektal kanserin asamalari

Histopatolojik 6zelliklerine gére KRK dort ayr1 asamaya ayrilir ve bunlar ayni zamanda Avrupa
T1bbi Onkoloji Dernegi’ nin (ESMO) uygun tedavilerin uygulanmasina yonelik kilavuzlarinin
da temelini olusturur. KRK’ nin 0. evresinde kolon mukozasinin i¢ astarinda polipler olusur.
Daha sonra evre I' de polipler tiimorlere doniiserek mukozaya go¢ etmeye baslar. Lokal
tiimorlerin cerrahi rezeksiyonu, evre 0 ve evre I’ de ek tedaviye gerek kalmadan iyi terapdtik
etki saglayabilir. Evre II’ de kanser kolonun otesine yayilabilir, ancak bu asamada lenf
diigimleri yoluyla metastaz olmaz. Evre III” te kanser hiicreleri kolon duvarina ve ¢evredeki
lenf diigiimlerine yayilir, ancak yakindaki organlara yayilmaz. Bu evrede hastalarin hem
radyoterapi hem de kemoterapi ile tedavi edilmesi gerekir (Wang ve ark., 2022). Evre IV' te
kanserin viicudun diger organlarina yayilim hizi artar. Genellikle karacigere veya akcigere
yayilim gosterir (Hashiguchi et al., 2020; Wang et al., 2022). Kolorektal kanserin farkl

asamalar1 Sekil 1’ de gosterilmistir.

Normal Hiperplazi Adenomatéz Adenokarsinom Metastatik
epitel polip kanser

On yil

v

. Evre 1 ve 2. . ——FEvre3ve4
%90 sagkalim sansi %20 sagkalim sansi

Sekil 1. Kolorektal kanser asamalar1 (Biovendor, 2023’ den yararlanilarak hazirlanmistir)

4.1.3. Kolorektal kanser tipleri

KRK, farkli DNA hasarlar1 olan ii¢ farkli ancak kismen ortiisen molekiiler fenotipe sahip
heterojen bir hastaliktir. Bu yolaklar kromozomal instabilite (CIN), mikrosatellite instabilite
(MSI) ve CpG (C;sitozin-P;fosfat-G;Guanin) adas1 metilator fenotipi (CIMP)’ dir. CIN yolagi,
tim sporadik KRK”’ larin ~%85’ ini olusturan en yaygin fenotiptir (Lengauer ve ark., 1997;
Nowak ve ark., 2002; Ahmed ve ark., 2013). CIN tiimorlerindeki kotii huylu hiicreler tipik

olarak andploididir ve bliyiik 6lgekli kromozomal yeniden diizenlemeleri ortaya c¢ikarir. MSI
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fenotipi, tiim KRK’ larin yaklasik %15’ ini temsil eder ve DNA onarim sistemindeki ¢esitli
eksikliklerden kaynaklanir ve mutasyon oraninda biiylik artisa neden olur (Shibata ve ark.,
1994; Lothe, 1997; Ahmed ve ark., 2013). CIMP fenotipi gésteren kanserler, anormal DNA
metilasyonuna sahiptir, birgok genin uyumsuz prométor hipermetilasyonuna yol agar (Issa,
2004; Ahmed ve ark., 2013). Bu fenotipin kesin bir tanim1 ve smiflandirmasi igin birlesik bir
belirteg paneli olusturulmay1 beklemektedir. Burada temsili genotiple dogrulanmis kolon
kanseri hiicre dizilerinden olusan bir panel, genetik ve epigenetik molekiiler fenotiplerine gore

ayrica siniflandirtlir (Ahmed ve ark., 2013).

Kolorektal kanserin ortaya ¢ikisi ve gelisimi, kanserin asamalar halinde varliginin en belirgin
kanitlarindan biri olmaya devam etmektedir. Adenomdan karsinomaya doniisiim dizisi, en 1yi
hayatta kalma, biiyiime ve kanser hiicresi kolonilerinin istilasina sahip varyantlarin se¢ilmesiyle
timor fenotipinin desteklenmesine yol agan mutasyonlarin gelisimine dayanir (Vogelstein ve
Kinzler, 1998). Onkogenler, hiicrelerin normal halden kanser hiicrelerine dontsiimiiyle siki
sikiya iligkili olan genlerdir. Tiimor baskilayici genler ise normal bir hiicrenin islevini koruyan
genlerdir. Kolorektal kanserde rolii kanitlanmig olan onkogenler Ras, EGFR (Erb-B1), Erb-B2,
TGFalfa, TGF-beta 1'dir. Tiiméor baskilayici genler ise Adenomat6z polipozis koli (APC), p53,
p27, MSI, LOH 18q, delesyon 5q aleli, DNA hipermetilasyonudur (Munteanu ve Mastalier,
2014). KRK hiicre soylarimin kdkenlerine iliskin veriler Tablo 1’ de agiklanmustir.



Tablo 1. KRK hiicre soylarinin kékenlerine iligkin veriler

Hiicre Hasta Organ Hastahk Evre Koken Referans
soyu (Yas/cinsiyet)
Caco-2 Kolon Kolorektal (Caro ve
karsinoma ark., 1995)
CO-115 77 yas, kadin Kolon Kolorektal | Duke’s Primer timor (Carrel ve
karsinoma | C ark., 1976)
CoLo 55 Yas, kadin Kolon Kolorektal Primer timor (Quinn ve
320 sigmoid karsinoma ark., 1979)
DLD-1 Erkek Kolon Kolorektal HCT-15/DLD-1 (Dexter ve
karsinoma (yanlis ark., 1981;
smiflandirilmig) | Chen ve ark.,
1995)
HCT- Erkek Kolon Kolorektal HCT-15/DLD-1 | (Tibbetts ve
115 karsinoma (yanlis ark., 1977;
siiflandirilmis) Dexter ve
ark., 1981;
Chen ve ark.,
1995)
HCT- 48 yas, erkek Kolon Kolorektal | Duke’s Primer timor (BrattainBrat
116 karsinoma D tain ve ark.,
1981,
BrattainFine
ve ark.,
1981,
Eshleman ve
ark., 1995)
HT29 44 yas, kadin Kolon Kolorektal | Duke’s Primer timor (Fogh, 1975)
karsinoma C
LoVo 56 yas, erkek Kolon Kolorektal | Duke’s Sol kopriicik | (Drewinko
karsinoma C uistii bolgesi ve ark.,
1976)
SW480 | 50 yas, erkek Kolon Kolorektal | Duke’s Primer timor (Leibovitz ve
karsinoma B ark., 1976)
SW620 | 51 yas, erkek Kolon Kolorektal | Duke’s Lenf nodu (Leibovitz ve
karsinoma C metastazi ark., 1976)

4.1.4. Kolorektal kanser molekiiler patogenezi (Adenom-karsinoma doniisiimii)

Kolorektal karsinogenezdeki molekiiler yolaklar, normal kolonik mukozanin iyi huylu bir

polipe ve ardindan koétii huylu bir tiimdre doniismesine neden olan gesitli karmasik genetik ve

epigenetik modiilasyonlar1 icerir. Gliniimiize kadar kanitlarin ¢cogu KRK’ nin kanser dncesi

9




lezyonlardan veya adenomat6z poliplerden kaynaklandigini 6ne siirmeye devam ediyor. KRK'
nin patogenezinin, anormal kript odag1 adi verilen en erken displastik lezyondan baglayarak
adenomato6z polipe ve invazif kanser gelisimine kadar ¢cok asamalidir. Fearon ve Vogelstein,
molekiiler diizeyde, karsinogenez gelisiminin, zaman iginde tiimor biiyiimesine neden olan ve
sonucta invazif bir maligniteye yol acan degisikliklerin ilerlemesine bagli oldugunu o6ne
stirdiiler. Bu ilerlemeyi adenom-karsinom dizisi olarak adlandirdilar (Fearon ve Vogelstein,
1990; Kasi ve ark., 2020). APC geninin kesilmesi genellikle tetikleyicidir ve bunu KRAS ve
TP53 mutasyonlar1 takip eder. Bunlar, kolorektal kanserin evrimi i¢in alternatif bir yolagi temsil
eder ve hiperplastik polipler, sesil “serrated” (tirtikll) adenomlar veya karisik hiperplastik
polipler/serrated adenom gibi fenotipik olarak heterojen biiytimelerdir (De Palma ve ark., 2019;
Kasi ve ark., 2020). Sesil “serrated” (tirtikli) adenomlar kolonun premalign lezyonlar1 olup
cekum ve asendan (¢ikan) kolonda daha sik goriilmektedirler. B-raf proto-onkogen (BRAF)
mutasyonlar1, genellikle epigenetik CpG adast metilatdr fenotipi ile birlesen en yaygin
baslangic hasaridir. Ilging bir sekilde, bagirsak mikrobiyomunda disbiyoz, o&zellikle
fusobacterium niikleatumun asir1 biiylimesi, serrated polip adenokarsinomanin ilerlemesinde
rol oynar (Ito ve ark., 2015; Park ve ark., 2016; Kasi ve ark., 2020). Prognoz degiskendir ve
yiiksek derecede CIMP, MSI ve BRAF mutasyonlarinn kombinasyonu en kotii prognozu tagir

Kolorektal kanser gelisiminin ana hatlar1 CIN yolagi, MSI yolagi ve CIMP hipermetilasyonu
olmak iizere li¢ ana molekiiler yolakla gerceklesir (Sekil 2) (Kasi ve ark., 2020).

Normal kolonik epiteliyum

Adenoma l l
karsinoma . Hiperplastik Tirtikh polip
dizisi Adenomatéz polip yolagi
polip veya
turtikh adenoma
Geg | Genis tirtikh
adenoma adenoma
!(roqu_omal Hipermetilasyon
instabilite yolagi
yolagi Mismatch onarim
yolag: (MMR) Epigenetik CpG
APC, KRAS, araciligiyla agagsl metilatgr
PI3KCA, MMR genleri; fenotipi tarafindan
SMAD4 ve MLH1/MSH2' de takiplsziilen IBRAF
TP53 de genetik mustasyonlar ve VB00E
mutasyonlar mutasyonu
CIMP -, MSI-H

CIN +, l
CIMP- CIMP +, MSS/MSI-
= < Kolon Kanser > dl H

Sekil 2. Kolorektal kanser gelisiminde anahtar molekiiler yolaklar (Kasi ve ark., 2020’ den
yararlanilarak hazirlanmistir).
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Kolon epitel hiicrelerinden KRK' nin gelisimi ve ilerlemesi icin iki klasik model dnerilir. 11k
model, APC genindeki mutasyonlar tarafindan baslatilan, adenomun kansere doniisiim siirecini
aciklar. Bu kromozom instabilite modeli ile karsinomaya ilerleme APC geninde mutasyon
cesitli kromozom kusurlar1 igerir (Ogino ve Goel, 2008). Kromozom instabilite (CIN)
modelinin 6nemli bir 6zelligi tiimor baskilayici genlerin delesyonuna neden olmasidir. CIN’ de

anahtar genler APC, TP53, KRAS, PIBKCA vs’ dir (Walther ve ark., 2009).

MSI, kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %15’ ini karakterize eden mismatch onarim
(MMR) sisteminin molekiiler parmak izidir. MMR eksikligi olan hiicrelerin DNA hatalarini kat
kat biriktirmeleri olasidir. Eksik mismatch (uyumsuzluk) protein sistemi, bu mikrosatellitlerin
genlesmesine veya daralmasina yol agar, dolayisiyla bu durum mikrosatellit kararsizligi olarak
adlandirilir (Jasperson ve ark., 2010). MSI, MMR genlerindeki dogustan gelen mutasyonlardan
veya daha yaygin olarak, sporadik tiimérlerde MLH1 geninin promotdr bolgelerindeki CpG
adalariin metilasyonu arkasinda gelisen epigenetik susturulmadan kaynaklanir. Bu tiimorler
stkca BRAF onkogenindeki hotspot mutasyonlarini gdsterir (Sinicrope ve Sargent, 2012).
Mikrosatellit instabilitesi yiiksek (MSI-H) kolorektal tiimorlerde ¢oklu gen dizilimi ile
tanimlanan, islevsiz MMR genlerinden kaynaklandigi belirtilmektedir. MSI-H KRK’ Ir

hastalarin gogunun immiino terapiden faydalandig: belirtilmektedir (Overman ve ark., 2017).

Diger model, KRAS/B-Raf proto-onkogen, serin/treonin kinaz (BRAF) ve fosfatidilinositol-
4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa mutasyonlarina ikincil olarak katenin betal’ in
mutasyonu ile serrated poliplerden kansere doniistimii agiklar. Bu mutasyonlar transforme edici
biiyiime faktor-beta reseptorii (TGF-p) tip 2’ nin asir1 ekspresyonu sonucunda olusur (Ireland
ve ark., 2017; Lu ve ark., 2023). Ana sinyal molekiilleri, Wnt, mitojenle aktiflesen protein kinaz
(MAPK), fosfoinositid 3-kinaz (P13K)/Akt ve hiperaktif TP53” tiir (Kuipers ve ark., 2015; Lu
ve ark., 2023). KRK’ nin gelisimine ve olusumuna yol agan diger sinyal yolaklar1 hedgehog,
erb-b2 reseptdr tirozin kinaz, ras homolog aile iiyesi A, Notch, kemik morfogenetik proteini,
hippo, AMP ile aktiflestirilen protein kinaz, niikleer faktor KB (NF-kB) ve Jun N terminal
Kinazdir (Mahar ve ark., 2017; Lu ve ark., 2023). Mutasyonlarla normal kolon dokusunun

kolorektal kansere doniisiimii Sekil 3’ te gosterilmektedir.
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Sekil 3. Normal kolon dokusunun karsinoma ilerlemesini gosteren diyagram (Lu ve ark., 2023’ den
yararlanilarak hazirlandi) (APC: Adenomatoz polipozis koli; TP: Tiimor proteini)

APC’ nin somatik nokta APC mutasyonlar1 mutasyon kiimesi bolgesinde (MCR)’ de meydana
gelir (Lu ve ark., 2023). MCR’ de mutasyonlardan sonra en 6nemli sitolojik olaylar antigen-
presenting (APCA2,3) tekrarlarinin yapisal kirpilmasi ve aksin, katenin eksikligi, mikrotiibiiller
ve diger baglanma bolgeleri mutasyonlaridir (Kohler ve ark., 2008). Genomik DNA’nin
biitiinligiiniin gergek zamanli izlenmesi igin normal TP53 kullanilir (Bykov ve ark., 2018).
TP53 mutasyonlari oncelikle karsinogenezin orta ve ge¢ asamalarinda meydana gelir (Zhang
ve ark., 2022). Kansere ilerleme (driver) asamasinda golgi fragmantasyonu ile yonetilen APC-
kirpilma mutasyonlari hiicresel yapisal proteinlerin yeniden reorganize olmasi sonucu anormal
polarite ve yanal biiylimeye neden olur. Kanser asamasinda, golgi fragmantasyonu, 1s1 soku
proteinleri murine double minute-2 (MDM2), TP63 ve TP73’ iin aracilik ettigi TP53 baz
uyumsuzlugunun onarim mekanizmasini etkiler, bu da mutant TP53” iin stabilitesinin artmasina

ve lateral olarak yayilan tiimorlerin karsinoma ilerlemesinin desteklenmesine neden olur (Lu

ve ark., 2023).

4.2. Kolorektal Kanserde Giincel Tedavi Stratejileri

KRK ile savagsmak i¢in ¢ok sayida tedavi stratejisi kullanilmaktadir. Ancak yasami tehdit eden
bu hastalig1 tamamen ortadan kaldiracak bir yaklagim heniliz mevcut degildir. Gilinlimiizde
cerrahi, kemoterapi, radyasyon terapisi, hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapi dahil olmak
tizere ¢ok sayida KRK tedavi stratejisi kullanilmaktadir (Goss ve Groden, 2000; Raedler, 2016;
Van der Jeught ve ark., 2018; Kaur ve ark., 2020). Lokal tedaviler, sistemik tedaviler ve
kombine tedavi yaklagimlari olarak ayrilir ve tiimoriin evresine gore uygulamalar degisir. Lokal
tedaviler viicudun geri kalanii etkilemeden sadece tiimorii tedavi eden tedavilerdir. Bu
tedaviler erken evre kanserlerde daha etkilidir ancak diger bazi durumlarda da kullanilabilir.
Kolorektal kanserde kullanilan lokal tedavi tiirleri arasinda cerrahi, ablasyon ve embolizasyon
ve radyasyon yer alir. Genellikle cerrahi rezeksiyon olarak adlandirilan cerrahi, KRK' nin en
yaygin tedavisidir (Young ve ark., 2014; Brar ve ark., 2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Bu,

erken evredeki malign kat1 timdrleri ¢ikarmak icin etkili bir aractir ve tiimor iyi tanimlanmis
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olsa da ileri asamalarda ¢ok etkili degildir (Young ve ark., 2014; Krasteva ve Georgieva, 2022).
Kolorektal kanserde, saglikli bir kolon veya rektumun bir kism1 ve yanindaki lenf diigtimleri
cikarilabilir (Young ve ark., 2014; Brar ve ark., 2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Bu
cerrahinin yan etkileri, operasyon bolgesinde agri ve hassasiyeti icerir, ayrica kabizlik veya
ishal de gortilebilir (Young ve ark., 2014; Krasteva ve Georgieva, 2022). Ayrica, cerrahi, timor
biitlinliigiiniin mekanik bozulmasi1 sonucunda belirli kanser hastalarinda metastaz nedeniyle
Oliim riskini artirabilir. Radyasyon terapisi, hiicrelerin biiylimesini ve boliinmesini kontrol eden
genetik materyallerine zarar vererek kanser hiicrelerini yok etmek {iizere yiiksek enerjili X
isinlarmi kullanir. Rektal kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilir ¢linkii bu timor
baslangi¢ yerine yakin kalma egilimindedir. Radyasyon tedavisinin en yaygin erken yan etkileri
yorgunluk, hafif cilt reaksiyonlari, mide rahatsizlig1 vb.' dir (Joye ve Haustermans, 2014; Brar
ve ark., 2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Diger yan etkiler rektumda kanamadan
kaynaklanan kanli digk1 veya bagirsak tikanikligi, cinsel sorunlar ve hem erkeklerde hem de
kadinlarda kisirlik olabilir (Joye ve Haustermans, 2014; Krasteva ve Georgieva, 2022).
Hastalarin, hasar géren saglikli hiicrelerinin miktarini etkileyen iyonlastirict radyasyona karsi
farkli hassasiyetleri vardir. Radyasyon hasarina karsi daha duyarli hastalarda, radyasyon
tedavisi, daha ileri neoplazmin gelisimini baslatmaya yeterli olacak DNA hasarina da neden

olabilir (Krasteva ve Georgieva, 2022).

Ablasyon siklikla kii¢lik (4 cm' den kiiciik) tlimorleri yok etmek i¢in ameliyat yerine kullanilir.
Ablasyon tekniklerinin bir¢cok farkli tiirii vardir. Radyofrekans ablasyonu (RFA), kanser
hiicrelerini 6ldiirmek igin yiiksek enerjili radyo dalgalarin1 kullanir. Mikrodalga ablasyonu,
kanseri hizli bir sekilde oOldiiren yiiksek sicakliklar olusturmak igin elektromanyetik
mikrodalgalar kullanir; etanol ablasyonu, kanser hiicrelerine zarar vermek icin dogrudan
timore konsantre alkol enjeksiyonunu igerir; kriyocerrahi ise tiimorii ince bir metal probla
dondurarak yok eder. Ablasyon tedavisinden sonraki olas1 yan etkiler arasinda karin agrisi,
karacigerde enfeksiyon, ates, gogilis boslugunda veya karinda kanama ve anormal karaciger
testleri yer alir. Embolizasyon, karacigere metastaz yapan KRK tiimorlerini tedavi etmek iizere
kullanilir. Embolizasyon isleminde, tiimore giden kan akisini engellemek veya azaltmak igin
karacigerdeki bir artere dogrudan bir madde enjekte edilir. Olasi yan etkiler ablasyon

tedavisinden sonrakilere benzerdir (Krasteva ve Georgieva, 2022).

Kolorektal kanser tedavisinin temelinde cerrahi rezeksiyon veya radyasyona uygun olmayan
metastatik kolorektal kanserli hastalar i¢in sistemik tedavi sec¢enekleri arasinda sitotoksik
kemoterapi ve hedefe yonelik tedavi yontemleri hastaligin evresine baglh olarak yanitlari ve

uzun vadeli sonuglart optimize etmek i¢in sirayla veya kombinasyon halinde kullanilabilir
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(Goss ve Groden, 2000; Raedler, 2016; Van der Jeught ve ark., 2018; Kaur ve ark., 2020).
Kemoterapi kan akisi yoluyla viicudun her yerindeki kanser hiicrelerine ulasabilen sistemik
tedaviler olarak adlandirilir. Kemoterapide, normalde kanser hiicrelerinin biiyiime ve boliinme
yetenegini durdurarak kanser hiicrelerini yok etmek iizere ilaclar kulanilir (Chu, 2012; Cisterna
ve ark., 2016; Viswanath ve ark., 2016; Johdi ve Sukor, 2020; Xie ve ark., 2020; Brar ve ark.,
2021; Krasteva ve Georgieva, 2022). Kolorektal kanserin tiirtine bagli olarak farkli tiirde ilaglar
kullanilabilir, agiz yoluyla uygulanabilir veya dogrudan kan dolasimina enjekte edilebilir.
Giliniimiizde KRK’ y1 tedavi etmek i¢in ¢esitli ilaglar onaylanmistir. Mevcut kemoterapi, hem
5-FU bazli tek ajanli tedaviyi hem de oksaliplatin (OX), irinotekan (IRI) ve kapesitabin (CAP
veya XELODA veya XEL) dahil olmak iizere bir veya daha fazla ilag iceren ¢oklu ajan
rejimlerini igerir (Yaffee ve ark., 2015; Hammond ve ark., 2016; Van der Jeught ve ark., 2018).
KRK tedavisinde timin analogu ve DNA replikasyon inhibitorii olan floropirimidin 5-FU,
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bertino, 1997; Salonga ve ark., 2000; McQuade ve ark., 2017;
Van der Jeught ve ark., 2018). Kemoterapétik ilaglarin se¢ici olmayan sitotoksik mekanizmalari
nedeniyle kemoterapi sirasinda ve sonrasinda birgok gii¢lii yan etki bildirilmektedir (Hammond
ve ark., 2016; Brar ve ark., 2021). Bu yan etkiler mide bulantis1, kusma, ishal, néropati ve agiz
yaralarini igerir. Bu nedenle son zamanlarda KRK igin bagka bir sistematik tedavi olan hedefe
yonelik tedaviye dikkat ¢ekilmektedir. Bu tip tedavide, tiimor hiicrelerinin yiizeyindeki veya
cevresindeki spesifik molekiillere karsi etki eden monoklonal antikorlar uygulanir (Cisterna ve
ark., 2016). Bevacizumab ve Setuksimab gibi monoklonal antikorlarin ortaya ¢ikmasiyla KRK’
nin tibbi tedavisinde biiylik adimlar atilmistir (Van der Jeught ve ark., 2018). KRK tedavisinde
bu iki ilag onaylanmistir ve bunlar arasinda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) adi
verilen bir kanser hiicresi proteinini hedef alan Bevacizumab ve metastatik kanser tedavisinde
kullanilan bir epidermal biiyiime faktori reseptorii (EGFR) inhibitori ilag olan setuksimab yer
alir (Cisterna ve ark., 2016). Her iki ilag da monoklonal antikorlara dayanmakta olup KRK’ ya
kars1 modern tedavi yaklagimlarinin bir parcasidir. 2000'li yillarin baslarindan beri irinotekan
(bir topoizomeraz I inhibitorii), oksaliplatin (bir DNA capraz baglayici) ile birlikte onkolojik
uygulamaya girmistir. Ote yandan sitotoksik ilaglar beyaz kan hiicreleri, kirmiz1 kan hiicreleri
ve trombositler gibi ¢ogalan saglikli hiicreleri 6ldiiriir. Bu nedenle, kan hiicrelerinin iiretimini
giiclendiren ve standart KRK kemoterapisi sirasinda tedavi verimliligini artiran bir kalsiyum
folinat olan 16kovorinin es zamanli uygulanmasi1 denenmektedir (Hammond ve ark., 2016).
Immiinoterapi kanser tedavisinde yeni alternatiflerden biridir. Standart tedaviye kiyasla bu
tedavi, kanser hiicrelerine kars1 miicadelede hastanin kendi bagisiklik sistemini manipiile eder

ve kullanir. Dogustan gelen ve adaptif bagisiklik tepkileri, kanser hiicrelerini tanimak ve
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potansiyel olarak tiimorii yok etmek i¢in uyarilir (Vesely ve ark., 2011; Gajewski ve ark., 2013;
Marcus ve ark., 2014; Johdi ve Sukor, 2020). Ozellikle hematolojik malignitelerde ve solid
timorlerde basarili oldugu rapor edilmistir (Im ve Pavletic, 2017; Nixon ve ark., 2018; Johdi
ve Sukor, 2020). Kanser immiinoterapisi (IT), kolorektal kanser tedavisine yonelik yeni bir
yaklagimdir. Bu yaklasim, ilaglar1 (immiin kontrol noktas1 inhibitorleri) kullanarak bir kiginin
bagisiklik sistemini kanser hiicrelerini daha iyi tantyip yok etme yetenegini arttirmay1 amaglar
(Bousbaa, 2021). Immiinoterapi, ileri evre kolorektal kanserli hastalarin tedavisinde
kullanilabilir. Bu, kanser hastalarina yeni umutlar getirmistir, ¢iinkii standart tedavi stratejileri
ile karsilastirildiginda hastanin yasam siiresinde ve yasam kalitesinde net bir iyilesme vaat
etmektedir. Ancak, immiinomodiilator 06zelliklerinden dolayi, immiin kontrol noktasi
inhibitorlerini diger ilaclarla en etkili bigimde birlestirmek i¢in optimal bir zaman penceresinin
belirlenmesi, toksisiteleri kontrol altinda tutarken maksimum etkinligi elde etmek igin
gereklidir (Johdi ve Sukor, 2020). Kanser immiinoterapisine iyi yanit veren hastalarin prognozu
daha iyi ve yasam kalitesi daha iyidir. Kombine tedavi yaklasimlarinda, kanserin evresine ve
diger faktorlere bagli olarak farkli tedavi tiirlerinin kombinasyonu ayni anda veya ardi ardina
uygulanir. Birgok kisi ilk tedavi olarak hem kemoterapi hem de radyasyon terapisi
(kemoradyasyon olarak adlandirilir) alir ve genellikle bunu ameliyat izler. Ameliyattan sonra
genellikle toplamda yaklasik 6 ay boyunca ek kemoterapi verilir. Diger bir secenek olarak dnce
tek basina kemoterapi, ardindan kemo art1 radyasyon tedavisi ve sonra ameliyat yapmak olabilir
(Messersmith, 2019; Yaqoob ve ark., 2020; Krasteva ve Georgieva, 2022). Bununla birlikte,
tiim tedavi tekniklerin smirlamalari vardir ve tatmin edici sonuglari garanti etmez. Ornegin
geleneksel kemoterapinin etkinligi, antikanser ilaglarin spesifik olmayan dagilimi ve hizl
temizlenmesi, diigiik verimlilik, hiicresel ve tiimor seviyelerinde ilag direnci ve yaygin
antikanser ajanlarinin daha yiiksek dozlarda recete edildiginde ciddi toksisiteye sahip olmasi
nedeniyle azalmistir. Bu nedenle, bunlarin 6zgiilliiglinti ve etkililigini daha da gelistirmek i¢in

yeni yontemlere gereksinim vardir.

4.3. HT29 Hiicre Soyu

Insan kolon adenokarsinom hiicre soyu HT29, 1964 te Fogh ve Trempe tarafindan 44 yasindaki
beyaz irktan kadinin birincil timdriinden izole edilmistir (Fogh, 1975; Martinez-Maqueda ve
ark., 2015). Giinlimiize kadar insan kolon kanserlerinden bir¢ok hiicre soyu tiretilmigtir. HT29
hiicre soyu insan kanserlerinin biyolojisinin farkli yonlerini incelemek i¢in kullanilmaktadir.
Bu hiicreler yiiksek oranda glikoz tiiketimi gosterir ve bu nedenle ortamda yiiksek glukoz
konsantrasyonu gerektirir. Bu hiicreler standart biiytime kosullar1 altinda, 25 mM glikoz ve %10

serum varliginda, farklilasmamis bir fenotip sergiler; polarize olmamais farklilasmamis hiicreler
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cok katmanli olarak biiyiirler ve islevsel olarak bagirsak epitel hiicrelerinin herhangi bir tipik
Ozelligini ifade etmezler. Kiiltiir ortaminda glukozun galaktoz ile degistirilmesinin, tersine
cevrilebilir bir enterositik farklilasmayi indiiklediginin kesfinden bu yana (Zweibaum ve ark.,
1985), HT29 hiicreleri bagirsak hiicresi farklilasmasinin molekiiler mekanizmalarini incelemek
tizere benzersiz bir model haline gelmistir. Bu hiicreler uygun kiiltiir kosullar1 altinda veya
biitirat (biitirik asit) gibi farkli indiikleyicilerle muameleden sonra ¢ogaltildiginda (Augeron ve
Laboisse, 1984; Fitzgerald ve ark., 1997) enterosit farklilasmasinin farkli yollarini ifade etmek
icin modiile edilebilirler. Bu nedenle HT29, hiicre farklilasmasinda yer alan yapisal ve
molekiiler olaylarin incelenmesinde kullanilabilen bir pluripotent bagirsak hiicre soyu olarak

kabul edilmektedir (Martinez-Maqueda ve ark., 2015).

4.4. Kolorektal Kanserin Tedavisinde Kullanilan ilaglar

fyilestirici amagh tedavi miimkiin olmadiginda, hastalara genellikle hedefe yonelik tedaviyle
birlikte sitotoksik kemoterapi kombinasyonu verilir. Son birka¢ on yilda evre III ve IV
metastatik KRK (mKRK) tedavisindeki egilimler, yeni kemoterapdtiklerin ve yeni
kombinasyon tedavilerinin indiiksiyonuna dayali olarak cesitli alanlara ayrilabilir oldugu
belirtilmistir (McQuade ve ark., 2017). Giintimiizde kullanilan ve gelistirilen ilaglar tablo 2’ de

sunulmustur (Tablo 2).
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Tablo 2. Kolorektal kanser i¢in mevcut ve yeni ortaya ¢ikan tedaviler (McQuade ve ark., 2017 den
yararlanilarak hazirlanmistir).

Ajan

Mekanizma

Referans

Giincel tedaviler

5-FU Floropirimidin (Timidilat sentaz enziminin (Petrelli ve ark., 1987;
inhibisyonunun yani sira floro niikleotidinin RNA ve | Petrelli ve ark., 1989)
DNA' ya hatal1 birlesimi)
Lokovorin Folinik asit tiirevi (Poon ve ark., 1989)
Kapesitabin Floropirimidin (5-florourasil igin oral 6n ilag) (Twelves ve ark.,
2005)
Kombinasyon rejimi (Andre ve ark., 2004;
FOLFOX FOL = folinik asit (Lokovorin) + F = 5-florourasil (5- | André ve ark., 2009)
FU) + OX = oksaliplatin (Elotaksin)
Kombinasyon rejimi (Saltz ve ark., 2000;
FOLFIRI FOL = folinik asit (Lokovorin) + F = 5-florourasil (5- | Saltz ve ark., 2007)
FU) + IRI = irinotekan (CPT-11)
Kombinasyon rejimi (Falcone ve ark.,
FOLFOXIRI FOL = folinik asit (Lékovorin) + F = 5-florourasil (5- | 2002; Souglakos ve
FU) + OX = okzaliplatin (Elotaksin) + IRl = irinotekan | ark., 2006)
(CPT-11)
Kombinasyon rejimi (Borner ve ark., 2002;
XELOX XEL = kapesitabin (Xeloda) + OX = oksaliplatin Diaz-Rubio ve ark.,
(Elotaxin) 2002; Cassidy ve ark.,
2008)
Kombinasyon rejimi
XELIRI XEL = kapesitabin (Xeloda) + IRI = irinotekan (CPT-
11)
Bevacizumab VEGF inhibitorii
Setuksimab EGFR inhibitorii
Panitumumab EGFR inhibitorii
Aflibercept VEGEF inhibitorii

Regorafenib

Oral ¢oklu-kinaz inhibit6rii
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Tablo 2. Kolorektal kanser igin mevcut ve yeni ortaya ¢ikan tedaviler (devam) (McQuade ve ark.,
2017’ den yararlanilarak hazirlanmistir).

Gelisen Tedaviler

Selekoksib COX-2 inhibit6rii
Rutenyum Gegis metali kompleksi
Olaparib Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorii
Kombinasyon rejimi Cancer Therapy
Lonsurf Bevacizumab + Trifluridine and Tipiracil Advisor, 2023
VEGF inhibitorii

Metastatik kolorektal kanser igin siklikla kemoterapi rejimleri arasinda tek ajanli kapesitabin
ve irinotekan yan1 sira, FOLFOXIRI (16kovorin, 5-FU, oksaliplatin ve irinotekan); FOLFOX
(I6kovorin, 5-FU ve oksaliplatin); FOLFIRI (l6kovorin, 5-FU ve irinotekan); CapeOx
(kapesitabin ve oksaliplatin); ve FL (5-FU ve 16kovorin) kullanilir (Raedler, 2016). Uluslararas1
klinik bir aragtirma grubu tarafindan yapilan son arastirmalara gore, bevacizumab (Avastin) ve
trifluridin ile tipiracil (Lonsurf) kombinasyon rejimi kolorektal kanserli baz1 kisilerin tedavisi
icin Gida ve Ilac Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmustir. SUNLIGHT adi verilen arastirma
sonucuna gore, daha onceki en az iki tedavi rejiminden sonra durumu kétiilesen ilerlemis
kolorektal kanseri olan yaklasik 500 kisi dahil edildigi ve trifluridin-tipirasil'i tek basina veya
bevacizumab ile birlikte almak tizere rastgele tedavi aldiklart belirtilmektedir. Kombinasyon
tedavisi alan grubun ortalama 14 ay takip edildikten sonra ortalama 10,8 ay sagkalim goriildiigi

belirtilmistir (Natioanal Cancer Institute, 2023).

44.1.5-FU

5-FU, antikanser etkinligi olan ilk kemoterapotik ilaglardan biridir (Heidelberger ve ark., 1957).
Kolon kanserinde etkinliginin ilk yaymlanmasinin ardindan, 5-FU tedavinin temelini
olusturmustur ve hala ileri veya mKRK icin bir¢ok tedavinin standart parcasi olarak
kullanilmaktadir (Hammond ve ark., 2016). 5-FU, birden fazla mekanizma kullanarak, DNA'ya
timidin (dTMP veya deoksitimidin monofosfat) yerine dahil edilen florlu niikleotidleri
olusturarak DNA replikasyonunu engeller ve hiicre 6liimiine neden olur. Bu, aktif metabolitlere
intraselliiler doniisiim gerektiren bir onciil ilagtir. Baslica aktif metabolit, timidilat sentaz (TS)
enzimini inhibe eden FAUMP (florodeoksirutidin monofosfat)’ dir, bu enzim, DNA niikleotidi
dTMP’ nin olusturulmasinda anahtar bir enzimdir. TS’ nin inhibe edilmesi, dUMP’ nin dTMP’
ye doniistiiriilmesini onler, bu da hiicresel replikasyon dongiisiiniin S fazinda DNA sentezini
bozar. Ayrica, diger 5-FU metabolitleri olan 5-florouridin trifosfat (5-FUTP) ve 5-florodeoksi
trifosfat (5-FdUTP), alternatif enzimatik yollarla olusturulur ve DNA'ya dahil edilen ve normal
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protein iiretimine miidahale eden yanlis niikleotidleri olugturur, bu da hiicre liimiine yol agar
(Nicum ve ark., 2000). Kemoterapi ortaminda 5-FU’ nun metastatik ve ileri KRK tedavisinde
yaygin kullanimindan bu yana, 5-FU’ nun 6n ilac1 kapesitabin, tegafur, irinotekan ve
oksaliplatin dahil olmak iizere diger sitotoksik ilaglar arastirilmistir ve dogrulanmistir. Bu
ilaglarin uygulama kilavuzlarina dahil edilmesine ve klinik uygulamada yaygin sekilde
kullanilmasina olanak saglamistir (Yaffee ve ark., 2015; Hammond ve ark., 2016; Van der
Jeught ve ark., 2018).

5-FU ve kapesitabin antikanser aktivitesini artirmak amaciyla bazi arastirma stratejiler su
sekilde oOzetlenebilir: Leukovorin, 5,10-metilen tetrahidrofolat (CH2THF) intraselliiler
havuzunu artirarak florodeoksiuridin monofosfat (FAUMP) tarafindan timidilat sentaz (TS)
inhibisyonunu artirir. Enilurasil ve urasil, 5-FU’ nun dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD)
aracilt bozunmasini engeller. Metotreksat (MTX), fosforibosil pirofosfat (PRPP) seviyelerini
artirarak 5-FU aktivasyonunu artirdigi diistiniilmektedir. Interferonlar (IFN'ler), timidin
fosforilaz (TP) aktivitesini artirarak, 5-FU tedavisinin neden oldugu akut TS indiiksiyonunu
ortadan kaldirdigit ve 5-FU aracili DNA hasarimi artirdigi belirtilmektedir. Kapesitabin,
karboksilesteraz ve sitidin deaminazin karacigerde ardisik etkilesim sonucu olusturdugu 5-FU’
nun On ilacidir. S'DFUR, TP tarafindan 5-FU’ ya dontstiiriiliir. Bu modiilasyon sematize
edilmistir (Sekil 4) (Longley ve ark., 2003).

. Kapesitabin

HEst Karboksilesteraz sitidin
deaminaz (Karacigerde)

UEnilurasilp—| DPD

DHFU /

| - —@

<+ - <—| OPRT Tp —
|nh|b|syonu

Akut TS
|ndukS|yonu

o

Sekil 4. 5-FU ve kapesitabin aktivitesinin modiilasyonu Longley ve ark., 2023’ den yararlanilarak
hazirlanmastir).

19



4.4.2. Kapesitabin

Kapesitabin (Xeloda), siirekli 5-FU inflizyonunu taklit etmek tizere gelistirilmis, ancak esas
olarak timor bolgesinde meydana gelen aktivasyona sahip, agizdan alinan bir antikanser
ajanidir. Giiniimiizde kapesitabin Dukes’C kolon kanseri olan hastalarda adjuvan tedavi igin
onaylanmistir. Metastatik kolorektal kanserde tek basina floropirimidin tedavisi tercih
edildiginde birinci basamak monoterapi olarak kullanilmaktadir (Miwa ve ark., 1998; Reigner
ve ark., 2001; Algahtani ve ark., 2022). 5-FU’ ya metabolize olan sitotoksik ajan kapesitabin,

timidilat sentaz (TS) inhibitoriidiir ve DNA sentezine miidahale eder

Sekil 5. Kapesitabinin 3D (ii¢ boyutlu) kimyasal yapisi (National Enstitutes of Health, 2023)
Kapesitabin, oral olarak uygulanan bir 5-FU 6n ilaci ve tiimor segici sitotoksik bir ajan olarak
floropirimidin karbamati olarak gelistirilmistir. Oral uygulama sonrasinda kapesitabin,
degismeden ve intact olarak gastrointestinal mukozal bariyer boyunca hizla geger ve diisiik
degiskenlikle biiyiik 6l¢iide (en az %70) emilir. Kapesitabin, sitotoksik bir ilag degildir, ancak
ana metabolitleri 5'-deoksi-5-florositidin (5'-DFCR) ve 5'-deoksi-5-florouridin (5'-DFUR veya
doksifluridin), insan kanser hiicrelerinde se¢ici olarak 5-FU' ya doniistiiriildiikten sonra etkili

hale gelir. Kapesitabin ii¢ agamada 5-FU'ya metabolize edilir:
(1) Kapesitabin, karacigerde bulunan karboksilesteraz enzimi ile 5'-DFCR’ ye doniistiiriiliir,

(2) 5'-DFCR, karaciger ve tiimor dokusunda bulunan sitidin deaminaz enzimi ile 5'-DFUR’ a

doniistiiriiliir,

(3) 5'-DFUR, kat1 tiimorlerde upregiile olan timidin fosforilaz (dThdPaz) enzimi ile 5-FU’ ya
dontistirilir (Di Costanzo ve ark., 2000; Van Cutsem ve ark., 2000).
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Sekil 6. Kapesitabin metabolizmasi (TP; timidin fosforilaz; SD, sitidin deaminaz; 5'-DFCR, 5’-deoksi-
5-florositidin; 5-DFUR, 5'-deoksi-5 -floroiiridin; 5-FU, 5-florourasil) (Yoshida ve ark., 2020’ den
yararlanilarak hazirlanmistir).

Mide kanseri tedavisinde kapesitabin tek basmna veya diger kemoterapotik ajanlarla
kombinasyon halinde kullanilir. Kanser hastalarina yiiksek dozlarda kapesitabin uygulanmasi,
lenfopeni, kemik iligi baskilanmasi, kardiyak toksisite, ishal, bulanti, kusma, stomatit ve doza
bagli dermatolojik degisiklikler gibi yan etkilere neden olur (Dudhipala ve Puchchakayala,
2018; Gover ve ark., 2022). Bu yan etkileri en aza indirmek, etkinligi arttirmak, hastanin yagsam
kalitesini iyilestirmek icin hedefli ve siirekli salimim saglayan bir dagitim sisteminin

tasarlanmasi gereklidir.

Kemoterapide yaygin kullanilan diger ilag irinotekan (CPT-11), dogal alkaloid kamptotesinin
yarl sentetik bir analogudur ve DNA topoizomeraz 1 inhibitoriidiir. Topoizomerazlar,
transkripsiyon, replikasyon ve onarim rekombinasyonu gibi temel hiicresel siireclerin sonucu
olarak DNA’ nin segili blgelerinde bulunan twistleri ve siipersarmallar1 azaltir. Irinotekan, bu
enzimin etkisini inhibe ederek DNA replikasyonu ve transkripsiyonu engeller. Topoizomeraz |
inhibitorleri, inhibitér, enzim ve DNA tek sarmalli iplik arasinda olusan ara kesme
komplekslerini stabilize ederler ve ardindan DNA’ nin yeniden baglanmasini 6nleyerek hiicre
6liimiine neden olur. irinotekan, etkisini gdstermesi igin aktif metaboliti SN-38 (irinotekan aktif
metaboliti)’e dondstiiriiliir ve SN-38, topoizomeraz-1’ e tersinir olarak baglanir ve kompleksi
stabilize eder. Bu ilag FDA (Food and Drug Administration) tarafindan 1996 yilinda

hizlandirilmis bir sekilde onaylanmistir ve 1998 yilinda kolorektal kanser tedavisinde tam onay
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almigtir (Hammond ve ark., 2016). 1990’ larin baslarinda baslayan ¢ok sayida ¢alismada ileri
KRK i¢in adjuvan tedaviye ve mKRK’ nin tedavisine irinotekanin eklenmesi desteklenmistir
(Saltz ve ark., 2000; Hammond ve ark., 2016). Tek ajan olarak irinotekan, mMKRK” 11 5-FU
direncli hastalarda yapilan klinik denemelerde sadece 1liml1 yanit oran1 (%11-27) bildirilmistir
(Cunningham et al. 1998), ancak floroprimidinler (FP), 5-FU ve kapesitabin ile kombinasyonu
ve/veya oksaliplatin ile birlikte verildiginde daha biiyiik etki yaptig1 bildirilmistir (Shimada ve
ark., 1996; Hammond ve ark., 2016).

Oksaliplatin, apoptotik hiicre 6liimiine yol agan DNA ¢apraz bag olusumunu indiikleyen
ticlincii nesil bir platin bilesigidir. Diger platinlerden farkli olan kare diizlemsel bir platindir.
DNA iplikleri arast ve iplik ici DNA capraz baglar olusumuna neden olarak replikasyonu ve
transkripsiyonu durdurur (Hector ve ark., 2001). Oksaliplatin, Avrupa’ da 1996 yilinda
kullanilmasi onaylandig1 ve ABD’ de de ise 2002 yilinda FDA tarafindan hizli onay verilmistir.
2004 yilinda ileri KRK veya mKRK i¢in 5-FU ile kombine kullanimi i¢in tam onay verilmistir.
Bu ilaglar KRK tedavisinde rutin olarak kullanilsa da ila¢ direnci gibi bazi problemler, hasta
sonuclarini iyilestirmek ic¢in yeni sitotoksik ilaglar bulma konusunda yeni zorluklar ortaya
¢ikarmaktadir (Denlinger ve Barsevick, 2009; Hammond ve ark., 2016; Mohammadian ve ark.,
2017; Van der Jeught ve ark., 2018).

4.5. Kolorektal Kanser ila¢ Etkilesimleri

Tlag—ilag etkilesimleri, iki veya daha fazla ilag arasindaki metabolik miidahalenin sonucu olarak
tanimlanir, bu da ilaglarin etkililigini ve/veya toksisitesini etkileyebilir ve bu durum 6zellikle
tibbi onkolojide ciddi endise kaynagidir (Sharma ve ark., 2019; Roberto ve ark., 2021).
Hastalar antikanser ilaglarin yani sira, genellikle diyabet ve hipertansiyon gibi farkli durumlari
tedavi etmek icin diger ilaglar1 da kullanirlar, bu da farmakokinetik (emilim, dagilim,
metabolizma, eliminasyon) ve farmakodinamik 6zelliklerde ciddi degisikliklere neden olarak
durumu daha da karmasik hale getirir (Caterina ve ark., 2013; Berretta ve ark., 2016; Kotlinska-
Lemieszek ve ark., 2019; Roberto ve ark., 2021). Bu durum 6zellikle yaslh hastalarda 6nemlidir.
Ciinkii kanser ve yaslanma, yash popiilasyonda ¢ok ila¢ kullaniminin nedenlerindendir
(Cabrera ve Finkelstein, 2016; Stepney ve ark., 2016; Alkan ve ark., 2017; Roberto ve ark.,
2021).

Bir hastanin farmakogenomik profilinin bilgisi, P450 (CYPs) enzim siiper ailesinin tiim
sitokromlarm1 ve bu 0Ozellikleri etkileyen diger genleri icermesi esit derecede Onemlidir;
ornegin, P-glikoprotein, ATP baglayic1 kaset tastyicilari, detoksifikasyon ve DNA tamir
enzimleri gibi genlerdir (Tannenbaum ve Sheehan, 2014; Lee ve ark., 2019; Roberto ve ark.,

22



2021). Bu genlerdeki bireysel germ hiicresi dizisi varyasyonlari, tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP’ ler) olarak bilinir ve bu varyasyonlar, hastalar tarafindan bildirilen hem etkinlik hem de
toksisite profillerini etkilemektedir (Evans ve McLeod, 2003; Roberto ve ark., 2021). Klinik
uygulamadaki SNP’ lerin dnemini yansitan dnemli bir 6rnek, fluoropirimidin metabolizma
kompleks sinyal yolunda yer alan dihidropirimidin dehidrogenazi (DPD; DPYD geni tarafindan
kodlanir) etkileyen nokta mutasyonlaridir (Roberto ve ark., 2021).

4.6. Kanserde Kemoterapi ve Ila¢ Direnci

Kanserin genetik nedenlerine ek olarak, fenotipik etkenler de etiyopatogenezde 6nemli bir rol
oynar. Yasamimiz boyunca, yaslanma ile insan fizyolojisi degisir ve ayn1 zamanda bazen kanser
vakalarini artirabilecek birgok zararli ¢evresel faktorlere de maruz kalinmaktadir. Hizli modern
yasam tarzi, dengesiz diyete ek olarak koruyucu diizeyi diisiik ve zararli bilesenleri yiiksek olan
beslenme aligkanliklari, kirlenmis g¢evre, stres maruziyeti, diislik fiziksel aktivite, obezitenin
gelisimi ve giinlik yasamimizda karsilastigimiz bircok diger faktdr, timor olusumu ve
biiytimesinde rol oynar (Pavlikova ve ark., 2022). Kanser tedavisi, tiimoriin tipine, konumuna,
malignite derecesine, hastanin durumuna ve yasina bagldir. Giiniimiizde en yaygin kullanilan
tedaviler, tiimoér dokusunun cerrahi olarak c¢ikarilmasi, radyoterapi ve immiinoterapi ile
birlestirilmis kemoterapidir (Arruebo ve ark., 2011; Pavlikova ve ark., 2022). Kemoterapi, solid
timorler i¢in yardimer tedavi olarak kullanilir ve cerrahi Oncesi ve/veya sonrasinda
uygulanabilir (O'Donnell ve ark., 2017; Mueller ve ark., 2018; Green ve Konig, 2020;
Pavlikova ve ark., 2022). Ancak bazi hastalar, kemoterapiye bastan tepki vermezler (Farshchi
Zarabi ve ark., 2018). ilk basta kemoterapiye yanit veren diger hastalar, sitostatiklerin
tekrarlanan uygulamalari tedavi direncine ve niikse yol agabilirler (Zhang ve ark., 2019). ilag
direnci olarak bilinen fenomen, cogu hastaligin iyilestirme oranindaki azalmadan sorumlu olup
ayn1 zamanda bir¢ok antikanser ilacin terapétik etkinliginde kayba neden olmaktadir (Husain
ve ark., 2022; Karthika ve ark., 2022). Tedavi direnci sadece tek bir kemoterapétik ilaca degil,
yapisal ve islevsel olarak farkli bir ilag grubuna kars1 da gelisebilir. Tek bir tedaviye uzun siire
maruz kalmak ve ilacin tekrar tekrar kullanilmasi ilag direncine neden olmakta, bu da ilaglarin
terapotik etkinligini azaltmaktadir. Doz degistirilse bile bu olayda 6nemli bir degisiklik
olmamaktadir. Ilag viicudumuza girdikten sonra farkli boliimlere ayrilarak dolasima karisir ve
bir¢ok farkli yere dagilarak viicuttan atilir. Tiim bu faktorler yan etkileri, ilacin etkisini ve etki
stiresini etkiler (Karthika ve ark., 2022). Anti-kanser ilaglara direng gelisiminin nedenleri

sekil 7° de dzetlenmistir.
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Sekil 7. Anti-kanser ila¢ direncinin ¢esitli nedenleri (Kaur ve ark., 2020’ den yararlanilarak
hazirlanmistir)

Cesitli mekanizmalar ¢oklu ilag¢ direncine katkida bulunur. Pek ¢ok i¢ ve dis faktor, dogrudan
veya dolayli etkiler yoluyla insan kanser hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncinin gelismesiyle
iliskilendirilmistir. Ilag¢ akisi, hiicresel ila¢ seviyelerindeki degisiklikler, ilag inaktivasyonu,
degisen epigenetik durumlar, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), tiimor mikro ortami, DNA
hasart onarimi ve kanser kok hiicre yayilimi ila¢ direncine katkida bulundugu diisiiniilen

mekanizmalardir (Housman ve ark., 2014).

Kanser tedavisi ii¢ bilesenli bir sistem olarak iglev goriir: (i) bir tedavi; (ii) bir kanser hiicre
poplilasyonunu hedef alan; (iii) belirli bir konak ortaminda. Tedavinin farmakolojik 6zellikleri,
kanser hiicrelerinin igsel ve edinsel, fiziksel ve molekiiler parametreleri ile digsal cevresel
faktorlerin bir kombinasyonu, klinik tepkilerin spektrumuna neden olur. Kanserde ilag
direncine dair bir¢ok agiklama, i¢sel ve edinsel diren¢ arasindaki ikili farklara odaklanmistir;
ancak pratikte, birgok tiimor, bu faktorlerin ortiisen kombinasyonlar1 nedeniyle direngli hale
gelir veya zaten direnclidir. Direncin temel biyolojik prensiplerini tanimlarken, mevcut ve
gelecekteki tedavilere karst direnci anlamak icin bir ¢ergeve olusturulabilecegi dnerilmektedir

(Vasan ve ark., 2019) (Sekil 8).
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Sekil 8. ilag direncinin biyolojik belirleyicileri (Vasan ve ark., 2019’ dan yararlanilarak hazirlanmustir).

Antikanser ilag direnci, anti-insan immdiin yetmezlik viriisii (HIV) ila¢ direnci, anti-tiiberkiiloz
ilag direnci, antibiyotik direnci, anti-sitma ilag direnci ve anti-mikrobiyal ila¢ direnci yaygindir.
flag direncinin ¢ogunluguna c¢oklu ilag direng (MDR) proteinleri gibi adenozin trifosfat
baglayici kaset (ABC) tasiyici protein ailesi aracilik eder. ABC ailesinin 100'den fazla {iyesi,
organizmalardaki hayati 6nemi olan tasiyicilardir (Silva ve ark., 2015; Mollazadeh ve ark.,
2018; Lai ve ark., 2020; Mirzaei ve ark., 2022). Toksik maddelerin digar1 pompalanmasi, besin
alimi, iyon ve peptit tasima ve hiicre sinyali gibi islemler ABC tasiyicilar tarafindan
gerceklestirilir (Mirzaei ve ark., 2022). Ilag tasimacihiginda ise ABC tastyicilari, ksenebiyotik
metabolizmasinin XXX’ in faz 111’ iinde yer alir ve ilaglar1 digki, idrar ve safra gibi sivilara
pompalayarak gorev yapar (Doring ve Petzinger, 2014; Mirzaei ve ark., 2022). Ancak, ¢esitli
hastaliklara ABC tasiyici mutasyonlar1 neden olabilir; bunlar arasinda kistik fibroz, Dubin—
Johnson sendromu, Tangier hastalig1 ve kanser bulunmaktadir (Gottesman ve ark., 1996; Hano
ve ark., 2018; Seelig, 2020; Mirzaei ve ark., 2022). P-gp, ilk kez 40 yil 6nce kesfedildi ve
kemoterapi direncini tersine ¢evirmede potansiyel hedef olarak kabul edilmektedir (Waghray
ve Zhang, 2018; Mirzaei ve ark., 2022). P-glikoprotein (P-gp), MDR ailesinin giiglii iyesidir
ve ¢ogu tedavide terapétik etkinligin azaltilmasinda 6nemli rol oynar (Estevinho ve ark., 2022;
Karthika ve ark., 2022). P-gp’ nin rolii ksenobiyotiklerin ve zararli kimyasallarin girisini
onleyerek hiicreleri korumaktir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi ve
ilaca erisimi engelledigi i¢in, bu gibi durumlarda terapdtik etkinlik i¢in etkisinin azaltilmasi

gerekmektedir (Cavalu ve ark., 2020; Karthika ve ark., 2022). P-gp’ nin ekspresyon diizeyi,
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melanom ve merkezi sinir sistemi kanserlerinde %50 ekspresyonunun degistigi, renal ve kolon
karsinomlarinda ise yiiksek ekspresyon diizeylerine sahiptir (Alvarez ve ark., 1995; Szakacs ve
ark., 2004; Mirzaei ve ark., 2022). P-gp’ nin ekspresyonu ve aktivitesinde artis, kemoterapiye
zayif yanit verirken, kemoterapinin basarisizligi ve kanser ilerlemesinden sorumludur (Leonard

ve ark., 2003; Mirzaei ve ark., 2022).

P-gp’ nin klinik tiimorlerdeki rolii genis 6lciide karakterize edilmistir. Insan kanserlerinin
yaklasik %50’ si, ilaca direng saglamaya yeterli seviyelerde P-gp eksprese eder (Fu ve Arias,
2012; Hu ve ark., 2016). Kolon kanseri, tedavinin baslangicindan itibaren kemoterapotik
ajanlarin ¢oguna karsi duyarsizdir. Aslinda, kolon kanseri tanisi sirasinda, ¢esitli kolon kanseri
hiicre soylarinin dogal iirlinlerden tiiretilen kanser ilaclarina karsi i¢sel direnci ile iligkili olan
yiiksek P-gp ekspresyonu gozlenmistir (Fojo ve ark., 1987; Spoelstra ve ark., 1991; Meschini
ve ark., 2000; Hu ve ark., 2016). P-gp ekspresyonu ayni zamanda kanser hiicrelerinde
kemoterap6tik ajanlar tarafindan da indiiklenebilir (Burger ve ark., 2005; Hu ve ark., 2016).
Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-lalfa (HIF-1a)’ nin, HCT116, HT29, LoVo ve SW480 dahil
olmak iizere insan kolon karsinomu dokularinda ve kolon hiicre soylarinda P-gp ekspresyonu
ile iligkili oldugu da rapor edilmistir (Ding ve ark., 2010; Hu ve ark., 2016). Dolayisiyla kanser
hiicrelerinde P-gp’ nin diizenlenmesinde birden fazla sinyal ileti yolaginin rol oynadigi
goriilmektedir. DNA replikasyon siireglerini bozan, hizla ¢ogalan kanser hiicrelerini 6ldiiren
sitotoksik ilaglar, 6zellikle P-gp’nin asir1 aktivitesine kars1 savunmasiz kalmaktadir. Ote yandan
biyokimyasal siirecleri hedef alarak kanser hiicre ¢ogalmasi ve yayilmasini1 engelleyen daha
yeni ilaglar da P-gp ile etkilesime girerek direng mekanizmasini aktif hale getirmektedir. P-gp’
nin kanser direncine katkisi acisindan, calismalar genellikle kanser hiicrelerinde P-gp

ekspresyonunu baskilamaya odaklanmistir.

4.7. Fisetin

Flavonoidler sarap, bira ve cay gibi ¢esitli icecek ve yiyeceklerde bulunabilirken meyveler,
sebzeler, cicekler ve tohumlar en yiliksek miktarda dogal flavonoid iceren kaynaklardir
(Rodriguez-Garcia ve ark., 2019; Dias ve ark., 2021). Ancak bu bilesiklerin miktar1 bitki
cesidi/genotipi, yetistirme ortami kosullari, toprak 6zellikleri, hasat ve depolama gibi ¢esitli
faktdrlere baghdir. Ornegin, kuersetin, kemferol, fisetin (3,7,3’.4'-tetrahidroksiflavon 1),
isorhamnetin ve mirisetin gibi flavonollar, yesil yapraklar, meyveler ve tahillarda bol miktarda
bulunur (Terahara, 2015; Dias ve ark., 2021). Marullar, yaban mersini, elma, seftali ve kirmizi
biber gibi gidalarda 6zellikle kuersetin ve kemferol agisindan zengindirler (Panche ve ark.,
2016; Dias ve ark., 2021). Ispanak yapraklari rutin, spinasetin glikozitleri ve patuletin

glikozitleri bakimindan yiiksek miktarlara sahiptir. Brokoli, lahana, hindiba, patates, sogan,
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iziim ve domates ise daha ¢ok kemferol 3-O-glikozitleri igerir (Panche ve ark., 2016; Dias ve
ark., 2021). Mirsetin, ceviz, yaban mersini, ¢ay ve aymi zamanda kirmizi sarapta da
bulunmaktadir (Basli ve ark., 2012; Panche ve ark., 2016; Dias ve ark., 2021). Fisetin bulunan

bazi ¢igekler, meyveler, sebzeler ve gaylar Sekil 9 da 6zetlenmistir.
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Sekil 9. Fisetin ci¢eklerde, meyvelerde, sebzelerde ve gesitli ¢aylarda bulunmaktadir (Sundarraj ve ark.,
2018’ den yararlanilarak hazirlanmistir)

Biyolojik sistemlerde flavonoid bilesikler diisiik toksisitelerinden dolayr O6nemli rol
oynamaktadir. Cesitli in vitro ve in vivo calismalarda genis yelpazede sagligi destekleyen
perspektifler sergilemislerdir (Chaudhuri ve ark., 2007; Benavente-Garcia ve Castillo, 2008;
Abubakar ve ark., 2012; Imran ve ark., 2021). Fisetin, ¢ok iyi antioksidan, anti-parkinson ve
anti-kanser aktivitelerine sahip 6nemli fitoflavonoiddir. Farkli arastirmacilar, flavonoidlerin
cesitli insan kanser tiirlerine kars1 kemopreventif roliinii arastirmis ve agiklamistir (Kumar ve
ark., 2021). Genel olarak fisetin bitkilerde bulunan biyoaktif flavonoidlerden biri olarak kabul
edilmektedir ve gesitli serbest radikallerin aracilik ettigi kanserlere ve insan kanserlerine karsi
potansiyel ilag olarak kullanilmaktadir (Sengupta ve ark., 2005; Imran ve ark., 2021). Fisetin
sebzelerde (sogan ve salatalik), meyvelerde (hurma, elma, ¢ilek), sarapta ve sert kabuklu
yemislerde siklikla bulunur ve konsantrasyonlar1 2 ila 160 mg/g arasinda degisir ve ortalama
giinliik alim tahmini 0,4 mg’ dir. Besin takviyelerinde fisetin daha yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilarak hazirlanmaktadir. Fisetin anti-oksidan ve anti-inflamatuar aktivite dahil olmak
tizere farkli farmakolojik aktiviteler sergilemektedir. Fisetinin temizleme ve nétralize etme
etkilerinden dolay1 insan kanser hiicre soylarinda apoptozu tetikler, hiicre dongiisiinii kontrol
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eder ve siklin bagiml kinazlar1 (CDK’ lar) baskilar. Fisetinin ayrica lipid kinazi ve protein
kinaz yolaklarim1 modiile ettigi belirtilmektedir (Park ve ark., 2008; Liao ve ark., 2009;

Inkielewicz-Stepniak ve ark., 2012; Imran ve ark., 2021).

4.8. Fisetinin Molekiiler Yapisi ve ila¢ Etkilesimleri

Fisetin, difenilpropan yapisindan olusur ve ii¢ karbonla oksijenlenmis heterosiklik halka
yoluyla baglanan ve idame edici olarak bir okso ve dort hidroksil grubuyla kenetlenen iki
aromatik halkadan olusur (Jash, 2014; Zhong ve ark., 2022). Bu yap1 biyolojik aktiviteleriyle,
ozellikle de hidroksil gruplarinin sayisi ve bolgesiyle oldukca baglantilidir (Kashyap ve ark.,
2018; Zhong ve ark., 2022). Arastirmalar, fisetinin B ve C halkasinin, flavonollerdeki tipik A
halkasina kiyasla daha i1yi serbest radikal yakalama yetenegi gosterdigini ortaya ¢ikardi. Ayrica
fisetin igindeki hidroksil gruplarinin idamesi, biyoaktivitelerini de etkiledigi bulunmustur

(Crasci ve ark., 2018; Zhong ve ark., 2022)
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Sekil 10. Fisetinin 2D ve 3D molekiiler yapisi (National Enstitutes of Health, 2023)

Fisetin, heterosiklik piran (C-halkasi) araciligiyla baglanmis iki aromatik halka (A- ve B-
halkas1) iceren benzersiz bir flavon yapisina sahiptir. C-halkasindaki oksijen grubu, 2 ve 3
karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag (C2=C3 ¢ift bag1) ve dort hidroksil grubu (C-3, C-7, C-3’,
C-4"), flavonoid tiirlinii belirler. Alt1 tane hidrojen bagi alicisi, dort tane hidrojen bagi vericisi
ve bir adet donebilen bag ile bir kovalent bag tinitesi vardir (Pal ve ark., 2014). Yapisal-aktivite
iligkileri (SAR), fisetinin biyolojik aktivitelerini ileten énemli yapisal motiflerin, C2-C3 ¢ift
baginin 4-oxo grubu ile birlikte ve 3, 7, 3’, 4’ konumlarindaki hidroksil gruplarim igerdigini
gostermistir. C-halkasindaki C2=C3 ¢ift baginin 4-oxo grubu, halka B elektronlarini etkili bir
sekilde dagilimin1 genisletebilir, bu da daha gii¢lii antioksidan 6zelliklere yol agabilir. Ayrica,
3-OH ve 3', 4'-OH gruplan i¢in bag kopma enerjisi diisiiktiir; bu da serbest radikallere H
bagislama yetenekleri daha yiiksek oldugundan dolayr 7-OH’ in A-halkasindaki etkisinden
daha gii¢lii bir antioksidan etkisi oldugu anlamina gelir (Cao ve ark., 1997; Touil ve ark., 2011,
Wang ve Huang, 2018). Fisetinde tip 2 diyabetle iliskilendirilen Akt-fosforilasyonun
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inhibisyonu, C-3, C-3', C-4' ve C2=C3 ¢ift bagdaki OH gruplarindan biiyiik dl¢tide etkilenmistir
(Dirimanov ve Hogger, 2019). Insan voltaj duyarli K* kanali (insan eter a-go-go-iliskili gen)
hERG, birkag¢ kanser hiicresinde asir1 ekprese olur. Fisetin hERG K* kanal modiilatorii olarak
islev gostermektedir. C2=C3 ¢ift bagi, hERG inhibisyonu i¢in kritiktir, C-3” teki hidroksil
grubu ise bu etkide yer almamaktadir (Sun ve ark., 2017). B halkasindaki katekol grubunun
lipid peroksidasyonunun bir inhibitorii olarak rol oynadig1 goériinmektedir ve bu katekol grubu,
C halkasindaki 3-OH ile birlikte ve C2=C3 ¢ift bag, hiicre transformasyonunu inhibe edebilir
(Heijnen ve ark., 2002; Ichimatsu ve ark., 2007). Fisetin, 5.5 uM ICso degeri olan etkili bir
vaskiiler endotel biiyiime faktorii inhibitorii olarak islev gordiigii, bunun g¢ogunlukla A-
halkasindaki 7 ve B-halkasindaki 4’ pozisyonlardaki OH gruplar1 aracilifiyla gerceklestigi
bildirilmistir (Anso ve ark., 2010).

Bir ilacin in vivo farmakolojik etkileri, absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon
profilleri de dahil olmak tizere farmakokinetik 6zelliklerine siki bir sekilde baglidir (Huang ve
ark., 2018; Zhong ve ark., 2022). Bu parametreler, diizenleyici gereksinimlerin, optimal
dozajin, dozaj sikliginin ve ilag uyumunun formiilasyonu igin 6nemlidir (Mehta ve ark., 2015;
Mehta ve ark., 2017). Birgok in vivo ¢alisma, flavonoid metabolitlerinin insan viicudu iginde
ana mevcut formlarinin, metabolik dolasimda aglikonlarinin degil siilfat ve glukuronik asitleri
oldugunu dogrulamigtir (Chao ve ark., 2002). Bir farmakokinetik ¢alisma, fisetinin intravenz
(i.v.) uygulama sonrasinda (10 mg/kg) Sprague-Dawley sicanlarinda kuyruk damarindan hizl
bir sekilde emildigini ve glukuronitlere ve siilfatlara doniistiigiinii géstermistir. Ortalama serum
diizey-zaman profilleri, fisetin ana formunun hizli bir sekilde azaldigin1 ve es zamanli olarak
glukuronitlerin ve siilfat/glukuronitlerin arttigini1 géstermistir (Shia ve ark., 2009). Calismalar,
2,3-¢ift bag ve hidroksi gruplarda 3 ve 5-substitiisyon gdsteren flavonollarin ayni sekilde fisetin
i¢in de gegerli olan, P-gp ile yiiksek baglanma afinitesi gosterdigini belirtmektedir (Boumendjel
ve ark., 2001). Sonuglar, fisetinin P-gp’ ye yiiksek afinitesinden dolay1 safra atiliminin bununla
diizenlendigi gosterilmistir (Huang ve ark., 2018). Kanser tedavisinde hiicrelerin gogalmasini
durdurarak viicut i¢inde biiylime ve yayilmasini engelleyen ana mekanizmalardan biri
kemoterapidir. Kemoterapi birgok hastada sa¢ dokiilmesi, yorgunluk, kusma ve
kardiyotoksisite gibi tedavi ile iliskili yan etkiler yaratmaktadir (Imran ve ark., 2021).Bu
nedenle, daha giivenli kanser tedavisi i¢in bu yan etkilerin 6nlenmesi daha mantikli ve
uygundur. Fisetin gibi flavonoidlerin karaciger, kolon, meme, akciger, over kanseri gibi bir¢cok
insan kanser tiirlerinde kemopreventif roliinii degerlendiren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Li
ve ark., 2011; Yang ve ark., 2012; Kang ve ark., 2015; Kumar ve ark., 2019). Antioksidan

kapasitesi ve serbest radikal yakalama etkileri nedeniyle, fisetin farkli insan kanser hiicreleri ve
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xenograft tiimdrlerine karsi cesitli mekanizmalar aracilifiyla antikanser etkiler gosterdigi
bildirilmistir (Sekil 11). Fisetin kanser hiicre proliferasyonunu inhibe etme, hiicre dongiisii
ilerlemesini 6nleme ve apoptoz indiiksiyonu dahil birden fazla mekanizma araciligiyla
antikanser etki gostermektedir. Son in vitro ve in vivo ¢alismalar, fisetin' in gesitli kanser
tiirlerindeki molekiiler hedeflerini dogrulamstir (Sekil 11) (Park ve ark., 2008; Inkielewicz-
Stepniak ve ark., 2012).
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Sekil 11. Fisetinin farkli kanser tiirlerine ve altta yatan molekiiler mekanizmalara kars1 potansiyel
terapotik hedefleri (Zhong ve ark., 2022’ den yararlanilarak hazirlanmistir)

Fisetinin kombinasyon terapisi hiicre canliligini inhibe etme, hiicre gogiinii engelleme ve
apoptozu tetikleme konularinda daha etkin olabilir (Qaed ve ark., 2023). Ektrinsik yolak
boyunca fisetin, kaspaz-8’ i aktive etmek i¢cin dnce pro-kaspaz-8' i uyarir ve kaspaz-8' i aktive
eder, ardindan BID' i tBID' e aktive eder. Ayrica, kaspaz-8, kaspaz-3’ ii aktive ederek apoptozu
tetiklemektedir. Fisetin tarafindan p53’ iin aktivasyonu ile Bax/BAK miktarinin artmasi ve
BcL-2, BcL-XL, MCL-1 tarafindan negatif olarak diizenlenen BcL-2’ nin inhibe edilmesi
apoptozu gergeklestirir. ERK1,2, tBID’ i negatif olarak diizenler, Bax/Bak’ 1 aktive eder. Bu da
dogrudan fisetin tarafindan baglatilan, cyt ¢’ nin salinimina ve ROS’ un asir1 iiretimine yol agar,
5’-adenozin monofosfat aktive edilmis protein kinaz (AMPK)’ nin uyarilmasi ve apoptotik

proteaz aktive edici faktor (APAF)’ 1n etkisi altinda apoptozom olusumu, ardindan kolektif
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olarak kaspaz-9’ u ve kaspaz-3’ ii aktive ederek apoptoza yol acar. Ayrica, hem kaspaz-3 hem
de kaspaz-9, negatif olarak SMAC/DIABLO tarafindan diizenlenen PARP tarafindan inhibe
edilir. AMPK’ nin aktivasyonu, cyt ¢’ nin iiretimine yol agarak Bid, apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) ve Bax/BcL-2 oraninin artisini aktive eder, bu da kaspaz-3 ve kaspaz—-9’ un
aktivasyonuna yol agarak apoptozun artmasina neden olur (Qaed ve ark., 2023). Fisetinin

kolerektal kanser hiicrelerinde apoptoz yolaklarina etkileri Sekil 12° de 6zetlenmistir:
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Sekil 12. Kolorektal kanser hiicrelerinde fisetinin apoptoz yolaklarina etkileri (Qaed ve ark., 2023’ den
yararlanilarak hazirlanmistir) (Kisaltmalar: Bax, B hiicre lenfoma 2 ile iliskili x protein; MCLI,
miyeloid hiicre 16semi-1, BcL-2 Aile Uyesi; Cyt ¢, sitokrom c; ROS, Reaktif oksijen tiirleri; AIF,
apoptozu indiikleyici faktdr; (Smac/DIABLO), Ikinci mitokondrilerden tiiretilmis kaspaz
aktivatorii/dogrudan diisiik pI ile apoptoz baglayici protein; AMPK, adenozin monofosfat-aktive protein
kinaz) (“|” uyarmak i¢in "' L" inhibe etmek i¢in kullanilir; diiz ¢izgi dogrudan eylemi temsil eder; noktali
¢izgi birkag siire¢ lizerinden eylemi temsil eder).

Melatonin, COX-2/iNOS, NF-kB/P300 ve cyt ¢ bagimli apoptozu inhibe eder. Melanoma
hiicrelerinde fisetinin etkisi bir sinyal yolagimi amplifiye etmistir (Yi ve ark., 2014; Qaed ve
ark., 2023). BRAF mutasyonlu insan melanoma hiicrelerine, fisetin ve BRAF inhibitorii
sorafenib birlikte uygulandiginda ¢ogalmanin 6nemli 6l¢iide yavasladigi belirtilmistir. Kaspaz-
3 ve PARP pargalanmasi, Bax, Bak ekspresyonunda artis yanisira BcL-2 ve MCL-1" in
inhibisyonu apoptozdaki artisa katkida bulunmaktadir (Lin et al., 2016; Qaed et al., 2023).

Farkli bir ¢calismada, Hsp90 inhibitorleri geldanamisin ve gibberellin, mitokondriyal bagiml
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kaspaz-3 kaskadimi tetikleyerek ve p53 proteininin fosforilasyonunu hizlandirarak fisetin
tarafindan indiiklenen insan kolon kanseri hiicrelerinin sitotoksisitesini artttrmistir (Wu ve ark.,
2014; Qaed ve ark., 2023). Kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde fisetin ve hesperidinin hiicre
sinyal iletimini kontrol ederek, apoptoz ve hiicre dongiisliniin durmasina neden oldugu
bildirilmistir (Adan ve Baran, 2016; Qaed ve ark., 2023). Fisetinin pankreas kanseri hiicre soyu
AsSPC-1’ de, DR3 aracili NF-kB aktivasyonunu engelledigi, apoptozu indiikledigi ve invazyonu
onledigi gdsterilmistir (Murtaza ve ark., 2009). insan mesane kanser hiicrelerinde preaseton
tarafindan indiiklenen apoptoz p53 yukar regiile ederken, NF-xB aktivitesi azalir ve pro-
apoptatik ile antiapoptotik proteinler arasindaki orani degistirir. Fisetin, Bax ve Bak
ekspresyonunu arttirirken, Bel-2 ve Bel-XL seviyelerini diisiirerek mitokondriyal 6liim yolunu
aktive eder. Benzer sonuglar otolog mesane kanseri ile tedavi edilen farelerde de goriilmiistiir
(Li ve ark., 2011; Li ve ark., 2014; Qaed ve ark., 2023). Fisetinin, COX-2’ nin asir1 eksprese
oldugu insan kolon kanseri hiicre soyu HT29’ da epidermal biiylime faktorii reseptorii/NF-kB

aracili apoptozu uyardigi belirtilmektedir (Suh ve ark., 2009)

4.9. MikroRNA

Yaklasik 30 yil once Caenorhabditis elegansda mikroRNA’ lar tespit edilmistir. Bu tiirdeki
MIRNA’ larin bilinmesinden 6nce Drosophila molekiiler genetik ¢alismalarindan genel
diizenleyici ve hedefleme prensiplerinin anlasildigi bildirilmistir (Lai ve Posakony, 1997;
Leviten ve ark., 1997; Lai ve ark., 1998; Shang ve ark., 2023). 2001 yilinda 6karyotlarda
miRNA'lar kiiciik RNA sinifi olarak tanimlanmasiyla bilimsel disiplinlerde bu yeni diizenleyici
paradigmaya yonelik yogun arastirmalar tetiklenmistir (Lagos-Quintana ve ark., 2001; Lau ve
ark., 2001; Lee ve Ambros, 2001; Shang ve ark., 2023). Sonraki on yil, korunmus miRNA
lokuslarinin ana kataloglari, miRNA biyogenezi ve fonksiyonunda merkezi olan molekiiler
faktorleri ve bunlarin diizenleyici mekanizmalari ortaya ¢ikarildi (Shang ve ark., 2023).
MIiRNA’ larin biyogenezi, primer miRNA (pri-miRNA)’ larin ¢ekirdekte ve sitoplazmada adim
adim islenerek olugsmaktadir. miRNA’ lar, ~22 niikleotit uzunlugunda ve bir veya daha fazla
hairpin yapist iceren daha uzun primer miRNA (pri-miRNA) transkriptinden tliremis olan
RNA’ lardir (Sekil 13). Cogu miRNA hairpin yapis1 kodlanmayan transkriptlerden veya
intronlardan tiiretilirken az sayida miRNA protein kodlayan genlerin ekzonlariyla

ortiismektedir (Bartel, 2018).
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Sekil 13. miRNA, miRNA biyosentezi ve mekanizmasi. Cekirdek i¢inde, miRNA geni RNA polimeraz
II tarafindan pri-miRNA'ya transkript edilir. Drosha ve DGCRS&'in yardimiyla, pri-miRNA pre-
miRNA'ya doniistir. Daha sonra, Ran/GTP/Exportin-5 kompleksi pre-miRNA'y1 sitoplazmaya tagir.
Sitoplazmada, Dicer, bir miRNA dupleksi elde etmek i¢in terminal halkasini ayirir. Dicer, TRBP ve
PACT'in yardimiyla, pre-miRNA tek iplik¢iklere ayrilir ve AGO2 ve RISC ile birleserek olgun RISC
kompleksini olusturur. Son olarak, RISC kompleksi hedef mRNA'ya baglanarak mRNA'nin
parcalanmasina veya translasyonunun baskilanmasina neden olur (Yang ve ark., 2022’ den yararlanarak
hazirlanmistir) (Ucretsiz BioRender programu ile tasarlanmistir).

En ¢ok korunan miRNA’ lar (yani, omurgalilar arasinda paylasilanlar), iki RNaz III enzimi
iceren bir kanonik yol kullamlarak olusturulur (Sekil 13). Ilk olarak, bir pri-miRNA
transkriptinin hairpin yapisi, RNaz III Drosha molekiiliiniin iki kopyasiyla bagli olan niikleer
mikroislemci kompleksi tarafindan 'kirpilir', boylece ~55-70 niikleotit uzunlugunda bir 6ncii
MIRNA (pre-miRNA) hairpin yapisi ortaya ¢ikar. Pre-miRNA, sitoplazmaya taginir ve RNaz
III Dicer tarafindan terminal dongiiye yakin bir yerde kesilerek miRNA dubleksi elde edilir, bu
da Argonaute (Ago) protein ailesinden bir tiye ile etkilesime girer. miRNA™ tiirliniin atilmasini
takiben (ayn1 zamanda yolcu iplik olarak da bilinen), dupleksin sekans ve yapisal 6zellikleri
tarafindan diizenlenen bir siiregle, olgun tek iplikli miRNA baglanir. miRNA-Ago etkilesimi,

miRNA hedeflemesinin 6zgiilliigiiniin belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir adimdir. Ago

33



kompleksinin yonlendirmesiyle komplementer RNA hedeflerinin baskilamasina neden olur
(Yang ve Lai, 2011). Drosha bagimsiz ve/veya Dicer bagimsiz olabilen ek kanonik olmayan
miRNA yolaklart mevcuttur (Czech ve Hannon, 2011). Bu tiir atipik yolaklarin bilinmesi, hem
Drosha hem de Dicer RNase III enzimlerini etkili bir sekilde atlayarak fonksiyonel miRNA'lar
iretebilen sentetik substratlarin tasarlanmasina olanak tanir (Maurin ve ark., 2012; Shang ve
ark., 2015; Shang ve ark., 2023). miRNA biyogenez siireci her adimda ¢ok dikkatli diizenlenir.
Diizensizlik meydana gelirse kanser, norodejeneratif bozukluklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara neden olabilir (Bofill-De Ros ve Vang Orom,
2024).

4.10. Kanserde MikroRNA’ larin Rolii

Baslangigta kodlamayan miRNA’ larin insan saglig1 iizerinde ciddi bir etkiye sahip olabilecegi
ve hatta kanserin ortaya ¢ikmasina ve ilerlemesine yol acabilecegi diisiiniilmiiyordu. miRNA’
larin siirekli arastirilmasi bu goriisii yavas yavas degistirdi. miRNA” lar yalnizca hiicre gelisimi,
metabolizma, ¢ogalma ve apoptoz gibi ¢esitli biyolojik siire¢lerdeki normal fizyolojik
aktiviteleri diizenlemek i¢in kritik degildir, ayn1 zamanda kanserin ilerlemesinde de 6nemli bir
rol oynar (Y. Chen ve ark., 2019; Tong ve ark., 2019; Yang ve ark., 2022). 2002 yilinda Calin
ve digerleri (Calin ve ark., 2002), kronik lenfositik 16semide (CLL) 13q14’ te bulunan (miR-15
ve miR-16) miRNA genlerinin genellikle delesyon ve ekspresyon analizi ile silindigini
(deleted) veya diisiik diizeyde ekprese oldugunu gosterdi. Bu ¢alisma, miRNA’ larin timor
olusumu ve tiimor ilerlemesinde 6nemli rol oynayabilecegini 6ne siirmektedir. Bu nedenle, o
tarihten giiniimiize, KRK’ nin olusumu ve gelisimi de dahil kanser ilerlemesiyle miRNA’ larin
anormal ekspresyonunun iligkili oldugunu goésteren gok sayida caligma yapilmistir (Li ve ark.,

2018; Tang ve ark., 2019; Stang ve ark., 2021; Yang ve ark., 2022).

Bagirsak mikrobiyomu, KRK bagisiklik diizenlemesinde ve tiimorii tegvik eden mikro ortamda
onemli bir katilimci olarak kabul edilir, ¢linkii farkli bagirsak kaynaklarindan gelen bakteriler,
tiimor biliylimesini tetikleyebilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bagirsak mikroplar ile timor
hiicresi metabolizmasindaki konak¢1 arasindaki capraz baglantinin biiyiik 6l¢lide miRNA
seviyelerinin diizenlenmesiyle saglandigini belirtmektedir (Yuan ve ark., 2019; Xing ve ark.,
2022; Yang ve ark., 2022). Bagirsak mikrobiyotast miRNA ekspresyonunu etkileyebilir ve
MIRNA’ nin anormal ekspresyonu daha sonra sinyal yolaklarini aktive ettigi ve KRK' daki
timor patobiyolojisinin gesitli yonlerini diizenledigi 6nerilmistir (Li ve ark., 2014; Yang ve
ark., 2022).
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KRK’ nin ilerlemesinde ve metastazinda, onkogenlerin, timor baskilayici genlerin ¢oklu
genetik ve epigenetik degisiklikleri olan ¢ok asamali siire¢ sonucudur. Ayrica metastaz KRK
hastalarinda koétii prognozun 6nemli nedenidir. Son yillarda, KRK patogenezinde ve
metastazinda yer alan ¢ok sayida diizenleyicide miRNA’ larin 6nemli rolleri tanimlamistir. Son
zamanlarda, kolorektal kanser ilerlemesi ve metastazi diizenleyen miRNA’ larin sinyal
yollarini, EMT’ yi ve anjiyogenezi gibi ¢esitli mekanizmalar etkileyerek gergeklestigi giderek
daha fazla kabul gérmektedir (Yang ve ark., 2022). Kanser hiicre transformasyonunda énemli
rol oynayan miRNA'lar, timor gelisimi ve ilerlemesi veya hiicre dongiisiiniin inhibisyonunda
rol oynayan genleri hedefleyerek tiimor baskilayict genler veya onkogenler (oncomiR’ ler)
olarak da islev gorebilir. Tiimorlerde asir1 eksprese olan, tiimor baskilayict mRNA’ lar
baskilayan ve tiimor hiicresi ¢ogalmasini ve metastazi uyaran giliniimiize kadar kanser
biiyiimesinde farkli rollere sahip tanimlanmis bir¢ok farkli oncomiRNA vardir (Svoronos ve
ark., 2016; Chakrabortty ve ark., 2023). Kanserde oncomiR’ ler yukari dogru diizenlenir ve
hedef tiimor baskilayict genleri baskilar. Buna karsin, malignitede tiimor baskilayict miRNA’
lar asag1r yonde regiile edilir ve bunun sonucunda hedef onkogenler asir1 ekspres edilir

(Svoronos ve ark., 2016; Saliminejad ve ark., 2019).

MIRNA’ lar, yukari regiile edilen ve asagi regiile edilen miRNA’ lar olmak iizere iki ana sinifa
ayrilir. Calismalar, miRNA’ larin normal gelisimde ve c¢esitli hastalik kosullarinda, viral
enfeksiyonlar, immunolojik bozukluklar ve ¢esitli kanser tiirleri de dahil olmak tizere diisiik ve
yiiksek diizeyde eksprese oldugu gosterilmistir (Mehta ve Baltimore, 2016; Y. Chen ve ark.,
2019; Bhowmick ve ark., 2020; DeVeale ve ark., 2021; Ricafrente ve ark., 2021; Khan ve ark.,
2022). Kanser vakalarinda, bir dizi miRNA, cesitli hiicre dis1 sinyallere yanit olarak
onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu hassas olarak diizenlemektedir
(Esquela-Kerscher ve Slack, 2006; Kai ve ark., 2018; Huang ve ark., 2020; Khan ve ark., 2022;
Pagotto ve ark., 2022). Cesitli kanserlerde birgok miRNA’ nin asir1 ifadesi oldugu ancak birgok
tiimorde ¢ogu miRNA’ nin diislik diizeyde olmast miRNA’ larin onkojenik 6zelliklere kiyasla
timor baskilama 6zelliklerini isaret etmistir (Garzon ve ark., 2010; Toden ve ark., 2021; Khan
ve ark., 2022). Fakat bazi ¢alismalarda, miR-7 gibi spesifik miRNA' lardan bazilarinin,
onkogenleri veya tiimor baskilayicit genleri hedef alarak ayni anda oncomiR veya timor
baskilayict miRNA olabildigi rapor edilmistir (Svoronos ve ark., 2016; Saliminejad ve ark.,
2019).

KRK’ nin patogenezinde dnemli rol oynayan araglardan biri de mir-21" dir. miR-21 geni,
kromozom 17 iizerinde yer alir ve bir anahtar (onkogen) oncomiR'dir. Prostat kanseri dahil

bir¢ok karsinomda asir1 eksprese edilir. Protein tirozin fosfotaz ve tensin homologu (PTEN)
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dahil bir dizi tiimdr baskilayici genlerin ekspresyonunu baskilayarak ¢ogalmayi, migrasyonu
ve ¢oklu ilag direncini tesvik eder (Feng ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2020; Zhao ve ark., 2021).
mMiR-21’ in daha diisiik ifadesi, JAK/STAT3 basamaklar1 gibi sinyal yolaklarini hedefleyerek
apoptozu indiikler ve diger miR’ lerle isbirligi yapabilir veya sinerjistik olarak performans
gosterebilir oldugu onerilmistir (X. Zhou ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2021). miR-21, PTEN,
Tropomiyosin 1 (TPM1) ve programlanmis hiicre 6liimii 4 (PDCD4) asag1 diizenlenmesi ile
iliskilidir. miR-21" in asir1 ekspresyonu meme, yumurtalik, kolon vb. gibi ¢esitli kanserlerde
rapor edilmektedir (Ozgiin ve ark., 2013; Echevarria-Vargas ve ark., 2014; Menon ve ark.,
2022; Chakrabortty ve ark., 2023). Meme, akciger, yumurtalik, kolon, prostat, pankreas ve mide
kanseri hastalarinin serum, plazma ve tiimor dokularinda da yiiksek miR-21 seviyeleri rapor
edilmistir. miR-21 in asag1 regiilasyonunun kanser ¢ogalmasini azalttigt ve pankreas,
yumurtalik ve meme kanserlerinde ilag direncini tersine ¢evirdigi onerilmistir (Si ve ark., 2007,
Sicard ve ark., 2013; Chan ve ark., 2014; Chakrabortty ve ark., 2023). KRK’ nin ilerlemesi
PTEN’ in baskilanmasmin, PI3K yolagmin giiclenmesi ile iliskili olan miR-21 tarafindan
kontrol edildigi onerilmistir (Drebber ve ark., 2011). Schetter ve arkadaslari, mir-21 asirt
ekspresyonunun kolon adenokarsinomu hastalarinda kétii klinik sonuglar ve diisiik sagkalim
orantyla baglantili oldugunu gostermistir (Schetter ve ark., 2008). miR-21, KRK hiicrelerinde
kok hiicre 6zelliklerini tetikler. Ayrica, miR-21, HT29 ve HCT116 hiicre soylarinda 5-FU ve
oksaliplatin temelli klinik rejimlere duyarhilifi azaltarak hiicre cogalmasimi tetikledigi
onerilmistir (Yu ve ark., 2015; Mehrgou ve ark., 2021). Baska bir ¢alismada miR-21'in
ekspresyonu kolon kanser hiicrelerinin eksozomlarinda normal insan kolon epitelyal
hiicrelerine kiyasla belirgin derecede yiiksek diizeyde bulunmugstur (Sun et al., 2020). Jiang ve
ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, morfolojik olarak, HCT-116 ve HT-29 hiicre soylarina miR-
21-3p veya miR-21-5p inhibitorlerinin yani sira miR-21-5p mimiklerinin transfeksiyonu, hiicre

Oliimiine neden olmustur (Jiang et al., 2021).

Cesitli kanser tiirlerinde miR-181 yukari regiile edilen oncomiR'dir (Tian ve ark., 2022;
Chakrabortty ve ark., 2023). Insanlarda, miR-181a kromozom 1’ de bulunmaktadir. miR-181a-
5p, miR-181a’ nin olgun, tek bir zinciridir (Yang ve ark., 2014; Su ve ark., 2019). miR-181a-
5p, meme timor ilerlemesini N-Myc downstream-iliskili gen 2 (NDRG2) araciligiyla
destekleyerek PTEN/AKT sinyal yolagimin aktivasyonunu tesvik eder ve RTK sinyal
antagonisti 4 (SPRY4), PH domain, 16sin bakimindan zengin tekrarlanan protein fosfataz 2
(PHLPP2) ve inositol polifosfat 4-fosfataz tip II (INPP4B) inhibitorlerini engeller (Strotbek ve
ark., 2017; Tian ve ark., 2018; Zhai ve ark., 2022; Chakrabortty ve ark., 2023). insan

mikroRNA-181a-1> in (hsa-miR-181a) anormal ekspresyonunun, cesitli kanserlerin
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patogenezinde onkogen veya tiimor baskilayici olarak rol aldigi gosterilmistir. miR-181
paraloglarmin (yani miR-181a, b, ¢, d) hiicre tiplerinin mitokondrileri ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Zheng ve ark., 2021). miR-181, doza duyarli olarak kromozom X tizerindeki
adrenal hipoplazi kritik bolgesini, gen 1'1 (DAX-1) hedefleyerek prostat kanseri hiicre
proliferasyonunu kolaylastirdig1 gosterilmistir (Tong ve ark., 2014; Chakrabortty ve ark.,
2023). Oral skuamoz hiicreli karsinomda miR-181 artisi, kotii prognoz ve sagkalim ile iligkili
olup melanomda ise ilag direnci ile iliskili oldugu onerilmistir (Barbato ve ark., 2021;
Chakrabortty ve ark., 2023).

Insan miR-381'in (hsa-miR-381) kodlayic1 geni, kromozom 14’ iin uzun kolunda bulunur ve
endotel hiicrelerinin apoptoz ve proliferasyonunda yer alan miR-154 gen ailesinin iiyesidirler
(Guo ve ark., 2020). miR-381-3p seviyeleri ile apoptoza duyarlilik arasinda dogrudan negatif
bir iliski oldugu daha Onceki c¢alismalarda gosterilmistir (Meng ve ark., 2021). miR-381
kanserdeki islevini hiicre ¢ogalmasini, apoptozu, hiicre dongiisii ilerlemesini, hiicre gociinii ve
invazyonunu diizenleyerek gosterir. miR-381 lenfanjiyogenez ve tiimor anjiyogenezini de
diizenler (Sha ve ark., 2022). Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanserinde miR-381 gen ekspresyonu azalmaktadir (Rothschild ve ark., 2012; Leivonen ve ark.,
2017; Tian ve ark., 2017; Xuan ve ark., 2019; Jin ve ark., 2020; Sha ve ark., 2022). miR-381,
sindirim sistemi ile ilgili bircok kanserde; renal hiicreli karsinom, mesane, prostat, yumurtalik,
endometriyal ve rahim agz1 kanseri gibi lirogenital neoplazmlarin yanisira oral skuaméz hiicreli
karsinom dahil 6zofagus skuamdéz hiicreli karsinom, mide kanseri, kolorektal kanser,
hepatoseliiler karsinoma ve pankreas kanserinde asagi yonde diizenlenmektedir (Formosa ve
ark., 2014; He ve ark., 2016; Xia ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2016; Cao ve ark., 2017; X.
Yang ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017; Liu ve ark., 2018; Tu ve ark.,
2018; Chan ve ark., 2019; Li ve ark., 2019; Rui ve ark., 2019; Shang ve ark., 2019; Xie ve ark.,
2019; Yin ve ark., 2019; Sha ve ark., 2022).

miR-181a ifadesinin KRK’ da bagimsiz anlamli bir prognostik faktor oldugunu ve PTEN’ in
miR-181a’ nin aday hedef geni oldugu gosterilmistir. KRK’ da miR-181a ifadesi ve prognostik
degeri analiz edilmis ve miR-181a’ nin artisinin daha kotii bir prognozla iliskili oldugu
bulunmustur. Ayrica miR-181a ifadesinin, klinikopatolojik faktorlerle iligkili olmadig
onerilmistir (Nishimura ve ark., 2012). miR-181a’ nin tiroid kanseri (He ve ark., 2005; Pallante
ve ark., 2006) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde arttigi, glioma hiicrelerinde ise
azaldig1 gosterilmistir (Shi ve ark., 2008; Nishimura ve ark., 2012). Kanaan ve ark., miR-181a’
nin inflamatuar bagirsak hastaligi ile iliskili KRK’ da neoplastik olmayanlardan (non-

neoplastik) displaziye ilerleme siirecinde arttigini, displazinin kansere evrildiginde ise miR-
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181a ifadesinin azaldigini rapor etmistir. Bu ¢alismada, normal ve kanser dokusunda miR-181a
ifadesinde fark bulunmamistir (Kanaan ve ark., 2012). Xi ve ark. tarafindan yapilan
arastirmada, HCT-116 ve null-p53 HCT-116 hiicrelerinde miRNA ekspresyonu dizi analizi
yapilarak karsilastirilmis ve miR-181a’ nin kismen p53 geni tarafindan kontrol edildigi
bulunmustur. Bu bulgular, miR-181a’ nin KRK’ nin karsinojenez ile iligkili olabilecegini
gostermektedir (Xi ve ark., 2006). miR-381 mide kanserindeki roliine benzer olarak KRK” da
Twistl’in negatif regiilatorii olarak da gorev yapabilir. miR-381 dogrudan epitelyal
mezenkimal gecis (EMT) indiikleyicisi Twistl’ i hedef alarak KRK’ da hiicre gog¢iinii ve
invazyonu kisitlamaktadir. Ayn1 zamanda Twistl’ in asag1 regiilasyonu KRK hiicrelerinin
cogalmasini da engellemektedir (He ve ark., 2016). KRK' da ubikuitin konjuge edici enzim E2C
(UBE2C) ekspresyonunun anormal yukari regiilasyonu oldugu ve UBE2C ifadesinin miR-381
tarafindan modiile edildigi belirtilmektedir. miR-381, UBE2C ifadesini azaltir, boylece hiicre
¢ogalmasini, hiicre go¢iinii azaltir ve hiicre apoptozunu tesvik ederek KRK’ da baskilayict etki

yapmaktadir (Y. Zhang ve ark., 2018).

4.11. MikroRNA ve fla¢ Direnci Mekanizmasi

mMIRNA’ larin anormal ifadesinin, KRK' nin ilerlemesi, metastazi ve ilag direnci ile yakindan
iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir (Yang ve ark., 2022). Bir¢ok miRNA, KRK' da diizensizdir
ve bazilari, ilag metabolizmasini, ila¢ dagitimini, DNA hasar1 tepkisini ve hiicre apoptozunu
diizenleyerek anti-kanser tedavilerine verilen yanitlarla iligkilidir (Zheng ve ark., 2010). KRK
tedavisindeki temel sorunlardan biri erken teshis edilememesidir. Cogu zaman hastalik, kanser
hiicrelerinin yayilmasindan sonra teshis edilmesinden dolayr kemoterapi bir siire sonra
hastaligin ilerlemesini engelleyemez ve dolayisiyla tiimér hiicrelerinin ilaca direncine sebep
olur (Van der Jeught ve ark., 2018). Ilag direnci, tedavi basarisizligiyla iliskili, iyi tanimlanmis
bir olgudur. Kanserde kemodireng kemoterapi ilaglarina kars1 gelismektedir (Housman ve ark.,
2014). Giniimiizde, P-gp gibi ilag tastyicilar1 araciligiyla hiicre i¢i ilag konsantrasyonlarinin
azalmasi, hiicre dongiisiiniin bozulmasi, apoptoz, DNA hasar1 onarim mekanizmalari, anormal
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi ¢esitli mekanizmalar rapor edilmistir (Kutanzi
ve ark., 2011). KRK de ilag direncinde miRNA' larin molekiiler mekanizmalart Sekil 14” te

gosterilmistir.
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Sekil 14. KRK ilag¢ direncinde miRNA’ larin molekiiler mekanizmalari. P-gp (P-glikoprotein), EMT
(epitelyal-mezenkimal gegis), otofagozom kiiresel yapisi, lizozom, bir otofagozom ve bir lizozomun
flizyonu sonucu olusan otolizozom, DNMT (DNA metiltransferaz) (Pouya ve ark., 2022’ den
uyarlanarak hazirlanmistir).

5-FU ve/veya kapesitabin, KRK’ daki temel tedavilerden biridir ve viicuttaki etki mekanizmasi
DNA replikasyonunu inhibe etmektir. Bu fonksiyon, DNA'da florlu niikleotidlerin timidin ile
yer degistirmesine yol acar ve hiicre 6liimii meydana gelir (Van der Jeught ve ark., 2018). Bu
nedenle, tlimor hiicrelerinde miRNA ifade profilleri degisir. miRNA’ nin nasil etki ettigini
aciklayan iki molekiiler mekanizma bulunmaktadir. miRNA, KRK’ daki kanser hiicrelerini 5-
FU’ ya duyarl hale getirmek i¢in hedef genin 3'-UTR mRNA' sina baglanir. mRNA ve miRNA
eslesmesi tamamlandiginda, hedef kesilir ve protein ifade edilmez. Ancak hatali baz ¢iftlerinde,
hedef protein sessizlestirilir veya ifade seviyesi azalir. miRNA ayrica, mRNA hedef {izerinde
ters blokaj olusturarak veya transkripsiyon etkinligini diizensizlestirerek translasyonel re-
programlamaya neden olabilir . KRK hiicrelerinin 5-FU’ ya maruz kalmasi, bazi miRNA’ larin
sagliklt hiicrelere kiyasla arttigim1 ve bazilarinin azaldigim1 gostermistir. KRK  tiimor
hiicrelerinde artan miRNA’ lar onkojenik, azalanlar tiimdr baskilayici olup 5-FU’ ya karsi ilag
direncinin indiiklenmesine yol acar (J. Zhou ve ark., 2010; Blondy ve ark., 2020). Ayrica
calismalar, 5-FU’ nun ila¢ direncini indiiklemekde miRNA’ larin metabolik enzimleri, ABC
tasiyici proteinleri, hiicre dongiisiinii, apoptozu ve epitelyal-mezenkimal gec¢isi (EMT) modiile

ettigini gostermistir (Bartel, 2004; Yang ve ark., 2014; Jiang ve ark., 2015; Deng ve ark., 2016).

5-FU anabolizma veya katabolizma yolaklarindaki enzimlerin, birincil islevlerini kaybederek

5-FU’ ya direngli hale geldigi gosterilmistir (Blondy ve ark., 2020). Ayrica miRNA’ larin 5-FU
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direncinde onemli rollere sahip oldugu Onerilmistir (Su ve ark., 2015). Cesitli calismalar,
MIRNA’ larin ¢esitli mekanizmalar yoluyla kanserin ilerlemesinde kritik bir rol oynadigini
gostermistir. miRNA’ lar, farkli tiirdeki tiimor baskilayicilar1 ve onkogenleri hedef alarak
kanserdeki molekiiler yolaklar1 diizenlemektedir (Zhang ve ark., 2007). Diizenleyici islevleri
kanser kok hiicre biyolojisi, anjiyogenez, epitelyal-mezenkimal gegis, metastaz ve ilag
direncinde de rapor edilmistir (Kong ve ark., 2012). Ila¢ direnci agisindan, hiicre ici ilag
birikiminin azalmasi, DNA hasar onariminin artmasi, apoptozun azalmasi ve onkogenlerin ve
tiimdr baskilayicilarin diizensizligi gibi gesitli faktorler s6z konusudur. miRNA” lar ilag direnci

stirecinde kritik dneme sahiptir (Xie ve ark., 2016).

Ilag tastyicilarinin ve ilact metabolize eden enzimlerin asir1 ekspresyonu, dnemli hiicresel
savunma mekanizmalaridir ve kemoterapotik ajanlarin ve bunlarin metabolitlerinin hiicresel
emilimini, dagilimini ve atilimimi diizenlemede 6nemli rollere sahiptir (Gatti ve Zunino, 2005;
Baguley, 2010). Son zamanlarda, miRNA’ larla ilgili bircok c¢alisma, ila¢ akisi ve
metabolizmasinda rol oynayan bir hedef gen alt kiimesini gostermistir (Kovalchuk ve ark.,
2008; Pan ve ark., 2009; Xin ve ark., 2009). Kolorektal kanser hiicrelerinde miR-522 dogrudan
ABCBS5’ i hedefleyerek hiicre sagkalimini ve doksorubisin direncini baskiladigi gosterilmistir
(Yang ve ark., 2015). Wang ve arkadaglari, KRK’ da miR-26b tiimor baskilayicinin asiri
ifadesinin, hiicreleri 5-FU tedavisine duyarh hale getirdigi ve P-gp ekspresyonundaki azalma
ile iliskilendigini gdsterdi (B. Wang ve ark., 2018). Ote yandan, MRPS8 veya ATP-baglayici
kaset C11 (ABCC11)’ in baskilanmasi yoluyla (miR-302, miR-369, miR-200c) miRNA' larin
ekspresyonu KRK hiicrelerinin 5-FU’ ya duyarliligin1 artirabilir (Guo ve ark., 2003; Miyazaki
ve ark., 2015; Arlanov ve ark., 2016). Bu nedenlerden dolayi, sirasiyla tiimor baskilayict
MIRNA’ larin ekspresyonunun uyarilmasi ve ABC tasiyicilarinin  ekspresyonunun
azaltilmasinda ve arttirtlmasinda rol oynayan onkojenik miRNA’ larin ekspresyonunun inhibe
edilmesi, KRK’ da ABC tasiyicilar tarafindan indiiklenen ilag direncinin azaltilmasina 6nemli

olglide yardimer olabilir (Pouya ve ark., 2022).

Bir¢ok miRNA, apoptozla iliskili genlerin, dzelliklede BcL-2 ailesi genlerinin ekspresyonunu
indiikleyerek ilag direncinde 6nemli bir rol oynar. KRK” da 5-FU’ya kars1 ilag direncinde, miR-
206’ nin disiik ekspresyonu, apoptozun inhibe edici bir faktorii olarak BcL2’ nin asir
ekspresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Meng ve Fu, 2018). miR-148a, miR-125a-5p ve
mMiR-143’ iin asint ifadesi BcL-2 ekspresyonunu azalttigi onerilmistir (Zhang ve ark., 2011;
Tong ve ark., 2015) . KRK hiicrelerinde miR-143" iin kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9
ekspresyonunu indiikleyerek apoptozu artirdigi gosterilmistir (Borralho ve ark., 2009). Kolon

kanseri hiicrelerinde miR-520g” nin asir1 ifadesi, in vitro ve in vivo apoptozu inhibe ederek 5-
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FU veya oksaliplatine karsi kemodirenci arttirmistir (Zhang ve ark., 2015). 5-FU ve diger
kemoterapotik ilaglara karsi toksisite ve ilag direnci, KRK tedavisinde 6nemli sorunlardir. Cok
sayida calismada, ilag¢ tasinimi, hiicre donglisiiniin durmasi, DNA hasar1 onarim mekanizmalari,
apoptoz, otofaji, anahtar enzimler, epigenetik, EMT, kok hiicre, immiin sistem gibi gesitli
hiicresel mekanizmalarin bozulmasiyla KRK’ da ila¢ direncinin gelisiminde miRNA’ larin

onemi gosterilmistir (Pouya ve ark., 2022).

4.12. Kolorektal Kanser Hiicrelerinde Apoptoz

Apoptoz, hasarli ve fazla hiicrelerin uzaklastirilmasini igeren 6nemli biyolojik siirectir. Ayrica
yaslanma, doku homeostazisi ve hiicre biiylimesi gibi diger bir¢cok biyolojik siireclerde de rol
oynar. Biitiin dokular, hiicre sayilarin1 ve doku boyutlarini diizenli bir sekilde kontrol
edebilmeli ve homeostazi tehdit eden hiicrelere kars1 kendilerini koruyabilmelidir. 1970'lerin
baslarinda, Kerr ve arkadaslari, saglikli dokularin 6lii hiicrelerinde meydana gelen tek hiicre
6limii fenomenini gézlemlediler; ayn1 zamanda teratogenez, neoplazi, tiimor regresyonu, atrofi
ve involiisyon ile iligkilendirilen hiicrelerde de bu fenomeni gézlemlediler. Apoptoz adi verilen
bu hiicresel siireci tanimlamak i¢in, Yunanca kdkenli terimler (apo=icin, ptosis=diisme) secildi
(Kerr ve ark., 1972; Hengartner, 2000; Perl ve ark., 2005). Programlanmis hiicre 6limii,
olgunlagsmadan Once veya sonra istenmeyen hiicreleri veya potansiyel olarak reaktif hiicre
hatlarin1 ortadan kaldirir. Bu siireg, fetal ve embriyonik gelisim ile doku remodellemede hayati
oneme sahiptir (Perl ve ark., 2005). Kerr ve arkadaslari, apoptotik hiicrelerin nekrotik
hiicrelerden farkli birgok morfolojik 6zelligi paylastigini gézlemlemistir (Kerr ve ark., 1972).
Apoptoz geciren hiicreler; hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi, niikleozomal par¢alanma
ve plazma zarmin tomurcuklanmasi gibi 6zelliklerden bir veya daha fazlasini sergilemektedir.
Apoptozun biyokimyasal Ozellikleri, DNA fragmentasyonu, belirli yerlerde protein
parcalanmasi, mitokondriyal membran gecirgenliginde artis ve hiicre zar1 ylizeyinde
fosfatidilserinin goriinmesini icermektedir (Ziegler ve Groscurth, 2004; Perl ve ark., 2005). Pro-
apoptotik proteinlerin salinmasimna ve ardindan apoptotik cisimlerin olusumuna yol acan
mitokondriyal gecirgenlikte artis olur. Ortaya ¢ikan membrana bagli apoptotik cisimler, komsu
hiicreler veya makrofajlar tarafindan yok edilir. Apoptoz tek hiicreli bir olaydir ve inflamatuar
bir reaksiyona neden olmaz (O'Brien ve Kirby, 2008). Hiicre yapisindaki ¢ok sayida benzersiz
morfolojik degisikliklerin yani1 sira bir dizi enzime bagimli biyolojik siire¢, apoptozun
ozellikleridir. 1ki temel apoptotik sinyal yolagi vardir: dissal ve igsel apoptotik yolaklar
(Verbrugge ve ark., 2010; Su ve ark., 2015). i¢sel (veya mitokondriyal) apoptotik yolak; DNA
hasari, sitotoksik ilag¢ tedavisi, bitytime faktorii yoksunlugu ve / veya oksidatif stres dahil olmak

tizere ¢esitli hiicre i¢i uyaranlar tarafindan tetiklenir. Bu yolak prokaspaz-9, Apaf-1 ve cyt ¢’
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den apoptozom olusur. BcL-2 aile tiyesi; Bax, Bak, BcL-2, BcL-XL, Mcl-1, Bid ve Bim,
mitokondriyal membran gecirgenligini diizenleyerek cyt ¢ salinimini kontrol eder. Cyt ¢ gibi
pro-apoptotik faktorler, gdzenekler yoluyla mitokondriden disar1 sizar ve apoptozu indiikler.
Dissal yolak (Oliim reseptorii yolagl); Fas ve tiimér nekroz faktdr (TNF) reseptorii hiicre
zarinda lokalizedir. Oliim reseptdrlerinin Fas ligand (FasL), tiimor nekroz faktdr alfa (TNF-a)
lenfotoksin alfa vb. ligandlarla etkilesimi ile prokaspaz-8 kaspaz-8’ e doniisiirek kaspaz kaskad1
aktive olur (Slee ve ark., 1999; Verbrugge ve ark., 2010; Tabas ve Ron, 2011; Su ve ark., 2015;
CELEPLI, 2020). Apoptozom kompleksindeki kaspaz bileseni kaspaz-9, mitokondriden cyt ¢
salimin1 aktive eder. Kaspaz-9, bir cdkl substrati olarak tanimlanan ilk kaspaz olarak
tanimlanmustir. I¢sel yolaktaki kaspaz-9 gibi, kaspaz-8’ in aktivitesi de translasyon sonrasi
modifikasyon, ozellikle fosforilasyon ile degistirilebilir. Kaspaz-8 dogrudan tirozin kinazlar
tarafindan diizenlenebilir. Kaspaz-3 efektor kaspazdir ve kaspaz kaskadinin diizenlenmesine ve
kaspaz substratlarinin karakterizasyonuna yonelik ¢aligmalarla, kaspaz-3’ iin kaspaz-7 ve
kaspaz-6 ile hem farkli olan hem de ortiisen rolleri vardir (Slee ve ark., 1999; Lakhani ve ark.,
2006; Luthi ve Martin, 2007; Inoue ve ark., 2009; Parrish ve ark., 2013) (Sekil 15).

EKSTRINSIK INTRINSIK

Mitokondriyal
= Yolak

.

Olim /
domaini

Kaspaz 8,10

Sekil 15. Apoptotik sinyal yolaklari; i¢sel (intrinsik) ve digsal (ekstrinsik) (CELEPLI ve ark., 2020’ den
yararlanilarak hazirlanmistir).

Kaspazlar, Bax, BcL-2, p53 ve cyt ¢ gibi proteinler apoptotik siirecin kontroliinde rol oynar.
Hiicrenin apoptotik siiregte proapoptotik proteinler (Bax ve cyt c) ve AIF seviyeleri es zamanlh

olarak yiikselir. Ote yandan apoptoz, anti-apoptotik protein BcL-2 tarafindan inhibe edilir. BcL-
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2, kaspaz onciilleri ile birlikte AIF ve cyt ¢’ nin salgilanmasini durdurarak apoptozu inhibe eder
(Ayna ve ark., 2020; Kizil ve ark., 2023; Varisli ve ark., 2023; Alian ve ark., 2024).

BcL-2 ailesinin, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu tarafindan tetiklenen igsel apoptotik
yolagin desteklenmesinde veya inhibe edilmesinde anahtar bir rol oynadigi kesfedilmistir
(Mohan ve ark., 2012; Vela ve Marzo, 2015). Bu nedenle bu ailenin pro-apoptotik ve anti-
apoptotik iiyeleri arasindaki denge, hiicresel kaderi belirlemektedir. Son on yilda yiiriitiilen
cesitli calismalarda BcL-2 ailesinin ana tiyeleri olan Bax ve BcL-2, tlimoriin ilerlemesi ve farkl
insan malignitelerinin prognozunda potansiyel rolleri ilgi odagidir. Bax, farkli hiicresel streslere
yanit olarak mitokondriyal dis zarin gegirgenlestirilmesiyle hiicre 6liimiinii tesvik eder. Buna
karsilik BcL-2, Bax'in aktivitesini inhibe ederek apoptozu 6nler (Mohan ve ark., 2012).
Kolorektal kanser hiicrelerinde Bax ekspresyonunun yoklugunun, farkli kemoterapdtik ajanlar
tarafindan tetiklenen apoptoza karst direnci indiikleyebildigi gosterilmistir (Zhang ve ark.,
2000; Rashmi ve ark., 2005; Nehls ve ark., 2007). Bax ekspresyonunun kolorektal kanserin
bagimsiz bir prognostik ve prediktif belirteci olarak kullanilmas1 durumunda ¢eliskili sonuglar
rapor edilmistir. Daha 6nceki caligmalarda daha uzun sagkalim ile tiimor hiicrelerinde artan
Bax ekspresyonu arasinda anlamli bir korelasyon goézlemlenmistir (Sturm ve ark., 1999;
Zeestraten ve ark., 2013). Bununla birlikte, diger ¢alismalarda Bax ve BcL-2 ekspresyonlarinin
asag1 regililasyonu ve yukari regiilasyonu sirasiyla daha iyi sagkalim ile iliskilendirilmistir
(Tsamandas ve ark., 2007; Zeestraten ve ark., 2013). Ancak, tiimor hiicrelerinde Bax eksikligi
veya diislik ifadesine sahip olan hastalar, yiiksek ifadeye sahip olanlara kiyasla 5-FU bazl

yardimci terapilerden fayda saglamaktadir (Tsamandas ve ark., 2007).

Bax/BcL-2 orani, hiicrenin apoptoza duyarliligini belirleyen bir reostat gorevi gorebilir
(Raisova ve ark., 2001). Bu oranin diisiik seviyeleri insan kanser hiicrelerinin apoptoza karsi
direncine yol agabilir. Dolayisiyla Bax/BcL-2 orani tiimoriin ilerlemesini ve agresifligini
etkileyebilir (Khodapasand ve ark., 2015). Kolorektal kanserde BcL-XL gen ekspresyonunun
prognostik ve prediktif rolii bazi arastirmacilar tarafindan da rapor edilmistir (De Angelis ve
ark., 1998; Jin-Song ve ark., 2011). Sonug¢ olarak, Bax ve Bcl-2 ekspresyonu, kolorektal
tiimorlerde Bax/Bcl-2 ekspresyon orani olarak birlestirildiginde, tek basina Bax ve/veya Bcl-2
genlerinin ekspresyon seviyeleriyle karsilagtirildiginda, sonu¢ acgisindan en fazla Ongdrii
sagladig1 goriilmektedir. Ayrica, benzer terapotik duruma, tiimor evresi ve farklilagsmasi gibi
tiimor Ozelliklerine sahip daha biiyilk homojen hasta kohortlar {izerinde daha fazla analiz
yapilmasi, hastaligin prognozu, hastanin sagkaliminin tahmin edilmesi, tlimoriin niiksetmesi ve
ayrica kemoterapdtik tedaviye yanit dahil olmak {izere farkli yonlerden ¢ok yararli olabilecegi

ongoriilmiistiir (Khodapasand ve ark., 2015).
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Apoptozun merkezi yiiriitiictileri olan kaspazlar genis bir protein ailesinin pargasidir (Alnemri
ve ark., 1996; Hengartner, 2000). Bugiine kadar 14 kaspaz tanimlanmistir. Spesifik kaspazlar,
sitoplazmada prokaspaz adi verilen inaktif Onciiler olarak nispeten fazla miktarlarda
bulunmaktadir. Prokaspazlar; (1) bagka bir aktive edilmis kaspaza maruz kalma, (2) otokataliz
veya (3) kaspaz-9, Apaf-1 ve cyt ¢ gibi bir aktivator protein ile birlesmesi gibi li¢ yontem ile
aktive edilebilir (Hengartner, 2000). Apoptozda rol oynayan kaspazlar, baslatic1 kaspazlara (2,
8, 9, 10) ve efektor (veya yiiriitiicii) kaspazlara (3, 6, 7) boliinmiistiir. Baslatic1 kaspazlar
adaptor aracili kendi kendine boliinme ile aktive edilir. Kaspazlarin ve aktivator proteinin
spesifik etkilesimi, birbirini aktive etmek ve aktif bir tetramer iiretmek iizere 2 kaspaz dnciistinii
bir araya getirmek i¢in gerekli olan multimerik bir kompleksin olusumunu tegvik eder (Martin
ve ark., 1998; Yang ve ark., 1998). Bu kaspaz kaskadi aktivasyon stratejisi, baslatici kaspazlar
tarafindan efektor kaspazlari pargalamak ve aktive etmek i¢in kullanilir (Padanilam, 2003).
Etkinlestirildiginde efektor kaspazlar, bir aspartat kalintisin1 takip eden sinirli sayida hedef
proteini segici olarak boler. Cogu durumda bu, hedef proteinin inaktivasyonuyla sonuglanir.
Bununla birlikte, negatif bir diizenleyici alan1 dogrudan keserek veya diizenleyici bir alt birimi
etkisiz hale getirerek dolayli olarak proteinleri de etkinlestirebilirler (Andrade ve ark., 1998;
Hengartner, 2000). Efektor kaspazlar sitoskeletal (hiicre iskelet yapisinda) filament
agregasyonuna, ribozomal parcaciklarin kiimelesmesine ve elektron mikroskobunda goriilen
bir dizi konsantrik dolgu olusturacak sekilde piiriizlii ER’ nin yeniden diizenlenmesine neden
olurlar. Kaspazlar ayn1 zamanda niikleer ¢ekilme ve tomurcuklanma i¢in gereken niikleer
laminleri pargalamak, hiicresel sekil kaybina ve zar tomurcuklanmasina neden olmakla
sorumludur (Rao ve ark., 1996; Buendia ve ark., 1999; Hengartner, 2000). Kaspazlar,
apoptozun ikinci 6zelligi olan niikleer DNA’ y1 parcalayan kaspazla-aktiflesen DNAaz’ lar
(CAD) aktive edecektir. CAD, bir alt birime baglandiginda ¢ekirdekte aktif olmayan bir formda
(ICAD) bulunur. Efektor kaspaz-3 aktive edildikten sonra ¢ekirdege goc eder ve inhibitor alt
birimi pargalayarak CAD’ yi aktive eder (Nagata, 2000). CAD, DNA’ nin 50-300 kb’ lik
parcalara boliinmesinden sorumludur ve daha sonra CAD endoniikleazlarla 180-200 bp’ lik
parcalara bdliiniir. Apoptozun biyokimyasal belirteclerinden biri DNA parcaciklarinin

merdiven bi¢iminde agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesidir (Power ve ark., 2002).

Sitokrom ¢, mitokondri kaynakli apoptozda dénemlidir ve solunum zincirinin temel bileseni
olarak enerji metabolizmasinin 6nemli bir bilesenidir (Zou ve ark., 1999; Renault ve ark., 2013).
Mitokondriyal cyt ¢’ nin hiicresel enerji metabolizmast ve apoptozda ikili rol oynadigi
gosterilmistir. Cyt c, Sitoplazmaya salindiktan sonra, ATP veya dATP baglaminda pro-kaspaz-

9’ u aktive etmek i¢in adaptdr molekiili Apaf-1 ile birlesir. Kaspaz-9 ve kaspaz-3,
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aktiflestirilmis kaspaz-9 tarafindan aktive edilir, bu da apoptozun intrinsik mitokondri yolagi
olarak tanimlanmistir (Robertson ve ark., 2000). Apoptotik siirecte onemli baslangi¢ basamagi,
cyt ¢’ nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasidir. Mitokondriyal elektron tasima zincirinin
bileseni olan cyt ¢, kompleks III (ubikinol: cyt ¢ oksidorediiktaz) ve kompleks IV (sitokrom
oksidaz) arasindaki elektron transferinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Cai ve ark., 1998). Cyt
¢, hasarli mitokondrinin gegirgenlestirilmesiyle indiiklenen apoptozu takiben bir saat iginde
hiicre dis1 bosluga ve dolasima salinan mitokondriyal biyobelirtectir (Renz ve ark., 2001).
Sonug olarak cyt ¢, mitokondri aracili apoptozda 6nemli bir aract ve biyobelirteg olarak kabul
edilir. Literatiir, serum cyt ¢ diizeyinin l6semi ve akciger kanseri de dahil olmak tizere kanser
tedavisi boyunca prognozu ongordiigiinii gostermistir; bu da cyt ¢’ nin timér olusumu ve
gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir (Barczyk ve ark., 2005; Osaka ve ark., 2009;
Wen ve ark., 2014; Rana ve ark., 2022).

Kapesitabin, klasik antimetabolik kemoterapi ilacidir ve kolorektal kanser gibi malign tiimoérler
icin birinci basamak kemoterapi ilaci haline gelmistir (Di Desidero ve ark., 2018; Schmoll ve
ark., 2021). Son ¢aligsmalar, kapesitabinin hepatoseliiler karsinom (HCC) gibi hepatik tiimorler
tizerinde de terapotik etkisinin iyi oldugunu dogrulamistir (Gardini ve ark., 2017; Ravaioli ve
ark., 2017; De Lorenzo ve ark., 2018; Trevisani ve ark., 2018). 2017’ de Ravaioli ve ark.
kapesitabin metronomik kemoterapisinin, sorafenibe benzer sekilde bir yillik sagkalim oranina
ulagtigini bulmuglardir (Ravaioli ve ark., 2017). Bulgulari, kapesitabinin hem immiinsupresif
hem de antikanser etkilere sahip potansiyel bir ilag olabilecegini 6ne siirmiistiir ve bu tedavinin
HCC’ li karaciger transplantasyon hastalarinda 6nemli klinik uygulama degerine sahip olabilir
oldugu belirtilmistir (Reigner ve ark., 2001). Ayrica, kanser dokusunda TP’ nin ekspresyonu
cevresel normal dokulardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir ve bundan dolay1, daha ytiksek 5-FU
konsantrasyonu kanser dokusunda antikanser etki gosterir (Schiiller ve ark., 2000). Bu nedenle,
TP’ nin dagilimi, kapesitabinin rol dagilimini belirlemektedir. TP ayn1 zamanda lenfositlerde
de yiiksek oranda ifade edildiginden kapesitabinin kanser hiicrelerini ve lenfositleri ayn1 anda
hedefleme yetenegi de diger bir 6zelligidir. Bu iki farmakolojik 6zellik, kapesitabinin hem
immiinsupresif hem de antikanser etkilere sahip bir ilag olarak kullanilabilecegini gostermistir

(Yoshimura ve ark., 1990).

Kolorektal kanserdeki genomik instabilite kaynakli siirekli genomik degisiklikler, apoptozu
diizenlemede rol oynayan genlerde degisikliklere neden olabilir (Ansari ve ark., 1993).
Apoptozun daha fazla inhibisyonunun kolorektal epitelyumun KRK’ ya gegisi ile iligkili oldugu
bulunmustur (Bedi ve ark., 1995). APC, bagirsak epitelinin apoptoz bozuklugu ve KRK
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ilerlemesi ile iliskilendirilen iyi karakterize edilmis genlerden biridir (Koornstra ve ark., 2003).
Kolon kanseri hiicre biiylimesinin kontrol edilmesinde APC, B-kateninin aracilik ettigi gen
transkripsiyonunun diizenlenmesinde hayati rol oynamaktadir (White ve ark., 2012). Yabanil-
tip APC, ubikuitin aracilifiyla proteasomal bozunma yoluyla kadherin ile kompleks olusturan
B-kateninin bozunmasini indiikler. Kirpilmis APC proteinleri, degredasyon i¢in, niikleer -
kateninin stabilizasyonunu tesvik eden degredasyon ig¢in B-kateninin hedeflenmesini onler
(Pritchard ve Grady, 2011) ve Wnt yolagmin (Adams, 2003) siirekli aktivasyonuna neden
olarak apoptotik mekanizmanin bozulmasina ve KRK’ nin ilerlemesine yol agar. f-katenin
cekirdege goc eder ve T-hiicre faktorii/lenfoid gelisim faktorii (TCF/LEF) transkripsiyon
kofaktoriine baglanir, bu da apoptoz, hiicre gocii, kok hiicre farklilagsmasi, hiicre ¢ogalmasi ve
hiicresel biiytime gibi sorumlu genlerin ifadesini etkiler (Sattler ve ark., 1997; Sancho ve ark.,
2003; Sansom ve ark., 2004). B-katenin aktivasyonu ayn1 zamanda apoptoz baslatic1 pro-kaspaz
9, efektor kaspaz-3 ve kaspaz-7 ve cyt ¢ ekspresyonunu da azaltabilir (Kim ve ark., 2003) (Kim
ve ark., 2003). Pro- ve anti-apoptoz proteinleri arasindaki denge bozuklugu, kolonik
hiicrelerinin apoptoza girmesini Onleyebilir (Chen ve ark., 2003). Radyoterapiye ve
kemoterapotik ilaglar gibi apoptotik uyaranlara karst diren¢ kazanabilecekleri dngoriilmiistiir
(Chenve ark., 2003; Green ve Kaplan, 2003). Fisetin, DNA hasarinin onariminda anahtar enzim
olan PARP’ in pargalanmasini arttirir ve genellikle pargalanmis PARP apoptozda yararli bir
belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Bu flavonoid, HCT-116 ve HT29 hiicrelerinde kaspaz-9,
kaspaz-3 ve kaspaz-7’ nin par¢alanmasini arttirirken, normal mitokondriye sahip hiicrelerin
sayisini azaltir ve depolarize mitokondri zarlari olan hiicrelerin sayisini arttirmaktadir. Ayrica
fisetin, sitoplazmadaki Smac/Diablo ve cyt ¢ seviyelerini arttirir ve mitokondrideki seviyeleri
azaltmaktadir (Khan ve ark., 2019). Fisetin, kaspaz-8 (Lim ve Park, 2009) ve kaspaz-3’ iin
pargalanmasini ve cyt ¢’ nin ekspresyonunu artirir. Fisetin tedavisi kemoterapi direngli
hiicrelerde, direngli olmayan tiimor hiicrelerinden daha yiiksek diizeyde cyt ¢ salinimina neden
olur (Lim ve Park, 2009; Jeng ve ark., 2018). Diger ¢alismalar, fisetin ile tedavinin hiicrelerde
pro-survival proteini Bcl-2 ve BeL-XL seviyelerini diigiirdiigiinii, ayn1 zamanda pro-apoptotik
Bak proteinin seviyelerini artirdigini gostermistir. Fisetinin Bax seviyelerini etkilemedigi (Lim
ve Park, 2009; Suh ve ark., 2009), ancak Bax seviyelerinin hiicrelerin sitoplazmasinda azaldigi
ve mitokondri i¢inde arttig1 gosterilmistir (Lim ve Park, 2009). Yapilan ¢alismalar, fisetinin
kolon kanseri tedavisinde umut verici bir ajan olarak ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Jeng ve
ark., 2018).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Gerecler

5.1.1. Kimyasal maddeler ve reaktifler

Genel laboratuvar kimyasallar1 Tablo 3’te listelenmistir.

Tablo 3. Genel kimyasallar

Akrilamid Biorad
Amonyum persiilfat Sigma-Aldrich
Anti-Tavsan Immunoglobulin G Sigma-Aldrich
Asetik asit Merck
B-Merkaptoetanol (50mM) Sigma-Aldrich
Bisakrilamid Sigma-Aldrich
Bromfenol mavisi Merck
Bromo kloro indol fosfat (BCIP) Promega/Invitrogen
Coomassie parlak mavisi R250 Sigma-Aldrich
Etanol Merck
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich
ECL Invitrogen
Glisin Sigma-Aldrich
Gliserol Sigma-Aldrich
HCI Merck
Hepes Sigma-Aldrich
Kalsiyum klortir Sigma-Aldrich
Kristal viyole Merck
Magnezyum kloriir Sigma-Aldrich
Metanol Merck

N, N, N’, N’,-tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich
Nitroblutetrazolyum (NBT) Invitrogen
Nonidet P40 (NP40) Amresco
Nonidet P40 (NP40) Sigma-Aldrich
Ponceau S Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir Merck

Potasyum hidroksit

Horasan Kimya

Potasyum bifosfat Merck
Protein Ladder Marker Invitrogen
Si1gir serum albiimini (BSA) Sigma-Aldrich
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Tablo 3. Genel kimyasallar (devam)

Sodyum asetat Sigma-Aldrich
Sodyum bikarbonat Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma-Aldrich
Sodyum karbonat Merck
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum hidrojen fosfat Merck
Sodyum Klortir Merck
Sodyum orthovanadate Sigma-Aldrich
TEMED Sigma-Aldrich
Tris Sigma-Aldrich
Triton-X100 Sigma-Aldrich
Tween-20 Sigma-Aldrich
Leupeptin Sigma-Aldrich
Fenil metil sulfonil florid (PMSF) Sigma-Aldrich
Aprotinin Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Pepsitatin A Sigma-Aldrich
cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor cocktail Merck
Ure Sigma-Aldrich
Bitkisel bilesik (flavon) *Fisetin’ Glentham Life Sciences
Kemoterap6tik ajan Kapesitabin’ Selleckchem

5.1.2. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan soliisyonlar Tablo 4’ te listelenmistir.

Tablo 4. Hiicre kiiltiir soliisyonlar1
HEPES Sigma-Aldrich
Penisilin/Streptomisin Sigma-Aldrich
RPMI-1640 Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle’s Pan Biotech
Medium(DMEM)
Sodyum bikarbonat Sigma
Tripan mavisi Sigma
L-Glutamin Sigma
Fetal sigir serumu (FSS) Pan Biotech
Fosfat tamponlu salin Gibco
Tripsin-EDTA (10X) Capricorn
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5.1.3. Western emdiriminde kullanilan antikorlar

Western emdiriminde kullanilan antikorlar Tablo 5’ de listelenmistir.

Tablo 5. Western emdiriminde kullanilan antikorlar

Alkalen fosfotaz eslenik tavsan anti ke¢i IgG

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Alkalen fosfataz eslenik kegi anti tavsan IgG

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

HRP-eslenik kegi anti tavsan IgG (H+L) Abcam
AIF antikoru Cell signalling
Kaspaz-3 antikoru Invitrogen

Kaspaz-8 antikoru

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Kaspaz-9 antikoru

Cell signalling

Sitokrom c antikoru Invitrogen
BcL-2 antikoru Invitrogen
Bax antikoru Invitrogen

Aktin antikoru

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

5.1.4. Sarf malzemeler

Sarf malzemeler Tablo 6’ da listelenmistir.

Tablo 6. Sarf malzemeler

IBLOT transfer stack

Invitrogen

Nitroseliilloz membran

Schleicher&Schuell

NOVEX Tris-Glisin %10-20 Jel 10W Invitrogen
25 cm? kiiltiir kabi TPP

75 cm? kiiltiir kab1 TPP
96 kuyulu hiicre kiiltiir plakas1 TPP
48 kuyulu hiicre kiiltiir plakasi TPP
24 kuyulu hiicre kiiltiir plakasi TPP

12 kuyulu hiicre kiiltiirii plakast TPP

6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi TPP
Filtreli pipet uclart (10pl, 20ul, 200u1, 1000ul) TPP
Serolojik pipet uglari (Sml, 10ml, 25ml) TPP
Mikroskop slide Bio-Rad
Ependorf tiipler (500ul, 1.5ml, 2ml) CAPP
PZR tiip greiner BIO-ONE
Parafilm 3M
Whatman filtre kagidi Whatman
Eldiven Beybi
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5.1.5. Kitler
Kitler Tablo 7’ de listelenmistir.

Tablo 7. Kitler
RNA MiniPrep Plus w/ TRI Reagent ZymoResearch
cDNA Synthesis Kit abm
cDNA Synthesis Kit NEPENTHE
SYBR No-ROX Kit Bioline
BCA Protein Assay Kiti Pierce
5-Bromo-2-deoksi-iiridin hiicre sayim kiti Roche

5.1.6. Cihazlar

Bu calismada kullanilan cihaz ve makinelerin isimleri ve firma bilgileri Tablo 8’ de

listelenmistir.

Tablo 8. Kullanilan cihaz ve aletler listesi

Etliv Memmert
Gii¢ Kaynagi Dan-Kar
Manyetik Karistirict Hanna

pH Metre WTW
Santrifij Hettich 30 RF
Santrifiij Beckman Coulter
Spektrofotometre (Biotek Synergy H1 unit) Synergy

Su Banyosu Kotterman
Karigtirict (Vorteks) Janke & Kunkel
Terazi Oertling NA-114
Karbondioksit Etiivii Sanyo
Derin Dondurucu (-20 °C) Argelik
Derin Dondurucu (-20 °C) Siemens
Derin Dondurucu (-70 °C) ThermoFisher Scientific
Buzdolab1 Arcelik
Kirik Buz Makinesi Scotsman AF-10
Calkalama Cihazi IKAVibraz-VXR
Otomatik Mikro Pipetler Gilson
Otomatik Mikro Pipetler Eppendorf
Otoklav Niive
Distile Su Cihazi GFL
Fotograf Makinesi Sony
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Tablo 8. Kullanilan cihaz ve aletler listesi (devam)

Biyogiivenlik kabini (Steril kabin) Tez-san
Invert (ters 151k) Mikroskobu Olympus
IBLOT transfer sistem ThermoFisher Scientific
Protein jel Elektroforez ve Transfer Sistemi Thermo Fisher Scientific

BioRad mini jel elektroforez diizenegi

(dikey) ve elektroforetik aktarma diizenegi Bio-Rad

Is1 Dongii Cihazi LightCycler (Roche Diagnostic)
Is1 Dongii Cihazi (LightCycler 480) LightCycler (RocheDiagnostic)
TC-20 hiicre sayim cihazi Bio-Rad

5.1.7. Tampon ve cozeltilerin bilesimi

5.1.7.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan cozeltiler

Hiicre kiiltiir medyumu

NaHCO3 %2

Fetal Si1gir Serumu %10
Penisilin/Streptomisin 10000 IU/ml + 10000 pg/ul
L-Glutamin 200 mM

Hepes 20 mM

DMEM 500 mi

*DMEM hiicre kiiltiir medyumuna, 1s1 ile komplemant inaktive edilmis %10 FSS (fetal sigir
serumu), 2 mM L-glutamin, 100 U/mL penisilin, 100pg/mL streptomisin, 200 mM hepes ve

sodyum bikarbonat eklenmistir.
Tripan mavisi ¢ozeltisi
Tripan Mavisi %0.5 (w/v), Sodyum kloriir  %0.9 (w/v)
Fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS)
Son Konsantrasyon
Sodyum kloriir 140 mM, pH: 7,4

Potasyum klortir 3mM
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Sodyum bikarbonat 8 mM
Potasyum bikarbonat 2 pg/ml
*1 litre distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

5.1.7.2. Hiicre homojenizasyonunda kullanilan c¢ozeltiler

Homojenlestirme tamponu (Taze hazirlanir)

Son Konsantrasyon

Hepes 50 mM, pH: 8,0
NaCl 150 mM

EDTA 20 mM

NaF 100 uM
Na3VO4 10 mM

Triton X-100 %1

DTT 1mM

Tabloda verilen toplamda 25 ml hazirlanan kimyasal tamponu igerisine bir adet cOmplete ™
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail tablet (Roche, Merck, Germany) eklendi ve tablet
¢ozildi. Her 6rnege 500 ul tampon eklendi.

5.1.7.3. Elektroforez ve western emdirimi analizlerinde kullanilan c¢ozeltiler

Akrilamid-Bisakrilamid ¢ozeltisi

Akrilamid 309
N, N-metilen bisakrilamid 08¢
Tepkime hacmi 100 mL

Ornek yiikleme tamponu (4X)
125 mM Tris-HCI pH 6.8
%30 v/v Gliserol

6 M Ure
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%10 w/v B merkaptoetanol
%2 w/v Sodyum dodesilsiilfat (SDS)
%0.01 w/v bromfenol mavisi
2x Ayirma jeli tamponu
0.75 M Tris-HCI, pH 8,8
%0.2 w/v SDS

2x Yiikleme jeli tamponu
0.25 M Tris-HCI, pH 6,8
%0.2 w/v SDS

2x Yiiriitme tamponu

6g Tris

30g Glisin

19 SDS

Toplam hacim: 1000 ml

5x Elektroforez tamponu
7.59 Tris

369 Glisin

Tepkime hacmi: 500 ml
Aktarma tamponu, pH 8,5
25 mM Tris, pH:8.3

192 mM Glisin

%20 Metanol

Tris tuz tamponu (TBS), pH 8,0
136.75 mM NaCl

2.68 mM KCI
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21.26 mM Tris-HCI

Blok tamponu

%1 BSA

%0.05 Tween-20

TBS-T tamponu (% 0,1)
TBS

%0.1 Tween 20

Birincil antikor tamponu

Kaspaz-3 antikoru ~ Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.
Kaspaz-8 antikoru ~ Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.
Kaspaz-9 antikoru;  Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.
Sitokrom c antikoru  Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.

BcL-2 antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.
Bax antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.
Aktin antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.
AIF antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:1000 seyreltilmistir.

ikincil antikor tamponu

Anti tavsan poliklonal IgG; %5 BSA ve %0.05 Tween20 iceren TBS ile 1:10000 seyreltilmistir.
Anti kegi poliklonal 1gG; %5 BSA ve %0.05 Tween20 igeren TBS ile 1:10000 seyreltilmistir.
Anti tavsan IgG (H&L) HRP; %5BSA ve %0.05 Tween20 iceren TBS ile 1:10000
seyreltilmistir.

Jel boyama ¢ozeltisi

%0.2 (w/v) Coomassie mavisi
%50 (v/v) Metanol

%10 Asetik asit.

Jel boya ¢ikarma c¢ozeltisi
%10 (v/v) Metanol

%10 (v/v) Asetik asit
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Ponceau S Soliisyonu

Asetik Asit 25 mL

Ponceau S 0,05¢g

dH20 50 mL’ ye tamamlanur.

5.2. Yontem

5.2.1. Biyoinformatik analizler ile aday miRNA’larin belirlenmesi

Projenin arastirma hipotezi n ¢alisma bulgularina dayanmaktadir. On ¢alisma olarak, yabanil
ve direngli kolorektal kanser hiicre hatlarinda (DLD-1 ve KM12C) 5-FU maruziyetinin
mikroRNA diizeylerine etkisi arastirildi ve anlamli degisiklikler gosteren miRNA’ lar
belirlendi. Veri analizleri, projede arastirmaci/danigsman olarak gorev alan Prof. Dr. Kazim
Yalgin ARGA liderliginde Marmara Universitesi Biyomiihendislik Boliimii arastirma

laboratuvarinda gergeklestirildi.

5-FU maruziyetinin miRNA diizeylerine etkisini niceleyen transkriptom veri setlerinin elde
etmek i¢in kamuya agik veri tabanlar1 olan NCBI-Gene Expression Omnibus (NCBI-GEO) ve
ArrayExpress (EMBL-EBI) veri tabanlari tarandi; her grupta en az ikiser 6rnegin ele alindigi,
yabanil ve direncgli kolorektal kanser hiicre hatlarinda gerceklestirildi ve tek ajan olarak 5-
Fluorourasilin kullanildig: tek veri seti olan Agilent platformu tabanli GSE30894 mikrodizin

veri setinin se¢ilmesi uygun bulundu.

5-FU maruziyetinin 72. saat sonunda miRNA seviyeleri {lizerindeki etkisi yabanil ve direngli
hiicre hatlarinda karsilastirilmali olarak analiz edildi. Calisma kapsamina alinan mikrodizin
tabanli miRNA veri seti (GSE30894) Bioconductor (www.bioconductor.org) yazilim platformu
alinda RMA normalizasyon (Irizarry ve ark., 2003) ve mikrodizin verileri i¢in dogrusal
modeller (LIMMA) (Smyth, 2005) paketleri kullanilarak R programlama dilinde istatistiksel
olarak analiz edildi, Benjamini-Hochberg yontemi ile p-degerlerine diizeltme (adj-p) uygulandi.
Diizeltilmis p-degeri 0.05’ten kii¢lik olan miRNA’ lar ekspresyonu farklilik gosteren miRNA’

lar olarak belirlendi.

Analizler sonucunda; ilag maruziyetinden 72 saat sonra alinan Orneklerin karsilastirilmali
analizi neticesinde 7 miRNA’nin direngli hiicrelerde yabanil hiicrelere gore yukar1 yonde, 13
miRNA’nin ise asagr yonde ekspresyon degisimi gosterdigi goriildii. Ekspresyon diizeyi
istatistiksel olarak anlamli olarak degisen 20 miRNA’nin florans yogunluklar1 da incelendi,
anlatim diizeyi yiiksek (florasan yogunlugu >1000) ve orta (florasan yogunlugu >100) seviyede

olan miRNA’ lar i¢in literatiir taramas1 yapilarak kolorektal kanseri ile iligkilendirilme durumu
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arastirildi. Arastirmalar sonucunda, hsa-mir-21, hsa-mir-381 ve hsa-mir-181a-2 miRNA’larinin
kolorektal kanser ile ilk defa bu ¢alismada iliskilendirildigi goriildii ve tez kapsaminda bu

miRNA’larin incelenmesi amaglandi.

5.2.2. Calismada kullamilan hiicrelerin hazirlanmasi ve ¢ogaltilmasi

Yabanil-tip HT29 hiicreleri (ThermoFisher, USA) susu olup ticari olarak satin alindi. HT29
hiicreleri %10 fetal sigir serumu, 100 U/mL penisilin, 100pg/mL streptomisin, 200 mM L-
Glutamin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) kiiltiir ortaminda, 37°C’ de, %5
COz igceren karbondioksit etiiviinde inkiibe edildi. Hiicrelerin biiylime hizina bagli olarak %70-
80 kapasiteye ulasmalar1 durumunda hiicreler pasajlandi. Hiicre biiyiime ortami atilip hiicreler
1X steril PBS ile yikandi1 ve daha sonra %0,25 tripsin/ EDTA (Capricorn, Germany) ile 3-5
dakika boyunca trypsinizasyon yapildi. Hiicreler haftada ii¢ kere kiiltiir ortam1 degistirilerek
1x10° hiicre/ml olacak sekilde cogaltildi. Uygun hiicre kiiltiir sartlarinda ¢ogaltilmus hiicreler -
80°C’ ye kaldirildi.

5.2.2.1. Hiicrelerin dondurulmas:

a-Pasajlama (subkiiltiir): Hiicrelerin pasajlanabilmesi i¢in hiicre kiiltiir flakslarinin yiizeyini
kaplamis olmalidir. Boyle flakslara konfulent flakslar denir. Pasajlama islemi hiicreler sikisik
konumda oldugu i¢in yapilir. Ve daha genis alana yayilir. Pasajlama islemi besi ortami
igerisindeki hiicrelerin besinleri tiiketmesinden dolay1 iireme hizlarinin diismesini 6liimlerini
onlemek amaci ile yapilir. Pasajlama islemi yapisarak ¢ogalan hiicrelerde ve siispanse
kiiltiirlerde farkli yapilir: Yapisarak ¢ogalan hiicre kiiltlirlerinde pasajlama yapilirken; kiiltiir
yiizeyi PBS ile yikanir ve kiiltiir kabina yapisan hiicrelerin tutundugu yiizeyi kaplayacak sekilde
(1-2 ml) (%0,25) tripsin/EDTA igeren 1X PBS ¢ozeltisi eklenir. 3-5 dakika 37°C’ de bekleme
stiresinin ardindan kiiltiir kabinin ytlizeyinden kalkan hiicrelere hiicre besiyeri eklenir. Daha
sonra hiicre kabina hafif¢ce vurulur ve pipet yardimiyla hiicreler falkon tiiplere alinir. Santrifiij
edilerek kullanilmis besi ortami atilir. Daha sonra uygun besi ortami eklenerek platelere ya da

hiicre kiiltlir kabina ekim yapilir.

b-Hiicrelerin dondurulmasi: Hiicre kiiltiiriiniin uzun siire devam etmesi kontaminasyon ve
tireme hizinin diisiisii gibi olumsuzluklara yol agar. Bunun 6niine gegebilmek i¢in hiicreler
dondurulur. Dondurma isleminin basarisi, ¢dzdiirme isleminin sonunda hiicre canlilik oraninin

ylksek olmasi ile orantilidir.

Dondurma prosediirii: Su banyosu 37°C’ ye sitilir. FSS su banyosunda 37 °C’ ye 1sitilir.

Hiicre pasajlanmasi protokoliinde belirtildigi sekilde hiicre pelleti elde edilir. Hiicre pelleti
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tizerine toplam hacim 1 ml olacak sekilde 900 ul FSS ve 100 ul DMSO (dimetilsiilfoksit)

eklenir ve pipetle karistirilir ve ependorf ad1 verilen tiiplere konulur ve -80°C’ ye kaldirilir.

5.2.2.2. Direngli hiicre soyu iiretimi

Adaptasyon asamasi Konsolidasyon Asamasi

v

Kapts“"'hm
Kapesitabine Direngli

Yabaml HT29 HT29 hiicreleri
Hiicreleri (KD/HT29)
\4 i E
— B Yabl —
= &S T
T Kapssiiabin Atsai Apoptotik Ve Olid Hiicrelleri KSon Ka.pcs,lmbl?l i Ki'lllil'i;' ()rm;lg ?z}flla\‘rmdu
oo Dozlar ile Atilip Yagayan Hiicrelerin | onsa{ll_nasyv‘oml e ormal Biiylime
Inkiibasyon Gogaltlmas: e

Sekil 16. Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde direng gelistirilme asamalari (Zhou ve ark., 2020’ den
yararlanilarak hazirlanmistir).

Yontem iki adimdan olusur: Adaptasyon asamasinda yaklasik olarak, yabanil-tip HT29
hiicreleri, ila¢ konsantrasyonu 1, 5, 10, 20 ve 40uM’a (Mohammadian et al., 2019; Zeynali-
Moghaddam et al., 2019; Sim et al., 2018) kademeli olarak artirilarak 48 saat boyunca
Kapesitabin ile tedavi edildi. Ortam 2 giinde bir degistirildi ve ilaca maruz kalma dozu, her 15
giinde bir artirildi. Doza bagli her adimdan sonra, apoptotik hiicreleri atild1 ve hayatta kalan
hiicreleri kapesitabin icermeyen kiiltiir ortaminda biiyiitiildii; bu adim ii¢ kez tekrarlandi.
Yapisan hiicreler, %0,25 Tripsin/EDTA 5 dakika kullanilarak pasajlandi. Hiicreler daha sonra
bir sonraki kapesitabin artisina maruz birakildi. Daha sonra, sag kalan kapesitabine direngli
hiicreler konsolidasyon asamasinda 6ldiiriicii doz (40 uM) igeren tam kiiltiir ortaminda tutulup
normal olarak biiyliyene kadar kiiltiirlendi. 6 aylik tedavi silireglerinden sonra kapesitabin
direncli hiicre soylar1 (KD/HT29) olusturuldu. Yabaml-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre
gruplarinda deneylere devam edildi. Ilag dozlari literatiir taranarak belirlendi (Suh vd., 2009;
Sim vd., 2018; Mohammadian vd., 2019; Zeynali-Moghaddam vd., 2019).

5.2.2.3. Hiicrelerin ilagclarla muamelesi
Flavonoid ve kemoterapi Ilaglari: Fisetin (Glentham Life Sciences Ltd, UK) ve kemoterapi

ilact kapesitabin (Selleckchem, UK) kullanild1 ve ilaglar ticari olarak temin edildi.

Ilaglarin hazirlanmasi: Kapesitabin ve fisetin, stok soliisyonlar1 sirasiyla; 10 mg/ml

kapesitabin su iginde; 50 pg/mL Fisetin %100 etanol icinde ¢oziilerek -20°C’ de saklandi.
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Fisetinin IC50 (hiicrelerin yarisinin ¢ogalmasini inhibe eden dozun sayisal degeri) degerlerini
elde etmek igin sitotoksik konsantrasyonlari, doz-cevap egrisine gore belirlendi. Yabanil-tip
HT29 ve KD/HT29 hiicreleri kapesitabin ve fisetin eklenmeden 1 giin dnce ekildi. Ertesi giin
hiicreler %1 serum varliginda kapesitabin ve/veya fisetin ile muamele edildikten sonra, hiicre
sayimi, koloni olusumu, yara iyilesmesi, RNA izolasyonu ve Western emdirimi i¢in uygun
kosullarda toplandi. GZ-PZR ve Western emdirimi yontemi i¢in toplanan hiicreler PBS ile

yikanip -80°C’ta donduruldu.

5.2.2.4. Hiicrelerin sayilmasi

5.2.2.4.1. Tripan mavisi ile hiicre sayimi

Hiicreler %10 oraninda tripan mavisi ile boyanip toma laminda ve TC20 hiicre sayim cihaz
(Biorad, California) ile sayildi. Canlilik oran1 asagidaki formiile gére hesaplanip %95 canlilik
oranindaki hiicreler hiicre sayimi, koloni olusumu, yara iyilesmesi, RNA izolasyonu ve western

emdirimi yapilmak iizere donduruldu.
10 pul 6rnek +90 ul TB.  ——  Olii hiicreler maviye boyanur.

Canli  hiicre  sayisi

X100 = Canlilik Oran1
Toplam hiicre sayis1

5.2.2.4.2. BrdU ile hiicre sayim
Tablo 9. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soyu ilag tedavi gruplari

Hiicre Modeli Kontrol Grubu Kapesitabin Fisetin Grubu | Kapesitabin+ Fisetin
Grubu Grubu

Yabanil-tip

HT29 hiicre + + + +

soyu

KD/HT29 + + + +

hiicre soyu

58



Hucre kiltart

BrdU labeling > 2-24 saat 37°C

solGsyon (100ul/well) inkiibasyon

are
& & HT29 KRK hixcre ‘ =
o % 07d - e
/‘+- —— i [
/‘“ - ﬂ‘ 3 I ) 60°C Pasteur finn

./ = 4 | > 60 dakika

z-"‘/ inkiibasyon
— - l / ﬁ ......
X 24h e
™ .
. Labeling sollsyonu
> kaldir >
FixDenat solisyonu
(200ubwell)
: vy RT, 30 dakika
/ inkdbasyon
Kolorimetrik olcum POD} L
| ~ W FixDenat soldsyonu
370nm PP | » e

y + £OD pop,
Anti-BrdU-POD
soliisyonu
(100pljwell)
ceeeenseenieeeeneneaeeeeeeeeeea o KT, 90 dakika
Substrat solisyonu (100ul/well) l inkObasyon

3 kez yikama

sollisyonu
(200/well)

Sekil 17. BrdU hiicre ¢ogalmasi deneyi sematik gosterimi (Ucretsiz BioRender programu ile
tasarlanmigtir).

5-Bromo-2-deoksi-iiridin etiketli hiicre sayim kiti (Roche, Mannheim, Germany) protokoliine
uygun olarak hiicreler sayildi. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicreleri, 96-kuyulu plakalara
her deney alt1 kez tekrarlanacak sekilde 2x10*hc/ml olarak %10 FSS ve 100 units/mL Penisilin
ve 100pg/mL streptomisin igeren DMEM ortamina ekildi ve %5 CO2 varliginda 37°C’ de
hiicreler kiiltiirlendi. 24 saat sonra yapigan hiicreler kontrol edilerek %10 FSS’ li ortamdan
serumsuz ortama alindi. Serumsuz ortamda 24 saat birakilan hiicrelere dnce %1 FSS ve
kapesitabin ve/veya fisetin eklendikten yedi saat sonra da labeling soliisyonu eklendi. Ilaca
maruz birakilan hiicrelerden 24 saat muamele islemi bittikten BrdU etiketli hiicre sayim kiti
(Roche, Mannheim, Germany) iiretici protokoliine uygun olarak; ortam plakalardan dikkatli bir
sekilde pipetle ¢ekilerek dokiildii ve plakalar 60° C pasteur firinda 1 saat kurutuldu. Daha sonra
hiicreleri sabitlemek i¢in her kuyuya 100 pl fixDenat eklenerek oda sicakliinda 30 dakika
inkiibe edildi. Dikkatli bir sekilde hafif¢ce vurarak fixDenat soliisyonu kaldirildi. Ardindan
onceden hazirlanmis olan Anti-BrdU-POD caligsma soliisyonu her kuyuya 100ul eklendi, oda
sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde plakalara hafifce vurarak dikkatli
bir sekilde soliisyon dokiildii ve ardindan kuyulara 200ul yikama soliisyonu eklenerek iicer kez
yikandi. Son yikama igleminden sonra plakalara vurularak yikama soliisyonu kaldirildi. En son

islem olarak, oda sicakliginda her kuyuya 100 pl substrat soliisyonu eklendi ve kuyular renk
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gelisimi gosterene kadar yaklasik 5 ila 30 dakika aras1 bekletildi. Daha sonra Snergy H1 Biotek

cihazinda (Santa Clara, USA) 6rneklerin 370 nm’de absorbans dl¢iimii yapildi.

5.2.2.5. Hiicrelerin toplanmasi

Kiiltiir ortaminda yetistirilen hiicre soylart 1x10° hiicre/ml yogunluguna ulasinca protein
ornekleri icin 30x10° hiicre/ml, RNA izolasyonu i¢in 3x10° hiicre/ml toplam hiicre olacak
sekilde toplandi. Hiicreler 700g” de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz atilip iizerine 5 ml PBS
cozeltisi eklenip 700g’ de 10 dakika santrifiij edildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Hiicreler

RNA izolasyonu ve Western emdirimi yapmak i¢in —80°C’ ta derin dondurucuda saklandi.

5.2.3. Koloni olusumu

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinin koloni olusumu degerlendirilmesi i¢in
hiicreler, 6 kuyulu plakalara 10® hiicre/kuyu oraninda ekildi ve 37°C ve %5 CO2’ de inkiibe
edildi. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicreleri, 48 saat sonra spesifik dozlarda kapesitabin
ve/veya fisetin ile tedavi edildi. Ilag tedavisinden 24 saat sonra kuyular yikand1 ve taze ortam
ilave edildi. Hiicre kiiltiir siiresi boyunca FSS’ 1i ortamla her ii¢ giinde bir yenilendi ve 11 giin
boyunca koloni olusumuna izin verildi. Koloniler olustuktan sonra hiicreler %70 etanol ile 10
dakika sabitlendi ve koloniler %1 kristal viyole ile boyandi (Fu ve ark., 2018). Deneyler ii¢
kopya halinde gerceklestirildi (Sekil 18). Koloni sayimi Imagel] yazilimi {icretsiz siirimii
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak degerlendirildi. Hiicre

kolonisi olusum yiizdesi asagidaki formiile gore belirlendi;

. e Olusan koloni say:ist
Koloni olusum verimliligi (%) = Ekilen hiicre saytst (10%) x 100%
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Sekil 18. Koloni olusumu deneyi sematik gosterimi (Ucretsiz BioRender programu ile tasarlanmistir).

5.2.4. Yara iyilesimi

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinin go¢ etme yeteneklerini gdzlemlemek igin yara
iyilesmesi analizi teknigi kullanildi. Bu analiz i¢in 12 oyuklu bir plakaya kuyucuk basina 5X10*
hiicre ekildi. Hiicreler, her bir kuyudaki hiicre yogunlugu %90’ a ulasana kadar kiiltiire edildi
Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicreleri, kapesitabin ve/veya fisetin iceren FSS” li ortamla ile
24 saat inkiibe edildikten sonra her bir kuyucugun tiim ¢ap1 boyunca 200 pL’ lik bir pipet ucu
ile kazinarak yaralar olusturuldu (Grada ve ark., 2017). Kuyucuklardan hiicre kalintilarini
uzaklastirmak icin ii¢ kez PBS ile yikandi, DMEM ortami atildi ve taze DMEM eklendi.
Cizilmeden hemen sonra; 0.saat, 24. ve 48. saat faz kontrast mikroskopta goriintiiler alind1
(Sekil 19). Yara genislikleri ImageJ yazilimimin iicretsiz siiriimii (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, ABD) kullanilarak hesaplandi. Deneyler ii¢ kere tekrarlanda.
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5. Veri analizi

Sekil 19. Yara iyilesimi deneyi sematik gosterimi (Ucretsiz BioRender programu ile tasarlanmistir).

5.2.5. RNA ve miRNA izolasyonu

Hiicreler kapesitabin ve/veya fisetin ile 24 saat muamele edildikten sonra PBS tamponu ile
yikanmis ve dondurulmus hiicrelerden “Direct-zol™ RNA Miniprep Plus kiti (Zymo Research,
ABD) kiti kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. RNA izolasyon temsili deney asamalar1 Sekil
20’ de gosterilmigtir.

Asamalar 6zet olarak asagidaki semaya gore gerceklestirildi;
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Sekil 20. RNA izolasyonu temsili deney asamalari (Zymo Research, USA)

*RNA eliisyonu 50pul RNaz/DNaz icermeyen su ile gerceklestirildi.

5.2.5.1. Ekstrakte edilen RNA'larin miktar ve kalite degerlendirmesi

sentezi yapildi.

RNA konsantrasyonlar1 ve saflifi, Nanodrop spektrofotometrede (NanoDrop Technologies,
Biotek Synergy H1 unit (Synergy H1, BioTek, Winooski, VT) belirlendi. A260/280 ve
A260/230° daki bagil absorbans orani kullanilarak dogrulandi. Elde edilen RNA’ lardan cDNA

5.2.6. cDNA sentezi

cDNA amplifikasyonu, RNA stok soliisyonundan 8uL alinarak miRNA All-In-One cDNA
Sentez Kiti (ABM, Richmond, Canada) igerisindeki kimyasallar ile iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon igerigi 10uL 2X miRNA cDNA Sentezi
SuperMix, 2 pL Enzim Karigimi1 ve 8§ pLL RNA sablonundan olusur. Hazirlanan karigim 37°C’
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de 30 dakika, 50°C' de 15 dakika, 85°C' de 5 dakika ve daha sonra 4°C’ de inkiibe edildi. Elde
edilen cDNA’ lar miRNA analizinde kullanilmak tizere -20°C'de sakland:.

5.2.7. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR)

GZ-PZR, hsa-miR-181a, miR-21 ve hsa-miR-381 igin 6zel olarak tasarlanmis primerler
kullanilarak bir Roche Light Cycler 480 sistemi iizerinde SensiFast SYBR No-ROX Kkiti
(Bioline, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Primerler miRprimer yazilimi kullanilarak
tasarlandi, RNUG6 referans olarak kullanildi ve primer dizileri Tablo 10" da sunuldu. miRNA

seviyelerinin tespiti i¢in ileri ve geri primerler satin alind1.

Tablo 10. miRNA primer tablosu

hsa-mir-21-ileri 5’- CAGCAACACCAGTCGATG-3’
hsa-mir-21-geri 5’- GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTACAG-3’
hsa-mir-181a-2-ileri 5’- GACCACTGACCGTTGAC -3’
hsa-mir-181a-2-geri 5>-TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGGTACA -3°
hsa-mir-381-ileri 5-TAATCTGACTATACAAGGGCAAGC T-3’
hsa-mir-381-geri S-TATGGTTGTTCTGCTCTCTGTCTC-3'
U6-ileri 5'- CTCGCTTCGGCAGCACA -3’

U6-geri 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’

cDNA amplifikasyonu, 95°C'de 5 dakikalik bir baglangig¢ aktivasyon adimi, ardindan 95°C’ de
10 saniyelik bir denatiirasyon ve 60°C’ de 60 saniyelik baglanma/uzama dongiisii ile 45 kez
tekrarlanarak gerceklestirildi. Her numune iki kopya halinde incelendi ve tiim veriler 2 22¢T

yontemi kullanilarak analiz edildi (Pfaffl, 2001). istatistiksel analiz SPSS 19.0 (SPSS, Chicago,
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IL, ABD) ve GraphPad Prism 8 (GraphPad, La Jolla, CA, ABD) kullanilarak yapildi. Tim
testler iki tarafli bir test kullanilarak yapildi ve gruplar karsilastirmak icin parametrik olmayan

testler kullanildi. P<0,05 olan faktorler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 11. miRNA ifade seviyelerinin tespiti i¢gin GZ-PZR kosullari

PZR baslangi¢ aktivasyon 5 dakika 95
Denatiirasyon 10 saniye 95
Baglanma/uzama 60 saniye 60
Dongii sayist 45 dongii

GZ-PZR ile P-gP mRNA ifade diizeyleri

Bu ¢aligmada kullanilan P-gP PZR primerleri Tablo 12” de listelenmistir. Housekeeping gen
olarak GAPDH kullanilmastir.

Tablo 12. P-gp mRNA primer tablosu

P glikoprotein (P-gp)-ileri 5’-GCCTTCATCGAGTCACTGCC-3’
P glikoprotein (P-gp)-geri 5’-CCAGGGCTTCTTGGACAACC-3’
GAPDH-ileri 5’-GGTCACCAGGGCTGCTTTTA-3’
GAPDH-geri 5’-CCCGTTCTCAGCCATGTAGT-3’

P-gp mRNA ekspresyon diizeyinin tespitinde kullanilan GZ-PZR kosullar1 Tablo 13’ te

listelenmistir.
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Tablo 13. P-gP mRNA ekspresyon diizeyi tespiti i¢in GZ-PZR kosullari

Adim Zaman Sicaklik (°C)
PZR baslangi¢ aktivasyon 5 dakika 95
Denatiirasyon 10 saniye 95
Baglanma/uzama 60 saniye 60
Dongii sayisi 45 dongi

5.2.8. Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi

Gerekli kosulda hazirlanip -80°C” de saklanan hiicre peletlerine hazirlanan homojenlestirme
(lizis) tamponu (50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 uM NaF, 10 mM NazVOs,
%1 Triton X-100, 1ImM DTT) veya bir adet cOmplete Edta-free Protease Inhibitor Cocktail
(Roche, Merck, Germany) tableti eklendi ve ¢oziildii ve her 6rnege bu karisimdan 100ul
eklendi. Dounce ile hiicreler patlatildi. Homojenlestirme tamponunu Iml’ ye tamamlayarak
hiicre patlatma isi tekrarlandi. Protein Ornekleri Lowry yontemi ile protein miktar tayini

yapilmak tizere -80°C’ de saklanda.

5.2.9. Protein miktar tayini

Tiim lizatlarin protein konsantrasyonu, Pierce™ BCA protein Assay kiti (Thermo Scientific,
ABD) ile belirlendi (Lowry ve ark., 1951).

5.2.10. Elektroforez (SDS-PAGE)

Ornek tamponu (4X) ile karistrilan protein drnekleri (150pg) 100°C’ta 3-5 dakika denatiire
edildi. Esit miktarlarda (50 pg/kuyu) protein, %12 SDS-PAGE jelleri tizerinde 150 Volt’ da 1,5
saat ylrtitiildii ve fraksiyonlara ayrildi.

5.2.10.1. Islak elektroforetik transfer diizenegi ile elektroforetik transfer

Jelin biytikliigiine uygun olarak iki tane filtre ve bir tane nitroselilloz membran kesildi.
Elektroforez sonrasi iist jeli kesilen jel, nitroseliilloz membran, filtre kagitlar1 ve siingerler 10
dakika aktarma tamponu icinde bekletildi. Jel kasetindeki pozitif elektrodun (anot) iizerine
strastyla stinger, 3MM filtre kagidi, nitroseliiloz membran, jel, 3MM filtre kagid1 ve siinger

konularak kaset kapatildi. Kaset transfer diizenegine yerlestirildikten sonra kasetin iist kismini
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kaplayacak sekilde aktarma tamponu ile dolduruldu. Diizenek gii¢ kaynagina baglanip 80-

100V°da 1 saat siiresince aktarma yapildi.

5.2.10.2. Western emdirimi analizi

Membranlar BSA igeren TBS-T blok tamponunda 1saat oda sicakliginda veya 4°C’ de gece
boyu inkiibe edilerek bloklandi. Membranlar sirasiyla kaspaz-3, BcL-2, Bax, cyt ¢ (Invitrogen,
UK), kaspaz-9, AIF (Cell Signalling, Massachusetts, ABD), aktin (sc-1616) ve kaspaz-8
(SantaCruz, ABD) birincil antikorlar ile etkilestirildi. Membranlar, %0,05 Tween-20 (TBS-T)
iceren TBS-T tamponu ile 3 kez 10’ar dakika yikandiktan sonra, birinci antikoruna uygun
horse-radish peroksidaz (HRP) konjuge keg¢i anti-tavsan ve/veya alkalin fosfataz (AP) konjuge
keci anti-tavsan sekonder antikorlar1 ile 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra tekrar TBS-T
tamponuyla 3 kez 10’ ar dakika yikand1 ve birincil antikor ve ikincil antikor IgG etkilesmini
iceren membran ECL sistemi ve/veya Nitro Blue Tetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-
phosphate (NBT-BCIP) (Roche, Merck, Germany), renk gelistirici tampon ile renklendirildi
(Cabadak et al., 2011). Bant yogunluklari, Image] yaziliminin {icretsiz siirimii (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak optik yogunluk 6lgiildii. House-keeping
gen kontrolii igin aktin kullanildi. Kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, BcL-2, Bax, cyt ¢, AIF ve
aktin molekiiler agirliklar1 sirasiyla; 35kDA; 18kDA; 37kDA; 26kDA; 23 kDa;15 kDa; 67kDa
ve 43kDA.

5.2.11. Istatistiksel Analiz

Veriler, en az {i¢ veya alt1 bagimsiz deneylerin Standart Hata Ortalamasi1 (SEM) olarak ifade
edilmistir. Tiim istatistiksel analizler, iki yonlii varyans analizi kullanilarak belirlenmis Prism
stirim 8.0.2 yazilim1 (GraphPad Software Inc) kullanilarak Two-way ANNOVA ve Tukey’ s
coklu karsilastirma testi ile gerceklestirilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Yabanil-tip HT29 hiicre canhihiginin belirlenmesi

6.1.1. Yabanil-tip HT29 hiicrelerinin tripan mavisi ile hiicre sayim

Kiiltiire edilen hiicrelerin canliliklarini ve sayilart TC20 hiicre sayim cihazi (TC20, Biorad,
USA) veya hemositometri kullanilarak Tripan mavisi boyasi ile canli hiicre sayilar
belirlenmistir. Hemositometride sayilan 6lii ve canli hiicrelerden; toplam hiicre sayisinin canli
hiicrelere % olarak oranlanmasiyla hiicre canlilig1 belirlenmistir. Yabanil-tip HT29 hiicrelerinin

toma laminda faz kontrast 151k mikroskobik goriintiisii Resim 1’ de gosterilmistir.

Sekil 21. Yabanil-tip HT29 hiicre sayimi1. Tripan mavisi ile boyanmis HT29 hiicrelerinin faz kontrast
151k mikroskobunda hemositometrideki goriintiisii.

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinin hemositometri ile hiicre canlilifi asagidaki formiile gore

hesaplanarak Sekil 22’ de gosterilmistir.

10 pl 6rnek + 90 ul TB. —— Ol hiicreler maviye boyanur.

Canli
X100 = Canlilik Oram
Toplam

68



HT29 Kolorektal Kanser Hiicre soyu
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Sekil 22. Hemositometri ile yabanil-tip HT29 (%) hiicre canlilig1. Sonuglar alt1 deneyin ortalamasi
alinarak + SEM olarak sunuldu (****P<0,0001) + SEM (****P<0,0001).

6.2. Yabanil-tip HT29 hiicre soyu mikroskobik goriintiileri

Yabanil-tip HT29 hiicre soyunun kiiltiir ortamina ekildikten ve 40uM Kapesitabin eklendikten
sonraki 24.saat ve 48. saat faz kontrast 151k mikroskobik goriintiileri asagidaki resimde gosterildi
(Sekil 23).

Yabanil-tip HT29

40pM Kkapesitabin

Sekil 23. Yabanil-tip HT29 hiicrelerinin 24. ve 48. saat faz kontrast 151k mikroskobu goriintiileri.
(Yabanil-tip HT29 hiicreleri %10 fetal sigir serumu iceren DMEM kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. Yabanil-
tip HT29 hiicreleri kontrol grubu ve kapesitabin grubu)
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6.3. HT29 kolorektal kanser hiicre soylarinda BrdU hiicre cogalma deneyleri
6.3.1. Yabanil-tip HT29 hiicre cogalmasinda farkh dozlarda fisetinin 24.saat

muamelesinin etkileri

Daha 6nceden hazirladigimiz fisetin (200mM) alkol ile 14mM* a kadar seyreltildi. Hazirlanilan
14mM fisetin stogundan, seri diliisyon yapilarak; tabloda verilen fisetin konsantrasyonlari
hazirlandi. Yabanil-tip HT29 hiicreleri, %1 FSS ile 30uM, 60uM, 90uM ve 120uM fisetin
varliginda ICsp (%50 inhibisyon orani) degerini belirlemek tizere 24 saat muamele edildi. Hiicre

sayimi BrdU yontemi ile yapildi. BrdU hiicre ¢cogalmasi ve I1Csqg egrileri ¢izildi.

Tablo 14. BrdU hiicre ¢ogalmasi deneylerinde kullanilan fisetin konsantrasyonlari

Gruplar Yabamil-tip HT29 hiicre soyu
Kontrol -
Fisetin (30uM) +
Fisetin (60uM) +
Fisetin (120uM) +
Fisetin (240uM) +

Fisetinin hiicre ¢cogalmasina 24. saat etkisi Sekil 24’ te gosterildi.
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Sekil 24. Yabanil-tip HT29 hiicre ¢ogalmasinda artan dozlarda fisetinin 24.saat etkisi. Sonuglar altt
deneyin ortalamasi alinarak + SEM olarak sunuldu (*p<0,027782; **p<0,004397) (Fisetin= 30uM,
60uM, 120uM ve 240uM).

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde fisetinin ICso dozu asagidaki grafikten elde edildi (Sekil 25).
Hiicre gogalmasinda fisetinin doz yanit egrisinde 1Cso degeri 59,13 olarak belirlendikten sonra;
60uM, 90uM ve 120uM dozlarnin Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde hiicre cogalma

deneylerinde kullanilmasina karar verildi.

Fisetin
1501
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Sekil 25. Yabanil-tip HT29 hiicre ¢ogalmasinda fisetinin 1Cso degeri. Sonuglar alt1 deneyin ortalamasi
almarak = SEM olarak sunuldu (Fisetin=30uM, 60uM ve 120uM ve 240uM)
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6.3.2. Yabaml-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda cogalma deneyleri
Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda 60uM, 90uM ve 120uM dozlarda fisetin,
40uM kapesitabin ve bunlarin kombinasyonlari ile yukarida anlattigimiz (Sekil 17) protokole

gore hiicre cogalma deneyleri yapildu.

Hiicre ¢ogalma deney sonuglar1 Sekil 26’ da gosterildi.

Bl Yabanil-tip HT29
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Sekil 26. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda fisetin ve/veya kapesitabinin 24 saat tedavisi
sonrast BrdU hiicre ¢ogalmasi. Sonuglar alti deneyin ortalamasi alinarak + SEM olarak sunuldu
(*¥***p<0.0001 ; *** p<0.0008; * p< 0,0459) (Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; F1=60uM fisetin;
F2=90uM fisetin; F3=120uM fisetin).
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Sekil 27. Yabanil-tip HT29 hiicre soyunda fisetin ve/veya kapesitabinin 24 saat tedavisi sonrasi BrdU
hiicre ¢ogalmasi. Sonuglar alti deneyin ortalamasi alinarak = SEM olarak sunuldu (*p<0,037716;
**p<0,002791) (Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; F1=60uM fisetin; F2=90uM fisetin; F3=120uM
fisetin).

KD/HT29

H +

BrdU hiicre ¢cogalmasi
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N
1

I I I I I
Kontrol Kap  KaptFl1 Kap+F2 Kap+F3

Sekil 28. KD/HT29 hiicre soyunda fisetin ve/veya kapesitabinin 24 saat tedavisi sonrast BrdU hiicre
cogalmasi. Sonuglar alti deneyin ortalamasi alinarak + SEM olarak sunuldu (*p<0,0443; *p<0,0212;
*p<0,0039) (Kisaltmalar: Kap= 40uM kapesitabin; F1= 60uM fisetin; F2= 90uM fisetin; F3=120uM
fisetin).

Hiicre ¢ogalmasi deney sonuglarina gore; hiicre soylarini ayri ayri ele aldigimizda; 40uM
kapesitabinin ve 120uM fisetinin yabanil-tip HT29 hiicrelerinde KD/HT29 hiicrelerine kiyasla
daha fazla inhibisyon yaniti verdigi goriildii. Dolayisiyla kapesitabin etkisinin daha az
inhibisyon gostermesi KD/HT29 hiicre soyunun bu ilaca direng gelistirdigini gosterdi. Ayrica

fisetin ve/veya kapesitabin maruziyeti iki hiicre soyunda da inhibisyon yaniti verdi. Bu
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sonuglar, KD/HT29 hiicrelerinin kapesitabine diren¢ gelisimi gdstermesinin yaninda fisetinin
bu KD/HT29 hiicrelerinin ¢ogalmasini daha fazla inhibe ettigi de belirlendi. Bu deneylerin
sonuglarina gore daha sonra yapilacak deneylerde fisetinin 120uM dozu ile devam edilmesine

karar verildi.

6.4. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda hiicre gocii deneyleri

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylar;, 12-kuyulu plakalara (5x10* hiicre/kuyu)
ekilmistir. Yaralar, her bir kuyucugun tiim ¢ap1 boyunca 200 pL’ lik bir pipet ucu ile kazinarak
olusturuldu. Daha sonra, hiicreler PBS ile yikandi, fisetin ve/veya kapesitabin igeren ortam ile
24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonra ortam atild1 ve taze besiyeri eklendi. Cizilmeden hemen
sonra (0.saat), 24. ve 48. saatlerde faz kontrast 151k mikroskobunda goriintiiler alind1 (Sekil 29).

Yara genislikleri ImageJ Yazilimi kullanilarak hesaplandi.

Yabamil-tip HT29

50- . € Kontrol
B 40uM Kap

§ 40 A 120uM Fis
= ¥ KaptFis
g 30- aptFis
=
-
=
= 201
-
2
¢ 101

0-

| 1
0.saat 24 saat 48.saat

Sekil 29. Yabanil-tip HT29 hiicre soyunda % yara iyilesimi. Hiicrelerin kapesitabin, fisetin ve
kombinasyonlari ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi her grubun 0., 24. ve 48. saat yiizde kapanma grafikleri
¢izildi. Veriler en az dort bagimsiz deneyin ortalamasi+=SEM olarak sunuldu (**** P<0.0001)
(Kisaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin).
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Sekil 30. KD/HT29 hiicre soyunda % yara iyilesimi. Hiicrelerin kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlar
ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi her grubun 0., 24. ve 48. saat yiizde kapanma grafikleri ¢izildi. Veriler
en az dort bagimsiz deneyin ortalamasi+ SEM olarak sunuldu (****P<0.0001) (Kisaltmalar: Kap=
kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin).
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Sekil 31. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda yara iyilesmesi deneyi karsilastiriimasi.
Hiicrelerin kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlan ile 48 saat inkiibasyonu sonrasi her iki grubun
karsilastirmali grafikleri Two-way ANOV A multiple karsilagtirmali testi yapilarak ¢izildi. Veriler en az
dort bagimsiz deneyin ortalamasi = SEM olarak sunuldu (****p<0.0001; **p <0.0044; *p<0.0180)
(Kisaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin)
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40pm Kapesitabin
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120 pm Fisetin
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Sekil 32. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda yara iyilesmesi goriintiileri. Hiicrelerin,
kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlari ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi 0., 24. ve 48. saatteki her iki

hiicre grubundaki yara iyilesimi goriintiileri faz kontrast 151k mikroskobunda alind1 (Kisaltmalar: Kap=
kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin).

Kontrol
40
Kap
30
Fis
Kap+Fis 20

Yabaml-tip HT29 KD/HT29

Yara iyilesmesi(%)

Sekil 33. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda yara iyilesimi isi-haritasi. Hiicrelerin
kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlari ile 48 saat inkiibasyonu sonrast her iki grubun karsilagtirmali 1s1
haritas1 grafigi. Veriler en az dort bagimsiz deneyin ortalamasi + SEM olarak sunuldu (****p<0.0001;
**p <0.0044; *p<0.0180) (Kisaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin).
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Hiicre yara iyilesme deneylerinde her iki hiicre soyunda hiicre gruplari kapanma (iyilesme)
egilimindedir ancak kontrol grubu diger gruplara oranla 24 ve 48. saatte daha fazla kapanma
gosterdi. Yabanil HT29 hiicrelerinde 120uM fisetin grubunun tiim gruplara gore daha az

kapanma gosterme sebebi hiicre ¢ogalmasini daha giiglii inhibe etmesidir (Sekil 31).

Ayni sekilde KD/HT29 hiicre gruplarinda da yaralar kapanma egilimindedir ancak yabanil
HT29 hiicre soyuna gore kapesitabinin direngli hiicrelerde daha az etkin olmasindan dolay1

kapanma yiizdelerindeki degisim farkli bulunmustur.

6.5. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda koloni olusumu deneyleri

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda koloni olusumu deneyleri yapildi. HT29 hiicre
soylari, koloni olusum kapasitelerini degerlendirmek igin, 1x10® hiicre/kuyu 6-kuyulu plakalara
ekildi ve 37°C' de ve %5 COz2’ de inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicreler ayni kosullar altinda,
fisetin, kapesitabin ve fisetin ve /veya kapesitabin ile muamele edildi. 24 saat sonra ortam
degistirildi ve hiicrelerin 11 giin boyunca koloni olusumuna izin verildi. Daha sonra hayatta
kalan koloniler etanol ile sabitlendi ve kristal viyole ile boyandi (Franken ve ark., 2006). Koloni

olusumu deney agamalar1 Sekil 34’ te gosterilmistir.
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Sekil 34. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda % koloni olusumu verimliligi. Hiicrelerin,
kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlari ile 24 saat inkiibasyonu sonras1 olugan koloniler sayild1 Veriler,
kontrol hiicrelerine gore yiizde olarak ifade edildi ve koloni olusum verimliliginin nicel analiz sonuglari
grafikleri ¢izildi. Veriler en az dort bagimsiz deneyimin ortalamasi+SEM olarak sunuldu
(****p<0.0001; **p<0.0041; *p<0.0147) (Kisaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin, Kap+fis=
Kapesitabin+fisetin).
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Sekil 35. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda koloni olusumu deneyinin 1s1-haritasi grafigi.
Hiicrelerin, kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlar1 ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi 11 giin boyunca
koloni olugmasina izin verildi ve sonra olusan koloniler sayildi ve 1s1-harita grafikleri ¢izildi. Veriler en
az dort bagimsiz deneyin ortalamasi + SEM olarak sunuldu (Kisaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis= fisetin,
Kap+fis= Kapesitabin+fisetin).

Kontrol 40pum Kap 120um Fis Kap+Fis

Yabaml-tip HT29

KD/HT29

Sekil 36. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soyu koloni olusumu goriintiileri. Hiicrelerin,
kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlar1 ile 24 saat inkiibasyonu sonrast 11 giin boyunca koloni
olugmasina izin verildi ve sonra olugan koloniler goriintiilendi (Kisaltmalar: Kap= kapesitabin; Fis=
fisetin, Kap+fis= Kapesitabin+fisetin).

Aragtirmamizda, kombinasyon ila¢ tedavilerinin kolorektal kanser hiicre biiylimesinde temel
bir siire¢ olan koloni olusturma yetenegini inhibe edip etmedigini inceledik. Koloni olusturma
verimliligi formiilii ile yapilan hesaplamalara gére deney sonuglar1 analiz edildi. Hem yabanil-
tip HT29 hem de KD/HT29 hiicreleri, fisetin ve/veya kapesitabine maruz kaldiginda inhibe

olmustur. Kapesitabin ve fisetin kombinasyonu, yabanil-tip HT29 hiicrelerinde kontrol grubuna
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kiyasla koloni olusturmay:r en ¢ok engelleyen etkileri gosterdi. Ote yandan, KD/HT29
hiicrelerinde fisetin yalniz basina kontrol grubuna kiyasla daha fazla inhibe edici etki
gostermistir (*¥***p<0.0001) (Sekil 34). 40uM kapesitabin KD/HT29 hiicre soyundaki koloni
olusumu yiizdesi, yabanil-tip HT29 hiicrelerine kiyasla daha yiiksektir (**p<0.0041). Yabanil-
tip HT29 hiicrelerinde, 40uM kapesitabin dozu kontrol grubuna kiyasla koloni olusumunu %80
inhibe etmistir. KD/HT29 hiicrelerinde ise 40uM kapesitabin dozu kontrol grubuna kiyasla
koloni olusumunu %31,25 inhibe etmistir (*p<0.0147). KD/HT29 hiicrelerindeki kontrol
grubuna kiyasla, kapesitabin ve fisetin kombinasyonu koloni olusumunu énemli 6l¢iide %77,14
inhibe etmistir (****p<0.0001). Koloni olusumu sonuglari, hiicre ¢cogalmasi ve yara iyilesimi

deneyleri ile elde edilen sonuglarla uyumlu bulunmustur.
6.6. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda miRNA ekspresyon diizeyleri

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde P-gp ekspresyon diizeyindeki degisim Sekil 37’

de gosterilmistir.
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Sekil 37. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda P-gp ekspresyon diizeyi grafigi. Her iki hiicre
grubundan RNA ektrakte edildikten sonra cDNA sentezi yapildi. Uygun primerler kullanilarak GZ-PZR
yapildi. Housekeeping gen olarak GADPH kullanildi. Veriler ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi = SEM
olarak sunuldu.

P-gp (MDR1) ABC-1 tastyici ailesinin iiyesidir. P-gp ekspresyonunun direng gelisimi ile iligkili
oldugu bilinmektedir. Calismamizda, yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde direng
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gelisimi ile iliskiyi gostermek i¢in P-gp ekspresyonuna GZ-PZR ile bakilmistir.
Sonuglarimizda, yabanil-tip HT29 hiicrelerine gore KD/HT29 hiicrelerinde P-gp ekspresyon
diizeylerinde artis oldugu belirlendi. KD/HT29 hiicrelerinde P-gp ekspresyon diizeylerinde artis

olmasi kapesitabin direncinin gelistigini gostermistir (Sekil 37).

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde hsa-mir-381 ekspresyon diizeyindeki degisim
Sekil 38° de gosterilmistir.
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Sekil 38. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda hsa-mir-381 ekspresyon diizeyi grafigi. Her
iki hiicre grubu, kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlar1 ile inkiibe edilip miRNA ektrakte edildikten
sonra cDNA sentezi yapildi. Uygun primerler kullanilarak GZ-PZR yapildi. Housekeeping gen olarak
RNU6 kullanildi. Veriler ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi+SEM olarak sunuldu (Kisaltmalar:
Kap=40uM kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Calismamizda, KD/HT29 hiicrelerinde kapesitabin ve fisetin gruplarindaki hsa-mir-381

inhibisyonu ile kemo-direng arasinda iliski 6nerilebilir.

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde hsa-mir-21 ekspresyon diizeyindeki degisim Sekil
39’ da gosterilmigtir.
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Sekil 39. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde hsa-mir-21 ekspresyon diizeyi grafigi.Her iki

hiicre grubu kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlari ile inkiibe edilip miRNA ektrakte edildikten sonra

cDNA sentezi yapildi. Uygun primerler kullanilarak GZ-PZR yapildi. Housekeeping gen olarak RNU6

kullanildi. Veriler iic bagimsiz deneyin ortalamasi = SEM olarak sunuldu (Kisaltmalar: Kap=40uM
kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde, kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlari ile hsa-
miR-21 ekspresyon diizeylerinde inhibisyon oldugu goriilmiistiir. Hem yabanil-tip HT29 hem
de KD/HT29 hiicrelerinde hsa-miR-21 ekspresyonunun inhibisyonu, en ¢ok fisetin,

fisetint+kapesitabin ile tedavi edilen gruplarda goriilmistiir.

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde hsa-mir-181-a ekspresyon diizeyindeki degisim
Sekil 40’ da gosterilmistir.
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Sekil 40. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde hsa-mir-181-a ekspresyon diizeyi grafigi. Her
iki hiicre grubu kapesitabin, fisetin ve kombinasyonlari ile inkiibe edilip miRNA ektrakte edildikten
sonra cDNA sentezi yapildi. Uygun primerler kullanilarak RT-PCR yapildi. Housekeeping gen olarak
RNUG6 kullanildi. Veriler li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi + SEM olarak sunuldu (*p<0,0105)
(Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Her iki hiicre soyunu karsilastirdigimizda, fisetin ve fisetin+kapesitabin gruplarinda hsa-mir-
181-a ekspresyon diizeyi yabanil-tip HT29 hiicrelerinde artarken KD/HT29 hiicrelerinde azald.
Fisetin uygulanan yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicreleri karsilastirildiginda, KD/HT29

hiicrelerinde hsa-mir-181-a2 ekspresyon diizeyinin anlamli olarak azaldigi belirlenmistir
(*p<0,0105).

6.7. Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylarinda apoptoz protein ekspresyon
diizeyleri

Western data grafikleri ve goriintiileri, Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde Bax/BcL-

2 protein ekspresyon analizi Sekil 41° de gosterilmistir.
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Sekil 41. Bax/BcL-2 protein ekspresyon diizeyi grafigi. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varliginda
cogaltilan hiicrelerden hiicre lizatlar1 hazirlanip western blot analizleri yapildi ve 6zgiin antikorlarla
etkilestirildi. Veriler {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi + SEM olarak sunuldu (*p<0.0164; **p<0.0018;
*E%p<0.0004; ****p<0.0001) (Kisaltmalar: Kap=40uM Kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Fisetin, tek basmna veya fisetin ile kombinasyon halinde kapesitabin, yabanil-tip HT29
hiicrelerinde Bax/BcL-2 proteini ekspresyonunda artisa neden olmustur (**p<0.0018;
*Ex%p<0.0001). KD/HT29 hiicrelerinde ise, kapesitabin ve fisetin kontrol grubuna gore artisa
neden olurken, kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandiginda inhibisyon yapmistir (*p<0.0164;
***p<0.0004; ****p<0.0001). Kapesitabin ve fisetin ile tedavi edilen yabanil-tip HT29 ve
KD/HT?29 hiicreleri karsilastirildiginda, KD/HT29 hiicrelerindeki Bax/BcL-2 protein seviyesi,
yabanil-tip HT29 hiicrelerine gore inhibe olmustur (****p<0.0001) (Sekil 41).

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde sitokrom c protein ekspresyon analizi Sekil 42° de

gosterilmistir.
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Sekil 42. Cyt c protein ekspresyon diizeyi grafigi. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varliginda
cogaltilan hiicrelerden hiicre lizatlar1 hazirlanip western blot analizleri yapildi ve 6zgiin antikorlarla
etkilestirildi. Veriler ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasi + SEM olarak sunuldu (*p<0,0323; **p<0,0082;
*E%p<0.0005; ****p<0.0001) (Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde, kontrol grubuna gore kapesitabin cyt c seviyelerini arttirdi
(****p<0.0001). Kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandiginda kontrol grubuna gore cyt c
diizeylerinde artisa neden oldu (***p<0.0003). Kapesitabin, KD/HT29 hiicrelerinde cyt ¢
seviyelerini biraz yiikseltti (*p<0,0323), ancak fisetin inhibisyona neden oldu (**p<0.0001).
Bu iki hiicre grubu karsilastirildiginda, KD/HT29 hiicrelerinin tiim ila¢ gruplarinda cyt c
ekspresyon diizeylerinin anlamli diizeyde inhibe oldugu gorildid (****p<0,0001,

(***p<0,0005) (Sekil 42).

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde Apoptoz indiikleme faktorii (AIF) protein
ekspresyon analizi Sekil 43’ te gosterildi.
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Sekil 43. AIF protein ekspresyon diizeyi grafigi. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varliginda ¢cogaltilan
hiicrelerden hiicre lizatlar1 hazirlanip western blot analizleri yapildi ve 6zgiin antikorlarla etkilestirildi.
Veriler ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi+=SEM olarak sunuldu (**p<0,0011; ***p<0,0006;
*EXEP<0.0001) (Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Kontrole gore tiim ilag gruplarinda hem yabanil-tip HT29 hiicrelerinde AIF diizeyleri artmistir,
hem de KD/HT29 hiicrelerinde kapesitabin tek basina veya fisetin ile kombinasyon halinde
uygulandiginda kontrol gruplarina kiyasla AIF seviyeleri anlamli diizeyde artig gostermistir
(***p< 0,0006; **p< 0,0011). Bu iki hiicre grubu karsilastirildiginda, KD/HT29 hiicrelerinin,
yabanil-tip HT29 hiicrelerine gore tiim ilag gruplarinda AIF ekspresyonunu inhibe ettigi
gorildi (****p<0.0001) (Sekil 43).

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde kaspaz-3 protein ekspresyon analizi Sekil 44° te
gosterildi.
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Sekil 44. Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyi grafigi. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varliginda
cogaltilan hiicrelerden hiicre lizatlar1 hazirlanip western blot analizleri yapildi ve 6zgiin antikorlarla
etkilestirildi. Veriler ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasi = SEM olarak sunuldu (*p<0,0236; **p< 0,0011;
*E%p< 0,0006; ****p<0.0001) (Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Kontrole gore tiim ilag gruplarinda yabanil-tip HT29 hiicrelerinde kaspaz-3 diizeyleri 6nemli
derecede artmis iken, KD/HT29 hiicrelerinde tek basina kapesitabin grubunda anlamli olarak
azalmis (*p<0,0236) ve kapesitabinle fisetin kombinasyon halinde uygulandiginda kontrol
gruplarina kiyasla ¢ok az anlamli diizeyde artis gostermistir (**p<0,0011). Bu iki hiicre grubu
karsilagtirildiginda, KD/HT29 hiicrelerinin, yabanil-tip HT29 hiicrelerine goére tiim ilag
gruplarinda kaspaz-3 ekspresyonunu inhibe ettigi goriildii (****p<0.0001) (Sekil 44).

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde kaspaz-8 protein ekspresyon analizi Sekil 45° te
gosterildi.
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Sekil 45. Kaspaz-8 protein ekspresyon diizeyi grafigi. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varliginda
cogaltilan hiicrelerden hiicre lizatlar1 hazirlanip western blot analizleri yapildi ve 6zgiin antikorlarla
etkilestirildi. Veriler {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi = SEM olarak sunuldu (*p<0,0196; **p<0,0029)
(Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde kontrole gore tiim ilag gruplarinda kaspaz-8 diizeyleri anlamli
bulunmamis ancak bu hiicrelerde kapesitabinle fisetin arasindaki fark anlamli (*p<0,0196)
bulunmustur. Yani kapesitabin kaspaz-8 ekspresyonunu anlamli olmasa da azaltmistir fakat
fisetin kaspaz-8 diizeyini artirmistir. Ancak KD/HT?29 hiicre soyunda kapesitabin grubu kendi
kontroliine gore anlamli olarak inhibisyona neden olmustur (**p<0,0029). Fisetin ve kapesitabin
ile fisetin kombinasyonu kontrol grubuna anlamli gére azalma gostermemistir (p >0,05 (Sekil
45).

Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde kaspaz-9 protein ekspresyon analizi Sekil 46’ da
gosterildi.
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Sekil 46. Kaspaz-9 protein ekspresyon diizeyi grafigi. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varliginda
cogaltilan hiicrelerden hiicre lizatlar1 hazirlanip western blot analizleri yapildi ve 6zgiin antikorlarla
etkilestirildi. Veriler {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi + SEM olarak sunuldu (*p<0,0479; **p<0,0011;
**%*p<0,0003; ****p<0.0001) (Kisaltmalar: Kap=40uM kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde kontrole gore fisetin ve kapesitabin ile kombine
fisetin gruplarinda kaspaz-8 diizeyleri O6nemli derecede artis gostermistir (***p<0,0003;
*#%%p<0.0001). KD/HT29 hiicrelerinde ise kapesitabin grubu kontrol grubuna gore anlaml
derecede inhibisyon gosterirken (****p<0.0001), kapesitabin ile kombine fisetin grubu anlamli
olarak artis gostermistir (**p<0,0011). Bu iki hiicre soyu karsilastirildiginda, kapesitabin grubu
ve fisetin grubu anlamli derecede azalig gostermistir (¥p<0,0479; ****p<0.0001) (Sekil 46).

Protein ekspresyon diizeyleri western blot temsili goriintiileri Sekil 47° de gosterilmistir.
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Sekil 47. Cyt ¢, Bax, BcL-2, AlF, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve Aktin protein ekspresyonu western
blot goriintiileri. 24 saat fisetin ve/veya kapesitabin varliginda ¢ogaltilan hiicrelerden hiicre lizatlar
hazirlanip western blot analizleri yapildi ve 6zgiin antikorlarla etkilestirildi. (Kisaltmalar: Kap=40pM
kapesitabin; Fis=120uM fisetin).

Western emdirimi analiz deneylerinden elde edilen sonuglara gore;

Hiicrelerdeki apoptoz protein ifadeleri, fisetin kaynakli hiicre dliimiinde yer alan potansiyel
molekiiler mekanizmay1 arastirmak i¢in belirlendi. Kapesitabin ve/veya fisetinin yabanil-tip
HT29 ve KD/HT29 hiicrelerinde apoptozu indiikleyip indiikleyemedigini gérmek i¢in western
emdirimi analizi yapildi. Sonuglar, tim apoptoz protein seviyelerinin, fisetin ve/veya
kapesitabin kombinasyonlarinda yabanil-tip HT29 hiicrelerinde 6énemli 6l¢iide arttigi, ancak

KD/HT29 hiicreleri tizerindeki etkisinin ¢ok daha az oldugu gosterildi.

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde kaspaz-3 ekspresyonu tiim ilaglarla artarken, KD/HT29
hiicrelerinde kapesitabin kaspaz-3 diizeylerini kontrol grubuna kiyasla dnemli 6lgiide azaltti
(****p<0.0001). Bunun nedeni, KD/HT29 hiicrelerinin kapesitabine karsi bir direng
mekanizmasi gelistirmesidir. Ek olarak, KD/HT29 hiicrelerinde kaspaz-3 ekspresyonu,
kapesitabin ile kombine edilmis fisetinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda arttig1 belirlendi
(**p<0.0056). Yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicre soylar1 karsilastirildiginda, KD/HT29
hiicreleri, tim ilag tedavilerinde yabanil-tip HT29 hiicrelerine kiyasla kaspaz-3 ekspresyonunun
inhibisyonunu indiikledigi goriilmektedir (****p<0,0001) (Sekil 47).
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Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde kaspaz-9 seviyeleri tim ila¢g gruplarinda artarken
(****p<0.0003), kapesitabin, KD/HT29 hiicrelerinde kaspaz-9 seviyelerini azaltti
(****p<0.0001). Ayrica KD/HT29 hiicrelerinde kapesitabin, fisetin ile birlikte uygulandiginda
kaspaz-9 ekspresyonunda anlamli diizeyde artisa neden oldu (¥*p<0.0011). Bu iki hiicrede
kapesitabin gruplar1 karsilastirildiginda, yabanil-tip HT29 hiicrelerine gore KD/HT29
hiicrelerinde kaspaz 9 ekspresyonu inhibe oldugu belirlendi (****p<0.0001).

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde AIF diizeyleri kontrol grubuna goére tiim ilag gruplarinda
artarken, KD/HT29 hiicrelerinde sadece fisetin ve kapesitabin ile fisetin kombinasyon
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli artmistir (**p<0,0011; ***p<0,0006;
*ExEp<0,0001). AIF ekspresyonunda iki hiicre grubu karsilastirildiginda, KD/HT29
hiicrelerinin, yabanil-tip HT29 hiicrelerine gére tek basina kapesitabin, tek basina fisetin ve

kapesitabinle fisetin kombine gruplarinda inhibe oldugu gortilmektedir (****p<0.0001).

Fisetin, tek basina veya fisetin ile kombine kapesitabin, yabanil-tip HT29 hiicrelerinde
Bax/BcL-2 proteini ekspresyonunda artisa neden oldu (**p<0.0018; ****p<0.0001). KD/HT29
hiicrelerinde ise, kapesitabin, fisetin kontrol grubuna goére artisa neden olurken, kapesitabin ve
fisetin kombine uygulandiginda inhibisyona neden oldu (*p<0.0164; ***p<0.0004;
*H%%p<0.0001). Kapesitabin ve fisetin ile tedavi edilen yabanil-tip HT29 ve KD/HT29 hiicreleri
karsilastirildiginda, KD/HT29 hiicrelerindeki Bax/BcL-2 protein seviyesi, yabanil-tip HT29

hiicrelerine gore inhibe oldugu goriildi (****p<0.0001).

Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde, kapesitabin cyt ¢ seviyelerini arttirmistir (****p<0.0001).
Kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandiginda kontrol grubuna goére cyt ¢ diizeylerinde artisa
neden olmustur (***p<0.0003). Kapesitabin, KD/HT29 hiicrelerinde cyt c seviyelerini
yiikseltti, ancak fisetin dnemli 6l¢iide inhibisyona neden oldu (*p<0,0323; **p<0,0082). Bu iki
hiicre grubu karsilastirildiginda, KD/HT29 hiicrelerinin tiim ilag gruplarinda cyt ¢ diizeylerinin
inhibe oldugu goriildi (***p<0.0005; ****p<0.0001).

KD/HT29 hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-9, AIF ve cyt c diizeylerinin yabanil-tip HT29
hiicrelerine gore azalmasi kapesitabin direncinin gelistigini gostermektedir. Sonug olarak,

KD/HT29 hiicrelerinin apoptoza girmekten kismen korundugu goriildii.
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, HT29 kolorektal kanser hiicrelerinin, artan dozda kapesitabin ile inkiibe
edilerek olusturulan kapesitabine direngli HT29 hiicrelerinde fisetinin tek basma ve/veya
kapesitabinle kombinasyonlarinin hiicre ¢ogalmasi, yara iyilesmesi, koloni olusumu, miRNA
ekspresyonlar1 ve apoptoz proteinleri iizerine etkileri incelendi. Metastatik kanserden dlen
hastalarin neredeyse tamaminda ¢oklu ilaca direngli tiimorlere sahip olduklari belirtilmektedir.
Arastirmacilar, c¢oklu ilag direnci mekanizmalarimi etkisiz hale getiren tedavilerin
tasarlanabilmesi igin yonelik ilag direng mekanizmalarinin anlasilmasinin gereklilik oldugunu
belirtmektedir. Kanser hala zorlu bir diismandir. Tedaviye yanitin iyilesme ile sonug¢lanmasi
icin daha hedefe yonelik terapdtiklere yapilan yeni yatirimlar vardir. Ancak ¢oklu ilag direnci,
kanserin kemoterapdtik tedavilerle iyilestirilmesinin Oniindeki en biiyiik engel olarak devam

etmektedir (Gottesman ve ark., 2023).

5-FU, kapesitabin, irinotekan ve platin tabanli ilaclar kolorektal kanser tedavisinde araci olarak
kullanilir, ancak ila¢ direnci gibi bazi sorunlar hastalarin sonuglarini iyilestirmek icin yeni
sitotoksik ilaglar1 bulmada yeni zorluklar olusturur (Denlinger ve Barsevick, 2009; Hammond
ve ark., 2016; Mohammadian ve ark., 2017; VVan der Jeught ve ark., 2018; Blondy ve ark., 2020;
Al Saihati ve Rabaan, 2023). Birgok kanser tiirii baslangicta kemoterapiye duyarli olsa da
zamanla diren¢ geligebilir. Direngli hiicrelerin morfolojik ve biyolojik ozelliklerindeki
degisiklikler, edinilmis ila¢ direncini gosterebilir. Kolorektal kanser hiicrelerinde kapesitabin
direncinin gelisme mekanizmasi hala belirsizligini korumaktadir. Bu ¢alismada kapesitabine
stirekli maruz kalma yoluyla yabanil-tip HT29 hiicrelerinde kapesitabine direncli hiicre alt
kiimesi KD/HT29 olusturmak {izere doz arttirma stratejisi kullanildi. Sonuglarimiz, artan
kapesitabin dozlarina uzun siireli kronik maruz kalma yoluyla direngli hiicre alt kiimesi

olusumunun gerceklestigini gdsterdi.

Son zamanlarda, kolorektal kanser genis bir kemosensitivite sergilediginden kemoterapinin
etkinligini artirmak ve ila¢ direnci gibi sorunlar1 azaltmak i¢in bazi yeni ajanlar 6nerilmis ve
kemopreventif aktivitelere sahip dogal bilesenlerin arastirilmasima odaklanilmistir (Syed ve
ark., 2008; Jeng ve ark., 2018; Afzal ve ark., 2023; Farhan, 2023). Meyveler, sebzeler, yesil,
beyaz ve siyah ¢ay, elma, ¢ilek, bira ve kirmiz1 saraplardan elde edilen flavonoidlerin, gii¢lii
kanser Onleyici 6zellikleri oldugu daha 6nceki birgok ¢alismada gosterilmistir (Ramos, 2007,
Androutsopoulos ve ark., 2010; Szliszka ve Krol, 2011; Jeng ve ark., 2018; Kashyap ve ark.,
2019; Kubina ve ark., 2022; Afzal ve ark., 2023; Farhan, 2023; Kumar ve ark., 2023). Kanser

hiicrelerindeki kemoterapinin etkisini artirmak icin flavonoidlerle anti-kiigiik ilaclarin ortak
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tedavi potansiyeli bir hedef olarak sunulmaktadir (Lin ve ark., 2016). Bu ¢alismada, fisetinin
yabanil-tip HT29 hiicrelerinde apoptozu tesvik ettigi ve kismen KD/HT29 hiicrelerinde apoptoz
sinyal yolagini inhibe ettigi gosterildi. Yabanil-tip HT29 hiicrelerinin 120uM ve 240uM fisetin
tedavisinin hiicre cogalmasinda doz-yanit egrisinde inhibitor etkisi gosterildi. Yabanil-tip HT29
hiicre ¢ogalmasi deneylerinde fisetinin doz yanit egrisinde ICso degeri 59,13uM olarak
belirlendi (Sekil 23). Hiicre ¢ogalmasi deneylerinde literatiiri inceleyerek karar verdigimiz
40uM kapesitabin dozunun hem KD/HT29 hem de yabanil-tip HT29 hiicrelerinde anlamli
inhibisyona neden oldugu belirlendi. Her iki grup birbiriyle karsilastirildiginda, kapesitabine
maruz kalmanin, kapesitabine direngli KD/HT29 hiicrelerinde, yabanil-tip HT29 hiicrelerine
kiyasla daha az inhibisyona neden oldugu goriildii. Wu ve arkadaglari, kapesitabin ve visfatin
ile birlikte tedavi edilen insan DLD-1 kolorektal kanser hiicrelerinin, tek basina kapesitabin ile
tedavi edilen hiicrelere kiyasla hiicre canliligini arttirdig1 belirtildi ve resveratroliin, KRK
hiicrelerinin kapesitabine duyarliligin1 azaltmada visfatin etkisini azalttig1 gosterilmistir (Wu
ve ark., 2021). Yapilan baska bir arastirmada kapesitabinin insan kolon kanseri hiicrelerinde
canlilik ve apoptoz indiiksiyonu iizerindeki etkisi arastirilmistir ve daha diisiik dozlarda
kapesitabin tedavisinin, apoptozun mitokondriyal yolu araciligiyla kolon kanseri biiyiimesinin
inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (Kim ve ark., 2017; Li ve ark., 2017; Sim ve ark.,
2018). Zeynali-Moghaddarn ve arkadaslarinin yaptigi calismada, HT29 hiicre canliliginin,
kapesitabin, irinotekan ve 17-AAG’ ye 24 saat maruz kaldiktan sonra doza bagli olarak azaldig:
gosterildi. Kapesitabin veya irinotekan ila¢ rejimine 17-AAG’ nin dahil edilmesinin, hiicre
canliligini tek tedavi veya ticlii tedavi gruplarina gore daha etkili bir sekilde azaltabilecegi 6ne
stiriildii. Ayrica 17-AAG, irinotekan veya kapesitabinden olusan ikili kombinasyon gruplarinin
sinerjistik etkiler gosterdigi, ti¢lit kombinasyon grubunun (17-AAG/Kap/irinotekan) ise agik bir
antagonistik etki gosterdigi vurgulanmistir (Zeynali-Moghaddarn ve ark., 2019). Literatiirden
elde edilen bu bulgular, gozlemlerimizle uyumludur ve kombinasyon tedavilerinin hiicre

davranigin etkilemedeki potansiyel etkileri vurgulanmaistir.

Calismamizdaki bagka bir bulgu ise hiicre c¢ogalmasinda fisetin grubu, tiim gruplarla
karsilastirildiginda yabanil-tip HT29 hiicrelerinde en fazla inhibisyona neden oldugudur.
KD/HT29 hiicrelerinde ise kontrol grubuna gore fisetinin hiicre ¢ogalmasinda daha fazla
inhibitdr etkiye neden oldugu belirlendi. KD/HT29 hiicrelerinde yabanil-tip HT29 hiicrelerine
gbre az da olsa fisetinin hala inhibe edici etki gostermesi direncin de kismen asildigini
gostermektedir. Sonuglarimiza goére yabanil-tip hiicrelerle direngli hiicrelerin ¢ogalmalari
karsilastirildiginda ilaclarin inhibe edici etkileri direngli hiicrelerde daha azdir. Jeng ve

arkadaslar1 tarafindan, LoVo kolorektal kanser hiicrelerinde fisetinin hiicre canlilifini inhibe
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ettigini ve doza bagl olarak apoptozu indiikledigi gosterildi. 80uM fisetinin LoVo, OR ve
CPT11-LoVo kanser hiicrelerinde sirasiyla %9,8, %4 ve %40,3 apoptotik hiicreleri indiikledigi
gosterildi. Ayrica CPT11° e direngli Lovo Kanser hiicrelerinin fisetin tedavisine karsi daha
duyarli oldugunu ve oksaliplatin diren¢li Lovo hiicrelerine gore daha fazla inhibitor etkiye sahip
oldugu belirtildi (Jeng ve ark., 2018). Sim ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada, HT29
hiicrelerinde 20uM kapesitabinin hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi belirtildi (Sim ve ark., 2018).
Shao ve arkadaslar1 HT29 hiicrelerinin kapesitabin ile tedavi edildikten veya si-RANK ile
transfekte edildikten sonra hiicre canliliginin negatif kontrollerine kiyasla onemli 6lgiide
azaldigin1 belirttiler (Shao ve ark., 2022). Mohammadian ve arkadaslari, HT29 ve HCT-116
hiicre soylarinin 1, 2, 4 ve 8uM farkli kapesitabin konsantrasyonlariyla inkiibe edilip,
kapesitabin ve oksaliplatine 17-AAG eklenmesinin hiicre soylarinin terapotik indekslerini
tyilestirip iyilestiremeyecegini incelediklerinde, her ajanin tek basina sitotoksik etkisinin artan
konsantrasyonlarla arttigint  gosterdi. Ayrica, HCT-116 ile HT29 hiicre soylari
karsilagtirildiginda HT-29 hiicrelerinde tiim tek ilach tedavi gruplarinda daha ytiksek 1Cso
degerleri elde ettiklerini ve HT-29 hiicrelerininbu ilaglara kars1 daha direngli oldugu sonucuna
varilabilir oldugunu ifade ettiler (Mohammadian ve ark., 2017). Suh ve arkadaslar1 tarafindan
HCT-116 ve HT29 kolon kanseri hiicre soylarinda fisetinin hiicre ¢cogalmasi tizerindeki etkisini
incelendiginde her iki hiicre soyunun da fisetine duyarli oldugunu ve kolon kanseri hiicrelerinin
¢ogalmasini inhibe ettigi bildirildi (Suh ve ark., 2009). Khan ve digerleri tarafindan yapilan
baska ¢alismada ise, 90uM fisetin ve 5-FU ile kombine tedavinin PIK3CA-mutant HCT116 ve
HT?29 kolon kanseri hiicrelerinde inhibitor etkisinin ¢ok yiiksek oldugu belirtilmektedir (Khan
ve ark., 2019).

P-gp kanser kemoterapisinde ila¢ direnci ile iliskili en iyi karakterize edilmis ABC tastyict
protein ailesinin bir tiyesidir. P-gp’ nin yukari regiilasyonunun kanser hiicrelerinde kemoterapi
aracili hiicre 6liimiinden kagmada etkili oldugunu belirlenmistir (Ambudkar ve ark., 2003). P-
gp ekspresyonunda degisim karaciger, akciger, meme, bagirsak, gastrik kanserler ve
osteosarkomada kemorezistansa neden olmaktadir. Sonug olarak, P-gp’ nin ekspresyonu gesitli
sinyal yolaklarmin birlesik eyleminin sonucudur. Bu sinyal yolaklarmin ve diizenleyici
molekiillerin kesfi, P-gp’ nin roliinii ac¢ikliga kavusturabilir ve inhibitorlerinin tanimlanmasina
da yardimci olabilir. P-gp ekspresyonu ve MDR’ vyi tesvik eden bu sinyal yolaklari ve
diizenleyici molekiiller kemoterapi direncini tersine g¢evirmede potansiyel hedefler olarak
kullanilabilir (Tian ve ark., 2023). Kemoterapiye direng bagirsak kanserinin klinik tedavisinde
de hayati bir engeldir. P-gp asir1 ekspresyonu, sisplatin, paklitaksel, 5-FU, doksorubisin ve

diger kemoterapotik ilaglari hiicrelerden disari atmak igin akis pompast fonksiyonunu
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kullanarak hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonlarini ve sitotoksisiteyi azaltir. Bu nedenle kemoterapi
ilaglarmin tiimor hiicreleri tizerindeki ¢ogalmayi inhibe edici etkileri yetersiz kalir (Tian ve ark.,
2023). Calismamizda KD/HT?29 hiicrelerinde gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile
P-gp mMRNA ekspresyon seviyesinde artis belirlendi (Sekil 12). Bu sonuca gore, kapesitabin-
diren¢ mekanizmasinin, kolorektal kanser hiicrelerinde artmig P-gp ekspresyonu ile iligkili

oldugu gosterildi.

Yara iyilesmesi ile kanser arasindaki iliski uzun zamandir bilinmektedir. Yara iyilesmesini
diizenleyen mekanizmalarin, kotli huylu hiicrelerin doniisiimiinii ve biiylimesini destekledigi
gosterilmistir (Arnold ve ark., 2015). Shao ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada, yara iyilesmesi
analizlerinden, gé¢ oraninin, hem kapesitabin ile tedavi edilen hem de si-RANK ile transfekte
edilmis HT29 hiicrelerinde, negatif kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli dlgiide azaldigi
belirtildi (Shao ve ark., 2022). Cheng-Fang Tsai ve arkadaslari tarafindan, fisetin dozu arttikga,
4T1 ve JC meme kanseri hiicrelerinde hiicre go¢iiniin kontrol grubuna kiyasla azaldigini ve hem
4T1 hem de JC meme kanseri hiicrelerinde koloni olusma yetenegini 6nemli 6lgiide inhibe
oldugu gosterildi (Tsai ve ark., 2018). Baska bir ¢alismada hiicre gogiiniin belirgin olarak
kapesitabin tedavisi ile engellendigi, ancak RANK asir1 ekspresyonu ile belirgin bir sekilde
tersine ¢evrildigi gosterildi. DMSO ile tedavi edilen ve pcDNA3.1-RANK ile transfekte edilmis
hiicrelere kiyasla, ayn1 anda RANK agir1 ekspresyonu ve kapesitabin eklenmesiyle hiicre
goclinlin belirgin sekilde azaldigi goriildi (Shao ve ark., 2022). Hosseini ve arkadaslar
tarafindan yapilan bagka c¢alismada kanser hiicrelerinin migrasyonu iizerinde kuersetin ve
fisetinin etkisinin, ¢izilen alanin boyutuna bagli olarak, MCF7 hiicrelerinde yaklasik 24 saat ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saat sonra iyilesmelerin gozlendigi belirtildi (Hosseini ve ark.,
2023). Bu tez ¢alismasinda yara iyilesme deneyi sonuglarina goére, yabanil-tip HT29 ve
KD/HT?29 hiicrelerinde tiim ilag gruplari kontrol gruplari ile karsilastirildiginda inhibe oldugu
belirlendi. Ancak, yabanil-tip HT29 hiicrelerinde fisetinin inhibiyon etkisi %66 iken, KD/HT29
hiicrelerinde %34,2 inhibisyona neden oldugu goriildii. Fisetinin inhibe edici etkisi, direncin
kismen asilabildigini gostermistir. Ayrica her iki hiicre soyunda fisetin ve kapesitabin ile

kombine tedavi edilen gruplarda da yara iyilesmesinde azalma oldugu goézlendi.

Sim ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, kolorektal kanser hiicrelerinde laktik asit kalsiyum tuzu
(LCS) ve kapesitabinin uzun siireli tek ve kombine tedavi etkileri karsilastirildi. LCS ve
kapesitabinin birlikte uygulanmasinda, tek tedavilerle karsilastirildiginda daha kiiciik koloni
formlarina neden oldu. Kombine tedavinin, HT29 ve HCT116 kolonilerinin sayisin tek basina
kapesitabin ve LCS tedavilerine kiyasla 6nemli dl¢lide azalttig gosterildi (Sim ve ark., 2018).

Hosseini ve arkadaglari, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda kuersetin ve fisetinin tek
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basina veya birlikte tedavisinin koloni olusumu {izerindeki etkilerini inceledi. Kombinasyon
tedavisi ile, hem MCF7 hiicrelerinde hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni sayisini ve
formlarini 6nemli 6l¢iide azalttigi gosterildi. Ek olarak, ilaglarin MCF7 hiicrelerinde daha etkili
oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle, MCF7 hiicrelerinde koloni olusumunda MDA-MB-231
hiicrelerine kiyasla daha fazla inhibisyona neden oldugu belirtildi (Hosseini ve ark., 2023).
Khan ve arkadaslari, fisetin veya tek basina 5-FU ile tedavinin hem HCT116 hem de HT29
kolon kanseri hiicrelerinde koloni sayisini azalttigi ancak fisetin ve 5-FU kombinasyonunun ise
daha dramatik azalmaya neden oldugu belirtildi (Khan ve ark., 2019). Bu c¢alismada,
kapesitabin, yabanil-tip HT29 hiicre soyu koloni olusumu yiizdesi KD/HT29 hiicre soyunun
koloni olusumu yiizdesinden daha azdir bunun nedeni KD/HT29 hiicre soyunun kapesitabine
direng gelistirmesinden dolayidir. Yabanil-tip HT29 hiicre soyunda fisetin ve kapesitabin
kombine gruplarinda koloni olusumunda inhibisyon daha fazladir. Koloni olusumunda yabanil-
tip HT29 hiicre soyunda kapesitabine olan inhibisyon yanitinin KD/HT29 hiicre soyuna gore
daha fazla olmasi1 yani sira yabanil-tip HT29 hiicre soyunda fisetinle kapesitabinin kombine

etkisi daha fazla inhibisyona neden oldugu goriildii.

MIRNA’ larin anormal ekspresyonunun, fonksiyonel proteinlerin diizenlenmesi ve hiicre
cogalmasi, hiicre gocii ve istilasi, programlanmis hiicre 6liimii ve hiicrenin hayatta kalmasiyla
ilgili sinyal yollar1 ile bircok kanser tiirliniin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynadig:
gosterilmistir. miRNA” lar, kanser gelisimini, ilerlemesini ve metastazi modiile etmek i¢in diger
onkogenleri ve/veya timor baskilayicilart hedef alarak tiimor baskilayicilar veya onkogenler

olarak iglev gorebilir (Lu ve ark., 2005).

mIiRNA’ lar, kapesitabin, 5-FU ve oksaliplatin direncinin gelisiminden sorumlu anahtar
oyuncular olarak goriiliir. miRNA aracili ilag direnci molekiiler mekanizmalarinin ¢ogunun
anlasilmasi zordur. Kapesitabin tedavisine hiicre adaptasyonuna katkida bulunan miRNA ile
tetiklenen diren¢ mekanizmasini daha iyi anlamak igin, hem yabanil-tip HT29 hem de
KD/HT29 hiicrelerinin, hsa-mir-381, hsa-mir-21 ve hsa-mir-181-a miRNA ekspresyon
diizeyleri incelendi. KD/HT29 hiicrelerde yabanil HT29 hiicrelerine gore hsa-mir-
381ekspresyonunun azaldigi goriildii. Ayrica KD/HT29 hiicrelerinin kontrol grubuna gore
fisetin ve kapesitabinle kombine fisetin gruplarinda hsa-mir-381 diizeylerinde azalma meydana
geldi. Bu ¢alismanin sonucuna gore, KD/HT29 hiicrelerinde, hsa-mir-381 diizeyindeki azalma
ve kemo-direng arasinda iligski oldugu one siiriilebilir. Yi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
caligmada, sisplatine diren¢li meme kanseri hiicrelerinde insan miR-381 ekspresyon diizeyinin
azaldig1 gosterildi (Yi ve ark., 2019). Galati ve arkadaslari, kuarsetinin miR-381 gibi tiimor

baskilayict miRNA’ lar1 yukari yonde diizenlendigini gosterdi (Galati ve O'Brien, 2004). Chan
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ve arkadaslari, renal hiicreli karsinom hiicre soylarinda miR-381'in asir1 ekspresyonunun,
sisplatin (Ci) ve paklitakselin (Pa) antitimor etkilerini artirdigini ayrica bu hiicre soylarinda
miR-381'in inhibisyonunun hiicre ¢ogalmasini destekleyebilecegini onermislerdir. miR-381
inhibisyonuna sahip hiicreler, nude farelere enjekte edildiginde miR-381 inhibisyonunun

sisplatin ve paklitaksel’e kemodirenci arttirdigi belirtildi (Chan ve ark., 2019).

Kanser hiicrelerinde P-gp ekspresyonunun artisi yoniinde diizenlenmesi kemoterapi ilaglarina
direnci arttirir (Mirzaei ve ark., 2022). Cok sayida calisma, kanser dokularindaki miRNA
ekspresyonlarinin P-gp diizeyleriyle iliskili oldugunu gostermistir. mMiRNA’ lar proteinlere
cevirilmese de ¢esitli sinyal yolaklar1 yoluyla P-gp’ nin diizenlenmesinde rol oynar. miR-381 ,
miR-34a, miR-451, miR-149 ve miR-495’ in yukar regiilasyonunun P-gp ifadesini énemli
Olciide azalttigi, dolayistyla g¢esitli kanser dokularinin kemoterapétik ilaglara duyarliliginin
arttirilabilecegi rapor edilmistir (Tian ve ark., 2023). Yaptigimiz ¢calisgmada yabanil-tip HT29
hiicrelerine gore KD/HT29 hiicrelerinde hsa-miR-381" in ekspresyonunun azalmasi ve P-gp
ekspresyonunda artis olmast kemoterapotik ilaglara duyarliligin azalmasina ve direng

gelisimine katkida bulunabilir.

miR-21 ekspresyonu kanserler arasinda farklilik gostermektedir. miR-21 seviyelerinin
yiikselmesinin ardindan tiimor hiicre gogalmasi ve istilasinin arttigi gosterilmistir. miR-21" in
asir1 ekspresyonu apoptozu ve hasarli hiicreleri yok eden otofajiyi engeller. Meme kanserinde
miR-21 seviyelerindeki azalma, 6rnegin MCF-7 ksenograftlarinda birincil timdr biiylimesinin
azalmasina neden oldugu belirtilmektedir (Si ve ark., 2007). miR-21 dogrudan birgok tiimor
baskilayici geni hedef alir, boylece tiimor hiicrelerinin agresifligini arttirir. Ayrica kanserde ilag
direnci gelisimine aracilik eder (Chi ve ark., 2022). Calismamizda yabanil-tip HT29 ve
KD/HT29 hiicrelerinde, kapesitabin, fisetin ve bunlarin kombinasyonu ile hsa-miR-21
ekspresyon diizeylerinde inhibisyon oldugu belirlendi. miR-21 in kanserlerde onkogenik bir
islevi vardir, agir1 ekspresyonu apoptozu dnleyebilir. Bu nedenle yiiksek miR-21" in ekspresyon
seviyeleri apoptozun oOniinde engeldir (Magura ve ark., 2021). Kanserlerde miR-21
ekspresyonundaki artis, kemoterapi ve radyoterapiye karsi direncle sonuglanir. Apoptoz
yolaklar1 ve kemodireng ile iliskili miRNA’ lardan; miR-21’ in inhibisyonunun, hiicre
dongiisiiniin durmasma yol acabilecegi ve antikanser ajanlara karst kemosensitiviteyi
artirabilecegi Onerilmektedir. miRNA-21, akciger kanseri (Ni ve ark., 2019), kolon kanseri
(Dehghan ve ark., 2019), meme kanseri (Kalinina ve ark., 2020), mide kanseri (Gu ve ark.,
2020), hepatoseliiler karsinom (Aalami ve ark., 2021; Feng ve ark., 2021; Hashemi ve ark.,

2023) dahil olmak iizere bir¢ok insan tiimdr hiicresinde yaygin olarak eksprese edilir (Hashemi
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ve ark., 2023). Kolon kanser hiicrelerine izole edilmis eksozomlar ile ve miR-21 ile tedavi,
hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve ekstraselliiler matris olusumunda rol alan genlerin ifadesinde
artisa yol agmistir. miR-21, PDCD4 ve PTEN genlerini hedeflemektedir. He ve arkadaslar
tarafindan, hepatoselliiler karsinoma (HCC)’ da sorafenibe direngli HCC hiicre soylarinin daha
diisiik otofaji seviyeleri ve yiiksek miR-21 seviyeleri oldugu belirtildi. miR-21 aracili sorafenib
direnci, PTEN/Akt yolunu diizenleyerek otofaji iizerindeki inhibitér etkilerinden
kaynaklanmakta oldugu onerildi (He ve ark., 2015). Tropomyosin ailesi tiyesi TPM1 hiicresel
transformasyonu baskilar. Meme kanseri hiicre soyunda miR-21’ in indiiklenmesi, TM1
ekspresyonunun asagi regiilasyonuna ve hiicre soyunun anti-miR-21 ile tedavisi sonrasinda
TMI1 ekspresyonunun yukari regiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Zhu ve ark., 2007).
Ayrica, PDCD4, TPM1 ve PTEN gibi miR-21" in c¢esitli hedef genlerinin, kolon kanseri
hiicrelerinden gelen eksozomlar tarafindan agagi regiile edildigi belirtildi. miR-21, PDCD4’ iin
asag1 regiilasyonu araciligryla 5-FU gibi tedavilerde dirence aracilik edebilecegi belirtilmistir
(Sun ve ark., 2020). Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC) miR-21" in
susturulmasi ¢oklu ilag direncini tersine ¢evirdigi ve ardindan transkripsiyonel faktor E2F-1 ve
Twist” in ekspresyon seviyelerini modiile etmek igin Akt fosforilasyonunu azalttig
bildirilmigtir. Dolayistyla miR-21’ in ila¢ direncinde anahtar rol oynadigi belirtilmektedir
(Yang ve ark., 2013; Dong ve ark., 2015). Bu c¢alismada yabanil-tip HT29 hiicrelerinin
KD/HT29 hiicrelerine gére miR-21 ekspresyonunun daha fazla oldugu belirlendi. Yabanil-tip
HT?29 hiicre soyunda miR-21 ekspresyonu kontrol grubuna gore fisetin ve fisetinle kombine
kapesitabin gruplarinda inhibe oldu ancak KD/HT29 hiicre soyunda miR-21 ekspresyonunun,
fisetin ve fisetinle kombine kapesitabin gruplarinda daha da fazla inhibe oldugu goriildii. Bu
durumda kapesitabin ve fisetinin, KD/HT29 hiicrelerinde miR-21 aracili ilag duyarliliginin

artmasina katkida bulunacagi sdylenebilir.

Insan microRNA-181a-1" in (hsa-miR-181a) anormal ekspresyonu, bir onkogen veya timdr
baskilayici olarak gorev yaparak cesitli kanserlerin patogenezinde rol oynadigi belirtilmektedir
(He ve ark., 2015). Son zamanlarda yapilan birkag ¢alismada, miR-181a’ nin, mamosfer veya
primer meme tiimorlerinden kokenli meme epitel kok hiicre agregatlarinin olusumunu azalttig1,
timor istilasin1 ve metastazi 6nledigi, kanser hiicresi 6liimiinii uyararak ve ila¢ duyarliligini
artirarak meme kanserine kargi etkiler gosterdigi 6nerildi (C. Yang ve ark., 2017). hsa-miR-
181a’ nin asir1 ekspresyonu, kolorektal kanserde hiicre proliferasyonunu ve gociinii tesvik
ederken apoptozun inhibisyonunu sagladig: bildirilmektedir (Ji ve ark., 2014). insan meme
kanseri diren¢ proteini (BCRP/ABG?2), biiyilk ATP baglayic1 kaset (ABC) tasiyici siiper
ailesinin G alt ailesinin ikinci liyesidir. BCRP ilk olarak mitoksantron gibi kemoterapotik
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ajanlara direng kazandirdigi ¢oklu ilaca direncli meme kanseri hiicre hatlarinda kesfedildi. miR-
181a’ nin, BCRP’ yi hedefleyerek mitoksantrona direncgli meme kanseri hiicrelerinde ilag
duyarliligini artirdigi 6nerildi (Jiao ve ark., 2013). Ayrica Jiao ve digerleri, miR-181a’ nin asir1
ekspresyonunun, BCRP mRNA'nin 3'-UTR'sine baglanarak BCRP ifadesini azalttigin1 ve
mitoksantrona direngli MCF-7 hiicrelerini mitoksantrona duyarli hale getirdigini gosterdi.
Boylece miR-181a’ nin meme kanserinde ilag direncini onlemek ve tersine ¢evirmek icin
potansiyel bir hedef olabilecegi 6ne siiriildii (Jiao ve ark., 2013; C. Yang ve ark., 2017).
Kolorektal kanserde hsa-miR-181a’ nin asir1 ekspresyonu, hiicre gogalmasini ve migrasyonunu
tesvik ederken apoptozun inhibisyonunu sagladigi belirtilmistir. Kolon ve kolorektal kanserde
miR-181-a’ nin seviyesindeki artis (Ping ve ark., 2016) ve PTEN’ in baskilanmasi yoluyla
onkojenik 6zelliklerle veya WIF-1 araciligiyla metastatik siiregle iliskilendirilmistir (Ji ve ark.,
2014; Ping ve ark., 2016). KRK’ da, miR-181a-5p’ nin Wnt/B-katenin sinyal yolagini
diizenleyerek tiimor biiyiimesini baskiladigi gosterildi (Han ve ark., 2017; Lv ve ark., 2018).
miR-181a-5p’ nin diger hedefi ise p53’ tiir. miR-181a-5p’ nin yukar1 regiilasyonu, Bax ve BcL-
2’ yi modiile ederek apoptozu destekledigi onerilmektedir (Shang ve ark., 2020; Li ve ark.,
2023). Ek olarak, 6nceki ¢alismalar, IncRNA-ANRIL’ in miR-181a-5p’ nin, kolon kanseri
hiicrelerinde apoptozu ve radyosensitiviteyi inhibe edebildigini ortaya ¢ikard: (Sun ve ark.,
2021; Li ve ark., 2023). Bu galismada, hsa-miR-181a ekspresyonu yabanil-tip HT29
hiicrelerinde KD/HT29 hiicrelerine gore az eksprese olmaktadir. hsa-miR-181a
ekspresyonunun KD/HT29 hiicrelerinde yiiksek olmasi hiicre ¢ogalmasinda artisa katkida
bulunabilir. Ancak fisetin ve fisetin kombine kapesitabin gruplarinda hsa-miR-181a
ekspresyonu yabanil-tip HT29 hiicrelerinde artarken KD/HT29 hiicrelerde azalmistir.
Dolayisiyla ilaglarla KD/HT29 hiicrelerde hsa-mir-181-a ekspresyonun azalmasi timor

baskilanmasina ve direncin gerilemesine katki saglayabilir.

Son zamanlarda fisetinin hiicre dongiisii durmasini, apoptozu indiikledigi ve liclii negatif meme
kanseri hiicrelerinde kemoterapdtiklerin anti-tiimor etkisini giiclendirdigi bulundu (Smith ve
ark., 2016; Jeng ve ark., 2018; Hosseini ve ark., 2023). Apoptoza karsi direng hayatta kalmak
icin kritik dneme sahiptir ve kanser hiicrelerinin ila¢ direncine katkida bulunur. Bu nedenle
apoptozun indiiksiyonu, kanser kemoterapisinin temel bir mekanizmasidir (Khan ve ark., 2007;
Suh ve ark., 2009). Fisetin tedavisinin cyt ¢ salinimini, kaspaz-8 aktivasyonunu ve pargalanmig
kaspaz-3 ekspresyonunu arttirdigi, LoVo hiicrelerinin apoptozuna katkida bulundugu ve
kanserli hiicrelerin 6liimiine yol ag¢ti1 onerildi. Fisetin ile tedavi edilen oksaliplatin direngli
LoVo hiicrelerinde de benzer sonuglar goriildii. Oysa CPT11-LoVo hiicrelerinde fisetin
tedavisinin, sitokrom-c ve kaspaz-8 ckspresyonunu Onemli Ol¢iide arttirdigi ve kaspaz-3
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ekspresyonunu hafifce indiikledigi gosterildi. Bu sonucun, farkli davranig veya fenomenlere
sahip farkli direngli kanser hiicre soylarindan kaynaklandigi onerildi (Jeng ve ark., 2018).
Fisetinin sitotoksik etkisinin molekiiler mekanizmasi ile, antiapoptotik BcL-2” nin baskilanmasi
ve proapoptotik kaspaz-3 ve kaspaz-9’ un indiikksiyonunun apoptozu tetikledigi gosterildi. Bu
bulgularin, 1,2-Dimethylhydrazine (DMH) ile uyarilan, anti-inflamatuar ve antioksidan
etkilerin, kolorektal kansere karsi antitiimor aktivitesi ile olasi bir iligkisi olabilecegi One
striildi (Fan ve ark., 2020; Zhong ve ark., 2022). Bu ¢alismadan elde ettigimiz veriler 1s181nda,
yabanil-tip HT29 hiicreleri fisetin ve/veya kapesitabin gruplarinda kaspaz-3, kaspaz-9, AlF,
Bax/ BcL-2 ve cyt ¢ ekspresyon diizeylerinin arttig1 gosterildi. Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde
kaspaz-8 seviyeleri kontrole kiyasla fisetin grubunda arttt. KD/HT29 hiicreleri yabanil-tip
HT29 hiicreleriyle karsilastirildiginda, KD/HT29 hiicrelerinde kaspaz-9° daki artig harig,
kaspaz-3, kaspaz-8, AlF, Bax/ BcL-2 ve cyt ¢ protein diizeylerinin azaldigi gézlendi. KD/HT29
hiicrelerindeki KD/HT29 kontrol gruplarina kiyasla fisetin ve kapesitabin kombinasyon
gruplariin, AIF ifade diizeyinin ¢ok az arttig1 gosterildi. Bununla birlikte, KD/HT29
hiicrelerinde Bax/BcL-2 protein ifadesi, kontrol grubuyla karsilastirildiginda kapesitabin,
fisetin ile artmis, ancak kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandiginda azaldig1 belirlendi.
Yabanil-tip HT29 hiicrelerinde, kapesitabin, kapesitabin ve fisetin birlikte uygulandiginda cyt
¢ ekspresyonlariin arttigi gosterildi. KD/HT29 hiicrelerinde kapesitabin, cyt ¢ diizeylerini
biraz artirdi, ancak fisetin bunu 6nemli dlclide inhibe etti. Bu yabanil-tip HT29 hiicreleri ile
KD/HT29 hiicre gruplar1 karsilastirildiginda, KD/HT29 hiicrelerinin tiim ilag¢ gruplarinda cyt ¢
ekspresyon diizeylerinin inhibe oldugu gozlendi. Kapesitabin tedavisinden sonra yabanil-tip
HT29 hiicreleri 6lmeye basladi ancak direngli hiicreler uzun siire hayatta kaldi. Yani KD/HT29
hiicrelerinin kaspaz-3, kaspaz-8 kaspaz-9, AIF ve cyt ¢ diizeylerinin yabanil-tip HT29
hiicrelerine gore azalmasi kapesitabin direncinin gelistigini gostermektedir. Sonug olarak
KD/HT?29 hiicrelerinin apoptozdan kismen korundugu goriilmektedir. Fisetinin, hem yabanil-
tip HT29 hiicrelerinde hem de KD/HT29 hiicrelerinde kapesitabinin apoptotik yolag

tizerindeki ilave etkileri hiicre ¢ogalmasi analizlerinde de goriilmiistiir.

Calismamizda kolorektal kanser hiicrelerinde kapasitabine direng gelistirilmesi literatiire katki
saglayacaktir. Fisetinin, KD/HT29 hiicrelerinde tek basina ve kapesitabin ile kombinasyonunun
hiicre c¢ogalmasi, apoptoz ve miRNA’ larin diizenlenmesindeki etkileri saptanmuistir.
Calismamizda ortaya ¢ikan veriler ile, kanser 6nleme ve tedavide ila¢ direncine yonelik yeni
mekanizma temelli stratejileri belirlemek i¢in gereken molekiiler mekanizmalarin
anlasilmasina yonelik daha yeni bilgilere katki saglanmistir. Sonug olarak, kolorektal kanserin
yaygin ilag¢ direnci mekanizmalarina kars1 genis kemosensitivitesi goz oniine alindiginda, yanit
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oranlarini arttirmak, potansiyel olarak hayatta kalma siiresini uzatmak ve kemoterapinin
etkinligini arttirmak i¢in mevcut ¢alismamiz, olasi terapotik uygulamasini anlamak igin yeni
bilgilere katki saglayabilir. Ayrica arastirma sonuglarimiz hiicre sinyal ileti yolaklar1 ve protein-
gen ekspresyon calismalarina zemin olusturacaktir. Literatlirde kisith olan yayinlara destek
olmasi yanisira flavonoidlerin kemoterapi ilaclariyla kombinasyonlar1 kolorektal kanserin
patofizyolojisine ve direng mekanizmasinin ¢dziimlenmesine katki  saglayacagi
diistiniilmektedir. Cok sayida ¢alisma, kemoterapiye fisetin eklemenin etkinligi artirabilecegini
gostermistir. Ayrica flavonoid kombinasyonlari, terapétik ilaglarin etkili dozunu azaltabilir ve
boylece doza bagli yan etkilerinin azaltilmasina katkida bulunabilir. Ancak diger ilaglarla
giivenli bir sekilde kullanilmadan 6nce fisetinin bu farmasétiklerin farmakolojik metabolizmasi
tizerindeki etkisinin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir. Potansiyel kimyasal sinerji ve ilag
kombinasyonunun baslangi¢ sekli ve molekiiler yol tizerindeki etkisi tam olarak
anlagilamamistir. Kanser tedavisinde bu yap bozun eksik pargalarin1 bulmak ve kanser
hastalarinda ilag direncini azaltmak i¢in klinikte bu bilgiden tam anlamiyla yararlanmak {izere
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Kanser gelistik¢ce ve ila¢ direnci gibi mekanizmalarla
tedaviden kacindikca terapiler ve tedavinin de degismesi gerekiyor ve oOzellikle hiicreden
hiicreye iletisim ve sinyal ileti yolaklar1 {izerine yapilan yeni aragtirmalar bize bu yikici
hastaligin nasil tedavi edilecegi ve yonetilecegi konusunda giderek daha fazla sey 6gretmesi

yani sira daha kapsamli arastirmalarin yapilmasi gerekliligide ortaya ¢ikiyor.
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