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OZET

Tiimor hiicreleri, stromal hiicreler ile ekstraseliiler matriks (ECM) arasindaki karsilikli
biyokimyasal ve fiziksel etkilesimler sonucu tiimér mikrogevresindeki ekstraseliiler
matriks(ECM) yeniden modellenir. Degisen mikrocevre kanser progresyonunu hizlandirir.
Mikrotiibiiller, mikroflamentler ve ara flamentler basta olmak {izere hiicre iskeleti elemanlar1
sitoplazmik bilesenler ile birlikte hiicrenin viskoelastik davraniglarinin regiile edilmesini saglar.
Hiicrenin viskoelastik karakterizasyonu i¢in gercek anlamda Olgiilen bir 6zellik olan hiicre
sertligi, aktin / miyozin karmasiklig1 ve hiicre iskeleti deformasyonu olarak tanimlanmaktadir.
Hiicreye yapisal dayamiklilik ve sertlik kazandiran bu elemanlar ayni zamanda fiziksel
mikrogevreyi biyokimyasal yanita dontistiiren sinyal kaskatlar1 olarak da gorev alirlar. Rho-
ROCK sinyali, aktomiyozin kontraktilitesinin énemli bir diizenleyicisidir ve hiicre sekli, hiicre
iskeleti diizenlenmesi ve dolayisiyla hiicre poliferasyonu, farklilagsmasi, hareketliligi ile hiicre
baglanmasinmi diizenler. FAK kinaz aktivitesi, kanser hiicre biiylimesi ve metastaz ile iliskili
birgok hiicresel siire¢ i¢in ¢ok Onemlidir. FAK ayni zamanda Rho ailesi proteinlerinin
aktivasyonuna bagli bazi diizenleyici proteinlerle etkilesimi ile aktin hiicre iskeletinin
diizenlenmesinde onemli bir rol iistlenir. FAK kinaza bagl timor hiicresi siirecleri, hayatta
kalma, ¢ogalma, gog, istila, epitelyal-mezenkimal gegis ve anjiyogenezi igerir. FAK-Rho-

ROCK ardil sinyal kaskadi, kanser hiicrelerinin biiylimesini, gogiinii ve istilasini tesvik eder.



Fokal adezyonlar, hiicre dis1t mekanik ortamlar ile hiicre i¢i biyokimyasal sinyal molekiilleri /
hiicre iskeleti arasindaki etkilesimlerin ana bolgeleridir ve bu nedenle fokal adezyon
proteinlerinin mekanotransdiiksiyonda onemli roller oynadig1r one siiriilmiistiir. Hiicrenin
gerginlik homeostazini korumak icin fokal adezyonlarda mekanotransdiiksiyonun siki bir
sekilde diizenlenmesi gerekirken hem yumusak hem de sert mikro ortamlar kanser gelisiminin
farkli adimlarina katkida bulunur. Bu nedenle, fokal adezyonlardaki mekanotransdiiksiyonun
dogru anlasilmasi, hiicresel siireclerin yani sira kanser gelisimi hakkinda da 6nemli bilgiler
saglayacaktir. Bu bilgiler 15181nda projemizde metastatik kolorektal kanser (KRK) hiicre hatti
tizerinde Fokal Adezyon Kinazin (FAK) inhibitéri olan Y-15 ile, Rho-ROCK
sinyalizasyonunun ROCK inhibitor-2 ile ve YAP/TAZ proteinlerinin YAP/TAZ inhibitor-2
ile inhibe edilmesi sonucu kolorektal kanserin proliferatif ve metastatik karakteri inhibe
edilecektir. Bu kombine tedavi yaklagiminin hiicre iskeleti araciligi ile mezankimal siiregte

hiicre sertligini azaltarak hiicreye esneklik kazandiran siireci soniimleyecegi dngoriilmektedir.

Anahtar sozciikler: Kolorekteral Kanser; Ekstraseliiler matriks(ECM) ; Hiicre sertligi ; FAK-
Rho-ROCK Yolagi ; YAP/TAZ Proteinleri ; Y-15 ; ROCK inhibit6r-2 ; YAP/TAZ inhibitor-2
Tezin sayfa adedi: 57

Damisman: Prof. Dr. Yasemin BASBINAR



MECHANOBIOLOGICAL EFFECTS OF FAK-Rho-ROCK-CONNECTED SIGNAL
CASCADE INHIBITION IN METASTATIC COLORECTAL CANCER
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ABSTRACT

The reciprocal biochemical and physical interactions between tumor cells, stromal cells,
and the extracellular matrix (ECM) remodel the extracellular matrix (ECM) in a specific tumor
microenvironment. Changing microenvironment accelerates cancer progression. Cytoskeletal
elements, especially microtubules, microfilaments and intermediate filaments, together with
cytoplasmic components, regulate the viscoelastic behavior of the cell. Cell stiffness, a truly
measured property for viscoelastic characterization of the cell, is defined as actin/myosin
complexity and cytoskeletal deformation. These elements, which give structural strength and
rigidity to the cell, also act as signal cascades that transform the physical microenvironment
into a biochemical response. Rho-ROCK signaling is an important regulator of actomyosin
contractility and regulates cell shape, cytoskeleton regulation and thus cell proliferation,
differentiation, motility and cell attachment. FAK kinase activity is crucial for many cellular
processes associated with cancer cell growth and metastasis. FAK also plays an important role
in the regulation of the actin cytoskeleton by interacting with some regulatory proteins related
to the activation of Rho family proteins. FAK kinase-dependent tumor cell processes include
survival, proliferation, migration, invasion, epithelial-mesenchymal transition, and
angiogenesis. The FAK-Rho-ROCK successive signaling cascade promotes growth, migration
and invasion of cancer cells. Focal adhesions are major sites of interactions between
extracellular mechanical environments and intracellular biochemical signaling
molecules/cytoskeleton and therefore focal adhesion proteins have been proposed to play
important roles in mechanotransduction. While tight regulation of mechanotransduction at focal
adhesions is required to maintain the cell's tension homeostasis, both soft and hard

microenvironments contribute to different steps of cancer development. Therefore, a proper

vi



understanding of mechanotransduction at focal adhesions will provide important insights into
cellular processes as well as cancer development. In the light of this information, in our project,
we aimed to prevent colorectal cancer as a result of inhibition of Focal Adhesion Kinase (FAK)
inhibitor Y15 on metastatic colorectal cancer (CRC) cell line, inhibition of Rho-ROCK
signaling with ROCK inhibitor-2 and YAP/TAZ proteins with YAP/TAZ inhibitor-2.
proliferative and metastatic character will be inhibited. It is predicted that this combined
treatment approach will dampen the process that gives flexibility to the cell by reducing cell

stiffness in the mesenchymal process through the cytoskeleton.

Key words: Colorectal Cancer; Extracellular matrix (ECM) ; Cell stiffness ; FAK-Rho-
ROCK Pathway; YAP/TAZ Proteins; Y-15 ; ROCK inhibitor-2; YAP/TAZ inhibitor-2

Number of pages of the thesis: 57
Advisor: Prof. Dr. Yasemin BASBINAR
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1. GIRIS
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde diger kanser tiirleri arasinda tiglincii
sirada goriilen énemli bir mortalite sebebidir. Onemli bir saglik sorunu ve baglantili
saglik biitcelerine etkisi nedeni ile yeni tedavi yaklagimlar1 lizerine ¢alismalarin oldugu
bir alandir. Son yillarda mekanobiyoloji lizerine yapilan ¢aligmalardan gelen bilgi
birikimi bu alant yeni tedavi hedefleri arasina koymustur. Hiicrenin ana mekanik
yapilanmasi, bazal membran proteinleri ile hiicre iskeleti arasindaki yapisal baglant1 ve
fonksiyonel sinyal iletiminin gergeklesmesine fokal adezyonlar Onciilik eder. Fokal
adezyonlarda ekstraselliiler matriks, integrinler ve hiicre iskeleti arasinda enzimatik
aktiviteye de sahip olan FAK 6nemli bir aktor olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu baglamda
bir ila¢ hedefi olarak tlimoér hiicrelerinde yapilan mekanistik temelli caligmalarda FAK
hedefli PF-228, PF-271, NVP-TAE 226, CFAK-C4 ve Y-15 gibi ajanlar cogunlukla tekli
halde kullanilmig, buna ek olarak ikili kombinasyon ¢alismalar1 da bulunmaktadir. Y-15
ilacinin tekli ve ikili ilag kombinasyonlar1 uygulamas: sonucunda meme ve pankreas

kanserlerinde giiclii bir inhibitdr oldugu tespit edilmistir.

ROCK hedefli olarak yapilan ¢aligmalarda fasudil (HA-1077) ilacinin kanser hiicrelerinin
toplu hareketini bozarak metastazi engelledigi goriilmiistiir. AT13148, anti-kanser ajani
olarak klinik caligmalarda degerlendirilen ROCK/AKT inhibitoriidir. ROCK
inhibitorleri ile akciger, pankreas kanseri ve 16semi gibi hastaliklarda yapilan birgok
caligma bulunmaktadir ancak heniiz klinige yansiyan bir aday ila¢ onerilememistir. YAP
ve TAZ hippo yolaklarina yonelik SWI/SNF kompleks ajanlari birlikte kullanilarak anti
kanser etkinlikleri gdzlemlenmistir. Son yapilan Kolorektal kanser ¢aligmalarinda, tekli
veya ikili kombinasyon tedavisinde oldukga sik kullanilan bevacizumab ilacinin ECM
birikimini arttirdi@i  goriilmiistiir. Bu dogrultuda hiicre sertligine yonelik yapilan

caligmalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Yukarida ismi gecen inhibitorlerin farkli kanser tiirlerinde tek ajan olarak
kullanilmas1 seklinde planlanan ¢aligmalar bulunmaktadir, ancak her {i¢ ajanin kolorektal
kanserde birlikte kullanilmasi ile planlanan bir c¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan

arastirmalarda FAK-Rho-ROCK ardil sinyal kaskadini hedef alan bir c¢alismaya



rastlanmamistir. Bu ¢alismada metastatik kolorektal kanser (KRK) hiicre hatti tizerinde
t¢lii ilag kombinasyonu uygulamasi igin 8-Point Half Logarithmic Serial Dilution
yontemi kullanilarak, Fokal Adezyon Kinazin (FAK) antikor olan Y-15 ile, Rho-ROCK
sinyalizasyonunun ROCK inhibitor-2 ile ve YAP/TAZ proteinlerinin YAP/TAZ
inhibitor-1 ile inhibe edilmesi sonucu kolorektal kanserin proliferatif ve metastatik
karakterine olan etkisinin incelenmesi ve hiicre sertligi ile iliskilendirilmesi

amagclanmustir.
1.2 Arastirmanin Amaci

Metastatik kolorektal kanserin kotii prognozu ile iliskilendirilmis mekanosensitif
Fokal Adezyon Kinaz (FAK), Rho/ROCK ve YAP/TAZ yolaklarinin inhibisyonu ile
proliferastif karakteri ve metastatik fenotipe ge¢is siirecini sontimleyecek Y15, ROCK
inhibitér-2 ve YAP/TAZ inhibit6r-2 ajanlarinin kombine kullanimini igeren bir tedavi

stratejisi olusturmaktir.

1.3 Arastirmanin Hipotezi

Metastatik kolorektal kanserde FAK, Rho, ROCK eksenindeki molekiillerin
inhibisyonu yaninda YAP/TAZ yolaginin dual inhibisyonu proliferatif ve metastatik

karakteri Onler.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Gelismekte olan tilkelerde kolorektal kanser (KRK) insidansinin 2035 yilinda 2.5 milyon yeni
vakaya artis gOsterecegi tahmin edilmektedir. Hastaligin son zamanlarda 50 yas altindaki
bireylerde gozlemlenmesi ve artist da soz konusudur. Genetik, obezite, ¢evresel faktorler,
radyasyon, enfeksiyon, ¢esitli kimyasal maddeler, UV isinlari vb. ile bu artis hiz1 arasinda iligki
bulunmasina ragmen, kesin nedenleri tam olarak anlasilamamistir. Kadinlarda en sik teshis

edilen ikinci, erkeklerde ise ti¢iincii kanser tiirtidiir (1).

Kolorektal kanser (KRK), tiim kanserlerin %10,2'lik insidanst ve %9,2'lik 6lim orani ile

diinyadaki en yaygin iiglincii kanserdir (2).

Kolorektal kanserin kadin ve erkeklerde en sik goriilen 3. kanser olmasi dikkat ¢ekicidir

Akciger
41264 (17.6%)

Meme

24175 (10.3%)

Diger kanserler

114 078 (48.8%) Kolorektal

21191 (9.1%)

Prostat

19 444 (8.3%)
Tiroid
13 682 (5.9%)

Toplam: 233 834

(3).
Sekil 1. Ulkemizde 2020’ de kanser tiirlerinde her iki cinsiyet ve her yastan yeni vaka
sayisi (3).



2.2 Kolorektal Kanser Tedavisi

Kolorektal kanser i¢in standart tedaviler cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi olmustur.
Bununla birlikte, bu tedavilerin ¢ogunun biiyiiyen ve boliinen normal hiicreler de dahil olmak
tizere herhangi bir hiicreye karsi spesifik olmamasi ve sitotoksisitesi nedeniyle gesitli yan
etkileri vardir. Ayrica bir¢ok hastada tedavi siireglerinden sonra hastaligin niiksetmesi s6z
konusu olabilmektedir. Bu nedenle, KRK hastalarini tedavi etmek igin daha alternatif ve etkili

tedavi yontemlerinin iiretilmesi ¢ok 6nemlidir (4).

Son yillarda metastatik kolorektal kanser (MKRK) tedavisinde yeni tedavi protokolleri
olusturulmaktadir. Kanser i¢cin FAK (Fokal Adezyon Kinaz) hedefleme dogrultusunda yapilan
faz galigmalarinin sonuglari, bu yonde inhibitérlerin kombinasyon tedavisinde en iyi tedavi
yontemi olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. FAK hedefli ajanlar ve bunlarla yapilan
mekanistik temelli farmakodinamik ¢alismalar ¢ok ¢esitli sekillerde klinik gelistirme siirecine
girmektedir ve kanser hastalarinin yasamlarini iyilestirme potansiyeline sahiptir. Bu ajanlar;
PF-228, PF-271, NVP-TAE226, Y-15, CFAK-C4 seklinde sayilabilir. Bunlardan ATP bagimli
olmayanlar Y-15 ve CFAK-C4 olup protein-protein etkilesimini keserek anti-kanser 6zellik
saglamaktadirlar. ATP bagimli inhibitdrlerden NVP-TAE226 ilact FAK ve insiilin benzeri
biiyiime faktorii-1(IGF-IR) reseptoriinii inhibe eder. Ozellikle kolorektal kanser {izerinde PF-
271, PF-04554878 etkili ilaglardir (5). Y-15 ve Temozomide ilaglarinin kombinasyonunun bazi
kanser hiicrelerinde etkili sonuglar ortaya koydugu goriilmiistiir (6). Y-15 ilacinin preklinik
farmakodinamik ve stabilite ¢aligmasinda tiimor biiylimesini inhibe ettigi gdzlenmistir. Y-15
toksisite caligmasi kolorektal kanser ve diger kanser tiirlerinde gelecek i¢in bir temel

saglamaktadir (7).

ROCK inhibitorleri ile bazi kanser tiirleri ilizerine yapilan bir¢ok caligma bulunmaktadir.
AT13148, solid tiimdrli hastalarda giiclii bir anti-kanser ajani olarak klinik bir ¢aligmada
degerlendirilen ilk ikili ROCK-AKT inhibitériidiir (8). ROCK inhibisyonu i¢in ROCK
inhibitori olan fasudil (HA-1077), kemoterapi etkinligini arttirdigi goriilmistiir (9).

YAP/TAZ hippo yolagi GPR35 antagonisti olan CID-2745687 ile bloke edilerek kolorektal
kanser ve diger kanserlerde etkili oldugu goriilmistiir (10). ARID1A iceren SWI/SNF
kompleks proteinleri (ARID1A/SWI/SNF) YAP ve TAZ inhibitorii olarak calisir. YAP/TAZ

son zamanlarda kanserin  Onlenmesinde hiicre mekanigi ile iliskili  olarak



mekanotransdiiksiyona kars1 doku mikrogevrelerinin yapisal ve mimari 6zelliklerini etkileyen

temel sensorler olarak bilinmektedir (11)

Son yillarda hiicre sertligi ile ilgili ¢alismalarda ilerlemis kolorektal kanser hastaliklarinin
kombinasyon tedavisinde O6nemli bir rol oynayan anti-VEGF monoklonal antikoru olan
bevacizumab ilacinin, doza bagli bir sekilde kolon kanseri hastalarindaki karaciger
metastazlarinda ECM birikimini arttirdig1 tespit edilmistir. Matriks sertligi, fokal adezyon
kinaz-yes-iliskili protein yolu araciligiyla HSC'lerde lipolizi aktive ettigi gozlemlenmistir (12).

2.3. Kolorektal Kanserde FAK-Rho-ROCK Baglantih Sinyal Kaskadi
2.3.1. FAK-Rho-ROCK Baglanul: Sinyal Kaskadi

Yapilan arastirmalar sonucu timdor hiicreleri, stromal hiicreler ve ekstraseliiler matriks
(ECM) arasindaki karsilikli  biyokimyasal ve fiziksel etkilesimler 6zel bir timor
mikrogevresinin olusumu ile sonuclandigi tespit edilmistir. Timor mikrogevresinin
tamamlayict hiicreleri, bagisiklik hiicrelerini filtreler. Ayni1 zamanda beslenmelerini ve
desteklenmelerini  saglar ve ekstraseliler matriksin (ECM) yeniden yapimini ve
modellenmesini saglar. Boyleyece timor mikrogevresindeki bu degisimler, kanser
progresyonunu hizlandirir. ECM tiimor mikrogevresinin hiicresel olmayan bir bilesenidir ve
timoOr hiicreleri i¢in hem fiziksel hem biyokimyasal destek saglar. Mikrotiibiiller,
mikroflamentler ve ara flamentler hiicrenin temel gorevlerini yerine getiren ve yapisal
kararliligin1 saglayan temel bilesenleridir. Bu hiicre iskeleti elemanlar1 diger sitoplazmik
bilesenler ile birlikte hiicrenin viskoelastik davraniglarimi gergeklestirmesini saglar. Hiicrenin
viskoelastik karakterizasyonu i¢in ger¢ek anlamda 6lciilen bir 6zellik olan hiicre sertligi, aktin

/ miyozin karmasiklig1 ve hiicre iskeleti deformasyonu olarak tanimlanmaktadir.

Rho-ROCK sinyali, aktomiyozin kontraktilitesinin 6nemli bir diizenleyicisidir ve hiicre
sekli, hiicre iskeleti diizenlenmesi ve dolayisiyla hiicre poliferasyonu, farklilagmasi,
hareketliligi ile hiicre baglanmasini diizenler. FAK kinaz aktivitesi, kanser hiicre biiylimesi ve
metastazi ile iligkili bir¢ok hiicresel siire¢ i¢in ¢ok onemlidir. FAK ayni zamanda Rho ailesi
proteinlerinin aktivasyonuna bagli baz1 diizenleyici proteinlerle etkilesimi ile aktin hiicre

iskeletinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol ustlenir.

FAK kinaza bagh tiimor hiicresi siiregleri, hayatta kalma, gogalma, gog, istila, epitelyal-
mezenkimal gegis ve anjiyogezi igerir. FAK-Rho-ROCK ardil sinyal kaskadi, kanser

hiicrelerinin biiylimesini, go¢iinii ve istilasini tegvik eder (13).



2.3.2. Tiimor Mikrocevresi (Ekstraseliiler Matriks)

Timor hiicreleri, stromal hiicreler ve ekstraseliiler matriks (ECM) arasindaki karsilikli

biyokimyasal ve fiziksel etkilesimler 6zel bir tiimor mikrogevresinin olusumu ile sonuglanir.

Timor mikrogevresinin tamamlayict hiicreleri, bagisiklik hiicrelerini filtreler. Ayni
zamanda beslenmelerini ve desteklenmelerini saglar ve ekstraseliiler matriksin (ECM) yeniden
yapimini ve modellenmesini saglar. Boylece tiimor mikrogevresindeki bu degisimler, kanser
progresyonunu hizlandirir. Metastazla sonuglanan tiimdr progresyonu, kanser mortalitesinin
temelini olusturur. Hiicreler tarafindan fiziksel ve biyokimyasal kuvvetlere karsi verilen

yanitlara ilag etkilesimi saglamak metastazi dnlemede 6nemli bir rol oynar (13).

Ekstraseliiler matriks (ECM), hiicreler tarafindan olusturulan, hiicrelerin etrafini
cevreleyen, yapisal ve biyokimyasal desteklik saglayan molekiillerin bir bileseni olarak
tanimlanir (14,15). ECM bilesimi bir organdan digerine farklidir. Ama temel islevleri hiicreden
hiicreye haberlesme saglamak, hiicrelerin yapismasini saglamak ve ayni zamanda hiicresel
farklilasmada rol oynamaktir. ECM tiimor mikrogevresinin hiicresel olmayan bir bileseni

olarak, tiimdr hiicrelerine fiziksel ve biyokimyasal desteklik saglar (16).

Artan mekanik gerilmeler olarak da tanimlanan kat1 stresi, ekstraseliiler matriks (ECM)
ile hiicrelerin kat1 ve elastik elemanlar1 tarafindan etkilesim yaratan basing, ¢ekme ve kesme
gibi mekanik kuvvetleri icerir (17). Antikanser terapoétikleri timor hiicrelerinin sayilarinda
azalma saglar. Boylece tiimor mikrogevresindeki kati stres ve bunun sonucunda kan
damarlarinda baski azalir (18,19).

Kanser hiicrelerindeki etkilesimler; birbirine bagli mekanizmalar ve farkliliklar
sayesinde tlimorlerin fiziksel 6zelliklerinin degisimine neden olur. Sizdiran ve sikistirilan kan
damarlar1 ve fonksiyonel olmayan lenfatikler; tiimor i¢inde ve kenarinda artan interstisyel sivi
basinci ile sivi akisina neden olur. Hiicresel ¢ogalma, matriks birikimi, hiicre kasilmasi ve

anormal biiylime paternleri sikistiric1 ve gerilebilir mekanik streslere yol acar.

Matriks birikimi ve ¢apraz baglanmalar tiimérlerde doku sertliginin artmasina neden
olur. Ayn1 zamanda hiicre kasilmasi, matriks birikimi ve ¢apraz baglanmalar dokularin
yapilasmasint da degistirir. Ayrica fiziksel oOzellikler, birbirleriyle etkilesime girerek,
olusturduklari stresle kan ve lenf damarlarini sikistirir ve timor i¢inde sivi basincinin artmasina
neden olur. Sivi akisi fibroblastlar1 aktive eder daha sonra mekanik stres ile doku sertlik

derecesi artar ve ECM yapisinda degisime neden olur (20).
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Sekil 2. Fiziksel kanser niteliklerinin temellendirilmesi (20)
2.3.3. Hiicre Sertligi

Bir hiicrenin mekanik 6zellikleri; hiicre hareketliligi, yapisma, hiicre boliinmesi ve
hiicresel cogalma gibi bazi hiicresel proseslerde dnemli bir rol oynar (21,22, 23,24). Hiicreler
kendi mikrogevresindeki mekanik degisiklikleri algilar ve bunlara biyokimyasal yanitlar verir.
Hiicre mekanigi, timor olusumunda, kanser invazyonunda ve metastazda oldukc¢a onemlidir

(25). Bunun i¢in, kanser hiicrelerinin kazandiklart mekanik degisiklikleri veya ECM etrafindaki



farkli seviyelerde baskilari lizerine yapilan ¢alismalar, kanser metastazini aydinlatmada temel

olusturmaktadir (26,27).

Mikrotiibiiller, mikroflamentler ve ara flamentler hiicrenin temel goérevlerini yerine
getiren ve yapisal kararliligini saglayan temel bilesenleridir. Bu hiicre iskeleti elemanlart diger
sitoplazmik bilesenler ile birlikte hiicrenin viskoelastik davraniglarin1 gergeklestirmesini saglar
(28). Aktin flamentleri hiicre iskeletinin en temel bilesenleridir. Aktin polimerizasyon ve
depolimerizasyon siirecleri hiicreyi dis streslere kars1 duyarli hale getirir. Hiicrenin viskoelastik
karakterizasyonu igin gercek anlamda olgiilen bir 6zellik olan hiicre sertligi, aktin/miyozin
karmasiklig1 ve hiicre iskeleti deformasyonu olarak tanimlanmaktadir (29). Bununla birlikte,
ozellikle stromal timorlerde ECM artisinin da katkida bulundugu matriks sertliginin artig1 buna

bagli olarak kanser stromasinda doku sertliginin daha fazla oldugu bilinmektedir (30,31).

2.3.4. Fokal Adezyon Kinaz (FAK) Yapisal Ozellikleri

Fokal adezyon kinaz (FAK), hiicrenin hayatta kalmasi, poliferasyonu, apoptozu, gogii ve
mekanik transdiiksiyonu dahil, farkl hiicresel proseslerin diizenlenmesinde gorevli, molekiiler
agirligr 125kDa olan reseptor olmayan bir tirozin kinazdir (32). Yaygimn bir lokalizasyon ile
farkli hiicre tiplerinde plazma zar1 ve sitoplazma gibi kisimlar i¢in eksprese edilir. FAK,
ekstraseliiler matrikse (ECM) yanit olarak sinyal olaylarin1 diizenleyen fokal adezyon olarak
adlandirilan (FAs) diger hiicre alt1 yapilarla iliskilendirilen merkezi bir proteindir (33). Aslinda
FAK uzun bir siire, ilgili noktalarda iliskili oldugu birkag proteinle yerlesim gosteren, 6nemli
Olclide biiylime faktorleri veya integrinler tarafindan tetiklenen, yalnizca ekstraseliiler
sinyallerin merkezi doniistiiriiclisii olarak kabul edildi. Son on yilda, viicutta bagimsiz kinaz
rolii, kinaza bagli fonksiyonlar ve gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde FAK ile ilgili
beklenmedik yeni durumlar kesfedildi (34,35).

Yapilan birka¢ calisma FAK ‘mn anjiyogenezi diizenleme, bagisiklik hiicrelerini
iyilestirme, ekstraseliiler matriksin (ECM) yeniden sekillenmesi ve epitelyal mezenkimal
transformasyon gibi durumlar1 yonetme yetenegini ortaya koymustur (36,37). Son yirmi yilda
yapilan caligmalar, FAK’1n kanser gelisimi (farkli timor tiirlerini tesvik etme) ve ilerlemesinde
onemli bir role sahip protein oldugunu desteklemistir (38,39).

FAK yapisal olarak; N-terminal FERM alani, merkezi kinaz alan1 ve C-terminal FAT
alan1 adinda 3 ana alan igerir. FERM alani; aralarinda p53 ve GATA 4 olan transkripsiyon
faktorlerine baglh F1, F2 ve F3 olarak {i¢ lob ve E3 ubiquitin ligazlar i¢erir. FERM alaninda F1



lobunda NES (niikleer export signal) ve F2 lobunda NLS (niikleer localization signal) bolgeleri
bulunur. NES ayni zamanda kinaz domain alaninda da bulunmaktadir.

FAK yapilasmasi, farkli proteinlerin Src homoloji (SH)3 alani i¢in baglayici alanlarda
gdrev yapan 3 proline-rich (PR) bélgeleri ve ana fosforilasyon boliimleri (P) icerir. Ozellikle
Tyr397 aktivasyon alani, Tyr576 ve Tyr577 i¢in ve SH2 alanlar i¢in Tyr925 baglanma
bolgesidir (40,41).
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Sekil 3. FAK'in molekiiler yapis1 ve metabolik etkilesimlerinin sematik gosterimi (40)

Bazi kanitlar, kinaz aktivitesinin inhibisyonu ile stres sinyallerinin aktivasyonu ve ECM
den hiicrelerin ayrilmas: gibi spesifik kosullara yanit olarak, FAK’in c¢ekirdege yer
degistirebilecegini gostermektedir. Niikleus icinde FAK, ¢esitli transkripsiyon faktorlerini
kontrol etmektedir (34).
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Sekil 4. Cekirdekteki FAK islevleri (40)

2.3.5. Rho-ROCK Yapisal Ozellikleri

Ras homoloji proteinleri 22 kiigiik GTPazdan olusan bir ailedir ve Ras siiper ailesinin
iiyeleridir (42). Inaktif bir GDP-bagl form ile aktif bir GTP-bagli durum arasinda gidip gelirler
ve Rho GTPazlarin en sik galigilan {i¢ tiyesi RhoA, Racl ve Cdc42'dir. RhoA, serin-treonin
kinaz ailesine ait olan Rho-iliskili protein kinaz (ROCK) iizerine etki eder. Baslica biyolojik
islevleri arasinda aktin polimerizasyonunun diizenlenmesi, miyozin kontraktilitesi, ara filament
baglantis1 ve on-arka polaritenin olusturulmasi yer alir. Bu faaliyetler hiicre ¢ogalmasi, goc,

kasilma ve hiicre-matriks etkilesimleri gibi biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde esastir (43).

RhoA ve RhoC, Rho ile iliskili iletim efektorleri 6zel kinazlar yani ROCK1 ve ROCK2
araciligiyla temel hiicre iskeleti Ozelliklerini  diizenler. ROCK proteinleri; aktin

depolimerizasyonunu kontrol eden LM kinaz (LIMK), miyozin 151k zincirini diizenleyici
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MLC2, miyozin kontraktilitesini diizenleyen MYPT (miyozin fosfataz) kinazlari iceren hedef
substratlara sahip Ser-Thr kinazlaridir. RhoA ve ROCK hiicrelerin ameboid gogii igin
gereklilikleri gosterilmistir (44).

Klinik oncesi kanitlar kanserlerin malignitesini arttirmada Rho-ROCK sinyalinin roliinii
desteklemektedir. Tiimor hiicreleri biilyiime veya metastaz i¢in kendi biyokimyasal savunma

olaylarini kullanirlar ve bagisiklik hiicrelerinin hedef alanlarindaki mikrogevreden uzaklasirlar

(45,46).
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Sekil 5. Rho—ROCK sinyali, tiimér ilerlemesini pozitif feedback ile destekler (46)
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ROCK aktivitesi, aktin polimerizasyonu ve miyozin kontraktilitesi artan epitel hiicrelerinde
kanonik hedefleri MLC2 ve LIM kinazlarin fosforilasyonu ile sonuglanir. Bu da tiimor
mikrogevresinde ECM bilesenleri i¢in iiretimine bagli olarak parakrin sinyal mekanizmasini

baglatir.

Artan ECM iiretimi, hiicre dis1 gerilimi artirir. Bu ROCK proteinini etkinlestirmek i¢in integrin
ligasyonu ve aktivasyonu yoluyla geri beslenir. Bu durum mikrogevrenin bagisiklik hiicre

bilesenleriyle benzerdir (47).

FAK ayni zamanda Rho ailesi proteinlerinin aktivasyonuna bagl birka¢ diizenleyici proteinle

de etkilesime girerek aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (48).

12
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FAK-Rho-ROCK ardil sinyal kaskadi, kanser hiicrelerinin biiyiimesini, gogiinii ve istilasini
tesvik eder. Kanser hiicreleri, tipik olarak hiicre dliimiine kars1 giderek artan bir direng gosterir.
YAP/TAZ proteinleri de kanser hiicrelerinin baz1 temel 6zelliklerini giiclendirir. YAP/TAZ
siirekli aktivasyonu anormal hiicre poliferasyonunu destekler. insan kanserlerinde énemli rol
istlenen ¢esitli inhibitorler, kiigiik molekiillerle kanser tedavisi i¢in umut verici bir hedef olarak

ortaya ¢cikmaktadir (49).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi
Bu tez galismasi in vitro deneysel bir ¢alisma olarak gergeklestirilmistir.
3.2. Arastirmanin Yeri, Zamani ve Plam

Bu tez calismas1 Eyliil 2022-Mayis 2024 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi,

Onkoloji  Enstitiisti, Translasyonel Onkoloji  Anabilim Dali  laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.
Temmuz 2022 Etik kurul hazirlanmasi ve onay1
Ekim 2022 Tez Onerisinin hazirlanmasi ve onay1
Ocak-Haziran 2023 Malzeme alimlari
Temmuz 2023- Subat 2024 Hiicre kiiltiirii, IC50 dozlarinin bulunmasi
Aralik 2023- Subat 2024 Elisa, immunfloresan boyamalar
Mart- Mayis 2024 Istatistik, Tez yazimi

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Bu aragtirma ticari olarak saglanmis kolorektal kanser hiicre hatti HCT-116 ile
gerceklestirilecektir. Hayvan veya insan ¢alismasini kapsamamaktadir, bu nedenle ¢alismaya

goniilli dahil edilmesi de s6z konusu degildir.

3.4. Calisma Materyali

Bu tez calismasi kapsaminda American Type Culture Collection’dan (ATCC®) ticari
olarak temin edilen insan kolorektal kanser karsinom hiicre hattt olan HCT116 (CCL-247")

kullanilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Hiicre davranislarin1 gosteren, proliferasyon, yara kapanmasi, FAK, Rho-ROCK bagimli
degisken; Y-15, ROCK inhibitor-2, YAP/TAZ inhibitor-2 ilaclar1 bagimsiz degiskendir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan malzemelerle iliskili bilgiler asagidaki Tablo 2’de

verilmigtir.

Tablo 1. Arastirmada kullanilan malzemeler

Malzeme Adi

Markasi/Kod

Kullanim Amaci

HCT116 kolorektal
hiicre hatt1

kanser

ATCC- HTB-14

In vitro hiicre kiiltlirii i¢in
kullanildi.

DMEM High Glucose (4.5
g/l), with L-Glutamine

Cegrogen Biotech GmbH-
E0500-160

Kolorektal kanser hiicre

hattinin kiiltiir edilmesi i¢in
kullanilda.

Penisilin-
(10,000U/ml)

Streptomisin

Cegrogen Biotech GmbH-
P0100-790

Kolorektal kanser hiicre
hattinin kiiltiir edilmesi igin
kullanildi.

Fetal sigir serum (FBS)

Cegrogen Biotech GmbH-
A0500-3030

Kolorektal kanser hiicre
hattinin kiiltiir edilmesi i¢in
kullanildi.

pH 7.4 (10X) (PBS)

Trypsin-EDTA (0.05%) in | Cegrogen Biotech GmbH- | Hiicre kiiltiirt igin
DPBS (1x) N0100-720 kullanildi.
Tripan mavisi Sigma Aldrich- T8154 Hiicrelerin sayiminda
kullanildi.
Dimetil siilfoksit (DMSO) PanReac AppliChem- | fla¢ diliisyonu ve hiicre
A3672,0250 saklama ¢oOzeltisinde
kullanildi
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi | Cegrogen Biotech GmbH- | Kolorektal kanser hiicre

H0500-550

hattinin kiiltiir edilmesi i¢in
kullanildi.

mouse

WST-1 reaktifi Roche- 05015944001 Hiicre  canliik  reaktifi
olarak kullanildi.
Alexa Fluor-488-goat anti- | Life Technologies-A10667 | Immiinofloresans

boyamalarda E-kaderin igin

sekonder antikor olarak
kullanilda.

Hoechst 33342 Thermo Fisher- H3570 Hiicrelerin ¢ekirdekleri
boyandi

Paraformaldehit ChemCruz- sc281692 Immiinofloresans

soliisyonu%4 boyamalarda boyama 6ncesi
hiicrelerin  fiksasyonunda
kullanildi  ve  sekonder

antikor olarak kullanildi.
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3.6.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu projede Kolorektal kanserin in vitro kosullarda modellenebilmesi igin ticari kolon
kanseri hiicre hattt HCT-116 (ATCC® CCL-247) kullanilmistir. HCT 116 (ATCC® CCL-247)
hiicre hatt1 yetiskin bir erkek kanser hastasinin kolonundan izole edilen Dukes D evresindeki
primer kolon kanseridir. Ras proto-onkogeninin 13. kodonunda mutasyona sahiptir. Bu hiicre
hatti KRAS ve PIK3CA onkogenleri i¢in pozitif yanit olugtururken BRAF, PTEN ve TP53
onkogenlerinde yabanil tiptir. Bu hiicre hatlar1 saglayicilarinin 6nerdigi tamamlanmis besi
ortamlar1 igerisinde %1 penisilin streptomisin ve %10 Fetal Bovine Serum (FBS) takviyesi ile
biiylitiip ¢ogaltilmistir. Hiicreler 37°C derecede nemlendirilmis %5 CO; atmosfer kosullarini
saglayan hiicre kiiltiirii inkiibatorii icerisinde kiiltiirlenmistir. Ilk {i¢ tripsinizasyon sonrasi elde
edilen pasajlar %90 FBS %10 DMSO igerisinde kademeli olarak dondurularak sivi azot

i¢erisinde saklanmuistir.

Tablo 2. HCT-116 Hiicre hattinin karakteristik ozellikleri

Hiicre Hasta Bilgisi Doku Hastalik Morfoloji | Mutasyon
HCT-116 | Yetiskin/Erkek | Kolon Kolorektal Epitelyal RAS-kodon 13
Karsinom

Tek tabaka (monolayer) olarak biiyiiyen hiicreler istenilen ¢ogunluga ulastiginda
pasajlanmistir.

Hiicre pasaj(tripsinizasyon) asamalar:

1. Flasktaki hiicre kiiltiir ortam1 flask dik tutularak hiicrenin yapistigt duvara degmeyecek
sekilde serolojik pipetle ortamdan uzaklastirildi. Ardindan hiicre tabanina degmeyecek sekilde
hiicreler 3-4 ml steril fosfat tamponu (Phosphate buffer solution, PBS) flask alt kdsesine
konuldu ve tim hiicre yiizeyi yikanabilmesi amaciyla sag sol kisimlara verilerek yikandi.
Bunun amaci flask igerisindeki 6lii hiicreleri uzaklastirmak ve tripsin/EDTA enziminin inhibe

olmasini engellemektir.

2. PBS ile yikama sonrasi flask igerisindeki hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in 1 ml
tripsin/EDTA enzimi kullanildi ve 37°C’de (optimum sicaklikta) 3 dk (dakika) inkiibatore

birakildi. Tripsin, hiicrelerin birbirine ve zemine tutunmalarini aralarda olusan protein
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kanallarin1 keserek engelleyen bir enzimdir. Edta ise iyonlar1 tutarak hiicrelerin zemine
yapismasini engeller.

3. Inkiibasyon isleminin ardindan, hiicrelerin tripsin/EDTA hasarma ugramamasi icin hiicre
stispansiyonu tizerine 2 ml (enzim miktarinin 2 kat1) hiicre kiiltiir ortami1 eklendi. Daha sonra
hiicre siispansiyonu 15ml’lik santrifiij tiiplerinde 1500 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlendi.

4. Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirilastiridi ve pellet iizerine 5 ml hiicre ortami
lyice pipetaj yapilarak siispanse edildi.

5. Hiicreler thoma laminda sayildi ve hesaplamalar ardindan 10° hiicre 25 cm?’lik flask igerisine
aliip hiicre devamliligini saglamak icin pasajlama islemi gerceklestirildi. Ekim yapilmamis
hiicreler ise bir sonraki deneylerde kullanilmak iizere -80 °C’de dondurularak saklandi.
Dondurma agsamalar1 asagida sirasiyla verilmistir.

Hiicre dondurma asamalari:

1. Tripsin/EDTA enzimi uzaklastirildiktan sonra siispanse edilen hiicreler sayildi.

2. Siispanse olarak bulunan hiicreler 1500 rpm’de 5 dk boyunca 4 °C’de santrifiijlenerek
siipernatant uzaklastirildi. Dondurma ortaminda DMSO bulundugu ic¢in hiicreler 1siktan
korunarak caligildi.

3. Uzerinden siipernatanti atilan hiicrelerin iizerine dondurma ortamindan (%90 FBS ve %10
DMSO) 1’er ml eklenip pipetaj yapilarak siispanse edildi. Her tiipe 10° hiicre eklendi ve 6nce -
20 °C’de yaklasik 2 saat sicakhigin derecesi diisiiriilerek -80 °C’ye kaldirilan hiicreler
donduruldu.

3.6.2. Y-15, ROCK inhibitor-2 ve YAP/TAZ inhibitor-2 Cozeltilerinin Hazirlanmast

Y-15 ilact 1,39 mg (0,00139g) olarak kullanim i¢in belirlendi. Bu miktar i¢in ¢oziilmesi
gereken hacim 4,89 ml olarak belirlendi. Istenilen hacim dogrultusunda PBS de ¢oziildii.
Ardindan mikrosantrifiij tiipler icerisinde uygun hacimlerde (her biri i¢in 200 pl)

bolistiiriilerek, -80 °C derin dondurucuda saklandi.

ROCK:-inhibitor-2 ilaci, 0,99 mg olarak kullanim i¢in belirlendi. C6ziilmesi gereken
hacmi 600 pul olarak belirlendi. 600 pl lik pipet yardimi ile alinan DMSO ¢6zme islemi
i¢in, i¢inde ilag olan ependorfa aktarildi. Daha sonra mikrosantrifiij tiipler icerisinde uygun

hacimlerde (25 ul) paylastirilarak, -80 °C derin dondurucuda saklandi.
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YAP/TAZ inhibitor-2 ilaci, 2,66 mg olarak belirlendi. 2,93 ul hacimde DMSO da

¢oziildii. Mikrosantrifiij tiiplere uygun hacimlerde aktarilarak -80 °C de saklandi.
3.6.3. Hiicre Ekimi Asamalari

1. Inkiibatdérden c¢ikarilan flask icerisindeki hiicrelerin iizerindeki fazla media alinarak,
hiicrelerin de flasktan kaldirilabilmesi i¢in PBS uygulanarak tekrardan 5dk i¢in inkiibatore

birakildi.

2. Juli Br mikroskopta hareketli olduklar1 goriildii. Falkona aktarildi ve pasaj 18 olarak
adlandirildilar. 5 dk santrifiij islemi yapildi.

3. Thoma lamina (hemositometre) yerlestirilerek tripan mavisi metodu ile 5 karede 704

hiicre saymmi1 (1 ml de 2,816x10°) yapild.

4. 96 well plate lizerinde kuyu basina 100 pl hacimde 350 pl hiicre ve 9,650 pl media

konularak hiicre ekimi yapildi.
5.4 x 10 HCT-116 idame edilmek iizere 25 cm? flaska ekildi.
3.6.4. Ilaclarin belirlenen dozlarda uygulanmasi

Literatiirdeki ICso degerlerine gore belirlenen dozlarda ilag¢ stoklar: son hacim 1000 pl ye

gore hazirlanmistir.
100 pl Y-15 ilaci, 900 pl media,
2ul ROCK inhibitor-2 ilaci, 998 pl media,

2,93 ul YAP/TAZ inhibitor2 ilaci, 197 pl media oranlar1 olusturuldu. Bu ilag dozlari 96
lik well plate tizerindeki kuyulara soldan saga dogru yukarida belirtilen oranlarda seri

dilisyon halinde uygulandi ve inkiibatore birakildi.

19



3.6.5. Ilaglarin Hiicre Canliigini Etkileyen Dozlarinin WST-1 yontemi ile Arastirilmast

flaglarimizin kolon kanseri hiicre hatlarinda canlilia etkisinin arastirilmasi igin tetrazolium
tabanli canlilik testi WST-1 kullamilmistir. Bu kapsamda HCT-116 hiicreleri 104/100 nl
dersimde 96-well plate kuyularina ekilmistir. Hiicrelerin plate tabanina tutunmalar1 ve uygun
morfolojiye gelmeleri i¢in inkiibator icerisinde 2 saat inkiibe edilmistir. 24 saatin ardindan
hiicreler 0,1, 1, 10, 100, 1000 nM (log 10 tabaninda) ve 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 nM
(log2 tabaninda) ilag dozlarinda 48 saat boyunca muamele edilmistir. 48 saatin sonunda
kuyucuklar tizerine 10 nl WST-1 ajan1 eklenerek 2,5 saat karanlikta reaksiyonun tamamlanmasi

icin beklenip 440 nm’de spektrofotometrik yontem ile absorbans degerleri okunmustur.
3.6.6. Immunofluoresans Boyama

Y2 ve Y15 inhibitorlerinin kolorektal kanserde metastaz tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi
icin epitelyal-mezenkimal doniisiimdeki biyobelirtegler olan E-kaderin (epitelyal karakter
belirteci) ve N-kaderin (mezenkimal karakter belirteci) miktarlart immiinofloresan boyama
analizi ile degerlendirildi. Analiz kapsaminda ilk olarak hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 100
uL icerisinde ekildi. Hiicrelerin plaka tabanina yapismasi i¢in gece boyunca 370C’de %5 CO2
iceren inkiibator ortamina birakildi. Daha sonra hiicrelerin bir kismi gece boyunca TGF-beta
ile indiiklenmistir. indiiklemeden sonra hiicrelere Y2 ve Y15 inhibitorlerinin kombinasyonu 3

uM olacak sekilde 48 saat boyunca uygulanmistir.

48 saatin sonunda kuyucuklardan hiicre kiiltilir ortam1 uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklar bir
kez soguk 1X PBS ile yikandi. Ardindan hiicreler %4 paraformaldehit ile 10 dk plaka tabanina
fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda hiicreler tekrardan 1X soguk PBS ile yikandi. Fiksasyon
sonrasinda hiicreler 1X PBS igerisinde hazirlanan %]1°lik Triton-X100 ile 5 dakika boyunca
permeabilize edildi. Daha sonra non-spesifik baglanmalar1 engellemek igin hiicreler 1X PBS
icerisinde %5 BSA, %1 Triton-X100 ve %0,1 Tween-20 iceren bloklama soliisyonu ile yaklagik
1 saat boyunca muamele edildi. Bloklama sonrasi hiicreler 1X soguk PBS ile tekrardan yikandi.
Primer antikorlar igin blocking soliisyonunda E-kaderin (1:500) ve N-kaderin (1:500)
antikorlar1 seyreltilereck over night 40C’de inkiibe edildi. Yiizeydeki antikor kalintilarini
uzaklastirmak i¢in 3 kez 5’er dakika 1X soguk PBS ile yikandi. Sonrasinda hiicreler Alexa
Fluor-488-goat anti-mouse (diliisyon 1:1000) ve Alexa Fluor-647 goat anti-rabbit (diliisyon
1:1000) sekonder antikorlar1 ile oda sicaklifinda inkiibe edildi ( karanlik ortamda bir saat) .

Hiicreler tekrardan PBS ile yikandi ve hiicre niikleusunu boyamak i¢in boyama tamponu
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icerisinde Hoechst 33342 ile 10 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Niikleus boyama

isleminden sonra hiicreler son kez 1X soguk PBS ile yikandi ve konfokal mikroskobunda

(ZEISS, LSM 800, Almanya) goriintiileme islemi yapildi. EMT belirte¢lerinin degisimi Imagel

yazilimi kullanilarak rolatif floresan yogunluk analizine gore yapildi.

3.7. Arastirma Plam

HCT-116 Hiicrelerinin Cogaltilmasa

$

Tlaclarin ICsp degerlerinin belirlenmesi

$

llaclarin Hiicre Canliligini Etkileven Dozlarinin
WST-1_ Yéntemi Ile Arastinlmas:

$

Y-15, yg ROCK -2 ikili kombinasvonunun EMT
E"I . E I . .

$

Istatistiksel Analiz Yapilmasi

Sekil 7. Arastirma plan
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3.8.Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin gorsellestirilmesi icin GRAPHPAD program kullanildi. Degiskenlerin 6lgiimle
belirtilmesi ortalama + standart sapma, median (ortanca), minimum-maksimum ile sayimla
belirtilen degiskenler yiizde dagilim ile degerlendirildi. Hiicre kiiltiirtinde 3 deney grubu
arasindaki anlamliligin degerlendirilmesi i¢in non-parametrik Mann Whitney U testi uygulandi.
Istatistiksel anlamlilik diizeyi igin p<0,05 ve p<0.002 kullamildi. Sekiller igerisinde verilen «*»
isareti p degerinin 0,05’ten kiigiik oldugunu, «**» isareti p degerinin p<0.002 oldugunu

gostermektedir.
3.9. Arastirmanin Kisithhiklar:

Calismanin hiicre sertligi ve mekanobiyoloji iliskisini anlama yoniinde bilgi alinabilmesi
acisindan 6nemli olmasinin yani sira in vitro hiicre hatlarinin kullanilarak yapilmis olmasi, elde

edilen sonuglarm in vivo ve hasta temelli klinik deneylerle de dogrulanmasini gerektirmistir.
3.10. Etik Kurul Onay

Bu calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul’u

tarafindan 20.07.2022 tarihinde 2022/23-09 karar no ile etik uygunlugu onay1 verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Y-15, ROCK in-2 ve YAP/TAZ in-2 ilaclarinin Hiicre Canhligina Etkisi

4.1.1. Y-15 [lacimin Hiicre Canliligina Etkisi

Y-15
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X 75-
—
5
S 504
25
o_

Sekil 8. Y-15 hiicre canlilik analizine ait grafik (* isareti p<0,05 anlamina gelmektedir).

HCT-116 hiicrelerine Y-15 inhibitorii grafikte belirtilen ila¢ dozlar1 olan 10— 10000 nM
konsantrasyon araliginda uygulandi. Yapilan canlilik analizi sonucu 10000 nM dozunda hiicre

canliliginin HCT-116 hiicreleri i¢in anlaml1 bir sekilde azaldig1 belirlendi (p<0,05).
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4.1.2. YAPITAZ in-2 Ilacimin Hiicre Canliligina Etkisi

YAP/TAZ in-2
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Sekil 9. YAP/TAZ in-2 hiicre canlilik analizine ait grafik

HCT-116 hiicrelerine YAP/TAZ in-2 grafikte belirtilen ilag dozlari olan 10— 10000 nM
konsantrasyon araliginda uygulandi1 ve istatistiksel olarak anlamli bir hiicre canlihigi etkisi

goriilmedi.
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4.1.3. ROCK in-2 Ilacinin Hiicre Canliigina Etkisi

ROCK in-2
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Sekil 10. ROCK in-2 hiicre canlilik analizine ait grafik

HCT-116 hiicrelerine ROCK in-2 grafikte belirtilen ilag dozlari olan 10— 10000 nM
konsantrasyon araliginda uygulandi ve istatistiksel olarak anlamli bir hiicre canlilig1 etkisi

goriilmedi.

25



4.2. ikili Tlac Kombinasyonlarinin Hiicre Canlihgina Etkisi

4.2.1. YAP/TAZ in-2 ve ROCK in-2 Ikili Ilac Kominasyonunun Hiicre Canliligina Etkisi

YAP/TAZ in-2/ROCK in-2
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Sekil 11. YAP/TAZ in-2 ve ROCK in-2 ila¢ kombinasyonlariin hiicre canlilik analizine ait
grafik

HCT-116 hiicrelerine YAP/TAZ in-2 ve ROCK in-2 grafikte belirtilen ilag dozlar1 olan 10—
10000 nM konsantrasyon araliginda uyguland: ve istatistiksel olarak anlamli bir hiicre canlilig

etkisi goriilmedi.
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4.2.2. YAP/TAZ in-2 ve Y-15 Ikili Ilac Kominasyonunun Hiicre Canliigina Etkisi

YAP/TAZ in-2/Y-15
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Sekil 12. YAP/TAZ in-2 ve Y-15 ila¢ kombinasyonlarinin hiicre canlilik analizine ait grafik (*

isareti p<0,05, ** isareti p<0.002 anlamina gelmektedir).

HCT-116 hiicrelerine ikili kombinasyon seklinde YAP/TAZ in-2 ve Y-15 grafikte belirtilen
ila¢ dozlar1 olan 10— 10000 nM konsantrasyon araliginda uygulandi ve yapilan canlilik analizi
sonucu 3000 ve 10000 nM dozunda hiicre canliliginin HCT-116 hiicreleri i¢in anlamli bir

sekilde azaldig1 gézlemlendi (p<0,05).
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4.2.3. Y-15 ve ROCK in-2 Ikili Ilac Kominasyonunun Hiicre Canhligina Etkisi

Y-15/ROCK in-2
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Sekil 13. Y-15 ve ROCK in-2 ilag kombinasyonlarinin hiicre canlilik analizine ait grafik (**
isareti p<0.002 anlamina gelmektedir).

HCT-116 hiicrelerine ikili kombinasyon seklinde Y-15 ve ROCK in-2 grafikte belirtilen ilag
dozlart olan 10— 10000 nM konsantrasyon araliginda uygulandi ve yapilan canlilik analizi
sonucu 10000 nM dozunda hiicre canliliginin HCT-116 hiicreleri i¢in anlamli bir sekilde
azaldig1 belirlendi (p<0.002 ).
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4.3. Uclii Tlac Kombinasyonlarinin Hiicre Canlih@ina Etkisi

4.3.1. Y-15, ROCK in-2 ve YAP/TAZ in-2 Uglii ila¢ Kombinasyonunun Hiicre Canliligina
Etkisi

Y-15/ROCK in-2/YAP/TAZ in-2
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Sekil 14. Y-15, ROCK in-2 ve YAP/TAZ in-2 ilag kombinasyonlarinin hiicre canlilik analizine
ait grafik (** isareti p<0.002 anlamina gelmektedir).

HCT-116 hiicrelerine Y-15, ROCK in-2 ve YAP/TAZ in-2 ikili kombinasyon seklinde grafikte
belirtilen ila¢ dozlar1 olan 10— 10000 nM konsantrasyon araliginda uygulandi ve yapilan
canlilik analizi sonucu 3000 ve 10000 nM dozunda hiicre canliliginin HCT 116 hiicreleri i¢in
anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi (p<0.002). Bu etkiler kiimiilatif olarak
degerlendirildiginde, Y-15 ilacinin varligindan dolay1 hiicre canlilig tizerinde dldiiriicti etkisi

goriilmiistiir. YAP/TAZ in-2 ve ROCK in-2 ilaglarinin 6ldiirticii etkisi goriillmemistir.
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4.4. Y-15, ve ROCK in-2 ikili kombinasyonunun EMT Uzerine Etkileri

EMT, kanser hiicrelerin metastatik siirece gecerken epitelyal hiicrelerin mezenkimal
hiicre formuna gectigi bir siire¢ olarak bilinmektedir. Bu siirecte hiicrelerin epitelyal karaktere
sahip biyobelirteclerde azalma (E-kaderin vb.) ve mezenkimal biyobelirtegler de ise artma (N-
kaderin) goriilmektedir. Bu ¢alismada ROCK in-2 ve Y15 inhibitorlerinin kombine
kullaniminin EMT {izerindeki etkisi incelendi. Ik olarak EMT indiikleyici olarak bilinen TGF-
B ile HCT-116 hiicreleri indiiklendi. TGF-B ile indiiklenen ve indiiklenmeyen gruplar
karsilastirildiginda E-kaderin miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalis goriildii
(P=0,0079). Aym1 sekilde iki grup arasinda N-kaderin miktar1 karsilagtirlldiginda TGF-B ile
indiiklenen grupta anlaml bir sekilde artis goriildii (P=0,0286). Kombine tedavinin uygulandigi
indiiklenmis hiicrelerde TGF-p ile indiiklenmis kontrol grubuyla karsilastirildiginda E-kaderin
miktarinda anlamli bir artig (P=0,0159), N-kaderin miktarinda ise anlamli bir azalig gortildi
(P=0,0286). Buna karsin TGF-f ile indiiklenmemis gruplarda ayni etki goriilmedi. Sonug
olarak, uygulanan kombine tedavinin spesifik olarak metastatik siirece girmis hiicreler {izerine
etki ettigi goriilmektedir. Boylece elde edilen sonuglar, ileri ¢caligmalar ile kolorektal kanserde

metastatik siireci baskilayici yeni bir tedavi stratejisinin gelistirilebilecegini gostermektedir.

TGF-B’s1z Kontrol TGF-B’siz Y27623/Y15
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Sekil 15: TGF-B ile indiiklenmis ve indiiklenmemis kolorektal kanser HCT-116 hiicrelerinde
ROCK in-2 /Y15 inhibitoriiniin epitelyal mezenkimal doniisim {izerindeki etkisi

immiinofloresans boyama teknigi ile gosterilmistir. Bar 6lgek= 20 pm.
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5. TARTISMA

Hiicre mekanigi temelli tiimor hiicreleri tizerinde yapilan ¢alismalarda FAK hedefli PF-
228, PF-271, NVP-TAE 226, CFAK-C4 ve Y15 gibi ajanlar genellikle tekli halde kullanilmus,
buna ek olarak ikili kombinasyon g¢alismalar1 da bulunmaktadir(50). Bazi ¢alismalar FAK’ in
ekstraseliiler matriksin (ECM) yeniden sekillenmesini saglama, bagisiklik hiicrelerini
filtreleme, epitelyal mezenkimal transformasyon gibi durumlari kontrol etme yetenegini ortaya
koymustur (36,37). NVP-TAE 226 ilacinin FAK ve insiilin benzeri biiyiime faktorii olan IGF-
IR reseptoriinii inhibe eden 6zelligi ile, ICs0 5,5 NM olarak uygulanip ikili inhibisyon etkisi

kanitlanmistir (50).

ROCK hedefli yapilan c¢alismalarda fasudil (HA-1077), hidroksifasudil, AT13148,
Y27632, Y39983 ilaglarinin herbirinin ROCK inhibitorii olarak tekli sekilde kullanildigi,
bazilarinin ROCK ile birlikte bazi kinazlar1 da inhibe ettigini gdsteren ¢aligmalar vardir. ROCK
inhibisyonu ile birlikte kemoterapiler, hedefe yonelik tedaviler ve immiinoterapilerin

kombinasyon halinde kullanilmalarinin kanser tedavisinde daha etkili oldugu bulunmustur.

Literatiirde Nam ve ark. Kolorektal ve melanom modeller iizerinde yaptigi ¢alismalarda,
Y 27632 (intravendz enjeksiyonlar) kullanimi ile yapilan ROCK blokajinin in vivo doksorubisin
etkinligini  arttirabildigini ve antitimOr immiinitesini indiikleyerek tiimor yikiini

azaltabildigini gostermistir (51).

Vennin ve ark. ROCK aktivitesinin artmastyla birlikte, hiicre dis1 matrisin (ECM) yeniden
sekillenmesini ve pankreas kanseri hiicrelerinin istilact biiylimelerini destekledigini
bulmuslardir. Ayrica ROCK inhibitorii fasudilin, kanser hiicresi toplu hareketini ve metastazi

bozdugunu gostermislerdir.

Rho ile iliskili protein kinazlar 1 ve 2 (ROCK1 ve ROCK2), aktomiyozin hiicre iskeletinin
ana diizenleyicileridir bunun yaninda kuvvet olusumu, hiicre istilasini, hiicre proliferasyonunu
ve kasilmay1 yonetir. Cok sayida ¢aligma, ROCK inhibisyonunun, ¢esitli kat1 kanserlerde in

vivo tiimor ilerlemesini ve metastazi bozdugunu ortaya koymustur (52).

Literatiirde tiimor hiicrelerinde FAK-Rho-ROCK  sinyal kaskatlar1 ifadelerine yonelik
veriler sunulmus ve FAK-Rho-ROCK sinyal kaskatlarinin kanser hiicrelerinde biiylime, go¢ ve

istila lizerinde 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir (13). Ancak, bu ardil sinyal kaskatlarini
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hedef alan kombine bir caligma bulunmamaktadir. Dolayisiyla FAK-Rho-ROCK sinyal

kaskatlarina yonelik farkli ajanlarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Bu nedenle, bu ¢alismada klasik olarak uygulanan tedavi se¢ceneklerinin yaninda kolorektal
kanser patogenezinde etkin olan FAK-Rho-ROCK ardil sinyal kaskadinin etkisi Y15, ROCK
in-2 ve YAP/TAZ in-2 iglii inhibisyonu ile tiimor hiicrelerinin sertliklerinin, proliferatif ve
metastatik Ozelliklerinin azaltilarak, bu ilaglar ve kombine tedavilerine yonelik hassasiyetin

arttirilmasi amaclanmistir.

Literatiirde YAP/TAZ, hippo yolaklarina yonelik kanser caligmalarinda SWI/SNF
kompleks ajanlar1 birlikte kullanilmaktadir. Chang ve ark. kanserin onlenmesinde hiicre
mekanigi ile iligkili olarak, mekanotransdiiksiyona karst doku mikrogevrelerinin yapisal ve
mimari 6zelliklerini etkileyen temel sensorler oldugunu goéstermislerdir (11). Calismamizda

YAP ve TAZ hippo yolaklarinin inhibe edilmesi bu anlamda uyumluduair.

Huang ve ark. Y15 ve temozolomide ilaglarinin ayni dozlarda ikili ilag kombinasyonu

sonucunda kanser hiicrelerinde etkili sonuglar oldugunu bulmuslardir (53).

Golubovskaya ve ark. kolon kanseri ve tiroid kanseri gibi bir¢ok kanserde Y15’ e duyarl

hatlar tespit etmislerdir (54).

Golubovskaya ve ark. Y15’in kolon, pankreas, meme kanseri, noroblastoma ve
glioblastoma {iizerinde yaptiklart ¢alismalari sonucunda, otofosforilasyon aktivitesini inhibe
eden, kanser hiicrelerinin canlilifin1 azaltan ve tiimdr biiylimesini bloke eden fokal adezyon
kinazin (FAK) gii¢lii ve spesifik bir inhibitorii oldugunu bulmuslardir (55). Calismamizda FAK

yolaginin hedef alinmas1 da bu anlamda uyumludur.

Metastatik kolorektal kanserde hiicre sertligi ve mekanigi caligmalarina yonelim
artmistir. Zheng ve ark. bevacizumab ile tedavi edilen 20 kolorektal kanser hastasindan alinan
eslestirilmis tedavi Oncesi ve sonrasi metastaz Orneklerinin degerlendirilmesi sonucu,
Bevacizumab tedavisinden 6nce veya sonra yanit verenler arasinda ECM birikimi agisindan bir
fark olmamasina ragmen, yanit vermeyenlerin karaciger metastazlarinda tedaviden sonra tedavi
oncesine kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek ECM birikimi oldugunu tespit edilmistir. Matriks
sertliginin, kolorektal kanser karaciger metastazlarinda bevacizumab direncine aracilik etmek
icin timdr ve stromal hiicreler arasinda lipid metabolik ¢apraz iletisimi tetikledigi

gosterilmistir. Yiksek diizeyde aktive olmus yag asidi oksidasyon (FAO) yolunun yiikseldigini

32



bununla birlikte FAK ve YAP inhibisyonu kullanilmasi sonucu HSC lipolizinin baskilanip,
anti-VEGF tedavisinin etkinligini arttirdigini bulmuslardir (56).

Bu bilgiler dogrultusunda bu c¢alismada mekanosensitif FAK-Rho-ROCK ardil sinyal
kaskatlarinin inhibitorlerimiz Y15, ROCK in-2 ve YAP/TAZ in-2 etkilesimi ile hiicre sertligini
etkiledigi bilinen bir yolagin hiicre fenotiplerine ve hiicre oliimii iizerine etkisi arastirildi.
Calismamizda HCT 116 hiicrelerinde HCT 116 + Y 15 (100ul), HCT 116 + YAP/TAZ in-2
(2,93ul), HCT116 + ROCK in-2 (2ul) gruplarinin HCT 116 + Y15/ROCK in-2, HCT 116 +
YAP/TAZ in-2/Y15, HCT 116 YAP/TAZ in-2/ROCK in-2 ikili gruplart ve HCT 116 +
Y15/YAP/TAZ in-2/rock in-2 tglii gruplar ile kiyaslandiginda Y15 ilacinin hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma sagladigi goriildi. Diger ilaglarin kolorektal
kanserde hiicre canlilig1 tizerinde kombine sekilde veya tekli uygulandiklarinda ististisel olarak

anlaml1 bir etkileri gozlenmedi.

(Calisma sonuglarina gore, Y15’ in kolorektal kanserde FAK aracilikl: sitotoksik bir etki
gosterdikleri ve bu acidan tedavi etkinligini arttirict bir ajan olarak kullanilabilirligi
goriilmiistiir. Bu nedenle KRK tedavi stratejilerinde FAK yolagina yonelik ¢alismalarla birlikte
farkli inhibitdr kombinasyonlarinin Rho-ROCK yolaklar: ile birlestirilerek hiicre mekanigine

yonelik ajanlarin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde diger kanser tiirleri arasinda iig¢iincii sirada
goriilen 6nemli bir mortalite sebebidir. Metastasik kolorektal kanserde hiicre sertliginin hedef
alinmasiyla uyumlu yeni ila¢ hedeflerinin ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi oldukca
onemlidir. Bu dogrultuda ¢alismamizin igerigi, metastatik kolorektal kanser (mKRK) hiicre
hattinda FAK-Rho-ROCK sinyal kaskadi inhibisyonu ile meydana gelen aktin/miyozin

deformasyonunun ve azalan hiicre sertliginin baskilanmasina yonelik etkisi incelenmistir.

Literatiirde FAK, ROCK ve YAP/TAZ sinyal yolaklar1 ayr sekillerde ilgili inhibitorleri
tarafindan tekli veya ikili sekillerde inhibe edilerek kanser hiicrelerindeki mekanobiyolojik
etkileri tizerine ¢alismalar yapilmistir. Ancak metastatik kolorektal kanser i¢in FAK-Rho-
ROCK baglantili sinyal kaskadinin hedeflenmesi ve hiicre sertligine etkisi ile iligkili bir ¢aligma
yoktur. Bu amag¢ dogrultusunda ¢alismamiz, kolorektal kanser hiicre hattinda FAK-Rho-ROCK
baglantili sinyal kaskadinin Y15+ Rock-in-2+ YAP/TAZ in-2 iglii inhibisyonunun kanser

hiicre canlilig1 lizerine etkisi incelenmistir.

Calisma sonucunda genel olarak etkili inhibitoriin Y15 oldugu goriildii. FAK inhibitorii
olan Y15’ in, kolorektal kanserde hiicre canlilik analizlerinde 6nemli bir azalmaya neden

olmasindan dolayi, tedavi etkinligini arttirict bir ajan olarak kullanilabilirligi goriilmiistiir.

Literatiirde belirtildigi gibi FAK, Rho ve ROCK yolaklarindaki etkilesimlerin
soniimlenmesi ve bunlarin yeniden diizenlenmeleri kolorektal kanserde mekanistik olarak ¢ok
onemlidir. Calismamizin bu nedenlerden dolay1 gelecek calismalar igin temel olusturacagi

ongoriilmektedir.
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Diploma Mumarzsr Y1 163

Fprikh Ganal Not Crtaksmeer 3,62 7 5.0

08 Eyliil 2003 - 12 Tarmmuez 2007 (2l 11 ay]

Lizans, lind Offretim, SOLEYMAN DEMIREL ONNWERSITES] TORKIYE
FEM-EDEBIYAT FAROLTES]. BIYOLOJI PRL (10]

Diploma Numarzer 2 B2 132305

Eprikh Gonal Mot Ortafames: THAI /10000

INGILIZCE [(Censmer Orita, ¥azma: Ort=, Konusgma: Orta)

APKEBKEBRESDCKEHEY B TOLEA SEVER, Tarmasm And Matformin
Argi-carcer Fasture, Tam Matin Bildin Intermatiorsl Hippooretes Congress On

Medical And Heahn Soorces. 01 Mart 3015 03 Mart 2008 B2 - 51
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TOBITAK Burs ve Desteklerl

BADER Digstokdan SERAP TURKMEN  Etiinkik Dastaidar ve Egitim Bursian Mildiridgi 220-C
Oincalisdi Akanlara Yonalic Yurt Ipj Yiksak Lisans Burs Program, Bagasrusu
Reddedildl 2022 -2 0n.10.4022 - 20082073

Panaistlik layicilik, Raportirlik Saps

Gray UADES BDEB  BUIMTOPLUM  UDB  TEVDER  Toplam
Hakami/Paralisti/ Do Dogmariic Sapst 0 0 0 0 0 0
Medaratorlik Saya 0 0 0 0 0 0
teyiciie Daregmarih Szim 0 0 0 0 0 0
Reortirik Savis 0 0 0 0 0 0
Hizbl maciy Paniictiie/ Dig Danigmaniik S 0 0 0 0 0



