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Diinya niifusunun {igte biri asir1 kilolu veya obez olarak siniflandirilmaktadir. Kentlesme
ile artan hazir gidalarin tiiketiminin fazlalasmasiyla birlikte kisilerin diyeti ile aldigi
kalori miktar1 ve harcanan enerji arasinda ters bir orant1 ortaya ¢ikmaktadir. Viicutta asiri
yag birikimi ve olumsuz metabolitlerin artmasi ile ¢esitli hastaliklara neden olur. Artan
yaglanma kolon ve rektum olmak iizere diger kanser ¢esitlerinin olusmasina sebep
olmaktadir. Kanser ¢esitli sebeplerden kaynaklanarak hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasi,
hiicre dongiisii slirecinde gorev alan tamir mekanizmalarinin hasar1 algilayamamasi ile
kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin normal hiicreler gibi islevini yerine getirememesi sonucu
olusan hiicre toplulugudur. Hiicrelerde meydana gelen islev bozuklugunun kaynagi
genlerin ekspresyon miktarlarinin degismesi ve baskilanmasi ile olusur. Hiicrelerde bu
diizeni saglayan timor baskilayici genler ve protoonkogenlerin mutasyon veya cevresel
kaynaklarin etkisi sonunda ekspresyon miktar1 degisir. Bu degisim sonucunda timar
baskilayici genlerin ekspresyonu baskilanarak anormal hiicrelerin apoptoza gitmesi
gerekirken hiicrenin apoptoza gitmesi engellenir. Bunun sonucunda hiicreler kontrolsiiz
ve anormal sekilde ¢ogalirlar. Protoonkogenler hiicre dongiisiinde ve hiicresel islevlerde
gorev alirlar. Mutasyon ve ¢evresel etkiler sonucunda onkogenlere doniiserek hiicrelerin
hata sonucu boliinmesini engellemek yerine hiicrelerin anormal sekilde boliinmesine
sebep olurlar. Kolorektal kanser hiicre hatlarini kullandigimiz bu g¢alismada obezite
tedavisinde kullanilan ilaglar olan orlistat ve semaglutidenin kolorektal kanser hiicre
canliligini nasil etkiledigini ve bazi tiimor baskilayict ve onkogenlerin ekspresyon
diizeylerini ne sekilde etkiledigini ortaya koyduk. Bu amag¢ dogrultusunda, hiicre canlilig
MTT testi ile ve gen ekspresyon analizleri gRT-PCR ile belirlendi. Elde edilen bulgulara
gore, yiikksek konsantrasyonlarda kullanilan orlistat hiicre canliligin1 azaltirken,
semaglutidenin hiicre canlilig1 izerinde anlamli bir degisiklik olusturmadigi gézlemlendi.
Ayrica, kullanilan ilaglarin kolorektal kanser hiicre hatlarinda tiimor basilayict ve
onkogenlerin ekspresyon profillerinde degisiklige neden oldugunu ortaya koyduk.
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ABSTRACT
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One-third of the world's population is classified as overweight or obese. With the increase
in the consumption of ready-to-eat foods with urbanization, an inverse ratio emerges
between the diet of the people and the amount of calories they take and the energy spent.
Excessive accumulation of fat in the body and increase of negative metabolites causes
various diseases. Increasing lubrication causes the formation of other types of cancer,
especially colon and rectum. Cancer is a group of cells formed as a result of the
uncontrolled proliferation of cells due to various reasons, the inability of the repair
mechanisms involved in the cell cycle process to detect the damage, and the uncontrolled
proliferation of cells not performing their functions like normal cells. The source of the
dysfunction occurring in the cells occurs with the change and suppression of the
expression amounts of the genes. The expression amount of tumor suppressor genes and
protooncogenes that provide this order in cells changes as a result of mutation or the effect
of environmental sources. As a result of these changes, the expression of tumor suppressor
genes are suppressed, which prevent abnormal cells from undergoing apoptosis. As a
result, cells multiply uncontrollably and abnormally. Protooncogenes take part in the cell
cycle and cellular functions. In this study, in which we used colorectal cancer cell lines,
we revealed how orlistat and semagulutide, which are drugs used in the treatment of
obesity, affect cancer cell viability and how they affect the expression levels of some
tumor suppressor and oncogenes. For this purpose, cell viability was determined by MTT
assays and gene expression analyzes were determined by gRT-PCR. According to the
findings, it was observed that high concentrations of orlistat decreased cell viability, while
semegulitidine did not cause a significant change in cell viability. In addition, we revealed
that the drugs used cause changes in the expression profiles of tumor suppressor and
oncogenes in colorectal cancer cell lines.

KEYWORDS: Obesity, Colorectal Cancer, Tumor Suppressor Genes, Oncogenes,
Orlistat, Semaglutide
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1. GIRIS

Obezite dengesiz diyet ile ortaya ¢ikan bireylerde fizyolojik fonksiyonlarin bozulmasina
ve ¢esitli hastaliklara sebep oldugu i¢in 6nemli bir saglik problemidir. Diinya ¢apinda
yapilan saglik ddemelerinin %20°si obezite tedavisi ig¢in harcanmaktadir (Dobbs ve
Manyika, 2014). Diizensiz ve sagliksiz diyetin meydana getirdigi obezitenin 6liim orani
diger hastaliklarla kiyaslandiginda %52°lik bir kismi obezite olusturmaktadir. Obezite
karbonhidrat agirlikli diyetin yani sira genetik, cevresel, fizyolojik, psikolojik gibi
problemler ile de ortaya ¢ikmaktadir. Fiziksel aktivite eksikligi ve karbonhidrat agirlikli
beslenme ile viicutta yag doku birikimi artmaktadir. Artan yaglanma basta kolon, rektum,
yemek borusu ve bobrek gibi kanserlerin riskini artirarak genel anlamda mortalite
oranlarinin artmasina sebep olur. Erkekler ve kadinlar arasinda yapilan bir ¢aligmada
erkeklerde yag birikimi kadinlardan daha fazla oldugu i¢in kolorektal kanser goriilme
siklig1 kadinlara gore erkeklerde daha fazladir. Kolorektal kanser siyah erkek-kadin ve
beyaz erkek-kadin arasinda yapilan baska bir ¢alismada ise siyahi bireylerde beyaz
bireylere gore daha fazla kolorektal kanser olusturma riski meydana geldigini gostermistir
(Howe ve ark., 2001). Yag, et ve protein {lizerine yapilan ¢alismada 6liim prevelansina
bakildiginda kolorektal kanser olan bireylerin 6liim oranlarin azaldigi gosterilmistir.
Sebze ve meyve tiiketiminin kolorektal kanser ile iliskisi bilinmesede yag alimi ile
kolorektal kanser arasinda iligki bulunmaktadir (Boyle ve Leon, 2002). Turpgiller ailesine
ait sebzelerin kolorektal kanser olusma riskini engelledigi yapilan bir c¢aligmada
gosterilmistir. Turp ailesinden diizenli sebze tiikketimi olan bireyler ve diizenli sebze
tiikketmeyen bireylerin p53 gen ekspresyon miktarlarina bakilmistir. Sonuca gore diizenli
sebze tiikketen insanlarda p53 gen ekpsresyonu arttigi goriilmiistiir (Freedman ve ark.,
1996). Bu calismada kolorektal kanser ile iliskilendirilmis timor baskilayict ve
onkogenlerin, obezite tedavisinde kullanilan GLP-1 analogu olan semaglutide ve gastrik-
pankreatik enzimleri inhibe eden orlistat muamelesi ile olusan gen ekspresyon
miktarlarina bakilmistir. Bu tez calismasinda, obezite ve kolorektal kanser arasinda
bulunan iliski géz Oniine alindiginda obez olan bireyin tedavisinde aldig1 ilaglar
kullanilan bu ilaglar hiicrenin apoptoza gitmesinde ve hiicresel dongiide gérev alan timor

baskilayici ve onkogenlerin miktarin1 anlamli derecede artirmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezitenin Epidomiyolojisi ve Etiyolojisi

Diinya ¢apinda asir1 kilo ve obezite artis orani, 1980°den beri ikiye katlanmis durumdadir.
Diinya niifusunun iigte biri asir1 kilolu ve obez olarak siniflandirilmaktadir. Obezite
kiside fizyolojik fonksiyonlarin bozulmasina veya olumsuzluklara yol agtigindan halk
sagligi icin 6nemli bir saglik sorunudur (Anonim, 2015a). Saglik 6demelerinde 6nemli
maliyetler getirdiginden diinya c¢apinda harcamalara bakildiginda tiim saglik
harcamalarinin %2-7’si tip 2 diyabet i¢in harcanirken %20 oraninda obezite tedavisine

harcama yapilmaktadir (Dobbs ve Manyika, 2014).

Tiim diinyada obezite 2,1 milyardan fazla insan, yaklasik olarak kiiresel niifusun %30’u
fazla kilolu veya obezdir. Yetersiz ve diizensiz beslenme ile gelisen obezitenin Sliim
oranlarina bakildiginda diinya ¢apindaki 6liimlerin %5’ini olustumaktadir. Arastirmalara
gore, 2030 yilina kadar niifusun yarisinin asir1 kilolu veya obez olacagi ongoriilmektedir
(Dobbs ve Manyika, 2014). Diinyanin dort bir yanindan iilkelerde yasam kalitesini
etkileyen ve mortalite oran1 yiiksek hastaliklarin artmasinin risk faktorii olan obezite,
yaklagik 50 yildir saglik bakim maliyetlerini yiikselten uluslararasi bir saglik sorunu

halini almig durumdadir (Anonim, 2015b).

Kentlesme, kalorisi fazla, fast food yiyecek isteginin artmasi ve fiziksel hareketsizlikle
beraber azalan enerji harcamasi ile gilinliik kalori alimi kalori harcamasi miktarini
gectiginde yag depolamasi artar. Asir1 viicut yaginin birikmesi, olumsuz metabolitlerin
artmast ile aterojenez hizlanir, koroner kalp hastlaligi, felg ve erken 6liim riski artar (Calle

ve Thun, 2004).



Kilolu kadinlarin menopozla beraber kan dolasiminda artan dstrojen seviyeleri sebebiyle
endometriyal kanser ve meme kanseri riski artirmaktadir. Artan yaglanma kolon, rektum,
yemek borusu, bobrek, pankreas, safra kesesi, yumurtalik, serviks, karaciger, prostat
kanserlerini artirarak mortalite oranlarinin artmasina sebep olmaktadir (Calle ve Thun,
2004).

Obezite giinliik diyet aliminda kaloriye kiyasla metabolik-fiziksel aktivitede enerji kayb1
meydana geldiginden meydana gelsede, obezitenin etiyolojisi karisiktir. Genetik,
cevresel, fizyolojik, psikolojik gibi parametrelerde obezitenin gelismesinde rol

oynamaktadir (Aronne ve ark., 2009).

Artan obezitenin temel nedenleri arasinda evrimsel, biyolojik, psikolojik, sosyolojik,
ekonomik faktdrler bulunmaktadir. Ingiltere Arastirma Konseyleri Ingiletere’nin bir
projesinde, obezitenin dogrudan veya dolayli olarak olusmasini etkileyen faktorleri
paylasti. Bunlar arasinda gidaya kolay ulasabilme, hareketsizlik, kalori hesab1 yapmama

gibi enerji dengesizilikleri bulunmaktadir (Dobbs ve Manyika, 2014).

2.1.1. Fazla Kkilo ve obezite ol¢iimii

En yaygimn olarak kullanilan viicut kitle indeksi boy-agirlik parametlerini kullanarak
6l¢iime dayanir. Kilogram cinsinden agirligin metre kare cinsinden boya boliinmesi ile

Tablo-2.1’de belirli araliklara gore obezite derecesi belirlenir (Willet, 1998).

Tablo 2.1. Fazla kilo ve obezite dl¢iimii (DSO, 1995)

BKi (kg/m?2) WHO simiflandirmast Popiiler agtklama

<18.5 zayif ince

18,5-249 Normal alan ‘Saglikli, ‘normal’ veya 'kabul edilebilir agirlik
25.0-29.9 1. sinif fazla kilolu Kilolu

30.0-39.9 2. derece fazla kilolu obezite

2 40.0 3. derece fazla kilolu Morbid obezite

Kaynak : DSO Fiziksel Durum Uzman Komitesi, 1995.



2.1.2. Obezitenin iilkelere gore artan prevelansi

Birlesik Krallik’ta ve diger Avrupa iilkelerinde obezite hastalarinin artisi 1980’lerde
arttigi rapor edilmistir (Anonim, 2002; Seidell, 2003). Asir1 kilolu veya obez olan
kisilerin zamansal artisina bakildiginda erkekler de kadinlardan daha fazla bir artis oldugu
gorilmistiir. Dogu Avrupa’da kadinlarda goriilen obezite siklig1 sabitlenmesine ragmen
hala ¢cok fazla prevelansa sahiptir (James ve ark., 2001). ABD’de, 6-19 yas arasi ¢ocuk
ve ergenlerde asiri kilo artis1 1960°dan beri {i¢ kat artmistir. 1965°te %4,2 olan oran 2000
yilinda %15’in istiine ¢ikmistir (Ogden ve ark., 2002).

2.1.3. Obezite genetigi

Genetik faktorlerin yapilan calismalarda obezite fenotipini etkiledigi gosterilmistir.
Viicut agirhigindaki bireysel degiskenligin %40-70°1 kalitsal faktorlerle agiklanabilir.
Fiziksel hareketsizlik ve bol kalorili diyet uygulanmasi halinde olusan etki ile ¢cevresel
faktorlerin yani sira genetik faktorlerde obeziteyi hizlandirir. Enerji dengesi, periferik
dokulardan merkezi sinir sistemine gelen endokrin ve noral sinyallerin beraber ¢alismasi
ile dengelenir (Giilcan ve Ozkan, 2006). Beynin hipotalamus bdlgesinden aliman
sinyaller, peptit sentezini diizenler ve enerji dengesi i¢in enerji alimi ve harcanmasini
diizenleyen sinyaller {iretir. Obezite de rol oynayan gen ekspresyonlari ve protein sentezi

istah, tokluk, kas, periferik doku ve yag dokusunda yapimi olur (Woods ve ark., 1998).

2.1.4. Fazla Kkilo ve obezitenin metabolik sonuglari

Viicut agirliginin artis1 ile viicutta zararli metabolitlerde artar. Bu zararli metabolitler
kanser riskini artirabilmektedir. Ozellikle dolasimda peptid, steroid hormon gibi fazla
olabilen metabolitler zararli olabilir. Insiilin, kan dokularda glikoz alimmi ve
harcanmasini kontrol etmede gorevlidir. Asir1 kalorili diyet sonucunda kilo alimi ile
dokular insiiline kars1 duyarsiz hale gelerek viicudun bunu telafi etmek i¢in daha fazla

insiilin iiretmesine neden olmaktadir (Le, 1997).



2.1.5. Artan kilo ile gelen obezite ve kanser 6liim prevelansi

Amerika Birlesik Devletleri’'nde yapilan mortalite calismasinda, erkek ve kadinlarda
spesifik bolgelerde artan kanser ve diger kanser 6liim oranlarinin kilo ile baglantili oldugu
gosterilmistir. Bu ¢calismada BMI kanser insidans1 900.000 kadar birey 16 yil boyunca
takip edilmis ve bireylerden 57.000 tanesinin kanser 6liimii ile sonuglanan ¢alismada bir
belirleyiciligi oldugunu gosterilmistir (Calle ve ark., 2003). IARC (The International
Agency for Research on Cancer) calisma grubu, yapilan bir ¢alismada, epidemiyolojik,
klinik ve deneysel verilere dayanarak artan kilo ile kolon, meme, endometrium, bobrek

ve Ozafagus kanserlerinin riskinin artirdigin1 yayinladi (Anonim, 2002).

Kolerektal kanserde merkezi adipozitin meydana gelmesi ile kolorektal kanser riskinin
olusma ihtimali artar. Erkeklerde merkezi yag birikimi kadinlara gore daha fazladir.
Yapilan bir ¢alismada da kolerektal kanserin erkeklerde kadinlardan daha fazla goriildiigi
kanitlanmustir. Dolayisiyla asir1 kilo alinimi kolorektal kanser igin bir potansiyel belirteg

olabilir (Giovannucci ve ark., 1995).

2.2. Kanser

Kanser hiicrelerin kalitsal veya ¢evresel faktorler sonucu hiicrelerin biiylime ve ¢ogalma
Ozelliklerinin degismesi ile artan hiicre boliinmesi sonucu meydana gelen hiicre
topluluklarinin hastalik haline gelmesidir (Furtreal ve ark., 2001). Kaliim kaynakli
kanser olusma riski ¢evresel etkenlerin kanser olusturma riskine gore daha azdir. Bu oran
degisken olmakla birlikte, kanserlerin %80 sonradan olusan somatik mutasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Timor baskilayici1 genlerde meydana gelen mutasyon ve
epigenetik degisikliklerin ebeveynlerden bireye ge¢cmesi ile kisinin ¢evresel etkenlere
ornegin sigara, alkol, islenmis ve hazir yiyecekler gibi igerisinde karsinojenik ajan
bulundurma ihtimali olan zararli besinler tiikettildiginde hastaligin ortaya ¢ikma riski
artmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012). Cevresel etkenlere maruz kaldigimizda bir¢ok
kimyasal madde hiicrelerde epigenetik degisiklere sebep olabililir. Ornegin;

kullandigimiz ilaglar, karbonhidrat agirlikli diyetler, sigara, alkol, kimyasal maddeler,
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zararl gazlar ¢evresel kaynakli kanser olusturma egilimine sahiptir. Sigara kullanan farkli
cinsiyete sahip bireylere bakildiginda; yiiksek Ostrojen seviyesi kaynagi olarak sigara igen
kadinlarda erkeklere oranla 3 kat fazla kanser olusma riski gozlenmistir. Sigara kullanan
bireylerin akcigerlerinde benzopiren hiicrelerin igerisine niifuz ederek, DNA yapisinda
bulunan guanin ile bag kurar. Hiicre replike olacagi zaman guanine baglanmis epoksit
tiiri olan benzopiren gunainin timin bazi olarak goriinmesine sebep oldugundan eslenme
sirasinda G-C baz eslesmesi yerine T-A baz eslesmesi olmaktadir. Baz degisikleri Kras
onkogeninde ve p53 tiimdr baskilayict geninde olustugunda akciger hiicrelerinin béliinme
yetenegi kaybolur ve hiicre bdliinmesi siirekli devam ederek kanser hiicrelerini
olusturmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012). Helicobacter pylori, T hiicreli 16semi viriisii,
human papilloma viriisii gibi bakteri ve virlis tiirleri ¢esitli kanser tiirlerine sebep olabilir.
Viicutta bulunan biyomolekiillere zarar veren radyasyon, giines 15181 biyomolekiillerden
elektron koparabilme ya da pozitif elektron eklemesi yapabilir. Elektron koparilmasi ya
da pozitif elektron yiiklemesi DNA’da zincir kiriklarina, baz modifikasyonlarina ya da
seker modifikasyonlarina sebep olmaktadir (Yokus ve Cakir, 2002; Heynick ve ark.,
2003). Ayrica biyolojik sistemlerde oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleri kanser
olusumunun farkli evrelerinde mekanizmaya dahil oldugu calismalarla desteklenmistir

(Yokus ve ark., 2008).

2.2.1. Kolerektal kanserin epidemiyolojisi

ABD’de goriilen kolorektal kanser 75 yas ve lizerinde olan bireylerde en sik rastlanan
kanser tipidir (Edwards ve ark., 2002). Gelismemis tilkelerde artan yash niifus gelecek
yillarda kanser oranini1 daha da artiracaktir. Metastatik kolorektal kanserden etkilenen
bireylerin 5 yillik hayatta kalma oranlar1t %5’ten daha az bir olasili§i icermektedir

(Ciardiello ve Tortora, 2008).



Kolorektal kanserin goriilme sikligi, farkli irklara sahip olan iilkeler arasinda degisiklikler
gostermektedir. Kolorektal kanserde etnik ve irksal farkliliklar olarak gdgmenlerle
yapilan bir calismada, hastaligin etiyolojisinde c¢evresel faktorlerin de rol oynadigi
gosterilmistir (Haenzel ve Kurihara, 1968). ABD’de kolorektal kanser 6liim orani, Siyah
kadin ve erkeklerde c¢ok fazla goriilirken, beyaz kadin ve erkeklerde daha az
rastlanilmaktadir (Howe ve ark., 2001). Kolorektal kanser Iskandinav iilkelerinde
artarken, Ingiltere ve Galler’de 6liim oranlar1 kadin ve erkeklerde azalmaktadir. Irlanda
da ise kadin ve erkeklerde o6liim orani uzun zamandir sabit olarak seyretmektedir.
Kolorektal kanser, sadece batili yasam tarzina sahip tilkelerde degil diger tilkelerde de
insan sagligi icin artan bir tehdittir. Diinya genelinde yaslanan niifusla beraber artan
kolorektal kanser insidansini azaltabilmek igin etkili 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir
(Ferlay ve ark., 2001; Boyle ve Leon, 2002). Kolon kanserinin goriilme sikligi1 diinyada
yaklasik 29 kat degisiklik gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda fiziksel aktivitesi yiiksek
olan erkekler ve kadinlarda kolon kanserinin daha diistik oldugu gosterilmistir (Slattery

ve Potter, 2002).

2.2.2. Koloraktal kanserde analitik epidemiyoloji

Kolorektal kanserlerinin %90’1 bagirsak duvarini kaplayan benign, adenomatéz
poliplerden ve villoz goriinime sahip biiyiik boyutlu diplastik hiicrelerden olusan
poliplerden kaynaklanmaktadir (Peipens ve Sandler, 1994). Kolorektal kanser gelisimi,
viluslarda bulunan hiicrelerin genetik mutasyona ugramasi, timor tesvik eden genlerin
ekspresyonu ve timor supressor genlerin baskilanmasi ile gen ekspresyonu kaybi ile

meydana gelen bir siireci igcermektedir (\Vogelstein ve ark., 1988).



2.2.3. Kolorektal kanserde diyet

Kolorektal kanser iizerine olan analitik calismalara bakildiginda bazi besin ve gida
smiflart ile arasinda bir bag oldugunu gostermektedir. Besinler, bulunduklar1 gidalara
bagimhidir ve belirli bir popiilasyon igerisinde kismen tiiketilen gidalarin igerisinde
bulunarak diyet aliminda ¢esitli maddeler igerdiginden 6nemlidir. Diyet aliminda kalori
alminin dengesizligi sonucunda c¢esitli hastaliklar meydana getirebilir. Yapilan
calismalarda diyet faktorleri ve kolon kanseri riskleri 40°dan fazla vakada
degerlendirilmistir (Higginson, 1996). Bu sonuglara gore ayni zamanda sebze ve tahil
iceren diyetin kolon kanseri olusumu ile ters bir orantiya sahip oldugu gosterilmistir.
Diger bir ¢alismada ise et, protein ve yag alimi fazla olan diyette kolorektal kanserin
olugmasini etkiledigi gosterilmistir. Yumurta tiikketimi, siit ve siit lirtinlerinin tiikketimi, D
vitamini alimimin kolorektal kanser riskini negatif yonde azalttigi yapilan ¢aligmalarla

gosterilmistir (Utsunomiya ve Lynch, 1990).

Potter ve McMchae’nin gida alimi sikligr ile kolon kanseri riski arasindaki iliski ile ilgili
yaptiklar1 bir ¢alismada her gida aliminda bagirsaga salinan safra asitleri ve safrada
bulunan sekonder yag asitlerinin konsantrasyonunun kismen resirkiilasyon sikligi ile
belirlendiginde, gida tiiketim sikligimin kolorektal kanser riskini artiracagin
diistinmiislerdir. Calisma sonunda gida aliminin sikliginin artmas ile kolorektal kanser

riskinin de artacagini bildirmislerdir (Potter ve McMichael, 1986).

Yag, et ve protein lizerine yapilan 13 ekolojik ¢alismanin, 6liim insidansina bakildiginda
0,7 korelasyon bildirilmistir. Lif ve tahillarla ilgili yedi arastirmadan altisi, bagirsak
kanseri insidansi ile bitkisel gidalar arasinda yaklasik -0,7 korelasyonla ters baglanti
oldugunu gosterdi (Enstrom, 1975). McKeown-Eyssen ve Bright-See, yag ve lif
tiketiminin, erkekler arasinda kolon kanseri 6liim oranlarina bakildiginda %67 sinin

kolorektal kanserden olustugunu bildirmistir (McKeown-Eyssen ve Bright- see, 1983).



Yapilan calismalarda sebze ve meyve tiiketiminin kanser riski arasinda iligkisi tam
belirlenemese de yag alimi ile kolorektal kanser arasindaki iliski bulunmaktadir (Boyle
ve Leon, 2002). Amerika Birlesik Devletlerinde hemsirelerin yaptigi bir ¢alismada,
kanser veya inflamatuar bagirsak hastaligi bulunmayan kadinlarin toplam enerji alimlari
belirlendikten sonra hayvansal yag kullaniminin kolon kanseri ile iliskilendirmislerdir.
Her giin et tiiketimine sahip kadinlarla ayda bir et tiiketen kadinlar karsilastirildiginda her
giin et tiiketen kadinlarda kolorektal kanser riskinin anlamli derecede arttig1 gérilmiistiir

(Willet ve ark., 1990).

Turpgiller ailesinden olan sebze alimmin kolorektal kanser olusmasini engelledigi
yapilan bir ¢aligmada gosterilmistir. Kolorektal kanserin diagnozunda kullanilan p53
miktarina bakildiginda, turp ailesinden diizenli sebze tiiketimi olan bireylerin ve p53 geni
ekspresyonu olan bireylerle p53 geni ekspresyonu olmayan bireyler kiyaslandiginda

kolorektal kanserin artis1 gozlendi (Freedman ve ark., 1996).

2.2.4. Kolorektal kanserde sigara ve alkol tiiketimi

Epidemiyolojik ¢aligmalarla kanitlanmis olan bulgular dogrultusunda uzun siireli ve fazla
sigara icen bireylerde kolorektal adenom riskinin 2-3 Kkat arttigin1 géstermislerdir
(Giovannucci, 2001). Yapilan ¢alismalarda alkol kullanimi ile kolorektal kanser arasinda

baglanti oldugu gosterilmistir (r=0,58-0,76) (Manousos ve ark., 1983).



2.2.5. Kolorektal kanserde fiziksel aktivite

Giinliik azaltilmig aktivite, kolorektal kanser riskini artiran bir faktordiir. Ayri cinsiyetler
arasinda yapilan caligmaya bakildiginda ise erkek ve kadinlarda ayni sekilde risk
faktoriinii artirmaktadir. Fiziksel aktivite ile harcadiklarindan daha fazla enerji tiiketen
kisilerde kolon kanseri riski daha yiiksek olabildiginden fazla kilolu insanlarda enerji
dengesizligi nedeniyle kolorektal kanser riski artmaktadir (Albanes ve Taylor, 1990).
Yapilan iki c¢alismada viicut agirhigmin  dagilimiyla kolon kanserinin riski
degerlendirilmistir. Sonuca bakildiginda kadinlarda belirli bir kayda deger sonug
bulunamamasina ragmen erkeklerde bel-kalca orani kolorektal kanser olma riskinin

belirlenmesinde gii¢lii bir belirtegtir (Lee ve ark., 1991).

2.3. Epigenetik Degisim

Kromozomal anormallikler, gen mutasyonlari, proliferasyon, apoptoz ve anjiyogenezi
diizenleyen cesitli genlerin epigenetik modifikasyonlart igeren genetik degisiklikler,
kolorektal kanserin gelismesine sebep olmustur (Vogelstein ve ark., 1988). Epigenetik
degisimler, DNA dizisinde farklilik yaratmadan gen ekspresyonunda farkliliklar ile
mitotik olarak kalitsal farkliliklardan olusur (Waterland ve Michels, 2007). Epigenetik
degisimler, ¢ok sayida protein tarafindan diizenlenerek DNA dizilerinin ekspresyon
miktarini miktar ve zaman olarak koordine etmektedir. Epigenetik degisimler uygun gen
ekspresyonu i¢in uyum igerisinde g¢aligmaktadir. Epigenetik degisimleri diizenleyen
mekanizmalar CpG diniikleotidlerinde DNA metilasyonu, histon proteinlerinin kovalent
modifikasyonlari, ncRNA’lari ve hiicre niikleusu igerisinde bulunan kromatin
organizasyonunu saglar (Inbar-Feigenberg ve ark., 2013). Baz1 epigenetik degisimler
belli dokularda zamanla sabit olabilirken, digerleri gelisimsel plastisite gosterebilir.
Farkli mekanizma ile agia ¢ikan epigenetik degisiklikler diger adiyla epimutasyonlar,
subfertilite ve damgalama bozukluklari1 dahil olmak iizere ¢esitli insan bozukluklarina yol
acabilmektedir. Genetik ve cevresel faktorlerle birlikte epigenetik degisimler etkilenerek
normal varyasyonun degismesine sebep olarak insan hastaliklar1i meydana gelmektedir.

Ornegin anne achgi gibi cevresel faktorlerin embriyonun epigenomunu etkiledigi
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caligmalarla gosterilmistir. Fetal yasamda ise anne acligmin epigenetik degisimlerle
iliskisine bakildiginda kardiyovaskiiler bozukluk, tip 2 diyabet gibi hastaliklara sebep
oldugu c¢alismalarla gosterilmistir (Mathers, 2007, Yang ve ark.,, 2009). DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlari ve ncRNA’lar epigenetik degisimleri diizenlemek
icin gdrev alirlar (Otani ve ark., 2009). Insan genomundaki tiim fonksiyonel elementleri
tanimlamak icin gelistirilen ENCODE projesi yakin zamanda transkripsiyonda meydana
gelen histon modifikasyonlar1 ve ek protein baglama proteinleri yayinladi. Bu verilere
gore, kombinasyonlar halinde gen ekspresyonunu diizenleyen kiiresel ve bolgesel
karsilastirilan epigenetik 6zellikleri agiklar (Anonim, 2004). Genom bazinda epignetik
yeniden programlama, iki gelisim agsamasi olan gametogenez ve erken embriyogenez
sirasinda gerceklesmektedir. Gametogenez hem doku hemde aileden gelen epigenetik
degisimlerle olur. Dollenme sonrasinda, erken embriyoda, totipotensi ve hiicreye 6zgii
farklilasma i¢in epigenetik degisimlerin yeniden programlanmasi gerekir (Inbar-
Feigenberg ve ark., 2013).

2.3.1. Epigenetik deregiilasyonu ve insan hastaliklar: olusumdaki rolii

Epigenetik  deregiilasyonu, epigenetik kontrol ~mekanizmalarindaki bozunma,
damgalanmis, ekspre edilen genlerde epigenetik diizenlemelerin degisikliklerinden
kaynaklanmaktadir. Organ sistemlerinin olugsma ve biiylime evrelerinde epigenetik
kontrol mekanizmalarinin deregiilasyonu ile bozunmalar meydana gelebilir. Epigenetik
regiilasyonunda rol oynayan proteinlerde meydana gelen mutasyonlar alfa talasemi, zeka
geriligi gibi genetik rahatsizliklara yol acabilir (Maunakea ve ark., 2010). Iki farkli
epimutasyon tiirii bulunur; birincil epimutasyon, epigenetik ifadelerin anormal silinmesi,
yeniden yapilanmasi ve siirdiirilmesinden kaynaklanir, ikincil epimutasyonlar, diger

adiyla somatik epimutasyonlar, anormal biiyliime diizenlenmesine sebep olur.

11



2.4. Tiimor Baskilayic1 Genler ve Onkogenler

Kanser tiirleri DNA dizisinde bulunan degisiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Kanser
tirlerinin %10-15 katilimsal, %85-90’1 ¢evresel etkilerden kaynaklanmaktadir. Cevresel
etkiler hiicrelerde DNA’nin mutajenlere maruz kalmasina sebep olmasi ile hiicre
DNA’sinda epigenetik degisiklikler ve replikasyon hatalar1 meydana gelmektedir.
Epigenetik degisiklikler ve mutasyonlar sonucu degisen hiicre ekspresyonu hiicrenin
kontrolstiz ve farkli biiylimesine neden olarak kanser hiicre toplulugunun olusmasini

saglar (Yokus ve Cakir, 2012).

Kanser hiicrelerinin karsinogenezi saglamak i¢in hedefleri kok hiicrelerdir (Devereux ve
ark., 1999). Timor olusumu, neoplastik transformasyon yani genetik mutasyonlarin
gelisimi ile saglikli hiicrelerin neoplastik hiicreye déniisiimii ve neoplastik gelisim olmak
tizere iki asamada gergeklesir. Onkogenlerin ve kanser gelisiminin olusumunda saglikl
hiicrelerin kanserli hiicreye donilismesini neoplastik transformasyon ile olusur. Neoplastik
transformasyon spontan, baz degisiklikleri, delesyon, translokasyon gibi DNA’daki
replikasyon ve DNA tamir mekanizmalarinin diizgiin ¢alismamasi sonucu olusur
(Elenbaas ve ark., 2001). Olusan mutasyon ve epigenetik degisiklikler sonucunda timor
baskilayict genler, tiimor baskilayici genleri diizenleyen genler, biiylimeyi kontrol eden
genler ve protoonkogenlerin gen ekspresyonu degisir (Bos ve van Kreijl, 1992).
Neoplastik gelisme kontolsiiz biiyliyen hiicrelerin gogalmas1 ve yetersiz besin kaynagi
problemi olan kanser hiicrelerinin diger doku ve organlara besin i¢in go¢ etmesiyle

kanserin yayilma siirecidir (Butterworth ve ark., 1992).

2.4.1. Tiimor baskilayici genler

Tiumor baskilayici genlerde olusan nokta mutasyonu, missense mutasyonlar, delesyon,
translokasyonlar, epigenetik modifikasyonlar ve kromozomal delesyonlarin sebep oldugu
fonksiyon kayiplar1 hiicrenin kontrolsiiz biiylimesine, hiicrenin apoptoza gitmesini
engellemeye ve neoplastik farklilagsmalarin baglamasina sebep olarak kanser hiicre

toplulugunun olugsmasina neden olur (Akgiin ve ark., 2018).
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Timdr baskilayici genler, asirt biiyiimeyi engelleyen bilesenlerin kodlamasini yapar.
Saglikli hiicrelerde hiicre boliinmesini baskilayan proteinleri kodlayan tiimor supressor
genlerde mutasyon meydana gelmesi ile olusur. Tiimor baskilayici genlerde mutasyon
gelismesi halinde onkogenlerde oldugu gibi ekspresyon artmasi beklenmez. Timor
baskilayici genlerde mutasyon meydana geldiginde genlerde fonksiyon kaybi meydana

gelir.

Tiumor baskilayicr genlerde gergeklesen mutasyonun gen ekpresyonunu degistirmesi igin
iki kormozom ¢iftinde de mutant geni icermelidir. Aksi halde kromozom ¢iftinin birisinin
mutasyon olmayip esinde mutasyon olmasi durumunda ekspresyon degismez, mutant gen
ekspresyonu degistirmeden diger hiicrelere aktarilir. pRb, p53, p21, APC proteinlerini
kodlayan genlerin her iki kromozumunda da ayn1 mutasyon meydana geldigi takdirde,
hiicre biiyiimesinin baskilanmasini engellemesi sonucunda kanser doku olusur (Almasan

ve ark., 1995).

2.4.2. Protoonkogenler

Protoonkogenler, hiicrelerin sinyalizasyon mekanizmasinda biiyliime, farklilagma,
cogalma, apoptozis icin sinyal baslamasinda kullanilacak proteinlerin sentezininin
gerceklesmesini saglayan genlerdir. Hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, i¢in biiyiime
faktorleri, blyiime faktorii reseptorleri, transkripsiyon faktorleri, protoonkogenler ve
onkogenlerin sentezi ile meydana gelir. Hiicrelerin sinyal iletiminde proteinleri kodlayan
v-sis, int-2, hst-1, erb-B1, ras, abl, myc protoonkogenlerin mutasyona ugramasi ile
hiicrelerde biiyiime faktorlerinin miktar1 artar, hiicre membran1 ve hiicre cekirdegi
arasindaki sinyal yolaklarinin kontrolsiiz uyarilmasi, transkripsiyonel faktorlerin
miktarinin artmasi ile hiicre boliinmelerinin ¢ogalmasi, hiicre boliinmesine engel
olunamamasina sebep olur (Yokus ve Cakir, 2012). Biiyliimenin diizenlenmesini kontrol
altinda tutan protoonkogenlerin onkogenlere doniigsmesi ile hiicrelerde bulunan hiicre
kontrol mekanizmas1 bozulur, bunun sonucunda kontrolsiiz biiyiiyen hiicreler kanserli

hiicre topluluklarini olusturur (Pediconi ve ark., 2003).
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2.4.3. Onkogenler

Onkogenler, hiicre transformasyonun baslama ve siirdiirmesini saglarlar. Hiicre
dongiisiiniin ¢alisma mekanizmasini degistiren onkogenler asir1 hiicre bdliinme olayini
gerceklestirmeyen hiicrelerin apoptozise gitmesini saglayarak ortamda saglikli hiicre
kalmasimi bu sayede engeller (Labazi ve Philips, 2003). V-Sis, v-ErbB, v-kit, Ras, Raf,
Jun, Bcl-2 ailesi, p53, Rb geni gibi onkogenler yapilan ¢alismalarla belirlenmistir.
Hiicresel onkogen aktivasyonuna sebep olan genetik ve ¢evresel olaylar aberrant gen

ekspresyonu ve anormal gen liriiniine sebep olur.

2.5. Gen Ifadesine Bakilan Tiimér Baskilayic1 Genler ve Onkogenler

Kolorektal kanser olusumunda yer alan major genler, protoonkogen olan KRAS,
PIK3CA, BRAF ve tiimor baskilayict genler olan APC ve p53 genleridir (Ng ve ark.,
2019).

2.5.1. Tiimér baskilayict APC geni

Adenomatoz polipozis koli (APC), 50921-22 kromozom bdélgesinde yer alan tiimor
baskilayici gendir (Aoki ve Taketo, 2007). 16 ekzona sahip APC geni 2843 tane aminoasit
kodlamas1 ile multifonksiyonel protein olusturur. APC geninde meydana gelen
mutasyonlarin bir kismi1 1286 ve 1513 aminoasitlerde gerceklesir. Bu aminoasit
bolgelerinin lokalizasyonu 16. ekzona denk gelmektedir. 16. Ekzonda ayrica B-catein
baglayici bolge bulunmaktadir. APC proteini B-catein’e baglandiginda NH2-terminalinde
korunmus serin ve treonin kalintilar1t GSK-3 fosforilasyonunu gerceklestirir. Boylece
proteozom sistemi yoluyla bozunma igin -catein’leri hedefler (Orford ve ark., 1997). Bu
bolgede mutasyon meydana geldiginde B-catein baglayict bolge ile ayni yere denk
gelebilir (Lorca ve Garre, 2019).
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Germline APC genindeki mutasyonlar 178 ve 1580 aminoasitleri arasinda ucu kesilmis
varyantlarin ve normal proteinin iizerinde dominant negatif etki gdsteren mutasyona
ugramis peptid olusumuna sebep olur (Sieber ve ark., 2006). APC geninde meydana gelen
mutasyon veya epigenetik degisiklikler sonucu meydana gelen gen fonksiyon kaybi, T
hiicre faktorii/lenfoid giiglendirici faktorler transkripsiyon faktorlerine baglanarak
transkripsiyon faktorii olan B-catein’in ¢ekirdekte birikimi ile hiicresel biiylimenin
engellenmesine sebep olur (Sparks ve ark., 1998). APC geninde meydana gelen mutasyon
ve epigenetik degisikler kaynakli kanserlerin %80’inde gosterilmistir. Yapilan ¢ogu
aragtirmada, ¢ogu kanser tiiriiniin %20’sinin PTEN ve APC genlerinin promotor

bolgesinin metillendigi gosterilmistir (Macdonald ve ark., 2004; Salvesan ve ark., 2001).

APC geni, multifonksiyonel protein olan sinyal iletiminde, hiicre adezyon, hiicre
migrasyonu, mikrotiibiil birlesiminde gorevli proteini kodlar (Hankey ve ark., 2018).
APC geninin timor baskilama kabiliyeti, WNT yolaginda intraseliiler f-catein miktarinin
azaltilmas ile ilgilidir. Yani APC geninin inaktive olmasi ile 3-catein seviyesi artar (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1. Apc geninin Wnt sinyal yolagindaki rolii (Mei ve Xin, 2017)



Hiicre c¢ekirdeginde asir1 gen ekspresyonunun artmasi ile adenom olusumu tetiklenir
(Lorca ve Garre, 2019). Kalitsal hastaliklar, adenomat6z poliple gelen ailesel adenomattz
polipoziste APC mutasyonlari, Peutz-Jeghers sendromunda STK11 mutasyonlari,
nonpolipozis Lynch sendromu’nda DNA hata tamir mekanizmasinda meydana gelen

mutasyonlarla olusur (Stoffel ve ark., 2015).

2.5.2. Tiimér baskilayici p53 geni

Timor baskilayict geni; p53, mitotik ig iplik hasari, DNA hasari, onkogenler tarafindan
aktive edilebilen kisa Omiirlii transkripsiyon faktoriidiir. p53, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, farklilagma, yaglanma ve apoptoz gibi hiicresel islevlerde gorevlidir. p53,
hiicresel islemlerde hiicre dongiisiinii ve apoptozu gerceklestiren, kontrol eden genlerin
diizenlenmesinde kontrol noktasi gibi goérev alir. p5S3°’de meydana gelen fonksiyon
bozukluklar1 sonucunda kanser hiicreleri cogalarak kanser hiicre topluluklarini
olustururlar. Lenfoma, sarkoma, losemi, beyin tiimoérleri, karsinoma gibi kanser

tiirlerinde, p53 inaktif durumdadir (Akgiin ve ark., 2018).

Insanda 17p13.1 kromozom bdlgesinde bulunan 393 aminoasitten olusan bir protein
kodlanmasini gerceklestirmektedir. p53 yapisal ve islevsel olmak {izere bes farkli bolge
icermektedir. 1-63 aras1 dizili amino asitlerin olusturdugu N-terminal transaktivasyon alt
birimi (TAD) MDM-2 proteini ile p53°iin baglanma bdlgesinin yapisini olusturmaktadir.
64-92 arasinda bulunan aminoasitler igersinde prolin amino asit sayist digerlerine gore
fazla miktarda bulunur. 102-292 arasinda bulunan aminoasitler DNA iizerinde hedef
genlerin spesifik promotor bolgeleri ile baglanti kurdugu kisimi olusturmaktadir. 360-393
arasinda bulunan aminoasitler, p53’iin C-terminal negatif diizenleyicisi bdolgesini

olusturur. 360-393 aras1 amino asit bulunduran bolge proteazlara karsi hassastir.
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DNA ve RNA’ya baglanabilen 9 bazik aminoasit igerir. Bu sayede DNA niikleotidleri
p53°lin C-terminal bolgesini aktive ederler. C-terminal bolge p53°iin tek iplikli DNA veya
RNA’nin ¢ift iplikli yapiyla tekrar yap1 olusturmasini katalizler (Toleda ve Wahl, 2006).
p53 proteini 20 dakikalik bir dmre sahip oldugu i¢in normal kosullarda hiicrede bulunan
miktar1 azdir. DNA hasari, hipoksi, oksidatif stres gibi stres kosullarda aktifleserek dnce
kendi gen ekspresyonun artmasii tesvik eder sonra diger genlerin ekspresyonu igin

transkripsiyon faktorii olarak gorev alir (Sekil 2.2).

Hiicre farkli dongililerde DNA hasarim1 tanimak, tamir etmek icin bir¢ok protein
mekanizmasini ve enzim komplekslerini kullanir. P53’iin hata sonrasi aktiflesmesi ile
sayisini  artirarak  hiicre siklusundaki hatanin diizeltilmesi i¢in farkli genlerin
ekspresyonunun tetiklemesi ile hata ortadan kaldirilabilir. Ornegin, ataksia telangieksa
(ATM) geni hatal1 olan hiicrelerde iyonize radyasyondan kaynakli p53 aktivitesinin
azalmasi ile DNA hasarini tantyan, protein kinaz aktivitesi gosteren ATM proteinin p53

aktivitesini sagladigi yapilan ¢alismalarla desteklenmistir (Kastan ve ark., 1992).
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Sekil 2.2. p53 geninin sinyal yolaginda rolii (Bumbaca ve Li, 2018)
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Kanser goriilen bireylerin mutasyon taramasi sonuglarina gore %50’sinde pS3 mutasyonu
goriilmektedir. Mutasyonlarin sonucunda p53 geninin ekspre olup translasyondan sonra
proteinlerin hiicre igerisinde birikmesi ya da hiicre sinyal mekanizmasi isleyisinde
baskilanmasi, mutasyonlar sayesinde inaktif hale gelerek onkogenik 6zellik kazanmasina
yol agar. Mutasyonlar p53 geninde DNA nin baglanma bdlgesinde meydana gelir. Bunun
sonucunda p53 miktar1 hiicre sitozoliinde artsa bile inaktif konumda oldugu igin hiicre
gerekli ekspresyonlart saglamak i¢in transkripsiyon faktorii olarak gorev alamaz. Bazi
mutasyonlar p53’iin dogrudan fosforlanma bdlgesine baglanarak p53’iin fosforlanarak

aktif olmasini engeller (Akgiin ve ark., 2018).

2.5.3. Onkogen olan Kras geni

Kras, kromozomun 12p12.1 bolgeside bulunur, gen ekspresyonunda 38 kb’lik bir alan
kaplar. Moliikiiler agirligi 21.6 kDa olan KRAS geni 188 aminoasit kalintisindan
olugsmaktadir (Malumbres ve Barbacid, 2003). KRAS hiicre dis1 uyarana kars1 hiicresel
yanitin diizenlenmesinde yer alan proteini baglayan 21kDA guanozin trifosfat (GTP)/
guanozin difosfat (GDP) kodlayan protoonkogendir (Schubbert ve ark., 2007). KRAS
epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), hepatosit biiyiime faktort, insiiliin benzeri
biiyiime faktorii reseptorlerine baglanmasi ile baslatilan sinyal iletim mekanizmasinda
gorev alir (Graziani ve ark., 1993). Insan benign veya malign kanser dokularda en sik
goriilen onkogen mutasyonu ras genlerini kapsar (Yokus ve Cakir, 2012). KRAS geni
ekspresyonu gergeklestiginde, KRAS GTP’ye baglanir. GTP’nin aktive olmasi ile Raf,
Braf, mTOR, MEKI1, MEK2, AKT, PIK3CA gibi proteinler aktif hale gecerek
konformasyonel degisiklikler gozlenmektedir. Bu proteinlerin aktivasyonu sonucu olusan
sinyal mekanizmasi apoptoz baskilanmasi, hiicrenin degisimi, anjiogenez, hiicre
biiylimesinin gergeklesmesi, hiicre farklilagsmasi gibi fizyolojik olaylar1 saglamaktadir

(Jancik ve ark., 2010) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kras genin sinyal yolagindaki rolii. (Pingyu ve ark., 2019)

KRAS geni tiim kanser tiirlerinin %17-25‘inde meydana gelen mutasyonlarin kaynagidir.
Ozellikle kolon kanseri goriilen bireylerin %30-40’unda KRAS gen mutasyonu
bulunmaktadir. KRAS mutasyonuna sahip bireylerin sag kalim oranlarina bakildiginda
diger gen mutasyonlarina oranla daha az oldugu gosterilmistir. Ayrica KRAS gen
mutasyonu olan bireylere uygulanan tedavi siirecine bakildiginda KRAS gen mutasyonun

tedavi yontemlerine direngli oldugu gosterilmistir (Lievre ve ark., 2006).

KHDAK, bas, boyun SCC, yumurtalik ve kolorektal kanser gibi tiirler de yapilan
aragtirmalara gore malignitenin kiigiik bir yiizdesinde KRAS amplifikasyonunun
meydana geldigini gostermislerdir (Hanrahan ve ark., 2012; Wanger ve ark., 2011).
Kolorektal kanserlerin siklikla onkogenlerin aktivasyon ve tiimdr baskilayici genlerin

inaktivasyonu ile pronotik etkilerinin oldugu gosterilmistir.
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2.5.4. Onkogen olan Krc geni

KRC proteini, DNA rekombinasyonu, gen transkripsiyonu, sinyal transdiiksiyonu gibi
hiicresel aktivitelerinin diizenlenmesinde yer alan ii¢ sinif proteinden olusan ZAS DNA
baglayict protein ailesinin liyesidir. KRC geni tanimlanan en biiyiik DNA baglayici
proteinler arasinda bulunmaktadir. KRC proteinin molekiiler agirligt 250 kDa’dur.
Yapisinda Cz2H2 ¢inko parmak bulunduran KRC proteini her ¢ift protein arasinda ZAS
bolgesini bulundurmaktadir. Bu asidik bolgede hedef genlerin pozitif transkripsiyon
diizenleyicisi olduklar1 yapilan ¢aligmalarla gésterilmistir (Christopher ve ark., 1999).
Memeli ZAS genlerinin her biri 5 kb’den biiylik ekzonlardan olusan 59 bolgeye sahiptir.
KRC’nin orta kisimi, 1 adet ¢inko parmak, bir asidik bolge, bir Serrich bolgesi, bir
niikleer lokalizasyon sinyali ve bir GTPaz motifi icermektedir (Chi-Ho ve ark., 1998).

2 282 adet aminoasittin olusturdugu parmak ¢inko transkripsiyon faktorii tanima bileseni
(KRC), V, D ve J gen basamaklarini ¢evreleyen rekombinasyon sinyal dizisine (RsS)
baglanma yeteneginden yararlanarak izole edilmistir (Hicar ve ark., 2001). KRC genine
ait proteini analiz edildiginde, cyc2, his2 ¢inko parmaktan olusan bir ¢inko parmak asidik
alan yapis1 igerir. Glutatyon, asparjin miktar1 fazla olan zengin asidik alan ve serin-
threonin-prolin-x-arjinin-lizin amino asitlerinin bulundugu kopyalarindan DNA’ya
baglandig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Zengin asidik alan (ZAS) proteinleri, B
motifi i¢in gii¢lendirici ve baglayici protein ailesidir. KRC rekombinant proteinleri, B
motifine ve Rss dizilerine baglanabilir. KRC geninin ekspresyonunun asagi regiilasyonu
hiicrenin proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii etkiledigi agiklanmistir (Allen ve Wu, 2000).
KRC geninin iiriinii olan KRC proteini mts1’in transkripsiyon aktivatorii olarak hiicre

sinyalizasyonunda gorev almaktadir (Hjelmsoe ve ark., 2000).

Yeni yapilan g¢aligmalara gore; proinflamatuar uyaranlara karsi gen ekspresyonunu
diizenlemede gorev alan KRC, apoptoz, TNF sitokin gen akviyasyonunu saglayarak
niikleer faktor (NF), c-JUN NH2 terminal kinaz (JNK)/SAPK aracili sinyal yolagini
inhibe etmek i¢in TRAF2 proteini ile etkilesime girmektedir (Oukka ve ark., 2002). (Sekil
2.4)
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Sekil 2. 4. Krc geninin JNK/SAPK sinyal yolagindaki rolii (Shim ve ark., 2013)

2.6. Obezite Tedavisinde Kullamlan Tlaclar:

Obezitenin takipli tedavisinde kullanilan ilaglar istahi baskilama, enerji tliketimini

artirma, besin emilimini artirma gibi aktivitelerde kullanilir (Tablo 2.2.)
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Tablo 2.2. Obezite tedavisinde kullanilan ve 6nceden kullanilmis ilaglar (Senytiz ve ark.,

2019)
Etken madde Mekanizma Yan etkileri Giincel durumu Tiirkiye’deki
durumu
GLP-1  reseptor | Mide bulantisi, | FDA tarafindan
analogu istahsizlik, kusma | 2017 yilinda Enjeksiyon ve
Semaglutide kullanimi oral yol ile
onaylanmistir. kullanilabilir.
Noradrenalin- Panik atak, | FDA tarafindan
serotonin geri | kardiyovaskiiler 2016 yilinda
Sibutramin alim inhibit6rii sistem hastaliklar1 | kullanimi -
yasaklanmustir.
GLP-1 analogu Bulanti,  kusma, | 2014 yilinda | 18 mg’lik
ishal, kabizlik kullanilmaya IV/subkiitan
Liraglutid baglanmustir. preparatlari
vardir.
Fentermin: Primer  pulmoner | 1997 yilinda
Noroepinefrin hipertansiyon, kalp | kullanimi
saliniminin kapaklarinda durdurulmustur.
artmasina  baglh | deformasyon
istah
Fentermin baskilanmast
+ Fenfluramin: -
fenfluramin Serotonin
salmimini
uyarma ve
serotoninin  geri
alim inhibisyonu
Gastrik ve | Fekal inkontinans, | 60 ve 120 mg’lik | 60 ve 120 mg’lik
pankreatik gastrointestinal sekilde obezite | preparatlar
lipazlarmm  geri | sistemde gaz, yagh | tedavisinde mevcuttur.
Orlistat doniigiim ve yumusak | kullanilmaktadir.
inhibisyonu diskilama
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2.6.1. Orlistat

Gastrik ve pankreatik lipazlari inhibe ederek diyetle alinan yagin emilimini %30
engellemektedir. 120 mg orlistat 1998°de diisiik kalorili diyetle beraber obezitenin takipli
tedavisinde kullanilmasi onaylanmistir (Yen ve Ewald, 2012). Oral yoldan uygulanan
orlistat, gastrointestinal sistem tarafindan az miktarda emilirken yliksek oranda lipidlerin
emilimini dnleyerek ek lipid alinimini engeller. Orlistat, obezite tedavisinde kullanilan en
giivenilir ilag oldugu igin obezite tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardandir (Senyiiz
ve ark., 2019). Obezitede kullanilan diger ilaglarin sistemik yan etkileri ve bagimlilik
yapmast ile dezavantajli olurken orlistatin bagimlilik yapmamasi ve sistemik yan
etkilerinin olmamasi ayirt edici 6zelligidir (Tanakol, 2003). Orlistat obez bireylerde ideal
kiloya ulagmak igin terapotik yasam tarzi degisikliklerine yardimci olarak kullanilan
antiobezite ilac1 olarak kullanilmaktadir (Jain ve ark., 2011). Yapilan bir ¢alismada
orlistat kullanan hastalarda karaciger, bobrek ve gastrointestinal kanalda bir
detoksifikasyon enzimi olan giiglii bir karboksilesteraz-2 inhibitorii olarak c¢alistig
belirlenmistir. Karboksilesteraz-2 inhibitér enziminin aktive olmasi ile karaciger ve
bobrek gibi metabolizma organlarinda basladigi i¢in organ toksisitesinin arttigi ve obezite
tedavisi goren kisilerin kullandig1 diger ilaclarin etkinligini degistirdigi gosterilmistir

(Xiao ve ark., 2013).

2.6.2. Semaglutide

Ince bagirsak hiicrelerinden salgilanan glukagon benzeri peptit inkretin bir hormon olup,
insiilin ve pankreas adaciklarindan glukagon salgilarini diyet ile alinan glikoza bagimli
olarak inhibe ederek kan sekerinin diismesini bu sayede de toklugun artip acligin
azalmasini saglayarak enerji alimini azaltir (Kieffer ve Habener, 1999; Donath ve
Burcelin, 2013).
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Glukagon benzeri peptid-1 reseptor agonistleri (GLP-1 RA) rekombinant insan
proteinleri ve peptidleri takipli tedavide ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak iizere
gelistirilmigtir. Peptid veya protein bazli ilaglar genelde gastrointestinal sistemdeki
proteolitik bozunmaya sebep oldugu i¢in kullanimi insan sagligini ve giinliik aktiviteyi
engelleyebilir (Davies ve ark., 2017). GLP-1 RA’lar, glukozun sebep oldugu insiilin
sekresyonunu giiclendirmek, glukagon salinimini engellemek, mide asidinin bosalmasini
Onlemek, istah artmasi ile gida alimini azaltmak i¢in tasarlanip GLP-1’in taklidi olarak
yapilmustir (Ostergaard ve ark., 2016; Meier, 2012). Semaglutide emilimi artiran sodyum
N-[2-hidroksilbenzoil) amino] kaprilat (SNAC) ile beraber gelistirilmistir. Semaglutide
oral olarak alindiktan sonra midede emilimi baslar. Emilimin baslamasi ile birlikte SNAC
pH’1in artmasini saglayarak proteolitik bozunmaya karsi korumayr saglar (Alani ve
Robinson, 2008). GLP-1 RA, insiilin seviyesini artirarak, glukagon seviyesini azaltarak
hiperglisemiyi azaltir (Meloni ve ark., 2013; Flint ve ark., 1998). GLP-1 RA istahi
azaltarak giinliik enerji alimini azaltir ve bu sayede kilo kaybini kolaylastirir (Secher ve
ark., 2014; Visboll ve ark., 2012). GLP-1, beta hiicre fonksiyonunu ve insiilin
sekresyonunu tyilestirir, glukagon salinimint baskilar, hepatik glukoz ¢ikisini baskilar
(Dhillion, 2018). Hali hazirda viicutta bulunan GLP-1 dipeptidil peptidaz gibi proteazlar
tarafindan hizla bozundugu i¢in GLP-1 analoglar1 gelistirilmistir (Tran ve ark., 2017).
GLP-1 beta hiicrelerin proliferasyonunu, sitokin ve FFA ile indiiklenen apoptozun

inhibisyonunu indiikleyerek beta hiicrelerin korunmasi saglar (Buteau ve ark., 2004).

Semaglutide, insanda bulunan GLP-1 ile {i¢ 6nemli modifikasyon ve %94 homolojiye
sahiptir. Semaglutide, pozisyonunda yer alan amino asit sayesinde semaglutid dipeptidil
peptidaz-4 tarafindan bozunmasi 6nlenir (Lau ve ark., 2015). Peptid omurgasinda bir
aralayic1 ve C-18 yagl di-asit baglanmasini engeller. Yapilan bu modifikasyonlar
sayesinde GLP-1RA’nin yart dmriiniin uzatilmasi saglanmistir (Kapitza ve ark., 2015;
Marbury ve ark., 2014).
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Semaglutide, insanda bulunan GLP-1’e %94 sekans homolojisine sahip analog olarak
tasarlanmustir (Nordisk, 2017a). Semaglutide iki adet aminoasit, lizin 26’inc1 amino asitte
hidrofilik bir aralayici1 ve C-18 yagl di-asidi ile olusturularak, DDP-4 enzimi tarafindan
bozunmaya karsi saglamlik gelistirmek igin tasarlanmistir (Lau ve ark., 2015).
Semaglutide, GLP-1 reseptoriine segici olarak baglanip onu aktive ederek bir GLP-1
reseptOr agonisti olarak gorev yapar (Nordisk., 2017b). Yapilan bir ¢alismada diyabetin
neden oldugu obez sicanlara 11 hafta boyunca haftada bir kez ve giinliik dozlar verilmis

sonucunda ise sicanlarda yag kiitlesi kayb1 doza bagimli olarak meydana gelmistir (Raun

ve ark., 2015).

Diyabetes mellitusu olmayan obez hastalarda Nisan 2017°de Novo Nordisk, giinde bir
kez subkutan semaglutidenin giivenligini ve etkinligini degerlendiren faz 2 denemelerini
tamamladi. Novo Nordisk, semaglutide tedavisi ile %13.8’e kadar kilo kaybinin oldugu
calismalar1 yayinladi (Nordisk., 2017b). Yapilan bir ¢alismada semaglutide verilen ve
verilmeyen hastalar arasinda plasebo etkisini belirlemisler sonucuna gore pleseboya

kiyasla glisemik kontrol ve viicut agirliginin azaldigini géstermislerdir (Dhillion, 2018).

Yapilan bir calismada hastalar i¢in standart bir 6giin listesi olugturulmus ve 12 hafta siire
ile plasebo ve ila¢ etkinligine bakilmistir. Calisma sonucunda enerji aliminin %24
azaldigy, ila¢ kullanimi ile igtah bastirilmasi ve kilo kayb1 gézlenmistir (Blundell ve ark.,
2017). Yapilan baska bir calismada hayvanlara verilen GLP-1 RA’nin beynin istah
diizenlemesi ile ilgili boliimlere ulagildig1 gosterilmistir. Hipotalamus igerisinde bulunan
ayr1 bolgelerin dogrudan aktivasyonunu saglar (van Bloemendaal ve ark., 2014; Sisley ve

ark., 2014).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Giivenlik kabini (ESCO, Class II, Type A2), Mc Coys 5’A media (Sigma life science),
FBS (Biological Industiring), penisilin-streptomisin (Biological Industiring), serolojik
pipet (Costar), PBS (Alfa Aesar), tripsin(Biological Industiring), trypan blue boyasi
(Biological Industiring), Thoma lami (Bright-line), ependorf tiip (Isolap), orlistat
(Cayman Chemical Company), semaglutide (Cayman Chemical Company), vorinostat
(Cayman Chemical Company), decitabine (AK scientific), vorteks (Velp scientifica),
100-1000 ul, 20-200 pul ve 0,5-10 ul mikropipet (Weightlab Instruments), MTT
(metiltiazoldifenil-tetrazolyum bromid) boyasi (Biofrox), DMSO (Dimetil siilfoksit)
(Serva), 96 kuyucuklu ve 6 kuyucuklu kiiltiir plagi (Nest), Heidolph Unimax 1010,
hibridizol (hibrigen MG-HBRZ-01), santrifiij (micro 200 R Hettich Zentrifugen),
kloroform (Amresco), izopropanol (Amresco), %75’lik etanol (Isolab), niikleaz free
water (Thermo scientific), thermo scientific multiskan go, thermo scientific pdrop™
N12391, Bioline qRT-PCR kiti, Roche Light Cycler 1,5, Centrifuge adapters 11 909 312
001, Forward-Revers primerleri (Macrogen) , RNA template, per tiipleri (Lot No:
110802-383), Leica DFC295 S 40/0.45 floresans mikroskobu.

3.2. Metod

3.2.1. Hiicrelerin Kiiltiire edilmesi ve kullanilan ila¢ stoklarinin hazirlanmasi

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiinde, kanser
arastirma laboratuvari stoklarinda bulunan kolorektal kanser HCT-116 ve HT- 29 hiicre
hatlar1 kullanildi. Kiiltiir asamasinda HCT-116 ve HT-29 hiicre hatt1 i¢in %10 FBS
(Biological Industries), %1 penisilin/ streptomisin (Biological Industries) ile besin ortami
elde edilen Mc-Coy’s 5A besiyeri kullanildi. Ayrica besiyerleri 2 gr/L sodyum bikarbonat

(Serva, Almanya) zenginlestirildi.
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Besiyerleri, vakum filtreleri (TPP Vacuum Filtration “hizl1” Filtermax, 0,22 uM gozenek
boyutu) kullanilarak olasi kontaminasyonu engellemek igin filtrelendi. Filtrelenen
besiyerleri ayr1 zamanlarda kullanilmak {izere +4 °C’de saklandi. -80 °C de
kriyoviallerdeki hiicre hatlari, ayr1 ayr1 adlandirilmis igerisinde 10 ml besiyeri bulunan
50 ml’lik falkon tiipleri yardimiyla ¢ozdiiriildii. Hiicre hatlar1 dondurulurken igerisine
koyulan DMSO’nun toksik etkilerini ortadan kaldirmak i¢in 3000 rpm’de 3 dakika
boyunca santrifiij islemi yapildi. Santrifiij sonras1 falkon tiipiiniin dibinde olusan peletten
siipernatant uzaklastirildi. Pelet igerisinde bulunan hiicreler 15 ml taze besiyeri ile pipetaj
yaparak ¢Ozdirildi. Hiicre-besiyeri ¢ozeltisi otomatik pipet yardimi ile 75 cm?’lik
flasklara eklendi. Flasklar 151k mikroskobunda siispanse haldeki hiicreleri kontrol ettikten
sonra %5 CO2 ve %80-90’lik nem doygunluguna sahip inkiibatére alindi. 3 giinliikk
inkiibasyondan sonra adherent ve ¢ogalmis hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 1 X fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikama yapildi. Taze besiyeri eklendikten sonra tekrar
inkiibe edildi. Konfluent hale ulasan hiicreler pasaj islemlerine tabi tutuldu. Oncelikle
besiyeri uzaklastirildi. Flask icerisinde kalan FBS kalintilarin1 tripsinin etki kapasitesini
etkilememesi i¢in 5-10 ml 1X PBS ile yikama yapildi. 5 ml tripsin eklendikten sonra 3-5
dakika inkiibatorde tripsinin hiicrelerinin yiizeyle olan protein yapili baglantilarinin
parcalanmasi igin inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasi flask igerisine tripsinin
aktivitesini durdurmak i¢in taze besiyeri eklendi. Flask icerisinde pipetaj yapildiktan
sonra adlandirilmis 50 cm?’lik falkon tiipiine alind1 ve 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve pelet taze besiyeri ile ¢6zdiirtildii. Hemositometre
ile hiicre sayim1 yapildiktan sonra hesaplanarak flaska hiicre ekimi yapildi. Kalan hiicreler
150 cm?® alana sahip flasklarda biiyiitiildiikten sonra 1,8 mL’lik Kriyoviyallerde %10
DMSO igeren dondurma ortaminda kullanilarak daha sonra kullanmak {iizere stok
olusturuldu. Kriyoviyaller 6ncelikle -20°C’de donduruldu daha sonra -80°C olan dolaba
alindi. Flask igerisindeki hiicre yogunlugu, 6lii hiicre miktarlar1 belirli araliklarla kontrol
edildi. Gereksinimine gore besiyeri degistirildi ya da pasaj yapilarak hiicre yogunlugu
kontrol altinda tutuldu. Hiicreler yeterli sekilde pasajlandiktan sonra MTT, hiicre
migrasyonu ve qRT-PCR deneyleri i¢in kullanildi.
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Hiicre kiiltiirti basamaklari steril kabinde (ESCO, Class I, Type A2) gergeklestirildi.
Deney yapilan ortam ve kullanilan materyaller % 70°lik etanol, %10’luk camasir suyu ile
temizlendikten sonra kullanildi. Hiicre kiiltiirii kabinin bulundugu ortam UV isinlar ile
olusabilecek kontaminasyonlar1 azaltabilmek i¢in deney Oncesi ve sonrasi temizlendi.
Tek kullanimlik deney materyalleri deney sonrasi otoklavlandiktan sonra atik kutusuna

atildi.

HCT-116 ve HT-29 kolon hiicrelerinde denenecek kimyasal ajanlarin gen ekspresyon
seviyelerine ve sitotoksisitesine bakmak ic¢in kimyasal ajanlarin stoklart hazirlandi.
(Tablo 3.1.)

Tablo 3.1. Hiicrelere uygulanacak kimyasal ajanlarin stoklarinin hazirlanmasi ve saklama
kosullar

Kullanilan [lac  saklama | Ilag stok | Ilacin Ilacin Molekiil
Maclar kosulu (°C) saklama ¢oziindiigii Agirlig
kosulu (°C) kimyasal (9/mol)
Orlistat -20 -20 DMSO 4113,6
Semaglutide -20 -20 DMSO 495,7
Decitabine -20 -20 DMSO 228,208
Vorinostat -20 -20 DMSO 264,32

3.2.2. MTT yontemi i¢in hiicre ekimi ve MTT uygulamasi

Inkiibasyonda yeterli korelasyona ulagan hiicreler laminar kabin igerisinde besiyerinden
uzaklastirildi. 1X’lik 5-10 ml PBS ile tripsinin aktivitesinin etkilenmemesi i¢in yikama
yapildi. 5 ml tripsin eklendikten sonra inkiibatérde 3-5 dakika inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyon sonras1 taze besiyeri eklenen flask igerisinde pipetaj yapildiktan sonra 50
ml’lik falkon tiiplerinde 3000 rpm’de 3 dakika santriifiij yapildi. Pelet taze besiyeri ile
¢ozdiiriildii, sonrasinda hemositometre ile hiicre sayimi yapildi. Bir kuyucukta 7500 hiicre
olarak sekilde hesap yapildiktan sonra 96 kuyucuklu plaklara 200 pl besiyeri+hiicre

karigimi eklendi.
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Hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in 24 saat inkiibatorde steril kosullarda inkiibasyon
yapildi. Kalan hiicreler tekrar kullanilmak tizere flasklara ekildi. 24 saat sonra kimyasal
ajanlar belirli konsantrasyonlarda hazirlanan stoklardan eklendi. 24 ve 72 saatlerde
kontrol edilen hiicreler 72 saat sonunda MTT testi yapildi. MTT hiicre kiiltiiri
calismalarinda hiicresel canliligin belirlenmesinde kullanilir. MTT kimyasali her hiicrede
eksprese olan dehidrogenaz enzimi ile birlestiginde formazan bilesikleri olusturur. MTT
icerisindeki kimyasallardan dolay1 sar1 renklidir. Kantitatif bir sonuca da ulasmamizi
saglayan bu yontem canli hiicrelerde olusan formazan bilesiginin sar1 renkten mor renge
donmesi ile hiicre plaginda bulunan canli hiicre miktarini gorebiliriz. Spektrofotometre

ile 450 nm’de 6l¢iim alarak deney gruplari arasindaki hiicre canliligi karsilagtirildi.

Cesitli konsantrasyonlarda eklenen kimyasal ajanlarin 72 saatlik inkiibasyon sonunda
laminar kabinde 96’lik plaklarda bulunan eski besiyerleri ¢oklu mikropipet yardimi ile
uzaklagtirildi. FBS ve renkli besiyeri spektrofotometrik ol¢iimil etkileyebileceginden
96’lik plak ¢oklu mikropipet yardimiyla hiicrelere zarar vermeden 1X PBS ile yikandi.
Yikama tamamlandiktan sonra fenol kirmizist FBS icermeyen renksiz besiyeri her
kuyucuga 90 ul olmak tizere eklendi. 1 mg/ml (12 mM) konsantrasyonda PBS igerisinde
¢ozdiiriilen MTT boyast 10 pl miktarinda 96’lik plaklara kimyasal ajan uygulanmis
hiicrelerin iizerine eklendi (%10 MTT; %90 besiyeri). Eklemeler tamamlandiktan sonra
4 saat inkiibatorde inkiibasyon yapildi. Olusan mor rengin ¢6ziilmesi i¢in kuyucuklardan
75 ul alindi ve yerine 75 pl DMSO eklendi. DMSO ilavesinden sonra 3 saat karanlik
ortamda Heidolph Unimax 1010 centrifuge adaptersde inkiibe edildikten sonra 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrede (Multiskan GO mikroplate reader; Thermo Scientific)
absorbans degerleri 6lgiildii. Absorbans verilerinin analizi i¢in kontrol grubu hiicrelerinin
ortalamas1 almarak %100 hiicre canliligi verisi olarak kabul edildi. GraphPad
programinda analizler yapildi, olusan grafik ve hiicre canliligi degerlerine gére RNA

izolasyonunda kullanilacak konsantrasyonlar secildi.
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3.2.3. Total RNA izolasyonu

75 cm? alana sahip flask igerisinde yeterli yogunluga ulasmis hiicreler yukarida belirtilen
pasaj basamagina gore yapildi. Hiicreler hemositometre sayimi yapildiktan sonra 6
kuyucuklu plaklara kuyucuk basina 550,000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.
Hiicrelerin yiizeye tutunmalar1 igin 24 saatlik bir inkiibasyona tabi tutuldu. 24 saat
sonrasinda MTT testi sonucuna gore kimyasal ajanlarin belirlenen olas1 konsantrasyonlari
adherent olmus hiicrelere eklendi. 24 saatlik inkiibasyon siirelerinde hiicre yogunluklari
kontrol edildi. 24 saat sonunda belirlenen konsantrasyonlarda eklenen kimyasal ajanlarin
hiicrelerde mRNA seviyesindeki degisikliklere bakmak i¢in yiizeye tutunmus hiicrelerin
total RNA izolasyonu yapildi. 6 kuyucuklu plaklarda bulunan besiyeri ortamdan
uzaklagtirildi. Soguk PBS ile FBS kalintilar1 yikandi ayrica PBS’in soguk olmasi
sayesinde hiicrelerin stabilizasyonu saglandi. Her kuyucuga 1 ml hibrizol eklendi.
Hibridizol iceriginde guanidyum izotisiyanat ve fenol bulunan hiicreleri lizis ederek
hiicresel biitiinliigiin bozulmasini saglarken RNA biitiinliigiiniin korunmasina da katkida
bulunur. Hiicredeki karbonhidrat, yag ve proteinlerin parcalanarak RNA’nin agiga
cikmasini saglar. Her kuyucuga esit sekilde pipetaj yapildiktan sonra siispanse hiicreler
toplandi 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. Hiicrelerin bulundugu ependorf tiiplere 200 pl
kloroform eklendi. Kloroform sayesinde membran lipitleri, hidrofobik polipeptidler,
polisakkaritler parcalanir. RNA izolasyonuna baslamadan 6nce santriifiijiin +4 °C’de
olmasi i¢in galigtirildi. Soguk santriifiijde 12.000 rpm’de 15 dakika ayarlanarak santrifiij
yapildi. Santrifiij sonunda olusan faz ayrimi sayesinde iist kisimda kalan renksiz
siipernatant farkli epenforf tiiplere alindi. Yaglari ¢6zmek ve temizlemek i¢in 500 pl
izopropanol eklendi. 10 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra 12.000 rpm’de 10
dakika +4°C’de santriiflij yapildi. Santrifiij bittiginde RNA peleti goriiniir hale geldi ve
stipernatant ortamdan uzaklastirildi. RNA’nin yikanmasi ve stabilizasyonu i¢in 1000 pl
%75’1ik ethanol eklendi. 7500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant
ortamdan uzaklastirildi. Pelet laminar kabinde etanoliin tamamen ugmasi i¢in kurumaya

birakildi. RNaz/DNaz free su 30 pl eklenerek pelet ¢ozdiiriildii.
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RNA’lar 1’er pl’lik hacimde mikroplaka okuyucusuna yiiklenerek 260 nm’de absorbans
degerleri 6l¢iildii. RNA absorbanslart qRT-PCR’da kullanilmak tizere OD260xseyreltme
katsay1six40pug/ ml/1000 formdilii ile hesaplandi. Absorbansin “1”degeri 1cm?’liik kiivete
50 pg/ml miktar ¢ift zincirli DNA’y1, 33 pg/ml miktar oligoniikleotidleri ve 40 pg/ml
miktar tek zincirli RNA’y1 temsil ettigi i¢in absorbans miktarini hesaplarken 40 pg/ml
kullanildi. Absorbansi hesaplanan total RNA’lar daha sonra qRT-PCR deneylerinde
kullanilmak tizere -80°C’lik dolaba kaldirildi.

3.24. gRT-PCR

Kantitatif gercek-zamanli PCR deneyinde kullanilacak primerler 6nceden siparis edildi.

Tablo 3.2. gqRT-PCR deneylerinde kullanilan genlerin primer sekanslari (humanizing
genomics macrogen tarafindan yapilmaistir). 300 pl igerisinde ¢ozdiiriilen primerlerin 100
uM konsantrasyona sahiptir. Deneylerde 100 pM konsantrasyon 10 uM konsantrasyona
seyreltilerek kullanildi.

GAPDH F: 5’-ATGGCACCGTCAAGGCTGAG -3’
R: 5’-GCAGTGATGGCATGGACTGT -3’
KRAS F: 5’-ATGAGGGACCAGTACATGAG -3’
R: 5’-CATCCTCCACTCTCTGTCTT -3°
APC F: 5’-TCTGTACCACCCTCAGTTCT -3’
R:5’- CCATAGGAACAGGACTGCAC-3’
P53 F: 5’-TGCGTGTGGAGTATTTGGATG -3’
R:5’-TGGTACAGTCAGAGCCAACCTC -3’
KRC F: 5>-GAACAAAGTGTCAAGGGCAC -3’
R:5’-TCCGAGTCTCATGGGGCTAA-3’
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Tablo 3.3. PCR reaktifleri. Bioline gRT-PCR kiti paket igerigi

Paket igeriginde bulunan | Hacim

miktar

Sensifast Sybr-no-rox one- | 5x1 ml

step,2x

Ribosafe RNase inhibitor 1x200 pl
Revers Transcriptase 1x100 pl
DEPC-treated water 2x1,8 ml

Tablo 3.4. gRT-PCR deneylerinde kullanilan her reaksiyonun hacimleri

Kullanilan reaktikler Bir reaksiyon i¢in Konsantrasyon
kullanilan miktar

Sensifast Sybr-no-rox one- 10 ul 1X
step,2x
Ribosafe RNase inhibitor 0,4 ul
Revers Transcriptase 0,2 ul
DEPC-treated water up to 16 ul
Forward primer 0,8 ul 400 nM
Revers primer 0,8 ul 400 nM
RNA template 20 ng RNA
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cDNA sentezi i¢in Roche LightCyler 1.5 Instrument (Roche Diagnostics GmbH) cihazi
kullanildi. Cihaz adimlar1 asagida gosterildigi gibi ayarlandi:

Tablo 3.5. gRT-PCR i¢in kullanilan lightcycler programinin ¢alisma programi

Gergeklesen Dongii Analiz Modu | Sicaklik Siire Acquisition
Asamalar Sayisi (°C) mode
Renatiirasyon | 1 None 50 25 dakika | None
Denatiirasyon | 1 None 95 15 dakika | None

95 15 saniye | None
Amplifikasyon | 40 Quantification | 55 30 saniye | None

72 35 saniye | Single
Cooling 1 None 37 30 saniye | None

Deneyler tamamlandiktan sonra Ct degerleri kullanilarak analiz islemi yapildi. Relative
genlerin Ct degerleri GAPDH geni Ct degerlerine gore normalize ederek analizler yapildi.
Relative genler arasindaki gen ekspresyonunu belirlemek igin GAPDH geni

housekeeping gen olarak kullanildi.

3.2.5. Hiicre migrasyon deneyleri

6 kuyucuklu plaga ekim yapilan hiicreler adherent olduktan sonra RNA izolasyonun da
kullanilan konsantrasyonlarda kimyasal ajanlar eklendi. Pipet ucu ile kuyucuklarin tam
ortas1 hedef alinarak ¢izikler yapilarak hiicrelerde kimyasal ajanlarin saat araliklarina
gore hiicre migrasyonuna bakildi. 0-24-48 saatler de Leica DFC295 S 40/0.45 floresans

mikroskobu yardimi ile goriintiiler ¢ekildi.
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3.2.6. Istatiksel analiz ve veri gorsellestirme

gqRT-PCR deneylerinde Livak (222 ) metodu ile analiz edildi. Livak metoduna gore
kontrol gruplar1 1°e esitlenerek relative genlerdeki ekspresyon miktarlari degerlendirildi.
Istatiksel karsilastirmalar1 kontrol grubu ve relative genler arasinda Student’s T-test
metodu uygulandi. P degerinin 0,05 ve altinda bulunan durumlar istatiksel olarak anlamli
oldugu simgelerle gosterildi. GraphPad programu ile gorsellestirmeler yapildi. Mikroskop
goriintiileri ilag uygulamalarindan sonra 0-24-48 saat araliklarinda Leica DFC295 S
40/0.45 ile ¢ekildi. Leica Application Suite v+ yazilimi kullanilarak fotograflar

hazirlandi.
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4 BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Hiicre Canhilik Testleri

4.1.1. Obezite tedavisinde kullamilan orlistatin farkl konsantrasyonlarda kolorektal
kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi

Gastrik ve pankreatik lipazlari inhibe ederek enerji aliminin azaltilmasina yardimer olan
orlistat iki farkli kolorekral kanser hiicre hatlarinda 6ncelikle MTT y6ntemi ile hiicrelerin
artan doza kars1 yiizde canlilik oranlarina bakildi. HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser
hiicre hatlarinda 2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM, 10 puM, 20 puM, 30 uM, 50 uM
konsantrasyonlar1 kullanildi. Hiicreler 96’lik plaklara ekildikten 24 saat sonra ilag
uygulamasi yapildi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra MTT yontemi uygulanarak
spektrofotometrede 6lgtim yapildi. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattt MTT yontemi ile
orlistatin sitotoksik etkisine bakildiginda artan konsantrasyona karsi artan bir sitotoksik
etki goriildii. Ozellikle 10 uM’lik konsantrasyondan sonra sitotoksik etki HT-29
kolorektal kanser hiicre hattinda HCT-116"ya gore daha fazla olmustur. 20 uM uygulanan
konsantrasyon HT-29 kolorekral kanser hiicre hattinda %50 canliligin tistiindedir. 30-50
UM uygulanan konsantrasyonlarda hiicre canliligi neredeyse %25’in altina diismektedir.
Bu da gosteriyor ki hiicreler yiiksek orlistat konsantrasyonlarina maruz kaldiginda toksik

bir etki gosterebilmektedir. (Sekil 4.1.)
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Sekil 4.1. HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak orlistatin
hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HT-29 hiicre hatti hiicreleri 2 uM, 4 uM, 6 uM,
8 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM, 50 uM konsantrasyonlarinda muamele edildi. Istatiksel
analizi graphPad programinda kontrol gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (****:
P <0.0001, **: P<0.01, *: P<0.1). Deneyler ticer kez tekrarlandi.
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HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda orlistat 4 uM’lik bir konsantrasyondan sonra
hiicreler lizerinde belirli bir sitotoksik etki olugsmaya basladi. Artan konsantrasyona gore
6-8-10 uM konsatrasyonunda uygulanan ilagin hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi
%50’nin altinda iken diger artan konsantrasyon olan 20-30-50 uM konsantrasyonda
uygulanan ilaglarin hiicreler tizerinde sitotoksik etkisi %50°den fazla oldugu gézlemlendi.

(Sekil 4.2.)
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Sekil 4.2. HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak orlistatin
hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HCT-116 hiicre hatti hiicreleri 2 uM, 4 uM, 6
uM, 8 uM, 10 uM, 20 uM, 30 puM, 50 uM konsantrasyonlarinda muamele edildi.
Istatiksel analizi GraphPad programinda kontrol gruplarma gore t-testi hesaplanarak
yapildi (¥***: P <0.0001, ***: P< 0.001). Deneyler {iger kez tekrarlandi.
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4.1.2. Obezite tedavisinde kullamilan semaglutidenin farkh konsantrasyonlarda

kolorektal kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi

Glukagon benzeri peptit inkretin hormon salgilamasini saglayan semaglutide ile muamele
edilen HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda hiicreler iizerinde anlaml bir sitotoksik

etki goriilmemistir. (Sekil 4.3.)
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Sekil 4.3. HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak
semaglutidenin hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HT-29 hiicre hatti 25 nM, 100
nM, 200 nM, 400 nM, 600 nM konsantrasyonlarinda muamele edildi. istatiksel analizi
GraphPad programinda kontrol gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi. Deneyler
ticer kez tekrarlandi.
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HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinin muamele edildigi obezite tedavisinde
kullanilan semaglutide hiicreler iizerinde sitotoksik bir etki gostermistir. Hiicreler 96 ik
plaklara ekildikten 24 saat sonra ila¢ uygulamasi yapildi. 48 saatlik inkiibasyon
siiresinden sonra MTT yontemi uygulanarak spektrofotometre Ol¢iim yapilmstir.
Semaglutide 100 nM konsantrasyonda kullaniminda anlamli bir degisiklik olmasa da
hiicresel sitotoksik bir etki gostermistir. Semaglutide 25 nM konsantrasyonda
uygulandiginda hiicresel sitotoksik etki gostermemistir. Kullanilan 600 nM
konsantrasyon hiicresel canliligini az da olsa diislirmesine ragmen sonuglar anlamli olarak

degerlendirilmedi. (Sekil 4.4.)
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Sekil 4.4. HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak
semaglutidenin hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HCT-116 hiicre hatt1 25 nM, 100
nM, 200 nM, 400 nM ve 600 nM konsantrasyonlarinda muamele edildi. Deneyler tiger
kez tekrarlanda.
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4.1.3. Kanser tedavisinde kullamlan decitabinein farkhh konsantrasyonlarda

kolorektal kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi

Kanser tedavisinde kullanilan DNA metilasyonunu saglayan decitabine ile hiicreler 10
uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM konsantrasyonlarda muamelede edilmistir. Hiicreler 96’11k
kiltir plaklarina ekildikten 24 saat sonra ila¢ uygulamasi yapilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra MTT yontemi uygulanarak spektrofotometrede Ol¢iim
yapildi. Olgiim sonuglar1 kontrol gruplarina gére normalize edildi. HT-29 kolorektal
kanser hiicre hatt1 ile muamele edilen decitabine sonuglarina bakildiginda ise kontrol

grubuna kiyaslandiginda 20-100 uM’da anlamli bir sonu¢ olmasa da sitotoksik etki
goriilmustiir.(Sekil 4.5.)
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Sekil 4. 5. HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak decitabinenin
hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HT-29 hiicre hatt1 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100
uM konsantrasyonlarinda decitabine ile muamele edildi. Deneyler tiger kez tekrarlandi.

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatt1 ile muamele edilen decitabine hiicreler izerinde

sitotoksik etkisi artan konsantrasyona gore %10-25 arasinda bir etki goriilmiistiir. (Sekil
4.6)
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Sekil 4.6. HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak
decitabinein hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HCT-116 hiicre hatt1 10 uM, 20
uM, 50 puM, 100 uM konsantrasyonlarinda muamele edildi. Deneyler {iger kez
tekrarlandi.

4.1.4. Kanser tedavisinde kullanilan vorinostatin farkhh konsantrasyonlarda

kolorektal kanser hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi

Histondeasetilazlari inhibe ederek kanser dokulari tedavi etmede kullanilan vorinostat
caligmamizda kolorektal kanser hiicre hatlari ile 2 uM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM
konsantrasyonlar1 kullanilarak MTT yontemi ile datalar elde edilmistir. Hiicreler 96’lik
plaklara ekildikten 24 saat sonra ilag uygulamasi yapilmistir. 48 saatlik inkiibasyon
stiresinden sonra MTT yoOntemi uygulanarak spektrofotometre 6l¢iim yapilmistir. HT-29
kolorektal kanser hiicre hattinin vorinostat ile muamelesi sonucunda artan konsatrasyona
bagli anlamli hiicresel sitotoksisite mevcuttur. 3-5 uM konsantrasyonlarda hiicresel
sitotoksisite diger konsantrasyonlara gore daha fazladir. HCT-116 kolorektal kanser
hiicre hattinda uygulanan ayni1 konsantrasyonlarda ilaglar %50°den fazla sitotoksik etki
gosterirken HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda %50°den daha az sitotoksik etki
gostermistir (Sekil 4.7.)
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Sekil 4.7. HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak vorinostatin
hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HT-29 hiicre hatt1 2 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM
konsantrasyonlarin da muamele edildi. istatiksel analizi GraphPad programinda kontrol
gruplaria gore t-testi hesaplanarak yapildi (****: P <0.0001, **: P< 0.01). Deneyler

ticer kez tekrarlandi.

Vorinostat ile muamele edilen HCT-116 kolorektal kanser hiicresi verilerine bakildiginda

artan konsantrasyona goére anlamli bir hiicresel sitotoksisite mevcuttur. Kullanilan

konsantrasyonlar hiicreler tizerinde %50 den daha fazla bir sitotoksik etki gdstermistir.

(Sekil 4.8.)
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Sekil 4.8. HCT-116 kolorektal kanser hiicresinde MTT yontemi kullanilarak vorinostatin
muamelesi sonrasi hiicresel sitotoksisitesinin belirlenmesi. HCT-116 hiicre hatt1 2 uM, 3
uM, 5 uM, 10 uM konsantrasyonlarinda vorinostat ile muamele edildi. Istatiksel analizi
Graphpad programinda kontrol gruplarina gore t-testi hesaplanarak yapildi (****: P
<0.0001). Deneyler tiger kez tekrarlandi.

4.2. Obezite Tedavisinde Kullanilan Bazi flaclarin Tiimér Baskilayici ve Onkogenler

ile Muamelesi Sonucu Gen Ekspresyon Miktarlari

MTT yontemi ile elde edilen veriler baz alinarak hiicre canliliginin %50’nin altina
diistirmeyen konsantrasyonlar yani orlistat igin 10 uM, semaglutide igin 400 nM
belirlenerek RNA izolasyonu yapilmigti. RNA konsantrasyonlar: bir NanoDrop ile
oOlgiildiikten sonra her bir reaksiyonda 20 ng olacak sekilde QRT-PCR deneylerinde

kullanilmistir.
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4.2.1. Orlistat ve semaglutide uygulamasi sonrasi tiimor baskilayic1 genlerin gen

ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi

Normal hiicrelerde multifonksiyonel protein sentezlenmesinden sorumlu timor
baskilayic1 gen olan APC geni ekspresyonu meydana geldikten sonra GSK-3’iin
fosforillenmesini gergeklestirir. Kolorektal kanser hiicre hatlar1 olan HT-29 ve HCT-116
semaglutide ve orlistat ile muamele edildi. Muamele edilen hiicreler RNA izolasyonuna
tabi tutulduktan sonra qRT-PCR yapilarak cDNA elde edildi. Elde edilen sonuglara gore,
orlistat ya da semaglutide muamelesi her iki kolorektal kanser hiicre hattinda da APC gen
ekspresyonunu anlamli sekilde artird1. Semaglutide, orlistata gore APC geninin daha fazla
eksprese edilmesini sagladi. Elde edilen bulgular gosteriyor ki, diisik dozda obezite
ilaglarinin kullanimi timor baskilayict gen ekspresyonunu arttirarak potansiyel anti

kanser etki olusturmaktadir.
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Sekil 4.9. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatlarinda, orlistat ve semaglutide
uygulamasi sonucunda tiimor baskilayici bir gen olan APC geninin ekspresyon miktarlart.
A-HT-29 kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan ilaglarin APC geninin ekspresyon
miktarin1 gostermektedir. B- HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan
ilaglarin APC geninin degisen ekspresyon miktarini ifade etmektedir. Deneyler ii¢ kez
tekrarland1 (* :P < 0.05, ** :P < 0.005).
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Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, farklilasma, yaslanma ve apoptoz gibi hiicresel
islevlerde gorevli olan onkogenler tarafindan aktive edilen yar1 Omiirlii tiimor baskilayici
olan p53 geni iki farkli kolorektal kanser hiicre hattinin obezitede kullanilan orlistat ve
semaglutide ilaglari ile muamele edildikten sonra qRT-PCR ile gen ifadesine bakildi. HT-
29 kolorektal kanser hiicre hattinda anlamli bir gen ifadesi meydana gelmistir, kontrol ve
ilacla muamele edilen genlerin gen ifadesinde p53 geninin orlistatla muamele edilmis
hiicrelerde kontrol grubuna gore ¢ok az ekspresyonu meydana gelmistir. Semaglutide
ilac1 ise HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda gen
ekspresyon miktar1 artmistir. HCT-116 hiicre hattinda orlistat ve semaglutide uygulamasi
anlamli bir sonug¢ gostermese de kontrol grubu ile kiyaslandiginda artis goriillmektedir.
Kolorektal kanser hiicre hatlarina uygulanan ilaglarin tiimor baskilayici gen olan p53 gen
ifadesini degistirmesine baktigimizda kontrol grubuna gore kiyaslandigimizda orlistatin
olusturdugu gen ifade miktarlart HT-29 ve HCT-116 da yakinken semaglutidenin gen
ifade miktar1t HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda daha fazla olmustur. (Sekil 4.10.)
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Sekil 4.10. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatlarinda, orlistat ve semaglutide
uygulamasi sonucunda tiimor baskilayici bir gen olan p53 geninin ekspresyon miktarlari.
A-HT-29 kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan ilaglarin p53 geninin ekspresyon
miktarin1 ifade etmektedir. B- HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan
ilaglarin p53 geninin degisen ekspresyon miktarini ifade etmektedir. Deneyler en az ii¢
kez tekrarlandi (* :P <0.1).
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4.2.2. Orlistat ve semaglutide uygulamas1 sonrasi bazi onkogenlerin ekspresyon

seviyelerinin karsilastirilmasi

Hiicre dis1 uyarana karsi hiicresel yanitin diizenlenmesinde yer alan proteini baglayan
21kDA guanozin trifosfat (GTP)/guanozin difosfat (GDP) kodlayan protoonkogen olan
KRAS geninin kolorektal kanser hiicre hatlarimin obezitede kullanilan orlistat ve
semaglutide ile muamelesi sonucunda ekspresyonuna bakildi. KRAS gen
ekspresyonunda HT-29 hiicre hattinda kontrole gore orlistat ve semaglutidenin
kiyaslanmasinin sonucuna gore orlistat kontrole gore KRAS ekspresyon seviyesini
azaltirken, semaglutidenin KRAS ekspresyonunu arttirdigt ancak bu artisin anlamli
olmadig1 gozlemlendi. HCT-116 hiicre hattinda ise KRAS gen ekspresyon miktari
kontrole gore azalttigi ve semaglutide uygulamasinin anlamli bir sekilde ekspresyon
miktarim diistirdiigii gozlemlendi. Her ne kadar hiicreler arasindaki ekspresyon profilleri
farkl1 olsa da, elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak obezite tedavisinde kullanilan ilaglarin
timor baskilayici genlerin aksine onkogenler iizerinde baskilayict bir rolii oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu da bu tiir ilaglardan bazilarinin sadece obezite tedavisinde degil ayni
zamanda kanser tedavisinde de potansiyel olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
(Sekil 4.11.)
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Sekil 4.11. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatlarinda, orlistat ve semaglutide
uygulamasi sonucunda onkogen olan KRAS geninin ekspresyon miktarlari. A-HT-29
kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan ilaglarin KRAS geninin ekspresyon miktari. B-
HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan ilaclarin KRAS geninin degisen
ekspresyon miktarini ifade etmektedir. Deneyler {i¢ kez tekrarlandi (**:P< 0.05).

KRAS geni disinda, DNA rekombinasyonu, gen transkripsiyonu ve sinyal transdiiksiyonu
gibi hiicresel aktivitelerinin diizenlenmesinde yer alan ii¢ sinif proteinden olusan ZAS
DNA baglayici protein ailesinin {iyesi olan KRC geninin obezite tedavisinde kullanilan
orlistat ve semaglutide ile muamele edilen kolorektal kanser hiicre hatlarinda
ekspresyonundaki degisimleri ortaya koymayi amagladik. HT-29 kolorektal kanser hiicre
hattinda kontrol grubu ile orlistat ve semaglutide kiyaslandiginda orlistata gore
semaglutide KRC gen eksresyonunu artirmistir ancak KRAS geninde de gozlemledigimiz
gibi bu artisin anlamli olmadigini gordiik. HCT-116 hiicre hattinda kontrol grubuna gore
orlistat ve semaglutide ile muamele edildikten sonra KRC gen ekspresyonu kontrol
grubuna kiyaslandiginda gen ekspresyon miktarinda yine bir artig gozlemlenirken bu artig
istatistiksel agidan anlamli bulunamamistir (Sekil 4.12.). Sonu¢ olarak, obezite
tedavisinde kullanilan orlistat veya semaglutide, bazi tiimor baskilayici genlerin
ekspresyonlarini arttirirken, onkogenlerin seviyesinde meydana gelen artisin anlaml

olmadig1 ve hatta baz1 durumlarda anlamli olarak azalttigini sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.12. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatlarinda, orlistat ve semaglutide
muamelesi sonucunda onkogen olan KRC geninin ekspresyon miktarlart. A-HT-29
kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan ilaglarin KRC geninin ekspresyon miktarini
ifade etmektedir. B- HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattina uygulanan ilaglarin KRC
geninin degisen ekspresyon miktarini ifade etmektedir. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve
hata ¢ubuklar1 {i¢ tekrarin ortalamasini gostermektedir.

4.3. Obezite Tedavisinde Kullanilan Orlistat ve Semaglutidein Hiicre Migrasyonu
Uzerindeki Etkileri

Hiicreler i¢in asir1 sitotoksisite olusturmayan konsantrasyonlar MTT yontemi ile elde
ettigimiz veriler yardimi ile belirlenerek hiicre migrasyon deneylerinde kullanildi. Bu
amag dogrultusunda 6 kuyucuklu plaklara ekim yapildiktan 24 saat sonra ilag eklemesi
yapilds. ilaglar eklendikten sonra 0-24-48 saat araliklarinda floresans mikroskop yardimi
ile goriintiiler elde edildi. Kontrol grubu olarak ilaglar DMSO igerisinde ¢ozdiirildiigii
igin DMSO kullamild:. Ilag ve deney gruplari kendi aralarinda ve farkli saat dilimleri
araliginda karsilastirildiginda kayda deger farkliliklar gozlemlenmedi.
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HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda yapilan hiicre migrasyon deneylerini
karsilastirdigimizda 24 saatte hiicre gocli olusmamisken 48 saat sonunda orlistat ile
muamele edilen deney grubunda az bir hiicre go¢iiniin meydana geldigi, semaglutide ile
muamele edilen deney grubunda ise 48 saat sonunda bir hiicre gé¢iiniin meydana geldigi
gozlemlendi. Ancak kontrol grubuna gore kiyaslandiginda aralarinda ¢ok az bir fark

olustugunu soyleyebiliriz (Sekil 4.13.)

Al-DMSO-0h-HT-29 A2-DMSO-24h- HT-29 A3-DMSO-48h-HT-29
B1-OR-0h- HT-29 B2-OR-24h- HT-29 B3-OR-48h- HT-29

C1-Se-0h-HT-29 C2-Se-24h- HT-29 C3-Se-48h-HT-29
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Sekil 4.13. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattina orlistat ve semaglutidenin hiicre
migrasyon analizleri. Hiicreler 6 kuyucuklu plaklara ekildikten sonra migrasyon verileri
0, 24 ve 48 saatin sonunda kaydedildi. Kontrol grubu olarak DMSO kullanildi. Orlistat
10 uM ve semaglutide 400 nM konsantrasyonlarda kullanildi. Al:kontol grubu O saat,
A2: kontrol grubu 24 saat, A3: kontrol grubu 48 saat, B1: orlistat O saat, B2: orlistat 24
saat, orlistat 48 saat, C1: semaglutide 0 saat, C2: semaglutide 24 saat, C3: semaglutide 48
saat.

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda ise yapilan muameleler sonucunda 24 saate
herhangi bir hiicre gocii yokken 48 saat sonunda semaglutide ile muamele edilen deney
grubunda nisbeten bir hiicre gogli gozlemlendi. Kontrol grubu DMSO ve orlistat
karsilastirildigr hiicre gogii 24 saatte yok denecek diizeydeyken, 48 saat sonunda az bir
farkliligin olustugu sdylenebilir. (Sekil 4.14.)

Al-DMSO-0h-Hct-116 A2-DMSO-24h- Hct-116  A3-DMSO-48h-Hct-116
B1-OR-0h-Hct-116 B2-OR-24h- Hct-116 B3-OR-48h-Hct-116
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C1-Se-0h-Hct-116 C2-Se-24h- Hct-116 C3-Se-48h-Hct-116

Sekil 4.14. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda uygulamalar sonrasi hiicre
migrasyon analizleri. HT-29 hiicre hatti icin belirlenen konsantrasyon ve zaman
araliginda hiicrelerin migrasyon durumlari incelendi. Al:kontol grubu 0 saat, A2: kontrol
grubu 24 saat, A3: kontrol grubu 48 saat, B1: orlistat O saat, B2: orlistat 24 saat, orlistat
48 saat, C1: semaglutide 0 saat, C2: semaglutide 24 saat, C3: semaglutide 48 saat.

4.4, MTT Yontemi Kullanilarak Yapilan Deneylerin Mikroskop Goriintiileri

96’11 kuyucuklu plaklara hiicre ekimi yapildiktan sonra adherent olmus hiicrelere 6nceden
belirlenmis konsantrasyonlarda ilaclar eklendi. Ilaclarin etksini gdzlemlemek icin 72 saat
sonunda Leica DFC295 S 40/0.45 floresans mikroskobu yardimiyla goriintiiler yakalandi.
Artan doza bagl olarak hiicreler iizerinde sitotoksik olusturan ilaglarin MTT yontemi
sonucu ile dogrulugu gosterilmistir. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda 4 uM, 6 uM
ve 8 uM konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore hiicre miktarinda azalma
goriilmektedir. Ozellikle 20 ve 30 uM konsantrasyon eklenen hiicrelerin konformasyonel
degisikleri sekilde goriilmektedir. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattina 25 nM, 100 nM,
200 nM, 400 nM, 600 nM konsantrasyonlarinda semaglutide ilaci1 eklenmistir.
Semaglutide 25 nM konsantrasyonu ve kontrol grubu kiyaslandiginda aralarinda
degisiklik olmadig1 mikroskop goriintiileri ile desteklenmistir. Artan konsantrasyona gére
hiicresel sitotoksisitenin kontrol grubu ile kiyaslandiginda azalis olmamast MTT

verilerini desteklemektedir. (Sekil 4.15.)
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SEM-25 nM SEM-400 nM SEM-600 nM

Sekil 4.15. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattt MTT verilerinin mikroskop goriintiisii.
Ilag eklendikten sonra 72 saatlik inkiibasyon sonrasi ilaglarm gsterdigi sitotoksik etki.

Daha sonra HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda da ayni sekilde MTT &ncesi
morfolojik goriintiiler analiz edildi. Bu hiicre hattinda, 4 uM, 6 pM ve 8 uM
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore hiicre miktarinda azalma goriilmektedir. 20 ve
30 uM’lik konsantrasyonda eklenen ilaglarin hiicrelerin sekillerini degistirdigi sekilde

goriilmektedir.
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HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatina 25 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 600 nM
konsantrasyonlarinda semaglutide ilaci eklenmistir. Semaglutide 400 nM uygulanan
hiicre ve kontrol grubu hiicreleri karsilastirildiginda hiicrelerin azaldigi goriilmektedir.
Ozellikle 600 NM uygulanan hiicreler kontrol ile kiyaslandiginda sitotoksik bir etki s6z
konusudur. (Sekil 4.16.)

DMSO OR-4 uM OR-6 uM
OR-10 pM OR-20 pM OR-30 pM

SEM-25 nM SEM-400 nM SEM-600 niv

Sekil 4.16. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattit MTT verilerinin mikroskop goriintiisii.
Ilac eklendikten sonra 72 saatlik inkiibasyon sonrast ilaglarin gsterdigi sitotoksik etki.

53



4.4.2. Sitotoksik etkinin olmadig1 konstrasyonlar ile muamele edilen durumlarin 6

kuyucuklu plaklardaki goriintiiler

RNA izolasyonunda kullanilan ilag konsantrasyonlari eklendikten sonra 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 RNA izolasyonu yapilmadan dnce plate goriintiileri Leica
DFC295 S 40/0.45 floresans mikroskobu ile goriintiiler c¢ekildi. Sekil 4.17. HT-29
kolorektal kanser hiicre hattin1 Sekil 4.18. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattin1 ifade

etmektedir.

DMSO ORLISTAT SEMAGLUTIDE

Sekil 4.17. RNA izolasyonu 6ncesi HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinin mikroskop
goriintiisi. MTT yontemi ile yapilan deneylerin data sonuglarina gére RNA izolasyonu
icin secilen konsantrasyonlarin 24 saatlik inkiibasyon sonrast RNA izolasyonu dncesi
mikroskop goriintiileri. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinin DMSO, orlistat 10 pM,
semaglutide 400 nM konsatrasyonu ile muamele edilmis 24 saat inkiibasyon sonu
mikroskop gortintiileri.
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DMSO ORLISTAT SEMAGLUTIDE

Sekil 4.18. RNA izolasyonu 6ncesi HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinin mikroskop
goriintlisii. MT T Tyontemi ile yapilan deneylerin data sonuglarina gére RNA izolasyonu
icin se¢ilen konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi RNA izolasyonu Oncesi
mikroskop goriintiileri. HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinin DMSO, orlistat 10 uM,
semaglutide 400 nM konsatrasyonu ile muamele edilmis 24 saat inkiibasyon sonu
mikroskop goriintiileri.
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5. SONUCLAR

Calismamizda oncelikle obezite tedavisinde kullanilan pankreatik lipaz olan orlistat ve
GLP-1 anologu olan semaglutide ilaglari, kanser tedavisinde kullanilan DNA
metilasyonunu saglayan decitabine ve histondeasetilaz gorevi goéren vorinostatin
kolorektal kanser hiicre hatlarinda artan konsantrasyona bagli olarak hiicresel
sitotoksisiteyi belirlemek icin MTT yontemi ile deneyler yapildi. Kolorektal kanser hiicre
hatt1 olan HT-29 ve HCT-116 ile muamele edilen orlistat iki hiicre hattinda da artan doza
bagli olarak hiicresel sitotoksisite meydana getirmistir. Semaglutide ile muamele edilen
kolorektal kanser hiicre hatlarinda ise artan konsantrasyona bagli olarak anlamli sonuglar
elde edilemedi. Decitabine kullanilarak muamele edilen HT-29 ve HCT-116 hiicre
hatlarinda anlamli bir degisim meydana gelmedi. Yapilan bir caligsmada DNA metilasyon
degisikliklerinin bagisiklik fonksiyonu ve metabolik bozukluk arasinda iligkili
olabilecegini gostermis ve obezitenin bagisiklik sisteminin degistirilmis bir epigenetik
mekanizmas1 ile iligkili olabilecegini ortaya koymustur (Simar ve ark., 2014).
Decitabinenin kolorektal kanser ile muamelesinde artan konsantrasyona bagli olarak 100
uM konsantrasyonda hiicre canliligini etkilemistir. Vorinostatin kolorektal kanser hiicre
hatlar1 ile muamelesi sonucunda hiicre canlilig1 artan konsantrasyona gore azalmistir.
Histondeasetilaz gorevi goren bu ilag B hiicre farklilasmasi, korunmasi ve ¢ogalmasinda
rol alirken ayrica adipogenezi inhibe etmektedir (Khan ve Jena, 2014). Vorinostat kanser
tedavisinde T hiicrelerini giiclendirerek immiin koruma saglar ayrica sinyal doniistiiriicii,
transkripsiyon aktivatorii gibi gorevlerde de yer almaktadir (Cabrera ve ark., 2013). Bu
caligmaya gore obezitenin epigenetik ajanlar tarafindan yavaslatilabilecegini ortaya

koymuslardir (Arguelles ve ark., 2016).

Timor baskilayict genlerin anarmol DNA hipermetilasyonu, kanserin erken evresinde
molekiiler bir degisikliktir. Timorlerin belirlenmesinde ve tedavisinde biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir (Laird, 2003). Onkogenlerin transformasyona ugramayan ilk
halleri olan protoonkogenler, hiicrelerin sinyalizasyon mekanizmasinda biiylime,
farklilasma, ¢ogalma, apoptozis i¢in sinyal baglamasinda kullanilacak proteinlerin

sentezininin olmasini saglarlar (Yokus ve Cakir, 2012).
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Onkogenler ise hiicre transformasyonun baslama ve siirdiirmesini saglarlar. Hiicre
dongiisiinlin ¢alisma mekanizmasini degistiren onkogenler asir1 hiicre boliinme olayimni
gergeklestirmeyen hiicrelerin apoptozise gitmesini saglayarak ortamda saglikli hiicre
kalmasii bu sayede engeller (Labazi ve Philips, 2003). Calismamizda iki farkli timor
baskilayict gen olan p53, APC geni ve onkogen olan KRAS ve KRC genlerinin
ekspresyon diizeylerine obezite tedavisinde kullanilan gastrik ve pankreaz lipazlari
inaktif ederek yag emilimini azaltan orlistat ilac1 ile glukagon benzeri peptid-1 anologu
olan semaglutide ile muamele edilen HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicre

hatlarinda miktarlarina baktik.

Timor baskilayict gen olan APC geni, multifonksiyonel protein olan sinyal iletiminde,
hiicre adezyonu, migrasyonu ve miktotiibiil birlesiminde gorevli proteini kodlamakla
gorevlidir. Timor baskilayict gen olarak bilinen APC geninin kolorektal kanser hiicre
hatt1 ile muamele edilmis obezite tedavisinde kullanilan orlistat ve semaglutide ilacinin
ekspresyonunu nasil etkiledigine baktik. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda kontrol
grubuna kiyasla orlistat ve semaglutide APC gen ifadesini artirmistir. Semaglutide APC
gen ifadesini kontrol ve orlistata gére anlamli derecede artirmistir. HCT-116 kolorektal
kanser hiicre hattinda ise kontrole gore orlistat ve semaglutide APC gen ifadesini
artirmigtir. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerini kiyasladigimizda HT-29
hiicre hattinda APC gen ifade miktar1 HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattina gore daha

fazla olmustur.

Timor baskilayict gen olan p53, mitotik ig iplik hasar, DNA hasari, onkogenler
tarafindan aktive edilebilen kisa omiirlii transkripsiyon faktorii olarak gdrev alir. p53,
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, farklilasma, yaslanma ve apoptoz gibi hiicresel
islevlerde rol oynar. p53, hiicresel islemlerde hiicre dongiisiinii ve apoptozu
gerceklestiren, ayn1 zamanda kontrol eden genlerin diizenlenmesinde kontrol noktasi gibi
gorev alir. p53°de meydana gelen fonksiyon bozukluklar1 sonucunda kanser hiicreleri

cogalarak kanser hiicre topluluklarini olustururlar (Akgiin ve ark., 2018).
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Calismamizda tiimor baskilayici gen olan p53 geninin ekspresyonuna baktik. Kontrole
kiyasladigimiz da HT-29 hiicre hattinda orlistat p53 gen ifadesi arttirmamis ama
semaglutide p53 gen ekspresyon miktarini artirmistir. HCT-116 hiicre hattinda kontrol ile
kiyasladigimizda orlistat ve semaglutide p53 ekspresyon miktarini artirirken, HT-29
kolorektal kanser hiicre hatt1 ve HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattini
kiyaslasdigimizda HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda semaglutide uygulamasi

sonucunda p53 gen ifadesi daha azdir.

Genetik ve epigenetik degisiklikler kolorektal kanser goriilen bireylerde sag kalimini
etkileyen ciddi bir hastaliktir. KRAS genini segmemizin nedeni hiicre sinyalizasyon
sisteminde kilit gorevi gérmesi ve mutasyona ugradigi takdirde bireylerde sag kalim
oranini azaltan ve sik goriilen mutasyon olmasiydi. KRAS gen mutasyonlarinda goriilen
epigenetik degisiklige bakildiginda obezitede kullanilan bu ilaglarin KRAS gen
ekspresyonuna etkisine baktik. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda semaglutide
KRAS ekspresyon miktarini artirirken, orlistat muamelesi ile KRAS gen ifadesi kontrol
grubuna gore azalmistir. HCT-116 hiicre hattinda orlistat ve semaglutide ile muamelesi
sonucunda KRAS gen ifadesi kontrol grubuna gore azdir. Iki farkli hiicre hattin
karsilastirirsak semaglutide ile muamele KRAS ekspresyon miktarini kontrol grubuna
gore kiyasladigimizda HT-29 hiicre hattinda artarken HCT-116 hiicre hattinda anlaml

derecede azalmistir.

Proinflamatuar uyaranlara kars1 gen ekspresyonunu diizenlemede gorev alan KRC,
apoptoz, TNF sitokin gen aktivasyonunu saglayarak niikleer faktér (NF), c-JUN NH2
terminal kinaz (JNK) /SAPK aracili sinyal yolagini inhibe etmek i¢in TRAF2 proteini ile
etkilesime girmektedir (Oukka ve ark., 2002). Onkogen olan KRC geninin obzitede
kullanilan ilaglarla muamele edilen kolorektal kanser hiicrelerinde ekspresyon miktarina
baktik. HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda kontrole gore kiyasladigimizda orlistat ve

semaglutide anlaml1 sekilde gen ekspresyonunu artirmistir.
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HCT-116 hiicre hattinda kontrole gore gen ifade miktarini kiyasladigimizda orlistat ve
semaglutide ilag¢lar1 KRC gen ifade miktarmi artirmistir. HT-29 ve HCT-116 kolorektal
kanser hiicre hatlar1 kiyasladigimizda HT-29 hiicre hattina gére HCT-116 kolorektal

kanser hiicre hatt1 daha az gen ifadesi meydana gelmistir.
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