MARMARA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

LADUVIGLUSIB’UN APOPTOTIK
HUCRE OLUMU UZERINE ETKIiSINDE
OTOFAJININ ROLUNUN HCT-116 VE

HT-29 HUCRELERINDE INCELENMESI

IREM ECE VAHAP

YUKSEK LISANS TEZI
Biyoloji Ana Bilim Dali
Molekiiler Biyoloji Programi

DANISMAN
Prof. Dr. Ajda COKER GURKAN

ISTANBUL, 2024




MARMARA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

LADUVIGLUSIB’UN APOPTOTIK

HUCRE OLUMU UZERINE ETKISINDE
OTOFAJININ ROLUNUN HCT-116 VE

HT-29 HUCRELERINDE INCELENMESI

IREM ECE VAHAP
520121008

YUKSEK LISANS TEZI
Biyoloji Ana Bilim Dali
Molekiiler Biyoloji Programi

DANISMAN
Prof. Dr. Ajda COKER GURKAN

ISTANBUL, 2024




ONSOZ/TESEKKUR

Calismalarimda ve tezimi tamamlama slirecimde yanimda olan, bilgi ve tecriibelerini
benimle paylasan degerli danisman hocam Prof. Dr. Ajda COKER GURKAN’a, destegini
ve bana olan giivenini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Filiz VARDAR’a, yiiksek
lisans siirecimde bana 6rnek olan, laboratuvar imkanlarini sunan ve akademik bilgilerini
benimle paylasan degerli hocalarim Prof. Dr. Cenk SESAL’a ve ekibine, Prof. Dr. Yildiz
AYDIN’a ve ekibine, Prof. Dr. Nagihan GULSOY ve ekibine,

Tez c¢alismalarimda laboratuvar imkanlarmi sunan Gebze Teknik Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisiine ve degerli hocam Prof. Dr. Elif Damla ARISAN’a,

Yiiksek lisans stirecimde beni yalniz birakmayan ve yardimci olan arkadaslarim Merve

SARIDAL, Gizem AY, Kiibra KURT, Orcun TOKSOZ ve Gamze KURTULUS’a,

Hayatimda olumlu ve olumsuz her tiirli olayda yanimda olan, desteklerinden ve
dostluklarindan dolayr minnettar oldugum arkadaslarrm Burg¢in OZBEKLE ve Gizem
KUGU’ya,

Tezimde anmaktan mutluluk duydugum ve varligimi her daim hissettigim,

basarilariyla bana umut olan degerli Tuncay ALDATMAZ’a,

Ik giiniimden beri yanimda olan, giivenini ve sevgisini esirgemeyen, kayboldugum
yollarda bana 151k tutan sevgili babam Muhsin VAHAP, annem Sabah VAHAP,
kardeslerim canlarim Kerem Ali VAHAP ve Cem Sahut VAHAPa siikranlarimi sunarim.

Yiiksek lisans ¢alismalarimda bursiyeri oldugum TUBITAK 2210/A Genel Yurt Ici

Yiiksek Lisans Burs Programi’na sundugu destek icin tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam Marmara Universitesi BAPKO birimi tarafindan FYL-2022-10557
numarali proje kapsaminda desteklenmis ve s6zlii sunum bildirisi olarak 27 Ocak 2024

tarihinde 3. Ulusal Bilimsel Arastirmalar Kongresi’nde sunulmustur.

Mart, 2024 Irem Ece VAHAP



ICINDEKILER

ONSOZ/TESEKKUR ......ocovtiieiieeceeieieteeesete e tsseseees e sesesssess e sesenssssesssasenssassasssen s nsesns i
ICINDEKILER .....cocviviiiiecteteeseeeece ettt ettt en ettt n s et an s e, ii
OZET ..ottt v
ABSTRACT ...ttt sttt e s e et e et e e e be e naneebeesnne s vi
SEMBOLLER ..ottt ettt st e e vii
KISALTMALAR ...ttt sttt b et nbe et e et et viii
Y23 Q0 T B0 15 1 23 O Xi
TABLO LISTESI....ccoooiiiiiiiiiiiiiciscesis s xiii
R ) 1 28 1R 1
1.1.Kolorektal KanSeT .........c.coiiiiiieiiiiiiieiieiie e 3
1.1.1.Kolorektal Kanserin Epidemiyolojisi........ccceieeriiiieeiiiiiiie e 5
1.1.2.Kolorektal Kanser ve Risk FaktOrleri ...........cccoviiiiieiiiiiiiiicciieec e 7
1.2.Kolorektal Kanser Gelisiminde Sinyal Yolaklart..........ccocoooiniiiniiiine 10
1.2.1. EGFR/MAPK Sinyal YOlag1 .......ccoeriiiiiiiiiicceeee e 11
1.2.2.NOTCH Sinyal YOIaZ1.....c.coiviiieiiiiieeiiiiee e 12
1.2.3.PI3K/AKT/mTOR Sinyal YOlag1.......cccccoviriiiiiiiiiiiee e 13

1.2.4 WNT/B-katenin Sinyal Yolag1 .......cccocveriiniiiiieee e 15
1.3.Kolorektal Kanser ve Tedavi Yaklagimlari..........ccccoooveiniiiiiiiiiii e 17
1.3.1.Kolorektal Kanserinde Teshis .........ccccocvieiiiiiiiiiiiiii e 18
1.3.2.Kolorektal Kanserinde Tedaviler............cccooiiiiriiiiiiiiiiiieeeee e 19

1.4 HUCTE OIIMI . ...ocecvviescceceee ettt sttt s e 20
L4 1 ADPOPLOZ ..t 20
1.4.1.1.0GSEl APOPLOZ...vveiririieireiiieieseie et 21
1.4.1.2.D158al APOPLOZ ..evviiiiiiiiiiieiie e 21

142 001 1. n e 22



| B B TR\ 1<) 6 (o TR 24

1.5.Laduviglusib (CHIR-99021) .......cooiiiiiieiiiiieesie e 25
2. MATERYAL VE YONTEM..........cooiviiiiieeiereeeeseeieeeeesests s sas s sennans 29
2.1 MALETYAL o 29
2.1.1. HUCTE KUIEHIT. .. .veevie e 29

2.1.2. Laboratuvar Ekipmanlari ve Cihazlart ..........cccocceevviviiiiiiiiiiiniiiec e 30

B ) 11 1<) | PP P PP PPRR PP 33

2.2.1. Laduviglusib (CHIR-99021) Temin Edilmesi ve Ana Stok Hazirlanmasi..33

2.2.2. Hiicre Hatlarinin AGIImasI...........cccuviieiiiiiieiiiiiiie et e s eiree e 33
2.2.3. Hiicre Hatlarinin Dondurulmast...........coceviiiiiiniiiiiiicisen, 34
2.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmast...........ccoooveiiiiiiiiiiiciic e 34
2.2.5. MTT- Bagil Hiicre Canlilit Deneyi ........ccocoeviviiiiiiiiiniiiicise, 34
2.2.6. In Vitro Hiicre Sagkalim Deneyi ........cccooveriiiiiieiiiiiieciesie e 35
2.2.7. Koloni Olusturma Potansiyeli Deneyi ..........cccooerveiinieniniiniciisesee 35
2.2.8. Yara Kapanma DEeNeYi........ccoeruiiriiiiiiiieiiiesee e 36
2.2.9. Floresan Boyamalart ..........ccccovoviiiiiiiiiiiccecee s 36
2.2.9.1. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DIOC6) Boyama.............. 36
2.2.9.2. 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama ...........cccccccevivennnnn 37
2.2.9.3. Akridin Turuncusu (AO) Boyama...........cccoovriierinniicncciecneenn 37
2.2.9.4. MitoTracker Red CMXRos Boyama...........cccocoeviiiiiiiiinicinnnnn, 37

2.2.9.5. 2', 7'-Diklorodihidrofloresein Diasetat (CM-H2DCFDA) Boyama38

2.2.10. Memeli Hiicrelerinden Total Protein 1zolasyonu .............cccccveeevrievennen, 38
2.2.11. Bradford Protein Miktar Tayini ........cccoovevviiiiiiiniiiiciiecscseecee e 39
2.2.12. Immiinoblotlama YONtemi .........c.cvveueveviieeieereeee et ee e eeeeeas 39
2.2.12.1. SDS Poliakrilamid Jelin Hazirlanisi..........ccccocevveeiiieeiiiie e, 39
2.2.12.2. Protein Orneklerinin Hazirlanmas1 ve Jele Yiiklenmesi .............. 40

il



2.2.12.3. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi ve Bloklama................. 40

2.2.12.4. Membrana Antikor Uygulamasi ve Goriintii Alma ...................... 41
2.2.13. IStatikSEl ANALIZ.....c.vvvvivveiveiieceeiee ettt 42
3. BULGULAR VE TARTISMA .......ooiiiiiiiiiiii e 43

3.1. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Hiicre Hattinda Hiicre Canlilig1

Uzerine Doza ve Zamana Bagli Etkisinin GOSterilmesi.......covevevevererererererereeeeeesennn, 43

3.2. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre

Hatlarinda In Vitro Hiicre Sagkalimi Uzerine Zamana Bagli Etkisinin Gosterilmesi .....47

3.3. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre
Hatlarinda Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine EtKisi........c.coccevvierercreirierericeennnn, 50

3.4. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre
Hatlarinda Yara lyilestirme Aktivitesi Uzerine BtKisi .........ccccvvvveriirerercrssiereieesnenens 53

3.5. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre

Hatlar1 Uzerinde Floresan Boyamalarin GOSterilmesi ..........ccov.vvevirererierensiererieensnenanns 56

3.6. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre Hatlarinda

Apoptotik ve Otofajik Oliim Yolaklar1 Uzerine Etkisinin Immiinoblotlama ile

(@ 115 w1 V0 0 Lr) U TR 59
4. SONUCLAR. ... e e e s e e e st e e e s s ab e e e e e ebreeeeans 67
KAYNALKLAR oottt ettt e ettt e et e e et et ee st e s seeeeeseeesstanseeeeeeeenns 71

v



OZET

LADUVIGLUSIB’UN APOPTOTIK HUCRE OLUMU UZERINE ETKIiSINDE
OTOFAJININ ROLUNUN HCT-116 VE HT-29 HUCRELERINDE
INCELENMESI

Kolorektal kanser, 6liim riski en yiiksek kanser tiirleri arasinda yer alir ve adenom
kokenli karsinom oOzelliklerine sahip bir hastaliktir. Tan1 ve tedavide kolonoskopik
incelemeler ve cerrahi tercih edilmektedir; ancak tedavide diren¢ mekanizmalarinin
gelisme riski, kisiye 6zel yaklasimlarin gerekliligini artirmaktadir. Kolorektal kanserin
molekiiler mekanizmasit EGFR/MAPK, NOTCH, PI3K/AKT/mTOR ve WNT/B-katenin
sinyal yolaklart ile iligkilidir ve bu sinyal yollarin1 hedefleyen ajanlar kanser hiicrelerinin
tedavisinde onemlidir. Glikojen sentez kinaz-3 (GSK-3), kolorektal kanser gelisiminde
kritik bir rol oynamaktadir. Bir GSK-3 inhibitorii olan Laduviglusib (CHIR-99021)’in
HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanseri hiicreleri lizerinde zamana ve doza bagl etkisi ve
apoptotik 6liim tiizerine etkisinde otofajinin rolii henliz modellenmemistir. Bu tez ile
amacimiz; Laduviglusib’in HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanseri hiicre hatlarinda
zamana ve doza bagl hiicre canliligi, proliferasyonu, boliinmesi, yara kapanma {izerine
etkisi ve apoptotik Oliim {izerine etkisinin modellenmesinde otofajinin roliiniin
irdelenmesidir. Laduviglusib'in doza ve zamana bagli hiicre sagkalimi, hiicre
proliferasyonu ve koloni olusumu tizerindeki etkisi MTT hiicre canlilik testi, yara
kapanma, sagkalim testi, floresan boyama ve immiinoblotlama deneyleriyle
belirlenmistir. Sonuglar dogrultusunda 24 saat 15 uM Laduviglusib uygulamasinin hem
HT-29 hem de HCT-116 hiicrelerinde zaman ve doza bagl hiicre canliliina,
proliferasyonuna ve mitokondriyal membran potansiyeline ket vurdugu belirlenmistir.
HCT-116 kolorektal kanseri hiicre lizerinde 24 saat 15 pM Laduviglusib uygulamasinin
anti-apoptotik Bcl-2, Mcl-1 protein anlatimini ve pro-kaspaz-3, pro-kaspaz-9 anlatimin
baskiladigi, PARP kesilimini artirarak apoptotik 6liime yonlendirdigi ve Beklin-1
anlatim1 ve LC3-II kesilimi ile otofajik mekanizmay1 indiikledigi tespit edilmistir.
Ozellikle 24 saat 15 uM Laduviglusib uygulamasmnin HCT-116 hiicrelerinde ilaca bagl

apoptotik etkide otofajinin diizenlendigi tespit edilmistir.

Mart, 2024 irem Ece VAHAP



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF AUTOPHAGY IN THE EFFECT OF
LADUVIGLUSIB ON APOPTOTIC CELL DEATH IN HCT-116 AND HT-29
CELLS

Colorectal cancer is among the cancer types with the highest risk of death and is a
disease with characteristics of adenoma-derived carcinoma. Colonoscopic examinations
and surgery are preferred in diagnosis and treatment; however, the risk of developing
resistance mechanisms in treatment increases the necessity of personalized approaches.
The molecular mechanism of colorectal cancer is related to EGFR/MAPK, NOTCH,
PI3K/AKT/mTOR and WNT/B-catenin signaling pathways, and agents targeting these
signaling pathways are important in the treatment of cancer cells. Glycogen synthase
kinase-3 (GSK-3) plays a critical role in the development of colorectal cancer. The time-
and dose-dependent effect of Laduviglusib (CHIR-99021), GSK-3 inhibitor, on HCT-116
and HT-29 colorectal cancer cells and role of autophagy in its effect on apoptotic death
has not yet been modeled. Our aim with this thesis; To examine the role of autophagy in
modeling the effect of Laduviglusib in time and dose-dependent cell viability,
proliferation, division, wound healing and apoptotic cell death in HCT-116 and HT-29
cells. The dose- and time-dependent effect of Laduviglusib on cell survival, cell
proliferation and colony formation was determined by MTT cell viability test, wound
healing assay, cell survival test, fluorescent staining and immunoblotting experiments.
Results showed; 24-hour 15 puM Laduviglusib application inhibited cell viability,
proliferation and mitochondrial membrane potential in HT-29 and HCT-116 cells,
depending on time- and dose-manner. Treatment of 15 uM Laduviglusib on HCT-116
cells for 24 hours suppressed anti-apoptotic Bcl-2, Mcl-1 protein expression and pro-
caspase-3, pro-caspase-9 expression, increased PARP cleavage and led to apoptotic death.
It has been determined that it induces autophagic mechanism through Beclin-1 expression
and LC3-II cleavage. It was determined that autophagy was regulated especially in the
drug-induced apoptotic effect of 24-hour 15 uM Laduviglusib treatment in resistant HCT-
116 cells.

March, 2024 Irem Ece VAHAP
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1.GIRIS

Insanlik tarihi boyunca karsilastigimiz ve ¢agimizin en sik goriilen hastaliklarindan
biri olan kanser, kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyen ve kendi dogal sinirlari olmadan viicudun
bolgelerine yayilabilme yetenegi olan bir hastaliktir. Bir¢ok cesidi olan kanser tiirleri
diinyada ve {ilkemizde bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmektedir. Diinyada her yasta
ve her iki cinsiyette de 6lim riski en yliksek olan kanserlerin basinda akciger, gogiis,
kolorektal ve prostat kanseri gelmektedir (Sung ve ark., 2021). Oliim riski ile iiciincii
sirada yer alan kolorektal kanser tanist her yil yaklasik 2 milyon insana koyulmaktadir.
Kolorektal kanser, kolon ve rektumda anormal sekilde hiicre ve doku gelisim gdsteren
kanserdir ve yaygin olarak adenom kdkenli olan bir adenokarsinom 6zelligi tagimaktadir
(Korphaisarn ve ark., 2019). Kolorektal kanser yiiksek heterojenlige sahip ve spesifik
belirtileri olan bir hastaliktir. Tan1 ve tedavi siirecinde altin standart olarak kolonoskopi
incelemesi ve cerrahi yontemler ilk siradadir. Coklu diren¢ mekanizmalari gelistirme riski
yiiksek olan kolorektal kanserinde kombine tedavi yontemleri hastaya ve hastalik seyrine
gore degisiklik gostermektedir. Kolorektal kanser hiicrelerinde kiimiilatif genetik ve
epigenetik degisimlerin bir sonucu olarak gelisip ilerledigi fikri iizerine durulmaktadir;
belirli mutasyonlar siirekli olarak meydana gelmekte ve hastalik seyrinin asamalarinda
bulunmaktadir (Waldner ve Neurath, 2011). Ajduvan terapiler, cerrahi yontemler,
kemoterapi ve radyoterapi, genomik incelemeler ile P53, KRAS, NRAS, TP53, BRAF,
EGFR, MH1, MH2, SMADA4 ve diger genlere yonelik kombinasyon tedavileri kolorektal
kanserinde siklikla kullanilmaktadir (Marmol ve ark., 2017). Laduviglusib (CHIR-
99021), bir glikojen sentaz kinaz 3 o ve B (GSK-30/B) inhibitorii ve WNT/B-katenin
stimiilatorii olan bir amino-pirimidin tiirevidir. Hiicre ve doku gelisiminde ozellikle
embriyonik kok hiicrelerde transformasyon, rejenerasyon, yeniden programlama
calismalarinda kullanilmaktadir (Li ve ark., 2009). Glikojen sentaz kinaz 3B'min (GSK-
3pB) bir substrati olan B-katenin, Kanonik WNT sinyal yolaginin énemli bir bilesenidir. Bu
nedenle bir GSK-38 inhibitérii olan Laduviglusib (CHIR-99021) WNT yolag:
arastirmalart i¢in bilinen bir kimyasal biyolojik ajan olarak kullanilmaktadir (Law ve
Zheng, 2022). Bunlara ek olarak GSK-3f, Adenosin monofosfat aktivasyonu ile protein
kinaz (AMPK) 1 negatif diizenleyicisidir ve otofaji aracili hiicresel 6liim kontroliinde

onemli bir bilesendir (Marchand ve ark., 2015). Laduviglusib (CHIR-99021)’in kanserle
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iliskisi GSK-3f inhibisyonuna dayanmaktadir. Kanser gelisiminde énemli rol oynayan
GSK-3p inhibisyonunun tiimor gelisimini baskiladigi ortaya konulmustur (Kingwell,
2018).

Bu tez ¢alismasindaki amacimiz; Laduviglusib (CHIR-00921)’in doza ve zamana
bagli HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanseri hiicrelerinin canliligi, boliinmesi, koloni
olusumu {izerine etkisinin gosterilmesini takiben, Laduviglusib (CHIR-99021)’e kars1
direngli HCT-116 kolon kanseri hiicreleri {izerine ilaca bagl apoptotik 6liimiin otofajik

mekanizma g6z Oniinde tutularak irdelenmesidir.



1.1. Kolorektal Kanser

Kanser, viicuttaki herhangi bir dokuda veya organda kontrolsiizce boliinen ve gelisen
hiicrelerin neden oldugu bir hastaliktir. Olustugu dokuya ve organa goére adlandirilan
cesitli kanser tipleri bulunmaktadir (Cox, 2021; Zhang ve ark., 2014). Diinya genelinde
ve lilkemizde kanser, 6liim oran1 en ¢ok olan hastaliklarin basinda yer almaktadir. Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan vyiiriitiilen genis ¢apli calismalar sonucunda kanser
nedenli 6liimler ilk siralarda yerini almaktadir (Sung ve ark., 2021). Ozellikle sagliksiz
beslenme, sigara tiiketimi, ailesel 6zge¢mis ve diger ¢evresel faktorler ile toplumlarda her
iki cinsiyette de kanser goriilme siklig1 artig gdstermistir. Bununla birlikte var olan tedavi
yaklagimlarina yeni terapotik tedavilerin de eklenmesi ile kanserlerin 6liim oranlarinin
diisiiriilmesi hedeflenmektedir (Dessale ve ark., 2022). Kanser hiicrelerini 6zel kilan
belirli karakteristik ayirt edici 6zellikleri vardir ve Cell dergisinde 2000 yilinda bu ayirt
edici Ozellikleri aciklayan Weinberg R. ve Hanahan D., sekiz biyolojik yetenek ile iki
etkinlestirme yetenegi ortaya koymustur (Hanahan ve Weinberg, 2000). Yapilan
calismalarla gilincellenen ayirt edici 6zellikler Sekil 1.1°de verilmistir (Hanahan,2022).

Ortaya gikan ayirt edici ozeflikler ve

Biyume baskilayici etkinlestirme ozellikleri
a)anlardan kagma Fenotipik Degismeyen
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Sekil 1. 1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2022).

Sindirim sisteminde emilim ve bosaltimda gorevli olan kalin bagirsagin iistiindeki
uzun kismina ‘kolon’; altindaki kisa kismina ise ‘rektum’ adi verilmektedir (Sekil 1.2)
(Kuipers ve ark., 2015). Kolorektal kanser (KRK), kolon ve rektumda anormal ve

kontrolsiiz sekilde hiicre ve doku gelisim gosteren kanserdir ve yaygin olarak adenom



kokenli olan bir adenokarsinom 0Ozelligi tasimaktadir (Korphaisarn ve ark., 2019).
Adenomlarin ii¢ 6zelligi, kansere doniisme potansiyelini belirlemektedir: boyutsal olarak
bliyiik, karsinom riski en yiiksek kabul edilen villoz patoloji bulgusu, adenomda olan

displazi (dokudaki onciil kanser hiicresi derecesi varligl) (O'Brien ve ark., 1990).
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Sekil 1. 2. insan kolorektalinin anatomisi (Kuipers ve ark., 2015).

Cogu kolorektal malignite, ‘polip’ ad1 verilen rektum veya kolonun i¢ astar
dokusundaki anormal biiylimeler olarak baslamakta ve zamanla kansere
dontigebilmektedir. Kolon tiimérlerinin ¢ogu, bir dizi histolojik, morfolojik ve genetik
degisikligin bir sonucu olarak zamanla ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.3) (Simon, 2016).
Kolorektal kanserin ilerlemesinin ¢esitli agsamalarinin yaninda histolojik, morfolojik ve
genetik olarak degisiklikler de bulunmaktadir. Her y1l diinya genelinde yaklagik 2 milyon
yeni kolorektal kanser tanis1 konulmaktadir ve en sik goriilen ti¢lincii kanserdir. Kansere
bagl 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir, kolorektal kanser ile en yiiksek 6liim riski

bulunan kanser tiirleri akciger ve mide kanserleridir (Marmol ve ark., 2017).
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Sekil 1. 3. Kolorektal kanserin morfolojik gelisimi (Simon, 2016).

Kolorektal kanserde tedavi karmagsik bir sablona sahiptir; sagkalim orami tani
koyuldugunda hastalik evresine gore farklilik gostermektedir, tipik olarak polipli kanserli
hastalarda 9%90'dan metastatik hastalarda ise %1l4'e kadar sagkalim oranlar
degisebilmektedir. Kisiye yonelik ilaglarin ve tedavilerin kullanilmasi, radyoterapi ve
cerrahi yontemler de dahil olmak iizere son yillarda kaydedilen ilerlemelere gore

sagkalim oraninda artis gergeklesmektedir (Freitas ve ark., 2023).
1.1.1. Kolorektal Kanserin Epidemiyolojisi

Kansere yakalanma olasiligi, nerede olustuklarina, neden olustuklarina ve ne
kadar siiredir var olduklarina gore farklilik gdstermektedir. Diinya genelinde erkeklerde
kadinlardan daha sik goriilmekte olan kolorektal kanser, cinsiyet bazinda kadinlarda en
sik iiglincii, erkeklerde en sik ikinci sirada ortaya ¢ikmaktadir (Dekker ve ark., 2019).
Gelismis lilkelerde goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu bilinmektedir ve bunun nedeni
olarak gelismis iilkelerde tarama programlarinin ve kolonoskopi ile tan1 koyulmasinin
artmast gosterilmektedir (Dekker ve ark., 2019; Siegel, 2017). Yilda yaklasik olarak
1.096.000 yeni kolon kanseri ve 704.000 yeni rektum kanseri vakasinin ortaya ¢ikacagi
ongoriilmektedir. Kolorektal kanser agisindan goriilme siklig1 bazinda en riskli tilkeler
baslica Giiney Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda ve Kuzey Avrupa’dir. (Siegel ve ark.,

2023; Bailey ve ark.,2015). Donemsel veriler sonucunda her yil toplam 1,8-2 milyon yeni



kolorektal kanser vakasi ile karsilasilmaktadir. Her 100.000 Kolorektal kanser vakasi
basina yasa standardize edilen insidans oranlari, her iki cinsiyette de kadinlar i¢in %19,7
ve erkekler i¢in %23,6 olarak belirlenmistir (Ravla ve ark., 2019). Diinya Saglik
Orgiitii’ne bagli Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajans1 tarafindan kolorektal kanserde her
iki cinsiyet ve her yas icin 2020'de yasa standardize edilmis insidans oranlar1 Sekil 1.4'te

verilmistir.

Sekil 1. 4. Kolorektal kanserde 2020 yilinda her iki cinsiyet ve her yas icin yasa
standardize edilmis oranlar, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

(https://gco.iarc.fr/en).

Kolorektal kanser vakalarinda hayatta kalma oranlari ¢esitli faktorlere baglh
olarak degismektedir. Bunlar kanserin bulundugu evreyi, hastanin yasin ve genel saglik
durumunu ve tedavi etkinligini igerir. Evre I ve II’deki kolorektal kanser i¢in 5 yillik
ortalama sagkalim yaklagik olarak %90 oranindadir. Erken evrelerde hastalarin yaklasik
%?37'sine tan1 konmaktadir. Kanserin ¢evre organlara veya dokulara ve ayrica lokal lenf
diiglimlerine metastatik olarak ilerledigi durumlarda, 5 yillik sagkalim orani %73’e
diismektedir. Bu asamada, hastalarin yaklasik %30°u tan1 almaktadir (Bray ve ark., 2018).
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan yapilan Kolorektal kanserde 2018
yilinda her iki cinsiyet i¢in yasa standardize edilmis oranlar ve diinyadaki 6liim oranlar1

Sekil 1.5°te gosterilmistir.



2018 yilina ait 100,000 kisi basina yasa gére standardize edilmis 6liim oranlari, kadinlar ve erkekler
Kolorektum

Erkekler Kadinlar

Sekil 1. 5. Kolorektal kanserde 2018 yilinda her iki cinsiyet i¢in yasa standardize
edilmis oranlar ve diinyada 6liim oranlari, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

(https://gco.iarc.fr/en).

1.1.2. Kolorektal Kanser ve Risk Faktorleri

Risk faktorleri, bir hastaliga yakalanma ihtimalini artiran veya yakalanmaya
egilimli hale getiren etmenlerdir. Kolorektal kanserin risk faktorleri degistirilebilir ve
degistirilemez olarak farklilik gostermektedir. Degistirilemez risk faktorleri olarak 1irk,
diyabet, yas, cinsiyet, kalitsal mutasyonlar, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBD)
ornektir (Rawla ve ark., 2018; Desautels ve ark., 2016). Kolorektal kanser ¢cogunlukla
genetik ve gevresel faktorlerin kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir ve kolorektal
kanserlerin bliylik ¢ogunlugu sporadiktir; hastalarin yarisindan fazlasinda ailesel
hastalik dykiisiine rastlanmamaktadir. Sporadik kolorektal kanserlerde, etkilenen bir aile
tiyesi bulundugu takdirde kiside kanser gelisme risk artmaktadir ve bu durum kalitsal
genetik faktorlerden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla ailesinde kolorektal kanser 6ykiisti
bulunan kisilerde hastaliga yakalanma riski %15 oraninda artmaktadir (Kuipers ve ark.,
2015; Dubeni ve ark., 2012). Birinci veya ikinci derece akrabalarda KRK siklig1 g6z
ontinde bulunduruldugunda, yaklasik %30’unun risk tagiyan bir genetik altyapiya sahip
olabilecegi tahmin edilmektedir. Kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser (HNPCC)

ornegi olan Lynch sendromu ile ailesel adenomatoz polipozis (FAP) kalitsal kolorektal



kanserde en c¢ok bilinen genetik hastaliklardir (Sawicki ve ark., 2021; Shussman ve
Wexner, 2014). Genetik altyapisinda DNA tamir mekanizmast (MMR) genleri olan
MLHI1, MSH2, MSH6 ve PMS2 genlerinde yaganan mutasyonlar Lynch Sendromuna
yol agmaktadir. Kalitsal olarak degistirilemez risk faktorleri olan bu otozomal baskin

heterozigot genler, mutasyon sonucu germ hattinda kalitsal olarak aktarilmaktadir

(Ismael ve ark., 2017) (Sekil 1.6).
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Sekil 1. 6. Kolorektal kanser ve risk faktorleri (Sawicki ve ark., 2021).

Bunlarla beraber degistirilebilir risk faktorleri arasinda sagliksiz beslenme,
hareketsizlik, kilo problemleri, sigara ve alkol kullanimi yer almaktadir. Ozellikle
obezite ve fiziksel hareketsizlik, kolon kanseri gelisimine ciddi oranda etki etmektedir.
Diizenli yapilan fiziksel aktivite kolorektal kanser riskini % 25 azaltirken, hareketsiz
bireylerin riskini % 50 kadar artirmaktadir. Ayrica obezite ve sagliksiz beslenme tarzi
bagirsak mikroflorasim1 degistirmektedir, kalin bagirsak epitel dokusuna kalic1 zarar
vermektedir ve dolayisiyla karsinojenezi desteklemektedir. Azami indeks tizeri viicut
agirhigr metabolik siiregleri bozmaktadir ve akabinde mutasyona sebep olan serbest
oksijen radikallerinin saliniminda artis meydana gelmektedir. Diyet, bakterilerle kolon
ve rektum yapisindaki mikrobiyota sagligina etki ettigi i¢in kolorektal kanserin

gelisimini de 6nemli derecede etkilemektedir (O'Keefe, 2016; Dahm ve ark., 2010).



Biyobelirtecler: Kolorektal kanser risk faktorleri arasinda DNA hasar1 sonucu ile
ortaya ¢ikan genetik mutasyonlar da bulunmaktadir. Biyobelirte¢ olarak kabul edilen
bu mutasyonlarin incelenmesi ile kolorektal kanser teshislerinde 6énemli saptamalar
saglanmaktadir. Somatik olan kolorektal kanser hiicrelerinde APC (Adenomatoz
polipozis koli) (%81), TP53 (%60), KRAS (%43), PIK3CA (%18), SMAD4 (%10),
NRAS (%9), CTNNB1 (-katenin) (%5) ve SOX9 (%4) genlerinde mutasyonlar
bulunmaktadir. Bu belirtilen genler, kolorektal kanser gelisiminde rol oynayan
molekiiler mekanizmalarda ve yolaklarda yer almaktadir (Inamura, 2018; Koncina ve

ark., 2019).

Molekiiler biyobelirtegler, kolorektal kanseri anlamak ve arastirmak i¢in Onem
tasimaktadir. Biyobelirtecler ile dogru teshis, tedavi yanit1 ve niiksetme riski tahmin
edilebilmekte ve kisiye Ozel terapotiklerde dogru yaklasimlar olusturulmaktadir.
Kolorektal kanser biyobelirteglerinde siklikla bulunan DNA’da genomik kararsizlik
birikimi sonucu ortaya cikan ayirt edici CIN, MSI ve CIMP mekanizmalaridir
(Inamura, 2018; Chang ve ark, 2017).

CIN (Kromozomal instabilite), kolorektal kanserlerde en yaygin bulunan
mekanizmadir (>%75). Bunun nedeni, TP53 ve APC gibi tiimdr baskilayici genleri
etkileyen kromozomal ayrigma, telomerde meydana gelen hasarlar ve DNA tamir
mekanizmasindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Pino ve Chung, 2010; Cancer
Genome Atlas Network, 2012). P53 ve APC mutasyonlarindaki bozukluklar CIN ile
baglantilidir ve kolorektal kanser gelisimini etkilemektedir (Phipps ve ark.,2015).

MSI (Mikro satelit instabilitesi), sporadik kolorektal kanserde CIN mekanizmasindan
sonra goriilen yaygin bir mekanizmadir (%15-25). MSI, kolorektal hiicrelerinde
somatik mutasyonlara neden olmaktadir ve bu mutasyon birikimi, neo-antijen
ekspresyonun artmasina ve bir tlimor inflamasyon yanit1 6rnegi olan tiimor-infiltre
lenfosit gibi hiicresel olaylara yol agmaktadir (Boland ve ark.,1998; Gelsamino ve
ark.,2016). Bunlara ek olarak DNA tamir mekanizma genleri olan MLH1, MSH2,
MSH6 ve PMS2 genlerinde yagsanan mutasyonlar, MSI i¢in diagnostik belirte¢ gorevi
gormektedir (Salem ve ark., 2020).



Kolorektal kanserlerinde bulunan bir diger ayirt edici mekanizma, CIMP (CpG adasi
metilator fenotipi)’ye neden olan epigenetik bir kararsizliktir. Gen sessizlesmesi ve
protein lretimi eksikligi sonucu kansere bagli genlerin promotorlerinin
hipermetilasyonu ile CIMP-pozitif maligniteler goriilmektedir. CIMP, APC
mutasyonlart ve WNT sinyal yolaginin aktive olmasi ile negatif iliski icerisindedir.
Yapilan bazi ¢alismalarda adenom ve benzeri 6nciil tiimorlerin CIMP-pozitif kolorektal

kanserlere neden oldugu ortaya konmustur (Jia ve ark., 2016).

1.2. Kolorektal Kanser Gelisiminde Sinyal Yolaklar

Kanserlerin gelisim mekanizmalari, kanserin ilerlemesi ile meydana gelen
mutasyonlari iceren karmasik ve bircok asamadan olusan bir siirectir (Fearon, 2011).
KRK'nin, kanser hiicrelerinde genetik ve epigenetik degisimlerin bir sonucu olarak
gelistigi fikri iizerine durulmaktadir; belirli mutasyonlar siirekli olarak meydana
gelmekte ve hastalik siirecinde goriilmektedir (Waldner ve Neurath, 2011). Kolorektal
kanser gelisiminde belli bashi baz1 yolaklar 6n plana ¢ikmaktadir. EGFR/MAPK,
NOTCH, PI3K/AKT/mTOR ve WNT/B-katenin sinyal yolaklari, hiicre bdliinmesi,
farklilagmasi, anjiyogenez, programli hiicre 6limii ve benzeri biyolojik siiregleri
diizenlemede gorev almaktadir (Bertrand ve ark., 2012). Bu yolaklarda meydana gelen
diizensizlikler ve mutasyonlar kolorektal kanser gelisiminde siklikla goriilmektedir
(Koveitypour ve ark., 2019). Kolorektal kanserde polip gelisiminde sinyal yolaklar
Sekil 1.7°de gosterilmistir (Kuipers ve ark., 2015).
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Sekil 1. 7. Kolorektal kanserde polip gelisiminde sinyal yolaklar1 (Kuipers ve ark.,
2015).



1.2.1. EGFR/MAPK Sinyal Yolag:

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), ¢esitli organlardaki gliomalar1 ve
karsinomlar1 etkileyen, kanserin ilerlemesinde énemli rolii olan bir sinyal yolagidir.
Akciger, kolorektal, pankreas, meme, yumurtalik, karaciger ve diger karsinomlarin
cogunun EGFR'yi eksprese ettigi bilinmektedir (Citri ve Yarden, 2006). EGFR de dahil
olmak iizere hiicre membranindaki reseptorlerin ¢ogu ‘ErbB’ ailesine aittir. Bu ailedeki
diger reseptorler HER2/c-neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3) ve Her4(ErbB-4)’tiir. Bu
membran reseptorleri, hiicre dis1 bir ligand baglama bolgesine, membrani kapsayan
alana ve bir sitoplazmik tirozin-kinaz bodlgesine sahiptir. Ayrica bu reseptorlerin
otofosforilasyonu c¢esitli sinyal iletim yollarin1 aktive etmede gorev almaktadir
(Sekil1.8) (Krasinskas, 2011). Birden fazla ligand ve ErbB ailesinin {iyeleri arasindaki
sinyallesmeyi igeren bir sistem olan EGFR sinyal yolagi, kolorektal kanseri gelisimi ve
ilerlemesinde kritik dneme sahiptir. Bu sistem bozuldugunda malign doniisim ve
metastaz gergeklesebilmektedir. Hiicre biiyiimesini ve farklilasmasini, hiicre 6limiinii
ve hayatta kalmasini diizenleyen Ras/Raf sinyal yolagiyla da baglantilidir. Hem Ras
hem Raf, hiicre homeostazisinin diizenlenmesinde rol oynayan EGFR/MAPK
yolaginin sinyal akis semasinda yer almaktadir. Ras/Raf mutasyonlar1 ve Her2 somatik
mutasyonlari, kolorektal kanser vakalarinda yiiksek oranda bulunmaktadir ve tedavi
stireclerinde hedeflenmektedir (Nandan ve Yang, 2011). Malign transformasyon
ilerlemesinde hiicre proliferasyonu artisi, anjiyogenez, anti-apoptotik protein
ekspresyonunu ve metastazi iceren EGFR/MAPK sinyal yolagindaki diizensizlikler
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yolagin anormal ifadesi, Kolorektal kanser tedavisi i¢in bir

hedef olarak tanimlanmistir (Krasinskas, 2011; Spano ve ark., 2005).
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Sekil 1. 8. Kolorektal kanserde EGFR/MAPK sinyal yolag: (Krasinskas, 2011).

1.2.2. NOTCH Sinyal Yolag:

NOTCH sinyal yolagi, hiicrenin kaderinin belirlenmesinde; hiicre gelisimi,
farklilagmasi, ¢ogalmasi ve apoptozda yer alan dnemli bir hiicresel yolaktir. Ayni
zamanda kanserde, kanser kok hiicrelerinin rejenerasyonunu, farklilagmasini ve hiicre
oliimiinii kontrol eden terapotik bir hedeftir. Hem tiimor siipresér hem onkojenik Sinyal
yolagi, sinyal alan ligandlar olan Jagged-1, Jagged-2, Delta, Delta-3 ile p21, Hes-1 ve
Deltex gibi birkag¢ hedef genden olusmaktadir (Previs ve ark., 2015). Hedef olan hiicre
NOTCH reseptorlerine baglandigt zaman NOTCH sinyali, y-sekretaz protein
kompleksinin aktive edilmesi ve NOTCH reseptorlerinin ayrilmasiyla aktive
edilmektedir. Bu adim, NOTCH'un aktif formu olan NICD (NOTCH hiicre igi
sitoplazmik alan)’ nin tiretilmesi i¢in gereklidir (Tagami ve ark., 2008). NOTCH sinyal
yolag1 kolorektal goblet hiicrelerinin ve onciil kok hiicrelerin farklilasmasini kontrol
etmektedir, bu kontrol mekanizmasi ile kolorektal gelisimine ve homeostazisini
korumaya katki saglamaktadir (Jensen ve ark., 2000). Kolorektal kanserde NOTCH’ un
en iyi karakterize edilmis hedefi, 6zellikle bagirsaktaki Hes-1 (hairy/enhancer of split)
gen ailesidir. Ileri evredeki kolorektal kanserlerinde, NOTCH-1 ve onun hedef geni
olan Hes-1’in erken evredeki tlimorlere gore daha yiiksek seviyelerde ekspresyonu

olmaktadir. NOTCH-1 sinyallemesinin son zamanlarda kolorektal kanserde dnemli
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oldugu Tiwari ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 bir ¢alisma ile gosterilmistir.
Calisma sonucunda NOTCH ligandlarinin, NOTCH reseptorlerinin 1-4 ve bazi
NOTCH sinyal yolaginin asag1 akis hedeflerinin (Hes-1, Deltex ve NICD) kolorektal

kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi ortaya konmustur (Tiwari ve ark., 2018).

1.2.3. PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolag:

PI3K (Fosfatidil-inositol 3-kinaz), hiicre biiylimesi, ¢cogalmasi, farklilagsmasi ve
gbcl gibi ¢esitli hiicresel aktivitelerden sorumlu olan hiicre i¢i sinyal yollarindan biridir.
PI3K, onkogenez ve kanser ilerlemesi, metastaz gibi ¢esitli hiicresel olaylarda yer
almaktadir. Fonksiyonel gorevlerine gore PI3K’ler farkli siniflara ayrilmaktadir. Sinif 1A,
insanlarda bulunan kanserlerde en ¢ok goriilen tiirdiir. Bu sinif, iki alt birim igeren
heterodimerik proteinlerdir: bir diizenleyici (p85) ve bir katalitik (p110) alt birim
(Koveitypour ve ark., 2019). Sinif TA PI3K'ler insan kanser mekanizmalarinin ¢cogunda
yer almaktadir. PIK3CA pll10a’y1, PIK3CB pll0B’y1 ve PIK3CD pll0y ‘y1
kodlamaktadir (Zhang ve ark., 2011).

p85, RTK fosfotirozin kalintilarina baglanarak p110 {izerindeki inhibisyonunu
ortadan kaldirir ve PI3K aktivasyonunu indiiklemektedir. PI3K, PIP2'yi
fosforillemektedir ve AKT'y1 aktive ederek hiicre ¢ogalmasini ve hayatta kalmasim
destekleyen PIP31 olusturmaktadir. AKT, mTOR gibi asag1 yondeki hedefleri
diizenleyerek anjiyogenezi, protein transkripsiyonunu, translasyonu ve hiicresel
molekiiler metabolizmalarinda yer almaktadir. PI3K sinyal yolaginda kilit rolii olan bir
diger molekiil ise AKT dir. Bir serin/treonin protein kinaz olan AKT, PI3K'nin kanser
bliyiimesi ve ilerlemesi {zerindeki etkilerine aracilik yapmaktadir. AKT’nin
fosforilasyonu, insan kolorektal kanserinde hiicre ¢ogalmasinin ve apoptozun inhibe
edilmesi ile iligkilendirilmistir (McDonald ve ark., 2010; Bader ve ark., 2005). PI3K
ayrica reseptor tirozin kinazlar (RTK) gibi hiicre disi uyaranlarla veya kolorektal kanseri
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayan aktiflestirilmis Ras molekiiliiniin uyarilmasiyla da
aktif hale gelebilmektedir (Papadatos-Pastos ve ark., 2015). Cogu kanser tiirinde mTOR
aktivasyonunda olusan mutasyonlar, mTOR'un iki protein kompleksi (mTORCI ve
mTORC?2) ile etkilesimini bozmaktadir. mTORC1 ve mTORC?2, farkli hiicresel gorevleri
vardir; mTORC1, mTOR'un yukar akis diizenleyicisi olarak bulunmaktadir. mTORC2

ise AKT nin bir agag1 akis efektorii olarak gorev almaktadir. AKT kanserde agir1 aktivite
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gosteren mTORC?2 igin bir substrat gorevi géormektedir ve hiicrenin hayatta kalmasini,
gelismesini ve ¢ogalmasini desteklemek i¢in PI3K/mTORC?2 yolagindan gelen sinyalleri
degerlendirmektedir. mTOR mutasyonlari, kolorektal kanserlerin yaklasik olarak
%4’iinde bulunmaktadir (Peng ve ark., 2022). Kolorektal epitel hiicrelerinde
PI3K/AKT/mTOR yolagi, glikoz ve amino asit emilimi ve salinimini ve ayrica hiicre dis1
sinyallere yanit i¢in de gereklidir. mTOR asir1 aktivasyonu insan kolorektal kanserinde
yaygindir ve kanserin baglamasi, ilerlemesi ve ilag direnciyle baglantilidir (Zhong ve ark.,
2023). Kolorektal kanserde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag1 Sekil 1.9’da gdsterilmistir
(Koveitypour ve ark., 2019).

PIK3CA mutasyonlar1 bir¢cok kanser tlirtinde bulunmaktadir; meme, rahim agzi,
kolorektal, safra kesesi, kiiciik hiicreli olmayan akciger ve yumurtalik kanserleri PIK3CA
tipi mutasyonun en sik goriildiigi karsinom tiirleridir (Narayanankutty, 2019). Bu
mutasyonlarin  kolorektal kanserde proksimal hiicrelerde daha yaygin oldugu
bilinmektedir. Yapilan calismalarda PIK3CA mutasyonlarinin kanser lokasyonu veya
evresi gibi klinik ozelliklerle ilgisinin olmadig1 sonucuna varilmistir. Kalitsal olarak
sendromu bulunan hastalarda gelisen kolorektal tiimorler, sporadik olarak gelisenlerle
ayni PIK3CA mutasyon sikligina sahip olarak bulunmustur. Sonug olarak PI3K sinyal
yolaginin kolorektal kanserin gelismesinde onkojenik bir rol oynadigr bulunmustur

(Zhang ve ark., 2011).
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Sekil 1. 9. Kolorektal kanserde PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: (Koveitypour ve ark.,
2019).

1.2.4. WNT/p-katenin Sinyal Yolag:

WNT ailesi, hiicre kaderi spesifikasyonu, proliferasyon, go¢ ve asimetrik hiicre
boliinmesi dahil olmak iizere cesitli gelisimsel ve biyolojik stiregleri diizenleyen 19 adet
salgi, sistein igermekte olan zengin glikoproteinden olusmaktadir. Yolak, kanonik (j-
katenine bagimli) veya kanonik olmayan (B-kateninden bagimsiz) olarak
siiflandirilmaktadir (Koveitypour ve ark., 2019). Kanonik WNT vyolagi, hiicre
cogalmasindan sorumludur, kanonik olmayan WNT yolag1 ise hiicre membran polaritesi
ve gbclinden sorumludur (Liu ve ark., 2022). Kanonik yolak doku gelisimi, kil folikiilii
olusumu, hasarli dokularin yenilenmesinde gorevli bir yolaktir ve birka¢ asamali bir
transkripsiyonel yanitla sonug¢lanan protein lokalizasyonu, fosforilasyon ve protein
bozunmasini icermektedir (Niehrs, 2012). WNT sinyal yolag1 kanser ve koroner arter
hastalig1 gibi bir dizi hastalikla iliskili olarak arastirilmistir. Genis ¢aph aragtirilan WNT
sinyal yolaklarindan biri olan ve kanonik yolak olarak da bilinen WNT/B-katenin sinyal
yolunun kilit elemani B-katenin'e baglidir. B-katenin, glikojen sentaz kinaz 3p'nin (GSK-
3B) bir substratidir. Bu nedenle GSK-3f inhibitorleri, WNT yolag1 arastirmalart i¢in
bilinen bir kimyasal biyolojik ajan olarak kullanilmaktadir (Law ve Zheng, 2022).
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Kanonik yolak evrimsel siirecte yiliksek oranda korunmaktadir ve hiicresel WNT
ligandlarinin membranda bulunan spesifik reseptorlerine otokrin/parakrin baglanmasi
yoluyla etkinlestirilmektedir. Wnt-B-katenin aktivitesi, sitoplazmada bulunan p-katenin
miktaria baghdir. WNT yolag: aktive edildiginde, B-katenin stabil duruma gelmektedir
ve ¢cekirdege transfer olmaktadir; hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve hiicre gogilinde rol
oynayan genlerin ekspresyonlarinin artmasiyla sonug¢lanmaktadir. WNT sinyal yolaginin
aktivasyonu, benign adenomlarin biiyiimesinin ilk adimidir. Cesitli ¢alismalar, WNT/B-
katenin sinyallemesinin anormal isleyisinin, kardiyovaskiiler hastalik, akciger
hastaliklari, ayrica norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarin
olusumunda ve gelisiminde rol oynadigini ortaya koymustur (Liu ve ark., 2022). APC
proteini, WNT aktivitesini regiile etmektedir ve kolorektal kanserinde APC
degisikliklerinin aragtirilmasi ile cogu vakada yiiksek oranda WNT yolag:1 aktivitesine
sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle GSK-3 ve APC etkilesimi, kolorektal kanser
gelisimindeki temel mekanizmalardan biridir ve bu mekanizmalarin anlagilmas1 6nem arz
etmektedir. Kanser Genomu Atlasi'nin 2012 tarihli bir raporuna gore, sporadik kolorektal
kanserlerinin %92'sine kadar bilinen bir WNT diizenleyicisinde birden fazla degisiklik
bulunmustur (Cancer Genome Atlas Network, 2012). APC, B-katenin'in proteozomal
olarak degrede olmasina neden olan bir proteindir. WNT ligandlart FWD reseptoriine
baglanarak [-katenin bozulmasini Onlemektedir ve boylece hedef genler aktive
olmaktadir. Bir WNT ligandiin yoklugunda, APC, APC eksen inhibitorii (AXIN) ve
glikojen sentaz kinaz-3-f (GSK-3P) tarafindan olusturulan bir 'yikim kompleksi', daha
sonra ubikitin-proteazom sistemi tarafindan parcalanan sitozolik B-katenini fosforile
etmektedir. Daha sonra, GSK-3B'nin fosforilasyonu sonucu inhibisyonu, hiicre i¢indeki
sitozolik B-katenin konsantrasyonunun artmasini saglamaktadir (Parker ve Neufeld,
2020; Zhang ve Wang, 2020).

Kanonik yolakta WNT ligandlari salgilanip biriktiginde, kivriml (frizzled)(FZD)
ve diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili protein (LRP) ile etkilesime girerek DVL
(Dishevelled) proteinini aktive etmektedir. Fosforile edilen ve FZD reseptoriine transloke
edilen aktive edilmis DVL, B-katenini yikim kompleksinden ayirmakta ve ¢ekirdege yol
almaktadir (Sekil 1.10) (Koveitypour ve ark., 2019). Cekirdekte biriken B-katenin, T
hiicresi transkripsiyon faktorii (TCF) veya lenfoid arttirict faktor (LEF) ile birleserek c-
MYC, c-Jun, proliferasyon ve diger hedef genleri aktive edebilmektedir (Schatoff ve ark.,
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2017; Novellasdemunt ve ark., 2015). Wnt sinyali aktive edildiginde, B-katenin, otofaji
proteinlerinden biri olan p62'nin bir ¢ekirdek baskilayicist gorevi gérmektedir (Lorzadeh
ve ark., 2021). Sonug olarak, arastirmalar kolorektal kanserin biiylik cogunlugunun WNT
sinyal yolag1 degisikliklerine sahip oldugunu gostermektedir. Spesifik WNT yolagi
genlerindeki mutasyonlarda yasanan secilim hakkinda hala ortaya c¢ikarilmayan
molekiiler mekanizmalar bulunmaktadir ve bunlar, bu tiir degisiklikleri terapdtik kazang
icin kullanimi {izerinde 6nemli bir etki tasimaktadir (Schatoff ve ark., 2017). Kanser
gelisim siirecinde 6n planda olan PI3K / AKT ve WNT sinyal yolaklar1 aktive olarak
GSK-3 inhibisyonuna yol a¢maktadir. Bu nedenle WNT sinyal yolagi kanser

arastirmalarinda siklikla ¢aligilan bir biyokimyasal siiregtir (Vincent ve ark.,2014).
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Sekil 1. 10. Kolorektal kanserde WNT sinyal yolagi (Koveitypour ve ark., 2019).

1.3. Kolorektal Kanser ve Tedavi Yaklasimlari

Kolorektal kanser, etkilenen hastalarin 6nemli bir kismi i¢in klinik 6ncesi asamalar
nedeniyle yiiksek oranda hastalarda taranan bir malignitedir ve bu da popiilasyonda
arastirilmasi i¢in Oncelik saglamaktadir (de Wijkerslooth ve ark., 2012). Kolorektal

kanseri taramalarindaki gelismeler, bir¢ok iilkede goriilme sikliginin artmasinin yaninda
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gelismis birgok iilkede Sliim oranini azaltmistir (Glynne-Jones ve ark., 2017). Akill
ilaclar, NSAID'ler (Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar), statinler ve bifosfonatlar gibi
siklikla kullanilan ilaglar, kemoterapotik ajanlarla kombinasyon halinde kullanildiginda
kolorektal kansere kars1 bir nevi koruma saglayabilmektedir. Tarama yontemleri arasinda
kolonoskopi ¢esitleri, kapsiil endoskopiler ve sigmoidoskopi ¢esitleri kullanilmaktadir

(Rawla ve ark., 2018).

1.3.1. Kolorektal Kanserinde Teshis

Kolorektal kanserin polipoid bir onciilden gelismesi ve hastaligin ileri evrede
ortaya ¢ikan semptomlari ¢esitli tarama programlari ile tespit edilebilmektedir. Kolorektal
kanserlerin teshisinde belirtiler dogrultusunda teshis amach ¢esitli yaklagimlar
yapilmaktadir. Klinik semptomlar, tibbi goriintiileme, patolojik sonuglar ve laboratuvar
degerlendirmeleri ile kolorektal kanser ve bulundugu evre belirlenebilmektedir
(Alexander ve ark., 2007). Ayrica kolorektal kanser teshislerinde molekiiler tespitlere de
hastaligin tanisinda bagvurulmaktadir. Kolorektal kanser teshisli hastalarda rektal
kanama, bagirsakta belirgin degisiklikler, anemi veya siradan karin agris1 gibi klinik
semptomlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlarin yani sira, ileri evreye gegmemis durumlarda
cogunlukla asemptomatik belirtiler goriilmektedir (Kumar ve ark., 2021). Kolonoskopi
ile teshis etmenin yani sira polip gelisiminin 6niine de ge¢ebilme olanagi bulunmaktadir;
molekiiler degisiklikler meydana gelmeden ve lezyonlar malignite seviyesine ulasmadan
once poliplerin kolonoskopi yontemlerle temizlenme yontemi de kullanilmaktadir
(Manne ve ark., 2010).

Kolorektal kanserin molekiiler tespitinde kullanilan FOBT (gaita gizli kan testi)
birden fazla hastay1 toplu olarak incelemek tizere kullanilan ve invaziv olmayan bir testtir.
Gaita testleri yardimiyla erken ve ileri evredeki kanserlerin tespiti saglanirken, 50 yas ve
tizeri hastalarda kan sekeri ve kolesterol kontrollerinin yani sira diger kan testleri de
incelenmektedir (Griitzmann ve ark., 2008). Rektal kanama hem iyi huylu hem de kotii
huylu sonuglarin belirtisidir ve bunun yaninda kolonoskopi incelemesi gerektiren
durumlar1 belirlemek icin ek degerlendirmelere ve risk faktorlerinin arastirilmasina
ihtiyag duyulmaktadir (Breugom ve ark., 2015). Kolonoskopinin ihtiya¢ duyuldugu
durumlarda siklikla rektal kanama gozlemlenmektedir. FOBT kolorektal polipinde

kanamay1 degerlendirmek iizere kullanilmaktadir (Taieb ve ark., 2017; Mousavinezhad

18



ve ark., 2016). Hastalik seyrinde metastazlar1 tespit etmek i¢in gdgiis, karin ve pelvis
cevresinin BT (bilgisayarli tomografi) taramasi kullanilmaktadir. Bununla beraber ihtiyag
duyuldugunda diger goriintiileme testleri olan PET (Pozitron emisyon tomografisi) ve
MRI (Manyetik rezonans goriintiilleme)’ya da bagvurulmaktadir. Tiimoriin lokal evresinin
belirlenmesinde ve en iyi cerrahi yaklasimin planlanmasinda MRI incelemesi siklikla

yapilmaktadir (Cunningham ve ark., 2010).

1.3.2. Kolorektal Kanserinde Tedaviler

Kolorektal kanserde oliim riski evrelere gore degiskenlik gdsteren bir kanser
tiriidiir. Erken teshis ile miidahale edilen vakalarda hayatta kalma orani artmaktadir.
Heterojen karakterdeki kolorektal kanserin tedavisinde hastalik seyri, hastanin genetik
altyapisi (6rnegin KRAS, NRAS, TP53 ve BRAF gen mutasyonlari, kalitsal sendromlar)
metabolizmas1 ve bagisiklik sistemi, tedavi yonetimi i¢in kritik bir 6neme sahiptir
(Benson ve ark., 2017). Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi uzun zamandir
basvurulan kolorektal tedavileri cogunlukla uzak mesafedeki organ ve dokulara metastaz
olmadiginda etkilidir. Tedavilerde kemoterapi uygulamalarmma ek olarak birincil
kolorektal tedavisi, poliplerin ve civardaki dokularin cerrahi olarak kolonoskopi
uygulamalariyla bolgeden alinmasidir. Ancak ileri evredeki hastalarda, lenf nodlarinin
etkilendigi ve metastazlarin oldugu durumlarda tedaviler kombine halde uygulanmaktadir
(Ahmed, 2020). Terapotik yaklasimlarda floropirimidinler (6rnegin, 5-florourasil (5-FU))
l6kovorin (LV) ve oksaliplatin (5-FU/LV/oksaliplatin (FOLFOX) sitotoksik ajanlarla
kombinasyon halinde palyatif kemoterapi amaciyla siklikla kullanilmaktadir (Méarmol ve
ark., 2017). Kemoterapi ve radyasyon temelli terapiler gibi sitotoksik etkisi olan
tedavilerin, timor mikro cevresini etkiledigi ve immiinojenik hiicre 6liimiine sebep
oldugu, tiimor antijenlerinin salinimim indiikledigi ve adaptif bir bagisiklik tepkisini
tetikledigi belirlenmistir (Tesniere ve ark., 2010). Kolorektal kanserde 5-FU bazl
tedavilere ek olarak oksaliplatin ve irinotekanin kullanilmasi, kolorektal kanserin
tedavisinde 6nemli bir adimdir. Bu kullanim, hastalarin hayatta kalma oraninin 4 katina
kadar ¢ikmasini saglamistir. Artan hayatta kalma ve pozitif tedavi yanitlari, hastalik
seyrinin dogru ydnetilmesinin ve gelistirilmis multidisipliner yaklasimin neticesinde
saglanmigtir. Bunlara ek olarak, kisiye 6zel akilli ilaglarin gelistirilmesi de kolorektal

kanser tedavi yaklagimlarinin arasinda yer almaktadir. (Golshani ve Zhang, 2020).
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1.4. Hiicre Oliimii

Hiicre oliimii, hiicrelerin biliyiimesinde ve gelismesinde gerekli olan 6nemli bir
biyolojik siirectir. Hiicrenin yasamsal faaliyetlerini slirdiirmek i¢in metabolizmasindaki
degisikliklere bagli olarak membran biitiinliigliniin geri doniisiimsiliz bozulmasinin bir
sonucu olarak meydana gelir. Hiicre 6liimii, canliligin siirdiiriilmesi, rejenerasyon, Hiicre
6liimii, homeostazinin stirdiiriilmesi i¢in temel olarak gerekli oldugundan dolay1 herhangi
bir bozulma, ¢esitli hastaliklara ve islevsel bozukluklarla sonuglanmaktadir (Dehghan ve
ark., 2023). Kanser hiicrelerinin en onemli ayirt edici Ozelliklerinden biri hiicre
6limiinden kagma ve kontrolsiiz ¢cogalma yetenekleridir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
Kanser hiicreleri, DNA hasari, besin ve oksijen eksikligi ve bensseri streslerin tetikledigi
programli hiicre 6liim mekanizmalarindan kagmaya yonelmektedir. Kanser hiicrelerinin
en belirgin hayatta kalma adaptasyonu, nekroz gibi apoptotik olmayan hiicre 6liimii
tiplerine karsi ve otofaji ve benzeri hayatta kalma mekanizmalarina direnen apoptotik
direng yetenegidir (Li ve ark, 2021). Morfolojik olarak ¢esitlere ayrilan hiicre 6liimii,

birden fazla molekiiler mekanizmaya sahiptir.

1.4.1. Apoptoz

1972 yilinda ilk kez Kerr ve arkadaslar1 tarafindan adlandirilan apoptoz, hiicresel
stres, DNA hasar1, immiin sistem yanitlari gibi biyolojik siire¢lerde gorev alan programli
bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Hiicresel intihar olarak da anilan apoptoz, doku gelisimi
stirecinde baz1 dokularin programli olarak yok edilmesi 6rnegin menstriiasyon déneminde
uterus yiizeyindeki hiicrelerin uzaklastirilmasi, hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmast,
herhangi bir virlis veya bakteri ile enfekte olmus hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan
uyarilmasi sonucu 6lmesi apoptoza birer ornektir (Degretev ve Yuan, 2008). Apoptoz
stirecinde; proteinlerin kaspaz-bagimli proteolizi, membranin diizgiin bir sekilde
parcalanmasi ve kromozomal DNA'nin endo-niikleolitik olarak parcalara bdliinmesi
goriilmektedir. Buna ek olarak bir hiicre apoptoz sinyali aldiginda, kromatini ve
sitoplazmasi yogunlagmaktadir ve bdylece hiicrenin boyutu kiigiilmektedir; siirecin
sonunda hiicre ‘apoptotik cisimcikler’ olarak bilinen daha kiiclik parcalara
paketlenmektedir (Lossi, 2022). Apoptoz ile diger hiicre 6liim tipleri arasindaki énemli
bir fark; apoptozdaki sinyalin, digsal apoptozda goriilen 6liim reseptorii veya igsel yolakta

goriilen mitokondri tarafindan tetiklenebilmesidir. Apoptoz, Fas ve TNF (tlimor nekrozis
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faktor) reseptorleri gibi hiicre yiizeyinde bulunan 6liim reseptorleri ligandlar: tarafindan
aktive edildiginde veya Bcl-2 ailesi gibi pro-apoptotik proteinler mitokondriyal dig
membran gegirgenligi artisina neden oldugu zaman baglatilmaktadir. Hem igsel hem de
dissal mekanizmada apoptozun kilit endo-proteaz enzimleri olan kaspazlar yer almaktadir

(Lossi, 2022; Elmore, 2007).

1.4.1.1.1¢csel Apoptoz

Igsel apoptoz veya diger adiyla mitokondriyal apoptoz, hiicresel olaylarda hiicrede
meydana gelen stresle beraber ortaya ¢ikmaktadir. Bel-2 ailesi tarafindan yonetilen igsel
apoptozda hiicrenin kaderi bu ailedeki pro ve anti-apoptozda goérevli proteinlerin
dengesine bagli gergeklesmektedir (Li ve Dewson, 2015). DNA genotoksik hasari,
biiyiime faktor eksikligi ve endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi i¢sel uyaranlar ile
sitozolde bulunan BID, BIM, BAD, Noxa, PUMA ve HRK proteinlerini aktif hale
getirmektedir. Bu proteinler kendi aralarinda etkilesime girmektedir ve apoptotik 6liimii
durdurarak veya indiikleyerek anti-apoptotik veya pro-apoptotik proteinleri
aktiflestirmektedir. Anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2, Bcel-xL, Bcl-W veya Mcl-1
apoptoz aktivitesini inhibe etmektedir. Bunun yani sira, pro-apoptotik proteinler olan
BAX ve BAK aktivitesi, mitokondriyal dis membran gecirgenligi (MOMP)
yaratmaktadir; MOMP ile hiicre i¢inde salinan Sitokrom-c, Apaf-1 ile birleserek
apoptozom adli bir kompleks olusturmaktadir. Apoptozom olusmasi sonucu hiicre
icerisinde olan inaktif apoptoz baslatict pro-kaspaz-9 aktifleserek kaspaz-9
olusturmaktadir ve diger gorevli kaspazlari bir ‘kaskad’ selalesi ile etkin hale
getirmektedir. Aktif kaspazlar da hiicrenin apoptotik 6liim siirecinde yer almaktadir (Sekil

1.11) (Cavalcante ve ark., 2019).

1.4.1.2.D1ssal Apoptoz

Dissal apoptoz veya diger adiyla 6liim reseptdriine bagli apoptoz, bir dig uyaran
varliginda hiicrenin apoptotik oliime siiriiklenmesidir. I¢sel apoptozda oldugu gibi
mitokondri ile kaspaz aktivasyonunu artmasi yerine, hiicre membranina Fas veya FasL
gibi Olim reseptorleri (DR) baglandiginda digsal apoptoz yolu aktiflesmektedir
(Sekill.11) (Cavalvante ve ark., 2019). Oliim reseptdrleri, sistein amino asidi agisindan

zengin olan ve apoptozu indiikleyen, 61iim domainleri bulunduran Tiimdr Nekroz Faktorii
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(TNFR) reseptorlerdir. Ornegin Fas ve DR5 gibi bazi 6liim reseptérleri, p53 ve c-MYC
ve benzeri diizenleyici proteinler tarafindan etkin hale getirilebilmektedir, bu da
DRS/TRAIL (TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand) ve FasP/FasL oliim
reseptorlerinin aktivasyonunu artirmaktadir. Oliim reseptdrlerinin hiicrenin membranina
baglanmasi ile pro-kaspaz 8 ve pro-kaspaz 10 aktifleserek kaspaz-8 ve kaspaz-10
formunu olusturmaktadir ve bu kaspazlar hiicrenin apoptotik olimii i¢in diger gerekli

kaspazlar aktiflestirmektedir (Pobezinskaya ve Liu, 2012; Elrod ve Sun, 2008).
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Sekil 1. 11. I¢sel ve digsal apoptotik dliimiin genel semas1 (Cavalcante ve ark., 2019).

1.4.2. Otofaji

Otofaji; hiicrede organel hasari, hipoksi, besin eksikligi, patojen varligi, ilag ve
benzeri biyolojik streslere yanit olarak hiicresel molekiilleri ve organelleri parcalayan
kontrollii bir hayatta kalma stratejisidir. Katabolik bir siire¢ olan otofaji, yiiksek oranda
korunmus ve patofizyolojik bir adaptasyondur. Apoptozun yetersiz kaldig1 durumlarda
hiicresel homeostaziyi korumak i¢in otofaji mekanizmasinin da kullanilmasi, hiicrenin
birden fazla ‘geri besleme’ mekanizmasina sahip olmasina baghdir (Yang ve Klionsky,
2009; Tanida ve ark, 2005). Otofaji ii¢ alt ceside sahiptir: makro otofaji, hiicrede
sindirilmesi gereken biiylik biyomolekiiller ve organellerin ‘otofagozom’ adli yapi ile

hiicrenin kontroliinde sindirilmesidir. Mikro otofaji, makro otofajiden farkli olarak daha
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kiigiik yapiya sahip biyomolekiillerin lizozom igerisine dogrudan alinip degradasyonunun
yapilmasidir. Saperon aracili otofaji ise diger iki ¢esitten farkli olarak spesifiktir ve yanlis
katlanmis proteinlerin veya istenmeyen protein komplekslerinin membranda bulunan 1s1-
sok proteinleri olan ‘saperonlar’ tarafindan lizozoma yonlendirilip sindirilmesidir (Qian
ve ark., 2017). Hastaliklarla ve kanserle iligkili en bilinen otofaji ¢esidi makro otofajidir.
Makro otofaji bes asamadan olusmaktadir: otofagozomun baslatilmasi, ¢ekirdeklenmesi,
otofagozom membraninin genislemesi ve uzamasi, otofagozom/lizozom filizyonu ile
otolizozom olusumu ve intravesikiil igeriklerin sindirilmesidir. Ribozomdan bagimsiz
endoplazmik retikulumun (Rough ER) ¢ift katmanli membranin bir kismindan
ayrilmasina ve sitoplazmanin, organellerin, proteinlerin ve makromolekiillerin
par¢alanmasiyla baslamaktadir. Parcalanma sonrasi ‘otofagozomlar’ olusmaktadir ve
bunlar daha sonra otolizozomlar1 olusturmak icin lizozomlarla birlesmektedir.
Otolizozomda bulunan lizozomal enzimler daha sonra organellerin ve hiicre
metabolizmasinin ihtiyaglarin1 karsilamak igin hiicresel igerikleri pargalamaktadir.
Otofaji siirecine bu mekanizmalarda yer alan otofaji iliskili genler (Atg) eslik etmektedir
(Cao ve ark., 2021). Kansere kars1 immiin sistem ve otofaji yakin iliskidedir; hiicrede
azaltilan otofaji, bagisiklik sistemini baskilamakta ve onciil tiimor gelisim riskini
artirabilmektedir. Artirilmis otofaji, pre-malign potansiyeli olan lezyonlarda kanser
ilerlemesini 6nlemektedir (White, 2012).

Hiicre i¢inde veya mikro c¢evresinde yasanan stres sonucu otofaji mekanizmasi
tetiklendiginde AMPK'nin aktivasyonu ve mTORC1'in inhibe edilmesi ile baglamaktadir.
ULK kompleksi, dogrudan mTOR'un asag: sinyal yolundadir. Otofajiyi baslatmak i¢in
mTORCI, ULK1’ defosforile etmektedir ve sonug olarak ULK kompleksi olugsmaktadir.
ULK kompleksi otofajinin indiiksiyonunu kontrol etmek icin yukari akis yoniindeki besin
ve enerji sinyallerini almaktadir. Ardindan ER membranindan bir fagofor yani onciil
otofagozom olusumunda Atgl3/Atgl01/ULK1/FIP200 kompleksi olusmaktadir.
Otofagozom olusmasi i¢in ¢ekirdeklenme asamasinda ULKI1’nin Beclin-1" fosforile
etmesi ile Beclinl/Vspl4/Vspl5 kompleksi aktif hale gelmektedir. Otofagozomun
olgunlagsmas1 ve uzamasi i¢in LC3 proteini ve Atg5/Atgl0/Atgl2 kompleksi gorev
almaktadir. Otofagozom uzamasi esnasinda LC3 proteini, Atg4 proteaz1 tarafindan LC3-
I proteinine pargalanmaktadir. Otofagozomun uzamasimi tamamlamak iizere LC3-1

proteini, Atg7 ve Atg3 proteinleri tarafindan LC3-II formuna déniistiiriilmektedir. Icinde
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sindirilmek istenilen igerikleri bulunduran otofagozom, fiizyon asamasinda lizozom ile
birlesmektedir ve sonu¢ olarak otofagolizozom olusmaktadir. Son asamada
otofagolizozomun icinde bulunan spesifik proteazlar tarafindan intravesikiil icerikler
sindirilmektedir (Mulcahy Levy ve Thorburn, 2020). Makro otofaji mekanizmasi
Sekill.12°de gosterilmistir (Lee ve ark., 2019).
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Sekil 1. 12. Otofajinin molekiiler mekanizmasi (Lee ve ark., 2019).

1.4.3. Nekroz

Diger bir hiicre 6limii cesidi olan nekroz, hiicrenin disardan aldigi fiziksel
zorlanma, hipoksi, travma (1s1, radyasyon), toksinler veya enfeksiyon nedenli
inflamasyon ve benzeri fiziksel stresin hiicrenin islevini yerine getiremez hale getirecek
kadar ciddi hasara ugramasia neden oldugu istemsiz veya kontrol edilemeyen hiicre
olimiidiir. Apoptoz ve otofajiden farkli olarak genetik bir kontrol mekanizmasi
olmaksizin ani bir hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir. Nekrotik 6liim esnasinda siklikla NF-
kB (niikleer faktor-kappa B) ve benzeri birgok pro-inflamatuar proteinin hiicre icerisinde
ekspresyonu artmaktadir. Hiicrenin yasadig stres nedeniyle ani bir sekilde homeostazisini
kaybetmesi ile hiicre zariin yirtilmasina yol agarak hiicresel iceriklerin disar1 sizmasina,
doku hasarina ve yiiksek diizeyde inflamasyona neden olmaktadir (D’Arch 2019).
Nekroptoz terimi, programlanmis nekrotik 6liimii ifade etmektedir. Bagisiklik sistemini
tehdit eden herhangi bir viral veya bakteriyel kaynakli inflamasyon esnasinda hiicrenin
kendini korumak amactyla gergeklestirdigi programli bir 6liimdiir. Nekroptoz, hiicre dis1

sinyaller (6liim reseptorii ve ligand baglanmasi) veya hiicre ici sinyaller (enfeksiyon) ile
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tetiklenebilmektedir ve kaspaz inhibisyonu ile aktive edilmektedir. Nekroptotik 6liim,
kaspaz inhibitorleri varliginda reseptor etkilesimli proteinler olan RIP2 ve RIP3
tarafindan kontrol edilmektedir. Birgok durumda FADD (Fas-iligkili 6liim reseptorleri),
TNFRI1 (tiimor nekroz faktorii reseptorii 1), TRAIL (tlimor nekroz faktoriine baglh
apoptozu indiikleyen ligand) ve Fas reseptorleri nekroptozu kontrol etmektedir (Wu ve
ark., 2012). Bir ligand TNFR 1 e baglandiginda pro-survival komleks I, TRADD (TNFR
iliskili 6lim domaini)’i ve RIPK (reseptdr etkilesimli protein kinaz-3) ‘i
indiiklemektedir. indiiklenen RIPK3, MLKL (Karisik soy kinaz alan1 benzeri) proteinini
fosforile etmektedir ve fosforile olan MLKL oligomerizasyon ile membrana
baglanmaktadir. MLKL baglanmasi sonucu hiicre membraninda yirttk meydana
gelmektedir ve bdylece hiicre igerigi hiicre disina sizmaktadir (Galluzi ve ark., 2017).

Nekroptozun mekanizmasi Sekil 1.13’te gdsterilmistir (Liu ve Jiao, 2019).
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Sekil 1. 13. Nekroptozun molekiiler mekanizmasi (Liu ve Jiao, 2019).

1.5. Laduviglusib (CHIR-99021)

Laduviglusib (CHIR-99021), molekiiler adiyla 6-[[2-[[4-(2,4-diklorofenil)-5-(5-
metil-1H-imidazol-2-il)-2-pirimidinil]Jamino]etil]amino]-3-piridinkarbonitril,bir glikojen
sentaz kinaz-3 o/f (GSK-3 o/f) inhibitérii ve WNT stimiilatorii olan bir aminopirimidin
tiirevidir. Laduviglusib (CHIR-99021)’in molekiiler yapis1 Sekil 1.14’te gosterilmistir.
Serin fosforilasyonu (S9) ile GSK-3B ve (S21) GSK-3a inhibisyonuna yol agmaktadir
(Ring ve ark., 2003). GSK-3a/B inhibitorii Laduviglusib (CHIR-99021), kanonik WNT
sinyal yolagin1 aktive ederek embriyonik kok hiicrelerin rejenerasyonunda,

farklilagmasinda ve yeniden programlanmalarinda rol oynamaktadir (Liao ve ark., 2018).
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Bunlara ek olarak GSK-3 i¢cin CDC2 (Siklin bagimli kinaz), ERK2 (Ekstraselliiler sinyal
diizenlenmis kinaz 2) ve diger protein kinazlara gdére 500 kattan fazla segicilik
gostermektedir (Ring ve ark., 2003). Fare ve benzeri deney hayvanlan ile yapilan
caligmalarda pluripotent ve embriyonik kok hiicrelerinde kemik gelisimi, kalp
hiicrelerinin farklilagsmasi, epitelyal ve mezenkimal gegislerinde GSK-3 inhibisyonu
saglayarak rol oynadigi ortaya konulmustur (Lian ve ark., 2013; Maurizi ve ark., 2023).
Ayrica Laduviglusib (CHIR-99021) mikrotiibiil dinamigi, GSK-3’nin diizenleyici olarak
gorev aldig1 insiilin sinyali ve glikojen sentezi, norotrofik faktorlerin sinyali, WNT
sinyali, ndrotransmiter sinyali gibi nemli hiicresel siireclerde etkiye sahiptir (An ve ark.,
2012). Hiicre ve doku gelisiminde 6nemli rol oynayan GSK-3 sinyal yolaginin, beyin kdk
hiicrelerinden olusturulmus orgonoidler iizerinde yapilan bir calismada diisiik dozda
kullanilan Laduviglusib (CHIR-99021) organoid boyutunu arttirirken, yiliksek doz
kullaniminin ise organoid gelisimini engelledigi sonucuna ulasilmistir (Delepine ve ark.,
2021).

Laduviglusib (CHIR-99021)'in kanserle iliskisi, 6zellikle hiicresel sinyal yolaklar
tizerindeki etkisi iizerinden anlasilmaktadir. GSK-3, c¢esitli kanser tiirlerinde anormal
diizenlemelerle iliskilendirilmistir. GSK-3B, kanser de dahil olmak iizere bir¢ok
hastaligin patogenezinde yer almaktadir (Russi ve ark., 2021). GSK-3’iin hiicre
proliferasyonu, programli hiicre 6liimii, hiicre farklilagsmasi, metastaz ve benzeri 6nemli
hiicresel siireclerde rol almaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda GSK-3a inhibisyonunun
16semi baglangicini baskiladigi ve istenmeyen yan etkilerin engellenerek akut miyeloid
l6seminin (AML) in vivo fare modellerinde yasam siiresini uzattigi ortaya konulmustur
(Kingwell, 2018). Bu ¢alismalara ek olarak kanser kok hiicrelerinde GSK-3f inhibisyonu
ile kanser gelisimi ilizerine de c¢alismalar bulunmaktadir. 2017 yilinda Ishida ve
arkadaslar1 tarafindan kolon kanseri kok hiicre hiicrelerinin yapilanmasi iizerine
yaptiklar1 ¢alismada Laduviglusib (CHIR-99021)’in GSK-3f inhibisyonunun kolon
kanseri kok hiicrelerinin gelisimine ket vurdugu bildirilmistir (Ishida ve ark., 2017). Russi
ve arkadaglar1 tarafindan 2021 yilinda yiiriitiillen bir baska calismada 100 uM
Laduviglusib (CHIR-99021)’in GSK-3p inhibisyonunun epitelyal yumusak doku
sarkoma hiicrelerinde hiicre dongiisii tutulmasina ve otofajik aktiviteye neden olarak
hiicre ¢ogalmasini engelledigi goriilmiistiir ve Laduviglusib (CHIR-99021)’in epitelyal

sarkomada tedaviye yonelik klinik 6ncesi ¢aligmalarda basarili bir etkinlige sahip oldugu
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belirlenmistir (Russi ve ark., 2021). Literatiirde Laduviglusib (CHIR-99021)’in akciger
kanseri hiicrelerinde tiimor sferoid modellerinde endotel-mezenkimal gecisin (EMT)
inhibisyonuna yardimci oldugu da ortaya konulmustur (Kim ve ark., 2019). Laduviglusib
(CHIR-99021)'in EMT inhibisyonunda rol aldigini1 ortaya koyan baska bir calisma da
2024 yilinda Song ve arkadaslar1 tarafindan direngli hepatoseliiler karsinoma hiicreleri
tizerinde yiiriitiilmiistiir. Calisma sonucunda Laduviglusib (CHIR-99021)'in Sorafenib ile
kombine kullaniminin anti-kanser etkinligi arttirdig1 ve EMT inhibisyonuna bagli olarak
hepaseliiler karsinoma hiicrelerinin farklilagsmasina yardimci bir anti-fibrotik ilag aday1
olabilecegi bildirilmistir (Song ve ark., 2024). WNT/B-katenin sinyal yolagi, hayatta
kalma, hiicre 6liimii ve metastaz gibi biyokimyasal siire¢lerde rol olmasi nedeniyle
kanserde siklikla calisilmaktadir. Laduviglusib (CHIR-99021)’in  WNT/B-katenin
aktivatorii olarak gorev aldigi bir ¢alismada malign fenotipteki glioma hiicrelerinin
agresyonunu basarili bir sekilde baskiladigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2024). Kanser
gelisiminde B-katenin’in rol aldig1 farkli sinyal yolaklarindan bir digeri NOTCH sinyal
yolagidir. Notchl’in karsinojenik etki gostermesi B-katenine baghidir ve Notch-1
aktiflestirilmesi ile kanser hiicrelerinin metastatik 6zelligini desteklenmektedir. Li ve
arkadaglarinin 2013 yilinda NOTCH ve WNT sinyal yolaklar1 arasindaki iligkiyi
incelemek iizere akciger kanseri hiicrelerinde yaptiklar1 ¢calismada Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamasinin WNT sinyal yolagini aktiflestirdigi ve hiicre 6liimiinii indiikledigi
sonucuna ulagilmistir (Li ve ark., 2013). Bir bagka ¢alismada pankreas hiicrelerinde GSK-
3 inhibisyonun canlilik ve proliferasyon iizerindeki etkileri incelenmistir ve
immiinoblotlama sonuglarina gore 72 saat 5 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in pankreas
hiicrelerinin canliligina ket vurdugu ve hiicrenin apoptotik 6lim yamitini tetikledigi
bildirilmigtir. Ayn1 ¢alismada makro otofaji iliskili proteinlerin anlatimina etkisi
arastirllmistir. Calisma ¢iktisina gore hiicrelerde GSK-3 inhibisyonuna bagli olarak
makro otofaji ile ilgkili proteinlerin anlatimlarinin etkin olarak arttig1 tespit edilmistir
(Marchand ve ar., 2015). Laduviglusib (CHIR-99021)'in kanserle ilgili potansiyel tedavi
stratejileri lizerinde klinik tabanli bilimsel ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak, bu
alandaki aragtirmalarin ¢ogu hala klinik oncesi asamada olup, Laduviglusib (CHIR-
99021)'in kanser tedavisi i¢in klinik kullanimi konusunda daha fazla c¢alisma

gerekmektedir (Naujok ve ark., 2014).
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Sekil 1. 14. Laduviglusib (CHIR-99021)'in molekiiler yapis1
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/9956119#section=2D-Structure).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Marmara  Universitesi,
Laboratuvarinda mevcut olan HCT-116 (CCL-247) kolorektal kanseri ve HT-29 (HTB-
38) kolorektal kanseri hiicre hatlar1 Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (ATCC,
Rockville, MD, ABD) tedarik edilmistir. Hiicre hatlari, McCoy 5A Hiicre Biiylime
Medyas1 %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmistir

ve %5 COz ile 37°C'de inkiibe edilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan hiicre kiiltiirii

Biyoloji

materyalleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Hiicre hatlar1 ve hiicre kultirt sarf malzemeleri.

Bolumi

Kiiltiiri  Arastirma

URUN ADI URUN KODU FIRMA ADI
HT-29 hiicre hatt1 HTB-38"™ ATCC
HCT-116 hiicre hatt1 CCL-247™ ATCC
McCoy Hiicre Biiyiime MCC-A Capricorn
Medyasi
Penisilin/Streptomisin .
(Pen/Strep), 100x CP22-5399 Capricorn
Tripsin .
0.05% EDTA. 0,02% DPBS P10-0231SP PAN Biotech
a0 .
Gibeo™ Fetal Bovin Serum 16000044 Life Technologies
(FBS)
Dulbecco’s 1X Fosfat
Tamponlu Salin (DPBS) P04-36503 PAN Biotech
pH: 7,4
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2.1.2. Laboratuvar Ekipmanlar: ve Cihazlan

Bu tez ¢alismasinda kullanilan laboratuvar ekipmanlari, cihazlar1 ve kimyasallar1 Tablo

2.2’de ve Tablo 2.3’te gdsterilmistir.

Tablo 2.2. Kullanilan laboratuvar ekipmanlar1 ve cihazlari.

URUN ADI URUN KODU FIRMA ADI
Mikropipet (100puL-1000uL) EP3123000063 Eppendorf
Mikropipet (10uL-100uL) EP3123000047 Eppendorf
Mikropipet (0,5ul-10ul) EP3123000020 Eppendorf
Vortex cihazi LB.DL.8031102000 DLAB
25 cm? hiicre biiyiime flaski 90026 TPP
75 cm? hiicre biiyiime flaski 90076 TPP
6 kuyulu petri 92006 TPP
24 kuyulu biiytime flaski 92024 TPP
96 kuyulu petri 92096 TPP
0,22 um steril filtre LB.IS.094.07.001 ISOLAB
Buzdolab1 (No Frost) NF 45010 402 Lt REGAL
-80° Dondurucu DW-86L628 Haier
Mini santrifiij cihazi D3024 DLAB
Makro santrifiij cihazi NF200 Niive
Sogutmal1 santrifiij cihazi 3-30KS Sigma-Aldrich
Forma 371 Steri Cycle CO; TC 230 Thermo Fisher
Inkiibator Scientific
Class II 2023 Biyogiivenlik Kabini ELIT BSC BILSER
Laminar Flow
Cryo tiip LB.IS.091.11.105 ISOLAB
50 mL santrifiij tiipii 5100050C CAPP
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Tablo 2.2. Devami

15 mL santriifiij tipi 5100015C CAPP
1,5 mL Ependorf 5100505C CAPP
Hemositometre C964730 ORLAB
10 uL pipet ucu 5130010 CAPP
100 pL pipet ucu 5130070 CAPP
1000 pL pipet ucu 5130130 CAPP
Spektrofotometre Cytation3 BioTek
Floresan Mikroskobu Cytation3 BioTek
Floresan Mikroskobu (ZOE) 1450031 Bio-Rad
Laboratories
Invert Mikroskop CKX41 Olympus Life Sciencg
Otoklav cihaz1 DB-45 Systec
Invitrogen Mini Jel Tank Sistemi NW2000 Thermo Elsher
Scientific
Giig kaynagi PS0302 Powerease
Kemiluminesans Cihaz1 UV-6L1-2020 ER Biyotek
Tablo 2.3. Kullanilan laboratuvar kimyasallari.
MitoTrackerTM Red M7512 Invitrogen
CMXRos
Akridin Turuncusu 65-61-2 Sigma-Aldrich
DAPI 28718-90-3 BioShop
DiOC6 2129966 Fluka
CM-H2DCFDA Genel ‘
. C6827 Invitrogen
Oksidatif Stres Indikatorii
Etil Alkol 64-17-5 Sigma-Aldrich
Glasiyel Asetik Asit 27225 Sigma-Aldrich

31



Tablo 2.3. Devami

Bovin Serum Albumin

9048-46-8 Neofroxx
(BSA)
Tripan Mavisi 15250061 Thermo Fisher Scientific
MPER 89842 Thermo Fisher Scientific
Yagsiz siit tozu 68514-61-4 Neofroxx
Bradford 1X Dye Reagent 5000205 Bio-Rad Laboratories
Tris baz 77-86-1 Neofroxx
Tris-HCl 1185-53-1 Neofroxx
Akrilamid bis akrilamid
AB3751100 Ecotech Biotechnology
%30 (37.5:1)
Sosyum Dodesil Stilfat
151-21-3 Neofroxx
(SDS)
Amonyum perstilfat (APS) 7727-54-0 Neofroxx
TEMED 110-18-9 Neofroxx
Laduviglusib (CHIR-99021)
HY-10182 MedChemExpress
Smg
Tiazolil tetrazolyum
298-93-1 NeoFroxx
(MTT)
Dimetil Siilfoksit (DMSO) 67-68-5 NeoFroxx
H20: (Hidrojen peroksit) 107209 Merckmillipore
Kristal Viyole B21932 Thermo Fisher Scientific
[zopropanol 67-63-0 KimyaLab
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2.2. Yontem

2.2.1. Laduviglusib (CHIR-99021) Temin Edilmesi ve Ana Stok Hazirlanmasi

Yerel bir distribiitor firmasi olan BOGA Medikal ve Laboratuvar Uriinleri A.S.’den
satin aliman 5 mg Laduviglusib (CHIR-99021), iiriin yonergesinde belirtilen stok
molariteleri dogrultusunda net ana stok 10 mM olmasi amaciyla 1.0745 mL steril DMSO
icerisinde ¢Oziilmiistlir. Homojen hale gelene kadar pipetaj yapilan soliisyon 20 uL olacak

sekilde steril ependorflara alikotlanarak -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.2. Hiicre Hatlarimmin Ac¢ilmasi

-80°C cryo tiiplerde dondurulmus olarak bulunan HT-29 ve HCT-116 hiicreleri
cozdiiriilmiistiir ve taze besiyeri eklenerek santrifiij tiiplerinde 1200 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilarak hiicre
pelleti uygun miktarda besiyeri ile pipetaj yapilmis ve homojen hale getirilmistir. 25 cm?
petrilere 3 mL besiyeri eklenmis ve hiicre sayimindan sonra istenilen sayida hiicre
hesaplanarak hiicreler ekilmistir. Petriler 37 °C, %95 nem oraninda ve %5 CO; inkiibatore
koyulmustur. Hiicreler petri ylizeyini kapladigi durumda hiicrelerin canliligim1 ve

devamliligin1 saglamak amaciyla pasaj islemi siirdiiriilmiistiir.

A) B)

Sekil 2. 1. HT-29 (A) ve HCT-116 (B) kolorektal kanseri hiicrelerinin 151k mikroskobu
goriintiileri.
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2.2.3. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Calisilan hiicreler, yapilan c¢alismada duyulan ihtiyactan daha fazla sayida
cogaldiginda veya yapilan ¢caligma bitmis ise dondurulmustur. Hiicre dondurma isleminde
petri ylizeyine yapigsmis halde olan hiicreler 1 mL Tripsin-EDTA ile yapistiklar1 petri
ylizeyinden kaldirilmigtir. Tripsin-EDTA aktivitesi, kullanilmis olan Tripsin-EDTA
miktar1 kadar 1:1 oranda hiicrelerin ylizdiigii besiyeri icerisine eklenerek engellenmistir.
Toplanan hiicreler 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Coken hiicre
siispansiyonundan 10 pL alinmis ve hemositometrede sayilan hiicrelerin 10*katz ile hiicre
say1s1 hesaplanmistir. Hiicre sayisina bagli olarak (2-5x10°) yeterli goriilen hiicreler, 9:1
oraninda karistirilmig olan steril 1 mL FBS/DMSO ile nazik¢e homojenize edilmis ve

dondurulmak {izere cryo tiiplerde muhafaza edilmistir.
2.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre hatlarmin saglikli bir sekilde devamliligini saglamak amaciyla hiicreler
yeterli yogunluga ulastiginda pasajlama islemi yapilmistir. Hiicrelerin petri yilizeyini
kaplamas1 durumunda besiyeri atilmistir ve 25 em? petri kaplar1 2 mL 1XPBS ile iki kere
yikanmis ve 1 mL Tripsin-EDTA uygulanmastyla 3 dakika 37 °C, %95 nem, %5 COz’de
inkiibatorde bekleterek hiicreleri kaldirma islemi gerceklestirilmistir. Hiicrelerin petri
ylzeyindeki yapigsmas1 mikroskop ile kontrol edilmistir ve ardindan tripsin aktivitesinin
onlenmesi i¢in 1 mL besiyeri petriye koyulmustur. Petri kabinda yiizen hiicreler 15 mL
tiplere alinmis ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Ardindan siipernatant
atilmistir ve hiicre pelleti 1 mL besiyeri ile pipetaj yapilarak homojenize hale getirilmistir.
Ardindan 10 pL alinarak hemositometre ile ¢ift tekrarli hiicre saymmi yapilmistir. Hiicre
ekimi yapilacak petrilere besiyeri eklenmistir ve uygun sayida hiicre iceren hiicre

siispansiyonu petrilere ekilerek inkiibatére koyulmustur.

2.2.5. MTT Hiicre Canlilig1 Deneyi

Laduviglusib (CHIR-99021)’in doza ve zamana bagl hiicre canliligina ket vurma
potansiyelinin irdelenmesi MTT testi ile belirlenmistir. HT-29 ve HCT-116 kolorektal
kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara, 1x10* hiicre/kuyu ekildikten sonra gece

boyunca yiizeye yapismalar1 beklenmistir. Hiicreler 1-100 uM Laduviglusib (CHIR-
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99021) ile muamele edildikten 24-48 saat sonra MTT tetrazolyum tuzu ile yaklasik olarak
4 saat inkiibasyona birakilan Orneklerdeki kesilmis hale gelen formazan bilesikleri
uygulama sonrasi canli hiicrelerin hiicre ylizeyinde birikmistir, 4 saatin sonunda besiyeri
atilmistir ve her kuyucuga 100 pL DMSO eklenmistir ve 15 dakika karanlikta
bekletilmistir. inkiibasyon sonras1 Cytation™ 3 cihazinda 570 nm’de spektrofotometrik
okuma yapilmistir ve ila¢ uygulanmamis kontrol Orneklere oranlama yapilarak
Laduviglusib (CHIR-99021)’in hiicre canlilig1 iizerine etkisi belirlenmistir. Her bir deney
en az 3 tekrarli ve iki ayri hiicre kiiltiirii petrisinde gergeklestirilmistir. Belirlenen
Laduviglusib (CHIR-99021) dozu ve zamami diger c¢alismalarin yiiriitilmesinde

kullanilmak tizere belirlenmistir.
2.2.6. In Vitro Hiicre Sagkalim Deneyi

Laduviglusib (CHIR-99021)’in doza ve zamana bagh hiicre sagkalim
kapasitelerine etkisinin irdelenmesi Tripan Boyamasi ile yapilmistir. MTT ile tespit edilen
Laduviglusib (CHIR-99021) dozunun 24, 48 ve 72 saatte HT-29 ve HCT-116 kolorektal
kanseri hiicrelerinin boliinmeleri iizerine etkileri incelenmistir. HT-29 ve HCT-116
kolorektal kanseri hiicreleri 6 kuyulu petriye 2-5x10* hiicre/kuyu ekilmistir. Bir gece
hiicrelerin petride yapismasi beklenilmistir ve 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasi yapilmistir ve 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Ilag uygulama saatleri
tamamlandiginda hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve 1200 rpm 5 dakika boyunca santrifiij
yapilmistir. Santrifiij isleminin ardindan petriden slipernatant atilip 1 mL taze besiyeri ile
stispanse edilmistir. Ependorf tiipline 10 pL hiicre ve 10 pL tripan mavisi eklenmistir ve
homojenize edilmistir. Boyali hiicrelerden 10 pL alinmistir ve hemositometrede canli

hiicreler sayilmistir.
2.2.7. Koloni Olusturma Potansiyeli Deneyi

Hiicrelerin koloni olusturma potansiyellerinin incelenmesi koloni boyama
yontemiyle yapilmistir. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri 6 kuyucuk
petriye 500 hiicre/kuyu ekilmistir. Hiicrelerin bir gece boyu yapismasi beklenmistir.
Hiicreler kontrol edildikten sonra hiicrelere 15 puM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamas1 yapilmistir ve sonra petri 24 saat inkiibasyona birakilmistir. lag

uygulamasinin 24 saati tamamlandiginda petrideki kuyularin medyalar taze medya ile
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degistirilmistir ve her 3 gilinde bir medya degisimi yapilarak 7 giin hiicrelerin koloni
olusturmasi beklenmistir. Koloni olusumu gézlemlendikten sonra petride olusan koloniler
kristal viyole ile boyanmistir. 7 giiniin sonunda petri kuyularindaki medyalar atilmig ve
her kuyu 2 kez 1X PBS ile nazik¢e yikanmistir. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in her kuyuya 1
mL -20°C’de metanol (%100) koyulmustur ve 10 dakika -20°C’de bekletilmistir.
Fiksasyon siiresi tamamlandiginda kuyulardaki metanol atilmistir ve her kuyuya 1 mL
%0,5 Kristal Viyole koyularak oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Boyama siiresi
tamamlandiginda kuyulardaki kristal viyole atilmistir ve her kuyu 2 kez distile su ile
yikanmistir. Kuyulardaki boya kalintilart yikandiktan sonra petri kurumaya birakilmistir.

Boyanan kolonilerin fotograflari ¢ekilmistir.
2.2.8. Yara Kapanma Deneyi

Hiicrelerin yara iyilestirme aktivitesi yara kapanma deneyi ile gergeklestirilmistir.
HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu petriye 3x10° hiicre/kuyu
ekilmistir ve hiicrelerin bir gece hiicrelerin yapigmasi i¢in beklenmistir. Hiicrelerin
yapisma durumu kontrol edildikten sonra kuyulardaki hiicre yiizeyinde 10’luk pipet
ucuyla dikey bir sekilde yaralar olusturulmustur. Yaralar olusturulduktan sonra
kuyulardaki besiyerleri atilmistir. Her kuyu 1X PBS ile yikanmistir ve hiicrelere 15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamas1 yapilarak 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ilag uygulamasinin 0, 24, 48 ve 72. saatleri tamamlandiginda olusturulan
yaralarin goriintiileri Olympus CKX41 mikroskobu ile alinmistir. Yaralarin zamana bagh

olarak boyutlar1 ve alanlar1 ImageJ programi ile hesaplanmastir.
2.2.9. Floresan Boyamalar:

Laduviglusib (CHIR-99021)’in doza ve zamana bagli hiicre 6limii ve canlilifi

tizerine etkisi floresan boyama ile irdelenmistir.

2.2.9.1. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DIOC6) Boyama

Laduviglusib (CHIR-99021)’in saglikli hiicrelerdeki mitokondriyal membran
potansiyeli iizerine etkisini incelemek ilizere HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri
hiicreleri 96 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin bir

gece boyu yapismasi beklenmistir. Hiicreler kontrol edildikten sonra hiicrelere 15 uM
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Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi yapilmistir ve petri 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Ilag uygulamasmin 24 saati tamamlandiginda hiicreler 0,25 pM DiOC6
iceren serumsuz besiyeri ile 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
tamamlandiginda hiicrelerin Cytation3 (BioTek) cihazinda yesil filtrede eksitasyon 488

nm ve emisyon 525 nm’de floresan goriintiileri alinmustir.

2.2.9.2. 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

Laduviglusib (CHIR-99021)’in hiicre 6liimii ve niiklear kondenzasyon iizerine
etkisini incelemek tizere HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu
petriye 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin bir gece boyu yapismasi
beklenmistir. Hiicreler kontrol edildikten sonra hiicrelere 15 pM Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamas: yapilmistir ve petri 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ilag
uygulamasinin 24 saati tamamlandiginda hiicrelere 0,5 mg/mL DAPI boyas1 (Ana Stok:
5 mg/ml) igeren serumsuz besiyeri ile 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
tamamlandiginda hiicrelerin Cytation3 cihazinda DAPI filtresinde eksitasyon ve emisyon

strastyla 377 nm ve 447 nm’de floresan goriintiileri alinmistir.

2.2.9.3. Akridin Turuncusu (AO) Boyama

Laduviglusib (CHIR-99021)’in asidik vezikiiler organel birikimi ile otofajik
aktivite iizerine etkisini incelemek lizere HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri
96 kuyucuklu petriye 1 x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir ve hiicrelerin bir gece
boyu yapigmast beklenmistir. Hiicreler kontrol edildikten sonra hiicrelere 15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi yapilmistir ve petri 24 saat inkiibasyona
birakilmstir. Ilag uygulamasimin 24 saati tamamlandiginda hiicreler 1 uL %0,5 Glasiyel
Asetik Asit iceren Akridin Turuncusu igeren serumsuz besiyeri ile 15 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon tamamlandiginda Cytation3 cihazinda Texas Red filtresinde

eksitasyon ve emisyon sirastyla 586 nm ve 647 nm’de floresan goriintiileri alinmistir.

2.2.9.4. MitoTracker Red CMXRos Boyama

Hiicrelerdeki mitokondriyal kiitleyi ve oksidatif aktiviteyi incelemek i¢cin HCT-116
kolorektal kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde
ekilmistir ve hiicrelerin bir gece boyu yapismasi beklenmistir. Hiicreler kontrol edildikten

sonra hiicrelere 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamas1 yapilmistir ve petri 24
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saat inkiibasyona brrakilmistir. ilag uygulamasinin 24 saati tamamlandiginda hiicreler
IXPBS ile yikanmistir ve 1:1000 oraninda serumsuz besiyerinde seyreltilmis 500 pL
MitoTracker™ Red CMXRos boyasi ile boyanmistir. Daha sonra hiicreler 37°C’de 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan canli hiicrelerin hiicre ici
mitokondriyal kiitlesi ve oksidatif aktivitesi gozlemlenmistir. Hiicrelerin fotograflari,
ZOE floresan mikroskobu kullanilarak eksitasyon ve emisyon sirasiyla 579 nm ve 599

nm’de floresan goriintiileri alinmistur.

2.2.9.5. 2', 7'-Diklorodihidrofloresein Diasetat (CM-H2DCFDA) Boyama

Reaktif oksijen tiirlerinin tespiti icin HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri 96
kuyucuklu petriye 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir ve hiicrelerin bir gece boyu
yapigmasi beklenmistir. Hiicreler kontrol edildikten sonra hiicrelere 15 pM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamas: yapilmistir ve petri 24 saat inkiibasyona birakilmustir. ilag
uygulamasinin 24 saati tamamlandiginda hiicreler 1XPBS ile yikanmigtir ve 1:1000
oraninda serumsuz besiyerinde seyreltilmis CM-H2DCFDA ile boyanmistir. Daha sonra
hiicreler 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon tamamlandiginda
ZOE floresan mikroskobu kullanilarak eksitasyon ve emisyon sirasiyla 495 nm ve 529

nm’de floresan goriintiileri alinmigtir.

2.2.10. Memeli Hiicrelerinden Total Protein izolasyonu

HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinden protein izolasyonu igin hiicreler 1x10°
hiicre/petri olacak sekilde 60 mm hiicre kiiltiirii kaplarina ekilerek 37 °C %5 CO» ortamda
memeli hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde bir gece yapismistir. Hiicrelere 15 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) 24 saat uygulanmistir. Ayrica ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerde es
zamanl deney planina katilmistir. 24 saat ilag uygulamasini takiben hiicreler 1X PBS ile
yikanmistir. Ardindan tekrar 1X PBS ile petri ylizeyinde yapisik olan hiicreler hiicre
kaziyici ile kazinmistir. Eppendorflarda toplanan hiicreler 1X PBS ile yikanmistir ve 100-
150 pL (hiicre yogunluguna bagl olarak) Memeli Hiicresi Lizis Tamponu (M-PER) ile
re-siispanse edilerek 20 dakika boyunca oda sicakliginda bulunan c¢alkalayicida
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi yaklasik 20 dakika 16.000 x g ve +4°C’de
santrifiij edilmistir ve siipernatant “total protein lizat1” olmak iizere steril tiiplerde -

20°C’de saklanmustur.
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2.2.11. Bradford Protein Miktar Tayini

flag ve kontrol grubu hiicrelerinden izole edilen proteinlerin toplam miktarlarin
belirlemek amaciyla Bradford tayini yapilmistir. 2 mg/mL ana stok BSA 1X PBS i¢inde
hazirlanmistir. Hazirlanan BSA’dan artan miktarlarda (150 -1000 pg/mL) standart egri
hazirlanmak i¢in 96-kuyucuklu mikroplakaya eklenmistir. Ayrica konsantrasyonu tayin
edilmek iizere her bir 6rnekten 1 pL alinmistir ve 96 kuyucuklu plakaya etiket sirasiyla
eklenmistir. Biitiin kuyucuklara 200 pL Bradford Soliisyonu 1X Bradford ayiract
koyulmusturve karanlik ortamda 5 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilmistir, ardindan
spektrofotmetrede 595 nm’de Olglim alinmistir. BSA 6rnekleri tayini ile elde edilen
konsantrasyon ve absorbans degerleri kullanilarak bir grafik olusturulmustur ve grafige
ait standart egri elde edilmistir. Hazirlanan standart egrinin denklemi yardimiyla ilag ve

kontrol grubu 6rneklerinin protein konsantrasyonlari belirlenmistir.

2.2.12. immiinoblotlama Yoéntemi

2.2.12.1. SDS Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

Bradford protein miktar tayini aracilifiyla hesaplanan konsantrasyonlardaki ilag
uygulanmamig HCT-116 hiicre oziitleri ve 15 puM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulanmis HCT-116 hiicre lizatlar1 Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile yiiriitilmiistiir.
Yiiriitme jeli (%12) hazirlanmistir ve 1 mm aralikli iki cam arasina dokiilmiistiir ve jel
ylizeyini korumak amaciyla izopropil alkol koyulmustur. Yiirlitme jelinin
polimerizasyonu ile donmasi tamamlaninca arta kalan izopropil alkol ise filtre kagidi
yardimiyla uzaklastirilmistir. Ardindan ytikleme jeli (%4) hazirlanmistir ve polimerlesmis
yuriitme jelinin istiine eklenmistir. Uygun kalinliktaki taraklar iki cam arasi
oturtulmustur ve yiikleme jelinin de polimerlesmesi beklenilmistir. Yiiriitme ve yiikleme

jeli igerikleri Tablo 2.4’te verilmistir.
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Tablo 2.4. Poliakrilamid Jel Igerikleri (%4 ve %12)

Yiikleme Jeli (%4) Yiiriitme Jeli (%12)

dH>O (distile su) 1,5 mL 3,5 mL

1,5 M Tris-HCI - 2,6 mL
pH: 8,8

0,5 M Tris-HC1 0,625 mL -

pH: 6,8

SDS (%10) 0,02 mL 0,1 mL

Akrilamid/Bis-Akrilamid 0,4 mL 4 mL

(%30)

APS (%10) 0,05 mL 0,08 mL

TEMED 0,005 mL 0,01 mL

2.2.12.2. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi ve Jele Yiiklenmesi

Bradford protein miktar tayini ile belirlenmis 6rnek konsantrasyonlar1 ve 30-50 pg
protein 0rnegi Laemmli (4X) tamponu ile oran1 3:1 olacak sekilde karistirilmistir ve
yaklasik 5-6 dakika boyunca 95°C inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan jeller, 1X SDS-
PAGE Yiiriitme Tamponu eklenen Invitrogen Tank sistemine yerlestirilmis, taraklar nazik
bir sekilde dikey elektroforez sisteminden ¢ikartilarak, kuyucuklar 1X SDS-PAGE
Yiiriitme Tamponu ile yikanmigstir. Laemmli Yiikleme tamponu ile hazirlanan 6rnekler ilk
kuyucuga Pre-Stain Protein belirteci, kalan kuyucuklara da sirasiyla Ornekler

koyulmustur. Ornek yiikleme isleminin ardindan jel 70-80 Volt’ta yiiriitiilmiistiir.

2.2.12.3. Protein Orneklerinin Membran Transferi

Jel yiirlitmenin ardindan camlar ticari firmanin ayiract yardimi ile birbirinden
ayrilmis ve yiikleme jeli atilmistir. Yiiriitme jeli ilk olarak distile su ig¢ine sonra transfer
tamponu i¢ine koyulmustur. 0.22 pm PVDF malzemeli membran dnce metanol igerisinde
45 saniye-1 dakika arasinda etkin hale getirilmistir ve sonrasinda 6nce distile su sonra 1X
transfer tamponu igerisine aktarilmistir. Uygun boyuttaki kaba filtre kagitlar1 ve
kullanilacak stingerler de transfer tamponuna alinmistir ve 1slak olmalar1 saglanmistir.

Transfer agamas1 sirastyla sandvi¢ kalibr ile ilk siinger, filtre kagidi, PVDF membran,
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yiiriitme jeli, filtre kagidi, son siinger olarak olusturulmustur ve sandvig¢ kalibi transfer
tanki icerisine yerlestirilmistir. Tank igerisinde yaklasik olarak 500 mL 1X transfer
tamponu koyulmustur ve jeldeki ornekleri membrana transfer etmek tlizere 20 Volt’ta
ortalama 1 saat birakilmistir. Jeldeki 6rneklerin transferi tamamlaninca PVDF membran
bloklamak tizere yagsiz siit (%5 sit 1:1000 / 1X TBS-Tween) bulunan falkona
koyulmustur oda sicakligi kosullarinda 40 dakika inkiibasyona birakilmistir.

2.2.12.4. Membrana Antikor Uygulamasi ve Goriintii Alma

Calisma dahilinde kullanacak olan Primer antikor ¢esitleri 1:1000 ve sekonder
antikor ¢esitleri 1:3000 olacak sekilde %5 bloklama siit i¢inde hazir hale getirilmistir.
Transfer edilmis proteinleri bulunduran membran bloklama sonrasi primer antikor
cesitleri ile bir gece +4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Primer antikor uygulamasinin
ardindan membrana 3 x 15 dakika TBS-Tween yikamas1 yapilmistir ve primer antikor
¢esidine uyumlu HRP-bagl sekonder antikor igeren bloklama siitiine koyulmustur ve bir
gece +4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Sekonder antikor inkiibasyonu tamamlandiktan
sonra 3 x 15 dakika TBS-Tween yikamas1 yapilmistir. Membran goriintiilerini almak
amaciyla kemiluminesans ¢ozeltiler olan A tamponu ve B tamponu oranlar1 1:1 olacak
sekilde karistirildiktan sonra 4-5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
PVDF membranlar A-B tampon ¢6zelti karisimina koyulmustur ve CCD kamera ve/veya
Proxima cihaz1 ile karanlik ortamda goriintii alinmistir. Goriintiileme tamponlarinin

igerikleri Tablo 2.5°te verilmistir.

Tablo 2.5. Kemiluminesans Goriintiileme Tamponlari (A ve B) Igerikleri

A-tampon B-tampon
dH>O (distile su) 9 mL 9mL
Luminol 0,15 mL -
Kumarik Asit 0,075 mL -
Tris baz (p:8,5) I mL 1 mL
H>0O> (Hidrojen peroksit) - 0,015 mL
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2.2.13. Istatiksel Analiz

Deney tekrarlari ti¢c kez yapilmistir ve istatiksel ortalamalart hesaplanmistir. Deney
sonuglar1 istatiksel analiz kapsaminda GraphPad Prism v10.1.2 araciligiyla
degerlendirilmistir. Istatiksel farkliliklar igin Two-way ANOVA Tukey coklu
karsilastirma testi kullanilmistir (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Hiicre Hattinda Hiicre

Canhlig1 Uzerine Doza ve Zamana Bagh Etkisinin Gosterilmesi

Laduviglusib (CHIR-99021)’in HT-29 kolorektal kanseri hiicrelerinin canlilig1
tizerine doza ve zamana bagli etkisi MTT hiicre canlilig1 testi ile gosterilmistir. MTT testi
sonucuna gore 24 saat 1 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ila¢ uygulanmamis kontrole
oranla HT-29 hiicrelerinin canliligina %12,4 (*p:0,045), 48 saat 1 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) ila¢ uygulamasimin da hiicre canliligina %15,5 oraninda ket vurdugu
gorlilmiistiir (****p<0,0001). 24 saat 2,5 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ilag
uygulanmamis kontrole oranla HT-29 hiicrelerinin canliligina %16,1 (*p:0,022), 48 saat
2,5 uM ilag uygulamasinin ise hiicre canliligina %25,5 oraninda ket vurdugu goriilmiistiir
(**p:0,004). 24 saat 5 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ila¢ uygulanmamis kontrole
oranla HT-29 hiicrelerinin canliligina %22,5 (***p:0,009), 48 saat 5 uM ilag
uygulamasinin ise %24,5 oraninda ket vurdugu goriilmiistiir (**p:0,005). 24 saat 10 uM
Laduviglusib (CHIR-99021)’in ila¢ uygulanmamis kontrole oranla HT-29 hiicrelerinin
canliligina %25,9 (*p:0,017), 48 saat 10 pM ilag uygulamasinin ise %?25,3 oraninda ket
vurdugu goriilmiistiir (*p:0,021). 24 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ilag
uygulanmamis kontrole oranla HT-29 hiicrelerinin canliligina %33,5 (*p:0,015), 48 saat
15 uM ilag uygulamasinin ise %37 oraninda ket vurdugu goriilmiistiir (*p:0,024). 24 saat
20 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ilag uygulanmamis kontrole oranla HT-29
hiicrelerinin canliligina %49,1 (****p<0,0001), 48 saat 20 uM ila¢ uygulamasinin ise
%38,5 oraninda ket vurdugu gorilmiistiir (*p:0,017) (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 hiicre hattinda hiicre canlilif1 iizerine
doza ve zamana bagl etkisinin gosterilmesi. Sitotoksik yanitlart degerlendirmek icin 0,
1,2,5,5,10, 15 ve 20 uM Laduviglusib (CHIR-99021) ile 24 ve 48 saat boyunca
muamele edilen HT-29 hiicrelerinin karsilastirmalit MTT hiicre canlilig1 analizi.

Stitunlar, en az bes tekrara sahip li¢ bagimsiz deneyin ortalama + Std. sapmasini temsil

eder (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

Laduviglusib (CHIR-99021)’in HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerinin canlilig1
tizerine doza ve zamana bagli etkisi MTT bagil hiicre canliligi testi ile gosterilmisti. MTT
testi sonucuna gore 24 saat 1 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ila¢ uygulanmamis
kontrole oranla HCT-116 hiicrelerinin canliligina %11,8 (****p<0,0001), 48 saat 1 uM
Laduviglusib (CHIR-99021) ilag¢ uygulamasinin da hiicre canliligina %9,2 oraninda ket
vurdugu goriilmiistiir (**p:0,009). 24 saat 2,5 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ilag
uygulanmamis kontrole oranla HCT-116 hiicrelerinin canliligina %16,6 (**p:0,005), 48
saat 2,5 uM ila¢ uygulamasinin ise hiicre canliligina %15,5 oraninda ket vurdugu
gorlilmiistiir (ns: p>0,01). 24 saat 5 pM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ilag
uygulanmamis kontrole oranla HCT-116 hiicrelerinin canliligina %22,3 (*p:0,012), 48
saat 5 uM ila¢ uygulamasinin ise %22,2 oraninda ket vurdugu goriilmiistiir (*p:0,043).
24 saat 10 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ila¢ uygulanmamis kontrole oranla HCT-
116 hiicrelerinin canliligina %25,2 (****p<0,0001), 48 saat 10 uM ila¢ uygulamasinin
ise %29,1 oraninda ket vurdugu gorilmistir (****p<0,0001). 24 saat 15 pM
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Laduviglusib (CHIR-99021)’in ilag uygulanmamis kontrole oranla HCT-116 hiicrelerinin
canliligina %30,3 (****p<0,0001), 48 saat 15 uM ilag uygulamasinin ise %32,1 oraninda
ket vurdugu goriilmiistiir (**p:0,005). 24 saat 20 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in ilag
uygulanmamis kontrole oranla HCT-116 hiicrelerinin canliligina %35,9 (**p:0,009), 48
saat 20 puM ilag uygulamasinin ise %34,5 oraninda ket vurdugu goriilmiistiir
(****p<0,0001) (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HCT-116 hiicre hattinda hiicre canlilig1
iizerine doza ve zamana bagl etkisinin gosterilmesi. Sitotoksik yanitlar1 degerlendirmek
icin 0, 1, 2,5, 5, 10, 15 ve 20 uM Laduviglusib (CHIR-99021) ile 24 ve 48 saat boyunca

muamele edilen HCT-116 hiicrelerinin karsilastirmali MTT hiicre canlilig1 analizi.

Stitunlar, en az bes tekrara sahip ii¢ bagimsiz deneyin ortalama + Std. sapmasini temsil

eder (ns:p>0,05, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

Literatiirde Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin HT-29 ve HCT-116
kolorektal kanseri hiicrelerinin canlilig1 {izerine doza ve zamana bagl etkisine ait
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicre
hatlarinda gergeklestirilen zamana ve doza bagl Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi
sonucunda bagil hiicre canliliginin her iki hiicre hattinda artan doza bagli anlaml bir
sekilde azaldig1 goriilmektedir. MTT testi sonucuna gore HCT-116 hiicre hatt1 ile HT-29
hiicre hatt1 karsilastirildiginda HCT-116 hiicre hattinda daha direngli bir sitotoksik yanit
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tespit edilmistir. Bunun sebebi olarak HT-29 kolorektal kanseri hiicrelerinin p53
mutasyonu tagimasi ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerinin dogal tip p53 ve
Mikrosatelit kararsizli1 tasimasi oldugu diisiiniilmektedir (Yao ve ark., 2005). Her iki
hiicre hattinda da hiicre canliligina ket vurmada 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasinin 24 ve 48 saatte kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farkinin bulunmadigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar kapsaminda 24 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasi sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere secilmistir.

GSK-3 aktivitesinin onkogenezi baskiladig1 ve oral, karaciger ve akciger dahil
olmak iizere kanser tiirlerinde siklikla inaktive edildigi gesitli ¢aligmalarla ortaya
konulmustur (Schatoff ve ark., 2017). Yang ve arkadaglarinin 2024 yilinda glioma
hiicreleri ilizerinde yaptig1r bir calismada B-katenin stimiilatorii olarak Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasinin WNT/ [B-katenin sinyal yolagii aktive ettigini ve
transmembran protein 64 (TMEM64) ile susturulmus A172 ve T98G hiicre hatlarinda
gliomanin malign fenotipini ve agresyonunu inhibe ettigini bildirmistir. Ayrica
Laduviglusib (CHIR-99021)’in erken ve ge¢ apoptotik hiicreler oraninda TMEMG64
susturulmasina bagl artis1 etkili bir sekilde engelledigini de ortaya koymustur (Yang ve
ark., 2024). Laduviglusib (CHIR-99021)’in ¢esitli kanser hiicrelerinde kombine olarak
kullanim1 yaygin olarak yapilmaktadir. Doza ve zamana bagli kombine tedavi
caligmalarda ¢esitli dozlarda kullanilan Laduviglusib (CHIR-99021)’in GSK-3f
inhibisyonu ele alinmaktadir. Akciger hiicreleri ile olusturulan tiimor sferoid modellerde
GSK-3pB inhibitorii olarak kullanilan Laduviglusib (CHIR-99021)’in akciger kanseri
hiicre hatlarinda kemoterapotik bir ajan olan Gefitinib ile kombinasyon halinde
kullanildiginda belirgin bir sekilde proliferasyonu azalttig1 ve akciger kanseri tedavisinde
umut edici bir etkiye sahip oldugu Kim ve arkadaslari tarafindan 2019 yilinda yapilan bir
calismada ortaya konulmustur. Calisma sonucunda 1 ve 2 uM Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamasinin kombine kullaniminin akciger tiimoér modellerinde basarili bir etki
gosterdigi goriilmektedir (Kim ve ark., 2019). GSK-3f inhibisyonu, kanonik WNT/B-
katenin yolag1 ile iligkilidir ve inhibisyon sonucu hiicrelerin hayatta kalma
mekanizmalarinin engellendigi bilinmektedir. Kanser hiicrelerinde GSK-3f inhibisyonu
hiicre canlilig1 ve proliferasyonu lizerinde baskilayict bir etki yaratmaktadir (Law ve
Zheng, 2022). Yapilan baska bir calismada ise Cisplatin ile Laduviglusib (CHIR-

99021)’in yumurtalik kanseri hiicrelerinde kombine olarak kullaniminin hiicre canliligini

46



azaltma agisindan daha basarili oldugu bildirilmistir (Huang ve ark., 2016). GSK-3f
inhibisyonun WNT/B-katenin yolagt ile baglantili oldugu bilinmektedir. GSK-3f3
inhibisyonu ile WNT/B-katenin yolag1 arasindaki iliskiyi incelemek iizere nadir olarak
karsilagilan bir tiir olan epitelyal sarkoma hiicrelerinde Russi ve arkadaslarinin 2021
yilinda yaptiklari calismada GSK-3f inhibisyonunda doza ve zamana bagli Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasi yapilmistir. Hiicre canlilig1 deneyi olan sonucunda belirlenen
24 ve 48 saat 50 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulanan yumusak doku sarkoma
hiicrelerinde hiicre canliligina ket vurma sirasiyla %30 ve %60 olarak tespit edilmistir ve
hiicre dongiisiiniin tutulmasi, hiicre proliferasyonunda azalma, mitotik katastrofi (MC) ve
otofajik aktivitede artis gozlemlenmistir (Russi ve ark., 2021). Laduviglusib (CHIR-
99021)’in ¢esitli kanserlerde tek basina kullaniminin da kanser hiicrelerinin karakterini

baskiladig diistiniilmektedir.

3.2. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre

Hatlarinda In Vitro Hiicre Sagkalim Uzerine Zamana Bagh Etkisinin Gosterilmesi

MTT bagil hiicre canlilig1 testine gore belirlenen 15 uM Laduviglusib (CHIR-
99021)’in HT-29 kolorektal kanseri hiicrelerinde in vitro hiicre sagkalimi deneyi
gergeklestirilmistir. 50x10° hiicre/kuyucuk olarak ekilen HT-29 kolorektal kanseri
hiicreleri 24, 48 ve 72 saatte ilag uygulanmamis kontrol grubunda sirasiyla 70x10°,
179,7x10° ve 211,3x10° hiicre sayisina ulasmistir. 50x10° olarak ekilen HT-29 kolorektal
kansert hiicreleri 24, 48 ve 72 saatte 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulanmis ilag
grubunda sirastyla 51,3x10%, 38x10% ve 46x10° hiicre say1sina ulasmistir (24 saat igin **p:
0,0016, 48 saat icin ***p:0,0006, 72 saat i¢in ****p<(0,0001 bulunmustur.). HT-29
kolorektal kanseri hiicrelerinde hiicre sagkalimi deneyi sonucunda 15 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasimnin 24 ve 48 saatte hiicre proliferasyonuna ket vurmada

sitostatik ve 72 saatte sitosidal etki gosterdigi sonucuna ulagilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3. 3. HT-29 hiicre hattinda in vitro hiicre sagkalim deneyi. Hiicrelere 0, 24, 48 ve
72 saat boyunca 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulanmistir. ilag uygulama
stiresi sonunda canli hiicreler sayilmistir. Deney sonuglar {i¢ tekrarli uygulamanin

ortalamasi olarak verilmistir (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

MTT hiicre canlilig1 testine gore belirlenen 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in
HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerinde hiicre sagkalimi deneyi gerceklestirilmistir.
20x10° hiicre/kuyucuk olarak ekilen HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri 24, 48 ve 72
saatte ila¢ uygulanmamis kontrol grubunda sirasiyla 31,2x10°, 52,4x10° ve 86x10? hiicre
sayisina ulasmustir. 20x10° olarak ekilen HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri 24, 48 ve
72 saatte 15 puM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulanmis ila¢ grubunda sirasiyla
20,3x10%, 27x10° ve 23x10° hiicre sayisina ulasmistir (24 saat i¢in ***p: 0,0003, 48 saat
icin **p:0,0016, 72 saat i¢in ****p<(0,0001 bulunmustur.) HCT-116 kolorektal kanseri
hiicrelerinde hiicre sagkalimi deneyi sonucunda 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasinin 24, 48 ve 72 saatte hiicre proliferasyonuna ket vurmada sitostatik etki

gosterdigi sonucuna ulasilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3. 4. HCT-116 hiicre hattinda in vitro hiicre sagkalim deneyi. Hiicrelere 0, 24, 48
ve 72 saat boyunca 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulanmustir. Ilag uygulama
stiresi sonunda canli hiicreler sayilmistir. Deney sonuglar {i¢ tekrarli uygulamanin

ortalamasi olarak verilmistir (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

Laduviglusib (CHIR-99021)’in HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicre
hatlarinda hiicre sagkalimi iizerine etkisi incelendiginde zamana bagli ila¢ uygulamasinin
kontrol grubuna kiyasla hiicre proliferasyonunu anlamli olarak engelledigi tespit
edilmistir. Her iki hiicre hattinda da 48 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasi sonucu hiicrelerin ¢ogalma direncinin kirildigi goriilmiistiir. Ayrica HCT-116
hiicre hattinin HT-29 hiicre hattina kiyasla hiicre sagkalim yiizdesinin daha yiiksek oldugu
sonucuna ulagilmistir.

Literatiirde hiicre proliferasyonu tizerine etkisini incelemek iizere Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasinin epitelyal sarkoma hiicrelerinde yapilan ¢aligmada 48 saat
50 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin hiicre sayisinda %50 azalmaya neden
oldugu goriilmiistiir. Ayrica Laduviglusib (CHIR99021) ile GSK-3f inhibisyonunun
Mitotik Katastrofi ve otofaji aracili hiicre 6liimiiniin indiiklenmesinde kilit bir role sahip
oldugu da ¢alisma sonucunda s6z konusudur (Russi ve ark., 2021). Vincent ve
arkadaslarinin 2014 yilinda Kiiclik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri hiicrelerinde
(NSCLC) tizerine yaptiklar1 calismada 24, 48 ve 72 saat uygulanan 0, 5 ve 10 uM
Laduviglusib (CHIR99021)’in GSK-3 inhibisyonu {izerine hiicre proliferasyonuna etkisi
arastirilmistir. Calisma sonucunda artan zamana bagli olarak 10 uM Laduviglusib

(CHIR99021) uygulamasmin diger dozlara oranla daha etkili sekilde hiicre
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proliferasyonunu engelledigi bildirilmistir (Vincent ve ark., 2014). Literatiirde yapilan
calismalar dogrultusunda Laduviglusib (CHIR-99021)’in ¢esitli kanser hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunda engelleyici bir etkisi oldugu goriilmektedir. Bu tez calismasinda
HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hatlarinda uygulanan 15 pM Laduviglusib
(CHIR-99021), bahsedilen ¢alismalar ile destekleyici ve paralel bir sagkalim baskilayici
Ozellik gosterdigi tespit edilmistir.

3.3. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre

Hatlarinda Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine Etkisi

HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerinde 15 uM Laduviglusib (CHIR-
99021)’in koloni olusturma potansiyelini incelemek {izere koloniler kristal viyole boyama
teknigi gerceklestirilmistir. 500 hiicre/kuyucuk olarak ekilen her iki hiicre hatt1 da 24 saat
15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulama sonrasi yaklasik 10 giin boyunca koloni
olusumunu gozlemlemek tizere biyiitiilmistiir. HT-29 kolorektal kanseri hiicrelerine 24
saat ilag uygulanmamis kontrol grubunda ve ila¢ uygulanmis grupta sirasiyla 28 ve 7
koloni sayilmistir (****p<0,0001). HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerine 24 saat ilag
uygulanmamig kontrol grubunda ve ilag uygulanmis grupta sirastyla 19 ve 12 koloni
sayillmistir (*p: 0,015) (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).

Koloni olusturma potansiyeli, hiicrelerin belirli bir sayida ve siirede olusturduklar
koloni gruplart ile incelenmektedir. HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerinde
24 saat boyunca yapilan ila¢ uygulamasit sonucunda hiicrelerin koloni olusturma
potansiyellerinde anlamli bir azalma meydana geldigi tespit edilmistir. 24 saat 15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamas1 sonucunda HT-29 hiicre hattinda HCT-116
hiicre hattina gore koloni olusumunun daha etkin sekilde baskilandigi belirlenmistir

(Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
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Sekil 3. 5. HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarinda koloni olusumunun gosterilmesi. Koloni
olusumunu degerlendirmek i¢cin HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerine 24
saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulanmistir. Daha sonra, hiicrelerin
karsilagtirmali koloni olusumu her iki giinde bir besiyeri takviyesiyle 10 giinliik

uygulamadan sonra sayilmistir. Temsili goriintiiler iki bagimsiz kopyadan alinmistir.

HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarinda koloni olusumu deneyi
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Sekil 3. 6. HT-29 ve HCT-116 hiicre hatlarinda koloni olusturma potansiyeli deneyine
bagli olarak koloni sayist grafigi (*p<0,05, ****p<0,0001).
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Koloni olusturma aktivitesinin incelenmesi kapsaminda tekil bir hiicrenin koloni
olusturma yetenegine dayanan in vitro bir hiicre hayatta kalma deneyidir. GSK-3p’nin
hayatta kalma, farklilasma, gelisimde rol oynayan EMT ve benzeri biyokimyasal
siireclerde rol oynadigi goz onlinde bulunduruldugunda 15 pM Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamast ile GSK-3B inhibisyonunun hiicrelerin koloni olusturma
potansiyellerine ket vurdugu goriilmektedir. HCT-116 hiicrelerinin ve HT-29 hiicrelerinin
farkli mutasyon profillerine sahip olmalar1 nedeniyle ila¢ uygulamasma Kkarsi
gosterdikleri hayatta kalma ve sagkalim yanitinin da farklilik gosterdigi diistiniilmektedir.
2024 yilinda A172 ve T98G glioma hiicre hatlarinda yapilmig olan bir ¢aligmada
TMEMO64’in lentiviral siRNA aracili susturulmasi ile Laduviglusib (CHIR-99021)’in
beraber uygulamasinin glioma hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelini azalttigi
gbzlemlenmistir. Calisma ¢iktis1 olarak Laduviglusib (CHIR-99021)’in WNT/B-katenin
aktivatorii olarak kullanilmasi malign 6zellige sahip glioma hiicrelerinin fenotipini
baskilamistir (Yang ve ark., 2024). Endotelyal mezankimal gegisler biyolojik gelisimde
rol alan ve kanser olusumunda anjiyojenez, metastaz ve hiicre proliferasyonunda rol alan
dinamik bir mekanizmadir (Wang ve ark., 2022). Laduviglusib (CHIR-99021)'in EMT
inhibisyonunu ortaya koyan baska bir calisma da 2024 yilinda Song ve arkadaglari
tarafindan direncli hepatoseliiler karsinoma hiicreleri {izerinde ylriitiilmiistiir. Calisma
sonucunda 1 uM Laduviglusib (CHIR-99021)'in Sorafenib ile kombine kullaniminin anti-
kanser etkinligini arttirdigi ve EMT inhibisyonuna bagli olarak hepaseliiler karsinoma
hiicrelerinin gelisimini engelleyen yardimci bir anti-fibrotik aday gosterilebilecegi
bildirilmistir (Song ve ark., 2024). Doku gelisimi ve tamirinde kok hiicre ¢aligmalari
dogrultusunda tekil hiicrelerin doku bazinda gelismesi ve oOzellesmesi {izerine
aragtirmalar bulunmaktadir. Kok hiicre gelisimi ve farklilasmasinda rol oynayan GSK-38
inhibisyonunun kanser kok hiicreleri iizerinde engelleyici bir etkiye sahip oldugu s6z
konusudur (Chen ve ark., 2012). Ishida ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada
indiiklenmis kolon kanser kok hiicrelerinde Laduviglusib (CHIR-99021) kullanimu ile
GSK-3p inhibisyonu saglanmasinin hiicrelerin sferoid koloni olusturma potansiyelini

baskiladig1 gézlemlenmistir (Ishida ve ark., 2017).
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3.4. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre

Hatlarinda Yara lyilestirme Aktivitesi Uzerine Etkisi

Laduviglusib (CHIR-99021)’in HT-29 kolorektal kanseri hiicre hattinda olusturulan
yaralar1 iyilestirme aktivitesi iizerine yara kapanma deneyi gerceklestirilmistir. 3x10°
hiicre/kuyucuk olarak ekilen hiicrelerin plaka yiizeyinde olugturduklari hiicre tabakasinda
pipet ucuyla yaralar agilmistir ve es zamanli olarak ilag¢ grubu ile kontrol grubunda agilan
yaralarin zamana bagli olarak kapanma yiizdeleri incelenmistir. HT-29 hiicre hattinda ilag
uygulanmamis kontrol grubunda 24, 48 ve 72 saatte yara kapanma ytizdeleri sirasiyla
%56,1, %385,3, %91,2 olarak hesaplanmistir. 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulanan HT-29 hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saatte yara kapanma ylizdeleri ise sirasiyla
%41,2 (*p: 0,041), %70,6(*p: 0,035) ve %66,4 (*p:0,012) olarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglara gore 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulanan HT-29 hiicrelerinde
zamana bagli olarak kontrol grubunda olusturulan yaralarin kapanma oranlari artarken,
ila¢c grubunda yara kapanma aktivitesinin anlamli olarak baskilandig1 tespit edilmistir.
Ayrica HT-29 hiicre hattinda 48 saat ila¢ uygulamasinin 24 saatlik ila¢ uygulamasina gore
daha etkili bir sekilde yara kapanma aktivitesini 6énemli dlgiide engelledigi sonucuna

ulagilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3. 7. HT-29 hiicre hattinda yara kapanma aktivitesinin gosterilmesi.15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021)’in farkli zaman araliklarina karst HT-29 kolorektal kanseri
hiicrelerinin yara kapatma kapasitesi iizerindeki etkisini belirlemek i¢in yara kapanma
deneyi yapilmistir. Yara kapanma goriintiileri her 24 saatte bir Olympus CKX41
mikroskobu ile ¢ekilmigtir (0. saat-24. saat-48. saat-72. saat) (*p<0,05).

Laduviglusib (CHIR-99021)’in HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hattinda
olusturulan yaralar1 kapatma aktivitesi iizerine yara kapanma deneyi gerceklestirilmistir.
3x10° hiicre/kuyucuk olarak ekilen hiicrelerin plaka yiizeyinde olusturduklari hiicre
tabakasinda pipet ucuyla yaralar agilmistir ve es zamanl olarak ila¢ grubu ile kontrol
grubunda acilan yaralarin zamana bagl olarak kapanma yiizdeleri incelenmistir. HCT-
116 hiicre hattinda ilag uygulanmamis kontrol grubunda 24, 48 ve 72 saatte yara kapanma
yiizdeleri sirasiyla %50,9, %76,5 ve %93.,4 olarak hesaplanmistir. 15 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulanan HCT-116 hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saatte yara kapanma
yiizdeleri ise sirastyla %46,5 (ns: p>0,05), %52,5 (***p:0,0008) ve %79,4 (**p:0,0067)
olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gére 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)
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uygulanan HCT-116 hiicrelerinde zamana bagli olarak zamana bagli olarak kontrol
grubunda olusturulan yaralarin kapanma oranlar1 artarken ila¢ grubunda yara kapanma
aktivitesinin anlamli olarak baskilandig tespit edilmistir. Ayrica HCT-116 hiicre hattinda
48 ve 72 saat ila¢ uygulamasinin 24 saatlik ila¢ uygulamasina gore daha etkili bir sekilde
yara kapanma aktivitesini engelledigi sonucuna ulasilmistir. 15 uM Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamasinin iki hiicre hattinin yara kapanma aktiviteleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda HCT-116 hiicre hattinin HT-29 hiicre hattina gore yara kapanmada direng

egiliminde oldugu sonucuna ulagilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3. 8. HCT-116 hiicre hattinda yara kapanma aktivitesinin gosterilmesi. 15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021)’in farkli zaman araliklarina karst HT-29 kolorektal kanseri
hiicrelerinin yara kapatma kapasitesi tizerindeki etkisini belirlemek i¢in yara kapanma
deneyi yapilmistir. Yara kapanma goriintiileri her 24 saatte bir Olympus CKX41
mikroskobu ile ¢ekilmistir (0. saat-24. saat-48. saat-72. saat) (**p<0,01, ***p<0,001).
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Yara kapanma deneyi, hiicrelerin plaka ylizeyinde olusturduklar1 iki boyutlu
tabakada olusturulan yaralar1 zamana bagli olarak kapatma potansiyellerini incelemek
lizere yapilmistir. Yara bolgesini kapatmak amaciyla kanser hiicrelerinin ¢ogalarak
bolgeye go¢ etmesi ve hiicre-hiicre etkilesimininde artis s6z konusudur. Bu baglamda HT-
29 ve HCT-116 hiicrelerinin ila¢ uygulanmamis kontrol gruplarinda kapanma oraninin 15
uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasina gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Laduviglusib (CHIR-99021)’in HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde bulunan metastatik ve
go¢ etme Ozelliklerini baskiladigi diistiniilmektedir. GSK-3f’nin hiicre ¢ogalmasi, hiicre
6lumii, hayatta kalma ve metastatik yolaklarda yer aldig1 bilinmektedir (Maurizi ve ark.,
2023). Laduviglusib (CHIR-99021)’in GSK-3f inhibisyonu nedeniyle HT-29 ve HCT-
116 kolorektal kanseri hiicrelerinde olusturulan yaralar1 kapatma aktivitelerinde azalmaya
neden oldugu disiiniilmektedir. Lee ve arkadaslarinin 2021 yilinda Tenon’s fibrozis
hastaliginda fibroblast hiicreleri iizerine yaptiklart bir ¢alismada 10 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasinin 1 uM uygulamaya gore yara kapanma aktivitesini %50
oraninda azalttig1 bildirilmistir. Calismanin odak noktasi olan Transforme Edici Biiylime
Faktorii Beta (TGF-f), GSK-3f yolaginda da yer alan ve hiicrelerdeki metastaz, invazyon,
farklilasma ve hayatta kalma siireglerinde rol olan ve fibrozis disinda kanser gelisiminde
de rol olan bir faktordir. Bu nedenle Laduviglusib (CHIR-99021)’in GSK-3f
inhibisyonunun kanser hiicrelerinin metastatik o6zelliklerini azalttig1 diisiiniilmektedir

(Lee ve ark., 2021).

3.5. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HT-29 ve HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre

Hatlar1 Uzerinde Floresan Boyamalarin Gosterilmesi

Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri
hiicre hattinda programli hiicre 6liimii, niiklear kondenzasyon ve mitokondriyal membran
potansiyeline etkisi DAPI, DiOC6 ve Akridin Turuncusu boyamalar ile incelenmistir.
Her iki hiicre hattinda da 24 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin ilag
uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oranda hiicrenin niiklear
kondenzasyonu sayisinda artisga neden oldugu DAPI boyamasi ile tespit edilmistir.
Otofajik aktiviteyi irdelemek amaciyla yapilan Akridin Turuncusu boyamasi ile HT-29 ve
HCT-116 hiicrelerinde ila¢ uygulamasinin hiicrelerde asidik vezikiiler organeller olan

otofagozomlarin birikiminde artisa neden olarak otofajik aktiviteyi belirgin olarak
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indiikledigi de gdzlemlenmistir. Ayrica 24 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasinin her iki hiicre hattinda da kontrol grubuna kiyasla hiicre enerji
metabolizmasinda goérevli olan mitokondrinin membran potansiyelini belirgin sekilde
azalttig1 tespit edilmistir. Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin her iki hiicre hatti
tizerine etkisi kiyaslandiginda HCT-116 hiicre hattinin HT-29 hiicre hattina gére daha
etkin olarak niiklear kondenzasyona neden oldugu ve mitokondriyal aktivitenin diismesi
izerine daha yiiksek direngte yanit verdigi gézlemlenmektedir. HT-29 kolorektal kanseri
hiicrelerinde otofajik aktivitenin indiiklenmesinin HCT-116 hiicre hattindan daha fazla

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3. 9. HT-29 ve HCT-116 hiicre hattinda hiicre 6liimii iizerine etkisinin floresan
boyamalar ile gosterilmesi. HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde 24 saat 15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi sonucu DAPI ile ¢ekirdegin floresan sinyalleri,
DiOC6 ile canli hiicrelerin mitokondrileri ve akridin turuncusu ile otofagozom

birikiminin floresan 1s1malarinin tespiti (Olgek Cubugu=100 um, 20X).
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HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hattinin sahip oldugu mutasyon profili nedeniyle
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasina daha direngli oldugu siire¢ icerisinde yapilan
caligmalarla tespit edilmistir. Bunun iizerine 24 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in
HCT-116 hiicrelerinde Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olusumu H2DCFDA floresan
boyama ile ve hiicre i¢i mitokondriyal yogunluga etkisi MitoTracker boyama ile
irdelenmistir. HCT-116 hiicrelerine Laduviglusib (CHIR-99021)’in ila¢ uygulanmayan
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oranda ROS olusumunu tetikledigi ve hiicrelerde
mitokondriyal aktiviteyi belirgin sekilde azalttig1 sonucuna ulasilmistir. Buna ek olarak ilag
uygulamasinin HCT-116 hiicrelerinde hiicre i¢i 61 hiicre sayisini arttirdigi Mitotracker ve

DAPI goriintiilerinin birlestirilmesi sonucu tespit edilmistir. (Sekil 3.10).

HCT-116 (24 saat)

Isik Mikroskobu  H2DCFDA Mitotracker

Kontrol

15uM
Laduviglusib

Sekil 3. 10. HCT-116 hiicre hattinda mitokondriyal aktivitenin floresan boyamalar ile
gosterilmesi. HCT-116 hiicrelerinde Mitotracker ile mitokondriyal degisiklikleri, DAPI
ile ¢ekirdegin floresan sinyalleri, H2DCFDA ile hiicre i¢i ROS miktarinin floresan
1stmalarinin tespiti. Hiicrelere 24 saat boyunca 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulanmstir (Olgek Cubugu=100 pum, 20X).

Hiicre gelisiminde rol alan GSK-3 inhibisyonunun hiicre canliligi, hiicre 6liimii ve
hiicresel yapilarin aktivitesini gdstermek amaciyla yapilan floresan boyamalar ile
gosterilmistir ve ilag uygulamasinin HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerindeki
etkileri incelenmistir. 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)’in 24 saat uyulamasinin
hiicrelerdeki enerji metabolizmasini etkiledigi, otofajik 6liimii indiikledigi ve hiicre i¢i
ROS olusumunu arttirdigt sonucuna ulagilmigti. 2015 yilinda Marchand ve
arkadaslarinin pankreas kanseri hiicrelerinde yaptiklart ¢alismada 24 saat 5 pM

Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin hiicrelerde otofajik vezikiil olusumunu
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arttiri@1 floresan boyamalar ile gosterilmistir. Hiicre i¢cindeki otofagozom olusumlari ve
GSK-3 inhibisyonunun otofajiyi indiikledigi bildirilmistir (Marchand ve ark., 2015).
Farkli1 floresan boyamalarla hiicresel aktivite ve hiicre 6liimii de incelenebilmektedir. Li
ve arkadaslariin akciger kanseri lizerine yaptiklari ¢calismada 24 saat 5 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasinin akciger kanseri hiicrelerinde apoptotik 6liimii indiikledigi

immiinofloresan boyamalar ile gosterilmistir (Li ve ark., 2013).

3.6. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre Hatlarinda

Apoptotik Oliim Uzerine Etkisinin Immiinoblotlama ile Gosterilmesi

24 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin HCT-116 kolorektal
kanseri hiicreleri tizerine apoptotik etkisinin modellenmesi i¢in immunoblotlama ydntemi
gerceklestirilmistir. Immunoblotlama sonuglarina goére 24 saat 15 pM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasinin HCT-116 hiicreleri iizerinde hiicre 6liimii diizenleyici
proteinlerden biri olan ve anti-apoptotik Bcl-2 anlatimini ilag uygulanmamis kontrol
hiicrelerine kiyasla protein anlatimimi baskiladigi tespit edilmistir. Ayrica 15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin 24 saat i¢inde ilag uygulanmamis kontrol
hiicrelerine kiyasla Mcl-1 anlatimini ¢ok daha etkin bir sekilde protein seviyesinde
baskiladigr immunoblotlama sonucuna gore belirlenmistir. Ancak 15 pM Laduviglusib
(CHIR-99021)’in anti-apoptotik proteinlerden bir digeri olan Bcl-xL anlatimi iizerine
etkin bir baskilama tespit edilememistir. 24 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasinin HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri izerinde apoptoz siirecinde aktif rol
alan ve endoproteaz gorevi gorerek hiicre i¢i yapilarin degredasyonunda gorevli
proteinler olan pro-kaspaz-9, pro-kaspaz-3 anlatimimi ila¢ uygulanmamis kontrol
hiicrelerine kiyasla anlatiminda olarak baskilandigi belirlenmistir. Bu sonuglar ile
parallellik gostererek apoptozda hiicre i¢i yapilarin yikiminda rol alan bir diger
endoproteaz olan kaspaz-7 kesiliminin Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamas: ile 24
saat zaman zarfinda etkin sekilde 2,17 kat arttig1 tespit edilmistir. Ayrica 24 saat 15 uM
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi ile DNA hasar tamiri, programl1 hiicre 6liimii ve
genomik stabilite mekanizmalarinda rol alan PARP kesiliminin kontrol hiicrelerine

kiyasla etkin sekilde 2,91 kat arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3. 11. Laduviglusib (CHIR-99021) 'in HCT-116 hiicrelerinde apoptotik sinyal
yolaklarina etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi. %10-12 SDS-PAGE jele 30 pg
ila¢ uygulanmis ve uygulanmamais protein yliklenmis, anti-apoptotik proteinler (Bcl-2,

Bcl-xL), Mcl-1, kaspazlar (kaspaz-7, kaspaz-9 ve kaspaz-3) ve PARP 6zgii primer

antikor uygulamasi primer antikorlara 6zgili sekonder antikor uygulamasini takiben,

kemiluminesans goriintii CCD kamera aracili tespit edilmistir. pB-aktin ylikleme
kontrolii olarak kullanilmistir. Image J programu ile bant yogunluklari belirlenmis ve

hedef proteinler B-aktine normalize edilerek verilmistir.

60



Hiicresel gelisimde kritik bir éneme sahip olan programli hiicre 6liimii, hiicre
kaderinin belirlenmesinde ve hiicre i¢i homeostazinin saglanmasinda goérevli olan bir
siirectir ve hayatta kalma yolaklari ile iligki i¢erisindedir. Doku ve embriyo gelisiminde,
DNA hasar1 yanitinda, enfekte olmus hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan uyarilmasi
sonucu Olmesinde programli hiicre Olimii olan apoptoz mekanizmas:t devreye
girmektedir. Hiicrenin apoptoz siirecinde; proteinlerin kaspaz-bagimli proteolizi,
membranin parcalanmast ve DNA'min endo-niikleolitik olarak parcalara boliinmesi
asamalar1 bulunmaktadir. Hiicre igerden veya disaridan bir apoptoz sinyali aldiginda,
kromatini ve sitoplazmast yogunlagmaktadir ve boylece hiicrenin boyutu kii¢iilmektedir;
stirecin sonunda hiicresel yap1 ‘apoptotik cisimcikler’ olarak adlandirilan daha kii¢iik
parcalara paketlenmektedir (Lossi, 2022). Kanser hiicrelerinde meydana gelen molekiiler
degisiklikler sonucunda apoptozda gorevli olan anti-apoptotik ve pro-apoptotik
proteinlerin anlatimlarinda da degisiklikler s6z konusudur. Kolorektal kanserin de dahil
oldugu bircok kanser tiiriinde, hiicre i¢inde apoptozun inhibisyonu veya apoptozun
azalmasi goriilmektedir. Kanser hiicrelerinde apoptozu inhibe eden veya azaltan faktorler
arasinda anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1’in anlatiminda artis
goriilmektedir. Bu proteinler, hiicrenin apoptotik sinyali almasini engellemekte ve
hiicrenin programli 6liimden kagmasini saglamaktadir (Fang, 2024). Bunun yani sira
kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden farklik olarak apoptozu aktive eden pro-
apoptotik proteinlerin anlatiminda azalmalar oldugu belirlenmistir. Apoptozu bagslatan ve
ozellikle hiicre yikiminda rol alan kritik elemanlar endoproteaz aktivite gdsteren
kaspazlardir. Bagslatic1 kaspazlar (6rnegin kaspaz-9), apoptoz sinyalini almaktadir ve
apoptozu baslatmaktadir. Efektor kaspazlar (6rnegin, kaspaz-3 ve kaspaz-7), hiicrenin
parcalanmasint  ve ardindan  hiicrenin  programli  Olimiinii  tamamlamasini
gerceklestirmektedir (Cavalcante ve ark., 2019; Arya ve ark., 2024). Apoptozda rol alan
bir diger apoptotik protein olan PARP (poli ADP-riboz polimeraz), hiicresel stres ve DNA
hasar1 yanitinda hayatta kalma mekanizmalarindan biri olan DNA tamir mekanizmasinda
gorev almaktadir ve PARP kesilimi (cPARP), apoptotik yolagin tetiklenmesinin bir
gostergesi olarak bilinmektedir (Bastos ve ark., 2024). GSK-3 sinyal yolagi, apoptozu
diizenleyen proteinlerin fosforilasyonunu ve anlatimimi etkilemektedir ve apoptozun
aktivasyonunu da diizenlemektedir. Ornek olarak GSK-3'iin anti-apoptotik protein olan

Bcl-2 fosforilasyonu  apoptozun  engellenmesine  neden  olabilmektedir.
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GSK-3 inhibisyonu, hiicre dongiisii tutulmasina ve apoptozun tetiklenmesine yol
acmaktadir. Ayrica, GSK-3'nin WNT/B-katenin yolaginda etkin bir rol oynamasi
nedeniyle, GSK-3p inhibisyonu WNT/B-katenin yolagini etkileyerek kanser hiicrelerinin
boliinmesini ve invasiv profilini engelleyebilmektedir (Lin ve ark., 2020; Thapa ve ark.,
2023). Laduviglusib (CHIR-99021)’in GSK-3 o/ inhibitorii olarak HCT-116 kolorektal
kanseri hiicrelerinde uygulanmasi ile apoptotik 6liimii tetikledigi elde edilen sonuglar
neticesinde goriilmiistiir. 24 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin
HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerinde anti-apoptotik proteinler olan Mcl-1 ve Bcl-2
anlatiminin baskilanmasina fakat Bcl-xL anlatimina etkisi olmadigina, PARP kesiliminin
etkin derecede artmasina ve kaspaz-7 anlatiminin artmasina neden oldugu ve bu sonuglar
neticesinde HCT-116 hiicrelerinde apoptotik 6liim yolagini tetikledigi diisiiniilmektedir.
HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hattinda bulunan APC mutasyonu nedeniyle WNT
inhibisyonunda 6nemli bir faktér olan GSK-3 regiilasyonu sekteye ugramaktadir (Wang
ve ark., 2022). Literatiir ¢aligmalarinda Laduviglusib (CHIR-99021)’in doza bagli olarak
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Vincent ve
arkadaslarinin 2014 yilindaki ¢alismalarinda akciger kanseri hiicreleri olan PC9, H1295
ve Hccl93 hatlarina uygulanan 10 pM Laduviglusib (CHIR-99021)’in  GSK-3
inhibisyonu, NF-kB anlatimmin GSK-3 aktivitesinin hiicre ¢ogalmasi ve canlilig1
tizerinde baskilayici etkisi oldugunu gostermistir (Vincent ve ark., 2014). Bir bagka
calisma, HepG2 ve LX2 hepatoseliiler karsinoma ve Huh7 bobrek kanseri hiicrelerinde
GSK-3 inhibisyonu amaciyla 1 uM Laduviglusib (CHIR-99021) ile 20 ng/ml TGF-1
kombine uygulamasinin EMT baglantili proteinler olan Snail ve a-SMA anlatimini etkin
sekilde baskilayarak karaciger hiicrelerinde filament olusumunu engelledigi tespit
edilmistir. Ayrica ayni ¢alismada 0,5 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in 3 uM Sorafenib
ile kombine kullaniminin karaciger hiicrelerinde Kaspaz-3 anlatimini artirarak apoptotik
Olimii indiikledigini bildirmistir (Song ve ark., 2024). Apoptotik sinyal yolagin
aktiflestirilmesi lizerine immiinoblotlama sonuglarini desteklekleyici bir baska calisma
Marchand ve arkadaslar tarafindan 2015 yilinda PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde
yapilmistir. Calisma ¢iktisi olarak 72 saat 5 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi
ile uzun stireli GSK-3 inhibisyonun, artan PARP kesilimi ve kaspaz-7 seviyelerinin yani
sira kaspaz-3 aktivitesinin de 6 kat arttigin1 ve dolayisiyla apoptotik Oliimiin

indiiklendigini tespit etmistir (Marchand ve ark., 2015). Bu calismalar dogrultusunda
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Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin HCT-116 disinda diger kanser hiicrelerinde
de GSK-3 inhibisyonuna bagl olarak apoptotik proteinlerinin anlatimini arttirdigi ve

diisiik/ytiksek dozda hiicreler lizerinde apoptotik 6liimii indiikledigi sonucuna varilmastir.

3.7. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HCT-116 Kolorektal Kanseri Hiicre Hatlarinda

Otofajik Oliim Yolaklar1 Uzerine Etkisinin Immiinoblotlama ile Gosterilmesi

24 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin HCT-116 kolorektal
kanseri hiicreleri lizerinde apoptotik Oliim tiizerine etkisinin modellenmesinin altinda
yatan molekiiler mekanizmada otofajinin roliinii tespit edilmesi i¢in immunoblotlama ile
Atg7, Atgl6, Beklin-1, Atg5, Atgl2, LC3-II hedef alan primer antikorlar uygulanmaigstir.
Immunoblotlama sonucuna gore, pre-otofagozom olusumunda rol alan anahtar molekiil
Beklin-1 anlatimmin 24 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi sonucu
HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri iizerine ilag uygulanmamis kontrole kiyasla
anlatiminda etkin sekilde 2,04 kat arttig1 immunoblotlama sonucuna gore tespit edilmistir.
Otofajik aktiviteyi incelemek amaciyla anahtar bir protein olan ve otofagozom
olusumunun en yaygin belirteci olan LC3-II anlatiminin 24 saat 15 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasi sonucu HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri iizerine ilag
uygulanmamis kontrole kiyasla anlatiminda daha etkin bir sekilde 4,06 kat arttig1 tespit
edilmistir. Ayrica bir baska otofajik protein olan ve LC3 lipidasyonu ve otofagozom
olusumunda gorev olan Atgl6L anlatiminin 24 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasi sonucu HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri lizerine ila¢ uygulanmamis
kontrole kiyasla anlatiminda 1,86 kat arttig1 tespit edilmistir. Hiicre homeastazisinde
Atgl2-Atg5-Atgl6L kompleksi, makro otofaji silirecinde fagoforun uzamasinda
gorevlidir. Atgl2 ve Atg5’in anlatiminin 24 saat 15 puM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasi sonucu HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri lizerine ila¢ uygulanmamis
kontrole kiyasla anlatiminin baskilandig1 immiinoblotlama sonucu ile tespit edilmistir. Bu
sonuglar paralelinde bir diger otofajik protein olan Atg7 anlatiminin Atgl2 ve AtgS
anlatimina gore daha etkin sekilde baskilandig1 goriilmiistiir (Sekil 3.12).
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Sekil 3. 12. Laduviglusib (CHIR-99021)'in HCT-116 hiicrelerinde otofajik sinyal
yolaklarina etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi. %12-15 SDS-PAGE jele 30 pg
ila¢ uygulanmis ve uygulanmamis protein yiiklenmis, PVDF membrana proteinler
aktarilmis, %5 yagsiz siit ile muameleyi takiben, membranlar Atg 7, Atgl6L, Beklin-1,
AtgS5, Atgl2 ve LC3-I1 6zgii primer antikor (1:1000) uygulamasi, primer antikorlara
0zgii sekonder antikor (1:3000) uygulamasini yapilmis ve kemiluminesans goriintii
CCD kamera aracili tespit edilmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
Image J programi ile bant yogunluklar1 belirlenmis ve hedef proteinler B-aktine

normalize edilerek verilmistir.
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Otofaji, hiicrede bulunan zararli veya gereksiz hiicresel bilesenlerin yikimini
saglayan bir hiicresel bozulma ve yeniden diizenleme siirecidir. Hiicrelerin hayatta
kalmasi, homeostazinin saglanmasi ve gesitli stres kosullarina uyum saglamasi agisindan
otofaji mekanizmasi O6nem tasimaktadir (Yang ve Klionsky, 2009). Makro otofaji,
hiicrelerin hasarli bilesenlerden kurtulmalarini, ayrica enerji ve hammadde kaynaklarini
yeniden kullanmalarini saglamaktadir. Bu nedenle makro otofaji, hiicre sagliginin
korunmasi ve ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir. Makro otofaji
mekanizmasinda yer alan proteinler, siire¢ asamalarinda birbirleri ile etkiselim halinde
calismaktadir. Makro otofaji su asamalardan olugmaktadir: otofagozomun baglatilmast,
otofagozom membraninin uzamasi, otofagozom/lizozom fiizyonu ve igeriklerin
sindirilmesidir. Makro otofaji ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1) ve
Beklin-1 kompleksi tarafindan baslatilmaktadir. ULK1, hiicre i¢indeki yapilar1 6zellikle
endoplazmik retikulum (ER), mitokondri ve diger zarli organelleri tanimakta ve bu
yapilart otofagozom olusumu i¢in isaretlemekte gorevlidir. Otofagozom olusumu, Atg
(Otofaji-iligkili) ailesi proteinlerinin katilmasiyla devam etmektedir. Atgl2, oncelikle
Atg7 tarafindan etkinlestirilmektedir, ardindan AtglO tarafindan Atg5'in komplekse
baglanmasiyla enzimatik siire¢ yasanmaktadir. Daha sonra, Atgl2-Atg5, Atgl6L ile bir
kompleks olusturmaktadir. Otofagozom membraninin uzamasi asamasinda Atgl2-
Atg5:Atgl6L  kompleksi LC3-I'' fosfatidiletanolamin ile birlestirerek, LC3'in
baglanmasin1 ve LC3-II'ye transformasyonunu saglamaktadir. Otofagozom uzamasi
esnasinda LC3 proteini, Atg4 proteazi tarafindan LC3-I proteinine pargalanmaktadir.
Otofagozomun uzamasini tamamlamak tizere LC3-1 proteini, Atg7 ve Atg3 proteinleri
tarafindan LC3-II formuna dontstiiriilmektedir. Otofagozom olusumundan sonra, Atgl2-
Atg5:Atgl16L kompleksi otofagozomdan ayrilmaktadir. Son olarak otofagozom lizozomla
birleserek hiicresel igerik sindirilmektedir (Cao ve ark., 2021; Holzer ve ark., 2024).
Makro otofaji, hiicrenin yasamsal faaliyetlerinde rol olan diger sinyal yolaklar ile yakin
iliski icerisindedir. GSK-3 inhibisyonunun makro otofajiyi indiikleyebilecegi, WNT
sinyal yolaginda gorev almasi nedeniyle disiiniilmektedir. Laduviglusib (CHIR-
99021)’in GSK-3 inhibisyonuna neden olmasiyla ilgili olarak otofajik aktivite {izerine
caligmalar mevcuttur. Wang ve arkadaslarinin 2022 yilinda osteoblast hiicreleri iizerine
yaptiklar1 calismada 10 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in kanonik ve otofaji aracili
WNT sinyallesmesini indiikledigi ve LC3-II anlatimini etkin derede artirdig: bildirilmistir
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(Wang ve ark., 2022). Russi ve arkadaslarinin 2021 yilinda VA-ES-BJ ve NEPS yumusak
doku sarkoma hiicreleri iizerine yaptiklari calismada 24 ve 48 saat 100 pM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasinin otofajik belirleyici olan LC3-II anlatimini artirdigi ve
AMPK/mTORCI/ULKI yolag iliskili otofajik mekanizmay1 indiikledigini bildirmistir.
Immiinoblotlama ¢aligmalar1 sonucunda VA-ES-BJ ve NEPS sarkoma hiicrelerinde 48
saat 100 pM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin 24 saat uygulamaya gore daha
etkili sekilde otofajik protein anlatimini artirdigi tespit edilmistir (Russi ve ark. 2021).
Immonoblotlama sonuglarini destekleyici bir baska calisma da Marchand ve arkadaslari
tarafindan PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alismada 5 uM Laduviglusib
(CHIR-99021)’in 24, 48 ve 72 saat uygulamasinin PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde
makro otofaji iligkili proteinlerin anlatimina etkisi arastirilmistir. Calisma ¢iktisina gore
hiicrelerde GSK-3 inhibisyonuna bagli olarak 24 ve 72 saatte PARP kesiliminin ve
kaspaz-7 anlatiminin etkin olarak arttigi, LC3-1 anlatiminda herhangi bir degisiklige
rastanmadig1 ve LC3-II anlatiminin 24 ve 48 saatte ayni seviyede ve 72 saate daha etkin
sekilde arttig1 tespit edilmistir. Calismada es zamanli olarak gergeklestirilen HPDE
normal pankreas hiicrelerinde 24 ve 48 saat 5 puM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasinin LC3-II anlatiminda benzer bir artisa sebep oldugu bildirilmistir
(Marchand ve ark., 2021). Bu tez calismasinda HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hattinda
gerceklestirilen immiinoblotlama sonuglarina gore 24 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamasimin sonucu ile paralelik gdsteren onceki calismalar ile bir GSK-3
inhibitérii olan Laduviglusib (CHIR-99021)’in HCT-116 hiicre hattinda otofajik
aktiviteyi tetikledigi ve makro otofaji ile iliskili proteinlerin anlatimini arttirdig: tespit

edilmistir.
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4. SONUCLAR

Kanser, insanlik tarihi boyunca karsilasilan ve c¢agimizin en yaygin
hastaliklarindan biridir. Kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve yayilmasiyla karakterize olan
kanser, bir¢ok ¢esidi bulunan ve diinya genelinde yogun bir sekilde arastirilan bir
hastaliktir. Kolorektal kanser, kolon ve rektumda anormal hiicre ve doku gelisimiyle
karakterize olan ve adenom kokenli bir adenokarsinom 6zelligi tasimaktadir. Diinya
genelinde oliim riski en yiiksek kanser tiirlerinde iiglincli sirada yer alan kolorektal
kanserin risk faktorleri arasinda 1k, diyabet, yas, cinsiyet, kalitsal mutasyonlar ve
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 bulunmaktadir. Kolorektal kanser genellikle genetik ve
cevresel faktorlerin bir kombinasyon halinde ve ¢ogunlukla sporadik olarak
goriilmektedir. Somatik kolorektal kanser hiicrelerinde sikg¢a goriilen APC, TP53, KRAS,
PIK3CA, SMAD4, NRAS, CTNNBI1 (B-katenin) ve SOX9 genlerinde mutasyonlar
kolorektal kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan molekiiler mekanizmalarda yer
almaktadir. WNT/B-katenin sinyal yolunun ana bileseni B-katenin, GSK-3f3’nin bir
substratidir ve GSK-3 inhibitorleri, WNT yolag1 arastirmalarinda 6nemli bir kimyasal
biyolojik ajan oldugu bilinmektedir. Bu baglamda, GSK-3 inhibisyonu, kolorektal kanser
gelisiminde temel mekanizmanin anlagilmast  agisindan  Onem  tasimaktadir.

Laduviglusib (CHIR-99021), GSK-3 inhibitorii ve WNT aktivatorii olan bir
aminopirimidin tlirevidir. Laduviglusib'in kanserle iligkisi, 6zellikle hiicresel sinyal
yolaklari tizerindeki etkisiyle anlasilmaktadir. GSK-3, c¢esitli kanser tiirlerinde anormal
diizenlemelerle iliskilendirilmistir ve kanserden, hiicre proliferasyonundan, programli
hiicre 6liimiinden, hiicre farklilagmasindan sorumlu tutulmustur. GSK-3, insiilin sinyali,
glikojen sentezi, WNT sinyal yolagi ve ndrotransmitter sinyali dahil bir¢ok Onemli
hiicresel siirecte diizenleyici bir rol almaktadir. Laduviglusib'in kanserle ilgili potansiyel
tedavi stratejileri tizerinde klinik tabanli bilimsel ¢aligmalar gerekmektedir. Ancak, bu
alandaki arastirmalarin ¢ogu hala klinik oncesi asamada olup, Laduviglusib'in kanser
tedavisinde klinik kullanimi i¢in daha fazla ¢alisma gerekmektedir. Literatiirde bulunan
calismalar incelendiginde Laduviglusib (CHIR-99021)’in HCT-116 ve HT-29 kolorektal
kanseri hiicreleri iizerinde zamana ve doza bagl etkisi ve apoptotik Oliim iizerine
etkisinde otofajinin rolii heniiz modellenmemistir. Bu tez c¢alismasinin amaci;
Laduviglusib (CHIR-99021)’in HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanseri hiicre hatlarinda

zamana ve doza bagh hiicre canliligi, proliferasyonu, yara kapanma iizerine etkisi ve

67



apoptotik 6lim flizerine etkisinin modellenmesinde otofajinin roliiniin irdelenmesidir.
Laduviglusib (CHIR-99021)’in doza ve zamana bagli olarak hiicre sagkalimi, hiicre
proliferasyonu, koloni olusumu iizerindeki etkisi MTT hiicre canlilik testi, hiicre sagkalim
testi, floresan boyama, yara kapanma ve immiinoblotlama deneyleriyle incelenmistir.
Calisma sonuglar ele alindiginda HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hatlarinda
gerceklestirilen Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin
her iki hiicre hattinda artan doza bagli anlamli bir sekilde azaldig1 ve 15 uM Laduviglusib
(CHIR-99021) uygulamasinin 24 ve 48 saatte kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir
farkinin bulunmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle 24 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamasi sonraki ¢aligmalarda kullanilmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda GSK-
3 inhibisyonunun cesitli kanser tiirlerindeki hiicre canliligmma ket vurma etkisi
incelendiginde tekil olarak kullanilan Laduviglusib (CHIR-99021)’in kombine kullanima
gore zamana bagli olarak daha yiiksek dozda uygulandigi goriilmektedir. Bu tez
calismasinda HT-29 ve HCT-1116 kolorektal kanser hiicrelerine uygulanan 15 pM
Laduviglusib (CHIR-99021)’in 24 ve 48 saatte hiicre canliligina ket vurma oran1 yaklasik
%30°dur ve literatiire bakildiginda cesitli kanser hiicrelerine tekil olarak uygulanan
Laduviglusib (CHIR-99021)’in 24 ve 48 saatte hiicre canliligina ket vurma potansiyeli
farklilik gostermektedir. Tez ¢calismasi kapsaminda yapilan 15 uM Laduviglusib (CHIR-
99021) uygulamasimin HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hatlarinda hiicre
sagkalimi iizerine etkisi incelendiginde zamana bagl ila¢ uygulamasinin kontrol grubuna
kiyasla hiicre proliferasyonunu anlamli olarak engelledigi tespit edilmistir. Her iki hiicre
hattinda da 48 saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamas: sonucu hiicrelerin
cogalma direncinin kirildig1 goriilmiistiir. Ayrica HCT-116 hiicre hattinin HT-29 hiicre
hattina kiyasla hiicre sagkalim direncinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Literatiir
calismalarinda c¢esitli kanser hiicrelerinde Laduviglusib (CHIR-99021)’in hiicre
sagkalimi {izerine etkisi incelendiginde uygulama siiresine bagli olarak 48 saat
Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi ile ¢cogu kanser hiicresinde sagkalim direncinin
kirildigr  goriilmektedir. Bu baglamda 15 puM Laduviglusib (CHIR-99021)’in
uygulamasinin HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hatlarinda hiicre sagkalimina

zamana bagl olarak ket vurdugu sonuglar paralelinde tespit edilmistir.

68



GSK-3’iin hayatta kalma, farklilasma ve benzeri biyokimyasal siireglerde rol
oynadig1 géz 6niinde bulunduruldugunda 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi
ile glioma ve akciger kanseri hiicrelerinde GSK-3 inhibisyonunun hiicrelerin koloni
olusturma potansiyellerine ket wvurdugu literatiir caligmalarinda goriilmektedir.
Laduviglusib (CHIR-99021)’in GSK-3 inhibisyonuna yol agarak epitelyal-mezenkimal
gecisi (EMT) baskiladigi ve hiicrelerin koloni olusturma potansiyellerini azalttigi
ongoriilmektedir. Bu tespit dogrultusunda HT-29 ve HCT-116 kolorektal kanseri hiicre
hatlarinda koloni olusturma potansiyellerini azaltmada etkili oldugu sonucu
desteklenmektedir. Tez ¢aligmasi dahilinde yapilan bir yara kapanma deneyi ile kanser
hiicrelerinin bolgeye go¢ etmesi ve hiicre-hiicre etkilesiminin incelenmesi amaglanmustir.
Literatiir calismalarinda ¢esitli kanser tiirlerinde Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasi
ile GSK-3 inhibisyonunun hiicre gd¢iinde ve metastazda 6nemli olan EMT yi1 baskiladig:
goriilmektedir.  Sonuglar incelendiginde 15 pM  Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasinin HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde yara kapanma aktivitelerini hiicre gogtinii
engelledigi ve hiicreler arasi etkilesimi azalttig1 sonucuna ulasilmistir. HT-29 ve HCT-116
kolorektal kanseri hiicrelerindeki etkileri incelenmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalar ile
hiicre gelisiminde rol alan GSK-3 inhibisyonunun hiicre canliligi, hiicre Sliimii ve
hiicresel yapilarin aktivitesini gostermek amaciyla yapilan floresan boyamalar ile
incelenmigstir. Sonuglar dogrultusunda Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin
kanser hiicrelerinde 6lii hiicre sayisin artirdigy, hiicre 6liimiinii indiikledigi belirtilmistir.
Bu tez calismasinda yer alan floresan boyamalar ile literatiir sonuglarina paralel olarak 24
saat 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasimnin HT-29 ve HCT-116 kolorektal
kanseri hiicrelerindeki enerji metabolizmasindan sorumlu olan mitokondrinin membran
potansiyelini baskiladigi; ilaca karsi direngli hiicre hatti olan HCT-116 hiicrelerinde
gerceklestirilen floresan boyamalar ile otofajik oliimii indiikledigi ve hiicre i¢gi ROS
olusumunu arttirdig1 sonucuna ulasilmaistir.

Literatiirde bulunan immiinoblotlama sonuglar1 paralelinde, Laduviglusib (CHIR-
99021)’in ¢esitli kanser hiicre hatlarinda apoptotik ve otofajik 6liimii iizerine etkisi, ¢esitli
dozlarda zamana bagl olarak kullanilan Laduviglusib (CHIR-99021)’in apoptozda yer
alan proteinlerin anlattiminda sebep oldugu degisikliklere bakilmistir. Elde edilen
sonuglarda Laduviglusib (CHIR-99021)’in tek bagina ve kombine halinde uygulamasinin

kullanilan anti-apoptotik proteinlerin anlatimlarini baskiladigi, pro-apoptotik proteinlerin
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anlatimlarmi arttirdigi ve ayrica otofaji mekanizmasinda yer alan proteinlerin
anlatimlarini arttirdig1 tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarin ¢iktisi olarak Laduviglusib
(CHIR-99021)’in sebep oldugu GSK-3 inhibisyonunun kanser hiicrelerinde apoptotik
Oliimii ve otofajik mekanizmay1 indiikledigi goriilmektedir. Literatiir ¢iktilar1 paralelinde
bu tez caligmasinda yer alan immnoblotlama sonuclarina gore direngli HCT-116
kolorektal kanseri hiicrelerinde 24 saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021)
uygulamasinin anti-apoptotik proteinler olan anlatimlarim1 baskilarken pro-apoptotik
protein anlatimlarini arttirdig: tespit edilmistir. Ayrica otofaji mekanizmasinda yer alan
baslica proteinlerin ilag uygulamasi ile anlatimlarinin etkin bir sekilde arttig1
belirlenmistir.

Tez calismasinin amaci olarak Laduviglusib (CHIR-99021)’in HCT-116 ve HT-29
kolorektal kanseri hiicre hatlarinda zamana ve doza bagli hiicre canliligi, hiicre
proliferasyonu, hiicre boliinmesi, yara kapanma ve apoptotik 6liim iizerine etkisinde
otofajinin roliinlin arastirilmas: kapsaminda gergeklestirilen deney sonuglariin 1s1ginda
bir GSK-3 inhibitdrii olan 15 uM Laduviglusib (CHIR-99021)’in farkli direng yanitlarina
ve genotip profiline sahip HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanseri hiicre hatlarinda GSK-3
inhibisyonuna bagl olarak her iki hiicre hattinda da hiicre canliligina ket vurdugu, hiicre
proliferasyonunu azalttig1, hiicre boliinmesini ve hiicre gociinii engelledigi, HCT-116
hiicrelerinin HT-29 hiicrelerine gére Laduviglusib (CHIR-99021)’e daha direncli oldugu
tespit edilmistir. Ayrica daha direngli olan HCT-116 kolorektal kanseri hiicrelerinde 24
saat 15 pM Laduviglusib (CHIR-99021) uygulamasinin apoptotik 6liimii ve otofaji
mekanizmasini indiikledigi belirlenmistir. Kolorektal kanseri {izerine anti-kanser 6zellige
sahip molekiilerin kesfedilmesi ve etkinliklerinin arastirilmas1 amaciyla yapilan
caligmalarin umut vadettigi bilinmektedir. Laduviglusib (CHIR-99021)’in kolorektal
kanserinde ve baska kanser tiirlerinde in vivo c¢alismalarla desteklenerek etkisinin
incelenmesi, farkli molekiillerle kombine uygulama sonucu anti-kanser profilinin ¢esitli
kanser hiicrelerinde olas1 tedavi segeneklerinin agiga cikarilmasi gelecek caligmalarin

konusu olarak gortilmektedir.
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