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ONSOZ

Kanser, giinimiizde hem kadinlar da hem de erkeklerde en dnemli saglik sorunlarindan biridir ve
kanserden 6lenlerin sayist hem Tiirkiye’de hem de diinyada her yil artarak devam etmektedir. Kolorektal
kanser, diinyadaki en yaygin kanserlerden biridir. Kolorektal kanserin tedavisinde ve ilerlemesinin
kontroliinde biiytiik gelismeler kaydedilmis olsa da, iyilestirilmesi gereken ¢ok sey bulunmaktadir. Kansere
kars1 etkin bir ajanin gelistirilebilmesi i¢in 6ncellikle etki mekanizmasinin agiga ¢ikarilmasi gerekmektedir.
Bu doktora galigsmasinda, yeni bir giimiis karben kompleksinin kolorektal kanser olusturulmus ratlarda
yapacagi etkinin histopatolojik, makroskobik ve molekiiler diizeyde arastirilmasi amaglanmistir.

Doktora egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, destegini esirgemeyen tez
danigmanim degerli hocam Dog. Dr. Mehmet TUZCU” ya ve ¢alismalarim boyunca destek veren hocam Prof.
Dr. Kazim SAHIN e tesekkiirlerimi sunarim. Ayni zamanda histopatoloji goriintiilerinin teshisinde yardimini
esirgemeyen Prof. Dr. ibrahim Hanifi OZERCAN hocam’a, etken maddenin sentezlenmesini saglayan Prof.
Dr. Ismail OZDEMIR hocama, laboratuvar calismalarima katkilarindan dolayr Dr. Ogr. Uyesi Fiisun
ERTEN’e ve doktora tez siirecime destek ve katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Cemal Georg ORHAN hocam’a
tesekkiirlerimi Sunarim. Ayrica, doktora egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan ve
yardimei olan degerli esim Dr. Ogr. Uyesi Ummiigiilsiim TUKENMEZ EMRE’ye, agabeyim Prof. Dr. Irfan
EMRE’ye ve hayatim boyunca destek olan aileme tesekkiir ederim.

Bu tez ¢aligmami, doktora egitim siirecimde diinyaya gelen, varligiyla huzur buldugum oglum Yusuf
Selim EMRE’ye ithaf ediyorum.
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OzET

Ratlarda Yeni Bir Glimiis (Ag) Karben Kompleksinin Kolon Kanseri
Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Mustafa Yunus EMRE

Doktora Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dal1

Aralik 2022, Sayfa: xiv + 90

Kanser, biiylik terapdtik zorluklarla birlikte dnemli bir kiiresel saglik sorunudur. Kolorektal kanser
diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenleri arasindadir. Kolorektal kanser (CRC) insidanst hizla artmaktadir.
CRC insidansinin diinya ¢apinda 2035 yilina kadar iki katina ¢gikmasi dngorillmektedir. CRC’ nin yiiksek
6liim oranina sebep olmasi nedeniyle ve CRC tedavisi i¢in etkili ancak daha az toksik olan kemoterapotik
ajanlarin gelistirilmesi amaciyla stirekli olarak yeni tedavi yontemleri arastirilmaktadir. Giiniimiizde ise
giimiis (Ag) bilesenleri ile elde edilen kemoterapik ilaglarin kanser tizerinde etkili oldugu goriillmektedir. Bu
tez kapsaminda kolorektal kansere karsi potansiyel antikanser ajan olarak yeni bir giimiis bileseni olan Giimiis
Karben (AgC) kompleksinin kolorektal kanser iizerine etkileri arastirilmigtir. Bu amagla 90 adet Spraque
dawley irki rat 6 gruba ayrilarak kullanmilmistir. Bunlar i. Kontrol; haftada 1 kez 3 hafta %0.9 steril serum
fizyolojik uygulanan, ii. Giimiis Karben I (AgC I); DMSO da ¢oziiliip igme suyu ile seyreltilen giimiis karben
kompleksi (1 mg/ kg, 1 mL / rat) giin asir1 oral gavaj ile uygulanan, iii. Giimiis Karben II (AgC II); DMSO
da ¢0ziillip igme suyu ile seyreltilen gliimiis karben kompleksi (2 mg / kg, 1 mL / rat) giin asir1 oral gavaj ile
uygulanan, iv. Dimetil Hidrazin (DMH); haftada 1 kez 15 mg / kg canli agirligi olarak uygulanan, v. Dimetil
Hidrazin + Giimiis Karben I (AgC 1); DMH (haftada 1 kez 15 mg / kg canli agirligi) + DMSO da ¢oziiliip
igme suyu ile seyreltilen giimiis karben kompleksi (1 mg/kg, 1 mL / rat) giin asir1 oral gavaj ile uygulanan,
vi. Dimetil Hidrazin + Giimiis Karben II (AgC II); DMH (haftada 1 kez 15 mg / kg canl agirligi) + DMSO
da ¢oziliip igme suyu ile seyreltilen giimiis karben kompleksi (2 mg/kg, 1 mL / rat) giin asir1 oral gavaj ile
uygulanan gruplardir. Toplamda 24 hafta siiren ¢alisma sonunda Kontrol, AgC I ve AgC II gruplarinin kolon
dokularinda herhangi bir kript olusmadigi, DMH uygulanan grupta; 78 adet, DMH + AgC | grubunda; 29
adet ve DMH + AgC Il grubunda; 20 adet kript olustugu tespit edilmistir. Gliimiis Karben kopleksinin
uygulandig1 gruplarda sadece DMH 1n uygulandigi gruba gore kolon dokularinda meydana gelen kript
sayilarinda belirgin bir diisiisiin oldugu belirlenmistir. Western blot ¢alismasindan elde edilen sonuglar,
glimiis karben uygulanan tedavi gruplarinin kolon dokularindaki Bax, Kaspaz -3 ve Kaspaz-9 protein
ekspresyonlarmim DMH gruplaria gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigimi (p<0.0001), Bcl-2,
Aktl, p-Aktl, PI3K, p-PI3K, mTOR, p-mTOR protein ekspresyonlarinin ise azaldigimi gostermektedir
(p<0.0001). Bu sonuglar, giimiig karben kompleksinin PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagininin inhibisyonu ve
apoptotik yolagin aktivasyonu ile anti kolon kanser aktivitesi sergiledigini gostermektedir. Bu nedenle
Gilimiis Karben kompleksinin kolorektal kanseri iizerinde iyilestirici etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Giimiis Karben, Kolorektal Kanser
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Cancer is a major global health problem with major therapeutic challenges. Colorectal cancer is among
the leading causes of death worldwide. The incidence of colorectal cancer (CRC) is increasing rapidly. The
incidence of CRC is predicted to double worldwide by 2035. Due to the high mortality rate of CRC and the
development of effective but less toxic chemotherapeutic agents for the treatment of CRC, new treatment
methods are constantly being researched. Today, it is seen that chemotherapeutic drugs obtained with silver
(Ag) components are effective on cancer. In this thesis, the effects of Silver Carbene (AgC) complex, a new
silver component, on colorectal cancer as a potential anticancer agent against colorectal cancer have been
investigated. For this purpose, 90 Spraque dawley type rats were divided into 6 groups and used. These
groups are i. Control; 0.9% sterile saline is applied once a week for 3 weeks, ii. Silver Carben I (AgC I);
Silver carbene complex (1 mg / kg, 1 mL / rat) dissolved in DMSO and diluted with drinking water,
administered by oral gavage every other day, iii. Silver Carben Il (AgC Il); Silver carbene complex (2 mg /
kg, 1 mL / rat) dissolved in DMSO and diluted with drinking water, administered by oral gavage every other
day, iv. Dimethyl Hydrazine (DMH); administered at 15 mg/kg body weight once a week, v. Dimethyl
Hydrazine + Silver Carben | (AgC 1); DMH (15 mg/kg body weight once a week) + silver carbene complex
(1 mg/kg, 1 mL/rat) dissolved in DMSO and diluted with drinking water, administered by oral gavage every
other day, vi. Dimethyl Hydrazine + Silver Carben Il (AgC I1); DMH (15 mg/kg body weight once a week)
+ silver carbene complex (2 mg/kg, 1 mL/rat) dissolved in DMSO and diluted with drinking water applied
by oral gavage every other day. At the end of our study, which has lasted for 24 weeks in total, no crypts
have been formed in the colon tissues of the Control, AgC | and AgC Il groups; It has been determined that
in the DMH applied group 78, in the DMH + AgCI I group; 29 and in the DMH + AgC Il group; 20 crypts
have been formed. It has been determined that there has been a significant decrease in the number of crypts
in the colon tissues in the groups in which the Silver Carbene complex has been applied, compared to the
group in which only DMH has been applied.The results obtained from the western blot study show that Bax,
Caspase-3 and Caspase-9 protein expressions in the colon tissues of the silver carbene treated treatment
groups statistically increased significantly compared to the DMH groups (p<0.0001), Bcl-2, Aktl, p-Aktl,
PI3K, p-PI3K, mTOR, p-mTOR protein expressions show a statistically significant decrease (p<0.0001).
These results show that the silver carbene complex exhibits anti-colon cancer activity through inhibition of
the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway and activation of the apoptotic pathway. Therefore, it is thought
that the Silver Carbene complex may have a curative effect on colorectal cancer.

Keywords: Apoptosis, Silver Carbene, Colorectal Cancer
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1. GIRiS

Viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasiyla karakterize edilen kanserin diinyadaki her alt1
oliimden birinin sebebi oldugu belirtilmektedir [1]. Diinya Saghk Orgiitii verilerine gére bu
hastaligin goriilme sikligmin % 24.3 oraninda oldugu oliim oranmnmn da % 22.9 oldugu ve
erkeklerde kadinlara gore yiiksek oranda goriildiigi belirtilmektedir [2-4] . Hem ¢evresel hem de
genetik faktorlerle iliskili olan ve diinya genelinde kanserin sebep oldugu dliimlerde 6n siralarda
yer almakta olan kolon kanserleri karacigere, akcigerlere, yumurtaliklara ve gastrointestinal
sistemin diger boliimlerine yayilan en tehlikeli malignitelerden biri olarak rapor edilmektedir [5,6].
Yas, aile gegmisi, yasam tarzi, kisisel gegmis, irk ve etnik koken kolorektal kanserin gelisimi i¢in
risk faktorleri arasinda yer almaktadir [7] .

Kolorektal kanser hiicreleri, ¢esitli mekanizmalar yoluyla metastaz yapma ve apoptoztan
kacma yetenegine sahiptirler [8]. Kolonda programlanmis hiicre oliimii uygun sekilde
gerceklesmediginde, elimine edilmesi gereken hiicreler kalici olabilir, dliimsiizlesebilir ve daha
sonra kolorektal tiimorlere doniigebilir [9] . Son zamanlarda, metal N-heterosiklik karben
komplekslerinin (Ag, Au ve Cu) iyi birer antikanserojen ajan olduklari belirtilmistir ve bu
kompleksler icerisinde biyolojik sistemlere en uygun olaninin giimiis karben bilesikleri oldugu
ifade edilmistir [10]. Karben ligandlar1 metal merkezleri ile etkilesime girmekte ve kuvvetli
metalokarbon baglari olusturarak stabil metal-N heterosiklik karbenler iiretmektedirler [11].
Kimyasal ¢ok yonliiliikleri ve ayn1 zamanda farkli oksidasyon durumlarina sahip ¢ok sayida gecis
metali ile kararli kompleksler olusturma kabiliyetlerinin yanisira gii¢lii metal-karbon baglari, dikkat
cekici elektron verme 6zellikleri ve metal merkezin sterik korumasi onlarin lider bir organometalik
katalizor ailesi olmalarim1 saglamaktadir [12]. N-heterosikilik karben komplekslerinin kovalent
olmayan sekilde DNA ile etkilesime girdikleri ve bu komplekslerin DNA’da konformasyonel
degisiklikler olusturduklari belirtilmistir [ 11]. Giimiis bazli heterosiklik komplekslerin diger karben
onciillerine gore daha fazla sitotoksit aktivite gosterdikleri ve bu durumun benzimidazol veya
imidazol cekirdegi ihtiva etmelerinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir [10,13]. Imidazol ve
benzimidazol glimiis karben komplekslerinin farkli kanser hiicrelerine karsi kayda deger oranda
antikanserojen aktivite sergiledikleri ifade edilse de bu bilesiklerin etkilerinin arastirilacagi ¢ok
sayida ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [14]. Bu ¢alismada sentezlenen Giimiis Karben (AgC)’
in iki farkli dozunun deneysel olarak olusturulmus kolorektal kansere kars1 etkilerinin arastirilmasi

amaglanmustir.

1.1. Kanser

Kanserin, Latincede yenge¢ anlamina gelen “canker” veya “carcinos” kelimelerinden

kokenlendigi ifade edilmektedir [15]. Insanlik tarihi boyunca var oldugu belirtilen bir rahatsizlik



olan kansere ait bilgilere M.O. 3000 yilma kadar ulasilmaktadir ve kanser terimine ilk defa
Hippokrat tarafindan (M.O. 460-377) viicutta kirmizi, sicak, biiyiime dzelliginde olan ve diger
hiicrelerden farkli yapilara “karkinos” veya “karkinoma” ismi verilmistir [16]. Bununla beraber,
Hippokrat tarafindan timdr terimi bir yengecin ayaklarina benzetildigi ig¢in “carcinos” terimi
kullanilmigken Galen de kanseri sisme anlamina gelen “oncos” ile ifade etmistir [22] .

Hiicreler yagamlar1 boyunca sinirh sayida boliinebilme 6zelligine sahiptir ve normal sartlar
altinda hiicrelerin gogalmasi belirli bir diizen icerisinde gergeklesmektedir [23]. Ancak kanserli
hiicrelerde viicuttaki i¢ dengede meydana gelen diizensizlikten dolay1 kontrol altina alinamayan
sinirsiz boliinme ozelligi goriilmektedir [24]. Bu yiizden kanser stabil fonksiyonel yapilarini
stirdiiremeyen anormal hiicrelerin sebep oldugu bir hastalik olarak tanimlanmaktadir [25]. Bununla
beraber, kanserin olusmasi i¢in kontrolsiiz hiicre boliinmesinin yanisira hiicrenin diger normal
dokular1 istila etmesi (invazyon) ve metastaz gibi diger 6zelliklerin de olmas1 gerekmektedir [21 .
Kanser hiicrelerinin pek ¢ogu ortak 6zellikler tagimasina karsilik bir kisminda da sadece baz1 tiimor
tiplerine 6zgii pek ¢ok biyokimyasal ve biyolojik 6zellikler bulunmaktadir [26]. Genel olarak
kanser hiicreleri, farklilasarak, kontrolsiiz, anormal ve asir1 derecede biiyiiyiip bir kitle ya da tiimor
olusturulmayla karakterize edilirler [27]. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansinin yayimladig
2018 kiiresel kanser raporunda kanserin artig hizinin bu sekilde devam etmesi durumunda diinya
niifusu ve yashiliga endeksli olarak 2025’te toplamda 19,3 milyon kanserli olgunun olacagi
belirtilmektedir [28]. Diinyada o6liim nedenleri arasinda kanserin ikinci sirada yer aldigi
belirtilmekte ve Tiirkiye’de 2009-2016 yillar1 arasindaki TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu)
verilerine gore dolasim sistemi hastaliklarindan sonra kanserin ikinci sirada yer aldigi
goriilmektedir [29]. Saglik Bakanligi tarafindan 2016 yilinda yayinlanan rapora gore tilkemizde de
yasa bagli olarak kanser hizinin erkeklerde yiiz binde 267.9, kadinlarda ise yiiz binde 186.5 oldugu
goriilmektedir [30]. Tiirkiye’de 2020-2030 yillar1 arasindaki kansere endeksli ger¢eklesebilecegi
tahmini 6liim sayisinin erkeklerde 2030 yil1 i¢in 89.117 olmasi beklenirken kadinlarda ise 6liim
sayilariin 2030 yili i¢in 39.094 olmasi tahmin edilmektedir [31]. Saglik Bakanligi tarafindan
yaymlanmis olan 2017 Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gore erkeklerde en ¢ok goriilen bes
kanser tiirii, akciger, mide, kolorektal, mesane ve prostat, kadinlarda ise meme, kolorektal, tiroit,
uterus ve akciger kanserleridir [32]. DNA dizilerindeki bozuklukla baslayan kanserin % 10-
15’inin genetiksel oldugu, % 85-90°lik oraninin ise DNA’nin mutajenlere maruziyeti, DNA’daki
degisimler ve replikasyonda meydana gelen hatalar ile olustugu ifade edilmektedir [33]. Bununla
beraber beslenme, obezite ve fiziksel aktivitelerin azligi gibi nedenlerin yani sira, bakterilerin,
hormonlarm, immiin sartlarin, viriislerin, radyasyon gibi ¢esitli etmenlerin kanserin gelisimine etki
ettigini gostermektedir [27,28,33]. Bu etmenler tek baslarina kansere sebep olabilecekleri gibi pek
cogu beraberde kansere sebep olabilir [27]. Tim yas gruplarindaki erkek ve kadinlarda en sik
goriilen bazi kanserlerin bu grup igerisindeki yiizde dagilimlart Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Tim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen bazi kanserlerin bu grup igindeki yiizde
dagilimlar: [34]

KADIN

Meme I /5.5
Tiroid I 1.9
Kolorektal S .1
Trakea,Bronsg Akciger M .0
Uterus Korpusu s S 6
Mide m—m 36 m%
Over mmm 3.3
Mon-Hodgkin lenfoma — 2.5
Uterus Serviksi HEE 7 3
Pankreas .- 7.1

Sekil 1.2. Tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanserlerin bu grup icindeki yiizde
dagilimlari [34]

Kanser biyolojisinde kanserin olusumu, ilerlemesi ve metastatik yayiliminda gorev alan alt1
temel mekanizma bulunmaktadir [35]. Bunlarin, proliferatif sinyalleri siirdiirme, apoptototik hiicre
6limiinde bozukluk, sinirsiz replikasyon potansiyelleri, metastaz, invazyon ve anjiyogenez oldugu
ifade edilmistir [25]. Ayn1 zamanda son yillarda bu alti 6nemli &zellige ilave olarak enerji
metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve immun sistemden kagmanin da oldugu belirtilmistir
[24]. Kanserli hiicrelerde meydana gelen bu tiirden farkliliklarin sebebi hiicrelerin genetik
materyallerinde meydana gelen degisimlerdir [36]. Kanser olusumu sirasinda genel olarak genomik
dayaniksizlik, kromozom kaybi, DNA dizilerine 6zellikle viral DNA (Deoksiribo Niikleik Asit)
dizilerinin eklenmesi ve kromozomlarin yeniden diizenlenmesi gibi degisimler meydana
gelmektedir [37]. Kanserli hiicrelerin sekil ve fonksiyonlari normal hiicrelerden farklilik

gostermektedirler ve sonugta normal olmayan tiimor olarak isimlendirilen bir doku kitlesi



olusmaktadir [18] . Timor bolgesinde yer alan hiicrelerin asir1 ve kontrolsiiz olarak artig1 sonucunda
besin ihtiyaclarini kargilamak amaciyla kan ve lenf araciligiyla diger dokulara yayilirlar [17,18].
Tiimorler sayet bulunduklari alanlarla sinirli kaliyorlarsa iyi huylu (bening) olarak isimlendirilirken
stirekli olarak biiylime gosterip dolasim sistemi aracilifiyla metastaz yaparak viicudun diger
kisimlarina gidiyorlarsa bu da kotii huylu (malign) tiimérler olarak isimlendirilirler [19]. Kanserin

olusum mekanizmasi Sekil 1.3°te gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Kanserin olusum mekanizmasi [20,21]

Kanserli hiicreler asagida verilen molekiiler 6zellikleri gostermektedirler:
Biiyiime sinyallerini siirdiirme

Doku invazyon ve metastaz

Anjiyogenez

Sinirsiz replikasyon

Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

Immun sistemden kag1s

N o ok~ w D P

Apoptozisten kagis

Kanserli hiicrelerin molekiiler 6zellikleri Sekil 1.4’te gosterilmistir.



Devam eden proliferatif
sinyal

Bliyime baskilayicilarindan
Hiicre oltimine kaginma

direnmek

Anjiyogenez Doku invazyonu ve metastaz

Sinirsiz replikasyon

Sekil 1.4. Kanserli hiicrelerin molekiiler 6zellikleri [25]

1.1.1. Biiyiime sinyalleri

Normal kosullarda hiicrenin ¢ogalmasini saglayan mekanizma birgok asamadan olusur ve
bunlar1 kontrol eden yolaklar; biiylime faktorleri ve besinlere ulasilabilirlik, hiicre igi ile hiicreler
arasi geri bildirim mekanizmalar1 ve kontak inhibisyonu ile siki bir sekilde denetlenmektedir [38].
Hiicrelerin ¢ogalabilmeleri i¢in gerekli olan bu yapilardan birinin ya da birka¢inin olmadigi
durumlarda normal hiicreler boliinemezler[39] . Kanserli hiicreler ise bu biiylime sinyallerinin pek
cogunu kendileri iretirler ve bdylece normal dokunun mikrogevresine olan bagimliliklarini
azaltirlar [25]. Kanser hiicreleri tarafindan {iretilen bu sinyaller araciligiyla hiicre yiizeyinde
bulunan reseptorlerle etkilesim gerceklesir ve bdylece tiimor bilylimesi otokrin yollarla uyarilmig

olur [38] .

1.1.2. Doku Invazyonu ve Metastaz

Metastaz gelisimi kanser hiicrelerinin bulunduklar1 bolgeden ayrilip kan dolagimi yardimiyla
yeni bir bdlgede yeni bir hiicresel ortama adapte olmay1 ve bagisiklik hiicreleriyle dliimciil bir
savagtan kaginmay1 gerektirmektedir [40]. Cevredeki dokulara yayilim, invazyon, yeni doku
kisimlarina yapisma ve yeni damar olusturabilme potansiyellerine sahip olan metastatik stirecteki
hiicreler, apoptozis direncini kapsayan mekanizmalar araciliiyla hiicrelerin ¢cogalmalarini 6nleyen
yapilardan kagabilme 6zelligine sahiptirler [41] . Metastaz olusumunda sirastyla, bazal membranin
proteolizini de epitelyal-mezenkimal doniisiim, timor hiicrelerinin solid tiimérden ayrilmasi, lokal
invazyon ve hiicre gogii, anjiyogenez ve intravazasyon, immiin sistemden ka¢gma, damarlardan

ckstravazasyon, yeni anatomik bolgelere yerlesme ve mikro ve makro metastazlarin olugmasi



seklinde bir dizi molekiiler olaylar gergeklesir [42] . Metastaz olusumunda goérevli cadherin ailesi,
laminin baglayici proteinler, integrinler ve hiicre adezyon molekiilleri, metalloproteinazlar ile

sistein proteazlar gibi pek ¢cok molekiiler faktor belirlenmistir [43].

1.1.3. Anjiyogenez

Kanser olusumunda ve metastazda onemli bir mekanizma olan anjiyogenez var olan kan
damarlarindan yeni kapiller olusumunu veya tiimor hiicrelerinin yeni kapiller damar
olusturmalarin1 ifade etmektedir [44,45]. Timér hiicreleri, kontrolsiiz olarak c¢ogalmaya
bagladiktan sonra damarlanmayla birlikte hizli ilerleme dénemine girerler ve bu tiir hiicrelerin daha
fazla biyliyebilmeleri igin yeni damar olusumlarina ihtiyaglari ortaya ¢ikar [46]. Tiimor hiicreleri,
yeni damar olusumunu uyaramadiklarinda ¢evredeki damarlardan difiizyon yoluyla beslenirler ve
en fazla 0,5-1 cm®liik bir biiyiikliige kavusurlar ancak bu asamadan sonra ¢ogalmak ve metastaz
yapabilmek amaciyla anjiyogenez gereklidir [47]. Anjiyogenez bir damardaki endotelyal
hiicrelerini kusatan bazal membranin enzimatik reaksiyonlarla dejenere olmasindan sonra
endotelyal hiicrelerin komsu stromaya gociinii ve prolilferasyonu asamalarmi icerir [48] .
Anjiyogenez baski altina alindiginda tiimér hiicrelerinin ihtiya¢ duyduklari besin ihtiyaglar: ve atik
maddelerin uzaklastirilma basamaklar1 gergeklesmeyeceginden tiimorlerin biiytimesi 1-2 mm ile

smirli kalacaktir [49] .

1.1.4. Smrsiz Replikasyon Yetenegi

Normal hiicreler sinirli sayida boliinebilme 6zelligine sahiplerken kanser hiicrelerinde
boliinme sayisi sinirsizdir ve bu 6zellik <’ immortalite’” olarak isimlendirilmektedir [50] . Normal
hiicreler farklilasirken telomerleri giderek kisalirlar fakat kanser hiicrelerinde ve kok hiicrelerinde
telomeraz enziminin etkisiyle telomerler yenilenerek uzunluklari ayni kalir ve hiicre sinirsiz sekilde
boliinir [51] . Simirsiz bolinme 6zelligi timor hiicrelerine yaslanma, mitotik krizden kagma ve
kendini yenileyebilme yetenegi gibi birtakim avantajlar saglar [52]. Normal sartlarda hiicreler
belirli bir sayida boliinme gegirdikten sonra yaslanma ve apoptozisle devam eden bir dongii ile
olirler [53] . Ancak, ayni kiiltiirde birakilan kanserli hiicreler sinirsiz ¢ogalma potansiyeline sahip
olurlar. Kanserli hiicrelerle yapilan ¢alismalar bu durumdan telomeraz aktivitesinin sorumlu
oldugunu gostermistir ve kanserli dokularin neredeyse % 90’inda telomeraz aktivitesi sonucunda

telomerlerin korundugu goériilmiistiir [39] .

1.1.5. Enerji Metabolizmasinin Yeniden Programlanmasi

Kanser hiicreleri hayatta kalmalarini, biiyimelerini ve boliinmelerini devam ettirebilmek
amaciyla enerji metabolizmalarini yeniden diizenlemek durumunda kalirlar. Degistirilerek

diizenlenen bu metabolizma ile glukoz alinimi artar ve glukoz laktata dontstiiriiliir [54]. Kanser



hiicrelerinin normal hiicrelere oranla daha fazla glukoz kullandiklar1t ve hizli bir glikolitik
metabolizmaya sahip olduklar1 1920’li yillarda Otto Warburg tarafindan gosterilmistir [55].
Warburg etkisi olarak isimlendirilen ve tiimor hiicrelerinin hiicre i¢ine yiiksek diizeyde glukoz alip
glikolitik yol tizerinden glukozun laktoza doniistiiriilmesini kapsayan bir siire¢ sonucunda enerji
elde etmelerini agiklayan bu olay aerobik glikoliz olarak isimlendirilir [52]. Warburg etkisine gore
normal hiicreler yalnizca anaerobik sartlarin hiikiim siirdiigli durumlarda glikoliz yolagim
kullanirlar ve laktati {iretirler oysa tiimor hiicreleri oksijenden bagimsiz bigimde glukozu temel bir
besin olarak kullanirlar ve aerobik sartlarda glikolizis yaparak laktat1 iretirler [56]. Kanserli
hiicrelerde enerji metabolizmasi i¢in boyle bir yolun se¢ilmis olmasi enerji yoniinden azami fayday1
saglamaktan ziyade hiicre popiilasyonunun ve hakimiyetinin siirdiiriilebilirligini saglamak
amactyladir [57]. Kanserli hiicrelerde artan glukoz alimimi ile niikleozidlerin ve aminoasitlerin

tretimi artmakta ve hizli bir enerji tiretimi gergeklesmektedir [58].

1.1.6. Immiin Sistemden Kacis

Timor hiicreleri baglangicta immiin sistem tarafindan taninan antijenlere sahiptirler ancak
sonraki asamalarda bu antijenler kaybolmaktadirlar ya da tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan
cesitli sitokin veya protein yapilarimin etkisiyle kanserli hiicreler immiin sistemden
kacabilmektedirler [59]. Timor hiicresinin membranindaki antijenik degisimler, antijen-antikor
kompleksleri, spesik olan ve spesifik olmayan supressor, tiimor tarafindan olusturulan supresyon
ile immiin sistemi etkileyen bazi genetik faktorler kanser hiicrelerinin immiin sistemden
kagmalarini saglayan mekanizmalardir [60]. Kanser hiicrelerinin immiin sistemden kagislari {i¢
asamada gerceklesir. Ilk asamada kanser hiicrelerinin belirli bir diizeyde immiin sistem tarafindan
eliminasyonu saglanirken ikinci agamada kanser hiicrelerinin yiizey reseptorlerinde degisiklikler
meydana gelmektedir. Kagis asamasi olan son asamada ise antijen tanima mekanizmalarindaki
degisimlerin ger¢eklesmesi, kanser hiicrelerinde immiin baskilayici faktdrlerin salgilanmasi gibi

yollarla kagis ger¢eklesmektedir [61].

1.2. Apoptozis

Programli hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptozis, viicutta herhangi bir inflamatuar
yanit olusturmadan hiicre 6liimiiniin kontroliinii saglayan sinyallerin ardi ardina aktiflestigi,
kusursuz bir sekilde regiile edilen hiicre 6liim mekanizmasidir. Bu mekanizma, doku veya
organlarin olusumu, gelisimi esnasinda ve dokunun sekil alabilmesi i¢in artik gereksinim
duyulmayan hiicrelerin yok edilmesini saglayarak ¢aligmaktadir [62,63].

Apoptozis kavraminin ortaya ¢ikist 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan ileri
stiriilmistiir. Kerr ve arkadaglar1 apoptotik bir hiicrenin kii¢iik parcalara boliinmesini, bir agacin

yapraklarim1 dokmesine benzeterek Yunancada ‘dokiilmek’ anlamina gelen apoptozisi



tanmimlamuglardir [63]. Apoptozis kompleks sistemlerde hiicrelerin hasar gormesi ve ihtiyag
duyulmamasi sonucu makrofajlar tarafindan fagosite edilir [64]. Kurbagalarin erigkin evresine
gecerken kuyruklarinin kaybolmasi ve insan embriyosunun el ve ayak parmaklari arasimdaki
perdelerin hiicrelerinin intihar etmesi yani apoptoza ydnlenmeleri sonucunda 6liime gitmeleri
apoptoza 6rnek olarak verilebilir. Apoptoza yonlenen hiicrelerde morfolojik olarak degisimler s6z
konusudur. Bu degisimler; hiicrenin su kaybetmesi sonucu biiziigmesi, plazma ve g¢ekirdegin
parcalanmasi, kromatin ve sitoplazmanin yogunlasmasi ve apoptotik cisimcik olarak adlandirilan
kiigiik parcalara ayrilmasi olarak siralanabilir [65,66]. Apoptozis’ in olusum asamalari Sekil 1.5°de

gosterilmistir.
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Sekil 1.5. Apoptozis olusum agamalar1 [67].

1.2.1. Apoptotik Markerlar

Programl1 hiicre 6liimiinde bazi proteinler 6nemli rol oynamaktadir. Bu proteinler; kaspaz-
3, kaspaz-9, P53, bax ve Bcl-2 protein aileleridir. Kaspaz ailesi, hiicrede inaktif bir sekildedir ve
birbirlerini proteolitik olarak aktif hale getirirler. Kaspazlar; NH-terminal kisim, 10kDa
(Kilodalton) agirlinda kiigiik alt tinite, 20 kDa agirliginda genis alt {inite olmak tizere 3 par¢adan
olugmaktadir. Kaspazlar; baglatic1 kaspazlar (kaspaz 2,8,9,10), efektor kaspazlar (kaspaz 3,6,7) ve
inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14) olmak f{izere 3 farkli tipte bulunur [68,69].
Hiicrede meydana gelen anormal olaylar sonucunda hiicre i¢inden gelen sinyaller kaspaz 8 ve 9’u
aktiflestirir. Kaspaz aktivasyonun artmasiyla apoptozis aktive edici faktor-1 (apaf-1) aktif hale gelir
ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimi gergeklesir. Daha sonra apaf-1, sitokrom ¢ ve kazpaz-9
birleserek apoptozom kompleksi olusur ve bu kompleks sonucunda kaspaz-3 aktifleserek hiicrede
apoptoz gerceklesir [70]. Bcl-2 aile iiyeleri, apoptozu indiikleyen pro-apopotik ve apoptozu
baskilayan anti-apoptotik olarak isimlendirilen iki farkli gruba ayrilir. Bcl-2, mitokondride porlarin
gecirgenligini kontrol eder ve apoptozu baskilayan anti-apoptotik bir ptoteindir. Pro-apoptotik

protein olan Bax, mitokondri organelinde bulunur ve programli hiicre 6liimiiniin meydana



gelmesinde onemli rol oynar. P53 ptoteini genomun koruyucusu olarak bilinen transkripsiyon
faktorii ve timor silipresor genindir. Hiicre dongiisiinde DNA hasari oldugunda hiicre dongiisiinii
durdurur ve DNA tamirinde gorevli olan proteinlerin ekspresyon seviyesini arttirir. DNA tamir
edilemezse pro-apoptotik proteinlerin ekspresyon diizeyini arttirir ve hiicreyi apoptoza yonlendirir
[71-73].

1.2.2. Kanserde Apoptozis

Nedeni veya tiirli ne olursa olsun tiim kanser hiicrelerinde bulunan ayirt edici 6zellikler;
kontrolsiiz biiyiime, anjiyogenez ve apoptozisden ka¢inmayi igerir [74,75]. Kanserin dnlenmesi,
apoptozisin ana islevlerinden biridir [76]. Tipik olarak, kanserde inhibe edilen igsel yoldur, ancak
apoptozisi inhibe etmek igin ¢ok c¢esitli araglar vardir. Apoptotik kontroliin kaybi, kanser
hiicrelerinin daha uzun siire hayatta kalmasina izin verir ve timor ilerlemesi sirasinda invazivligi
artirabilen, anjiyogenezi uyarabilen, hiicre proliferasyonunu diizensizlestiren ve farklilagsmaya
miidahale edebilen mutasyonlarin birikmesi i¢in daha fazla zaman verir [77].

Apoptozisten kagan kanser hiicrelerinin bir¢ok yolu vardir: kaspaz islevi engellenebilir veya
apoptoz igin tetikleyici devre dig1 birakilabilir [76]. Antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin yukari
regiilasyonu ve Bax veya Bak kaybi, baskin kaginma yontemleridir. Bcl-2 bir onkogen olarak kabul
edilmez, ancak ig¢indeki mutasyonlar timér baglangicini arttirir. Bcl-2 proteininin  asir
ekspresyonu, tipine bakilmaksizin tiim kanserlerin yarisindan fazlasinda mevcuttur [76]. Bu, bazi
antikanser ilaglari iceren herhangi bir i¢sel apoptotik uyariya direncli tiimdr hiicreleri ile sonuglanir
[77].

1.2.3. Apoptozis ve Kanser Tedavisi

Kanseri tedavi etmenin bir yolu, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesini kontrol altina
almak veya muhtemelen sonlandirmaktir. Oliim igin hiicrenin kendi mekanizmasim kullanmak
olduk¢a etkili bir yontemdir. Ek olarak, apoptozisi hedeflemek en basarili cerrahi olmayan
tedavidir. Apoptozisten kaginma, kanserin ayirt edici 6zelligi oldugundan ve kanserin nedeni veya
tiiriine 6zgii olmadigi igin, apoptozu hedeflemek tiim kanser tiirleri i¢in de etkilidir. Hem i¢sel hem
de digsal yollarda cesitli asamalar1 hedef alan bir¢cok antikanser ilac1 vardir [78-80]. Terapétik
hedefleme i¢in iki yaygin strateji, proapoptotik molekiillerin uyarilmasi ve antiapoptotik
molekiillerin inhibisyonudur [77]. Arastirilan hedeflerden bazilari, 6liim reseptorleri i¢in ligandlart
[76] , BCL-2 i¢in inhibitdrleri [81], XIAP inhibisyonunu [76] ve apoptotik sinyaller olarak hareket
eden alkilfosfolipid analoglarin1 (APL) igerir [79]. Herhangi bir asama tedavi i¢in yollarda
hedeflenebilir, fakat hangi hedefin en etkili olduguna dair bir gosterge yoktur. Apoptozisi

indiikleyen antikanser ilaglar1 daha fazla tasarlandikga, en etkili hedefler belirlenecektir [82].



1.2.4. Apoptozis Mekanizmalari

Hiicrelerin apoptoza yonlenmesi i¢in hiicrede belli basli bazi olaylarin meydana gelmesi
gerekmektedir [83]. Hiicrelerin boliinmesi igin gerekli olan bitylime faktorlerinin azalmasi, hiicre
boliinmesi esnasinda meydana gelen DNA hasari, hipoksi ve oksidatif stres gibi olaylar sonucunda
hiicrede apoptozis i¢in ardi ardina sinyaller aktiflesir. Programli hiicre 6liimiinde gorev alan primer
li¢ protein: Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktive edici faktor—1’dir [84,85].
Bu protein ailelerinin fonksiyonuyla apoptozisteki yapisal degisimler, mitokondriyal
permabilitenin bozulmasi, niikleus membran ve kromozomal degisimler, DNA hasar1 gibi
reaksiyonlar gerceklesmektedir. Programli hiicre 6liimiinde iki biyokimyasal yolak bulunmaktadir.
Ik biyokimyasal yolak, 6liim reseptdrleri tarafindan meydana gelen ekstrinsik (digsal) yolak, ikinci
biyokimyasal yolak ise Bcl-2 ailesi proteinleri araciligiyla meydana gelen intrinsik (igsel) yolaktir
[83,86].

1.2.4.1 Ekstrinsik (Dissal) Yolak

Ekstrinsik yolak, 6liim reseptorleri araciligiyla gerceklesir. Oliim reseptérleri ligandlara gok
kisa siirede baglanarak kaspaz kaskadinin aktiflesmesini saglayarak ekstrinsik yolagin ¢ok hizl
gergeklesmesine neden olur [87]. Hiicre zarmin dis kisminda var olan reseptdrlere hiicre disindan
gelen Oliim sinyalleri baglanir. Sitoplazmada reseptorlerin geriye kalan kisimlar birlesir ve hiicre
Olimiine aracilik eden proteinlere baglanirlar. Pro-kaspazlarin proteolitik gorevini yerine
getirmesini engelleyen kisimlar kesilmekte ve pro-kaspazlar aktif kaspazlara doniismektedirler
[88]. Hiicrelerin yiizeyinde olan reseptorler TNF (Tiimor nekroz faktor ) gen ailesi tiyesidirler ve
TNF gen ailesi iiyelerinde 6liim domaini (Death domain; DD) ad1 verilen kisimlar bulunmaktadir.
Oliim domainleri, hiicre disindan gelen 6liim sinyallerini hiicre igine ileterek énemli bir rol {istlenir.
TRAIL (TNF-related apoptosis- inducing ligand) DR4, DR5, CAR1, Fas, P75 ve TNF-R1 (Tumor
necrosis factor Receptor-1) TNF gen ailesi iiyeleridir. Bu 6liim ligantlari, plazma zarindaki
reseptorlere baglanirlar ve bu baglanma sonucunda ekstrinsik apoptotik yolak aktiflesmektedir.
Reseptorlerin homotrimerizasyonu sonucu Fas iligkili 6liim domaini (FADD: Fas-associated via
death domain) ve prokaspaz-8 benzeri adaptor proteinler 6liim-indiikleyen sinyal komplekslerine
donisiir [89]. Reseptorlere gelen sinyaller sonucunda adaptor proteinler kazpazlara baglanirlar ve
onlarin aktiflesmesini saglarlar. Aktiflesmis kaspazlar DNaz enzimi ile birlikte DNA yikimina

sebep olurlar [88,90,91].

1.2.4.2 intrinsik (i¢sel) Yolak

Intrinsik yolak, reseptdre bagli olmayan mitokondrinin merkezi rol oynadigi hiicre igi
uyarilar sonucunda gergeklesen apoptozis mekanizmasidir. I¢ yolak, DNA hasari, endoplazmik

retikulum stresi horman ve sitokinlerin hiicreye ulasmamasi viral enfeksiyonlar gibi bir¢ok hiicresel
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stres sinyalleri sonucunda aktiflesir [92]. Apoptozise giden bir hiicrede mitokondri ihtiya¢ olan
enerjiyl Uretir ve mitokondri dis zarinda meydana gelen transmembran potansiyelin diigmesi
sonucunda ‘permeability transition pore (PT)’ ad1 verilen por olusumu gergeklesir. Por olusumunun
gerceklesmesi iki protein grubunun sitozole salmimina sebep olur. Ilk protein grubu, sitokrom c,
serin proteaz HtrA2/Omive Smac/DIABLO’dir. Sitokrom, Apaf-1 (Apoptotic protease activing
factor-1) ad1 verilen proteine baglanir ve apoptozom kompleksinin olusmasinda Apaf-1 ile birlikte
kaspaz 9’un aktiflesmesinde gorev alir [88]. HtrA2/Omi ve Smac/DIABLO, IAP’lerin yani
apoptozis inhibitorlerinin fonksiyonlarini inhibe ederek apoptozisi diizenlerler. ikinci protein
grubu, endoniikleaz G, AIF ve CAD’dir. Bu protein grubu da apoptozis sirasinda mitokondri
tarafindan salinir. Hiicre 6liimiiniin meydana gelmesiyle bu proteinler salinir ve gekirdegi hedef
alan AIF, DNA’y1 kii¢iik parcalara boler bunun sonucunda kromatin yogunlasir. Diger bir protein
olan endoniikleaz G ¢ekirdege giderek DNA’y1 fragmentlere ayirir. Kaspaz-3 diger bir protein olan
CAD’1n aktiflesmesini saglar ve CAD niikleozomlar arasindan DNA’y1 keser [90,93,94]. Bcl-2
protein ailesi apoptozisi diizenleyen, apoptozis ilizerinde negatif ve pozitif etkinlik gosteren pro-
apoptotik ve anti-apoptotik olarak isimlendirilen iki iiyeye sahip bir onkogen sinifidir. Pozitif yonde
etkileyen proteinler; Bax ve Bak iken negatif yonde etkileyen proteinler; Bel-2, Mcl-1 ve Bcl-
xL’dir. Proapoptotik protein olan Bax ve Bak etkilerini sitokrom c¢’nin sitoplazmaya gegisini
saglayarak gosterir. Antiapoptotik iiyeler ise bu reaksiyonun gerceklesmesini engellerler.
Mitokondri, kaspazlarin fonksiyonel hale gelmesinde rol oynar ve kaspaz iiyelerinin mitokondri
zarindan sitoplazmaya ge¢isini saglar. Aktif kaspaz-9 Kaspaz-3’i aktive eder ve kaspaz-3 kaspaz
aktive edici DNaz (CAD)’1 aktiflestirir. Ozetle mitokondri dis zarmin gegirgenliginin artmasi ve
bunu takip eden kaspaz kaskadi sayesinde igsel apoptozis yolagi tamamlanir [95,96]. Apoptotik

mekanizmalarin yolakalar1 Sekil 1.6’da goésterilmistir.
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Belirli durumlarda bir dizi sinyal kaskadi tarafindan diizenli bir sekilde diizenlenen
apoptozis, bir hiicre 6liimii tiiriidiir. Apoptozis bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde, biiyiime ve
gelismede, organizmalardaki gereksiz hiicrelerin veya anormal hiicrelerin temizlenmesinde rol
oynayan Onemli bir faktordiir. Ayn1 zamanda apoptozis, organizmalarin basarili bir sekilde
yasamak i¢in sabit miktarda hiicreyi korumalarinin 6nemli bir yoludur. Apoptozisin baslatilmasi ve
yiiriitiilmesi, sinyal molekidilleri, reseptorler, enzimler ve gen diizenleyici proteinler dahil olmak
tizere bir dizi molekiiliin igbirligini gerektirir. Bunlar arasinda, apoptozis proteini inhibitorii (IAP),
Bcl-2 ailesi proteinleri ve kalpain gibi gesitli molekiiller tarafindan diizenlenen kaspaz-kaskad
sinyal sistemi, apoptozis siirecinde hayati 6neme sahiptir [98].

Apoptozis, hedef proteinleri pargalayan bir sistein proteinleri sinifi olan kaspazlar (sistein
aspartil-spesifik proteazlar) tarafindan gergeklestirilir [81] . Kaspaz proteaz aktivitesi, yiizlerce
cesitli proteini pargaladiklar1 i¢in basarili apoptoz igin gereklidir [76]. Dort baslatici kaspaz
(kaspaz-2,-8, -9, 10) ve ii¢ uygulayici kaspaz (kaspaz-3, -6, -7) vardir [81]. Cellat kaspazlari,
sonunda hiicrenin 6liimiine yol acan hedef proteinleri parcalar. Yollar yiliksek diizeyde diizenlenir,
bdylece apoptozis yalnizca sinyal verilirse gergeklesir. Ozellikle igsel yol, proapoptotik efektdr
proteinleri, yalnizca proapoptotik BH3 proteinlerini ve antiapoptotik BCL-2 proteinlerini igeren B
hiicreli lenfoma-2 (BCL-2) protein ailesi tarafindan diizenlenir[76]. Antiapoptotik BCL-2
proteinleri, proapoptotik BCL-2 proteinlerinin, BCL-2-iligkili X proteininin (Bax) ve BCL-2
homolog antagonist éldiiriictiniin (BAK) inhibisyonu yoluyla apoptozisi inhibe eder [81]. Yalnizca
BH3 proteinleri, antiapoptotik BCL-2 proteinlerini inhibe eder [82].

1.3. Kaspazlar

Interldkin-1B-déniistiiriicii enzim ailesi proteazlari olan kaspazlar, Caenorhabditis elegans
hiicre 6liimii geni CED-3’ e oldukc¢a benzerdir. Simdiye kadar, tiimii bazi ortak 6zellikleri paylasan
on dort kaspaz tamimlanmigtir. Bu dzelliklerden biri hepsinin aspartata 6zgii sistein proteazlar
olmalaridir. Bir diger ortak 6zellik de hepsinin koruyucu bir pentapeptit aktif bolgesine "QACXG"
(X, R, Q veya D olabilir) sahip olmalaridir. Diger ortak 6zellik ise dnciillerinin tiimiiniin prokaspaz
olarak bilinen zimojenlerin olmasidir. Prokaspazlardaki prodomainin N-terminali, kaspaz
aktivasyonu igin gereken oldukea ¢esitli bir yapi igerir ve hepsi, bir biiylik ve bir kii¢iik alt birimi
olan bir heterodimer iiretmek i¢in diger kaspazlari aktive etmenin yam sira otoaktive etme
yetenegine sahiptir ve iki heterodimer, bir enzimatik aktif heterotetramer olusturur [95]. Aminoasit

dizilerindeki homolojilerine gore kaspazlar Tablo 1.1.’de gosterildigi gibi ¢ alt aileye ayrilir [96].
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Tablo 1.1. Kaspaz ailesinin alt familya iiyeleri [96]

Alt Familya Rol Uyeler
Kaspaz-2
Kaspaz-8
Kaspaz-9
Kaspaz-10
Kaspaz-3
1 Apoptozis infazcisi (cellat) Kaspaz-6
Kaspaz-7
Kaspaz-1
Kaspaz-4
Kaspaz-5
" Inflamatuar araci Kaspaz-11
Kaspaz-12
Kaspaz-13
Kaspaz-14

| Apoptozis aktivatori (baglatici)

Esas olarak apoptozis veya inflamasyondan ziyade epitel hiicre farklilasmasi ile
iligkilendirilen proteolitik islemesi i¢in benzersiz olan prokaspaz-14 disinda, inflamatuar mediator
kaspazlarmin ve apoptozis aktivator kaspazlarinin prokaspazlarmin timii, prokaspazlarda uzun
prodomainlere sahiptir [99,100]. Uzun prodomain, procaspaz-8 ve -10’ daki oliim efektér alanin
(DED) veya prokaspaz-2 ve prokaspaz-9’ daki kaspaz alim alanini (CARD) igerir. Oliim alan
(domain) aile tyeleri olan DED ve CARD, protein-protein etkilesimleri yoluyla prokaspaz
aktivasyonu ve asag1 akis kaspaz-kaskad diizenlemesinde yer alir. Benzer bir pirin alan1 (domain),
zebra baligi prokaspazinin 6n alaminda bulunmustur. Ug alanm tiimii, bir Yunan anahtar
konformasyonunda diizenlenmis alt1 antiparalel a-heliksinden olusan, 6liim alan1 kivrimi olarak
bilinen ortak bir 3 boyutlu yap1 igerir. Ancak apoptozis yiiriitiicii kaspazlarin prokaspazlarmdaki
daha kisa olan prodomainler protein-protein etkilesimlerinde yer almazlar [100].

Apoptozisde hayati neme sahip olan kaspazlar, sistein-aspartik-proteazlardir. Bu kaspazlar
bir sinyale tepki olarak ilk etkinlestirilen baglatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9 ve 10) ve apoptozisin
yikim agamasini gergeklestiren cellat kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) igerir [101].

Cellat kaspazlar (3, 6 ve 7) aktif hale geldiginde; endoniikleaz aktivasyonu, DNA
fragmantasyonu, niikleer proteinlerin imhasi, fagositik hiicreler i¢in ligand ekspresyonu ve
apoptotik cisimlerin olusumu olaylar1 gergeklesir [102]. Baslatic1 kaspazlar kendilerini aktif hale
getirebilir. Bu aktivasyon icin pro-alanlan igerir. Efektor kaspazlar ise aktiflesmis baslatici
kaspazlar-8,-9,-10 tarafindan aktif hale getirilir. Kaspaz-2, baslatict ve efektor kaspazdir. Kaspaz-
2 spesifik olarak efektor kaspaz-13 ile substrat spesifikasyonlarini paylastigindan efektor kaspaz
olarak gruplandinlabilir. Kaspaz-2’nin rolii tam olarak belli olmasa da, yakin zamanda yapilan
caligmalar genotoksik strese cevap olarak mitokondriyal yolun yukariya dogru hareket ettigini
belirtmistir [101].

Cellat kaspazlarmin aktif hale gelmesi performin/granzim yolu ile direkt olarak da

baslatilabilir [103]. Kaspaz-3 ve kaspaz-7 cellat kaspazlar arasinda bulunur. Bu grupta kaspaz-6 da
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yer alir fakat apoptozisteki rolii daha az belirgindir. Norodejeneratif hastaliklarda oldukg¢a 6nemli
rol oynar [104,105].

Bagslatici kaspazlar, kaspaz-2, -8, -9 ve -10° dur. Her baslatici kaspazin protein ve protein
etkilesim motifini kodlayan uzun bir prodomaini vardir. Bu sekilde katalitik alanlarmn
dimerizasyonunu kolaylastirir. Kaspaz-2 ve kaspaz-9’da bulunan kaspaz alim bdolgesi (CARD;
caspase recruitment domain) ve kaspaz-8 ve kaspaz-10 prodoinlerinde bulunan 6lim efektor
bolgesi (DED; death effector domain) bu motifler arasinda yer alir [106]. Her kaspaz igin bu
etkilesim alanlar1 aktivasyon platformlari olarak iglev yapar. Biiyiik ¢oklu protein komplekslerine
baglatict kaspazlarin alinmasina izin verir. Her kaspaz icin aktivasyon platformlar1 spesifiktir.
Kaspaz-8 ve kaspaz-10 i¢in 6liime neden olan sinyal kompleksini (DISC), kaspaz-9 igin apoptotik
peptidaz aktive edici faktor 1 (Apafl) apoptozomu ve p53°ii, kaspaz-2 igin indiiklenen 6liim alani
proteinini (PIDDosome) igerir [107]. Genellikle her kompleks bir reseptor proteininden meydana
gelir [101].

1.3.1. Bcl-2 ailesi

Cok sayida caligma, PI3K/AKT sinyal yolunun anormal aktivasyonunun, bir¢ok kanser
tedavisinde apoptoz aracili ¢coklu ila¢ direncine yol agcan Bcl-2 ekspresyonunun diizenlenmesine
katkida bulundugunu ileri siirmiistiir [108]. Bcl-2 protein ailesi apoptozda anahtar faktordiir ve
kanser gelisimi ve ilag yaniti icin 6nemli olan bir hiicre intihar programidir [109]. Bad, Bax, Bcl-
2, Bid ve Bcl-xL’ yi igeren Bcl-2 proteinleri mitokondriyal membran iizerinde bulunurlar,
mitokondriyal membran gecirgenligini degistirebilir ve postmitokondriyal kaspaz kaskadlarimin
aktivasyonu yoluyla apoptotik hiicre 6limiine yol agan sitokrom ¢ veya kaspaz salinimini
tetikleyebilir. Bcl-xL ve Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinler, mitokondriden sitokrom ¢ salinimini
onleyerek hiicre sagkalimini uyarir ve Bax ve Bad gibi proapoptotik proteinler, sitokrom ¢’ yi
serbest birakmak i¢in mitokondriyi indiikler [110]. Bcl-2 ailesinin proteinleri arasindaki denge,
PI3K/AKT’ nin ¢esitli yabanci uyaranlari tarafindan indiiklenen apoptotik yolaklarda hayati bir rol
oynar [111]. Basit bir “varistor” gibi bu karsit apoptoz proteinleri arasindaki denge, hiicrelerin
apoptotik strese duyarlih@mi diizenler [112]. Apoptotik diizenleyici Bcl-2, anti-apoptotik
mekanizmanin 6nemli bir bilesenidir. Bel-2, mitokondriyal dis membran gegirgenligini bloke eden
ve apoptozu inhibe eden bir onkogendir ve kanserlerin ¢oklu ilag direncinde her zaman asir
eksprese edilir. Bcl2’ nin asirt ekspresyonu tipik olarak, PI3K/AKT yollarindaki anormal
degisikliklerle iligkili olan kanser hiicrelerinin kanser faktorlerine direnci ile sonuglanir [113,114].

Aktive edilmis AKT, Bad Ser136'y1 (AKT'nin hedefi) dogrudan fosforile eder [115]. AKT,
Ser-112’° de Bad"” i fosforile eden ve apoptozu inhibe etmek i¢in Bel-xL kompleksinden salinmasina
neden olan PAK1’ i aktive eder. Aktive edilmis AKT, Bcl-2 aktivasyonu ve Bax’ i inhibisyonu

yoluyla hiicrenin hayatta kalmasini destekler [116]. Bad’ in mitokondriyal translokasyonu ve Bad
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ve Bcl-xL arasindaki fizyolojik etkilesim de mitokondriyal disfonksiyonu indiikler ve Bad ve Bcl-
xL arasindaki PI3K/AKT aracili etkilesim mitokondriyal biitiinliigii korur ve sitokrom c akisini
onler [117]. Bu nedenle, PI3K aktivitesi, Bax’ in sitoplazmada tutulmasi i¢in 6nemlidir ve AKT,
apoptoz aracili ¢oklu ilag direnci ile iligkili olan Bax’1n mitokondriye translokasyonunu inhibe eder
[118]. Ozetle, PI3K/AKT yolunun aktivasyonu, cesitli hiicresel apoptotik siireglerin (Bax/Bcl-2)

diizenlenmesi yoluyla ¢oklu ilag direncini destekler [119].

1.3.2. PI3K-AKT-mTOR Sinyal Yolag

Kesfedilmesinden bu yana 20 yildan fazla bir siire i¢cinde, ¢aligmalar, fosfatidilinositol 3-
kinaz (PI3K)/Akt/memeli rapamisin hedefinin (mTOR) kanser biiylimesi, metabolizmasi, hayatta
kalmasi ve hareketliliginde merkezi roliinii ortaya koymustur [120-123]. PI3K/Akt/mTOR yolu,
muhtemelen insan kanserlerinde en sik aktive edilen yoldur ve tiimorlerin yaklagik %30-50'sini
etkiler [124], bu da onu onkoloji ilag gelisimi i¢in ¢ekici bir hedef haline getirir[125]. Bu sinyal
yolunun inhibisyonu, hem hiicresel proliferasyonun azalmasina hem de hiicresel o6liimiin
desteklenmesine neden olabilir [126]. Yap1 ve fonksiyona gore PI3 kinaz ii¢ sinifa ayrilir. Bunlar;
siuf I, II ve II' tiir. Bunlardan smuf I PI3 kinazlar, insan kanserinde en agik sekilde rol
oynayanlardir [128]. Ug siif IA PI3K izo formu vardir (PI3Ka, PI3KB ve PI3KS). PI3Ky,
PI3K'lerin 1B sinifindaki tek enzimi temsil eder [128]. Ayrica Akt'in {i¢ izoformu vardir: Aktl,
Akt2 ve Akt3. Sinyalleme kaskadin1 tamamlayan mTOR, bilinen iki kompleksten olusur. Bunlar
mTOR kompleksi 1 (MTORC1) ve mTOR kompleksi 2 (mTORC2) dir [129].

PI3K/Akt/mTOR yolunun patolojik aktivasyonu, en yaygin olarak PI3K'nin nokta
mutasyonlar1 olmak iizere, tiimér baskilayici fosfataz ve tensin homologunun (PTEN)
inaktivasyonu ve Akt'm amplifikasyonu veya mutasyonu olmak iizere ¢esitli sekillerde ortaya
¢ikabilir [126]. PI3K'nin p110a alt birimini kodlayan gen olan PIK3CA'daki nokta mutasyonlari,
kanserde en yaygin olarak tespit edilen mutasyonlar arasindadir [124]. Bu mutasyonlar hemen
hemen her biiyiik tiimor tipinde tanimlanmis olmasina ragmen, en yiiksek prevalansa sahip olanlar
meme, endometrium, kolon, bas ve boyun kanserlerini igerir [125].

PI3Ka'nin aksine, PI3K$ ve PI3Ky'deki mutasyonlar nadirdir. PI3K$ tercihen 16kositlerde
ekspresyon edilir ve B hiicresi aktivasyonu, proliferasyonu, hayatta kalmast ve lenfoid doku
hedeflenmesinde 6nemlidir [130]. PI3K3, PI3K p85 diizenleyici alt biriminin SH2 alanlar ile
etkilesim yoluyla veya dogrudan RAS yoluyla hiicresel reseptorler tarafindan aktive edilir [131].
PI3KS9 sinyalinin birgok B hiicre malignitesinde ozellikle hiperaktif oldugu bilinmektedir. Cok
sayida klinik 6ncesi ¢alisma, PI3K6'nin izoforma 6zgii inhibisyonunun, diger hematopoietik hiicre
tiplerinde toksisiteyi korurken B hiicrelerinin sitotoksisitesine yol agtigini gostermistir [132-134].
PI3Ky, G-proteinine bagh reseptdrlerle iligkilidir ve fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfatin (PIP3) ¢ok

hizli indiikklenmesinden sorumludur ve ayrica diger reseptorlerin asagi akis yoniinde RAS
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tarafindan da aktive edilebilir. PI3K§'ye benzer sekilde, PI3Ky tercihen 16kositlerde eksprese edilir
ve B hiicre malignitelerinin biiyiimesi ve hayatta kalmasi i¢in merkezidir. PI3Ky'nin ayrica timor
mikro ortaminin korunmasinda ve T hiicresi gelisimi ve hayatta kalmasinda rol oynadigi
bilinmektedir [125]. PTEN, PI3K sinyalizasyonunun bir antagonistidir ve bu timor baskilayict
genin fonksiyon kaybi, agagi akis aktivasyonunun artmasina neden olur [122,135,136]. PTEN'deki
mutasyonlar, 6zellikle endometriyal, merkezi sinir sistemi, deri ve prostat kanserleri olmak iizere
cok sayida kanserde gosterilmistir. Somatik mutasyonlar daha yaygin olmakla birlikte, PTEN'in
germ hattt kaybt Cowden sendromuna neden olur [137,138]. PTEN kaybi, delesyonlar,
transkripsiyonel susturma veya translasyon sonrasi modifikasyon ve protein kararsizligi nedeniyle
de geligebilir [139].

Aktnin ii¢ izoformunun tiimi, cesitli malignitelerde amplifikasyon gostermistir. Mide
karsinomu, glioblastoma ve gliosarkomda Akt1 amplifikasyonu bildirilmistir. Akt2 amplifikasyonu
bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom, pankreas, yumurtalik ve meme kanserlerinde
tammlanmustir. Akt'ta da mutasyonlar tanimlanmistir, ancak PIK3CA ile gbzlemlenen sikliktan
daha az yaygindir [140]. Benzer sekilde, mTOR'daki mutasyonlarda nadirdir [129].

PI3K/Akt/ mTOR yolunun {iyelerindeki dogal aberasyonlara ek olarak, bu yol boyunca
patolojik sinyallesme, reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler), G proteinine bagli reseptorler ve diger

onkogenler dahil olmak iizere baska yollarla da meydana gelebilir (6rn. RAS) [120,123,141-143].

1.4. Kolonun Anatomisi

Sindirim sisteminin son organi olan ve sindirilmis madde kalintilar1 ile sindirilemeyen
maddeleri ihtiva eden kat1 atiklarin olusumundan sorumlu olan kolon, aniisten ileogekal dan valve
kadar uzanan bir yapiya sahiptir [144]. 130-150 cm uzunlugunda ve 2,5-8,5 cm ¢apinda olan kolon,
¢ekum, ¢ikan, transvers, inen ve sigmoid kolon ile rektum kisimlarindan olusur [145]. Kolon duvari
mukoza, submukoza, muskularis propria, adventisya ve serosa olmak iizere bes tabakadan
olusmaktadir [146].

Cekum 7,5-8 cm uzunlugunda olan, kolonun en genis ¢apli ve muskiiler tabakasi en ince olan
kismint olusturmaktadir. Cekumdan karacigerin sag lobuna kadar uzanan, 15-20 cm uzunlugunda
olan, sola ve 6ne dogru kivrimlar olusturarak hepatik fleksuray1 olusturan g¢ikan kolon igte
duodenum, ince barsak ve dista da karin yan duvarina komsudur[147]. Batin1 sagdan sola dogru
kateden, ortalama 50 cm uzunlugunda olan transvers kolonun tamami periton ile kaplidir ve mezosu
ile pankreas ve sol bobrek kapsiiliine asilarak batini alt ve list bolmelere ayirir [148]. Karin zarimin
arkasinda bulunan bir yap1 olan inen kolon, kolonun sigmoid kolonunun igine girer [149]. Inen
kolonun devamui olan sigmoid kolon ise pelvik agzin 6niinden baglayip ve iiclincii sakral vertebra
seviyesinde rektum haline gelen kalin bagirsagin “S” seklinde bir kismidir buna ek olarak sigmoid

kolon inen kolonu rektuma baglar [149,150]. Inen kolondan farkli olarak periton sigmoid kolonu
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cevreler ve bu nedenle retroperitoneal bir yap1 degildir. Ayni zamanda sigmoid mezokolon, sigmoid

kolonu karin arka duvarina baglar [150].

1.5. Kolon Kanseri

Prostat ve akciger kanserinden sonra erkeklerde en sik goriilen {igiincii, kadinlarda da akciger
ve meme kanserinden sonra iiglincii siklikta goriilen bir kanser tiirii olan kolon kanserinin olugum
sikligi giderek artmaktadir [151]. Amerika Birlesik Devletlerinde 2002 yili ve 2011 yillar
arasindaki kolon kanseri gesitlerine bagl dliimlerde ii¢ kat artis oldugu bildirilmistir [152]. Saglik
Bakanlig1 tarafindan yapilan 6nceki yillara ait verilerine gore kolon kanserinin kadinlarda goriilme
orant % 7,8 olarak belirlenmisken bu oran erkeklerde % 7,5 olarak bulunmustur. Gastrointestinal
kanserler arasinda kolon kanseri diinya genelinde 6liime neden olan dordiincii kanser tiirii olarak
goriilmektedir ve kanser 6liimlerinin yaklagik % 8’lik kisminin bu kanser tiirlinden kaynaklandigi
belirtilmektedir [153]. Yas ve yasam bigimi kolon kanserinin énemli sebepleri arasinda olmasina
ragmen genetik sebepler de bu kanserin olusumunun nedenlerindendir [154]. 40 yasindan once
kolon kanserinin goriilme orani ¢ok az olurken olusma siklig1 40-50°1i yaslardan sonra artig
gostermektedir [155]. Kolon kanserinin goriilme sikligi cografik bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. Asya ve Giiney Amerika’da diisiik seviyelerde goriilmesine ragmen Avustralya,
Yeni Zellanda, Hindistan ve Avrupa’da goriilme siklig1 daha yiiksektir ayni1 zamanda batililagma
ve gelismislikle baglantili oldugu diistiniilmektedir [156].

En distan i¢e dogru, seroza, muskularis peopiya, submukoza ve mukozadan olusan kolon
duvarmin i¢ duvarinda yer alan epitelyumun, adenokarsinomlara ve tiimdre doniigiimiiyle kolon
kanseri baglar. Tedavi edilmezse basta kolon duvarlarina sonrasinda da lenf sistemi ve diger
organlara yayilim gosterir [157,158]. Birgok ¢esidi olmasina ragmen en yaygin olan kolon kanseri
cesidi adenokarsinomlardir [159]. Kolon kanseri gesitlerinin erkeklerde en ¢ok goriilen tiglincii ve
kadinlarda ise en ¢ok goriilen ikinci kanser tiirii oldugu ve 2018 yilinda 1,8 milyondan fazla kisiye
kolon kanseri teshisi konuldugu goriilmistiir [160]. Kolon kanseri pek ¢ok genetik ve gevresel
faktorlere baglh olarak ortaya c¢ikmaktadir ve genellikle yas, diyet, fiziksel aktivite eksikligi,
obezite, adenom ve karsinom, radyasyon, sigara, alkol kullanim1 ve inflamatuar kolon hastalig1 gibi
etkenler kolon kanserini olumsuz yonde etkiler [161]. Hayvansal yaglarin ve kirmizi etin ¢ok fazla
alindig1 ve yeterince lifli gidalarla beslenilmedigi, karbohidrat agirlikli beslenildigi durumlarda
kolon kanseri ¢esitleri ¢ok daha fazla goriilmektedir [160,161]. Kolon kanserlerinin tamamina
yakini kolon duvarlarindaki iyi huylu poliplerin malign poliplere doniisiimii sonucunda ortaya
cikarlar. Kolon kanserinin ilk olusumunda kolonda doku biiyiimesi meydana gelerek polipler
olusur. Baslangigta, normal olan epitel doku adenoma doniistiikten sonra adenomun displastik
degisimlerle intramukozal karsinoma doniisimii meydan gelir ve daha sonra invaziv

adenokarsinomi olusur [162]. ilk asamalarda belirti gostermemesine karsilik daha ileri asamalarda
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kilo kaybu, istahsizlik, karinda agr1 ve kanamalar gériilmesi seklinde karakterize edilir [18]. Kolon
kanserilerinin birgogunda kalitsal bir egilim ya da aile 6ykiisii az bir oran1 kapsamaktadir. Bu tiirden
kanser vakalarinda adenomatoz polipozis kolinin (APC) somatik mutasyonu, kalitsal olmayan
sporadik adenomat6z polipozisli (SAP) hastalarin yaklagik %80-85'inin ayirt edici bir belirtecidir
[7]. APC geninin mutasyonunun kolon kanseri gesitlerinin gelisiminde erken bir adim oldugu
diisiiniilmektedir[165]. APC geninin kusurlu son {iriinlerinin toplanmast c-myc ve siklin D gibi
belirli hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna yol agan Wnt/-katenin sinyal yolunun sonraki
aktivasyonuna katkida bulunur [166]. Ik genetik degisikligin ardindan, karsinogenez siireci, bir
dizi genetik mutasyon, fenotipik ve p53 tiimor baskilayici genin invaziv kolorektal karsinoma
dogru kaybi gibi patolojik degisiklikleri igerir [167]. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, erkeklerde
ve artan yasin hastaligin olus sikligiyla korelasyon tasidigini gostermistir. Kolon kanserlerinin
¢ogunun orjinini olusturan hiicrelerin, kanser kok hiicresi ya da kok hiicresi oldugu bildirilmektedir.
Bu hiicreler, timor baskilayici genleri inaktif hale getirirken onkogenleri aktive edebilen,
epigenetik ve genetik degisimlerin birikimi sonucunda olugsmaktadirlar [168].

Kolon kanserinin olusumunda ve gelisiminde diyet basta olmak iizere kilolu olmak, tiitiin,
alkol 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica, diyet agisindan yagca zengin, lifli besinlerce fakir besinlerle

beslenmek kolon kanseri olusumunda etkin rol oynamaktadir [160].

1.5.1. Kolon Kanseri Risk Faktorleri

1.5.1.1 Diyet ve Yasam Tarzi

Kolon kanserinde, diyetsel faktorler DNA hasarma neden olan genotoksit bilesenleri iceren
baglatici faktorler ve genotoksit olmayan ancak hiicre ¢ogalmasini uyaran ilerletici faktorler olmak
tizere iki grupta incelenmektedir [160]. Lifli ve tahilli gidalarin az alinmasi, yagca yiiksek gida
tiketimi, kirmizi ve islenmis et ile sigara ve asir1 alkol tiiketimi kolon kanseri agisindan risk
olusturmaktadir [169]. Ayrica, sebze ve meyve tiiketiminin azlig1 ve sedanter yasam ile birlikte
artan seker tiikketiminin de kolon kanserine neden oldugu bilinmektedir [170]. Bu tiir diyetleri iceren
ve literatiirde bati tarz1 yasam bi¢imi olarak bilinen bu yasam bi¢iminin kolon kanserine sebep

oldugu bildirilmektedir [171].

1.5.1.2 Obezite

Obezite, kolon kanserlerinde 6nemli bir risk faktorlerinden biridir ve obezite ile kolon
kanseri arasindaki iliskinin bagka gastrointestinal sistem kanserlerine gore daha yiiksek bir
korelasyon oldugu belirtilmistir [172]. Yeni tan1 konan kanserlerin kadinlarda ortalama % 8,8 nin,
erkeklerde ise % 3.2’sinin artan viicut kitle indeksi ile iligkili oldugu bulunmustur [173]. Kolon
kanserinde obezitenin olumsuz etki mekanizmalarindan biri insiilin ve insiilin benzeri biiylime

faktorii (IG-1) ile olmaktadir. Insiilin normal mukozada apoptozu azaltmaktadir ve kolonda
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adenomdan kanser olusum zincirini uyarabilmektedir [174]. Yapilmis olan ¢alismalar kolon kanseri
ve fiziksel aktivite arasinda ters bir oran oldugunu ayrica kilo alimi ve obezite ile kolon kanseri

arasinda yiiksek bir oran oldugunu gostermistir [175].

1.5.1.3 Yas ve Cinsiyet

Yas, kolon kanserlerinde en giiclii risk faktorlerinden biridir ve vakalarin % 90’1 ile
oliimlerin % 94’liniin 50 yas tstii bireylerde gerceklestigi bildirilmistir [163]. 65 yasin {izerindeki
kadinlarin aynmi yas grubundaki erkeklere gore 5 yil daha az yasadiklarini ve daha yiiksek 6liim
riskine sahip olduklar1 belirtilmistir [164]. Ayrica, kolon kanserlerinde 5 yillik sag kalim oraninin
ozellikle de 70 yas tistii kadinlarda erkeklere oranla daha diisiikk oldugu ve bu durumun yasl
kadinlar agisindan ciddi bir saglik tehditi olusturdugunu gostermektedir [176,177]. Bununla
beraber, daha geng kadinlarda ise muhtemelen de esey hormonlarindan dolay1 geng erkeklere oranla
daha iyi yasam Kkalitesi sergiledikleri belirtilmigtir [178]. Farkli irklardaki farkli cinsiyetlerle
yapilan ¢aligmalar Gstrojen ve progesteronun kolon kanserinde koruyucu bir rol oynadiklarin
gostermistir [163]. Ayrica, obezite ve sedanter yasam tarzi erkeklerde kolon kanseri riskini

artirmaktadir [179].

1.5.1.4 Irk ve Etnik Koken

Kolon kanserinin olma sikligi ve olim orami 1k ve etnik kokene gore degiskenlik
gostermektedir. Ornegin, Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisiiniin 2000-2003 yillar1 arasinda yapmis
oldugu calismada kolon kanseri orani Afrika-Amerikalilar i¢in her 100 binde 27.3 iken
Kafkasyalilar i¢in bu oran 100 binde 19.3’tiir. Ayrica, 5 yillik yasam oran1 Afrika-Amerikalilar i¢in
% 54.7 iken Kafkasyalilar i¢in bu oran % 65.1°dir [80]. Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir
bagka aragtirmada da Afrika-Amerikalilarin kolon kanserine yakalanma ve bu hastaliktan 6lim
oranlariin diger etnik gruplara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur[181]. Ayrica, Amerika’ya
gdc¢ etmis olan Japon bireylerde kolon kanseri goriilme sikligi Japonya’da yasayanlara oranla artig
icinde olmus ve sonraki yillarda Amerika’da dogup yasayan Japon bireylerde kanserin goriilme

oran1 Amerikalilarla benzer seviyeye gelmistir [160].

1.5.1.5 Cografya

Esas olarak bat1 kiiltiiriine sahip gelismis iilkelerin bir hastalig1 olarak tanimlanan kolon
kanseri, diinya genelinde aynmi sekilde yaygin degildir ve kolon kanseri kiiresel 6l¢ekte biiyiik bir
cografik farklilik gostermektedir [182]. Diinya genelindeki biitiin vakalarin yaklasik % 63’tini
gelismis iilkeler olusturmaktadir ve kolon kanserinin olma sikligi genetik yatkinlikla birlikte
fiziksel aktivite, diyet ve gevresel faktorlerinde etkisiyle gelismis iilkelerle diger iilkeler arasinda

10 kata kadar farklilik gostermektedir[183-186]. Ornegin, Avustralya ve Yeni Zelanda, kolon
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kanserinin olusum sikliginin diinyada en yiiksek oldugu yerlerdendir aym1 zamanda yasamlari
boyunca her 13 Avustralyalidan birinde kolon kanseri gelisebilmektedir [187]. Genel olarak ise
kolon kanseri olma sikligi Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya, Yeni Zelanda ve Bati
Avrupa'da 100.000 kiside 40'tan fazla, Norveg’te her 100 binde 20’den fazla iken bu oran Afrika
ve Asya'nin bazi bolgelerinde 100.000 kiside 5'in altina kadar degismektedir [185,186].

1.5.1.6 Alkol Tiiketimi ve Sigara Kullanimi

Alkol tiiketiminin ve sigaranin kolon kanseri de dahil olmak iizere gastrointestinal kanser
tiirlerinde baslica risk faktorii olduklar: belirtilmektedir [188]. Yapilan ¢aligmalar, giinde iki ya da
tic kez alkol (glinde 45 g) alan kisilerde kolon kanseri riskinin % 30 ile % 40 oraninda arttig1 ifade
edilmistir [189]. Sigara kullaniminin hem kolon kanserine yakalanma riskini hem de bu hastaliga
bagli 6liim riskini artirdigi belirtilmis buna ek olarak ilk kullanim yasinin, sigara icme siiresinin ve
icilen paket sayisinin bu riski daha artirdigi ifade edilmistir [190]. Sigara tiiketiminin mikrosatellit

instabilitesi, cpG adaciklart metilatdr fenotipi risklerini artirdigr da bulunmustur [191].

1.5.2. Kolon Kanserinde Polipler

Gastrointestinal polipler, mukoza ve submukozadan kokenlenen proliferatif ve neoplastik
lezyonlardir. Kolon kanseri ¢cogu zaman kolonun mukoza tabakasindan (i¢ astar) geliserek kanserli
olmayan bir polip olarak biiyiimeye baslar. Cogunlukla goriilen polipler kolonoskopi yapilarak
incelenen 50 yas ve lizeri ortalama riskli bireylerin yaklasik yiizde %50 sinde (tirtikli polipler dahil)
saptanir. Erkeklerde kadinlara kiyasla ve daha yash yas gruplarinda daha yiiksek oranda gozlenir
[192]. Bununla beraber, poliplerin % 10’undan daha azinin 10 ila 20 yil i¢inde invasiv kansere
dogru ilerleme gosterdigi belirtilmistir [193]. Bu tiir poliplerden kokenlenen invasiv kanserler
adenokarsinomi olarak bilinirler ve kolon kanserlerinin % 96’sin1 olustururlar [194]. Kolonik
adenomalarin olusum siklig1 yas ile birlikte artis gosterir ve cografya ile etnik kokene gore de
degisim gosterir [192]. Kolon polipleri, pedikiillii veya pedikiilsiiz, neoplastik veya neoplastik
olmayan tek veya ¢oklu lokalizasyonlarda olabilirler, genellikle sol kolon ve rektumda goriiliirler
[195]. Genel olarak polipler histolojik dzelliklerine gore ya neoplastik (benign, adenomas (APS);
malign: carcinomas) olarak ya da neoplastik olmayan (hiperplastik ve inflamatuvar) olarak gruplara
ayrilirlar [196].

Normal sartlarda kolon mukozasinda hiicre ¢gogalmasi ve degisimi 3-6 giin arasinda devam
ederek mukoza yiizeyinin yenilenmesi dzellikle de proliferatif cogalma gosteren kriptin bazal
kisminin {igte birinde yogun bigimde devam eder [197]. Bazal kisimda biiyliyiip farklilasan
hiicreler goblet hiicrelerine donisiirler. Hiperplastik poliplerde farklilagma olurken apoptoziste
azalma meydana gelmez. Adenomatdz poliplerde ise tam tersi bir mekanizmadan dolay:

proliferasyonun artisi ile hiicreler kriptlere dogru yayilis gosterirler [198].
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1.5.3. Kolon Kanserinin Genetigi

Kolon kanserinde kromozomal instabilite, mikrosatellit instabilitesi ve anormal DNA
metilasyonu ile histon modifikasyonu seklinde farkli genetik instabiliteler tanimlanmistir[199,200].
Genetik instabilitenin kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 ve kolon kanserlerinde genel
olarak tiim kromozomun ya da kromozomun biiylik bir boliimiiniin kayb1 sonucunda olusan
kromozomal instabliteden kaynaklandigi bilinmektedir [201]. Kromozomal instabilitede spesifik
onkogenlerde ve tiimor supressor genlerinde mutasyonlarin birikmesiyle karakterize edilirler
[202,203]. Mikrosatellit instabilitesinde ise kolon kanserli hastalarda tamirden sorumlu DNA tamir
genlerinin inaktif olduklar1 gozlenmistir ve bu genlerde meydana gelen mutasyonlar Lynch

sendromunun (kalitimsal polipsiz kolon kanseri) gelismesine neden olur [204].

Son olarak kolon kanserinde birbiriyle yakindan ilgili DNA metilasyonu ve kovalent histon
modifikasyonlar1 seklinde iki tip epigenetik degisimlerin oldugundan bahsedilmektedir [200].
Promotor bolgesinin anormal DNA metilasyonu yoluyla olusan gen sessizligi timor supressor
genlerini inaktive eden en 6nemli epigenetik mekanizmalardan biridir [28]. Genomdaki cpG
bolgeleri normal hiicrelerde metillenmis olarak bilinirler ve metillenmemis cpG bolgeleri tipik
olarak cpG adaciklar1 olarak bilinen genomik bdlgelerde bulunurlar. Bu cpG adaciklarinin genlerin
% 60-70’inin promotor bdlgeleriyle ortiistiigli ve metilasyondan koruma egiliminde olduklari
bununla beraber karsinogenez esnasinda da anormal bigimde metillenebilir 6zellikte oldugu
bilinmektedir [206]. Kalitim yoluyla ortaya ¢ikan kanserler daha ¢ok erken yaslarda ortaya
cikmakta ve ailede birkag nesil boyunca devam etmektedir. Ayn1 zamanda Ailesel Adenomat6z
Polipozis ve Lynch Sendromu en sik karsilagilan kolon kanseri sendromlari arasindadir [207].
Bunlar disginda Muir-Torre sendromu (MTS), Peutz-Jeghers Sendromu (PJS), MUTHY iligkili
polipozis sendromu (MAP), Juvenil Polipozis gibi farkli kolon kanseri sendromu gesitleri de vardir

[208-210].

1.5.3.1 Ailesel Adenomatoz Polipoz

Ailesel adenomatdz polipoz yiizlerce veya binlerce adenomatdzlii kolon polipleri ile
karakterize edilirler. Erkekler ve kadinlarda goriilme siklig1 esit olan Ailesel Adenomat6z Polipoz,
kolon kanserlerinin yaklasik % 1’ini olusturur [203]. APC geninin inaktivasyonu kolon kanseri
olusumunda ilk adimdir [211]. APC’nin baglica gorevi hiicre adezyonu ve gogiinde rol alan
proteinin katlanmasini saglamaktir. Bu genin iirlinleri Wnt sinyal yolag: tarafindan modiile edilen
bir protein kompleksinin bir pargasidir ki bu kompleks B-catenin’in fosforilasyonunu ve
degradasyonunu diizenler. APC geni mutasyona ugradigi zaman, B-catenin sitoplazmada toplanir
ve Tcf transkrisiyon faktorleri ailesine baglanarak proliferasyonu, farklilasmayi1 ve hiicrelerin
apoptozisini etkileyen genlerin ekspresyonunu degistirir [212,213]. APC ayni zamanda hiicrelerin

GO0/G1’den S sathasina ilerleyisini ve hiicre dongiisiinii kontrol eder. APC geninin inaktivasyonu
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ig ipliklerinde bozukluklara, kromozomlarin yanlis ayrilmalarina sebep olarak anedploidinin ve

sonucta kanserin olusmasina neden olur [211].

1.5.3.2 Herediter Kolorektal Sendromu (Lynch Sendromu)

Glinlimiizde Lynch sendromu olarak ifade edilen herediter kolorektal sendromunun
tanimlanmasi ylizy1l oncesine dayanmaktadir [214]. Bu sendrom, biitiin kolon kanseri tiirlerinin %
2’si ile % 4’1inii kapsar. Kolon kanserleri ve polipler, Lynch sendromunda sporadik neoplazmalara
kiyasla daha geng¢ yasta ve daha proksimal bir yerde ortaya ¢ikar ayrica DNA reblikasyonunda
yanlis eslesmeleri diizenlemede gérevli DNA yanlis eselesme tamir genlerinde (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2) goriilen mutasyon sonucunda ya da EPCAM geninde meydana gelen mutasyona
bagli olarak olusan MSH2 geninin sessizlesmesiyle olusur [214-216,]. Genel popiilasyondaki her
279 kisiden birinde patojenik DNA tamir geninde mutasyon oldugu tahmin edilmektedir [217].

1.5.3.3 Muir-Torre Sendromu (MTYS)

Bu sendrom, Lynch sendromunun bir varyanti olarak diigiiniilmekte ve i¢ organlardaki
malignanci ile ya da cilt neoplazmalari ile karakterize edilmektedirler. Bu sendroma DNA tamir
mekanizmalarindaki mutasyon sebep olmaktadir [210]. Bu sendromda yanlis eslesmeleri
diizenleyen genler olan MSH2 ile MLH1 genlerinde mutasyonlar s6z konusudur ve bu genlerin
mikrosatellit instabilitesinin degerlendirilmesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal calismalar

hastaligin teshisinde kullanilmaktadir [205].

1.5.3.4 Peutz-Jeghers Sendromu (PJS)

Peutz adl1 arastirmact 1921 yilinda bir ailenin 3 neslinde PJS'u ilk olarak tarif etmistir daha
sonra ise 1949 yilinda Jegher bu sendromun 6zelliklerini tanimlamistir [218]. Otozomal dominant
olarak kalitilan bir sendrom olan bu hastalikta geneli ince bagirsakta olan neoplastik 6zellik
gostermeyen 0,1-5 cm ¢apinda ¢ok sayida polipler mevcuttur [219]. Gastrointestinal polipler,

jejenum, ileum, mide, duodenum ve kolonda goriilmektedir [209].

1.5.3.5 Muthy fliskili Polipozis Sendromu (MAP)

Otozomal resesif kalitimli bir rahatsizlik olan MAP sendromu baz eksizyon tamir geninde
patolojik bir durum sonucunda meydana gelir. Baz eksizyon onarim sistemi, oksidatif DNA hasari
sonucunda ortaya ¢ikan mutasyonlar1 onarir ve APC geninin bu tiir hasara oldukg¢a hassas oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle, baz eksizyon onarim sistemindeki basarisizlik siklikla APC'de somatik
mutasyonlara, dzellikle polipozis fenotipine yol agabilen G:C ila T:A transversiyonlarina yol acar
[220]. Bu hastalarin % 35’inde hi¢ polipe rastlanmazken % 22’sinde ise 10’dan daha az polip
goriilmektedir [221].
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1.5.3.6 Juvenil Polipozis

Daha ¢ok ¢ocukluk ve geng yetiskinlerde goriilen polip ¢esidi olan bu hastalikta izole junenil
polip gorilmektedir [222]. Kolonda 4-5 polip bulunmasi ile karakterize edilen Juvenil Polipozis’in
olusum siklig1 Ailesel Adenomatoz Polipoz’a gore 10 kat daha diisiiktiir [208]. Malign huylu olma
0zelligi tasiyan Juvenil Polipozislerde tiimdr supressor geninde mutasyon ve allel kayb1 meydana

gelmektedir [223].

1.6. Karbenler

Karbonun sadece iki bag olusturdugu nétr iki degerlikli karbon bilesikleri karbenler olarak
adlandirilirlar [224]. Yillardir reaktif ara tirtinler olarak organik sentezlerde kullanilan n6tr divalent
karbon merkezli bilesikler olan karbenler, alt1 elektron igeren ve bir ¢ift eslenmemis elektron
bulunan dogrusal ya da agisal geometride olabilen iki degerlikli nétral bilesiklerdir [225,226].
Karbenler, genel olarak kisa siire bulunabilen, kararsiz ve hemen bir bagka molekiille tepkimeye
giren yapidadirlar. Karbenlerin bazilar1 bagli gruplarin kuvvetli elektron verme 6zelliklerinden
dolay1 niikleofilik 6zellikler tastyabilirler [227]. Sp?-hibritlesmesi yapan karben karbonunda
bulunan bag yapmayan iki elektron bos iki orbitale (p n ve ¢ ) yerlestiginde triplet karben yapisi
olugmakta iken bos o orbitaline antiparalel olacak bigimde yerlesim gosterdiginde ise daha az
kararli snglet karben yapisi olusmaktadir [228]. Karben molakiiliniin yapist Sekil 1.7’de

gosterilmistir.

R

:{_‘: R=C,N,5 0,F Cl,Br, L.
R

karben

Sekil 1.7. Karbenin yapist [229].

Karbenlerin gegis metallerine bir ¢ift bag ile baglanmasi ile metal-karben kompleksleri
olusmaktadir. Karben karbonuna baglanmis olan gruplarin tiirlerine gére Fischer tipi veya Schrock
tipi karben kompleksleri olusmaktadir [230]. Karben yapilarinin farkli temel sekillerde bulunmalari
reaktivite durumlarini ve 6zelliklerini dogrudan etkilemektedir. Dolu ¢ ve bos px orbitaline sahip
olan singlet karbenler ambifilik davranis gosterirken triplet karbenler iki eslesmemis elektron
tasidiklarindan diradikal olduklar1 diistiniilmektedir [231]. N-heterosiklik karbenlerin elektronik

konfigiirasyonu Sekil 1.8’de gosterilmistir.
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Sekil 1.8. N-heterosiklik karbenlerin elektronik konfigiirasyonu (a) Singlet karben (b) Triplet karben [230]

1.6.1. N-Heterosiklik Karbenler (NHC)

N-heterosiklik karbenler (NHC) halka yapisinda en az bir azot atomu ve bir karben karbonu
barindiran nétr yapilardir. NHC’ler halka yapisindaki azota ek olarak oksijen, kiikiirt gibi bagka bir
heteroatom da igerebilirler [232]. Yapilarinda N” heteroatom bulunduran halkali karben yapilar olan
N-heterosiklik karbenler, karben merkezine komsu azot atomunu bulunduran genis bir siklik
karben sinifi olarak ifade edilen N-heterosiklik karbenlerin yapisinda en az bir tane o-amino
substituenti bulunur ve karbenin iki komsu azot atomunun nt-verici ve o-alic1 6zelliginden dolay1
kararl yapidadirlar [226,233,234].

N-heterosiklik karben ile ilgili ¢alismalar 1960’larda Wanzlick tarafindan baslatilmig [352]
ve 1968 yilinda Ofele’nin [353] ve 1991 yilinda Arduengo [298] ve arkadaslarinin ilk olarak
serbest karbeni izole etmeye yonelik ¢alismalariyla N-heterosiklik karbenden sentezlenen metal
kompleksleri ile ilgili caligmalar genis bir uygulama alani bulmustur [235]. Arduengo ve
arkadaglarinin (1991) serbest karbenlerle ilgili calismalarimi azotlu diger halka tiirevlerine
uygulamis ve elde edilen karbenlere N-heterosiklik karben adini vermislerdir [236]. Singlet halde
bulunan ve azot atomu tastyan heterosiklik yapilar olan N-heterosiklik karbenler, giiglii 6-donér ve
zayif m-akseptdor Ozelliklerinden dolay1r genel olarak biitiin gegis metalleriyle bag
yapabilmektedirler.

N-heterosiklik karbenler genellikle imidazol-benzimidazol- ve imidazolin-2-tiyonlarin
desiilfiirizasyonu, azolyum katyonlarinin deprotonasyonu ve imidazolidinlerin o-eliminasyonu
yontemlerinden biriyle sentezlenmektedirler [238]. Metal-NHC kompleksleri basglangicta katalik
kimyada kullanilmigsa da NHC ligandlar1 biyolojik uygulamalarda metaller i¢in tasiyicit molekiiller
olarak kullanilmaktadirlar [239]. Geleneksel fosfin ligandlartyla olan benzerlikleriyle beraber bu
yapilardan daha iyi performans gostermeleri bu ligandlara olan ilginin artmasina neden olmustur.
Daha olumlu geleneksel kenetlenme reaksiyon sartlarii saglama, az miktarda kullanilma, ¢evre
dostu olmalar1 ve toksit 6zelliklerinin olmamasi gibi 6zelliklerinden dolayr NHC’ler, fosfinli
ligandlarin yerine kullanilmaktadir [240]. NHC metal kompleksleri katalizor olarak yiiksek bir
etkiye sahiptir ve yaygin olarak kullanilan NHC transfer ajanlari olarak NHC giimiis (I)
kompleksleri, diger NHC metal komplekslerini (Ni, Pd, Pt gibi) hazirlamak i¢in de uygulanabilir

[241,242]. NHC-giimiis komplekslerinin antikanser ve antimikrobiyal o6zelliklerinin oldugu
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gosterilmistir [241]. Organometallik farmasotik ¢aligmalarinin biiyiik cogunlugu platin ve altinla
yapilan ¢aligmalara odaklaniyorsa da giimiisiin medikal uygulamalarina yonelik ilgili ¢aligmalara
da 6nem verilmistir. Glimiis uzun siireli maruziyetlerde nadiren de olsa deri ve gbzde sorunlara yol
agma ihtimalini barindirsa da insanlar i¢in nispeten toksit olmayan bir maddedir [239]. M-NHC
komplekslerinin antifungal, antitlimor, antioksidan ve antikanserojen aktiviteleri ve enzim

inhibisyonu ile ilgili etkilerine yonelik calismalar mevcuttur [237,243].

1.6.2. Giimiis Karben

Tarihi siire¢ boyunca insan sagligin1 korumak amaciyla kullanilan giimiis metali, igme
suyunun aritilmasinda kullanilmasinin yami sira 18. yilizyildan giiniimiize varincaya kadar
antimikrobiyal, antikanserojen ajan olarak ve giiniimiizde de enfeksiyonlarin 6nlenmesi amaciyla
yara Ortiilerinde ajan olarak kullanilmaktadir [244]. Giimis bilesiklerinin antimikrobiyal ajan
olarak ya bakteri hiicrelerinin duvarinin veya zarlarinin yapisim ve gegirgenligini bozarak ya da
bakteri hiicresi icerisinde yer alan enzimlerin yapilarini veya aktivitelerini bozarak etki ettigi
bulunmustur [245]. Sonraki yapilan g¢aligmalar giimiis NHC komplekslerinin, antibakteriyel
ozelliklerinin giiclii giimiis-karben bagindan kaynaklandigini ifade etmistir [246]. Genel olarak
gilimiis bilesikleri giimiis katyonunu ¢ok hizli saldiklarindan dolay1 kisa siireli aktiviteye sahiplerse
de giimiis-NHC’lerin digerlerinden farkli olarak giimiis katyonunu daha yavas birakmaktadirlar bu
nedenle etkileri daha uzun devam etmektedir [247]. Benzer sekilde, glimiis nitrat bilesikleri siklikla
kronik deri ve deri iilserlerinin tedavisinde kullanilmakta iken 1968 yilindan itibaren yanik
tedavilerinde de giimiis sulfadiazine kullanilmaktadir [248]. Etki mekanizmalar1 tam olarak
bilinmese de gilimiis komplekslerindeki biyolojik aktivitenin Ag*”’larindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir [249]. ilk serbest NHC ve ilk giimiis- NHC kompleksinin sentezlenmesi Sekil
1.9’da gosterilmistir.
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Sekil 1.9. Tlk serbest NHC ve ilk giimiis-NHC kompleksinin sentezlenmesi [246]
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Giimiis NHC kompleksleri ilk olarak serbest karben ve giimiis tuzlari kullanilarak karakterize
edilmigtir [250]. Cesitli aragtirma gruplari tarafindan giimiis bazlarla yapilan ¢alismalarda glimiis
NHC yapilari in situ olarak imidazolium tuzlarindan sentezlenmistir [244]. 1997 yilinda Guerret ve
arkadaglar1 [350] glimiis NHC’yi glimiis asetat kullanarak triazolium tuzlarindan sentezlemeyi
basarmig, 1998 yilinda ise Lin ve Wang [351] ise Ag.O(Giimiis oksit) kullanarak giimiis NHC leri
sentezlemeyi basarmislardir. Sentezlenen Ag-NHC komplekslerinin  AgNOs’ten daha iyi
antimikrobiyal aktivite gosterdikleri anlasildiktan sonraki yapilan medikal calismalarda Ag
(Gumiis), Au (Altin), Pt (Platin), Pd (Paladyum) ve Cu (Bakir) metallerini iceren NHC
komplekslerinin kullanimi artig gostermistir [249]. Cesitli gegis metal karben kompleksleri arasinda
giimiis N-HC karben kompleksleri, yapisal gesitliliginden ve transmetallasyon reaksiyonlarinda
diger NHC metal komplekslerini (Nikel, Bakir, Platinum, Altin, Palladium vb.) yapmak i¢in etkili
karben transfer reaktifi olarak basarili, yaygin kullanimindan dolay1r N-heterosiklik karbenin

kimyasinin gelisiminde énemli rol oynamaktadirlar [251].

1.7. Dimetil Hidrazin

Dimetilhidrazin izomerleri 1,2-dimetilhidrazin ve 1,1- olarak olusmaktadir [252].
Dimetilhidrazin izomerleri, jet ve ugaklarda yakit olarak kullanilmakla beraber ¢esitli kimyasallarin
ham maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica bitkilerde biiylime kontrol ajani olarak da islev
gordigii bilinmektedir [253]. Dimetil hidrazin (DMH) ve metaboliti, azoksimetan (AOM), DNA-
reaktif bagimi olusturmak icin metabolik aktivasyon gerektiren prokarsinojenler olarak
tanimlanmaktadirlar. Alkilleyici ajanlar DMH ve AOM, DNA'daki N-7 konumdaki guaninin
metilasyonu yoluyla mutajenik aktivite gdstermektedir. Alkillenmis guanin, bir protonunu vererek
sitozin yerine timidin ile bag yapmaktadir. Replikasyonun ilerlemesiyle birlikte yanlis baz
eslesmesi sonucu nokta mutasyonu meydana gelir. Bu mutasyonda guanin timin ile sitozinde
adenin ile bag yapmaktadir. Bu prokarsinojenik bilesiklerin metabolizmasi, ksenobiyotik
metabolize edici enzimler dahil olmak iizere gesitli metabolik enzimleri igermektedir. Bu enzimler,
nihai kanserojen metilazoksimetanoliin (MAM) olusumu dahil olmak iizere birka¢ N oksidasyon
hidroksilasyon agsamasini izlemektedir. MAM, karaciger ve kolonda makromolekiilleri alkile
edebilen metildiazonyum iyonunu kolayca veren DMH ve AOM'nin reaktif bir metaboliti oldugu
cesitli caligmalar ile tespit edilmistir [254-256].

1,2-Dimetil hidrazin (DMH), deney hayvanlarinda kolorektal tiimdrleri indiiklemek i¢in
kolona 6zgii olarak yaygin olarak kullanilan bir kanserojendir [257]. 1,2-dimetilhidrazin, giicli
DNA alkilleyici ajan olan hidrazinler sinifinin bir iiyesidir. Kolorektal tiimérlerin indiiklenmesi
caligmalarinda kullanilan kemirgen deney modellerinde biyokimyasal, molekiiler ve histopatolojik
bir belirteg oldugu saptanmustir [252]. Prokarsinojen olarak islev goren DMH, bir dizi metabolik

reaksiyonlara katildiktan sonra kolorektal dokulardaki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu
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tetiklemektedir. insan ve hayvan dokularinda yapilan galismalar ile birlikte kolonlardaki ROS

artisinin proneoplastik lezyonlara ve histopatolojik bozulmalara sebep oldugu gosterilmistir [252].

DNA ve kolon karsinogenizinin gelisiminin DMH ile indiiklenmesi i¢in baslangicta DMH
karacigerde metabolize edilmesi gerekmektedir. DMH ile indiiklenen kolorektal hiicreler, anormal
kript odaklar1 (ACF) ve miisin tiikenmis odaklarin (MDF) olusumu ile birlikte kanserojen yapilara
doniismektedir [258,259]. ACF ve MDF, kolon kanserinde erken biyobelirte¢ olarak kabul
edilmektedir [260,261]. DMH 1n karacigerde metabolize edilerek safra veya kan yoluyla kolona
tasinimi gergeklesir. Daha sonra DMH, azometana indirgenerek metil serbest radikallerinin
salinimini tetikleyen reaksiyonlar dizisini uyarmaktadir. DMH’1n varliginda ROS artis1 ile hidroksil
radikali veya hidrojen peroksit olusarak oksidatif stres meydana gelmektedir. Artan oksidatif stres

ile birlikte kolon kanserinde inflamatuar etkiler gozlenmektedir [262-265].

Dimetil hidrazin, IUPAC adi 1,2-dimethylhydrazine olup molekiiler formiilii C2H8N2
olarak bilinmektedir(Sekill.10). Kanserojen, toksik, ¢evreye zararli ve zehirli olarak
siniflandirilmaktadir. Dimetil hidrazin beyaz renkte, kristal yapida ve molekiiler kiitlesi 133,02
g/mol’diir. Sigma- Aldrich firmasi tarafindan temin edilmekte olup CAS-No.: 306-37-6 EC-No.:
206-183-5 olarak bilinmektedir. Dimel Hidrazin’in molekiiler yapist Sekil 1.10’da gosterilmistir.

H
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Sekil 1.10. Dimetil Hidrazin’in Molekiiler Yapisi [266]

Bu tez calismasinda, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarda yeni bir giimiis (Ag) karben
kompleksi uygulamasinin;
e Kolon dokusunun makroskobik yapisi iizerine etkileri,
e Kolon dokusunun mikroskobik yapisi iizerine etkileri,
e PI3K-AKT-mTOR yolaginda ve apoptoziste rol oynayan bazi genlerin (Bax, Bcl2,
Kaspase 3, Kaspase 9, Akt, p-Akt, PI3K, p-PI3K, mTOR, p-mTOR) protein diizeyindeki

ekspresyonlari {izerine etkilerinin ortaya konmasi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Hayvan Materyali

Bu doktora tezi kapsaminda deney hayvanlar iizerinde yapilan tim g¢alismalar Hayvan
Refahi Yasasina, Halk Sagligi Hizmetleri Politikasina ve tiniversitenin Kurumsal Hayvan Bakim
ve Kullanim Komitesi tarafindan belirlenen kurallara bagli olarak, Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (FUHADEK) onay: alindiktan sonra (Tarih: 29.04.2020, Toplanti:
2020/06, Karar No: 05/05/2020-391194) etik kurallara uygun olarak yiirtitiilmiistiir.

Calisma, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (FUDAM) vyiiriitiilmiistiir.
Calismada Sprague dawley (8 haftalik) ratlar kullanilmistir. Deney hayvanlarina 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik olacak sekilde bir aydinlatma periyodu uygulanarak, 22+2 °C sicaklikta, %55+5
nispi nem bulunan havalandirma sistemine sahip bir ortamda ve her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde muhafaza edilmistir. Calisma siiresince ratlar standart rat yemi ile su ad libitum olarak

verilmistir. Pelet rat yeminin igeriginde bulunan katki maddeleri Tablo 2.1°de belirtilmistir.

Tablo 2.1. Pelet rat yemi bilesenleri

Pelet yem icerigindeki maddeler Yiizdesi
Arpa 14
Balik Unu 8
Bugday 10
E-Kemik unu 4
Kepek 8
Melas 4
Misir 21
Soya Kiispesi 25
Tuz 4
* Mineral Karmasi 1
** Vitamin Karmasi 1

* Mineral karmasi: Bakir, ¢inko, demir, iyot, kalsiyumda, kobalt, Mangan ve selenyumdan olugmaktadir.
** Vitamin karmasi: A, B1l, B2, B6, B12, D3, E, K vitaminleri ile D-biotin, folik asit, kolin klorit ve
nikotinamid i¢cermektedir.

2.2. Arastirma Gruplar

Calismada secilen hayvan sayisi istatistiksel olarak G power paket programi ile power analizi
yapilarak belirlenmistir. Bu nedenle calismada 0.05 giiven araliginda (tip 1 hata) %85 giicte

gosterebilmek i¢in her grupta 15 adet rat kullanilacag: hesaplanmstir.

Bu caligmada, 90 adet erkek Sprague dawley rat (yas: 8 hafta, agirhik: 180 = 20 g)

kullanilmigtir. Laboratuvar kosullarina uyum sagladiktan sonra, ratlar her grupta 15 adet olacak



sekilde rastgele 6 gruba ayrilarak galigma yiiriitiilmiistiir. Tiim ¢aligma 24 hafta boyunca devam

etmistir. Arastirma gruplar1 Tablo 2.2’de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Aragtirma gruplari (n=15)

Kontrol: Ratlara (haftada 1 kez 3 hafta %0.9 steril serum fizyolojik s.c.), ¢ozdiiriicii toplamda 1 mL/rat
olacak sekilde giin asir1 oral gavaj ile uygulanmustir.

DMH Kontrol: Kolon kanserini indiiklemek i¢in hayvanlara (haftada 1 kez 15 mg / kg viicut agirligi) Edta
Salin ¢ozeltisi iginde seyreltilmis spesifik bir kanserojen olan DMH s.c. olarak 24 hafta uygulanmustir.

Kontrol+Giimiis Karben I: DMSO da ¢oziiliip icme suyu ile seyreltilen giimiis karben kompleksi (1 mg /
kg, 1 mL / rat) giin agir1 oral gavaj ile 24 hafta verilmistir.

Kontrol+Giimiis Karben II: DMSO da ¢6ziillip igme suyu ile seyreltilen giimiis karben kompleksi (2 mg
/ kg, 1 mL / rat) giin agir1 oral gavaj ile 24 hafta verilmistir.

DMH+Giimiis Karben I: DMH (haftada 1 kez 15 mg / kg viicut agirlig1) + DMSO da ¢oziiliip igme suyu
ile seyreltilen giimiis karben kompleksi (1 mg/kg, 1 mL / rat) giin asir1 oral gavaj ile 24 hafta verilmistir.

DMH+Giimiis Karben II: DMH (haftada 1 kez 15 mg / kg viicut agirligi) + DMSO da ¢6ziiliip igme suyu
ile seyreltilen giimiis karben kompleksi (2 mg/kg, 1 mL /rat) giin agir1 oral gavaj ile 24 hafta verilmistir.

Uygulamalara baslamadan once deney hayvanlarmin standart sartlara adaptasyonlarini
saglamak i¢in 10 giin bekletilmistir. Uygulamalar yapildiktan sonra ratlar dekapite edilerek kolon
dokular1 alinmigtir. Kolon dokusuna ait 6rnekler Western Blot analizi i¢in kiiciik plastik tiiplere
konularak soguk zincir buz iizerinde bekletilerek dondurulmustur. Kolon dokusuna ait 6rnekler

derin dondurucuda (-80°C) analizleri yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

2.3. Laboratuvar Analizleri
Kolon dokusuna ait 6rneklerde laboratuar analizleri yapilmistir. Yapilan analizler Tablo

2.3’te gosterilmistir.

Tablo 2.3. Kolon dokusu ile yapilan analizler

Calisilan Doku Yapilan Analizler Antikorlar
Western Blot Bax
Western Blot Bcl2
Western Blot Kaspaz 3
Western Blot Kaspaz 9
Western Blot p-PI3K
Western Blot PI3K

Kolon Western Blot mTOR
Western Blot p-mTOR
Western Blot Akt
Western Blot p-Akt
Western Blot B-actin

Histopatoloji
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2.3.1. Giimiis Karben Kompleksinin Apoptotik Yolaktaki Bazi Proteinlerin Ekspresyon
Diizeylerine Etkilerinin Western Blot ile Belirlenmesi
Uygulama yapilan ratlar dekapite edilerek kolon dokular1 alinmistir. Kontrol olarak sadece
¢Oziicli verilen ratlardan aliman kolon dokular1 kullanilmistir. Kolon dokularina ait 6rneklerin
homojenizasyonu yapilarak homojenatlarin protein miktarlari1 hesaplanmistir. Western blot analizi
ile Bax, Bcl2, Kaspaz-3, Kaspaz- 9, PI3K, mTOR, p-mTOR, Akt, p-Akt, B-actin proteinlerinin

diizeyleri belirlenmistir.

2.3.2. Kolon Dokusuna Ait Orneklerinin Homojenizasyonu

Kolon dokularina ait 6rneklerinin homojenizasyonu Sahin vd. [354] tarafindan kullanilan
homojenizasyon yontemine gore yapilmistir. Bu yonteme gore, kolon dokularina ait dondurulmus
orneklerin homojenizasyonu 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon solusyonunda (10mM Tris- HCI
(pH=7.4), 0.1 mM NacCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid 19 (PMSF), SuM soybean (bir tripsin
inhibitorii olarak)) cam-cam homojenizator kullanilarak yapilmistir. Proteinlerin bozulmalarina
neden olan proteaz aktivitesini engellemek icin tiim homojenizasyon islemleri buz iizerinde

yapilmustir.

Homojenize edilen 6rnekler sogutmali santrifiij kullanilarak (+4 °C) 15.000 rpm’de 60
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen ilk siipernatantlar mikrosantrifiij tiiplerine alinarak —80

°C’de ¢alisma yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

Pelletler {izerine esit hacimde homojenizasyon soliisyonu (25 mM Tris-HCI (pH= 7.4),
0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX —100 ve % 1’lik SDS) eklenmis ve tekrar stispanse edilerek +4
°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda homojenatlar sogutmali santrifiijde
(+4°C) 15.000 rpm’de 60 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra elde edilen ikinci
stipernatantlar mikrosantrifiij tliplerine alinmis ve Western blot analizleri yapilincaya kadar -80

°C’de muhafaza edilmistir.

2.3.3. Kolon Dokularina Ait Orneklerin Total Protein Miktarimin Belirlenmesi

Kolon dokularina ait 6rneklerden elde edilen homojenatlarin icerdigi toplam protein miktar1

Lowry [349] metodu ile belirlenmistir. Tablo 2.4’te verilmistir.
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Tablo 2.4. Lowry metodu ile protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Hazirlanisi

Na2CO3 (Sodyum Bikarbonat) (%2) 2 g Na;COs iizerine 0.1 N NaOH eklenerek hacim 100
mL’ye tamamlanir.

Na-K  Tartarat (Sodyum Potasyum 1 g Na-K Tartarat iizerine distile H>O eklenerek hacim 100

Tartarat) (%1) mL’ye ile tamamlanir.

0.5 g CuSO4 iizerine distile H,O eklenerek hacim 100

mL’ye tamamlanir.

48 mL % 2’lik Na,COs ¢ozeltisine 1 mL % 1°lik Na-K

CuSO4 (Bakir Siilfat) (% 0.5)

Alkali Bak

alt Bakir Tartarat ¢cozeltisi ve 1 mL % 0.5’lik CuSO4 ¢ozeltisi eklenir.
Folin 1:1 oraninda distile H2O ile seyreltilir.
Bovin Serum Albumin (BSA) 1 mg/mL olacak sekilde distile H,O ile ¢oziiliir.

Bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglari ile alkali ortamda bir kompleks olusturarak
Cu*Y’e indirgenir. Indirgenmis bakir ve protein yan zincirlerinde bulunan Cys, Tyr ve Trp
aminoasitleri Folin reaktifini indirgeyerek protein konsantrasyonu ile dogru orantili olarak renk
olusumuna neden olur. Reaksiyon sonunda olusan rengin yogunlugu 600 nm’de

spektrofotometrede olgiiliir.

Standart olarak kullanilan bir kalibrasyon egrisi elde etmek icin; her bir tiipe; 0, 20, 40, 60,
80, 100 uL BSA, 2 mL alkali bakir eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 0.2 mL Folin eklenerek vortekslenmis ve oda sicakliginda 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir numunenin 600 nm dalga boyunda

absorbansi dlgiilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Kolon homojenatlarindaki toplam protein miktarmi belirlemek i¢in; her bir kolon
homojenatindan 75 pL alinarak 975 pL distile H2O ile seyreltilmis ve iizerlerine alkali bakir
cozeltisi eklenmistir. Olusan karisim oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonunda her bir érnege Folin belirteci ilave edilerek 30 dakika inkiibe edilmis ve
inkiibasyon sonunda olusan rengin yogunlugu 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(OPTIMA, SP 3000, Tokyo, JAPAN) ol¢ililmiistiir. Spektrofotometrik analiz sonuglari regresyon
yontemi ile degerlendirilerek her bir kolon homojenatindaki toplam protein miktar1 belirlenmistir.
Standartlarin ve 6rneklerin spektrofotometrik analizleri hata payin1 minimuma indirmek igin iki

tekrarl olarak yapilmistir.

2.3.4. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-Page (sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforezi) metodu proteinlerin
safliginin kontrolii ve proteinlerin molekiiler biiyiikliigiinii belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Yikli
molekiillerin bir elektrik alan iginde yiiriitiilerek molekiiler kiitlelerine gore ayristirilmasini

saglayan analitik bir tekniktir. Jel elektroforezi en yaygin olarak kullanilan protein elektroforez
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metodudur. Poliakrilamid jellerle yapilan bu teknikte molekiillerin hareketi; molekiillerin
boyutuna, yiikiine, bi¢imine, kimyasal icerige ve uygulanan -elektriksel alana baghdir.
Poliakrilamid jeller kullanilarak yapilan elektroforezde ayrisim hem molekiiler elekleme hem de

elektroforetik harekete dayandigi i¢in 6rnekteki bilesenlerin daha iyi ayrigmalarini saglamaktadir.

Poliakrikamid jellerin hazirlanmasinda akrilamid monomerleri kullanilir. Akrilamid ve
capraz baglayici N,N’metilen-bis akrilamidin serbest radikal polimerizasyonu ile poliakrilamid
jeller hazirlanir. Kimyasal polimerizasyonun kontrolii bir baglatici-katalizor sistem (amonyum
perstilfat (APS) - tetrametilendiamin (TEMED)) tarafindan yapilir. APS gibi bir serbest radikal ile
TEMED gibi stabilizatorii saglayici ortamda akrilamid monomerleri yan yana baglanarak diiz
zincirler olustururlar. Bis akrilamid molekiilleri ise iki akrilamid zinciri arasinda c¢apraz

baglanmalar olusturur. Boylece jel meydana gelir.

Poliakrilamid jellerin yapisinda bulunan SDS, proteinleri alt birimlerine ayiran bir
deterjandir. Bu deterjan proteinlerin hidrofobik bdlgelerini baglayarak denatiire eder ve denatiire
olmus proteinleri negatif yiikle yiikler. Boylece proteinler iizerinde bulunan yiikler maskelenir ve
proteinler yiiklerine gore degil molekiil agirliklarina gore jel icerisinde hareket ederler. Jelde
hareket eden proteinlerin molekiil agirliklari, ayni jelde yiiriitilen standart proteinlerle

karsilagtirilarak belirlenir.

Gii¢ kaynagindan gelen elektrik akimina bagli olarak protein molekdillerinin hareketi negatif
(-) kutuptan pozitif (+) kutba dogru olur. Arastirtlan protein biiyiikliigiine gére poliakrilamid jel
icerigi diizenlenebilir. Protein molekiillerinin agirhgi 15-45 kDa araligina karsilik geliyorsa
akrilamid konsantrasyonu %15, protein molekiillerinin agirligi 45 kDa’dan daha fazla ise akrilamid
konsantrasyonu %10 veya daha diisiik olacak sekilde jeller hazirlanir. Yani protein molekiiliiniin
agirligi arttikga akrilamid konsantrasyonu azaltilir. Diisiik akrilamid konsantrasyonu jelde biiyiik
porlarin olusumuna, yiiksek akrilamid konsantrasyonu ise jel igerisindeki porlarin daha sik
olmasina sebep olur. Dolayisiyla akrilamid konsantrasyonu arttik¢a protein molekiillerinin hareket
hizi da azalmaktadir [267,268,269]. Baska bir ifade ile kullanilan akrilamidin miktariyla jelde
olusan porlarin biiyiikliigii ters orantilidir. Bu nedenle yiiksek oranda akrilamid igeren jeller kiigiik
proteinleri ayirmak igin, diisiik oranda akrilamid igeren jeller ise biiylik proteinleri ayirmak i¢in

kullanilmaktadir [270].

2.3.4.1 Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi1 (SDS-PAGE)

Kolon dokularina ait protein 6rnekleri Laemmli [268] tarafindan gelistirilen prosediire gére
hazirlanan SDS-PAGE ile incelenmistir. Oncelikle, bu metodda kullanilan poliakrilamid jeller
hazirlanir. Jellerin dokiilecegi kaset, iki cam plaka arasina ¢ubuk (spacer) yerlestirildikten sonra

belirli kisimlarindan sikistirilarak hazirlanir ve diizenege yerlestirilir.
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Ayirma (seperating, resolving) jel iceriginde bulunan maddeler (Tablo2.5) karistirilarak
uygun bir pipet yardimiyla hizli ve dikkatli bir sekilde iki cam levha arasina dokiilmiistiir. iki cam
levha arasina jel ilave edilirken iist kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (=lcm) bir bosluk
birakilmistir. Jel soliisyonuna katalizor eklendikten sonra kisa bir siire iginde donacagi igin bu islem
hizl1 bir sekilde yapilmistir. Jel yaklasik olarak 15 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki
akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglanmstir. Jel iyice polimerize olduktan sonra iki cam

plakanin iist kismina jelde kuyucuklarin olusmasini saglayan, drnek sayisina uygun sayida dise

sahip tarak yerlestirilmistir.

Tablo 2.5. Ayirma (separating, resolving) jelinin (%12) igerigi

Maddeler Miktar
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5mL
dH20 3.35 mL
%10 SDS 100 uL
Akrilamid/Bis (%30) 4.0 mL
Amonyum persiilfat (%10) 75 uL
TEMED 15 uL

Daha sonra yiikleme (stacking) jel iceriginde bulunan maddeler (Tablo 2.6) karigtirilarak
uygun bir pipet ile cam plakalar arasina yerlestirilmis tarak disleri arasindaki bosluklara
aktarilmigtir. Yiikleme jel soliisyonu iki cam palakanin en iist yiizeyine kadar eklenmistir. Yiikleme
jeli de hizli bir sekilde polimerize oldugu igin tiim islemler hizli bir sekilde yapilmistir. Oda
sicakliginda jel polimerizasyonu tamamlandiktan sonra cam plakalardan olugan kaset elektroforez

tankina yerlestirilmis ve tarak cam plakalar arasindan ¢ikarilmistir.

Tablo 2.6. Yiikleme (stacking) jelinin (%4) icerigi

Maddeler Miktar
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 25mL
dH20 6.1 mL
%10 SDS 100 uL
Akrilamid-Bis (%30) 1.3mL
Amonyum persiilfat (%10) 60 nL
TEMED 12 uL.

Hazirlanan poliakrilamid jeldeki her bir kuyuya marker ve toplam protein miktarlar
spektrofotometrik olarak belirlenen kolon dokularina ait 6rneklerin protein miktarlar esit olacak

sekilde yiliklenmistir. Kolon dokusundan izole edilen 6rneklerden 300 pL alinarak her bir 6rnege
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esit miktarda protein ¢oziicii soliisyon (Laemmli Buffer/tamponu) eklenerek karigtirilmistir. Olusan
karigimdan 20 pL alinarak jelde olusan kuyulara yiiklenmistir. Protein ¢oziicii soliisyon belirli
oranlarda SDS, B-merkaptoetanol (2- merkapto-etanol), gliserol, bromophenol blue (Bromofenol

mavisi), Tris ve dH20 igermektedir.

Laemmli tamponu igerisinde bulunan SDS bir deterjandir ve proteinleri negatif yiiklii hale
getirir. Gliserol kuyulara yiiklenen 6rneklere yogunluk kazandirir ve kuyularin dibine ¢okmesini
saglarken, 2- merkapto-etanol disiilfit baglarini kirar. Bromofenol mavisi ise reaktif olmayan bir

boyadir ve orneklerin jeldeki hareketinin goriilmesini saglar [268].

Ornekler jele yiiklendikten sonra elektroforez tanki yeterli miktarda yiiriitme tamponu
(Running Buffer) ile doldurulmustur. Gii¢ kaynag araciligiyla 6nce diisiik bir voltajla (150 V) 20
mA’lik akim 30 dakika siireyle uygulanmistir. Daha sonra voltaj degeri 40 mA ‘e yiikseltilmistir
(180200 V). Ciplak gozle goriilebilen mavi boya bandi jelin alt kismina gelince gii¢ kaynagi
kapatilmistir. Daha sonra kaseti olusturan iki cam plaka arasindaki jel ¢ikarilmistir. Jelin stacking
kismu kesilerek atilmustir. Jeldeki bantlagmanin meydana geldigi separating jel kismi ise % 1.25’lik
Coomassie blue boya ortamina alinarak en az yarim saat en fazla bir gece boyunca oda sicakliginda
bekletilerek protein bantlariin goriiniir hale gelmesi saglanmistir. Daha sonra jel boyayi giderici
soliisyona (destain soliisyon) ortamina alinmig ve ¢alkalanarak protein bantlarinin digindaki boya
maddelerinin uzaklastirilmasi saglanmigtir. Bu yikama islemi birkag kez tekrarlanarak protein

bantlarinin disindaki boyalar giderilmistir. Olusan bantlarin fotograflari alinmistir.

2.4. Western Blot

Western blot teknigi; protein 6rneklerinin hazirlanmasi ve protein kantifikasyonu, érneklerin
poliakrilamid jele yiiklenmesi ve elektroforetik seperasyonu, membrana transfer-blotlama, spesifik
olmayan (nonspesifik) antikor baglama bolgelerinin bloke edilmesi (bloklama), antikorla

inkiibasyon ve deteksiyon asamalarindan olugmaktadir [271].

Blotlama yapilmadan Once, calisilan oOrneklerdeki proteinler jel elektroforezi ile
poliakrilamid jel {izerinde fiziksel 6zelliklerine gore ayrilmaktadir. Proteinlerin elektroforezleri
SDS-PAGE’de gergeklestirilmektedir. Elektroforez islemininden sonra Western blot teknigi dort
asamada gerceklesmektedir. Ilk asamada blotlama (jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana
transferi), ikinci agsamada bloklama (nonspesifik reaksiyonlar1 6nlemek amaciyla nitroseliiloz
membranda proteinlerin baglanmadig1 bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi), ligiincli agamada

0zgiil antikorlarla tepkime ve son asamada da proteinlerin goriintiilenmesi gerceklesmektedir.

Kolon dokusuna ait drneklerin Western blot analizleri Sahin ve arkadaglari [269] tarafindan

kullanilan metoda gore yapilmustir.
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Poliakrilamid jeldeki proteinlerin nitroselilloz membrana transferi esnasinda jel ile
nitroselilloz membran karsilikli olacak sekilde filtre kagitlar1 arasma yerlestirilmektedir.
Proteinlerin transferi, jelin biiyiikliigii ile orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulanarak
saglanmaktadir. Transfer asamasindan sonra nitroselilloz membrandaki 6zgiil olmayan proteinlerin
bloklanmasinda albiimin proteini kullanilmaktadir. Spesifik antikorlar olarak monoklonal veya

poliklonal antikorlar kullanilabilmektedir.

Monoklonal antikorlar sadece bir epitopa 6zgiildiirler ve ¢ok kuvvetli immiinokimyasal
kopriiler olustururlar. Bu nedenle monoklonal antikorlar antijenlerle spesifik olarak baglanirlar.
Dolayistyla monoklonal antikorlarin kullanimi avantaj saglamaktadir. Fakat ¢alisilan proteinlerde
benzer epitop bolgeleri varsa c¢apraz reaksiyonlara bagli olarak yalanci pozitiflikler
olusabilmektedir. Bu durum poliklonal antikorlarin kullanilmasi durumunda da goriilmektedir.
Poliklonal antikorlarin kullaniminda yalanct pozitiflik olusma ihtimalinin fazla oldugu
bilinmektedir. Western blotta monoklonal antikor kullaniminin en 6nemli dezavantaji, SDS-PAGE
ve blotlama sirasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kalkmasidir. Tespit edilmek istenen
epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda monoklonal antikor-epitop baglanmasi gerceklesmez. Bu
durumdan dolay1 monoklonal antikor kullanildiginda, poliklonal antikor kullanimina gore yalanci

negatiflik ihtimali artmaktadr.

Spesifik antikorlarda genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler raportér madde olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla, enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz tercih edilmektedir. Bu
enzimlerin etki ettigi substratlar ve kromojen maddeler birbirinden farklilik gostermektedir. Son
zamanlarda yapilan enzimle isaretleme islemlerinde, testin hassasiyetini artirmak i¢in peroksidaz
ile isaretli avidin biyotin sisteminin kullanimi yaygin hale gelmistir. Kromojenlerin en dnemli

ozellikleri ¢oziinmeyen renkli liriinler olusturmalaridir.

Poliakrilamid jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc.,
USA) transferi (blotlama) i¢in poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran arasinda bosluk
olmayacak sekilde kars1 karsiya getirilerek filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama
diizenegine yerlestirilmis ve tampon ¢ozelti ile doyurulmustur. Hazirlanan diizenek tampon ¢ozelti
ile doldurulmus tanka yerlestirilmis ve islem esnasinda ortamin soguk kalmasi i¢in de diizenek
icerisine buz akiileri ve manyetik karistiricilar eklenmistir. Diizenege 90 dakika boyunca 250 mA

elektrik akimi verilerek proteinlerin transferi gergeklestirilmistir.

Nonspesifik reaksiyonlar1 Onlemek amaciyla nitroseliloz membrandaki protein
baglanmamis bolgelerin spesifik olmayan proteinlerle kaplanmasi (bloklama) i¢in nitroseliiloz
membranlar petri kutularina alinarak tampon c¢ozeltiyle [NaH2PO4.2H20 (0.025 M),
Na2HPO4.12H20 (0.075 M), NaCl (1.45 M)] 5 kez 5 dakika boyunca ¢alkalayici iizerinde
yikanmustir. Nonspesifik baglanmalar 100 mM NaCl, 20 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4 (pH:
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7.2) tamponunda hazirlanan %1’lik BSA (taze sigir serum albumini) ile 37°C’de 90 dakika
bloklanmistir (Bowing serum albiimini hazirlanmasi: 5 gr Albumin fraction, PBS ile 100 ml ye
tamamland1 ve manyetik karistiricida ¢oziilmesi gergeklestikten sonra + 4°C’de bekletilmistir). Bu
islemden sonra yikama yapilmadan primer antikorlar ile muamele edilmistir. Primer antikorlar
olarak poliklonal rabbit anti-rat Bax, Bcl2, Kaspaz-3, Kaspaz-9, PI3K, mTOR, p-mTOR, Akt, p-
Akt ve B-actin antikorlar1 kullanilmugtir (Primer antikorlar (1:1000 oraninda) tampon ¢ozelti
(%0.05 oraninda Tween—20 igeren) i¢inde hazirlanarak kullanilmistir). Nitroselilloz membranlar

primer antikorlar ile +4°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Bu agamadan sonra, nitroselilloz membranlar tampon ¢ozeltiyle 5 kez 5 dakika boyunca
yikanmistir. Yikama isleminden sonra nitroseliiloz membranlar, %0.05 oraninda Tween-20 igeren
tampon ¢ozeltide 1:1000 oraninda hazirlanan peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit
immiinoglobulin (sekonder antikor) ile 37 °C’ de 90 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika boyunca tampon cozelti ile
yikanmistir. Bantlarin goriintiilenmesi i¢in diaminobenzidin (DAB) ¢ozeltisi [1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda %0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin] kullanilmistir. DAB ¢ozeltisine
80 uL H20; eklenmis ve reaksiyon sonucunda nitroseliilloz membranlar iizerindeki bantlar kisa bir
stirede goriiniir hale gelmistir. DAB’la renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra (5-10
dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda) nitroselilloz membranlar dH2O ile iyice yikanmustir.
Nitroseliiloz membranlar kuruduktan sonra, bantlarin rélatif yogunluklari Image Analyses System
(Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz

edilmistir.

2.5. Kolon Histopatolojisi

Histopatoloji ¢aligmasinda, her bir hayvandan alinan kolon dokular toplanarak %20 notr
tamponlu formalin ¢ozeltisinde sabitlenmistir. Sabitlenen 6rnekler asamali olarak dehidre edilerek
parafine yerlestirilmistir. Daha sonra kiigiik boliimler halinde kesitler alinarak histolojik inceleme
icin hematoksilin ve eozin ile boyanarak 1sik mikroskobu kullanilarak farkli biiyiikliikteki

objektiflerle incelenmistir.

2.6. Istatistiksel Analizler

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS paket programi (IBM SPSS Versiyon 22.0)
yardimiyla yapildi. Calismada, veriler i¢in parametrik testlerin 6n sartlarindan normallik
varsayimina uygunluk “Shapiro-Wilk” testi ile belirlendi. Gruplar arasi farkliliklar1 belirlemek i¢in
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve gruplarin ikili karsilagtirmalarinda post-hoc analizi olarak
“Tukey” testi kullanildi. Sonuglar ortalama ve standart hata olarak sunuldu.. Istatistiksel olarak

anlamlilik 0,95 6nem diizeyinde, P degeri < 0.05 olarak belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Makroskobik Bulgular

Bu tez caligmasinda 90 adet Sprague dawley tiirii rat kullanilmigtir. Her grupta 15 adet rat
olmak iizere 6 grup olusturulmustur. Calisma siiresi sonunda ratlar dekapite edilerek kolon

dokularmin fotograflar ¢ekilmistir.

Kontrol grubundaki ratlarin kolon dokularimin makroskobik goriintiileri Sekil 3.1 ve Sekil

3.2” de gosterilmistir ve herhangi bir makroskobik kript gézlenmemistir.

Sekil 3.1. Kontrol grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapali makroskobik gériintiisii

Sekil 3.2. Kontrol grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agik makroskobik goriintiisii

Giimiis Karben I grubundaki ratlarin kolon dokusunun makroskobik goriintiileri Sekil 3.3 ve

Sekil 3.4 te gosterilmistir ve herhangi bir makroskobik kript gdzlenmemistir.



Sekil 3.3. Giimiis Karben I grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapalt makroskobik goriintiisii

Sekil 3.4. Giimiis Karben I grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agik makroskobik goriintiisii

Giimiis Karben II grubundaki ratlarin kolon dokusunun makroskobik goriintiileri Sekil 3.5

ve Sekil 3.6’ da gosterilmistir ve herhangi bir makroskobik kript gézlenmemistir.

Sekil 3.5. Giimiis Karben Il grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapali makroskobik gériintiisii

Sekil 3.6. Giimiis Karben Il grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun ag¢ik makroskobik goriintiisii
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DMH grubundaki ratlarin kolon dokusunun makroskobik goértntiileri Sekil 3.7, Sekil 3.8,
Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16” da

gosterilmistir ve kripler makroskobik olarak gézlenmistir.

Sekil 3.7. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapali makroskobik goriintiisii ve
gozlemlenen kriptler

Sekil 3.8. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agik makroskobik gériintiisii ve gdzlemlenen
kriptler

Sekil 3.9. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunda yer alan kriptlerin agik, yakindan makroskobik
goruntiisi
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Sekil 3.10. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapali makroskobik goriintiisii ve
gozlemlenen kriptler
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Sekil 3.11. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agitk makroskobik gériintiisii ve gézlemlenen
kriptler

Sekil 3.12. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunda yer alan kriptlerin agik yakindan
makroskobik goriintiisii
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Sekil 3.13. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapali makroskobik goriintiisii ve
gozlemlenen kriptler

Sekil 3.14. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agik makroskobik gériintiisii ve gdzlemlenen
kriptler

Sekil 3.15. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunda yer alan kriptlerin agik yakindan
makroskobik goriintiisii
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Sekil 3.16. DMH grubuna ait ratlardan bazilarinin kolon dokusunda yer alan kriptlerin agik ve kapali genel
masroskobik goriintiileri

DMH + Giimiis Karben I grubundaki ratlarin kolon dokusunun makroskobik goriintiileri
Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19 ve Sekil 3.20° de gosterilmistir ve kriptler makroskobik olarak

gdzlenmistir.

Sekil 3.17. DMH + Giimiis Karben I grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapali makroskobik
goriintiisii ve gozlemlenen kriptler
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Sekil 3.18. DMH + Giimiis Karben | grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agik makroskobik
goriintiisti ve gézlemlenen kriptler

Sekil 3.19. DMH + Giimiis Karben I grubuna ait ratlarin kolon dokusunda yer alan kriptlerin a¢ik yakindan
makroskobik goriintiisii

Sekil 3.20. DMH + Giimiis Karben I grubuna ait ratlardan bazilarinin kolon dokusunda yer alan kriptlerin
acik ve kapali genel makroskobik goriintiileri
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DMH + Gumiis Karben II grubundaki ratlarin kolon dokusunun makroskobik goriintiileri
Sekil 3.21, Sekil 3.22, Sekil 3.23 ve Sekil 3.24° te gosterilmistir ve kriptler makroskobik olarak

gdzlenmistir.

Sekil 3.21. DMH + Gumiis Karben Il grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun kapali makroskobik
goriintiisti ve gdzlemlenen kriptler

Sekil 3.22. DMH + Giimiis Karben Il grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agik makroskobik
goriintiisii ve gozlemlenen Kriptler

\

Sekil 3.23. DMH + Giimiis Karben II grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun agik makroskobik
goriintiisii ve gozlemlenen kriptler
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Sekil 3.24. DMH + Giimiis Karben I1 grubuna ait ratlardan bazilarinin kolon dokusunda yer alan kriptlerin
acik genel makroskobik goriintiileri

3.2. Histopatolojik Goriintiiler

Calisgma sonunda Ornek kolon dokularindan 2’ser cm araliklarla kesitler alinarak
hematoksilen-eosin boya soliisyonu ile muamele edilmistir. Daha sonra bu 6rneklerin preparatlart
hazirlanarak mikroskopta incelenmistir.

Kontrol grubundaki ratlardan birinin kolon dokusunun histopatolojik goriintiisii Sekil 3.25

de gosterilmistir ve herhangi bir kanser olusumuna rastlanmamigtir.
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Sekil 3.25. Kontrol grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun histopatolojik goriintiisii ( HE x100)

Gumis Karben T grubundaki ratlardan birinin kolon dokusunun histopatolojik goriintiisii

Sekil 3.26” da gosterilmistir ve herhangi bir kanser olusumuna rastlanmamustir.

Sekil 3.26. Gumiis Karben | grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun histopatolojik goriintiisit (HE
x100)

Giimiis Karben II grubundaki ratlardan birinin kolon dokusunun histopatolojik goriintiisii

Sekil 3.27° de gosterilmistir ve herhangi bir kanser olusumuna rastlanmamustir.
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Sekil 3.27. Giimiis Karben II grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusunun histopatolojik goriintiisii (HE
x100)

DMH grubundaki ratlarin kolon dokusunun histopatolojik goriintileri Sekil 3.28, Sekil 3.29,
Sekil 3.30 ve Sekil 3.31° de gosterilmistir. Sekiller {izerinde yer alan siyah ok isaretleri kanserli

hiicreleri gostermektedir.

Sekil 3.28. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi atipik kanser
hiicrelerinin histopatolojik goriintiisii (HE x200)
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Sekil 3.29. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi atipik kanser
hiicrelerinin histopatolojik goriintiisii (HE x200)

Sekil 3.30. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi ( tash yiiziik hiicreleri)
kanser hiicrelerinin histopatolojik gériintiisii (HE x200)
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Sekil 3.31. DMH grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi kanser hiicrelerinin
histopatolojik goriintiisii (HE x100)

DMH + Gumiis Karben I grubundaki ratlarin kolon dokusunun histopatolojik goriintiileri
Sekil 3.32 ve Sekil 3.33’de gosterilmistir. Sekiller lizerinde yer alan siyah ok isaretleri kanserli

hiicreleri gostermektedir.

Sekil 3.32. DMH + Giimiis Karben I grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi
kanser hiicrelerinin histopatolojik gériintiisii (HE x200)
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Sekil 3.33. DMH + Giimiis Karben I grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi
kanser hiicrelerinin histopatolojik goériintiisii (HE x100)

DMH+ Giimiis Karben II grubundaki ratlarin kolon dokusunun histopatolojik goriintiileri
Sekil 3.34 ve Sekil 3.35” de gosterilmistir. Sekiller lizerinde yer alan siyah ok igaretleri kanserli

hiicreleri gostermektedir.

Sekil 3.34. DMH + Giimiis Karben II grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi
kanser hiicrelerinin histopatolojik gériintiisii (HE x200)
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Sekil 3.35. DMH + Giimiis Karben II grubuna ait ratlardan birinin kolon dokusundaki adenokarsinom tipi
kanser hiicrelerinin histopatolojik goériintiisii (HE x100)

3.3. Ratlarda Olusan Kript Sayilar1 ve Anormal Hiicre Gelisimi (ACF)

Caligma sonunda Sprague dawley tiirii ratlar dekapite edildikten sonra biitiin ratlarin kolon
dokusu 6zenle ¢ikarilarak igerigi serum fizyolojik ile temizlenmistir. Daha sonra bir cetvel yardimi
ile ortalama olarak aniisten itibaren 20 cm lik kisimda yer alan tiimdr ve polip sayilar1 ayr1 ayn

sayilarak fotograflari ¢ekilmis ve sonuglar kaydedilmistir. Sonuglar Sekil 3.36°de gosterilmistir.
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Sekil 3.36. Calisilan gruplarda yer alan timér ve polip sayilari

Konrol grubunda, antikanser etkisi oldugu diisiiniilen etken maddenin (Giimiis Karben)
uygulandigr AgC I ve AgC II gruplarinda hicbir polip ve tiimdr yapisina rastlanilmamistir. Buna
karsilik kanserojen madde olan DMH uygulanan gruplardan elde edilen sonuglara gore; sadece
DMH uygulanan grupta toplam 58 polip ve biiyiikliikleri 0,5 cm ile 1,4 cm arasinda degisen 20
timor yapisi belirlenmistir. Bu tomorlerin ise 12 tanesinin Grade 1 asamasinda, 5 tanesinin Grade
2 asamasinda 3 tanesinin ise grade 3 asamasinda oldugu tespit edilmistir. AgC | + DMH uygulanan
grupta tolam 22 polip ve biiyiikleri 0,6 cm ile 0,8 cm arasinda olan 7 tiimor yapist belirlenmigtir.
Bu tiimorlerin 3 tanesinin Grade 1 asamasinda, 3 tanesinin grade 2 asamasinda 1 tanesinin ise grade
3 asamasinda oldugu tespit edilmistir. AgC Il + DMH uygulanan grupta ise 15 polip ve
biiyiikliikleri 0,4 cm ile 0,8 cm arasinda degisen 5 timdr yapist belirlenmistir. Bu tiimorlerin 2
tanesi grade 1 asamasinda 3 tanesi grade 2 asamasinda iken Grade 3 asamasinda olan higbir tiimore

rastlanmamuistir. Sonuglar Sekil 3.37° de gosterilmistir.
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Sekil 3.37. Timoér olusumu gézlenen gruplardaki grade dereceleri

Bu sonuglara gore antikanser etkisini disiindiigimiz AgC (Gimiis Karben)’ in
uygulanmadigt DMH grubuna karsilik AgC nin farkli dozlarda uygulandigi gruplarda tiimér, polip
sayilarinda ve biiylikliigiinde belirgin miktarda azalma oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda iki
farkli dozda uygulanan Giimiis Karben guruplarinda ise doz miktar1 arttikga daha etkili sonuglar
tespit edilmistir.

Tiimérlerin Grade dereceleri ve patolojik gériintiileri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji

boliimii Ogretim iiyesi Prof. Dr. Ibrahim Hanifi OZERCAN tarafindan tespit edilmistir.

3.4. Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz -9, Akt 1, P Akt 1, PI3K, P PI3K, mTOR, P mTOR

Proteinlerinin Ekspresyon Diizeyleri

Bu calismada Bax, Bcl-2, Kaspaz -3, Kaspaz -9, Aktl, P-Aktl, PI3K, P-PI3K, mTOR, P-
mTOR genlerinin wester blot yontemi ile protein eksresyon diizeylerine bakilmig ve elde edilen
bulgular Sekil 3.38 — Sekil 3.47° de gosterilmistir.

Western blot sonuglarina gore, kontrol grubu ile sadece giimiis karben (AgC I ve AgC II)
uygulanan gruplarin kolon dokusundaki Bax protein diizeyinde herhangi bir degisiklik
belirlenmemistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon
dokusundaki Bax diizeyinin kontrol ve giimiis karben gruplarina gére anlamli bir sekilde azaldigi,
tedavi (DMH + AgC | ve DMH + AgC Il) gruplarinda ise Bax protein diizeyinin DMH grubuna
gore belirgin ve anlamli bir gekilde arttig1 belirlenmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan
grubunun Bax protein diizeyini DMH + AgC I grubuna gore daha fazla artirdig1 ve bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.38).

53



[
J
=}

= a

3 oy
£ 80 b
o
o -
b <
°\° —
»x 40—
© N
m —

O T
~ [
<L S
& A8
+ o

Sekil 3.38. Kolon dokusu Bax protein seviyleri [a-d: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

Bcl-2 protein diizeyi incelendiginde, kontrol grubu ile sadece glimiis karben (AgC I ve AgC
I) uygulanan gruplarin kolon dokusundaki Bcl-2 protein diizeyinde herhangi bir degisiklik
gbzlenmemistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki
Bcl-2 diizeyinin kontrol ve giimiis karben gruplarina gére anlamli bir sekilde arttigi, tedavi (DMH
+ AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise Bcl-2 protein diizeyinin DMH grubuna gore belirgin
ve anlamli bir sekilde azaldig tespit edilmistir(P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan grubunun
Bcl-2 protein diizeyini DMH + AgC I grubuna gore daha fazla diistirdiigii ve bu diistisiin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.39).

54



BT o e e s ——
Boactin W S S —
200

a
: e i
5150—_
= il
S d da
* 100 &
s 2
c? —
3 50—_:
O T T 3 18
S o S & <
'S > \s S
S v > <
L) > S

Sekil 3.39. Kolon dokusu Bcl-2 protein seviyeleri [a-d: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

Kaspaz -3 protein diizeyi degerlendirildiginde, glimiis karben (AgC I ve AgC II) uygulanan
gruplarin kolon dokusundaki Kaspaz -3 protein diizeyi kontrol grubuna gore azaldigi ancak bu
azaligin istatistiksel olarak anlamsiz bulundugu tespit edilmistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal
kanser olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki Kaspaz -3 diizeyinin kontrol ve giimiis karben
gruplarina gore anlaml bir sekilde azaldigi, tedavi (DMH + AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda
ise Caspase-3 protein diizeyinin DMH grubuna gore belirgin ve anlamli bir sekilde arttig
belirlenmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan grubunun Kaspaz-3 protein diizeyini DMH
+ AgC I grubuna gore daha fazla artirdig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir (Sekil 3.40).
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Sekil 3.40. Kolon dokusu Kaspaz -3 protein seviyeleri [a-d: farkli harf tagtyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

Kaspaz-9 geninin protein diizeyindeki ekspresyon sonuglari incelendiginde, giimiis karben
(AgC 1 ve AgC II) uygulanan gruplarin kolon dokusundaki Kaspaz-9 protein diizeyinin kontrol
grubuna gore azaldigi ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir. Buna
karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki Kaspaz-9 diizeyinin
kontrol ve glimiis karben gruplarina gore anlamli bir sekilde azaldigi, tedavi (DMH + AgC I ve
DMH + AgC II) gruplarinda ise Kaspaz-9 protein diizeyinin DMH grubuna gore belirgin ve anlaml
bir sekilde arttig1 belirlenmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan grubunun Kaspaz-9 protein
diizeyini DMH + AgC I grubuna gore daha fazla artirdig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.41).
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Sekil 3.41. Kolon dokusu Kaspaz-9 protein seviyeleri [a-d: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

Akt protein diizeyi degerlendirildiginde, kontrol grubu ile sadece giimiis karben (AgC I ve
AgC 1I) uygulanan gruplarin kolon dokusundaki Aktl protein diizeyinde belirgin bir farklilik
gbzlenmistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki
Aktl diizeyinin kontrol ve giimiis karben gruplarina gére anlamli bir sekilde arttig1, tedavi (DMH
+ AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise Aktl protein diizeyinin DMH grubuna goére belirgin ve
anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan grubunun Aktl
protein diizeyini DMH + AgC I grubuna gore daha fazla diisiirdiigii ve bu diisiisiin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur (Sekil 3.42).
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Sekil 3.42. Kolon dokusu Aktl protein seviyeleri [a-d: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan énemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

p-Aktl protein diizeyleri incelendiginde, glimiis karben (AgC I ve AgC II) uygulanan gruplar
ile kontrol grubunun kolon dokusundaki p-Aktl protein diizeyleri arasinda belirgin bir farklilik
gbzlenmemistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki
p-Aktl diizeyinin kontrol ve glimiis karben gruplarina gore anlamli bir sekilde arttig1, tedavi (DMH
+ AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise p-Aktl protein diizeyinin DMH grubuna gore belirgin
ve anlamli bir sekilde azaldig tespit edilmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan grubunun
p-Aktl protein diizeyini DMH + AgC I grubuna goére daha fazla diisiirdiigii ve bu diisiislin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil 3.43).
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Sekil 3.43. Kolon dokusu p-Aktl protein seviyeleri [a-d: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

PI3K protein diizeyleri degerlendirildiginde, glimiis karben (AgC I ve AgC II) uygulanan
gruplarin kolon dokusundaki PI3K protein diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamsiz bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus
ratlarin kolon dokusundaki PI3K diizeyinin kontrol ve giimiis karben gruplarina gére anlamli bir
sekilde arttig1, tedavi (DMH + AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise PI3K protein diizeyinin
DMH grubuna gore belirgin ve anlamli bir sekilde azaldig tespit edilmistir (P <0.0001). DMH +
AgC 1II uygulanan grubunun PI3K protein diizeyini DMH + AgC I grubuna gore daha fazla
diisiirdiigii ve bu diigiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.44).
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Sekil 3.44. Kolon dokusu PI3K protein seviyeleri [a-d: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

p-PI3K protein diizeyleri incelendiginde, giimiis karben (AgC I ve AgC II) uygulanan gruplar
ile kontrol grubunun kolon dokusundaki p-PI3K protein diizeyleri arasinda belirgin bir farklilik
gbzlenmemistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki
p-PI3K diizeyinin kontrol ve giimiis karben gruplarina gére anlamhi bir sekilde arttigi, tedavi
(DMH + AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise p-PI3K protein diizeyinin DMH grubuna gore
belirgin ve anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan
grubunun p-PI3K protein diizeyini DMH + AgC 1 grubuna gore daha fazla diistirdigii ve bu
diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Sekil 3.45).

60



p-PI3K S S
P-aCD sy S-S —

N
N
A

[
‘A
@)

p-PI3K (% Kontrol)
N
]

lllllllllllllll

)

>
é’\
v

Sekil 3.45. Kolon dokusu p-PI3K protein seviyeleri [a-d: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

mTOR protein diizeyleri degerlendirildiginde, giimiis karben (AgC I ve AgC II) uygulanan
gruplar ile kontrol grubunun kolon dokusundaki mTOR protein diizeyleri arasinda belirgin bir
farklilik tespit edilmemistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon
dokusundaki mTOR diizeyinin kontrol ve glimiis karben gruplarina gore anlamli bir sekilde arttig1,
tedavi (DMH + AgC [ ve DMH + AgC II) gruplarinda ise mTOR protein diizeyinin DMH grubuna
gore belirgin ve anlamli bir sekilde azaldig: tespit edilmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan
grubunun mTOR protein diizeyini DMH + AgC I grubuna gére daha fazla diistirdiigii ve bu diisiisiin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Sekil 3.46).
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Sekil 3.46. Kolon dokusu mTOR protein seviyeleri [a-d: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

p-mTOR protein diizeyleri incelendiginde, giimiis karben (AgC I ve AgC II) uygulanan
gruplarin kolon dokusundaki p-mTOR protein diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi ve bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir. Buna karsilik, DMH ile kolorektal
kanser olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki p-mTOR diizeyinin kontrol ve giimiis karben
gruplarina gore anlaml bir sekilde arttigi, tedavi (DMH + AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda
ise p-mTOR protein diizeyinin DMH grubuna gore belirgin ve anlamli bir sekilde azaldig1 tespit
edilmistir (P <0.0001). DMH + AgC Il uygulanan grubunun p-mTOR protein diizeyini DMH +
AgC 1 grubuna gore daha fazla disiirdiigii ve bu disiislin istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulunmustur (Sekil 3.47).
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Sekil 3.47. Kolon dokusu p-mTOR protein seviyeleri [a-d: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.0001)] ANOVA Post hoc Tukey Testi

63



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Kolorektal kanser (CRC), 2020’de kaydedilen tiim kanser dliimlerinin yaklasik % 9,39’ unu
olusturan kiiresel olarak en sik teshis edilen iigiincii ve en Oliimciil ikinci kanserdir [272-275].
Yaslilarda teshis edilen vakalarin hizla artmasiyla CRC insidansinin diinya ¢apinda 2035 yilina
kadar iki katina ¢ikmasi beklenmektedir. Ayrica, daha az gelismis tilkelerde teshis edilen CRC
vakalarinin da artmasi beklenmektedir [274,276].

CRC terimi, glandiiler epitel hiicrelerinin anormal biiyiimesiyle olusan kalin bagirsak ve
rektuma Ozgiidiir. Bu gelisme, epitel hiicreleri, kendilerine segici bir hiper-cogalma avantaji
saglayan bir dizi genetik veya epigenetik degisiklik kazandiginda meydana gelir [277]. Bu kontrol
dis1 biiyiiyen hiicreler, daha sonra ii¢ ana yolla karsinom ve metastaza ilerleyen iyi huylu bir
adenom tiretir. Bunlar, mikro uydu kararsizligi (MSI), kromozomal kararsizlik (CIN) ve CpG adas1
metilator fenotipi (CIMP) olarak belirtilmistir [278-280].

Bir polipin kanserli olmas1 10-15 yil siirdiigiinden, polipleri erken bir agamada tespit etmek
ve ¢ikarmak ¢cok onemlidir. Bununla birlikte, CRC’nin sadece % 40’ 1 erken agsamalarda tespit edilir
ve bazen CRC tedaviden sonra tekrarlar [193,281]. CRC tedavisi i¢in, FDA (Food and Drug
Administration) onayli en az 30 farkli ilag tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde
kullanilmaktadir. Bu kemoterapétik ilaclar kanser hiicrelerini etkiler ve ayni anda saglikli hiicrelere
de zarar verir. Sonug olarak, bu ilaglar yorgunluk, bas agrisi, kas agrisi, mide agrisi, ishal ve kusma,
bogaz agrisi, kan anormallikleri, kabizlik, noronal hasar, cilt degisiklikleri, hafiza sorunlari,
istahsizlik ve sa¢ dokiilmesi gibi gesitli yan etkiler gosterir [193,281].

Yeni kemoterapi rejimleri nedeniyle son yillarda ileri CRC’ li bireylerin genel sagkalim
artmig olsa da, CRC’ li hemen hemen tiim hastalarda mevcut sistemik kemoterapiler direng
gelistirerek [282], kanser Onleyici ilaglarin terapétik etkinligini sinirlamig ve sonugta kemoterapi
basarisizligina yol agmistir. Kemoterapdtik ilag direnci mevcut klinik uygulamada CRC
tedavisinde 6nemli bir sorundur. Bu sinirlamadan bagimsiz olarak, gelismekte olan tilkelerde,
Ozellikle de diinya niifusunun yaklasik % 44’linlin su anda yasadig1 kirsal kesimde, CRC’ nin
hayatta kalmak i¢in teshis ve tedavisine erisim daha sinirhidir [283]. Bu nedenle, diinya niifusunun
neredeyse yarisi teshis ve tedavi etme araglarindan yoksundur.

“Metallodrug”lar (metal igerikli ilaglar), gecen ylizyildan bu yana kansere karsi savagsmak
icin umut verici biyoaktif ajanlar olarak arastirmacilarin dikkatini ¢gekmektedir [284]. Bunlardan en
popiileri cisplatin (platin bazli) dir [285-287]. Cisplatin ¢ok etkili bir antikanser ajan1 olmasina
ragmen, sadece birkag¢ kanser tiiriine kars1 etkilidir ve yaygin kullanimi, kemik iligi baskilanmas,
mide bulantis1 ve bobrek toksisitesi gibi ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Yiiksek yan etkileri
nedeniyle hastalarda dayanilmaz agrilara neden olur ve sonunda tedaviyi birakmak zorunda kalirlar

[288]. Bu yan etkiler, arastirmacilar1 yukarida belirtilen sinirlamalardan uzak, yan etkileri olmayan



veya nispeten daha az olan yeni antikanser metal igerikli ilaglar1 aragtirmaya yonlendirmistir ve son
zamanlarda, organometalik giimiis kompleksleri umut verici antikanser ajanlar olarak Gnem
kazanmistir. Bu komplekslerin platin bazli antikanser ilaglarin kusurlarint agmasi beklenmektedir
[289]. Cesitli giimiis formlar1 (glimiis koordinasyon kompleksleri, giimiis nanopartikiiller ve giimiis
organometalik bilesikler), glimiisiin dikkat cekici biyolojik potansiyeli 6zellikle de antikanser
potansiyeli nedeniyle son birka¢ yildan beri arastirilmustir [13,290-297]. Eslestirilmemis iki
elektronu igeren karbenler, mitkemmel niikleofillerdir. Periyodik tablo boyunca metalleri yiiksek
stabiliteli kompleksler olusturmak i¢in baglayabilen giiglii Lewis bazlari olarak bilinirler ve fosfin
komplekslerinden daha kararli olduklari belirtilmektedir [298-304]. Bu o6zellikler karbenleri
geleneksel yapiya dayali ilag tasarimi ve optimizasyonu ig¢in yararli baslangic noktalari olan
biyolojik olarak aktif molekiiller haline getirmistir [305].

Biyolojik olarak, giimiis N-heterosiklik karben (NHC) komplekslerinin ilaca direngli
bakteriler dahil olmak tizere antibakteriyel aktiviteler sergiledigi bildirilmistir [306-309]. Yapilan
caligmalarda, bu bilesiklerin kronik akciger enfeksiyonlar1 ve kistik fibroz tedavisi i¢in kullanimi
onerilen giimiis N-heterosiklik karben komplekslerinin Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia
cepacia gibi patojenlere karsi antibakteriyel aktiviteleri belirtilmistir[306,307,310]. Ek olarak,
giimiis N-heterosiklik karben kompleksleri kanserde incelenmis ve daha fazla gelisme potansiyeli
gosteren etkili aktivite sergiledikleri bulunmugtur [308,311-313,315]. Ayrica, giimiisiin kendi
bagina diisiik toksisiteye sahip oldugu ve organik giimiis kompleksleri halinde bu toksisitenin daha
da azaltilabilecegi, bunun da daha az toksik etkiye neden olabilecegi belirtilmistir [316].

Kanserde etkili bir ajaninin tespit edilmesi i¢in ajanin hangi mekanizma {izerinden etki
gosterdiginin belirlenmesi gerekmektedir. Cesitli giimiis karben komplekslerinin antikanser etkileri
literatiirlerde belirtilmis ve yapilan ¢aligmalarin biiyiik gogunlugu in vitro diizeyde olup molekiiler
mekanizmasi da heniiz tam olarak agiklanamamusgtir. Literatlir taramalarinda, antitimor aktivite
caligmalarinin biiyiik kisminin imidazol liganti igeren NHC kompleksleriyle yapildigi ve
imidazolin ligantiyla ilgili ¢alismalarin ¢ok sinirli sayida oldugu goriilmiistiir. Bu tez ¢aligmasi
mevcut literatiire gére daha kapsamli olup sadece etkili bir ajanin tespitine yonelik degil, ayni
zamanda etki mekanizmasinin anlasilmasina yonelik ¢aligmalari da igermektedir. Literatiirdeki bu
eksiklikleri gidermek amaciyla, tez ¢alismasinda yeni bir giimiis karben kompleksi hazirlanarak bu
metal-karben komplekslerinin antikanser etki mekanizmalar1 arastirilmistir. Bu amagla, DMH ile
indiiklenen kolorektal kanser olusturulmus rat modelinde yeni bir giimiis karben kompleksinin
kolon dokusunda etkileri hem histopatolojik olarak incelenmis hem de Bax, Bcl-2, Kaspaz-3,
Kaspaz-9, Aktl, p-Aktl, PI3K, p-PI3K, mTOR, p-mTOR genlerinin protein diizeyindeki
ekspresyonlar1 {lizerine etkileri arastirllmistir. DMH ile olusturulan kolorektal kanser gruplarinin
kolon dokusu incelendiginde giimiis karbenin uygulandigi gruplarda toplam kript sayilarinda

belirgin bir azalma tespit edilmistir. Ayrica, giimiis karbenlerin uygulandigi gruplarda Bax,

65



Kaspaz-3, Kaspaz-9 genlerinin protein diizeyindeki ekspresyonlarinda anlamli bir artig (p<0.0001),
Akt-1, p-Aktl, PI3K, p-PI3K, mTOR, p-mTOR genlerinin protein diizeyindeki ekspresyonlarinda
ise anlamli bir azalig belirlenmigtir (p<0.0001). G6zlenen artig ve azaliglar konsantrasyon artigiyla
benzerlik gostermistir.

Kolon kanseri, pekc¢ok bagimsiz fakat sinerjestik proapoptotik ve antiapoptotik proteinleri
kodlayan aktif genlerin ekspresyonuyla yonlendirilen bir siire¢ olan apoptozun diizenlenmesindeki
bozukluklarla iliskilendirilmektedir [294,317]. Kolorektal kanserler dahil olmak iizere ¢ok gesitli
insan kanser tiplerinde ¢esitli fizyolojik uyaranlara cevap olarak apoptozise girme kapasitelerinin
azaldig1 ve bu ylizden apoptozisteki bir kusur, kolorektal kanser dahil kanser hiicrelerinin anormal
bi¢imde hayatta kalmalarinda veya gelisimlerinde onemli roller oynamaktadirlar [318]. Bu
arastirmada Bcl-2 protein diizeyleri incelendiginde kontrol gruplari arasinda herhangi bir degisiklik
gbzlemlenmemistir. Bununla beraber, DMH ile kolorektal kanser olusturulmus grupta Bcl-2
diizeyinin kontrol gruplarina oranla artis gosterdigi ve tedavi gruplarinda (DMH + AgC I ve DMH
+ AgC Il) ise Bcl-2 protein diizeyinin anlamh bi¢imde azaldig belirlenmistir. DMH + AgC 1II
grubunda Bcl-2 protein diizeyinin DMH + AgC I grubuna oranla daha fazla diistiigii ve bu diisiisiin
istatistiki olarak anlamli oldugu sonucuna varilmigtir (p<0.0001). Artan apoptosis frekansi ile Bel-
2 ekspresyonundaki azalma arasinda bir iligki oldugu belirtilmistir [317]. Pek ¢cok bagimsiz fakat
sinerjestik olarak proapoptotik ve antiapoptotik proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonuyla
yonlendirilen apoptozis kismen Bcl-2 genleriyle diizenlenir ki bu genler hiicrenin yagamasini
saglayan genlerdir [317]. Mitokondriyal biitiinliigiin devaminda énemli gérevler iistlenen Bcl-2
proteinlerinin seviyesinin kanserli hiicrelerde azaldigi N-heterosiklik karbenlerle desteklenen
kanserli gruplarda ise proapototik protein olan Bax’in ekspresyonunun artigina neden oldugu
bulunmustur [319]. Bcl-2 ekspresyon seviyeleri, hiicre tipleri ve tiimor hiicre hatlari arasinda
degisiklik gostermektedir ve Bel-2 ailesinin her bir liyesine apoptozda 6zel bir gorev verilmektedir.
Apoptoz inhibisyonu, kanserin devam ettigi kritik mekanizmadir. Anormal genetik bilesenlere
sahip hiicreler apoptozu atlar ve 6liimsiiz tiimorler haline gelir. Bcl-2’nin, Bax iglevini baskilayarak
apoptozu tetikledigi distiniilmektedir [320]. Mevcut modeller, anti ve proapoptotik proteinlerin
oranlarinin apoptoziste diizenleyici bir rol oynadigim gostermektedir [321,322]. Bcl-2’nin asiri
ekspresyonu Bax indiiksiyonunu etkilemediginden, hem Bax hem de Bcl-2 bagimsiz olarak
diizenleniyor gibi goriinmektedir [323]. Bax'mn asir1 ekspresyonunun, biiyiime faktoriiniin geri
cekilmesi de dahil olmak iizere ¢esitli uyaranlara yanit olarak apoptozu hizlandirdig1 gdsterilmistir
[318]. Dina vd. [355] tarafindan yapilan arastirmada kanser hiicrelerinin N-heterosiklik
kompleksler ile tedavisinde cesitli apoptotik proteinlerin ekspresyonunun artis gosterdigi
bulunmustur. Arastirmacilar kanserli hiicrelerde tedavi amagli ¢esitli konsantrasyonlarda kullanilan
N-heterosiklik komplekslerin Bax proteinin ekpresyonunun artmasina, Bcl-2’nin ekspresyonunun

azalmasina ve sitosolik sitokrom C’nin seviyesinin artigini1 sagladiklarini belirtmiglerdir [324]. Bcl-
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2'min kolorektal karsinom gelisiminde de Onemli bir rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir ve
apoptozis inhibisyonunun Bcl-2 ve Bax genlerinin ekspresyonlar arasindaki dengeye bagl oldugu
belirtilmistir [317,325]. Bu arastirmanin sonuglar1 Bax protein diizeylerinin kontrol gruplarinin
(kontrol; kontrol+AgCI ve kontrol+AgCII) kolon dokulari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigini gosterirken DMH’1in uygulandig1 grupta kolon dokularindaki Bax proteini
diizeyinin kontrol gruplarina oranla anlamli bigimde azaldigi buna karsin DMH+AgCI ve
DMH+AGII gruplarinda ise DMH grubuna oranla Bax proteinin artis oldugunu gostermistir.
Ayrica DMH+AgCII grubundaki Bax proteini miktarinin DMH+AgCI grubuna oranla daha fazla
artis gosterdigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Hiicre i¢inde olaylar
tersine dondiigiinde Bax proteini konformasyonel bir degisiklik, membran insersiyonu ve
oligomerizasyon gegirerek apoptozisi tesvik ederek sitokrom C'nin mitokondri disina ¢ikmasi igin
bir kanal saglar. Bu da kaspaz aracili hiicre 6liimiinii aktive eder [326].

Bu calismada Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 protein diizeylerinin giimiis karben uygulanan kontrol
gruplarinda kontrol grubuna oranla diisiis gosterdigi ancak bu diisiisiin istatistiki olarak anlamli bir
fark olusturmadigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica DMH grubundaki Kaspaz-3 ve Kaspaz-9
diizeylerinin kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalis gosterdigi ancak
DMH + AgC I ve DMH + AgC Il tedavi gruplarinda ise Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 diizeylerinin DMH
ile kolon kanseri olusturulmus gruba oranla anlamli derecede artis gosterdigi bulunmustur. Ayni
zamanda DMH + AgC Il grubunun Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 protein diizeylerinin DMH + AgC I
grubuna gore daha fazla artis gosterdigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmisgtir. Li vd. [327] giimiis karben tiirevlerinin G2/M fazinin durmasini ve apoptozisi
indiikleyerek akciger kanserli hiicrelerin biiylimesini inhibe ettiklerini bulmuslardir.
Arastirmacilar, glimiis karbenlerin mitokondriyal membran potensiyelini bozdugunu, kaspaz-3
aktivasyonunu indiikledigini ve apoptozis indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz G’1n niikleusa
translokasyonuna sebep oldugunu ifade etmislerdir [327]. Gandin vd. [12] yaptiklar1 arastirmada
AgCl'in Kaspaz-3 ve Kaspaz-9’da onemli bir aktivasyon sagladiklari ve giimiis karben
kompleksine sahip olan hiicrelerin Kaspaz-3 aktivitelerinde % 130’luk bir artisin meydana
geldigini bulmuslardir. Igbal vd. [328] de 2015 yilinda Ag (I)-NHC kompleksinin insan kolorektal
kanseri, prostat adenokarsinoma ve normal kolon fibroblast hiicrelerine karsi sitotoksit etkilerini
arastirdiklart ¢alismalarinda, Ag (I)-NHC kompleksinin sitotoksit aktivite sergiledigini ve ilging
bicimde normal hiicrelerde toksisite gdstermedigini belirtmislerdir. Bunun disinda bu kompleksin,
hiicrelerin klonojenik ve go¢ Ozelliklerini engelledigini ayrica Ag (I)-NHC kompleksinin hiicre
niikleusunda pro-apoptotik degisiklikleri indiikledigini bulmuslardir ve muhtemelen apoptotik
indiiksiyonun Kaspaz yolagi araciligiyla oldugunu ifade etmislerdir [328]. Marmol ve digerleri de
2020 yilinda yapmus olduklar1 ¢alismada giimiisiin Kaspaz-3 ve Kaspaz-8’in aracilik ettigi serbest

oksijen radikallerinden bagimsiz apoptozisi tetikledigini ve mitokondriyal membran potansiyeli
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kaybini baglattigin1 bulmuslardir [356]. Igbal vd. tarafindan 2015 yilinda yapilan arastirmada Ag
()-NHC kompleksinin hiicre niikleusunda pro-apoptotik degisiklikleri indiikledigini bulunmustur
ve muhtemelen apoptotik indiiksiyonun kaspas yolagi araciligiyla oldugu ifade edilmistir. Bununla
beraber Eloy vd. [329] giimiis(1)-NHC komplekslerinin mitokondriyal apoptoz indiikleyici faktor
yoluyla kaspazdan bagimsiz apoptotik hiicresel 6liimii indiikledigi fikrini ortaya atmiglardir.

Bu aragtirmanin mTOR proteinleri ile ilgili sonuglari incelendiginde kontrol grubu ile giimiis
karben (AgC I ve AgC II) uygulanan gruplarin kolon dokularindaki mTOR protein diizeyleri
arasinda belirgin bir farklilik tespit edilmemistir. Bununla birlikte, DMH ile kolorektal kanser
olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki mTOR diizeyinin kontrol ve giimiis karben gruplarina
oranla anlaml bir sekilde arttig1, tedavi (DMH + AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise mTOR
protein diizeyinin DMH grubuna gére anlaml bir sekilde azaldigi bulunmustur. Ayrica DMH +
AgC Il uygulanan grubunun mTOR protein diizeyindeki diistisiin DMH + AgC I grubuna gore daha
fazla oldugu ve bu diisiisiin istatistiki olarak anlamli bir fark olusturdugu sonucuna ulagilmstir.
Kolon kanserinde, mTOR'un hiperaktivasyonu, erken ve yaygin bir olaydir ve in vivo ortamda
mTOR inhibitorlerinin kanserli hiicrelerde apoptosis indiikledigi belirtilmektedir. Yapilan
calismalarda, mTOR inhibisyonunun hiicre dongiisii ilerlemesinin baskilanmasina, epitelyalden
mezenkimal gecise (EMT), hiicre hareketliligine ve metastaza yol agabilecegi ifade edilmektedir
[330]. Bu arastirmanin p-Akt1 protein diizeylerine iliskin sonuglar1 degerlendirildiginde ise glimiis
karben (AgC | ve AgC II) uygulanan gruplar ile kontrol grubunun kolon dokusundaki p-Aktl
protein diizeyleri arasinda bir fark olmadigi DMH ile kolorektal kanser olusturulmus ratlarin kolon
dokusundaki p-Aktl diizeyinin kontrol ve giimiis karben gruplarina gére anlamli bigimde artig
gosterdigi, tedavi (DMH + AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise p-Aktl protein diizeyinin
DMH grubuna oranla belirgin ve anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda DMH
+ AgC Il uygulanan grubun p-Aktl protein diizeyinin DMH + AgC I grubuna gore daha diisiik
oldugu ve bu diisiisiin istatistiki agidan anlamli oldugu bulunmustur. Akt, apoptozu inhibe eden,
glikojen metabolizmasini diizenleyen ve kanserin ilerlemesine katkida bulunan Protein Kinaz B
(PKB) olarak da bilinen bir serin/treonin kinazdir. Akt’nin i¢inde bulundugu siyal yolunun
apoptozis iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ve kolorektal kanser de olmak iizere birgok
kanserin gelisimi ve ilerlemesi ile iligkili oldugu gosterilmistir [331]. Ayn1 zamanda bu ¢aligmada
PI3K protein diizeyleri incelendiginde, giimiis karben (AgC [ ve AgC II) uygulanan gruplarin kolon
dokusundaki PI3K protein diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi ancak bu azalmanin
istatistiki olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir. Bununla birlikte DMH ile kolorektal kanser
olusturulmus ratlarin kolon dokusundaki PI3K diizeyinin kontrol ve glimiis karben gruplarina gore
anlaml bir sekilde arttig1, tedavi (DMH + AgC I ve DMH + AgC II) gruplarinda ise PI3K protein
diizeyinin DMH grubuna gore belirgin ve anlamli bir sekilde azaldig1 tespit edilmistir. DMH + AgC
IT uygulanan grubunun PI3K protein diizeyinin DMH + AgC I grubuna gére daha fazla azaldig ve
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bu azalmanin istatistiki olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3-
K)/PTEN/AKkt sinyali, kolon kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli tlimorlerde asiri aktiftir. Bu yolun
aktivasyonu, bir kanser hiicresinin biyolojisinin altinda yatan apoptoz, metabolizma, hiicre
cogalmasi ve hiicre biiylimesi gibi coklu biyolojik siirecleri diizenledigi belirtilmektedir [332].

PI3 Kinaz yolu, kanserde siklikla diizensizdir ve PI3 Kinaz sinyal yolagi AKT, PDK ve
mTOR gibi ¢oklu hiicresel mekanizmalar1 igeren proteinleri kapsar [333]. Fosfatidilinositol 3-
kinaz/ AKT / rapamisinin memeli hedefi (PI3K/Akt/mTOR) sinyal yolagi, kolorektal kanser dahil
olmak tizere insan malignitelerinin biiyiik kisminda 6nemli bir rol oynamaktadir [334,335]. Protein
kinaz B (PKB) olarak da bilinen serin / treonin protein kinazi (AKT), PI3K’nin asagi1 akis etkilerinin
coguna aracilik eder ve sonu¢ olarak PI3K yolu tarafindan hem normal hem de patolojik
sinyalizasyonda merkezi rol oynar. AKT ailesi {i¢ tiyeden olusur. Bunlar; AKT1, AKT2 ve ti¢ farkli
gen tarafindan kodlanan AKT3’tlir. Her ii¢ izoform da yapisal olarak homologdur ve benzer
aktivasyon mekanizmalarinda rol oynarlar [336,337]. AKT1 ve AKT2 birgok organin hiicrelerinde
her yerde ifade edilir ve AKT3 sinir dokusunda bol miktarda bulunur [341]. mTOR, PI3K /
AKT’nin bilinen 6nemli bir efektoriidiir. mTOR bir serin/treonin protein kinaz olarak islev goriir
ve mTORC1 ve mTORC?2 olarak iki farkli fonksiyonel kompleks halinde bulunur. mTORCI,
protein sentezini kontrol eden p70S6K ribozomal kinaz (S6K) ve okaryotik translasyonu baglatma
faktorii 4E (elF4E) baglayici proteini (4E-BP1) fosforile ve aktive eder [338,340]. Memelilerde
S6K ailesi, sirasiyla iki farkli gen tarafindan kodlanan p70S6K1, p85S6K1, p54S6K2 ve pS6S6K2
proteinlerinden olusan S6K1 (RPS6KB1) ve S6K2 (RPS6KB2) dir [339]. mTORC1-S6K1
ekseninin transkripsiyon, translasyon, protein ve lipit sentezi, hiicre gelismesi / bityiikligii ve hiicre
metabolizmas1 dahil temel hiicresel siirecleri kontrol ettigi diisiiniilmektedir [340].

PI3K /AKT aktivasyonu hiicre proliferasyonuna ve hayatta kalmasina yol actigindan insan
kanserlerinde en ¢ok hedeflenen yoldur [127]. AKT kinaz, hiicre igi hiicre sinyallesmesinde 6nemli
bir molekiiler baglantidir ve aktivasyonu, hiicrelerin sag kalimi igin hem gerekli hem de yeterli
olarak kabul edilmektedir. PI3K aktivasyonuna yanit olarak bu enzim, kinazlar, transkripsiyon
faktorleri ve diger diizenleyici molekiiller dahil olmak iizere bir dizi hedefin aktivitesini fosforile
eder ve diizenler [337]. Ozellikle AKT nin mitokondriyal fonksiyonlara bagli apoptozun intrinsik
yoluna katilan Kaspaz-9 da dahil olmak {izere bir¢ok proapoptotik proteinin fosforilasyonu ve
inaktivasyonu yoluyla hiicre sag kalimim arttirdigi gosterilmistir. Apoptoz sirasinda kaspaz 9,
pivotal efektor kaspaz 3’1 aktive eder. Kaspaz 3’iin aktivasyonu ve yarilmasi, apoptozun son fazi
olan uygulama fazinin bir gostergesidir [342,343]. Ayrica AKT, anti-apoptotik genlerin ve
CDKNI1B geninin transkripsiyonuyla sonuglanan NF-kB ve FOXO (transkripsiyon faktorlerinin
Forkhead ailesi) transkripsiyon faktorlerini aktive eder [336,337].

PI3K / Akt yolagmin aktivasyonunun bir¢ok kanserin olusumundan ve metastazindan

sorumlu oldugu gosterildigi i¢in bu yolagin engellenmesi, kolorektal kanserin tedavi edilmesinde
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terapdtik bir yaklagim olarak kabul edilmektedir [344,345]. insan kolorektal kanserlerinde Akt
fosforilasyonunun hiicre proliferasyonu ve apoptoz inhibisyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir
[346,347]. Kanser hiicrelerin canliligini stirdiirmesi, hiicrelerin gogalmasi ile apoptozu arasindaki
dengesizligi gostermektedir. Bu nedenle, kanser tedavisi ve dnleme stratejisinin temel amact timéor
hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini engellemek ve oliimlerini tesvik etmektir [348]. Bu
caligmanin sonuglar1 da galisilan giimiis karben kompleksinin PI3K/AKT/mTOR yolagini inhibe
ettigini ve apoptotik yolag1 aktive ederek anti kolon kanser aktivitesi sergiledigini gostermektedir.

Bu tez galismasi in vivo diizeyde yapilmis olup sonuglari literatiir ¢alismalari ile benzerlik
gostermektedir. Bu calismadan elde edilen sonuglar incelendiginde, glimiis karben uygulanan
tedavi gruplarinda Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-9 protein ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artisin oldugu, Bcl-2, Aktl, p-Aktl, PI3K, p-PI3K, mTOR ve p-mTOR protein
ekspresyon diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Kontrol
grubu ve sadece giimiis karben uygulanan gruplarin protein ekspresyon diizeylerinde belirgin bir
degisiklik tespit edilmemistir.

Bu tez caligmasinin diger parametreleri incelendiginde kolorektal kanser olusturularak
gilimiis karben ile tedavi edilen ratlardaki kript sayis1 sadece DMH uygulanan gruba gore belirgin
bir azalma gostermistir. Bu sonug da, giimiis karben molekiiliin anti kolon kaser aktivitesine sahip
oldugunu gostermektedir ve western blot calismasindan elde edilen sonucu desteklemektedir.
Sonug olarak, bu tez galigmas literatiir ¢aligmalarina gore daha kapsamli olup, elde edilen sonuglar
birbirini destekler nitelikte oldugu icin yeni bir giimiis karben kompleksinin kolorektal kanser
tizerine etki mekanizmasinin agiklanmasina yardimei olacaktir. Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar
literatiir eksikligini giderecek potansiyele sahiptir ve bundan sonraki calismalara da yardimei

olabilecek niteliktedir.
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ONERILER

Kanser tedavisi, hiicre sinyal yollarinin karmasiklig1, tiimor hiicresinin heterojenligi, mevcut
tedaviye direng gelisimi ve kaginilmaz yan etkilerden dolay1 biiyiik zorluklarla karekterizedir. Bu
nedenle, kanseri tedavi etmek ve yan etkileri azaltmak i¢in yeni ve daha etkili ajanlarin bulunmast
gerekmektedir. Son yillarda yeni alternatif kemoterapdtik bilesiklerinin sentezinin giderek arttigi
goriilmektedir. Toksik 6zelligi daha az olan metaller kullanilarak saglikli hiicrelere zarar vermeyen,
tiimorld hiicreyi hedef alan, metal bazli ilaglar gelistirilmeye baglanilmistir. Glimiis kendi basina
diisiik toksisiteye sahiptir ve organik giimiis kompleksleri olarak toksik etkileri daha da
azaltilabilmektedir. Giimiis bilesikleri antikanser etkiye sahip olduklar i¢in Ag(I)-NHC
komplekslerinin de etkili yeni bir antikanser ajan gelistirilmesinde biiyiik bir potansiyele sahip

oldugu diisiiniildiigiinden bu konuyla ilgili daha fazla ¢aligma yapilmasi 6nem arz etmektedir.
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