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KOLOREKTAL KARSINOM ICIN YENI NESIL ILAC ADAYI
MOLEKULLERIN BELIRLENMESI, KLINIiK ILACLAR iLE
ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

OZET

Amag: Bu ¢alismanin amaci, kolorektal kanser (KRK) i¢in yeni nesil ilag aday1
molekiillerin etkinligini ve bu molekiillerin mevcut klinik ilaglarla, o6zellikle 5-
fluorouracil (5-FU) ve bevacizumab ile karsilagtirmali etkilerini degerlendirmektir. In
silico yontemlerle tanimlanan ve sentezlenen aday maddeler, HCT116 ve L929 hiicre
hatlar1 tizerinde hiicresel degisiklikler, sitotoksisite, apoptoz, hiicre siklusu ve sinyal

yollar1 izerine etkileri agisindan incelenmistir.

Gere¢c ve Yontem: Hiicre Kkiiltiirleri icin RPMI ve DMEM besi yerleri
kullanilarak ¢esitli hiicre hatlan kiiltiire edilmis, ila¢ uygulamalar1 yapilmis ve MTT
analizi ile hiicre canliligi dl¢limleri gergeklestirilmistir. Flow sitometri analizleri ile
hiicre dongiisii ve apoptoz etkileri incelenmis, gen zenginlestirme analizleri i¢in cDNA

sentezi ve RT-qPCR uygulamalar1 yapilmistir.

Bulgular: incelenen yeni aday maddenin KRK hiicre hattinda 5-FU ve
bevacizumab'a gore benzer veya daha istlin antikanser aktiviteler gdsterdigini ortaya
koymustur. Ozellikle SMY370 molekiilii, diger adaylar arasinda en etkili olan1 olarak
belirlenmis ve hiicrelerin biiylik cogunlugunu 6ldiirmiistiir. Gen zenginlestirme analizleri,
5-FU ve SMY370'in benzer yolaklar etkiledigini ve programli hiicre 6liimii, kaspaz
aktivasyonu, nekroz ve SMAC/DIABLO-XIAP aracili apoptoz cevabi regiilasyonu gibi

stiregleri modiile ettigini gostermistir.

Sonug¢: Bu calisma, 6zellikle SMY370 gibi yeni molekiiler hedeflerin KRK
tedavisinde dnemli potansiyele sahip oldugunu ve bu yeni aday molekiillerin klinik
kullanim 6ncesi daha detayli arastirmalarla degerlendirilmesi gerektigini belirtmistir.
[lacin etkiledigi gen ekspresyonlar ve sinyal yollari, ileride yapilacak ¢alismalarda bu
molekiillerin KRK tedavisinde kullaniminin optimize edilmesine yardimci olabilecek

onemli bilgiler saglamaktadir.
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IDENTIFICATION OF NEW GENERATION DRUG
CANDIDATE MOLECULES FOR COLORECTAL CARCINOMA,
COMPARISON OF EFFECTS WITH CLINICAL DRUGS

ABSTRACT

Aim: The objective of this study was to assess the efficacy of next-generation
drug candidate molecules for colorectal cancer (CRC) and to compare their effects with
current clinical drugs, specifically 5-fluorouracil (5-FU) and bevacizumab. Identified
and synthesized through in silico methods, these candidate compounds were tested on
HCT116 and L929 cell lines for cellular alterations, cytotoxicity, apoptosis, cell cycle
impact, and signaling pathways.

Materials and Methods: In terms of materials and methods, various cell lines
were cultured using RPMI and DMEM media, subjected to drug applications, and cell
viability was measured through MTT assay. Cell cycle and apoptosis effects were
examined via flow cytometry analysis, and cDNA synthesis and RT-gPCR applications

were conducted for gene enrichment analyses.

Results: The findings indicated that the new candidate compounds displayed
similar or superior anti-cancer activities compared to 5-FU and bevacizumab in the CRC
cell line. Specifically, the molecule SMY370 was identified as the most effective,
inducing death in the majority of cells. Gene enrichment analyses suggested that 5-FU
and SMY 370 affected similar pathways, modulating processes such as programmed cell
death, caspase activation, necrosis, and regulation of apoptosis response mediated by
SMAC/DIABLO-XIAP.

Conclusion: This study suggests that new molecular targets, particularly
SMY370, hold significant potential for CRC therapy and that these new candidate
molecules should be subjected to more detailed investigations before clinical use. The
gene expression and signaling pathways influenced by the drug provide essential
information that may assist in optimizing the use of these molecules for CRC treatment

in future studies.
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Key Words: Clinical Drug, Colorectal Carcinoma, Drug Design, Molecular
Mechanism.

Xix



1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanserler (KRK), en sik goriilen {igiincii kanser tipidir. Kanserden
Olimlerde de dordiincli sirada yer almaktadir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi
kolorektal kanserlerde de etkin ve minimum yan etkiye sahip yeni ilag arayislar1 devam
etmektedir. KRK’da molekiiler yolaklarin daha iyi anlasilmasi ve hedeflenmis tedavilerin

gelistirilmesi, hastalarda sagkalimi arttirmak ve toksisiteyi azaltmak i¢in ¢cok dnemlidir.

Bu ¢alismada, In silico ¢alismalar ile tanimlanmis ve sentezlenmis aday maddeler
KRK hiicre hatlar1 tizerinde test edilmistir. Etkinlik, hiicresel degisiklikler, sitotoksisite,
apoptoz, hiicre siklusu ve sinyal yolaklar: iizerine etkiler incelenerek, KRK’da klinikte

kullanilan 5-fluorouracil ve bevacizumab ile etkileri karsilastirilmistir. Bu ¢alisma ile;
* Kolorektal karsinom alt tiplerinde ila¢ etken maddesi tanimlamak,

* Etken maddeler ve klinik ilaglarin molekiiler sinyal yolaklar1 tizerine etkisini

incelemek,

* Floresan yontemler ile hiicresel degisimleri mitokondri, hiicre iskeleti ve

sitozolik degisimler olarak belirlemek,

*Flow sitometri ile etken maddelerin hiicre dongiisii ve apoptoza etkisini

incelemek,
* Calismanin neticesine gore tedavi i¢in yeni molekiiler hedefler belirlemek,

* Sinyal yollar1 benzerlik-farkliliklarin1 bulmak amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLOREKTAL KANSERLER

2.1.1 Epidemiyoloji

En sik rastlanan kanser tiirlerinden biri olan KRK(Kolorektal kanser)
kanserden 6liimlerin de 6nde gelen nedenlerinden biridir. Her y1l 600.000den fazla
insan bu sebeple hayatini kaybetmektedir(1l). KRK patogenezinde hem ¢evresel hem
genetik faktorler etkilidir. ABD ve Avrupa iilkerindeki insidans Afrika ve Asya
iilkelerinin on katidir. Ik kusak gd¢menlerde insidans kendi iilkeleriyle uyumlu iken
sonraki kusakta yasanilan iilkenin insidans hizina uyum saglamakta oldugu
bildirilmistir. Bununla ilgili olarak bati tarzi yasam sekli, kirmizi et ve alkol tiiketimi,
obesitenin etkisi tartisilmistir(2). Kimi epidemiyolojik ¢alismalarda obes erkeklerde
%30-70 risk artimindan s6z edilmektedir(3). Sporadik hastalik tiim vakalarin %70-
85’ini teskil etmektedir. Metastatik KRK’lar tiim vakalarin %13 kadarini teskil
etmekte ve genel sagkalim da %13 civarinda gerg¢eklesmektedir(3). KRK’ler TC
Saglik Bakanlig1 2014 yili istatistiklerine gore iilkemizde yilda yaklasik 15.000 yeni

vaka ve 7000 civarinda 6liimden sorumludur(4).

Kolorektal kanserler 65-74 yas arasinda daha sik goriilmektedir(5). Ulkemizde
50 yasindan itibaren GGK testi ve kolonoskopi kanser tarama programlarina dahil
edilmistir(6). Randomize kontrollii ¢alismalar, GGK ve fleksible sigmoidoskopinin
mortalite iizerinde sirasiyla %18 ve %26 azalma sagladigini gostermistir.
Kolonoskopinin de mortaliteyi azaltmada anlamli katki sagladigini diisiindiiren
bulgular mevcuttur(7). 50 yas altinda KRK insidansi %11 civarinda olmakla birlikte
her y1l %1-2 artiyor goriinmektedir. Genglerde bu artan insidansla ilgili olarak obesite,
sedanter yasam islenmis gidalar, kirmizi et ve sekerli lirlinlerin tiiketimi su¢lanmigsa
da nedensellik kanitlanamamistir. Bununla birlikte 6zellikle risk faktorleri varliginda

taramaya erken baslanilmasi onerilmektedir(2).



Neoadjuvan ve adjuvan kemoterapi ve/veya radyoterapinin eklenmesi ile
cerrahi tedavi hala temel tedavi modalitesi olarak yerini korumaktadir. Son
zamanlarda, tedavi se¢imi ve prognozda tiimoriin evresi ve hastanin durumu kadar,
timdriin molekiiler kimliginin de belirleyici oldugu anlasilmistir. Buna bagli olarak
daha bireysellestirilmis tedavilerin giderek 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Bilhassa
evre 4 tiimorler i¢cin kemoradyoterapinin yaninda immiinoterapiler ve diger molekiiler
hedefli tedavilerin kullanilmasi sagkalimi olumlu etkilemistir. Yeni ilag tedavilerinin
ortaya ¢ikmasi ve bunlarin kombine kullanimlari ile, 1970’lerde %51 civarinda olan
5 yillik genel sagkalim oranlari 2000’ler itibariyle %65’e ¢ikmistir(8). Lokalize
tiimorler igin 5 yillik sagkalim %90’larda iken bolgesel tutulum %72, uzak metastaz
ise %15 sagkalim ile seyretmektedir(5). Molekiiler patogenez ve risk faktorlerine dair
yogun arastirmalar, tan1 ve tedavideki gelismelere ragmen her y1l 1,3 milyon yeni vaka
tespit edilmekte ve 0,7 milyon kisinin 6liimiine nede olmaya devam etmektedir(7).
Her ne kadar son birka¢ dekatta sagkalim grafiginde yukar1 dogru bir egim kismi
basarinin gostergesi olarak yiiz giildiiriicii olsa da hala kat edilmesi gereken cok

mesafe oldugu agiktir.

Etkili bir anti kanser- ilag tasarlamak i¢in pek ¢ok aday molekiilden invitro ve
invivo c¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Yillardir bu alanda yapilan sayisiz
arastirmaya ve tedavideki gelismelere ragmen %100 kiir saglamak miimkiin
olmamistir. Kanserin kompleks molekiiler mekanizmalari, multifaktoryel
etyopatogenezi, genetik-epigenetik-gevresel etkilesim dinamikleri, kanserin
mikrogevresiyle iliski, iletisim ve immiin sistemden kagis becerileri, hatta immiin
sistemi lehine maniiple edebilmesi kanserin dogasindaki gii¢liiklerdendir. Bunun
yaninda tiimor heterojenitesi, alt klonlar, kok kiicreler, stiregiden mutasyonlar, ilaglara
diren¢ gelismesi gibi pek ¢ok etken kanser tedavisinde Onemli ag¢mazlar
olusturmaktadir(9). Kemoterapotikler dogrudan toksik etki disinda immiinojenik
hiicre 6liimiinii de tetikleyerek etkili olmaktadir(10) Halen KRK tedavisinde en sik

kullanilan kemoterapoétikler 5-Fluorouracil ve oxaliplatindir(11).
2.1.2. Kansere Giden Yol

2.1.2.1. Kolorektal kanserde risk faktérleri: KRK’de bilinen risk faktorlerti,
kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen faktorler olarak ikiye ayrilabilir. Yas, 1rk,

aile oykiisinde KRK varligi, hiperinsiilinemi, hipertrigliseridemi, inflamatuar barsak



hastaliklari, genetik gecisli bazi sendromlar kontrol edilemeyen faktorlerden
sayilmaktadir. 40 yasin iistinde KRK insidans1 artmaktadir. Erkeklerde kadinlara gore
%25 daha yiiksektir(12). Beslenme bi¢imi, sigara, alkol tiikketimi, obesite ve gece
vardiyasinda ¢alisma gibi faktorler ise kontrol edilebilen riskler arasindadir(7,12).

Bunlardan belli baslilarina kisaca goz atalim:

2.1.2.1.a. Aile oykisi: Tim KRK’lerin %10’u herediter gegis
gostermektedir. Birinci derece yakininda (ebeveyn, kardes, cocuk gibi) KRK 6ykiisii
olmas1 durumunda aile 6ykiisii olmayana gore rolatif risk 1,72 dir (%95 giliven aralig1:
1,34-2,19). Birden fazla birinci derece yakininda KRK olmasi rolatif riski 2,75%e
yiikselttigi hesaplanmistir(%95 giliven araligt: 1,34-5,63). Hatta 45 yasin altindakiler
icin risk iki katina ¢ikmaktadir(7).

2.1.2.1.b. Beslenme:Tiim kanser tiplerinde beslenme ile ilgili hususlarin
onem tasidigi bilinmektedir. Neredeyse %70-90 oraninda beslenmeye dair etkenler
kansere giden yolda etkili olmaktadir. KRK’da yiiksek protein, 6zellikle kirmizi ve
islenmis et kolon hiicrelerinde genetik hasar olusturmaktadir. Kirmizi etin demirden
zengin olmasi, demirin ROS iiretimini arttirmasi ile bazi sitokinlerin salunimini ve
inflamasyon gelisimini etkiliyor gériinmektedir. Ozellikle islenmis ette bulunan N-
nitroso bilesikleri genotoksik maddeler olarak KRK patogenezinde suclanmaktadir.
Etin yiiksek sicaklikta (100-300 °C) pisirilmesi sonucu olusan heterosiklik aminler de
risk artist ile iliskili bulunmustur. Yiiksek yag tiiketimi bilhassa hayvansal menseli
yaglarin tiiketilmesinin riski arttirdigin1 one siirenler kadar iliskili olmadigini1 hatta
bitkisel yaglarin koruyucu etkisi oldugunu one siiren ¢alismalar da vardir. Yiksek
omega 3 ve D vitamini igerigi ile balik titketmenin, PGE3 gibi antimitojenik driinler
ile inflamasyon yolaklar1 {izerine etkisinin koruyucu rol oynayabilecegi
savunulmaktadir. Ayrica polifenolik bilesikler, flavonoidler, selenyum, kalsiyum,
vitaminler folik asidin KRK riskini o6nlemede olumlu etkisine dair kanitlar
bulunmaktadir. Meyve -sebze tiiketiminin KRK riskini %14 azalttigi tahmin
edilmektedir. Liften, posadan zengin beslenme de KRK riskini azaltmada etkili oldugu
bilinmektedir(7)

2.1.2.1.c. Sigara: Uzun siire ve yogun sigara kullanim1 2-3 kat risk artigin

sebep olmaktadir. Giinde 20°den fazla ve 30 yil sigara igen bir bireyde KRK gelisme



riski %34-46 arasindadir. iliskinin doza bagimli oldugu ve diger risk faktorleriyle
kiimiilatif bir etkisi oldugu goriilmektedir(7).

2.1.2.1.d. Alkol: Alkol tiiketimi KRK’da anlamli bir risk artisina yol
agmaktadir. Haftada 100gr’in {istiinde etanol alinmas1t KRK’de %18’lik risk artigina
yol agmaktadir.

2..1.2.1.e. Obesite: Ozellikle santral obesite KRK i¢in risk tasimaktadir. Bir
cok mekanizma ile birlikte obesitenin yol a¢tig1 inflamasyonun KRK gelisimine zemin

hazirladig1 iddia edilmektedir.

2.1.2.1.f. Insiilin homeostazi: Obesite ile de iliskili olarak insiilin
dengesizlikleri  hiperinsiillinemi  ve  hipertrigliseridemi KRK  gelisiminde
su¢lanmaktadir. Insiilin kolonik mukoza hiicreleri i¢in onemli bir biiyiime

faktoriidiir(7,12)

2.1.2.1.g. Inflamatuar barsak hastaliklari: KRK gelisiminde inflamasyonun
rolii bilinmektedir Crohn ve iilseratif kolit hastalarinda %10-15’inde 6lim nedeni

kanserdir. Tutulum miktar1 ve siire ile risk 20 kata kadar ¢ikmaktadir.

2.1.2.1.h. Karin bolgesine radyasyon: Cocukluk doneminde karin bolgesine
radyasyon alan kisilerin yetiskinlik doneminde KRK goriilmesi genel popiilasyondan
4,2 kata kadar artmis gortinmekte ve taramaya 35 yasinda veya RT’den 10 yi1l sonra

baglanmasi onerilmektedir(12).

2.1.2.1.1. Mikrobiota ve viral patojenler: Streptokokkus bovis, Helikobakter
pilori, Escherichia Coli, JC, SV40, HPV, CMV KRK patogenezinde sug¢lanan

patojenlerden bazilaridir(7).

2.1.2.1,j. Gece galigma: Her ay en az {i¢ gece ve en az 15 yil gece ¢alismanin
kadinlarda KRK’ni arttirdig1 gosterilmistir. Wang ve ark, 5 yil gece vardiyasinda
calismanin %11 KRK riskini arttirdigii bulmuslardir. Gece-giindiiz ritmi, sirkadyen
ritmin tiimorogenez ve bagisiklik sistemi {izerine etkisi giderek daha cok ilgi

¢cekmektedir(7).



2.1.2.1.k. Diger: Akromegali, Renal transplantasyon, androjen blokaj
tedavisi, kolesistektomi, koroner kalp hastaligi mevcudiyeti, iireterokolik anostomoz,
BRCA1 mutasyonu varlig1 gibi ¢esitli klinik durumlarda KRK insidansinin arttigina
dair ¢aligmalar bulunmaktadir(12)

2.1.2.2. Molekiiler karsinogenez: Kolorektal kanserde genetik, epigenetik
molekiiler yolaklar {izerinde ¢alismalar birgcok mekanizmay1 agikliga kavusturmus,

polip-adenom-karsinom gegisleri ile iliskilendirilmistir(8).
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Sekil 2.1: Adenom-karsinom ardigiklig

Kolorektal kanserlerin biiyilk g¢ogunlugunun adenomatéz poliplerden
gelistigi kabul edilmektedir. Ik kez Fearon ve Vogelstein tarafindan 6ne siiriilen
adenom-karsinom sekansi, kolon ve rektumda bir dizi onkojen aktivasyonu ve timor
supresOr gen inaktivasyonu ile mutasyonlarin birikiminin yol actig1 tiimdrogenezi
tanimlar (Sekil 2.1). Daha sonra modifiye edilmis olmasina ragmen normal kolon
hiicrelerinin kanser hiicresine doniisimiinii a¢iklamada ©Onemini korumaktadir.
Baslangicta tubuler ve tubulovilloz adenomlarin karsinoma ilerledigi bildirilmis, daha
sonra sesil ve klasik serrated adenomlarin da bu sekilde kansere ilerledigi
anlasilmistir. Tubuler adenomatéz poliplerin  karsinogenezinde APC gen
inaktivasyonu ve CIN etkili bulunmustur. Serrated adenomlarda ise MSI, CIMP ve
BRAF V600E’nin etkisi gosterilmistir(13)

Gerek sporadik gerek herediter KRK’da 1ii¢ molekiiler patern

tanimlanmistir:



1. Kromozomal instabilite (CIN): KRK’larin %85’inden sorumludur.
Kromozomun yapisindaki degisiklikler tiimor siipresér genin dogal halinin kaybiyla
sonuglanmaktadir. Neticede APC, KRAS, BRAF, SMAD4 ve TP53 gibi onkojen
yahut timor supresor genlerde mutasyon birikimlerine yol ag¢maktadir. Koti

prognostik faktor olarak kabul edilmektedir(7)(13)

2. Mikrosatellit instabilite (MSI): KRK’nin %15’nde tek ya da gift
niikteeotidde MSI tespit edilmistir. Genomda 1-6 baz c¢iftinden olusan tekrarli
dizilerin olusturdugu mikrosatellitler DNA yanlis eslesme tamir mekanizmasinin
(MMR) ¢aligmamasi sonucu mutasyona yatkinlik olusturur. MSI karsinogenezinde
DNA MMR genlerinin hipermetilasyon veya somatik mutasyon ile inaktivasyonu sz

konusudur. MSI iceren tiimdrlerin CIN (+) tiimorlere gore 1yi prognozlu oldugu kabul

edilmektedir(7,13)

3. Aberrant CpG metilasyonu: CpG ada metilator fenotip (CIMP) olarak
ifade edilen epigenetik bir modifikasyonla metilasyon paternlerinin degigsmesi sonucu
kanser hiicrelerindeki gen ifadesinin susturulmasidir. KRK’de genomda genel bir
hipometilasyon oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte APC, MLH1 ve MSH1 gibi
genlerde ise hipermetilasyon dikkat ¢cekmektedir.

2012’de kanser genom atlasi arastirmalar1 (TCGA) ile 224 KRK’un da
kapsaml1 molekiiler analizleri, tam genom dizileme calismalar1 yapilmistir. Her 108
bazda 12’den fazla mutasyon izlenenler hypermutated olarak simiflanmistir. Tim
vakalarin %16’s1 bu yogun mutasyon izlenen gruptayken %84’iiniin ‘“non-
hypermutated” oldugu izlenmistir. “Hypermutated” olanlarin %75’i MSI, MLH1
metilasyonu ve CIMP ozelliklerine sahipken %25°i ise somatik MMR geni ve
“Polymerase ¢” (POLE) mutasyonlar1 gostermektedir. “Non-hypermutated” KRK’lar
ise APC, TP53, KRAS ve daha az olarak PIK3CA, FBXW7, SMAD4, TCF7L2,
NRAS, FAMI123B, CTNNBI(B-catenin), ACVR1B ve SOX9 genlerinde somatik
mutasyonlardan zengin goriinmektedir. Yine “hypermutated” grupta ACVR2A, APC,
TGFBR2, BRAF, MSH3 ve MSH6 mutasyonlarina sik rastlanmaktadir. TP53 ve APC
mutasyonlart “non-hypermutated” grupta, “hypermutated” gruba gore daha sik
goriilmektedir. TCGA ¢alismasi, WNT sinyal yolagi ve CTNNB inhibitorleri ile



MAPK ve PI3K yolaklarindaki birkag¢ proteini (IGF, IGFR, ERBB2, ERBB3, MEK,
AKT, MTOR) inhibisyonunu potansiyel terapotik hedef olarak onermektedir(14)

Epigenetik degisiklikler yasla orantili artmakta ve g¢evresel faktérlerden
etkilenmektedir. Genetik degisikliklerin sinyal yolaklarinin anlasilmasi hastaligin
tedavisi ve Onlenmesi i¢in yapilacak calismalara 151k tutmasi bakimindan son derece
onemlidir. Bu sebeple genetik mekanizmalara, sinyal yolaklarina biraz daha yakindan

bakmakta yarar bulunmaktadir.

2.1.2.2.a. APC/WNT sinyal yolagi: Adenomatdz polipozis koli (APC) 5921
tizerinde lokalize 6nemli bir timdr supresor gendir. KRK’da mutasyonlar bu genin
budanmasina yahut temelli kaybina neden olmaktadir. Bu haliyle “B-catenin”e
baglanamaz ve hiicre bilyiimesi ve gelismesinin diizenlenmesine katilamaz. Ardindan
gelen WNT sinyali ise kolorektal tiimorogenezin ilk adimini baglatir. APC mutasyonu
KRK olusumunun erken doneminde gergeklesir. Klasik tubuler adenom, CIN (+)
timorler ve FAP ile iligkilidir(7,13).

2.1.2.2.b. 18q allelinin kaybi: KRK’da en sik bulunan genetik degisikliktir
(%75’e varan oranda). Bu bolgede yer alan DCC (Deleted in colorectal cancer)

geninin, kanserogenezisin ileri asamalarinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

2.1.2.2.c. TP53 mutasyonu: Hiicre siklusu kontrol noktalarinda ve
apoptozda oynadigi rolden dolay1r genomun muhafizi olarak adlandirilmistir. Dogal
TP53, DNA hasar1 durumunda siklusu yavaslatip durdurmaktadir. KRK’lu hastalarin

%350’sinde mutanttir ve adenomun kansere doniisiimiinde rol oynamaktadir(7,13).

2.1.2.2.d. TGFp inaktivasyonu: Bir bagka timor supresor olan “transforming
growth faktor B” sinyali birka¢ sekilde inaktive olabilmektedir. Genellikle KRK
karsinogenezin son agamalarinda heterozigotisite kaybi ile 18.kromozomun uzun
kolunda goriilen somatik mutasyonlar gozlenmektedir. TGFB yolag: ile iliskili
SMAD-4 molekiili KRK’larin %50’sinde saptanmaktadir ve lenf nodu metastazi,
prognoz ve 5-FU’e cevapla ilgili oldugu diisiiniilmektedir(7,13)

2.1.2.2.e. KRAS proto-onkojeninin aktivasyonu: KRK’larin %50’sinde
goriliir. Aktif formda kalmasi hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve apoptoz ile ilgili

olaylarda rol alan intraselliiler sinyal agin1 adenomadan karsinoma gegis siirecine



yoneltir. EGFR sinyalinin BRAF aracili MAPK yolaginda yer alan bir molekiildiir.
KRAS mutasyonu adenom — karsinom sekansinda APC mutasyonundan sonra
olustugu kabul edilir. %10-15 vakada BRAF V600E mutasyonu vardir ve KRAS ve
BRAF mutasyonlarindan birinin varligr karsinogenez icin yeterlidir. KRAS
mutasyonu varligir genel sagkalim agisindan kotii prognostik bir anlam tasir. Ayrica
tedavide EGFR antikoru kullanilma karari i¢in de bir belirtectir. Tiimoriin KRAS(+)

olmas1 EGFR antikorlarindan yarar gérmeyecegini gosterir(7,13).

2.1.2.2.f. Mikrosatellit instabilite yolagi: Hem sporadik hem de HNPCC ile
iliskili KRK’da goriilen bir fenotiptir. Lynch sendromunda germline mutasyonlar,
sporadik vakalarda ise somatik mutasyonlar ve bilhassa MLH1 geninin
hipermetilasyonu MMR sistemi devre disi kalmaktadir. MSI tasiyan tiimorler
mikrosatellite instabilite insidansina gore iki gruba ayrilir: MSI-H (yiiksek) ve MSI-
L(disiik). Mikrosatellit instabilite gostermeyen tiimdrler ise MSS (stabil) olarak
kategorize edilir. MSI mutasyonlarina yatkin 30 kadar gen tespit edilmistir.

2.1.2.2.9. Aberran CpG metilasyonu: DNA metilasyonu bir enzim tarafindan
sitozin bazmin 5. Karbonuna bir metil grubu eklenmesi ile olusan epigenetik bir
diizenlemedir. Neoplastik hiicrelerin genomunda genel bir metilasyon kayb1 oldugu
artik  bilinmektedir. Genellikle kromozomun satellit veya perisentromerik
bolgelerinde  goriilen  hipometilasyonun  genomik instabiliteyi  arttirmasi
s6zkonusudur. Karsinogenezde bir genin promoter bolgesinin hipermetilasyonunun
gen transkripsiyonunun susturulmasma yol ag¢tigi ve mutasyonu inaktive ettigi
disiiniilmektedir. KRK’da en iyi bilinen epigenetik susturma 6rnegi MLH1 geni

“promoter”inin hipermetilasyonu ile olusan MSI’dir.

2.1.2.2.h. Mikro-RNA’lar: Kodlamayan RNA molekiilleri iginde kisa
zincirli yiizlerce miRNA bilinmektedir. Yenileri de kesfedilmeye devam etmektedir.
miRNA’larin upregiilasyonu veya down regiilasyonu hedef RNA’da translasyon
baskilanmas: ile temel hiicresel olaylarda regiilasyona hizmet edebilir. Ornegin APC
geninin regiilasyonunda miR-135a ve miR135b’nin artis1 rol oynamaktadir. Let-7
olarak bilinen miRNA ailesi KRAS ifadesini hedef alarak baskilamaktadir.

2.1.2.2.1. Transkripsiyon faktorleri DNA’ya baglanarak belli genleri aktive

yahut inaktive eden proteinlerdir. Tiimor olusumu, gelisimi ve metastazda rollerine



dair arastirmalar bulunmaktadir. KRK’da NF-kB(nuclear factor kB), STATs(signal
transducer and activator of transcription) CREB (CAMP-response element binding
protein), p53 gibi transkripsiyon faktorlerinin rolleri gosterilmistir. Onkojenik
potansiyeli olan bazi transkripsiyon faktorlerinin KRK’da tiimorogenezin muhtelif
asamalarinda (hiicre biiyiimesi ve sagkalimi, epitelyal-mezenkimal gecis, anjiogenez
ve ilag direnci vb) etkili oldugu diisiiniilmektedir. NF-xB, STAT, NFAT (nuclear
factor of activated T cells), CREB, AP-1 (activator protein-1), Sp1 (specificity protein
1) ve FOXML1 (Forkhead box M1) bu onkojenik transkripsiyon faktorlerine 6rnek
verilebilir. Timor siipresor o6zellikli transkripsiyon faktorlerinin tiimor gelisim
stirecinde inaktive oldugu bilinmektedir. p53, FOXO3a (forkhead transcription factor
O subfamily member 3a), RUNX3 (runt-related transcription factor 3), KLF4
(Kriippel-like factor 4) bunlara 6rnektir. Hiicre dongiistinii durdurma, DNA onarimi,
antiangiogenez ve apoptoz gibi siiregler tizerinden timorogenezi baskilarlar. Bunlarin
KRK gelisiminde genetik veya epigenetik degisikler (hipermetilasyon ya da
heterozigotisite kaybi) ile downregiile olmasinin timdére giden yolu agtigi

disiiniilmektedir(15).
2.1.3. Kanserin Dogasim Anlamak

2000’lerin basinda Hanahan ve Weinberg, kanser hiicrelerini karakterize eden

alt1 temel 6zellik tanimlamiglardir:

1. Hiicre Proliferasyonunun Siirekli Aktivasyonu: Kanser hiicreleri, normal
hiicrelerden farkli olarak kontrolsiiz bir sekilde boliinme yetenegine sahiptir. Gerek
kendi biiylime faktorlerini lireterek gerek hiicredeki biiyiime faktorii reseptdrlerini
arttirarak ya da degistirip ligandsiz aktive olur hale getirerek mitojenik sinyallerin

stirdiiriilmesini saglarlar.

2.Hiicre dliimiine direng: Programli hiicre 6liimi hiicreleri karsinogenezden
koruyan bir bariyer gibidir. Kanser hiicreleri, normal hiicrelerin apoptozise girmesi

gereken durumlarda apoptozis siirecini etkinlestirme yetenegini kaybetmistir.

3. Biiylimeyi baskilayici faktdrlerden kaginma: Tiimor supressor olarak bilinen
faktorler arasinda TP53 ve RB 0Ozel bir yer tutar. Sinyalizasyon kavsaklarinda
hiicrenin proliferasyon, senescence veya apoptoz yollarindan hangisine devam

edecegine karar vermesinde rol oynarlar.
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4. Angiogenezin Artigi: Kanser hiicreleri, kan damarlar1 olusturarak tiimdriin
bliyiimesini ve metastazini destekleyen yeni damarlarin olusumunu tesvik eder.
Anjiogenezi uyaran (VEGF-A) ve inhibe eden (TSP-1) gibi faktorlerin etkisi
altindadir. VEGF gen ifadesi hipoksi yanisira RAS ve myc gibi onkojen sinyalleri

tarafindan upregiile edilebilir.

5. Invazyon ve metastaz: Tiimorogenez sirasinda kanser hiicreleri sekil
degisikligine ugrar ve tutunma 6zelliklerini kaybeder. Saglikli hiicrelerde hiicre-hiicre
ve hiicre ECM adhezyonunda énemli rol oynayan E-cadherin ekspresyonunda azalma
gorilir. EMT (epithelial-mesenchymal transition) gelisimsel diizenleyici bir
programdir. Snail, Slug, Twist, and Zeb1/2 gibi “pleiotropic” genler tarafindan
yonetilen, embriyogenez icin kullanilan bu siire¢ karsinogenezde de devreye
girmektedir. Invazyon-metastaz kaskad1 olarak da adlanadirilan ¢ok asamali bu siireg
lokal invazyon ile baslar. Intravazasyon ile kan ve lenfatik damarlarda devam eden
kanser hiicrelerinin yolculugu uzak bir dokuda ekstravazasyon ile yeni bir odak
(mikrometastaz) olusturmasi ile baska bir asamaya gegmektedir. Kolonizasyon olarak

tanimlanan bu son adim yeni yerlesim yerinde kanserin biiyiimesiyle devam eder.

6. Replikatif 6luimsiizliik (Sinirsiz boliinme yetenegi): Saglikli hiicreler belirli
bir mitoz dongiisiinden sonra “senescence” (yaslilik) evresine girer. Tipki apoptoz

gibi “senescence” de hiicreyi kanserden koruyan bir mekanizmadir.

2011°de bu alt1 karakteristik 0Ozellige enerji metabolizmasinin yeniden
diizenlenmesi ve immiin kagis o6zellikleri eklenmistir(16). Timor hiicrelerinin enerji
ithtiyaclarini aerobik glikoliz ile saglamak {izere metabolizmalarini yeniden diizenlemeleri
Warburg etkisi olarak tanimlanmistir. Hipoksik ortamda kanser hiicreleri, aktive onkojen
ve mutant tiimor supresorlerin etkisi altinda, glikoz tastyicilarii ve glikolitik bir ¢ok

enzimi upregiile etmektedirler.

Ilging olan bir baska durum da tiimérlerde enerji metabolizmasi bakimindan
farklilasmis subklonlarin kooperasyon ile birbirlerini desteklemeleridir. Bir grup
Warburg etkisi ile glukoz bagimli metabolizmalar1 sonucunda laktat tiretirken diger grup
enerji kaynagi olarak sitrik asit siklusunda laktati kullanir. Birinin atig1, digerinin yakiti

olur. Aslinda bu, kaslarda da kullanilan fizyolojik bir mekanizmadir.

Tiimorlerin baslangig, biiyiime ve yayilmasinda immiin gozetimin antagonist

etkisine dair ¢ok sayida kanit bulunmaktadir. Tiimor eradikasyonunda dogal ve
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kazanilmis immunite rol oynamaktadir. Iimmunolojik olarak baskilanmis bireylerde artan
kanser insidansi bilinmektedir. Hayvan deneylerinde immun kompromize farelerde
gelisen tiimorler saglam immiin sisteme sahip farelerde tiimor olusturamamaistir. Bir diger
bulgu da kolon ve over tiimorlerinin CTL ve NK hiicreleri ile infiltrasyonu iyi prognoz
ile korele bulunmustur. Kanser hiicrelerinin immiin gézetimden kagmak i¢in bir ¢ok yol
kullandig: tespit edilmistir. Ornegin, TGF-B gibi immunsupresif faktdrleri sekrete etmek
veya Tregs (regiilator T hiicreleri) ve MDSC (myeloid-derived suppressor cells) gibi

immunsupresif enlamatuar hiicreleri uyararak yapabilir.

Hanahan ve Weinberg, kansere 6zgii bu davranig 6zelliklerini kolaylastiran iki
ortam ve mekanizmaya da dikkat cekmislerdir: Tlki; genomik instabilite ve mutasyon ve
digeri timor destekleyici enflamasyon. Kanser hiicreleri, genomlarinda birikmis genetik
degisiklikler ve mutasyonlarla karakterize edilen genetik instabiliteye sahiptir. Timor
baskilayici genlerdeki mutasyonlar veya epigenetik degisiklikler sonucunda normal hiicre
bliylime kontroliinii kaybeder. Ayrica onkogenlerin agir1 aktivasyonu ile karakterize
edilen, hiicre biiylimesi ve boliinmesinde artigsa neden olan genetik degisikliklere sahiptir.
Fonksiyonel olarak anlamli epigenetik degisiklikler sadece tiimor hiicrelerinde degil

timor iliskili stromada da goriilmektedir.

Timor icindeki stromal kompartmanlar, timor mikrogevresi endotelyal hiicreler,
perisitler, enflamatuar hiicreler, CAF (kanser iliskili fibroblastlar) ve kanser kok hiicreleri
ile progenitor hiicreleri icermektedir. Timor hiicreleri ve tiimor mikrogevresindeki
hiicreler arasindaki iligkinin karsilikli sinyalizasyon devreleriyle kanserogenez ve

metastaz lizerine etkileri aydinlatilmaya devam etmektedir.

Hiperproliferasyon genetik instabiliteyle birlikte klonal heterojeniteye neden
olmaktadir. Tiimorlerin ¢ogunda degisen miktarlarda kanser kok hiicrelerine de
rastlanmaktadir. Ekildigi dokuda yeni tiimor olusturabilecek islevsellige ve kok
hiicrelerde goriilen hiicresel markerlara sahiptirler. Kanser kok hiicresinin kaynagi
onkojenik transformasyona ugramis normal bir kok hiicre olabilecegi gibi progenitor
hiicre denilen kismen farklilagsmis gecis hiicrelerinin daha sonra kok hiicre karakteri
kazanmasi olabilir. Kanser kok hiicrelerinin rekiirrens ve tiimdr dormancy iizerinde

etkili oldugu diistintilmektedir.

2022’de Hanahan ve Weinberg, kanserin gelisiminde rol oynayan bir dizi ana

mekanizma daha tanimlamislardir. Fenotipik plastisite ve diferansiyasyonun
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bozulmasin1 iki yeni kansere 0zgii Ozellik olarak oOnermislerdir. Ayrica non-
mutasyonel epigenetik yeniden programlama ve polimorfik mikrobiomlar kanser
olusumunu destekleyici yapisal yetenekler olarak sunulmaktadir. Degisik orijinlerden
senescent hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki varlik ve rollerine de isaret

edilmektedir(17).

Bireyler arasindaki mikrobiyom farkliliklarimin kanser fenotipi {izerine
etkisine dair kanitlar artmaktadir. Kolon florasi mikrobiom ¢alismalarinda oldugu gibi
onkolojik mikrobiyom ¢alismalarinda da 6nemli yer tutmaktadir. Kansere karsi
koruyucu mikrobiyolojik etkenler kadar kanseri tesvik edici faktorler de
belirlenmistir. Ornegin kolon kanserinde kolon epitelinde mutagenezde bazi bakteri
kaynakli toksin ve diger molekiillerin dogrudan veya dolayli DNA hasarina yol agarak
rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Ayrica proliferasyon sinyallerini taklit eden
ligandlarla kolonik epitele baglanarak da etki edebilmektedirler. Biitirat {ireten
bakterilerin KRK’de arttig1 da tespit edilmistir. Polimorfik mikrobiyomlar sonugta
cok ¢esitli yollarla, kemokin ve sitokinlerin salinmasiyla dogal ve adaptif immiin

sistemi modiile etmektedir.

Tiimorlerde onkojenlerin indiikledigi ve kemoterapi ve radyoterapinin yol
actig1 hiicresel stresin tetikledigi ‘“senescence” izlenmektedir. Bununla birlikte
normalde malign transformasyona karsi Koruyucu oldugu varsayilan “senescence”in
kanserlerde tiimor gelisimini tesvik ettigine dair bulgular artmaktadir. Boylece farkl
orijinli (timor ya da stroma) senescent hiicrelerin tiimor dokusundaki “non-senescent”

hiicrelerin malign gelisimine katki verdigi anlasilmaktadir(17).

2.1.4 Kolorektal Kanserde Tedavi

Erken evre kanserlerde cerrahi rezeksiyon, ablasyon, embolizasyon ve radyoterapi
gibi lokal tedavi yontemleri tercih edilmektedir. Lenf nodu ve uzak metastaz gibi ileri
evre kriterleri varliginda sistemik tedavi gereklidir. Kemoterapi, hedefe yonelik tedaviler
ve immunoterapiler sistemik tedavilerin ana basliklaridir. Kanserde molekiiler hedefli
tedavilerin bireysellestirilmis yaklasimlara evrilmesi s6z konusudur. KRK’de bilhassa

EGFR, VEGF, Wnt, NF-kB yolaklar1 tizerinde ¢alismalar yogunlagsmigtir(1).
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Tedavinin planlanmasinda klinik evre, hastanin genel durumu, tiimoriin patolojik
grade, lenfovaskiiler invazyon ve molekiiler ozellikleri birlikte ele alinir. Cerrahi

yontemin se¢iminde tiimoriin yerlesimi de belirleyicidir(18)(4).

2.1.4.1. Kemoterapi: Kemoterapi terimi ilk kez Alman kimyact Paul Erlich
tarafindan antibiyotikler i¢in kullanilmis olmakla beraber giiniimiizde kanser tedavisinde
kullanilan kimyasallarin akla gelmektedir(19). Kanser tedavisinde kemoterapdtiklerin

kesfi 1940’larda alkilleyici ilaglarla baglamstir.

Ilk kez bir azotlu hardal olan mekloretamin non-Hodgkin lenfomada
kullanilmigtir. Alkilleyici ajan olarak kategorize edilen klorambusil ve siklofosfamid de
bu gruptadir. Alkilleyici ilaglar, alkil grubu ile DNA arasinda kovalent bag olusturur.
DNA’nin hasarlanmasi da hiicre 6liimiinii tetkikler. Kansere karsi sitotoksik etki gdsteren
Kimyasallarin gelistirilmesi anti-metabolit olarak ifade edilen grupla devam etmistir.
Vitamin metabolizmasimin daha iyi anlagilmasiyla DNA sentezinde rol oynayan
enzimlerin inhibe edilmesi yoluyla kanser hiicrelerini 6ldiirecek yeni molekiiller klinikte
yer bulnaya baslamistir. Folik asidin piirin ve primidinlerin sentezinde kofaktor roli
oynadi@1 goriilmiis ve anti-folat ajan olarak metotreksat (ametopterin) koriokarsinoma ve
l6semi tedavisinde basariyla kullanilmis, zamanla kanser tedavisi disinda da kullanim

alan bulmustur(20).

Anti-metabolitler i¢inde vitamin antagonistleri yaninda anti-piirin ve anti-
primidinler de bulunmaktadir. Antipiirinler iginde merkaptopiirin, anti-primidinler i¢inde

ise fluorourasil ilk onaylanan ilaclardir.

Kanserin biyolojisi aydinlatildikca hedeflenmis tedaviler, hormonoterapi ve

Rimmiinoterapiler, monoklonal antikorlar tedavi segenekleri arasinda yerini almistir.

Hedeflenmis tedaviler (Targeted therapies) kanser hiicrelerinde bulunan belli bir
protein veya reseptore yonelik gelistirilen 6zgiin maddelerin kullanilmasidir. Son yillarda
apoptoz, metastaz, hiicre sinyal iletimi, differansiyasyon, biiylime faktorlerinin
modifikasyonu ile ilgili arastirmalar kanserogeneze dair pek c¢ok degerli ipucu
saglamistir. Anjogenez ya da diger hiicre sinyal yolaklarmma yonelik VEGF
(Bevacizumab), EGFR inhibitorii (Cetuximab) kemoterapdtikler bu tiir tedaviye 6rnek
olarak wverilebilir. Bunlarin kullaniminin belli mutasyon profillerine uygun olmasi

yararlarinmi kisitlamaktadir(21).
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Hormonoterapiler, meme, prostat, endmetrium gibibazi hormona duyarli tiimér
tiplerinde kullanilir. Tiimdri biiylimek i¢in gereksinim duydugu hormondan mahrum

etme prensibine dayanir.

Immiinoterapiler, immiin sistemi regiile ederek, kanser hiicreleri ile savasmalari
icin uygun duruma getirmeyi amagclar. immiin checkpoint inhibitérleri olarak bilinen
PD1, PDL1, CTLAA4 iizerinden etkili yeni ajanlar kanserle immiin modiilasyon yoluyla

savasta yeni bir cephe agmustir.

Tablo 2.1°de kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin siniflanmasi, 6rnek ajanlar ve

etki mekanizmalar1 verilmistir.

Kanserlerde hizli ve sinirsiz boliinme, mutasyonlar tiimoriin  kullanilan
kemoterapotiklere direng gelistirmesi sorununu da beraberinde getirmektedir.
Kemoterapide hizli boliinen tiimor hiicreleri yaninda bir miktar saglikli hiicreler de
etkilenmektedir. Buna bagli olarak ortaya ¢ikan yan etkilerin azaltilmasi, direng
gelisiminin  azaltilmas1 amaciyla kombinasyon tedavileri tercih edilmektedir.
Kemoterapide uygulama zamanina gore neoadjuvan veya adjuvan tedaviden s6z edilir.
Neoadjuvan primer tedaviden once (¢cogunlukla cerrahi), adjuvan ise sonra primer
tedaviye ek olarak verilmesini ifade eder. Meme, akciger, kolorektal ve over

kanserlerinde adjuvan tedavi tercih edilmektedir (19).

2.1.4.1.a. 5-Fluorourasil: 5-FU bir pirimidin analogudur. Anti-metabolit bir ajan
olarak kanser tedavisinde uzun yillardir yaygin bigcimde kullanilmaktadir(22).
Timidilat sentaz1 inhibe ederek DNA sentezi i¢in gerekli Timidin sentezini bloke
ederek etki gosterir. Timidilat sentaz, dUMP’in (deokdiuridinmonofosfat) dTMP’a
(deoksitimidinmonofosfat) doniisiimiinii katalizler. Bu enzimin inhibe olmasi sonucu
hiicre yeterli timin sentezi yapilamadig i¢in Sliir. Bu etki hizli boliinen hiicrelerde daha
belirgin olacagi i¢in kanser hiicrelerine saglikli hiicreden daha fazla zarar vermesi
beklenir. Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi KRK’de de ilk basamak tedavi olarak tercih
edilmektedir. Bununla birlikte hastalarin %15-20’sinde ilaca direng gelismektedir. Tedavi

sonrasi rekiirrens ise %50-60’lar1 bulmaktadir(23).
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Tablo 2.1: Kemoterapotiklerin etki mekanizmasina gore siniflanmasi

Grup Alt grup Ornekler =0
mekanizmasi
Sitotoksik Alkilleyiciler e Nitrogen mustard (Azotlu hardal) Alkil gruplari,
Kemoterapdotikler bilesikleri: Bendamustine, protein ve niikleik
cyclophosphamide, ifosfamide asitler ile
e  Nitrosoureler: Carmustine, etkilesime girerek
lomustine DNA
e  Platinum analoglari: tran_5krip3iy0nu ve
e  Carboplatin, cisplatin, oxaliplatin replikasyonunu
e Triazenler: Dacarbazine, bozar, DNA hasar
procarbazine, temozolamide olusturur.
e  Alkyl sulfonate: Busulfan
e Ethyleneimine: Thiotepa
Antimetabolitler ° Sitidin analolari: DNA
Azacitidine, decitabine, cytarabine, replikasyonunu
gemcitabine bloke eder.
e Folat antagonistleri:
Methotrexate, pemetrexed
e  Piirin analoglar1:
Cladribine, clofarabine, nelarabine
e  Pirimidin analoglari:
Fluorouracil (5-FU), capecitabine (5-FU i¢in
prodrug)
Antitimor Actinomycin D, bleomycin, daunomycin DNA replikasyon
Antibiyotikler enzimleri ile
etkilesirler
e  Topoizomeraz inhibitorleri T ve I Hiicre
Mitoz (Irinotecan, Topotecan) proliferasyon  ve
inhibitorleri Antrasiklinler (Doxorubicin,  boliinmesini
daunorubicin, idarubicin, engeller
mitoxantrone )
e Taxanlar (Paclitaxel, docetaxel,
cabazitaxel)
e Vinka Alkaloidleri (vinblastine,
vincristine, vinorelbine)
Digerleri Hidroksiiire, Tretinoin, Arsenik trioksid,
proteosom inhibitdrleri
Hormonal Steroidler Kemoterapi yan
Kemoterapdotikler etkilerine karst
kullanilir
Anti-6strojenler
Anti-androjenler
Aromataz
inhibitorleri
Biyolojik ve hedefe Tirozin kinaz Geftinib, Lapatinib, Erlotinib
yonelik tedaviler inhibitorleri
Anjiogenez Bevacizumab,
inhibitorleri
Monoklonal Rituximab, Trastuzumab, Cetuximab
antikorlar
Gen tedavisi
Non-spesifik Interferon, Interlokin I
immiin  tedaviler
(sitokinler)
Asilar

(19,24,25)
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Metastaz yapmis ileri evre tiimorlerde standart hale gelmis iki rejimin ana
komponentidir. Ilk secenek FOLFOX olarak bilinen 5-FU ile birlikte leucovorin ve
oxaliplatin igeren tedavi protokoliidiir. ikinci se¢enek ise FOLFIRI olarak bilinen, 5-FU
ve leucovorin ile irinotecan igeren tedavi protokoliidiir(26). Hedefe yonelik tedaviler
kapsaminda her iki protokole de Bevacizumab (VEGF inh) veya Cetuximab (EGFR inh)
eklenebilmektedir. Bevacizumab’in bu iki rejim ile kombinasyonunun hiicre hatlarinin
cogunda orta derecede anjiogenezi bloke ettigi gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada HCT116
ve SW480 hiicre hatlarinda bevacizumabin cetuximaba gore daha fazla apoptozise neden

oldugu bulunmustur(26).

2.1.4.1.b. Bevacizumab: VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerine spesifik olarak
baglanip VEGF etkisini inhibe eden humanize monoklonal bir antikordur. 2004’de

metastatik KRK’da ilk segenek tedavi olarak FDA tarafindan onaylanmistir.

Tiimdr hiicreleri biiyiimek icin oksijen ve besin tedarikine bagimlidir.
Organizmanin damar agini biiyiimek ve yayilmak i¢in kullanir. Oksijen temini ile birlikte
hizla biiytiyen tiimoér dokusunun artan ihtiyaci arasindaki dengesizlik HIF-1 (hypoxia
inducible factor 1) diizeyini arttirir. HIF-1, hipoksiye cevap olarak iiretilen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre c¢ogalmasi, migrasyonu, metabolizma, apoptoz ve
anjiogenez gibi  birgcok biyolojik siireci  diizenlemektedir. HIF-1 VEGFA
transkripsiyonunu da saglar. Anjiogenez yolaginda gorevli endotel iizerinde VEGFR1
(FLT-1), VEGFR2 (FLK-1) ve co-reseptor olarak Neuropilin 1 (NRP1) tanimlanmistir.
Anjiogenezi hedefleyen tedavi arayislar1 50 y1l énce baslamistir. Ik onaylanan molekiil
olan Bevacizumab VEGFA’nin tiim isoformlarma karsi bir monoklonal antikordur.
VEGEF ailesi (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve PIGF) embriyolojik gelisme,
patolojik anjiogenez ve lenfanjiogenezde kan damarlarinin olusumunda énemli rol oynar.
Bu nedenle VEGF iliskili yolaklarin blokaji makul bir hedeftir. VEGF proteinleri BCL-2
ve BAX gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu da indiiklemektedir. VEGF
proteinleri igin bilinen {i¢ reseptor vardir: VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3. Herbirinin
VEGEF proteinleriyle iliskisi farkli biyolojik aktivite yolaklarini etkiliyor goriinmektedir.
VEGFR-1, VEGF-A, VEGF-B ve PIGF ile etkilesmesi sonucu, embriyonik anjiogenez
ve patolojik anjiogenezi modiile etmektedir. VEGFR-2 ile VEGF-A, VEGF-C, VEGF-
D’nin etkilesimi anjiogenezi stimiile etmektedir. VEGFR-3 ile VEGF-C ve VEGF-D’nin

etkilesimi ise lenfanjiogenezi uyarmaktadir(27).

17



Bevacizumabin kemoterapi ile kombinasyonu, KRK disinda kiiciik hiicreli dis1
akciger kanseri (NSCLC), bobrek hiicreli kanser (RCC), metastatik meme kanserinde
etkinligi klinik ¢alismalarda da gosterilmistir(26). Ancak tek basina etkinliginin sinirh

oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur(26)

Literatiirde VEGF reseptorlerinin timor dokusunda eksprese edilip edilmedigi,
sadece endotelyal hiicrelerde bulunup bulunmadigi veya tiimor hiicrelerinin parakrin
ve/veya otokrin sinyalleme dongileri yoluyla VEGFA sinyallemesinden yararlanip
yararlanmadig1 konusunda bir fikir birligi yoktur. Bununla birlikte timér hiicrelerinin

kendisinde de reseptor ekspresyonunu gosteren cesitli ¢alismalar mevcuttur(26)(27).

Bir¢ok c¢alisma Bevacizumab’in metastatik KRK’da klinik sonuglari
iyilestirdigini desteklemektedir. Bununla birlikte NSABP c-08 ve AVANT gibi iki genis
seri iceren calismalarin verileri aksine veriler sunmaktadir. Ozellikle ikincisinde
Bevacizumab verilen grupta izlenen yan etkilerin FOLFOX4 verilen gruptan ¢ok daha sik
olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu nedenle Bevacizumab i¢in karar vermeden dnce ciddi yan etki

ve komplikasyonlar g6z oniinde tutulmalidir(28).

2.2. KANSERDE YENI TEDAVI ARAYISLARI

Kolorektal karsinom tedavisinde 5-FU, oxaliplatin, irinotecan gibi sitotoksik
ilaglar ileri evre tiimorlerde kayda deger bir basar1 saglamistir. Ancak kemoradyoterapiye
histopatolojik cevabin hastalar arasinda ciddi farkliliklar gosterdiginin anlasilmasiyla
arayislar hedefe yonelik tedavilere kaydi. Elbette bu karsinogenezde spesifik molekiiler
yolaklarin daha iyi ortaya konmasini gerektiriyordu. Epidermal growth faktor reseptoriine
kars1 gelistirilen 1gG1 kimerik monoklonal anti-EGFR antikoru olan Cetuximab, vaskiiler
endotelyal growth faktore (VEGF) kars1 bir monoklonal antikor olan Bevacizumab ¢ok

gecmeden KRK tedavi rehberlerinde yerini aldu.

Kolorektal kanser tedavisinde EGFR, VEGF disinda WNT ve NF-«B yolaklari en
onemli hedeflerdendir. Kanser hiicrelerinin adaptasyon yetenekleri, timdr mikrogevresini
degistirme yetenekleri, direncli hiicre klonlarinin gelisimi terapotik stratejilerin oniindeki
onemli engellerdir. Bu yiizden RNA susturma, fonksiyonel genomik, nanotip gibi yeni
tekniklerin yaninda kombinasyon tedavilerinin gelistirilmesi devam etmektedir. Ozellikle

sinyal yollarin1 hedefleyen yeni ilaglarin tasarlanmasi gerekmektedir(28).
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2.2.1. Yeni Tlac Gelistirilmesi

1960 ve 1981 yillar1 arasinda Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) ve
Amerika Ziraat departmani (USDA), anti-kanser bilesik kesfi i¢in 15.000 bitki
tiriinden 115 000 6ziit ayristirarak test edilmesini saglamistir. Bu arastirmalarin
tirlinlerine Taxus brevifolia’dan elde edilen Taxol (Paclitaxel) 6rnek verilebilir. Son
yillarda gerek muazzam veri birikimi, gerek bilgi teknolojilerindeki gelismeler yeni
molekiillerin kesfini ve test edilmesini kolaylastirmaktadir. In silico yontemlerle
bilgisayar destekli ila¢ aday1r molekiillerin taranmasi, gelistirilmesi, sinanmas1 yeni
ufuklar agmakta ve genomik, transkriptomik, metabolik siireclere yonelik hedeflenmis

molekiillerin tasarimi miimkiin olmaktadir(12)

llag adayr molekiillerin preklinik deneylerinde onceleri hayvan deneyleri
kullanilmigtir. Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI), 1950’lerde binlerce kimyasal
molekiili hayvanlarda olusturulan timor modellerinde denemistir. 1980’lerin sonlarindan
itibaren in vivo galismalardan daha pratik olan hiicre kiiltiiri deneyleri ilk basamak olarak
ilag arastirmalarinda yerini almistir. Aday molekiiller, in vitro testlerle elendikten sonra
in vivo deneylere daha detayli analizler i¢in gegilmektedir. 1940-2000 yillar1 arasinda
kesfedilen ve kullanim onay1 alan 155 bilesigin %47’sinin dogadan elde edilen maddeler

veya bunlarin semisentetik tiirevleri oldugu bildirilmektedir(20,29)

Farmasotik AR-GE siiregleri genellikle on yildan fazla siirmektedir. Klinik dncesi
once etken maddenin belirlendigi tarama testleri yapilmaktadir. Sentezlenmis ya da dogal
kaynaklardan elde edilmis maddeler in vitro olarak etkinlik ve toksisite bakimindan
degerlendirilir. Daha sonra in vivo olarak emilim, dagilim, metabolizma, atilimin
incelendigi farmakokinetik testler, terapotik ve toksik etkiler degerlendirilir. Genellikle
sican, fare gibi kemirgenler veya kopek gibi memeli denekler kullanilir. Akut, subakut ve
kronik toksisite deneylerine ek olarak, kanserojenik, teratojenik ve mutajenik etkiler
yapilir. Bu asamalar1 gecen ilag aday1r molekiiller dort fazdan olusan klinik ¢aligmalara
girebilir. Faz ¢alismalarina baslanmasi ile ilacin ruhsatlanmasi arasinda gegen siire 2-10

yil olup, tiim fazlarin tamamlanmasi 15 yili bulabilmektedir(30).

2.2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Yeni ilag gelistirme cabalarinda hiicre kiiltiirti teknikleri 6nemli rol oynamaktadir.

Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI), 1985-90 yillar1 arasinda beyin, kolon, 16semi,
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akciger, melanoma, over, bobrek, meme ve prostat gibi insan kanser tiirlerini temsilen 60
kanser hiicre hatt1 tizerinde dogal veya sentetik molekiillerin in vitro olarak test edildigi

bir tarama paneli (NCI-60) gelistirmistir. Yilda 3000 bilesik taranabilmektedir(20,31)

Hiicre hatlar1 kolay bulunabilmesi, liretim ve islemenin pratik olusu, kisa siirede
bir ¢ok ilag kombinasyonunun test edilebilmesi gibi nedenlerle ila¢ denemeleri,
molekiiler detayli analizler i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir. Cok sayida hiicre

hattinin detayl bir sekilde 6zellikleri karakterize edilmistir.

Hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismalar avantajlar1 yaninda bazi noktalarda
elestirilmektedir: Hiicreler kiiltiire edildikce mRNA degisiklikleri gibi genetik degisimler
izlenebilmektedir. Primer timordeki heterojenite hiicre hattinda devam etmemektedir.
Timor mikrogevresine sahip degildir(31). Sayilan nedenlerle timorii ve gelistigi ortami
yeterince temsil etmedigi soylenebilir. Bununla birlikte Wilding ve Bodmer
derlemelerinde primer tiimoriin sahip oldugu kromozomal degisiklikler, metilasyon ve
MRNA ekspresyonlariin hiicre hattiyla benzer oldugu ve uzun siireli pasajlarda major

0o

sliriicti mutasyonlarin degistigine dair kanit olmadigini ifade etmektedirler(31).
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2.3.
OZELLIKLERI

SECILEN MOLEKULLERIN YAPISI

VE BiYOKIMYASAL

Me

Chemical Formula: CgqugNd_Dz
Exact Mass: 47017

Chemical Formula: C3U.H22N4C33
Exact Mass: 486,17

Chemical Formula: CogH1gFN4O2
Exact Mass: 474,15

Chemical Formula: CagH1gCIN4O,
Exact Mass: 490,12

Chemical Formula: CgH21CINGO»
Exact Mass: 504,14

Chemical Formula: CagHa1CINg
Exact Mass: 520,13

Chemical Formula 630H21BFN4C'2
Exact Mass: 548,08

Chemical Formula: Ca4Ha4N405
Exact Mass: 500,18

Sekil 2.2: Kolorektal Karsinom i¢in dizayn edilen ilag aday1 molekiiller. (Bu molekiillerle

uygun IC50 degerleri elde edilemediginden ikinci asamada PER serisi ¢aligilmistir.)

2.3.1. PER Serisi (Heterosiklik Keten Aminaller)

Heterosiklik keten aminaller (HKAS) siklik 1,1-endiaminler olarak bilinmektedir.

Bu bilesikler heterosiklik ve halkali heterosiklik bilesiklerin sentezlerinde sikga
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kullanilmaktadir. Literatlir arastirmalari multikomponent reaksiyonlarin 6zellikle bir
sentetik strateji lizerine kurgulandigini gostermistir. Boylece siibstitiie gruplarin
degistirilmesi ile farkli organik bilesiklerin sentezleri gergeklestirilecek ve organik

bilesikler kiitiiphanesine katkida bulunmak kolay ve hizli olacaktir (32).

Perimidinlerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili literatiirde birgok ¢alisma mevcuttur.
Cesitli 1 ve 2 siibstitlie perimidinler antililser, antibakteriyel, antifungal, antitiimér,
antihelminik ve sitotoksik etki gostermektedir(33). Furil siibstitiie perimidin tiirevleri
gastrik asiti inhibe etmede kullanilan antiiilser etkiye sahip olan oldukg¢a faydali

bilesiklerdir (34). Bir¢ok perimidin ve tiirevleri antitimor etki gostermektedir.

2.3.2. SMY370

SMY370 Bilesigi: Molekiiliin ismi: (Z)-2-(4-(4-metoksifenil)piperazin-1-il)-N'-
(2-oksoindolin-3-iliden)asetohidrazit . Molekiiliin agik formiilii  Sekil 2.3’te

goriilmektedir.

0

= >>\\

OCH,
SMY370

Sekil 2.3: SMY370'in agik formiilii

Sandmayer ve Stolle reaksiyonlar1 sonucunda elde edilebilen izatin fragmani,
birinci pozisyonda nitrojen atomu, 2. ve 3. pozisyonlarda karbonil gruplar1 igermektedir
(35). Pek ¢ok farkli ¢alisma alaninda aday ilaglar gelistirilirken, elektronik 6zellikleri ve
sentetik tiirevlendirmeye izin vermesi nedeniyle izatin ¢ekirdegi tercih edilmistir. Izatin,
yeni antikanser ajanlarinin gelistirilmesi igin yararli bir fragmandur. izatin ve tiirevlerinin,
deoksiriboz niikleik asit (DNA), tubulin, fosfatazlar, protein kinazlar, telomeraz veya P-
glikoprotein ile etkilesime girerek antikanser aktivite dahil olmak iizere antiinflamatuar,
antiviral, antibakteriyel, antidiyabetik, antitiiberkiiloz, antikonviilsan gibi bir¢ok alanda

aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (35). Semaxanib (¢oklu tirozin kinaz inhibitorii),
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Orantinib (¢oklu tirozin kinaz inhibitdrii), Sunitinib (tirozin kinaz inhibitori) ve
hesperadin gibi ¢esitli izatin bazli antikanser ajanlar halihazirda kullanimda veya ¢esitli
kanser tiirlerinin tedavisi icin klinik deneyler asamasindadir (Sekil 2.4)(36,37). Izatin
iskeletine diger antikanser farmakoforlar dahil edilerek izatin bazli hibridler elde
edilebilmektedir. Boylece izatin bazli hibritler, yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesi

icin ilgi ¢ekici iskelet olarak goriilmekte ve iizerine ¢alisilmaktadir.

---------------------------------------------------------------------------------------------------
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Semaxanib Orantinib Sunitinib

Sekil 2.4 Izatinin genel yapis1 ve izatin fragmani tasiyan bazi antikanser bilesikler
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.1.Cihazlar
e Sogutmali Santrifiij (Sigma)
o RNA izolasyon kabini (EuroClone)
e Mikrosantrifiij (Weightlab)
e Nanodrop (Thermo)
o u(Roche)
e Biyogiivenlik kabini (Euroclone Safemate Eco)
e Hiicre goriintilleme mikroskobu (ZOE, BIORAD)
e (CO2 inkiibator (PHCBI)
e Su banyosu (Thermomac)
e +4 buzdolab1 (Ugur)
e -20 buzdolab1 (Ugur)
e -86 buzdolabi (Binder)
o Otomatik pipet seti (Eppendorf)

o Flow Cytometry (Beckman Coulter)

Zoe™ fluorescent cell imager (Biorad)

3.1.2. Kimyasallar
e DMEM-High Glucose
e Antibiyotik
e Tripsin-EDTA
e DPBS
e FBS
e Bevacizumab (25mg/ML kons.inf.¢6z.igceren 1 flakon)

e Fluorourasil 500mg/10 ml flk
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e Sheat fluid 10 litre
e Mavi Sitoplazmik Membran Boyasi
e Yesil Mikrotubiil Hiicre iskeleti boyasi

e Kirmizi mitokondri boyasi

3.1.3. Kitler
e Hiicre Kiiltiir RNA izolasyon kiti
o Komplementer DNA Sentez Kiti
e Gercek Zamanlit PCR SYBR Mix Set

e Flow sitometer Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit

3.2. HUCRE HATLARI

3.2.1. HCT116

HCT116, terapotik arastirmalarda ve ilag taramalarinda kullanilan bir insan kolon
kanseri hiicre dizisidir. HCT116 hiicreleri, KRAS proto-onkogeninin 13. kodonunda bir
mutasyona sahiptir ve gen terapisi arastirmalart i¢in uygun transfeksiyon hedefleridir.
Ayrica CMS1 molekiiler alt tipini karakterize etmektedir(38). CMSL1 tipinin biyolojik ve
gen ifadesi Ozelliklerine baktigimizda, MSI ve CIMP pozitif oldugunu, BRAF ve
TGFBR2 mutasyonlari bulundugunu, hipermetilasyon ve diisiik SCNA (somatik
kopya sayist degisimi) goOsterdigi, immiin aktivasyon, JAK/STAT ve kaspazlar
tizerinde etkili oldugu anlagilmaktadir. Ayrica bu molekiiler alt tipe sahip tiimorlerin
ileri yas ve kadinlarda sik, proksimal kolon yerlesimli goriildiigii, yiliksek histolojik

grade sahip oldugu bildirilmektedir(14).
3.2.2.1L.929

Ana L susu, 1940°da WR Earle tarafindan 100 giinlik C3H/An faresinin normal
areolar subcutan ve yag dokusundan elde edilmistir. 929 no’lu klon ise 1948’de iiretildi.
1929 ilk firetilen siirekli kiiltiirlerden biridir. Ana hiicre hattinin 95. Subkiiltiiriinden
klonlanmistir. HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase EC 2.4.2.8) ve APRT
(adenine phosphoribosyltransferase EC 2.4.2.7) mutasyonlar1 bakimindan pozitiftir.
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NCTC klon 929 hiicre hatti toksisite testlerinde kullanilir. Fibroblastik ve adheren
hiicrelerdir(39).

3.3. HUCRE KULTURU

3.3.1. DMEM ve EMEM besiyerlerinin hazirlanmasi

Hiicre hatlarinin gelisimi icin RPMI ve DMEM besiyeri satin alindi. 50 ml %10
fetal bovine serum (FBS), 5 ml %1 Penisilin-Streptomisin, 5 ml %1 L-glutamin eklenerek
toplam hacim 500ml’ye tamamlandi. Hazirlanan medium 0.22 um’lik filtreden siiziilerek

kullanima hazir hale getirildi.
3.3.2. Hiicre Serilerinin Kiiltiire Edilmesi

Dondurma soliisyonu igerisinde bulunan hiicrelerin DMSO uzaklastirilmak iizere
hiicre hatlar1 laminer kabin igerisinde kendi besiyerlerini igeren steril santrifiij tiiplerine
aktarildi ve yavas¢a homojenize edildi. Oda 1sisinda 1500 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij
edildi. Siipernatant kismi dokiildiikten sonra hiicre pelleti uygun miktarda besiyeri ile
sispanse edildi. Kiiltiirler giinliik olarak kontrol edildi. Hiicrelerin yogunlugu ve
morfolojisi invert 151k mikroskopu (ZOE, BioRad) kullanilarak gozlemlendi ve dijital
goriintiiler kaydedildi. Hiicreler flaskin %80-90’1n1 kaplayinca pasajlandi.

3.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Bu islem i¢in besiyeri uzaklastirilarak hiicreler steril Phosphate Buffered Saline
(PBS) ile yikandi. PBS uzaklagtirildiktan sonra %25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (2 ml)
eklenip hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi igin 5 dk inkiibasyon yapildi. Inkiibatérden
alian hiicrelerin ylizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskopla kontrol edilecek flaska 1:1
oraninda FBS (EuroClone) ilave edildi ve toplanan hiicreler 15ml santrifiij tiipiine
alinarak 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra taze medium ilave
edildi.

3.3.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre sayimindan sonra her kryotiipe 1 ml besiyerinde ¢oziilmiis 3x106 hiicre ile
onceden hazirlanmis dondurma besiyerinden 1 ml konuldu. Tiipler 6ncelikle Mr. Frosty
iginde 24 saat -200C’de, ikinci 24 saat diliminde -800C’de bekletildi ve tigiincii giin tiipler

-1960C’de s1v1 azot tankina aktarilarak kademeli olarak donduruldu.
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3.3.5. Hiicrelerin Plakalara Ekimi

Onceden sayilmis ve besiyeri ile diliisyonu yapilmis olan hiicreler 96 kuyucuklu
plakalar igerisine her kuyucukta 5x103 hiicre 100 pl igerisinde olacak sekilde ekildi.
Ekilen bu hiicreler plaka ylizeyine 24 saat igerisinde tutunur ve ertesi giin belirlenen
konsantrasyonda dozlama yapilarak inkiibasyona birakilir. Yeni molekiillerimiz ile klinik
etken maddeler hiicre hatlar1 lizerinde farkli konsantrasyonlarda ve farkli inkiibasyon
slirelerinde in vitro olarak antikanser aktiviteleri belirlendi. Ayrica saglikli hiicrelerde

toksik etkisini gorebilmek icin saglikli epitel hiicrelerinde de toksisite deneyleri yapildi.

3.4.ILAC UYGULAMALARI

HCT116 serisi kolorektal kanser hiicreleri kiiltiire edilip pasajlandi. Kolorektal
kanser hiicre hattinda (HCT116) 6nceden sayilmis ve besiyeri ile diliisyonu yapilmis olan
hiicreler 96 kuyucuklu plakalar igerisine ekilip 24 saat inkiibe edildi. PER serisinden 8
madde tarama amaciyla PER serisindeki maddeler 20 mmol ana stok olacak sekilde
DMSO i¢inde ¢oziildii. 20 pM’da tiim maddeler igin tarama yapildi (Tablo4.1). 48 sa
sonunda Tarama sonucunda effektif ¢ikan, canlilik oran1 %50’nin altinda) 5F ve 5G

segilerek dozlamaya gecildi (sekil 3.1)

S

Sil 3.1:96 kuyucuklu akada PER serisi (Sol) 5-FU tarama testi, (Sag) PER serisinden

5F ve 5G i¢in dozlama ¢aligsmasi.

5-FU’dan 50 mmol ana stok hazirlandi. 200 mikromolardan baslanarak dozlama
calismasi yapildi. IC50 1,3 uM olarak belirlendi. 50 uM 5-FU i¢in seri diliisyon asagidaki
sekilde hesaplanip diliisyon yapildi (Tablo 3.1).

50.000 pumol X X= 50 umol X 1500 ul = X=1,5 pl
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Tablo 3.1: 5-FU i¢in doz diliisyon hesaplamasi

50 uM 25 uM 12,5uM  625uM  3,125uM 1,56 uM 0,78 uM
5-FU 1,5 pl
DMEM 1500 pl 750 pl 750 pl 750 pl 750 pl 750 pl 750 pl
750 alindi 1500 pl

I\ AN NI

Dozlamada 200 pmol’dan baslayarak seri diliisyonla 1,56 umol konsantrasyona

kadar dozlandi. Dozlama sonuglarinda IC50 degerleri yiiksek bulundu. ilaglar effektif

bulunmay1p yeni bir seri denenmesine karar verildi. Universitemiz Eczacilik Fakiiltesinde

bulunan in-house kiitiiphanedeki etken maddelerden SMY serisi test edilmek iizere

secildi. Izatin, yeni gelistirilen bircok aday bilesikteki olas1 etkilesimleri yakalamak icin

kullanilabilen, genis bir biyolojik ve farmakolojik alana sahip nitrojen atomu igeren

heterosiklik bir iskelettir. 96 lik well plate pasajlanan hiicrelere 48 sa inkiibasyon sonrasi

MTT uygulandi. SMY 370 Hiicrelerin %70’den fazlasin1 6ldiirmesi ve diger hiicre

hatlarinda da benzer sekilde diisiik canlilik diizeyine sahip olmasi nedeniyle en iyi IC50

degerini verdi.
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3.4. HUCRE CANLILIK DENEYLERI

3.4.1. MTT analizi:

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] Bir tetrazolium bilesigi
olan MTT hiicrelerin iizerine eklenir. Prolifere olan hiicrelerde mitokondriyal
dehidrogenaz sar1 renkli formazan tuzu olan MTT yi mor renkli kristallere dontistiiriir.
MTT mor renkli formazana indirgenirken olusan renk kolorimetrik olarak 6l¢iiliir. Hiicre
canliligr uygulama yapilmayan hiicre kuyucuklarinda %100 kabul edilerek uygulama
yapilanlardaki % deger hesaplanir(40,41) 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 100ul
besi yeri igerisine 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Etiivde gece boyunca
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra ila¢ uygulamasi yapildi. 24, 48 ve 72 saatlik
kiiltiirlerin MTT analizi 570 nm dalga boyunda okundu

3.5. KANSER YOLAK ANALIZi

Hiicre canlilik ¢alismalar1 tamamlanan ve IC50 degeri <10uM tespit edilen
deney konusu etken maddelerle hiicrelerde yaklasik 90 genin ekspresyon diizeyleri tespit
edildi. Bir¢ok kanser yolak aktivitesinin es zamanli olarak hizli bir sekilde taranmasi
miimkiindiir. Bu deneyde, kuyucuklarda bulunan hiicreler toplanip total RNA izolasyonu
ve cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar1 ¢ogaltmak igin kantitatif PCR
yapildi. PCR karisimi i¢indeki floresan boyanin DNA’ya baglanmasi ve bu sayede bir CT
degeri vermesiyle her replikasyon sonrasi DNA miktar1 belirlendi. Total RNA
ekstraksiyonu RNA izolasyon kit (Analytik Jena) ile yapildi. Housekeeping geni olarak
GAPDH kullanilarak normalizasyon ile veri analizi yapildi. RNA ile mRNA izole
edildikten sonra, hiicre hatlarindan cDNA Reverse Transcription kit (EuroClone) ile
cDNA sentezlendi. Tasarlanan primerler her cDNA’da kullanilarak, SYBR Green Master
Mix (EuroClone) ve referans gen olarak GAPDH ve ACTINB kullanilarak Real-time
PCR (Analytik Jena) analizleri gergeklestirildi.
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3.5.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, RNA izolasyon Kkitinin protokoliine uygun sekilde oda
sicakliginda gergeklestirildi. 6 kuyucuklu plakalara kuyu bagina 350.000 son hacim 1ml
olacak sekilde ekildi.24 saat etiivde inkiibe edildikten sonra hesaplanan IC50 degerlerine
gore ilaglar kuyulara uygulandi. 48 saat sonra Innuscreen GMBH firmasina ait innuPREP
RNA minikit 2.0 kullanildi. Hiicre pelleti toplandiktan sonra tiiplere 400 pL Lysis
soliisyonu RL eklendi. 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 pipetaj
yapild1 ve 3 dk daha inkiibe edildi. Toplama tiiplerine D filtresi yerlestrildi. Filtreye lysate
yiiklendi. 11.000 x g’de 2 dk santrifiijlendi. Filtre atildi.Filtratin tizerine 400 uL %70’1ik
etanol eklendi. Pipetaj yapildi. Toplama tiipiine R filtresi yerlestirildi. Filtrat yiiklendi.
11.000 x g’de 2 dk daha santrifiijlendi. Filtre yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine
500 pL Yikama Solusyonu HS eklendi. 11.000 x g’de 1 dk santrifiijlendi. Filtre yeni bir
toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine 700 uL Yikama Solusyonu LS eklendi. 11.000 x
g’de 1 dk santrifiijlendi. Filtre yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. 3 dk 11.000 x g’de
santrifiijelendi. Filtre ellisyon tiipiine yerlestirildi. Tam filtrenin {istiine 50 pL RNase
icermeyen su eklendi ve 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 11.000 x g’de 1
dk santrifiijlendi. Filtre atildi. Eliisyon tiipti buza gomiildii.

3.5.2. cDNA Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi: izole edilen total RNA’dan kit ile cDNA
sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlari

asagida Tablo3.2’te verilmistir.

Tablo 3.2: cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlari

Total RNA (1000 ng/ul esitlenir) nuk
5x reaksiyon buffer karigimi 4 uL
Reverse transkriptaz enzimi luL
DNase, RNase icermeyen su 20 pl’ye esitlenir.
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Bu Dbilesenlerle

asagidaki  protokolle

(Tablo

3.3) CcDNA sentezi

gerceklestirilmistir. Sentez sonunda tiipler -20 °C’de saklanmustir.

Tablo 3.3: cDNA sentez protokolii

Sicaklik Zaman (dk)
25 10
42 15
85 5
3.5.3. RT-PCR

Ardindan gen ekspresyon diizeyleri tespit edebilmek i¢in elde edilen cDNA’lar1

cogaltmak i¢in kantitatif PCR yapildi. PCR karigimi igindeki floresan boyanin (SYBR

Green Master Mix) DNA’ya baglanmasi ve bir say1 degeri vermesiyle her replikasyon

sonrast DNA miktar1 belirlendi. Ger¢ek zamanli PCR bilesenleri (Tablo 3.4) asagida

verilmistir.

Tablo 3.4: Gergek zamanli PCR bilesenleri

Reaktif komponent Hacim Nihai konsantrasyon
FluoCycle™ 11 SYBR 25uL 1x

Master Mix

Primers forward degisken 50-300 nM

Primers reverse degisken 50-300 nM

DNA template degisken 20-100 ng

Steril su 50 pL’ye tamamlanir -

Total reaksiyon hacmi 50 pub

Ayrica bu deneylerde kontrol geni olarak GAPDH ve ACTINB kullanilarak

normalizasyon yapildi. Livak metodu ile mRNA ifade degisimleri belirlendi.
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3.6. FLOW-SITOMETRIK ANALIiZLER

Hiicre dongiisii, kanser hiicrelerindeki anormal DNA hiicre dizilerini tanimlamak,
iliskili DNA indeksini tahmin etmek ve bu hiicre dizilerindeki hiicre fazi dagilimini
belirlemek i¢in kullanildi. Hiicreler, 5 dakika boyunca 500 G'de santrifiijlendi. Santrifiij
isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi. Pellete 2 ml 1X soguk tampon soliisyon
eklendi ve 5 dakika 500 G'de santrifiijlendi. Pellet 2 ml soguk %70’lik etanol ile fixe
edilir. Buz tizerinde 30 dk inkiibe edildi. Ardindan 5 dk santrifiijlenir. Pellet 2 ml tampon
¢ozelti ile yikanip tekrar santrifiije edildi. Pellet 500 puL boyama soliisyonu ile ¢oziindii.
Isik gérmeyen bir yerde oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler

flow sitometrisi ile analiz edildi.
3.6.1. Apoptoz Belirlenmesi

Hiicre hatlarmma uygulanan ajanlarin hiicreler iizerinde apoptotik etkisinin
gosterilebilmesi i¢in “Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit” (Sigma-Aldrich) ve Pl
boyama yontemi kullanildi. Bir membran fosfolipidi olan fosfotidilserin, hiicrede plazma
membraninin sitoplazma kismina bakan i¢ yiiziinde yer alir. Apoptoz basladiginda
plazma membraninin dis yiizeyine ¢ikmaya baslar. Komsu hiicreler, membran iizerinde
fosfotidilserin bulunan hiicreleri fagosite eder. Apoptozun bu 6zelliginden yararlanilarak
apoptotik hiicreler tespit edilebilmektedir. Anneksin V, hiicrenin dis yiizeyindeki
fosfotidilserine baglanabilen bir proteindir. Anneksin V baglanma orani, o hiicre
toplulugunda apoptoza ugramis hiicrelerin oranini verir. Hiicreler santrifiij edilerek
tizerine binding buffer eklendi ve homojenize edildi. Homojenize edilen hiicrelerde 200
pL alind1 ve iizerine 3 pL Appopnexin™ FITC eklendi. 2 uL 100X PI eklendi, karistirildi.

15 dakika, karanlikta, +25 °C’ de bekletilen hiicreler flow sitometri ile analiz edildi.

3.7. FLUORESAN GORUNTULEME

Ug farkli boya kullamlarak (Hoechst 33342 Mavi Cekirdek Boyas1 Uzun siireli
floresan hiicre etiketleme ve hiicre izleme ¢alismalari i¢in uygun; BioTracker 488 Yesil
Mikrotiibiil Hiicre Iskeleti Boyasi Canli hiicre goriintilleme canli hiicre iskeletini
goriintiilemek i¢in mikrotiibiil boyasi hiicreler; BioTracker 633 Kirmizi Mitokondri
Boyas1 Hiicre canliligini, metabolik aktiviteyi ve genel hiicre sagligin tespit etmek i¢in
kullanilan mitokondri zarin1 boyayan canli hiicre goriintiilleme mitokondriyal boyasi) Zoe

fluorescent cell imager (Biorad) ile goriintiiler alindi.
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3.8. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Tiim veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc. Chicago,
IL, USA) ile analiz edildi. Her grupta ortalama (Ort) + standart deviasyon (SD)
(minimum/maksimum) degerleri olarak verildi. ikiden fazla grup verilerinin bir arada
karsilastirilmas1 one way-ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi) ile yapild. Iki grup
arasindaki karsilagtirma i¢in unpaired Student t testi kullanildi. P-degeri 0.05°den kiiciik

degerler anlaml1 olarak kabul edildi.
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4.1. TARAMA SONUCLARI

4. BULGULAR

Ozgiin sentez serisi 20pM konsantrasyonunda taranmistir. PER serisi icin 48 saat

sonra MTT analizi sonucunda alinan degerler Tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1: PER serisi tarama sonuglari

58 5C 5D 5E |5F 56 50 |si KONTROL
1,457 1,544 1,065 1,06 [1,03 0,752 1,733 | 1623 1,761
1,414 1,705 1,301 1,366 | 0,784 0,732 1,559 | 1,149 1,731
1,135 1,207 1,287 1,084 | 0,797 0,555 1,079 | 1,108 2,23
1,33533333 | 1,48533333 | 1,21766667 | 1,17 |0,87033333 | 0,67966667 | 1457 |1,20333333 | 1,90733333
69% 7% 63% 61% | 45% 35% 76% | 67% 100%

Canli hiicre orani en diisiik olan 5F(%45) ve 5G(%35) icin dozlama ¢aligmasi

yapilmustir. Ancak efektif bulunmamaistir.

4.2. DOZLAMA SONUCLARI

PER Serisi dozlama sonuglar1 incelendiginde (Tablo 4.2 veTablo 4.3) 5F i¢in

hiicrelerin yarisina yakiini 6ldiiren doz 100 pL, 5G i¢inse 50 pL oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.2: 5F igin dozlama sonuglari

100uL
0,686
0,757
0,898
1,067
0,852
49

50uL
0,881
1,073
1,138
1,17
1,0655
61

25uLL
1,014
1,229
1,383
1,407
1,25825
72,25

12,5uLL
1,32
1,353
1,417
1,441

1,38275

79,76

6,25uL
1,39
1,4
1,426
1,626
1,4605
84,39

34

3,125uL.  1,56pL

1,523
1,713
1,718
1,757
1,67775
96

kontrol
1,764 1,666
1,949 1,686
2,034 1,726
2,047 1,842
1,9485 1,73
112,6 100%



Tablo 4.3: 5G igin dozlama sonuglari

100puL.  50pL  25pL  12,5pL  6,25pL  3,125pL  1,56pL  kontrol
0631 0765 0953 1308 0957 1,54 1,456 1,666
0703 0882 0955 1,36 1,176 1,557 1544 1686
0878 0,89 1,34 1,411 1,365 1619 1655 1,726
0934 0939 134 1,639 1,489 1778 1871 1,842
07865 0,869 1,147 14295 124675 16235 1,6315 1,73

45 50 66 82,08 7167 9364 942 100

PER serisinin beklenen effektiviteyi gostermemesi iizerine SMY serisi ile testlere
baslandi. SMY serisi yine 10 uM konsantrasyon olacak sekilde denendi. Seri i¢inde en
efektif bulunan SMY370 ile galismalara devam edilme karar1 alindi. SMY 370 ve klinik
ilag olarak tez onerisinde belirlenen 5-FU ve Bevacizumab ilk dozu 100uM olacak sekilde

dozlanmistir. 48 saat sonra MTT analizi ile canliliklar1 incelenmistir. Sonuclara gore

sirastyla Tablo 4.4, 4.5 ve 4.6 olusturulmustur.

Tablo 4.4: SMY370 dozlama sonuglar1

SMY370
100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 kontrol
0,643 0,864 1,232 2,768 3,169 3,275 3,246 3,324
0,64 0,855 1,245 2,782 3,166 3,295 3,291 3,319
0,6415 0,8595 1,2385 2,775 3,1675 3,285 3,2685 3,3215
19,31356 25,87686 37,28737 83,54659 95,36354 98,9011 |98,40434 100
Tablo 4.5: 5-FU dozlama sonuglari

5-FU

100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 kontrol
1,172 1,42 1,641 1,706 1,898 2,059 2,258 2,721
1,165 1,467 1,699 1,739 1,867 2,077 2,255 2,698
1,1685 1,4435 1,67 1,7225 1,8825 2,068 2,2565 | 2,7095
43,12604 53,27551 61,63499 63,57261 69,47776 76,32405 |83,28105 | 100
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Tablo 4.6: Bevacizumab dozlama sonuglari

Bevacizumab
100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 kontrol
1,541 1,984 2,451 2,814 2,984 3,021 3,128 3,324
1,526 1,975 2,438 2,826 2,975 3,034 3,145 3,319
15335 |1,9795 2,4445 2,82 2,9795 3,0275 3,1365 3,3215
46,1689 |59,59657 73,59627 84,9014 |89,70345 91,14858 94,43023 100

5-FU, Bevacizumab ve SMY370 i¢in 24, 48 ve 72 saat sonra MTT analizi
sonuglar grafiklerde birlikte sunulmustur(Sekil 4.1-3).

24 sa
100
80
60
40
It 1
0
12,5 6,25 3,125 1,56 kontrol

mSMY370 mBEVAC m5-FU

Sekil 4.1: 24 saat sonunda MTT analizi sonucu hiicre canlilik diizeyleri

48 sa
100
80
60
40
< Il A
0 I

12,5 6,25 3,125 1,56 kontrol

mSMY370 mBEVAC ®m5-FU

Sekil 4.2: 48 saat sonunda MTT analizi sonucu hiicre canlilik diizeyleri
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72 sa

100

o

8
6

12,5 6,25 3,125 1,56 Kkontrol

o

4

o

2

o

ESMY370 ®BEVAC m5-FU

Sekil 4.3: 72 saat sonunda MTT analizi sonucu hiicre canlilik diizeyleri

Bu degerler, Graphpad Prism kullanilarak IC50 hesaplamas1 yapilmistir. IC50
degerleri tablo 4.7°de goriilmektedir. Cizilen grafik ise sekil 4.4 ve 4.5’de goriilmektedir.

Tablo 2.7: HCT116 igin Graphpad Prism ile hesaplanan IC50 degerleri

Etken madde IC50 degeri (uM)
5-FU 1,3
SMY370 10
Bevacizumab 9,9
HCT-116 SMY370 HCT-116 5FU HCT-116 Bevacizumab
150 24sa 150 245a 150 24sa
48sa 48sa 4B sa
é 100 T2sa g 100 T2sa E 100 T2sa
g 50 g 50 g 50
\u“@royefﬁ\gzﬂf @@«a\.ﬁyf{fa @»?ﬂ,sﬂs,;-s;&ﬁf

Konsantrasyon (uM) Konsantrasyon (M) Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.4: IC50 degerleri
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150

100~

50+

%Canlilik

IC5, Grafikleri

5FU
SMY370
Bevacizumab

-50-

Sekil 4.5: HCT116 i¢in IC50 grafigi

T
0.5

I
1.0

T
1.5

' 1
2.0 2.5

Konsantrasyon (uM)

4.3. SAGLIKLI HUCRE CALISMALARI VE SELECTIVITY INDEX (SI)
DEGERLERININ BELIiRLENMESI

Saglikli hiicre hatti olan 1929 hiicresi 96 kuyulu tabakaya eklenmistir ve

SMY370, 5-FU ve Bevac uygulamasi ilk konsantasryon 100uM olacak sekilde

yapilmustir. 48 saat sonra MTT analizi ile aliman sonuglarla birlikte IC50 degeri

hesaplanmistir. 5-FU, Bevacizumab ve SMY 370 icin bulunan degerler asagidaki tabloda

(tablo 4.8) verilmistir.

Tablo 4.8: Saglikli hiicrede hesaplanan IC50 degerleri

Etken madde

IC50 degeri (uM)

5-FU 6,39
SMY370 21,68
Bevacizumab 17,98

Sekil 4.6’da ise saglikli hiicre hattinda MTT analizi grafik olarak 6zetlenmistir.
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L929 IC, Grafigi

150+
SFU

100- SMY 370
x Bevacizumab
£ 50
N

0 | | | ' |
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
.50 - Konsantrasyon (M)

Sekil 4.6: Saglikli hiicre i¢in IC50 grafigi

Selektivite indeksi, bir ilacin hedeflenen etkiyi istenen diizeyde gergeklestirirken,
istenmeyen yan etkilerin olugsma riskini 6lgmek i¢in kullanilan bir degerdir. Her ilacin SI
degeri saglikli hiicredeki IC50 degerinin kanserli hiicredeki degere bdliinmesiyle

bulundu. Hesaplanan degerler Tablo 4.9’da verilmistir.

_ Saglikli Hucre 1C50
"~ Kanser hiicre I1C50

Tablo 4.9: Selektivite indeksi sonuglari

Molekiil SI degeri

5-FU 2,2

Bevacizumab 1,8

SMY370 2,1
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4.4. RNA iZOLASYONU VE cDNA SENTEZI

RNA izolasyonu protokolii sonucunda innu PREP RNA Mini kit 2.0 (Innuscreen

GMBH) kiti kullanilarak RNA izolasyonu yapilmis, saflik ve konsantrasyon degerleri

belirlenmisir. Tablo 4.10°da bu degerler goriilmektedir.

Tablo 4.10: RNA izolasyonu sonucu konsantrasyon degerleri

Madde | RNA miktar (ng/ul) | OD260/280
Kontrol | 23 2,08

5-FU 20,66 1,98
Smy370 | 77 2,04

Bevac 56,8 2,1

Bu RNAlar kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Kullanilan bilesiklerin miktar

tablo 4.11°de goriilmektedir.

Tablo 4.11: cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesiklerin miktari

uL Kontrol | 5-FU | SMY370 | Bevacizumab
Su 10,66 10,16 | 8,2 8,8

Buffer | 4 4 4 4

Rna 4,34 484 |18 1,2

enzim | 1 1 1 1

4.5. RT-qPCR ANALIZi

cDNA sentezi sonucunda ilgili protokol uygulanarak RT-qPCR reaksiyonu

kurulmustur. Kullanilan genler tablo 4.12°de verilmistir.
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Tablo 4.12:

Kullanilan genler

ANGPT TEK  CASP9 STMN ETS2 DDIT3  PPPIR1 GSC EPO GPD2 TNKS  HSP90A
1 1 5A B4P
ANGPT VEG CFLA MCM IGFBP3 ERCC3 CDH2 SNAI  ACSL LPL TNKS  HSPB1
2 FC R 2 8 4 2
FGF2 APA  NOL3  MKI6 IGFBP5 ERCC5 DSP OoCL HMD  PFKL TP53 HSP90A
F1 7 N X1 B1
FLT1 BIRC BCL2 SKP2 IGFBP7  LIG4 FOXC2 ACL LDH TEP1 TERF  GUSB
8 L11 Y A 2IP
KDR XIAP  CCND AURK SERPI POLB KRT14 ADM SLC2 UQCR TINF2 GAPDH
2 A NB2 Al FS1
SERPI FAS CCND WEE1 MAP2K SOD1 SNAI2 ARN CPT2 COX5 TRAP  GAPDH
NF1 LG 3 1 T A 1
PGF CAS CDC2 BMI1 MAP2K  TBX2 SNAI1  ATP5 DKCl1 PINX1 CDC3 ACTINB
P2 0 3 41 7
CCL2 CAS  E2F4 MAPK  DDB2 GADP4 SOX10 CA9 G6PD TERF1 CDK4 ACTINB
p7 14 5G
Tablo 4.13: Belirgin degisimi gézlenen belli basli genler ve fonksiyonlari
Gen Acik adi Fonksiyonu
ANGPT1 Angiopoietin 1 Damar geligimi ve stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynar.
TEK Endothelial Tyrosine | Endotel hiicre proliferasyonu ve vaskiiler gelisimde rol oynayan bir tirozin kinaz
Kinase reseptorii.
MCM2 Minichromosome MCM2, DNA replikasyonunun baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde onemli bir rol
Maintenance Complex | oynayan bir helikaz enzimidir. DNA ¢ifte sarmallarinin agilmasini  ve
Component 2 replikasyonun ilerlemesini saglar. Bu nedenle, hiicrenin dogru sekilde ¢ogalmasi
ve DNA biitiinliigiiniin korunmast i¢in kritik 6neme sahiptir.
DKC1 Dyskerin  Pseudouridine | DKCI, 6zellikle ribozomal RNA'nin diizenlenmesinde ve stabilizasyonunda rol
Synthase 1 oynayan bir enzimdir. Ribozomal RNA, hiicrede protein sentezi i¢in gereklidir ve
bu nedenle hiicrenin dogru isleyisi igin 6nemlidir.
HSP90AAB1 | Heat Shock Protein 90 | HSP90AABI, hiicre stres yanitinda ve proteinlerin dogru katlanmasinda énemli bir
Alpha Family Class B | rol oynayan bir molekiiler saperon proteindir. Hiicre stresi durumlarinda
Member 1 proteinlerin yanlis katlanmasini engeller ve hiicrenin hayatta kalmasini saglar.
GUSB2 Glucuronidase Beta 2 GUSB2, glukuronik asit tiirevlerini hidrolize eden bir enzimdir. Bu enzim,
metabolik  atiklarin  bozunmasinda ve  viicuttaki ¢esitli  molekiillerin
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar.
NOL3 Nucleolar Protein 3 NOLS3, hiicre apoptozunda rol oynayan bir protein olan "apoptozis inhibitori"
olarak bilinir. Apoptozu 6nleyerek hiicre hayatta kalimini destekler.
ETS2 ETS Proto-Oncogene 2 ETS2, bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicre dongiisii, hiicre farklilagmasi ve
kanser gelisimi gibi birgok biyolojik siireci diizenler.
IGFBP5 Insulin-Like Growth Factor | IGFBP5, hiicre biiyiimesi, doku yenilenmesi gibi siire¢lerde insiilin benzeri
Binding Protein 5 biiytime faktorlerinin etkilerini diizenler. Hiicre bilyiimesini inhibe eder.

41




Tablo 4.13 (devam)

Sulfur Subunit
1

PPP1R15A | Protein PPP1R15A, hiicre stres yanitinin bir pargast olan bir protein olup, stres kosullarinda hiicredeki
Phosphatase 1 | gesitli biyolojik siiregleri diizenler.
Regulatory
Subunit 15A

FOXC2 Forkhead Box | FOXC2, bir transkripsiyon faktoriidiir ve embriyonik gelisim, hiicre farklilagmasi, angiogenez
C2 ve yag metabolizmas: gibi siireclerde rol alir.

SNAI2 Snail  Family | SNAI2, epitel-mesenkimal gecis (EMT) olarak bilinen bir siireci diizenleyen bir transkripsiyon
Transcriptional | faktoriidiir. EMT, kanser metastazi gibi 6nemli biyolojik siire¢lerde rol oynar.
Repressor 2

GSC Goosecoid GSC, embriyonik gelisimde rol oynayan bir homeotik gen olup, 6zellikle bas ve merkezi sinir
Homeobox sistemi olusumunda 6nemli bir rol oynar.

SNAI3 Snail  Family | SNAI3, epitel-mesenkimal gegis (EMT) siirecini diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.
Transcriptional | Benzer sekilde, hiicre farklilasmasi ve kanser metastazi gibi siireglerde rol alir.
Repressor 3

COX5A Cytochrome C | COXS5A, mitokondriyal solunum zincirinin bir pargasi olan sitokrom C oksidaz kompleksinin bir
Oxidase alt birimi olarak hiicredeki enerji tiretiminde rol oynar.
Subunit 5A

FLT1 Fms Related | FLTI, bir tirozin kinaz reseptoriidiir ve vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) sinyal yolunun
Receptor bir pargasidir. Vaskiiler gelisim ve anjiyogenezde 6nemli bir rol oynar.
Tyrosine
Kinase 1

VEGFC Vascular VEGFC, vaskiiler endotel biiyime faktorlerinden biridir ve lenfatik damarlarin biiyiimesi ve
Endothelial lenfatik kapillerlerin yeniden yapilanmasi gibi siireglerde rol alir.
Growth Factor
C

SERPINB2 | Serpin Family | SERPINB2, bir serpin proteaz inhibitoridiir ve hiicre apoptozunu diizenleyen bir faktor olarak
B Member 2 islev goriir. Ayrica inflamasyon ve fibrinoliz gibi siireglerde de rol alabilir.

SOX10 SRY-Box SOX10, bir transkripsiyon faktoriidiir ve noral krest hiicrelerinin farklilagmasi, néronlarin ve

Transcription gliyal hiicrelerin gelisimi, melanositlerin farklilagsmasi gibi siireglerde rol alir. Ayrica periferik
Factor 10 sinir sistemi ve melanosit hiicrelerinin gelisiminde kritik 6neme sahiptir.

UQCRFS1 | Ubiquinol- UQCRFSI, mitokondriyal elektron tagima zincirinin bir pargasi olan sitokrom c rediiktaz
Cytochrome C | kompleksinin bir alt birimidir. Hiicredeki enerji iiretiminde ve mitokondrial fonksiyonlarda
Reductase, 6nemli bir rol oynar.
Rieske  lIron-
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Tablo 4.13 (devam)

FGF2 Fibroblast FGF2, hiicre biiyiimesi, hiicre gogalmasi ve dokularin yenilenmesi gibi siireglerde rol oynayan bir
Growth Factor | biiyiime faktoriidiir. Ayrica angiogenez, yara iyilesmesi ve embriyonik gelisimde de 6nemli bir rol
2 oynar.
DDIT3 DNA Damage | DDIT3, hiicre stres yanitnin bir pargast olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Stres kosullarinda,
Inducible ozellikle endoplazmik retikulum stresinde, hiicre apoptozunu diizenler.
Transcript 3
HMOX1 | Heme HMOX1, heme metabolizmasinda 6nemli bir enzim olan hem oksijenazin bir formudur. Heme
Oxygenase 1 molekiillerini parcalayarak karbon monoksit, demir ve biliverdin gibi lriinlere doéniistiiriir.
Antioksidan ve anti-enflamatuar etkilere sahiptir.
TNKS2 | Tankyrase 2 TNKS2, telomer stabilizasyonunda ve Wnt sinyal yolunda rol oynayan bir enzimdir. Telomerlerin
stabilizasyonu, hiicre yaglanmasini ve kanser gelisimini etkileyen bir siiregtir.
TP53 Tumor Protein | TP53, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, DNA hasarinin onarilmasinda ve hiicre apoptozunda
P53 kritik bir rol oynayan bir tiimér baskilayici proteinidir. Genellikle "kanser baskilayict" bilinir.
TRAP1 TNF Receptor | TRAP1, mitokondriyal saperon proteinlerinden biridir ve mitokondrial fonksiyonlart diizenler.
Associated Hiicredeki stres yanitinda ve kanser geligiminde rol oynayabilir.
Protein 1
CA9 Carbonic CA9, karbondioksitin su ile karbonat iyonu ve protona doniistiiriilmesini katalize eden bir
Anhydrase 9 enzimdir. Bu enzim, hiicre i¢inde pH dengesini korumak i¢in 6nemlidir ve 6zellikle hiicrenin asidik
ortamlara uyum saglamasinda rol oynar. Ayrica, kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz
yeteneklerini artirabilecegi i¢in kanser arastirmalarinda da dnemlidir.
TERF1 Telomeric TERF1, telomerlerin korunmasi ve stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynayan bir protein
Repeat Binding | kompleksinin bir pargasidir. Telomerler, kromozom uglarindaki tekrar eden DNA dizileridir ve
Factor 1 kromozomlarn istikrarini ve biitlinliigiinii korumak igin gereklidir. TERF1, telomerlerin yapisal
biitiinliigiinii saglar ve telomerlerin hasara kars1 korunmasina yardimci olur. Bu nedenle, hiicre
yaslanmast, kanser ve diger hastaliklarin gelisimi tizerinde Snemli bir etkiye sahiptir.

4.6. GEN ZENGINLESTIRME ANALIZi

EnricR, Reactome ve KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) veri
tabanlar1 kullanilarak gen zenginlestirme analizi yapilmistir. Her bir madde ile etkilenen
yolaklar p degerine gore anlamlilik orani azalan sirada 6nce bar grafik olarak verilmis.

[statistik verileri her seklin altinda ayr1 bir tablo halinde sunulmustur.

5-FU’nun HCT116 hiicre hattinda en ¢ok etkiledigi yolaklar, diizenlenmis,
nekroz, sinyal iletimi, VEGF'in VEGFR'ye baglanmasi ve reseptorlerin dimerizasyonu,

nekroptotik hiicre Sliimiiniin diizenlenmesi, RIPK1 araciligiyla nekroz diizenlenmesi,
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programlanmig hiicre 6limii, FOXO proteinleri tarafindan hiicre 6liimii genlerinin
transkripsiyonu, Tie2 sinyallemesi, apoptozun defektif intrinsik yolagi, 6lim reseptorii
sinyallemesi ile apoptozun extrinsik yolagidir(Sekil 4.7 ve Tablo 4.14). Ayrica KEGG
analizinde apoptoz yaninda kanser tedavisinde 6nemli bir hedef olan PI3K/AKT, MAPK,
HIF-1, RAS, RAP1 sinyal yollarinin belirgin sekilde etkilendigi goriilmektedir. Ayrica
kanser yolaklarmin, 6zellikle kolorektal ve endometrial kanserlerin ve VEGF sinyal
yolunun da etkilendigi dikkat cekmektedir(Sekil 4.8 ve Tablo 4.15).

nes R-HSA-9614657

ic Pathway For Apoptosis R-HSA-9734009

tor Signaling R-HSA-73887

Sekil 4.7: 5-FU Reactom 2022 tabanli gen zenginlestirme analizi sonuglar1 p degerlerine

gore siralanmistir.
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Tablo 4.14: 5-FU Reactom 2022 tabanli gen zenginlestirme

analizinin istatistiksel

sonuglari
Adjusted Odds Combined
Index Name P-value p-value Ratio score

1 Regulated Necrosis R-HSA-5218859 6.995e-7 0.0001274 35.41 501.93

2 Signal Transduction R-HSA-162582 8.399%e-7 0.0001274 4.26 59.58
VEGF Binds To VEGFR Leading To

3 Receptor Dimerization R-HSA- 0.000001351 0.0001274 213.60 2886.70
195399
Regulation Of Necroptotic Cell

4 Death R-HSA-5675482 0.000001535 0.0001274 57.94 775.61
RIPK1-mediated Regulated Necrosis

5 R-HSA-5213460 0.000002025 0.0001344 53.64 703.23
Programmed Cell Death R-HSA-

6 5357801 0.000002566 0.0001420 13.22 170.19
FOXO-mediated Transcription Of

7 Cell Death Genes R-HSA-9614657 0.00001329 0.0006302 82.12 922.11

8 Tie2 Signaling R-HSA-210993 0.00001610 0.0006682 76.25 841.56
Defective Intrinsic Pathway For

9 Apoptosis R-HSA-9734009 0.00004722 0.001742 50.82 506.16

10 Death Receptor Signaling R-HSA- 0.00005587 0.001823 13.60 134.03

73887

cancer

ing pathway

Sekil 4.8: 5-FU KEG 2021 tabanli gen zenginlestirme analizi
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Tablo 4.15: 5-FU KEG 2021 tabanli gen zenginlestirme analizi istatistik sonuglari

Index | Name P-value Adjusted p-value | Odds Ratio | Combined score
1 PI3K-Akt signaling pathway | 2.611e-11 3.985e-9 16.24 395.84
2 MAPK signaling pathway 4.920e-11 3.985e-9 17.80 422.46
3 Apoptosis 3.300e-10 1.782e-8 26.81 585.27
4 HIF-1 signaling pathway 1.056e-9 4.277e-8 30.81 636.87
5 Ras signaling pathway 2.472e-8 8.009e-7 15.92 278.78
6 Rap1 signaling pathway 0.000002734 | 0.00007227 13.09 167.66
7 Pathways in cancer 0.000003123 | 0.00007227 7.61 96.43
8 Colorectal cancer 0.000005451 | 0.0001104 22.70 275.15
9 Endometrial cancer 0.00002573 | 0.0004461 26.78 283.05
10 VEGEF signaling pathway 0.00002754 | 0.0004461 26.30 276.10

SMY370’in RT-PCR ile elde edilen gen ekspresyon verileri de EnrichR ile
Reactome ve KEGG veri tabani {izerinden analiz edildi. Reactome analizi SMY370’in
Ozellikle hiicre olimii mekanizmalart {izerinde etkili oldugunu gostermektedir.
Programlanmis hiicre 6liimii, apoptozom aracili kaspaz aktivasyonu, diizenlenmis nekroz
indiiklenmistir. SMAC (DIABLO) IAP’I baglar ve XIAP tarafindan regiile edilen
apoptotik cevabi tetikler. SMAC/DIABLO'"un IAP'lar ile etkilesimi, hiicre i¢i oliim
baskilayici proteinlerin inhibisyonu {izerinden apoptozisi kolaylastirir. Nekroptotik hiicre
Oliiminiin diizenlenmesi, RIPK1 aracili diizenlenmis nekroz, apoptozom olusumu,
kaspaz aktivatorleri ve kaspazlarin transkripsiyonunun TP53 tarafindan diizenlenmesi ve
sitokrom c aracili apoptotik cevap lizerinde de etkili oldugu goriilmektedir(Sekil 4.9 ve
Tablo 4.16).

HSA-111458

scription Of Caspase Activators And Caspases R-HSA-6803207

Sekil 4.9: SMY370’in reactome 2022 tabanli gen zenginlestirme analizi sonuglari

C-Mediated Apoptotic Response R-HSA-111461
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Tablo 4.16: SMY370’in reactome 2022

tabanli gen zenginlestirme analizi istatistik

sonuglari
Index | Name P-value Adjusted p- Odds Combined
value Ratio score

1 Programmed Cell Death R-HSA-5357801 2.836e-7 0.00009686 14.35 216.40

2 Activation Of Caspases Thru Apoptosome- 5.917e-7 0.00009686 332.23 4764.32
Mediated Cleavage R-HSA-111459

3 Regulated Necrosis R-HSA-5218859 9.736e-7 0.00009686 32.97 456.32

4 SMAC (DIABLO) Binds To IAPs R-HSA- 0.000001033 | 0.00009686 249.16 3434.19
111463

5 SMAC, XIAP-regulated Apoptotic Response | 0.000001649 | 0.0001237 199.32 2653.98
R-HSA-111469

6 Regulation Of Necroptotic Cell Death R- 0.000002001 | 0.0001251 54.00 708.57
HSA-5675482

7 RIPK1-mediated Regulated Necrosis R- 0.000002638 | 0.0001413 49.99 642.19
HSA-5213460

8 Formation Of Apoptosome R-HSA-111458 0.000004827 | 0.0002263 124.56 1524.73

9 TP53 Regulates Transcription Of Caspase 0.000006421 | 0.0002676 110.71 1323.65
Activators And Caspases R-HSA-6803207

10 Cytochrome C-Mediated Apoptotic 0.000008329 | 0.0003123 99.64 1165.31

Response R-HSA-111461

»
~

Sekil 4.10: SMY370 KEG2021 gen zenginlestirme analizi sonuglari

emia virus 1 infection
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Tablo 4.17: SMY370 KEG2021 gen zenginlestirme analizi istatistik sonuglari

Index  Name pvalue  AY "St: :llf' e Eadt? : co mgltr;g
1 Pathways in cancer 8.265e-10 7.873e-8 10.73 224.45
2 PI3K-Akt signaling pathway 9.317e-10 7.873e-8 13.48 280.33
3 MAPK signaling pathway gl1e-7 14.69 2985.85
4 Apoptosis CASPS, MAPZEK], APAF1, CASPZ, XIAF, FASLG, TPS3, EIF‘.E:J 21.50 287 61
5 HIF-1 signaling pathway 5.058e-8 0.000001710 24.31 408.36
6 Ras signaling pathway 6.497e-7 0.00001830 12.80 182.37
7 ps3 signaling pathway 0.000003360  0.00008113  25.19 317.47
8 Rap1 signaling pathway 0.000004275 0.00009040 1215 150.21
9 Human T-cell leukemia virus 1 infection 0.000005639 0.0001059 11.63 140.56
10 Hepatitis C 0.000009985 0.0001614 13.79 158.82

SMY370’in KEGG veri tabani ile analizinde hiicre biiyiimesi, boliinmesi, 6lim
ve metabolizmasi gibi ¢esitli biyolojik siiregleri diizenledigi anlagilmaktadir. PI3K-Akt
ve MAPK gibi hiicre biiylimesi sinyallerini aktive ederek, apoptozu tetikleyerek ve HIF-
1 ve NF-xB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini diizenleyerek etkili oldugu
anlasilmaktadir. Ayrica bir¢ok kanser tiirlinde mutasyona ugrayan RAS ve p53 yolagi,
hiicre adezyonu, hiicre goc¢li ve hiicre biiylimesi gibi siiregleri diizenler ve kanser
metastazinda rol oynayan RAP1 yolu etkilenmektedir. Bunlarin yanisira HCV ve HTLV-

1 enfeksiyonlari ile iligkili sinyallerin etkilenmis olmasi SMY370’in olast antiviral

potansiyeline isaret edebilir.

ence R-HSA-2559583

R-HSA-5689880

ted Events In G1 R-HSA-69231

eptor 3 (TLR3) Cascade R-HSA-168164

nal Regulation By TP53 R-HSA-3700989

Sekil 4.11: Bevacizumab Reactome 2022 tabanli gen zenginlestirme analizi sonuglari



Tablo 4.18: Bevacizumab Reactome 2022 tabanli gen zenginlestirme analizi istatistik

sonuglari
Adjusted p- Odds  Combined
Index  Name P-value value  Ratio score
VEGF Binds To VEGFR Leading To Receptor
1 Dimerization R-HSA-195299 8.984e-9 0.000003675 306.57 5680.04
Signal Transduction R-HSA-162582 6.743e-8 0.00001379 4.34 71.60
Cellular Responses To Stress R-H5A-2262752 1.382e-7 0.00001787 6.91 10%9.16
Cellular Responses To Stimuli R-HSA-
4 8953897 1.748e-7 0.00001787 6.77 105.38
5 Signaling By VEGF R-HSA-194138 0.000001402 0.0001147 19.68 265.21
6 Ub-specific Processing Proteases R-HSA- 0.000005940 0.0004049 11.49 138.23
5689880
7 SYllinD Associated Events In G1 R-HSA- 0.00002069 0.001148  28.46 306.99
8 Cellular Senescence R-H5A-2559583 0.00002245 0.001143 11.84 126.77
g Toll Like Receptor 3 (TLR3) Cascade R-HSA- 0.00002842 0.001164 15.81 165.51
168164
10 Transcriptional Regulation By TP53 R-H5A- 0.00002906 0.001164 742 77.55
3700989
Bevacizumab, o6zellikle VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

sinyallemesini hedef alarak, tliimor biiylimesini ve metastazini destekleyen anjiyogenez

sirecini inhibe eder. Yanisira Bevacizumab, tiimor hiicrelerini oksijen ve besin eksikligi

gibi strese maruz birakarak hiicresel strese cevap sinyallerini etkilemektedir. Hiicre

dongiisiiniin G1 fazinda Cyclin D iligkili olaylar1 etkilemesi hiicre dongiisiinii durdurarak

tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigini gostermektedir. Hiicresel senescence

de etkilenmis oldugu anlasilmakatadir. Ayrica TLR3 (Toll Like Receptor 3) kaskadinin

uyarilmasi timdr immiinolojisinin uyarilmasina ve TP53 tarafindan transkripsiyonel

regiilasyon ile hiicre 6liimii lizerinde etkilerine katki vermektedir. Reactome analizi Sekil

4.11°da ozetlenmistir. Tablo 4.18’de ise istatistik degerlendirmesi sunulmustur.
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Sekil 4.12: Bevacizumab KEG 2021 tabanli gen zenginlestirme analizi sonuglari

Tablo 4.19: Bevacizumab KEG 2021 tabanli gen zenginlestirme analizi istatistik

sonuglari
Index  Name aie b Rate " acore
1 MAPKsignaling pathway LH0S 2202e10 1786 490.21
2 Rapi signaling pathway 26068 134467 1672 330.50
3 PI3K-Akt signaling pathway 2‘?9899' 1.344e-7 12.06 237.48
4 Pathways in cancer 29538 134467 956 187.73
5 HIF-1 signaling pathway 28078 138667 2575 499.18
6  TNFsignaling pathway e 143467 25.00 479.30
7 Apoptosis 207 7.990e-7 1938 335.16
8  Cellular senescence 63%2%  0.000001454  17.53 290.40
9 Rassignaling pathway 1095 0.000002039  13.26 213.56
10 Celleycle 23298 0000004239 1912 292.02
Bevacizumabin HCT116 hiicrelerindeki etkisi KEGG veri tabam

degerlendirildiginde PIBK/AKT, MAPK, apoptoz, TNF, HIF-1, RAP1 ve RAS sinyal
yollarmin da etkilendigi anlagilmaktadir. Hiicresel “senescence” ve apoptoz da tesvik

edilmektedir. Hiicre siklusu ve kanser yolaklar1 Bevacizumab tarafindan etkilenmektedir

(Sekil 4.12 ve Tablo 4.19)
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Her ti¢ molekiiliin en ¢ok etkiledgi yolaklar tablo 4.20°te birlikte sunulmustur.

Tablo 4.20: Gen zenginlestirme analizlerinde, her ti¢ madde igin en ¢ok etkilenen

yolaklar
ETKILENEN YOLAKLAR

Veritabani 5-FU BEVAC SMY370

KEGG PI3K-AKT MAPK Kanser yolagi
MAPK RAP1 PI3K-AKT
Apoptoz MAPK
HIF-1 Apoptoz
RAS HIF-1

Reactome Nekroz diizenlenmesi VEGF Programli hiicre 6limii
Sinyal iletimi Kaspaz aktivasyonu
VEGF yolagi Nekroz

Nekroptotik hiicre 6liimii
Nekroz RIPK-1 aracili
Programl1 hiicre 6limii

SMAC/ DIABLO-XIAP
aracili apoptoz cevabi
regiilasyonu

Nekroptotik hiicre 6liimii

Tablo 4.21: Her ii¢ madde igin ifadesi belirgin sekilde artip azalan genler

Degisimler

Artis

Azalis

5-FU Bevacizumab SMY370
TEK FGF2 NOL3
NOL3 ETS2 PPP1R15A
ETS2 DDIT3 FOXC2
IGFBP5 HMOX1 SNAI2
PPP1R15A COX5A CA9
FOXC2 TNKS2 COX5A
SNAI2 TP53 TERF1
GSC TRAP1 TP53
SNAI3
COX5A
ANGPT1 ANGPT1 GUSB2
MCM2 FLT1
DKC1 VEGFC
HSP90AAB1 SERPINB2
GUSB2 SOX10

GSC

UQCRFS1
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4.7. HUCRE SIKLUSU ANALIZi
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Sekil 4.13: 5-FU cell cycle analizi

SMY370 : P2
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Sekil 4.14: SMY370 cell cycle analizi
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Sekil 4.15: Bevacizumab cell cycle analizi

5-FU’nun etkisini en fazla S fazinda gosterdigi(%54,38), SMY370’in G0O&G1’de
(%64,52), Bevacizumab’in da yine G0&G1’de (%69,33) hiicre siklusunu etkiledigini

tespit ettik. Sonuclar grafikte (Sekil 4.13-15)6zetlenmistir.

4.8. APOPTOZ ANALIZI
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Sekil 4.16: Apoptoz analizi sonuglari
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Annexin V ve Propidium iodiir kullanilarak yapilan Flow sitometri analizleri Sekil
4.16°da verilmistir. Grafikte sol st kare nekrozu, sag iist kare ge¢ apoptozu, sol alt kare
canlililigl, sag alt kare ise erken apoptozu gostermektedir. 5-FU, bevacizumabta oldugu

gibi SMY370’in de ge¢ apoptozu indiikledigi izlenmektedir.

4.9. HUCRE GORUNTULEME

Zoe kullanilarak protokole uygun bigimde alinan goriintiiler asagidadir.

5FU

Bevacizumab

SMY370

Kontrol

Sekil 4.17: Zoe fluoresan goriintiilemede 5-FU, Bevacizumab, SMY370 ve kontrol

grubunun karsilastirilmasi

Mavi ¢ekirdek boyasi, yesil mikrotiibiil, hiicre iskeleti boyasi ve kirmizi mitokondri
boyalar1 kullanilarak alinan goriintiilerde kontrole gore ¢ekirdek boyanmasi1 5-FU’da ve
Bevacizumab’ta daha ¢ok azalmis, hiicre iskeleti ve mitokondri boyasinin
Bevacizumab’ta en fazla azalirken SMY370’in ise bir miktar arttigi goriilmiistiir(Sekil

4.17).



Tablo 4.22: Gen ekspresyonlarinin en ¢ok azalandan en fazla artis gosterene dogru

siralanmasini gdsteren tablo

5-FU

BEVAC

SMY370

662 TBX2
4,95

ket
ARNT
vom2
caspo
ANGPTI
MKis7
cpc20
cocs7
HSPO0AABL
ATPSAL
PRKL

cPr2
AURKA
PINXL
cc2
MAP2K1
AcsLa

osp

MAPK14.
1,03 TeP1
1,04  ERCC3
1,08  CAsP7
1,10 UG
1,10 TNKS
1,14 UQCRFS1
125 CCND3
1,26 sop1
1,28  FGF2
131 TERF2IP
134 AcLY
1,38 HMOX1

143 LDHA
1,56 BMI1
158  CDK4
163 kP2

1,64  IGFBP3

164 LPL
1,66  VEGFC
1,68  IGFBP7
171 274

1,73 MAP2K3

1,74 WEEL
177 Xxiap
1,78  ERCCS
1,78  OCIN
1,79  APAFL
181 cA9
1,87  TERF1
1,94 SNAIL
2,13 D82
2,15 P53

2,15 TRAPL
2,18 TINF2
2,21 KRT14

2,25 soxi0

2,27 oDIT3
2,30 TNKS2
2,37 casp2

2,45 ANGPT2

2,52 SERPINB2

2,52 GPD2
2,68 GADDAS6
2,79 poLs
2,81 ATI

3,04 ADM
3,06 HSPBL

312 BcLai1

3,30 BIRC3
3,84 PO
3,90 CDH2
4,18  FASLG
4,24 KDR

4,26 STMN1
4,35 SERPINFL
4,42 CFLAR

451  PGF

4,83 scl2a1
511 IGFBPS
5,75  HSPI0ABAP

579  G5C
6,69 ETS2
7,03 SNA3

7,37 PPPIRISA
7,96  FOXc2
9,27 sNA2

-

26,13 FLTL
16,65 UQCRFS1
13,25 VEGFC
11,86 GSC

GusB2
UQcRFst
ERCC3
mcm2
HMOX1

10,83
8,62
8,10
4,65
3,94
2,82
2,14
1,86
1,70
1,69
1,64
1,64
1,59
1,56
1,33
1,33
132
1,30
1,25
122
1,17
1,15
1,13
1,12
1,10
1,09
1,08
1,07
1,00
1,06

642
6,60
6,88
717
7,22
8,01
824
10,36
15,81
17,54
19,33
53,17
77,84

- TNKS2

SERPINB2
S0X10
TEK
coKa.
CASP7
LDHA
KRT14
AcLy
MAP2K1
DKCL
ERCC3
uGa
HsPB1
STMNL
BMI1
1GFBPS
HSPIOAABL
5001
ocLN
MAP2K3
1GFBP7
Dsp
AcsLA
SERPINF1
BIRC3
MAPK14
SKP2
GPD2
TERFL
WEEL
ANGPT2
TEPL
XIAP
AURKA
APAFL
SCL2A1
P12
BX2
CASPY
PO
ERCCS
ATPSAL
GADD456
coe37
ccz
MKI67
SNAIZ
ARNT
FoXc2
BCL2L11
PoLB
Mcm2
E2F4
1GFBP3
HSP90ABAP
coc20
cA9
PRKL
NOL3.
ADM
DDB2
PGF
G6PD.
PPPIRISA
SNAIL
TNKS
KDR
PINX1
FGF2
CASP2
cCND3
CFLAR
3]
TRAPL
DDIT3.
HMOX1
P53
LpL

G6PD
cpc20
caspo
ANGPTL
GPD2
MAP2K1
DKC1
ARNT
PINX1
cpc37
TeP1
AcsLa
1,18 ERCCS
1,18 LDHA
1,05 LGa
1,04 MAP2K3
1,02 sop1
1,02 DDB2
1,05 TNKS2
1,10 AT
1,14 CASP7
114 E270
1,16 scL2A1
1,18 PRKL
131 L
132 DDIT3
1,36 AURKA
1,36 sOX10
1,41  TERF2IP
1,44 ADM
1,46 BCL2L11
1,47 CcDK4
1,55 GADDAs6
163 AcLy
1,65 CFLAR
1,78 KDR
1,81 TNKS
1,82 SERPINFL
1,86 ANGPT2
1,97 MKi67
1,97 skp2
1,97  HSP9OAABL
1,98 MAPK14
2,01 APAFL
2,05 BMIL
2,05 Dsp
2,05 TINF2
2,06 ccl2
2,15 P12
2,17 TRAPL
221 powB
2,21 HsPBL
2,35 ATPSAL
2,42 KRT14
2,54 WEEL
2,56 OCLN
2,63 FASLG
2,63 BIRC3
2,69 SERPINB2
3,08 FGF2
3,15 cCND3
328 XIAP
333 TBX2
3,69 IGFBP7
372 coH2
4,10 SNARZ
4,10 HSP90ABAP
4,13 STMN1
4,55 EPO
4,58 TEK
464 Gsc
4,98 CASP2
501 VEGFC
530 IGFBPS
580 PGF
580 ETS2
7,34 IGFBP3
860 CA9
9,75 PPPIRISA
10,16 P53
11,35 FOXC2
12,17 TERF1

29,96 NoL3
SNAIL
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5. TARTISMA

Calismamizda HCT116 hiicre hattinda test edilen iki klinik ilag¢ ve ilag aday1
molekiiliin sitotoksiste testleri ve gen zenginlestirme analizleri degerlendirildiginde
SMY370’in 5-FU ve Bevacizumab gibi sitotoksik ve kanser yolaklar1 {izerine etkileri
mevcuttur. 5-FU ve bevacizumabin bilinen etkileriyle uyumlu olarak kanser yolaklar1
tizerinde etkileri gdzlendi. 5-FU’nun 6zellikle timidilat sentazin inhibisyonuyla ortaya
cikan DNA hasarinin, apoptozu, diizenlemis nekroz, nekroptoz gibi programlanmis
hiicre 6liimi yolaklarini aktive ettigi ve ayrica PI3K/AKT, MAPK, RAS yolaklarini,
HIF-1 ve VEGF gibi hipoksi iligkili yolaklar1 da etkiledigi goriilmistiir.
Bevacizumabin etkiledigi yolaklar incelendiginde VEGF blokaj1 ve MAPK1 ve RAP1
ekspresyonunun etkilendigi tespit edilmistir. Deney konusu yeni ilag adayi
molekiilimiz SMY370’in  kanser yolaklar1 lizerinde yaygin etkiler gosterdigi
anlagilmistir. Bilhassa, PISK-AKT, MAPK, HIF-1, programli hiicre 6liimii, kaspaz
aktivasyonu, nekroz, SMAC/DIABLO-XIAP aracili apoptoz cevabi regiilasyonu ve

nekroptotik hiicre 6liimii tizerine etkili olduguna dair bulgular elde edilmistir.

Kolorektal kanserler diinya genelinde goriilen kanser tiirleri i¢inde siklik
bakimindan kadinlarda ikinci, erkeklerde ise iigiincii sirada yer almaktadir. Bu da
ortalama yilda 600-750.000 vakaya karsilik gelmekte ve tiim kanserlerin %10’unu
teskil etmektedir. Olgularin %55’inin gelismis iilke ve bolgelerde goriilmesi yasam
tarzi ve beslenme ile iligkili faktorlere isaret etmektedir. Bununla birlikte KRK’e bagli
Oliimlerin %52’sinin gelismekte olan iilkelerde goriilmesi de dikkat ¢ekicidir. Erken
teshis ve tedaviye ulasilabilirlik bir ¢ok kanserde oldugu gibi KRK’de de sagkalimi
etkilemektedir. Tiirkiye’de son yillarda beslenme aligkanliklarinda degisiklikler,
fiziksel aktivite kisitlilig1 ve obesite egilimi ile birlikte her iki cinste KRK insidansini

arttig1 gézlenmektedir(25).

Kolorektal karsinomda tedavi segenekleri lokal ve sistemik olarak iki baslik
altinda toplanabilir. Lokal tedaviler cerrahi miidahale, ablasyon, embolizasyon ve
radyoterapiyi igerir. Kemoterapi, hedeflenmis tedaviler ve immunoterapi ise sistemik
tedaviler arasinda yer alir. Cerrahi tedaviler erken evre KRK’da ana tedavi
modalitesidir. Tikayici lezyonlarda palyatif olarak da 6nemli yer tutmaktadir. Evre ve

timoriin yerlesime goére polipektomi ve lokal eksizyondan genis kolektomi ve
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abdominoperineal rezeksiyon gibi daha radikal cerrahi prosediirlere kadar degisen bir

yelpazede operasyonlar uygulanmaktadir(42).

Kemoterapiler neoadjuvan veya adjuvan olarak cerrahiye ek olarak yahut
cerrahiden yarar gormeyecek olgularda tek basina yaygin bi¢imde uygulanmaktadir.
KRK i¢in en sik kullanilan kemoterapotik ilaglar arasinda 5- FU, Capecitabine,
Irinotecan, Oxaliplatin, Trifluridine ve Tipiracil sayilabilir. Klasik kemoterapétikler
ise yaramadiginda yahut yan etkiler kullanimini1 engellediginde hedeflenmis tedaviler
yeni alternatifler sunmaktadir. Bevacizumab, Ramucirumab, Ziv-aflibercept gibi
VEGF inhibitdrleri, Cetuximab ve Panitumumab EGFR inhibitorleri yaninda BRAF
inhibitérleri  (Encorafenib) de kullanilmaktadir. KRAS mutasyonu EGFR
inhibitorleriin kullanimi igin bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir(13) BRAF
inhibitorleri sadece mutant BRAF geni tasiyan tiimdrlerde etkilidir. Tim KRK’de
anormal BRAF genine %10’dan az rastlanmaktadir. Yine hedefli tedavilerden biri
olan Regorafenib ise bir kinaz inhibitorii olarak bilinmektedir ve diger tedavilere

cevapsiz ileri evre KRK’da kullanimi onaylanmistir(42).

Hedeflenmis tedaviler ve immunoterapilerle ilgili ¢alismalar heyecan
uyandirmissa da ¢ok sayida arastirma ve yeni molekiiliin klinige translasyonu hem
zaman almakta hem de preklinik ¢alismalarin vadettigi potansiyeli yansitmamaktadir.
Diger kemoterapi ajanlarina benzer sekilde yan etkiler ve direng gelismesi gibi
problemler Kklinik kullanimi1 kisitlamaktadir. KRK’de erken tanmi igin tarama
protokolleri, molekiiler tip siniflamalari, belirteg arastirmalar1 bir yandan bu hastaligi
daha iyi tanima ve tamimlama cabalarini siirdiiriirken tedavi i¢in yeni alternatif

arayislart da hiz kesmemektedir.

Bu calismada yeni sentezlenmis molekiiller ile klinik kullanimi olan iki ilacin
KRK hiicre hattinda etkilerini karsilastirmak suretiyle inceledik. Molekiiler

mekanizmalar1 aydinlatmaya calistik.

Kanserle ilgili olarak 250’nin iistiinde gen belirlenmistir. Normal hiicrelerin
biliylime, ¢cogalma, farklilasmasinda rol alan birbiriyle iliskili diizenleyici sistemler
yolak olarak bilinmektedir. Kanser yolagi terimiyle kastedilen genetik veya epigenetik
mutasyonlar neticesinde aktivasyon yahut inaktivasyon ile diizenlenen bir yolak
kastedilmektedir(43). Calismamizda kanserle iliskili bulunan 92 gen arastirilmistir
(Tablo 4.12)
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5-FU ile HCT116 hiicre hattinda yaptigimiz uygulamada agirlikli olarak PI13K-
AKT, MAPK, apoptoz, HIF-1 ve RAS yolaklarini etkiledigi , KEGG veritabani ile
yaptigimiz gen zenginlestirme analizinde izlenmistir(Sekil 4.8 ve Tablo 4.15). PI3K-
AKT hiicre bliyimesi, ¢ogalmasi, hayatta kalmasi ve metabolizmas1 gibi birgok
biyolojik siireci diizenleyen kritik bir sinyal yoludur. Aktif PI3K-AKT sinyal yolunun
hiicrelerde hayatta kalma sinyallerini aktive ettigi bilinmektedir. Bu yolun etkilenmesi
hiicrelerin 6liimiine yol agabilir veya apoptozisi artirabilir. Yine PI3K-AKT sinyal
yolunun aktivasyonu, hiicrelerin metabolik faaliyetlerini diizenler. Ozellikle,
hiicrelerin enerji tiretimi ve glukoz alim1 gibi metabolik siireglerde rol oynar. PI3K-
AKT sinyal yolunun asir1 aktivasyonu, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde énemli bir
rol oynar. Bu nedenle, PI3K-AKT sinyal yolunu inhibe eden ilaglar, kanser

tedavisinde onemli bir rol oynamasi beklenir(3).

MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) yolu hiicrelerin dis uyaricilara
(6rnegin biliyiime faktorleri, stres, hormonlar) tepki vermesini ve ¢esitli hiicresel
yanitlari diizenlemesini saglar. Normal hiicrelerde biiyiime faktorlerinin stimiile ettigi
reseptor tirozin kinazlar (RTK lar) tarafindan uyarilan sinyalleri nukleusa ileterek gen
ifadesinin artisina yol acarlar. Timor hiicrelerinde, RTK’larin yahut RAS’in
aktivasyonu sonucu MAPK sinyallesmesinin arttigi bilinmektedir. MAPK yolagi
klasik mitojenik kaskad veya standart yolak olarak da bilinmektedir. Sonug¢ olarak,
MAPK yolu, hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, hayatta kalmasi, farklilagmas1 ve apoptoz

gibi bir¢ok biyolojik siireci kontrol eder(3,43).

HIF-1, oksijen diizeyinin diisiik oldugu kosullarda hiicrelerde gen
ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. HIF-1, hiicrelerin oksijen
seviyelerindeki degisikliklere uyum saglamasini saglar ve bir dizi biyolojik cevabi
diizenler. HIF-1'in transkripsiyonel aktivitesinin inhibe edilmesi, genellikle HIF-1'in
DNA'ya baglanma yetenegini veya diger transkripsiyonel koaktivatlarla etkilesimini
engelleyerek gerceklesir. Kanser tedavisinde, HIF-1 inhibisyonu, tiimor hiicrelerinin
oksijen ve besinlere olan arzim1 azaltarak tiimor biiylimesini ve metastazi

Onleyebilir(44).

RAS sinyal yolunun asir1 aktivasyonu, kanser gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli
bir rol oynar. RAS" etkileyen bir ilag, RAS proteininin aktivitesini dogrudan inhibe

edebilir. RAS proteininin GTP'ye baglanma yetenegini engelleyerek veya RAS-GTP
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kompleksinin sinyal iletimindeki diger adimlar1 bloke ederek bu etki

gergeklesebilir(43).

Reactome analizinde 5-FU agirlikl1 olarak nekroz diizenlenmesi, sinyal iletimi,
VEGF yolagi, nekroptotik hiicre 6liimii, RIPK-1 aracili nekroz ve programli hiicre
Olimiini etkilemistir(Sekil 4.7 ve Tablo 4.14).

5-FU'nun nekroz diizenlemesi {izerindeki etkileri, genellikle apoptoz
mekanizmasiyla iligkilidir. 5-FU, kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek etki
gosterir. 5-FU, tiimor i¢i vaskiiler yapmin bozulmasina ve hipoksiye yol agabilir.
Hipoksi, nekrozun ortaya g¢ikmasini tesvik edebilir. 5-FU'nun hiicrelerdeki sinyal
iletimi lizerindeki etkileri, 6zellikle DNA ve RNA sentezi, hiicre dongiisii kontrolii ve

apoptoz gibi temel biyolojik siiregleri hedefler(44).

5-Fluorouracil (5-FU), RIPK1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase 1) aracili nekroz (necroptosis) siirecini etkiliyor goriinmektedir. RIPK1, hiicre
Olimii sinyal iletiminde Onemli bir rol oynar ve nekroptoz gibi hiicresel 6lim
mekanizmalarinin diizenlenmesinde kilit bir konuma sahiptir. 5-FU tedavisi sirasinda,
hiicrelerde apoptoz ve nekroz arasindaki denge degisebilir. 5-FU'nun neden oldugu
hiicresel stres, bu dengeyi bozabilir ve RIPK 1 aracili nekrozu artirabilir. 5-FU tedavisi
sirasinda, hiicrelerde oksidatif stresin arttig1 gézlemlenmistir. Oksidatif stres, hiicre
Oliimii sinyal iletimini etkileyebilir ve nekroptozun artmasina neden olabilir. 5-FU'nun
inflamasyonu artirict etkisi, sitokinlerin (6rnegin, TNF-a) salinimini artirabilir. Bu
sitokinler, nekroptozu tetikleyen sinyal yollarin1 aktive edebilir ve RIPK1 aracili

nekrozu tesvik edebilir(3).

5-Fluorouracil (5-FU), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) yolunu
dolayli olarak etkileyebilir. VEGF, yeni kan damarlarinin olusumunu (anjiyogenez)
tesvik eden bir protein olup, kanser biiylimesi ve metastazi i¢in 6nemli bir rol oynar.
5-FU'nun anti-timor etkisi, tiimor dokusundaki oksijen seviyelerindeki degisiklikler

araciligiyla, timor hiicrelerinin VEGF iiretimini ve salinimini etkileyebilir. (45).

Bevacizumab, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) aktivitesini inhibe
eden bir monoclonal antikor ilacidir. KEGG analizinde MAPK ve RAP1 iizerine de
etkili oldugu gorilmektedir(Sekil 4.12 ve Tablo 4.19). Bevacizumab'in MAPK
yolaklarin1 etkileme mekanizmasi dolaylidir ve genellikle VEGF'nin hiicrelerdeki

etkilerini inhibe ederek gerceklesir. Bevacizumab, VEGF'ye kars1 spesifik bir sekilde
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baglanarak, VEGF'nin hiicrelerdeki reseptorlerine baglanmasini engeller. VEGF'nin
normalde hiicrelerdeki reseptorlerine baglanmasi, MAPK yolaklarini aktive eden
sinyallerin olusmasina neden olabilir. RAP1 (Ras-related protein 1), hiicre i¢inde
sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynayan bir kiiciik GTPaz proteindir. RAP1, hiicre
proliferasyonu, hiicre yapismasi, hiicre sekil degisikligi ve hiicre sinyal iletimi gibi
birgok biyolojik siirecte yer alir. Bevacizumab'in RAP1 iizerinde de dolayl etkileri
olabilecegi diistiniilebilir. VEGF'nin normalde hiicrelerde RAP1'1 aktive ettigi
bilinmektedir. Bevacizumab'in VEGF'yi inhibe etmesi, dolayli olarak RAPI1

tizerindeki aktiviteyi azaltabilir.

SMY370’in KEGG analizi 5-FU’ya benzer sekilde daha ziyade kanser yolagi,
PISK-AKT, MAPK, apoptoz, HIF-1 iizerine etkili oldugunu gostermistir(Sekil 4.10
ve Tablo 4.17). Reactome analizi programli hiicre 6liimii, kaspaz aktivasyonu, nekroz,
SMAC/DIABLO-XIAP aracili apoptoz cevabi regiilasyonu ve nekroptotik hiicre
Olimiini etkiledigini ortaya koymaktadir(Sekil 4.9 ve Tablo 4.16). Kaspazlar, hiicre
O0limii sinyal yollarinin ¢esitli asamalarinda aktivasyonu tetikleyen proteaz
enzimlerdir. Genellikle, hiicre 6liimii sinyal yollar1 baslatildiginda, belirli bir durumu
taniyan ve bu duruma gore tepki veren proteinler (6rnegin, sitokinler, DNA hasar
algilayicilart) aktivasyon sinyalleri gonderir. Bu sinyaller, kaspazlarin aktivasyonunu

baslatir.

SMAC (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases) veya DIABLO
(Direct Inhibitor of Apoptosis Protein Binding protein with Low pl), hiicre iginde
apoptoz siirecini diizenleyen proteinlerdir. XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis
Protein), apoptozu inhibe eden bir protein grubudur. SMY370’in apoptoz sinyal
yollarm1 modiile ettigini ve hiicre dliimiinii diizenledigini diisiindiirtmektedir. Ilacin
bu etkisi, apoptoz sinyal yollarinda XIAP'nin inhibisyonunu azaltarak veya
engelleyerek veya SMAC/DIABLO ile XIAP arasindaki etkilesimi artirarak
gergeklesebilir. Bu tiir bir etki, 6zellikle kanser tedavisinde terapotik bir etki olabilir.
Ciinkii kanser hiicreleri, apoptozu inhibe ederek normalden daha uzun siireler hayatta
kalabilirler. Bu nedenle, SMAC/DIABLO ve XIAP iizerine etki eden ilaglar, kanser
hiicrelerinin 6liimiinii tetikleyerek kanser tedavisinde potansiyel bir strateji
olabilir(46).
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RT-PCR analizlerini inceledigimizde 5-FU, Bevacizumab ve SMY370
uygulanan hiicrelerde anlamli degisiklik gézlenen genlerin baslicalar1 Tablo 4.13°de
gosterilmistir.  Bu genlerin  degisimleri iizerinden her {i¢ ilacin etkilerini

inceleyebiliriz.

TEK, bir tiir vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptoriidiir. Vaskiiler
endotelyal bliyiime faktorleri, hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve kan damarlarinin
olusumu gibi siireglerde rol oynar. Anjiogenez disinda HIF1, PI3K-AKT, RAF1, RAS
yolaklarinda da etkilidir. ETS2, bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicre proliferasyonu,
doku yenilenmesi ve kanser gelisimi gibi siireg¢lerde rol oynar. Bir onkojen olarak
RAS yolaginda rol oynar. IGFBP5, “insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein
5” olarak bilinir. Genellikle hiicre bilyiimesini inhibe eder. Bu protein, senescence ile
iliskilendirilmigtir. 5-FU'nun uygulanmasiyla TEK, IGFBP5, ETS2 gibi genlerin
ekspresyonunda artis gézlemlenmistir. Bu genler, hiicre biiytimesi ve proliferasyonu
etkileyen faktorlerdir. Artan ekspresyonlari, 5-FU'nun hiicre biiylimesini ve
proliferasyonunu inhibe ederek “senescence”e yonlendirmeye yonelik bir mekanizma

olabilir.

PPP1R15A, “protein fosfataz 1 regiilator subunit 15A” olarak da bilinir ve
endoplazmik retikulum stres yanitinda ve DNA hasari onariminda rol oynar.
PPPIR15A gibi genlerin artan ekspresyonu, endoplazmik retikulum stres yaniti
siireclerinin aktive oldugunu gosterebilir. Bu, 5-FU'nun hiicrelerdeki stres yanitlarini

etkileyerek hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegi anlamina gelebilir.

FOXC2, bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicre farklilagsmasi, doku gelisimi,
EMT (epitelyal-mezenkimal gecis) ve kanser metastazi gibi siire¢lerde rol oynar.

SNAI2 ve SNAI3 de EMT siirecinde rol oynayan transkripsiyon faktorleridir.

GSC, genellikle homeotik genlerin regulatorlerinden biridir ve hiicre
farklilasmasi, embriyonik gelisimde ve EMT’te rol oynar. FOXC2, GSC, SNAI2 ve
SNAI3 gibi genlerin artan ekspresyonu, epitelyal-mezenkimal gec¢is EMT siirecinde
kanser hiicrelerinin metastatik 6zelliklerini arttirabilir. Bu genlerin artisi, kanser

progresyonu ve tedavi direngliligi gibi klinik durumlarla da iliskilendirilebilir.

COX5A, mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz kompleksi'nin bir alt birimi olan
COXB5A proteinini kodlayan bir gen olarak bilinir ve hiicresel solunumda rol oynar.

Diger genlerden farkli olarak on bin kat gibi dikkat ¢ekecek bir ekspresyon artig1 s6z
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konusudur. COX5A'nin ekspresyonundaki bu biiyiikk artis, 5-FU'nun hiicrelerde
olusturdugu stres yanitinin bir sonucu olabilir. Bu, hiicrelerin 5-FU'ya karst bir
savunma mekanizmast veya yamtini da ifade edebilir. COX5A geninin
ekspresyonundaki bu biiyiik artisin nedenlerini daha iyi anlamak i¢in detayli deneysel

calismalar ve biyoinformatik analizler gerekebilir.

NOL3 ve SNAI2 gibi genlerin ekspresyonunda artis, apoptozun etkilenmesiyle
iliskilendirilebilir. NOL3, apoptoz sinyal yollarin1 diizenleyen bir protein olarak
bilinirken, SNAI2 apoptozun inhibitdrlerinden biri olarak tanimlanmistir. Hem NOL3
hem de SNAI2'nin artan ekspresyonu, hiicrelerin apoptoza kars1 direng gelistirmesine
katkida bulunabilir. Bu, hiicrelerin stres kosullarina ve tedaviye kars1 daha direngli

hale gelmesini saglar.

Artan SNAI2 ekspresyonu, hiicre hareketliligini ve invazyon kapasitesini

artirirken, NOL3, hiicrelerin hayatta kalmasin1 saglayarak bu siiregleri destekleyebilir.

Bevacizumab, HCT116 hiicre hattinda ANGPT1, FLT1, VEGFC, SERPINB2,
SOX10, GSC ve UQCREFSI genlerinin ekspresyonunu azaltmistir. Bu genlerin
bir¢ogu, timor biiylimesi ve metastaziyla iligskilidir. ANGPT1 ve VEGFC, tiimorlerin
vaskiiler gelisimini ve kan damarlarimin olusumunu tesvik eder. Bevacizumab,
VEGF'nin inhibisyonuyla bu genlerin ekspresyonunu azaltarak tiimorlerin
beslenmesini engelleyebilir. FLT1, VEGF reseptoriidiir ve tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu ve invazyonunu tesvik edebilir. Bevacizumab, VEGF'nin etkilerini
azaltarak FLTI1'in aktivitesini inhibe ederek tiimor biiylimesini engelleyebilir.
SERPINB2 “senescence” ve invazyon ile ilgili oldugu bilinen bir gendir. Tiimor
metastazi ve invazyonunda rol oynayabilir. Bevacizumab, SERPINB2'nin aktivitesini
inhibe ederek tiimorlerin invazyon yeteneklerini azaltabilir. SOX10, GSC ve
UQCRFS1 gibi diger genler de tiimor biiylimesi, metastaz ve invazyonunda rol
oynayarak etkili olan genlerdir. Bevacizumab'in bu genlerin ekspresyonunu azaltmasi,

timdr biliylimesini, metastazi ve invazyonunu azaltmaya ¢alistigini gosterebilir.

Bevacizumab, HCTI116 hiicre hattinda FGF2, ETS2, DDIT3, HMOX1,
COX5A, TNKS2, TP53, TRAP1 gibi baz1 genlerin ekspresyonunu artirmis gibi
goriinmektedir. FGF2, ETS2 gibi genlerin bazilarinin timor ilerlemesiyle
iliskilendirilmesiyle ¢elisir. Bu durum VEGF etkisine kars1 hiicrelerin baska biiyiime

faktorlerini veya sinyal yollarini artirarak tepki vermesine baglanabilir. Yani, FGF2,
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ETS2 ve diger artan gen ekspresyonu, bu kompanzasyon mekanizmasinin bir pargasi

olabilir. Hiicre hattina 6zgii bir durum veya deneysel hatay1 da diglamak gerekir.

Test ettigimiz yeni ila¢g adayr bilesigimiz SMY370’in gen analizine
baktigimizda dikkate deger belli baslh degisiklikler sunlardir: HCT116 hiicre hattinda
GUSB2 gen ekspresyonunu azaltmistir.

GUSB?2 (Glucuronidase Beta 2), glukuronidaz enziminin kodladig1 bir gendir.
Glukuronidaz enzimi, glukuronidasyon adi verilen bir metabolik siirecte rol oynar.
Glukuronidasyon, viicutta ¢esitli metabolik atiklarin  glukuronik asit ile
birlestirilmesini i¢eren bir siirectir. Bu siireg, toksik veya fazla miktarda olan
maddelerin viicuttan uzaklastirilmasinda ve su bazli metabolitlerin olusturulmasinda
onemli bir rol oynar. GUSB2 geni, glukuronidaz enziminin tiretimini kodlar ve
dolayisiyla glukuronidasyon siirecinin diizgiin ¢aligmasi i¢in gereklidir. Glukuronidaz
enzimi, glukuronidasyonun son asamasinda glukuronid grubunu hidrolize ederek
bagli maddenin serbest hale gelmesini saglar. Bu sekilde, glukuronidaz enzimi,
viicuttaki atik maddelerin uzaklastirilmasini kolaylastirir. Bu genin ekspresyonunun
azalmast tiimor hiicrelerinin toksik atiklardan kurtulmasini giiclestirerek hiicre
Olimiint tetikleyebilir. Tiimor hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla daha hizli bir
sekilde biiyliyebilir ve daha fazla metabolik atik iiretebilirler. Bu nedenle, timor
hiicreleri i¢in toksik atiklardan kurtulma mekanizmalar1 onemlidir. Eger GUSB2
geninin ekspresyonu azalirsa, tiimor hiicreleri atiklardan kurtulma yeteneklerini
kaybedebilir veya azalabilir. Bu durumda, hiicrelerde toksik atiklar birikebilir ve
hiicre stresine neden olabilir. Hiicre stresi, apoptozis gibi hiicresel o6liim

mekanizmalarini tetikleyebilir.

Deneyimizde SMY370’in ekspresyonunu belirgin arttirdigt  genlere
baktigimizda TP53 disindaki NOL3, PPP1R15A, FOXC2, SNAI2, CA9, COX5A,
TERF1 gibi genlerin tiimor biiylimesini ve invazyon, metastazint destekleyen
fonksiyonlara sahip olmasi1 dikkat ¢ekicidir. Bu ilacin gézlemledigimiz sitotoksik
etkisi ve kanser yolaklar1 tizerine etkisinin kompleks sinyalizasyon agi iginde

kompensatuar tepkileri de dogurdugunu akla getirmektedir.

TPS53 “genomun muhafizi” olarak adlandirilmay1 hakedecek 6nemde bir timor
supressordiir. SMY370’in TP53 ifadesini arttirmasi bu bakimdan kayda degerdir.

TP53, DNA hasarina cevap verir, hiicre dongiisiinii diizenler ve apoptozu tetikler.
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TP53"in ekspresyonundaki bir artis, SMY370’in hiicre 6liimii ve tiimor baskilanmasi
yoluyla antitiimor etkileri olabilecegini gostermektedir(47). Son zamanlarda TP53’iin
hiicre proliferasyonunu hiicre siklusunu durdurarak inhibe etmesi, apoptozu
indiiklemesi gibi bilinen etkileri disinda hiicre gelismesini engelleyecek metabolik
etkiler olusturduguna dair bulgular saptanmistir. Gerek karbonhidrat, niikleotit ve
amino asit metabolizmalari, gerekse protein sentezi ve aerobik solunum yollar1 etkisi

altindadir(48).

NOLS, apoptozu inhibe eden ve hiicre hayatta kalmasina katkida bulunan bir
gen olarak islev goriir. Bu genin ekspresyonunun artmasi, hiicrenin hayatta kalmak
i¢in alternatif yolaklar1 harekete gegirmesine bagli olabilir. PPP1R15A (GADD34),
hiicre stresi ve DNA hasar1 yanitinda rol oynar. Ekspresyonundaki artis, SMY370’in
endoplazmik retikulum stresi veya DNA hasar1 yoluyla sitotoksik etki
gosterebilecegini diisiindiirmektedir(49). FOXC2 ve SNAI2, hiicre farklilasmasi, gogii
ve invazyonu ile iliskili transkripsiyon faktorleridir. Bu genlerin artan ekspresyonu,
SMY370’in metastatik siiregleri etkileyebilecegini ve kanser hiicrelerinin g¢evre
dokulara gb¢ etme yetenegini degistirebilecegini gosterebilir(50). CA9 (Karbonik
Anhidraz IX), timor hipoksisine ve pH diizenlenmesine katkida bulunur.
Ekspresyonundaki artis, SMY370’in hiicrelerin asit-baz dengesini etkileyerek tiimor
mikrogevresini degistirebilecegini gosterebilir(51). COX5A (Sitokrom ¢ oksidaz
altbirimi 5A), mitokondriyal solunumda rol alir ve enerji iretimi ile iligkilidir.
Ekspresyonundaki asir1 artis, SMY370’in mitokondriyal islev {lizerinde dramatik
etkilere yol agabilecegine isaret edebilir, hiicrelerde olusturdugu stres yanitinin bir
sonucu olabilir velveya hiicrelerin SMY370’e¢ karst 06zel bir yanitini veya
adaptasyonunu yansitiyor olabilir(52,53). TERF1 (Telomeric Repeat Binding Factor
1), telomerlerin korunmasi ve uzunlugunun diizenlenmesinde gorev alir. Bu genin
ekspresyonundaki artig, hiicrelerin hayatta kalmak i¢in bir kacis yolu olusturma

cabasina isaret edebilir.

Tiimor hiicreleri ile etrafindaki stroma, endotelyal hiicreler ve immiin hiicreler
arasindaki girift iligkiler, timor mikrogevresi olarak adlandirilan bu habitati kendi
lehine kullanmas1 sonucunda tiimoriin proliferasyonu, immiin kaginma, invazyon ve
metastaz hatta kemorezistansa hizmet etmektedir. Bu pro-timérojenik etkiler

sitokinler ve biiylime faktorleri marifetiyle gergeklesmektedir(3)
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Son derece karmasik hiicre sinyal devrelerinin Dbirbirleriyle iliskileri
aydinlatilmaya devam ettikge neden bir sinyal yolu yahut bir gen aktive ya da inhibe
edildiginde kendisinden dogrudan beklenen etkinin ortaya ¢ikmadigini anlamamiz
kolaylasacaktir. S6zgelimi mTOR farmakolojik olarak inhibe edildiginde bununla
iligkili negatif feed back ortadan kalkinca PI3K ve onun efektorii Akt/PKB aktivitesi
artmakta oldugu goriilmiistiir. Bu da mTOR inhibisyonunun antiproliferatif etkilerini
baskilamaktadir. Bu ve benzeri mekanizmalar mitojenik sinyalleri hedef alan ilaglara

adaptif diren¢ gelismesine neden olmaktadir(16).

Onkojenlerin etki mekanizmalarina dair ilk ¢aligmalar bu tiir genlerin artan
ifadesinin kanser hiicresi proliferasyonunu arttiracagini ongoriiyordu. Ancak artan
bilgiler 151¢1nda bunun her zaman boyle olmadigi anlagildi. Ornegin RAS, MYC, RAF
gibi onkoproteinlerin artmis sinyalleri karsit hiicresel tepkileri indiiklemektedir. Asiri
onkojen aktivasyonuna bagli senescence veya apoptoz tetiklenmektedir. Ilk bakista
paradoksal olan bu cevaplar asir1 sinyalizasyona karsi hiicreyi koruyacak savunma
mekanizmalart olarak hiicresel tasarimin bir parcast olabilir. Tiimorogenezde
onkojenik sinyallerin mitojenik etkisi ile antiproliferatif savunma mekanizmalari
olarak senescence ve apoptoz yollarindan hangini segeceginin nasil belirlendigi ise

gizemini korumaktadir(16).

mRNA diizeylerindeki degisimler ¢ogunlukla mikroarray analizi ve revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleriyle
degerlendirilmektedir. Gen ekspresyonlart Western blot olarak bilinen teknikle
protein translasyonu {lzerinden de degerlendirebilir. Calismamizda ila¢ aday:
molekiilimiiziin hiicre hattindaki etkilerinin daha ziyade aydinlatilmasi igin

proteomik profilin ¢alisilmas1 gerekir.

SMY370’in etkiledigi yolaklara baktigimizda programli hiicre 6liimii, kaspaz
aktivasyonu, diizenlenmis nekroz, nekroptoz, VEGF, hipoksi, hiicresel strese cevap
ve “senescence” iligkili yolaklar 6n plana ¢ikmaktadir (Tablo 4.16 ve 4.17). Apoptozu
tetikleyen hiicresel streslerin basinda onkojenler ve hiperproliferasyonla iligkili DNA

hasar1 gelmektedir.

Apoptozda iki ana yol vardir: 1. Intrinsik yolak: Intraselliiler hasar, gelisimsel
durumlar, eksternal uyarilar gibi ¢esitli hiicresel stresler tarafindan indiiklenir, Bcl-2
tarafindan inhibe edilebilir. 2. Ekstrinsik yolak: Oliim reseptdrleri (FAS/CD95,

66



TNFR1, TRAIL) tarafindan baslatilir, kaspaz 8/10bagimlidir. infeksiyon, immiin
cevap, dendritic hiicre aktivasyonu, T, B, NK hiicrelerinin uyarilari, viral
enfeksiyonlarda sitotoksik cevap ya da onkojenik transformasyon sirasinda salinan
FASL, TNF, LT-a, LT-B, CD40L, LIGHT, RANKL, BLYS/BAFF, APO2L/TRAIL
gibi ligandlar kaspaz 8/10 aktivasyonu ile bu yolagi calistirir. Stresle indiiklenen
intrinsik yolak APAF-1 ve sitokrom ¢ araciligiyla kaspaz 9 aktivasyonu ile uyarilir.
Mitokondrial membranin yirtilmasi, Bcl-2 ailesi proteinlerinin sitoplazmaya
salinmasin1 saglar. Bu yolagi uyaran hasar sinyallerine ornek olarak, lenfosit
otoreaktivitesi, sitokin yoksunlugu, kalsiyum akimi, sitotoksik ilaglarin yaptig
hiicresel hasar, glukoz gibi besin maddelerinin azalmasi, biiylime faktorlerinin
azalmasi, anoikis, TP53 gibi tumdr supresorlerin aktivasyonu verilebilir. Pek ¢ok non-
immiin hiicrede ekstrinsik yolagi baglatan 6liim sinyalleri, intrinsik yolak tarafindan
gliglendirilebilir(54). Bizim ¢alismamizda bu yolakta XIAP, FASLG, CFLAR,
APAF1, DSP, CASP9, TP53, BCL2L11, OCLN, CASP7 degisimlerini gozledik.
Apoptozun regiilasyonu hiicrenin sagkalim ya da apoptoz arasindaki yol ayriminda
doku homeostazisi i¢in vazge¢ilmezdir. Bu diizenlemede protein ubiquitinasyonu ve
degradasyonu onemli rol oynamaktadir(55). BH3-only iiyeleri(BID,BAD, NOXA,
PUMA, BIM, ve BMF) gelisimsel siiregler ve DNA hasar1 gibi kimi durumlarda segici
olarak apoptozu tetikleyen gozciiler gibi hareket ederler. Bunu yaparken sagkalimi
destekleyen benzerlerini baglayip noétralize ettikleri sanilmaktadir. BH3-only
proteinlerinin aktivasyonu dogrudan veya dolayli bicimde pro-apoptotik BAX ve
BAK aktivasyonuna ve hiicre Oliimiine neden olur(56). BAX aktivasyonu,
oligomerizasyonu dis mitokondriyal membrana entegre olmasi ve sitokrom c
salinimin1 uyarmasi ile sonuglanir. BAX mitokondriyal membrana sokulmasini Bid
ile baglanmasi tetikleyebilir(57). Apoptotik sinyallere cevap olarak sitozole salinan
mitokondriyal proteinler kaspaz bagimli ve kaspaz bagimsiz yolla hiicre 6limiini
uyarabilir. Sitokrom ¢ apoptozom olusumunu saglar, AIF ve endoniikleaz G kaspaz
bagimsiz apoptotik niikkleer DNA hasarina neden olur. Smac/DIABLO, HtrA2/OMI
her iki yolag1 da kullanarak hiicreyi apoptoza siiriikler(58).

Kerr, 1972’de apoptozu ilk tanimladigindan beri programlanmis hiicre 6liimi
denince aklimiza sadece apoptoz gelmekteydi. Yeni bulgular 1s181nda apoptoz disinda
da diizenlenmis 6liim yollar1 oldugu bilinmektedir. Morfolojik olarak nekroz tanimina

uyan fakat programlanmis bir hiicre 6liimii sayilan diizenlenmis nekroz gibi, RIP1
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aracili diizenlenmis nekroz veya piropitoz gibi... Burada molekiiler karar noktasi
ekstrensek yolakta kaspaz-8 kavsaginda bulunmaktadir. Kaspaz-8 aktivasyonu
hiicreyi apoptoza yonlendirirken, kaspaz-8 inhibisyonu diizenlenmis nekroza tesvik
eder(59). Bizim deneyimizde bu yolaklarda gorevli XIAP, FASLG, CDC37, DSP,
TP53, BCL2L11, OCLN, BIRC3, CFLAR, APAF1, CASP9, CASP7 genlerinin
SMY370 tarafindan etkilendigi bulundu. Nekrozun pasif programlanmamis bir hiicre
Oliimiinden ibaret olmadig1 anlasildiktan sonra her biri belirli patofizyolojik sartlarda
devreye giren bir¢cok diizenlenmis nekroz tipi ortaya ¢ikarildi (parthanatos,
necroptosis, glutamat tarafindan uyarilan oxytosis, ferroptosis, inflamazom aracili
nekroz vb). Membran gegirgenligine yol agan bu farkli mekanizmalar, herbirinin
6zgiin immiinolojik ve inflamatuar sonuclarina yol agar. Her sekilde hiicrenin lizisi ve

sitoplazmik igerigin salinmasi yogun bir enflamasyon ve doku hasari olusturabilir(44).

Hiicreler, metabolik veya sinyal siire¢lerini bozan yabanci molekiiller ve
sicaklik veya pH degisiklikleri gibi dis molekiiler ve fiziksel streslere maruz kalir.
Hiicreler ayrica reaktif metabolik yan iirlinlerin liretimi gibi i¢ molekiiler streslere de
maruz kalir. Hiicrelerin ve dokularin bu tiir streslere yanit olarak molekiiler siirecleri
modiile etme yetenegi, doku homeostazisinin korunmasi igin esastir(60). Burada
acgiklanan spesifik stresle ilgili siire¢ler hipoksiye hiicresel yanit, 1s1 stresine hiicresel
yanit, hiicresel yaslanma, ligand varliginda steroid hormon reseptorleri (SHR) icin
HSP90 saperon dongiisii, EIF2AK1'in (HRI) heme eksikligine yaniti, heme sinyali,
kimyasal strese hiicresel yanit, acliga hiicresel yanit ve katlanmamuis protein yanitidir.
Deneyimizde etkilenen genlere baktigimizda hiicresel strese cevapta rol oynayan
ARNT, CA9, MAP2K3, IGFBP7, CCL2, SKP2, TINF2, BMI1, TERF1 COX5A,
SOD1, PPP1R15A, TP53, DDIT3, EPO, HMOX1, ETS2, CDK4, TERF2IP,
MAPK14, HSPB1 genlerinin degisimi gézlenmistir.

Hipoksiye hiicresel cevapta onemli rol oynayan HIF ile ilgili yolaklara da
bakmakta yarar var. Oksijen varliginda HIF-a transkripsiyon faktor ailesi iiyeleri
(HIF1A, HIF2A, HIF3A) hidroksile formdadir. Hipoksi bu hidroksilasyonu inhibe
ederek, HIF-a’y1 stabilize eder. HIF-a niikleusa girer ve HIF-B’ya baglanir(61).
Sonunda EPO ve VEGF gibi hedef genler aktive olur. SMY370 bu yolakla iliskili
ARNT, CA9, EPO ifadesini arttirmaktadir. HIF1AN, HIF1A ve HIF2A iizerindeki bir

asparajin kalintisin1 hidroksile eden bir homodimer olusturur. Hidroksilasyonu
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asparajinin, HIFLA/HIF2A ile bir histon asetilaz olan p300 arasindaki etkilesime
miidahale eder ve bu nedenle HIF1A/2A'nin hedef genlerin transkripsiyonunu aktive
etme yetenegini inhibe eder. Ciinkii molekiiler oksijen reaksiyonun bir substratidir,
hipoksi ise bu reaksiyonun negatif diizenleyicisidir ve dolayisiyla hedef genlerin

HIF1A/2A tarafindan transkripsiyonel aktivasyonunu arttirir(62).

RIPK1 ve RIPK3 bagimli nekroz nekroptoz veya programlanmis nekroz olarak
da bilinir. Nekroptozu baslatan sinyaller, apoptozun ekstrensek sinyal yolunu da
aktive eden TNF-alfa, FASL, TRAIL, TLR3 ve 4 gibi 6lim ligandlaridir. Apoptozun
aksine nekroptoz kaspazlarin inhibisyonuyla c¢alisir. Kaspaz aktivite belirli
patofizyolojik sartlar yahut farmakolojik ajanlarla inhibe oldugunda deubiquine
edilmis RIPK1, RIPK3 ile birlikte nekrozom olusumunu saglar(44). SMY 370 etkisiyle
bu yolakla iliskili bulunan XIAP, FASLG, CFLAR, CDC37 ve BIRC3 ectkilenmis

oldugu gozlenmistir.

VEGF, gerek embroyogenez donemindeki vaskulogenezde, gerek
yetigkinlerde anjiogenez siireglerinde onemli rol oynayan bir biiylime faktoriidiir.
VEGF ve VEGF reseptor protein ailelerinin tiyeleri farkli ancak Ortiisen ligand
reseptor Ozelliklerine, hiicre tipi ekspresyonuna ve fonksiyona sahiptir. VEGF
reseptor aktivasyonu, viicutta endotel hiicre biliyiimesini, go¢iinli ve hayatta kalmasini
tesvik eden bir sinyallesme siiregleri agin1 diizenler(63). Calismamizda reactome
analizine gore bu yolakta bulunan VEGFC, KDR, HSPB1, FLT1, MAPK14 ve PGF
SMY370 tarafindan etkilenmektedir.

SMY370 tarafindan etkilenen kanserle iliskili transkipsiyon faktorlerinden biri
de bir¢ok apoptotik genin ifadesini FOXOuyaran FOXO’dur. (FASLG, PINK1,
BCL2L11, BCL6, BBC3 gibi) Bu genlerin FOXO tarafindan uyarilmasinin 6zellikle
sinir gelisiminde 6nemli rol oynadig1 ve dahasi bir timor supresor olarak hareket
ettikleri bilinmektedir. FOXO1 transkripsiyonel aktivitesi, enterik sinir sistemi (ENS)
onciillerinin hiicre 6liimiinde rol oynar. FOXO aracili transkripsiyonun inhibisyonuna
yol acan PI3K/AKT sinyalini aktive eden RET sinyali, ENS Onciillerinin hayatta
kalmasin1 saglar. Apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siirecleri diizenleyen Serin/treonin-
protein kinaz STK11'i kodlayan STK11 (LKB1) geninin transkripsiyonu, FOXO3 ve
FOXO04 tarafindan dogrudan uyarilir(64).
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Hiicresel senescence onkojen aktivasyonu veya tiimor supresdr genlerin
inaktivasyonu ile tetiklenebilir. Buna onkojenlerin indiikledigi “senescence” de denir.
RAS sinyalleriyle tetiklenen senescence buna Ornek verilebilir. Oksidatif stres ve
bunun yol a¢tig1 ROS’a bagli DNA hasari, ayrica telomer kisalmasina bagli replikatif
tilkkenme hiicreyi senescence durumuna sokabilir. “Senescence” iliskili salg1 fenotipini
(SASP) olusturan salgilanan proteinler, ayni zamanda ‘“senescence” mesajlagsma
sekretomu (SMS) olarak da bilinir; inflamatuar ve immiin modiilator sitokinleri,
biliyiime faktorlerini, dokiilen hiicre ylizeyi molekiillerini ve hayatta kalma faktorlerini
igerir(65). SMY370’in detayli Reactome analizinde “senescence” iligkili MAP2K3,
IGFBP7, TP53, ETS2, CDK4, TERF2IP, TINF2, BMI1, TERF1, MAPK14 genlerinde

degisim gozlenmis oldugunu tespit ettik.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

SMY370’in KEGG ve Reactome analizleri, ¢esitli kanser yolaklar1 ve 6liim
mekanizmalar1 iizerinde etkili oldugu g6z oOniinde bulunduruldugunda, kanser
hiicrelerinin gelisimini ve yayilmasini engelleyebilecek bir potansiyele sahip

oldugunu sdylemek makuldiir.

Ideal olarak, bir ilacin diisiik bir IC50 degerine ve yiiksek bir selektivite
indeksine sahip olmasi tercih edilir. Bu, ilacin diisiik dozlarda bile etkili olabilecegini
ve normal hiicrelere gore kanser hiicrelerine daha segici oldugunu gosterir. GO/G1
fazinin hiicre dongiisiinde etkilendigi ve ge¢ apoptozun tetiklendigi gézlemleri, ilacin
hiicre proliferasyonunu durdurma ve programli hiicre O6liimiinii indiikleyebilme
kapasitesine isaret eder. Ila¢ adayimnin bundan sonraki asamada deneysel validasyon

calismalar1 yapilabilir.

Arastirmamiz HCT116 KRK hiicre hatti’nin ila¢g adayimiza verdigi tepkileri
yansitmaktadir. Elbette tiim molekiiler alt tipleri temsil etmemektedir. Hiicre
sitotoksisitesi, apoptoz gozlem c¢alismalari yaninda kanserle iliskili 92 genin
ekspresyon analizlerini de igermektedir. Gen ekspresyonlarinin protein translasyonu
tizerinde etkilerini yansitacak analizler igermemektedir. Bunlar arastirmamizin

kisithiliklar: olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Normal hiicre hatlar1 iizerindeki toksik etkilerini anlamak i¢in daha genis bir
hiicre paneli lizerinde giivenlik profili test edilmelidir. Bilhassa biyolojik etkilerin ve
etkilenen sinyal yolaklarmin detayli analizi i¢in Western Blot, ELISA,
Immunopresipitasyon ydntemleri ile calisilabilir. Elbette molekiiler mekanizmalar
aydinlatmak i¢cin Omiks Teknolojileri de kullanilabilir. Transkriptomik ve Proteomik
Analizler ilag etkisi altindaki hiicrelerin gen ve protein ekspresyon profillerini
kapsamli bir sekilde analiz eder. Bu analizler, ilacin genis ¢apta biyolojik etkilerini ve

etkiledigi molekiiler yollar1 belirlemeye yardimci olur.

Calismamizin bundan sonraki arastirmalar i¢cin anlamli bir katki ve temel

sagladigini umuyoruz.
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