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OZET

YENI NESIL HSP90 INHIBITORU OLAN MPC-3100 iLE EGCG’NIN INSAN
KOLON KANSERI HUCRE HATLARINDA SINERJiIK ANTIi KANSER
ETKILERININ INCELENMESI

Kisioglu, Esra
Yiiksek Lisans, Biyoloji Ana Bilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Aykut OZGUR
Aralik 2023, xiii+76 sayfa

Kanser 6nde gelen 6lim nedenlerinden biridir. Kolorektal kanser, lkemizde
goriilen kanser tiirli arasinda tciincii sirada yer almakta ve siklig1 giderek artmaktadir.
Giiniimiizde kanserin tedavisi igin kullanilan kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemler
kisith etkinlige sahip olmasiyla beraber bir ¢ok yan etkiye de sebep olmaktadir. Klinik,
epidemiyolojik ve deneysel arastirmalar yoluyla kanser tedavisi icin alternatif,
tamamlayict ve kombinasyon ilag¢ ve tedavilerin kesfedilmesinin  Onemi
vurgulanmaktadir. Kolorektal kanser en sik teshis edilen kanser tiirlerinden biridir.
Kansere kars1 yeni ilag ve tedavilerin gelistirilmesine ragmen, insan kolon kanseri en
yaygin kanser tiirlerinden biridir ve metastazi hala yiiksek oranda bir morbiddir. Bu tez
caligmasinda, HT-29 (kolorektal adenokarsinoma) insan kanser hcrelerine, yeni
terapotik yaklagimlar gelistirmek amaciyla ilag tasarimi igin 6nemli bir hedef olan HSP90
inhibitord  MPC-3100 ile yesil cayda en bol bulunan bir katesin olan EGCG
kombinasyonlarinin kolorektal kanser tizerindeki sinerjistik etkileri arastirilmig ve in-
vitro deneyler ile degerlendirilmistir. Etken maddelerin, HT-29 (kolon) kanser hicre
hatlarina kars1 antiproliferatif aktiviteleri XTT testleriyle incelendi. Tim bu sonuclara
gore, kolorektal kanser tedavisi igin yeni bir alternatif yol olarak goriliip, hedefe spesifik
kanser tedavisinde umut veren bir yaklasim olmakla birlikte, kullanilacak olan dogal
bilesikle tedavi olacak insanlar iizerindeki sitotoksik etkiyi azaltarak daha az zararh

tedavi yollar1 gelistirilmesinde yeni bir bakis kazandiracag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, MPC-3100, EGCG, HT-29 Hiicre Hatti, Hsp 90



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE SYNERGIC ANTI-CANCER EFFECTS OF EGCG ON
HUMAN COLON CANCER CELL LINES WITH MPC-3100, A NEW
GENERATION HSP90 INHIBITOR

Kisioglu, Esra
Master’s Thesis, Department of Biology
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Aykut OZGUR
December 2023, xiii+76 pages

Cancer is one of the leading causes of death. Colorectal cancer is the third most common
type of cancer seen in our country and its incidence is increasing. Today, methods such
as chemotherapy and radiotherapy used for the treatment of cancer have limited
effectiveness and cause many side effects. Emphasizes the importance of discovering
alternative, complementary and combination drugs and therapies for cancer treatment
through clinical, epidemiological and experimental research. Colorectal cancer is one of
the most commonly diagnosed cancer types. Despite the development of new drugs and
treatments against cancer, human colon cancer is one of the most common types of cancer
and its metastasis is still highly morbid. In this thesis study, the synergistic effects of
combinations of HSP90 inhibitor MPC-3100, an important target for drug design to
develop new therapeutic approaches to HT-29 (colorectal adenocarcinoma) human cancer
cells, and EGCG, the most abundant catechin in green tea, on colorectal cancer, were
investigated and evaluated by in-vitro experiments. The antiproliferative activities of the
active substances against HT-29 (colon) cancer cell lines were examined by XTT tests.
According to all these results, it is considered as a new alternative way for the treatment
of colorectal cancer and is a promising approach in the treatment of target-specific cancer,
and it is thought that it will provide a new perspective in the development of less harmful
treatment methods by reducing the cytotoxic effect on the people who will be treated with

the natural compound to be used.

Keywords: Colorectal Cancer, MPC-3100, EGCG, HT-29 Cell Line, Hsp 90
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1. GIRIS VE AMAC

Insanlarda kansere yol agan degisiklikler, cevresel ve genetik faktorlerin birlesiminden
kaynaklanmaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalara gore, kanser insidansi ¢evreden (Kirlilik,
kimyasallar, viriisler vb.) ve yasam tarzindan (antioksidan ajanlarin, vitaminlerin, lifli ve
yagl gidalarin varligi veya yoklugu) etkilenir (Champe PC vd.; Heim S vd., 1989).
Kotii huylu tiimdrlerden 6liimler, yalnizca kalp yetmezliginden 6liimlerden sonra ikinci
siradadir. Kolorektal kanser meme, prostat ve akciger kanserinden sonra en sik goriilen
dordiincii kanserdir ve hem erkeklerde hem de kadinlarda tiim kanserlerin yaklasik
%15'ini olugturur. Ortalama olarak, her yil diinya ¢apinda bir milyon yeni vaka teshis
edilmektedir. Kolon kanserinden 500.000 6liim temsil edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
kayitlarina gore, her y1l yaklasik 800.000 yeni vaka teshis edilmektedir (Friedman SL vd.,
2003)

Yeni kanser ilaclarinin ve tedavilerinin gelistirilmesine ragmen, insan kolon kanseri,
kanserin en yaygin formlarindan biridir ve metastazi hala ytiksek oranda bir morbiddir.
Son senelerde, Hsp protein ailesinin karsinogenezdeki rolu anlasilmis ve Hsp90’in
epigenetik yolaklarda da 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Bu yizden, hedefe

spesifik, yeni nesil kanser ¢alismalarinda 6nemli bir biyomolekiil haline gelmistir.

HSP90, olagan saglikli hiicrelerde, hiicresel sinyal iletimi, protein katlanmasi ve
stabilizasyonu ve intraseliiler transportta rol almaktadir. Bu proteinlerin stabil
olmasindan, katlanmalarindan ve protein agregasyonunun o6nlenmesinden sorumlu
saperon protein HSP90’dir. Bundan dolay1 Hsp90’nin aktivitesinin inhibasyonu, kanserli

hlcreler icin 6nemli bir tedavi stratejisi olarak kabul edilmistir.

HSP90, kolon kanseri de dahil olmak Gzere bir¢cok kanser icin cazip bir terapotik hedefi
temsil eder. Monoterapinin sinirli klinik etkinligi olmasina ragmen, klinik 6ncesi ve erken
faz klinik ¢aligmalar, HSP90 inhibitdrleri kullanildiginda antitiimor aktivitenin arttigini
gostermektedir. EGCG ise caydaki ana biyoaktif bilesenlerden biridir. Epidemiyolojik
aragtirmalar ve hayvan ve hiicre deneyleri, EGCG'nin birgok tiimor tiirii iizerinde dnleyici

ve tedavi edici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.



Bu tez kapsaminda, yeni terapotik yaklasimlar gelistirmek amaciyla ilag¢ tasarimi igin
6nemli bir hedef olan HSP90 inhibitori MPC-3100 ile yesil ¢ayda en bol bulunan bir
katesin olan EGCG kombine ederek kolorektal kanser {izerinde nasil bir etki sagladigi
arastirlmustir. In vitro kosullarda modellenerek incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
kolorektal kanser tedavisi icin alternatif yollar gelistirmek, kullanilacak olan dogal
bilesikle tedavi olan insanlar lizerindeki sitotoksik etkiyi azaltarak daha az zararli tedavi

yollar1 gelistirilmesi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Is1 Sok Proteinleri ve HSP90

2.1.1. Is1 Sok Proteinleri

Saperonlar veya 1s1 soku proteinleri (heat-shock proteinler; Hsp), ilk olarak 1962'de
biliniyor. Bu protein grubu, yiiksek sicakliklara (42-46°C) maruz kaldiginda artan
uretimleriyle bilinir (Aufricht, 2005, s.707-713). Stres hiicrelerinin hayatta kalmasi
yardimci olan bir grup protein olan Saperonlar veya Hsp’ler, sadece termal faktorlerden
etkilenmekle kalmaz, ayn1 zamanda etanol, arsenik, enfeksiyon, inflamasyon, toksinler,
hipoksi, dehidratasyon, kanser ve bir¢ok faktor HSP’de artiga sebep olabilir. Bu nedenle,
bu proteinlere "stres proteinleri" denir ve viicuttaki stres durumlarina tepkinin bir pargasi
olarak kabul edilirler (Petrof vd., 2004, s.45-50). HSP'ler, molekiiler agirliklarina gore
ayrilan bir protein grubudur. HSP10, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90, HSP110
gibi farkli tiirleri vardir (Bukau ve Horwich, 1998, 5.351-366).

Hiicre koruyucu ozellikleri saperon ozelligi sayesinde gerceklesmektedir. Bu
ozelliklerini siklikla hiicre i¢inde proteinlere baglanarak veya proteinlerin katlanmasini
saglayarak gosterirler (Nylandsted vd., 2000, s.122-125). HSP veya stres proteinleri dahil
olmak Uzere saperonlar, hiicresel protein homeostazinin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynayan yiksek Olcude korunmus proteinlerdir (Roodveldt vd., 2017). Bol miktarda
bulunurlar, hiicre iskeletinin tlim elemanlari ile bir kompleks olusturarak diger proteinler

ile etkilesime girerler (Soti vd., 2002).

Saperolarin baglica iglevi, ortaya ¢ikan polipeptitleri uygun konformasyona
ulasmalar1 icin katlamak, hafif denatlre / zarar gérmiis proteinleri yeniden katlamak,
proteinlerin bir araya gelmesini 6nlemek ve ciddi sekilde hasar gormiis proteinleri
yikilmaya yonlendirmektir. Saperonlar proteinleri ubikuitin proteazom sistemine
ulastirmak Uzere proteinlerin indirgenmesine yardimci olurlar (Maiti vd., 2014). Bu
nedenle, AP ve tau gibi yanlis katlanmig proteinlerin neden oldugu toksisiteye karst ilk
savunma hatt1 olarak iglev gorurler (Wilhelmus vd., 2007).

Bununla birlikte proinflamatuvar sitokinlerin retimini indiklemek ve dendritik hiicre
olgunlasmasini tesvik etmek icin sitokinler olarak islev gordikleri ileri strtlmistir
(Romi vd., 2011). HSP90 ve HSP70’in, v-Src, Rafl, Akt ve steroid reseptorleri dahil



olmak uzere bir dizi sinyal molekdliyle iligkili oldugu gdzlemlenmistir (Nollen vd.,
2002). HSP’lerin apoptoz kaskadini inhibe edebildikleri de bildirilmistir (Turturici vd.,
2011).

Sinir sisteminde, molekuler saperonlarin ekspresyonlarinin, serebral iskemi,
norodejeneratif hastaliklar, epilepsi ve travma dahil olmak (zere c¢esitli patolojik
durumlarda artabildigi bildirilmistir. Saperonlarin, glia ve endotel huicreleri dahil olmak
uzere bir¢ok hiicre tipinde eksprese edildigi bilinmektedir. Ayrica hem fizyolojik
salgilama mekanizmalariyla hem de nekrotik hiicre 6lumi sirasinda salinan hiicre disi
proteinler olarak da mevcut olabildikleri gézlenmistir. Hlcre dist ortamda bulunan
molekdiler saperonlar, néronlar gibi strese duyarli alic1 hiicrelere baglanmanin bir sonucu
olarak stres direncini artirabilirler. Ayrica hicre i¢i peptidleri immun hicrelere tasiyarak
inflamatuvar hiicrelere tehlike sinyali verebilir ve immin takibe yardimci olabilirler
(Tutar vd., 2010, Turturici vd., 2011).

Molekdiler saperonlar ve ko-saperonlar, ribozom baglama saperonlari, 1s1 sok
proteini 40 (HSP40), HSP70, HSP60, HSP90, HSP100, prefoldinler, kicik HSP ve
tetratrikopeptid-alan1 iceren ko-saperonlar dahil olmak Uzere farkli ailelere ayrilmistir
(Chiti vd., 2017). Nukleus, sitoplazma, ER ve mitokondri gibi subseliler alanlarda
lokalizedirler (Maiti vd., 2014).

Kiglk HSP’ler, dogal olmayan proteinlere baglanarak protein birikimini 6nleyen
ve yeniden katlanmay1 veya protein yikimini kolaylastiran saperonlardir (Reis vd., 2017).
HSP40, HSP70-ATP hidrolizini diizenler. HSP70, translasyon sirasinda proteinlerin
katlanmasini saglar. HSP70 ve HSP90 hiicrede birgok ortiisen rol Gstlenirken, HSP90
baglanacag protein agisindan daha fazla secicilik gosterir. HSP9O0, protein pargalanmasi,
protein katlanmasi, protein agregasyonunun Onlenmesi ve protein modifikasyonu dahil
olmak Uzere bu islevleri yerine getirmek icin ATP’ye ihtiya¢ duyar (Shelton vd., 2017).
40 kD veya daha az molekler agirliga sahip olan kigik HSP’ler, bu ATP baglanma
bolgesinden yoksundur ve yeniden katlanma islevinde yardimci olurlar (Wilhelmus vd.,
2007).

HSP100, metazoanlarda (6rn., Maya) protein pargalanmasinda nemli bir role sahiptir,
ancak metazoanlar, sitozol ve nukleusta HSP100’den yoksundurlar. HSP60 saperonlart,
sitozolde ve Okaryotlarin mitokondrilerinde bulunur, ancak bakteri ve arkeada daha

yuksek oranda protein ile etkilesime giriyor gibi gorinmektedir (Reis vd., 2017).



Saperonlarin aksine, yardimei saperonlar, diger proteinlere baglanan ve konformasyonel
degisiklikler meydana getiren veya alternatif olarak tastyici proteinler olarak gorev yapan
proteinler olarak tanimlanabilir. Varsayillan yardimci saperonlarin  drnekleri,
apolipoprotein E (APOE), heparan silfat proteoglikanlar (HSPG) ve Clq gibi
tamamlayic1 faktorlerdir. Saperonlarin aksine, primer olarak hiicre dis1 bir isleve
sahiptirler (Wilhelmus vd., 2007).

Protein Kkalite kontrolinin devamliligini saglamak icin saperonlar dogasi1 geregi, yeni
olusan proteinlerin ¢cogu ile etkilesime girer. Bu nedenle, APP, gama sekretaz
kompleksinin dyeleri, MAPT ve ayrica bir dizi nOroinflamatuvar bilesen, dretim
anlarindan itibaren saperonlarla temas halindedir (Koren vd., 2009). Farkli ko-saperonlar
ve diger ortak calisan proteinler ile etkilesime girerek veya kinazlarin, hormon
reseptorlerinin, transkripsiyon faktorlerinin ve antionkojenik proteinlerin ekspresyonunu
indlkleyerek zararli hiicresel strese karsi koruma saglamaktadirlar (Maiti vd., 2014).
Patojenik kosullar altinda, anormal proteinler saperon agi ile etkilesime girerler.
“Miisteri-Client” olarak bilinen bu anormal proteinler AH’de tau, PH’nda a-sintiklein ve
Losince zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2), ALS’de SOD-1, TDP-43 ve FUS, HH’da
huntingtin gibi polyQ proteinleri dahil olmak (Uzere sayisiz ndrolojik bozuklugun
patogenezinde biyk rollere sahiptirler (Carman vd., 2013).

2.1.2. HSP90 ve Fonksiyon Duzenlemeleri

Ana protein baglayict 1s1 sok proteini HSP90’dir. Ribozomda sentezlenen polipeptid
zinciri ribozomun ufak yapisindan dolay1 ribozomun iginde katlanamayabilir. Ancak
ribozomdan ciktiktan sonra katlanabilirler. HSP’ler polipeptid dizisinin hidrofobik
kismina baglanarak proteinlerin katlanmasini saglarlar (Mayer ve Bukau, 2005, s.670-
684). Bu baglanma 3 sekilde gergeklesebilir (Pratt vd., 2004, 5.857-872).

1) Tersiyer yapisini kaybetmis proteinlerin HSP90 ile baglanmasi seklinde

2) lIs1 soku ve stres sonrast ¢Ozilen proteinlerin hidrofobik kisimlarinin HSP ile

birleserek
3) Ribozomda mRNA translasyonu sonrasi ribozomdan ¢ikan polipeptid dizinin

cokmemesi igin prematir baglanarak gerceklestirir.



HSP90 bu etkilerini buyik bir kompleks olusturarak gerceklestirirler. Buna saperon
makinesi denir. Bu komplekse ko-saperon denilen farkli proteinler katilir (Mayer ve
Bukau, 2005, s.670-684). HSP70 ve HSP90 gorevini yerine getirdikten sonra
proteinlerden intrinsik ATP’az bolgeleri ile aktif olarak ayrilir (Bukau vd., 1998, s.351-
366). Once baglanma islemi, daha sonra katlanma islemi gerceklesir. Ozellikle HSP60
olmak Uzere baz1 saperoninler katlanmada sorumludurlar (Spiess vd., 2004, s.598-604).
Bu saperoninler polipeptid dizeleri Gizerinde blyik katlanma kompartmanlari olustururlar
ve bu sayede proteinler ATP kullanilarak tersiyer yapilarini kazanirlar (Young vd., 2004,
5.781-791).

HSP’lerin bu gorevleri disinda hicre iginde metabolizma kontrolu gibi 6nemli gorevleri
de vardir. Bunlardan bazilar1 bircok dizenleyici proteine baglanarak bu proteinlerin
stabilizasyonunu ve tersiyer yapisini saglamaktir. Bununla beraber mitoz béliinmenin ve
hlcre siklusunun devami, apopitozisin engellenmesinde Onemli rolleri vardir. Bu
etkilerini de yukarda anlatildig1 gibi diger proteinlerle etkileserek gerceklestirirler (Pratt
vd., 2004, 5.857-872).

HSP’ler bu olumlu ve koruyucu etkilerini hiicrelerin maligniteye dogru bir yonelmesi
durumunda da devam ettirdikleri ve timaor hicrelerinde ylksek ekspresyonlart oldugu
gosterilmistir. Bu tumor hdcrelerinin blytmesini saglayip, apopitozise gitmelerini
engelledikleri belirtilmistir. (Ciocca vd., 2005, s.86-103)

Bakterilerden memelilere kadar blylk oranda korunmus bir molekiler saperon olan
HSP90, toplam proteinlerin ylizde 1-2’sini olusturan prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerde
bol bulunan proteinlerden biridir. Okaryotlarda hiicre sagkalimi i¢in esastirlar. Memeli
hlcrelerinde iki HSP9O alt tipi vardir: HSP90a (HSP90AAT1) ve HSP90B (HSP9OABI).
Her ikisi de sitozolde konumlanmislardir. HSP90a stres kosullarina duyarlidir (Ou vd.,
2014).

HSP90a ve HSP90p izoformlari, yaklasik 500 milyon yil 6nce gen duplikasyonunun
sonucudur. Okaryotlarda farkli hiicresel fonksiyonlar1 gerceklestirmek icin alternatif
HSPI0 izoformlarmin gerektigi disiinilmektedir. HSP90’1n iki farkli sitozolik formu
olan HSP90a ve HSP90B, %93 amino asit sekans homolojisine sahip olmasina ragmen,
farkli fonksiyonlara sahiptir (Zuehlke vd., 2015). HSP90a, blylmenin indiklenmesi,
hlicre dongusiniin diizenlemesi, strese bagli hilcrenin korunmasi ve kanser metastazi ile

iliskiliyken; HSP90p erken embriyonik gelisimi, germ hiicre olgunlagmasi, hiicre iskeleti



stabilizasyonu, huicre dongusu, sinyal iletimi ve uzun sdreli hiucre adaptasyonu ile
iligkilidir (Shelton vd., 2017).

HSP90 saperon mekanizmalari, Okaryotik hicrelerde hem fizyolojik hem de stres
kosullarinda protein homeostazinin kilit bir duzenleyicisidir (Schopf vd., 2017). HSP90,
client proteinlerinin aktivasyonunun saglanmasinda, olgunlagsmasinda, stabilizasyonunda
ve yapisal butunliginin saglanmasinda gOrev yapan ATP-bagimli bir saperondur.
HSP90, client proteinleri arasinda protein kinazlar, hiicre dongusu diizenleyici proteinleri,
hlcre ylzeyi reseptorleri ve transkripsiyon faktorleri yer alir (Smith vd., 2015). Bu
nedenle HSP90 proteinleri temel hiicresel sureclerde, apoptoz, hiicre déngusu kontrol,
hlicre canliligi, protein katlanmasi ve bozunmasi ve sinyal iletimi gibi diizenleyici
yolaklarda gorev alirlar. Ek olarak, antijen sunan hiicrelerin ve dendritik hicrelerin
aktivasyonu ile bagisikligi diizenleyebilir. HSP90’in asir1 ekspresyonu, gesitli kanser
tlrleri, viral enfeksiyon, inflamasyon ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi birgok patolojik
durumla baglantili olarak bir¢ok hastaligin patogenezinde potansiyel bir rollniin
oldugunu gostermistir (Hoter vd., 2018).

Yuksek Okaryotlarda, HSP90 homologlari, mitokondri, kloroplast ve endoplazmik
retikulumda da bulunur (Schopf vd., 2017). insanlarda, iyi bilinen sitoplazmik HSP90a
ve HSP90B ve ayrica sirasiyla ER’da ve mitokondride lokalize olan Grp94 ve TRAP1
dahil olmak (izere birka¢ HSP90 izoformu vardir (Zuehlke vd., 2015). Grp94, ER protein
kalite kontroline ve kalsiyum depolamasina katkida bulunur. Grp94 molekiiler saperon
aktivitesi, salgi ve membran proteinlerinin dogrudan katlanmasini iGerir ve yanlis
katlanmis proteinlerin yikimi i¢in hedeflenmesine yardime1 olur. TRAP-1, agirlikli olarak
mitokondriyal matriks i¢inde ve membranlar arast boslukta bulunan bir HSP90
izoformudur. TRAP-1’in islevleri tam olarak anlagsilamamistir. TRAP-1’in en genis
sekilde bildirilen fonksiyonu, mitokondriyal gegirgenligi saglamak igin gegici olarak
g6zeneklerin acilmasini 6nleyen siklofilin D ile etkilesime girerek ve heniiz bilinmeyen
mekanizmalarla reaktif oksijen radikallerini azaltarak hiicresel koruma saglamasidir (Reis
vd., 2017).



2.1.3. HSP90 Ko-saperonlar ve Ko-saperon Dongiisii

HSP90 bir homodimer olarak islev gorir ve dimerizasyon islevleri igin esastir.

Bir HSP90 monomeri yuksek oranda korunan t¢ bdlgeden olusur: ATP’ye baglanmaya
onculik eden amino terminal bdlgesi (NTD); ATP hidrolizi ve HSP90’1n clientlerine
girmesi icin 6nemli olan orta bolge (MD); ve HSP90 dimerizasyonundan mesul olan C-
terminal bolgesi (CTD) (Schopf vd., 2017).
MD ve CTD’deki rezidiler client proteinlerin birgogu ile etkilesime girmektedir. Bu u¢
bolge tim HSP90 proteinlerinde korunmasina ragmen, iki ana 6zellik okaryotik ve
bakteriyel HSP90’1 birbirinden ayirir. Birincisi, bakteriyel HSP90 ve mitokondriyal
HSP90 (TRAP1)’da bulunmayan, ER HSP90 (Grp94)°da oldugu gibi sitozolik 6karyotik
HSP90’da da bulunan, NTD ve MD’yi birbirine baglayan uzun, esnek, yukli bir
baglayicinin bulunmasidir.

Bu yukli baglayicinin HSP90 konformasyonel degisikliklerinin ve ko- saperon
baglanmasinin bir modulatorii olarak islev gordiigii ileri surilmiisttr. ikincisi, 6karyotik
hicrelerin sitozolik HSP90 proteinlerinde HOP, PP5, CHIP, Tpr2, Sgtl ve Tom70 gibi
TPR bolgelerini igeren bircok ko-saperonun baglanmasina izin veren Met- Glu-Glu-Val-
Asp (MEEVD) motifini iceren bir C-terminal uzantisidir. Bu motif, bakteri ve dkaryotik
organellerde HSP90 TPR ko-saperonlarinin homologlarinin bulunmamasi ile tutarli
olarak bakteriyel HSP90, Grp94 ve TRAP1’de bulunmamaktadir (Genest vd., 2019)
(Sekil 1).
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2.1.4. HSP90 Client Proteinler

HSP90’nin tam aktif molekiler saperon aktivitesi gdsterebilmelerine yardimci
olan HOP, Cdc37, Ahal, immunofilinler (FKBP51 and FKBP52), peptidil-prolil
izomerazlar ve siklofilin Cy40, HSP70, p23 gibi ko-saperon, client / ortak proteinler ve
multimerik protein kompleksleri ile birlikte islev gosterir (Maiti vd., 2014, Wang vd.,
2014).

HSP90 duzenleyici protein aktivitesi, HSP90 saperon proteininin client proteini tanimasi
ile baglar. Client protein genellikle bir amiloidojenik protein olup, dogal olarak agilmamis
bir protein ve kimyasal veya 1s1 uygulamasi ile yapilandirilmamis bir polipeptit gibi
kiimelenmeye yatkin bir proteindir.

HSP90 dimeri, client proteine 1:1 sitokiyometri ile baglanir, bOylece protein birikmesini
veya agregasyonunu onler. Client proteinleri, ATP’den bagimsiz bir sekilde veya bazi
client proteinleri icin ATP’ye bagimli donguler ile serbest birakilabilir. Serbest
birakildiktan sonra, client proteinin yapilandirilmamis bolgeleri kendiliginden dogal

konformasyonuna yeniden katlanir. Eger client proteinin yapilandirilmamis bolgeleri



dogal konformasyona katlanamazsa, yeniden katlanma kosullari uygun olana kadar
HSP90 tarafindan client proteinleri tekrar tekrar baglanma ve serbest birakma
dongdlerine girebilir (Genest vd., 2019).

HSP90 proteininin, katlama ve indirgeme dengesini diizenlemesine dair tam mekanizmasi
net degildir. Anormal veya yanlis katlanmis client proteinlerinin agiga ¢ikan hidrofobik
amino asitleri, agregasyonu Onlemek icin HSP40 ve HSP70’e baglanir. Daha sonra
HSP70 /40, client proteininin HOP tarafindan desteklenen HSP90’a baglanmasina neden
olur. Ko-saperon p23, proteini yeniden katlamak icin HSP90 ve protein kompleksine
baglanir. Katlanmis olan protein, HSP90 ve ko-saperon p23 kompleksinden ayrilir. Bir
sonraki protein katlama dongusine katilabilecek HSP90 ve ko-saperon p23 yeniden
uretilir (Wang vd., 2014).

A

HSPY0a .-I— MD = (D ™ NBD: N-ferminal Nikleofid
Baglanma Blgesi

HSPOOB ._I_ D = M CL: Yiikli Baglayic
(D: C-ferminal Bolgesi
LS: Lokalizasyon Sinyali
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2.1.5. HSP90 ve Kanser

2.1.5.1. Kanser Gelisiminde HSP90 Rol(

Tumor hucreleri, normal hicrelerin yap1 ve sekil degistirmesiyle olusur. Bu hucrelerde
apopitozisin engellenmesi, sorekli blylme sinyalleri, blylime ve bdélinmedeki
inhibisyonun ortadan kalkmasi, slrekli anjiyogenezis ve metastaz gibi degisiklikler
mevcuttur (Sherman vd., 2007, s.192-201). Malignite gelisiminde ilk 6nemli degisim
otonomik sinyal olusturabilmedir ve bunu biyik oranda HSP90 gerceklestirir (Hanahan
vd., 2000, 5.57-70).
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HSP90 hicrelerin blylmesinde gorevli bircok faktorin stabilizatorudir. Bu faktorler;
reseptorler, protein kinazlar ve transkripsiyon faktorleridir (Neckers vd., 2003, s.419-
424). Strekli bllylmenin olacag i¢in proteinlerin HSP90 tarafindan devamli kararli halde
tutulmas1 gereckmektedir (Neckers vd., 2003, s.419-424). Proto-onkogen HERZ2'nin,
tiimorijenez i¢in gerekli olan sinyal iletimi i¢in gerekli olan HSP90'a bagimli bir proteinin
oncisli oldugu diistiniilmektedir. HER2, HSP90 tarafindan aktiflestir ve kararli hale
getirilir. Bununla beraber sinyal iletisinin devami i¢in gerekli bazi alt kademe proteinler
vardir. Bunlar; Akt, c-Src ve B-raf’tir. Bu proteinlerin de HSP90’a ihtiyaglar1 vardir.

Daha 6ncede anlatildig: gibi HSP’ler polipeptidler Gizerinde kompartmanlar olusturur ve
saperon kompleksi buraya baglanir. Bu kompleksin ana bileseni HSP90’dir. Bu kompleks
heterojen bir yapiya sahiptir. Bu heterojeniteye neden olan diger proteinler: hop proteini,
p23 proteini, HSP70 ve HSP40’tir. Hop destek proteini iken P23 eklenecek substratin
belirlenmesini saglar (Pratt vd., 2004, s.857-872).

inhibitorler yardimiyla HSP90’nin inaktive edilmesi proteinlerin kararli yapilarinin
bozulmasina, mitoz dongusiiniin G1 fazinda durmasina, apopitozisin aktive olmasina ve
stirekli sinyal iletiminin azalmasina neden olur (Neckers vd., 2003, s.419-424). Bu da
bize timor hucrelerinin sinirsiz blyumelerinde HSP90’nin ne kadar 6nemli oldugunu
gosterir. Tamor hicrelerindeki HSP (retiminin artis1 her timor cesidi ve her hastada
gerceklesmeyebilir (Ciocca vd., 2005, 5.86-103).

Kanserlerde onkojenik proteinlere baglanmak icin olusturulan saperon kompleksinin
etkisi HSP90’nin miktar ve yapisi degistirilerek arttirtlabilir (Neckers vd., 2003, s.419-
424). Bununla birlikte Geldanamisin, Ansamycin gibi ilaclar bu saperon kompleksinin
ATPaz boliminl hedef alir ve kanser hiicrelerine karsi etkili olurlar. Kanser hicresi
disindaki normal hicrelerde bu etki yoktur. Bu da HSP90’nin kanserli hiicrelerde farkli
bir yapida oldugunu gosterir (Kamal vd., 2003, 5.407-410).

HSP90 tumorlt hicrelerin strekli buytmesi diginda cesitliligi ve mutasyonlar1 da
etkilemektedir. Mutasyona ugrayan proteinler HSP90 tarafindan stabilize edilir ve daha
direncli hicrelerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Nimmanapalli vd., 2001, s.1799-1804).
Tumor gelisimi sirasinda DNA  tamir mekanizmalari, hicre siklusunun kontrol
basamaklar1 inaktive edilir. Bu olaylar sonucunda mutasyona ugramis proteinler ve

timoral hicreler olusur. HSP90 da bu mutasyona ugramis proteinlere baglanarak bunlarin
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kararli sekilde kalmasina neden olurlar ve bu proteinlerin korunmasini saglarlar (Van
Gentvd., 2001, s.196-206). HSP90 fuzyon proteinlerin de (Bcr-Abl) saperonlugunu yapar
(Rahmani vd., 2005, s.1166-1176).

HSP90’nin 1s1 soku ve stres gibi durumlarda seviyesi artmaktadir. Bununla birlikte
HSP90 proteinlerinin ¢alismasi igin ATP gerekmektedir (Peng vd., 2005, s.131). Mevcut
cevrenin glukozu disiik ve hipoksik olmast HSP90’nin fonksiyonunu inhibe eder.

HSP seviyeleri bircok organizmada uzun yasam ile iliskilidir. Bu etkilerini de HSF-1 ile
aktive olup artarak yaparlar (Hsu vd., 2003, s.1142-1145). Hucreler sonsuza kadar
bolinmezler. Bolinme safhasindaki belli noktalar kontrol bdlgeleridir. Bu kontrol
mekanizmasi ile belli bir sayida bolunirler. Kromozomlarin uglarindaki telomerler belli
bir uzunluga indiginde hicreler artik bélinemez (Campisi vd., 2005, s.513-522). Ancak
telomeraz enzimlerinin Uretiminin artmasi hicrelerin bu kritik durumu asip sinirsiz
bolinmeye neden olabilirler. HSP90’da bu telomerazlarin stabilizasyonunu saglar.
Tumoral gelisimde anjiyogenezin de rolli vardir. Tumoral hiicrelerde anjiyogenezis
artmistir. HSP90’nin ekspresyonunun artmasi da anjiyogenezi arttirmaktadir (Pfosser vd.,
2005, s.728-736). ileri evre kanserlerde HSP ekspresyonunun yiiksek oldugu hastalarda
tumoOrin uzak dokulara metastaz yaptig1i, dokudaki invazyon derinliginin artti1
gosterilmistir fakat mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. (Hoang vd., 2000, s.857-
864) Baz1 ¢alismalarda invazyona neden olan MMP-2’nin HSP90 tarafindan stabilize
edildigi gosterilmistir (Eustace vd., 2014, s.1096-1098).

Normal hiicrelerde HSP transkripsiyonu timor baskilayici p53 ve p63 tarafindan kontrol
altindadir. Bu kontrol sayesinde asir1 ekspresyonu engellenir (Taira vd., 1999). Ancak
kanserler de genel olarak p53 mutasyonu gerceklesir ve mutasyon sonrasi p53
inhibisyonu  hicrelerin HSP90 transkripsiyonundaki baskiyr kaldiripp HSP90
ekspresyonunu arttirir. Malignite gelismesinde yalniz p53 mutasyonun rolll yoktur.
Bunun yaninda c-myc ve PTEN mutasyonlarinin da malignite gelismesinde etkisi vardir.
C-myc ve PTEN’nin de bu etkisini HSP90 ekspresyonun arttirarak gergeklestirir (Teng
vd., 2004).
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2.1.5.2. Kanser Tedavisinde HSP90 Rolu

HSP90’1n o6zellikle de son donemde bloke edilerek kanser tedavisinde kullanilmaya
baslandig1 bilinmektedir. HSP90’1n ATPaz bolgesi hedeflenir ve bu etkisi ortaya ¢ikartilir
(Workman vd., 2004, s.48-49). Malign hucrelerde HSP inhibisyonundan sonra, otonom
bliylimenin sebebi olan tiimoral hiicrelerinin korunmasinda goérevli proteinlerin yikimi
gerceklesmektedir. Bu baglamda HSP’ler as1 olusturulmasi amaci ile kullanilabilmektedir

(Manijili vd., 2013, s.4055-4057; Srivastava vd., 2002, s.395).

2.1.6. Hsp90 Inhibitorleri ve Klinik Calismalar

Hsp90 proteini, her yerde eksprese edilen ve iyt korunmus bir 90 kD molekiiler
saperondur ve yapisi stabiliteyi ve reseptor proteinlerini korur, boylece hiicresel stres
tepkilerini diizenler. Hsp90 ifade diizeyi, stres kosullar1 altinda, drnek 1s1 soku veya
anormal pH gibi durumlarda artar. Kanserli hucrelerde, normal htcrelere gore iki ila 10
kat daha fazla eksprese edilir. Hsp90 ile alakali proteinler, biiyiimeyi tesvik eden
proteinleri ve habis transformasyonu destekleyen kinazlari icerir. Hsp inhibisyonu birkag
kanser proteinini inhibe edebilir. Bu nedenle, Hsp90 6nemli bir terapétik hedef olarak
kabul edilir. (Fukuyo Y vd., 2010). Bundan dolay1 Hsp90’in aktivitesinin inhibe olmasi
tedavi stratejisi olarak 6nemli bir yere sahiptir. Bir ¢cok Hsp90 inhibitori farkli kanser

hiicrelerinde ve kanser hastalari tizerinde klinik ¢alismalar1 hala devam etmektedir.
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Tablo 1. Klinik Arastirmalar1 Devam Eden Onemli Hsp90 Inhibitorleri ve
Molekuler Yapilar:

HSP90 INHIBITORU MOLEKUL YAPISI

Geldanamycin

Herbimycin

17-AAG

17-DMAG

Calestrol
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HSP90, protein katlanmasi ve stabilizasyonunda rol alan bir saperon proteini olarak gorev
yapar. Bu sebeple, kanser hiicrelerinde HSP90 aktivitesinin inhibisyonu onemli bir
terapotik stratejidir. Spesifik olarak kanser hiicrelerinde, HSP90'in (NTD inhibitorleri)
ATP hidroliz mekanizmasini inhibe etmek icin ATP ile rekabet eden molekiillerin ve
HSP90 dimerizasyonunu (CTD inhibitorleri) inhibe etmek icin CTD'yi hedefleyen
molekiillerin tasarimi1 6nemli hale gelmistir. Son yillarda preklinik ve klinik tedavi
modaliteleri, klinik ¢alismalarda degerlendirilmistir (Ozgur A vd., 2016, Ozgur A vd.,
2014). Hsp90 i¢in gelistirilen inhibitérler iki gruba ayrilabilir: CTD ve NTD.

Hsp90'in CTD, Hsp90 refakatgi islevinde dnemli roller oynar. CTD, ikincil bir nikleotid
baglama bolgesi igerir (Marcu MG vd., 2000, Garnier C vd., 2002).

N-terminal inhibitorleri, ATPaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in ATP baglanma
bolgelerine rekabetci bir sekilde baglanirken, C-terminal inhibitorleri, TPR motifleri
iceren ko-saperonlarin aktivitelerini bozarak, anormal saperon fonksiyonuna neden
olur. C-terminus inhibitorleri, yeni kanser kemoterapdtiklerinin gelistirilmesi i¢in ortaya

¢ikan adaylardir (Wandinger SK vd., 2008, Yun BG vd., 2004, Zhao J vd., 2014).

2.1.6.1. NTD Inhibitorleri

Geldanamisin  (GM), 1970 yilinda Streptomyces hygrocopicus'tan tanimlanan ilk

benzokinon ansamisin antibiyotiktir (DeBoer vd., 1970). HSP90, okaryotik hicrelerin
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sitozollinde en bol bulunan saperon proteinlerinden biridir. Yeni sentezlenen proteinlerin
kararli konformasyonlar (olgunlagsma) yapmasina veya nihai konumlarina yer
degistirmelerine yardimci olur (Becker vd., 1994; Hartl vd., 1996).  Ancak,
geldanamisinin klinik kullanimda degerlendirilmesi, ¢ok diisiikk solubilite ve in vivo
caligmalarda hepatotoksik Ozelliklerinin belirlenmesi nedeniyle engellenmistir. Bu
nedenle yeni nesil geldanamisin tirevleri (17-AAG, 17-DMAG, IPI1-50 ) gelistirilmis ve
kanser hastalarinda klinik denemeleri yapilmaya devam etmektedir (Fukuyo vd., 2010;
Gorska vd., 2012; Neckers, 2006). Geldanamisin, ¢ok ¢esitli kanserlerde HSP90 saperon
kompleksi tarafindan kinaz katlanmasini inhibe ederek giiclii bir anti-kanser aktivitesi
sergilemistir (Whitesell vd., 1994). Ancak GM , metabolik kararsizlig1 ve dozla siirli
hepatotoksisitesi nedeniyle bir antikanser ilac1 olmay1 basaramamaistir (Supko vd., 1995).
Is1 soku proteini 90'a baglanan ve Atp'ye bagimli saperon fonksiyonlarini inhibe eden bir
GM tirevi olan 17-Allilamino-17-demetoksigeldanamisin (17-AAG) ilk olarak 1998'de
rapor edilmistir (Schulte vd., 1998). Hsp90, kanser hiicrelerinde onkojenik protein
kinazlarin (Her-2, Akt, Raf-1, HIF-1a, Ber-Abl, Src, MAK ve mutant p53) aktivitesini
modiile ettigi i¢in kanser tedavisinde onemli bir hedeftir (Whitesell vd., 2005; Schopf vd.,
2017; S.C. Bishop vd., 2007). Cok cesitli insan kanserleri i¢in klinik deneylere giren ilk
geldanamisinin tdrevidir (Zolghadr vd., 2017). 17-AAG, preklinik ve klinik
aragtirmalarda tek bir ajan olarak veya cesitli kanser tiirleri i¢in diger antikanser ajanlarla
kombinasyon/nanokombinasyon halinde genis ¢apta arastirilmistir. Bu kanserlerde 17-
AAG, Hsp90 miisteri proteinleri olan sinyal yollarinda bulunan proteinlerle etkilesimler

yoluyla antikanser etkiler gosterir (Talaei vd., 2019).

Geldanamycin ve 17-AAG nin sebep oldugu kétii etkilerden dolayi, geldanamycin tiirevi
yeni nesil bir bilesik olan 17-DMAG  (17-dimethylaminoethylaminol7-
demethoxygeldanamycin) iiretilmistir. 17-DMAG"n bir faz I denemesi, akut miyeloid
16semi (kismi yanit), kastrasyona direngli prostat kanseri (tam yanit), melanom (kismi
yanit), bobrek kanseri ve kondrosarkom (stabil hastalik) dahil olmak tizere ¢esitli kanser

tiirlerinde klinik yararliligini dogrulamistir (Beckman vd., 1990).
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Geldanamisin ve 17-AAG'nin bir tirevi olan retaspimisin veya IP1-504 suda oldukca
¢ozindr ve genellikle iyi tolere edilir. Faz 1/11 denemelerinde retaspimisin, NSCLC ve

gastrointestinal stromal tlimdrde aktivite gostermistir (Hanson vd., 2009).

B1IB021 (CNF2024) Conforma Therapeutic Company araciligiyla gelistirilen, Hsp90’1n
oral olarak aktif ve tamamen sentetik bir inhibitoridir. Klinik 6ncesi veriler ayrica gesitli
kati timorlerde ve hematolojik malignitelerde giiglii antikanser aktiviteyi
gdstermistir (Zhang H vd., 2010; Suzuki vd., 2015). ilerlemis kat1 tiimérleri olan
hastalarda gerceklestirilen bir faz I klinik ¢alismasinda, BIIB021 giivenlik profili
gosterildi ve bir faz 11 ¢aligmasi, refrakter gastrointestinal stromal timor hastalarinda

objektif yanitlar1 belgeledi ( Saif vd., 2014; Dickson vd., 2013).

MPC-3100, Myriad Pharmaceuticals tarafindan iiretilmistir. Sentetik, oral yoldan
biyolojik olarak temin edilebilen, Hsp90 inhibitérudur. MPC-3100, onkogenik Her-2
proteininin bir inhibitéri olarak gorev yapar ve meme, multipl miyelom ve
gastrointestinal kanserlerde arastirilmaktadir. Hematolojik ve kati tiimorleri olan
hastalarda bir Faz I klinik c¢aligmasi baslatilmistir (Ozgur vd., 2016). Yapilan klinik
oncesi calismalarda MPC-3100, bir ¢ok tiimdr hiicrelerine kars1 antitiimor etki ve protein
modiilasyonu gostermistir.

Debio-0932 (CUDC-305), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, lenfoma, kati tiimorler
ve bobrek kanserindeki antikanser aktivitelerini anlamak igin hem in vitro hem de klinik
caligmalarda oral olarak wuygulanan ve ikinci nesil sentetik bir Hsp90
inhibitoériddr. Debio-0932, Hsp90 ATPaz aktivitesini secici olarak bloke ederek
onkojenik miisteri proteinlerinin uygun sekilde katlanmasini engeller. Debio-0932,
yiiksek timor segiciligi, oral biyoyararlanim ve kan-beyin bariyeri penetrasyonu ile
birlikte antikanser aktivite gosterir (Stenderup vd., 2014; Isambert vd., 2015; Jhaveri vd.,

2012). Bu nedenle iyi bir ilag aday1 olarak segilip, faz ¢aligmalar1 devam etmektedir.

PU-H71 (Zelavespib), piirin bazli bir Hsp90 inhibitéridir. Memorial Sloan Kettering
Kanser Merkezi tarafindan tiretilmistir. Kati tiimorlii veya lenfomali hastalarda iki faz I
klinik calismasi devam etmektedir ve PU-H71 simdi yeni bir ilag olarak dikkat
cekmektedir. En umut verici Hsp90 inhibitori olarak kabul edilen PU-H71, PU-3'Un bir
tiirevidir ve Hsp90'in ATP baglayici bolgelerine 6zgiilliigiin yani sira yliksek ¢oziiniirliige
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sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Hsp90, roliinii atp'nin baglanmasi ve hidrolizi ile
diizenlenen karmasik bir dongii yoluyla oynar ve PU-H71, ATP baglanmasini bloke
ederek Hsp90 aktivitesini inhibe eder (Liv vd., 2016).

STA-9090 (Ganetespib), Synta Pharmaceuticals firmasi iiretilen, kiigiik giiglii bir Hsp90
intibitoradur. Hsp90’nin N-terminalindeki ATP baglanma alanina baglanarak, Hsp90
miisteri protein bozulmasini indiikleyerek kuvvetli bir Hsp90 inhibitorii gorevi iistlenir.
Su anda, meme ve akciger kanserleri de dahil olmak {izere insan kanseri tedavisi i¢in
STA-9090"n bir¢ok Faz I-111 klinik denemesi devam etmektedir (Proia vd., 2011; Garcia-
Carbonero vd., 2013).

AUY922, oldukca glclu, adenozin trifosfat rekabetci, jeldanamisin olmayan bir HSP90
inhibitoridir. Cogu NSCLC hiicre dizisinde in vitro ve gesitlitimOor ksenogreftlerindein

Vivo biiytimeyi gii¢lii bir sekilde inhibe eder (Felip vd., 2018).

SNX-5422 (PF-04929113), Hsp90'in glcli ve oldukga secici bir kicik molekalll
inhibitord olan PF-04928473'lin (SNX-2112) suda ¢6zunir ve oral olarak biyo yararli bir
oOn ilacidir . PF-04928473, Hsp90 ailesi tiyelerinin (Hsp90a, Hsp90pB, Grp94 ve Trap-1)
N-terminal ATP cebine rekabet¢i bir sekilde baglanir ve in vitro ve in vivo olarak gesitli

kanserlere kars1 oldukea etkilidir (Rajan vd., 2011).

2.1.6.2. CTD Inhibitérleri

(-)-EGCG, yesil ¢ayin 6nemli bir bileseni olan (-)-Epigallocatechin-3-gallate'in (EGCG),
cesitli sinyal yollarinin indiiklenmesi yoluyla belirli insan kanserleri {izerinde inhibitor
etkiler gosterdigi gosterilmistir (S. Gupta vd., 2004; C. Chen vd., 2003, P. McLoughlin
vd., 2004). EGCG, onkojenik protein stabilizasyonunu ve katlanmasini inhibe eder ve
Hsp90 CTD'ye dogrudan baglanarak protein katlanma islemi sirasinda Hsp90'in
dimerlesmesini 6nler (Ozgur vd., 2016; Ozgur vd., 2014). EGCG'nin adrenal, mesane,
meme, servikal, kolorektal, 6zofagus, mide, karaciger, akciger, cilt, oral, yumurtalik,
pankreas, prostat kanseri de dahil olmak Uzere bir ¢ok kanser hiicreleri tizerinde in
vitro kanser onleyici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Gan RY vd., 2018). EGCG’nin

hiicre tabanli ve hayvan temelli klinik ¢alismalar1 hala devam etmektedir.
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Novobiocin, Streptomyces bakterisinden izole edilen bir antibiyotiktir ve saperon,
Hsp90 zayif bir inhibitoridir (Marcu vd., 2000). Novobiocin ve coumermycin gibi
kumarin ilaglar, DNA  topoizomerazlarimi  farkli  mekanizmalarla inhibe
edebilir. Novobiocin, ATP baglanma bolgesini bloke ederek bakteriyel giraz B'yi ve
memeli topoizomeraz II'yi inhibe eder (Gormley vd., 1996). Novobiocin tirevleri, bu
saperonun islevini inhibe ederek antikanser ajanlar olarak iimit vaat etmektedir (Burlison

vd., 2006; Burlison vd., 2008; Donnelly vd., 2008).

2.1.7. MPC-3100

MPC-3100, Myriad Pharmaceuticals sirketi tarafindan gelistirilmis bir piirin tirevi
HSP90 NTD inhibétiiriidiir. Bu inhibitdr, biiytlik bir afinite’yle beraber HSP90 NTD’ye
baglanmaktadir. Inhibitér, Her-2 onkojenik proteinindeki inhibisyonu saglamakta ve
gastointestinal sistem ve multiple myelom kanserlerin tedavisi tizerindeki ¢aligmalarda

denenmektedir. Bu dogrultuda ise solid tiimor hastalar1 tizerindeki klinik phase-1

caligmalar1 baglatilmistir (Ozgur vd., 2016).

m P N>—S Br

Sekil 3. MPC-3100’1n kimyasal yapis1
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2.2. (-)-Epigallokatesin-3-Gallat (EGCG)

Beyaz ve yesil cayda bol miktarda bulunan EGCG, sade antioksidanlardan biridir.
Yapilan arastirmalara bakildiginda (Pace vd., 2013; Granja vd., 2017), EGCG’nin
kolorektal kanser de dahil olmak (izere kanser turi Uzerinde etkili kemopreventif

Ozelliklere rastlanmustir.

Polifenollerin bu kemopreventif etkisinin, EGCG'nin kanser hucresi proliferasyonunu
inhibe etme, apoptozu indiikkleme ve normal/saglikli hiicrelere zarar vermeden hiicre
dongiisii durmasina neden olma kabiliyetinden kaynaklandigina inanilmaktadir (Pace vd.,
2013). EGCG'nin anti-kanser ozellikleri kismen, asir1 serbest radikaller nedeniyle
hiicresel yapilarin hasar gormesini Onleyen serbest radikal temizleme Ozelliklerine
atfedilir (Farhan vd., 2016). Calismalar, EGCG'nin kanser gelisiminde yer alan tim
siirecleri engelleyebilecegini gdstermistir. Ayrica EGCG'nin antioksidan ve anti-
inflamatuar Ozellikleri kemoterapinin yan etkilerine kars1 koruma saglar (Granja vd.,
2017). Yillar gectikge cay tiiketimi ayni kalmis ve saglhiga birgok faydasi oldugu
kanitlanmistir. Ayn1 iddialar dogrudan ¢ayin polifenol igerigi, daha spesifik olarak EGCG
ile ilgilidir. Bu nedenle EGCG arastirmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu bilesik, kanser,
kardiyovaskiiler hastalik ve nodrodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere birgok
hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde faydali goriinmektedir (Granja vd., 2017).
EGCG'nin nanoenkapsiilasyonunun kullanimi, ila¢ ¢Oziiniirliigiini, kararlilhigim ve
biyoyararlanimini artirabilir, ila¢ dolasim siiresini artirabilir, daha yiiksek bir hedef
serbestligi seviyesi gosterebilir, toksisiteyi azaltabilir, ilacin biyolojik c¢evre ile erken

etkilesimini Onleyebilir ve hiicre i¢i penetrasyonu iyilestirebilir (Peer vd., 2007).
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2.3. Kolon Kanseri

Kolon kanseri, abdomenin sag (st kadraninda bulunan, kor bagirsak ile baslayip rektum
ile son bulan, kolon dokusundaki hiicrelerin kontrolsuz bolunmesi ile karakterize olan ve
abdomenin tim kisimlarmi etkileyebilen gastrointestinal bir hastaliktir (Yeatman vd.,
2003).

Kolon kanseri tipi cogunlukla adenokarsinomadir. Bu kanserdeki hicre tipi ¢ogunlukla
salg1 dokusu hucrelerinden sekillenmektedir. Kolon kanserinde adenokarsinoma disinda
epitelyal doku hicrelerinde meydana gelen karsinoma ve lenfositlerde meydana gelen
lenfoma timor hicre tipleri de gortilmektedir (Terashima vd., 2010). Kalitsal ve kalitsal

olmayan iki tiir kolon kanseri vardir. Kalitsal kolon kanseri; Ailesel kolon polipozisi
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(Familial adenomatous polyposis-FAP) ve kalitsal kolorektal kanser (HNPCC). FAP’lI1
hastalarda 5. kromozomdaki APC (Adenomatous Polyposis Coli) geninde mutasyonlarin
meydana geldigi bilinmektedir. Kolon kanserinin FAP ve HNPCC olmak (izere iki tlr de
otozomal dominant bir sekilde kalitilir. Ancak ¢ogu durumda miras alinmamaktadir ve
cevresel faktdrlerin neden oldugu somatik mutasyonlardan kaynaklandig: bilinmektedir.
(Aran vd., 2016).

Sporadik kolorektal tiimdérlerde ya APC geninde inaktivasyon ya da WNT sinyal yolunda,
Axin ve B-katenin molekiillerinde aktive edici mutasyonlar sik¢a gozlenir. Caligsmalar,
WNT sinyal yolunun kolorektal kanserin baslangicinda onemli bir rol oynadigini
gostermistir. (Sancho vd., 2004).

Erken donem kolon kanseri genellikle belirti gostermemektedir. Kolon kanseri
hastalarinda klinik tablo timorun bulundugu yere, biylkligiine ve metastazin baglamig
olmasina baglhdir. Genel olarak semptomlar: halsizlik, istahsizlik, karin agrisi, istemsiz
kilo kaybi, bulanti, kusma, yorgunluk, nefes darligi, abdominal distensi, kronik bagirsak
aligkanliklarmin ~ degismesi ve bagirsak hareketlerindeki  degisiklikler —olarak
bilinmektedir (Cross vd., 2019).

Kolon kanseri, cevresel etkenler, alkol ve tiitiin tiiketimi, yas, fiziksel hareketsizlik,
aligkanlik haline getirilen sagliksiz beslenme, az meyve ve sebze alimi, genetik ve
hormonal degisiklikler gibi ¢esitli risk faktorlerinin bir araya gelmesiyle olusabilen bir
hastaliktir. Bu nedenle, kolon kanseri multifaktoriyel bir hastaliktir. (Fang vd., 2012).
Kolon kanserinin beslenme ile iliskisi oldukca énemlidir. Yiksek yag ve diisiik fibrilli
yapilar i¢eren gidalarla beslenen toplumlarda kolon kanseri daha sik gériilmektedir (Arab
vd., 2003). Diyetlerde asir1 bir sekilde alinan kirmiz1 et ve islenmis et tiiketimi ile azami
miktarda tliketilen meyve ve sebzeler, kolon kanseri risk faktorleri arasinda sayilmaktadir
(Fang vd., 2012).

2.3.1. Kolon Kanserinin Baglamasi ve Yayilmasi

Kolon kanseri genellikle yillarca surecek kadar yavas bir sekilde gelismektedir. Kolon
kanseri; kolonun i¢ duvarinda kanser olmayan polip ile baslayip doku veya timaorin
bayumesi seklinde ilerlemektedir (Terashima vd., 2010). Bazi polipler kansere
dontisebilirken bazilar1 herhangi bir hastaliga neden olmamaktadir. Bu durum tamamen

polibin tipine bagh olarak degismektedir (Bond vd., 2000). Hiperplastik polip ve
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adenomatdz polip olmak (zere iki tip polip bulunmaktadir. Hiperplastik polip
kanserlesme Oncesi durum olarak bilinmektedir. Kalin bagirsaktaki hiperplastik
poliplerin kanser gelismesi icin bir risk olusturabilecegi disiinilmemektedir.
Adenomat6z polip (adenoma) ise kansere doniisebilen poliplerdir (Terashima vd., 2010).
Kolonun i¢ duvarinda gelisen poliplerde timor olusmasi durumunda, kolon veya rektum
duvarinin mukoza katmaninda blylmeye baslamaktadir. Tumoéri olusturan hucreler,
kolon duvarinda bulunan kan damarlar1 ve lenf damarlarina kadar gelisip tumérin tiriine
bagli olarak yakin dokulara yayilabilmektedir. Kana veya lenf sivisina karisan kanser
hicreleri en yakin lenf nodillerine veya kolona yakin/uzak mesafelerde bulunan viicudun
farkli kisimlarina taginabilmektedir (Ponz vd., 2000).

Kolon kanseri prognozunda 5 evre gortilmektedir. Evre 0; saglikli hiicrelerin kolon
duvarinin mukoza katmaninda birikmeye basladigi evredir. Evre 1; kolon duvarinin
mukozasinda biriken normal hicrelerin mukoza katmaninin hemen altinda bulunan
submukoza katmanina sigradigi evredir. Evre 2; bu evrede U¢ farkli durum
bulunmaktadir. Evre IIA ikinci evrenin ilk asamasi olan bu evrede kanser kolon duvarinin
en disinda bulunan serosa katmanina yayilmaktadir. Evre IIB’ de serosa katmanina iyice
yayilan hiicreler kolonun yakinlarinda bulunan organlara sigramaya baslamaktadir. Evre
I1C’de kanser yakinlardaki organlara yayilmaktadir. Evre 3; onceki evrelerde kolon
duvariin mukozasina yayilan ve submukozaya si¢rayip oradan da yayilmaya baslayan
kanser hticreleri bu evrede kolonda bulunan birkag lenf nodulline veya kolonun yakininda
bulunan lenf nodillerine yayilabilmektedir. Evre 4; son evredir. Bu evrede kanser
hicreleri, yliksek metastaz gostermektedir. Kan damarlar1 ve lenf nodlleri ile akciger,
karaciger veya ovaryum gibi kolona yakin veya uzak vicudun gesitli organlarina metastaz

yaparak si¢rayabilmektedir (Ponz vd., 2000).

2.3.2. Kolon Kanserinin Epidemiyolojisi

Kolorektal kanserin prevalansinda gOriilen hizin, Dlinya ¢apinda esit sekilde yaygimlik
gostermedigi bilinmektedir. Kolorektal kanser insidans oraninin bati klltird olan
gelismis tlkelerde daha yogun oldugu bilinmektedir (Boyle vd., 2000). Gelismis ulkeler
tlim vakalarinin %63’1uk dilimini olusturmaktadir (Janout vd., 2001). insidans agisindan
ise insidansin en yiiksek ve en diisiik oldugu iilkeler arasinda vaka sayilarinda 10 kat fark

var (Forman vd., 2002). 2019 yilinda kolon kanserinin Dinya genelindeki total
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vakalarmin 101.420 Kkisi oldugu bilinmektedir (Siegel vd., 2019). Kolon kanseri
insidansinda son 10 yil boyunca yiikselis goruldiigii ve oOnumuzdeki yillarda da
cogalmaya devam edecegi tahmin edilmektedir (Arnold vd., 2017). Tiirkiye’de 12 ilde
yapilan bir ¢alismaya gére KRK (kolorektal karsinom) prevalansinin tim kanser tirleri
icinde kadinlarda % 7,8 oraninda oldugu ve tglnci 6lim nedeni oldugu belirtilmektedir.
Erkeklerde ise % 7,5 oraninda oldugu ve 6lum nedeni olarak dérdlnci sirada yer aldigi
bilinmektedir (Borovac vd., 2003).

2.3.3. Kolon Kanserinin Mortalitesi

Diinyada en cok gorulen tumérlerden bir tanesi olan kolorektal kanser kadinlarda ve
erkeklerde mortalitesi oldukga yuksek bir hastaliktir. Kanser kaynakli 6limlerin en énde
gelenleri arasinda kolon kanseri yer almaktadir (Arber vd., 2005).

Kolorektal kanser, Tiirkiye'de en sik goriilen tiglincii kanser ve diinya ¢apinda en yaygin
dordiincii kansere bagl 6liimdiir (Ergenoglu vd., 1999).

2021 yilinda Dlnya genelinde kolon kanseri tanisi konulan 101.420 vakanin oldugu
bilinmekte ve bunlardan 51.010’unun 6limle sonuglandigi tahmin edilmektedir (Siegel
vd., 2021).

2.3.4. Kolon Kanseri Etiyolojisi

Diger kanserlerde oldugu gibi kolon kanserinin etiyolojisi tam olarak anlagilamamuigtir.
Bununla birlikte, kolorektal kanserin gelisiminde birkag faktoriin rol oynadigi
bilinmektedir. Kolon kanseri gelisiminde hem genetik hem de gevresel birgok risk faktorii
bulunmaktadir (Baykan vd., 2010).

Kanser etiyolojisini anlamak ve farkli kanser tiirlerinin gelisiminde yer alan risk
faktorlerini kesin olarak tanimlamak, erken teshis ve hastalifin ilerlemesi igin kritik
O6neme sahiptir. Kolon kanseri etiyolojisini etkileyen bircok faktdor bulunmaktadir. Bu
faktorler; diyete baglh faktOrler, yasam tarz1 ile ilgili faktOrler (sigara kullanimi, alkol
tlketimi vs) ve kalitsal faktorlerdir (Stigliano vd., 2014).

Diyete Bagli FaktoOrler: Diyetin, kolorektal kanser etiyolojisinde bugiine kadar

tamimlanan en blylk digsal faktorlerden biri oldugu bilinmektedir. Gida
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aliskanliklarindaki degisiklikler ile kolorektal kanserlerin %68’inin 6nlenebilecegi
tahmin edilmektedir (Labianca vd., 2010). Diyetle ilgili en yaygin faktorlerin folat ve
kalsiyum eksiklikleri (Cole vd., 2007), artan hayvansal yag alimi ve et tiiketimi, azalan
meyve ve sebze tiiketimi oldugu bilinmektedir (Key vd., 2011). Alinan gidalarda
emilmeyen bitkisel liflerden fakir igerige karsilik zengin karbohidrat igeriginin kolorektal
kanserde risk olusturdugu bilinmektedir. Diisiik lif i¢erigi ve diisiik digki hacmi, digkinin
bagirsakta kalma siiresini artirir. Bagirsak florasinda degisikliklere neden oldugu igin

kolon kanserine kars1 da etkili oldugu diisiintilmektedir.

Potansiyel olarak toksik karbonhidrat oksidasyon {iriinleri, diskida yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur ¢ilinkii bakteriler tarafindan sindirildikten sonra bu iirlinler
olusur. Digkinin uzun siire bagirsaklarda kalmasiyla kolon mukozasi daha uzun sire
bunlara maruz kalmakta ve kolonun yapisina zarar vermektedir (Song vd., 2015). Asir1
hayvansal yag alim ile kolonik polip riski arasindaki iligki 1yi bilinmektedir. Yiiksek yag
tilkketimi, karaciger tarafindan kolesterol ve safra asitlerinin iiretimini artirir. Bu asitler
bagirsak bakterileri tarafindan potansiyel kanserojenlere donistiiriilebilir (Davenport vd.,
2018).

Diyetlerde diisiik meyve ve sebze tuketiminin kolorektal kansere yakalanma riskini
arttirdig1r bilinmektedir (Key vd., 2011, Song vd., 2015) A, C ve E vitaminleri gibi
koruyucu vitaminlerin az tiketilmesi de kolon kanseri patogenezinde énemli rol oynar.
Guclu antioksidan 6zelliklere sahip olan A, C ve E gibi vitaminlerin kemoprotektan
olarak kullanilabilecegi bilinmektedir. Antioksidanlar, reaksiyonlar sirasinda olusan
serbest radikalleri inhibe ederek DNA'y1 oksidatif hasardan koruyabilirler. Bu
vitaminlerin az alinmasi ya da alinmamasinin kolon kanseri etiyolojisinde 6nemli oldugu
distintlmektedir (Ergenoglu vd., 1999). Yiiksek miktarda kirmizi ve islenmis et tiketimi
kolorektal kanserde risk faktori sayilan diger bir beslenme aligkanligidir (Cole vd., 2007).

2.3.5. Kolon Kanserinin Gelisiminde Rol Alan Molekilli Mekanizmalar
Kolon kanserleri, genetik ve epigenetik degisikliklerin neden oldugu normal kolon epitel

hiicrelerinin invaziv denokarsinom yani istilact kanser hiicrelerine doniismesiyle ortaya

cikar. (Al-Sohaily vd., 2012).
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Kolonik epitel huicresinin neoplazik stirece girmesine neden olan genetik degisiklikler iki
mekanizma ile agiklanmaktadir. Biri DNA yanlis eslesme onarim mekanizmasinin
aktivite kayb1 ve diploidinin artis1 ile iliskili bir degisikliktir (Microsatellite instability-
MSI). Digeri, allel kayiplari ve anoploidi ile karakterize edilen kromozomal instabilitedir
(genomic instability) (Boland vd., 2010).

Mikrosatelit instabilite replikasyon gerceklesirken DNA yapisinin korunmasini saglayan
MMR (Miss-match Repair) genlerindeki degisiklikler sonucu olusmaktadir. Ote yandan,
genomik instabilite, tiimor baskilayict genlerde ve onkogenlerde tiimorigenez igin yeterli
sayida degisikligi kademeli olarak tetikleyerek adenom ve karsinom olusumunda 6nemli
bir rol oynar (Grady vd., 2008).

Fearon ve Vogelstein kolorektal kanser baslamasi ve ilerlemesinde rol oynayan molekdler
mekanizmalari bu sekilde tanimlamaktadir (Fearon vd., 1990).

1) Kolorektal timorler; tim0r baskilayict genlerin inaktivasyonu veya onkogenlerin
aktivasyonuyla olusmaktadir.

2) Benign timor olusumu igin az sayida gen mutasyona ugramalhidir ancak maling
bir tmorin olusmast icin en az dort veya bes genin mutasyona ugramasi gerekir.
Siklikla mutasyonun gergeklestigi onkogen ve tlimor baskilayict genler
belirlenmistir. Bu genler, onkogenler rasK ve B-raf'1 inaktive eden mutasyonlar,
WNT sinyal yolunun bilegenleri olan APC'yi inaktive eden ve 3-katenin'i stabilize
eden mutasyonlar ve tiimor baskilayict gen p53'il inaktive eden mutasyonlardir.
Ayrica TGF-f sinyal yolaginda timor baskilayici proteinlerdeki mutasyonlar
olarak tanimlanirlar (Cooper vd., 2006).

3) Herhangi bir mutasyona ugramis timor baskilayici gen, heterozigot bir ortamda
bile fenotipik etkilerini gdsterme egilimindedir. Bu model, 6zellikle otozomal
baskin Ozellikteki FAP ve polipozisle birlikte olmayan HNPCC gibi genetik
yatkinlikla sonuclanan iki bozuklugun o6zelliklerini aydinlatmak i¢in 6zellikle
o6nemlidir. (Fearon ve Vogelstein 1990). Hicre proliferasyonu, apoptoz, hiicre
farklilagmasi, anjiyogenez, oliimsiizlesme, invazyon, genomik ve epigenomik
instabilite gibi karsinogenezdeki anahtar olaylar1 dizenleyen genlerdeki

mutasyonlar, kolorektal kanserin patogenezinde rol oynar. (Cooper vd., 2006).
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2.3.6. Kolon Kanserinde Rol Alan Genler

Kolorektal kanser baslamasi ve ilerlemesinde rol alan genetik degisiklikler,
protoonkogenlerin aktivasyonu ve asiri ekspresyonu ve tUmor baskilayict genlerin
inaktivasyonu ya da az ekspre edilmesi seklinde aciklanmaktadir. Herhangi bir kanser
trindn baslamasi ve ilerlemesi icin birden fazla gende ¢ok sayida mutasyonun meydana

gelmesi ve zaman igerisinde birikmesi gerekmektedir (Borovac vd., 2003).

2.3.6.1. Onkogenler

Protoonkogenler, hiicre biyimesinin kontrolinde ve hiicrede uyarinin iletiminde rol
oynayan genlerdir ve normalde inaktiftirler. Saglikli hiicrelerde hicre proliferasyonu
kontroll bir sekilde gerceklesmektedir. Bu dengeyi koordine eden protoonkogenlerde
mutasyon meydana geldiginde anormal bir sekilde kontrolstiz hiicre ¢ogalmalarina neden
olan onkogenler olugsmaktadir. Onkogenler, bir veya birden fazla mutasyonun meydana
geldigi genlerdir. Meydana gelen mutasyonlarla bu genlerin proteinleri asir1 bir sekilde
ekspre edilir (Fiskin vd., 2002). Onkogenlerin uygun olmayan asir1 aktiviteleri, hiicre
yuzeyinden gekirdege iletilen mesajlarin anormal bir sekilde iletilmesini saglar. Boylece
hlcre proliferasyonunun anormal olarak hizli ve kontrolsiiz olmasina neden olurlar.
Sonug olarak da bu genlerin asir1 aktivitesi timor olusumuna yol agar (Imura vd., 2000).
Onkogenler biyiume faktorlerini, blylime faktorl reseptorlerini ve transkripsiyon
faktorlerinin Uretimini arttirarak apoptozu baskilayip kansere neden olmaktadir (Croce
vd., 2008). Insanlarda gorilen kolorektal kanserlerde RAS protoonkogen mutasyonlari
en sik gOriilen genetik degisikliklerdendir (Saxena vd., 2008).

RAS Geni Ailesi: RAS (rat sarcoma) gen grubuyla ile ilgili caligmalar 1960’11 yillarin
baslarinda farelerde, 10semiye neden olan bir virusun tanimlanmasiyla baslamistir. RAS
protoonkogenleri, onkogen gen grubu icerisinde izole edilen ilk genlerdir (Saxena vd.,
2008).

GTPaz RAS ailesinin her bir tyesi, proteinin N- ve C-terminallerinde korunan yaklasik
190 amino asit kalintisina sahiptir (Adjei vd., 2001). Proteinin C terminali, RAS

proteinleri arasinda degisiklik gosterir. C terminaline bitisik, yaklasik 25 amino asitlik bir

31



degisken bolgedir. Bu bolge, RAS ailesi iiyelerinin gesitli iglevleri yerine getirmesini

saglayan en 6nemli kisimdir (Karnoub vd., 2008).

K-Ras (Kirsten Rat Sarkoma) geni, RAS gen ailesinin bir Gyesidir ve viral onkogen
homologudur. (Monticone vd., 2008). K-Ras geni, 12. kromozomun 12p12.1 bolgesinde
bulunur ve toplamda alt1 ekzondan olusur. K-Ras proteininin boyutu 21 kDa'dir ve 189
amino asitten olusan bir kiiciik GTPazdir. K-Ras, hicrenin sitoplazmik boélgesinde
bulunan bir protein olarak lokalize olur (Wicki vd., 2010).

Insan kanserlerinde RAS protoonkogeni mutasyonlari, kolorektal kanserlerde en yaygin
goriilen genetik degisiklikler arasindadir (Saxena vd., 2008). RAS genindeki
mutasyonlar, yumurtalik, mide, yemek borusu, meme ve prostat dahil olmak iizere bircok
kanser tdrinde nadir olarak goralir (Almoguera vd., 2000). Pankreas
adenokarsinomlarinin tamaminda ve kolon kanserlerinin %50'sinde RAS mutasyonlar1
goriildiigii bilinmektedir (Sameer vd., 2009). RAS proteini, 6zellikle embriyonik
donemde aktif bir rol oynar. Ancak, yetiskin bir insanda da hiicre proliferasyonu yiiksek
olan dokularda aktif olarak bulunur (Karnoub vd., 2008).

Tiimdr hiicrelerinde, RAS gen ailesinde bazi "hot spot" bdlgelerinin nokta mutasyonlara
yatkin oldugu bilinir. En sik rastlanan RAS mutasyonlari, 12. kodonda glisin amino
asidinin valin ile yer degistirmesi, 13. kodonda glisin amino asidinin sistein ile yer
degistirmesi ve 61. kodonda glutamin amino asidinin 16sin, arginin veya lizin ile
degistirilmesi seklinde gerceklesir. Bu mutasyonlar, ekzon 12, 13 ve 61'deki "hot spot"
kodonlarda spesifik amino asit degisikliklerine yol agar. Bu durum, GTPaz aktivitesinin

kaybiyla sonuglanir. (Karnoub vd., 2008).

2.3.6.2. Tumor Supresor Genler

Antionkogen ya da tlimor baskilayici genler olarak da bilinen timor slipresor genler,
hlicre proliferasyonunu inhibe eden bir grup gendir. TUmaor stipresor genlerin allellerinde
gorulen islev kaybi, hiicrenin kontrolsiiz olarak bolinmesine ve timaor biyimesine neden
olmaktadir (Pazarbasi vd., 2003). Timor slpresér genlere 6rnek olarak; apoptozis

mekanizmasinda etkili olan antiapoptotik proteinler, hiicre siklusu kontrol proteinleri,
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DNA hasar tamiri proteinleri verilebilir. TUmor stipressor genlerin en iyi bilineni ve
kanserle ilgili en ¢ok galigilani p53 genidir (Kopnin vd., 2000).

Zamanla biriken mutasyonlar sonucu kolorektal kanserlerin gelisiminde rol oynadig
bilinen belli basli timo6r baskilayici genler; p53 (Kikuchi vd., 2002), APC (Goss vd.,
2000), DCC’dir (Kolorektal Kanserde Silinen Bélge) (Borovac vd., 2003).

2.4. Apoptoz

Apoptoz, organizmadaki islevselini tamamlamis veya hasarli hiicrelerin gevre hucrelere
zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan, genetik olarak kontrol edilen ve
programlanan bir hiicre 6lumudir. Yunancada agaglarin yapraklarinin dékmesi anlamina
gelen apoptozis terimi, ilk kez 1972’de kullanilmis ve organizmanin homeostazisi i¢in
gerekli bir mekanizma olarak degerlendirilmistir. Tiim hiicreler dogar, ¢ogalir, farklilagir
ve Oliir. Biitlin bu olaylar dogal bir diizen i¢inde ilerler. Doku homeostazi, yani diizenin
olusmasi ve bozulmasi, apoptoz ve proliferasyon arasinda saglikli bir dengenin
saglanmasina baglidir. Apoptozis siireci boyunca hiicre zar1 saglamdir. Bu nedenle
inflamasyona neden olmaz. Apoptoz, islevsiz hiicreleri ortadan kaldirmak igin pro-
apoptotik ve anti-apoptotik molekiillerin karsit etkilesimleri tarafindan kontrol edilen
programlanmis bir hiicre dliimiidiir. Ilgili arastirma alanlarinda hala pek cok muamma
olsa da, apoptozun ¢ok hiicreli organizmalara koordineli bir sekilde avantajlar sagladigi,
bu sayede organizmalarin homeostazi korudugu ve yasam dongiisiine ince ayar yaptigi
iyi bir sekilde belgelenmistir (King vd., 1998). Apoptoz, insan ve embriyonik gelisimde
fizyolojik olarak gergeklesir. Fetal el ve ayak parmaklar1 arasindaki doku kaybu,
embriyonik gelisimde apoptozun en Onemli Ornegidir. Yine menstriiel siklusta
endometriyal par¢alanma apoptoz yoluyla gergeklesir. Apoptozun mitokondriyal yolunun
aktivasyonuna, DNA hasari, yanlis katlanmis proteinler ve radyasyon ve ila¢ kullanimiyla
iligkili viral enfeksiyonlar aracilik eder (Celepli vd., 2020). Bir hiicrenin apoptoz veya
nekroz gecirip ge¢irmeyecegi, uyaranin tipine ve/veya uyaranin derecesine gore
belirlenir. Sicaklik, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik antikanser ilaglar gibi ¢esitli toksik
uyaranlar diisiik dozlarda apoptozu indiikleyebilirken, ayni1 uyaranlar yuksek dozlarda

nekrozu indiikleyebilir. Kisacasi, apoptoz, kaspazlar ad1 verilen bir grup sistein proteazin
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aktivasyonunu ve ilk uyaranlara bagli olarak hiicrelerde karmasik ve koordineli bir

olaylar dizisini igeren biiyiik 6l¢iide enerjiye bagimli bir siirectir (Paweletz N vd., 2001).

Apoptoz iki sekilde baslatilir: mitokondriyal (i¢sel) veya dissal (eksojen). I¢sel apoptotik
yollar, hiicre i¢i strese yanit olarak aktive edilir. Ekstrinsik apoptotik yol, 6lim
ligandlarinin plazma zari tizerindeki ilgili 61iim reseptorlerine baglanmasiyla aktive edilir.
Mitokondriyal ve digsal sinyal yollari, ¢esitli hiicresel uyaranlara yanit olarak indiiklenir,
ancak her iki sinyal yolu da sonugta kaspaz-3 aktivasyonu ile sonu¢lanir (Matsuura vd.,
2016).

Ekstrinsik 6liim reseptorii yolu, bir 6liim ligandinin bir 6liim reseptdriine baglandiginda
baslar. Fas (CD95) ad1 verilen ilgili bir protein, ligandlarindan biri olan Fas ligand1 (FasL)
ile etkilesime girerek bu yolu etkinlestirir. Diger bir nemli 6liim reseptOri ise tip 1 TNF
reseptorlii (TNFR1) olarak bilinir ve TNF ligandi ile etkilesime gecerek ekstrinsik 6lim
reseptoru yolunu tetikleyebilir (Hengartner vd., 2001). Kaspaz 8 gibi sistein proteazlarini
ve TNF reseptorti ile iliskili 6liim alan1 (TRADD) ve Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD)
gibi adaptor proteinlerini iceren 8lum reseptorleri, hiicre icinde 6lim sinyallerini ileten
ozel alanlara sahiptir (Schneider vd., 2000). Oliim ligandlar1 6liim reseptorlerine
baglandiginda, adaptor protein icin bir baglanma bolgesi olusur. Bu baglanma bdlgesi,
6liim reseptorii, 6liim ligand1 ve adaptor proteininden olusan bir kompleksin olugsmasina
yol acar. Bu kompleks, 6lume neden olan sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandirilir.
DISC, oliim sinyalini ileten kritik bir yapidir (O'Brien vd., 2008). DISC, daha sonra
procaspase-8'in alimini ve aktivasyonunu baslatir. Bu enzimin aktif formu kaspaz-8°dir,
diger akis asag1 veya yliriitme kaspazlarini pargalayarak apoptozu baslatan bir baglatic
kaspazdir. Kaspaz-8, hicre i¢i 6lim sinyalini ileten bir anahtar oyuncudur ve apoptoz

slirecinin baglangicini saglar. (Karp vd., 2009).

Igsel yol, hiicre icinde baslatilan bir sinyal yoludur. I¢sel uyaricilara drnek olarak geri
dontisiimsliz genetik hasar, hipoksi, yiiksek sitozolik kalsiyum konsantrasyonlar1 ve
yogun oksidatif stres gibi faktorler gosterilebilir. Bu i¢ uyaranlar, mitokondriyal
sinyallesmenin i¢sel yolunu tetikleyerek hiicre i¢inde apoptoz siirecini baslatir (Karp vd.,
2009). Bagimsiz olarak uyarilmis olan bu yol, mitokondriyal gegirgenligin artmasina ve

sitokrom-c gibi pro-apoptotik molekiillerin sitoplazmaya salinmasini arttirir. Bu durum,
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apoptoz surecinin bir sonucudur. (Danial vd., 2004). Bu yol, folikiler non-Hodgkin
lenfoma gibi bir kanser tiirlinde kromozom 18 ile 14'iin translokasyonuna bagli olarak
meydana gelen kromozomal kirilma noktasindan sonra BCL2 genine ait bir protein
tarafindan diizenlenen Bcl-2 ailesi tarafindan yakindan kontrol edilen bir yol olarak bilinir
(Tsujimoto vd., 1984). Bcl-2 proteinlerinin iki temel gruptan olustugu bilinmektedir.
Bunlar, proapoptotik proteinler ve anti-apoptotik proteinlerdir. Proapoptotik proteinler
arasinda Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk bulunurken, anti-apoptotik
proteinler arasinda Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 yer almaktadir (Reed vd.,
1997). Anti-apoptotik  proteinler, apoptozu  duzenlemek icin  sitokrom-c'nin
mitokondriyal salinimi engelleyerek etki gosterir. Ote yandan, pro-apoptotik proteinler
ise bu salimmmi tesvik ederek apoptozu baglatir. Bu nedenle, apoptozun baslatilip
baslatilmayacagi, mutlak protein miktariyla degil, pro- ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki dengeyle belirlenir (Reed vd., 1997). Mitokondriyal transmembran bosluktan
sitoplazmaya salinan diger apoptotik faktorler arasinda apoptozu indiikleyen faktor (AIF),
mitokondriyal tirevli sekonder kaspaz aktivatorii (Smac), Diisiik pI'li (DIABLO) IAP
Baglayici protein ve Omi/yiiksek sicaklik gereksinim proteini (HtrA2) bulunur (Kroemer
vd., 2007). Sitokrom c'nin sitoplazmik salinimi, apoptozom ad1 verilen bir kompleksin
olusumu yoluyla kaspaz 3'lin aktive edilmesini saglar. Bu kompleks, sitokrom c, Apaf-1
ve kaspaz 9'dan olusur (Kroemer vd., 2007). Bununla birlikte, Smac/DIABLO veya
Omi/HtrA2 gibi apoptoz proteinleri, IAP'lerin (Inhibitér Apoptozis Proteinleri)
inhibitorlerine baglanarak kaspaz aktivasyonunu destekler. Bu baglanma, IAP'lerin

kaspaz-3 veya -9 ile etkilesimini bozar (Kroemer vd., 2007; LaCasse vd., 2008).

2.4.1. Kolon Kanseri ve Apoptoz

Kanser, viicudumuzda bulunan hiicrelerin bir kanser kok hiicresi aracilifiyla asir1 ve
zamansiz ¢ogalmalariyla gerceklesen ¢cok basamakli bir siirectir. Olusumu, gelisimi ve
sonuglar1 hastadan hastaya degisen karmasik bir hastaliktir. Kanser, hiicrelerin asiri
biiyliyen ve kontrolden ¢ikan, bagisiklik sistemi kontroliinden kacan, uzak dokulari istila
eden ve metastaz olusturan metabolik ve davranissal degisikliklere ugradigi ¢ok adimli
bir strectir. Kanser hucreleri; kendi bolinme sinyallerini Gretimi, bdlinmede dur
sinyallerine kars1 duyarsizlik, doku invazyonu ve metastaz, sinirsiz béliinme potansiyeli,

anjiyogenezin siirdiiriilmesi, apoptozdan kagis gibi ozellikleri vardir. Kolon kanseri,
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gastrointestinal sistemin en yaygin kanserlerinden biridir. Kolorektal kanser, hem
erkeklerde hem de kadinlarda tiim kanserlerin yaklagik yarisini olusturur (Jemal A vd.,
2009). Karsinogenez ve kemorez direncine katkida bulunan apoptotik hiicre 6liimiine
direng, kolorektal kanserin O6nemli bir ozelligidir (Hanahan vd., 2011). Kanser
hiicrelerinde apoptoz ve apoptotik bozukluklarin diizenlenmesinde yer alan
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasiyla, bu hiicresel programin kanser tedavisinde
kullanim i¢in yeni firsatlar sunabilecegine inanilmaktadir (Fulda S vd., 2015). Bundan
dolay1, tumor hicrelerinde apoptozun indiksiyonu, kolon kanseri tedavisi icin potansiyel

bir mekanizmadir.

TUmOor biyumesi yalnizca proliferasyon hizina degil, ayrica apoptoz hizina da baghdir.
Ornek olarak, Bcl-2 ekspresyonu, normal kolonik epitelyumun kriptleri boyunca yukari
dogru azalir ve en yiiksek ekspresyon tabanda ve minimum miktarlar kript ucundadir
(Hockenbery DM vd., 1991). Bu, kriptlerin tabaninda hiicre boliinmesine izin vermek igin
programlanmis Oliimii 6nleme ihtiyacin1 gosterir, ancak kolonik kript boyunca hiicre
olgunlastikca ve yaslandikca apoptoz uyarilir. Bagirsak hiicrelerinin bir saldirt ile
karsilastiklarinda programlanmis hiicre 6liimiine maruz kalamamasi, habis doniisiim
egiliminin 6nemli bir gostergesidir (Huerta, S vd., 2006).

Kolon kanserinde apoptoz daha once gozden gecirilmistir. Bununla birlikte, apoptoz
alaninda son birka¢ yildaki kesifler ve kolon karsinojenezinin molekiiler yonleri, bu
onemli tlimorijenez mekanizmasini yeniden gbzden gegirmeyi zorunlu kilmaktadir. Bu
yeni i¢goriiler, gelecekteki arastirmalar i¢in kanser hiicrelerinin kemoterapotik direncinde
ve bagisiklik sisteminden kagmada belirli hedefleri ima ediyor (Huerta, S vd., 2006).
Apoptozun kolon kanserindeki roll, adenom éykusl olan hastalarda normal mukozada
bile belirgindir. Ornegin, rezeke edilmis adenomlar1 olan hastalardan takip kolonoskopisi
sirasinda alinan mukozal biyopsi Ornekleri, adenom o&ykiisii olmayan hastalarin
mukozasina kiyasla azalmis apoptoz gosterir. Bu, adenom Oykiisii olan hastalarin
goriiniiste normal mukozasinda malignite egilimi oldugunu diistindiiriir (Anti M vd.,
2001).

Kanserde en sik goriilen mutant gen olan tiimor baskilayict p53, apoptozun
diizenlenmesinde ve viicudun kansere karsi korunmasinda ¢ok énemli bir rol oynar. p5S3

proteini, DNA hasarini takiben post-translasyonel modifikasyonlar tarafindan aktive
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edilen ve stabilize edilen bir transkripsiyonel faktordir (Cadwell vd., 2001). Genellikle
pS3, islevini, esas olarak hiicre dongiisii durmasi ve apoptozun diizenlenmesinde yer alan
hedef genlerin islem yapmasi yoluyla yiritir (Chipuk vd., 2004; Samuel vd.,
2002). DNA hafif¢e hasar gordiigiinde, p53'in aktivasyonu, DNA onariminin
ilerlemesine izin vermek i¢in p21'i hedefleyerek G1 fazi hiicre dongiistiniin durmasina ve
ardindan sikline bagimli kinazlarin inhibisyonuna neden olur. Bununla birlikte, DNA
hasar1 ciddiyse ve basarili bir sekilde onarilamazsa, p53, mitokondriyal dis zar
gecirgenligi, sitokrom c¢ salimimi ve kaspaz aktivasyonu igin gerekli olan Bax"
hedefleyerek apoptozu tetikler (Attardi vd., 2004). Ek olarak, anti-apoptotik protein Bcl-
2 de vahsi tip p53 tarafindan baskilanir ve p53 tarafindan asagi regiilasyonu apoptozu

tesvik eder (Hemann vd., 2006).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Malzemeler

e RPMI 1640 besiyeri (BI- Biological Industries)

e Fotal Sigir Alblimin (FBS) (Dr. Zeydanli Hayat Bilimleri Tic. Ltd. Sti.)
e Penisilin-Streptomycin (BI- Biological Industries)

e Santriftj tip 15ml (1SO lab)

e HT-29 (ATCC)

e Filtreli 25 cm?-75 cm? Hiicre Kiiltiirti Siseleri (SPL Life)
e Filtresiz 75 cm? Hiicre Kiiltiirii Siseleri (SPL Life)

e Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) (BI- Biological Industries)
e Tripsin-EDTA (BI- Biological Industries)

e Cryo Tup (Corning Incorporated)

e Dimetil sulfoksit (DMSO) (AppliChem Panreac)

e Thoma Lami (Tiefe Depth Profondeur)

e 96 Kuyucuklu Mikroplak (SPL Life)

e XTT Kit (BI- Biological Industries)

e MPC-3100 (AdooQ Bioscience)

e EGCG (AdooQ Bioscience)

e RIPA Buffer (SERVA)

e Sml’lik Steril Enjektor (Beybi)

e Santriflij tip 2 ml (Lab Solute)

e RNA Izolasyon Kiti (Favorgen Biotech Corp)

e Mikropipet Uglar (Biofil)
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

e Ultrasonik Banyo (Caliskan Lab.)

e Santriflij (Hermle Z 306)

e Vorteks (Boeco Germany V-1 Plus)

e CO2’li inkiibator (Caliskan Lab.)

e Ayarlanabilir Mikro Otomatik Pipet (Eppendorf)
e Elektrikli Otomatik Pipet (Gilson)

e -20°C Buzdolabi (Argelik)

e Flow Kabin (Biobase BSC-130011A2-x)

e Inverted Mikroskop (Olympus Ckx53)

e Masa Ustii Bilgisayar (Hp)

e Otoklav (HMC HV-50L)

e -80°C Buzdolab1 (Haier Bio-medical ultra low temperature)
e Buzdolabi (Argelik)

e Mikroplaka Okuyucu (Infinite® 200 PRO)

e Mikrosantriftj (Himac CT15E)

e -20°C Buzdolabi (Argelik)

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Hicre Kultura

3.2.1.1. Kullanilan Hiicre Hatt1

Bu tez calismasinda HT-29 (kolorektal adenokarsinoma) insan kanser hiicre hatti,
okulumuz tarafindan daha 6nce ATCC’den satin alinmis olup, hucre Kkaltlrl

laboratuvarinda bulunan stoklardan kullanilmustir.
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Sekil 5. HT-29 (kolorektal adenokarsinoma) insan kanser hicre hatti

3.2.1.2. HT-29 Hiicreleri i¢in Hiicre Kiiltiirii Kosullar

Hicreler % 10 Fetal Bovine Serum (FBS), % 1 penisilin— streptomisin antibiyotik, % 90
1 L-Glutaminli Roswell Park Memorial Institute Media (RPMI 1640) besiyeri ortaminda
37°C sicaklik, %5 karbondioksit (CO2) ve %95 nemli ortam iceren CO; inkiibatori
icerisinde ve 25-75 cm?2 lik hiicre kiiltiirii flasklarinda biiytitiilmiistiir. Hiicreler inverted

mikroskop ile diizenli olarak takip edilmistir.

40



Sekil 6. Flow kabindeki hiicre kiiltiirii caligmalari

3.2.1.3. HT-29 Hiicrelerinin Pasajlanmasi ve Hiicre Sayim

HT-29 hicreleri, hiicre kiiltiir flasklarinda yaklasik %80 oraninda yogunluga ulastiginda
hiicre kiiltiirii laboratuvarinda tripsinizasyon adi verilen yontem ile pasajlanmistir.
Pasajlamak i¢in once hiicre kiiltlirii flasklarindaki medium uzaklastirilmigtir. Tripsin-
EDTA ¢6zeltisinin etkili olabilmesi igin hiicreler soguk dPBS ile yikanmistir ve 5-6 ml
kadar Tripsin-EDTA c¢0zeltisi ile hicreler muamele edilerek 5 dk CO: inkubatorde
bekletilmistir. Ardindan inverted mikroskobu araciligiyla hiicrelerin yiizeydeki durumu
g0zlemlenmis, hiicrelerin yiizeyden kalkip kalmadigina bakilmistir. Hiicrelerin ylizeyden
kalkmas1 durumunda, hiicre flasklarina Tripsin-EDTA ¢6zeltisi hacminin en az iki kati
kadar serumlu besiyeri ile inhibe edilir. Hicreler pipetlenerek tek hiicre suspansiyonu
haline geririlir ve bir falkon tiipe aktarilir. Hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 5dk
santrifijlenir ve slpernatant uzaklastirilir. Hiicreler 1 ml besiyerinde sulandirilir ve

sayilir. Hiicre kiiltiir flasklarina ekimler yapilir.
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3.2.1.4. HT-29 Hiicre Hattindan Stok Alma ve Dondurma

Hiicre kiiltiirii flasklarindaki medium uzaklastirilmistir. Tripsin-EDTA ¢ozeltisinin etkili
olabilmesi i¢in hiicreler soguk dPBS ile yikanmistir ve 5-6 ml kadar Tripsin-EDTA
cozeltisi ile hicreler muamele edilerek 5 dk CO: inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan
inverted mikroskobu araciligiyla hiicrelerin yiizeydeki durumu gézlemlenmis, hiicrelerin
yiizeyden kalkip kalmadigina bakilmistir. Hiicrelerin ylizeyden kalkmasi durumunda,
hiicre flasklarina Tripsin-EDTA ¢ozeltisi hacminin en az iki kat1 kadar serumlu besiyeri
ile inhibe edilir. Hicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline geririlir ve bir
falkon tiipe aktarilir. Hiicre slispansiyonu 1200 rpm’de 5dk santrifiijlenir ve siipernatant
uzaklastirilir. Falkon tupl kuru buz igine yerlestirilmis ve islemin devami orada
gerceklestirilmigtir. Falkon tlplnde kalan hiicrelere %10 DMSO ve %90 FBS olarak
hazirlanan karigimdan 1 ml ekleyip pipetaj yapilmistir. Daha sonra hiicreler, kriyovial

tiiplere aktarilmistir. Stoklar — 80°C’ye almarak saklanmustir.

Sekil 7. CO» inklbattrde inkiibe olan hicreler
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3.2.1.5. Stoktaki HT-29 Hucrelerinin Cozulmesi

-80°C’den alinan kriyovialler, aseptik sartlarda 37°C su banyosunda ¢ozdiirtilmiistiir.
Stoktaki hiicrelerin tamami 30 ml RPMI-1640 mediumu igeren falkon tiipe aktarilmistir.
1200 rpm’de 5dk santrifiijden sonra slipernatantlar uzaklastirilmistir. Hiicreler % 10 Fetal
Bovine Serum (FBS), % 1 penisilin— streptomisin antibiyotik, % 90 1 L-Glutaminli
Roswell Park Memorial Institute Media (RPMI 1640) besiyeri iceren 75cm?’lik filtreli
flasklara yerlestirilmistir. 37°C’de %5 CO> iceren CO> inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

3.2.1.6. Hiicrelerin Medium Degisimi

Hiicre kiiltiirti flasklarindaki medium uzaklastirilmistir. Bir miktar dPBS ile hucreler
birkac sefer pipetaj yapilarak kontrollii bir sekilde yikama yapilmistir. Hiicre kiiltiirii
flaskindaki dPBS uzaklastirilarak, medium karisimindan ekleme yapilarak medium

degisimi gergeklestirilmistir.

3.2.2. Etken Maddelerin Hazirlanmasi

Bu ¢aligmada kullanilan MPC-3100 ((2S)-1-[4-[2- [6-amino-8-[( 6-bromo-1,3- benzodio
xol-5 -yDthio]-9H- purin-9-yl] etil]-1 - piperidinil] -2-hidroksi-1- propanon) (AdooQ Bi
oscience, 958025-66-6, >98%, 10 mg) ve EGCG (Epigallokatesin Gallat) (AdooQ Bio
science, 989-51-5, >%98, 250 mq) ticari olarak temin edilmistir. Stok soliisyon olan MP
C-3100 500 pl’de ve EGCG ise 1200 pul DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir ve d
aha sonra -20°C’de saklanmistir. DMSO ile yapilan ¢ozme isleminin sonunda EGCG 0,4
545 uM, MPC-3100 0,0364 uM olarak stok soliisyonlari hazir hale gelmistir. Hiicre kult
tirli deneylerinde kullanilan etken maddelerin farkli konsantrasyonlar1 hucrelerin biyum

esi i¢in kullanilan medyum ile seyreltilerek elde edilmistir.

3.2.3. XTT Testi ile Hiicre Canhilhi@inin Belirlenmesi
XTT canlilik testi, proliferasyonu ve hiicre canliligini 6lgen bir tiir sitotoksisite testidir.
Bu prosediiriin amaci, hiicre canliligin1 ve hiicre proliferasyonunu belirlemek icin

hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz kapasitesini kullanmaktir (Kocaoglu 2014).

XTT test yontemi, sart XXT ((2,3-Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-silfofenil]-2H-tetrazolyum-
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5- karboksianilit tuzu)) tetrozolyum tuzunun (XTT) metabolik olarak aktif hicreler
tarafindan turuncu bir formazan boyasina ayrilmasina dayanir. Bu doniisiim sadece canli
hiicrelerde gergeklesir. Formazan boyalar1 sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniir ve dogrudan bir
spektrofotometre ile Ol¢iilebilir. Bu sekilde ortamdaki canli hiicre miktar1 belirlenebilir

(Scudiero vd., 1988; Roehm vd., 1991).

XTT Testi Protokoli;

1) 75cm?’lik filtreli flasklara ekilen hiicrelerin %80 doluluga ulasmasi beklenmistir.

2) Flasklar %80’lik doluluga ulastiginda tripsinizasyon islemi yapilarak
pasajlanmustir.

3) Thoma laminda yapilan sayma isleminden sonra 2 adet 96 kuyucuklu paletlere
5000hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmistir.

4) 200 uM EGCG ve 100 uM MPC-3100 ve 200 uM EGCG+100 uM MPC-3100

konsantrasyonlar1 hazirlanmastir.
5) Paletler, 37 °C ve %5 CO- ortamli inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.

6) Inkiibe edildikten sonra her bir paletin ilk sira kuyucuklardaki medyumlar

uzaklastirilmastir.

7) Ik dort siraya EGCG, sonraki dort siraya MPC-3100, son dort siraya ise
EGCG+MPC-3100 hazirlanan konsantrasyonlardan 200 pL seklinde her bir
kuyucuga ilave edilmistir.

8) Paletler ilk siradan son siraya kadar sirayla %50 oranla seyreltme islemi

yapilmustir. Son sira kontrol grubu olarak belirlendigi i¢in etken madde

konulmamastir.

9) Bir inkubatorde, birinci palet 24 saat boyunca, ikinci palet ise 48 saat boyunca %5
oraninda CO2 ve 37 °C sicaklikta inkiibe edildi.

10) Her kuyucuga 50 uL XTT soliisyonu eklendi, aktive edildi ve 4 saat
boyunca inkibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, 450nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucu kullanilarak absorbans degerleri dl¢iildii.

11) Hiicre canlilig: yiizdesi, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:
% hiicre canliligi = (1 - Absorbans (muamele grubu) / Absorbans (kontrol grubu))
x 100
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Hiicre canliligi, formiil ve olusturulan biiylime egrisi kullanilarak hesaplanda.

IC50 degerleri, blylime egrisi denklemi kullanilarak hesaplandi.

o
ﬁ'{ﬁ,ﬂ e e

Sekil 8. Flow kabinde XTT test ¢aligmalari
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Sekil 9. HT-29 hiicrelerine XTT testi (24-48 saat) uygulama sonrasi goriintiisii

XTT Soliisyonlarinin Hazirlanmasi;

XTT reaktif solisyonunu ve aktivasyon soliisyonunu kullanimdan hemen 6nce 37°C'lik
bir banyoda ¢ozdiriilmistiir. Berrak sollisyonlar elde edilene kadar hafifce sallanmistir.
Bir plaka (96 kuyucuk) icin yeterli bir reaksiyon soliisyonu hazirlamak i¢in 5 ml XTT
reaktifine 0,1 ml aktivasyon soltsyonu eklenmistir.

3.2.4. Hiicre Kiiltiiriinden RNA izolasyonu

MPC-3100 50 uM, EGCG 100 uM, MPC-3100 50 uM+EGCG 100 uM olacak sekilde
ayr1 ayri medyumlu karigimlar igeren total hacim 5 ml olacak sekilde hazirlanmustir.
Hiicre kiiltir flasklarinda yaklasik %80 oraninda yogunluga ulastiginda, flasktaki
medyumlar uzaklagtirilarak hazirlanmis olan karigimlar ayr1 ayri flasklara eklenerek 48
saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tripsinize edilen hiicrelerden RNA

izolasyonu ticari kit kullanilarak kit prosediiriine uygun olarak gergeklestirilmistir.
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RNA Izolasyon Protokolii;

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)
9)

Tripsinize edilen hiicrelerden siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre topagina 350ul
FARB tamponu ve e 3,5 pl B-Mercaptoetanol eklenmistir. Hiicreleri tamamen
yeniden askiya almak i¢in 1 dakika boyunca kuvvetlice vortekslenmistir.

Bir toplama tiipiine bir filtre kolonu yerlestirilipn ve numune karigimini filtre
kolonuna aktarilmigtir. 2 dakika boyunca tam hizda (~ 18.000 xg)
santrifiijlenmistir.

Berraklastirilmis siipernatanti toplama tiipiinden yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilip, slipernatantin hacmini 6lgiilmustiir.

1 hacim %70 RNaz icermeyen etanol eklenip, vorteksleyerek iyice karigtirilmigtir.
Bir FARB mini kolonunu toplama tiipiine yerlestirilip, etanol eklenmis numune
karigimini (herhangi bir ¢okelti dahil) FARB mini kolona aktarilmistir. 1 dakika
boyunca tam hizda santrifiijlenip, akis atilir ve¢ FARB mini kolonunu toplama
tiipiine geri konulmustur.

FARB mini kolona 500 pl yikama tamponu 1 eklenip, 1 dakika tam hizda
santrifiijlenmistir. Akist atip, FARB mini kolonunu toplama tiipiine geri
konulmustur.

FARB mini kolona 750 pl Yikama Tamponu 2 ekleyip, 1 dakika tam hizda
santrifiijlenmistir. Akist atip, FARB mini kolonunu toplama tiipline geri
konulmustur.

Bir yikama daha i¢in bir 6nceki adimi tekrarlanmastir.

FARB mini kolonunu kurutmak icin FARB mini kolonunu 3 dakika daha tam

hizda santrifiijlenmistir.

10) FARB mini kolonunu bir Eliisyon Tiipiine (saglanan 1,5 ml mikrosantrifiij tiipii)

yerlestirilmistir.

11) FARB mini kolonunun membran merkezine 70 pl RNaz icermeyen dH20

eklenmistir. FARB mini kolon 1 dakika bekletilmistir.

12) RNA'y1 ayrnigtirmak i¢cin FARB mini Kolonunu 1 dakika boyunca tam hizda

santrifijlenmistir.

13) Ayn1 protokol diger 2 flaska da uygulanarak, RNA’lar -80°C’de saklanmustir.
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RNA izolasyonu kit protokoliine uygun bir sekilde gergeklestirildikten sonra, RT-PCR
yardimiyla Bcl-2, Cas-3, Bax genlerine ait mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edildi.

3.2.5. ELISA Analizi

Hiicre kiiltiir flasklarinda yaklasik %80 oraninda yogunluga ulastiginda, MPC-3100 50
uM, EGCG 100 puM, MPC-3100 50 uM+EGCG 100 uM olacak sekilde U¢ flasktaki
hlcrelere ayr1 ayr1 hazirlanan etken madde yiiklemesi yapilarak 48 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan tripsinize edilen hucrelerden stipernatant uzaklagtirilmigtir. Falkonlardaki her
bir hicre kimesine 500 pl liziz tamponu (RIPA) eklenilmistir ve 5 ml’lik enjektor
yardimi ile 10-15 defa al-ver yaparak homojen hale getirilmistir. Tiim bu islemler kuru
buz lizerinde gergeklestirilmistir. Hiicreler santrifiij tiiplerine alinarak, 4°C’de 5 dk
boyunca tam hizda santrifiijlenmistir. Supernatant steril tiiplere alinarak -20°C’de
saklanmistir. Ardindan pro-apoptotik anti-apoptotik proteinlerinin ekspresyonunu
Olemek i¢in ELISA yontemi kullanildi. Proteintech ELISA kiti kullanilarak belirlendi ve
prosediir, kitin talimatlarina tam olarak uyularak gercgeklestirildi. ELISA okuyucu ile 450
nm'de OD kaydedildi. Son olarak standart egri ve OD degerine gore protein

konsantrasyonu miktar1 okundu.
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4. BULGULAR

4.1. XTT Test Bulgulan

HT-29 hiicreleri, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Daha onceki caligmalara
dayanarak, EGCG'nin 200 uM-3,125 uM araliginda, MPC-3100'"in ise 50 pM-0,28125
puM araliginda 7 farkli doz uygulanarak hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi incelendi. Ayrica,
EGCG ile MPC-3100'iin kombinasyonunun da 250 uM-3,40625 uM arasinda degisen
farkli dozlarda hiicre canliligina etkisi 24 ve 48 saatte degerlendirildi. XTT analizi
kullanilarak, kontrol ve doz gruplarinin absorbans degerleri (OD), mikroplaka

okuyucusunda 450 nm dalga boyunda 0lgiilen renk degisimi sayesinde belirlendi.

EGCG, MPC-3100 ve birlikte kombinasyonu i¢in 24. saatin sonunda doza bagli olarak
hiicre canliligindaki degisimler Sekil 8., Sekil 9., Sekil 10.’da gdsterilmistir. Bu verilere
gore 24 saat sonunda IC50 degerleri sirastyla 71,34 uM, 14,48 uM ve 62,06 uM olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 10. EGCG’nin 24 saat sonunda HT-29 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkisi

Hiicre Canlih

%

75

50 A

251

Konsantrasyon (gM)

Sekil 11. MPC-3100°nin 24 saat sonra HT-29 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik etkisi
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Hiicre Canlih

%

Konsantrasyon (gM)

Sekil 12. MPC-3100+EGCG’nin 24 saat sonra HT-29 hiicre hatt1 {izerine etkisi

EGCG, MPC-3100 ve birlikte kombinasyonu i¢in 48. saatin sonunda doza bagli olarak
hiicre canlilig iizerine etkisi Sekil 11., Sekil 12. Ve Sekil 13.’de gosterilmistir. 48. saatin
sonunda yapilan bu 6l¢iimlerde IC50 degerleri sirasiyla 17,38 pM, 90,71 uM, 10,18 uM

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 13. EGCG’nin 48. saat sonunda HT-29 hiicre hatti {izerine sitotoksik etkisi
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% Hiicre Canhhgi

100 A

754

Konsantrasyon (gM)

Sekil 14. MPC-3100’n1in 48 saat sonra HT-29 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik etkisi

% Hiicre Canlihigi
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100 A
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Konsantrasyon (gM)
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Sekil 15. MPC-3100+EGCG nin 48 saat sonra HT-29 hiicre hatti iizerine etkisi

Elde edilen veriler dogrultusunda XTT deney sonuglarinda konsantrasyonun
artmasma paralel olarak hiicre proliferasyonunda anlamli bir azalma oldugu
belirlenmistir. Sonuclar incelendiginde MPC-3100, EGCG ve birlikte elde edilen
kombinasyonu, 48 saat uygulama suresi, 24 saat uygulama stresine gore daha efektif bir
sekilde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi belirlendi.

24’{incii saatte EGCG HT-29 KRK hiicre canliligint %50 altina diisiirdiigii dozlar
200 puM, 100 uM iken, 48. saatte ise bu dozlar 200 uM, 100 uM, 50 uM olarak
belirlenmistir.

24’linct saatte MPC-3100’mm HT-29 hiicrelerinin canliligint %50’nin altina
diisiirdiigii doz sirasiyla, 50 uM, 25 uM olmakla birlikte 48’inci saatte bu dozlar 50 pM,25
uM, 12,5 uM ve 6,25 uM olarak belirlendi.

Ayrica EGCG ve MPC-3100’1n birlikte kombinasyonu 24’{incii saatte hiicre
canliligini %50°nin altina diistirdiigii dozlar 250 uM, 125 pM iken bu oran ve dozlar
48’inci saatte %20’ye inmistir. Hiicre canliligin1 %20°nin altina diisiirdiigli doz sirasiyla,
250 uM, 125 uM ve 62,5 uM olarak ol¢iilmiistiir. Bu durum EGCG ve MPC-3100"1n
birlikte kombinasyonu hiicre proliferasyonunu biiyiik oranda inhibe ederek, 48.°ci saatte

sinerjik bir etki olusturmustur.
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4.2. RT-PCR Bulgular
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Sekil 16. Etken maddelerin HT-29 hiicrelerinde apoptoz ve proliferasyona etkisi

HT-29 hiicre hattinda kontrole gére BAX, BCL-2, CAS-3 genlerinin mRNA
diizeyindeki ekspresyon degisimleri Real-Time PCR ile aragtirilmigtir. RT-PCR ile tespit
edilen mRNA ekspresyon degisimi ile elde edilen verilerin analizinde AACT metodu
kullanilmistir.

Apoptozla iligkili genler arasinda yer alan anti-apoptotik BCL-2 (B hiicre
I6semi/lenfoma 2 apoptoz diizenleyici) ve pro-apoptotik BAX (BCL-2 iliskili X, apoptoz
diizenleyici), apoptozun baskilanmasinda dogrudan veya dolayli olarak etki ederek

onemli roller Ustlenebilir.

Etken maddelerin HT-29 hicrelerinde (Bax, Cas-3) ve proliferasyona (Bcl-2)
etkisi, analizi gergeklestirilen genlere ait her bir grubun mRNA ekspresyon diizeylerinin
48 saat sonra kontrol grubu ile kiyaslanmasi sonucu belirlendi. HT-29 hicrelerine
belirtilen dozda uygulanmasi durumunda Cas-3 ve proapoptotik Bax gen

ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli diizeyde uyarildigi
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goraldid. Bcl-2’nin mRNA ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiki

diizeyde azalarak, farklilik gosterdigi belirlendi.

4.3. ELISA Analizi Bulgular:
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Sekil 17. HT-29 hiicrelerinde Bax, Bcl-2 ve CAS-3’lin protein miktar1 ifadeleri

Apoptoz, aktif bir hiicre yikimi siirecidir ve iyonlastirici radyasyon ve kanser kemoterapi
ilaglar1 gibi ¢esitli ajanlara yanit olarak ortaya ¢ikan dnemli bir hiicre 6liimii tiirtidiir.

Bax, Bcl-2 kanser hucrelerinde apoptoz siirecinde rol alan proteinlerdir. Bu proteinler,
hiicrelerin normal yasam dongiinde 6nemli rol oynarlar. Bax, apoptozu tetiklen bir protein
olup, hiicreyi stresli kosullar altinda sinyal vererek hiicrenin 6liim siirecini baglatir. Bax
proteininin aktif olmasi, mitokondrinin (hiicrenin enerji zar {irettigi organellerinden biri)
disin1 delerek, mitokondriyal sitokrom c proteininin serbest kalmasina ve hiicrede
apoptotik calismasinin baslamasina neden olur. Boylece, Bax, hiicrelerin saglig1 i¢in,

programlanmig 6liim iglemlerini baslatmasina yardimei olur.

Diger yandan, Bcl-2, hicrenin apoptozun engellenmesinde rol oynayan bir protein

ailesidir. Bcl-2, hiicrelerin 6liim sinyallerini bloke ederek, hiicrelerin programlanmis
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6liimiinden kaginmasina yardimci olur. Kanser hiicreleri, normal degerlere kiyasla daha
yiiksek degerler Bcl-2 proteinine sahip olabilirler. Bu, kanser olusumunu apoptozu

Onleyerek daha uzun siire yasamasina ve ¢ogalmasina yardimci olabilir.

Bax ve Bcl-2 arasindaki denge, hiicrelerin saglikli bir sekilde programlanmis 6liimii veya

kanserli hiicreleri asir1 gogalmasi arasindaki farki belirler.

CAS-3 ise, apoptozun son donemleri aktif olan bir enzimdir ve hiicre igindeki bazi
proteinleri keserek apoptozu tetikler. CAS-3, hiicre zarmin ¢Okmesine, ¢ekirdek
DNA'simin par¢alanmasina ve hiicrelerin par¢calanmasina neden olur. Bu nedenle, CAS-3

apoptozunu baslatan en 6nemli enzimlerden biridir.

Etken maddeler tarafindan apoptozun indiiksiyon mekanizmasini anlamak i¢in bu
calismada Bax, Bcl-2, Cas-3 ekspresyon seviyeleri incelenmistir (Sekil 14.). HT-29
hlcrelerinin etken maddelerle islenmesi ile pro-apoptotik Bax ve Cas-3 ifadesinin
seviyesi belirgin bir sekilde artma ile sonuglanmistir. Tersine, anti-apoptotik Bcl-2
proteini ifade seviyesi, oOnemli Olcide azalmistir. Sonuglar, etken maddelerin

mitokondriyal yol boyunca apoptozu indiikleyebilecegini gdstermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kemoterapi, kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli yontem olsa da ilaglarin
maliyeti olduke¢a yiiksektir. Bu nedenle, lilke ekonomilerinde 6nemli bir saglik harcamasi
gideridir ve saglik harcamalarinin 6nemli bir béliimii olusturur. Bu durumdan dolay1 yerli
kanser ilag gelistirme ¢alismalari, tilkelerin saglik politikalari i¢in 6ncelikli bir durumdur.
Tiirkiye'de kanserle miicadelede yerli ilag gelistirme c¢abalari, saglik politikalarinin
merkezinde yer almakla birlikte son yillarda yerli kanser ilag¢ gelistirmelerine blyuk 6nem

veren Ulkelerden biridir.

Yiiksek lisans tez calismamda, hedefe yonelik kanser tedavisi igin, HT-29 (kolorektal
adenokarsinoma) insan kanser hicrelerine, yeni terapdtik yaklasimlar gelistirmek
amaciyla ilag tasarimi i¢in 6nemli bir hedef olan HSP90 inhibitoérii MPC-3100 ile yesil
cayda en bol bulunan bir katesin olan EGCG kombinasyonlarmin kolorektal kanser

tizerindeki sinerjistik etkileri arastirilmis ve in-vitro deneyler ile belirlenmistir.

Literatiirde, klinik ¢alismalarda Hsp90 inhibitorleri iizerine yapilan fazla sayida
caligmalar mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda, ilk gelistirilen geldanamisin bazli Hsp90
inhibitorleri, glgli anti-kanser 6zelliklere sahip olmalarina ragmen klinik ¢aligmalarda
ciddi yan etkilere neden olmustur. Bu nedenle, daha az toksik ve daha 1yi tolere edilen

yeni nesil Hsp90 inhibitorlerine ihtiyag duyulmaktadir.

Yeni nesil Hsp90 inhibitorlerinin gelistirilmesi, daha spesifik ve etkili bir kanser
tedavisi saglama amacini tagimaktadir. Bu inhibitorler, Hsp90 proteinini hedef alarak
kanser hiicrelerinin bilylimesini ve yayilmasini durdurmay1 hedeflerken, normal hiicreler
tizerinde minimal etkilere sahip olmalar1 hedeflenmektedir. Boylece, tedaviye bagli yan

etkilerin azaltilmasi ve tedaviye uyumun artirilmast amaglanmaktadir.

Yeni nesil Hsp90 inhibitérlerinden biride MPC-3100’dir. Yapilan ilk preklinik
caligmalar, MPC-3100"in ciddi antitiimor aktivitesi gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica, MPC-3100'in diger HSP90 inhibitorlerine kiyasla daha az yan etki olusturdugu
gosterilmistir. MPC-3100 ile ilgili yapilan diger ¢alismalar, MPC-3100’m farelerdeki,
tiimorlerdeki biiylimeyi engelleyebildigini, kanser hiicrelerinde apoptoz (programli hiicre

6liimii) indiikledigini ve kemoterapiye direncli kanser hiicrelerinde bile etkili oldugunu
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gostermistir. Bu nedenle ¢alismamizda Hsp90 inhibitorii olan MPC-3100’1 kullanmay1
tercih ettik.

Yapilan diger calismalarda; MPC-3100, erlotinib veya sorafenib gibi diger ajanlarla
kombinasyon halinde kullanildiginda, her iki ajanin tek basina gosterdiginden daha gii¢lii
bir anti-tumor etkinlik gostermektedir. Bu nedenle, MPC-3100, tek basina genis bir
etkinlige sahip olmasinin yam sira, diger hedefli tedavilerle bir araya getirilebilecek

potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir (Baichwal vd., 2011).

MPC-3100 adl1 bir bilesigin anti-tiimor etkinligi, EGFR inhibisyonuna duyarli bir
akciger kanseri (A549) ksenogreft modelinde erlotinib ile karsilagtirildi. MPC-3100, 21
giin boyunca giinde 150 veya 200 mg/kg dozlarinda uygulandi. Bu dozlarla tedavi edilen
gruplarda tiimor biiyiimesi %88 oraninda inhibe edildi veya %16 oraninda tiimor
gerilemesi gozlendi. MPC-3100'nin timaor blyUmesi inhibisyonu, 5-fluorourasil (5-FU)
ile karsilastirildiginda daha olumlu sonuglar gostermektedir. Ayrica, MPC-3100 ¢esitli
kanser hiicre tiplerine kars1 aktif oldugu gibi, ¢oklu dozlama programlarina tabi tutulan
ksenogreft modellerinde de etkili olmustur. Yapilan karsilastirmalara gére, MPC-3100'0n
anti-tmor aktivitesi, 5-FU ve erlotinib'e kiyasla daha olumlu sonuglar vermektedir
(Baichwal vd., 2010).

Yesil ¢ayda ise dogal olarak bulunan bir polifenol bilesik olan EGCG, kanser lizerine
yapilan birgok calismada incelenen bir bilesiktir. Bu calismalar, EGCG'nin kanser
hiicreleri tizerinde ¢esitli antitiimor etkileri oldugunu ve kanser tedavisinde potansiyel bir
rol oynayabilecegini gostermektedir. EGCG'nin antioksidan, anti-inflamatuar, timor
biiylimesini engelleme, metastazi Onleme, apoptozu uyarici ve anjiyogenezin

engellenmesi gibi etkileri kanser ¢alismalarinda hala arastirilmaktadir.

Yapilan bir calismada, EGCG'nin kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesini ve
metastazin1 inhibe ettigi ve hiicre dongiislini durdurarak apoptozu tetikledigi
gosterilmistir. Ayrica, EGCG'nin kolon kanseri hiicrelerinde anti-enflamatuar etkiler
gostererek, inflamasyonun kanser gelisimine katkida bulunan faktorlerin inhibisyonunu

sagladig1 bulunmustur.

Bagka bir arastirmada ise, EGCG'nin kolon kanseri hiicrelerinde DNA hasarmi

onardig1 ve antioksidan etkileriyle hiicrenin oksidatif stresle miicadelesine yardimci
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oldugu gosterilmistir. Bu da EGCG'nin kolon kanseri gelisimini dnlemede etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. EGCG'nin kolon kanserine karsi koruyucu etkilerini
destekleyen epidemiyolojik calismalar da bulunmaktadir. Ornegin, yesil ¢ay tiiketimi ile
kolon kanseri insidansi arasinda ters bir iliski oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.
Bu nedenle ¢alismamizda MPC-3100 ve EGCG’yi kombine ederek in-vitro deneyler ile

sinerjistik etkilerini degerlendirdik.

MPC-3100 ve EGCG ile yapilan kanser ¢aligmalarinda her iki bilesik de kanser
tedavisiyle ilgili potansiyel etkileri nedeniyle aragtirilmistir, ancak MPC-3100 ve
EGCG'nin kanserle ilgili etkileri lizerindeki ¢aligmalar bagimsiz olarak yiiriitiilmustiir.
Kansere, yeni terapotik yaklagimlar gelistirmek amaciyla, MPC-3100 ve EGCG’yi hem
tek baglarina hem de birlikte insan kolon kanseri hiicre hattinda (HT-29) sinerjik anti
kanser etkilerini inceledik.

Bu tez ¢aligmasinda, etken maddelerin ve kombine uygulamalarinin degisen dozlarda
HT-29 kolon kanseri hiicrelerine uygulanip zamana ve doza bagli olarak hiicre
canliliginin tespiti ve hiicrelerin %350’sinin yasadigi dozu bulmak i¢in XTT hicre
proliferasyon testi kullanilmistir. Kanser hiicrelerinin gen profilini degerlendirmek i¢in

MRNA ekspresyon analizi ve protein miktarini tespit etmek i¢in Elisa testi yapilmustir.

Calismamizda etken maddelerin ve kombine uygulamalarinin degisen dozlarda
HT-29 hiicrelerine uygulanmis olup zamana ve doza bagli hiicre canliliginin tespiti
amaglanmistir. Bu ¢alismada, EGCG; 200 uM, 100 uM, 50 puM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25
uM, 3,125 uM, MPC-3100; 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 puM, 3,125 pM, 1,5625 uM
0,28125 uM, EGCG+MPC-3100; 250 uM, 125 uM, 62,5 uM, 31,25 uM, 15,625 uM,
7,8125 uM, 3,40625 puM konsantrasyonlari hiicrelere uygulanmis 24 ve 48 saat inkiibe
edilmistir. Kontrol grubuna hiicreli besiyeri igerisinde etken maddeler olmaksizin
uygulanmistir.

EGCG, MPC-3100 ve birlikte kombinasyonu verilere gore 24 saat sonunda IC50
degerleri sirastyla 71,34 uM, 14,48 uM ve 62,06 uM olarak hesaplanmistir. EGCG, MPC-
3100 ve birlikte kombinasyonu i¢in 48. saatin sonunda yapilan bu 6l¢iimlerde I1C50
degerleri sirasiyla 17,38 uM, 90,71 puM, 10,18 pM olarak hesaplanmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda XTT deney sonuclarinda konsantrasyonun artmasina paralel olarak

hiicre proliferasyonunda anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir. Sonuglar
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incelendiginde MPC-3100, EGCG ve birlikte elde edilen kombinasyonu, 48 saat
uygulama siiresi, 24 saat uygulama siiresine gore daha efektif bir sekilde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi belirlendi.

24, saatte EGCG, HT-29 KRK hiicre canliligin1 %50 altina diistirdiigti dozlar 200
uM, 100 uM iken, 48. saatte ise bu dozlar 200 uM, 100 puM, 50 uM olarak belirlenmistir.

24. saatte MPC-3100’1n HT-29 hiicrelerinin canliligini1 %50 nin altina diistirdigi
doz sirasiyla, 50 uM, 25 uM olmakla birlikte 48’inci saatte bu dozlar 50 uM,25 uM, 12,5
uM ve 6,25 uM olarak belirlendi.

Ayrica EGCG ve MPC-3100’1 birlikte kombinasyonu 24. saatte hiicre canliligini
%350’nin altina disiirdiigi dozlar 250 uM, 125 uM iken bu oran ve dozlar 48. saatte
%20’ye inmigstir. Hiicre canliligin1 %20’nin altina diisiirdiigli doz sirasiyla, 250 uM, 125
uM ve 62,5 uM olarak Ol¢iilmiistir. Bu durum EGCG ve MPC-3100"1n birlikte
kombinasyonu hiicre proliferasyonunu biylk oranda inhibe ederek, 48. saatte sinerjik bir
etki olusturmustur.

HT-29 hiicre hattinda, kontrole gore genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon
degisimleri Real-Time PCR yoOntemi ile ¢alisilmistir. Genlere ait her bir grubun mRNA
ekspresyon diizeylerinin 48 saat sonra kontrol grubu ile kiyaslanmasi sonucu belirlendi.
Real time PCR ile Bcl-2 ve Bax genlerinin ekspresyonlarinda kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi. HT-29 hiicrelerine
belirtilen dozda uygulanmasi durumunda Cas-3 ve proapoptotik Bax gen
ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli diizeyde uyarildig:
goraldid. Bcl-2’nin mRNA ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiki
diizeyde azalarak, farklilik gosterdigi belirlendi.

Etken maddeler tarafindan apoptozun indiiksiyon mekanizmasini anlamak i¢in bu
caligmada Bax, Bcl-2, Cas-3 protein ekspresyon seviyeleri Elisa testi ile incelenmistir
(Sekil 14.). HT-29 hiicrelerinin etken maddelerle islenmesi ile pro-apoptotik Bax ve Cas-
3 ifadesinin seviyesi belirgin bir sekilde artma ile sonuglanmistir. Tersine, anti-apoptotik
Bcl-2 proteini ifade seviyesi, onemli Ol¢lide azalmistir. Sonuglar, etken maddelerin
mitokondriyal yol boyunca apoptozu indiikleyebilecegini gostermektedir.

Bu calismalar 1s1ginda, Hsp90 inhibitérii olan MPC-3100, EGCG ve
kombinasyonu, kolon kanserine yonelik ilag gelistirme ¢alismalarinda iyi bir aday ila¢

maddeleri olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu kombinasyon g¢alismasimin kolon kanseri
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tizerindeki etkilerini tam olarak aydinlatmak i¢in, diger olas1 hiicre 6liim mekanizmalarini
aragtirmak ve kombinasyon tedavisinin molekiiler mekanizmalarin1 belirlemek faydali
olacaktir. Ayrica bu yiiksek lisans tezi, gelecekte yapilacak bilimsel projeler ve

arastirmalar i¢in 6nemli bir temel olusturacaktir.
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