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OZET

Cerrahi operasyon, radyoterapi ve kemoterapi kolorektal kanserin standart

tedavi yontemlerindendir. Bu tedavi yontemleri kanserin turiine, evresine, molekuler
karakteristigine ve hastanin durumuna gore tek veya kombinasyon seklinde
uygulanabilir. Kemoterapdtik tedaviler sitotoksik ajanlar ve biyolojik ajanlar olarak
smiflandirilip hiicre proliferasyonunu, apoptozu veya metastazi gibi ¢esitli biyolojik
ve biyokimyasal yollar1 hedeflerler. Fakat kanser hastalar1 uygulanan bu tedaviye
kars1 direng gosterebilirler. ATP-baglayici kaset proteinleri gibi tasiyici proteinlerin
ekspresyonundaki artis, DNA tamir mekanizmalarinin artisi, apoptozun inhibisyonu
ve EMT nin artis1 tedaviye karsi gelisen ilag direncinin baslica sebepleri arasinda
gosterilebilir. Literatiirde ¢ok az ¢alisma kolorektal kanserde, artan ROS miktarmin
EMT yi indiikleyerek hiicrenin ilaca kars1 direng gelistirdigini gostermistir.
Bu ¢alismanin amact HCT-116 kolorektal kanseri hiicre hattinda oksaliplatine kars1
olusan kemoterapdtik direncin sebep oldugu ROS artisinin EMT olusum siirecindeki
etkisinin anti-oksidan ve anti-kanser Ozelliklere sahip olan siyanidin-3-O-glikozit
(C3Q) tarafindan inhibisyonunun arastirilmasidir.

[la¢ direnci gelistirme deneyi i¢in hiicreler oksaliplatine artan dozlarda maruz
brrakildi. Hiicrelerin uygulanan dozda proliferasyon hizinin 6liim hizindan ytiksek
oldugu dozda direng gelistirme deneyi sonlandirildi. Direncli hiicrelerde artan ROS
miktar1 ROS Detection Assay Kit ile, EMT biyobelirtecleri gRT-PCR yodntemi ve
immunofloresans boyama yontemiyle, migratif 6zellikleri yara iyilesmesi yontemiyle
ve direngli hiicrede ilaca kars1 azalan hassasiyet ise WST-1 proliferasyon ajani ile
belirlenmistir.

Oksaliplatin direnci gelistirildikten sonra HCT-116 ve HCT-116-ROx arasinda
ila¢c direncinin gelistigini kanitlamak amaciyla karakterizasyon deneyleri yapildi.
Direngli hiicrenin migratif 6zelligi, vimentin ve N-kaderin miktarlar1 parent hiicreden
daha fazla bulundu. Hiicre i¢i ROS miktar1 hem direngli hem de C3G ile muamele
edilen direngli hiicrelerde azalmigtir. Ayn1 zamanda direngli hiicrelerin oksaliplatine
olan hassasiyeti azalmigtir. Deney asamasinda C3G ile muamele edilen direngli
hiicrelerin migratif 6zelligi azalmis, epitelyal biyobelirteci olan E-kaderin miktar1
artmis, vimentin ile N-kaderin miktar1 azalmistir.

Sonug olarak, oksaliplatin ilacna kars1 gelisen ila¢ direnci ROS ile dogrudan
iligkili olmadan EMT yolag: iizerinden gelisebilecegi gosterilmistir. Ayn1 zamanda
C3G’nin EMT siirecini tersine ¢evirerek ilag direnci olugmasini engelleyebilecek bir
molekiil olarak kullanilabilirligi aragtirildi.



Anahtar Sozciikler: Ilag direnci, kolorektal kanser, oksaliplatin, siyanidin-3-O-
glukozit

Tezin sayfa adedi: 83

Damisman: Do¢.Dr.Gizem Calibasi Kogal



THE EFFECT OF ANTHOCYANIN ON THE BIOLOGICAL BEHAVIOUR
OF COLORECTAL CANCER

Master Thesis
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DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCINCE INSTITUTE

Department of Oncology

ABSTRACT

Surgery, radiotherapy, and chemotherapy are standard treatment methods for
colorectal cancer. These treatment methods can be applied alone or in combination
depending on the type, stage, molecular characteristics of the cancer and the patient's
condition. Chemotherapeutic treatments are classified as cytotoxic agents and
biologic agents. Thus, they target various biological and biochemical pathways such
as cell proliferation, apoptosis or metastasis. However, cancer patients may show
resistance to this treatment. Increase in the expression of carrier proteins such as
ATP-binding cassette proteins, increase in DNA repair mechanisms, inhibition of
apoptosis and increase in EMT can be shown among the main causes of drug
resistance to treatment. Few studies in the literature have shown that in colorectal
cancer, the increased amount of ROS induces EMT, and the cell develops drug
resistance.

The aim of this study is to investigate the inhibition of the effect of the increase
in ROS caused by the chemotherapeutic resistance to oxaliplatin in the colorectal
cancer HCT-116 cell line on the EMT formation process by cyanidin-3-O-glycoside,
which has anti-oxidant and anti-cancer properties.

For the drug resistance development assay, cells were exposed to increasing
doses of oxaliplatin. The resistance development experiment was terminated at the
dose where the proliferation rate of the cells was higher than the death rate at the
applied dose. The increased amount of ROS in resistant cells was determined by
ROS Detection Assay Kit, EMT biomarkers were determined by gRT-PCR method
and immunofluorescence staining method, their migratory properties were
determined by wound healing method, and decreased sensitivity to the drug in
resistant cells was determined by WST-1 proliferation agent.

After the development of oxaliplatin resistance, characterization experiments
were performed to prove that drug resistance developed between HCT-116 and HCT-
116-ROx. The migratory feature of the resistant cell, vimentin and N-cadherin
amounts were found to be higher than the parent cell. The amount of intracellular
ROS was decreased in both resistant and C3G-treated resistant cells. At the same
time, the sensitivity of resistant cells to oxaliplatin is decreased. In the experimental
phase, the migration feature of resistant cells treated with C3G decreased, the amount
of epithelial biomarker E-cadherin increased, and the amount of vimentin and N-
cadherin decreased.

Xi



In conclusion, we showed that drug resistance against oxaliplatin can develop
via the EMT pathway without being directly related to ROS. We also demonstrated
the usability of C3G as a molecule that can prevent drug resistance by reversing the
EMT process.

Keywords: Colorectal cancer, cyanidin-3-O-glucoside, drug resistance, oxaliplatin

Page number: 83

Advisor: Assoc.Prof.Gizem CALIBASI-KOCAL
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1. GIRIS
1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Kolorektal kanser diinyada kadinlarda ve erkeklerde goriilen en yaygin iiglincii
kanser tiirtidiir. Kolorektal cerrahi sonrasi kolorektal kanseri hastalarinda oksaliplatin
yaygin olarak birinci basamak tedavi olarak kullanilir. Bununla birlikte, oksaliplatin
direncinin gelisimi bu hastalarda yaygin olarak goriilen bir olgudur. Bu nedenle,
oksaliplatin direncinin gelisiminin altinda yatan ve kilit molekilleri hedef alan sinyal
mekanizmalarinin anlagilmasi, kemo-direncin Ustesinden gelmek igin yeni stratejiler
gelistirmek i¢in yardimci olabilir. Literatiirde yer alan bu sinyal mekanizmalarindan
biri de epitelyal-mezenkimal doniisiim olarak yer almaktadir.

Epitelyal-mezenkimal doniisiim sadece embriyonik gelisimde ve malign timor
ilerlemesinde degil ayn1 zamanda kanser tedavisinde uygulanan ilaglara karsi ilag
direncinin gelisiminde de rol oynar. Epitelyal-mezenkimal doniisiim, E-kaderin gibi
klasik epitelyal biyobelirteglerin ekspresyonunun azaldigi, N-kaderin ve vimentin
gibi mezenkimal biyobelirteclerinin ekspresyon seviyesinin arttigi dinamik bir
yeniden programlanma siirecidir. Bu siire¢ sirasinda hiicrede meydana gelen bazi
degisimler; hiicre polaritesini kaybettigi ve i8si morfolojik yapiya doniismesini
saglayarak hiicre metastatik forma doniisiir.

Reaktif oksijen tiirleri, oldukca reaktif iyon ve molekiillerden olusan, hiicrenin
biyolojik ve biyokimyasal siireglerinde etkin rol oynayan ayrica literatirde epitelyal-
mezenkimal donilisim siirecinde etkili olan giicli sinyal molekiilleri oldugu
bildirilmigtir. Artan ROS {iretimi, tiimoriin baslamasi ve ilerlemesi icin gerekli
biyokimyasal veya molekiiler degisikliklere, apoptozdan ka¢gmasma ek olarak ilag
direncine de sebep olmaktadir.

Flavanoid yapili siyanidin-3-O-glukozit antosiyanini bitkilerde bol miktarda
bulunan ve bitkilere kirmizi, pembe, mor gibi renkler veren bir sekonder metabolittir.
Literatirde siyanidin-3-O-glukozit’in meme, prostat, akciger, kolorektal kanser gibi
birgok kanser tlrinde anti-karsinojenik ve anti-oksidan o6zellik gosterdigi
gosterilmistir. Fakat ila¢g direnci gelistirilmis kanser hiicrelerinde herhangi bir

calisma bulunmamaktadir.



1.2. Arastirmanin Amaci
Kolorektal kanseri HCT-116 hiicre hattinda oksaliplatine karsi olusturulan
kemoterapétik direncin sebep oldugu metastatik karakterin etkisinin siyanidin-3-O-

glikozid tarafindan inhibisyonunun arastirilmasidir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri
Oksaliplatine direng kazandirilan kolorektal kanseri HCT-116 hiicre hattinda
metastatik karakterin etkisi siyanidin-3-O-glukozit tarafindan inhibe edilir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Kolorektal kanser (KRK), diinya ¢apinda her yil teshis edilen kanserlerin ve
kansere bagli 6liimlerin yaklasik %10'unu olusturmaktadir. Kadinlarda en sik ikinci
ve erkeklerde tiglincii teshis edilen kanserdir. Kadinlarda insidans ve Oliim orani
erkeklere gore yaklasik %25 daha diisiiktiir. Bu oranlar ayn1 zamanda cografi olarak
da degismektedir ve en yiiksek oranlar en gelismis iilkelerde goriilmektedir. Fakat
gelismis iilkelerde artan tarama programlar1 ve kolonoskopi uygulamalar1 gibi erken
teshis yontemleri ile hastali§in insidansinda azalan egilimler goriilmeye baslanmistir.
Gelismekte olan tilkelerde ise devam eden ilerlemeyle birlikte, diinya capinda
kolorektal kanser insidansmnin 2035 yilinda 2,5 milyon yeni vakaya ylikselecegi
tahmin edilmektedir. Genetik, yasam tarzi, obezite ve gevresel faktorlerin iligkileri

olsa da bu artigin kesin nedenleri tam olarak anlasilamamstir (1).

2.2. Kolorektal Kanser

Karsinogenez siireci, neoplastik bir 6ncii lezyona (polip) doniisen ve sonunda
tahmini 10-15 yillik bir siire i¢inde KRK’e ilerleyen anormal bir kript ile baslar (2).
Genel olarak kabul goren iki ana farkli 6ncii lezyon yolagi vardir: KRK’lerin %70-
90'ma yol acan geleneksel adeno-karsinom yolagir (kromozomal kararsizlik) ve
kolorektal kanserlerin %210-20’sini olusturan serrated (tirtikli) neoplazi yolagi. Bu
yollar, sirayla coklu genetik ve epigenetik olaylar1 temsil eder. Kromozomal
kararsizlik fenotipleri tipik olarak bir APC mutasyonu ile baslatilan genomik olaylar1
takiben gelisir, ardindan RAS aktivasyonu veya TP53 fonksiyon kayb1 gelir. Tersine,
serrated neoplazi yolagi, RAS ve RAF mutasyonlar1 ve epigenetik kararsizlik ile
iliskilidir, CpG adas1 metilasyon fenotipi ile karakterize edilir ve kararli mikrosatellit

ve kararsiz kolorektal kansere yol agar (1).

2.3. Kolorektal Kanser Evreleri
KRK, lokal invazyon derinligine (T evresi), lenf nodu tutulumuna (N evresi) ve
uzak metastaz varligina (M evresi) gore siiflandirilir (Tablo 1). Bu asamalara bagh

smiflandirmalar, KRK’in tedavisine yon vermektedir (3).



Tablo 1: Kolorektal kanser icin TNM evreleme sistemi

T-Birincil

TUumor
X

Tis

T1

T2
T3
T4a
T4b
T4b

N-Bolgesel
Lenf Nodulleri

NX
NO
Nla
N1b

N1lc

N2a

Lokal tiimor infiltrasyonu hakkinda bilgi yok

Tiimor mukozayla sinirli, lamina muscularis mukozasinda infiltrasyon

yok

Lamina muskularis mukozasindan submukozaya infiltrasyon, lamina

muskularis propria infiltrasyonu yok

Lamina muskularis propriaya yayilmis

Perikolik veya perirektal dokuya veya her ikisine yayilmis
Serozaya yayilmis

Komsu doku ve organlara yayilmis

Lenf nodiilleri hakkinda bilgi yok

Lenf nodillerine metastaz yok

1 bolgesel lenf nodiiliinde tespit edilebilen kanser huicreleri
2-3 bolgesel lenf noduliinde kanser hiicrelerinin tespiti

Bolgesel lenf nodu metastazi olmaksizin, subserozada veya peritonealize
olmayan

perikolik veya perirektal yumusak dokuda timor odaklart var

4-6 bolgesel lenf nodiliinde kanser hiicrelerinin tespiti



N2b 7 ve daha fazla bolgesel lenf nodillerinde kanser hiicrelerinin tespiti

M-Uzak

Metastaz

Mx Uzak metastaz hakkinda bilgi yok

MO Uzak metastaz yok

M1la 1 uzak organa veya uzaktaki lenf diiglimlerine metastaz

M1b I'den fazla uzak organa, uzaktaki lenf diiglimlerine veya peritoneal

metastazi var

2.4. Kolorektal Kanser Tedavisi ve Kullanilan ilaclar

KRK’in temel tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi ve farmakoterapidir.
Farmakoterapi, hedeflenmis ilaclar, imminoterapétikler, biyolojik ajanlar ve
sitotoksik ajanlar olmak Uzere smiflandirilabilir (Tablo 2). Setuksimab (EGFR
inhibitéri) ve bevacizumab (VEGF inhibitori) gibi biyolojik ajanlarin
kullanimmim KRK tedavisi icin fayda saglamistir. Ote yandan, KRK tedavisinde
sitotoksik ajan olarak  5-florourasil ~ (5-FU), irinotekan, oksaliplatin ve
kapesitabin  kullanilmaktadir (4). Bu ajanlar ayn1 zamanda birbirleriyle
kombinasyon olusturularak da hastaya uygulanabilir. Ornegin, FOLFOX (5-FU /
leucovorin / oxaliplatin), FOLFIRI (5-FU / leucovorin / irinotecan), CAPOX
(capecitabine / oxaliplatin) ve FOLFOXIRI (5-FU / leucovorin / oxaliplatin /
ajanlar) ve bu kombinasyonlarin diger biyolojik ajanlarla ya da hedeflenmis

ilaclarla olan kombinasyonlar1 mevcuttur (1).



Tablo 2: Kolorektal kanser tedavisinde kullanilan terapotikler

Hedeflenmis ve
Imminoterapotikler

Kemoterapotikler Biyolojikilaglar

¢ 5-florourasil ¢ Anti-VEGF antikoru: ¢ BRAF inhibitorleri
* Kapasitabin Bevasizumab, o MEK inhibitérleri
* irinotekan Aflibersebt, * Tirosin-Kinaz
« Oksaliplatin Ramusirumab inhibitérleri:
¢ Anti-EGFR antikoru: Regorafenib
Setuksimab,

* immiinoterapétikler:
Nivolumab,
Pembrolizumab

Panitumumab

Tim platin tabanli ilaglar intravendz enjeksiyon yoluyla uygulanir ve serum
proteinlerine 6zellikle alblimin proteinine baglanarak dolasimda biiyiik Olciide

bozulmadan kalirlar (5).

Platin tabanl ilaglar, antioksidan bir protein olan glutatyon (GSH) basta olmak
Uzere sistein ve metiyoninin kokdrt iceren peptit ve proteinlere kolayca
baglanabilirler. Fakat bu ilaglarin en 6nemli hedefi niikkleer DNA’dir. Agirlikli olarak
bu ilaclar guaninin N7 pozisyonundan baglanir. Ayn1 zamanda adenin bdlgelerinden
de baglanabilir. Boylece DNA’nin agilmasina ve biikiilmesine engel olarak

transkripsiyonu ve replikasyonu 6nlemis olurlar (6).

Tim diinyada kanser tedavisi i¢in kullanilan platin bazl ii¢ ilag vardir:
sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin. Ayrica lobaplatin ve nedaplatin gibi bireysel
onaya sahip diger platin tabanli ilaclar sirasiyla Cin ve Japonya gibi iilkeler
tarafindan kullanilmaktadir (Sekil 1) (7). Birinci nesil platin tabanl anti-tumor ajan
olan sisplatin (cisdiamminedikloridoplatin (II)) ilk testis kanseri icin ABD Gida ve
Ilag Dairesi tarafindan onaylanmistir ve platin tabanl ilaglara olan ilgi giderek
artmustir. Ikinci nesil karboplatin ve iigiincii nesil oksaliplatin, genisletilmis spektrum

ve azalan toksisite ile diinya capinda kullanilmaya baglanmustir (8).



Sisplatin, kloriir ligandlarinin cis-geometride oldugu iki kloriir ve iki amonyak
grubuna koordine edilmis notr, kare diizlemsel bir platin (II) koordinasyon
kompleksidir. Hucrenin igine girdikten sonra sisplatin suya maruz kalarak [Pt
(NH3)2Cl (OH2)]* ve [Pt (NH3)2(OH2)2]** komplekslerini olusturur. Boylece DNA'ya
daha reaktif hale gelir. ilerlemis pankreas kanseri, meme kanseri, kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanseri (NSCLC), ilerlemis mesane kanseri ve digerlerinin tedavisi
icin onaylanmustir. Ikinci nesil platin tabanli ilaglarda, iki klortir atomu, oksijenli bir
bidendat siklobutandikarboksilat grubu ile degistirilerek karboplatin (cis-diammin-
1,1'- siklobiitan dikarboksilat platin (II)) olusturulur. Bununla birlikte, karboplatin,
sisplatin ile benzer bir antikanser spektrumuna sahiptir ve bircok kanser tlrlnde
sisplatin ile capraz diren¢c g6zlenmektedir (9). Oksaliplatinin ise daha az DNA
eklentisi tiretebildigi ancak sisplatin ve karboplatine gore daha yiiksek sitotoksisiteye
neden oldugu ve ayrica kolorektal ve diger gastrointestinal kanserlerde daha guclu

aktivite gdsterdigi bildirilmistir (9).
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Sekil 1. Platin tabanli ilaglarm kimyasal yapisi. 1: sisplatin; 2: karboplatin; 3:
oksaliplatin; 4: nedaplatin; 5: laboplatin
Oksaliplatin ilk olarak Sanofi-Aventis sirketi tarafindan gelistirildi. Daha sonra
1996'da Fransa'da, 2002'de ABD'de ve 2005'te Japonya'da kanser tedavisinde
kullanilmak {izere onaylandi. Oksaliplatin ({[oksalat (2-)- O, O '] [1R, 2R-



sikloheksandiamin-N, N '] platin- (I)}) {gilincii nesil platin bazli anti-tumor bir
ajandir. Bu 1,2-diaminosikloheksan (DACH) ligandi, sisplatinin amin gruplarini
temsil eder. Intravendz olarak uygulanan oksaliplatin, kolorektal kanser tedavisinde
5-florourasil (5-FU) ve lokovorin (LV) gibi diger ajanlarla kombine edilerek
uygulanir. Giinlimiizde FOLFOX olarak bilinen bu kombinasyon, kolorektal kanserin
standart birinci basamak tedavisi olarak kabul edilmektedir ve pankreas kanseri gibi
diger malignitelerde de bu kombinasyon ¢aligmalar1 devam etmektedir. Bu
kombinasyon tedavilerinde, tedavi suresi ve sitotoksisite cok dnemlidir ve bu ylzden
farkli etkinlik oranlar1 ile sonug¢lanmaktadir. Ne yazik ki, bu tiir kombinasyonlar1
iceren bu ¢alismalarin ¢ogu genel sagkalimi onemli 6l¢lide artiramamis ve kanser

tirlerinde yeni sistemik tedaviler i¢in acil bir ihtiya¢ yaratmustir (10), (11).

Oksaliplatin hastaya verildigi zaman, hiicre igerisine almimi biiyiik olgiide
pasif diflizyonla ile gerceklesmektedir. Bunun yaninda kolaylastirilmis difiizyon ve
aktif tasima da oksaliplatinin hiicre i¢ine aliminda rol oynamaktadir (11).
Oksaliplatin, ilag biyotransformasyonu olarak adlandirilan biyolojik sivilarda bir dizi
spontan, enzimatik olmayan doniisiime ugrar. Bu reaksiyonlara oksalat grubunun
H20, CI' ve HCOs  iyonlari ile yer degistirmesi aracilik eder. Bu biyotransformasyon
reaksiyonlar1 ile olusan dikloro-, monokloro- ve diaquo-diaminosikloheksan
(DACH) platin gibi reaktif tiirler DNA’ya baglanarak DNA-platin kompleksleri
olustururlar (12).

Platin analoglar1 sitotoksik etkilerini alkilleyici ajanlarla aymi sekilde
gosterirler. Bu nedenle, hiicre dongiisiiniin tiim asamalarinda DNA zincirlerine
capraz baglanarak, DNA sentezini ve fonksiyonunu inhibe ederler ve tiimor

hiicrelerini oldurtrler.

Oksaliplatin hiicre icerisine girdikten sonra Ozellikle DNA’ya baglanarak
etkinliklerini gosterirler. DNA etkilesim ajani olarak, esas guanin-guanin (GG) veya
guanin-adenin (GA) arasinda DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozan

zincirler aras1 eklentileri olusturur (Sekil 2) (10).
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Sekil 2. Oksaliplatinin diaminosikloheksan grubunun DNA’nin guanin-guanin

niikleotidlerine baglanmasi

2.5. Kanserde ila¢ Direnci

Gegtigimiz yillarda kanser tedavisinde elde edilen basarilara ragmen, klasik
kemoterapotik ajanlara ve yeni hedefe yonelik ilaglara direng, kanser tedavilerinde
onemli bir sorun olmaya devam etmektedir (9). Kanser hicreleri, kemoterapinin
basarisizligindan sorumlu olan ve c¢oklu ilag direnci olarak adlandirilan coklu
mekanizmalarla kemoterapiye direng gelistirir. Coklu ila¢ direnci (multidrug
resistance, MDR), dogal veya edinilmis direng olarak kategorize edilir. Dogal direng,
genellikle hastaya ila¢ uygulanmadan, 6nceden var olan ve genellikle ilag¢ tedavisinin
etkinliginin azalmasima neden olan dogustan gelen direng olarak tanimlanir. Dogal
dirence sunlar neden olabilir: (1) hastalarin ¢ogunda hem sitotoksik ajanlara hem de
hedeflenmis tedaviye verilen yanitin azalmasma neden olan 6nceden var olan genetik
mutasyonlar; (2) timor heterojenligi; (3) gevresel toksinlere (anti-kanser ilaglar gibi)

Kars1 savunma olarak kullanilan sinyal yolaklarmin aktivasyonu (9).

Edinilmis ilag¢ direnci, ila¢ tedavisinden sonra bir ilacin antikanser etkinliginin
kademeli olarak azaltilmasiyla belirlenebilir. Edinilen diren¢ sunlarin bir sonucu
olabilir: (1) yeni ortaya c¢ikan siiriici gen haline gelen ikinci bir pro-onkogenin
aktivasyonu; (2) ila¢ hedeflerinin mutasyonlar1 veya degismis ekspresyon seviyeleri,

(3) tedaviden sonra tiimdr mikrogevresindeki (TMC) degisiklikler (9).

Sonu¢ olarak hem dogal hem de edinilmis direncte, ilacin terapdtik dozu

etkisizdir ve sitotoksik etkisi i¢in daha blyuk bir konsantrasyon gerektirir (13).



2.5.1. Tla¢ Direnci Mekanizmalar
Tiimorlerin terapotik ilaglara direnci, kemoterapi basarisizliginin baslica
nedenidir. Kullanilan her etkili anti-kanser ilaca kars1 birgok mekanizma araciligiyla
direng gelisebilir. Bu mekanizmalar sekil 3’de gosterildigi gibi; (14)
Artan ilag akis1
Faz Il detoksifikasyon enzimleri
DNA onarim mekanizmalarinin aktivasyonu
Apoptozdan kagma
Epigenetic degisikler
Ila¢ hedefinin degismesi

Tumaor mikrogevresi

© N oo g~ w D

Epitelyal-mezenkimal doniisiim (epithelial-mesenchymal transition, EMT) gibi

birgok mekanizma yoluyla gelisebilir (15).
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Sekil 3. Ila¢ direncinden sorumlu olan mekanizmalar
2511 Artan ilag akist

MDR, kanser tedavisinin basarisin1 engelleyen ciddi bir sorundur. P-
glikoprotein (P-glycoprotein, P-gp / ABCBI1), ¢oklu ilag direnci ile iliskili protein 1
(MRP1 / ABCC1) ve meme kanseri direng proteini (BCRP) gibi disar1 ilag atilimini
saglayan ATP-baglayici kaset (ABC) proteinlerinin asir1 ekspresyonu hiicre
icerisinde ilag birikimini azaltarak kanser hcrelerinin ilaglara olan maruziyetini
azaltir (16).
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2512 Detoksifikasyon Metabolizmast

Glutatyon transferazlar, diger bir adiyla glutatyon S-transferazlar (GST),
endojen ve ekzojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile
konjugasyonunu saglayarak, genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik

metabolitlere doniisiimiinii katalizleyen Faz-11 detoksifikasyon enzim ailesidir (17).

GST’lar, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillerden korumak i¢in islev
gorirler. Spesifik olarak GST'lar, glutatyonun (L-g-glutamyl-I-cysteinyl-glycine,
GSH) cok ¢esitli endojen ve eksojen elektrofilik bilesiklere konjugasyonunu katalize
eder. Boylece hiicre icerisindeki zararh bilesiklerin uzaklastirilmasinda gorev alirlar
(18). Elektrofilik kisimlar olusturan bir¢ok kemoterapotik ilag, GSH yolu ile

detoksifiye edilir ve bu nedenle direng gelisimine yol agar (18).

Antikanser ajanlara maruz kalma, hicreyi koruyan gen dridnlerinin
indiiksiyonuna ve ekspresyonuna yol agabilir. GST'ler, kemoterapi ajanlarina karsi
direncin gelismesinde rol oynamaktadir (18). GST'lerin ilag direncinde iki farkl roli

vardir. Ilag detoksifikasyonu ve MAPK yolu inhibisyonu.

2513. DNA Onarim Mekanizmalarinin Aktivasyonu

Hasar gormiis DNA’nin onarimi anti-kanser ila¢ direncine sebep olmaktadir.
Dogrudan veya dolayli olarak DNA'ya zarar veren kemoterapi ilaglarina yanit olarak,
DNA hasar tepkisi mekanizmalar1 ilaca bagh hasar1 tersine gevirebilir. Ornegin,
sisplatin gibi platin tabanl kemoterapi ilaglari, DNA’ya ¢apraz baglanarak apoptoza
neden olmaktadir. Bununla birlikte, platin tabanli ilaglara diren¢ mekanizmasi
genellikle birincil onarim mekanizmasi olan niikleotid eksizyon tamiri (NER) ve
homolog rekombinasyon (HR) yolu ile ger¢eklesmektedir (19).

2514. Apoptozdan Kagma

Apoptoz (programlanmis hiicre Oliimii), kanser hiicrelerinde kemoterapi ile
tetiklenen yaygm hiicre oliimii seklidir. Apoptotik yol, intrinsik veya ekstrinsik
olarak meydana gelebilir. Intrinsik yol, mitokondri merkezlidir ve kaspaz-9, AKT ve
BCL-2 proteinlerini icerir. Hicre yuzeyinde bulunan 6lim reseptorleri, ekstrinsik
yolda yer alir. Her 2 apoptoz yolaginm ilerlemesi, kaspaz-3'i etkinlestirdigi

bilinmektedir. Apoptozun degismesi kemoterapiye direng gelismesine yol agar.
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Kanser hicreleri hayatta kalmak ic¢in anti-apoptotik proteinlere bagimlidir.
Dolayisiyla, bu proteinler ilag direnci i¢in terapdtik hedeflerdir. Bu proteinlerin asirt
ekspresyonu ve mutasyonlari, kemoterapinin basarisizligi ile iliskilidir ve ilag direnci

gelismektedir (20).

2515 Epigenetik Degisiklikler

Kanser tedavisine dirence neden olan bir diger mekanizma dizisi,
karsinogenezi de etkileyebilen epigenetik modifikasyonlardir. Iki ana epigenetik
degisiklik tiiri, DNA metilasyonu ve asetilasyon veya metilasyon yoluyla histon
modifikasyonudur. DNA metilasyonu, CpG adalar1 olarak bilinen bdlgelerdeki CG-
diniikleotidlerde sitozinlere baglanan metil gruplarindan olusur ve esas olarak yukari
akis (up-regulation) gen promoter bdlgelerinde bulunur. Bununla birlikte, genom
boyunca diger lokuslarda da metilasyon meydana gelebilir. Tersine, histon
modifikasyonlar1 kromatin yapismi degistirir. Ornegin, histon asetilasyonu kromatini
acarken deasetilasyon onu kapatir. Bu mekanizmalar nihayetinde kromozom boyunca
genlerin ekspresyonunu duzenler ve kanserde bu normal diizenleme bozulur.
Ornegin, tiimdr baskilayic1 genler genellikle hipermetilasyon yoluyla susturulur ve

onkogenler hipometilasyon yoluyla asir1 ifade edilir (19).

2516. Ila¢ Hedefinin Degismesi

Hedef veya reseptor seviyesinde, ila¢ tedavisinin etkinligi iki faktorden
etkilenir: ila¢ hedefindeki degisimler veya hedefin ekspresyon seviyesindeki
degisiklikler. Ila¢c hedefi, asir1 ekspresyon veya yetersiz ekspresyon ve hedef
proteinlerin mutasyonlar1 yoluyla degisebilir (21). Ornegin prostat kanserinde
androjen reseptOriiniin asir1 ekspresyonu bikalutamid gibi androjen reseptor

antogonistlerine kars1 edinilmis direng kazanamsina neden olur (20).

Hedef proteinlerin ekspresyonu, bloke etmek icin yeterli miktarda eksprese
edilemez. Bu tiir bir direng, meme kanseri i¢in tamoksifen tedavisi sirasinda gdzlenir.
Timor hiicreleri, dstrojen reseptorlerinin kaybi nedeniyle tamoksifene (anti-0strojen)

direng gelistirerek kemoterapinin basarisiz olmasina neden olur (19).
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Gen mutasyonlar1 yaygin olarak kanser hiicrelerinde goriilir ve direng
gelisimine 6nemli katki saglar. Mutasyona ugramis hedefin fonksiyonel aktivitesi
devam ederken substrat molekiile baglanmasimi engellenir. Bu sekilde ilag hedef

bolgeye baglanamaz ve ilaca karsi direng geligir (22).

2517. Tumor Mikrogevresi

Timoriin sahip oldugu dinamik ve heterojen mikrocevre, malignite ve
hastaligin ilerlemesi ile ilgili dnemli bir faktordiir (23). Tiimor mikrogevresi, c¢esitli
kemoterapotiklerin etkisini azaltarak ilag direncinin gelismesine ve kemoterapinin
basarsizligina sebep olur. Tiimor mikrogevresi icerisinde bulunan pH ve oksijen gibi

bazi bilesenler direncin gelismesine katki saglamaktadir (13).

Tiim6r mikrogevresinin pH'1, kemoterapdtik ajanlarin aktivitesini 6nemli
Olciide etkileyebilir (24). Tiimorlerin hiicre i¢i pH' alkali ile notr arasindadir ancak
hiicre dis1 ortam ise asidiktir. Boylece vinkristin ve doksorubisin gibi zayif bazik
ilaclar diisiik pH'ta iyonize olur ve hiicresel alimlar1 azalir. Bu nedenle, hiicre disi

pH'daki arti, bu ilaglarmn sitotoksisitesini arttirmak igin faydalidir (25)

Tiumordeki hipoksik ortam, hiicrelerin hayatta kalmalar1 i¢in anjiyogenez ile
ilgili genlerin ekspresyonunu tetikler. Bu durum karsinojeneze ve ila¢ direncine yol
acabilir (26). Ayn1 zamanda anti-kanser ilaglarinin ¢ogu, serbest radikaller iireterek
kanser hiicrelerin apoptoza ugramasina neden olur. Fakat hipoksi ortam aracilifiyla

P-gp’nin asir1 ekspresyonu sonucu kemoterapdtik ajanlarin etkisi tersine cevrilebilir

7).

2518. Epitelyal-Mezenkimal Déniisiim Aracili ila¢ Direnci

EMT, epitel hucrelerinin apikal-bazal poloritesini ve hiicre-hiicre adezyonunu
kaybetmesi ve invaziv mezenkimal hiicrelere gegis siirecidir. EMT, embriyonik
gelisim, yara iyilesmesi, kanser hiicresi metastazi ve ila¢ direnci dahil olmak tizere
cok sayida biyolojik ve patolojik stirecte yer alir. Kanser kok hiicreleri (cancer stem
cell, CSC), tumdrijenezden sorumlu olan toplu timor hiicrelerinde kiclk bir hicre
alt popiilasyonudur. EMT sirasinda aktive edilen Wnt, Hedgehog ve Notch gibi
sinyal yollaklari, CSC sinyal yollaklarinda da goriilmektedir. EMT'ye maruz kalan
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hiicrelerin kok hiicre benzeri bir 6zellige sahip oldugunu, boylece CSC'lerle anahtar
sinyal yollarin1 ve ila¢ direnci fenotiplerini paylastigi kanitlanmigtir (28). CSC’lerde
ila¢ direncinin ana sebeplerinden biri ABC tasiyic1 proteinleridir. EMT'ye maruz
kalan hiicreler, ABC tasiyicilarmi asir1 eksprese eder ve CSC'lere benzer ilag direnci
fenotipi gosterir. Bunun sebebi Twist, Snail ve FOXC2 gibi EMT transkripsiyon
faktorleri (epithelial-mesenchymal transition transcription factor, EMT-TF) ABC
tastyict proteinlerinin promoter bdlgelerine baglanarak ekspresyon seviyelerinin

artmasima sebep olmaktadir.

Timor mikrogevresi de EMT kaynakh ilag direncine aracilik eden bir diger
faktordiir. Timor stromasimin bir bileseni olan kanserle iliskili fibroblastlar (CAF),
hiicre-hiicre etkilesimi veya hiicre dis1 sinyal molekiilleri yoluyla kanser hucrelerinin
proliferatif ve invazif davranigini1 desteklemede 6nemli bir rol oynar. CAF’lar, IL-6
ve TCF21 gibi sitokinlerin salgilanmasi yoluyla tiimor hiicrelerinin EMT'ye
girmesini kolaylastirir. Hipoksi, kanser hiicrelerinin EMT'ye girmesini ve ilag direnci
kazanmasini tesvik eden bir baska onemli mikrogevre iliskili faktordiir. Hipoksik
kosullar altinda HIF-la'nin aktivasyonu, hiicreleri EMT'ye tesvik eder ve MRP1

ekspresyonunu artirarak ilag direncini indiikler (15).

2.5.2. Oksaliplatin fla¢ Direncinden Sorumlu Mekanizmalar

Oksaliplatin i¢in sorumlu olan ila¢ direng mekanizmalar1; hiicre i¢i/dis1 tasima,
detoksifikasyon metabolizmasi, DNA onarim mekanizmalarindaki degisiklikler
(NER ve HR) ve hiicre 0lim mekanizmalaridir (Sekil 4) (10). Ayrica timor
mikrogevresi igerisinde bulunan g¢esitli hiicrelerden salgilanan TGF-B1’in, EMT
aracili oksaliplatine direncin olusumuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle EMT yi inhibe edebilmek i¢in TGF-B1°1 hedef molekiil olarak almak, kanser

hicrelerinin oksaliplatine karsi daha duyarli hale gelmesini saglayabilir (10).

2521 Kati Tagiyic1 (Solid Carrier, SLC) Membran Proteinleri

SLC’ler organik anyon ve organik katyon (organic cation transporter, OCT)
tastyicilar gibi alt gruplara smiflandirilabilir. Normalde SLC'ler, endojen ve eksojen
maddelerin taginmasina aracilik ederek hiicresel homeostazi siirdiirmek igin tiim

viicutta eksprese edilir. Bununla birlikte, SLC'lerin ekspresyonu veya dagilim, ilag-
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ilac etkilesim etkisine bagli olarak degisebilir ve terapotik ilaglarin hiicresel aliminda
onemli bir etkiye sahiptirler (29). Cisplatin, hOCT1 (SLC22A1), hOCT2 (SLC22A2)
ve hMATE1l (SLC47Al1) substratidir ve oksaliplatin ise, hOCT2, hOCT3
(SLC22A3), hMATEL (SLC47A1) ve hMATE2-K (SLC47A2) substratidir.

OCT'lerin ekspresyonunun azalmasi, oksaliplatin ve sisplatinin hiicre i¢ine alinimini

azaltir ve tedavide ilaca kars1 direng gelisebilir (30).

2522, Bakir Taswyict 1/2 (CTR) Protein Ailesi

Bakir tastyic1 1 (copper transporter 1, CTR1) dokularda her yerde eksprese olur
ve yiiksek afiniteli bakir alimi i¢in gereklidir. CTR1'in cisplatin, oksaliplatin ve
karboplatin tagidig1 bilinmektedir. Song ve ark. CTR1’in asir1 ekspresyonu ile kiigiik
hiicreli akciger kanserinin sisplatin, oksaliplatin ve karboplatine hassasiyetinin

arttigin gostermislerdir (31).

CTR2, CTR1 ile benzer gorevleri paylasan diisiik afiniteli bir bakir
tastyicisidir. CTR2'nin mRNA ve protein seviyeleri, sisplatinin ve oksaliplatinin
duyarlilig: ile 6nemli korelasyonlara sahiptir. Baz1 hiicrelerde CTR2'nin ekspresyon
seviyesinin diismesi sisplatinin hiicresel birikimini arttirir, ancak CTR2'nin asir1

ekspresyonu sisplatine duyarliligi azaltir (9).

2523 Coklu Ila¢ Direnci Proteinleri

Coklu ilag direnci iligkili protein (multidrug resistance protein, MRP, ABCC)
alt ailesi, ATP baglayic1 kaset tasiyici siiper ailesine (ABC) aittir ve anyonik
amfifilik bilesikler icin ATP'ye bagimli tek yonlii hiicre digina akis pompasi olarak
islev goriir (32). MRP2, platin-GSH konjugatinin hiicre dis1 tasiyicisi olarak uzun
stiredir taninmaktadir. MRP2'nin yiiksek seviyeli ekspresyonu, kiiciik hiicreli akciger
karsinomu, yumurtalik kanseri ve 6zofagus skuaméz hiicreli karsinomda intrinsik
sisplatin direnci ile iligkilidir. MRP4 ayrica platin direnci ile iligkili bir aday olarak
tanimlanmigtir. MRP4'lin asir1 ekspresyonu sisplatin direnci ile ilgilidir ve MRP1

yerine MRP4'iin diisiiriilmesi, oksaliplatin ve sisplatin birikimini artirir (33).
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2524. Detoksifikasyon Metabolizmast

GSH, oksidatif stresi engelleyen giiclii bir antioksidandir. GSH ile oksaliplatin
dahil diger platin tabanl ilaglar arasinda konjugatlarin olusumu, bu ilaglarin
inaktivasyonunda onemli bir adimdir. Platin tabanli ilaglar kovalent olarak GSH'ye
baglandiginda, ortaya ¢ikan kompleks ABC tasiyici proteinler i¢in bir substrattir ve
boylece ilacglarin hiicre disarisina atilimi gerceklesir. GSH konjugasyonu siireci,
glutatyon-S-transferaz (GST) enzim ailesi tarafindan katalize edilir. Boylece platin
tabanli 1ilaglara direngli tiimor hiicrelerinde yiiksek GSH ve GST seviyeleri

bulunmustur (4).

2525. Apoptozdan Kagma

Oksaliplatin sitotoksik etkisini apoptozun igsel ve digsal yolaklarini kullanarak
gosterebilir.  Apoptoz inhibitorleri, programlanmig hiicre O6liimiiniin endojen
inhibitorleri olarak hareket eden bir protein ailesidir. Bazi Uyeleri, oksaliplatine
direncle iliskilendirilmistir. Ornegin, oksaliplatine karsi kazanilmis direncli insan
kolorektal kanser hiicre dizilerinde, ebeveyn hiicrelere kiyasla daha yiiksek diizeyde

survivin gozlemlenmistir.

Intrinsik apoptotik yol, Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenir. Bu aile hem
proapoptotik (Bad, Bak ve Bax) hem de antiapoptotik tyeleri (Bcl-2, Bcl-xI ve Mcl-
1) icerir. Proapoptotik Bax kaybi1 oksaliplatine hassasiyeti azaltirken, antiapoptotik
uyeler Bcl-2 ve Bcl-xl'in asagi regiilasyonu oksaliplatine olan hassasiyeti artirir.
Ekstrinsik apoptoz yolagina, spesifik ligandlarin birlesmesinden sonra oliim
reseptorlerinin (TNFR1, Fas / CD95, TRAIL, DR4 ve DRS5) aktivasyonu aracilik

eder. Bu yolun bozulmasi oksaliplatin direncini arttirir (10).

2526. DNA Onarum Mekanizmalarinin Aktivasyonu

DNA ceklentilerinin  olusumu, platin Dbilesikleri tarafindan anti-kanser
aktivitesini indiiklemek i¢in ¢ok onemlidir. Bu nedenle, DNA onariminda yer alan
molekiler mekanizmalar, anti-kanser aktivitelerinin belirlenmesinde énemli bir role
sahiptir. Sisplatin-DNA eklentileri yanlis eslesme onarim (mismatch repair, MMR)
sistemi tarafindan taninabilir ve onarilabilir, oysa oksaliplatin-DNA eklentilerinin

onarimmda MMR’lar sorumlu degildir. Ote yandan, oksaliplatin tarafindan
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indiiklenen DNA hasari, NER sistemi tarafindan onarilir. En Onemli NER
mediyatorlerinden biri olan eksizyon onarimi ¢apraz tamamlayici grup 1 (excision
repair cross-complementing group 1, ERCC1) ve katalitik partneri XPF (xeroderma
pygmentosum grup F, ERCC4) oksaliplatin direncinde rol oynadigi belirtilmistir
(34).
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Sekil 4. Oksaliplatin ile iligkili diren¢ mekanizmalar1

2.6. Reaktif Oksijen Turleri

Oldukga reaktif iyon ve molekiillerden olusan bir grup olan reaktif oksijen
turleri (ROS), gesitli biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde yer alan gii¢lii sinyal
molekiilleridir. ROS’lar degisik patofizyolojik 6zelliklere sahiptir. Ornegin, kanser
hiicrelerinin normal hiicrelere gore daha yiiksek ROS seviyelerine sahip oldugu
bilinmektedir. Bu kismen, kanser hiicrelerinde gelismis bir metabolizma ve
mitokondriyal disfonksiyondan kaynaklanmaktadir. Kanser hiicrelerinde artan ROS
iretimi, timoriin baslamas1 ve ilerlemesi i¢in gerekli biyokimyasal veya molekiiler

degisikliklere, apoptozdan kagmasina ek olarak ila¢ direncine de sebep olmaktadir

(Sekil 5) (35).

17



SR UL

s
o - >
, e \ Cytoplasm '1

TFs
@ene expression =

Catalase

Signal pathway
(Akt, mTOR, 38

Sekil 5. ROS; proliferasyon, apoptoz, metastaz, ila¢ direnci ve diferensiyasyon gibi

hiicresel stiregleri gesitli sinyal yolaklari ile diizenler (35).

2.6.1. ROSRekatif Oksijen Turlerinin Olusumu ve Eliminasyonu

ROS hem serbest radikal hem de radikal olmayan gruplardan olusur. Serbest
radikal grubu, stperoksit anyonu (Oz¢-), peroksil radikali (RO2¢), hidroksil radikali
(*OH) ve hidroperoksil radikalini (HO2¢) icerir. Hidrojen peroksit (H202) ve tek
oksijen (*O2) radikal olmayan ROS olarak smiflandirilir. Hiicre i¢ci ROS iiretimi,
mitokondride ATP sentezi, endoplazmik retikulumda (ER) protein sentezi ve
nikotinamid adenin dinukleotit fosfat oksidaz (NOX) enzim ailesinin aktivasyonu ile
uretilir (36).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, birkag eksojen ve endojen faktor tarafindan
tetiklenebilir. Mitokondriyal elektron tasima zinciri (ETS), ¢ogu memeli dokusunda
ROS'un ana endojen kaynagidir. ETS'de, esas olarak kompleks 1 ve Il'te, Oze-
mitokondriyal matriste O2'nin tek elektron indirgenmesiyle olusur. Ayni zamanda
kompleks III, mitokondriyal zarlar arasi bosluga O: salgilayabilir. Oze- ETS
kompleksi II'de de iiretilebilir. Mitokondride olusan, Oze-, voltaja bagli anyon
kanallar1 araciligiyla sitozole yayilabilir. ROS'un diger énemli endojen kaynaklari,
NOX, ksantin oksidaz (XO), lipoksijenazlar (LOX) ve sitokrom P450 gibi

enzimlerdir (37).
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NOX ailesi enzimleri, yani NOX1-5, dual oksidaz 1 (DUOX1) ve dual oksidaz
2 (DUOX2), ROS iiretme islevine sahiptir. Etkinlestirildiginde, NOX1-3'in timi
esas olarak Oae- iiretirken, NOX4, DUOX1 ve DUOX2 dogrudan H20- Uiretebilir.

Ek olarak, yukarida belirtildigi gibi, ROS {iretimi radyasyon, ilaglar,
kimyasallar, agir metaller ve kirleticiler gibi ¢ok sayida eksojen faktor tarafindan da

olusturulabilir.

ROS'un ¢ok sayida biyolojik siire¢ ve hastalik durumu ile baglantili olmasi
nedeniyle, ROS firetimi ve temizligi arasindaki denge kritik bir dneme sahiptir.
Hiicresel redoks dengesi metabolizmada bulunan gicli antioksidan sistemler ile
korunur. Bu antioksidan sistemler ii¢ sinifa ayrilabilirler: endojen antioksidanlar
(bilirubin, katalaz (CAT), ferritin, superoksid dismutaz (SOD), glutatyon, koenzim
Q, L-karnitin, alfa lipoik asit, glutatyon peroksidaz (GPx), melatonin, metalotiyonin,
tioredoksinler, peroksiredoksinler (Prx) ve lirik asit), dogal antioksidanlar (askorbik
asit, polifenol metabolitleri, karoten, E vitamini ve A vitamini) ve sentetik

antioksidanlar (Nrf2, tiron, piruvat, selenyum ve N-asetil sistein (NAC)) (38).

Daha o6nce bahsedildigi gibi, SOD, O2¢-'nin H2Oz'ye ayrigsmasini katalize eder
ve bu daha sonra Prx sistemi, GPx sistemi ve katalaz ile suya indirgenebilir. Insan
SOD'u, barindirdiklar1 metal ko-faktér ve etki yerine bagli olarak {i¢ gruba
ayrilabilir: Bakir / Cinko (CuZn)-SOD (SOD1), Manganez (Mn)-SOD (SOD2) ve
hiicre dis1 CuZn-SOD (EC-SOD veya SOD3). Prx sistemi iki elektron vericisi ve iKi
tiir antioksidan enzimden olusur: Prx'in kendisi, tioredoksin rediiktaz (TrxR),
tioredoksin (TRX) ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH). H20»
metabolizmasi sirasinda Prx oksitlenir ve inaktive edilir. TRX, acil bir elektron
vericisi olarak hareket eder ve Prx'i aktif forma geri getirir. TRX daha sonra
elektronlarint NADPH'den alan TrxR tarafindan indirgenir (39).

2.6.2.  Reaktif Oksijen Turleri ve Karsinogenesiz
ROS, konsantrasyona ve siireye bagli olarak, hiicresel proteinleri, lipidleri ve
DNA'y1 etkileyebilir ve bu da genomik kararsizliga ve karsinogenez ile ilgili ¢esitli

sinyalleme kaskadlarinin aktivasyonuna yol agabilir (Sekil 6). ROS'un karsinogenezi
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destekleyebilecegi mekanizmalardan biri de onkogenlerin aktivasyonuna veya timor

baskilayici genlerin inaktivasyonuna yol agan DNA hasaridir.

Onemli genetik degisiklikleri tetiklemenin yam sira, ROS, cesitli epigenetik
degisikliklere aracilik ederek tiimdrijenezi indiikleyebilir. Tiimor baskilayici genlerin
metilasyonu ve inaktivasyonu, oksidatif stresin neden oldugu tiimor olusumunda en

yaygin epigenetik degisikliklerdir (40).

Reaktif oksijen turleri, tumor hucresi proliferasyonunda yer alan birkag
proteinin veya sinyal yollarinin aktivitelerini modiile edebilir. Fosfoinositid 3-
kinaz/protein kinaz B (PI3K/PKB; c¢ogunlukla PI3K/Akt olarak belirtilir.) ve
mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklari, tiim6r hiicresi
proliferasyonunda rol oynar. ROS'un, fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ve
protein tirozin fosfataz 1B (PTP1B) gibi PI3K/Akt fosfatazlarini etkisiz hale getirdigi
ve boylece pro-proliferatif PI3K/Akt sinyallemesini destekledigi gosterilmistir.
Proliferasyonu indiiklemenin yani sira, PI3K/Akt sinyal yolu ayrica tiimor hiicresinin
hayatta kalmasinda, kemoterapiye direncgte ve hiicre oliimiinden korunmada da rol
oynar. Ek olarak, ROS'un, timor hicresi proliferasyonuna ve ilerlemesine yol acan

MAPK yolunu aktive ettigi gosterilmistir (41).

ROS’un tiimorijenik aktivitesinin aktivator protein 1 (AP-1), nikleer faktor-xB
(NF-xB), niikleer faktor eritroid 2 — iliskili faktor 2 (Nrf2), hipoksiyle indiiklenebilir
faktor-1oa (HIF-10) ve p53 gibi transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi araciligiyla

gergeklestirebilir (41).
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Sekil 6. ROS olusumunun miktara bagli olarak hiicre icerisinde etki gosterdigi

biyokimyasal ve biyolojik etki mekanizmalar1

2.6.3. Reaktif Oksijen Turleri ve Metastaz

ROS, migrasyon ve invazyonda 6nemli rol oynar. Literatiirde birka¢ caligma,
ROS'un EMT'nin 6nemli bir nedeni oldugunu kanitlamaktadir (42). Meng ve ark.
pankreas adenokarsinomunda, antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz-1’in
ekspresyonunu inhibe ederek ROS aracili Akt/glikojen sentaz kinaz 3f
(GSK3B)/Snail yolaginin aktive edildigini gostermislerdir. Bunun sonucu olarak
artan ROS konsantrasyonu ile EMT ve ilag direncinin de arttigmi gormiislerdir (43).
TGF-B1I, ROS'a bagli mekanizmalar yoluyla hiicre goc¢ilini ve istilasini
kolaylastrmak icin uPA (Urokinaz tipi Plazminojen Aktivatér) ve MMP-9'u
dizenler (44).

Endojen biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin, timor hiicrelerinin yayilmasinda
onemli rollere sahip oldugu bilinmektedir. Vaskiler endotel blyime faktori
(VEGF), trombosit kaynakli bliylime faktorii (PDGF), hepatosit biiyiime faktorii
(HGF) gibi biiylime faktorlerinin yani sira timor nekroz faktorii-a (TNF-a) gibi
sitokinler, NOX veya mitokondriyal ETS aracili ROS olusumunu indlkler ve artan
timor hiicrelerinin invazivligine sebep olur. Alternatif olarak NOX, LOX veya
mitokondriyal ETS tarafindan tiretilen ROS, hiicreleri ekstraseliiler matrikse (ECM)
baglayan ve bir hiicre yapisma reseptorii olan integrinin aktivasyonunu saglayarak

hiicre gécune sebep olur (35).
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Alternatif bir mekanizmada, ROS'un fosfotirozin fosfatazi (PTP) inhibe ettigi,
bdylece enzimin, hiicre hareketliliginin kontroliinde yer alan fokal adezyon kinazi
(FAK) defosforile etmesini ve inaktive etmesini &nledigi bildirilmistir. Ornegin,
bliylime faktorii aktivasyonu ve integrin birlesmesinin bir sonucu olarak salinan
ROS'un FAK aktivasyonuna aracilik ettigi ve hiicresel goge yol agtig1 bilinmektedir
(35).

ROS'un hiicre gogiline katildigr bir baska olasi mekanizma, aktin hicre
iskeletinin modiile edilmesidir. NOX aracili H2O2 olusumunun slingshot 1L (SSHIL)
proteinlerini uyarmaktadir. Bu protein 1se aktin hiicre iskeletinin yeniden
sekillenmesini diizenleyen ve hiicre gociine yardimct olan bir aktin baglayici protein

olan kofilini aktive etmektedir (35).

Glikozaminoglikanin (GAG) ve diger ECM bilesenlerinin proteolitik
bozunmasi, ROS'un metastaza yol acan tiimor hiicresi gociine tesvik ettigi diger
birka¢ mekanizmadan biridir. ECM'nin ROS bagimli degradasyonu, bir dizi farkl
mekanizma yoluyla meydana gelebilir: (1) ECM bilesenlerinin proteolitik
bozunmasindan sorumlu olan metaloproteinazlarm (MMP) aktivitesisnin ve
ekspresyonunun indiiksiyonu. (2) MMP’lerin proteolitik aktivitelerini sinirlayan
inhibitorlerin inhibisyonu ve (3) uPA ekspresyonunun indiksiyonu. MMP'lerin ve
uPA'nin ekspresyonu, ROS-bagimli MAPK aktivasyonu araciligiyla gerceklesebilir
(35).

2.7. Fitokimyasallar

Fitokimyasallar, cogunlukla meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, baharatlarda ve
diger bitkisel gidalarda bulunan, genellikle destekleyici ve hastalik onleyici
Ozelliklere sahip, besleyici olmayan bitkisel sekonder metabolitlerdir (45). Sekonder
metabolitler ilag ve gida endiistrilerinde kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda kozmetik

ve tarim kimyasi gibi alanlarda da kullanilmaktadir (46).

Bitkilerde biyosentez yollarma dayali olarak, nitrojen iceren bilesikler
(siyanojenik glikozitler, alkaloidler ve glukozinolatlar), fenolik bilesikler
(flavonoidler ve fenilpropanoidler) ve terpenler (izoprenoidler) dahil olmak tzere (¢

ana bitkisel sekonder metabolit grubu vardir (46).
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2.7.1. Antosiyaninler
Antosiyanin  kelimesi Yunancadaki anthos (cicek) ve kianos (mavi)
kelimelerinden tliremis bir kelimedir. Antosiyaninler, fenolik bilesik smifindan

flovonoid grubuna ait bir fitokimyasaldir.

Antosiyanidinler, antosiyaninlerin temel yapilaridir.  Antosiyanidinler
(aglikonlar), oksijen igeren bir heterosiklik halkaya [C] bagl aromatik bir halkadan
[A] olusur ve bu da tglincii bir aromatik halkaya [B] bir karbon-karbon bagiyla
baglanir (Sekil 7). Antosiyaninler, bitkilerde antosiyanidin molekiiliiniin bir sekerle
birlestigi glikozitler formunda dogal olarak bulunur (47). Antosiyaninler, B halkas1
tizerindeki gruplara, yapilarinda bulunan konjuge seker sayisina ve tipine ve bir acil
grubunun varhigina bagh olarak dogada bircok cesitte bulunabilirler (Sekil 7).
Simdiye kadar, 500'den fazla farkli antosiyanin ve 23 antosiyanidin literatiirde
tanimlanmistir. Antosiyanidinlerden sadece altisi bitkilerde en yaygin olarak bulunur
(Tablo 3). Bunlar pelargonidin (Pg), peonidin (Pn), siyanidin (Cy), malvinidin (Mv),
petunidin (Pt) ve delfinidin (Dp)’dir (48). Meyve ve sebzelerde daha yaygin olan alt1
antosiyanidinin dagilimi su sekildedir: Cy %50, Dp %12, Pg %12, Pn %12, Pt %7 ve
Mv %7. Dogada daha yaygin olan glikozit tiirevleri 3-monositler, 3-biyositler, 3,5-
ve 3,7-diglukositlerdir. En yaygin antosiyanin ise Cy-3-glukoziddir (49).

Sekil 7. Genel antosiyanidin (aglikon) iskeleti yapisi (49)
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Tablo 3: Antosiyanidin yapisina baglanan gruplar ve adlandirilmasi (49)

Rs Rz Antosivanidin

H H Pelargonidin
OH H Siyanidin
OCHs H Peonidin
OH OH Delfinidin
OCHs OH Petunidin
OCHg OCH3 Malvidin

2711 Antosiyaninlerin Antioksidan Ozellikleri

Antosiyaninler, anti-inflamasyon, anti-proliferasyon, apoptoz induksiyonu,
hiicre dongisu regllasyonu, anti-invazyon ve anti-anjiyogenez gibi biyolojik
aktivitelere sahiptirler. Bunlarin yaninda antosiyaninler hiicre igerisinde reaktif

oksijen tirleri temizleyerek oksidatif stresi de engellerler (45).

Oksitlenmesi daha kolay olan bilesikler genellikle en iyi antioksidanlardir
(reaktif serbest radikallere bir serbest elektron veya hidrojen atomu verebilen
molekiiller). Cesitli caligmalar, antosiyanin igeriginin ve bunlara karsilik gelen
antioksidan aktivitesinin, meyvelerin ve sebzelerin dejeneratif ve kronik hastaliklara
kars1 koruyucu etkisine katkida bulundugunu ileri siirmektedir. Yiiksek fenolik
bilesik igerikli bazi bitki ve meyve Oziitlerinin, mutajenez ve karsinojenez
inhibitorleri olarak iglev gordiigii bildirilmistir. Bir antioksidan aktivite sergileyen
fitokimyasal maddeler, fenolik bilesiklerin (flavonoidler) yani sira, azotlu bilesikler

(Klorofil tirevleri), tokoferoller, karotenoidler ve askorbik asidi icerir (50).

Antosiyaninler, C ve E vitaminlerinden daha yiiksek bir antioksidan aktivite
gostermektedir. Bu bilesikler, fenolik hidrojen atomlarinin verilmesiyle serbest
radikalleri yakalayabilir. Ayrica bogiirtlen, kirmizi ahududu, siyah ahududu ve ¢ilek

gibi kirmizi meyvelerin antioksidan kapasite degerleri ile antosiyanin icerigi arasinda
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dogrusal bir iliski oldugu bildirilmistir; ek olarak, meyve 6zlerinin kimyasal olarak
iretilen reaktif oksijen tiirlerine kars1 yiliksek bir temizleme aktivitesine sahip oldugu

aciklanmustir (Sekil 8) (50).
HOOH + RO'—:OOH 4—H£oH

20 OH
Z
Ho. 6\ O OH
OH OH
> o
OH
OH HO. é N
- 0-H
7

o o
HO 6 ' HO. o ‘
OO, O
2 Z
OH OH
OH OH

Sekil 8. Siyanidinin oksijen radikalleri i¢in 6nerilen stabilizasyon mekanizmasi.

OH

2712, Antosiyanin ve Kanser

Antosiyonidin ve antosiyoninlerin timor baskilayici genlerin ekspresyonunu
uyarmadaki ve pro-onkojenik sinyalleri asagi regiile (down-regulation) etmenin yani
sira  proliferasyon ve apoptoz yollarin1 kontrol etmedeki rolleri literatiirde
gosterilmistir (51). Ayn1 zamanda antosiyanidinlerin ve antosiyaninlerin kanser
tedavisinde olusan ¢oklu ilag direncine de etki gosterdigi belirtilmistir (52). Ozellikle
siyanidin-3-glukozidin de iginde bulundugu 7 antosiyaninin ABC proteinlerine
yiiksek afinite gosterdigi literatiirde belirtilmistir (53). Bunun yanmda direng
mekanizmalarindan biri olan DNA tamir mekanizmasinda bulunan topoizomeraz

aktvitesini de inhibe ettigi literatiirde gosterilmistir (54).

Mazewski ve ark. siyanidin-3-glikozit ve delfinidin-3-glikozit’in kolorektal
kanser hiicre hatlar1 (HCT-116 ve HT-29) Uzerindeki sitotoksik etkilerini
incelemislerdir. Elde ettikleri sonucglarda her iki antosiyaninin de sitotoksik etki
gosterdigini ve anti-apoptotik (survivin, clAP-2, XIAP) proteinlerin ekspresyonunu
azalttigin1 bulmuslardir (55). Huang ve ark. delfinidinin kolorektal kanseri hiicre

hatlarindaki canlilig1 ve metastatik 6zellikler tizerindeki etkisini analiz etmisleridir.
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Bulgular dogrultusunda delfinidinin koloni olusumunu inhibe ettigini fakat hiicre
canlilig1 tlizerinde cok fazla etki gostermedigini bulmuslardir. Bunun yaninda
integrin/FAK sinyallemesini inhibe ederek KRK hiicrelerinde anti-metastatik etkiler

uyguladigin1 ve KRK metastazinda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermislerdir
(56).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi
Bu tez caligmasi tanimlayici bir proje olarak gergeklestirilmistir.

3.2. Arastirmanmin Yeri ve Zamani
Bu tez c¢alismasi Eylil 2020-Temmuz 2021 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil

Universitesi, Onkoloji  Enstitiisii, Translasyonel Onkoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Orneklemi
Bu tez ¢alismasi kapsaminda ticari olarak alinan hiicre hattt (HCT-116) ile in-

Vitro bir arastirma olarak gerceklestirilmistir.

3.4. Calisma Materyali
Bu tez ¢alismasi kapsaminda American Type Culture Collection’dan (ATCC®)

ticari olarak aliman insan kolorektal kanser karsinom hucre hatti olan HCT-116

(CCL-247"™) kullanilmugtur.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Direngli hiicre davraniglari, E-kaderin, N-kaderin, vimentin, ROS ve bagimli

degisken; C3G ile oksaliplatin ajan1 bagimsiz degiskendir.

3.6. Veri Toplama Araglan

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 1: Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Adi Markasi/Kod Kullanim Amaci
HCT-116 kolorektal | ATCC- HTB-14 In  vitro  ¢ahsmalar
kanser hiicre hatti gerceklestirildi
Dulbecco’s Mc Coy’s | Cegrogen Biotech GmbH- | HCT-116 ve HCT-116-
5A Medium E0500-140 ROx hicrelerinin

kaltire edilmesi
Penisilin-  Streptomisin | Cegrogen Biotech GmbH- | U87-MG  hiicrelerinin

(10,000U/ml) P0100-790 kiiltiir ortamima eklenen
antibiyotik
Fetal sigir serum (FBS) | Cegrogen Biotech GmbH- | U87-MG  hcrelerinin
A0500-3030 kiltiir ortamina eklendi

Siyanidin-3-O-glukozit | Sigma Aldrich-PHL89616 | Fitokimyasal

27



Oksaliplatin Sigma Aldrich-09512 FDA onayl
kemoterapdtik ajan
Alexa  Fluor-488-goat | - Sekonder E-kaderin
anti-mouse belirteci
Alexa Fluor-568 goat | - Sekonder N-kaderin
anti-rabbit belirteci
Alexa Fluor-647 goat | - Sekonder vimentin
anti-chicken belirteci

poliklonal Ki-67 | Abcam- ab15580 Immunfloresan

antikoru boyamada proliferasyon
biyobelirteci

DAPI PanReac AppliChem- | Hicrelerin ¢ekirdekleri

A4099,0010 boyandi

Paraformaldehit ChemCruz- sc281692 Immunfloresans

soliisyonu%4 boyama oncesi
hiicrelerin
fiksasyonunda
kullanild:

Fosfat tamponlu tuz | Cegrogen Biotech GmbH- | Hiicre kailtard

cozeltisi pH 7.4 (10X)
(PBS)

H0500-550

soliisyonlar1 hazirland1

Tripan mavisi Sigma Aldrich- T8154 Hiicre sayiminda
kullanildi

Dimetil stilfoksit | PanReac AppliChem- | Inhibitérlerin  ¢dzgeni

(DMSO) A3672,0250 ve hicre dondurma

cozeltisinde kullanildi

WST-1 reaktifi

Roche- 05015944001

Hicre proliferasyon
analiz reaktifi

FastStart Essential DNA
Green Master

Roche-06402712001

PCR reaksiyonlar1 igin
gerekli enzim ve
belirte¢ karisimi

EvoScript Universal

cDNA Master

Roche- 07912374001

cDNA sentez kiti

NucleoSpin RNA Mini
Kit

MACHEREY-NAGEL
GmbH- 740955.50

RNA izolasyon Kiti

Primer Universal | Roche- 330001 PCR reaksiyonlarinda

Optimize kullanilmak uzere
primerler

Trypsin-EDTA (0.05 %) | Cegrogen Biotech GmbH- | Hiicrelerin

in DPBS (1x) N0100-720 pasajlanmasinda
kullanildi
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361 Hucre Kultara

Bu projede ticari HCT-116 (ATCC® CCL-247™) kolorektal kanser hiicre hatt1
kullanildi. Hiicre hatti ATCC’den (American Type Culture Collection) temin
edilmistir. Temin edilen hiicre hattinin sahip oldugu karakteristik 6zellikleri Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 2: HCT-116’nin karakteristik ozellikleri

Hicre Hasta Bilgisi Doku  Hastahk Morfoloji Mutasyon

HCT-116 Yetiskin/Erkek Kolon  Kolorektal Karsinom Epitelyal ~ RAS-kodon 13

Kolorektal kanser HCT-116 hiicre hatt1 %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve
%1 L-Glu igeren Mc Coy’s 5A hiicre kiiltiirii ortaminda, %5 CO. ve 37°C’lik
inkiibatorde, %80-90 doygunluga ulasincaya kadar 75 cm?’lik flasklar igerisinde
buyutaldu.
Kullanilacak hiicreler istenilen ¢ogunluga ulastiginda tek tabaka (monolayer) olarak
yapisan hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasin1i Onlemek amaciyla hiicreler

pasajlandi.
Hiicre pasaj asamalari:

1. Flask igerisindeki hiicre kiiltlir ortam1 serelojik pipetle ortamdan uzaklastirildi.
Ardmdan hiicreler yaklasik 2-3 ml steril fosfat tamponu sollisyonu (Phosphate buffer
solution, PBS) ile yikandi. Bunun amaci1 flask icerisinde bulunan ortami

uzaklastirarak tripsin/EDTA enziminin inhibe olmasmi engellemek.

2. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra flask igerisindeki hiicrelerin yapistiklar:
ortamdan uzaklastirmak i¢in 1 ml tripsin/EDTA enzimi eklendi ve 37°C’de (enzim
optimum sicakligi) 3 dk (dakika) boyunca inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra kalkan hiicrelerin tripsin/EDTA’dan zarar gdrmesini
engellemek i¢in hiicre siispansiyonu iizerine 2 ml (eklenen enzim miktariin 2 kat)
hiicre kiiltlir ortami eklendi. Daha sonra hiicre silispansiyonu 15 ml’lik falkon
tiiplerine alinarak 1200 rpm’de 5 dk boyunca santriftjlendi.

4. Santrifiij isleminden sonra siipernatant ortamdan uzaklastirilarak pellet iizerine

taze hiicre ortamu eklenerek siispanse edildi.
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5. Hiicrelerin devamliligmi saglamak amaciyla hiicre sayis1 belirlendi. 10° hiicre 75
cm?lik flask igerisine alinip devam ettirildi. Ekim yapilmamus hiicreler ise bir

sonraki deneylerde kullanilmak tizere -145 °C’de depoland:.

Bir sonraki deneylerde kullanmak i¢in hiicreler donduruldu. Dondurma asamalar1

asagida sirasiyla verilmistir.
Hiicre dondurma asamalari

1. Enzim uzaklastirildiktan sonra taze hiicre kiiltiir ortamu ile siispanse edilen
hlcreler sayilmustir.

2. Daha sonra siispanse olarak bulunan hiicreler 1250 rpm’de 5 dk boyunca 4 °C’de
santrifiijlenmis ve siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir.

3. Kalan hiicreler dondurma ortaminda (%90 FBS ve %10 DMSO) tekrar siispanse
edilmistir. Her dondurma tiipiine yaklasik 10° hiicre eklenmis ve &nce -20°C’de
yaklasik 2 saat derecesi disiiriilmiis, ardindan -145 °C’ye kaldirarak hiicreler

dondurulmustur.

362 Oksaliplatin Cozeltisinin Hazirlanmast
Oksaliplatin 5 mg/ml olacak sekilde 10 ml serum fizyolojik su igerisinde

¢oziilmistiir ve 1,5 ml’lik ependorflar igerisine paylastirilarak +4 °C’de saklanmuistir.

363 Siyanidin-3-O-glukozit (C3G) Cozeltisinin Hazirlanmast

C3G ¢ozeltisi hazirlamak i¢in ilk olarak metanol icerisinde %0,01 HCI (20 ml
icerisinde 1 pl HCI) ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha sonra C3G’yi ¢6zmek i¢in lizerine
eklendi. 5000 uM olacak sekilde ana stok ¢dzeltisi olusturuldu. Olusturulan ana stok
dondur-¢6z isleminden kac¢inmak ic¢in 500 ul olacak sekilde ependorflar icerisine
paylastirildi ve -20°C’de sakland.

364  Ila¢ Direnci Gelistirme Deneyi

Kolorektal kanser HCT-116 hiicre hattin1 oksaliplatine kars1 direng
kazandirabilmek igin 6’lik plakalarda her kuyucuya 2x10% hcre ekildi. Ekilen
hucrelerin yapigmasint saglamak igin 24 saat beklendi. 24 saatin sonunda
yapismayan hiicreler PBS ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra
hiicrelerin ilaglh ortama alistrrmak i¢cin 1 pM oksaliplatin eklendi. Hiicreler 24 saat
boyunca ilacl ortamda bekletildikten sonra PBS ile yikandi ve tekrardan 2 uM ilagl
ortam eklendi. Daha sonra 3-10 uM arasindaki ilag konsantrasyonlar1 hiicreler
Uzerine 48 saat uygulandi ve her 48 saatin sonunda ilagli hiicre ortam ilagsiz ortam
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ile degistirilerek hiicrelerin prolifere olmalar1 saglandi. 10 ile 40 uM arasindaki
dozlar 72 saat uygulandi ve her doz artis1 ikiser ikiser yapildi. Her 72 saatin sonunda
ilaglt ortam uzaklastirilip hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra 48 saat boyunca
hiicrelere ilagsiz ortam verilerek hiicrelerin ¢ogalmalar1 saglandi. Bu dozlar
araliginda ise oksaliplatinli ortama alismis hiicreler arasindan direngli olabilecek
hiicrelerin se¢imi saglandi. Daha sonra hiicreler 40 ile 52 pM konsantrasyon
araliginda ilag ile muamele edildi ve her ila¢ denemesinden sonra hiicreler lzerine
ilagsiz kiiltiir ortami eklendi ve hiicreler yaklasik 72 saat ilagsiz ortamda buyutdlda.

365. Direncli Hiicre Karakterizasyonu
Edinilmis ila¢ direncini kanitlamak icin parent hiicreler ile karsilastirmali

olarak ¢aligmalar yapildi. Bu calismalar;

3651  Ilag Sitotoksisite Deneyi

Oksaliplatine diren¢ kazanan hiicre hatti (HCT-116ROX) ile parental hiicrenin
(HCT-116) oksaliplatine karsi ICso degerleri bulundu. Bunun igin WST-1 ajani
kullanildi. HCT-116-ROx ve HCT-116 96 kuyucuklu plakalara 100 pl icerisinde 10*
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin kuyucuklara yapismasi i¢in 24 saat beklendi.
24 saat sonra hicreler 3, 6,12, 24, 48, 96 ve 192 uM konsantrasyonlarinda
oksaliplatin ile muamele edildi ve 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler
uzerine 10 pul WST-1 ajani eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Son olarak 430 nm dalga
boyunda 650 nm referans dalga boyunda spektrofotometrik 6lcim alinarak ilacin her
iki hiicre grubunda ICso degeri hesaplandi. Tiim konsantrayonlar ve deney kolu 4
tekrarli olarak caligildi

3652 Yara lyilesmesi Deneyi

HCT-116 ve HCT-116-ROx hiicrelerinin migratif 6zelliklerini karsilastirmak
icin yara iyilesmesi modeli kullanildi. HCT-116 ve HCT-116-ROx hiicreleri 6
kuyucuklu plakalara 2 ml icerisinde 3x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler
yaklasik olarak 72 saat sonra %80-90 konfluensiye ulastiklarmmda 200 pl’lik pipet
ucu ile kuyucugun ortasindan yarik acildi ve hiicre ortami igerisinde bulunan hiicreler
1X PBS ile yikanarak ortamdan uzaklagtirildi. Daha sonra yarigm iki yanindaki
hiicrelerin agilan bosluga hareketi 0, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde mikroskopta
incelenerek goriintii alind1 ve yaranin kapanmas1 hesaplandi. Yara iyilesmesi deneyi

en az 3 kere ve en az 3 tekrarl bir sekilde ¢alisild.
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% Yara kapanmasi = [Yara agiklig1 (to) — Yara acikligi (tx)*] / Yara agiklig1 (to) X
100 (*=12, 24, 48. saat)

3653 Hucresel Reaktif Oksijen Turlerinin Belirlenmesi

Reaktif oksijen tiirlerinin EMT’yi indiikleyerek ila¢ direncine sebep oldugunu
gostermek igin hiicre icerisindeki total reaktif oksijen turleri ROS Detection Assay
Kit (Biovision, katolog no: K936-100, ABD) protokoliine gore yapilmistir. ROS
Detection Assay Kit canli hiicrelerdeki hidroksil, peroksil veya diger reaktif oksijen
tiirlerinin saptanmasi i¢in tasarlanmistir. En az 3 kere tekrarli bir sekilde ¢alisildi. Kit

protokolu;

1. 96’lik plakalara her kuyucuga 100 ul igerisinde 5x10* hiicre olacak sekilde ekildi
ve gece boyunca kuyucuklara yapismasi i¢in bekletildi. Ertesi giin hiicre ortami

uzaklastirilip hiicreler kit i¢erisinde olan 100 ul ROS Assay Buffer ile yikandi.

2. 1000X ROS Label, ROS Assay Buffer ile 1X’e seyreltildi. Seyreltilen ROS Label
100 pl hicreler Gzerine eklendi. 45 dk boyunca 37°C’de karanlikta inkiibe edildi.

3. ROS Label ortamdan uzaklastirilip 100 ul ROS Assay Buffer ya da PBS eklenip
495/529 nm'de mikroplate okuyucuda floresans dl¢im alind.

4. Deney asamasinda pozitif kontrol olarak kit igerisinde olan 250X ROS Inducer
kullanildi. Kullanimdan 6nce ROS Inducer, ROS Assay Buffer ile 1X’e seyreltildi.

Ayn1  deney kolu direngli hiicrelere (HCT-116-ROx) 20 uM C3G

uygulandiktan sonra da tekrarlandi.

3654. Epitelyal-Mezenkimal Déniigiimiin Gosterilmesi
Direngli hiicrelerde mezenkimal karakterin arttigin1 gostermek i¢cin PCR (Real
Time Polymerase Chain Reaction) analizi ve immiinfloresans boyamalar yapildi. Her

deney setinde kontrol olarak parental hiicreler kullanildi.

20 UM C3G ile muamele edilen direncli hiicrelerde ise mezenkimal karakterin
azaldigmi ve epitelyal karakterin arttigin1 gostermek i¢in PCR analizi ve
immiinfloresans boyama yapildi. Kontrol olarak C3G ile muamele edilmeyen

direncli hicreler kullanildi.

32



36541  RT-PCR Analizi

PCR analizi ile direngli hiicrelerde EMT biyobelirteglerine bakildi.
Mezenkimal karakterin arttigini, epitelyal karakterinde azaldigin1 géstermek igin E-
kaderin ve Vimentin biyobelirteclerin mRNA dizeyinde ekspresyon seviyelerine
bakildi. Karsilagtirma yapabilmek i¢in kontrol olarak parental hiicreler kullanildi.

Ilag uygulanan hiicrelerin diren¢ kazandigi kamtlandiktan sonra C3G
uygulanan direncli hiicrelerde de PCR analizi yapildi. Bu deney kolunda C3G
uygulanan hiicrelerde epitelyal karakterin arttigi, mezenkimal karakterin azaldigini
kanitlamak i¢in yapildi. Bu deney kolunda kontrol olarak C3G uygulanmamis

direncli hiicreler kullanildi.

[k olarak hem direngli hiicrelerde hem de parental hiicrelerde RNA izolasyonu
yapildi. RNA izolasyonu i¢in NucleoSpin RNA (katalog no: 740955.50, MN) Kkiti
kullanild1. En az 3 tekrarh ¢alisildi. Islem basamaklar1 su sekilde yapilds;

1. Flasklar i¢inde biiyiitiilen hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tripsin/EDTA
yardimu ile kaldirildi.

2. Tripsin/EDTA hiicre ortamu ile inhibe edildikten sonra santrifiij ile ortamdan
uzaklastirildi ve pellet tekrardan 1 ml PBS ile yikandu.

3. Hucreler tekrardan santrifijlendi ve supernatant atild.

4. Pellete 350 uLL RA1 ve 3.5 uL B-merkaptoetanol eklendi ve pipetaj yapild.

5. Elde edilen lizat mor renkli olan kolona alindi, altina 2mL tiip takilip 1 dk
boyunca 11000 G’de santrifiijlendi ve mor halkali kolon atild1.

6. Ependorf tzerine 350 pul %70 etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

7. Mavi renkli kolon altina 2 ml’lik tiip takild1 ve iyice pipetaj yapilan 6rnek buraya
alinip 30 sn 11000 G’de santrifiijlendi ve alttaki 2 mL tup atild.

8. Yeni 2 mL tiip takilarak iizerine 350 ul MDB soliisyonu eklendi ve 1 dk 11000
G’de santrifujlendi.

9. Daha sonra bagka bir tiipte her reaksiyon i¢in; 10 pl rDNase + 90 ul reaction
buffer karistirildi.

10. 95 ul DNase reaction mix direkt membran tzerine konur ve 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.
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Yikamalar:

1. 200 ul RAW2 soliisyonu eklendi, 30 sn 11000 G’de santrifiijlendi ve yeni 2 mL
tiip takild.

2. 600 ul RA3 soliisyonu eklendi, 30 sn 11000 G’de santriftjlendi.

3. 250 pl RA3 soliisyonu eklendi, 2 dk 11000 G’de santrifiijlenip yeni 1,5 ml’lik tiip
takildi.

4. Son islem olarak RN A’y1 kolondan elue etmek i¢in 60 pul RNase-free su eklendi
ve 11000 G’de 1 dk santrifujlendi.

5. Elde edilen RNA NanoDrop200C ile konsantrasyon hesaplandi. A260 / A280 OD
degeri yaklasik olarak 1.9-2.1 araliginda olmasina dikkat edildi.

Elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA elde edebilmek icin cDNA sentez kiti
(Evoscript universal cDNA synthesis kit, katalog no: 7912374001) kullanild1.
Yaklagik 10 ul RNA 6rnegi + 4 ul su + 4 pl reaction buffer 18 pul olacak sekilde her
ornek i¢in hazirland1. Ornekler 5 dk boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda 2 ul enzyme mix eklendi ve thermal cycler’a yerlestirildi. Thermal
cycler’da 15 dk 42°C, 5 dk 85 °C, 15 dk 65 °C ve en son 4°C’de inkiibe edildi. Elde
edilen cDNA’larin {izerine son olarak 80 pul DNAse/Rnase free su eklendi ve 30 sn

vortex + 30 sn spin edilerek deneylerde kullanilmak tizere -20°C’de saklandh.

PCR reaksiyonu hazirlamak i¢in primerler konsantrasyonu 100 uM olacak
sekilde 150 pl su igerisinde ¢6ziildii. Daha sonra primer karisimi hazirlamak i¢in 100
pl’de 100 uM primer konsantrasyonu olacak sekilde tablo 1’de gosterildigi gibi

hazirlandi.
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Tablo 3: PCR reaksiyonunda kullanilacak primer hazirliklari

Primer Karigim (10 uM)

E-kaderin 10 ul reverse+ 10 pl forward + 80 pl
RNase DNase free su

Vimentin 10 ul reverse+ 10 pl forward + 80 pl
RNase DNase free su

GAPDH 10 ul reverse+ 10 ul forward + 80 pl
RNase DNase free su

Hazirlanan primer karisimlari her reaksiyonda 1 pl kullanilmak tizere 20 pl

olacak sekilde epandorf tiiplerine aliquotlandi.

Primer karisimlar1 hazirlandiktan sonra PCR reaksiyonu hazirlamak ig¢in

FastStart Essential DNA Green Master Kit (Katalog no: 6402712001, ROCHE), su,

primer karisimlart ve ¢cDNA kullanildi. PCR reaksiyonu gruplarmnin hazirlanisi

asagida tablo 2’de gosterildigi gibi hazirlandi.

Tablo 4: PCR reaksiyonu i¢in deney karigimlari

Grup

Gen Ismi

Icindekiler

Ornek

E-kaderin

10 pul Green master mix,
1 ul E-kaderin mix 6,5 pl PCR
Grade Water, 2,5 ul kalip
cDNA

Ornek

Vimentin

10 pul Green master mix,
1 pl Vimentin mix 6,5 pl PCR
Grade Water, 2,5 ul kalip
cDNA

Ornek

GAPDH

10 pul Green master mix,
1 pl GAPDH mix 6,5 pl PCR
Grade Water, 2,5 pl kalip
cDNA

Kontrol

E-kaderin

10 pul Green master mix,
1 ul E-kaderin mix 6,5 pl PCR
Grade Water, 2,5 ul kalip
cDNA

Kontrol

Vimentin

10 pul Green master mix,
1 pl Vimentin mix 6,5 pl PCR
Grade Water, 2,5 ul kalip
cDNA

Kontrol

GAPDH

10 pl Green master mix,
1 pl GAPDH mix 6,5 ul PCR

35




Grade Water, 2,5 ul kalip
cDNA

Negatif Kontrol E-kaderin 10 pl Green master mix,
1 pl E-kaderin mix 6,5 pl PCR
Grade Water, 2,5 pl PCR
Grade Water

Negatif Kontrol Vimentin 10 pul Green master mix,
1 pl Vimentin mix 6,5 pl PCR
Grade Water, 2,5 pl PCR
Grade Water

Negatif Kontrol GAPDH 10 pul Green master mix,
1 pl GAPDH mix 6,5 ul PCR
Grade Water, 2,5 pl PCR
Grade Water

PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan tiim Ornekler reaksiyonun baglamasini
engellemek icin soguk blok iizerinde ¢alisildi ve toplam 20 pl tamamladiktan sonra
ornekler cihaza yerlestirildi. Relatif kantitasyon yapabilmek i¢in referans gen olarak
GAPDH segcildi. Hesaplama olarak da 224 metodu kullanildi.

Elde edilen PCR karisimlarinda saflik kontroliinii yapabilmek i¢in %1,5’luk
agaroz jel elektorforezi kullanildi. %1,5’luk agaroz jel hazirlamak i¢in 200 ml 1X’lik
TBE tamponu (Tris, Borik asit, EDTA) icerisine (20 ml 10X TBE + 180 ml distile
su) 3 gr agaroz konularak mikrodalga firin igerisinde kaynatarak ¢ozuldi. Agaroz jel
icerisine Gel Safe Red (BIOTUM, Katolog no: 41002) konuldu. Hazirlanan jel
katilagsmasi1 i¢in jel tepsisine dokiildii ve taraklar takildi. Daha sonra elektroforez
tanki yaklasik 2 L 1X TBE tamponu dolduruldu. Donan jel taraklar1 ¢ikartilarak tank
icerisine alindi. PCR karisimlar1 ve DNA Ladder (THERMO, Katalog no: SM0243)
kuyucuklara yuklendi. Yuklenen Grlnlerin ydratilmesi icin cihaz 100 volt, 300
miliamper ve 300 watt degerleri girilerek 1,5 saat boyunca islem uygulandi.
Elektroforez islemi bittikten sonra jel izerindeki bantlar ultraviyole 11k altinda DNA
Ladder kontroliinde karsilagtirma yapildi.

36542,  Immiinfloresans Boyama

Hiicreler Chambered Cell Culture Slides’lara (Falkon, ABD) 200 pl igerisinde
4x103 hiicre ekildi. Bir giin boyunca yapismasini beklemek icin inkiibator igerisinde
inkiibe edilidi. Daha sonra mezenkimal karakterin arttigini kanitlamak i¢in E-

kaderin, N-kaderin ve Vimentin boyamalar1 yapildi. Kontrol olarak parental hiicreler

kullanildi.
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Bir diger deney kolunda ise direngli hucreler kuyucuklara ekildikten 24 saat
sonra C3G ile 48 saat muamele edildi. 48 saatin sonunda direncli hiicrelerde E-
kaderin, N-kaderin ve Vimentin boyamalar1 yapildi. Kontrol olarak C3G ile muamele

edilmeyen direncli hiicreler kullanildi. En az 3 kere tekrarli bir sekilde galisildi.
Boyama islem basamaklart;

1. Kuyucuklara ekilen hiicreler istenilen islemlerden gectikten sonra hiicre ortami
uzaklastirildi ve hiicrelere zarar vermeden PBS ile yikand.

2. Yikanan hiicreler %4 paraformaldehit ile 20 dk oda sicakliginda fikse edildi.

3. Fiksasyon isleminden sonra hiicreler, 1X PBS icerisinde %1’lik Triton-X100
soliisyonu hazirlanarak 5 dk permeabilizasyon islemi yapildi.

4. Primer antikorlar igin 1X PBS igerisinde %1 BSA olan boyama tamponu
hazirlandi. Boyama tamponu iginde E-kaderin (dilisyon 1:250), N-kaderin (dilisyon
1:500) ve Vimentin (diliisyon 1:250) antikorlar1 ile gece boyunca 4°C’de inkiibe
edildi.

5. Inkiibasyon sonrasi yiizeyde kalan antikor kalintilarini1 uzaklastrmak icin 3 kez
5’er dakika PBS ile yikma islemi gerceklestirildi.

6. Yikama basamaklar1 bitince hiicreler Alexa Fluor-488-goat anti-mouse (diltisyon
1:1000), Alexa Fluor-568 goat anti-rabbit (diliisyon 1.500) ve Alexa Fluor-647 goat
anti-chicken (diliisyon 1:1000) sekonder antikorlar1 ile oda sicakliginda 1 saat
boyunca inkibe edildi.

7. Hiicreler tekrardan PBS ile yikandi ve hiicre niikleusunu boyamak i¢in boyama
tamponu igerisinde 4’,6-Diamidino-2-Fenilindol Dihidroklorir (DAPI) (dilisyon
1:1000) ile 10 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Hicreler tiim boyama islemlerinden sonra tekrardan

9. Yikand1 ve konfokal mikroskobundan (ZEISS, LSM 800, Almanya) goriintii

alindi.

366.In Silico ADME (emilim, dagilim, metabolizma ve atilim) ve
Molekuler Yerlestirme Calismalart
Protein reseptor yapis1 (ALKS, PDB ID: 1VJY, ¢oziinirliik: 2.00 A) molekiiler
yerlestirme ¢aligmalar1 i¢in Protein Veri Bankasi'ndan (PDB) (https://www.rcsb.org/)

bir 3D yap1 olarak alindi. Yerlestirme analizinden 6nce tiim su molekiilleri ¢ikarildi.
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Autodock Vina 1.5.6 araci ile polar hidrojen atomlar1 ve Gasteiger ytikleri eklendi.
Daha sonra ALKS yapisi, molekiiler yerlestirme analizini kullanmak i¢in PDBQT
dosyalar1 kaydedildi.

Literattrde en ¢ok bulunan 21 antosiyanin bulundu. Antosiyaninlerin 2D yapis1
PubChem veri tabanindan (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) alindi ve SDF dosya
formatinda kaydedildi. Daha sonra bu yapilar PyMOL 2.4 (https://pymol.org/2/) ile
PDB dosya formatma doniistiiriildii. Kontrol olarak kullanilan ALKS'in bilinen tim
inhibitorleri (SD208, LY364947 ve SB505124) da PubChem veri tabanindan alindi.
Tiim ligandlarin enerji minimizasyonundan sonra, Autodock Vina 1.5.6 araci ile

molekiiler yerlestirme analizi i¢in PDBQT dosya formatina doniistiiriildii.

Tim bilesiklerin farmakokinetik ve farmakodinamik Ozellikleri, Ucretsiz
erigsilebilen web sayfasi olan SwissADME (http://www.swissadme.ch/) araci ile
analiz edildi. SwissADME programi, Isvigre Biyoinformatik Enstitiisii'niin
Molekiiler Modelleme Grubu tarafindan gelistirilmistir. Antosiyaninlerin kimyasal
yapis1 PubChem veri tabanindan Canonical SMILES formatinda elde edildi. Bundan
sonra, bilesiklerin yapis1 SwissADME web sayfasma aktarildi ve antosiyaninlerin

ilag benzerligi ve ADME o6zellikleri SwissADME araci ile hesaplandi.

AutoDock Tools 1.5.2 molekiiler yerlestirme ¢aligsmalar1 i¢in kullanildi. Grid
box ¢oziinlirliigii x, y ve z noktalar1 boyunca sirasiyla 12.0034, 70.3969 ve 18.1330
olarak ayarlandi. Tiim molekiiler yerlestirme ¢aligmalari i¢in tiim reseptorlerin grid
box 10x13x17'ye ayarlandi. Grafiksel gosterimlerin sonuglar1 Maestro Schrédinger

araciligiyla hazirlanmistir.

367.  Istatistiksel Analiz
IBM SPSS 22.0 (Armonk, NY) paket programi ile verilerin istatistiksel analizi
degerlendirildi. Olgiimle belirtilen degiskenler ortalama+standart sapma, median
(ortanca), minimum-maksimum ile sayimla belirtilen degiskenler yiizde dagilim ile
Ozetlendi. Hiicre kiiltlirtinde 2 deney grubu arasindaki anlamliligin degerlendirilmesi
icin non-parametrik Mann Whitney U testi uyguland. Istatistiki anlamlilik diizeyi
p<0,05 kullanildi. Sekiller icerisinde verilen «**» p degerinin 0,001°den kiigiik

oldugunu «*» ise 0,05’ten kii¢lik oldugunu gostermektedir.
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3.7. Arastirma Plam

Parent Hiicre (HCT-116)

l

OXA IC50 degerinin belirlenmesi

Gelistirilen ila¢ direnci

Parent hiicre T Direncli hiicre hatti (HCT-116-ROx)

Direngli Hiicrelerin Karakterizasyonu Siyanidin-3-0O-glukozit
1)  Sitotoksisite Denemeleri 1)  Hiicre ici Reaktif Oksijen Turlerinin Gosterilmesi
2)  Yaraiyilesmesi Deneyi 2)  Degisen Migratif Ozelligin Gésterilmesi
3)  Hucre ici Reaktif Oksijen Turlerinin Belirlenmesi 3)  Epitelyal-mezenkimal Donlstimim Gosterilmesi
4)  Epitelyal-Mezenkimal Déniisiimiin Gosterilmesi 1) PCR Analizi

1) PCRAnalizi 2)  Immunfloresan Boyama

2)  immiinfloresan Boyama
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4. BULGULAR

4.1. Parent Hucre ile Direncli Hiicre Arasindaki Morfolojik Degisimler
HCT-116 hiicre hattinda oksaliplatine karsi ilag¢ direnci gelistirebilmek igin
oksaliplatinin hiicre {izerindeki sitotoksik etkisi belirlendi. Ik olarak WST-1
proliferasyon ajani ile oksaliplatinin IC50 konsantrasyon degeri bulundu. Daha sonra
oksaliplatin ile en az 2 glin boyunca muamele edilen hicrelerin, oksaliplatin kaltir
ortamindan alindiktan sonra hiicrelerin davranislar1 gdzlemlendi. Bu gdzlemler
1s1¢1nda baslangi¢ konsantrasyonunun 1 uM olmasina karar verildi. Daha sonra
hiicreler artan oksaliplatin konsantrasyonlarina maruz birakildi. Hiicrelerin ilagh ve
ilagsiz ortamda bulunma siireleri proliferasyon ve 6liim hizi oranlarina gore
belirlendi ve gerektigi durumlarda hiicreler pasajlandi. Hiicrelerin ¢ogalmaya
basladig1 oksaliplatin konsantrasyonunda (52 pM) ilag direncinin olustugu kabul
edildi. ilag direncinin olusumundan sonra hiicre {izerindeki ilag direncinin devam

etmesi i¢in hiicre kiiltiir ortaminda siirekli 52 uM oksaliplatine bulunduruldu.

Olusan direngli hiicreler ve parent hiicreler arasinda morfolojik farklar
gbdzlemlendi. Bu morfolojik degisimler; hiicreler aras1 adezyonun azalmasi, artan igsi

hiicre morfolojisi (hiicre polorite kayb1) ve artmis psddopodia yapilaridir (Sekil 9).

Sekil 9. A) Parent hiicre HCT-116, B) oksaliplatin direnci kazandirilmis HCT-116-
ROx. Ikinci hiicre arasmdaki morfolojik degisimler mavi, kirmiz1 ve yesil oklarla
gosterilmistir. Mavi oklar artmis psédopodia olusumunu, kirmizi oklar igsi hiicre

olusumunu ve yesil ok artan hiicreler arasu mesafeyi gostermektedir.
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4.2. Oksaliplatinin Parent ve Direngli Hiicre Canlihg1 Uzerindeki
Etkisinin Degerlendirilmesi

HCT-116 ticari kolorektal kanser hiicre hattinda direng ¢alismalarini
baslatabilmek i¢in oksaliplatinin hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek
gerekiyordu. Bu neden ile oksaliplatinin HCT-116 hiicre hatt1 iizerindeki ICso (half
maximal inhibitory concentration) degeri yani kontrole oranla hiicre canliligin1 %50
oranda azaltan konsantrasyonu WST-1 canlilik analizi yontemiyle bulundu (Sekil
10A). 48 saat boyunca HCT-116 ile muamele edilen oksaliplatinin I1Cso degeri 52
uM olarak bulundu. Direngli hiicre hatt1 olusturulduktan sonra ayni kosullar altinda
direncli hicre igin de 1Cso konsatrasyonu bulundu (Sekil 10B). Bulunan ICsp degeri
yaklagik olarak 96 puM olarak bulundu. Parent hiicre ile direngli hiicre arasindaki

direng indeksi yaklasik olarak 1,8 olarak hesaplandi.
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Sekil 10. A) HCT-116 (parent) ve B) HCT-116-ROX (direncli) hicreleri igin
oksaliplatin I1Cso grafigi.

4.4. C3G’nin Parent Hiicre Canhlig1 Uzerindeki Etkisinin

Degerlendirilmesi

Oksaliplatine diren¢ olusturulan HCT-116 hiicre hattinda, ila¢ direncini tersine
cevirmek i¢in C3G uygulamalart yapildi. Ayni sekilde, C3G’nin HCT-116 hiicre
hattindaki etkisini gorebilmek i¢cin WST-1 canlilik analizi yapildi. Hiicreler iizerine

10-140 pM derisim araliginda C3G uygulandi. C3G’nin HCT-116 hiicre hatt1
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tizerinde bir sitotoksik etkisi olmadigi goriildii. Fakat 30 uM ve sonraki dozlarda
hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigii gorildi (p<0,05).
Bu yiizden hiicreler lizerinde C3G’den kaynakli bir Olimiin olmamasi ig¢in
istatistiksel olarak anlamli olmayan konsantrasyon kullanildi yani 20 pM kullanild:

(Sekil 11).
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Sekil 11. C3G’nin HCT-116 (parent) hiicre hatt1 iizerindeki canlilik grafigi

4.3. Migrasyon Analizlerinin Degerlendirilmesi

Parent ve direngli hiicre arasindaki migrasyon hizlarmi belirlemek icin
olusturulan yara iyilesmesi deneyi ile migrasyon analizi yapilmistir. 6 kuyucuklu
plakalara ekilen hicrelerin kuyucuk igerisindeki konfluensi durumu %80-90’a
geldiginde 200’liik pipet ucu ile kuyucugun tam ortasindan hiicreler lizerinde bir
yarik olusturuldu. Olusturulan deney diizeneginde parent hiicreler, direncli hiicreler
ve 48 saat boyunca C3G ile muamele edilen direngli hiicreler bulunmaktadir. A¢ilan
yaradan sonra O.an goriintiisii alind1 ve daha sonra ayn1 noktalardan 12, 24 ve 48.
saatlerde goriintii alinarak yara kapanma miktar1 Zen 2 (Blue edition) araci ile
uzaklik cinsinden hesapland1 (Sekil 12). Elde edilen sonuglara gore 12, 24 ve 48.
saatlerde % yara kapanma hizi parent hiicrelerde sirasiyla %15,3; %27,7 ve %48,8
olarak bulunmustur. Oksaliplatine diren¢ kazandirilmis hiicrelerde sirasiyla %18,3;
%39,4 ve %57 olarak bulunmustur. Bu verilere gore sekil 13°te goriildiigii lizere
HCT-116-ROx hiicrelerinin migrasyon hizi HCT-116 hicrelerinden daha fazla
bulunmugstur. C3G ile muamele edilen HCT-116-ROx hiicrelerinin migrasyon hizi

12, 24 ve 48. saatlerde sirasiyla %7; %20,2 ve %39,6 olarak bulunmustur. Bdylece
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C3G’nin HCT-116-ROx hiicrelerinin migrasyon hizlarii énemli bir sekilde azaltmis

ve migrasyon hizi parent hiicrelerin migrasyon hizindan da daha azalmis bir sekilde

bulunmustur.

0 hr

12 hr

24 hr

48 hr

Sekil 12. HCT-116 (parent), HCT-116-ROx (direngli) ve C3G ile muamele edilmis
HCT-116-ROx hucrelerine ait migrasyon analizi goruntaleri.
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Sekil 13. HCT-116 (parent), HCT-116-ROx (direngli) ve C3G ile muamele edilmis
HCT-116-ROx hucrelerine ait yara kapanma analizi grafigi (**p<0,001).
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4.4. EMT Biyobelirteclerinin mRNA Diizeyinde Gergek Zamanh
Kantitatif PCR ile Analizi
Gergek zamanli kantitatif PCR analizinde parent hiicre ile direngli hiicre
arasindaki EMT biyobelirteglerinin (E-kaderin ve vimentin) ekspresyon seviyelerine
bakildi. Bu c¢alismada deney gruplari parent, direngli ve 48 saat boyunca C3G ile

muamele edilmis direngli hiicrelerden olusmaktadir.

Sekil 13’te goriildiigii lizere oksaliplatine diren¢ kazandirilmis kolorektal
kanser HCT-116 hiicre hattinda E-kaderin mRNA ekspresyon seviyesi parent hiicre
ile karsilastirildiginda 0,73 kat azalmistir. C3G ile muamele edilmis direngli
hicrelerde ise E-kaderin mRNA ekspresyon seviyesi C3G ile muamele edilmemis
direngli hiicreler ile karsilastirildiginda 1,38 kat artmis olarak bulunmustur. Bu
verilerin yani sira C3G ile muamele edilmis direngli hiicrelerdeki E-kaderin mRNA
ekspresyon seviyesi parent hiucredeki E-kaderin mRNA ekspresyon seviyesinden

fazla bulunmustur.

Sekil 14’te goriildiigii tizere oksaliplatine direng kazandirilmis HCT-116 hiicre
hattinda vimentin mRNA ekspresyon seviyesi parent hiicre ile karsilastirildiginda 1,5
kat artmis olarak bulunmustur.48 saat boyunca C3G ile muamele edilmis direncli
hicrelerde vimentin ekspresyon seviyesi direncli hiicre ile karsilastirildiginda 0,57

kat azalmis olarak bulunmustur.

Sonu¢ olarak EMT biyobelirteclerinin - mMRNA ekspresyon eviyelerine
bakildiginda direngli hiicrelerde E-kaderin ekpresyon seviyesinin arttigi, vimentin
ekspresyon seviyesinin ise azaldigir gorilmiistiir. Boylece kolorektal kanserde
oksaliolatine kars1 gelisen ilag direncinde EMT’ nin rol oynadigi dogrulanmustir.
Ayni zamanda C3G ile muamele edilen diren¢li hiicrelerde EMT siireci tersine
cevrilmistir. Kullanilan deney grubunda E-kaderin ekspresyon seviyesi artmis ve

vimentin ekspresyon seviyesi ise azalmistir.
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Hl HCT-116
O HCT-116-ROx
B HCT-116-ROx+C3G

Rolatif mRNA ekspresyonu (2"-AACT)

Sekil 14. HCT-116 (parent), HCT-116-ROx (direngli) ve C3G ile muamele edilmis
HCT-116-ROx hucrelerine ait rolatif E-kaderin mRNA ekspresyon seviyeleri grafigi
(*p<0,05).

2.01
B HCT-116
6 0 HCT-116-ROx
l HCT-116-ROX+C3G
1.2

Rilatif mRNA ekspresyonu (2*-AACTt)

Sekil 15. HCT-116 (parent), HCT-116-ROx (direngli) ve C3G ile muamele edilmis
HCT-116-ROx hiicrelerine ait rolatif vimentin mRNA ekspresyon seviyeleri grafigi
(*p<0,05).
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4.5. EMT Biiyobelirteclerinin Immunofloresans Boyama Yéntemi ile
Analizi

Kolorektal kanser HCT-116 hucrelerinde EMT surecinin bir ilag direng
mekanizmasi oldugunu kanitlamak i¢in HCT-116 ve oksaliplatin direnci
kazandirilmig HCT-116-ROx hucrelerinde epitelyal biyobelirteci olan E-kaderin ve
mezenkimal biyobelirtecleri olan vimentin ve N-kaderin boyamasi yapilarak
goriintiiler konfokal mikroskopta (Zeiss, LSM 800) alind1 ve hiicre yapisindaki artis
ve azalis miktar1 floresans yogunluklarina gore analizlendi. Analiz islemleri LSM

yazilimi Zen 2°de (Blue Edition) yapildi.

Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda direngli hiicredeki E-kaderin artis
miktar1 istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmamistir. Fakat C3G ile muamele
edilen direncli hicredeki E-kaderin miktari, direngli hiicre ile karsilastirildiginda
anlamli bir sekilde artis gostermistir. Direngli hiicredeki vimentin miktar1 parent ile
karsilastirildiginda anlamli bir sekilde artimistir. C3G ile muamele edilen hiicrelerde
ise vimentin miktar1 direngli hiicre ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde
azalmistir. Son olarak mezenkimal bir biyobelirte¢ olan N-kaderin miktar1 ise
direngli hiicrede daha fazla bulunmustur. C3G ile 48 saat boyunca muamele edilen

direncli hiicrelerde ise N-kaderin miktarinda bir azalma gézlemlenmistir.

Boylece EMT sirecinin ila¢ direnci mekanizmalarindan biri oldugu
gosterilmistir. C3G antosiyanini uygulandiginda ise mezenkimal biyobelirteglerde bir
azalma ve epitelyal biyobelirtegte de bir artisin meydana geldigi sekil 16 ve sekil
17°de gosterilmistir.
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Sekil 16. HCT-116 (parent), HCT-116-ROx (direngli) ve C3G ile muamele edilmis
HCT-116 hucrelerine ait E-kaderin, vimentin ve N-kaderin floresans yogunluk
grafigi (**p<0,001).

Vimentin N-kaderin Birlestirilmis
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Sekil 17. HCT-116 (parent), HCT-116-ROx (direncli) ve C3G ile muamele

edilmis HCT-116-ROx hicrelerine ait , vimentin ve N-kaderin

floresans goriintiileri. Olgek gubugu 20 pm.
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4.6. Reaktif Oksijen Turlerinin Analizi
Reaktif oksijen turleri hiicre igerisinde bircok biyolojik ve biyokimyasal
degisikliklere neden olur. Bunun yaninda apoptozdan kagma ve ila¢ direncinin

gelisiminde rol oynamaktadir.

ROS analizi i¢in olusturulan gruplar parent, direngli ve 48 saat boyunca C3G
ile muamele edilen direngli hiicrelerdir. ROS analizi igin uyarma/emisyon (ExX/Em=
495/529) dalga boylarinda floresans okuma alindi. Sekil 18’de goriildiigii iizere
parent hiicrenin Floresans Birim Oranmi1 (RFU) 509,435; direngli hiicrelerde alman
RFU degeri 426,046 ve C3G ile muamele edilen hiicrelerde RFU degeri 365,856
olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore direngli hiicrelerdeki ROS miktar1
parent hiicrelerdeki ROS miktariyla kiyaslandiginda azalmis olarak goriilmektedir.
Fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayn1 zamanda C3G
antosiyanini ile muamele edilmis direngli hiicrelerdeki ROS miktar1 direngli hiicreler
ile karsilastirildiginda hiicre igerisindeki ROS miktarinin azaldigi bulunmustur ve

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 18. HCT-116 (parent), HCT-116-ROx (direngli) ve C3G ile muamele edilmis
HCT-116-ROx hiicrelerine ait hiicre i¢i ROS miktar1 grafigi.
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4.7. In Silico Tlac Benzerligi Analizleri

Antosiyaninlerin ilag benzerligi 06zellikleri SwissADME web araciyla
belirlendi. Antosiyaninlerin ilag benzerligi 6zelligi Lipinski, Ghose, Veber, Egan ve
Muegge olmak iizere bes farkl filtre ile degerlendirilmistir. Lipinski'nin bes kurali
icin sadece ¢ antosiyanin, siyanidin-3-arabinozit (C3A), pelargonidin-3-glukozit
(P3G) ve peonidin-3-arabinozit (P3A) uygun bulundu (Tablo 4). Antosiyaninlerin
molekiiler agirlig1 sirasiyla 419.36, 433.39 ve 433.39'dur. Bu molekiiler agirliklar,
Lipinski filtresi (MA<500) i¢in kabul edilebilir araliktir. Hidrojen verici sayisi
(number -OH and -NH, nOHNH)) swrasiyla 7, 7 ve 6 olarak bulundu.
Antosiyaninlerdeki hidrojen alicilarinin (number of O and N, nON) sayis1 da 10
olarak bulunmustur. Lipinski'nin bes kuralma goére hidrojen verici ve alic1 sayisi
sirastyla 5 ve 10 olmalidir. Ancak bu antosiyaninler, Lipinski kurallarindaki hidrojen
verici sinirmi ihlal etmektedir. Antosiyaninlerin lipofilisitesi (n-oktanol/su katsayisi
(MLogP)) sirastyla -1.22, -1.27 ve -1.00 olarak bulundu. Lipinski kurallarina gore bu
deger 4,15'ten kiiclik olmalidir.

Tablo 5. Lipinski’nin bes kurali

Molekiiler Agirlik <500
Lipofilisite (MLOGP) <4.15
Hidrojen Verici Sayisi <5
Hidrojen Alic1 Sayisi <10

4.8. Antosiyaninlerin ADME Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Ilag benzerligine sahip antosiyaninlerin fizikokimyasal ve farmakokinetigi gibi
ADME ozellikleri degerlendirildi. Antosiyaninlerin ADME 6zellikleri Tablo 5°te
gosterildigi tlizere topolojik yiizey alanlarina (Topological Surface Area, TPSA),
donebilir baglara (number of rotable bonds, nrotb), suda ¢oziiniirliige (Log S), insan
bagirsak absorpsiyonuna (Human Intestinal Absorption, HIA) ve kan-beyin bariyeri
(Blood-Brain Barrier, BBB) erigsimine gore degerlendirildi. TPSA degeri,
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biyoyararlanim radarmimn renkli bolgesine gore 20 A? ile 130 A? arasinda olmalidir

(Sekil).

Hoo Hoe Hoe

Cyanidin-3-arabinoside Pelargonidin-3-glucoside Peonidin-3-arabinoside

Hes Koo o

LY364947 58505124 $D208

Sekil 19. Antosiyaninlere ve bilinen ALKS inhibitorlerine ait biyoyararlanim

radarlarinin karsilastirilmasi.

C3A, P3G ve P3A'nin TPSA degerleri sirastyla 173.21 A?, 173.21 A? ve
162.21 A? olarak bulundu. Dénebilen baglarin sayisi, biyoaktif molekillerin
esnekligini ifade eder. Bu bag sayisinm kabul edilebilir araligi 0 ile 9 arasinda
olmalidir. Antosiyaninlerin donebilen baglar1 sirasiyla 3, 4 ve 4'tiir. Antosiyaninlerin
LogS (SILICOS-IT) degeri sirastyla -1.36, -1.52 ve -2.05'tir, yani hepsi suda ¢6zl
ozelligi gosterir. WLOGP ve TPSA degerleri, bilesiklerin HIA ve BBB Bu grafik,
bilesiklerin HIA ve BBB 6zelliklerini tahmin etmemizi saglar. BOILED-Egg grafigi
sar1, beyaz ve gri olmak lizere 3 renkli alana ayrilmistir (Sekil). Grafikteki sar1 alan
BBB erisimini temsil eder, beyaz alan HIA'y1 temsil eder ve gri alan bu 6zelliklerin
her ikisini de gostermeyen bilesikleri temsil eder. Bu ¢izelgeye gore, antosiyaninlerin
kan-beyin bariyeri erigim Ozelliklerine sahip olmadigi bulundu. Bagirsak emilim
ozellikleri de diisiik bulundu. Ayrica bu grafik bilesiklerinin P-glikoprotein (P-gp)
substratlar1 olup olmadigini tahmin etmemizi saglar. Bu grafige gére antosiyaninlerin
P-gp substratlar1 olmadigi bulunmustur. Boylece P-gp tasiyict protein yoluyla hlicre

disma atilmaz.
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Sekil 20. Antosiyaninlerin ve ALKS reseptdri igin bilinen inhibitorlerin BOILED-
Egg grafigi. Sar1 alan BBB’den geg¢isi, beyaz alan HIA’y1 ve beyaz alan ise bu

Ozelliklere sahip olamayan molekulleri temsil etmektedir.

Tablo 6: C3A, P3G ve P3A’ya ait farmokinetik ve fizikokimyasal 6zellikler.

4.9. Molekiiler Yerlestirme Cahsmalan

Bu calismada, ALKS ile P3A, C3A, P3G, LY364947, SB505124 ve SD208
arasinda molekiiler yerlestirme c¢alismalar1 yapilmistir. Sonuglara gore ALK5
iizerindeki en yiliksek ve en diisiik baglanma enerjileri sirastyla P3A ve LY364947
icin -8.3 ve -7.0 kcal/mol olarak bulunmustur (Tablo 6).
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Tablo 7. Antosiyaninler ve bilinen ALKS reseptori inhibibitorleri ile ALKS

arasindaki baglanma enerjileri.

Bilesikler Baglanma Enerjisi (kcal/mol)
C3A -8.0
P3A -8.4
P3G -8.3
LY364947 -7.0
SB505124 -7.1
SD208 -74

P3A'nmn hidroksi grubu ile ALKS'in igerisinde bulunan Gly374 ve Lys376 ile
hidrojen bagi1 yaptig1 bulunmustur (bag uzakliklar1 sirasiyla 1.89 ve 2.18’dir). Ayrica
P3A yapisinda bulunana arabinozun hidroksi grubu ile ALKS5’in Lys335 ile hidrojen
bag1 yaptig1 bulunmustur (Bag uzakligi 2.04) (Sekil 20).

\—v
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I (
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Sekil 21. ALKS ile P3A arasindaki etkilesim mesafelerini i¢eren iki boyutlu

molekiiler yerlestirme semasi.

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda en yaygin iigiincii ve kansere bagh 6limlerin
dordiincii 6nde gelen sebebidir. KRK hastalar1 baglangigta florourasil ve platin bazl
kemoterapiden fayda gorseler de ¢ogu icsel veya kazanilmig direng nedeniyle

kemoterapi direnci gozlenir ve medyan sagkalim sadece yaklasik yirmi aydir (57).
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Oksaliplatin, kolorektal kanser i¢cin kombinasyon uygulamalarinin ¢ok dnemli
bir bileseni oldugundan oksaliplatine kars1 gelisen ilag direnci klinik tedaviler igin
onemli bir engel olmaktadir. Birinci nesil platin bilesigi olan sisplatine kars1 direncin
altinda yatan mekanizmalar hakkinda ¢ok fazla bilgi edinilmis olmasina ragmen,
oksaliplatin direnci ile ilgili olan mekanizmalar hala iyi karakterize edilememistir
(58). Literatiirde oksaliplatin i¢in olasit diren¢ mekanizmalar1 hakkinda hiicre ici
tasima mekanizmalarindan, DNA onarim mekanizmalarindaki degisimlerden, hiicre
O0lim mekanizmalarindan ve epigenetik degisimlerden kaynaklanabileceginden
bahsedilmektedir (10). Bu ¢alismada KRK’de EMT siirecinin oksaliplatin direnci
olusumundaki etkisine odaklandik. Daha sonra bitkisel sekonder bir metabolit olan

C3G’nin bu siirecte hiicre lizerine olan etkisini degerlendirdik.

Genel olarak, EMT'nin geleneksel olarak tiimor invazyonu ve metastazina katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Ornegin, Chen ve ark. oksaliplatin direnci gelistirdikleri
HCT-116 hiicre hattinin invaziv ve migratif 6zelligi parent hiicreye gore daha fazla
bulmuslardir. Bu c¢alismada da literatiire uygun olarak direngli hiicrenin migratif
Ozelligi parent hiicreye gore daha yiiksek bulundu. Daha sonra C3G ile muamele

ettigimiz direngli hiicrelerde migrasyon hizi anlamli bir sekilde azald1.

Son yillarda, biriken kanitlar, EMT'min bazi insan malign kanserlerinde ilag
duyarliligimin diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynadigmi gdstermistir (59) (60).
Bizim buldugumuz sonuglarda literatiirle uyumlu bir sekilde EMT siireci oksaliplatin
direnci kazandirilmis hiicrelerde aktiflenmis olarak bulundu. PCR sonuglarina gére
E-kaderin mRNA ekspresyon seviyesi parent hiicre ile karsilastirildiginda anlamli bir
azalma elde ettik. Bunun yaninda mezenkimal biyobelirteci olan vimentin mRNA
ekspresyonunda da parent hiicre ile karsilastirildiginda anlamli bir artis goriildi. C3G
ile muamele ettigimiz direncli hiicrelerde de aktiflenen EMT prosesi tersine
cevrilmistir. Immiinfloresans boyamalarda protein ekspresyonuna bakildiginda
direngli  hicrelerdeki E-kaderin miktarindaki azalma parent hiicre ile
karsilagtirildiginda anlamli bir azalma goriillememistir. Fakat vimentin ve N-kaderin
miktarlarma bakildiginda ekspresyon seviyelerinde anlamli bir sekilde artis
gozlemlenmistir. Ayni sekilde C3G ile muamele edilen direngli hiicrelerde E-kaderin

miktarinda artig, vimentin ve N-kaderin miktarinda da anlamli bir diisiis
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gbzlemlenmistir. Boylece bu veriler 1s5inda EMT siirecinin ilag¢ direnci gelisimine
katkir sagladigi ve direngli hiicrelerde oksaliplatine karsi hassasiyetin azaldigi

bulunmustur.

Ek olarak EMT siireci ilag direncini indiiklemek i¢in diger hiicre i¢i sinyal
mekanizmalari ile de etkilesime girebilir. Ornegin miRNA regiilasyonu (61), ERK ya
da AKT/GSK-3p sinyal yolaklar1 (62), MAPK/AKT sinyal yolaklar1 (63) ya da hiicre
icerisindeki ROS (64) ile etkilesime girerek ila¢ direncini indiikleyebilir. Bizde
calismamizda ROS aracili EMT’nin ila¢ direncine sebep olup olmadigmi
aydimlatabilmek i¢in ¢alismamizda EMT ile hiicre i¢i ROS miktar1 arasinda bir iligki
olup olmadigma odaklandik. Ciinkii bu baglamda literatiirde birbirine zit hipotezler
bulunmaktadir. Ornegin Jiao ve ark. yaptiklar1 calismada yiiksek seviyedeki ROS
miktarmin Akt ve Snail gibi onkogenleri aktifleyerek EMT siirecinin aktiflendigini
belirtmislerdir. Aksi bir calismada Jeong ve ark. nitrik oksit sentaz 3 (NOS3)
enziminin asir1 fosforilasyonu ile hiicre ici ROS miktarmin azaldigini ve oksaliplatin
direnci gelisimine katki sagladigini gostermislerdir. NOS3 enziminin inhbisyonu
sayesinde siperoksit dismutaz 2 enziminin ekspresyonu azalarak hicre ici ROS
miktarmin arttigii bulmuslar ve boylece direngli hiicre icerisindeki ROS miktarinin
artmasma bagli olarak otofajinin arttigin1 kanitlamiglardir. Bizde c¢alismamizda
direng gelisiminde artan EMT karakterinin ROS miktarma bagh olup olmadigini
gostermek i¢in hiicre i¢ci ROS 6l¢iimii yaptik. Elde ettigimiz sonuglar gore direngli
hiicrelerdeki ROS miktar1 parent hiicre ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalma ger¢eklesmemistir. Ayni zamanda 20 uM C3G ile direngli
hiicreleri muamele ettigimizde anlamli bir azalma ile karsilasilmadi. Bu konu ile

alakali C3G’nin artan konsantrasyonlar1 denenerek daha anlamli sonuglar elde

edilebilir.

Sonug olarak, diger kanser tiirlerinin tedavisinde oldugu gibi kolorektal kanser
tedavisinde de en biiyiik zorluk radyoterapiye ve kemoterapiye karsi gelisen i¢sel ya
da edinilmis diren¢ mekanizmalaridir. Ayni1 zamanda kisiden kisiye degisen genetik
varyasyonlar1 ve beslenme cesitlerini de ele aldigimizda bu durumun iistesinden
gelmek hem klinisyenler hem de temel bilimciler agisindan ¢oziilmesi giderek

zorlagan bir durum olmaktadir. Bu yiizden, bu alandaki calismalarin artmas1 ve
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diren¢ mekanizmalarmin altinda yatan biyolojik ve biyokimyasal siire¢lerin daha
ayrmtilt bir sekilde ¢alisilmasi gerekmektedir. Boylece mevcut tedaviyi iyilestirmek
ya da yeni terapotik hedeflerin gelistirilmesi bu durum i¢in elzem bir hal almaktadir.
Biz de ¢alismamizda bu yonde ilerleyerek ilag direncinde tiimor metastazina katki
saglayan EMT siirecini ele alarak ROS ile iligkisini aydinlatilmasi tizerine ¢alistik.
Ayn1 zamanda bu ¢alismanin yenilik¢i yoniinii ortaya koyan C3G antosiyaninin ilag

direncine neden olan EMT siirecine nasil bir etki yapabilecegini arastirdik.
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5. SONUC VE ONERILER

Kolorektal kanser diinyada en yaygin olarak goriilen ii¢iincii, oldiiriiciiliigi en
yiiksek dordiincii kanser tiiriidiir. Ayrica KRK genetik, ¢evresel ve yasam tarzi gibi
risk faktorlerini igeren ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Bu kadar fazla risk faktoriine sahip
hastaligin tan1 ve tedavisinde 6nemli ilerlemelere yol acan, hataligin ilerlemesini
saglayan genetik ve molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak igin blyuk cabalar sarf
edilmistir. Fakat hala KRK kansere bagl ¢liimlerin basinda gelmektedir. Bu nedenle
klinisyenlerin ve temel bilimcilerin ortak amaci bu 6liimciil hastalig1 tedavi etmek
icin mevcut tedavi yontemlerini iyilestirmek ya da yeni terapotik hedefler bulmaktir.
Bizde bu ¢alismada in vitro kosullar altinda KRK tedavisinde birinci basamak tedavi
olarak kullanilan oksaliplatin ilacina kars1 gelisen ilag direncinin altinda yatan ROS-
EMT yolagmin iligkili olup olmadig1 aydinlatmak ve mevcut tedaviye ek olarak C3G

molekiiliiniin kullanilabilirligini arastirdik.

Literatirde HCT-116 hiicre hattina oksaliplatin ila¢ direnci yaklasik olarak 9-
12 ay arasinda gelistirildigi belirtilmistir. Bu calismada HCT-116 hiicre hattina
yaklasik 7 igerisinde oksaliplatin ilag direnci gelistirildi. Yukarida hiicre
fotograflarina bakildig1 tizere HCT-116 ile HCT-116-ROx arasinda artan igsi
yapidaki hiicre formlari, artan hiicreler aras1 mesafe ve artan psddopadia yapilar1 gibi
morfolojik degisimler gozlenmektedir. Bu degisimler ile HCT-116 hiicre hattinda
oksaliplatine kars1 gelismis ila¢ direnci oldugunu diislindiirmektedir. Sitotoksisite
analizleri ile parent hiicre ile direngli hiicrenin oksaliplatine karsi hassasiyeti

analizlenmis ve direncli hiicrelerde oksaliplatin hassasiyeti azalmistir.

Olusan diren¢ mekanizmasinin ROS-EMT yolag: {izerinden olup olamadigini
gostermek i¢in hiicre i¢i ROS miktarina ve qRT-PCR ve imminfloresans boyamalar
ile EMT biyobelirtecleri olan E-kaderin, vimentin ve N-kaderin’nin sirasiyla mRNA
ekspresyon seviyelerine ve floresans yogunluk araciligiyla protein ekspresyon
seviyelerine bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore E-kaderin mRNA ekspresyon
seviyesi direnc¢li hiicre de parent ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001) bir sekilde azalmistir. Ayni zamanda vimentin mRNA ekspresyon
seviyeside de parent hiicre ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

(p<0,002) art1s gdzlemlenmistir. immiinfloresans boyamalardaki sonuglara
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bakildiginda ise E-kaderin ekspresyon seviyesi parent ile direngli hiicre arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunamamistir. Fakat vimentin ve N-kaderin
ekspresyonlarindaki degisim direncli hiicrelerde istatistiksel olarak (p<0,001) anlamli

bir aris gozlemlenmistir.

Bitkisel sekonder metabolit olan C3G 48 saat boyunca direncli hiicreler ile
muamele edilmis ve EMT biyobelirteglerindeki ekspresyon seviyelerine bakilmuistir.
E-kaderin ve vimentin mRNA ekspresyon seviyeleri, C3G ile muamele edilmeyen
direngli hiicreler ile karsilastirilmistir. E-kaderin mRNA ekspresyon seviyesin
istatiksel olarak anlamhi  (p<0,004) olarak artmistir. Vimentin mRNA
ekspresyonundaki degisim ise istatistiksel olarak anlamli (p<0,011) bir sekilde

azalmistir.

Immiinofloresans boyamalarmdaki sonuglara gére de E-kaderin ekspresyon
seviyesi istatiksel olarak (p<0,001) anlamli bir sekilde artmustir. N-kaderin ve
vimentin ekspresyon seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001) bir azalis

gozlemlenmistir.

Hiicre i¢i ROS miktarlar1 kiyaslandiginda direngli hiicredeki azalan ROS
miktar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayni sekilde C3G ile 48 saat
boyunca muamele edilen direngli hiicrelerde de hiicre ici ROS miktarindaki azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

Ayrica in silico analiz yontemleriyle farkli antosiyanin tiirlerinin ila¢ benzerligi
calismalar1 yapilmis ve EMT yolagindaki etkin ALKS reseptorii ile molekiiler
yerlestirme calismalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore antosiyaninlerin

ALKS reseptorii aday inhibitor olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, kolorektal kanser tedavisinde kullanilan birinci basamak
oksaliplatin ilacina kars1 gelisen ila¢ direnci ROS ile dogru orantili olmadan EMT
yolag: iizerinden geligsebilecegini gosterdik. Ayn1 zamanda bu c¢alismanin yenilik¢i
yonii olarak bir bitkisel sekonder metabolit olan C3G’nin EMT siirecini tersine
cevirerek ilag direnci olugsmasini engelleyebilecek bir molekiill olarak

kullanilabilirligini gosterdik.
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