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OZET

Metastatik Kolorektal Kanser Hiicrelerinde Cetuximabin Apoptotik ve Otofajik Genler
Uzerine Etkileri

Amac: Kolorektal kanser (KRK) diinyada en sik goriilen kanser tiplerinden
birisidir ve tedavisinde kemoterapi Onemli bir yere sahiptir. Son zamanlarda
kemoterapétik ajanlarin apoptozda ve otofajide rol olan genler iizerine etkisini aragtiran
birgok c¢alisma yapilmaktadir. Mevcut c¢alismada kolorektal kanser tedavisinde
kullanilan ve epidermal biiyliime faktorii (EGF) antagonisti monoklonal bir antikor olan
cetuximab'in (CTX) kanser hiicreleri iizerindeki apoptotik, otofajik ve sitotoksik
etkilerinin arastiritlmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: KRK hiicre hatlarina farkli dozlarda cetuximab uygulanarak
10 adet deney grubu olusturuldu ve tiim gruplar 24 ve 48 saat siireyle inkiibasyonlara
birakildi. Sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla MTT analizi uygulandi. Histokimyasal
olarak apoptozun tespit edilmesinde TUNEL metodu kullanildi. p21, p27, p57, KRAS,
LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A gen ekspresyon diizeyleri Real-Time PCR’la 6l¢iildii.

Bulgular: MTT sitotoksite analizi sonucunda 10 ug/mL cetuximab etkin doz
olarak belirlendi. Ayn1 zamanda p21, p27, p57, LC3A, BECN1 ve ATG4A gen
ekspresyonlar artig gosterirken KRAS ve EGF gen ekspresyonlarinda azalma gozlendi.
TUNEL boyamada, artan cetuximab dozuyla apoptozda bir yiikselme gézlendi.

Sonu¢: CTX’in HT-29 KRK hiicrelerini hem p21, p27 ve p57 gen
ekspresyonlarin1 arttirarak apotoza hem de ATG4A, LC3A ve BECNLlin gen
ekspresyonlarini arttirarak otofajiye yonlendirdigi kanaatine varildi. Bunun yani sira
CTX’in EGF ve KRAS gen ekspresyonunu azaltarak kanser hiicrelerinin biiylimesini
inhibe ettigide izlendi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Cetuximab, Kolorektal Kanser, Otofaji.
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ABSTRACT

The Effects of Cetuximab on Apoptotic and Autophagic Genes in Metastatic
Colorectal Cancer Cells

Purpose: The colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancer type
and chemotherapy has an important effect in the treatment. Recently, a number of
studies investigating the effect of chemotherapeutic agents on genes involved in
apoptosis and autophagy have been carried out. In this thesis, it was aimed to
investigate the apoptotic, autophagic and cytotoxic effects of cetuximab (CTX), used for
the treatment of colorectal cancer and is a monoclonal antibody that is epidermal growth
factor (EGF) antagonist, on the cancer cells.

Material and Method: Cetuximab was administered to colorectal cancer cell
lines at different doses to form 10 test groups and all groups were left in incubations for
24 and 48 hours. MTT assay was applied for determine the cytotoxicity. TUNEL assay
was used to detect the apoptosis by histochemical. p21, p27, p57, KRAS, LC3A,
BECN1, EGF and ATG4A gene expression levels were measured by Real-Time PCR.

Findings: MTT cytotoxicity analysis indicated that 10 ug/mL cetuximab was the
effective dose. At the same time, there was a decrease in KRAS and EGF gene
expression while p21, p27, p57, LC3A, BECN1 and ATG4A gene expressions were
increased. In TUNEL staining, an increase in apoptosis was observed with increasing
dose of cetuximab.

Result: We can come to the conclusion that CTX mediates HT-29 KRK cells to
apoptosis and autophagy by increasing both p21, p27, p57 gene expressions and
ATG4A, LC3A and BECNI gene expressions. In addition, it can be said that inhibiting
the growth of cancer cells by decreasing EGF and KRAS gene expression.

Key Words: Apoptosis, Autophagy, Cetuximab, Colorectal Cancer.

\l



APC

Bax
Bcl-2
CDI
CDK
cDNA
CTX
CYC-CLN
DMEM
DMSO
DNA-PK
ERCC1
G2
HDAC
HT-29

KRK

MTT
FBS
PCNA
PCR
Rb

TUNEL

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Adenomatous polyposis coli

: Bcl-2-associated X protein

: B-cell lymphoma 2

: Siklin bagimli kinaz inhibitorleri
: Siklin bagimli kinazlar

: Komplementer DNA

: Cetuximab

: Siklin

: Hiicre kiiltiirii medyumu

: Dimetil siilfoksit

: DNA bagimli protein kinaz

: DNA excision repair protein

: Biiylime 2

: Histon deasetilaz kompleksinin

: Kolorektal kanser hiicre hatti

: Kolorektal kanser

: Metafaz

: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
. Fetal sigir serumu

: Proliferating cell nuclear antigen
: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Retinoblastoma

: Sentez

: Terminal deoxytransferase mediated Bio-dUTP nick and labeling
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1. GIRIS

Kanser, deoksiriboniikleik asitin (DNA) normal hiicrede hasar gérmesi sonucu
olusan ve kalitimsal olarak da nesilden nesile aktarilan bir hastaliktir. Giiniimiiz
diinyasinda kanser ve kansere bagli Olimlerin artis gOstermesi yasamin en Onemli
sorunlarindan biri olarak karsimiza (;1kmaktad1r.l

2013 yilinda yayinlanan Diinya Kanser Raporuna gére kolorektal kanser (KRK)
en yaygin 3. tip kanser olup, yilda bir milyon yeni vaka ile kanser olgularinin %9,4’tinii
olusturmaktadlr.z’3 Hem erkek, hem de kadinlarda en sik goriilen {i¢iincii kanserdir ve
kansere bagli 6liim nedenleri arasinda iigiincii sirada yer almaktadir.

KRK tedavisinde yaygin olarak epidermal biiyiime faktorii (EGF) antagonisti
monoklonal bir antikor olan cetuximab (CTX) kullanilmaktadir. CTX belli kanser
hiicrelerinde ilgili  resoptore ligandin  baglanmasini  engelleyerek  resoptoriin
aktivasyonunu diistirip apoptozu aktiflestirebilir. Anti-epidermal growth (biiyiime)
faktor reseptor (a-EGFR) tedavi ile DNA hasari olusturan sitostatiklerin kombinasyonu,
hiicre siklus ilerleyisini inhibe edip apoptozu aktiflestirerek antitiiméoral etkiye yol agtigi
gésterilmistir.4

Siklin bagimli kinazlar (CDK) hiicre proliferasyonununda gorev alirken CDK
inhibitorleri CDK'larla siklin kompleksini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin durmasina
sebep olmaktadirlar.” ® p21, p27 ve p57 CDK inhibitor ailesinin iiyeleri olup CDK ve
siklin komplekslerine (Siklin E-CDK2; Siklin A-CDK 2; ve Siklin D-CDK 4)
baglanarak retinoblastoma (Rb) proteininin fosforilasyonunu engellerler.”®

Otofaji, organellerin ve hiicre i¢i molekiillerin dongiisii ile homeostaziyi koruyan
ve artan hiicre stresi sirasinda hiicrenin hayatta kalmasini saglayan bir siirectir.’®** Son
calismalarda otofajinin metabolizma, morfogenez, farklilasma, yaslanma, hiicre 6limii

12,

ve bagisiklik sisteminde de rol oynadigi goriilmiistiir. B Ote yandan otofaji



anormalliklerinin kanser, enfeksiyon hastaliklari, norodejeneratif hastaliklar, kas
hastaliklari ve immiin sistem hastaliklarinin patogenezinde rol oynayabilecegi
distiniilmektedir. 10.14 K anser tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaglar ve hedefe yonelik
ilaglarin otofajiyi indiikledigi bilinmektedir. Bu nedenle otofajiyi bloke etmek veya
indiiklemek kanser tedavisinde 6nemli avantajlar saglayabilir.15

Giliniimiiziin 6nemli saglik sorunu olan kanserden korunmak, hastaligin seyrini
yavaslatmak veya hastaligin seyrini diizeltmek amaciyla her yil binlerce calisma
yapilmaktadir. Bu c¢alismada, HT-29 KRK hiicre hattina epidermal biiyiime faktorii
(EGF) antagonisti monoklonal bir antikor olan CTX kullanimimin p21, p27, p57, KRAS,
LC3A, BECNL1, EGF ve ATG4A gibi gen ekspresyonlari iizerine etkisini ve apoptotik

ve otofajik etkisinin arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

2.1.1. Kanser Nedir?

Kanser, tiim diinyada 6nemi giderek artan bir saglik sorunudur.’® Kontrolsiiz
hiicre proliferasyonuyla karakterize bir hastalik olup, diinyada kardiyovaskiiler
rahatsizliklardan sonra ikinci sirada yer alan, son derece Oliimciil bir hastaliktir.t” 8
M.O. 460-370 yillar1 arasinda ilk olarak Hipokrat tarafindan ifade edilen ‘cancer’
terimi, M.O 130-200 yillar1 arasin da Galen tarafindan sislik anlamina gelen ‘onkos’
olarak ifade edilmistir.19

Kanser hiicrelerinin fonksiyonel degisiklikleri genetik materyallerinde olusan
baz1 degisikliklerden dolay1 olusur. Kanser olusumundaki genetik degisiklikler genel
olarak; genlerdeki dayaniksizlik, kromozom kaybi, kromozomlarin yeniden
diizenlenmesi veya insan kromozom lokuslarina yabanci DNA dizilerinin (genellikle
viral DNA dizileri) girmesi seklinde 6zetlenebilir.?’

Eski donemlerde kanser tedavisinde, iilser tedavisinde kullanilan bakir, kursun,
stilfiir ve arsenik gibi metalik tuzlar uygulanmis ve daha sonralar1 daglama ve bicakla
kesip ¢ikarma yontemleri denenmis fakat basariya ulagilamamistir.”® Kanser tedavisinde
ge¢misten giliniimiize kadar bilim ve teknolojinin ilerlemesi ve kemoterapoétiklerin
kombine kullanimiyla ¢ok biiyiik ilerlemeler gdsterilmesine ragmen hala Hipokrat’in
tavsiye ettigi yontemler temel olarak kullanilmaktadir.*® *°

Kanser hiicrelerinin otonomi, kontakt inhibisyon, apoptozu baskilamasi,
anjiyogenez, oliimsiizliik, invazyon ve metastaz gibi temel 6zellikleri vardir.?

Timorler ihtiyaci olan besinlerini difiizyon yolu ile saglamaktadir. Fakat

diftizyon yolu ile ancak kii¢iik hiicre topluluklar1 halinde yasamlarini siirdiirebilirler.

Beslenmenin difiizyonla saglanmasi daha biiyiikk boyuttaki tiimoérlerin gelisimi igin



yetersiz kalmaktadir. Timoriin biiyiiyebilmesi, tiimore yetecek kadar besin, oksijen,
proteolitik enzim ve diger gerekli elementleri saglayabilmesi igin tiimor hiicrelerinin
anjiyogenezle yeni kan damarlarini olusturmasi gerekir.?? Bsliinebilme dzelligine sahip
olan bir hiicrenin cevresel ya da kalitsal sebeplerden dolayr normal ve kontrollii
boliinme yetenegini kaybederek, ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan durumun genel adina timor
denir. Bu olay iki sekilde gerceklesir; benign (selim-iyi huylu) timér uzak bolgeye
yayilmayan, bolgesel olarak gikabilen, yasam siiresini etkilemeyen tiimordir. Malign
(kotl huylu) timor ise yakin veya uzak organlara metastaz yapan, anjiyogenez yapma
yeteneginde olan, kontrollii hiicre 6liimiinden korunan ve biiyiimeyi durduran sinyallere
hassas olmayan, yasam siiresini diisiirerek mortaliteye sebep olan timérdiir.* %*

Iyi ve kétii huylu tiimorler arasinda genel olarak dort farkli ézellik bulunur. Bu

farklar; diferansiasyon ve anaplazi, biiyiime hizi, lokal invazyon ve metastazdir.

a. Diferansiasyon ve anaplazi: Parankimal hiicrelerden koken alan tiimoriin
yapisal ve islevsel agidan bu hiicreye benzerlik gostermesine diferansiasyon,
kot huylu tiimorlerin koken aldiklari ana dokuya yapisal ve islevsel olarak
benzerlik gostermemesine (undiferansiye olmalarina) anaplazi denir.

b. Biiyiime hizi: Kot huylu timérler daha hizli gelisirken, iyi huylu timoér
hiicreleri yavag gelisim gosterirler.

c. Lokal invazyon: Iyi huylu tiimérlerin ¢ogu yavas biiyiirler ve bu tiimérlerin
cevresinde fibroz bag dokusunda kapsiiller mevcuttur. Kapsiil, tiimorlii
dokuyu tiimor yapisinda olmayan dokularindan ayirir. Kanser dokusu
cevresindeki komsu dokulara infiltrasyon, invazyon ve destriikksiyon
olusturarak yayilir.

d. Metastaz: Koti huylu  tiimorlerin, mevcut konumundan lenfatik ya da

hematojen yollar ile ayrilarak ilk tiimorle baglantisi olmayan yeni bir kitle



olusturmasina metastaz denmektedir. Metastaz, hastanin hayatta kalma
stiresini diistiren 6nemli bir belirleyici faktérdiir ve yayilmay1 gosteren en
onemli parametredir. Metastaz ve lokal invazyon koétii huylu tiiméri iyi huylu
tiimorden ayirmayi saglayan ozelliklerdir.?
2.1.2. Kanser ve Hiicre Sikliisii
Normal gelisim siirecinin bir pargasi olarak hiicreler organizmanin ihtiyacina
gore hiicre boliinmesi ve proliferasyon araciligi ile Tretilirler. Somatik hiicreler, belli
bir sistemde replikasyon sonrasinda iki yeni hiicre meydana getirerek olusurlar. Bu
slirece hiicre dongiisii denir ve bu olay okaryotik liremenin temel mekanizmasini
olusturur. Hiicre dongiisii iki asamaya ayrilir; interfaz ve mitoz.”> %

a. Interfaz: Hiicre biiyiimesi ve DNA replikasyonu bu asamada meydana gelir.
Bu siire¢ sonunda hiicresel materyaller kopyalanir. Ayrica iki yeni yavru
hiicreye yetecek kadar materyal saglanmis olur. G;, S ve G; fazlarindan
olusur. G; asamasinda hiicre metabolik olarak aktiftir ve DNA replike
olmadan devamli biyiir. G; fazint DNA kopyalanmasimin oldugu S asamasi
izler. G, asamasinda hiicre biiyiimesi siirerken, mitoza gegis i¢in protein
sentezi gergeklesir.ZS’ 26

b. Mitoz: Genetik materyalin boliinmesi hiicre dongiisiiniin bu asamasinda
meydana gelir. Mitoz evresi; profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz
asamalarindan olusur. Hiicre siklusunun en belirleyici asamasi yavru
kromozomlarin biribirilerinden ayrilip, hiicre boliinmesiyle son bulan mitoz
evresidir.”> %

Hiicre siklusuniiniin kontroliinde, siklinler (cyc), siklin-bagimli kinazlar (CDK)

ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) gérev alirlar. Bu proteinlerin seviyeleri hiicre

sikliis fazlar1 arasinda degisiklikler gosterir. Memeli hiicrelerinde hiicre siklus



diizenlenmesi sirasinda fonksiyonlari en iyi bilinen on bir adet CDK (CDK 1-11) ve 16
siklin [cys D (D1, D2 ve D3); siklin E (E1, E2), siklin A (Al, A2) ve B (B1, B2)] rol
0ynamaktad1r.27‘ 28 Siklin D ve E, Gy/S fazlar1 arasinda gegici olarak sentezlenirler ve
hiicre S fazina gegince bu iki siklin hizlica yikilirlar. Siklin A ve siklin B, S/G,/M faz
gecislerini sirasinda sentez edilirler, siklin A1l mayoz ve embriyogenesiste, siklin A2
ise biiyiimekte olan hiicrelerde bulunmaktadir. Siklin B1 i¢in , siklin B2’nin yapmis
oldugu islevlerini diizenledigi Vatrsayllmak‘[adlr.12 CDK’lar proteinleri fosfatlayan
enzim smifidir. CDK aktive olarak DNA ¢ift sarmalinin agilmasini saglamaktadir.
Replikasyon oOncesi kompleks'in (PRC) bazi bilesenleri fosforillenir. Yeni replike
tirtinler mitoz sonucunda CDK aktivitesi diisiinceye kadar PRC olusturmasi miimkiin
degildir. Bu yiizden hiicrenin her dongiisinde DNA bir defa replike olur. ¥ CDK'lar
G1-S-G, fazlar1 arasini ve mitoz evresine geg¢is kismini kontrol ederler. Siklinler,
gorevlerini bitirdikten sonra, ubikitin-proteazom araciligi ile yikilirlar. % %

e G;'in erken asamasinda sentez edilen cyc D, CDK4 ve CDKG6 ile birlesir.
G1'in ge¢ asamasinda ise cyc E sentezlenir ve CDK2’ye baglanir. Bu
kompleksler, digerleri vasitasi ile hiicrelerin S evresine girmesini ve hiicrenin
bu fazda ilerlemesini saglarlar.

e Cyc A, CDK2 ve CDK1 ile baglanir. Olusan komplekslerle, hiicrenin S
evresinden ¢ikip G, evresine girmesi saglanir. Ayrica cyc B’nin olusumu
indiiklenir.

e Cyc B, CDKI1 ile birlesir ve olusan kompleksle hiicre G, evresinden ¢ikip M
evresine gecisi saglanmis olur.

Hiicreler, biiyime boyunca fazlar arasinda gecerken kontrol noktalari diye

adlandirilan kontrol mekanizmasini kullanirlar. Bu kontrol noktalari, G, G, ve M

evrelerinde aktiflik gostererek, hiicrelerin biiylimesi, DNA'nin dogru sentezlenmesi,


http://www.adutfdergi.org/text.php3?id=254#r12

kromozomlarin miikemmel ayrilmasi i¢in Onemli proseslerin dikkatli bir sekilde
tamamlanmalarina olanak verirler. Hiicreler, bunlar1 hiicre siklusunda inhibitor ve/veya
aktif olan yollarin baskilanmasi ile saglarlar. Biiyiime faktorleri, hiicre siklusunun
kontrol mekanizmasina sinyaller gondererek hiicre siklusu prosesini diizenlerler. Bu
diizenlenmeler, bir tiir indiiklenme transdiiksiyonudur. S6z edilen kontrol noktalarinda
biliyiime faktorlerinin salinmasi durumunda, hiicre siiklusu devam eder, salinmadigi
durumlarda hiicre siiklusu durur. DNA'da bir hasar olustugunda aktif p53, G1 fazinda
hiicre dongiistini  durdurur ve DNA onarimi baslar. Ancak DNA onarimi
gerceklesmezse apoptoz tetiklenir.™

Hiicrelerin biiyimesi, farklilagsmasi ve ¢ogalmasinda 6nemli role sahip proto-
onkogenler de olusan mutasyonlar tiimorlerin  gelismesine neden olur. Timor
baskilayici genlerde olusan mutasyonlar ise hiicre dongiisiiniin inhibe olmasini
engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olurlar. Cesitli nedenlerle olusan DNA
hasari, hiicre dongiisiinde kontrol mekanizmasinin bozulmasina sebep olmaktadir.
Yapilan c¢alismada, ¢esitli kanser tiirlerinde hiicre siklusiiniin kontrol noktalar tizerinde
mutasyonlar belirlenmistir.?’  Gen mutasyonlart dolayisiyla G1-S faz gegcisleri
arasindaki farkliliklar kansere sebep olabilmektedir. Kanserli hiicrelerin karakteristik
ozelliklerinden biri de biiylime uyarimi olmaksizin G; evresine yeniden girebilmesidir.
Rb fosforillenme/defosforillenme dengesinin bozuldugu durumlarda, G;'den S fazina
geciste olusan farkliliklar hiicre cogalmasini degistirebilir.

2.1.3. Kanser Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

Kanser hiicresinin normal hiicrelerden farkli 6zellikleri:

e Otonomi: Timor hiicrelerinin biiylime faktorlerine olan ihtiyact normal

hiicrelere nazaran daha azdir. Bu hiicreler ¢cogalmak icin ihtiya¢ duydugu

bliylime faktorlerini kendileri saglayabildikleri i¢in, ¢evresel etkenlere bagh



olmadan devamli ¢ogalabilirler.

e Invazyon: Kanser hiicresinde hiicrelerin birbiri ve matriks ile etkilesmesi
normal hiicreye gore diizensizdir. Ayni zamanda, yiizey adezyon
molekiillerinin gen ifadesindeki diislis nedeni ile kanser hiicrelerinin tutunma
0zelligi normal hiicreye gore azdir. Sonug olarak kanser hiicrelerinin diger
hiicreler ve doku bilesenleriyle etkilesimi zayif oldugundan invazyon ve
metastaz 6zelligi yiiksektir, 33

e Metastaz: Normal hiicreler viicutta mevcut konumlarint korur ve genellikle
yer degistirmezler. Halbuki kanser hiicresi koken aldig1 yerden uzak bolgelere
yayilim gosterme Ozelligine sahiptir. Malign hiicreler proteaz enzimlerini
salgilama o6zelligine sahiptirler. Proteaz enzimler ise malign hiicrelerin
cevresindeki dokularin ekstraseliiler matriks bilesenlerinin par¢alanmasina
sebep olarak bu hiicrelerin komsu dokulara gegisini kolaylastirmaktadir. $.36

e Apoptozdan kagma: Genel olarak hiicreler DNA hasarinda programli hiicre
Olimiine  yonlendirilirken, kanser hiicreleri  programli hiicre Oliimii
sinyallerinden kagmaktadirlar. Boylece kanser hiicresinin yasam siiresi daha
uzun olmaktadir.

e Smmrsiz replikasyon: Kanser hiicrelerinde telomeraz enzimi devamli olarak
replike olmaktadir. 3" %

e Anjiyogenez: Kanser hiicresi normal hiicrelerdeki gibi besin ve oksijen alimi
ve karbondioksit ile metabolik atiklarin uzaklastirilmasi i¢in anjiyogeneze
ihtiya¢ duyarlar. Ancak devamli anjiyogenez kanser hiicresinin karakteristik
ozelliklerinden biridir. *

2.1.4. Kanser ve Genetik

Tim hiicreler proliferasyon, diferansiasyon, yaslanma ve o6lim segeneklerinin



oldugu genetik bir program ile dogar ve ihtiya¢ halinde isleme alir. Hiicrelerin
bliyiimesi ve ¢ogalmasini diizenleyen protein sentezlerini kontrol eden genlere
protoonkogen denir. Protoonkogenlerde olusan mutasyonlar sonucunda meydana gelen
gene "onkogen" denilmektedir. Kanser hiicrelerinin ana  sorunu hiicre
proliferasyonundaki kontrol o6zelliginin kaybolmasidir. Giliniimiizde biitiin kanser
tiirlerinde somatik hiicrelerdeki mutasyonlar sonucu meydana geldigi ve
mutasyonlarinda bazi gen ifadelerini etkiledigi bilinmektedir. Kanser olusumunu
etkileyen tig¢ tiir gen bilinmektedir. Bu genler onkogenler, tiimor baskilayici genler ve
DNA tamir genleridir. *°

2.1.4.1. Onkogenler

Normal hiicre biiyiimesini ve g¢ogalmasini diizenleyen proteinleri kodlayan
genlere protoonkogen denir. Protoonkogen, spontan olarak gen i¢inde bir mutasyon ya
da disaridan bir kontroliin degismesi sonucunda farklilagabilir. Bunun sonucunda bu
genler normalden daha fazla eksprese edilmeye baslarsa bu degisiklikler hiicrede
kontrolsiiz biiylime ve malignensiye neden olmaktadir. Bu protoonkogenlerin mutant
sekillerine onkogen denilmektedir.*** Onkogenler protoonkogenlerden daha fazla
miktarda eksprese olurlar. Boylece gen ifadesindeki bu anomaliler normal ¢alisan bir
protoonkogeni hiicreyi transformasyona yonlendiren bir onkogen haline doniistiirmek
icin yeterlidir.*® Protoonkogenlerin kodladigt  proteinlerin ¢ogu normal hiicre
cogalmasmmi  diizenlerken, onkogenler genetik hasar neticesinde mutasyona
ugradiklarindan, kontrol edilemeyen gendir. Onkoprotein denilen ve onkogenler
tarafindan kodlanan proteinlerin bir ¢ogu biiyiime faktorlerinden gelen sinyaller ile
hiicre cogalmasini ve sag kalimini diizenleyen sinyal ileti yolaklarinin birer iiyesi olarak
gorev yapmaktadirlar. 34,41

Hiicre yiizeyi, sinyal iletim yolagi veya gekirdekte islevi bulunan onkogenlerin



bliyiik bir ¢ogunlugu tirozin kinaz aktivitesi gosteren reseptorleri kodlar. Bu
reseptorlerin hiicre dis1 biiyiime faktorleriyle etkilesime giren amino uglarinda olusan
farkliliklar bunlarin birer onkogen proteinine doniismesine sebep olmaktadir. Biiyiime
faktorlerinin indiiklemesiyle aktiflesen hiicre i¢i sinyal iletim yollar1 hiicre sikliisii
bilesenlerini diizenlemektedir. Boylece G; kontrol noktasindan gegis saglanir ve
biiyiime faktdrii uyarilmasina cevap olarak hiicre siklusu ilerlerler.3* %

2.1.4.2. Timor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayicit genler hiicre sikliisii boyunca diizenlenmis ilerleyisi kesmek
suretiyle hiicre boliinmesini yavaglatan genlerdir. Bu genlerdeki fonksiyon kayiplari
yada bozukluklar halinde anormal hiicrelerin gelisimini baskilayamayacagindan kanser
gelisimi s6z konusu olur. 3

Protogen ve onkogen proteinlerinin aksine timor baskilayici genlerin kodladigi
proteinler, hiicrenin ¢ogalmasini ve sag kalimini baskilar. Bu yiizden tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu, negatif diizenleyici olarak gorev yapan bu proteinleri ortadan
kaldirarak tiimor gelisimine neden olur. Protoonkogenler mutasyona ugradiklarinda
onkogenlere doniismek {lizere aktive olurken, tiimor baskilayict genlerdeki islev
kayiplar1 onkogenezise katkida bulunur. Ilk tiimor baskilayict gen ender goriilen bir
cogukluk tiimorii olan retinoblastomun (Rb) incelenmesi ile tanimlanmistir. Normal
hiicrede Rb lokiisii heterozigottur ve Rb geninde heterozigotlugun kaybi kanser
gelismesine sebep olmaktadir. Tiimor baskilayict genlerdeki defektler kalitsal olarak
gectigi i¢in, ¢ocukluk ¢aginda timor insidansinin artisina sebep olabilir. Timor
baskilayict gendeki her iki normal allelin kayb1 veya aktivasyon kaybi, ¢ocukluk ve

4344 kinci bir timor baskilayici gen degisik

eriskin donemdeki kanserleri olusturabilir.
insan kanserlerinde siklikla islevini kaybettigi goriilen p53'tiir. p53 geninin iirlinii hem

hiicre biiyiimesini hem de apoptozu kontrol eder. DNA hasar1 sirasinda p53 sentezi
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indiiklenir. p53, CDK inhibitorii olan p21'in transkripsiyonunu arttirir. Béylece pRb
fosforile olur ve hiicre G; evresinde bekletilereck DNA hasarinin onarilabilmesi i¢in
hiicreye vakit kazandirilir. Eger hiicrede DNA hasari onarilmazsa hiicre apopitoza
yonelmektedir. p53'in kaybi, DNA hasarina bagli bu duraklamay1 ortadan kaldirarak
mutasyon sikligmmin artmasina ve hiicre genomunda kararsizliga sebep olmaktadir.
Genomdaki bu kararsizlik, tiimor gelisimi esnasinda onkogen ve tiimor baskilayici
genlerde bazi farkliliklarin gézlemlenmesine sebep olur.*®

2.1.4.3. DNA Tamir Genleri

Normal hiicreler DNA hasarin1 onarabilmektedir. Cevresel etkiyle ya da
replikasyon sirasinda olusan DNA hasarlar1 onarilamadiginda hiicre neoplastik
transformasyona ugrar. DNA tamir genleri, organizmada bulunan diger genlerdeki
onarilabilecek hasarlar1 tamir ederek, hiicre proliferasyonu {izerine etki gostermektedir.
DNA tamir genlerinin her iki alleli birden inaktive olursa gen goérevini yerine
getiremez. Bu yiizden bu genlerin timor baskilayici gen gibi davramis gosterdigi
diistiniilmektedir. DNA tamir genlerindeki kalitimsal mutasyona sahip kisilerde kanser
olasilig1 bulunmaktadir.*® Tamir genleri, hasarin onarimi, yanlis-es tamiri, niikleotit
kesme-gikarma tamiri ve baz kesme-gikarma tamiri gibi metabolik yolaklarin genlerini
kapsamaktadir. OGG1, ERCC1, XRCC1, BRCA2, NBS1 DNA onarim genlerinden
bazilaridir. **

2.1.5. Kanser ve Apoptoz

Apoptozis (programlanmis hiicre oliimii), fonksiyonlarim1 kaybetmis, fazla
iiretilmis, yaslanmis, diizensiz gelismis ve DNA’s1 hasarli olan hiicrelerin glivenli bir
sekilde yok edilmesini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen hiicre dliimiidiir®.
Programlanmis hiicre 6liimii, embriyolojik gelisimde ve erigkin dokunun gelisiminin

siirdiiriilebilmesinde anahtar rol oynar.*” Apoptoza yonelen hiicrelerin ebatlari kiigiiliir
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fakat yok olmazlar. Hiicre zarlar1 asimetrisini ve bir dokudaki komsu hiicrelere tutunma
kabiliyetlerini kaybetmektedirler. Normal hiicrelerde membranin i¢ boliimiinde sitozole
bakan fosfatidilserinler ters gevrilerek membranin dis yiizeyine bakarlar. Apoptotik
hiicrelerde mitokondriden sitokrom ¢ salinimi gergeklesir. Sitokrom ¢ ise hiicrelerde
kaspaz aktivasyonunun baslatilmasinda onemli bir rol oynaktadir. Kromatin iplikler
pargalara ayrilarak yogunlasirlar. Fagositik hiicreler membran yiizeyindeki
fosfatidilserinlere baglanarak apoptotik hiicreleri yutarlar. Bu durumda hiicre 6liimii
nedeniyle olusabilecek inflamasyon 6nlenmis olmaktdir. 25,26

Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Asamalari

1. Apoptozisin baglatilmasi

2. Sitokrom c¢’nin saliverilmesi

3. Hiicre iginde proteaz aktivasyonu

4. Hiicrede baz1 biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin meydana gelmesi

5. Fagositoz

Apoptoz, erigskin dokularin korunmasinda ve embriyo gelisiminde 6nemli role
sahip olan fizyolojik bir olaydir. Eriskinlerde programli hiicre o6liimii, hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesi ve dokulardaki hiicre sayisinin belirli sayida
tutulmasindan gorevlidir.

Apoptoz, sistein proteazlar (kaspaz-3, 8 ve 9) ve Bcl-2 (kaspaz aktivasyonunu
diizenleyen) gen ailesi olmak iizere iki protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir.
Apopitozun diizenlenmesinde gorev alan genlerde olusan mutasyonu kanser olusumuna
neden olmaktadir. Hiicrenin canli kalmasi apopitozun uyarilmasi ve inhibe edilmesini
saglayan genlerle iliskilidir. Bu genler; Bcl-2, Bax ve p53 genleridir.*® Hasar gormiis
hiicrelerin ortadan kaldirilmalar1 apoptozun &nemli bir islevidir. Bir hiicrenin

onarilmayacak sekilde hasarlanmasi, bir viriisle enfekte olmasi, iyonize radyasyon veya
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toksinlere maruz kalmasi sonucunda p53 proteini hiicre dongiisiinii durdurur. Boylece
apoptoz uyarilmis olur.?®

Kanser, hiicrenin béliinmesi ile apoptoz arasindaki homeostatik denge
bozuldugunda meydana gelmektedir. Kanserle iligkili programli hiicre o6liimii
aktivasyonu ve inhibisyonunda fonksiyonu olan  genlere proapoptotik ya da
antiapoptotik genler adi1 verilmektedir. Proapoptotik genler Bad, Bax, p53, Bid, Bcl-xs,
Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Antiapoptotik genler ise Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1°dir. Bir
hiicrede programli hiicre 6liimiine yonelmesinde hiicre igerisindeki Bcl-2/Bax miktari
onemlidir. Bax oraninin fazla olmasi hiicreyi apoptoza yonlendirir, hiicrede Bcl-2

fazlalig1 ise apoptozu inhibisyona ugratir.*®>!

Kanser hiicrelerinde, p53 geni kaspaz 3,
7, 8 ve 9 enzimlerini aktive ederek apoptozu saglamaktadir. Fakat kanser hiicrelerinde
mutant p53 geni inaktive oldugundan hiicreler apoptoza giremez ve bunun sonucunda
malignensi gelisime sebep olur.>?>

2.1.6. Kanser ve p21

CDKNI1A, diger adiyla p21, lokalizasyonu 6p21.2 olan ii¢ ekzondan meydana
gelen bir gen bolgesidir. 2,1 kb biiyiikliigiinde mRNA'ya sahip olup 18 kd agirliginda
168 aminoasitten meydana gelen bir protein kodlamaktadir. CDKN1A niikleer ve
sitoplazmik  bir lokalizasyon —gdstermektedir.”® p21 ilk olarak siklin/CDK
komplesklerinin inhibitori ve tiimor baskilayici olarak tanimlanmig daha sonralari hiicre
o0limii, DNA replikasyonu, DNA tamiri ve gen transkripsiyonuna katildig

%% 121, bagimsiz bir sekilde siklin/CDK baglayici bir protein olarak

bulunmustur.
izole edilmis olup, ayrica p53 tarafindan biiylime inhibe geni olarak upregiile edilir veya
yaslanmus fibrolastlarda agir eksprese edilir.®® Hiicre sikliisii regiilasyonunda p21’in ana

rolii, proteinin N terminal ucundaki spesifik bolgelerle direkt etkilesimi sayesinde

siklin/ CDK kompleksini inhibe ederek gosterir.”®
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p21’in onkogenezdeki rolii tam olarak bilinmemesine ragmen, bir timor
baskilayict gen gibi davrandig diisiiniilmekte ve hiicre dongiisiinii inhibisyonunda rol
oynadigi bilinmektedir. p21 ekspresyonu, insanlarda ¢esitli dokularda farkli neoplaziler
acisindan pek ¢ok deneysel galismada arastirma konusu olmustur. Normal dokuya
bitisik tiimorlerde p21 ekspresyonunun sadece farklilasmasini tamamlamis hiicrelerde

goriilmekte oldugu bildirilmistir.®*®2

p21 gen delesyonlar1 ve mutasyonlar1 tespit
edilmis olmasina ragmen, bunlarin fonksiyonel olarak 6nemi yeterli derecede acik
degildir.®?

Kolon, beyin ve akciger kanseri hiicre kiiltiirlerinde p21 asir1 ekspresyonunun
bliylimeyi yavaslattig gézlemlenmistir.58’63’64 Ayrica p21°den yoksun farelerde
enjeksiyon yoluyla p21 asir1 ekspresyonu saglandiginda kolon kanser hiicrelerinde
tiimdr seyrinin yavasgladigi gé’)riilmiis‘[ijr.64

Tiimor spesifik mutasyonlarin p21°nin CDK ailesini inhibe etme o6zelligini
zayiflatttigi ve p21 inaktivasyonunun neoplazik olusumlarin meydana gelmesine bir
miktar katkida bulundugu disiiniilmektedir. Fakat p21’in farkli kanser tiplerinde
mutasyon analizi sonucu, insan tiimoérlerinde nadir sekilde goriildigii belirtilmistir.®
Bu nedenle p21’in fonksiyonlarmin azalmasinin, kendi yapisindaki genetik degisimlerin
sonucundan ¢ok, p53 tiimor baskilayict genin inaktivasyonu sonucu gelistigi
diisiiniilmektedir.®’ P53, p21’in transkripsiyonel uyari yoluyla ekspresyonunu arttirarak,
hiicre dongiisiiniin  kilitlenmesine ve Bax genini uyararak apoptoza gidilmesini
saglayabilir.®

2.1.7. Kanser ve p27

CDKNIB diger adiyla p27 lokalizasyonu 12p13 olan iki ekzondan meydana

gelen bir gen bolgesidir. 2,5 kb biiytikligiinde mRNA'ya sahip olup, 22 kDa agirliginda

198 aminoasitten meydana gelen bir proteini kodlamaktadir. CDKNI1B niikleer bir
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lokalizasyon sergilemektedir.®®

p27, CDK inhibitoriidiir. Prolifere hiicrelerde p27 CDK ile kompleks halinde,
sessiz hiicrelerde ise D-CDK4 ile kompleks olusturmus halde bulunmaktadir. Hiicreler
hiicre siklusuna girmek i¢in uyarildiklarinda siklin D-CDK4 kompleksinin miktari
zaman gectikce artar ve p27°in seviyesini asarak onun inhibitor etkisine engel olur.”

p27 anti mutajenik sinyallere karsi1 olusan cevapta, biiylimeyi diizenleyen dnemli
bir molekiildiir.” p27 ekspresyon diizeyinin artmasi, hiicre farklilagsmasi ile pozitif
yonde etkilendigi diisiiniilmektedir.”> CDK inhibitdr ailesinden olan p27 mitojenik ve
antiproliferatif dis sinyal yolaklarim1 iceren diizenleyici mekanizmalarla iligkili
oldugundan p27 fonksiyonundaki azalmanin tiimor gelisimine katkida bulundugu
diisiiniilmektedir.” p27 ekspresyonu siklikla mide, prostat, kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanserinde azalmakta ve p27 mutasyonu memeli kanserlerinde nadiren

™ p27 bir timér baskilayict gen gibi goriilmekte ve asiri

rastlanmaktadir.
ekspresyonunun hiicre dongiisiinde S fazina geg¢isi engelledigi diistiniilmektedir. Genel
olarak p27 ekpresyon diizeyindeki azalma, tiimor belirleyici nitelikte degildir ve hasta
bulgulart acisindan zayif karakterdedir. Hayvan modellerinde yapilan sonraki
caligmalar, p27 protein diizeyindeki gii¢c fark edilen, hassas degisimlerin diger tiimdr
supresor genlerin kaybina bagh olarak malignite riskini attirdigini gdstermistir.” Kolon,
prostat, akciger, meme, yumurtalig1r kapsayan ¢esitli kanser tilirlerinde ayrica melanom
ve gliomlarin dahil oldugu insan malignitelerinin % 60’inda p27 protein diizeylerinin
azalmis oldugu gbzlemlenmistir.76

2.1.8. Kanser ve p57

CDKNI1C olarak bilinen p57, 11p15.5 kromozonunda bulunan p27 ile %40

oraninda benzerlige sahip ve karboksil terminallerinde birbirine ¢ok benzeyen, QT

domain olarak adlandirilan, ancak fonksiyonu bilinmeyen bir domain bulunduran gen
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bolgesidir.”’

p57, siklin D/CDK4, siklin E/CDK2 ya da siklin A/CDK2 komplekslerine
baglanarak onlar1 inhibe eder ve boylece hiicrenin G1/S gegisini ve S fazinin
tamamlanmasini engeller. pS7 proliferasyon ve diferansiyasyonda gtirevlidir.78

p57 proteininde allelik kayiplarinin akciger, meme, mesane kanseri ve Wilms
tumorii ile iligkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Bunun yami sira over
kanseri, pankreas kanseri ve gastrik kanserlerde tumoér dokusundaki p57
ekspresyonunun prognozla iligkisini aragtiran bazi immunohistokimyasal g¢alismalar
yapilmistir. Bu ¢alismalarin bir kisminda p57 ekspresyonundaki gesitliligin prognozla

iliskili oldugu gosterilmistir.”” "%

m
Ote apoptosis

Sekil 2.1. Kanserin p57'ye gore diizenlenmesi.®!

2.1.9. Kanser ve Otofaji

Otofaji kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina gelir ve hiicrelerin
fizyolojik sartlarda aclik durumunda besin elde etmek icin hiicre igindeki yapilar
parcalamasi anlaminda kullanilmaktadir. Otofaji fizyolojik sartlarda organellerin ve
hiicre i¢i molekiillerin dongiisii ile homeostaziyi korumakta ve artan hiicre stresi aninda

10,11

hiicrenin hayatta kalmasim1 saglamaktadir. Son c¢aligmalarda ise otofajinin

metabolizma, morfogenez, farklilasma, yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sisteminde
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de rol oynadig goriilmiistiir.** ** Ote yandan otofaji anormallikleri kanser, enfeksiyon
hastaliklar1, ndrodejeneratif hastaliklar, kas hastaliklar1 ve immiin sistem hastaliklarinin
patogenezinde rol oynayabilmektedir.'® ** Otofaji ile hiicre i¢inde bulunan atiklar,
hasarlanmis orgenellerin ve uzun 6miirli sitoplazmik proteinlerin asit hidrolaz enzimleri
iceren lizozomlar tarafindan ortamdan uzaklastirilmasi saglanir.'® Kanser ve otofaji
iliskisi hala tartismali olup, otofaji kanser olusumu sirasinda tiimor siipresor etki
gosterirken, kanserin progresyonu esnasinda kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina katki
saglamaktadir. Otofajinin hem karsinogenezde hem de kanser hiicresinin sag kaliminda
onemli rol oynadig1 anlagilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan sitotoksik ilaglar ve
hedefe yonelik ilaglarin otofajiyi indiikledigi bilinmektedir. Bu nedenle otofajiyi bloke
etmek veya indiiklemek kanser tedavisinde 6nemli avantajlar saglayabilir.'®

Bilinen 3 farkli otofaji mekanizmasi bulunmaktadir.

1. Makrootofaji: Protein ve hasarlanmis hiicre organellerinin pargalanmasini

saglar. Otofagozom olusumu ile gergeklesir.

2. Mikrootofaji: = Lizozom membranin invaginasyon, protriizyon ve

septasyonuyla gerceklesir.

3. Saperon aracilikli otofaji: KFERQ isaretli proteinlerin lizozom araciligtyla

tasinmasini saglar.®?

Bilinen 3 farkli otofaji mekanizmasi bulunmasina ragmen otofaji dendiginde asil
olarak makrootofaji kastedilmektedir. Otofaji ile baglantili proteinler (autophagy related
proteins-ATG) proteinleri ilk olarak mayalarda yapilan arastirmalarda saptanmis olup,
giiniimiizde 30°dan fazla ATG geni tanimlanmistir.®®* ATG proteinlerinin bir kismu
izolasyon membran1 yani otofajik kesecik ve otofagozom olusumunda rol alir.
Otofagozomlar preautophagosomal structure (PAS) denilen yapilarda ortaya ¢ikarlar.

Otofaji mekanizmasindaki ATG proteinlerin ¢cogu ilk olarak mayalarda yapilan
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caligmalar sonucu bulunmustur ve memeli hiicrelerde bu proteinlerin anologlari
bulunmaktadir. Memelilerdeki ATG proteinleri otofaji basamaklarinin diizenli bir
sekilde ilerlemesini saglamaktadlr.83

Otofaji mekanizmasi 5 basamakta toplanabilir:

1. Baslatilma, ATG/ULK (unc5- benzeri kinaz) bilesenti,

2. Cekirdeklenme, Beklin-1/sinif III PI3K (fosfotidilinositol-3 kinaz) bilesenleri,

3. Zar Uzamasi, ATG12 ve ATGS8/LC3 iki ubikutin benzeri birlesmis sistemler,

4. Toplanma, transmembran ATG9 ve fagofor olusumu i¢in diger ATG

proteinler,
5. Lizozom ile birlesme ve yikim: otofagozom ve lizozomun birlesmesi, LAMP2

ve RAB7 proteinler, sonugta lizozomal hidroliz olur ve yikim ger(;eklegir.gﬂ'

:']l. Baslatilma

%@\m’l’ OR P-:-—Rapamisin

Otofagozom 5. Lizozom ile Birlesme 6. Yikim

O ‘1” i O '/l - g =R (,' >
Q’QO Katepsinler, '\?o, of

Otolizozom

Sekil 2.2. Otofaji mekanizma agarnalarl.85

Otofaji mekanizmasindaki fosfotidilinozitol 3-fosfatin gorevi kesecigin meydana
gelmesinde gorev alan protein gruplarini otofaji olusum merkezine yonlendirmektir.
Cekirdegi olusan otofagozom membran uzamasi ve kesecik halini almasi igin iki

ubikitinleme merkezi sistem tarafindan kontrol edilir. Bu sistemlerin ilkinde ATG12
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proteininin ATGS5 proteinine baglanmasi saglanir. Daha sonra birlesmis ATG12-ATG5 ,
ATG16 ile birleserek izolasyon membraninin dis kismina baglanir. Diger tibikitin
benzeri sistemde ATG8 (memelilerde MAP-LC3 kisacast LC3) proteini bir
fosfotidiletonalamin (FE) kovalent olarak baglanir. FE'ye LC3'in baglanmasi i¢in
ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi gereklidir. LC3'iin FE'ye baglanmasi otofaji sirasinda
zarn tasinmasi ve burada zarin uzamasi icin gerekli bir olaydir. Atg4 proteini islevi
biten LC3 proteinlerini FE'den kopararak tekrar kullaniimasina yol agar.®

Bu basamaklar sonucunda hiicrede otofaji ¢ekirdeklenme, zar uzamasi,
lizozomla birlesme ve yikim seklinde meydana gelir. Otofajik kese olustuktan sonra
Uzamaya baslar ve uzama sonrasinda lizozomla birleserek tasidig1 yapilar1 pargalar ve
olusan aminoasit, lipid gibi bilesenler tekrar kullanilmak iizere hiicreye kazandirilmig
olur.™®

2.1.10. Otofajinin Diizenlenmesi

Aclik, hipoksi ve g¢esitli stres kosullar1 otofaji aktivitesini uyarmaktadir.
Mammalian target of rapamycin (mTOR) protein  kompleksinin  otofaji
diizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir. Ik olarak mayalarda mantara kars1 kullanilan bir
ilag olan rafamisinin hedefi olarak ortaya ¢ikan mTOR'un, asil gorevi hiicrede protein
sentezini ve hiicrenin biiylimesini kontrol eden kinaz olmasidir. TOR baskilanmasi
otofajiyi indiikler. Tokluk durumunda TOR ATG13 proteinini fosforiller ve otofaji
baskilanir. Asir1 stres ve aglik durumunda TOR aktivitesi diiser ve ATG13 defosforile
olur ve ATG1 ile baglanarak otofajiyi indiikler.®’

Sif I PI3K/protein kinaz B (AKT/PKB), mitojenik sinyallere cevap sonucu
hiicre biiylimesini kontrol eden sinyal yolaklarindan biridir. Sinif 1 PI3K, PI(3,4)P2 ve
PI1(3,4,5)P3 olusmasini saglayarak AKT/PKB yolaginin aktive olmasini saglar. AKT'nin

aktif olmasi TOR'U aktive eder ve boylece otofaji bloke olur.®® Tiimor baskilayict
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proteinlerden PTEN AKT/PKB yolagini tersine ¢alistirarak otofajinin artmasinda gorev
yapar.

Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalara gore, otofagozomal zar olusumunda LC3
ve Atgl8 proteinlerinin Pl3'e baglanip mTOR yolagi ile etkilesime girdigi
gosterilmistir.  Atgl8'in  otofaji izlenmesinde kullanilabilecek bir protein oldugu
s<'5ylenmektedir.89

HT-29 KRK hiicrelerinde Ras/Raf-1/ERK1/2 sinyal yolagi ve heterotrimerik G
proteinleri, otofajiyi diizenleyen mekanizmalardan biri olarak tanimlanmistir.”

2.1.11. Otofaji Regiilasyonunda Etkili Olan Molekiiller

2.1.11.1. Akt/PKB ve TOR Yolag:

Otofaji diizenlenmesinde en 6nemli molekiil olan TOR, GTP-baglayict kiiciik
protein olan Rheb’in GTP bagh formu tarafindan kontrol edilmektedir. TOR yolaginin
aktive olmas1 hiicre biiyiimesine ve hiicrenin hayatta kalmasimi saglarken, yolagin
baskilanmasi otofajiyi tetiklemektedir. mTOR yolagi hiicre igi protein, enerji seviyeleri
ve biiyiime faktorleri ile aktive olurken, AKT/PKB yolag: ile de kontrol edilir.
AKT/PKB kontroliinii mTOR inhibitorlerini inaktif hale getirerek yapar. Boylece
AKT/PKB aktivasyonu mTOR uyarinimi saglar ve otofaji baskilanir. Ayrica AKT
apoptoza etki eden yolaklart da aktive eder. AKT, Bcl-2 ailesi iiyesi Bad’in
fosforillenmesine, NF-kappaB yolaginin uyarilmasina ve apoptozun inhibe olmasina da
yol agmaktadir.®® Akt/PKB yolaginin uyarilmasi hem apoptozu hemde otofajiyi bloke
etmektedir.

2.1.11.2. Bcl-2 ve Bel-XL

Bcl-2 ve Bcl-XL anti-apoptotik olarak gorev yaparken ayni zamanda otofajiyi de
inhibe edebilmektedir. Bcl-2 yada Bcl-XL Beclin iizerindeki BH3 bolgesine baglanip

otofajiyi  durdurabilmektedir. Bcl-XL’m fosforillenmesi, Becline baglanmay1

20



zayiflatarak otofajiyi aktive etmektedir.*

2.1.11.3. Atg4d, Atg5 ve Beclin

Otofaji mekanizmasmin temel proteinlerinden olan Atg4, Atg5 ve Beclin-1’in
proteolitik olarak kesilmesi apoptotik hiicre olusumunu arttirmaktadir. Ayrica Atg5,
otofajik izolasyon zarmimn olusumunda rol oynamaktadir.®® Apoptoz sirasinda, otofaji
proteinleri olan Beclin’in ve Atg4D'nin kaspazlar tarafindan yikildigi saptanmustir.
Boylece bazi otofaji protenlerinin apoptoz yolaklar1 tarafindan kullanilmakta oldugu
anlasllmaktadlr.g4

2.1.11.4. P53

Apoptoz uyarani olarak gorev yapan p53 apoptoz onciilii genleri transkripsiyonel
diizeyde arttirir ve Beclin-2 gbi anti-apoptotik protein ifadesinin azalmasindan sorumlu
bir proteindir. p53’tin aktivasyonu mTOR yolagin1 inhibe eder ve bdylece otofaji
aktivasyonu tetiklenir.®® p53’iin islevini yitirmesi otofajinin aktiflesmesine neden olur.
P53’tin hiicre igindeki yerine gore de islevi degismektedir. Cekirdekteki p53’iin
otofajiyi indiikledigi, sitoplazmada bulunan p53°tin ise otofajiyi baskiladig:
gézlemlenmistir.96

2.1.11.5. Reaktif Oksijen Tiirleri ve ATG4

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) otofajik hiicre kesesinin olugsmasinda ve otofajinin
hiicrenin 6lmesi yada hiicrenin hayatta kalmasinin diizenlenmesinde etkilidir. ROS’un
hiicre i¢i yiiksek konsantrasyonu apoptozu uyarirken, diisiik konsantrasyonu sinyal
iletisi yapan molekiil gibi davranarak hiicrenin hayatta kalmasin1 ve hiicre biiytimesini
diizenler. Ros’un otofajiyi diizenlemesi ATG4 proteini iizerinden olmaktadir. ATG4,
LC3 proteinin olgunlagsmasinda ve yag asitlerinin koparilmasinda gorevlidir. ROS
Atgd’in katalitik bolgesindeki sistein aminoasitlerini okside eder ve ATG4’ii inaktif

yapar, boylece otofagozom olusumu baskilanir.”’
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2.1.11.6. ARF

ARF bir tiimor baskilayic1 gendir ve hem apoptozu hemde otofajiyi
etkilemektedir . ARF’nin tiimor baskilayici 6zelligini, p53 inhibit6rii olan MDM2 ile
iliskiye girerek ve bodylece onu etkisiz hale getirerek gosterir. ARF’nin diger bir
izoformu olan sSmARF, ARF ‘yi ¢ekirdege génderen ve MDM2 ile baglantisini saglayan
aminoasit ucundan yoksundur. Apoptozla baglantili olan ARF den farkli olarak smARF
mitokondriye yonlendirilir ve mitokondri depolorizasyonu yaparak otofajik olim
meydana gelmesine yol acar.”®

2.1.11.7. FADD, Kaspaz-8, FLIP

FADD ve kaspaz-8 aktivitesi bulunmayan T hiicrelerinde otofajinin asir1 oldugu
ve hiicre 6liimiiniin gergeklestigi gozlemlenmistir.” FLIP hem otofajiyi hem de
apoptozu durduran bir proteindir.**

2.1.11.8. DAPkK

Kalsiyum kalmodulin baglanmasiyla diizenlenen DAPk hem otofajiyi hem de
apoptozu aktive etmektedir.*®

2.1.11.9. E2F1

Hiicre 6limii ve yasami arasinda bazi sinyal yollarinda gorev alan E2F1, DNA
hasar1 olusturan ¢esitli ajanlar varliginda hem apoptozu hem de otofajiyi aktive
etmektedir."*"

2.2. Kolorektal Kanser

2.2.1. Epidemiyoloji

2013 yilinda yayinlanan Diinya Kanser Raporuna gore kolorektal kanserler
(KRK) yilda bir milyon yeni vaka ile kanser olgularmin %9,4’iinii olusturmaktadir.*®
KRK diinyanin en yaygin 3. tip kanser tiiriidiir.> Hem erkeklerde, hem de kadinlarda en

stk goriilen tgiincii kanserdir ve kansere bagli 6lim nedenleri arasinda tiglinci
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siradadir.* Ulusal Kanser Ensitiitiisiiniin (NCI) siirveyans sistemine gore, 2006-2010
yillar1 i¢in KRK insidans1 erkeklerde yiiz binde 52,2, kadinlarda ytiz binde 39,3 ve her
iki cins genelinde yiiz binde 45,0°dir'®. Tiirkiye icin Saglik Bakanlizi KRK’nin
insidansin1 yiiz bin de 17 olarak bildirmektedir. KRK insidansi yasla beraber
artmaktadir. Kirk yasin altinda nadirdir.t

KRK’nin %60’1 diinyanin gelismis bdlgelerinde goézlemlenmektedir. Bolgeler
arasindaki bu farkliliklar ¢esitli nedenlere baglidir. Bu farkliliklarin 6ncelikle ¢evresel
faktorlere ve diyetle iligkili oldugu diisiiniilmektedir. KRK nin yiiksek yag ve diisiik 1if
iceren diyetle beslenen toplumlarda daha sik goriildiigii belirlenmistir.

2.2.2. Patogenez

KRK gelisimi i¢in bilinen risk faktorleri; herediter faktor, yas ve inflamatuvar
bagirsak hastaliklaridir.'® KRK gelisiminde bireysel tibbi dykii ve ailesel yatkinliklar
onemli rol oynar. Ayrica ekzojen faktorler olarak da kirmizi etten zengin beslenme,
alkol tiiketimi, obezite ve sigara i¢imi sayilmaktadir.'® Genel anlamda epidemiyolojik,
Klinik ve patolojik bulgular birlikte degerlendirildiginde biitin kolon kanserlerinin

poliplerden gelismis oldugu sonucuna varmak miimkiindiir. %

Kolon poliplerinin dogal
seyrini ve kolon kanseri riskini histopatolojik bulgular belirler. Kolon poliplerinin en
stk gortilen iki histolojik tipi hiperplastik polip ve adenomatdz poliplerdir. Neredeyse
tim kolon kanserleri adenomatdz poliplerden gelisirken, hiperplastik tip poliplerin
kanser gelisimi i¢in kiigik de olsa bir risk olusturabildigi diisiiniilmektedir.®” *°®® Bu
anlamda ailesel polipozisli hastalar 6zel bir risk grubunu temsil etmektedirler."”’

2.2.3. Kolorektal Kanser Evrelemesi

KRK evrelendirilmesi ilk defa 1930 yilinda Dukes tarafindan yapilmistir. 1954

yilinda Dukes smiflamasi gozden gegirilerek modifiye edilmistir. Giiniimiizde de

kullanilmaya devam edilen Dukes siniflamasina gore hastalik 4 evreye ayrllmaktadlr.109
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Evre A: Kolon duvarinin tamamini kapsamayan tiimor

Evre B: Kolon duvarini biitiiniiyle tutmus timor

Evre C: Lenf diiglimlerine yayilmis timor

e Evre D: Metastazli kolorektal timor.

Amerikan Kanser Birligi "American Joint Committee on Cancer (AJCC)" ve
Uluslararasi1 Kanser Birligi "Union International Contre Cancer (UICC)" TNM evreleme
sistemini gelistirmislerdir.*'°

Primer Tiimor Boyutu (T)

Tx: Primer tiimor hakkinda herhangi bir bilgi yok

TO: Primer tiimdr gosterilemedi

Tis: Karsinoma in-situ

T1: Submukoza tutulmus

T2: Muskularis propria tutulmus

T3: Tiimo6r muskularis propriadan perikolorektal dokulara uzanim géstermekte

T4a: Tiimor visseral periton ylizeyine kadar uzanmis (seroza tutulmus)

T4b: Tiimor komsu organ ve dokulara invaze

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

Nx: Bolgesel lenf bezi hakkinda herhangi bir bilgi yok

NO: Bolgesel lenf bezi metastaz1 gosterilemedi

N1: Bir-li¢ lenf bezi metastazi

Nla: Bolgesel bir lenf bezi metastazi

N1b: Bolgesel iki-ii¢ lenf bezi metastazi

Nlc: Bolgesel lenf bezi metastazi olmadan non-peritonize perikolik veya
perirektal dokularda veya subserozal, mezenterik tiimor depozit(ler)i

N2: Dort veya daha fazla lenf bezi metastazi
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N2a: Bolgesel dort-alt1 lenf bezi metastazi

N2b: Bolgesel yedi veya daha fazla lenf bezi metastazi

Uzak Metastaz (M)

Mx: Uzak metastaz hakkinda herhangi bir bilgi yok

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

MIla: Bir organ veya bdlgede (6rn; bolgesel olmayan lenf nodu) metastaz

MI1b: Birden fazla organ veya bdlge metastazi

2.2.4. Kolorektal Kanser ve Ras Tliskisi

2.2.4.1. Ras Ailesi

Ras ailesi bir protoonkogen ailesi olup baslica Harvey Rat Sarkoma (Hras),
Kirsten Rat Sarkoma (Kras) ve Nras olmak iizere 3 protoonkogenden olusur. Ras
protoonkagenleri normal olarak embriyogenezde, yara iyilesmesinde ve mitoz artigini

111

gerektiren durumlarda eksprese edilir.”" Ras proteinlerinin 3 boyutlu yapis1 X-1sinlari

kristallografisi ile tanimlanmis olup, yapisi o-heliks ve [-plaka tabakalarindan

12 Kiiciik guanozin trifosfataz (GTPaz) Ras ailesi iiyelerinin her biri,

olusmaktadir.
proteinin N-terminal ve C-terminal’inde biiyiikk 6l¢iide korunmus olan yaklasik 190
amino asitlik rezidii igermektedir. Proteinin C-terminali, Ras ailesi tiyeleri arasinda
farklilik gosterir. C-terminalin hemen yaninda yer alan ve tiyelerin farkli fonksiyonlara
sahip olmasini saglayan, yaklasik 25 amino asitlik “cok degisken bolge” (High Variable
Region, HVR) bulunmaktadir."*® Ras proteinlerinin C-terminalinde bulunan “membran-
hedefleyen CAAX” dizisi Ras ailesi {iyelerinin membranla iliski kurmasimi
saglamaktadir. CAAX dizisinde “C” sisteini, “A” 10sin, izoldsin veya valin gibi bir

alifatik amino asidi ve “X” 1ise metiyonin, serin, ldsin veya glutamini

simgelemektedir.**? Ras proteinlerinin post-translasyonal modifikasyonlari, “CAAX”
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dizisinde meydana gelmektedir. Post-translasyonel modifikasyon siireci, Ras
proteinlerinin dogru subselliiler kompartmanlara lokalize olmasi1 agisindan onemlidir.***
Ras proteinlerinin  post-translasyonal modifikasyonu “izoprenilasyon, proteoliz,
karboksimetilasyon ve palmitoilasyon” olmak iizere 4 asamay1 icermektedir.™?

2.2.4.2. RAS Aktivasyonu

Diger guanozin trifosfat (GTP)-baglayan proteinler gibi, Ras proteinleri de aktif
GTP-bagh ve inaktif guanozin difosfat (GDP) GDP-bagli durum arasinda dongii

yaparak, onemli hiicresel olaylarda anahtar molekiiller olarak gorev yaprnaktadlrlalr.115

inaktif Ras Aktif Ras

Switch |

Sekil 2.3. Ras’in GTP- ve GDP-bagli durumdaki konformasyonlan.113

Ras proteinleri (1) dinlenme halinde yani inaktif durumda bir GDP molekiine
baglanir, (2) sinyal kaskadinda uyarici sinyalleri aldiktan sonra GDP bagli durumunu
birakir, (3) serbest kalan GDP yerine bir GTP molekiilii elde eder, (4) GTP’ye
baglanarak, aktif sinyal-yayma konfigiirasyonuna doniisiir, ve (5) kisa bir siire sonra
kendi GTPaz fonksiyonunu kullanarak GTP’den ayrilir, bdylece yeniden sinyal-

yaymayan konfigiirasyona geger.™?
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INAKTIF ,
Ust yoldan gelen
uyarici sinyali ve GEF
P Ras ile Ras aktivasyonu
i
GAP ile indiiklenen

GTP hidrolizi ve GDP)
Ras inaktivasyonu
Onkogenik "
mutasyon nedeniyle
blokaj Ras
é}_ Alt yol sinyali
AKTIF

Sekil 2.4. Aktif GTP-bagli ve inaktif GDP-bagli konformasyon arasinda Ras dongiisi''?

Biiyiime faktorleri tarafindan uyarilan biiyiime faktorii reseptorleri, Ras’dan
guanin niikleotidlerini uzaklastirmak i¢in guanin niikleotid degistirme faktorlerini
(GEF) aktive eden birtakim adaptor proteinleri toplar. Ardindan Ras, GDP’den on kat
daha yiiksek konsantrasyonda bulunan GTP’ye baglanarak aktive olur. GTP-bagh
durumda, Ras’1n iki switch bolgesi (switch I ve II) konformasyonlarini degistirirler. Bu
konformasyonel switch ile Ras, Raf-1 gibi Ras efektor proteinlere baglanir ve bu
proteinlerin aktive olmasimi saglar. EGF gibi bir ekstrinsik ligandin reseptoriine
baglanmasiyla, reseptor dimerlesir ve intrinsik reseptor tirozin kinaz aktive edilir. Bu
reseptOriin intraselliiler kismindaki spesifik tirozin rezidiileri otofosforilasyonla
fosforillenir. Fosforillenen tirozinler daha sonra SH 2- ve SH 3- iceren protein (Grb2)
gibi adaptor proteinlerin “Src homoloji 2” (SH2) domainlerine baglanir. Grb2
proteinleri SH2 domaini yaninda SH3 domaini de igerirler ve SOS gibi diger

proteinlerin prolinden zengin motiflerine baglanirlar. Ras i¢in anahtar adaptdr protein

27



olan Grb2 aktive olan EGF reseptoriinii RAS igin guanin niikleotid degisim faktorii
(SOS)’a baglar. Bu baglanma ile SOS plazma membraninda yakinlik kuracak sekilde
kuvvetlenir. SOS’un Ras’a baglanmasi, Ras’in GTP’ye baglanmasina izin veren ve aktif
hale getiren, GDP’nin ayrilmasina neden olur ve Ras konformasyonunda degisiklige
neden olur. Sonugta, Ras aktif hale gelmektedir.114

KRAS, GTP/GTPaz aktivitesiyle bagli GDP ailesine ait bir protoonkogendir.
KRAS proteini membrandan niikleusa mitojenik sinyal transdiksiyonuna katilmaktadir.
Hiicre icinde bir ¢ok metabolik yolda gorev yapan RAS proteini, esas olarak
proliferasyon, diferansiyasyon, adhezyon, migrasyon ve apoptozda aktif rol oynayan
MAPK yolagmin ekstraselliiler sinyallerinin niikleusa iletiminde rol oynamaktadir.
KRAS mutasyonlar1 baglica kolorektal kanser, akciger kanseri ve Ildsemilerde
gézlemlenmistir.116

Tek bir amino asit yer degistirmesi ile aktive olan KRAS mutasyonu GTPaz
aktivitesinin diismesine sebep olur.*®

2.2.4.3. Ras Sinyal iletim Yolaklar

Ras'in aktif hali GTP ve GDP'ye baghdir ve GTP bagl sekli Ras ailesinin sinyal
iletim yolaklarini aktive etmesini saglar. Bu yolaklardan birincisi Ras/RaffMEK/ERK
sinyal iletim yolagidir. Biiylime faktorleri, hormonlar ve tiimor uyarici faktorler bu
yolagi kullanir. Bu iletim yolagi Ras aktivasyonu ile baslayip sirasi ile Raf, MEK ve
ERK proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler. En son ERK'nin fosforillenip aktif hale
gecmesiyle transkripsiyon faktorleri fosforillenir ve aktif hale geger. Transkripsiyon
faktorlerin uyarilmasi ile hiicre dongiisiiniin G1 fazi boyunca hiicrenin gelismesini
saglayan D tipi siklinler gibi hiicre dongiisiiniin anahtar regiilator proteinleri eksprese
edilmektedir."*?

Ras'in membrana translokasyonu ve konformasyonel degisimi sayesinde, Ras
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proteini dogrudan PI3K ile etkilesir ve PI3K fosforillenir. Boylece ileri sinyal iletim
yolagindaki bir¢ok enzim aktivitesini kontrol eder. Bu yolaktaki kinaz 3
fosfotidilinositid-bagimli protein kinaz-1 (PDK-1) ve AKT kinazin aktivitesi de oldukga
onemlidir. AKT degisik hedefleri fosforilleyerek giiclii apoptotik etkiye sahiptir ve Ras
tarafindan gergeklestirilen sagkalim sinyalinin 6nemli bir parcasidir.

Ras-GTP ayrica, hiicre morfolojisinde degisimlere neden olan yolakta Rac ve
Rho G proteinlerini aktive etmektedir. Rho proteini, membran biiziilmesi gibi siirecleri
etkileyen aktin hiicre iskeletinin regiilasyonunda, fokal adhezyon bdlgelerinin ve
filopodlarin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yaninda Rho
proteini, transforme hiicrelerin invaziv 6zelliklerini arttiran morfolojik degisikliklere de
neden olabilmektedir. Boylece, Ras’in siirekli aktivasyonu, yogun aktin
polimerizasyonuna ve artan sayida fokal adhezyona neden olmaktadir.

Diger bir taraftan Ras, Ras iligkili proteini uyararak fosfolipaz D1 ve CDC42
aktive olur. Bu yolak da siklin bagimli kinaz inhibitrii CDKI veya p27'yi uyararak
hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda ve Fas-Fas ligandin ekspresyonuyla apoptozda rol
oynar.

Aktif olan Ras dogrudan fosfolipaz C'ye baglanarak kalsiyum saliminina ve aktif
olmayan protein kinaz C'nin aktiflesmesine sebep olur.

Son olarak Ras, farkli insan kanserlerinde mutasyonlar sonucu aktif olan veya
overeksprese EGFR'nin alt yolaginda yer alan 6nemli efektor bir molekiildiir. Ras ve
EGFR arasindaki diger bir baglant1 ise Ras'in alt yolaginda yer alan hiicre dis1 sinyalle
diizenlenmis kinazlarin (ERK) aktivasyonu ile tiimor gelisimi igin kritik olan transforme

edici biiytime faktorii alfa (TGF-a)'y1 uyarir ve EGFR ligandinda artisa neden olur.*’
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Sekil 2.5. Ras Efektor Yolaklar™’

2.2.5. KRAS

Kirsten Rat Sarkoma (Ki- veya K-Ras) viral onkogen homologu olan Kras geni

Ras gen ailesinin bir tyesidir.*** Kras geni, 12. kromozomun 12p12.1 bélgesinde

lokalizedir ve 6 ekzondan olugmaktadir. Kras geninde meydana gelen alternatif splicing

sonucu iki mRNA izoformu meydana gelmektedir (Kras4dA ve Kras4B). Kras4B,

embriyonik ve yetiskin dokularinda her zaman eksprese olurken, Kras4A ekspresyonu

kisithdir ve yetiskin bireylerin kalp dokularinda eksprese olduklar1 bildirilmistir

118

Kiigiik bir GTPaz olan Kras proteini, 189 amino asitten olugsmaktadir ve proliferasyon,

farklilasma ve apoptoz gibi birgok yolakta yer alan Ras/Raf/MAPK sinyal iletiminde

anahtar rol oynamaktadir.**
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2.3. Cetuximab

2.3.1. Cetuximab'in Genel Ozellikleri

Cetuximab (IMC-C225, Erbitux ImClone Systems Inc.,New York) kimerik,
insan murin kokenli EGFR’nin ekstraselliiler kismina baglanan IgG1 monoklonal bir
antikordur.™® Her bir ¢ift zincir, sirasiyla 449 ve 214 amino asitten olusan iki agir ve iki
hafif zincir olmak tizere toplam 152 kDa agirliginda olup, birbirlerine kovalent ve
nonkovalent baglarla baglanirlar. Cetuximab'in EGFR’ye baglanma afinitesi, EGF ve
Transforming Growth Faktor-o (TGF-o) gibi endojen ligandlardan 10 kat daha
yiiksektir. Bu baglanma ile birlikte reseptor tirozin kinaz ve bununla iligkili olan
MAPK, PI3K/Akt ve Jak/Stat yolagini inhibe eder.'?

2.3.2. Cetuximab Etki Mekanizmasi

EGFR hiicre i¢i, hiicre dis1 ve a-heliks transmembran boliimlerine sahip bir
trozin kinaz reseptoriidiir. EGFR sinyali proliferasyon ve metastazi arttirir. Diger bir
yandan apoptozu azaltir. EGFR’nin aktivitesi, ATP ile yarisan kii¢iik bir ligandin
baglanmasi ya da reseptoriin dis kismina monoklonal antikorun direkt olarak
baglanmasi ile diisiiriilebilir.**®

Anti-EGFR monoklonal antikorlar, ilgili reseptore ligand baglanmasini
engelleyerek reseptor aktivitesini diisiiriir boylece bazi kanser hiicre hatlarinda apoptozu
arttirabilir. Anti-EGFR tedavi ile DNA hasar1 yapan sitostatiklerin kombinasyonunun,
hiicre siklusunun progresyonunu inhibe edip apoptozu arttirarak sinerjistik antitiimoral
etkiye sebep oldugu gosterilmistir. Ornegin cetuximab ile irinotekan kombinasyonunun
EGFR blokajinda ve apoptozda énemli oranda artis gozlemlenmistir.*

EGFR’ye yonelik terapiler tutarlilik gostermektedir fakat timor tiplerine karst
klinik aktivitesinin diisiik seviyeleri ve onlarin etkinligini belirleyen faktorler tam olarak

bilinmemektedir. Ayrica EGFR hedefli ajanlarin etkinligi hakkinda, bu ajanlarin hiicre
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mekanizmasini aydinlatan cevap ve bu cevabin dogal ve kendiliginden elde edilmis
direncle ilgili olup olmadigi hakkinda az sey bilinmektedir.***

Kolorektal kanserli olgularin patoloji orneklerinde EGFR asir1 ekspresyonu
degisik oranlarda olup, vakalarin yaklasik % 25-82' sinde saptanmaktadlr.122 EGFR’nin
ligand baglayici bolgesine karst bir immunglobulin G1 (IgG1) tipinde monoklonal
antikor olan cetuximab, uyarici ligandlarin baglanmasini engelleyerek reseptor
aktivasyonunu baskilar. Cetuximab, asag1 yonde (downstream) sinyal olusumunu bloke
ederek hiicre proliferasyonunu, anjiyogenezi ve metastazi baskilarken, apoptozu arttirir.
IgG1 yapisinda olmasi nedeniyle, ayn1 zamanda antikor-bagimli hiicresel sitotoksisiteyi

saglayan immiin efektor hiicreleri devreye sokar.'?®
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Sekil 2.6. Cetuximab etki mekanizmasi.'?*

Metastatik KRK'lerde primer ve metastatik odakla uyumlu olarak vakalarin
%40'nda aktifleyici KRAS mutasyonlart saptanmaktadir. Bu KRAS mutasyonlari
EGFR hedefli ajanlara karsi direnglilikle iliskilidir.*®® Cetuximab'in KRK tedavisinde
yaygin olarak kullanilmasini saglayan ilk klinik ¢alisma 2004 yilinda Cunningham ve
arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir. Yapmis olduklar1 ¢alismada irinotekan'a direncli

hastalarda Cetuximab't hem tek basina hemde irinotekan+Cetuximab kombinasyonu ile
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karsilastirmis ve  Cetuximab'im  sadece tek basina etkili degil aym1 zamanda
irinotekanla birlikte verildiginde irinotekan direncini kismen diistirebildigini
gormiislerdir.**® Mutasyonu bulunmayan hastalarda EGFR hedefli tedavilerin faydali
olacagina dair garanti yoktur ve bu hastalarda tedavi yamit yaklasik olarak %30’
lardadir.**® Boyle durumlarda BRAF, PIK3CA veya p53 gibi genlerdeki mutasyonlari

gbzden gegirmek yararl olabilir.**’
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Ornekler

KRK  hiicre hatti (HT-29), -195°C’de 5. pasaj olarak Erzurum Atatiirk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji boliimiinden alindi.

3.1.2. Kimyasallar, Cihazlar ve Ekipmanlar

Calismada gerekli kimyasallar, kitler ve alindigi firmalar Tablo 3.1’de

gosterilmistir. Caligmada gerekli olan cihaz ve aletler bilgisi Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasal ve Kkitler

Kimyasallar ve Kitler rna
Cetuximab Sanofi-Aventis
Medyum Bio-ANF-1
FBS Sigma®
L-glutamin Sigma®
Tripsin Sigma®
PBS (Steril fosfat tamponu) Sigma®
MTT Roche
TUNEL Roche

p21 Roche

p27 Roche

p57 Roche
KRAS Roche
LC3A Roche
BECN1 Roche
EGF Roche
ATG4A Roche
Transcriptor First Starand cDNA synthesis Roche
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Tablo 3.2. Cihazlar ve ekipmanlar

Cihaz/Alet Firma
Etliv Esco
Santrifiij Beckman
Derin dondurucu (-80°C) Sanyo
Isik mikroskobu Leica
Real-Time PCR Roche
Poly-L-lysine kapli lamlar Thermo
Mikroplak okuyucu spektrofotometre BioTek
25 cm®’lik flask Isolab

96 kuyucuklu mikroplak Termo
Falkon tiip Isolab
Pipetler (2-20 uL, 20-200 pL, 100-1000 pL) Ependorf
DNA-RNA izolasyon cihazi Roche
Petri kab1 Termo

Laminair Flow kabin

3.2. Metot

3.2.1. Hiicre Kiiltiri

3.2.1.1. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi

Hiicre kiiltiir besi yeri;

- 87 mL hiicre kiiltiir medyumu
- 10mL FBS

- 1 mL antibiyotik karisimi

- 2 mL L-Glutamin

karistirilarak kullanima hazir hale getirildi.

3.2.1.2. Hiicre Kiiltiirii Inkiibasyon Kosullar

Parental HT-29 monolayer hiicre kiiltiirii medyumu igerisinde %5 CO, 37°C’e

sicakliktaki etiivde 25 cm®lik flasklarda steril sartlarda inkiibe edilerek hiicrelerin
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cogalmasi saglandi.

3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Cogalan hiicreler flask zeminini %80-90 oraninda sardiginda hiicreler pasajlandi.
Bu amagla iiremeye devam eden hiicreler yeterli oranda ¢ogaldig1 zaman;

- Uzerlerindeki medyum dikkatli bir sekilde pipet yardimi ile alindiktan sonra
PBS ile yikandi.

- Yikama isleminden sonra PBS alind1 ve zemine tutunan hiicrelerizeminden
kaldirmak i¢in 3 mL tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi ve etiivde 15 dKk. siire ile
birakildi.

- Flask hafif hafif galkalandi ve igerik siispansiyon haline getirildi. Siispanse
icerik 15 mL lik bir falkon tiip icine alindi. Siispanse karigim istiine tripsin
inkiibasyonunda kullandigimiz karisimin iki kat fazlast medyum ilave edildi.

- Sispansiyon 1300 rpm’de 9 dakika siire ile santrifiij edildi ve siipernatant
kisminda mevcut olan tripsin-EDTA soliisyonu uzaklastirildi.

- Tipin dip kisminda bulunan pellet halindeki hiicrelerin istiine taze
hazirlanmis hiicre kiiltiir besi yerinden 3 mL eklendi ve siispanse hale
getirilen hiicreler 5 tane 25 cm?’lik flasklara ayrilarak tekrar pasajlandi.

- Tekrar pasaj yapilan hiicreler 37°C’de %S5'lik CO; sarth etiivde inkiibe edildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

- Tripsin - EDTA ¢6zeltisi yardimiyla yilizeye yapisik halde bulunan hiicreler
kaldirild1 ve santrifiij islemi uygulandi.

- Hicrelerin tizerlerindeki soliisyon uzaklastirilip pellet seklinde bulunan
hiicrelerin tizerlerine 1mL medyum eklendi. Daha sonra hiicre sayimi yapildi.

- Hiicreler tripsin hacminin iki kati serum bulunan medyumla inkibasyona

birakilda.
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- Hiicreler pipetaj yapilarak tek hiicreli siispansiyon halde falkon tiipe aktarilip
tizerine 3 mL daha medyum eklendi.
- Sispanse halinde bulunan hiicreler 10 dK siire ile 1300 rpm’de santrifiij islemi
yapildi ve {ist kisimda kalanlar uzaklastirildi.
- Dip kisimdaki pelet iistiine 0,9 mL medyum koyularak hiicre sayimi yapildi.
- Dondurma islemi yapilacak olan tiiplere 0,1 mL dimetil siilfoksit (DMSO) ve
0,9 mL medyum ile siispanse olan hiicreler eklendi.
- Hazirlanmis olan tiipler saklama kabma yerlestirilerek -80°C sicakliktaki
derin dondurucuya gerektiginde tekrar kullanilmak i¢in kaldirildi.
3.2.1.5. Hiicre Sayis1 Hesaplanmasi
Kapakli mikro hacimli ependorf tiiplere 1 mL medyum ile sulandirilmis
hiicrelerden 0,1 mL, tripan blue boyasidan 0,9 mL eklenip karisimi saglandi. Neubauer
lam tizerine elde edilen karisim konularak 5 bolmedeki hiicre sayimlari yapildi. Cikan
sonug, diliisyon faktorii olan 50 x10° ile carpildi. Elde edilen sonugla 1 mL medyumda
ka¢ milyon hiicre bulundugu gosterildi. Petri kaplarina ekim yapilirken hesaplamis
oldugumuz bu degerleri goz Oniinde bulundurarak her 100 mm? lik kiiltiir petri
kaplarina 5x10° ve 96 kuyucuklu kiiltiir plagim her bir kuyusuna 5 x10° hiicre transferi
saglandi. Hiicre ekimi yapilirken, hesaplanan bu deger dikkate alindi ve petri kabina
ekimleri yapildi.
3.2.2. Cetuximab Uygulanmasi
CTX uygulamasinda 24 ve 48 saat siireli inkiibasyonlar iki adet 96lik plak
hazirlandi. Plagin her bir kuyucuguna 5000 hiicre gelecek sekilde 200uL. medyumlu
hiicre ekimi yapildi. Ayni oranda hiicre bulunan kuyucuklardan her birine sirasiyla 0,1
ug/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlarda 10uL. CTX eklendi ve

inkiibasyona birakildi.
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3.2.3. Hiicre Sitotoksisite Analizi

Hiicre ¢ogalmasinin saptanmasinda tetrazolium tabanli kolorimetrik bir yontem
olan MTT yontemi kullanilmistir. Bu yontemle terdpatik ajanlara maruz birakilan
hiicreler MTT ile muamele edilince formazon kristallerini olustururlar ve olusan bu

kristaller ¢oziicii yardimiyla ¢oziilerek spektrofotometrede absorbanslar1 okunur.

CTX kullaniminin HT-29 hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkisi, MTT Kit
prospektiisiinde bulunan talimata gore yapildi. MTT uygulanmasi yapilmadan 24 saat
6nce 96’lik plagmm her bir kuyusuna 5x10° hiicre olacak bigimde 0,1 mL kiiltiir
medyumlu hiicrelerin ekimi yapildi. 96'lik plak 1 giin siire ile 37°C'lik ve %5'lik CO,
ayarli etiivde birakilarak hiicrelerin mikroplak yiizeyine yapismalari saglandi.

CTX uygulamasindan ardindan hiicre hatlar1 24 ve 48 saat siirelik inkiibasyona
birakildi, MTT yontemi uygulandi. MTT analizi yapilmadan 6nce 96’lik plak da her bir
kuyucukda var olan 100 uL. medyum alindu.

MTT analizi;

1. 96’lik plagin her bir kuyusundaki 100 pL medyumlu hiicre karigimi iistiine,

MTT soliisyonundan 10 pL eklenerek plaklar 3 saat siire ile inkiibatore
konuldu.

2. Ug saatlik inkiibasyon sonunda plaklarin iizerine yapisan hiicrelerin {izerinde
bulunan medyum bir pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.
Uzaklastirma isleminden sonra lizerlerine 100'er uL MTT ¢o6ziicii soliisyon
eklenerek 20 dk inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin absorbans degerleri 570 nm'de,
spektrofotometrede Slgiildii.

Microsoft Excel programi yardimiyla uyguladigimiz doza karsi % hiicre

sitotoksisite egrisi ¢izildi ve hiicrelerin  %50'sinin 61digii konsantrasyon (ICsp) degeri
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hesaplanda.

3.2.4. TUNEL Boyama Metodu

3.2.4.1. Hiicrelerin Lamda Cogaltilmasi

- Poly-L-lizin'le kapli halde olan lamlar, 100 mm ¢ap1 bulunan petrilere hiicre
ekimi yapilmaya baslanmadan koyularak class II tip biyogiivenlik kabin
iginde 4 saat siire ile UV 1sinla sterilizesi saglanda.

- 25 cm®lik flaskta cogaltilmis hiicreler, steril edilen petri igerisindeki
lamlarin st yiizeylerine esit sayida (0,1 mL medyum iginde siispansiyon
halde bulunan 5x10°) hiicre olacak bigimde ekim yapildi.

- Lamlarin tizerlerine hiicrelerin yapismasi sonrasi (yaklasik olarak 24 saat
sonra) CTX uygulamasi gergeklestirildi.

- Kontrol grubunda bulunan hiicrelere de esit miktarda kiiltiir medyumu ilave
edildi.

- 24 ve 48 saat inkiibasyon sonunda petri i¢erisinde bulunana kiiltiir medyumu
bir pipet vasitasiyla alindi ve iizerine PBS ilave edilerek hiicrelerin
yikanmasi saglandi.

3.2.4.2. Fiksasyon

Lam iizerine yapisik sekildeki hiicreler -20°C’de sogutma islemi yapilmig

metanoliin icene 10 dk siire ile birakilip lamlarin tespit islemi yapildi. Tespit islemi
yapilan lamlar PBS ile yikandiktan sonra kurutularak, Boyama islemi yapilana kadar
kadar derin dondurucuda tutuldu.

3.2.4.3. TUNEL Boyama

TUNEL (Terminal Deoxytransferase Mediated Bio-dUTP Nick and Labeling)

boyama islemi hiicrelerde meydana gelen apoptoz olaymin saptanmasini saglayan

histokimyasal yontemdir. DNA'da meydana gelen kiriklarin insitu olarak saptanmasini
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saglar.

Mevcut ¢alismamizda, TUNEL boyama kiti kullanilarak boyama islemi yapildi.

Boyama islemi yapilacak lamlar derin dondurucudan cikarilarak 25°C'ye
gelmesi beklenildi (yaklasik 30 dk) ve 100 uL PBS ile yikama islemi yapildi.
Lam tizerine 100 uL Proteinaz K damlatildi ve 10 dakika siire ile nemlendirici
kap iginde birakildi.

Bes dakika araliklarla ii¢ defa 100 uLL PBS ile yikama islemi yapildi.
Endojen peroksitlerin bloklana bilmesini saglamak i¢in yiizde ti¢liikk hidrojen
peroksit ¢ozeltisinde on dakika siire ile nemlendirici kap i¢inde birakildi.
Tekrar bes dakika araliklarla {i¢ defa 100 uL PBS ile yikama islemi yapildi.
100 uL TUNEL soliisyonu eklendi ve 1 saat nemlendirici kab iginde 37°C’de
birakildi.

5 dakika araliklarla iki defa 100 uL PBS ile yikama iglemi yapildi.

100 pL Converter-POD soliisyonunda yarim saat nemlendirici kab i¢inde 37
°C’de birakildi.

100 uL DAB kromojen de yedi dakika bekletildi.

Ardindan 5 dk'lik araliklarla 3 defa 100 uL PBS yikama islemi yapilarak
¢ekirdek boyama islemi yapilmasinda kullanilan Harris’in Hematoksilen
cozeltisinda bes dakika bekletilip daha sonra dereceli alkol ve Kksilol

serilerinden gegirildi ve tizeri iki damla entellan ile o6rtiildii.

3.2.4.4. Apoptotik Hiicre Degerlendirmesi

TUNEL boyamas: sonuglarina gore gruplar arasinda karsilastirmalarin

yapilmasinda, “Stereolojik Optic Fractionator Frame” yontemi ile yapilmistir.

Analizlerde stereoloji workstation sistemi (BioPrecision MAC 5000 controller system)

ve stereoloji software (Stereo Investigator version 9.0, Microbrightfield, Rochester, VT)

bulunan 1sik mikroskobu kullanildi. Mevcut c¢aligmada, HT-29 hiicre preparatlarinin
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tizerindeki apoptotik hiicrelere, “Unbiased Counting Frame and Fractionator” metodu
kullanilarak her bir preparattaki TUNEL pozitif hiicre yogunlugu hesaplandi:

TUNEL pozitif hiicre sayisinin gergevelerin alania boliinmesi ile milimetre
kareya diisen TUNEL pozitif hiicre yogunlugu hesaplandi.

Hesaplanan degerler her bir grup i¢in 2 tekrarli sekildedir ve her grup igin

paralel olarak 3 preparat boyandi.

™ Stereo Investigator - Untitled
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Sekil 3.1. TUNEL analizinin ekran goriintiisii

3.2.5. Ters Trankriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

Polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) istenilen genlerin ya da DNA dizilerinin
jenarasyonlara bagli replikasyonu, hizli bir sekilde gergeklesir. Dogal hiicre
bliylimesinde oldugu gibi, PCR replikasyon siirecini taklit ederek yaklagik 30
jenarasyon sonra se¢ilmis olan DNA dizisinin milyar katin1 kopyalar.

PCR'da g¢ogaltilacak bolgeyi gevreleyen dizilerin bilinmesi gerekmektedir. Bu
dizilere komplementer sentetik oligoniikleotidler, yliksek 1silarda yasayan bir bakteri
tiriinden izole edilen 6zel bir termostabil DNA polimerazin kullanildigi bir dizi
reaksiyonda primer olarak kullanilmaktadir.

Reaksiyonlar ilk dnce DNA'nin yiiksek 1silarda denatiire olmas1 daha sonra az bir
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1sida oligontikleotidlerin baglanip uzamanin gergeklestigi basamaklar dongiisiinden
olusmaktadir. Her dongiide oligoniikleotid ile bagli dubleks DNA miktar1 artar ve
boylece tek bir hiicrenin ¢ekirdeginden mikrogram oranlarinda DNA izole edilebilir.
Geleneksel klonlama sayesinde aylarca ya da haftalarca siiren bu islem PCR ile saatler
i¢inde sonlanir.

RNA molekiili RNA ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi ile
cDNA’ya cgevrilerek polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilabilir. Boyle gergeklesen
senteze Ters Transktiptaz PCR (Reverse Transcription PCR, RT-PCR) denmektedir.

3.2.5.1. RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirii 6rneklerinden RNA izolasyonu igin Roche MagNA Pure Compact
RNA izolasyon kiti kullanilmistir. Kit igerisindeki deney protokolii kullanilmstir.

1. Hiicre kiiltiirleri 3000 g'de 10 dk siire ile santrifiij edilerek iist kisimda
bulunun hiicre medyumu uzaklastirildi.

2. Olusan hiicre peleti tizerine 100 uL PBS ilave edilidi ve hiicre siispansiyonu
saglandi.

3. Siispanse halde bulunan hiicrelerin iizerine 100 pL lizis buffer eklendi.

4. Olusan lizattan 200 pL numune tiipiine alindu.

Hazirlanmis olan numune tiipii ROCHE MagNA-Pure-Compact DNA - RNA
izolasyon cihazina yiiklendi. Ardindan Roche MagNA RNA izolasyon kit ile RNA
izolasyonu yapilarak 50 ul drnek elde edildi. Izole edilen RNA miktar1 ve saflii
NanoDrop cihazinda spektrofotometrik olarak dl¢tildii.

3.2.5.2. Komplementer DNA Sentez Asamasi

Elde edilen mRNA’larin konsantrasyonu 6l¢iildii ve mRNA konsantrasyonuna
gore cDNA yapim asamasinda tim mRNA'larin 15 ng olacak sekilde sulandirildi.

Konsantrasyonu ayarlanan 6rneklerden 10 pL alinarak {izerine Transcriptor First Strand
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cDNA Synthesis kitinden ¢ikan Random Primerden 2 pl, 1 ul distile su (her bir 6rnek
i¢in) 0.2 mI’lik PCR tiiplerine konuldu. Daha sonra Reverse Transcriptor PCR cihazinda
65°C’de 10 dk denatiirasyon yapildi. PCR’de bu islem devam ederken denatiire olan
RNA'’larin iizerine cDNA’y1 olusturmasi igin igerisine koyulan karisim hazirland.

3.2.5.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile p21, p27, p57, KRAS,
LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A Gen Ekspresyonlarinin (")lg:iilmesi

Her bir 6rnegin cDNA’lar1 kullanilarak gen ekspresyonlar (p21, p27, p57,
KRAS, LC3A, BECN1, EGF, ATG4A) Roche LightCycler 480 Real-Time PCR
cihazinda saptandi. 96'lik plaga her bir 6rnek i¢in yedi kuyu kullanilarak yiikleme
yapilmistir. Her 6rnek i¢in 5uL. cDNA, 8uL deiyonize su, 5uL Probe Master karisimi, 2
uL primerler (p21, p27, p57, KRAS, LC3A, BECN1, EGF, ATG4A) konulmustur.
Standart olarak, konsantrasyonlar1 10 puM,100 pM,1000 uM ve 10000 uM G6PD
standard1 kullanilmistir. Hazirlanan her bir karistm mikroplakdaki her bir kuyucuga
toplam hacim 20 pL olacak sekilde yiiklendi ve Real time PCR'de program segildi.

Denatiirasyon : 10 dk, 95 °c

Amplifikasyon :  10sn, 95°C
30 sn, 60 °C , 45 dongii
60 sn,72 °C )

Soguma : 30sn, 40 °c

Real Time PCR'da Absolute kuantifikasyonda analizi yapildi. Standartlar GGPD
baz alarak cihazin p21, p27, p57, KRAS, LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A’ye verdigi
sonuglar kaydedildi.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Istatistik analizler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows
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20.0 programinda yapildi. Calismazin MTT verilerinin degerlendirilmesi igin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) sonras1 Duncan Post hoc testi kullanildi. Anlamlilik degeri

(P) 0.05 olarak kabul edildi. p21, p27, p57, KRAS, LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A

hedef Gen/referans gen orani alinarak normalize edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Analizi Sonuclar

Kontrol ve CTX uygulanan gruplarin hiicre canliligi analizi sonuglarinda; 24
saat siireli inkiibasyon gruplarinda en yliksek hiicre canliligi oraninin kontrol grubunda
oldugu goriilirken CTX uygulanan gruplarda hiicre canliligi miktarinin doza bagiml
olarak azaldig1 goriildii. Istatistiksel degerlendirme de ise Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 10 ug/ml ve 25 pg/ml konsantrasyonlarda CTX uygulanan gruplarda
anlaml1 bir azalmanin oldugu belirlenmistir. (P<0.05).

48 saat siireli inkiibasyon gruplarinin hiicre canliligi (MTT) analizinde ise benzer
olarak kontrol grubunda en yiiksek deger bulunurken, bu degerin CTX
konsantrasyonundaki artigsla beraber azaldigi goriildii. Tiim gruplara ait istatistiksel

analiz ve MTT sonuglar1 Tablo 4.1 ile Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Biitiin gruplara ait MTT analiz sonuglari

Gruplar 24saat 48saat

Kontrol 0,865+0,21% 0,601+0,28°
0,1 pg/ml CTX 0,809:0,25° 0,475+0,12°
1 pg/ml CTX 0,734+0,21° 0,333+0,08"
10 pg/ml CTX 0,580+0,19" 0,380+0,17°
25 ug/ml CTX 0,477+0,16" 0,260-+0,08"

Harflendirmeler gruplar arasindaki istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Tiim veriler ortalama =+ standart deviation (SD) olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel degerlendirme Tek yonlii varyans analizi Duncan Testi ile yapilmustir.
Istatistiksel nem P<0.05 olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.1. Kolorektal Kanser hiicre hatt1 (HT29); cetuximab uygulamalari sonrasi 24 ve
48 saat inkiibasyonlu hiicre hatlar1 sitotoksisite (MTT) analizi sonuglari.

4.2. TUNEL Boyama Analizi sonuclari

Stereolojik tiinel pozitif hiicre yogunluklarinin hesaplanmasinda 24 saatlik
inkiibasyona birakilan gruplarda en diisiik tiinel pozitif hiicre yogunlugunun kontrol
grubunda oldugu goriiliirken, bu degerin artan miktarlarda CTX uygulanan gruplarda
anlamli oranda arttig belirlenmistir (P<0.05). Ozellikle 25 pg/ml CTX uygulanan
grupta tiinel pozitif hiicre yogunlugunun 6nemli oranda arttig1 tespit edilmistir.

48 saat slireyle CTX uygulanan gruplarda ise yine en diisiik degerin kontrol
grubunda oldugu ve dereceli olarak CTX uygulamasinin yapildig1 gruplarda bu degerin
onemli oranda arttig1 goriildi (P<0.05). Tim kontrol ve CTX uygulama gruplarina ait

tiinel pozitif hiicre yogunlugu ve istatistiksel analizi Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Biitiin gruplar i¢in 24 ve 48 saatlik inkiibasyonda CTX uygulamasindan
sonra 1x10* ;,Lm2 alana diisen TUNEL sonuglar

Gruplar 24s 48s

Knt 1,14+0,32° 1,15+0,42%
0,1 pg/ml Grubu 2,32+0,34° 2,91+0,32°
1 ng/ml Grubu 2,52:0,45° 2,99+0,25°
10 ng/ml Grubu 3,16+0,24° 3,44 +0,29°
25 ng/ml Grubu 3,46+0,27° 3,61+0,34°

Harflendirmeler (a,b,c) aym siitundaki gruplar arasi istatistiksel farklilig1 gostermektedir(p<0,05)

Sekil 4.2. Kontrol grubu 24 saatlik inkiibasyon grubuna ait TUNEL analiz sonucu
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Sekil 4.3. 24 saatlik inkiibasyon 0,1 pg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL
analiz sonucu

Sekil 4.4. 24 saatlik inkiibasyon 1 pg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL
analiz sonucu

48



Sekil 4.5. 24 saatlik inkiibasyon 10 pg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL
analiz sonucu

Sekil 4.6. 24 saatlik inkiibasyon 25 pug/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL
analiz sonucu
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Sekil 4.7. Kontrol grubu 48 saatlik inkiibasyon grubuna ait TUNEL analiz sonucu

Sekil 4.8. 48 saatlik inkiibasyon 0,1 pg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL
analiz sonucu
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Sekil 4.9. 48 saatlik inkiibasyon 1 pg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL
analiz sonucu

Sekil 4.10. 48 saatlik inkiibasyon 10 ug/ml grubu CTX uygulanan gruba TUNEL analiz
sonucu
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Sekil 4.11. 48 saatlik inkiibasyon 25 pg/ml grubu CTX uygulanan gruba ait TUNEL
analiz sonucu

4.3. RT-PCR Analiz Sonuclari

Ayni sartlarda biitiin gruplara belirli konsantrasyonlarda CTX uygulamasindan
sonra 24 saat siireli inkiibasyonu ardindan Real Time-PCR analiz sonuglarina gore
kontrol grubu ile diger tiim gruplar arsinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmaktadir (p<0,05). En fazla p21 ekspresyonu, 1 ug/mL uygulanan grupta
gozlenmisgtir. 48 saatlik inkiibasyonlar sonucu ise en yiiksek ekspresyon 10 pg/mL CTX
uygulanan grupta gézlenmistir. Kontrol grubuna gore 10pug/mL ve 25ug/mL CTX
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). 24 ve 48
saat siireli inkiibasyonlarin sonucu ise Kontrol ve CTX uygulanan gruplara ait p21 gen

ekspresyonlar1 Tablo 4.3’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.3. Biitiin gruplara ait 24 ve 48 saat siireli p21 gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar p21/G6PD

24saat 48saat
Kontrol 0,010+0,0041 0,0174+0,0051
0,1pg/mL CTX 0,023::0,0052" 0,019+0,0015
1 pg/mL CTX 0,031+0,0032" 0,021+0,0010
10 pg/mL CTX 0,023+0,0021" 0,033+0,0031"
25 pg/mL CTX 0,022:+0,0029° 0,027+0,0006

"*" Ayni siitiindaki gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasinin istatistiksel anlamliligini
gostermektedir (p<0,05).

24 saatlik inkiibasyonda 0,1 pg/mL CTX uygulanan grupta p27 ekspresyonu
kontrol grubuna gore ¢ok az bir azalis gosterirken, diger gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,05). 48 saatlikte ise kontrol grubuna gore en yiiksek
artist 1 pg/mL CTX uygulanan grupta oldugu tespit edilmistir. Kontrol gurubuna gore
tim gruplarda anlamlhi artis gozlemlenmistir (p<0,05). 24 ve 48 saat siireli
inkiibasyonlar sonucunda Kontrol ve CTX uygulanan gruplara ait p27 gen

ekspresyonlar1 Tablo 4.4’de gosterilmektedir.

Tablo 4.4. Biitiin gruplara ait 24 ve 48 saat siireli p27 gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar p27/G6PD

24saat 48saat
Kontrol 0,22+0,336 0,2514+0,002
0,1pg/mL CTX 0,23+0,160 0,270+0,004"
1 pg/mL CTX 0,27+0,007+ 0,295+0,003"
10 pg/mL CTX 0,280,006 0,270+0,004"
25 pg/mL CTX 0,27+0,007 0,261+0,002"

"*" Ayni siitiindaki gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasinin istatistiksel anlamliligini
gostermektedir (p<0,05).

24 ve 48 saatlik CTX uygulamasi sonucu kontrol grubuna gore tiim gruplardaki

p57 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlenmistir (p<0,05). 24
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saatlik CTX uygulamalarinda en yliksek artisin 1 pg/mL CTX grubunda, 48 saatlikte ise
0,1 — 25 pg/mL CTX gruplarinda oldugu goriilmiistiir. 48 saatlik grupta kontrol grubuna
gore tim CTX uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). 24 ve 48
saat siireli inkiibasyon sonucu Kontrol ve CTX uygulanan gruplara ait p57 gen

ekspresyonlar1 Tablo 4.5’te gosterilmektedir.

Tablo 4.5. Biitiin gruplardaki 24 ve 48 saatte p57 gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar p57/G6PD

24saat 48saat
Kontrol 0,0210+0,0004 0,0299+0,0005
0,1pg/mL CTX 0,0279+0,0005 0,0520:£0,0002"
1 pg/mL CTX 0,0321£0,0003"  0,0330+0,0004"
10 pg/mL CTX 0,0290+0,0004~  0,0410+0,0007"
25 pg/mL CTX 0,0270+0,0073°  0,0520+0,0008

"*" Ayni siitiindaki gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasinin istatistiksel anlamliligint
gostermektedir (p<0,05).

24 saatlik CTX uygulamasi sonrast KRAS gen ekspresyonu karsilastirildiginda
kontrol grubuna gore tiim gruplar da istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermis olup
en yiiksek artis 10 pg/mL CTX uygulanan grupta gozlenmistir (p<0,05). 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda ise kontrol grubuna gore tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0,05). En yiiksek azalma 10 pg/mL CTX uygulanan
grupta goriilmiistiir. 24 ve 48 saat siireli inkiibasyonlar sonucunda Kontrol ve CTX

uygulanan gruplara ait KRAS gen ekspresyonlar1 Tablo 4.6’da gosterilmektedir.

54



Tablo 4.6. Biitiin gruplara ait 24 ve 48 saat siireli KRAS gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar KRAS/ G6PD

24saat 48saat
Kontrol 0,21.10°+0,17.107 2,01.10°+0,10.107
0,1pg/mL CTX 0,85.10°+0,57.10%" 1,61.10°+0,88.10°%
1 pg/mL CTX 1,10.10°+0,58.10°" 0,68.10°+0,09.10°%"
10 pg/mL CTX 1,43.10°%+1,34.10% 1,26.10°+0,08.10°
25 pg/mL CTX 1,10.10°+£0,41.10% 0,40.10°+0,21.10%

"*" Ayni siitiindaki gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasinin istatistiksel anlamliligint
gostermektedir (p<0,05).

24 saat siireli inkiibasyonda LC3A gen ekspresyonlari karsilastirildiginda kontrol
grubuna gore tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,05).
En fazla artis 10ug/mL CTX uygulanan grupta olmustur. 48 saat siireli
inkiibasyonlarda ise kontrol grubuna gore tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
artis olup, en yiiksek artis 10pg/mL- 25pg/mL CTX uygulanan gruplarda goriilmiistiir
(p<0,05). 24 ve 48 saat siireli inkiibasyon sonucunda Kontrol ve CTX uygulanan

gruplara ait LC3A gen ekspresyonlar1 Tablo 4.7’ de gosterilmektedir.

Tablo 4.7. Biitiin gruplara ait 24 ve 48 saat siireli LC3A gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar LC3A/G6PD

24saat 48saat
Kontrol 0,044+0,006 0,047+0,001
0,1pg/mL CTX 0,082+0,001" 0,091+0,005"
1 pg/mL CTX 0,106+0,003" 0,067+0,007
10 pg/mL CTX 0,116+0,006" 0,105+0,008"
25 pg/mL CTX 0,067+0,004" 0,104+0,004"

"*" Ayni siitiindaki gruplarin kontrol grubu ile Kkarsilastirilmasinin istatistiksel anlamliligini
gostermektedir (p<0,05).

24 saat siireli inkiibasyonda ATG4A gen ekspresyonlari karsilastirildigi zaman
kontrol grubuna gore diger biitiin gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis

gozlenirken, en yiiksek ekspresyon 1pg/mL ve 10pg/mL CTX uygulanan gruplarda

55



goriilmiistiir (p<0,05). 48 saat siireli inkiibasyonda ise kontrol grubuna gore en fazla
artis 25 pg/mL CTX uygulanan grupta gozlenirken, en diisiik ekspresyon 1 pg/mL CTX
grubunda belirlenmistir. 24 ve 48 saat siireli inkiibasyon sonucunda Kontrol ve CTX

uygulan gruplara ait ATG4A gen ekspresyonlar1 Tablo 4.8’de gosterilmektedir.

Tablo 4.8. Biitiin gruplara ait 24 ve 48 saat siireli ATG4A gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar ATG4A/G6PD

24saat 48saat
Kontrol 0,014540,0026 0,0230+0,0008
0,1pg/mL CTX 0,0330+0,0011°  0,0570+0,0007"
1 pg/mL CTX 0,0420+0,0007  0,0500+0,0002"
10 pg/mL CTX 0,0420+0,0006  0,0660+0,0003"
25 pg/mL CTX 0,0400+£0,0007°  0,0720+0,0011

"*" Ayni siitiindaki gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasmin istatistiksel anlamliligini
gostermektedir (p<0,05).

24 saat siireli inkiilbasyonda EGF gen ekspresyonlari karsilastirildigi zaman
kontrol grubuna gore diger biitiin gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir (p<0,05). En yiiksek artis ise 10ug/mL CTX uygulanan grupta oldugu
tespit edilmistir. 48 saatlik inkiibasyonlarda ise Kontrol grubuna gore tiim gruplarda
anlamli bir azalis gozlenirken (p<0,05), en ¢ok azalis 0,1 ug/mL CTX uygulanan
gurupta saptanmistir. 24 ve 48 saat siireli inkiibasyon sonucunda Kontrol ve CTX

uygulan gruplara ait EGF gen ekspresyonlar1 Tablo 4.9’da gosterilmektedir.

Tablo 4.9. Biitiin gruplara ait 24 ve 48 saat siireli EGF gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar EGF/G6PD

24saat 48saat
Kontrol 1,8.10°+0,8.10° 8,35.10°+0,63.10°
0,1pg/mL CTX 3,32. 10°+0,7.10%" 6,43. 10°+0,49.10°%"
1 pg/mL CTX 3,97.10°+0,6.10% 6,52. 10°+0,35.10°"
10 pg/mL CTX 4,74.10°+0,5.10%" 8,34. 10°+0,64.10°°

25 pg/mL CTX 3,36. 10°+0,6.10°" 7,16.10°+0,71.10°"

"*" Aym siitlindaki gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasmin istatistiksel anlamliligini
gostermektedir (p<0,05).
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24 saat siireli inkiibasyonda BECN1 gen ekspresyonlari karsilastirildiginda
kontrol grubuna gore diger biitiin gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenirken, en yiiksek ekspresyon 10 pg/mL CTX uygulanan grupta goriilmiistiir. 48
saat stireli inkiibasyon i¢in ise Kontrol grubuna gore 0,1 pg/mL ve 1 pg/mL CTX
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalis goézlenmistir. En distk
ekspresyon 1 pg/mL CTX grubunda belirlenmistir. 24 ve 48 saat siireli inkiibasyon
sonucunda Kontrol ve CTX uygulan gruplara ait BECNI gen ekspresyonlar1 Tablo

4.10’da gosterilmektedir.

Tablo 4.10. Biitiin gruplara ait 24 ve 48 saat siireli BECN1 gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar BECN1/G6PD

24saat 48saat
Kontrol 0,110+0,005 0,160+0,008
0,1pg/mL CTX 0,140+0,002" 0,140+0,008"
1 pg/mL CTX 0,141+0,006" 0,120+0,007"
10 pg/mL CTX 0,150+0,005 0,150+0,008
25 pg/mL CTX 0,131+0,003 0,160+0,004

"*" Aymi siitiindaki gruplarin kontrol grubu ile karsilagtirilmasinin istatistiksel anlamliligini
gostermektedir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Kanser tiirleri arasinda {i¢iincli sirada ve mortalite yoniinden ise akciger
kanserlerinden sonra ikinci sirada yer alan kolorektal kanser 100.000 kadinda 37.5
insidans ile ve 14.1 mortalite oranmiyla seyrederken, erkeklerde bu oran 100.000’de 52.2
insidans ve 20.5 mortalite orani ile goriilmektedir.®® KRK tedavisinde kemoterapi
siiresince, hastalarin tedaviye cevap vermemesi veya tedavi sonrasi kanserin
tekrarlanmasi s6z konusudur. KRK'da sagkalimi saglayan en 6nemli faktor kanserin
evresi olup, ilk saptamada ileri evre olan hasta orani fazladir. Ancak hangi hastalarin
hangi tedaviye daha iyi cevap verecegini belirlemek onem arz etmektedir. Epidermal
biiyiime faktoriine karsi gelistirilmis monoklonal antikor olan CTX'm kullanimiyla
tedaviye cevabin nasil olacagi daha da acgiklik kazanacaktir. Kanser hiicresi apoptotik
yolaklarinda bulunan, tiimér mikro c¢evresinde rol alan, biiylime faktorlerini ve
reseptorlerini kodlayan ve hiicre siklusunda rol olan bazi genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimlerin kemotorapik ajanlarla saglanabildigi bilinmektedir.

EGFR’ye yonelik terapiler tutarlilik gostermekle beraber, tiimor tiplerine karsi
klinik aktivitesinin diisiik seviyeleri ve onlarin etkinligini belirleyen faktorler tam olarak
bilinmemektedir. Ayrica EGFR hedefli ajanlarin etkinligi hakkinda, bu ajanlarin
hiicredeki etki mekanizmasini aydinlatan cevap ve bu cevabin dogal ve kendiliginden
elde edilmis direncle ilgili olup olmadig1 hakkinda az sey bilinmektedir."** CTX'in KRK
tedavisinde yaygin kullanilmaya baslanmasini saglayan ilk klinik calisma Bond
tarafindan yapilmistir ve Cunningham ve ark. tarafindan 2004 yilinda yaymlanmistir.
Bu calismada Irinotekan'a direngli hastalarda CTX monoterapisi ve irinotekan+CTX
kombinasyonu karsilastirilmis ve CTX'in hem tek basina etkili oldugu hem de
irinotekanla birlikte verildiginde irinotekan direncini kismen azalttig1 gériilnn'istiir.126

Mevcut ¢alismada in vitro sartlarda, insan KRK hiicre hattinda (HT-29) CTX
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uygulamalarinin hiicre sitotoksitesi, apoptotik hiicre Sliimii ve otofaji ile ilgili gen
bolgelerinin ekspresyon diizeyleri iizerine etkilerinin arastirilmasi amaclandi. Bu amagla
KRK hiicrelerine sirasiyla 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 ug/mL ve 25 ug/mL arasinda
degisen konsantrasyonlarda CTX uygulandi. 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilen hiicre
hatlarinda TUNEL y6ntemi ile apoptotik hiicre yogunlugu belirlenirken p21, p27, p57,
KRAS, LC3A, BECN1, EGF ve ATG4A gen ekspresyon diizeyleri kantitatif real-time
PCR yontemiyle analiz edildi.

Yapmis oldugumuz calismada, CTX’in doza ve zamana bagl sitotoksik etkisi
arastirtldi. CTX uygulamasinda HT-29 hiicre hattindaki MTT analizinde 24 ve 48
saatlik inkiibasyonlar ~sonucu doza bagmli sitotoksik etki goriildii. Istatistiksel
degerlendirme de ise 24 saatlik inkiibasyon da Kontrol grubu ile 10 uM ve 25 uM
konsantrasyonlarda CTX wuygulanan gruplarda anlamli bir azalmanin oldugu
belirlenmistir. Hem 24 saat hem de 48 saatlik inkiibasyonlarda en az hiicre canlilig1
25uM’lik CTX uygulamasi yapilan grupta goriilmistir. Ayn1 dozun 24 ve 48 saat
stireli inkibasyonda HT-29 KRK hiicre hatti i¢in toksik oldugu belirlenmistir.

Mevcut ¢alismamiza benzer olarak, Farias ve ark'?

yapmis olduklar1 ¢alismada
HT-29 hiicrelerine CTX uygulanmis ve MTT degerlendirilmesi sonucu en uygun dozun
10 nM CTX grubunda oldugu bildirmislerdir. Bu dozda HT-29 hiicrelerinin
proliferasyonunda 6nemli bir azalma kaydedilirken 0,1 ve 1 nM CTX uygulanan
gruplarda dikkate deger bir diisiis gbzlenmemistir. Baska bir ¢calismada degisik tiirdeki
KRK hiicre hatlarina uygulanan 100 pg/mL CTX ile LIM1215, GEO ve SW403 KRK
hiicre hatlarinda %70'den fazlasinda proliferasyonunda azalma goézlenmistir. Ayrica
ayn1 dozda Caco-2 ve SW948 KRK hiicre hatlarinda ise proliferasyonda %50 azalama
oldugu bildirilmistir. **

Monoklonal antikorlar tiimor hiicrelerinin membranindaki hedef antijenlere
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baglanirlar. Bu baglanma ile ¢esitli mekanizmalarla timdr hiicresinin 6liimiine neden
olurlar. Birinci mekanizmada baglanan antikorun sabit Fc fragmenti efektor hiicrelerde
bulunan Fc gamma reseptorler tarafindan taninir. Bu efektor hiicreler baslica dogal katil
hiicreler ve monositlerdir. Efektér hiicreler, baglanma sonrasi tiimor hiicrelerinde
antikora bagli sitotoksisiteyi uyararak hiicreyi apoptoza yoneltmektedir. Ikinci
mekanizmada monoklonal antikorun baglandigi membran antijeni énemli bir biiylime
faktorii reseptorii veya biiyiime faktorii oldugundan, baglanma sonucu biiyiime faktorii
reseptoriiniin uyardigi tiimdr gelisiminde 6nemli olan sinyal yolaklar1 engellenmektedir.
Boylece timor gelisimi inhibe edilmekte veya tiimor hiicresinde apoptoz

uyarllmaktadlr.131

Yaptigimiz calismada CTX'in HT-29 KRK hiicreleri {izerine
apoptotik etkisi TUNEL metodu ile belirlendi. Buna goére TUNEL pozitif hiicre
yogunluklarinin hesaplanmasinda 24 saatlik inkiibasyona birakilan gruplarda en diisiik
TUNEL pozitif hiicre yogunlugunun kontrol grubunda oldugu gériiliirken, bu degerin
artan miktarlarda CTX uygulanan gruplarda anlamli oranda apoptozun arttigi
belirlenmistir. Ozellikle 10 ve 25 pg/mL CTX uygulanan grupta TUNEL pozitif hiicre
yogunlugunun 6nemli oranda arttig1 tespit edilmistir. 48 saat siireyle CTX uygulanan
gruplarda ise yine en diisiik degerin kontrol grubunda oldugu ve dereceli olarak CTX
uygulamasinin yapildig1 gruplarda bu degerin 6nemli oranda arttig1 gézlenmistir. Buna
gore en yiikksek TUNEL pozitif hiicre yogunlugu yine 10 ve 25 pg/mL CTX uygulanan
gruplarda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclara gore HT-29 KRK hiicrelerinde CTX'in
bu konsantrasyonlarda apoptozu arttirdigi sdylenebilir. Litaratiirlere gore CTX ile
yapilan caligmalarda apoptozun arttigina yonelik raporlar sunulmustur. Bu raporlara
gore CTX ya da benzer anti-EGFR antikorlarin Bax ve Bcl-2 ekspresyon dengesini

degistirebilecegi oOne siirilmiistiir. Yiiksek EGFR ekspresyonlu DiFi insan KRK

hiicrelerinde CTX tedavisi ile programli hiicre 6liimiiniin arttigi belirtilmistir.*** KRK
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hiicre hatlarinda yapilan bagka bir c¢alismada anti EGFR antikorlarin Bax
ekspresyonlarinda bir artisa sebep oldugu bildirilmistir*® ve diger bir calismada ise ¢ok
yonlii apoptotik kaspazin aktive edildigi rapor edilmistir™*. Benzer olarak SSC hiicre
hatlarin CTX ile muamelesi sonucu Bax ekspresyonunda yiikselise ve Bcl-2
ekspresyonunda diisiise sebep oldugu ve apoptotik hiicre frekansinda bir artis gozlendigi

Huang ve ark®

tarafindan bildirilmistir. Ancak bazi c¢alismalarda tiimor hiicre
hatlarinin ¢ogunda tek basina CTX kullaniminin apoptozu indiiklemek igin yeterli
olmadig1 ve genellikle hiicre biiylimesi lizerine sitostatik etkiye sahip oldugunu 6ne
siirmiislerdir.**® CTX'in bazi kemoterapotik ajanlarla kombinasyonunun hem in vivo
hem de in vitro bircok modelde insan tiimor hiicre apoptozunun insidansini arttirdigi
yoniinde ¢aligmalar mevcuttur, 2’13

CDK'lar siklinlerle beraber hiicre proliferasyonununda gorev alirken CDK
inhibitorleri CDK'larla siklin kompleksini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin durmasina
sebep olmaktadirlar.>® Kanserlerde G1 kontrol noktasimin diizenlenmesinde gorev alan
genler siklikla mutasyona ugramistir. Ayrica bu genlerin aktivitelerindeki degisiklik ve
aksakliklar sadece hiicre dongiisiiniin kontroliinii olumsuz yonde etkilemez ayni
zamanda DNA tamir genlerini ve 6zellikle p53’tin DNA hasarina kars1 verdigi cevabi

10 insan kanserlerinde G1'den S fazina gegis yolag siklikla bozulmustur

da etkilerler.
ve Rb proteini bu yolagin merkezinde bulunmaktadir.” * p21, p27 ve p57 CDK
inhibitor ailesinin {iyeleri olup CDK ve siklin komplekslerine (Siklin E-CDK2; Siklin
A- CDK 2; ve Siklin D- CDK 4) baglanarak Rb proteininin fosforilasyonunu
engellerler™. Mevcut ¢alismamizda CTX 'in apoptotik genlerden p21, p27 ve p57
tizerine etkisi arastirilmistir. Real-time PCR analiz sonuglarina gore 24 saatlik farkli

dozlarda CTX uygulamasina gore en yiiksek p21 ekspresyonu, 1 pg/mL uygulanan

grupta, 48 saatlik inkiibasyonlar sonucu ise en yiiksek ekspresyon 10 pg/mL CTX
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uygulanan grupta gézlenmistir. p27 gen ekspresyonu i¢in 24 saatlik inkiibasyonda 0,1
png/mL CTX uygulanan grupta kontrol grubuna gore ¢ok az bir azalis gosterirken, diger
gruplarda artis gozlenmistir. 48 saatlikte ise kontrol grubuna gore en yliksek artis1 1
ug/mL CTX uygulanan grupta oldugu tespit edilmistir. p57 gen ekspresyonunda ise 24
ve 48 saatlik CTX uygulamasi sonucu kontrol grubuna goére tiim gruplarda artis tespit
edilmistir. 24 saatlik CTX uygulamalarinda en yiiksek artisin 1 ug/mL CTX grubunda,
48 saatlikte ise 0,1 — 25 pg/mL CTX gruplarinda oldugu gériilmiistiir. Bu analiz
sonuclarina gore ¢alismamizda CTX'in apoptoz gen ekspresyonlari iizerine bir artiga
sebep oldugu goriilmektedir.

Solmi ve ark*? HT-29 ve Caco-2 KRK hiicre hatlarinda CTX'in bazi genler
lizerine etkisini arastirmislardir ve bu arastirmalar sonucu her iki hiicre hattinda da
CTX'in P53'i arttirdigini bildirmislerdir. Buna ek olarak Caco-2 KRK hiicrelerinde p21
ve p57'nin CTX ile down regiilasyona neden oldugunu o6ne siirmiislerdir. Baska
caligmalarda bas ve boyun kanser hiicre hatlarmma uygulanan CTX'in hiicre sikliisii
inhibitori olan p27'nin ekspresyonunu arttirarak hiicre sikliisii ilerleyisini inhibe ettigi,
Bax/Bcl-2 ekspresyon oranin1 degistirereck ve apoptotik kaspaz 7, 8 ve 9'un

ekspresyonunu arttirarak hiicrelerin apoptozise gitmesini sagladigi gbsterilmistir.135’ 143

Lim ve ark*

yapmis oldugu bir calismada ise HT-29 KRK hiicre hatlarna uygulanan
luteolinin p21 ve p27 protein seviyelerini diistirdiigii gézlenmistir. HT-29 KRK'l1 hiicre
hatlarinin artan konsantrasyonlu luteolin ile tedavisinde konsantrasyona bagli p21 'nin
MRNA seviyelerinin diistiigiinii gozlemlemislerdir. Yapilan diger bir litaratiir
calismasinda ise HepG2 hepatoseliiler kanser hiicre hattina CTX uygulanmis olup, doza
ve zamana bagli olarak CTX'in HepG2 hiicre hattinin biiyiimesini inhibe ettigini, ayrica
CDKN inhibitorleri olan p21 ve p27 gen ekspresyonlarini arttirdigini bulmu§121rd1r.145

k146

Fan ve ar yapmis oldugu bir ¢alismada ise A431 hiicre hattina CTX yapisina
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benzeyen EGF reseptoriinii inhibe edici bir ajan olan Ab225 uygulayarak p27 ve p21'in
gen ekspresyonlari konsantrasyona bagli olarak arttigin1 gostermislerdir. Peng ve ark™’
DU145 insan prostat kanser hiicre hatlarina CTX uygulayarak, CTX'in hiicreleri G1
fazinda durdurdugunu ve CDK2-, siklin A- ve siklin E ile iliskili histon HI1 kinaz
aktivitelerinde belirgin bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda CDNK
inhibitorii olan p27 hem protein hem de gen seviyelerinde artis gozlemlemislerdir. p27
seviyesindeki artis ile EGF/EGFR sinyal iletim yolagini bloke edip hiicre sikliisiiniin
durdugunu vurgulamislardir.

GTP/GTPaz aktivitesiyle bagimli GDP ailesine ait bir proto-onkogen olan KRAS
proteini, membrandan niikleusa mitojenik sinyal transdiiksiyonuna katilmaktadir. Hiicre
icinde bir ¢ok metabolik yolda gorev yapan RAS proteinlerinden olan KRAS, esas
olarak proliferasyon, diferansiyasyon, adhezyon, migrasyon ve apoptoziste aktif rol
oynayan MAPK yolaginin ekstraselliiler sinyallerinin niikleusa iletiminde rol
oynamaktadir. Az sayida KRAS mutasyonlu KRK'li hasta ile yapilan retrospektif
incelemeler sonucu KRK'li hastalarin CTX ve panitumumab tedavisinden fayda

148 Yapmis oldugumuz c¢alismada, 24 saatlik CTX

saglanmadig1 gozlemlenmistir.
uygulamasi sonrast KRAS gen ekspresyonuyla karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
tiim gruplar da artig gostermis olup en yiiksek artis 10 ng/mL CTX uygulanan grupta
gozlenmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise kontrol grubuna goére tiim gruplarda
azalma gozlenmistir. En yiliksek azalma 10 ng/mL CTX uygulanan grupta gozlenmistir.
Otofaji ve apoptoz birbiri ile iliskili olup molekiiler diizeyde birbirlerini
etkiliyebilirler. Bu nedenle biz EGFR'nin CTX ile inhibisyonunda HT-29 KRK hiicre
hatlarinda otofajik genleri de inceledik. Bu calismalar sonucunda HT-29 KRK

hiicrelerine  farkli  konsantrasyonlarda CTX uygulanmasinda 24 saat siireli

inkiibasyonlarda LC3A gen ekspresyonlar karsilastirildigi zaman kontrol grubuna gore
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biitiin gruplarda artis gozlenmistir. En fazla artis 10ug/mL CTX uygulanan grupta
olmustur. 48 saat siireli inkiibasyonlarda ise kontrol grubuna gore tiim gruplarda artis
olup, en yiiksek artis 10ug/mL- 25pg/mL CTX uygulanan gruplarda gdzlenmistir.
CTX'in diger bir otofajik gen olan BECNI iizerine etkisini arastirdigimiz da ise 24 saat
stireli inkiibasyonda BECN1 gen ekspresyonlar1 karsilastirildigi zaman kontrol grubuna
gore diger biitiin gruplarda artis gozlenmis ve en fazla ekspresyon 10 pg/mL CTX
uygulanan grupta goriilmistiir. 48 saat siireli inkiibasyonda ise kontrol grubuna goére
tim gruplarda azalis gozlenmistir. En diisiik ekspresyon 1 pg/mL CTX grubunda
belirlenmistir. Bu sonuglara gore CTX'in otofajik genlerden LC3A ve BECNL1'in
ekspresyonunda bir artisa sebep oldugu sdylenebilir. Feng ve ark™ HT-29 KRK hiicre
hatlarinda CTX ve 5-Florourasil (FU) ile kombine yapmis oldugu ¢alismada, SFU'nun
apoptotik etkileri ile otofajinin indiikklemesine karst CTX'in hiicreleri duyarli hale
getirdigi One siiriilmistiir. Western blot analiz sonuglarina gore otofaji i¢in altin standart
olan belirteglerden LCI ve LCII de artis gozlemlemislerdir. Yine ayni ¢alismada CTX'in
tek basina kullaniminin hiicre 6liimii {izerine 6nemli etkiye sahip olmadig1 belirtilmistir.

Chen ve ark™® HT-29 ve SW480 KRK hiicre hatlari ile yapmus olduklari
caligmada farkli konsantrasyonlarda anti EGFR uygulanmasinda doza bagimli olarak bu
hiicrelerde Beclin-1’in aktive oldugunu one siiriilmiistiir. Bagka bir ¢alismada CTX'in
apoptoz ve otofaji arasindaki iligskiyi nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu ¢alismada A437,
DiFi ve HNS5 hiicre hatlari kullanilmig ve bu hiicre hatlarina CTX uygulanmustir. DiFi
hiicre hattina CTX uygulanmas1 ile apoptotik hiicre Oliimiiniin meydana geldigi
bildirilmis ve otofajinin kanser hiicrelerini 6liimden korumak i¢in indiiklendigi
sOylenmistir. Tiim hiicre hatlarinda CTX uygulamasi sonrast LC3 gen ekspresyonu
bakilmis ve en yiiksek artis DiFi hiicre hattinda oldugu bildirilmistir.™ Li ve ark'®?

yapmis oldugu baska bir ¢alismada ise A437, DiFi ve HCC827 hiicre hatlarina CTX
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uygulanmis olup tiim hiicre hatlarinda otofajik belirte¢ olan LC3-1 ve LC3-1I'nin
arttigin1 saptamiglardir ve yine bu ¢alismada CTX ile indiiklenen otofajinin daha iyi
anlasilmasi i¢cin BECN1'i hiicre hatlarindan ¢ikarmislar ve kontrol gurubu siRNA ile
BECN1'siz siRNA'larla karsilastirildiginda CTX'in LC3-II'nin artmasimi engellendigi
gorilmistiir. Bagka bir ¢alismada DLD1 ve HT-29 KRK hiicre hatlarina panitumumab
uygulanmasi ile BECN1 protein seviyelerine bakilmis ve her iki hiicre hattinda da
BECNL1 protein seviyelerinin arttigi gézlemlenmistir. Boylece panitumumab'in otofajiyi
indiikledigini soylemislerdir™>.

Otofaji ve apoptozun molekiiler diizeyde birbiri ile iligkili oldugunu gosteren
diger bir protein ise ATG protein ailesidir. Bazi ATG proteinleri otofajinin
diizenlenmesi ve ATG proteinlerinden tlireyen yeni fragmanlar, kaspazlarin hedefidir.
ATG4 ailesi lyeleri kaspaz 3'in hedefi oldugundan otofaji ve apoptozun birbiri ile
iligkili oldugu distiniilmektedir. ATG4 ailesi hem otofajinin diizenlenmesinde hem de
apoptozun indiiklenmesinde islev gordiigiinden bizde calismamizda diger bir otofajik
gen olan ATG4 ekspresyonuna baktik. HT-29 KRK hiicre hattina farkli
konsantrasyonlarda CTX uygulayarak 24 saatlik inkiibasyon sonrast ATG4A gen
ekspresyonlari karsilastirildigi zaman kontrol grubuna gore diger biitlin gruplarda artis
goriiliirken, en fazla ekspresyon lpg/mL ve 10pg/mL CTX uygulanan gruplarda
gozlenmistir. 48 saat siireli inkiibasyonda kontrol grubuna gore en fazla artis 25 pg/mL
CTX uygulanan grupta gozlenirken, en diisiik ekspresyon 1 pg/mL CTX grubunda
belirlenmistir. Yapilan bagka bir g¢alismada HT-29 KRK hiicre hattina farklh
konsantrasyonlarda cisplatin ve melatoninin kombine uygulamasi yapilarak otofajik
genler olan BECNI, ATG4A ve LC3A gen ckspresyonlarina bakilmis ve kombine
uygulama sonrasi tiim bu genlerde ekspresyon artisi g('jzlemlemiglerdir.154 Guo ve ark™®®

85 KRK'l1 ve 29 normal kisiden alinan kolorektal dokunun karsilastirilmasi sonucu
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KRK'l1 dokularda LC3'"in ekspresyonun normal dokulara gore daha yiiksek oldugunu,
fakat BECNI ekspresyonunda ise anlamli bir fark bulunmadigini bildirmislerdir. Bu
calismada 85 hastadan 45'inin CTX ile tedavi edildigi diger 40 hastanin ise CTX'siz
tedavi edildigi belirtilmistir. Bunun sonucunda LC3A'nin CTX ile tedavi edilen gurupta
daha ¢ok artmis oldugunu ve bu verilerle diisiik otofaji diizeylerinin, CTX'in iyi
etkinligi ile giiclii bir korelasyona sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Epidermal biiyiime faktori (EGF), hiicre biiytimesi, proliferasyonu ve
farklilasmasinda o6nemli rol oynayan bir biliylime faktoriidiir. Etkisini, kendi
reseptorii olan EGFR'ye baglanarak gosterir. EGF ve TNF-a gibi faktorler EGFR'ye
baglanmak icin CTX ile yarisirlar. Bu amagla mevcut ¢aligmada HT-29 KRK hiicre
hattina farkli konsantrasyonda CTX uygulanarak, EGF gen ekspresyonlarinin seviyeleri
degerlendirilmistir. Buna gére CTX uygulanan gruplarda hem 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu hiicre hatlarinda kontrol grubuna goére artis gozlenmistir. 48 saat inkiibasyon
sonucu ise kontrol gurubuna gore tiim gruplarda azalma gozlenmistir. Tabernero ve
ark’™ KRKIl hastalara CTX ile monoterapi tedavisi sirasinda TGF-o protein
diizeylerinde giiclii bir artis oldugunu 6ne siirmiis ve bu egilimin EGF'de de oldugunu
gostermislerdir.

Giiniimiizde KRK {izerine, kanser riskleri veya gelisimiyle ilgili ve ayrica anti-
kanser ajanlarin toksisitesi ve tedavideki etkinligi {izerine pek ¢ok 6nemli ¢alisma
yapilmistir. Kanserin tedavisinde kemoterapi nemli bir role sahiptir, fakat iyi bir
tedaviyi Onleyen bazi genlerdeki mutasyonlardir. Sonu¢ olarak anti-kanser ilaglara
hiicresel cevabin ne olacagi tizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Calismamizda
HT-29 KRK hiicre hatt1 lizerine bir EGFR inhibitorii antikanser ajani1 olan CTX’in,
apoptozisde 6neme sahip olan p21, p27 ve p57 genleri ile otofajik BECNI, ATG4A,

LC3A genleri ve hiicre proliferasyonunda oneme sahip olan KRAS ve EGF
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ekspresyonlari tizerine etkisi incelenmistir. Bu ¢alismadaki MTT sonucuna gore CTX’in
etkisini en 1yl 24 saatlik inkiibasyonda gosterdigi gozlenmistir. Mevcut calismada,
literatiirle paralel bir sekilde CTX’in HT-29 KRK hiicrelerinde p21, p27 ve p57 gen
ekspresyonunu arttirmasiyla ve ayrica TUNEL pozitif hiicre yogunlugundaki artis
sebebiyle kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi soylenebilir. Ayn1 zamanda yine bu
veriler 1s18inda CTX’in HT-29 KRK hiicrelerinde BECNI, ATG4A, LC3A gen
ekspresyonlarin1 arttirarak hiicreleri otofajiye yonlendirdigi diistiniilmektedir. Diger
taraftan CTX'in hiicre proliferasyonunda gérev alan EGF ve KRAS gen ekspresyonu
tizerine etkisi arastirildiginda ise CTX 48 saatte EGF ve KRAS gen ekspresyonlarini
azalttig1, dolayistyla hiicre biiylimesini onledigi diisiiniilmektedir. Yapilan literatiir
arastirmalarinda KRAS gen mutasyonu ile ilgili bir ¢ok calisma mevcut iken, CTX veya
diger kemoterapotik ajanlarin KRAS gen ekspresyonu iizerine etkisini arastiran bir

calismaya rastlanilmamustir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda elde edilen veriler 6zetlendiginde:

1.

HT-29 KRK hiicre hattinda epidermal biiylime faktorii (EGF) antagonisti
monoklonal bir antikor olan CTX'in zaman ve doz bagimli sitotoksisite analiz
sonuglarina gore etkin dozu 24 saatte 10pug/mL ve 48 saatte 1pg/mL olarak
belirlenmistir.

CTX’in uygulanmasiyla apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL
boyama yapilmis ve buna gore artan CTX dozuyla beraber TUNEL-pozitif
hiicre sayisinin arttig1 gozlenmistir.

CTX’in, hiicre dongiisiinde ve apoptozu baslatmasinda anahtar rol oynayan
p21, p27 ve p57'nin ekpresyonunun arttigi gézlenmistir.

CTX'in otofajinin baslamasi ve ilerlemesi lizerine etkili olan ATG4A, LC3A

ve BECNI'in ekspresyonlarinin arttidig: belirlenmistir.

. CTX'in hiicre proliferasyonu lizerine etkisi incelenmis olup EGF ve KRAS

gen ekspresyonlarinin azaldigi gézlemlenmistir.

Bu veriler dogrultusunda mevcut calismada, CTX’in HT-29 KRK hiicrelerini

hem p21, p27 ve p57 gen ekspresyonlarini artirarak apoptoza hem de ATG4A, LC3A ve
BECNI'in gen ekspresyonlarini artirarak otofajiye yonlendirdigi sonucuna varabiliriz.
Bunun yani sira EGF ve KRAS gen ekspresyonunu azaltarak kanser hiicrelerinin

biiyiimesini inhibe ettigi sOylenebilir.

Kemoterapotik ajanlarin apoptozis iizerine etkisini arastiran bir ¢ok calisma

mevcut iken otofaji ve hiicre proliferasyonunda yer alan genler iizerine etkisi ile ilgili
calismalar sinirlidir. Mevcut calismanin bu konuda Onciiliik edebilir nitelikte olacagi
varsayllmaktadir. Kemoterapotik ilaglar degerlendirilirken sadece apoptotik genler

tizerine etkisi géz Oniine alinmamas1 ve ayn1 zamanda otofajik ve hiicre proliferasyonu
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lizerine etkisi bulunan diger etkenlerin de g6z 6niinde bulundurulup degerlendirilmesi

onerilmektedir.
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