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OZET

Kolorektal kanser (KRK), diinya capinda kanser tiirleri arasinda erkek ve kadinlarda
ikinci sirada 6liime neden olmaktadir. KRK tedavisinde kemoterapi 6nemli rol oynar ve bunun
etkinligini de kemoterapotik ajana karsi gelisen ¢oklu ilag direnci (Multidrug Resistance, MDR)
etkiler. MDR, kemoterapi tedavisinin oniinde bir engel olusturarak kanser gelisimi ve hastanin
sag kalim oranin1 biiyiik 6lgiide etkiler. Bu direnci agiklayan ana mekanizmalardan birisi ABC
transmembran proteinleri ile iligkilidir. Bu transmembran proteinleri kemoterap6tik ajanlarin
hiicre disina dogru akisina neden olarak hiicrenin hayatta kalmasini saglar. ABC transmembran
ailesinden birisi olan MDRI1 geni ve onun kodladigi P-glikoproteinin ekspresyon
seviyelerindeki artig bircok kanserde kotii prognoz ile iliskilendirilmistir. Baz1 ¢alismalarda
coklu ila¢ direncini azaltmak ve kemoterapinin etkinligini artirmak i¢in kemoterapi ve siRNA

aracili gen susturma yontemi birlikte kullanilmigtir.

Literatiirde kanser hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon, anjiyojenez ve metastazinda
etkili oldugu gosterilen Notch, IL-1 ve leptin (NILCO) genleri arasindaki etkilesim ve asiri
ekspresyonlarinin KRK dahil bir¢ok kanser tiiriinde 6nemli oldugu bildirilmistir. Calismamizda
Caco-2 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlarinda, Notch, IL-1 ve leptin genleri siRNA ile
tek tek susturulup kemorezistansta rol oynayan MDR1 ve NILCO gen ekspresyonlarmdaki
degisimi gostermeyi hedefledik. Ayni1 zamanda, NILCO iliskili genlerin c¢esitli kanser
tiirlerinde MMP2 ve VEGFA’nin asir1 ekspresyonuna neden olarak hiicre invazivligi ve
anjiyojenezini indiikledigi bildirilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda MMP2 ve VEGFA mRNA

diizeylerinin analizi de hedeflenmistir.

Sonuclarimiza gore; NILCO etkilesiminde rol oynayan genlerin siRNA ile susturulmasi
sonucunda kemoterapdtik ajan olarak Paclitaxel (PTX) uyguladigimiz hiicrelerdeki MDR1 gen
ekspresyonu, NILCO genlerinin siRNA ile susturuldugu hiicrelerde azalmistir. Elde ettigimiz
sonuclar, kolorektal kanser gelisimi iizerinde rol oynayan NILCO’nun MDRI1 ekspresyonu
tizerindeki etkisine dair literatiire bilgi kazandiracagi gibi kolon kanserinde gelisen
kemorezistans ile basa ¢ikabilmek i¢in bu hedef yolaklarin inhibisyonu ve MDR iliskisi goz

Oniine aliarak yeni tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesine olanak saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, KRK, Notch, Leptin, IL-1, NILCO, ¢oklu ilag
direnci, MDR, Paclitaxel, PTX



ABSTRACT

Chemotherapy is the most commonly used treatment in management of CRC and
multidrug resistance (MDR) reduces the effectiveness of chemotherapeutic agents.
Development of MDR causes shorter patient survival along with relapse in treatment. One of
the main mechanisms explaining this resistance is associated with ABC transmembrane
proteins. These transmembrane proteins ensures cell survival by causing chemotherapeutic
agents to flow out of the cell. Increased expression levels of the MDR1 gene has been associated
with poor prognosis in many cancers. Combination of chemotherapy and siRNA-mediated gene
silencing to reduce multidrug resistance and increase sensitivity to chemotherapy is successful

therapeutic strategie to overcome MDR.

It has been reported that the interaction and overexpression of Notch, IL-1 and leptin
(NILCO) genes, which have been shown to be effective in proliferation, migration,
angiogenesis and metastasis of cancer cells, are important in many cancer types, including CRC.
The relationship between Notch, IL-1, leptin and MDR, which may cause chemoresistance in
colorectal cancer, has not been fully understand. We aimed to show the changes in MDR1 and
NILCO gene expressions, which play a role in chemoresistance, by silencing the Notch, IL-1
and leptin genes one by one with siRNA in Caco-2 and HT-29 colorectal cancer cell lines. At
the same time, it has been reported that NILCO-related genes induce cell invasiveness and
angiogenesis by causing overexpression of MMP2 and VEGFA in various cancer types.

Therefore, the analysis of MMP2 and VEGFA mRNA levels was also targeted in our study.

Knockdown of NILCO genes with siRNA decreased MDR1 gene expression in cells
treated with Paclitaxel (PTX). Based on our results; NILCO is a potantial biomarker for
chemoresistance considering NILCO-knockdown regulates MDR expression and targeting
NILCO may be a promising approach for overcoming resistance to thereapies in colorectal

cancer.

Keywords: Colorectal cancer, CRC, Notch, Leptin, IL-1, NILCO, multidrug resistance,
MDR, Paclitaxel, PTX



1. GIRIS

Coklu ilag direnci, kanser hastalarinin kemoterapotik tedavisinin etkinligini azaltan
onemli bir sorundur. Baz1 kanser hiicreleri kemoterapdtik ajanlara karsi baslangicta direncgli
olurken bazilar1 kullanilan kemoterapdtik ajana uzun siireli maruz kaldiktan sonra direng
gelistirir. Tlag direncine farkli mekanizmalar aracilik etmekle birlikte ABC ailesinin tasiyicilari
direng gelisiminde etkin rol oynamaktadir. Kanserin ilerlemesinde ve tedavisinde Onemli
etkileri olan P-glikoprotein, ABC ailesine aittir ve MDR1 geni tarafindan kodlanir. MDR1
geninin ekspresyonundaki artig birgok kanser tliriinde kotli prognoz ile iliskilendirilmistir.

Kolorektal kanser de dahil olmak {izere gesitli kanser tiirlerinde yapilan calismalarda
Notch, leptin ve IL-1 etkilesiminin (NILCO) kanser hiicrelerinin proliferasyonu, migrasyonu,
invazyonu ve metastazinda ayrica pro-anjiyojenik molekiillerin ekspresyonlarinda etkili rol
oynadig1 gosterilmistir. Ayrica leptin tarafindan indiiklenen NILCO’nun endometriyal kanser
hiicrelerinde kemorezistansta etkili oldugu, leptin inhibitorii verildiginde ise hiicrelerin
kemoterapotik ajana karsi duyarliligiin arttigi bildirilmistir. Bu amacla kolorektal kanser hiicre
hatlarinda Notch, IL-1 ve leptin genleri siRNA ile tek tek susturularak MDR1 gen ekspresyon
degisiminin nasil etkileyecegine dair bir ¢alisma planladik. Calismamizda Caco-2 ve HT-29
kolorektal kanser hiicre hatlarinda NILCO inhibisyonunun MDR1 ve bu yolaktaki hedef genler
tizerine etkileri mRNA diizeyinde ve HT-29 i¢in protein diizeyinde de analiz edilmistir. Elde
ettigimiz sonuglar, KRK’de rol oynayan NILCO’nun MDR1 ekspresyonu iizerine olan etkisine
dair literatiire bilgi kazandiracagi gibi kolon kanserinde gelisen kemorezistansin
diizenlenmesinde bu hedef yolaklarin inhibisyonu ve MDR iligkisi g6z Oniine alinarak yeni

tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesine olanak saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Kolorektal kanser, diinya capinda kanser tiirleri arasinda hem erkek hem de kadinlarda siklik
acisindan t¢lincli, mortalite acisindan ikinci sirada yer almaktadir (Bray vd., 2018).
Kemoterapi, kolorektal kanser tedavisinde kullanilan tedavi tiirlerinden biri olmakla birlikte,
kemoterapinin basarisini etkileyen birgok faktor bulunur. Bu faktorlerden en 6nemlisi tedaviye
kars1 gelisen ¢oklu ilag direncidir. (MDR, multidrug resistance). ilaca olan direnclilik,
kemoterapinin etkinligini azaltarak hastanin klinik durumunu koétii etkileyebilir (Szakacs,
Paterson, Ludwig, Booth-Genthe ve Gottesman, 2006; Zheng, 2017). Coklu ilag direncine
neden olan faktorler arasinda P-glikoprotein (ABCB1 veya MDR-1 olarak da bilinir) gibi ABC
transmembran proteinlerinin asir1 ekspresyonu yer alir (Altenberg, 2004; Szakécs vd., 2014).
Bu coklu ilag direnci gosteren transmembran proteinleri, kemoterapi ajanlarinin hiicre iginde
birikimini azaltirlar ve bdylece ilacin toksik seviyelerinde bile hiicrenin hayatta kalmasini
saglarlar (Altenberg, 2004). Ornegin paclitaxel ve doxorubicin ilaglart ABCBI1 transmembran
proteinlerinin substratidir (Ji vd., 2019). Bu ilaglar MDR-1 geninin asir1 eksprese olmasina
neden olarak kemoterapinin etkinligini azaltabilir. Paclitaxel, ¢ok cesitli solid tiimdrlerin
kemoterapo6tik tedavisi i¢in kullanilir ve yiliksek antineoplastik etkinlige sahip olmasina ragmen
ortaya cikan ilag direnci ile kisitlanir (Podolski-Reni¢ vd., 2011). Paclitaxel’e yonelik gelisen
direng icin ¢esitli mekanizmalar bildirilmistir ve bunlardan biri P-glikoproteininin asir1
eksprese olmasidir (Orr, Verdier-Pinard, McDaid ve Horwitz, 2003).

Kanser hiicrelerinin gelisimine ¢ok sayida farkli gen ve sinyalizasyon yolag: katkida bulunur.
Yapilan bazi ¢aligmalarda siRNA aracili gen susturma ve kemoterapinin birlikte kullaniminin
coklu ilag direncini azaltmada ve kemoterapinin etkinligini artirmada Oonemli bir rol
oynayabilecegi gosterilmistir (Chen vd., 2009; Hua, Mutch ve Herzog, 2005; Navarro vd.,
2012; Susa vd., 2010; Yhee vd., 2015).

NILCO; Notch, IL-1 ve leptin sinyalizasyonu arasindaki etkilesimin sonucu olarak ilk meme
kanserinde ortaya c¢ikan ve karsinogenez siirecini agiklamaya calisan bir modeldir. Meme
kanserinde Notch, IL-1 ve leptinin (NILCO) asir1 ekspresyonu kotii prognoz ve metastazla
iligkilidir (Guo ve Gonzalez-Perez, 2011). Yapilan meme kanseri ¢alismalarinda Notchl ve
onun ligant1 olan Jagl’ in anjiyojenik protein olan VEGFR2 seviyelerinin artisiyla iligkili
oldugu gosterilmistir (Guo, Colbert, Fuller, Zhang ve Gonzalez-Perez, 2010; Nakopoulou vd.,
2002).

VEGF, doku farklilagmasi ve fonksiyonu i¢in gerekli olan kan damarlarinin olugumu ve

gelisiminde 6nemli bir diizenleyicidir. VEGF birka¢ izoforma sahiptir ama VEGF-A en ¢ok



bulunan izoformudur. VEGFR-2, VEGF’in bilinen en 6énemli hiicresel cevaplari vermesinde
etkili olan reseptdriidiir (Ruben R Gonzalez-Perez vd., 2010).

IL-1 sisteminin bilesenlerinden olan IL-10/p ligantlar ile IL-1R tI reseptorii ve IL-1Ra’nin
seviyeleri meme kanserinde artmistir (Apte vd., 2006). Kolon kanserinde yapilan bir ¢alismada
ise IL-1p’nin VEGF ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (Akagi vd., 1999). Voronov ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada da tiimor biiylimesi, metastaz ve anjiyogenezde IL-1’ in rolii
oldugu gosterilmistir (Voronov vd., 2003).

Esas olarak adipositlerden salgilanan leptin, ¢esitli kanser tiirlerinde kanser hiicreleri tarafindan
salgilanarak tiimor biiylimesini ve anjiyogenezi indiikler (Daley-Brown, Harbuzariu, Kurian,
Oprea-Ilies ve Gonzalez-Perez, 2019). Gonzalez-Perez ve arkadaslarinin 2010 yilinda meme
kanserinde yaptig1 calismada leptinin VEGF proteini ve mRNA’simi artirdigi, leptin
sinyalizasyonunun inhibisyonunun timdr biiylimesini gerilettigi ve anjiyojenezi VEGF
tizerinden inhibe ettigi gosterilmistir (Ruben R Gonzalez-Perez vd., 2010). Baska bir calismada
ise, leptin tarafindan indiiklenen Notch ve IL-1" in meme kanser hiicrelerinin yasam siireleri ve
proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynadiklar1 gdosterilmistir (Gillespie, Quarshie,
Penichet ve Gonzalez-Perez, 2012).

Tiimor hiicrelerinin  yayilmasi, migrasyon, hiicre dongiisiinii diizenleyen genlerdeki
mutasyonlar, adezyon molekiillerinin ve proteolitik enzimlerin gen ekspresyonundaki
degisikliklerden kaynaklanir. Migrasyona ugrayan tiimor hiicreleri serin ve sistein proteazlari,
matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) ve plazminojen aktivatorlerini salgilayarak bazal
membrant ge¢cmektedir. MMP2' nin artan aktivitesi, timor biiylimesinde, invazyon ve
metastazinda onemli bir rol oynamaktadir (Walkiewicz vd., 2016). Ayrica leptin, timdr
anjiojenezine MMP’ lerin indiiksiyonu aracilifiyla katkida bulunabilir. Leptinin, insan
aterosklerotik lezyonlarinda, rat korneasinda, glioma hiicreleri gibi c¢esitli hiicre tiplerinde
MMP2’yi artirarak anjiojenez, migrasyon ve proliferasyona neden oldugu bildirilmistir (Ruben
Rene Gonzalez-Perez, Lanier ve Newman, 2013).

Bu genel bilgilerin 15181 altinda kolorektal kanser hiicre hatlar1 (HT-29 ve Caco-2)
tizerinde NILCO iligkili genleri siRNA ile susturarak bunun ilag¢ direnci gelisimine etkisi olan
gen diizeylerini nasil degistirecegini, uygulayacagimiz kemoterapik ajana olan duyarliligi nasil
etkileyecegini ve anjiyojenez, proliferasyon, migrasyon ve invazyon iizerine olasi etkilerini

gosterebilmeyi hedefledik.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii
A) Kolon Kanser Hiicre Hatti ve Besi ortami
Insan kékenli 2 ayr1 kolon kanser hiicre hatt1 olan HT-29 ve Caco-2 kullanildi. Bu hiicreler ig
ortam1 % 5 CO2, % 95 nem ve 37 °C olan bir inkiibator i¢inde yasatildi. Kolon hiicreleri igin
besi ortami RPMI-1640 Medium igermistir.
B) Hiicrelerin ekimi ve yasatilmasi
Inkiibatérde bulunan flasklar, ilk iki giin yerinden oynatilmamak kosuluyla, kulugka siiresince
inverted mikroskop (Olympus) ile kontrol edilerek hiicrelerin ¢ogalmalari goézlemlendi.
Eskiyen besiyerleri pipet yardimiyla bosaltilarak, icerisinde 0.1 mL penisilin + streptomisin,
ImL FBS ve 8.9 mL RPMI-1640 Medium bulunan besiyeriyle 2-3 giinde bir yenilendi.
Hiicreler flask tabanimi %85-90 oraninda kapladiktan sonra deneye alindi. Yeterli ¢ogalma
saglandiktan sonra hiicreler tripsintEDTA ile yilizeyden sokiildii, RPMI-1640 Medium, %10
FBS ve %1 penisilin + streptomisin karisimini igeren santrifiij tiipii i¢inde 1000 devir /dakika
ve 4 °C’de 5 dakika dondiiriildii. Ustteki medium atilarak dipteki hiicreler, igerisinde besiyeri
bulunan flasklara tekrar ekilerek 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem igeren inkiibatore kondu.
C) Hiicrelerin sayilmasi ve 24 kuyucuklu kaplara ekilmesi: Flasklarin tabanini tamamen
kaplayan hiicrelerin besiyerleri pipet yardimiyla ortamdan uzaklastirildi ve PBS ile yikanarak
flaskta kalan proteinler uzaklastirildi. Flasklarda iiretilen hiicreler % 0,25 tripsin ile 15 dakika
yikanarak tabandan kopmalar1 saglandi. Tiip icerisine alinan hiicreler 4 °C ve 1200 devir/dk da
sogutmali santriifiijde 5-10 dakika dondiiriildii. islem sonrasinda iistte kalan siv1 atilarak altta
kalan hiicre ¢ozeltisinden 1-3 damla pipet yardimi ile alinarak hiicre sayimi yapildi ve 1
mililitrede bulunan hiicre sayis1 belirlendi. Her bir kuyucuga 2x10° hiicre gelecek sekilde 24
kuyucuklu kaplara ekim yapilip 24 saatlik kulugka siiresinin ardindan hiicreler deneye alindi.
Pactitaxel’ e kars1 gelisen ilag direncliliginde Notch, IL1 ve leptin’in etkisini gosterebilmek i¢in
siRNA’lar ile birlikte paclitaxel tedavisi uygulandi.
D) Deney gruplarimin belirlenmesi: Paclitaxel’ e kars1 gelisen direngte Notch, IL-1 ve leptin’
in etkisini gosterebilmek i¢in siRNA transfeksiyonlariyla kiiltiir kosullarinda genetik susturma
yapildi. Bu amagla Notch-siRNA, leptin-siRNA ve IL-1-siRNA kullanildi.

e Kontrol gruplari: Her iki hiicre hatt1 i¢cin (HT-29 ve Caco-2) ayr1 ayr1 kontrol grubu

olusturuldu ve bunlara sadece besiyeri uygulandi.
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Notch1 siRNA grubu: Her iki hiicre hatt1 i¢in (HT-29 ve Caco-2) ayr1 ayr1 Notch1
siRNA grubu olusturuldu ve 30 nM olacak sekilde Notch1 siRNA’s1 kuyucuklara
eklendi.

Leptin siRNA grubu: Her iki hiicre hatt1 i¢cin (HT-29 ve Caco-2) ayr1 ayr1 Leptin
siRNA grubu olusturuldu ve 30 nM olacak sekilde Leptin siRNA’s1 kuyucuklara
eklendi.

IL-1p siRNA grubu: Her iki hiicre hatt1 icin (HT-29 ve Caco-2) ayr1 ayr1 IL-1f
siRNA grubu olusturuldu ve 30 nM olacak sekilde IL-1p siRNA’s1 kuyucuklara
eklendi.

Paclitaxel (PTX) grubu: Her iki hiicre hatt1 i¢cin (HT-29 ve Caco-2) ayr1 ayr1 PTX
grubu olusturuldu ve HT-29 i¢in 100 nM, Caco-2 i¢in 130 nM olacak sekilde PTX
dozu kuyucuklara eklendi.

Notchl siRNA + Paclitaxel grubu: HT-29 ve Caco-2 i¢in olusturulan Notch1
siRNA+PTX grubuna final konsantrasyonu 30 nM Notchl siRNA olacak sekilde
eklendi. Transfeksiyon i¢in verilen siirenin sonunda HT-29 i¢in 100 nM Caco-2 i¢in
130 nM olacak sekilde PTX kuyucuklara eklendi.

Leptin siRNA + Paclitaxel grubu: HT-29 ve Caco-2 i¢in olusturulan Leptin
siRNA+PTX grubuna final konsantrasyonu 30 nM Leptin siRNA olacak sekilde
eklendi. Transfeksiyon i¢in verilen siirenin sonunda HT-29 i¢in 100 nM Caco-2 i¢in
130 nM olacak sekilde PTX kuyucuklara eklendi.

IL-1p siRNA + Paclitaxel grubu: HT-29 ve Caco-2 i¢in olusturulan IL-18
siRNA+PTX grubuna final konsantrasyonu 30 nM IL-1P siRNA olacak sekilde
eklendi. Transfeksiyon i¢in verilen siirenin sonunda HT-29 i¢in 100 nM Caco-2 i¢in

130 nM olacak sekilde PTX kuyucuklara eklendi.

32.MTT

MTT yontemi; hiicre canliliinin belirlenmesi i¢in stk kullanilan  kolorimetrik,
spektrofotometrik bir yontemdir. MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye
bagli bir reaksiyon ile renkli, suda ¢6zlinmeyen, formazana indirgenen bir maddedir. Hiicrelerin

MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6l¢iitii olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde

edilen boya yogunlugu canli hiicre sayis1 ile orant1 gdsterir.

MTT, fosfat ile dengelenmis tuz ¢ozeltisi i¢inde c¢Oziinerek hazirlandi ve filtre edildi. 96

kuyucuklu kaplarin her bir kuyucuguna 1/10 oraninda MTT eklenerek hiicreler 37°C’de 4 saat
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inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir kuyucuktaki besiyeri pipetle ¢ekilerek 100
ul DMSO eklendi ve kaplar 1sitmali ¢alkalayicida 5-8 dk calkalandi. Olusan formazan boya
absorbansi ¢ok kuyucuklu kap okuyucusu bir spektrofotometri ile 550nm dalga boyunda
okunacaktir. si-RNA ve/veya paclitaxel verilen kuyucuklardan okunan optik yogunluk,

kontrole kars1 yasayan hiicrelerin yiizdesine doniistiiriildii.

3.3. qRT-PCR

1x10° hiicre/flask olarak ekimi &nceden yapilmus flasklara toksik olmadigi belirlenen si-RNA
ve paclitaxel dozlar1 eklenerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Bekleme siiresinin ardindan
hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilacaktir. RNA'nin miktar1 ve safligi 260 nm dalga
boyunda optik dansite 6lclilerek hesaplandi. cDNA sentezi firmanin talimatlaria goére yapildi.
gRT-PCR iiretici firmanin tavsiyelerine gore laboratuvarimizda kullandigimiz metod
dogrultusunda gerceklestirildi. Hedef genlerden; leptin, Notchl reseptor, IL-1B, VEGF-A,
MMP-2, MDR-1 ve B aktin (referans gen) mRNA diizeyleri, Syber Green prob kullanilarak
Thermo StepOnePlus Real Time PCR System ile 6l¢iildii.

3.4. IMMUNOFLORESAN

Poly-L-lysine ile kaplanarak UV ile sterilize edilen yuvarlak lameller kiiltiir plakalarina
yerlestirildikten sonra her bir kuyucuga yaklasik 5x10* hiicre ekildi. Hiicreler lamellerin
ylizeyine yapismalart ve yeni ortama alismalari i¢in 24-48 saat boyunca 37°C’de CO;
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirildi, siRNA” larin
MTT testi ile belirlenen dozlarini igeren taze besiyerlerinde belirlenen siire boyunca inkiibe
edildi. PBS ile yikanan hiicreler %4’liikk paraformaldehit ile fikse edildi. Sitrat tamponu
sollisyonu igerisine alinan hiicrelere 95 °C’de antijen retrieval uygulandi. Hiicreler
sogutulduktan sonra %0.1 Triton X-100 soliisyonu ile permeabilize edildi. 1% BSA iceren
PBST i¢inde 30 dakika inkiibasyon ile spesifik olmayan antikor baglanmalar1 bloke edildi.
Ardindan oda sicakliginda 1 saat veya 4°C’de gece boyunca istenen konsantrasyonlarda diliie
edilmis Notchl1 reseptor, leptin, IL-1B3, MDR1 primer antikorlar ile inkiibasyon gergeklestirildi.
Yikamanin ardindan hiicreler karanlik ortamda 1 saat floresan ile isaretli sekonder antikorlar
ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tekrar yikanan lameller kapatma mediumu ile kapatilarak

preparatlar hazirland1 ve floresan mikroskobu altinda degerlendirildi.
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3.5. ISTATISTIK

Istatistiksel degerlendirme igin GraphPad Prism6 programi kullanildi. Oncelikle gruplar
Shapiro-Wilk Normality Test kullanilarak normal dagilim gosterip géstermedigine gore analiz
edildi. Farkli gruplardan elde edilen ve normal dagilim gosteren veriler tek yonliit ANOVA testi
ile degerlendirildikten sonra gruplar arasindaki farklar Tukey testi ile analiz edildi. p degeri

0.05°den kiiciik olanlar anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama £SEM olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR
4.1. MTT Sonuclari

Caco-2 Hiicre Canliligi Doz-Cevap Egrisi
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Sekil 4.1.1. Caco-2 hiicre hattinin paclitaxel dozlarma kars1 gosterdigi hiicre canlilig1 cevabi

HT-29 Hiicre Canlihgi Doz-Cevap Egrisi
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Sekil 4.1.2. HT-29 hiicre hattinin paclitaxel dozlarina kars1 gosterdigi hiicre canliligi cevabi

Her iki grafige gore veriler analiz edilmis ve deneyde kullanilacak PTX dozuna HT-29 i¢in 100
nM, Caco-2 i¢in 130 nM doz belirlenmistir.

4.2. gqRT-PCR Sonuclart
4.2.1. Caco-2 qRT-PCR Sonuclar

Sonuglarimiza gore; Caco-2 hiicrelerinde siRNA uygulanan Notchl, Leptin ve IL-1B
gruplar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda Notchl mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamamistir (p>0.05; Sekil 4.2.1). Ayrica siRNA+PTX dozlar1 uygulanan
Notch1+PTX, LeptintPTX ve IL-1B8+PTX gruplart PTX grubu ile karsilastirildiginda Notchl
mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05; Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1. Caco-2 hiicre hattinda Notch1 geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri

Caco-2 hiicre hattinda siRNA uygulanan Notchl, Leptin ve IL-18 gruplar kontrol

grubuyla karsilastirildiginda Leptin gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gorilmistiir (p<0.01 **; Sekil 4.2.2). siRNA+PTX uygulanan Notch1+PTX, Leptin+PTX ve

IL-1B+PTX gruplariyla PTX grubu karsilastirildiginda Leptin mRNA seviyelerinde istatistiksel
olarak bir fark goriillmemistir (p>0.05; Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2.2. Caco-2 hiicre hattinda Leptin geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri (*:Kontrol grubu ile karsilastirilan gruplar, p<0.01 **)

Caco-2 hiicrelerinde siRNA uygulanan Notch1, Leptin ve IL-1B gruplari kontrol grubuyla
karsilastirlldiginda IL-1p mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0.05; Sekil 4.2.3). Ayrica siRNA+PTX dozlar1 uygulanan Notch1+PTX,
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LeptintPTX ve IL-1B+PTX gruplart PTX grubu ile karsilastirildiginda IL-1 mRNA

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05; Sekil 4.2.3).
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Sekil 4.2.3. Caco-2 hiicre hattinda IL-1p geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri

Caco-2 hiicrelerinde PTX ve Notch1+PTX gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
MMP2 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardir (p<0.05 *; Sekil
2.1.4). Bununla birlikte siRNA uygulanan Notchl, Leptin ve IL-1p gruplar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  MMP2 gen ekspresyon seviyelerinde azalma goriilmekle birlikte
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05; Sekil 4.2.4).
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Sekil 4.2.4. Caco-2 hiicre hattinda MMP2 geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon

seviyeleri

Caco-2 hiicrelerinde kontrol grubu ve PTX grubu karsilastirildiginda VEGFA gen

ekspresyonunda azalma vardir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05;
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Sekil 4.2.5). siRNA uygulanan Notchl, Leptin ve IL-1B gruplart kontrol grubuyla
karsilastirildiginda VEGFA mRNA seviyelerinde anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0.05;
Sekil 4.2.5). siRNA+PTX dozlar1 uygulanan Notchl+PTX, Leptin+tPTX ve IL-1B+PTX
gruplar1 PTX grubu ile karsilastirildiginda VEGFA mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriillmemistir (p>0.05; Sekil 4.2.5). Buna ilaveten IL-1f siRNA verilen IL-1
grubu ile siRNA+PTX verilen IL-1B+PTX grubu kiyaslandiginda IL-1B+PTX grubunun

VEGFA mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0.01 *;

Sekil 4.2.5).
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Sekil 4.2.5. Caco-2 hiicre hattinda VEGFA geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri (++: IL-1B grubu ile kiyaslanan grup, p<0.01 ++)

Caco-2 hiicrelerinde PTX grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda PTX dozu verilen
grupta MDRI1 gen ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis géstermistir (p<0.05
*; Sekil 4.2.6). Kontrol grubuyla siRNA verilen Notchl, Leptin ve IL-1B gruplar
karsilagtirildiginda siRNA verilen gruplarin mRNA seviyelerinde bir miktar azalma olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05; Sekil 4.2.6). Bununla birlikte siRNA+PTX
uygulanan  Notchl+PTX, LeptintPTX ve IL-1p+PTX gruplari PTX grubuyla
karsilagtirildiginda MDR1 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

goriilmiistiir (p<0.01 #; Sekil 4.2.6).
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Sekil 4.2.6. Caco-2 hiicre hattinda MDR1 geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri (*: Kontrol grubu ile karsilastirilan gruplar, p<0.05 *; #: PTX grubu ile karsilastirilan gruplar, p<0.01
)

4.3. HT-29 qRT-PCR Sonucglar
Sonuclarimiza gore; HT-29 hiicrelerinde sadece siRNA uygulanan Notchl, Leptin ve IL-

1B gruplan kontrol grubuyla karsilastirildiginda Notchl mRNA seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.05; Sekil 4.3.1). Ayrica siRNA+PTX dozlar1 uygulanan
Notch1+PTX, Leptin+PTX ve IL-1B+PTX gruplar sadece PTX uygulanan PTX grubu ile
karsilastirildiginda Notchl mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur

(p>0.05; Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3.1. HT-29 hiicre hattinda Notchl geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon

seviyeleri
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HT-29 hiicre hattinda Notchl siRNA ve Leptin siRNA uygulanan gruplar kontrol grubu
ile karsilastirildiginda Leptin mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
gorilmistiir (p<0.01 **; Sekil 4.3.2). Ayrica IL-1B siRNA uygulanan grupta da kontrol

grubuna gore Leptin mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmiistiir

(p<0.05 *; Sekil 4.3.2).
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Sekil 4.3.2. HT-29 hiicre hattinda Leptin geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri (*:Kontrol grubu ile karsilastirilan gruplar, p<0.05 *, p<0.01 **)

HT-29 hiicrelerinde sadece siRNA uygulanan Notchl grubunda kontrole gore IL-18
mRNA seviyelerinde fark vardir (p<0.05 *; Sekil 4.3.3). Leptin ve IL-1B gruplar1 kontrol
grubuyla karsilastirildiginda IL-18 mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0.05; Sekil 4.3.3). Ayrica siRNA+PTX dozlar1 uygulanan Notch1+PTX,
Leptin+PTX ve IL-1B+PTX gruplari sadece PTX uygulanan PTX grubu ile karsilagtirildiginda
IL-1p mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (p>0.05; Sekil

43.3).
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Sekil 4.3.3. HT-29 hiicre hattinda IL-1Beta geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri

HT-29 hiicre hattinda PTX grubunda, MDR1 gen ekspresyonu kontrol grubuna gore
istatistiksel diizeyde anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05 *; Sekil 4.3.4). Buna ilaveten PTX
grubu, Leptin siRNA+PTX dozu uygulanan grup ile karsilastirildiginda MDR1 mRNA
seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiis gdstermistir (p<0.01 ##; Sekil 4.3.4).
Yine PTX grubuna gore IL-1B+PTX uygulanan grubun MDR1 gen ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma vardir (p<0.05 #; Sekil 4.3.4). Notch1+PTX grubu PTX grubu ile

kiyaslandiginda MDR1 gen ekspresyonunda azalma goriilmekle birlikte istatistiksel olarak

anlamli degildir (p>0.05; Sekil 4.3.4).
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Sekil 4.3.4. HT-29 hiicre hattinda MDR1 geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon
seviyeleri (*: Kontrol grubu ile karsilastirilan gruplar, p<0.05 *; #: PTX grubu ile karsilagtirilan gruplar, p<0.05
#, p<0.01 ##)
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HT-29 hiicrelerinde siRNA uygulanan Notch1, Leptin ve IL-1f gruplari kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda MMP2 mRNA seviyelerinde azalma goriilmekle birlikte bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05; Sekil 4.3.5). Ayrica siRNA+PTX dozlar
uygulanan Notch1+PTX, LeptintPTX ve IL-1B+PTX gruplart PTX grubu ile
karsilagtirildiginda MMP2 mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05; Sekil 4.3.5).
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Sekil 4.3.5. HT-29 hiicre hattinda MMP2 geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon

seviyeleri

HT-29 hiicrelerinde kontrol grubu ve PTX grubu karsilastirildiginda VEGFA gen
ekspresyonunda azalma vardir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05;
Sekil 4.3.6). Sadece siRNA uygulanan Notchl ve IL-1B gruplar1 kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ise VEGFA mRNA seviyelerinde azalma goriilmekle birlikte bu azalma
istatistiksel olarak anlamlilik yaratmamistir (p>0.05; Sekil 4.3.6). Ayrica siRNA+PTX dozlari
uygulanan Notch1+PTX, Leptin+PTX ve IL-1B+PTX gruplart sadece PTX uygulanan PTX
grubu ile karsilastirildiginda VEGFA mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gorilmemistir (p>0.05; Sekil 4.3.6).
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Sekil 4.3.6. HT-29 hiicre hattinda VEGFA geninin siRNA ve/veya PTX verilen gruplardaki mRNA ekspresyon

seviyeleri

4.4. immunofloresan Gériintiileri

24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmis polilizin ile kapl1 yuvarlak lameller tizerine ekilen HT-29
hiicreleri 48 saat siireyle Notchl, IL-1B, ve Leptin siRNA’lar1 ve sonrasinda 24 saat siireyle
Paclitaxel ile inkiibe edildikten sonra %4 ’liik paraformaldehit ile fikse edildi. Hiicreler TritonX-
100 (%0,1) ile permeabilize edildikten sonra Notchl, IL-1p, Ob-R antikorlar1 ve MDR1
antikoru ile ikili immunoforesan yontemiyle boyandi. Cekirdek boyamasi i¢in DAPI kullanildi.
Boyanan hiicreler floresan mikroskopta goriintiilenerek x400 biiylitmede fotograflandi. ImageJ
programi yardimiyla hiicrelerin (her gruptan en az 50 hiicre degerlendirildi) entegre floresan
yogunluklar 6l¢iildi ve diizeltilmis toplam hiicresel floresan (corrected total cell fluorescence;
CTCEF) degerleri hesaplandi. Elde edilen bulgular, Paclitaxel’in hiicrelerdeki Notchl, IL-13 ve
Ob-R protein seviyelerinin arttirdigini gosterdi. Paclitaxel ayni zamanda MDRI1 protein
miktarinin da artmasina neden oldu. siRNA uygulamalar1 sonucu hiicrelerin hem Notchl, IL-
1B, ve Leptin, hem de MDRI1 proteinlerinde kontrole kiyasla anlamli bir azalma gozlendi.
Yalniz Paclitaxel uygulanan grupla kiyaslama yapildiginda Notchl, IL-1p ve Leptin genleri
susturuldugunda uygulanan Paclitaxel’in neden oldugu Ob-R, Notchl ve IL-1B protein
seviyelerindeki artis ve MDRI1 protein ekspresyon artist anlamli bir sekilde baskilanmistir. Bu
yeni bir bilgi olup literatiirde bununla ilgili bir kaynaga rastlanmamistir. Daha sonra
yapacagimiz ¢alismalarimizda bu konu dikkate alinip mekanizmasi arastirilmak iizere

planlanacaktir.
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4.4.1. HT29 hiicrelerinde Notchl ve MDR1 protein seviyelerini gosteren immunofloresan
boyama goriintiileri

Notchl (yesil) ve MDR1 (kirmizi) proteinlerinin hiicrelerin niikleus ve sitoplazmalarinda
lokalize oldugu goriiliiyor. Proteinlerin floresan yogunluklarmin Paclitaxel (PTX) uygulanan
hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla arttig1, Notchl, Leptin ve IL-1p genleri susturuldugunda
kontrole kiyasla azaldigi izleniyor. PTX ile birlikte uygunan siRNA’nin (Notchl+PTX,
Leptin+PTX ve IL-1B+PTX), yalniz PTX uygulanan hiicrelere gore Notchl ve MDRI1 floresan
yogunluklarinda azalmaya neden oldugu goriliiyor (biiylitme; x400) (Sekil 4.4.1).

Immunofloresan boyama goriintiilerinin grafiksel hali Sekil 4.4.2° de gosterilmistir.
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Sekil 4.4.1. HT-29 hiicre hattinda Notchl ve MDR protein seviyelerinin immunofloresan boyama goriintiileri

24



Notch1-MDR1

50-
* Bl Notch1
404 MDR1
% *
&
X 304 I
%) ° ¢
L 20- ® ® & o
3 [ * | |
10{ 1 X% * *
1 T X
0-
> F O F SRS
& Q/\ oao ’8« z§ x« . "Q«
¥ TV R
O" \’QQ W

Sekil 4.4.2. HT-29 hiicre hattinda Notchl ve MDR protein seviyeleri ( * : Kontrol grubu ile kiyaslanan gruplar

ifade etmektedir, p<0.0001 ****; :PTX grubu ile kiyaslanan gruplar1 ifade etmektedir, p<0.0001 ****)

HT29 hiicrelerinde Ob-R ve MDRI protein seviyelerini gosteren immunofloresan boyama
goriintlileri. Ob-R  (yesil) ve MDRI1 (kirmizi) proteinlerinin hiicrelerin niikleus ve
sitoplazmalarinda lokalize oldugu goriiliiyor. Proteinlerin floresan yogunluklarinin Paclitaxel
(PTX) uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla arttig1, Leptin, Notch1 ve IL-1p genleri
susturuldugunda kontrole kiyasla azaldigi izleniyor. PTX ile birlikte uygunan siRNA’nin
(Notch1+PTX, LeptintPTX ve IL-1B+PTX), yalniz PTX uygulanan hiicrelere gére Ob-R ve
MDRI floresan yogunluklarinda azalmaya neden oldugu goriiliiyor (biiyiitme; x400) (Sekil

4.4.3). Immunofloresan boyama gériintiilerinin grafiksel hali Sekil 4.4.4° de gosterilmistir.
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Sekil 4.4.3. HT-29 hiicre hattinda Notchl ve MDR protein seviyelerinin immunofloresan boyama goriintiileri
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Sekil 4.4.4. HT-29 hiicre hattinda Notchl ve MDR protein seviyeleri ( *x : Kontrol grubu ile kiyaslanan gruplari

ifade etmektedir, p<0.0001 ****; :PTX grubu ile kiyaslanan gruplar1 ifade etmektedir, p<0.0001 ****)

HT29 hiicrelerinde IL-1p ve MDRI1 protein seviyelerini gosteren immunofloresan boyama
gortintlileri. IL-1B (yesil) ve MDRI1 (kirmizi) proteinlerinin hiicrelerin niikleus ve
sitoplazmalarinda lokalize oldugu goriiliiyor. Proteinlerin floresan yogunluklarinin Paclitaxel
(PTX) uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine kiyasla arttigi, IL-1B, Notch1 ve Leptin genleri
susturuldugunda kontrole kiyasla azaldigi izleniyor. P ile birlikte uygunan siRNA’nin
(Notch1+PTX, LeptintPTX ve IL-1p+PTX), yalniz PTX uygulanan hiicrelere gore IL-1 ve
MDRI floresan yogunluklarinda azalmaya neden oldugu goriiliiyor (biiyiitme; x400) (Sekil

4.4.5). Immunofloresan boyama goriintiilerinin grafiksel hali Sekil 4.4.6° de gdsterilmistir.
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Sekil 4.4.5. HT-29 hiicre hattinda Notchl ve MDR protein seviyelerinin immunofloresan boyama goriintiileri
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Sekil 4.4.6. HT-29 hiicre hattinda Notchl ve MDR protein seviyeleri ( *x : Kontrol grubu ile kiyaslanan gruplari

ifade etmektedir, p<0.0001 ****; :PTX grubu ile kiyaslanan gruplar1 ifade etmektedir, p<0.0001 ****)
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5. TARTISMA

Calismamizin sonuglarina gore, NILCO etkilesiminde rol oynayan Notch, IL-1 ve
leptin’in siRNA ile tek tek susturulmasi her iki KRK hiicre hattinda (HT29 ve Caco-2)
kemorezistansta etkili olan MDR1 gen ekspresyonu degisikliklerine yol agmistir. Kendine ait
siRNA uygulanan gruplar, kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDR1 mRNA seviyeleri
istatistiksel olarak anlamlilik géstermese de azalmistir. Kendine ait siRNA+PTX uygulanan
gruplar, sadece PTX uygulanan grup ile kiyaslaninca anlamli olarak azalmistir. Ancak bu
azalma HT29 hiicre hatt1 Notch1+PTX grubunda istatistiksel olarak anlamli degildir. HT29
hiicre hattinda yapilan protein analizinde siRNA verilen gruplarda (Notch, IL-1 ve leptin)
kontrole gore anlamli diizeyde azalma gozlenmistir. Ayn1 sekilde siRNA+PTX uygulanan
gruplar PTX grubu ile karsilagtirildiginda hipotezimize uygun olarak NILCO genleri ve MDR1
gen ekspresyonlarinda azalma gbzlenmistir. Bu durum bize deneylerin analizi sirasinda hiicre
ici olaylarda sadece mRNA diizeylerinin degil ayn1 zamanda protein seviyelerinin de birlikte
degerlendirilmesi gerektigini tekrar gostermistir. Ancak calismamizda Caco-2 hiicre hattinda
protein seviyelerinin Ol¢iilmesi de hedeflenmis ve iki kez tekrarlanmis olmakla birlikte
immiinofloresan boyamalarindan sonu¢ alinamamaistir. Bu analizlerin Caco-2’ nin tarafimizca
tekrar temini ile ¢alisilmasi planlanmaktadir.

Notch, IL-1 ve leptin (NILCO) kanserde proliferasyon, anjiyojenez ve antiapoptoz gibi
onkojenik yolaklar etkileyen proinflamatuar ve proanjiyogenik sinyallerle etkilesime giren bir
mekanizmadir. Insan kolorektal kanser dokusu ile yapilmis bir calismada, normal doku tiimérlii
dokuda ile karsilagtirildiginda tiimdrlii dokuda Notchl, IL-1 ve leptin mRNA ekspresyonlari
artmistir (Nilufer Erkasap vd., 2021).

Kemoterapotik ajanlar kanser tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmakla birlikte kanser
hastalarinda uygulanan kemoterapinin basarisizligini etkileyen énemli nedenlerden biri ilaca
kars1 gelisen ¢oklu ilag direncidir (Zheng, 2017). Baz1 kanser hiicreleri kemoterapotik ajanlara
kars1 baslangicta direncgli olurken bazilar1 kullanilan kemoterapétik ajana uzun siireli maruz
kaldiktan sonra direng gelistirirler (Majidinia vd., 2020). Ila¢ direncine farkli mekanizmalar
aracilik etmekle birlikte ABC ailesinin tasiyicilart direng gelisiminde etkin rol oynamaktadir.
Kanserin ilerlemesinde ve tedavisinde O6nemli etkileri olan P-glikoprotein, ABC ailesinin
iyesidir ve MDRI1 geni tarafindan kodlanir (Amawi vd., 2019). MDRI1 geninin
ekspresyonundaki artis birgok kanser tiirtinde kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (F. Zhang vd.,

2014).
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Kemoterapdtik ajanlardan biri olan PTX, MDR1 geninin substratidir ve hiicre PTX ile
tedavi edildiginde MDRI1 geninin ekspresyonunda artis olur (Ji vd., 2019). Bu gen
ekspresyonunun artisi, ilaca karsi gelisen direnci artirarak kullanilan kemoterapdétik ajanin
etkisini azaltir. Projemizde bu bilgilerle uyumlu olarak her iki KRK hiicre hatlarinda
kemoterapétik ajan olan PTX’in uygulanmasiyla kemorezistansta etkili olan MDR1 gen
ekspresyonu artis gostermistir. H. Li ve arkadaslar1 Caco-2 hiicre hattinin, MDR1 gibi ABC
transmembran ailesindeki tasiyici proteinleri agir1 eksprese edilebilecegini bildirmislerdir (H.
Li, Krstin ve Wink, 2018). Calismamizda da buna uygun olarak Caco-2’nin PTX uygulanan
grupta MDR1 ekspresyonunun HT-29’a gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Notch sinyal yolag: ¢esitli malignitelerle iligkilidir ve hiicre tipine bagl olarak onkojen
veya tiimor baskilayict gen olarak davranabilir (Wu vd., 2014). Kolorektal kanserde yapilan in
vitro ve in vitro ¢alismalarda, Notchl'in kolorektal kanserde yiiksek oranda eksprese edildigi
ve Notchl ekspresyonunun cesitli sinyal yolaklar1 aracilifiyla tiimorjenezi destekledigi
gosterilmistir (Chu vd., 2010; Chu vd., 2009; Fender vd., 2015; Rodriguez vd., 2015).
Intrahepatik kolanjiyokarsinoma hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada Notch1’in siRNA ile
susturulmast MDR1’in ekspresyonunu azaltmistir (Wu vd., 2014). Bizim calismamizda da
bununla uyumlu olarak her iki hiicre hattinda Notch1 siRNA uygulanan grup, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda MDRI1 seviyelerinde azalma mevcut olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlaml degildir. Ancak HT-29 hiicre hattinda yapilan immunofloresan boyamada Notchl
siRNA wverilen grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDR1 protein seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma mevcuttur.

Bizim ¢alismamizda her iki hiicre hattinda da siRNA+PTX uygulanan gruplar sadece
PTX uygulanan grupla karsilastirildiginda, HT29 hiicre hatt1 Notch1+PTX grubu hari¢ diger
gruplarda MDR1 gen ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma
gozlenmistir. Wu ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Notchl siRNA uygulanan gruplarin
gen ekspresyon sonuglari kontrol grubu ile kiyaslandiginda Notchl mRNA seviyelerinin diisiik
oldugu gozlenmistir (Wu vd., 2014). Ancak bizim ¢alismamizda her iki KRK hiicre hattinda
Notchl siRNA uygulanan gruplar kontrol grubuyla kiyaslandiginda Notchl mRNA
seviyelerinde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Buna ilaveten her iki hiicre hattinda,
Notch1+PTX grubu PTX grubu ile kiyaslandiginda Notchl gen ekspresyon diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir miktar azalma gozlenmistir. HT-29 hiicre hattinda

yapilan immunofloresan boyama sonuglaria goére Notchl siRNA uygulanan grupta kontrole
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kiyasla ve Notchl+PTX grubunda PTX grubuna kiyasla Notchl protein seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardir.

Bizim calismamizda Notchl gen ekspresyonunda degisiklik goziikmemekle birlikte
literatiirler ile uyumlu olarak Notchl siRNA ve Notchl siRNA+PTX uygulanan gruplarda
direng geni olan MDR1 gen ekspresyon seviyelerinde azalma gdzlenmektedir. Ayrica HT-29
immunofloresan analizinde Notchl siRNA uygulanan gruplarda Notchl protein seviyeleri ve
MDRI1 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir. Bu da bize hipotezimizle
uyumlu olarak ¢alismamizda kullandigimiz siRNA’nin etkili oldugunu gostermektedir.

Leptin anjiyojenez, metastaz, tiimorojenez ve apoptoza karst hayatta kalma,
kemorezistans gibi bir¢cok kanserde karsinojenez siireglerinde yer alan pro-inflamatuar, pro-
anjiyojenik ve pro-tiimorjenik bir adipokindir (Candelaria, Rampoldi, Harbuzariu ve Gonzalez-
Perez, 2017). Erkasap ve arkadaslarinin KRK’li hastalarda yapmis olduklar1 bir ¢alismada
timorlii ve metatatik tiimorlii hastalarin serum leptin diizeyleri karsilastirildiginda metastatik
tiimorlii hastalarin serum leptin diizeylerinde artig gozlenmistir (N Erkasap vd., 2013). Yapilan
kolorektal kanser ksenograft modelinde Notch inhibitorii olan DAPT ve IL-1 inhibitorii olan
Anakinra kullanilan tedavi gruplarinda leptin gen ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir
(Ozyurt, 2019). Bizim ¢aligmamizda da buna uygun olarak her iki KRK grubunda Notchl
siRNA ve IL-1B siRNA kullanilan gruplarda leptin ekspresyonu anlamli diizeyde
baskilanmistir. Ayn1 zamanda HT-29 hiicre hattinda siRNA uygulanan tiim gruplarda kontrole
gore, siRNA+PTX uygulanan gruplarda PTX grubuna gére Ob-R protein seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli seviyede azalma vardir.

Endometriyal kanser hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢alismada leptin ile tedavi edilen
hiicrelerde PTX’e karst direnc artarken, leptin inhibitérii verildiginde hiicreler PTX’in
sitotoksik etkilerine kars1 yeniden daha duyarli hale gelmistir (Daley-Brown vd., 2019). Bu
caligmalarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da her iki KRK hiicre hattinda leptin siRNA
uygulanan gruplarda leptin mRNA seviyeleri diismiis ve leptin siRNA+PTX uygulanan
gruplarda MDR1 mRNA diizeyleri PTX uygulanan grupla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiis gostermistir. Her iki KRK hiicre hattinda da kontrol grubuna
kiyasla leptin siRNA uygulanan grupta MDR1 mRNA diizeyleri azalmakta olup bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bununla birlikte HT-29 hiicre hattinda yapilan
immunofloresan boyamalarda siRNA uygulanan tiim gruplarda kontrole gore ve siRNA+PTX
uygulanan tiim gruplarda PTX grubuna gore MDR1 protein seviyelerinde istatistiksel diizeyde

anlaml1 azalma mevcuttur.
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Sistemik inflamasyon ve bu siiregte rol oynayan sitokinler kolon kanserinin gelisimi,
ilerlemesi, invazivligi ve metastaz gibi siireglerle baglantilidir (Long ve Raufman, 2011). KRK
hastalarinda, proinflamatuar sitokinlerin seviyeleri 6l¢iilerek yapilan bir ¢alismada IL-1B’nin
serum seviyeleri ve adenokarsinom dokudaki ekspresyonu yiiksek bulunmustur. Bu ekspresyon
artisinin KRK gelisim riski ve prognozuna katkida bulundugu bildirilmistir (Chang vd., 2016).
Literatiirde proinflamatuar sitokinlerin, MDR1 de dahil olmak {izere farkli ilag tasiyicilarinin
ekspresyonunu ve aktivitesini diizenledigini bildiren ¢alismalar vardir (Bertilsson, Olsson ve
Magnusson, 2001; Hirsch-Ernst vd., 1998; Mosaffa, Lage, Afshari ve Behravan, 2009;
Piquette-Miller, Pak, Kim, Anari ve Shahzamani, 1998).

Bizim caligmamizda IL-1B siRNA+PTX wverilen gruplar PTX grubuyla
karsilastirildiginda her iki KRK hiicre hattinda da MDR1 geninde anlamli diizeyde azalma
yaratmistir. Kontrol grubuyla IL-1p siRNA verilen gruplan karsilastirdigimizda ise MDR1
mRNA seviyelerinde azalma goriilmekle birlikte bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
Caco-2 ve HT-29 hiicre hatlarinda IL-1P siRNA uygulanan grupta IL-1 mRNA seviyelerinde
anlamli bir azalma olmamistir. HT-29 hiicre hattinda yapilan immunofloresan boyamada IL-1[3
siRNA uygulanan grupta kontrole gore, IL-1 siRNA+PTX uygulanan grupta ise PTX grubuna
kiyasla IL-1f ve MDRI protein seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
goriilmiistiir. Bu durum c¢alismamizda kullandigimiz  siRNA’nin  etkili  oldugunu
gostermektedir.

Kanser hiicrelerinin metastaz siirecinde primer tiimorden kdken alirlar ve bu siirecte bazal
membranlarin, hiicre dig1 matriksin biitiinliigii bozulur, invazyon gergeklesir ve tiimor hiicreleri
bagisiklik tepkilerinden kagmarak primer tiimdrden uzak bolgelere yayilirlar (Yu vd., 2012).
Bazal membranlarin ve hiicre dis1 matriksin yikilmasinda matriks metalloproteinazlar (MMP)
rol oynarlar. MMP2, tiimor hiicrelerinin invazyon yeteneginde 6nemli rol oynar (Wei vd.,
2014). KRK’de doku ve serumdaki MMP2 seviyelerindeki artisin, KRK’nin invazyonu ve
metastazinda 6nemli rol oynadigi ve ayrica KRK hastalarinin sag kalim siirecinde etkili oldugu
gosterilmistir (Groblewska vd., 2014).

Notch sinyal yolunun da MMP’leri diizenleyebildigine dair caligmalar vardir.
Hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde Notch sinyalizasyonu DAPT mediatorii ile farkli dozlar
kullanilarak inhibe edilmis ve doza bagimli olarak MMP2 protein ekspresyonlarinin azaldigi
goriilmistir (L. Zhou vd., 2012). Epitalyal over kanserinde tiimorlii dokuda Notchl ve
MMP2’nin normal over dokusuna gore daha fazla eksprese oldugu goriilmiis ve epitalyal over

kanser hiicre hattinda Notch1’in siRNA ile susturulmasiyla MMP2 protein seviyesinde belirgin
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bir azalma goriilmiistiir (Qian vd., 2020). Kanser hiicrelerinde Notchl ve MMP?2 arasindaki bu
iliski kanser hiicrelerinin invazivlik yeteneginde ve kemorezistansinda azalma ile
sonu¢lanmistir. Bizim ¢alismamizda da her iki hiicre hattinda Notchl siRNA kullandigimiz
gruplarin MMP2 mRNA diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

Literatiirde birka¢g c¢alisma, leptinin c¢esitli kanser tiirlerinde MMP2’nin asir1
ekspresyonunun hiicre invazivligi ve migrasyonunu indiikledigini bildirmistir. Meme kanseri
hiicre hattinda uygulanan leptin dozlarinin MMP2 mRNA ve protein ekspresyonunu artirdigi
gozlenmistir (McMurtry, Simeone, Nieves-Alicea ve Tari, 2009). Bizim calismamizda
hipotezimizle uyumlu olarak Leptin siRNA kullandigimiz gruplarda leptin gen ekspresyonu
baskilanmasi ile MMP2 mRNA miktart istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna
gore her iki KRK hiicre hattinda da azalmstir.

IL-1B, MMP’lerin ekspresyonunu ve aktivasyonunu diizenleyebilir (Schonbeck, Mach ve
Libby, 1998). Hiicre dis1 matriksin bozulmasinda 6nemli rol oynayan MMP2 seviyesi IL-13
tarafindan artirilir (Roy, Sarkar ve Felty, 2006). Meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir
caligmada IL-1P ile uyarilan hiicrelerde aktif MMP2 seviyeleri ve bu hiicrelerin invazyon
yetenekleri artmistir (Franco-Barraza vd., 2010). Calismamizda IL-1p siRNA uygulanan HT-
29 ve Caco-2 hiicrelerinde kontrol grubuna gére MMP2 mRNA seviyelerinde azalma olmakla
birlikte bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

VEGTF ve reseptorleri (VEGFR), patolojik anjiyojenezde 6nemli rol oynayan ve malign
tiimorlerin olusumu, gelisimi, invazyonu ve metastazi ile yakindan iligkili olan pro-anjiyojenik
faktorlerdendir (Q. Zhang vd., 2019). Leptinin regiilasyonundaki artig ve leptin tarafindan
indiiklenen NILCO etkilesiminin meme kanseri hiicrelerinde =~ VEGF/VEGFR-2
ekspresyonundaki artista onemli bir etkisinin oldugu bildirilmistir (Guo ve Gonzalez-Perez,
2011). Kolorektal kanser dokusunda yapilan bir ¢alismada NILCO genleri ve VEGF/VEGFR-
2 ekspresyonlar1 normal dokuya gore tiimorlii dokuda yiiksek bulunmustur (Nilufer Erkasap
vd., 2021). Notchl’in tiimor hiicrelerinde anjiyojenez siirecinde kritik roller oynadig:
bilinmektedir. Meme kanseri hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada Notch1 verilmesi ile kanser
hiicrelerinde hiicre invazivligi ve anjiyojenez olusumu artmistir. Ayn1 zamanda Notch1 siRNA
verilmesi ile hiicrelerde VEGFA ekspresyonu azalmistir (Y. Liu, Su, Shan, Yang ve Ma, 2016).
Kolorektal kanser ksenograft model iizerinde yapilan diger bir calismada ise Notch yolagi
inhibitorii ve leptin reseptdr antagonisti kullanildiginda Notch yolagmin ve leptinin VEGFA
iizerindeki etkisi baskilanarak VEGFA mRNA seviyelerinde azalma yaratmistir (Ozyurt, 2019).
IL-1B’nin, VEGFA’nin ekspresyonunu indiikledigi bilinmektedir (Carmi vd., 2013; Konishi
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vd., 2005). IL-1B knockout farelerde yapilan bir caligmada anjiyojenezde ve VEGF
seviyelerinde azalma olmustur (Carmi vd., 2013; Voronov vd., 2003). Calismamizda HT29
hiicre hattinda, Notch1 siRNA ve IL-1 siRNA gruplarinda ve Caco-2 hiicre hattinda ise Leptin
siRNA grubunda kontrol grubuna kiyasla VEGFA mRNA seviyelerinde bir miktar azalma
goriilmiistiir ancak bu azalma istatistiksel degildir.

Kolorektal kanser hiicre hattinda yapilan bir c¢alismada Paclitaxel’in, VEGF
ekspresyonunu inhibe ederek tiimor anjiyojenez silirecinde de rol oynayabilecegi gosterilmistir
(Toiyama vd., 2009). Calismamizda da bu bilgiler ile uyumlu olarak her iki KRK hiicre hattinda
PTX kullanilan tiim gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiinda istatistiksel olarak anlamli
olmasa da VEGFA mRNA seviyelerinde azalma mevcuttur. Caco-2 hiicre hattinda ise IL-1
siRNA ve IL-1B siRNA+PTX kullanilan gruplar arasinda VEGFA mRNA seviyesindeki

azalista istatistiksel olarak anlamlilik vardir.
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6. SONUC

Calismamizda KRK hiicre hatlarinda, NILCO genlerinin baskilanmasi1 MDR1 gen
ekspresyon diizeylerinde azalmaya neden olmustur. Elde ettigimiz bu sonuglar, kolorektal
kanser gelisimi tizerinde rol oynayan NILCO’nun MDR1 ekspresyonu lizerindeki etkisine dair
literatiire bilgi kazandiracag: gibi kolon kanserinde gelisen kemorezistans ile basa ¢ikabilmek
icin bu hedef yolaklarin inhibisyonu ve MDR iligkisi gz Oniine alinarak yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilebilmesine olanak saglayacaktir.
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