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OZET
Kolorektal kanser (KRK), tim diinyada kansere bagli morbidite ve

mortalitenin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. KRK tedavisinde cerrahinin
yan1 sira hiicre iginde kanser olusumu ve/veya tedavisi lzerine etkili
olabilecek yontemlerin gelistirilmesi amaciyla pek ¢ok molekiiler ¢aligma
yapilmaktadir. Bunun igin 6ncelikle kolorektal kanser gelisimine neden olan
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin arastirilmasi gereklidir. KRK' da rol oynayan
onemli hiicre i¢i yolaklardan biri de Notch sinyalizasyon yolagidir. Notch;
proliferasyon, farklilasma ve apoptosis arasindaki dengeyi diizenlemede
onemli bir role sahiptir. Notch sinyalizasyonu tarafindan diizenlenen bu
stireglerin bozulmasi ile kolon kanseri gelistigi ancak Notch sinyalizasyonun
inaktivasyonu ile timoér biiyimesinin inhibe edildigi bilinmektedir.
Proinflamatuar sitokinlerden biri olan IL-1 ailesi KRK gelisiminin oldugu
bolgelerde artis gostererek, karsinogenezis siirecini, timor biiylimesini ve
VEGF ekspresyonunu artirarak timor angiogenezisini uyarmaktadir. IL-1
sinyalizasyonu inhibe ederek yapilan c¢alismalarda tiimor angiogenezisinin
geriledigi gosterilmistir. IL-1 ve 6nemli bir adipokin olan leptin arasindaki
iligki; obezite, inflamasyon, anjiojenezis ve kanser gelisiminde 6nemlidir. Son
yillarda yapilan calismalar, leptinin sadece enerji metabolizmasi ile degil ayni
zamanda angiojenezis, proliferasyon ve inflamasyonla da iligkili oldugunu
gostermistir. Kolon hicrelerinde, adipokinlerin mitojen gibi davrandigi ve
apoptozisi inhibe ederek timor gelisimini uyardigi bilinmektedir. Meme
kanser dokusunda yapilan ¢alismalarda, proliferasyon, gé¢ ve proanjiojenik
molekillerin ekspresyonu tizerine Notch, IL-1 ve leptin etkilesiminin (NILCO)
rol oynadig1 gosterilmistir. NILCO araciligiyla, anjiojenezisde rol oynayan
VEGF / VEGFR2 gen ekspresyonunun artabilecegi ve timor gelisimine
katkida bulunabilecegi o6ne strilmektedir. Ayni zamanda cesitli kanser
turlerinde VEGF in, Notch ligand ve reseptorlerinin ekspresyonlarini
degistirdigi bildirilmigtir. Meme kanserinde yapilan galismalarda leptin ile
indiiklenen proliferasyonun inhibe edilmesi, VEGF / VEGFR-2, IL-1 ve Notch
diizeylerini 6nemli oranda azaltarak timor biyimesini baskilamigtir. Ancak

NILCO etkilesimi ile kanser gelisimi arasindaki iligkiye yonelik kolon



dokusunda yapilmis kapsamli molekiiler bir ¢calismaya rastlanmamastir. Bizde
bu calismada, NILCO ve bununla iligkili anjiojenik / proinflamatuar
molekillerin kolon kanseri tizerine etkisini arastirdik. Bu amacla, in vivo
kolon kanseri olusturulmus zenograft nude fare modelinde, KRK olugsumu
uzerine Notch, IL-1 ve leptin (NILCO) inhibisyonunun etkilerini, bu yolaktaki
hedef gen ve iligkili protein ekspresyonlarini analiz ettik. Sonuclarimiza gore;
Notch yolag: inhibitéri olan DAPT, NILCO iligkili tim gen ekspresyonlarini,
VEGFA ve VEGFR1 mRNA diizeylerini azaltmistir. IL-1 yolaginin inhibitéri
olan Anakinra ise VEGFR2 gen ekspresyonunu ve NILCO yolaginin tim
protein ekspresyonlarini azaltmistir. Leptin reseptor antagonisti Allo-aca,
leptin, leptin ObR ve VEGFR2 ekspresyonunu azaltmigtir. Bu sonucglar, DAPT
ve Anakinra’ nin zenograft KRK modelinde antianjiojenik ve antiinflamatuar
gibi davranarak NILCO yolagi inhibisyonu 1ile timoér gelisimini
baskilayabilecegini distindirmiistiir. Elde ettigimiz bu sonuclar, kolorektal
kanser olusum mekanizmasinda rol oynayan NILCO iligkili hiicre i¢i yolaklar
hakkinda fikir verebilecegi gibi bu hedef yolaklarin inhibisyonu ile yeni tedavi
yontemlerini de literatiire kazandirabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, Notch, IL-1, Leptin, NILCO



SUMMARY

Colorectal Cancer (CRC) is an important part of cancer related morbidity
and mortality in all the world. To have more success in treatment of CRC,
besides surgical treatments many molecular studies are performed for
understanding the progression of cancer. It is necessary to investigate the
intracellular signaling pathways in the development of CRC. One of the
important intracellular signaling pathways playing role in CRC is Notch
pathway. Notch has an important role in regulation of the balance of
proliferation, differentiation and apoptosis. More, it is necessary for continuity
and homeostasis if intestinal epithelium. It is known that distortion of Notch
signaling regulation causes CRC development and inactivation of Notch
signaling inhibits tumor progression.IL-1, one of the proinflamatuar sytokines,
shows an increase in CRC progression regions and triggers carcinogenesis,
tumor progression and tumor angiogenesis via increasing VEGF expression.
The studies that inhibited the IL-1 signaling showed the decrease in tumor
angiogenesis. The relation between IL-1 family and adipokine leptin is
important in obesity, inflammation, angiogenesis and cancer progression.
Novel studies showed that leptin is not only related with energy metabolism
but also related with angiogenesis, proliferation and inflammation. It is kwon
that in colon cells adipokines act like a mitogen and triggers tumor progression
by inhibiting apoptosis. It is shown that in breast cancer interaction of Notch,
IL-1 and leptin (NILCO) plays a role in proliferation, migration and expression
of proangiogenic molecules. It is projected that through NILCO, gene
expression of VEGF/VEGR2, that plays a role in angiogenesis, may increase
and may contribute to tumor progression. However VEGF regulates Notch and
its receptor expression, the expression of this ligand and its receptor found to
be increased in many types of cancer in different tissues. The studies
performed in breast cancer showed that the inhibition of proliferation induced
by leptin, decreased the tumor progression by increasing VEGF/VEGFR-2, IL-
1 and Notch levels. Although there is no comprehensive molecular study in
colon tissue about the correlation between tumor progression and NILCO

contribution. For this purpose we planned to study the effect of NILCO and



angiogenic/proinflamatuar molecules related to NILCO on CRC. In this study,
we will analyze the the effect of NILCO inhibition on CRC progression and
expression of genes and proteins related to this pathway in CRC model of
zenograft nude mice. According to our results; The notch pathway inhibitor,
DAPT, NILCO, was reduced all the gene expression, VEGFA and VEGFR1
reduction. Anakinra, an inhibitor of the IL-1 pathway, reduced VEGFR2 gene
expression and all protein expression of the NILCO pathway. Allo-aca, the
leptin receptor antagonist; leptin reduced leptin ObR and VEGFR2
expressions. This suggests that DAPT and Anakinra may suppress tumor
growth by inhibition of NILCO pathway by acting as antiangiogenic and anti-
inflammatory in CRC. The results of this study will give information about the
NILCO related intracellular pathways involved in the formation of colorectal
cancer and the new treatment methods with the inhibition of these target

pathways.
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1. GIRIS VE AMAC

Cesitli kanser turlerinde yapilan calismalarda, proliferasyon, goc ve
proanjiojenik molekiillerin ekspresyonu tzerine Notch, IL-1 ve leptin
etkilesiminin (NILCO) rol oynadig1 gosterilmigtir. Buna ilaveten, NILCO
aracilig: ile anjiojenezisde rol oynayan VEGF / VEGFR2 gen ekspresyonunun
artarak timor gelisimine 6nemli katkida bulunabilecegi 6ne stiriilmektedir.
Ayrica cesitli kanser tiirlerinde VEGF in, Notch ligand ve reseptorlerinin
ekspresyonunu degistirdigi bildirilmistir. Meme kanserinde yapilan ¢calismalar
da leptin ile indiklenen proliferasyonun inhibe edilmesi, VEGF / VEGFR-2,
IL-1 ve Notch diizeylerini 6nemli oranda azaltarak timoér biiylimesini
baskilamistir. Ancak yapmis oldugumuz literatiir arastirmalarinda, NILCO
yolagi ve kanser gelisimi arasindaki iligkiye yonelik kolon dokusunda yapilmis
molekiler bir calismaya rastlanmamistir. Bu amacgla; NILCO ve bununla
iligskili anjiojenik / proinflamatuar molekullerin kolorektal kanser tizerine
etkisini calismayr planladik. 40 adet zenograft nude fare kullanilarak
yaptigimiz bu ¢alismada, KRK olusumu tizerine NILCO inhibisyonun etkileri,
bu yolaktaki hedef genler ve iligkili protein ekspresyonlar: analiz edilmistir.
Elde ettigimiz sonuglar, KRK olusum mekanizmasinda rol oynayan NILCO
iligkili hucre i¢i yolaklar hakkinda bilgi verecegi gibi bu hedef yolaklarin

inhibisyonu ile yeni tedavi yontemlerini de literatiire kazandiracaktir.



2. GENEL BILGILER

Cok hicreli organizmalarda hiicreler, hiicre dongiisiindeki kurallara
uygun olarak iglev goérdigii zaman geligebilir. Baz1 durumlarda hiicreler bu
kurallara aykir1 olarak kontrolsiiz bir bigimde bélinir ve cogalirlar. Son
yillarda hiicre biyolojisi, molekiiler biyoloji ve biyokimya alaninda yapilan
calismalar, hiicrelerin temel iglevlerini yerine getirmesine izin veren
molekiler stirecler hakkinda detayli bilgiler saglamistir. Temel hiicre
biyolojisi lzerine yapilan arastirmalar kanser mekanizmalari hakkinda da
onemli gelismelere yol acmistir. Hiicre donglisii boyunca ilerlemeyi kontrol
eden bazi 6zel molekiiller, hiicre biiyimesini diizenler. Normal hiicre dongl
sirecinin ve bunun nasil degistiginin anlagilmasi kanseri tetikleyen

mekanizmalar hakkinda 6nemli bilgiler saglar.

Biitin kanser tirlerinde hiicreler, normal hiicre boélinmesini diizenleyen
sureclerin degisikligine baghh olarak gelisen anormal hiicrelerdir. Bu
degisiklikler genellikle kalitsal mutasyonlarin sonucudur veya UV i1g181, X-
1s1inlari, kimyasallar, tiitiin Griinleri ve virtisler gibi gesitli gevresel faktorler
tarafindan tetiklenirler. Biutiin bu bilgiler kanser gelisiminin tek bir nedene
baghh olmadigimi gostermektedir. Aksine, normal bir hiicrenin invaziv bir
kansere doniigebilmesi i¢in bir dizi degisik olaylarin olmasi gereklidir. Cogu
zaman bu degisikliklerin baslamasi ile kanser gelisimi arasinda bir kac¢ yil
vardir. Bu nedenle molekiiler biyolojik tekniklerin gelisimi, tiimorlerin erken

donemlerde tanisina yardimci olabilecektir.

2.1. Kanser Nedir?

Kanser, normal hiicrelerin o6zelliklerini degistiren bir dizi molekiiler
olaylardan kaynaklanir. Kanser hiicrelerinde, hiicrenin asir1 biiyiimesini ve
diger dokulara yayilmasini 6nleyen kontrol sistemleri devre digsidir. Bu
hiicreler biiyudiikce, hiicre yapisinda degisiklikler, hiicre adezyonunda azalma
ve yenl enzimlerin uretimi de dahil olmak tlzere pek cok farkli o6zellikler
geligtirebilir. Bu tir 6zellikler kanser hiicrelerinin diger dokulara yayilmasina
izin verir. Kanser hiicrelerinde genellikle hiicre béliinmesini diizenleyen

protein kodlayici genlerde mutasyonlar gelisir. DNA hasarin1 onaran
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proteinleri yapan genler kendileri de mutasyona ugradiklari icin zamanla
daha fazla gen mutasyonu ortaya cikar. Sonu¢ olarak, mutasyonlar artmaya
baslar ve hiicreden hiicreye aktarilarak anormalliklere neden olur. Mutasyona
ugramis hiicrelerden bazilar1 6liirken bazilari normal hiicrelerden ¢ok daha
hizl1 ¢ogalma yetenegine sahip olurlar. Bu hiicreler orijinal konumlarinda
kaldiklar1 stirece iyi huylu olarak kabul edilirler, eger yayilma ozelligine
sahipse malign (k6tii huylu) olarak kabul edilirler. Malign tiimoérlerde, kanser
hiicrelerinin metastaz yetenekleri vardir ve kanser hiicreleri yeni timorlerin

geligebilecegi diger dokulara yayilabilir (Schneider, 2001).
2.1.1. Kanserin Genetigi

Insan genomunda yaklagik 35.000 genin sadece az bir kismi kanserle
iligkilendirilmigtir. Ayn1 gendeki degisiklikler siklikla farkli kanser
formlariyla iligkilidir. Bu anormal fonksiyonlu genler genel olarak ii¢ gruba
ayrilabilir. Proto-onkogenler olarak adlandirilan ilk grup, normal hiicre
boliinmesini artiran veya normal hiicre 6limiini engelleyen protein triinlerini
uretir. Eger bu genler mutasyona ugrarsa onkogenler olarak adlandirilir.
Tumor stpresorleri (baskilayicilar1) olarak adlandirilan ikinci grup, hicre
b6liinmesini normal olarak énleyen veya hiicre 6liimiine neden olan proteinleri
tiretir. Ugiincii grup ise kansere yol acan mutasyonlar: énlemeye yardimer olan
DNA onarim genlerini igerir. Onkogenler ve tiimor stpresorleri etkileyen
mutasyonlar anormal blylimeyl hizlandirir. Boylece kontrolsiiz hiicre
biiyimesi gerceklesir ve bu da kanser gelisimine neden olabilir (Chae vd.,

2016).

2.1.2. Onkogenler ve Sinyal Iletimi

Normal hiicrelerde, proto-onkogenler, hiicre bolinmesini uyarmak ig¢in
cekirdege sinyal gonderen proteinleri kodlarlar. Bu sinyali ileten proteinler,
sinyal molekill icin bir zar reseptori, sitoplazma yoluyla sinyali tasiyan ara
proteinler ve hiicre bolinmesi icin genleri aktive eden niikleus icindeki
transkripsiyon faktorlerini icerirler. Onkogenler; bu sinyal molekillerini
kodlayan proto-onkogenlerin mutasyona ugramis tipleridir. Onkogenler,

sinyalizasyon kaskadini siirekli olarak harekete gecirerek, biiyiimeyi uyaran



faktorlerin artisina neden olur. Bir proto-onkogenin bir onkogene dénisumiu
proto-onkogenin mutasyonuyla meydana gelir. Bazen bir viris kendi DNA'sin1
proto-onkogenin i¢ine veya yakinina ekleyerek onkogene donilismesine neden
olur. Bu olaylarin sonucunda, kanser gelisimine katkida bulunan degigmis bir
gen olusur. Cogu onkogenler dominant mutasyonlardir; bu genin tek bir
kopyasi, biiyime 6zelliginin ortaya c¢ikabilmesi i¢in yeterlidir. Bir treme
hiicresinde (yumurta veya sperm) bir onkogenin varligi, yavrularda kalitsal
timor olusumu icin yatkinlik sebebidir ancak tek bir onkogen kanser olusumu

icin yeterli degildir (Harvey Lodish, 2000).
2.1.3. Tiimor Siipressor Genleri

Tumor baskilayici genler tarafindan tiretilen proteinler; normalde timor
olusumunu o6nleyerek hiicre bliyimesini inhibe eder. Tumoér baskilayic
genlerin trinleri, hiicre zarinda, sitoplazmada veya niikleusta etkili olabilir.
Bu genlerdeki mutasyonlar; hiicre bliyimesi ve boliinmesinin inhibisyonunu
onlerler ayn1 zamanda genellikle ¢ekiniktirler. Bu durumun ortaya cikmasi

i¢cin normal genin her iki kopyasinin mutasyona ugramasi gerekir (Harvey

Lodish, 2000).
2.1.4. DNA Tamir Genleri

Kanserle iligkili genlerin {i¢lincii tipi DNA tamirine ve kromozom
yapisinin korunmasina dahil olan genlerdir. Radyasyon, UV 1gs181 ve
kimyasallar gibi cevresel faktérler DNA’da hasara neden olabilir ve béylece
mutasyona yol acabilir. Belirli gen tirtinleri kromozom hasarini tamir eder ve

hiicredeki mutasyonlar en aza indirilir (Chae vd., 2016).
2.2. Hiicre Dongilisti

Normal hiicreler hiicre dongiisii ile uyumlu bir gekilde biyir ve bolintir.
Proto-onkogenler veya tumor supressor genlerdeki mutasyonlar kanser
hiicresinin kontrolsiiz bir sekilde biliylimesine ve bdélinmesine neden olur.
Birkag¢ protein, hiicrelerin sadece gerekli oldugunda boliinmesini saglayarak
hiicre dongiisiindeki olaylarin zamanlamasini kontrol eder. Bu diizenleme

mekanizmasinin kaybi kanser olusumu i¢in en 6nemli faktordiir.



Hiicre donglistiniin major kontrol molekiilleri siklin-bagimli kinazlardir. Her
siklin-bagimli kinaz belirli bir siklin proteini ile kompleks olusturur ve boylece
siklin-bagimli kinaz aktiflesir. Kompleksin kinaz kismi dongii boyunca
hiicrenin ilerleyebilmesi i¢in gerekli olan g¢esitli proteinlere fosfat ekler.
Eklenen fosfatlar proteinin yapisini degistirerek fonksiyonuna bagli olarak
proteini aktiflestirir ya da inaktiflestirir. Hiicre dongiisinin G1,S ve M
fazlarina giris noktalarinda 6nemli olan spesifik siklin-bagimlh kinaz/siklin

kompleksleri vardir.

Hiicre dongiisinde o6nemli bir diger protein de p21 olarak adlandirilan
proteinin transkripsiyonunu aktive eden p53’dir. p21, G1 faz1 boyunca
ilerlemek i¢cin gerekli olan siklin bagimli bir kinazin aktivitesini bloke eder. Bu
blok, replikasyon gerceklesmeden énce DNAnin tamir edilmesi i¢in hiicreye
zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar fazla ise p53
hiicreyi 6lime gétiurir. Kansere yol acan en yaygin mutasyon p53 proteinini
ureten gendedir. Siklin-bagimli kinazlari inhibe ederek hiicre donglistini
durduran diger proteinler p16 ve retinoblastoma (RB)’dir. p53’i de iceren bu

proteinlerin tamamina tiimor siipressorler denir.

2.2.1. Hiicre boliinmesi a¢cisindan normal hiicrelerle kanser hiicreleri

arasinda 4 fark vardir:

1. Normal hiicreler béliinmek i¢in biiylime faktorlerine gereksinim duyarlar.
Bu blytime faktorlerinin sentezi hiicre dongiisiindeki kontrol mekanizmalar:
ile inhibe edildiginde hiicreler bolinmeyi durdururlar. Oysa kanser hiicreleri

bu biytime faktorlerinden bagimsiz olarak boéliinebilirler.

2. Normal hiicreler kontakt inhibisyon goésterir. Yani komsu hiicreler ile
iletisime gecerek hiicre bolinmesini durdururlar. Bu 6zellik kanser
hiicrelerinde yoktur. Diger hiicreler ile temas halinde olsalar bile biylimeye

devam ederler ve biiyiik kitleler olustururlar.

3. Normal hiicreler kontrolli bir sekilde bliytlir ve éliirler. Bunlarda apoptozis
normaldir yani hiicrelerin programl 6limi s6z konusudur. Normal hiicreler

6lmeden once yaklasik 50 defa boélinebilirler. Bu onlarin DNA’larini sinirh



sayida replike etme kabiliyetinden dolayidir. Kromozomlar replike oldukca
telomeraz kisalir. Ancak, kanser hiicrelerinde telomeraz her zaman aktiftir ve

sinirs1z hiicre boliinmesine 1zin verir.

4. Normal hiicreler, DNA hasar1 oldugunda veya hiicre bolinmesi anormal
oldugunda boélinmeylr durdurur. Ancak kanser hiicreleri, DNA'da bilylik
miktarda hasar olsa bile béliinmeye devam ederler ve boylece zarar gormis

DNA miktan gittik¢e artar (Harvey Lodish, 2000).

2.3. Kanser Neden Olusur?

Kanser gelisimi i¢in gegerli olan model timor siipressér genler ve
onkogenlerdeki mutasyonlar veya hiicre béliinmesini kontrol eden ana
genlerdeki mutasyonlardir. Bir ana gende mutasyon olusursa kromozomlar
eksik veya fazla kopyalanir bu da anormal replikasyon ile sonuclanir. Bu
anormal replikasyon, gen transkripsiyonunda degisiklige yol acarak hiicrenin
spesifik bir proteini ¢ok az veya cok fazla liretmesine neden olur. Bu durum,
biylime faktorleri veya timor baskilayicilar gibi hiicre dénglisiinii kontrol
eden bir veya daha fazla protein miktarini degistirerek kansere yol acgabilir

(Gibbs, 2003).

2.3.1. Timor Biyolojisi

Kanser hicreleri, timor olusturmak icin kontrolsiiz bliyliyen, bagimsiz
hiicreler gibi davranir. Tumérler bir ka¢ asamada buyir. Ik asama
hiperplazidir, yani kontrolsiiz hiicre béliinmesinden kaynaklanan c¢ok fazla
hiicre oldugu anlamina gelir. Bu hiicreler normal goériiniir ancak blyiime
kontroliniin kaybina neden olan degisiklikler gésterir. Ikinci asama,
hiicrelerde anormal degisikliklerle Dbirlikte daha fazla bliyimeden
kaynaklanan displazilerdir. Uciincii agama ise daha da anormal olan ve
gittikce daha genis bir doku alanina yayilabilen hiicreleri olusturan ek
degisiklikler icerir. Bu hiicreler orijinal iglevlerini de kaybetmeye baglarlar ve
anaplastik hiicreler olarak adlandirilir. Bu asamada, timér hala orijinal
yerindedir ve invaziv olmadigi i¢cin sadece potansiyel olarak maligndir.

Dordiincii asama, metastaz donemidir yani timoér hiicrelerinin baska yerlere



yayilabilecekleri anlamina gelir. Bu en ciddi timor tipidir ancak tim tiimorler

bu noktaya kadar gelmeyebilir ("Cell Biology and Cancer," ; Schneider, 2001).

2.4. Anjiyojenez

Tumor hicreleri biiyiimek i¢in besin ve oksijene ihtiya¢ duyarlar.
Tumorler buytdikee, hiicrelere kanlanma ile besin ve oksijen saglamak i¢in
yeni kan damarlari olusturur. Anjiyojenez denilen bu iglemde, timor
hiicreleri, yeni kilcal kan damarlarin olusumunu indikleyen biliylime
faktorleri ve anjiyojenik faktorleri tretirler. Anjiyojenez olmaksizin timor
hiicreleri biiyliyemez, yeni dokulara yayilamaz veya metastaz yapamazlar. Bir
timorde hem anjiyojenik hem de anjiyojenik olmayan hiicreler bulunur ve her
ikiside kan damarlari araciligiyla yayilirlar. Anjiyojenik hiicreler, hizla yeni
yerlesimler ve yeni kan damarlarini olusturarak timoérin hizli bir gekilde
bliyiimesini saglar. Ancak anjiyojenik olmayan hiicreler, kan yoluyla basgka
dokulara gidip biiytiyerek dormant (uyuyan) timorlere yol agmaktadir. Bilinen
en az on bes anjiyojenik faktor vardir ve bunlarin ¢ogunun lretimi cesitli
onkogenlerle arttirilir. Bu nedenle bazi timor hiicrelerinde onkogenler, bu

hiicrelerin anjiyojenik faktorler tiretmesine neden olurlar.

Son yillarda, VEGF-VEGF reseptorleri, ephrin-Eph reseptorleri,
anjiyopoietin-Tie ve Delta-Notch sistemi gibi cesitli sinyal molekiillerinin
anjiyojenezde onemli rol oynadiklari belirlenmistir. Bunlar arasinda vaskiiler
endotel biiyime faktorleri (VEGF) ve reseptorleri (VEGFR); vaskiilojenezi, kan
damarlarinin gelisimini ve yeni kan damarlarinin olusumunu yani anjiogenezi
diizenlerler (Ferrara & Kerbel, 2005).

VEGF gen ailesi en az 7 uye igcerirken, VEGFR gen ailesinin 3 tyesi vardir
(Shibuya, 1995); (Shibuya & Claesson-Welsh, 2006). VEGF-A ve onun
reseptorleri olan VEGFR-1 ve VEGFR-2, timor anjiyojenezi de dahil olmak
uzere patolojik anjiyojenezde oldugu gibi aym1 zamanda fizyolojik stuireclerde de
onemli rol oynarlar (Alitalo & Carmeliet, 2002). VEGF-A, pro-anjiyojenik
aktivite, vaskiiler gecirgenlik aktivitesi ile makrofaj ve endotel hiicrelerinde
hiicre go¢tiiniin uyarilmasini igeren ¢esitli fonksiyonlara sahiptir. Aym

zamanda, VEGF' ler fizyolojik seviyelerde cesitli dokularin bakimi ve



iskemisini oOnlemek i¢cin yeni kan damarlarinin olusumunu saglayan
proanjiyogenik potansiyele de sahiptir (Shibuya, 2011). Ancak kanser gibi
patolojik durumlarda yeni damar olusumu kotli prognoz ve metastazla

sonuglanabilir.
2.5. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser kadinlarda ve erkeklerde en sik goriilen kanser
tirlerinden biridir (Jemal vd., 2008). Kolorektal kanserin neden oldugu
O6limlerin sayisini azaltmaya yardimci olabilecek her yil yapilan tarama
teknikleri vardir. Ancak bu tarama teknikleri risk altindaki niifus tarafindan
bilingli bir gsekilde yaptirilmamaktadir. 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada, 50
yas ve Ustil yetigkinlerin sadece % 40'nin, son 5 yil i¢cinde bir kolonoskopi veya
diski kan testi (FOBT) yaptirdiklar: bildirilmistir (Swan, Breen, Coates,
Rimer, & Lee, 2003).

2.5.1. Kolorektal Kanser Nedir ?

Kolon ve rektum, viicudun sindirim sisteminin 6nemli bir parcasi olan
kalin bagirsagi olusturur. Kolon veya rektum dokusu duvarlarinda polip adi
verilen tiimore yol acabilen bir yapi gelisebilir. Bu tiiméral polipler, malign
(kanser) veya iyi huylu olabilir. Iyi huylu polipler zaman icinde adenomatoz
poliplere dontisebilir. Ancak tim kolorektal kanserlerin yaklasik % 85' 1
adenomatoz poliplerden gelisir. Kolon kanseri ve rektal kanser birlikte
kolorektal kanser olarak adlandirilir. Bu kolorektal kanserler olduk¢ca malign
ve kot prognozla beraber seyredebilir (Cooper, Yuan, Landefeld, & Rimm,

1996)
2.5.2.Risk Faktorleri

Epidemiyolojik calismalarda, kolorektal kanser icin yas, ailede kolon
kanser oykiisi, inflamatuar barsak hastaligi, sigara, alkol tiiketimi, obezite ve

yanlis diyet gibi risk faktorleri bildirilmistir.
2.5.2.1. Yas

Kolorektal kanser en sik 50 yag ve tustii kisilerde gorilir. SEER

(Surveillance Epidemiology and End Results) Kanser Istatistikleri Inceleme



verilerine gore, 1998 ve 2002 arasinda kolorektal kanser vakalarinin % 15'
inden daha azinin 54 yas altindakilerde, % 17' sinin 55-64 yas arasinda, %
26,3' inlin 65 i1la 74 yaslar1 arasinda, % 29.2' sinin 75 ve 84 yaslar1 arasinda ve
% 12,6' sinin 85 yag ustl kisilerde gozlendigi bildirilmistir (Edwards vd.,
2005).

2.5.2.2. Cinsiyet

Erkeklerde kolorektal kanser goriulme riski kadinlardan daha fazladir.
2000-2004 yillar1 arasinda Amerika’ da yapilan taramalarda kolorektal kanser
goriulme orani erkekler arasinda her 100.000 kiside 69.2 ve kadinlar arasinda

her 100.000 kiside 45.8 olarak bildirilmistir (Jemal vd., 2008).
2.5.2.3. Irk

Afrika kokenli Amerikalilarda kolorektal kanser riski en yiliksek oranlara
sahiptir. 2000-2004 yillar1 arasinda Amerika’da yapilan taramalarda erkekler
arasinda her 100.000 kiside kolorektal kanser vakalarinin sayisi beyazlar
arasinda 60.4, Afrika kokenli Amerikalilar arasinda 72.6, Asyali Amerikalhlar
ve Pasifik Ada kdkenliler arasinda 49.7, Amerika yerlileri ve Alaska yerlileri
arasinda 42.1 ve Hispanikler ve Latinler arasinda 47.5 olarak bildirilmigtir

(Jemal vd., 2008).
2.5.2.4. Aile Hikayesi

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC)’ ne gore, ailesinde kolorektal
kanser oykiisii bulunanlarda, kolorektal kanser gelisme riski daha yuksektir.
Kolon kanseri gelisiminde aktive olan belirli genetik yolaklara ilaveten,
kalitsal olabilen ve tiim kolorektal kanser vakalarimin yaklagik % 10' unu
olusturan genetik mutasyonlar da rol oynar. Bu genetik mutasyonlardan biri,
kolonda c¢ok genc yaslardan itibaren ytizlerce veya binlerce polip gelismesine
neden olan ailesel adenomatoz polipozis (FAP) dir (Heavey, McKenna, &
Rowland, 2004). Bu poliplerin tedavi edilmemesi durumunda kansere
dontsme riski ¢ok ylksektir. Kolorektal kansere neden olan bir baska genetik
mutasyon ise kolorektal kanserlerin % 5-8' ini olusturan kalitsal polipoz
olmayan kolorektal kanserdir (HNPCC). FAP' dan farkli olarak HNPCC, fazla
sayida polip icermez. Heavey ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada,
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HNCPP kromozomun mikrosatellit bdélgelerindeki mutasyonu artirarak
karsinogenez stirecini hizlandirdigimi bildirmiglerdir. HNPCC'li bir kiside
yagsami boyunca kolorektal kanser gelisme riski % 80'dir (Heavey vd., 2004).
Diger genetik mutasyonlar artmis kolon kanseri riski ile iligkilendirilmig olsa

da, bu ikisi (FAP ve HNPCC) en yaygin olanlaridir.
2.5.2.5. Sigara I¢emek

Tutin kullanimi, insanlarda kolon kanseri de dahil olmak tizere pek ¢ok
cesitli kanser riski ile karsi karsiya birakir (Sinha vd., 1999). Botteri ve
arkadaglar: 42 adet denekte yapilan gézlem calismasina gore sigara icenlerin
adenomatoz polip gelistirme riskinin hi¢ sigara igmemis olanlardan ¢ok daha
yiksek oldugunu tespit etmiglerdir (Botteri, Iodice, Raimondi, Maisonneuve, &
Lowenfels, 2008). Ilaveten, sigara icenlerin sigara icmeyenlere gére daha fazla
tekrarlayan adenom riskine sahip olduklarini goéstermislerdir (Heavey vd.,

2004).
2.5.2.6. Diyet

Fazla kirmiz1 et daha az meyve ve sebze tiiketimi, lif bakimindan disiik
diyetle beslenme kolorektal kanser riskini artirir (Heavey vd., 2004). Sinha ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada yiiksek oranda kirmizi et ile
beslenen kisilerde adenomatoz polip riskinde artis oldugu bildirilmisdir (Sinha
vd., 1999). Avrupa prospektif kanser ve niitrisyon arastirma kurulu (EPIC)
tarafindan yapilan calismalardan elde edilen son bulgular, daha ylksek sebze
tiketiminin, kolorektal kanser riskinin azalmasi ile iligkili oldugunu

gostermistir (Heavey vd., 2004).
2.5.2.7. Obezite

Son 30 yilda obezitenin 6nemli oranda arttigi bildirilmistir (Hedley vd.,
2004). Dinya Saglhik Orgiitii, viicut kitle indeksine (body mass index, BMI)
dayanarak her agirlik sinifinin standart bir tanimini belirlemistir. Calismanin
sonugclari, yetiskin kadinlarin % 61,8 inin asir1 kilolu veya obez olarak kabul
edildigini goéstermistir (Ogden vd., 2006). Cok sayida calisma, fazla kilonun
kolorektal kanser risk artigi ile iligkili oldugunu bildirmistir. Caan ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir vaka kontrol calismasinda, BMI'si yiiksek
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olan erkeklerin BMI’si disiik olanlara gore kolon kanseri gelisme ihtimalinin
yaklasik 2 kat1 oldugu gosterilmistir (Caan vd., 1998). BMI ve kolon kanser
riski arasindaki iligkiyi inceleyen bir baska calismada da, BMI> = 30.0 kg / m?
olanlarin normal BMI' ye kiyasla kolon kanseri gelisme riskinin arttig:

bildirilmistir (Nock, Thompson, Tucker, Berger, & Li, 2008).
2.5.2.8. Fiziksel Aktivite

Aragtirmalar artmis fiziksel aktivitenin kolorektal kanser riskini
azalttigimi ortaya cikarmistir. Cinsiyete bakilmaksizin, fiziksel olarak aktif
yetigkinlerin, aktif olmayan yetigskinlere kiyasla kolon kanser i¢cin distk bir

risk altinda oldugunu gostermistir (Friedenreich vd., 2006).
2.5.3. Tarama Testleri

Giuntimiuzde kolon kanseri i¢in birka¢ farkli tarama testi tura
bulunmaktadir. Bunlardan biri gaitada gizli kan testidir (GGT). GGT, diskida
kan varligimn test eder ve kan goriilmesi durumunda kolonda poliplerin
bulunduguna isaret edebilir. Gaitada kan gorilmesi durumunda Kkisiye
kolonoskopi oOnerilir. Ailenin kolon kanseri 6ykiisii olanlar igin daha erken
yasta, 50 yas ve ustii olanlar i¢in yillik olarak kolonoskopi yapilmasi
onerilmektedir. Bir diger tarama testi ise sigmoidoskopidir. Kolonun alt
kismindaki kanserler icin, esnek sigmoidoskopi testi, kolorektal kanserden
o6lim riskini yaklasik % 60 oraminda azaltabilir. Ulusal Polip Calismasina
gore, kisileri diizenli olarak kolonoskopiye tabi tutmak tim kolon
kanserlerinin % 76 ile % 90' 1n1 erken teghis ile o6nleyebilir (Rex vd., 2017).
Eger iy1 huylu polipler erken yakalanir ve ¢gikarilirsa, malign tlimoére déniisme

olasiligr daha da diisiik olacaktir.
2.6. NILCO (Notch, IL-1 ve Leptin Etkilesimi)

Yapilan calismalarda, Notch, IL-1, leptin ve VEGF in artmis
seviyelerinin meme kanserinde disik sag kalim ve metastazla iligkili oldugu
gosterilmigtir. Ayrica leptinin, meme kanserinde biiyimeyi, VEGF / VEGFR-2
ve IL-1 ekspresyonunu artirdigr bildirilmistir (Guo & Gonzalez-Perez, 2011).
Bu sonugclar, ilk olarak meme kanserinde Notch, IL-1 ve leptin arasindaki yeni
bir etkilesimi (NILCO) ortaya cikarmistir. NILCO, 6zellikle leptin araciligiyla,
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proliferasyon, gé¢ ve pro-anjiyojenik molekiillerin ekspresyonlarinin
indiklenmesinde 6nemli bir rol oynar (Sekil 2.1). Ancak yaptigimiz literatir
taramalarinda, c¢esitli kanser tilirlerinde NILCO etkisini ortaya c¢ikaran
calismalarin az sayida oldugu ve o6zellikle de in vivo kolon kanser dokusunda
yapilmig bir calisma olmadigini goézlemledik. Bu baglamda; kolon kanseri
olusturulmus zenograft nude fare modelinde, KRK olusumu tizerine Notch, IL-
1 ve leptin (NILCO) inhibisyonunun etkilerini ortaya koyabilmek ic¢in bu

yolaktaki hedef genler ve iligkili proteinlerin ekspresyon diizeylerini 6l¢tik.
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Sekil 2.1. NILCO, VEGF / VEGFR-2'yi ylkseltir ve meme kanserinde leptin kaynakli hiicre

¢ogalmasina/gégiine aracilik eder (Guo & Gonzalez-Perez, 2011).

2.7.NOTCH

Notch, 1913 yilinda Thomas Hunt Morgan'in laboratuvarinda kesfedildi
(Morgan TH, 1916). Drosophilanin kanat distal ucunda doku kaybina neden
olan “notch” ile ilgili en eski bilgi John S. Dexter tarafindan 1914’de
yayinlanmistir (Dexter, 1914). Notch'un ilk alleli 1917de kayda gec¢cmistir
(Mohr, 1919). Notch ve hiicre gelisiminde rol oynayan faktorler arasindaki ilk
baglanti ise 1930'larda Donald F. Poulson tarafindan homozigot Notch mutant
embriyolar1 Uzerindeki c¢alismasiyla kurulmustur (Poulson, 1937). O
dénemlerde elde edilen bir diger 6nemli bulgu da Notch geninin klonlanmasi
(Artavanis-Tsakonas, Muskavitch, & Yedvobnick, 1983) ve sekanslanmasidir
(Wharton, Johansen, Xu, & Artavanis-Tsakonas, 1985). Notch, hiicre dis1 ve
hiicre 1¢i domainleri olan biliylik transmembran protein olarak gésterilmistir
(Priess, Schnabel, & Schnabel, 1987). Notch’'un yeni bir hiicre i¢i sinyal yolagi

reseptori olarak iglev gordiigiine dair ilk bulgular 1990’1arin baslarinda kayda
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gecmistir (Greenwald & Rubin, 1992). C. elegans' da yapilan ilk calismalarda,
Notch aktivasyonu ile y-sekretaz aktivitesi arasinda baglanti kurulmustur
(Francis vd., 2002) daha sonra ise Notch reseptoriiniin hiicre i¢i kisminin
cekirdege transloke oldugu ve dogrudan transkripsiyonu diizenledigi
bildirilmistir (Coffman, Skoglund, Harris, & Kintner, 1993). Biyokimyasal
yaklagimlar Notch sinyal diizenlemelerinin kimyasal, fiziksel ve mekanik
ozelliklerinin anlasilmasina biiyuk katk: saglamistir (Kovall & Blacklow,
2010). Hicre kiltiirt calismalari, Notch sinyal yolagini diizenleyen genleri ve
mekanizmalar1 ortaya koyarak, Notch ile hastaliklar arasinda baglant:
oldugunu goéstermistir (Artavanis-Tsakonas & Muskavitch, 2010). Reseptor ve
ligandlardaki mutasyonlarin, gelisimsel bozukluklara neden oldugu ve yolagin
yanlhig diizenlenmesi ile ¢esitli dokularda tiimérlerin gelisimine sebep oldugu
bildirilmistir (Louvi & Artavanis-Tsakonas, 2012). Notch sinyal yolaginin ana
bilesenleri, antikanser tedavi icin o6nemli ila¢ hedefleri olarak ortaya

konmustur (Koch, Lehal, & Radtke, 2013).
2.7.1. Notch Sinyalizasyonu’nun Ozellikleri

Notch sinyal yolu, Wnt, Hedgehog ve TGF-8/BMP gibi diger hiicreler
arasi sinyal yolaklar ile karsilagtirildiginda bir¢ok agidan farklidir. I7% olarak;
kanonik Notch sinyali, yan yana komsu hiicreler arasinda meydana gelir ve
dogrudan hiicre-hiicre temasim gerektirir, diger cogu sinyal yolagi ise diftizyon
ve / veya aktif tasima mekanizmalar: araciligiyle salgilanan ve uzak hiicrelere
ulagan ligantlar sayesinde baglatilan parakrin sinyallemeye dayanir. Bunun
nedeni, Notch sinyal yolaginin hem ligandlarinin ve hem de reseptérlerinin,
hiicre zarina gomili transmembran proteinleri olmasidir (Kopan & Ilagan,
2009). Ikinci olarak; Notch sinyalleri, sinyali cogaltma 6zelliginin olmamasi
nedeniyle doza duyarlidir. Notch sinyalizasyonu, Notch'in hiicre i¢i alaninin
(NICD) cekirdege translokasyonu yoluyla ortaya cikar ve NICD dogrudan bir
transkripsiyonel koaktivator olarak islev goriir (Vassin & Campos-Ortega,
1987). Notch yolagindaki gen ve proteinlerde meydana gelen ekspresyon
degisiklikleri farkl kanser tiirleriyle iligkilidir (Nicolas vd., 2003). Ucgiincii
olarak; gelisimsel ve hiicresel siireclerin diizenlenmesinde Notch yolagi ¢ok

etkilidir. Ornegin, Notch sinyali, néronal lateral inhibisyonda gérev alir ve
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spesifik hiicre tiplerinin cogalmasini ve gelisimini indiklemek icin kullanilir
(Artavanis-Tsakonas, Rand, & Lake, 1999). Ilaveten, yolagin aktivasyonu veya
inhibisyonu, hiicre tipine baglh olarak proliferasyon, farklilasma veya hiicre
olumu gibi ¢ok cesitli hiicresel tepkilere yol acabilir. Son dénemlerde, yolun
aktivasyonu sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza ile iligkilendirilmektedir (de

Bivort, Guo, & Zhong, 2009).
2.7.2. Notch Sinyalizasyonu’nun Temel Bilesenleri

Notch yolaginin temel bilesenleri asagidaki sekilde gosterilmektedir
(Sekil 2.2). Ligand komsu hiicrede bulunan transmembran reseptorine
baglanir. Daha sonra, reseptoriin hiicre i¢i bolimu (NICD) ayrilir ¢ekirdege
taginir ve transkripsiyonu aktive etmek igin bir transkripsiyon faktori ve ko-
aktivatorlerle etkilesime girer. Farkli doku ve hiicre tiplerinde Notch sinyal
yolunun cesitli ozellikleri degisiklige ugramistir (Andersson, Sandberg, &
Lendahl, 2011). Bu o6zelliklerin bazilari genel diizenleyicidir ve Notch sinyal

yolunun ana bilesenlerini etkiler, bazilar1 ise fonksiyon ve dokuya o6zel

diizenleyicilerdir.
A Notch receptors B Notch ligands
NOTCH1 ™ JAG1 ™
(2555 aa) NRR (1218 aa) EGF-Ii:(e
SP EGF-like repeats NR HD RAMANKI‘ABEST ] repeats WFGgpy .
C[[ﬂm]“ SP C.“Cl '
NOTCH2 JAG2

(2471 aa) Two isoforms (1238/1200 aa)

'CORROE -

NOTCH3
(2321 aa) DLL1

(723 aa) |||H||| _'_
NOTCH4
(2003 aa) DLL3

Two isoforms
(618 aa/587 aa) D—'H— —
DLL4

ks (685 aa) m‘ +

Sekil 2.2. Notch sinyal yolaginin basit bir diyagrami (Pintar vd., 2007)
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2.7.3. Reseptorleri ve Ligantlart

Notch reseptorleri ¢cok domainli tip I transmembran proteinleridir (Sekil
2.2). Insan dahil tiim memelilerde dért Notch reseptéri (Notch 1-4)
bulunmaktadir. Notch reseptorleri endoplazmik retikulumda islendikten
sonra cesitli post-translasyonel modifikasyonlar gegirerek plazma membranina
yerlesir. ER' da, Notch'un N-terminalindeki sinyal sekansi ayrilir ve hiicre dig1
bolgesi protein glikosiltransferazlarin aracilik ettigi seker modifikasyonlarina
tabi tutulur (Rana & Haltiwanger, 2011). Ornegin, O-futl ile O-fukosilasyon
(memelilerde Pofutl) ve bu seker zincirinin Golgi kompleksi icinde O-GleNAc
ile uzatilmasi, Notch reseptoriniin ligand se¢iciligini modiile eder (Munro &
Freeman, 2000). Ek olarak, ER'da Rumi (memelilerde Poglut) ile O-
glukosilasyon reseptor aktivasyonu igin gereklidir (Acar vd., 2008). Bu zincirin
O-ksiloz ile daha da uzatilmasi Notch sinyalini negatif olarak diizenler (Lee
vd., 2013). Notch hiicre dis1 domaini, Furin benzeri proteazlarla Golgi
kompleksindeki ilk proteolitik boliinmesine (S1) maruz kalir (Logeat vd.,
1998). Bu islemin Notch'in ekzositozunu kolaylastirarak net sinyal
aktivitesine katkida bulundugu duistinilmektedir (Lake, Grimm, Veraksa,

Banos, & Artavanis-Tsakonas, 2009).

Her 1ki ligand, Delta ve Serrate (DSL ailesi ligandlar1 olarak
gruplandirilmis), biiytik hiicre dis1 domaine ve nispeten kisa hiicre i¢i domaine
sahip tip I transmembran proteinlerdir (Kopan & Ilagan, 2009). Memelilerde,
uc¢ Delta ailesi ligandi (D111, D113 ve DI114) ve iki Serrate ailesi ligandi (Jagged1l
ve Jagged2) mevcuttur. Ligandlar ayni zamanda ER' da sentezlenir, golgi
kompleksi araciligiyla islemden gegirilir ve zardan ekzositoza ugrar (Charng
vd., 2014). Ayrica, ligand-reseptor etkilesimlerinde, ligand-reseptor kompleksi,
sinyal gonderen hiicreye endositoz ile alinir (trans-endositoz), reseptor
aktivasyonunu destekleyen konformasyonel bir degisiklige yol acar. Ligand
endositozu i¢in E3 ligaz enzimi tarafindan bu ligandlarin hicre igi
kisimlarinin ubikitinasyonu gereklidir. Ligand ubiquikitinasyonu yoklugunda,
ligand-reseptor etkilesimi olabilir ancak sinyali aktive edemez. Ligand-
reseptor kompleksinin endositozu tzerine, Notch reseptorii, ADAM (bir

disintegrin ve metalloproteinaz) proteazlari ile proteolitik bir boliinmeye ugrar
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ve konformasyonel bir degisim gecirir. Bu, Notch reseptoriunin ikinci defa (S2)
bolinmesine ve hiicre disi domaininin salinmasina yol acar (Weinmaster &
Fischer, 2011). Bu S2 bélinmis Notch hala membrana gomulidir ve
genellikle Notch hiicre dis1 kesilmis form (NEXT) olarak adlandirilir. NEXT,
hiicre ici bir proteaz olan y-secretaz kompleksinin substratidir (Jorissen & De
Strooper, 2010). Bu nedenle, Notch, NEXT araciligiyla, NICD'yi membrandan
serbest birakan tlginci (S3) bolinmeye maruz kalir. Boliinmenin hiicre i¢inde
gerceklestigi yer hala tartisma konusudur (Yamamoto, Charng, & Bellen,
2010). Zardan serbest kalan NICD, transkripsiyon diizenlemesine dahil olmak
tuzere cekirdege transloke olur ve c¢esitli genlerin aktivitesini diizenler

(Huenniger vd., 2010).

EGF repeats (1-36)

. NBR NICD
Ligand Abruptex | | 1
Selec Binding Domain HDTMD NLS1 NLS2
ss o 1| [T C=(Eav =X PEST
' EGFr-11/12 EGFr-24-29 LNR1-3 (TAD)
L
NEXT

Sekil 2.3. Notch reseptor yapisinin sematik diyagrami (Yamamoto, Schulze & Bellen, 2014)

2.7.4. Niikleer Kompleks

NICD, tek bir RAM (RBP-jx iligkili molekiil) domaini, yedi ankirin
tekrar1 (ANK), transaktivasyon domaini (TAD) ve karboksi terminalinde bir
PEST (prolin (P) / glutamik asit (E) / serin (S) / treonin (T) ) sekans1 igerir
(Sekil 2.3). Ek olarak, NICD, fosforilasyon (Ramain vd., 2001) ve ubikitinasyon
(Fryer, White, & Jones, 2004) gibi ¢oklu post-translasyonel modifikasyonlar
icin hedef bolgeler olarak coklu niikleer lokalizasyon sekanslari (NLS) icerir
(Kopan, Nye, & Weintraub, 1994). Niikleusta NICD, DNA baglayici bir
transkripsiyon faktorii CSL [Drosophila'da Su (H) olarak da bilinir,
memelilerde RBP-jx], RAM ve ANK boélgeleri araciligiyla bir koaktivator olan
Mastermind (Drosophila'da Mam, memelilerde MAML1, MAML2, MAMLS3) ile
etkilesime girer (Borggrefe & Liefke, 2012). NICD' in yoklugunda, CSL, DNA
uzerindeki konsensiis sekansina baglanir ve Notch hedef genlerinin

ekspresyonu negatif olarak dizenlenir (Furriols & Bray, 2001). Notch
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sinyalizasyonunun aktivasyonu ve NICD' in, CSL ve Mam'a baglanmasi
uzerine, korepressor kompleksi aktive edilerek gen hedeflerinin
baskilanmasina neden olur (Morel & Schweisguth, 2000). Notch
sinyalizasyonu, stirekli sinyal aktivasyonunu onlemek i¢cin NICD' in siklin-
bagh kinaz-8 (CDKS8) gibi kinazlar tarafindan fosforilasyonu (Fryer vd., 2004)
ve ardindan da SEL10 / FBXW7 gibi E3 ubikuitin ligazlar: ile politibikasyonu
yoluyla kapatilir (Hubbard, Wu, Kitajewski, & Greenwald, 1997). NICD' in
poli-ubikiitinasyonu, proteazom  aracii  degredasyona ve  sinyalin

sonlandirilmasina yol acar (Oberg vd., 2001).
2.7.5. Fizyolojik gelisim siireci ve Hastalikta Notch Sinyalizasyonu

Notch sinyalizasyonunun ligand aracili aktivasyonunun ¢ogunun
fizyolojik olaydan sorumlu oldugu disiinilse de, Notch reseptorlerinin
ligandtan bagimsiz aktivasyonunun in vitro ve in vivo olarak meydana
gelebildigi ve kanser gibi patojenik olaylarla baglantili oldugu gorilmistiir.
Kiltire edilmis hiicrelerde Notch, hiicre dis1 kalsiyumu artirarak ligand
bagimsiz bir gekilde aktive edilebilir. Notch' un liganddan bagimsiz
aktivasyonu, in vivo olarak, lizozomal endositozun bozuldugu baz
mutantlarda da goriilebilir. Ayrica, Notch’ un ligand bagimsiz aktivasyonu,
Notch ekstraseliiler domaininin spesifik bir alaninin mutasyona ugramasi
durumunda da gerceklesebilir. T-ALL (T hiticreli-akut lenfoblastik lésemai)
hastalarinda Notchl mutasyonlari Notch reseptoriniin intraselliler
b6limiindeki PEST alaninin kaybina neden olur (Weng vd., 2004). Bu,
ubikuitin-proteazom sisteminin NICD' ye bagh degredasyonunu onleyerek

Notch sinyalizasyonunun uzun sireli aktivasyona yol acar.

Notch reseptorleri, ligandlari, proteazlar: (6rnegin y-sekretaz kompleksi)
ve niikleer kompleksleri (6rnegin, CSL, Mastermind) birkac¢ klinik uygulama
icin temel 1ila¢ hedefleri olarak kabul edilmektedir. Yeni gelistirilen ilaclar,
sadece kliniklerde degil, Notch sinyalleri ile diizenlenen farkli biyolojik ve
patolojik olaylar1 incelemek i¢in laboratuvarlarda da yararlh olacaktir. y-
sekretaz kompleksine kargi kiglik molekiller ve Notch reseptor ve

ligandlarina karsi monoklonal antikorlar mevcut olmakla birlikte Notch
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aktivitesi in vivo ve in vitro calismalarda farmakolojik olarak manipile

edilebilir.
2.7.6. Notch Sinyalizasyonu ve Kolorektal Kanser

Yapilan ¢aligsmalarda, notch sinyalizasyon yolaginin kolorektal kanserde
bozuldugu bildirilmigtir. B-catenin yolagi araciligi ile Notch ligant1 olan
Jagged-1’ in artmasi kolorektal kanserde Notchl reseptor seviyesini de
artirmistir (Rodilla vd., 2009). Artmis Notch-1 reseptor seviyeleri, timor evresi
ve metastaz ile paraleldir. KRK’ de Notchl ve Notch2 reseptor seviyelerinin
artigi1 timor gelisim ve ilerlemesinde etkilidir. Hem Notch reseptorleri ve hem
de Notch ligandlarimin KRK' de degistigi bildirilmistir. Jaggedl ve Dll4 ile
birlikte Notch3 reseptor seviyelerinin degisimi zenograftlarda daha agresif bir

fenotip ile iligkilendirilmigtir (Wu vd., 2013).

Yeni tani1 konmus KRK hastalarinin % 40-50' sinde metastaz gelisme
olasilig1 yiiksektir. Notch' un timor olusum ve metastazini destekledigine dair
kanitlara dayanarak, Notch sinyalizasyonunu hedef alan tedaviler
belirlenmistir. Notchl, Notch2 ve Notch3 reseptorlerine karsi gelistirilen
monoklonal antikorlarin klinik uygulamalar: halen test agamasindadir (Aste-
Amezaga vd., 2010). Anti-DIl14 antikoru olan OMP-21M18' in, zenograftlarda
timor aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Ridgway vd., 2006).

Notch sinyali, onemli olgiide y-secretase aktivitesi ile diizenlenir. y-
secretase (GSI)’ 1n inhibitorleri Notch sinyalizasyonuna bagli kanserlerin
tedavisinde faydali olabilir. GSI’ larin belirli kanser hiicrelerindeki sitotoksik
aktivitesini gosteren klinik ¢alismalar devam etmektedir (Pandya vd., 2011).
Pre-klinik yapilan arastirmalar da ise GSI' lerin timor gelisimini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, epitelyal kok hiicrelerde yapilan calismalarda
Notch inhibisyonu icin GSI kulanimina baglh olarak toksisite gelistigi
bildirilmistir. Bu nedenle, timoér bliiyiimesini baskilayabilen ve ayni zamanda
yan etkileri az olan GSI'lerin klinikde tedavi amagh gelistirilmesi 6nemlidir

(Espinoza & Miele, 2013).
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2.8. Interlokin (IL)-1

1987 yilinda bir calismada rapor edilen interlokin, interlokin-1 (IL-1)
olarak tanimlanmistir (C. A. Dinarello vd., 1987) ancak daha once
hematopoietin 1, endojen pirojen ve lokosit endojen mediatérii dahil olmak
tuzere bagka isimler altinda da tanimlanmistir (C. A. Dinarello, Renfer, &
Wolff, 1977). IL-1, ayni reseptori (IL-1R1) paylasan IL-la ve IL-18
ligantlarindan olusur (Alheim vd., 1997). Daha sonraki yillarda, IL-1 yolunu
aktive etmeden onunla yarismali bir sekilde IL-1R1' e baglanan IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1ra) kesfedilmistir (Dower & Urdal, 1987). 2000' lerde ise, IL-
33, IL-36, IL-37 ve IL-38 ligandlar: ile IL-36 reseptor antagonisti (IL-36ra)
dahil olmak tizere, IL-1 ailesinin birka¢ yeni liyesi daha tanimlanmigstir (C.

Dinarello vd., 2010). Sekil 2.4. de IL-1 ailesinin tamimlanmig 11 farkh tyesi

gorulmektedir.
; IL-la
— \( IL-18BP IL-1ra » R
\ / Neutropl hils, macropl hazes,
m| e Adaptive immunity . - BT N oG o
1R LARACE endathellal cells, dying cells
IL-18 subfamily Host defense IL-1 subfamily

IL-33

Innate immunity
IL-18Ru
IL-1R8 ST IL-1RACP
IL-36 )\

é H ii )7 TL-36ra —| ﬁ sST2 . H ii
IL-36R L-1RACP

Dyl colls, pithelial cels?
Macrophges, monocytes, I 1L-36 IL-38 ) csdothelisl cells?

epitheelial cvlls q‘ = —
IL-36 subfamily

——3 pro-inflammatory effect
—p anti-inflammatory effect s dual effects

Sekil 2.4. IL-1 ailesi Gyelerinin hicresel kaynaklar: ve immiun sistemdeki rolleri (Yun, Man &
Yong-ming, 2019) (DC'ler, dendritik hicreler; IL-18BP, IL-18-baglayici protein; sST2L,
cozunur ST2L)

Bu aile tyelerinin bazilari, aktif olabilmek i¢in inflamasyona ihtiyac¢ duyarken
digerleri hiicre hasari veya nekroz sonucu serbest birakilir. IL-1 ailesi
sitokinleri genel olarak patojenlere karsi ilk savunma hatt1 olarak gorev
gormekle birlikte dogustan ve adaptif immin yanitlar1 giiclendirerek pro-

inflamatuar etkiler de gosterir (van de Veerdonk & Netea, 2013). Boylelikle
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IL-1 ailesi sitokinleri, hiicresel homeostazda oOnemli rol oynayarak,
patojenlere, hasara ve ¢evresel streslere kars1 savunmada rol oynar.

IL-1a ve IL-18 ayni reseptore (IL-1R1) baglanir ve benzer biyolojik
ozelliklere sahiptir ancak farkli genlerle kodlanir. Immiinite, inflamasyon ve
kanser tuzerinde etkilerinde de farkliliklar vardir. IL-1a’ nin prekiirsor
proteini, tiim gastrointestinal sistemin epitel tabakalarinda, akcigerde,
karacigerde, bobreklerde, endotel hiicrelerinde ve astrositlerde bulunur (Rider
vd., 2011). IL-1a, inflamasyonun erken asamalarina aracilik eder. Nekrotik
hiicrelerden salgilanan IL-la oOncililiine ilaveten, aktive edilmis monositler
uzerinde de IL-la vardir. Bununla birlikte, dolasimdaki IL-la, ciddi
enfeksiyonlarda nadiren saptanir ve sadece endotelyal hiicrelerden salinan
apoptotik cisimciklerde bulunur (Berda-Haddad vd., 2011). Aksine IL-18,
monositler, doku makrofajlari, deri dentritik hiicreleri gibi hematopoietik
hiicreler ve beyin mikroglia hiicreleri tarafindan tretilir (C. A. Dinarello,
2011). Yuksek IL-1B8 salgilanmasi otoinflamatuvar hastaligi olan kisilerde
inflamasyon ile baglantilidir. IL-1a ve IL-18 arasindaki bir bagka fark ise
karsinojenezde gozlenir; IL-18 geni susturulmus fareler, IL-1a eksikligi veya
wild type farelere kiyasla daha az tumoér gelisimine neden olur (Krelin vd.,
2007). IL-1B8, timor anjiyojenezini ve tiimorlerin metastatik yayilimim
indukler (Carmi vd., 2013). IL-18 timor inflamasyonunda gercekten de 6nemli
bir bilesendir (Mantovani, Allavena, Sica, & Balkwill, 2008). IL-1a, kansere
neden olan genetik olaylarla (Ras mutasyonu) baglantili olan intrinsik yolun
bilesenidir. Ayrica IL-la, pankreas, cilt ve karaciger kanserinde kanser
insidansin1 artiran inflamatuvar kosullarda kritik bir rol oynar (Salcedo,
Cataisson, Hasan, Yuspa, & Trinchieri, 2013). Anti-IL-1 ajanlarinin etkileri
kanser tirune gore farklihk gostermektedir. IL-la 'y1 notralize edici
antikorlar, terminal kolon kanserli hastalarda, umut vadedici sonugclar
nedeniyle klinik ¢alismaya girmistir (Hong vd., 2014). IL-1 ligand ailesinin
bilinen iki reseptor antagonisti IL-1Ra ve IL-36Ra’dir (C. A. Dinarello, 2010).
IL-1Ra, IL-1a ve IL-18’ ya kiyasla IL-1R1’ e daha yuksek afinite ile baglanir.
Farelerde IL-1Ra' nin eksikliginde artrit ve psoriatizis benzeri cilt lezyonlar:

gelistigi ve kansere daha duyarl hale geldigi gozlenmistir (Horai vd., 2000).
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2.8.1. Hastaliklarda IL-1 Blokaji I¢in Tedavi Secenekleri

Anakinra, dogal olarak olusan IL-1Ra' nin rekombinant formunun genel
adidir ve romatoid artrit tedavisinde kullamilmak tzere 2001 yilinda
onaylanmistir. Ayn1 zamanda romatoid artrite ilaveten pek ¢ok hastalikda da
etkili oldugu kanitlamis ve halen bu konuda yapilan klinik denemeler faz
calismalari olarak devam etmektedir (C. A. Dinarello, Simon, & van der Meer,
2012). Anakinra’ya verilen yamitlar hizli ve slrdirilebilirdir ve ozellikle
sistemik juvenil idiyopatik artritli cocuklarda steroid kullaniminda azalma
saglamistir. Notralize edici antikorlarla 6zellikle IL-18'1 hedef alan ¢ok sayida
pre-klinik c¢alisma vardir. Otoinflamatuvar hastaliklarda, kaspaz-1' in
ekspresyonunda meydana gelen degisiklikden dolay1 aktive olmus
monositlerden IL-18 salinir. Canakinumab, sistemik baglangicli jivenil
idiyopatik artrit ve refrakter gut tedavisi icin onaylanan IL-18' y1 6zel olarak
hedef alan insan monoklonal antikorudur (Garlanda, Dinarello, & Mantovani,
2013). Notralize edici monoklonal antikor olan anti- IL-1a ise, Tip 2 diyabet,
kanser, akne ve vaskiiler hastaliklarda test edilmistir ve biitiin bu durumlarda

hastaligin kot seyrini azaltmistir (Hong vd., 2014).
2.8.2. IL-1 ve Kolorektal Kanser

TNF-a ve IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin, tiimér mikro-ortaminda
asir1 salgilanmasi, kolon epitelinde mutasyonlari indikleyen ve kanser
gelisimine neden olan reaktif oksijen tirleri (ROS) ile beraber nitrik oksit gibi
DNA-hasar molekiillerinin  tretimini hizlandirdig1r tespit edilmistir
(Grivennikov, 2013). IL-18 geninin polimorfizmi, artmig IL-18 seviyeleri ile
birlikte kolon kanser gelisim riskinin artmasiyla iligkilendirilmigtir (Gunter
vd., 2006). Buna karsilik, IL-1Ra' nin asir1 ekspresyonu ile iligkili tek-
niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), ilerlemis KRK’ 11 hastalarin daha uzun
stire hayatta kalmasina yol acar (Graziano vd., 2009). Bu calismalarla, kolon
IL-18 seviyeleri ile artmis KRK invazyonu arasindaki iliski gosterilmistir.
Kolon epitel hiicreleri tarafindan salgilanan IL-la ise malign hiicrelerde
artmig timor invazyonu ile iligkilendirilmistir (Apte & Voronov, 2008).

Bununla birlikte, IL-1a ve IL-18' min kronik kolon inflamasyonu, karsinojenez
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'

ve ayrica KRK ' nin invazyonu tuzerindeki etkileri heniliz tam olarak

bilinmemektedir.
2.9. Leptin

Leptin, 1994 yilinda Jeffrey M. Friedman ve Douglas L. Coleman
tarafindan kegfedilmistir. Adipoz dokudan tiiretilmis hormon olan leptin, yag
depolariyla orantili olarak dretilir. Dolasimdaki leptin, gida alimim
baskilamak ve enerji harcamasina izin vermek ic¢in vicuttaki enerji
tuketiminin merkezi sinir sistemine iletilmesine yardimeci olur (Friedman &
Halaas, 1998). Aclik sirasinda leptin seviyeleri dismekte iken beslenme ile
yag dokusundan salinan leptin seviyeleri ylikselmektedir. Yeterli leptin
seviyeleri Uireme ve biiyime siireglerinde enerji harcamasina izin verir ve
benzer sekilde otonom sinir sistemini, endokrin sistemin diger elementlerini
ve bagisiklik sistemini dizenler (Bates & Myers, 2003). Leptinin veya leptin
reseptorinin (LR) mutasyonuna baglh olarak leptin sinyalleme eksikligi,
azalan enerji harcamasi ile birlikte artan gida alimina yol acar (Montague vd.,

1997).
2.9.1.Leptin Reseptorleri

Leptin, merkezi sinir sistemi ve bazi perifer dokularda bulunan leptin
reseptorlerine (ObR) baglanir (Fei vd., 1997). Leptin reseptoriiniin 6 izoformu
tanimlanmistir (ObRa, ObRb, ObRe, ObRd, ObRe, and ObRf) (Lee vd., 1996).
Kisa izoformlar olan ObRa ve ObRc'nin, leptinin kan-beyin bariyeri boyunca
taginmasinda o6nemli rol oynadig1 distinilmektedir (Bjorbaek vd., 1998).
Leptin sinyalizasyonundan baglica sorumlusu olan reseptér ObRb’dir. Birkag
organda eksprese edilen bu fonksiyonel leptin reseptorii, merkezi sinir sistemi
boyunca, 6zellikle enerji homeostazini ve néroendokrin fonksiyonu diizenleyen
hipotalamusta yogun bir gekilde eksprese edilir (Fei vd., 1997). Leptin ve

reseptorlerinin yapisi sematik olarak agsagida gosterilmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Leptin reseptorleri (Marroqui, Gonzalez & Neco, 2012)

2.9.2. Leptin Sinyalizasyonu
2.9.2.1.Leptin ve STAT 3 Sinyalizasyonu

ObRDb aktivasyonu birka¢ sinyalizasyon yolagi ile iligkili olmasina
ragmen en 1yl bilinen ve en 6nemli olan Janus kinase 2/signal transducer and
activator of transcription 3 (JAK2 / STAT3) dir (Gao & Horvath, 2008).
STAT3' Gin bir dizi hiicresel igslemi etkileyen birka¢ gen transkripsiyonuna
aracilik ettigi gosterilmigtir (Leinninger & Myers, 2008). JAK2 / STAT3 yolag,
enerji homeostazinda ve noéroendokrin fonksiyonda énemli rol oynar. STATS3'
un leptin ile aktivasyonu, hipotalamusun arkuat niikleusundaki (ARC)
anoreksijenik  bir  noéropeptid olan  proopiomelanocortin  (POMC)
transkripsiyonunu indikler (Ernst vd., 2009). Gao ve arkadaslari noral-
spesifik STAT3 delesyonu olan fareler lizerinde yaptiklar1 ¢alismalarda bu
farelerin ARC' sinde POMC ekspresyonun azalmis oldugunu, hiperfaji, obezite
ve diyabet gelistigini gozlemlemiglerdir (Gao vd., 2004). JAK / STAT3 yolu,
POMC noéronlarini1 aktive etmenin yani sira arkuat niiklesdaki oreksijenik
noropeptidleri tireten AgRP / PY noéronlarini da baskilar. AgRP / NPY
noronlarinda STAT3 delesyonu olan farelerde hiperleptinemi, hiperfaji, kilo
alim1 ve ylksek yagli diyete bagli hiperinsiilinemi gelistigini bildirilmigtir
(Bates vd., 2003). Bu farelerde, AgRP mRNA seviyeleri etkilenmezken NPY
mRNA ekspresyonunun arttirdigi bulunmustur. Farelerde yapilan bu
deneyler, leptinin ObRb reseptorine baglanmasinin STATS3 fosforilasyon ve
aktivasyonuna yol actigini, POMC’ y1 upregiile ettigini ve enerji homeostazi ile
noroendokrin fonksiyon tlizerindeki etkisine aracilik eden NPY ve AgRP’ yi
downregiile ettigini gostermistir. Ayrica in vitro ve in vivo leptin

uygulamasinin, STAT3' U fosforile ettigi de gosterilmistir (Kim, Uotani,
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Pierroz, Flier, & Kahn, 2000). Buna ilaveten leptinin, sadece sican hipotalamik
dokuda degil, ayn1 zamanda sican adipoz doku ve karacigerde de STAT3' i
aktive ettigl gosterilmistir (Levin, Dunn-Meynell, & Banks, 2004).

2.9.3. Enerji Homeostazisinde Leptin’in Rolii

Leptin, istah / gida alimi1 ve enerji harcamasini dengeleyerek enerji
homeostazin1 siirdiriir. Leptin, oreksijenik ve anoreksijenik néropeptitler
yoluyla enerji alimimi diizenlemek i¢in hipotalamusun i¢inde ve disinda birkag
noronal yolla etkilesime girer. Hipotalamusun arkuat niikleusu leptin etkisi
icin kritik bir bolgedir (Arora & Anubhuti, 2006) ve burada iki néron tuzerinde
etki gosterir. Leptin ARC’ de ObRb reseptoriine baglanarak, a-melanosit
uyarict hormonun (a -MSH) o6nci proteini olan POMC salgilamasi i¢in
noéronlar1 dogrudan uyarir (Morrison, 2009). a-MSH ise melanokortin-4
(MC4R) ve melanokortin-3 (MC3R) reseptorlerini aktive ederek yiyecek
alimini1 azaltan anoreksijenik bir noéropeptittir (Ste Marie, Miura, Marsh,
Yagaloff, & Palmiter, 2000). Leptin ayrica istahi bastiran kokain ve
amfetaminle diizenlenen transkript (CART) salgilamasi i¢in POMC
noéronlarimi uyarir (Rogge, Jones, Hubert, Lin, & Kuhar, 2008). Hem POMC
hem de CART ekspresyonu, leptin eksikligi durumlarinda azalir (Duan vd.,
2007). Santral POMC reseptorlerinin yoklugu derin obezite ile sonuclansa da,
ObRb' nin POMC néronlarinda delesyonu sadece farelerde hafif hiperfaji ve
obezite ile sonuclanir (Balthasar vd., 2004). Benzer sekilde, ObRb' deki STATS3
baglanma bélgesinin mutasyonu obeziteye yol agmasina ragmen, STAT3' iin
spesifik olarak ARC' deki POMC néronlarinda delesyonu, viicut agirligini ¢ok
etkilememistir (Xu, Ste-Marie, Kaelin, & Barsh, 2007). ARC' deki POMC
noronlarinin uyarilmasi ile birlikte leptinin, oreksijenik noropeptid AgRP ve
NPY' yi1 eksprese eden AgRP / NPY noéronlarini da inhibe ettigi bildirilmistir
(Cowley vd., 2001). Leptin tarafindan enerji homeostazinin diizenlenmesinde
rol oynayan hipotalamusun tek alani ARC degildir. ObRb, merkezi sinir
sistemi boyunca yayilmistir ve ARC, ObRb ifade eden néronlarin sadece % 15-
20" sini  olusturur (Leshan, Bjornholm, Munzberg, & Myers, 2006).
Ventromedial hipotalamus (VMH), leptin etkisinin bir baska anahtar

bolgesidir. Sternson ve arkadaslar1 VMH’ da ObRDb eksprese eden noéronlarin
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ARC' deki POMC noéronlarina uyarici impulslar gonderdigini rapor etmislerdir
(Sternson, Shepherd, & Friedman, 2005). Ayrica leptinin, VMH’ de eksprese
edilen iki anoreksijenik noropeptid olan steroidojenik faktor-1 (SF-1) ve beyin
kaynakl norotrofik faktér (BDNF) salgilanmasin1 da uyardigr gosterilmigtir.
SF-1, VMH' nin gelisimi i¢in gerekli bir transkripsiyon faktoriidiir.Dhillon ve
arkadaglari, SF-1 néronlarinda ObRb bulunmayan farelerin belirgin sekilde
hiperfajik ve obez oldugu ve hem SF-1 néronlarinda hem de POMC
noéronlarinda ObRb bulunmayan farelerin tek basina mutantlardan daha obez
olduklarini bildirmiglerdir (Dhillon vd., 2006). BDNF, beyin gelisimini
destekleyen bir norotrofindir ve ayrica gida alimimi diizenler (Abizaid, Gao &
Horvath, 2006). Ayrica paraventrikiler ¢ekirdek (PVN) de ObRb' yi eksprese
eden noéronlar1 igerir ve ARC' de yiyecek aliminin ve kilo kontroliiniin
diizenlenmesine katkida bulunur (Abizaid, Gao, & Horvath, 2006). Achk
merkezi olarak bilinen lateral hipotalamus (LHA) leptinden etkilenen
oreksijenik noropeptitler olan melanin-konsantre edici hormon (MCH) ve
oreksin salgilayan noronlar: icerir (Abizaid vd., 2006). Intraserebroventrikiiler
MCH uygulamasi, sicanlarda gida aliminin artmasina neden olmustur (Qu vd.,

1996).

Leptinin, sicanlarda MCH gen ekspresyonunu azaltarak (Bayer, Jacquemard,
Fellmann, & Griffond, 1999) gida alim ve tiketimini 6nledigi gosterilmistir

(Sahu, 1998).
2.9.4. Metabolizmada Leptinin Rolii

Leptin eksikligi, insilin direnci ve diyabet ile iligkilidir ve leptin
uygulamasi yapilan calismalarda, yagin enerji harcanmasini saglayip glikoz
metabolizmasini gelistirebilecegi gosterilmistir (Brennan & Mantzoros, 2006).
Konjenital leptin eksikligi olan insanlar obez olamalarina ilaveten
hiperinsulinemi ve dislipidemi gosterebilirler. Leptin replasmani, bu kisilerde
insiilin, kolesterol, trigliserit ve LDL kolesterol seviyelerini artirabilir (Farooqi
vd., 2002). Leptin, sadece vicut agirhgimmi ve yag kiitlesini azaltmakla
kalmayip, ayni zamanda yag dokusu ve karaciger dokusu da dahil olmak tizere

insiline duyarli dokular1 aktive ederek insiilin direncini artirmaktadir. Leptin
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bu etkileri, STAT3, MAPK ve PI3K dahil olmak tizere insiilin iligkili sinyal
yolaklarini aktive ederek gosterir (Kim vd., 2000).

2.9.5. Bagisiklik Fonksiyonunda Leptinin Rolii

Leptinin azaldigi durumlarda enfeksiyon riski artmis gostermektedir
(Brennan & Mantzoros, 2006). Cesitli immiin hiicreler ObRb' yi eksprese ettigi
icin leptin immin fonksiyonunu dogrudan etkiler (Lord vd., 1998). In vitro
calisilan doku ve kan orneklerinde, leptinin makrofajlardaki fagositik
etkinligi, timor nekroz faktori-o (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-12
(IL-12) gibi proinflamatuar sitokinlerin tiretimini ve polimorfoniikleer
hiicrelerde kemotaksiyi artirdigr gosterilmistir (Caldefie-Chezet, Poulin, &
Vasson, 2003). Leptin genel olarak, T helperl (Th1l) hiicre farklilagsmasini ve
sitokin Uretimini arttirir (Matarese, Moschos, & Mantzoros, 2005). ob/ob
farelerde yapilan in vivo bir c¢alismada, leptin uygulamasinin immiin
fonksiyon bozuklugu gelistirdigi ancak akut olarak a¢ birakilan wild tip
farelerde immin fonksiyon bozukluguna karsi korudugu bildirilmistir

(Howard vd., 1999).
2.9.6. Kanser Patogenezinde Leptinin Rolii

Kanser, proinflamatuar sitokinlerin neden oldugu sistemik bir
inflamasyondur. Sistemik inflamasyonun yani sira, o6zellikle akciger ve
gastrointestinal sistemlerde gelisen kanserlerde kilo kayb1 da gozlenir. Bu
hipoteze dayanarak, proinflamatuar bir sitokin olan leptinin kanser
uzerindeki potansiyel etkileri incelenmistir. Aleman ve arkadaslar1 kiiclik
hiicreli olmayan akciger kanser (KHDAK) hastalarinda leptin serum
konsantrasyonunu incelemis ve saglikli kontrollerden daha diisiik oldugunu
tespit etmislerdir. Bu durum, serum proinflamatuar sitokin diizeyleri (CRP,
ferritin, TNF-a, IL-6 ve digerleri) ile ters orantili olarak bulunmustur (Aleman

vd., 2002).

Epidemiyolojik calismalara gore asir1 kilo kansere bagh 6liimlerde 6nemli
bir faktordir. ABD’ de yapilan calismalarda 50 yas ve Ustli yetiskinlerinde
asir1 kilo ve sismanliga bagli olan kanser 6lumlerinin oranm erkeklerde % 14

iken kadinlarda % 20’ dir (Calle, Rodriguez, Walker-Thurmond, & Thun,
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2003). Obezite ile endometriyum, bobrek, safra kesesi (kadinlarda), meme
kanseri (menopoz sonras1 kadinlarda) ve kolon (6zellikle erkeklerde) kanser
riski arasindaki iligki gosterilmistir (Carroll, 1998). Leptin normal kosullarda
oldugu kadar patolojik kogullarda da doku biuylime faktéri gibi goérev
yaparken, in vitro ve in vivo ¢alismalar leptin ile kanser hiicresi biiylimesi
arasindaki iligskiyi desteklemektedir (Somasundar, McFadden, Hileman, &
Vona-Davis, 2004). Hem in vitro hem de in vivo modeller de leptinin
anjiyojenezi uyardigl ve anjiyojenetik bir faktor oldugu bildirilmistir. Buna
ilaveten, leptin VEGF' ye benzer bir sekilde in vitro vaskiiler endotel hiicre
proliferasyonunu da arttirir (Bouloumie, Drexler, Lafontan, & Busse, 1998).
Leptinin, anjiyojenezi tesvik etmek i¢in VEGF ve fibroblast bliytime faktoéri 2
(FGF-2) ile sinerjistik olarak etki ettigi gosterilmistir (Cao, Brakenhielm,
Wahlestedt, Thyberg, & Cao, 2001). Ayrica leptin, anjiyojenezde yer alan diger
genlerin, 6rnegin MMP-2 ve MMP-9 gibi genlerin ekspresyonunu da arttirir

(Park vd., 2001).
2.9.7. Leptin ve Kolorektal Kanser

Leptin sinyalizasyonunun kolon kanserinde rol oynayabilecegine dair pek
¢cok kanit vardir. Kolon kanseri hiicre hatlarinda, insan kolon tiimérlerinde ve
poliplerde ObRb mRNAekspresyonu RT-PCR kullanilarak gosterilmistir
(Attoub vd., 2000). ObRb'nin kolon kanseri dokularinda ve hiicre hatlarinda
eksprese edildigi, ObR'nin hiicre i¢i alanina karsi gelistirilen antikorlar
kullanilarak immiinohistokimyasal analizlerle dogrulanmistir (Hardwick, Van
Den Brink, Offerhaus, Van Deventer, & Peppelenbosch, 2001).Kandaki leptin
diizeyleri ve kolorektal kanser iligkisi hakkindaki bilgiler hentiz kesin degildir.
Stattin ve arkadaslar1 dolasimdaki leptin diizeylerinin ylikselmesinin,
erkeklerde kolorektal kanser riskinde yaklasik i1ki kat artis ile iligkili
oldugunu, ancak kadinlarda boyle bir riskin olmadigini goézlemlemiglerdir
(Stattin vd., 2003). Tessitore ve arkadaglar1 ise kanser hastalar1 ve saglikh
bireylerin serum leptin diizeyleri arasinda bir fark tespit edememiglerdir
(Tessitore vd., 2000). Arpaci ve arkadaslar1 kolon kanserli hastalarin serum
leptin diizeylerinin azaldigini (Arpaci vd., 2002), Erkasap ve arkadaslar: ise

arttigin1  bildirmislerdir (Erkasap vd., 2013). Dolasimdaki leptin, ayni
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zamanda kolon hiicre proliferasyonunu stimile eden yiuksek yaglh diyetlerle
beslenenlerde de artar (Lin vd., 1998). Hayvan modellerinde yapilan
calismalarda diyet yagi, serum leptin ve kolonik epitel hiicre proliferasyonu
arasinda pozitif bir iligki oldugu bildirilmistir (Hardwick vd., 2001). Sonug
olarak bu bilgiler, kolon kanserojenezine artmis serum leptin seviyelerinin

aracilik ettigini gostermektedir.
2.10. NILCO ve Kanser

NILCO; Notch ailesi proteinleri, IL-1 inflamatuvar sistemleri ve leptin
sinyalizasyonu arasindaki etkilesimin sonucu olarak ortaya ¢ikan ve ilk olarak
meme kanserinde bulunan, karsinogenez siirecini agiklamaya calisan gelismis
bir modeldir. Leptin tarafindan indiiklenen NILCO etkilesiminin meme
kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve tiimoér gelisimi tizerine etkili
oldugu bilinmektedir (Sekil 2.1), (Guo & Gonzalez-Perez, 2011; Lipsey,
Harbuzariu, Daley-Brown, & Gonzalez-Perez, 2016). NILCO meme
kanserinde, leptin tarafindan indiklenen hiicre proliferasyonu, hiicre gécu ve
VEGF / VEGFR-2 ile iligkili pro-anjiyojenik ve pro-inflamatuvar sinyallerin
olusmasinda da etkilidir (Guo & Gonzalez-Perez, 2011). Triple-negative breast
cancer (TNBC) de yapilan c¢alismalarda, NILCO' nun farkli lokalizasyon
modelleri gosterilmistir. TNBC’de, NILCO {yelerinden Notch4 reseptor ve
JAG1 ligandin, cekirdek ve sitoplazmada daha az leptinin ise daha fazla
eksprese oldugu tespit edilmistir. Aymi calismada NILCO ve hedeflerinin
ayrintili analizi NILCO' nun meme kanserinde potansiyel prognostik
biyobelirte¢ degerine sahip oldugu gosterilmistir (Colbert vd., 2014). Baska bir
calismada ise, leptin tarafindan indiiklenen Notch ve IL-1’ in meme kanser
hiicrelerinin yasam stireleri ve proliferasyonunun dizenlenmesinde rol

oynadiklar: gosterilmistir (Gillespie C, 2012).
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Sekil 2.6. Leptin, Notch ve Interlskin etkilesimi (NILCO) (Lipsey, Harbuzariu, Daley-Brown
& Gonzalez-Perez, 2016)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calismada Kullanilan Malzeme ve Soliisyonlar
3.1.1. Cihazlar

e Inkiibator (Nive FN500, Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Tic. A.S.,
Turkiye)

¢ Real-time PCR cihazi (Thermo, USA)

e Mikrosantrifiij (Hermle, Wehingen, Germany)

e Thermal cycler (Corbett Palm Cycler, Mortlake, Australia)

e Vorteks (Heidolph, Germany)

e Doku homojenizatori (Tissue-Lyser II-Qiagen VX350 Series 2 WPS
3601C12, Hilden, Germany)

e Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, USA)

e -80° C Dondurucu (Telstar Life Science Solutions, Spain)

e Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

e Mikro pipet takimi

e Pipet uclar1 (10’luk, 100’k ve 1000’11k)

3.1.2. Kimyasal malzemeler

e Lizis Buffer (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)

e B-merkaptoetanol (Biorad, California, USA)

e Proteinaz K (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)

e TE Buffer (Invitrogen, California, USA)

e Wash Buffer 1 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
e Wash Buffer 2 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
o %7011k etanol (Sigma, USA)

e Nikleaz Free Water (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
e RNase Free Water (Qiagen, Hilden, Germany)

e RNA Later (Invitrogen, California, USA)

e Buffer 5X (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

e dNTP Miks (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

e DTT (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
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Random Primer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Oligo-dT Primer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Protektor RNAase inhibitér (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
Omniscript Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany)

Reconstituted primer /probe miks (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany)

2X qPCR Mastermiks (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
Leptin primer antikor (Abcam, Cambridge, Ingiltere)

Notch primer antikor (Abcam, Cambridge, Ingiltere)

IL-1B primer antikor (Abcam, Cambridge, Ingiltere)

Hrp- conjugated sekonder antikor (Abcam, Cambridge, Ingiltere)
Bradford protein assay kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
Fetal bovine serum (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)

RPMI besiyeri (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)

Penisilin / streptomisin antibiyotik (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Running solution

Blotting solution

3.2. Deney Protokolu

Bu deneysel calisma Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Fizyoloji Anabilim Dali Molekiiler Arastirma laboratuvarinda ve Thessaly

Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarinda

yapildi.

3.3. Zenograft (scid (NOD / SCID) Fare Uretimi

40 adet NOD/SCID tirii fare icin etik onay Thessaly Universitesi Tip

Fakiiltesinden alinmistir (onay numarasi: 5542/228006). Tez calismamizda

scid (NOD / SCID) fare modelinde, insan kolon tiimor hiicresinin (HCT-15) cilt

altina enjekte edilerek farede kolorektal kanser olusturulup tedavisi calisilda.

Bu amacla, projemizde kullandigimiz fareler Thessaly Universitesi Tip
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Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali in vivo laboratuvarinda tretildi. scid
(NOD/SCID) turu farelerin tretimi ve bakimi steril kogullarda yapildi. Fareler

6-8 haftalik iken kolon kanseri hiicre enjeksiyonuna baslanda.
3.4. In-vivo Kanser Olusturulmasi

6-8 haftalik 40 adet fare, her grupta n:8 olacak sekilde 5 grupda g¢aligilda.
Deneye baglamadan 6nceki 7 giin boyunca farelerin laboratuvar kogullarina
adapte olmas1 saglandi. Tiimor olusumu icin farelerin dorsal flanklarinin icine

1x1071nsan kolon kanser hiicresi HCT-15 subkutan olarak enjekte edildi.

3.5. Tedavi

Grup 1: Timoér olusturulan, tedavi uygulanmayan sadece ¢oziicii olarak %

4 DMSO/Saf flower Oil (solvent 1)* verilen grup (n:8).

Grup 2: Timér olusturulan, tedavi uygulanmayan sadece ¢oziicii olarak

10% DMSO % 0.9 NaCl (solvent 2)** verilen grup (n:8).

Grup 3: tumoér olusturulan ve leptin reseptor antagonisti ALLO-aca verilen
grup. Timor olusumundan sonra (timoér boyutu 100-250 mms3 olunca) 15 giin
boyunca leptin reseptor antagonisti olan ALLO-aca 3 mg/kg/giin olacak sekilde
subkutan (s.c) enjekte edildi (n:8).

Grup 4: timor olusturulan ve y-secretase inhibitor DAPT verilen grup.
Timoér olusumundan sonra (tiimoér boyutu 100-250 mm3 olunca) 14 gin
boyunca y-secretase inhibitor DAPT. 10 mg/kg/giin subcutan (s.c) enjekte
edildi (n:8)

Grup 5: timor olusturulan ve IL-1 reseptor antagonisti verilen grup.
Tumér olusumundan sonra (tiimoér boyutu 100-250 mm3 olunca) 15 giin
boyunca rekombinant human IL-1 reseptér antagonisti (IL-1Ra) anakinra 2

mg/kg/glin subkutan (s.c) olarak enjekte edildi (n:8).
(* solvent 1; DAPT c¢ozici, * solvent 2; Allo-aca ve Anakinra ¢ozilicii)
Tedaviyil takiben dokular ¢ikarilarak RNA ve protein izolasyonu calismalar:

i¢in -80 C de saklanda.
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3.6. Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) Teknigi
ile Hedef Genlerin Tayini

3.6.1. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu ¢alismasinda Genedet RNA Purification
Kit kullanilda.

3.6.1.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

e 20 ul B-merkaptoetanol, 1 ml Lizis Buffer i¢ine eklendi ve vortekslendi.

e 590 ul TE Buffer’a 10 ul Proteinaz K eklendi ve vortekslendi.
3.6.1.2. Islem basamaklart

1. Doku 6rnekleri, icinde metal boncuk bulunan eppendorflara alindi. Uzerine

300 pl Lizis Buffer eklendi. 30 frekansta 4 dakika homojenize edildi.

2. Homojenizasyondan sonra boncuklar alindi ve ornek baska bir tiipe
aktarilarak tizerine 600 ul Proteinaz K eklendi. Vortekslendikten sonra 15-25
°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilda.

3.12.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi, sipernatant baska bir tiipe aktarildi.
4. Stipernatantin tizerine 450 pul etanol eklenerek pipetle karigtirildi.

5. Bu sivinin 700 pl’si GenedJet RNA Purification kolonuna aktarildi ve 12.000
g’de 1 dakika santrifij edildi.

6. Santrifijden sonra kolonun altindaki toplama tipiine biriken siv1
uzaklagtirilarak, kolona 700 pl daha sivi eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika
santrifiyy edilda.

7. Toplama tipi atilarak kolon 2 ml'lik tiipe yerlestirildi.

8. Kolona 700 pul Wash Buffer 1 eklenerek 12.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
9. Toplama tiipltinde biriken sivi uzaklastirildi. Kolona 600 ul Wash Buffer 2
eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika santrifij edildi.

10. Toplama tlpinde biriken sivi uzaklastirildi, 250 ul Wash Buffer 2
eklenerek 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

11. Kolon 1,5 ml'lik eppendorfa aktarilarak tizerine 100 ul niikleaz free water

eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
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12. Tipte biriken sividaki RNA’nin miktar: ve safligin1 belirlemek i¢in 1,5 pl
RNA, 260 nm dalga boyunda optik yogunluk o6lc¢ililerek hesaplama yapildi.

3.6.2. cDNA sentezi

1. Total RNA (500 ng) + ddH20 = 9.4 ul olacak sekilde karigtirildi.
2. Uzerine 1 pl random primer, 1 pl oligo-dt primer eklendi.
Total hacim: 11.4 nl

3. 65 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Komponentin hazirlanmasa:

Buffer 5x :4 ul
Reverse transkriptaz 11,1l
Protektor RNAase inhibitor : 0,5 nl
Deoxintikleotit mix 2l
DTT 11l

Total hacim: 8.6 nl

4. 11,4’k total hacim lizerine 8,6 ul komponent dagitildi ve vortekslendi.
5. 29°C’de 10 dk

6. 48 °C’de 60 dk cDNA sentezi icin PCR sartlar1

7.85°C’de 5 dk

(Cikan ornekler (+2) — (+8) °C’de 1-2 saat; -15 ile -25 °C’de daha uzun siire
saklanabilmektedir.)
3.6.3. qRT-PCR

Leptin, leptin OB-RL reseptorii, Notchl reseptor, JAGGEDI1 ligand, IL-1[3, IL-
1R, VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, B-aktin (referans gen) mRNA diizeyleri, Dual
Label (Tagman prob) kullanilarak 6l¢tildii. RT-PCR igin Tablo 3.2’deki karigim

hazirlanarak reaksiyon gerceklestirildi.
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Tablo 3.1. RT-PCR i¢in karigim igerigi

Karisim Miktar (ul)

Reconstituted primer /probe miks (leptin, leptin | 1
OB-RL reseptorii, Notchl reseptér, JAGGED1 ligand,
IL-18, IL-1R, VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, B-aktin)

2X qP PCR Mastermiks 10
PCR-  Grade water 4
cDNA c¢DNA 5
Toplam hacim 20

Toplam 20 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gerceklestirildi:
95° C’de 10 dk )
95° C’de 20 sn 50 déngi

-
55° C’de 30 sn

72° Cde 20 sn y

Calismanin sonuclar: StepOnePlus Real-Time PCR system, Thermo ile

analiz edildi.
3.7. Western Blotting Metodu Ile Protein Ekspresyon Tayini

Izole edilen total protein i¢indeki hedef proteinler olan Notchl reseptér,
VEGF-A, leptin ve IL-1 beta ekspresyonlari Western-Blotting metodu ile
tayin edildi.

3.7.1. Protein izolasyonu ve Total Protein Konsantrasyonunun

Belirlenmesi

Total protein izolasyonundan sonra elde edilecek olan siipernatant ayri

bir tiipe alinip protein konsantarasyonu Bradford yontemi ile 6l¢tildii.
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3.7.2. Western Blotting

Proteinler denatiire edilip, indirgenerek dizgin yuritiilebilecek hale
getirildi. Daha sonra 6rnekler SDS-Poliakrilamid jelin tizerindeki kuyucuklara
yuklenerek, elektroforez yontemiyle molekiiler agirliklarina goére bantlar
halinde ayristirildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel nitroseliiloz
membrana aktarildi. Protein baglanmamis membran bélgelerinin FBS ile
kapatilip antikorlarin yanhis baglanmasini onlemek i¢in bloklama yapildi.
Birincil ve ikincil antikorlar tiretici firmanin tavsiyelerine uygun sekilde
membrana yiklenerek kemiiliminesans yontemi ile protein bantlari tespit
edildi. Tespit edilen bantlarin yogunluk analizi image J bilgisayar program
kullanilarak hesaplanmis ve elde edilen veriler kontrol proteinlerimiz olan
tibulin ve beta-actin'den elde edilen veri ile normalize edilerek analiz edildi.

Western-Blotting calismalar: dublike olarak yapilda.
3.8. Hematoksilen Eozin Boyama

Dokular alindiktan sonra %4’liik formaldehitte fikse edildi. Daha sonra
ise parafin bloklara gomildi ve 5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Daha sonra,

timor dokularinin histolojik degerlendirmesi i¢in H&E boyama yapilda.

1. Cekirdekleri boyamak i¢in 10 dakika boyunca hematoksilen c¢ozeltisi ile
slaytlar inkiibe edildi.

2. Slaytlar akan su ile birlikte boyama haznesine aktarildi.

3. Slaytlar 3 dakika boyunca Eosin ¢6zeltisi ile muamele edildi.

4. Ardigik olarak slaytlar 20 saniye % 70 etanol, 20 saniye % 90 etanol, 1
dakika % 100 etanol ve 3 dakika ksilen ile muamele edildi.

5. Slaytlar ksilen'den gikarildi ve slaytlar kuruyana kadar bir ¢eker ocak i¢ine
yerlestirildi

6. Slaytlar1 ksilen bazli montaj ortamiyla monte edildi ve kapak slaytlariyla
kapatilda.

7. Slaytlar oda sicakliginda saklanda.

8. Daha sonra mikroskopta gériintiilendi.

36



3.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme i¢in GraphPad Prism6 programi kullanildi.
Oncelikle gruplar Shapiro-Wilk Normality Test kullanmilarak normal dagilim
gosterip gostermedigine gore analiz edildi. Normal dagilim gosteren veriler tek
yonliit ANOVA testi ile degerlendirildikten sonra gruplar arasindaki farklar
Tukey testi ile analiz edildi. Normal dagilim géstermeyen veriler ise Kruskal-
Wallis testi ile degerlendirildikten sonra gruplar arasindaki farkliliklar Dunn
testi i1le analiz edildi. p degeri 0.05°den kiiciik olanlar anlamli kabul edildi.
Sonuclar ortalama +SEM olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Timor bulgular:
Kolon kanseri hiicre hatt1 HCT-15 scid (NOD/SCID) tiirt atimik farelerin

deri altina enjekte edildikten 2 hafta sonra farelerde olugsan tiimor boyutlar:

150-200 mm?’e ulasmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4. 1. HCT-15 kolon kanser hiicreleri enjekte edilmis scid (NOD/SCID) farelerdeki in vivo
timor goruntisu

Tum gruplardaki tedaviler bittikten sonra farelerde olusan tiimoérler
anestezi altinda ¢ikarilmigtir ve molekiiler analizler baglayana kadar -80

derecede saklanmistir. (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. scid (NOD/SCID) farelerden gikarilmig timoérlerin makroskopik goriintisi
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4.1.1. Tiimor voliim degisiklikleri

Farelerdeki timor boyutlari 150-200 mm®%e ulastiktan sonra tedaviler
baslamistir. Tedavi stireleri boyunca gruplar arasinda tiimoér volimleri

acisindan bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.3.).

1200,00
=== Carrier 1 (10%DMSO/NaCl)
1000,00
800,00 ’ == Carrier 2
(4%DMSO/Safflower)
600,00 - DAPT
400,00 === AL LOACA
200,00
i -1
0,00 T T T 1
20 25 30 35 40

Sekil 4.3. HCT-15 kolon kanser hiicreleri enjekte edilmis scid (NOD/SCID) farelerde tedavi
stiresi boyunca tiimoér volim degisiklikleri

4.2. Hematoksilen Eozin Bulgulari

Timoér dokularinin Hematoksilen-Eozin boyama ile yapilan kicik
buytiltmeli incelemelerinde, dokularin merkezde yogun nekroz ve periferde
solid alanlardan meydana geldigi gorildi. Tum o6rneklerde ayrica
enflamasyona bagh belirgin peritimoral lenfatik infiltrasyon izlendi. Timor
dokusunun merkezinde ise nekroz alanlar1 cevresinde yerlesmis normal
morfolojili tiimo6r hicrelerinin yam sira apoptotik cisimciklerle karakterize
apoptotik tiimor hiicreleri ve intratiimoral lenfosit infiltrasyonu ayirt edildi.
Bu boyama sonucunda deney gruplar: arasinda histopatolojik olarak belirgin

bir farklilik gézlenmedi (Sekil 4.4., Sekil 4.5, Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8.).
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A B

Sekil 4. 4. Solvent 1 grubunun H&E goériuntileri. Tumér dokusunun panoramik
gorunumi. Ortada nekroz ile ¢evresinde timor dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile
komgulugunda genellikle solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapilar olusturmus
atipik epitel hiicrelerinden meydana gelen tiimér dokusu (B) (H&Ex200).

A B

Sekil 4. 5. Solvent 2 grubunun H&E gortntiileri. Tumér dokusunun panoramik
gorunumu. Ortada nekroz ile cevresinde tiumor dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile
komsulugunda genellikle solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapilar olusturmus

atipik epitel hiicrelerinden meydana gelen tiimér dokusu (B) (H&Ex200)

A B

Sekil 4.6. Allo-Aca grubunun H&E goruntileri. Tumér dokusunun panoramik gérinimd.
Ortada nekroz ile gevresinde timor dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile komgulugunda genellikle
solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapilar olusturmus atipik epitel hiicrelerinden meydana

gelen tumor dokusu (B) (H&Ex200)
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A B

Sekil 4.7. DAPT grubunun H&E gortntileri. Timér dokusunun panoramik goéruntmi.
Ortada nekroz ile gevresinde timor dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile komgulugunda genellikle
solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapilar olusturmus atipik epitel hiicrelerinden meydana
gelen timor dokusu (B) (H&Ex200)

A B

Sekil 4.8. Anakinra grubunun H&E gorintileri. Timoér dokusunun panoramik gérinimi.
Ortada nekroz ile ¢evresinde timoér dokusu (A) (H&Ex20). Nekroz ile komgulugunda genellikle
solid alanlar, yer yer de gland benzeri yapilar olusturmus atipik epitel hiicrelerinden meydana

gelen tumor dokusu (B) (H&Ex200)

4.3. qRT-PCR Bulgular:

Sonuc¢larimiza gore; Notch yolagr inhibitéri olan DAPT, NILCO iligkili
tim gen ekspresyonlarini, VEGFA ve VEGFR1 mRNA diizeylerini azaltmigstir.
IL-1 yolaginin inhibitéri olan Anakinra ise VEGFR2 gen ekspresyonunu ve
NILCO yolaginin tiim protein ekspresyonlarini azaltmigtir. Leptin reseptor
antagonisti olan Allo-aca; leptin, leptin ObR ve VEGFR2 ekspresyonunu
azaltmistir ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu da bize DAPT ve

Anakinramin KRK ‘da antianjiojenik ve antiinflamatuar gibi davranarak
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NILCO yolagi inhibisyonu 1ile timoér gelisimini baskilayabilecegini

distindirmektedir.

Notch yolag: inhibitérii olan DAPT kontrol grubu ile karsilastirildiginda
leptin gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir
(p< 0.05 *; Sekil 4.9-A). Leptin reseptor antagonisti olan Allo-aca ve IL-1
yolaginin inhibitori olan Anakinra ise leptin gen ekspresyonunu azaltmakla

birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05; Sekil 4.9-B ve C).

LEPTIN
. LEPTIN LEPTIN
4 4
3
> _ 3 _ 3
€ 2y >
t 1=
f 2 < 2 < 2
1 1 1
*
—_—
0 0
Solvent 1 DAPT Solvent 2 Allo Aca Solvent 2 IL1inh

Sekil 4.9. Leptin geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitora (C) verilen
tedavi gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.05 *, p> 0.05, p> 0.05).

Notch yolagi inhibitéri olan DAPT kontrol grubu ile karsilastirildiginda
leptin reseptori olan OB-Rb gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde azaltmistir (p< 0.05 *;Sekil 4.10-A). Leptin reseptér antagonisti

olan Allo-aca ve IL-1 yolaginin inhibitérii olan Anakinra ise bir etki

gostermemistir (p> 0.05; Sekil 4.10-B ve C).
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Sekil 4.10. Ob-R geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitori (C) verilen tedavi
gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.05 *, p> 0.05, p> 0.05).

Notch yolagi inhibitéri olan DAPT kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde Notchl gen ekspresyonunu azaltmistir

(p< 0.05 *; Sekil 4.11-A). Leptin reseptér antagonisti olan Allo-aca ve IL-1
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yolaginin inhibitéri olan Anakinra ise bir etki gostermemistir (p> 0.05; Sekil

4.11-B ve C).
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Sekil 4.11. Notch geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitéri (C) verilen
tedavi gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.05 *, p> 0.05, p> 0.05).

Notch yolagi inhibitérii olan DAPT kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde Jeggedl gen ekspresyonunu azaltmistir
(p< 0.05 **; Sekil 4.12-A). Leptin reseptor antagonisti olan Allo-aca ve IL-1
yolaginin inhibit6éri olan Anakinra ise Jaggedl gen ekspresyonunu azaltmakla

birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05; Sekil 4.12-B ve C).
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Sekil 4.12. JAGGED1 geninin DAPT (A), Allo-aca (B), IL-1 inhibitoéra (C) verilen
tedavi gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.005**, p> 0.05, p> 0.05).

Notch yolagi inhibitori olan DAPT ve IL-1 yolaginin inhibitéri olan
Anakinra kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde IL-1 beta gen ekspresyonunu azaltmistir (p< 0.05 *; Sekil 4.13 A ve C).

Leptin reseptor antagonisti olan Allo-aca ise bir etki géstermemistir.
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Sekil 4.13. IL-1 B geninin DAPT (A), Allo-aca (B), IL-1 inhibitéra (C) verilen tedavi
gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.05*%, p> 0.05, p<0.05%)

Notch yolagi inhibit6éri olan DAPT, leptin reseptor antagonisti olan Allo-
aca ve IL-1 yolaginin inhibitérii olan Anakinra kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda IL-1R gen ekspresyonu tlzerinde istatistiksel olarak

anlaml bir etki gostermemistir (p> 0.05; Sekil 4.14-A, B ve C).
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Sekil 4.14. IL-1R geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitéra (C) verilen
tedavi gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p> 0.05, p> 0.05, p> 0.05).

Notch yolag1 inhibitéri olan DAPT kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde VEGFA gen ekspresyonunu azaltmistir
(p< 0.05 *; Sekil 4.15-A). Leptin reseptor antagonisti olan Allo-aca VEGFA gen
ekspresyonunu artirmistir (p<0.05%; Sekil 4.15-B). IL-1 yolaginin inhibitori

olan Anakinra ise VEGFA gen ekspresyonu lizerinde bir etki gostermemistir

(p> 0.05; Sekil 4.15-C).
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Sekil 4.15. VEGF-A geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitori (C) verilen
tedavi gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.05*%, p<0.05%, p> 0.05).

Notch yolagi inhibitérii olan DAPT kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamhi bir sekilde VEGFR1 gen ekspresyonunu
azaltmistir (p< 0.005 **; Sekil 4.16-A). Leptin reseptor antagonisti olan Allo-
aca ve IL-1 yolaginin inhibitori olan Anakinra ise VEGFR1 gen ekspresyonu

uzerinde bir etki gostermemistir (p> 0.05; Sekil 4.16-B ve C).
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Sekil 4.16. VEGF-R1 geninin DAPT (A), Allo-aca (B) ve IL-1 inhibitort (C) verilen
tedavi gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.005**, p> 0.05, p> 0.05).

Notch yolagi inhibitori olan DAPT ve IL-1 yolaginin inhibitéri olan
Anakinra kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde VEGFR2 gen ekspresyonunu azaltmigtir (p< 0.05 *; Sekil 4.17-B ve C).
Leptin reseptér antagonisti olan Allo-aca ise VEGFR2 gen ekspresyonunu

azaltmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05; Sekil 4.17-B).
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Sekil 4.17. VEGF-R2 geninin DAPT (A), Allo-aca (B), IL-1 inhibit6ri (C) verilen
tedavi gruplarindaki mRNA ekspresyonu (n:8, p< 0.05*%, p> 0.05, p< 0.05%).

4.4. Western Blotting Bulgular:

IL-1 yolaginin inhibitérii olan Anakinra, NILCO yolaginda rol alan
Notch, IL-1 ve leptin protein ekspresyonlarini azaltmistir. Diger inhibitérlerin
istatsitiksel olarak anlaml bir etkileri gézlenmemistir. Bu da Anakinra’nin
KRK ‘da antianjiojenik ve antiinflamatuar gibi davranarak NILCO yolag

inhibisyonu ile tiimo6r gelisimini baskilayabilecegini diistindiirmektedir.
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Sekil 4.18. DAPT , Allo-aca , IL-1 inhibitéra verilen tedavi gruplarindaki protein
ekspresyonlar:
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5. TARTISMA

Calismamizin sonuclari, zenograft KRK olusturulmus fare kolon
dokusunda NILCO etkilesimindeki yolaklarin eksprese olduklarini ve NILCO
etkilesiminin hastaligin gelisimi ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir.
Notch yolagi inhibitéri DAPT tedavisi, NILCO ile VEGFA ve VEGFR1 gen
ekspresyonlarinin diizeylerini azaltmigtir. IL-1 yolaginin inhibitérii Anakinra
tedavisi, VEGFR2 gen ekspresyonunu ve NILCO yolaginin tiim protein
ekspresyonlarini azaltmistir. Leptin reseptor antagonisti Allo-aca tedavisi ise
istatistiksel olarak anlamlilik gostermese de leptin, leptin ObR ve VEGFR2
ekspresyonunu azaltmistir. HCT-15 kolon kanser hiicreleri enjekte edilmis
scid (NOD/SCID) farelerde, timér olusumuna ragmen tiimoér volim ve H&E

boyama goriinimleri agisindan gruplar arasinda bir fark gézlenmemigtir.

Her iki cinsiyette de siklikla gozlenen kanser tirlerinden biri olan KRK
hastalarina uygun tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in kanser
olusumuna dahil olan genler ve yolaklarinin bir bitin olarak kapsamli bir
sekilde incelenmesi gerekmektedir (Grant vd., 2004). KRK gelisiminde pek ¢ok
risk faktori vardir, bunlardan biri de adipokin metabolizmasindaki
degisikliklerdir (van Kruijsdijk, van der Wall, & Visseren, 2009). Yapilan
molekiler calismalar, adipokinlerin ¢ogu zaman hiicre i¢i sinyal yolaklarini
dogrudan ya da araci molekiiller ile etkileyebildigini gostermistir. Etkilenen
bu sinyal yolaklar: ise hiicre dongiisiinde 6nemli rol oynayan onkojen ya da
timor baskilayici  genlerin  ekspresyonlarimi  diizenlemektedir. Kolon
hiicrelerinde yapilan in vitro bir c¢alismada, adipokinlerin mitojen gibi
davrandigi ve apoptozisi inhibe ederek timor gelisimini artirdigl gosterilmigtir
(Wei, Giovannucci, Fuchs, Willett, & Mantzoros, 2005). Onemli adipokinlerden
biri olan leptinin, insan Ob geni tarafindan kodlandigi ve normal kosullarda
enerji algilayicisi olarak is gordiigii bilinmektedir. KRK' ninda i¢inde oldugu
cogu kanser tirinde, kan leptin seviyelerinde degisiklikler gorilmiustir
(Erkasap vd., 2013; Wei vd., 2005). Bizim yapmis oldugumuz bu calisma
sonu¢larina gore s.c olarak verilen leptin inhibitérii Allo-aca, Notch inhibit6ri

DAPT ve IL-1 inhibitéri Anakinra, leptin gen ekspresyonunu baskilamistir.
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Ancak bu inhibisyon, Notch inhibitori DAPT verilen grupda digerlerine gore

istatistiksel olarak daha da anlaml farklilik gostermistir.

Leptinin reseptorine baglanmasi, IL-1’ in de aralarinda oldugu cesitli
proinflammatuar sitokinlerin tiretimine neden olur (Newman & Gonzalez-
Perez, 2014). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak, biitin tedavi
gruplarinda leptin gen ekspresyonu azalmistir. Western blot sonuglarimiza
gore ise sadece IL-1 inhibitérii Anakinra verilen grupta leptin protein
ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli dizeyde azalmistir. Yapilan
literatliir taramalarinda higbir kanser tiriinde IL-1 inhibitéri ve leptin
arasindaki etkilesim c¢alisgilmamigtir. Bu nedenle c¢alismamizda, IL-1
inhibitori ve leptin arasindaki olasi iliskinin KRK geligimi tizerine etkilerinin

aciga cikarilmasi hedeflenmigtir.

Yapilan calismalarda leptin ve IL-1 indiikld sinyallerin pek ¢ok patolojik
kogullarda birbiriyle baglantili oldugu bildirilmistir (Rene Gonzalez vd., 2009).
Bu iligki tiimor inflamasyonu, proliferasyonu ve anjiojenezde énemli rol oynar.
IL-1 ekspresyonunun, meme kanseri, akciger kanseri, KRK ve melanom
timorlerinde timor biiylimesi ve metastazini etkiledigi bildirilmistir (Wang,
Wood, & Trayhurn, 2008). Pei-Hung Chang ve arkadaslar1 KRK hastalarinda
yaptiklar1 bir calismada, IL-18 serum seviyelerini olgcerek, proinflamatuar
sitokinlerin aracilik ettigi inflamasyon surecinin KRK gelisimine ve
prognozuna katkida bulundugunu goéstermislerdir (Chang vd., 2016). IL-1' in
leptin indikli etkileri hiicreye spesifiktir. Apte ve arkadaslarinin meme
kanserinde yaptigi in vitro ¢alismada, leptin ile IL-1 arasindaki iligki direkt
olarak gosterilmistir (Apte vd., 2006). Daha da 6nemlisi IL-1, IL-1R TiplI (tl) ile
baglanarak leptinin etkilerine aracilik eder (Rene Gonzalez vd., 2009). Bizim
calismamizda IL-1R gen ekspresyonu DAPT verilen grupta kontrole gore
azalmakla birlikte istatistiksel olarak anlamlihk gostermemistir. IL-1 B
geninin DAPT ve IL-1 inhibitéri Anakinra verilen tedavi gruplarindaki mRNA
ekspresyonu azalirken Allo-aca verilen grupta degigsmemistir. Western blot
sonuc¢larimiza gore IL-18 protein ekspresyonu IL-1 inhibitéri olan Anakinra

verilen grupta kontrol grubuna gore azalmistir.
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Leptin sinyali, JAK2 / STAT3 “in de dahil oldugu birgcok sinyal yolagi
uzerinden iletilir. STATS3, hiicre dongisiiniin devamliligini koruyarak ve
apoptozu engelleyerek onkojeneze katki saglar. Leptinin parakrin veya
otokrin etkileri, tiimo6r hiicrelerinin inflamatuvar sitokinleri salgilamasi i¢in
uyarict olabilir. Ayrica leptin, gesitli biylme faktorlerinin ve sitokinlerin
salgilanmasina yol acarak tiimoérin yayilmasini da tetikleyebilir (Guo, Liu,
Wang, Torroella-Kouri, & Gonzalez-Perez, 2012). Endo ve arkadaslari, KRK
gelisiminde leptinin ObRb / STATS3 yolag1 araciligiyla rol oynadigini ileri
surmiglerdir. Yapilan bu in-vitro ¢calismada normal kolonik epitelyal hiicreler
ille timorli hicreler karsilastirildiginda timoérli  hiicrelerde  ObR
ekspresyonunun daha yiksek oldugu goézlenmistir. Yine ayni calisma da
leptinin, obez hastalarda KRK gelisiminde blyime faktori gibi rol oynadig:
gosterilmistir (Endo vd., 2011). Milosevic ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir
calismada 1se KRK’ de leptin reseptor ekspresyonunun, timor hiicrelerinin
cogalma ve anjiyojenezi ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Milosevic vd., 2015).
Bizim c¢alismamizda da kontrol ve tedavi grubu kiyaslandiginda ObRb
ekspresyonu, leptin inhibitori Allo-aca ve Notch inhibitori DAPT verilen
grupta azalmigtir. Tum bu veriler, bir adipokin olan leptinin kanser
gelisiminde molekiiler diizenlemeye o6nemli oranda katkida bulunduguna

1saret etmektedir.

KRK gelisiminde 6nemli oldugu bilinen bir diger yolak da prokarsinojenik
Notch sinyalizasyon yolagidir ve intestinal epitelyumun normal devamlilig1 ve
homeostazisi i¢in gereklidir (Noah & Shroyer, 2013). Notch sinyalizasyonu;
proliferasyon, farklilasma ve apoptosis arasindaki dengeyi diizenlemede
onemli bir role sahiptir (Artavanis-Tsakonas vd., 1999). Bu yolak, tiimor
anjiojenezinde rol oynadigi gibi koti prognoz ve yasam suresi ile de
baglantilidir. Notch ligand ve reseptorleri transmembran proteinlerdir
(Gonzalez-Perez, Lanier, & Newman, 2013). Notch reseptorlerinin
ligandlariyla olan etkilesimi gamma-secretase tarafindan Notch' un proteolitik
yikimina ve Notch' un intraseliiler domaini olan ve niikleer translokasyonunu
baglatan NICD' 1n aktiflesmesine neden olur. NICD' 1n nitkleer

translokasyonunu takiben, hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonu baslar
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(Takebe, Nguyen, & Yang, 2014). Insan kolon adenokarsinomlar1 ve KRK
hiicre hatlarinda yapilan calismalarda, Notchl ve Notch2 reseptorleri ile
birlikte Jagged ligandlarinin da eksprese oldugu bildirilmistir (Guilmeau,
Flandez, Mariadason, & Augenlicht, 2010). Serafin ve arkadaslar1 yaptiklar:
calismada Notch3 dizeylerinin de primer kolorektal kanser o6rneklerinde
onemli miktarda arttigina isaret etmiglerdir (Serafin vd., 2011). Bu
arastirmacilarin yaptigr calismadan cikan sonuclar, DLL4 ve Jaggedl' in
kolorektal kanserdeki Notch3 eskpresyonu ile uyumludur (Pasto vd., 2014).
Rodilla ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise Notch ligandi olan Jaggedl' in
delesyonu sonucu Notch sinyalizasyonunun inaktivasyonu ile farelerde tiimor

biiytimesi inhibe edilmistir (Rodilla vd., 2009)

Bizim calismamiz da daha o6nce yapilan g¢alisma sonuclar1 ile uyumlu
olarak, Notch inhibitéri DAPT verilen grupta Notchl ve Jaggedl gen
ekspresyonlar: azalmistir. IL-1 inhibitori Anakinra verilen grupta Jaggedl
gen ve Notch protein ekspresyonu da azalmistir. Bu da bize, DAPT ve
Anakinra’ nin KRK’ da Notch ve IL-1’ 1 inhibe ederek timor gelisiminde tedavi
edici etkilerinin olabilecegini gostermektedir. Meme kanser c¢alismalarina
ilaveten bizim KRK calismamizin sonuglar: da kanser gelisiminde Notch ve IL-

1’ in birlikte rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Tumoér hicrelerinin biiyimesi icin temel faktorlerin oksijen ve besin
oldugu bilinmektedir. Timoér hicreleri bunu basarabilmek icin c¢esitli
anjiojenik faktorleri salgilarlar. Bu faktorler, tiimor gelisiminde 6nemli olan
proliferasyon, farklilagsma ve yeni kan damarlarinin olusumu i¢in 6nemlidir.
Bilinen en potent anjiojenik sitokin olan VEGF; makrofaj, mast hiicreleri,
fibroblast, keratinosit ve diiz kas hiicresi gibi pek cok hiicreden salgilanir.
VEGF salinnmina etkili faktorler hipoksi, inflamatuar sitokinler, reaktif
oksijen radikalleri, nitrik oksit ve hormonlardir. Bu faktorlere ilaveten leptin
de vaskiiler permabiliteyi, VEGF / VEGFR-2 ve matriks metalloproteinaz
(MMPs) ekspresyonlarini artirarak anjiojenezise katkida bulunur (Gonzalez-
Perez vd., 2013). Son zamanlarda meme kanserinde yapilan c¢alismalarda,
leptinin Notch diizenleyicilerinden biri oldugu, VEGF sinyali araciligiyla
anjiyojenezi etkiledigi, IL-1'in ise VEGF / VEGFR2 ile birlikte Notch
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sinyalizasyon yolaginda o©nemli olan Notchl-4 / JAG1 / DIl-4 gen
ekspresyonlarini artirdig: bildirilmistir (Lipsey vd., 2016). Bizim calismamizda
da, Notch inhibitori DAPT verilen grupta, VEGFA ve VEGFR1 gen
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. IL-1 inhibit6ri
Anakinra verilen grupta ise VEGFR2 azalmistir. Leptin inhibitori Allo-aca’
nin ise Anakinra gibi etki gostererek VEGFR2’ yi inhibe edip anjiojenezi
baskiladigi ve boylece tiimor olusumunu geriletebilecegini distindirmiustiir.
Guo ve arkadaslari, meme kanserinde VEGF / VEGFR2’nin leptin tarafindan
indiiklenmesi nedeniyle leptin-Notch-IL-1 (NILCO) etkilesiminin timor
gelisiminde o6nemli oldugunu bildirmiglerdir. Bu tii¢ molekil arasindaki
etkilesimi ifade eden NILCO, kanser olusumunda proliferation / migration ve
pro-anjiojenik molekiillerin ekspresyonunda temel rol oynar (Guo & Gonzalez-

Perez, 2011).

Cesitli dokularda yapilan kanser calismalari incelendiginde, leptin ile
indiklenen hiicre proliferasyonun inhibisyonu, leptinin anjiojenik hedef
genleri olan, VEGF / VEGFR-2, IL-1 ve Notch diizeylerini 6nemli oranda
azaltarak timor biiyimesini baskiladiklar1 gézlenmistir (Carino vd., 2008).
Ancak, NILCO ve kanser gelisimi arasindaki iligskiye yonelik kolon dokusunda
yapilmis kapsamli molekiiler bir calismaya rastlanmamistir. Bu baglamda
yaptigimiz calisma, NILCO ve KRK iligkisini ve NILCO' nun farmakolojik
inhibisyonu ile tedavi lizerine olasi etkilerini inceleyen ilk calismadir. Bu
calismadan c¢ikan sonuclar, kolorektal kanser olusum mekanizmasinda rol
oynayan NILCO iligkili hiicre i¢i yolaklar hakkinda bilgi verdigi gibi bu hedef
yolaklarin inhibisyonu ile yeni tedavi yontemlerini de literatiire

kazandirabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

NILCO ve kolorektal kanser gelisimi arasindaki iligskiye yonelik olan bu
calisma ilk kez kolon dokusunda yapildigi i¢in énemlidir ve daha kapsaml
calismalara da oOncii olacaktir. Ayn1 zamanda, NILCO inhibisyonun tedavi
uzerine olas1 etkileri de incelenmis olup kanser tedavisine yeni secgenekler
sunabilmesi a¢isindan 6nemlidir. Bu ¢alismadan ¢ikan sonuglar1 temel alarak,
kolorektal kanser olusum mekanizmasinda rol oynayan NILCO iligkili hiicre
1¢c1 yolaklari ve bunlarin inhibisyonu veya aktivasyonu ile olasi yeni tedavi

yontemlerini ortaya koyabilecek calismalar yapilabilir.
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