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TURKCE OZET

Mide kanseri (Gastrik kanser; GK), diinya genelinde en yaygin goriilen gastrointestinal
sistem kanserlerinden biridir. ileri evre GK’nin mevcut tedavisi cerrahi rezeksiyon ve
sonrasinda uygulanan radyoterapi ve kemoterapi tedavisidir. ileri evre GK’ larda
kemoterapi ilaci olarak genellikle 5-Fluorourasil (5-FU) ve sisplatin kullanilmaktadir.
Ancak ileri evre GK hastalarinda tiimoériin agresif olusu ve hastalarin ilaca direng
gelistirmesi sebebi ile tedavi olumsuz sonuglanmaktadir. Giinlimiizde kanser
tedavisinde kullanilmak {izere yeni stratejilerin gelistirilmesinde bitki 6ziitlerinden
yararlanilmakta ve ¢esitli kanserlerde farkli kemoterapik ilaglarla birlikte kombin
tedavi yontemlerine odaklanilmaktadir. Mevcut tez ¢aligmasinda, Olea europea
yaprak Oziitiinlin (OLE) tek basina ve kemoterapi ilact olan 5-FU ve sisplatin ile
kombin olarak kullanilmastyla GK hiicrelerinin canliligi ve 6limi {izerine, timor
hiicrelerinin agresifligini baskilamasina, timor biiyiikliigii ve hiicrelerde gelisen tedavi
direncinin kirilmasi ve bu siireglerde gorev alan epigenetik mekanizmalar tizerine olasi
etkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda OLE’nin ilag
direnci ile ilgili MDR genlerine, tiimoriin agresifligi ile iliskili EMT ve CSC
belirteglerine ve epigenetik mekanizmalar ile iliskili LncRNA’larin ekspresyon
seviyelerine etkilerinin belirlenmesi i¢cin RT-PCR yontemi kullanilmigtir. OLE’nin
GK tiimdrlerinde hiicre proliferasyonu WST, hiicre 6limii Anneksin V analizleri ile,
agresifligi, yara iyilesmesi, koloni olugumu, tiimdriin biiytlikliigli ve anjiogenez iizerine
etkileri ise hiicre kiiltlir ortaminda fonksiyonel analizler ile gerceklestirilmistir. Sonug
olarak, OLE’nin hiicre proliferasyonunu azaltig, hiicreleri apoptotik yolla 6ldirdigi
ve kemoterapotikler ile birlikte EMT ve CSC belirteclerini inhibe ederek tiimoriin
agresifligini baskiladigi, ayn1 zamanda MDR genlerinin ekspresyon seviyelerini
diisiirerek ilac direncini 6nledigi tespit edilmistir. Ayni zamanda OLE’nin tek basina
ve kemoterapotikler ile birlikte timor boyutunda kiiglilme gosterdigi ve anjiogenezi
baskiladig1 saptanmastir.

Anahtar Kelimeler: Mide Kanseri, Olea europaea yaprak oziitii (OLE), Apoptoz,
EMT, LncRNA, 3 boyutlu kiiltiir.



INGILIZCE OZET

INVESTIGATION OF THE TREATMENT POTENTIAL OF "Olea europaea LEAF
EXTRACT" IN GASTRIC CANCER CELLS

Gastric cancer (Gastric cancer; GK) is one of the most common gastrointestinal system
cancers worldwide. The current treatment of advanced stage GK is surgical resection
followed by radiotherapy and chemotherapy treatment. 5-Fluorouracil (5-FU) and
cisplatin are generally used as chemotherapy drugs in advanced GCs. However, in
advanced stage GC patients, the treatment results in negative results due to the
aggressiveness of the tumor and the development of drug resistance in the patients.
Today, plant extracts are used in the development of new strategies for use in cancer
treatment, and combined treatment methods with different chemotherapeutic drugs are
focused on in various cancers. In the current thesis, it is aimed to evaluate the possible
effects of Olea europea leaf extract (OLE) alone or in combination with the
chemotherapy drug 5-FU and cisplatin on the viability and death, suppressing the
aggressiveness of tumor cells, breaking the tumor size and treatment resistance
developed in the cells and playing a role in these processes and evaluation of possible
effects on epigenetic mechanisms of GK cells. For this purpose, RT-PCR method was
used to determine the effects of OLE on MDR genes related to drug resistance, EMT
and CSC markers associated with tumor aggressiveness, and expression levels of
LncRNAs associated with epigenetic mechanisms. The effects of OLE on cell
proliferation, WST, cell death, Annexin V analyzes in GK tumors, and the effects of
OLE on wound healing, colony formation, tumor size and angiogenesis were
performed by functional analyzes in cell culture. As a result, it has been determined
that OLE reduces cell proliferation, Kills cells apoptotically, suppresses tumor
aggressiveness by inhibiting EMT and CSC markers together with chemotherapeutics,
and also prevents drug resistance by reducing the expression levels of MDR genes. At
the same time, it was determined that OLE alone and in combination with
chemotherapeutics reduced tumor size and suppressed angiogenesis.

Keywords: Gastric Cancer, Olea europaea leaf extract (OLE), Apoptosis, EMT,
LncRNA, 3D culture.



1. GIRIS

Mide kanseri (Gastrik kanser; GK); bir takim genetik ve epigenetik
mekanizmalardaki diizensizlikleri i¢eren ¢ok kapsamli heterojen bir hastaliktir. Her y1l
diinya geneline bir milyondan fazla GK tanis1 alan vakalar tespit edilmektedir ve bu
vakalarin yaklagik 780.000 6liimle sonuglanmaktadir (Zhou ve ark., 2018). GK yiiksek
morbitite ve mortalite oranlarima sahip olmasi nedeniyle kotii prognozla
iligkilendirmekte olup kotii prognozla iligkilendirmekte olup 5 yillik sag kalim orani
olduke¢a diigiiktlir (Han ve ark., 2014). GK’nin goriilme siklig1 cografi bolgelere gore
farklilik gostermekle birlikte vakalarin biiyiik bir kismi Asya’da (% 60) ve Dogu
Avrupada meydana gelmektedir (Parkin, Bray, Ferlay & Pisani, 2005; Rawla &
Barsouk, 2019). GK’larin biiyiik bir ¢cogunlugu sporadik olarak ortaya ¢ikmakla
beraber %1-3* i kalitsal kokenlidir. GK gelisimi ve ilerlemesinde beslenme ve
Helikobakter pilori (H. pilori) enfeksiyonunda dahil oldugu bir¢ok farkli ¢evresel
etmen ile genetik ve epigenetik mekanizmalardaki diizensizlikler rol oynamaktadir.
Genetik degisimler, metabolik yolaklarda yer alan proteinlerin fonksiyon kaybina veya
farkli sekillerde diizenlenmelerine neden olurken epigenetik degisiklikler ise
onkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin ekspresyon seviyelerinde farklilasmalara

neden olmaktadir (Zhou ve ark., 2018).

Gilintimiizde GK ‘nin mevcut tedavisi Tiimor Nod Metastaz (TNM) sistemine gore
yapilmakta olup erken evre GK’ larda yalnizca cerrahi rezeksiyon uygulanirken ileri
evre GK’ larda ise rezeksiyon sonrasi radyoterapi ve 5 Fluorourasil (5-FU) veya platin
tabanli kemoterapi uygulanmaktadir (Huang ve ark., 2020). Kemoterapi uygulamasi
hastaligin seyrini i1yi yonde etkiliyor olsa da ileri evre GK hastalarinda ilaca direng
geliserek tedavi olumsuz sonuglanmaktadir. Ileri evre GK’larda birinci basamak
tedavisi olarak 5-FU ve Cisplatin (Cis) kemoterapi ilaglar tercih edilmektedir. 5-FU
ve Cis tabanli kemoterapi uygulamasinin temel prensibi DNA hasar1 olusturarak
apoptozu indiiklemesine dayanir. Ancak hastalarda gelisen ilag direnci yiiziinden
tedavi etkinligi simirli kalmaktadir. Giinlimiizde GK tedavisindeki basarisizliginin

temel nedeni bu kemoterapoétik ajanlara karsi ¢oklu ilag direncinin (MDR) gelismesidir



(Zhang & Fan, 2007). MDR gelisimi ile iligkili olan hiicresel mekanizmalarin
bilinmesi klinikte kemoterap6tik ajanlarin olusturcagi toksik etkilerin azaltilmasini
saglayabilecektir. GK ¢ok kapsamli heterojen bir patogeneze sahip oldugu igin
giinlimiizde hala GK tanis1 koyulmada bir takim problemler yasanmaktadir. Bu yiizden
GK gelisimine ve ilerlemesine neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatiimasi
erken tani, prognoz ve tedavi i¢in biiylik nem tagimakta olup yeni tedavi stratejilerinin

ve modellerinin gelistirilmesine katki saglayabilecektir.

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) mekanizmasi, hiicrelerin epitel 6zelliklerini
yitirdigi evrimsel bir siirectir (Kalluri &Weinberg, 2009). EMT mekanizmasinda
timdrler, uyumlu ve siki diizenlenmis epigenetik ve biyokimyasal siireclerle bir
mezenkimal fenotip kazanmaktadirlar. EMT, yara iyilesmesi ve embriyonik gelisim
gibi fizyolojik siireglerde siklikla goriilmektedir. EMT'nin indiiksiyonu kanserde,
tedaviye direng gostermesiyle, agresif Ozellikler sergilemesiyle ve hiicreler igin
invaziv bir fenotip olusturmasiyla iligkilidir. EMT, GK’ninda dahil oldugu, bir¢ok
kanser tipinde tlimoriin agresifligi ile biiylik olciide iligkilidir ve siklikla timor niiksi
ve metastaz gelisimi ile iliskilendirilmistir (Roche, 2018). Epitelyal fenotipten
mezenkimal fenotipe doniisiim sirasinda hiicrede birtakim degisiklikler ger¢eklesir. Bu
degisikliklerin en Onemlisi "kaderin degisikligi" olarakta bilinen E-kaderin agagi
regiile, N-kaderin yukar1 regiile edilmesidir. Ayrica E-kaderin SNAIL, SLUG, TWIST
ve ZEB1 gibi transkripsiyon faktorlerini baskilayarak EMT gegisinde 6nemli bir rol
oynar (Araki ve ark., 2011). GK tiimorlerinin agresifligi, EMT olusumu ile genis
Olciide iligkilendirilmistir. Bu sebeple EMT ana regiilator genlerinin (SNAIL, TWIST,
ZEB1, N-Kaderin ve E-Kaderin) GK’daki etkilerinin arastiritlmasina ve mezenkimal
gecisin inhibisyonunu saglayan yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin GK

tedavisinde basar1 tedavi etkinligini artirabilecektir.

Kanser Kok Hiicreleri (CSC), kendi kendini yenileme, farklilasma ve metastatik
potansiyeli siirdiirme gibi yetenekleri olan tiimor hiicrelerinin heterojenitesini
saglayan alt popiilasyon grubudur (Yu ve ark., 2012). Tiimoérlerin agresifligi ve tedavi
direnci ile iliskili CSC varliginin arastirilmast kanser tedavilerinin basarisi igin
Oonemlidir (Walcher ve ark., 2020). GK’larin kemoterapdtik ajanlara karst direng
gostermesindeki temel mekanizmalardan birisi CSC’lerin varligidir. GK tedavisinde

CSC'leri hedef almanin, tiimoriin niiksli icin 6nemli rasyonel bir yaklasim olacagi



ongoriilmektedir. OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 ¢esitli tiimorlerde CSC belirteci
olarak kullanilabilmektedirler (Walcher ve ark., 2020). Bu CSC belirteglerinin
kullanilmast  ila¢  adaylarmin CSC  durumu zerindeki etkinliklerinin

degerlendirilmesinde faydali olabilmektedir.

Gegmisten glinimiize kadar cesitli molekiiler analizlerin yapildig1 farkl
caligmalarda hiicrelerin bir tek tabakada biiyilidiigii 2 boyutlu (2B) in vitro kiiltiirler
kullanilmaktadir (Edmondson ve ark., 2014). Diisiik maliyet, kolay kullanilabilirligi
ve simirsiz tekrarlanabilirligi sayesinde en fazla kullanilan geleneksel kiiltiir
yontemlerinden biri olsada 2B hiicre kiiltiirii yontemleri in vivo mimariyi ve mikro
cevreyi dogru bir sekilde taklit edememektedir. 3 boyutlu (3B) tiimor modelleri, in
vitro kosullarda kanser hiicrelerinin biyolojik davraniglarini daha dogru bir sekilde
anlayabilmek ve in vivo kosullar1 daha iyi taklit etmek i¢in yeni {i¢ boyutlu (sferoid,
organoid kiiltiir, 3B) hiicre kiiltiir platformlar1 olusturulmaktadir. 3B kiiltiir modelleri,
geleneksel 2B in vitro ve hayvan test modelleri arasindaki boslugu doldurabilen bir
biyomimetik ¢ok hiicreli timor modelini yapilandirmaktir (Edmondson ve ark., 2014;
Langhans, 2018).

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki geligsmeler ile hiicre biyolojisinde
genetik mekanizmalar ile beraber epigenetik olaylarin da rol oynadigi anlagilmstir.
Epigenetik, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik meydana getirmeden gen ifadesini
diizenleyen bir mekanizmadir. Bu degisiklikler tiimor baskilayict genlerin ve
onkogenlerin diizensizliklerine sebep olarak tiimoriin gelisiminde ve ilerlemesinde
onemli rol oynamaktadirlar (Zhou ve ark., 2018). Epigenetik mekanizmalar, DNA ya
da RNA temelli olarak DNA promotdr metilasyonu, histon modifikasyonu, kromotinin
yeniden diizenlenmesi ve transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin diizenlenmesi gibi
siirecler ile timor olusumuna neden olabilmektedirler. LncRNA’ lar, DNA’ dan
transkribe edilen ancak proteine ¢evrilmeyen 200 niikleotitten daha uzun fonksiyonel
RNA molekiilleridir. Cesitli kanser tiirlerinde LncRNA’ larin hiicre dongiisii,
proliferasyon, apoptoz, hiicre goc¢ii, EMT, invazyon ve metastaz gibi bir¢cok biyolojik
stireglerde etkili oldugu tanimlanmaktadir (Zhou ve ark., 2018). HOTAIR, MALATI,
BCAR4, XLOC 006753, PVT1, GHETI ve LEIGC giiniimiizde GK’ lar ile
iliskilendirilen LncRNA’ lardir. Bu LncRNA molekiillerinden HOTAIR, MALATI,
BCAR4, XLOC 006753 ve PVT1, GHET1 GK’larda yiiksek oranda eksprese olurken



LEIGC diisiik eksprese olmaktadir (Han ve ark., 2014; Hao ve ark., 2017; Wang ve
ark., 2016).

Giinlimiizde ¢esitli kanserlerin tedavilerinin olusturulmasinda siklikla bitkilerden
yararlanilarak, yeni tedavi protokollerinin iyilestirilmesi, mevcut protokollerin daha
efektif hale getirilmesi ve mevcut kemoterapdtiklerin yan etkilerinin azaltilmasi igin
calisilmaktadir. Ayrica, bazi terapdtik Ozelligi belirlenen bitkisel o6ziitlerinin
kemoterapotik ajanlarla birlikte kombinasyon halinde kullaniminin sinerjik veya
additive bir etki olugturarak mevcut kemoterapdtik ajanlarinin etkinligini artirdigi,
bdylece tedavide mevcut ajanin dozunun disiiriilerek, bu ajanin yol agabilecegi yan
etkilerin azaltilabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Cragg & Newman, 2006).
Tiirkiye'de de yetistirilen zeytin agaci (Olea europaea), Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde
bir¢ok hastaligin tedavisinde antioksidan 6zelligi ile geleneksel tipta kullanilmaktadir
(Gilani ve ark., 2005). Daha oOnceki caligmalarimiz ile Olea europaea (zeytin)
yapragindan elde edilen bitki 6ziitiiniin (OLE), beyin tiimdrleri arasinda en agresif olan
ve WHO Grade 4 olarak adlandirilan glioblastoma (GB) ve GB kok hiicrelerinde;
hiicre proliferasyonunu azaltigi, hiicreleri hem apoptotik hem de nekrotik yolla
oldiirdiigii, MGMT metilasyon oranini arttirdigi, beyin tiimorlerinde kemoterapi ilaci
olarak kullanilan temozolomid’in etkinligini arttirdigl, anjiogenezi azalttigi,
bevacizumab’in etkinligini arttirdigi ve miRNA ekspresyon seviyelerini degistirerek

epigenetik siirecte etkili oldugu belirlenmistir.

Mevcut tez kapsaminda, OLE’nin GK hiicrelerinin 6liimii iizerine etkilerinin,
tiimor hiicrelerinin agresifligini azaltici roliiniin, hiicrelerde gelisen tedavi direncinin
kirtlmas1 yoniindeki etkilerinin, OLE’nin tek basina ve 5-FU ve Cis ile olan
etkilesiminin degerlendirilerek GK tedavi siirecindeki potansiyelinin ve bu biyolojik
siireclerde gorev alan epigenetik mekanizmalar (LncRNA) iizerine olan etkilerinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu tez ¢alismasinin amaglar1 dogrultusunda OLE’nin
tek basma ve 5-FU ve Cis ile etkilesimleri sonucu GK tedavi siirecindeki
potansiyelinin degerlendirilebilmesi temel hedefi icin, GK hiicrelerinin canlilig1 ve
6liimii tizerine etkileri WST ve Annexin V yontemi ile, timdr hiicrelerinin agresifligi
yara iyilesmesi, EMT belirtegleri (TWIST, SNAIL, ZEB1, N-Kaderin ve E-Kaderin),
koloni olusumu, 3B hiicre kiiltiir yontemleri ile timor biyiikligiine etkisi, damar
gelisimi ve CSC belirteglerinin (CD133, NANOG, SOX2, OCT4) ekspresyonlarinin



degerlendirilmesi ile, hiicrelerde gelisen tedavi direnci MDR mekanizmasinda gorev
alan genlerin (MDR1, MRP, LRP1) ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi ile ve
bu biyolojik siireclerde gorev alan epigenetik mekanizmalarin analizinin yapilabilmesi
icin LncRNA (PVTI1, MALATI, H19, HULC, SNHG16) ekspresyon durumlarinin

degerlendirilmesi planlanmaktadir.

Planlanan tezin basarili bir sekilde tamamlanmasi ile elde edilecek anlamli
bulgular sonucunda, giiniimiiz tedavi protokollerinde uygulanan kemoterapotik
ajanlara direng gosteren ve agresif seyreden GK tiimorlerinin tedavisinde sitotoksik
yan etkisi daha az ve daha efektif olan tedavi modellerinin gelistirilmesine katki

saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mide’nin Anatomik Ozellikleri

Mide, 6zofagus ve duedonum arasinda, list karnin sol bolgesinde konumlanan
gastroinstertinal sistem icerisinde onemli role sahip kasli bir organdir. Mide iist
bolgesi, diyaframin iizerinde yer alan 6zofagus, alt bolgesi de saga dogru uzanarak
duedonum ile birlesmektedir. Ozofagus sfinkteri ve pilorik sfinkter olmak iizere
midenin sahip oldugu 2 adet sfinkter, igerisine giren ¢ikan besinlerin kontroliinii
saglamaktadir (Hsu, Safadi & Forshing, 2020). Alinan besin 6zofagusun sonuna
ulastiginda 6zofagus sfinkterinden igeri girer. Mide kaslar1 periyodik olarak biiziiliir,
mide asidi ve sindirim enzimleriyle birlikte yiyecekler muskularis propria i¢ egik
tabakasi tarafindan ileri geri gii¢lii bir sekilde ¢alkalanarak sindirim tamanlanir. Pilorik
sfinkter agilarak yiyeceklerin mideden ince bagirsaga ge¢mesi saglanir. Temel olarak
mide, gastrointestinal motiliteyi saglamak, sindirim, sekresyon, emilim, intrinsik
faktor (IF) salgilanmasi ile bakteri ve zararli molekiillerin yikimini saglayarak
mikrobiyal savunma gibi bir¢ok énemli fonksiyonu yerine getirmektedir (Hsu ve ark.,
2020; Ramsay & Carr, 2011).

Mide kardiya, fundus, korpus (viicut), antrum ve pilor olmak {izere anatomik
olarak 5 bolime ayrilmaktadir (Karimi, Islami, Anandasabapathy, Freedman &
Kamangar, 2014; Soybel, 2005; Sekil 1). Kardiya, 6zofagusa en yakin olan midenin
ilk boliimudiir. Kardiya yaninda kubbe seklinde fundus bulunmaktir. Midenin {ist ve
alt bolgeleri arasinda kalan kismu korpus olarak adlandirilmaktadir. Antrum, alt
bolimdeki yiyeceklerin mide 6z suyu ile karigtigi bolgedir. Huni seklindeki pilor ise
mide igeriginin duedonuma bosaltilmasini kontrol eden boliimdiir. Midenin kardiya,
fundus ve korpus olmak tizere ilk tic kism1 proksimal mide olarak adlandirilmaktadir
(‘American Cancer Society’, 2020). Bu bolgelerde yer alan bazi hiicreler sindirim
enzimlerini salgilamaktadir. Ayn1 zamanda bu bolgede yer alan paryetal hiicreler B12
vitamininin emlimini saglayan IF’yi salgilamaktadir. Antrum ve pilor bolgeleri ise
distal mide olarak adlandirilmaktadir. Mide i¢ ve dis sinirlarini olusturan 2 egriye
sahiptir. Bunlar kiigiik egri (lesser curvature) ve biiyiik egri (greater curvature) olarak

bilinmektedir.



Sekil 1. Mide ve anatomik olarak boliimlerinin Karimi ve ark., yaptig1 ¢alisma dikkate alinarak ¢izilen sekli (Karimi ve ark.,
2014)

Gastrointestinal sistemde rol oynayan diger organlar gibi mide duvar1 da
mukoza, submukoza, muskularis propria, subseroza ve seroza katmanlarindan
olugsmaktadir (Hsu ve ark., 2020; Sekil 2). Mide asitlerinin ve sindirim enzimlerinin
salgilandig1 en igteki katman mukozadir. Mide kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu bu
katmanda olusmaktadir. Mukoza epitel doku ve mide sularini sekrete eden mide
bezlerinden olusmaktadir. Mide bezleri foveolar hiicreler, paryetal hiicreler,
enteroendokrin hiicreleri gibi birtakim hiicrelerden olusmaktadir. Foveolar hiicreler
tarafindan mukoza tabakasini mide asidine kars1 koruyucu mukus salgilanmaktadir.
Paryetal hiicreler hidroklorik asit ve IF’yi salgilar ve yiiksek mitokondri igerigine
sahiptir. Enteroendokrin hiicreler basta gastrin olmak {iizere bir¢ok hormonun
salgilanmasinda rol oynar. Submukoza katmani bag dokusundan meydana
gelmektedir. Sinirler ile birlikte kan ve lenfatik damarlar1 igeren bu katman kan
dolasimin1 ve salgilanan salgilart kontrol etmektedir. Muskularis propria mide
igerigini ¢alkalayarak karigmasini saglayan kalin bir kas tabakasidir. Midenin en dis
diger katmanlari ise subseroza ve serozadir. Seroza periton ile baglantiy1 saglayan bag
dokusundan olusmaktadir. Luminal yiizeyi, mide bos oldugunda belirginlesen rugae
ad1 verilen kas dokusunun kivrimlarimdan olusmaktadir. Mide bos kaldiginda igeri

dogru soner, mukoza ve submukoza bu kivrimlarin igerisine dogru ¢oker. Korpus ve



fundusta kivrimlar antrum ve kardiyaya gore daha belirgindir (Chaudhry, Liman &
Peterson, 2020; Ramsay & Carr, 2011).

| Mukoza

F Submukoza
L Muskular tabaka

- subseroza

Seroza

Sekil 2. Mide duvarmin sematik gosteriminin Hsu ve ark., ¢aligmasi dikkate alinarak ¢izilen sekli (Hsu ve ark., 2020).

2.2. Mide kanseri (Gastrik kanser)

Mide kanseri (Gastrik kanser; GK), diinya genelinde en yaygin goriilen
gastrointestinal sistem kanserlerinden biri olup kansere bagli gerceklesen oliimler
arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Zhou ve ark., 2018). GK en yiiksek insidansa
sahip kanser tiirleri arasindadir (Chen ve ark., 2017; Correa, 2013; Rawla & Barsouk,
2019; Wang ve ark., 2016; ‘World Cancer Research Fund International’, 2018).
Gelisen tip teknolojileri ve ilerleyen cerrahi tekniklere ragmen GK hala erken tani ve
tedavideki yetersizlik sebebiyle yiiksek morbidite ve mortalite oranlarina sahiptir. Bu
yiizden kotii prognozla iliskilendirmekte olup 5 yillik sag kalim orani yaklasik olarak
%40°dir (Correa, 2013; Han ve ark., 2014; Karimi ve ark., 2014). Giiniimiizde GK
olusumunun kesin nedeni belirsiz olsa da patogenezi diger maling timoérlere benzer
sekilde ¢ok faktorlii olan kapsamli bir hastaliktir (Song, Wu, Yang, Yang & Fang,
2017). GK’ larin geneli sporadik olarak ortaya ¢ikmakla beraber %1-3° i kalitsal
kokenlidir (Sekil 3). Beslenme ve helikobakter pilori (H. pilori) enfeksiyonunun da
dahil oldugu birgok farkli cevresel etmen ile genetik ve epigenetik mekanizmalardaki
anormallikler GK olusumda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Zhou ve ark., 2018).
GK’larin biiyiik ¢ogunlugu mukozada gelisen adenokarsinomlardan olugmaktadir. Bu
yiizden genellikle GK terimi adenokarsinomalar1 belirtmek i¢in kullanilmaktadir.

Adenokarsinomlar anatomik bolgelerine gore kardiyak ve kardiyak olmayan olmak



tizere 2 gruba ayrilir. Kardiyak olan adenokarsinomalar 6zofagus-mide bitisik
bolgesinde olusur ve 6zofagus adenokarsinomu ile benzer epidemiyolojik 6zellik
gosterir. Kardiyak olmayan adenokarsinomlar ise distal GK olarakta bilinmektedir ve
genellikle daha sik gozlenmektedir (Rawla & Barsouk, 2019). Midenin malign
timorleri arasinda midenin lenfoid dokusundan kaynaklanan lenfomalar,
gastrointestinal stromal tiimorler, sarkomlar ve ndroendokrin tiimorler de dahil olmak
tizere mideden kaynakli farkli kanser tiirleri yer almaktadir (Cisto ve ark., 2018;
Karimi ve ark., 2014).

Gastrik Kanser

s %10 erken baslangich gastrik kanser

e 7 gastrit Ulsere bagl gastrik kanser

§ %1-3 kalnsal kokenl gastrik kanser

Sekil 3. Farkli nedenden olusan GK’larin goriilme oranlar (Sitarz R, Mielko, Offerhaus, Maciejewski & Polkowski, 2018).

2.2.1. Gastrik Kanserlerin Epidemiyolojisi

Globacan 2018 y1il1 verilerine gore diinya genelinde 1.033.701 yeni GK vakas1
tespit edilmis olup bu vakalarin yaklasik 782.685 ‘i dliimle sonug¢lanarak mortalite
oranlt ~ % 76 olarak belirlenmistir (‘World Cancer Research Fund International’,
2018). Bu veriler 1s18inda diinya genelinde GK en yaygin neoplazm ve en dliimciil
kanser tiirlerinden biri olarak tespit edilmistir (Rawla & Barsouk, 2019; Sekil 4).
Ulkemizde en yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda GK besinci sirada yer almaktadir
(‘T.C. Saglik Bakanhig: Kanser Istatistikleri’, 2021). GK insidans1 ve mortalite oran
cografi bolgelere gore Onemli oOlgiide farklilik gostermekle birlikte H. pilori
enfeksiyonunun pozitifligine bagl olarakta degismektedir (Ang & Fock, 2014; Bray
ve ark., 2018; Parkin, Bray, Ferlay & Pisani, 2005; Rawla & Barsouk, 2019). Vakalarin
bliylik cogunlugu Asya’da goriilmekte iken Dogu Asya, Dogu Avrupa, Orta ve Gliney
Amerika bolgelerinde de GK tanis1 yaygindir (Chen ve ark., 2017; Wang ve ark.,
2016). Yeni vakalarin biiyiik bir cogunlugu gelismis iilkelerde goriilmektedir. En
yiiksek risk popiilasyonuna sahip bolgeler Dogu Asya (Cin ve Japonya), Dogu Avrupa,



Orta ve Giiney Amerika bolgeleridir. Diisiik risk popiilasyonuna sahip olan bolgeler
ise Giiney Asya, Kuzey ve Dogu Afrika, Kuzey Amerika, Avustralya ve Yeni
Zelanda’dir (Ang & Fock, 2014; Sitarz ve ark., 2018; Sekil 5). Japonya yiiksek risk
grubunda olmasina ragmen erken tan1 ve erken tiimor rezeksiyonu sayesinde diger

bolgelere gore nispeten yiiksek sag kalim oranina sahiptir (Sitarz ve ark., 2018; Parkin
ve ark., 2005).
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Sekil 4. Diinya genelinde her yas grubunda ve her iki cinsyetteki 6lim oranlari (Ferlay, Ervik, Lam, Colombet & Mery, 2018).
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Sekil 5. Bolgelere gore her yas grubunda ve her iki cinsiyette GK insidanslar1 (Ferlay ve ark., 2018).
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GK insidansi cinsiyete bagli olarak 6nemli 6l¢iide farklilik gostermektedir.
Gelismis iilkelerde erkeklerde kadinlara gore 2.2 kat daha fazla GK tanisi
koyulmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde ise bu oran 1.83’tiir. Diinya genelinde GK
insidans1 erkeklerde kadinlara oranla daha fazla olmaktadir (Sekil 6). Erkeklerde
GK’ya bagli 6liim orani tiim diinya genelinde 3. sirada yer alarak kadinlardan daha

fazla 6liim oranina sahiptir (Bray ve ark., 2018; Sekil 7).

W"Imrmm

Yaga gare her 100.000 Kgicke b
o n - Criek

r "H"Mllm

Yarga gre her 100.000 Kgicke bir
= Kadin = Eriek

Sekil 6. Yag aralig1 standardize edilerek diinya genelinde iilkelere gore kadin ve erkeklerdeki GK insidansi (Ferlay ve ark., 2018).
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Sekil 7. Diinya genelinde cinsiyete bagli olan 8liim oranlar (Ferlay ve ark., 2018).

GK goriilme siklig1 yasa bagli olarakta degiskenlik gdstermekle birlikte en
yiiksek insidans ileri yaslarda goriilmektedir. 30 yasindan kiiclik vakalar ¢ok nadirdir.
45-49 yag araliginda 65-69 yas araligina gore GK goriilme orani1 daha azdir. Kadin ve
erkek i¢in en yiiksek risk grubu ise 85-89 yas araligidir (Anderson ve ark, 2010; Kelley
& Duggan, 2003).

2.2.2. Gastrik Kanserlerin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin korunmasi saglikli
birey i¢in olduk¢a 6nemlidir. Onkogenler ve tiimor baskilayici genler ile iliskili gibi
bircok genetik degisimlerin birikmesi, epigenetik ve cevresel faktorlerinde dahil
olmasiyla birlikte bu denge bozularak karsinogenez olusumuna yol agmaktadir (Zali,
Tavirani & Azodi, 2011). GK olusumu ve ilerlemesinde, sigara, alkol, beslenme
aligkanliklari, radyasyon ve kimysal madde faktorlerine maruz kalma, steroid olmayan
antienflamatuar ilaclarim kullanimi, H. pilori enfeksiyonu gibi c¢evresel faktorler,
Epstein-Barr Viriis (EBV), ailesel 6ykii, karsinogenez ile iliskili genlerdeki ve sinyal
yolaklarindaki anormalikler, gen polimorfizmleri, kromozamal kararsizlik (CIN) gibi
genetik faktorler, kodlama yapmayan RNA’larin anormal ekspresyonu, histon

modifikasyonlari, DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmlar olduk¢a 6nemli rol
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oynamaktadir (Guggenheim & Shah, 2013; Kelley & Duggan, 2003; Sitarz ve ark.,
2018, Zali ve ark., 2011; Sekil 8).

Sekil 8. GK olusumunda rol oynayan cevresel etmenler, genetik ve epigenetik mekanizmalar
Gram negatif ozellikte olan H. pilori, mide mukozasinda kolonize olarak
kronik ve atrofik gastrit, peptit iilser gibi hastalilarin olusumuna sebep olan H. pilori
enfeksiyonu GK i¢in ana risk faktoriidiir (Ahmed, 2005). Bu bakteri enfeksiyonunun
GK olasigint 5.9 kat artirdigi tespit edilmistir (Clinton, Giovannucci & Hursting,
2020). GK iligkili gen polimorfizmi olan IL-10 ve IL-17’nin H. pilori enfeksiyonu ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Clinton ve ark., 2020). Diger bir gevresel faktor ise sigara
ve alkol tliketimidir. 1997 yilinda yapilan bir ¢alismada sigara tiiketiminin GK
olusumunu % 44 oraninda arttirdig1 belirtilmistir (Trédaniel, Boffetta, Buiatti, Saracci
& Hirsch, 1997). Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip gidalarin tiiketimi, lifsiz
beslenme ve hijyen eksikligi GK olusumunu artirirken, yiiksek oranda taze sebze ve
meyve tiiketiminin mideyi koruyucu rol oynadigi gosterilmistir (Zali ve ark., 2011).
GK igin bir diger risk faktorii ise obezitedir. Degerlendirilen meta analizi sonuglarina
gore viicut kitle indeksi yiiksek olmast GK goriilme olasiligint 1.13 kat artirmaktadir
(Lin ve ark., 2014). GK’larin yaklasik % 5-10°u EBYV ile iliskilendirilmistir (Boysen
ve ark., 2009). Singh ve ark. yaptig1 bir calismada EBV ve H. pilori enfeksiyonlarinin
birlikte gozlenmesinin GK olusumunu artirdig tespit edilmistir (Singh & Jha, 2017).
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2.2.3. Gastrik Kanserlerin Siniflandirilmasi ve Evreleme

GK heterojen ve farkli fenotiplere sahip, ¢cok faktorlii bir hastaliktir. Bu yiizden
giinlimiizde ¢esitli histolojik siniflandirma sistemleri bulunmaktadir (Cisto ve ark.,
2018; Waldum & Fossmark, 2018). Ancak bu sistemlerden hangisinin tani veya
prognostik faktorler ile iliskilendirilebilecegi veya klinik olarak yiiksek gegerlilikle
kullanabilecegine yonelik hala tartismalar mevcuttur (Berlth, Bollschweiler, Drebber,
Hoelscher & Moenig, 2014). Lauren ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) en sik kullanilan
olmak tizere Goseki, Ming ve Borman gibi farkli smiflandirma sistemleri yer
almaktadir (Berlth ve ark., 2014; Cisto ve ark., 2018; Laurén, 1965; Waldum &
Fossmark, 2018). Morfolojiye dayali siniflandirma sistemlemleri GK’nin molekiiler
olarak farkli heterojeniteye sahip olmasi nedeniyle klinik tedaviyi yonlendirmede
yetersiz kalmaktadir. Son yillarda molekiiler teknolojilerdeki gelismeler ile birlikte
yeni nesil dizileme analizleri ile DNA, RNA ve tiim ekzon dizi analizleri, varyans
analizleri gibi molekiiler yontemler sayesinde tiimoriin histopatolojik 6zellikleri
hakkinda daha ayrintili bilgiler analiz edilmektedir. Bu gelismeler dogrultusunda
mevcut siniflandirma sistemlerine ek olarak molekiiler 6zelliklere dayali siniflama

teknikleri giderek 6nem kazanmaktadir (Wang, Liu, & Hua, 2019).

1965 yilinda olusturulan Lauren siniflandirmasi, tiim siniflandirma sistemleri
arasinda en yaygin kullanilan siniflandirma sistemlerinden biridir (Berlth ve ark.,
2014). Bu sisteme gore GK bagirsak tip (intestinal), difiiz (yaygin) tip, karisik tip ve
belirsiz alt tiplere ayrilmaktadir (Laurén, 1965). Lauren siiflandirmasi morfolojik
olarak mikroskobik makroskobik farkliliklar icermekle birlikte ayni zamanda
epidemiyolojik, genetik farkliliklarda igermektedir (Cisto ve ark., 2018; Sitarz ve ark.,
2018). Sitarz ve ark. bagirsak tiplerin kronik atrofik gastrit ve bagirsak metaplazisi ile
iliskili oldugu, difiiz tipin ise mide mukozasi ile iliskili oldugu one stirmiistiir (Sitarz
ve ark., 2018). Bagirsak tip GK vakalarimin yaklasik olarak %54’iinde goriilmektedir
ve erkeklerde kadinlara oranla iki kat daha fazla rastlanmaktadir (Marqués-Lespier,
Gonzalez-Pons, & Cruz-Correa, 2016). Genellikle antrumda lokalize olan bagirsak tip
histopatolojik olarak ¢evre dokulara ulasarak glandiiler farklilasma gosteren maling
epitel hiicreleri ile karakterizedir (Marqués-Lespier ve ark., 2016). Difiiz tip GK’larin
yaklasik % 32 ‘sini olusturmaktadir ve genellikle diisiik farklilasma ve kohezyon

ozelligindeki tiimdr hiicreleri ile karakterize olmustur. Genellikle bagirsak alt tipine
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gore daha geng yastaki hastalarda gozlenmektedir. Kadinlarda ve erkeklerde esit
oranda goriilmektedir (Cisto ve ark., 2018). Cislo ve ark. 2018 yilinda yaptigi
calismaya gore bagirsak tip GK olusumunda temel olarak H. pilori enfeksiyonu
cevresel faktorler etkili olurken difliz tipte genellikle genetik faktorlerden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Cisto ve ark., 2018; Waldum & Fossmark, 2018).
Bagirsak ve difiiz tip GK vakalari patolojik olarak ayr1 alt tipler olarak gruplandirilsada
Klinik olarak her ikiside benzer sekilde tedavi edilmektedir. Bu iki alt grubun gériilme
oranlarida iilkelere ve kitalara gore farklilik gostermektedir ve Avrupa iilkerinde
bagirsak tip GK vakalarina daha ¢ok rastlanmaktadir (Sitarz ve ark., 2018). Karisik tip
GK vakalarinda karin zarina (periton) yayilma ve karaciger metastazi egilimi bagirsak
tipe gore olukca fazla olmaktadir (Cisto ve ark., 2018). Belirsiz tip ise tim GK

vakalarina oranla daha az rastlanmaktadir (Cisto ve ark., 2018; Hu ve ark., 2012).

WHO siniflandirma sistemi tiimoriin histo-morfolojik 6zelliklerine gore
tibiiler, papiller, miisindz, zayif koheziv yapiskan (tagh yiiziik hiicreli karsinom) ve
karisik karsinom olmak tizere alt tiplere ayirmaktadir (Cisto ve ark., 2018). WHO
simiflandirmasi1 adenokarsinomlarin yani sira diger gastrik timor tiplerini de
icermektedir (Berlth ve ark., 2014; Cisto ve ark., 2018). Lauren ve WHO
siniflandirilmasi karsilastirildiginda tiibiiler, miisindz ve papiller karsinomlar bagirsak
tip igerisinde yer alirken tagh yiiziik hiicreleri karinom ise difiiz tipe karsilik

gelmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Lauren ve WHO siniflandirmalarinin karsilastirilmasi (Berlth ve ark., 2014; Cisto ve ark., 2018).

Lauren Siniflandirmasi WHO Siniflandirmasi

Bagirsak tip Papiller adenokarsinom
Tiibiiler adenokarsinom
Miisinéz adenokarsinom
Difiiz tip Tasl yiiziik hiicreleri adenokarsinom
Belirsiz tip Karisik karsinom
Adenoskuaméz Karsinom
Skuamoz hiicre karsinomasi
Hepatoid adenokarsinom
Lenfoid stroma ile karsinom
Embriyonal karsinom

Paryetal hiicreli karsinom

WHO sistemine gore GK vakalar1 arasinda goriilme orani en fazla tiibiiler tip,

ardindan papiller ve miisindz tip gelmektedir. Tagh yiiziik hiicreli karsinom genellikle
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timoriin halka seklindeki hiicrelerin varligiyla tanimlanarak tim GK vakalarinin
yaklasik %10’unu olusturmaktadir (Hu ve ark., 2012). Tibiiler, papiller ve miisindz
tip karsinomlarin daha kotii prognoza sahip oldugu bilinirken tash yiiziik hiicreli

karsinomun prognozu ise heniiz kesin olarak belirlenememistir (Berlth ve ark., 2014).

1992 yilinda Goseki ve ark. hiicre i¢i miisin tretimi ve tiibiiler farklilagma
derecesine bagli olarak GK’y1 dort alt gruba ayiran bir siniflandirma sistemi
olusturmuslardir (Tablo 2). Bu siiflandirma sisteminin prognostik 6nemi heniiz net
bir sekilde belirlenememistir bu yiizden tedaviyi yonlendirme dogrultusunda yetersiz

kalmaktadir (Berlth ve ark., 2014; Cisto ve ark., 2018).

Tablo 2. GK vakalaruin Goseki yontemine gore siniflandirilmasi (Cisto ve ark., 2018; Goseki,
Takizawa & Koike, 1992).

Gruplar Ozellikleri

Grup | Iyi farklilagmus tiibiiller ve hiicre ici miisin fakiri
Grup Il Tyi farklilagmus tiibiiller ve hiicre i¢i miisin zengini
Grup 11 Zayif farklilasmus tiibiiller ve hiicre i¢i miisin fakiri
Grup IV Zay1f farklilagmus tiibiiller ve hiicre i¢i miisin zengini

Ming smiflandirma sistemi lezyonun biiylime paternine gore ve invazyon
derecesine bagli olarak GK’yi1 infiltratif (sizintt yapan) ve ekspansif (genisleyen)
olmak {izere 2 gruba ayirmaktadir (Ming, 1977). Ming siniflandirma sistemi basit ve
klinik olarak fayda saglayan bir sistem olmasina ragmen prognostik Onemi
belirtilmedigi i¢in daha nadir olarak kullanilmaktadir. Borman tarafindan yapilan
siniflandirma sistemine gore GK makroskobik biiyiime paterniyle ve mikroskobik
ozellikleriyle iliskili olarak polipoid, fungasyon, iilseratif ve infiltratif olmak {izere 4
grupta incelenmektedir. Bu eski simiflandirma sistemi giiniimiizde hala

kullanilmaktadir (Waldum & Fossmark, 2018).

GK’nin molekiiler ve genetik 6zellikleri dikkate alinarak, igsel (intrinsik) alt
tipi, Lei alt tipi, Kanser Genom Atlasi alt tipi ve Asya kanser arastirma grubu
calismalarini ele alarak molekiiler siniflandirma sistemleri olusturulmustur (Wang ve
ark., 2019). igsel alt tipleri 2011 yilinda Tan ve ark. tarafindan Lauren siiflandirmas:
ile iliskili olarak prognostik faktorler dogrultusunda, genomik bagirsak (G-INT) ve
genomik difliz (G-DIF) olarak 2 gruba ayrilmistir (Tan ve ark., 2011). Bu gruplar gen
ekspresyon seviyeleri ve biyolojik yolaklar ile ilskilendirilmistir. CDH17, FUT2 ve
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LGALS4 geni G-INT grubunda yiiksek ekspresyon seviyesine sahiptir.
Gergeklestirilen in vitro calismalarda G-INT alt grubu 5-Florourasil (5-FU) ‘e duyarh
iken G-DIF grubunun sisplatine (Cis) duyarli oldugu tespit edilmistir (Tan ve ark.,
2011; Wang ve ark., 2019). 2013 yilinda Lei ve ark. tarafindan proliferatif, metabolik
ve mezenkimal olmak iizere 3 alt gruba ayirarak biyolojik ve terapotik olarak anlamli
bulunan farkli bir siniflandirma sistemi olusturmuslardir (Lei ve ark., 2013). Bu alt
gruplar farkli molekiiler 6zelliklere sahip oldugu i¢in tedaviye yanitlar1 da farkl
oldugu tespit edilmistir. Proliferatif alt tipte ¢ok sayida TP53 mutasyonu goriiliirken
diger alt gruplarda daha az sayida goriilmektedir. Metabolik alt tip 5-FU tedavisine
duyarli oldugu tespit edilmistir (Lei ve ark., 2013). Kanser genom atlas1 2014 yilinda
yaptig1 bir arastirmada GK tiimérlerini mikrosatellit karasizlik (MSI), EBV pozitif,
CIN ve genomik kararlilik olmak iizere 4 ayr1 grupta inceleyerek farkli bir
siiflandirma sistemi olusturmustur (Cancer Genome Atlas Research, 2014). Asya
kanser arastirma grubu ise 2015 yilinda mRNA ekspresyon profillerini analiz ederek
farkli prognozlara sahip dort farkli grupta degerlendirmistir (Cristescu ve ark., 2015;
Wong ve ark., 2014).

GK i¢in histopatoljik ve morfolojik sistemlere ek olarak 1982 yilinda
Grundmann ve ark. tarafindan invazyon derinligine dayali bir siniflandirma sistemi
olusturulmustur. Canerio ve ark. GK igin her biri ayri prognostik 6neme sahip
morfolojik goriiniimiine dayali bir siniflandirma sistemi yayimnlanmistir. Japon GK
grubu ise WHO siniflandirilmasini baz alarak birkag histolojik alt grup olusturmustur.
Bu siniflandirma sistemleri klinik olarak yetersiz kalmasi sebebiyle diinya genelinde

yaygin olarak kullanilmamaktadir (Berlth ve ark., 2014 ).

GK’ya yonelik tedavi Onerisi ve yaniti, onkolojik sonuglarin tahmini veya
tedavi sirasinda kanser durumunu etkili bir sekilde tanimlamak i¢in gesitli evreleme
sistemleri gelistirilmistir (Zubarayev, Min & Son, 2019). Bunlar arasinda Uluslararsi
Kanserle Miicadele Birligi (UICC) ve Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC)
tarafinfan gelistirilen Tiimor-Nod-Metastaz (TNM) (Tablo 3) sistemi yaygin olarak
kullanilmaktadir (Washington, 2010; Zubarayev ve ark., 2019; Sekil 9). Timor
boyutu T olarak tanimlanmakta ve GK’da 4 asamasi bulunmaktadir. N, lenf nodlari

icin kullanilarak, kanserin lenf diigiimlerine yayilim durumunu belirtmektedir. M ise
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kanserin uzak dokulara olan metastazin1 ifade etmektedir (Washington, 2010;
Zubarayev ve ark., 2019).

0 I ] n IVa

Sekil 9. GK i¢in TNM evreleme sisteminin sematize edilmesi
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Tablo 3. AJCC tarafindan gelistirilen GK evreleme sistemi
(Washington, 2010)

Evre T N** M
Evre 0 Tis NO MO
Evre IA T1 NO MO
Evre IB T2 NO MO

T1 N1 Mo
Evre 1A T3 NO MO
T2 N1 Mo
T1 N2 MO
Evre 1B T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 Mo
Evre I1IA Tda N1 MO
T3 N2 Mo
T2 N3 MO
Evre 111B T4b NO ya da N1 MO
Tda N2 MO
T3 N3 Mo
Evre I1IC T4b N2 ya da N3 MO
Tda N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

*Tx: Primer bir timor saptanmamasi durumu

TO: Primer tiimdr igin bir kanit olmamasi durumu

Tis: Biiyiik oranda displazi igeren lamina propria yayilimi gergeklestirmeyen intraepitelyal tiimordiir

T1: Mide duvarinda tiimér olusumu saptanmistir
Tla: Timoér mide mukozasina infiltredir
T1b: Tiimor mukozadan submukoza katmanina infiltredir

T2: Tiim6r midenin muskularis probria tabakasina tutunmustur.

T3: Timor gevre dokulara invazyon gostermeden dis katmanina (subseroza katmanina) yayilmigtir

T4: Timor seroza ve gevre dokulara yayilmistir
T4a: Timor seroza katmanina infiltre olmustur
T4b: Timor periton, karaciger ve 6zofagus gibi ¢evre dokulara yayilim gostermistir
**NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemez
NO: Kanser hiicrelerinin i¢eren lenf nodu bulunmadigi anlamina gelir
NI1: Mideye yakin olan 1-2 lenf nodiiliine metastaz vardir
N2: 3-6 lenf nodiiliine metastaz ger¢eklesmistir
N3: 6’da daha fazla lenf nodiilii metastaz1 tespit edilmistir.
N3a: Mide yakinindaki 7-15 lenf nodiiliine metastaz gerceklestirdigi anlamina gelmektedir
N3b: 16°dan fazla bolgesel lenf nodiilinde metastaz gergeklesmistir
*#*M0: Kanserin uzak doku metastazi olmadigi anlamina gelmektedir

M1: Kanserin uzak doku metastaz1 ger¢eklestirdigi anlamima gelmektedir
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2.2.4. Gastrik Kanserlerin Tam ve Tedavisi

Erken evre GK hastalarinin %80’i semptomsuz meydana gelirken semptom
gosteren hastalarin ileri evrelerinde, bolgesel veya uzak doku metastazli lezyonlarin
varligi gézlenmektedir (Layke & Lopez, 2004; Zali ve ark., 2011). Bu sebeple hasta,
agri, siskinlik, ele gelen epigastrik bir kitle, istahsizlik, kilo kaybi, bulanti-kusma ve
tlimdriin iilserasyonuna bagli gastrointestinal sistemde olusan kanama gibi sikayetlerle
basvurdugunda siklikla GK tanisi gecikmekte ve ileri evre GK tanisi almaktadir (Zali
ve ark., 2011). GK tanis1 koymak i¢in siklikla tam kan sayimi, digki testi, H. pilori
serolojisi, biyopsi, {iist gastroinstestinal endoskobi, positron emisyon tomografi,
bilgisayarli tomografi ve evreleme laparoskopisi gibi teknikler kullanilmaktadir
(Takahashi, Saikawa & Kitagawa, 2013; Yoon & Kim, 2015; Zali ve ark., 2011).

Endoskopi, GK siiphesi igeren olgularda en hassas ve en spesifik tan1 koyma
yontemidir (Karpeh & Brennan, 1998). Bu teknik doku teshisi i¢in timér yerlesimini,
mukozal tutulumu ve biyopsinin dogrudan goriintiilenmesi saglanmaktadir (Dicken,
Bigam, Cass, Mackey & Joy, 2005). Endoskopik ultrasyon teknigi invazyonu derecesi
hakkinda bilgi saglayarak timor evresi tespit edilebilmektedir (Willis, Truong &
Gribnitz, 2000). GK evrelemesinde en sik tercih edilen diger bir teknik ise %88
duyarliliga sahip bilgisayarli tomografi’dir (Angelelli, lanora & Scardapane, 2001,
Kuntz & Herfarth, 1999). Karaciger metastazi, lenf nodu, bolgesel ve uzak doku
metastazini tespit etmek igin kullanilmaktadir (Angelelli ve ark., 2001; Kuntz &
Herfarth, 1999). Manyetik rezonans goriintiilime teknigi ile TNM evrelemesi tespit
edilmektedir (Motohara & Semelka, 2002; Sohn, Lee & Lee, 2000). Positron emisyon
tomografi ¢ekimi GK evrelemesinde ve kemoterapi tedavisi sirasinda glikoz
metabolizmasindaki degisiklikleri tespit ederek hastaligin kemoterapiye olan yanitinin
degerlendirilmesinde faydali olmaktadir (Takahashi ve ark., 2013). Ancak prognozu
ongormede kullanilabilmesi dogrultusundaki klinik ¢alismalar heniiz yetersiz
kalmaktadir (Takahashi ve ark., 2013). 90’11 yillardan sonra geleneksel yontemlere ek
olarak evreleme laparoskopisi teknigi ile peritonel yayilimin derecesi tespiti ve GK
evrelemesi yapilmaktadir (Burke, Karpeh, Conlon & Brennan, 1997). Trefoil faktorleri
olarak bilinen TFF1, TFF2 ve TFF3 mukus iiretimini saglayan hiicrelerde yiiksek
oranda eksprese edilmektedir. Bu faktorler kati timdrlerin mukozal biitiinligiini

koruyarak onkogenik transformasyonu 6nlemektedir. Japon bilim adamlari tarafindan
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yapilan calisamaya gore GK icin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir

(Yoon & Kim, 2015).

Giliniimiizde GK’nin mevcut tedavisi TNM sistemine gore yapilmakta olup
erken evre GK’larda sadece cerrahi rezeksiyon uygulanirken ileri evre GK’larda ise
rezeksiyon sonrasi radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir (Sekil 10). Metastatik
veya ileri evre rezeke edilemeyen GK’larda birinci basamak tedavi olarak 5-FU, platin
tiirevleri (Cis, oksaliplatin) ve diger pirimidin analoglar1 (kapesitabin, antrasiklinler
(doksorubisin, epirubisin)) tek basina veya kombinasyon halinde uygulanmasi tercih
edilmektedir (Marin ve ark., 2020). Kemoterapi uygulamast hastaligin seyrini iyi
yonde etkiliyor olsa da ileri evre GK hastalarinda ilaca direng geliserek tedavi olumsuz
sonug¢lanmaktadir (Tunca ve ark., 2019). Son zamanlarda kanser biyolojisindeki
onemli ilerlemeler ile birlikte, tiimor gelisimiyle iliskili faktorler ve sinyal yolaklar
tamimlanmistir. Meme, kolerektal ve gastrointestinal sistem kanserleri gibi birgok
kanser tlirlinde antitimor aktivitesi sergileyen molekiiler hedefli ajanlar tespit
edilmigtir. GK tedavisinde molekiiler hedefe yonelik tedavi hiicre dongiisii
inhibitdrleri, HER2 inhibitorl, anjiogenez inhibitorleri ve matris metalloproteinaz

inhibitorleri kullanilarak uygulanmaktadir (Song ve ark., 2017).

HER?2 ilk kez 1995 yilinda meme kanseri hiicre hatlarinda tespit edilen, 17.
kromozomun @ kolunda yerlesmis transmebran trozin kinaz reseptoriinii kodlayan
gendir. Bu gen RAS/MAP kinaz yolagini aktive ederek hiicre proliferasyonunu
saglamaktadir (Higgins & Baselga, 2011; Maresch, Schoppmann, Thallinger, Zielinski
& Hejna, 2012). Kemoterapi tedavisinde uygulanan Trastuzumab HER?2 reseptoriiniin
dimerizasyonunu engelleyerek sinyal yolagini1 inhibe etmek amaciyla gelistirilmis
monoklonal antikordur. HER2 pozitif bireylerde Trastuzumab tedavisi tercih edilirken
HER2 negatif bireylerde ise Cis veya 5-FU tabanli kemoterapi uygulanmaktadir
(Kamiya, Rouvelas, Lindblad & Nilsson, 2018).
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Sekil 10. GK’da TNM evrelemesine gore tedavi uygulamalar
2.2.4.1. 5-Florourasil ve Etki Mekanizmasi

5-FU kolon, gogiis, bas boyun gibi ¢esitli kanser tiirlerinde giintimiizde siklikla
kullanilan antikanser ilacidir (Grem, 2000). Ileri evre GK icin ilk tercih edilen tedavi
yontemi olmakla birlikte tedavi etkinligi, hastlarda gelisen ilag¢ direnci yiiziinden sinirl
olmaktadir (Xu ve ark., 2015). 5-FU, DNA ve RNA’nin pirimidin molekkiillerine
benzer heterosiklik halkaya sahip aromatik organik bir bilesiktir. DNA ve RNA
molekiillerinden farkli olarak C-5 pozisyonunda hidrojen yerine flor atomuna sahip bir

urasil analogudur (Rutman, Cantarow & Paschkis, 1954; Sekil 11).

b '
"N 07N
Urasil 5-Florourasil
Sekil 11. 5-FU molekiiler yapist
Hastalara uygulanan 5-FU dozunun yaklasik %80°1 ilk olarak karacigerde
katabolize edilmektedir (Longley, Harkin & Johnston, 2003). 5-FU karacigerde

dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD) enzimi tarafindan dihidrofurourasile (DHFU)
doniistiiriilmektedir (Diasio & Harris, 1989; Longley ve ark., 2003; Zhang, Li, Zhang
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& Jin, 2007). 5-FU, hiicre igerisine urasil ile ayni tasima mekanizmasiyla alinmaktadir.
Hiicre igerisinde 5-FU, florodeoksiliridin monofosfat (FAUMP), florodeoksiiiridin
tripfosfat (FAUTP) ve florouridin trifosfat (FUTP) olmak iizere 3 ayr1 aktif metabolite
dontistirilir (Sekil 12). Bu aktif metabolitler RNA sentezini azaltmakta ve timidilat
sentaz (TS) etkisini bozmaktadir (Longley ve ark., 2003). 5-FU, hiicre igerisinde TS
ile stabil bir kompleks olusturur ve bdylece deoksitimidin mono-fosfat (dTMP)
tretimini inhibe ederek FAUMP doniistiiriilir. TS timidilat biyosentezinin
katalizlenmesi, protein sentezi ve apoptotik siire¢lerin diizenlenmesinde rol oynayan
bir enzimdir (Zhang, Yin, Xu & Chen, 2008). Bu enzim deoksuridin monofosfatin
(dUMP) dTMP'ye metilasyonunu katalize eder. Ayn1 zamanda DNA repkilasyonu i¢in
timidilat sentezini gerceklestirir. 5-FU, TS inhibitorii olarak islev gdérerek DNA
replikasyonu ve hasar onarimi i¢in gerekli olan timidin sentezini engellemektedir
(Zhang ve ark., 2008). dTMP seviyesindeki meydana gelen azalma, dTTP’nin diger
deoksiniikleotitlerin ~ seviyelerindeki  dengesizligin  tetiklenmesini  indiikler
(Danenberg, 1977). Deoksiniikleotitlerin seviyelerinde olusan bu dengesizlikler DNA
sentezi ve onariminda ciddi sekilde anormallikler olusturarark 6liimciil DNA hasarina
sebep olmaktadir (Danenberg, 1977; Jarmuta, Dowierciat & Rode, 2008). 5-FU, urasil
veya timin yerine RNA ve DNA'ya yanlig baglanabilen bir pirimidin analogu oldugu
i¢in niikleik asitlerin biyogenezini ve fonksiyonunu bozarak da DNA hasarina sebep
olabilir. 5-FU’nun diger metabolitleri olan FAUTP ve FTUP, DNA ve RNA hasari
olusturarak hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. FAUTP, TS inhibisyonu ile benzer sekilde
DNA hasar1 olusturarak etki ederken, FTUP ise RNA hasar1 olusturarak etki
etmektedir (Motohara & Semelka, 2002). Yapilan ¢alismalar sonucunda 5-FU’nun
antikanser etkinliginin yolaklar1 tam olarak anlasilamamakla birlikte temel olarak TS

inhibisyonu ile gerceklestirildigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2008).
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Sekil 12. 5-FU molekiiler etki mekanizmasi (Longley ve ark., 2003).

Ileri evre GK hastalari igin 5-FU tedavisine yanit oran1 yaklasik %50°den fazla
olmakla birlikte hastalarin biiylik gogunlugunda 5-FU direnci olusmaktadir. Metastatik
GK hastalarinda 5-FU bazli kemoterapi sagkalimi artirmaktadir ancak bir¢ok hastada
tedavinin birkag kiirtinden sonra niiks olusumu gézlenmektedir (Tang ve ark., 2017).
Bu yiizden 5-FU tedavisinde ila¢ direnci olusumu klinik olarak biiyiik bir problem
olusturmaktadir (Tang ve ark., 2017). DPD kemoterapi uygulanan hastalarda 5-
FU’nun toksisitesini dogrudan etkilereyek 5-FU metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Theodore, Wigle, Tsvetkova, Welch & Kim, 2019; Zhang, Li, Zhang
& Jin, 2007). Tek niikleotit polimorfizmi (SNP) olarak ortaya ¢ikan DPD gen
polimorfizmi 5-FU toksisitesine sebep olmaktadir. Bu polimorfizim 5-FU’nun bireysel
olarak ilaca farkli yanit vermesine sebep olmaktadir. DPD enzimi 5-FU’nun yaklasik
%80’inin inaktif metabolite indirgedigi icin DPD’nin aktivitesi veya gen ekspresyon
tipi, 5-FU'nun farmakokinetigini ve kemoterapotik toksisitesini tahmin edebilmek

amaciyla kullanilmaktadir (Theodore ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2007).

2.2.4.2. Sisplatin ve Etki Mekanizmasi

Cis, cisplatinum veya cis-diamminedikloroplatin (IT) olarak adlandirilan
mesane, bas boyun, akciger kanseri olmak {izere ¢esitli kanser tedavileri i¢in kullanilan
kemoterapétik ajandir (Shaloam & Paul, 2014). Cis 6zellikle ileri evre GK hastalarinda

birinci basamak tedavisi olarak kullanilan kemoterapi ilacidir (Xiaofeng ve ark.,
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2020). Oda sicakliginda beyaz veya koyu sari renkli kristal halinde bulunur ve
diizlemsel geometriye sahip metalik bir koordinasyon bilesigidir (Shaloam & Paul,
2014). Temel olarak Cis’in molekiiler yapisi cis elemental oryantasyonunda iki amid

ve iki kloriir ligand1 igermektedir (Shang-Hung & Jang-Yang, 2019; Sekil 13).

Cl_ _NH,
Pt_
Cl NH,

Sekil 13. Cis bilesiginin molekiiler yapis (Champa Jayasuriya & Darr, 2013) .

Pasif difiizyon ile hiicre igerisine alinan Cis molekiilii hiicre icerisine girdigi
anda aktive olmaktadir. Sitoplazma igerisinde kloriir iyonlarinin hiicre dis1 ortamina
kiyasla nispeten diisiik konsantrasyonu yiiziinden Cis yapisinda yer alan klor atomlari
su molekiilleri ile yer degistirir (Galluzzi ve ark., 2012; Shaloam & Paul, 2014; Sekil
14). Olusan sulu Cis molekiilii proteinler ve DNA bazlari iizerinde yer alan sistein ve
metiyonin kalintilart ile etkilesebilen bir reaktif haline gelir. Bu reaktifler DNA
hasarima sebep olur ve TP53’iin de dahil oldugu DNA hasar onarim mekanizmasinin
aktivasyonu tetiklenir. Buna karsilik TP53’in {irinleri mitokondriyal dis zar
gecirgenligini kolaylastiran genlerin aktive ederek apoptotik yolak ile ilgili genlerin
ekspresyonunu tetikler. Sitoplazmada Cis reaktif oksijen tiretimini siirdiirerek Cis
kaynakli DNA hasari siddetlendirilir. Eger olusan hasar boyutu diisiik diizeyde ise Cis
eklentileri hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazinda bir tutuklamaya neden olarak onarim
mekanizmalart DNA biitiinliigiiniin yeniden olusturulmasini saglar. Ancak DNA
hasar1 tamir edilemeyecek boyutta ise apoptotik yolla hiicre dliimiine sebep olur

(Galluzzi ve ark., 2012).
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Sekil 14. Cis molekiiliiniin etki mekanizmast (Galluzzi ve ark., 2012).

GK hastalarinda tedavi sonrasinda; hiicre i¢i Cis birikiminin azalmasi, Tiyol
iceren molekiiller tarafindan Cis’in inaktivasyonunun artmasi, DNA hasar onarim
mekanizmasinin asir1 aktif olmasi sebebiyle Cis direnci gelisebilmektedir (Tanida ve
ark., 2012). Sodyum potasyum pompalari, kapili iyon kanallar1 gibi aktif tasiyicilar
hiicre icersine Cis aliminda rol oynamaktadir. Bu kanallarin inaktivasyonu sonucunda
hiicre igerisine ila¢ alimi engellenir ve hiicre disina aktarilan Cis miktar1 igeri
alinandan daha fazla hale gelir. Bu durum Cis direnci ile sonuglanir (Gately & Howell,
1993). Tiyol igeren glutatyon hiicre igerisinde Cis’i detoksifiye ederek inaktif Cis-
Tiyol konjugatlarina donistiiriir (Sakamoto, Kondo & Kawasaki, 2001). DNA hasar

onarim mekanizmalar alkilleyici ajanlarin neden oldugu DNA eklentilerini ve ¢apraz

26



baglar1 onarir ve gesitli proteinlerdeki degisiklikler ile birlikte direngli hale gelir
(Marin ve ark., 2020; Tanida ve ark., 2012). Bu mekanizmalar tarafindan Cis’e kars1

gelistirilen diren¢ GK tedavi etkinligini 6nemli dl¢iide diisiirmektedir.

2.3. Genetik ve Epigenetik Yaklagimlar

GK gelisimi ve ilerlemesi bir dizi genetik ve epigenetik mekanizmalardaki
diizensizliklerin yer aldig1 heterojen bir siirece sahiptir (Sekil 15). Genetik degisimler,
metabolik yolaklarda yer alan proteinlerin fonksiyon kaybina veya farkli sekillerde
eksprese edilmelerine sebep olurken, epigenetik degisiklikler ise onkogenlerin ve
timor baskilayict  genlerin  ekspresyon seviyelerinde anormalliklere neden
olmaktadirlar (Tunca, Ak, Mutlu & Tekin, 2019). Genetik ve epigenetik degisiklikler
dikkate alinarak farkli molekiiler 6zellikteki GK alt gruplart belirlenebilir ve bu

degisikliklere 6zgii tedavi stratejileri gelistirmek tedaviye yanit oranini olumlu yonde
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Sekil 15 . GK gelisimi siirecindeki etkili olan genetik ve epigenetik mekanizmalar
2.3.1. Genetik Faktorler

Genetik faktorler, malign fenotipe yol acan anormal gen ekspresyonu
nedeniyle GK olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Puneet ve ark., 2018). GK
sendromlari, kalitsal diffiiz gastrik kanser (HDGC), proksimal polipozis (GAPPS),
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ailesel instestinal gastrik kanser (FIGC) olarak 3 temel gruba ayrilmaktadir (Oliveira,
Pinheiro, Figueiredo, Seruca & Carneiro, 2015). HDGC, ¢ogunlukla kalitsal CDH1
(E-Kaderin) mutasyonu sonucu olusmaktadir. Bununla beraber bu sendromda
CTNNA1, BRCA2 ve STK11 genlerindeki mutasyonlarin da etkili olabildigi
bilinmektedir (Hansford ve ark., 2015). GAPPS, ilk olarak 2012 yilinda tanimlanmis
bir sendrom olup bu grupta timor gelisimi sadece proksimal midede polipler ile
karakterizedir ve bu sendromun olusumunda etkili olan genetik mekanizmalar heniiz
aydinlatilmamistir. Kalitsal GK’lar ayn1 zamanda Herediter Non Poliposiz Kolorektal
Kanser, Familyal Adenomatdsiz Poliposiz ve Li-Fraumeni sendromu ile de
iligkilendirilmektedir (Oliveira ve ark., 2015). Son zamanlarda yapilan genomik
analizler ile siklikla goriilen sporadik GK’larin MSI, EBV, CIN ve epigenetik
degisimler sonucu olugsan genomik kararlilik olarak dort farkli molekiiler alt tipte

siiflandirilabilecegi belirlenmistir (Sekil 16).

CIN
« Bagirsak tip
* TP53 mutasyonu
* RTK-RAS aktivasyonu

EBV
*PIK3CA mutasyonu
*PD-L1/2 agirt ekspresyonu
* EBV-CIMP
*CDKN2A susturma
* Badiigiklik hiicresi sinyali

MSI
* Hipermutasyon
*Gastrik -CIMP
*MLH1 susturma
 Mitotik yollar

GS
* Diffuz histolojisi
*CDH1, RHOA mutasyonlarn
* CLDN18-ARHGAP fiizyonu
* Hicre adezyonu

Sekil 16. GK molekiiler alt tipleri ve her birinin sahip oldugu molekiiler 6zellikler (Nature, 2014)

2.3.1.1. Gastrik Kanserde CDH1 (E-Kaderin) Gen Mutasyonunun Rolii
CDH1 geni kromozomun 16¢22.1 iizerinde yer alan bir timor baskilayict

gendir. Bu gen, 120 kDa'lik E-Kaderin proteinini kodlar. E-Kaderin proteini, kaderin
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ad1 verilen yiiksek oranda korunmus bir transmembran glikoprotein ailesine aittir. Bu
protein  katanininde dahil oldugu katenin ad1 verilen bagka bir sitozolik protein grubu
ile kompleks olusturur ve kalsiyuma bagli hiicre yapismasini destekleyerek organize
dokular olusturulmasini saglar. E-kadherin sitozolik alan, ardisik tekrardan olusan
transmebran alani ve hiicre dis1t motif olmak iizere 3 yapisal alandan olusmaktadir
(Shenoy, 2019; Sekil 17). E-kaderin proteininin sitoplazmik kuyrugu, hiicre iskeleti
filamentleri (aktin, katenin) ile etkilesime girerek hiicre stabilitesini saglar ve hiicre
hareketliligini Onler. Transmebran alani hiicre disi kalsiyum bagimli bolge ile
baglanmasini saglar. Hiicre disi motif ise komsu hiicrelerin homofilik kaderin
molekiiliine baglanir ve bu baglanma, hareket eden bolgenin esnemesini dnleyen ve

sertlik saglayan kalsiyum iyonlarina ihtiya¢ duyulmasini artirir (Shenoy, 2019).
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Sekil 17. E-kadherin-katenin kompleksinin yapisi ve islevi (Shenoy, 2019)

Karsinogenez olusumundaki CDH1 mutasyonlarinin mekanizmasi heniiz tam
olarak bilinmemektedir (Shenoy, 2019). E-kaderin-katenin kompleksi B-katenin,
RhoGTPaz, NF-kp ve EGFR gibi ¢esitli sinyal yolaklar ile etkilesime girerek, gelisim
ve karsinogenez siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (Cowell ve ark., 2009; Gottardi,
Wong & Gumbiner, 2001; Perrais, Chen, Perez-Moreno & Gumbiner, 2007; Shenoy,
2019; Sekil 18). CDH1 gen mutasyonu ve bununla iliskili olarak E-Kaderin protein
kaybi, genetik ve epigenetik degisiklikler epitel hiicre-hiicre yapisma potansiyalini
kaybederek hiicre yapisinda degisikliklere, anormal stromal etkilesimlere ve ayrica
hiicre gogii ve sinyallesmenin degismesine neden olarak tiimor olusumunu destekler
(Adam, Thorsson, Shmulevich & Cancer, 2014; Perrais ve ark., 2007; Shenoy, 2019;
Ushiku, Ishikawa & Kakiuchi, 2016).
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Sekil 18. E-cadherin tarafindan diizenlenen sinyal yollar1 ve kanser gelisimi ile iliskisi (Shenoy, 2019)

CDHJ1 geninde meydana gelen kesik mutasyon anormal derecede kisa, islevsel
olmayan protein liretimine neden olmaktadir. Bu durum kaderin-katenin kompleksinin
bozulmasina, hiicre baglantilarinin kaybolarak hiicre hareketliliginin artmasina,
kontrol edilemeyen hiicre boliinmesine ve tlimoriin metastatik kabiliyetinin artmasina
sebep olur (Carneiro, Fernandes, Figueiredo & Caldeira, 2012; Jeanes, Gottardi &
Yap, 2008). HDGC sendromlarinin yaklasik %30-50'si bu mutasyona sahiptir.
HDGC'de bu mutasyon hastalarin ¢ogunda yaklasik 38 yasinda asemptomatik olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Hastaliga ait belirgin semptomlar gézlendiginde hastalik ileri
metastatik evrelerdedir ve kotii prognoza sahiptir (Shenoy, 2019). Genetik
degisiklikler HDGC'de tiim gen uzunluguna dagimistir ve CDH1 germ hatt1
mutasyonlariin %80’i erken durdurma kodonlariin olusmasi nedeniyle E-kaderin
proteininin tamamen kaybolmasina neden olmaktadir (Barber, Murrell & Ito, 2008;
Berx & Van, 2009; Melo, Figueiredo & Fernandes, 2017).
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2.3.1.2. MSI Molekiiler Alt Tipi

Mikrosatellitler tiim genom igerisinde yer alan kisa tekrar dizileridir. Bu alt tip
genellikle, MLH1gibi DNA vyanlis eslesme tamir genlerinin transkripsiyonel
susturulmasina neden olan metilasyonlar ya da somatik mutasyonlari ile bu genlerin
fonksiyon kayiplari ile mikrosatellit bolgelerinde meydana gelen delesyonlar ya da
insersiyonlar ile ortaya ¢ikmaktadir. GK’larda MSI, bir¢ok onkogenik sinyal proteini
kodlayan genlerin mutasyonlara neden olarak hiicre sinyali iletimi gibi bir¢ok
fonksiyonel siireci etkilemektedir. MSI’ ye sahip GK’ lar (MSI-GK), CpG-ada
metilator fenotipini (CIMP) tasiyan yiiksek mutasyonlu tiimorlerdir. Bu alt grup
timorler, biitin GK’larin  yaklagik %45’inde gozlenir ve cinsiyet olarak
degerlendirildiginde kadinlarda daha yiiksek goériilme oranina sahiptir (Mathiak ve
ark., 2017; Tunca ve ark., 2019). MSI-GK’lar genellikle DNA yanlis eslesme onarim
proteinini kodlayan MLH1 geninin susturulmasi ve PIK3CA, EGFR mutasyonlari ile
karakterizedir (Mathiak ve ark., 2017). MSI-GK'larin tanimlanmasinda,
immiinohistokimyasal olarak MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6 ekspresyon analizi ve
BAT-25, BAT-26, NR-21 ve NR-24 mononiikleotit belirtecleri ile fragman analizleri
yapilmaktadir (Mathiak ve ark., 2017). Ancak GK’larda MSI durumunun ve bu alanda
yapilan analizlerin klinikopatolojik parametreleri ve prognozu etkileyip etkilemedigi
hala tartisilmaktadir. Farkli popiilasyonlarda yapilan ¢aligsmalar ile MSI-GK’larin az
sayida lenf nodu metastazi olusturdugu, ileri yash hastalarda yaygin gézlendigi ve ayni
zamanda instestinal tip ve diisik MSI olan tiimdrlerden daha iyi bir sag kalim

gosterdigi belirlenmistir (Micaela ve ark., 2017; Tunca ve ark., 2019; Rocken, 2017).

2.3.1.3. Epstein-Barr Viriis Molekiiler Alt Tipi

EBV yetiskin popiilasyonun %90’nindan fazlasin1 enfekte eden Burkitt
lenfomada kesfedilen bir insan herpes viriisiidiir (Nishikawa ve ark., 2018; Yang, Liu,
Zeng, Hu & Gan, 2020). EBV pozitif GK (EBV-GK), EBV enfeksiyonu ile
iliskilendirilmis malign bir timordiir (Yang ve ark., 2020). EBV-GK cografi dagilima
gore biitin GK’larin yaklasik olarak %5-10"unu olusturmaktadir (Lizasa, Nanbo,
Nishikawa, Jinushi & Yoshiyama, 2012). EBV'nin epitel hiicreleri enfekte ettigi
mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak EBV’nin gastrik epitel
hiicrelerine EBV enfekte olan B lenfositleri araciligi ile hiicreden hiicreye temas
yoluyla girmektedir (Imai, Nishikawa & Takada, 1998; Yang ve ark., 2020; Sekil
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19). EBV-GK’ larin en temel molekiiler 6zelligi, kanser olusumu ile iliskili genlerin
CpG adalarinda promotor bolge metilasyonunu tetiklemesidir. Bu alt gruptaki GK’ lar
genellikle PIK3CA ve ARID1A gen mutasyonlari ile karakterizedir (Rocken, 2017).
Genel GK molekiiler 6zelliklerine gore EBV-GK’lar benzersiz patolojik 6zelliklere
sahip olmasina ragmen, spesifik klinik belirtilere sahip degildir (Sun ve ark., 2020).
Lenf nodu metastaz varlig1 ile EBV pozitifligi arasinda negatif bir iliski oldugunu
gostermektedir (Tokunaga & Land, 1998). Camargo ve ark. erkeklerde ve 60 yasin
altindaki hastalarda EBV-GK insidansinin daha yiiksek oldugunu gostermislerdir
(Camargo ve ark., 2016). Asya popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada EBV pozitif
GK’ larin diger GK alt gruplarina gore daha iyi prognoza sahip oldugu gosterilmistir
(Liu ve ark., 2015). EBV pozitif GK’ larda PD-L1 ve PD-1 proteinlerinin yiiksek
sekilde eksprese edilmesinden dolayr bu tiimorler immiin kontrole 6zgii spesifik
inhibitorler ile tedavi edilebilmektedir (Boger ve ark., 2016; Tunca ve ark., 2019). Bu
yiizden, EBV pozitifliginin GK'larda belirlenmesi tedavi  segeneginin

olusturulmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
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Sekil 19. GK gelisimi ve ilerlemesinde EBV’nin rolii (Yang ve ark., 2020)
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2.3.1.4. Kromozomal Karasizlik Molekiiler Alt Tipi

CIN, hem kromozom sayilarinda hemde yapisinda degisiklilere sebep olan
anormal genomik degisikliklerdir (Wei, Cheng, & Wang, 2016). CIN, anoploidi ve
poliploidi olarak, kromozom kayb1 veya kazanimiyla DNA igerigindeki degisiklikler
olarak tanimlanmaktadir. Bu mekanizma sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve flow
sitogenetik yontemler ile saptanabilmektedir (Tunca ve ark., 2019). GK’larin biiyiik
cogunlugu CIN ile karakterizedir (Tunca ve ark., 2019; Sohn ve ark., 2017). CIN GK'
lar genellikle P53 mutasyonlar1 ve EGFR, FGFR2, HER2 ve MET reseptor tirozin
kinazlar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar ve amplifikasyonlar ile aktive olmaktadir
(Deng ve ark., 2012; Tunca ve ark., 2019). FGFR2 ve HER2 amplifikasyonlarinin GK
prognozu ile bir anlamliligi olmadigi, MET amplifikasyonunun ise lenf nodu, uzak
organ metastaz olusumu ve kisa yasam siiresi ile iliskili oldugu tespit edilmistir
(Metzger ve ark., 2016). Bu nedenle GK smiflandiriimasinda CIN bagimsiz bir

parametre olarak kullanilmakta yetersiz kalmaktadir.

2.3.1.5. Genomik Kararhlik Molekiiler Alt Tipi

Genomik kararlilik molekiiler alt tipi, somatik mutasyonlar igerip, 50 yas ve
altindaki hastalarda daha yaygin gozlenmektedir (Wang ve ark., 2019). Bu alt tipe ait
GK’lar diffiz histolojik fenotipe sahiptir (Nature, 2014; Wang ve ark., 2019).
Genomik kararlilik alt tipi tiimorleri hiicre yapismasinda rol oynayan CDH1 ve
anjiyogenez ile iliskili RHOA genlerinde nokta mutasyonu igermektedir (Rocken,
Behrens, Boger & Kriiger, 2016; Wang ve ark., 2019). Ayrica mide epitel hiicrelerinin
adhezyon gelisiminin genomik kararlilik ile iligkili oldugu gosterilmistir (Tunca ve
ark., 2019). RHOA nokta mutasyonlarinin biiyiik ¢ogunlugu intestinal tip GK” lar ile
iliskilendirilmistir (Rocken ve ark., 2016). GK’larda genomik kararlilik molekiiler alt
tipinin, klinik Oneminin belirlenebilmesi i¢in ileri molekiiler analizlerin

gerceklestirilmesi gerekmektedir.

2.3.1.6. Gastrik Kanser Gelisimi ile Iliskili Sinyal Yolaklari

GK gelisimi ve ilerlemesinde birgok gen ve bu genler ile iliskili hiicre i¢i sinyal
yolaklarindaki anormallikler rol oynamaktadir. Wnt/B-katenin, Fosfatidilinozid 3-
kinaz (PI3K)/Akt/ mTOR, Notch, Hedgehog, MAP /Kinaz, JAK/STAT gibi bir ¢ok
sinyal yolagi hiicresel fonksiyonlar1 etkileyerek GK olusumuna sebep olmaktadir

(Molaei, Forghanifard, Fahim, & Abbaszadegan, 2018). Bu sinyal yolaklarinin altinda
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yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmas1 GK tedavisi i¢in yeni terapotik ajanlarin

gelistirilmesine ve yeni bakis agilarinin olugmasina katki saglayabilecektir.

2.3.1.6.1. Wnt/p-Katenin Sinyal Yolagimin Gastrik Kanser ile iliskisi

Whnt sinyal yolagi, ozellikle gastrointestinal sistem olmak {izere birgcok
kanserde tiimor olusumunu destekleyen evrimsel slire¢ boyunca korunmus bir yolaktir
(Katona & Rustgi, 2017). Bu sinyal yolag1 gelen sinyalleri hiicre yiizeyi reseptorleri
araciligtyla  bir  hiicreye ileterek  diizenlenmesini  saglayan salgilanmis
glikoproteinlerden olugmaktadir (Katona & Rustgi, 2017). Wnt sinyal yolagi
embriyonik gelisim siirecinde hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi ve hiicre gogii
gibi biyolojik mekanizmalarin diizenlenmesinde ve organogenez evrelerinde gorev
almaktadir (Komiya & Habas, 2008; Koushyar, Powell, Vincan & Phesse, 2020).
Whnt/p-Katenin klasik olan kanonik yolak, kanonik olmayan ve Wnt/Ca*? bagiml
yolak olmak iizere 3 alt gruba ayrilmaktadir (Huelsken & Rens, 2002). Wnt sinyali
varhiginda, Wnt ligandlar1 hiicre mebraninda yer alan Frizzled reseptoriine ve
lipoprotein reseptor iliskili LRP5/6 proteinine baglanir (Chiurillo, 2015; Komiya &
Habas, 2008). Bu ligant-reseptér kuruldugunda Frizzled-Wnt-LRP5/6 kompleksi
olusur ve Wnt sinyal mekanizmasi aktif hale gelir (Mikels & Nusse, 2006). Olusan bu
komplekse Dheveled proteini de katilarak LRP5/6 proteini fosforillenir. Bu
fosforilasyonun ardindan Axin, APC-kazein kinaz (CK1)-glikojen sentaz kinaz 3
(GSK3)’den olusan yikim kompleksini dagiratarak CTNNBI1 geninin iiriinii olan [3-
katenin yikimint engeller ve niikkleusta B-katenin birikimi gergeklesir. Niikleusta
biriken B-katenin, transkripsiyon faktor ailesi olan TCF/LEF molekiillerine baglanarak
Wnt hedef genlerinin transkribe olmasini saglar (Teo & Kahn, 2010). Aktif Wnt sinyali
yoklugunda ise APC-CK1-GSK3 kompleksinde yer alan CK1 ve GSK3 B-katenini
amino terminal bolgesinden fosforilleyerek B-Trcp ve E3 ubikuitin ligaz alt birimi
tarafindan taninmasi saglar. Ardindan ubikitinasyon ve proteazomal degradasyona
ugrayarak p-katenin yikimi gergeklesir (Komiya & Habas, 2008; Koushyar ve ark.,
2020; Teo & Kahn, 2010; Sekil 20). Kanonik olmayan ve Wnt/Ca*? bagiml1 yolaklar
ise B-katenin’den bagimsiz yolak olarak adlandirilir ve bu yolaklar hiicre farklilasmasi

ve hiicre gocii ile 6nemli rol oynar (Koushyar ve ark., 2020).
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Sekil 20. Aktif ve aktif olmayan Wnt/ B-katenin sinyal yolagi (Zhang & Wang, 2020)

Wnt/B-katenin sinyal yolunun anormal aktivasyonu, GK vakalarinin 6nemli bir
bolimiiniin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynamaktadir (Chiurillo, 2015). Wnt
sinyal yolagimin asir1 derecede aktif olmas1 gastrik epitelde hiicre ayrilmasina, fundik
gland polip olusumuna ve adenomatoz degisikligine neden olmaktadir (Fu, Li, & Hao,
2017). Bu sinyal yolaginin artan aktivitesi H. pilori enfeksiyonun neden oldugu GK’lar
ile iliskilendirilmistir. Ayrica bu asir1 aktivasyon GK’da kok hiicreleri benzeri
yapilarin olusumunu desteklemistir (Fu ve ark., 2017). Son zamanlarda yapilan
caligmalarda Wnt/B-katenin sinyal yolagmimn artan aktivitesini antikorlar, RNA
etkilesimleri ve rekombinant proteinler gibi biyolojik inhibitorler kullanilarak tersine

cevrilmesi hedeflenmistir (Tunca ve ark., 2019).

2.3.1.6.2. PI3BK/Akt/mTOR Yolag: ve Gastrik Kanser Gelisimi

PI3K/Akt /mTOR yolu normal hiicresel siireglerde yer alan en 6nemli sinyal
yollarindan biridir. Anormal aktivasyonu, bir¢ok kanser tiiriinde, hiicre proliferasyonu,
hiicre gogii, apoptoz, ilag direnci gibi hiicresel mekanizmalar1 diizenler (Fattahi ve ark.,
2020; Sun ve ark., 2014). PI3K sinyal yolagi trombosit tiirevli biiylime faktorii
(PDGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) ve
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diger biliylime faktorleri dahil olmak tizere ¢esitli ligandlarin reseptor tirozin kinazlara
baglanmas: ile aktif hale gelir (Fattahi ve ark., 2020). Ug farkli siniftan olusan genis
bir lipid kinaz ailesi olan PI3K, PI3K/Akt ekseninin en {istiinde yer alir ve
fosfatidilinositol  4,5-bifosfati1  (PIP2), fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata (PIP3)
doniistiiriir (Baghery ve ark., 2021; Sekil 21). Fosfoinosititlerin fosforile edilmis
inositol halkalari, serin/treonin kinazlar ve protein kinaz B olarak bilinen Akt’de sinyal
proteinleri i¢in baglanma bolgeleri olusturur (Fattahi ve ark., 2020). Fosfoinositide
bagimli protein kinaz-1 (PDK1) Akt’ye baglanarak aktif hale getirir. mMTOR,
mTORC1 ve mTORC2 olarak adlandirilan iki kompleksin pargasi olarak islev goren
289 kDa molekiiler agirliga sahip bir serin/treonin protein kinazdir. Akt mTORC2
tarafindan tekrar fosforile edilerek aktif hale gelir (Fattahi ve ark., 2020). Aktif hale
gelen Akt mMTORC1’i baskilayarak trasnkripsiyon faktorlerini serbest birakir ve
transkripsiyonun baglamasimi destekler. PI3K sinyalinin aktiflesmesi hiicre
proliferasyonu, DNA hasar onarimi, anjiogenez, farklilasma, hiicre gogii gibi bir dizi
hiicre i¢i mekaniazmanin anormal diizenlenmesine sebep olur (Baghery ve ark., 2021;
Fattahi ve ark., 2020).

Sekil 21. Kanser olusumunda PI3K/Akt/ mTOR yolaginn etkisi (Fattahi ve ark., 2020).

36



PI3K inhibisyonu, Akt ve mTOR'un aktivasyonunu oOnleyerek, kanser
hiicresinin hayatta kalmasi ve timor ilerlemesi ile iligkili bu genlerin baskilanmasini
saglar. PI3K'y1 inhibe etmek i¢in birtakim ilaglar gelistirilmektedir ve klinik deneyler
bunlarin bazilarinin nispeten antikanser ajanlari etkili olabilecegini gdstermistir.
Ayrica bu yolagi inhibe etmek i¢in, PI3K, EGFR ve PARP gibi onkogenik yolagi
baskilayabilecek inhibitorler kullanilmaktadir (Baghery ve ark., 2021; Fattahi ve ark.,
2020).

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin asir1 aktivasyonu bir¢ok solid tiimdriin
olusumunda oldugu gibi GK gelisiminide desteklemektedir. GK vakalarinda bu yolak
%35-80" inde PIBKCA' nin yiiksek ekspresyonu, %40' inda ise Akt' nin fosforilasyonu
ile aktive olmaktadir. Ayrica reseptdr tirozin kinaz aktivasyonu, PI3BKCA’ y1 aktive
edici mutasyonlar ve amplifikasyonlar, mutasyonlar mTOR’un anormal aktivasyonu,
EGFR, PI3K gibi yukar akis diizenleyicilerinde mutasyonlar ve kodlama yapmayan
RNA’lar gibi epigenetik mekanizmalarin etkisi ile asir1 aktive olarak GK olusumunda
rol oynamaktadir (Fattahi ve ark., 2020; Sekil 22). PI3KCA ve Akt proteinlerinin
yiiksek ekspresyonu, GK’da lenf nodu metastazi ile iliskilendirilmistir. mTOR un
anormal aktivasyonu bazi GK vakalarinda kotii prognozla iliskilendirilmistir (Fattahi
ve ark., 2020), GK' nin EBV ve MSI kokenli molekiiler alt tiplerinde sirasiyla %80 ve
%42 oraninda PIK3CA anormallikleri tespit edilmistir (Baghery ve ark., 2021; Tunca
ve ark., 2019). PI3K/Akt/mTOR yolaginin anormal aktivasyonuna neden olan
molekiiler mekanizmalarin daha net anlasilabilmesi potansiyel GK tedavisi igin

molekiiler hedefli terapotik ajanlarin gelistirilmesini saglayabilecektir.
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Sekil 22. GK olusumunu destekleyen PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin asir1 aktivasyonuna neden olan genetik ve epigenetik
mekanizmalar (Fattahi ve ark., 2020)

2.3.1.6.3. Notch Sinyal Yolag ve Gastrik Kanser ile Tliskisi

Notch yolagi, gelisim siirecinde hiicrenin kaderinin belirlenmesinde, organ
olusumu ve morfogenezi diizenleyerek hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve apoptoz
mekanizmasi gibi hiicresel siireglerde gorev alan sinyal yolagidir (Kopan, 2012).
Evrimsel siire¢ boyunca korunmus olan Notch sinyal iletimi, iki komsu hiicre
arasindaki reseptor-ligand etkilesimi gergeklesir (Huang ve ark., 2016; Kopan, 2012;
Sekil 23). Notch sinyal yolagi; Notch reseptorii (Notch 1,2,3,4) Delta benzeri (DLL1,
DLL3 ve DLL4), Serrate benzeri (JAG1 ve JAG2) ligantlar (DSL) ve DNA baglanma
proteini (CSL)’den olusur. Notch reseptoriiniin hiicre dis1 alanda kalan kismi, ligand
baglanmasina katkida bulunan EGF tekrarlari icerir (Huang ve ark., 2016).
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Sekil 23. Notch sinyal yolagi (Kopan, 2012).

Notch reseptoriiniin aktivasyonu esnasinda S1, S2 ve S3 olmak iizere 3 ayrilma
mekanizmas1 gerceklesir. Ilk asamada S1 ayrilmasi biyosentezi geregi Notch
proteinleri, golgi i¢inde furin benzeri proteazlar tarafindan heterodimer yapilara
dontstiiriilir. Bu asamadan sonra olgunlasan Notch reseptorii hiicre mebranina
yerleserek komsu hiicrenin Notch ligandina baglanir ve Notch sinyali aktif hale gelir
(Huang ve ark., 2016; Kopan, 2012). Reseptor-ligant iliskisi gerceklestiginde
ADAM10 metalloproteaz tarafindan Notch un hiicre dis1 alani serbest kalmasi saglanir
ve bu ayrilma S2 ayrilmasi olarak kabul edilir (Kopan, 2012). Son asama ise gamma
sekretaz tarafindan gergeklestirilen proteolitik islem olan S3 ayrilmasidir. Bu asamada
transkripsiyonel olarak aktif olan hiicre i¢i kistm (NICD) mebrandan ayrilarak
sitoplazmada serbest hale gelir ve aktif Notch olusur. Niikleusta NICD fosforilasyon
ile aktif hale, E3 ubikutin ligazlar ile ubikutinasyon yikima ugrayarak diizenlenir.
Niikleusta NICD-CSL kompleksi olusur ve aktif Notch ile baglanti kurarak hedef

genlerin transkripsiyonunu saglar (Kopan, 2012).

Normal gastrik mukoza gelisiminde ve gastrik epitelin foveoler bezlerine

farklilasmasinda Notch sinyal yolu gorev almaktadir. GK lezyonlarinda ve timor
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dokularinda, Notch reseptoriiniin, NICD ve Notch ligant seviyelerinin yiiksek
miktarlarda bulundugu tespit edilmistir (Huang ve ark., 2016; Tunca ve ark., 2019).
GK hastalarinda Notch sinyal yolagiin asir1 aktivasyonu kétii prognoz ve diisiik
sagkalim orani ile iliskilendirilmistir (Huang ve ark., 2016). Ayrica GK vakalarinin
cogunlugunda tiimor farklilasmasi, tiimor invazyonu, artan lenf nodu metastazi ve
degisen yiizey morfolojisinde artan Notch sinyalinin rolii oldugu distintilmistiir
(Huang ve ark., 2016; Yao, Ni, Zhang, Wang & Shao, 2017). GK’da Notch
reseptorlerinin mekanizmasi1 hala net bir sekilde aydinlatilamamistir. Bu yolagi
hedefleyen tedavi edici potansiyale sahip klinik uygulamalarda kullanilabilecek
spesifik bir inhibitor aragtirmalari giiniimiizde hala devam etmektedir (Huang ve ark.,
2016).

2.3.2. Epigenetik Faktorler

Gilinimiizde molekiiler biyoloji alanindaki gelismelerde birlikte tiimor
biyolojisinde genetik mekanizmalar ile birlikte epigenetik mekanizmalarda yer alan
degisikliklerin ¢alisilmasi 6nem kazanmustir. Epigenetik DNA dizisinde herhangi bir
degisiklik olusturmadan gen ekspresyon seviyesinin diizenlenmesini saglayan
mekanizmalardir. Bu epigenetik degisiklikler tiimor baskilayici ve onkogenlerin
transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi seviyerlerde diizensizliklere neden olarak
timoriin gelisiminde ve ilerlemesini desteklemektedir (Puneet, Kumari, Tiwari,
Khanna & Narayan, 2018). Epigenetik mekanizmalar DNA ya da RNA temelli olarak
2 guruba ayrilmaktadir (Sekil 24). DNA temelli epigenetik diizenlemelerde gorev alan
molekiiler ~mekanizmalar, DNA promotér bolge metilasyonlari, histon
modifikasyonlar1 ve kromatinin yeniden diizenlenmeleridir (Canale ve ark., 2020).
Timor biyolojisi analizlerinde RNA temelli epigenetik diizenlemelerde ele alinan en
onemli iki fonksiyonel RNA grubu mikroRNA (miRNA) ve kodlama yapmayan uzun
RNA (Long non-coding; LncRNA) molekiilleridir (Samadani ve ark., 2019).
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Sekil 24. GK gelisimini destekleyen DNA ve RNA tabanli epigenetik diizenlemeler (Samadani ve ark., 2019).
2.3.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, genlerin 5' promotor bdlgelerinde yer alan guanin-sitozin
bakimindan zengin dizilerinde (CpG adalar1) guaninden oOnce gelen sitozin
niikleotidinin 5.karbon atomuna tek bir metil (-CH3) grubunun eklenmesiyle olusan
epigenetik modifikasyondur (Zhou ve ark., 2018). DNA metilasyonu, dokuya 6zgii
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde, embriyonik gelisim mekanizmasinda ve X-
kromozomu inaktivasyonunda rol oynamaktadir (Zhou ve ark., 2018). Farkli genomik
bolgelerdeki DNA metilasyonu, gen aktivitelerini farkli sekilde etkilemektedir. DNA
metilasyonu histon-DNA veya histon-histon etkilesimini etkileyerek heterokromatin
yapisint  diizenleyebilir (Zhou ve ark., 2018). DNA metilasyonu DNA
metiltransferazlar (DNMT'ler) adi verilen bir grup enzim tarafindan katalize edilir.
DNA metilasyonu GK’da anormal kromatin yapilari, yapisal varyanlarin olusumu ve
gen mutasyonlar1 gibi genetik anormallikler neden olur (Usui ve ark., 2021). Promotor
bolgede yer alan CpG adalarindaki DNA hipermetilasyonu, tiimor baskilayici genlerin
susturulmasini saglayarak GK ilerlemesini destekler (Sekil 25; Usui ve ark., 2021).
GK ile iligkili temel genlerin metilasyonu ile ekspresyonlarinin yeniden diizenlenmesi,
kanserin histolojik derecesine ve meydana geldigi gastrik bolgeye gore degisiklik
gostermektedir (Tunca ve ark., 2019). H. pilori kokenli iltihaplanmadan dolayr mide
gastrik mukozasinda bulunan DNA Alu tekrar elementlerinde hipermetilasyon oldugu

gosterilmistir (Tahara & Arisawa, 2015). GK gelisimi ile iligkili olan CDH1, MGMT
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ve COX2 genlerinin promotdr bolge metilasyonlarinin H. pilori tedavisi sonrasi
kismen tersine ¢evrildigi tespit edilmistir (Chan ve ark.,, 2006). DNA
hipermetilasyonuna sahip EBV-GK’lar genellikle PIK3CA mutasyonlari, PD-
L1/2 asir1 ekspresyonu ve TP53 mutasyonlari ile iliskilendirilmistir (Usui ve ark.,
2021).

1. Hipermetilasyon gen promotorleri
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Sekil 25. GK olusumunu destekleyen DNA metilasyon mekanizmasi (Ebrahimi ve ark., 2020)
2.3.2.2. Histon Modifikasyonu

Histon modifikasyonlari, asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve
ubikitinasyon gibi diizenlemeleri igeren, histon proteinlerinin (H1, H2A, H2B, H3 ve
H4) post-translasyonel seviyede kromatin yapisii degistirerek gen ekspresyon
diizeyinde degisiklige sebep olan epigenetik mekanizmalardir (Yang, Gu & Zhen,
2014; Sekil 26). Histon modifikasyonlari DNA replikasyonu ve translasyon gibi
hiicresel stireglerin diizenlenmesinde etkin rol oynar (Yang ve ark., 2014). Ek olarak
histon modifikasyonlar1 GK’ninda yer aldig1 ¢esitli kanser tiirlerinde tiimor gelisimi
ve ilerlemesini desteklemektedir (Yang ve ark., 2014). Histon asetilasyonu, histon
asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) olmak iizere zit etkilere sahip iki
grup enzim tarafindan, diizenlenen geri doniisiimlii dinamik denge siirecidir (Alaskhar
Alhamwe ve ark., 2018; Yang ve ark., 2014). HAT'ler, histon kuyruklarindaki hedef
lizin kalintilarinin bir amino asit grubuna asetil grubunu transfer ederek histonlar ve

DNA arasindaki etkilesimi zayiflatilmasina neden olur (Alaskhar Alhamwe ve ark.,
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2018). HDAC'ler ise histon kuyruklarmmin lizin kalintilarindan asetil gruplarinm
uzaklastirir ve gen ekspresyonunu baskilayici olarak rol oynar (Alaskhar Alhamwe ve
ark., 2018). GK dokularinda HDAC ailesi tiyesine ait HDAC1 ve HDAC2’ nin yiiksek
ekspresyon seviyesine sahip oldugu ve bu durumun kemoterapoétik ajanlara karsi ilag
direnci gelisimi iliskili olabilecegi on gorilmistir (Yang ve ark., 2014). Histon
asetilasyonlarmin GK’larda invazyon ve metastaz gelisimi ile iliskilendirilmigtir

(Yang ve ark., 2014).
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Sekil 26. Histon modifikasyonlarmin sematize edilmesi (Suneel, Onteru, & Singh, 2015 ).

Histon metilasyonu, histon metiltransferazlar tarafindan histon proteinlerinde
yer alan amino asitlere metil gruplarmin eklenmesidir (Alaskhar Alhamwe ve ark.,
2018). GK ile iliskili olarak histon metilasyonlari ile yapilan ¢aligmalarda genellikle
H3 ve H4 iizerinde durulmustur (Liu, Zhu, Xu & Dai, 2014; Yang ve ark., 2014). Park
ve ark. yaptigi calismada H3K9 metilasyonunun GK’da tiimor evresi, lenfovaskiiler
invazyon, niiks ve genel sagkalim oranlari ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir (Park
ve ark., 2008). Ayrica H3K9 metilasyon durummunun GK’larda bagimsiz prognostik
faktorii olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir (Park ve ark., 2008). Zhang ve
ark. GK tiimor dokularinda komsu normal dokulara kiyasla, CpG adalarinda H3K27
metilasyonunun 6nemli farkliliklar icerdigini gosterdiler (Zhang, Zhong, Dai & Zhou,
2009). GK’ larda kotii prognoz ile iliskilendirilen Zeste Enhanser Homologunun
yiiksek ekspresyon seviyesinin E-kaderin promotoriinde H3K27 metilasyonun neden

oldugu tespit edildi (Yang ve ark., 2014). GK’larda histon fosforilasyonunun histolojik
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alt tipinin belirlenmesi, invazyon ve metastaz gelisiminde rol oynadigi

distintilmektedir (Yang ve ark., 2014).

2.3.2.3. MikroRNA Ekspresyon Seviyelerinin Degisimi

MIiRNA'lar, transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinde gorev alan, endojen
kaynakli 17-25 niikleotit uzunlugunda, protein kodlama potansiyaline sahip olmayan
kiiciik RNA molekiilleridir. Bu molekiiller hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii, timor
gelisimi, migrasyon, ila¢ direnci, metastaz ve anjiyogenez gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyonlarda 6nemli rol oynamaktadirlar (Hao, He, Li, Wang & Wang, 2017; Tablo
4). MiRNA’larin artan ya da azalan ekpsresyon seviyeleri kanser ile iligkili olan
genlerin ekspresyonlarint transkripsiyon sonrasi seviyelerde diizenlemektedirler.
Diger bir¢ok kanser tiirlerinde oldugu gibi GK’larda da etkili olan miRNA' lar
hastaligin teshisi ve tedavisinde kullanilmak iizere prognostik bir belirteg
olabilmektedir. MiR-125b, miR-506, mir-302’in GK’larda prognostik birer belirteg
olabilecegi artan ¢alismalar ile kanitlanmigtir (Hao ve ark., 2017). GK’da miR-100,
miR-506, miR-302, miR-27b’in diisiik eksprese edildigi, miR-125b, miR-16 ve miR-
30b’un ise yiiksek eksprese edildigi tespit edilmistir (Hao ve ark., 2017). MiR-100
GK’da tiimor biiylimesi invazyon, metastaz ve timdor boyutu ile iligkilendirilmistir.
MiR-506 anjiogenez, hiicre gégii ve zayif prognoz ile iliskilendirilmistir. Mir-302
migrasyon, invazyon, metastaz ve prognoz belirlenmesinde rol oynamaktadir. MiR-
125b yiiksek ekspresyonu hiicre biiylimesi, proliferasyon, migrasyon, invazyon, timor
boyutu TNM evresi, metastaz ve zayif prognoz ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Mir-
16 ve miR-30b ilag direnci mekanizmasi gelisimi ile iliski bulunmustur (Sun ve ark.,
2014). GK’ larda etkili olan miRNA'larin molekiiler etki mekanizmasinin daha iyi
anlasilmasi, GK’ larin tedavisi i¢in daha etkili terapotik ajanlarin gelistirilmesine ve

bu kanserin tedavisi i¢in yeni bakis agilarinin olusmasina katki saglayabilecektir.
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Tablo 4. miRNA'larin anormal ekspresyon seviyelerinin GK gelisimindeki rolleri
(Hao ve ark., 2017).

Hiicresel
miRNA Ekspresyon Seviyesi mekanizmalardaki rolii Klinik ézellikleri
Hiicre proliferasyonu ve Timor
miR-17-5p/20a Yiiksek ekspresyon seviyesi apoptoz boyutu

Timor gelisimi, invazyon ve

miR-100 Diisiik ekspresyon seviyesi metastaz Lenf nodu metastazi

Hiicre proliferasyonu ve Timor boyutu, TNM evresi ve kotii
miR-125b Yiiksek ekspresyon seviyesi hiicre gocii prognoz

Hiicre gogii ve Timér invazyonu ve
miR-145 Diisiik ekspresyon seviyesi anjiyogenez metastaz

Tiimor boyutu, TNM evresi ve lenf

miR-199a-5p Yiiksek ekspresyon seviyesi Hiicre gogti nodu metastaz1
miR-302 Diisiik ekspresyon seviyesi Hiicre gocti Metastaz ve prognoz
Kot
miR-506 Disiik ekspresyon seviyesi Anjiogenez ve EMT prognoz
Kotii
miR-940 Yiiksek ekspresyon seviyesi Hiicre gocii prognoz

2.3.2.4. Long-noncoding RNA Ekspresyon Seviyelerinin Degisimi

LncRNA’lar, 200 niikleotitten daha wuzun olan ve protein kodlama
potansiyeline sahip olmayan bir transkript grubudur (Li ve ark., 2016). LncRNA’lar
genellikle niikleusta gen transkripsiyonunu ve mRNA olgunlagmasini modiile etmekte
iken sitoplazmada ise RNA stabilitesini ve mikroRNA aktivasyonunu
etkilemektedirler (Li ve ark., 2016). Son yillardaki ¢alismalar ile LncRNA’larin
epigenetik diizenlenmeleri ile timor hiicrelerinin transkripsiyon ve translasyon
stirecinde ve diger fizyolojik aktivitelerinde rol oynadig: belirlenmistir. LncRNA
molekiillerinin hiicrelerin gelisimi sirasinda farkli patolojik siireclerde rol oynadiklar
cesitli calismalar ile gosterilmistir. LncRNA'larin kanser biyolojisindeki rolii genis
capta calisilmaktadir (Tablo 5). Cesitli kanser tiirlerinde LncRNA’ larin hiicre
dongiisti, proliferasyon, apoptoz, hiicre gocii, EMT, invazyon ve metastaz gibi birgok
biyolojik siireglerde etkili oldugu tanimlanmaktadir (Li ve ark., 2016). LncRNA
transkriptlerinin - molekiiler etki mekanizmasi giinimiizde hala tam olarak
aydinlatilmamistir ancak bu molekiillerin DNA, RNA ve proteinler ile etkileserek
cesitli sinyal yolaklarinda gorev alarak ve tiimor gelsiminde rol oynar (Sun ve ark.,

2014; Sekil 27).
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Tablo 5. LncRNA molekiillerinin anormal ekspresyon seviyelerinin GK gelisimindeki
rolleri (Hao ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2018).

LncRNA  Ekspresyon Seviyesi Hiicresel mekanizmalardaki rolii  Klinik 6zellikleri
Hiicre proliferasyonu, migrasyon, TNM Evresi, lenfatik metastaz ve kéti

H19 Yiiksek ekspresyon seviyesi invazyon ve metastaz prognoz

invazyon, TNM Evresi ve kotii
FENDRR  Diisiik ekspresyon seviyesi Hiicre gogii prognoz

Timor boyutu, TNM evresi ve kotii
ANRIL Yiiksek ekspresyon seviyesi Hiicre proliferasyonu prognoz
HOTAIR  Yiiksek ekspresyon seviyesi Hiicre gogii invazyon, metastaz ve ktii prognoz
MALAT1  Yiiksek ekspresyon seviyesi Hiicre gogti EMT Metastaz
UCAl Yiiksek ekspresyon seviyesi ilag Direnci gelisimi Kotii prognoz
PVT1 Yiiksek ekspresyon seviyesi Hiicre proliferasyonu ve anjiogenez ~ Kotii prognoz
LEIGC Diisiik ekspresyon seviyesi Hiicre proliferasyonu ve EMT Metastaz

ncRNA
etkilesim

Sekil 27. LncRNA’larin molekiiler etki mekanizmasi (Kazimierczyk, Kasprowicz, Kasprzyk, & Wrzesinski, 2020).

GK dokularinda PVTI, MALATI, H19, HULC, HOTAIR, LEIGC,
XLOC 006753 ve UCA1 LncRNA molekiillerinin anormal ekspresyon seviyelerinin
hiicre proliferasyonu, tlimor gelisimi, migrasyon, invazyon, anjiogenez, apoptoz, EMT
mekanizmas1 ve ilag direnci gelisimi gibi biyolojik siireclerde rol oynadiklar
gosterilmistir. PVT1, MALATI1, H19, HULC, HOTAIR, XLOC 006753 ve UCAI
GK dokularinda yiiksek eksprese olurken LEIGC ise GK dokularinda diisiik eksprese
olmaktadir. GK’da PVT1’in hiicre proliferasyonu ve tiimor gelisiminde rol oynadigi
ayni zamanda apoptozu inhibe ettigi ve ila¢ direnci mekanizmasini gelistirdigi tespit
edilmistir (Zhang, Bu, Liu, Zhang & Li, 2015). MALATI invazyon, hiicre gogii,
metastaz ve EMT ile iliskilendirilmistir (Chen ve ark., 2017). H19’un hiicre

proliferasyonunu indiikleyerek apoptozu inhibe ettigi tespit edilmistir (Sun ve ark.,
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2014). HULC’un lenf nodu ve uzak metastaz duyarlili§i, invazyon ve EMT
mekanizmasinda rol oynadigi bildirilmistir (Xian, Zhuo, Sun, Liang & Zhao, 2018).
HOTAIR’1in metastaz ve kotii prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir (Wang ve ark.,
2016)). LEIGC GK’da tiimor biiyiimesi, hiicre proliferasyonu, gog, invazyon ve EMT
mekanizmas1 ile iligkilendirilmistir (Han ve ark., 2014). XLOC_006753
PIC3K/Akt/mTOR sinyal yolagini aktive ederek GK hiicrelerinde ¢oklu ilag direncinin
gelismesini ve hiicre ¢ogalmasini desteklemektedir ve ayn1 zamanda metastaz, TNM
evresi ve tiimor boyutu ile iligkili bulunmustur. LncRNA SNHG16 GK’larda kot
prognozla iliskilendirilmistir ve GK’larda yiiksek eksprese oldugu tespit edilmistir
(Yang & Wei, 2019). UCA1'in yiiksek ekspresyonunun, Cis tedavi sonrasi mesane
kanseri hiicresi canliligini 6nemli 6lciide arttirdifi ve meme kanseri hiicrelerinde
Adriamisin direncini indiikledigi tespit edilmistir. UCA1’in anormal ekspresyon
seviyesinin MDR mekanizmasi ve GK’l1 hastalarin klinopatolojik 6zellikleri ile de

iligkili oldugu gosterilmistir (Fang, Chen, & Zhi, 2016).

2.4. Gastrik Kanser Agresifligine Sebep Olan Molekiiler Mekanizmalar
2.4.1. Epitelyal-Mezenkimal Ge¢is Mekanizmasi

Epitel hiicreler apikal-bazal polarite ve bitisik hiicreler ile olan etkilesimlerini
sik1 baglantilar ve dezmozomlar araciligiyla korumaktadir. Mezenkimal hiicreler ise
apikal-bazolateral polarite ve bitisik hiicrelerden ayrilan bazal laminaya sahip
degillerdir bu yiizden hiicre dis1 matriksinde birbirinden ayrilmaktadirlar (Ribatti,
Tamma & Annese, 2020). Epitelyal mezenkimal geg¢is mekanizmast (EMT), epitel
hiicrelerin gelismis gd¢ kapasitesi iceren mezenkimal fenotipe doniismesini saglayan
coklu biyokimyasal degisiklikleri i¢eren biyolojik bir siirectir (Kalluri & Weinberg,
2009; Sekil 28). Bir EMT'nin tamamlanmasi, altta yatan bazal membranin bozulmasi
ve ortaya ¢iktig1 epitel tabakasindan uzaga go¢ edebilen bir mezenkimal hiicre
fenotibinin olustugunun gostergesisidir (Kalluri & Weinberg, 2009). EMT embriyonik
gelisim sirasinda, doku rejenerasyonu, yara iyilesmesi ve organ fibrozu sirasinda
meydana gelmektedir (Roche, 2018). Doku onarimi, doku fibrozu, invazyon ve
metastaz gibi biyolojik siireclerde yer alan mezenkimal hiicrelerin kdkenleri tam
olarak anlasilamamistir (Huang, Wu & Xu, 2015). Tiimorler, mikrogevre igeren timor
stromasi, malign hiicrelerden olusur (Huang ve ark., 2015). Tiimor hiicrelerinin

mikrocevresi incelendiginde, EMT, embriyogenez ve diger bazi patofizyolojik
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stiregler, timor olusumu ve ilerlemesi igin kritik olan olduk¢a korunmus ve temel bir

stirectir (Kalluri & Weinberg, 2009).

Epitel Fenotipi Epitelyal-Mezankimal Gegis Mezankimal Fenotip

Mezankimal Hiicreler

Epitel Hiicreleri

Epitelys| belirteclerin kayb pe i Snail
Kb

£ Kaderin pitelys! belitedlerin kaybi ve FSP-1

3 _ mezankimal belirteclerin kazanci. Slug

Sitoketanin * Vimentin

Laminin-1 Fibronekti ETS

Entslnin oot OB-Kaderin

B-Katenin

Sekil 28. Epitelyal fenotipten mezenkimal fenotipe gegis sirasinda epitelyal belirtelerin kaybi ve mezenkimal belirteglerin
kazanimi (Eskiizmir & Ozgiir, 2018).

Kaderinler, Ca?* bagimli adezyon mekanizmasinda rol oynayan hiicre yiizey
molekiilleridir. Kaderinler hiicre-hiicre adezyonun, embriyogenez ve farklilagma
stireglerinin diizenlenmesinde rol oynarlar (Loh ve ark., 2019). Epitel hiicreleri,
dezmozomlar ve E-kaderinin baskilanmasi gibi hiicre-hiicre baglantilarinin
ayrilmasinin  ardindan mezenkimal oOzellikler kazanir ve mezenkimal gegis
mekanizmasin1 aktive eder. Mezenkimal ge¢is sirasinda, E-kaderinin bdliinmesi,
yapisma baglantilarinin kararsizlasmasina ve katenin'in hiicre ¢ogalmasi i¢in bir
transkripsiyon aktivatorii olarak iglev gormesine yol acgar. E-kaderin, kanser
hiicrelerinde EMT sirasinda agag regiile edilirken, N-kaderin yukar1 regiile edilir ve
bu "kaderin degisikligi", diisiik hasta sagkalim oranina yol agan oldukga agresif, hiicre
gocti ve istilact ozelliklerle iligkilidir (Sekil 29). E-kaderin ayrica SNAIL, SLUG,
TWIST ve ZEBL1 gibi transkripsiyon faktorlerini baskilayarak EMT gecisinde dnemli
bir rol oynar. Bu faktérler, epitel hiicrelerinin mezenkimal fenotip kazanmasina sebebp
olur (Shenoy, 2019). Cinko parmak transkripsiyon faktorii, ZEB1 ve ZEB2
proteinlerinden olusan ZEB ailesinin bir parcasidir. Transkripsiyon faktorii ZEBI,
embriyogenez, transkripsiyonel sliregler, metastaz, istila ve EMT mekanizmasi 6nemli
Olctide iliskilendirilmistir. SNAIL 1, SNAIL 2 (SLUG) ve SNAIL3 ‘den olusan
SNAIL aile tiyeleri, yikek oOl¢iide korunmus ilag direnci, tiimor niiksetmesi ve
metastazi onemli 6l¢iide destekleyen E-kaderinin transkripsiyonel baskilayicisi olarak
gbrev yapan protein ailesidir (Wang, Shi, Chai, Ying, & Zhou, 2013). TWIST,
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embriyonik gelisimin bircok asamasinda temel rol oynayan, timér gelisimi ve
niiksiine, dnemli 6l¢iide katkida bulunan temel bir sarmal-ilmek-sarmal transkripsiyon
faktoridiir. TWIST cesitli timorlerde yiiksek eksprese edilmektedir ve bu yiiksek
ekspresyon seviyesi kanserin metastaz olusumunda 6nemli bir siire¢ olan EMT’nin
indiiklenmesine neden olmaktadir (Zhu, Ma, Wang, Song, & Lv, 2016). Yapilan ¢ok
sayida calismada, TWIST’ in molekiiller hedeflenmesinin tiimor biiylimesini 6nemli
Olclide engelledigini, tiimor metastazini kisitladigini, ilag direncini tersine ¢evirdigini

ve boylece hastalarin sag kalimini artirdigi gosterilmistir (Zhu ve ark., 2016).

! N-KAdherin
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Sekil 29. E-kaderin ve N-kaderin yapist (Loh ve ark., 2019).
Invazyon, migrasyon, metastaz ve vaskiiler proliferasyon GK progresyonu ve
prognozu ile iliskilendirilmistir (Zhang, Song, Yang & Wu, 2018). GK'da erken tani
ve etkili tedavi stratejileri gelistirmek icin bu mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi ¢ok
onemlidir. EMT'nin uyarilmasi, timor agresifligi, tedaviye direng ve hiicreler igin
istilact bir fenotip olusturma ile iliskilendirilmistir (Mani ve ark., 2008). EMT, GK
dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiiriinde biiyiik 6l¢iide tiimor agresifligi ile iliskilidir
ve siklikla timor niiksii ve metastaz ile baglantilidir (Sekil 30). EMT'nin molekiiler
mekanizmasi, hiicre sinyal aglarindaki ve hiicre iskeletindeki anormallikler ile
aydinlatilmistir. EMT'nin ayirt edici 6zelligi, epitel ylizey belirteglerinin E-kaderin
kayb1 ve N-kaderin artis1 ile mezenkimal fenotip kazanmasidir (Mani ve ark., 2008).
E-kaderin asag1 regiilasyonu, hiicreler arasi temasi bozar ve E-kaderin N-kaderinin
gecisi, hareketlilik ve go¢ i¢in kritik oneme sahiptir. GK’da E-kaderinin azalmasi ve
ZEB1, SNAIL, TWIST, N-caderin'in artmast EMT'nin en 6nemli belirte¢leridir ve bu
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molekiillerin ekspresyon seviyelerinin tersine donmesinin tiimoriin ilerlemesini
engelleyecegi ve onlar1 kemoterapdtiklere duyarli hale getirebilecegi dngoriillmektedir.
Bu nedenle mezenkimal gecisin inhibisyonunu saglayan yeni tedavi molekiillerinin
gelistirilmesinin GK tedavisine katki saglayacagi diisiiniilmektedir (Serrano-Gomez,
Maziveyi & Alahari, 2016).

Egmusnnuiml,,
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Sekil 30. GK’da EMT mekanizmasinin indiiklenerck mezankimal fenotibin kazanilmast (Yang, Zhou, Liu, Ling, & Ji, 2021).
2.4.2. Kanser Kok Hiicrelerinin Varhg
Kanser Kok Hiicreleri (CSC), kendi kendini yenileme, farklilagsma ve timor
hiicrelerini liretme ve metastatik potansiyeli slirdiirme gibi yetenekleri olan timor
hiicreleri igerisinde yer alan alt popiilasyon grubudur (Yu, Pestell, Lisanti & Pestell,
2012; Sekil 31). Kok hiicrelerin varliginin kanser gelisimiyle iliskisi, Lapidot ve
ark.’nin akut myeloid 16semi hastaligina sahip bagisiklig1 yetersiz farelerde myeloid
16semi gelistiren hiicrelerin CD347/CD38" yiizey belirteglerinin yiiksek ekspresyon
seviyesinin ikincil 16semi gelistirme potansiyaline sahip oldugu calismasi ile
gosterilmistir (Lapidot ve ark., 1994). Timor gelisimi CSC'lere farklilagsmis
hiicrelerden ya da yetiskin dokuda yerlesik olarak bulunan kok hiicrelerden

kaynaklandigr ileri siiriilmiistiir. CSC'ler tiimor mikrogevresinde degisikliklere neden
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olan fenotipik ve fonksiyonel goriiniimlerini degistiren yiiksek bir plastisite sergilerler
(Lapidot ve ark., 1994). Bu degisiklikler yaslanmis tiimor hiicreleri veya tedavi
stirecinde uygulanan kemo-radyoterapdotikler tarafindan indiiklenir. Tiim bu etkiler

akciger, mide, karaciger, meme ve kolorektal gibi en 6liimciil kat1 tiimorlerde, timor

niiksii ve metastazina neden olur (Lapidot ve ark., 1994; Yu ve ark., 2012).
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Sekil 31. CSC ve sahip oldugu fonksiyonel zellikler (Han ve ark., 2020)

GK’da ilag direnci, metastaz ve niiks gelisimi gibi biyolojik siire¢lerde GK kok
hiicreler (GCSC'ler) 6nemli rol oynamaktadir. Bu GCSC’ler aym1 zamanda GK’da
timor kiitlesini olusturan farklilagmis hiicrelerin kokenini olusturmaktadirlar. Normal
kok hiicrelerde kendini yenileme mekanizmalar1 siki bir sekilde diizenlenir. Ancak
GCSC’lerde kendini yenileme mekanizmalar1 énemli 6l¢tide diizensizdir. Bu siiregte
bir dizi mutasyonlar ve Wnt/B-Katenin, Hedgehog, Notch, Niikleer faktor kappa [ gibi
birgok sinyal yolagi etkili olmaktadir. GK’da CSC’leri karakterize eden CD133,
CD44, CD90, Lgr5, ALDH1 gibi hiicre yiizey biyobelirtegleri, OCT4, NANOG ve
SOX2 gibi transkripsiyon faktorleri ve epigenetik mekanizmalarla iligkili bir¢ok
mMIiRNA ve LncRNA’nin kullanildig1 biyobelirtecler tanimlanmistir. Bu biyobelirtegler
tani, tedavi ve prognoz ile 6nemli 6l¢iide iliskilendirilmistir (Lapidot ve ark., 1994; Yu
ve ark., 2012). Bu nedenle tedavide GCSC'leri hedef almanin, tiimoriin niiksiini
engellemek i¢in 6nemli bir yaklasim olacagi oOngoriilmektedir. Ayrica GCSC
belirteclerinin kullanilmasi ila¢ adaylarinin GCSC durumu tizerindeki etkinliklerinin

degerlendirilmesinde faydali olabilecektedir.
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2.4.3. Koloni Olusturma Yetenegi

Koloni olusturma, in-vitrro hiicre kiiltiirii kosullarinda tek bir hiicrenin
koloniye doniisme yetenegini ve bir hiicrenin siiresiz olarak ¢ogalma yetenegini
belirleyen bir analizdir (Franken, Rodermond, Stap, Haveman & van Bree, 2006;
Munshi, Hobbs M. & Meyn, 2015). Koloni en az 50 hiicreden olusacak sekilde
tanimlanir ve biiyiik bir koloni olusturmak igin hiicreler boliinme kabiliyetini korur.
Bu analiz temel olarak popiilasyondaki her hiicreyi "sinirsiz" boliinme yetenegi
acisindan degerlendirir. Koloni olusturma analizi, ilk olarak iyonlastiric1 radyasyona
maruz kalman tedaviden sonra hiicre boliinme yetenegini ve hiicre Oliimiinii
belirlemek i¢in tercih edilen bir yontem olmustur, ancak giiniimiizde diger sitotoksik
ajanlarin etkinligini belirlemek igin in vitro analizlerde oldukga yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Sekil 32). In-vitro kosullar altinda hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiiyen
birgok adherent hiicre hatt1 i¢in hayatta kalma egrileri olusturulmustur. Hiicre hayatta
kalma egrisi, kullanilan ajanin dozu ile ¢ogalma yeteneklerini koruyan hiicrelerin

fraksiyonu arasindaki iligki olarak tanimlanir (Franken ve ark., 2006; Munshi ve ark.,

2015).
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Sekil 32. Kemoterapétik ajanlarin sitotoksik etkisinin koloni olusturma analizi ile arastirilmasinin sematize edilmis hali.
CSC’ler, siirekli boliinme potansiyeline sahip uzun 6miirlii hiicrelerdir oldugu
i¢in kok hiicre 6zelliginin degerlendirilebilmesi koloni olusturma yontemi kullanilarak

gerceklestirilebilir. CSC’ler genelikle ilag direnci ve niiks gelisimi ile iligkidir ve bu
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yiizden bir tedavinin etkinligini analiz etmek i¢in CSC’lerin varligi ve koloni
olusturma yetenekleri analiz edilmesi gerekmektedir. Koloni olusum analizi, birgok
ilag adayr molekiilin ve bitki Oziitlerinin terapotik amacgli hiicre agresifliginin
baskilanmasina yonelik kullanildig1 calismalar giderek yayginlasmistir. Ayni1 zamanda
bu analiz, ilag aday1 molekiillerin CSC’lerin sinirsiz boliinme yeteneginin baskilayarak
agresifliginin test edilmesine olanak vermektedir (Franken ve ark., 2006; Munshi ve
ark., 2015). Koloni olusum analizi, kotli prognoz ile karakterize olan GK’larda ilag
adayr molekiiller veya bitkisel oziitler ile tedavi sonrasinda, tiimdrler ve normal
dokular arasinda bu ajanlara karsi tedavi yanitinin olusturacagi olast farkliklarin
degerlendirilmesinde, hiicrelerin ve CSC’lerin boliinme yeteneklerini sinirlayarak yeni

tedavi molekiillerinin etkinliginin degerlendirilmesine olanak saglayacaktir.

2.4.4. Yara lyilestirme Yeteneginin Analizi

Yara iyilestirme deneyi, in vitro kosullar altinda hiicre gogiinii analiz etmek
amaciyla gelistirilmis basit, ucuz ve en eski tekniklerden biridir (Rodriguez, Wu &
Guan, 2005). Yara iyilestirme deneyi ile hiicreler arasi baglantilarin korunarak iki
boyutta hareket eden epitelyal ve endotelyal hiicreler tarafindan gergeklestirilen hiicre
g0Ocii analiz edilir (Rodriguez ve ark., 2005). Temel olarak bu analiz tek tabaka halinde
kiiltiir kaplarma yapisan hiicrelere fiziksel veya mekanik yontemler ile "yara"
olusturma prensibine dayanir. Olusturulan yara alani baslangigta ve belirli araliklarla
goriintiilenerek yara kapanma oraninin analiz edilmesiyle, hiicrelerin go¢ yeteneginin
degerlendirilmesi saglanir (Sekil 33). Bu teknik hiicre-hiicre etkilesimlerinin hiicre
gbcli lizerindeki olasi etkilerinin arastirildigr bircok calismada kullanilmigtir. Hiicre
go¢i, hiicrelerin tek tek veya kiimeler halinde bir konumdan digerine hareketidir. Tek
hiicre go¢ii ve toplu hiicre gogli olmak tizere iki farkli hiicre gocili tanimlanmustir.
Hiicre gogii sirasinda birgok hiicresel diizenlemeler gerceklesmektedir. Hiicre gocii
embriyogenez, sinir sisteminin gelisimi, yara onarimi ve kanser hiicrelerinde metastaz
gelisimi gibi birgok biyolojik siireclerde rol oynar. Bu siireglerde hiicrelerin maruz
kaldiklar statik bir fenotipten hareketli bir fenotipe gecisinde EMT mekanizmasi yer
almaktadir. Yara analizinde hiicrelerin EMT mekanizmasini aktif hale getirerek yara

alanina dogru hareketliligi sagladig1 tespit edilmistir (Rodriguez ve ark., 2005).
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Sekil 33. Yara iyilesme siirecinin analiz edildigi 6rnek bir goriintii. A: Yara olusturuldugu andaki hiicrelerin goriintiisii. B:
Hiicrelerin yara bolgesine dogru hareket ettigi bir goriintii. C: Hiicrelerin zamana bagl olarak yara alanini tamamen kapatmasi
(Bise, Kanade, Yin & Huh, 2011)

Hiicre gogii, kanser dahil olmak {izere genis bir hastalik yelpazesinde etkileri
olan temel bir sorundur. Bu yilizden hiicre gociinii diizenleyen hiicresel
mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi bu durumu baskilayan hedefli molekiillerin

kanser dahil diger saglik sorunlarin ¢6zliimii i¢in umut vadedebilir.

2.5. Gastrik Kanserlerin Tedavisinde Coklu ila¢ Direnci Mekanizmasmin
Gelisimi

Giintimiizde ileri evre GK’larda cerrahi rezeksiyonun ardindan genellikle lokal
niiks gerceklestigi icin siklikla adjuvan kemoterapi uygulanmaktadir. Ancak
kemoterapi uygulanmasi hastaligin seyrini iyi yonde etkiliyor olsada tedavi etkinligi
olduk¢a basarisizdir. GK tedavisindeki basarisizliginin temel nedeni kemoterapiye
kars1 ¢oklu ilag direncinin (MDR) gelismesidir (Ruan, Liu, Tao & Wu, 2020).
Kemoterapi ilaglarina karsi gelisen MDR mekanizmasi, hiicre mebraninda yer alan
transporter proteinlerindeki anormallikler, artan DNA hasar onarimi ve baskilanan
apoptoz CSC’lerin varligi, EMT mekanizmasinin aktiflesmesi, hipoksi olusumu,
miRNA ve LncRNA’larin ekspresyon seviyerlindeki degisiklikler gibi bir¢ok hiicresel
stireglerin diizenlendigi molekiiler mekanizmalar1 i¢ceren karmasik bir siirectir (Ruan

ve ark., 2020; Sekil 34).
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Sekil 34, GK’da MDR gelisimini tetikleyen temel mekanizmalar (Huang ve ark., 2020)

Transmembran proteinin asir1 ekspresyonu, hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu
azaltarak ilacin hiicre i¢i hedeflere baglanmasini engeller ve tiimér hiicrelerinin
kemoterapotik ilaglara karsi direncini artirir (Huang ve ark., 2020). Adenozin trifosfat
baglayici membran tasiyicilarinin (ABC-transporter), P-glikoproteninin (P-gp) ve
MRP proteininin asir1 ekspresyonu MDR diizenlenmesi ile iliskilendirilmistir. Bu
proteinler, ilag atilim pompalari olarak gorev alir ve timor hicrelerindeki
kemoterapétik ilaglarin konsantrasyonunu azaltir. GK dokularinda, MDR1 (P-gb
kodlayan gen), ABCC ailesi ait MRP2, MRP4 ve MRP5 genleri anormal ekspresyon
seviyesine sahiptir (Ruan ve ark., 2020). Bu anormal ekspresyon seviyesi kotii prognoz
ile iliskilendirimistir. Normal hiicrelerde, kromatini stabilize etmek igin fiziksel,
kimyasal veya biyolojik hasarlar olustugunda DNA hasar onarim mekanizmasi
etkinlestirilir. Giiniimiizde klinik uygulamalarda kullanilan 6zellikle 5-FU ve platin
tirevli ilaglar DNA hasar1 olusturarak apoptozu indiikler (Ruan ve ark., 2020).
Niikleotid eksizyon onarimi kemoterapi ilaglarinin neden oldugu hasar1 onarmak igin
kullanilan mekanizmadir. MLH1 gibi DNA hasar onarim genleri GK’larda ilag direnci
gelisimini indiikler. CSC'ler hiicre dongiisiiniin GO fazindadir ve kemoterapi
ilaglarin toksik etkilerine karsi direng gosterebilirler. Bu yiizden CSC'lerde ABC
tastyicilarinin yiiksek ekspresyonu, kemoterapi ilaglarma karsi direng gelisiminde

tizerinde durulmasi gereken mekanizmalardan biridir. MDR ile iliskili olan hiicresel
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mekanizmalarin net bir sekilde aydinlatilmasi kemoterapotik ajanlara karsi ilag direnci

gelisimini onleyerek tedavi etkinliginin artirllmasini saglayabilecektir.

2.6. Tiimor Boyutunun ve Tiimoriin Agresifliginin 3 Boyutlu Tiimér Modeli ve

Ex vivo Teknik ile Belirlenmesi

2.6.1. Timér Boyutunun ve Tiimériin Agresifliginin Belirlenmesinde 3 Boyutlu
Tiimor Modelinin Olusturulmasi

Gecmisten giiniimiize kadar ilag gelistirme analizleri gibi bircok molekiiler
analizlerin gergeklestirildigi farkli ¢alismalarda hiicrelerin bir tek tabakada biiytidiigii
2 boyutlu (2B) in vitro kiltiirler kullanilmaktadir (Edmondson, Broglie, Adcock &
Yang, 2014; Mutlu ve ark., 2020; Sigrid & Front, 2018). 2B hiicre kiiltiirii tabanl
analizler in vivo analizlere gore daha basit, hizli, tekrarlanabilir ve uygun maliyetli
olmustur (Edmondson ve ark., 2018). Ancak bu geleneksel diiz ve sert substratlar
tizerinde kiiltiirlenmis 2B hiicre kiiltiir modelleri hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre dis1
matriksi ve hiicrelerin fizyolojik ortamini tam mimik edemedigi i¢in bazi sinirlayici
yonleri olmustur (Edmondson ve ark., 2014; Mutlu ve ark., 2020; Sigrid & Front,
2018). Bu yiizden hiicre biyolojisi analizlerinde hiicrelerin  molekiiler
mekanizmalarinin net bir sekilde aydinlatilmasinda yetersiz olmaktadir. Ug boyutlu
(3B) tiimor modelleri, in vitro kosullarda kanser hiicrelerinin biyolojik davranislarini
ve hiicrelerin dogal mikro ¢evresini daha dogru bir sekilde mimik ederek in vivo
kosullar1 daha iyi bir sekilde yansitmak igin gelistirilmis yontemdir (Alzeeb, Metges,
Corcos & Jossic-Corcos, 2020; Chen ve ark., 2018). 2B hiicre kiiltiir modelleri sadece
kisitli sekilde hiicre temasina sahiptir ancak 3B hiicre kiiltiir modelleri birbirleri ve alt
tabaka ile daha fazla etkilesim halinde olarak in vivo analizlere daha benzer ortami
taklit etmis olur (Sekil 35). 3B hiicre kiiltliri sistemleri, fizyolojik olarak hiicrenin
mikrogevresine uygun daha dogru bilgiler elde edilmesini sagladigi ve in vivo igin
daha ongoriilebiilir veriler elde edilmesini sagladig1 i¢in soz zamanlarda ilag kesfi ve
doku miihendisligi ¢alismalarinda oldukga sik kullanilmaktadir (Alzeeb ve ark.,2020;
Chen ve ark., 2018; Edmondson ve ark., 2014). Bu teknik ilk olarak Sutherland ve ark.
tarafindan sferoid bazli analizler timor biiyiimesi, gog, istila, timor anjiyogenezi ve

ilaca duyarliligin incelenmesi amaciyla kullanilmistir (Wang, 2016).
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Sekil 35. 2B ve 3B hiicre kiiltiir modellerinde hiicre-hiicre etkilesimler arasindaki farkin gdsterimi (Chen ve ark., 2018)

Ideal 3B hiicre kiiltiir modellleri hiicrelerin ¢ogalabilecegi, toplanabilecegi ve
farklilasabilecegi dokuya 6zgii fizyolojik mikro ortami1 mimik eden yapida olmalidir
(Sigrid & Front, 2018). Boylece bu modeller ile hiicre-hiicre etkilesimleri hiicre dist
makriks ile etkilesimler, dokuya Ozgii sertlik, oksijen, besin ve metabolik atik
gradyanlarini olusturan dokuya benzer yapiy1 saglayabilecektir. 3B hiicresel biiyliimeyi
olusturabilmek icin genellikle matrisler ve iskeleler olarak adlandirilan destekleyici
yapilar tretilmistir (Chen & Wang, 2020). 3B hiicre kiiltiir modelleri, sferoidler ve
hiicre kiiltiirti yap1 iskelelerinde bagimli sekilde olmak tizere temelde iki farkli sekilde

olusturulabilir (Chen & Wang, 2020; Sekil 36).

l LI—LI I_I_LI I-'_Lll ' ‘ Czel besiyeri
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Sekil 36. 3B hiicre kiiltiir olusturma yontemleri (Chen & Wang, 2020).
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3B hiicre kiiltlirti modelleri kullanilmasi diger kanser tiirlerinde oldugu gibi GK
calismalarina da farkl bir bakis agis1 kazandirmistir. GK hiicre hatlar1 kullanilarak
gelistirilen 3B hiicre kiiltiir modellerinde, kok hiicrelerde eksprese edilen
transkripsiyon faktorii SOX2, CD44 ve E-kaderin ekspresyon seviyelerinde 2B hiicre
kiiltir analizlerine gore artis oldugu tespit edildi. Magalhaes ve ark.” nin yaptig1 bir
calismada 3B hiicre kiiltiir modelinin miRNA {izerindeki etkisi aragtirildi ve miR29c-
5p ekspresyonunun 3B modelde 2B modele kiyasla daha diisiik oldugunu gézlendi
(Magalhdes ve ark., 2018). 3B hiicre kiiltiir modelleri ile fonksiyonel analizlerin
gerceklestirilmesi gen ekspresyon profillerinin aragtirilmasi, yeni tanisal veya
prognostik biyobelirteglerin belirlenmesine ve gelecekteki bireysellestirilmis ilag

stratejilerinin gelistirilmesine biiyiik oranda katki saglayabilecektir.

2.6.2. Koriallontoik Zar Analizi

Genellikle terapotik ilag olma potansiyeline sahip oldugu on goriilen
maddelerin in vivo deneylerde arastirma yapilabilmesi amaciyla, timor fare modellleri
kullanilmaktadir. Fakat hayvan modelleri ile gerceklestirilen deneyler oldukca yiiksek
maliyetli ve uzun siireli arastirmalardir. Ex vivo bir model olan embriyolu tavuk
yumurtasi koriallantoik zar (CAM) analizi in vivo hayvan modellerine alternatif olarak
kullanilabilecek bir yontemdir (Ribatti, 2017; Tezcan ve ark., 2017). Bu teknik son
donemlerde kolon, prostat kanserleri ve beyin tiimorleri gibi bir¢cok kanser tiiriinde
oldukca yaygin kullanilarak daha kisa siirede daha az maliyetle potansiyel ilag
adaylarinin  tiimoér boyutu, anjiogenezi ve invazyonu lzerindeki etkilerinin
arastirtlmasina olanak saglamaktadir. CAM analizi diger in vivo yontemlere gore
farkli uygulamalarda kullanilan nispeten basit, hizli, yiiksek tekrarlanabilir ve diigiik
maliyetli bir modeldir. Aym1 zamanda civciv embriyosu ¢ogu iilkede gelisimin 17.
giinline kadar yasayan hayvan olarak kabul edilmedigi i¢in, bu konuda etik kurul onay1

almak idari prosediirler gerektirmemektedir (Ribatti, 2017).

CAM Assay, timor boyutu, invazyonu, metastazi, anjiogenezi ve timor
kemosensitivitesini incelemek i¢in yaygin kullanilan in vitro ve in vivo arasinda bir
tekniktir. Timor ilerlemesi sirasindaki anjiyogenik olusum ile iliskili gen ekspresyon
profili analizi gergeklestirilebilmektedir. Insan tiimér dokusunun CAM fiizerine
eklenmesi hem insan hem de tavuk mikrodizileri ile transkriptomik analizler hem

konak stroma hem de insan tiimoriiniin gen imzalarinin ayirt edilmesini saglar. Tavuk
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embriyolarinin lenf sistemi 10. giline kadar iyi gelismedigi i¢in immundefist bir ortama
sahiptir ve insan dahil olmak iizere birgok farkli tiire ait kiiltiire hiicrelerin
gelisebilmesi i¢in iyi bir ortam saglamaktadir. Gelismekte olan tavuk embriyosunun
gaz aligverigini saglayan ekstra embriyonik zara CAM adi verilmektedir. CAM
allantoik keseden klorun ve sodyumun yumurta kabugundan kalsiyum embriyonik
damarlara tasiminda gorev alan ekstrea embriyonik kilcal damarlart igermektedir

(Ribatti, 2017; Tezcan ve ark., 2017).

2.7. Kanser Tedavisinde Bitkisel Oziitlerin Kullanimi

Son yillarda c¢esitli kanser tiirlerinde yeni tedavi yOntemlerinin
olusturulmasinda bitkilerin siklikla kullanilmasi yeni tedavi protokollerinin
gelistirilerek mevcut protokollerin daha etkin hale getirilmesi ve sitotoksik yan
etkilerin azaltilmasit yoniinde c¢alismalar devam etmektedir. Ayrica bazi bitki
ekstraktlarinin kemoterapotik ajanlarla birlikte kullanilmasinin sinerjik veya aditive
etki olusturdugu ve kemoterapotik ajanlarinin etkinligini arttirdigi tespit edilmistir.
Boylece tedavide mevcut ajanin dozunun azaltilabilecegini ve bu ajanin neden
olabilecegi yan etkilerin azaltilabilecegini gosteren literatiirde g¢alismalar mevcuttur

(Mutlu ve ark., 2020; Tezcan ve ark., 2014).

2.7.1. Olea europaea Yaprak Oziitii

Tirkiye'de de yetistirilen zeytin agaci (Olea europaea), Avrupa ve Akdeniz
iilkelerinde birgok hastaligin tedavisinde antioksidan 6zelligi ile geleneksel tipta
kullanilmaktadir (Sekil 37). Olea europaea'nin yapraklarindan elde edilen ekstraktlar
(OLE), sekoiridoid, triperten ve flavonoidler gibi yiiksek diizeyde biyoaktif bilesenler
igerir (Mutlu ve ark., 2020; Tezcan ve ark., 2014). OLE'nin beyin, 16semi, kolon,
melanom ve meme kanseri hiicre dizilerindeki antitiimdoral 6zellikleri degerlendirilmis

ve bu bitki ekstraktinin anti-proliferatif ve apoptotik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Tez damismanm1 ve arastirma ekibi tarafindan gerceklestirilen calismalar ile
OLE’nin ilk kez GB hiicrelerinde etkili oldugu belirlenerek patent alinmistir. Tek
basina OLE’nin GB hiicrelerinde; in vitro, ex vivo ve 3B yontemler ile timor
biiyiikliigiinii azalttig1, invazyon ve anjiogenez gibi 6zelliklerini baskiladigi, TMZ ve
bevacizumab’in etkinligini arttirdigi ve bu siireclerde epigenetik mekanizmalar

tizerinde etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica calisma ekibi OLE’nin en Onemli
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biyoaktif bileseni olan OL’iin GB hiicrelerinde antitiimdral etkisini belirlemistir
(Mutlu ve ark., 2020; Tezcan ve ark., 2014). Ancak OLE’nin GK tedavisinde etkili
olan molekiiler mekanizmalardaki ve tedavide kullanilan kemoterapikler lizerindeki

roli bilinmemektedir.

Sekil 37. Tiirkiye'de de yetistirilen zeytin agaci (Olea europaea) yapraklari

Mevcut Tez Kapsaminda;

OLE’nin GK hiicrelerinde, timoriin agresif davraniglarini diizeltici ve ilag
direncinin kirilmasi yoniinde etkili olabilecegi on goriilmektedir. Bu Ongori
dogrultusunda mevcut tez caligmast kapsaminda, OLE’nin tek basina ve kemoterapi
ilaclart 5-FU ve Cis ile kombinasyonlarina maruz birakilan GK hiicrelerindeki
biyolojik siirecler incelenmistir. Boylece OLE’ nin GK {izerindeki etkisinin ilk kez
belirlenmesi ile in vivo ¢aligmalar i¢in Ongoriilen tedavi potansiyelinin ve etkili

olabilecegi hiicresel mekanizmalarin agiklanabilmesi amaglanmaktadir.
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Planlanan tez ¢alismast ile;

>

OLE nin 5-FU ve sisplatin ile sinerjik etki gosterip gostermedigi
anlasilabilecektir.

OLE nin GK hiicrelerinin biyolojik 6zellikleri tizerindeki etkinligi
anlasilabilecektir.

OLE’nin GK  hiicrelerinde invazyon ve metastaz iizerindeki etkisi
belirlenebilecektir.

OLE’nin GK hiicrelerinde EMT ve CSC belirtegleri iizerindeki etkisinin
belirlenmesi ile anti-proliferatif etki mekanizmasinin aydinlatilmasina katki
saglayacak ve bdylece kanser tedavisine yonelik yeni c¢alismalara 1sik
tutabilecektir.

GK hastalarinin kemoterapideki basarisizliginin sebebi olan MDR’de OLE’nin
etkinliginin belirlenmesi ve GK kemoterapisine yeni bir tedavi yaklasim
olusturulmasi saglanacaktir.

OLE’nin GK hiicrelerinde epigenetik mekanizmalar (LncRNA) iizerindeki

etkisi ortaya konulabilecektir.

Boylece elde edilecek anlamli bulgular sonucunda, giinlimiiz tedavi

protokollerinde uygulanan ilaglara direng gosteren ve kotii prognoz gosteren GK

timorlerinin tedavisinde sitotoksik etkisi daha az ve daha efektif olan tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine katki saglanabilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler
Dulbecco's modification of Eagle medium (DMEM) (Sigma Aldrich, ABD)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, ABD)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma Aldrich, ABD)

Sodium Pyruvate (Merck Biochom, Almanya)

Penicillin-Streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Tripsin EDTA (%0.25), fenol red (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)
5-Florourasil (Sigma Aldirich, ABD)

Cisplatin (BioVision, ABD)

Cell Proliferation Reagent WST-1 kit (Boster, ABD)

Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC (Invitrogen ™, ABD)
L-Glutamin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Ribodamin 123 (Sigma, Aldrich, ABD)

CellIMAXTM Colonogenic Assay Kit (BioPioneer, ABD)

PerkinElmer’in CellCarrier Spheroid (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tagman Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, ABD)
TagMan Non-coding RNA Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tagman Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Hanging Drop System (PerkinElmer, ABD)

Transwell Migration Assay (Thermo Fisher Scientific, ABD)

CytoSelect 24-well Wound Healing Assay Kiti (Fluorometric) (Boivison, ABD)
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EZCell Cell Invasion Assay Kit (Boivison, ABD)

EZCel Cell Migration/Chemotaxis Assay Kit (Boivison, ABD)
Multidrug Resistance Assay Kit (Fluorometric) (Sigma Aldrich, ABD)
%95’lik Ethanol (Sigma Altrich, ABD)

Methanol (Sigma Altrich, ABD)

Izopropanol (Sigma Altrich, ABD)

TRIzol Reacent (Termo Scientific, ABD)

Agoraz (Nonza, Isvicre)

Etidyum Bromiir (Amresko, ABD)

DNA Jel Loading Soliisyon (Thermo Scientific, ABD)
DNA Leader (Gibco, Thermo Scientific, ABD)

Zymo RNA Isoltion Kit (Zymo Research, ABD)

Tris Base Buffer (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)
Boric Asit (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)

Edta (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)

HS Prime Premix (GeNET Bio, Kore)

Multi HS Prime Premix (GeNET Bio, Kore)

Exprime Tag Premix (GeNET Bio, Kore)

Dye Labeled Oligos (Bio-Synthesis, ABD)

DNA Size Standard Kit 600bp (Beckman Coulter, ABD)
GenomeLab Separation Buffer (Beckman Coulter, ABD)
Separation Gel LPAI (Beckman Coulter, ABD)

Sample Loading Solution (Beckman Coulter, ABD)
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RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hollanda)

High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Isvicre)

High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
SuperScript IV VILO Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
QuantiTect Primer Assays (Qiagen, Hollanda)

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hollanda)

Dimetil Siilfoksit (Sigma Aldrich, ABD)

HCI (Sigma Aldrich, ABD)

Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

Gluteraldehit (Sigma Aldrich, ABD)

Tripan Blue (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.1.2 Kullanilan Aletler ve Cihazlar
Santrifiij (Niive, Tiirkiye)

Sogutmal1 Santrifiij (Labogene, Danimarka)
Sogutmali1 Santrifiij (Bechman Coulter, ABD)
Mikro Santrifiij (Cleaver Scientific, Ingiltere)
Laminal Kabin (Labogene, Danimarka)

UV Laminal Kabin (Biosan, Lethonya)

Hassas Terazi (AND, Japonya)

Vortex (Velp Scientifica, Italya)

Vortex (Biosan, Lethonya)

UV/Vis Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD)
Isitic1 Blok (Cleaver Scientific, Ingiltere)

24 Kuyulu Calkalayacili Isitict Blok (Biosan, Lethonya)
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20 Kuyulu Isitic1 Blok (Techne, Ingiltere)

+4°C Sogutucu (Alaska, Tiirkiye)

+4°C Sogutucu (Asterm, Tiirkiye)

-20°C Derin Dondurucu (Bosch, Tiirkiye)

-20°C Derin Dondurucu (Vestel, Tiirkiye)

-80°C Derin Dondurucu (Niive, Tirkiye)

-150°C Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)

Yatay Elektroforez (Biorad, ABD)

Yatay Elektroforez Jel Sistemi (Maxicell, ABD)

UV Goriintiileme Cihazi (Vilber, Fransa)

Mikrodalga Firmn (White - westinghouse, ABD)

Etiiv (Ecocell, Almanya)

CO2 Inkiibator (Panosomic, Japonya)

Profilex PCR Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Thermal Cycler (Biorad, ABD)

Light Cycler 482 Real Time PCR (Roch, Isvigre)

Step One Plus Sistem Real- Time PCR (Applied Biosystem, ABD)
Otomatik DNA Dizi Analizi Cihazi (Beckman Coulter, ABD)
Multi mod Reader (Berthold Technologies, ABD)

Isik Mikroskobu (Olympus, Japonya)

Inverted Mikroskop (Labomed, ABD)

Fluoroskan Microplate Fluorometer (Thermo Fisher, ABD)

Flow Sitometri (Beckman Coulter, ABD)
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Multipipet (Boeco, Almanya)

0.5-10 pl Pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)
10-100 pl Pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)
20-200 pl Pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)
100-1000 pl Pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)

Pipet Controller (Acumax, Hindistan)
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3.2. Yontem
OLE ve Kemoterapiotik Ajanlarmm Gastrik Kanser Hiicrelerine Tedavi Edici

Potansiyelinin ve Biyolojik Davramslar1 Uzerine Olan Etkisinin Arastirilmasi

OLE ve kemoterapétik ajanlarin (5-FU ve Cis) tek basina ve kombin halinde
verilerek, GK hiicrelerinin canliligi ve 6liimii iizerine olast etkileri (WST-1 analizi ve
Annexin V yontemi ile), tiimdr hiicrelerinin agresifligini baskilama {izerine olasi
etkileri [yara iyilesmesi ve koloni olusumu gibi fonksiyonel analizi ile, EMT (TWIST,
SNAIL, ZEB1, N-Kaderin ve E-Kaderin) ve kok hiicre (CD133, NANOG, SOX2,
OCT4) varligina etkileri ekspresyon analizleri ile, tiimor bilyiikliigii ve damar
gelisimine etkileri (3B hiicre kiiltiirii ve ex vivo teknikler ile)] hiicrelerde gelisen tedavi
direncinin kirtlmasi tizerine olasi etkileri [MDR mekanizmasinda gorev alan genlerin
(MDR1, MRP, LRP1) ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi ile] ve bu biyolojik
slireglerde gorev alan epigenetik mekanizmalar iizerine olasi etkileri (LncCRNA PVT1,
MALAT1, H19, HULC ve SNHG16 ekspresyon durumlarinin analizi ile)
degerlendirildi.

3.2.1. In-vitro Analizler

3.2.1.1. Hiicre Hattinin Temini

Mevcut tez ¢aligmast dogrultusunda planlanan deneysel siirecler GK hiicre
hatti olan AGS iizerinde gerceklestirildi (Sekil 38). American Type Culture Collection
(ATCC)’den, ATCC CRL-1739 kodlu AGS hiicre hatt1 satin alindi. Bu ¢alismada
kontrol olarak kullanilan Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) hiicre
hatt1 Anabilim Dali stoklarimizdan temin edildi. AGS ve HUVEC hiicre hatlarinin
ozellikleri Tablo 6 ‘da gosterilmistir.

Sekil 38. Deneysel siireglerin gergeklestirildigi AGS hiicre hattinin morfolojisi
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Tablo 6. Mevcut tez ¢calismasinda kullanilan hiicre hatlarinin 6zellikleri (Mita ve
ark., 2009; Zheng, Fu, Shen, Liu & Wang, 2021).

Hiicre Hatlarmin Sahip Oldugu Ozellikler

AGS HUVEC
Organizma Insan Insan
Doku Xc;gﬁokarsinoma Gdbek Bag
Hastahk GK Normal
Yas 54 Yeni Dogan
Cinsiyet Kadm Kadmn
Morfoloji Epitel Epitel
Biiyiime Ozellikleri Yapiskan Yapiskan
ila¢ Direnci Direngsiz Direngsiz
HER?2 Pozitifligi Negatif
Kras Kodon 2 Mutasyonu Pozitif

3.2.1.2. OLE ve Kemoterapétik Ajanlarin Temin Edilmesi ve Hazirlamis1

Kale Naturel (Edremit, Balikesir) tarafindan igerdigi %15 oleuropein miktari,
stabilitesi ve mikrobiyolojik safligi kontrol edilerek OLE (05.06.2007,10-00014-
00015-0) hazirland1 ve iicretsiz olarak temin edildi. Olea europaea cv tiiriiniin
yapraklart Balikesir Edremit bolgesinden, budama mevsimi olan Subat ayinda
budanan dallardan toplanarak yikandi ve golgede kurutuldu. Boylece ilk filizlerini
Subat ayinda veren Olea europaea ‘nin budanan dallarinin arastirmamizin sonuglarini
olumsuz yonde etkileyecek olan pestisit ve herbisit gibi kimyasal maddeleri igerme
thtimali ortadan kaldirildi. Karanlik ve oda sicakliginda bir ay boyunca kurutulan
yapraklar bitki degirmeninde toz haline getirildi ve %80 etanol ile muamele edilerek
oda sicakliginda bekletildi. Olea europaea’nin etken maddesi oleouropeinin yapisinin
bozulmasini 6nlemek amaciyla etanol ekstresinin etanoliinii, en fazla 55°C olacak
sekilde diistik 1s1 ve algak basinca sahip Spray Dryer sisteminde ugurularak, 6ziit toz
haline getirildi. Tez ¢alismasi kapsaminda analizlerimizde degerlendirilen
kemoterapétik ajan 5-FU (Sigma Aldirich) ge¢mis ¢alismalar dogrultusunda toz hali
ticari olarak satin alinmis oldugundan Anabilim Dalimizin stoklarindan temin edildi.
50 mg toz halindeki 5-FU 1 ml DMSQ’da ¢ozdiiriilerek ana stok hazirlandi. Diger bir
kemoterapétik ajan Cis ise toz formunda ticari olarak (1550-100, Cisplatin-100 mg,

BioVision) satin alind1.
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3.2.1.3. Kiiltiir Ortaminin Optimize Edilmesi ve Hiicrelerin Cogaltilmasi
ATCC’den ticari olarak satin alinan AGS hiicre hatt1 kryo tiip i¢erisinde soguk
zincir olarak Anabilim Dalimiza ulastirildi. AGS hiicreleri %10 oraninda fetal bovine
serum (FBS), %1 Antibiotic/Antimycotic solution, 2 mM L-glutamin ve 1 mM sodium
pyruvate igeren Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium (F-12K Medyum)’dan
olusan besiyeri ile 15 ml falkonlara aktarildi ve 1200 rpm’ de 5 dk boyunca santrifiij
edildi. Stipernatant ve pelet olusumu saglandiktan sonra, siipernatant kismi dokiilerek
hiicrelerin tizerine 1 ml F-12K Medyum ilave edildi ve homejinasyonu saglamak
amaciyla pipetaj yapildi. 5 ml F-12K Medyum T25 cm? boyutundaki filtreli flaska
koyuldu ve tizerine homojen haldeki hiicreler aktarildi. %5 CO2 ve 37°C sicakliga
sahip inkiibatorde hiicreler cogalmaya birakildi. Anabilim Dali stoklarimizdan temin
edilen HUVEC hiicre hatt1 ise -150°C’deki derin dondurucudan ¢ikarilarak 37°C su
banyosunda ¢6zdiiriildii. Ardindan %10 oraninda FBS, %1 penisilin-streptomisin,
2mM L-glutamin ve 1mM sodium pyruvate iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium-F12 (DMEM-F12) besiyeri kullanilarak AGS hiicreleri ile ayn1 yontemle
uygun kiiltiir kaplarinda 37°C sicaklik ve %5 CO2’lik inkiibatérde hiicrelerin

¢ogalmasi beklendi.

3.1.2.4. Hiicrelerin Takibi ve Pasajlanmasi

Bir hafta boyunca her giin hiicrelerin doluluk orani takip edildi ve gerektiginde
besiyeri degisikligi gerceklestirildi. T25 cm? lik filtreli flasklardaki AGS ve HUVEC
hiicrelerinin yogunlugu %80-90 doluluk oranma ulastiginda pasaj yapildi. Kiiltiir
kabindaki 5 ml besiyeri pipet yardimi ile atik ¢Opii igerisine bosaltildi. Ardindan
tizerine 2 ml fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ile hiicreleri yikama isemi
gerceklestirildi ve PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin tutunduklarn flask yiizeyi ile
arasindaki adherent baglantiy1r koparmak i¢in tizerine 2 ml 1X Tripsin-EDTA (%0.25
tripsin 1 mM EDTA) eklendi ve 5 dk boyunca 37°C sicaklik ve %5 COz igeren
inkiibatorde bekletildi. 5 dk sonunda hiicreler inverted mikroskobu ile kontrol edildi
ve hiicreleri flask yiizeyinden kaldirildiktan sonra her bir flaskin igerisine sirasiyla F-
12K Medyum ve DMEM-F12 4 ml olacak sekilde ilave edildi. Elde edilen hiicre
siispansiyonlar1 15 ml’lik falkonlara aktarildi ve 1.200 rpm ‘de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra pelet tizerine 1 ml besiyeri ilave edilerek

pipet yardimiyla pipetaj uygulanarak homojen hale getirildi. Homejen haline getirilen

69



hiicreler sayilarak yogunluklarina gore flasklara ekildi ve 37°C sicaklik ve % 5 CO2

iceren inkiibatorde inkiibasyona birakildu.

3.2.1.5. Hiicre Sayimi

Pasajlama uygulamasi esnasinda canli ve Ol hiicrelerin birbirinden ayirt
edilmesinde kullanilan negatif yiikli ‘Trypan Blue’ (%0,4°liik) boyas ile hiicre sayimi1
gerceklestirildi. Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiij isleminden sonra
stipernantant kisimi atilip kalan pelet tizerine 1 ml besiyeri ilave edildi ve pipetaj
yapilarak homojen karisim olusturuldu. 15 mI’lik falkon i¢erisindeki hiicrelerden pipet
yardimi ile 10 ul ¢ekilerek steril eppendorfa aktarildi. Ardindan 90 pl Trypan Blue
boyasi iizerine eklenerek pipetaj yapilarak 2-3 dk oda sicakliginda bekletildi. Elde
edilen karigim {izeri lamel ile kapatilacak sekilde Thoma lamina alindi. Thoma lami
151k mikroskobu altinda analiz edilerek hiicre sayimi gerceklestirildi. Hiicre sayimi ti¢
tekrarli olacak sekilde Thoma lami tizerindeki 16 biiyiik karenin i¢erisinde bulunan 25
kiigiik karenin sag ve st bolgelerinde ¢izgileri kesen hiicreler sayilarak
gerceklestirildi. Sayma isleminin sonunda sayilan hiicrelerin ortalamasi hesaplandi ve
bu say1 10* ve diliisyon faktorii ile carpilarak 1000 pl igerisindeki hiicre sayisi
belirlendi.

Hiicre Sayumi = Sayilan Hiicre Sayist = Diliisyon Faktori * 104

3.2.1.6. Hiicrelerin Stoklanmasi

Hiicre stoklama islemi; her bir hiicrenin yogunlugu % 80-90’a ulasinca
pasajlama boliimiinde anlatildigi gibi hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak hiicre
sayma islemi yapildi. Stoklanarak kaldirilicak her bir kryo tiip igerisindeki hiicre
sayisinin 5.000.000-20.000.000 araliginda olmasi istendigi i¢in 10.000.000 hiicre
olacak sekilde ayarlandi. Stoklanacak miktar kadar kryo tiip etiketlenerek igerisine 900
pl F-12K Medyum (icerisinde 10.000.000 hiicre olan) ve 100 ul DMSO eklendi. ilk
olarak kryo tiipler -20°C’ ye koyularak 3-4 saat bekletildi. Daha sonra ise -150°C derin

dondurucuya aktarilarak stoklama islemi gergeklestirildi.
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3.2.2. OLE ve Kemoterapotik Ajanlarin Ana Stoklarimin Hazirlanmasi ve Uygun

Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

3.22.1. OLE Ana Stogunun Hazirlanmas1 ve WST-1 Analizi ile Hiicre
Canhiliginin Belirlenmesi

OLE ana stogu, konsantrasyonu 1g/4ml (0.25 mg/1 ml) olacak sekilde 1g OLE
hassas terazi yardimiyla tartilarak 4 ml dH.O ‘da ¢ozdiiriildii. Elde edilen bu ¢ozelti -
20°C’ye kaldirilarak saklandi. Ara Stok konsantrasyonu (AR1) ise 40 ul ana stok
tizerine 60 ul dH20 eklenerek hazirlandi. WST-1 analizi i¢in Anabilim Dalimizda daha
onceki gergeklestirilen ¢alismalardaki (Tablo 7) ve Melis Mutlu’nun Yiiksek Lisans
tezi kapsamindaki calismalarin gergeklestirildigi Tiibitak 118S799 nolu projesi
kapsaminda belirlenen OLE dozlar1 dikkate alinarak uygun doz araligi belirlendi
(Tablo 7; Tezcan ve ark., 2014; Mutlu ve ark., 2020).

Tablo 7. AGS hiicrelerine muamele edilen OLE dozlari

Muamele Edilen Dozlar AR1 OLE (ul) F-12K Medyum (ul)
100 pg/ml 0,1 99,9

250 pg/ml 0,25 99,75

500 pg/ml 0,5 99,5

1 mg/ml 1 99

1,5 mg/ml 15 99,5

2 mg/ml 2 98

2,5 mg/ml 2,5 97,5

3 mg/ml 3 97

GK hiicre hatt1 olan AGS ve HUVEC hiicreleri lizerindeki OLE’nin hiicre
canlilif1 ve proliferasyonuna etkilerinin incelenmesi amaciyla WST-1 kit protokolii
dogrultusunda WST-1 analizi yapildi. Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler Thoma
lami ile sayildi ve her bir kuyucukta 20.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyulu hiicre
kiiltir plakalarina ekildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler Tablo 7 ‘deki doz
skalasia gore OLE dozlari ile muamele edildi. 37°C’de %5 CO:z oranini saglayan
inkiibatorde 24, 48 ve 72 boyunca inkiibasyona birakildi. Bu bekleme siirelerinin
sonunda her bir kuyucuga 10 ul WST-1 (Biovision, ABD) boyasi1 eklendi. Ardindan
45-60 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda canli ve
olii hiicrelerin degerlendirilmesi 460-520 nm referans dalga boyu araligindaki Elisa

Reader (Tecan, Isvigre) cihazinda dl¢iimleri ile gerceklestirildi. Yapilan bu deney 3
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tekrarlt olacak sekilde gerceklestirildi. Muamele edilmemis hiicreler kontrol olarak
degerlendirildi ve hiicre canliligt %100 kabul edildi. Dozlanan hiicre gruplarinin

canlilik oranlar1 kontrol grubu ile kiyaslanarak yiizdelik degerleriyle ifade edildi.

Secicilik indeksi (SI) analizi gergeklestirilecek olan bilesigin normal ve kanser
hiicreleri arasindaki segiciligini gosteren bir indekstir (Badisa, Darling-Reed, Joseph
& John, 2009; Rashidi, Seghatoleslam, Namavari & Amiri, 2017). SI >1 degerinde
olmast durumunda analiz edilecek olan bilesigin doz grubunun kanser hiicrelerine
normal hiicrelereden daha fazla toksik etki olusturdugunu gostermektedir. WST-1
analiz sonuglarmma gore asagidaki formiil dogrultusunda SI hesaplanarak AGS

hiicrelerinde OLE’nin etkin dozu belirlendi.

Normal Hicrelerin IC50 Degeri

"~ Kanser Hiicrelerinin IC50 Degeri

3.2.2.2. 5 Fluorourasil Ana Stogunun Hazirlanmasi ve WST-1 Analizi

50 mg 5-FU 1 ml DMSQ’da ¢6zdiiriilerek ana stok hazirlandi ve +4°C ‘de
saklama kosullar1 altinda saklandi. Ardindan ara stok konsantrasyonlart AR1 (1mM)
ve ARla (0,1 mM) hazirlandi. AGS hiicre hattinda muamele edilecek doz araligi
literatiirde yer alan ¢alismalar dikkate alinarak Tablo 8 ‘de belirtilen uygun doz araligi
belirlendi (Xu ve ark., 2015; Yang ve ark., 2017; Tablo 8).

Ara Stok1 (AR1) = 4 pl Ana Stok + 1496 pl F12K Medyum
Ara Stokla (AR1a) = 150 pl AR1 + 1350 ul F12K Medyum

Tablo 8. AGS ve HUVEC hiicre hatlarina belirlenen inkiibasyon siireleri boyunca muamele edilen 5-FU dozlar

Muamele Edilen Dozlar 5-FU (ul) F-12K Medyum (pl)
10 uM 10 ul ARla 90 pl
25 uM 25 ul ARla 75 ul
50 uM 50 ul ARla 50 pl
75 uM 7,5 ul AR1 92,5 ul
100 uM 10 pl AR1 90 ul
150 pM 15 ul AR1 85 ul
200 pM 20 ul AR1 80 ul
250 uM 25 ul ARI 75 pl
300 uM 30 ul AR1 70 pl
350 pM 35 ul AR1 65 ul
400 pM 40 ul ARI 60 pl
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AGS ve HUVEC hiicre hatlarina 5-FU’nun hiicre canlilig iizerine etkilerini
degerlendirmek amaciyla 3.2.2.1.’de agiklandig1 sekilde yontem uygulanarak WST-1
analizi gerceklestirildi. AGS hiicrelerinde 5-FU’nun etkin doz konsantrasyonu SI

hesaplanarak belirlendi.

3.2.2.3. Cisplatin Ana Stogunun Hazirlanmasi ve WST-1 Analizi

Ana stok hazirlanmasi amaciyla 1 mg Cis 10 ml DMSO igerisinde ¢ozdiiriildii.
Elde edilen ana stok karanlik ve nemsiz bir ortamda +4 °C’de saklandi. 1000 uM
konsantrasyona sahip AR1, 100 puM konsantrasyona sahip AR2 ve 10 uM
konsantrasyona sahip AR3 olmak {izere 3 tane ara stok hazirlandi. AGS hiicre hatti
icin Cis doz aralig literatiir taramasi yapilarak belirlendi (Lei ve ark., 2020; Tao ve
ark., 2016). Bu calismalar dikkate alinarak doz araligi olusturuldu (Lei ve ark., 2020;
Tao ve ark., 2016; Tablo 9). AGS ve HUVEC hiicre hatlarinda Cis’in hiicre canliligi
tizerine etkisi 3.2.2.1.’de agiklanan yontem dogrultusunda WST-1 analizi uygulanarak
gerceklestirildi. SI indeksi hesaplanarak AGS hiicrelerinde Cis’in etkin doz

konsantrasyonu belirlendi.
Ara Stok1 (AR1) = 45.54 ul Ana Stok + 1454.55 F12K Medyum
Ara Stok2 (AR2) = 4.5 pl Ana Stok + 1495.5 pl F12K Medyum

Ara Stok3 (AR3) = 150 ul AR1 + 1350 ul F12K Medyum
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Tablo 9. AGS ve HUVEC hiicre hatlarina muamele edilen Cis dozlari

F-12K Medyum

Muamele Edilen Dozlar  Cis (ul) (ul)

0.1 uM 1 ul AR3 99 pl
0.5uM 5 ul AR3 95 ul
1 uM 10 pl AR3 90 pl
5 M 50 ul AR3 50 pl
10 M 10 ul AR2 90 pl
15 uM 15 ul AR2 85 ul
20 M 20 ul AR2 80 pl
25uM 25 ul AR2 75 ul
30 M 30 pl AR2 70 pl
35uM 35 ul AR2 65 ul
40 uM 40 pl AR2 60 pl
50 M 50 pl AR2 50 pl
60 uM 6 ul ARI 94 pl
70 M 7 ul ARL 93 ul
80 pM 8 ul ARI 92 ul
90 uM 9 ul AR1 91 pl
100 uM 10 ul AR1 90 pl

3.2.2.4. OLE’nin Kemoterapotik Ajanlar ile Olusturacag Sinerjik, Additive veya
Antagonist Etkinin Arastirilmasi icin Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve WST-
1 Analizi

Mevcut tez c¢alismasi kapsaminda OLE’nin AGS hiicreleri {izerine olan
etkilerinin kemoterapétik ajanlarin etkileriyle karsilastirilmasi ve olusturcags sinerjik,
additive veya antagonistlik etkinin arastirilmasi i¢in Tablo10.’daki deney gruplari
olusturuldu (Tablo 10). Tiim kombinasyon analizleri i¢in hiicreler 5-FU, Cis ve 5-
FU+Cis ile 24 saat boyunca 6n isleme tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresinin ardindan bu
gruplar tizerine 1.5 mg/ml OLE eklenerek 24 saat boyunca tedavi edildi. Muamele
stiresinin ardindan 3.2.2.1.’de agiklanan yotem ile WST-1 analizi gerceklestirilerek

OLE ve kemoterapotik ajanlarin birlikte hiicre canliligi {izerine olas1 etkinligi analiz
edildi.
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Tablo10. OLE ve kemoterapétik ajanlarin birlikte olusturacagr sinerjik, additive veya antagonist
etkilerin arastirilacagi deney gruplari

No Deney Gruplari

OLE’nin AGS hiicrelerinde WST analizi ile belirlenen etkin dozu
5-FU in AGS hiicrelerinde WST analizi ile belirlenen etkin dozu
OLE’nin etkin dozu, 5-FU nun etkin dozu birlikte

5-FU in AGS hiicrelerinde WST analizi ile belirlenen diisiik etkili dozu
OLE’nin etkin dozu, 5-FU nun diisiik etkili dozu birlikte

Cis'in AGS hiicrelerinde WST analizi ile belirlenen etkin dozu
OLE’nin etkin dozu, Cis' in etkin dozu birlikte

Cis'in AGS hiicrelerinde WST analizi ile belirlenen diisiik etkili dozu
OLE’nin etkin dozu, Cis'in disiik etkili dozu birlikte

© 00 N o g A~ W N

[
o

5-FU ve Cis'in etkin dozlar birlikte

[E=N
[N

OLE’nin etkin dozu, 5-FU ve Cis'in etkin dozlar birlikte

=
N

5-FU ve Cis'in diistik etkili dozlarinm birlikte
OLE’nin etkin dozu, 5-FU ve Cis'in diisiik etkili dozlar1 birlikte

=
B~ W

Muamelesiz AGS hiicreleri

OLE’nin 5-FU ve Cis ile kombinasyon durumunda sinerjik, antagonistik veya
aditive etki gosterecegi SynergyFinder web application (version 2.0) programi
kullanilarak hesapland: (lanevski, Giri & Aittokallio, 2020). Program dogrultusunda
hesaplanan sinerji skoru -10 ‘dan kiigiik ise iki ilag arasindaki etkilesim muhtemelen
antagonistik, -10 ile 10 arasinda bir degerde ise iki ilag arasindaki muhtemel etki
aditive, 10’dan biiyiik olursa ise iki ila¢ arasindaki etkilesim muhtemelen sinerjik bir

etki gosterecegi dikkate alinarak sinerji skoru analiz edildi (lanevski ve ark., 2020).

3.2.2.5. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Hiicre Oliimii
Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

AGS hiicrelerinde OLE’nin tek basina ve kemoterap6tik ajanlar ile birlikte
hiice 6liimii lizerine etkisinin degerlendirilmesi Annexin VV Apoptosis Detection Kit
FITC (Invitrogen ™, ABD) kullanilarak, kit protokoline uygun sekilde
gerceklestirildi. Kisaca; AGS hiicreleri 24 kuyulu hiicre kiiltiir plakasma 10°
hiicre/500mL besiyeri olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat boyunca 37°C ve %5°lik
CO:2 igeren inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin kiiltiir kabi zeminine tutunmasi
saglandi. Kiiltiir kab1 zeminine tutunan hiicreler OLE, 5-FU ve Cis’in uygun etkin doz
gruplar1 ile WST-1 analizinde etkin oldugu belirlenen inkiibasyon siireleri boyunca
muamele edildi. inkiibasyon siiresinin ardindan hiicrelerin kiiltiire edildigi besiyeri

topland1 ve kiiltiir kab1 zeminindeki hiicreler 500 pl % 25 Tripsin ile 3 dk muamele
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edildi. Hiicreler adherent 6zelliklerini kaybetmeye basladiginda, daha once kiiltiir
kabindan toplanan besiyeri kullanilarak tripsin inaktivasyonu gerceklestirildi.
Besiyerinde siispansiyon halinde bulunan hiicreler 15ml’lik falkon tiiplerine
aktarilarak 12.000 xg’de 5dk santrifiij edildi. Supernatan uzaklastirilarak pellette yer
alan hiicreler 2 defa ayni santrifiij kosullarinda PBS ile yikandi. Pellet 100uL 1X
Annexin V Binding Buffer igerisinde hazirlanan 1:5 oraninda Annexin V-FITC
Reagent ve Propidium lodide (PI) karisimi ile muamele edildi. Karanlikta oda 1sisinda
gergeklestirilen 15 dk inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerine 400uL 1X
Annexin V Binding Buffer ilave edilerek karisimdaki Annexin V-FITC Reagent ve Pl
konsantrasyonlarinin azaltildi. Boylece PI’1n uzun inkiibasyon siirelerindeki sitotoksik

etkisinden kaginildi.

Akan hiicre 6l¢clim analizinde AGS hiicrelerinden uygun kapiy1 alabilmek igin
hicbir ajanla muamele edilmemis AGS hiicreleri kullanildi. Histogram goriintiilerinde
canli hiicre kadran ayar1 yalnizca Annexin V ve yalnizca PI kullanilarak boyanan
hicbir ajan ile muamele edilmemis AGS hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi.
Kadranin dogrulugu 3 saat boyunca 100uM H20: ile muamele edilerek apoptoz
indiiklenmis AGS hiicreleri kullanilarak test edildi. Annexin V analizi igin
gerceklestirilen kadran ayari sekil 39’ da gosterilmektedir (Sekil 39). Tiim kontrol
gruplar1 ve OLE, 5-FU ve Cis dozlar1 ve kombinleri ile muamele edilen AGS hiicreleri
Flow Sitometride (Beckman Coulter, ABD) okutuldu. Her bir ajanla gerceklestirilen
Annexin V analizi ayr1 ayri glinlerde en az 3 defa tekrarlandi. Her analizde kadran
yeniden hesaplandi. Annexin V (+)/Pl (-) boyanan hiicrelerin erken apoptozda,
Annexin V (+)/PI (+) boyanan hiicrelerin ge¢ apoptozda oldugu, Annexin V (-)/PI (+)

boyanan hiicrelerin ise nekrotik yolla 6ldiigi kabul edildi.
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Sekil 39. Annexin V analizi i¢in gerceklestirilen 6rnek bir kadran ayari. A: Muamele edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca
Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 100pM H;0, muamele edilen AGS hiicreleri.

3.2.3. OLE’nin AGS Hiicre Morfolojisi Uzerindeki Etkinliginin Akridin Orange
/Propidium Iyodiir Yontemi Kullanilarak Analiz edilmesi

Muamele edilmemis ve yalnizca OLE ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin
morfolojik degerlendirmeleri, bir ¢ift floresan boya boyama yontemi olan Akridin
Orange (AO)/Propidium Iyodiir (PI) kullanilarak analiz edildi. AGS hiicreleri 24
kuyulu hiicre kiiltiir plakasma 10° hiicre/500mL besiyeri olacak sekilde ekim yapildi
ve 24 saat boyunca 37°C ve %5’lik CO; igeren inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin
kiiltir kabi1 zeminine tutunmasi saglandi. Ardindan 1.5 mg/ml OLE ile muamele

edilerek etkin siire olan 24h boyunca inkiibe edildi. 24 saat sonunda hiicreler iki kez
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PBS ile yikandi ve 5 dakika boyunca 10 ug/ml AO /Pl ile boyanmasi saglandi.
Hiicrelerin morfolojisi, fluoresan yogunlugu azalmaya baslamadan 30 dakika once
inverted fluoresan mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) ile goriintiileri ¢ekildi.
Saglam yesil ¢cekirdege sahip hiicreler canli olarak kabul edildi, ¢cekirdekte yogun yesil
kromatin yogunlasmasi alanlari olan hiicreler erken apoptotik, yogun kirmizi kromatin
yogunlagmast alanlar1 olan hiicreler ge¢ apoptotik ve kirmizi ¢ekirdegi bozulmamis
hiicreler nekrotik hiicreler olarak kabul edildi (Anasamy ve ark., 2013; Ciapetti ve ark.,
2002).

3.2.4. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Tiimoriin
Agresifligi Uzerine Etkinliginin Belirlenmesi
3.24.1. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Gastrik
Kanser Hiicreleri Uzerindeki Invazyon Etkisinin Belirlenmesi

OLE’nin tek basma ve kemoterapdtik ajanlar ile birlikte GK hiicreleri
tizerindeki invazyon etkinligi yara iyilesmesi analizi ile belirlendi. AGS hiicreleri 6
kuyulu hiicre kiiltiir plakalarin iizerine tek katman halinde 1x10° hiicre olacak sekilde
ekilerek inkiibasyona birakildi. Her bir kuyudaki hiicre yogunlugu yaklasik %90’a
ulastiginda lizerindeki medyum c¢ekilerek uzaklastirildi. Ardindan 1X PBS ile yikama
islemi yapildi. Kiiltiir kuyularinin igerisindeki agikligin yaklasik 1 mm olmasi i¢in 200
ul’ lik mikropipet ucu yardimiyla ¢izik olusturuldu. Kuyulardaki hiicre artiklarinin
uzaklastirilabilmesi icin 2 kere 1X PBS ile yikama yapildi ve ¢izik olusumu inverted
mikroskobu ile 0. saati goriintiilendi (Sekil 40).

Sekil 40. AGS hiicrelerinde pipet ucu ile yara alant olusumu
Goriintiileme islemi sonrasinda F-12K Medyum igerisinde WST-1 analizi ile
belirlenen OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, Cis + 5-FU ve Cis + 5-FU +
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OLE etkin doz gruplart ile muamele edilerek 37°C sicaklik ve %5 CO2 igeren
inkiibatorde inkiibasyona birakildi (Sekil 41). 6 kuyulu kiiltir plakasi inverted
mikroskop yardimiyla 6, 12, 24, 36 ve 48. saatlerin sonunda goriintiileri ¢ekildi. Her
durum igin {i¢ tekrar kuyusu incelendi ve her deney ii¢ set halinde gergeklestirildi. Elde
edilen goriintiiler incelenerek ¢izik araliklarinin kapanma oranlarmin yiizdelik hesab1
tic farkli goriintii dikkate alinarak PowerPoint programi ile dl¢iildii ve hesaplandi.
Muamele edilmemis kontrol grubuna kars1 yara kapanmasi olarak sonuglar ifade edildi

ve Two-way Anova testi ile analiz edildi.

7 \Ne

Muamelesiz

\

25 uM 5-FU
+

20 pmM Cis
+

1.5 mg/ml

OLE

25 uM 5-FU
+

20 pumM Cis
+
1.5 mg/ml
OLE

1.5 mg/ml
OLE

\ AN /

Sekil 41. AGS hiicrelerinde yara deneyi i¢in muamele edilen doz gruplari

3.24.2. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Koloni

Olusumu Uzerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi

OLE’nin tek basina ve kemoterapotik ajanlar ile birlikte koloni olusturma
yetenegi iizerine olas1 etkileri CelMAX™ Colonogenic Assay Kit (BioPioneer, ABD)
kullanilarak belirlendi. ilk olarak 2ml F12K Medyum igerisinde her bir kuyu basina
1x108 hiicre olacak sekilde 6 kuyulu kiiltiir plakasma ekim yapildi. 37°C ve %5 CO;
iceren inkiibatorde bekletilerek hiicre yogunlugu kontrol edildi. %80 hiicre
yogunluguna ulasildiginda kombinasyon analizleri igin hiicreler 5-FU, Cis ve 5-
FU+Cis ile dozland1 ve 24 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresinin ardindan
bu gruplar tizerine 1.5 mg/ml OLE eklendi ve tekrardan 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda deney gruplar1 500 ml Tripsin ile kaldirilarak Thoma lamu ile
hiicre sayimi gerceklestirildi. Her bir deney grubu icin 1x10°® hiicre 2 ml F12K
Medyum igerisinde olacak sekilde 6 kuyulu kiiltiir plakasina ekim yapildi (Sekil 42).
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Sekil 42. AGS hiicrelerinde koloni olusumu analizi i¢in doz gruplar ve ekim yapilan hiicreler

Besinci giin sonunda hiicrelerin medyumu degistirildi. On giinliik inkiibasyon
stiresinin ardindan medyum ¢ekilerek hiicreler 2 kere 1X PBS ile yikama islemi
yapildi. Ardindan Iml Fiksasyon Tamponu eklenerek 15 dk boyunca oda isisinda
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 1ml Boyama Soliisyonu eklendi ve 45 dk boyunca
oda 1sinda 151k almayan ortamda bekletilerek kolonilerin mavi renk ile boyanmasi
saglandi. Daha sonra her bir hiicre grubu 1X PBS ile 3 kere yikandi ve 151k mikroskobu
altinda olusan koloniler sayildi. Her bir deney grubu 3 tekrarli olacak sekilde
gergeklestirildi. AGS hiicrelerinin koloni olugturma oranlar1 ve canlilik franskiyonlar

kaplama verimligi ve koloni olusum orani formiilleri kullanilarak hesaplandi.

Kavl mlilisi Olusan Koloni Sayist 100
= *
aprama vertmiiet = Fkilen Hicre Sayist

Koloni ol Doz Verilen Hiicrenin Kaplama Alant 100
= *
olont otytim orant Kontrol Grubu Kaplama Verimliligi

3.2.4.3. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Epitelyal-
Mezenkimal Gecis Mekanizmasi Uzerine Olas1 Etkinliginin incelenmesi

GK mekanizmasinda EMT tiimoriin agresifligi, timor niiksii ve metastaz ile
biliyiik Olglide iliskilendirilmistir. GK hiicrelerinde OLE’nin tek basma ve

kemoterapotik ajanlar ile birlikte EMT mekanizmasi iizerine olan etkinliginin
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belirlenebilmesi amaciyla EMT ana regiilator genlerinin (SNAIL, TWIST, ZEB1, N-
Kaderin ve E-Kaderin) ekspresyon seviyeleri analiz edildi (Tablo 11). Tagman Master
Mix kullanilarak 3.2.3.3.3. yonteminde anlatildig1 gibi RT-PCR analizi ile ekspresyon
seviyeleri degerlendirildi. GAPDH (Hs02786624 g1) kontrol geni olarak kullanildi ve
deneyeler 3 tekrarli olcak sekilde gergeklestirildi.

Tablo 11. AGS hiicrelerinde incelenen EMT belirteg genleri ve hs numaralari

EMT Genleri Primer Numarlar
TWIST Hs01675818_s1
ZEBL Hs01566408_m1
SNAII Hs_00195591_m1
E-Kaderin Hs01013959 m1l
N-Kaderin Hs00983056_m1
GAPDH Hs02786624_g1

3.2.4.3.1. AGS Hiicrelerinde RNA izolasyonu

AGS hiicrelerinden RNA izolasyonu Zymo RNA Isoltion Kit (Zymo Research,
ABD) kullanilarak gerceklestirildi. ilk olarak her bir kuyuda 1x10° hiicre olacak
sekilde 6 kuyulu kiiltir plakasina ekim yapilarak 37°C’de %5 CO2’lik inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Hiicreler %90 doluluk oranina ulastiginda {izerlerindeki
medyum c¢ekilerek 1X PBS ile bir defa yikama islemi gerceklestirildi. OLE tek basina
ve kemoterapi ajanlar ile kombinasyon halinde WST-1 analizine gore etkili bulunan
dozlarda ve siirelerde dozlandi. Ardindan tripsinizasyon islemi ile hiicrelere
kaldirilarak temiz 1.5 ml’lik ependorfa alind1 ve 12.000 g’de 5 dk boyunca santrifiij
edildi. Siipernatant atilarak olusan peletin iizerine kit protokolii dogrultusunda 400 pl
RNA Lysis Buffer eklenerek vortekslendi ve 12.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Olugan
karistm Zymo-Spin IIC filtreli tiipe aktarildi ve 8.000 g’de 30 sn santrifiijlendi.
Ardindan kolon tiipte kalan siv1 tizerine 320 ul %100’liik ethanol eklenerek Zymo-
Spin IIC filtereli tlipe aktarildi. 12.000 g’de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Kolon tiipte
kalan siv1 atilarak filtreli tliplerin iizerine 400 ul RNA Prep Buffer ilave edilerek
12.000 g’de 2 dk santrifiijlendi. Ardindan kolon tiipte kalan s1v1 atilarak birinci yikama
asamast olan 800 ul RNA Wash Buffer ilave edildi ve 12.000 g’de 1 dk santrifiijlendi.
Ayni islem basamag ikinci yikama asamasi i¢in 400 ul RNA Wash Buffer koyularak
gerceklestirildi. Filtreli tiipler temiz 1.5 ml’lik epedorf tliplerine aktarildi ve her bir tiip

tizerine 35 pl sulandirma soliisyonu eklendi. 10.000 g’de 30 sn boyunca santrifiijlendi.
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Elde edilen RNA’larin kalite ve konsantrasyon tayini 260/280 nm dalga boyundaki
optik dansitileri UV / Vis Spektrofotometresi (Beckman Coulter, ABD) kullanilarak
olgiildii.

3.2.4.3.2. AGS Hiicrelerinde Komplementer DNA (Complamenter DNA, cDNA)
Sentezi

Deney gruplarinin izolasyonu sonucu elde edilen RNA’lardan High Capacity
cDNA Synthesis Kit kullanilarak ¢cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde edilen
RNA’larin  konsantrasyonlarini esitleyebilmek amaciyla 500 ng’lik ara stoklar
olusturuldu. Kit protokoliine gore 0.2 ml’lik PCR tiipleri igerisine Tablo 12’ de
belirtilen miktarlar dogrultusunda reaksiyon karisimi hazirlandi (Tablo 12). Elde
edilen reaksiyon karisimindan Tablo 13 ‘de belirtilen PCR reaksiyon kosullar1 altinda
cDNA sentezi gerceklestirildi (Tablo 13). Sentezlenen cDNA’lar -20°C’de saklandi.

Tablo12. cDNA sentezi i¢in haizrlanan reaksiyon karigimi

1 Omek Igin (uL)

10X RT Buffer 2.0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 Ml
10X RT Random Primer 2.0 uL
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1.0 pL
RNase Inhibitor 1.0 uL
Nuclease-free H20 3.2uL
Total 10.0 uL

Tablo 13. PCR reaksiyon kosullart

PCR Programi

, 10
25°C dakika
) 120
37°C dakika
. 5
85°C dakika

4°C o
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3.2.4.3.3. RT-PCR Analizi

Ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinin incelenebilmesi amaciyla sentezlenen
cDNA’lardan Tagman Master Mix kullanilarak RT-PCR analizi yapildu. ilk olarak RT-
PCR analizi i¢in gerekli olan reaksiyon karisimi Tablo 14°deki belirtilen miktarlar ve
bilesenler kullanilarak hazirland1 (Tablo 14). Tablo 15°deki reaksiyon kosullar
dogrultusunda Step one Plus™ RT-PCR (Applied Biosystem, ABD) cihaz1
kullanilarak RT-PCR analizi gergeklestirildi (Tablo 15). RT-PCR sonuglar1 Applied
Biosystem StepOneTM RT-PCR Software yazilimi sayesinde CT degeri olarak elde
edildi. “RT2 Profiller PCR Array Data Analysis version 3.5” kullanilarak CT degerleri

incelendi.

Tablo 14. RT-PCR analizi igin hazirlanan reaksiyon karigimi.

1 Ornek igin
20X Tagman Gene Expression Assay 0.5 ul
2X Tagman Gene Expression Assay Master
Mi 5uL
ix
cDNA (500 ng) 2 uL
RNase-free water 2.5 ulL
Toplam hacim 10 uL
Tablo15. Reaksiyon kosullari.
50 °C 2 dk
95°C 10 dk
95 °C 15sn
40 dongii
60 °C 60 dk

3.2.4.4. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Kanser Kok
Hiicre Biyobelirteclerinin Ekspresyon Seviyelerine Olasi Etkinliginin Analiz
Edilmesi

GK mekanizmasinda CSC’lerin varlig1 tiimor agresifligi ve tedavi direnci ile
iligskilendirilmektedir. AGS hiicrelerinde OLE nin tek basina ve kemoterapdtik ajanlar
ile birlikte CSC mekanizmasi {izerine olas1 etkinligi CD133, NANOG, SOX2 ve OCT4
biyobelirteglerinin ekspresyon seviyeleri analiz edildi (Tablo 16). Kontrol geni olarak
GAPDH kullanildi. Deney gruplarindan 3.2.3.3.2.°daki yontemle cDNA sentezi
gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lardan Tagman Master Mix kullanilarak 3.2.3.3.3.
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yontem dogrultusunda uygun reaksiyon kosullari altinda RT-PCR analizi
gerceklestirilerek ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edildi.

Tablo 16. Analiz edilen CSC biyobelirtegleri ve Hs numaralart

Genler Primer Numaralari
CD133 Hs01009259_m1
NANOG Hs02387400_g1
SOX2 Hs01053049_s1
OCT4 Hs04260367_gH

3.2.4.5. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Tedavi Yanmit
ile Iliskili Coklu la¢ Direnci Mekanizmasi Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

MDR mekanizmas1t GK’larda kemoterapi etkinliginin azalmasinda oldukca
etkili olmaktadir. OLE’nin tek basma ve kemoterapdtik ajanlar ile birlikte bu
mekanizma tlizerindeki etkinligi MDR ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri analiz
edilerek belirlendi (Tablo 17). GAPDH kontrol geni olarak kullanildi. Deney
gruplarindan 3.2.3.3.2.°de sentezlenen cDNA’lar 3.2.3.3.3. yontem ile uygun
rekasiyon kosullart dogrultusunda RT-PCR analizi gergeklestirildi.

Tablo 17. MDR analizinde kullanilan biyobelirtegler ve primer numaralari.

Genler Primer Numaralari
MDR1 Hs00184500_m1
MRP5 Hs00981089_m1
LRP1 Hs00233856_m1

3.25. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Tiimoér
Biiyiikliigii ve Damar Olusumu Uzerine Etkisinin Belirlenmesi
3.25.1. Asith Damla Modeli ile Hiicrelerin 3 Boyutlu Kiiltir Ortaminda
Cogaltilarak Tiimor Boyutunun Belirlenmesi

Asilt damla modeli ile 3B hiicre kiiltiirii i¢in PerkinElmer’in CellCarrier
Spheroid ULA 96 kuyulu polistiren mikroplakalar1 kullanilarak sferoid yapisi
olusturuldu (Sekil 43). Polistiren mikroplakalar hiicrelerin yuvarlak yapili sferoid
yapisinin olusmasini saglayan Ultra Diisiik Tutunma (Ultra-Low Attachment, ULA)
yapilardan meydana gelmektedir. ULA yapisi, polistiren kap ylizeyine kovalent olarak
bagl hidrofilik nétr yiiklii bir kaplamadir. Hidrojel, spesifik ve spesifik olmayan

baglanmay1 inhibe ederek hiicreleri askiya alinmig bir duruma zorlayarak 3B sferoid
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olusumunu saglamaktadir. PerkinElmer’in CellCarrier Spheroid ULA mikroplaka
kaplamasi veri eldesini ve analizini daha kolay hale getirmekle birlikte ayn1 zamanda
satellit sferoid olusumunuda engellemektedir. 3B hiicre kiiltiirii olusturulabilmesi igin
T25’lik hiicre kiiltiir flaskinda AGS hiicreleri ¢ogaltildi. Flasktaki hiicre yogunlugu
%80’e ulastiginda iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ile yikand.
Tripsinizasyon ile kaldirilan hiicreler Thoma Lamu ile sayid:i Ilk olarak
mikroplakalardaki 96 kuyunun her biri i¢in gerekli hiicre sayist farkli hiicre
konsantrasyonunda ve farkli hiicre tiplerinde degisiklik gosterebilecegi icin AGS
hiicre hattina yonelik optimizasyon gergeklestirildi. Her bir kuyunun toplam hacmi
100 pl medyum igerisinde, en fazla 40.000 hiicre, en az 40 hiicre sayisi olacak sekilde
hiicreler 2X seyreltilerek 11 farkli hiicre popiilasyonu hazirlandi. Hazirlanan hiicreler
ULA yiizeyine zarar vermeden dikkatlice ekilerek 37°C’de %5 CO2’ lik inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Hiicre igermeyen 1. kuyuya 100 pl F-12K medyum negatif
kontrol grubu olarak kullanilmak tizere eklendi (Tablo 18). 3 giin boyunca her giin
sferoid yapisinin olusumu ve biiylimesi takip edildi ve goriitilendi. Medyum
degisikligi ise sferoid yapiya zarar vermemek amaciyla 50 pl ¢ekilip yerine 50 pl yeni
medyum (toplam hacmi 100 pl) eklenerek yapildi. Inkiibasyon siiresinin 3. giinii
sonunda sferoid olusumu tamamlandiginda WST-1 analizi ile etkinligi belirlenen
dozlar ile hiicreler muamele edildi. Etkin doz ile muamele edilmeden onceki siireg 0.
gilin kabul edilerek, doz igleminden sonraki 5 giin boyunca inverted mikroskobu ile
goriintiileri ¢ekildi. 3B tiimor biiyilikligii, 4 farkli yarigap Olgtilerinin ortalamas ile
hacmi hesaplanarak o6l¢iildii. Optimizasyon uygulamasinin sonrasinda belirlenen en

uygun hiicre sayisi ile analizlere devam edildi (Tablo 19).

F-12K MEDYUM

@ %) 3B SFEROID

2B Kltar 3B Kiltdr

I
[ 4
[ !
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4

Sekil 43. AGS hiicrelerinde sferoid olusumu ve 96 kuyulu PerkinElmer’in CellCarrier Spheroid ULA mikroplakasi
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Tablo 18. Optimizasyon amaciyla 96 kuyulu mikroplakaya ekilen hiicreler ve iizerine verilen doz miktarlar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre lA?SO 2‘?00 5‘900 10..'000 20..'000 40..'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
A | igermeye
nKontrol | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles
iz iz iz iz iz iz iz iz iz iz iz
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre 12.,50 2‘?,]00 5‘900 10.,'000 20.,'000 40.,'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
B | icermeye
n Kontrol
*OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre 1‘250 2‘.5,]00 5‘900 10.,'000 20.,'000 40.,'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
C | igermeye
n Kontrol
**5-FU **5-FU **5-FU **5-FU **5-FU **5-FU **5-FU **5-FU **5-FU **5-FU **5-FU
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre l.?SO 2'§00 5'900 10.,'000 20.,'000 40.,'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
D | igermeye
n Kontrol | oLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5-
FU FU FU FU FU FU FU FU FU FU FU
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre l.?SO 2'§00 5'900 10.,'000 20.,'000 40.,'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
E | igermeye
n Kontrol . . . . . . . . . . .
***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre l.?SO 2'§00 5'900 10..'000 20..'000 40..'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
F | Igermeye
n Kontrol . . . . . . . . . . .
OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis OLE+Cis
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre l.?SO 2'?00 5'900 10..'000 20..'000 40..'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
G | icermeye
n Kontrol . . . . . . . . . . .
5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis [ 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis
40 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 312 Hiicre | 625 Hiicre 1'?50 2'§OO 5'900 195000 ZQIOOO 49.'000
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
Hiicre
H | igermeye
nKontrol | oL E+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5-
FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis

*OLE: 1.5 mg/ml OLE **5-FU: 25 uM 5-FU ***Cis: 20 uM Cis
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Tablo 19. AGS hiicrelerindebelirlenen uygun hiicre sayilari ve tizerlerine verilen doz miktarlarinin 96 kuyulu mikroplakadaki

gosterimi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
A | igermeye
nKontrol | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles | Muameles
iz iz iz iz iz iz iz iz iz iz iz
Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
B | igermeye
n Kontrol | .
OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE *OLE
Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 156 156 156 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
C igermeye
nKontrol | - - - - - - - - - -
5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
D | igermeye
n Kontrol | OLE+ OLE+ OLE+ OLE+ OLE+ OLE+ OLE+ OLE+ OLE+ OLE+ OLE+
5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
E | Igermeye
n KontrOI ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis ***Cis
Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
F | Igermeye
nKontrol | o) eicis | oLe+cis | OLE+Cis | OLE+Cis | OLE+Cis | oLE+cis | OLE+Cis | OLE+Cis | OLE+Cis | OLE+Cis | OLE+Cis
Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
G | igermeye
nKontrol | ¢ cyicis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis | 5-FU+Cis
80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 80 Hiicre 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 156 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre | 312 Hiicre
Hiicre
H | icermeye
n Kontrol | OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5- OLE+5-
FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis FU+Cis

*OLE: 1.5 mg/ml OLE ** 5-FU: 25 uM 5-FU *** Cis: 20uM Cis

3.2.5.2. Ex Vivo Analiz Yontemi ile Damar Olusumunun Degerlendirilmesi
CAM Assay, timor boyutu, invazyon, metastaz, anjiogenez ve tUmor
kemosensitivitesini incelemesine olanak saglayan in vitro ve in vivo analizleri arasini
dolduran bir yontemdir. Bu analiz i¢in100 adet fertilize tavuk yumurtasi 0. Giiniinde
Bursa Has Tavuk firmasindan satin alinarak 37°C ve % 60 nemlilik oranina sahip
kulugka makinesinde (Findik Kulugka Makinasi, Tiirkiye) inkiibasyona birakildi.
Analize baglamadan once AGS hiicreleri Tripzinizasyon yontemi ile kaldirilarak
yumurta basina 1x10° hiicre olacak sekilde sayildi. 15 mL’lik falkonlara (muamelesiz
hiicre grubu, OLE, 5-FU, Cis, OLE+5-FU, OLE+Cis, 5-FU+Cis ve OLE+5-FU+Cis)
deney gruplar1 hazirlandi. Aseptik kosullar altinda civciv embriyosunun 7. Giiniinde

yumurta kabugu {izerinde bistliri yardimi ile pencere agilarak koriallantonik zara
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ulagildi (Sekil 44). Ulasilan bu zara damar dallanma noktasi lizerine yumurta basina
1x10°/20 pl olacak sekilde AGS hiicreleri inokiile edildi. Ardindan hiicreler hazirlanan
OLE ve kemoterapétik ajanlar ile muamele edildi. Her bir yumurta tizerinde agilan
pencereler bant ile kapatilarak 37°C ve % 60 nemlilik oranina sahip kulugka
makinasinda 10 giin boyunca kuluckaya birakildi. Kulugkanin 10. giin sonunda
yumurtalarin kabuklar1 soyuldu ve fotograflari g¢ekilerek damar gelisim durumu
incelendi. Damar sayilar1 sayilarak kontrol gruplarina kiyasla muameleli gruplarin
damar olusumunu nasil etkiledigi analiz edildi. Kontrol grubu olarak muamelesiz
yalnizca hiicrelerin inokiile edildigi grup kullanildi. Her bir deney grubu embriyonun

ortaminin bozularak 6lmesine ve kirilmalara karst en az 10 tekrarli olacak sekilde

gerceklestirildi.

Koriallantonik Zar
Uzerine Pencere
Acihr

Koriallantonik Zar Ozerindeki
Dallama Noktalarina AGS
Hiicrelerinin inokule Edilir

Penceler
Bantile
Kapatilir

Kan
Damarlari
Bulunur

<—

37°C % 60 Nemlilik
Oranina Sahip Kulucka
Makinasinda Kulugkaya
Birakihr

Sekil 44, Cam Assay Analizinin sematize edilmesi.
3.2.6. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapitik Ajanlar ile Birlikte Epigenetik
Mekanizma Olan LncRNA Ekspresyon Seviyeleri Uzerine Etkisinin Belirlenmesi
GK dokularinda PVT1, MALATI1, H19, HULC ve HOTAIR, LncRNA
molekiillerinin anormal ekspresyon seviyelerinin hiicre proliferasyonu, timor
gelisimi, migrasyon, invazyon, anjiyogenez, apoptoz, EMT mekanizmas: ve ilag
direnci gelisimi gibi biyolojik siireglerde rol oynadiklar1 gosterilmistir. OLE’ nin tek
basina ve kemoterapétik ajanlar ile birlikte bu LncRNA molekiilleri iizerine olasi

etkinligi ekspresyon seviyeleri analiz edilerek gergeklestirildi (Tablo 20). Kontrol geni
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olarak GAPDH kullanildi. Elde edilen 8 deney grubuna ait 3.2.3.3.2. sentezlenen
cDNA’larin 3.2.3.3.3. yontem dogrultusunda uygun reaksiyon kosullari altinda RT-
PCR analizi gergeklestirildi.

Tablo 20. Analiz edilen LncRNA molekiiiileri ve primer numaralari.

LncRNA Molekiilleri Primer Numaralari
PVT1 Hs01069023_m1

MALAT1 Hs03453854 g1

H19 Hs03663733_g1

HULC Hs01909631_s1

SNHG16 Hs01598403 gl

3.2.7. istatiksel Analiz

Elde edilen veriler dogrultusunda OLE'nin tek basina ve OLE+kemoterapotik
ajanlar ile kombinasyon durumunda AGS hiicrelerinin biyolojik davranislarina olan
etkisi GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) ve SPSS 23.0
(IBM SPSS Inc., Armonk, NY) programlar1 kullanilarak analiz edildi. Tiim verilere ait
tamamlayici istatistikler say1, yiizde ve ortalama olarak ifade edildi. One Way ve Two
Way ANOVA testi ile gruplar aras1 farkliliklar tespit edildi. OLE'nin tek basina ve
OLE+kemoterapotik ajanlar ile kombinasyonunun gen ekspresyonlari iizerindeki
analizi web tabanli “RT2 Profiler PCR Array Data Analysis v3.5” programi
kullanilarak Independent t testi ile belirlendi (https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-
and-pathways/data-analysis-centeroverview-page/other-real-time-pcr-probes-or-
primersdata-analysis-center). Tim grafikler GraphPad Prism 6 programindan
yararlanilarak ¢izildi. Tiim deneyler icin 0,05'ten kiigiik p degerleri %95 giiven

araliginda (confidence interval; CI) anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte AGS ve HUVEC

Hiicre Hatlarindaki Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

4.1.1. OLE’nin AGS Hiicreleri ve Kontrol Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik

Etkisinin Belirlenmesi

4.1.1.1. OLE’nin AGS Hiicrelerinin Canhligr Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

OLE’nin GK hiicre hatt1 olan AGS hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi WST-
1 analizi ile belirlendi. Ana Bilim Dalimizda gergeklestirilen daha onceki ¢aligsmalar
dikkate alinarak belirlenen doz araligi (Tablo 7) ile hiicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca
muamele edildi. AGS hiicrelerindeki OLE dozlari ile muamelesinin 24, 48 ve 72 saatin
sonunda WST-1 analizi dogrultusunda elde edilen degerleri Tablo 21°de gosterilmistir
(Tablo 21). Elde edilen bulgular dogrultusunda sekil 45°deki gosterildigi gibi OLE’nin
AGS hiicrelerindeki canlilik oranlar1 belirlendi (Sekil 45).

Tablo 21. AGS hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saat boyunca OLE ile muamelesinin WST-1 analizi sonucuna gore elde edilen

canlilik degerleri

24 Saat
Kontrol (-) | 0.1 mg/ml | 0.25 mg/ml | 0.50 mg/ml | 1 mg/ml | 1.5 mg/ml | 2 mg/ml | 2.5 mg/ml | 3 mg/ml
1. deneme | 0,95 0,78 0,67 0,56 0,56 0,41 0,37 0,51 0,53
2. deneme | 0,85 0,69 0,68 0,65 0,65 0,34 0,5 0,41 0,48
3. deneme | 0,82 0,7 0,63 0,66 0,66 0,32 0,39 0,43 0,46
Ortalama | 0,87 0,73 0,66 0,62 0,62 0,36 0,42 0,45 0,49
48 Saat
Kontrol () 0.1 mg/ml  0.25mg/ml 050 mg/ml 1 mg/ml 1.5mg/ml 2mg/ml 2.5mg/ml 3 mg/ml
1. deneme | 1,38 13 1,13 0,99 0,84 0,33 0,35 0,47 0,45
2. deneme | 1,52 0,93 1,14 1 0,85 0,32 0,37 0,43 0,46
3.deneme [ 1,6 0,86 1,09 1,04 0,67 0,31 0,36 041 0,46
Ortalama |15 1,03 1,12 1,01 0,78 0,32 0,36 0,44 0,46
72 Saat
Kontrol () 0.1 mg/ml 0.25mg/ml 050 mg/ml 1 mg/ml 1.5mg/ml 2mg/ml 2.5mg/ml 3 mg/ml
1. deneme | 1,75 1,47 1,28 0,92 0,75 0,44 0,35 0,42 0,53
2.deneme | 1,75 1,44 1,01 0,86 1,06 0,3 0,35 0,43 0,48
3. deneme | 1,75 1,39 12 1 0,73 0,3 0,36 0,41 0,46
Ortalama | 1,75 1,43 1,17 0,93 0,84 0,35 0,35 0,42 0,49
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WST-1 analizi sonucuna gére OLE’nin AGS hiicreleri iizerindeki etkin saati
24 saat olarak belirlendi (Sekil 45). 24. saatteki OLE’nin sitotoksik etkisi
incelendiginde 1mg/ml OLE dozu ile muamele edilen hiicre grubundaki canlilik oranm
% 67,3 oraninda, 1.5 mg/ml OLE dozunda ise % 41,03 olarak tespit edildi (p<0,0001).
AGS hiicrelerindeki OLE’nin 48 saat muamelesi sonucunda canlilik oranmin 1 mg/ml
OLE dozunun % 52,4 olarak, 1.5 mg/ml OLE dozunun ise % 21,58 oldugu belirlendi
(p<0,0001). OLE’nin AGS hiicrelerindeki 72 saat sonucundaki sitotoksik etkisi analiz
edildiginde ise 1 mg/ml OLE dozunun canlilik oraninin % 48,32 oldugu, 1.5 mg/ml
dozunun % 20,04 oldugu tespit edildi (p<0,0001). AGS hiicrelerinde hesaplanan SI’ne
gore OLE’nin lethal dozu 24. saatteki 1.5 mg/ml dozu oldugu tespit edildi (p<0,0001).
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Sekil 45. A: OLE dozlari ile muamelesinin AGS hiicrelerinin 24. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari. B: OLE dozlar
ile muamelesinin AGS hiicrelerinin 48. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari. C: OLE dozlar1 ile muamelesinin AGS
hiicrelerinin 72. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari.

4.1.1.2. OLE’nin HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

OLE’nin HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi AGS hiicrelerinde
etkin bulunan doz ve saatler dogrultusunda WST-1 analizi ile gergeklestirildi. WST-1
analizine gore elde edilen sonuglar Tablo 22°de verildi (Tablo 22).
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Tablo 22. HUVEC hiicrelerinde 24 ve 48 saat boyunca OLE ile muamelesi sonucunda gergeklestirilen WST-1 analizi

sonuglari
24 saat
(-) Kontrol | 0.1 mg/ml | 0.25mg/ml | 0.5 mg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml
1. deneme | 0,44 0,30 0,23 0,29 0,29 0,28 0,35 0,34 0,34
2. deneme | 0,42 0,32 0,33 0,3 0,27 0,32 0,41 0,34 0,39
3. deneme | 0,42 0,35 0,31 0,30 0,27 0,31 0,42 0,34 0,33
Ortalama | 0,43 0,32 0,29 0,29 0,28 0,31 0,39 0,34 0,35
48 saat
(-) Kontrol | 0.1 mg/ml | 0.25mg/ml | 0.5 mg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml
1. deneme | 0,32 0,35 0,34 0,3 0,27 0,3 0,27 0,31 0,27
2. deneme | 0,31 0,34 0,32 0,28 0,28 0,31 0,26 0,29 0,26
3. deneme | 0,30 0,35 0,32 0,28 0,26 0,30 0,21 0,30 0,25
Ortalama | 0,31 0,34 0,33 0,29 0,27 0,30 0,24 0,30 0,26

Elde edilen verilere gore 24 saat siiresince uygulanan OLE’nin HUVEC

hiicrelerindeki sitotoksik etkisi incelendiginde 0.1 mg/ml doz ile muamelesi sonucu

canlilik oran1 % 76,4, 1mg/ml doz ile muamelesi sonucu % 64,96 ve AGS hiicrelerinde

belirlenen etkin doz olan 1.5 mg/ml OLE dozu ile muamelesi sonucu canlilik oran1 %

71,92 oldugu tespit edildi (Sekil 46). OLE’nin 48. saatteki HUVEC iizerindeki

sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, 0.1 mg/ml muamele sonucunda canlilik oran1 %

109,67, 1 mg/ml OLE dozunda % 87,09, 1.5 mg/ml OLE dozuyla muamelesi

sonucunda ise % 96,77 oldugu belirlendi.
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Sekil 46. A: OLE dozlari ile muamelesinin HUVEC hiicrelerinin 24. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlar1. B: OLE dozlari
ile muamelesinin HUVEC hiicrelerinin 48. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari.
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4.1.2. 5-Fluorourasil’in AGS ve HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik

Etkisinin Belirlenmesi

4.1.2.1. 5-Fluorourasil’in AGS Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

5-FU’nun AGS hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini incelemek amaciyla
Anabilim dalimizda yapilan ¢alismalar ve AGS hiicreleri ile 5-FU’nun yer aldigi
literatiirdeki ¢alismalar dikkate alinarak belirlenen uygun doz araliginda WST-1
analizi gergeklestirildi. Tablo 8 ‘de yer alan uygun doz gruplari ile 24, 48 ve 72 saat
boyunca muamelesi sonucunda elde edilen WST-1 analizi verileri Tablo 23’de
gosterilmistir (Tablo 23). AGS hiicrlerinde 5-FU’nun etkin doz ve saate bagli olarak
sitotoksik etkisi WST-1 analizi olusturulan degerlendirmeler sekil 47°de gésterilmistir
(Sekil 47).

Tablo 23. AGS hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saat boyunca 5-FU ile muamelesinin WST-1 analizi sonucuna gére elde edilen
canlilik oranlari

24 Saat
Kontrol [ 10uM [ 25uM [50uM |[75uM |[100uM |150uM |200uM |250uM |300uM |350uM | 400 uM
(-) 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
1.
deneme | 0,45 0,37 0,32 0,31 0,38 0,36 0,33 0,26 0,38 0,3 0,32 0,27
2.
deneme | 0,49 0,36 0,29 0,29 0,33 0,33 0,27 0,28 0,37 0,27 0,31 0,26
3.
deneme | 0,5 0,38 0,28 0,31 0,35 0,34 0,34 0,3 0,36 0,3 0,33 0,28
Ortalama | 0,48 0,37 0,3 0,3 0,35 0,34 0,31 0,28 0,37 0,29 0,32 0,27
48 Saat
Kontrol [ 10uM [ 25uM [50uM |[75uM |[100uM |150uM |200uM |250uM |300uM |350uM | 400 uM
() 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
1
deneme | 0,97 0,49 0,35 0,34 0,34 0,33 0,3 0,33 0,32 0,29 0,26 0,26
2.
deneme | 0,88 0,49 0,34 0,35 0,37 0,36 0,29 0,26 0,33 0,23 0,27 0,23
3.
deneme | 0,89 0,51 0,33 0,33 0,3 0,32 0,3 0,3 0,3 0,36 0,28 0,09
Ortalama | 0,91 0,5 0,34 0,34 0,34 0,34 0,3 0,3 0,32 0,29 0,27 0,19
72 Saat
Kontrol | 10 uM 25uM 50 uM 75uM 100uM | 150uM [ 200uM | 250uM |300uM | 350uM | 400 uM
() 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
1
deneme | 1,65 0,61 0,64 0,61 0,65 0,69 0,67 0,62 0,64 0,65 0,64 0,53
2.
deneme | 1,55 0,59 0,72 0,56 0,62 0,68 0,74 0,59 0,73 0,64 0,67 0,53
3.
deneme | 1,51 0,61 0,62 0,61 0,65 0,67 0,62 0,57 0,67 0,67 0,51 0,47
Ortalama | 1,57 0,6 0,66 0,59 0,64 0,68 0,68 0,59 0,68 0,65 0,61 0,51

AGS hiicrelerindeki 5-FU’nun etkin siiresi 48 saat olarak belirlendi. 5-FU’nun
sitotoksik etkisi degerlendirildiginde 24. saate 150 uM 5-FU ile muamele edilen
hiicrelerde canlilik oran1 % 65,76 olarak, 200 uM 5-FU ile muamele sonrasi canlilik
orani % 58,59 olarak belirlendi. 5-FU’nun 48. saatteki sitotoksik etkisi, 10 uM 5-FU
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dozu ile muamele edilen gruptaki canlilik orant % 54,72 oldugu, 25 uM 5-FU ile
muamele edilen hiicrelerin canlilik orani ise % 37,45 oldugu tespit edildi. 5-FU’nun
72. saatteki sitotoksik etkisi ise 10 uM ile muamlesi sonucunda canlilik oraninin %
38,75 oldugu, 25 uM 5-FU ile muamelesi sonucunda hiicrelerin canlilik oran1 % 42,22
oldugu belirlendi (p<0,0001). WST-1 analizi sonucuna gére AGS hiicrelerindeki 5-
FU’nun lethal dozunun 48 saatte 25 uM 5-FU oldugu belirlendi.
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Sekil 47. A: 5-FU dozlari ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 24. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlart. B: 5-FU
dozlari ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 48. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari. C: 5-FU dozlar1 ile muamele edilen
AGS hiicrelerinin 72. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlar.

4.1.2.2. 5-Fluorourasil’in HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

5-FU’nun HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi AGS hiicrelerinde
etkin bulunan doz ve saatler dogrultusunda WST-1 analizi ile gergeklestirildi. WST-1
analizine gore elde edilen sonuglar Tablo 24°de verildi (Tablo 24).
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Tablo 24. HUVEC hiicrelerinde 5-FU ile 24 ve 48 saat muamelesinin WST-1 analizi sonucuna gore elde edilen degerleri

24 Saat
Kontrol | 10uM | 25uM | 50uM | 75uM 100uM | 150uM | 200uM | 250uM | 300uM | 350 uM | 400 uM
(-) 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
1
deneme | 0,33 0,45 0,31 0,34 0,28 0,35 0,34 0,31 0,34 0,38 0,31 0,32
2.
deneme | 0,32 0,37 0,3 0,32 0,35 0,36 0,48 0,33 0,33 0,31 0,33 0,29
3.
deneme | 0,34 0,37 0,32 0,32 0,32 0,35 0,41 0,32 0,32 0,35 0,31 0,29
Ortalama | 0,33 0,4 0,31 0,33 0,32 0,35 0,41 0,32 0,33 0,34 0,31 0,3
48 Saat
Kontrol [ 10uM | 25uM |[50uM |[75uM |100uM |150uM |200uM |250uM |300uM | 350uM | 400 uM
(-) 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
1.
deneme | 1,56 1,35 0,96 0,8 1,52 1,22 1,53 1,17 1,83 171 1,65 1,18
2.
deneme | 1,26 1,16 1,04 1,03 15 1,41 151 1,21 18 1,57 1,43 1,27
3.
deneme | 1,77 1,48 1,12 0,8 11 1,17 1,56 13 1,45 1,62 1,41 1,35
Ortalama | 1,53 1,33 1,04 0,88 1,38 1,27 1,53 1,22 1,69 1,63 15 1,27

Analiz sonucuna gore 24 saat siiresince uygulanan 5-FU’nun HUVEC
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi incelendiginde 10 uM 5-FU doz ile muamelesi sonucu
canlilik oran1 % 118,99, 25 uM 5-FU doz ile muamelesi sonucu % 92,52 oldugu tespit
edildi. 5-FU’nun 48. saatteki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde 10 uM 5-FU doz
ile muamelesi sonucu canlilik orant % 86,78 oldugu, AGS hiicrelerinde belirlenen
etkin doz olan 25 uM 5-FU igin canlilik orani ise %68,21 oldugu tespit edildi (Sekil
48).
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Sekil 48. A: 5-FU dozlar ile muamelesinin HUVEC hiicrelerinin 24. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari. B: 5-FU
dozlar1 ile muamelesinin HUVEC hiicrelerinin 48. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari.

4.1.3. Cisplatin’in AGS ve Kontrol Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

4.1.3.1. Cisplatin’in AGS Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi
AGS hiicrelerinde Cis’in sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla literatiir

calismalar1 sonucunda belirlenen uygun Tablo 9’daki belirlenen doz araligi ile 24, 48
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ve 72 saat boyunca muamele sonrasinda WST-1 analizi gergeklestirildi. WST-1 analizi

sonucunda elde edilen veriler Tablo 25°de belirtilmistir (Tablo 25). AGS hiicrelerinde

Cis’in etkin doz ve saate bagli olarak sitotoksik etkisi WST-1 analizi olusturulan

degerlendirmeler sonucunda sekil 49 ’da gosterildigi gibi sonuglar elde edilmistir

(Sekil 49).
Tablo 25. AGS hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saat boyunca Cis ile muamelesinin WST-1 analizi sonucuna gore elde edilen
degerleri
24
Saat
01 |05 |1 5 10 15 20 25 30 35 |40 50 60 70 80 90 100
Kontrol [ uM | uM uM |uM [uM [uM |[uM uM |uM (uM (uM |uM |uM |uM [uM [uM |uM
() Cis | Cis Cis [Cis |Cis |Cis |[Cis Cis |Cis |Cis [Cis |Cis |Cis |Cis [Cis [Cis |Cis
1.
deneme |1 1,02 |094 |09 103]|0,79 |057 [061 |0,41 |065 |066 072|048 [045 0,71 |062 |0,39 | 0,08
2.
deneme | 0,93 0,95 (0,85 [084|102|082 |055|061 (064 |055|065 065|053 |06 |055]066 |044 |0,08
3.
deneme | 0,9 084 /081 |083(108|/081]|061|049 |05 |066 |082 052|049 |055 056|073 |05 |054
Ortalama | 0,94 093 |0,87 |088|1,04/081|058 |057 |052 062|071 )|063 |05 |053 061|067 044|023
48
Saat
01 |05 |1 5 10 15 20 25 30 35 |40 50 60 70 80 90 100
Kontrol [ uM | uM uM |uM [uM [uM |[uM uM |uM (uM (uM |uM |uM |uM [uM [uM |uM
() Cis [Cis |[Cis |Cis |Cis [Cis |Cis Cis |Cis |Cis [Cis |Cis |Cis |Cis [Cis [Cis |Cis
1.
deneme | 1,52 118 |12 [131(123)1,07 [097 |068 |[0,74 |0,58 [055 |048 |051 |047 |047 [0,37 |045 |0,34
2.
deneme | 1,45 1,07 | 1,28 |1,08|0,85]|1,01 |0,96 [ 0,66 |0,65|055 |057 |047 [0,29 [045 047 |04 |0,38 |0,25
3.
deneme | 1,49 1,08 | 1,17 | 0,68 /0,98 1,08 | 0,76 [ 0,67 |0,64 {059 [051 | 0,29 [0,28 [ 0,52 |0,45 |03 |0,32 | 0,35
Ortalama | 1,48 111 (1,22 |1,02|102]|105 |09 |0674|068 [057 |054|041 |036 [048 [047 |035 0,38 |0,31
72
Saat
01 (05 |1 5 10 15 20 25 30 35 |40 50 60 70 80 90 100
Kontrol [uM [uM [uM |uM |uM [uM |[uM uM [uM |{uM |uM |[uM |uM [uM |uM |uM |uM
() Cis |Cis |Cis [Cis |Cis [Cis |Cis Cis |Cis |[Cis |Cis [Cis |Cis [Cis |Cis | Cis |Cis
1.
deneme | 2,01 13 1,18 {153 ]1,09|0,95 [ 0,55 |05 0,58 [ 0,46 [ 0,38 | 0,2 03 [042 (041037036 |0,27
2.
deneme | 2,45 128 (1,13 |12 |0,78|061 [0,77 |052 |048 [044 |041 |0,2 0,25 (0,42 [ 0,41 | 0,36 | 0,28 | 0,28
3.
deneme | 2,2 1,28 |1,25 |094|0,78|0,87 | 0,67 [045 |052 |042 [035 0,34 [0,23 [0,37 |0,18 | 0,25 | 0,31 | 0,26
Ortalama | 2,22 1,29 | 1,19 |1,22|0,88|0,81 | 0,66 [ 049 |0,53 |044 [0,38 |0,24 [0,26 [04 |0,33]0,32|0,32 |0,27
AGS hiicrelerindeki Cis’in etkin siiresi 48 saat olarak belirlendi. Cis’in

sitotoksik etkisi degerlendirildiginde 24. saatte 80 uM Cis ile muamele edilen

hiicrelerde canlilik oran1 % 71,68 olarak, 90 uM Cis ile muamele sonrasi canlilik orant

% 47,49 olarak belirlendi. Cis’in 48. saatteki sitotoksik etkisi, 15 uM Cis dozu ile

muamele edilen gruptaki canlilik oran1 % 60,67 oldugu, 20 uM Cis ile muamele edilen
hiicrelerin canlilik orani ise % 45,29 oldugu tespit edildi (p<0,0001). Cis’in 72.
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saatteki sitotoksik etkisi ise 15 uM ile muamelesi sonucunda canlilik oraninin % 29,98,
20 uM Cis ile muamelesi sonucunda hiicrelerin canlilik orant % 22,20 oldugu
belirlendi. WST-1 analizi sonucuna gére AGS hiicrelerindeki Cis’in 6ldiiriicii dozunun
48. saatte 20 uM Cis oldugu belirlendi.
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Sekil 49. A: Cis dozlari ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 24. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari. B: Cis dozlari ile
muamele edilen AGS hiicrelerinin 48. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlar. C: Cis dozlar1 ile muamele edilen AGS
hiicrelerinin 72. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari.

4.1.3.2. Cisplatin’in HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

HUVEC hiicreleri iizerinde Cis’in sitotoksik etkisi AGS hiicrelerinde etkin
bulunan doz ve saatler dogrultusunda WST-1 analizi ile gergeklestirildi. WST-1

analizine gore elde edilen sonuglar Tablo 26 *da verildi (Tablo 26).
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Tablo 26. HUVEC hiicrelerindeki Cis ile 24 ve 48 muamelesinin WST-1 analizi sonucuna gore elde edilen degerleri

24
Saat
0.1 0.5 1 5 10 15 20 25 30 35 40 50 60 70 80 90 100
Kontrol | uM uM uM [uM [uM uM uMm uMm uM [ uM uMm uMm uM uMm uMm uM uMm
() Cis Cis Cis [Cis |Cis |Cis [Cis |[Cis |Cis |Cis [Cis |Cis |Cis |Cis |Cis |Cis |Cis
1
deneme | 0,98 0,98 [092 |093]|0,98(1,03 |[097 [053 |099 |1,09 |1,03 |1,08 [0,99 [0,97 |07 [095 |[0,67 |0,72
2.
deneme | 0,95 0,95 (09 |0,88|0,95[066 [067 [101 |1,12 |1,05 |0,95 |0,97 |1,06 |[0,98 |0,86 |[0,85 |[0,83 |0,61
3.
deneme | 0,99 094 (062 |0,96|0,64[066 [075 106 |095 |1,16 |1,05 103 |0,86 |[0,89 |0,92 [0,96 |[0,72 |0,89
Ortalama | 0,97 0,9 [083 |092]|0,86[0,78 |0,79 |087 |102 |11 101|102 |0,97 |0,95 |083 |092 |0,74 |0,74
48
Saat
0.1 0.5 1 5 10 15 20 25 30 35 40 50 60 70 80 90 100
Kontrol | uM uM uM (uM [(uM |uM |{uM |(uM |uM [(uM |uM [uM [uM |uM [uM |uM |[uM
() Cis |Cis |Cis [Cis |Cis |Cis |Cis |Cis |[Cis |Cis |[Cis [Cis [Cis |[Cis |Cis | Cis |Cis
1.
deneme | 1,19 12 146 (123116129 [152 [1,41 [139 (126 (154 |143 |17 |129 |117 |[128 [115 |12
2.
deneme | 1,18 122 |116 |12 [134|135 136 |143 |153 [123 [143 [132 {143 [115 |121 |128 |146 |117
3.
deneme | 1,18 12 131 (122|136]13 [113 |[1,06 [1,26 {129 [162 |133 |1,33 |1,22 |113 [1,29 [154 |[1,09
Ortalama | 1,18 121 |131 [122(129|131 |133 |13 139 [126 [153 [136 [149 [122 |117 |129 |1,38 |116

WST-1 analizi sonucuna gore 24 saat siiresince uygulanan Cis’in HUVEC

hiicrelerindeki sitotoksik etkisi incelendiginde 15 uM Cis dozu %81,66 oldugu, 20 pM

Cis dozu ile muamelesi sonucu canlilik oran1 % 89,19 oldugu tespit edildi. Cis’in 48.

saatteki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde 15 uM Cis dozu ile muamelesi sonucu
canlilik oran1 % 112,61 oldugu, AGS hiicrelerinde belirlenen etkin doz olan 20 uM
Cis igin canlilik orani ise % 109,69 oldugu tespit edildi (Sekil 50).
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Sekil 50. A: Cis dozlari ile muamelesinin HUVEC hiicrelerinin 24. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari. B: Cis dozlar

ile muamelesinin HUVEC hiicrelerinin 48. saat sonundaki tespit edilen canlilik oranlari.

98




4.1.4. OLE’nin Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte Kombinasyon Durumunun
AGS Hiicreleri Uzerindeki Olusturacag Olas: Sinerjik, Additive veya Antagonist

Etkinin Belirlenmesi

4.1.4.1. OLE ve 5-Fluorourasil Kombinasyonunun AGS Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

AGS hiicrelerindeki OLE’nin 5-FU ile birlikte kombinasyonunun hiicre
canlilig1 tizerine olasi etkinligi OLE’nin 24. saatindeki etkin dozu olan 1.5 mg/ml’nin,
5-FU’nun 48 saatlik etkin dozu 10 uM ve 25 uM ile birlikte muamele edilmesiyle
belirlendi. WST-1 analizi sonucunda elde edilen veriler Tablo 27°de gosterildi (Tablo
27).

Tablo 27. AGS hiicrelerindeki 24 saat 1.5 mg/ml OLE ve 48 saat 25 uM 5-FU ile kombinasyonunun WST-1 analiz
sonucu

48 Saat
Kontrol (-) 10 uM 5-FU+1.5 ole 25 uM 5-FU+1.5 ole
1. deneme 1,08 0,29 0,30
2. deneme 1,16 0,28 0,32
3. deneme 1,06 0,29 0,40
Ortalama 1,10 0,29 0,34

Elde edilen verilere gore tek bagina 10 uM 5-FU ve 25 uM 5-FU’ya gore 1.5
mg/ml OLE ile kombin halinde verilen hiicrelerin canlilik oraninda azalma oldugu
belirlendi. 1.5 mg/ml OLE + 10 uM 5-FU, 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU kombin
grubunun AGS hiicrelerindeki sitotoksik etkisi sekil 51°de ifade edildi (Sekil 51). AGS
hiicrelerinde 1.5 mg/ml OLE + 10 uM 5-FU, 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU kombin
ile muamelesi sonucunda sirastyla % 26,43 ve % 31,08 canlilik oranlarina sahip oldugu

tespit edildi.
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Sekil 51. AGS hiicrelerindeki OLE+5-FU kombinasyonunun WST-1 analizi sonucuna gére sitotoksik etkisi.
4.1.4.2. OLE ve Cisplatin Kombinasyonunun AGS Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

AGS hiicrelerindeki OLE’nin Cis ile birlikte kombinasyonunun hiicre canlilig
tizerine olasi etkinligi OLE’nin 24. saatindeki etkin dozu olan 1.5 mg/ml’nin, Cis’in
48 saatlik etkin dozu 15 uM ve 20 uM ile birlikte muamele edilmesiyle belirlendi.
WST-1 analizi sonucunda elde edilen veriler Tablo 28°de gosterildi (Tablo 28).

Tablo 28. AGS hiicrelerindeki 24 saat OLE ve 48 saat Cis ile kombinasyonunun WST-1 analiz sonucu
belirlenen canlilik oranlart

48 Saat
Kontrol (-) 15 uM cis+1.5 ole 20 uMcis+1.5 ole
1. deneme 1,08 0,25 0,26
2. deneme 1,16 0,25 0,27
3. deneme 1,06 0,24 0,24
Ortalama 1,10 0,25 0,26

WST-1 analizine gore tek basina 15 uM Cis ve 20 uM Cis’ e gore 1.5 mg/ml
OLE ile kombin halinde verilen hiicrelerin canlilik oraninda ciddi bir oranda azalma
oldugu belirlendi. 1.5 mg/ml OLE + 15 uM Cis, 1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis kombin
grubunun AGS hiicrelerinde sekil 52’de gosterildigi gibi sitotoksik etkisi analiz edildi
(Sekil 52). AGS hiicrelerinde 1.5 mg/ml OLE + 15 uM Cis, 1.5 mg/ml OLE + 20 uM
Cis kombin ile muamelesi sonucunda sirasiyla % 23,05 ve % 23,56 canlilik oranlarina

sahip oldugu tespit edildi.
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Sekil 52. AGS hiicrelerindeki OLE+Cis kombinasyonunun WST-1 analizi sonucuna gore sitotoksik etkisi.
4.1.4.3. OLE, 5-Fluorourasil ve Cisplatin Uglii Kombinasyonunun AGS Hiicreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

AGS hiicrelerindeki OLE, 5-FU ve Cis iiglii kombinasyon durumunun hiicre
canlilig1 iizerine olasi etkinligi OLE’nin 24. saatindeki etkin dozu olan 1.5 mg/ml’nin,
5-FU’nun 10uM ve 25uM dozlari, Cis’in 15 uM ve 20 uM dozlart ile birlikte muamele
edilmesiyle belirlendi. WST-1 analizi sonucunda elde edilen veriler Tablo 29’da
gosterildi (Tablo 29).

Tablo 29. AGS hiicrelerindeki 5-FU+Cis kombinasyonuna OLE'nin ti¢lii kombin drumundaki etkisi

48 Saat
10 uM 5- 10 uM 5- 25 uM 5- 25 uM 5- 10 uM 5- 25 uM 5-

Kontrol FU+15 FU+20uM FU+15uM FU 10uM 5-FU + FU+20 uM FU+15 uM 25uM 5-

() uMcis cis cis +20cis 15 uM cis+ole  cis+ole cist+ole FU+20uMcis+ole
1.
deneme | 1,08 0,55 0,42 0,38 0,41 0,29 0,25 0,26 0,25
2.
deneme | 1,16 0,47 0,66 0,47 0,34 0,26 0,27 0,29 0,31
3.
deneme | 1,06 0,48 0,67 0,51 0,14 0,27 0,25 0,26 0,24
Ortalama | 1,1 0,5 0,58 0,45 03 0,27 0,26 0,27 0,26

WST-1 analizine gére OLE+5-FU+Cis kombinasyonunun Cis ve 5-FU’nun
kombin durumuna gore hiicrelerin canlilik oranini azalttig1 belirlendi. 1.5 mg/ml OLE
+ 25u M 5-FU+15 puM Cis, 1.5 mg/ml OLE +25p M 5-FU + 20 uM Cis, 1.5 mg/ml
OLE +10u M 5-FU + 15 uM Cis, 1.5 mg/ml OLE +10p M 5-FU + 15 uM Cis ,1.5
mg/ml OLE +25pu M 5-FU + 15 uM Cis, 1.5 mg/ml OLE +25pu M 5-FU + 20 uM Cis,
kombin grubunun AGS hiicrelerindeki sitotoksik etkisi sekil 53 ‘de ifade edildi (Sekil
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53). AGS hiicrelerinde 25uM 5-FU+ 20uM Cis ile muamele edilen hiicrelerin canlilik
oranmnin % 27,19, 1.5 mg/ml OLE+ 25uM 5-FU + 20 uM Cis kombin grubu ile

muamelesi sonucunda ise % 24,38 canlilik oranina sahip oldugu tespit edildi.
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Sekil 53. AGS hiicrelerindeki OLE+5-FU+Cis kombinasyonunun WST-1 analizi sonucuna gore sitotoksik etkisi.
4.14.4. OLE’nin 5-Fluorourasil ve Cisplatin ile Kombinasyon Halinde
Olusturacag Sinerjik, Additive veya Antagonist Etkilesimin Web Tabanh
Program Kullanilarak Degerlendirilmesi

AGS hiicrelerinde OLE’nin kemoterapotik ajanlar ile birlikte olusturacagi
muhtemel etkinin analizi igin WST-1 analizi gergeklestirildi. OLE'nin 5-FU, Cis veya
bunlarin kombinasyonlar1 iizerindeki potansiyel sinerjik, additive veya antagonist
etkisi, web tabanli SynergyFinder (versiyon 2.0) kullanilarak hesaplandi. OLE'nin
sinerji skoru <-10 kemoterapotik kombinasyonlar antagonistik etki, sinerji skoru -10
ile 10 arasinda veya sinerji skoru>10 sirasiyla aditif ve sinerjik etki olarak kabul edildi.
Elde edilen veriler dogrultusunda hesaplanan Bliss sinerji skoruna gére 1.5 mg/ml
OLE +25 puM 5-FU kombinasyonunun 5.43 sinerji skoru ile aditif etkisi oldugu
belirlendi. Bliss sinerji skoruna goére 1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis kombinasyonu
durumunda 29.83 sinerji skoru ile sinerjik etki gosterdigi tespit edildi. 25 uM 5-FU +
20 uM Cis ikili kombinasyon ve 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis ti¢li
kombinasyon durumunda sinerji skoru sirasiyla -13.64, -6.58 olarak bulundu ve
sirastyla antagonistik ve aditif etki gosterdigi tespit edildi (Sekil 54). Sonug olarak,
Bliss modeline gore OLE'nin 5-FU ile kombinasyon halinde aditif, Cis ile

kombinasyon halinde sinerjik bir etkiye sahip oldugu belirlendi.
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Sekil 54. OLE'min kemoterapétik ajanlari ile kombinasyonunun olusturacagi sinerjik, additive veya antagonist etkileri. A:
Yalnizca OLE tedavisinin ve bunun 5-FU ve Cis ile kombinasyonlarinin AGS hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi. B: BIiss sinerji skoruna gére OLE'nin 5-FU ve Cis tedavileri iizerindeki sinerjik, additive veya antagonistik
etkileri Kontrol: Muamele edilmemis AGS hiicreleri, OLE: 1.5 mg/ml OLE, 5-FU: 25 uM 5-FU, Cis: 20 uM Cis. *p<0,005,
**p<0,0001

4.2. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte AGS
Hiicrelerinin Oliimii Uzerindeki Olas1 Etkinliginin Belirlenmesi

AGS hiicrelerinde OLE’nin tek basina ve kemoterap6tik ajanlar ile birlikte
hiice 6liimii iizerine olan etkisi Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC (Invitrogen

™ ABD) kullanilarak analiz edildi.
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4.2.1. OLE’nin Hiicre Oliimii Uzerindeki Etkisi
1.5 mg/ml OLE’nin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda % 24.7 apoptototik
ve %9.4 nekrotik 6liime neden oldugu tespit edildi (Sekil 55).
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Sekil 55. 1.5 mg/ml OLE’nin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimii izerindeki etkisi A: Muamele edilmemis
AGS hiicreleri. B: Yalmzca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml OLE ile muamele
edilen hiicreler.

48 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda ise 1.5 mg/ml OLE’nin hiicrelerin %
17.8’inin apoptototik ve % 14.7’inin nekrotik yolla 6liimiine neden oldugu tespit edildi
(Sekil 56).
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Sekil 56. 1.5 mg/ml OLE’nin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimii tizerindeki etkisi A: Muamele edilmemis
AGS hiicreleri. B: Yalmizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml OLE ile muamele
edilen hiicreler.

Bulgularimiz 48 saat ve ileri inkiibasyon siiresinde OLE’nin nekrotik 6liim
oraninda artisa neden oldugunu ortaya koymus olup mevcut deney kosullarimizda
AGS hiicrelerini apoptotik yolla dldiirebilecek optimum OLE muamelesi siiresinin 24

saat oldugu tespit edildi.

4.2.2. 5-Fluorourasil’in Tek Basina ve OLE ile Kombinasyon Durumunda Hiicre
Oliimii Uzerindeki Etkisi

5-FU’nun 25 uM konsantrasyonunun AGS hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon
stiresinde etkili oldugu WST-1 analizinde saptanmis oldugundan, AGS hiicreleri 48

saat siiresince 25 uM 5-FU’ya maruz birakilarak hiicre 6liim analizi gergeklestirildi.
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Anneksin V analizi bulgularimiz 25 uM 5-FU’nun hiicrelerin %17.2’sinin apoptotik
ve %1.9’unun nekrotik yolla 6liimiine yol agtigin1 ortaya koydu (Sekil 57).
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Sekil 57. 25 pM 5-FU 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimii iizerindeki etkisi A: Muamele edilmemis AGS
hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 25 uM 5-FU ile muamele edilen
hiicreler.

AGS hiicrelerinde 1.5 mg/ml OLE’nin 25 uM 5-FU ile kombinasyonunun 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda %18.6 apoptotik, %1.1 nekrotik yolla 6ldiirdigi
tespit edildi (Sekil 58). WST-1 analizine gére AGS hiicrelerinde 25 uM 5-FU’nun
etkili bulunan 48 saatlik inkiibasyon siiresinin 1.5 mg/ml OLE ile kombinasyonu
sonucunda ise %22.3 oraninda apoptotik 6liim, %23.8 nekrotik 6liim belirlendi (Sekil
59).
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Sekil 58. 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre dliimii izerindeki etkisi A: Muamele
edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml OLE+25
uM 5-FU 24 kombinasyonu ile muamele edilen hiicreler.
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Sekil 59. 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimii tizerindeki etkisi A: Muamele
edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml OLE+25
uM 5-FU 24 kombinasyonu ile muamele edilen hiicreler.

4.2.3. Cisplatin’in Tek Basmna ve OLE ile Kombinasyonunun Hiicre Oliimii

Uzerindeki Etkisi

Annexin V analizine gére AGS hiicrelerinde 20 uM Cis’in dozu ile 48 saat

muamelesinin sonucunda %24 apoptotik 6liim, % 0.9 oraminda nekrotik O6lim

belirlendi (Sekil 60).
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Sekil 60. 20 uM Cis 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre oliimii lizerindeki etkisi A: Muamele edilmemis AGS
hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 20 uM Cis ile muamele edilen hiicreler.

AGS hiicrelerinde 1.5 mg/ml OLE’nin 20 uM Cis kombinasyonunun 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonucunda % 11 apoptotik, %1.1 nekrotik yolla 6ldiirdiigi tespit
edildi (Sekil 61). WST-1 analizine gére AGS hiicrelerinde 20 uM Cis’in etkili bulunan
48 saatlik inkiibasyon siiresinin 1.5 mg/ml OLE ile kombinasyonu sonucunda ise %
19 oraninda apoptotik 6liim, %53.3 nekrotik 6liim belirlendi (Sekil 62).
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Sekil 61. 1.5 mg/ml OLE+20 uM Cis 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimil tizerindeki etkisi A: Muamele
edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml OLE+ 20
uM Cis ile muamele edilen hiicreler.
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Sekil 62. 1.5 mg/ml OLE+20 pM Cis 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimil tizerindeki etkisi A: Muamele
edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml OLE+ 20
uM Cis ile muamele edilen hiicreler.

4.2.4. AGS hiicrelerinde 5-Fluorourasil+Cisplatin ikili Kombinasyonunun Tek
Basina ve OLE ile Kombinasyonu Durumunda Hiicre Oliimiine Etkisi

AGS hiicrelerinde 25 uM 5-FU+ 20 uM Cis kombinasyonunun 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonucunda % 14.9 apoptotik, %2 nekrotik yolla 6ldiirdiigi tespit
edildi (Sekil 63).
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Sekil 63. 25 uM 5-FU+20 puM Cis 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimii iizerindeki etkisi A: Muamele
edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 25 pM 5-FU+20 uM
Cis ile muamele edilen hiicreler.

AGS hiicrelerinde 1.5 mg/ml OLE’nin 25 puM 5-FU+ 20 puM Cis
kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda % 15.8 apoptotik, %1.4
nekrotik yolla oldiirdiigii tespit edildi (Sekil 64). WST-1 analizine gore AGS
hiicrelerinde 1.5 mg/ml OLE’nin 25 uM 5-FU+ 20 uM Cis kombinasyonun 48 saatlik
inkiibasyon sonucuna gore ise % 11.2 oraninda apoptotik 6liim, %22.4 nekrotik 6liim

belirlendi (Sekil 65).
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Sekil 64. 1.5 mg/ml OLE+ 25 pM 5-FU+20 uM Cis 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6liimii tizerindeki etkisi A:
Muamele edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalmizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml
OLE+ 25 pM 5-FU+20 uM ile muamele edilen hiicreler.
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Sekil 65. 1.5 mg/ml OLE+ 25 uM 5-FU+20 uM Cis 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AGS hiicre 6limii tizerindeki etkisi A:
Muamele edilmemis AGS hiicreleri. B: Yalnizca Annexin V boyanan hiicreler. C: Yalnizca PI boyanan hiicreler. D: 1.5 mg/ml

OLE+ 25 pM 5-FU+20 uM ile muamele edilen hiicreler.

Elde edilen tiim bulgular dogrultusunda 24 saatlik inkiibasyonunda OLE’nin

tek basina ve 5-FU, Cis ve ve 5-FU+Cis ikili kombininasyonuna ilave eden tedavisinde

apoptotik 6liimii indiikleyici etkisi oldugu saptandi (Sekil 66).
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Sekil 66. OLE’nin tek bagina ve kemoterapétik ajanlar ile kombinasyonunun hiicre 6liimii {izerindeki etkisinin grafik halinde
gosterilmesi. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi, OLE: 1.5 mg/ml OLE, 5-FU: 25uM 5-FU, Cis: 20 uM Cis.

4.2.5. OLE’nin AGS Hiicre Morfolojisi Uzerindeki Etkinliginin Belirlenmesi
OLE ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin morfolojik analizi, floresan boya
boyama ydntemi olan Akridin Orange (AO)/Propidium Iyodiir (PI) kullanilarak analiz
edildi. (AO)/ (PI) boyamasi sonuglarina gore elde edilen bulgular, 24 saatlik OLE
tedavisinin apoptoz yoluyla hiicre 6liimiiyle neden oldugunu gosterdi. Sekil 67°deKi
goriintliler dogrultusunda OLE ile muamele edilmis hiicrelerin kontrol hiicre grubuna
kiyasla saglam yesil ¢ekirdege sahip hiicreleri daha az i¢cermesinden dolay: hiicre
canliliginin daha az oldugu tespit edildi (Sekil 67). AGS hiicrelerinin 1.5 mg/ml OLE
ile tedavisi sonucunda Sekil 67 B’de goriildiigi gibi ¢ekirdekte yogun yesil kromatin
yogunlagmasi alanlar1 olan hiicreleri igerdigini ve bunlarin erken apoptotik hiicreler
oldugu, yogun kirmizi kromatin yogunlasmasi alanlari olan hiicreleri igerdigini
bunlarin ise ge¢ apoptotik hiicreler oldugu tespit edildi. Ek olarak AGS hiicrelerinin
OLE ile muamelesi sonucunda c¢ekirdegi bozulmamis kirmizi renkli hiicreleri

icerdigini ve bunlarin nekrotik hiicreler oldugu saptandi (Sekil 67B).

115



A Kontrol B 1.5 mg/ml OLE

Sekil 67. AGS hiicrelerinin AO/PI boyamasindan sonra inverted floresan mikroskop gorintiileri. A: Kontrol; Muamelesiz AGS
hiicreleri. B: 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS hiicreleri. V: Canl hiicre, EA: Erken Apoptoz, LA: Geg Apoptoz ve N:
Nekroz.

4.3. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte AGS
Hiicrelerindeki Yara Iyilesmesi Uzerindeki Olas1 Etkinliginin Belirlenmesi
4.3.1. AGS Hiicrelerinde OLE, 5-Fluorourasil, Cisplatin ile Tedavisinin Yara
Alaninin Tyilesmesi Uzerindeki Olasi Etkinliginin Belirlenmesi

WST-1 analizi sonucuna gore AGS hiicreleri i¢in belirlenen OLE dozunun
hiicrelerin go¢ yeteneklerine olan etkinliginin belirlenebilmesi amaci ile yara
iyilesmesi deneyi gergeklestirildi. Yara iyilesmesi deneyinin sonucuna gére muamele
edilmeyen AGS hiicrelerinde (kontrol grubu) olusturulan yara alaninda doz gruplarina
kiyasla ciddi oranda kapanma tespit edildi (Sekil 68). OLE’nin AGS hiicrelerinde
belirlenen etkin dozu olan 1.5 mg/ml’de ve 25 uM 5-FU i¢in doza bagimhi gog
yeteneginde anlamli bir azalis belirlendi (p<0,0001; Sekil 69, Sekil 70). AGS hiicreleri
icin etkin doz olarak tespit edilen 20 uM Cis ile muamelesinin sonucunda yara
alaninda OLE ve 5-FU grubuna kiyasla daha az bir agiklik tespit edildi (p<0,0001,;
Sekil 71). Cis ile muamele edilen hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla hiicre

morfolojisinde de degisiklik gézlendi.
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Sekil 68. Muamele edilmemis (kontrol grubu) AGS hiicrelerinin farkl: saatlerdeki yara alaninin kapanmasimin gosterimi. A:0h,
B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.
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Sekil 69. AGS hiicrelerinin 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilmesinin sonucunda farkli saatlerdeki yara alaninin kapanmasinin
gosterimi. A:Oh, B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.

A

Sekil 70. AGS hiicrelerinin 25 uM 5-FU ile muamele edilmesinin sonucunda farkli saatlerdeki yara alanimin kapanmasmin
gosterimi. A:Oh, B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.
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Sekil 71. AGS hiicrelerinin 20 pM Cis ile muamele edilmesinin sonucunda farkli saatlerdeki yara alanmin kapanmasinin
gosterimi. A:0h, B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.

Gergeklestirilen deney sonucunda doz uygulanmamis (kontrol grubu) AGS
hiicrelerinin 48. saatin sonunda yara alaninda %87,62 oraninda kapanma oldugu tespit
edildi. 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS hiicrelerinde 48. saatin sonunda yara
alaninda % 17,31 oraninda kapanma goézlendi. 25 uM 5-FU ve 20 uM Cis ile
muamelesinin sonucunda ise sirasiyla 36,78 ve 57,22 oraninda kapanma meydana
geldi (Sekil 78). 1.5mg/ml OLE ile muamele edilen hiicre gruplarinda 25 uM 5-FU ve
20 uM Cis ile muamele edilen hiicrelere gore yara alaninda daha fazla agiklik oldugu
tespit edildi (Sekil 72). Ayni zamanda 25 uM 5-FU dozu uygulanan AGS hiicrelerinde
20 uM Cis dozu uygulanan hiicrelere gore yara alaninda daha fazla agiklik oldugu

tespit edildi (Sekil 73).
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Sekil 72. AGS hiicrelerinin 1.5 mg/ml OLE, 25 uM 5-FU ve 20 uM Cis ile muamelesinin sonucunda ti¢ grubun birbirlerine gére
kiyaslandiginda OLE’ nin AGS hiicrelerinin migrasyon yetenegini diger doz gruplarina gére daha fazla baskiladig tespit edildi.

(* p <0.0001, iki yénlii ANOVA).
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Sekil 73. AGS hiicrelerinin 25 uM 5-FU ve 20 uM Cis ile muamlesinin sonucunda her iki grubun birbirine gore kiyaslandiginda
5- FU’nun AGS hiicrelerinin migrasyon yetenegini Cis ile muamelesinin sonucuna gore daha fazla baskiladigi tespit edildi. (* p

<0.0001, Iki yonlii ANOVA).
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4.3.2. AGS Hiicrelerinde OLE’nin 5-Fluorourasil+Cisplatin ile Kombinasyonu
Sonucunda Yara Alammnin lyilesmesi Uzerindeki Olas1 Etkinliginin Belirlenmesi

AGS hiicrelerinde WST-1 analizi sonucunda belirlenen OLE’nin etkin
dozunun 5-FU ve Cis ‘in kombinasyonu durumunda go¢ yetenekleri iizerine etkileri
yara alani deneyi ile analiz edildi. 1.5 mg/ml OLE, 25 uM 5-FU ve 20 uM Cis ile
kombin doz gruplar1 olusturularak yara alani olusturuldu. Yara iyilesmesi deneyinin
sonucuna gére muamele edilmeyen AGS hiicrelerinde (kontrol grubu) olusturulan yara
alaninda kombin doz gruplarina kiyasla ciddi oranda kapanma tespit edildi. OLE + 5-
FU kombinasyonu ile muamelesi sonucunda tek bagina 5-FU dozu uygulanan hiicre
gruplarina gore gog yeteneklerini baskilayarak yara alaninda anlamli bir agiklik oldugu

tespit edildi (p<0,0005; Sekil 74).

A

Sekil 74. AGS hiicrelerinin 1.5mg/ml OLE + 25 uM 5-FU kombinasyonu ile muamele edilmesinin sonucunda farkli saatlerdeki
yara alaninin kapanmasinin gosterimi. A:Oh, B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.

OLE + Cis kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerin tek basma Cis dozu
uygulanan hiicre gruplarina gore yara alaninda anlamli bir sekilde daha fazla agiklik

oldugu tespit edildi (p<0,0001; Sekil 75).
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Sekil 75. AGS hiicrelerinin 1.5mg/ml OLE + 20 pM Cis kombinasyonu ile muamele edilmesinin sonucunda farkl saatlerdeki
yara alaninin kapanmasinin gosterimi. A:Oh, B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.

OLE + 5-FU + Cis tiglii kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerde 5-FU +
Cis kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelere gore go¢ yeteneklerini ciddi oranda
baskilayarak yara alanindaki agikligi anlamli bir sekilde artirdigi tespit edildi
(p<0,0002; Sekil 76). OLE + 5-FU, OLE + Cis ve OLE + 5-FU + Cis
kombinasyonlarinin tek basina 5-FU, Cis ve 5-FU + Cis kombinasyonu ile muamele
edilen hiicre gruplarn ile kiyaslandiginda yara alaninin kenarlarinda yer alan hiicre
yogunluklarinda bir azalma oldugu tespit edildi. Kontrol grubu hiicrelerinde 24 ve 48.
saatin sonunda gog¢ yeteneklerinin oldukga yiiksek oldugu tespit edildi. Ancak
OLE’nin tek bagina ve kemoterapi ajanlari ile birlikte kombinasyonu sonucunda 24 ve

48. saatin sonunda go¢ etme oraninin oldukga diisiik oldugu belirlendi (Sekil 77).
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Sekil 76. AGS hiicrelerinin 25 pM 5-FU + 20 uM Cis kombinasyonu ile muamele edilmesinin sonucunda farkl: saatlerdeki yara
alaninin kapanmasinin gosterimi. A:Oh, B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.

123



Sekil 77. AGS hiicrelerinin 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis tiglii kombinasyonu ile muamele edilmesinin sonucunda
farkli saatlerdeki yara alaninin kapanmasinin gosterimi. A:Oh, B: 6h, C: 12h, D: 24h, E: 36h, F: 48h.
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Sekil 78. AGS hiicrelerinin farkli doz gruplar ile muamelesi sonucunda farkli saatlerdeki yara alaninin kapanmasinin toplu
gosterimi A: Muamele edilmemis AGS hiicresi, B: 1.5 mg/ml OLE, C: 25 uM 5-FU, D: 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU E: 20
uM Cis, F: 1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis, G: 25 uM 5-FU + 20 uM Cis, H: 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis.

Analiz sonucuna gore 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU muamelesinin sonucunda
doz uygulanmamis (kontrol grubu) AGS hiicrelerine gore yara alaninda % 5,89
oraninda kapanma meydana geldi. 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU kombinasyonunun
5-FU’nun tek basina yara alanindaki kapanma oranina gore anlamli bir azalis oldugu
tespit edildi (p<0,0001; Sekil 79). 1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis kombinasyonu
sonucunda kontrol grubuna kiyasla yara alaninda % 20,91 oraninda kapanma tespit
edildi. 1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis kombinasyonunun yalnizca Cis dozu uygulanan
gruba gore OLE ile kombinasyonunda yara alaninda anlamli oranda artis belirlendi
(p<0,0001; Sekil 80). 25 uM 5-FU + 20 uM Cis ikili kombinasyonu ile muamele
sonucunda yara alaninda % 36,98 oraninda kapanma belirlendi. 1.5 mg/ml OLE + 25
uM 5-FU + 20 uM Cis iiglii kombinasyonu ile muamelesi sonucunda yara alaninda %
0,98 artis gozlendi (Sekil 81). Biitiin veriler dogrultusunda OLE’nin tek basina ve
kemoterapoétik ajanlar ile birlikte AGS hiicrelerinin gog¢ yeteneklerini onemli 6lclide

baskiladigini ve OLE, 5-FU ve Cis {iglii kombinasyonu sonucunda additive etki
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olusturarak yara alaninda kontrol grubuna kiyasla yiiksek oranda aciklik olusturdugu
tespit edildi. Tiim veriler dogrultusunda, OLE ve 5-FU’nun AGS hiicrelerindeki gog
etme yetenegini onemli Ol¢iide baskiladigi, Cis’in ise gb¢ etme yetenegini nispeten

yavaglattig1 tespit edildi (*p<0.05,** p <0.0001; Sekil 82).
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Sekil 79. AGS hiicrelerinin 25 pM 5-FU ve 1.5 mg/ml OLE +25 pM 5-FU ile muamelesinin sonucunda her iki grubun birbirine
gore kiyaslandiginda OLE + 5- FU kombinasyonunun yalnizca 5-FU dozu ile muamelesinine gore AGS hiicrelerinin migrasyon
yetenegini daha fazla baskiladig tespit edildi. (* p <0,0005, ki yonlii ANOVA).
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Sekil 80. AGS hiicrelerinin 20 pM Cis ve 1.5 mg/ml OLE +20 pM Cis ile muamlesinin sonucunda her iki grubun birbirine gére
kiyaslandiginda OLE + Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerinin migrasyon yetenegini yalnizca Cis ile muamelesinin sonucuna

gore daha fazla baskiladig1 tespit edildi (* p <0,0001, Iki yonlii ANOVA).
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Sekil 81. AGS hiicrelerinin 1.5 mg/ml OLE + 25uM 5-FU+ 20 uM Cis ti¢lii kombinasyonu ile muamelesinin her iki grubun
birbirine gore kiyaslandiginda ti¢lii kombinasyonunun AGS hiicrelerinin migrasyon yetenegini 5-FU + Cis ile muamelesinin

sonucuna gore daha fazla baskiladig tespit edildi (* p <0,05, iki yonli ANOVA).
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Sekil 82. AGS hiicrelerinin tek basina OLE kemoterapétik ajanlar ile birlikte ile muamlesinin sonucunda kontrol hiicrelerine
kiyasla migrasyon yeteneklerini 6nemli 6lgiide baskiladig: tespit edildi. (*p<0,05,** p <0,0001, Iki yonli ANOVA). Kontrol:
Muamele edilmemis AGS hiicresi.

44. OLE’nin Tek Basmma ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte
Kombinasyonunun Epideryal-Mezenkimal Gegis Belirtecleri Uzerindeki Etkisi
OLE'nin tek basmna ve kemoterapétik ajanlart ile kombinasyonunun EMT
mekanizmasi tizerindeki etkisi, TWIST, SNAIL, ZEB1, CDH1 ve CDH2 genlerinin
MRNA ekspresyon seviyeleri analiz edilerek belirlendi (Tablo 30). Elde edilen
bulgular sonucunda 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin muamelesiz
(kontrol) AGS hiicrelerine kiyasla ZEB1 (2.12 kat; p=0.0002) ve CDH2 (1.85 Kat;
p<0.0001) genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatiksel olarak anlamli seviyede
azalma, CDH1 (2.09 kat; p=0.0030) geninin ekspresyon seviyesinde anlamli olarak
artig tespit edildi. TWIST ve SNAIL genlerinin ekspresyon seviyesinde ise istatiksel
olarak anlamli olmayan sekilde diisiis gézlendi (p=0,0888 ve p=0,0864; Sekil 83).
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Tablo 30. AGS hiicrelerinde EMT ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri

TWIST SNAIL ZEB1 CDH1 CDH2
1.5 mg/ml OLE
2"-ACT 0,000506 0,001167 0,000028 0,000644 0,000045
Kat Degisimi 0,16 -0,34 -2,32 2,09 -1,85
p value p=0,0888 p=0,0864 p<0,0001  p=0,0030  p<0,0001
25 uM 5-FU
2"-ACT 0,000476 0,000579 0,000022 0,000488 0,000124
Kat Degisimi -0,23 -0,86 -2,12 1,63 -0,84
p value p=0,4326 p=0,2387 p=0,0002 p=0,0003 p=0,0344
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU
27-ACT 0,000576 0,000339 0,000018  0,000398  0,000047
Kat Degisimi 0,96 -1,87 -2,58 1,7 -1,34
p value p=0,0782 p=0,0147 p=0,0004  p<0,0001  p=0,0103
20 uM Cis
27-ACT 0,001245 -0,22 0,000039  0,00057 0,000103
Kat Degisimi 2,78 0,000737 -0,63 0,88 -1,17
p value p=0,0284 p=0,5383 p=0,2660 p=0,1052  p=0,0060
1.5 mg/ml OLE 20 uM Cis
27-ACT 0,000955 0,001264 0,000073  0,000088  0,000344
Kat Degisimi -0,22 -2,51 -0,1 1,43 -0,95
p value p=0,8493 p<0,0001 p=0,065 p<0,0001  p=0,01
25 uM 5-FU + 20 uM Cis
27-ACT 0,000579 0,000213 0,000016  0,000347  0,000063
Kat Degisimi 0,85 -0,73 -1,38 1,42 -1,13
p value p=0,1012 p=0,0004 p=0,2153  p<0,0001  p=0,0112
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis
27-ACT 0,000173 0,000759 0,000045  0,001752  0,000007
Kat Degisimi -0,29 -0,4 0,21 2,25 -0,97
p value p=0,0027 p=0,4120 p=0,7108  p<0,005 p<0,0001
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Sekil 83. OLE’nin AGS hiicrelerinde EMT ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi. A: TWIST, B: SNAIL, C:
ZEB1, D: CDH1, E: CDH2. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi. (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

AGS hiicrelerinin 25 pM 5-FU ile muamelesinin, muamelesiz hiicrelere kiyasla
1.5 mg/ml OLE dozu ile benzer sekilde ZEB1 (-2,12 kat degisimi; p=0,0002) ve CDH2
(-0,84 kat degisimi; p=0,0344) genlerinin ekspresyon seviyelerini anlamli bir sekilde
azalttigl, CDH1 (1,63 kat degisimi; p=0,0003) geninin ekspresyon seviyesini anlamli
bir gekilde artirdigr belirlendi. 25 pM 5-FU ile muamelesi sonucunda muamelesiz
hiicre grubuna kiyasla TWIST ve SNAIL genlerinin ekspresyon seviyesinde istatiksel

olarak anlamli olmayan sekilde azalis tespit edildi (Sekil 84).
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Sekil 84. 25 uM 5-FU’nun AGS hiicrelerinde EMT ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri lizerine etkisi. A: TWIST, B: SNAIL,
C: ZEB1, D: CDH1, E: CDH2. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi. (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

1.5 mg/ml OLE’nin + 25 uM 5-FU kombinasyonu sonucunda muamelesiz
AGS hiicrelerine kiyasla SNAIL (-1,87 kat degisimi; p=0,0147), ZEB1 (-2,58 Kkat
degisimi; p=0,0004) ve CDH2 (-1,34 kat degisimi; p=0,0103) genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli 6lgiide azalltigi, CDH1 (1,7 kat degisimi p<0,0001) geninin
ekspresyon seviyesini anlamli 6lgiide artirdig tespit edildi. Ancak 1.5 mg/ml OLE’nin
+ 25 uM 5-FU kombinasyonun muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla TWIST geninin

ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlaml 6l¢iide etkilemedigi goriildii (Sekil 85).
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Sekil 85. 1,5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU kombinasyonunun AGS hiicrelerinde EMT ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri
tizerine etkisi. A: TWIST, B: SNAIL, C: ZEB1, D: CDH1, E: CDH2. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi. (* p<0.001, Bagimsiz

t-test).

20 uM Cis ile muamelesi sonucunda yalnizca CDH2 (-1,17 kat degisimi;

p=0,0060) geninin ekspresyon seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit

edildi. Cis AGS hiicrelerinde muamelesiz hiicrelere kiyasla CDH1 geninin ekspresyon

seviyesini istatiksel olarak anlamli Ol¢lide artirmadigi belirlendi. Ancak AGS

hiicrelerinin Cis ile muamelesi TWIST, SNAIL ve ZEB1 genlerinin ekspresyon

seviyesini onemli dl¢iide farkliliga neden olmadi (Sekil 86).

132



A 2,78 kat TWIST B -0.22 kat SNAIL c 0,63 kat ZEB1
—— —s

6 p=0,0284 2.0 p=0,5383 29 p=0,2660
°
1.5 Lod 1H ry
_ 4+ _ - ]
E E E
.m - )
2 I %0l [eee 3, T 1
=} [=] =]
2 2 & -
2 L]
0.5 ® -1
0 | | 0.0 -2

T T T T T T
Kontrol 20 M Cis Kontrol 20 pM Cis Kontrol 20 pM Cis

D 0,88 kat CDH1 E -_CDH2
\ ) -1.17 kat
4- p=0,1052 44 -
p=0,0060
2] 2
_ o _
E E e
=4 &
2 0 I 20
= a
g g ——
o0
24 lo oo - 2} o
-4 T T -4 T T
Kontrol 20 pM Cis Kontrol 20 UM Cis

Sekil 86. 20 uM Cis’in AGS hiicrelerinde EMT ile ilikili genlerin ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi. A: TWIST, B: SNAIL, C:
ZEBL1, D: CDH1, E: CDH2. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi. (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

1.5 mg/ml OLE’nin + 20 uM Cis kombinasyonu sonucunda muamelesiz AGS
hiicrelerine kiyasla SNAIL (-1,87 kat degisimi; p=0,0147), ZEB1 (-2,58 kat degisimi;
p=0,0004) ve CDH2 (-1,34 kat degisimi; p=0,0103) genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli dlgiide azalltigi, CDH1 (1,7 kat degisimi p<0,0001) geninin
ekspresyon seviyesini anlamli 6lgiide artirdigr tespit edildi. Ancak 1.5 mg/ml OLE’nin
+ 20 uM Cis kombinasyonun muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla TWIST geninin

ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlamli 6l¢iide etkilemedigi goriildii (Sekil 87).
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Sekil 87. 1.5 mg/ml OLE+20 uM Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerinde EMT ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine
etkisi. A: TWIST, B: SNAIL, C: ZEB1, D: CDH1, E: CDH2. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi. (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

25 uM 5-FU + 20 uM Cis kombinasyonu sonucunda muamelesiz AGS
hiicrelerine kiyasla SNAIL (-0,74 kat degisimi; p=0,0004), ZEB1 (-1,38 kat degisimi;
p=0,153) ve CDH2 (-1,13 kat degisimi; p=0,0112) genlerinin ekspresyon seviyelerini
azalltigi, CDH1 (1,42 kat degisimi p<0,0001) geninin ekspresyon seviyesini anlamli
Olgiide artirdigr tespit edildi. Ancak 25 uM 5-FU + 20 uM Cis kombinasyonun
muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla TWIST geninin ekspresyon seviyesini istatiksel

olarak anlamli 6l¢lide etkilemedigi goriildii (Sekil 88).
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Sekil 88. 25 uM 5-FU+20 uM Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerinde EMT ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri lizerine
etkisi. A: TWIST, B: SNAIL, C: ZEB1, D: CDH1, E: CDH2. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi. (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

1,5mg/ml OLE+ 25 uM 5-FU+20 uM Cis kombinasyonu sonucunda
muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla TWIST (-0,29 kat degisimi; p=0,0027) SNAIL (-
0,4 kat degisimi; p=004120), genlerinin ekspresyon seviyelerini istatiksel olarak
anlamli olmayan sekilde azaltti, CDH2 (-0,97 kat degisimi; p=0,0112) geninin
ekspresyon seviyesini anlamli olarak azalttig1 saptandi. OLE+kemoterapdtik ajanlarin
iglii kombinasyon muamelesiz AGS hiicrelerine gére CDH1 (2,25 kat degisimi
p<0,005) geninin ekspresyon seviyesini anlamli 6l¢iide artirdigr tespit edildi. Ancak
ZEB1 (0,21 kat degisimi; p=0,7116) geninin ekspresyon degisimini anlamli olmayan
sekilde artirdig gorildii (Sekil 89).

135



0.4 kat
—_—
p=0,4120

A - B —
-0,29 kat
159 p=0,0027
Ei 1.0 PPN
g
0.5
0.0 T T 0
Kontrol 1.5 mg/ml OLE
+
25 uM 5-FU
+
20 pM Cis
2,25 kat E
D 6 4
p<0,005

2 ¥ N
2 L ;

T
Kontrol 1.5 mg/ml OLE
+
25 uM 5-FU
+

20 pM Cis

-0,97 kat
—_—
p=0,0001 CDH2

00

Kat Degisimi

T T
Kontrol 1.5 mg/ml OLE
+
25 uM 5-FU
+

20 pM Cis

T T
Kontrol 1.5 mg/ml OLE
+
25 uM 5-FU
+

20 uM Cis

Kat Degisimi

0,21 kat
—
p=0,7108

T T
Kontrol 1.5 mg/ml OLE
+
25 pM 5-FU
+
20 pM Cis

Sekil 89. 1,5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU+20 pM Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerinde EMT ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyeleri tizerine etkisi. A: TWIST, B: SNAIL, C: ZEB1, D: CDH1, E: CDH2. Kontrol: Muamelesiz AGS hiicresi.(* p<0.001,

Bagimsiz t-test)

Elde edilen tiim bulgular dogrultusunda OLE’nin kombinasyonunun tek basina

kemoterapi ilaglarina gére CDH1 ve CDH2 genlerinin ekspresyon seviyelerini

istatiksel olarak anlamli bir sekilde degistirdigi saptand (Sekil 90).
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Sekil 90. AGS hiicrelerinde OLE ve kemoterapi ajanlarin EMT biyobelirteglerine genel bir etkisi. A: CDH1, B: CDH2, C:ZEB1

4.5. OLE’nin Tek Basina ve Kemoteapotik Ajanlar ile Birlike AGS Hiiclerinin
Koloni Olusturma Yetenegi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

AGS hiicrelerinde OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE
+ 5-FU + Cis kombinasyonlarinin koloni olusturma yetenegi lizerine etkisi
degerlendirildiginde, muamele edilmemis AGS hiicrelerine gére OLE, 5-FU, Cis, OLE
+ 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE + 5-FU + Cis ile muamele edilen hiicrelerde
koloni sayisinin azaldig1 gézlendi (Sekil 91).
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Sekil 91. OLE ve kemoterapétik ajanlarin tek basina ve kombinasyonlar1 halinde koloni olusumu {izerine etkileri. A: Kontrol,
OLE, C: 5-FU, D: Cis, E: OLE + 5-FU, F: OLE + Cis, G: 5-FU + Cis, H: OLE + 5-FU + Cis.

AGS hiicrelerinde, muamele edilmemis AGS grubunun ortalama koloni sayis1
486 iken, OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE + 5-FU + Cis
gruplarinin ortalama koloni sayisi sirasiyla; 5, 41, 45, 11, 9, 10, 6 olarak belirlendi
(Sekil 92). Kontrol ve muamale hiicrelerindeki koloni sayilar1 koloni boyutlarma
bakilmaksiniz sayildi. Sekil 91°daki goriintiilerde goriildiigii gibi muamele edilmemis
AGS hiicrelerinin olusturdugu koloni boyutlarinin, muamele edilmis hiicrelerden daha
biiyiik oldugu tespit edildi. Kontrol ve OLE, 5-FU, OLE + 5-FU, Cis, OLE + Cis, 5-
FU + Cis, OLE + 5-FU + Cis kombinasyonlarinin deney platelerindeki ortalama
kaplama verimlilikleri ise sirasiyla; 48.6, 0.5, 4.1, 1.1, 4.5, 0.9, 1, 0.6 olarak belirlendi.
Bunun yaninda muamelesiz AGS hiicrelerine gore koloni olusum oranlar1 belirtilen

siraile; 1, 8.4,2.2,9.2, 1.8, 2, 1.2 olarak hesapland1 (Tablo 31).
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Kobloni Savisa (%)

Sekil 92. OLE ve kemoterapdtik ajanlarin tek basma ve kombinasyonlarinin AGS hiicrelerinde koloni olusturma yeteneklerine
etkisi (* p<0,0001, Bagimsiz t-test). A: Muamele edilmemis AGS hiicresi, B: 1.5 mg/ml OLE, C: 25 uM 5-FU, D: 1.5 mg/ml

OLE + 25 uM 5-FU E: 20 uM Cis, F: 1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis, G: 25 uM 5-FU + 20 uM Cis, H: 1.5 mg/ml OLE + 25
pM 5-FU + 20 uM Cis.
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Tablo 31. OLE ve kemoterapdtik ajanlarin tek basina ve kombinasyonlarinin AGS hiicrelerinde, muamele edilmemis AGS
hiicrelerine kiyasla koloni yeteneklerine etkisi (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

Dozlar Ortalama Koloni Sayis1 Kaplama Verimliligi (%) Koloni Olusum Oranlari (%)
Muamele efiiln‘@mis AGS 486 48.6 100
hiicresi
1.5 mg/ml OLE 5 0.5 1
25 uM 5-FU 41 4.1 8.4

1.5 mg/ml OLE+25 pM

5-FU 1 t 22
20 uM Cis 45 45 9.2
1.5 mg/ml QLE+2O M 9 0.9 1.8
Cis
25 pM 5-FU+ 20 uM Cis 10 1 2
1.5 mg/ml OLE+ 25 uM 5-FU+ 6 06 1.2

20 uM Cis

4.6. OLE’nin Tek Basimma ve Kemoterapiotik Ajanlar ile Birlikte AGS
Hiicrelerinde Kanser Kok Hiicre Biyobelirteclerinin Ekspresyon Seviyelerine
Etkisinin Belirlenmesi

AGS hiicrelerinde OLE’nin tek basina ve kemoterapdtik ajanlar ile birlikte
kombinasyon durumunda CSC biyobelirtecleri olan OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133
genlerinin mRNA ekspresyon seviyesine etkisi istatistiksel analizler dogrultusunda

elde edilen veriler ile degerlendirildi (Tablo 32).
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Tablo 32. AGS hiicrelerinde CSC ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri

CD133 NANOG SOX2 OCT4
1.5 mg/ml OLE
27-ACT 0,000002 0,00003 0,000982 0,000127
Kat Degisimi -2,15 -2,27 -2,3 -5,11
p value p=0,0042 p=0,0053 p=0,0317 p=0,0004
25 uM 5-FU
27-ACT 0,000001 0,000141 0,003894 0,000843
Kat Degisimi -1,44 -5,45 -3,98 -4,89
p value p=0,0024 p=0,0157 p=0,0190 p=0,0012
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU
27-ACT 0,000005 0,000035 0,000483 0,000217
Kat Degisimi -4,41 -6,36 -4,25 -8,3
p value p=0,0061 p=0,0460 p=0,0191 p<0,0021
20 uM Cis
27-ACT 0,000002 0,000049 0,00249 0,000402
Kat Degisimi -3,71 -4,5 -5,25 -1,6
p value p=0,0349 p=0,0266 p=0,0314 p=0,0009
1.5 mg/ml OLE 20 uM Cis
27-ACT 0,000001 0,000041 0,000481 0,000135
Kat Degisimi -4,71 -4,61 -4,92 -8,7
p value p=0,0003 p=0,0081 p=0,0002 p=0,0009
25 uM 5-FU + 20 puM Cis
27-ACT 0,000005 0,000109 0,003028 0,00094
Kat Degisimi -0,21 -2,61 -3,92 -7,6
p value p=0,341 p=0,0081 p=0,0287 p=0,0008
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis
27-ACT 0,000003 0,000236 0,000995 0,000221
Kat Degisimi -3,71 -4,2 -4,32 -8,6
p value p=0,0003 p=0,0015 p=0,0187 p=0,0004

Bulgularimiz dogrultusunda 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS
hiicrelerinin muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde
CD133 geninin (-2,15 kat degisimi; p=0,0042), NANOG geninin (-2,27 kat degisimi,
p=0,0053), SOX2 geninin (-2,3 kat degisimi; p=0,0317) ve OCT4 geninin (-5,11 kat
degisimi; p=0,0004) mMRNA ekspresyon seviyesini azalttig1 goriildii (Sekil 93). Elde
edilen veriler dogrultusunda OLE’nin CSC biyobelirteglerinin gen ekspresyon

seviyerini istatiksel olarak anlamli bir sekilde degistirdgi saptandi.
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PP T hnnea |
10+ p=0,0042 15 p=0,0053
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E E 5- ;
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® ) o
: i o
-5-]
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;I.
-10 T T =10 T T
Kontrol 1.5 mg/ml OLE Kontrol 1.5 mg/ml OLE
C 2,3 kat
15 P — 5,11 kat
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E — 104
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=} 2 5o
-
-
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0
-5
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=10

1 I
Kontrol 1,5 mg/ml OLE ! I
9 Kontrol 1,5 mg/ml OLE

Sekil 93. 1.5 mg/ml OLE’nin AGS hiicrelerindeki CSC biyobelirtecleri gen ekspresyon seviyelerine etkisi. A: CD133. B:
NANOG C: SOX2 D: OCT4

Tek basma 25 yM 5-FU ile muamelesi sonucunda muamelesiz hiicrelere kiyasla
CD133 geninin -1,44 kat degisimi, NANOG geninin -5,45 kat degisimi, SOX2 geninin
-3,98 kat degisimi ve OCT4 geninin -4,89 kat degisimi ile mMRNA ekspresyon
seviyesini azalttig1 goriildii (sirastyla, p=0,0024; p=0,0157; p=0,0190; p=0,0012; Sekil
94).
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Kontrol 25 pM 5-FU Kontrol 25 pM 5-FU
3,08 kat 4,89 kat
T nnton | M nnio |
C 15+ p=0,0190 D 20 p=0,0012
10 15 :
E 54 E 10
! =
E 0 3‘ 5
1 . =
-10 T T -5 T T
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Sekil 94. 25 uM 5-FU tedavisi sonucunda AGS hiicrelerindeki CSC gen ekspresyon seviyelerine etkisi. A: CD133. B: NANOG
C: SOX2 D: OCT4

AGS hiicrelerinin 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU kombin tedavisi sonucunda
muamelesiz hiicrelere kiyasla CSC biyobelitecleri olan CD133, NANOG, SOX2 ve
OCT4 genlerinin ekspresyon seviyesinde sirasiyla -4,41, -6,36, -4,25 ve -8,3 kat
degisimine neden oldugu belirlendi. 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU kombin tedavisi
sonucunda muamelesiz hiicrelere kiyasla CSC biyobelitecleri olan CD133, NANOG,
SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlamli bir sekilde

azalttig1 tespit edildi (sirasiyla,p=0,0061; p=0,0460; p=0,0191; p<0,0021; Sekil 95).
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Sekil 95. 1.5 mg/ml OLE+ 25 yM 5-FU kombinasyonunun AGS hiicrelerindeki CSC biyobelirteglerinin gen ekspresyon
seviyelerine etkisi. A: CD133. B: NANOG C: SOX2 D: OCT4

Bulgularimiz dogrultusunda 20 uM Cis tedavisi sonucunda muamelesiz hiicrelere
kiyasla CSC biyobelitecleri olan CD133, NANOG, SOX2 ve OCT4 genlerinin
ekspresyon seviyesinde sirasiyla -3,71, -4,5, -5,25 ve -1,6 kat degisimine neden oldugu
belirlendi. 20 uM Cis tedavisi sonucunda muamelesiz hiicrelere kiyasla CSC
biyobelitecleri olan CD133, NANOG, SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyon
seviyesini istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi tespit edildi

(sirasiyla,p=0,0349; p=0,0266; p=0,0314; p=0,0009; Sekil 96).
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Sekil 96. 20 uM Cis’in AGS hiicrelerindeki CSC gen ekspresyon seviyelerine etkisi. A: CD133. B: NANOG C: SOX2 D: OCT4

Elde edilen veriler dogrultusunda AGS hiicrelerinde 1.5 mg/ml OLE’nin 20 uM Cis
ile kombin tedavisi sonucunda muamelesiz hiicrelere kiyasla CSC biyobelitegleri olan
CD133, NANOG, SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyon seviyesinde sirasiyla -4,71,
-4,61, -4,92 ve -8,7 kat degisimine neden oldugu belirlendi. 20 uM Cis tedavisi
sonucunda muamelesiz hiicrelere kiyasla CSC biyobelitecleri olan CD133, NANOG,
SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttig1 tespit edildi (sirasiyla, p=0,0003; p=0,0081; p=0,0002; p=0,0009; Sekil 97).
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Sekil 97. OLE+Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerindeki CSC biyobelirteci gen ekspresyon seviyelerine etkisi. A: CD133. B:
NANOG C: SOX2 D: OCT4

AGS hiicrelerinin 5-FU+Cis ikili kombin tedavisi sonucunda muamelesiz hiicrelere
kiyasla NANOG (-2,61 kat degisimi; p=0,0081), SOX2 (-3,92 kat degisimi; p=0,0287)
ve OCT4 (-7,6 kat degisimi; p=0,0008) genlerinin ekspresyon seviyelerini istatiksel
olarak anlaml azalttig1 tespit edildi. Ancak bu ikili kombin tedavi sonucunda CD133
geninin ekspresyon seviyesi muamelesiz hiicreye kiyasla anlamli bir sekilde

etkilemedigi goriildii ( -0,21 kat degisimi; p=0,341; Sekil 98).

146



0,21 kat

A — B -2,61 kat
10 P=0.3441 CD133 15 oo 1
- p=0,0081 NANOG
°

|+ i

c ] :
T c -

T T
Kontrol 25 UM 5-FU
+

Kat Degigimi
Kat Degigimi
(4,1
1

o

1 1
Kontrol 25 M 5-FU
20 pM Cis *

20 pM Cis
-3,92 kat
e v— 7,6 kat
15+ p=0,0287 SOox2 D l—\,
C 20+ p=0,0008
10
15
E = l
.y £
2 54 I =
2 2 10
2 2
* G
e
0
5_
5 , . e
Kontrol 25 pM 5-FU 0 T T
* Kontrol 25 uM 5-FU
20 pM Cis +

20 uM Cis

Sekil 98. 5-FU+Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerindeki CSC biyobelirtegleringn gen ekspresyon seviyelerine iizerine etkisi.
A: CD133. B: NANOG C: SOX2 D: OCT4

Bulgularimiz dogrultusunda 1.5 mg/ml OLE’nin 5-FU+Cis ile ii¢lii kombinasyon
tedavisi sonucunda CSC biyobelirteglerinin gen ekspresyon seviyelerini etkiledigi
analiz edildi (Sekil 99). 1.5 mg/ml OLE’nin 5-FU+Cis ile ti¢lii kombinasyon tedavisi
sonucunda muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla CD133, NANOG, SOX2 ve OCT4
genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini sirasiyla -3,71, -4,2, -4,32 ve -8,6 kat
degisimi ile degistirdigi goriildii. Bu {iglii kombinasyon tedavisinin CD133, NANOG,
SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyon seviyelerini istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttig1 belirlendi (siras1yla, p=0,0003; p=0,0015; p=0,0187; p=0,0004).
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Sekil 99. OLE+5-FU+Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerindeki CSC biyobelirteci gen ekspresyon seviyelerine etkisi. A:
CD133. B: NANOG C: SOX2 D: OCT4

Elde edilen tim veriler dogrultusunda OLE’nin CSC belirteglerinin  gen
ekspresyonlarini istatiksel olarak anlamli bir sekilde azaltict yonde etkisi oldugu,
kombin gruplarinin kemoterapi ilaglarinin tek basina tedavisi ile kiyaslandiginda ise

istatiksel olarak anlamli bir sekilde etkilemedigi goriildii (Sekil 100).
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Sekil 100. OLE ve kemoterapdtik ajanlar ile muamele edilen AGS hiicrelerinin CSC biyobelirteci’nin mMRNA ekspresyonu
tizerindeki etkisi. A: CD133. B: NANOG. C: SOX2. D. OCT4

4.7. OLE’nin Tek Basina ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte AGS
Hiicrelerinin 3 Boyutlu Tiimér Modeline Etkisinin Belirlenmesi

3B tiim6r modeli olusturmak i¢in en uygun hiicre sayisinin belirlenmesi
amaciyla optimizasyon c¢alismasi gerceklestirildi. Optimizasyon c¢alismasi sonucunda
AGS hiicreleri i¢in en uygun hiicre sayisinin 80 ve 160 hiicre oldugu belirlendi (Sekil
101). Bundan sonraki analiz asamalaria 80 hiicre sayisi ile devam edilmeye karar

verildi.
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Sekil 101. Farkl hiicre sayilarinda kiiltiire edilmis 3B optimizasyon ¢aligmasinda AGS hiicrelerinin tiimor kitlelerinin boyutlari.

A: 40.000 hﬁgre, B: 20.000 hiicre, C: 10.000 hiicre, D: 5.000 hiicre, E: 2.500 hiicre, F: 1.250 hiicre, G: 625 hiicre, H: 312 hiicre,
1: 156 hiicre, I: 80 hiicre, J: 40 hiicre.

AGS hiicrelerinde OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis ve
OLE + 5-FU + Cis kombinasyonlarinin 3B tiimér modeli {izerindeki tiimor boyutuna
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etkisi analiz edildiginde muamele edilmemis AGS hiicrelerine goére OLE, 5-FU, OLE
+ 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis ve OLE + 5-FU + Cis’in tiimor hacmini kii¢iiltiigi

tespit edildi. Ancak Cis’in muamele edilmemis AGS hiicrelerine gore tiimor hacmin

kiigliltme yoniinde bir etkisi olmadig goriildii (Tablo 33).

Tablo 33. OLE ve kemoterapdtik ajanlarin tek basina ve kombinasyonlarinin 3B yapidaki AGS hiicrelerinin tiimér hacmine

etkileri
Kontrol
Oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,28 0,66 0,68 0,68 0,78 1,04
r2 0,27 0,51 0,42 0,72 1,06 0,91
r3 0,3 0,64 0,76 0,59 0,82 1,13
r4 0,19 0,63 0,66 0,69 0,8 0,98
r ORTALAMA 0,26 0,61 0,63 0,67 0,865 1,015
HACIM (um?) 0,0735849  0,9502938 1,0468634 1,2591944 2,7096719  4,3779068
1.5 mg/ml OLE
Oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,28 0,29 0,21 0,19 0,24 0,37
r2 0,27 0,21 0,18 0,25 0,21 0,27
r3 0,3 0,28 0,28 0,25 0,23 0,28
r4 0,19 0,25 0,23 0,17 0,19 0,29
r ORTALAMA 0,26 0,2575 0,225 0,215 0,2175 0,3025
HACIM (um?) 0,0735849  0,0714826  0,0476888  0,0416087 0,0430771  0,1158896
25 uM 5-FU
Oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,28 0,63 0,53 0,56 0,7 0,62
r2 0,27 0,38 0,74 0,5 0,39 04
r3 0,3 0,42 0,66 0,59 0,44 0,31
r4 0,19 0,39 0,54 0,65 0,6 0,46
r ORTALAMA 0,26 0,455 0,6175 0,575 0,5325 0,4475
HACIM (um?) 0,0735849  0,3943688 0,9857783  0,7959246 0,6321603  0,3751868
1.5 mg/ml OLE+25 pM 5-FU
Oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,28 0,3 0,28 0,45 0,51 0,41
r2 0,27 0,42 0,67 0,49 0,46 0,42
r3 0,3 0,27 0,37 0,55 0,51 0,43
r4 0,19 0,45 0,57 0,48 0,58 0,45
r ORTALAMA 0,26 0,36 0,4725 0,4925 0,515 0,4275
HACIM (um?) 0,0735849  0,1953331 0,4416455 0,5001348 0,5718605 0,3270971
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Tablo 33. OLE ve kemoterapétik ajanlarin tek bagina ve kombinasyonlarinin 3B yapidaki AGS hiicrelerinin tiimér hacmine

etkileri (Devamu)

20 uM Cis

1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis

25 uM 5-FU +20 pM Cis

1.5 mg/ml OLE+25 pM 5-FU +20 pM Cis

Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 0,28 0,56 0,7 0,94 11 1,2

r2 0,27 0,53 0,86 0,95 0,9 1,42

r3 0,3 0,51 0,87 0,88 0,85 11

r4 0,19 04 11 08 0,92 121

r ORTALAMA 0,26 0,5 0,8825 0,8925 0,9425 1,2325

HACIM (pm?) 0,0735849  0,5233333 2,8774814 29764121 3,5051972  7,8384315
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 0,28 0,25 0,34 0,55 0,59 0,32

r2 0,27 0,34 0,24 0,49 0,25 0,51

r3 0,3 0,26 041 0,5 0,63 0,55

r4 0,19 0,27 0,35 0,54 0,4 0,35

r ORTALAMA 0,26 0,28 0,335 0,52 0,4675 0,4325

HACIM (um?) 0,0735849  0,0919057  0,1573993  0,5886788  0,4277729  0,338709
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 0,28 0.4 0,65 0,51 0,46 0,44

r2 0,27 0,64 0,44 0,41 0,53 0,53

r3 03 0,47 0,45 0,38 0,42 0,59

r4 0,19 0,49 0,5 0,48 0,48 0,41

r ORTALAMA 0,26 0,5 0,51 0,445 0,4725 0,4925

HACIM (upm?) 0,0735849  0,5233333  0,5553655  0,3689338  0,4416455  0,5001348
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 0,28 0,62 0,59 0,48 0,42 0,56

r2 0,27 0,39 0,49 0,47 0,44 0,42

r3 0,3 0,56 0,47 0,51 0,45 0,46

r4 0,19 0,46 0,54 0,53 0,39 0,41

rORTALAMA 0,26 0,5075 0,5225 0,4975 0,425 0,4625

HACIM (um?) 0,0735849  0,5472383 0,5972103 0,5155225 0,3213921 0,4141938

3B hiicre kiiltiir modelindeki muamele edilmemis AGS hiicrelerinin 0, 24, 48,
72, 96 ve 120. saatlerdeki tiimor hacimleri sirasiyla 0,0735849 ;,Lmz, 0,9502938 ;,Lmz,
1,0468634 pm?, 1,2591944 pm?, 2,7096719 um? ve 4,3779068 um? oldugu belirlendi

(Sekil 102).
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Sekil 102. 80 hiicre ekilerek baslanan muamele edilmemis AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki timor
boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde
timor hacimleri 0. saatte 0,0735849 pm?, 24. saatte 0,0714826 um?, 48. saatte
0,0476888 pm? 72. saatte, 0,0416087 um? 96. saatte 0,0430771 um? ve 120. saate ise
0,1158896 pum? olarak hesaplandi (Sekil 103). 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen
AGS hiicrelerinin tiimér hacmini 120. saatin sonunda muamele edilmemis AGS

hiicrelerine gore 39.72 kat kiiguilttiigii tespit edildi (p<0.0001).
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Sekil 103. 80 hiicre ekilen 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin 3B kiiltir modelinde farkli saatlerdeki tiimor
boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

3B hiicre kiiltiir modelinde 25 uM 5-FU ile muamele edilen AGS hiicrelerinin
0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki tiimor hacimleri sirasiyla 0,0735849 pum?
0,3943688 um?, 0,9857783 pm?, 0,7959246 um?, 0,6321603 pm? ve 0,3751868 pm?
olarak belirlendi. 120. saatin sonunda muamele edilmemis AGS hiicrelerine gére 25
uM 5-FU ile muamele edilen AGS hiicrelerinin tiimor hacmini 11.81 kat azalttig1 tespit
edildi (p<0.0001; Sekil 104).
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Sekil 104. 80 hiicre ekilen 25 pM 5-FU ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki tiimor
boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

1.5 mg/ml+25 uM 5-FU kombinasyonunun 3B hiicre kiiltiir modelinde timor
hacmine etkisi 0. saatte 0,0735849 um?, 24. saatte 0,1953331 pm? 48. saatte
0,4416455 um?, 72. saatte 0,5001348 um?, 96. saatte 0,5718605 pm? ve 120. saatte
0,3270971 pm? olarak hesaplandi. 120. saatin sonunda 1.5mg/ml+25 uM 5-FU
kombinasyonunun muamele edilmemis AGS hiicrelerine gore tiimor hacmini 13.65

kat kiigtlttiigii saptand1 (p<0.0001; Sekil 105).
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Sekil 105. 80 hiicre ekilen 1.5 mg/ml OLE+25 pM 5-FU kombinasyonu ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir
modelinde farkli saatlerdeki timor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

3B hiicre kiiltiir modelinde 20 uM Cis ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 0,
24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki timor hacimleri sirasiyla 0,073584853 umz,
0,523333333 pm?, 2,877481412 pm? 2,976412084 um? 3,505197242 um? ve
7,83843152 um? olarak hesaplandi. 120. saatin sonunda 20 uM Cis ile muamele edilen
AGS hiicrelerinin timor hacmini muamele edilmemis AGS hiicrelerine gore 1.79 kat

artirdig belirlendi (p<0.0001; Sekil 106).
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Sekil 106. 80 hiicre ekilen 20 uM Cis ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki timor
boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

1.5 mg/ml+20 uM Cis kombinasyonunun 3B hiicre kiiltiir modelinde timor
hacmine etkisi 0. saatte 0,0735849 pm?, 24. saatte 0,091905707 pm?, 48. saatte
0,157399303 pm?, 72. saatte 0,588678827 um?, 96. saatte 0,427772863 um? ve 120.
saatte 0,338708987 um? olarak hesaplandi. 120. saatin sonunda 1.5mg/ml+20 uM Cis
kombinasyonunun muamele edilmemis AGS hiicrelerine goére tliimoér hacmini 13.24

kat azalttig1 tespit edildi (p<0.0001; Sekil 107).
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Sekil 107. 80 hiicre ekilen 1.5 mg/ml OLE+20 puM Cis kombinasyonu ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde
farkli saatlerdeki timor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

25 uM 5-FU+20 uM Cis kombinasyonunun 3B hiicre kiiltiir modelinde timor
hacmine etkisi 0. saatte 0,0735849 pm?, 24. saatte 0,523333333 um?, 48. saatte
0,55536552 um?, 72. saatte 0,368933777 um?, 96. saatte 0,441645514 pm? ve 120.
saatte 0,500134817 um? olarak hesaplandi. 120. saatin sonunda 25 pM 5-FU+20 pM
Cis kombinasyonunun muamele edilmemis AGS hiicrelerine gore timor hacmini 8.74
kat azalttig1 tespit edildi (p<0.0001; Sekil 108). 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU+20 uM
Cis ti¢lii kombinasyonunun 3B hiicre kiiltiir modelinde tiimér hacmine etkisi 0. saatte
0,0735849 um?, 24. saatte 0,54723835 pm?, 48. saatte 0,597210272 pum?, 72. saatte
0,515522518 pm?, 96. saatte 0,321392083 pm? ve 120. saatte 0,414193802 pm? olarak
hesaplandi. 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU+20 uM Cis ii¢lii kombinasyonunun 120
saatin sonunda muamele edilmemis AGS hiicrelerine gore timor hacmini 10.65 kat
kiigtiltiigii saptand1 (p<0.0001; Sekil 109).
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Sekil 108. 80 hiicre ekilen 25 uM 5-FU +20 uM Cis ikili kombinasyonu ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir
modelinde farkli saatlerdeki tiimor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.
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Sekil 109. 80 hiicre ekilen 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU+20 puM Cis ii¢lii kombinasyonu ile muamele edilmis AGS hiicrelerinin
3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki timor boyutlarinin goriintiillenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

Elde edilen bulgular dogrultusunda 3B hiicre kiiltiir modelinde OLE, 5-FU,
OLE+5-FU, OLE+CIS, 5-FU+Cis, OLE+5-FU+Cis kombinasyonlar1 ile muamele
edildiginde AGS hiicrelerinin tiimor boyutunu 6nemli dlglide kiigiilttiigii, Cis ile

muamelesinin ise timdr boyutunu artirdigi tespit edildi (Sekil 110).

160



| | : -- --
. Oh o
o | : - -- -

Sekil 110. AGS hiicrelerinde farkli dozlar ile muamele edilmis 80 hiicre sayili 3B kiiltiir ¢alismasinda farkli saatlerdeki timor
boyutunun toplu gosterimi. . A: Muamele edilmemis AGS hiicresi, B: 1.5 mg/ml OLE, C: 25 uM 5-FU, D: 1.5 mg/ml OLE +
25 uM 5-FU E: 20 uM Cis, F: 1.5 mg/ml OLE + 20 uM Cis, G: 25 uM 5-FU + 20 uM Cis, H: 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU
+ 20 uM Cis.

3B hiicre kiiltiir modelinde 1.5 mg/ml OLE ile tedavi edilmis AGS hiicreleri

24. saatten itibaren muamele edilmemis AGS hiicrelerine gore tiimoér hacminde
istatiksel olarak anlamli azalis saptandi (p<0,0001; Sekil 111). Ayrica tek basina OLE
ile tedavi edilen hiicre gruplarinda tek basina 5-FU ve Cis ile tedavi edilen hiicrelere

kiyasla tiimor hacminde dnemli dlgiide kiigiilme gozlendi (p<0,0001; Sekil 111).

161



10.65 kat

P=<0,0001
8.74 kat
T )
P=<0,0001
13.24 kat
f P<0,0001 !
179 kat
; P<0,0001 :
71.18 kat
8= f P=0,0001 !
. 13.65 kat
| f P<0,0001 1
- r 11.81 kat 1
i P=<0,0001
" 39.72 kat
P=<0,0001
4
2 5-_ L] —_— — —_— — —_— — — — — e — —_— —_— — — — 1

3B Tumor Hacmi

3,36 kat
| TR
r P<0,0001
1.0
0.5+ M

0.0 i = ] L] L L
IOh 48h 120hl th 48h 120h | IOh 48h 120hI I0h 48h 120hI IOh 48h 120hI IOh 48h 120hI IOh 48h 120hI I[)h 48h 120hI

Kontrol OLE 5-FU OLE+5-FU Cis OLE+Cis  5-FU+Cis OLE+5-FU
+

Cis
Sekil 111 . OLE ve kemoterapétik ajanlari ile kombinasyonunun muamele edilmemis 3B AGS hiicrelerine kiyasla tiimor boyutuna
etkisi (* p <0.001, Two-way ANOVA). Kontrol: Muamele edilmemis AGS hiicresi. OLE: 1.5mg/ml OLE, 5-FU: 25 uM 5-FU,
Cis: 20 uM Cis.
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1.5 mg/ml OLE +25 uM 5-FU komninasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerinin
120. Saatin sonunda tek basina 25 uM 5-FU muamele edilen hiicrelere kiyasla tiimor

hacminde 1,1 kat oraninda azalis gézlendi (Sekil 112).
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Sekil 112. 1.5 mg/ml OLE +25 uM 5-FU kombinasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerinin tek bagma 25 pM 5-FU ile
muamele edilen AGS hiicrelerine gore tiimor boyutundaki degisiklik (* p <0.001, Two-way ANOVA).

1.5 mg/ml OLE +20 uM Cis komninasyonu ile muamele edilen AGS
hiicrelerinin 120. Saatin sonunda tek basina 20 uM Cis muamele edilen hiicrelere
kiyasla tiimor hacminde 23,72 kat oraninda istatiksel olarak anlamli azalis saptandi (p

<0.001; Sekil 113)
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Sekil 113. 1.5 mg/ml OLE +20 uM Cis kombinasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerinin tek bagina 20 uM Cis ile muamele
edilen AGS hiicrelerine gore timor boyutundaki degisiklik (* p <0.001, Two-way ANOVA).

1.5 mg/ml OLE+25 puM 5-FU+20 uM Cis tg¢lii komninasyonu ile muamele
edilen AGS hiicrelerinin 120. saatin sonunda 25 puM 5-FU+20 uM Cis ikili
kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelere kiyasla tiimor hacminde 1,21 kat oraninda

azalig saptand1 (Sekil 114).
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Sekil 114. 1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis iiglii kombinasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 25 uM 5-FU +
20 uM Cis ikili kombinasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerine gore timér boyutundaki degisiklik (* p <0.001, Two-way
ANOVA).

AGS hiicrelerinde 3B Hiicre kiiltiir modelinde istatistiksel analizler yalnizca 80
hiicre sayisinda gergeklestirilmistir. Bununla birlikte 160 hiicre sayisinda farkli
saatlerde elde edilen verilere gore, muamele edilmemis hiicrelere kiyasla OLE, 5-FU,
OLE+5-FU, Cis+OLE, 5-FU+Cis, OLE+5-FU+Cis doz gruplarinda 80 hiicre sayisinda
gerceklestirilen analiz ile benzer sekilde tiimoér boyutunda kiiglilme saptandi. Ancak
Cis ile muamelesinin tiimor boyutunu kiigiiltiicii yoniinde bir etkisi olmadigi goriildi

(Sekil 115-122).
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Sekil 115. 160 sayida hiicre ekilen muamele edilmemis AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki timor
boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

Sekil 116. 160 sayida hiicre ekilen 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki
timor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.
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Sekil 117. 160 sayida hiicre ekilen 25 yM 5-FU ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkl saatlerdeki
timor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

B

Sekil 118. 160 sayida hiicre ekilen 1.5 mg/ml OLE+25 yM 5-FU kombinasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir
modelinde farkli saatlerdeki tiimor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.
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Sekil 119. 160 sayida hiicre ekilen 20 uM Cis ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki timér
boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

Sekil 120. 160 sayida hiicre ekilen 1.5mg/ml OLE+ 20 uM Cis kombinasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir
modelinde farkli saatlerdeki tiimor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.
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Sekil 121. 160 sayida hiicre ekilen 25 pM 5-FU+ 20 uM Cis ikili kombinasyonu ile muamele edilen AGS hiicrelerinin 3B kiiltiir
modelinde farkl saatlerdeki tiimor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F: 120h.

Sekil 122. 160 sayida hiicre ekilen 1.5 mg/ml OLE+25 pyM 5-FU+ 20 uM Cis iiglii kombinasyonu ile muamele edilen AGS
hiicrelerinin 3B kiiltiir modelinde farkli saatlerdeki tiimor boyutlarinin goriintiilenmesi A: Oh, B: 24h, C: 48h, D: 72h, E: 96h, F:
120h.
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4.8. OLE’nin Tek Basmma ve Kemoterapotik Ajanlar ile Birlikte AGS
Hiicrelerinde Coklu fla¢ Direnci Mekanizmas: ile iliskili Genlerin Ekspresyon
Seviyeleri Uzerine Etkinliginin Degerlendirilmesi

OLE’nin tek basma ve kemoterapdtik ajanlar ile birlikte AGS hiicrelerinde
MDR ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkinligi MDR ile iliskili
MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinin analiz edilmesi ile
bulundu. Elde edilen bulgular dogrultusunda gerceklestirilen istatistiksel analizler
Tablo 34°de gosterildi (Tablo 34).

Tablo 34. AGS hiicrelerinde MDR ile iligkili genlerin ekspresyon seviyeleri

MDR1 MRP5 LRP1
1.5 mg/ml OLE
27-ACT 0,000002 0,000894 0,000167
Kat Degisimi -3,7 2,04 -3,2
p value p=0,0007 p=0,0084 p=0,0090
25 uM 5-FU
27-ACT 0,000002 0,000869 0,002367
Kat Degisimi -2,9 2,07 45
p value p=0,0024 p=0,0066 p=0,0014
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU
27-ACT 0,000015 0,000367 0,001087
Kat Degisimi 1,06 -2,1 -2,4
p value p=0,0874 p=0,0003 p=0,0121
20 uM Cis
27-ACT 0,000004 0,001054 0,002586
Kat Degisimi 1,09 2,4 1,7
p value p=0,1451 p=0,0003 p=0,1197
1.5 mg/ml OLE 20 uM Cis
27-ACT 0,000001 0,000978 0,001151
Kat Degisimi -4,5 2,1 0,6
p value p=0,0043 p=0,0204 p=0,0958
25 uM 5-FU + 20 uM Cis
27-ACT 0,000001 0,001155 0,003233
Kat Degisimi -2 2,6 45
p value p=0,0015 p=0,0361 p=0,0032
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis
27-ACT 0,000001 0,000719 0,000493
Kat Degisimi -5,5 2,08 -1,4
p value p=0,0483 p=0,0073 p=0,2000
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Bulgularimiz dogrultusunda 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS
hiicrelerinin muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde
MDRL1 geninin (-3,7 kat degisimi; p=0,0002) mMRNA ekspresyon seviyesini azalttig
goriildii. Tek basma 5-FU, Cis+OLE, 5-FU+Cis ve OLE+5-FU+Cis kombinasyonu
kombinasyonu ile muamelesinin muamelesiz hiicrelere kiyasla MDR1 geninin
ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi saptandi. Ancak 5-
FU+OLE kombinasyonunun muamelesiz hiicrelere kiyasla MDR1 geninin ekspresyon
seviyesini azaltic1 yonde etkisi olmadigi belirlendi (Sekil 123).
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Sekil 123. OLE ve kemoterapétik ajanlar ile muamele edilen AGS hiicrelerinin MDR1 geninin mRNA ekspresyonu iizerindeki
etkisi. A: 1.5 mg/ml OLE. B: 25 uM 5-FU. C: 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU. D: 20 uM Cis. E: 1.5 mg/ml OLE+ 20 uM Cis.
F: 25 uM 5-FU + 20 uM Cis G:1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU + 20 uM Cis
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Bulgularimiz dogrultusunda OLE, 5-FU, Cis, Cis+OLE, 5-FU+Cis ve OLE+5-

FU+Cis muamelelerinin muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla MRPS5 geninin

ekspresyonunu azaltic1 yonde bir etki olusturmadigr goriildii (Sekil 124). Ancak

OLE+5-FU kombinasyonunun istatiksel olarak anlamli bir sekilde MRP5 geninin

ekspresyon seviyesini azalttigi saptandi (-2.1 kat degisimi; p=0,0003).
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Sekil 124. OLE ve kemoterapoétik ajanlar ile muamele edilen AGS hiicrelerinin MRP5 geninin mRNA ekspresyonu tizerindeki
etkisi. A: 1.5 mg/ml OLE. B: 25 uM 5-FU. C: 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU. D: 20 uM Cis. E: 1.5 mg/ml OLE+ 20 uM Cis.
F: 25 uM 5-FU + 20 uM Cis G:1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU + 20 uM Cis
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Bulgularimiz dogrultusunda 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS
hiicrelerinin muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde
LRP1 (-3,2 kat degisimi; p=0,0090) geninin mRNA ekspresyon seviyesini azalttigi
goriildii. Muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla 5-FU, Cis, Cis+OLE, 5-FU+Cis
kombinasyonunun LRP1 geninin ekspresyon seviyesini azaltici yoniinde bir etkisi
olmadigi goriildii (Sekil 125). OLE+5-FU kombinasyonunun muamelesiz hiicrelere
kiyasla LRP1 geninin ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttigl, OLE+5-FU+Cis kombinasyonunun ise istatiksel olarak anlamli olmayan bir
sekilde azalttig1 saptandi (sirasiyla, -2,4 kat degisimi; p=0,0121; 1,4 kat degisimi;
p=0,200)

A —— =) B c
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Sekil 125. OLE ve kemoterapdtik ajanlar ile muamele edilen AGS hiicrelerinin LRP1 geninin mRNA ekspresyonu tizerindeki
etkisi. A: 1.5 mg/ml OLE. B: 25 uM 5-FU. C: 1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU. D: 20 uM Cis. E: 1.5 mg/ml OLE+ 20 uM Cis.
F: 25 uM 5-FU + 20 uM Cis G:1.5 mg/ml OLE+25 uM 5-FU + 20 uM Cis
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4.9. OLE’nin Tek Basina ve Kemoteapotik Ajanlar ile Birlike AGS Hiicrelerinin
Damar Gelisimi Uzerine Etkileri

En az 10 tekrarli olarak embriyolu tavuk yumurtalarinin koryo-allantoik zar1 {izerine,
her bir yumurtaya 1x108/20 pl hiicre ve OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-
FU + Cis, OLE + 5-FU + Cis kombinasyonlarinin etken dozlart ekildi. 10 giin
biliylimeye birakilan tavuk yumurtalarindan bu siire sonunda 6lii oldugu belirlenen
yumurtalar ¢alisma dis1 birakildi. Etken doz muamelesine bagl olarak tiimor gelisen
ve gelismeyen yumurta sayilar1 Tablo 35’de belirtilmistir (Tablo 35). En az 4 tekrarh
olacak sekilde deneyler gerceklestirildi.

Tablo 35. OLE ve kemoterapdtik ajanlarin tek bagina ve kombinasyonlarinin muamelesine bagli olarak embriyolu
yumurtalarda tiimor geligim orani

AGS+5- AGS+OLE+5- . . AGS+5- AGS+OLE+5-
AGS AGS+OLE FU FU AGS+Cis AGS+OLE+Cis FU+Cis FU+Cis
Toplam 10 10 10 10 10 10 10 10
yumurta sayisi
Timor gelisen 8 6 6 5 4 5 5 4
yumurta sayisi
TlUmor
gelismeyen 0 3 3 1 2 2 2 4
yumurta sayisi
Old yumurta |, 1 1 4 4 3 3 2
sayist

OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE + 5-FU + Cis
kombinasyonlarinin etken dozlari ile muamelesinin embriyolu yumurtada timor

olusumu ve damarlanma {izerine etkisi sekil 126°da gosterilmistir.
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Sekil 126. OLE ve kemoterapétik ajanlarin tek bagina ve kombinasyonlarinin timér olusumu ve damarlanma tizerine etkisi. (A)
Kontrol, (B) OLE, (C) 5-FU, (D) Cis, (E) OLE + 5-FU, (F) OLE + Cis, (G) 5-FU + Cis, (H) OLE + 5-FU + Cis.

AGS hiicrelerinde, muamele edilmemis kontrol AGS grubunun ortalama damar
sayist 46 iken, OLE, 5-FU, OLE + 5-FU, Cis, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE + 5-FU +
Cis gruplarinin ortalama damar sayisi sirasiyla; 3, 2, 2,4, 1, 5, 1 olarak belirlendi (Sekil
127). Muamele edilmemis AGS hiicrelerinin olusturdugu damar sayisinin muamele
edilmis hiicrelerden istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla oldugu tespit edildi
(Sekil 127). Ayn1 zamanda tek basina Cis ve 5-FU+Cis ile muamele edilen hiicrelere
gore, OLE+Cis ve OLE+5-FU+Cis ile muamele edilen hiicrelerin olusturdugu damar

sayisinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az oldugu belirlendi (Sekil 127).
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Damar olugumu (% )
=
1

Sekil 127. OLE ve kemoterapétik ajanlarin tek basina ve kombinasyonlarinin AGS hiicrelerinde damar olusturma yeteneklerine
etkisi (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

4.10. OLE’nin Tek Basina ve Kemoteapotik Ajanlar ile Birlike AGS Hiicrelerinin
Epigenetik Mekanizma Olan LncRNA Ekspresyon Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

AGS hiicrelerinde OLE’nin tek basina ve kemoterapdtik ajanlar ile birlikte
kombinasyon durumunda PVT1, MALAT1, HULC, H19 ve SNHG16 LncRNA
ekspresyon seviyesilerine etkisi istatistiksel analizler dogrultusunda elde edilen veriler
ile degerlendirildi (Tablo 36).
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Tablo 36. AGS hiicrelerinde LncRNA ekspresyon seviyeleri

PVT1 MALAT1  HULC H19 SNHG16
1.5 mg/ml OLE
27-ACT 0,000091 0,052814  0,000024  0,00619 0,033419
Kat Degisimi -3,07 -2,61 -2,42 -2,89 -4,72
p value p=0,0132 p=0,0081 p=0,0087 p=0,0013 p=0,0233
25 uM 5-FU
27-ACT 0,000249 0,147435  0,000022  0,010187  0,022242
Kat Degisimi -1,27 -7,33 -6,1 -11,69 -1,49
p value p=0,0151 p=0,0187 p=0,0190 p=0,0010 p=0,0396
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU
27-ACT 0,000099 0,024862  0,000029  0,006992  0,032721
Kat Degisimi -3,54 -7,03 -3,8 -12,49 -1,09
p value p=0,0008 p=0,0081  p=0,0287 p<0,0009 p<0,018
20 uM Cis
27-ACT 0,00018 0,073582  0,00002 0,006558  0,005946
Kat Degisimi -3,71 -5,38 -4,7 -9,94 -1,24
p value p=0,0003 p=0,0395 p=0,0064 p=0,0010 p=0,2030
1.5 mg/ml OLE 20 puM Cis
27-ACT 0,000107 0,112696  0,000056  0,006264  0,024052
Kat Degisimi 34 -11,98 -3,53 5,21 -2,28
p value p=0,0004 p=0,002 p=0,0226  p=0,0002  p=0,0005
25 uM 5-FU + 20 pM Cis
27-ACT 0,000174 0,122126  0,000076  0,00784 0,011421
Kat Degisimi -6,32 -6,17 -2,1 -8,63 -4,1
p value p=0,0010 p=0,038 p=0,0533  p=0,0009 p=0,0350
1.5 mg/ml OLE + 25 uM 5-FU + 20 uM Cis
27-ACT 0,000114 0,063128  0,000371  0,005452  0,022722
Kat Degisimi -0,45 -7,07 -1,32 -8,6 -4,18
p value p=0,0003 p=0,0298  p=0,1959  p=0,0022  p=0,0171

Bulgularimiz dogrultusunda 1.5 mg/ml OLE ile muamele edilen AGS
hiicrelerinin muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla istatiksel olarak anlaml1 bir sekilde
LncRNA PVT1 -3,07 kat degisimi, MALAT1’i -2,61 kat degisimi, HULC’u -2,42 kat
degisimi, H19’u -2,89 kat degisimi ve SNHG16 -4,72 kat degisimi gostererek
ekspresyon seviyelerini azalttig1 tespit edildi (sirastyla, p=0,0132; p=0,0081; p=0,008;
p=0,0013; p=0,0233; Sekil 128).
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Sekil 128. 1.5 mg/ml OLE’nin AGS hiicrelerinin LncRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi. A: PVT1, B: MALAT1,
C:HULC, D: H19, E: SNHG16 (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

AGS hiicrelerinin tek basma 25 uM 5-FU ile muamelesi sonucunda
muamelesiz hiicrelere kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde LncRNA PVTI -

1,27 kat degisimi, MALAT1’1 -7,33 kat degisimi, HULC u -6,1 kat degisimi, H19’u -
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11,69 kat degisimi ve SNHG16 -1,49 kat degisimi ile ekspresyon seviyelerini azalttig
tespit edildi (swrastyla, p=0,0151; p=0,0187; p=0,0190; p=0,0010; p=0,0396; Sekil
129).
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Sekil 129. 25 uM 5-FU muamelesinin AGS hiicrelerinde LncRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi. A: PVT1, B:
MALAT1, C:HULC, D: H19, E: SNHG16 (* p<0.001, Bagimsiz t-test).
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AGS hiicrelerinin 25 pM 5-FU’ya 1.5 mg/ml OLE’nin eslik ettigi tedavi
sonucunda muamelesiz hiicrelere kiyasla LncRNA PVT1 -3,54 kat degisimi,
MALAT1 -7,03 kat degisimi, HULC -3,8 kat degisimi, H19 -12,49 kat degisimi ve
SNHG16 -1,09 kat degisimi gosterdigi tespit edildi (sirastyla, p=0,0008; p=0,0081;
p=0,0287; p<0,0009; p<0,018; Sekil 130). Bu bulgular dogrultsunda OLE+5-FU
kombin tedavisinde muamelesiz hiicrelere kiyasla LncRNA ekspresyon seviyelerini

istatiksel olarak anlamli bir sekilde seviyelerini azalttigi goriildii.
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Sekil 130. 1.5 mg/ml OLE+ 25 uM 5-FU kombinasyonunun AGS hiicrelerinin LncRNA ekspresyon seviyeri tizerindeki etkisi.
A: PVT1, B: MALAT1, C:HULC, D: H19, E: SNHG16 (* p<0.001, Bagimsiz t-test).
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Tek bagina 20 uM Cis ile tedavisinin muamelesiz hiicrelere kiyasla LncRNA
PVT1, MALATI1, HULC ve H19 ekspresyon seviyelerini istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azalttig1 goriildii (sirastyla; p=0,0003; p=0,0395; p=0,0064; p=0,0010). Ancak
LncRNA SNHGI16’nin ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlamli olmayan
sekilde azalttigi tespit edildi (-1,24 kat degisimi; p=0,2030; Sekil 131). 1.5 mg/ml
OLE’nin 20 uM Cis kombinasyon durumunda LncRNA ekspresyon seviyeleri, PVT1
-3,40 kat degisimi, MALATI -11,96 kat degisimi, HULC -3,53 kat degisimi, H19 -
9,94 kat degisimi ve SNHG16 -2,28 kat degisimi gosterdi. Cis tedavisine OLE’nin
eslik etmesi durumunda AGS hiicrelerinde LncRNA ekspresyon seviyeleri tizerinde
anlamli bir sekilde azaltict etkisi oldugu saptandi (sirasiyla, p=0,0004; p=0,002;
p=0,0226; p=0,0002; p=0,0005; Sekil 132). Elde edilen bulgular dogrultusunda
OLE’nin Cis ile kombinasyon tedavisinde tek basmna Cis tedavisine gore
kiyaslandiginda Cis tedavisini destekleyerek LncRNA SNHG16’nin ekspresyon

seviyesini azalttig1 belirlendi.
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Sekil 131. 20 uM Cis’in AGS hiicrelerinin LncRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi. A: PVT1, B: MALAT1, C:HULC,
D: H19, E: SNHG16. (* p<0.001, Bagimsiz t-test).
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Sekil 132. 1.5 mg/ml OLE+ 20 uM Cis kombinasyonu ile tedavisi sonucunda AGS hiicrelerinin LncRNA ekspresyon seviyeleri
tizerindeki etkisi. A: PVT1, B: MALAT1, C:HULC, D: H19, E: SNHG16 (* p<0.001, Bagimsiz t-test).
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AGS hiicrelerinin  5-FU+Cis ikili kombinasyon tedavisinde muamelesiz
hiicrelere kiyasla LncRNA PVTI1, MALATI, H19 ve SNHG16’y1 istatiksel olarak
anlaml bir sekilde azalttig1 tespit edildi (sirasiyla, p=0,0010; p=0,038; p=0,0009;
p=0,0350; Sekil 133). ikili kombin tedavi LncRNA HULC’ un ekspresyon seviyesini
anlaml1 olmayan bir sekilde azalttig1 goriildi (p=0,0533).
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Sekil 133. 5-FU+Cis kombinasyonunun AGS hiicrelerinin LncRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi. A: PVTL1, B:
MALAT1, C:HULC, D: H19, E: SNHG16 (* p<0.001, Bagimsiz t-test).
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OLE+5-FU+Cis tiglii kombinasyonu durumunda muamelesiz hiicrelere kiyasla
LncRNA PVT1, MALATI1, H19 ve SNHG16 sirasiyla -3,45, -7,07, -1,32, -8,6, -4,18
kat degisimi gosterdi. AGS hiicrelerinde OLE’nin 5-FU+Cis ile ii¢lii kombinasyon
tedavisinde LncRNA PVT1, MALATL, H19 ve SNHG16 ekspresyon seviyelerini
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 belirlendi (sirasiyla; p=0,0003; p=0,0298;
p=0,0022; p=0,0171; Sekil 134). OLE’nin 5-FU+Cis ile iicli kombinasyon
durumunun muamelesiz hiicrelere kiyasla LncRNA HULC un ekspresyon seviyesini
anlamli bir sekilde azaltmadig1 goriildii (-1,32 kat degisimi; p=0,1959). Elde edilen
tim veriler dogrultusunda OLE’nin 5-FU ve Cis ile benzer sekilde LncRNA
ekspresyon seviyerini azaltici yoniinde etkisi oldugu analiz edildi. OLE’nin 5-FU, Cis
ve 5-FU+Cis ile kombin halinde tedavisinin tek basma 5-FU, Cis ve 5-FU+Cis
muameleleri ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig: saptandi
(Sekil 135). Ancak OLE’nin kometerapi ajanlar1 ile kombin tedavilerinde
LncRNA’larin ekspresyon seviyerlerini 5-FU ve Cis ile benzer sekilde azalttigi

goriildii.
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Sekil 134. OLE+5-FU+Cis tiglii kombinasyon durumunun AGS hiicrelerinin LncRNA ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi.
A: PVT1, B: MALATL, C:HULC, D: H19, E: SNHG16. (* p<0.001, Bagimsiz t-test).
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Sekil 135. OLE ve Kemoterapi ajanlarinin AGS hiicrelerinin LncRNA ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkisinin toplu halde
gosterimi. A: PVTL, B: MALAT1, C:HULC, D: H19, E: SNHG16 (* p<0.001, Bagimsiz t-test).

187



5. TARTISMA VE SONUC

GK epidemiyolojik ve histopatolojik farkliliklarla karakterize olan koti
prognozla iliskilendirilmis gastrointestinal sistem tiimorlerden biridir (Rocken,
2017). Ilerleyen tibbi teknolojilere ve gelisen cerrahi tekniklere ragmen, erken tani
koyulabilmesindeki eksiklik ve yetersiz tedavi nedeniyle GK hala yiiksek morbidite
ve mortalite oranlarma sahiptir (Correa, 2013; Karimi ve ark., 2014). Erken evre
GK’larda spesifik semptomlar géstermemesi sebebiyle tespit oranlarinin diisiik olmasi
hastaligin seyrini ve tedavi etkinligini oldukc¢a diistirmektedir. Ayrica oldukga agresif
seyreden ileri evre GK’larda gliniimiizdeki mevcut tedavi yontemlerinde kullanilan
kemoterapi uygulamasi hastaligin seyrini iyi yonde etkilesede kanser hiicrelerinin
kemoterapi ilaglarina kars1 direng gelistirmesi ve sitotoksik yan etkilerinin olugturmasi
tedaviyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu ylizden mevcut tedavi yontemlerine ek
olarak tedavi etkinligi daha yiiksek sitotoksik yan etkileri daha az yeni terapotik hedef
olabilecek yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Cesitli kanser
tiirlerinde baz1 tibbi bitkilerin yeni tedavi yontemleri gelistirmesine katki sagladigi,
mevcut tedavi yontemlerini daha etkin hale getirmesinde ve olasi sitotoksik yan
etkilerini azalttigi yoniindeki ¢aligmalarin 6nemi son zamanlarda giderek artmistir
(Cragg & Newman, 2006). Ayrica bazi bitki ekstraktlarinin kemoterapotik ajanlarla
birlikte kullanilmasinin sinerjik veya additive etki olusturarak kemoterapotik ajanin
etkinligini arttirdig1 tespit edilmistir. Boylece tedavide mevcut ajanin dozunun
azaltilabilecegini ve kemoterapotik ajanin neden olabilecegi sitotoksik yan etkilerin

azaltilabilecegini gosteren ¢aligmalar literatiirde mevcuttur (Li ve ark., 2010).

Olea europaea, Avrupa ve Akdeniz tilkelerinde bir¢ok hastaligin tedavisinde
antioksidan ozelligi ile yaygin bir sekilde kullanilan zeytin agacidir. OLE Olea
europaea zeytin yapraklarindan elde edilen ekstrelerdir ve sekoiridoidler, tripertenler
ve flavonoidler gibi bilesenlerden olusur (Hamdi & Castellon, 2005; Ryan & Robards,
1998). Yapilan ¢alismalar, OLE'nin bu biyoaktif bilesenlerinin 16semi, kolorektal,
melanom ve meme kanseri dahil olmak tizere birgok kanser tiiriiniin timor ilerlemesini
azaltic1 yonde bir etkisi oldugunu gostermistir (Bartoli ve ark., 2000). Anabilim
Dalimizda yapilan daha onceki ¢aligmalar ile OLE’nin, beyin tiimdrleri arasinda en

agresif olan ve WHO Grade 4 olarak adlandirilan glioblastoma ve glioblastoma kdk
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hiicrelerinde; hiicre proliferasyonunu azaltigi, hiicreleri hem apoptotik hem de
nekrotik yolla 6ldiirdigii, MGMT metilasyon oranini arttirdigi, beyin tiimorlerinde
kemoterapi ilaci olarak kullanilan temozolomid’in etkinligini arttirdigi, anjiogenezi
azalttigi, bevacizumab’in etkinligini arttirdifi ve miRNA ve LncRNA ekspresyon
seviyelerini degistirerek epigenetik siirectlerde etkili oldugu belirlenmistir (Mutlu ve
ark., 2020; Tezcan ve ark., 2014; Tezcan ve ark., 2017a; Tezcan ve ark., 2017b; Tunca
ve ark., 2012). Kountouri ve ark., zeytin meyve oziitiiniin GK hiicre hatlarindaki
etkisini arastirmis Oziitiin hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii iizerine etkili oldugunu
saptamiglardir (Kountouri, Mylona, Kaliora & Andrikopoulos, 2007). Saleh ve ark.
sicanlarda mutlak etanoliin neden oldugu gastrik mukozal hasar iizerinde OLE’nin
koruyucu etkisi oldugunu belirlemislerdir (Al-Quraishy, Othman, Dkhil & Abdel
Moneim, 2017). 2017 yilinda Geyikoglu ve ark., tarafindan yapilan calismada
OLE’nin igeriginde yer alan fenolik bileseni olan Oleuropein’in sigan midesinde ve
akcigerinde Cis kaynakli olusan oksidatif stres, genotoksisite ve patolojik degisiklikler
tizerine Kkoruyucu etkisini incelemislerdir ve Oleuropeinin kemoterapiye karsi
koruyucu olarak kullanilabilirligini gostermislerdir (Geyikoglu ve ark., 2017). Ancak
OLE’nin daha 6nceki ¢calismalarimiz1 gergeklestirdigimiz glial kokenli glioblastoma
hiicrelerinden farkli olarak epitelyal kokenli tiimorlerden olan GK’daki etkilerinin
molekiiler diizeyde arastirildig1 bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu nedenle
mevcut tez ¢aligmasinda OLE’nin GK daki terapétik etkisini ortaya koyan in vitro
diizeyde analizler gerceklestirildi. Bu amacla, bir GK hiicre hatt1 olan AGS hiicreleri
OLE ile, GK tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ajanlar olan 5-FU ve
Cis ile ve OLE-5-FU-Cis’in kombinasyonlar: ile muamele edildi. OLE’nin AGS
hiicrelerinde, hiicre canliligi ve 6liimii tizerindeki etkileri WST-1 ve Anneksin V
analizi ile degerlendirildi. Yara iyilesme ve EMT mekanizmasinda rol oynayan
TWIST, SNAIL, ZEB1, N-Kaderin ve E-Kaderin genlerinin mRNA ekspresyon
analizleri, in vitro koloni olusturma ve CSC biyo-belirteglerinden olan CD133,
NANOG, SOX2 ve OCT4 genlerinin mRNA ekspresyon analizleri gerceklestirilerek
OLE’nin tek basmna ve OLE-5-FU-Cis kombinlerinin AGS tiimor hiicrelerin
migrasyon yetenegi ve agresifligi iizerindeki etkisi belirlendi. 3B hiicre kiiltiir yontemi
ve CAM analizi kullanilarak OLE’nin tek basina ve OLE-5-FU-Cis kombinlerinin
timor biyiikligl, anjiogenez iizerindeki etkisi gozlendi. MRP1, MRPS5, LRP1
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genlerinin mMRNA ekspresyon seviyeleri ve PVT1, MALAT1, HULC, H19 ve
SNHG16 LncRNAlarinin ekspresyon seviyeleri analiz edilerek kemoterapi direnci ve
iliskili olabilecek post-transkripsiyonel/post-translasyonel mekanizmalar

degerlendirildi.

5-FU ve Cis’in ileri evre GK hastalarinda tedaviye yanit oranlari nispeten
yiiksek olmakla birlikte hastalarin biiyiik bir kisminda niiks olusumu ve ilag direnci
gelistirdigi tespit edilmistir (Tang ve ark., 2017; Wang ve ark., 2020). Bununla birlikte
bu kemoterapotik ajanlarin uzun siireli kullanimlarinda kanser hiicrelerine karsi
olusturdugu sitotoksisitesinin azaldig1r ve kemoterapi ilaglarinin tedavi etkinligini
artirmak icin alternatif bir tedavi yontemi olarak bu ilaglarin kombin halinde (5-
FU+Cis) tedavi uygulamalar gergeklestirilmistir (Yamaguchi, Nakagawa, Yabusaki
& Nashimoto, 2007). Ancak bu kombin tedavi sonucunda nispeten tolere edilebilir
toksisite profili olusturdugu ve ileri evre GK’larda ikinci veya ii¢lincii basamak
tedavisi olarak kullanilabilecegi 6nerilmektedir (Yamaguchi ve ark., 2007). Bu yiizden
tiimor hiicrelerinin agresifligini baskilamasi yoniinde 5-FU ve Cis’in tedavi etkinligini
arttirarak daha iyi bir 5-FU ve Cis yanit1 olusturmak amaciyla bu kombin tedavilere
ek olarak alternatif anti-tiimoral etkinlik gosterebilecek bazi bitkisel oziitlerin
kombinasyon tedavi c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Bugiine kadar, kurkumin ve
berberin gibi birka¢ bitki Oziitlerinin 5-FU ve Cis’nin potansiyel tedavi etkinligini
artirict yoniinde etkisi olabilecegi gosterilmistir (He ve ark., 2019; Kou, Tong, Wu,
Liao & Zhao, 2020; Pandey ve ark., 2015). Bu nedenle mevcut tez calismasinda, diger
calismalarimizdan elde edilen bulgular dogrultusunda OLE’nin temozolomidin
etkinligini artirdigi ve tiimoriin agresifligini baskilanmas: yoniindeki gosterdigi
etkileri dikkate alinarak, OLE’nin 5-FU, Cis ve 5-FU+Cis ile birlikte eszamanl
kombin tedavisinin GK hiicrelerindeki tiimdriin agresifliginin baskilanmasi yoniindeki

Ongoriilen olasi etkilerini arastirildi.

Mevcut tez ¢alismasinda belirlenen doz arakliklart ile gergeklestirilen WST-1
analizi sonuglarina gore OLE’nin AGS hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
incelendiginde 1 mg/ml OLE dozu ile muamele edilen hiicre grubundaki canlilik orani
% 67,3 oraninda, 1.5 mg/ml OLE dozunda ise % 41,03 canlilik orani tespit edildi.
OLE’nin 48 saat muamelesi sonucunda canlilik oraninin 1 mg/ml OLE dozunun %

52,4 olarak, 1.5 mg/ml OLE dozunun ise % 21,58 oldugu belirlendi. AGS hiicrelerinde
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hesaplanan SI indeksine gore lethal dozunun 1.5 mg/ml konsantrasyonundaki OLE
dozu ve etkin siiresinin ise 24 saat oldugu belirlendi. OLE’nin AGS hiicrelerinin
canliligini doz ve zamana bagli olarak istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide azalttig1 tespit
edildi (p<0,0001). Kontrol grubu olarak kullanilan HUVEC hiicrelerinde ayni doz
araliklan ile gerceklestirilen WST-1 analizi sonucuna gore, AGS hiicrelerinde etkili
saat olan 24 saat ve etkili doz olan 1.5 mg/ml ‘de HUVEC hiicrelerinin canlilik
oraninin % 71, 92 oldugu gosterildi. Etkili doz olan 1.5 mg/ml OLE’nin iki kat1 olan
3 mg/ml OLE dozu muamelesi sonucunda HUVEC hiicrelerindeki canlilik oraninin %
83,37 oldugu tespit edildi. Bulgularimiz dogrultusunda istatiksel olarak anlamli bir
sekilde OLE’nin HUVEC hiicreleri canliligini azaltici yoniinde bir etkisi olmadigi
saptandi. Bu bulgumuz, OLE’nin GK tedavisinde kullaniminin saglikli hiicreler
acisindan sitotoksik etkisinin gorece daha az olacagini ve dolayisiyla giivenli bir

terapOtik aday1 olabilecegine isaret etmektedir.

Yang ve ark., tarafindan yapilan analiz sonucuna gére AGS hiicrelerin tek
basina 5-FU’nun 48 saatte hiicre canliligini inhibe ettigi tespit edildi (Yang ve ark.,
2017). Benzer sekilde mevcut tez ¢alismasinda WST-1 analizi bulgularina gore 25 uM
5-FU’nun 48 saatte AGS hiicreleride % % 37,45 canlilik orani ile hiicre canliligini
istatiksel olarak anlamli derecede inhibe ettigi bulundu (p<0,0001). Ayn1 etkili doz ve
etkili stirede 5-FU’nun HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisi incelendiginde HUVEC
hiicrelerinin % 68,21 canlilik oranina sahip oldugu tespit edildi. 5-FU ile muamelesi
sonucunda 48 saate HUVEC hiicrelerinin canliligin1 IC50 oraninda inhibe etmedigi
goriildi. Wang ve ark., tarafindan yapilan ¢aligmaya gore Cis AGS hiicrelerin
canliligin1 48 saatte 1C50 olarak belirledikleri 10 uM-20 uM Cis konsantrasyonu
araliginda inhibe ettigini gosterdiler (Wang ve ark., 2020). Bulgularimiz benzer
sekilde 20 uM Cis konsantrasyonunun 48 saatlik etkisinde AGS hiicrelerinin
canliligint (% 45,29 canlilik orani) istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttiginm
gosterdi (p<0,0001). Boylece AGS hiicrelerinde Cis etkin dozunu 20 puM etkili
stiresinin ise 48 saat oldugu belirlendi. Cis’in etkili bulunan 48 saat siiresi ve 20 uM
konsantrasyonundaki dozunun HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisi analiz edildiginde
ise HUVEC hiicre canliligmin arttigi goriildi (% 109,69). Bu nedenle verilerimiz
Cis’in 48 saatlik etkin sliresince HUVEC hiicrelerinin canliligini inhibe edici yoniinde

bir etkisi olmadigini ortaya koydu.
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Daha onceki ¢aligmalarda kemoterapotik ajanlarin olusturdugu sitotoksik yan
etkileri azaltabilmeleri ve tedavi etkinligini artirabilmeleri g¢esitli kanser tiirlerinde
ortaya konmus olan kurkumin ve berberin’in Yang ve ark., tarafindan 5-FU’nun
etkisini artirabildikleri ve 5-FU ile sinerjik etki gosterebildikleri ortaya konmustur
(Pandey ve ark., 2015; Yang ve ark., 2017). Ayrica; Kurkumin bir sentetik formu olan
Curcuminoid WZ350’nin Cis ile kombinasyon tedavisinde GK hiicrelerinin canliligini
sinerjik bir etki gostererek doza ve zamana bagli bir sekilde azalttig1 ortaya konmustur
(He ve ark., 2019). He ve ark. yapmus olduklari bagka bir calismada 5-FU+Cis kombin
tedavisinin kurkumin ile kombinasyon durumunda GK hiicreleri iizerindeki anti-
kanser etkinligini arastirdilar. Analiz sonucuna gore kurkumin+5-FU+Cis {igli
kombinasyonunun kemoterapdtik ajanlarin olusturdugu kombin etkiyi destekleyerek
hiicre canliligini azalttigint ve diger fonksiyonel analizler {izerinde bu durumu
destekleyici nitelikte etkileri oldugunu ortaya koydular (He, Wei, Liu, Xu & Zhao,
2017). Bu bulgular, bitkisel 6ziitlerin 5-FU ve Cis etkinligi degistirebilme yeteneginde
olabilecegini gostermistir. Kurkumin ve Berberin’i yanisira; mevcut tez ¢aligsmasi
bulgulart OLE’nin de GK da 5-FU ve Cis etkinligi artirdigini ilk kez ortaya koymustur.
1.5 mg/ml OLE’nin 5-FU, Cis ve 5-FU+Cis ile kombinasyonu durumunda AGS
hiicrelerinin canliligini azaltic1 yonde etkisi oldugunu goriildii. Tek basina OLE ve 5-
FU’nun birbiri ile benzer oranda hiicre canliligini azalttig1, Cis’in ise nispeten OLE ve
5-FU’ya gore daha az etkili oldugu saptandi. OLE ile 5-FU’nun ikili kombinasyonu
durumunda tek basina 5-FU’ya gore etkinligini artirdigi belirlendi. Boylece OLE’nin
5-FU ile additive bir etki gostererek kemoterapotik ajanin anti-tiimoral etkinligini
destekleyici yonde bir etkisi oldugu bulundu. OLE ile Cis kombinasyon tedavisinde
tek bagina Cis’ e gore hiicre canlilifinda istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalma
saptand1 (p<0,0001). Sonuglarimiz dogrultusunda OLE Cis ile sinerjik etki gosterdi
boylece OLE ile Cis’in kombin halinde uygulanmasinin Cis’in potansiyel tedavi
etkinligini artirabilecegi Ongoriildii. 5-FU+Cis ikili kombinasyon ile tedavisinin
OLE+5-FU+Cis ti¢lii kombinasyon tedavisi ile kiyaslandiginda OLE’nin istatiksel
olarak anlamli olmayan sekilde ikili kombinasyonun hiicre canliligini azaltici
yoniindeki etkisini destekledi. Bliss Sinerji skoruna gore iki kemoterapi ajanin kombin
tedavisi antagonistlik bir etki olusturdu ancak OLE ile {iglii kombinasyon halinde

tedavi edildiginde bu etkinin additive bir etki oldugu goriildii. Elde edilen bulgular
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yaygin olarak kullanilan 5-FU+Cis kombin tedavisinin etkinliginin artirilmasi ve
zararli yan etkilerinin azaltilmasinda OLE’nin kullaniminin potansiyel faydasinin
olabilecegini desteklemektedir. Bulgularimiz dogrultusunda OLE’nin tek basina
kemoterapi ajanlari ile birlikte tedavisi sonucunda hiicre canliligini azaltict yoniinde
etkisi oldugu ayrica kemoterapi ajanlarinin etkinligini additive veya sinerjik olarak
destekledigini ve bunun sonucunda kemoterapi ajanlari ile birlikte kombin halinde
kullaniminin antikanser etkinligini artirarark mevcut tedaviye ek yeni terapotik hedef

olarak kullanilabilecegi 6n goriildii.

Hiicre cogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda kontrollii bir denge vardir. Apoptoz,
yaslanmis ve hasarli hiicrelerin homeostazi saglamak amaciyla siki bir sekilde kontrol
mekanizmasi tarafindan kontrol edilen programlanmis hiicre 6lim tipidir (Safarzadeh
ve ark., 2014). Apototik sinyal alan bir hiicrede kromatin ve sitoplazma yogunlagmaya
baslamas1 ile birtakim morfolojik degisiklikler gelismeye baglar. Hiicre mebran
biitlinliigii bozulmaz ve bir siire sonra hiicre apoptotik cisimcik olarak adlandirilan
daha kii¢lik parcalara boliiniir (Safarzadeh ve ark., 2014). OLE'nin apoptoz uyarici
etkisi, melanom, glioblastoma, hepatokarsinom, 16semi, meme, kolon ve serviks gibi
cesitli kanser tiirleriyle iliski ¢caligmalarda gosterilmistir. Bu ¢aligmalarin her birinde,
OLE'nin farkli bir molekiiler mekanizma ile ilgili apoptoz etkisini ortaya ¢ikardigini
gostermiglerdir (Benot-Dominguez ve ark., 2021; Bermudez-Oria ve ark., 2019; Essafi
Rhouma ve ark., 2019; Ruzzolini ve ark., 2018; Zeriouh ve ark., 2017; Katsoulieris,
2016; Tezcan ve ark., 2014; Samet ve ark., 2014; Mijatovic ve ark., 2011). Benzer
sekilde mevcut tez calismasinda 1.5 mg/ml OLE’nin 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonucunda % 24.7 apoptototik o6lime neden oldugu gorildii. OLE’nin AGS
hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda ise hiicrelerin % 17.8’inin
apoptototik ve % 14.7’inin nekrotik yolla 6liimiine neden oldugu tespit edildi. Farkl
tipte timor hiicrelerinde OLE nin daha uzun maruz kalma siirelerinde nekroza egilimli
oldugu gosterilmistir (Tezcan ve digerleri, 2014; Mijatovic ve digerleri, 2011).
Boylece bulgularimiz dogrultusunda OLE’nin 48 saat ve ileri inkiibasyon siiresinde
nekrotik 6liim oraninda artisa neden oldugunu ortaya koymustur ve AGS hiicrelerini
apoptotik yolla 6ldiirebilecek optimum OLE muamelesinin 24 saat oldugu belirlendi.
Hastalarin yaklasik %10-30'u, 5-FU bazli kemoterapiden sonra yasami tehdit eden
ciddi toksik reaksiyonlar gelistirir (Matsusaka ve Lenz, 2015). Bu nedenle, 5-FU ile
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kombin olusturacak aday molekiiliin, 5-FU ile birlikte anti-tiimoéral etkinlik
gosterirken kemoterapi ajanina maruz kalma dozunun kisaltmasi beklenir (Takagi ve
ark., 2009). Mevcut tez ¢alismasinda 25 uM 5-FU'nun IC50 dozu 48. saatte, 5-FU'nun
timoOr hiicresi apoptotik etkisi de 48. Saat olarak belirlendi. Bulgularimiz
dogrultusunda 5-FU’nun 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda %17.2’sinin
apoptotik 6limii indiikledigi saptandi. OLE’nin 5-FU kombinasyon durumunda OLE
ile 48 saatlik inkiibasyon siiresinde %22.3 oraninda apoptotik 6liim, %23.8 nekrotik
Olim belirlendi. OLE’nin 25 uM 5-FU ile kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonucunda %18.6 apoptotik, %1.1 nekrotik yolla oldiirdiigii goriildii. Bdylece
elde edilen bulgular dogrultusunda 5-FU tedavisinde OLE eslik ettigi durumda
apoptotik 6liimii indiiklemesi i¢in gereken siiresinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
yeterli olabilecegi ve 5-FU’nun tek basma olan inkiibasyon siiresini azaltict yonde
destekleyebilecegi ongoriildii. AGS hiicrelerinin tek bagina 20 uM Cis’in dozu ile 48
saat muamelesinin sonucunda %24 apoptotik 6lim, 1.5 mg/ml OLE’nin 20 uM Cis
kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda % 14 apoptotik, %]1.1
nekrotik yolla 6ldiirdiigi belirlendi. 20 pM Cis’in etkili bulunan 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin 1.5 mg/ml OLE ile kombinasyonu sonucunda ise % 19 oraninda apoptotik
olim, %53.3 nekrotik 6liim belirlendi. Bulgular sonucunda OLE’nin Cis ile kombin
tedavisinin tek basma Cis tedavisine gore apoptotik Oliimii indiklemek i¢in
inkiibasyon siiresini kisaltict yonde etkisi oldugu saptandi. 25 uM 5-FU+ 20 uM Cis
kombinasyonunun 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda % 14.9 apoptotik, %2
nekrotik yolla 6ldiirdiigii goriildii. AGS hiicrelerinde 25 uM 5-FU+ 20 uM Cis ikili
kombinasyonunun 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda % 14.9 apoptotik, %2
nekrotik yolla 6ldiirdiigii goriildii. OLE nin 25 uM 5-FU+ 20 uM Cis ile birlikte ti¢lii
kombinasyon durumunda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda % 15.8 apoptotik,
%1.4 nekrotik yolla oldirdigi goriildi. Ancak tgli kombinasyonun 48 saatlik
inkiibasyon sonucuna gore ise % 11.2 oraninda apoptotik 6liim, %22.4 nekrotik 6liim
belirlendi. Bu nedenle, mevcut bulgularimiz, OLE'nin etkisinden dolayi, OLE
varliginda 5-FU ve Cis kombinasyonlari ile 48 saatlik inkiibasyonun nekroz ile
sonuglanabilecegini ancak bu kombinasyonlarin faydali etkilerini daha kisa maruz

kalma stiresinde ortaya ¢iktigin1 géstermektedir.
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Akridin Orange (AO)/Propidium Iyodiir (PI) floresan boyama ydntemi
kullanilarak muamele edilmemis ve yalnizca OLE ile muamele edilmis AGS
hiicrelerinin morfolojik degerlendirmeleri gergeklestirildi. Saglam yesil c¢ekirdege
sahip hiicreler canli, ¢ekirdekte yogun yesil kromatin yogunlagmasi alanlar1 olan
hiicreler erken apoptotik, yogun kirmizi kromatin yogunlagmasi alanlari olan hiicreler
ge¢ apoptotik ve kirmizi renkli ¢ekirdegi bozulmamis hiicreler nekrotik 6liim tipine
sahip hiicre oldugu literatiirden edinilen bilgiler dogrultusunda kabul edildi (Anasamy
ve ark., 2013; Ciapetti ve ark., 2002). Morfolojik analiz sonucunda Annexin V
bulgularimiz1 destekler niteklikte 24 saatlik OLE tedavisinin apoptoz yoluyla hiicre
6liimiine neden oldugunu gosterildi. Elde edilen boyama goriintiileri sonucunda OLE
ile muamele edilmis hiicrelerin kontrol hiicre grubuna kiyasla saglam yesil ¢ekirdege
sahip hiicreleri daha az igerdigi i¢in hiicre canliliginin daha az oldugu belirlendi. 1.5
mg/ml OLE ile 24 saat tedavisi sonucunda c¢ekirdekte yogun yesil kromatin
yogunlagmasi alanlari olan hiicreleri icerdigini ve bu hiicrelerin erken apoptotik
hiicreler oldugu, yogun kirmizi kromatin yogunlasmasi alanlari olan hiicreleri
icerdigini bunlarin ise ge¢ apoptotik hiicreler oldugu gosterildi. Ayrica ayni goriintiiler
dogrultusunda ¢ekirdegi bozulmamis kirmizi renki hiicrelerin oldugu ve bunlarin
nekrotik 6liim tipine sahip hiicreler oldugu tespit edildi. Mevcut tez bulgulart
kapsaminda morfolojik analizler sonucunda OLE’nin 24 saat tedavisinde Annexin V

analizini destekler nitelikte apoptotik 6liimii indiikledigi tespit edildi.

GK tiirlerinin biiyikk ¢ogunlugu, CDH1 geninin iriinii olan E-kaderinin
proteininin bozulmus regiilasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir (Oliveira ve ark., 2009). E-
kaderin, hiicre-hiicre adezyonunu ve hiicre baglantilarint dahil ederek doku biitiinliigi
korunmasini saglar. E-kaderin kaybinin hiicre gogiinii ve EMT'yi destekledigi
gosterilmistir (Oliveira ve ark., 2009). EMT morfogenez ve gelisim sirasinda, epitel
hiicrelerin gelismis gd¢ kapasitesi iceren mezenkimal fenotipe doniismesini saglayan
bir mekanizmadir (Kalluri & Weinberg, 2009). E-kaderin kaybr ile gelisen EMT,
adezyon kaybina yol agarak migrasyona neden olur ve sonug olarak tiimor dokularinda
metastaz gelisimini destekler (Kalluri & Weinberg, 2009). Anabilim Dalimizda
gergeklestirilen daha onceki ¢alismalarimizda, OLE'nin EMT {izerindeki diizenleyici
etkisini, CDH1'in mRNA ekspresyonunu yiikselterek glioblastoma tiimorlerinin
agresifligine karsi, EMT'yi tesvik eden genlerin, TWIST, SNAIL, ZEB1 ve CDH2'nin
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ekspresyonunu baskiladigini gostermistir (Mutlu ve ark., 2020). Benzer sekilde GK
hiicre hatt1 olan AGS hiicreleri tizerinde OLE’nin EMT mekanizmasini CDH1
ekspresyonunu artirarak, ZEB1 ve CDH2 ekspresyon seviyelerini azaltarak tersine
cevrilmesini destekledigi gortildii. Aymi sekilde yara analizi olan fonksiyonel
analizlerimizin sonuglart OLE’ nin EMT'yi baskiladig1 destekledi. OLE tedavisinden
sonra, E-kaderin iretimini artirarak  hiicrelerin  yapiskan  &zelliklerinin
degistirilmesinde artis anlamina gelen yara olusturma analizinde AGS hiicrelerinin
migrasyon Ozelliklerinde 6nemli bir azalma gozlendi. OLE'nin mezenkimal gegis
mekanizmasini baskiladigi yoniindeki etkisi dikkate alarak, OLE'nin 5-FU, Cis ve 5-
FU+Cis ile birlikte eszamanli kullaniminin EMT mekanizmasi tlizerindeki etkisi
degerlendirildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda tek basma 5-FU tedavisinde E-
Kaderin proteinin tireten CDH1 geninin mRNA ekspresyonunu artirdigi tespit edildi.
OLE’nin 5-FU ve Cis kombinasyonu ile tedavisi sonucunda CDH1 geninin ekspresyon
seviyesini artirict yonde etkisi oldugu goriildi. Boylece elde edilen veriler
dogrultusunda OLE ile 5-FU kombin tedavisinin yalnizca 5-FU ile muamele edilmis
hiicrelere kiyasla AGS hiicrelerinin gog¢ 6zelliklerini zayiflattig: tespit edildi. AGS
hiicrelerinde Cis'in tiimor hiicre gogii lizerindeki inhibitor etkisi, 5-FU, 5-FU+Cis ve
bunlarin OLE kombin tedavisine kiyasla nispeten daha az oldugu goriildii. Ancak Cis
OLE ile kombin halinde tedavi edildiginde Cis etkinligini artirarak CDH1 geninin
ekspresyon seviyesini artirdigi ve EMT nin baskilanmasi yoniinde destekleyici etkisi
oldugu tespit edildi. Benzer sekilde yara olusturma analizi sonucuna gore tek basina
Cis muamelesi sonucunda olusturulan yara alaninin daha fazla kapanma gostererek
Cis hiicre goc¢iinii baskilanmasi yoniindeki etkisinin OLE ve 5-FU etkisinden nispeten
daha az oldugu tespit edildi. Yara olusum analizine gére OLE’nin Cis ile kombin
durumunda tek basina Cis tedavisine gore biiylik oranda kapanan alanin daha az
oldugu ve OLE’nin Cis’in etkinlgini arirarark hiicre gocilinii baskilanmasim
destekledigi goriildii. Tiim veriler dogrultusunda OLE’nin AGS hiicrelerindeki go¢
etme yetenegini onemli 6lclide baskiladigi, 5-FU’nun go¢ yetenegini azalttigi, Cis’in
gdoc etme yetenegini nispeten yavaslattifini kemoterapi ajanlar1 ile kombinasyonu
sonucunda yara alanlarindaki aciklig1 artirdigr tespit edildi. Bdylece OLE’nin tek

basina ve kemoterapi ajanlar ile birlikte kombin tedavi uygulanmasi sonucunda
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EMT nin baskilanmasini destekleyerek hiicre gd¢iinii inhibe edici yoniinde bir etkisi

oldugu saptandi.

Koloni olusturma analizi hiicrelerin sinirsiz boliinme kabiliyetini incelemek
amaciyla gelistirilen tek bir hiicrenin koloniye doniisme yetenegini ve sinirsiz ¢ogalma
yetenegini test edilmesini saglayan bir analizdir (Franken ve ark., 2006; Munshi ve
ark., 2015). CSC’ler kendi kendini yenileme, farklilasma ve sinirsiz boliinme
kabiliyetine sahip tiimor hiicreleri igerisinde yer alan alt popiilasyon grubudur.
CSC’ler genellikle ilag direnci ve niiks gelisimi ile iligkidir ve siirekli boliinme
yeteneklerine sahip olduklar i¢in tedavi etkinliginin degerlendirilmesi ve kok hiicre
Ozelliginin analiz edilebilmesi amaciyla koloni olusturma analizi gerceklestirilir.
GK’da ilag direnci, metastaz ve niiks gelisimi gibi biyolojik siire¢lerde kanser kok
hiicrelerin varligi 6nemli rol oynamaktadir. Mevcut tez calismasi kapsaminda
OLE’nin hiicre agresifligini baskilanmasi yoniinde sinirsiz boliinme yetenegine olan
olas1 etkinligi koloni olusum analizi ve CSC belirtegleri olan CD133, NANOG, SOX2
ve OCT4 gen ekspresyon seviyeleri incelenerek degerlendirildi. Elde edilen bulgular
dogrultusunda muamele edilmemis AGS hiicrelerine kiyasla OLE, 5-FU, Cis, OLE +
5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE + 5-FU + Cis kombinasyonlari ile tedavi edilen
hiicrelerde koloni sayisini istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 tespit edildi
(p<0,0001). Boylece OLE’nin tek bagina ve kemoteapi ajanlart ile kombin tedavi
uygulamalarinda AGS hiicrelerinin koloni olusum yetenegini baskilama yoniinde
etkisi oldugu saptandi. OLE’nin CSC belirtegleri olan CD133, NANOG, SOX2 ve
OCT4 genlerinin ekspresyon seviyelerini koloni olusturma analizini destekler sekilde
baskiladig1 belirlendi. Elde edilen bulgular dogrultusunda muamelesiz hiicrelere
kiyasla OLE, 5-FU, Cis OLE+5-FU, OLE+Cis ve OLE+5-FU+Cis kombin gruplarinin
mumalesi sonucunda CD133 ekspresyon seviyesinde istatiksel olarak anlamli sekilde
azaldigi saptandi (p<0,0001). 5-FU+Cis ikili kombin tedavisinin muamelesiz
hiicrelere kiyasla CD133 geninin ekspresyon seviyesini istatiksel olarak anlaml
olmayan sekilde azalttig1 goriildii. Ancak OLE’nin 5-FU+Cis ikili tedavisine eslik
ettigi durumda CD133 geninin ekspresyon seviyesini azaltic1 yoniinde etkisi oldugu
goriildii. Tiim bulgular dogrultusunda OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-
FU + Cis, OLE + 5-FU + Cis kombinasyonlari ile tedavi edilen hiicrelerin muamelesiz

hiicrelere kiyasla NANOG, SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyonunu istatiksel olarak
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anlamli bir sekilde azalttigi tespit edildi (p<0,0001). OLE’nin kemoterapétik ajanlar
ile kombin durumunda tek basma 5-FU, Cis ve 5-FU+Cis tedavisine kiyasla CSC
genlerinin ekspresyon seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir fark gériilmedigi ancak
OLE’nin bu ajanlarin etkilerini destekleyerek CSC genlerinin ekspresyon seviyelerini
azaltic1 yoniinde etkisi oldugu saptandi. Elde edilen bulgulara gore OLE nin tek basina
ve kemoterapotik ajanlarin kombin halinde muamelesinin kemoetrapdtik ajanlarin
etkinligini artirarak tiimoriin agresifliginin bir gostergesi olan CSC 6zelligini ve

bununla iliskili olarak koloni olusturma yetenegini baskiladigi saptandi.

Arastiricilar ilag gelistirme analizleri gibi birgok molekiiler analizlerin
gerceklestirildigi farkli caligmalarda siklikla hiicrelerin bir tek tabakada biiytidiigii 2B
hiicre kiiltiir yontemlerini kullanmaktadirlar. Ancak bu 2B hiicre kiiltiir yontemleri
hiicre-hiicre etkilesimlerini, hiicrenin mikrogevresini ve fizyolojik ortamini tam
anlamiyla mimik edemedigi icin gerceklestirilen analizler kisitli kalmaktadir. Bu
yiizden in vitro kosullarda kanser hiicrelerinin biyolojik davranislarini ve hiicrelerin
dogal mikro ¢evresini daha dogru bir sekilde mimik ederek in vivo kosullar1 daha iyi
bir sekilde yansitmak i¢in 3B hiicre kiiltiir yontemleri gelistirilmistir (Chen ve ark.,
2018). 3B hiicre kiiltiir yontemleri fizyolojik olarak hiicrenin mikrogevresine uygun
daha dogru bilgiler elde edilmesini sagladig1 ve in vivo igin daha dngoriilebiilir veriler
elde edilmesini sagladigi i¢in son zamanlarda yapilan analizlerde oldukga sik
kullanilmaktadir (Chen ve ark., 2018; Wang, 2016). Diger kanser tiirlerinde oldugu
gibi GK analizlerinde de 3B kiiltiir yontemlerinin kullanilmasi daha genis bir bakis
acist kazanilmasini saglamistir. GK hiicre hatlar1 kullanilarak gelistirilen 3B hiicre
kiiltiir modellerinde tiimdr agresifliginin baskilanmasina yonelik olarak EMT, CSC ve
epigenetik mekanizmlalarla iligkili genlerin ekspresyon seviyelerinde birtakim
farkliliklarin oldugu tespit edilmistir (Magalhdes ve ark., 2018). Anabilim Dalimizda
gerceklestirilen daha Onceki g¢alismalar ile farkli tipte kanser olan glioblastoma
hiicrelerinde 3B kiiltiir yontemi kullanilarak OLE’nin tiimdr boyutunu kiigiiltiicii
yonde etkisi oldugu tespit edildi (Mutlu ve ark., 2021). Bu dogrultuda OLE’nin timér
boyunu kiiciiltiicii yoniindeki etkisi goz oniine alinarak mevcut tez kapsaminda AGS
hiicrelerinde tek basina ve kombin tedaviler halinde uygulanmasinin timér boyutuna
etkisi 3B hiicre kiiltlir yontemi ile analiz edildi. GK hiicre hatt1 olan AGS hiicrelerinde

OLE’nin tiimdr boyutuna olan etkisi glioblastoma hiicrelerine olan etkisine benzer
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sekilde tlimdr boyutunu kiigiiltiicli yonde oldugu belirlendi. Tek bagina OLE ve 5-FU
muamelesinin sonucunda benzer sekilde muamelesiz hiicrelere kiyasla tiimdriin
boyutunu azaltic1 yonde etkisi oldugu belirlendi. OLE’nin 5-FU ile kombinasyonu
sonucunda tek bagina 5-FU’ya kiyasla istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ancak
bu etkiyi destekleyici yoniinde timor boyutunu azalttigi gosterildi. AGS hiicrelerinde
Cis muamelesinin muamele edilmemis AGS hiicrelerine gore timdr hacmin kii¢tiltme
yoniinde bir etkisi olmadigi goriildi. OLE’nin Cis eglik ettigi kombin tedavi
sonucunda OLE’nin Cis’in etkinligini artirarak tiimor boyutunu kii¢tltiigii saptandi.
Boylece OLE’nin Cis ile birlikte kullaniminin tiimér boyutunu kiigtiltiicii yonde
terapotik hedefli tedavi molekiilii olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir. 5-FU+Cis
ikili kombinasyonu ve OLE+5-FU+Cis tii¢li kombinasyonu ile muamele edilen
hiicrelerin tiimdr boyutunu kiigiiltiigii goriildi. Bulgularimiz dogrultusunda OLE’ nin
tek basma ve kemoterapi ajanlar1 ile kombin tedavisinde 5-FU’nun etkisini
destekleyerek ve Cis’in etkinligini artirarark timor boyutunu kiigiiltiicli yoniinde etkisi

oldugu belirlendi.

Terapotik ilag olma potansiyeline sahip oldugu diisiiniilen molekiillerin in vivo
deneylerde analiz edilebilmesi i¢in, tiimor fare modellleri kullanilmaktadir. Ancak
hayvan modelleri ile gerceklestirilen deneyler oldukga yiliksek maliyetli ve uzun stireli
arastirmalardir. CAM analizi in vivo hayvan modellerine alternatif olarak
kullanilabilecek ex vivo bir tekniktir (Ribatti, 2017). Bu teknik ile son dénemlerde
cesitli kanser tiirlerinde potansiyel ilag adayr olabilecek molekiiliin anjiogenez
tizerinde etkinliginin analiz edilmesi giderek yaygilasmistir (Ribatti, 2017). Anabilim
dalimizda ekibimiz tarafindan gerceklestirilen eski ¢alismalarda OLE’nin anjiogenizi
baskiladig1 yonilindeki etkisi gosterilmistir (Tezcan ve ark., 2017). Mevcut tez
calismasinda OLE’nin tek basina ve kemoteapétik ajanlar ile birlike kombin tedavisi
uygulalarinda AGS hiicrelerinin damar gelisimi iizerine etkileri CAM analizi yontemi
kullanilarak arastirildi. OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE +
5-FU + Cis kombinasyonlari ile tedavi edilen embriyolu yumurtalarin muamelesiz
embriyolu yumurtalara kiyasla damar olusumunu istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azlttig1 belirlendi (p<0,001). OLE’nin tek basina ve kemoterapdtik ajanlar ile birlikte
kullanildiginda AGS hiicrelerinde damar olusumunu baskilayarak tiimoriin invazyon

ve metastaz yetenegini azaltilabilecegi belirlendi. Bulgularimiz dogrultusunda
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OLE’nin anjiogenzi baskilanmast yoniinde terapdtik hedefli molekiil olarak

kullanilabilecegi 6ngoriildii.

Giiniimiizde GK tedavisindeki basarisizligin en biiylik sebebi GK hiicrelerinde
kullanilan kemoterapi ajanlarma karst MDR mekanizmasinin gelisimidir. GK birinci
basamak tedavisinde kullanilan 5-FU ve Cis ilaglarma karst gelistirilen MDR
mekanizmasinin etkilerini tersine ¢evirebilmek amaciyla alternatif tedavi yontemleri
uygulanmaktadir. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda OLE’nin 5-FU ve Cis ilaglarinin
gelistirdigi MDR mekanimasinin inhibe edilmesi yoniindeki ve kombin tedavilerin bu
mekanizma iizerindeki olasi etkinliginin degerlendirilebilmesi amaciyla MDR1, MRP5
ve LRP1 genlerinin ekspresyon seviyeleri incelendi. Bulgularimiz dogrultusunda 1.5
mg/ml OLE ile muamele edilen AGS hiicrelerinin muamelesiz AGS hiicrelerine
kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde MDRI1 geninin mRNA ekspresyon
seviyesini azalttigi goriildi. Tek basina 5-FU, Cis+OLE, 5-FU+Cis ve OLE+5-
FU+Cis kombinasyonu kombinasyonu ile muamelesinin muamelesiz hiicrelere kiyasla
MDRI1 geninin ekpresyon seviyesini istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig
saptand1. Ancak 5-FU+OLE kombinasyonunun muamelesiz hiicrelere kiyasla MDR 1
geninin ekpresyon seviyesini azaltict yonde etkisi olmadigi belirlendi. AGS
hiicrelerinde OLE, 5-FU, Cis, CistOLE, 5-FU+Cis ve OLE+5-FU+Cis
muamelelerinin muamelesiz AGS hiicrelerine kiyasla MRPS5 geninin ekpresyonunu
azaltict yonde bir etki olusturmadigi belirlendi. Ancak OLE+5-FU kombinasyonunun
MRP5 geninin ekspresyon seviyesini azalttici yoniinde etkisi oldugu goriildii.
OLE’nin MDR mekanizmasi ile iliskilendirilen bir diger gen olan LRP1 geninin
ekspresyon seviyesini azalttigi goriildii. AGS hiicrelerinin 5-FU, Cis, Cis+OLE, 5-
FU+Cis LRP1 geninin ekspresyon seviyesini azaltici yoniinde bir etkisi olmadigi
ancak OLE+5-FU+Cis ii¢lii kombinasyonunun anlamli olmayan bir sekilde azalttigi,
OLE+5-FU kombinasyonunun ise anlamli bir sekilde azalttigi tespit edildi. Boylece
OLE’nin LRP1 geninin ekspresyon seviyesini 5-FU ile birlikte kullanildiginda ilag

direncini kiric1 yonde bir etkisi olabilecegi ongoriildii.

Son donemde, kanser arastirllmalarinda epigenetik mekanizmalarin
degerlendirilmesi biiyiik 6nem kazanmistir. Epigenetik diizenlemelerde rol oynayan
en Oonemli RNA tabanli molekiiller, LncRNA molekiilleridir. LncRNA’lar, 200

niikleotitten daha uzun olan ve protein kodlama potansiyeline sahip olmayan bir
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transkript grubudur (Li,2016). Yapilan g¢alismalar ile LncRNA’larin epigenetik
diizenlenmeleri ile tiimdr hiicrelerinin transkripsiyon ve translasyon siirecinde ve diger
fizyolojik aktivitelerinde rol oynayarak tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini tetikledigini,
ilag direnci ve niiks gelisimi destekleyerek agresfligini artirdigini ortaya koymuslardir
(Chen, 2017; Sun, 2016). GK kanser gelisimi ve ilerlemesinde LncRNA’larin anormal
ekspresyon seviyelerinin Onemli rolii oldugu gosterilmistir. LncRNA PVTI,
MALATI1, HULC, H19 ve SNHG16’nin GK’larda yiiksek ekspresyon seviyesine
sahip oldugu belirlenmistir. GK’larda bu LncRNA molekiillerinin hiicre ¢ogalmasi,
hiicre 6liimii, invazyon, migrasyon, anjiogenez ve ila¢ direnci gelisimini gibi hiicresel
streclerde rol oynadigi iliskilendirilmistir (Wang, 2016; Zhang, 2015).
Gergeklestirilen tez calismasinda AGS hiicrelerindeki OLE’nin tek basina ve
kemoterapotik ajanlar ile birlikte kombinasyonunun epigenetik mekanizmalar
tizerindeki etkilerini LncRNA PVTI1, MALATI1, HULC, H19 ve SNHGI16’nin
ekspresyon seviyeleri degerlendirerek analiz ettik. Muamele edilmemis AGS
hiicrelerinde tiimor gelisimi ve agresifligi ile iligkili olduklar1 belirlenen LNncRNA
PVTI1, MALATI, HULC, H19 ve SNHG16 nin yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip
oldugu goriildii. OLE, 5-FU, Cis, OLE + 5-FU, OLE + Cis, 5-FU + Cis, OLE + 5-FU
+ Cis kombinasyonlari ile tedavi edilen AGS hiicrelerinin muamelesiz hiicrelere
kiyasla LncRNA PVTI, MALATI1, HULC, H19 ve SNHGI16’nin ekspresyon
seviyelerini azaltict yoniinde etkisi oldugu belirlendi. OLE’nin ikili ilag
kombinasyonuna ilave edilmesinin anjiogenez ile iligkili LncRNA PVTI’in
ekspresyon seviyesini anlamli sekilde disiirdiigii belirlendi. OLE’nin tek basina ve
kemotarapotikler ile kombin halinde tedavi uygulamasimnin kemoterapi ajanlarinin
etkilerini destekledigi ve agresiflik ile iliskili LncRNA’larin ekspresyon seviyelerini
baskilayarak ila¢ direncini ve tiimdr agresifligini bu yollar ile baskilayabilme

potansiyalinin oldugu anlasildu.

Gergeklestirilen tez calismasi OLE’nin GK hiicrelerinde hiicre canliligini
inhibe edici yoniindeki etkisinin, 24 saat inkiibasyon siiresinde apoptozu indiikleyici
etkisinin, EMT, CSC, koloni ve yara olusturma analizi ile tiimériin agresifligi
tizerindeki etkisinin, hiicre-hiicre etkilesimlerini ve hiicrenin mikrogevresini in vivoya
yakin bir sekilde mimik eden 3B hiicre kiiltiir yontemini kullanarak tiimoriin boyutuna

olan etkisinin, ex vivo analiz ile damar olusumunu inhibe edici etkisinin, MDR’ye
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etkisinin ve epigenetik mekanizma’lardan LncRNA’lar {izerindeki etkisinin analiz

edilerek belirlendigi ilk ¢alisma olmustur.

Mevcut Tez Kapsaminda,

>

OLE AGS hiicrelerinin canliligin1 doz ve zamana bagli olarak énemli 6l¢iide
azalttigit ve HUVEC hiicreleri canliligin1 azaltic1 yoniinde bir etkisi olmadigi
belirlendi

GK hiicrelerinde OLE kemoterapotik ajanlart ile birlikte kombin tedavi
uygulanmasi sonucunda kemoterapétik ajanlarinin hiicre proliferasyonunu
baskilayict yondeki etkinligini artirdig ilk kez belirlendi.

Bliss Sinerji modeline gore; OLE+5-FU kombinasyonu additive bir etki,
OLE+Cis kombinasyonu sinerjik bir etki, 5-FU+Cis ikili kombin tedavisi
antagonist bir etki, OLE 5-FU+Cis ii¢lii kombinasyonu tedavi edildiginde ise
additive bir etki gosterdigi saptandi. Boylece OLE kemoterapdtik ajanlart ile
birlikte kullanildiginda bu ajanlarin etkinligini destekleyerek anti-tiimoral
Ozelligini artirdigi in siliko analiz ile desteklendi.

GK hiicrelerinde OLE nin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda apoptototik
olimii indiikledigi ilk kez tespit edilmistir.

OLE’nin kemoterapétik ajanlar ile birlikte kullaniminda apoptotik Sliimiin
indiiklemesi i¢in 24 saatlik bir inkiibasyon siiresinin yeterli olabilecegi ve
boylece kemoterapotik ajanlara maruz kalma dozunun azaltici yonde etkisi
oldugu saptandi.

Hiicre morfolojisinin degerlendirilmesine gére OLE tedavisinin apoptoz
yoluyla hiicre 6liimiinii indiikledigi belirlendi.

GK hiicreleri iizerinde OLE’nin CDH1 ekspresyonunu artirarak, ZEB1 ve
CDH2 genlerinin ekspresyon seviyelerini azaltarak ile EMT mekanizmasini
baskiladig1 ve yara olusturma analizi ile migrasyon 6zelligini azalttig1 tespit
edildi.

OLE’nin 5-FU ve Cis kombinasyonu ile tedavisi sonucunda CDH1 geninin
ekspresyon seviyesini artirarak hiicre gogiiniin inhibe edilmesini destekledigi
belirlendi.

OLE tek basina ve kemoterapétik ajanlar ile birlikte kombin tedavisinde CSC

belirte¢ genlerinin ekspresyon seviyelerini azaltarak ve koloni olusturma
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yetenegini baskilayarak tiimoriin agresifligini inhibe edici etkisi oldugu
gosterildi.

» 3B hiicre kiiltiir yontemi ile OLE’nin tek basina ve kemoterapétik ajanlar ile
birlikte timor boyutunu kiigiiltiigii tespit edildi.

» OLE’nin tek basmma ve kemoterapotik ajanlar ile birlikte kullanildiginda
anjiogenezi inhibe ederek tiimdriin invazyon ve metastaz yetenegini
engelleyebilecegi saptandi.

» OLE’nin MDR genlerinin ekspresyon seviyelerini azaltarak ila¢ direnci
gelisimini kiric1 yonde etkisi olabilecegi belirlendi.

» OLE’nin tek basma ve kemotarapotik ajanlar ile kombin tedavisinde
kemoterapi ajanlarin etkilerini destekleyerek epigenetik mekanizma olan
timor gelisimi ve agresifligi ile iliskili olan LncRNA’larin ekspresyon
seviyelerini azaltarak tiimoriin agresifliginin baskilanmasi yoniinde etkili

olabilecegi gosterildi.

Bu kapsamda mevcut tez ¢alismasinin sonuglart OLE’nin GK tedavisinde anti-tiimoral
etkinligi oldugunu ve kemoterapétik ajanlarin etkilerini destekleyerek bu ajanlarin
sitotoksik yan etkilerinin azaltilmast yoniinde kullanilabilecek potansiyel bir tedavi
molekiilii olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. GK hiicrelerinde OLE’nin EMT, CSC,
MDR, epigenetik mekanizma olan LncRNA ve damar olusumunu inhibe etmesi ve 3B
hiicre kiiltiir yontemleri ile tiimor boyutunu kiigllterek tlimoriin agresifliginin
baskilanmasi yoniindeki etkinliginin belirlenmesi bu dogrultuda yapilabilecek ileriki
caligmalara yon verebilecektir. Mevcut bulgular, giinimiizde tedavide istenilen
basariya heniiz ulagilamayan GK’larin genetik ve epigenetik molekiiler
mekanizmalarinin  aydinlatilmasina ve bdylece mevcut tedavi protokollerinin
iyilestirilmesine yonelik sitotoksik etkisi daha az ve daha efektif olan yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayabilecektir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

2B: 2 Boyutlu

3B: 3 boyutlu

5-FU: 5-Fluorasil

AJCC: Amerikan Kanser Ortak Komitesi
CAM: Koriallantoik Zar

Cis: Cisplatin

CIN: Kromozamal Kararsizlik

CSC: Kanser Kok Hiicre

CSL: DNA Baglanma Proteini

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNMT: DNA Metiltransferaz

dTMP: Deoksitimidin Mono-Fosfat
dUMP: Deoksuridin Monofosfatin

EBV: Epstein-Barr Viriis

EGF: Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii
EMT: Epitelyal Mekenkimal Gegis

FBS: Fetal Bovine Serum

F-dUMP: Florodeoksitiridin Monofosfat
F-dUTP: Florodeoksiiiridin Tripfosfat
F-UTP: Florouridin Trifosfat

FIGC: Ailesel Instestinal Gastrik Kanser
GAPPS: Proksimal Polipozis

GCSC: Gastrik Kanser Kok Hiicresi

GK: Gastrik Kanser

HAT: Histon Asetiltransferaz

HDAC: Histon Deasetilaz

HDGC: Kalitsal Diffiiz Gastrik Kanser

H. pilori: Helikobakter Pilori

HUVEC: Human Umbilical Vein Endotelial Cells
IGF: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
LncRNA: Uzun Kodlama Yapmayan RNA
MDR: Coklu ilag¢ Direnci

MET: Mezenkimal Epitelyal Gegis
MiRNA: mikroRNA

MSI: Mikrosatellit Karasizlik

OLE: Olea europaea Yapraklarindan Elde Edilen Oziit
P-gp: P-glikoprotein

PISK/AKT: Fosfatidilinositol 3-Kinaz
PTEN: Phosphatase ve Tensin

SI: Secicilik Indeksi

SNP: Tek Niikleotit Polimorfizmi

TP53: Tumor Protein P53

TS: Timidilat Sentaz

UICC: Uluslarars1 Kanserle Miicadele Birligi
WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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9. TESEKKUR

Yiksek lisans egitimim boyunca, ders doneminde ve tez calismalarimda destegini
benden asla esirgemeyen, bilgilerini her daim benimle paylasan, her zaman hosgoriilii,
sabirly, kibar ve sevgi dolu olan degerli danismanim olan Prof. Dr. Berrin TUNCA’ya,
tiim egitim hayatim boyunca bilgi ve deneyimlerini sabir ile aktaran, her konuda
hosgoriilii yaklasan sayin hocalarim Prof. Dr. Unal EGELI ve Prof. Dr. Giilsah
CECENER’ e

Tiim tez ¢aligmalarim boyunca bu zorlu siirecte her animda yanimda olan bilgi ve
deneyimlerini higbir zaman esirgemeyen her anlamda tiim kalbiyle destek olan ve
emeklerinin kargiligini asla 6deyemeyecegim ¢ok degerli ekip arkadaslarim Melis
Mutlu’ya, Sec¢il Aksoy’a ve Giilgin Tezcan’a, bu yolda her zaman birlikte miicadele
ettigimiz sevgili dostlarim Ecem Efendi’ye, Dilara Kamer Colak’a, Rasit Cevikalp’e
Ufuk Unal’a ve Havva Tezcan’a ve birlikte ¢aligmaktan mutluluk duydugum Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali asistan, 6grenci ve tiim ¢alisanlarina,

Tiim yasantim boyunca her animda tiim kalpleriyle yanimda olan ve bugiinlere
gelmemde en biiyiik paya sahip olan, tiim olumsuzluklara kars1 yilmadan ¢aligmami
destekleyen her olumsuzluga kars1 benimle birlikte gogiis geren desteklerini her zaman
kalbimde hissettigim canim ailem Annem Aysun Tekin’e, Babam Ismail Tekin’e ve
kardesim Ceyda Tekin’e

sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunuyorum.
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10. OZGECMIS

2014 yilinda Mugla Sitki1 Kogman Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik béliimiine yerlestim. 2017 yilinda Gebze Teknik Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler Genetik Laboratuvarinda stajer olarak gorev
aldim. 2018 yi1linda Mugla Sitk1 Kogman Universitesinden mezun olduktan sonra ayni
sene Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans
egitimime basladim. Halen Uludag Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda
yiiksek lisans egitimime devam etmekteyim.
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