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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
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CLOSTRIDIUM BOTULINUM NOROTOKSIN A’NIN KOLON KANSERIi HUCRE
HATTINDA KALSIYUM SINYALI ARTISI ARACILI OKSIiDATIF STRES,
APOPTOZIS VE TUMOR HUCRE OLUMU UZERINDEKI ETKILERI

Sidika DEMIR

Konya-2024

Clostridium botulinum suslar1 tarafindan iiretilen bir ndrotoksin olan BTX, dogadaki en giiclii biyolojik
toksinler arasindadir. Botulinum nérotoksin tip A (BTX-A), noromiiskiiler kavsaklardan asetilkolin salimimini
inhibe ederek, kas gevsemesi ile néromiiskiiler blokaj tiretir ve g¢esitli ndromuskiler bozukluklarda terapétik
kullanim i¢in onaylanmstir. Kirk yildan uzun siiredir klinik kullanimda olan BTX-A’nin degisik alanlardaki yeni
endikasyonlar iizerinde halen ¢alismalar devam etmektedir.

Botulinum ndrotoksin tip A (BTX-A) kanser hiicreleri tizerindeki etkilerinden dolay1 son zamandaki bazi
caligmalara konu olmustur. TRPM2 katyon kanali oksidatif stres ile aktive olan bir kanaldir. BTX-A tedavisi
TRPM2 aktivasyonu aracili hiicre i¢i serbest kalsiyum iyonu ([Ca*?]i) asir1 artist ve mitokondri membran
depolarizasyonu (MMP) artis1 ile beraberinde zincirleme olaylari baslatmaktadir. Yakin zamanda yapilan
calismalarda BTX-A’nin asir1 [Ca*2]i artisina neden olarak beyin ve meme kanseri hiicreleri 6liimiine neden oldugu
bildirilmistir. Fakat yaptigimiz literatiir taramasinda kolon kanser (CC) hiicrelerinde BTX-A nm asir1 [Ca*2]i artist
aracili oksidatif stres, apoptozis ve timor hiicresi 6liimii tizerindeki etkileri arastirilmamastir.

Bu tez calismasinim amact HT29 CC hiicrelerinde, BTX-A’nin, asirt [Ca*2]i artist aracili oksidatif stres,
apoptozis ve tiimor hiicresi 6liimil lizerindeki etkilerinin arastirilmasidir. Bu proje kapsaminda kontrol HT29
hicreleri ve HT29+BTX-A gruplar olusturulmustur. Kontrol grubundaki hiicreler 24 saat siire ile hiicre kiiltiirii
ortaminda tutulurken, BTX-A grubundaki hiicreler 24 saat sire ile 5 [U/ml BTX-A ile inkiibe edilmistir. Kontrol
grubuna kiyasla HT29+BTX-A grubunda [Ca*?]i, 6lU hiicre orami (propidium iodide/Hoechst), 6lii hiicre sayisi,
debris (6li artik hiicre) miktari, MMP, apoptozis ve kaspaz dizeylerinde (kaspaz -3, -8 ve -9) artis gbzlenirken,
hiicre canliligr miktar1 ve sayisinda azalma gozlenmistir. TRPM?2 kanal blokeri karvakrol inkiibasyonu ile bu
olaylarin tersine dondiigii saptanmigtir.

Sonug olarak, BTX-A tedavisinin TRPM2 kanal aktivasyonu ve [Ca*2]i artis1 ile apoptotik ve oksidan
mekanizmalari artirarak HT29 CC hiicrelerini 61diirdigii gériilmiistiir. Bu aragtirmanin sonuglari ile birlikte, BT X-
A tedavisinin, CC tedavisinde potansiyel bir kaynak olarak daha ileri aragtirmalarda incelenmesi literatiire katki
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Clostridium botulinum nérotoksin A, Kaspaz, Kolon kanseri, TRPM2 kanal.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Institute of Health Sciences
Department of Medical Pharmacology
Medical Pharmacology
Master's thesis

THE EFFECTS OF CLOSTRIDIUM BOTULINUM NEUROTOXIN A ON
OXIDATIVE STRESS, APOPTOSIS AND TUMOR CELL DEATH MEDIATED BY
AN INCREASE IN CALCIUM SIGNALING IN THE COLON CANCER CELL LINE

Sidika DEMIR

Konya -2024

BTX, a neurotoxin produced by Clostridium botulinum strains, is among the most potent biological
compounds in nature. Botulinum neurotoxin type A (BTX-A) is approved for therapeutic use in muscle relaxation
and various types of neuromuscular blockade and various neuromuscular diseases by inhibiting the release of
acetylcholine from neuromuscular junctions. Studies are still ongoing on new indications of BTX-A, which has
been in clinical use for more than forty years, in different fields.

Botulinum neurotoxin type A (BTX-A) has been the subject of recent studies due to its effects on cancer
cells. The TRPM2 cation channel is a channel activated by oxidative stress. BT X-A treatment initiates chain events
with an excessive increase in intracellular free calcium ion ([Ca*?]i) mediated by TRPM2 activation and an increase
in mitochondrial membrane depolarization (MMP). In recent studies, it has been reported that BT X-A causes an
excessive increase in [Ca*?]i, causing the death of brain and breast cancer cells. However, in our literature review,
the effects of BTX-A on oxidative stress, apoptosis, and tumor cell death mediated by excessive [Ca*?]i increase
in colon cancer (CC) cells have not been investigated.

This thesis study aims to investigate the effects of BT X-A on oxidative stress, apoptosis, and tumor cell
death mediated by excessive [Ca*?]i increase in HT29 colon cancer cells. Control HT29 cells and HT29+BTX-A
groups were formed within the scope of this project. While the cells in the control group were kept in the cell
culture medium for 24 hours, the cells in the BTX-A group were incubated with 5 1U/ml of BT X-A for 24 hours.
[Ca*?]i, dead cell ratio (propidium iodide/Hoechst), number of dead cells, amount of debris (dead residual cell),
MMP, apoptosis and caspase levels (caspase -3, -8 and -9) were observed in the HT29+BTX-A group compared
to the control group, while a decrease in the amount and number of cell viability was observed. It has been found
that these events are reversed with the incubation of the TRPM2 channel blocker carvacrol.

As aresult, it was observed that BT X-A treatment kills HT29 CC cells by increasing apoptotic and oxidant
mechanisms with TRPM2 channel activation and [Ca*?]i increase. Together with the results of this research, the
study of BT X-A therapy as a potential source of CC treatment in further research will contribute to the literature

Keywords: Apoptosis, Clostridium botulinum neurotoxin A, Caspase, Colon cancer, TRPM2 channel.
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1. GIRIS VE AMAC

Tedavideki biiyiik ilerlemelere ragmen, kanser dnde gelen Oliim nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir (Mun ve ark., 2018). Kolon ve/veya rektum kanserini kapsayan
kolorektal kanser (CRC), yilda yaklasik 1.4 milyon yeni teshis edilen vaka ile diinya ¢apinda
en yaygin liglincli malignitedir (Kreidieh ve ark., 2020). Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin
yan etki riski oldukca yliksek oldugundan bunun Oniine ge¢cmek ic¢in bircok destekleyici
tedaviye basvurulmaktadir. Destekleyici tedavi, kiir oranini artirmak amaciyla kemoterapdtik
dozlarin artisin1 miimkiin kilmistir. Ancak, bununla da ciddi toksisiteden kaginmak miimkiin

olmamis ve mutlak bir bagar1 saglanamamistir (Keefe ve Bateman, 2019).

Uzun vadeli sagkalim yararlar1 elde etmek icin cesitli molekiiler degisiklikleri veya
kanser hiicrelerini hedefleyen ilag kombinasyonlarina ihtiya¢ vardir (Zugazagoitia ve ark.,
2016). Tedavi kombinasyonlar1 sadece etkinlik acisindan degil, ayn1 zamanda ciddi yan etkileri
onlemek igin toksisite acisindan da ele alinmalidir (Keefe ve Bateman, 2019). Kombinasyon
tedavileri, ilaclara direncli hale gelen kanser hicrelerini kemo-duyarli hale getirmek ve
tiimorlerin tedavisinde ilaglarin performansini artirmak i¢in kullanilir. Kombinasyon tedavileri
ile sitotoksisitenin yiikselmesi, apoptozun artis1 ve olast bir sinerjistik etki miimkiindiir
(Anwanwan ve ark., 2020). Direkt apoptozu hedefleyen ilaglarin, kanser tedavisinde ilag direnci

ile miicadele ettigi diistiniilmektedir (Jiang ve ark., 2020; Tun ve ark., 2019).

Otuz y1l1 agkin bir siiredir, kanser hiicrelerinin apoptoz yoluyla etkin bir sekilde ortadan
kaldirilmasini destekleyen tedavilerin gelistirilmesi klinik onkolojinin hedefleri arasindadir. Bu
programlanmis hiicre 6liimii siirecine, hiicresel stres, DNA hasar1 ve bagisiklik sistemi dahil
olmak iizere bircok faktor tarafindan tetiklenen birka¢ sinyal yolu aracilik eder. Apoptoz
yolaklarinin diger sinyal mekanizmalariyla etkilesimi de hiicre 6liimiinii etkileyebilir. Etkili
proapoptotik ila¢ kesif caligmalari, biyoyararlanim, stabilite, tiimdr penetrasyonu, malign
olmayan dokulardaki toksisite profili, ilag etkilesimleri, ila¢ yan etkileri ve ayrica timor

biyolojisinin anlagilmasini igerir (Carneiro ve EI-Deiry, 2020).

Kesfedilecek yeni ilaclarin kanser tedavisindeki basarisi, normal hiicrelere karsi daha
diisiik toksisite ile baglantili olarak kanser hiicrelerine yonelik spesifik toksisite gdstermesi ile
oOlgtlmelidir. Kanser tedavisinde hiicre 6limu aktivasyonunu devreye sokmak igin, hicre 6lim
yolunu tetikleyen, timdr baskilayici yolaklar1 hedefleyen, direkt tiimorii hedef alan stratejiler
umut verici bulunmaktadir ve kanserin tedavi edilmesi i¢in apoptozun uyarilmasi, mitotik

aktivitenin engellenmesi mantikli bir hedef olarak diisiiniilmektedir (Carneiro ve El-Deiry,



2020; Pistritto ve ark., 2016). Bazi ¢alismalar botulinum nérotoksin A (BTX-A)’nin apoptoza
katkisin1 ortaya g¢ikartmistir (Shebl, 2019; Bandala ve ark., 2015; Bandala ve ark., 2013).
Botulinum toksin (BTX)’lerin farkli kanser hiicre hatlar1 tizerindeki spesifik toksisite,
antimitotik ve proapoptotik etkilerinin, kullandig1 mekanizma ve yollarin ortaya g¢ikarilmasi

i¢cin daha fazla in vivo ve in vitro ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Dogrudan apoptotik yolaklart hedefleyen ilaglarin gelistirilmesi, tedavisi zor tiimorlerde
timor gerilemesine yol acabilir ve bu ilaglarin, onkojenik sagkalim yollarin1 hedefleyen
ajanlarla, imminoterapi ve klasik kemoterapi ve radyoterapi ile kombinasyon halinde
kullanilmasi alternatif bir tedavi sunabilir (Carneiro ve El-Deiry, 2020). BTX’in, timor
biiyiimesini inhibe etme ve neoplastik hiicrelerin apoptozunu destekleme yetenegine sahip
oldugu in vitro prostat (Shebl, 2019; Karsenty ve ark., 2009), meme (Bandala ve ark., 2013),
kolon hiicre hatlarinda (Shebl, 2019) ve rat pankreas hucrelerindeki (He ve ark., 2016)
caligmalar ile desteklenmis ve potansiyel kanser onleyici yonleri arastirmalara konu olmustur
(Grenda ve ark., 2022; Ulloa ve ark., 2015; Nam ve ark., 2012; Vezdrevanis, 2011; Ansiaux ve
Gallez, 2007).

Bircok hayati faaliyetlerimizin gergeklesmesi icin hiicre ici serbest Ca*? ([Ca*?]i)
artisina ihtiya¢ vardir. Kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok kimyasal (6rnegin: rituksimab)
hiicre ici Ca*2 miktarimi artirarak apoptozis olusumu ve tiimor hiicre 6liimiine neden olmaktadir
(Latour ve ark., 2019). BTX-A, dogal olarak bulunan en gii¢lii toksik maddelerden biri olmasina
ragmen, uygun sekilde hazirlandiginda kanser hiicreleri iizerindeki etkilerinden dolayr son
zamanlarda bazi ¢alismalara konu olmustur. BTX-A tedavisi hiicre i¢i asir1 Ca™ ve
mitokondriyal membran depolarizasyonu (MMP) artis1 ile beraberinde zincirleme olaylar
baslatmaktadir (Akpmar ve ark., 2020). Bu zincirleme olaylar beyin timor hiicrelerinde ve
meme kanser hiicrelerinde arastirilmis olmasina ragmen, kolon kanser (CC) hiicrelerinde
yapilmig bir calisma heniiz yoktur. BTX-A’nin, agr1 ve noromiiskiiler bozukluklara kars
terapotik etkilerine ek olarak, gegici reseptor potansiyel (TRP) melastatin 2 (TRPM2) kanal
araciligryla mitokondri reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin Uretimini aktive ettigi ve boylece
ndroblastoma ve glioblastoma tiimor hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu ortaya konmustur
(Martinelli ve ark., 2020; Akpnar ve ark., 2020). Elde edilen sonuglar, timor tedavisinde BT X-
A kullanimi i¢in umut vericidir; ancak bu sonuclari dogrulamak i¢in daha fazla calisma

gereklidir.



Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda BTX-A’nin asir1 hiicre ici serbest kalsiyum iyonu
([Ca*?]i) artisina neden olarak beyin ve meme kanseri hiicreleri dliimiine neden oldugu
bildirilmistir. Fakat yaptigimiz literatiir taramasinda BTX-A nin, TRPM2 aracili asir1 [Ca*?]i
artig1 ile oksidatif stres, apoptozis ve timor hiicresi 61Umu Uzerindeki etkileri CC hiicrelerinde

arastirilmamustir.

Yaptigimiz calismada; Clostridium botulinum suslar tarafindan iiretilen BTX-A'nin
insan CC hiicre hattinda (HT29), [Ca*?]i artis1 aracil1 oksidatif stres, apoptozis ve timér hiicresi

olumdi Gzerine olan etkileri molekuler tekniklerle arastirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, HT29 CC hiicre hatlar1 kiiltiirine BTX-A eklenmesinin hiicre
proliferasyonuna, mitokondriyal oksidatif stres Grtnleri ve bunun sonucunda apoptozis ve
timor hiicre oliimiine etkileri degerlendirilmistir. BTX-A’nin CC hicreleri (izerindeki
gostermis oldugu spesifik toksisite, antimitotik ve proapoptotik etkileri tedavide karsilasilan
sorunlara ¢oziim getirecek bir yaklasim sunmasi agisindan, mevcut ¢aligmalardaki eksikligin
giderilmesine katkida bulunmasi agisindan 6nemlidir.

Calismamizin sonucu ile CC tedavisindeki ekonomik ve sosyal yararlarin yani sira,
potansiyel bir kaynak olarak daha ileri caligmalara katki saglanmasi ve ¢alismamiz yayin haline
getirilerek literatiire kazandirilmasi amaglanmaktadir. [Ca™]i artisinin mitokondri zar
depolarizasyonu artisi, oksidatif stres ve apoptotik yolaklar1 tetikleyerek kanser hiicre
oliimiinde rol oynadig1 gosterilmistir ve elde edilen bu veriler ile kanser hastaligina yonelik

tedavi yaklasimlarina yeni katkilar onerilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, diinya ¢apinda en 6liimciil ikinci hastaliktir (Khan ve ark., 2022). Kanser, hem
erkeklerde hem de kadinlarda tiim 6liimlerin %21'ini olusturmaktadir ve kalp hastaliklarindan
sonra ikinci 6nde gelen 6lim nedenidir; bununla birlikte, 40-79 yas aras1 kadinlar ve 60-79 yas
arasi erkekler arasinda 6liim nedeni olarak one ¢ikmaktadir (Siegel ve ark., 2022). En sik

gorulen kanserler tlkeler arasinda farklilik gostermektedir (World Health Organization, 2023).

Kanser lkemizde de diinyada oldugu gibi 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Kiiresel olarak yaklasik her 6 6liimden biri, ilkemizde ise her 5 6liimden biri kanser
nedeniyledir (World Health Organization, 2023; T.C. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel
Midiirliigii Kanser Dairesi Bagkanligi, 2023).

Hicrelerin proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengenin, tiimorijenik ve metastatik bir
duruma ilerlemesi, ¢coklu anahtar sinyal proteinlerinde mutasyonlarin birikmesini ve daha
agresif hucre fenotiplerinin evrimini ve klonal segimini icerir. Bu olaylar, birgok proteinin
ekspresyonundaki degisikliklerle iliskilidir. Bu tiimorijenez siireci, kanserin dogasina bagl
olarak bir veya daha fazla TRP proteininin degistirilmis ekspresyonunu igermektedir

(Prevarskaya ve ark., 2007).

Kansere  bagli  oOlimlerin ~ %90'!ndan  fazlas1  metastatik  hastaliktan
kaynaklanmaktadir. Metastaz, normal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan onkojenik
hiicrelere doniistiigii, bagisiklik sisteminden kacan, programlanmis hiicre 6liimiine karsi
direngli hale gelen, anjiyogenezi uyaran, kan dolasiminda hayatta kalan ve uzak organlarda
kanserli olusumlara yol agan, dinamik ve ¢ok yonlu bir stirectir. Lokalize hastaligi olan hastalar,
genellikle metastatik hastalar i¢in mevcut olan smirli tedavi seceneklerinden daha diisiik
toksisiteye sahip cesitli tedavi seceneklerine sahiptir. Metastatik kanser igin ilk tedavi yontemi
sistemik kemoterapidir ancak hastalar genellikle organ yetmezligi ve yiiksek enfeksiyon
oranlart gibi ciddi yan etkilere maruz kalmaktadir. Kanser tedavilerindeki son gelismeler,
metastatik kanser icin daha az toksik tedavilere olanak vermektedir. Bunlar arasinda,
immiinoterapiler (6rnegin, pembrolizumab ve margetuximab-cmkb), epigenom degistirici
ajanlar (6rnegin, azasitidin) ve ila¢ konjugatlari (6rnegin, sacituzumab ve govitecan) ile
hastalara daha yuksek bir yasam kalitesi sunabilen, yasam siiresini uzatabilen yeni cerrahi
rezeksiyon teknikleri yer almaktadir. Ancak bu tedavilerin metastatik yayilim tizerinde minimal

etkileri vardir ve hastalik bir siire sonra nuks eder ve ilerler. Kanseri etkili bir sekilde hedef alan


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pembrolizumab
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pembrolizumab
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/conjugate

yeni tedaviler gelistirmenin 6niinde, kanserin mekanizmasinin tam anlamiyla aydinlatilamamis

olmasi biiytik bir engel teskil etmektedir (Castaneda ve ark., 2022; Miller ve ark., 2019).

Kanser tedavisinde sitotoksik ajanlara direng ve kemoterapi toksisitesi gibi bir¢cok sorun
vardir. Onkojenlerin molekiiler hedefleri, timor baskilayict genler ve RNA girisimi izerinde
calisilarak yeni kanser tedavileri genisletilir. Bu tedavilerin amaglar1 arasinda: 1. Hicre
cogalmasinda rol oynayan kinaz inhibisyonu, 2. Kanserde hizli bagisiklik tepkilerinin
iyilestirilmesi, 3. ilaglar konusunda uzmanlasmak, 4. Kanser hiicrelerine ilag verilmesi ve 5.
antikanser ilaglarin yan etkilerinin azaltilmasi yer alir. ilacin inaktivasyonu, ¢oklu ilag¢ direnci,
hiicre 6liimiiniin engellenmesi (apoptoz baskilanmasi), ila¢ metabolizmasindaki degisiklikler,
epigenetik ve ila¢ hedefleri, DNA onariminin arttirilmasi ve kemoterapiye dirence neden olan

gen amplifikasyonu gibi ¢esitli karsit mekanizmalar da vardir (Mansoori ve ark., 2017).

2.2. Kolon Kanseri

Vicudun sindirim sisteminin bir pargasi olan kolon ve/veya rektumda meydana gelen
ve kolondaki normal glandiiler epitel hiicrelerinin yapisinin ve fonksiyonunun ¢esitli genetik ve
fenotipik degisimler ile bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan kanser tiiriine kolon kanseri (CC) (CRC,
rektum kanseri veya bagirsak kanseri olarak da bilinir) denir. Kolonda meydana gelen bu
bozulmalar duzeltilemez/tedavi edilemezse anormal hiicre proliferasyonu ve timér olusumuna
yol acarak CC’ye neden olmaktadir. Daha sonda lenf sistemine ve diger organlara metastaz

yapar (Hossain ve ark., 2022; Peterson, 2014; Calvert ve Frucht, 2002).

CC, karaciger, akciger, overler ve diger mide-bagirsak organlar1 da dahil olmak tzere
viicudun farkli bolgelerine yayilma potansiyeli olan en tehlikeli kanser turlerinden biridir
(Kuppusamy ve ark., 2014). Cogu mutant DNA ile sonuglanan anormal hiicresel molekiiler

degisikliklerin bir sonucu olarak gelisir ve ilerler (Carethers, 2014).

2.2.1. Kolon kanseri risk faktorleri
Yiiksek yag, yiiksek et, diisiik lifli dengesiz bir diyetle, protein fermantasyonunun
proinflamatuar ve proneoplastik 6zellikleri ve safra asidi dekonjuge kalintilar1 baskindir ve bu

da CC riskinin artmasina neden olur (O'Keefe, 2016).

Sigara, sagliksiz beslenme, fiziksel aktivite azlig1 gibi davranigsal ve diyetsel etmenler
ve hava kirliligi gibi ¢evresel karsinojenlere maruziyet kanser riskini arttirmaktadir. Gelir ve
egitim durumu, yasanan bolge, yas, cinsiyet, etnik kdken, irk gibi nedenlerle ayrimciliga

ugrama, saglik hizmetine erisim, savaslar, gocler kanser bakimini etkileyen diger faktorlerden



bazilaridir (Istanbul Tabip Odasi, 2023). Yasam tarz1 ve diyetle ilgili faktorler de CC gelisimine
katkida bulunur (Mishra ve ark., 2013). Birinci derece akrabalarda CRC oykdsu varsa, risk
genel populasyona gore iki kattan fazla artmaktadir (Thanikachalam ve Khan, 2019).

CRC’le iliskili olan durumlar arasinda;

" Afro-Amerikan etnik koken . Alkol kullanimi
" Erkek cinsiyeti . Abdominal radyasyon 6ykusu
. Inflamatuvar Bagirsak hastaligi-Crohn . Akromegali

hastalig " Diabetes Mellitus ve insilin direnci
" Ulseratif kolit " Androjen yoksunlugu tedavisi
. Ureterokolik anastomoz . Kolesistektomi
. Hareketsiz yasam tarzi . Koroner arter hastaligi
. Kirmizi et ve islenmis et ] Obezite sayilmaktadir (Thanikachalam
. Tatdn kullanimi ve Khan 2019).

2.2.2. Kolon kanserinin epidemiyolojisi ve etiyolojisi

CRC, yilda yaklagik 1,4 milyon yeni teshis edilen vaka ile diinya ¢apinda en yaygin
ucuncu malignitedir ve en yiiksek yaygimlik Siyah Alaska yerlilerinde ve en diisiik yaygmlik
Asya/Pasifik Adalilarinda goriiliir. (Khan ve ark., 2022; Kreidieh ve ark., 2020). Yiksek

morbidite ve 6liim orani ile diinyada en sik goriilen malignitelerden biridir (Liu ve ark., 2022).

CC, diinya capinda en sik teshis edilen gastrointestinal sistem kanserlerinden biridir
(Chen, ve Shen, 2020) Amerika'da CC, meme ve akciger kanserinin ardindan Gglncu en yiiksek
insidansa sahiptir ve akciger kanserinden sonra ikinci dnde gelen 61im nedenidir (World Health
Organization, 2023). Kolektomi, kemoterapi ve immunoterapi dahil olmak Uzere tedavilerdeki
gelismeler nedeniyle, CC hastalari i¢in genel 5 yillik goreceli sagkalim orani yaklasik %64'tiir
(Chen ve Shen, 2020).

Kolon ve rektal kanser 6limleri genelde birlestirilir ¢iinkii rektum kanserinden

kaynaklanan ¢ok sayida 6liim yanlis bir sekilde kolon olarak siniflandirilmistir (Siegel ve ark.,
2022).

CRC insidans1 45-50 yaslarina kadar diisiiktiir, ancak yagla birlikte giderek artar ve
erkekler kadinlara gore daha fazla risk altindadir (Tarraga ve ark., 2014). Tiirkiye’de CRC hem
kadinlarda hem de erkeklerde {igiincii siradaki yerini muhafaza etmektedir. Siklig1 erkeklerde

yliz binde 24,8 iken kadinlarda yiiz binde 14,7’dir. Bir yilda yaklagik 18.750 kisiye CRC teshisi
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konulmustur (T.C. Saglik Bakanlig1 Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Kanser Dairesi Bagkanligi,
2023).

Kanser 6liimlerindeki diisiis hiz1, 1990'larin sonlarinda yilda yaklasik %1'den 2000'lerde
yilda %1,5'e ve 2015'ten 2019'a kadar yilda %2'ye yavas yavas ylikselmistir. Genel 6liim
egilimlerinde, sag kalimi uzatan erken teshis ve tedavi ilerlemeleri nedeniyle son yillarda

diistislerin hizlandig1 verilerle ortaya konulmustur (Siegel ve ark., 2022).

2.2.3. Kolon kanserinin siiflandirilmasi
CRC’nin sporadik, kalitsal ve kolitle iligkili olmak iizere ii¢ ana tiirii vardir (Hossain ve
ark., 2022). Birgok CC tiirii olmasina ragmen (6rnegin; leiomyosarkom, lenfoma, melanom,

noroendokrin tiimdrler) en yaygin olanlart adenokarsinomlardir (Peterson, 2014).

CRC i¢in en sik kullanilan evreleme sistemi, 3 temel bilgiye dayanan Amerikan Kanser
Dernegi TNM (primer tumor boyutu (T), bolgesel lenf nodu (N) ve uzak metastaz (M)

sistemidir:

e TUmorln boyutu (T): Kanser kolon veya rektum duvarina ne kadar yayilmis? Bu

katmanlar ig¢ten disa dogru sunlar1 igerir:

o Neredeyse tim CRC’nin bagladigi mukoza tabakasi, buna ince bir kas tabakasi
(muscularis mukoza) da dahildir

o Bu kas tabakasinin altindaki fibr6z doku (submukoza)
o Kaln bir kas tabakas1 (muscularis propria)

o Bag dokusunun ince, en dis katmanlar1 (subseroza ve seroza) kolonun ¢cogunu
kaplar ancak rektumu kapsamaz

e Yakindaki lenf diigiimlerine yayilma (N): Kanser yakindaki lenf diigiimlerine
yayild1 mi1?

o Uzak bolgelere yayllma (metastaz) (M): Kanser uzak lenf diiglimlerine veya
karaciger, akciger gibi uzak organlara yayildi mi1?

Ocak 2018'den itibaren gecerli olan en yeni Amerikan Kanser Dernegi sistemi: T, N ve
M'den sonraki sayilar veya harfler bu faktorlerin her biri hakkinda daha fazla ayrinti saglar
(Tablo 2.1.). Daha yiiksek sayilar kanserin daha ilerlemis oldugu anlamina gelir. Bir kisinin T,
N ve M Kategorileri belirlendikten sonra bu bilgiler, genel bir asamay1 belirlemek igin asama

gruplamasi adi verilen bir siiregte birlestirilir (American Cancer Society, 2023)



Tablo 2.1. Rektum kanserinde TNM evrelemesi

TUMOR

T1 Timdr submukozayi istila etmis

T2 TUmOr muskularis propriay1 tutuyor ancak onu gegmiyor

T3 Tiim6r muskularis proprianin 6tesine mezorektal veya perikolik yag dokusuna
uzantyor

T4 Tiimo6r komsu organlari istila eder veya viseral peritonu deler

NODUL

NO Nodal metastaz yok

N1 1-3 perirektal veya perikolik diigiim

N2 4 veya daha fazla perirektal veya perikolik diigiim

METASTAZ

MX Degerlendirilemiyor

MO Metastaz yok

M1 Uzak metastaz

Primer timor boyutu (T), bélgesel lenf nodu (N) ve uzak metastaz (M) (Gowdra Halappa ve ark., 2012).

Asama gruplamasi ¢ogu kanser tiiriinde oldugu gibi CC’de de bes farkli evreden
olugmaktadir: O, I, I, 11l ve V. Kanserin evresi bize kanserin yerini ve boyutunu, yakindaki
dokularda ne kadar biiylidiigiinii, yakindaki lenf diigiimlerine veya viicudun diger bolgelerine
yayilip yayilmadigimi belirtmekte ve kanser belirteglerinin varligini etkilemektedir. En erken
evre CRC’ye evre 0 (¢ok erken kanser) adi verilir ve daha sonra evre I (1) ile IV (4) arasinda
degisir. Kural olarak say1 ne kadar diisiik olursa kanser o kadar az yayilmistir. Evre IV gibi daha

yiiksek bir say1, kanserin daha fazla yayildigi anlamina gelir (American Cancer Society, 2023).

2.2.4. Kolon kanserinin tam ve tedavi yontemleri
Tiim diinyada kanserin erken teshisi ve tedavisi genellikle bireyin hayatta kalma sansin
artirmaktadir. Ancak gelismekte olan iilkelerde, 6zellikle kirsal alanlarda, cogu insan i¢in etkili

ve modern tan1 yontemlerine ve tesislerine erisim genellikle sinirlhidir (Aiello ve ark., 2019).

CRC ne kadar erken tespit edilirse hastanin hayatta kalma sans1 o kadar fazla olur.
Dolayisiyla tedavi, adenom-karsinom yolu boyunca yapilan miidahalelerden olumlu y6nde
etkilenir (Hossain ve ark., 2022). Kanser olusumuna neden olan risk faktorlerinden kaginarak
kanserlerin %40-50’si 6nlenebilir, erken tan1 ve dogru tedaviyle %65°i tedavi edilebilir. Diinya
kanser epidemisi ile miicadele ¢ok yonliidiir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tiim kanserlerin
%80’ini dogrudan ve dolayli ¢evresel faktorlerle iliskilendirmektedir. Bu nedenle, ¢evresel
faktorlerin kontrolii ve kosullarin iyilestirilmesi; kanser ve kanser oOliimlerinin kontrol
edilmesinde énemlidir (Istanbul Tabip Odas1, 2023). Kanser insidans1 ve 6liim oranlarindaki
diisiise ragmen, yeni kanser ve kansere bagl 6liim vakalarinin toplam sayis1 giderek artmaktadir

(Anaya ve ark., 2011).



Kolonoskopi, CRC’yi teshis etmek igin tercih edilen yontem olmaya devam
etmektedir. Herhangi bir tedaviden once, hastanin CRC'sini evrelemek i¢in gogiis, karin ve
pelvisin kontrastli BT (bilgisayarli tomografi) goruntilemesi gereklidir. Evreleme yaygin
olarak TNM siiflandirma sistemi kullanilarak yapilir. Karsinoembriyonik antijen seviyeleri
gibi tumoér belirteg seviyeleri CRC’de yiikselebilse de, CRC i¢in teshis edici
degildir. Karsinoembriyonik antijen seviyeleri daha ¢ok tedavi sonrasi takipte ve siirveyans igin
bir izleme araci olarak kullanilmaktadir. Karaciger metastazi olan hastalarda anormal olan en
yaygin laboratuvar parametresi, yiiksek alkalen fosfataz seviyesidir. Arka planda karaciger
hastaligi olan hastalarda, karaciger metastazlarinin teshisinde, kontrastli manyetik rezonans

goruntileme daha fazla dogruluk saglayabilir (Thanikachalam ve Khan, 2019).

Kanser tedavisinin amaci, kanseri viicudun geri kalan kismina zarar vermeden tamamen
yok etmektir. Tedavi segimi hastanin durumuna, kanserin yeri ve evresine baglidir (Mishra ve
ark., 2013). Bununla birlikte, CRC’yi 6nlemenin ve toplum genelinde CRC'ye bagl &liimleri
azaltmanin en etkili yontemi, ortalama riskli bireylerin taranmasidir. Bu nedenle ¢ogu Avrupa
iilkesi, Kanada, Kuzey ve Giiney Amerika'nin belirli bolgeleri, Asya ve Okyanusya niifusa

dayali tarama programlar1 baglatmistir (Hossain ve ark., 2022).

Kemoterapiye diren¢ kazanma riski, basta CC olmak {lizere cesitli kanser tiirlerinin
tedavisinde 6nemli bir engel olmaya devam etmektedir. CRC ile ilgili olarak, uyumsuzluk
onarimindaki kusurlar ve degistirilmis timaor protein 53 (p53) aracili DNA hasar sinyali, direng
fenotipini kontrol eden ana faktorlerdir. Ozellikle, p53 inaktivasyonu, kemorezistans ve Kot

prognoz ile iliskili gériinmektedir (Khan ve ark., 2022; Kéberle ve Schoch, 2021).

CC tedavisinin birgok bilimsel ve alternatif yontemi bulunmaktadir. Tedavi denemeleri,
hastalarda kanserin hangi asamada tespit edildigine ve hastalarin yasina bagl olarak (yaslilar
icin sonuclar gen¢ hastalara kiyasla daha kotii olmaktadir) daha yliksek veya daha diisiik
etkinlik gostermektedir (Mishra ve ark., 2013). Bununla birlikte, yasl hastalar i¢in standart
bakim tedavisi, gen¢ popiilasyonda gozlemlenenlere esdeger uzun vadeli sonuglara yol
acar; mevcut veriler, iyi secilmis hastalarda agresif cerrahi ve adjuvan tedavilerin kullanimin

desteklemektedir (Anaya ve ark., 2011).

Kanser i¢gin standart tedavi genellikle radyoterapi, kemoterapi ve cerrahiye dayanir. Bu
tedavilerin diginda, kanser ilerlemesinin tedavisi ve kontrolii i¢in antianjiyojenik ajanlar da

kullanilmaktadir. DSO, diinya niifusunun yaklasik %80'inin geleneksel tedavileri kullandigini
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ileri stirmiistiir. Bu tedavilerden biri de fitomedikal olarak da bilinen fitoterapi, yani bitkilerin
veya bitki Ozlerinin karisimlariin hastaliklarin tedavisinde kullanilmasidir. Genel olarak
sonugclar liziim, soya fasulyesi, yesil ¢cay, sarimsak, zeytin ve narin CC’ye kars1 en etkili bitkiler
oldugunu gostermektedir. Bu c¢alismalarda in vitro ve in vivo ¢alismalar i¢in meyveler,
tohumlar, yapraklar ve bitki kokleri kullanilmistir (Aiello ve ark., 2019). Bu anlamda, dogal
kaynaklardan gelistirilen yeni antikanser ilaglar, geleneksel kemoterapdtik ilaclarin etkinligini
artirabilir (Liberio ve ark., 2013). Su anda diinyadaki birgok arastirmaci, genellikle zehirli olan

bilesiklerin antikanser 6zellik gosterdigini ortaya ¢ikartmustir (Liu ve ark., 2014).

CC tanis1 aninda yaklasik %801 lokalize, %?20'si ise uzak bdlgelere metastaz
yapmustir. Lokal olanlarda hem kolon hem de rektal kanserler icin cerrahi rezeksiyon tek kiiratif
secenek olmaya devam etmektedir. Klinik olarak gizli mikro metastaz, potansiyel olarak
ameliyat bolgesinde meydana gelebilir ve adjuvan kemoterapi, mikro metastazlarin yok
edilmesine yardimci olur. Lokal ileri CRC’ler igin bazen neoadjuvan kemoterapi
endikedir. Lenf diigiimlerini (Evre III ve iistii) veya uzak bolgeleri tutan CC icin kemoterapi,
adjuvan veya palyatif ortamda endikedir. Lokal olarak ilerlemis rektal kanser i¢in cerrahi olarak
cikarildiktan sonra siklikla kemoradyasyon gerekir. Pembrolizumab ile immdunoterapi,
metastatik CRC icin de bir secenektir (Thanikachalam ve Khan, 2019).

Evre 0 ila IIT i¢in tedavi tipik olarak ameliyati igerirken, evre IV ve tekrarlayan CC’nin
tedavisi, hem cerrahiye hem de kemoterapiye dayanmaktadir. Kanser evresine ve hasta
Ozelliklerine bagli olarak, CRC’nin tedavisi igin ¢esitli kemoterapotik ilaglar ve diyetler
Onerilmistir. Bu ilaglar arasinda neoadjuvan tedavilerin temelinde yer alan 5-florourasil ve
I6kovorin ile oksaliplatin (FOLFOX) veya irinotekan (FOLFIRI), bevasizumab, panitumumab
veya setuksimab ile birlikte kullanilmaktadir. Kemoterapinin yan etkileri, saglikli hiicreler
hasar gordiigiinde ortaya ¢ikar. Bu yan etkiler arasinda yorgunluk, bas agrisi, miyalji, mide
agrisi, diyare ve kusma, bogaz agrisi, kan anormallikleri, konstipasyon, sinir sisteminde hasar,

bellek sorunlari, istahsizlik ve alopesi sayilabilir (Neugut ve ark., 2019 ; Aiello ve ark., 2019).

Platin tiirevi ilaglar DNA hasarina yanit olarak hiicrelerde, ya hiicre dongiisii durmasini
indiikleyen ve dolayisiyla DNA onarimini kolaylastiran ya da apoptozu ve dolayisiyla hiicre
oliimiinii tetikleyen gesitli sinyal iletim yollarin1 aktive eder. DNA hasar yanitinin merkezinde
aktive edilen timor baskilayic1 protein p53 vardir. Tiimdr baskilayict protein p53, hiicre
dongiisii durmasi / DNA onarimi veya apoptoz gibi asagi akis olaylarini kontrol eder. CRC’de,

p53 hasar sinyalinin bozulmasi ila¢ direncinin altinda yatan ana etmenlerden biri olarak
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gorinmektedir. CRC gibi sisplatine yanit vermeyen kanserlerde platin bazli kemoterapinin
iyilestirilmesi, yanit vermeyen tiimor hiicrelerinde aktiviteyi koruyan yeni tasarlanmis sisplatin
analoglari ile saglanabilir. Dahasi, sisplatinin DNA hasar sinyalinin biyokimyasal modiilatorleri
ile kombinasyonu, sisplatine direngli tiimor hiicrelerini ilaca duyarh hale getirebilir ve bdylece
kanser tedavisini iyilestirmek icin baska bir strateji saglayabilir (K6berle ve Schoch, 2021;
Yuan ve ark., 2021; Martin ve ark., 2008).

Aiello ve ark. (2019) tarafindan yapilan c¢alismayla tibbi bitkilerin, in vivo modeller
Uzerinde potansiyel olarak CC hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasii engelleyebildigi
gosterilmistir. Birgok ¢alismanin in vivo modellerine ragmen, caligmalar arasinda nadiren
klinik denemeler bulunmaktadir. Aslinda, bitkisel bilesiklerin saflagtirilmast ve bunlarin
etkinliginin uygun in vivo modellerde ve ayrica klinik aragtirmalarda gosterilmesi, CC’yi
kontrol altina alma ve tedavi etmenin alternatif ve etkili bir yolu oldugunu goéstermektedir

(Aiello ve ark., 2019).

Dogal toksinler olarak da bilinen biyotoksinler, bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar tarafindan iretilen toksik maddeleri igerir. Biyotoksinler, farmakolojik
olarak aktif yeni bilesiklerin tasariminda arastirmacilarin dikkatini ¢eken birgcok kimyasal
maddenin dogal bir kaynagi olarak kabul edilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir dizi
calismayla, yilan zehri, ar1 zehri, bazi bakteri toksinleri ve bitki toksinleri gibi biyotoksinlerin
antitimor ajan olarak biiyiik bir potansiyel olusturdugu ve bu nedenle tiimorlere karsi
kemoterapétik ajanlar olarak kullanilabilecegine dair kanitlar ortaya konmustur (Shebl, 2019;
Liu ve ark., 2014). Bircok biyotoksin antitimor aktiviteye sahiptir; bazilar1 timor hiicrelerini
dogrudan 6ldiiriir, bazilar1 timor anjiyogenezini ve timor biyumesini inhibe eder (Orsolic,
2012; Jain ve Kumar, 2012). Anaerobik spor olusturan gram-pozitif Clostridium botulinum
tarafindan tretilen BTX bu toksinlerden biridir (Shebl, 2019).

Nutrasotiklerin CC riskini azaltma ve ilerlemesini yavaslatma potansiyeli oldugu
gosterilmistir. Nutrasotikler, CC ilerlemesini kontrol etmek i¢in alternatif terapdtik ajanlardir.
Nutrasotikler sifali bitkiler, deniz organizmalari, sebzeler ve meyveler gibi cesitli dogal
kaynaklardan elde edilir. Bu diyet maddeleri CC hiicrelerinde normal metabolik fonksiyonu
uyarir ve timor baskilayict genleri ve bagisikligi diizenler. Bu dogal iiriinler, CC hucresindeki
metabolik enzimlerin ve timdr biiylime faktorlerinin asiri ekspresyonunu kontrol eder

(Kuppusamy ve ark., 2014).
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Cevresel faktorler ve beslenme aliskanliklari; kolonik bakteri ve laktobasil
konsantrasyonunu degistirebilir, polip ve kotii huylu tiimoér olusumuna yol agabilir. Bu nedenle

probiyotik alimi, kanser hiicresi gelisimini 6nleyebilir (Kuppusamy ve ark., 2014).

2.3. Apoptoz

Yunanca 'diisen yapraklar' anlamina gelen apoptoz terimi, ilk olarak 1972'de ¢ok hiicreli
organizmalarda meydana gelen bir tiir dogal hiicre 0liimiinii tanimlamak i¢in kullanilmistir
(Giorgi ve ark., 2012). Apoptoz, hiicrenin nihai 6liimiine baglanan karmasik bir olaylar dizisini

iceren koordineli ve genellikle enerjiye baglh bir siirectir (EImore, 2007).

Insan viicudu her giin 10 ila 100 milyar hiicre {iretir ve ayni sayida hiicre viicudumuzdaki
homeostaziyi korumak icin 6lur. Fizyolojik kosullar altinda meydana gelen hiicre 6liimii, doku
homeostazisini koruyan, istenmeyen veya hasar gérmiis hiicreleri uzaklastiran ve daha fazla
biiylime ve farklilasmay1 tesvik eden hiicresel bilesenlerin geri doniisiimiinii saglayan temel bir

surectir (Nagata, 2018; Shalini ve ark., 2015).

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, bir hiicre 6liim seklidir (Karnak ve Xu,
2010). Programlanmis hiicre 6limii kaspaza bagimli ve kaspaza bagimli olmayan olmak iizere
iki genel tiire ayrilir. Apoptoz, kaspaza bagli programlanmig hiicre Olimiiniin en tipik
bicimlerinden biridir (Tian ve ark., 2019); mitokondriyal/i¢sel ve reseptor aracili/dissal yollar
olmak Uzere iki aktivasyon mekanizmasi igerir. Hiicre plazma zar1 reseptorleri, apoptozun
reseptor aracili yolaginda 6nemli bir role sahipken; mitokondri, mitokondriyal yolaginda

merkezi bir role sahiptir (Kahya ve ark., 2017).

Dis uyaranlar, farkli hiicrelerin yiizeyinde bulunan Fas reseptorleri (Fas reseptorii),
0lim reseptori 4/5 (DR4 / DR5), timor nekroz faktor reseptorleri (TNF-R) ve TNF ile iligkili
apoptozu indukleyen ligand reseptorleri (TRAIL-R) dahil olmak (zere 6lim reseptorleri
yoluyla apoptozun dissal yoluna aracilik eder. Hicre ylzeyinde bulunan 6lim reseptorleri

spesifik ligandlartyla etkilesime girer (Kashyap ve ark., 2021).

Apoptozu baslatan i¢sel (mitokondriyal) sinyal yolu; mitokondriyal olarak baslatilan,
hiicre i¢i ¢esitli sinyalleri iireten, dogrudan hiicre i¢indeki hedeflere etki eden ve reseptor aracili
olmayan uyaranlari igerir (EImore, 2007). Mitokondriyal membran (izerinde bulunan, B hticreli
lenfoma gen 2 (Bcl-2) protein aile Gyeleri apoptozun mitokondriyal yolunun 6nemli
duzenleyicileridir. Bu protein ailesi hem Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik molekdilleri

hem de Bax, Bak, Bim, Bid ve Bad gibi pro-apoptotik molekulleri icermektedir. Bu proteinler
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esas olarak mitokondriyal dis membrandaki apoptozu diizenler ve mitokondriyal dis membran
gegcirgenliginin baslatilmasini kontrol eder (Karnak ve Xu, 2010; Kashyap ve ark., 2021). Her
iki yol da, proteinleri ayrim gézetmeksizin parcalayarak hiicre 6liimiine neden olan kaspazlari
aktive eder (Sun ve ark., 2023). Bax ve Bak'in aktivasyonu her iki yolda mimkindir. Asagi
akis proteinleri (Bax, Bak) aktivatordiir ve bir kez devreye girdiginde hiicreyi apoptoza
suriikler. Bax proteinlerinin aktivasyonunun ardindan mitokondriyal sitokrom c¢ salinir, kaspaz

aktivasyonu baslar bunun sonucunda hiicresel bozulma meydana gelir (Zielinski ve ark., 2013).

Apoptoz, hastalik seyrinden sonra bagisiklik tepkilerinde ve hasarli hiicrelerin yok
edilmesinde, savunma mekanizmasi olarak da kilit bir rol oynamaktadir. Farkli hiicrelerde
apoptozu tetikleyebilecek ¢esitli kosullar veya uyaranlar vardir. DNA hasari, hipoksi, serbest
radikaller, oksidatif stres, radyasyon, belirli onkoproteinlerin ekspresyonu, viral enfeksiyon,
glikoz konsantrasyonlarindaki ani degisiklikler, hipertermi, toksinler, toksik kimyasallar ve
kalsiyum iyonundaki artis ile metabolik bozulmalarin tiimii ve daha bir¢cok uyaran apoptoza
aracilik eder. Ek olarak, sitokinler, steroidler ve peptit hormonlar1 gibi hormonal faktorlerin
fazlalig1 veya bunlarin eksikligi de hiicreyi apoptaza siiriikleyebilir. Normal doku esas olarak
hiicre proliferasyonu ile apoptoz arasindaki ince bir denge ile belirlenir (Kashyap ve ark., 2021;
Karnak ve Xu, 2010; Elmore, 2007; Kiess ve Gallaher, 1998).

Mitokondri ve hiicre gelisimi gibi birgok néronal fizyolojik fonksiyon, [Ca*?i
konsantrasyonundaki degisikliklerle tetiklenir. Apoptoz, hipoksi ve enflamasyon gibi ¢esitli
ndrotoksisite fonksiyonlar1 da [Ca*?]i konsantrasyonundaki artisla indiiklenir. Bu nedenle,
kalsiyum kanallarinin modiilasyonu yoluyla [Ca*2]i konsantrasyonunun siki kontrolii,

fizyolojik ve patofizyolojik kosullarin diizenlenmesi i¢in 6nemlidir (Akyuva ve Naziroglu,
2020).

[Ca™]i artisgtnin MMP’ni artirdign iyi bilinmektedir. MMP artis1 3 sonuca neden
olmaktadir; (1) asir1t ROS iiretimi, (2) kaspaz aktivasyonlari, (3) apoptozis gerceklesmesidir.
MMP’deki artis ile birlikte hiicre i¢indeki apoptotik sinyal molekiilleri serbest kalabilir. Bu
durum, hiicrelerin &liim siirecini baslatir ve dokularda, organlarda hasara neden olabilir (Ozsan,

2023; Akyuva ve Naziroglu, 2020; Kahya ve ark., 2017).

Hucredeki apoptozun duzenlenmesinden sorumlu olan genlerden birisi p53'tir.

Hiicrelerde meydana gelen DNA hasar1 p53'e bagimli apoptotik yolu aktive eder. Aktivasyon
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sonras1 p53, antiapoptotik faktorleri baskilarken pro-apoptotik faktorleri aktive ederek

apoptozun yolunu agar (Xu ve ark., 2019).

Yapilan arastirmalar, endoplazmik retikulumun apoptozda da rol oynadigini
gostermistir. Endoplazmik retikulumun icinde proteinlerin fazla birikmesi ve kalsiyum
homeostazinin bozulmasi, endoplazmik retikulum stresini ve dolayisiyla apoptozu tetikleyebilir
(Xu ve ark., 2019).

Kanserlerin ayirt edici bir 6zelligi; apoptotik sinyali, apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu azaltarak ve/veya artan antiapoptotik molekul Gretimi yoluyla hayatta kalma
sinyallerini yikselterek apoptozdan kacma yetenekleridir (Zielinski ve ark., 2013).
Apoptozdaki kusurlar karsinogenezde ve timor ilerlemesinde 6énemli bir rol oynar. Kanser
hlcrelerinde apoptozu indiklemek, ginimizde antikanser tedavi stratejileri arasinda yer
almaktadir (Sun ve ark., 2023; Kashyap ve ark., 2021; Karnak ve Xu, 2010).

2.4. Kaspazlar

Hem mitokondriyal hem de reseptér aracili yolaklar tarafindan tetiklenen apoptozun
ortak mekanizmasi, kaspazlar adi verilen bir grup enzimin zincirleme halde aktivasyonunu
tetikler. Kaspazlar, aspartat kalintilarindan hiicre i¢i proteinleri kesen, programlanmis hiicre
6lumu ve enflamasyonda 6énemli rol oynayan, 15 tyeli, 6zgul, sistein proteaz ailesidir. Kaspaz
kelimesi (sistein bakimindan zengin aspartat kalintilar1, Cysteine-rich aspastate protease), bu
proteazlarin enzimatik karakterini ifade eder (Zhou ve ark., 2018; Seaman ve ark., 2016
Chowdhury ve ark., 2008). Kaspazlar; apoptoz, piroptoz, nekroptoz ve otofajinin aracilik ettigi
hicre 6liminde rol oynar. Kaspaz fonksiyonu hiicre 6liimiiyle sinirli degildir. Kaspazlarin
apoptotik olmayan rolleri arasinda proliferasyon, tiimor baskilanmasi, farklilasma, sinir

gelisimi ve akson rehberligi ve yaslanma yer alir (Shalini ve ark., 2015).

Kaspazlar, apoptozda (kaspaz -2, -3, -6, -7, -8, -9, -10 ve -11) ve inflamasyonda (kaspaz-
1, -4, -5, -12) gbrev alan onemli bilesenlerdir. Apoptozda yer alan kaspazlarda, etki
mekanizmalaria gore iki tiir kaspaz tanimlanmustir: baslatic1 kaspazlar (kaspaz -2, -8, -9, -10
ve -11) ve efektor/uygulayict kaspazlar (kaspaz -3, -6 ve -7) (Xu ve ark., 2019; Mcllwain ve
ark., 2013).

Genel olarak, bu enzimler inaktif bir formda sentezlenir ve prokaspaz olarak adlandirilir.
Bunlarin aktive olabilmesi i¢in aspartat kalintilarindan kurtulmasi gerekir. Kaspazlar aspartat

kalintilarin1 kesen ana enzimler oldugundan; aktive olan kaspazlar, diger kaspazlarin aspartat
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kalintilarin1 keserek ve onlar1 aktive ederek apoptoz igin gerekli zincir reaksiyonunu baslatir
(Mcllwain ve ark., 2013; Green, 2022). Baslatic1 kaspazlar, mitokonriyal veya reseptor aracili
apoptoz yolu araciligiyla etkinlestirildikten sonra efektdr kaspazlarin aktivasyonuna aracilik

ederler (Shalini ve ark., 2015).

Reseptor aracili apoptozun arkasindaki mekanizma, oncelikle Fas/TNF-R gibi 6lim
reseptorlerinin spesifik ligantlar1 araciligiyla aktivasyonudur. Bu islem 6liim alani igeren
proteinler (DISC) tarafindan kompleks olusumuna, daha sonra apoptozu baslatan kaspaz -8'in
aktivasyonuna yol acar. Kaspaz -8, efektor kaspazlarin dogrudan aktivasyonuna yol agar;
ayrica, Bid'i bolerek sitokrom c salinimina neden olur. Daha sonra, kaspaz -9 iizerinden dolayli
olarak mitokondriyal mekanizmada kaspaz- 3’ii aktive eder ve bu, apoptozu daha da gu¢lendirir
(Guveng ve Guveng, 2017; Shalini ve ark., 2015; Zielinski ve ark., 2013).

Mitokondriyal apoptoz, p53'Un ve Bax, Bak gibi pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin
aktivasyonuna ve sonug olarak hiicre 6limune neden olabilecek bir uyaranla baslatilir. Bu uyar1
mitokondriyal dis membran gecgirgenligine ve apoptozom adi verilen 6liime neden olan bir
platformun aktivasyonuna yol acgar. Bunu takiben kaspaz -9 bolunir ve kaspaz -3 gibi diger
efektor kaspazlart aktive eder. Sitokrom ¢ salinimi, apoptozu indiikleyen faktor ve kaspazin
ikinci mitokondri tiirevli aktivatorii (SMAC) gibi apoptojenik faktorlerin salinmasiyla
baglatilir. Bu faktorler ya dogrudan kaspazlari aktive eder ya da apoptoz proteinlerine
baglanarak kaspaz aktivitesini arttirir. Alternatif olarak kaspaz -2, DNA hasarini takiben aktive
olur (Shalini ve ark., 2015; Zielinski ve ark., 2013).

Temel olarak tlimorler, proliferatif aktivitedeki kontrolsiiz artis nedeniyle ortaya ¢ikar,
ancak bunun nedeni ¢ok faktorludir. Hiicre sayisinin artmasinin en olasi nedeni hiicrelerin
0lim yolaklarindaki kontrol kaybidir. Hlcre 6limunde dnemli rolleri olan birgok gen, timor
baskilayici fonksiyona sahiptir. Kromozomal translokasyon ve gen amplifikasyonu nedeniyle
Bcl-2'nin aktivasyonu, kaspaz aktivasyonunu bloke eder ve Hodgkin disi lenfoma ve kuguk
hiicreli akciger kanserlerinde siklikla tespit edilir. Kanser terapotikleri olarak Bcl-2
proteinlerini hedef alan ¢esitli klinik ¢alismalar devam etmektedir (Shalini ve ark., 2015).

Anti-apoptotik proteinler, kaspaz aktivitesini inhibe ederek veya niikleer faktor-kappa B
(NF«xB) sinyal yollarini hedef alarak apoptozu baskilar. Kaspazlar hiicre 6liimiinii tesvik eder
ve bu nedenle kaspaz kaybinin tiimor gelisimini tesvik etmesi beklenir. Ancak bunlar ayni
zamanda proliferasyon, invazyon ve migrasyonu etkileyerek apoptotik olmayan yollardan

tiimor olusumunda da rol oynarlar (Shalini ve ark., 2015).
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Apoptozun genel 6zelliklerine kaspaz -3 substratlarinin aracilik ettigi diistintilebilir
(Nagata, 2018). Kaspaz -3’iin, baslatici kaspaz -8 veya kaspaz -9 tarafindan aktivasyonu sonucu
hicre igindeki birgok 6nemli proteini pargalayarak apoptoza yol agan prototip bir apoptotik
uygulayict oldugu gosterilmistir (Zhou ve ark., 2018). Kaspaz -3 gibi baz1 kaspazlar, 6nemli
otofajik proteinlerin boliinmesine aracilik eder ve bdylece dolayli olarak otofajiyi de kontrol
eder (Shalini ve ark., 2015). Apoptozun biyokimyasal parametreleri, kaspaz inhibitorlerinin
varliginda, apoptoz indiiklenirse kaybolur; bu da, apoptoza aktif kaspazlarin aracilik ettigini

gosterir (Nagata, 2018).

Sitotoksik ilaclar, radyoterapi veya imminoterapi dahil olmak tzere birgok antikanser
tedavisi, kaspaz 3'0 aktive ederek timaor hiicresi 6limune neden olabilir. Bu nedenle kaspaz 3
aktivasyonu, ¢ok sayida aragtirmaci tarafindan kanser tedavisinin etkinligi i¢in bir ikame
belirte¢ olarak kullanilir. Kaspaz -3, sitotoksik ilaclara, radyoterapiye veya imminoterapiye
hiicresel maruz kalma sirasinda aktive olan apoptozun ana aracist oldugundan, kanser
tedavisinin etkinliginde 6nemli bir belirtegtir. Bununla birlikte, son raporlar kaspaz -3'iin ayni
zamanda tumor nuksetmesi ve timor anjiyogenezinin desteklenmesi gibi apoptotik olmayan
rollere de sahip oldugunu gostermektedir (Flanagan ve ark., 2016; Liu ve ark., 2015; Kurtova
ve ark., 2015).

2.5. Oksidatif Stres ve Ca*
Bir veya daha fazla eslenmemis elektron ciftine sahip olan ve bagimsiz olarak varligini
strdiiren kimyasal maddelere serbest radikal denilmektedir. Oksijen metabolizmasi sirasinda

serbest radikallere genellikle reaktif oksijen tiirleri (ROS) denir (Phaniendra ve ark., 2015).

Tablo 2.2. Hiicre ici temel reaktif oksijen tirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Siperoksit anyonu (O2™) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil radikali (OH") Hipoklorik asit (HOCI)
Hidroperoksil radikali (HO>") Peroksinitrit (ONOO")
Peroksil radikali (RO.’) Singlet oksijen (O5)
Alkoksil radikali (RO") Ozon(03)

Hiicre i¢i ROS iki grup altinda toplanir radikaller ve radikal olmayanlar (Phaniendra ve ark., 2015).

Hidrojen peroksit (H203), aerobik organizmalarda en ¢ok bulunan ROS'lardan biridir ve
hem potansiyel bir toksik ajan hem de sinyallemede merkezi rol oynayan bir bilesendir. H2O»,
diger ROS molekiillerine kiyasla in vivo olarak nispeten kararlidir. H202, diger redoks
sistemlerini dogrudan etkileyerek; hiicre gelisimini, hiicre ¢ogalmasini, hiicre Sliimiinii ve

sinyal iletimini dizenlemektedir. H2O> dahil tiim ROS, apoptozu ve hiicre ¢ogalmasini
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tetikleyerek gelisimsel kontrolde rol oynar. H2O2, hem otokrin (hiicre ici dahil) hem de parakrin
(hiicreler arasi) sinyal olarak c¢esitli hiicresel islemlerde bir sinyal molekiilii olarak gorev yapar.
H20,, bir dizi farkl1 hiicre tipinde hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonlarinda degisiklikleri baslatabilir.
H20z2'nin Ca'™ iyon akisini, protein modifikasyonlarin1 ve gen ekspresyonunu tetikleyen
translokasyon yapan haberci gorevi gordiigii bildirilmistir. In vitro deneylerde oksidatif stres
ajan1 H20; uygulamasinin hiicre i¢ci ROS diizeyini nasil etkiledigi, hiicre i¢i ROS miktarinin

fluorometrik olarak 6lgilmesi ile belirlenmistir (Katerji ve ark., 2019; Bienert ve ark., 2006).

Oksidatif strese esas olarak endojen pro-oksidatif enzimlerin (NADPH oksidaz, ksantin
oksidaz veya mitokondriyal solunum zinciri gibi) ve anti-oksidatif enzimlerin (stperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, heme oksijenaz, tioredoksin peroksidaz/peroksiredoksin,
katalaz ve paraoksonaz gibi) aktivitesi arasindaki dengesizlik neden olur (Férstermann, 2010).
Oksidatif stres, hiicrelerde ROS olusumunun artmasi ve antioksidan savunmanin zayiflamasi
sonucu ortaya ¢ikan bir durumdur (Ozsan, 2023). Antioksidan savunmanin ana islevi agirt ROS
olusumunu 6nlemek ve oksidasyon-rediksiyon (redoks) dengesini stirdirmektir (Moloney ve
Cotter, 2018). Bu redoks dengesini bozan ajanlar da ROS birikimine neden olarak hticresel
hasara yol acabilir (Wang ve ark., 2013)

Mitokondri, ROS dretiminin ana kaynagidir. ROS, mitokondriyal enerji metabolizmasi
ve fagositik fonksiyonlar gibi fizyolojik fonksiyonlar sirasinda iretilir (Akyuva ve Naziroglu,
2020; Ovey ve Naziroglu, 2015). Mitokondriyal disfonksiyon, enerji iiretiminin azalmasina,
hiicrelerin enerji ihtiyaglarin1 karsilamakta zorlanmasina, hiicresel islevlerin bozulmasina,
oksidatif stresin artmasina, hiicre i¢i ve hiicreler arasi iletisimde aksakliklara neden olur.
Mitokondriyal depolarizasyondaki ardisik artis, daha fazla ROS iiretimini indiikler ve Ca*?
homeostatik mekanizmalarini, &zellikle voltaj kapili Ca*? kanallarim bozar. Bu durum;
hiicrelerin normal iglevlerini yerine getirememesine, protein ve lipid peroksidasyonuna neden
olabilir. Hiicresel strese bagl olarak apoptozun mitokondriyal yolag: aktive edilir, akabinde
proteinler ayrim gozetilmeksizin pargalanarak hiicre 6liimiine neden olan kaspazlar aktive

edilir. Siddetli mitokondriyal hasar durumunda, hiicrelerde apoptozis denilen programlanmig

hiicre 6limi meydana gelir (Sun ve ark., 2023; Ozsan, 2023; Kahya ve ark., 2017).

Diisiik ROS konsantrasyonlari, hiicre i¢i sinyallemede ve patojenlere kars1 savunmada
vazgecilmez bir role sahipken, daha ylksek miktarlarda ROS, artrit, kanser, diyabet,
ateroskleroz, iskemi, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, multipl skleroz gibi

norodejeneratif, bagisiklik ve endokrin fonksiyonlardaki bozulmalar dahil olmak (zere bir dizi
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hastaligin oraya ¢ikmasinda rol oynar (Moloney ve Cotter, 2018; Rajendran ve ark., 2014).
Serbest radikaller normal insan kolonosit aktivitesini artirabilir ve kolon poliplerinin

olusumuna neden olabilir (Kuppusamy ve ark., 2014).

Yiiksek ROS seviyelerinin onkogenik oldugu, DNA'ya, proteinlere ve lipitlere zarar
vererek timor olusumunu tesvik ettigi distinilmektedir. ROS ayrica kanserde sinyal
molekdlleri olarak da gorev yaparak pro-timarijenik sinyalleri aktive edebilir, hiicrenin hayatta
kalmasin1 ve ¢ogalmasini artirabilir ve DNA hasarim1 ve genetik dengesizligi tetikleyebilir.
Anormal hiicre bliyiimesine, metastaza, apoptoza kars1 dirence, anjiyogeneze ve bazi kanser
tiirlerinde farklilagsma bloguna katkida bulunur. Bunun yan1 sira ROS, anti-timdorijenik sinyali
de destekleyerek oksidatif stresin neden oldugu tiimor hiicrelerinde apoptoza katkida
bulunabilir. Tumor hucreleri, yliksek ROS duzeylerini detoksifiye etmek, bir redoks dengesi
olusturmak ve ayn1 zamanda pro-tiimorijenik sinyallemeyi ve apoptoza kars1 direnci korumak

icin ylksek duzeyde antioksidan protein eksprese eder (Moloney ve Cotter, 2018).

Asir1 ROS iiretimi veya enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemlerin
azalmig aktivitesi nedeniyle oksidatif stres; kontrolsiiz hiicre biiylimesine ve lipitler,
karbonhidratlar ve proteinlerin oksidasyonuna yol acan redoks duyarli sinyal yollarinin
aktivasyonu yoluyla cogu zaman c¢esitli kanserlerin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynar. Bu
ylizden oksidatif stres, hem genetik hem de metabolik hiicre hasarindaki rolii gbz Oniine

alindiginda ana kanser arastirma konularindan biridir (Tirendi ve ark., 2023).

Istirahat halindeki bir hiicrede [Ca*?]i konsantrasyonu yaklasik olarak 50-100 nM
civarindadir (Saygin ve Naziroglu, 2012). Birgok hayati faaliyetlerimizin ger¢eklesmesi i¢in
[Ca*?]i artisia ihtiyag vardir. [Ca*?]i homeostazindaki artislar, mitokondriyal ROS iiretimi de
dahil olmak iizere birden fazla Ca*™ bagimli yolu aktive eder. Patofizyolojik kosullarda asiri
[Ca*?]i akis1 aracili yogun oksidatif stres olusumuna, ardindan katyon kanallarmin aktivasyonu
yoluyla néronal ve hiicresel hasara neden olur (Naziroglu, 2022). Bununla birlikte, [Ca*?]i
konsantrasyonlarindaki asir1 artis, mitokondride ¢ok fazla [Ca*?]i biriktirerek Kaspaz -3/-9
yolaklarimin asir1 aktivasyonuna yol agar (Naziroglu ve Liickhoff, 2008; Hara ve ark., 2002).
Ca*2, ROS iiretimini artirabilirken; ROS, hiicreye Ca*? akisim ve hiicre ici Ca*? depolarini
onemli 6lciide etkileyebilir (Magenta ve ark., 2016). Iyon kanallariyla hiicreye diizensiz Ca*?
girisi MMP’yi artirmakta ve hiicrenin depolarize olmasini saglamaktadir. MMP artis1 ise hiicre
ici ROS (cROS) iiretimini arttirmaktadir (Martinelli ve ark., 2020; Akpinar ve ark., 2020).
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Kemoterapétik ajanlarm hiicredeki serbest oksijen radikalleri tarafindan hiicre i¢i Ca*?

seviyelerini arttirdig1 ve oksidatif strese yol agtigi bilinmektedir (Latour ve ark., 2019).

Hicrelerdeki ROS'u temizlemek, hiicreleri zararhi etkilerinden korumak ve bdylece
hiicresel redoks homeostazisini siirdiirmek i¢in ¢esitli hiicre i¢i savunma sistemleri mevcuttur
(Dawane ve Pandit, 2012). Glutatyon (GSH) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
antioksidanlar, mitokondride ROS Uretimini temizlemede 6nemli bir role sahiptir. Bu nedenle,
GSH, GSH-Px ve ilgili enzimlerin, hucreleri tehlikeli ROS'tan korumada kritik roller
oynadigina inanilmaktadir (Kahya ve ark., 2017).

2.6. TRP Katyon Kanallarn

TRP kanallari ilk olarak 1989'da 1518a anormal bir yanit sergileyen Drosophila tiirii sirke
sineginde ve birkag y1l sonra da memelilerde kesfedilmistir. 1997'de, TRP kanali siiper ailesinin
bir tiyesi olan (simdi omurgalilarda ve omurgasizlarda 60'tan fazla tiyesi olan ancak bakteri ve
bitkilerde bulunmayan) TRPV1 (gecici reseptor potansiyel vanilloid-1)'in, daha sonra kapsaisin
reseptorii olarak adlandirilan aci biberin keskin bilesenlerine yanit verdigi bulunmustur. O
zamandan beri, bu bilimsel alanda arastirmalar hiz kazanmistir (Gees ve ark., 2012; Liedtke ve
Heller, 2007). TRP kanallar1, duyusal noronlarda yer alan, secici olmayan bir grup katyon
kanalidir (Naziroglu ve Ozgiil, 2012; Liedtke ve Heller, 2007)

Memeli genomlari, genellikle Na* ve Ca*? gecirgenligine sahip ¢ok cesitli homo veya
hetero-multimerik katyonik kanallar olusturabilen proteinleri kodlayan 28 homolog gen
icermektedir (Sekil 2.1.). TRP katyon kanallari alt1 alt iiyeden olusur: TRP ankyrin (TRPA;
TRPAZ1), TRP kanonik (TRPC; TRPC1-7), TRP melastatin (TRPM; TRPM1-8), TRP polisistin
(TRPP; TRPP2, TRPP3, TRPP5), TRP mukolipin (TRPML; TRPML1-3) ve TRP vanilloid
(TRPV; TRPV1-6) (Santoni ve ark., 2015).
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Sekil 2.1. TRP kanallar st ailesi. TRP kanonik (TRPC) alt ailesini iceren 7, TRP vanilloid (TRPV) alt ailesi 6,
TRP melastatin (TRPM) alt ailesi 8, TRP polisistin (TRPP) alt ailesi 3, TRP mukolipin (ML) alt ailesi 3 ve TRP
ankyrin (TRPA) alt ailesi 1 {iyeden olusur (Naziroglu, 2012).

TRP katyon kanalr aile tiyeleri farkli aktivatorler tarafindan etkin hale getirilir. Bazilari
sicaklik, koku, tat, pH, ozmotik basing, oksidatif stres ve mekanik uyarim gibi fiziksel ve
kimyasal uyaranlara karsi direkt cevap verirken bazilari ise dolayli olarak fosfolipaz c
mekanizmasinin aktiflestirilmesiyle reseptorlerin uyarilmasini takiben cevap olusturmaktadir

(Duitama ve ark., 2020; Nilius, 2007).

Polimodal sensorler olarak islev géren TRP katyon kanallari, alti transmembran
segmentine (S1-S6) ve S5 ile S6 arasinda katyon gecirgen bir gozenek bolgesine sahip
membran proteinleridir. Farkli TRP'ler farkli katyon segiciligi goOsterir ve farkli gecit
mekanizmalar1 icerir. Bu kanallar; membran depolarizasyonu, ligand baglanmasi veya G-

proteinine baglh proteinlerin aktivasyonu sonucu agilabilir (Santoni ve ark., 2015).

Farkli fizyolojik ve patolojik stireclerde, hiicresel sinyal kaskadlarmin ve nérosensor
streclerinin sinyal iletiminde kritik islevlere sahiplerdir (Santoni ve ark., 2015; Liedtke ve
Heller, 2007). Sicaklik, koku, tat, agr1i, mekanik sinyallerin algilanmas1 gibi duyusal islevlerde
yer alirlar ve "geleneksel tipta" kullanilan bir¢ok dogal bilesige yanit verirler. TRP kanallari,
ndrotransmitter salinimindan gen transkripsiyonuna ve hiicre 6liimiine kadar birgok olay1
kontrol eden Ca*? sinyal iletiminde ana oyunculardir. Hiicre i¢i Ca*?, reseptor stimiilasyonu ve
Ca*2 bagimli protein fosfataz gibi enzimler yoluyla TRP kanallarinin aktivasyonunda gorev alir;
bu nedenle oksidatif stres ve apoptozda 6nemli bir rol oynar. Bu yizden bazi1 TRP kanallarinin

oksidatif stres icin molekiiler bir sensore sahip olabilecegi varsayilmaktadir. Epitelyal Ca*? ve
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Mg*? yeniden emilimi ve lizozomal pH regiilasyonu gibi bircok homeostatik fonksiyonlarda da
rol oynarlar (Guler ve Ovey, 2018; Marsakova ve ark., 2017; Naziroglu, 2012; Nilius, 2007).

En az sekiz TRP kanalinin (TRPM2, TRPM7, TRPCS5, TRPV1, TRPV3 ve TRPV4,
TRPM6 ve TRPM7) artan kanal aktivitesi ile oksidatif strese yanit verdigi (Naziroglu, 2012),
ayrica TRP katyon kanallarinin, pro-interlokin-1p sitokinini olgun interlokin-1B’ya bdlen olgun
kaspaz -1'1 olugturmak i¢in hem NFxB hem de prokaspaz -1 aktivasyonu yoluyla dogustan gelen
bagisikliga miidahale ettigi bulunmustur (Santoni ve ark., 2015).

2.6.1. TRPM katyon kanah

TRPM kanal ailesi, biyofiziksel ve fizyolojik Ozellikleri g6z Oniine alindiginda
birbirinden farkli 8 alt tiyeden olusur ve bu sekiz Uye dizi homolojisine dayanarak 4 ana gruba
ayrilir. Bunlar TRPM1/3, TRPM6/7, TRPM4/5 ve TRPM2/8°dir. TRPM kanal ailesi hemen
hemen her dokuda bulunur ve 3 temel kisimdan olusur: N terminali, C terminali ve
transmembran bolgesi. Katyon gegirgen kanali transmembran bdlgesinde bulunur, alti segment
pargasindan olusur (S1-S6). S5 ile S6 arasinda katyon gecirgen bir gézenek bolgesi yer alir. N
terminal bolgesi tim TRPM ailesinde ayn1 yapiya sahiptir. TRPM katyon kanallar1 Ca*? ve
Mg*?a kars1 oldukga degisken gegirgenlik sergiler. Bu nedenle Ca*? kanali yerine katyon kanali

olarak adlandirilir (Santoni ve ark., 2015; Saygin ve Naziroglu, 2012).

TRPM katyon kanallar1 arasinda, TRPM1 bir tiimor baskilayici olarak islev gortir;
TRPM3, amiyotrofik lateral sklerozun etiyolojisinde rol oynar; TRPM2, TRPM4 ve TRPM5
yliksek sicakliklara duyarlidir. TRPMS ise soguga duyarlidir ve sicaklik yaklasik 20 °C'nin
altina distiigiinde etkinlestirilir (Santoni ve ark., 2015).

2.6.2. TRPM2 katyon kanal

TRP katyon kanallari ailesinin bir {iyesi olarak TRPM2 1998'de, ilk tyesi (melastatin)
kanser hiicrelerinde kesfedilmistir ve ilk olarak TRPC7, daha sonra LTRPC2 olarak
adlandirilmis, son olarak da TRPM alt ailesinin bir tiyesi oldugu kabul edilmistir. TRPM2; Na,
K* ve Ca*?iyonlarina gegirgen, secici olmayan bir katyon kanalidir (Saygin ve Naziroglu, 2012;
Kihn ve ark., 2005; Pedersen ve ark., 2005).

Hicrelerdeki ana endojen gecit molekili adenozin difosfat (ADP) riboz (ADPR)’dur
(Sun ve ark., 2012). TRPM2’nin C terminalinde bulunan, oksidatif stres drinlerinin
baglanmasindan sorumlu olan ve TRPM2 kanallarinin aktivasyonunda rol oynayan ADPR,

pirofosfataz enzimine sahiptir; bu 6zellik onu benzersiz kilar (Naziroglu ve Liickhoff, 2008;
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Hara ve ark., 2002). Ayrica, TRPM2’nin C terminalindeki enzimatik bolgede, ADPR’ye
baglanabilen ve hidrolize edebilen Nudix hidrolaz 9 homoloji (NUDT9-H) bulunmaktadir.
ADPR'nin NUDT9-H'ye baglanmasi kanali aktive ederek katyonlarin elektrokimyasal
gradyanlarindan asag1 gecisine izin verir. TRPM2 bir plazma zar1 katyon kanali oldugundan,
TRPM2 acildiginda Ca*? ve Na* hiicreye akacaktir (Naziroglu, 2012; Fliegert ve ark., 2007).
TRPM2'nin, Ca*? akisim1 ve Ca*? aracili hiicre reaksiyonlarmi indiikleyen yeni bir sinyal
sisteminin parcasi olarak ADPR iceren sinyal yollarinda kilit oyuncu olarak potansiyel rolii

bulunmaktadir (Kihn ve ark., 2005).

TRPM2 katyon kanallar1 oksidatif stres ile kontrol edilebilir ve TRPM2'den Ca*? girisi
oksidatif stres tarafindan indiiklenebilir (Ovey ve Naziroglu, 2015). TRPM2’nin hiicresel
redoks durumunun bir sensérii olarak islev gordiigii ve oksidatif stres/ROS ve TNF aracili Ca*?

akis1 ve hiicre dliimiinde rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (Pedersen ve ark., 2005).

TRPM2 Kkatyon kanali, yiiksek Ca*? diizeyi (1pM) ile iliskili olarak DNA hasar1 sonucu
ortaya ¢ikan ADPR, 1s1 degisikligi ve H202 tarafindan aktive edilir (Saygin ve Naziroglu, 2012;
Wehage ve ark., 2002). TRPM2’nin spesifik antagonistleri heniiz kesfedilmemistir. N-(p-
amilsinnamoil) antranilik asit (ACA), aminoetoksidifenilboran ve karvakrol (CARV) gibi bazi
kimyasallar TRPM2'nin spesifik olmayan antagonistleridir (Naziroglu, 2022: Kraft ve ark.,
2006). ADP, steroidal olmayan antienflamatuar bilesik flufenamik asit ve antifungal
imidazoller, klotrimazol ve ekonazol gibi organik maddeler tarafindan basarili bir sekilde inhibe

edildigine dair bazi raporlar vardir (Clapham, 2007; Kuhn ve ark., 2005).

Oksidatif stresin deneysel bir paradigmas: olan H202 ayni zamanda gekirdekte veya
mitokondride ADPR olusumunu da indiikleyebilir. Hlcrelerin H2O2’ye maruz kalmasi, serbest
radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin benzer sekilde aracilik edebilecegi oksidatif stres i¢in
deneysel bir model olarak diisliniilmelidir. Bu nedenle, H2O, ile TRPM2 kanali, oksidatif
stresin spesifik, Ca*™? bagimli hiicre reaksiyonlarin indiiklemek icin Ca*? giris yolunu kontrol
ettigi bir sinyal olusturabilir. Slperoksit anyonlari, diger serbest radikaller ve H2O2, “oksidatif
patlama” sirasinda hiicrelerin etrafinda yiiksek konsantrasyonlarda birikir. Bu artis, [Ca*?]i ve
oksidatif patlamanin indiiklenmesi i¢in destekleyici bir sinyaldir. H2O- tarafindan tetiklenen
Ca*? akisinin, Ca*? bagimli hiicre aktivasyonunu artirarak sirecin geri déniisiimsiizliigiine

katkida bulunmasi beklenebilir (Kthn ve ark., 2005).
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Hiicre ici Ca*™, TRPM2'nin énemli bir modiilatorii ve kofaktorii gibi goriinmektedir,
¢lnki artmis [Ca*?]i, TRPM2'nin ADPR'ye duyarliligmi énemli 6lgiide artirabilir (Kolisek ve
ark., 2005). TRPM2nin ADPR aktivasyonu, [Ca*?]i ve 6nemli bir ROS olan H.0; ile
gugclendirilir. Giglendirme etkisine ek olarak, H202, TRPM2 aktivitesini dogrudan uyarabilir.
TRPM2 asir1 ekspresyonunun H;O; kaynakli apoptotik hiicre 6liimiinii siddetlendirdigi ve
TRPM2 aktivitesinin kaspaz -3, kaspaz -8 ve kaspaz -9’u uyardig: bildirilmistir. Bu bulgular
1is1¢inda, TRPM2 kanalinin H2O'ye yamt olarak hiicrelere agir1 Ca*? akisina aracilik ettigi ve
cesitli hiicre tiplerinde ROS'un neden oldugu apoptotik hiicre 6liimiine katkida bulundugu
gosterilmistir (Sun ve ark., 2012).

TRPM2 kanalinin tiimor ve bagisiklik sistemi hiicrelerinde hiicre gogl (migrasyon) ve
hiicre 61Um0 tizerinde 6nemli etkileri oldugu; apoptozun tiim molekiiler yolaginda, hiicre igi
Ca*? seviyesinin ve mitokondriyal membran depolarizasyonunun artisina yol agarak nemli bir
rol oynadigi bildirilmistir (Guler ve Ovey, 2020; Guler ve Ovey, 2018). Kaya ve ark. (2023)
tarafindan fareler tizerinde yapilan ¢alismada, CC hiicrelerinde TRPAL1, TRPM2 ve TRPV1

kanal aktivasyonlarinin, apoptotik ve oksidan etkilerin artmasina neden oldugu gosterilmistir.

2.7. Botulinum Norotoksin
BTX ilk olarak 1820'de J. Kerner tarafindan yapilan, Botulizm vakalarindaki
semptomlarin, sosis zehirlenmesine bagli olabilecegini arastirdigi bir calismada fark edilmistir.

J. Kerner, BTX’in bu etkisinin terapdtik amagla kullanilabilecegini 6n gormiistiir (Scott, 2004).

Genelde BTX olarak bilinen Clostridium botulinum ekzotoksininin, Van Ermengem
tarafindan 1897'de Clostridium botulinum olarak kategorize edilen cesitli gram pozitif,
anaerobik spor olusturan Clostridial tiirler tarafindan {retilen bir norotoksin oldugu
gosterilmistir. Clostridium botulinum'un yani sira bazi Clostridium argentinense suslari ve nadir
olarak Clostridium baratii ve Clostridium butyricum suslari tarafindan da iiretilir. Bu bakteriler
diinya ¢apinda her yerde bulunur. BTX dogadaki en gii¢lii biyolojik toksinler arasindadir. Bu
gliclii toksinler sinir sistemini hedef alir ve norotoksinler olarak adlandirilir (Dong ve ark.,

2019; Pellett, 2013; Kartal Durmazlar ve Eskioglu, 2009).

BTX’in terapotik kullanimi 1960'larin sonlarinda Dr. Alan B. Scott strabismusu (sasilik)
tedavi etmek icin uzun sureli paretik etkileri olan bir madde ararken BTX’in ilgisini ¢ekmesi
ile glindeme gelmistir. Bu deneyler i¢in standartlastirilmis BTX preparatlar1 ve siki glivenlik
standartlari, Edward J. Schantz ve Eric A. Johnson tarafindan gelistirilmistir. BTX, Dr. Alan
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B. Scott tarafindan ilk kez 1977'de strabismus tedavisi i¢in kullanilmistir. Bu verilerin 1980
yilinda yaymlanmasiyla BTX yeni bir tedavi prensibi olarak kabul edilmistir (Dressler ve
Johnson, 2022; Dressler, 2012; Erbguth ve Naumann 1999; Scott, 1980).

BTX, yirminci yiizyilda bir¢ok {ilke tarafindan biyolojik bir silah olarak kullanilmistir.
Bircok Ulke Biyolojik ve Toksin Silahlar1 Sozlesmesini imzaladiktan sonra biyolojik silahlarla
ilgili arastirmalart durdursa da, BTX'in tibbi kullanimi i¢in ¢aligmalar devam etmistir (Majid,

2010).

2.7.1. Botulinum ndrotoksinin yapisi ve etki mekanizmasi

Tiim BTXler, klostridial nérotoksinler olarak bilinen toksin ailesine aittir ve ¢evrede
dogal olarak olusan en toksik maddelerdir. Bu toksinler ayn1 molekiiler mimariyi paylasir ve
bakterilerde i¢ fonksiyonel alana sahip yaklasik 150 kDa molekiil agirliginda protoksin olarak
tiretilir (Sekil 2.2.). BTX’in ana govdesi, bir disiilfit kopriisiine bagli bir agir zincir (HC) (~100
kDa) ve bir hafif zincirden (LC) (~50 kDa) olusur. LC, ¢inkoya bagimli bir proteazdir. HC,
LC'nin sitozole iletilmesinden sorumlu bir N-terminal alan1 (HN) (~50 kDa) ve spesifik hiicre
yiizeyi reseptorlerini tanimaktan sorumlu bir C-terminal alan1 (HC) (~50 kDa) bulunan dagitim
aracidir. HC ayrica bir N terminali HCN ve bir C terminali HCC dahil olmak tzere iki alt alan
icerir. LC ve HC arasindaki kisa baglayici bolgenin, protoksini aktif formuna doniistiirmek igin
bakteri veya konakg1 proteazlar tarafindan boliinmesi gerekir (Grenda ve ark., 2022; Dong ve
ark., 2019; Kartal Durmazlar ve Eskioglu, 2009).

BTX kompleksi, agirligi 150 kDa olan BTX molekiillerinin yan1 sira gastrointestinal
sistemde mide asidi gibi etkisizlestirici faktorlere karsi koruyucu rol oynayan toksik olmayan
norotoksin ile iligkili protein (NAPs) kompleksinden olusur. NAPs, hemaglutinin ve non-toksik
non-hemaglutinin (NTNH) proteinlerden olusur. Norotoksinle iliskili proteinler, dogas1 geregi
hassas BTX’leri korur ve BTX’lerin genel dolagima salinmadan once intestinal epitel
bariyerinden ge¢mesine yardimci olur. NTNH fraksiyonu ayrica BTX tedavisinde antikor
olusumunun nedeni olarak kabul edilen spesifik antijenik proteinleri de igerir. Tim ticari BTX
preparatlari, BTX stabilitesini artiran ve toksin toplanmasini veya emilimini 6nleyen ve raf
Omrinii uzatan yardimecr madde olarak insan serum albimini (HSA) icerir (Grenda ve ark.,
2022). Ayrica, BTX'ler, toksini koruyan ve gastrointestinal kanalda emilimini kolaylastiran bir

progenitdr toksin kompleksi (PTC) icinde bulunur (Dong ve ark., 2019).
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Sekil 2.2. Botulinum noérotoksin A (BTX-A)'nin yapisi. [Protein Veri Bankasi (PDB) 3 BTA]. Hafif zincir (LC,
katalitik alan) turkuaz renkte gosterilmistir. Agir zincir (HC), mor renkte gésterilen translokasyon alanindan (HN)
ve kirmizi renkteki baglanma alanindan (HC) olusur. He'nin iki alt alani, C-terminali (Hcc) ve N-terminali (Hen)
bolgeleri ile gosterilmistir. Hafif ve agir zincirleri birbirine baglayan disiilfit bagi sar1 gubuk seklinde; ¢inko iyonu
gri bir kiire olarak gosterilmistir (Dong ve ark., 2019).

BTX'lerin hedef hiicrelerine karsi yliksek afinitesi ve Ozgilliigii vardir. BTX’lerin
trimodiiler yapisi, etki tarzinin temelini olusturur: Reseptor aracili endositoz yoluyla
noromiiskiiler kavsaklardaki motor sinir terminallerini hedefler ve girerler. Endozomun
asitlenmesi, LC'nin endozomal membranlar boyunca sitozole aktarilmasiyla sonuglanan
toksinlerin konformasyonel degisikliklerini tetikler; burada LC, endopeptidaz aktivitesi
gostererek SNARE (¢ozlnir N-etilmaleimide duyarli faktor baglanma proteini reseptort,
soluble NSF [N-ethyl maleimide-sensitive factor] attachment protein receptor) proteinlerine
etki eder (Dong ve ark., 2019; Kukreja ve Singh, 2015; Kartal Durmazlar ve Eskioglu, 2009).

Sinaptobrevin, SNAP-25 (sinaptozomal ile iligkili protein 25) ve sintaksinden meydana
gelen SNARE protein kompleksi, tasima vezikiillerinin dogru hedef membrani tanimasini ve o
membranla kaynasmasini saglayan 6zel reseptorlerdir. Hiicre i¢in hayati onem tasiyan SNARE
proteinleri plazma membraninin i¢ yiizeyindeki vezikiile ndrotransmitterlerin alinmasindan ve
ekzositozundan sorumludur. BTX’in farkli serotipleri, farklt SNARE protein tiirlerine etki eder.
BTX-A, SNARE protein kompleksinin bir parcasi olan SNAP-25 proteinini bloke ederek
SNARE protein kompleks olusumunu onler ve bdylece sinir terminallerinden asetilkolin

salimimini inhibe eder. Bunun sonucunda BTX’in néromiiskiiler kavsakta etkisi ortaya ¢ikar.
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Yaklasik 48 haftalik bir siireden sonra aksonal filizlenme ile yeni sinir terminalleri olusur ve

sinir iletisi tekrar baglar (Tanakol ve ark., 2019; Kukreja ve Singh, 2015; Hanagasi, 2006).

Clostridium botulinum suslar tarafindan tiretilen BTX’in 7 farkli serotipi (A, B, C, D,
E, F, G) vardir (Sekil 2.3.). Yedi norotoksinin tiimii yapisal olarak benzer ancak immiinolojik
olarak farklidir. Her biri, onu {ireten bakteri susunun karsilik gelen harfiyle tanimlanan farkli
bir nérotoksin tiiretir, bu nedenle 7 farkli nérotoksin vardir (BTX-A, -B, -C, -D, -E, -F, -G). Bu
norotoksinlerin farkli spesifik toksisiteleri, sinir hiicrelerinde farkli kalicilik siireleri ve farkl
etkileri vardir. BT X serotiplerinin timu asetilkolin salinimini inhibe ettigi i¢in yeterince ylksek
doza maruz kalma durumunda insanlarda potansiyel olarak botulizme neden olabilir (Carr ve
ark., 2021; Majid, 2010).

Bes BTX-A (rlni (onabotulinumtoxinA (Botox®), abobotulinumtoxinA (Dysport®),
mcobotulinumtoxinA,(Xeomin®), daxibotulinumtoxinA (Daxxify®), prabotulinumtoxinA
(Jeuveau®)) ve bir BTX-B urtinii (rimabotulinumtoxinB (Myobloc®)), Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan terapotik kullanim igin onaylanmistir (U.S. Food & Drug
Administration, 2023; Carr ve ark., 2021). Biitiin serotipler benzer yapiya sahiptir ancak bugiine
kadar en cok kullanilan kuru toz formunda hazirlanmis onabotulinumtoxinA (Botox®)’dir
(Kartal Durmazlar ve Eskioglu, 2009).
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Sekil 2.3. Farkli norotoksijenik Clostridium spp siniflari tarafindan iretilen botulinum toksini (BTX)’nin
serotipleri ve alt tipleri (Rossetto ve ark., 2014).

[

2.7.2. Botulinum norotoksininin farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri

BTX'in tahmin edilen parenteral letal dozu 0,1-1 ng/kg ve oral insan letal dozu 1
pg/kg’dir (Pellett, 2013). Primatlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore, 70 kg
agirhgimdaki bir yetigkinde intramiiskiiler BTX enjeksiyonu i¢in 6ldiiriicti dozun yaklasik 1 ng
(30 U)/kg oldugu bildirilmistir (Herrero ve ark., 1967); bu da BTX leri bilinen en giiglii toksin
yapar. BT X intraperitoneal enjeksiyonu yapilan fareler i¢in 6ldiirticii doz 0,1 -1 ng/kg arasinda
degismektedir (Kukreja ve Singh, 2015). Bu kadar dusiik toksin konsantrasyonunun liimciil
olmasi, hedef aldig1 noéronlara kars1 yiiksek oranda spesifik olmasindan kaynaklanir. Bu
zorluklar1 karsilamak i¢in BTX'ler, iki farkli reseptor sinifin1 ayni anda tanima stratejisi
gelistirmistir. Bir grup reseptor, noronal yiizeylerde bol miktarda eksprese edilir ve nispeten
diisiik afiniteye sahip baglarla etkilesime girer. ikinci reseptdr grubu sinir terminallerine sikica
baglanarak toksinin endositozuna yol agar. Bu ¢ift reseptdr modeli ilk olarak 1986'da Cesare
Montecucc tarafindan 6nerilmistir ve giiniimiizde BTX lerin ¢ogu i¢in kabul gérmiistiir (Dong
ve ark., 2019).

BTX-A'nin iskelet kaslarindaki ndromiiskiiler kavsaklardan asetilkolin salinimini inhibe
ettigi, Burgen ve ark. (1949) tarafindan kesfedilmistir. BTX, kolinerjik sinapslari iyi kontrol

eder ve sinir uglarinda nérotransmiter asetilkolinin salinmasini tamamen geri doniistimlii bloke
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ederek kas aktivitesinin azalmasina veya felce neden olur (Dressler ve Johnson, 2022; Schantz
ve Johnson, 1992).

BTX'in asetilkolin salinimini uzun siireli ancak geri dontisiimlii bir sekilde ve ¢ok az
yan etkiyle blokaj yetenegi, onu distoniler, titreme, tikler ve spastisite dahil olmak lzere ¢cok
cesitli noromiiskiiler bozukluklarda 6nemli bir tedavi araci haline getirmistir (Jankovic ve
Brin,1997). BTX-A olaganiistii etkinlik ve giivenlik profiliyle neredeyse kirk yildan uzun
stredir klinik kullanimdadir. Klinik etkiler genellikle enjeksiyondan sonraki 1 hafta icinde
goralir ve faydalar genellikle 3-6 ay strer. Hasta secimi ve uygun doz ve uygulama yeri secimi,

BTX tedavisine olumlu yanitin en 6nemli belirleyicileridir (Jankovic ve Brin,1997).

BTX, oral alindiginda noéroparalitik sendrom botulizmine neden olur (Carr ve ark.,
2021). J. Kerner, botulizmin ¢ogunlukla uygun sekilde muhafaza edilmemis yiyeceklerin
tiiketilmesinden kaynaklandigini belirtmistir (Scott, 2004). Vahsi hayvanlarda sik sik botulizm
salginlar1 vardir, ancak insanlar arasinda botulizm insidans1 nadir hale gelmistir. Gida kaynakli
bir hastalik olmasinin yani sira, botulizme, bagirsagin Clostridium botulinum suslari tarafindan
kolonizasyonu da neden olabilir. Bu genellikle bebeklerde normal bagirsak mikrobiyotalari tam
olarak gelismeden Once ortaya ¢ikar ve bebek botulizmi olarak bilinir. Clostridium botulinum
ayrica nadir durumlarda yaralari kolonize edebilir ve yara botulizmine neden olabilir.
Botulizmin tipik semptomu sarkik felg, yani iskelet kaslarinin kasilamamasidir. Ik isaret
genellikle gorme bozuklugudur, ¢linkii goz hareketini kontrol eden kaslar etkilenir ve bunu yiiz

kaslarinin felci izler. Sonucta, hastalar diyafram felcinin neden oldugu solunum yetmezliginden

olurler (Dong ve ark., 2019).

Botulizm, tetanozun aksine insanlarda nadir goriilen bir hastaliktir. Bu nedenle genel
nifus BT X'lere kars1 asilanmamaktadir. Bu bagisiklik eksikligi, BT X'lerin giderek artan tibbi
durumlarin tedavisinde terap0tik toksinler olarak ve kozmetik amaglarla kullanilmasina olanak
tanir. Ayn1 zamanda bu bagisiklik eksikligi, toplumu BTX'lerin biyoterdrizm saldirilarinda
potansiyel kullanimina karsi savunmasiz birakmaktadir. Bu nedenle BTX'ler en tehlikeli

biyoterdrizm ajanlarindan biri olarak siniflandiriimaktadir (Dong ve ark., 2019).

Botulinum zehirlenmesinin klinik semptomlari, periferik sinir sisteminin tutulumunun
yan1 sira merkezi sinir sisteminin de etkilendigini gostermektedir (Boroff ve Chen,
1975). Bununla birlikte, cesitli ¢alismalar, BTX-A'nin merkezi sinir sisteminin fonksiyonel

organizasyonunu periferik mekanizmalar yoluyla dolayli olarak etkiledigini kuvvetle ileri
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sirmektedir. Insanlarda terapotik dozlarda kas icine enjekte edilen BTX-A'nin dogrudan
merkezi sinir sistemi yapilari lizerinde etkili olduguna dair ikna edici kanit bulunmamaktadir
(Sahin Inan ve ark., 2023; Curra ve ark., 2004).

Bununla birlikte, hali hazirda onaylanmig BTX drtnlerinin etkileri genellikle
enjeksiyondan belli bir zaman gectikten sonra ortadan kalkmaktadir ve bu nedenle
enjeksiyonlarin diizenli olarak tekrarlanmas1 gerekmektedir. Ekzokrin bezlere yapilan

enjeksiyonlarda bu stire daha uzun olabilir (Solish ve ark., 2021).

2.7.3. Botulinum ndrotoksinin kullanim alanlari ve yan etkileri

Botulizmden sorumlu noérotoksinin saflagtirilmis bir formu olan BTX, insanlik
tarihindeki en dikkat gekici gecislerden birini gecirmistir. Bir zamanlar gida giivenligi tehlikesi
ve biyolojik savas araci olarak kotii bir sohrete sahip olan bu madde, artik sasirtici sayida farkli
hastalik i¢in son derece etkili bir ilag haline gelmistir. BTX preparatlar1 ve bunlarin terapotik
uygulamalar1 su anki noktaya kadar uzun bir yol kat etmis olsa da, hala dinamik ve hizli bir

gelisme gostermektedir (Dressler ve Johnson, 2022).

BTX-A’nin terapétik uygulamalari, FDA tarafindan onaylandiktan sonra hizla
artmustir. Insanoglunun bildigi en giiclii biyolojik toksin olmasina ragmen, uzun siireli
caligmalar onun ¢esitli norolojik ve norolojik olmayan bozukluklarin tedavisinde gilivenligini
ortaya koymustur (Jankovic, 2018). BTX, iskelet ve diiz kas, ekzokrin bezler ve nosiseptif agri
mekanizmalarini igeren bozukluklar dahil olmak {izere giderek artan sayida endikasyon igin
klinik olarak kullanilmaktadir. BT X-A'nin terap6tik uygulamasinin artmasinin temel nedenleri,
belirgin klinik etkinlige ve kanitlanmig giivenlik kaydina sahip olmasidir (Dressler ve Johnson,
2022; Cai ve ark., 2017).

BTX enjeksiyonlari, birgok terapotik endikasyon icin degerli bir tedavi yontemi
olmasinin yaninda estetik tip alaninda devrim yaratarak, diinya ¢apinda uygulanan 6nde gelen
kozmetik uygulamalarin i¢inde yer almaktadir. BT X'in estetik tipta kullanimi da, altta yatan kas
hiperaktivitesinden kaynaklanan kirigikliklar1 azaltabilen bu kas gevsetici etkisine

dayanmaktadir (Dressler ve Johnson, 2022; Soganci ve Yagct, 2016).

Kas dokusuna enjekte edilen BTX, kas gevsemesi ile noromuskuiler blokaj tretir; bu
etkisiyle, ¢esitli distoni formlari, spastisite, infantil serebral palsi, hemifasiyal spazm, tikler,
titreme ve mesane ve gastrointestinal motilite bozukluklart gibi kas hiperaktivite

bozukluklarinin ve anormal kas kasilmalarinin tedavisinde diinya ¢apinda kullanilmaktadir
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(Dressler, 2012; Jankovic ve Brin, 1997). BTX enjeksiyonlari ile tedavi, birgok endikasyonda
kronik tibbi durumlar1 yonetmek i¢in kullanilir (Carr ve ark., 2021); endikasyon alani su anda
yaklagik alt1 tibbi uzmanlik dalindaki yaklasik 26 endikasyonu kapsamaktadir. Bunlardan
blefarospazm, servikal distoni, inme sonrasi spastisite, infantil serebral palsi, hemifasiyal
spazm, detriisor asir1 aktivitesi ve sasilik (Scott, 1980) kayith endikasyonlardir (Dressler ve
Johnson, 2022). Ayrica, BTX ekzokrin bez dokularina enjekte edilirse ter, tiikiiriik ve gdzyasi
iiretimini azaltir, Bu endikasyon alaninda en sik goriilen durumlar olan hiperhidroz ve siyalore
de kayith endikasyonlar arasindadir (Dressler ve Johnson, 2022; Dressler, 2012). BTX, 1989
yilinda sasilik, blefarospazm ve diger yliz spazmlarinda, 2000 yilinda servikal distoni
tedavisinde (Jankovic, 2018; Scott, 2004), 2002 yilinda 18-65 yas orta ve siddetli dinamik
glabellar ¢atik kas ¢izgilerinin tedavisinde ve 2004 yilinda primer aksiller hiperhidrozun gegici

tedavisinde (Tanakol ve ark., 2019) kullanilmak {izere FDA tarafindan onaylanmustir.

BTX-A’nin agriyla ilgili olarak onaylanmis tek kullanimi kronik migren tedavisidir ve
daha yakin zamanda onaylanmis bir endikasyondur (Aurora ve ark., 2010). Gostermis oldugu
bu etki ile klasik kolinerjik etkilerinin 6tesine gegmektedir (Dressler ve Johnson, 2022). BTX-
A’nin agr1 endikasyon alani igerisinde kronik migren disinda cesitli endikasyonlari iizerinde
halen calisilmaktadir (Siongco ve ark., 2020). Kontrollii klinik ¢aligsmalar néropatik ve diger
kronik agri1 bozukluklarinda umut verici sonuclar gostermektedir. Diger konvansiyonel ve
konvansiyonel olmayan analjezik ilaglarla karsilastirildiginda BTX-A kullaniminin en biiytik

avantaji tek bir uygulama sonrasinda etkisinin uzun streli ve giivenli olmasidir (Matak ve ark.,
2019).

BTX’in, bruksizm (De la Torre Canales ve ark., 2017; Tinastepe ve ark., 2015),
anterokollis (Herting ve ark., 2004), kamptokormi (Margraf ve ark., 2016), tremor (Samotus ve
ark., 2017), tikler (Vincent, 2008; Porta, 2004), tardif ve levodopa kaynakli diskinezi
(Beckmann ve ark., 2011; Slotema ve ark., 2008; Hennings ve ark., 2008) ve huzursuz bacak
sendromu dahil olmak {izere oromandibular distoni gibi hareket bozukluklarinin tedavisinde
(Agarwal ve ark., 2011) kullanilabilecegi yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Bu hareket
bozukluklari i¢in randomize kontrollii caligmalarin azligina ve FDA onayl
olmamasina ragmen, BTX-A'nin, bu hiperkinetik hareket bozukluklar1 olan hastalara fayda
sagladigina ve uzman klinisyenler tarafindan kullanildiginda giivenli bir tedavi olduguna dair

giderek artan sayida ¢alisma bulunmaktadir (Jankovic, 2018).
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Daha oOnce yapilan birkag caligma ile alin bolgesine yapilan BTX enjeksiyonlarinin
depresyonu azaltabilecegi gosterilmistir (Wollmer ve ark., 2012; Finzi ve Wasserman,
2006). Daha sonra yapilan randomize kontrollii ¢alismalar ile bu anti-depresif etkileri
dogrulanmustir (Qian ve ark., 2020; Kruger ve Wollmer, 2015); nihai ilag tescili icin tasarlanan

son galisma ise dnemli terapotik etkiler olusturmada basarisiz olmustur (Brin ve ark., 2020).

In vitro calismalarmm BTX-A'nin diiz kas spazmlarini 6nlemede uzun siire etkili
oldugunu gostermesi sonucu, arastirmalar vaskiiler kokenli bozukluklara odaklanmistir. BTX-
A, sinir terminalinden asetilkolin salinimin1 engelleyerek kas kasilmasini inhibe etmesinin
yaninda, norepinefrin vezikiiliinlin iletimini bloke ederek vaskiiler diiz kasin sempatik
vazokonstriksiyonunu onler (Morris ve ark., 2001). Ayrica, Rho/Rho kinaz ile etkilesime
girerek Rho kinazi inaktive eder ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin Ca?" duyarlilig1 ve NO sistemi

ile etkileserek diiz kas hiicre daralmasini dogrudan inhibe eder (McMurtry ve ark., 2010).

Hayashi ve ark. (2014) ratlarda femoral arterdeki kan akisinda kismi bir artis rapor
etmistir. BTX-A ile 6n tedavinin, mikroanastomoz 6ncesinde 6nemli olglide daha buyik
arteriyel ve vendz cap ile iligkili oldugu gosterilmistir (Fathi ve ark., 2010). BTX-A’nin,
Raynaud fenomeninde vazospazm semptomlarin1 hafifletmedeki etkisi de giderek daha fazla

ilgi gérmektedir (Zebryk ve Puszczewicz, 2016).

BTX-A ile 6n tedavi, in vitro olarak hem insan safen ven, hem de internal mammarian
arter greftlerinde vazokonstriksiyonun hizli inhibisyonu ile sonu¢lanmis; ve bu inhibisyon,
BTX konsantrasyonuna ve konstriktor ajana bagli olarak 2. saatte devam etmis ve hatta
artmistir. Her iki BTX-A konsantrasyonunda da greftlerde herhangi bir hasar gézlenmemistir.
(Duman ve ark., 2022) Insan radial arter greftleri iizerinde yakin zamanda yapilan diger bir
caligmada BTX-A ve papaverinin kasici maddeye gore degisen gevsetici etkileri ortaya

konmustur (Tanyeli ve ark., 2019).

Zehirlerin ve toksinlerin biyolojik ¢esitliligi, onlar1 yeni antikanser ajanlarinin
gelistirilebilecegi benzersiz bir kaynak haline getirir (Liu ve ark., 2014). Calismalar, yilan ve
ar1 zehirinden tiiretilen toksinlerin yani sira bazi bakteri ve bitki toksinlerinin kanser tedavisine
potansiyel olarak yardimeci olabilecegini bildirmistir. Anaerobik spor olusturan Gram-pozitif
Clostridium botulinum tarafindan {iretilen BTX bu toksinlerden biridir. BTX’in, tumor
damarlarin1 agarak kanser hiicrelerinin hasarin1 kolaylastirdigi, bdylece radyoterapi ve

kemoterapinin kanser hicrelerine ulasmasina olanak sagladigi bildirilmistir (Shebl, 2019).
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BTX-A tedavisi asir1 [Ca*?]i ve MMP artis1 ile beraberinde zincirleme olaylari baslatmaktadir
(Akpnar ve ark., 2020). Son zamanlarda prostat kanserinin tedavisinde BTX-A kullanimina
yonelik ilgi artmigtir. BTX-A’nin, yapilan c¢aligmalar ile timdr biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir (Proietti ve ark., 2012; Karsenty ve ark., 2009; Mazo ve ark., 2008).

Terapotik BTX'lerin kullanimiyla ilgili en biiyiik endise 6zellikle uzun sireli tedavi ve
stk enjeksiyon gerektiren kronik durumlarda, hastayr sonraki tedavilere tepkisiz hale
getirebilecek noétralize edici antikorlarin olusmasidir (Kukreja ve Singh, 2015; Dressler ve ark.,
2010). Bu nedenle, hastanin tedaviye yanitim1 dengelerken konak¢inin bagisiklik tepkisini
uyarmay1l en aza indiren terapdtik formiilasyonlarla tedaviye yaklagmak en ideal olamidir.
Immiinojenite, tedavi icin biyolojik ilaglar kullanan birgok durumda klinik bir sinirlamadir ve
klinik olarak immiinojenite azalmasi, daha kiigiik protein yapilarinin tasarlanmasi ve gereksiz
formiilasyon bilesenlerinin azaltilmasi yoluyla elde edilmistir. Benzer bir yaklasim, BTX

formiilasyonlarmin gelistirilmesinde de etkili olmustur (Carr ve ark., 2021).

Yiksek doz BTX-A enjeksiyonundan sonra gdzlemlenen kas atrofisi, denervasyonun
bir sonucu olarak sik goriilen bir yan etki olarak kaydedilmistir. Ayrica, tavsanlarin
longissimus dorsi kasina BTX-A (5-10 1U) enjeksiyonundan sonra énemli miktarda lif atrofisi
gozlenmistir. Ratlardaki bir ¢aligmada, BTX-A enjeksiyonlarindan (5 U/kg viicut agirlhig
dozaji) sonra farkli kas proteinlerindeki degisiklikler arastirillmis ve cesitli proteinlerin

ekspresyonunun, salin enjeksiyonlarina kiyasla enjeksiyondan sonra degistigi gozlemlenmistir

(Sahin Inan ve ark., 2023).

2.7.4. Botulinum ndrotoksinin kanser hiicre hatlar iizerinde etkisi

Dogrudan apoptotik yolaklar1 hedefleyen ilaglarin gelistirilmesi, tedavisi zor timdrlerde
timor gerilemesine yol acabilir ve bu ilaglarin, onkojenik sagkalim yollarim1 hedefleyen
ajanlarla, immunoterapi ve Kklasik kemoterapi ve radyoterapi ile kombinasyon halinde
kullanilmasi alternatif bir tedavi sunabilir (Carneiro ve El-Deiry, 2020: Pistritto ve ark., 2016).
BTX-A, dogal olarak bulunan en giclii toksik maddelerden biri olmasina ragmen, uygun
sekilde hazirlandiginda kanser hiicreleri iizerindeki etkileri umut vericidir. BTX’in, tiimor
blyumesini inhibe etme ve neoplastik hiicrelerin apoptozunu destekleme yetenegine sahip
oldugu in vitro prostat (Shebl, 2019; Karsenty ve ark., 2009), meme (Bandala ve ark., 2013),
kolon hiicre hatlarinda (Shebl, 2019) ve rat pankreas htcrelerindeki (He ve ark., 2016)

caligmalar ile desteklenmis ve potansiyel kanser onleyici yonleri arastirmalara konu olmustur
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(Grenda ve ark., 2022; Ulloa ve ark., 2015; Nam ve ark., 2012; Vezdrevanis, 2011; Ansiaux ve
Gallez, 2007).

BTX-A’nin, T47D, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattinda
apoptotik siirecler yoluyla yiiksek oranda sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Bandala
ve ark., 2015; Bandala ve ark., 2013). Ayrica BTX-A'nin LNCaP (prostat kanseri lenf
metastazi) insan prostat kanseri hiicrelerinin in vitro ve in vivo biiyiimesini inhibe ettigi ve doza
bagh bir sekilde apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Proietti ve ark., 2012; Karsenty ve ark.,
2009; Mazo ve ark., 2008).

BTX-A’nin, agr1 ve néromiiskiiler bozukluklara kars1 terapotik etkilerine ek olarak,
TRPM2 kanal araciligiyla mitokondri ROS iiretimini aktive ettigi, hiicre i¢i asir1 Ca*? ve MMP
artig1 ile beraberinde zincirleme olaylar1 baslatti§1 ve apoptoza katkis1 yapilan ¢aligmalar ile
ortaya konulmustur (Akpinar ve ark., 2020; Martinelli ve ark., 2020; Shebl, 2019; Bandala ve
ark., 2013). BTX-A, TRPM2 kanal araciligiyla mitokondri ROS (dretimini aktive ederek
bdylece noroblastoma ve glioblastoma tiimor hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir (Akpinar
ve ark., 2020). BTX-A, [Ca*2i, ROS, kaspazlar ve apoptozis tizerindeki etkisini, kanser
tedavisinde siklikla kullandigimiz oksaliplatin gibi TRPM2 katyon kanali araciligi ile (Sekil
2.4.) gostermektedir.

BTX-A’nin, sitotoksisite, hiicre proliferasyonu ve apoptoz ile ilgili genin ekspresyonu
iizerine etkisi arastirilmistir. BT X-A'nin, normal hiicrelerde herhangi bir toksisite olmaksizin,

kanser hiicre hatlarinda sitotoksisiteyi indiikleyebilecegi ortaya konulmustur (Shebl, 2019).
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Sekil 2.4. Botulinum nérotoksin A (BTX-A)’min TRPM2 kanal aktivasyonu ve hiicre igi serbest Ca*? ([Ca*?]i)
artig1 ile timoér hacrelerini 6ldirmesi (zerinde mimkin olan molekiiler mekanizmalar (Prof. Dr. Mustafa
Naziroglu tarafindan hazirlanmastir).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tiirii

Arastirma bir hiicre kiiltiirii deneyi olarak planlanmistir. iki farkli gruptaki CC hiicreleri
(HT29) tizerinde hiicre kiiltiirii ortaminda BTX-A kullanilarak deneyler gerceklestirilmistir.
3.2. Arastirmanin Calisma Grubu

Bu tez calismasinda 2 farkli ana grup kullanilmistir. Hiicrelere uygulanan iglemler ve
yapilan analizler hakkinda detayl1 bilgiler asagida grup basliklar1 altinda belirtilmistir.
Kontrol grubu: Bu gruptaki CC hticreleri (HT29) hiicre kiiltiirii ortaminda 24 saat sire ile

tutulmustur. Herhangi bir kimyasal uygulama yapilmayan gruptur.
BTX-A grubu: Bu gruptaki hiicreler 24 saat sure ile 5 IU BTX-A (Botox-100, Allergan Drugs
Inc., Istanbul, Tiirkiye) ile inkiibe edilmistir (Akpmar ve ark., 2020).

Lazer konfokal mikroskop analizleri i¢in hiicreler ortasinda cam bulunan kiigiik plastik

kaplara ekilirken, kuyucuk okuyucu ve Casy Tone cihaz analizleri i¢in T25 flasklara ekilmigtir.

3.3. Calismada Kullanilan Materyaller
3.3.1. Cahismada kullamlan kimyasal maddeler

Bu tez calismasinda CC hiicreleri kullanilmistir. Cryo tiipler igerisinde ki hiicreler T25
flasklar (SPL 70025, Thermo Fisher Sci., Almanya) igerisine ekilmislerdir. Hiicrelerin
ekiminde besi yeri olarak %89 oraninda DMEM/Ham’s F12 hiicre kiiltiirti besi yeri karisimi
(1:1) (DMEM-12-A, Capricorn, Almanya) kullanilmistir. Ayrica, bu besi yerine %10 sigir
serum alblimini (S0115, Sigma, Almanya) ve %1 antibiyotik (penisilin/streptomisin) (SLP-507-
100, Serox, Almanya) eklenmistir. Hiicreler hiicre kiiltiirii ortaminda (37 °C, %5 CO2 ve %60-
80 nem) steril inkiibatérde tutulmuslardir. Hiicre kiiltiirii ve ¢caligmalarda kullanilan kimyasal

maddeler listesi Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Hiicre Kkiiltiirii ve ¢calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Firma Katalog Numarasi

Antibiyotik (Penicillin-Streptomycin Serox (Almanya) SLP-507-100
(10,000 U/mL) (100 ml)

DMEM/Ham’s F12 Hiicre Kiiltiiri Medium Capricorn (Almanya) DMEM-12-A
Karisimi (Low Glucose (1 g/1), with L-Glutamine,

with Sodium Pyruvate).

Fetal Bovine Serum 500 ml Sigma Aldrich, ABD  S0115

Trypsin-EDTA (%0.25) in HBSS (1x), with Sigma Aldrich, ABD  T4049
phenol red, 100 ml
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3.3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeleri

Calismamizda kullanilan sarf malzemelerinin listesi Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullamlan sarf malzemeleri

Malzeme

Firma

APOPercentage Apoptosis Kit

Biocolor (Kuzey irlanda)

Cryo Tup (2ml)

CL2ARBEPSTS, Biosigma (Italya)

DMSO (Dimetil siilfoksit)

Hybri-Max, Sigma (Almanya)

Falkon tup (15 ml, 50 ml)

ISOLAB, (Almanya)

Flask (T25, T75)

Thermo Fisher Sci. (Almanya)

Fluo-3 AM Calbiochem, (Almanya)

HEPES Sigma Aldrich (Almanya)
Hidrojen Peroksit (H205) Sigma (Almanya)

Hoechst 33342 Santa Cruz Biotechnology (ABD)
JC-1 Santa Cruz Biotechnology (ABD)
Karvakrol Sigma Aldrich (ABD)

Kaspaz 3 Substrat (Ac-DEVD-AMC)

Bachem, (Isvigre)

Kaspaz 8 Substrat (Ac-DEVD-AMC)

Bachem, (Isvigre)

Kaspaz 9 Substrat (Ac-LEHD-AMC)

Bachem, (Isvigre)

Otomatik Pipet Uglar1 Eppendorf (Almanya), Select BioProducts
(ABD)
Propidyum Iyodiir Santa Cruz Biotechnology (ABD)

Tek kullanimlik steril pipetler (5 ve 10 ml)

Lp Italiana

3.3.3. Calismada kullanilan alet ve cihazlar
Calismamizda kullanilan cihazlardan mikroplaka okuyucular veya mikroplaka
fotometreleri olarak da bilinen plak okuyucular, mikroplaklardaki numunelerde biyolojik,
kimyasal veya fiziksel olaylar1 saptamak i¢in kullanilan aletlerdir. Arastirmalarda, ilag kesfinde
yaygin olarak kullanilirlar (Pagano ve ark., 2023). Bir 151k kaynagi, numuneyi belirli bir dalga
boyu (bir optik filtre veya bir monokromatér tarafindan secilir) kullanarak aydinlatir ve
kuyunun diger tarafinda bulunan bir 151k detektorii, baslangigtaki 1s181n ne kadarinin (%100)
iletildigini lger. Iletilen 15181 miktar: tipik olarak ilgilenilen molekiiliin konsantrasyonu ile
iliskilidir.
Floresan mikroskoplarda yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintii sayesinde hiicrelerin yaptiklar
daha net bir sekilde goriilebilir. Calismamizda kullanilan cihazlardan Lazer konfokal
mikroskop (LKM)’ta ise bu ince doku ornekleri ve hiicrelerden elde edilden gorintileri g

boyutlu olarak incelemek mumkundur (Sekil 3.1.) Hiicre igerisinde goriinmeyen degisik
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irlinler, katyonlar ve hiicre yapilari1 goriiniir hale getirebilmekte ve miktarlarini
Olcebilmektedir. LKM temel kisimlari; lazer, 1sin ayirici, tarayici, objektifler ve lensler, Z
kontrol sistemi, 151k yolu ve foto ¢ogaltici tiipden olusmaktadir. Caligmamizda kullanilan alet

ve cihazlar Tablo 3.3.’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Lazer konfokal mikroskop cihazi.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Cihaz

Marka/Model

%5 CO, Inkiibator

NB-203QS MODEL, N-BIOTEK, (Giiney Kore)

Biyogivenlik Kabini

NB604WS120 Model N-BIOTEK, (Gtliney Kore)

Buzdolab1 (2-8 °C)

Arcelik

Calkalamali Su Banyosu

Termal Laboratuvar Aletleri (Turkiye)

Derin dondurucu (-20 °C)

Ugur (Tirkiye)

Invert Mikroskop

AXxio Observer 7, Zeiss, (Almanya)

Isik Mikroskobu

Axiovert 40 CFL, Zeiss, (Almanya)

Lazer Konfokal Mikroskop

LSM 800, Zeiss (Almanya)

Plate Reader

Tecan, Infinite M200 Pro (Avusturya)

Sogutmal1 Santriftijler

Hettich (Almanya) ve Kubota (Japonya)

Sonikator

Bandelin HD4100 Ultrasonik sonikatdr, (Almanya)

Vorteks

Nive NM 100 (Trkiye)
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3.4. Cahismada kullanilan teknikler
3.4.1. Hucre kaltara

HT29 CC hiicrelerinin ekim ve pasajlama islemleri steril laminar akim kabini (laminar
flow) igerisinde gergeklestirilmistir. Ekim ve pasajlama islemlerinin 6ncesinde laminar akim
kabininin kiiltiir kaplarinin alt yiizeyleri ile temas edecek c¢alisma alani, 15 dakika boyunca
ultraviyole (UV-C Lamba, 120 c¢cm, TUV, 36W/G36 T8, Philips, Hollanda) 1siga maruz
birakilmak suretiyle sterilizasyon islemi yapilmistir. Hiicrelerin ekim islemine gegcmeden dnce
laminar akim kabinin ¢alisma yiizeyi, invert mikroskobun tablasi ve kullanacagimiz diger tek
kullanimlik olmayan malzemeler %70°lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir. Hucre kultlrd
caligmalarinin 6ncesi ve sonrasinda laminar kabin UV 1sinlari ile steril hale getirilmistir. Hiicre
kiiltiiriinde inkiibasyon alani, %70’lik etanol ile temizlenmistir. Hlcre kiltirlinde inkiibasyon,
37 °C ve %5 CO; igeren inkiibatorde gerceklestirilmistir. Inkiibatoriin tabaninda bulunan ve
icerisinde bakir siilfat igeren su haznesindeki distile su diizenliaraliklarla degistirilmis ve
inklibator kullanim talimatina uygun olacak sekilde temizlenmistir.
Biiyiitme besiyeri hazirlama

HT29 hiicrelerinin ilk ekimi ve flask bakimindan sayica yeterli cokluga ulasana kadar

pasajlamada HAM’S F12 ve DMEM bazal medyumlarinin 1:1 oranlarinda birlesimiyle elde
edilmis ve ticari olarak satilan karisim medyumlar (DMEM-12-A, Capricorn, Almanya)
kullanilmistir. HT29 hiicreleri i¢in biiylitme medyumu %89 bazal medyum, %10 Fetal Bovine
Serum (S0115, Sigma Aldrich, ABD) ve %1’i penisilin-streptomisin (SLP-507-100, Sigma
Aldrich, ABD) antibiyotik kombinasyonu olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan bu karigim
terminolojik olarak ‘biiylitme medyumu’ olarak adlandirilsa da ilerleyen béliimlerde sadece

‘medyum’ seklinde anilmistir.

Pasajlama

Laminar kabinde biylitme medyumundan tek kullanimlik steril pipetler yardimiyla
flasklara 5’er ml konulmustur. Flasklarin kapaklari kapatilarak hazir bir sekilde bekletilmistir.
HT29 hiicreleri bulunduklart kiiltiir kaplarinin  zeminine tutunma/yapisma 6zelligi
gosterdiginden deneysel calismalarin yapilabilmesi icin flask zemininden kaldirilmalari
gerekmektedir. Steril ¢alisma zinciri bozulmadan flasklar inkiibatorden alinarak 6nce invert
mikroskopla hiicrelerin ilireme yogunlugu (konfluens) ve kontaminasyon durumu kontrol
edilerek laminar akim kabinine alinmistir. Inkiibatrede 24-48 saat sireyle bekletilen HT29
hiicrelerinin flask taban alanin1 kaplama durumlari invert mikroskop yardimiyla tespit edilerek

en az %80 ¢ogalma konfluensine sahip olan flasklar ¢alismaya dahil edilmistir. Hiicrelerin
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Uzerinde bulunan medyum atik toplama kabina bosaltilmistir. Her flaskin {izerine yaklasik 1 kat
seyreltik (1x) 10 ml hacimde fosfat tamponlu salin (PBS, S0115, Merck Millipore, ABD)
koyularak yavas hareketlerle flask One-arkaya ve saga-sola hareket ettirilip hicrelerin
yikanmasi saglanmistir. Flask igerisindeki PBS pipet yardimiyla hiicrelerin bulundugu flasktan
uzaklastirilmistir. Ancak HT29 hiicreleri flask tabanina tutundugu igin flask igerisinde
kalmistir. Boylece 6lii hiicre artiklar1 ve ekstraseluler ortamda bulunan toksik metabolitler
ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicrelerin {izerine %0,25°lik Tripsin-EDTA (T4049, Sigma
Aldrich, ABD) soliisyonundan flask zeminini kaplayacak miktarda (yaklasik olarak 3-5 ml)
konulmustur. Flasklar inkiibatore alinmadan laminar kabin ic¢inde hassas bir sekilde

calkalanarak hiicrelerin yapistiklari ylizeyden ayrilmalari saglanmistir.

Isik mikroskobu ile tutunduklari yiizeyden ayrilip ayrilmadiklari teyit edilmistir (Sekil
3.2.). Mikroskop ile hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildiklari tespit edilince flasklar tekrar
laminar akim kabinine alinarak {izerlerine 10 ml medyum eklenmistir. Hassas bir sekilde 10-15
kez pipetaj islemi uygulanmistir. Pipetaj islemi bitince hiicreler bos bir 15 ml’lik falkon tiipe
almmustir. Tiipler 5 dk boyunca 1200 rpm devirde santrifiij edilmistir. Sonrasinda laminar akim
kabinine alinan tiiplerden iistte kalan siipernatant dezenfekte atik toplama sisesine dokiilmiistiir.
Boylece hiicreler proteaz aktivitesi olan Tripsin-EDTA soliisyonundan arindirtlmistir. Falkon
tiipiin dip kismina pelet seklinde ¢coken HT29 hiicre toplulugu tizerine yaklagik 5 ml medyum
eklenmistir ve tek kullanimlik steril bir pipetle hassas bir sekilde pipetaj islemi yapilmistir.
Daha 6nceden hazirladigimiz ve igerisinde 5 ml medyum bulunan flasklarin igerisine falkon
tiiptinde bulunan HT29 hiicre toplulugu-medyum siispansiyonundan 1’er ml aktarilmigtir.
Flaskin kapagi kapatildiktan sonra bulundugu zemin {izerinde 6ne-arkaya ve saga-sola dogru
cok yavas hareket ettirilerek hucrelerin flask igerisindeki medyumda homojen bir bigimde

yayilmasi saglanmigtir.

Pasajlama islemi tamamlanan hiicreler invert mikroskopta son kez kontrol edilerek tekrar
inkiibatore alinarak 24-48 saat boyunca inkiibe (37 °C ve %5 CO3) edilmistir. Siire sonunda
hiicrelerin %80’den fazla konfluense ulagsmasi durumunda ‘Hiicrelerin Pasajlanmas1’ basligi
altinda belirtilen asamalar takip edilerek yeniden pasajlama islemi yapilmistir. Pasajlama islemi

her 48-72 saate bir tekrarlanmistir (Oz ve Celik, 2016).

Kuyucuk okuyucu ve Casy hiicre sayim analizlerinde tutunmus hiicrelere ihtiyag

olmadigindan T25 flasklardan elde edilen hiicreler kullanilmistir. Lazer konfokal mikroskop
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analizlerinde tutunmus hiicrelere ihtiya¢ oldugundan ortasinda cam igeren yuvarlak kiigiik

flasklara ekilmis ve tutunmalar1 saglanmstir.

Sekil 3.2. HT29 kolon kanseri hiicre hattinin 151k mikroskobundaki gériintiileri (40x).

3.4.2. MTT (hiicre canhihi@i) Tayini

Butin gruplarin HT29 hicrelerinde hiicre canliligi esasina gore ¢alisan MTT deneyi
uygulanmistir.  Bu  deneyde sar1  renkte olan  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide maddesi canli hiicreler tarafindan mitokondriyal solunum yolu ile
mor renkli formozan kristaline doniistiiriilmektedir. Eger hiicreler canli degilse bu reaksiyon
gerceklesmemektedir. HT29 hiicreleri MTT boyasi (0,5 mg/ml dozda) ile 37 °C'de 90 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir ve santrif(ij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Sonra formazan
kristallerini ¢ozmek i¢in DMSO eklenmistir ve islemler iki kere yapilmistir. Kuyucuk okuyucu
cithazinda, (Infinite M200 Pro, Tecan, Groedig, Avusturya) her bir kuyucuk i¢in ayni absorbans
degerleri (490 nm - 650 nm) kullanilarak hiicre canliligi analizi tamamlanmistir. Hucrelerde
protein degerleri de olgiildiikten sonra, elde edilen degerler kontrole kiyasla misli artig olarak

verilmistir.

3.4.3. Casy Tone cihaz ile hiicre sayisi, hiicre canhilig: ve 6lii hiicre miktarinin
belirlenmesi

Casy Tone hicre sayim cihaz1 (Sekil 3.3.) tanimlanmis bir gézenekle ayrilmis iki
elektrot arasindaki iletkenligi dlger. Yiizen hiicreler, tanimlanmis bir tampon ¢ozelti olan Casy
Tone'de hazirlanir. Olgiim sirasinda, gozenekten gecen hiicreler bir elektrik darbesi

uretir. Sinyalin yogunlugu dogrudan hiicrenin hacmi ile iliskilidir. Dolayistyla Casy Tone hiicre
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sayim cihazi, gbzenekten gecen her hiicrenin hacmini algilar. Hiicreler Casy Tone soliisyonu
icerisine alinarak Casy Tone hiicre sayim cihazi 6zel plastik kabi igerisine otomatik pipet
yardimi ile eklenmistir. Sayim ve analiz islemleri gerceklestirildikten sonra hiicre sayimi ve 6lii
hiicre (debris) miktar1 sonuglar1 x 108 hiicre olarak verilmistir (Ocal ve Naziroglu, 2022; Gokge

ve ark., 2019).

Sekil 3.3. Casy Tone model hiicre sayim cihazi.

3.4.4. Apoptozis tayini

APOPercantage kit analizinde pembe renkli boya kullanilmaktadir. Bu boya 6li
hiicrelere gecebilirken canli hiicrelere gegememektedir. Hiicreye girebilme 06zelligi
fosfatidilserin transmembran hareketiyle gerceklesmektedir. Bu pembe renkli boya canli ve
nekrotik hiicrelere giremediginden ve sadece apoptotik hiicrelere girebildiginden apoptozisin

bir géstergesi olarak kullanilmaktadir (Vazquez-de-Lara ve ark., 2018).

Bir ml 1x PBS ile diliie edilmis HT29 hiicrelerinin 150 pl’si apoptozis testi i¢in
ayrilmistir. 150 pl hiicre slispansiyonu her bir eppendorfta 50’ser pl olacak sekilde Uge
boliinmiistiir. Daha sonra iizerine 950 pl 1x PBS eklenmistir. Pipetaj islemini takiben iizerine 9
ul apoptozis boyasindan (APOPercentage, Biocolor, Ingiltere) eklenmistir ve 30 dk siireyle
calkalama cihazina birakilmistir. Calkalama sonrasi 1500 g (gravite, yer ¢ekimi)’de 5 dakika
santriflij edildikten sonra stipernatant atik kabina atilmistir. Santriflij edilen hiicreler tizerine
IxPBS eklenerek yikama islemine tabi tutulmustur. Yikanan hiicrelerin iizerine 200 pl
APOPercentage Dye Release’den ilave edilmistir. Pipetaj ve ardindan santrifiij yapildiktan
sonra siipernatant atik kabina atilmistir. Kalan hiicreler kuyucuklara aktarilip 550 nm dalga

boyunda kuyucuk okuyucu cihazinda okunmustur. Hiicrelerde protein degerleri de dlgiildiikten
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sonra, elde edilen degerler kontrole kiyasla misli artis olarak verilmistir (Ocal ve Naziroglu,

2022; Gokge ve ark., 2019).

3.4.5. Hucre ici ROS tayini

Hiicre igerisinde TRPM2 aracili Ca*? artis1 olursa mitokondri zar depolarizasyonu ve
hiicre i¢i ROS {iretimine neden olmaktadir. Bu nedenle, hiicre i¢i ROS iiretimi (cROS) analizleri
yapilmigtir. 96 kuyucuklu kuyucuk okuyucu tabakalari igerisinde ve DMEM/F12 besi
ortamindaki iki hiicre grubu iizerine 0.02 mM DCFH-DA ilave edilmistir. Hiicrelerin
boyanmasi i¢in 15-20 dakika karanlikta beklenmistir. Oksidatif stres sonucu floresan olmayan
DCFH-DA, floresan form olan DCF’ye dontismiistiir. DCF’lerin yaydigi floresanlar kuyucuk
okuyucu cihazinda analiz edilmistir. Kuyucuk okuyucuda uyarim dalga boyu olarak 495 nm
kullanirken, emisyon dalga boyu olarak 527 nm kullanilmistir. Sonuglar kontrole kiyasla misli

art1s olarak verilmistir (Ocal ve Naziroglu, 2022; Gokge ve ark., 2019).

3.4.6. Mitokondriyal membran depolarizasyon tayini

Bir mililitre 1x PBS ile diliie edilmis hiicrelerden 150 ul’si ise MMP analizi igin
ayrilmigtir. 150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta 50°ser ul olacak sekilde iice
boliinmistiir. Daha sonra Uzerlerine 950 pl taze medyum koyularak 15-20 kez pipetaj
yapilmustir. Uzerine 1ul 5',6,6'-tetrachloro-1,1",3,3"tetracthyl benzimidazolyl carbocyanine
iodide (JC-1, Life Technologies, ABD) MMP boyasi koyulmus ve tekrar 15-20 kez pipetaj
yapilmistir. Eppendorf tiipler 45 dk siireyle calkalamali su banyosunda 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Siire bitimini takiben 500 g devirde 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sonrasinda
stipernatant atilarak iizerlerine 300 pl 1x PBS konulup ve pipetaj yapilmistir. Her bir plate
kuyucuguna 100 pl olacak sekilde boliinmiistiir. Saglikli hiicrelerde boya mitokondri
matriksinde yogunlagsmistir. Burast boyanin kirmizi floresan kiimelesmeleri gerceklestirdigi
yerdir. Boya kirmizidan (JC-1 kiimelesmeleri) yesile (JC-1 monomerleri) donerek hicrenin
biitiiniine yayilir. Kuyucuk okuyucu cihazinda 488 nm eksitasyon, 590 nm (JC-1
kiimelesmeleri) ve 525 nm (JC-1 monomerleri) emisyon dalga boylarinda okunup 590/525
emisyon oraniyla sonuglar hesaplanmistir. Hiicrelerde protein degerleri de 6lgiildiikten sonra,

elde edilen degerler kontrole kiyasla misli artig olarak verilmistir (Kahya ve ark., 2017).

3.4.7. Kaspaz -3, kaspaz -8 ve kaspaz -9 tayini
Oncesinde bir saat siire ile 37 °C’de 2 ml substrat soliisyonu (20 mM HEPES, 2 mM
etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), %0,1 CHAPS, 5 mM ditiyotreitol (DTT), ve 8.25 uM

kaspaz substrati; pH 7.4 olacak sekilde ayarlandi) igerisinde inkiibe edilen hiicreler, ultrasonik
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(HD4100, Bandelin, Almanya) pargalama islemine tabi tutulmustur. Kaspaz -3, -8 ve -9
aktiviteleri floresan boyalar ile boyanarak degerlendirilmistir (Ac-DEVD-AMC-kaspaz -3, Ac-
IETD-AFC-kaspaz -8 ve Ac-LEHD-AMC-kaspaz -9) (Bachem AG, Bubendorf, isvicre). Elde
edilen veriler floresan birimi/miligram protein olarak degerlendirilmis ve sonrasinda arastirma
gruplart degerleri kontrol degerlerine boliinmiistiir. Sonuglar kontrole kiyasla % misli artis

olarak verilmistir.

3.4.8. Hiicre canlili@1 oram belirlenmesi ve goriintiilenmesi

Deney gruplari arasinda hiicre canlilig1 orani propidyum iyodiir (PI)/Hoechst boyalari
kullanilarak LKM ile arastirilmistir. Analizler icin izole edilen HT29 hiicreleri, orta kisimlari
cam olan petrilere konularak tizerine 200 pL hiicre kiiltiirii mediumu olan DMEM eklenmistir.
Petri i¢erisinde bulunan hiicre {izerine PI (5pug/ml) ve Hoechst 33342 (1uM) boyalar1 eklenerek
karanlik ortamda 30 dk bekletilmistir. Goriintiiler LKM’da PI ve Hoechst i¢in 561 ve 405 nm’de
argon lazer ile uyarimlar yapilarak, Pl i¢in, 305 nm ve 617 nm eksitasyon/emisyon dalga
boylarinda, Hoechst igin, 348 nm ve 455 nm eksitasyon/emisyon dalga boylarinda 40x yagli
objektif ile lazer uyarim yapilarak goriintiilemeleri yapilmistir. Elde edilen goruntulerdeki
kirmizi/mavi renk sirasiyla 6lii hiicre (PI)/canli hiicre (Hoechst) orani, ZEN 2.3 programi
kullanilarak hesaplanmistir ve sonuglar kontrole kiyasla yiizde (%) oranla verilmistir

(Y1ldizhan ve Naziroglu, 2020).

3.4.9. Hucre ici Ca*? gorunttlemesi (Fluo-3 AM)

[Ca*?]i gostergesinde kullanilan en iyi floresan boyalardan bir tanesi Fluo-3 AM’dir. Bu
boya hiicre igerisine girdikten sonra [Ca*?]i iyonlarina baglanmakta ve lazer 151k altinda 151ma
yapmaktadir. Fluo-3 AM ile boyanan hticrelerin goriuntilenmesi LKM cihazi ile yapilmistir
(Joshi ve Bakowska, 2011). Gruplardan elde edilen tiim CC hiicreleri hiicre kiiltiirii ortaminda
(37 °C ve %5 COy) ve karanlikta 1 uM Fluo-3 AM ile 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
488 nm’de argon lazer ile uyarimlar yapilarak, 515 nm'de 40x yagl objektif ile goruntiilemeleri
LKM ile elde edilmistir. Fluo-3 AM floresan boya yogunlugu ZEN 2.3 programi ile
hesaplanarak sonuclar hiicre i¢i floresan yogunlugu arbitrary unit (a.u.) olarak verilmistir.
TRPM2 kanali agicist H202 (1 mM) ile uyarimi yapilirken TRPM2 kanal blokeri CARV (200
uM) ile kanal inhibisyonlar1 yapilmistir (Y1ldizhan ve Naziroglu, 2020).

3.5. Verilerin Toplanmasi
Arastirmaya baslamadan 6nce Necmettin Erbakan Universitesi ilag ve Tibbi Cihaz Dis1

Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 18/03/2022 tarihli ve 2022/3706 karar sayili Etik Onay1 (EK 1)
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almmistir. Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD ve BSN
Saglik Analiz Arge Laboratuvarinda 13.08.2022-10.10.2023 tarih araliginda yapilan deneylerin

sonuclari elde edilerek, calisma ekibi tarafindan veriler olugturulmus ve analizleri yapilmigtir.

3.6. Smirhhiklar

Calismada biitge olanaklari iginde CC hiicreleri (HT29) hiicre kiiltiirti i¢in iki farkli grup
olusturulmus ve calismada BTX-A tek bir dozda (5 IU) uygulanmistir. Olanaklarin elvermesi
durumunda farkli antineoplastik ilacglarin ve farkli BTX-A dozlarinin uygulanarak etkilerinin

g6zlenmesi daha kapsamli karsilastirma olanaklar1 saglayacaktir.

3.7. Verilerin Analizi

Calismada elde edilen degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Gruplardan
elde edilen sonuglardaki bilimsel degerlerin aritmetik ortalama degerleri arasindaki
farkliliklarin varligi bagimsiz Orneklem t -testi (SPSS, Windows 25.0 paket bilgisayar
programi) kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirilmis ve istatistiksel fark olan degerler
belirlenmistir. Tim istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmisgtir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda BTX-A’nin, HT29 CC hiicre hattinda etkileri arastirilmistir.
Calismamizda, HT29 hiicre hattinin BTX-A ile inkiibasyonlari; MTT deneyi, Casy Tone cihazi,
kuyucuk okuyucu cihazi ve LKM ile arastinilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.1.’de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. HT29 CC hiicre hattina BTX-A uygulanmasi sonrasi kontrol (CNT) grubuna kiyasla elde edilen
degerler

Yapilan Analizler CNT £ SD BTX-A+SD nsayis1 p degeri_
Hiicre sayis1 (x10°) 4,18 £ 0,32 3,40 £ 0,09 6 0,009
Hiicre canlilig1 (%) 100 + 0,32 70,00 £ 4,16 6 0,001
Debris miktar (x10°) 0,97 + 0,02 1,37 £ 0,07 6 0,001
Apoptozis (%) 100 £ 0,36 112,36 + 1,47 6 0,016
Mitokondriyal membran depolarizasyon tayini (%) 100 £ 0,93 164,23 + 1,62 6 0,001
Hicre i¢i ROS tayini (%) 100 + 0,92 151,99 + 2,25 6 0,001
Kaspaz -3 (%) 100 + 0,43 144,54 + 2,15 6 0,001
Kaspaz -8 (%) 100 + 0,88 112,08 + 1,83 6 0,049
Kaspaz -9 (%) 100 + 0,63 111,25+1,01 6 0,012
Hiicre canliligi orani (%)(P1/Hoechst ) 5+0,75 11,89 £ 2,65 3 0,001
[Ca*?]i goruntiilemesi (floresan yogunlugundaki

degisim) (a.u) 59,52 + 3,19 95,45 + 2,70 3 0,001
[Ca*?]i goruntilemesi + H,0; (floresan

yogunlugundaki degisim)(a.u) 124,57 + 1,76 146,66 + 9,36 3 0,001
[Ca*?]i goruntiilemesi + H,0, + CARV (floresan

yogunlugundaki degisim) (a.u) 82,87 £ 5,59 113,72 + 6,29 3 0,001

HT29 CC hicrelerinde BTX-A (5 IU) uygulamasi sonrasi, tabloda yer alan analizler sonucunda elde edilen
degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

4.1. Casy Tone Cihaz1 ve MTT Analiz Sonuclar:

Tiimor hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde hiicre sayisi, hiicre canliligi ve hiicrelerin
Olimii sonucu olusan debris miktarinin belirlenmesinin biiyilkk 6nemi vardir. Bu tez
caligmasiin ilk amaci HT29 tiimor hiicrelerinde BTX-A uygulamasi sonrasi; hiicre sayisi,

hiicre canlilig1 ve debris miktar1 belirlenmesiydi.

4.1.1. TUmMOr hiicre sayisi, canlihigi ve debris miktari sonuclari

Kontrol grubuna kiyasla, BTX-A grubunda hiicre sayis1 (p=0,009) (Sekil 4.1.A) ve hiicre
canliligi degerleri (p=0,001) (Sekil 4.1.B) anlamli diizeyde diisiik iken, debris miktar1 degerleri
(p=0,001) (Sekil 4.1.C) anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur. Casy Tone soliisyonu ve MTT
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analizi kullanilarak yapilan analizlerde BTX-A inkibasyonunun HT29 tumér hicrelerinin

sayisint ve hiicre canlilifini azalttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.1. HT29 kolon kanseri hiicrelerinde, hiicre sayisi (A), hiicre canlilig1 (B) ve 6lii hiicre artig1 (debris) miktar1
(C) uzerinde botulinum nérotoksin A (BTX-A) inkiibasyonlarinin etkileri. (Ortalama+ Standart Sapma. n=6) (*:
p=0,009 A grafigi; *: p=0,001 B grafigi; *: p=0,001 C grafigi; kontrol (CNT) grubuna kiyasla).
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4.2. Kuyucuk Okuyucu Cihazi Analiz Sonuglari
4.2.1. Apoptozis tayini sonuglar:

Apoptozis analizleri kuyucuk okuyucu cihazinda ApoPercantage ticari kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, BTX-A grubunda apoptozis diizeyleri (Sekil 4.2.)
anlamli diizeyde (p=0,016) yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.2. HT29 kolon kanseri hiicrelerinde, apoptozis degerleri Gzerinde botulinum nérotoksin A (BTX-A) nin
etkileri. Apoptozis (A) analizleri ApoPercantage ticari kiti kullanilarak kuyucuk okuyucu cihazinda belirlendi.
(Ortalama+ Standart Sapma. n=6) (*: p=0,016 kontrol (CNT) grubuna kiyasla).

4.2.2. Mitokondriyal membran depolarizasyon tayini ve hiicre ici ROS sonuglar:

Mitokondri membranlar1 arasit alandaki protonlar, elektron tasima zinciri
komponentleri, krebs dongilisii sonucu ortaya cikan metabolitler MMP olusumu ve
sirdiiriilmesinde rol oynamaktadir. Calismamizda MMP’de JC-1 boyasi kullanilarak
calisilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, BTX-A grubunda MMP (JC-1) dlzeyleri (Sekil 4.3.A)
anlamli diizeyde (p=0,001) yiiksek bulunmustur.

Kontrol grubuna kiyasla, BTX-A grubunda cROS dizeyleri (Sekil 4.3.B) anlamhi
diizeyde (p=0,001) yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.3. HT29 kolon kanseri hiicrelerinde, JC-1 ve ROS degerleri Uzerinde botulinum nérotoksin A (BT X-A) nin
etkileri. JC-1 (A) ve ROS (B) analizleri floresan problar kullanilarak kuyucuk okuyucu cihazinda belirlendi.
(Ortalama+ Standart Sapma. n=6) (*: p=0,001 kontrol (CNT) grubuna kiyasla).

4.2.3. Kaspaz -3, kaspaz -8 ve kaspaz -9 tayini sonuclari

Kaspaz analizleri kuyucuk okuyucu cihazinda kaspaz substratlart kullanilarak
yapilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, BTX-A grubunda kaspaz -3 (p=0,001) (Sekil 4.4.A),
kaspaz -8 (p=0,049) (Sekil 4.4.B) ve kaspaz -9 (p=0,012) (Sekil 4.4.C) aktiviteleri anlaml

diizeyde yiksek bulunmustur.
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Sekil 4.4. HT29 kolon kanseri hiicrelerinde, kaspaz -3, kaspaz -8 ve kaspaz -9 aktiviteleri tizerinde botulinum
ndrotoksin A (BTX-A)’nin etkileri. Kaspaz -3 (A), kaspaz -8 (B) ve kaspaz -9 (C) aktivite analizleri kaspaz
substratlart kullanilarak kuyucuk okuyucu cihazinda belirlendi. (Ortalama+ Standart Sapma. n=6) (*: p=0,001 A
grafigi; *: p=0,049 B grafigi; *: p=0,012 C grafigi; kontrol (CNT) grubuna kiyasla).
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4.3. Lazer Konfokal Mikroskop Goriintiileme Analiz Sonuclari
4.3.1 Hiicre canlihg1 orani analiz sonuglari

Gruplarin hiicre canlilig1 oran1 PI/Hoechst boyalar1 kullanilarak LKM ile belirlenmistir.
Hoechst canli hicrelerin sitoplazmasini boyar ve mavi goriiniir, PI 6li hiicreleri boyar ve
kirmiz1 goriiniir. Sonuglar PI pozitif hiicre sayisina gére % olarak verilmistir. Bu ¢aligmada, P1
boyasi kullanilarak 6lii hiicrelerin, Hoechst boyasi kullanilarak canli hiicrelerin sayilari tespit
edilmistir (Sekil 4.5.A). HT29 CC hicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla, BTX-A grubunda Pl
pozitif hiicre orani istatistiksel olarak (p=0,001) yiiksek bulunmustur (Sekil 4.5.B). Diger bir
ifade ile kontrol grubuna kiyasla, BTX-A grubunda, PI pozitif hiicre sayisinin, anlaml diizeyde

arttig1 (p=0,001) (Sekil 4.5.C) gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.5. HT29 kolon kanseri hucrelerinde, hlicre 6lumu tzerinde botulinum nérotoksin A (BTX-A)’nin etkileri.
Canl1 (mavi) hiicreler Hoecsht boyasi ile boyanirken, dlii hiicre gekirdekleri propidyum iyodiir (PI) ile kirmizi
renkte boyandi (A). Her iki rengin birlesik goriintiisii ‘Birlesik’ ve 2.5D olarak gosterildi (B). Ham degerlerin
ortlamasi kolon grafigi ile gosterildi (C). (Ortalama+ Standart Sapma. n=6 ve her biri 8-10 kayit) (*: p=0,001
kontrol (CNT) grubuna kiyasla).
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4.3.2. [Ca*?]i goruntitlemesi (Fluo-3 AM) analiz sonug¢lar:

Deney gruplarindaki [Ca*2]i dizeylerini belirlemek icin Fluo-3 AM ile boyanmis
hiicreler yikandiktan sonra LKM cihazinin TRPM2 kanal stimiilasyonu H202 (1 mM) ile
yapilirken, TRPM2 kanal inhibisyonu CARV (200 puM) ile yapilmistir. Sonuglar floresan
yogunlugunda degisim (arbitrary unit, a.u.) olarak verilmistir. Her grubun H2O; verilmeden
onceki durumuna kiyasla, H,O2 verilen gruplarda [Ca*?]i diizeylerinin istatistiksel olarak
yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.6.A). [Ca*?]i diizeyleri BTX-A grubunda CNT grubuna
(p=0.001) ve CNT+H.02+CARYV grubuna kiyasla (p=0.001), BTX-A+ H;0, gruplar1 diger tim
gruplara kiyasla istatistiksel olarak 6nemli diizeyde yiiksek bulunmus (p=0.001); [Ca*?]i
diizeyleri BTX-A+H20, grubunda en yiiksek degere ulagsmistir. Floresan yogunlugunun, BTX-
A+H202+CARV grubunda BTX-A+H202 grubuna kiyasla belirgin bir sekilde azaldigi
gozlemlenmistir (p=0.001) (Sekil 4.6.B).
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Sekil 4.6. HT29 kolon kanseri hicrelerinde, hiicre ici serbest Ca*? ([Ca*?]i) dlzeyleri Uzerinde botulinum
norotoksin A (BTX-A)’nin etkileri. Hucreler Fluo-3-AM floresan boyasi ile 45-60 dakika boyandi (A). Ham
degerlerin ortlamasi kolon grafigi ile gosterildi (B). (Ortalama+ Standart Sapma. n=6 ve her biri 8-10 kayit) (*:
p=0.001 kontrol (CNT) grubuna kiyasla; #: p=0.001 CNT+H,0, grubuna kiyasla; a: p=0.001 CNT+H,0,+CARV
grubuna kiyasla; b: p=0.001 BTX-A grubuna kiyasla; c: p=0.001 BT X-A+H;0; grubuna kiyasla).

53






5. TARTISMA

CC, diinyada goriilen en yaygimn kanser tiirlerinden biri olup, ylUksek morbidite ve
mortaliteye sahiptir. CC’in 6nlenmesi ve tedavisi ile ilgili ¢caligsmalar devam etmektedir. Kanser
oliimlerindeki diisiis hiz1 elimizdeki mevcut verilere bakildiginda 1990 sonlarindan giiniimiize
kadar yavas yavas yiikselmektedir; ancak bu yiikselis yeni vakalardaki artis oranina kiyasla ¢ok
daha disiik seyretmektedir. Bu yiizden kansere yakalanan niifus orani yildan yila giderek

artmaktadir (Siegel ve ark., 2022).

CC’den korunmak i¢in Oncelikle risk faktorlerinden (sagliksiz beslenme, fiziksel
aktivite azl1g1, sigara vb.) kaginmak gerekir. CC insidansi yiiksek olan bireylerin (afro-amerikan
koken, erkek cinsiyeti, eslik eden hastaliklar, ailede CC 6ykiisii) bu konuda ¢ok daha dikkatli
olmas1 dnerilmektedir. CC’1 6nlemek ve CC’ye bagh 6liimleri azaltmak i¢in en etkili yollardan
birisi diizenli yapilan saglik taramalaridir. Sagligimiza zarar verecek her tiirlii aligkanliklardan
uzak durarak, dogal iirtinler ile dogru ve dengeli beslenerek, diizenli yapilan fiziksel aktivite ile
stresten uzak saglikli bir yasam siirmek bu anlamda 6nem arzetmektedir (Hossain ve ark., 2022;
Thanikachalam ve Khan, 2019; Mishra ve ark., 2013).

Kanser ve daha bir¢ok hastalikta, erken teshis ve tedavi genellikle bireyin hayatta kalma
sansin1 artirmaktadir. Ancak gelismekte olan iilkelerde erken teshis ve tedavinin saglanabilmesi
icin saglik hizmetlerine ulasim sikintisindan kiginin gelir ve egitim durumuna kadar birgok
faktor sorumludur. Kanser olusumuna neden olan risk faktorlerinden kagiarak kanser
vakalarimi %40-50’si 6nlenebilir; erken tan1 ve dogru tedaviyle ise %65’i tedavi edilebilir
(Istanbul Tabip Odasi, 2023; Aiello ve ark., 2019).

Kanser tedavisinin amaci, tiimor dokusunu, viicudun geri kalan kismina zarar vermeden
tamamen yok etmektir. CC tedavisinde kullanilan kemoterapoétikler yiksek toksisiteye, diisiik
ozgiillige ve bircok olumsuz yan etkilere sahiptir; bu da, tedavi basarisizligina ve/veya diisiik
hasta uyumuna yol agmaktadir (Khan ve ark., 2022). Bu ilaglar arasinda neoadjuvan tedavilerin
temelinde yer alan 5-florourasil / I6kovorin ile oksaliplatin (FOLFOX) veya irinotekan
(FOLFIRI), bevasizumab, panitumumab veya setuksimab ile birlikte kullanilmaktadir.
Kemoterapinin yan etkileri, saglikli hiicreler hasar gordiigiinde ortaya c¢ikar. Bu yan etkiler
arasinda yorgunluk, bas agrisi, miyalji, mide agrisi, diyare, kusma, bogaz agrisi, anemi,
konstipasyon, sinir sisteminde hasar, bellek sorunlari, istahsizlik ve alopesi gibi bircok faktor

kisinin yasam kalitesine, sosyalizasyon siirecine olumsuz etki etmektedir (Neugut ve ark., 2019;
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Aiello ve ark., 2019). Birgok antikanser ilacin normal hiicreler iizerinde zararl yan etkilere
neden oldugu gergegi goz Oniline alindiginda, kanser tedavisi igin etkili ve giivenli ilag
adaylarmin arastirilmasi, hizli bir sekilde tedaviye kazandirilmasi gerekir. ideal olarak,

antikanser tedavilerinin segici hiicre 6ldiiriicti etkileri olmalidir (Adaramoye ve ark., 2017).

Kanser tedavisini, timortin blyltmesinden ve ilerlemesinden sorumlu spesifik
molekiilleri ele alacak sekilde uyarlamak, klinik onkolojinin umut verici yeni bir alanidir. Uzun
yillar boyunca apoptozu uyaracak molekiillerin hedeflenmesi ana odak noktas1 olmustur, ¢linkii
bu yolun inhibisyonu genellikle malign hiicrenin hayatta kalmasinda bir faktordiir (Karnak ve
Xu, 2010). FDA onayli birka¢ ajanin antitimér etkinligi apoptoz sinyal yolaklar1 tizerindeki
etkilerine baglidir. Sinirl sayida FDA onayli antikanser ajan dogrudan apoptotik yollar1 hedef
alir; bu molekiillerden bazilari, anti-apoptotik Bcl-2 aile Uyelerini inhibe etmek igin
tasarlanmistir. Apoptoz siirecine oksidatif stres, DNA hasari ve bagisiklik sistemi dahil olmak
Uzere bircok faktor tarafindan tetiklenen mitokondriyal ve reseptor aracili sinyal yollar1 aracilik
eder. Timor hiicrelerinde apoptoz yolaklarinin aktive edilmesi hiicre 6liimiinii etkileyebilir.
Kombinasyon rejimleri kullanarak bu etkiyi giliglendirme olasilig1 su anda arastirilmaktadir

(Carneiro ve EI-Deiry, 2020).

DSO, diinyadaki kisilerin yaklasik %80’inin tedavi igin geleneksel yontemleri tercih
ettigini bildirmistir. Bu tedavilerden biri de fitoterapidir. Genel olarak sonuglar; tiziim, soya
fasulyesi, yesil ¢ay, sarimsak, zeytin ve narin CC’ye karst en etkili bitkiler oldugunu
goOstermektedir (Aiello ve ark., 2019). Bu anlamda, geleneksel dogal kaynaklardan gelistirilen
yeni antikanser ilaclar, kemoterapdtik ilaglarin etkinligini artirabilir (Liberio ve ark., 2013). Su
anda diinyadaki birgok arastirmaci, genellikle zehirli olan bilesiklerin antikanser 6zellik
gosterdigini ortaya cikarmustir. Zehirlerin ve toksinlerin biyolojik c¢esitliligi, onlar1 yeni
antikanser ajanlarinin gelistirilebilecegi benzersiz bir kaynak haline getirmektedir (Liu ve ark.,
2014). Calismalar, yilan ve ar1 zehrinden tiiretilen toksinlerin yani sira bazi bakteri ve bitki
toksinlerinin kanser tedavisine potansiyel olarak yardimci olabilecegini bildirmistir. Anaerobik
spor olusturan Gram-pozitif Clostridium botulinum tarafindan tretilen BTX bu toksinlerden
biridir (Shebl, 2019).

Clostridium botulinum ekzotoksinlerinden biri olan BTX-A, insanoglunun bildigi en
giiclii biyolojik toksin olmasina ragmen BTX-A’nin, tipta giiclii bir terapdtik ajan oldugu uzun
stireli ¢aligmalarla kanitlanmistir. Yapilan ¢aligmalar, ¢esitli norolojik ve noérolojik olmayan

bozukluklarin tedavisinde; ¢esitli distoni formlari, spastisite, infantil serebral palsi, hemifasiyal
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spazm, tikler, titreme ve mesane ve gastrointestinal motilite bozukluklari gibi kas hiperaktivite
bozukluklar1 ve anormal kas kasilmalari, blefarospazm, sasilik, detrlisor asir1 aktivitesi,
hiperhidroz, siyalore ve kronik migrende giivenli ve etkin bir tedavi segenegi olabilecegini
ortaya koymustur (Dressler ve Johnson, 2022; Jankovic, 2018; Cai ve ark., 2017; Dressler,
2012; Aurora ve ark., 2010; Scott, 1980). Uygun bir sekilde kullanildiginda, BTX tedavisi,
hastalara uzun siire semptomatik rahatlama saglayabilir ve boylece yasam kalitesini olumlu

yonde etkileyebilir (Kukreja ve Singh, 2015).

Kanserin tedavi edilmesi i¢in apoptozun uyarilmasi, mitotik aktivitenin engellenmesi
mantikli bir hedef olarak diistiniilmektedir (Carneiro ve El-Deiry, 2020; Pistritto ve ark., 2016).
Bandala ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada sunuglar, yaygin olarak iskelet kaslari
tizerindeki rahatlatict etkisi oldugu bilinen BTX-A’nin, T47D meme kanseri hiicre hattinda
apoptotik siirecler yoluyla, hiicrelerde doza ve zamana bagli bir sekilde oldukga sitotoksik
oldugunu acikca gostermektedir. Diigsitk BTX-A konsantrasyonlarinin (<0.1 U) hiicre canlilig1
uzerinde etkisi gozlenmezken, yuksek BTX-A konsantrasyonlarinda (>5 U), hucre canliliginin
onemli 6l¢iide azaldig1 bildirilmistir. Karsenty ve ark. (2009) tarafindan, prostat kanseri LNCaP
(prostat kanseri lenf metastaz1) ve PC3 (prostat kanseri kemik metastazi) hiicre hatlar
kullanilarak yapilan ¢alismada, insan prostat kanser hiicrelerinin blytmesini in vitro olarak
inhibe ettigi saptanmistir. BTX-A'nin, in vitro PC3 hiicre hattinda hicre proliferasyonu
tizerinde degil, LNCaP hiicre hatlari lizerinde doza bagl inhibitor etkisi gézlemlenmistir. BTX-
A’nin kismen tiimor biiylime hizinda gozlenen diislisten ve artan apoptozdan sorumlu
olabilecegi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢aligma ile HT29 CC hucrelerinde BTX-A’nin hicre
sayisini ve hiicre canliigini azalttigi, debris miktarint arttirdigi gézlemlenmistir. Apoptozis
degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buldugumuz sonuglar, daha
once farkli kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalarin sonuglarin1 desteklemektedir. Bu ¢alismaya
dayanarak, BTX-A tedavisinin CC’ye kars1 alternatif bir tedavi ajani olarak daha kapsamli
caligmalarda incelenebilecegi disiiniilebilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda BTX’in, kanser
tedavisinde faydali olabilecegi, kanser radyoterapisinden sonra analjezik olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Grenda ve ark., 2022).

Kaspaz -3, kaspaz -8 ve kaspaz -9’un mitokondriyal ve reseptor aracili apoptozis
yolaklarinda 6nemli aracilar oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Hiicre canlilifindaki ve
sayisindaki azalma, kaspaz aktivitelerinde de artiglarin olabilecegini diisiindiirmiistiir Artan
kaspaz aktiviteleri genellikle apoptozun bir isareti ve kanser tedavisindeki etkinligin olumlu bir
gostergesi olarak kabul edilir. Zincirleme bir sekilde gergeklesen kaspaz aktivasyonu, apoptoz
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yolaklarinda goérevli proteinleri ve immiin sistem sinyal yollarin1 hedef alarak apoptozu
uyardig1 i¢in kanser aragtirmalari i¢in de umut verici hedeflerdir. Apoptotik kaspazlar hicre
Olimiinii tesvik eder ve bu nedenle kaspaz kaybinin tiimor gelisimini tesvik etmesi beklenir
(Shalini ve ark., 2015). Zhou ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada kaspaz -3'n CC
hiicre istilasini ve metastazi tesvik etmede 6nemli rol oynadigi ve bu nedenle CC tedavisi igin
potansiyel bir hedef olarak hizmet edebilecegi ortaya konulmustur. Nam ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢alismada ise proapoptotik Bel-2 ailesi Uyesi Bim'in ekspresyonu ve kaspaz-
3'n aktivasyonunun, C. difficile toksin A uygulanmasiyla 6nemli 6l¢tide arttig1; elde edilen
sonuglara gore, C. difficile toksin A’nin, kolorektal kansere ve meme karsinomlarina karsi
potansiyel bir antikanser ajani olabilecegi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alisma ile HT29 CC
hicrelerinde BT X-A’nin, kontrol grubuna kiyasla kaspaz -3, kaspaz -8, kaspaz -9 aktivitesini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi bulunmustur. Kaspaz 3, kaspaz kademesinin
sonunda oldugundan ve hem mitokondriyal hem de reseptor aracili yollarla aktive edildiginden,
apoptoz siirecinin 6nemli aracilaridir. Kaspaz -3, kaspaz -8, kaspaz -9 aktivasyonlarindaki artig
hiicre canliligi ve hiicre sayisindaki artis ile negatif, debris miktarindaki veriler ile pozitif
korelasyon gostermektedir. Kaspazlarin apoptotik ~ siireglerin  baslatilmasinda hem
mitokondriyal hem de reseptor aracili yolaklarda tistlendigi gorev disiiniildiigiinde, kanser
hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu elde edilen verilerle ve daha dnce yapilan birgok ¢alisma

ile desteklenmektedir.

Son ¢aligmalarla kanser olusumunda ve tedavisinde kaspaz 3'in daha karmasik bir rol
aldig1 ortaya konulmustur. Liu ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢aligma, kaspaz 3'tin, timor
baskilayict olarak gorev yapmak yerine, hiicresel kimyasallara ve radyasyona maruz kalma
sonrasinda karsinogenezi tesvik ettigini gostermektedir. Kurtova ve ark. (2015) tarafindan
mesane kanseri hiucrelerinde yapilan bagka bir ¢alismada, kaspaz 3’iin, 6len, kemoterapiden
sonra timor hiicresi ¢ogalmasini tesvik ettigi bildirilmistir. Flanagan ve ark. (2016) tarafindan
hasta insanlar iizerinde yapilan baska bir ¢alisma ile diisiik diizeyde aktif kaspaz -3'e sahip CC
hastalarinin hayatta kalma siiresinin daha uzun oldugu bildirilmistir. Bu sonuclarla, Kaspaz -
3'0n, ozellikle distiik yogunluklarda CC hcrelerinin in vitro timdrijenik yeteneklerinin

desteklenmesinde énemli rol oynadig: da ileri stiriilmiistiir.

Daha oOnce yapilan g¢alismalar ile BTX-A’nin givenlik indeksinin yiiksek oldugu
bildirilmistir. BTX-A'nin terap6tik uygulamasinin artmasinin temel nedenleri, belirgin klinik
etkinlige ve kanitlanmis giivenlik kaydina sahip olmasidir (Dressler ve Johnson, 2022; Cai ve
ark., 2017). BTX-A’nin kanser hucreleri ile vero hiicreleri tizerindeki etkisinin karsilastirmali
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olarak analiz edildigi ¢alismalar da mevcuttur. BTX-A’nin, CC (HCT116), prostat kanseri
(DU145) hiicre hatlarinda ve vero hicreleri Uzerinde etkisi aragtirllmistir. BTX-A
konsantrasyona bagli olarak, pS3 geninin yukari regiilasyonu yolu ile apoptozu indiiklemistir
ve hiicresel proliferasyonu kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde inhibe etmistir. BTX-
A'nin, vero hiicrelerine herhangi bir toksisite olmaksizin, kanser hiicre hatlarinda sitotoksisiteyi
indiikleyebilecegi ortaya konulmustur (Shebl, 2019). Fakat yaptigimiz literatiir taramasinda
BTX-A’nin, TRPM2 aracil1 asir1 [Ca*?]i artis1 ile oksidatif stres, apoptozis ve timor hiicresi

Oliimii tizerindeki etkileri CC hiicrelerinde arastirilmamustir.

Farkli fizyolojik ve patolojik siireglerde, hiicresel sinyal kaskadlarinin ve nérosensor
siireglerinin sinyal iletiminde kritik islevi bulunan TRPM2’nin, hiicre igi Ca*? iyonlar1 ve ROS
tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir. TRP kanallar1 oksidatif stres durumunda bir sensér
olarak aktive olmaktadir. TRPA1, TRPM2 ve TRPV1’in apoptotik ve oksidan etkilerinden
dolay1 kolon tiimorlerinin tedavisinde etkili ajanlar olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Kaya

ve ark., 2013)

Guler ve Ovey, (2018) tarafindan yapilan g¢alisma sonucunda 5-florourasil ve
Lokovorin'in hem kolon (Caco-2) kanseri hem de meme (MCF7) kanseri hiicreleri Uzerindeki
apoptotik etkilerinin dogrudan TRPM2 kanallar1 ile iliskili oldugu bildirilmistir. 5-
fluorourasil’in hiicredeki serbest oksijen radikallerini artirarak oksidatif strese, antioksidan
savunma sistemindeki apoptotik etkilerinden dolay1 antioksidan savunma sisteminde hasara ve
baskiya neden oldugu; TRPM2 kanallarinin aktivasyonu sonucu [Ca*2]i seviyelerinin artmasina
ardindan MMP artigina yol agarak apoptozun tim basamaklarinda Kritik bir rol oynadigi
bildirilmistir. Guler ve Ovey’in, (2020) daha sonra yaptigi bir baska calismada ise
siklofosfamidin ve diisiik seviyeli lazerin insan kolon (Caco-2) kanseri htcreleri Uzerindeki
etkileri arastirilmistir. Sonug¢ olarak; siklofosfamidin CC hiicreleri Uzerindeki apoptotik
etkilerinin dogrudan TRPM2 kanallar1 ile iliskili oldugu, diisiik seviyeli lazerin CC
hiicrelerinde TRPM2 kanallar1 yoluyla apoptozu arttirdig1 ve siklofostamidin apoptotik etkisini

indiikledigi gosterilmistir.

Hicre iceresine Ca*? iyon akisi, mitokondride depolarizasyon artist yoluyla ROS
liretimini artirmakta, artan cROS miktar1, gerek hiicre i¢i organellerin kapilarini acarak ve
gerekse katyon kanallarma zarar vererek sitozolde Ca*? miktarini artirmaktadir. Mitokondriye
daha fazla Ca*? girisi ile depolarizasyonun artmasi, hiicrede deformasyon veya apoptozis
olusturmaktadir. Ayrica, artan CROS ile TRPM2 kanallar1 daha fazla aktive olmaktadir (Kahya
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ve ark., 2017). [Ca*?]i artisinin mitokondri zar depolarizasyonu artis yoluyla, oksidatif stres ve
apoptotik yolaklar tetikleyerek tiimor hiicre dlimiinde rol oynadig1 yakin zamanda yapilan
birgok calisma sonuglarinda gosterilmistir. BTX-A’nin, TRPM2 kanal
araciligryla mitokondri ROS iiretimini aktive ettigi ve bdylece ndroblastoma ve glioblastoma
timor hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu ortaya konmustur (Martinelli ve ark., 2020; Akpinar
ve ark., 2020). Kanser tedavisinde kullanilan bir¢ok kimyasal (6rnegin: rituksimab) hiicre igi
Ca*2 miktarim artirarak apoptozis olusumu ve akabinde tiimér hiicre dliimiine neden olmaktadir
(Latour ve ark., 2019). BTX-A’nin da giiniimiizde kanser tedavisinde kullandigimiz baz1 ilaglar
ile benzer etki mekanizmasina sahip olmasi, bu literatiirler 15181inda BTX-A’nin da kanser

tedavisindeki ¢calismalarda yer alabilecegini diisiindiirmektedir.

MMP aracili cROS artisinin TRPM2 kanallarint HT29 hiicrelerinde daha fazla aktive
ettigine dair daha 6nce yapilan bir ¢alisma yoktur. Yaptigimiz ¢calisma ile HT29 hiicre hattinin
BTX-A ile inkiibasyonunun TRPM2 kanallar1 tizerindeki etkisi, TRPM2 kanal aktivatorii H202
ve TRPM2 kanal inhibitérii CARV kullanilarak; [(Ca*?)i] miktarindaki degisim miktar1 analiz
edilmistir. BTX-A uygulanan HT29 CC hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla [Ca*?]i
seviyelerinin, cROS miktarinin ve MMP’nin artmis oldugu gozlemlenmistir. Yapilan
calismayla; cROS miktarindaki artisin, TRPM2 kanal aktivasyonu sonucu Ca*?’un hiicre
icerisine akmasina ve bdylece [Ca*2]i seviyesinde artisa neden oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
Daha 6nce diger kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarin sonuglar1 ve elde ettigimiz veriler,
HT29 CC hiicrelerinde BTX-A’nin apoptotik etkisinin; [Ca*?]i, cROS ve MMP seviyelerindeki
artis ile desteklendigini diistindiirmektedir. BTX-A’nin TRPM2 uyarimi yoluyla apoptotik ve
oksidan etkileri, CC tedavisinde siklikla kullanilan oksaliplatin ile benzerlik gostermektedir.
Bu sonuclar, BTX-A’nin, CC tedavisinde alternatif tedavi veya kombinasyon tedavisi

caligmalarinda yer alabilecegi hipotezini desteklemektedir.

BTX'lerin, etkisinin uzun olmasi, yapisi itibariyle hedef hiicrelere kars1 yiiksek afinitesi
ve ozgillugi (Kukreja ve Singh, 2015); antikanser tedavilerinde hedefledigimiz (giivenilirlik,
yan etki profilinin diisiik ve timor dokusuna yiiksek afinite gostermesi; etkisinin giiglii, segici
ve uzun siireli olmas1 vb.) 6zelliklerin ¢cogunu karsilamaktadir. BTX-A’nin kanser tedavisinde
kullanilabilecegi daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile bildirilmistir. Caligmamiz sonucunda elde
ettigimiz veriler de daha once yapilan ¢aligmalari desteklemektedir; ancak daha fazla in vivo

ve in vitro ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug

Her yil yeni kanser vakalarinin sayisinda ve kansere bagli 6liim oranlarinda biiyiik bir
artis yagsanmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétikler ciddi advers etkilere neden
olmaktadir; bununla birlikte, maliyetleri de yiiksektir. Hastaligin ilerleyisinin
yavaglatilabilmesi ya da durdurulabilmesi, semptomlarin azaltilmasi ya da yok edilmesi i¢in
alternatif tedavilerin veya ilaglarin kesfedilmesi hayati 6nem tasimaktadir. Kanser tedavisinde
hiicre 6lim0 aktivasyonunu devreye sokmak icin, hicre 6lim yolunu tetikleyen, timor
baskilayict yolaklaklar1 veya direkt tiimorii hedef alan stratejiler umut verici bulunmaktadir.
Artan kaspaz aktiviteleri genellikle apoptozun bir igareti ve kanser tedavisindeki etkinligin
olumlu bir gostergesi olarak kabul edilir. Zincirleme bir sekilde gerceklesen kaspaz
aktivasyonu apoptoz yolaklarinda gorevli proteinleri ve immiin sistem sinyal yollarini hedef
alarak apoptozu uyardiklar i¢in kanser arastirmalari i¢in de umut verici hedeflerdir. Dogal
iiriinler ve bunlarin sentetik tiirevleri, kanser tedavisinde yeni bilesiklerin potansiyel kaynag:
olarak degerlendirilebilir veya kemoterapinin neden oldugu yan etkilerin 6nlenmesine énemli

katki saglayacag diisiiniilebilir.

Clostridium botulinum tarafindan Gretilen BTX-A’nin apoptozu indiikledigi ve ¢esitli
kanser hiicre hatlarinda biiyiimenin durmasini tesvik ettigi gosterildiginden; BTX-A’nin HT29
CC hiicre hatlart tizerinde de gosterecegi spesifik toksisite, antimitotik ve proapoptotik
etkilerinin aragtirtlmasinin, tedavide karsilasilan sorunlara ¢ozim getirecek calismalara yol

gostermesi acisindan 6nemli sonuglar verecegi diisiiniilerek bu calisma planlanmistir.

Bu tez calismasinda BTX-A’nin, HT29 CC hiicre hattinda etkileri arastirilmstir.
Calismamizda, HT29 hiicre hattinin BTX-A ile inkiibasyonlari; MTT deneyi, Casy Tone cihazi,
kuyucuk okuyucu cihazi ve LKM ile arastirilmistir. MTT analizi ve Casy Tone cihazi
kullanarak yaptigimiz analizlerde, BTX-A uygulanan HT29 CC hiicre hattinda kontrol grubuna
kiyasla, hiicre sayisi ve hiicre canliligi diizeyinin istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldigi,
debris miktarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 gériilmiistiir. Kuyucuk okuyucu
cihaz1 ve LKM ile yaptigimiz analizlerde BTX-A ile inkilibe edilen HT29 CC hiicre hattinda
kontrol grubuna kiyasla; apoptozis, MMP, [(Ca*?)i] ve cROS miktarlarinda, kaspaz-3, kaspaz -

8 ve kaspaz -9 aktivasyonlarinda istatistikel olarak artis gdzlemlenmistir.
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Kaspaz aktivasyonlarinda meydana gelen artts MMP’de daha fazla artisa neden olarak
hiicre icerisine Ca*? akisim artirmustir. [(Ca*?)i]’daki artis beraberinde cROS miktarinda artisa
yol agmigtir. Timor hiicresinde redoks dengesinin bozulmasi oksidatif stresin olugsmasini
saglar. Oksidatif stres bir sensor gibi davranarak TRPM2 kanal aktivasyonuna neden olur ve
bunun sonucunda hiicreye daha fazla Ca*? akisi olur. Kaspaz-3, kaspaz -8, kaspaz -9, [(Ca*?)i],
cROS, MMP ve TRPM2 kanal aktivasyonundaki artis apoptoz sinyal yollarinin uyarir ve

bdylece hiicrede apoptoz meydana gelir.

HT29 hiicreleri ile yapilan bu in vitro ¢alisma sonucunda, BTX-A’nin, tuimor hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, antimitotik aktivite gosterdigi, cROS miktarini artirdig1 boylece
oksidatif stres meydana getirdigi gozlemlenmistir. Kaspaz -3, kaspaz -8, kaspaz-9 aktivasyonu
sonucu apoptozu tesvik ettigi bu yiizden proapoptotik 6zellik gosterdigi ortaya konulmustur.
BTX-A’nin etkisi ile TRPM2 kanal aktivasyonu daha fazla [(Ca*?)i] artisina katki saglayarak,
MMP artisim1 ve oksidatif stresin olusumunu desteklemistir. TRPM2 kanal inhibitérii CARV
eklenmesi, [(Ca*?)i] diizeyini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir. Sonug olarak
BTX-A, HT29 CC hiicrelerinde olusturdugu tiim sinyaller apoptozun artisina yol agmustir.
Hiicre sayisi, hiicre canliligi ve debris miktarindaki degisim elde ettigimiz sonuglari

dogrulamaktadir.

6.2. Oneriler

BTX-A’nin giivenlik indeksini dogrulamak i¢in yeni ¢alismalara vero hiicre gruplar
eklenerek daha kapsamli ¢aligmalar yapilabilir. Yeni ¢aligmalarda, 6rneklem sayisi artirilarak,
inkiibasyon siireleri degistirilerek ve farkli dozlar uygulanarak daha kapsamli sonuglar elde
edilebilir; ayrica farkli kanser tiplerinde etki ve toksisite arastirilabilir. Bunun i¢in daha fazla in
vivo ve in vitro ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

TRPM2 kanal aracili sitozolik Ca*2, ROS ve apoptozis artisinin birgok kanser hiicresinin
Oliimiinde 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Fakat bu durum CC hiicrelerinde yeterince
incelenmemistir. Yakin zamanda yapilan calismalarda, BTX-A’nin kanser hiicrelerinin
Olimiinii sagladig1 bildirilmesine ragmen, TRPM2 kanal aracili CC hiicre oldiirticii etki
mekanizmasi heniliz aydinlatilmamistir. Bu arastirma sonuglar1 ile BTX-A’nin CC hiicreleri
oliimiinde 6nemli bir role sahip oldugu gdzlemlenmistir. Bu nedenle, BTX-A’nin yani sira
TRPM2 kanali uyarict etki yapan maddelerin CC hiicreleri 6liimii iizerindeki etkilerinin
arastirilmasi; bunun yaninda BTX-A’nin CC hiicre 6ldiiriicii etkisinin TRPM2 geni olmayan

CC hiicrelerinde test edilmesi de bu alandaki boslugu dolduracaktir.
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