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Amag: Kapesitabin kolon kanseri tedavisine yonelik yaygin olarak kullanmilan etkili ajanlardan
birisidir. Ancak sistemik yan etkiler ve direng gelisimi gibi olumsuz durumlar tedavi etkinligini
surlandirabilmektedir. Calismamizin amaci, UPR sinyal yolunun IRE1o/XBP-1 dalimn segici
inhibitor olan GSK2850163 aractli inhibe edilmesinin kolon kanseri hiicrelerinde kapesitabine olan
duyarlihiga olan etkilerinin aragtirilmasidir.

Gerec ve Yontem: Calismalarimizda insan kolon kanseri hiicreleri olan Caco-2 ve HT-29 hiicreleri
kullanmlnustir. Kapesitabin ve GSK2850163'iin hiicre canliigy iizerine olan etkileri WST-1 testi ile
incelendi. Takiben belirlenen etkin konsantrasyonlarda kombinasyon g¢alismalart ile canlilik
analizlerine devam edildi. GSK2850163’iin IRE1o/XBP-1 yolu iizerindeki inhibe edici etkisi
immiinoblotlama ¢alismalart ile dogrulandi. Kapesitabin ve GSK2850163 es uygulama tedavisinin
hiicrelerin migrasyon ve invazyon yetenegi iizerine olan etkileri yara iyilegsme ve matrijel-kapli
Boyden-chamber invazyon testi ile degerlendirildi.

Sonu¢ ve Tartisma: Calismamizda IRE1o/XBP-1'in GSK2850163 aracili inhibisyonunun kolon
kanseri hiicrelerinin canliligini, migrasyon ve invazyon kapasitesini énemli 6l¢iide simirladig
belirlendi. Kapesitabin ve GSK2850163 ’iin es uygulama tedavisinin yalniz basina kapesitabin veya
GSK2850163 uygulamalarina kiyasla kolon kanseri hiicreleri iizerinde daha etkili oldugunu
gozlemlendi. Arastirma bulgularimiz, kolon kanserine yonelik IREIo/XBP-1 sinyal yolunun
farmakolojik olarak hedeflenmesinin etkili tedavi yaklagimlar: sunabilecegini dnermektedir.
Anahtar Kelimeler: GSK2850163, IRE 1o, kapesitabin, kolon kanseri, UPR

ABSTRACT

Objective: Capecitabine is one of the widely used potent agents for the treatment of colon cancer.
However, adverse events, such as systemic side effects and resistance development, may limit the
effectiveness of the treatment. Our study aimed to investigate the impact of GSK2850163-mediated
selective inhibition of the IRE1a/XBP-1 branch of the UPR signaling pathway on the sensitivity of
colon cancer cells to capecitabine.
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Material and Method: Human colon cancer cells Caco-2 and HT-29 were used in our studies. The
effects of capecitabine and GSK2850163 on cell viability were examined by WST-1 test. Viability
analyses were continued with combination studies to determine effective concentrations. The
inhibitory effect of GSK2850163 on the IRE1a/XBP-1 pathway was confirmed by immunoblotting
studies. The impact of capecitabine and GSK2850163 co-administration treatment on the migration
and invasion ability of cells was evaluated by wound healing and matrigel-coated Boyden-chamber
invasion test.

Result and Discussion: Our study determined that GSK2850163-mediated inhibition of
IRE la/XBP-1 significantly limited the viability, migration and invasion capacity of colon cancer
cells. We observed that co-administration of capecitabine and GSK2850163 was more effective on
colon cancer cells compared to capecitabine or GSK2850163 alone. Our research findings suggest
that pharmacological targeting of the IRE1o/XBP-1 signaling pathway for colon cancer may offer
effective treatment approaches.
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GIRIS

Kolorektal kanser kolonda ve/veya rektumdaki dokularin kanserlesmesi nedeniyle ortaya ¢ikan
ve giinimiizde oOzellikle degisen beslenme aliskanliklart nedeniyle siklikla teshis edilen kanser
tirlerinden birisidir [1]. Amerika Birlesik Devletleri'nde kolorektal kanser, erkeklerde kanserle iliskili
oliimlerin ii¢iincii, kadinlarda ise dordiincii 6nde gelen nedenidir. Amerikan Kanser Dernegi’nin 2025
yil1 tahminlerine goére Amerika Birlesik Devletleri’nde 107.320 yeni kolon kanseri vakasi gozlenecegi
on gorilmektedir. 2025 yilinda yaklasik 52.900 bireyin yasamini yitirmesine neden olmasi
beklenmektedir [2]. Gilinimiizde cinsiyet, yas, diyet, obezite, sigara kullanimi, alkol tiikketimi, sedanter
yasam tarzi, bagirsak mikrobiyotas1 ve kalitsal hastaliklar gibi ¢esitli risk faktorlerinin kolorektal
kanserle iligkili oldugu tespit edilmistir [3]. Kolon kanseri tedavisinde ¢ogunlukla lokal tedavi olarak
cerrahi girisim, ablasyon ve embolizasyon, radyoterapi, sistemik tedavi olarak ise kemoterapi, hedefe
yonelik tedavi ve immiinoterapi gibi yaklasimlardan faydalanilmaktadir [4].

Kapesitabin oral olarak kullanilan pirimidin analogu olarak bilinen 5-Fluorourasil (5-FU)’in 6n
ilacidir ve 5-FU ile aymi hiicresel etki mekanizmasini sergileyerek metabolitlerinin DNA ve RNA’ya
dahil edilmesi yoluyla antikanser etkiler sergilemektedir [5,6]. Kapesitabin, yaygin olarak kolon kanseri
tedavisinde monoterapi, adjuvan tedavi ve metastatik veya ilerlemis kanserler igin diger ajanlarla
kombinasyon tedavisi olarak kullanilmaktadir [7]. Kapesitabin doz-sinir toksisiteleri arasinda diyare,
karin agrisi, bulanti, stomatit ve el-ayak sendromu bulunmaktadir [8]. Bununla birlikte kapesitabin’in
yarattig1 yan etkiler ve hastalarda gelisen ila¢ direnci gibi olumsuz durumlar tedavideki kullanimini
sinirlandirabilmektedir [6,9]. Son 10 yilda yapilan ¢aligmalar, hiicrelerdeki endoplazmik retikulum (ER)
stresi, katlanmamuis protein cevab1 (UPR) ve proteostaz kontroliiniin kanser ilerlemesi ve kazanilmuis ilag
direncinde 6nemli mekanizmalar olduguna isaret etmektedir [10,11]. Bu nedenle fizyolojik 6neme sahip
bu mekanizmalarin farmakolojik olarak hedeflenmesi kanser arastirmalarinda daha da ilgi ¢ekici hale
gelmistir.

ER; lipit, karbonhidrat ve kolesterol metabolizmasi1 gibi 6nemli fizyolojik biyokimyasal siireglere
ev sahipligi yapmasinin yani sira 6karyotik hiicrelerde protein sentezi i¢cin dnemli merkezlerden birini
teskil etmektedir [12,13]. Bununla birlikte ER, proteinlerin katlanmasi, ko- ve post-translasyonel
modifikasyonlarin gergeklestirilmesi ve bu proteinlerin olgun formlarina ulastirilmasinin hassas bir
sekilde denetlendigi protein kalite kontrolii siireclerine iliskin sofistike mekanizmalara ev sahipligi
yapan hayati bir organeldir [14]. ER’nin kapasitesinin asilmasi, genotoksik etkiler, oksidatif stres gibi
cesitli etkenler proteinlerin katlanmasinda aksamalara ve bozulmalara neden olarak yanlis katlanmig ve
katlanmamis proteinlerin ER liimeninde birikmesiyle karakterize olan ER stresi ad1 verilen bir hiicresel
stireci tetikleyebilmektedir [15]. ER stresinin asilmasinda ve bu yol ile ER homeostazisinin yeniden
kurulmasindaki baglica mekanizma UPR sinyalizasyonudur [15].

Proteostaz kosullar altinda molekiiler saperon BiP/GRP78 proteini, ER-membraninda lokalize
transmembranal 6zellikteki {ic ER stres sensor proteini olan; inozitol gerektiren enzim 1 alfa (IREla),
protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6 alfa (ATF6a)’y1
inaktif olarak tutmaktadir. ER stresi altinda hatali katlanan proteinler i¢cin daha yiiksek baglanma
afinitesine sahip olan BiP/GRP78, bagli oldugu sensoér proteinlerinden ayrisarak UPR
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sinyalizasyonunun uyarimina aracilik eder [16]. Bu siire¢ bir seri sinyal kaskatmi aktive ederek
transkripsiyonel ve translasyonel diizeydeki adaptif sinyal yollarin1 uyarmaktadir [16-18]. Son yillardaki
caligmalar, UPR’nin IRE10/XBP-1 sinyal kolunun aktivitesindeki degisimlerin kanser de dahil olmak
tizere birgok patoloji ile iliskili oldugunu ortaya koymustur [17,18].

IRE1la, sitozolde bir kinaz domainine ve ER'de bir endoriboniikleaz domainine sahiptir.
IRE1a’nin uyarimi oligomerizasyonuna ve oto-fosforilasyonuna neden olmaktadir. Aktive olan IREla
endoriboniikleaz aktivitesi ile X-box-binding protein 1 (XBP-1u) mRNA'sindan 26 bp'lik bir intron
splice edilerek aktif bir transkripsiyon faktorii, XBP1'in splice edilmis formu (XBP-1s) olusur. Bu
olusum UPR hedef genlerinin ekspresyonunu segici olarak modiile etmektedir [19,20]. Yapilan
calismalarda IRE10/XBP-1 sinyal yolu modiilasyonunun prostat kanseri, meme kanseri ve kolorektal
kanser ile iliskilendirilmis olup birgok kanser tiiriinde kanser gelisimi ve metastaz ile iligkisi
gosterilmistir. IRE1a/XBP-1 kolunun kanser hiicre biyolojisindeki siireclerle iligkili olmasi kanser
tedavileri i¢in umut verici bir hedef olabileceginden bu yolaga 6zgii bir¢ok terapétik ajan gelistirilmistir
[19-23].

Literatiirde gerek deneysel agidan ve gerekse klinik uygulamalarda kanser tedavisine yonelik
bir¢ok olasi ilag kombinasyonlarinin kullanimlari mevcuttur [24,25]. Bu baglamda antikanser ilaglarin
kombine kullanimlariin sistemik sitotoksik etkilerden kaginilmasinda, daha etkili yanitlarin elde
edilmesinde ve gelisen ilag direncinin iistesinden gelmesinde yaygin olarak arastirilmaktadir [25]. Bu
acidan UPR’nin IREla sinyal kolunun modiilasyonu kansere yonelik gelistirilecek yeni terapdtik
yaklagimlar agisindan dnemli bir hedef haline gelmektedir. GSK2850163 fosforile IRE1a’ya baglanarak
IRE1la’nin endoriboniikleaz aktivitesinin inhibisyonu yolu ile XBP-1 splicing siirecini inhibe eder [26].
2022 yilinda yayinlanan bir ¢alismada GSK2850163 kullanilarak IRE1a/XBP-1 yolunun inhibe
edilmesinin meme kanseri hiicrelerinde tamoksifene kars1 duyarliligi gelistirdigi raporlanmistir [27].

Bu ¢alismada, GSK2850163'tin Caco-2 ve HT29 insan kolon kanseri hiicrelerinde kapesitabin
iizerindeki iyilestirici etkisinin test edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda kolon kanseri hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi kanser ile iligkili onemli 6zellikleri tizerindeki etkileri ¢esitli
in vitro deney modelleri ile test edilmistir. Ek olarak apoptotik hiicre 6liimii yolu ile iliskili baz1 genlerin
ifade diizeyleri {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sonuglarimiz, GSK2850163'iin kapesitabin ile
birlikteki es uygulanmasinin, kapesitabin’in Caco-2 ve HT29 hiicrelerindeki antikanser etkilerini 6nemli
Olciide gelistirdigini gostermistir. Bulgularimiz kolon kanseri hiicrelerinde kapesitabin uygulamasi ile
UPR sinyalinin de farmakolojik olarak es zamanli modiilasyonunun etkili yeni tedavi protokollerinin
gelistirilmesinde umut verici bir yaklasim olabilecegini diisiindiirmektedir.

GEREC VE YONTEM
Materyaller

GSK2850163 (#SML1684) ajan1 Sigma-Aldrich, kapesitabin (sc-205618) ise Santacruz
Biotechnology firmasindan temin edildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarda kullanilan plastik malzemeler
Corning firmasindan temin edildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindaki biiyiime ortami, fetal sigir serumu
(FBS) ve diger biiylime takviyeleri iler hiicre kiiltiirli sivi materyallerinin tamami1 Capricorn Scientific
firmasindan satin alindi. Tavsan poliklonal antikorlar XBP-1u (25997-1-AP) (1:2500) ve XBP-1s
(24868-1-AP) (1:2500) Proteintech firmasindan temin edildi. Fare monoklonal beta-aktin antikoru
(#Ab316) (1:10000) Sigma-Aldrich'ten satin alindi. HRP-konjuge anti-fare (#31430) (1:500) veya anti-
tavsan (#31460) (1:500) IgG (H+L) ikincil antikorlar Thermo Fisher Scienctific’ten temin edildi.
Thapsigargin (#12758) ajan1 Cell Signaling Technology firmasindan temin edildi. Hiicre kiiltiiri
kalitesindeki dimetil siilfoksit (DMSO) (#20385.01) SERVA firmasindan satin alindi.

Hiicre Kiiltiiri

Caco-2 (HTB-37TM) ve HT29 (HTB-38TM) insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicre
hatlar1 American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edildi. Caco-2 hiicreleri %10 FBS ve 2
mM L-glutamin igeren Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM), HT29 hiicreleri ise %10 FBS ve
2 mM L-glutamin i¢eren McCoy’s 5a medium kullanilarak konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlar1 olan 37
°C ve %5 CO; bulunan hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Hiicrelerin mikoplazma igermedigi
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Biological Industries firmasindan temin edilen EZ-PCR™ Mikoplazma Tespit Kiti (#20-700-20)
kullanilarak rutin olarak dogrulandi.

Hiicre Canhlik Analizi

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 10.000 hiicre konsantrasyonunda
ekildi. 24 saat sonra hiicrelere 48 saat siire ile kapesitabin ve GSK2850163 veya kombinasyonlar
uygulandi. Kontrol uygulamasi olarak hiicrelere es hacimde ¢o6zgen uygulamasi gergeklestirildi.
Hiicrelere uygulanan GSK2850163 DMSO’da kapesitabin ise steril dH>O’da 1000x konsantre olarak
hazirlandi. Hiicrelere uygulanan DMSO’nun final konsantrasyonu % 0.05’i agmamaktadir. 48 saat sonra
hiicre canlilik diizeyleri WST-1 hiicre proliferasyon reaktifi (#MK400) (Takara) kullanilarak ireticinin
onerdigi protokol adimlari takip edilerek gergeklestirildi. Her bir kuyucuga 20 ul WST-1 ajani1 eklendi
ve 2 saat siire ile 37 °C’de inkiibasyon islemi gergeklestirildi. Takiben mikroplaka okuyucu (BioTek,
Epoch 2)’da 450nm dalga boyunda absorbans okumasi gerceklestirildi. Her bir 6rnek 3 teknik ve 3
biyolojik tekrar seklinde ¢alisildi ve sonuglar grafikte % canlilik olarak sunuldu. 1Csy konsantrasyonlari
GraphPad Prism 8.0 kullanilarak hesaplandi.

immiinoblotlama

Immiinoblotlama ¢alismalar1 daha &nceki calismalarimizda rapor edildigi gibi yiiriitiilmiistiir [28].
Basitce, deney sonlandiginda pellet haline getirilen hiicreler %1 memeli proteaz inhibitorii iceren
radyoimmiinopresipitasyon testi (RIPA) tamponu ile lizatland1. Takiben &rnekler 4 °C'de 20 dakika
boyunca 14.000 r.p.m' de santrifiij edildi ve total protein igerigini barindiran siipernatant sonraki
adimlarda kullanilmak iizere saklandi. Orneklerdeki total protein iceriginin belirlenmesi amaciyla
bikinkoninik asit protein tahlil yontemi (BCA) (#23225) (Thermo Scientific) kullanildi. Caligmalarda
30 pg protein 6rnegi kullanildi. Protein ornekleri 4x Laemmli tamponu igerisinde 95 °C’de 5 dakika
kaynatilarak proteinler denatiire edildi. El dokiimii olarak hazirlanan sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) jellerine protein 6rnekleri yiiklenerek 2 saat siire ile
elektroforez islemine tabi tutuldu. Takiben ayristirilan protein 6rnekleri Immun-Blot® poliviniliden
difloriir (PVDF) (#1620177) (Bio-Rad) membrana transfer edildi. Bu islem sonrasinda membran
sirasiyla bloklama, birincil antikor uygulanmasi, yikama islemi, HRP-konjuge ikincil antikor
uygulanmasi, yikama islemi ve kemiluminesans gorintiileme islemlerine tabi tutuldu. Protein
bantlarinin goriintiilenmesi i¢in Clarity™ Western ECL substrat (#1705061) (Bio-Rad) soliisyonu
kullanildi ve protein bantlar1 Fusion Pulse (Vilber Lourmat) sisteminde goriintiilendi.

Yara Iyilesme Deneyi

Hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina 3.5x10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekildi. 24
saat sonra steril 200 pl mikropipet ucu yardimiyla yara alanlar1 olusturuldu. Besi ortami uzaklastirilarak
hiicreler steril 1xPBS ile iki kez yikand1 ve taze besiyeri eklendi. Hiicreler 72 saat boyunca bilesiklerle
tedavi edildi. Yara alanlar1 0. giinde ve 72. giinde kamera sistemine sahip olan faz-kontrast mikroskop
ile fotograflandi (Sunny SopTop microscope). % yara kapanma diizeyleri Image] yazilim
(http://imagej.nih.gov/ij/) ile analiz edildi. Her bir 6rnek 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde galigildi
ve sonuglar grafikte % yara kapanma alani1 olarak sunuldu.

Invazyon Analizi

Invazyon analizleri daha 6nce tanimlandig1 sekilde gerceklestirildi [33]. Bu kapsamda Matrigel
(BD Biosciences) ve serumsuz besiyeri bir tiipte bir araya getirildi (1:8). Karigimdan 45 pl alinarak 8
pm por boyutuna sahip transwell (Sarstedt) ylizeyine uyguland1 ve 37 °C'de inkiibe edildi. Takiben
transwell’in {ist boliimiine 100 pl serumsuz besiyeri eklendi ve 30 dakika yeniden inkiibe edildi. Her bir
transwell’de 10.000 hiicre olacak sekilde ekim islemi gergeklestirildi. Transwell’in alt boliimii ise %20
FBS igeren besiyeri tamamlandi. Hiicrelere ajan uygulamasi gergeklestirildi ve 72 saat sonra go¢ eden
hiicreler fikse edilip kristal viyole ile boyanarak hiicre sayim1 gerceklestirildi. Her bir 6rnek 3 teknik ve
3 biyolojik tekrar seklinde galisildi ve sonuglar % invazyon olarak grafikte sunuldu.

istatistiksel Analiz
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Gruplar arasindaki farklarin istatistiksel anlamliligi GraphPad Prism 8.0 kullanilarak en az %95
giiven aralig ile iki tarafli egit varyansh Student t-testi veya tek yonliit ANOVA analizleri ile belirlendi.
p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak
sunuldu.

SONUC VE TARTISMA
GSK2850163, Kapesitabin’in Kolon Kanseri Hiicrelerinin Canhihig: Uzerindeki Etkisini Gelistirdi

Caco-2 ve HT29 hiicrelerinde kapesitabin ve GSK2850163’tin hiicre canlilig1 {izerine olan
etkilerini WST-1 temelli hiicre canlilik testleri ile incelenmistir. Bu amagla literatiir bilgiside dikkate
alinarak hiicreler 48 saat siireyle 10, 12.5, 25, 37.5, 50, 62.5 ve 75 pg/ml kapesitabin ve 25, 50, 75, 100,
150, 200, 250 ve 300 nM GSK2850163 ile muamele edildi. Takiben WST-1 canlilik analizi
gerceklestirildi. Ayrica her iki ajan ig¢in de IC50 konsantrasyonlari hesaplandi. Sonuglarimiz her iki
ajaninda konsantrasyon bagimli olarak her iki kolon kanseri hiicresinin hiicre canliligini baskiladiginm
gosterdi (Sekil 1a ve Sekil 1b). Caco-2 ve HT29 hiicrelerinde kapesitabin igin ICso konsantrasyonlari
sirastyla 57.8 ve 59.16 ug/ml olarak belirlendi. GSK2850163 i¢in ise 247.62 ve 271.27 nM olarak
hesaplandi.
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Sekil 1. Kapesitabin ve GSK2850163'tin Caco-2 ve HT29 hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkilerinin
ve bu hiicrelerdeki ICso konsantrasyonlarinin belirlenmesi. Caco-2 ve HT29 hiicreleri a. 10, 12.5, 25,

37.5, 50, 62.5 ve 75 kapesitabin ve b. 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 nM GSK2850163 ile 48
saat siire ile muamele edildi. Takiben hiicre canliligit WST-1 testi ile belirlendi. Her deney ii¢ bagimsiz

biyolojik ve ti¢ teknik tekrar ile gerceklestirildi. ICso konsantrasyonlar1 GraphPad Prism 8.0
kullanilarak hesaplandi (Kontrol ile kiyaslamalar * p<0.05, **p<0.001)
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GSK28153’#in kolon kanseri hiicrelerinde kapesitabin’in hiicre canlilig1 tizerindeki etkisine olan
katkisini degerlendirmek tizere 50, 100 ve 200 nM konsantrasyonlarindaki GSK2850163 ve 50 pg/ml
konsantrasyonundaki kapesitabin ile es uygulamalarinin etkilerini degerlendirdik. Kapesitabin i¢in her
iki hiicre hattinda belirlenen ICsp konsantrasyonu dikkate alinarak 50 png/ml tercih edildi. Benzer sekilde
GSK2850163 igin de ICso konsantrasyonunun altindaki degerler kat artisi olacak sekilde etkileri
degerlendirilmek tizere tercih edildi. Sonuglarimiz yalniz basina kapesitabin veya GSK2850163
uygulamasina kiyasla GSK2850163 ile kapesitabin’in kombine uygulanmasinin hiicre canliligini daha
giiclii diizeyde baskiladigi belirlendi (Sekil 2a ve Sekil 2b). Bu sonuglar GSK2850163 ile kapesitabin’in
es uygulamasinin kolon kanseri hiicreleri iizerinde daha giiglii antikanser etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.
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F 40 4
»® 30 A
20 -

b. HT29

% Hiicre Canlihigi

Sekil 2. Kapesitabin ve GSK2850163iin kolon kanseri hiicrelerinin canlilif1 zerine olan etkilerinin
incelenmesi. a. Caco-2 ve b. HT29 hiicreleri 50, 100 ve 200 nM GSK2850163 ve 50 pug/ml
kapesitabin veya kombinasyonlari ile 48 saat siire ile muamele edildi. Sonuglar kontrol grubuna
kiyasla % canlilik degisimi olarak grafikte sunuldu. Her deney ii¢ bagimsiz biyolojik ve ii¢ teknik
tekrar ile gergeklestirildi (Kontrol ile kiyaslamalar; * p<0.05, ** p<0.005, # p<0.001, Kapesitabin ile
kiyaslamalar; $ p<0.05, § p<0.01)
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GSK2850163’iin IRE1c.’nin Endoniikleaz Aktivitesi Uzerindeki Etkinliginin Dogrulanmasi

GSK2850163’in REla sinyalizasyonu iizerindeki baskilayici etkisini dogrulamak amaciyla
XBP-1u ve XBP-1snin test edildigi immiinoblotlama caligmalar1 gergeklestirildi. Bu caligmalarda
pozitif kontrol olarak ER stresini indiikledigi iyi bilinen seskiterpen lakton olan thapsigargin ajani 24
saat siire ile 50 nM konsantrasyonda hiicrelere uygulandi [29]. Sonug¢larimiz kontrol grubuna kiyasla
thapsigargin uygulamasina bagl olarak XBP-1s diizeylerinde artis gézlendigini bu artisin GSK2850163
uygulamasi ile 6nemli dl¢iide konsantrasyon bagimli olarak baskilandigini ortaya koydu. XBP-1u
diizeylerinde ise XBP-1s sonuglarinin tersine thapsigargin uygulamasina bagh olarak azalma oldugu,
GSK2850163 uygulamasi ile konsantrasyon bagimli olarak arttigi belirlendi (Sekil 3). Bu sonuglar,
kolon kanseri hiicrelerine GSK2850163 uygulamasinin etkin bir sekilde IRE1a/XBP-1 sinyal yolunu
baskilayabilme yeteneginde oldugunu gdsterdi.

GSK2850163 50 nM - - + S
GSK2850163100nM - + - + -
GSK2850163200nM - + - - +
Thapsigargin - + + + +

29kDa - XBP-1u

1.0 0.5 0.7 11 14

54kDa =i - - XBP-1s

1.0 5.7 3.1 09 0.7

44kDa = o s s L AKtin

Sekil 3. GSK2850163'in IRE1a/XBP-1 sinyali tizerindeki inhibit6r etkisinin dogrulanmasi. Caco-2
hiicreleri 50 nM thapsigargin ve 50, 100 ve 200 nM GSK2850163 ile kombinasyonu seklinde 24 saat
siire ile uygulamaya tabi tutuldu. Takiben immiinoblotlama ¢alismalari ile ilgili proteinlerin ifade
seviyeleri incelendi. Beta-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Thapsigargin pozitif kontrol olarak
kullanildi. Kontrol grubu olarak yalnizca ¢ozgen ile muamele edilmis hiicreler kullanildi. Aktin
bantlarina gore normalize edilmis XBP-1u ve XBP-1s proteinlerinin densitometrik verileri blot
goriintiilerinin altinda sunuldu

GSK2850163 ve Kapesitabin’in Es Uygulamas1 Kolon Kanseri Hiicrelerinin Migrasyon ve
Invazyon Yetenegini Onemli Ol¢iide Baskiladi

GSK2850163’iin kolon kanseri hiicrelerinde kapesitabin’in tiimoérijenik 6zellikleri tizerindeki
etkisinin nasil degistigini anlamaya yonelik gerceklestirdigimiz ¢aligmalarda kolon kanseri hiicrelerinin
migrasyon ve invazyon yeteneklerindeki degisimler sirasiyla yara iyilesme testi ve matrijel kaph
transwellerin kullanildigi deney modelleri ile test edildi. Bu amagla hiicreler 50, 100 ve 200 nM
GSK2850163 ve 50 ug/ml kapesitabin veya kombinasyonlar1 ile migrasyon deneyleri i¢in 72 saat
invazyon deneyleri icin ise 48 saat ile muamele edildi. Sonu¢larimiz yalniz basina kapesitabin ve
GSK2850163 uygulamalarinin Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde baskilandigini ortaya koydu (Sekil 4a ve Sekil 4b) (Sekil Sa
ve Sekil 5b). Farkli konsantrasyonlardaki GSK2850163’tin kapesitabin ile kombinasyonel
uygulamalarinin ise yalniz bagia uygulamalara kiyasla daha etkin bir diizeyde hiicrelerin tiimorijenik
Ozelliklerini baskiladigini gostermektedir. Bu sonuglar her iki ajanin es uygulamasinin kolon kanseri
hiicrelerinde daha giiclii antikanser etkilerin gbzlendigini 6nermektedir.
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Sekil 4. Kapesitabin ve GSK2850163’iin kolon kanseri hiicrelerinin migrasyon yetenegi lizerine olan
etkilerinin incelenmesi. a. Caco-2 ve b. HT29 hiicreleri 50, 100 ve 200 nM GSK2850163 ve 50 ug/mL
kapesitabin veya kombinasyonlar1 ile muamele edildi. Yara alanlar1 72 saat boyunca izlendi. Yara
kapanma % degisimleri ImageJ yazilimi kullanilarak 0. saat ile 72. saat arasmdaki kapanma alanlar
iizerinden belirlendi. Her deney ii¢ bagimsiz biyolojik ve ii¢ teknik tekrar ile gergeklestirildi (Kontrol ile
kiyaslamalar; * p<0.05, ** p<0.005, # p<0.001, Kapesitabin ile kiyaslamalar; $ p<0.05, § p<0.01)
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% invazyon

HT29
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Sekil 5. Kapesitabin ve GSK2850163’iin kolon kanseri hiicrelerinin invazyon yetenegi iizerine olan
etkilerinin incelenmesi. a. Caco-2 ve b. HT29 hiicreleri 50, 100 ve 200 nM GSK2850163 ve 50 ug/ml
kapesitabin veya kombinasyonlari ile muamele edildi. 72 saat sonra invazyon sergileyen hiicreler
kristal viyole ile boyanarak sayildi. Her deney ii¢ bagimsiz biyolojik ve ii¢ teknik tekrar ile
gergeklestirildi (Kontrol ile kiyaslamalar; * p<0.05, ** p<0.005, # p<0.001, Kapesitabin ile

kiyaslamalar; $ p<0.05, § p<0.01)

ER stresi timor biiylimesi ve invazyonu ile iliskili onemli bir faktordiir [30]. ER stresinin
hiicrelerdeki regiilasyonunda hayati rol oynayan UPR mekanizmasi, kanser hiicrelerindeki progresyon,
malignite ve ila¢ direnci gelismesi gibi kansere yonelik 6nemli 6zelliklerin siireci agisindan sorumlu
tutulmugtur. Kanser hiicrelerinde UPR genellikle hiicre sagkalim fonksiyonuna sahiptir [31].
Memelilerde, UPR’yi IREla, PERK ve ATF6 olmak iizere li¢ transmembran stres sensdr proteini
diizenlemektedir [32]. Cok sayidaki galisma yiiksek derecede aktif IRE1o/XBP-1'in hepatoseliiler
karsinom, prostat, pankreas, meme ve kolon kanseri ile iligkili oldugu bildirilmistir [33,34]. Bu durum
UPR’nin kanser hiicreleri i¢in bir ¢ok acidan adaptif mekanizma oldugunu desteklemektedir [31]. Bu
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nedenle degisen UPR aktivitesinin farmakolojik olarak yeniden bazal diizeylere indirgenmesi kansere
yonelik onemli bir yeni tedavi stratejisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda klinik uygulamalarda kolon kanserinin tedavisine ydnelik siklikla kullanilan
kapesitabin’in hiicreler {izerindeki antikanser etkinliginin UPR ’nin IRE1a kolunun farmakolojik olarak
modiilasyonu yolu ile desteklenmesine iliskin denemeler gergeklestirilmistir. Bu amagla GSK2850163
ajanindan faydalanilmistir. Yakin tarihte kesfedilen GSK2850163 ajant UPR’nin IRE1a kolunu modiile
eden sensor proteini IREla'nin kinaz ve RNaz aktivitelerini segici olarak inhibe etmektedir [34].
Temelde IRE1a sinyali, IRE1a’nin ER stresine bir cevap olarak otofosforilasyona ve dimerizasyona
ugramasi ile aktive olur. Bu siiregte IREla’nin aktive olan endoriboniikleaz aktivitesi aktif bir
transkripsiyon faktorii olan XBP-1s’nin splicing ile olusumuna izin verir. XBP-1s protein katlanmasini,
tiretimini veya bozunmasini destekleyen enzimleri ve proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu
regiile etmektedir [35]. GSK2850163 ajani segici olarak IREla sinyalinin bu etkisini baskilayabilme
yetenegine sahiptir [26,36].

IRE10/XBP-1'in kolon kanseri hiicrelerinde kapesitabin’in hiicre canlilig1 iizerindeki sinirlayict
roliinin GSK2850163 ile es uygulamasina bagl olarak degisimini arastirmak igin, hiicre canliligi
analizleri gergeklestirdik. Kapesitabin 6zellikle metastatik tipteki meme ve kolorektal kanserlerin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan niikleozit metabolizmasina etki eden gii¢lii bir kemoterapotik
ajandir [9,37,38]. Mekanistik olarak kapesitabin kanser hiicrelerinde enzimatik olarak florourasile
doniisen bir 6n ilactir. Gugli sekilde hiicrelerdeki DNA sentezini inhibe ederek, timér dokusunun
biiytimesini ve yayilimini yavaslatmaktadir [38]. Bu agidan kapesitabin’in etkinliginin gelistirilebilmesi
son derece dnemlidir. Sonuglarimiz beklendigi gibi kolon kanseri hiicrelerine yalniz basina kapesitabin
uygulamasinin anlamli diizeyde kolon kanseri hiicrelerinin canliligini sinirlandirdigini gosterdi (Sekil
la). Benzer sonuglar yalnizca GSK2850163 uygulamasina bagl olarak da gozlendi. Es uygulama
caligsmalarimizda dikkat g¢ekici bir sekilde kapesitabin ile artan konsantrasyonlarda GSK2850163
uygulamasinin yalnizca kapesitabin veya GSK2850163 uygulamalarina kiyasla daha etkili sekilde kolon
kanseri hiicrelerinin canliligimi baskiladigim1 gozlemledik (Sekil 2a ve Sekil 2b). Bu sonuglar kanser
hiicreleri i¢in bir adaptasyon ve sagkalim mekanizmasi gibi ¢alisan UPR yolunun baskilanmasinin
kapesitabin’e kars1 olan duyarlilig: gelistirdigini 6nermektedir.

GSK2850163 tedavisinin verimliligini test ettigimiz ¢aligmalarda, thapsigargin ile uyarilan
IRE1a sinyalinin uyarimi sonrasinda olusan XBP-1s’nin diizeylerinin GSK2850163 ile etkili bir sekilde
baskilandigin1 gozlemledik (Sekil 3). Bu sonu¢ GSK2850163 uygulamasina bagli olarak elde edilen
sonuclarin IRE1a sinyalinin negatif modiilasyonu yolu ile elde edildigini dogrulamaktadir.

Kanser hiicrelerinin en iyi tanimlanan 6zelliklerinden birisi de bir hayli aktif olan migrasyon ve
invazyon yetenegidir [38]. Ozellikle kanser hiicrelerinin farkli doku ve organlara yayilmalarinda ve
yiiksek sagkalim yetenegine sahip olmalarinda bu iki siire¢ son derece 6nemlidir. Hastalar agisindan ise
tedavi siirecinde tistesinden gelinmesi gereken onemli sinirlayici faktorler arasindadir [39,40]. Deney
modelimizde GSK2850163’iin kapesitabin’in migrasyon ve invazyon iizerindeki sinirlayici olasi
etkilerini test etmek amaciyla matrigel modifiyeli Boyden Chamber testi ve yara iyilesme deney
modelleri kullandik. Sonuglarimiz kapesitabin ile GSK2850163’iin es uygulanmasinin kolon kanseri
hiicrelerinin invazyon ve migrasyon yeteneginin sinirlanmasina yonelik daha etkili oldugunu
onermektedir (Sekil 4a ve Sekil 4b) (Sekil 5a ve Sekil 5b). Yapilan caligmalarda ER stresi ve aktive olan
UPR sinyalinin kanser hiicrelerinin invazyon ve migrasyon da dahil olmak iizere c¢ok sayidaki
karakteristik Ozelligini destekledigi gosterilmistir [41,42]. Bu agidan GSK2850163 ile IRE1o/XBP-1
sinyal yolunun kolon kanseri hiicrelerinde hedef alinmasi ile elde ettigimiz bulgular literatiir ile
uyumludur.

Ozellikle IRE1a’nin kanser tedavisine yonelik olarak gelistirilen tedavi stratejilerine getirecedi
yeni uygulamalara dikkat ¢ekilmektedir [17,21]. In vivo ve in vitro calismalarda da umut verici sonuglar
elde edilmistir [43-46]. Prostat ve meme gibi hormon bagimli kanserlerde, kan kanserlerinde,
glioblastoma ve pankreatik kanserlerinde 6nemli bir hedef olarak 6nerilmektedir [4,44,47-50]. Mevcut
aragtirma verilerimiz IRElo’nin terapétik acidan oOnemlini kolon kanseri hiicreleri igin de
desteklemektedir.
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Sonu¢ olarak aragtirma bulgularimiz kolon kanseri tedavisinde yogun olarak kullanilan
kapesitabin ile birlikte UPR’yi hedef alan farmakolojik yaklagimlarin es olarak kullanilmasinin daha
etkili terapdtik sonuglarin elde edilebilmesi agisindan 6nemli bir yaklagim olabilecegini onermektedir.
Gelecek calismalarda GSK2850163’tin farkli kemoterap6tik ajanlar ile kombinasyonuna iliskin yeni
deneysel ¢aligmalarin gergeklestirilmesi ve ilag direnci tizerindeki uzun siireli etkilerinin test edilmesi,
terapotik kullanimina iligkin algimizin gelistirilmesi agisindan oldukga degerli olacaktir.

Hiicre kiiltiirii temelli yiiriitiilen in vitro ¢aligmalarin gergek tiimor mikrogevresini tam olarak
mimik edememesi, hiicre hatlarinin kanser hiicrelerinin essiz 6zelliklerini yansitmasindaki sinirlamalar,
test edilen ajanlarin in vivo ve klinik uygulamalarindaki doz-zaman araliklarinin optimizasyonlarindaki
zorluklar gibi 6nemli kisitliliklar, deneysel ¢aligmalarin daha ileriye taginmasinin 6niindeki en 6nemli
simirlamalardir.  Bu baglamda arastirma bulgularimiz in vitro kosullarda TRE1a/XBP-1'in
hedeflenmesinin kolon kanserinin tedavisine yonelik siirdiiriilen mevcut uygulamalar {izerinde umut
verici bir yaklagim sunabilecegini gésterse de in vivo bulgular ile sonuglarin desteklemesi gerekliligini
stirdiirmektedir.
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