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OZGUN ARASTIRMA

Kolorektal Kanserde Rapamisin ve Vemurafenib’in
Apoptotik Etkilerinin Karsilagtirilmasi
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OZET

Kolorektal kanser (KRK), diinyada en sik goriilen iigiincii kanser tiiriidiir. KRK’de ilk tedavi segenegi cerrahi ve kemoterapidir. Ancak,
kullanilan ilaglara karsi gelisen direng, uygulanan kemoterapinin basarisiz olmasina yol agmaktadir. Son yillarda yeni terdpatik ajan
arayislari, KRK gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan farkli molekiiler mekanizmalar iizerinde yogunlasmaktadir. mTOR ve MAPK sinyal
yolaklarinin KRK gelisiminde anahtar rol oynadig: bilinmektedir. Bu ¢alismada, KRK hiicrelerinde mTOR yolag: inhibit6rii Rapamisin
(RAPA) ve MAPK yolag inhibitorii Vemurafenib (VMF)’in apoptoz iizerine olan etkilerinin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Calismamizda,
insan KRK hiicrelerinde iiretilen HT29 hiicre hatt1 kiiltiire edilmistir. RAPA ve VMF’nin HT29 KRK hiicreleri iizerindeki uygun dozunun
belirlenmesi igin WST-1 testi ve apoptotik etkilerinin belirlenmesi amactyla da akim sitometrisi yontemi kullamlmustir. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir. Elde ettigimiz verilere gore, HT29 hiicrelerine uygulanacak olan RAPA ve VMF dozu 24.
saatte sirastyla 46,97 uM ve 35,84 uM olarak bulunmustur. HT29 hiicrelerinde RAPA’ nin apoptotik siire¢ lizerinde VMF’den daha etkin
oldugu bulunmustur (RAPA i¢in; p<0.0001, VMF igin; p<0.01). Sonug olarak, ¢alismamizda RAPA ve VMF’nin HT29 kolorektal kanser
hiicrelerinin canliligini azalttig1 ve apoptozu kaspaz 3/7 yolu ile indiikledigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser. nTOR, MAPK. Rapamisin. Vemurafenib.
Comparison of Apoptotic Effects of Rapamycin and Vemurafenib in Colorectal Cancer

ABSTRACT

The third most prevalent cancer in the world is colorectal cancer (CRC). Chemotherapy and surgery are the primary CRC treatments.
Patients with CRC develop resistance to the chemotherapy treatments, which leads to the chemotherapy's failure. Due to this, various
molecular processes that contribute to the development and progression of CRC have come into attention recently. mTOR and MAPK
signaling pathways are crucial for the growth of CRC and mTOR pathway inhibitor RAPA and the MAPK pathway inhibitor VMF affected
the apoptosis of CRC cells. Human CRC cells HT29 were cultured. The WST-1 test was used to identify the optimum dose of RAPA and
VMF on HT29 CRC cells. To determine the apoptotic effects of RAPA and VMF on HT29 cells, flow cytometry was performed. Statistical
significance level was accepted as p<0.05. According to the data we obtained, the dose of RAPA and VMF to be applied to HT29 cells was
found to be 46.97 uM and 35.84 uM, respectively, at the 24th hour. RAPA was found to have a greater impact on apoptosis in HT29 cells
than VMF (p<0.0001 for RAPA, p<0.01 for VMF). In summary, our study found that RAPA and VMF decreased the viability of HT29
colorectal cancer cells and caused apoptosis via the caspase 3/7 pathway.

Keywords: Colorectal cancer. nTOR. MAPK. Rapamycin. Vemurafenib.

Kolorektal kanser (KRK), genetik ve ¢evresel
etiyolojiye sahip olan kanser tiirlerinden biridir'.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére KRK,
diinyada en sik goriilen tigiincii kanser tiiridiir’. Tim
kanserlerin %10’u ve kanserden meydana gelen
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olimlerin %9.4’iinii olusturmaktadir’. KRK, kolon
veya rektumda glandiiler epitel hiicrelerinin anormal
cogalmasindan kaynaklanir. KRK, sporadik, kalitsal
ve kolitle iligkili olabilir. Hem c¢evresel hem de
genetik faktorler KRK gelisme riskini belirler. Uzun
stiredir devam eden {ilseratif kolit ve Crohn hastalig
olan hastalarda KRK gelisme riski yasla birlikte
artmaktadir®. KRK i¢in ana risk faktoriiniin yas oldugu
belirtilmistir. Beslenme ve fiziksel aktivite gibi yasam
tarz1 ile iliskili bazi aktiviteler de risk faktorleri
arasindadir. Sigara ve alkol tiiketiminin de KRK
riskini arttirdig1 gosterilmistir’.
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KRK’de teshis, invaziv bir wuygulama olan
kolonoskopiye dayanir. Bunun yaninda diskida gizli
kan ve kan biyobelirtegleri (Karsinoembriyonik
antijeni (CEA), Kanser antijen 19-9 (CA 19-9), C-
Reaktif Protein (CRP)) KRK teshisinde kullanilir®.
KRK’de hastalar uzun yillardir hastaliga karst ilk
basamak tedavi olarak Dbilinen cerrahi ve
kemoterapiyle tedavi edilmektedir. Ilk basamak ve
adjuvan tedavideki gelismeler KRK ig¢in hayatta kalma
stiresini  artirmaktadir.  KRK  vakalarinin  yaklagik
dortte birine ileri asamada teshis konulmaktadir, bu da
cerrahi tedavi ile hastalii kontrol altina almayi
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle kemoterapi tiimoriin
kiictiltiilmesine veya stabilize edilmesine yardimeci
olmak i¢in ameliyat ile kombine halde uygulanir’.

KRK’nin gelisiminde ve ilerlemesinde farkli
molekiiler mekanizmalar rol oynar. Genetik ve
epigenetik degisiklikler, KRK'y1 metastaz asamasina
ilerletebilen sinyal iletim yollarinin aktivasyonuna yol
acabilir®.  Fosfatidilinositol-3-kinaz/Protein  kinaz
B/Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi
(PI3K/Akt/mTOR) sinyal yolag:i hiicre biiylimesini,
hareketliligini, sagkalimini, metabolizmasm ve
anjiyogenezini diizenleyip, tiimor gelisimine katkida
bulunan hiicre igi sinyal iletim yollarindan birisidir’.
Bu sinyal yolaginda yer alan mTOR, kritik anabolik
siiregleri uyararak, biiylime i¢in besinleri ve
hormonlari tespit ederek ve gesitli gevresel sinyallere
yanit vererek hiicresel biiylimeyi ve proliferasyonu
kontrol eden bir serin/treonin protein kinazdir.
mTOR'un kolorektal kanser tedavisi igin etkili bir
hedef oldugu in vitro ve klinik oncesi arastirmalarla
kanitlanmistir. Bunun yaninda mTOR inhibitérlerinin
etkileri gesitli KRK modellerinde de rapor edilmistir'’.
Streptomyces hygroscopicus bakterisinden elde edilen
bir antibiyotik olan Rapamisin (RAPA), bilinen en
eski mTOR inhibitoériidir. RAPA, antifungal,
immiinosupresif ve antiproliferatif 6zellikleri olan bir
ajandir. RAPA kullanimi 1999 yilinda ABD Gida ve
flag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. RAPA
ve analoglart giiniimiizde kanser tedavisi igin klinik
calismalarda  kullanmilmaktadir.  Klinik  Oncesi
calismalarda, c¢esitli kanserlerde antiproliferatif
aktiviteye sahip olduklari bilinmektedir''. RAPA,
umut verici bir kanser tedavisi segenegidir.

KRK hastalarinin = yaklagitk  %10'unda BRAF
mutasyonlar1 bulunur ve ortalama sagkalim siiresi bir
yildan kisa olup kotii bir prognozla karakterize edilir.
BRAF  mutasyonlu = KRK  timoérleri, KRK
patogenezinde klinik ve molekiiler bir heterojenite ile
karakterize edilir. BRAF mutasyonlarimin KRK’de
nadir olmasi nedeniyle, mevcut veriler yetersizdir
ancak; KRK'nmin iki farkli molekiiler fenotipi
tanimlanabilmistir: BRAF V600E ve V600 mutasyona
ugramamus'®. Ticari adi Zelboraf olan Vemurafenib
(VMF), 2011 yilinda FDA tarafindan onay almuis,
primer hedefi B-Raf proteini olan ve BRAFV600E
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mutasyonuna 6zgii kullamlan bir ilagtir’>. VMEF,
mutasyona ugramis BRAF monomerinin ATP
baglayict  bolgesini  bloke ederek  Mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolagini inhibe
eder'*'>. MAPK sinyal yolaklari, biiyiime faktorleri
tarafindan aktive edilebilir ve ayrica KRK gelisiminde
anahtar rol oynamaktadir'®. BRAF mutasyonunu
tastyan melanom hiicrelerinin VMF’ye gii¢lii bir yanit
vermesine karsin, KRK hiicrelerinin VMF'ye yanit
vermedigi yapilan c¢aligmalarda goriilmistiir. Bu
nedenle BRAF mutasyonunu tagiyan KRK'nin tedavisi
icin VMF ve Epidermal biiyiime faktorii (EGFR)’den
olusan bir kombinasyon terapisi gelistirilmistir'’.

Bu calismada, kiiltiire edilen HT29 kolorektal kanser
hiicrelerine mTOR yolag: inhibitérii RAPA ve MAPK
yolagi inhibitérii VMF uygulanmistir. RAPA ve
VMEF’nin kolon kanseri hiicrelerinde apoptoz siirecine
olan etkilerinin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Ek
olarak, bu inhibit6érlerin, kolorektal  kanser
hiicrelerinin canlilig1 lizerine etkileri arastirilmistir.

Gereg ve Yontem
Hiicre Kiiltiirii

Insan KRK hiicreleri HT29, Amerikan Hiicre Kiiltiir
Koleksiyonun’dan (ATCC, HTB-38TM) satin
almmistir. HT29 hiicreleri BRAFV600E mutasyonu
barindirir. %10 Fetal Bovin Serum (FBS, sicaklik
inaktif, Capricorn, CP17-1756), %1 penisilin-
streptomisin (Capricorn, CP17-1828) ve %!l non-
esansiyel aminoasit (Biowest, MSO0LD2019) iceren
yiiksek glikoz DMEM (Biowest, L0102) besiyerinde
37°C ve %5 CO, kosullarinda kiiltiire edilmistir.
Besiyeri, iki giinde bir degistirilmistir. Hiicrelerin
yogunlugu %380-90’a ulastiginda pasajlama
yapilmistir. Pasajlama yaparken hiicreleri kaldirmak
icin Tripsin-EDTA (Gibco, 25200-056) kullanilmistir.

Inhibitorlerin Hazirlanmasi

RAPA ve VMF, sirasiyla Cayman Chemical ve
SelleckChem'den satin alinmistir. Bu inhibitorlerin
stok cozeltileri 300 pM olacak sekilde dimetil
stilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
Bu inhibitorler, 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200
uM’lik konsantrasyonlarda 24. ve 48. saatlerde test
edilmistir.

Sitotoksisite Analizi

RAPA ve VMF, HT29 kolorektal kanser hiicreleri
iizerindeki etkin dozunun belirlenmesi i¢in 2- (4-
iyodofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-disiilfofenil) -2 H
tetrazolyum monosodyum tuzu (WST-1) testi
kullanilmistir. Bu test, tetrazolyum tuzu olan WST-
I'in, mitokondriyal dehidrojenazlar  tarafindan
formazan kristallerine doniistiiriilmesi  prensibine
dayanir. HT29 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilip
inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelere sirasiyla 0, 2.5,
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5, 10, 25, 50, 100 ve 200 pM’lik konsantrasyonlarda
hazirlanan RAPA ve VMF uygulanmistir. Hiicre
canlilig1 24. ve 48. saatlerde degerlendirilmistir. Her
bir kuyucuga 10 pL WST-1 soliisyonu (Cayman
Chemical, 10008883) ilave edilip hiicreler, 37°C’de 2-
4 saat inkiibasyona birakilmigtir. Testin son
asamasinda 450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmustir.
Hiicrelerin %50’sini inhibe eden inhibitdr dozu (ICsg)
degerleri Graphpad Prism 9.1.0 programinda
hesaplanmistir.

Annexin V/PI Analizi

RAPA ve VMF 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 pM
dozlarinda HT29 hiicrelerine uygulanarak 24 ve 48
saat siireyle muamele edilmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilmistir. Toplanan
tim hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 1:1 oraninda
baglama tamponu eklenmistir. Hiicreler 12x75 mm’lik
polistren bir tiipe alinmistir. Daha sonra, 1X Annexin
Binding buffer ile 5’er pl Annexin V-Floresan
Izotiyosiyanat (Annexin V-FITC) ve Propidyum
Iyodiir (PI) eklenmistir. Hiicreler, 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra ACEA novocyte
akim sitometri cihazi (Agilent) ile dl¢iim yapilmistir.
Analizler sonrasinda canli olan hiicreler PI (-),
Annexin V (-); erken apoptotik hiicreler PI (-),
Annexin V (+); ge¢ apoptotik hiicreler PI (+), Annexin
V (+) ve nekrotik hiicreler PI (+), Annexin V (-)
seklinde degerlendirmeye alinmistir.

Kaspaz 3/7 Analizi

HT29 hiicrelerinin kaspaz 3/7 apoptotik yolagini
kullandigin1 gostermek i¢in The Muse® Caspase-3/7
Kiti kullanilmistir. HT29 hiicreleri RAPA ve VMF ile
muamele edilip inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon
sonrasinda, toplanan canli ve Oli hiicreler Muse
Caspase-3/7 kiti protokoliine gore ¢alisilmistir. ACEA
Novocyte (Agilent) akim sitometri cihazinda 6lgiim
yapilmistir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, Student’s t testi ve two way
ANOVA  kullanilarak ~ GraphPad Prism 9.1.0
programinda  yapilmustir.  Istatistiksel —anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

RAPA ve VMF ’nin HT-29 kolorektal kanser hiicreleri
tizerine olan etkin dozunun belirlenmesi

HT-29 kolorektal kanser hiicrelerine 24. ve 48. saat
dilimlerinde 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM
dozlarinda RAPA ve VMF uygulamasi yapilmistir ve
hiicreler i¢in uygun olan sitotoksik doz belirlenmistir.
WST-1 sonuglarina gére RAPA ile 24 saat muamele
edilen HT-29 hiicreleri igin 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100
ve 200 pM konsantrasyonlarinda sirastyla canlilik

oranlar1 %100, %99, %99, %89, %70, %33, %29 ve
%18 olarak bulunmustur (Sekil 1A). RAPA ile 48 saat
muamele edilen HT-29 hiicreleri i¢in 0, 2.5, 5, 10, 25,
50, 100 ve 200 puM konsantrasyonlarinda sirastyla
canlilik oranlar1 %100, %60, %60, %55, %44, %26,
%18 ve %12 olarak bulunmustur (Sekil 1B). VMF ile
24 saat muamele edilen HT-29 hiicreleri i¢in 0, 2.5, 5,
10, 25, 50, 100 ve 200 puM konsantrasyonlarinda
sirastyla canlilik oranlart %100, %100, %100, %97,
%45, %32, %24 ve %15 olarak bulunmustur (Sekil
1C). VMF ile 48 saat muamele edilen HT-29 hiicreleri
icin 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 pM
konsantrasyonlarinda sirasiyla canlilik oranlari %100,
%61, %61, %55, %51, %42, %36 ve %23 olarak
bulunmustur (Sekil 1D). Bu verilere gore HT-29
hiicrelerine uygulanacak olan RAPA ve VMF dozlari
24. saatte swrastyla 46,97 ve 35,84 uM olarak
bulunmustur.
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A. Farkli konsantrasyonlarda RAPA ile 24 saat
miidahale edilmis HT29 hiicrelerine ait hiicre canliligi
grafigi. B. Farkli konsantrasyonlarda RAPA ile 48
saat miidahale edilmis HT29 hiicrelerine ait hiicre
canliligr grafigi. C. Farkli konsantrasyonlarda VMF
ile 24 saat miidahale edilmis HT29 hiicrelerine ait
hiicre canliligi grafigi. D. Farkli konsantrasyonlarda
VMF ile 48 saat miidahale edilmis HT29 hiicrelerine
ait hiicre canliligi grafigi.

RAPA ve VMF 'nin HT-29 hiicrelerinin canliligi ve
apoptozu iizerine olan etkilerinin Annexin V/PI Analizi
ile Belirlenmesi

RAPA ve VMF'nin HT-29 hiicrelerinde apoptoz ve
hiicre canlilig1 {izerine olan etkilerinin belirlenmesi
icin propidyum iyodiir (PI) ve Annexin V/FITC
kullanilarak akim sitometrisi yapilmstir (Sekil 2).
Hiicreler kontrol grubu, RAPA uygulanan grup ve
VMF uygulanan grup olmak {izere ii¢ gruba
ayrilmistir. RAPA ve VMF uygulanmis gruplar
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kontrol grubuyla kiyaslandiginda apoptozda anlamli
bir sekilde artis gortilmiigtiir. Ancak RAPA’daki artis
VMEF’den daha anlamli bulunmustur (RAPA igin;
p<0.0001, VMF i¢in; p<0.01). Ayrica, RAPA ve VMF
uygulanan HT-29 hiicrelerinde hiicre canlili§inda
anlamli bir sekilde azalma gozlenmistir. Ancak
RAPA’daki azalma VMF’den daha anlamli
bulunmustur (RAPA igin; p<0.0001, VMF icin;
p<0.01) (Sekil 3).
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Annexin VIFITC-H

Sekil 2.
RAPA ve VMF 'nin HT29 kolorektal kanser
hiicrelerinde Annexin V-PI boyamast yapilarak
apoptoz tizerine etkilerinin belirlenmesi.

H. Nakkas ve ark.

PI-H

Kaspaz 3/7 aktivitesi

Sekil 4.

A) HT29 kolorektal kanser hiicrelerine uygulanan
RAPA ve VMF ’nin kaspaz 3/7 aktivitesi iizerine
etkilerinin akim sitometrisi ile gosterilmesi. B) RAPA
ve VMF, HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde kaspaz
3/7 aktivitesini arttirmistir (p<0.0001).
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Sekil 3.
RAPA ve VMF, HT29 kolorektal kanser hiicrelerinde
hiicre canliligini azaltir (RAPA igin; p<0.0001, VMF
icin; p<0.01). RAPA ve VMF, HT29 kolorektal kanser
hiicrelerinde apoptozu uyarir (RAPA i¢in;p<0.0001,
VMF igin,; p<0.01).

RAPA ve VMF'nin HT-29 kolorektal kanser hiicre
oliimii iizerindeki etkisinin kaspaz 3/7 Analizi ile
Belirlenmesi

Annexin V/PI analizleri sonrasinda akim sitometrisi
ile kontrol grubu, RAPA uygulanan ve VMF
uygulanan gruplarda kaspaz 3/7 aktivasyonuna
bakilmistir. RAPA uygulanan ve VMF uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gore anlamli derecede
artmis kaspaz 3/7 aktivitesi goriilmiistiir (p<0.0001)
(Sekil 4).
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Tartisma ve Sonug¢

KRK, diinyadaki en dliimciil ve en yaygin maligniteler
arasinda yer almaktadir. Cerrahi ve kemoterapi uzun
siiredir KRK hastalari igin ilk tercih olmustur. Ancak
KRK'nin prognozu, o6zellikle metastatik lezyonlar1
olan hastalar i¢in higbir zaman tatmin edici
olmamistir'®. PI3K/Akt/mTOR ve MAPK yolag1 gibi
bir¢ok onkojenik sinyal yolagi KRK'nin baslamasina,
prognozuna ve migrasyonuna aracilik eder. Eger bu
sinyal yollarinin spesifik biyolojik etkilesimlerine
tamamen miidahale edilebilirse KRK tedavisinde
onemli bir adim atilmus olabilir'®. Mevcut veriler bu
yolaklar1 inhibe ettigi bilinen sayili sayida inhibitoriin
klinikte kullanildigin1  ifade etmektedir. Diger
ajanlarin biiyiik bir kism1 klinik dncesi veya deneme
asamasinda kalmaktadir. Bu sebeple g¢alismamizda
FDA onayl inhibitorlerin kolorektal kanser hiicreleri
iizerindeki apoptotik etkilerini karsilastirdik.

RAPA, Streptomyces hygroskopikus 'tan elde edilen ve
antifungal 6zellikleri oldugu bilinen bir metabolittir.
Daha sonra bu metabolitin memeli hiicrelerinde
immiinsupresan ve antiproliferatif 6zelliklere sahip
oldugu kesfedilmistir. RAPA, FK506 koruyucu
protein olan FKBP12 ile PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolunda yer alan mTOR proteininin alt birimi olan

FK506'va baglanarak inhibisyon gerceklestirir.
RAPA’nin  antitiimér potansiyeli olduk¢a 1ilgi
¢ekmektedir. Glniimiizde RAPA ve tiirevlerinin
antikanser ajan  olarak  kliniklerde  kullanimi
yaygindir’. Alayev ve ark.'larmm yaptigi  bir

calismada meme kanserinde RAPA'nin resveratrol ile
kombine uygulamasinin Akt aktivasyonunun ve
otofajinin diizenlenmesini Onleyerek apoptoza neden
oldugunu gostermektedir’’. Dai ve ark.'lari ise,
RAPAin pankreatik kanser hiicrelerinde
proliferasyonu etkili bir sekilde inhibe edebildigini ve
apoptoz ve otofajiyi indiikleyebildigini gdstermistir™.
Shafer ve ark.'lar1 ise RAPA'nin endometriyal kanser
hiicrelerinde paklitakselin etkilerini hiicre
¢ogalmasinin inhibisyonu ve apoptozun uyarilmasi
yoluyla giiglendirdigini gosterilmistir>. RAPA’nin
KRK iizerindeki ilk antiproliferatif etkisi Eng ve
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ark.lar1 tarafindan gosterilmistir’. Li ve ark.lari ise
RAPA’nin kolon kanseri hiicreleri olan HCT-116
hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini belirtmistir®.

VMF, B-Raf mutasyonu olan kanserlerde onaylanmis
ilk FDA onayl ilagtir. Mutant B-Raf proteini, tiim
melanomlarin yaklagik yarisi dahil olmak {izere tiim
solid tiimoérlerin %6-8'inde bulunur. Klinik Oncesi
calismalar VMF’nin metastatik melanomlu hastalarda
kullanilmasin1  desteklemistir. Daha sonra B-Raf
mutant metastatik melanomun tedavisi i¢in VMF
kullanimimi onay1 almmistir®®. VMF nin antikanser
etkisinin en fazla BRAFV600E mutasyonu barindiran
metastatik melanomlu hastalarda goriildiigii rapor
edilmistir. Diger kanser tiirlerindeki etkileri ise heniiz
tam olarak bilinmemektedir. Kopetz ve ark.lar

yaptiklar1  ¢alismada ~ VMF’nin  BRAFV600E
mutasyonu barindiran KRK’l1 hastalardaki etkisini
gormeyi  amaglamistir.  Calismanin  sonucunda

VMF’nin KRK’l1 hastalarda metastatik melanomlu
hastalarda oldugu kadar anlamli bir klinik aktivite
gostermedigi belirtilmistir”’. Hu ve ark.lart VMF’nin
tek yada bagka ajanlarla kombine halinde kullaniminin
KRK  hiicrelerinde  apoptozu  indiikleyecegini
géstermistirzg. Hong ve ark.lari, Vemurafenib’in
Cetuximab ve Irrinotekan ile kombine halinde
kullantmimin ~ hastalarin =~ sagkalimini  artirdigini
belirtmiglerdir”. Zhi ve ark.'larmin  yaptiklari
calismada PHA-665752 ve vemurafenib ile kombine
tedavi, in vitro ve in vivo CRC hiicre biiylimesini, her
iki ajanin tek basma kullanildig1 tedaviye gore daha

etkili bir sekilde baskilamistir. Bu yaklasimin
BRAFV600E mutasyonu olan KRK hastalarinin
tedavisinde  etkili  bir  yaklasgim  olabilecegi
belirtilmistir™.

Yaptigimiz calismada yukarida bahsedilen

PI3K/Akt/mTOR ve MAPK yolaginin FDA onayh
inhibitorleri olan RAPA ve VMF’nin HT-29 kolon
kanseri iizerindeki apoptotik etkilerinin karsilastirmay1
amagcladik. Ayrica kaspaz 3-7 aktivite seviyelerini
belirledik. Literatiirde daha once bu iki inhibitoriin
apoptoz iizerine olan etkilerini karsilastiran bir
calisma bulunmamaktadir. Calismanin sonucunda
yukarida bahsedilen c¢aligmalara paralel olarak
RAPA’nin  HT-29 hiicrelerinde VMF’ye gore
apoptozu daha anlamli bir sekilde indiikledigi
gosterilmistir. Ayrica hem RAPA hem de VMF
uygulanan hiicre gruplarinda Kaspaz 3/7 aktivitesi
kontrol grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek
bulunmustur. Bu da apoptozun Kaspaz 3/7 yolu ile
indiiklendigini gostermektedir.

Sonu¢ olarak, calismamizda RAPA ve VMF’nin
HT29 kolorektal kanser hiicrelerinin canliligini
azalttig1r ve apoptozu kaspaz 3/7 yolu ile indiikledigi
gorilmiistiir. Sonuglar degerlendirildiginde,
RAPA’nin HT29 kolorektal kanser hiicrelerine
uygulandiginda oldukga etkili sonuglar verdigini tespit
ettik. Calismamiz literatiirdeki iliskili c¢alismalarla

uyumlu olup gelecek calismalara 151k tutacak
niteliktedir. Bunlara ek olarak, kolorektal kanser
hiicrelerine farkli kematerapdtik ajanlarin tek ve/veya
kombine halde uygulanmasi kolon kanserinin klinik
oncesi ¢aligmalari i¢in yol gosterici olacaktir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Calismamizda hiicre kiiltiirii yapildigi i¢in etik kurul onayna ihtiyag
duyulmamustir.
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