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OZET
Doktora Tezi

MEME KANSERI KOK HUCRELERINDE HiSTON
MODIFIKASYONLARI ile HUCRE OLUMU
ARASINDAKI ILISKILERIN ARASTIRILMASI

Nazlihan AZTOPAL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Egemen DERE

Epigenetik degisiklikler, kanser kok hiicre (KKH) 6zelliklerinin diizenlenmesi ve ilag
direnci gelisiminde 6nemli role sahiptir. KKH’leri, kemoterapi ile indiiklenen apoptozise
direngten sorumlu olup hiicre yasami/kendini yenileme ve farklilasma ile iligkili Wnt
sinyalizasyonu bu hiicrelerde yeniden aktive olmaktadir. Bu nedenle ¢aligmamizda,
Niklozamid (Wnt/p-katenin sinyal yolagi inhibitorii) ile Valproik asit (VPA, histon
deasetilaz inhibitorii) kombinasyonunun meme kanseri KKH’leri iizerine olasi
sitotoksik/apoptotik etkileri arastirllmistir. Parental MCF-7 hiicrelerinden KKH
populasyonunun basaril1 bir sekilde zenginlestirildigi western blot yontemi ile gosterildi.
Niklozamid ve VPA kombinasyonunun MCF-7s hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi ATP
yontemiyle belirlendi. Daha sonra kombinasyon c¢alismasi i¢in segilen dozlarda gozlenen
etki akim sitometri ile dogrulandi. Histon deasetilazlarin inhibisyonu ile asetilenmis
histon H3 diizeyleri western blot ve ELISA yontemiyle degerlendirildi. Kombinasyon
tedavisiyle degisen Wnt/B-katenin sinyal yolagi, KKH karakteri, epitelyal mezenkimal
donlisim ve histon modifikasyonlar: ile iligkili protein diizeyleri western blot ile
gosterildi. Apoptozis, Hoechst 33342/PI ikili boyama, M30 ELISA ve akim sitometri ile
degerlendirildi. Otofaji ve apoptozis ile iliskili gen ve protein ekspresyonlari Real-time
PCR ve western blot ile belirlendi. Sonug¢ olarak; meme kanseri kok hiicrelerinde
Niklozamid ve VPA kombinasyonunun, tek baslarina etkilerine kiyasla, artmis Histon H3
asetilasyonu ve daha giiglii Wnt/B-katenin yolak inhibisyonu ile hiicre canliligini belirgin
bir sekilde azalttig1 ve bu hiicrelerde giiglii bir sekilde apoptozisin uyarildigi bulundu. Bu
kombinasyon tedavisinin, KKH’leri hedeflemedeki basarisinin yeni ve umut verici bir
tedavi secenegi olarak kullanilabilecegi ongoriisiiyle ileri in vivo deneylerin yapilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser Kok Hiicre, Wnt/B-katenin Sinyal Yolagi, Histon
Modifikasyonlari, Apoptozis

2017, xii + 88 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

INVESTIGATING THE DYNAMICS BETWEEN
HISTONE MODIFICATIONS and CELL DEATH
in BREAST CANCER STEM CELLS

Nazhihan AZTOPAL

Uludag University
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Egemen DERE

Epigenetic changes play a critical role in the regulation of cancer stem cell (CSC)
properties and the development of drug resistance. CSCs are responsible for apoptosis
resistance induced by chemotherapy and the Wnt signaling which is associated with cell
survival/self-renewal and differentiation, is re-activated in these cells. For this reason, a
possible cytotoxic/apoptotic effect of the combination of niclozamide (Wnt/B-katenin
pathway inhibitor) and Valproic acid (VPA, histone deacetylase inhibitor) on breast CSCs
was investigated. Successful enrichment of the CSC population from parental MCF-7
cells has been shown by western blotting. The effects of niclozamide and VPA
combination on the viability of MCF-7s cells were demonstrated by the ATP assay. The
effect that is observed at selected doses for the combination was then confirmed by flow
cytometry. The levels of acetylated histone H3 and the inhibition of histone deacetylases
were assessed by ELISA and western blotting. Protein levels associated with the Wnt/p3-
catenin signaling pathway, stemness, epithelial mesenchymal transformation and histone
modifications, which were changed by combination therapy, were shown by western
blotting. Apoptosis was assessed by Hoechst 33342/P1 double staining, M30 ELISA and
flow cytometry. Gene and protein expressions related to autophagy and apoptosis were
determined by real-time PCR and western blotting. As a result, in breast CSCs, the
combination of Niclozamide and VPA showed a marked decrease in cell viability by
inducing apoptosis with increased histone H3 acetylation and stronger Wnt inhibition
compared with the single use of each agent. It has been concluded that the future success
of this combination therapy in targeting CSCs should be used as a new and promising
treatment option and assumed to warrant further in vivo investigation.

Keywords: Cancer Stem Cell, Wnt/p-catenin Pathway, Histone Modifications, Apoptosis
2017, xii + 88 pages.
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1. GIRIS

Kanser tedavisi, son yillarda yeni ilaglarin da kullanima girmesine ragmen, tatmin edici
basar1 seviyesine ulasmamustir. Ustelik mortalitede kismi azalmaya ve genel yasam
stiresinde kismi uzamaya ragmen kanser vakalarinin goriilme siklig1 hizla artmaktadir
(Siegel ve ark. 2015). Bu nedenle, yeni anti-kanser ajan ve/veya yaklasim arayislari daha
da 6nem kazanmaktadir. Tedavi basarisizligindaki en 6nemli neden olarak son yillarda
kanser kok hiicresi (KKH, tiimér baglatan hiicre) teorisi ortaya atilmistir. Ciinki
KKH’lerinin tedaviye direng gostererek hastaligin yeniden tekrarlamasinda (niiks
etmesinde) rol aldiklart gosterilmistir (Ojha ve ark. 2015). Bu nedenle, kok hiicreyi
Oldiiremeyen bir kemoterapi protokoliiniin basarisiz olacaginmi diisiinmek gercekei
olmalidir. Ciinkii, timér kitlesinin ¢ok biiyiik cogunlugunu (~%99) olusturan kanser
hiicreleri kemoterapi uygulamasiyla baglangicta 6ldiiriilse bile, cok az oranda (~%0,1-2)
bulunabilen KKH’lerinin varligi, hastaligin bir siire sonra niiks etmesine neden
olabilmektedir. Bu nedenle, ¢ogunlugu olusturan kanser hiicrelerinin yanisira KKH’lerini

de hedefleyen tedavi modaliteleri 6nem kazanmaktadir.

Kok hiicrelerde, hayatta kalma ve proliferasyondan sorumlu Wnt/B katenin sinyal
yolaginin yeniden aktive oldugu bilinmektedir. Meme kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan
caligmalar kok hiicre populasyonlarinin radyasyon tedavisine daha direngli olduklarini ve
bu dirence Wnt/p katenin Sinyal yolaginin aracilik ettigini gostermektedir (Chen ve ark.
2001). MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde Wnt/B katenin sinyal yolaginin
baskilanmasiyla timor biiyiimesinin durduruldugu in vitro ve in vivo olarak gésterilmistir
(Xue ve ark. 2014). Translasyon sonrasi histon modifikasyonlarinda degisiklikler ile
belirli histon asetilasyon ve metilasyon isaretlerinin kaybinin kanser siireci ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Histon asetilasyon programinin degisimi farklilasma siireci ile
iligkilidir ve bundan dolay1 farklilagmay1 arttirmak i¢in histon deasetilazlar1 (HDAC)
hedefleyen ilaglar kullanilmaktadir (Marks ve Xu 2009).

Elde edilen bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda, KKH’lerini hedefleyen ve bu
hiicreleri KKH 6zelligi tasimayan hiicrelere doniistiiren bir tedavi yaklagimi esas alinarak,
Wnt/B katenin yolak inhibitoérii Niklozamid ve HDAC inhibitérii Valproik asit
kombinasyonunun meme kanseri kok hiicreleri iizerine olasi sitotoksik ve apoptotik

etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Kanser Kok Hiicre Biyolojisi
2.1.1. Tarihge

[k olarak 1930’Iu yillarda, Losemi olusturulmus fare modelinde tek bir hiicrenin orjinal
parental tiimorii olusturabildigi ancak her bir tek hiicrenin de tiimor olusturma konusunda
basarili olamadigi dolayisiyla tiimoér populasyonu igerisinde az miktarda bulunan bir
altpopulasyonun varligr tanimlanmistir (Furth ve ark. 1937). 1970’li yillarda, solid
tiimorlerden elde edilen hiicrelerin, hematopoietik kanserdekilere benzer sekilde, farkli
proliferasyon yeteneklerine sahip olduklarini ve bu hiicrelerden bazilarinin soft agarda
koloni olusturabildikleri gosterilmistir (Hamburger ve Salmon 1977). 1994 yilinda, AML
hiicrelerinde, yalnizca CD34*/CD38" yiizey antijenlerine sahip belirli bir hiicre grubunun
koloni olusturabildigi gosterilmistir (Lapidot ve ark. 1994). 1997 yilinda ise “KKH
teorisi” ya da “Hiyerarsi modeli”ne dair en kesin ve dikkat ¢ekici gelisme CD34*/CD38~
yiizey antijenlerine sahip bir hiicre alt grubunun, in vivo kosullarda, timor
Olusturabildiginin gdsterilmesi olmustur. Ayrica bu hiicrelerin normal kok hiicreler ile
benzer karakter (kendini yenileme, farklilasma ve proliferasyon) sergiledikleri rapor

edilmistir (Bonnet ve Dick 1997).

Al-Hajj ve ark. (2003) ilk kez solid bir kanserde (meme kanseri) KKH varligimi
(CD44*/CD247/Lin 455ty o5stermislerdir. Bu yiizey antijenleri ile karakterize 6zel bir
hiicre alt grubunun 100 tanesinin dahi farelerde tiimdr olusturabildigi gosterilmistir (Al-
Hajj ve ark. 2003). Son on yilda ise, diger solid tiimorler igin de KKH’lerinin varligi
tamimlanmistir (Islam ve ark. 2015). Timor olusturma kabiliyetine sahip bu hiicre
grubunun tiimdr igerisindeki sayilarinin ¢ok az oldugu ve tedavide kullanilan ilaglar
tarafindan elimine edilemediklerinde hastaligin tekrar1 ve tedavi direncinden sorumlu

olduklar1 6ngoriilebilir.

2.1.2. Kanser kok hiicre hipotezi

Tiimdr dokusu; morfoloji, gen ekspresyonu, proliferatif kapasite ve invaziflik agisindan
birbirinden farklilik gosteren hiicre populasyonlarini ihtiva eden heterojen bir yapidir ve
bu heterojenitenin nasil ortaya ¢iktigini agiklayan iki teori mevcuttur (Pardal ve ark. 2003,
Dick 2009). Bunlardan ilki, klonal evrim teorisi (sitokastik model); tiimor igerisindeki her



bir hiicrenin genetik ve/veya epigenetik degisikliklere bagli olarak, tiimdrijenik olma
(timor baslatma ve devamlilifini saglama) ve homojen fenotipe sahip bir timor
olusturma potansiyeli tasidigin1 one stirmektedir. Buna karsin; KKH hipotezi yani
hiyerarsik model, yalnizca kendini yenileyebilen ve tiimor igerisindeki tiim kanser hiicre
tiplerine farklilagma kabiliyeti olan 6zel bir hiicre alt grubunun (kok hiicre benzeri
karakter gosteren) tiimor olusumu ve devamliligindan sorumlu oldugunu ifade eder. Bu
teoriye gore, tiimor igerisindeki hiicrelerin diizenlenmesinde daha kati bir hiyerarsi vardir
ve kanser baslatict hiicreler ya da KKH’leri, bu hiyerarsinin en tepesinde yer alir. Bu
hiicreler simetrik boliinerek ya kendilerinin kopyasi olan iki yavru hiicre (kendini
yenileme) ya da iki adet birbirine es timor olusturma kapasitesi olmayan progenitor
(6nctl) hiicre (farklilasma) meydana getirir. Asimetrik boliindiiklerinde ise, bir tane
kendisinin kopyas1 (KKH) ve bir tane de progenitdr hiicre olmak iizere birbirine es
olmayan yavru hiicreler meydana gelir. Dolayisiyla bu model, yavas bdliinen, tiimoriin
devamliligin1 saglayan ve az miktarda bulunan KKH’leri ile daha hizli boliinen, timor
olusturma yetenegine sahip olmayan ve tiimoriin biiyiik kismini olusturan kanser
hiicreleri olmak tizere birbirinden tamamen farkli iki alt populasyonun varligini 6ne siirer.
Iki teori arasindaki en biiyiik fark, tiimor olusturma yetenegi iizerinedir. KKH teorisine
gore, timor icerisinde yalnizca 6zel bir hiicre alt grubu timér olusturabilme kapasitesine
sahipken klonal evrim teorisi, timor igerisindeki her bir kanser hiicresinin, bir timor

kitlesi olugturma kabiliyetine sahip oldugunu ifade eder (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Timor heterojenitesine dair hipotezler (Buse Cevatemre tarafindan
hazirlanmistir)



2.1.3. Kanser kok hiicre kokenine dair hipotezler

KKH’lerin kdkeni gliniimiizde net olmamakla birlikte, KKH 6zelliklerinin edinilmesine
dair 3 temel hipotez bulunmaktadir. Bunlardan ilki normal kok hiicrelerin (NKH)
birtakim mutasyonlar edinerek proliferasyon kontroliinii kaybetmesi ile KKH’lere malign
transformasyonudur (Smalley ve Ashworth 2003). KKH’lerinin NKH’ler ile benzer
sekilde kendini yenileme ve farklilagsma yetenegi, hiicre yiizey antijen ekspresyonu, kok
hiicre karakteriyle iligkili gen ve protein ekspresyonlari, gelisimsel sinyal yolaklarinin
aktivasyonu gibi ozellikler gdstermesi bu hipotezi giiclendirmektedir. Ikinci hipoteze
gore bir diger potansiyel KKH kaynagi progenitor ve terminal farklilagmis normal
hiicrelerin malign transformasyonudur. Progenitor hiicreler kisitli kapasitede kendilerini
yenileme oOzellikleri bulunmakla birlikte kok hiicrelere kiyasla daha fazla sayida
bulunurlar. Terminal farklilagmis olgun hiicreler de de-diferansiye olacaklari mutasyonlar
edinerek kendini-yenileme potansiyeli edinebilirler (Bjerkvig ve ark. 2005). Ugiincii
hipoteze gore ise, KKH’leri, farklilagmis tiimor hiicrelerinin de-diferansiyasyonu ile
epitelyal mezenkimal doniisiim (EMD) yolagiin aktiflesmesi neticesinde olugsmaktadir

(Scheel ve Weinberg 2012) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. KKH kokenine dair hipotezler (Buse Cevatemre tarafindan hazirlanmistir)



2.1.4. Kanser kok hiicre ozellikleri
2.1.4.1. Hiicre yiizey antijenleri ve yiizey bagimsiz biiyiime

Tiimoriin biiyiik bir kismint olusturan farklilagmis kanser hiicrelerinden farkli olarak
KKH’leri, NKH’leri ile benzer sekilde, birtakim hiicre yiizey belirteclerini eksprese
ederler. Bu belirtecler ayn1 zamanda dokuya 6zgiidiir. Ornegin, meme KKH’leri, CD44
glikoproteini fazla eksprese ederken CD24 proteinini diisiik diizeyde eksprese eder veya
etmez (CD44%/CD24°). Solid timorlerde; CD44, CD24, CDI133, EpCAM, CD90,
a2Plintegrin gibi KKH yiizey belirtegleri bulunmaktadir (Karakas ve ark. 2014). Bu
spesifik belirteglerin yardimi ile, KKH populasyonlari, primer tiimdrlerden veya hiicre
hatlarindan FACS ve/veya manyetik separasyon teknolojileri ile izole edilebilir, akim
sitometri ile de karakterizasyonlar1 yapilabilir. Bir diger KKH karakteristigi ise,
hiicrelerin kendini yenileme kapasitesilerinin bir sonucu olarak yiizey bagimsiz kosullar

altinda kiirecik (sfer) seklinde biiytimeleridir (Velasco ve ark. 2012).

2.1.4.2. Pasiflik (Quiescence) ve dormansi

KKH’leri, ¢ogunlukla hiicre siklusunun pasif fazinda kalan, dormant veya diisiik mitotik
indekse sahip hiicrelerdir. Kemoterapi ve radyoterapinin prolifere olan hiicreleri
hedefledigi dikkate alindiginda, KKH’lerinin bu 6zellikleri, onlar1 hizli bliinen hiicreleri
hedefleyen tedavilere kars1 daha az duyarli yapmaktadir. Dolayisiyla, bdliinen hiicrelerin
aksine, goreceli olarak pasif olan KKH’leri, cogu kemoterapétik ilacin etkisinden

korunmus olurlar (Clevers 2011).

2.1.4.3. Apoptotik mekanizmanin diizenlenmesi ve pro-yasam sinyal iletiminin

aktivasyonu

Apoptozis; anti-apoptotik ve pro-apoptotik molekiillerin dengesini sikica kontrol eden
fizyolojik bir programdir. DNA hasari, Onarilmadigi takdirde programli hiicre 6limii veya
apoptozisle sonuclanir ancak kanser hiicrelerinde bu denge, DNA onarimi olamadiginda
dahi siklikla apoptozisin engellenmesi yoniindedir. Kanser hiicrelerinin apoptozis direnci
klasik sekilde, anti-apoptotik proteinlerin (Bcl-2 aile proteinleri, apoptozis inhibitorleri,
kaspaz-8 inhibitorii FLIP) asir1 ekspresyonu veya Bim gibi pro-apoptotik proteinlerin

ekspresyonlarinin azalmasi ile iliskilendirilir (Letai 2008). Ornegin, primer kiiltiirden



izole edilen glioblastoma KKH’leri (CD133™), KKH-olmayan populasyona (CD133)
kiyasla, Bcl-2, Bcl-xL, XIAP ve FLIP gibi anti-apoptotik proteinleri yiiksek diizeyde
eksprese ederler (Liu ve ark. 2006a). Dolayisiyla bu proteinler inhibe edilerek, KKH’leri

kemoterapoétiklere veya apoptozise duyarl hale getirilmektedir.

KKH’leri, NKH’lere benzer sekilde, proliferasyon, yasam, kendini-yenileme ve
farklilagma arasindaki denge i¢in spesifik sinyal iletimlerine bagimlidir. Terapilere yanit
olarak KKH’leri de anti-apoptotik sinyal iletimini fazla veya pro-apoptotik sinyal
iletimini az miktarda aktiflestirir. KKH’leri i¢in tanimlanmis baglica sinyal yolaklari
Notch, Hedgehog ve Wnt olmak iizere, EGFR, BMP, IGF, ERK, PI3K/AKT ve NF-
kB’dir (Zhao 2016). Bu yolaklarin inhibisyonu ile KKH’lerin sayisi ve tiimorijenitede
azalma olmakla birlikte sinyal iletim yolaklar1 arasindaki iliskiler birden fazlasinin

inhibisyonunu da gerektirmektedir.

2.1.4.4. Kanser kok hiicre plastisitesi ve epitelyal mezenkimal doniisiim

EMD, embriyonik gelisim siirecinde epitelyal hiicrelerin go¢ edebilmelerinden sorumlu
fizyolojik bir olaydir. Bu siiregte, epitelyal hiicreler morfolojik degisiklikler gegirir ve
fibroblast-benzeri mezenkimal fenotipe doniisiirler. Tipik olarak, polarize epitelyal
hiicreler, hiicre-hiicre baglantilarinin zayifladigi daha hareketli ve daha invazif karakterli
hiicrelere doniisiirler. Molekiiler diizeyde, epitelyal belirteclerin (E-kaderin ve -katenin
gibi) ekspresyonu, yerlerini mezenkimal belirteclere (vimentin ve fibronektin gibi)
birakir. Bu genlerin ekspresyonu ise, Twist, Zebl, Snail ve Slug gibi ¢esitli transkripsiyon
faktorleri tarafindan gerceklestirilir (Scheel ve Weinberg 2012). Bu transkripsiyon

faktorleri, EMD yaninda, KKH uyarilmasini ve terapi direncini de kontrol edebilirler.

Terminal farklilasmis hiicrelerin, hiicresel farklilasma yolagini tamamlayarak
proliferasyon yeteneklerini bu asamada kaybetmis olduklar diistiniilmekteydi. Fakat bu
hiicrelerde Yamanaka faktorlerinin (yeniden programlama transkripsiyon faktorleri:
Oct4, Sox2, cMyc, ve Klf4) yeniden eksprese ettirilmesiye pluripotent kok hiicreler
(iPKH) olusturularak de-diferansiyasyon gerceklestirilmistir (Takahashi ve Yamanaka
2006). Plastisite, doku kaynakl1 kok hiicrelerin, igerisinde yer aldigi dokunun diferansiye
hiicre fenotiplerini verme potansiyeline karsilik gelirken, KKH baglaminda, fenotipik

olarak farklilasmis bir hiicrenin, de-diferansiye olarak kok hiicre karakteristiklerini elde



etmesini ifade etmektedir (Singh ve Settleman 2010). EMD-iliskili k6k hiicre veya
benzeri hiicrelerin olusumu, herhangi bir maruziyet neticesinde yetiskin epitelyal kok
hiicre havuzunun azalmasina karsin kritik 6nem tasimaktadir. Ne yazik ki benzer
mekanizma ile tiimorijenik KKH’leri meydana gelebilir ve bu hiicreler Twist, Snail veya
KLF8 gibi transkripsiyon faktorlerini fazla miktarda eksprese ederler. Yani, EMD gegiren
hiicreler, KKH-benzeri 6zellikler kazanirlar veya bir diger deyisle KKH’leri mezenkimal
karaktere sahiplerdir (Mani ve ark. 2008). Dolayisiyla, hiicresel plastisite, timor
icerisindeki hiicrelerin duragan ve sabit olmadiklarin1 gésterir ki bu durumda hem KKH
hem de KKH-olmayan populasyonlarin birlikte hedeflenmesi, kanser tedavisinde etkili

bir strateji olusturabilir.

2.1.4.5. Otofayji

KKH’leri, hipoksi, besin azlig1 veya toksik ilaglar gibi birtakim elverigsiz/olumsuz
kosullara maruz kaldiklarinda, canliliklarin1 ve metabolik homeostazlarini devam
ettirebilmek adina gesitli katabolik siirecleri aktiflestirilebilirler. Homeostaz devamlilig
icin temel mekanizma ise otofaji’dir. Bu siirecte, hiicre icin gereksiz ve islevsel olmayan
molekiil/organeller; lizozomal enzimler araciligiyla pargalanarak, hiicreye enerji ve
aminoasitler saglanir. Otofaji, kanserde ¢ift yonlii rol oynar; bir tiimor baskilayici olarak
hasarli proteinler ve organellerin birikimini onler (tiimor progresyonunu baskilayarak)
veya hipoksi ve besin yoklugu gibi agir stres kosulunda tiimor lehine rol alir. Stres veya
artan metabolik ihtiyaclar, tiimoér hiicrelerinin otofajiyi aktiflestirmesine neden olur.
KKH’lerinde antikanser terapilerin, otofajiyi uyardig1 ve sonug olarak terapi direncini
sagladig1 gosterilmistir. Dolayisiyla otofaji inhibisyonu, tiimorleri kemoterapiye karsi

duyarli hale getirir (Ojha ve ark. 2015).
2.1.5. Kanser kok hiicre biyolojisinde gelisimsel sinyal yolaklari

2.1.5.1. Notch sinyal yolag:

Notch yolagina ait Notch proteinleri hiicre proliferasyonu, farklilasmas1 ve apoptozis gibi
hiicrenin kaderini belirlemede temel rolleri olan transmembran reseptorler ailesine ait
proteinlerdir. Notch sinyal yolagi aktivasyonu, reseptor-ligand etkilesimleri sonucunda

timor nekrozis faktér o- doniistiiriicii enzim ve y-sekretaz kompleksi tarafindan



gerceklestirilen proteolitik bir kirtlma ile gergeklesir. Bu kirilma sonucu Notch
reseptoriiniin intraseliiler domaini (NICD) serbest kalir ve niikleusa girer.

Niikleusa giren NICD, DNA baglanma proteini CSL’ye (CBF-1) baglanarak biiylik bir
transkripsiyonel aktivatér kompleks olusturur. Olusan bu kompleks hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi ve yasamini kapsayan cesitli hedef genlerin ekspresyonunu saglar (Wang

ve ark. 2009).

2.1.5.2. Hedgehog (Hh) sinyal yolag:

Hh sinyal yolagi KKH devamliligi, doku polaritesi, hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinin diizenlenmesinde rol oynar (Jena ve ark. 2012). Bu yolak son derece
koordineli ve planli bir agdir. Normalde yolak inaktif haldeyken, transmembran bir hiicre
ylizey reseptorii olan Patchedl (Ptchl) bir diger transmembran protein olan Smoothened
(Smo)’yu baskilayarak inaktif halde tutar. Yolak aktivasyonunda ise; Hh proteini
transmembran bir hiicre ylizey reseptorii Ptch1’e baglanarak Ptch1’i inhibe eder ve inhibe
olmus Ptchl’in Smo {izerindeki baskilayici etkisi ortadan kalkar. Aktive olan Smo
transkripsiyon faktorii olan Gli’nin salinimini saglar, Gli niikleusa transloke olur ve Hh

hedef genlerinin transkripsiyonu baslar (Tanaka ve ark. 2009).

2.1.5.3. Klasik Wnt/p-katenin sinyal yolag

Wnt ligandlart sisteince-zengin salgi glikoproteinleridir ve insanlarda evrimsel olarak
korunmus 19 adet Wnt ligandi mevcuttur. Wnt proteinlerinin salgilanmasi i¢in
translasyon sonrasinda iki gesit lipid degisikligi gereklidir: Endoplazmik retikulumda
sistein rezidiilerine palmitat kisminin eklenmesi ve Porcupin ile serin palmitoilasyonu.
Wils transmembran proteini, Golgi’de Wnt proteinine baglanarak ligandin hiicre
membranina getirilmesini saglar (Takada ve ark. 2006). Wnt ligandlarinin yoklugunda;
sitoplazmik B-katenin, bir scaffold proteini olan Axin ile APC, GSK3 ve CK1
proteinlerinin olusturdugu ‘yikim kompleksi’ tarafindan fosforlanir. Bu durum,
sitoplazmik B-kateninin ubikitinasyonu ve proteozomal degradasyonuna yol acar. Wnt
ligandlar1 hiicreden salindiktan sonra; G-protein-bagli reseptor ailesinin tiyesi olan
Fz/Fzd proteini reseptoriine ve LRP5/6 koreseptoriine baglanarak bir Wnt-Fz-LRP5/6
kompleksi olusturur. Bu yapiya bir scaffold proteini olan Dvl eklenerek LRP6’nin

fosforilasyonunu ve aktivasyonunu saglar. LRP6 fosforilasyonu ayni zamanda Axin



kompleksi i¢in de baglanma motifidir ve Axin kompleksinin yapiya eklenmesi LRP6
fosforilasyonu i¢in gereklidir. Yani Axin hem LRP6 fosforilasyonu i¢in gereklidir hem
de p-LRP6’ya baglanarak sinyal amplifikasyonundan sorumludur (Zeng ve ark. 2008).
Dolayisiyla ayni kinaz kompleksi hem pozitif hem de negatif diizenlenmede rol alir. Bu
sliregte, Axin aracili B-katenin fosforilasyonu inhibe olarak B-katenin stabilizasyonu
gerceklesir.  Ardindan, sitoplazmada biriken p-katenin  TCF/LEF kompleksini
bigimlendirmek {izere niikleusa girer. Wnt sinyali yoklugunda, TCF ko-baskilayici
proteinler (TLE ve HDAC) ile birlikte Wnt hedef genlerinin ekspresyonunu baskilar. 3-
kateninin niikleusta birikmesi TCF baskilayici kompleksini transkripsiyonel aktivator
kompleksine gevirir ve Wnt hedef genlerinin ekspresyonu uyarilir (MacDonald ve Tamai
2009). Baslica Wnt hedef genleri arasinda FGF20 (hiicre-hiicre sinyal iletimi); CCNDI
ve Myc (hiicre dongiisii); DKK1 (Wnt antagonisti) ve Axin 2 (Wnt sinyalinin negatif
diizenleyicisi); Oct4 ve Nanog (kok hiicre belirtecleri) yer almaktadir (Katoh ve Katoh
2007, Cole ve ark. 2008). Wnt sinyali ayrica, ekstraseliiler Wnt antagonistleri olan,
sFRP’ler, WIF-1 (ligand-reseptor etkilesiminin inhibisyonu) ve DKK (LRP
koreseptoriiniin inhibisyonu) ile sitozolik Wnt antagonisleri olan Axin 2 (Wnt sinyalinin
negatif diizenleyicisi) ve Nkd proteinleri (Dvl antagonistleri) iizerinden diizenlenir

(MacDonald ve Tamai 2009) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Wnt/B-katenin sinyal yolag: inaktif durum; Wnt sinyali yoklugunda TCF ko-
baskilayicilarla (Ko-B) birlikte Wnt hedef genlerinin ekspresyonunu baskilar (A). Aktif
durum; reseptor-ligand etkilesimini takiben serbest kalan -katenin, niikleusta birikerek
ko-aktivatorlerle (Ko-A) birlikte Wnt hedef genlerinin ekspresyonunu uyarir (B) (Bello
ve ark. 2015’den Tiirkgelestirilerek alinmistir)



2.1.5.3.1. Niklozamid

Niklozamid (Nik), salisilik asit tiirevi bir salisilanilid olup tenya enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan FDA-onayl bir ajandir. Niklozamid ayn1 zamanda Wnt/B-katenin
sinyal yolagi1 da dahil olmak iizere birden fazla hiicre i¢i sinyal yolagini inhibe edici etki
gosterir.  Wnt/B-katenin sinyalizasyonunu ise hiicre tipine bagli olarak LRP6
degredasyonu ya da Fzdl endositozunu uyararak, Dvl2 protein ekspresyonunu
baskilayarak, Wnt3A ile uyarilmis p-katenin birikmesi ve TCF/LEF aktivitesini
onleyerek negatif yonde diizenler (Chen ve ark. 2009, Lu ve ark. 2011).

2.2. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik terimi ilk kez 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan kullanilmistir ve
klasik olarak DNA veya kromatin yapisi ilizerinde niikleotid sekansini degistirmeden
ortaya cikan tiim kalitsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Bagka bir deyisle, DNA
yapisint  degistirmeden gen ifadesinin degisimidir (Herceg 2007). Epigenetik
mekanizmalar, embriyonik gelisim, hiicresel hafiza, hiicre ve doku spesifik gen
ekspresyonu, farklilasma ve yetiskin doku devamliligi gibi 6nemli biyolojik siireclerin
transkripsiyonel yolaklarinin ana diizenleyicileridir (Meissner 2010, Tammen ve ark.
2013). Epigenetik diizeyde gen regiilasyonu, hem DNA hem de kromatin ilizerinde
kovalent modifikasyonlar iizerinden gerceklesir. Bu modifikasyonlar, gen
transkripsiyonunu kromatin yapisini agarak (6kromatin, aktif gen transkripsiyonu) ya da
kondanse DNA yapisi saglayarak (heterokromatin, baskilanmis gen ekspresyonu)
diizenlerler (Meissner 2010). DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar: iki dnemli

epigenetik modifikasyondur.

2.2.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, gen ifadesini degistirerek hiicre fonksiyonlarmi degistirmekte ve bir
metil (CHz) grubunun, DNA metil transferazlar (DNMT) katalizinde, kovalent olarak CG
diniikleotidlerinin (CpG) 5. Karbon pozisyonundaki sitozin bazlarina eklenmesiyle
olusmaktadir (Bird, 2002). Genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda goriilen
DNA metillenmesi, kromatin yapisinin organizasyonunda ve gen ifadesinin kontroliinde
onemli rol oynamaktadir. Metillenme, hem transkripsiyon faktorlerinin tanima

bolgelerinde degisiklikler meydana getirerek, hem de metilenmis DNA’ya 6zgiil olarak
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baglanan represorlerin katilimini saglayarak, genin ekspresyonunu engelleyebilmektedir
(Baylin, 2005). DNA metilasyonu ile iligkili olarak DNMT’ler; metilasyon modellerinin
olusturulmasindan sorumlu (de novo metiltransferazlar), DNMT3a ve 3b ile bir kez
olusturulan metilasyon modelinin devam ettirilmesinden sorumlu (maintenance
metiltransferazlar), DNMT1 ve 2 olmak tizere farkli tiplere ayrilmaktadir (Okano ve ark.
1999, Eden ve ark. 2003). Genomda CpG-zengin sekanslar %50 veya daha fazla G+C
icerigine sahip yaklasik 200 bp uzunlugunda boélgeler olup CpG adalar1 olarak
bilinmektedir. Transkripsiyonel olarak aktif genlerin (housekeeping genler ve ¢ogu
diizenleyici genler) promotorlar1 bu bolge ile iligkili olup metillenmemis durumdadir.
CpG adalarindaki sitozinin metillenmesi transkripsiyonel susturma ile iliskili olup gen
ekspresyonunun  diizenleyici mekanizmasidir  (Bird 2002).  Transkripsiyonun
baskilanmasi; DNA metilasyonu varliginda transkripsiyon faktorlerinin promotor
bolgeye baglanamamasi tizerinden veya spesifik olarak bu metillenmis bolgeleri
taniyarak baglanan proteinler (MBD; metillenmis CpG’ye baglanan proteinler) ile
gerceklesmektedir (Klose ve Bird 2006).

Kanser epigenomu global hipometilasyon ve gen spesifik hipermetilasyon ile
karakterizedir. DNA hipometilasyonu; kanser gelisiminin erken agamalarinda meydana
gelerek kromozomal instabilite ve tiimor ilerleyisine katki saglar (Esteller 2008). Ayrica
timor olusumunda rol alan o6nemli genlerin (R-Ras, Cyclin D2 gibi) spesifik
aktivasyonuna yol agar (Nishigaki ve ark. 2005). Buna karsilik, timor baskilayici
genlerin (Retinoblastoma 1 (RB1), CDKN2A (p16), BRCAL gibi), APC ve WNT sinyal
genlerinin susturulmasi, promotor hipermetilasyonu ve kromatin hipoasetilasyonu ile
iliskilidir (Suzuki ve ark. 2004, Tsai ve Baylin 2011).

2.2.2. Polikomb grup proteinler ve histon modifikasyonlari

Okaryotlarda, DNA ve histonlar kromatin yapisim olusturmak iizere niikleozomlar
seklinde organize olmuslardir. Her bir niikleozom kor partikiilii, ikiser molekiil H2A,
H2B, H3 ve H4 histon proteinlerini iceren bir histon oktomeri olusturur ve DNA’ya
baglanarak 1,7 doniis ya da yaklasik 146 baz ¢ifti sarar. Bu niikleozomal dizinler arasina
baglayici (linker) H1 histon eklenmesiyle oktamer etrafinda iki tam dontis gergekleserek
DNA daha kompakt bir hale getirilir (Annunziato 2008).
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Her bir histon ¢ekirdek, nukleozom yapisindan disariya uzanan uzun bir N-terminal
aminoasit kuyruga sahiptir ve bu histon kuyruklar asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubikitinasyon gibi kromatin yapisini kontrol eden ¢esitli post translasyonel (translasyon
sonras1) modifikasyonlar gosterirler (Sekil 2.4). Gen ekspresyonu iizerinde 6nemli
etkilere sahip olan bu modifikasyonlar histon kodu olarak bilinmektedir. Bu spesifik
histon modifikasyonlar1 Lizin (K), Serin (S), Arjinin (R) rezidiilerinde meydana gelir ve
modifiye olan spesifik bolgeye gore aktive edici ya da baskilayici olabilir. Mesela, H3
histon proteininin 4. Lizin rezidiisiine 3 metil grubunun eklenmesi (H3K4me3) aktive
edici bir histon isaretiyken, 27. Lizin rezidiisine 3 metil grubunun eklenmesi
(H3K27me3) baskilayici bir histon isaretidir (Jenuwein ve Allis 2001, Sauvageau ve
Sauvageau 2010).

A Kapali kromatin: transkripsiyonel baskilama B Acik kromatin: transkripsiyonel aktivasyon

HDAC HDAC

Sekil 2.4. Histon modifikasyonlari ile diizenlenen kapali (A) ve acik (B) kromatin yapisi
(Johnstone 2002°den Tiirkgelestirilerek alinmistir)

Polikomb Grup (PcG) proteinler, epigenetik olarak kromatin modifiye eden
transkripsiyonel baskilayicilar olup hiicre kaderini belirleyen anahtar diizenleyicilerdir.
PcG proteinleri, Polikomb represif kompleks 1 (PRC1) ve Polikomb represif kompleks 2
(PRC2) olmak tiizere en az iki siif ¢ok alt {liniteli kromatin baglanma kompleksleri
olustururlar. PcG kompleksleri gen ekspresyonunu, histon kuyruklarmin epigenetik
modifikasyonu ve kromatinin sikistirilmasi yoluyla baskilamaktadir. Kok hiicrelerin
kendini yenileme 6zelliklerinin diizenlenmesinde rol alan Bmil bir PRC1 proteinidir. H3

histon proteininin 27. Lizin rezidiisiine 3 metil grubunun eklenmesini katalizleyen histon
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metiltransferaz, Ezh2, PRC2 proteinidir. Bu histon modifikasyonu kromatin iizerine
PRC1 ve diger ko-represorlerin katilmasina olanak saglar ve heterokromatin olusur.
PRC2 bilesenlerinin yiiksek diizeyleri embriyonik kok hiicrelerde (EKH) bulunur;
farklilasma siirecinde hizla azalir. EKH’lerde PcG proteinlerinin kromatin ile etkilesimi
artmis H3K27me3 diizeyleri ile iliskilidir ve bu baskilanmis PcG hedef genleri
EKH’lerinin farklilagsma siirecinde aktive olmaktadir. PcG proteinleri tarafindan
gergeklestirilen H3K27me3, H3K9me3 gibi histon modifikasyonlar1 erken embriyonik
gelisimde birtakim hedef genlerin  susturularak pluripotensi  devamliliginin
saglanmasinda rol alir. Gelisimin ileri evrelerinde ise farklilasmayr takiben
pluripotensinin siirdiiriilmesinde rol alan genlerin susturulmasindan sorumludur. Bu, PcG
baglanma ve baskilayict H3K27me3 kaybi ile artmis aktif H3K4me3 modifikasyonuyla
koreledir (Sekil 2.5). Ezh2 fiziksel ve fonksiyonel olarak HDAC 1 ve 2’ye baghdir ve
genlerin PRC2-aracili transkripsiyonel baskilanma histon deasetilasyonunu igerir. Histon
asetilasyon programinin degisimi farklilasma siireci ile iligkilidir ve bundan dolay:
farklilagsmay1 arttirmak icin HDAC’lar1 hedefleyen ilaglar kullanilmaktadir (Sauvageau
ve Sauvageau 2010, Munoz ve ark. 2012).

EKH R Kapali
AN
N
Kapah
meCpG meCpls :
> |
Farkhlagms
Hiicre
) H3K27 me3 H3K4 me3 H2A K1119ub1

Sekil 2.5. Farklilagma siirecinde ya tamamen bastirilmis (H3K4me3 kayb1) ya da aktive
edilmis (H3K27me3 kayb1) durumu gosteren kromatin  modifikasyonlari
(Schuettengruber ve Cavalli 2009’dan degistirilerek alinmistir)
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Histon proteinlerinin asetillenmesi, kompakt DNA kalibin1 gevseterek, transkripsiyonel
siirecin baglamasina olanak tanir. Bu siireg, histon asetil transferaz (HAT)’lar ya da
histonlarin iizerindeki asetillenmeyi kaldiran, HDAC’larin engellenmesi ile yonetilir.
HDAClar, histon proteinlerinin lizin rezidiilerinden fonksiyonel asetil gruplarmin
ayrilmasini uyaran enzimlerdir. Insanlarda, dizi benzerligine gore 4 sinifa ayrilan 18 adet
HDAC enzimi bulunmaktadir. Sinif I proteinler (HDAC1, HDAC2, HDAC3 ve HDACS);
Smif II proteinler (HDAC4, HDACS, HDAC7, HDAC9 ve HDAC10); Sinif III Sirtuin-
benzeri proteinler (SIRTL, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS5, SIRT6 ve SIRT7) ve Simif V
protein (HDAC11). Simif I HDAC’lar niikleusta is goriirken, Sinif II HDAC’lar hem
sitoplazmada hem de niikleusta is goriir. Ancak son ¢aligmalar Sinif I HDAC larin
sitoplazmada veya 6zellesmis hiicresel organellerde lokalize olabildigini géstermektedir
(Seto ve Yoshida 2014). Kisa zincirli bir yag asidi olan Valproik asit (VPA, valproate),
son 10 yildir, epilepsi ve diger noropsikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
histon deasetilaz inhibitoriidiir. Valproik asidin, birden fazla sinyal yolaginin (hiicre
siklusunun durmasi, apoptozis, anjiyogenez, metastaz, farklilasma ve hiicre yaslanmasi)
diizenlenmesi suretiyle in vivo ve in vitro sistemlerde giiglii antitimor etki gosterdigi
calismalarda ifade edilmistir. Bununla birlikte, bu inhibitdr grubunun tek basina ya da
kemoterapi veya radyoterapi gibi ¢esitli sitotoksik ajanlarla kombine olarak
uygulanabildigi arastiricilarin ¢alismalarinda belirtilmis, 6zellikle yiiksek riskli meme
kanserli hastalarin adjuvan tedavisinde antrasiklin igeren kemoterapi rejimlerinin
uygulanmasinin bu hastalarin tedavisinde oldukea etkili oldugu kanitlanmistir. flaveten,
valproik asit; karsinom hiicrelerinin farklilasmasina, hematopoietik progenitor hiicrelerin
ve akut miyeloid 16semi hastalarindan 16semik blast hiicrelerinin doniistiiriilmesine neden

olur (Géttlicher ve ark. 2001; Shankar ve Srivastava 2008).

2.3. Apoptozis

Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli canlilarin gelisimi ve devamliliginda
rol alan hiicresel bir olaydir. Viicutta ihtiya¢ duyulmayan, fonksiyonlar1 bozulan, fazla
iretilmis, yaslanmis, diizensiz gelismis veya DNA’sinda hasar olan hiicreler ¢evreye
zarar vermeden programli yani diizenli bir yol izleyerek oliirler. Hiicrelerin igeriden ve
disaridan gelen cesitli uyaranlara yanit olarak aktiflestirdigi fizyolojik bir mekanizma

olup hiicrenin kendisi tarafindan kontrol edilen aktif bir siirectir (Meier ve ark. 2000,
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Oktem ve ark. 2001, Ulukaya 2001). Cevreden gelen uyaranlara yanit olarak hiicreler
once olusan DNA hasarlarini onarmaya calisir ve onarilamamasi durumunda apoptozis
stirecine girer. Boylece hasarli hiicrelerin ¢ogalmasi engellenerek tiimér olusumu gibi

anormal gelisimlerin dniine gegilir (Altunkaynak ve Ozbek 2008).

2.3.1. Kaspazlarin aktivasyonu

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein igeren, sistein proteazlar olarak adlandirilan enzimlerdir.
Aktivasyonlari ise zimojenlerin proteolitik kesimi sonucu gergeklesir ve etkilerini, hedef
proteinleri aspartik asit rezidiilerinden keserek gosterirler. Bazilari baslatic1 kaspazlar (2,
8, 9, 10) olarak bilinirken, bazilar1 da ilerletici (efektor) kaspazlar (3, 6, 7) olarak bilinir.
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskada (selale tarzi reaksiyon dizisi)

neden olurlar (Oliver ve Valette 2005, EImore 2007).

Bagslatic1 kaspazlar, 6liim etkileyici alan (DED; death effector domain) ya da kaspaz
takviye alan1 (CARD; caspase recruitment domain) gibi protein-protein etkilesim
motiflerini barindiran uzun bir “prodomain” igerir. Kaspazlar bu motifler sayesinde
adaptdr molekiillerle etkilesimlerini saglarlar ve ardindan Oliim sinyalini ilerletici
kaspazlara iletirler. Ilerletici kaspazlar, kisa bir “prodomain” igerirler ve apoptozisin
ilerlemesini saglamak igin ¢esitli hiicresel substratlari kirarlar (Lamkanfi 2011). Kaspaz
3, DNA onariminda gorevli olan PARP’1 kirarak inaktive eder ve DNA onarimini
engeller. Bazilar ise bir dizi DNaz’1 aktive ederek DNA’nin pargalanmasina yol agar
Apoptozis inhibitorleri (IAP’lar) sitozolde bulunur ve kaspazlarin inaktif veya aktif
formlarina baglanarak fonksiyonlarini baskilar. Smac/DIABLO ise mitokondrinin i¢
zarinda bulunur ve IAP baglanma motifi igerir. Apoptozis siirecinde sitokrom-c ile
beraber salinarak [AP’lar1 baskilar ve bdylece kaspaz aktivasyonunu saglar

(Zimmermann ve Green 2001).

2.3.2. Mitokondrinin apoptozisdeki rolii

Hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde mitokondrinin, apoptotik yollarin kesistigi nemli bir
kavsak noktasi oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom
¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi) apoptotik siiregte geri doniisiimsiiz noktay1

gosterir (Kumar ve ark. 2005). Mitokondri, Apoptozis Indiikleyici Faktdr (AIF),
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Smac/DIABLO ve sitokrom c gibi bircok pro-apoptotik proteini igerir ve bu faktdrlerin
mitokondriden salinmalar1 mitokondriyal membranda por olusumu yoluyla gergeklesir.
Bu porlar, Bcl-2 ailesi proteinlerinin pro-apoptotik iiyelerinin (Bax, Bad gibi) aktivitesi
yoluyla olusmaktadir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik tiyeleri olan Bcl-2 ailesi
mitokondri tizerindeki etkilerini ya sitokrom c’nin sitozole salinmasini saglayip
apoptozisi uyararak ya da sitokrom c salinimima engel olup apoptozisi baskilayarak
gosterir (Palmer ve ark. 2000).

2.3.3. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesinin iiyeleri, anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) ve pro-apoptotik (Bax,
Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid) olmak iizere iki alt gruptan olusmaktadir ve apoptozis
yanit1 bu proteinlerin arasindaki dengeye baglidir. Pro-apoptotik proteinler fazla eksprese
edildiginde hiicreler apoptoza daha duyarli, anti-apoptotik proteinler daha fazla eksprese
edildiginde hiicreler apoptoza daha direngli olmaktadir. Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri
hiicresel hasar ya da stresin algilayicilar1 olarak gorev yapar ve genellikle sitozolde
bulunur. Hiicresel stresi takiben, anti-apoptotik proteinlerin bulundugu mitokondri
yiizeyine dogru yer degistirmektedirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki etkilesim, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin normal fonksiyonunu bozar ve
mitokondride porlarin olusumuna, sitokrom c ve diger pro-apoptotik molekiillerin zarlar
aras1 bolgeden salmmimina neden olur. Bu da apoptozom olusumu ve kaspaz kaskadi

aktivasyonuna yol agmaktadir (Fan ve ark. 2005).

2.3.4. Ekstrinsik (Digsal) yolak

Oliim reseptorleri (DR) olarak bilinen ve Tiimdr Nekroz Faktorii Reseptorii (TNFR) geni
ailesinin iiyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve Tnf-iliskili Apoptozis Indiikleyici
Ligand (TRAIL) reseptorleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve DR-5 (TRAIL-
R2)‘in ilgili ligandlarla etkilesime girmesi sonucunda apoptozis indiiklenir. TNFR siiper
ailesi tyeleri, tip | transmembran proteinleri olup hepsi sistein bakimindan zengin
ekstraselliiler subdomainler icermektedirler. Bu 6zellik TNFR siiper ailesi iiyelerinin
kendilerine 6zgii ligandlar1 tarafindan tek tek tanmnmasmi saglamaktadir. Oliim
reseptorleri ayrica apoptotik sinyalin transdiiksiyonu i¢in gerekli olan 80 aminoasit

uzunlugunda intraseliiler Oliim Domaini (DD; Death Domain) igerir. Oliim reseptdrlerine
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baglanan ligandlar (FasL, TNFa, VE TRAIL) yapisal olarak reseptorler ile iliskili
proteinler olup TNF siiperailesine aittirler. Bu 6liim ligandlart tip II transmembran
proteinleri gibi eksprese edilirler. Baz1 durumlarda, bu proteinler proteolitik kirilabilir ve
serbest kalabilirler (Guicciardi ve ark. 2009). Oliim reseptorlerinin ligandlar1 yani
aktivatorleri reseptorlerin oligomerizasyonuna yol agarak aktiflesmelerine neden
olmaktadir. Reseptorlerin aktivasyonu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC)
denilen ve proteinlerden meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep olur. DISC,
adaptor protein Fas iliskili 6ltiim alanim1 (FADD) ve TNFR-1 iliskili 6liim bolgesi
proteinini (TRADD) igerir. Bu dliim bolgeleri prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir. DISC
yapisinda yer alan prokaspaz 8’in aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sirasiyla kaspaz 3, 6
ve 7’nin aktive oldugu bir kaspaz kaskatini harekete gecirir. Kaspaz 8’in aktif hale
gecmesi ayrica Bid’in aktive olmasina neden olur. Kirilmis Bid (tBid) sonrasinda
mitokondriye geger ve sitokrom ¢, SMAC ve kalsiyum salinimini uyarir (Solakoglu 2009,

Dickens ve ark. 2012) (Sekil 2.6A).

2.3.5. Mitokondriyal/ Intrinsik yolak

I¢sel/mitokondriyal yolak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri olan Bcl-2/Bax gen
ailesi ile diizenlenmekte olup uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c salinimina ve
bdylece dliim sinyaline sebep olur. Iki yol da (dissal ve icsel), diizenleyici ve yapisal
molekiilleri kiran ve bunun sonucunda hiicrenin 6liimiine sebep olan kaspaz kaskadinin
aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir (Ghobrial ve ark. 2005). Anti-apoptotik
tiyeler olan Bcl-2 ve Bcl-XL, kaspazlarin oncii formlarini durdurarak ya da apoptogenik
faktorlerin mitokondriden salinimini engelleyerek hiicrenin yagamasini tesvik ederken;
Bax, Bad, Bim, Bid gibi pro-apoptotik iiyeler hiicreyi apoptozise tesvik ederler. Normal
durumda Bax ve Bak proteinleri Bcl-2 tarafindan inaktif halde tutulur. Apoptotik sinyal
olustugunda Bcl-2 inaktif hale gegerken aktiflesen Bax ve Bak mitokondri dis
membraninda porlarin olusmasina ve zar potansiyelinde degisime neden olurlar.
Mitokondriyal yolun kilit olayr Mitokondri Dig Membran Permeabilizasyonudur
(MOMP) ve sonucunda; sitokrom c, mitokondri tlirevli kaspaz aktivatorii/IAP baglayict
protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve endoniikleaz D (EndoG) gibi mitokondri
membran proteinleri sitozole salinir. Mitokondri i¢ membran yiizeyinden sitokrom c’nin

sitozole salinmasi ile sitokrom c, sitoplazmik protein olan Apoptotik Proteaz Aktive
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Edici Faktor-1 (Apaf-1)’e baglanir ve onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda
bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu
yapinin olusmasi, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom
kompleksi olusur. Apoptozomun goérevi, baslatici kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir
ve aktif kaspaz 9, kaspaz-3’i veya diger ilerletici kazpazlari aktive ederek kaspaz
kaskadina aracilik eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmis DNaz inhibitorii (ICAD;
inhibitor of caspase-activated DNase) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP, DNA tamir
enzimi), Rho iliskili sarmal olusturan kinaz I (ROCKI; Rho-associated coiledcoil forming
kinase 1), aktin, fodrin ve lamin gibi hiicresel substratlari kirarak apoptotik morfolojinin
olusumunu saglar. CAD normal hiicrelerde ICAD’iine bagli ve inaktif halde bulunur ve
aktif hale gectiginde kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin niikleozamal fragmentlere
kesilmesine neden olur. Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya
Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok IAP’lar (apoptozis
inhibitorleri) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-
apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda IAP’lar inaktive olmakta ve bdylece
ilerletici  kaspazlarin  inhibisyonu engellenip hiicrelerin  apoptozise gitmeleri
saglanmaktadir (Riedl ve ark. 2007, Li ve Yuan 2008, Duprez ve ark. 2009) (Sekil 2.6B).

Ekstrinsik (Dissal) Yolak A intrinsik (igsel) Yolak B
Olim Reseptorleri Apoptotik Uyaran: DNA hasari
(TRAILR ve FAS)

ER stresi, hipoksi ve metabolik stres
= Pro-kaspaz-8 e m——— —
. < i Mitokondri .
Pro-kaspaz-10 y o
1 1
BH-3 protein \\ o /, *
BCL-2 Aktivasyonu . > o
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Sekil 2.6. Apoptozis siirecinde; reseptor aracili kaspaz aktivasyonu (A) ve
mitokondri/sitokrom-C aracili apoptozis (B) (Ichim ve Tait 2016’dan Tiirk¢elestirilerek
alinmstir)
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2.3.6. Endoplazmik retikulum aracih apoptozis

Endoplazmik retikulum (ER) stresi; katlanmamuis protein varligi, oksidatif stres, redoks
veya Ca®" homeostaz bozuklugu, otofaji inhibisyonu gibi gesitli uyaranlar tarafindan
indiiklenebilmektedir (Chaudhari ve ark. 2014, Xu ve ark. 2015). ER stresi, iistesinden
gelinemedigi durumlarda ise apoptozisle sonuglanmaktadir. Kaspaz 12, ER stresiyle
indiiklenen apoptozisin anahtar diizenleyicisi olup ER membraninda lokalize halde
bulunur ve Ca*™ seviyelerinin yiikselmesi ile kalpainin endoplazmik retikulumu
etkilemesi sonucu prokaspaz 12 aktiflesir. Aktiflesen kaspaz 12 sitoplazmaya yonelerek
kaspaz 9 ile etkilesir ve sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Bununla birlikte ER’de
yanlig katlanmig protein birikimine yanit olarak PERK, IRE1a ve ATF6 sinyal yolaklar1
aktifleserek apoptozisi uyarmaktadir. ER stresini algilayan bu transmembran proteinler
pro apoptotik sinyalleri tetikleyerek transkripsiyon faktorlerinin (CHOP), Bcl-2 ailesinin
tiyelerinin, kinazlarin (JNK) ve kaspazlarin dahil oldugu hiicre 6lim yolaklarini

aktiflestirmektedir (Seydel ve Aksoy 2012) (Sekil 2.7).

ER
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~
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l

Apoptozis Apoptozis

Sekil 2.7. ER stresiyle indiiklenen apoptotik mekanizmalar (Seydel ve Aksoy 2012)
2.3.7. Otofaji

Otofaji siirecinde rol oynayan proteinlerin cogu “otofaji baglantili proteinler” ya da kisaca
Atg proteinleri seklinde tanimlanmakta olup gilinimiizde 30’dan fazla Atg geni
tanimlanmistir (Xie ve Klionsky 2007). Bu proteinler, otofaji sirasinda otofajik kese

(otofagozom) c¢ekirdeklenmesi, kese zari uzamasi-kapanmasi, tasinmasi, lizozomla
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kaynasmasi, i¢ zar ve kargonun lizozomda yikilmasi ve yapitaslarinin sitoplazmaya
taginmast gibi degisik asamalarda rol oynamaktadir. Otofagozom olusumunun en 6nemli
diizenleyicileri Atgl/Ulk1-2 (Mayada Atgl3 ve memelilerde Ulk1-2) ve Atgl3
proteinleridir. Otofajik aktivitenin kontroliinde Tor protein kompleksi 6nemli bir rol
oynamaktadir. Tor, hiicrede protein sentezi ve hiicresel biiyiimeyi kontrol eden bir
kinazdir. Memeli mTor protein kiimesi bir hiicrenin besin ve biiylime faktorii varligin
kontrol ederek otofajinin hiicre i¢in gerekli olup olmadigini kontrol eder. Memeli mTor
protein kiimesi mTor’a baglanan raptor, mLST8, PRAS40 ve DEPTOR adli ve mTOR
etkinliginin diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerden olusur. Hiicrede aclik
durumunda mTORC1 baskilanir ve Ulkl kompleksinden ayrilir; bdylece
otofagozomlarin olugumu tetiklenir Otofagozomlarin olusumunda rol oynayan énemli bir
diger protein kompleksi III. sinif phosphoinositol 3 fosfo (PI3P) kinaz Vps34’i iceren
kiimedir. Bu protein kiimesinin aktivitesini diizenleyen en 6nemli protein memelilerde
Beclinl/Atg6 proteinidir. PI3P, otofajik kese olusumu igin gerekli olan proteinlerin
otofajik vezikiil filizlenme bdlgelerinde 6beklenmesinde rol oynar ve bir¢ok protein i¢in
bir birlesme platformu olusturur (Obara ve Ohsumi 2008). Otofajik keseler (otofagazom)
cift zarli membrandan olusur. Otofajik kese uzamasi ise tibikitinlenme benzeri iki ayr1
protein-protein kovalent eklenme tepkimesi ile gerceklesmektedir. Bunlardan
birincisinde, Atgl2 proteininin Atg5 proteinine kovalent olarak baglanmasi katalize
edilir. Ardindan Atgl2’ye baglanmis AtgS, Atgl6 ile de birleserek izolasyon
membraninin dis yiizeyine baglanir. Ikinci iibikitin benzeri sistemde Atg8 (memelilerde
MAP-LC3 ya da kisaca LC3) proteininin, bir fosfotidiletanolamin (FE) yag molekiiliine
kovalent olarak baglanmasidir. Atgl2-Atg5-Atgl6 kompleksi, Atg8/LC3’iin FE’ye
baglanmasi icin gereklidir. Atg8/LC3’lin FE’ye baglanmasi, zar uzamasi i¢in gerekli bir
olaydir. Ayrica Atg4, kesecik olusumu sonrasinda gorevi tamamlanan LC3 proteinlerini
yagdan kopararak yeniden kullanilmalarina yol agmaktadir (Ohsumi 2001, Mehrpour ve
ark. 2010). Atg9 ve dongli sistemi otofajik zardan otofagozom olusumda rol
oynamaktadir (Mehrpour ve ark. 2010). Olusan otofagozom daha sonraki asamada ge¢
endozom veya lizozomla birleserek tasidigi kargonun pargalanmasma yol agar.
Lizozomal enzimler tarafindan kargonun yikimi sonrasinda, kargo (proteinler, organeller
vb.) ortaya ¢ikan yapitaslar1 (6rn. aminoasitler, yag asitleri, vb.) tekrar kullanilmak {izere

hiicreye kazandirilir (Ohsumi 2001, Mehrpour ve ark. 2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal maddeler

- Valproik Asit, Sigma Aldrich, USA

- Desitabin, Sigma Aldrich, USA

- Niklozamid, Sigma Aldrich, USA

- DNaz/RNaz igermeyen su, Zymo Research, USA

- Adenosine 5'-triphosphate (ATP) bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma Aldrich,
Almanya

- Muse® Count &Viability Assay Kit, Merck Millipore, USA

- Muse® Bcl-2 Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore, USA

- Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore, USA

- Muse® H2A.X Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore, USA

- Fetal s1g1r serumu (FBS), PAA, USA

- Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10 000U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin),
Gibco, USA

- L-glutamin, Life Technologies, USA

- Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco, UK

- Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco, UK

- Mammary Epithelial Basal Medium (MEBM), Lonza, USA

- B27 Supplement w/o vitamin A, Gibco, USA

- Epidermal biiyiime faktorii (EGF), Gibco, USA

- Heparin %0,2, Stem Cell Technologies, Kanada

- Primocin, Invivo, Fransa

- Tryple Select (1X), Gibco, Danimarka

-%0,05 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, UK

- Dimetil siilfoksit (DMSO), Amresco, USA

- Nonidet P-40 (NP-40), Sigma Aldrich, USA

- Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries, Israil

- Z-VVAD-fmk, pan-kaspaz inhibitorii, Enzo Life Science, USA

- Nekrostatin-1, Santa cruz, USA
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- Hoechst dye 33342 ve and Propidium lodide (P1), Sigma Aldrich, USA
- Bicinchoninic Acid Kit, Thermo Scientific, USA

- Bovine Serum Albumin (BSA), Amresco, USA

- Triz baz1 (Tris base), Scharlau, Ispanya

- Sodyum kloriir (NaCl), Merck, Almanya

- Tween20, Amresco, USA

- B-merkaptoetanol, Merck, Almanya

3.1.2. Sarf malzemeler

- 25 cm? ve 75 cm? lik flask, Sarstedt, Almanya

- Ultra-low attachment 25 cm? ve 75 cm? lik flask, Corning, USA
- Ultra-low attachment 6 kuyulu plate, Corning, USA

- 96 kuyulu flat plate, Costar, USA

- Ultra-low attachment 96 kuyulu flat plate, Corning, USA

-1, 2,5, 5 ve 10 ml hacimlerinde enjektorler, Genject, Tiirkiye

- 10 ve 25 ml hacimlerinde serolojik pipet, Sarstedt, Almanya

- 10 pl’lik pipet uglari, Vertex, USA

- 100 pl’lik pipet uglari, Corning, USA

- 1000 pl’lik pipet uglari, Vertex, USA

- Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Millex, Millipore, Almanya
- Falcon® 40 um Cell Strainer, Corning, USA

- Steril santrifiij tiipleri (Falkon, 15 ml), Isolab, Almanya

- Steril santrifiij tiipleri (Falkon, 50 ml), isolab, Almanya

- Neubauer hemositometre, Marienfeld, Almanya

- Kriyovial, Corning, USA

- 2 ml‘lik cam pastor pipetler, Marienfeld, Almanya

- Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya
3.1.3. Cihazlar

- Steril kabin, ESCO, Singapur

- COz inkiibatdrii, Sanyo, Japonya

- Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya
- Santrifiij, Rotina 35R, Almanya
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- Hassas terazi, SHIMADZU AUW?220D, Japonya

- Aspirator, Rocker 300, Tayvan

- Spektrofotometre (FLASHScan S12), Analytik Jena, Almanya

- Luminometre (FLx800 Mikroplate Floresans Okuyucu), Biotek, USA

- Muse Cell Analyzer Cihazi, Merck, USA

- Western blot goriintiileme sistemi (Fusion FX-7), Vilber Lourmat, Fransa

- Es zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR) sistemi (StepOne Plus),
Applied Biosystems, Singapur

- Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya

- Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

- Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya

- 10, 100 ve 1000 ul’lik pipet seti, Axygen, Polonya

- 0,5-5 ml pipet, Axygen, Polonya

- 10 ml pipet, Eppendorf, Almanya

- 5-5 ul Transferpipet, Axygen, Polonya

- 20-200 pl Transferpipet, Axygen, Polonya

- Pipet boy, Axygen, Polonya

3.2. Yontemler

3.2.1. Valproik asit ve Desitabin’in hazirlanmasi

Valproik asit (MA: 166,19 g/mol) ve Desitabin (5-Aza-2’-deoksisitidin, DAC; MA:228,2

g/mol) i¢in ana stoklar, sirasiyla, 200 mM ve 1 mM olacak sekilde DNaz/RNaz icermeyen

su igerisinde hazirlandi.

3.2.2. inhibitorlerin hazirlanmasi

Wnt sinyal yolagi inhibitorii olarak kullanilan Niklozamid (MA: 327,12 g/mol), ana stok

20 mM olacak sekilde DMSO igerisinde hazirlandi. Apoptozis siireci ile iliskili olarak,
pan-kaspaz inhibitorii Z-Val-Ala-dI-Asp(OMe)-fluorometilketon (Z-VAD-fmk) ve

nekroptozis igin segici inhibitér olan Nekrostatin-1’in (Nec-1) ana stoklari, sirasiyla, 10

mM ve 50 mM olacak sekilde DMSO igerisinde hazirlandi.

Hazirlanan stoklar her ¢alisma igin kullanilacak miktara gore porsiyonlanarak -20°C’de

sakland1 ve ¢aligmalar igin gerekli seyreltmeler ilgili besiyerleri ile yapildi.
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3.2.3. Hiicre kiiltirii

MCF-7 insan meme kanseri hiicre soyu Selcuk Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda gérev yapan Dog. Dr. Bahadir Oztiirk’ten temin edilerek
-80°C’de kriyovial olarak isimlendirilen kaplar igerisinde saklandi. MCF-7, farklilasmis
meme epiteline 6zgli olan 6zellikleri korumus olan bir meme kanseri hiicre soyudur.
Epitelyal fenotipe sahip olan MCF-7 hiicre soyunun ana 6zellikleri; Gstrojen reseptorii
(+), sitokeratin (+), E-kaderin (+) ve vimentin (-) seklinde tanimlanmaktadir. Ayrica bu

hiicreler kaspaz 3 ifadesinden yoksundur.

3.2.3.1. Kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

MCF-7 hiicre soyu (parental), igerisinde %1 L-glutamin, %5 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin bulunan RPMI 1640 besiyeri ortami kullanilarak kiiltiire edildi.

3.2.3.2. Hiicre soyunun stoktan ¢ikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla, -80°C den ¢ikarilan Kriyovialler sicak su banyosunda hizli
bir sekilde ¢oziildii. Hiicre siispansiyonu; igerisinde 5-7 ml RPMI 1640 besiyeri ortami
bulunan falkon tiipe alindi. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra falkon tiipiin
tizerindeki siipernatant kismi1 uzaklastirildi ve hiicre peleti 1 ml besiyeri ile siispanse hale
getirilerek icerisinde 4 ml besiyeri bulunan 25 cm?’lik flasklara alind1. Hiicreler, 37°C’de,

%5 COzigeren ortamda inkiibasyona birakildu.

3.2.3.3. Hiicre soyunun pasajlanmasi

Parental MCF-7 hiicreleri, flask yiizeyini %60-70 kapladiginda (konfluent olduklarinda)
pasaj islemi gergeklestirildi. Oncelikle, flask icerisindeki besiyeri uzaklastirildi ve 1X
PBS (2 ml) ile hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi. Flask yilizeyine yapigan hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalari, enzimatik olarak 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA ile muamele sonrasi
(37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dakika) saglandi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini
takiben hiicre siispansiyonu, enzim inhibisyonu i¢in, kullanilan hacmin on kati1 kadar
besiyeri (serum igeren) ile sulandirildi ve 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda, siipernatant kism1 uzaklastirildi ve hiicre peleti 1 ml besiyeri ile siispanse hale

getirilerek 75 cm? lik flasklarda, 37°C’de, %5 COz iceren ortamda inkiibe edildi.
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3.2.3.4. Hiicre soyunun stoklanmasi

Parental MCF-7 hiicreleri konfluent olduklarinda, flask igerisindeki besiyeri
uzaklastirilarak hiicrelerin 1X PBS (4 ml) ile yikanmalar1 saglandi ve yukarida belirtilen
pasaj islemi uygulandi. Santrifiij asamasindan sonra ise hiicre peleti iizerine her bir
kriyovial icin yaklasik olarak 1,5-2x10° hiicreye karsilik gelecek sekilde 1s18a hassas olan
dondurucu medium (%10 FBS ve % 10 DMSO igceren DMEM besiyeri) ilave edildi ve
kriyovialler -80°C’ye kaldirildi.

3.2.3.5. Mamosfer kiiltiirii

Mamosferler (kiirecik yapilar1); parental MCF-7 hiicrelerinden zenginlestirilen ve
KKH’lere 6zgii olarak serum icermeyen besiyeri ortaminda, yiizey bagimsiz biiyiiyebilme

kabiliyeti olan (kendini-yenileme) 6zel bir hiicre alt grubu olarak tanimlanmaktadr.

3.2.3.6. Kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

Mamosferler (MCF-7s), igerisinde 1X konsantrasyonda B27 Supplement (vitamin A
icermeyen), 2 ug/ml heparin, 20 ng/ml EGF ve %0,5 primocin bulunan MEBM biiyiime

ortami kullanilarak kualture edildi.

3.2.3.7. MCF-7s hiicrelerinin elde edilmesi ve ¢cogaltilmasi

Oncelikle parental MCF-7 hiicreleri, KKH bakimindan zengin populasyonun (MCF-75)
elde edilmesi amaciyla, hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltildi ve uygun sayiya ulasinca tripsin
islemi ile yiizeyden ayrilmasi saglandi. Hiicreler, MEBM biiylime ortaminda siispanse
hale getirildikten sonra kiimelesmelerini 6nlemek amaciyla 1 ml insiilin enjektoriinden
gecirilerek silispansiyon igerisinde tek hiicre olacak sekilde dagilmalar1 saglandi. Daha
sonra, hiicre sayis1 5x10° olacak sekilde igerisinde 10 ml MEBM bulunan 75 cm?'lik
“ultra-low attachment” flasklara alinarak 37°C’de, %5 COg igeren ortamda 7-10 giin

stireyle mamosferlerin olusumu saglandi.

3.2.3.8. MCF-7s hiicrelerinin pasajlanmasi

Mamosfer olusumu yeterli sayiya ulastiginda, flask icerisindeki besiyeri falkon tiipe
toplandi. Flask yiizeyi 1X PBS ile (4 ml) yikanarak icerik ilgili tiipe aktarildi ve 1000

rpm’de 10 dakika santrifiij islemi gergeklestirildi. Santrifiij sonunda, siipernatant nazikge
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uzaklastirilarak pelet 1 ml Tryple Select ile 8-10 dakika boyunca muamele edildi. Bu
asamada slispansiyon igerisinde tek hiicre olacak sekilde ayrilip ayrilmadiklari
hemositometre ile kontrol edildi. Hiicrelerin ayrildigindan emin olunduktan sonra, falkon
tiipe 5-7 ml 1X PBS eklendi ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi ger¢eklestirildi.
Santrifiij sonunda, siipernatant nazik¢e uzaklastirilarak pelet ilgili ¢alisma i¢in gerekli

hacimlerde MEBM ile sulandirilarak deneylerde kullanildu.

3.2.3.9. Hemositometre ile hiicrelerin sayim

Hiicre sayimui i¢in; tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre siispansiyonundan
10 ul alinarak iizerine esit miktarda %0,5 tripan mavisi eklendi ve homojen sekilde
karigmalar1 saglandi. Bu karisimdan 10 pl alinarak thoma lami tizerinde bes farkli alanda
hiicre sayimi yapildi. Bulunan sayi, sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1 ml besiyerinde

bulunan hiicre sayisi belirlendi.

3.2.4. ATP (Adenozin Trifosfat) canhiik metodu

ATP yontemi, hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin Olciilerek yasayan hiicrelerin
sayisinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Andreotti ve ark. 1995). Yo6ntemin
prensibi; Mg*2 ve ATP varhiginda liisiferinin, liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine katalize
olarak liiminesans sinyal olusturmasi esasina dayanmaktadir. ATP seviyesi Ol¢iimil,
liminesans temelli yonteme bagl olarak hem diger canlilik yontemlerinden ¢ok daha
hassastir hem de diisiik hiicre sayilarinda bile (20 hiicreye kadar) canli hiicre sayisi ile
yontemde okunan RLU (relative light unit) degerleri arasinda miikemmel bir korelasyon
bulunmaktadir (Ulukaya ve ark. 2008). Bu nedenle, MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha
diisiik sayida elde ettigimiz MCF-7s hiicrelerinde olas1 sitotoksik etkileri degerlendirme

stirecinde deney sonucunun giivenirliligi agisindan ideal bir yontemdir.

Bu amagla, MCF-7s hiicreleri 100 pl igerisinde 2,5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96
kuyucuklu “ultra-low attachment” hiicre kiiltiir kaplarina ekilerek 4-5 giin siireyle
mamosfer olusturmalari saglandi. Mamosfer olusumu saglandiktan sonra; VPA (0,63-10
mM) ve Nik’in (0,1-10 uM) farkli konsantrasyonlar: 24, 48 ve 72 saat siireyle; DAC’in
(6,25-100 uM) farkli konsantrasyonlar: ise 24 ve 48 saat siireyle uygulandi.
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Parental MCF-7 hiicreleri ise 100 ul igerisinde 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicre ekiminden bir giin sonra VPA’nin
belirtilen konsantrasyonlari 24, 48 ve 72 saat siireyle, DAC’1n belirtilen konsantrasyonlar:

ise 24 ve 48 saat siireyle uygulandi.

MCEF-7s hiicrelerinde kombinasyon ¢aligmalari: Nik i¢in belirlenen konsantrasyon, 1 pM,
50 pl igerisinde olacak sekilde hazirlanarak kuyulara eklendi ve hiicreler 24 saat siireyle
inkiibasyona birakild1 (6n-tedavi). 24 saatlik siirenin sonunda; VPA (0,63-5 mM) ve DAC
(2,5-20 uM)’in farkli konsantrasyonlar1 50 pl igerisinde olacak sekilde kuyulara

eklenerek hiicreler 48 ve 72 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

Negatif kontrol (maksimum canlilik, tedavi edilmemis hiicre kontrolii) i¢in 100 pl
besiyeri icerisine ilgili hiicreler i¢in belirtilen sayilarda ekim yapildi. Pozitif kontrol
(minumum canlilik, % 100 6ldiiren doz) olarak 100 pl hiicre siispansiyonu igerisine 100
ul hiicre dlimiini % 100 indiikledigi bilinen % 1°‘lik Triton X-100 ilave edildi. ATP
canlilik testi 96-kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda her bir doz i¢in 3 farkli kuyucuk

kullanilarak ve en az 2 bagimsiz deney olacak sekilde gerceklestirildi.

Belirtilen siireler sonrasinda, hiicrelerin intraseliiler ATP icerigini belirlemek amaciyla
kuyulara 50 ul 5X TCER (Tumor Cell Extraction Reagent, DCS Innovative Diagnostik
Systeme) eklendi ve 30 dakika siireyle lizis islemi gerceklestirilerek hiicre igerisindeki
ATP’nin disar1 ¢ikmasi saglandi. Siire sonunda, hiicre kiiltiir siispansiyonundan 50 pl
alinarak beyaz renkli 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina aktarildi ve ardindan her kuyuya
50 pl lusiferin-lusiferaz enzimi igeren soliisyon ilave edildi. Tedavi uygulanmis
hiicrelerdeki ve kontrol hiicrelerindeki ATP igerigi lusiferin-lusiferaz bioluminesans
reaksiyonu yardimiyla 6lgme zamani 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek,
USA) kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar rolatif 1s1k tinitesi (Relative Light Unit, RLU) olarak
elde edildi ve tedavi uygulanmis ve kontrol hiicrelerinden elde edilen RLU degerlerine
gore drneklerin % canliligi hesaplandi: Canlilik (%) = [100 x (Ornek RLU)/(Kontrol
RLU)].
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3.2.5. Kaspazla kirilmus sitokeratin 18 (M30) diizeylerinin belirlenmesi

Epitelyal hiicrelerde sitoiskeletin 6nemli bir proteini olan sitokeratin 18 (CK18),
apoptozis siirecine Ozgii olarak aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlar tarafindan
kirilarak, kirilmig CK18’i (CK18-Asp396, M30) olusturmaktadir (Leers ve ark. 1999).
Bu yontemin prensibi ise 6zellikle CK18’in Asp396°da kirilan fragmanini tantyan M30
monoklonal antikorunun, hiicrelerin bulundugu ortam ile temas ettirilerek sitokeratinler

tizerinden kaspaz bagimli apoptozisin varliginin gosterilmesi esasina dayanmaktadir.

ELISA metoduyla M30 Antijen fragmentini belirlemek icin; MCF-7s hiicreleri 5x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu “ultralow attachment” hiicre kiiltiir kaplarina
ekildi ve 4-5 giin siireyle mamosfer olusturmalari saglandi. Mamosfer olusumu
saglandiktan sonra, hiicreler Nik (1 uM, 24 saat on-tedavi) ve VPA’nin kombinasyon
caligmalarindan elde edilen sonuglar dikkate alinarak segilen 0,63 ve 1,25 mM VPA
konsantrasyonlart ile 48 ve 72 saat siireyle muamele edildi. Siire sonunda, hiicrelerin lizis
islemi 10 pl %10°1uk NP-40 ile 15-20 dakika siireyle oda sicakliginda 600 rpm galkalayict
kullanilarak gergeklestirildi. Tiim kuyulardaki lizat toplanarak 2000 rpm’de 30 saniye
siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, M30 Cytodeath ELISA Kiti (Peviva, Isvigre)
igerigine uygun olarak ve 2 bagimsiz deney seklinde gergeklestirildi. Yiizeyi CK18’i
tantyan fare monoklonal M30 antikoru kapli kuyucuklara 25 pl siipernatantlar ile 75 ul
horseradish peroksidaz konjugati eklenerek 600 rpm ¢alkalayicida, oda sicakliginda 4
saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, kuyulara 250 pl yikama soliisyonu ilave
edilerek 5 kez yikama yapildi ve hemen ardindan 200 ul TMB substrati eklenerek oda
sicakliginda, karanlikta, 20 dakika boyunca bekletildi. Reaksiyon, IN H2SO4 igeren 50
ul stop ¢ozeltisi kullanilarak durduruldu ve olusan renk siddeti, spektrofotometre ile 450
nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 6l¢iildii.

3.2.6. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir floresan boyama yontemi

Hoechst 33342, hiicre membranindan niifuz ederek DNA'ya baglanabilen bir boyadir ve
biitlin hiicrelerin, canli ve Olii (apoptotik/ nekrotik), niikleusunu boyamak ig¢in
kullanilmaktadir. Hoechst 33342 boyama yonteminin prensibi, niikleus morfolojisine

bakilarak hiicrelerde 6lim modunun degerlendirilmesi esasina dayanir.
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Propidyum iyodiir (PI), canli hiicreler tarafindan disari atilan ve sadece membrani
hasarlanmis hiicrelere girebilen, dolayisiyla tiim 6lii hiicreleri, primer nekrotik veya geg
apoptotik/sekonder nekrotik, boyamak i¢in kullanilan floresan niikleik asit boyasidir.
Hiicre kiiltiiri ortaminda, erken donem apoptotik hiicrelerin membranlar intakt olmasina
ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin
membran biitlinliikleri bozularak PI boyasi ile pozitif boyanmaktadirlar (Ulukaya ve ark.
2011). Apoptotik hiicreler i¢in normal hiicrelere kiyasla daha kii¢iik (piknotik), ve/veya
fragmente niikleus varlig1 gibi o6zellikler aranirken, nekrotik hiicreler i¢in niikleusun
normal hiicrelerden biraz daha biiyiikk olmasi ve daha az boya almasi 0Ozelligi
aranmaktadir. Dolayisiyla, Hoechst 33342 + (piknotik ve/veya fragmente niikleus
yoklugunda)/ PI — gbzlenen hiicreler canli; Hoechst 33342 + (piknotik ve/veya fragmente
niikleus varliginda)/ Pl — gozlenen hiicreler erken apoptotik; Hoechst 33342 + (piknotik
ve/veya fragmente niikleus varliginda)/ Pl + gozlenen hiicreler ge¢ apoptotik veya
sekonder nekrotik; Hoechst 33342 + (piknotik ve/veya fragmente niikleus yoklugunda)/

Pl + gozlenen hiicreler ise nekrotik kabul edilerek degerlendirme yapilmaktadir.

Bu amagla, MCF-7s hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu “ultralow
attachment” hiicre kiiltiir kaplarma ekildikten sonra 4-5 giin siireyle mamosfer
olusturmalar1 saglandi. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben
VPA’nin 0,63 ve 1,25 mM dozlariyla 48 ile 72 saat siireyle muamele edildi. Siire sonunda
hiicreler; 1X PBS igerisinde, Hoechst 33342 (200 pg/ml) boyast i¢in son konsantrasyon
S5ug/ml, Pl (100 pg/ml) boyasi igin ise lug/ml olacak sekilde hazirlanan boyama
solisyonu ile 30 dakika boyunca inkiibe edilerek floresan mikroskop altinda
degerlendirildi.

3.2.7. Akim sitometri analizleri

3.2.7.1. Hiicre canhih@min belirlenmesi

ATP canlilik yontemi kullanilarak elde edilen sonuglarin dogrulanmasi amaciyla, hiicre
sayis1 ve canlili@inin kantitatif olarak belirlenmesine olanak veren floresan temelli bir
yontem kullanildi. Bu yontemin prensibi; canli ve 6l hiicrelerin, DNA’ya baglanabilen

boyalara kars1 gegirgenligine dayali olarak farkli boyanmalar1 esasina dayanir.
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Muse™ Count & Viability kiti igcerisindeki mevcut DNA'ya baglanabilen boyalardan biri
hiicre membranindan niifuz ederek canli ve 6lii biitlin hiicrelerin niikleusunu boyarken,
digeri yalnizca membran biitiinliigiinii kaybetmis, dolayisiyla 6lii ya da 6lmek iizere olan

hiicrelerin niikleusunu boyamaktadir.

Calisma igin; MCF-7s hiicreleri 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu “ultralow
attachment™ hiicre kiiltiir kaplarina ekildi ve 4-5 giin siireyle mamosfer olusturmalar1
sagland1. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben VPA’nin 0,63
ve 1,25 mM dozlariyla 48 ile 72 saat siireyle muamele edildi. Siire sonunda, hiicreler
toplanarak santrifiij islemi gerceklestirildi ve ardindan Tryple Select ile muamele edilerek
slispansiyon igerisinde tek hiicre olacak sekilde ayrilmalar1 saglandi. 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij sonrasi slipernatantlar uzaklastirilarak pelet iizerine 100 pl %1 FBS iceren
besiyeri eklendi. Bu hiicre siispansiyonundan, ilgili ependorflara 50 pl alindi ve iizerlerine
150 pl Muse™ Count & Viability soliisyonu eklendi. Oda 1sisinda 5 dakika inkiibasyon

sonrasinda Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

3.2.7.2. Mitokondri membran potansiyelinin belirlenmesi

Mitokondride meydana gelen degisiklikler, hiicre sagligi ve stresi ile iligkili oldukca
duyarl belirteclerden biri olup mitokondri i¢ membraninda transmembran potansiyel
kaybi siklikla erken donem apoptozis siireci ile iligkilendirilmektedir (Hearps ve ark.
2002). Bu yontemin prensibi, katyonik, lipofilik bir boyanin saglikli mitokondrilerde i¢
membranda birikerek yiiksek floresan sinyal iiretmesi, depolarize olmus mitokondri

varliginda ise bu sinyalin azalmasi esasina dayanmaktadir.

Calisma igin; MCF-7s hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu “ultralow
attachment” hiicre kiiltiir kaplaria ekildi ve 4-5 giin siireyle mamosfer olusturmalari
saglandi. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben VPA’nin 0,63
ve 1,25 mM dozlarina 48 ve 72 saat siireyle maruz birakildi. Siire sonunda, hiicreler
toplanarak santrifiij islemi gerceklestirildi ve ardindan Tryple Select ile muamele edilerek
stispansiyon igerisinde tek hiicre olacak sekilde ayrilmalari saglandi. 800 rpm’de 5 dakika
santriflij sonras1 siipernatantlar uzaklastirilarak pelet, 100 ul %1 FBS igeren besiyeri ile
sulandirildi. Ardindan, {izerine 95 pl, 1X c¢alisma tampon ¢ozeltisi ile sulandirilarak

hazirlanan (1:1000), MitoPotential boyama soliisyonu eklendi. Kisa bir pipetaj islemi
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yapildiktan sonra hiicreler 20 dakika boyunca 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, tizerlerine 5 uLL 7-AAD boyasi eklenen 6rnekler 5

dakika oda sicakliginda tutuldu ve Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

3.2.7.3. Bcl-2 aktivasyonunun belirlenmesi

Bcl-2 ailesinin tyeleri anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler olmak tizere iki alt
gruptan olusmaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteini, mitokondriyal membran
gecirgenligini  kontrol eden proteinleri diizenleyerek sitokrom ¢ saliniminin
onlenmesinden sorumludur. Bcl-2’nin anti-apoptotik fonksiyonu fosforilasyon diizeyinde
diizenlenmekte olup 6zellikle Ser70 fosforilasyonunun apoptozis ve otofaji siireclerinde
onemli role sahip oldugu bilinmektedir (Murphy ve ark. 2000, Wei ve ark. 2008). Bu
yontemin prensibi, Bcl-2’nin total (anti-Bcl-2-PECy5) ve fosforlanmis (anti-phospho-
Bcl-2 (Ser70)-Alexa Fluor®555) diizeylerini belirleyen iki farkli antikor kullanimi ile

total Bcl-2 ifadesine gore Bel-2 fosforilasyonunun 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir.

Calisma igin; MCF-7s hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu “ultralow
attachment™ hiicre kiiltiir kaplarina ekildi ve 4-5 giin siireyle mamosfer olusturmalari
saglandi. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben VPA’nin 0,63
ve 1,25 mM dozlarina 48 ve 72 saat siireyle maruz birakildi. Siire sonunda, hiicreler
toplanarak santrifiij islemi gerceklestirildi ve ardindan Tryple Select ile muamele edilerek
slispansiyon igerisinde tek hiicre olacak sekilde ayrilmalari saglandi. 300 g’de 5 dakika
santrifiij sonunda 6rnekler 1X PBS ile yikandi. Fiksasyon islemi i¢in hiicre peleti tampon
¢ozeltisi ve fiksatif (1:1) ile sulandirilarak 5 dakika buz tizerinde tutuldu. Siire sonunda,
300 g’de 5 dakika santrifiij islemi gergeklestirildi ve pelet 100 pl permeabilizasyon
soliisyonu ile 5 dakika buz {izerinde inkiibe edildi. Siire sonunda, 300 g’de 5 dakika
santrifiij islemi gergeklestirildi. Pelet, kit icerisindeki antikorlar ile hazirlanan ¢alisma
soliisyonu (1:20) ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve tampon

cozeltisi ile sulandirilarak Muse™ Cell Analyzer cihazi ile analizi yapilda.
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3.2.7.4. yH2A X aktivasyonu ile DNA hasarmin belirlenmesi

H2A.X histon H2A ailesinin bir tiyesi olup DNA hasarina yanittan sorumlu sinyal
yolaginda gérev almaktadir. Histon H2A.X’in Ser 139 fosforilasyonu (YH2A.X), DNA
hasarinda 6nemli bir belirtegtir (Tanaka ve ark. 2007). DNA hasar diizeyi arttikea,
YH2A.X diizeyleri de artarak hasarli bolgede birikmektedir. yYH2A.X birikimi ise
hiicrelerdeki DNA hasar diizeyini belirlemede kullanilmaktadir. Bu yontemin prensibi,
Histon H2A.X’in total (anti-Histone H2A.X-PECy5) ve fosforlanmis (anti-phospho-
Histone H2A.X (Ser139)-Alexa Fluor®555) diizeylerini belirlemeye olanak veren iki
farkli antikorun kullanimiyla total H2A.X ifadesine gore YH2A.X in Slgiilmesi esasina

dayanmaktadir.

Calisma igin; MCF-7s hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu “ultralow
attachment” hiicre kiiltiir kaplarina ekildi ve 4-5 giin siireyle mamosfer olusturmalari
saglandi. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben VPA’nin 0,63
ve 1,25 mM dozlarina 48 ve 72 saat siireyle maruz birakildi. Siire sonunda, hiicreler
toplanarak santrifiij islemi gerceklestirildi ve ardindan Tryple Select ile muamele edilerek
slispansiyon igerisinde tek hiicre olacak sekilde ayrilmalari saglandi. 300 g’de 5 dakika
santrifiij sonunda 6rnekler 1X PBS ile yikandi. Fiksasyon islemi, hiicre peletinin tampon
cozeltisi ve fiksatif (1:1) ile 5 dakika buz tizerinde tutularak gergeklestirildi. 300 g’de 5
dakika santrifiij islemi sonrasinda, pelet 100 pl permeabilizasyon soliisyonu ile 5 dakika
boyunca buz iizerinde bekletildi. Siire sonunda, 300 g’de 5 dakika santrifiij islemi
gerceklestirildi ve pelet, kit i¢erisindeki antikorlar ile hazirlanan ¢alisma soliisyonu (1:20)
ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda hiicreler 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve tampon ¢ozeltisi ile sulandirilarak

Muse™ Cell Analyzer cihazi ile analizi yapildi.

3.2.8.Asetillenmis histon H3 diizeylerinin belirlenmesi

Histon deasetilaz inhibitorii olan VPA’nin MCF-7s hiicrelerinde asetillenmis histon H3
diizeyleri tlizerine etkisi PathScan Acetylated Histone H3 Sandwich ELISA kit (Cell
Signaling Technology) kullanilarak belirlendi. Bu yontemin prensibi histon H3

tizerindeki asetillenmis lizinlerin endojen diizeylerini gostermesi esasina dayanir.
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Bu amagla, MCF-7s hiicreleri 7,5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu “ultralow
attachment” hiicre kiiltiir kaplarma ekildi ve 4-5 giin siireyle mamosfer olusturmalari
saglandi. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben VPA’nin 0,63
ve 1,25 mM dozlarina 48 ve 72 saat siireyle maruz birakildi. Siire sonunda, hiicrelere lizis
islemi uygulanarak iclerindeki proteinlerin aciga ¢ikmast saglandi. Total protein
konsantrasyonu BCA yontemi kullanilarak belirlendi. Asetillenmis histon H3 diizeyleri,
her bir doz i¢in 2 bagimsiz deney olacak sekilde belirlendi. Her lizat igin, protein
konsantrasyonu 1,5 mg/ml olacak sekilde kit igerisinde bulunan Sample Diluent ile
dilisyon yapildi. Lizatlarin protein konsantrasyonlar1 esitlendikten sonra, yiizeyleri
histon H3 ile kapl kuyucuklara 100 ul eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda, kuyulara 200 ul yikama soliisyonu ilave edilerek 4 kez yikama yapildi ve
hemen ardindan 100 pl Detection antikor (1:11 oraninda hazirlandi) ilave edilerek
37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda yikama islemi tekrar
edildi ve kuyulara 100 pl horseradish peroksidaz (HRP)-bagli ikincil antikor (1:11
oraninda hazirlandi) eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
yikama iglemi tekrarlanarak kuyulara 100 pl TMB substrati ilave edildi. 37°C’de 10
dakika inkiibe edildikten sonra 100 ul stop ¢ozeltisi ilave edilerek olusan renk siddeti,
spektrofotometre ile 450 nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 6l¢iildii.

3.2.9. Western blot analizi

Hiicrelerden elde edilen bir protein karisiminda, aranan (hedef) proteinin varligini
gostermek ve molekiil agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel bir protein-protein
hibridizasyon teknigi olan western blot analizi (immunoblotlama) dort ana kisimdan

olusmaktadir:

1. Orneklerin Hazirlanmasi: isaretlenmek istenen proteine uygun lizis tamponu segilerek

ilgili proteinlerin hiicrelerden salinimi saglanarak protein lizati elde edilir. Elde edilen

lizatin protein konsantrasyonu belirlendikten sonra lizatlar -20°C’de saklanr.

2. Elektroforez ve Transfer: Proteinler denatiire edilip, indirgenerek Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle jel {izerinde
birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir. Jelde biiyiikliikklerine gore ayrilarak bantlar olusturan

protein molekiilleri, elektrotransfer teknigi ile bir membrana aktarilirlar.

33



3. 1lgili proteinlerin isaretlenmesi: Membrana sirasiyla; bloklama, hedef proteine 6zgii

antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ile
muamele uygulanir.

4. Goriintiilleme ve Analiz: Bu asamada, s6z konusu enzimin substrati ile muamelesi

sonucunda meydana gelen kimyasal 1s1ma (kemiluminesan) araciligi ile hedef proteinin

membran lizerinde goriintiilenmesi saglanir (Sekil 3.1).

SDS-PAGE yontemiyle proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayirimi toplayici ve
ayirici jel olmak tizere iki farkli agaroz jel kullanimiyla saglanmaktadir. Toplayici jel
(pH: 6,8) diisiik akrilamid konsantrasyona sahip olup gozenekli jeli olugtururken, ayirict
jel (pH:8,8) yiiksek poliakrilamid konsantrasyonu ile daha dar gozenekli jel olusumunu
saglamaktadir. Bu sayede, kiiciik proteinler biiyiik proteinlere kiyasla daha kolay ve hizli
ilerleyebilmektedir. Proteinlerin sadece biiyiikliiklerine gore ayrimimi saglamak
amaciyla; 6nce 1s1 ile denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) negatif
yiiklii hale getirerek lineer bir forma doniismeleri saglanmaktadir. Negatif yiik ile
yiikklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda go¢ ederken farkli protein bantlari
halinde  odaklanmakta ve  kemiluminesans  prensibinden  yararlanilarak

goriintiilenmektedir (Mahmood ve Yang 2012).

Toplam protein izolasyonu icin, MCF-7s hiicreleri 2,5x10° hiicre olacak sekilde 25 cm?
“ultralow attachment” flasklara ekilerek 4-5 giin siireyle mamosfer olusturmalari
saglandi. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben VPA’nin 1,25
mM dozu ile muamele edilerek 48 ve 72 saat siireyle 37°C, %5 CO;’li ortamda

inkiibasyona birakild.
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Western blot R
Lizis buffer (Orn: RIPA) kullanarak

Ornek Hazirlanisi ornekler lizis edilir

Protein konsantrasyonu
belirlenir

Sample buffer (SDS ve B-merkaptoetanol) eklenir. 95 °C'de
5 dakika isitilir.

Jele Yiikleme
20-30 pg protein jele yuklenir

Jelde Yuritme

100V-150V, 50-90 dk

Jel ylizdesi proteinin bulyukligine
baglidir.

4-40 kDa 20%
12-45kDa  15%
10-70 kDa  12,5%
15-100 kDa 10%
25-200 kDa 8%

Kuguk proteinler
(negatif yukli)
katoda dogru daha
hizli hareket eder.

Transfer buffer hazirlanir.
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Proteinlerin jelden

+ [ — +
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g - hareket eder ve
e S{inger membrana geger.

Bloklama Membrani %?5 st veya BSA ile 1-2 saat inkiibe et

l

Primer antikor Protein bandi

inkibasyonu

Membran primer antikorla 1-2 A
saat veya 4 °C'de overnight
inktibe edilir.

Membran
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antikorla konjuge
enzimle
(Orn:HPR) 1-3
saat inklbe edilir.

Substrat A Antijen
Gorintileme _ Primer antikor
\ Isiga hassas urtn

Konjuge
sekonder antikor

Sekonder antikor
inkiibasyonu

Key

Sekil 3.1. Western blot agamalarinin sematik gosterimi (Abcam 2010)
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3.2.9.1. Protein izolasyonu

Lizis tamponu: 1 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA, USA) i¢in 10 ul 200 mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 10 ul 100 mM sodyum
ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 15 ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, CA,
USA) eklendi. Soliisyon karanlikta hazirlandi.

Lizis islemi i¢in, kontrol ve tedavi uygulanmis gruplarin siipernatantlart, ilgili falkonlara
(buz iizerinde) topland1 ve Slispansiyon +4°C, 1000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatantlar nazikc¢e uzaklastirilarak pelet iizerine 0,05 ml lizis
tamponu eklendi. Ornekler, 45 dakika boyunca karanlikta, buz iizerinde bekletildi ve bu
esnada 2 kez (15 ve 30. dakikalarda) onar saniye olmak iizere sonikasyona maruz
birakildi. Siire sonunda, +4°C, 10 000 g’de 30 dakika santrifiij (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany) edildi. Ornek siipernatantlar1 0,5 ml’lik tiiplere toplanarak protein miktarlar:

Olcldii.

3.2.9.2. Protein konsantrasyonunun ol¢iilmesi
3.2.9.2.1.BSA standartlarimin hazirlanmasi

Ilgili 6rnekteki protein miktarlarini Slgebilmek amaciyla sigir serum albumin (BSA)
proteini 2, 1,6, 1,2, 0,8, 0,4 mg/ml olacak sekilde RIPA lizis tamponu ile hazirlanarak bir
standart egri grafigi ¢izildi.

3.2.9.2.2. Bicinkoninik asit (BCA) dl¢iimiiniin yapilmasi

BCA protein tayin yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan
kompleks elma yesili bir renk almakta ve bu soliisyon, proteinlerin peptit baglari ile
etkilestiginde Cu™ iyonlarini Cu* iyonlarina indirgeyerek kompleksin rengini mora
cevirmektedir. BCA 6l¢limii i¢in; 96 kuyucuklu plate kullanilarak her bir kuyuya 10 pl
hazirlanan standartlar ile konsantrasyonu bilinmeyen &rnekler eklendi. Kuyularin iizerine
190 pl calisma ¢ozeltisi (kit igeriginde yer alan Reagent A ve Reagent B, 1:50 olacak
sekilde hazirlandi) pipetlendi ve plate 30 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda olusan renk siddeti, spektrofotometde 570 nm’de okundu.
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3.2.9.2. Elektroforez ve transfer
3.2.9.2.1. Cozeltiler

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, invitrogen, USA): 30ml Running buffer,
570 ml ultra saf H2O ile tamamlandi.

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, Invitrogen, USA)

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, invitrogen, USA)

Nu-PAGE Antioksidant (Invitrogen, USA)

%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1 mm, 12 kuyucuk (Invitrogen, USA)
10X TBS-T (Tris-Buffer Saline-%0,1 Tween 20; pH:7,6): Tris base; 24,23 g, NaCl; 80,06
g ve Tween20; 10 ml kullanilarak 1L ultrasaf H2O ile ¢6ziildii.

Biotinylated Protein Ladder Detection Pack (Cell signalling, USA)

Phototope®-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, USA)

3.2.9.2.2. Proteinlerin yiiklenmesi ve jelde yiiriitiilmesi

Ornekler istenen hacimlerde (%65 lizat ¢dzeltisi) toplam protein miktar1 20 ug ve sample
buffer (%25) ve reducing agent (%10) 1X olacak sekilde 0,5 ml’lik tiiplere pipetlendi.
Ardindan, protein denatiirasyonu igin ¢ozeltiler 1s1 banyosunda 95°C’de 7 dakika
bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina yerlestirildikten sonra SDS running buffer,
doluluk siniria kadar eklendi ve hazir jelde bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-
ver yapilarak uzaklastirildi. Ortama 500 pl antioksidan eklendi. Marker, yiikklenmeden
once 95°C’de 2 dakika bekletildi. Daha sonra marker (5 pl) ve drnekler kuyulara pipet
yardimiyla belirlenen miktarlarda yiiklenerek 45 dakika 150V elektroforez islemi
gergeklestirildi.

3.2.9.2.3. Proteinlerin transferi

Transfer islemi icin I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen, USA) sirastyla anot bakir (+),
jel, ultra saf H20 ile slatilmis filtre kagidi, katot bakir (-) ve siinger yerlestirilerek 8
dakika boyunca transfer islemi gerceklestirildi.
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3.2.9.2.3. ilgili proteinlerin belirlenmesi
3.2.9.2.3.1. Bloklama

Membranlar, 1X TBS-T igerisinde hazirlanan %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA)
cozeltisi ile 60 dakika boyunca galkalayici tizerinde, oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
sonunda, membranlar 1X TBS-T ile 3 defa 5 dakika siireyle yikanarak bir sonraki

asamaya gegildi.

3.2.9.2.3.2. Birincil antikor

Igili birincil antikorlar (Cell Signalling, USA; Cizelge 3.1), %5°lik BSA veya %5’lik siit
¢ozeltisi icerisinde 1:1000 olacak sekilde hazirlandi ve membranlar ile 18 saat boyunca
+4°C’de calkalayici iizerinde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 1X TBS-T ile 3 defa
5 dakika yikama islemi gergeklestirildi.

3.2.9.2.3.3. ikincil antikor

flgili birincil antikora uygun Anti-Rabbit veya Anti-Mouse ikincil antikoru %5°lik siit
¢ozeltisi icerisinde 1:2000 olacak sekilde, Anti-biotin ise 1:1000 olacak sekilde
hazirlandi1 ve membranlar iizerinde 60 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika
1X TBS-T ile yikama yapildi.

3.2.9.2.3.4. Goriintiilleme

Goriintiileme soliisyonu i¢in, Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve
Peroksidaz reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) ultrasaf H»O ile 1X olacak sekilde
hazirlandi. Membranlar hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkiibe edildikten sonra agiga

¢ikan kemiluminesans sinyal, Fusion FX-7 cihazi kullanilarak goriintiilendi.

3.2.9.2.3.5. Birincil ve ikincil antikorlarin membrandan uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklastirmak (Stripping) i¢in; 100 ml ultrasaf
su igerisine 0,76 g Tris-base, 2 g SDS ve 700 ul B-merkaptoetanol eklenerek stripping
soliisyonu hazirland1 (1X, pH: 6,8). Membranlar, 50°C’de, calkalayicada (900 rpm) 30
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 4 defa 5 dakika 1X TBS-T ile

yikama yapilarak bloklama agamasina geg¢ildi.
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Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan antikorlarin listesi

Calisma Kapsaminda Kullanilan Antikorlar
Anti-LRP6 Anti-HDAC1 Anti-Fas Anti-IREla
Anti-p-LRP6 Anti-HDAC?2 Anti-DR4 Anti-CHOP
Anti-DvI3 Anti-Ezh?2 Anti-DR5 Anti-BIP
Anti-Naked2 Anti-Tri-Methyl- Anti-Kaspaz 8 Anti-p53
Anti-Bmil Histone H3 (Lys27) | Anti-PARP Anti-p21
Anti-Sox2 Anti-Bax
Anti-Non-phospho | Anti-Tri-Methyl- Anti-acetyl Histone | Anti- p62/SQSTM
(Active) PB-katenin | Histone H3 (Lys4) | H3 (Lys27) Anti-LC3B
(Ser33/37/Thr41)
Anti-p katenin Anti-acetyl Histone | Anti-ZEB1 Anti-Sitokeratin 18
Anti-E kaderin H3 (Lys9)
Anti-Fibronektin Anti-N kaderin Anti- B Aktin Anti-GAPDH

3.2.10. Gen analizi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), genomik DNA” daki 6zgiil bolgelerin uygun in vitro
kosullar altinda c¢ogaltilmasi (amplifikasyonunu) esasina dayanmaktadir. PCR’m

prensibi; belirli sayida tekrarlanan 3 temel basamagi kapsamaktadir:

1. Amplifiye edilecek DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklikla birbirinden ayrilmasi
(Denatiirasyon, 94°C).

2. Primerlerin DNA’ daki hedef bolgelere baglanmasina (hibridizasyon) olanak verecek
sicaklikta zincirin uzamast (Annealing). Primerlerin ayrilmis DNA zincirleri iizerinde
komplementer olduklar1 bolgeler ile esleserek, kalip DNA zinciri ile primer arasinda
hidrojen baglarinin olustugu sicaklik derecesi Tm ( erime noktast ) olarak
adlandirilmaktadir ve bu sicaklik derecesi primer dizisinin baz igerigine gore
degismektedir. Primerdeki G ve C sayist artitkga Tm derecesi artmaktadir. Optimal
baglanma sicakligi Tm = 4(G+C)+2(A+T) seklinde hesaplanmaktadir ve genellikle Tm
degerinin 5°C asagis1 (giiven pay1) aliarak belirlenmektedir.

3. Taq DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklikta (72°C),
primerlerin 3- uglarindan baslamak iizere ortamdaki niikleotidleri kullanarak 5> — 3
yoniinde primerlerin uzamasi, tamamlayici zincir sentezi (Extension) (Yilmaz ve Devran

2003) (Sekil 3.2).
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PCR’in li¢ basamaktan olusan ve yaklasik olarak 10-15 dakika kadar devam eden birinci
amplifikasyon asamasi, sicakligin tekrar 95°C’ye yiikseltilmesi ve ayni1 asamalarin 25-30
kez tekrarlanmasiyla sonlandirilmaktadir. Boylece tek bir hedef DNA segmenti, 2"

formiiliine gore yaklasik 33,6 milyon ¢ogaltilmis olmaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

e
Tl
Orjinal DNA 5 ¥ 5 . P N
. nlnwr - “"I:ﬂl “ /-
5 3
# ?!/ e ¥ 5 h IHIHIHT’ “
5 3 1] 0,
T o o ° e e
;Jt 1\\ ARTRTIIT) 5 ms 7 l““ g
¥ ¢« | * ’ ? \‘ lmulu - |m=|||| - \
DNA Primer 3 ¥ ¥ 5 o /"
Niikleotid . . -
€) Denatiirasyon g4-95°C
@ Annealing -68°C
© Extension 72

Sekil 3.2. PCR dongiisiiniin basamaklar1 (Anonim 2014)
3.2.10.1. Es zamanh (Real-Time) PCR

Real-time PCR, niikleik asit cogalmasiyla es zamanl olarak artis gosteren floresan boya
ve problarin verdigi sinyalin izlenmesine dayali olarak kisa siirede kantitatif sonug
verebilen bir PCR yontemidir. Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda
yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar (Syber green 1)
kullanilarak ¢ogalmaya bagli DNA miktarindaki artig, es zamanl olarak ortaya ¢ikan
floresanin miktariyla Ol¢iilmektedir. Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen
uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’nin kii¢iik oluguna
baglanan Syber green 1 miktar1 ile buna bagl yayilan floresans miktarinda artis
gozlenmektedir (Kubista ve ark. 2006). Bununla birlikte, floresans artisi her zaman
spesifik amplifikasyonla iligkili olmayabilmektedir. Ciinkii ortamda hedef DNA dizisi
olmadiginda, ¢ift sarmal DNA’ya baglanan Syber green 1 primerlerin birbiri ile
baglanmalar1 (primer dimer) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep
olabilmektedir. Bu olumsuz faktorii gidermek ve DNA’nin istenilen hedef bolge olup

olmadigimi anlayabilmek i¢in DNA’larin erime egrisi analizleri (melting curve)
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yapilmaktadir. Erime egrisi analizinde, sicaklik yavas yavas yiikseltilir ve ¢ift zincirli
DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting temperature= Tm) Syber green 1 boya
serbest kalmakta ve okunan floresan miktar1 da diismektedir. Denatiirasyon
gerceklestiginde ise floresans sinyal aniden diismektedir. Erime egrisinden yararlanilarak
aradigimiz DNA pargasiin Tm derecesi saptanabilmektedir. Clinkii her iiriiniin kendine
6zgii uzunlugu ve gen dizisi mevcuttur ve Tm sicakligs her iiriin igin dzeldir. incelenen
ornege ait Tm derecesi, ayn1 kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle
karsilastirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir (Giinel
2007).

3.2.10.1.1. Hiicrelerden total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience, Almanya)
kullanilarak yapildi. Bu asama icin dncelikle, MCF-7s hiicreleri 2,5x10° hiicre olacak
sekilde 25 cm? “ultralow attachment” flasklara ekildi ve 4-5 giin siireyle mamosfer
olusturmalar1 saglandi. Hiicreler, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n-tedavi uygulamasini takiben
VPA’nin 1,25 mM dozu ile muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37°C, %5 CO2’li

ortamda inkiibasyona birakildu.

Bu asamada, kontrol ve tedavi uygulanmis gruplarin stipernatantlari, buz iizerinde tutulan
15 ml’lik falkonlara toplandi ve siispansiyon +4°C, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 slipernatantlar nazikg¢e uzaklastirildi ve pelet tizerine 0,05 ml lizis
tamponu eklenerek pipet ile birkag kez al-ver yapildi. Ardindan, lizis tamponunun 0,6
kati olacak sekilde 2-propanol (300 ul) eklendi ve karigmalari i¢in 5 saniye kadar vortex
yapildi. Kitin igeriginde yer alan filtreli tiipler, toplama tiiplerine yerlestirildi ve filtre tiipe
100 pl aktivasyon tamponu eklenerek 10 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi toplama tiiptindeki sivi dokiilerek filtre tiiple tekrar birlestirildi ve ilgili 6rnekler
icin tiim hacim filtreli tiiplere aktarildi. 10 000 g’de 30 saniye santrifiij islemi ardindan
filtre tiiplere 500 pl primer yikama tamponu eklendi ve 10 000 g’de 30 saniye santrifiij
gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi, filtre tiiplere 500 pl primer yikama tamponu eklendi ve
10 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, etanol kalintilarindan kurtulmak
icin tiipler 10 000 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve filtre tiipler, temiz 1.5 ml’lik
ependorflara yerlestirildi. Uzerlerine 40 ul elusyon tamponu eklendi ve oda 1sisinda bir
dakika bekletildikten sonra 10 000 g’de 1 dakika santifiij islemi yapildi. Santrifiij

41



NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, USA) cihazi ile olglildii. RNA miktarlar1 30 ng/ul ile 80 ng/ul arasinda
bulundu. Ornekler kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

sonrasinda tiipte bulunan RNA’larin kalitesi ve miktarlar

3.2.10.1.2. cDNA sentezinin yapilmasi

Elde edilen total RNA ornekleri, SCRITPT cDNA Sentez Kiti (Jena Bioscience,
Almanya) kullanilarak cDNA’ya gevrildi. Bu amagla, kullanilacak 6rnek sayisindan bir
ornek fazla olacak sekilde “1 ¢evrim” siitunundaki hacimler (RNA hari¢) ilgili say1 ile
carpilarak bir karisim (¢cDNA Sentez Karisimi) hazirlandi (Cizelge 3.2). Etiketli PCR
tiiplerine bu karisim esit sekilde dagitildi ve 6rnekler RNA konsantrasyonlari esit olacak
sekilde (200 ng) pipetlendi ve tiipler StepOne Plus cihazina yerlestirildi. Termal ¢evrim
kosulu 42°C’de 10 dakika; 50°C’de 60 dakika olacak sekilde ayarlandi. Siire sonunda,

ornekler Real-time PCR analizi i¢in kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Cizelge 3.2. cDNA sentez karisiminin hazirlanisi

Bilesen Stok Final 1 ¢cevrim (20 pL)
Konsantrasyonu Konsantrasyon

RNaz-free su - - 20 ul’ye tamamla
RNA - Total RNA:

10 pg- 5 ug

x ul

Ya da mRNA:

10 pg-500 ng
Primer 100 uM Oligo-dT: 0,1-0,2 ul

500 pmol (300 ng) | 0,5 ul

0,5 ul

Hexamer:

50 pmol (300 ng)
SCRIPT RT | 5x 1x 4 ul
Tampon
dNTP Karigimi 10 mM (her biri) 500 uM (her biri) 1 ul
DTT Stok Cozeltisi | 100 mM 5 mM 1 pul
RNaz inhibitor 40 tinite/pl 40 iinite 1 pl
SCRIPT  Reverse | 200 tinite/pl 100 iinite 0,5 ul
Transktriptaz




3.2.10.1.3. Real-time PCR

Elde edilen ¢cDNA o6rneklerinden, KKH karakteri (OCT4) ve hiicre olimii (ATGS5,
BECN1, DR4, DR5 ve FAS) ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri, Real Time PCR
kullanilarak arastirildi. PCR karisimi; her gen igin total reaksiyon hacmi 20 ul olacak
sekilde, ilgili genlerin primerleri ile Power SYBR Green PCR master mix (Applied
Biosystems, UK) kullanilarak hazirlandi (Cizelge 3.3). Hazirlanan bu karisimdan 18,5 pl
iliskili
cDNA’lardan 1,5 ul pipetlendi. Plate, StepOne Plus cihazina yerlestirildi ve termal

alinarak PCR platelerinin 6rnek kuyucuklarina dagitildi ve {izerlerine

cevrim kosulu tiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda ayarlanarak PCR tamamlandi
(Cizelge 3.4). Elde edilen sonuglar 22T metodu kullanilarak StepOne Plus v2.3
(Applied Biosystems) yazilimi ile degerlendirildi.

Cizelge 3.3. PCR karisiminin hazirlanmasi

180 ul karisim icin
. . . (1 gen icin 8 kuyu | Final
Bilesen 20 pl karigim icin +1 fazla kuyu; 9 | konsantrasyon
kuyu)
Power SYBR
Green Master Mix 10l o0 ul 1x
Primer (Forward) 0,4 ul 3,6 ul 200 nM
Primer (Reverse) 0,4 ul 3,6 ul 200 nM
PCR-Grade Su 7,7 ul 69,3 ul -
Toplam Karisim 18,5 ul 166,5 ul -
Cizelge 3.4. PCR i¢in termal ¢evrim kosulu
Asama AmpliTag Gold Enzim PCR
Aktivasyonu
Tutma Dongii (40 Dongti)
Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Zaman 10 dakika 15 saniye 60 saniye
Sicaklik (°C) 95 95 60
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3.2.11. istatistiksel analiz

Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism 6.0 (Demo Versiyonu) programi kullanilarak
yapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) ile Tukey coklu karsilastirma (post-hoc) testi kullanilarak hesaplandi.
Istatistiksel olarak anlaml1 veriler p<0,05 degerine gore belirlendi. 3 tekrarli yapilan tiim
analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi. Kombinasyon indeksi (ClI;
combination index) degerleri, CalcuSyn Version 2.1 (Biosoft, UK) yazilimi kullanilarak

Chou-Talalay metoduna gore hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. Kanser Kok Hiicrelerinin (MCF-7s) Elde Edilmesi ve Karakterizasyonu

Oncelikle, parental MCF-7 hiicrelerinden KKH’lerine 6zgii olarak serum icermeyen
kosullar altinda ylizey bagimsiz biiyiiyebilen ve mamosfer olusturabilen hiicre
populasyonunun (MCF-7s) zenginlestirilmesi saglandi. Bu kosullar altinda kiiltiire edilen
parental MCF-7 hiicrelerinin 5-7 giin sonra etkin bir sekilde diizgiin kiiresel morfolojiye
sahip yiizen koloniler (mamosfer) olusturdugu gozlendi (Sekil 4.1A). Ardindan hem
parental MCF-7 hem de MCF-7s hiicrelerinde, mamosfer olusumu ve kok hiicre-benzeri
fenotipin stirdiiriilmesiyle iliskili olarak Oct-4 ve Sox2 protein diizeylerindeki degisimler
degerlendirildi. Parental MCF-7 hiicreleri ile kiyaslandiginda MCF-7s hiicrelerinde hem
Oct-4 hem de Sox2 protein diizeylerinde artis oldugu bulundu (Sekil 4.1B). Bagka bir
calismamizda, MCF-7s hiicrelerinde, meme kanseri kok hiicrelerine 06zgli yiizey
belirtegleri olan CD44%/24" hiicre yiizdesinin MCF-7 hiicrelerine oranla yaklasik bes kat
arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.1C, Karakas ve ark. 2015).

A MCE-7 MCF-7s B MCF7 MCF-7s
- O
- i

- - Sox2
C Hiicre CD44%/24- CD44%*/24* CD447/24°  CD44/24*
MCF-7 3.5 85.1 26 8.8
MCF-7s 15.1 2.7 75.2 7.1

Sekil 4.1. MCF-7 meme kanser hiicre soylarindan elde edilen mamosferlerin (MCF-7s)
mikroskobik goriintiisii (x10) (A). KKH’lerine 6zgii belirte¢lerin western blot (B) ve
akim sitometri sonuglar1 (C). Yiikleme kontrolii olarak -aktin kullanildi

Kok hiicrelerde, hiicre akibetinin belirlenmesi, hiicre proliferasyonu ve kok hiicre
devamlilig1 gibi pek ¢ok biyolojik siireci kontrol eden Wnt/B-katenin sinyal yolaginin
KKH’lerinde yeniden aktiflestigi bilinmektedir. Bu nedenle hem parental MCF-7 hem
de MCF-7s hiicrelerinde Wnt/pB-katenin sinyal yolag: ile iliskili protein diizeyleri
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degerlendirildi. Her iki hiicre grubu i¢in yolagin aktivasyonu ile iliskili olarak; MCF-7
hiicrelerinde yalnizca fosforlanmis LRP6 (p-LRP6) protein diizeyinde artis gdzlenirken,
MCF-7s hiicrelerinde fosforlanmis Dvl3 (p-DvI3), Naked2 ve aktif B-katenin
diizeylerinde belirgin artiglar oldugu belirlendi (Sekil 4.2).

MCEF-7 MCF-Ts MCEF-7 MCF-7s  MCF-7 MCF-7s

LRP6 T s py  D-DVB— . a ’ . '~ Total B Katenin

Dvl3—

p-LRPS C ‘ O Naked— B D o L Non-fosfo (aktif
. B Katenin

p-Aktin — WD Gy FAKD — GEP WD s @m® — GAPDH

Sekil 4.2. MCF-7s hiicrelerinde Wnt/p-katenin sinyal yolag1 aktivasyonunun western blot
ile belirlenmesi. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin ve GAPDH kullanildi

4.2. ATP Canhlik Testi Bulgular:
4.2.1. Valproik asit’in hiicre canlhihig iizerine etkisinin incelenmesi

Histon deasetilaz inhibitorii olan VPA’nin farkli konsantrasyonlarinin (0,63-10 mM)
MCF-7 ve MCF-7s hiicrelerinin canlilig1 {izerine olan etkisini belirleyebilmek i¢cin ATP
testi kullanildi. 24, 48 ve 72 saat siire ile VPA uygulamasmi takiben her iki hiicre
grubunda da hiicre canliliginin doza ve zamana bagli olarak anlamli sekilde azaldig:
gosterildi (p<0,01; p<0,001) (Sekil 4.3). Kontrol hiicrelerine kiyasla VPA ile muamele
sonrast hiicrelerin = %50 (ICs0) ve %90’m1  (ICg0) Oldiiren konsantrasyonlar
hesaplandiginda, beklenildigi sekilde, MCF-7s hiicrelerinin MCF-7 hiicrelerine kiyasla
tedaviye daha direngli oldugu belirlendi (Cizelge 4.1).
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MCF-7 MCF-7s
150- 150-
2 24 Saat £ 24 Saat
ED 48 Saat ED 48 Saat
= 72 Saat - 72 Saat
5 100 E3 aa 2 = a
x x
O 50 0
Ly : 0 [} w :! o 3 n 0 ::
o - o =
£ 5 & o £ 5 & o
=] *]
b4 Doz (mM) X Doz (mM)

Sekil 4.3. MCF-7 ve MCF-7s hiicrelerinde VPA uygulamasi sonrasi hiicre canliliginin
doza ve zamana bagli olarak degisimi. Her bir veri noktasi 2 bagimsiz calismanin
ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,01 **: p<0,001) ifade
etmektedir

Cizelge 4.1. MCF-7 ve MCF-7s hiicrelerinde VPA uygulamasi sonras1 ICso ve 1Cgo
degerleri

Doz (mM) ICy, IC,,

Siire 24 Saat | 48 Saat 72 Saat | 24 Saat | 48 Saat 72 Saat
o | MCF-7 >10 3,43+0,22 | 1,70+0,11 >10 >10 10,89+1,64
ﬁ MCF-7s >10 6,38+0,58 | 3,88+0,28 >10 >10 >10

4.2.2. Desitabin’in hiicre canlihig iizerine etkisinin incelenmesi

DNA metiltransferaz inhibitorii olan Desitabin (DAC)’in farkli konsantrasyonlarinin
(6,25-100 uM) MCF-7 ve MCF-7s hiicrelerinin canlili@i iizerine olan etkisini
belirleyebilmek icin ATP testi kullanildi. 24 ve 48 saat siire ile DAC uygulamasini
takiben MCF-7 hiicre canliliginda doza ve zamana bagli olarak bir miktar azalma
gortliirken (p<0,01; p<0,001), MCF-7s hiicrelerinde anlamli bir degisiklik gozlenmedi
(Sekil 4.4). DAC uygulanan hiicrelerin 1Csg Ve ICqo degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
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MCF-7 MCF-7s
1504 150
24 Saat B 24 Saat

B8 48 Saat B8 48 Saat
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Sekil 4.4. MCF-7 ve MCF-7s hiicrelerinde DAC uygulamasi sonrasi hiicre canliliginin
doza ve zamana bagli olarak degisimi. Her bir veri noktasi 2 bagimsiz calismanin
ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,01 **: p<0,001) ifade
etmektedir

Cizelge 4.2. MCF-7 ve MCF-7s hiicrelerinde DAC uygulamas1 sonrast ICso ve 1Cgo
degerleri

Doz (M) ICy, IC,,

Siire 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat
¢ | MCF-7 >100 90,61+13,25 >100 >100
Z [MCF-7s | >100 >100 >100 >100

4.2.3. Niklozamid’in hiicre canhhg iizerine etkisinin incelenmesi

Wnt sinyal yolagi inhibit6rii olan Niklozamid (Nik)’in farkli konsantrasyonlarinin (0,1-
10 uM) MCF-7s hiicrelerinin canlilig1 iizerine olan etkisini belirleyebilmek i¢in ATP
testi kullanildi. 24, 48 ve 72 saat siire ile Nik uygulamasini takiben MCF-7s hiicrelerinde
canliliginin doza ve zamana bagl olarak anlamli sekilde azaldigi belirlendi (p<0,01;
p<0,001) (Sekil 4.5). Nik uygulanan hiicrelerin ICso ve I1Cgo degerleri Cizelge 4.3’te
verilmistir. Nik ile kombinasyon ¢alismalari igin, literatiir verileri ve elde edilen sonuglar
dikkate alinarak, yaklasik olarak hiicre canliliginin %50 oldugu konsantrasyona yakin bir

doz olan 1 uM dozu ile 24 saat 6n tedavi uygulanmasina karar verildi.
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Sekil 4.5. MCF-7s hiicrelerinde Nik uygulamasi sonrasi hiicre canlilifinin doza ve
zamana bagl olarak degisimi. Her bir veri noktasi 2 bagimsiz calismanin ortalamasini
temsil etmektedir. *Ayni zaman periyodu icinde kontrole gore farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,01 **: p<0,001) ifade
etmektedir

Cizelge 4.3. MCF-7s hiicrelerinde Nik uygulamasi sonrasi ICsg ve ICgo degerleri

Doz (uM) IC,, IC,,

Siire 24 Saat 48 Saat 72 Saat | 24 Saat 48 Saat 72 Saat
it

S| MCF-7s | 2,17+0,14 | 2,14+0,10 | 1,84=0,17 | >10 11,39+1,24 | 4,86+0,08
=

4.2.4. Niklozamid ile Valproik asit kombinasyonunun hiicre canlihg iizerine

etkisinin incelenmesi

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast VPA’nin farkl
konsantrasyonlarinin (0,63-5 mM) hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi ATP testi ile
belirlendi. 48 ve 72 saat siiren kombinasyon uygulamasi sonrasi, hiicre canliliginin, Nik
ve VPA’nin tek basina etkilerine kiyasla, anlamli sekilde azaldigi gosterildi (p<0,05;
p<0,01; p<0,001) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (I uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (0,63-5 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrasi hiicre canliliginin doza ve zamana bagli olarak degisimi.
Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayni1 zaman
periyodu iginde kontrole gore (*: p<0,01 **: p<0,001); + Nik’e gore (+: p<0,01 ++:
p<0,001); # VPA’ya gore (#:p<0,05 ##: p<0,01 ###: p<0,001) karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir

Kombinasyon c¢alismalarinda, VPA i¢in, literatiir verileri (klinik Oncesi faz
calismalarinda etkinligi gosterilmis olan) ve elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
toksik olmayan dozlar1 (0,63 ve 1,2 mM) ile ¢alisilmasina karar verildi. Kombinasyon
uygulamasi i¢in (72 saat), doz-etki egrileri CalcuSyn yazilimi kullanilarak gosterildi ve
kombinasyon indeks (CI) degerleri hesaplandi (Sekil 4.8). CI degerleri ilag
kombinasyonlarinin etkinligini gostermek i¢in kullanilmaktadir. CI degeri 1’den az
hesaplanirsa (CI<1) sinerjistik, 1’den fazla hesaplanirsa (CI>1) antagonistik ve 1’¢ esit
hesaplanirsa (Cl=1) additif etkiyi gostermektedir (Chou 2006). MCF-7s hiicrelerinde, Nik
ile VPA kombinasyonunun her iki doz (0,63 ve 1,25 mM) i¢in de sinerjistik etki

(0,3<CI<0,7) gosterdigi belirlendi (Cizelge 4.4).
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48 Saat

72 Saat

Kontrol VPA 0.63 mM VPA 1.25 mM VPA 2.5 mM VPA 5 mM

Nik 1uM Nik&VPA 0.63 mM Nik&VPA 1.25 mM Nik&VPA 2.5 mM Nik&VPA 5 mM

Kontrol VPA 0.63 mM VPA 1.25 mM VPA 2.5 mM VPA 5 mM

Nik 1uMm Nik&VPA 0.63 mM Nik&VPA 1.25 mM Nik&VPA 2.5 mM Nik&VPA 5 mM

Sekil 4.7. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 pM; 24 saat 6n tedavi), VPA (0,63-5 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonras1 hiicrelerin morfolojik goriintiileri (x10)

Etki

Doz-etki egrisi B Doz-etki egrisi
1.0 10 _
08 | 0.8 _f
06 _ 064
i
04 04 4
L #
0.2 0.2
e
0 0 !
I T T T 1
| 0.5 1.0 15 2.0 25
Doz (mM) Doz (mM)
“Valproik asit @Niklozamid “Kombinasyon Valproik asit ©Niklozamid ~Kombinasyon

Sekil 4.8. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM) ile 24 saat 6n tedavi uygulamasini takiben
VPA’nin 0,63 (A) ve 1,25 mM (B) konsantrasyonlar1 ile 72 saat kombinasyon tedavisi
sonras1 doz-etki egrileri
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Cizelge 4.4. Kombinasyon Indeks Degerleri

Kombinasyon CI degeri Tanimlanan etki

0,5 uM Nik + 0,32 mM VPA 1,114 + 0,276 Hafif antagonistik (1,10-1,20)
0,5 uM Nik + 0,63 mM VPA 1,387 £ 0,232 Orta derece antagonistik (1,2-1,4)
1 uM Nik + 0,63 mM VPA 0,608 £ 0,102 Sinerjistik (0,3-0,7)

1 pM Nik + 1,25 mM VPA 0,622 £+ 0,090 Sinerjistik (0,3-0,7)

2 uM Nik + 1,25 mM VPA 0,289 + 0,015 Giigli Sinerjistik (0,1-0,3)

2 uM Nik + 2,5 mM VPA 0,558+ 0,021  Sinerjistik (0,3-0,7)

4.2.4.1. Akim sitometri bulgular:

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast VPA’nin 0,63 ve 1,25
mM konsantrasyonlar1 ile kombinasyon tedavisinin hiicre canlilig1 iizerine etkileri akim
sitometri yontemiyle dogrulandi. 48 ve 72 saat siiren kombinasyon tedavisi sonucu, ATP
testiyle elde edilen verilerle uyumlu olarak hiicre canliliginin, Nik ve VPA’nin tek basina

etkilerine kiyasla, belirgin sekilde azaldigi gosterildi (Sekil 4.9).

48 Saat 72 Saat
: Live Dead . Live Dead ) Live Dead ‘ Live Dead ¢ Live Dead
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Sekil 4.9. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM) ile 24 saat on tedavi uygulamasini takiben
VPA’nm 0,63 ve 1,25 mM konsantrasyonlari ile 48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisi
sonrasi canlilik yiizdelerinin akim sitometri sonuglari
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4.2.5. Niklozamid ile Desitabin kombinasyonunun hiicre canlihigy iizerine etkisinin

incelenmesi

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrasi DAC’in farkli
konsantrasyonlar: (2,5-20 uM) ile 48 ve 72 saat siireyle kombinasyon tedavisi sonucu,
hiicre canliliginin, Nik’in tek basina etkisine kiyasla, anlamli sekilde degismedigi
gozlendi (Sekil 4.10). MCF-7s hiicrelerinde, DAC’1n tek basina ve/veya kombinasyon
caligmalarinda hiicre canlili@i iizerine anlamli etkileri bulunmadigindan sonraki

asamalara VPA ile devam edilmesine karar verildi.
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Sekil 4.10. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 pM; 24 saat 6n tedavi), DAC (2,5-20 uM) ve
kombinasyon tedavileri sonrasi hiicre canliliginin doza ve zamana bagl olarak degisimi.
Her bir veri noktasi 2 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir. * Ayni zaman
periyodu i¢inde kontrole gore (*: p<0,001); + Nik’e gore (+: p<0,05); # VPA’ya gore
(#:p<0,001) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig ifade etmektedir

4.3. Niklozamid ve Valropik Asit’in Inhibitér Etkilerinin Degerlendirilmesi
4.3.1. Histon deasetialazlarin inhibisyonu ve histon asetilasyonu

MCEF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast VPA’nin 0,63 ve 1,25
mM konsantrasyonlari ile 48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin asetilenmis Histon
H3 diizeyleri iizerine etkisi ELISA yontemiyle degerlendirildi. VPA’nin belirlenen
dozlarda tek basina kullaniminin, kontrole kiyasla asetilasyon diizeylerinde anlamli bir

degisiklige yol agmadig1 gozlendi. Buna karsilik, 72 saatlik kombinasyon tedavisi sonucu
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histon H3 asetilasyon diizeylerinin 1,25 mM dozunda anlamli sekilde artis gosterdigi
belirlendi (p<0,05; p<0,01) (Sekil 4.11A). 0,63 mM kombinasyon dozunda da bir miktar
artis gozlenmesine ragmen, istatiksel olarak anlamlilik bulunmadi. Bu nedenle, 1,2 mM
kombinasyon dozunun HDAC1 ve HDAC?2 protein diizeyleri iizerine etkisi western blot
yontemi ile arastirildi. 48 saatlik kombinasyon tedavisi sonucunda, kontrole ve VPA’ya
kiyasla, hem HDACI hem de HDAC?2 proteinlerinin total diizeylerinde azalma oldugu
bulundu (Sekil 4.11B). Kombinasyon tedavisi sonucu, VPA igin belirlenen dozlarin tek

baslarina kullanimina kiyasla, inhibitor etkisinin gii¢lii bir sekilde arttirildigi gosterildi.

A Asetillenmis Histon H3 B
51 1 2 3 4 5 6
23 48 Saat Nk - o+ ) N ] N

E 4 &8 72 Saat
3 Y
;UE:, 34
£ 2 -
< HDAC2 — jias A Sty coss e e

e i

B-Aktin — | e - — - ——

Kontrol _
VPA 0.63 mM-£
VPA 1.25 mM

NIk&VPA 0.63 MM
Nik&VPA 1.25 mM 3

Sekil 4.11. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (0,63-1,25 mM)
ve kombinasyon tedavileri sonrasi Histon H3 asetilasyonu (A) ile total HDACI1 ve
HDAC2 protein diizeylerindeki degisimler (B). Her bir veri noktast 2 bagimsiz
caligmanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore
(*: p<0,01); + Nik’e gore (+: p<0,01); # VPA’ya gore (#: p<0,05) karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. P-aktin yiikleme kontrolii olarak
kullanildi. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4. Kombinasyon
48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir

4.3.2. Wnt/p-katenin sinyal yolagimin inhibisyonu

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast VPA (1,25 mM) ile
48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin Wnt sinyalizasyonu ile iligkili protein diizeyleri
tizerine etkisi western blot yontemiyle degerlendirildi. Nik (1 uM) ile 24 saat 6n tedavi
uygulamasi sonucu, kontrole kiyasla, LRP6 ve p-LRP6 protein diizeylerinde degisiklik
gozlenmedi ancak p-Dvl3 protein diizeylerinde azalma ile uyumlu sekilde Naked2 protein

diizeylerinde artis gozlendi. Naked2; Dvl3 proteinine baglanarak Wnt/ S -katenin
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yolagini inhibe eder ve negatif geri bildirim (feedback) mekanizma {iizerinden Dvl
aktivitesinin diizenlenmesinde rol alir. VPA ile 48 saat muamele sonrasinda aktif Wnt
sinyal yolagi ile iliskili olarak, p-LRP6, p-Dvl3 ve Naked2 protein diizeylerinde gegici
bir artis gozlenirken, 72 saat sonunda Naked2 protein diizeylerindeki artisa karsilik p-
DvI3 protein diizeyleri ile total B-katenin diizeylerinde azalma belirlendi. Nik ve VPA’nin
tek baslarina kullanimlarinda aktif f-katenin diizeylerinde kontrole kiyasla artis gézlendi.
Kombinasyon tedavisi sonucu, Nik ve VPA’nin tek baslarina etkilerine kiyasla, LRP6, p-
LRP6, DvI3, p-DvI3, Naked2, aktif B-katenin ve total B-katenin diizeylerinde belirgin
azalmalar ile Wnt sinyal yolaginun ¢ok daha gii¢lii bir sekilde inhibe edildigi gosterildi
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrast Wnt sinyal yolag: ile iligkili proteinlerin ekspresyon
diizeylerinde degisimlerin western blot sonuglari. B-aktin ve GAPDH yiikleme kontrolii
olarak kullanildi. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4.
Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir
4.4. Niklozamid ile Valproik Asit Kombinasyonunun Kék Hiicre Ozellikleri

Uzerine Etkisinin incelenmesi

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast VPA (1,25 mM) ile
48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin kok hiicre 6zellikleri iizerine etkisi gen ve
protein diizeyinde degerlendirildi. Kombinasyon uygulamasi sonucu, 48 ve 72 saat
sonunda, kok hiicre karakterinin siirdiiriilmesinde sorumlu Sox2 protein diizeylerinin
belirgin sekilde azaldig1 goriilirken, Bmil protein diizeylerinde anlamli bir degisiklik
belirlenmedi (Sekil 4.13A). Nik ve VPA kombinasyonu ile 12 saat muamele sonrasinda
OCT4 gen ekspresyon diizeylerinde gecici bir artis gozlenirken, 24 saat sonunda

ekspresyonunun belirgin bir sekilde azaldig: belirlendi (Sekil 4.13B).
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Sekil 4.13. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrast KKH’lerine 6zgii 6zelliklerin gen ve protein diizeyindeki
degisimlerinin western blot (A) ve Real-time PCR (B) sonuglari. f-aktin ve GAPDH
yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM
48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade
etmektedir

4.4.1. Kok hiicre karakteri ve epitelyal mezenkimal doniisiim

KKH’lerine o6zgli karakterin kazanilmasinda EMD siirecinin de rol oynadigi
bilinmektedir. Bu nedenle, MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi
sonrast VPA (1,25 mM) ile 48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin EMD siireci ile
iligkili protein diizeyleri iizerine etkisi arastirildi. Parental MCF-7 hiicreleri ile
kiyaslandiginda, MCF-7s hiicrelerinde mezenkimal belirtecler olan fibronektin ve N-
kaderin protein diizeylerinde artig belirlendi. Bununla birlikte, epitelyal bir belirte¢ olan
sitokeratin 18 (CK18) protein diizeylerinde azalma gozlenirken, beklenilenin aksine E-

kaderin protein diizeylerinde artis goriildii.

Kombinasyon uygulamasi sonucunda; EMD siirecinin baskilanmasi ile iliskili olarak,
fibronektin, N-kaderin, ve ZEBI protein diizeylerinde azalma gozlenirken, EMD
aktivasyonu ile iligkilendirilen E-kaderin protein diizeylerinde de azalma oldugu goriildii.
Kombinasyon uygulamasi sonucu 72 saat sonunda ise epitelyal bir belirte¢ olan CK18
protein diizeylerinin MCF-7 hiicrelerine benzer sekilde arttigi belirlendi (Sekil 4.14).
Dolayisiyla, E-kaderin protein diizeylerinde gozlenen degisimlerinin EMD siirecinden

ziyade hiicre-hiicre baglantilar ile iligkili oldugu diistiniildii.
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Sekil 4.14. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrast EMD’ye 0zgii belirteglerin protein diizeyindeki
degisimlerinin western blot sonuglari. B-aktin ve GAPDH yiikleme kontrolii olarak
kullanildi. 1. MCF-7 Kontrol; 2. MCF-7s Kontrol; 3. Niklozamid; 4. VPA 1,25 mM 48
saat; 5. Kombinasyon 48 saat; 6. VPA 1,25 mM 72saat; 7. Kombinasyon 72 saat ifade
etmektedir

4.5. Niklozamid ile Valproik Asit Kombinasyonunun Histon Modifikasyonlari

Uzerine Etkisinin Incelenmesi

MCEF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonras1 VPA (1,25 mM) ile
48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisi ile degisen histon modifikasyon profilleri western
blot yontemi ile arastirildi. Kombinasyon tedavisi sonucu, polikomb grup protein (PcG)
olan Ezh2’nin protein diizeylerinde anlamli bir degisiklik gézlenmezken, aktivitesiyle
uyumlu olarak baskilayici histon isareti olan H3K27me3’u da belirlenemedi. Buna
karsilik, aktif histon isareti olan H3K4me3 protein diizeylerinde zaman bagli olarak
belirgin artis oldugu gozlendi. MCF-7 hiicrelerine kiyasla, MCF-7s hiicrelerinde aktif
transkripsiyonla iligkili histon modifikasyonlar1 olan H3K9ac ve H3K27ac’u ¢ok diisiik
diizeylerde gozlenirken, kombinasyon tedavisi sonrasi protein diizeylerinin zamana bagl

olarak belirgin sekilde arttig1 gosterildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrasi degisen histon modifikasyon profillerinin western blot
sonuglar1. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. MCF-7 Kontrol; 2. MCF-7s
Kontrol; 3. Niklozamid; 4. VPA 1,25 mM 48 saat; 5. Kombinasyon 48 saat; 6. VPA 1,25
mM 72saat; 7. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir

4.6. Niklozamid ile Valproik Asit Kombinasyonunun Hiicre Oliimii Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

4.6.1. Kaspazla kirilmus sitokeratin 18 (ccK18, M30) bulgular:

Nik ile VPA kombinasyonunun hiicreler fiizerine sitotoksik aktivite sergiledigi
belirlendikten sonra hiicre 6liim modunu belirlemek amaciyla apoptozise 6zgii bir belirteg
olan kaspazla-kirilmig CK18 (ccK18, M30) diizeylerine bakildi. MCF-7s hiicrelerinde,
Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasini takiben VPA (0,63 ve 1,25 mM) ile kombinasyon
tedavisi sonucu (48 ve 72 saat), her iki doz i¢in de 72 saat sonunda M30 diizeylerinin

anlamli diizeyde artis gosterdigi belirlendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (0,63-1,25 mM)
ve kombinasyon tedavileri sonrast M30 diizeylerindeki degisimler. Her bir veri noktasi 2
bagimsiz calismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu icinde
kontrole gore (*: p<0,01); + Nik’e gore (+: p<0,05); # VPA’ya gore (#: p<0,05)
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir

Bu veriyi desteklemek iizere kaspaz aktivitesini baskilamak amaciyla, MCF-7s hiicreleri,
Nik ile es zamanl olarak pan-kaspaz inhibitoriiyle (40 uM Z-VAD-FMK) 24 saat 6n
tedavi uygulamasini takiben 72 saat boyunca VPA (0,63-1,25 mM) ile muamele edildi.
Ilaveten, kaspaz bagimsiz hiicre 6liimii olarak tanimlanan nekroptozisin, bu siiregte rol
alip almadigin1 belirlemek igin hiicreler Nik on tedavisiyle ile es zamanli olarak
Nekrostatin-1 (Nec-1, 25 uM) ile muamele edildi ve ardindan VPA (0,63-1,25 mM)
uygulandi. Siire sonunda inhibitorlerin etkisi ATP canlilik testi ile gosterildi. Nec-1
varliginda kombinasyonun etkisi devam ederken, kaspaz inhibitorii varliginda hiicre
canliliginin anlamli sekilde korundugu belirlendi (Sekil 4.17). Bu veriler, kombinasyon

uygulamasi sonucu kaspaz bagimli apoptozis siirecine isaret etmektedir.
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Sekil 4.17. MCF-7s hiicrelerinde, Nik’in Z-VAD ve Nekrostatin-1 ile es zamanli 6n
tedavi (24 saat) uygulamasini takiben VPA (0,63-1,25 mM) ile kombinasyonlarinin hiicre
canlilig1 tizerine etkisi (72 saat). Her bir veri noktast 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini
temsil etmektedir. * Ayn1 zaman periyodu icinde kontrole gore (*: p<0,001); + Nik’e gore
(+: p<0,001); # VPA’ya gore (#: p<0,001); Nik&VPA’ya gore (o: p<0,01)
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir

4.6.2. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyama yontemi bulgulari

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasini takiben VPA (0,63 ve 1,25
mM) ile kombinasyonunun (48 ve 72 saat) niikleus morfolojisi ve membran biitiinliigi
lizerine olan etkisi, sirastyla, Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir (PI) ikili boyama
yontemi kullanilarak floresan mikroskop altinda degerlendirildi. MCF-7s hiicrelerinde
kombinasyon uygulamasi sonucu, apoptozise 0zgii olarak, niikleusun kontrole kiyasla
kiictildigii (piknozis) ve/veya niikleer fragmentasyon varlig1 belirlendi. Ayn1 zamanda,
hiicrelerin membran biitlinliigiinii kaybederek PI pozitif boyandig1 gézlendi. Bu durum,
hiicrelerin  6lim seklinin ge¢ donem apoptozis (sekonder nekrozis) oldugunu
gostermektedir. Ilaveten, sitotoksisite bulgularmna paralel olarak, Nik ve VPA’nin tek
basina kullanimlarina kiyasla mamosfer yapilarmin doza ve zamana bagli olarak

tamamen dagildig1 ve hiicre yogunlugunun da azaldig: belirlendi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (0,63-1,25 mM)
ve kombinasyon tedavileri sonras1 Hoechst 33342 (mavi) ve PI (kirmizi) ikili boyama
goriintlileri. — Hiicre oliim sekli olarak apoptozisi temsil eden piknotik ve/veya
fragmente niikleus varligin1 gostermektedir
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4.6.3. Akim sitometri bulgular:
4.6.3.1. Mitokondri membran potansiyel degisiklikleri

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast VPA (1,25 mM) ile
48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin, apoptozis siirecinde 6nemli degisikliklerden
biri olan mitokondri membran potansiyeli lizerine etkisi degerlendirildi. Nik’in tek bagina
kullaniminda, mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi %66,3 (Q1+Q3)
olarak belirlendi. Tek basina VPA icin ise 48 ve 72 saat sonrasinda mitokondrisi
depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi ise sirastyla, %54,3 ve %53,1 (Q1+Q3) bulundu.
Kombinasyon uygulamasi sonucu ise bu oranin tek baslarina etkilerine kiyasla arttigi, %

71,5 (48 saat) ve %78,25 (72 saat), gosterildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrast mitokondri membran potansiyel degisimi yiizde
degerlerinin 48 ve 72 saatlik histogramlar1 (QIl=Depolarize/Oli, Q2= Olij,
Q3=Depolarize/Canli, Q4= Canl)
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4.6.3.2. Bcl-2 aktivasyonu

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasini takiben VPA (1,25 mM) ile
48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisi sonrasi anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2’nin
aktivasyonundaki degisim arastirildi. Bcl-2 aktivitesinin azalmasi, mitokondri-aracili
apoptozisin uyarilmasi ile iliskili olup kombinasyon tedavisi sonucu Bcl-2
aktivasyonunun, 48 saat sonunda, Nik ve VPA’nin tek basma kullanimina kiyasla
yaklasik % 10 azaldig1 ancak 72 saat sonunda tek bagina VPA kullanimina kiyasla anlaml
bir degisiklik olmadigi belirlendi (Sekil 4.20). Mitokondri membran potansiyeli
sonuclarinda; kombinasyon tedavisi sonucu depolarize/6lii hiicrelerin yiizdesinin, Nik ve
VPA’nin tek baglarma kullanimina kiyasla, yaklasik %10 arttigi dikkate alinarak

apoptozis siirecinde mitokondrinin baskin sekilde rol almadigi sonucuna varildi.
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Sekil 4.20. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 pM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonras1 Bcl-2 aktivitesi akim sitometri sonuglari

4.6.3.3. DNA hasarmin belirlenmesi

MCEF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasini takiben VPA (1,25 mM) ile
48 saatlik kombinasyon tedavisi sonrasi, DNA ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir
belirteg olan YH2AX’in aktivasyonu arastirildi. DNA’da hasar diizeyi arttikga YH2AX
diizeyleri de artig gostermektedir. Kombinasyon uygulamasi sonucu, Nik ve VPA’nin tek
basina kullanimina kiyasla YH2AX diizeyinde az miktarda bir artig (yaklasik olarak % 6)
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrast YH2AX aktivasyonunun akim sitometri sonuglari

4.6.4. Western blot ve gen analizi bulgular
4.6.4.1. Ekstrinsik apoptozisin uyarilmasi

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrasi1 VPA (1,25 mM) ile
kombinasyon tedavisinin 6liim reseptorlerinin aktivasyonu iizerine etkileri gen ve protein
diizeyinde arastirildi. Kombinasyon uygulamasinin, 12 ve 24 saat sonunda DR4, DRS5 ve
FAS gen ekspresyonlarimi belirgin sekilde arttirdigi belirlendi (Sekil 4.22A). Gen
diizeyinde gozlenen artigla uyumlu olarak, 48 ve 72 saatlik western blot sonuclarinda
DR4, DR5 ve Fas protein diizeylerinde artis oldugu gosterildi. Ayrica, 6liim
reseptorlerinin aktivasyonu ile iliskili olarak pro-kaspaz 8 diizeylerinde de azalma
(aktivasyon) oldugu belirlendi (Sekil 4.22B). Bununla birlikte, kaspazlarin aktivasyonu
ile iligkili olarak PARP diizeylerinde azalma ile kirilmis-PARP diizeylerinde belirgin bir
artts bulundu. Mitokondri membran potansiyeli ve Bcl-2 aktivasyonu sonuglari ile
uyumlu olarak Bax protein diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 gozlendi (Sekil
4.22B). Elde edilen veriler dogrultusunda, kombinasyon tedavisi ile hiicrelerde eksrtinsik

apoptozis siirecinin uyarildigi sonucuna varildi.
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Sekil 4.22. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 pM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrasi apoptozis ile iligikili gen (A) ve protein (B)
diizeylerindeki degisimler. B-aktin ve GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1.
MCEF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5.
VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir

4.6.4.2. Endoplazmik retikulum stresinin uyarilmasi

MCF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast VPA (1,25 mM) ile
48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin ER-stresi ile iliskili protein diizeyleri lizerine
etkileri degerlendirildi. Kombinasyon tedavisi sonucu, ER-stres sensorii IREla ile
saperon Bip ve transkripsiyon faktorii CHOP protein diizeylerinde belirgin bir sekilde
artis oldugu belirlendi (Sekil 4.23). ER stresinin istesinden gelinemedigi zaman
hiicrelerde apoptozisin uyarildig1 bilinmektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda,

hiicrelerde ER-aracil1 apoptozisin indiiklendigi gosterildi.
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Sekil 4.23. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 uM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrast ER-stresi ile iligkili protein diizeylerinin degisimi. f-aktin
yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM
48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade
etmektedir

4.6.4.3. p53 ve p21 protein diizeylerinin incelenmesi

MCEF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonras1 VPA (1,25 mM) ile
48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin hiicresel strese yanit olarak aktifleserek hiicre
dongiistinii durdurma veya apoptozis siirecinde rol alan p53 ve p21 protein diizeyleri
lizerine etkisi western blot yontemiyle arastirildi. Kombinasyon tedavisi sonucu, 72 saat
sonunda apoptozis siireciyle iliskili olarak p53 diizeylerinde artis olurken, p21 protein

diizeylerinin azaldig1 gosterildi (Sekil 4.24).

GAPDH — S e e s e S0

Sekil 4.24. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 pM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrasi p53 ve p2l protein diizeylerinin degisimi. B-aktin
yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM
48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade
etmektedir
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4.6.4.4. Otofajik akisin bozulmasi

MCEF-7s hiicrelerinde, Nik ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrasi VPA (1,25 mM) ile
kombinasyon tedavisinin otofaji siireci ile iligskili gen ve proteinler iizerine etkileri
degerlendirildi. Kombinasyon uygulamasinin, 12 saat sonunda, izolasyon membrani ve
otofagozom olusumunda rol alan ATGS ve BECN1 gen ekspresyonlarini belirgin sekilde
arttirdig1 ve 24 saatte de bu artisin korundugu belirlendi (Sekil 4.25A). Bununla birlikte,
onemli otofajik belirtecler olan p62/SQSTM1 ve LC3II protein diizeylerinde artis oldugu
belirlenmistir. Ancak, otofaji siirecinde p62/SQSTM1 proteininin  kendisi de,
otofagozoma tasichigi proteinlerle birlikte lizozomda yikilmaktadir. Bu nedenle,
p62/SQSTM1 ve LC3II proteinlerinin birikimi kombinasyon uygulamasi sonucu otofajik
akisin bozuldugunu gostermektedir (Sekil 4.25B).
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Sekil 4.25. MCF-7s hiicrelerinde, Nik (1 pM; 24 saat 6n tedavi), VPA (1,25 mM) ve
kombinasyon tedavileri sonrasi otofaji ile ilisikili gen (A) ve protein (B) diizeylerindeki
degisimler. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. MCF-7s Kontrol; 2.
Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat;
6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipidir ve kanser ile
iliskili 6liimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (DeSantis ve ark. 2013, Siegel ve
ark. 2015). Giiniimiizde, kanser tanist koyulan her dort kadindan biri meme kanseridir
(Stewart ve ark. 2015, Giiltekin ve ark. 2016). Bununla birlikte, kadinlarin yasamlari
siiresince meme kanserine yakalanma ihtimalleri yaklasik olarak % 12,5’dur (her 8
kadindan biri) (American Cancer Society 2015). On yil 6ncesine kadar bu oranlarin
neredeyse %50 daha az oldugu dikkate alinarak, bu sekilde seyrettigi takdirde 2030
yilinda bu rakamlarin ikiye katlanacagi ongoriilmektedir. Her ne kadar geleneksel
kemoterapi yontemlerinin cogu basta basari ile sonuglansa da, tedaviye direngli 6zel bir
hiicre alt grubunun tamamen elimine edilememesinden dolay1 tedavi basarisiz olmakta ve
hastalik tekrar etmektedir (Chabner ve Roberts 2005, Li ve ark. 2008). Son yillarda
giderek artan kanitlar, meme tiimorlerinin farkli morfolojik ve karakteristik 6zelliklere
sahip heterojen hiicre gruplarindan meydana geldigini ve bu hiicre gruplari arasinda kok
hiicrelerle benzer sekilde kendini yenileme ve farklilasma kabiliyetine sahip 6zel bir
hiicre alt grubunun, KKH’lerinin, varliginm1 gostermektedir (Al-Hajj ve Clarke 2004,
Meacham ve Morrison 2013, Cabrera ve ark. 2015). Tiimoriin ¢ok kii¢iik bir kismini
(%0,1-2) olusturan bu hiicre grubunun; timér olusumu ve gelisimi, artmis invazif 6zellik,
radyasyon ve kemorezistans ile iligkili olduklar1 diisiiniilmektedir (Li ve ark. 2010).
Dolayistyla, timori tam anlamiyla elimine edebilmek icin KKH’lerini de hedefleyen

tedavi yaklasimlar: gelistirmek son derece sicak bir arastirma konusu haline gelmistir.

KKH’lerinde, timériin biyiik ¢cogunlugunu olusturan ve kok hiicre 6zelligi tasimayan
kanser hiicrelerinden farkli olarak; hayatta kalma, kendini yenileme ve proliferasyon
stirecinde kritik rol oynayan bazi molekiiler yolaklar yeniden/asir1 aktiflesmis haldedir
(Song ve Miele 2007). Bu yolaklardan biri olan Wnt/B-katenin sinyal yolagi hiicre
akibetinin belirlenmesi, hiicre proliferasyonu ve kok hiicre devamliligr gibi pek ¢ok
biyolojik siireci kontrol eder ve tiimdrlerin biiyiik kisminda deregiile haldedir (Hooper ve
Scott 2005, Ponti ve ark. 2006, Valkenburg ve ark. 2011). Meme kanserinde, Wnt/f-
katenin sinyal yolagimin pozitif dizenleyicilerinin asiri  ekspresyonu ya da
amplifikasyonu ve negatif diizenleyicilerinin de inaktive oldugu bildiren ¢alismalar
mevcuttur (Cowin ve ark. 2005, Reya ve Clevers 2005, Lindvall ve ark. 2007).
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Meme tiimorijenezi, birgok genetik ve epigenetik degisiklikleri kapsayan ¢ok asamali bir
stirec olup epigenetik degisiklikler gen promotor metilasyonlar1 (hipermetilasyon,
hipometilasyon), histonlarin modifikasyonlar1 (metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon
vb.) ve kromatin yeniden modellenmesi gibi mekanizmalar1 kapsamaktadir (Byler ve ark.
2014). Translasyon sonrast histon modifikasyonlarinda degisiklikler ile belirli histon
asetilasyon ve metilasyon isaretlerinin kaybmin kanser siireci ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Seligson ve ark. 2005, Elsheikh ve ark. 2009). Bununla birlikte, epigenetik
degisikliklerin KKH’lerinin yeniden programlanmasi, hiicre yasam yolaklarinin
aktivasyonu, kendini yenileme ve farklilasma kabiliyeti kazanmalar1 gibi stireglerde kritik
oneme sahip oldugunu gosteren kanitlar giderek artmaktadir (Munoz ve ark. 2012).
Bir¢ok kanser tiiriinde HDAC’larin asir1 ekspresyonunun global bir histon asetilasyon
kaybina yol agtigi ve kotii prognozla iliskili oldugu belirlenmistir (Osada ve ark. 2004,
Weichert ve ark. 2008, Park ve ark. 2011). Histon asetilasyon programinin degisiminin
ise farklilasma ve apoptozis siireci ile yakindan iligkili oldugu HDAC’lar1 hedefleyen
ajanlar ile yapilan klinik ¢alismalarda gosterilmistir (Lane ve Chabner 2009, Marks ve
Xu 2009).

Meme kanseri kok hiicrelerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri apoptotik mekanizmalarin
disregiilasyonudur. lyi isleyen bir 6liim programindan kagmak, KKH’lerinin tedavi
direncine katki saglamaktadir (Signore ve ark. 2013). Dolayisiyla KKH’lerinde apoptotik
sistemin manipiilasyonu, kanser terapisinde etkin bir yontem olabilir. Literatiirde, Wnt/f-
katenin sinyal yolagi inhibisyonunun ya da HDAC’larin inhibisyonu ile histon
asetilasyonunda artigin apoptozis siirecinin uyarilmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir

(Wei ve ark. 2010, Xue ve ark. 2014, Di Pompo ve ark. 2015, Cha ve ark. 2016).

Bu bilgiler dogrultusunda, hem KKH’lerini hedefleyen hem de bu hiicreleri KKH 6zelligi
tasimayan hiicrelere doniistiiren bir tedavi yaklagimimin en ideal strateji olacag:
diistintilerek bu tez ¢alismasi kapsaminda, meme KKH’lerinde, Wnt/B-katenin sinyal
yolagi ile HDAC’larin birlikte inhibisyonunun hiicre 6liimii lizerine etkileri incelendi. Bu
amacgla, Oncelikle, parental MCF-7 hiicrelerinden KKH bakimindan zengin
populasyonunun (MCF-7s) zenginlestirilmesi saglandi. Bunun i¢in, meme KKH’lerinin
en Onemli 6zelliklerinden biri olan ylizey-bagimsiz kosullarda hayatta kalarak mamosfer

olusturma 6zelliklerinden yararlanildi (Velasco ve ark. 2012). Daha sonra bu hiicrelerde,
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KKH karakterinin siirdiiriilmesinden sorumlu transkripsiyon faktorlerinin, Oct-4 ve
Sox2, ekspresyon diizeylerinin arttigi gosterildi (Niwa 2007, Ben-Porath ve ark. 2008).
Son yillarda, meme kanseri kok hiicrelerinde artmis Oct-4 ve Sox2 diizeylerinin
mamosfer olusumu ile iligkili oldugu da gosterilmistir (Simoes ve ark. 2011, Leis ve ark.
2012).

Parental MCF-7 ve MCF-7s hiicrelerinin VPA yanit1 degerlendirildiginde, beklenildigi
tizere MCF-7s hiicrelerinin tedaviye daha direngli oldugu gézlendi. VPA’nin, in vitro
kosullarda, farklilasmis meme kanseri hiicreleri (MCF-7) ile meme KKH’leri (mamosfer)
tizerine farkl etkiler sergiledigi rapor edilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen sonuca gore;
VPA, MCF-7 hiicrelerini radyasyona duyarli hale getirirken, meme kanseri kok hiicreleri

radyasyona direng sergilemistir (Debeb ve ark. 2010).

Whnt/B-katenin sinyal yolagi inhibitorii olarak FDA onayli bir tenya 6ldiiriicii ajan olan
Niklozamid kullanildi (Merschjohann ve Steverding 2008). Calismanin en O6nemli
sonuglarindan biri; Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktif oldugu belirlenen bu hiicrelerde,
Nik ile 24 saat 6n tedavi sonrast HDAC inhibitorii VPA ile kombinasyon uygulamasinin
Whnt/B-katenin sinyal yolaginda ¢ok daha giiglii bir inhibisyon ile sonug¢lanmis olmasidir.
Niklozamid, Wnt/B-katenin sinyal yolagin1i LRP6 ekspreyonunu ve fosforilasyonunu
onleyerek inhibe etmektedir (Lu ve ark. 2011, Arend ve ark. 2014). Calismada, Nik (1
uM) ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonucu, kontrole kiyasla, LRP6 ve p-LRP6 protein
diizeylerinde degisiklik gdzlenmemistir. Ancak p-Dvl3 protein diizeylerinde azalma ile
uyumlu sekilde Naked2 protein diizeylerinde artis bulunmustur. Nik’in Dvl
ekspresyonlarinda azalmaya yol agtig1 ve Naked2’nin Dvl proteinin negatif diizenleyicisi
oldugu dikkate alinarak yolagin kismen inhibe oldugu sonucuna varilmistir (Hu ve ark.
2010, Osada ve ark. 2011). VPA ile muamele sonrasi ise 48 saat sonunda, p-LRP6, p-
DvI3 ile Naked2 diizeylerindeki artis yolagin aktivasyonuna isaret etse de, 72 saat
sonunda bu protein diizeylerinde azalma oldugu belirlendi. Bu durumda, Wnt/p-katenin
sinyal yolaginda gecici bir aktivasyon oldugu sonucuna varildi. Yapilan ¢alismalarda,
VPA’nin, Wnt/B-katenin sinyal yolagini aktiflestirdig§i ve mamosfer olusturma
kapasitesini arttirdig1 rapor edilmistir (Phiel ve ark. 2001, Debeb ve ark. 2012). Bu veriler
dogrultusunda; Wnt sinyal yolagi inhibe edildiginde, hiicrelerin VPA’ya daha duyarh

hale gelecegi 6n goriildii. Nitekim, kombinasyon c¢aligmalar1 sonucunda sinerjistik etki
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gostererek cok daha giiclii bir sitotoksik aktivite sergiledikleri belirlendi. Yakin zamanda
gerceklestirilen bir calismada, Wnt, HDAC ve Era (6strojen reseptor alfa)’nin birlikte
inhibisyonunun meme KKH populasyonunu etkin bir sekilde baskiladigini géstermistir
(Sulaiman ve ark. 2016). Bu kombinasyona tamoksifen ecklendiginde, daha diisiik
dozlarda, KKH populasyonunun basarili bir sekilde baskilandigini rapor etmisler ancak

mekanizma agiklamamaiglardir.

Calismanin bir sonraki kisminda; kombinasyon tedavisi i¢in segilen dozlarda, tek basina
VPA’ya kiyasla, histon H3 asetilasyon diizeylerinin belirgin sekilde arttig1 belirlenmistir.
Bununla birlikte, kok hiicre karakteri ile iligkili olarak Sox2 protein diizeylerinin belirgin
sekilde azaldig1 gosterilmistir. Hiicresel asetilasyon artisinin Sox2 diizeylerini,
proteozamal degredasyonunu uyararak, azalttigi gosterilmistir (Baltus ve ark. 2009).
Polikomb grubu proteinlerden biri olan Bmil, kok hiicrelerin kendini-yenileme
Ozelliginin diizenlenmesinde rol alir ve ekspresyonunun pozitif geri bildirim (feedback)
mekanizma tarafindan Wnt sinyal yolagi ile diizenledigi gosterilmistir (Liu ve ark. 2006b,
Cho ve ark. 2013). Ancak, bu ¢alismada, Bmil protein diizeylerinde anlaml1 bir degisiklik
gozlenmemistir. Ayn1 zamanda Wnt hedef genlerinden biri olan Oct-4’un gen
ekspresyonunun ise zamana bagli olarak dnce arttig1 sonra azaldig1 gosterilmistir. Bu etki,

Whnt/B-katenin sinyal yolaginin inhibisyonu ile iliskilendirilmistir.

EMD ile kok hiicre 6zelliklerinin kazanilmasi arasinda dogrudan bir bag oldugu ve meme
epitelyal hiicrelerinde EMD uyarilmasi sonucu kok hiicre belirteglerinin ekspresyonu ile
mamosfer olusturma kabiliyetinin arttig1 daha 6nce yapilan bir ¢alismada gosterilmistir
(Mani ve ark. 2008). Ek olarak, Wnt/p-katenin sinyal yolag1 aktivasyonunun da EMD
sirecinin uyartlmasinda rol aldigi bilinmektedir (Polyak ve Weinberg 2009).
Caligmamizda, literatiirle uyumlu olarak, MCF-7 hiicrelerine kiyasla MCF-7s
hiicrelerinde mezenkimal karakter ile iliskili olarak fibronektin, N-kaderin ve ZEB1
protein diizeylerinin artis gosterdigi bulunmustur. Kombinasyon tedavisi sonucu ise bu
belirteclerin diizeylerinde azalma ile birlikte epitelyal bir belirte¢ olan CK18 protein
diizeylerinde artis gozlenmistir. Bu veriler degerlendirildiginde, kombinasyon tedavisi ile
MCF-7s hiicrelerinde kok hiicre karakteri ile birlikte EMD’nin de baskilandigi ve
hiicrelerin MCF-7 benzeri karakter sergiledikleri sonucuna varilmistir. Wnt/p-katenin

sinyal yolagi ya da EMD siireci epigenetik olarak polikomb grubu protein Ezh2 tarafindan
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diizenlenmektedir. Ezh2’nin yiiksek derecede ekspresyonu Wnt/p-katenin sinyal yolag
aktivasyonu ile ilisikilidir (Li ve ark. 2009). Ezh2, fiziksel ve fonksiyonel olarak HDACI
ve 2’ye bagl olup H3K27me3 unu uyararak transkripsiyonun baskilanmasi ile gen
susmasindan sorumludur (Song ve ark. 2005). Tez ¢alismasinda, kombinasyon
uygulamasi sonucu HDAC1 ve HDAC?2 protein diizeylerinde azalma olmasina ragmen
Ezh2 diizeylerinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Ayrica, Ezh2 aktivitesiyle
iliskili olarak H3K27me3’da belirlenememistir. Bununla birlikte aktif transkripsiyonla
iliskili olarak H3K4me3, H3K9 ve H3K27 asetilasyon diizeylerinin belirgin sekilde
arttig1 gozlenmistir. Histon deasteliaz olan SIRT1 ile yapilan bir galismada, SIRT1
inhibisyonunun, Wnt antagonisti olan SFRP1’in yeniden aktifleserek Wnt/p-katenin
sinyal yolagi inhibe ettigi ve aktif SFRP1 promotor bdlgesinde artmig H3K9
asetilasyonunun varligi gosterilmistir (Pruitt ve ark. 2006). Bir bagka Wnt antagonisti
olan Naked?2’nin aktivitesi de epigenetik olarak diizenlenmekte olup promotor bolgesinde
hipermetilasyona bagl inaktivasyonu Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktivasyonu ile
iligkilidir (Dong ve ark. 2015). Ancak, literatiirde heniliz, Naked2’in epigenetik
diizenlenmesinde histon modifikasyonlarmin roliine dair herhangi bir Dbilgi
bulunmamaktadir. HDAC’larin inhibisyonuna bagli asetilasyon artisi ve calisma
sonucunda gozlenen ilgili histon modifikasyonlari, Naked2 aktivasyonunun
uyarilmastyla iligkili olabilir ancak ileri analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Yakin
zamanda yapilan bir bagka ¢aligmada, HDAC inhibisyonuyla artan global histon H3
asetilasyonu ile birlikte, ZEB1 hedef gen bolgesinde, aktif histon isareti olan H3K4me3’u
ve H3K9 asetilasyonunun arttig1 ve ilag direncinin azaldigi gosterilmistir (Meidhof ve
ark. 2015). Bir baska calismada, ZEBI1 ile uyarilan EMD siirecinde H3K27

asetilasyonunun azaldig1 rapor edilmistir (Roche ve ark. 2013).

Chikamatsu ve ark. (2013) bas ve boyun kanserinde HDAC inhibisyonunun,
kemoterapotik ajanlarla sinerjistik etki sergiledigi, kok hiicre karakterini ve EMD’yi
baskiladigi, hiicre dongiisiinii durdugu ve hiicrelerde apoptozisi indiikledigini
gostermislerdir (Chikamatsu ve ark. 2013). Tez ¢alismasinda, Nik ile 24 saat 6n-tedavi
uygulamasi sonrasi, VPA ile kombinasyon sonuglart MCF-7s hiicrelerinde apoptozisin
indiiklendigini gdstermistir. CK18’in apoptozise 6zgii olarak kaspaz bagimli kirilmasi
M30 yontemiyle arastirildi. Kombinasyon tedavisi sonucu, MCF-7s hiicrelerinde

kaspazla kirtlmis CK 18 diizeylerinin tek basina Nik ya da VPA kullanimina gore anlaml
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sekilde arttig1 gosterildi (p<0,05; p<0,01). Apoptozis siirecinin kaspaz bagimli yolak
tizerinden gergeklestigi, ortamda pan kaspaz inhibitorii varliginda hiicre canliliginin
anlamli sekilde korunmasiyla dogrulandi (p<0,01). Boo ve ark. (2011) histon
asetilasyonunun kaspaz aktivasyonunu ve apoptozisi uyardigini gostermislerdir (Boo ve
ark. 2011). Bir sonraki asamada, apoptozise 0zgli olarak kontrole gore kiigiilmiis
(piknotik) ve/veya fragmente niikleuslarin varligi ile birlikte membran biitlinliigliniin de
bozuldugu, dolayisiyla hiicrelerde sekonder nekrozis (ge¢ donem apoptozis) uyarildigi
tespit edildi (Ulukaya 2011). Kombinasyon tedavisinin, mitokondri iizerine etkisi ile
apoptozisin mitokondri aracili uyarilip uyarilmadigini belirlemek amaciyla; mitokondri
membran potansiyeli, Bcl-2 defosforilasyonu (inaktivasyonu) ve Bax’in protein
diizeylerindeki degisiklikler degerlendirildi. Mitokondri membran potansiyelinin, Nik ve
VPA’nmm tek baslarma etkisine kiyasla, yaklasik %10 azaldigi belirlendi. Mitokondri
membran potansiyelinin azalmasi siklikla apoptozis ve kaspaz aktivasyonuyla
iliskilendirilmektdir (Goldstein ve ark. 2000). Buna karsilik, Bcl-2 inaktivasyonunun 48
saat sonunda yaklasik %10 artis gosterdigi ancak bu farkin 72 saat sonunda kapandigi ve
Bax protein diizeylerinin de anlamli sekilde degismedigi goriildi. Bu veriler,
kombinasyon tedavisi ile uyarilan apoptozis siirecinde mitokondrinin baskin sekilde rol
almadigimi diisiindiirtmiistiir. Yapilan galismalarda VPA’nin hem ekstrinsik yolak hem
de mitokondriyal yolak araciligiyla apoptozisi tetikledigi gosterilmektedir (Lagneaux ve
ark. 2007, Jasek ve ark. 2012). Tez ¢alismasinda kombinasyon uygulamasi sonucunda,
hiicre yilizey 6lim reseptorleri, DR4, DR5 ve Fas, ekspresyonlarinin gen ve protein
diizeyinde artis gosterdigi ve bununla uyumu olarak pro-kaspaz 8 diizeylerinin azaldig1
belirlenmistir. Hiicre yiizey 6lim reseptorlerinin aktivasyonu ile aktiflesen kaspaz-8
tizerinden ilerleyen extrinsik apoptotik yolakta, aktif kaspaz 8 direkt olarak kaspaz-3
aktivasyonunu uyarabilir ya da Bcl-2 pro-apoptotik protein ailesi iiyelerinden olan Bid’i
kirabilir. (Thornberry ve Lazebnik 1998). Ayrica, apoptozis belirteci olarak kaspazlar
tarafindan indiiklenen spesifik PARP kirilmas1 gozlenmistir (Nicholson ve ark. 1995).
Yakin zamanda, aktif histon isaretleri olan H3K4me3 ile H3K9 asetilasyonunun FasL’in
transkripsiyonel aktivasyonunu uyardigi gosterilmistir (Ghare ve ark. 2014). Bu sonuglar,
MCF-7s hiicrelerinde, kombinasyon tedavisi sonucu 6liim reseptorleri lizerinden giden,

kaspaz bagimli bir apoptozis varligina isaret etmektedir.

73



Tez ¢aligmasinda, kombinasyon uygulamasiyla hiicrelerde ER-stresinin de indiiklendigi
gosterilmistir. ER-stres sensorli olarak gorev yapan IREla, saperon protein BIP ve
hiicrelerde ER-aracili apoptozis uyarilmasiyla iliskili trankripsiyon faktorii CHOP un
protein diizeylerinde belirgin artiglar belirlenmistir. Uzun siiren ER-stresi durumunda
hiicrelerde apoptozisin uyarildigi bilinmektedir. ER-stresiyle indiiklenen apoptotik
mekanizmalar JNK aktivasyonu, Bcl-2 ailesi ve kaspaz aktivasyonlarin1 kapsamaktadir
(Gorman ve ark. 2012). Hiicresel stres yanitiyla yakindan iliskili olarak; p53 protein
diizeyleri zamana bagl artis gosterirken, p21 diizeylerinde azalma gozlenmistir. HDAC
inhibitorlerinin, p53-aracilt p21 aktivasyonuyla hiicre dongiisiinde tutulma siirecini
uyardig1 bilinmektedir. Ancak, tez c¢aligmasinda goézlenen diisiik p21 diizeyleri, bu
proteinin anti-apoptotik roliiniin ortadan kalkarak hiicrelerde kaspaz aktivasyonu ve
apoptozisin uyarildigina isaret etmektedir (Hollmann ve ark. 2016). Ayrica, ER-stresi
stirecinde, DNA hasarinin p53-bagimli p21 aktivasyonuyla degil p5S3-bagimli apoptosis
aktivasyonuyla iliskili oldugu ve bu siiregte p21 ekspresyonunun azaldigi rapor edilmigtir
(Mlynarczyk ve Fahraeus 2014). Tez calismasinda, kombinasyon uygulamasi sonucu
DNA hasarinda bir miktar artis oldugu gosterilmistir. Ek olarak, H3K4me3 unun p53-
bagimli transkripsiyonu arttirdig1 yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Lauberth ve ark.

2013).

Bir diger hiicresel stres yanit1 olan otofaji, KKH’lerinin hayatta kalmasi, devamlilig1 ve
ilag¢ direncine katk1 saglamasi agisindan olduk¢a 6nemli bir mekanizmadir (Gong ve ark.
2013, Cojoc ve ark. 2015). Kombinasyon ile tedavi sonucunda, gen diizeyinde ATGS ve
BECNI1 ekspresyonlarinda artis oldugu ve bu artisin zamana bagli olarak azalmadigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte, 6nemli otofajik belirtegler olan LC3II ve p62/SQSTM1
diizeylerinde zamana bagli artis oldugu gozlenmistir. Ancak, otofaji siiresince,
p62/SQSTM1 tamamlanmig otofagozomlarla birlikte lizozomlarda degrede olmaktadir
(Bjerkey ve ark. 2009). Bu nedenle, birikmis p62 varligi otofaji aktivasyonunundan
ziyade otofajik akisin bozulmasi seklinde yorumlanmaktadir. Benzer etki, tek basina Nik
kullaniminda da g6zlenmis olup Gao ve ark. (2014), niklozamid varliginda LC3II ve p62
birikiminin otofajinin ge¢ donemde inhibe oldugunu gosterdigini rapor etmislerdir (Gao

ve ark. 2014).
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Bu in vitro ¢alismanin sonuglar1 degerlendirildiginde; meme kanseri kok hiicrelerinde,
Niklozamid ile Valproik asit kombinasyonunun artmis Histon H3 asetilasyonu ve daha
giiclii Wnt yolak inhibisyonu ile hiicre canliligini belirgin bir sekilde azalttigr ve bu
hiicrelerde apoptozisin etkin bir sekilde uyarildigi bulundu. Hem KKH’lerini hedefleyen
hem de bu hiicreleri KKH 6zelligi tasimayan hiicrelere doniistiiren bu yaklasimin gelecek

caligsmalar adina umut verici oldugu diistintilmektedir.
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