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Onsdz

Tezin baglangic asamasi1 olarak kabul edebilece§imiz hipotez sorularinin
olusturulmasindan, tez deneylerinin analiz edilerek sonuca baglandigr bdliimiin
sonuna kadar yaptigimiz ¢aligmalardan keyif aldim. Bu ¢aligma sayesinde gelecekte
basaril1 bir bilim insan1 olma yolunda, literatiir bilgisini de kullanarak bilinmeyenleri
kesfetmek iizere soru sormayr Ogrendim. Sorularima cevap bulmak adina yine
literatiirden yararlanarak deney plani yapmayi, bu deneyleri kesinlik igerisinde
gerceklestirmeyi ve sonuglarimi analiz etmeyi Ogrendim. Sonug¢ olarak bilim
diinyasina literatlir bilgisi olarak katki saglayacagii diisiindiigiim bu calismay1

tamamladigim i¢in mutluyum.
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Ozet

Meme Kanseri Ve Meme Kanseri Kok Hiicrelerinde Telomeraz inhibitorii
BIBR1532'nin Epitelyal Mezenkimal Transizyon Uzerine Potansiyel Molekiiler

Etkilerinin incelenmesi

Kanser kok hiicreleri (KKH) timér dokusunda bir alt populasyon olarak yer alan ve
tumor olusturma kapasitesine sahip, ayn1 zamanda tedavi direncine neden olan hiicre
grubudur. Timor heterojenitesine katki saglayan KKH'leri, giiniimiizde kanser
tedavisinin tam olarak basarili olamamasinin sebepleri arasinda gosterilmektedir. Bu

hlcrelerin kanser tedavisinde bir hedef haline gelmesi ilgi ¢ekici bir konudur.

Yiksek telomeraz aktivitesi ile ylksek migrasyon ve invazyon Kkabiliyetleri
sonucunda metastaza neden olmalari KHH'lerinin ortak oOzellikleri olarak kabul
edilmektedir. Kemoterapdtik ajanlarin saglikli dokuya hasar vermesi ve KKH'lerinin
tedaviye diren¢ olusturmasi yeni terapdtik hedef arayisi ihtiyacini dogurmaktadir.
Secici bir kiigiik molekiil inhibitorii olan BIBR1532, telomerazi inhibe ederek kanser
hiicrelerinin etkili bir sekilde hedeflenmesine olanak saglamaktadir. Bunun yaninda,
yapilan son ¢alismalar telomerazin epitelyal mezenkimal transizyon (EMT) ile iligkili
oldugunu savunmaktadir. Epitel hiicrelerin mezenkimal bir morfoloji kazanmasina
sebep olan EMT programinin, kanser metastazinda etkili oldugu bilinmektedir.
Meme kanseri hiicrelerinde telomerazin baskilanarak EMT mekanizmasinin sekteye
ugratilmast calismamizin hipotezini olusturmaktadir. Caligmamizda, meme kanseri
hicreleri MDA-MB-231 ve MCF-7, meme kanseri kok htcreleri ve meme epitel kok
hiicrelerinde telomeraz inhibitorii BIBR1532'nin sitotoksisitesi bulunmus ve
maddenin apoptoz lizerine etkileri incelenmistir. Yara iyilesme testiyle
BIBR1532'nin hiicrelerin migrasyon hizina etkisi incelenmis, asili damla deneyi ile
sphere olusturma kapasiteleri gozlenmistir. Son olarak EMT iligkili 84 genin

ekspresyonlar1 gergek zamanli qPCR ile analiz edilmistir.

BIBR1532 etken maddesinin MDA-MB-231 ve MEKH'leri igin 1Csq degerleri 72.
saatte sirastyla 18,04 ve 38,71 pl olarak analiz edilmistir. Etken maddenin MDA-
MB-231 ve MCF-7 hucreleri tizerinde apoptotik bir etkisi gézlenmezken, MKKH ve
MEKH'leri iizerinde kontrole gore sirasiyla %26.5 ve %32.2 oraninda apoptoz
goriilmiistiir. Etken maddenin MEKH'leri tizerindeki etkisi ilk kez arastirilmistir ve

ilacin kok hiicreler iizerinde apoptotik bir etkisi oldugu gdzlenmistir. Asili damla
Il



deneyi ile incelenen sphere yapilari ise, BIBR1532 uygulanan kok hiicrelerde kontrol
grubuna gore klgiilmiistiir. Yara iyilesme deneyinde etken maddenin kok hiicreler
tizerindeki migrasyon hizini1 azaltici etkisinin kanser hiicrelerine gore daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. BIBR1532 uygulanan hiicre hatlarinda EMT iligkili genlerin
regiile olmasi ise telomeraz inhibisyonunun EMT mekanizmasini etkiledigini
gostermektedir. Kanser tedavisinde KKH'lerinin telomeraz inhibisyonuyla hedefli
eliminasyonu, kanser hiicrelerinin EMT mekanizmasina bagli olarak hareket
yetenegini ve kokliliiglinii sinirlandirabilmektedir. Yiiksek telomeraz aktivitesiyle
korele meme kanserinde, metastazin Onlenmesi ve kanser niiksiiniin Oniine

gecilebilmesi agisindan umut verici bir adim olabilir.

Anahtar Kelimeler; BIBR1532; meme kanseri kok hicresi; telomeraz; EMT



Abstract
Investigation Of The Potential Molecular Effects Of Telomerase Inhibitor
"BIBR1532" On Epithelial-Mesenchymal Transition In Breast Cancer And

Breast Cancer Stem Cells

Cancer stem cells (CSCs) are a subgroup of cells that are involved in tumor tissue as
a subpopulation and are capable of forming tumors and cause treatment resistance.
CSCs, which contribute to tumor heterogeneity, are now considered as one of the
reasons why cancer treatment is not fully successful. It is an attractive issue to target

these cells to increase the efficiency of cancer therapies.

CSCs which have the common features of high telomerase activity and high
migration and invasion capabilities are accepted as the initiator of metastasis. The
fact that chemotherapeutic agents damage healthy tissue and CSCs are resistant to
standard treatment raises the need for new therapeutic targets. BIBR1532, a selective
small molecule inhibitor, enables effective targeting of cancer cells by inhibiting
telomerase. Moreover, recent studies have suggested that telomerase is associated
with epithelial mesenchymal transition (EMT). EMT program, which causes
epithelial cells to acquire a mesenchymal morphology, is known to play a role in
cancer metastasis. The hypothesis of our study is that suppression of telomerase in
breast cancer cells would result in interruption of EMT mechanism. In our study, the
cytotoxicity of telomerase inhibitor BIBR1532 was found in breast cancer cells
MDA-MB-231 and MCF-7, breast cancer stem cells and breast epithelial stem cells
and the effects of the substance on apoptosis were investigated. The effect of
BIBR1532 on the migration rate of cells was examined by wound healing test and
sphere forming capacities were observed with hanging drop test. Finally, the

expression of 84 EMT-related genes was analyzed by real-time gPCR.

The 1Cs values for the MDA-MB-231 and BESCs of the active substance BIBR1532
were calculated as 18.04 and 38.71 pl at 72 hours, respectively. While the apoptotic
effects of the active substance on MDA-MB-231 and MCF-7 cells were not
observed, apoptosis was found in BCSCs and BESCs as 26.5% and 32.2%,
respectively. The effect of the active substance on BESCs was investigated for the

\%



first time and the drug had an apoptotic effect on stem cells. The sphere structures
examined by the hanging drop test which showed that sphere areas were reduced in
stem cells treated with BIBR1532 compared to the control group. In wound healing
assay, we observed that active substance decreased the migration rate of stem cells
more efficiently than cancer cells. The regulation of EMT-related genes in
BIBR1532-treated cell lines indicated that telomerase inhibition affects the EMT
mechanism. The targeted elimination of CSCs by telomerase inhibition in cancer
treatment may limit the mobility and stemness of cancer cells due to the EMT
mechanism. In breast cancer which is correlated with high telomerase activity, it can

be a promising step in preventing metastasis and preventing cancer recurrence.

Keywords; BIBR1532, breast cancer stem cell, telomerase, EMT

VI



Icindekiler

ONSOZ ...vvcvveevet ettt bbbt bbb bbb bbbt bbbt I
(@ =1 SRS 11
ADSTFACT ... \Y
TCINAEKIICT ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt en s VIl
TaBIOIAN DIZINI.....eiiiiiiiicieec e IX
SeKiller DIZINi ...........ooooiiiiiiii X
Kisaltma LASTeSE..........oooviiiiiiiiiic s X1l
R 1 o 1 P PSR 1
1.1. Arastirmanin Problemi..................c..cccooiiiii i 1
1.2, ArastirMANIN SOTUSU .....oooiiiiiiiiieiiiiiiiessiteeesssiieeeesssreeeessbseessansseeessssseeesanssseesssnsees 1
1.3. Arastirmanin Hipotezleri ...................ccoooiiiiiii 2
1.4, Arastirmanin VarsayImIari.............ccccooiiiiiiiiiiiiiin i 2
1.5. Arastirmanin SImrhliKIar: ... 2
1.6. ArastIrMANIN AIMACE ... ..oviiiiiiiiiiiiiiiieessiieeessstieee e s sibeee s s ssbbeeessbbeeeesassseeeeansbeeeessnsees 3
2. GENEI BIGIET ... 4
2.1. Kansere Genel BaKi§................cccoiii i 4
2.2, IMBIME KKANSEIT ..ttt bttt bbb nr e 4
2.3. KOK HUCKE V& TIPIEIT ..ttt s 5
2.3, KaNSEr KOK HUCKESH.....cuiiiiiiieiieieieie e 6
2.4. Meme Kanseri KOK HUCKESI ... 7
2.5, TEIOMEIAZ ...ttt 7
2.5.1. Telomer Yapisi ve Telomeraz Enzimi...............ccccoocoviiiiiiie, 7
2.5.2. Telomer ve Telomeraz Fonksiyonlart ... 9
2.5.3. Telomerazla fliskili Hastaliklar ve Kanser...............c.ccocoevevvieeeeeeeeeeeeeenenenans 9
2.5.4. Telomeraz INhibitorIeri.............cocooveviieiieieiieeceeeee e 10
2.6. BIBR1532 Molekiilii ve Etki Mekanizmasi ................ccocccoiiiiiiiiiiiiinicie 10
2.7. Epitelyal Mezenkimal TranSiZyON .........cccooiieiiiinininieeesese s 11
2.8. Kanser Hiicrelerinde Migrasyon ve Invazyon...............cc.cccocooovvvviivecceennn. 12
2.9. EMT ve Telomeraz THSKISi ..............cccovvveieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 13
3. GEIEG VE YONTEIM ..ottt re e 14
3L HUCKE KUITUIT .. 14
3.1.1. HUcrelerin Pasajlanmasl .............c.ccoiieieiieiieir e seese s see e sre e e e 14



3.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyon).............ccccccooeiniiniinninnnnnens 15

3.1.3. Dondurulmus Hiicrelerin COozilmesi .................c.ccoooiiiiiiiiii e, 16
3.1.4. Hiicre Canlilik Tayini ...........cccoooiiiiiiiiiiiii e 16
3.2. BIBR1532 Etken Maddesinin Hazirlanmasi .................ccoooiiiiniinnin e 17
3.3. HUCre Proliferasyon DENEYI .........cccuiiiiieieiieiienie et 17
3.4, SItOTOKSISITE TESTIENT ... s 18
3.5, APOPLOZ ANGIZI ..o s 18
3.5. 1. ANNEXIN YV YONTEMI ..ottt 18
3.6. MiIQrasSyON DENEYI ...cc.ecueiiieiie ettt et nre e sraenne s 20
3.7. BIBR1532 Uygulanan Hiicre Hatlarinda Asili Damla Deneyi.......................... 20
3.8. Gen EKSPresyonu ANALIZI ... 21
3.8.1. Hiicrelerden RNA IZ0lasyonu ................ccooovvviiirivcecesieeeeeeee e, 21
3.8.2. RNA Miktar ve Safliklarnm OIUmii...............coooovvvvveeeeieeeeeeeeeeeeeeeenenans 22
3.8.3. cDNA (Komplementer DNA) SENTEZI.....ccuoveeiiiieiiieniesiesee e 22
3.8.4. Gercek Zamanlhi PCR YOntemi..............ccccooiiiiiiiiiiiiinee e 23
TN ] [0 U - U USSR 30
4.1. MDA-MB-231, MCF-7, MKKH ve MEKH Hatlarinin Cogaltilmasi .............. 30
4.2. Uygun Hiicre Konsantrasyonunun Hesaplanmasi.................c.cccccoooiiiinnns 32
4.3. BIBR1532'nin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik EtKisi..................c.......... 32
4.3.1. BIBR1532'nin MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik EtKisi ......... 32
4.3.2. BIBR1532'nin MEKH Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik EtKkisi................. 33
4.4. BIBR1532'nin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik EtKisi................c............. 34
4.5. BIBR1532'nin Hiicre Hatlarinda Migrasyon Uzerine EtKiSi............c...coco....... 38

4.6. BIBR1532 Uygulanan ve Kontrol Hiicre Gruplarinda Asilh Damla Deneyi.... 48
4.7. BIBR1532'nin Hiicre Hatlarinda Meydana Getirdigi EMT iliskili Gen

Ekspresyon Degisimlerinin Incelenmesi ..................cc.ccooooevrieicinieiiceieecccen, 95
S0 TAFTISIIA ..ottt b et e e s b e e nnb e nnre e 66
B. SONUG V& ONETIIEE ...ttt ettt 72
7. KAYNAKIAE ... e 73
TeSEKKUT .......oocvviiiieiiiiiieccte ettt Error! Bookmark not defined.
OZEECIMNIS .......cvveecvceece e Error! Bookmark not defined.

VI



Tablolar Dizini

Tablo 1. EMT plakasinda bulunan genler ve tanimlart..........cccccceveveeiiieniiienninennne, 24
Tablo 2. EMT plakast gen dizilimi ........ccooueiiieiiiiiieiiceeseseesee e 29
Tablo 3. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicre hattinda EMT iliskili genlerin
IST RATTEAST ..t e e 56

Tablo 4. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicre hattinda EMT iliskili gen

ekspresyonlarinin deGISIMI.........cvieiieieiiiieiiie et 56
Tablo 5. BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda EMT iligkili genlerin 1s1
ATTEAST ..ttt ettt ettt e st et e e b e e e be e nan e beeanreene e 59

Tablo 6. BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda EMT iliskili gen

eksSpresyonlarinin deGISIMI.........cuueeiiueieiiiieiiie et 59
Tablo 7. BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde EMT iliskili genlerin 1s1 haritast ..... 62
Tablo 8. BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde EMT iligkili gen ekspresyonlarinin
41T o4 D 1 o PP 62
Tablo 9. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde EMT iligkili genlerin 1s1 haritasi ..... 65

Tablo 10. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde EMT iliskili gen ekspresyonlarinin
4 (T4 T U1 o LSO P PSPPSR 65



Sekiller Dizini

Sekil 1. Hiicre hatlarinin 10x biiyiitmede inverted mikroskop goriintiileri A) MDA-
MB-231, B) MCF-7, C) MKKH, D) MEKH ......cccoooiiiiiiiiieee e 31
Sekil 2. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 72. saatte canlilik/doz

Lo o PP PP TP 33
Sekil 3. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde 72. saatte canlilik/doz grafigi ........... 34
Sekil 4. BIBR1532 etken maddesinin MDA-MB-231 hiicreleri lizerindeki apoptotik
BEKIST .ttt 35
Sekil 5. BIBR1532 etken maddesinin MCF-7 hicreleri Gzerindeki apoptotik etkisi 36
Sekil 6. BIBR1532 etken maddesinin MKKH'leri iizerindeki apoptotik etkisi.......... 37
Sekil 7. BIBR1532 etken maddesinin MEKH'leri iizerindeki apoptotik etkisi.......... 37
Sekil 8. Etken madde uygulanmayan MDA-MB-231 hicrelerinde 0., 4., 24., 48.
saatlerde migrasyon @NAIZI.........ccoieiieiiiie e 39
Sekil 9. BIBR1532 etken maddesi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 0., 4., 24.,
48. saatlerde Migrasyon @NAliZi..........cccovevueiieieeieiiee e 40

Sekil 10. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MDA-MB-231
hiicrelerinde 4., 24., 48. saatlerde yara kapanma oranlari.............cccoceviriinieninnnnn. 40

Sekil 11. Etken madde uygulanmayan MCF-7 hiicrelerinde 0., 4., 24., 48. saatlerde

MIGraSYON ANANIZIE ....ccveevieieieiice et re e 41
Sekil 12. BIBR1532 etken maddesi uygulanan MCF-7 hicrelerinde 0., 4., 24., 48.
saatlerde migrasyon @NANIZI.........ccoieeiiiiiiii e 42

Sekil 13. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MCF-7
hiicrelerinde 4., 24., 48. saatlerde yara kapanma oranlari...........ccccceevveriiieniiieniinnens 42
Sekil 14. Etken madde uygulanmayan MKKH'lerinde 0., 4., 24., 48. saatlerde
MIGraSYON ANANIZE ...coviiiiiiiieiieie et 43
Sekil 15. BIBR1532 etken maddesi uygulanan MKKH'lerinde 0., 4., 24., 48.
saatlerde migrasyon @NaliZi.........cccouveiieieieii e 44
Sekil 16. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MKKH'lerinde 4.,
24., 48. saatlerde yara kapanma oranlari............cccoceiiiiiiiininicse e 44
Sekil 17. Etken madde uygulanmayan MEKH'lerinde 0., 4., 24., 48. saatlerde
MIGraSYON ANANIZIE ....ccveeieiiecieee ettt nre e re e e 45
Sekil 18. BIBRI1532 etken maddesi uygulanan MEKH'lerinde 0., 4., 24., 48.

saatlerde migrasyon @NAIZI.........ccoieeiiiiiiie e 46



Sekil 19. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MEKH'lerinde 4.,
24., 48. saatlerde yara kapanma oranlari..........c.cccoceeiieiiienii e 46
Sekil 20. Etken madde uygulanmayan kontrol hiicre gruplarinda 24. ve 48. saatlerde
yara kapanma oranlarinin kargilagtirtlmast ..........ccocovviiiiiiiiiiic e 47
Sekil 21. BIBR1532 uygulanan hiicre gruplarinda 24. ve 48. saatlerde yara kapanma
oranlarinin Karsilastirtimast...........ceeiiiiiiii i 47
Sekil 22. BIBR1532 etken maddesinin MDA-MB-231 hiicreleri Uzerindeki etkisinin
asilt damla deneyi ile INCEIENMESI........viiviiiiiiiiiiiei e 49
Sekil 23. BIBR1532 etken maddesinin MCF-7 hiicreleri tlizerindeki etkisinin asili
damla deneyi il INCEIENMEST .........ccveiieie e 50
Sekil 24. BIBR1532 etken maddesinin MKKH'leri tizerindeki etkisinin asili damla
deneyi 118 INCEIBNMES ......cviiie i 51
Sekil 25. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MKKH'lerinde
olusan sphere alanlarinin karsilagtirtlmast .........cccovvvveiiiiiii i 52
Sekil 26. BIBR1532 etken maddesinin MEKH'leri iizerindeki etkisinin asili damla
deneyi 118 INCEIBNMES .....coviiii i 53
Sekil 27. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MEKH'lerinde
olusan sphere alanlarinin karsilagtirtlmast ..........cccoocviiiii i 54
Sekil 28. MKKH ve MEKH'lerinin 10 giin sonunda kontrol ve doz gruplarindaki
sphere alan degisiminin kargilastirtlmast ..........ccooeiiiiiiiiiiese e 54
Sekil 29. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicre hattinda EMT iliskili genlerin
ClUSTErgram ANAKIZIE .......ocvveieiie e 55
Sekil 30. BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda EMT iligkili genlerin
ClUSTErgram ANAKIZE .......oouieiiiie e 58
Sekil 31. BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde EMT iliskili genlerin clustergram
ANANIZE oo 61
Sekil 32. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde EMT iligkili genlerin clustergram
ANANIZE ..o s 64

Xl



Kisaltma Listesi

ALDH : Aldehid dehidrogenaz

AML : Akut Myeloid Lésemi
Apaf-1: Apoptoz aktive edici faktori
BRCAL: Meme kanseri geni 1
BRCAZ2: Meme kanseri geni 2

°C: Santigrat

dk: Dakika

DMSO: Dimetilsilfoksit

DNA: Deoksiribontkleik asit

ER: Ostrojen reseptori

FBS: Fotal sigir serumu

FDA: Amerikan Gida ve ilag Dairesi
FITC: Floresein izotiyosiyanat

gr: Gram

HER2: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii
hTERT: Insan Telomeraz Ters Transkriptaz
ICso : Inhibitér Konsantrasyon Orani
ICM : i¢ Hiicre Kiitlesi

kDa: kilodalton

KKH: Kanser kok hiicreleri

Log: Logaritma

MACS : Manyetik aktif hiicre ayirma
MKKH: Meme kanser kok hiicreleri

MEKH: Meme epitel kok htcreleri

Xl



mM:  Milimolar

nm: Nanometre

nM: Nanomolar

PBS: Fosfat buffer saline

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
P1: Propidium lodide

POT1: Telomerlerin korunmasi-1
PR: Progesteron hormon reseptoru

PS: Fosfatidilserin

RAP1: Maya telomerik proteini Rap1'in insan homologu

Rap1l: Ras iliskili protein 1

rpm: Dakikada devir sayisi

RT-gPCR: Gergek zamanl kantitatif PCR
TERC: Telomeraz RNA Bileseni

TIN2: TRF1 ile etkilesen protein 2

TNF: Tumor nekroz faktoru

TPP1: Tripeptidyl peptidaz 1

TRF1: Telomer tekrar faktori-1

TRF2: Telomer tekrar faktori-2

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

WST-1: Suda ¢6ziinebilen tetrazolyum tuzu
ul: Mikrolitre

puM:  Mikromolar

X1



1. Giris

1.1. Arastirmanmin Problemi

Diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen meme kanseri, her yil binlerce insanin
6liimiine neden olmaktadir. Tedavilerin yetersizligi ve yan etkileri, hastaligin niiksii
ve metastaz halen kanserin dntine gecilmesini engelleyen etmenlerdir.

Timor igerisinde kendini yenileyip farklilasabilen, tedaviye diren¢ gosteren ve
invazyon kabiliyeti yiiksek bir alt grup bulunmaktadir. KKH'si denen bu hiicrelerin,
tiimoriin bliylimesine, kanserin niiksiline, ila¢g direnci ve metastaza neden oldugu
savunulmaktadir. Tk kez 2003 yilinda kesfedilen MKKH'leri, CD44", CD24" yiizey
antijenleri ile yiksek invazyon, migrasyon ve proliferasyon kapasitesiyle
karakterizedir. Wnt, Notch gibi kokliiliik ve farklilagma ile iliskili sinyal yolaklarinin
yaninda SOX2, c-MYC gibi kok hiicre iliskili transkripsiyon faktorleri
MKKH'lerinde aktif bir rol oynamaktadir. Meme kanseri tedavisindeki en biiyiik
engellerden biri MKKH'lerinin neden oldugu diisiiniilen metastazdir. Metastaz
hastaligin tedavisini zorlastirmakta, ¢oklu ilag direnci gelisimine yer hazirlamaktadir.
EMT mekanizmasi, meme kanseri hiicrelerinin metastatik 6zellikler kazanmalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. MKKH'lerinin EMT ile migrasyon ve invazyon
kabiliyetlerini arttirarak farkli dokulara gdcebildigi vurgulanmaktadir. Bunun
yaninda, EMT mekanizmasinin hiicrelerin kokliilik 6zelliklerine katkida bulundugu

diistiniilmektedir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Kanser hiicrelerinde yiiksek oranda aktif oldugu bilinen telomeraz, terapdtik bir
hedef haline gelmistir. hTERT aktif bdlgesinin inhibisyonuyla telomeraz aktivitesini
durduran BIBR1532 spesifik bir molekildir. Meme kanseri hiicrelerinde etkili
oldugu onceki caligmalarda bildirilen molekiiliin yan etkilerinin azhgi,
BIBR1532'nin  6nemli Ozelliklerinden  biridir.  Yapilan ¢alismalar, EMT
mekanizmasiyla telomeraz aktivitesi arasinda bir iliski olduguna isaret etmekte,
yiiksek telomeraz aktivitesinin EMT programint baglatict bir etkisinin oldugunu
savunulmaktadir. Yiiksek telomeraz aktivitesine sahip ve migrasyon, invazyon
yetenekleri gelismis bu hiicrelerin KKH 06zellikleri tasidigi distlintilmektedir.
Bununla beraber, meme kanserinde telomeraz aktivitesinin durdurulmasi ile EMT

mekanizmasi arasindaki iligkiyi ortaya koyan bir ¢alisma yoktur.



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, telomeraz inhibitérii BIBR1532'nin MDA-MB-
231 ve MEKH'leri Uzerindeki sitotoksik etkisi WST-1 testiyle belirlenecektir. Etken
maddenin 4 hiicre hatt1 {izerindeki olasi apoptotik etkileri Annexin V testiyle
arastirilacaktir. Etken maddenin hiicreler iizerindeki sphere olusturma kapasitesine
etkisi asili damla deneyi ile gozlemlenecektir. BIBR1532'nin hiicrelerin migrasyon
yetenekleri {izerindeki olasi etkisi yara iyilesme deneyiyle incelenecek, EMT
mekanizmasiyla iligkili genlerin ekspresyonlari ise ger¢cek zamanli qPCR yontemiyle
kontrol grubuyla karsilastirilarak analiz edilecektir. Caligmamizda, telomeraz
aktivitesinin yiiksek oldugu bilinen meme kanseri ve meme kanseri kok hiicrelerinde,
telomeraz inhibisyonunun hiicrelerin migrasyon yeteneklerini etkileyecegini ve EMT

mekanizmasini diizenleyecegini diistinmekteyiz.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Etken madde uygulanan hiicrelerde EMT iligkili genlerin regiile olmasi, telomeraz
inhibisyonunun EMT mekanizmasiyla iliskili oldugunu gdosterecektir. Yiiksek
telomeraz aktivitesinin hiicrelere hareket ve baska dokulara gd¢ etme potansiyeli
kazandirabilecegini bilindiginden, telomeraz inhibisyonunun hiicrelerin hareket

kabiliyetlerini azaltacagini1 varsaymaktayiz.

1.5. Arastirmanin Simirhhiklari

Calismamizda kullanilan hiicrelerin iki boyutlu hiicre kiiltiirii ortaminda g¢ogaltilmasi
ve ileri asama deneylerin iki boyutlu hiicre kiiltiirlinde yetisen hiicrelerle
gerceklestirilmesi  aragtirmamizin  sinirlanirmi  olusturmaktadir zira aktif EMT
mekanizmas1 sonucunda hareket yetenegi kazanarak baska bolgelere gocen

hiicrelerin gézlemlenmesi miimkiin olmayacaktir.



1.6. Arastirmanin Amaci

Calismamizin amaci meme kanseri hiicreleri tizerinde BIBR1532 etken maddesini
kullanarak telomeraz aktivitesini inhibe etmek ve telomeraz inhibisyonunun
hiicrelerdeki EMT mekanizmasiyla iliskisini gen ekspresyonu diizeyinde

aragtirmaktir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Kansere Genel Bakis

Kanser, 2018 yilinda diinya genelinde 9.6 milyon insanin 6liimiine yol acan tehlikeli
bir hastaliktir. Amerika'daki 6liim nedenlerinde ikinci sirada yer alan ve insidansi her
gecen yil artan kanserin, erkeklerde goriilme sikliginin kadinlara gore daha yiiksek
oldugu belirtilmektedir. 2012 verilerine goére yeni kanser vakalarinin %357'si
gelismemis tilkelerde goriiliirken, kansere bagli oliimlerin %65'i yine bu iilkelerde
gerceklesmistir(World Health Organization, 2018). 2018 yilinda diinyada 2.1 milyon
yeni vaka ile basi ¢ceken akciger kanserini 2 milyon yeni vakayla meme kanseri takip
etmektedir. Sirasiyla kolon, prostat ve mide kanseri en ¢ok goriilen kanser tipleridir.
Bununla beraber, akciger kanseri 1.76 milyon insanin dliimiine yol agmis, kolon (862
000 6lim), mide (783 000 6lim) ve meme kanseri (627 000 6lim) ise 6ltmle

sonuglanan kanser tiirlerinde basi ¢gekmistir(WHO, 2018).

Mutasyonlar sonucu protoonkogenlerin onkogenlere doniismesi ve timor baskilayici
genlerin iglevini yitirmesi, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde g¢ogalmalarina neden
olarak kansere sebebiyet vermektedir. Hayatta kalma mekanizmalarinin yiiksek
oranda aktif oldugu kanser hiicreleri, sartlar biiylimelerini engelleyecek kadar
yetersiz oldugunda baska dokulara go¢ edip metastaza neden olmaktadir. Kansere
bagli Oliimlerin en Onemli sebebi kabul edilen tiimér metastazi, hastalar ve
klinisyenler i¢in tedavi siirecinde zorluk ¢ikarmaktadir(Gupta ve Massague, 2006;
Tabassum ve Polyak, 2015).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri olgularinin biiylik bir ¢cogunlugu karsinomdur. Epitel hiicrelerinden
koken alan kanser tipi olan karsinom, komsu dokulara yayilma 6zelligi gosteriyorsa
invaziv meme kanseri olarak adlandirilir. In situ meme kanseri cevre dokulara
yayilmamaktadir. Klinikte en ¢ok karsilasilan meme kanseri tiiri kanserin bagladigi
bolgeden adini alan invaziv duktal karsinomdur. Duktal karsinoma in situ, lobdler
karsinoma in situ, invaziv lobiiler karsinom ve inflamatuvar meme kanseri en sik

goriilen diger tiplerdir(American Cancer Society, 2017).

Invaziv meme kanseri, molekiiler olarak Ostrojen reseptdrii pozitif (ER+),

progesteron reseptoru pozitif (PR+), HER2 pozitif ve gli (triple) negatif meme
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kanseri olarak dort ana tip altinda incelenmektedir. ER+ ve PR+ meme kanseri tipleri
hormon tedavisine cevap verebilen grubu olusturmakta, liclii negatif alt tipi ise
hormon tedavisine cevap vermeyen ve bir hayli invaziv olan meme kanseri
tiradar(American Cancer Society, 2011; Cancer Genome Atlas Network ve ark.,
2012). istatistikler, BRCA1 geninde meydana gelen mutasyonlarin meme kanseri
riskini %72 arttirdigini, BRCA2 genlerinde goriilen mutasyonlarin ise riski %69'a
kadar arttirabildigini gostermektedir(American Cancer Society, 2011).

2.3. Kok Hucre ve Tipleri

Mitozla ¢ogalma, kendini yenileme, bagka hiicre tiplerine farklilagma ve doku
onarimi gibi yetenekleri ile 6ne ¢ikan kok hiicrelerin ilk tanimi, 19. yiizyil sonunda
evrim bilimci ve zoolog Ernst Haeckel tarafinda yapilmistir. Daha sonra Kok
hiicrelerin embriyonik gelisim donemindeki 6neminin August Weismann tarafindan
kesfedilmesiyle, = kok  hiicre  biyolojisini  aydinlatma  ¢aligmalar1  hiz

kazanmigtir(Ramalho-Santos ve Willenbring, 2007).

Kok hicreler elde edildikleri kaynaklara gére embriyonik ve embriyonik olmayan
kok hiicreler olarak ikiye ayrilir. Embriyonik kok hiicreler i¢ hiicre kitlesinden (Inner
Cell Mass-ICM) izole edilir ve endoderm, mezoderm ve ektodermi olusturan
hiicrelere farklilasma kabiliyetine sahiptirler. Embriyonik olmayan kok hucreler ise
eriskin, kordon kani, fetal ve uyarilmis kok hiicreler olarak gruplandirilir(Brien-ball
ve Biddle, 2017). Kok hiicrelerin diger hiicrelere farklilagsma kabiliyeti potens olarak
adlandirilir. Farklilagsma kapasitelerine gore ise kok hiicreler totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent ve unipotent olarak bes gruba ayrilmaktadir(Morgani ve
Brickman, 2014).

Embriyonik ve ekstraembriyonik hiicrelere farklilasma yetenegine sahip totipotent
kok hiicreler sadece zigot ve blastomer asamasma kadar boliinen hiicrelerden
olugmaktadir. Dolayisiyla totipotent kok hiicreler eksiksiz olarak bir canliyi
olusturma yetenegine sahiptir. Embriyonik kok hiicreler, 200'den fazla hiicreye
doniisebilme kapasitesiyle pluripotent kok hiicreleri olustururlar. ilk kez deri
hiicrelerinin yeniden programlanmasiyla olusturulan uyarilmis kok hiicreler de
pluripotent kok hiicre grubuna girer. Multipotent kok hiicreler ise sadece yakindan
iliskili olduklar1 hiicre tiplerine farklilagabilir. Mezenkimal kok hiicreler ve
hematopoetik kok hicreler, multipotent 6zelliktedir. Unipotent hiicreler ise sadece
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bir hiicre grubuna doniisebilen kok hiicreleri olusturmaktadir(Brien-ball ve Biddle,
2017; Morgani ve Brickman, 2014).

2.3. Kanser Kok Hucresi

[k olarak Bonnet ve Dick tarafindan 1997 yilinda Akut Myeloid Losemi (AML)
hicrelerinin bir alt popilasyonundan izole edilen kanser kok hucreleri (KKH),
normal kok hiicreler gibi kendini yenileme ve farklilasma kabiliyetine sahiptir.
Kanser baglatan hiicre olarak da bilinen KKH'lerinin terapi direncinde énemli bir rol
oynadig1 vurgulanirken, yiiksek migrasyon ve invazyon yetenekleriyle birlikte

metastaza neden olduklari diistiniilmektedir(Nandy ve Lakshmanaswamy, 2017).

Genetik ve epigenetik degisimler sonucu tiimor heterojenitesine neden oldugu birgok

kanser tipinde gosterilmistir(Fulawka, Donizy, ve Halon, 2014).

Kanser tiirtine gore farklilik gosteren KKH'lerinin tespiti ve izolasyonu spesifik
yilizey belirtecleri kullanilarak akis sitometrisi, sphere formation, manyetik aktif
hiicre ayirma (MACS) ve ksenotransplantasyon yontemleriyle
gerceklestirilmektedir(Clevers, 2017; Clevers, 2011). Calismalarda CD44, CD133,
CD166, EpCAM gibi yiizey ve aldehid dehidrojenaz (ALDH) gibi sitozolik KKH
belirteclerine yer verilmekle birlikte, heniiz tim KKH'leri kapsayan bir belirteg
bulunamamistir(Clevers, 2011).

Kanser kok hucrelerinin kemoterapi ve radyoterapi gibi konvansiyonel tedavi
yontemlerine direngli olusu, KKH'lerinde DNA tamir mekanizmalarinin son derece
aktif olusu, ABC tasiyict proteinleri kodlayan genlerin asir1 ekspresyonu ve
hiicrelerin ~ uygun  olmayan c¢evre kosullarina  adapte  olabilmesiyle
aciklanmaktadir(Batlle ve Clevers, 2017). Migrasyon ve invazyon yeteneklerine
sahip olan KKH'lerin intravazasyon ve ekstravazasyon gibi metastazin basamaklarini
olusturan fenomenlerin gerceklesmesinde avantajli olduklari belirtilmekte, kanser
tedavisinde en biiyiik engellerden birini olusturan metastazin KKH'leri hedefleyen
tedavi yontemleriyle engellenebilecegi diistiniilmektedir(Yoshida ve Saya, 2016).
Telomeraz enziminin asir1 aktivasyonu, apoptozdan kagis ve hipoksik mikrogevreye

uyum gibi fenomenler KKH'leriyle karakterize edilmistir(Lipinska ve ark., 2017).



2.4. Meme Kanseri Kok Hucresi

Asimetrik olarak bdliiniip ¢ogalan ve tiimor dokusunda heterojeniteye neden olan
KKH'lerin kanser relapsina neden oldugu diisiiniilmektedir. Al-Hajj ve arkadaslar
tarafinda 2003 yilinda spesifik CD44 pozitif CD24 negatif yuzey belirtecleriyle
karakterize edilen meme kanseri kok hucrelerinin  (MKKH), immiin sistemi
baskilanmis farelerde timor olusturabildigi gozlenmistir(Al-Hajj, 2003). Kendini
yenileme ve farklilasma yetenegine sahip MKKH'lerinde ALDH pozitif fenotipin

tiimorojenik 6zelliginin ¢ok fazla oldugu vurgulanmaktadir(Luo ve ark., 2015).

Bir transmembran glikoproteini olan CD44 reseptor, hiicre iskeleti proteinleri ve
hiicre hareketini etkileyen proteinlerin gen ekspresyonlarini degistiren 6nemli bir
sinyal molekdlidur(Yoshida ve Saya, 2016). CD44 ve izoformlarmmin meme
kanserinin yaninda kolon ve karaciger gibi kanser tiirlerinde tek basina veya diger
yiizey belirtegleriyle kullanilmasi KKH'lerin tanimlanmasinda giivenilir bir kaynak

olusturmaktadir(Phillips, McBride, ve Pajonk, 2006; Yoshida ve Saya, 2016).

Saglikli kok hiicrelerinde embriyogenez sirasinda aktif olan Wnt, Notch, Hedgehog
gibi sinyal yolaklarmin ve TGF-B, VEGF gibi reseptor kinazlarin aktivasyonu,
MKKH'lerinin kokltluk 6zellikleriyle, invazyon ve migrasyon gibi metastaza neden
olabilen hareket yeteneklerini gelistirmektedir(Batlle ve Clevers, 2017; Koury,
Zhong, ve Hao, 2017). Bununla beraber, MKKH'lerinin kemoterapi sirasinda
proliferasyonu durdurup, sessiz (quicescent) kalmalarinda ve daha sonra tiimor
relapsina neden olmalarinda TGF- B molekiiliiniin 6enmli bir rolii oldugu
savunulmaktadir(Batlle ve Clevers, 2017). Meme kanseri olgularinda, o6liimlerin
genellikle baska dokulara metastaz sonucu gerg¢eklesmesi, MKKH'leri ve metastaz

biyolojisi arasindaki iliskinin daha iyi anlagilmasin1 6nemli kilmaktadir.

2.5. Telomeraz
2.5.1. Telomer Yapisi ve Telomeraz Enzimi

Insan kromozomlar: telomer adi verilen guanince zengin 5'-TTAGGG-3’ baz
tekrarlarindan olusan ve kromozomlar1 ugtan uca flizyonlardan ve bozunmalardan
koruyan dizilerdir. DNA polimeraz enzimleri DNA'y1 sentezlemeye baslamak ig¢in

RNA primere ihtiya¢ duydugundan ve sentez asamasi zincirin sonuna kadar



gerceklesemediginden, kromozom uglarindaki telomer dizilerinde kayiplar olur(de

Lange ve ark., 1990).

Telomeraz enzimi evrimsel olarak korunmus TERT alt birimi ve TERC adi1 verilen
RNA komponentinden olusmaktadir. Telomeraz, kromozom uglarindaki telomerlerin

sentezinden sorumlu olan bir riboniikleoprotein polimerazidir(Cairney ve Keith,

2008).

Insan genomunda uzunlugu yaklasik 37 kb olan hTERT geni, bir kopya olarak 5.
kromozomun p kolunda bulunmaktadir (5p15.33)(Bryce ve ark., 2000). Yapilan
caligmalar, 127 kDa agirligindaki TERT proteininin DNA ve RNA baglanma
bolgelerini barindiran uzun bir N terminal ucu, merkezdeki katalitik ters transkriptaz
bolgesi ve kisa bir C terminal ucunu meydana getiren ii¢ ana yapisal boliimden

olustugunu vurgulamaktadir(Gomez ve ark., 2012).

Telomerazin RNA komponentini olusturan TERC ise insan genomunda 3.
kromozomun g kolunda (3g26) tek kopya olarak bulunmaktadir. RNA molekiiliiniin
telomeraz aktivitesi i¢in gerekli oldugu bilinmekle birlikte, telomeraz aktvitesi i¢in

kisitlayici olmadigi savunulmaktadir(Cairney ve Keith, 2008).

Bircok Okaryotta telomerleri korumakla gorevli olan shelterin kompleksi, ayni
zamanda telomeraz regilasyonundan sorumlu olan bir protein kompleksidir.
Telomerin 300 baz cifti iceren tek zincirli kismu telomer-loop (T-loop) bélgesini
olusturmakta ve diigime benzeyen bu yap1 telomerin stabilizasyonunu
saglamaktadir. T-loop organizasyonunda bulunan telomer tekrar faktori-1 ve 2
(TRF1, TRF2), telomer koruyucu 1 (POT1), TRF1 etkilesimli protein 2 (TIN2),
organizasyon proteini (TPP1), Rapl maya telomerik proteininin homologu (RAP1)
shelterin kompleksini olusturmaktadir. Shelterin kompleksi kaybinin, tamir
mekanizmalarim1 ve apoptozu uyarabildigi bilinmektedir(Gomez ve ark., 2012;
Martinez ve Blasco, 2011).

Shelterin kompleksi elemanlarindan RAP1'in subtelomerik gen susturma ve
transkripsiyonel regiilasyonun yaninda niikleer faktor-xB (NF-kB) yolaginin
modiilasyonunda gorev aldigi bildirilmistir(Teo ve ark., 2010). Telomerazin ve
telomeraz aktivitesini etkileyen faktorlerin hedeflenmesi kanser tedavisinde ilgi
cekici bir konudur. Telomerlerin organizasyonundan sorumlu protein TPP1'i

hedefleyen ilaglarin, telomeraz aktivitesini durdurarak telomerlerin uzamasini
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engelleyerek  kanser  hicrelerinin ~ anormal  bdoliinmesini  engelleyecegi

diistiniilmektedir(Gomez ve ark., 2012).

2.5.2. Telomer ve Telomeraz Fonksiyonlari

Normal insan somatik hticrelerinde telomeraz aktivitesinin diisiik veya saptanamaz
olusu, hiicrelerin yaslanmasiyla birlikte hiicre dongiisiiniin pS3 ve Rb gibi timor
supresorlerin  sinyalleriyle durdurulmasi ve hiicrelerin apoptoza gitmesiyle
sonuglanir(Leach, 1998). Telomerazin deregiilasyonu ise hiicresel oliimsiizlik ve
onkogenezle iliskilendirilmistir. Telomer boyunun asiri kisalmasiyla krize giren
hiicreler, genetik kararsizlik igerisindedir. Kanser hiicrelerinde telomerazin
aktivasyonu, kriz noktasini asabilen hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmalarini
saglamaktadir. Bu sebeple, telomeraz aktivasyonu hiicrelerin Gliimsiizlesmesini

saglayan kritik bir adim olarak kabul edilmektedir(Saretzki, 2014).

Kok hucrelerin ve kanser hucrelerinin uzun sdreli proliferasyon kapasitelerini
korumada ve normal doku yenilenmesinde ¢ok 6nemli oldugu bilinen telomerazin,
telomer uzunlugu regiilasyonundan farkli fonksiyonlarinin da bulundugu
vurgulanmaktadir(Gomez ve ark., 2012). Wnt sinyal yolaginda transkripsiyonel
diizenleyici olarak gorev yapan TERT, ayrica -katenin transkripsiyonel kompleksi
icin kofaktor gorevi gormektedir(Park ve ark., 2009).

Calismalarda, apoptozun telomer boyutundan bagimsiz regiilasyonunda telomerazin
bir fonksiyonu oldugu, TERT' yapisinda mitokondriyal lokalizasyon sinyali
bulundugu ve TERT'in mitokondri i¢inde aktif oldugu savunulmaktadir. Bununla
beraber, oksidatif hasar karsisinda telomerazin  mitokondriyal DNA'y1
duyarhlastirdigni  vurgulanmaktadir(Cong ve Shay, 2008). TERT ekspresyonun
azalmas1 BAX proteinini aktive ederek mitokondri Uzerinden apoptozu induklerken,

TERT'in asir1 ekspresyonu apoptozu baskilamaktadir(Martinez ve Blasco, 2011).

2.5.3. Telomerazla iliskili Hastahklar ve Kanser

Telomeraz aktivitesiyle iligkilendirilen ilk hastalik diskeratozis konjenital ad1 verilen
nadir ve multi sistemik bir hastaliktir. Genellikle ¢ocuklarda goriilen bu hastaligin
abnormal deri pigmentasyonu ve oral 16koplaki gibi semptomlarinin yaninda,
gelisimsel gecikmeler ve organ iflas1 gibi hastanin hayatini tehlikeye sokan siiregler

yasanabilmektedir(Nishio ve Kojima, 2010). Telomeraz aktivite bozukluguyla iliskili
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diger 6nemli hastaliklar klinikte Hoyeraal-Hreidarsson sendromu, aplastik anemi ve

pulmoner fibroz olarak belirtilmektedir(Gomez ve ark., 2012).

Normal yaslanma kosullarinda telomeraz aktivitesinin goriilmemesiyle korele olarak
her bir hiicre boliinmesiyle kisalan telomerlerin hiicresel senesense neden oldugu
bilinmektedir(Gomez ve ark., 2012). Meme kanseri, kolorektal karsinom ve l6semi
gibi malignitelerde gozlenen telomer kisalmasinin onkogenezde rol oynadigi
diisiiniilmekte; telomer kisalmasina bagl olarak, primer insan tiimorlerinin yaklasik

yiizde doksaninda telomeraz aktivitesinin arttig1 savunulmaktadir(Saretzki, 2014).

2.5.4. Telomeraz inhibitorleri

Sagliklt somatik ve kok hiicrelere gore daha kisa fakat kritik noktaya ulagsmamis
telomerlere sahip hizla ¢ogalan kanser hiicrelerini telomeraz inhibitorleriyle elimine
etmenin avantajh oldugu bilinmektedir(Pascolo ve ark., 2002; Puri ve Girard, 2013;
Roth, Harley, ve Baerlocher, 2010). Saglikli ve kanser hiicreleri arasindaki telomer
boyu ve telomeraz aktivitesi farki dolayisiyla terapotikler kanser hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gosterirken, ajanlarin saglikli hiicrelerdeki etkisi minimal
dizeydedir(Gomez ve ark., 2012; Puri ve Girard, 2013). Giinlimiizde, telomerazi
inhibe etme amaciyla tasarlanan, direkt olarak telomerazin enzimatik aktivitesini
engelleyen molekiiller ve aktif immiinoterapi yontemleri klinik faz asamasina
ulagsmigken; gen terapi yontemleri ve telomeraz biogenezini bloke ederek enzim
aktivitesini durdurma amacindaki c¢alismalar ise klinik Oncesi asamalarda takili
kalmistir(Martinez ve Blasco, 2011). En ¢ok ¢alisilan telomeraz inhibitorii olan
GRN163L (imetelstat), telomeraz ve telomerik DNA etkilesimini bloklayarak enzim
aktivitesini inhibe etmektedir(Réth ve ark., 2010). Solid tlmorlerde ikinci Kklinik
fazda beklenen yeterliligi gosterememis olsa da, myeloproliferatif neoplazilerdeki
basarisi ajanin faz ii¢ ¢alismalara gegmesini saglamistir(Arndt ve MacKenzie, 2016).
Calismalara konu olan bir diger telomeraz inhibitorii BIBR1532 ise rekabetei

olmayan ve spesifik inhibisyon yetenegiyle bilinmektedir(Biray Avci ve ark., 2018).

2.6. BIBR1532 Molektli ve Etki Mekanizmasi

Molekdler formlli C;1H17NO3 , molekiiler agirligi 331.36 g/mol olan sentetik
molekiil BIBR1532, segici bir dogal ve rekombinant telomeraz inhibitoriidiir(Bolton,
Wang, Thiessen, ve Bryant, 2008). Calismalar, BIBR1532'nin rekabetsiz bir
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telomeraz inhibitorii oldugunu, deoksiriboniikleotidler ve DNA primerine farkl
noktalardan baglanabildigini gostermektedir. HIV1 ters transkriptaz inhibitorleriyle
benzerlik gosteren BIBR1532 direkt olarak telomerazin aktif bilesenlerinden
hTERT'i hedefler(Pascolo ve ark., 2002).

BIBR1532'nin etki mekanizmasini reaksiyon lriinlerini inhibe etmesiyle agiklayan
aragtirmacilar, inhibitoériin genel anlamda TTAGGG tekrar sayisi artisini
engelledigini, dolayisiyla enzim - DNA substrat kompleksi translokasyonunu

etkiledigini savunmaktadir(Pascolo ve ark., 2002).

2.7. Epitelyal Mezenkimal Transizyon

Epitelyal mezenkimal transizyon (EMT), epitel hicrelerin birgok morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler sonucunda mezenkimal bir morfoloji kazanmalarina
neden olan gelisimsel bir strectir. EMT sonucunda mezenkimal bir fenotip kazanan
hiicreler, gelisim siirecinde organizmanin farkli bdlgelerine go¢ ederek bu bolgelerde
yeni doku olusturabilmek igin hareketli bir yap1 kazanirlar(Radisky ve LaBarge,
2008).

EMT mekanizmasi {i¢ alt tip olarak incelenmektedir. Tip 1 EMT, embriyonik gelisim
stirecinde mezoderm, endoderm dokularinin olusumunda gorevliyken, tip 2 EMT
yara iyilesmesi ve doku tamirinde etkilidir(Banyard ve Bielenberg, 2016). Tip 3
EMT ise kanser hiicrelerinin hareketliligini ve invazyon yetenegini etkileyen,
onkogen ve tiimor supresorlere bagimli olarak ¢alisan mekanizmadir(Kusoglu ve

Biray Avci, 2019).

Yapilan calismalar, EMT ve KKH plastisitesi arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu
savunmaktadir. KKH'lerinin EMT sonucunda migrasyon yetenegi kazanarak
metastaza neden oldugu diistiniilmekte, ayn1 zamanda EMT'nin hiicrelerin kokliiliik

durumunu etkiledigi belirtilmektedir(Pastushenko ve ark., 2018).

EMT'nin molekiiler mekanizmasi indiikleyiciler, regiilatorler ve effektorler olmak
lizere ii¢ kategori altinda incelenmektedir. Indiikleyiciler, tiimdr oksijensiz ve
besinsiz kaldiginda doniisiimiin baslangi¢ sinyalini veren molekullerdir(Banyard ve
Bielenberg, 2016). Baslica EMT indikleyicisi TGF-p kabul edilmekle birlikte,
VEGF, IGF molekillerinin ve Wnt, Notch gibi kok hiicrelerin molekiler biyolosinde

rol alan yolaklarin da EMT mekanizmasini harekete gegirdigi bilinmektedir(Jiang,
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Tang, ve Liang, 2011). EMT regiilatorleri ise baslangi¢ sinyali verilen hiicrelerdeki
gen ekspresyon degisimlerinden sorumlu olan EMT transkripsiyon faktorlerinden
(EMT-TF) olugmaktadir. Twist, Snail, Slug ve Zeb transkripsiyon faktdrii ailelerinin
baglica EMT-TF'leri kapsadigi, bu TF'lerin hiicre morfolojisini dogrudan veya
dolayli olarak etkiledigi vurgulanmaktadir(Banyard ve Bielenberg, 2016; Craene ve
Berx, 2013). EMT regiilatorlerinin ise hiicre iskeletinde farklilasmaya neden olan ve
hlcrenin migrasyon yetenegini arttirabilen proteinlerdeki degisikliklerden olustugu
bilinmektedir. Epitelyal kaderinin (E-kaderin) ekspresyonun azalmasi mezenkimal
bir fenotipe isaret ederken, matriks metalloproteinazlarinda (MMP) ekspresyon artig1
hiicrenin invazyon yetenegini pozitif olarak etkilemektedir(Banyard ve Bielenberg,
2016; Shibue ve Weinberg, 2017).

2.8. Kanser Hiicrelerinde Migrasyon ve invazyon

Hiicreler aras1 adezyon molekiillerini kaybeden malign hiicrelerin motilite kazanarak
timor odagindan ayrilip ¢evredeki dokulara sigrayabilmesi EMT mekanizmasiyla
yakindan iliskilidir. Molekuler ve hicresel alterasyonlar sonucu morfolojilerini
degistirerek hareketli bir yapiya biiriinen hiicreler, ayn1 zamanda stromay1 yeniden
diizenleme kapasiteleriyle hiicre gog¢iinii kolaylastirmaktadir(Krakhmal, Zavyalova,
Denisov, Vtorushin, ve Perelmuter, 2015).

Saglikli hiicrelerle kiyaslandiginda, fizyolojik bir dur sinyali olmayan kanser
hiicrelerinde migrasyon mekanizmasi, kanser progresyonuna ve tiimoriin baska
dokulara sigramasina neden olmaktadir. EMT sirasinda malign epitelyal hiicrelerde
e-kaderin ve integrin gibi hiicresel adezyon molekiillerin kaybiyla birlikte hiicre
iskeletinde meydana gelen degisimlerle devam eden siireg, bazal membranin
degredasyonu ve hicrelerin c¢evredeki stromal matrikse penetrasyonuyla son
bulmaktadir(Krakhmal ve ark., 2015; Mitra ve ark., 2015).

E-kaderin geninin promotdr bolgesine baglanarak genin ekspresyonunu azaltabilen
EMT-TF'leri Snail ve Slug aymi zamanda mezenkimal fenotiple iligkilendirilen
vimentin  ekspresyonunu  arttirarak ~ hiicrelerin  migrasyon  yetenegini

gelistirmektedir(Krakhmal ve ark., 2015).
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2.9. EMT ve Telomeraz iliskisi

EMT'nin kanser biyolojisindeki Onemini arastiran c¢alismalar, E-kaderini direkt
olarak bloke eden EMT-TF'lere odaklanmistir. Meme kanseri hastalarinda, baslica
EMT-TF'lerden SNAT tiimor relapsiyla iliskilendirilirken, SNA2 asir1 ekspresyonu
metastazla iligkilendirilmistir. Yiksek miktarda eksprese edilen ZEBI1/2'nin ise
hayatta kalim oranlarini negatif yonde etkiledigi gosterilmistir(May ve ark., 2011).
Son yapilan ¢alismalar, hTERT ile EMT'nin metastatik etkileri arasinda korelasyon
oldugunu gostermektedir. REF

MKKH'lerinde hTERT'i susturarak EMT ile telomeraz iliskisini gozlemleyen
arastirmacilar, hTERT ekspresyonunun mezenkimal fenotiple iliskili oldugunu
vurgulamis, KKH belirteci kabul edilen CD133 ekspresyonunun niikleer -katenin
lokalizasyonunu regiile ettigini savunmustur. Bununla birlikte, hTERT'in kemoterapi

direncine neden oldugu vurgulanmistir(EIl-Badawy ve ark., 2018).

Mide kanseri hiicrelerinde hTERT asir1 ekspresyonunun TGF-f {izerinden EMT
mekanizmasimi indiikkledigi ve hiicrelerin  kokliilik o6zelliklerini  gelistirdigi
gozlenmistir. Telomerazin telomerleri uzatma islevinden bagimsiz olarak B-kateninin
transkripsiyonel aktivitesini etkileyerek EMT prosesini regiile edebildigi ve

metastaza neden oldugu savunulmustur(Liu ve ark., 2013).

Skuamoz hiicreli karsinom hiicreleri kullanilan baska bir ¢alismada, CRISPR/Cas9
yontemiyle susturulan hTERT geni ile kontrol grubu karsilastirildiginda, hTERT
negatif hiicrelerinde EMT prosesiyle iliskili hiicre morfoloji degisimi goriilmiis, ayn1
hiicrelerin tiimor olusturma kapasiteleri bir hayli azalmistir. Ayrica, hTERT
susturulmus hiicrelerde p65 transkripsiyon faktoriiniin nukleusa translokasyonunun
azalmasi ile, EMT mediyatorii sayilan NF-kB yolagindaki negatif geri bildirim timor
progresyonunu yavaslatmis, hiicrelerin migrasyon yetenegini azaltmistir(Y. Wu ve

ark., 2017).

EMT-TF'lerinden ZEB1'in hTERT ile kompleks olusturup direkt olarak E-kaderinin
promotdr bdlgesine baglandigini savunan bir calismada ise kolorektal kanseri
hiicrelerinde hTERT'in asir1 ekspresyonunun EMT'yi indiikledigi gozlenmistir(Qin
ve ark., 2016). Hiicrelerin migrasyon ve invazyon yeteneklerini arttirarak timor
progresyonuna ve metastaza yol agtig1 diisiiniilen EMT mekanizmasinin hTERT ile

iliskisi, aydinlatilmay1 bekleyen 6nemli bir konudur.
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3. Gereg ve YOntem
3.1. Hicre Kulturu

Hiicre kiltiirii calismalari, hiicrelerin yasamlarini siirdiirmeleri ve ¢ogalmalar i¢in
ihtiyag duyulan besinlerin ve optimal kosullarin saglandigi bir siirectir.
Calismamizdaki insan meme kanseri ve insan meme epitel kok htcreleri
Celprogen’den, MDA-MB 231 (ATCC, HTB-26) ve MCF-7 (ATCC, HTB-22)
hiicreleri ana bilim dalimizin hiicre stogundan temin edilmistir. MEKH'ler igin
‘Meme Epitel Kok Hiicresi Bliyiime Ortami" kullanilmis, MKKH'leri i¢in ‘Mme
Kanseri Kok Hiicresi Biiyiime Ortami" kullanilmistir. MDA-MB 231 ve MCF-7
hiicre hatt1 i¢in Dulbecco's Modified Eagle Medium DMEM besiyeri kullanilmistir.

Hiicreler deneyler igin uygun yogunluga ulasincaya dek %95 nem ve %5 CO; igeren
37°C’deki inkiibatorde 25cm? ve 75cm?® ik flasklarda steril kosullarda cogaltilmustir.
Hiicrelerin diizenli kontrolleri inverted mikroskop ile yapilmigtir. Ortam degisimi,
hiicre agma ve dondurma gibi hiicre kiiltiirii islemleri steril laminar kabin icerisinde,
steril ekipmanlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada ticari olarak elde edilen

hiicre hatlar1 kullanilmis, dolayisiyla etik kurul belgesine gerek duyulmamastir.

3.1.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklardaki hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda pasajlama iglemi yapilmistir.

Hucre pasajlama prosediirii asagidaki gibi ilerlemistir:

* Hiicrelerin pasajlanmasi icin ilk olarak flasktaki besiyeri c¢ekilmis, hiicreler

serumsuz besiyeri ile yikanmistir.

= Serumsuz besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin iizerine 25 cm? flask
icin 500 pl, 75 cm?® flask icin 1 ml tripsin-EDTA (%0,25-%0,05 v/v)

soliisyonu eklenmis ve hiicreler 5 dk etlivde inkiibasyona birakilmistir.

= 5 dakika sonra hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadigi inverted

mikroskopta gozlenmistir.
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» Flasklardaki hiicreler kaldirildiktan sonra, tripsin aktivitesini inhibe etmek

icin flasklara kullanilan tripsinin iki kat1 kadar serumlu besiyeri eklenmistir.

* Flasktan 15 ml'lik falkon tiipe aktarilan hiicre-ortam  karigim

santrifiijlenmistir.

= Daha sonra falkon tlp icgerisindeki siipernatant uzaklastirilmis ve pellet
uzerine yeterli miktarda besiyeri eklenip hiicre soliisyonu esit iki flaska

boliinmiistiir.
» Flasklar iizerine besiyeri eklenerek pasajlama islemi tamamlanmustir.

» Hiicrelerin flask yiizeyine yapisip ¢ogalmaya devam etmeleri igin flasklar

inkiibatore kaldirilmis, ertesi giinlerde hiicrelerin durumu takip edilmistir.

3.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyon)

Deneylerde kullanilmayacak hiicrelerin yaslanmalarin1 6nlemek ve daha sonra tekrar
kullanmak amaciyla fazla hiicreler dondurulmustur. Hiicre dondurma islemi

asagidaki gibi ilerlemistir:

» Flask yiizeyinde yeterli yogunluga ulasmis hiicreler ilk olarak tripsin ile

yilizeyden kaldirilmistir.

» Flasklarda bulunan tiim hiicreler kalkinca, tripsinin aktivasyonunu
sonlandirmak ve hiicreleri toplamak amaciyla flaska serum iceren besiyeri
eklenmis ve hicre solusyonu 15 ml'lik falkon tupler icerisinde

santrifiijlenmistir.

= Elde edilen hicre pelletinin tzerine buz Gstinde muhafaza edilen 900 pl
serum ve 100 ul DMSO iceren karisimdan 900 ul eklenmis ve karisim
yine buz lizerindeki kriyotiiplere aktarilmistir. Kok hiicreler ise yine 900

ul kendi ortamlarina ilaveten 100 ul DMSO karigimina aktarilmistir.

= Kiriyotiipler hizlica -80°C dondurucuya kaldirilmigtir.
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3.1.3. Dondurulmus Hiicrelerin Cozilmesi

Kriyotipler icerisinde -80°C'de saklanan hiicrelerin tekrar kullanilabilmesi ve

cogaltilabilmesi icin hiicreler ¢oziilmiistiir. Hiicre ¢6zme prosediirii asagidaki gibi

ilerlemistir:

DMSO'nun hiicre canlilig1 iizerinde olumsuz etkileri oldugundan ¢6zme
islemi ivedilikle gerceklestirilmistir. Kriyotiiplere 1 mL Dbesiyeri
eklenerek ¢oziilen hiicreler pipetaj yapilarak karistirilmis ve ¢6zme islemi

hizlandirilmistir.

Serumsuz ortam bulunan 15 ml'lik falkonlara alinan hicreler

santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonras1 slipernatant atilmis, pellet tizerine 10 ml serumsuz ortam
eklenmis ve tekrar santrifiij edilmistir. Bu sayede DMSO en etkili sekilde

uzaklastirilmistir.

Santrifiij sonras1 hiicre pelleti iizerine yeterli miktarda serumlu besiyeri

eklenerek 75 cm?’lik flasklara aktarilmustir.

Hiicreler, flasklara yapismalar1 ve ¢ogalmalart icin etiivde inkiibasyona

birakilmistir.

Hiicreler diizenli olarak kontrol edilmis, besi yerinde renk degisimi

gozlenmeye bagladiginda ortam degisimi yapilmistir.

3.1.4. Hiicre Canhlik Tayini

Tripan mavisi boyasi testi hiicre canliligi ve sayisini tespit etmekte kullanilan bir

boyadir. Olii hiicreler boyay: iclerine alip 151k mikroskobuyla incelendiginde mavi

gozikkmekte, canli hiicreler ise parlak beyaz goriilmektedir. Hiicre canliligim

belirlemek igin asagidaki prosediir izlenmistir:

» Flasktan ayrilan ve santrifiijlenen pellet lizerine 1 mL besiyeri

eklenen hiicre siispansiyonundan 50 ul hiicre alinmistir.

= 50ul tripan mavisi boyast 50 pl hiicre igeren siispansiyonla pipetaj

yontemiyle karistirilmistir.
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=  Karisim Neubauer lamina aktarilmis ve i1sik mikroskobu altinda

hiicreler incelenmistir.

= Mavi goziiken 6lii hiicreler ve boya almayan parlak, canli hiicreler

4x4’liik karelerden 4 tanesinde sayilmistir.

= 4 karede sayilan hiicrelerin ortalamasi alinmis, diliisyon faktorii g0z
Online alinarak mililitredeki toplam canli ve Oli hiicre sayisi

hesaplanmustir.

Canl1 hiicre say1st = Sayilan hiicre x (diliisyon faktorii) x 2 x 10*

3.2. BIBR1532 Etken Maddesinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak BIBR1532 toz olarak temin edilmis ve -20°C'de saklanmustir.
DMSO'da c¢oziilebilen 10 mg BIBR1532'den 50 mM ana stok hazirlanmistir.
Literatlir arastirmasina ve laboratuvarimizda yapilan oOnceki calismalara gore
hiicrelere uygulanacak maddenin doz araligina karar verilmistir. BIBR1532 etken
maddesi MDA-MB-231 ve MEKH'erine 100 uM ile 1,56 puM konsantrasyon
araliginda uygulanmigtir. Caligmamizda etken madde uygulanmayan hiicre gruplari

kontrol olarak kullanilmustir.

3.3. Huicre Proliferasyon Deneyi

Hiicre hatlar1 i¢in 72 saatlik sitotoksisite deneyi dncesinde, mililitredeki en uygun
hicre konsantrasyonunu bulmak adina proliferasyon testi yapilmistir. Hiicreler seri
dilisyon uygulanarak 100 pl’lik besiyeri igerisinde kuyucuk basma 1x10°-
15,625x10? hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. 96 saat sonunda
her kuyucuga 10 pl WST-1 solusyonu eklenmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim ELISA
mikroplak okuyucuda 450 ve 620 nm dalga boylarinda yapilmistir. Verilerin analizi
Graphpad Prism 8 programiyla gerceklestirilmistir.
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3.4. Sitotoksisite Testleri

WST-1 (Water Soluble Tetrazolium), radyoaktif madde icermeyen ve hiicre
proliferasyonunun, canliliginin spektrofotometrik olarak oOl¢iilmesini saglayan bir
soliisyondur. Bu yontemin temeli metabolik olarak aktif olan canli hiicrelerin glikoliz
sirasinda NAD (P) H dretmeleri ve sonug olarak ¢ozlnlr bir formazan olan
tetrazolium  tuzlarmi turuncu formazan boyasi rengine doniistiirmesine
dayanmaktadir. Olusan formazan boyasinin miktari, kiiltiir i¢inde metabolik olarak
aktif olan hiicrelerin sayisi ile dogrudan iligkilidir. 96 kuyucuklu plakalara ekilen
stispanse veya adherent hiicreler yikanma ya da toplanma gibi herhangi bir 6n isleme
ihtiyag duyulmaksizin 30dk — 4 saat aras1t WST-1 ile inkiibe edildikten sonra olusan
formazan boya miktar1 spektrofotometre (ELISA okuyucu) ile dlgiilmelidir. Olgiilen

absorbans degeri canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir.

Telomeraz inhibitori BIBR1532 etken maddesinin hticreler Gzerindeki sitotoksik
etkisini analiz etmek icin WST-1 deneyi gergeklestirilmistir. Sitotoksisite deneyi igin
96 kuyulu plakalara ekilen hiicrelere 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon gruplari olacak
sekilde BIBR1532 uygulanmistir. Hiicrelerin BIBR1532 ile inkiibasyonlari sonrasi
her kuyucuga 10 ul WST-1 soliisyonu eklenip spektrofotometrede 450 ve 620 nm
dalga boyu araliginda yarim saatlik araliklarla okutmalar yapilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri Graphpad Prism 8 programiyla analiz edilmis ve etken maddenin

hicreler icin I1Csp degerleri bulunmustur.

3.5. Apoptoz Analizi

BIBR1532 etken maddesinin hiicre hatlarindaki apoptotik etkisini incelemek
amactyla Annexin V deneyi gerceklestirilmistir. Etken madde uygulanmayan

hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.

3.5.1. Annexin V Yontemi

Apoptoz geciren hicrelerin ayirict 6zelligi, hiicre zarmin i¢ yiizeyine bakan bir
fosfolipit olan fosfatidilserinin hiicre zarimin disina transloke olmasidir. Annexin V,

Ca*? bagimh fosfolipid baglayici bir proteindir ve erken apoptozu spesifik olarak
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hiicre zarinin disina transloke olan fosfatidilserine baglanarak gozlemlemeye yarayan

bir probtur. Fluorescein Isothiocyanate (FITC) ile konjuge edilen Annexin V, erken

apoptotik hiicrelerde yesil florasan 1simasiyla akim sitometrisinde tespit edilir.

Bununla beraber, ge¢ apoptotik hiicrelerde de fosfotidilserin hiicre digina transloke

oldugundan, hiicreler ayrica kirmizi 1is1ma veren Propidium lodide (PI) ile boyanir.

Boylece erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicreler ayirt edilmis olur.

Calismamizda, akim sitometrisinde erken apoptotik hticreler Annexin V pozitif, Pl

negatif sonug verirken, ge¢ apoptotik hticreler Annexin V ve PI pozitif sonug verir.

Nekrotik hiicreler ise Annexin V negatif, PI pozitif sonu¢ verdiginden hiicrelerin

ayrimi yapilabilmektedir. Annexin V prosediirii asagidaki gibi gergeklestirilmistir:

Deney Oncesi kit i¢erigindeki Annexin V baglanma tamponuna distile H,O ile

1:10 oraninda diliisyon uygulanmustir.

Hicreler 1 doz grubu ve 3 kontrol grubu olarak ayri ayr etiketlenmis

ependorflara toplanip santriftijlenmistir.

Santrifiijden sonra siipernatant atilmig ve hiicreler besiyerini tamamen

uzaklastirmak adina iki defa PBS ile yikanmistir.

Her 6rnek tizerine 100ul hazirlanan ¢alisma tamponu eklenmis, kontrollerden
birine hi¢ boya eklenmemis, birine sadece 2,5ul FITC Annexin V, birine ise
2,5ul FITC Annexin V ve 2,5ul PI eklenmistir. Doz gruplarina ise yine 2,5ul
FITC Annexin V ve 2,5ul PI eklenmistir.

Karigimlar vortekslenerek karanlikta, oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona

birakilmustir.

Inkiibasyon sonrasi akim sitometrisinde kontrol gruplarmnin analizleri
gerceklestirilmistir. Hi¢ boya eklenmeyen kontrol grubuna 2,5ul PI eklenmis,

15 dk inkiibasyon sonrasinda analizi yapilmistir.

Kontrol grubunun ardindan, doz uygulanan hiicrelerin akim sitometrisi ile

analizleri gergeklestirilmistir.
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3.6. Migrasyon Deneyi

BIBR1532 uygulanmis hiicreler ve kontrol gruplarinda migrasyon analizi igin, 6
kuyucuklu plakalara uygun sayida hiicre ekilmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra besiyeri ortamdan ¢ekilmis ve steril 200ul’lik pipet ucu ile
kuyularda yara olusturulmustur. Hiicre artiklarini igeren ortami uzaklastirmak
amaciyla serumsuz ortam ile yikama yapilmistir. Kontrol grubu i¢in normal biiylime
ortami ilave edilmis, doz gruplarina BIBR1532’nin ICsp dozunu igeren ortam ilave
edilmis ve 0. saat mikroskop goriintiileri alinmistir. Daha sonra kontrol grubunda
olusturulan yara kapanana kadar 6. saat, 24. saat, 48. saat goriintiileri alinmaya

devam edilmistir. Deney sonunda goriintiiler ImageJ programi ile analiz edilmistir.

3.7. BIBR1532 Uygulanan Hiicre Hatlarinda Asilh Damla Deneyi

BIBR1532 uygulanmis hiicreler ve kontrol gruplarinda hiicrelerin sphere olusturma
kapasitelerini incelemek amaciyla asili damla deneyi gerceklestirilmigtir. 61
plakalara ekilmis etken madde uygulanan ve uygulanmayan hiicre gruplar1 toplanmis
ve mililitrede 5x10° hiicre olacak sekilde deney i¢in hazirlanmistir. Daha sonra
petrilerin kapagina bu hiicre soliisyonundan her damla 20 pl olacak sekilde bes ayri
damla yerlestirilmistir. Petrinin alt haznesi ise steril PBS ile doldurulmustur. Petri
kapagi nazik¢e kapatilmig ve etiivde 10 giin inkiibasyona birakilmistir. 10 giin
sonunda petrilerdeki damlalarin goriintiileri 151k mikroskopu kullanilarak alinmis ve

sphere boyutlar1 ImageJ programiyla analiz edilmistir.
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3.8. Gen Ekspresyonu Analizi
3.8.1. Huicrelerden RNA izolasyonu

BIBR1532 uygulanmis hiicreler ve kontrol grubundan RNA izolasyonu RNeasy Plus
Mini Kiti (Qiagen) ile gergeklestirilmistir. RNA izolasyon prosediirii asagidaki gibi
gergeklestirilmistir:

= 6 kuyucuklu plakalara 3x10° hiicre/ml olarak ekilen MDA-MB 231, MCF-7,
MKKH ve MEKH hiicre hatlarina BIBR1532 1Csp dozu uygulanmustir.

= Etken madde uygulanan hicreler ve kontrol grubu hicreleri santrifj

tiiplerine toplanmig ve 5 dk 1200 rpm'de santrifiijlenmistir.

» Siipernatant kismi atilan her bir gruba 350 ul RLT Plus tamponu ve 350 ul
%70’lik etanol eklenerek pipetajla karistirilmistir.

* Homojen karisim 2 ml tiip igine yerlestirilen ve etiketlenen gDNA eleyici

doniis kolonlarina aktarilarak 15 sn 10000 g’de santrifiijlenmistir.

» 2 ml tiip i¢indeki s1vi uzaklastirilmis, kolon tekrar takilmis ve tizerine 700 pl

RWI1 tamponu eklendikten sonra 15 s 10000 g’de santrifiijlenmistir.

» 2 ml tiip i¢indeki s1v1 uzaklastirilmis, kolon tekrar takilmis ve tizerine 500 pl
RPE tamponu eklenip, 10000 g’de 15 s santrifiijlenmistir. Ayni islem
tekrarlanmis, bu kez tiipler 10000 g’de 2 dk santrifiijlenmistir.

» Santrifiij ardindan kolonun altina 1.5 ml ependorf takilmis, kolon {izerine 35
ul RNase/DNase icermeyen H,O eklenmistir. Iki dakika 10000 g'de santrifiij
yapilmigtir.

» Ependorflara toplanan Ornekler etiketlenmis ve RNA izolasyonu

tamamlanmuistir.
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3.8.2. RNA Miktar ve Safliklarinin Ol¢iimii

Hiicre orneklerinden izole edilen RNA'larin konsantrasyonu ve safliklar1 Nanodrop
cithaz1 kullanilarak belirlenmistir. Her bir RNA 6rneginden 2 pl kullanilarak 260 nm
dalga boyunda konsantrasyonlar pg/ml cinsinden odl¢iilmiistiir. Orneklerin gen
ekspresyon analizinde kullanilabilirligi, izole edilen RNA o6rneklerinin, A260:A280
oraninin 1.8 - 2.0 araliginda, A260:A230 nm oraninin ise 1.8’den biiyiik olmasi

durumuyla belirlenmistir.

3.8.3. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

Konstantrasyonlari 6l¢iilen RNA 6rneklerinden RT? First Strand Kit (Qiagen) kiti ile
komplementer DNA (cDNA) elde edilmistir. cDNA sentez protokolii asagidaki gibi

belirlenmistir:

= RNA Orneklerinin konsantrasyonlart hiicre gruplarinda kontrol ve doz

gruplart esit olacak sekilde hazirlanmistir.

» Ependorflar etiketlenmis ve GE2 soliisyonundan her bir ependorfa 6 pul
eklenmistir. Belirlenen konsantrasyonlardaki RNA  0Ornekleri ve su

ependorflara eklenip pipetaj yapilmustir.
= Ornekler 42°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

» [nkiibasyondan sonra &rneklere 6 ul BC4 (RT Master Mix) eklenmis ve
pipetaj yapilmistir.

= Ornekler kitin protokoliine uygun olarak hazirlanan programda, belirli

sirelerde inkiibasyona birakilarak reaksiyon tamamlanmustir.

» Her 6rmege 9ul RNase igermeyen H,O eklenmistir. Ornekler -20°C'de

saklanmustir.
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3.8.4. Ger¢ek Zamanh PCR Yontemi

Gergek zamanli PCR (qPCR), florasan boya ve problarin verdikleri sinyaller ile
niikleik asit miktarlarinin Slgiilmesine yarayan bir metotdur. Cift zincirli DNA'nin
oluklarina baglanan SYBR Green florasan boyasiyla gercek zamanli olarak
reaksiyonlar takip edilerek DNA miktar: belirlenir. Bu ¢alismada RT? SYBR Green
gPCR Mastermiks (Qiagen) kiti kullanilmistir.

Calismada kullamlan "Insan Epitelyal Mezenkimal Transizyon RT? PCR Array
Profili" (Human Epithelial to Mesenchymal Transition RT2 Profiler PCR Array)
EMT mekanizmasiyla iligkilendirilen 84 genin ekspresyonunu profillestirmektedir.
Panelde, epitel ve mezenkimal hiicre morfolojisiyle karakterize genlerin yaninda
EMT iliskili transkripsiyon faktorlerine ve kokliiliikk genlerine yer verilmistir. Bu
sayede, hiicrelerdeki olast EMT iliskili gen ekspresyonu degisimi, ger¢ek zamanl
PCR ile gosterilebilecektir.

EMT mekanizmasi ile iligkili 84 geni kapsayan PCR plakasi (Qiagen), i¢ kontrol
olarak 5 adet housekeeping gen, 1 adet genomik DNA kontroli, 3 adet ters
transkripsiyon kontrolti ve 3 adet pozitif PCR kontrolil olmak (zere toplamda 96
kuyucuktan olusmaktadir. Caligmada, BIBR1532 etken maddesi uygulanan hiicre
hatlariyla kontrol gruplarindan izole edilen RNA'lardan ¢cDNA sentezi yapilmis,
daha sonra EMT iligkili genlerin ekspresyonunu incelemek adina qPCR analizi

gerceklestirilmistir. Gergek zamanli PCR yontemi asagidaki gibi gergeklestirilmistir:

= RT? SYBR Green Mastermiks soliisyonu her érnek icin 600 pl olacak sekilde

etiketlenen ependorflara aktarilmstir.

= cDNA ornekleri etiketlenen ependorflara aktarilmis ve pipetajla

karistirilmastir.

» Hazirlanan 6rnekler PCR plakasina kuyucuk basina 6,5 ul olacak sekilde
coklu pipet kullanilarak aktarilmistir.

= Ornekler eklenen PCR plakasi iizerine optik film yapistirilmis ve rneklerin

dibe ¢okmesi icin santrifiijlenmistir.
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LightCycler 480 (Roche) cihazina yerlestirilen oOrnekler belirlenen programda

calistirillmis ve veri analizi AACT yontemi ile "Qiagen RT? Profiler PCR Data

Analysis" lizerinden yapilmustir.

Tablo 1. EMT plakasinda bulunan genler ve tanimlari

Gen Sembolii

AHNAK

AKT1

BMP1

BMP2

BMP7

CALD1

CAMK2N1

CAV2

CDH1

CDH2

COL1A2

COL3A1

COL5A2

CTNNB1

Genin aciklamasi

AHNAK nikleoproteini

V-akt miirin thymoma viral onkogen homologu 1

Kemik morfogenetik protein 1

Kemik morfogenetik protein 2

Kemik morfogenetik protein 7

Kaldesmon 1

Kalsiyum/Kalmodulin-bagiml protein kinaz II inhibitor 1

Kaveolin 2

Kaderin 1, type 1, E-kaderin (epithelial)

Kaderin 2, type 1, N-kaderin (neuronal)

Kollajen, tip I, alpha 2

Kollajen, tip 111, alpha 1

Kollajen, tip V, alpha 2

Katenin (Kaderin-iligkili protein), beta 1, 88kDa
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DSC2 Desmokollin 2

DSP Desmoplakin

EGFR Epidermal buyume faktori reseptor

ERBB3 V-erb-b2 eritroblastik 16semi viral onkogen homologu 3 (avian)
ESR1 Ostrojen reseptor 1

F11R F11 reseptor

FGFBP1 Fibroblast bliylime faktor baglanma protein 1

FN1 Fibronektin 1

FOXC2 Forkhead box C2 (MFH-1, mesenchyme forkhead 1)

FzZD7 Frizzled ailesi reseptor 7

GNG11 Guanin nucleotid baglanma proteini (G protein), gamma 11

GSC Goosecoid homeobox

GSK3B Glikojen sentaz kinaz 3 beta

IGFBP4 Insiiliin benzeri bitylime faktmrii baglanma proteini 4

ILIRN Interlokin 1 reseptori antagonisti

ILK Integrin-linked kinaz

ITGA5 Integrin, alpha 5 (fibronektin receptér, alpha polypeptid)

ITGAV Integrin, alpha V (vitronektin reseptor, alpha polypeptid, antijen CD51)
ITGB1 Integrin, beta 1 (fibronektin reseptor, beta polypeptid, antijen CD29)

JAG1 Jagged 1




KRT14

KRT19

KRT7

MAP1B

MMP2

MMP3

MMP9

MSN

MSTI1R

NODAL

NOTCH1

NUDT13

OCLN

PDGFRB

PLEK2

DESI1

PTK2

PTP4A1

RAC1

Keratin 14

Keratin 19

Keratin 7

Microtlbul-iligkili protein 1B

Matriks metallopeptidaz 2 (gelatinaz A, 72kDa gelatinaz, 72kDa type 1V

kollajenaz)

Matriks metallopeptidaz 3 (stromelysin 1, progelatinaz)

Matriks metallopeptidaz 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type

IV collagenase)

Moesin

Makrofaj uyarici 1 reseptor (c-met-iliskili tirozin kinaz)

Nodal homolog (mouse)

Notch 1

Nudix (nucleosid diphosphate linked moiety X)-type motif 13

Okludin

Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide

Plekstrin 2

PPPDE peptidaz domain containing 2

PTK2 protein tirozin kinaz 2

Protein tirozin fosfataz tip IVA, lUye 1

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP
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RGS2

SERPINE1

GEMIN2

SMAD?2

SNAI1

SNAI2

SNAI3

SOX10

SPARC

SPP1

STAT3

STEAP1

TCF3

TCF4

TFPI2

TGFB1

TGFB2

TGFB3

binding protein Racl)

G-protein sinyal regilasyonu 2, 24kDa

Serpin peptidaz inhibitord, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor

type 1), member 1

Survival of motor neuron protein interacting protein 1

SMAD ailesi Uyesi 2

Snail homolog 1 (Drosophila)

Snail homolog 2 (Drosophila)

Snail homolog 3 (Drosophila)

SRY (sex determining region Y)-box 10

Salgilanan protein, asidik, sistein-zengin (osteonektin)

Salgilanan fosfoprotein 1

Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response

factor)

Alt1 transmembran epitelyal prostat antijeni 1

Transkripsiyon faktor 3 (E2A immunoglobulin enhancer binding factors
E12/EA4T7)

Transkripsiyon faktori 4

Tissue factor pathway inhibitor 2

Transforme edici blyime faktorl, beta 1

Transforme edici blytme faktor, beta 2

Transforme edici buylme faktor, beta 3
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TIMP1

TMEFF1

TMEM132A

TSPAN13

TWIST1

VCAN

VIM

VPS13A

WNT11

WNT5A

WNT5B

ZEB1

ZEB2

ACTB

B2M

GAPDH

HPRT1

RPLPO

TIMP metallopeptidaz inhibitori 1

Transmembran proteini, EGF-benzeri ve iki follistatin-benzeri domains 1

Transmembran proteini 132A

Tetraspanin 13

Twist homolog 1 (Drosophila)

Versikan

Vimentin

Vacuolar protein sorting 13 homolog A (S. cerevisiae)

Wingless-type MMTYV integration site family, member 11

Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A

Wingless-type MMTYV integration site family, member 5B

Zinc finger E-box binding homeobox 1

Zinc finger E-box binding homeobox 2

AKktin, beta

Beta-2-mikroglobulin

Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

Ribozomal protein, large, PO
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Tablo 2. EMT plakasi gen dizilimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AHNAK | AKT1 BMP1 | BMP2 | BMP7 | CALD1 |CAMK2N1] CAV2 CDH1 CDH2 | COL1A2 | COL3A1
B COL5A2 | CTNNB1| DSC2 DSP EGFR ERBB3 ESR1 F11R | FGFBP1 | FN1 FOXC2 | FZD7
C GNG11 GSC GSK3B | IGFBP4 [ IL1IRN ILK ITGAS | ITGAV | ITGB1 JAG1 KRT14 | KRT19
D KRT7 | MAP1B | MMP2 | MMP3 | MMP9 MSN MSTIR | NODAL | NOTCH1 | NUDT13 | OCLN | PDGFRB
E PLEK2 | DESI1 PTK2 [ PTP4A1 | RAC1 RGS2 |SERPINE1] GEMIN2 | SMAD2 | SNAI1 | SNAI2 | SNAI3
F SOX10 | SPARC [ SPP1 STAT3 | STEAP1 | TCF3 TCF4 TFPI2 | TGFB1 | TGFB2 | TGFB3 | TIMP1
G TMEFF1 TMEM132A TSPAN13| TWIST1 | VCAN VIM | VPS13A | WNTI11 | WNT5A | WNT5B | ZEB1 ZEB2
H ACTB B2M | GAPDH [ HPRT1 [ RPLPO | HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
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4. Bulgular
4.1. MDA-MB-231, MCF-7, MKKH ve MEKH Hatlarinin Cogaltilmasi

Hucreler %95 nem ve %5 CO, iceren 37°C’deki inkiibatorde g¢ogaltilmis ve

hiicrelerin 10x biiyiitmede inverted mikroskop goriintiileri alinmistir.
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Sekil 1. Hiicre hatlarinin 10x biiylitmede inverted mikroskop goriintiileri A) MDA-
MB-231, B) MCF-7, C) MKKH, D) MEKH

31



4.2. Uygun Hiicre Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

MDA-MB-231, MCF-7, MKKH ve MEKH hiicre hatlar1 i¢in mililitredeki uygun

hiicre konsantrasyonu hesaplanmistir. Tiim hiicre hatlar1 i¢in mililitredeki en uygun

hicre konsantrasyonu 50.000 huicre/ml olarak hesaplanmustir.

4.3. BIBR1532'nin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik EtKisi

MDA-MB-231, MCF-7, MKKH ve MEKH hiicre hatlar1 i¢in BIBR1532 etken
maddesinin ICsp degerini belirlemek i¢in sitotoksisite deneyi yapilmistir. Kontrol

grubu ise BIBR1532 igermeyen hiicreler olarak degerlendirilmistir.

4.3.1. BIBR1532'nin MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Literatiirdeki ¢aligmalar g6z Oniline alinarak belirlenen BIBR1532 inhibitoriiniin
1,5625 puM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 puM, 25 uM, 50 uM, 100 uM’lik
konsantrasyonlart uygulanan hiicreler igin 24, 48, 72. saatlerde WST-1 testi
gerceklestirilmis, MDA-MB-231 hicreleri i¢in 1Csp dozu 72. saatte 18,04 uM

bulunmustur.
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MDA-MB-231, 72. saat
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Sekil 2. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 72. saatte canlilik/doz
grafigi

4.3.2. BIBR1532'nin MEKH Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Literatiirdeki ¢aligmalar g6z Oniline alinarak belirlenen BIBR1532 inhibitoriiniin
1,5625 uM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 puM, 100 uM’lik
konsantrasyonlar1 uygulanan hicreler igin 24, 48, 72. saatlerde WST-1 testi

gerceklestirilmis, MEKH'leri i¢in ICsg dozu 72. saatte 38,71 uM bulunmustur.
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MEKH, 72. saat
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Sekil 3. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde 72. saatte canlilik/doz grafigi

4.4. BIBR1532'nin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik Etkisi

MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerinde BIBR1532 etken maddesinin apoptotik etkileri
Annexin V yontemi kullanilarak arastirilmistir. Analiz sonuglarina gore etken madde
uygulanmayan MDA-MB-231 hiicrelerinde canlilik orani1 %97.2 bulunurken, doz
grubunda canlilik oran1 %97.9 bulunmustur. Kontrol grubunda erken apoptoz %1.6,
gec apoptoz %0.8, nekroz ise %0.4 olarak tespit edilmistir. Doz uygulanan
hlcrelerde ise erken apoptoz %1.1, ge¢ apoptoz %1.1, nekroz ise %0.5 olarak tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak BIBR1532'nin MDA-MB-231 hiicre hattinda apoptotik

etkisi gdzlenmemistir.
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AQ4 MDA-MB-231 KONTROL A05 MDA-MB-231 BIBR1532

.. Gate: P3 ., Gate:P3
2-UL Q2-UR = %-UT_ Q2-UR

4% 08% 0.5% 0.5%

Sekil 4. BIBR1532 etken maddesinin MDA-MB-231 hicreleri tizerindeki apoptotik

etkisi

MCEF-7 hiicre hatt1 {izerinde BIBR1532 etken maddesinin apoptotik etkileri Annexin
V yontemi kullanilarak arastirillmistir. Analiz sonuglarina gore etken madde
uygulanmayan MCF-7 hiicrelerinde canlilik orant %97.2 bulunurken, doz grubunda
canlilik orant %97.9 bulunmustur. Kontrol grubunda erken apoptoz %1.6, geg
apoptoz %0.8, nekroz ise %0.4 olarak tespit edilmistir. Doz uygulanan hiicrelerde ise

erken apoptoz %4, ge¢ apoptoz %1.1, nekroz ise %9.8 olarak tespit edilmistir.
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C04 MCF-7 KONTROL A05 MCF-7 BIBR1532
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Sekil 5. BIBR1532 etken maddesinin MCF-7 hcreleri Gizerindeki apoptotik etkisi

MKKH hiicre hatt1 tizerinde BIBR1532 etken maddesinin apoptotik etkileri Annexin
V yontemi kullanilarak arastirillmistir. Analiz sonuglarina gore etken madde
uygulanmayan MKKH'lerinde canlilik oran1 %88 bulunurken, doz grubunda canlilik
oran1 %64.5 bulunmustur. Kontrol grubunda erken apoptoz %0.9, ge¢ apoptoz %7,
nekroz ise %#4.1 olarak tespit edilmistir. Doz uygulanan hiicrelerde ise erken apoptoz
%4.4, gec apoptoz %?22.1, nekroz ise %9 olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
MKKH'lerinde BIBR1532 apoptozu 3.35 kat arttirmustir.

36



B04 MEKKH EONTROL A05 MEKH EIBR 1532

. Gate: (P1 in all) - Gate: (P1 in all)
1-UL Q1-UR "= JdOTUL Q1.UR
1% 7.0% 0% 37 1%

FL2-A

Sekil 6. BIBR1532 etken maddesinin MKKH'leri tizerindeki apoptotik etkisi

MEKH hiicre hatti iizerinde BIBR1532 etken maddesinin apoptotik etkileri Annexin
V yontemi kullanilarak arastirllmistir. Analiz sonuglarina gore etken madde
uygulanmayan MKKH'lerinde canlilik orant %95.4 bulunurken, doz grubunda
canlilik oran1 %67 bulunmustur. Kontrol grubunda erken apoptoz %?2.3, ge¢ apoptoz
%]1.4, nekroz ise %0.8 olarak tespit edilmistir. Doz uygulanan hicrelerde ise erken
apoptoz %19.1, gec apoptoz %13.1, nekroz ise %0.8 olarak tespit edilmistir. Sonug
olarak MEKH'lerinde BIBR1532 apoptozu 8.7 kat arttirmistir.

A04 MEEH KONTROL A05 MEEH BIBR1532
., Gate:P2 ., Gate:P2
i = 301 Q3-UR
0 8% 13.1%
F
-+ eyt
< = .
b 108
. ™ "
Q2-LR
1025 53 1w 107 w6 172

Sekil 7. BIBR1532 etken maddesinin MEKH'leri izerindeki apoptotik etkisi

37



4.5. BIBR1532'nin Hiicre Hatlarinda Migrasyon Uzerine Etkisi

BIBR1532 etken maddesinin hiicrelerin migrasyon yetenegine etkilerini incelemek
adina MDA-MB-231, MCF-7, MKKH ve MEKH'leri {izerinde yara iyilesme deneyi

gergeklestirilmistir.

Kontrol grubu ve etken madde uygulanan doz grubu olarak iki gruba ayrilan hiicre
hatlarinda olusturulan yaralarin alanlari, 0. saatte g¢ekilen goriintiide "%0 yara
kapanmasi1" olarak kabul edilmistir. Her grup i¢in kendi iginde 4., 24., ve 48.
saatlerde c¢ekilen goriintiilerdeki yara alanlari 0. saatteki alana oranlanmis, "%100
yara kapanmasi" tamamen kapanan yarayi ifade etmek i¢in kullanilmistir. Analizler

sonucunda, her hiicrenin kontrol ve doz grubu birbiriyle karsilagtirilmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin kontrol grubunda 4. saatte %32,21 kapanma, 24. saatte
%95,91 kapanma, 48. saatte %100 kapanma gozlenirken, doz uygulanan grupta 4.
saatte %22,47 kapanma, 24. saatte %87,48 kapanma, 48. saatte ise %100 kapanma

gbzlenmistir.
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0. Saat

24, Saat

Sekil 8. Etken madde uygulanmayan MDA-MB-231 hiicrelerinde 0., 4., 24., 48.

saatlerde migrasyon analizi
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0.Saat

Sekil 9. BIBR1532 etken maddesi uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde 0., 4., 24.,
48. saatlerde migrasyon analizi

Yara kapanma orani %

B MDA-MB-231Kontrol W MDA-MB-231 Doz

95,91 100 100

4. Saat 24, Saat 48, Saat

Sekil 10. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MDA-MB-231

hiicrelerinde 4., 24., 48. saatlerde yara kapanma oranlari
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MCEF-7 hicrelerinin kontrol grubunda 4. saatte %24,31 kapanma, 24. saatte %76,25
kapanma, 48. saatte %100 kapanma gozlenirken, doz uygulanan grupta 4. saatte %0

kapanma, 24. saatte %69,09 kapanma, 48. saatte ise %92,74 kapanma gozlenmistir.

Sekil 11. Etken madde uygulanmayan MCF-7 hiicrelerinde 0., 4., 24., 48. saatlerde

migrasyon analizi
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24, Saat

Sekil 12. BIBR1532 etken maddesi uygulanan MCF-7 hcrelerinde 0., 4., 24., 48.

saatlerde migrasyon analizi

Yara kapanma orani %

B MCF-7 Kontrol m MCF-7 Doz

76,25
69,09
24,31
- 0
4. Saat 24, Saat

100

92,74

48, Saat

Sekil 13. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MCF-7

hlcrelerinde 4., 24., 48. saatlerde yara kapanma oranlari
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MKKH'lerinin kontrol grubunda 4. saatte %31,5 kapanma, 24. saatte %62,82
kapanma, 48. saatte %100 kapanma g0zlenirken, doz uygulanan grupta 4. saatte
%31,28 kapanma, 24. saatte %56,05 kapanma, 48. saatte ise %79,79 kapanma

gbzlenmistir.

24, Saat AT : 48. saat

Sekil 14. Etken madde uygulanmayan MKKH'lerinde 0., 4., 24., 48. saatlerde

migrasyon analizi
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24. Saat

Sekil 15. BIBR1532 etken maddesi uygulanan MKKH'lerinde 0., 4., 24., 48.

saatlerde migrasyon analizi

Yara kapanma orani %

B MKKH Kontrol  m MKKH Doz

62,82
56,05

31,5 31,28

4. Saat 24, Saat

100

79,79

48, Saat

Sekil 16. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MKKH'lerinde 4.,

24., 48. saatlerde yara kapanma oranlar1
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24, Saat

Sekil 17. Etken madde uygulanmayan MEKH'lerinde 0., 4., 24., 48. saatlerde

migrasyon analizi
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4, Saat

24, Saat

Sekil 18. BIBR1532 etken maddesi uygulanan MEKH'lerinde 0., 4., 24., 48.

saatlerde migrasyon analizi

2,13

Yara kapanma orani %

B MEKH Kontrol ® MEKH Doz

4. Saat

24. Saat

97,26

48. Saat

Sekil 19. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MEKH'lerinde 4.,

24., 48. saatlerde yara kapanma oranlari
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Kontrol Grubu Hiicrelerinde Yara Kapanma
Oranlan %

W 24.Saat W 48. Saat

95,91 100 100 100 97,26

MDA-MB-231 MCF-7 MKKH MEKH

Sekil 20. Etken madde uygulanmayan kontrol hiicre gruplarinda 24. ve 48. saatlerde

yara kapanma oranlarinin karsilagtirilmasi

BIBR1532 Uygulanan Hiicrelerde Yara Kapanma
Oranlar %

m24.Saat m48.5aat

100

8748 92,74

79,79
69,09
56,05
46,72

28,69

MDA-MB-231 MCF-7 MKKH MEKH

Sekil 21. BIBR1532 uygulanan hiicre gruplarinda 24. ve 48. saatlerde yara kapanma

oranlariin karsilastirilmasi
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4.6. BIBR1532 Uygulanan ve Kontrol Hiicre Gruplarinda Asih Damla Deneyi

BBR1532 etken maddesinin hiicrelerin sphere olusturma yeteneklerine etkisini

arastirmak amaciyla asili damla deneyi gergeklestirilmistir.

10 giinliik inkiibasyon sonunda kontrol ve doz uygulanan hiicre gruplart 151k

mikroskopuyla incelenmis ve goriintiileri alinmistir.

Deney sonucunda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin kontrol ve doz gruplarinda
sphere olusumu gozlenmemistir. Kontrol ve doz gruplarinda sphere olusumu
gbzlenen meme kanseri ve meme epitel kok hiicrelerinde ise, 3 farkli sphere'den
aliman goriintiilerdeki sphere alanlar1 hesaplanarak ortalamalart alinmistir. Analiz
sirasinda grafik olusturma amaciyla kontrol gruplarinin alanlart 1 birim kabul

edilmis, doz gruplar1 ise kontrol grubuna gore oranlanarak asagida belirtilmistir.
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Sekil 22. BIBR1532 etken maddesinin MDA-MB-231 hiicreleri tzerindeki etkisinin

asilt damla deneyi ile incelenmesi
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Kontrol e

Sekil 23. BIBR1532 etken maddesinin MCF-7 hiicreleri tlizerindeki etkisinin asili

damla deneyi ile incelenmesi

MKKH'lerinin kontrol grubunda olusan sphere alani 1 birim olarak kabul edilmistir.
Buna gore, doz uygulanan hiicrelerin olusturdugu sphere alani ise 0,13 birim olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 24. BIBR1532 etken maddesinin MKKH'leri tizerindeki etkisinin asili damla
deneyi ile incelenmesi
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Sekil 25. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MKKH'lerinde

olusan sphere alanlarinin karsilastiriimasi

MEKH'lerinin kontrol grubunda olusan sphere alani 1 birim olarak kabul edilmistir.
Buna gore, doz uygulanan hiicrelerin olusturdugu sphere alani ise 0,91 birim olarak

hesaplanmaistir.
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Sekil 26. BIBR1532 etken maddesinin MEKH'leri tlizerindeki etkisinin asili damla

deneyi ile incelenmesi
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Sekil 27. BIBR1532 etken maddesi uygulanan ve uygulanmayan MEKH'lerinde

olusan sphere alanlarinin karsilastiriimasi
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Sekil 28. MKKH ve MEKH'lerinin 10 giin sonunda kontrol ve doz gruplarindaki

sphere alan degisiminin karsilastirilmast
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4.7. BIBR1532'nin Hiicre Hatlarinda Meydana Getirdigi EMT 1liskili Gen

Ekspresyon Degisimlerinin Incelenmesi

BIBR1532 etken maddesi uygulanan MDA-MB-231, MCF-7, MKKH ve
MEKH'lerinde EMT mekanizmastyla iligkili genlerin kontrol hiicre gruplarina gore

ekspresyon degisimleri incelenmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda CDH1, CDH2, MMP9, SNAI2 ve ZEB2 genlerinin

ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore 2 kattan fazla regiile olmustur.

s

T

Sekil 29. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicre hattinda EMT iliskili genlerin

clustergram analizi
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Tablo 3. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicre hattinda EMT iligkili genlerin

1s1 haritasi

0l 02 03 04 05 06 o7 08 09 10 11 12

Tablo 4. BIBR1532 uygulanan MDA-MB-231 hiicre hattinda EMT iliskili gen

ekspresyonlarinin degisimi

Gen Sembolu Kat Regtlasyonu p Degeri
CDH1 16844.62 0,000009
CDH2 -2.93 0,000176
CTNNB1 4.43 0,000005
FN1 2.82 0,000001
MMP9 -2.72 0,000199
SMAD2 2.20 0,0001
SNAI2 3.85 0,000005
TGFB2 4.58 0
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BIBR1532 ile muamele edilen MCF-7 hiicre hattinda CDHI1, FZD7, NOTCHI,

SNAI1, TWISTI1 ve ZEBI1 genlerinin ekspresyonlari kontrol grubuna gore iki kattan
fazla degisiklik gostermistir.
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Sekil 30. BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda EMT iliskili genlerin

clustergram analizi
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Tablo 5. BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda EMT iliskili genlerin 1s1

haritasi

01 02 03 04 05 06 o7 08 09 10

Tablo 6. BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicre hattinda EMT iliskili gen

ekspresyonlariin degisimi

Gen Sembolu Kat Regulasyonu p Degeri
BMP1 -2.39 0,000039
CDH1 -5.30 0
COL1A2 50.33 0,000012
FzZD7 -149.78 0,000008
GSK3B 2.18 0,000008
JAG1 5.18 0

MMP9 16.15 0,000005
NOTCH1 -5.64 0,000032
SNAI1 -13.99 0,000037
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BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde EMT iligkili genlerden FN1, FZD7, GSK3B,
TWISTI1, VIM, ZEBI1 ve ZEB2 genlerinin ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore iki

kattan fazla regiile olmustur.
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Sekil 31. BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde EMT iligkili genlerin clustergram

analizi
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Tablo 7. BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde EMT iligkili genlerin 1s1 haritas1

o1 02 03 04 05 06 o7 08 09 10 11 12

Tablo 8. BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde EMT iligkili gen ekspresyonlarinin

degisimi

Gen Semboli Kat Regulasyonu p Degeri




BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde CDH1, FN1, FZD7, GSK3B, VIM ve ZEB2

genlerinin ekspresyonlari kontrol grubuna gore iki kattan fazla degismistir.
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Sekil 32. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde EMT iligkili genlerin clustergram

analizi
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Tablo 9. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde EMT iliskili genlerin 1s1 haritasi

o1 02 03 04 05 06 o7 08 09 10 11 12

Tablo 10. BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde EMT iligkili gen ekspresyonlarinin

degisimi

Gen Sembolu Kat Regtlasyonu p Degeri
CDH1 10.41 0,00019
FN1 -16.6 0

FzD7 -925.02 0,000002
GSK3B -19.7 0,000012
JAG1 7.26 0,00001
SERPINE1 -106.4 0

VIM -83.48 0

ZEB2 -14.25 0
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5. Tartisma

Meme kanseri hiyerarsisinde kiiciik bir grubu kapsayan ve kok hiicre ozelligi
gosteren tUmOr hiicreleri meme kanseri kok hiicreleri olarak gruplandirilmistir. Bu
hicreler EpCAM pozitif, CD24 negatif, CD44 pozitif fenotipi ve immiin yetersiz
farelerde tiimor olusturma yetenegiyle solid tiimorler arasinda ilk kesfedilen KKH
popiilasyonu konumundadir(Luo ve ark., 2015). Saglikli kok hiicrelerle kendini
yenileme ve farklilagsma, yiiksek telomeraz aktivitesi gibi ortak 6zellikleri bulunan
KKH'lerinin saglikli hiicrelerden farkli olarak tiimor relapsi, tedavi direnci ve
metastaza neden oldugu disiiniilmektedir(Lipinska ve ark., 2017). Tidmor
heterojenitesini olusturan bas etmenlerden biri kabul edilen KKH'leri, timoriin farkli

dokulara yayilmasinda da énemli bir rol oynamaktadir(Mitra, Mishra, ve Li, 2015).

MKKH'lerinde, EMT iligkili genlerin ekspresyon profilinde dinamik bir degisim
goriildiigii  savunulmaktadir. Dolayisiyla molekiiler hedefli tedavi ydntemi
arastirmalarinda, MKKH'lerinin hedeflenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir(S. Liu ve
ark., 2014).

EMT mekanizmasimin KKH fenotipini koruma ve kok hiicrelerin kendini yenileme
ozelliklerinde etkili oldugu bildirilmektedir(Kusoglu ve Biray Avci, 2019).
Calismamizda BIBR1532 molekiiliiniin hiicrelerin kendini yenileme (self renewal)
kapasiteleri iizerindeki etkisini incelemek amaciyla asili  damla deneyi
gerceklestirilmistir. MKKH ve MEKH doz ve kontrol gruplarinda sphere olusumu
gozlenirken MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde sphere olusumu gézlenmemistir.
Bu durum kok hiicrelerin kendini yenileme 6zelligiyle iliskilendirilmistir. MEKH ve
MKKH gruplari1 kendi ig¢inde karsilastirildiginda, BIBR1532 uygulanan
MKKH'lerinin sphere olusturma kapasitesinde saglikli kok hiicrelere oranla biiyiik
bir diisiis tespit edilmistir. Sonu¢ olarak telomeraz inhibitoriiniin KKH'lerinin

kokliliik 6zelliklerini inhibe etmekte daha etkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Klinik ¢alismalarda, hTERT ekspresyonunun artis1 insan malignitelerinde kotii
prognozla sonuclanirken, in vitro ve in vivo arastirmalarda hTERT agir1 ekspresyonu
kemoterapi direnciyle iliskilendirilmektedir(Z. Liu ve ark., 2013). Telomeraz pozitif
kanser kok hiicreleri ise tiimorii olusturan hiicreler arasinda tedaviye en direngli alt
grup olarak kabul edilmektedir(Lipinska ve ark., 2017). Telomer uzatma gorevi
disinda, birgok biyolojik aktivitede fonksiyonu olan hTERT'in transkripsiyon faktorii
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olarak gorev yaptigi bilinmekte, ayrica KHH'lerinin kokliliigl, kanser hiicrelerinin
mobilizasyonu ve proliferasyonunu biiyiik o6lgiide etkiledigi bilinmektedir(Lipinska
ve ark., 2017; Sarin ve ark., 2005).

Calismamizda spesifik bir telomeraz inhibitorii olan BIBR1532'nin MDA-MB-231
hiicre hatti i¢in ICso degeri 72. saatte 18,04 uM bulunmustur ve literatirle benzerlik
gostermektedir(Wardi ve ark., 2014). Literatiir incelendiginde BIBR1532 etken
maddesinin  MEKH'leri icin ICsp degeri bulunmamaktadir. Caligmamizda,
MEKH'lerinde BIBR1532'nin 1Csy dozu 72. saatte 38,71 uM olarak hesaplanmustir.
BIBR1532'nin MCF-7 ve MKKH'leri igin 1Csy degeri olarak ise onceki

calismalarimizda elde edilen veriler kullanilmustir.

TERT asir1 ekspresyonunun, telomeraz aktivitesinden bagimsiz olarak, B-katenin
transkripsiyonunu diizenleyerek kok hiicre proliferasyonunu ve mobilitesini arttirdigi
savunulmaktadir(Sarin ve ark.,, 2005). Mide kanseri hiicreleriyle yapilan bir
calismada, hTERT'in B-katenin degredasyonunu o6nledigi, hTERT asir1
ekspresyonunun  B-katenin ekspresyonunu ve EMT programint uyardigi
vurgulanmigtir. Calismada, hTERT asir1 ekspresyonu Snail ve vimentin mRNA
transkripsiyonunu artirmis, bunun yaninda in vivo hiucre kolonizasyonunda artiga
neden olmustur. Sonu¢ olarak, mide kanseri hiicrelerinde hTERT tarafindan
indiiklenen EMT'in ve kokliiliik fenotipinin Wnt/B-katenin sinyal yolagiyla iligkili
oldugu savunulmustur(Xu ve ark., 2012).

Calismalar yiiksek GSK3p ekspresyonunun genel sagkalim oraniyla negatif olarak
korele oldugunu gostermektedir. Ayrica KKH'lerinde aktif ekspresyonu gozlenen
GSK3B'min inhibisyonunun, mezenkimal belirte¢ ekspresyonlarini azaltarak EMT
mekanizmasini regiile ettigi bilinmektedir(Vijay et al.,, 2019). Calismamizda
BIBR 1532 uygulanan MKKH'lerinde GSK3f ekspresyonunun kontrol grubuna gore
14.52 kat azaldig1 gozlenmistir. Etken madde uygulanan MKKH'lerinin migrasyon
potansiyelinin kontrol grubuna goére azalmasi, ekspresyon degisimini destekler

niteliktedir.

Calismamizda, BIBR1532 uygulanan meme epitel ve meme kanseri kok hiicrelerinde
telomerazin inhibisyonuyla Wnt sinyal yolaginda gorevli Frizzled ailesi reseptor 7
geninin (FZD7) ekspresyonu azalmistir. Bununla beraber MEKH'lerinde WNT11
geninin ekspresyonu azalirken, MKKH'lerinde WNTS5A ekspresyonunun azaldigi
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gbzlemlenmis ve telomeraz inhibisyonunun hiicrelerin koklilik 6zelligini

etkiledigini diistindiirmiistiir.

TGF-B, Notch, Wnt ve Ras/Erk sinyal yolaklarinin yaninda inflamasyon, hipoksi ve
UV 15181, EMT mekanizmasini tetikleyen ve EMT-TF'lerini aktive eden uyaranlar
arasindadir(Nieto, Huang, Jackson, ve Thiery, 2016).

Wnt/B-katenin  yolag1i iizerinden hTERT tarafindan regiile edilen EMT
mekanizmasinin, KKH'lerinin kokliilik ve kendini yenileme o6zellikleriyle iliskili
oldugu savunulmaktadir. B-kateninin, TGF-f araciligiyla EMT mekanizmasiyla
iligkili hedef genlerin transkripsiyonunu regiile ettigi bilinmekte, dolayisiyla
hTERT'in hedeflenmesinin, kanser progresyonunu O&nleme acisindan faydali
olabilecegi Ongoriilmektedir(Z. Liu ve ark., 2013). Calismamizda, MKKH'lerinde

TGF-B3 gen ekspresyonunun kontrol grubuna goére azaldigi tespit edilmistir.

Meme epitel hiicrelerinde EMT'nin indiiklendigi bir c¢alismada, bu hiicrelerin
mezenkimal kok hiicre benzerligi gosterdikleri ve birden fazla dokuya

farklilasabildikleri gézlenmistir(Battula ve ark., 2010).

Normal meme kok hiicrelerinde Slug tarafindan kontrol edilen mezenkimal fenotipik
degisiklikler, meme kanseri kok hiicrelerinde Snail tarafindan kontrol edilmektedir.
Meme kanserinde ATM aracilikli DNA hasar cevabini diizenleyen Snail ve Slug,
EMT mekanizmasi disinda tiimor progresyonu ve ila¢ direnci gibi farkli alanlarda
etkili olmaktadir(Ye ve ark., 2017) Calismamizda, EMT iligkili transkripsiyon
faktori Slug (SNAI2) ekspresyonunun MCF-7, MDA-MB-231, MEKH'lerinde
BIBR1532 uygulanmayan kontrol gruplarina gore sirasiyla 36.09, 3.85 ve 10.41 kat
arttig1 tespit edilmistir.

Kanser hucrelerini normal epitel hicrelere farklilastirma odakli tedavi yontemlerinin
hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve kemoterapi duyarliligini arttirdigi bilinmektedir.
Bununla birlikte, kanser hiicre plastisitesi ile metastaz sirasinda EMT'nin dinamik bir
mekanizma  olmast  epitelyal  de-diferansiyasyon tedavilerinin  etkisini
azaltmaktadir(Brabletz, Kalluri, Nieto, ve Weinberg, 2018).

EMT'nin yalnizca DNA sekansinda gergeklesen degisikliklere bagli olmadigina,
epigenetik degisikliklerin kanser hiicrelerinde EMT'yi diizenledigine dair bir¢ok
kanit bulunmakta, bu sebeple, diger biyolojik programlarda oldugu gibi, kanser
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hiicrelerinin genom diizeyinde sekanslanmasi EMT'yi aydinlatma konusunda yetersiz

kalmaktadir(Dongre ve Weinberg, 2018).

Tedavi direncine neden oldugu calismalarda vurgulanan EMT mekanizmasinin,
hiicre sagkalimiyla iliski genleri regiile ederek meme kanserinde kemoterapi
direncine neden oldugu ve kanser hiicrelerine tiimor baslatma yetenegi kazandirdigi
bildirilmektedir(Lim ve ark., 2013). Bununla beraber, EMT sonucunda olustuklari
savunulan KKH'lerinde, ABC tasiyici proteinlerinin artis1 tedavi direnciyle

iligskilendirilmektedir(Shibue ve Weinberg, 2017).

EMT'nin metastaz formasyonuyla iligkisini gosteren nihai kanit az olmakla birlikte,
ZEB1 ekspresyonunun invazyon ve metastaz; SNAIL ekspresyonunun ise timoér
disseminasyonu igin gerekli oldugu son ¢aligmalarda vurgulanmaktadir(Dongre ve
Weinberg, 2018). Calismamizda ZEBI1 ekspresyonu BIBR1532 uygulanan MDA-
MB-231 ve MKKH'lerinde kontrol grubuna goére sirasiyla 2.12 ve 109.9 kat
azalmistir. ZEB1 ekspresyonunun azalmasiyla hiicrelerin invazyon kapasitelerinin

azalacagini diisiinmekteyiz.

Calismamizda, meme kanseri metastazina neden oldugu savunulan MKKH'lerinde,
BIBR1532 ile muamele sonrast ZEB1 ve ZEB2 ekspresyonlarinin sirasiyla 109,9 ve
38,59 kat azaldigim1 gézlemlenmistir. Gergeklestirdigimiz yara iyilesme deneyinde,
BIBR1532'nin uygulanan MKKH'lerinin kontrol grubuna gére 48 saat sonunda
hiicrelerin yara kapatma hizinda %20 oraninda bir diisiis oldugu tespit edilmistir. Bu
Bu verilerin gen ekspresyon degisimlerinden elde ettigimiz bulgular1 destekler

niteliktedir.

Bir baska calismada ise kolorektal kanser 6rneginde hTERT'in ZEB1 ile kompleks
olusturarak dogrudan e-kaderin promoter bolgesine baglandigi ve e-kaderin'in
ekspresyonunu diizenleyerek EMT mekanizmasini regiile ettigi savunulmaktadir(Qin
ve ark., 2016). Bu galismada, BIBR1532 uygulanan MEKH'lerinde telomeraz
inhibisyonuyla birlikte e-kaderin gen ekspresyonunun 10.41 kat arttigini, ZEB2
ekspresyonunun ise 14.25 kat azaldigi gozlemlenmistir. Bununla beraber, etken
maddenin MEKH'lerinin yara kapatma hizini kontrol hiicrelerine gore %50 oraninda
yavaglattig1 saptanmustir. Proliferasyon kapasitesi yliksek MEKH'lerinde telomerazin
aktif olarak gorev yaptig1 géz dniinde bulunduruldugunda, elde edilen veriler sasirtict

degildir.
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HER-2 pozitif meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma, EMT programinin
WNT yolag lizerinden aktiflestirilebildigini gostermistir. WNT3A'nin transkripsiyon
faktorleri Twist, Slug ve N-kaderin ekspresyonunu arttirdigi, e-kaderin
ekspresyonunu baskilandigi bildirilmektedir(Wu ve ark., 2012).

Benzer sekilde, NOTCH sinyal yolaginin aktivasyonunun, tglii-negatif meme
kanserinde EMT'yi indiikledigi ve saldirgan bir tiimér fenotipine neden oldugu
vurgulanmaktadir(Zhang ve ark., 2016). Bir NOTCH reseptorii ligandi olan Jagged 1
(JAG1), meme kanseri kok hucrelerinin kendini yenileme ve mammosphere
olusturma yetenekleriyle iliskilendirilmistir. Ayrica meme kanserinde JAGI1"in
yuksek ekspresyonu, yuksek invazyon kapasitesi ve SLUG (zerinden EMT
mekanizmasi regiilasyonuyla iliskilendirilmistir(Li, Masiero, Banham, ve Harris,
2014). Calismamizda, BIBR1532 uygulanan MKKH'lerinde JAG1 ekspresyonunun
kontrol hiicrelerine gore 73 kat azaldigi tespit edilmistir. Bununla beraber
calismamizda, BIBR1532 uygulanan MCF-7 hiicrelerinde NOTCH1 ekspresyonunun
kontrol grubuna gore 5.64 kat azaldig: tespit edilmistir.

NOTCH sinyal yolaginin ayrica TGF-f ile SMAD transkripsiyon faktorii {izerinden
etkileserek EMT mekanizmasimi indiikleyebildigi bilinmektedir(Zavadil, Cermak,
Soto-Nieves, ve Bottinger, 2004). Yine meme kanseri hiicreleriyle yapilan bir
calismada, TGF-fnin EGF ile sinerji gostererek SMAD iizerinden EMT'yi
indiikleyebildigi, EGFR reseptoriiniin yiiksek ekspresyonunun MCF-7 meme kanseri
hlcrelerinde motiliteyi arttirdigi vurgulanmistir(Kim, Kong, Chang, Kim, ve Kim,
2016). Calismamizda, telomeraz inhibit6rii BIBR1532'nin EGFR gen ekspresyonunu

etkilemedigi gézlenmistir.

Akalay ve ark., EMT mekanizmasinin aktif oldugu kanser hiicre gruplarinda, CD8" T
hiicrelerinin sitolitik aktivitesinin otofaji indiiksiyonuyla durduruldugunu, otofajinin
inhibe edildigi meme kanseri hiicrelerinin T hiicre lizisine duyarlilik gésterdigini

savunmaktadir(Akalay ve ark., 2013).

Hiicre homeostasisini korumada énemli bir yere sahip olan otofaji, KKH potensinin
devamliligi saglamanin yaninda, diisiik besin ve oksijen kosullarinda hiicre canlilig
igin gerekli bir mekanizmadir(Bordi, Locatelli, Nazio, Cianfanelli, ve Cecconi,

2019). Meme kanseri ¢alismalarinda otofajinin KKH iliskili mammosphere artigina
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neden oldugu, otofaji iliskili genler BECLIN 1 ve ATG4'in biiylime icin gerekli
oldugu vurgulanmistir(Gong ve ark., 2013).

MKKH'lerinde otofajinin EGFR/STAT3 veya TGF-B/SMAD sinyal yolagim
kullanarak regiile oldugu, otofaji inhibisyonunun TGF-B2 ve TGF-B3 ekspresyonunu
azaltarak KKH fenotipinin devamlilig1 i¢in gerekli olan SMAD sinyal yolagini
sekteye ugrattig1 savunulmaktadir. Bununla birlikte, KKH devamlilig1 i¢in 6nemli
oldugu savunulan IL-6'nin, otofaji inhibisyonuyla korele olarak baskilanarak
STAT3/JAK2  yolagi  iizerinden @~ MKKH  biyolojisini  regiile  ettigi
bildirilmektedir(Bordi ve ark., 2019; Thorburn, Maycotte, Goodall, Thorburn, ve
Jones, 2015).

Otofaji mekanizmasimnin EMT ile iliskisini aydinlatan ¢aligmalar, MKKH'lerinde
otofaji inhibisyonunun hiicrelerin migrasyon ve invazyon yeteneklerini sinirladigini,
bununla beraber epitelyal belirteg olan CD24 ekspresyonunun artip mezenkimal

fenotip belirteci vimentinin azaldigini géstermistir(Cufi ve ark., 2011).
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6. Sonug ve Oneriler

Calismamizda telomeraz inhibitérii BIBR1532 molekiiliiniin MDA-MB-231, MCF-7,
meme kanseri kok ve meme epitel kok hiicrelerinde EMT mekanizmasiyla iliskisi
incelenmistir. Hiicre hatlarinda etken maddenin sitotoksik ve apoptotik etkileri
incelenmis, daha sonra asili damla deneyiyle hiicrelerin sphere olusturma yetenekleri
arastirllmistir. Her hiicre hatti i¢cin gergeklestirilen yara iyilesmesi deneyiyle
telomeraz inhibisyonunun hiicrelerin migrasyonuna etkisi incelenmistir. Etken
madde uygulanan hiicrelerde EMT iligkili genlerin ekspresyon degisimleri gercek

zamanli qPCR ile incelenmis ve kontrol gruplarina gore analiz edilmistir.

Calismamizda BIBR1532'nin MDA-MB-231 ve MEKH'leri i¢in ICsy degerleri 72.
saat i¢in sirasiyla 18,04 uM ve 38,71 uM bulunmustur. MDA-MB-231 hicreleri igin
bulunan 1Csy degeri literatiirdeki verilerle ortiismektedir. MEKH'leri igin BIBR1532
ICso degeri ilk kez bu g¢alismayla elde edilmistir. Etken maddenin ¢alismamizda
kullanilan kanser hiicreleri {izerinde apoptotik etki gostermemesi nedeniyle,

BIBR1532'nin kanser kok hiicreler tizerinde daha etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Asili damla deneyiyle BIBR1532'nin kokliiliik belirteci olan sphere olusturma
kapasitelerini inceledigimizde, etken maddenin kok hiicrelerin sphere alanlarini
azalttigim  gozlemledik. BIBR1532'nin hiicrelerin migrasyonuna etkisini yara
iyilesme deneyiyle inceledigimizde, kanser kok ve epitel kok hucrelerin migrasyon
potansiyelinin kontrol grubuna goére bir hayli azaldigin1 gozlemledik. Etken madde
uygulanan kok hicrelerde EMT transkripsiyon faktérii ZEB2 ve mezenkimal hiicre
belirteci vimentinin ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore biiyiik oranda azalmasi,
telomeraz inhibisyonunun EMT mekanizmasini regiile ettiginin gostergesi oldugunu

diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, telomeraz inhibitéri BIBR1532'nin 6zellikle kanser kok hicreler
lizerinde migrasyon ve EMT iliskili gen ekspresyonlari iizerindeki etkisini
gosterdigimiz bu ¢aligmanin literatiire katki saglayacagini ve sonraki caligmalarla
telomeraz aktivitesi ve EMT mekanizmasi arasindaki iligkinin aydinlatilmasi

acisindan dnem tasidigini diistinmekteyiz.
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