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Onsdz

Iki sene 6nce c¢iktigim bu yolculukta, biiyiik kiiciik birgok zorlukla karsilastim. Bu
zorluklar ilk anda bir sorun olarak goriinse de zaman i¢inde bana akademik diinyay1
ogreten birer ders haline geldiler. Insamin kendi cizgisinden asla 6diin vermemesi
gerektigini, calismanin nihayetinde 1iyi sonuglar doguracagini ama bunun igin
umutsuzluga kapilmadan basari i¢in her daim ¢abalamak gerektigini anladim.

Bana ne mutlu ki, yamimda beni destekleyen ailem, arkadaslarimin yaninda Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali’'nda tanmidigim ve kendimi
onlar1 tanidigim i¢in sansh hissettigim insanlar oldu. Yasadigim her zorlukta benimle
olan, sorunlarimi dinleyen ve ¢oziim lretmek icin ellerinden geleni yapan degerli
hocalarimla tanistim. Insanin hayatmin her déneminde oldugu gibi yiiksek lisans
egitimim siiresince de inis ve ¢ikislar vardi. Fakat bana bu yolculuk siiresince eslik eden
tim bu insanlar sayesinde kendimi yalniz hissetmedim ve bu donemde yasadigim tiim
sorunlara kars1 daha da giiclenerek yoluma devam ettim.

Bu iki yil hem bilimsel hem kisisel anlamda hayatima bir¢ok katkida bulunmustur. Bu
yolda tizerimde emegi olan tiim hocalarima, sevgili arkadaslarima ve yakinlarima sonsuz

tesekkiir ederim.

Bu proje, Ege Universtesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan

desteklenmistir.

[zmir, 29.01.2020 Selin CESMELI



Ozet

Kolorektal Kanser Hucrelerinde BIBR1532 Ve Resveratrol Kombinasyonunun

LncRNA Ekspresyon Degisimi Uzerindeki Etkisi

Kolorektal kanser en sik rastlanan tgiincii kanser tipi ve doérdincu 6lum nedeni
olarak bilinmektedir ve hedefe yonelik yeni tedavi yontemleri arastirilmaya devam
etmektedir. Kanser hiicrelerinde; belirli uzun kodlanmayan RNA’lar olarak bilinen
IncRNA’larin  ekspresyonunun yiiksek oldugu; karsinomlarin gelismesi ve
progresyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, IncRNA’larin kanser
tedavisinde hedef olarak ele alinabilecegi diisiiniilmektedir. BIBR1532 bir telomeraz
inhibitoriidiir ve tiimorlerdeki aktif telomerazi inhibe etme amagh kanser
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Resveratrol ise dogal bir
fitoaleksindir, proliferasyon ve apoptozda rol oynayan molekiilleri hedefledigi
bilinmektedir. Ayrica spesifik olarak KRAS-aracili sinyallesmeyi inhibe ederek
apoptozu indiikledigi tespit edilmistir.

Calismamizda, HT-29 kolorektal kanser hiicrelerine BIBR1532 ve resveratol
maddeleri uygulanmasinin ardindan; maddelerin sitotoksisitesi,olas1 apoptotik
etkileri ve IncRNA ekspresyonlarindaki degisimi incelemek hedeflenmektedir.
Proliferasyon deneyi ile her kuyucuk igin uygun HT-29 hiicre miktar1 belirlenmistir.
WST-1 analizi ile BIBR1532 ve resveratrol maddelerinin sitotoksik etkisi doza ve
zamana bagl olarak degerlendirilmistir. Ardindan, belirlenen 1Cso dozlarinda tekli ve
kombine olarak ila¢ uygulanmis ve ila¢ uygulanmayan hiicreler kontrol olarak ele
alinarak apoptoz analizi Annexin V ile gerceklestirilmistir. LncRNA analizi igin,
apoptoz deneyinde uygulandig1 sekilde dozlar hiicrelere uygulanmis, ilag
eklenmeyen hiicreler kontrol olarak ele almmistir. Tiim hiicre gruplarindan RNA
izolasyonu gerceklestirilerek ¢cDNA sentezlenmis ve IncRNA ekspresyonundaki

degisiklikler RT-PCR ile degerlendirilmistir.

HT-29 hiicreleri icin uygun hiicre konsantrasyonu 2 x 10* hiicre / ml olarak
belirlenmis, ardindan sitotoksisite testleri yapilmistir. BIBR1532 ve resveratrol igin
IC50 dozlar1 sirasiyla 50.81 puM (48. saat) ve 86.23 uM (72 saat) olarak
belirlenmistir. Iki madde icin CI 1.7 olarak belirlenmistir. BIBR1532 ve resveratrol



ajanlarmin her ikisi de hiicrelerin canlilik oranini disiiriirken, apoptozu indiikleyici

bir etkileri tespit edilmemistir.

BIBR1532 ve resveratrol kombinasyonunun Kkolorektal kanser hicrelerinde
uygulanmasina dair literatiirde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Calismamizda
bu maddelerin uygulamasimin kanser iligkili IncRNA ekspresyonlarinda yarattigi
degisiklikler ekpsresyon analizleri ile aragtirilmasinin, daha 6nce incelenmemis olan
IncRNA’larin CRC ile iliskilendirilerek tedavi stratejilerinin olusturulmasinda yeni

bir bakis agis1 kazandiracagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler; Kolorektal kanser; BIBR1532; resveratrol; IncRNA



Abstract
The Effect of Combination of Resveratrol and BIBR1532 on the LncRNA
Expression in Colorectal Cancer Cells

Colorectal cancer is known as the third most common cancer type and the fourth
most common cause of death and thus new targeted therapies are continuously
investigated. In cancer cells; it is known that certain types of long non-coding RNAs
are highly expressed, and these IncRNAs are involved in development and
progression of carcinomas. Therefore, INcRNAs are thought as a target for cancer
therapies. BIBR1532 is a telomerase inhibitor and in cancer research, it is used to
inhibit active telomerase in tumours. Resveratrol is a natural phytoalexin and it
targets the molecules that are involved in proliferation and apoptosis. In addition,
resveratrol induces apoptosis by inhibiting KRAS-mediated signalling.

In this study, the aim is to apply BIBR1532 and resveratrol agents to HT-29
colorectal cancer cells and to determine cyototoxicity of these agents. Following this,
possible apoptotic effects of BIBR1532 and resveratrol will be investigated. Finally,
after exposure to these two agents, INcRNA expression changes will be determined in
HT-29 cells. The concentration of HT-29 cells in each well of a 96-well plate was
determined with the proliferation experiment. With WST-1 analysis cytotoxic effects
of BIBR1532 and resveratrol were investigated depending on time and dose. After
this, pre-determined ICso doses were applied to HT-29 cells both single and in
combination and the cells with no drug application, were taken as control.Then
apoptosis test was performed via Annexin V assay. For IncRNA analysis, agents
were applied as in the apoptosis test and again the cells with no drug application,
were taken as control. RNA isolation from all cell groups was carried out and cDNA
was synthesized, then RT-PCR was performed for the examination of changes in
INCRNA levels.

For HT-29 cells, optimal cell concentration was determined as 2x10* cells/ ml and
according to cytotoxicity assay ICso doses were decided for BIBR1532 and
resveratrol to be 50.81 uM (48. hour) and 86.23 uM (72 hour) respectively. CI was
1.7 for these two agents. Viability of cells after exposure to both BIBR1532 and
resveratrol agents, decreased; however there was no apoptosis inducing effect found

for both agents.



There is no study about the application of BIBR1532 and resveratrol combination on
CRC cells in literature. We suggest that the investigation of the effects of these
agents on cancer related INcRNAs and linking IncRNAs with CRC will give new

point of view in generating new treatment strategies.

Keywords; Colorectal cancer; BIBR1532; resveratrol; InCRNA

Vi



Icindekiler

ONSOZ ..ottt ettt bbbt a bbb bbbttt n sttt I
(@ .= SO T TR 11
ADSTFACT ... \%
ICIAEKIIET ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt VIl
TADIOIAN DIZINT...c.eiiiiiiiiieee et eneas X
SekKiller DIZINI ...........oooiiiiii e Xl
GrafikIEr DIZINT ..o X1l
KISAItMA LISTESI ....oviviiviiiiiiieieie et X111
€1 o L O PP PPPRPP 1
1.1. Arastirmanin Problemi................cccoooiiiiiiiii 1
1.2, ArastirMANIN SOTUSU .....ooviiiiiiiiieiiiiiieeaiiieeessitreeesstrreessnsbreeessbbeeeesssseessansneeeesannes 1
1.3. Arastirmanin Hipotezleri ..................ccoooiiiiiii e 1
1.4. Arastirmanin VarsayImIAri.............ccoooooiiiiiiiioiin e 1
1.5. Arastirmanin SInirhlKIArT ... 2
1.6. Arastirmanin AINMACE ............ccoeeieiiiuiiieeiiiieeeesieeeeesateeeesassteeeesstreeeesasseeeesansseseessnnes 2
GENEI BIGIIEK ...ttt anes 3

1. Kolorektal Kanser
1.1. Kolorektal Kanserde Genetik Degisimler
2. Uzun kodlamayan RNA (IncRNA)’lar
2.1. Wnt/B-catenin Yolagindaki IncRNA’lar
2.2. EGFR/IGF-IR Sinyal Yolagindaki IncRNA’lar
2.3. TGF-p Sinyal Yolagindaki IncRNA’lar
2.4. p53 Yolagindaki IncRNA’lar
3. Kullamlan flaclar
3.1. Resveratrol
3.2. BIBR1532
4. Hiicre Oliim Mekanizmalar
4.1. Apoptoz
4.2. Nekroz
(1= TR Y= o] 01 1=] o USRI 11
1. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Takibi

2. Hiicre Canlilik Testi

\l



Hiicrelerin Pasajlanmasi
Hiicrelerin Dondurulmasi
Hucrelerin Cozulmesi
Hucre Proliferasyon Deneyi
Etken Madde Hazirlanmasi
Sitotoksisite Deneyi

© © N o 0 bk~ w

izobologram Analizi
10. Apoptoz Deneyi
11. IncRNA Ekspresyon Analizi

11.1. Total RNA izolasyonu
11.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
11.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
BUIGUIAT ...ttt 38

1. Proliferasyon Deneyi ile Uygun Hiicre Konsantrasyonunu Saptanmasi

2. Sitotoksisite Deneyi
2.1. BIBR1532 ajammin HT-29 Hucreleri Uzerinde Sitotoksik Etkisi
2.2. Resveratrol ajammin HT-29 Hucreleri Uzerinde Sitotoksik EtKisi
2.3. BIBR1532 ve Resveratrol Kombinasyonunun HT-29 Hiicreleri Uzerinde

Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

3. Apoptoz Deneyi
3.1. BIBR1532, Resveratrol ve BIBR1532 + Resveratrol Kombinasyonunun
Kolorektal Kanser Hiicre Hatti Uzerindeki Apoptotik Etkileri

4. BIBR1532 ve Resveratrolin HT-29 Hicreleri Uzerindeki LncRNA
Ekspresyon Degisimlerinin Degerlendirilmesi
4.1. BIBR1532 Ajammmn HT-29 Hiicreleri Uzerindeki LncRNA Ekspresyon
Degisimlerinin Degerlendirilmesi
4.2. Resveratrol Ajammin HT-29 Hiicreleri Uzerindeki LncRNA Ekspresyon
Degisimlerinin Degerlendirilmesi
4.3. BIBR1532 ve Resveratrol Kombinasyonunun HT-29 Hducreleri
Uzerindeki LncRNA Ekspresyon Degisimlerinin Degerlendirilmesi

TAFTISIMA ...ttt e et e it e e bt e e s bb e et e e aree e 52
SONUG VE ONEFIIET ..ottt sttt 57
KAYNAKIAY ..o e 58



Tesekkiir
Ozgecmis



Tablolar Dizini

Tablo 1: HT-29 hiicre hatt1 6zellikleri

Tablo 2: BIBR1532 6zellikleri

Tablo 3: Resveratroltin ozellikleri

Tablo 4: Genomik DNA eliminasyon karisimi

Tablo 5: Ters transkripsiyon karisimi

Tablo 6: PCR karisim

Tablo 7: PCR programi

Tablo 8: LncRNA PCR Array Dizeni

Tablo 9: LncRNA PCR Array Gen Isimleri ve Aciklamalar:

Tablo 10: HT-29 hiicrelerinde BIBR1532 ve resveratrol ajanlarimin tekli ve

kombine sekilde apoptoz sonuclar:

Tablo 11: HT-29 hicrelerinde kontrol grubunun apoptoz sonuglarinin

degerlendirilmesi

Tablo 12: HT-29 hicrelerinde BIBR1532 uygulanan grubun apoptoz

sonuc¢larmin degerlendirilmesi

Tablo 13: HT-29 hiicrelerinde resveratrol uygulanan apoptoz sonugclariin

degerlendirilmesi

Tablo 14: HT-29 hicrelerinde BIBR1532 + Resveratrol kombinasyonu

uygulanan grubun apoptoz sonu¢larinin degerlendirilmesi



Sekiller Dizini

Sekil 1: Kolon anatomisi ve Kolorektal kanser evreleri
Sekil 2: Kolorektal kanserde adenom karsinom dizisi
Sekil 3: Inverted mikroskop

Sekil 4: HT-29 hiicrelerinin mikroskopta goriiniimii. Diisiik yogunluk (sol),
yiiksek yogunluk (sag)

Sekil 5: Scraper

Sekil 6: Neubauer Lam

Sekil 7: WST-1 ¢calisma prensibi

Sekil 8: BIBR1532 Kimyasal Yapisi

Sekil 9: cis- ve trans- resveratroliin kimyasal yapisi
Sekil 10: Mikroplas okuyucu

Sekil 11: BD Acruri-C6 akim sitometri cihazi

Sekil 12: PCR array (RF:referans genler, GDC: genomik DNA kontrol, RTC:
revers transkriptaz kontrol, PPC: pozitif PCR kontrol)

Xl



Grafikler Dizini

Grafik 1: HT-29 Kolorektal Kanser Hiicresi Proliferasyon grafigi
Grafik 2: HT-29 hiicrelerinde BIBR1532’nin IC50 doz grafigi
Grafik 3: HT-29 hiicrelerinde resveratrol maddesinin IC50 doz grafigi

Grafik 4: HT-29 hicrelerinde BIBR1532 + resveratrol kombinasyonunun 1C50
doz grafigi

Grafik 5: BIBR1532 ajanimin HT-29 hiicrelerinde kanser iliskli IncRNA’lar
uizerindeki etkisini gosteren 1s1 haritasi

Grafik 6: BIBR1532 ajaninin HT-29 hiicrelerinde kanser iliskli IncRNA’larin
clustergram analizi

Grafik 7: Resveratrol ajanimin HT-29 hiicrelerinde kanser iliskli IncRNA’lar
uizerindeki etkisini gosteren 1s1 haritasi

Grafik 8: Resveratrol ajaninin HT-29 hiicrelerinde kanser iliskli IncRNA’larin
clustergram analizi

Grafik 9: BIBR1532 ve Resveratrol kombinasyonun HT-29 hiicrelerinde kanser
iliskli IncRNA’lar iizerindeki etkisini gosteren 1s1 haritasi

Grafik 10: BIBR1532 ve Resveratrol kombinasyonun HT-29 hicrelerinde

kanser iliskli IncRNA’larin clustergram analizi

Xl



Kisaltma Listesi

°C : Santigrat

M : Mikro

ACF . Anormal kript odagi

APAF1 : Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1
AFAP - Atenuie familyal adenomat6z polipozis
APC : Adenomat6z polipozis koli

BMP : Kemik morfogenetik proteini

BRRS : Bannayan- Riley- Ruvalcaba sendromu
CCAL : Kolorektal kanser baglantili IncRNA
CCATI1-L : CRC- spesifik INcRNA

Cl : Kombinasyon indeksi

CIMP : Promot6r metilasyonu

CIN : Kromozomal instabilite

CO2 : Karbon Dioksit

CRC : Kolorektal kanser

CS : Cowden sendromu

DCC : Deleted in colorectal cancer

DISC : Oliim indiikleyen sinyal kompleksi

dk : Dakika

DMSO : Dimetil stlfoksit

DR - Olim reseptori

EGFR : Epidermal blytme faktor reseptor
EMT : Epitelyal mezankimal doniisiim
EpCAM : Epitel hiicre adezyon molekuli

FISH : Floresan in situ hibridizasyon

FAP : Familyal adenomat6z polipozis

FBS . Fetal s1g1r serumu

FITC : Floresan izotiyosiyanat

H20 :Su

HNPCC : Herediter polipozis- olmayan kolorektal kanser
hnRNP-K : Heterojen nukleer ribonikleoprotein K
IAP : Apoptoz inhibe edici protein

X1



1Cso
IGF-IR
JPS
lincRNA
INcRNA
INcRNA- ATB
LOH
LS
MAP
MAPK
MDM2
MDR1
MEG3
MLH1
MMP9
MMR
MRP1
MSH2
MSH6
MSI
MSI-H
MmTOR
MTX
NCCN
NGS
nm
NSAID
PBS
PCAT1
PHTS
Pl
PI3K
PJS

: Inhibitdr konsantrasyon orani

: Insiilin benzeri biiyiime faktorii tip 1 reseptor
: Juvenil polipozis sendromu

: Uzun intergenik kodlamayan RNA
: Uzun kodlamayan RNA

: TGF-B ile aktive olan IncRNA

. Heterozigotluk kayb1

: Lynch sendromu

- Mutyh iligkili polipozis

: Mitojen aktive edici protein kinaz
: Mouse doubleminute 2

: Coklu ilag direnci -1

: Maternal ifade edilen gen 3

: mutL homolog 1

: Matriks metalloproteinaz-9

: Hatal1 eslesme tamiri

: Coklu ilag direng proteini 1

: mutS protein homolog 2

: mutS protein homolog 6

: Mikrosatellit instabiltesi

: Mikrosatellit instabilitesi — yiiksek
: Memeli rapamisin hedefi

: Metotreksat

: Ulusal Kapsamli Kanser Ag1

- Yeni nesil dizileme

: Nanometre

: Non-steroid anti-inflamatuvar ilag
: Fosfat tampon tuz c¢ozeltisi

- Prostat kanser iliskili transkript-1

: PTEN hamartom timér sendromu
> Propidyum iyodar

: Fosfoinositid-3-kinaz

: Peutz- jeghers sendromu

XV



PMS2
PS
PTEN
RIP3
RNA
RNA-seq

RNA- TERRA

Rpm

RT- PCR
Smac
SNHG16
SPS
STKR
TCR
TGF-B
TGFpBRII
TLR
TNF
TUSC7
V600E
WST-1

: PMS1 homolog 2

: Fosfatidil serin

: Fosfataz ve tensin homolog

: Reseptor etkilesimli protein kinaz 3

: Ribonikleik asit

- RNA dizileme

: Telomerik tekrar iceren RNA

: Dakikada devir sayis1

- Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
: Ikinci mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii
: SnoRNA host gen 16

: Serrated polipozis sendromu

- Serin- treonin kinaz reseptori

: T hiicre reseptor

: TUmOr buyime faktorii beta

- TGF-P reseptor tip 11

: Toll benzeri reseptor

: TUmOr nekroz faktor

: Ttimor baskilayict aday1 7

: Val600Glu

: Water soluble tetrazolium

XV



Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Gelisen teknoloji ile birlikte ortaya ¢ikan tim yeni tanit ve tedavi yontemlerine
karsin, CRC hala tigiincii en sik goriilen kanser tipi olmaya devam etmektedir.
Kolorektal kanserde yeni molekiiler hedefler arastirilmaya ve tedavi yontemlerine
yonelik caligmalar yapilmaya devam edilmektedir. Gelistirilecek olan tedavi
yontemleri CRC’nin karmasik genetik yapisi vei lag direnglerinin olugsmasi nedeniyle
simirli bir hal almaktadir. Bu nedenle diisiincelerimiz, ¢alismamizda planladigimiz
kombine ajan uygulamasinin ileriki in vivo c¢alismalar ile desteklenerck CRC

tedavisine katki saglayacagi yoniindedir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Kolorektal kanser en sik goriilen iigiincii kanser ve dordiincii 6liim nedenidir.
Genetik ve cevresel bir¢ok etken CRC igin risk olusmaktadir. Literatiide tani ve
tedaviye yonelik birgok calismaya rastlansa da CRC’nin Oniine kesin olarak
gecilememektedir. Hedeflenmesi gereken gereken, ila¢ direncinin yenilmesi, CRC ile
iliskili hangi yolaklara yonelik tedavilerin gelistirilmesi gerektigi gibi sorunlar
1s51ginda CRC hiicreleri lizerinde antikanser ajanlarin en etkili sekilde kullanimiyla

ilgili sorular tespit edilmistir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

BIBR1532 ve resveratrol bu caligmadaki bagimsiz degiskenlerdir; bu maddelerin
kolorektal kanser hiicrelerindeki olas1 apoptotic etkisi ve IncRNA degisim diizeyleri
bagimli degiskenlerdendir. Dolayisiyla hipotezimiz; telomeraz aktivitesinin yliksek
oldugu ve CRC’de bir hedef olan Akt yolak aktivitesi ile iligkilendirerek, telomeraz
inhibitorii BIBR1532 ve resveratroliin tekli ve combine uygulamasinin kanser iliskili

INcRNA ekspresyonu uzerindeki etkisinin arastirilmasidir.

4Arastirmanin Varsayimlari

Aragtirmamizda, telomeraz inhibitorii BIBR1532 ve resveratroliin tekli ve
kombinasyon seklinde uygulanmasinin ardindan HT-29 Kkolorektal kanser
hiicrelerinde kanser iliskili IncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde degisiklige yol

acacag1 beklenmektedir.



1.4. Arastirmanin Simirhhiklar:

Arastirma in vitro sartlarda uygulandigindan tam olarak bir organizmay: temsil

edemeyecegi i¢in kapsamli bir analiz yapmay1 sinirlandirmaktadir.

1.5. Arastirmanin Amaci

Telomeraz inhibitori olan BIBR1532 ve resveratroliin kombine ve tekli sekillerde
HT-29 hiicrelerinde IncRNA ekspresyonlarma etkisi bilinmediginden, HT-29
hlcrelerine, BIBR1532 ve resveratrol in vitro olarak uygulanarak, kanser iliskili olan
INcRNA’larin ekspresyon degisiminin belirlenmesi ve potansiyel IncRNA’larin CRC

ile iligkilendirilmesi amaglanmaktadir.



Genel Bilgiler
1. Kolorektal Kanser (CRC)

Kolorektal kanser (CRC) diinya genelinde yillik 6lim oraninin % 8’den fazlasini
kapsamaktadir (American Cancer Society ve ark. 2015). Kesin nedenleri
bilinmemekle birlikte; yas, kisisel ve ailesel CRC ge¢misi ve beslenme CRC igin risk
olusturmaktadir. Kadin ve erkekler hayat siireleri boyunca esit oranda CRC riskine
sahiptir ve bu oran % 4,3 olarak belirlenmistir (International Agency for Research on
Cancer 2012). Diyabet, yas, obezite, adenomatdz polipler gibi intrinsik ve sigara
kullanimi, yetersiz lif, balik ve D vitamini, asir1 alkol kullanimi gibi ekstrinsik
faktorlerin CRC riski ile iliskilendirildigi bilinmektedir.CRC olusumunda farkli
yolaklar bulunmakla beraber, ¢ogunlugu genetik instabilite, hiicre proliferayonu ve
kripto nig mikro ¢evresinin diizenlenmesinde rol oynayan tek gen hatti mutasyonu ile

tamimlanmaktadir (Ma ve ark. 2018).
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Sekil 1: Kolon anatomisi ve Kolorektal kanser evreleri (Mycoloncancercoach
n.d.)

Sekil 1°de kolorektal kanserin evreleri gosterilmekte olup 0. Evrede kanser kolon
duvarmnin dis katmaninda yalnizca mukozadadir, evre 1’de ise tiimor kolon duvarinin
ikinci ve liglinclii katmanlar1 olan submukoza ve muskiilaris propiyaya ilerlemis
durumdadir. Lenf nodlarina ilerlemeden kolon duvarinin tamamina yayilan kanserler
ise evre 2 olarak adlandirilmaktadir ve evre 3’te kolon duvari ve lenf nodlarma
ilerlemis bir tiimoér vardir. Evre 4 ise metastaz yapmis bir kolon kanserini

gostermektedir.

1.1.Kolorektal Kanserde Genetik Degisimler



DNA tamir genlerindeki defektler, epigenetik degisimler ve genom biitlinliigii CRC

ile iliskilendirilmektedir.

Endotelyal biiyiime faktori reseptoriine (EGFR) liganti EGF baglandiginda reseptor
dimerizasyonu ve sonrasinda EGFR otofosforilizasyonu ger¢eklesmektedir; boylece
RAS/RAF/MAPK proteinleri ve PI3K/AKT yolag1 aktive olmaktadir. KRAS ve
BRAF mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK) yolaginin iiyeleridir ve bu yolak
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, senesans ve apoptozu duzenlemektedir. RAS,
fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) ve RAF ile kaskad:1 aktive etmektedir. PI3K apoptozu
inhibe ederken RAF proliferasyonu aktive etmektedir.Ekzon 2 kodon 12 ve kodon
13’te ve ekzon 3 kodon 61°deki KRAS mutasyonlari, EGFR’den bagimsiz olarak
proliferasyonu ve sagkalimi arttirmaktadir, bu nedenle EGFR’ye yonelik tedavi
yaklagimlar1 yetersiz kalmaktadir. RAF serin treonin kinaz ailesinin bir iiyesi olan
BRAF, biiyime sinyallerine karst RAS-RAF-MAP kinaz yolagi ile yanit
olusturmaktadir ve sporadik CRC’lerde mutasyonu tespit edilmistir. Bu
mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunu V600E (Val600Glu) mutasyonlar:t olusturmakta
ve familyal ile sporadik CRC’lerin ayriminda yardimcidir (Armaghany ve ark. 2012).
Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) / AKT/ rapamisin memeli hedefi (mTOR), alternatif
EGFR- aracili sinyal yoludur; PI3K lipid kinaz ailesidir ve AKT’yi fosforilleyerek
aktive etmektedir, AKT ise mTOR dahil neredeyse 100 adet proteini
fosforillemektedir. PI3K’nin katalitik altiinitesini kodlayan gen olan PIK3CA’nin
kolorektal kanserlerde %25’in {izerinde mutasyona ugradigi bilinmektedir. Genomu
instabiliteden koruyan PTEN, PI3K/AKT yolunu negatif olarak dizenleyen bir
fosfatazdir ve kanserlerde aktive durumdadir. PTEN kaybi, monoklonal inhibitor
tedavilerinde eksik tiimor yanitina ve toplam sagkalimda azalisa neden olmaktadir.
Tumor buytume faktoru-beta (TGF-B), reseptorlerine baglanarak birgcok hiicresel
islevi diizenleyen multifonksiyonel proteinlerdir. Ug¢ farkli TGFP reseptorii
tanimlanmis olup, transforme edici biiyiime faktorii reseptor tip II ‘nin (TGFBRII)
MSI kolon kanserlerinin %90 oraninda mutasyona ugradig: saptanmistir (Markowitz
ve ark., 1995). TGFBRII timo6r olusumunun ilk asamalarinda timdr baskilayici
etkilere sahip iken, ge¢ asamalarda hiicre Olimiinii azaltip immiinrepresyonu
saglayarak timor ilerlemesini hizlandirmaktadir. Ayrica, invazyonu ve metastazi
destekleyen bir mekanizma olan epitelyal- mezankimal doniisiimiinii (EMT)

hizlandirmaktadir. TGFBRII mutasyonu olmayan MSI tiimorler TGFBRII ‘ye yanit
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olarak EMT gegirebilirler; bu da TGFBRII ve MSI olmayan durumun invazyon,
metastaz ve prognozda anahtar role sahip oldugunu gostermektedir. KOk hicreler
zarar gordiiklerinde onarim yerine apoptoza ydnelmeyi tercih etmekte; mutajenik
maddeleri, coklu ila¢ direnci 1 (multidrug resistance 1- MDR1) adi verilen plazma
proteini ile disar1 pompalamaktadir ve diger yandan kok hiicrelerin yiizeyinde yiiksek
oranda MDR1 eksprese edilmesi, kok hucrelerin  kemoterapiye direng
gostermelerinde bir etken oldugunu distindiirmektedir (Armaghany ve ark. 2012).
Kolon kanserinde genomik instabilitenin; kromozomal instabilite, mikrosatelit

instabilitesi, CpG adacik metilator fenotipi olmak iizere {i¢ farkli yolu bulunmaktadir.

e - =~ o
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Normal Displastik  _, Metastatik
Epitel — Epitel Adenom = —s Karsinom — —s e

MMR Genleri

venign [ RV

Sekil 2: Kolorektal kanserde adenom karsinom dizisi (Smith ve ark. 2002)

Kromozomal instabilite (chromosomalinstability- CIN), adenom- karsinom dizisi
olarak da bilinmektedir ve genetik ve histolojik degisiklikleri tanimlamaktadir.
Genomik degisiklikler K-Ras gibi proto-onkogenlerin aktivasyonu ve p53 ve
adenomat6z polipozis koli (Adenomataous Polyposis Coli-APC) gibi timor
baskilayicilarin inaktivasyonunu kapsamaktadir (Armaghany ve ark. 2012). APC/
Wnt/ B-katenin yolagi sporadik ve herediter CRC karsinogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir (De Filippo ve ark., 2002). MMR enzimlerinin inaktivasyonu; DNA
tamir geni olan mutL homolog 1 (MLHZ1) geninin CpG adalarinin metilasyonu ile ya
da MMR ailesi iiyelerinin nokta mutasyonu ile ger¢eklesmektedir. Yiikksek DNA
mikrosatelit instabilitesi (MSI-H) ise, markirlarin %30’unda ya da fazlasinda olan
instabilite ile tanmimlanmaktadir. CpG adalari normalde metile olmamis
durumdadirlar, promotdr metilasyonu oldugu durumlarda ise bu gen transkripsiyonel
olarak susturulmus durumdadir ve bu gen bir tiimoér baskilayici gen ise iki allelde
meydana gelen promotdr hipermetilasyonu ile susturma gerceklesebilmektedir.

MLH1’in anormal metilasyonu sporadik MSI CRC’lerin %80’inde goriilmektedir.



2. Uzun kodlamayan RNA (IncRNA)’lar

Yapilan c¢alismalar 1s18inda insan genomunun yalnizca %?2’lik kisminin proteine
doniistiigli ve kalan kismin protein kodlamayan riboniikleik asitleri (non-coding
RNA-ncRNA) olusturdugu bilinmektedir. "Housekeeping'- referans- ncRNA’lar
haricinde diizenleyici ncRNA’lar da bulunmakta bu ncRNA’lar kisa ncRNA’lar ve
uzun ncRNA’lar olarak ikiye ayrilmaktadir. Uzun kodlamayan RNA (IncRNA)’lar,
200 baz ciftinden uzun olan ve epigenetik, transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
duzeylerde gen ekspresyonunu duzenleyebilen RNA  molekilleri  olarak
tanimlanmaktadir. Protein kodlayan genlere uzakliklarina gore; uzun intergenik
kodlamayan RNA (lincRNA)’lar, intronik, overlapping, sens ve antisens olarak
gruplandirilmaktadirlar. Birgok kanserde oldugu gibi CRC’de de IncRNA ekspresyon
degisimleri gozlenmektedir. CRC-iligkili tanimlanan ilk IncRNA 1996 yilinda
tanimlanan H19 olmakla birlikte, asir1 ekspresyonu CRC gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadir. Bircok IncRNA, Wnt/ p-katenin, EGFR (epidermal growth
factorreceptor) / IGF-IR), KRAS ve PI3K, TGF-B, p53 gibi CRC patogenezinde

gorev alan sinyal yollarinda gérev almakta ve EMT’de rol oynamaktadir.

2.1.Wnt/B-catenin Yolagindaki IncRNA’lar

LncRNA HI19 11pl15.5’te lokalizedir ve sporadik CRC’lerin %80’inde inaktive
sekilde goriilen APC geninin H19 tarafindan modiile edildigi bilinmektedir (Yanfei
Yang ve ark. 2017). Yoshimizu ve ark. ¢alismalarinda, H19 knockout farelerin tiimor
gelistirmedigi  goriilmiis ve HI9un onkogenden c¢ok onkobaskilayict
(oncosuppressive) gen oldugunu gostermislerdir (Yoshimizu ve ark. 2008). Diger bir
yandan, B-katenin yikim kompleksine ait olan AP-20 proteinin onkobaskilayici
(oncosuppressive) olarak gorev aldig1 calismalarda gosterilmistir. Ayrica, kolorektal
kanser-baglantili IncRNA (CCAL- colorectal cancer-associaatedincRNA)’nin AP-
20’y1 negatif olarak diizenledigi ve Wnt sinyalini baslatmaya neden oldugu
gosterilmektedir. Xiang ve ark. 8924.21 lokusunda lokalize olan, CRC-spesifik
INcRNA (CCAT1-L) kodlayan super-enhancer tanimlamiglardir (Xiang ve ark.
2014). CCAT1-L, CRC’lerde upregiile olan CCAT1’in izoformudur ve diger yandan
MYC transkripsiyonunun pozitif kontroliinde yer almaktadir. Ling ve ark. (Ling ve

ark. 2013)ise Wnt'nin downstream hedefi olan ve mikrosatelit- stabil (MSS)
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CRC’lerde asir1 eksprese olan kolon kanser-baglantili transkript-2 (CCAT2)’yi
tanimlamiglardir. Yiiksek oranda CCAT2 eksprese eden CRC’lerde MYC
ekspresyonunun yiiksek oldugu goriilmektedir ve gegici CCAT2 knockdownu ile
MYC ekspresyonu azaltilmaktadir. CCAT2 TCF7L2’ye baglanarak Wnt
aktivitelerini  arttirabilirken, TCF7L2 knockdownu CCAT2 ekspresyonunu
diistirmektedir; bu nedenle TCF7L2’nin yiliksek CCAT2 ekspresyonu i¢in gerekli
oldugu bilinmektedir (Yanfei Yang ve ark. 2017).

2.2.EGFR/IGF-IR Sinyal Yolagindaki IncRNA’lar

Epidermal blyume faktori reseptori (EGFR- epidermal growth factorreceptor)
EGFR tirozin kinaz ailesninin bir yesidir, IGF-IR ise transmembran tirozin kinazdir.
EGFR reseptorlerinin uyarilmast CRC dahil olmak iizere bir¢cok kanserde
gordlurken, IGF-IR’nin kolorektal tiimor olusumu ve gelisiminde O6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir (Yongzhi Yang ve ark. 2017). IGF-IR, KRAS/Raf/MAPK
(mitojen-aktive edici protein kinaz) ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklarinin
aktivasyonunu saglamaktadir, sonucunda ise kontrolsiiz proliferasyon, adezyon,
anjiyogenez, migrasyonu, metastaz ve sag-kalima neden olmaktadir. IGF-odakli gen
olan CRNDE, CRC’nin erken evrelerinde aktive edilmekte ve kromatin-modifiye
edici kompleksler ile etkilesime girerek gen ekspresyonunu diizenleyebilmektedir.
Ellis ve ark. calismasinda (Ellis, Graham, and Molloy 2014); CRNDE, PI3K ve
KRAS’in downstream hedefleri arasinda yer aldigi ve upregiilasyonu neoplastik
kolon hiicrelerinin oksidatif metabolizmadan aerobik glikolize sekilde metabolik
shiftine neden oldugu gosterilmektedir, bu da Warburg etkisi ile aciklanmaktadir.
CRC patogenezinde yer alan diger bir IncRNA ise PTENP1 (phosphataseans tensin

homolog pseudogene 1)’dir ve PI3K sinyal yolaginin bir inhibitoriidiir.

2.3. TGF-B Sinyal Yolagindaki IncRNA’lar

TGF-B, transmembran serin-treonin kinaz reseptorleri (STKR) ve Smad ailesinin
intraseliiler aracilar ile sinyallesen bir sitokindir ve CRC gelisiminde ikili role
sahiptir. Timor olusumunun ilk asamalarinda baskilayici olarak rol oynayan TGF-§,
daha ge¢ asamalarda ise CRC’nin invazivligini arttirmaktadir (Li and Kang 2014).
LncRNA PVT-1 kanser patofizyolojisi ile ilgilidir ve Takahashi ve ark. ¢aligmasinda
PVT-1 knockdown CRC hiicre hatlarin1 kullanarak gen ekspresyon microarray

analizi gerceklestirmis ve PVT-1 knockdownunun apoptoz ile TGF-B sinyal
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proteinlerinin aktivasyonunu sagladigini gostermistir (Takahashi ve ark. 2014). TGF-
B, IncRNA-ATB (TGF-B ile aktive olan IncRNA) gibi IncRNA’lar1 aktive
edebilmektedir ve Yuan ve ark. Calismasina (Yuan ve ark. 2014) gére bu
IncRNA’nin  hepatoseliiler karsinomda invazyon ile metastazi baslattig

bilinmektedir.

2.4.p53 Yolagindaki IncRNA’lar

p53’iin, kendisini diizenleyen ve etkileyen bircok IncRNA ile iligkili oldugu
bilinmektedir. MEG3, MALATL, p53-eRNA, Wrap53, Loc285184, IncRNA-p21,
H19 ve PANDA bu IncRNA’lardir. MEG3 (maternally-expressed gene-3), p53
negatif diizenleyicisi olan MDM2 (Mouse doubleminute 2)’nin ekspresyonunu
azaltmakta ve CRC patogenezi ve gelisimini engellemektedir. MEG3 promotor bolge
hipermetilasyonundan dolayi, CRC dahil olmak {izere bir¢ok kanserde ve HCT116,
H29 gibi kanser hiicre hatlarinda MEG3 kaybi1 gozlenmektedir. Loc285194 p53
efektoriidiir ve osteosarkomda ve CRC’de ekspresyonunun azaldigi bilinmektedir.
Liu ve ark. Loc285194°lin p53 tarafindan hedeflendigini ve onkogenik miR-211’¢
baglanip ve baskilayarak CRC’de hiicre biiylimesini engelledigini gostermistir (Liu
ve ark. 2013). Bu sonuglar, Loc285194’in potansiyel CRC baskilayicisi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Huarte ve ark. apoptozda onemli rolii bulunan
l[incRNA-p21’i tanimlamig ve linCRNA-p21°in p53 transkripsyion hedefi oldugunu
bildirmistir (Huarte ve ark. 2010).

5. Kullamlan Ilaglar

5.1. Resveratrol

Resveratrol, bir¢cok bitkide bulunan dogal bir polifenolik bilesiktir ve
antioksidan,antiinflamatuar, anti-kanser etkilere sahiptir. Birgok calismada, terap6tik
ve kemopreventif 6zellikleri gosterilmektedir. Resveratroliin kolonda birikmesi ve
zay1f biyoyararlanimi, kolonda uygulanmasinin 6niinii agmakta ve bdylelikle kolon
kanser calismalarinda kullanimi yayginlagsmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, pro-
apoptotik Bax proteinin indiiksiyonu ve mukozadaki p21 ekspresyonunu engelleyip
anormal kript odak sayisini azaltarak kolon kanserinin baslamasini engelledigi
saptanmistir (Tessitore ve ark. 2000). Diger bir calismada ise kolon kanser

olusumunun engellenmesi, hiicre dongiisii progresyonunda ve proliferasyonda
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gorevli genlerin dovnregiilasyonu ile gergeklestirilmistir (Schneider ve ark.
2001).Ayrica yiiksek resveratrol konsantrasyonun, telomeraz aktivitesini diisiirerek
HT-29 ve WiDr kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirlenmistir
(Fuggetta ve ark. 2006).Diger bir ¢alismada ise, resveratol ve antimetabolit bir
kemoterapotik ilag olan 5-flurourasilin  kombinasyonunun kolorektal kanser
hiicrelerinde STAT3 ve Akt fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Aktive
olmayan STAT3, hTERT promotorine baglanmay: zayiflatarak telomeraz
aktivitesini diisiirmekte oldugu ve Akt fosforilasyonunun engellenmesinin ise anti-

proliferatif ve pro-apoptotik etkilere yol agtig1 saptanmistir (Chung ve ark. 2018).

5.2. BIBR1532

Okaryotik kromozomlarn ug¢ kisimlari, telomerik tekrar iceren RNA (telomeric
region-containing- RNA-TERRA)’y1 da kapsayan uzun kodlamayan RNA
bolgelerinden olusmakta ve bu bolgeler RNA polimeraz iki tarafindan
kodlanmaktadir (Farnung ve ark. 2012). Telomeraz enzimi bir ribonikleoprotein
olup revers transkriptaz gorevi gormektedir ve kendi RNA altiinitesi hTR’yi kalip
olarak kullanarak telomerik DNA sentezini gergeklestirmektedir. Telomerazin
protein alt {nitesi, hTERT ise revers transkripsiyon islemini katalizlemektedir.
Telomeraz enziminin reaktivasyonu kanser hiicrelerinde goriilen bir degisimdir ve bu
sekilde malign hiicre olusumu ve biiylimesi i¢in gerekli olan limitsiz proliferasyon
saglanabilmektedir. insan kanserlerinde %90’a varan oranda telomeraz aktivitesinin
rolii bilinmekte ve immortalizasyondaki islevi kanitlanmaktadir. Diger yandan
telomeraz aktivitesinin engellenmesi, telomerlerde kisalmaya yol acarak hiicrelerde
bliyiimenin durmasina yol agmaktadir. BIBR1532, sentetik ve non-nikleosidik bir
bilesiktir ve secici bir sekilde telomerazi inhibe edebilmektedir. BIBR1532,
telomeraz enzim DNA substrat kompleksinin translokasyonunu saglamakta ya da
template kopyalama sirasinda, DNA substrati ile enzimin ayrilmasima yol
acmaktadir. Bu basamaklarin telomeraza 6zgii oldugu bilindiginden, BIBR1532’nin
telomeraza karsi yiiksek spesifite gosterdigi dogrulanmaktadir (Pascolo ve ark.
2002). Antikanser aktiviteleri yapilan bir¢ok ¢alismada kanitlanmig, tiimor hiicre
biliylimesini baskiladig1 gosterilmistir. Ek olarak, BIBR1532’nin kemoterapide

kombinasyon tedavisi olarak yararli olacag: bilinmektedir. Over, meme kanserleri ve



I6semi gibi birgok tumorde antikanser etkiye sahip oldugu, kanser hiicrelerini

sensitize ederek kemoterapiyi destekledigi gosterilmistir (Bashash ve ark. 2017).

6.Hiicre Oliim Mekanizmalar:

Hiicrelerde yogun hasar durumunda, spesifik sinyaller sonucunda hiicre oliimii
gerceklesmektedir. Hiicre 6lim mekanizmalar1 apoptoz (tip I), otofaji (tip II) ve

nekroz (tip III) olmak iizere genel olarak ii¢ sinifa ayrilmaktadir.

6.1. Apoptoz

Apoptoz; hiicre biiziilmesi, membranda kabarciklanma ve yogunlagsmis kromatinlerle
karakterizedir. Kaspaz proteazlarin aktivitesi ile gerceklesen bir hiicre 6liim ¢esidi
olarak da bilinmektedir. Apoptotik hiicre Olimii iki sinyal yolagiyla aktive
olabilmektedir: Mitokondriyal (intrinsik) yolak ve 6lum reseptorii (ekstrinsik) yolak.
Apoptoz, baska yolaklara ek olarak 6liim reseptorii (DR)’ler ya da mitokondriyal yol
ile baglatilabilir. Mitokondriyal yolak, proapoptotik faktdrlerin sitozole salinimini
saglayan mitokondri dis membranindaki biitiinliik kayb1 ile baglatilmakta ve bu siireg
Bcl-2 tarafindan kontrol edilmektedir. Sitokrom C, sitozolde kaspaz aktive edici
kompleksin (apoptozom) olusmasini saglamakta ve her iki yolak bu kompleksin
olusumuna ve kaspaz proteazlara bagli olarak ilerlemektedir (Green and Llambi
2015).Kaspazlar, sistein proteazlardir ve memelilerde en az 17 farkli kaspaz
bulunmaktadir. Kaspaz-3, 6, ve 7 sonlandiric1 kaspazlar olarak bilinmekle birlikte
protein ile etkilesen bolgelerden eksik olarak {iretilmekte ve hiicresel yikimi
etkilemektedirler. Biiylikk ve kiiciik altliniteler arasindaki parcalanma ile
konformasyonel degisiklikler meydana gelerek olgun proteazda iki aktif bolge

olusmaktadir.

6.2.Nekroz

Nekroz; sismis hiicreler, plazma membraninda bozulmalar ve organel yapilagsmasinin
kaybr ile karakterize edilmektedir. Bir dizi onarillamaz hiicre hasari sonucunda
nekroz olmasina karsin, en az bir aktif nekroz yolagi bulunmaktadir; bu hiicresel

olim cesidi nekroptoz olarak adlandirilmakta ve RIP3 (receptor interacting protein
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kinase 3) ‘lin aktivasyonunu igeren birgok sinyal yolu ile saglanmaktadir. DNA
hasarinin RIP3 aktivasyonunu uyarmasinin yaninda DR’ler, Toll-benzeri reseptorler
(TLRs- Tool-like Receptors) ve T-hiicre reseptorleri (TCR- T-cell Receptor), RIP3

aktivasyonunda gorev almaktadirlar (Moriwaki and Chan 2013).
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Gereg ve YOntem

1. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Takibi

Aragtirmada kullanilacak HT-29 hiicre hatt1 Ege Universitesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’ndan saglanmistir. HT-29 hicreleri; 75 cm? lik flasklarda, final
konsantrasyonda %10 FBS iceren McCoy's 5A (Modified) Medium ile
yeterli miktarda hucre elde edilene kadar 37°C ve 5 % CO: kosullarini

saglayan etiivlerde iiretilmistir.

Organizma Insan, Homo sapiens

Doku Kolon

Hastalik Kolorektal adenomakarsinom
Yas 44 yas, yetiskin

Cinsiyet Kadin

Morfoloji Epitelyal

Buydme Ozellikleri | Aderent

Tablo 1: HT-29 hiicre hatt1 6zellikleri (ATCC 2019)
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2. Hiicre Canhlik Testi

Kiiltiire edilen hiicrelerin canliligini belirleme ve hiicreleri sayma amaciyla
tripan mavisi boyast kullanilmistir. 50 pl siispanse hiicre ile 50 pl tripan
mavisi boyast karistirilarak Neubauer lamima aktarilmistir. 4x4’liik lam 151k
mikroskobu altinda incelenerek hiicre sayimi ve canlilik testi yapilmistir.
Boyay1 i¢ine alarak mavi renkte goriilen hiicreler 6lii, boyay1 i¢ine almayan
beyaz hiicreler ise canli olarak sayilmistir. Canli hiicre sayis1 2 x 10* (20000)
ile carpilarak 1 mililitredeki toplam canli hiicre say1s1 bulunmustur. Olii hiicre
sayisinin ayni sekilde bulunmasinin ardindan, canli hiicre sayisinin toplam

hiicre sayisina oranlanmasi ile ytlizde olarak hiicre canlilig1 belirlenmis oldu.
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Sekil 3: Inverted mikroskop (MFIMEDICAL n.d.)
3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler flaskin tiim yiizeyini kaplayarak yaklasik % 80-90 yogunluk
saglandiginda, yeni 75 cm? lik flasklara pasajlanmistir. Calismada kullanilam
HT-29 hiicreleri adherent oOzellige sahip oldugundan, hiicrelerin flasktan

kaldirilmasi i¢in scraper kullanilmistir.
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ATCC Number: HTB-38
Designation: HT-29

‘ T i B il
:  in = < o LN
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

A

Sekil 4: HT-29 hiicrelerinin mikroskopta goriiniimii. Diisiik yogunluk

(sol), yiiksek yogunluk (sag) (HT-29 (ATCC® HTB-38™), 2019)

Sekil 5: Scraper (ecatalog 2019)

Pasaj Protokolii:
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4.

Flasklarin iglerindeki ortam dokiilmeden scraper yardimiyla hiicreler
kazinarak flasktan kaldirilmistir.

Elde edilen hiicre-besi yeri suspansiyonu falkon tupe (15 ml1’lik)
aktarilmistir.

5 dk, 1200 rpm’de santrifiij yapilmistir.

Stipernatant uzaklastirilarak falkon tiipe yeni besi yeri eklenmistir.

Hiicre- besi yeri siispansiyonu 2 adet 75 cm? lik flasklara dagitilmustir.

Flasklara 10 ml daha besi yeri eklenerek inkiibatore kaldirilmastir.

Hiicrelerin Dondurulmasi

Yeterince lretildikten sonra saklanmak istenen hiicreler dondurulmustur.

Dondurma Protokol:

e Hiucreler flask yizeyinden scraper ile kaldirilmastir.

e Elde edilen hiicre-besi yeri siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiipe
aktarilmistir.

e 1200 rpm’de 5 dk. santrifiij yapilmistir.

e Diger yandan, 9:1 serum: DMSO iceren dondurma soliisyonu buz
iizerinde hazirlanmistir.

e Santrifiijden alinan falkon tiipten siipernatant uzaklastirilmistir.

e Hiicreler 1 ml dondurma soliisyonu ile karistirilarak kriyotiiplere
aktarilmistir.

e Kriyotupler -86 °C’ye kaldirilmistir.
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1 Ul

4

Sekil 6: Neubauer Lami (Kurul Laboratuvar n.d.; neubauer lami1 n.d.)
5. Hucrelerin Cozulmesi

Codzme Protokolil:

e -86 °C’deki hiicreler oda sicakligina alinmigtir.
e DMSO’nun hiicreler tizerindeki toksik etkisinden kaginma amagli,

kriyotipe besiyeri eklenerek hicreler falkon tipe (15 ml’lik) alinmustir.
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e 10dk, 1200 rpm’de santrifiij yapilmistir

e Siipernatant uzaklastirilip falkon tiipe besi yeri eklenerek tekrar 10 dk,
1200 rpm’de santrifiij yapilmistir.

e Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler 15 ml besiyeri eklenerek 75 cm?’lik
flaska ekilmistir.

e Flasklar; 37 °C sicaklikta, % 5 CO2 ve % 95 nem iceren inkiibatore
kaldirilmastir.

6. Hucre Proliferasyon Deneyi

Sonraki asamalardaki deneylerde kullanilmak tizere, optimal hiicre

konsantrasyonunu belirleme amagli proliferasyon deneyi gerceklestirilmistir.

WST-1 (water- soluble tetrazolium-1) reaktifi hiicre proliferasyonu, buyume,
canlilik ve kemosensitivitenin spektrofotometrik kantifikasyonu ig¢in
kullanilmaktadir. WST-1 prensibi: Tetrazolyum tuzlar1 enzimler araciliiyla
formazana baglanmakta ve canli hiicrelerin artmasiyla beraber mitokondriyal
dehidrojenaz enzim aktivitesi artmaktadir. Bu artis ise olusan formazan
boyasinin miktarini arttirmaktadir, bu da metabolik olarak aktif hiicre say1s1
ile iligkilidir. Uretilen formazan boyasmin kantifikasyonu scanning multiwell

spectrophotometer ile ger¢eklesmistir.

Calismada, hiicreler 3 tekrarli sekilde azalan hiicre miktarlarinda 96-well
platelere ekilmistir. Her kuyucukta 100 pl olacak sekilde, 5x10* hiicreden
baslanilarak seri diliisyon yapilmistir. Etlivde 96 saatlik inkiibasyon
stiresinden sonra, her kuyucuga 100 pul WST-1 eklenerek tekrar 3 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. 3 saat boyunca 30 dakikalik araliklarla mikroplak
okuyucuda (Multiskan Fc, Thermo) 450 nm ve 620 nm’de dl¢liim yapilacak

ve optik dansite degerlerinin dl¢limii ise fotometrik olarak yapilmistir.
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Sekil 7: WST-1 ¢alisma prensibi (GBiosciences 2019)

7. Etken Madde Hazirlanmasi

Molekdiler kitlesi 331.36 g/mol olan 10 mg BIBR1532 maddesi 603.6 pl
DMSO’da ¢oziilerek 50 mM BIBR1532 stok soliisyon elde edilmistir.

Ara stoklar medium ile hazirlanarak deneylerde kullanilmistir. Molekiiler
kiitlesi 228.25 g/mol olan resveratrol etken maddesinden 2.28 mg tartilmis ve
Iml DMSO’da ¢oziilerek 1 mM resveratrol stok soliisyonu hazirlanmistir.
Stok soliisyonlar -20°C’de saklanmistir. Medium ile ara stoklar hazirlanarak

deneylerde kullanilmistir.
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Tablo 2: BIBR1532 dzellikleri (Cayman Chemical n.d.)

BIBR1532
Sinonim 2-[[(2E)-3-(2-naphthalenyl)-1-oxo-2-buten-1-
yllamino]-benzoic acid
Formuli C21H17NO3
Molekuler 331.4 g/mol
agirhk

Tablo 3: Resveratroltin dzellikleri (Aldrich 2019)

Resveratrol >99% (HPLC)

Sinonim 3.,4',5-Trihydroxy-trans-stilbene,
5-[(1E)-2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-
benzenediol

Formula C14H1203

Molekuler 228.24 g/mol

agirhk
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Sekil 8: BIBR1532 Kimyasal Yapisi (Bryan ve ark. 2015)
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Sekil 9: cis- ve trans- resveratroliin kimyasal yapis1 (Camont ve ark. 2009)

8. Sitotoksisite Deneyi

BIBR1532 ve resveratrol maddelerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin
sitotoksisite deneyi, Onceki boliimde anlatilan yontem dogrultusunda ve

WST-1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu amagla, proliferasyon deneyi sonucunda belirlenen hiicre sayisi kadar ve
3 tekrarli sekilde her kuyucuga HT-29 hiicreleri ekilecek; iki etken madde

oldugundan bu islem tekrarlanmistir ve 24saatlik inkiibasyona birakilmistir.
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BIBR1532 ve resveratrol maddeleri literatiire gore secilmis konsantrasyon
degerlerinden baslanarak seri diliisyon yapilarak kuyucuklara eklenmistir,
ilag eklenmeyen kuyucuk daha sonra kontrol olarak ele alinmistir. 24., 48., ve
72. saatlerde, proliferasyon deneyinde oldugu gibi her bir kuyucuga 10 pl
WST-1 eklenecek ve sonrasinda mikroplak okuyucuda (Multiskan Fc,
Thermo) absorbans degerleri fotometrik olarak  &lgiilmiistiir.Ol¢iim
sonucunda hiicre proliferasyonunun % 50 azalmasina yol acan etken madde

konsantrasyonlari, ICso degerleri, Graphpad kullanilarak belirlenmistir.

Sekil 10: Mikroplak okuyucu (Scientific 2019)
9. Izobologram Analizi

Kullanilacak olan etken maddelerin, reveratrol ve BIBR1532’nin,
birbirleriyle sinerjistik, aditif ya da antagonistik etkisini inceleme amagh

izobologram analizi yapilmistir.

Maddelerin 6nceden sitotoksisite deneyinde hesaplanan 1Csq dozlar1 ile HT-
29 hicrelerine 24, 48 ve 72 saatlik kombinasyon uygulamasi yapilmistir
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Sitotoksisite ve proliferasyon deneylerinde oldugu sekilde WST-1
uygulanacak ve mikroplak okuyucuda (Multiskan Fc, Thermo) absorbans
Olctimleri yapilmistir. CalcuSyn version 2.0 programi kullanilarak ilaclarin
kombine ICso dozlari, birbiri ile etkilesim egrileri ve kombinasyon indeksi

(CI) belirlenmistir.

10. Apoptoz Deneyi

Olen hiicreler Annexin V yontemi ile belirlenebilmektedir; bu yontemin
mekanizmasi soyledir: Apoptotik hiicrelerin membranlarinin dis yiizeyinde
apoptozun erken fazinda fosfatidil serin (PS) aciga ¢ikmaktadir ve Annexin
V’mn , Ca*? bagimli fosfolipid baglayan bir protein oldugu ve PS’ye karsi
yiiksek affiniteye sahip oldugu bilinmektedir. Bu yilizden apoptoz durumunda
aciga ¢ikan PS, hiicre membranina baglanan Annexin V ile
belirlenebilmektedir. Akis sitometrisi kullanilarak, yesil fluoresan i1simasi
yapan FITC (Fluorescein Isothiocyanate) isaretli Annexin V, ile apoptotik
hiicrelerin varlig1 detekte edilip, kantifikasyonu yapilabilmektedir. Ayrica PI
(Propidium Iodide) ile boyama yapilarak intakt hiicrelerin erken/ geg
apoptotik ya da nektorik olarak ayrismasi saglanmaktadir. intakt hiicreler
Annexin V-FITC negatif, Pl negatiftir; Annexin V-FITC pozitif ve Pl negatif
olanlar erken apoptotik hicrelerdir; nekrotik ve ge¢ apoptotik hiicreler ise
Annexin V-FITC pozitif, PI pozitiftir.

Annexin V testi ile BIBR1532, resveratrol ve BIBR1532 + resveratrol
kombinasyonunun ~ HT-29  hicreleri  Uzerindeki  apoptotik  etkisi
arastirilacaktir. Hiicreler dnceden izobologram analizinde belirlenen ICsg
degerlerine belirlenen siire boyunca maruz birakilmis, etken madde

kullanilmayan hiicreler ise kontrol olarak degerlendirilmistir.

Anneksin V-FITC Yoéntem Protokolu:

e Hiicrelere etken madde uygulanarak apoptoz indiiklenmistir.

e Hiicrelerin lizerindeki ilaglt ortamlar (kontrol i¢in yalnizca ortam)
uzaklastirilmistir.

e Plate ylizeyi serumsuz ortam ile yikanmistir.

e Tripsin ile hiicreler plate yiizeyinden kaldirilmistir.
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Serumlu ortam eklenerek 5 dk, 1200 rpm’de santrifiij yapilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmistir.

1X PBS ile yikama yapilarak santrifiij islemi tekrarlanmigtir.
Stipernatant uzaklastirilmistir.

Her hiicre grubu tlipe alinmis ve kontrol grubu 2 ayri tiipe ayrilmistir.
Diger yandan 10X binding buffer (BB) distile su ile 1X olacak sekilde
hazirlanmustir.
Her tiipe 100 pl BB eklenmistir.

Doz hiicrelerini igeren tuplere ve kontrol tuplerinden birine 2.5 pl Pl
eklenmistir.

Doz hiicrelerini igeren tiiplere 2.5 ul Annexin V eklenmistir.

15 dk karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Ikinci kontrol tiipii BD Acuri- C6 akim sitometri cihazinda okutulmustur.
Ikinci kontrol tiigiine 2.5 pl Annexin V eklenmistir.

15 dk karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilmstir.

Doz iceren tuplerin ve ilk kontrol tiplndn cihazda okutulmustur.
Ikinci kontrol tiipii okutulmustur.

Hucrelerin apoptoz analizleri BD Acuri- C6 akim sitometri cihazi ile

yapilmustir.

Sekil 11: BD Acruri-C6 akim sitometri cihazi1 (Agarwal, Sharma, and

Ahmad 2019)
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11. IncRNA Ekspresyon Analizi

Resveratrol ve BIBR1532 etken maddelerinin tekli sekilde ve kombine olarak
IC50 dozlar1 HT-29 kolorektal kanser hticrelerinde IncRNA ekspresyon
diizeylerinde olusturdugu degisiklikler, doz uygulanmayan kontrol
gruplariyla karsilastirilmistir.

11.1. Total RNA izolasyonu

Resveratrol ve BIBR1532 etken maddelerinin tekli sekilde ve kombine olarak
IC50 dozlar1 HT-29 kolorektal kanser hiicrelerine uygulanmis ve doz
uygulanmayan hiicreler kontrol olarak ele alinmistir.

RNeasy Plus Mini Kit ile tiim gruplardan RNA izolasyonu yapilmistir.

RNA izolasyonu yonteminin prensibi; RNaz’lar1 inaktif hale getirerek
RNA’larin  bozulmadan izolasyonunu saglayan yiiksek guanidin-
izotiyosiyanat iceren tampon ile liziz ve homojenize edilip, lizatin Once
yiiksek tuz igerigine sahip olan ve DNA’y1 segici olarak uzaklastiran doniis
kolonundan, sonra etanol ile RNA’nin baglandigit membrandan olusan doniis

kolonundan gecirilerek elde edilmesine dayanmaktadir.

Protokol:

e Hiicre sayis1 1x10”°den fazla olmayacak sekilde kullanilmustir.

e Ortam uzaklastirilarak serumsuz ortam ile hiicreler yikanmustir..

e Serumsuz ortam i¢inde % 0.25 tripsin eklenmistir.

e Hicrelerin flask yilizeyinden ayrilmasi saglanmis serumlu ortam
eklenmistir.

e Hicreler santrifiij tlplne toplanmustir.

e 1200 rpm 5 dk santrifiij yapilmuistir.

e PBSile yikama yapilarak santrifiij islemi tekrarlanmistir.

e Siipernatant kismi1 dokiiliip, hiicrelere 350 pul RLT Plus Buffer
eklenmistir.

e 30 saniye vorteks yapilmigstir.

e Olusan lizat 2 ml tiip i¢ine yerlestirilen gDNA spin kolona
aktarilmistir.

e 8000 g’de 30 sn santrifiij yapilmustir.
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e gDNA kolonu atilmis, 350 pl %70’lik etanol eklenecek ve pipetaj
yapilacaktir.

e 700 ul 6rnek 2 ml tiip igine yerlestitilen Rneasy spin kolona
aktartlmistir.

e Ardindan 15 s 8000 g’de santrifiij yapilmistir.

e Tiip i¢indeki kisim uzaklagtirilmig 700 pl RW1 Buffer eklenmis ve 15
s 8000 g’de santrifiij yapilmstir.

e Tiip i¢indeki kisim uzaklastirilmig 500 pul RPE Buffer eklenmis ve 15
s 8000 g’de santrifiij yapilmistir.

e Tiip i¢indeki kisim uzaklastirilarak 500 ul RPE Buffer eklenmis ve 2
dk 8000 g’de santrifiij yapilmistir.

e Kolonun tamamen kurumasi i¢cin, RNeasy spin kolonu yeni bir 2 ml
tiipe konulmustur.

e 1dk 8000 g’de santrifiij yapilmistir.

e Rneasy spin kolonu yeni bir 1.5 mI’lik tiipe yerlestirilmistir.

e 31 pl Rnaz igermeyen su eklenerek ve 1 dk 8000 g’de santrifiij
yapilmistir. Bu asamada RNA’y1 elde etmek amaglanmaktadir.

e Santrifiij sonrasi toplama tiiplinde kalan total RNA olacaktir ve
komplementer DNA elde edilecek siireye kadar -20°C’de
buzdolabinda saklanacaktir.

e Nanodrop cihazi kullanilarak 260/280 ve 230/260 nm dalga
boylarindaki absorbans degerleri dlgiilerek elde edilen total RNA
orneginin konsantrasyon ve safliklari belirlenmistir. (Bu degerlerin

1.9- 2.1 araliginda olmasi gerekmektedir.)
11.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Onceki asamada sentezlenen total RNA 6rneklerinden, IncRNA ekspresyonu

analizlerinde kullanilmak lizere cDNA sentezi yapilacaktir, bu amagla Qiagen

RT? First Strand Kit kullanilacaktir.
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Protokol:

e Kit manuelinde belirtildigi sekilde (Tablo 4) genomik DNA

eliminasyon karisimi hazirlanacaktir.

e Pipetaj ve santrifiij ile homojen bir karisim elde edilecektir.

Tablo 4: Genomik DNA eliminasyon karisimi

1 6rnekigin BIBR1532 | RSV Kombinasyon | Kontrol

RNA 25 ng 25 ng 25ng | 25ng 25 ng

(1.5 pl) (L) | (8ul) (1 i)
GE tamponu 2 ul 2 ul 2 ul 2l 2 ul
Rnaz degisken 6.5 ul 7 ul 0l 7 ul
icermeyen H,0
TOPLAM 10 pl 10 pl 10 (10 10 pl
Tablo 5: Ters transkripsiyon karisimi

1 6rnekigin 4 6rnek igin

5X BC3 tamponu 4 pul 16 pl
Kontrol P2 1l 4 pl
RE3 mix 2 ul 8ul
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RNaz icermeyen H,0 3ul 12 pl

TOPLAM 10 pl 40 pl

e 42°C’de 5 dk inkiibasyona birakilacaktir.

e Daha sonra hemen buz iizerine alinip en az 1 dk bekletilecektir.

e Kit manuelinde belirtildigi sekilde (Tablo 5) ters transkripsiyon
karisimi hazirlanacaktir.

e 10 ul genomik DNA eliminasyon karisimi i¢eren her tipe, 10 pl ters
transkripsiyon karisimi eklenecektir. Pipetaj ve santrifiij ile
kabarciklar 6nlenecek ve tiim 6rnegin tiipiin alt kisminda toplanmasi
saglanacaktir.

e Bu karisim 42°C’de 60 dk bekletilecek, hemen 95 °C’de 5 dk
beklemeye alinip reaksiyon durdurulacaktir.

e Her 6rnege 80 ul RNaz icermeyen su eklenmistirg

e cDNA ornekleri buz lizerinde bekletilerek PCR asamasina gecilmistir.

(Bir gece bekletilecekse, -20 °C dondurucuda bekletilmelidir.)
11.3. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Gergek zamanli PCR, gen ekspresyon analizleri i¢in giivenilir ve hassas bir
yontemdir. RT? IncRNA PCR Array’leri gercek zamanli PCR ile IncRNA
ekspresyonlarin1 saglayarak biiyiik bir avantaj saglamaktadir. RT? INCRNA
PCR Array, belli bir hastalik ya da bir yolak ile ilgili IncRNA’lar1 analiz
etmektedir. Hastalik/ yolak iligkili gen, referans gen, genomik kontrol, 3

revers transkripsiyon kontrolleri ve pozitif PCR kontrolleri icermektedir.

Calismamizda RT2 IncRNA PCR Array kullanilarak IncRNA ekspresyon
degisimleri analiz  edilecektir. Sonuglar 2~ “2CT yontemi ile
degerlendirilecektir, bunun i¢in Qiagen GeneGlobe Data Analysis Center/
PCR/ gene expression analysis sistemi kullanilacaktir. Kontrol ve doz
orneklerinin karsilastirilmasi i¢in student t testi yapilacak ve p< 0.05 anlamli

kabul edilecektir.
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Protokol:

e RT?SYBR Green Master Mix santrifiij yapilacak ve PCR karisim1 Tablo

6°ya gore hazirlanacaktir.

Tablo 6: PCR karisim

Her 6rnek igin;
RT2 SYBR Green Mastermiks 650 pl
cDNA sentez reaksiyonu 100 pl
TOPLAM 750 ul

e PCR karisimi RT? IncRNA PCR Array’de kuyucuklara 10’ar pl olacak

sekilde coklu pipetle dagitilacaktir.
e RT?IncRNA PCR Array dikkatlice kapatilarak, kabarciklar: 5nleme

amagli 1000 g 1 dk santrifiij yapilacaktir.

e PCR array buzda bekletilecek, real time cycler ayarlanacak ve reaksiyon

baslatilacaktir.

Tablo 7: PCR programi

Dongii sayisi | Siire Sicakhk
1 10 dk 95°C HotStart DNA Taq polimeraz aktivasyonu
45 15 sn 95°C

1dk 60°C Floresans isimasi
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Tablo 8: LncRNA PCR Array Duzeni
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A ACTA2- ADAMT AFAP1- AIRN BANCR BCAR4 BLACA CAHM CBR3- CCAT1 CCAT CDKN2
AS1 S9-AS2 AS1 T1 AS1 2 B-AS1
B = CRNDE DGCR5 DLEU2 DLX6- EMX20 FTX GACAT GAS5 GAS6- GNAS- H19 HAND2
AS1 S 1 AS1 AS1 -AS1
C  HEIH HIF1A- HIF1A- HNF1A- HOTAI HOTAIR HOTTI HOXA1 HOXA- HULC IPW JADRR
AS1 AS2 AS1 R M1 P 1-AS AS2
D KCNQ1 KRASP1 LINCO00 LINCO00 LINCO003 LINCO005 LINCO0 LINCO00 LINCO1 LINCO1 LSINC LUCAT
oT1 152 261 12 38 887 963 233 234 T5 1
E MALAT MEG3 MIR155 MIR17H MIR31H MIR7- MRPL2 NAMA NBR2 NEAT1 NRON PANDA
1 HG G G 3HG 3-AS1 R
F PCA3 PCAT1 PCGEM POUSF1 PRNCR1 PTCSC1 PTCSC3 PTENP1 PVT1 RMRP RMST RPS6K
1 P5 A2-AS1
G SNHG16 SPRY4- SUMO1 TERC TRERN TSIX TUG1 TUSC7 UCA1 WT1-AS XIST ZFAS1
IT1 P3 Al
H ACTB B2M RPLPO RN7SK SNORA7 HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
3A
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Sekil 12: PCR array (RF:referans genler, GDC: genomik DNA kontrol, RTC:

revers transkriptaz kontrol, PPC: pozitif PCR kontrol) (Sybr 2018)
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Tablo 9: LncRNA PCR Array Gen Isimleri ve A¢iklamalar:

Pozisyon | Sembol Aciklama

Al ACTA2- AS1 ACTAZ antisens RNA 1

A2 ADAMTS9- AS2 ADAMTS9 antisens RNA 2

A3 AFAP1- AS1 AFAp1 antisens RNA 1

A4 AIRN IGF2R antisens protein kodlamayan RNA

A5 BANCR BRAF tarafindan aktive edilen protein kodlamayan
RNA

A6 BCAR4 Meme kanseri anti- dstrojen direnci 4

AT BLACAT1 Mesane kanseri iligkili transkript 1 (protein
kodlamayan)

A8 CAHM Kolon  adenokarsinomu hipermetile  (protein
kodlamayan)

A9 CBR3 -AS1 CBR3 antisens RNA 1

Al0 CCAT1 Kolon kanser iliskili transkript 1 (protein kodlamayan)
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All CCAT2 Kolon kanser iligkili transkript 2 (protein kodlamayan)

Al2 CDKN2B- AS1 CDKNZ2B antisens RNA 1

Bl CRNDE Kolorektal neoplazi farkli sekilde ifade edilmis
(protein kodlamayan)

B2 DGCR5 DiGeorge sendromu kritik bdlge geni 5 (protein
kodlamayan)

B3 DLEU2 Lenfositik 16semide silinmis (protein kodlamayan)

B4 DLX6- AS1 DLX®6 antisens RNA 1

B5 EMX20S EMX2 zit iplik (protein kodlamayan)

B6 FTX FTX  transkript,  XIST  dizenleyici  (protein
kodlamayan)

B7 GACAT1 Gastric cancer associated transcript 1 (protein
kodlamayan)

B8 GASH Blyuime arresti-spesifik 5 (protein kodlamayan)

B9 GASG6- AS1 GASG6 antisens RNA 1

B10 GNAS- AS1 GNAS antisens RNA 1
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B11l H19 H19, damgalanmig maternal olarak eksprese edilen
transkript (protein kodlamayan)

B12 HAND2- AS1 Nbla00301

C1l HEIH Hepatoseliiler karsinom yukar1 diizenlenmis EZH2-
iliskili uzun kodlamayan RNA

C2 HIF1A- AS1 HIF1A antisens RNA 1

C3 HIF1A- AS2 HIF1A antisens RNA 2

C4 HNF1A- AS1 HNF1A antisens RNA 1 (protein kodlamayan)

C5 HOTAIR Hox transkript antisens RNA (protein kodlamayan)

C6 HOTAIRM1 HOXA transkript antisens RNA, myeloid- spesifik 1

C7 HOTTIP HOXA distal transkript antisens RNA

C8 HOXA11- AS HOXA11 antisens RNA 1 (protein kodlamayan)

C9 HOXA- AS2 HOXA cluster antisens RNA 2
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C10 HULC Hepatoseliiller karsinoma yukar1 diizenlenmis uzun
kodlamayan RNA

Cl1 IPW Prader-Willi  sendromunda damgalanmis (protein
kodlamayan)

C12 JADRR JADE1 bitisik diizenleyici RNA

D1 KCNQ10T1 KCNQ1 ortiisen transkript 1 (protein kodlamayan)

D2 KRASP1 Kirsten rat sarkom viral onkogen homolog psédogen 1

D3 LINC00152 Protein kodlamayan RNA 152

D4 LINC00261 Uzun intergenik protein kodlamayan RNA 261

D5 LINCO00312 Protein kodlamayan RNA 312

D6 LINCO00538 Uzun intergenik protein kodlamayan RNA 538

D7 LINCO00887 Hipotetik LOC100131551

D8 LINC00963 Uzun intergenik protein kodlamayan RNA 963

D9 LINC01233 Uzun intergenik protein kodlamayan RNA 1233

D10 LINCO01234 Uzun intergenik protein kodlamayan RNA 1234
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D11 LSINCT5 Uzun, stresle induklenen protein  kodlamayan
transkript 5

D12 LUCAT1 Akciger kanseri iligkili transkript 1 (protein
kodlamayan)

El MALAT1 Metastaz ilisikili akciger adenokarsinom transkripti 1
(protein kodlamayan)

E2 MEG3 Maternal olarak eksprese edilen 3 (protein
kodlamayan)

E3 MIR155HG MIR155 konakg1 gen (protein kodlamayan)

E4 MIR17HG MiR-17-92 cluster konake1 gen (protein kodlamayan)

ES MIR31HG MIR31 konakg1 gen (protein kodlamayan)

E6 MIR7- 3HG Protein kodlamayan RNA 306

E7 MRPL23- AS1 MRPL23 antisens RNA 1

E8 NAMA Protein kodlamayan RNA, MAP kinaz yolag1 ve
biliyiime arresti iligkili

E9 NBR2 BRCAZ1 geninin komsusu 2 (protein kodlamayan)

E10 NEAT1 Nukleer paraspeckle kurucu transkript 11 (protein
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kodlamayan)

Ell NRON Protein kodlamayan RNA, NFAT baskilayici

E12 PANDAR CDKNIA antisens DNA hasar1 aktive edici RNA
promotoru

F1 PCA3 Prostat kanser antijeni 3 (protein kodlamayan)

F2 PCAT1 Prostate cancer associated transcript 1 (protein
kodlamayan)

F3 PCGEM1 Prostat-spesifik transkript 1

F4 POUSF1P5 POU smif 5 homeobox-1 psédogen 5

F5 PRNCR1 Prostat kanser iligkili kodlamayan RNA 1

F6 PTCSC1 Papiller tiroid karsinom suseptibilite adayi-1 (protein
kodlamayan)

F7 PTCSC3 Papiller tiroid karsinom suseptibilite adayi-3 (protein
kodlamayan)

F8 PTENP1 Fosfataz ve tensin homolog psédogen-1
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F9 PVT1 Pvtl onkogeni (protein kodlamayan)

F10 RMRP Mitokondriyal RNA isleyen endoriboniikleaz RNA
bileseni

F11 RMST Rabdomiyosarkom 2- baglantili transkript (protein
kodlamayan)

F12 RPS6KA2- AS1 RPS6KA2 antisens RNA 1

Gl SNHG16 Kigik nukleolar RNA konakgt gen (protein
kodlamayan)

G2 SPRY4-IT1 SPRY4 intronik transkript 1 (protein kodlamayan)

G3 SUMO1P3 SUMOL1 psodogen 3

G4 TERC Telomeraz RNA bileseni

G5 TRERNAL1 Translasyon duizenleyici uzun kodlamayan RNA-1

G6 TSIX TSIX transkript, XIST antisens RNA (protein
kodlamayan)

G7 TUG1 Taurin yukari diizenlenmis 1 (protein kodlamayan)

G8 TUSC7 TUmor baskilayici aday: 7 (protein kodlamayan)
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G9 UCA1l Urotelyal kanser baglantili-1 (protein kodlamayan)
G10 WT1- AS WT1 antisens RNA (protein kodlamayan)

Gl1 XIST X (inaktif) - spesifik transkript (protein kodlamayan)
G12 ZFAS1 ZNFX1 antisens RNA 1

H1 ACTB Aktin, beta

H2 B2M Beta-2- mikroglobulin

H3 RPLPO Ribozomal protein, biyik, PO

H4 RN7SK RNA, 7SK kuguk nikleer

H5 SNORAT73A Kuglk nikleolar RNA, H/ACA box 73A

H6 HGDC Insan genomik DNA Kontaminasyonu

H7 RTC Ters transkripsiyon kontroll

H8 RTC Ters transkripsiyon kontroll

38




H9 RTC Ters transkripsiyon kontroli
H10 PPC Pozitif PCR kontrol
H11l PPC Pozitif PCR kontroli
H12 PPC Pozitif PCR kontrol
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Bulgular

1. Proliferasyon Deneyi ile Uygun Hiicre Konsantrasyonunu Saptanmasi

HT-29 Kolorektal Kanser Hiicresi Proliferasyon Grafigi

5

Absorbans

-10000 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Hucre Konsantrasyonu

Grafik 1: HT-29 Kolorektal Kanser Hiicresi Proliferasyon Grafigi

HT-29 hiicre hatt1 i¢in mililitredeki uygun hiicre konsantrasyonunu belirlemek
amactyla proliferasyon testi yapilmustir. Hiicreler 5x10* - 781 hiicre/ ml
yogunluklarda olacak sekilde 100 pul’lik kuyucuklara seri diliisyon ile ekilmis ve
96 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her kuyucuga 10’er ul WST-1
eklenmigtir. Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu kullanilarak, her 30
dk.da bir 450 ve 620 nm’de absorbans degerleri fotometrik olarak dl¢iilmiis ve
sonuglar analiz edilmistir. HT-29 hiicre hatt1 i¢cin uygun hiicre konsantrasyonu
2x10% hiicre / ml olarak belirlenmistir.

2. Sitotoksisite Deneyi

WST-1 yontemi kullanilarak HT-29 hiicre hattinda sitotoksisite analizi
gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda BIBR1532 ve resveratol ajanlari

hicrelere verilmis, ardindan sitotoksik etkileri incelenmistir. Etken madde
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icermeyen hucreler kontrol grubu olarak alinmistir. Etken maddelerin 1Cso
dozlari, hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitor
konsantrasyonlari, belirlenmistir.

2.1.BIBR1532 ajamimin HT-29 Hiicreleri Uzerinde Sitotoksik Etkisi

Literatiir arastirmasinin dogrultusunda, BIBR1532 telomeraz inhibitorinin 150
uM, 100 pM, 50 uM, 10 uM, 1 pM, 0.1 uM ve 0.01 pM’lik diliisyonlar: hiicrelere
uygulanmis ve 24, 48, 72. saatlerde WST- 1 analizi yapilmistir. HT-29 huicreleri
icin 1Cso dozu 48. saatte 50,81 uM olarak bulunmustur.

Dose-effect curve

1.0 _
X
0.8 _|
%
. 06|
O
(D)
=
W 0.4 _|
X
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0 50 100 150
Dose
*BIBR1532

Grafik 2: HT-29 hiicrelerinde BIBR1532°nin ICso doz grafigi

2.2.Resveratrol ajammmin HT-29 Hucreleri Uzerinde Sitotoksik Etkisi

Literatiir arastirmasina gore resveratrol ajan1 150 uM, 100 uM, 50 uM, 10
M, 1 uM, 0.1 uM ve 0.01 puM’lik dozlar sekilnde HT-29 hicrelerine
uygulanmis ve WST- 1 deneyi 24, 48, 72. saatlerde yapilmigtir. HT-29
hicreleri icin ICso dozu 72 saatte igin 86.23 uM olarak belirlenmistir.
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Grafik 3: HT-29 hucrelerinde resveratrol maddesinin 1Cso doz

grafigi

2.3.BIBR1532 ve Resveratrol Kombinasyonunun HT-29 Hucreleri
Uzerinde Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

BIBR1532 ve resveratrol kombinasyonunun sitotoksik etkilerinin
belirlenmesinde, bu ajanlarin ¢esitli oranlarda kombinasyonlarini
iceren karisimlar1 hazirlanarak HT-29 hicreleri Uzerindeki etkileri 24,
48, 72. Saatlerde WST-1 testi ile degerlendirilmistir.

Kombine olarak ila¢ dozlart BIBR1532 i¢in 26.25 uM, resveratrol
i¢in ise 45.15 uM olarak ve CI degeri 1.7 olarak belirlenmistir.
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Grafik 4: HT-29 hicrelerinde BIBR1532 + resveratrol

kombinasyonunun 1Cso doz grafigi

3. Apoptoz Deneyi

Etken maddelerin IC50 dozlarmin HT-29 hiicre hatti izerindeki apoptotik
etkileri 48. saatte degerlendirildi. Tiim apoptoz deneylerine hiicre sayisi her
kuyucukta 3 x 10° hiicre olacak sekilde baslanildi. Etken madde
uygulanmayan hicreler ise kontrol grubu olarak kabul edilerek kontrol
grubuna gore etken maddelerin olusturdugu apoptoz artis1 belirlendi. Apoptoz

analizleri Annexin V yontemi ile gergeklestirildi.

43



3.1.BIBR1532, Resveratrol  ve BIBR1532  + Resveratrol
Kombinasyonunun Kolorektal Kanser Hiicre Hatti Uzerindeki

Apoptotik Etkileri

HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde BIBR1532 ve resveratrol ajanlarinin
tekli ve kombine olarak 1Cso dozlarmin 48. saatteki apoptoz sonuglari
Annexin V yontemi ile degerlendirilmistir. Kontrol olarak hi¢ etken madde

uygulanmamis hiicreler kullanilmistir.

Tablo 10: HT-29 hiicrelerinde BIBR1532 ve resveratrol ajanlarinin tekli

ve kombine sekilde apoptoz sonuclari
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Annexin V analizinin sonuglarina gore kontrol grubu hicrelerde ve
BIBR1532 uygulanan hiicrelerde sirasiyla canlilik oranlart %87 ve %76.9
olarak belirlenmistir. Bu hicrelerde apoptoz oranlari ise sirasiyla % 7.3 ve
%2.6 olarak tespit edilmistir. Kontrol hiicrelerinde 5,0 nekroz, 6,3 gec
apoptoz, 1,0 erken apoptoz gozlenirken dozda 20,5 nekroz, 2,3 ge¢ apoptoz,
0,3 erken apoptoz goézlenmistir. Resveratrol uygulanan hicrelerde ise;
canlilik orant % 54.5 degerine diiserken, apoptoz oram1 % 6.5 olarak
bulunmustur. Nekroz 39,0, ge¢ apoptoz 6,0 ve erken apoptoz 0.5 olarak
belirlenmistir. Kombine dozlarin uygulandig: hiicrelerde ise canlilik oran1 %
79.8, apoptoz orani ise % 3.5’tur. Nekroz 16,6, gec apoptoz 2,9 ve erken

apoptoz 0,6 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak BIBR1532 ve resveratrol
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ajanlarmin her ikisi de hiicrelerin canlilik oranimi diisiiriirken, apoptoz

indiikleyici bir etkilerinin olmadig1 gosterilmistir.

Tablo 11: HT-29 hicrelerinde kontrol grubunun apoptoz sonuclarinin

degerlendirilmesi
Kontrol Hicre Grubu
Nekroz Geg apoptoz
% 5.7 % 6.3

Canli hiicreler

% 87.0

Erken apoptoz

% 1.0

Tablo 12: HT-29 hicrelerinde BIBR1532 uygulanan grubun apoptoz

sonu¢larinin degerlendirilmesi

BIBR1532 Uygulanan Hiicre Grubu

Nekroz

% 20.5

Ge¢ apoptoz

% 2.3

Canli1 hiicreler

% 76.9

Erken apoptoz

% 0.3
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Tablo 13:

sonuc¢lariin degerlendirilmesi

HT-29 hicrelerinde

resveratrol

uygulanan apoptoz

Resveratrol Uygulanan Hicre Grubu

Nekroz

% 39.0

Geg¢ apoptoz

% 6.0

Canli hiicreler

% 54.5

Erken apoptoz

% 0.5

Tablo 14: HT-29 hicrelerinde BIBR1532 + Resveratrol kombinasyonu

uygulanan grubun apoptoz sonuc¢larinin degerlendirilmesi

BIBR1532 + Resveratrol Kombinasyonu

Uygulanan Hicre Grubu

Nekroz

% 16.6

Ge¢ apoptoz

% 2.9

Canli1 hiicreler

% 79.8

Erken apoptoz

% 0.6
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4. BIBR1532 ve Resveratrolin HT-29 Hdcreleri Uzerindeki LncRNA
Ekspresyon Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Etken maddelerin IC50 dozlarinin HT-29 hicrelerinde IncRNA ekspresyon
diizeyleri lizerine etkileri 48 saat doz uygulamasinin ardindan gergeklestirildi.
4.1. BIBR1532 Ajammmmn HT-29 Hiicreleri Uzerindeki LncRNA Ekspresyon
Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Visualization of log2(Fold Change)
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A 670,92 c A A A A £.68
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B CRNDE DGCRS DLEU2 DLX&-AS1 EMX20% FTX GACATI GAS GAS6-AST GNASAST HI? HANDZ.
-47.18 275 -442.64 10.78 10.78 2.83 10.78 -19.97 30786.28 388.02 -4.99 AS1
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c HEIH HIF1A-AS] HIF1A-AS2 HNFIA- HOTAIR HOTAIRMI HOTTIP HOXA11- HOXA-AS2 HULC IPw JADRR
241 10.78 ©.73 AS1 ©9.07 -8.69 325 AS 28.44 -13.18 10.78 3541.14
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E MALATT MEG3 MIR155HG MIRT7HG MIRZTHG MIRZ-3HG MRPL23- NAMA MNER2 NEATI NRON PANDAR
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A
F PCA3 PCATI PCGEMT POUSF1P5 PRMNCR1T PTCSC1 PTCSC3 PTENP1 PVT1 RMRP RMST RPSOKAZ-
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Grafik 5: BIBR1532 ajaninin HT-29 hiicrelerinde kanser iliskli IncRNA’lar

iizerindeki etkisini gosteren 1s1 haritasi
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4.2. Resveratrol Ajammin HT-29 Hiicreleri Uzerindeki LncRNA Ekspresyon
Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Visualization of log2(Fold Change)
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Grafik 7: Resveratrol ajaninin HT-29 hiicrelerinde kanser iliskli IncRNA’lar

iizerindeki etkisini gosteren 1s1 haritasi

50



{

T-10ULVHIASTY
Z"10d1LVHIASTH
T+dnoup jo1juo)
dnoun jo1ucy

10dLYdIASTH
Zdnoug joajuo)

TUG1L
SHORAT3A
CCAT1
MEATL

XIST
LINCO0538
LINC01234
RPLPO
RMRP

GASS
ZFAS1
MRPL23-AS1
HULC
BCAR4
KRASPL
LINC00152
HEH

uUcAal
SNHG16
PVT1L
CDKM2B-AS1
MIR17HG
TERC

Hl19
LUCATL
ACTAZ-AS1
LINCOO887

|

-0

Magnitude of gene expression
Grafik 8: Resveratrol

IncRNA’larin clustergram analizi

ajanimin  HT-29 hiicrelerinde

CRHDE
PCAT1
DLEUZ
HOTAIR
POUSF1P5
B2M

AIRN
BANCR
EMX20S
GMNAS-AS1
HIFLA-AS1
rPW
LINC01233
LSINCTS
NRON
PCA3
PCGEML
PTENP1
RMST

TSIX
TUSC7
WT1-AS
HOTAIRM1L
LINC00312
PRNCR1
NER2
HIFLA-AS2
LINCO0963
MEG3
PANDAR
NAMA
HAND2-AS1
PTCSC3

ACTB

RN7SK|
MALATL
RPSGKA2-AS1
CBR3-AS1
HNF1A-AS1
HOXA1l-AS
KCHQ10T1
SUMO1P3
AFAP1-AS1
HOTTIP
DLX6-AS1
JADRR

DGCRS
MIR7-3HG
PTCSC1
TRERNAL
GACATL
GAS6-AS1
ADAMTS9-AS52
CAHM
HOXA-AS2
MIR155HG
FTX
LINCO0261
MIR31HG
BLACAT1
CCAT2

SPRY4-1T1L

max

kanser

iliskli

51



4.3. BIBR1532 ve Resveratrol Kombinasyonunun HT-29 Hdcreleri
Uzerindeki LncRNA Ekspresyon Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Visualization of log2(Fold Change)
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Grafik 9: BIBR1532 ve Resveratrol kombinasyonun HT-29 hicrelerinde

kanser iliskli IncRNA’lar iizerindeki etkisini gosteren 1s1 haritasi
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Grafik 10: BIBR1532 ve Resveratrol kombinasyonun HT-29 hicrelerinde

kanser iliskli IncRNA’larin clustergram analizi
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Tartisma

Kolorektal kanser (CRC), erkek ve kadinlarda en sik rastlanan iiglincii kanserdir,
CRC’de proksimal kolonda olusan tiimdrler % 41°lik oranla en ¢ok rastlanan
timorler iken distal kolondaki tiimorler % 22’°lik orana sahiptir ve tiimorlerin %
28’lik kismina ise rektumda rastlanmaktadir. Yeni gelisen tedavi ve goriintiileme
yontemleri sayesinde mortalite ve insidansta azalis olmasina karsin, halen bir¢ok
insan yeni CRC tanist almakta ve her yil bir¢cok hasta bu hastaliktan hayatini
kaybetmektedir. Genetik faktorler kadar ¢evresel faktorlerin de etkili oldugu
CRC’de, tiimorlerin %80°1 lokalize sekilde iken %20’si metastaza ugramistir. Tedavi
asamasinda, cerrahi yontemlerin yanisira adjuvan kemoterapi, kemoradyasyon ve
metastatik CRC’de  Pembrolizumab ile immunoterapi  uygulanmaktadir

(Thanikachalam and Khan 2019).

CRC’nin % 85 oraninda karakterize edildigi 6zellik CIN’dir ve CIN’nin en biiyiik
nedeni telomer disfonksiyonu olarak bilinmektedir ve bu nedenle de telomer
durumunun ve telomeraz aktivitesinin CRC’de prognostik bir faktdr olabilecegi
diistiniilmektedir (Fernandez-Marcelo ve ark. 2016). BIBR1532 maddesi telomeraz
inhibitorii olarak islev gormektedir ve kanser arastirmalarinda sik¢a kullanilmaktadir.
Genel anlamda CRC hiicrelerinde telomeraz inhibitérlerinin kullanimryla ilgili kisith
sayida arastirma bulunmaktadir. Fakat HT-29 hiicrelerinde kullanimiyla ilgili bir
caligma literatiirde mevcut degildir, bu nedenle BIBR1532 maddesinin HT-29
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, dolayisiyla da IC50 dozu
bilinmemektedir.Resveratrol antioksidan ozelliklere sahip olan bitkisel bir bilesiktir
ve kanser hiicre lerinde AKT/STAT3 sinyal yolagini hedef alarak hiicre
proliferasyonunu ve koloni biiylimesini azalttig1r ¢alismalarda gosterilmistir (Li ve
ark., 2019). Literatiirde CRC hiicreleri tizerinde resveratrol ile yapilan baska birgok
calisma bulunmasiyla birlikte, bu maddenin HT-29 kanser hucrelerindeki etkisi ve
hiicrelerin ~ biiylimesini  baskilayic1  6zelliginin mekanizmasi, tam olarak

bilinmemektedir.

Resveratroliin HT-29 hiicrelerinde ve ¢esitli CRC hiicrelerinde IC50 dozlar1 yapilan
calismalarda bulunmus olmasina ragmen calismamizda hem BIBR1532 hem de
resveratrol ajanlari i¢in optimal konsantrasyondaki HT-29 hcrelerinde sitotoksisite
deneyleri WST-1 testi ile analiz edilmis ve IC50 dozlar1 belirlenmistir. Proliferasyon
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deneyinde optimal hiicre konsantrasyonu 2x104 hiicre/ ml olarak bulunmus, ardindan
bu konsantrasyondaki hiicrelere uygulanan maddelerin IC50 dozlart BIBR1532 igin
48.saatte 50.81 uM, resveratrol icin ise 72.saatte 86.23 puM olarak belirlenmistir.
Ardindan bu iki ajanin farkli miktardaki dozlarmin kombinasyonu ile yapilan
izobologram analizinin sonucunda; kombine sekilde en uygun sitotoksik degere sahip
olan konsantrasyon degerleri BIBR1532 igin 26.25 uM, resveratrol i¢in ise 45.15 uM

olarak bulunmus ve CI degeri 1.7 olarak saptanmustir.

Sonrasinda Annexin V deneyi ile apoptotik oOzellikleri tespit edilen ajanlarin
apoptozu indiikleyici bir 6zellige sahip olmadiklart sonucuna varilmistir. Buna; bazi
IncRNA’larin ekspresyonunda artis, bazilarindaki azalis neden olabilmektedir.
Ormegin; DGCRS, FTX, MALATI, SPRY4-IT1 ve SUMOI1P3 gibi IncRNA’larin
ekspresyonlarindaki artis apoptozu baskilayici etkiye sahip olabilmektedir. Ciinkii,
normal kosullarda bu IncRNA’larin knockdown’u ve asagi diizenlenmesi apoptozu
indiiklemektedir, dolayisiyla artiglarinin apoptozu azaltici ya da baskilayici etkiye
sahip olacagi diisiiniilmektedir. Diger yandan GASS5 gibi asir1 eksprese oldugunda
apoptozu uyaran IncRNA’lar, ¢alismamizda oldugu gibi ekspresyonu azaldiginda
apoptozu baskilamaktadir.Canlilik orani her hiicre grubunda (BIBR1532, resveratrol
ve kombine doz uygulanan) kontrole gore azalmis, 6zellikle resveratrol uygulanan
hiicrelerdeki canlilik oran1 %87’den % 54.5’a diismiistiir. Bunun nedeni hiicrelerin

nekroza gitmesiyle agiklanabilmektedir.

Calismamizda doz uygulanan hiicrelerde kanser iligkili IncRNA’lar incelenmis ve
ilag¢  uygulanmayan hiicreler 1ile IncRNA’lardaki ekspresyon seviyeleri
karsilastirilmigitr..Literatire goére, IncRNA PCAT1’in asagi diizenlenmesinin
CRC’de hiicre dongiisii gegisini, proliferasyonu engelledigi ve c-Myc ile siklinleri
baskiladig1 gosterilmistir. Bdylece, CRC hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi ve
biiylimenin durmasini sagladigi saptanmistir (Qiao ve ark. 2017). Calismamizda ise
BIBR1532 uygulanmig HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde PCAT1’in
ekspresyonunun 5.46 kat azaldigi goriilmekte ve bu nedenle BIBR1532 ajaninin
apoptozu indiikleyici ve kanser hiicrelerinin biiylimesini azaltici etki gosterdigi
distiniilmektedir.

CRC ile iligkili olan diger bir IncRNA olan SNHG16, RNA sekanslama
yontemleriyle analiz edilmis ve adenomlarda yiiksek oranda eksprese edildigi

belirlenmistir.  Wnt sinyal yolagi tarafindan diizenlendigi bilinen SNHGI6,
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sitoplazmada bulunmakta ve baskilandigi durumda apoptoza neden olmakta ve
migrasyonu engellemektedir (Christensen ve ark. 2016). Tez kapsaminda
SNHG16’nin ekspresyonu incelenmis olup, BIBR1532 ve resveratrol ajanlarinin
combine sekilde uygulandigi HT-29 hiicre grubunda bu IncRNA’nin 4.2 kat asagi
diizenlenmis oldugu goriilmektedir. Bu bilgi 1s1¢inda iki ajanin uygulamasinin
CRC’de ilerleyen caligmalarla desteklenerek terapdtik yanit olusturabilecegi
ongorulmektedir.

TUSC7 ’nin CRC’de asag1 diizenlenmis oldugu yapilan ¢alismada gosterilmis olup
genel sagkalim ve timor derecesiyle iligkilendirilmektedir. Ek olarak, miR-10a
ekspresyonunu diizenleyerek proliferasyon ve invazyonu baskilamaktadir (Ren ve
ark. 2017). Calisma kapsaminda ekspresyon seviyesindeki degisiklik incelenmis,
ancak anlamli bir sonug elde edilememistir.

Tez kapsaminda ekspresyon degisimleri incelenen CCAT1 ve CCAT2 IncRNA’larin
yiiksek ekspresyonu, diisiik niikssiiz sagkalim ve toplam sagkalim oranlari ile
kuvvetli olclide iliskilendirilmekte ve birbirlerinden bagimsiz ya da birlikte
ekspresyonlar1 6nemli bir prognostik belirteg olarak kullanilmaktadir (Ozawa ve ark.
2017). Calismamizda CCAT1’in ekspresyonunun BIBR1532 uygulanmis ve
kombine olarak BIBR1532 ve resveratrol uygulanmis hiicre gruplarinda sirasiyla
8.75 ve 17198.56 kat azaldig1 tespit edilmistir. CCAT2 ekspresyonunun ise yalnizca
BIBR1532 ajaninin uygulandigi hiicrelerde azaldigi belirlenmistir (-30.67 kat). Bu
veriler 1518inda BIBR1532 maddesinin CCAT1 ekspresyon seviyesini degisiklige
ugratici etkiye sahip oldugu sdylenebilmekte ve destekleyici ¢aligmalar ile kolorektal
kanserde kullaniminin 6niiniin agilabilecegi diisiiniilmektedir.

Diger bir IncRNA olan CRNDE kolorektal kanserlerde yiiksek ekpresyona sahiptir
ve CRC’nin ilerlemesi ile iligkilidir. CRNDE, epigenetik olarak CRC hicrelerinin
proliferasyonuna ve timor olusumuna katki saglamakta ve bu nedenlerden dolay1
teshis ve tedavide potansiyel hedef olarak diigiiniilmektedir (Ding ve ark. 2017).
Calismada ise CRNDE ekspresyon seviyesinin, CCAT1’de oldugu gibi, BIBR1532
uygulanmis ve kombine olarak BIBR1532 ve resveratrol uygulanmis hiicre
gruplarinda azalma gosterdigi belirlenmistir. Sirasiyla 47.18 ve 2.41 kat kadar
azalma gosteren CRNDE’nin CRC’de 6nemli bir belirteg¢ oldugu ve BIBR1532
ajanmnin  bu IncRNA’nin ekspresyonunu baskilayarak tiimér olusumunu ve

proliferasyonunu engelleyebilecegi one siiriilmektedir.
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Calisma igeriginde incelenen INCRNA HOTAIR kanser hicrelerinde migrasyon,
invazyon ile iliskilendirilmistir. BIBR1532 ve kombinasyon doz uygulanan hiicre
gruplarinda 69.07 ve 4.32 katlik azalis gostermektedir. Metastazdaki roliiniin yani
sira, HOTAIR proliferasyon, ilag direnci ve anjiyogenezde de gorev almaktadir.
CRC’lerde yiiksek oranda yukari diizenlenmis oldugu bilinmekte ve caligsmalar
HOTAIR’in CRC’de tiimor olusumunda pro- onkogen olarak rol iistlendigini
gostermektedir (Huang ve ark. 2019). Bu bilgiler ¢alismanin ¢iktilar1 ile birlikte
degerlendirildiginde; HOTAIR’in CRC dahil tiim kanser tiirlerinde ayrintili bir
incelemeyi ve terapotik caligmalar yapilmasinin 6nemini gostermektedir.

HI19 IncRNA’nin asir1 ekspresyonunun RAS aktivasyonu sonucunda CRC
hucrelerinde migrasyon ve invazyonu arttirabildigi, bu yiizden de RAS-MAPK sinyal
yolaginin aktive olmasiyla H19’un metastaza yol agabilecegi gosterilmistir (W. Yang
ve ark. 2018). Calisma sonuglarinin 1sigimda BIBR1532 uygulanan HT-29
hiicrelerinde yaklasik 5 katlik ve resveratrol uygulanan hiicrelerde 2.27 katlik bir
azalma goriiliirken, bu ajanlarin kombine sekilde uygulanmasinda H19 IncRNA
ekspresyon sonucunda anlamli bir sonug elde edilememistir. Ilave caligmalar ile
kombine etkinin de agikliga kavusturulmasi ile bu ajanlarin H19 IncRNA
ekspresyonu Uzerine etkisi tam olarak tespit edilerek, kanser hicrelerinin
yayilmasindaki en kilit 6zellikler olan migrasyon, invazyon ve metastazda onemli
rol oynayan H19’un baskilanmas1 i¢in yeni ¢alismalara 151k tutulacaktir.

Tang D. ve arkadaglarinin ¢alismasinda (Tang ve ark. 2019); MALAT1 CRC ile
iligkilendirilen diger bir IncRNA’dir ve bu IncRNA’nin susturulmasinin CRC
ilerlemesi ve metastazini baskiladigi gosterilmistir. Ayrica, HCT-116 hiicrelerinde 5-
FU maddesine kargi sensitivitesini arttirtigi gorilmiistir. MicroRNA-20b-5p’nin
MALAT!’in susturulmasinda hedef olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
Calismada ise MALATI ekspresyon seviyelerinin BIBR1532, resveratrol ve
kombine doz uygulanan gruplarin her {iciinde de arttig1 sonucu elde edilmistir. Bu
artislar BIBR1532 ve kombine doz gruplarinda yaklagik 3 kat iken, resveratrol
uygulanan grupta 10.63 kattir. Bu nedenle bu iki ajanin tekli ve kombine doz olarak
uygulamalarinin MALATI1 ekspresyonunun baskilanmasinda bir etki gostermedigi
gorulmektedir.

Heng Fan ve ark., PVT1 susturulmasmin 5-FU diren¢li CRC hticrelerinde bu direnci

geri ¢evirdigini ve PVT1 asir1 ekspresyonunun apoptozu inhibe ederek ve MRPI,
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mMTOR, Bcl-2 gibi elemanlar1 upregiile ederek MDR’1 tegvik ettigini saptamislardir
(Fan, Zhu, and Yao 2018). PVT1 ekspresyonunun resveratrol ve kombine doz
uygulanan hiicrelerde sirasiyla 2.19, 156.5 kat azaldig1 goriliirken; BIBR1532
uygulanan hiicrelerde ise degisimin 2 kattan az olmasi nedeniyle anlamli bir sonug
elde edilememistir. fla¢ direncinde énemli bir IncRNA olarak PVT1’in arastiriimasi
ve PVT1’i baskilayabilen ajanlarin kesfedilmesi CRC’de karsilasilan ilag direnci ile
basa ¢ikmada 6nemli bir basamak olacaktir.

Ekspresyon deneyinin sonuclarindan bir digeri ise tiimor baskilayici genlerdeki
ekspresyon seviyesi artisgidir. BIBR1532  uygulanmis uygulanmis HT-29
hiicrelerinde MIR31HG, NEATI1’da sirastyla 2.48 ve 5.98 kat artig goriiliirken;
PTCSCI, PTCSC3 ve PTENP1 IncRNA’larinda sirastyla 354.59, 3468.27 ve 280.4
katlik artig goriilmektedir. Resveratrol uygulanmis hicrelerde GACATL,
LINC00261, MIR31HG, MIR7-3HG, PTCSC1 ve PTCSC3’te sirasiyla 57.68, 3.20,
2.27, 10.27, 24.93, 9.85 katlik artis gozlenmistir. Kombinasyon grubunda ise;
INcRNA ekspresyon dizeylerinde tespit edilen artislar ADAMTS9-AS2’de 50.91,
PTCSC1’de 209.38, PTCSC3’de 12.04, PTENP1’de 12.04 kattir. Ayrica; daha once
CRC ile iliskilendirilmemis olan CDKN2B-AS1 , LINC00152 ve UCAl
onkogenlerine ait IncRNA’larinin ortak olarak BIBR1532 uygulanan, resveratrol
uygulanan ve kombine doz uygulanan hiicre gruplarinda ekspresyon seviyelerinde
azalma gorulmektedir. CDKN2B-ASI1’in ekspresyonu BIBR1532 uygulanan
hiicrelerde 6.68, resveratrol uygulanan grupta 3.76 kat zalirken; kombine doz
grubunda 35.02 kat azalmigtir. LINCO0152 i¢in ise ayni siralamayla 5.78, 2.68 ve
8.88 kat seklinde azalma goriilmektedir. UCA1 ise 2.95, 2.85 ve 7383 katlik azalma
gostermistir. Bu veriler kombine olarak uygulanan BIBR1532 ve resveratrol
dozlarinin tekli dozlardan ¢ok daha etkili bir sekilde bu iic onkogenik o6zellik

gosteren IncRNA’nin ekspresyonunu ciddi oranda azalttig1 goriilmektedir.
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Sonug ve Oneriler

Caligmamizda; BIBR1532, resveratrol ve bu ajanlarin kombinasyounun kolorektal
kanser hucresi olan HT-29 hucrelerindeki sitotoksik etkisi, apoptozu indukleyip
indiiklemedigi ve bu ajanlarin kanser iligkili IncRNA’larin seviyelerinde olusturdugu
degisiklikleri arastirdik. BIBR1532 ve resveratroliin, HT-29 hiicre hattindaki IC50
degeri sirasiyla 48. saatte 50.81 uM ve 72. saatte 86.23 uM olarak belirlenmistir.
Kombinasyon uygulamasi hem 48 hem 72. saatler i¢in uygulanmig, 48.saat
sonuglarmin daha etkili ve giivenilir olmasi nedeniyle calismaya bu uygulamayla
devam edilmistir. Bunun sonucunda kombine olarak hiicrelere uygulanan dozlarin
kombinasyon indeksi (CI) 1.7 olarak tespit edilmistir. izobologram analizi sonucunda
bulunan 26.25 pM BIBR1532 ve 45.15 uM resveratrol seklindeki kombinasyon
dozlan hiicrelere uygulanmis ve apoptoz deneyi gerceklestirilmistir; fakat her iki
ajanin da apoptotik bir etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Bu duruma apoptoz ile
iligkili IncRNA’larin bazilarinin ifade seviyelerindeki degisikligin neden oldugunu
diistinmekteyiz. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda doz uygulanan hicrelerde
canlilik orani azalmistir, bunun nedeninin nekroz oldugu goriilmektedir. Belirli
IncRNA seviyelerindeki artis ve azalma kullanilan ajanlarin  verimliligi ile
iligkilendirilmektedir. Onkogenlerin baskilanmasinda en etkili uygulamanin
BIBR1532’nin tekli ve resveratrol ile kombinasyonu ile gorinulurken timor
baskilayic1 IncRNA’larin ekspresyon artisinda en biiytlik katki resveratrol tarafindan
saglanmigtir. Bu ilaglarin kombinasyonunun c¢alisildigi arastirma literatiirde yer
almamaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz literatlire kazandiracagi yeni verilerle katki
saglamis olacaktir. BIBR1532 ve resveratrol maddelerinin tek ya da kombine
kullaniminin ¢alismalara 1s1k tutarak in vivo calismalarla desteklenip ilerleyen

yillarda klinikte dnemli yer tutabilecegini diisiinmekteyiz.

59



Kaynaklar

Agarwal, Ashok, Rakesh K Sharma, and Gulfam Ahmad. 2019. “Sperm Chromatin
Assessment.” In Textbook of Assisted Reproductive Techniques, Taylor &
Francis.

Aldrich, Sigma. 2019. “Resveratrol.”
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/r5010?lang=en&region=
TR.

American Cancer Society et al. 2015. “Cancer Incidence and Mortality Worldwide:
Sources, Methods and Major Patterns in GLOBOCAN 2012.” International
journal of cancer.

Armaghany, Tannaz, Jon D. Wilson, Quyen Chu, and Glenn Mills. 2012. “Genetic
Alterations in Colorectal Cancer.” Gastrointestinal Cancer Research.

ATCC. 2019. “HT-29.” ATCC: 1-2.

Bashash, Davood et al. 2017. “Inhibition of Telomerase Using BIBR1532 Enhances
Doxorubicin-Induced Apoptosis in Pre-B Acute Lymphoblastic Leukemia
Cells.” Hematology 22(6): 330-40.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28054503 (June 22, 2019).

Bryan, Christopher et al. 2015. “Structural Basis of Telomerase Inhibition by the
Highly Specific BIBR1532.” Structure.

Camont, Laurent et al. 2009. “Simple Spectrophotometric Assessment of the Trans-
ICis-Resveratrol Ratio in Aqueous Solutions.” Analytica Chimica Acta.

Cayman Chemical. “BIBR1532.”
https://www.caymanchem.com/product/16608/bibr-1532.

Christensen, Lise Lotte et al. 2016. “SNHG16 Is Regulated by the Wnt Pathway in
Colorectal Cancer and Affects Genes Involved in Lipid Metabolism.”
Molecular Oncology.

Chung, Seyung S. Pranabananda Dutta David Austin, Piwen Wang, Adam Awad,
and Jaydutt V. Vadgama. 2018. “Combination of Resveratrol and 5-Flurouracil
Enhanced Antitelomerase Activity and Apoptosis by Inhibiting STAT3 and Akt
Signaling Pathways in Human Colorectal Cancer Cells.” Oncotarget 9(68):
32943-57.

Ding, Jie et al. 2017. “Long Noncoding RNA CRNDE Promotes Colorectal Cancer

Cell Proliferation via Epigenetically Silencing DUSP5/CDKNI1A Expression.”
60



Cell death & disease.

ecatalog. 2019. “Falcon® Cell Scrapers.”

Ellis, Blake C., Lloyd D. Graham, and Peter L. Molloy. 2014. “CRNDE, a Long
Non-Coding RNA Responsive to Insulin/IGF Signaling, Regulates Genes
Involved in Central Metabolism.” Biochimica et Biophysica Acta - Molecular
Cell Research.

Fan, Heng, Jian Hua Zhu, and Xue Qing Yao. 2018. “Knockdown of Long Non-
Coding RNA PVT1 Reverses Multidrug Resistance in Colorectal Cancer Cells.”
Molecular Medicine Reports.

Farnung, Benjamin O. et al. 2012. “Telomerase Efficiently Elongates Highly
Transcribing Telomeres in Human Cancer Cells.” PLoS ONE.

Fernandez-Marcelo, Tamara et al. 2016. “Clinical Relevance of Telomere Status and
Telomerase Activity in Colorectal Cancer.” PL0oS ONE.

Fuggetta, M P et al. 2006. “Effect of Resveratrol on Proliferation and Telomerase
Activity of Human Colon Cancer Cells in Vitro.” J Exp Clin Cancer Res.

GBiosciences. 2019. “WST-1 Cell Proliferation Assay.”

Green, Douglas R., and Fabien Llambi. 2015. “Cell Death Signaling.” Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology.

Huang, Kai bin et al. 2019. “Hotair Mediates Tumorigenesis through Recruiting
EZH2 in Colorectal Cancer.” Journal of Cellular Biochemistry.

Huarte, Maite et al. 2010. “A Large Intergenic Noncoding RNA Induced by P53
Mediates Global Gene Repression in the P53 Response.” Cell.

International Agency for Research on Cancer. 2012. “GLOBOCAN 2012: Estimated
Stomach Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2012.”
GLOBOCAN Cancer Fact Sheets.

Kurul Laboratuvar. “Neubauer.”

Li, Wenyang, and Yibin Kang. 2014. “A New Lnc in Metastasis: Long Noncoding
RNA Mediates the Prometastatic Functions of TGF-.” Cancer Cell.

Ling, Hui et al. 2013. “CCAT2, a Novel Noncoding RNA Mapping to 8q24,
Underlies Metastatic Progression and Chromosomal Instability in Colon
Cancer.” Genome Research.

Liu, Qian et al. 2013. “LncRNA Loc285194 Is a P53-Regulated Tumor Suppressor.”

Nucleic Acids Research.

61



Ma, Huiying et al. 2018. “Pathology and Genetics of Hereditary Colorectal Cancer.”
Pathology.

MFIMEDICAL. “Inverted Microscope.”

Moriwaki, Kenta, and Francis Ka Ming Chan. 2013. “RIP3: A Molecular Switch for
Necrosis and Inflammation.” Genes and Development.

Mycoloncancercoach. “Colon Cancer 101.” 2019.
https://www.mycoloncancercoach.org/Colon-Cancer-101/Understanding-
Pathology-Report.

neubauer lami1. “Neubauer Lam1.”

Ozawa, T. et al. 2017. “CCAT1 and CCAT2 Long Noncoding RNAs, Located within
the 8q.24.21 ‘Gene Desert’, Serve as Important Prognostic Biomarkers in
Colorectal Cancer.” Annals of Oncology.

Pascolo, Emanuelle et al. 2002. “Mechanism of Human Telomerase Inhibition by
BIBR1532, a Synthetic, Non-Nucleosidic Drug Candidate.” Journal of
Biological Chemistry 277(18): 15566—72.

Qiao, Lei et al. 2017. “Down Regulation of the Long Non-Coding RNA PCAT-1
Induced Growth Arrest and Apoptosis of Colorectal Cancer Cells.” Life
Sciences 188: 37-44.

Ren, Weidan et al. 2017. “TUSC7 Acts as a Tumor Suppressor in Colorectal
Cancer.” American Journal of Translational Research.

Saud, Shakir M. et al. 2014. “Resveratrol Prevents Tumorigenesis in Mouse Model
of Kras Activated Sporadic Colorectal Cancer by Suppressing Oncogenic Kras
Expression.” Carcinogenesis.

Schneider, Y. et al. 2001. “Resveratrol Inhibits Intestinal Tumorigenesis and
Modulates Host-Defense-Related Gene Expression in an Animal Model of
Human Familial Adenomatous Polyposis.” Nutrition and Cancer.

Scientific, Fisher. 2019. “Multiskan.”

Smith, Gillian et al. 2002. “Mutations in APC, Kirsten-Ras, and P53 - Alternative
Genetic Pathways to Colorectal Cancer.” Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America.

Sybr, R T. 2018. “RT 2 Profiler PCR Array Handbook.” (November).

Takahashi, Y. et al. 2014. “Amplification of PVT-1 Is Involved in Poor Prognosis via

Apoptosis Inhibition in Colorectal Cancers.” British Journal of Cancer 110(1):

62



164-71.

Tang, Dongxin et al. 2019. “Inhibition of MALATI Reduces Tumor Growth and
Metastasis and Promotes Drug Sensitivity in Colorectal Cancer.” Cellular
Signalling.

Tessitore, Luciana, Annalisa Davit, Ivana Sarotto, and Giovanna Caderni. 2000.
“Resveratrol Depresses the Growth of Colorectal Aberrant Crypt Foci by
Affecting Bax and P21(CIP) Expression.” Carcinogenesis.

Thanikachalam, Kannan, and Gazala Khan. 2019. “Colorectal Cancer and Nutrition.”
Nutrients.

Xiang, Jian Feng et al. 2014. “Human Colorectal Cancer-Specific CCAT1-L
LncRNA Regulates Long-Range Chromatin Interactions at the MYC Locus.”
Cell Research.

Yang, Weiwei, Rajkumar Ezakiel Redpath, Chongyou Zhang, and Ning Ning. 2018.
“Long Non-Coding RNA H19 Promotes the Migration and Invasion of Colon
Cancer Cells via MAPK Signaling Pathway.” Oncology Letters.

Yang, Yanfei et al. 2017. “LncRNAs: The Bridge Linking RNA and Colorectal
Cancer.” Oncotarget.

Yang, Yongzhi, Peng Junjie, Cai Sanjun, and Yanlei Ma. 2017. “Long Non-Coding
RNAs in Colorectal Cancer: Progression and Future Directions.” Journal of
Cancer 8(16): 3212-25.

Yoshimizu, Tomomi et al. 2008. “The H19 Locus Acts in Vivo as a Tumor
Suppressor.” Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America.

Yuan, Ji hang et al. 2014. “A Long Noncoding RNA Activated by TGF-f3 Promotes

the Invasion-Metastasis Cascade in Hepatocellular Carcinoma.” Cancer Cell.

63



Tesekkiir

Bilgisi ve donanimryla yiiksek lisans egitimim boyunca yol gdsteren, her sorunumu ¢ekinmeden
paylasabildigim, destegini ve giivenini hi¢bir kosulda esirgemeyen, her durumda yanimda olup
motivasyonumu eksik etmeyen, her daim ¢aligmaya tesvik eden sevgili ve saygideger hocam, Sn.

Dog. Dr. Cigir BIRAY AVCP ya,

Tecriibeleriyle ve bilgisiyle her an yol gosteren, her ihtiya¢ duydugumda ¢ekinmeden kapisini
calabildigim, tiim sorunlarima ve sorularima zaman ayirip ¢6ziim bulabilen, degerli hocam, Tibbi

Biyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Sn. Prof. Dr. Cumhur GUNDUZ’ e,

Yuksek lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen, giileryiizleriyle her zaman
destek olan anabilim dalimizin saygi deger hocalarim Sn. Dog. Dr. Zuhal EROGLU’ na, Dog. Dr.
Vildan BOZOK CETINTAS a, Sn. Do¢. Dr. Nur SELVI GUNEL’ e, Sn. Dog.Dr. Buket
KOSOVA’ya, Dog.Dr. Burgin TEZCANLI KAYMAZ’ a, Dog. Dr. Asli TETIK VARDARLI’ ya,
Dog. Dr. Sunde YILMAZ SUSLUER’e

Egitimim siiresince tecriibelerini paylagarak yardimci olan ve nesesini esirgemeden yol gosteren, Sn.

Ars. Gor. Dr. Duygu AYGUNES’ e,

Yiksek lisans egitimim boyunca, ellerinden gelen gerek akademik gerek sosyal her tiirlii destegi veren
ve motivasyonlar1 ve yardimlariyla her daim yanimda hissettigim Sn. Dok.Ogr Bakiye GOKER
BAGCA’ ya ve Sn. Dok. Ogr. Pinar OZATES AY’a,

Her zaman yardimci olan basta ekip arkadaslarim Sn. Dok.Ogr. Cansu CALISKAN’a, Sn.

Dok.Ogr. Fatma SOGUTLU, Sn. Dok.Ogr. Vahidreza KARAMAD, Sn. Yiik. Lis. Ogr. Ali Haydar
KAYGUSUZ olmak iizere bu tiim egitimim boyunca birlikte oldugum degerli arkadaglarim, Sn. Dok.
Ogr. Eda DOGAN’a, Sn. Dok. Ogr. Riya Gasimlr’ya, Sn. Dr. Cagla KAYABASI’'na, Sn. Dr. Besra
OZMEN YELKEN’e, Sn. Dok.Ogr. Latife Merve OKTAY a, Sn. Dok. Ogr. Sezgi KIPCAK’ a, Sn.
Dok. Ogr. Buket OZEL’ €, Sn. Ars. Gor. Zekeriva DUZGUN’ e, Sn. Dok. Ogr. Metin CALISKANa,

Yiiksek lisans egitimim sirasinda birlikte oldugumuz arkadaslarim Sn. Caglar CELEBI’ye, Sn. Busra
BARA’ ya, Sn. llayda ALCITEPE’ ye, Sn. Zafer YILDIRIMa, Sn. Melike BAYINDIR a, Sn.

Mehmet ERASLAN’a, Sn. Semahat CELIKTENe,

Laboratuvar ¢alismalarinda yardime1 olan ¢ok degerli teknikerimiz Sn. Hale GUNDUZ’ e, her isimize
kosturan sekreterimiz Sn. Bahar BILGILIi’ ye, degerli personelimiz Sn. Ahmet YANYALI’ya,

64



Gerek manevi destekleri gerekse dostluklariyla yiiksek lisans egitimim ve tez donemim siiresince
ortak duygular paylasip birbirimize moral verdigimiz arkadaslarim Sn. Alican KUSOGLU’na, Sn.
Eda TAYFUR’a, Sn. ilknur KARATEKIN ¢,

Hayatima girdigi ilk andan itibaren her daim giiven duydugum ve giivenini hissettigim, birlikte kotii
zamanlari atlattigimiz, iyi zamanlarimizi paylagarak mutlulugumuzu arttirdigimiz, her zaman yanimda
oldugunu bildigim, iyi kalbi ve sonsuz sevgisiyle her an yardimima kosan sevgilim Sn. Arda

TOSUN’a,

Hayatimin her alaninda her an giiven ve desteklerini hissettigim, onlardan dolay1 kendimi hep sansh
ve mutlu hissettigim, iizerimdeki emekleri ve sevgileriyle hayatimda olmazsa olmazlarim, annem Sn.
Seral CESMELI’ ye, babam Sn. Ertugrul CESMELI’ye, agabeyim Sn. Engin Baris CESMELI’ye
ve esi benim de yengemden Gte ablam olan Sn. Deniz KOCABOZ CESMELI’ye,

Sonsuz tesekkiirler ...

[zmir, 29.01.2020 Selin CESMELI

65



Ozgeg:mis

Ilkokul ve ortaokulu Agah Efendi Ilkdgretim okulunda okuduktan sonra, Bornova
Anadolu Lisesi’nde (BAL) ortadgrenimimi tamamladim. 2013 yilinda tam burslu
olarak basladigim Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik béliimiinden
2017 yilinda mezun oldum. Ayn1 y1l Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimime basladim. Yabanci dil olarak Ingilizce

bilmekteyim.

e-posta:selcesmeli.sc@gmail.com

66



