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OZET

Tanju Tiitiincii

“Meme Kkanseri hiicrelerinde kanonik ve kanonik olmayan Wnt yolaklarinin
baskilanmas1 ile kanser kok hiicre popiillasyonunun ve dediferansiasyonun
azaltilmas1” Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora

Tezi, 2023

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir. Erken tan1 konulan vakalarda tedavi
basarisi yiiksek olmasin ragmen lokal ilerlemis veya metastatik vakalarda tedavi basarisi
diismektedir. Ilk asamada basarili goriinen tedaviye ragmen, meme kanserleri aylar veya
yillar sonra bile lokal niiks veya uzak metastazlar ile karsimiza ¢gikabilmektedir. Bu siiregte
timor hiicrelerinin diferansiasyonunun azalmasi, yeni mutasyonlarin birikimi, direngli
kanser kok hiicrelerinin (KKH) olusumu, KKH’nin uyku moduna gecip tedaviden
saklanmas1 gibi mekanizmalar literatiirde tartisilmaktadir. Meme kanserlerinde tedavi
etkinligini artirmak i¢in KKH olusumunu etkileyen hiicre i¢i (Wnt, Notch, Hedgehog vb)
yolak inhibitorleri, KKH yiizey isaret¢ilerini hedefleyen immiinoterapi yontemleri, KKH
cogalmasini uyaran VEGF/VEGFR2, CXCRA4 gibi sinyal aks inhibitorleri veya monoklonal
antikorlar, apoptozis veya diferansiasyonu uyaran KKH boéliinmesini engelleyen histon
deasetilaz (HDAC) enzimlerini hedef alan tedaviler deneme asamasindadir.

ER™ ve ligli negatif meme kanser hiicre hatlari ile gergeklestirdigimiz ¢alismamizda
literatiir ile uyumlu olarak t¢lii negatif meme kanser hiicrelerinin daha saldirgan yapisini,
daha yiiksek orandaki KKH varligin1 ve bunlara ait molekiiler belirtegler gosterilmistir.
Wnt klasik yolak ile kombine olarak diger yolaklarin baskilanmasini gerceklestirerek iiclii
negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231"de 6zellikle 24. saat bulgularinda KKH
poplilasyonunun azaltilmasi yoniinde net bulgular elde edilmistir.

Calismamizda literatiirde ilk defa olarak klasik Wnt yolag: ile birlikte thapsigargin
kullanarak meme kanser hiicre hatlarinda Wnt-kalsiyum yolagi kombine blokaji
gerceklestirilmistir.

Calismamiz daha 6nce tek bir ¢alismada onerilen Wnt klasik yolak ve Wnt-kalsiyum
yolagt sinerjisinin varligini kanser hiicreleri iizerinde test ederek dogrulamistir.

Niklosamid ile LRP5/6 reseptorii iizerinden gerceklestirilen Wnt klasik yolak

baskilanmasinin ¢ok etkili oldugu ve bunun Wnt-kalsiyum ya da diger kombinasyonlar ile

il



kullanilmasinin ti¢lii negatif meme kanserlerinde KKH leri azaltmada etkin oldugu ortaya
konulmustur.

Calismamizin sonuglari, 6zellikle diinyada meme kanserleri iginde %12-15’1 bulan {iglii
negatif meme kanserlerinde hedeflenmis tedavi gerekliligini desteklemektedir.
Calismamizin sonuglarinin 6nemli bir mortalite sebebi olan meme kanserli hastalar i¢in
KKH aktivitesini belirleyen mekanizmalarin aydinlatilmas:1 ve yeni hedeflenmis tedavi

secenekleri gelistirilmesi i¢in yol gosterecegini diislinliyoruz.

Anahtar kelimeler: Wnt, kanser kok hucresi, beta-catenin, niklosamid, XAV939,

thapsigargin

Bu cahisma Baskent Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Proje No. DA20/24) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonu

tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Tanju Tiitiincii

“Decreasing cancer stem cell population and dedifferentiation in breast cancer cells
by selective inhibition of canonical and non- canonical pathways of Wnt signaling.”
Baskent University Institute of Health Sciences, Medical Biology Doctorate, 2023

Summary

Breast cancer is the most common cancer in women. Although success rate of treatments
is high in early diagnosed cases, treatment success rate decreases in locally advanced and
metastatic cases. Surgery, radiotherapy, chemotherapy or different combinations of those
are being used fort he treatment of breast cancer. Despite the treatment modalities that seem
to be successful in the beginning, breast cancer may come out with local recurrence or
distant metastasis months or years after the treatment. For this late recurrence process,
many mechanisms including dedifferentiation of tumor cells, accumulation of new
mutations, development of resistant cancer stem cells (CSC), CSCs getting into dormancy
and escaping from therapeutic modalities are all being discussed in the literature. In order
to increase treatment effectiveness for breast cancer, different treatment modalities
including inhibitors for pathways related to CSC formation (Wnt, Notch, Hedgehog etc),
immunotherapy methods for CSC surface markers, inhibitors or monoclonal antibodies for
signal pathways which stimulate CSC proliferation such as VEGF/VEGFR2, CXCR4;
therapies targeting histone deacetylase enzyme (HDAC) to prevent CSC proliferation or
stimulate apoptosis and differentiation, are all under clinical investigation. Today, several
therapeutic molecules especially acting on Notchl, Hedgehog and Wnt signalling
pathways, are shown to be effective in clearing CSCs in some preclinical studies.

In our study with ER* and triple-negative breast cancer cell lines, the more
aggressive structure of triple-negative breast cancer cells, the presence of higher rates of
CSC and their molecular markers were shown in accordance with the literature. Clear
findings were obtained in favor of reducing the CSC populations, especially in the 24th
hour findings in the MDA-MB-231 cell line by suppression of canonical and other non-
canonical Wnt pathways in combination.

In our study, for the first time in the literature, combined blockade of the Wnt-
calcium pathway combination with the canonical Wnt pathway was performed in breast

cancer cell lines using thapsigargine. Our study confirmed the existence of the synergy of



the Wnt classical pathway and the Wnt-calcium pathway, which was previously proposed
in a single study, by testing it on cancer cells.

Whnt classical pathway suppression via the LRP5/6 receptor with niclosamide has
been shown to be very effective and its use with Wnt-calcium or other combinations has
been shown to be effective in reducing CSCs in triple-negative breast cancers.

The results of our study supports the need for targeted treatment, especially in triple-
negative breast cancers, which account for 12-15% of breast cancers in the world. We
believe that the results of our study will lead to the elucidation of the mechanisms that
determine CSC activity in patients with breast cancer, which is an important cause of

mortality, and to develop new targeted treatment options.

Keywords: Whnt, cancer stem cell, beta-catenin, niclosamide, XAV939, thapsigargine

This study was approved by Baskent University Medicine and Health Sciences
Research Board (Project No. DA20/24) and supported by Baskent University
Research Fund.
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1. GIRIS

Meme kanseri giiniimiizde kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir. Son yillarda tarama
ve doku tan1 yontemlerinin yayginlagsmasi ile tan1 konulan vaka sayisi artmakla birlikte
erken tan1 basarisinin artmasi ile 5 yillik sagkalim oranlar1 %87’ye kadar yiikselmistir (1,
2). Meme kanserleri, hormon reseptorii pozitif olan iyi diferansiye tiplerden ti¢lii negatif
olan Ostrojen, progesteron reseptorii ve HER2 negatif (triple negative breast cancer) olan
az diferansiye tiplere kadar ¢ok farkli histopatolojik tiplerle karsimiza cikabilmektedir.
Erken tan1 konulan vakalarda tedavi basarisi yiliksek olmasin ragmen lokal ilerlemis veya
metastatik vakalarda tedavi basaris1 diismektedir. Tedavide cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi ve bunlarin farkli kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Ancak ilk asamada
bagarili goriinen tedaviye ragmen, meme kanserleri aylar veya yillar sonra bile lokal niiks
veya uzak metastazlar ile karsimiza g¢ikabilmektedirler. Bu siiregte tiimdr hiicrelerinin
diferansiasyonunun azalmasi, yeni mutasyonlarin birikimi, diren¢li kanser kok hiicrelerinin
(KKH) olusumu, KKH nin uyku moduna ge¢ip tedaviden saklanmasi gibi mekanizmalar
literatiirde tartisilmaktadir (3). Meme kanserlerinde tedavi etkinligini artirmak igin,

a. KKH olusumunu etkileyen hiicre i¢i yolaklar (Wnt, Notch, Hedgehog vb) i¢in

inhibitorler,

b. KKH yiizey isaret¢ilerini hedefleyen immiinoterapi yontemleri

c. KKH c¢ogalmasini uyaran VEGF/VEGFR2, CXCR4 gibi sinyal akslari i¢in inhibitor

veya monoklonal antikorlar

d. KKH’de ¢ogalmayi durdurmak, apoptozisi uyarmak veya diferansiasyonu uyarmak

icin histon deasetilaz (HDAC) enzimlerini hedef alan tedaviler deneme
asamasindadir (Sekil 1) (3).

Kadinlarda ¢ok yaygin goriillen meme kanserinde ozellikle saldirgan histopatolojik
ozelliklere sahip, lokal olarak ilerlemis ve metastatik hastalik i¢in halen etkin tedavi
arayislart stirmektedir. Buna yonelik olarak, ¢alismamizda 6zellikle kanser kok hiicresi
(KKH) gelisimi siirecinde Wnt/beta-katenin yolaginin rolii, etkilesimleri ve olasi terapotik
yaklagim i¢in sonuglar elde edilmeye c¢alisilacaktir. Wnt yolaginin klasik beta-katenin
sinyal akis yolagt ve klasik olmayan Wnt-kalsiyum yolaklarinin kombine sekilde
baskilanmasinin meme kanser hiicre hatlarinda KKH olusumunu daha etkin

baskilayacagini ongormekteyiz. Elde edilecek sonuclar 1s1ginda meme kanserli hastalar



icin olas1 klinik caligmalar ve bahsi gecen yolaklar i¢in ilag gelistirme arastirmalar1 s6z

konusu olabilecektir.

A. KKH lerde yolak inhibitdrleri ile Notch,
Hedgehog, Wnt/B-katenin ve NF-kB sinyal
yolaklannin hedeflenmesi

C. immiinoterapétik ajanlar ile
KKH yiizey belirteclerinin
(EpCAM, CD133, CD90, CD44,
CD13 vs) hedeflenmesi

D. KKH'larn biiyiime duraksamasi,
apoptoz ve/veya diferansiyonunu
hedeflemek icin HDAC'lar

Sekil 1. Meme kanserlerinde KKH’ne yonelik tedavi gelistirme segenekleri.

2. GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri ve Meme Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Meme kanseri kavrami yazili tip tarihi ile paralel bir bilinirlige sahiptir ve varligi MO
3000-2500 yillarina ait olan Edwin Smith papiriisiinde klinik bulgulari ile tanimlanmustir.
Hatta bu papiriis kaydinda, tedavisinin miimkiin olmadig1 vurgulanarak belirtilmistir (4).
Arada gecen binlerce yildan sonra tiptaki gelismelerle birlikte tan1 ve tedavisinde ¢ok
gelisme kaydedilmis ve risk faktorleri tanimlanmis olmasina ragmen, tedavisinde halen tam
anlamiyla basari elde edilmis degildir. Meme kanseri giiniimiizde kadinlarda hem diinyada,

hem de iilkemizde en sik goriilen kanser tipidir.

Meme kanseri, oncelikle kadinlarda memedeki siit bezleri ve siit kanallarindan
kaynaklanan kanserleri vurgulamakla birlikte nadir goriilen erkek meme kanserleri,
memenin deri ve mezenkimal kokenli dokularindan kaynaklanan sarkomlar1 da dahil
edildiginde oldukga genis bir basliktir. Kanserin kaynaklandigi hiicre tipine gére molekiiler

gostergeler ve tedavi yaklasimlar1 degisebilmektedir. Bu nedenle, meme kanseri i¢in tedavi
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planlamasi1 oncesinde hiicre tipinin, biyolojik ve molekiiler 6zelliklerinin 1yi tanimlanmaig
olmas1 gerekir. Primer meme kaynakli kanserlerin siniflamasi ve dagilimi asagida
verilmistir (5):
Noninvazif epitelyal kanserler (%10)
Lobiiler karsinoma in situ
Duktal karsinoma in situ
Invazif epitelyal kanserler
Invazif lobiiler karsinom (%10)
Invazif duktal karsinom
Invazif duktal karsinom, aksi belirtilmedikge (%50-70)
Tiibiiler karsinom (%2-3)
Miisindz veya kolloid karsinom (%2-3)
Mediiller karsinom (%5)
Invazif kribriform karsinom (%1-3)
Invazif papiller karsinom (%1-2)
Adenoid Kistik karsinom (%1)
Metaplastik karsinom (%1)
Bag dokusu ve epitel karisik tiimdorler
Filloides tiimorler
Karsinosarkom

Anjiyosarkom

Meme kanserlerinde histolojik tip disinda kanserin gelismesi ve sonuglarini
etkiledigi gosterilmis olan ¢esitli hiicre yolaklart ve molekiiler gdstergeler de
tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 steroid hormon reseptér yolaklar1 (Ostrojen ve
progesteron reseptorleri), insan epidermal biiylime faktorii yolagi (HER ailesi),
anjiyogenez, hiicre dongiisii (siklin bagimli kinazlar CDK), apoptozis modiilatorleri, p53,
proteozom, peroksizom, insulin benzeri biiylime faktorii ailesi (IGF), trombosit kokenli
biliyiime faktorii (PDGF), TGF-B, PPAR-y gibi yolaklardir. Bahsi gegen bu molekiillerin
diizeylerine tani asamasinda rutin olarak bakilmamaktadir. Giincel yaklasimda rutin
uygulamada 0strojen ve progesterone reseptorleri, HER2 ve Ki67 proteinin varligi ya da

diizeyi degerlendirilmektedir (6).



Gelisen teknoloji ile birlikte yapilan RNA analizleri, meme kanserleri arasinda daha fazla
heterojenlik ortaya koymustur. RNA ekspresyon imzalarina gore 4 biiyiik alt grup ayirt
edilebilir: liiminal A, liminal B, Her2 ile zenginlestirilmis, bazal-like (6). Ayrica bazal

benzeri grubun altinda 5. bir grup olarak claudin-diisiik alt grubu 6neren kaynaklar da vardir

(5).

Liiminal A ER/PR+, HER2 -  %70-75
Liiminal B ER/PR+, HER2+

veya Ki67 yikksek %10
HER2 zengin ER/PR-, HER2+ %4-5

Uclii negatif (Triple -, bazal benzeri) ER/PR-, HER2- %12

Bu molekiiler alt tipler, meme kanserinin immiinohistokimyasal alt tipleri ile de
ortismektedir. Cogu liiminal A ve B ER-pozitiftir, Her2 ile zenginlestirilmis tip olanlar
Her2-pozitiftir ve cogu bazal benzeri kanserler iiclii negatif meme kanseridir. ER-pozitif
olanlarin liiminal A ve liminal B'de farklilagsmasinin tedavi i¢in Onemli oldugu
kanitlanmistir. Liiminal B kanserleri genellikle liiminal A kanserlerinden daha saldirgandir
ve siklikla proliferasyon belirteci Ki67'nin daha yiiksek ifadelenmesini gosterir ve /veya
ER pozitifligi ile birlikte Her2'yi eksprese eder. Uglii negatif meme kanserinin ek molekiiler
alt tipleri, claudin-diisiik kanserleri ve liiminal androjen reseptor alt tipini de igeren

mezenkimal benzeri alt tiptir (5). Bu alt tipler, farkli klinik sonuglarla iliskilidir.

Molekiiler tiplere bakildiginda, liiminal A tipinden iiclii negatif tipe dogru gittikce
hiicre diferansiasyonunun azaldig1, proliferasyon hizinin ve biiyiimenin hizlandigi, kanser
davraniginin saldirganlastigi goriilmektedir. Buna bagli olarak tedavi basarisizlig
artmaktadir. Uglii negatif meme kanserlerinde hormon reseptdrii veya HER2 gibi bir
molekiiler hedef bulunmamas1 tedaviyi daha da zorlastirmaktadir. Bu tip kanserlerde,
kanser kok hiicrelerinin veya kok hiicre benzeri hiicrelerin arttigi ve hem hizli ¢ogalmadan
hem de tedaviye direng ve kotii prognozdan sorumlu oldugu 6ne siiriilmektedir (7). Bu
nedenle saldirgan meme kanserlerinde kanser kok hiicrelerinin  6zgiin  sekilde
hedeflenmesini 6neren ¢ok sayida bilimsel merkez ve arastirmaci bulunmaktadir (8).
Ozellikle Al-Hajj tarafindan meme kanseri kok hiicresi kavrami 2003 yilinda
netlestirildikten sonra (9, 10) solid tiimoérlerde KKH yonelik spesifik tedavi arastirmalari
artmistir. Bu ¢alismalar beraberinde KKH i¢in daha net tanimlayic1 ve hedeflenebilecek

yiizey belirleyicilerinin tanimlanmasini beraberinde getirmistir. Ozellikle meme kanseri
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KKH i¢in farkli arastirma gruplari tarafindan CD44+, CD44+/CD24-, ALDH1+, CD133+,
CD36+, ESA, EpCAM gibi yiizey antijenleri ve adezyon molekiilleri tanimlanmgtir (11-
18) (Sekil 2) .

MEME KANSERI

Akim Sitometri ile KKH taramasi

D24 D44 CD36 (D326 : D133 EpiteleOzgli  ABCG2
EoCAM Aldehid Antijen
l (EpCAM) Dehidrogenaz (ES;)
(ALDH)

Hyallronik asit ocT4
E-cadherin

Osteopontin  Matriks
(OPN) Metalloproteinazlar
(MMP)

Sekil 2. Meme kanseri 6zgiin KKH belirleyicileri

Meme kanseri erken tiimor hiicresi yayilimi ile karakterize sistemik bir hastaliktir.
Viicuda yayilan tiimor hiicreleri sistemik tedavilere kars1 yiiksek direng gostermekte ve
olimciil metastaz lezyonlarina yol agabilmektedir. Metastatik hiicrelerin uyku moduna
gecmesi, makrometastaz olusumunu geciktirir ve Oliimciil bir metastatik hastaligin
gelismesi yillar alabilir. Mevcut goriis, meme kanseri de dahil olmak iizere ¢ogu solid
kanserin kok hiicre hastaliklari oldugu (12, 19, 20) ve bu kok hiicrelerin yayilma ve
metastaz i¢in kritik oldugu yoniindedir (21, 22). Meme kanserinin baslamasinda rol
oynayan kok benzeri hiicreler kavramimin temeli, AL-Hajj ve arkadaslar1 tarafindan
bildirilen verilerle atilmistir (9,10). Meme kanseri hiicrelerinin sadece kiiglik bir alt
popiilasyonunun farelerde tiimor olusturma potansiyeline sahip oldugunu gostermislerdir.
Orijinal timdrde oldugu gibi, bu tiimdr baslatan hiicrelerin, timdrii benzer bir heterojenite
ile yeniden insa edebildikleri gosterilmistir. Bu durum hiicrelerin kok hiicreleri animsatan
plastisite gosterdigini diisiindiirmektedir. "Kanser kok hiicresi (KKH)" terimi, kendini
yenileme kabiliyetine ve "siirekli biiyliyen bir timdriin olusumunu gerceklestirme

yetenegine" sahip timor baslatan hiicreleri tanimlamak i¢in dogmustur. KKH'leri yan



popiilasyonlar olarak tanimlamak i¢in fonksiyonel KKH'lerin in vitro ve akim sitometri
analizinin tanimlanmasimna izin veren mamosfer olusum testleri, KKH'ler iizerinde
arastirmalart kolaylagtirmistir. KKH kavraminin altindaki mekanizmalar aydinlatildik¢a

hem meme kanseri hem de KKH barindiran biitiin kanserler i¢in tedavi basaris1 artacaktir.

Meme kanseri kok hiicreleri baslangicta CD44 yiizey belirtecinin ifadelenmesi ve
CD24 yiizey belirtecinin eksikligi veya diisiik ifadelenmesi ile karakterize edilmistir (11,
12, 23). Meme kanseri 6rneklerinden izole edilen CD44 pozitif ve CD24-negatif kanser
hiicreleri, ayni kanser i¢indeki diger kanser hiicrelerine gore anlamli derecede daha kotii bir
prognoz ile iliskili farkli gen imzalar1 géstermektedir. Digerlerinin yani sira, CD44 + /
CD24 / distik alt popiilasyonlar, meme bezinin gelisimi ve bakimi i¢in énemli bir faktor
olan PROCR'yi (protein C reseptorii) daha yiiksek seviyelerde (14) ifade etmektedir.
CD44"in ayrica metastazi baslatabilen dolasimdaki tiimor hiicrelerinin anahtar bir belirteci
oldugu bulunmustur. ilerleyen siiregte meme KKH icin CD133 pozitifligi ve aldehid
dehidrojenaz (ALDH) pozitifligi gibi 6zellikler tanimlanmistir. CD44 ve CD133 pozitif
meme KKH popiilasyonlarinin bir kismi ALDH pozitif grup ile kesismektedir ve bunlarin
prognozu daha kotiidiir. Ayrica giincel arastirmalar meme kanseri KKH’lerinde EpCAM
pozitifligi, e-cadherin eksikligi, ¢oklu ila¢ tasiyici protein ABCG2 varligi gibi yeni
tanimlayict ozellikleri ortaya ¢ikartmigtir. Meme KKH’lerinde EpCam pozitifligi timor
olusumunun baslatilmasinda 6nemlidir. EpCAM pozitifliginin, meme KKH’lerinde Wnt
yolag1 aktivitesini destekleyerek KKH aktivitesi ve idamesine katkida bulundugu
diistintilmektedir (18, 24).

Meme KKH 06zelligi tasiyan hiicrelerin oranlar1 daha diferansiye olan liiminal
tiplerde %1-5 gibi diisik oranlarda iken, az diferansiye olan tglii negatif meme
kanserlerinde %80-90 iizerine ¢ikabilmektedir (16). Bu da tiimor yayilimi ve prognoz
acisindan kot etki yaratmaktadir. Daha da kotii olan nokta, bir¢ok caligmada standart
kemoterapi ve radyoterapi sonrasi, tiimor boyutu ve toplam hiicre miktar1 azalsa da, kalan
hiicre popiilasyonu i¢cinde KKH oranlarinin arttigi gosterilmistir. Cesitli kemoterapdtik
ilagclarin hem MCF7, hem de MDA-MB-231 hiicre hatlarinda uygulama sonrasinda ALDH
pozitif ve CD447/CD24° KKH oranlarini artidig1 gosterilmis olup (25-33) radyoterapinin
de hem klinik uygulamada hem de in vitro olarak MCF7 hiicre hattinda CD44*/CD24
KKH oranlarini artirdig1 gosterilmistir (34, 35). Bu ¢alismalar, meme kanserinde KKH

varliginin tedaviye direnci nasil artirdigini gésteren ¢ok yonlii caligmalardir.
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Ayrica bircok meme kanseri tiirli, kemoterapi sonrasi ilaglara direng
gelistirmektedir. Bunda ¢oklu ilag direng (MDR) proteinlerinin varligr 6nemli olup tedavi
sonrasinda MDR genlerini daha fazla ifadeleyen KKH varlig1 artmaktadir (36). Coklu ilag
direncinde rol oynayan ATP baglayan kaset (ABC) proteinlerinin KKH’lerde
ifadelenmesinde epitelyal mezenkimal doniisiim transkripsiyon faktorleri ve Wnt, Notch ve

Hedgehog yolaklarinin rolii oldugu bilinmektedir (37).

2.2. Kanser Kok Hiicresi

2.2.1. Kanser kok hiicresi kavrami ve kisa tarihcesi

Virchow, 1870’te  tiimorlerin  embryo  hiicresi  benzeri  hiicrelerden
kaynaklanabilecegini ve kanser hiicrelerinin kok hiicrelere benzer 06zelliklerinin
bulundugunu ilk olarak raporlamistir (38). Furth ve Kahn 1937°de tek bir adet fare 16semi
hiicresinin bagka alic1 bir farede timor gelisimine yol acabildigini géstermislerdir (38).
Southam ve Brunschwig 1961°de ileri kanser hastalarindan aldiklar1 kanser hiicreleri ile
fare ve insanda bu hiicrelerin tekrar kanser olusturabilme yetenegini gostermislerdir (39,
40). Hamburger ve Salmon 1977°de, biitiin kanser hiicre popiilasyonunun birka¢ adet
kanser kok hiicresinden kaynaklanabilecegi varsayimini ortaya atmislardir (41). Lapidot ve
arkadaglar1 1994’te bir fare modeli kullanarak insan akut myeloid 16semi hiicrelerinden
izole edilerek yeni losemi gelisimine yol acabilen bir losemi baslatict hiicre

tanimlamiglardir (38).

Bonnet ve Dick KKH varligin1 somut olarak ilk kez 1997°de akut myeloid 16semi
hiicrelerinde gosterdiler. Bu ¢alisma KKH varligini somut sekilde gosteren ¢ok dnemli bir

calisma idi ve KKH teorisi ile ilgili olarak tlimor hiicrelerinin hiyerarsik yapisim1 da

modelleyen ilk ¢alisma idi (38, 42).

Losemi arastirmalart sonrasinda, solid tiimérlerdeki ilk KKH varligini 2003°te Al-
Hajj ve arkadaslar1 gostermislerdir. Sonrasindaki bir dizi ¢alisma ile beyin, kolon ve prostat

gibi organlarin solid tiimoérlerinde de KKH varligi somut olarak gosterilmistir (9, 10).

O’Brien ve arkadaslar ilk kez 2007 de kolon kanseri kok hiicrelerini ve bunlarin

ylizeyindeki CD133 varligim1 gostermis ve CD133’ti KKH ylizey belirleyicisi olarak
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tescillemiglerdir (43). Sonrasinda KKH yiizey belirleyicileri i¢in ¢ok sayida galisma
gergeklestirilmistir.

Yukarida gecen calismalar 1s1ginda giincel KKH teorisi, kanser hiicrelerinin
hiyerarsik sekilde organize oldugunu ve az sayida KKH tarafindan ¢ogalmanin
yonetildigini, timor hiicrelerinin ¢ogunun kisith bdliinme potansiyeli olan, baska bireyde
yeni tlimor gelistirme potansiyeli olmayan, farkli diferansiye diizeyde hiicrelerden
olustugunu vurgulamaktadir. Ancak kanser gelisimi ile ilgili olarak bu teoriyi tartisan kok
hiicre hatali yerlesim teorisi (The stem cell misplacement theory) de mevcuttur ve buna
gore epitelyal kok hiicreler yanlis doku stromasina yerlestiklerinde malign doniisiime
ugrayarak KKH haline doniismektedirler (44). Hangi teori olursa olsun, giiniimiizde KKH

varlig1 biyolojik olarak somut sekilde gosterilmistir.

Birgok kanser tiirli i¢in ortak sayilabilecek yiizey belirleyicileri tanimlanmistir (Tablo 1):

KKH BELIRLEYICi
Tiimor Tipi CD133 CD44 CD24 ALDH CD90 CD34 Diger
Beyin +/- + integrin-
alfa6

Meme + + - + + EpCAM
Kolorektal + + +
Endometrium +
Mide + +
Bas ve boyun + +
Losemi + CD38-
Karaciger + + + + GEP
Akciger + + + + CD117
Melanoma + CD20,

ABCB5
Over + +
Pankreas + + + + EpCAM
Prostat + +
Bobrek CD105
Tiroid CD15

Tablo 1. Farkli kanser tiplerinde tanimlanmis KKH belirleyicileri (11-18, 45)

Ozellikle son yillarda yapilan calismalarda, meme kanseri KKH i¢in baz1 yiizey belirleyici

iceren fenotiplerin klinik siirecte daha belirgin rolleri tanimlanmistir. Fenotip olarak



ALDH1*, CD44*/CD24 ve CD133" KKH varlig1 daha saldirgan ve tedavilere direngli

timorler ile karsimiza ¢ikmaktadir (37).

222. CD44

Hyaliironik asit reseptorii veya ‘HCAM-homing cell adhesion molecule’ olarak da
ifade edilir. Aslinda birgok saglikli hiicre tipinde ifadelenir. Ozellikle meme kanser
hiicrelerinde diisik CD24 varhig: ile birlikte mevcutsa CD44"/CD24" fenotip olarak
tanimlanmaktadir (16, 17).

Bu fenotip kemoterapi ve radyoterapiye direng ile karakterizedir ve bunun nedeni olarak
diistiik konsantrasyonda reaktif oksijen tiirleri varligi, hiicrenin uyku haline ge¢mesi, etkin
DNA onarim mekanizmalar1 varligi, EMT isaretcilerinin yiiksek miktarda ifadelenmesi ve
Whnt/beta-katenin, Hedgehog, NOTCH, STAT1 ve STAT3 sinyal yolaklarimin aktive
edilmesi gibi mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir (16, 17, 37). Bu nedenlerle meme
kanserli hastalarda CD44'/CD24 fenotip varhigi yeni bir tedavi hedefi olarak

degerlendirilmektedir.

2.2.3. CD133

CD133, glikoprotein yapida olup, 5 adet transmembran segmente sahip bir membrane
proteinidir ve membrandan belirgin ¢ikik olmasi nedeniyle diger adi “prominin1” dir. Ik
1999°da tanimlanmis olmasimma ragmen 2007°de KKH yiizey belirleyicisi olarak
kanitlandiktan sonra (46) ilgili ¢alismalar artmustir. Meme disinda kolon kanseri ve
glioblastoma gibi bagka solid tiimodrlerde de yiiksek sekilde ifadelendigi gosterilmistir. Kok
hiicre migrasyonu ve asimetrik bdliinmesinde rolii oldugu gdsterilmistir. Meme kanserli
hastalarda tiimoriin saldirgan davranisini dngdrmede basarili bir belirleyicidir. Ozellikle
ticlii negatif meme kanserlerinde, hem in vitro hem in vivo olarak KKH tanimlamada uygun
ve basarili oldugu gosterilmistir (47). Cok saldirgan davranisl bir tiir olan enflamatuvar
meme kanserli hastalarda 25 hastanin 22 tanesinde ifadelenmesi yiiksek olarak
bulunmustur (47). Bu 6zellikleri ve meme kanserinde prognoz belirlemedeki potansiyel

rolii nedeniyle ¢ok sayida ¢aligmanin konusu olmaktadir.



2.3.  Wnt/Beta-Katenin Yolagi

Wingless mutant fenotip: Ik tanim R. P. Sharma tarafindan yapilmstir, Hindistan’da
etil metansiilfonat mutagenezine bagl olarak kanatsiz sineklerin varligini raporlamistir
(48). Wingless sinyal yolagi ve kanser iliskisi, Varmus laboratuarlarinda hiicresel
onkogenleri arastirirken kesfedilmistir. 1982°de Nusse ve Varmus Intl genini
tanimlamislardir. Daha sonra wingless ve Intl genlerinin ayn1 oldugu farkedilmis ve iki
isim birlestirilerek Wnt adin1 almustir.

Wnt = Wg + int-1 (Wingless integration site 1) (49)

Daha sonra insan dahil bir¢ok canlida da Wnt homologlar1 gosterildi (50, 51, 52).

WNT1 WNT6 WNT10
[ I I L I i I |
Primordial topluluk
WNT1 WNT10B
I I I | —
wg DWnt6  DWnt10 insan 12913 e
| T
| I—‘.’ I - = WNT6 WNT10A
Drosophila 27F I | - | I
. e e
Insan 2q35

Sekil 3. Wnt genlerinin kromozomal yerlesimi ve homologlari.
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Whnt/beta-katenin yolaginin, embryolojik gelisimde, asimetrik hiicre boéliinmesinde, kanser
hiicre diferansiasyonu ve epitelyal mezenkimal doniisiimde rolii oldugu bilinmektedir.
Insanlarda 19 farkli Wnt proteini ve bunlarin reseptdrii olarak ise 10 farkli Frizzled

transmembran proteini tanimlanmustir (Tablo 5) (53).

Tiir Whnt proteinleri

Homo WNT1, WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNT5B,

sapiens WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT9A, WNTIB,
WNT10A, WNT10B, WNT11, WNT16

Mus Whntl, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, Wnt5A, Wnt5B, Wnt6,

musculus Wnt7A, Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt9A, Wnt9B, Wnt10A, Wnt10B,
(insan ile Whntll, Wntl16

ayni
proteinler)
Xenopus Wntl, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, Wnt5A, Wnt5B, Wnt7A,
Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt10A, Wnt10B, Wntl11l, Wnt11R

Danio rerio | Wntl, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, Wnt5A, Wnt5B, Wnt6,
Wnt7A, Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt10A, Wnt10B, Wntll, Wnt16
Drosophila | Wg, DWnt2, DWnt3/5, DWnt6, WntD/DWnt8, DWnt10

Hydra Hywnt1, hywnt5a, hywnt8, hywnt7, hywnt9/10a, hywnt9/10b,
hywnt9/10c, hywnt11, hywnt16

C.elegans | mom-2, lin-44, egl-20, cwn-1, cwn-2

Tablo 2. Insanlar ve diger tiirlerde tanimlanmis Wnt proteinleri

Wnt uyarisinin beta catenin {izerinden giden yolagr klasik veya kanonik olarak
tanimlanmigtir. Beta katenin {izerinden etki etmeyen ve farkli mekanizmalarla ilerleyen
Wnt uyarilart ise kanonik olmayan veya klasik olmayan yolaklar olarak literatiirde
tanimlanmaktadir. Farkli kaynaklarda bu kanonik olmayan yolaklar Wnt-kalsiyum yolagi,
hiicre polarite yolagi, Wnt-Reseptor tirozin kinaz yolagi, Wnt-PKA ve Wnt-mTOR
yolaklar1 olarak tanimlanmaktadir (Sekil 6). Ayrica bu uyart ve yolaklarin Notch,
Hedgehog, FGF ve TGF beta-BMP yolaklari ile karsilikli iletisim iginde bulundugu da
belirtilmektedir (53, 54).
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Sekil 5. Klasik Wnt yolagi ve Wnt-kalsiyum yolagi mekanizmasi ve olasi sinyal akis

semalar1 (55.)

Ayrica bazi ¢aligmalar Wnt klasik uyarisinin olusmasi i¢in LRP5/6 reseptorlerinin de Fzd

ile birlikte etkinlesmesi gerektigini vurgulamaktadir (Sekil 6).

a PCPsinyalizasyonu b | B-katenin bagimh sinyalizasyonu c WNT-Ca?* sinyalizasyonu

or|

Ko-reseptor Plazma membrani

sitoplazma

I Aktin polimerizasyonu l e

m— catenin | Aktin polimerizasyonu |

L
.\()‘\}”){{(R DT 0 }\g;}\‘ Yy i
Hiicre polaritesi, WNT hedef gen Hiicrenin kaderi,
Hiicre migrasyonu transkripsiyonu Hiicre migrasyonu

[PCP]| [B-catenin]|[PCP]

v
[PCP] [B-catenin|[PCP.Ca*'| [PCP | [B-catenin]|[PCP |

[PCP.caz] [B-catenin]

Sekil 6. Wnt klasik yolak uyarisi ve kanonik olmayan Wnt-kalsiyum yolagi, LRP5/6
koreseptor iligkisi (56)
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LRP5/6 reseptorlerine ayni1 anda farkli wnt proteinlerinin baglanabilmesi uyaric1 veya
inhibitor etkiyi modifiye edebilmektedir (Sekil 7). Bu nedenle LRP5/6 reseptorlerinin de
kanserlere yonelik tedavilerde rolii olabilecegi kabul edilmektedir (57). Ayrica yapisi
geregi LRP5/6 reseptorlerine ayn1 anda birkag farklt Wnt proteini baglanabilmekte ve buna
bagl olarak farkli cevaplarin ortaya ¢ikma sansi olusmaktadir (57) (Sekil 8 ve 9).

A Initiation Amplification

v

LRP5/6

Frizzled

B Dishevelled DIX-DIX polymerization Axin recruitment through DAX-DIX

-~

Wn) Wit m!)
il

(L1

06' i
O"“‘ ?0\5“‘3 Coune

e

7oy

Sekil 7. Wnt uyarist sonrasi olast LRP5/6 ve Frizzled reseptor etkilesimleri (57)
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Sekil 8. LRP5 ve LRP6 reseptor yapisi (57)

Kanonik olmayan yol daha ¢ok Wnt5a ve Wntl1 tarafindan uyarilmaktadir (57).
Embriyonel gelisim disinda, kanonikal yolun daha ¢ok kok hiicre yenilenmesinde, kanonik
olmayan yolaklarin ise yonlendirilmis hiicre hareketi, hiicre iskeleti ve kok hiicrelerin
idamesinde rolii oldugu belirtilmektedir (53). Ayrica Wnt5a tizerinden kanonikal yolun
dengelenmesinde de etkili oldugu gosterilmistir. Bu bilgiler Wnt uyarisinin ¢ok karmasik
ve heniiz net olarak tanimlanmamis mekanizmalar iizerinden kanser gelisimi ve kanser kok
hiicre olusumu iizerine etkileri olabilecegini gdstermektedir. Glinlimiizde meme kanser
tedavisinde bu yolaklara yonelik spesifik tedavilerde anlamli bir basar1 elde edilmis
degildir. Basar1 saglamak i¢in ayni anda farkli yolaklarin 2 veya 3 farkli molekiil ile senkron
inhibisyonu veya dengesine yonelik tedavi secenekleri veya epigenetik mekanizmalar ile

kombine tedavi yontemleri arastirilmaktadir.

Giiniimiizde 6zellikle Notchl, Hedgehog ve Wnt gibi kilit yolaklarda preklinik
calismalarda bazi terapotik molekiillerin KKH ortadan kaldirmada etkin oldugu
gosterilmistir (3, 53). Wnt/beta-katenin yolaginin kanser hiicre diferansiasyonu ve epitelyal
mezenkimal doniisiimde roli oldugu bilinmektedir (37, 54). Selektif Wnt/beta-katenin
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yolagi inhibisyonunu yapan prodigiosin adli maddenin meme kanser hiicrelerinde
¢ogalmay1 Onleyici anlamli kanser karsiti etkileri oldugu gosterilmistir (58). Ancak kanser
baslatici hiicreler ve KKH gelisiminde kanonik ve kanonik olmayan Wnt yolak

etkilesimlerinin nasil etki ettigini degerlendiren calisma sayisi ¢cok azdir.

Klasik Wnt yolaginin meme kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri gibi bazi
kanserlerde rolii gosterilmistir. Bu kanserlerde kanonik olmayan Wnt uyarilariin kanser
invazyon ve KKH gelisiminde koruyucu olabilecegini belirten yayimlar bulunmaktadir ve
ozellikle Wnt5a proteinin olasi koruyucu rolii vurgulanmaktadir (59, 60). Ancak farkli
calismalarda meme kanser hiicrelerinde Wnt5a proteininin ve gen ekspresyonunun hem

artmis, hem de azalmis bulundugu durumlar s6z konusudur (59).

Baz1 ¢alismalarda Wnt yolaginin klasik olan beta katenin ayaginda kalsiyumun da

klasik yolak ile etkilestigi ve beta katenin in hiicre ig¢ine geciste rolii oldugu ifade
edilmektedir (61).

Kanonik olmayan Wnt proteinlerinin, klasik Wnt-beta katenin yolagimnin
diizenlenmesinde LRP5/6 ve Frizzled reseptorlerinin yapist nedeniyle farkli
kombinasyonlarda baglanarak farkli etkilere yol agmas1 muhtemeldir (57). Bazi ¢alismalar
ise kanonik ve kanonik olmayan Wnt yolaklarinin beta kateninin hiicre igine girmesi ve
ilgili genlerin transkripsiyonu i¢in ortak calistigini belirtmektedir (61). Bu nedenle Wnt
inhibitdrleri basta meme kanseri olmak iizere diger kanserlerde preklinik caligmalarda
denenmektedir (4) (Sekil 10). Ancak bu izole denemelerde klinik uygulamaya yansiyacak
net bir basari elde edilememistir. Bunun muhtemel nedenlerinden bir tanesi de Wnt-beta
katenin yolaginin baska bir¢ok yolakla etkilesmesi ve bu uyarilarin kanser hiicreleri diginda
saglikl1 hiicrelerde de gerekli olmasidir. Bu nedenle tedavi etkinligini artirmak i¢in PORCN
inhibitorleri gibi kombine blokaj yaptig diisiiniilen molekiiller arastirilmaktadir (Sekil 10).

15



PORCN inhibitor

[ck1| | askap |

,

v

B-catenin - TCF / LEF
target genes

[ WNT / B-catenin ]

;

B-catenin inhibitor

—

Y

FOXM1, NRF2, YAP
and other signaling

[WNT/STOP |

2.4. \Wnt Yolak inhibitorleri

S

(oas)

Anti-ROR1 Anti-PTK7
mAb ADC
ROR1
Anti-LGR5 Anti-RSPO3
oo o CAR-T cells l
1 i
= roxlioey
LRPS
LRP6 i Egm CELSR
=)
5 STA -
- @ LGRS RNF43 - VANGL :
X ZNRF3
SN 0 N\ Y, T WO—. 1 | Y, ) - ® A... -
LEELEEE EEL »{ i l'r’ L t,l';',la TEEREREECERERRY ;”l l{ A '; A SRR li“‘ I‘M! l-. \ll’lil I'I'!'ll "\ VLG % .:I AR

e’

Y

Rho - ROCK and
Rac - JNK signaling

[WNT/PCP]

v

PI3K - AKT and
YAP /TAZ signaling

v

NFAT, NLK and
PKC signaling

[WNT/RTK] [WNT/Ca?*]

Sekil 9. Klasik ve klasik olmayan Wnt yolaklari ve olasi terapétik yaklagimlar (53)

Wnt yolag: klasik ve klasik olmayan alt sinyal akis mekanizmalar1 ile oldukca

bunlardan bazilaridir.

Beta-katenin yikim kompleksine yonelik tankiraz inhibitorleri,
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karmagiktir. Bu yolak iizerinde yer alan farkli molekiiller iizerinden etki eden farkl

inhibitdrler arastirma asmasindadir ve siirekli yeni inhibitorler tanimlanmaktadir (53).

Ozgiin beta-katenin

inhibitorleri, ayni anda klasik ve klasik olmayan yolaklar1 baskiladig: diigiiniilen PORCN

inhibitorleri, 6zgiin LRP5/6 inhibitorleri veya reseptorlere karst monoklonal antikorlar



24.1. XAV939

XAV939, tankirazl ve tankiraz2 yi 0zgiin olarak inhibe eden bir kiigiik molekiil
inhibitordiir. Kimyasal ad1 4H-Thiopyrano[4,3-d]pyrimidin-4-one, 3,5,7,8-tetrahydro-2-[4-
(trifluoromethyl)phenyl]’dir. Tankiraz aktivitesini bloke ederek axin-GSK3f kompleksi

proteinlerini artirir ve beta-katenin yikimini artirarak Wnt klasik yolak etkilerini baskilar
(62).

2.4.2.  Niklosamid

IIk defa 1958 yilinda sentezlenmis olan Niklosamid antihelmintik bir ilagtir. Bu
ozelligi ile halen Diinya Saglik Orgiitii Temel Ilaglar listesi icinde yer almaktadir.
Tenyalarda oksidatif fosforilasyonu bloke ederek etki etmektedir. Kolorektal ve meme
kanser hiicre hatlarinda LRP5/6 reseptorii etkisini bloke ederek kanser hiicre
poplilasyonlarin1 azalttigi ve fare deneylerinde kolon kanseri iizerine etkili oldugu
gosterilmistir. LRP5/6 reseptorii blokaji disinda farkli mekanizmalar ile de tkili olabilecegi
diisiiniilmektedir (63).

Meme kanseri hiicre popiilasyonlarinda KKH gelisimi, ilag direnci ve invazyon
ozelliklerini azaltmak i¢in ¢ok sayida molekiiler tedavi yaklasimi preklinik asamada
denenmektedir. Wnt uyarisinin basta kolon kanseri olmak {izere bir¢cok kanserde rolii
oldugu uzun siiredir kanitlanmig olmasina ragmen, Wnt kanonik ve kanonik olmayan
uyarilar i¢in halen netlesmis bir tedavi yaklasimi gelistirilebilmis degildir. Kanonik ya
kanonik olmayan Wnt uyarisi i¢in izole tek inhibitor kullanimi genelde basarili degildir. Bu
iki yolagin KKH gelisiminde birleserek calistigin1 diisiindiiren az sayidaki calisma goz
onlinde bulundurularak kombine sekilde kanonik ve kanonik olmayan yolaklarin bloke
edilmesinin meme kanseri kok hiicre popiilasyonunu anlamli sekilde azaltacag: ve saldirgan

ozellikleri baskilayacagi ongoriilmektedir.
2.5. Calismanin Amaci

Meme kanseri, sik goriilen ve tedavi segeneklerindeki ciddi gelismelere ragmen halen
saldirgan davranigh alt gruplar1 nedeniyle yiiksek mortalite problemi yaratan bir kanser

tiiridiir. Ozellikle saldirgan olarak kabul edilen iiglii negatif meme kanserleri basta olmak

iizere, kanser hiicre popiilasyonu i¢inde bulunan KKH o&zellikleri tasiyan hiicrelerin
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tedaviye direnci artirdigi, sessiz duruma gegerek yillar sonra bile niiksler ile ortaya
¢ikabildigi klinik takiplerde gosterilmistir. Bu KKH popiilasyonlarinda Wnt, Notch ve
Hedgehog yolaklarinin daha fazla rol aldigi ¢ok sayida arastirmada gdsterilmistir. Bu
yolaklara yonelik olarak, KKH’leri i¢in hedeflenmis tedavi segenekleri arastiran artan
sayida calisma mevcuttur. Wnt yolagi i¢in yapilan ¢alismalarin ¢ogunda klasik Wnt/beta-
katenin yolagi tek molekiil ile baskilanmaya c¢alisilmaktadir. Klasik Wnt yolag: ile
sinerjistik calistig1 gosterilmis olan Wnt-kalsiyum yolagina yonelik KKH calismalar1 ¢ok
kisithdir. Biz bu ¢alismamizda, meme kanseri popiilasyonlarinin ¢ogunu temsil eden, hem
ER+ hem de iiclii negatif meme kanser hiicre popiilasyonlarinda, klasik Wnt yolag1 ve
klasik olmayan Wnt-kalsiyum yolaginin kombine sekilde baskilanmasi ile KKH
popiilasyonunun ve dediferansiasyonunun azaltilmasini hedefledik. Bu sekilde kombine
baskilanma ile hem beta-kateninin etkin sekilde azalacagi, hem de hiicre igine beta-katenin
gecisi  Onlenerek kok hiicre popililasyonunu azalacagi 6ngoriilmektedir. KKH
popiilasyonundaki baskilanmanin ii¢lii negatif hiicre hatlarinda daha belirgin olmasi

beklenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Cihaz, Kimyasal Madde ve Soliisyonlar

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Laminar flow (HeraSafe KS Class Il Safety Cabin)
Inkiibator (Hereaus HeraCell 150i, Almanya)

Inverted mikroskop (Olympus, Japonya)

Santrifiij cihaz1 (Harrier, Ingiltere)

Vorteks (Dragon Laboratory, Cin)

Spektrofotometre (Epoch, Biotek, ABD)

Otomatik mikropipet (10 ul, 100 pl, 1000 pul skalalarinda, Gilson)
Otomatik ¢ok kanalli pipet (20-200 pul skalasinda Gilson)
pH Metre (Consort C1020)

Mini Protean Tetra Cell (BioRad, Almanya)

Akim sitometri (BD FACS Canto Il, BD Biosciences, ABD)

3.1.2. Hiicre Kkiiltiirii icin kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI 1640) (Biochrome AG,
Almanya)

Dulbecco Minimum Essential Medium (DMEM, high glucose) (Biochrome AG,
Almanya)

Fetal bovine serum (Biochrome AG, Almanya)

Antibiyotik (PSA) (Penicilin&Streptomycin) (Biochrome AG, Almanya)

Tripsin-EDTA (Biochrome AG, Almanya)

Tyrphan blue (Sigma-Aldrich, ABD)

DMSO (Sigma-Aldrich, ABD)

Albumin (Sigma-Aldrich, ABD)

3.1.3. Kullanilan kimyasallar, tampon ve ¢ozeltiler
Akrilamid (Sigma-Aldrich, ABD)

Anti CD133 Monoklonal antikor (BD; ABD)

Anti CD44 Monoklonal antikor (BD; ABD)

APS (Sigma-Aldrich, ABD)
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Bisakrilamid (Sigma-Aldrich, ABD)

Bradford Soliisyonu (5X)

Bradford soliisyonu (5X)

Brom fenol blue (Sigma-Aldrich, ABD)

Comassie blue brilliant R (Sigma-Aldrich, ABD)
Coomassie brillant blue G250 (Sigma-Aldrich, ABD)
Distile su

Estradiol (Assos, Tiirkiye)

MTT  ([3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H

(Sigma-Aldrich, ABD)

ABD

MTT (5 mg/ml konsantrasyonda, PBS ile hazirlanmis)
Niklosamid (Sigma-Aldrich, ABD)

SDS %10 (50 g SDS+ 5 ml 1 N HCL+ 500 ml distile su)
Thapsigargin (Sigma-Aldrich, ABD)

Tris- Base (Sigma-Aldrich, ABD)

Western Bright ECL HRP-K (Advansta, ABD)
XAV939 (Selleck Chemicals, ABD)

3.1.4. Hiicre hatlan1

tetrazoliumbromide])

MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatti: (HTB26) American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
MCF-7 meme kanser hiicre hatti: American Type Culture Collection (ATCC),

3.2. Arastirma Plam1 ve Yontemler

Calisma gruplar1 asagidaki gibi planlanmstir. Inhibitérler ICso dozda kombine olarak

kullanilmiglardir.

1.
2.

Kontrol grubu (hig¢bir uygulama yapilmadi)

Hiicreigi Wnt kanonik yol inhibisyonu ve Wnt kalsiyum yolagi inhibisyonu: XAV-

939 + thapsigargin (X+T grubu)

Wnt kanonik yol inhibisyonu ve LRP5/6 reseptorii blokaji: XAV-939 +

Niclosamide (X+N grubu)
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4. LRP5/6 reseptorii blokaji ve Wnt kalsiyum yolagi inhibisyonu: Niclosamide +
thapsigargin (T+N grubu)

5. Kombine Wnt kanonik yolak artt Wnt kalsiyum yolag1 inhibisyonu ve LRP5/6
reseptori blokaji: XAV-939 + thapsigargin + Niclosamide (X+T+N grubu)

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii:

MDA-MB-231 hiicreleri DMEM, MCEF-7 hiicreleri RPMI-1640 besiyeri igerisinde
%10 fetal dana serumu, %1 penisilin/streptomisin iceren karisimda 25 cm?’lik flasklara
ekildi. Olusturulan hiicre kiiltiirleri %5 CO2 ve % 95 nem igeren 37 °C sabit sicakliktaki
inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicrelerin gelisimi inverted mikroskop ile takip edilerek 2-3
giinde bir hiicreler pasajlanarak yeterli sayiya ulagsmasi saglandi. Hiicre sayimlar1t Thoma
lam1 ile yapildi, canliliklar Tryphan mavisi atma testi ile degerlendirildi. Yeterli sayiya

ulasan hiicreler diger yontemler i¢in kullanildu.

Deneyler 6ncesinde MCF7 hiicre hattinda KKH olusumunu artirarak kullanilan
ihibitorlerin etkinligini daha net gormek i¢in, daha 6nce tanimlandigi sekli ile (64, 65) hiicre
hatt1 ortamina inhibitorler uygulanmadan 24 saat 6nce 1 nM o&strodiol uygulandi. Tiim

deneysel ¢alismalar 3 defa tekrarlandi.

3.2.2. MTT yontemi ile ICso konsantrasyonlarinin belirlenmesi:

MTT([3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide]) testi
sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan enzimatik bir testtir. Bu test kullanilarak
hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin oram1  kolorimetrik ve Kkantitatif olarak
saptanabilmektedir. MTT testi temel olarak mitokondriyal aktiviteyi degerlendiren bir
testtir. Ortamdaki metabolik olarak aktif canli hiicre miktar1 ne kadar fazla ise
mitokondriyal aktivite de yiiksek olacaktir. NADPH bagimli oksidorediiktaz enzimleri
tarafindan MTT molekiiliiniin tetrazolium halkasinin parcalanmasi ilkesine dayanmaktadir.
Mitokondri enzimleri tarafindan indirgendiginde sar1 renkli tetrazolium kristalleri mor
renkli formazan kristallerine doniisiir. Olusan kristaller 540 nm dalga boyunda optik

yogunluklariin 6lgiilmesi ile degerlendirilir.
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Yontem 96 kuyucuklu plakalarda ¢alisildi ve uygulama asagidaki sekilde yapildi:

1. i1k kolon besiyeri kontrol kolonu olup 150 pl besiyeri eklendi, 2. kolon hiicre kontrol
kolonudur ve 100 pl besiyeri eklendi. 3. kolon en yiiksek ila¢g dozun eklendigi kolon
oldugundan bos birakildi. 4-12 arasindaki tiim kolonlara da 100 pl besiyeri eklendi.

2. En yiiksek ilag dozu 200 ul olacak sekilde bos olan 3. kolona konuldu.

3. ilag yatay olarak 100 pl diliie edilerek dagitilda.

4. Kuyu basma 15000/50 pl hiicre gelecek sekilde hiicre siispansiyonu tiim kuyulara

dagitildi.

Plak belirlenen siirede (48 saat) 37 °C de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan 20 ul MTT kuyulara dagitildi.

37 °Cde 4 saat inkiibasyona birakildi.

© N o O

Inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 100 ul %10 SDS eklenerck bir gece inkiibasyona
birakildi.

9. Inkiibasyonun ardindan 540 nm degerinde okutularak sonuglar kaydedildi.

Uygulama yapilmayan hiicrelerin optik degerlerinden kor okumanin degerleri
cikartilarak elde edilen verilerden grafik ¢izildi. Grafigin egimi hesaplanarak, bu egime

uygun olan, hiicrelere uygulanan kimyasallarin ICso dozlar1 hesaplandi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiiriinden Protein Miktar Analizi

Bradford tarafindan gelistirilen metotla total protein igerigi belirlendi. 5 kat konsantre
(5X) olarak hazirlanan Bradford soliisyonu karanlik ortamda +4°C'de saklandi. 5X
soliisyonunu hazirlamak i¢in 500 mg Coomassie brillant blue G250, 250 mL etanol ve 500
mL fosforik asit eklendi, soliisyon 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan 5X soliisyonu 1X'e
seyreltildi ve siiziildii. BSA (Bovine serum albumin) taze olarak, 1mg/ml olacak sekilde

hazirlandi.

Ornekler hazirlanirken15 pul 6rnek + 235 ul distile su olacak sekilde tiiplere dagitildi.
Kontrol tiipii (kor) Bradford ve distile su igerecek sekilde hazirladi. Tiiplere sirasiyla
Bradford soliisyonu, distile su ve 6rnek koyuldu. Hazirlanan tiipler 10 dk karanlik ortamda
oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda tiipler iyice vortekslendi ve 96 kuyucuklu kaplara
konuldu. 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve absorbans degerlerine

gore oranlar belirlendi. Belirlenen oranlara uygun grafik formiile edilerek ¢izildi.
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3.2.4. Western Blot

Western Blot, hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojide kullanilan 6énemli bir teknik
olup, saflastirilan kompleks protein karisimindan spesifik proteinleri belirlemede kullanilir.
Teknigin temelinde biiyiikliigiine gore ayirma, kat1 bir destege aktarma ve hedef proteini

gorsellestirmek icin uygun bir birincil ve ikincil antikor kullanarak isaretleme

bulunmaktadir.

Ormneklerin protein miktariin belirlenmesini takiben, 6rnekler SDS PAGE
kuyucuklarma yiiklendi. Once paketleyici daha sonra ayirici jelde yiiriitiildii ve pesinden
membrana transfer edildi. Membrana transfer sonrasinda membranlar 6ncelikle fosfo B
catenin, axin 1 ve axin 2 spesifik monoklonal antikorlarla daha sonra uygun sekonder
antikorlar ile isaretlendi. Housekeeping protein olarak GAPDH kullanildi. Isaretleme

sonrasi protein bantlari kemiliiminesans ile goriiniir hale getirilerek goriintii kaydedildi ve

ImagelJ yazilimi araciligiyla bantlarin yogunlugu belirlendi.

SDS-PAGE (W)

Ayiricr Jel (ml) %12

Paketleyici Jel (ml) %4

Jel soliisyonu 1,7 2,1
dH20 2 0,5
Ayiricr Jel Soliisyonu 1,3 -
Paketleyici Jel Soliisyonu - 0,38
SDS 0,05 0,03
APS 0,05 0,03
TEMED 0,002 0,003
Toplam Hacim 5 3

Jel Soliisyonu

14,6 g akrilamid ile 0,4 g bisakrilamid tartildi, 50 ml dH20 iginde ¢ozdiiriildi. Filtreden

suzdurildi. +4°C’de karanlikta muhafaza edildi.

Ayirict Jel Soliisyonu (1.5 M, 100 ml)

18,15 g Tris-base tartildi, pH:8,8 olarak ayarlandi. 100 mL’ye dH20 ile tamamlanip,

+4°C’de saklandi.
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Paketleyici Jel Soliisyonu
6 g Tris-base tartildi, pH:6,8 olarak ayarlandi. 100 ml’ye dH20 ile tamamlanip, +4°C’de
saklandi.

SDS (10 % wi/v, 10 ml)
1 g SDS tartildi, 10 mI’ye dH20 ile tamamlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

APS (10 % wiv, 1 ml)

100 mg amonyumpersiilfat 1 ml’ye dH20 ile tamamlandi. Her deney oncesi taze hazirlandu.

Ayirict jel dokiildiikten sonra tizerini kapatacak kadar isopropanol eklendi. Jel
polimerlestikten sonra isopropanol uzaklastirildi ve paketleyici jel dokiildi. 1X
elektroforez soliisyonu %0,1 SDS igerecek sekilde hazirlandi. Taraklar kuyulara zarar

vermeden dikkatlice ¢ikarildi ve tanka yerlestirildi.
Running (Elektrot) Soliisyonu (10X, 50 ml)
15 g Tris-base ve 72 g Glisin tartildi, soliisyon dH20 ile 500 ml’ye tamamlandi. +4°C’de

saklandi.

Ornek yiiklemek i¢in, 4X 6rnek diliisyon buffer 6rnekle karistirilarak 1X’e dilue edildi.
Ornekler 95°C’de 5 dk denatiire edildi. Ornekler 30 pg protein igerecek sekilde yiiklendi.

Ornek Diliisyon Soliisyonu (4X, 10 ml)

2,5 ml Tris-HCI, 4 ml gliserol, 2 ml B-merkaptoetanol, 0,8 g SDS ve 0,001 g bromfenolblue
karistirildi. Soliisyon dH20 ile 10 mI’ye tamamlandi. Karanlikta +4°C’de saklandi.
Elektroforez paketleyici jel i¢in 100 V, ayirict jel igin 140 V olacak sekilde ayarlandi.
Jeldeki toplam hiicre proteinlerini goriintiilemek i¢in jel, 1 saat Comassie Blue boyama
solisyonu ile boyandi. Renksizlestirme soliisyonu ile arada degistirilerek 1 gece

calkalayicida bekletildi.

Comassie Mavisi Boyama Soliisyonu (400 ml)
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Comassie blue brilliant R 0,4 g tartildi. 200 ml metanol ve 48 ml glasial asetik asit ile

karigtirlldi. Soliisyon dH20 ile 400 ml’ye tamamlandi. Filtre kagidindan siiziildi ve
karanlikta +4°C’de sakland.

Renksizlestirme Soliisyonu (500 ml)
150 mL metanol ile 35 ml glasial asetik asit karistirildi, Soliisyon dH20 ile 500 ml’ye

tamamlandi. Filtre kagidindan siiziildii. Karanlikta +4°C’de saklandi.

0,45 pum nitroseliilloz membrana transfer soliisyonu icginde elektroforetik olarak transfer

edildi. Membran ve filtre kagitlar1 transfer soliisyonu ile 1slatild1.

Transfer (Blotting) Soliisyonu (4l)
12,114 g Tris-base, 57,65 g Glisin tartildi. 800 ml metanol eklendi. Soliisyon dH20 ile 4

I’ye tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Transfer 90 dk 90 V’da gerceklestirildi.
Transfer sonrast membran TBST Buffer ile 10 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra
spesifik olmayan baglanma bdlgeleri oda sicakliginda bloklama soliisyonu ile ¢alkalayict

uzerinde 1 saat bloklandi.

TBST (Equilibration) Soliisyonu (11)
29,25 g sodyumkloritile 3,16 g Tris-HCl tartildi. 500 pL Tween 20 eklendi. Soliisyon dH20

ile 1 I’ye tamamlandi1 ve +4°C’de saklandi.

Bloklama Soliisyonu (300 ml)
15 g albiimin tartildi, 300 ml’ye TBST ile tamamlandi. +4°C’de saklandi.

+4°C’de membran monoklonal antikor ile gece boyu inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5 er
dakika TBST ile yikandi. Peroksidaz konjugati olan Goat Anti-Mouse 1gG ikincil antikor
ile 1 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. 3 kez TBST ile yikandiktan

sonra goriintiileme agamasina geg¢ildi.
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3.2.5. KKH popiilasyonunun belirlenmesi

Uygulama yapilan hiicre kiiltiir hatlarindan toplanan hiicre popiilasyonunun igindeki
kok hiicrelerin belirlenmesi amaciyla meme kanser hiicreleri igin 6zgiin oldugu bildirilmis
olan insan anti-CD44 (FITC isaretli) ve anti-CD133 (PerCp isaretli) antikorlari ile

isaretlenme yapilarak akim sitometri ile degerlendirme yapildi.
Akim sitometri:

Bunun igin hiicreler 100 uL CellWash tamponu iginde siispanse edildi. Uzerlerine
floresan konjuge antikorlar, uygun kombinasyon ve ideal konsantrasyonlarda koyulup
+4C%de, karanlikta, 40 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda érneklere 2 ml CellWash
tamponu eklendi, santrifiijlenerek yikandi (400xg’de 5 dk). Sonrasinda 150 pl CellWash
tamponu ile slispanse edilen hiicreler akim sitometri cihazi (BD FACS Canto II cihazi ve
BD FACSDiva yazilimi) ile okundu ve veri dosyalar.fcs (flow cytometry standard) dosya
formatinda FlowJo yazilimina (Tree Star, ABD) aktarildi. Yiizey molekiil ifadeleri analiz
edildi.

Ortalama floresan yogunluklari (OFY) degerlendirilirken, kullanilan floresan ve
cihaz voltaj farkliliklarin1 dislayabilmek icin yapilan analizdeki OFY degerleri ayni

analizde bakilan otofloresan OFY degerlerine boliindii.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin degerlendirilmesi igin PASW 18 istatistik programi (SPSS Inc. Released
2009. PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.) kullanilmistir.
Coklu gruplar arasindaki farkliliklar icin ANOVA testi, ikili gruplar arasi farkliliklar i¢in
Student t test kullanilmistir. Gruplararasi dagilimin homojen olmamasi durumunda
ANOVA ig¢in post-hoc test olarak Dunnett’s T3, gerektiginde nonparametrik test olarak
ikili karsilastirmalar icin Mann-Whitney U test ve ¢oklu grup karsilastirmalari i¢in Kruskal-
Wallis testi kullamlmustir. Istatistiksel testler yapilirken %95 giivenlik araligi igin alfa
degeri 0.05 olarak alinip p<0.05 oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

41. MTT Yontemi ile belirlenmis olan XAV939, Thapsigargin ve
Niclosamid IC50 degerleri

MTT hiicre proliferasyon testlerinin tliger kez tekrarlanan 48 saat analizi sonrasinda
XAV939 ICs0 dozu MCF-7 i¢in 121,41 uM, MDA-MB-231 i¢in 210,53 uM olarak

bulunmustur.

Niclosamid 1Cso dozu MCF-7 igin 79.81 uM, MDA-MB-231 i¢in 138,78 uM olarak

bulunmustur.

Thapsigargin 1Cso dozu MCF-7 igin 18.71 uM, MDA-MB-231 igin 6,82 uM olarak

bulunmustur.

Tablo 3: MCF7 ve MDA-MB231 hiicre hatlarinda XA V939, Niclosamide ve Thapsigargin
ile 48 saat icin MTT yontemiyle elde edilen 1Cso degerleri. Degerler pM (£SD) olarak

ifade edilmistir.

MCF7 MDA-MB-231
XAV939 121,41 (£16,48) 210,53 (£38,10)
Niklosamid 79,81 (£17,18) 138,78 (£30,13)

Thapsigargin

18,71 (£13,24)

6,82 (+2,04)

MCF7 hiicreleri icin MTT deneyleri sonrast elde edilen ICso degerleri dikkate
aliarak sublethal dozlar olarak uygulama dozlar1t XAV939 i¢in 60 uM, Thapsigargin i¢in
9 uM, Niclosamid i¢in 40 pM olarak belirlenmistir.

MDA-MB-231 hiicreleri icin MTT deneyleri sonrasi elde edilen 1Cso degerleri
dikkate alinarak sublethal dozlar olarak uygulama dozlari XAV939 i¢in 100 uM,
thapsigargin i¢in 3,5 pM, Niclosamid i¢in 70 uM olarak belirlenmistir.
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4.2. Western Blot Analiz Bulgulari
MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda planlanan ¢aligma gruplarinda XAV939,

niclosamide ve thapsigargin ikili ve tiglii kombine 12 ve 24 saat uygulamalar1 sonrasinda

beta-katenin, axinl ve axin2 diizeyleri Western blot teknigi ile degerlendirilmistir.

MCF7 Kontrol X-T-N X-T X-N N-T

Axin-1 ' s w

Axin-2 ‘ C il

GAPDH | ——

Sekil 10. MCF7 hiicre hattinda 12 saatlik uygulama sonrasinda jel
elektroforez goriintiileri (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid)
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Tablo 4. MCF hiicre hattinda 12 saat kimyasal uygulama sonrasi ¢alisma gruplarinda

gozlenen beta-katenin, axinl ve axin2 proteinlerinin kat degisimi.

PROTEIN CALISMA GRUPLARI
MCF7 12 Saat
Kontrol | XAV939+ XAV939+ XAV939+ Thapsigargin P degeri

Thapsigargin | Thapsigargin Niclosamid *

+ Niclosamid

Niclosamide
Fosfo Beta | 1bcd 0,752P 0,71abcd 0,87abc 0,972bd 0,001
Katenin
Axinl 1bed 0,81bcd 0,712cd 0,432bce 0,052bcd 0,0001
Axin2 1bede | Q,172b 0,132 0,152¢ 0,12abc 0,0001

Ust harf karakterleri istatiksel agidan birbirinden anlamli farki olan gruplari ifade etmektedir.

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda fosfo beta-katenin diizeyi gruplar
arasinda anlamli diizeyde farklilik gostermektedir (p=0,001). Gruplar ikili olarak birbirleri
ile karsilastirildiginda X+T+N ve X+T gruplarinda beta-katenin diizeyi kontrol grubu ve

diger uygulama gruplarina gore anlaml sekilde diisiiktiir (p= 0,005, p=0,008) (Tablo 4).

AXxinl i¢in biitiin gruplar karsilastirildiginda aralarinda anlamhi diizeyde fark
mevcuttur (p=0.0001). Gruplarin ikili karsilastimalarinda Axinl diizeyi Thapsigargin-
Niclosamide grubunda kontrole gore 0,05 kata distiigii i¢in diger gruplarin hepsinden
anlaml sekilde disiik bulunmustur (p=0,0001). Axinl i¢in X+N grubu, X+T+N ve X+T
gruplarindan anlamli sekilde diigiik bulunmustur (p=0,001)

AXin2 igin bitin gruplar karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli diizeyde fark
mevcuttur (p=0,0001). T+N grubunda axin2’nin control grubuna gore 0,12 kat azalmasi
X+T+N ve X+N gruplarindan anlamli sekilde farklidir (p=0,001)
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24 h kontrol X-T-N X-T X-N N-T

p B-Catenin
Axin-1 - —
Axin2
 e— —
GAPDH e — — - J— v — e — — ‘

Sekil 11. MCF7 hiicre hattinda 24 saatlik uygulama sonrasinda jel elektroforez
goriintiler: (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid)

Tablo 5. MCF hiicre hattinda 24 saat kimyasal uygulama sonrasi ¢alisma gruplarinda

gozlenen beta-katenin, axinl ve axin2 proteinlerinin kat degisimi.

PROTEIN CALISMA GRUPLARI
MCF7 24 Saat
Kontrol XAV939+ XAV939+ XAV939+ Thapsigargin P degeri
+
Thapsigargin+ | Thapsigargin | Niclosamide
Niclosamide
Niclosamide
Fosfo Beta 12 0.292b 0.322d 0.92bcd 0.192b.cd 0.001
Katenin
Axinl 12 0.312¢ 0.482¢ 0.362¢ 0.08%b.cd 0.0001
AXxin2 12 0.21a3¢¢ 0.132bd 0.182¢¢ 0.122bd 0.0001

Ust harf karakterleri istatiksel agidan birbirinden anlamli farki olan gruplari ifade etmektedir.

Fosfo Beta-katenin diizeyi acisindan gruplar aralarinda karsilastirildiginda MCF7
hiicrelerinde 24 saat uygulama sonrasinda gruplar arasinda anlamli diizeyde farklilik
mevcuttur (p=0,001). Thapsigargin-Niclosamide grubunda beta-katenin diizeyi kontrole
gore 0,19 kata diistiigii icin hem kontrol grubundan, hem de diger gruplardan anlamli

sekilde farkli bulunmustur (p=0,001) (Sekil 11).

Beta-katenin diizeyi agisindan gruplar aralarinda karsilastirildiginda MCF7

hiicrelerinde 24 saat uygulama sonrasinda gruplar arasinda anlamli diizeyde farklilik
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mevcuttur (p=0.001). Thapsigargin-Niclosamide grubunda beta-katenin diizeyi kontrole
gore 0.19 kata diistigli icin hem kontrol grubundan, hem de diger gruplardan anlamli

sekilde farkli bulunmustur (p=0.001) (Sekil 11) (Tablo 5).

Ayrica biitiin inhibisyon gruplar1 kontrol grubuna gére anlamli sekilde diisiik olarak
bulunmustur (p=0.001).

W 1CF7 12, saat Betak(atenin
I MCF7 24, sast Betakatenin

Ortalama

Kontrol HaT+M W+ W4T T+H

Beta Katenin kat artig/azalma

Grafik 1. MCF7 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen fosfo beta-

katenin degisim oranlari

Axinl ve axin2 diizeyleri MCF7 hiicre hattinda 24 saat uygulama sonrasinda
Thapsigargin-Niclosamide grubunda kontrole gore anlamli sekilde diiserek 0,08 kat ve 0,12
kat olarak bulunmugtur. Bu durum gruplar arasinda ciddi anlamli fark yarattig1 gibi gruplar
arasi degiskenligin (varyansin) de anlamli sekilde farkli olmasina yol agmistir. Bu nedenle
axinl ve axin2 ig¢in post-hoc testler parametrik olmayan testler kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Axinl i¢in gruplar arasinda anlamli fark mevcuttur (p=0,0001) ve Thapsigargin-
Niclosamide grubu diger gruplar ile karsilastirildiginda hepsinden anlamli sekilde diistiktiir
(biitiin karsilastirmalar i¢in p=0,0001) (Grafik 2).
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AXin2 i¢in gruplar karsilagtirildiginda anlaml fark mevcuttur (p=0,0001).

Gruplar ikili karsilastirildiginda, X+T ve T+N gruplar diger uygulama gruplarina gore
axin2 yoniinden anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p=0,001, p=0,002) (Grafik 3).

I CF7 12, saat Axin
I MCF7 24, saat Axind

1,007

0,50

Ortalama

H+T+N WM W+T
Axin1 kat artig/azalma

Grafik 2. MCF7 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen axinl

degisim oranlari
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W MCF7 12, saat Axin2
B MCF7 24 sast Axin2

1,007

0,507

0,60

Ortalama

0,401

0,207

0,00=
Kontral H+T+M W ¥+T T+M

Axin2 kat artig/lazalma

Grafik 3. MCF7 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen axin2

degisim oranlari

MCF7 hiicre hattinda Thapsigargin-Niclosamid grubunda 12. Saatten itibaren 24
saati de kapsayan sekilde belirgin axinl ve axin2 diizeylerinde diisme dikkati cekmektedir.
Ayrica niclosamide kombinasyonu uygulanan biitiin gruplarda 24 saat uygulama
sonrasinda belirgin ve istatistiksel anlamli diizeyde beta-katenin diisiikliigii oldugu dikkati

cekmektedir (Grafik 2 ve 3).

MDA-MB-231 Kontrol X-T-N X-T X-N N-T
12 h p B-Catenin _

Axin-1 7 !

Axin-2

GAPDH

Sekil 12. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 saatlik uygulama sonrasinda jel elektroforez
goriintiileri (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid)

33



Tablo 6. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 saat kimyasal uygulama sonrasi ¢alisma

gruplarinda gbzlenen beta-katenin, axinl ve axin2 proteinlerinin kat degisimi.

PROTEIN CALISMA GRUPLARI
MDA-MB-231 12 SAAT
Kontrol XAV939+ XAVI39+ XAV939+ Thapsigargin+ | P degeri
Thapsigargin | Thapsigargin | Niclosamid | Niclosamid
+
Niclosamid
FosfoBeta 1bcde 0.872de 0.56%4¢ 0.332bc¢ 0.312bc 0.0001
Katenin
Axinl 1cde 1.01¢00e 0.462b.de 0.323b¢ 0.282b¢ 0.0001
Axin2 1bcde 0.682¢ 0.442¢ 0.622¢ 0.103bcd 0.0001

Ust harf karakterleri istatiksel agidan birbirinden anlamli farki olan gruplar ifade etmektedir.

BetaKatenin

MDA-MB231 24 Saat

:MDA-MB231 12 Saat
Betakatenin

1,00

Ortalama

HHT+M W4T ¥+ T+

Kontral
Beta Katenin kat artisfazalma

Grafik 4. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen

fosfo beta-katenin degisim oranlari

MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 saat uygulama sonrasinda fosfo beta katenin diizeyi igin
gruplar karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli farklilik mevcuttur (p=0,0001).
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Gruplar birbiri ile karsilastirildiginda biitiin uygulama gruplar1 kontrol grubuna gore

anlamli diizeyde diistiktiir (p=0,0001) (Grafik 4).

X+N ve T+N gruplarinda beta-katenin diizeyi diger uygulama gruplarindan anlamli diisiik
olarak bulunmustur (p=0,0001).

MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 saat uygulama sonrasinda axinl igin gruplar
karsilastirildiginda anlamli farklilik mevcuttur (p=0,0001).

X+N ve T+N gruplar1 12 saat uygulama sonrasinda axinl diizeyi i¢in diger uygulama

gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p=0,0001) (Grafik 5).

MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 saat uygulama sonrasinda axin2 diizeyleri gruplar
arasinda karsilastirildiginda anlamli farklilik mevcuttur (p=0,0001). Biitiin inhibisyon
uygulanan gruplarda axin2 diizeyi control grubuna gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur
(p=0.001). Thapsigargin-Niclosamide grubunda 0,10 kat1 bulan diisiikliik nedeniyle diger
biitiin uygulama gruplarindan ciddi anlamli sekilde farkli bulunmustur (p=0,0001) Grafik
5).

24 h Kontrol X-T-N X-T X-N N-T
p B-Catenin m
Axin-1
Axin2
GAPDH

Sekil 13. MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saatlik uygulama sonrasinda jel elektroforez
goriintiileri (X=XAV939, T=Thapsigargin, N=Niklosamid)
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Tablo 7. MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat saat kimyasal uygulama sonrasi galisma

gruplarinda gozlenen beta-katenin, axinl ve axin2 proteinlerinin kat degisimi

PROTEIN CALISMA GRUPLARI
MDA-MB-231 24 SAAT
Kontrol XAV939+ XAV939+ XAVI39+ Thapsigargin | p degeri

Thapsigargin | Thapsigargin | Niclosamide *

+ Niclosamide

Niclosamide
FosfoBeta 1bce 0,743d¢ 0,88¢ 0,98¢ 0,11bcde 0,0001
Katenin
Axinl 1bcde 0,472cde 0,773b¢ 0,75%be 0,062p.cd 0,0001
Axin2 1bcde 0,672¢ 0,452¢ 0,642¢ 0,192bcd 0,0001

Ust harf karakterleri istatiksel agidan birbirinden anlamli farki olan gruplari ifade etmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat uygulama sonrasinda beta-katenin diizeyi igin

gruplar karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli farklilik mevcuttur (p=0,0001).

Thapsigargin-Niclosamide grubunda 0,11 kat diizeyinde diisiis nedeniyle bu grup diger
uygulama gruplar1 ve kontrol grubundan anlamli sekilde farklidir (her karsilagtirma i¢in

p=0,0001). Ayrica X+T+N grubu kontrol grubuna gére anlamli diisiiktiir (p=0,001) (Tablo

7).

MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat uygulama sonrasinda axinl diizeyi icin gruplar

arasinda anlamli fark mevcuttur (p=0,0001).
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W 11D A-MB 12. saat Axind
B MDA-MB 24. saat Axin

Ortalama

Kontrol KAT+M X+T X+M T+M

Axin1 kat artisfazalma

Grafik 5. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 ve 24 uygulama sonucunda western blot

yontemiyle belirlenen axinl degisim oranlari

Axinl i¢in gruplarin ikili karsilastirmalarinda biitiin uygulama gruplar1 kontrolden
anlaml sekilde dusiiktiir (p= 0,001). X+T+N grubu ve T+N grubu, axinl i¢in diger
uygulama gruplarina gore anlamli diizeyde diisiik bulunmuslardir (p=0,001) (Grafik 5).

Thapsigargin-Niclosamide grubunda axinl diizeyi diger biitiin uygulama gruplarina
gore ciddi anlamlilik diizeyinde diisiikk bulunmustur (P=0,0001).

MDA-MB-231 hiicre hattinda 24 saat uygulama sonrasinda axin2 diizeyleri i¢in

gruplar arasinda ¢oklu karsilastirmada anlamli fark mevcuttur (p=0,0001).

Gruplarin ikili karsilastirmalarinda biitiin uygulama gruplart axin2 i¢in kontrolden
anlamli sekilde disiik bulunmustur (p=0,001). T+N grubu inhibisyon uygulanan diger
gruplarin hepsinden anlamli sekilde diisiik olarak farklilagsmaktadir (biitiin karsilastirmalar

icin p=0,0001) (Grafik 6).
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B DA-WMB231 12, saat Axin2
EMDA-MB231 24, saat Axin2

1,00

Ortalama

Kortrol KAT+N K4 X+T
Axin2 kat artig/azalma

Grafik 6. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda belirlenen

axin2 degisim oranlari

MDA-ME23112 saat
Betakatenin

MDA-mb231 12 saat Axinl
MDA-MBE231 12 sast Axin2
MDA-MB23 24 saat
Eetakatenin

MDA-ME231 24 saat Axinl
MDA-ME231 24 sast Axin2

Ortalama

Kortral H+T+M H+T WM
Protein diizeyleri kat artiglazalma
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Grafik 7. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda western blot
yontemiyle belirlenen beta-katenin, axinl ve axin2 toplu degisim grafigi. (Her grup igin

soldaki ilk 3 siitun 12. Saat, sagdaki 3 siitun 24. Saat degerlerini gostermektedir)

Ozellikle MDA-MB-231 hiicre hattinda Thapsigargin-Niclosamide grubunda 12. Saatten
itibaren baslayip 24. Saati de kapsayan, fosfo beta-katenin, axinl ve axin2 diizeylerinin
hepsinde diger uygulama gruplarina gore belirgin olarak diisiikliige yol acan etkinlik s6z

konusudur (Grafik 7).
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4.3. AKIM SITOMETRI BULGULARI

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda planlanan ¢alisma gruplarinda XAV939,
niclosamide ve thapsigargin ikili ve ti¢lii kombine uygulamalar1 sonrasinda 12. ve 24.
saatlerde hiicre kiiltiirleri icinde CD133 ve CD44 yiizey isareti tagtyan KKH popiilasyonlari

akim sitometri kullanarak tanimlanmaya ¢alisilmistir.

Tablo 8. Akim sitometri okumalari sonrasi toplam hiicre popiilasyonu i¢inde CD133 ve
CD44 isaretli kok hiicre popiilasyonlar1 i¢in 12 ve 24 saat uygulama sonucunda elde
edilen yiizde cinsinden degerler ve istatistiksel analizi (Her grup igin ortalama deger ve

altinda * ile standart sapma degeri verilmistir)

CALISMA GRUBU HUCRE HATTI
MCF7 MDA-MB-231
12 Saat CD133 CD44 CD133 CD44
Kontrol 37,9 7,1 93,4 93,7
+2,59 +0,80 +5,42 +1,82

XAV939+ 35,7 4,2 96,8 90,4
Thapsigargin+ +8,44 +0,68 +1,90 +7,85
Niclosamide
XAV939+ 28,7 6,8 99,2 91,7
Thapsigargin +11,59 +0,88 +1,11 1241
XAV939+ 22,6 5,6 70,1 91,3
Niclosamide +2,32 +0,42 +50,26 +5,01
Thapsigargin+ 35,4 5,6 114 81,9
Niclosamide +16,35 +0,35 +4.85 +17,70
p degeri 0,356 0,002 0,004 0,57
24 Saat
Kontrol 9,99 10,96 85,8 98,13

+3,85 +1,00 +5,28 +0,86
XAV939+ 4,36 9,92 5,04 87,96
Thapsigargin+ 12,42 3,62 +1,59 +6,89
Niclosamide
XAV939+ 10,95 5,38 15,69 87,90
Thapsigargin 2,09 1,84 9,10 +7,59
XAV939+ 6,22 8,43 13,47 93,3
Niclosamide +1,28 +3,22 +4,13 +2,20
Thapsigargin+ 7,39 6,28 11,63 13,15
Niclosamide +3,14 +4,56 +4,54 +4,28
p degeri 0,07 0,222 0,0001 0,0001
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Wl MCF7 CD133 12, saat
B MCF7 CD133 24 saat
MDA CD133 12. saat
CIMDA CD133 24. saat

100,00

80,007

60,00

Ortalama

Kortrol H+T+M W+T
Gruplar

Grafik 8. MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda uygulama gruplarinda 12 ve 24 saat

uygulama sonrasinda elde edilen “CD133* yiizey pozitiflik oranlari

B 11CF7 CD44 12. saat
W MCF7 CD44 24 saat
MDA CD44 12, sast
DDA CD44 24 saat

100,00

0,00

0,00

Ortalama

H+T W4k T+M

Kontrol

Gruplar

Grafik 9. MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda uygulama gruplarinda 12 ve 24 saat

uygulama sonrasinda elde edilen “CD44"” yiizey pozitiflik oranlari
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Wl 1CF7 CD133 12. saat
B MCF7 CD133 24, saat

40,00

30,00

Ortalama

Kontrol HAT+M ¥+T

Gruplar

Grafik 10. MCF7 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonrasinda tespit edilen CD133*
KKH ortalama (ylizde) degerleri

MCFT7 hiicre hattinda akim sitometri ile tespit edilen CD133 pozitif hiicrelerin 12
saat uygulama sonrasinda gQruplar arasi karsilastirmasinda anlamli farklilik tespit

edilmemistir (p=0,356).

MCF7 hiicre hattinda, 12 saat uygulama sonrasi, uygulama gruplarinda CD 133*
hiicre oranlar1 karsilastirildiginda kontrol grubuna gore sadece X-N grubunda istatiksel

acidan anlamli bir azalma oldugu goriildii (p=0,03) (Grafik 10).

CD133 i¢in gruplar 24 saat uygulama sonuglar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel anlamli farklilik ortaya ¢ikmamistir (p=0,07). X+T+N grubunda X+T grubuna

gore istatistiksel olarak belirgin azalma saptanmistir (p=0,04).

42



B MDA CD133 12, saat
B MDA CD133 24, saat

Ortalama

WM T+M

Kontral HAT+M W4T
Gruplar

Grafik 11. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 ve 24 saatt uygulama sonrasinda tespit
edilen CD133* KKH ortalama (yiizde) degerleri

MDA-MB-231 hiicre hattinda tespit edilen CD133 pozitif hiicrelerin 12 saat
uygulama sonrasinda gruplarin kendi arasi karsilastirmasinda anlaml farklilik tespit
edilmistir (p=0,004).

Gruplar arasi ikili karsilastirmalarda Thapsigargin-Niclosamide grubunda diger

biitiin gruplara gore anlamli sekilde azalma gozlenmistir (p<0,05).

MDA-MB-231 hiicre hattinda, 24 saat uygulama sonrasi, uygulama gruplarinda CD
133" hiicre oranlari karsilastirildiginda kontrol grubuna gore tiim gruplarda istatiksel agidan

anlamli bir azalma oldugu goriliirken (p=0,0001), uygulama gruplar: arasinda bir fark

olmadig1 goriilmistiir (p>0,05) (Grafik 11).
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M 11CF7 CD44 12, saat
B MCF7 CD44 24, saat

12,00

Ortalama

Kontrol H+T+N #+T MM T+M

Gruplar

Grafik 12. MCF7 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda tespit edilen CD44*
KKH ortalama (ylizde) degerleri

MCF7 hiicre hattinda 12 saat uygulama sonrasinda tespit edilen CD44" hiicre

oranlar1 agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli diizeyde farklilik mevcuttur
(p=0,002).
Ikili karsilastirmalarda en diisiik ortalama degere sahip olan X+T+N grubu, kontrol

grubundan (p=0,002) ve X+T grubundan (p=0,005) anlamli sekilde farklidir (Grafik 12).

24 saat uygulama sonrasinda CD44" hiicreler igin karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0,222). Gruplarin birbirleri ile
karsilastirilmasinda da anlamhi farklilik tespit edilmemistir. X+T grubu ile kontrol grubu

arasindaki fark anlamlilik diizeyine yaklagmaktadir (p=0,08) (Grafik 12).
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B MDA CD44 12. saat
I MDA CD44 24, saat

Ortalama

Hontrol HAT+M H+T

Gruplar

Grafik 13. MDA-MB-231 hiicre hattinda 12 ve 24 saat uygulama sonucunda tespit edilen
CD44* KKH ortalama (ytizde) degerleri

MDA-MB-231 hiicre hattinda ilk 12 saat uygulama sonrasinda inhibisyon yapilan
gruplarda inhibitorlerin anlamli bir etkisi ortaya ¢ikmadi. Buna bagli olarak KKH oranlar1
cok yiiksek olarak korundu ve CD44"hiicreler yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark

tespit edilmedi (p=0,57).

24 saat uygulama sonrasinda Thapsigargin-Niclosamide grubunda izlenen CD44*
KKH sayisindaki ciddi diisiis nedeniyle gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark ortaya

cikmustir (p=0,0001) (Grafik 13).

Sadece T+N grubunda g6zlenen CD44" KKH sayisindaki ciddi azalma nedeniyle,
yapilan ikili karsilagtirmalarda T+N grubu diger gruplarin hepsinden anlamli sekilde

farklilik gostermektedir (p=0,0001)
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en sik goriilen kanserdir ve genel
olarak kadinlarda kansere bagli Gliimlerin onde gelen nedenidir. Meme kanserleri
histopatolojik 6zellikleri disinda molekiiler 6zellikleri ve davranig olarak da homojen bir
hastalik degildir. Immiinohistokimya ve mRNA analizi ile farkli alt gruplar ayirt edilebilir.
Immiinohistokimyasal analizler rutin klinik uygulamada genellikle ER (&strojen reseptérii),
PR (progesteron reseptorii), Her2 (insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii) ve Ki67
proteini durumunu belirlemek i¢in yapilir. Bu rutin immiinhistokimyasal analiz, tedavi
stratejisini belirlemek igin biyolojik belirtegler olarak hizmet ederler. ER-pozitif timorler,
her ikisi de ER fonksiyonuna miidahale eden antidstrojenlere ve aromataz inhibitorlerine
yanit verir, Her2-pozitif tiimorler, anti-Her2 antikoru trastuzumab gibi Her2'ye yonelik
ilaclara yanit verir. Tiim meme kanserlerinin yaklasik %70-75 kadar1 ER ve % 10-15 kadar1
Her2 eksprese eder ve bu durum hedefe 6zgii tedaviyi destekleyen 6nemli bir 6zelliktir.
Ugiincii bir immiinohistokimyasal alt tip olan iiclii negatif meme kanseri, ER, PR ve
Her2'den yoksundur ve tiim meme kanserlerinin yaklasik % 12 kadarini temsil eder. Su
anda tg¢lii negatif meme kanserileri i¢in hedefe 6zgii bir tedavi mevcut degildir. Bunun
yerine {i¢lii negatif meme kanseri hastalar1 kemoterapi ile tedavi edilir. Kemoterapi ileri
evre ER-pozitif ve Her2-pozitif timorlerde de yaygin olarak kullanilir. Genel olarak,
isinlama genellikle meme kanserinde ek bir tedavi olarak uygulanir. Tedavilerin
farklilagarak gelismesi, gelismis iilkelerde meme kanseri mortalitesinin azalmasina ciddi
anlamda katkida bulunmustur (66, 67). Fakat mortalite azalmis olmasina ragmen, en sik

goriilen kanser olan meme kanseri i¢in toplam mortalite sayis1 hala ytiksektir.

Meme kanseri KKH tedaviye direng etkenlerini ve tedavi zorluklarini bilerek, burada
rol alan mekanizmalar {izerinden olas1 tedavi ¢oziimlerine katkida bulunabilmek amaciyla
modellememizi KKH popiilasyonunun azaltilmasi ve hedefli tedavi iizerine odakladik.
Meme kanseri KKH gelisimi, davranisi ve idamesi iizerine etki eden bircok hiicre i¢i yolak
mevcuttur. Ozellikle meme kanserlerinde én planda KKH aktivitesi ile iliskilendirilen 3
ana yolak Wnt, Notch ve Hedgehog’dur. Ancak bu yolaklar birbirleri ile etkilesebildigi gibi
diger hiicre ici sinyal akis yollar1 ve molekiilleri ile de etkilesime girmektedirler. Bu sinyal
yollarindan bazilar1 PI3K/AKT, Ras/Raf/MEK1/ERK, Niikleer Faktér Kappa B (NFkB),
TGFp ve JAK/STAT yollaridir. Bahsi gegen bu yolaklardan Wnt yolaginin 6zellikle meme
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kanseri KKH aktivitesinin siirdiiriilmesinde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (53, 68). Wnt
sinyal yolagi olduk¢a karmagik olup hiicre yiizeyinde Wnt sinyal iletimi i¢in 19 wnt
proteini, yedi protein ailesinden 15'ten fazla reseptor ve ko-reseptor ile eslesmektedir:
Frizzled, disiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile iligkili protein 5 (LRP5) ve LRP6,
reseptOr tirozin kinaz benzeri yetim reseptér 1 (ROR1) ve ROR2, protein tirozin kinaz 7
(PTK?7), reseptor tirozin kinaz (RYK), kas iskelet reseptorii tirozin kinaz (MUSK) ve
heparan siilfat proteoglikanlar olan syndecan ve glipikan (69). Bu nedenle Klasik ve birkag
adet klasik olmayan yolaga boliinmiis olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Klasik yolak uyari
slireci beta-katenine baglidir ve oncelikle Frizzled ve onun iliskili reseptorii LRP5/6
iizerinden ilerler. Wntl, Wnt3A, Wnt8 cogunlukla klasik yolagi uyarirken Wnt5A ve
Wntl1 daha ¢ok klasik olmayan yolaklar ile iliskilidir (57, 70).

Klasik Wnt yolu ve meme kanseri

Beta-kateninin gastrointestinal ve meme kanserlerinde KKH aktivitesinde, EMT’de ve
ila¢ direncinde rolii oldugu gosterilmistir. Meme kanserlerinde KKH aktivitesinde rol
alabilen Her2, beta-kateninin hedeflerinden biridir (70). Beta-katenin meme kanserlerinde
kotii prognoz ile iliskilidir ve 6zellikle tiglii negatif meme kanser hiicrelerinde niikleer beta-
katenin boyanma oran1 ¢ok daha yiiksektir (71, 72). Wnt klasik yolaginin ER pozitif meme
kanser hiicrelerinde de aktif oldugu ve KKH aktivitesinde rol aldigi gdsterilmistir (26).

Kanonik olmayan Wnt yollar1 ve meme kanseri

Meme kanserinde rol oynayan kanonik olmayan bir yolak Wnt-ROR (reseptor tirozin
kinaz benzeri yetim reseptor) yolagidir. RORI1 ifadelenmesi igli negatif meme
kanserlerinde en yiiksektir. ROR1 ve ROR2 proteinlerinin yiiksek seviyede bulunmasi kotii
prognoz ile iliskilidir (73, 74). Ayrica Wnt-PKA yolagi ve Hedgehog yolaklari KKH
hiicrelerinde PI3K/AKT baglantisi tizerinden GSK3 (glikoz sentaz kinaz 3 beta) diizeyini
baskilamak i¢in etkilesebilirler. GSK3p diizeyinin baskilanmasi beta-katenin diizeyini
artiracagi i¢cin KKH aktivitesinde role sahiptir ve Ozellikle {i¢lii negatif meme kanser
hiicrelerinde daha belirgindir (75, 76). Ancak literatiirde beta-kateninin hiicre i¢ine gegiste
Whnt-kalsiyum yolagimin 6nemli rolii gdsterilmis olmasina ragmen (61), Wnt yolagi
mekanizmalarina yonelik olarak KKH’leri hedefleyen ¢aligsmalar arasinda Wnt-kalsiyum

yolagini tek veya kombine sekilde hedefleyen ¢alismaya rastlanmamustir.
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Genelde klasik Wnt yolagina yonelik tankiraz inhibitorleri veya 6zgiin beta-katenin
inhibitor tedavileri gibi yaklasimlar mevcuttur. Klasik Wnt yolagi, Frizzled reseptorii
lizerinden bloke edildiginde hiicre LRP5/6 resptorii ifadelenmesini artirarak bunu
asabilmektedir. Muhtemelen modelleme zorluklar1 nedeniyle meme kanseri KKH’leri
tizerinde ¢ok fazla kombine inhibitor ¢alismasi bulunmamaktadir. Thapsigargin ile az
saylda meme kanser hiicre ¢alismasi olmakla birlikte bunlar KKH’lerine yonelik degildir.
Bu nedenle biz ¢alismamizda, meme kanseri KKH aktivitesinde énemli rolii olan beta-
kateninin, hem klasik yolak iizerinden fosfobeta-katenin olarak tiretimini baskilamay1 hem
de tiretilse bile niikleusa gecisini bloke edebilmek stratejisi icin Wnt-kalsiyum yolagini
baskilamay1 planladik. Bu amagla klasik yolagi baskilayan tankiraz inhibitori XAV939 ile
LRP5/6 reseptoriinii bloke eden niklosamid ve endoplazmik kalsiyum salinimini bloke
eden thapsigargini ER+ ve {iglii negatif meme kanser hiicre hatlar1 izerinde kombine olarak

ICso diizeyinde uyguladik.

MCF7 hiicre hattinda ilk 12 saat uygulama sonrasinda beta-katenin diizeyinde bazi
gruplarda anlamli diisiis olsa da biitiin gruplar kontrole gore 0,75 kat ve iizeride kalmigtir.
Buna karsin 24 saat uygulama sonrasinda inhibisyon etkisinin belirginlestigi dikkati
cekmektedir. Basta thapsigargin-niklosamid grubu belirgin olmak {izere niklosamid verilen
biitlin gruplarda beta-katenin diizeyi 24saat uygulama sonrasinda 0,3 kat veya altina

diismiistiir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda ise ilk 12 saat uygulama sonrasinda fosfo beta-katenin
diizeyi XAV939-thapsigargin ve thapsigargin-niklosamid guplarinda 0,3 kat ve altina
diiserek anlamli sekilde baskilanmistir. Dikkat ¢eken nokta ise 24 saat uygulama sonrasinda
XAV939-thapsigargin ve XAV939-niklosamid gruplarinda belirlenen fosfo beta-katenin
diizeyinin 12 saat uygulama sonrasinda elde edilen degerlere gore istatiksel olarak anlaml
olacak diizeyde artmis olmasidir. Bu durumda, kullanilan inhibitérlerin olas1 antagonistik
etkisi olabilecegi akla gelmektedir. Thapsigargin-niklosamid grubunda ise beta-

katenindeki diisiis stirmiistiir ve 0.11 kat diizeyine inmistir.

Her 2 hiicre hattinda da XAV939-thapsigargin grubunda 24 saat uygulama sonrasinda
fosfo beta-katenin diizeyinin 12. Saate gore artmis olmast Wnt klasik yolaginin yetersiz
baskilanmasi ile agiklanabilir. Olas1 bir inhibitorler arasi antagonistik etki de s6z konusu

olabilir. Her 2 hiicre hattinda da thapsigargin-niklosamid grubu 24 saat uygulama
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sonrasinda fosfo beta-katenin diizeyini etkin sekilde baskilamay1 basarmistir. Bu nedenle
sadece XAV939 ile beta-katenin destriiksiyon kompleksi tizerinden gergeklestirilen klasik
Wnt yolagi inhibisyonu beta-katenin diizeyini yeterince baskilayamamaktadir. Buna karsin
thapsigargin-niklosamid grubunda her 2 hiicre hattinda da 24 saat uygulama sonrasinda
etkili bir beta-katenin diisiisii gozlenmistir ve bu etkinlik MDA-MB-231 hiicre hattinda ilk
12 saat iginde de belirgindir. Bu bulgu da literatiir ile uyumludur ¢iinkii ii¢lii negatif meme
kanser hiicre hatlarinin Wnt yolagina daha fazla bagimli oldugu birgok arastirici tarafindan
ifade edilmistir. Bununla iligkili olarak, MCF7 hiicre hattinin ilk 12 saat uygulama
sonrasinda Wnt yolagi inhibisyonuna beta-katenin diisiisiinde az cevap vermesi, ER+ olup
daha diferansiye bir hiicre hatt1 olmasi ve Wnt yolagina daha az bagimli olmas1 6zellikleri

ile agiklanabilir.

Her 2 hiicre hattinda da 24 saat uygulama sonrasinda en etkili fosfo beta-katenin
diististi thapsigargin-niklosamid grubunda gozlenmis olup bu bulgular LRP5/6 reseptorii
tizerinden gerceklesen klasik Wnt yolagi baskilanmasinin etkin oldugunu ve Thrasivoulou
ve arkadaslar1 tarafindan onerilen (61) Wnt klasik yolagi ile Wnt-kalsiyum yolaklarinin

sinerjistik etki gosterdigi varsayimi ile de uyumludur.

Axinl diizeyleri her 2 hiicre hattinda da kabaca beta-katenin diizeyleri ile parallellik
gostermektedir. Axinl normal sartlarda beta-katenin yikim kompleksinin bir parcasi
oldugu icin Wnt uyaris1 baskilandiginda kismen artmasi ve beta-kateninin azalmasi
beklenir. Ancak ¢esitli kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda axinl ve beta katenin
iliskisinin sanildig1 kadar basit olmadigi, Wnt inhibitdrlerinin kullanildigi durumlarda
axinl cevabinin degisken olmasi ve hiicre yapisinda e-kaderine bagli olarak da ciddi
miktarda hiicre i¢i axinl bulunmasi nedeniyle axinl diizeylerinin her zaman saglikl

hiicrelerdeki gibi bulunamayacagini belirten ¢alismalar mevcuttur (77, 78)

Axin2 gen ifadelenmesi hiicre igine gecen beta-katenin ile uyarilmaktadir. Cesitli
yayinlarda klasik Wnt yolag1 baskilanmasi sonrasinda ifadelenmenin baskilanma sonrasi
azalip, 7 giin veya sonrasinda arttig1 belirtilmektedir (79). Calismamizda her 2 hiicre
grubunda da 12. ve 24. saatlerde axin2 diizeylerinde inhibisyon gruplarinda anlaml
diisiisler gozlendi. Genelde literatiir ile uyumlu olarak axin2 diizeyleri beta-katenin diislisi
ile paralellik gostermekte idi, anlamlilik diizeyi en yiiksek diisiisler thapsigargin-
niklosamid gruplarinda idi. Ancak MCF7 hiicre hattinda ilk 12 saatte ciddi diizeyde fosfo
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beta-katenin diisiisii olmamasina ragmen axin2 diizeyleri biitiin gruplarda 0,2 kat ve altina
diismiis goriinmektedir. Bunun disinda MDA-MB-231 hiicre hattinda XAV939-
thapsigargin ve XAV939-niklosamid gruplarinda 24 saat uygulama sonrasinda fosfo beta-
katenin yiliksek diizeylerine paralel axin2 diizeyleri bulunmasi inhibisyon etkisi ile

uyumludur.

Hiicre kiiltiirlerinde uygulama gruplarinda KKH yiizey belirleyiciler i¢in akim
sitometri ile CD133" ve CD44" hiicreler degerlendirildiginde MCF7 hiicre hattinda 12 saat
uygulama sonrasinda CD133" hiicre oranlarina bakildiginda gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamaktadir. Bu durum MCF7 hiicre hattinda ilk 12 saatte fosfo beta-katenin
baskilanmasinin ¢ok az olmasi ile uyumludur. 24 saat uygulama sonrasinda ise MCF7 hiicre
hattinda CD133 pozitif hiicre oranlart biitiin gruplarda 12 saat uygilama ile
karsilastirildiginda anlamli sekilde diismiistiir (p=0.0001). Bu durum beta-katenin diisiisii
ile parallellik gostermektedir ve diisiisler niklosamid verilen gruplarda daha fazladir.
Kontrol grubunda da 12 saat uygulama sonrasinda CD133" hiicre oraninin diismiis olmasi

akla teknik nedenleri getirmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda ise CD133" hiicre oranlar1 12 saat uygulama sonrasinda
thapsigargin-niklosamid grubunda ciddi anlamli sekilde diisiis gOstermistir. 24 saat
uygulama sonrasinda ise biitiin inhibisyon gruplarinda kontrol grubuna gore ciddi oranda
diisme gozlenmistir. En disiik CD133" hiicre oranlar1 %3.9 ile XAV939-thapsigargin-
niklosamid grubunda gézlenmistir. Bu durum yine Wnt yolaginin ii¢lii negatif meme

kanserlerinde KKH popiilasyonu aktivitesinde daha baskin rolii ile agiklanabilir.

CD44" hiicreler agisindan bakildiginda MCF7 hiicre hattinda 12 saat uygulama
sonrasinda XAV939-thapsigargin-niklosamid grubundaki hafif anlamli diisme disinda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Anlamli olmasa da, inhibisyon
gruplarinin hepsinde kontrol grubuna gore CD44" hiicrelerin hafif diisiik olmasi kismi
inhibisyon etkisini vurgulamaktadir. 24 saat uygulama sonrasinda ise MCF7 hiicre hattinda
KKH oranlar1 12 saat uygulamaya gore hafif artmig goriinmektedir. Bu durum MCF7 hiicre
hattinin KKH aktivitesi i¢in Wnt yolagia ¢ok bagli olmamas1 ve olasi baska yolaklar
kullanarak KKH popiilasyonunu baskilanmadan kag¢irdigini diisiindiirmektedir.
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MDA-MB-231 hiicre hattinda ise 12 saat uygulama sonrasinda inhibisyon gruplarinda
CD44" hiicreler tizerinde anlamli bir etki veya diisme g6zlenmemistir. Ancak 24 saat
uygulama sonrasinda thapsigargin-niklosamid grubunda CD44" hiicrelerde ciddi bir diists
s0z konusudur. Bu durum ayni hiicre grubunda gézlenen beta-katenin cevabi ile de
paralellik gostermektedir. Bu gézlemin en olasi nedeni, MDA-MB-231 iiglii negatif meme
kanser hiicrelerinde KKH popiilasyonunun daha yiiksek olmasi, Wnt yolagina daha fazla
bagimli olmasi ve baskin olan Wnt yolagimin thapsigargin-niklosamid kombinasyonu ile
daha etkin sekilde baskilanmis olmasidir. Bulgularimiz, CD44" hiicrelerin tedaviye daha
direngli ve muhtemelen CD133" hiicrelerden farkli bir grup oldugunu diisiindiirmektedir.
Literatirde de CD447/CD24° KKH’lerin daha direngli ve saldirgan oldugu

vurgulanmaktadir.

Sonug olarak ER+ ve iiclii negatif meme kanser hiicre hatlar ile gerceklestirdigimiz
caligmamizda literatiir ile uyumlu olarak ti¢lii negatif meme kanser hiicrelerinin daha
saldirgan yapisini, daha yiiksek orandaki KKH varligini ve bunlara ait molekiiler
belirtegleri gosterdik. Wnt klasik yolak ile kombine olarak diger yolaklarin baskilanmasini
gergeklestirerek MDA-MB-231 hiicre hattinda 6zellikle 24. Saat bulgularinda KKH
poplilasyonunun azaltilmasi yoniinde net bulgular elde ettik. Buna karsin MCF7 hiicre
hattinda ilk 12 saat uygulama sonrasinda fosfo beta-katenin diizeyinin baskilanamamasi ve
CD44" hiicreler tizerinde etkili ve azaltict bir inhibisyon etkisi yaratilamamasi nedeniyle
bu hiicre hattinda Wnt yolaginin veya yolaklarinin ¢ok etkin olmadigina dair kanitlar elde
edilmistir. Calismamizda literatiirde ilk defa olarak klasik Wnt yolagi ile birlikte
thapsigargin kullanarak meme kanser hiicre hatlarinda Wnt-kalsiyum yolagi kombine

blokaj1 gergeklestirilmistir.

Thapsigargin-niklosamid kombine uygulamasi yapilan gruplarda her 2 hiicre hattinda
da beta-katenin ve axin2 24 saat uygulama sonrasinda etkin sekilde baskilanmistir ve
MDA-MB-231 hiicre hattinda hem CD133* hem CD44" hiicre popiilasyonlarini etkin
sekilde baskilayan tek inhibitér kombinasyonu bu gruptur. Calismamiz daha 6nce tek bir
caligmada Onerilen Wnt klasik yolak ve Wnt-kalsiyum yolagi sinerjisini kanser hiicreleri
tizerinde test ederek dogrulamistir. Meme kanseri KKH lerinde XAV939 kullanilarak
tankiraz inhibisyonu ile gerceklestirilen Wnt klasik yolak inhibisyonu kismen basarili olsa
da KKH popiilasyonunu azaltmada etkin olmadig1 gosterilmistir. Niklosamid ile LRP5/6

reseptorii lizerinden gergeklestirilen Wnt klasik yolak baskilanmasinin ¢ok etkili oldugu ve
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bunun Wnt-kalsiyum ya da diger kombinasyonlar ile kullanilmasinin tglii negatif meme
kanserlerinde KKH leri azaltmada etkin oldugu ortaya konulmustur. Calismamizin
sonuglari, ozellikle diinyada meme kanserleri i¢inde %12-15 1 bulan iiclii negatif meme
kanserlerinde hedeflenmis tedavi gerekliligini desteklemektedir. ~Calismamizin
sonuc¢larinin 6nemli bir mortalite sebebi olan meme kanserli hastalar i¢in KKH lerindeki
mekanizmalarin aydinlatilmasi ve yeni hedeflenmis tedavi segenekleri gelistirilmesi icin

yol gosterecegini diisiinliyoruz.
6. SONUC VE ONERILER

ER+ ve {iclii negatif meme kanser hiicre hatlar1 ile gergeklestirdigimiz ¢alismamizda
literatiir ile uyumlu olarak ti¢lii negatif meme kanser hiicrelerinin daha saldirgan yapisini,
daha ytiksek orandaki KKH varligin1 ve bunlara ait molekiiler belirtecler gdsterilmistir.
Wnt klasik yolak ile kombine olarak diger yolaklarin baskilanmasini gergeklestirerek
MDA-MB-231 hiicre hattinda o6zellikle 24. Saat bulgularinda KKH popiilasyonunun

azaltilmas1 yoniinde net bulgular elde edilmistir.

MCF7 hiicre hattinda 12 saat uygulama sonrasinda fosfo beta-katenin diizeyinin
baskilanamamasi ve CD44" hiicreler ilizerinde etkili ve azaltici bir inhibisyon etkisi
yaratilamams1 nedeniyle bu hiicre hattinda Wnt yolaginin veya yolaklarimin ¢ok etkin

olmadigina dair kanitlar elde edilmistir.

Calismamizda literatiirde ilk defa olarak klasik Wnt yolag: ile birlikte thapsigargin
kullanarak meme kanser hiicre hatlarinda Wnt-kalsiyum yolagi kombine blokaji

gerceklestirilmistir.

Thapsigargin-niklosamid kombine uygulamasi yapilan gruplarda her 2 hiicre hattinda
da beta-katenin ve axin2 24 saat uygulama sonrasinda etkin sekilde baskilanmistir ve
MDA-MB-231 hiicre hattinda hem CD133" hem CD44" hiicre popiilasyonlarini etkin
sekilde baskilayan tek inhibitér kombinasyonu bu gruptur.

Calismamiz daha 6nce tek bir ¢alismada onerilen Wnt klasik yolak ve Wnt-kalsiyum

yolagi sinerjisinin varligin1 kanser hiicreleri iizerinde test ederek dogrulamistir.
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Meme kanseri KKH lerinde XAV939 kullanilarak tankiraz inhibisyonu ile
gerceklestirilen Wnt klasik yolak inhibisyonu kismen basarili olsa da KKH popiilasyonunu
azaltmada etkin olmadigir gosterilmistir. Niklosamid ile LRP5/6 reseptorii iizerinden
gergeklestirilen Wnt klasik yolak baskilanmasinin ¢ok etkili oldugu ve bunun Wnt-
kalsiyum ya da diger kombinasyonlar ile kullanilmasinin ii¢lii negatif meme kanserlerinde

KKH leri azaltmada etkin oldugu ortaya konulmustur.

Bulgularimiz, CD44 pozitif hiicrelerin tedaviye daha direngli ve muhtemelen CD133*
hiicrelerden farkli bir grup oldugunu diisiindiirmektedir. Literatiirde de CD44%/CD24
KKH’lerin daha direncli ve saldirgan oldugu vurgulanmaktadir. Bu nedenle daha selektif
olarak, benzer galismanin CD44/CD24" ve ayn1 zamanda ALDH + KKH’lerin kiiltiirden
secilerek hedeflenmis tedavi yaklagiminin bu hiicreler iizerinde denenmesi basariy1

artiracaktir.

Niklosamid antihelmintik bir ilagtir. LRP5/6 reseptoriinii bloke ederek Wnt/beta-
katenin uyarisin1 baskiladig1 net olarak bilinse de olas1 fosforilasyon ayristirict etkisi ile
Notch, STAT3, NF-kB yolaklar1 ve GSK3beta ile etkileserek genis bir yelpazede etki
ediyor olabilir. Bu ayrimi1 yapabilmek i¢in, modelin genisletilerek daha ¢ok hiicre hattinda
diger sinyal yolaklarinin ve gen ifadelerinin ¢alisiimasit mekanizmanin netlestirilmesi i¢in

uygun olacaktir.

Calismamizda elde ettigimiz Wnt klasik yolak artt Wnt-kalsiyum yolagi kombine
blokaj etkisinin in vitro ve in vivo senkron sekilde test edilerek tedavi etkinligi agisindan

daha giivenilir veriler elde edilmesi planlanacaktir.

Calismamizin sonuglari, 6zellikle diinyada meme kanserleri iginde %12-15 i bulan {iglii
negatif meme kanserlerinde hedeflenmis tedavi gerekliligini desteklemektedir.
Calismamizin sonuglarinin énemli bir mortalite sebebi olan meme kanserli hastalar i¢in
KKH aktivitesini belirleyen mekanizmalarin aydinlatilmasi ve yeni hedeflenmis tedavi

secenekleri gelistirilmesi i¢in yol gosterecegini diisliniiyoruz.
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