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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

A° - Amper

ADM : Adrenomedullin

ATM . Ataxia telangiectasia mutated kinase
ATR : Ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase
B- aktin : Beta Aktin

Bax : Apoptoz uyarici Bcl2 aile iiyesi X proteini
Bcl2 : B hiicreli lenfoma 2 (pro ve anti apoptotik etkili gen ailesi)
BelxL : Apoptoz engelleyici Bcl2 aile tiyesi

BSA : Bovin serum albumin

c-MYC : Hiicresel Myelositomatozis

cDNA : Komplamenter DNA

Chk1 : Kontrol noktas1 kinazi 1

Chk2 : Kontrol noktasi kinazi 2

CRE : Siklik adenozin yanit eleman

CREB : CRE baglanma proteini

DDR : DNA hasar1 cevabi

DAPI : 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

E2F : Transkripsiyon uzama faktorii 2

EDTA : Etilen diamin tetraasetik asit

ERa : Ostrojen reseptdrii alfa

EPO . Eritropoetin



ERK

Kinase)
FBS
GAPDH
GLUT1/3
H2AX
HK1/2
HR

I.R.

ID2

IGF2

IGF-BP1,2,3 :

JNK
LDHA
LEP
LRP1
m-TOR
MAPK
MDM2
MEF
mmHg
pm

pM
MRNA
MiRNA

NF-xB

. Ekstraseliiler sinyalle regiile olan kinaz (Extracellular-signal-regulated

: Fetal bovin serum

: Gliseraldehit-3-fosfat-dehidrogenaz

: Glukoz transporter 1/ Glukoz transporter 3

: Histon protein 2A.X

: Hekzokinaz 1/ 2

: Homolog rekombinasyon

: Iyonize radyasyon

: DNA baglanma inhibitérii 2 (inhibitor of DNA binding 2)

: Insiilin benzeri biiyiime faktorii (insulin like growth factor 2)

Insiilin benzeri biiyiime faktdriine baglanan protein 1/ 2/ 3

: J-cun N-terminal kinaz

: Laktat dehidrogenaz A

: Leptin

: LDL reseptortiyle iligkili protein 1 (LDL receptor related protein 1)
: Rapamisinin memelilerdeki hedefi (Mammalian target of rapamycin)
: Mitojenle etkinlestirilen protein kinaz

: Mouse double minute 2

: Mouse embriyonik fibroblasti

: Milimetre Civa

: Mikro metre

: Mikro molar

: Mesajc1 RNA

: Mikro RNA

: Niikleer faktor kappa B
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NOS/NOS2 : Nitrit oksit sentetaz / Nitrit oksit sentetaz 2

02 : Oksijen

P53 : TUmor protein 53

PBS : Fosfat tuzu tamponu

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PI3K : Fosfotidilinositol-3-kinaz

PKM : Pirtivat kinaz

PPM1D : Protein fosfataz 1D magnezyum bagiml

PTEN : Fosfataz ve tensin homologu

gPCR : Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
RAP1 : Represor/ Aktivator bolgesine baglanan protein

Ras : Kiiciik GTP baglayaci protein

RIF1 : RAP1 ile iligkili protein

RNA : Riboniikleik asit

ROS : Reaktif Oksijen

RUNX2 : RUNT iligkili transkripsiyon faktorii 2

TGF-a : Transforme edici biiyiime faktorii alfa (transforming growth factor alpha)
TGFp-3 : Transforme edici biiylime faktorii beta 3 (transforming growth factor beta 3)
TNF-a : Timor nekroz faktor alfa

TPS53 : TUmor protein 53 geni

uv : Ultraviyole

\% : Volt

VEGF : Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

Wipl : Wild type p53 indiiklii fosfataz 1

wt : Yabanil tip (wild type)
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OZET

HiPOKSININ MEME KANSERI HUCRE DiZiSINDE WiP1 FOSFATAZ VE ‘DNA
HASARI CEVABININ’ REGULASYONU UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

PILEVNELI H. 2019, Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019

Solid tlimdrlerin karakteristigi olarak bilinen tiimoér hipoksisi radyoterapi ve
kemoterapiye diren¢ olusturmakta ve tipik olarak kotli prognozla da iliskili olarak
goriilmektedir.

PPM1D/Wipl fosfataz (Protein phosphatase 1D magnesium dependent/wild type
p53 induced phosphatase) 6zellikle genotoksik stresle p53°e bagli olarak indiiklenir ve DNA
hasar1 sonrasi, p53’iin ATM/ATR kinazlarca baglatilan aktivasyonunu kapatmada 6nemli rol
oynayarak DNA hasar1 cevabini (DDR) sonlandirir. Wipl asir1 ifade edildiginde onkogen
ozelligi kazanmakta ve DDR ile p53’e baghh tiimor silipresor cevaplar1 (apoptozis ve
senesens) inhibe edebilmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda hipoksi kosullarinin
Wipl1 fosfatazi agir1 ifade eden tiimorlerde DDR’nin regiilasyonunu ve kemoterapiye cevabi
nasil etkiledigi konusunda hemen hemen higbir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle Wipl
fosfataz1 asir1 ekspresse ettigi bilinen meme kanseri hiicre dizisi MCF-7’de hipoksi
kosullarinda Wip1’in inhibitérii GSK2830371 (GSK) ile baskilanmasinin DNA hasari
cevabinin regiilasyonunda ve kemoterap6tik ajan Doksorubisin’le birlikte apoptozis ve
senesens tzerine etkileri arastirllmistir. MCF-7 hiicrelerinde GSK+Doksorubisin
uygulamasinin hem normoksik hem de hipoksik kosulda sinerjistik etki gostererek apoptozis
ve senesensi DDR’in 6nemli elemanlarindan YH2AX fosforilasyonunu takiben Chk2-p53-
p21 aktivasyonuyla artirdig1 ve hiicre dongiisiiniin S fazinda belirgin bir artis sagladig tespit
edilmistir. Bu veriler GSK’nin Wip!’i asir1 ifade eden hipoksik tiimorlerde de oldukga iyi

bir kombinasyon ajani olabilecegine igaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasar1 cevabi, Hipoksi, MCF7, Meme kanseri, Wip1 fosfataz
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HYPOXIA ON REGULATION OF WIP1
PHOSPHATASE AND ‘DNA DAMAGE RESPONSE’ IN BREAST CANCER CELL
LINE

PILEVNELI H. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences
Medicine Faculty Clinical Biology Program Master Thesis, Aydin, 2019

Tumour hypoxia, as the characteristic of solid tumours, is resistant to radiotherapy
and chemotherapy and is typically associated with poor prognosis.

PPM1D / Wipl phosphatase (Protein phosphatase 1D magnesium dependent / wild
type p53 induced phosphatase) is specifically induced by p53 due to genotoxic stress and
terminates the DNA damage response (DDR) by playing an important role in shutting down
activation of p53 triggered by ATM/ ATR kinases. Wipl becomes an oncogene when
overexpressed and can inhibit DDR and p53-induced tumor suppressor responses (apoptosis
and senescence). To date, there has been virtually no study on how hypoxia conditions
affect the regulation of DDR and response to chemotherapy in Wipl phosphatase
overexpressing tumors. Therefore, the effects of suppression of Wipl with its inhibitor
GSK?2830371 (GSK) under hypoxia conditions in the breast cancer cell line MCF-7, which
is known to overexpress Wipl phosphatase, were investigated on regulation of DNA
damage response in apoptosis and senescence in the absence/presence of chemotherapeutic
agent Doxorubicine. GSK + Doxorubicine application in MCF-7 cells showed a synergistic
effect in both normoxic and hypoxic conditions and increased apoptosis and senescence
with yH2AX phosphorylation which is one of the important elements of DDR, followed by
activation of Chk2-p53-p21 and caused a significant increase in the S phase of the cell
cycle. These data suggest that GSK may be a good combination agent in hypoxic tumours

that overexpress Wipl.

Key words: Breast cancer, DNA damage response (DDR), Hypoxia, MCF7, Wipl
phosphatase
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1. GIRIS

Canlilarin metabolik reaksiyonlarini siirdiirebilmek ve gerekli olan enerji ihtiyacini
karsilayabilmek icin yeterli miktarda oksijene ihtiyaglar1 vardir (Semenza, 2012).
Okaryotlar icin oksijen (O2) homeostazi vazgecilmez bir gerekliliktir. Bir hiicrenin
cevresindeki oksijen konsantrasyonu: Normokside %21 atmosferik O, fizokside %1-13 O
veya hipokside % 0.1-1 O olarak tanimlanmaktadir (Soni ve Padwad, 2017).

Kanser hiicreleri diizensiz hiicre ¢ogalmasiyla karakterize edilir. Solid tiimorler
icinde olusan kan damarlar1 genellikle yapisal ve islevsel olarak anormaldir, bu da siddetli
hipoksiye neden olur (Semenza, 2012). Hipoksi tiimdérogenezin mikro-gevresel bir
ozelligidir (Soni ve Padwad, 2017) ve oksijen kosullarina adapte olan tiimor hiicrelerinde
biiyiime i¢in de genel bir avantaj saglandigi bilinmektedir (Bristow ve Hill, 2008). Hipoksi
aynt zamanda apoptosize dirence, DNA onarimini baskilayarak mutagenez oranlarinin
artmasina, kromatin yapisinin bozulmasina ve dolayisiyla genetik instabiliteye yol agar
(Bristow ve Hill, 2008). Tiimor hipoksisi, kemoterapi ve radyoterapiye karsi dirence de yol
acar ve kotii prognozla da iliskili oldugu bilinmektedir.

Hipokside hiicrelerdeki oksijen homeostazini diizenleyen major transkripsiyon
faktori olarak ‘Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1’ (hypoxia inducible factor-1, HIF-1)
gorev yapar. Heterodimerik bir protein olan HIF-1’in konstititiif olarak eksprese edilen [ alt
biriminin yani sira oksijen konsantrasyonu ile diizenlenen bir de a alt birimi bulunmaktadir.
HIF-1a, hiicrenin hipoksiye kars1 tepkisinin ana diizenleyicisi olarak oksijen
konsantrasyonlar1 degistikge homeostazin korunmasinda ve adaptasyonunda rol oynayan
onlarca genin ekspresyonundan ve kontroliinden sorumludur (Conde ve ark, 2012). HIF-1a;
hiicre ¢cogalmasi, apoptoz, metabolizma, immiin tepki, genomik instabilite, vaskiilarizasyon,
invazyon ve metastaz dahil olmak iizere tlimorogenezde etkili bir ¢ok hiicresel yanitta
onemli rol oynar (Wigerup ve ark, 2016).

Okaryotik hiicrelerde genomik stabilitenin siirdiiriilmesi icin herhangi bir DNA
hasart meydana geldiginde DNA tamirinin devreye girmesi i¢in korunmus bir DNA hasari
yanit1 (DNA Damage Response, DDR) bulunur. Bu yanit ayn1 zamanda hiicre igerisinde
timor baskilayict bir bariyer olarak gorev yapmaktadir (Marechal ve Zou, 2013). DDR’nin
tetiklenmesiyle fosforilasyon yoluyla aktive olan bir dizi sinyal kaskadi baslatilir. Hiicrede
DNA hasart algilandiginda ATM/ATR, Chk2/Chkl kinazlarin aktivasyonu ve takiben

p53’lin hizli aktivasyonu saglanir. p53 hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamiri



apoptozis ve hiicresel senesense aracilik eden c¢ok sayida genin transkripsiyonel
aktivasyonunu da saglar (Bartek ve ark, 2007). DDR’de p53 tarafindan baslatilan DNA
onarim isleminin bitirilmesiyle bu hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin tekrar baslatilabilmesi i¢in
p53’iin fosforilasyon diizeyini azaltarak gorev yapan fosfatazlar da yer almaktadir. Bir
Serin/Treonin (Ser/Thr) fosfataz olan PPM1D/Wipl p53’in fosforilasyon diizeyini
dogrudan ve dolayli olarak azaltan ve p53’¢ de baglh olarak indiiklenen en 6nemli
fosfatazdir (Fiscella ve ark, 1997). Wip1 o6zellikle genotoksik stresle indiiklenen bir fosfataz
olup defosforilasyon yoluyla inaktive ettigi hedefleri arasinda ATM, ATR, H2A X, p53 ve
p38/MAPK gibi DDR’in 6nemli elemanlar1 bulunmaktadir. Bir proto-onkogen olan ve
Wipl’i kodyalan PPM1D geninin 6zellikle yabanil tip (wild type, wt) p53’e sahip insan
timorlerinde (meme, ovaryum, kolon, pankreas, meduloblastoma, glioblastoma ve
ndroblastoma) asirt ekspresyonu, anormal amplifikasyonu ve mutasyona ugramasiyla
onkogen ozellik kazandig1 ve timdrogenezi tesvik ettigi bilinmektedir (Pechackova ve ark,
2017). Onkogen ozellik kazanan Wipl hiicresel stres cevaplarini (apoptoz, senesens ve
hiicre dongiisiiniin tutuklanmasi gibi) negatif yonlii olarak regiile ederken (Lowe ve ark,
2012), bir hiicresel sag kalim mekanizmasi olan otofajiyi ise tesvik etmektedir (Torii ve ark,
2016). Dolayistyla regiilasyonu bozulmus olan Wipl fosfataz kanserlerde kemoterapiye
cevabi azaltmakta ve bu nedenle yapilan son ¢alismalar Wip1’i kanserde terdpatik bir hedef
haline getirmektedir. Wipl’in genetik ya da farmokolojik inhibitorlerle hedeflenmesi
antikanser terapisi agisindan roliiniin ortaya ¢ikarilmasi oldukga biiylik 6nem tagimaktadir.
Bu baglamda son yillarda farkli insan kanser tiirlerinde Wipl’in hedeflenmesine ydnelik
olarak ¢esitli caligmalar yapilmaktadir (Kong ve ark, 2009; Lowe ve ark, 2012; Parssinen ve
ark, 2008; Pechackova ve ark, 2016). Ancak Wipl’in hedef alindigi ¢alismalarda solid
timorlerin karakteristigi olan, kemoterapi ve radyoterapiye direncte onemli rol oynayan
timor hipoksisinin degerlendirilmedigi ve gz ardi edildigi goriilmektedir. Hipoksinin DNA
hasar1 cevabir ve onarmmi ile ilgili ¢ok sayida genin transkripsiyonu ve translasyonunu
degistirdigi ve DNA onarimini inhibe ettigi bilinmektedir (Olcina ve ark, 2010). Bunun
yanisira hipoksik tiimorlerde DNA hasar1 yaratan ajanlarin normoksiye gore etkinliginin
daha diisiik seviyede oldugu da bildirilmistir (Kilic ve ark, 2007). Ancak bu durumun DNA
hasar1 cevabinin regiilasyonunda énemli rolii bulunan Wipl fosfatazla iligkili olup olmadig:
veya onkogenik Wipl’in hipoksik kosullarda DNA hasar1 cevabini ve hiicresel stres

cevaplarini nasil etkiledigi konusunda yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.



Bu nedenle bu ¢alismada Wip1 fosfatazin hipoksik tiimorlerde;

a) DNA hasar1 cevabinin regiilasyonunda roli,

b) Hiicresel stres cevaplarinin regiilasyonunda etkinligi ve

c) Hedeflendigi takdirde kemoterapiye katkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Bu tez ¢calismasinda Wip1°i asir1 ifade ettigi ve wt p53°e sahip oldugu bilinen meme
kanser hiicre dizisi MCF-7 hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerin normoksik ve hipoksik
ortamda DNA ¢ift zincir kirigini indiikleyen bir topoizomeraz II inhibitorii olan
doksorubisin ile muamelesi sonucunda hiicresel stres cevaplarindan, hiicre dongiisii
tutuklanmasi, apoptozis ve senesensin indiiklenip indiiklenmedigi test edilmistir. Ayrica
Wip1’i inhibe ettigi bilinen kii¢iik molekiil inhibitéor GSK2830371 varliginda doksorubisin
indiiklii hiicresel cevaplarin normoksik ve hipoksik ortamda etkinligi test edilmistir.
Ayrica DDR’da rol oynayan 6nemli proteinlerin (ATM, ATR, Chkl, Chk2, p53, BRCA-
1, yH2A.X) fosforilasyon diizeyleri de test edilmistir. BoOylece onkogenik Wipl
fosfatazin hipokside hedeflenmesinin kemoterapiye direnci onlemede bir rolii ya da
katkis1 olup olmadig: arastirilmistir.

Bu calismanin uzun vadede ki amac1 Wipl fosfatazin 6zellikle hipoksik tiimorlerde

kemoterapétik hedef olarak potansiyelini ortaya koymaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Normoksi ve Hipoksi

Memeli hiicrelerinin, aerobik metabolizmalarim1 ve gerekli olan enerji
mekanizmalarim1 gergeklestirebilmek icin oksijen hemostazini saglamalar1 gerekmektedir
(Semenza, 2000). Hiicrenin ihtiyact olan oksijen karsilanamadigi takdirde ortamda oksijen
azlig1 olarak bilinen hipoksi ortaya ¢ikar. Hipoksi ve normoksi arasinda kesin ayrim
yapilabilcek bir esik degeri yoktur (Hockel ve Vaupel, 2001). Esasen normal oksijen basinci
(Po2) farkli dokular arasinda degiskenlik gosterdigi icin hipoksinin net bir tanimi da
bulunmamaktadir. Ornegin, arteriyel kandaki normal oksijen basinct Po, ~ 100 mm Hg (=%
13) olmasina karsin, karacigerde ~ 40 mm Hg (~%S5) 'dir (Koh ve owis, 2012). Bununla
birlikte, 8-10 mm Hg'nin (~%1) kritik bir Po2'yi temsil ettigi tahmin edilmektedir. Po2
degerlerinin diisiik olmasi, sinirl oksijen tiikketiminin olmasi sebebiyle olumsuz durumlari

da beraberinde getirmektedir (Wigerup ve ark, 2016).

2.1.1. Hipoksi ve HIFler

Hipoksi terimi, timdrlerin yani sira normal dokular ve yaralarda da bulunabilen
yetersiz oksijen durumunu tanimlamak i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Normal
oksijen seviyesi (doku normoksisi / fizoksiya), farkli organlar arasinda biiyiik farkliliklar
gosterir. Bazen belli bir dokuda diisiik seviyeler bile sz konusu dokuyu desteklemek icin
yeterli olabilmektedir bu nedenle bu durum hipoksi ile karistirlmamalidir. Hipoksi, ¢ogu
kat1 timdrde bir dereceye kadar, kanser hiicrelerinin hizli biiyiimelerinin sonucu ve yiiksek
oranda dagmik ve verimsiz damarlanma gibi gesitli faktorlerin bir sonucu olarak ortaya
cikar. Herhangi bir tiimor igerisinde, oksijen seviyeleri son derece heterojendir ve hafif
hipoksiden (%2 O») siddetli hipoksi ve hatta anoksi seviyelerine (<%0.1 O2) degisebilir.
Solid tiimorlerin hemen hemen hepsinde goriilen bir karakteristik olan tiimor hipoksisi,
kanser tedavisine cevabin yetersiz ya da zayif olmasiyla iligkilendirilmistir (Luoto ve ark,
2013).

Tiimor hipoksisinin hasta prognozuna olan klinik etkisi ve 6nemi bir¢ok c¢alismada
gosterilmistir. Bu c¢alismalarin  sonucu, hipoksik tiimor hiicrelerinin, kemoterapi ve
radyoterapi gibi mevcut anti kanser tedavilerine daha direngli oldugu ortaya cikmustir.

Hipoksik hiicrelerin ¢esitli nedenlerle kemoterapiye direngli oldugu gosterilmistir. Bunlar,
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ilaglarin verilmesini ve yayilmasin1 zorlastiran islevsel damarlarin uzakligi, hipoksik
alanlardaki hiicrelerin diisiik proliferasyon hizlart ve p53'e bagli apoptoz kaybi icin
seleksiyon baskist dahil bir cok mekanizmayi igerir. Buna ek olarak, timorler de hipoksiye
biyolojik yanit olarak invazyon artis1 ve metastaz tesvik edildigi i¢in, timor cerrahi olarak
cikartilsa bile, kotii sonug Ongoriiliir. Hipoksiye biyolojik tepkiler olduk¢a kapsamli olup,
kanser hiicrelerinin hipoksi durumuna adaptasyonlar1 transkripsiyonel regiilasyonu
etkilemekte, glikolizis ve glukoz alinimini artirmakta, anjiyogenezi tesvik etmekte,
apoptozisi regiile etmekte, invazyon ve metastaza da yol agmaktadir. HIF, hipoksi
kosullarinda aktive olan en Onemli transkripsiyon faktorii olup, hiicrenin bu kosullara
adaptasyonunu saglamakta etkili olan ¢esitli genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar
(Semenza, 2012).

Esasen HIF'ler, transkripsiyon faktorleri olarak hareket ederek oksijen eksikligini
algilayan ve bunlara cevap veren proteinlerdir. Her bir HIF transkripsiyon faktorii iki alt
birimden olusmaktadir. Her ikisi de temel heliks-loop-heliks (HLH) yapisinda olan ve PER-
ARNT-SIM (bHLH-PAS) protein ailesine ait olan a-alt birimi ve B-alt birimine sahiptir
(Bersten ve ark, 2013).

ODbDD
I l
HIF-1« bHLH PAS - N-TADI C-TAD
P-300/CBP
ODDD
mirze [omn] ] pas T BN |
ODDD
[ \
HIF-3¢ | |buLH PAS - N-TAD .
ARNT
bHLH TAD

(HIF-1p) Lt

Sekil 1. bHLH-PAS ailesiyle iliskili proteinlerin fonksiyonel domainleri (Masoud ve Li,
2015)

HIF-o’nin: HIF-1a, HIF-2a ve HIF-3a olmak {izere {i¢ izoformu bulunmaktadir.
HIF-1a alt birimi NHz-terminali (N-TAD) ve COOH-terminali (C-TAD) olmak iizere iki
adet transaktivasyon domaini bulundurmaktadir. Bu domainler HIF-1a’nin transkripsiyonel
aktivitesinden sorumlu olarak kabul edilir. C- TAD, hipoksik kosullar altinda CBP / p300



koaktivatérii ile birlikte HIF-1a'nin transkripsiyonunu gerceklestirir. Ustelik, tiim HIF-o alt
birimlerini HIF-1B alt birimlerinden ayiran 6zellik ise o alt birimlerin hepsinde oksijene
bagli bozulma (ODD) domaini yapilarinin bulunmasidir. Ayrica bu domainin N-TAD ile
ortiismesi bu alt birimlerin O aracili diizenlemedeki rollerini agiklamaktadir (Masoud ve Li,
2015).

HIF-la'ya ek olarak, baska bir memeli bHLH-PAS proteini olan HIF-2a. (EPAS1/
HRF/ HLF/ MOP2)’da hipoksi de rol oynamaktadir. HIF-2a ve HIF-1a, yapisal olarak % 48
oraninda amino asit benzerligi bulunmaktadir. Hipoksik tepkilerde rol oynayan viicutta her
yerde eksprese olan HIF-la’nin yani1 sira HIF-20’nin dokuya spesifik ekspresyonu
bulunmaktadir. HIF-3a'nin spliced varyanti olan inhibitér PAS'm (IPAS) kesfedilmesine
kadar HIF-30 hakkinda daha az bilgi bulunmaktaydi. Bu nedenle HIF1-a hipoksi
kosullarinda genel olarak is gdren major tranksripsiyon faktoriidiir (Hu ve ark, 2003).

Oksijen varliginda HIF1-a’nin 402. ve 564. prolin rezidularina hidroksil gruplari
eklenerek prolil-4-hidroksilazlar (PHD'ler) tarafindan degredasyonu tesvik edilir (Wigerup
ve ark, 2016). HIF1-a’nin hidroksilasyonu, von Hippel-Lindau (pVHL) tiimér baskilayici
proteini i¢in bir tanima sinyali olarak islev goriir. pVHL daha sonra da ubikuitin ekleyerek
proteozomlarda HIF1-a’nin bozunmasina sebep olmaktadir (Schofield ve Ratcliffe, 2004).
VHL’nin baglanmasi ayrica 532. pozisyondaki lizin arti§i ARD1 asetiltransferaz tarafindan
asetilasyonu ile de desteklenir (Semenza, 2003). HIF1-q alt birimi ayn1 zamanda asparajinil
hidroksilaz enzimi ve HIF-1’i inhibe edici faktor olan FIH-1’in substratidir. FIH-1
tarafindan C-TAD domaininde yer alan 803. asparajin rezidusu hidroksile edilir. Boylece
HIF1l-a’nin CBP ve p300 koaktivatorleriyle olan etkilesimleri bozularak transkripsiyon
aktivitesi engellenmektedir (Semenza, 2019). PHD’ler substrat olarak O2 kullandiklarindan
dolay1 hipoksik kosullar altinda hidroksilaz aktiviteleri baskilanir ve boylece HIF1-a’y1
hidroksile edemezler. HIF1-a hidroksillenmedigi i¢in pVHL tarafindan taninamaz ve E3
ubikitin ligaz tarafindan yikilamaz (Epstein AC, 2001; Schofield ve Ratcliffe, 2004).
Hipoksik kosullar altinda PDHler gibi FIH-1 aktivitesi de ortadan kalkar (Semenza, 2019).
Sonug olarak oksijen yoklugunda aktiviteleri engellenen PHD ve FIH’ler is gérmez hale
gelir ve bu durum HIF-1a’nin stabilizasyonu, transkripsiyon faktorii olarak is gdrmesi igin
niikleer translokalizasyonu ve HIF-1f ile dimerizasyonuyla sonuglanir. Cekirdekte HIF-1a,
hipoksiye duyarli elemanlar (HRE'ler) olarak bilinen hedef gen promotdr bolgelerindeki
A/GCGTG konsensiis motife baglanir. Transkripsiyonel aktivatorlerle birlikte, HIF-1a,

anjiyogenez, metabolizma, eritropoez, apoptoz, pH diizenleme, metastaz ve hiicresel



farklilasma dahil olmak iizere farkli islemlerde yer alan ¢ok sayida genin ekspresyonunu
diizenler (Schofield ve Ratcliffe, 2004).

HIF-1a ekspresyonunun seviyesi, protein sentezinin ve protein yikiminin birbirlerine
olan oranlart ile belirlenir. HIF-lo'da sentez Oz'den bagimsiz mekanizmalar ile
diizenlenirken, bozunma esas olarak O'ye bagli mekanizmalar ile diizenlenmektedir.
Oksijene bagimli mekanizma daha once de bahsedildigi gibi PDH ve FIH-1 gibi
hidroksilazlarin hiicre igerisinde oksijen seviyesine bagli olarak aktivasyonu ve
inaktivasyonu aracilt kontroliidiir. Oksijenden bagimsiz olan mekanizmada ise biiylime
faktorleri, sitokinler ve diger sinyal molekiilleri, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) veya
mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaklarmin aktivasyonuyla HIF-lo’nin

sentezi uyartlmaktadir (Semenza, 2003).
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Sekil 2. HIF-1a aktivitesinin O bagimli regiilasyonu (Wigerup ve ark, 2016)

HIF-1 aktivitesi, HIF-la'nin diger bir¢cok protein ile etkilesimi ile diizenlenir
(Semenza, 2017).

2.1.2. HIF1-o’mn Transkripsiyonunu Sagladig1 Hedef Genler

Hipokside, HIF1-a, transkripsiyonel aktivatorlerle Dbirlikte anjiyogenez,
metabolizma, eritropoez, apoptoz, pH diizenleme, metastaz ve hiicresel farklilagsma dahil
olmak tizere 6nemli siireclerde gorev alan ¢ok sayida genin transkripsiyonundan sorumludur

(Schofield ve Ratcliffe, 2004). Bu siirecde, hipoksik kanser hiicrelerinin kemoterapi ve



radyasyon terapisine direnci onlara 6liimciil kanser fenotipini kazandirmanin yani sira
invaziv ve metastatik 6zellikler de kazanirlar (Semenza, 2012). Sekil 3’de gosterilen HIF1-a
ile iliskili olan genler ayn1 zamanda kanser progresyonunda rolleri yer almaktadir (Masoud
ve Li, 2015). HIFl-a ozellikle anjiyogenik faktorler (6rn. VEGF, vaskiiler endotelial
biiyiime faktor), bliylime faktorleri (insulin-benzeri biiyiime-faktori-11, IGF-11) ve glokolitik
enzimler, (AldolazA/C gibi), antiapoptotik proteinler (6rn. Bcl-2) gibi ¢ok sayida genin
transkripsiyonunu saglar (Kilic ve ark, 2007; Semenza, 2003, 2012). Boylece HIF-1a solid
tiimorleri anjiyogenezi tesvik ederek, bliylime faktorlerinin ifadesini artirarak, apoptozisi
Onleyerek ve anaerobik metabolizmay1 artirarak hipoksiye karsi korumaktadir. HIF-1o’nin,
kotii prognoz ve radyoterapi ve kemoterapiye karsi direngle korelasyon gosterdigi
(Semenza, 2012), apoptozis ve senesens gibi 6nemli hiicresel cevaplar iizerinde {izerindeki
negatif etkileri tarafimizin ve diger arastiricilarin ¢aligmalarindan bilinmektedir (Kilic Eren

ve ark, 2015; Kilic ve ark, 2007; Unruh ve ark, 2003).
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2.1.3. Hipoksi ve DNA Hasar1 Cevabi

Hipoksi, tiimorlerde genomik instabiliteye katkida bulunur ve yiiksek oranda
mutasyon sikligi, DNA amplifikasyonunda artis, kirllgan bolge indiiksiyonu ve mikro
satellit kararsizligi ile iligkilidir. Gen mutasyonlarindaki artis ve hipoksinin siddetindeki
degisime bagl olarak gen amplifikasyonu gibi genetik anormalliklerin biiyiikliigii 5 ila 1000
kat arasinda olabilir (Bindra ve Glazer, 2005).

Siddetli hipoksi seviyelerinde hiicrelerin bir diger tepkisi DNA hasar1 cevabinin
aktivasyonudur. Oksijen yoklugunun siddetine bagli olarak, riboniikleotid rediiktaz
aktivitesi tehlikeye girer (Olcina ve ark, 2010) ve bu da ANTP seviyelerinin tiikenmesine ve
replikasyon stresine yol acar (Hammond ve ark, 2014). Replikasyon c¢atalinda tek sarmalli
DNA'nin birikmesi ataksiya telenjektazisi ve rad3 ile ilgili (ATR) proteini aracili sinyal
vermeyi tetiklemektedir, bu da H2AX, Chk1 ve p53'in fosforilasyonuna yol agar. ATR'nin
aktivasyonuna ek olarak ATM aracili sinyalizasyon, hipoksi durumunda saptanabilir DNA
hasar1 olmamasina ragmen aktive edilebilir (Olcina ve ark, 2013). Sonug¢ olarak hipoksi-
indiiklii replikasyon durdurulmasi ATR ve ATM kinazlar1 ve p53°i de kapsayan bir DNA
hasari cevabi baslatmaktadir.

Hipoksik kosullara adapte olma girisiminde tiimor hiicrelerinin, yiliksek enerji
tiiketimi iceren hiicresel prosesleri baskiladigina dair artan kanitlar da vardir. Ornegin
hipoksik kosullar altinda, DNA onarim yollarinin bir¢ok énemli bileseni baskilanmig olarak
gosterilmistir. Homolog rekombinasyon, yanlis eslesme onarimi ve homolog olmayan
uglarin birlesmesinin, hipoksik kosullar altinda daha az etkili oldugu gosterilmis; bu da,
DNA onariminin baskilanmasinin hipoksiye genel bir yanit oldugunu diistindiirmiistiir.
Sonug olarak hipoksik tiimor hiicrelerindeki DNA replikasyon stresi, regiilasyonu bozulmus
DNA hasar1 kontrol sinyalleri hiicre 6liimiinde kagma yetenekleriyle birlikte hiicrelerin
hasarlt DNA’yla prolifere olmalarina ve ilave mutasyonlar1 da kazanmalarina yol agar. Bu
dongii hipoksik hiicrelerde DNA onariminin baskilanmis olmasiyla mutasyon kazanimini
daha da hizlandirmakta ve boylece genomik kararsizliga yol agmaktadir (Olcina ve
Hammond, 2014).

Hipoksi kaynakli olan, DNA mutasyonlari, onkogen amplifikasyonu, DNA hasar1
veya DNA replikasyon stresinin indiiklenmesi, DNA hasar1 kontrol noktasi sinyallemesinin
serbest birakilmasi, DNA onarimi ile etkilesime girme veya hiicre oliimiinden ka¢ma

nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir. (Terry ve ark, 2018).



2.2.2. DNA Hasar1 Cevabi

Okaryotik hiicreler i¢in metabolit yan iiriinlerden, giines 15131na kadar cesitli endojen
ve eksojen kaynakli DNA’y1 hedef alan riskler mevcuttur. Bu riskler DNA iizerinde ¢esitli
hasarlara yol agmaktadir. Ornegin; IR ve ROS, DNA’nin tek ve/veya cift ipliginin
kopmasina neden olurken UV primidin dimerlerinin olugsmasina yol acar ve bu hasarlar
DNA replikasyonu sirasinda insersiyon, delesyon vb. hatalar1 da beraberinde getirmektedir
(Ciccia ve Elledge, 2010). Hiicreler genomik biitiinliigii korumak amaciyla bu risklerin
olusturdugu hasarlarla siirekli olarak ilgilenmektedir. DNA hasarina verilen klasik tepki,
oncelikle hasarin taninmasiyla birlikte bu hasara cevap vermeyi iceren ve bu yolagin alt
basamaklarinda yer alan genellikle hiicre donglislinliin tutuklanmasi, DNA onarimi,
yaglanma (Senesens) veya apoptozise yol agan birkag olay1 koordine etmeyi igeren karmasik
bir kinaz sinyal yolaginin aktivasyonuna yol agar (Silva ve ldeker, 2019).

DNA hasar1 cevabinda sensor, sinyal iletici ve efektor proteinler rol oynamaktadir.
DNA hasarimin indiiksiyonu 6ncelikle MRN kompleksi (MRE11-RAD50-NBS1), 53BP1 ve
v-H2AX gibi DNA hasar sensorleri tarafindan yapilmaktadir. Hasarin algilanmasini takiben
hiicre dongiisii durmasini tetiklemek icin ATM ve ATR sinyal ileticileri otofosforile olarak
p53, BRCAL/2, Chkl, Chk2, p21, p-Rb, CDC2 gibi alt yolaklarda gorev alan efektor
proteinlerini transaktive etmektedir (EI-Awady ve ark, 2016).

DNA hasar1 yanitint (DDR) aktive eden hasar tek zincir DNA (ssDNA) kirigi,
replikasyon sirasinda olusan stres ve DNA ¢ift zincir kiriginin olusmasi iizerine ATR PI-
3K (fosfatidil  inositol-3-kinaz) aktive edilmektedir. ATR S482  kalintisindan
otofosforilasyonunu gergeklestirerek aktif hale gelmektedir (Blackford ve Jackson, 2017;
Olcina ve Hammond, 2014). Aktif ATR’nin ana alt hedeflerinden biri olan kontrol noktasi
kinaz 1 (Chkl)'i S317 ve S345 kalintilarindan fosforile ederek aktif hale getirir. Chk1’e ek
olarak ATR iliskili protein ATRIP, replikasyon proteini A (RPA), RAD17, 9-1-1 kompleksi
(Rad9-Radl-Husl) ve TopBPI1, kontrol noktasi aktivasyonu sirasinda ATR tarafindan
fosforile edilir (Shimada ve Nakanishi, 2013). Boylelikle ATR DNA hasar tepkisinin
diizenlenmesi yoluyla DNA replikasyonu sirasinda genom biitiinliiglinlin korunmasinda

onemli bir rol oynar (Blackford ve Jackson, 2017).
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Sekil 4. DNA hasar1 cevabi elemanlari ve rolleri (Weil, 2015)

DNA ¢ift zincir kiriklarinin (DSB'ler) olusmasi {izerine ATM, S1981'de
otofosforilasyonunu gerceklestirir ve DNA’ya bagimli kinaz (DNA-PK) aktif hale gelir.
Aktif ATM, kontrol noktasi aktivasyonuna, DNA onarimina veya apoptozisine yol agan
DDR sinyal kaskadmi baslatir. DSB'lere cevap olarak ATM, DNA hasar markorii olan
H2AX'1 S139 kalintisindan (y-H2AX) fosforile eder. ATM'nin ana alt hedeflerinden biri olan
hiicre dongiisii durmasina aracilik eden kontrol noktasi kinaz 2 (Chk2)’yi ise Thr68’den
fosforilleyerek aktif hale getirir. Bunu takiben MDC1, 53BP1, BRCA1 ve MRN kompleksi
gibi DDR'de yer alan birgok proteinin fosforilasyonunu gerceklestirerek, alt basamaklarda
yer alan sinyalizasyonu baglatirlar (Blackford ve Jackson, 2017; Olcina ve Hammond,
2014).
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DDR yolaginda gorevli olan proteinlerin fosforilasyonu, defosforilasyonu
ubikitinasyonu ve sumolasyonu gibi post-translasyonel modifikasyonlarla diizenlemeleri
biiylik 6nem tagimaktadir (Pechackova ve ark, 2017). ATM, ATR ve p53 gibi DDR’da
gorevli olan proteinlerin esas olarak serin/ treonin (PSQ/pTQ) kalintilarinda protein
fosforilasyonunu gergeklestirmesinin DDR igin gerekli oldugunu ve enzimatik aktiviteyi,
lokalizasyonu, protein-protein etkilesimlerini ve stabilizasyonu diizenlemektedir. Nitekim,
bu kinazlarin DNA hasar1 cevabinin tamamlanmasiyla inaktif hale getirilmeleri
gerekmektedir. Bu inaktivite siirecinde ise protein fosfatazlar ve bunlarin diizenleyicilerinin
katalitik alt birimleri tarafindan kinazlar hedeflenerek, defosforilasyon ile diizenlenmektedir
(Shimada ve Nakanishi, 2013). DDR agindaki en onemli bilesenlerden biri de PP2C Ser /
Thr protein fosfatazlar ailesinin bir iiyesi olan yabanil tip p53 ile indiiklenen fosfataz 1'dir
(Wipl) (Emelyanov ve Bulavin, 2015).

2.3. Wip1 Fosfataz

DDR agindaki ana bilesenlerden biri olan, PP2C (Protein phosphatase 2C isoform
delta) Ser/ Thr protein fosfatazlar ailesinin bir tyesidir. Wipl (wild type p53 induced
phosphatase) fosfataz farkli tipte DNA hasarlarinin indiikledigi p53°tin transkripsiyonel
olarak aktive ettigi genlerden biridir (Pechackova ve ark, 2017). insan PPM1D 17q23’de
lokalize olan, bir merkezi fosfataz katalitik domaini ve bir niikleer lokalizasyon sinyaline
sahip bir C-terminali domaini igeren bir 605 amino asitlik bir proteini kodlar (Emelyanov ve
Bulavin, 2015).

Wipl, p53 yolaginin negatif regiilatorii olarak kabul edilmektedir. Wipl’in
aktivasyonu sadece p53 tarafindan degil transkripsiyon faktérlerince (NFkB, CREB, ER-a,
c-Jun ve E2F1) de indiiklenebilmektedir. DNA hasarindan sonra p53’iin aktive edildikten
sonra Wipl promotoriine baglanarak Wip1’in transkripsiyonuna neden olur. Wipl, p53'i
dogrudan defosforile ederek p53 aktivitesini ortadan kaldirir ve downregiile eder ancak
boylece kendisinin de negatif yonlii feedback regiilasyonunu saglamaktadir. Wipl, p53
inhibisyonunu dogrudan proteinin defosforilasyonu tlizerinden degil ayni zamanda dolayl
olarak MDM2 aracili da gergeklestirmektedir. Wipl’in p53 proteinin yanisira, DNA
hasarin1 algilamak ve DDR'yi aktive etmekten sorumlu olan ATM, Chkl, Chk2, yH2AX
proteinlerinin defosforile edildigi ve negatif yonlii olarak diizenlendigi gosterilmistir
(Goloudina ve ark, 2016).
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2.3.1. Wipl1 Fosfatazin DNA Hasar1 Cevabindaki Rolii

DNA’nin onarimini tamamlamasini takiben DDR yolaginin deaktive olabilmesi i¢in
ve hiicre dongiisii kontrol noktasinin inhibisyonunu hiicre proliferasyonunun devam
ettirilmesi p53’iin aktivasyonunun Wipl fosfataz tarafindan sonlandirilmasina baglidir.
(Pechackova ve ark, 2017).

Wipl’in DDR’da ki regiilator rolii hiicre icerisinde hemeostatik bir denge
saglamaktadir. Wipl’in defosforile ettigi hedefler arasinda pSQ/pPTQ ve pTXpY
motiflerinden fosforile olmus olan proteinler yer almaktadir. Sekil 5°de de gosterildigi iizere
DNA hasar1 cevabinda onemli rol oynayan proteinleri defosforilleyerek inaktive etmek

suretiyle DNA hasar1 cevabini sonlandirmaktadir (Goloudina ve ark, 2016).

Protein Bdlge Motif Protein Fonksiyonu Wipl'in Etkiledig'\ Mekanizma
p38MAPK T180 XY Stres Yaniti Kinaz Aktivitesi

UNG2 T6 TXY Baz-gcikarimi Tamiri Urasil Cikarimi

Chk1 S345 S/TQ DNA Hasari Cevabi Kinaz Aktivitesi

Chk2 T68 S/T/Q DNA Hasari Cevabi Kinaz Aktivitesi

p53 S15 s/TQ DNA Hasari Cevabi Apoptozis

ATM $1981 S/TQ DNA Hasari Cevabi Kinaz Aktivitesi

ATR S428 S/TQ DNA Hasari Cevabi Kinaz Aktivitesi

MDM2 $395 s/TQ p53 Regiilasyonu p53 Seviyesi

Sekil 5. Wip1’in defosforilasyonunda rol aldig1 hedef proteinler (Lu ve ark, 2008)

DNA hasar1 cevabmi durdurmak icin Wipl, DDR rol oynayan ve genomik
stabilitenin korunmasinda goérevi olan YH2AX’i Ser139’dan ve p53°i Serl5’den dogrudan
defosforile ederek inaktif hale getirmektedir. p53°i ayrica Ser20, Ser33 ve Ser46
kalintilarindan defosforile ederek fosforilasyonunu azaltmaktadir. Dolayli olarak p53°i
inaktif ettigi yollar arasinda da ATM Ser1981ve S367, Chkl Ser345, Chk2 Thr 68,Serl19,
Ser33/35 ve Thr432, MDM2 Ser395 kalintilarindan defosforilasyonlar1 yer almaktadir.
Wipl ayrica, strese duyarli p38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolunu,
pTXpY motifinin  bulundugu kinazin aktivasyon dongiisiinde Thr180 kalintisindan
defosforilasyonu yoluyla dogrudan etkisizlestirerek stresi diizenlemektedir (Lu ve ark,

2008).
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Wip1 Proksimal Etki:
DNA Hﬁml 1. p53 kinazin inhibisyonu

1 2. p53'iin defosforilasvonu
3. Mdm?2 aracih p53'iin degredasyonu
4. ARF'nin baskilanmas1 araciligryla
Mdm? tarafindan p53'iin degredasyonu

/ ®
Wip1 Distal Etki:
a) p53 I— —_—
transaktivasyonunu /'\

b) Hiicre dongiisii " r

Sekil 6. Wipl fosfatazin p53 inhibisyonu i¢in hedefledigi proteinler (Lu ve ark, 2008)

2.3.2. Wip1’in Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesinde Rolii

DNA hasar1 sonrast ATM ve ATR kinazlar hiicre dongiisiiniin durdurulmasu ve
Cdc25A/B/C’nin siklin bagimli kinazlar1 inaktive etmesi igin efektor kontrol noktasi
kinazlar1 olan Chk2 ve Chk1’yi fosforile eder. Normal kosullar altinda, p53 bir E3 ubikuitin
ligaz olan MDM2 tarafindan baskilanirancak DNA hasar1 gerceklestiginde p53 aktif hale
gelir (Leslie ve Zhang, 2016). DNA hasarini takiben p53; ATM / CHK2, ATR / CHK1 ve
cesitli asetil transferazlar tarafindan post translasyonel modifikasyona ugrar. Stabil hale
gelen p53, hiicre dongiisiinin durdurulmasi, DNA onarimi, apoptoz, yaslanma ve
metabolizmada yer alan ¢esitli hedef genlerin promotériine baglanarak transkripsiyonunu
tetiklemektedir. Hiicre dongiisiinde goérevli olan CDKN1 / p21°de p53'in transkripsiyonel
bir hedefidir. P21 G1 ve G2 kontrol noktalarinda yer alan bir CDK inhibitériidiir (Leontieva
ve ark, 2010). Normal sartlar altinda hiicrelerde, CDKN1 / p21 ekspresyonu, transkripsiyon
ara faktor 1-beta (KAP1) ile baskilanmaktadir. Genotoksik stres varliginda KAP1'in
Ser824'te ATM ile ve Ser473'te CHK1/2 tarafindan fosforilasyonu ile p21'in baskilanmasi
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ortadan kalkar. Bdylece aktive olan p21 CDK inhibisyonunu ger¢eklestirerek hiicre
dongiisiinii durdurur (Lee ve ark, 2007).

DNA hasar1 cevabinin bir bileseni olarak hiicre dongiisiiniinii durdurulmasinin yani
sira, H2AX S139'dan (yH2AX) ATM tarafindan fosforile edilerek DNA onarimi tesvik
edilir. yH2AX, 53BP1 veya BRCA1 proteinlerinin DNA hasarina yakinligina bagli olarak
DNA’nin onarim tipi belirlenmektedir. (Chapman ve ark, 2012). DNA onariminin
tamamlanmasindan sonra, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi isleminin geri ¢evrilererek hiicre
dongiistiniin tekrar ilerletilmesi saglanir. Bu geri dondiirme isleminde ise iglerinde Wip1’in
de bulundugu ¢esitli protein fosfatazlar gorev yaparak ATM/ ATR ve Chk1/ 2 proteinleri ve
bunlar tarafindan aktiflestirilen proteinler defosforile edilerek inaktif hale ¢evrilir ve
bdylece DDR sonlandirilmis olunur (Shaltiel ve ark, 2015).

Wipl'in ekspresyonu p53 ile kuvvetlendirilirken, Wip1 ayni zamanda p53’iin giiclii
bir negatif regiilatorii olarak DNA onariminin tamamlanmasindan sonra p53 yanitinin
sonlandirilmasimi  saglayan negatif feedback mekanizmasi olusturur. Aslinda, Wipl
aktivitesine p53/ p21 yolu aktivasyon seviyesini sinirlamak ve siklin B'nin bozulmasini ve
kalict hiicre dongiisii ¢ikisinin bozulmasini 6nlemek i¢in G2 kontrol noktasi boyunca ihtiyag
duyulmaktadir (Pechackova ve ark, 2017).

Wipl'in islevi hiicre dongiisii baglaminda kontrol edilir. Wipl proteininin
ekspresyonu Gl'de diistiik, S / G2'de pik yapar ve mitoz sirasinda azalir. Wipl, mitoz
sirasinda katalitik alan igindeki ¢esitli kalintilardan fosforile edilir; bu da prometafazda
(anafaz uyarici kompleks) APC / C*P¢? jle bozunmasini tesvik eder (Macurek ve ark,
2013).

Wipl'in mitozda bulunmamasi, hiicrelerin kromozomlarda bulunan endojen DNA
hasarmni tanimasini saglayabilir. Bu bolgeler mitoz sirasinda YH2AX ile etiketlenir ve
mitotik ¢ikistan sonraki G1 fazinda onarilir. Faz gecisi sirasinda Wipl, Ser54 ve Ser85'te
HIPK?2 kinaz tarafindan yapisal olarak fosforile edilir (Choi ve ark, 2013). Bazal Wipl
seviyelerinin diisiik tutulmasi hiicrelerin genotoksik stres varliginda DDR'yi tamamen aktive
etmesine izin verirken, Wipl ekspresyonunun p53'e baglh indiiksiyonu, DNA onariminin
tamamlanmasindan sonra DDR'nin sonlandirilmasina izin verir (Pechackova ve ark, 2017).
Pechackova ve ark. (2016) Wip1l aktivitesi MCF-7 hiicre dizisinde spesifik olarak allosterik
inhibitér GSK2830371 ile bloke edildiginde proliferasyonun bozuldugu ve zaman iginde
hiicre dongiisiiniin G2 fazinda biriktigini gostermisler (Pechackova ve ark, 2016). Bunun
disinda, PPM1D (-/-) MEF popiilasyonu yabanil tip MEF'lere kiyasla daha yiiksek oranda
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G2/M tutulumuna sahiptir (Oliva-Trastoy ve ark, 2007). Bu ¢alismalar Wipl’in hiicre
dongiisiinlin kontroliindeki roliine isaret etmektedir.

Wipl’i asirt ifade eden veya C-terminalinden kesilmis yani truncated mutasyona
sahip olan hiicrelerde, Wip1’in sadece G2 kontrol noktasinda degil G1 kontrol noktasinda
da etkili oldugu kanitlanmistir. Disiik dozda IR’a maruz kalan MCF7 hiicreleri
GSK2830371 ile muamele edildiginde hiicreler kontrol grubuna kiyasla G1 kontrol
noktasinda tutulumun daha fazla oldugu gosterilmistir (Pechackova ve ark, 2016).

2.3.3. Wip1’in Apoptoz ve Senesens Uzerindeki Rolii

Hiicrenin apoptoza ugramasi bir sonraki nesle sahip oldugu hasarli bir DNA’nin
aktarilmamasi agisindan 6nemli ve gereklidir. Apoptozis, anti-apoptotik faktorlerin (Bcl-2,
Bcl-x.) ve pro-apoptotik faktorlerin (p53, Bax ve kaspazlar) dengesi ile diizenlenen
programlanmis hiicre &liimii siirecidir. Ote yandan, hiicrenin ayrica stres kaynakli hasarm
etkin bir sekilde onarilmasi durumunda apoptotik yollari negatif yonde diizenleyen
proteinlere sahip olmasi gerekir ve Wip1 fosfataz da bu proteinlerden biridir (Lowe ve ark,
2012).

Apoptozun ana diizenleyicisi olan p53°tin, DDR proteinlerinin etkisizlestirilmesini
takiben Wipl aracili inhibisyonu apoptozu baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasini
desteklemektedir (Mirzayans ve ark, 2013). Kong ve ark. MCF-7 meme Kkanseri
hiicrelerinde Wipl'in inhibisyonunun doksorubisine cevap olarak daha yiiksek apoptozise
yol actigim1 gostermistir (Kong ve ark, 2009). Benzer sekilde, Parssinen ve ark. SiRNA ile
Wipl inhibisyonunun, wt p53'e sahip meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigini
gostermistir (Parssinen ve ark, 2008). Bu nedenle, p53'iin Wipl aracili inhibisyonu hiicrede
apoptozu inhibe ettigi ana bir mekanizma gibi goriinmektedir (Lowe ve ark, 2012).
Genotoksik ajanlarin muamelesiyle fare embriyonik fibroblastlarinda (Mouse Embryonic
Fibroblasts, MEF) indiiklenen apoptoz oraninin PPM1D (-/-) MEF’te wt MEF’e oranla daha
yiiksek oldugu bulunmustur (Xia ve ark, 2009). Yapilan bir diger ¢alismada in vivo Ep-
myc-indiiklii lenfomada, Wip1’in myc-indiiklii apoptozisi ATM-p53 yolagini baskilamak
suretiyle tiimorogenezi tesvik ettigi gosterilmistir (Shreeram ve ark, 2006). Benzer sekilde
GSK2830371, doksorubisinin meme kanseri hiicrelerinde, néroblastomda ve lenfomada

sitotoksik etkisini gliglendirmistir (Chen ve ark, 2016; Kojima ve ark, 2016; Pechackova ve
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ark, 2016). Biitiin bu veriler dogrultusunda Wip1’in apoptozisin negatif regiilatorii oldugu
sonucuna varilmistir.

Hiicrede senesens meydana geldiginde hiicre dongiisii geri doniisiimsiiz olarak
durdurulmaktadir. Hiicresel senesens replikatif senesens ve prematiire senesens olmak tizere
ikiye ayrilmaktadir. Replikatif senesens; hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen telomer
kisalmasina bagli olarak aktive edilen sinyaller tarafindan tetiklenir. Geng hiicrelerde
meydana gelen prematiire senesens, belirli onkogenlerin aktivasyonu (6rn. Ras, Braf) veya
timor supresdr gen inaktivasyonu (6rn. PTEN), mitojenik uyaran, DNA hasar1 meydana
getiren kemoterapik ajanlar ve oksidatif stres tarafindan indiiklenebilir. iki temel timor
siipresor yol olan pl6™KA-Rb ve pl19RF-p53-p21, senesensin indiiksiyonuna ve
stirekliligine katki saglarlar. Hiicre icersinde senesensin hangi yolla indiiklendigi
farketmeksizin DDR yolaklarmin aktivasyonu ATM/ATR Kinazlarin aktivasyonu
araciligiyla s6z konusudur (Kilic ve Schmitt, 2008). Sonu¢ olarak DNA hasar1 yaratan
ajanlarla ya da radyoterapi ile indiiklenen senesens, apoptozis yaninda kemoterapiye diger
bir major hiicresel cevap olarak yer almaktadir (Kilic Eren ve Tabor, 2014; Kilic ve Schmitt,
2008). DDR’de rol alan Wip fosfatazin senesensin regiilasyonunda gorev aldigi
bilinmektedir. Wip1’in primer insan fibroblastlarinda Ras onkogeniyle indiiklenen sensensi
inhibe ettigi bildirilmistir (Lu ve ark, 2008). Yapilan diger bir ¢alismada A549 ve MCF-7
hiicrelerinde doksorubisinle indiiklenen senesens sirasinda Wipl’in ifadesinin azaldigi
bildirilmistir (Crescenzi ve ark, 2013). Senesensin indiiklenmesini takiben Wipl’in asir
ifadesinin G2/M kontrol noktasini bozdugu ve bu hiicrelerin mitotik katastrofiye gitmelerine
sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica insan mezenkimal kok hiicrelerinde yapilan ¢aligmaya
gore Wipl’in ifade edilmesi senesensin asilmasina yol agmistir (Lee ve ark, 2009). Bu
zamana kadar yapilan calismalardan Wipl’in senesensi negatif regiile ettigi veya kendi

aktivitesinin senesens sirasinda negatif regiile edildigi sonucu ortaya ¢cikmaktadir.

2.3.4. Meme Kanserinde Wipl Fosfatazin Rolii

Wipl protein fosfataz ilk olarak 1997'de Fiscella tarafindan tanimlanan p53'e bagh
olarak ¢oklu hiicreli sinyalleme yollarinin diizenlenmesinde yer alan bir proto-onkogendir
(Feng ve ark, 2017). Meme, akciger, pankreas, mesane, yumurtalik ve noroblastom kanseri
de dahil olmak iizere PPM1D geninin amplifikasyonu mevcuttur (Kong ve ark, 2009). Bu

durum kanserlerin patogenezinde 6nem arz etmektedir (Feng ve ark, 2017).
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Li ve ark. genomik hibridizasyon teknigi kullanilarak kromozom {izerinde PPM1D
geninin yer aldigr 17q22-q24 bolgesini haritalandi. Sonu¢ olarak primer insan meme
tiimorlerinin yaklasik % 18-20'sinde amplifiye edildigini gostermislerdir (Li ve ark, 2002).

MCF7 hiicre dizisinde PPM1D amplifikasyonuna bagli olarak Wipl fosfotaz asir1
eksprese edilmistir. Bu durum kontrolsiiz hiicre dongiisii ve apoptoza karsi artan direnci
beraberinde getirmektedir.Ayrica Wipl seviyelerinin normalden yiiksek olmasi, p53
yolunun aktivitesininegatif yonlii diizenlenmesine sebep olur (Goloudina ve ark, 2016).

Wipl'in meme kanserindeki rolii, diger tiim insan kanseri tiirleriyle
karsilastirildiginda en ¢ok caligilanidir. Bir dizi ¢alisma Wipl'in asir1 ekspresyonunun; p53,
p38 MAPK ve pl6 sinyal yollarin1 negatif olarak diizenledigini ve bunun meme kanseri
timorogenezi, proliferasyonu ve kotii prognozla iliskili olabilecegi belirtilmistir (Demidov
ve ark, 2007; Yu ve ark, 2007). Wang ve ark. (2013) ve Zhang ve ark. (2010) yilinda meme
kanserinde miRNA’lar {izerinde yapmis olduklari ¢alismalarda, miRNA-16 ve miRNA-34a
tarafindan Wip1’in mRNA diizeyinde baskilanmasiyla olan apoptozisi indiikledigini
gostermiglerdir (Wang ve ark, 2013; Zhang ve ark, 2010). Bu nedenle, yiiksek Wipl
ekspresyon seviyeleri meme kanseri i¢in predispozan bir faktor olabilir.

Spike ve Wahl’nin Wipl iizerine yaptiklari ¢alismada, p53 sinyal yolunu kontrol
ederek kemosensitiviteyi diizenledigini ortaya koymustur (Spike ve Wahl, 2011). Wipl alt
hedefleri araciligiyla dolayl ya da dogrudan wt p53'ii hedefleyerek ve hiicre biiylimesini ve
hiicre sagkalimin1 azaltarak meme kanserinin doksorubisine (adriamisine) karsi
kemosensitivitesini arttirdigr bilinmektedir. Ancak, bu etkiler mutant tip p53’e sahip hiicre
dizilerinde mevcut degildir (Kong ve ark, 2009; Parssinen ve ark, 2008). Her ne kadar
meme kanseri olusumu ErbB2, Wntl, BRCA1 ve BRCA2 de dahil olmak iizere cesitli
onkogenlerle diizenlenmis olsa da (Emelyanov ve Bulavin, 2015), bu sonuglar Wipl'in
meme kanserli hastalarda timoérogenez ve prognoz indeksi i¢in potansiyel bir biyobelirteg
olarak degerlendirilebilecegini o6ne siirmektedir. Ek olarak, Wipl’in ekspresyon
seviyelerinin diisliriilmesi, meme kanserinin kemoterapisi sirasinda wt p53 ile terapotik bir
etkiye sahip olabilecegi yoniindedir (Wang ve ark, 2017). Ozetlemek gerekirse yapilan tiim

bu ¢aligmalar sonucunda PPM1D'nin bir onkogen olduguna dair kanitlar artmaktadir.
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2.4. Calismanin Yapilmasinin Amaci

Wipl’in onkogen fonksiyonu veya DNA hasari cevabinin regiilasyonunda ve
hiicresel stres cevaplart iizerin etkilerini belirlemek amaciyla solid tiimorlerde yapilan
caligsmalarin hemen hemen hepsinin standart normoksik doku kiiltiirii kosullarinda yapilmis
oldugu ve solid tiimorlerin karakteristik 6zelligi olan timdr hipoksisinin goz ardi edildigi
gorilmektedir. DNA hasar1 cevabinin 6nemli bir elemani olan ve insan tiimdrlerinin bir
¢ogunda onkogenik role sahip olan Wipl fosfatazin hipokside nasil regiile edildigi standart
kiiltiir kosullarinda (%20 O2) apoptozis ve senesens iizerinde gosterdigi negatif etkilerin
hipokside var olup olmadigi ve bunlarin molekiiler mekanizmalart DNA hasar1 cevabinda
hangi molekiiler hedefler {lizerinden etkili oldugu konusunda ise literatiirde herhangi bir
bilgiye rastlanmamaktadir. Esasen solid tiimorlerde yapilan ¢alismalarda oksijen
konsantrasyonunun etkileri ¢ogunlukla g6z ardi edilmekte ve standart kiiltiir kosullari
kullanilmaktadir. Ancak fizyolojik oksijen seviyesine inildiginde standart kosullarda elde
edilen sonuclardan ¢ok daha farkli sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir. Ornegin fare
embriyonik fibroblastalariyla yapilan bir ¢alismada standart kiiltiir kosullarinda primer
fibroblastlar hizlica yaslanirken, fizyolojik oksijen seviyesine inildiginde bu durumun
ortadan kalktigi goriilmektedir (Parrinello ve ark, 2003). Benzer sekilde bir¢ok
kemoterapo6tik ajanin hipokside hiicresel cevaplari indiikleme kabiliyetinin normoksiye gore
daha diisiik oldugu tarafimizin ve diger arastiricilarin ¢aligmalarindan bilinmektedir (Kilic
ve ark, 2007; Sermeus ve ark, 2012). Bir timoriin hipoksik fraksiyonu tedaviye en direngli
ve cok biiylik olasilikla metastaz yapacak agresif timor hiicrelerini temsil eder. Bu
fraksiyonun potansiyel olarak en ¢ok sayida kanser kok hiicresi igerdigi ileri stirtilmektedir
(Mimeault ve Batra, 2013). Bu nedenlerden dolay1, tedavi sirasinda hipoksik hiicrelerin yok
edilmesinde yapilacak herhangi bir ilerlemenin, hastalik ilerlemesi ve hasta sagkalimi
tizerinde olumlu bir etkisi olacagi beklenmektedir.

Hipoksi ile uyarilan replikasyon stresi sirasinda ATR ve ATM Kkilit rol
oynamaktadirlar bu nedenle de bu kinazlar hipoksik tiimér hiicrelerinde potansiyel terapotik
hedefler olarak goriilmektedirler. Bu kinazlarin deplesyon veya kinaz-domaininin
fonksiyonsuz hale getirilmesi yoluyla hedeflenmesi tiimor hiicrelerini hipoksi ve yeniden
oksijenasyona duyarli hale getirmektedir. VE-821 ve VE-822 gibi potent ve spesifik
hiicresel ATR inhibitorleriyle yapilan son c¢alismalar, ¢esitli kanser hiicrelerini oksijen
konsantrasyonuna hassaslastirmada umut vaat etmistir. Ozellikle, VE-821 radyasyonun

etkilerini sadece normokside degil ayn1 zamanda hipoksik kosullarda da arttirmistir. Cesitli
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diger ATR inhibitorleriyle yapilan c¢alismalarda, sisplatin, hidroksi {iire, radyasyon ve
temozolomid gibi DNA hasar ajanlarinin genotoksik etkilerinin artirildigi gosterilmistir.
Chk1'i gen susturma veya kimyasal inhibisyon yoluyla hedeflemenin, hipokside timor
hiicresi duyarliligini arttirmada umut verici bir yaklasim oldugu gosterilmistir. DDR
inhibitorleri tekli ajanlar olarak hipoksik hiicrelere karsi etkili olma ihtimali diisiik olsa da
kombinasyon halinde 6nemli etkilere sahip olabilirler (Olcina ve Hammond, 2014). Bu
anlamda Wipl fosfataz inhibitorleriyle yapilan c¢aligmalarin hipokside yeniden dizayn
edilmesi biiyilk &nem kazanmaktadir. Ozellikle ATM ve ATR’m Wipl’in en temel
hedeflerinden olduklar1 g6z Oniine alindiginda Wipl fosfatazin asirn ifade edilmis
tiimorlerde farmokolojik veya genetik olarak hedeflenmesinin hipoksik tiimor hiicrelerinin
eleminasyonuna katkisi veya zarar1 mutlaka ortaya ¢ikarilmalidir.

Bu nedenle bu tez kapsaminin uzun vadeli amacit Wipl’in fosfatazin hipokside nasil
regiile edildigi, DNA hasar1 cevabinin regiilasyonunda hangi molekiiler hedefler iizerinden
etkili oldugu ve buna bagli olarak Wip1‘in hedeflenmesinin hipoksik tiimorler de 6zellikle
DNA hasar1 ajanlarinin etkinliginin artirilmasina potansiyel katkisinin molekiiler anlamda

ortaya ¢ikarilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Cahismada Kullanilan Hiicre Dizisi

Tez c¢alismasi boyunca, ATCC tarafindan ticari olarak iiretilmis meme kanseri hiicre

hatt1 olan MCF-7 kullanilmistir.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Besiyeri ve Kimyasallar

Tablo 1. Caligmalarda kullanilan kimyasallarin ve besiyerinin listesi

Uriin Firma
Tris-base AppliChem
Glycine ChemCruz®
Sodyum Dodesil Siilfat BioShop®
Sodyum Kloriir SIGMA-ALDRICH

Potasyum Kloriir

SIGMA-ALDRICH

Asetik Asit ve Hidroklorik Asit Merc

Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) SIGMA®

Gliserol ChemCruz
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS), SIGMA®
Merkaptoetanol SIGMA®
Magnezyum Klortir SIGMA

Amonyum Perstilfat SIGMA

Bromfenol Blue SIGMA-ALDRICH
Tween 20 SIGMA-ALDRICH
Skim Milk Fluka®

Bowin Serum Albumin ChemCruz

Sodyum Deoksikolat

Sodyum Ortovanadat

Sodyum Fosfat Monobazik
Sodyum Fosfat Dibazik (Anhidroz)
Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat

SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH

Proteaz Inhibitor Cocktail Santa Cruz

Sodyum Hidroksit SIGMA-ALDRICH
DMEM-HA Capricorn
Formaldehit %37 SIGMA-ALDRICH
Fetal Bovin Serum Capricorn

Penisilin Streptomisin Capricorn

Sodyum Piriivat Capricorn
Doxorubicine ChemCruz
Tetrametilendiamin (TEMED) SIGMA
Akrilamid-bis (% 40) BIO-RAD

Etanol, Metanol ve izopropanol SIGMA-ALDRICH
UltraPure Agaroz Invitrogen

Western ECL substrat BIO-RAD

Dimetil Siilfoksit (DMSO) ChemCruz

Qubit DNA Broad Range Kit Invitrogen

Glasiyal Asetik Asit Sigma

RedSafe Intron

Hazir Gradient Jel Bio-Rad

Harris Hematoksilen Merck

Eozin Merck

21



3.1.2. Cahismada Kullanmilan Antikorlar

Tablo 2. Calismalarda kullanilan antikorlarin listesi

Filtre Kagid1
48 Kuyucuklu PCR Plate
48 Kuyucuklu PCR Plate Strip

Uriin Firma
ATM, ATM-p(ser1981) Cell Signaling
ATR, ATR-p (ser428) Cell Signaling
p-BRCAL1 (ser1524) Cell Signaling
yH2AX (serl139) Cell Signaling
Wipl SantaCruz
HIF-1a BD Transduction Laboratories
CHK1-p (ser345) Cell Signaling
CHK2 SantaCruz
CHKZ2-p (thr68) Cell Signaling
P53 SantaCruz
P53-p(serl5) Cell Signaling
GAPDH Proteintech
P27 Kip SantaCruz
j- aktin Proteintech
P21 SantaCruz
Anti-mouse 1gG SantaCruz
Anti-rabbit 19G SantaCruz
3.1.3. Cahismada Kullanilan Malzemeler
Tablo 3. Calismalarda kullanilan malzemelerin listesi
Uriin Firma
75°lik Steril Flask SARSTEDT
1,5 mI’lik Eppendorf AXYGEN
200ul’lik PCR Tiipi AXYGEN
15 ml’lik Steril Falkon SARSTEDT
50 ml’lik Steril Falkon SARSTEDT
1,8 ml’lik Steril Dondurma Tiipi Thermo Scientific
12 Kuyucuklu Steril Plate Corning
24 Kuyucuklu Steril Plate Corning
48 Kuyucuklu Steril Plate Corning
96 Kuyucuklu Steril Plate Corning
10cm’lik Steril Petri Corning
Sml’lik Steril Enjektor Ege-Med
5 ml’lik Steril Tek Kullanimlik Pipet SARSTEDT
10 ml’lik Steril Tek Kullanimlik Pipet SARSTEDT
25 ml’lik Steril Tek Kullanimlik Pipet SARSTEDT
PVDF Membran Bio-Rad

Macherey- Nagel
Applied Biosystems
Applied Biosystems

22



3.1.4. Kullanilan Kitler ve Problar

Tablo 4. Calismalarda kullanilan kitlerin ve problarin listesi

Uriin Firma

iStar-Taq Invitrogen

RNA Izolasyon Kiti Ambion

DNA izolasyon Kiti Qiagen

BCA Assay Kit Thermo Scientific
Annexin V Muse Kit Muse

Cell Cycle Muse Kit Muse

H2AX Muse Kit Muse

TagMan Universal Master Mix 11, no UNG

TagMan Genotyping Master Mix
TagMan HIF1a prob

TagMan Wip1 prob

TagMan B-aktin prob

TagMan Gene Copy Wip1l prob

TagMan Gene Copy RNase P prob

PPM1D FISH Prob
Kromozom 17 FISH Prob
DAPI

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Empire Genomics
Empire Genomics
Sigma

3.1.5. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Tablo 5. Calismalarda kullanilan cihazlar ve aletlerin listesi

Uriin Firma

Steril Kabin AirStream
Inkiibator NUAIRE

Su Banyosu Niive

Muse Hiicre Analiz Cihazi Muse
Otoklav HIRAYAMA
Siv1 Azot Tanki MRC

Dikey Jel Elektroforezi BIO-RAD
Yatay Jel Elektroforezi Cleaver

PCR ve Real-Time PCR
Goriintiileme Cihazi
Transfer Cihazi

Gii¢ Kaynag1

Inverted Mikroskop

Vorteks

Manyetik Karigtirict

pH Metre

Mikro Santrifiij

Sogutmal1 Mikro Santrifiij
Sogutmal1 Santrifiij
Kriyo-Dondurucu Kap
Modiiler Inkiibatér Chamber
Spektrofotometre

Qubit fluorometer
NanoDrop 2000 Spektrofotometre
Floresan Mikroskop

Doku Takip Cihaz1

Applied Biosystems
Chemidoc-It? 510 imager
BIO-RAD

Thermo

Euromex

Iso-Lab

IKA

Hanna Instruments
Hettich

Eppendorf

Hettich

Nalgene

Billups Rottenberg
Thermo

Invitrogen

Thermo Scientific
Olympos

Leica
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Tablo 6. Calismada kullanilan hiicrenin 6zellikleri ve tipi

Kullanilan Hiicre Tipi ve Ozellikleri
Hiicre adi : MCF-7
ATCC Kodu  : HTB22™
Biiyiime Ozelligi: Adherent

Organizma : Homo sapiens
Hiicre Tipi . Epitelyal

Doku : Meme Salgi Bezi
Hastalik . Adenokarsinom

Calisma boyunca kullanilan MCF-7 hiicre dizisi Luminal A alt tipine ait olup ER(+),
PR(+), HER2(-) ve wt BRCA-1’e sahiptir (Dai ve ark, 2017). Asagida gosterildigi gibi
DMEM-HA besiyeri ortaminda kiiltiire edilmistir. Insan normal epitel fibroblast hiicresi
olan BJ (CRL-2522™) hiicre dizisi PPM1D genini iki kopya olarak igerdigi bilindiginden
dolay1 gen kopya sayis1 ve gen ekspresyon analizinde ekzojen kontrol olarak kullanilmistir.

Dulbecco’nun Eagle’dan modifiye besiyeri (DMEM-HA) tamamlanmis igeriginde:
% 88 (DMEM-HA), % 10 Fetal Bovin Serum (FBS), % 1 Penisilin-Streptomisin ve % 1
Sodyum Piriivat icermektedir.

% 5 CO2 igeren 37°C 1sili inkiibatorde kiiltiire edilen MCF-7 ve BJ hiicreleri
yukarida anlatilan tamamlanmis DMEM-HA besi yeri kullamilmistir. Kiltliriin devam
edebilmesi icin 75 cm? lik flasklar kullamlmistir. Hiicrelerin kiiltiir baslangici
flaskin %350’sini kaplayacak diizeyde olup, hiicrenin yogunlugu flaskin %70’ini kaplayacak
seviyede 1x10° — 2x10° araligmna ulastiginda kiiltiir devamliligim saglamak amaciyla

haftada 2-3 kez pasajlanmaktadir.

3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

MCF-7 hiicreleri kullamilan flask yiizeyinin %70’ine ulastiginda 2 veya 4’de
pasajlanmalidir. Pasajlama islemine Oncelikle hiicrenin besiyeri uzaklastilarak baslanir.
Ardindan 6ml 1X PBS ile yikanir ve PBS uzaklastirilir. Uzerine 1ml Tripsin-EDTA
soliisyonu eklenerek her tarafa esit dagildigindan emin olunduktan sonra inkiibatorde 2-3
dakika kadar inkiibe edilir. Daha sonra 6 ml tamamlanmis DMEM-HA eklenerek hiicreler

pipetaj yardimiyla kaldirilir ve istenilen sayida boliiniir veya dondurularak saklanabilir.
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3.2.3. Hiicrelerin Dondurulup Saklanma Islemi Dondurma Besiyeri Icerigi
%70 DMEM- HA (complete medium)
%20 Fetal Bovin Serum (FBS)
%5 DMSO

Kiiltiirdeki canlilik orani yiiksek saglikli hiicrelerin bir kismi daha sonra kullanilmak
tizere dondurularak sivi azotta stoklanmistir. Dondurma islemi i¢in 1X tripsinle muamele
olan hiicreler steril falkon igerisine alinarak 300xg’de, 4°C’de, 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Daha sonra siipernatant kismi uzaklastirilir ve pelet dondurma besiyeri ile
stispanse edilerek dondurma tiipiiniin igerisine 1 ml olacak sekilde eklenir. Dondurma tiipii -
80°C’de soguk dondurucu kapta bir gece muhafaza edilir. Daha sonra dondurma tiipii sivi

azot tankina alinarak -196°C’de saklanmustir.

3.2.4. Hiicrelerin Cozdiiriiliip Kullanilmasi

Siv1 azotta stoklanmis olan hiicreler 37 °C’lik su banyosunda hizlica ¢ozdiiriiliir.
Coziilmiis olan hiicreler 15 ml’ lik steril falkona aktarilir. Uzerine 2ml DMEM-HA besiyeri
ilave edilerek 300xg’de 5 dakika santrifiij edilir ve siipernatant kismi hiicre uzaklastirilir.
Daha sonra pelet iizerine tamamlanmis DMEM- HA besiyerinden 2ml eklenerek pelet
besiyeri icerisinde siispanse edilir. Siispanse olan hiicreler sayildiktan sonra sayisina bagh

olarak steril flaska ekimi yapilir.

3.2.5. Hiicrelerin Sayim Yontemi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda yapilacak olan denemelerden once belirli ve esit sayida
hiicre alinabilmesi i¢in hiicre saymmi yapilmistir. Kiiltiiriin i¢indeki canli ve 6lii hiicre
miktarmi belirlemek i¢in 1:1 (v:v) oraninda hiicre silispansiyonundan ve tripan mavisi
birbirine karistirilmistir. Karistmdan 10ul alinarak Neubauer lamina mikro pipet yardimiyla
aktarilmistir.

Neubauer lamina aktarilan hiicre-tripan mavi karisim 151k mikroskobu altinda 4
biiyiik kare igerisinde konumlanmis olanlar sayilmaktadir. Canli hiicreler seffaf goriiniirken,
olii hiicreler ise tripan mavisinden dolay1 koyu mavi goriilmektedir. Her biiyiik kareye diisen

canl1 ve Olii hiicreler ayr1 ayr1 sayilarak ortalamalar1 alinmaktadir.
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Sayilan hiicrelerin ortalamasi, diliisyon faktorii ve 10* sabiti ¢arpilarak 1 ml’de ne
kadar canli hiicre oldugu bulunmaktadir. Saymis olunan canli ve 6lii hiicreleri birbirleri ile
oranlayarak canlilik yiizdesi hesaplanmaktadir. Eger ki sayilan hiicrenin canlilik orant %80

ve lzeri ise deneme kurulmaktadir.

3.2.6. Tlac Stoklarmin Hazirlanmasi

Doksorubisin (Doxo), spektrum aktivitesi olan bir antrasiklin antikanser ajanidir.
Doxo ayni zamanda topoizomeraz II'nin katalitik domainine baglanir ya enzimle
olusturdugu kompleksle DNA’da kirik olusturur ya da enzimin katalitik fonksiyonu gibi
davranan kompleks DNA zincirine intekale olur (Abdel-Aal ve ark, 2019) Meme,
yumurtalik, akciger (SCLC), ALL, AML, Hodgkin ve Hodgkin olmayan lenfoma,
Neuroblastoma ve Wilms tiimorii gibi farkli kanser tiirlerinin tedavisi igin klinik olarak
onaylanmistir. Doxorubisin ve diger antikanser ajanlarin terapotik faydalari, toksisiteleri ve
direng gelistirmeleri ile sinirlidir. Bu nedenle, bu sinirlamalarin {istesinden gelmek i¢in yeni
yollar bulmak arzu edilir (EI-Awady ve ark, 2016).

Gilmartin ve ark. (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada Wipl’in spesifik antagonisti
olan GSK2830371°i kesfetmislerdir (Gilmartin ve ark, 2014). Wip1 {izerindeki RRA (Wu ve
ark, 2018) VA peptidine spesifik olarak baglandig: bilinmektedir (Richter ve ark, 2015).

Tez ¢alismasinda kullanilan doxorubicin ve GSK2830371 ticari olarak temin edilmis
ve her denemeden Once konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde DMSO igerisinde
cozdiiriilerek stok ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti 1 aya kadar +4 °C’

de saklanmustir.

3.2.7. Hiicrelerin inkiibasyon Kosullarinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin inkiibe edildigi normoksik kosullar standart olarak her hiicre kiiltiirii
inkiibatoriindeki gibi %20 oksijen, %5 CO2 ve %90 nem oranimi igermektedir. Hipoksik
kosullar ise yaklasik %1 oksijen, %5 CO2 ve %90 nem oranini i¢cermektedir. Hipoksik
kosulu saglayabilmek i¢cin modiiler inkiibatér chamber tabanina distile su ile nemlendirilmis
pecete serilir ve lizerine oturtulan tabana ise hiicre plateleri eklenir. Ardindan chamber
kapag1 kapatilarak kelepgesinden sikistirilir. On tarafinda yer alan iki gaz giris hortumunun

klipsleri agilarak birinden %95’lik N ve %5’lik CO; gaz karisiminin yaklasik 10 dakika
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kadar chamber igerisinde sirkiilasyonu saglanir. Siire sonunda gaz cikisinin saglandigi
hortumdaki klips kapatilarak 2 dakika kadar da gazin chamber igerisine dolmasi beklenir.
Ardindan gaz giriginin oldugu klips de kapatilarak modiiler inkiibatér chamber artik

hipoksik bir ortama sahip olmus olur.

3.2.8. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarimin ve Sonrasinda Yapilacak Olan Analizlerin
Hazirlanisi

Calismada kullanilan MCF-7 hiicre dizisiyle kemoterapi ajani olan doksorubisin,
Wipl inhibitori olan GSK2830371 ve her ikisi kombin halinde kullanilarak hem hipoksik
hemde normoksik kosullar altinda ¢esitli deneyler kurulmustur. Literatiir aragtirmasi ve 6n
denemelerle birlikte ilaclarin apoptotik ve senesensi indiikledigi uygun konsantrasyonlar
belirlenmistir. Bolim 3.2.7.’de anlatildig1 gibi normoksik ve hipoksik kosullar altinda
inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde; Apoptozun indiiklemesi i¢in 24 saatlik, senesensi
indiiklemesi i¢in ise 72 saatlik slirenin sonunda deneme sonlandirilmistir. Devaminda

Annexin V, hiicre déngiisii ve western blot analizleri yapilmistir.

3.2.8.1. MCF-7 hiicre hattinda apoptozisin indiiklendigi cahsmalarin hazirlanisi

Calismalarda kullanilan steril sarf malzemeler ¢alismanin tiiriine gore degisiklik
gostermektedir. Annexin V analizi i¢in 48 kuyucuklu plaklarda, her kuyucukta 1ml
icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde ayarlanmaktadir. Hiicre dongiisii analizi igin 24
kuyucuklu plaklarda, her kuyucukta 2 ml icerisinde 2x10° hiicre olacak sekilde ve western
blot analizleri igin ise 10cm’lik petride 6ml igerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde
hazirlanmastir.

Yapilan calismada, normoksik ve hipoksik kosullar altinda 24 saatlik inkiibasyona

birakilan deney gruplar asagidaki gibidir;

Kontrol grubu (K)

DMSO grubu (D)

Sadece GSK2830371’°in SuM konsantrasyonu (Q)

Doksorubisin’in 1uM konsantrasyonu (D1)

Doksorubisin’in 1,75uM konsantrasyonu (D2)

Doksorubisin’in 1uM ve GSK2830371 5uM konsantrasyonlar1 (G+D1)

o ok~ w nhE
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7. Doksorubisin’in 1,75uM ve GSK2830371 5 uM konsantrasyonlar1 (G+D2)

olmak tizere 7 farkli deney grubu bulunmaktadir.

DMSO bu calismada ¢oziicli kontrol grubu olarak kullanilmigtir. DMSO ¢6ziicii
miktart gruplar arasinda son konsantrasyonu en yiiksek olan GSK2830371 grubu baz
alinmistir ve hesaplanarak hiicreye verilmektedir. Yukarida belirtilen konsantrasyonlar stok
ilag c¢ozeltisi igerisinden besiyeri ile seyreltilerek hiicrelere verilmektedir. Hiicreler
normoksik ve hipoksik ortamlarda 37 °C’de igeren ortamda 24 saat boyunca inkiibasyona

birakilmistir.

3.2.8.2. MCF-7 hiicre hattinda senesensin indiiklendigi calismalarin hazirlamsi

Bu c¢alismada, hiicre donglisii analizi ve SA-B-Galaktozidaz boyamas: ve H2A.X
analizi i¢in 12 kuyucuklu platelere 2ml igerisinde 5x10* hiicre, western blot analizi igin ise
10cm’lik petrilere 6ml icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Deney grubu
asagidaki gibidir;

1. Kontrol (K)

2. DMSO (D)

3. Sadece GSK2830371’in SuM konsantrasyonu (G)

4. Doksorubisin’in 0,5 uM konsantrasyonu (DO)

5. GSK2830371’in 5uM ve Doxorubicin’in 0,5 pM konsantrasyonlar1 (G+DO0)

olmak {izere 5 farkli deney grubu bulunmaktadir.

Hiicreler normoksik ve hipoksik ortamlarda 37 °C’de 72 saat boyunca inkiibasyona

birakilmstir.

3.2.8.3. Wst-1 testi

Metabolik aktivite 6lcen bu test canli hiicrelerden tetrazolium tuzlarinin ayrigmasi
temeline dayanmaktadir. Wst-1 (water- soluble tetrazolium salt) kolorimetrik, non-
radyoaktif ve spektrofotometrik bir testir.

Bolim 3.2.8.1. ve Bolim 3.2.8.2.° de belirtildigi gibi GSK2830371 (GSK) ve
Doksorubisin (Doxo) cevaben normoksik ve hipoksik ortamlarda 24 saatte apoptozisin
indiiklendigi MCF-7 hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Bu test ile GSK ve Doxo ilgili siire ve

konsantrasyonlarda metabolik aktivite iizerine etkileri belirlenmistir. 96 kuyucuklu steril
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plaklarda her bir deney grubu i¢in ayr1 ayri tiger kuyucuk belirlenmistir. Her bir kuyucuga
100pl tamamlanmis besiyeri igerisinde 8x102 hiicre aktarilmis ve ilgili konsantrasyonlarla
muamele edilerek normoksik ve hipoksik kosullar altinda 37 °C’de 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmiglardir. Siire sonunda kontrol gruplar1 ve Doxo renginden
kaynaklanan hatay1 indirgeme amaciyla yapilan hiicresiz Doxo igeren besiyerli kuyucuklar
dahil olmak iizere her kuyucuga 10ul Wst-1 soliisyonundan eklenmistir. Hiicreler tekrar
kendi normoksik ve hipoksik ortamlarina geri konarak 1 saat 37 °C’de bekletilmistir.
Inkiibasyonu takiben olusan renk degisimini spektrofotometrede 450 nm’ de olgiilmiistiir.
Olgiilen absorbans degerleri % Canlilik = (Aitac X100 / AxontroL) formiiliine gére
hesaplanmistir. Bu degerler daha sonra ‘Origin 8 programi aracilifiyla grafige aktarilarak
degerlendirilmistir. (AiLac: Ilag uygulanan grubun absorbans degeri, AxontroL: Kontrol

grubunun absorbans degeri)

3.2.8.4. SA-B-Galaktozidaz boyama testi

Senesense ugramis yani yaslanmis hiicrelerin tespiti i¢in bu boyama yapilmistir.
Oncelikle MCF-7 hiicreleri Béliim 3.2.8.2°de anlatildigi gibi normoksik ve hipoksik
kosullar altinda 72 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan
hiicreler 2 kez pH: 6.0 olan ImM MgCl: igeren PBS ile yikanmis ve daha sonra PBS/MgCl,
uzaklastirllmistir. Yikama sonrasinda hiicrelerin {izerine PBS/MgCl: igerisinde hazirlanan %
0.25 glutaraldehit % 2 paraformaldehit i¢eren fiksasyon tamponu eklenerek 10 dakika fikse
olmalar1 i¢in oda sicakliginda inkiibe edilir. Siire sonunda 2 kez PBS/MgCl; ile yikanir ve
PBS ortamdan uzaklastirilir. Boyama soliisyonu 40mM Sitrik asit/ Sodyum fosfat
solisyonundan 20ml, 1M MgCl,’den 0,8ml, 150mM NaCl’den 6ml, SmM KaFes’dan 2ml,
SmM KjsFes’dan 2ml ve iizerine 20ml distile su eklenerek hazirlanir. 0,45’lik filtreden
gecirilerek sterilize edilir. Boyama soliisyonundan sadece boyama yapilacak miktar kadar
alinir ve icerisine 40mg/ml X-Gal stok soliisyonundan son konsantrasyonu 1mg/ml olacak
sekilde boyama soliisyonu eklenir. Yaklasik 4 saat boyunca 37 °C’de nemli bir ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasikuyucuklar 3 kere PBS/MgCl, ile yikanur.
Invert mikroskopta incelenen hiicreler boyama sonrasi senesense ugrayan hiicreler mavi

renkte goriilmektedir. Hiicrelerin bu goriintiisii daha sonra fotograflanmistir.
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3.2.8.5. Annexin V apoptozis testi

Sagliklt hiicre membraninin sitozolik kisiminda bulunan fosfotidilserin, hiicre
apoptotik hale geldiginde membranin ekstraseliiler kismina flip-flop hareketi yaparak yer
degistirir. Annexin V testinin prensibi de apoptotik hiicrelerde ekstraseliiler kisimda bulunan
fosfotidilserine baglanmasina dayanmaktadir. Boylelikle saglikli ve apoptotik hiicreler
birbirinden ayirt edilebilir hale gelmektedir. Bu test ile apoptotik hiicrelerin kantitatif
analizini muse hiicre analizorii kullanilarak gergeklestirilir.

Bolim 3.2.8.1.°de anlatildigi iizere MCF7 hiicreleri 24 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra apoptozisin Annexin V testiyle belirlenmesi amaglanmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda kiiltiirdeki hiicrelerin {izerindeki besiyeri 1,5ml alinarak ependorflara
alinir. Hiicreler 1X PBS ile yikanir ve PBS uzaklastirilir. Her kuyucuga 100ul 1X tripsin
eklenerek 37°C’de 2 dakika inkiibe edilir. Daha 6nceden ayrilmis olan besiyerleriiizerilerine
eklenerek pipetaj yardimiyla hiicreler yiizeyden kaldirilir ve 300xg’de santrifiij edilir.
Santrifiij sonrast siipernatanttan 100 pl kalacak sekilde pellete dokunmadan alinir. Her bir
ornegin tizerine 100 pl ‘Annexin V’ soliisyonundan eklenir ve pelletler pipetaj yardimiyla
stispanse edilir. Oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibe edildikten sonra muse
hiicre analiz cihazinda dlgiimii yapildi. Olgiim sonucunda elde edilen degerler daha sonra
‘Origin 8’ programi araciligiyla istatistik analizleri yapilmis ve grafige aktarilarak

degerlendirilmistir.

3.2.8.6. Hiicre dongiisii testi

Hiicre dongiisii testi temelde DNA’nin propidium-iodid ile boyanmasiyla hiicrenin
i¢ fazdan (GO/G1, S ve G2/M) hangisinde tutuklandigini tespit etmektedir.

Hiicre dongiisii testi i¢in boliim 3.2.8.1. ve 3.2.8.2.’de bahsedildigi gibi hiicreler 12
kuyucuklu platelerde 24 saat ve 72 saat normoksik ve hipoksik sartlarda inkiibe edilirler.
Hiicre dongiisii tutuklanmasi var mi, varsa hangi fazda tutuklanma gergeklesiyor bunu tespit
etmek amaciyla yapilmistir.

Bu test icin inkiibasyon siirelerini tamamladiktan sonra hiicrelerin {izerindeki
besiyeri atilir ve hiicreler 1ml 1X PBS ile yikanir. PBS uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin
tizerine 1X Tripsin-EDTA’dan 200ul eklenir ve 37°C’de 2-3 dakika inkiibe edilir.

Uzerlerine 1 ml besiyeri eklenir ve pipetaj yardimiyla hiicreler siispanse hale gelir.
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Kuyucuktan biitiin besiyeri alinarak 1,5ml’lik eppendorflara aktarilir ve 300xg’de 5 dakika
santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi silipernatant uzaklastirilir, peletler ise 1ml 1X PBS ile
yikanir ve 300xg’de 5 dakika santrifiij edilir. Silipernatant uzaklastirilir ve peletlerin
tizerine %70’lik soguk etanolden 1ml eklenerek yavasca pipetaj yapilir. -20 °C’de en az 3
saat bekletilir. Siire sonunda fiksasyon 300xg’de 5 dakika satrifiij edilerek etanol
uzaklastirilir. Pelet tekrar 1ml 1x PBS ile yikanarak santrifiijlenir ve uzaklastirilir. Daha
sonra her bir eppendorfta bulunan pellet tizerine muse cell cycle reagenttan 200ul eklenerek
pellet siispanse edilir. Ornekler karanlikta oda sicakliginda 30 dakika bekletilir. Olgiimleri
muse hiicre analizoriinde gercgeklestirilir. Sonucunda elde edilen veriler ‘Origin 8” programi

araciligiyla grafik olusturulmustur.

3.2.8.7. H2A X testi

Muse H2A.X analizi i¢in boliim 3.2.8.2.°de belirtildigi gibi 72 saatte senesensin
indiiklendigi hiicrelerin iizerinden besiyerleri uzaklastirilir. Hiicreler 1XPBS ile yikanir ve
PBS uzaklastirilir. Hiicrelerin tripsinle kaldirilmasini takiben iizerine besiyeri eklenir ve
eppendorfa alinir. Hiicreler 5 dakika 300xg’de sanrifiij edilir ve siipernatant atilir. Tekrar
1XPBS ile yikanir ve ayni devir ve dakikada santrifiijiinii takiben PBS pelletin iizerinden
uzaklagtirlir. Pellet tizerine 500ul 1XAssay Buffer ve 500ul Fiksasyon Buffer eklenerek
ornekler buz iizerinde 5 dakika kadar bekletilir. Daha sonra 300xg’de 5 dakika santrifiij
edilir ve siipernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirilir. Ornenklerin {izerine 500ul
Permabilizasyon Buffer eklenerek 5 dakika daha buzda bekletilir. Siire sonunda 6rnekler
300xg’de 5 dakika santriflij edilir ve sonra slipernatant uzaklastirilir. Pellet iizerine 450ul
1XAssay Buffer eklenir ve 92pl igerisinden alinarak yeni eppendorfa aktarilir. Uzerine 4’er
ul anti-Histone H2A.X/PECy5 ve anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139) tiiplerin igerisinde
aktarilir. Karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika beklendikten sonra Muse hiicre analiz

cthazinda ol¢timii gergeklestirilir.
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3.2.8.8. Western Blot analizi icin yapilan calismalar

3.2.8.8.1. Protein izolasyonu

Western blot analizi i¢in Bolim 3.2.8.1 ve 3.2.8.2.°de belirtildigi gibi hazirlanarak
24 ve 72 saatte apoptozis ve senesensin indiiklendigi hiicreler alinarak besiyerleri
uzaklagtirllmistir. Hiicreler 1X PBS ile 2 kez yikanmis ve PBS uzaklastirilmistir. Herbir
petriye 100ul olacak sekilde RIPA lizis tamponundan eklenmistir. Petriler buz iizerine
alinarak 5 dakika boyunca orbital ¢alkalayici lizerinde 500 rpm’de sallanmistir. Daha sonra
petri iizerindeki hiicreler scraperla kazinarak eppendorflarin igine alimistir ve 4°C’de 450
rpm’de 30 dakika boyunca orbital calkalayici iizerinde calkalanmistir. Ornekler son olarak
4°C’de 13500 rpm’de 45 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijii takiben ¢oken DNA pipet
yardimiyla ortamdan uzaklastirilir ve bdylece protein izolasyonu tamamlanmais olur.

Protein izolasyonu i¢in kullanilan RIPA lizis bufer igerigi asagida verilmistir.
RIPA Lizis Buffer Icerigi (100 ml Stok igin): 10 ml Tris-HCI (0,5M), 3 ml NaCl (5M), 10
ml Tris-HCI (0,5M), 0,5 ml EDTA (0,5M), 0,1 g SDS, 0,5 g Sodyum deoksikolat

Kullanmadan &nce stok icerisinden 12ml bir falkona alinir. Igersine 120 pl 100mM

NasVVOg4 ve yarim tablet proteaz inhibitor kokteyl eklenerek kullanima hazir hale getirilir.

3.2.8.8.2. Protein miktar tayini

Yapilacak olan western Oncesinde protein izolasyonu yapilmis olan 6rneklerin total
protein miktarinin belirlenmesi i¢in Thermo Scientific BCA Protein Assay Kit
kullanilmistir. Bu kit igerisinde bulunan BSA standart olarak kullanilmak iizere pg/ml
degerleri sirastyla 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 50 ve 0 olacak sekilde seyreltilerek
distile su igerisinde hazirlanmistir. Bu standartlar boliinerek tek kullanimlik olarak -20’de
uzun siire saklanmaktadir.

Miktar tayini yapilacagi zaman 96 kuyucuklu plate icerisinde iki tekrar seklinde her
bir standarttan 20 pl eklenir. Ardindan miktar1 belirlemek i¢in 6rnekler 1:10 diliisyonu
yapilarak iki tekrar seklinde 20 ul eklenir. K&r olarak ise protein izolasyonu RIPA lizis
tamponu igerisinde yapildig: i¢in aym sekilde o da 6rnek gibi 1:10 diliisyonundan 20 pl
almarak iki tekrar seklide eklenir. Kit icersinde bulunan A ve B soliisyonundan miktari

ornek sayisina bagli olarak 50:1 oraninda karistirilir. Her bir standart, 6rnek ve koriin
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tizerine 200 pl eklenerek etiiv icersinde 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilir. Ardindan plate

562nm’de spektrofotometrede dlgiimii yapilir.

3.2.8.8.3. Western Blot analizi

Western blotlama; SDS-PAGE (SDS- Poliakrilamid Gel) elektroforezi ile
proteinlerin  molekiil agirliklarina gére ayrilmasi, jelde ayrilmis olan proteinlerin
nitroseliiloz veya polivinilidin difluorid (PVDF) membrana transferi, membranda
nonspesifik baglanmay1 6nlemek i¢in bloklama islemi, spesifik primer antikola muamele,
primer antikora baglanan sekonder antikorla muamele, sekonder antikorda bulunan
isaretleyiciye spesifik substratla reaksiyon ve goriintiileme basamaklarina sahip bir tekniktir.

Western Blot i¢in kullanilan tamponlar ve soliisyonlar asagida belirtildigi gibidir.
Lower Buffer (500 ml): 91 g Tris-base, 20 ml %10’luk SDS, 14 ml HCI (6N) iizeri
500ml’ye tamamlanacak sekilde distile su eklenir ve pH’1 8,8 e ayarlanir.

Upper Buffer (500 ml): 30,5 g Tris-base, 20 ml %10’luk SDS, 30 ml HCI1 (6N) iizeri
500ml’ye tamamlanacak sekilde distile su eklenir ve pH’1 6,7 e ayarlanir.

%40 Amonyum persiilfat: 0,4 g APS, 1 ml Distile su

10X Running Buffer (1L): 30 g Tris-base, 144 g Glycin, 15 g SDS, Distile su (pH: 8,6)

1X Running Buffer (1L): 100 ml 10X Runnig Buffer, 900 ml Distile su (pH: 8,6)
TOWBIN Transfer Buffer (800 ml): 3.03 g Tris-base, 14,4 g Glycin, 5 ml %10’luk SDS,
Distile su (pH: 8,1-8,5) Not:Blotlama isleminden dnce %20 metanol ilave edilmektedir.
10X TBS (1L): 30,2 g Tris-base, 43,8 g NaCl, 932 mg KClI

1X TBS-t (1L) :100 ml 10X TBS, 900 ml Distile su, 1 ml Tween 20

%6’ ik Siit Tozu (Skim Milk) Soliisyonu: 20 ml 1X TBS-t, 1,2 g Skim Milk

%5’lik Bovin Serum Albiimin (BSA) Soliisyonu: 10 ml 1X TBS-t, 0,5 g BSA

3.2.8.8.3.1. Poliakrilamid jelin (SDS-PAGE) hazirlanmasi

Western Blot i¢in kullanilacak olan cam platelerin 6ncelikle distile su ile silinmis ve
kurulanmig olmas1 gerekmektedir. Jel dokmek i¢in gerekli olan stand iizerine camlar, sizinti
yapmayacak sekilde sikica yerlestirilir. Calisilacak olan proteinin molekiiler agirligina
gore %7,5, %8 veya %10’luk ayirici jel Tablo 8’de gdsterildigi tizere hazirlanarak iki cam

arasina mikropipet yardimiyla 2cm bosluk kalacak sekilde dokiiliir. Jelin iist yiizeyinin
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bozulmasini engellemek igin {izerine izopropanol eklenerek 15-20 dakika oda sicakliginda
polimerlesmesi i¢in beklenir. Polimerlesen jelin iizerindeki izopropanol dokiilerek %3’liik
paketleyici (stacking) jel Tablo 8’de gosteriledigi gibi hazirlanarak ayirici jelin iizerine
mikropipet yardimiyla dokiiliir. Hizli bir sekilde camlarin arasina taraklar yerlestirilerek tist

jelin polimerizasyonu i¢in oda sicakliginda 15-20 dakika beklenir.

Tablo 7. Paketleyici ve ayirict jelin icerigi ve miktarlari

Bilesenler 2X Paketleyici Jel ~ 2X Ayiricl jel konsantrasyonlari

%3 %7.,5 %38 %10
Distile su 3,27 ml 573 5,55 ml 4,8 ml
Upper Buffer 1,25 ml - - -
Lower Buffer - 3,8ml 3,8ml 3,8ml
%40 Akrilamid/bisakrilamid 0,380 ml 2,82 3ml 3,75 ml
%210 SDS 50 ul 150 pl 150 pl 150 pl
Gliserol - 2,5ml 2,5ml 2.5ml
TEMED 6 ul 12 ul 12 ul 12 ul
%40 APS 12 ul 18 ul 18 ul 18 ul

3.2.8.8.3.2. Jele yiiklenecek protein 6rneklerinin hazirlanmasi

Western blot analizi i¢in, Bolim 3.2.8.1 ve 3.2.8.2’de belirtildigi gibi
hazirlananmigtir. Orneklerin boliim 3.2.8.8.1 ve 3.2.8.8.2°de anlatildign gibi total protein
izolasyonu ve miktar tayini yapildiktan sonra belirlenmek istenen proteine gore en az 150
ug olacak sekilde miktarlar1 birbirlerine esitlenmistir. Ornekleri jele yiiklemeden dnce 6X
loading dye ile karistirip 95 °C’de 5 dakika inkiibe ederek proteinlerin denatiirasyonu
saglanmis olur. Ornekler bu asamadan sonra jele yiiklenmeye hazirdir.
6X Loading Dye (10 ml) :3,75 ml 1M Tris-HCI (pH: 6,8), 5 ml Gliserol+H20 ( 4:1), 1 g
SDS, 900 pl Merkaptoetanol, % 0,06 Bromfenol blue, Distile su

3.2.8.8.3.3. Elektroforetik yiiriitme islemi

Bolim 3.2.8.8.3.1°deki gibi hazirlanan SDS-PAGE dikey jel elektroforezi kasetine
yerlestirdikten sonra tankin icerisine koyulur. Kasetlerin arasina ve tanka 1X Running
Buffer eklenir ve jeldeki taraklar ¢ikartilir. Kuyucuklara protein marker ve boliim 3.2.8.8.3.2
deki gibi denatiirasyonu gerceklestirilmis Orneklerden 37 pl eklenir. Tankin kapagi
kapatilarak giic kaynagiyla baglantis1 yapilir. Ornekler stacking jelden seperating jele gelene
kadar 90 voltta 30 dakika seperating jelde ise 120 voltta 100 dakika yiiriitiiliir.
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3.2.8.8.3.4. Yari-kuru transfer (semi-dry blotting)

Transfer asamasinda kullanilacak olan blotlama kagitlar1 11cm eni 15cm boyu
olacak sekilde 12 adet kesilir. Bu kagitlarin 6 tanesi, %20 methanol eklenmis olan towbin
buffer igerisinde 1slatilir ve blotlamay1 yapacak olan transfer cihazina yerlestirilir. Transfer
islemi i¢in gerekli olan PVDF membranin aktive olmabilmesi i¢in 5 dakika kadar metanolde
bekletilmesini takiben birkag¢ saniye towbin bufferda bekletilir ve transfer cihazina blotlama
kagidinin tizerine yerlestirilir. Yiiriime islemi tamamlanmis olan jeli ¢ikarmak i¢in dncelikle
kaset tanktan g¢ikartilir. Ardindan iki cam birbirinden ayrilir ve jelin {ist kismi ayrilarak
sadece ayirict kismi1 memrabin {izerine almir. Uzerine blotlama kagitlarindan kalani %20
metanollii towbin bufferla islatilarak transfer cihazinin en iistiine koyulur. Boylece bir
sandvi¢ sistemi olusturulmus olur ve transfer cihazinin kapagi kapatilarak 0,4A° akim ve
25V’°da 37 dakika transfer islemi gergeklestirilir. Bu islemler sirasinda sandwig¢ sistemi
icersinde Ozellikle membranin bulundugu bolgede hava kabarcigt ya da tiylin

bulunmamasina dikkat edilmelidir ¢iinkii transfer islemini olumsuz yonde etkilemektedir.

3.2.8.8.3.5. Membrani bloklama islemi

Blotlama igslemi tamamlanmig olan membrana daha sonra %6’lik yagsiz siit tozunda
oda sicakliginda 1 saat agili orbital galkalayici tizerinde g¢alkalanir. Bu islembir sonraki
basamakta kullanilacak olan primer antikor i¢in protein olmayan kisimlar1 orterek spesifik
olmayan baglanmalarin Oniine ge¢mektedir. Siire sonunda bloklama i¢in kullanilan
stitfalkon icerisinde kaldirilarak sekonder antikor hazirlanmak iizere +4°C*‘de buzdolabinda
saklanir. Daha sonra 2 dakika siiresince 10ml 1X TBS-t soliisyonuyla membran yikanarak

fazla siit uzaklastirilmis olur.

3.2.8.8.3.6. Membranin primer antikor ile muamelesi

ATM, ATM-p, ATR, ATR-p, HIF-1a, Wipl, Chkl, Chkl-p, Chk2, Chk2-p, p53, p-
p53, p-BRCA-1, yYH2AX, p21, p27-Kip ve internal kontrol olarak GAPDH, B-Aktin primer
antikorlart kullanilmistir. Bu antikorlarin Tablo 8.’deki gibi 1ml’de 1pg olacak sekilde

diliisyon oranlar1 belirlenmis ve % 5’lik BSA soliisyonu igerisinde diliie edilir. Hazirlanan
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primer antikor bloklama basamagini tamamlamis olan membranin iizerine eklenerek 16 saat

boyunca 4 °C’de agil1 ¢alkalayici iizerinde inkiibasyona birakilir.

Tablo 8. Kullanilan primer antikorlar ve diliisyon katsayilari

Antikor Diliisyon Oram
ATM-t, ATM-p 1:1000
ATR-t, ATR-p 1:1000
HIF-1a 1:1000
Chk2-t, Chk1-t 1:200
Chk2-p, Chk1-p 1:1000
Wip1 1:500
yH2AX 1:800
GAPDH 1:10000
B-Aktin 1:5000
P53-t 1:500
P53-p 1:1000
BRCAL-p 1:1000
P27-Kip 1:1000
P21 1:200
3.2.8.8.3.7. Membranin sekonder antikor ile muamelesi

Membranin primer antikorla inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra primer
antikor1 yeniden kullanabilmek icin bir falkona alarak 4°C’de saklanir. Daha sonra membran
5 dakika siireyle 3 kez 1X TBS-t soliisyonu ile yikanir. Bu basamagi takiben primer antikor
hangi canlida iiretildiyse o canlinin seconder antikoru alinarak %6’lik yagsiz siit tozu
igerisinde Tablo 10.’daki oranlarlahazirlanir. Hazirlanmis olan seconder antikor igerisinde
oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilir. Bu basamaktan sonra membran tekrar 5

dakika siireyle 3 kez 1X TBS-t soliisyonu ile yikanir.

Tablo 9. Kullanilan sekonder antikorlar ve diliisyon katsayilari

Antikor Diliisyon

Anti-Mouse 1gG-HRP 1:1500

Anti-Rabbit 1gG-HRP 1:1500
3.2.8.8.3.8. Kemiliiminesans yontem ile membram goriintiileme

Sekonder antikoru uzaklastirmak i¢in yapilan yikama islemini takiben membran
tizerindeki proteinlerin dogru yerde oldugundan emin olmak icin protein marker

WesternSurePen (Licor) kalemi ile isaretlenir. Membran iizerine ECL soliisyonu eklenerek 5

36



dakika kadar karanlikta inkiibe edilir. Ardindan ChemiDoc-ItR2 Imager (UVP) cihaz1 ile

goriintiilenir.

3.2.8.9. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Thermo Scientific “GeneJET Genomik DNA Purification Kit”
kullanilarak yapilmistir.

Daha 6nceden MCF-7 ve BJ hiicre hatlar1 10ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde
10cm’lik petriye ekimi yapilir. Petrilerde kiiltiire edilen bu hiicre hatlar1 konfluent
olduklarinda 1XPBS ile yikanmir. PBS uzaklastirilir ve scraperla kaziyarak hiicreler
mikrosantrifiij tiip igerisine almir. 250xg’de 5 dakika santrifiij edilir ve siipernatant
uzaklastirilir. Pellet 200ul 1XPBS ile siispanse edilir lizerine 200ul Lizis buffer eklenir.
20ul Proteinaz K eklendikten sonra kisaca vortekslenir ve 600rpm’de 10 dakika 56°C’de
calkalanir. Ornekler oda 1sisina geldiginde iizerlerine 20ul RNaz A eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyonun sonunda iizerine 400ul %50’lik etanol eklenir.
Biitiin lizat kolona aktarilir ve 6000xg’de 1 dakika santrifiij edilir. Ardindan toplama tiipii
yensiyle degistirilir ve kolona 500 pl yikama soliisyonu 1’den eklenerek 8000xg’de 1
dakika santrifiijlenir. Daha sonra toplama tiipii yenisiyle degistirilir ve kolona 500 pl yikama
sollisyonu 2’den eklenerek 12000xg’de 3 dakika santrifiijlenir. Toplama tiipli bosaltilir ve
yeniden kolonun altina takilir ardindan maksimum hizda 1 dakika daha santrifiijlenerek
kolonda herhangi bir seyin kalmasi onlenmis olur. Toplama tiipi atilir ve yerine steril
mikrosantrifiij tiipleri yerlestirilir. Tam kolonun ortasina denk gelecek sekilde kolona
degmeden 50 pl eliisyon buffer eklenir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildikten sonra
8000xg’de 1 dakikasantrifiij edilir. Qubit DNA Broad Range kiti kullanilarak Qubit
cthazinda DNA miktar tayini yapilmasinin ardindan daha sonra kullanmak i¢in hizlica -

20°C’ye kaldirilir.

3.2.8.10. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

MCF-7 hiicre dizisinden Bo6liim 3.2.8’de belirtildigi gibi izolasyonu ve miktar tayini

yapildiktan sonra Wipl ekzonlarinda mutasyon taramasi i¢in sekanslama islemi Oncesi
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PCR’1 yapilmistir. Hiicre DNA 2 pl totalde 200ng olacak sekilde ayarlanarak 7 farkli PCR
tiipline eklenmistir.
Tablo 10’da gosterilen her bir ekzon i¢in ayri master mix hazirlanmis olup
hazirlanisi agagidaki gibidir;
10X Buffer (w/20mM Mg*?): 5 ul
dNTP(her biri 2,5mM): 5ul
Forward primer (10nM): 1 pl
Reverse primer (10uM): 1 pl
MgCL(25mM): 0,5 pl
i-Startaq (5U/ul): 0,5 pl
Steril DNaz RNaz free su:35ul

Tablo 10. Wip1 ekzonlarina spesifik primerler (Kleiblova ve ark, 2013)

Primerler Forward Reverse

Ekzon 1 5'-GCGAGCGCCTAGTGTGTCTCC-3' 5'-GCGCCAAACAAGCCAGGGAAC-3’
Ekzon 2 5-GTTGCCATTTGTATCCTGACAGTG-3’ 5-CTTCAGTAAAAGGGACAGTAGTAGGTC-3’
Ekzon 3 5'-CAGGAATTTTGGCTTATGCATCTTTG-3' 5'-AGTAAGGGTTTAGTTCTGTCTCCTC-3'
Ekzon 4 5-CTGTTGCTGTTGTACTATTAGCTTCC-3' 5-TGCAAAAATCTACCCAAGGTCAATG-3'
Ekzon 5 5'-GATACAGATGTAGTGGCAGCTAAATC-3"; 5-CGCTAACCAAAGAACTGGTGTC-3'
Ekzon 6a 5'-TGCCATCCTACTAGCTTCATAAGAAG-3' S-TTGGTCCATGACAGTGTTTGTTG-3’
Ekzon 6b 5-TTCCAATTGGCCTTGTGCCTA-3' 5-AAAAAAGTTCAACATCGGCACCA-3’

Her bir ekzon igin hem 6rnek hemde negatif kontrol hazirlanmistir. Negatif kontrol
icin 7 farkl tiipe DNA yerine steril su eklenmistir. Ardindan her bir ekzona 6zel hazirlanan
tiiplerin tizerlerine 48 ul mastermix eklenir. Yalnizca ekzon 1 igin hazirlanan mastermixe
enzim eklerken herbir 6rnek igin 1 pl DMSO eklenir. Ayrica 6rnekler {izerine mastermixini
ekledikten sonra da her bir 6rnegin tizerine 1 pl daha DMSO eklenir. Hazirlanan 6rnekler
kisaca vorteklenir ve ardindan hizli bir sekilde birka¢ saniye santrifiijlenir. Ardindan
ornekler thermal cycler cihazina konarak ¢alisilan ekzona bagli olarak PCR kosullar1 Tablo

11°de gosterildigi sekilde ayarlanir.
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Tablo 11. Ekzonlara spesifik PCR kosullar

Ekzonlar 1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak
54°C
Ex1-3-5-6b
20sn
52°C
Ex2-4 95°C 94°C 72°C 72°C
15sn
5dk 20sn 40sn 5 dk
55°C
Ex6a
15sn
Doéngii sayist 1X 35X X

Biitlin basamaklar tamamlandiktan sonra cihazin +4°C’ye gelmesi beklenir.
Ardindan cihaz agilir ve Ornekler daha sonra agaroz jelde yiiriitilmek tizere -20°C’ye

kaldirilir.

3.2.8.10.1. PCR oérneklerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

PCR ornekleri sekansa gonderilmeden once Bolim 3.2.8.10°da anlatildigr gibi
gerceklestirilen PCR sonucunda, %1°lik agaroz jelde yiiriitillerek PCR’mn verimliligi ve
dogrulugundan emin olunmalidir. Hazirlanacak olan jelin tamponunun igerigi asagidaki
gibidir;
10X TAE: 48,4 g Tris base, 11,4 ml glasiyal asetik asit (17,4 M), 3,7 g EDTA, {izeri 1L’ye
tamamlanacak sekilde distile su eklenir.

%]1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 1g agaroz tartilarak 100 ml 1XTAE igerisinde
¢oziilmek tlizere 250 ml’lik erlen icerisine alinir. Agarozun homojen olarak ¢oziilmesi i¢in
mikrodalga firinda kaynayana kadar yaklasik 5 dakika kadar tutulur. Ardindan 50°C’ye
gelene kadar sogumasi beklenir ve igerisine etidyum bromiir analogu olan RedSafe’den 5Sul
eklenir. Jelin dokiilecegi kabin lastikleri takilir ve taragi konulduktan sonra jel dokiiliir. Oda
sicakliginda yaklagik 20-25 dakika jelin donmasi beklenir. Donan jelin kabindaki lastikler
cikartilir ve kap, 1XTAE bufferla dolu olan elektroforez tankina kuyucuklar siyah tarafa
yani katoda bakacak sekide oturtulur. Jelin iizerindeki tarak dikkatlice cikartilir. Herbir
kuyucuga PCR 6rneklerinden 10pul ve 6XDNA Loading Dye’dan 5Sul olmak {izere totalde 15
ul yiiklenir. Son olarak 100bp DNA marker’dan 5Sul yiiklendikten sonra tankin gii¢
kaynagiyla baglantisit yapilir ve 80V’da 55 dakika katoddan anoda dogru yiiriitiiliir. Siire
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sonunda jel gorintiisii UV filtresi altinda ChemiDoc-ItR2 Imager (UVP) cihaz1 ile

goriintiilenir.

3.2.8.10.2. PCR orneklerinin Sanger sekanslama yontemiyle sekanslanmasi

PCR orneklerinin ¢ift yonlii olarak sekanslanmasi islemi hizmet alimi olarak
yapilmistir. Sekans primeri herbir ekzonun 5°-3” yonlii (forward) ve 3°-5" yonlii (reverse)

primerlerden olusmaktadir.

3.2.8.11. Real Time PCR analizi (q-PCR)

MCF-7 ve BJ hiicre dizilerinde gen kopya sayis1 ve gen ekspresyon seviyesini

belirlemek i¢in q-PCR yapilmustir.

3.2.8.11.1. Tagman gen kopya sayis1 analizi

MCF-7 hiicre dizisinde amplifiye oldugu bilinen PPM1D/Wipl geninin kopya
sayisini belirlemek amaciyla yapilmigtir. Boliim 3.2.8.9.°da tarif edildigi gibi MCF-7 ve BJ
hiicre dizilerinden genomik DNA ekstraksiyonu yapilir. Bu 6rneklerden daha sonra g-PCR

analizi icin steril PCR tiipleri igersine Sekil 7°de gosterildigi gibi liglii tekrar olarak ¢aligilir.

BJ
PPM1D

Megatif
PPM1D

Bl
PPM1D

MNegatif
PPM1D

BJ
PPM1D

MCFT
EINaseP

BT MNegataf
EINaselP EINaseP

MCFT
EINaseP

BT MNegataf
EINaseP REINaseP

MCFT
EINaseP

BT
EINaseP

Sekil 7. Tagman gen kopya sayis1 analizinde kullanilan 6rnek dizilimi
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PPM1D/ Wipl geni kopya sayisini belirlemek igin iki kopya oldugu bilinen referans
gen olan Riboniikleaz P (RNaseP) geni ile karsilastirilacaktir. q-PCR analizinde ayni
zamanda negatif kontrol olarak iki tekrar DNA yerine steril su igeren tiipler ve PPM1D
geninden iki kopya icerdigi bilinen BJ hiicre hattinin DNA’s1 ekzojen kontrol olarak

kullanilmustir.

Tablo 12. 1X Gen kopya sayis1 assay i¢in hazirlanan ‘Master Mix’ icerigi

PPM1D i¢in Kullanilan Malzemeler Miktar
A&B Universal Master Mix(2X) 10 pl
PPM1D Gene Copy Number Assay Prob (20X) 1 ul
Nuclease-free water 7 ul
Total 16 pl
RNase P icin Kullanilan Malzemeler

A&B Universal Master Mix(2X) 10 pl
RNaseP Gene Copy Number Assay Prob (20X) 1l
Nuclease-free water 7 ul
Total 16 pl

Omekler tiiplere 5 ng/ul olacak sekilde her bir drnekten 4 ul eklenir. Negatif
kontrole ise 4 pl su eklenir. Ardindan hazirlanmis olan Master Mix’den her bir tiipe ait
oldugu karisimdan 16 pl eklenir. Kisaca vortekslenir ve birka¢ saniye santrifiijlendikten
sonra analiz edilmeye hazirdir.

Kullanilacak olan ‘Step One Plus’ yaziliminda 6rnekler hazirlanmadan 6nce Tagman
problarinin ¢alisacagi dongii Tablo 13°de gosterildigi gibi ayarlanir. Ayni zamanda
kullanilacak olan problarin raportdr boyalarint dogru se¢imi ¢ok dnemlidir. Bu ¢aligmada
kullanilan PPM1D geni i¢in FAM ve RNaseP geni icin VIC boyasi segilmistir. Ornekler

hazir olduktan sonra q-PCR cihazina alinir ve analiz bagslatilir.

Tablo 13. Tagman gen kopya sayis1 analizinde kullanilan dongii

Gen Kopya Analizi Sicaklik Siire
Denatiirasyon (1 dongii) 95°C 10 dakika
95°C 15 saniye

Amplifikasyon (40 dongii) 60°C 60 saniye

Analiz tamamlandiktan sonra A&B g-PCR cihazinda bulunan programla analiz edilir
ve boylece MCF-7 ve kullanilan internal ve eksternal kontroller arasindaki kopya degisim

sayis1 belirlenmistir.
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3.2.8.12. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyon islemlerinde ‘GeneJet RNA Purification Kit (Thermo)’
kullanilmustir.

MCF-7 ve BI hiicre hatlar1 6ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde 10cm’lik petriye
ekimi yapilir. Bir giin 6nceden hazirlanan deneme MCF-7 kontrol, MCF-7 Doxo 1uM ve BJ
kontrol olmak tizere 3 gruptur. Bu gruplar normoksik ve hipoksik kosullarda 24 saat inkiibe
edilmistir.Inkiibasyonu  takiben steril kabin igerisinde biitiin petrilerdekibesiyeri
uzaklastirihir ve steril PBS ile yikanir. PBS uzaklastirildiktan sonra petrilere %02 f-
merkaptoetanol igeren lizis bufferdan 600ul eklenir ve scraper ile hiicreler kazinarak
1,5ml’lik eppendorflara alinir. Daha sonra steril 20G igne uglu bir siringa yardimu ile lizat 3-
4 kez siringa igerisinden gegcirilerek icerisindeki hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir.
Uzerine %96’lik steril etanolden 750ul eklenir ve birkag saniye vortekslenir. Her bir
ornekten ayr1 ayr1 kolonlara 700ul eklenerek 12000xg’de 1 dakika santrifiij edilir. Tiim
toplama tiipleri ayr1 ayr1 bosaltilir ve tekrar kolona takilir. Kolon igerisine kalan lizat
eklenerek tekrar 12000xg’de 1 dakika santrifiij edilir. Tim toplama tiipleri ayr1 ayri
bosaltilir ve tekrar kolona takilir. Kolonlara 700ul yikama tamponu 1 eklenir ve 12000xg’de
1 dakika santrifiij edilir. Tiim toplama tiipleri ayr1 ayr1 bosaltilir ve tekrar kolona takailir.
Kolonlara 600ul yikama tamponu 2 eklenir ve 12000xg’de 1 dakika santriflij edilir. Tim
toplama tiipleri ayr1 ayri bosaltilir ve tekrar kolona takilir. Son islem bir kez daha tekrar
edilir. Ardindan kolonlarin tamponlardan tamamen arinmasi i¢in bos olarak 12000xg’de 1
dakika santrifiij edilir. Toplama tiipleri atilir ve kolonlarmm altma steril 1,5 ml’lik
eppendorflar yerlestirilir. Kolonlarin tizerlerine 40ul RNaz-DNazfree su eklenir ve 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra 12000xg’de 1 dakika santrifiij edilir ve ardindan
kolonlar atilir. Elde edilen RNAlarin igerisinden 8ul ayirarak hi¢ bekletilmeden -80 °C de

saklanir.

3.2.8.12.1. izole edilen RNAlara DNaz muamelesi

Elde edilen RNA 6rneklerinden miktar tayini yapmadan 6nce DNazla muamele edip
cDNA sentezi oncesi DNA kontaminasyonundan kurtulmak gerekmektedir. Bunun igin
Boliim 3.2.8.12°de anlatildig1 gibi izole edilen RNA’lardan ayr1 bir 1,5ml’lik eppendorfa

alinan 8ul’nin igerisine buz tizerindeyken 1ul DNaz buffer ve 1ul DNaz enzimi eklenerek
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oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir. Daha sonra buz iizerine alinarak 0,5ul EDTA
eklenir. Ornekler 65°C’de 10 dakika inkiibe edilerek DNaz aktivitesi durdurulur. RNA

miktar tayini icin NanoDrop cihazi kullanilmistir.

3.2.8.13. Gen ekspresyon analizi

3.2.8.13.1. Komplementer DNA(cDNA)sentezi

Komplementer DNA sentezi Boliim 3.2.8.12°deki RNA izolasyonunu ve Bolim
3.2.8.12.1’deki DNaz muamelesini takiben High-Capacity cDNA Revers Transcription Kit
(Applied Biosystems) kullanilarak yapilir. Her bir tiipte 10 pl igerisinde 1pg olacak sekilde
RNA miktar1 ayarlanir. Tablo 14’de igerigi verilen RT Master Mix’ten her bir 6rnegin

sayisindan bir fazlasi kadar hazirlanmistir.

Tablo 14. RT-PCR i¢in hazirlanan 1X ‘Master Mix’

Kullamlan Malzemeler Miktar
10XRT Buffer 2 ul
10X Random Primers 2 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1 ul
Nuclease-free water 4,2 ul
25XdNTP Mix(100mM) 0,8 ul
Total 10 pl

Her bir tiipiin igerisine RT master mixten 10ul eklenir. Hazirlanan tiipler kisaca
vortekslenir ve birkag saniye santrifiijlenerek Termal Cycler cihazina aktarilir. Cihaz, 10
dakika 25°C’de, 120 dakika 37°C’de ve 5 dakika 85°C’de her bir basamak 1X dongiide

olacak sekilde sentez toplamda ii¢ basamakta gercgeklesir.

3.2.8.13.2. Gen ekspresyon seviyesinin g-PCR ile belirlenmesi

Hedeflenen PPM 1D geninin mRNA ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in ilgili gen
bolgesine spesifik primer ve bu primerlere baghh Tagman problar kullanilmistir. Internal
kontrol olarak B-aktin, eksternal kontrol olarak Wipl ekspresyonu diisiik olan BJ hiicre
hattindan izole edilen RNAlar baz alinmistir. Kullanilacak olan RNAlar 6ncelikle Bolim
3.2.8.12.1°de bahsedildigi iizere cDNA’ye gevrilmelidir. Ornekler 48 kuyucuklu plate
icerisine 1:1 diliie edildikten sonra 2’ser pl triple tekrarlar seklinde eklenir. Negatif kontrol
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olarak ¢cDNA yerine steril su kullanilmistir. Tiiplere eklenmis olan cDNAve steril su tizerine
her bir tiipte totalde 20 pul olacak sekilde Tablo 15°deki gibi daha 6nceden hazirlanan master
mix eklenmistir. Daha sonra cihazda Tablo 16’da bulunan program kurularak analiz

baslatilir.

Tablo 15. g-PCR isleminde kullanilanlar ve miktarlari

Kullanilan Malzemeler Miktar
A&B Universal Master Mix(2X) 10 pl
Gene Expression Assay Mix (20X) 1 ul
Nuclease-free water 7 ul
cDNA (Master mixde bulunmaz, 6nceden tiiplere eklenir) 2 ul
Total 20 pl

Calismada kullanilan PCR kosullar1 Tablo 15°de gosterildigi sekildedir.

Tablo 16. PCR asamalari ile bu asamalardaki sicaklik miktarlar1 ve bekleme stireleri

PCR Dongiisii Sicakhik Siire
Denatiirasyon (1 dongii) 95°C 10 dakika
95°C 15 saniye

Amplifikasyon (40 dongii) 60°C 60 saniye

Relatif mMRNA ekspresyon diizeyleri Step One Software tarafindan delta C+ metodu
uyarlanarak, AACt = ACT treatment - ACT control formiiliinden fold change= 24C; degeri
otomatik olarak elde edilmistir.Daha sonra elde edilen minimum ve maksimum RQ
degerleri Origin Graph programi kullanilarak grafik haline getirilmistir (Livak ve
Schmittgen, 2001).

3.2.8.14. Floresan in-situ hibridizasyon (FISH) analizi

MCF-7 hiicresi PPM1D/Wipl geninde amplifikasyon seviyesini gostermek i¢in

floresan in situ hibridizasyon analizi (FISH) yapilmistir.

3.2.8.14.1. MCF-7 hiicresinin parafine gomiilmesi

Kiiltiirde bulunan MCF-7 hiicre dizisinden iki adet 75’1lik flask %100 konfluent hale
geldiginde Boliim 3.2.2°deki gibi tripsinize edilerek kaldirilir ve bir falkona alinir. Falkon
250xg’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilir. Stipernatant atilir ve pellet 1XPBS ile yikanir,
ardindan tekrar 250xg’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilir. Siipernatant uzaklastirilir ve pellet
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tizerine yavasg bir sekilde pellet dagitilmadan tizerine 20ml nétral buffer formalin eklenir 16
saat 4°C’de hiicrenin fikse edilmesi saglanir. Siire sonunda siipernatant uzaklastirilir ve
pelleti kaldirmadan {izerine 20ml %70’lik etanol eklenir. Daha sonra pellet dikkatlice 1u-
Slayt 8 kuyucuklu mikroskop chamberdaki bir kuyucuga aktarilir. Uzerine mikropipet
yardimiyla iizerini geginceye kadar %4’liik agaroz jel dokiiliir. Oda sicakliginda donmasi
igin 15 dakika kadar biraklir. Bu asamadan sonra agaroz jel i¢cinde donan pellet histolojik
kaset igerisine alimmasini takiben 12 saat boyunca Leica marka tam otomatize cihazda

histolojik asamalardan geger ve ardindan parafine gomiiliir.

3.2.8.14.2. MCF-7 hiicresinin hematoksilen-eozinle boyanmasi

Bolim 3.2.13.1’de histolojik basamaklar1 tamamlanmis olan ornekten 3-5um
kalinlikta mikrotom yardimiyla kesitler alinir ve polilizinli lamlara aktarilir. Kesitlerin

kurumasi i¢in 60°C’de bir gece bekletilir. Daha sonra deparafinizasyon i¢in;

1) 50 ml Ksilen igerisinde 2X 15 dakika,
2) Absoliit etanol 2X 2 dakika,

3) %385’lik etanol 5 dakika

4) %70’1ik ethanol 5 dakika

5) Distile suda 5 dakika yikanir.

Daha sonra slaytlar sirasiyla Harris hematoksilende 5 dakika, 5 dakika distile suda
ve 5 dakika eozin boyasiyla muamele edilerek boyanir. Akabinde %70, %80, %96 ve
%100’lik alkol konsantrasyonlarinda 2ser dakika bekletilir. Ksilolde 2 kez 5’er dakika

bekletildikten sonra lam entellan ile kapatilir ve 151k mikroskobu altinda goriintiilenir.

3.2.8.14.3. MCF-7 hiicresinin FISH analizi

Bolim 3.2.8.13.2°de anlatilan deparafinizasyon islemini takip ederek FISH
protokolii uygulanir. Antijen aciga ¢ikarma basamagina gegmeden 6nce PBS soliisyonunda
2X 5’er dakika yikanir. Daha sonra kaynar suya 10 mM’lik sitrik asit buffer sale igerisinde
oturtulur. Tampon 80°C’ye geldiginde deparafinize edilen slaytlar salelere eklenir ve 30 dk
igersinde bekletilir. Ardindan sogumus olan slaytlar 2X SSC buffer igerisinde 2 kez 5’er
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dakika yikanir. Distile suda 5 dakika daha yikandiktan sonra protein kesim basamagi i¢in
hazir hale gelir.

Protein kesimi i¢in kullanilacak olan 50ml PBS daha onceden 37°C’de 30 dakika
kadar 1sitilir. Ardindan igerisinde 125 pl Proteinaz K eklenir ve sale igerisine aktarilir.
Slaytlar bu sale igerisinde 37°C’de 15 dakika kadar bekletilir. Siire sonunda slaytlar oda
sicakliginda 2X SSC buffer igerisinde 5 dakika yikanir. Devaminda hibridizasyona hazirlik
olarak slaytlar 10 dakika oda sicakliginda kurutulur ve %10’luk formalin buffer icerisinde
10 dakika bekletilerek kesitler fikse edilir. Daha sonra 2X SSC bufferda 2 kez 5’er dakika
yikanir.

Hibridizasyon i¢in Oncelikle slaytlarin oda sicakligina gelmeleri beklenir. Daha
onceden 73°C’ye 1sitilmis olan 2X SSC buffer 73°C’lik etiiv igerisinde slaytlar 30 dakika
inkiibe edilir. Ardindan oda sicakliginda sirasiyla %70, %80 ve %100’liik etanol
konsantrasyonlarinda 1’er dakika tutulur. Daha dnceden 1sitilmig olan 45°’lik etiive slaytlar
koyularak ethanol tamamen ugana kadar beklenir. Ethanol slaytlardan uzaklastirilmasini
takiben kullanilacak olan PPM1D ve sentromerik problar 73°C’de termal blok igerisinde
denatiire edilir, buzda 2 dakika bekletirilir, kisaca santrifiij edilir ve 37°C’de 15 dakika
inkiibe edilir. Inkiibasyonu takiben problardan 2’ser pl 8’er pl’de hibridizasyon bufferdan
aliarak bir karisim olusturulur. Bu karisimdan negatif kontrol hari¢ tutularak her bir slaytin
tizerine 10ul damlatilar ve tizerleri 22x22 cm olan lamellerle kapatilir. Slaytlar 2X SSC
buffer bulunan etiiv igerisinde 37°C’de 16 saat inkiibe edilirler.

Onceden 73°C’de 1sitilmis olan WS1 buffer igerisinde lamelleri cikartilmis olan
slaylar eklenir ve 10 saniye kadar tutulduktan sonra dik bir sekilde konarak 2 dakika
bekletilir. Daha sonra oda sicakliginda WS2 buffer icerisinde 1 dakika bekletilir ve
kurumas: i¢in karanlik ortama konur. Kuruyan slaytlarin tizerine 10ul DAPI eklenerek tizeri
tekrar lamelle kapatilir ve +4°C’de 30 dakika kadar bekledikten sonra floresan mikroskopta
gortntiileri alinir. Bu yontem uygulanirken kullanilan Soliisyonlarin hazirlanigi agagidaki
gibidir:
1X Pretreatment Buffer:Trisodyum sitrat dihidrat 2,94 g ve iizeri 1L distile su ile
tamamlandiktan sonra pH:6’ya IN HCl ile ayarlanir. Uzerine 500 pl Tween 20 eklenir.
PBS: 8 g NaCl, 1.43 g of N2HPO4-2H>0, 0.2 g of KCI, 0.2 g KH2POs4, distile su ile 1L’ye
tamamlanir ve pH: 7,5 olacak sekilde ayarlanir.

Proteinaz K 10mg/ml: 5 ml PBS igerisine 50 mg Proteinaz K eklenir.
Digestion Solution:50 ml PBS igerisine 0.25 ml Proteinaz K eklenir.
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20X SSC Buffer:3M sodyum kloriir,0.3 M trisodyum sitrat dihidrat, distile su ile 1L’ye
tamamlanir. pH:7, 1N HCl ile ayarlanur.

2X SSC Buffer: 270 ml distile su igerisine 30ml 20X SSC buffer eklenir.

%10’luk Formalin Buffer: %37’lik formaldehit soliisyonundan 100 ml, sodyum fosfat
monobazik 4gr, sodyum fosfat dibazik (anhidroz) 6.5gr, distile su 900 ml eklenerek pH: 7.2
+ 0.5 olacak sekilde ayarlanir.

WS1 Post Hibridizasyon Buffer: 0.4X SSC, %0.3 NP-40

WS2 Post Hibridizasyon Buffer: 2X SSC, %0.1 NP-40

3.2.9. Grafiklerin Hazirlamis1 ve Istatistiksel Analizlerin Belirlenmesi

Grafikler birbirinden bagimsiz 3 tekrardan olusan 6l¢iim sonuglarinin ortalamalari
alinarak ‘Origin 8.0’ programiyla hazirlanmigtir. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
ise; gruplar arasinda ki anlamli farkliliklar ‘Student-t Testi’ (Pair Sample t-Test) kullanilarak

belirlenmis olup p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7 Hiicrelerinde PPM1D/Wip1’in Gen Kopya Sayis1 Analizi Diizeyi

PPMID geninin MC7 hiicre dizisinde amplifiye oldugu bilinmektedir (Richter ve
ark, 2015). Bu c¢alismada bunu dogrulamak amaciyla MCF-7 hiicrelerinden izole edilen
genomik DNA kullanilarak q-RT-PCR’la gen kopya sayis1 analizi yapilmistir. Bu analizde
referans olarak normal diploid insan deri fibroblasti olan BJ hiicre dizisinden elde edilen
genomik DNA kullanilmistir. Sekil 8’de goriildiigii izere BJ hiicre dizisi ile kiyaslandiginda
MCF-7 hiicrelerinde PPMID gen kopya sayisinin 25 kat arttig1 goriilmektedir (Sekil 8)
(p=0,00752, p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir).

‘ [_1PPM1D Gen Kopya Sayisi

30 4 r 1

|
\

15 4

10 4

Relatif gen kopya seviyesi

o

T T T
BJ MCF-7

Sekil 8. MCF-7 ve BJ hiicre dizisinde PPM1D gen kopya sayist

(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

4.2. MCF-7 Hiicrelerinde Wip1’in FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) Yontemiyle

Gosterilmesi

MCF-7 hiicresinde PPM1D geninin gen kopya sayisinin FISH yontemiyle gosterilmesi
amaglanmistir. MCF-7 hiicre dizisi kesitlerinin dogrulugundan emin olmak i¢in 6ncelikle
Bolim 3.2.8.14.2°de anlatildig1 gibi hematoksilen (kirmizi-pembe) ve eozin (mavi-mor)
boyamasi yapilmistir (Sekil 9). Ardindan Boliim 3.2.8.14.3°deki gibi FISH analizi i¢in hiicre

kesitinden alman floresan goriintiiler sirasiyla DAPI boyama (mavi), kromozom 17

48



sentromerik floresan probuyla isaretleme (yesil), PPMI1D probuyla floresan isaretleme
(kirmiz1) ve bu ii¢ gorselin birlestirilmis hali Sekil 10’da gdsterilmistir. Buna ek olarak
MCF-7 hiicresinin kesitlerinden biri de negatif kontrol olarak arka planda spesifik olmayan

boyamalar1 kontrol etmek amaciyla yapilmistir ve Sekil 11°de gosterilmistir.

Sekil 9. MCF-7 hiicresi kesitisinin Hematoksilen & Eozin boyama goriintiisii (40X)

Sekil 10. MCF-7 hiicre dizisi FISH analiz sonucu goriintiisii
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Sekil 11. MCF-7 hiicre dizisinin negatif kontroliiniin FISH analiz sonucu goriintiisii

4.3. MCF-7 PCR ve Sekans Sonuclari

MCF-7 hiicre dizisi DNA’s1 kullanilarak Boliim 3.2.8.10°da anlatildigi sekilde
yapilan PCR oOrnekleri %]1°lik agaroz jelde 110V’da 50 dakika yiiriitilmiistiir.

100bp marker  Ex Ex2(-) Ex4 Exd(-) Ex5 Ex3(-) Ex6a Ex6a(-)Ex6b Exél{-) 1kb marker Ex] Exl(-) Ex3 Exi(+)

Sekil 12. Tiim ekzonlar PCR sonucu agaroz jel goriintiisii
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Sekil 12’de biitiin ekzonlar marker ile
karsilastirildiginda olmasi gereken yerde bant goriilmekte (Ex1 550bp, Ex2 380bp, Ex3
350bp, Ex4 350bp, Ex5 350 bp, Ex6a 350 bp, Ex 6b 400bp) ve negatif (-) kontrollerinde de

herhangi bir banda rastlanmamigtir. Daha sonra bu 6rnekler herhangi bir mutasyon tasiyip

gosterildigi  ilizere Wipl’e ait

tasimadigi belirlenebilmesi i¢in sanger sekanslama yapilmak {izere ilgili firmaya
gonderilmistir. Sekans sonuglar literatiirde bulunan dizinin elimizde bulunan primerlere

gore kisaltilmak suretiyle BioEdit programinda karsilagtirmali olarak analizi asagida

sunulmustur.

EXON1

MCF7 Ex1F
EXON2

MCF7 Ex2F
EXON3

MCF7 Ex3F
EXON4

MCF7 ExAF
EXONS5

MCF7 ExS5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1
MCF7 Ex1F
EXON2
MCF7 Ex2F
EXON3
MCF7 Ex3F
EXON4
MCF7 Ex4F
EXONS5
MCF7 Ex5F
EXON6A

10
GCGAGCGCCT

20
AGTGTGTCTC

30
CCGCCGCCGG

60

CCGGCGGGAT
C-GGCGGGAT
AAATATTTTA
AA-TATTTTA
TTTGTAATAA
TTTGTAATAA
CTCCCTTCCC
CTCC-TTCCC
CTTTTGAATA
CTTTTGA-TA
TTGAGTTCTG

70

CCCGGCCAGC
CCCGGCCAGC
TTTCTTATTA
TTTCTTATTA
TGTAGTCTTA
TGTAGTCTTA
CCAGGTGATT
CCAGGTGATT
CAGGGTGAGC
CAGGGTGAGC
GGATAAATTT

80

CGGCCATGGC
CGGCCATGGC
CAGCGGAATG
CAGCGGAATG
TTTTATTAGT
TTTTATTAGT
TGTGGAGCTA
TGTGGAGCTA
ATGGACAATC
ATGGACAATC
TTTCTTATTT

40

ATTCGGCGGG
-—-ACTGCAG-
TGTTTATACT

TTACTTTCCT
-—-—--AATTCG
ATATCACATG
-———-ATCATG
AACAAACACT

50

CTGCGTGGGA
CTGCGTGGGA
TGCAAGAGTG
TGCA-GAGTG
AAGACATTAT
AAGAC-TTAT
GCTTTTTCTG
GCTTTTTCTG
TCTCCTTGTT
TCTC-TTGTT
CATAGATTTG
CATAGATTTG
GTCATGGACC
GTCATGGAC-

90 100

GGGGCTGTAC
GGGGCTGTAC
GCCAAAGACT
GCCAAAGACT
GATTTAATAT
GATTTAATAT
TGATTTCTTC
TGATTTCTTC
TTGTGCCAAA
TTGTGCCAAA
GTTTTACCTT

TCGCTGGGAG
TCGCTGGGAG
ATGACGGGTC
ATGACGGGTC
ACTGAGCTAT
ACTGAGCTAT
AGTGGTGAAT
AGTGGTGAAT
ATGCTTGTGA
ATGCTTGTGA
CTTATTTTTC
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MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1

MCF7 Ex1F
EXON2

MCF7 Ex2F
EXON3

MCF7 Ex3F
EXON4

MCF7 Ex4F
EXON5

MCF7 Ex5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1

MCF7 Ex1F
EXON2

MCF7 Ex2F
EXON3

MCF7 Ex3F
EXON4

MCF7 ExAF
EXONS5

MCF7 ExS5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1

TTGAGTTCTG
AAAAAAATTT
-—-—-AAAATTT

110

TGAGCGTCTT
TGAGCGTCTT
TTCCTAGCAC
TTCCTAGCAC
CTTAGTTGTT
CTTAGTTGTT
TTGTGGTGTC
TTGTGGTGTC
ATCGAGCATT
ATCGAGCATT
AGTCACTGGA
AGTCACTGGA
GAAAGAACCC
GAAAGAACCC

160

CAAATCGTTG
CAAATCGTTG
AAGATGTATG
AAGATGTATG
TTTAGTGTAA
TTTAGTGTAA
AAGCACAAGT
AAGCACAAGT
AGTGCCATAG
AGTGCCATAG
CCTGCCCTGG
CCTGCCCTGG
TGGCCCCCTG
TGGCCCCCTG

210
GCGGTCGCTG

GGATAAATTT
GAAGATGTCA
GAAGATGTCA

120

CTCCGACCAG
CTCCGACCAG
ATCAGGGACA
ATCAGGGACA
GTATTTTAAT
GTATTTTAAT
ACCTGAACCA
ACCTGAACCA
GGGCCGCTGG
GGGCCGCTGG
GGAGGATCCA
GGAGGATCCA
CTCCAACAAA
CTCCAACAAA

170

TGGAGCCCGA
TGGAGCCCGA
TAGCTCACGT
TAGCTCACGT
TGAACAAGTC
TGAACAAGTC
ATATTATATT
ATATTATATT
TAATCTGCAT
TAATCTGCAT
TTCGTAGCAA
TTCGTAGCAA
ATGAAGAAGC
ATGAAGAAGC

220
TCTCAGCCGT

TTTCTTATTT
ACTCCTGGCC
ACTCCTGGCC

130

GGCGGGAGGA
GGCGGGAGGA
ACTGCCAGTG
ACTGCCAGTG
CATTTAGATT
CATTTAGATT
GACACAAGTG
GACACAAGTG
AGGCAGCGTA
AGGCAGCGTA
TGGCCAAGGG
TGGCCAAGGG
CTTTAAAAGG
CTTTAAAAGG

180

ACCGACGGCT
ACCGACGGCT
AGGTGACTCA
AGGTGACTCA
TGGGGTGAAT
TGGGGTGAAT
GGGGAGTGAT
GGGGAGTGAT
CTCTCCAGAA
CTCTCCAGAA
TGCCTTCTCA
TGCCTTCTCA
ATAGACGAAA
ATAGACGAAA

230
TGCCTCCGCG

GTTTTACCTT
AAATGAAAGC
AAATGAAAGC

140

AGTACATGGA
AGTACATGGA
TGGTCATCAT
TGGTCATCAT
ATTTATGTGA
ATTTATGTGA
TCCACACTCT
TCCACACTCT
TGCTCCGAGC
TGCTCCGAGC
TGAATTCTAA
TGAATTCTAA
ACATTAGAAG
ACATTAGAAG

190

GAAGAAAAGC
GAAGAAAAGC
GGGGTGGTTC
GGGGTGGTTC
CGTGTAGTTT
CGTGTAGTTT
GGACTTTGGA
GGACTTTGGA
GTGGACAATC
GTGGACAATC
GAGAATTTTT
GAGAATTTTT
TGGCTTAAGT
TGGCTTAAGT

240
GCCGTCGCCG

CTTATTTTTC
CCAAGAAATT
CCAAGAAATT

150

GGACGTTACT
GGACGTTACT
TCGGGGCATG
TCGGGGCATG
ACTCTTTATT
ACTCTTTATT
TGACCCTCAG
TGACCCTCAG
AGATAACACT
AGATAACACT
GGACCATATA
GGACCATATA
AGTCCAATTC
AGTCCAATTC

200

CCTCGCCGCG
CCTCGCCGCG
TTGGAATTCA
TTGGAATTCA
GGAAACGACC
GGAAACGACC
ATATGATTCC
ATATGATTCC
AGGGAAACTT
AGGGAAACTT
TAGAGGTTTC
TAGAGGTTTC
CGAAGTAGTG
CGAAGTAGTG

250
GCC-GCCCTT
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MCF7 Ex1F
EXON2

MCF7 Ex2F
EXON3

MCF7 Ex3F
EXON4

MCF7 ExAF
EXONS5

MCF7 Ex5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1

MCF7 Ex1F
EXON2

MCF7 Ex2F
EXON3

MCF7 Ex3F
EXON4

MCF7 Ex4F
EXON5

MCF7 Ex5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1
MCF7 Ex1F
EXON2
MCF7 Ex2F
EXON3
MCF7 Ex3F
EXON4
MCF7 Ex4F

GCGGTCGCTG
GGATGACCCG
GGATGACCCG
TCGACTCACT
TCGACTCACT
ACCACAAGAT
ACCACAAGAT
TACCAATGAA
TACCAATGAA
AGCTGAGATA
AGCTGAGATA
GTGCTCAGCC
GTGCTCAGCC

260

CCCGGCGGCG
CCCGGCGGCG
ATAAGCCAGA
ATAAGCCAGA
TTCCTTTTCT
TTCCTTTTCT
TGATGGTGAG
TGATGGTGAG
ATAGTCAAGA
ATAGTCAAGA
ATCCAGAACC
ATCCAGAACC
AAACTCACCA
AAACTCACCA

310

TCGCGACCCT
TCGCGACCCT
AGGTAACATT
AGGTAACATT
TGAAATTATA
TGAAATTATA
TTGGTACTTC
TTGGTACTTC

TCTCAGCCGT
AAGGATGACT
AAGGATGACT
CACAATGGAC
CACAATGGAC
GCCATCTCAA
GCCATCTCAA
GATGAGTTAT
GATGAGTTAT
GCTCGAGAGA
GCTCGAGAGA
TGCAAGTCTC
TGCAAGTCTC

270

AAGTCTCGGG
AAGTCTCGGG
ACTTCCCAAG
ACTTCCCAAG
GGCAGTAGCA
GGCAGTAGCA
ATGTGATTGA
ATGTGATTGA
AACCTGTGTG
AACCTGTGTG
ACTTGAAGAA
ACTTGAAGAA
TGCGACGCAG
TGCGACGCAA

320

CTCCCGGACG
CTCCCGGACG
CTGTCGTTTT
CTGTCGTTTT
TTGAATTTTC
TTGAATTTTC
TGTCAGAATC
TGTCAGAATC

TGCCTCCGCG
TTGTCAGAGC
TTGTCAGAGC
CTGTTAGAAG
CTGTTAGAAG
TGTGCCAGGA
TGTGCCAGGA
ACCTGAACCT
ACCTGAACCT
ATGTCCAAGG
ATGTCCAAGG
CCCACAACCT
CCCACAACCT

280

GAAAGGCCCA
GAAAGGCCCA
GAAAGAGAAC
GAAAGAGAAC
AGAGCACTTG
AGAGCACTTG
ATAACTTGAT
ATAACTTGAT
ATGACTCCTT
ATGACTCCTT
AATTGCGCTA
AATTGCGCTA
ACTTAGGGGC
ACTTAGGGGC

330

CCGGGGCCTC
CCGGGGCCTC
CTCTTTCCTC
CTCTTTCCTC
TACAATATAT
TACAATATAT
TTGAATATGA
TTGAATATGA

GCCGTCGCCG
TGTGGAGGTG
TGTGGAGGTG
GAGCACAGTT
GAGCACAGTT
CCAAGAGGAG
CCAAGAGGAG
GACTGACAGC
GACTGACAGC
TGTAGTCATA
TGTAGTCATA
CACAGCGAAA
CACAGCGAAA

290

GCGGTGGCAG
GCGGTGGCAG
GAATCGAAGG
GAATCGAAGG
GTAAGTAGGA
GTAAGTAGGA
ATTGTTGTCT
ATTGTTGTCT
CCCCATGTTC
CCCCATGTTC
AAGCCCTGAC
AAGCCCTGAC
CAGAAGAAAA
CAGAAGAAAA

340

GCCGGCACCT
GCCGGCACCT
TTTTGGTTCT
TTTTGGTTCT
GGTGGCAAAA
GGTGGCAAAA
ACTAAGGACA
ACTAAGGACA

GCCCGCCCTT
ACACAGGACC
ACACAGGACC
ATTGACCAGA
ATTGACCAGA
AAAAAATACC
AAAAAATACC
CCTTCCTATA
CCTTCCTATA
CCCTCAAAAG
CCCTCAAAAG
GAACTCTGTT
GAACTCTGTT

300

CCCGAGAGGC
CCCGAGAGGC
ACTTGGTGGG
ACTTGGTGGG
CTTAATTTGG
CTTAATTTGG
AAACATTGTT
AAACATTGTT
TACACCACCA
TACACCACCA
TTTAAGGATA
TTTAAGGATA
TTGGAAATCC
TTGGAAATCC

350

AGCCGCTGCT
AGCCGCTGCT
ATTTAGTCCT
ATTTAGTCCT
TAAAAGAGGA
TAAAAGAGGA
TTGACCTTGG
TTGACCTTGG
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EXONS5

MCF7 Ex5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1

MCF7 Ex1F
EXON2

MCF7 Ex2F
EXON3

MCF7 Ex3F
EXON4

MCF7 ExAF
EXONS5

MCF7 Ex5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

EXON1

MCF7 Ex1F
EXON2

MCF7 Ex2F
EXON3

MCF7 Ex3F
EXON4

MCF7 Ex4F
EXONS5

MCF7 Ex5F
EXON6A
MCF7 Ex6aF
EXON 6B
MCF7 Ex6bF

GTCAAGGTAT
GTCAAGGTAT
CATGATTCTT
CATGATTCTT
TTTACTTCAT
TTTACTTCAT

360

GCCGCCGCCG
GCCGCCGCCG
TTTATGCTTT
TTTATGCTTT
GACAGAACTA
GACAGAACAA
GTAGATTTTT
GAAATTTTTT
GTTCTTT---
GTTTTTGTGG
AACAAACACT
AACAAACACT
GGAAATGAGG
GGAAATGAGG

410
GGGCGGGAGG
GGGCGGGAGG

ATAGTTCCAT
ATAGTTCCAT
TGAATAATAG
TGAATAATAG
CAACACAGGA
CAACACAGGA

370

TTCCTCCGTG
TTCCTCCGTG
ACTAATGAAA
ACTAATGAAA
AACCC--TTA
ACCCCCTTTA

AGTTTTTAAG
AGTTTTTAAG
CCTTCCAATT
CCTTCCAATT
AAACTGTTTG
AAACTGTTTG

380

GCCTTTTTCG
GCCTTTTTCG
TTGACCTACT
TTGACCTACT

TTATGTTTTA
TTATGTTTTA
GGCCTTGTGC
GGCCTTGTGC
TGTTTGCTGA
TGTTTGCTGA

390

CCGTGTGCGA
CCGTGTGCGA
ACTGTCCCTT
ACTGTCCTTT

ATAGACACCA
ATAGACACCA
CTACTAATTC
CTACTAATTC
AATGCATCTG
AATGCATCTG

400

CGGGCACGGC
CGGGCACGGC
TTACTGAAG-
TATCCGGGAA

—GCAGF—. . .. ... . A . .. . ... ....

TGCAAARAA . & i ittt e it e e it eeie it

GGTTAGCG-.
AGTTAGCGA.
GTCATGGA-C
GCAGGGAAAC
TTTTTCCAAA
TTTTTCCAAA

420
CGGCACAGTT
CGGCACAGTT

CTTAGGATAT
CTTAGGATAT

430
TGCCCGGGAG
TGCCCGGGAG

AAGAGGGCTT
AAGAGGGCTT

440
CACTTGTGGG
CACTTGTGGG

TTTAAATTTG
TTTAAATTTG

450
GTTTCATCAA
GTTTCATCAA
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EXON1
MCF7 Ex1F

EXON1
MCF7 Ex1F

EXON1
MCF7 Ex1F

460
GAAGCAGAAG
GAAGCAGAAG

510
TCCGCAAAGG
TCCGCAAAGG

560
AAGTTCCCTG
AAGTTCCCTG

470
GGTTTCACCT
GGTTTCACCT

520
CTTTCTCGCT
CTTTCTCGCT

570
GCTTGTTTG-
TTGTGTTTGT

480
CGTCCGAGCC
CGTCCGAGCC

530
TGTCACCTTG
TGTCACCTTG

580
---GCGC--
GAGGCGCAA

490
GGCTAAGGTT
GGCTAAGGTT

540
CCATGTGGAA
CCATGTGGAA

Analiz sonucunda herhangi bir mutasyon tespit edilmemistir.

4.4. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda MCF-7 Hiicrelerinde Wipl mRNA Diizeyi

500
TGCGCTGCCA
TGCGCTGCCA

550
GAAACTGGGT
GAAACTGGGT

Normoksik ve hipoksik kosullarda MCF-7 hiicresinde Wipl mRNA diizeyini

belirlemek amaciyla kantitatif Real-time PCR analizi yapilmisti. Bu analiz sirasinda

eksojen negatif kontrol ve referans olarak Wipl ifadesinin bazal seviyede oldugu bilinen

insan normal dermal fibroblast hiicre dizisi (BJ) kullanilmistir. Endojen kontrol olarak ise

her iki hiicre hattinda da B-aktin mRNA diizeyi 6l¢iilmiistiir. Analiz sonucunda elde edilen

veriler Sekil 13, 14 ve 15°de sunulmaktadir.

400 4

350 4

300 -

250 -

200 -

150 <

Relatif mRNA seviyesi

100 ]

*

[C=3PPm1D/ Wip1 |

L]

]

|
|

MCF-7

MCF-7 Dox 1uh

Sekil 13. Normoksik sartlar altinda MCF-7 hiicre dizisinde Wipl mRNA diizeyi
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(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyindeanlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Sekil 13’de goriildiigii tizere normoksik kosullar altinda MCF-7 hiicre dizisinde relatif
Wipl mRNA seviyesinin, saglikli hiicre dizisi BJ’e kiyasla 25 kat daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p=0,00551 p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli). MCF-7 hiicre dizisi
bir DNA hasar1 ajan1 olan doksorubisin (Doxo) (1uM) ile 24 saat muamele edildiginde ise
relatif Wipl mRNA diizeyinin muamele edilmeyen hiicrelere kiyasla 10 kat daha arttigi
tespit edilmistir (Sekil 6, p=0,00742, p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir).

+ [C_PPM1D/ Wip1 |
]
*

180 [ |
160 [
100 |

Relatif mRNA seviyesi

BJ MCF-7 MCF-7 Dox 1uM

Sekil 14. Hipoksik sartlar altinda MCF-7 ve BJ hiicre dizisinde Wipl mRNA diizeyi
(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyinde anlaml1 olan istatistiksel farki temsil eder.)

(* : Kontrole kiyasla p < 0,001 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Hipoksi kosullarinda ise Sekil 14’de goriildiigii izere MCF-7 hiicre dizisinde Wip1’in
relatif mRNA seviyesinin, BJ hiicre dizisi ile kiyaslandiginda normoksi kosullarina benzer
sekilde kaldig1 ve aralarindaki yaklagik 20 kat farkin korundugu goriilmektedir (p=0,03477,
p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir). Hipokside MCF-7 hiicre dizisinin 24 saat
1uM Doxo ile muamelesi sonucunda ise Wip1 relatif mRNA diizeyinin muamele edilmeyen
hiicrelere kiyasla normoksiye benzer sekilde yaklasik 10 kat daha arttig1 tespit edilmistir
(p=0,000237, p<0,001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir).

56



4.5. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda MCF-7 Hiicrelerinde HIF1-a mRNA diizeyi

I Normoksi

777} Hipoksi

Relatif mRNA seviyesi

Kontrol Dox 1uM

Sekil 15. Normoksi ve hipokside MCF-7 hiicre dizisinde HIF1-a’nin mRNA diizeyi
(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Sekil 15°te goriildiigi tizere hem normoksik hemde hipoksik kosullar altinda MCF-7
hiicre dizisindeki HIF1-a’nin relatif mRNA seviyeleri birbirleriyle kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Ancak hipoksik ve normoksik sartlarda
MCF-7 hiicre dizisi 24 saat 1puM Doxo ile muamelesi sonucunda HIF1-a’nin relatif mRNA
diizeyinin arttif1 goriilmektedir. Normoksi ve hipokside mRNA seviyeleri birbirleriyle
kiyaslandiginda ise aralarindaki farkin ( p=0,0011 ) p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak

anlamli oldugu goriilmektedir.

4.6. MCF-7 Hiicrelerinde Normoksi ve Hipokside Wip1’in GSK2830371 Tarafindan

inhibisyonu

Spesifik bir Wipl antagonisti olan kii¢iik molekiil GSK2830371 (GSK) allosterik bir
inhibitdr olarak etkisini ve spesifikligini proteinin flap alt bolgesine baglanarak fosfataz
aktivitesini inhibe ederek gostermektedir (Gilmartin ve ark, 2014; Richter ve ark, 2015).
PPMID gen amplifikasyonuna ve dolayisiyla Wipl proteininin asir1 ekspresyonuna sahip
olan MCF-7 hiicrelerinde; GSK2830371 (GSK), onkogenik Wipl’in etkilerini baskilamak
amaciyla kullanilmisti. Bu nedenle oncelikle MCF-7 hiicreleri 24 saat boyunca hem
normoksi hem de hipokside farkli konsantrasyonlarda GSK ile (2,5uM/ml ve S5uM/ml)
muamele edildikten sonra ayni hiicrelerden yapilan protein izolasyonu yapilarak hem

Wipl’in baskilanip baskilanmadigimi gostermek amaciyla Western Blot (WB) analizi
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yapilmigtir. MCF-7 hiicrelerinden hipoksi kosullarinin protein izolasyonu yapilarak ayni
zamanda hipoksi ortaminin dogrulanmasi i¢in oksijensiz ortamda stabilize olan major
transkripsiyon faktorii HIF-1a i¢in de WB analizi yapilmistir. Hipoksi i¢in pozitif kontrol
olarak hipoksinin kimyasal indiikleyicisi olarak bilinen CoCl, kullanilmistir. 4 saat boyunca
100 uM CoCl;’le muame edilen MCF-7 hiicrelerinden protein izolasyonu sonrasinda HIF-
lo WB analizi gergeklestirilmistir. Sekil 14’de goriildiigli lizere hem normoksi hem de
hipokside MCF-7 hiicrelerinde Wip1 protein diizeyinin degismedigi goriilmektedir. Bunun
yanisira MCF-7 hiicrelerinin GSK’nin artan konsantrasyonlarda muamelesi sonucunda
Wipl protein diizeyinde giderek bir azalma oldugu bulunmustur. Hipoksi kosullarinda ve
CoCl, muamelesi sonucunda HIF-lo’nin protein olarak stabilizasyonu goriiliirken
normokside tespit edilmemistir. Ayrica GSK muamelesinin HIF-1a’nin stabilizasyonu

tizerine herhangi bir etkisi olmadig1 da tespit edilmistir (Sekil 16).

Normoksi Hipoksi
GSK(uMm) = 25 5 - 25 5
Kobalt (uM) - 100
— HIF1-«
100 kDa D ar
L
75kDa (P WA e . - P

5102 R - s

Sekil 16. MCF-7 hiicresinin 24 saat GSK2830371 tarafindan Wipl inhibisyonu ve 4 saat

kobalt inkiibasyonu sonucu protein diizeyi

4.7. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda GSK2830371 ve Doksorubisin Uygulamasinin
MCF-7 Hiicreleri Uzerinde Etkileri

Onkogenik Wipl fosfataza sahip olan MCF-7 hiicrelerinde Wipl fosfatazin
baskilanmasi sonucunda hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda DNA hasar1 cevab1 ve
buna bagli olarak indiiklenen hiicre dongiisiiniin durudurulmasi, apoptozis ve senesens gibi
hiicresel stres cevaplarmin analizi icin DNA hasar1 cevabinin aktivasyonunu saglayacak bir

anti-kanser ajani1 olan Doksorubisin (Doxo) kullanilmistir. Doxo bir topoizomeraz 1l
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inhibitorii oloarak, DNA’ya interkale olmakta ve DNA hasari cevabinin aktivasyonunu
saglayabilmektedir (Pommier ve ark, 2010).

MCF-7 hiicrelerinde DNA hasar1 cevabi aktivayonuna bagli olarak apoptozis ve
senesensin  indiiklenebilmesi i¢in farkli siirelerde ve farkli konsantrasyonlarda doxo
uygulamasi gerceklestirilmistir. Apoptozis indiikksiyonu igin  MCF-7 hiicrelerine 1 pM ve
1,75 uM Doxo, 24 saat siireyle GSK varliginda ve yoklugunda hem normoksi hem de
hipoksi kosullarinda uygulanarak hiicrelerde apoptozis analizi yapilmigtir. Senesens
indiiksiyonu i¢inse 0,5 pM Doxo 72 saat siireyle GSK varliginda ve yoklugunda hem
normoksi hem de hipoksi kosullarinda uygulanmistir. Hem apoptozis hem de senesens
indiiksiyonu i¢in kullanilan Doxo konsantrasyonlarinda ayni zamanda hiicre dongiisii analizi
de yapilmistir. Apoptozis indiiksiyonu i¢in Doxo uygulamasi sonrasi hiicrelere hiicre

canliligr analizi i¢in Wst-1 testi uygulanmaistir.

4.7.1. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda 24 Saat GSK2830371 ve Doxorubicin
Uygulamasinin Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkileri

MCF-7 hiicrelerinin hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda Wip1°’i inhibe etmek
amactyla kullanilan GSK varliginda ve yoklugunda Doxo ile 24 saat muamelesi sonucunda
hiicre canliligt WST-1 analizi ile test edilmistir. WST-1 testi canli hiicrelerde formazan
olusturmak tizere mitokondriyal dehidrojenazlarla tetrazolium tuzunun (MTS) pargalanmasi
esasina dayanan kolorimetrik bir testtir. Canli, metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi
arttikca, formazan iirliniiniin miktar1 da artar, azaldik¢a da formazon iirlinii azalmaktadir.
Hiicrelerdeki formazan seviyesinin tespiti ile hiicre sayisi, hiicre ¢ogalmasi, dl¢iilebilir. Bu
calismada da bu nedenle Doxo’ya cevaben WST-1 analizi kullanilmistir. Ancak bu analiz
sonucunda MCF-7 hiicrelerinin kiiltlirii i¢in kullanilan, DMEM besiyerinin igerisinde yer
alan fenol-red’in absorbans okumasinda formazona kargin yiiksek interferans olusturdugu
tespit edilmistir. Fenol red saridan (= 443 nm) kirmiziya (= 570 nm) kademeli bir gecis
gostermekte ve kolorimetrik testlerde girisime yol agabilmektedir. Doksorubisin ise intrinsik
floresans gostermekte ve 470 nm lazerle uyarilmasinin ardindan 595 nm'de bir emisyon
sinyali olusturmaktadir. Formazan kristallerinin olusumu ise 450 nm - 600 nm araligindaki
dalga boylarinda absorbans okumalari ile dlgiilebilmektedir (Luis ve ark, 2019). MCF-7
hiicrelerinin Doxo 0,5uM, 1uM ve 1,75uM konsantrasyonlariyla 24 saat muamalesi

sonrasinda 6zellikle Doxo 1uM ve 1,75uM konsantrasyonlarinda mikroskobik olarak hiicre
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olumii gozlenirken WST -1 sonucunda bu konsantrasyonlarda hiicre canliligi artmiscasina

yiiksek absorbans degerleri elde edilmistir (Sekil 17, 18).

V2] Hipoksi
[ 1Normoksi

120 4

-
I
|
|
|

AN

100

% Hiicre Canlilik

QAN

3
T
T,y
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LMY
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T T 1

2 G+D1 G+D2

Sekil 17. Normokside ve hipokside 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisine ile muamele
edilen MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri

Sekil 17°de gosterilen WST-1 testinde elde edilen sonuglar arasinda yapilan
istatistiksel analiz sonucunda kontrole kiyasla Ornekler arasinda anlamli bir fark
bulunamamastir.

Esasen formazan absorpsiyon spektrumlarinin, DMEM/fenol kirmizisi ve
Doksorubisin absorpsiyon spektrumlari ile ortiigsmesi nedeniyle WST-1 testi sonuglarinda
it edilmistir (Sekil 18).

£

yanlis pozitif etkiye yol a¢tig1 tesp

F o

Sekil 18. Farkli kosantrasyonlarda 24 saat muamele edilen MCF-7 hiicresinin 151k

mikroskobunda goriiniimii (10X)
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4.7.2. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda 24 Saat GSK2830371 ve Doxorubicin
Uygulamasimin Apoptotik etkileri

Normoksi ve hipoksi kosullarinda MCF7 hiicreleri 24 saat boyunca ayri ayr1 ve
birlikte GSK ve Doxo ile muamele edildikten sonra apoptozis analizi igin Annexin V/7
AAD analizi gergeklestirilmistir. Bu test sonucunda hem erken apoptotik hem nekrotik hem
de gec apoptozis miktarlar1 Olgiilebilmektedir. Erken ve ge¢ apoptozis yiizde oranlari
hiicresel total apoptoz miktarlar1 olarak hesaplanmistir. Ug bagimsiz tekrardan olusan veriler
daha sonra Origin Graph veri analiz ve grafik programi kullanilarak grafige aktarilmis ve

Student’s t testi ile istatistiksel olarak analizi yapilmistir (Sekil 19-21).
+ | I Total Apoptoz \
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Sekil 19. Normokside 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisine ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin total apoptoz miktari
(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

(T : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel fark: temsil eder.)

Normokside 24 saat inkiibasyonu takiben kontrolde %23 (+1), DMSO’da %22 (+1),
GSK2830371°de (GSK) %16 (42), oraninda apoptozis tespit edilmistir. Doksorubisin’in tek
basina uygulandigi konsantrasyonlarda ise hiicrelerde sirasiyla D0O’da (0,5uM) %30 (+4),
D1’da (1 uM) %56 (+2), ve D2’de (1,75 uM) ise %85 (£2), oraninda total apoptozis tespit
edilmistir. Doxo ve GSK (5 pM) birlikte uygulandiginda ise sirasiyla G+D1’ de %72 (1)
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ve G+-D2’de ise % 94 (+2) oraninda total apoptoz tespit edilmistir. Kontrol, DMSO ve
GSK gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamamisti. DMSO ile ilag verilen gruplar karsilastirilarak istatistiksel
analizleri yapildiginda ise aralarindaki farkin anlamli oldugu belirlenmistir. Buna gore
normoksi kosullarinda GSK ve Doxo’nun birlikte uygulamasinin apoptozis oranini tek
basina Doxo uygulamasina kiyasla yaklasik % 20 oraninda artirdig1 tespit edilmistir. Biitiin

normoksik gruplar arasindaki istatistiksel degerler Tablo 17°de gosterildigi gibidir.

Tablo 17. Normoksik kosullarda 24 saat ilacla muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin total

apoptotik degerlerinin istatistik sonuglari

p degeri GSK D1 G+D1 D2 G+D2
DMSO  Anlamsiz 0,00228 5,13E-04 2,50E-05 8,12E-04
G+D1  9,02E-04 0,01605 - - 0,0037

D2 - 0,00281 - - -
G+D2  7,79E-05 - - 0,03575 -

DMSO; DI, G+D1, D2 ve G+D2 gruplart ile kiyaslandiginda aralarindaki fark
sirastyla p=0,00228 (p<0,01), p=0,000513 (p<0,001), p=0,000025 (p<0,001), p=0,000812
(p<0,001) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. G+D1; GSK, D1 ve G+D2 gruplar ile
kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla p=0,000902 (p<0,001), p=0,01605 (p<0,05) ve
p=0,0037 (p<0,01) diizeyinde istatistiksel olarak anlamhdir. D2 ve DI gruplar
kiyaslandiginda aralarindaki fark p= 0,00281 yani p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamlidir. G+D2; GSK ve D2 gruplariyla kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla
p=0,0000779 (p<0,001) ve p=0,03575 (p<0,001) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidur.
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Sekil 20. Hipokside 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin total apoptoz miktari

(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

(T : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Benzer sekilde hipokside 24 saat inkiibasyonu takiben kontrolde % 17 (+2), DMSO’da
% 17 (£2), GSK2830371°de (GSK) % 14 (£1), oraninda total apoptozis dl¢iiliirken sirasiyla
uygulanan farkli doxorobucine konsantrasyonlarinda DO (0,5 uM )’da % 25 (£6), D1°de (1
uM ) % 44 (+4), D2’de (1,75 uM) % 66 (+5) oranlarinda apoptozis dl¢iilmiistiir. GSK (5
uM) ve Doxo birlikte uygulandiginda ise (G+D1)’de % 66 (+3) ve G+D2’ de % 87 (+2)
oraninda total apoptoz tespit edilmistir. Kontrol, DMSO ve GSK gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. DMSO ile ilag
verilen gruplar karsilastirilarak istatistiksel analizleri yapildiginda aralarindaki farkin
anlamli oldugu belirlenmistir. Buna gore normoksiye benzer sekilde hipokside de GSK ve
Doxo birlikte uygulandiginda tek basina Doxo uygulamasina kiyasla total apoptozis miktari
yaklasik %20 oraninda daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Biitiin hipoksik gruplar arasindaki istatistiksel degerler Tablo 18’de gosterildigi

gibidir.
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Tablo 18. Hipoksik kosullarda 24 saat ilagla muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin total

apoptotik degerlerinin istatistik sonuglari

p degeri G D1 G+D1 D2 G+D2

D Anlamsiz  0,01902 0,00266 6,41E-04 1,14E-05

G+D1  3,74E-03 0,03114 - - 0,00495
D2 - 0,02348 - - -
G+D2  5,44E-06 - - 0,00661 -

DMSO; D1, G+D1, D2 ve G+D2 gruplan ile kiyaslandiginda aralarindaki fark
sirastyla p=0,01902 (p<0,05), p=0,00266 (p<0,01), p=0,000641 (p<0,001), p=0,0000114
(p<0,001) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. G+D1; GSK, D1 ve G+D2 gruplar ile
kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla p=0,00374 (p<0,01), p=0,03114 (p<0,05) ve
p=0,00495 (p<0,01) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. D2 ve D1 gruplar
kiyaslandiginda aralarindaki fark p=0,02348 yani p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamhidir. G+D2; GSK ve D2 gruplartyla kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla
p=0,00000544 (p<0,001) ve p=0,00661 (p<0,001) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidur.
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Sekil 21. Normoksik ve Hipoksik 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen

MCF-7 hiicrelerinin total apoptoz miktari

(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

(t : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
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Normoksik ve hipokside 24 saat inkiibasyonu takiben hesaplanan sonuglar
birbirleriyle kiyaslandiginda kontrol, D1, D2 ve G+D2 gruplar1 arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Normoksi kontrol ile hipoksi kontrol
karsilagtirildiginda total apoptozis oraninin hipokside yaklasik % 5 daha diisiik oldugu ve bu
farkin (p=0,0155) p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Bu
farkliligin Doxo uygulamasi sonucunda da ortaya ¢iktigi ve normoksi D1 ile hipoksi D1
grubu arasindaki total apoptozis farkinin yaklasik % 5 civarinda oldugu (p=0,0139) ve bu
farkin p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Benzer
farkliliklar normoksi D2 ve hipoksi D2 arasinda da tespit edilip bu farkin (p= 0,01857)
p<0,05 diizeyinde Yyine istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Normoksi G+D?2 ile
hipoksi G+D2 arasinda da farklilik olup p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,00755).

Normoksik ve hipoksik sartlar altinda MCF-7 hiicreleri Bolim 3.2.8.5°de
bahsedildigi gibi Annexin V testi sonucunda hiicresel canlilik miktarlar1 da ylizde veri
olarak hesaplanmistir. U¢ bagimsiz tekrardan elde edilen veriler Sekil 22-25teki gibi

grafige aktarilmigtir.
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Sekil 22. Normoksik 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin canlilik miktari

(T : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
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Normokside 24 saat inkiibasyonu takiben elde edilen veriler gore canlilik oralari
kontrolde %74 (x1), DMSO’da %74 (+£3), GSK2830371’de (GSK) %72 (+1) olarak tespit
edilirken sirastylafarkli konsantrasyonlarda doksorobusin uygulamasi sonucunda D0’de
%62 (+2), D1’ de %41 (+6), D2’de %20 (£2) olarak bulunmustur. GSK2830371 ve farkli
konsantrasyonlarda doksorobusine ve uygulamasin sonrasinda ise hiicresel canlilik
G+D1’de %12 (+2) G+D2’de ise %6 (+2) oraninda tespit edilmistir. Kontrol, DMSO ve
GSK gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamazken DMSO ile ilag verilen gruplar karsilastirildiginda aralarindaki istatistiksel
olarak anlamli farkin oldugu belirlenmistir. Biitiin normoksik gruplar arasindaki istatistiksel

degerler Tablo 19’da gosterildigi gibidir.

Tablo 19. Normoksik kosullarda 24 saat ilagla muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin canlilik

degerlerinin istatistik sonuglari

p degeri G D1 G+D1 D2 G+D2
D Anlamsiz  0,00567 0,00292 9,02E-04 0,001
G+D1  7,29E-04 0,01774 - - 0,05

D2 - 0,00681 - -
G+D2  2,93E-04 - - 0,01315 -

DMSO; DI, G+D1, D2 ve G+D2 gruplart ile kiyaslandiginda aralarindaki fark
sirastyla  p=0,00567 (p<0,01), p=0,00292 (p<0,01), p=0,000902 (p<0,001), p=0,001
(p<0,001) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. G+D1; GSK, D1 ve G+D2 gruplar ile
kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla p=0,000729 (p<0,001), p=0,01774(p<0,05) ve
p=0,05 (p<0,05) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. D2 ve DI gruplar
kiyaslandiginda aralarindaki fark p=0,00681 yani p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamlidir. G+D2; GSK ve D2 gruplariyla kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla
p=0,000293 (p<0,001) ve p=0,01315 (p<0,005) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 23. Hipokside 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisine ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin canlilik miktar

(T : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

Hipokside 24 saat inkiibasyonu takiben elde edilen verilere gore hiicresel canlilik
oranlart; kKontrolde %79 (£5), DMSO’da %77 (£7), GSK2830371’de (GSK) %78 (£7)
bulunmustur. Farkli Doxo konsantrasyonlarinda ise hiicresel canlilik D0’da %60 (=5D1°de
%353 (£5), D2’de ise %34 (+4), olarak tespit edilmistir. GSK ve farkli konsantrasyonlarda
Doxo uygulamasi sonucunda ise hiicresel canlilik miktarlart G+D1’de %33 (+3) ve
G+D2’de ise grubunda %13 (1) oraninda tespit edilmistir. Kontrol, DMSO ve GSK
gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. DMSO ile ila¢ verilen gruplar karsilastirildiginda ise aralarindaki
farklihigin anlamli oldugu belirlenmistir. Biitiin hipoksik gruplar arasindaki istatistiksel

degerler Tablo 20’de gosterildigi gibidir.

Tablo 20. Hipoksik kosullarda 24 saat ilagla muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin canlilik
degerlerinin istatistik sonuglar1

p degeri G D1 G+D1 D2 G+D2

D Anlamsiz  0,01657  0,00185 4,60E-03 1,68E-04

G+D1  9,76E-03 0,05 - - 0,02196
D2 - 0,02895 - - -
G+D2  1,64E-03 - - 0,00498 -
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DMSO; D1, G+DI1, D2 ve G+D2 gruplan ile kiyaslandiginda aralarindaki fark
sirastyla p=0,01657 (p<0,05), p=0,00185 (p<0,01), p=0,00460 (p<0,01), p=0,000168 (p<0,001)
diizeyinde istatistiksel olarak anlamlhidir. G+D1; GSK, D1 ve G+D2 gruplan ile
kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla p=0,00976 (p<0,01), p=0,05 (p<0,05) ve p=0,02196
(p<0,05) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. D2 ve DI gruplar1 kiyaslandiginda
aralarindaki fark p=0,02895 yani p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. G+D2; GSK
ve D2 gruplariyla kiyaslandiginda aralarindaki fark sirasiyla p=0,00164 (p<0,01) ve p=0,00498
(p<0,005) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 24. Normoksik ve hipoksik 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisine ile muamele

edilen MCF-7 hiicrelerinin canlilik miktari

(* : Kontrole kiyasla p < 0,001 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)

(T : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli olan istatistiksel fark temsil eder.)

Normoksik ve hipokside 24 saat inkiibasyonu takiben hesaplanan hiicre canlilik
sonuglar1 birbirleriyle kiyaslandiginda D1, D2, G+D1 ve G+D2 gruplar arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Normoksi D1 ile hipoksi D1 grubu arasindaki fark
(p=0,000304) p<0,001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir. Normoksi D2 ile hipoksi
D2 grubu arasindaki fark (p=0,00408) yine p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.
Normoksi D2 ve hipoksi D2 arasindaki fark (p= 0,01334) ise p<0,05 diizeyinde istatistiksel
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olarak anlamli bulunmustur. Benzer sekilde normoksi G+D2 ile hipoksi G+D2 arasindaki

farklilik (p=0,01677) p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidur.

Normoksi ve hipokside alinan Annexin V sonuglar birlestirilerek total apoptoz ve

canlilik oranlar1 Sekil 25°te ortak grafik tizerinde gosterilmektedir.

Total apoptoz

B Canlilik
100
80
8 60
P
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Hipoksi . . " < , A 5 % + + + + + +
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GSK(uM) - - 5 : ’ 5 . 5 . . 5 , 5 3
o 5 1 1,75 0,5 1 1,75 1 1,75

Doxorubucine(uM) - - - 0,5 1 1,75

Sekil 25. Normoksi ve hipokside 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisine ile muamele

edilen MCF-7 hiicrelerinde canlilik ve total apoptoz miktari

4.7.3. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin
Uygulamasinin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkileri

Normoksi ve hipokside 24 saat tek tek veya GSK2830371 ve Doksorubisin birlikte
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde hiicre dongiisii analizi yapilmistir. Hiicre dongiisii
analizi hiicrenin G0/G1, S ve G2 evrelerinin yiizde olarak oranlarinin 6l¢iilmesini saglayan
bir analizdir. Elde edilen veriler istatistiksel analizler yapilarak yapilarak Sekil 26-29’daki

gibi grafige aktarilmigtir.
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Sekil 26. Normokside 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin hiicre dongiisti dagilimi

Normokside 24 saat inkiibasyonu takiben elde edilen veriler ve £ standart sapma

degerleri Tablo 21°de ayrintili olarak verilmektedir.

Tablo 21. Normokside MCF-7 hiicre dongiisii faz oranlar

Normoksi Cell Cycle %G0/G1 %S %G2/M
Kontrol 52 (x0,4) 12(£5)  35(+4)
DMSO 49 (1)  12(#3) 37 (x4)

GSK 48 (£2) 12 (x1) 38(+0,9)
D1 24 (£0,4) 3 (x0,4) 72 (+0,8)
D2 26 (£2)  6(£0,7) 67 (£2)

G+D1 33(£2)  19(2) 45 (£0,6)

G+D2 39 (£0,5) 19 (£0,2) 39 (+0,3)
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Sekil 27. Normokside 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin hiicre dongiisii dagilimi1 kiimiilatif grafigi

Sekil 27 ve Tablo 21’ de goriildigii tizere DMSO ve GSK ile muamele hiicrelerde
kontrole kiyasla hiicre dongiisii fazlar1 arasinda herhangi bir anlaml farklilik
saptanmamistir. Doxo ile muamele edilen hiicrelerde ise sirasiyla D1 ve D2
konsantrasyonlarinda hiicre dongiisiiniin G2 fazinda bulunan hiicrelerin kontrole kiyasla
yaklasik % 50 daha fazla oldugu bulunmustur (D1: p= 0,0023 (p<0,01), D2: 0,00117
(p<0,01)). D1 ve D2 ile muamele edilen hiicrelerde G2 faz oraninda goriilen artigla birlikte
G1 (D1: p=0,000435 (p<0,001), D2: p=0,0000063 (p<0,001)) ve S (D1l: p=0,01471
(p<0,05), D2: p=0,0263 (p<0,05)) fazinda bulunan hiicre oranlarinin kontrole kiyasla %50
oraninda azaldig1 da tespit edilmistir. Buna gore D1 ve D2 uygulamasi sonucu MCF-7
hiicrelerinin = G2 fazinda durduruldugu goriilmektedir. GSK+Doxo ile muamele edilen
hiicrelerde ise doxorubicinin tek basma etkisinin kompanse edildigi, G2 (G+D1/D1:
p=0,000505 (p<0,001), G+D2/D2: p=0,0017 (p<0,01)) faz oraninin azaldig1 ve hiicrelerin
Gl (G+D1/D1: p=0,02108 (p<0,05), G+D2/D2: p=0,00182 (p<0,01)) ve S (G+D1/D1:
p=0,00182 (p<0,01), G+D2/D2: p=0,00095 (p<0,001)) faz oranlarinda tekrar bir artis
gerceklestigi tespit edilmistir. GSK+Doxo uygulamasi sonucunda 6zellikle G1 ve S faz

oranlarinda gergeklesen artigin tek doxo uygulamasindan elde edilen G1 ve S faz oranlariyla
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir farklilik oldugu tepit edilmistir

(Sekil 26, 27, Tablo 21).
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Sekil 28. Hipoksik ortamda 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen

MCF-7 hiicrelerinin hiicre dongiisii dagilimi

Sekil 28 ve Tablo 22’ de goriildiigi tizere hipoksi kosullarinda kontrol ve DMSO
arasinda hiicre dongiisii fazlari arasinda yine herhangi bir anlamli farklilik saptanmazken,
GSK ile muamele hiicrelerde DMSO ile kiyaslandiginda bu artisin istatististiksel olarak
p=0,00872 (p<0,01) diizeyinde anlaml bir artis oldugu tespit edilmistir. Doksorubisin ile
muamele edilen hiicrelerde ise sirasiyla D1 (p=0,000612 (p<0,001)) ve D2 (p=0,000026
(p<0,001)) konsantrasyonlarinda normoksiye benzer sekilde hiicre dongiisiiniin G2 faz
oraninda kontrole kiyasla yaklasik % 25 oraninda bir artis oldugu bulunmustur. D1 ve D2
ile muamele edilen hiicrelerde G2 faz oraninda goriilen artisla birlikte G1 (D1: p=0,00361
(p<0,01), D2: p=0,000475 (p<0,001)) ve S (D1: p=0,00105 (p<0,01), D2: p=0,00211
(p<0,01)) fazinda bulunan hiicre oranlarinda kontrole kiyasla bir azalma oldugu da tespit
edilmistir. Buna gore hipokside D1 ve D2 uygulamasi sonucu MCF-7 hiicrelerinin
normoksiye benzer sekilde ¢ok biiyiikk oranda G2 fazinda durduruldugu goriilmektedir.
Hipokside GSK+Doxo ile muamele edilen hiicrelerde de normoksiye benzer sekilde

doksorubisinin tek bagma etkisinin GSK tarafindan kompanse edildigi, G2 (G+D1/D1:
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p=0,00097 (p<0,001), G+D2/D2: p=0,000249 (p<0,001)) faz oraninin azaldig1 ve hiicrelerin
G1 (G+D1/D1: p=0,00334 (p<0,01), G+D2/D2: p=0,00025 (p<0,001)) ve S (G+D1/D1:
p=0,00166 (p<0,01), G+D2/D2: p=0,00056 (p<0,001)) faz oranlarinda tekrar bir artis
gerceklestigi tespit edilmistir. GSK+Doxo uygulamasi sonucunda &zellikle G1 ve S faz
oranlarinda gergeklesen artisin tek doxo uygulamasindan elde edilen G1 ve S faz oranlariyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak aralarinda anamli bir farklilik oldugu tepit edilmistir

(Sekil 28, 29 ve Tablo 22).

Tablo 22. Hipoksi gruplarinin hiicre dongiisii faz oranlari

Hipoksi Cell Cycle %G0/G1 %S %G2/M
Kontrol 55 (£2) 14 (£0,9) 29 (1)
DMSO 49 (0,4) 14 (£0,07) 35 (+0,3)

GSK 45 (x0,1) 13 (0,4) 40 (+0,6)
D1 31(£2)  3(#09)  65(x1)
D2 29 (1)  6(x0,8) 64 (+0,7)

G+D1 47 (#3) 23 (%2)  26(*2)

G+D2 43 (£3) 23 (1) 33 (£2)
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Sekil 29. Hipoksik ortamda 24 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen

MCF-7 hiicrelerinin hiicre dongiisii dagilimi kiimiilatif grafigi

4.8. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda 72 Saat GSK2830371 ve Doksorubisin
Uygulamasmin MCF-7 Hiicrelerinde Senesens Indiikleyici Etkileri

Wipl fosfatazin baskilanmasinin DDR’nin diger bir 6nemli bir sonucu olan hiicresel
senesensin indiiksiyonu iizerine etkilerini test etmek amaciyla MCF-7 hiicreleri GSK
varliginda ve yoklugunda 0,5 uM Doxo ile 72 saat siireyle hem normoksi hem de hipoksi

kosullarinda uygulanmugtir.

4.8.1. SA-B-Galaktosidaz Boyamasi

Normoksi ve hipoksi kosullarinda tek basina Doxo veya GSK+Doxo ile 72 saat
muamele edilen MCF7 hiicreleri inkiibasyon siiresinin bitiminde fikse edilerek SA-B-
Galaktosidaz boyamasi yapilmistir. Senesense ugrayan hiicrelerde lizozomal B-Galaktosidaz
aktivitesinin artmasiyla ortama eklenen substratin par¢alanmasiyla (X-gal) bu hiicrelerin
sitoplazmalarinin maviye boyandigi goriilmektedir. SA-B-Galaktosidaz boyamasi senesens

icin iyi belirte¢lerden birisi olarak literatiirde yer almaktadir. Buna gore normoksi
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kosullarinda kontrol veya DMSO gruplarinda ¢ok diisiik miktarlarda hafif bir boyama
goriiliirken, GSK uygulanan hiicrelerde boyama oraninin daha fazla oldugu goriilmektedir.
Tek basina Doxo uygulanan hiicrelerde kontrole kiyasla hiicrelerin morfolojik olarak
senesens karakteristiklerini gdsterdikleri (sitoplazmasi genislemis, hiicresel olarak daha diiz
ve seffaf goriiniimlii) ve daha fazla boyandiklar1 goriilmektedir. GSK+Doxo grubunda da
benzer sekilde hiicrelerin morfolojik olarak senesens karakteristiklerini gosterdikleri ve
maviye boyandiklar1 goriilmektedir. GSK+Doxo uygulamasinin senesens indiiklenme

oraninin tek basina Doxo uygulamasiyla karsilagtirildiginda aralarinda anlamli bir farklilik

olmadig1 goriilmektedir.

[ A ~ e e e )

Sekil 30. Normoksik ortamda inkiibe edilen MCF-

uygulamasina cevaben SA-f galaktosidaz boyamasi mikroskop goriintiisii (10X)
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Sekil 31. Hipoksik ortamda inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinde 72 saat GSK ve Doxo

uygulamasina cevaben SA-fB galaktozidaz boyamasi mikroskop goriintiisii (10X)

Sekil 30 ve 31’de goriildiigii lizere Doksorubisin igerenler kontrole kiyasla
sitoplazmasi geniglemis, hiicresel olarak daha seffaf goriinlimlii ve daha belirgin sekilde
boyanmiglardir. Doxo 0,5 grubu GSK+Doxo 0,5 grubuna kiyasla miktar olarak daha fazla
oldugu goriilmektedir.

Normoksi ve hipoksi kendi arasinda karsilagtirildiginda ise normokside hiicrelerin 72

saatte daha fazla miktarda senesense ugramis hiicre oldugu gozlemlenmistir.

4.8.2. H2A.X Analizi

Normoksi ve hipoksi kosullarinda senesens indiiksiyonu i¢in 72 saat Doxo ve GSK+
Doxo uygulanan MCF7 hiicrelerinde ayni zamanda yH2A.X testi yapilmistir. Bu test
hiicrenin total H2AX ve y-H2AX (Ser 139) ekspresyon seviyesini 6lgmektedir. y-H2AX
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seviyesi hiicrelerde ¢ift zincir DNA kirig1 ve ayni zamanda senesens indiiksiyonu ig¢in
kullanilan 6nemli bir belirtectir.

Sekil 32‘de goriildiigii tlizere normoksik sartlarda Kontrol, DMSO ve GSK
gruplarinda total H2AX ekspresyon seviyesi (aktive olmayan) olduk¢a yiiksek diizeyde
seyrederken aktif (y-H2AX (Ser 139)) seviyesinin diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir.
Normoksi kosullarinda 72 saat siireyle tek basina Doxo uygulanan gruplarda ise aktif -
H2AX (Ser 139) seviyesinin yiiksek oldugu ve hatta bu seviyenin GSK + Doxo uygulanan
grupta daha da artmis oldugu goriilmektedir (G+DO0/D0: p=0,00056 (p=0,001)). Aym
gruplarda aktif olmayan H2AX seviyesinin diisiik oldugu goriilmektedir (G+DO0/DO:
p=0,0000323 (p=0,001)) (Sekil 32).

Il Aktive Olmayan
[ Aktive Olan
U7Z27] Eksprese Olmayan

100 S

1!

0,5 0.5

% Hucre Miktar

o
1

DMSO
GSK (uM)
Doxorubucine (uM)

Sekil 32. Normoksik ortamda 72 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin H2A.X analizi grafigi
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Tablo 23. Normoksi gruplarinin H2A.X analizi sonuglari

Normoksi H2AX Aktive olmayan Aktive olan Eksprese edilmeyen

Kontrol %84,5 (£3,7) %6 (£1,2) %7 (+4,2)
DMSO %87,8 (+4) %9,4 (+3,3) %1,1 (£0,7)
GSK %82,1 (x4,4)  %14,2 (+3,7) % 1,6 (£0,6)

DO %18,5 (+2) %69 (+2) %1,3 (£0,6)
G+DO0 % 1,3 (£0,3)  %92.2 (+3) %0,14 (+0,06)

Hipoksi kosullarinda ise yine benzer sekilde Kontrol, DMSO ve GSK gruplarinda
total H2AX seviyesinin (aktive olmayan) her li¢ grupta da neredeyse esit diizeyde ve
oldukea yiiksek oldugu goriiliirken aktif ( y-H2AX (Ser 139) ) seviyesinin diisiik diizeyde
oldugu tespit edilmistir. Normoksiye benzer sekilde hipoksi kosullarinda da 72 saat siireyle
tek basina Doxo uygulanan gruplarda ise aktif y-H2AX (Ser 139) seviyesinin yiiksek oldugu
tespit edilmistir. GSK+Doxo uygulanan grupta ise yine aktif y-H2AX (Ser 139) seviyesinin
Doxo uygulamasi ile kiyaslandiginda daha da artmis oldugu goriilmektedir (G+DO0/DO:
p=0,000094 (p=0,001)). Doxo ve GSK + Doxo gruplarinda aktif olmayan H2AX
seviyesinin ise diisiik oldugu goriilmektedir (G+D0/D0: p=0,000271 (p=0,001)) (Sekil 33).

78



I Aktive Olmayan
I Aktive Olan
Eksprese Olmayan
100 -
80
_ ]
8
x 60 +
=
q) 4
e
S
2 40 -
S ]
20
0 4
DMSO - - = z &
GSK (uM) - - 5 ) 5
- - - 0,5 0,5

Doxorubucine (uM)

Sekil 33. Hipoksik ortamda 72 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin H2A.X analizi grafigi

Tablo 24. Hipoksi gruplarinin H2A.X analizi sonuglari

Normoksi H2AX  Aktive olmayan Aktive olan Eksprese edilmeyen
Kontrol %71,2 (£1,5) %14,8 (£1,9) %3,5 (+0,2)
DMSO %70 (+1) %13,3 (£0,2) %5 (+0,7)

GSK %65 (+2,8) %18 (£2) %5,35 (£0,6)
DO %21,4 (+2,3) %70 (£3) %1,7 (+0,2)
G+DO0 % 2,7 (+0,7) %92,8 (+1,7) %0,4 (+0,1)
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Sekil 34. Normoksik ve hipoksik ortamda 72 saat GSK2830371 ve Doksorubisin ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin H2A.X analizi grafigi

4.8.3. Hiicre Dongiisii Analizi

Senesens genellikle hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugu ancak hiicre
dongiisiinlin ve boliinmemin durdurulmasiyla karakterize bir siiregtir. Bu nedenle senesensin
indiiklenmesi amaciyla normoksi ve hipoksi kosullarinda kontrol gruplariyla birlikte 72 saat
stireyle Doxo ve GSK+Doxo uygulanan MCF-7 hiicrelerinde inkiibasyon siiresinin
bitiminde hiicre dongiisii analizi yapilmistir. Bu analiz ile hiicreler, dongiiniin hangi fazinda
bulundugu (GO/G1, S ve G2 evreleri) kantitatif olarak olgiilebilmektedir. Bu analiz
sonucunda elde edilen yiizdelik veriler hem orjinal histogramlar1 (Sekil 35, 36) hem de
grafiksel olarak (Sekil 37, 38, 39) sunulmustur.
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Tablo 25. Normoksi gruplarinin hiicre dongiisii faz oranlar

Normoksi Cell Cycle  %G0/G1 %S %G2/M
Kontrol 51,6 (£0,7) 17,8 (0,9) 30 (£2,7)
DMSO 50,8 (+2) 14 (+0) 35 (+1,7)
GSK 38 (+3,8) 13,2 (+4) 55,7 (+4)
DO 454 (£3) 6 (+3,3) 41,3 (6,7)
G+D0 59,8 (£3,6) 15 (+3) 25 (£3,5)

Bu sonuglara gore normoksi kosullarinda kontrole kiyasla DMSO grubunda hiicre
dongiisii evreleri acisindan herhangi bir farklilik goriilmezken 72 saat siireyle GSK ve Doxo
uygulanan hiicrelerde G2/M evresinin kontrole kiyasla sirasiyla yaklasik %15- 20 oraninda
bir artis gosterdigi tespit edilmistir. GSK+ Doxo uygulanan grupta ise tek basina Doxo
uygulanan hiicrelere gore G2/M evresinin azaldigi ve S fazinin biraz artis gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak kontrole kiyasla bu hiicrelerde G2/M fazinin halen daha yiiksek oranda
oldugu goriilmektedir (Sekil 37, 39).

Tablo 26. Hipoksi gruplarinin hiicre dongiisii faz oranlari

Hipoksi Cell Cycle  %G0/G1 %S %G2/M
Kontrol 59 (£3,6) 15 (%3) 25 (+£3,4)
DMSO 62,6 (£3)  152(£1) 21,8 (x2.,8)
GSK 64,5 (£2) 12(£3,3) 23 (+1,2)
DO 34 (£1,3)  5,5(x0,2) 60 (£1,6)
G+DO0 46,8 (£0,5) 20 (£1,2) 32 (+0,8)
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Hipoksi kosullarinda da ise hipoksinin etkisiyle kontrol grubu hiicrelerde normoksi
kontrol grubu ile kiyaslandiginda G1 faz oraninin yiiksek oldugu goriilmektedir. DMSO ve
GSK uygulanan hiicrelerde de benzer sonuglar elde edilmistir. Hipoksi kontrol, DMSO ve
GSK hiicreleri arasinda hiicre faz oranlar1 acgisindan herhangi bir farklilik goriilmemistir.
Hipoksi kosullarinda tek basina Doxo uygulanan hiicrelerde ise normoksiye benzer sekilde
G2/M faz oranmin diger gruplara kiyasla oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir. GSK+
Doxo uygulanan hiicrelerde ise yine G2/M faz oraninin Doxo uygulanan hiicrelere kiyasla
yaklasik %50 oraninda azaldigi ve S fazinda belirgin bir bir artis oldugu goriilmektedir
(Sekil 38, 39).
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Sekil 35. Normoksik sartlarda 72 saat cesitli konsantrasyonlarda inkiibe edilen hiicrelerin
hiicre dongiisii histogram profilleri
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Sekil 36. Hipoksik sartlarda 72 saat ¢esitli konsantrasyonlarda inkiibe edilen hiicrelerin
hiicre dongiisii histogram profilleri
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Sekil 37. Normoksik sartlarda 72 saat ¢esitli konsantrasyonlarda inkiibe edilen hiicrelerin
hiicre dongiisii grafigi

(T : Kontrole kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml1 olan istatistiksel farki temsil eder.)
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Sekil 38. Hipoksik sartlarda 72 saat ¢esitli konsantrasyonlarda inkiibe edilen hiicrelerin
hiicre dongtisii grafigi



(¢ : Kontrole kiyasla p < 0,01 diizeyinde anlaml1 olan istatistiksel farki temsil eder.)

(* : Kontrole kiyasla p < 0,001 diizeyinde anlamli olan istatistiksel farki temsil eder.)
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Sekil 39. Normoksik ve hipoksik sartlarda 72 saat cesitli konsantrasyonlarda inkiibe edilen
hiicrelerin hiicre dongiisii grafigi

4.8.4. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda 24 saat Doxorubicine veya GSK2830371 ve
Doksorubisin Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinde DDR Analizi

MCF-7 hiicrelerinin normoksi ve hipokside 24 saat doxo ile tek bagmna veya
GSK2830371 ile birlikte muamelesi sonrasinda DNA hasart cevabinin aktive olup
olmadigini ortaya ¢ikarmak amaciyla ATM, ATR, Chkl, Chk2, H2AX, p53, BRCAL, p21,
p27/Kipl gibi proteinlerin fosforilasyon ve/ veya total protein diizeyleri Western Blot (WB)
analiziyle test edilmistir. Normoksi ve hipokside doxo tek basina veya GSK ile birlikte 24
saatlik inkiibasyon siiresinin tamamlamasinin ardindan MCF-7 hiicrelerinden protein
izolasyonu yapilarak Bolim 3.2.8.8.’de anlatildig1 gibi WB analizi gerceklestirilmistir.
Western Blot analizlerinde endojen kontrol olarak housekeeping gen olan GAPDH proteini
kullanilmistir.

Normoksi kosullarinda tek basina Doxo uygulamasma (1 ve 1,75 puM) cevaben

MCEF-7 hiicrelerinde kontrole kiyasla Wip1 protein diizeyinin arttig1 tespit edilirken GSK+
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Doxo uygulamasi sonucunda Wipl diizeyinin azaldigi goériilmektedir. Benzer sekilde tek
basina Doxo uygulamasiin total p53 protein diizeyini artirdig1 ancak bu kosullarda p53
(Ser 15) fosforilasyonunun ger¢eklesmedigi goriilmektedir. Doxo, Wipl inhibitorii GSK ile
birlikte uygulandiginda ise p53°tin Ser 15’ten fosforile oldugu goriilmektedir.

Normoksi kosullarinda DDR’1n kinaz aktivitesine sahip iki temel proteini olan ATM
ve ATR’nin total protein diizeyleri test edilmistir. Sekil 40°da gorildiigli ilizere tiim
gruplarda total protein diizeyinde herhangi bir farklilik saptanmamistir. Her iki proteinin
fosforilasyonlari ise gorsel olarak saptanmamistir.

Normoksi ve hipoksi kosullarinda DDR’1n 6nemli elemanlar1 olan ve ayn1 zamanda
Wip1’in defosforile ettigi hedefleri arasinda bulunan Chk1, Chk2, H2AX proteinlerinin de
fosforilasyon diizeyleri WB analizi ile test edilmistir. Sekil 40°da goriildigii tizere normoksi
de oOzellikle Doxo tek basina (1 ve 1,75 puM) veya GSK+Doxo (G+D1l ve G+D2)
gruplarinda Chk1’in fosforilasyon (Ser345) diizeyinde kontrole kiyasla artis
gozlemlenmistir. Normoksi de tek basina Doxo uygulamasina cevaben Chk2 fosforilasyonu
(Thre8) goriilmezken GSK+Doxo gruplarinda Chk2’nin fosforilasyonu tespit edilmistir.
Total Chk2 protein diizeyinde normokside DMSO grubuna kiyasla Doxo veya GSK + Doxo
gruplarinda da birbirine yakin diizeyde oldugu gorilmektedir (Sekil 40).

Bunun disinda hem normoksi hem de hipokside Doxo tek basina veya GSK + Doxo
uygulanan gruplarinda BRCA-1’in fosforilasyon diizeyi (Ser1524) test edilmistir. BRCA1
esasen ¢ift sarmal DNA kirilarinin onariminda, yanlis eslesme hatalarinin onariminda ve
hatta NHEJ onarim sisteminde gorev alan bir onarim proteinidir ve meme kanseri duyarlilik
proteini olarak da bilinir (Isobe ve ark, 2017). BRCA1 aslinda Wip!’in defosforile ettigi
bilinen hedeflerinden birisi degildir. Normokside K ve D grubuna kiyasla Doxo tek bagina
veya GSK+Doxo uygulanan gruplarda BRCA1 fosforilasyonunda artis oldugu
goriilmektedir (Sekil 40).

DDR’mn aktivasyonunda oOnemli sensor proteinlerden olan y-H2AX (Serl39)
fosforilasyon diizeyi normoksi de K ve DMSO gruplarinda oldukg¢a diisiik diizeyde iken
GSK, Doxo veya GSK+Doxo gruplarinda kontrole kiyasla artis oldugu goriilmiistiir.
Normokside en yiiksek seviye de fosforilasyonun GSK+Doxo uygulanan grupta oldugu

goriilmektedir.

DDR’in aktivasyonu sonucunda hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda 6nemli rol
oynayan p27/ Kipl ve p21/Cip total protein diizeyleri de normokside WB analiziyle test
edilmistir. Sekil 40°da goriildiigii lizere p21 protein diizeyinde normoksi de DMSO grubuna
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kiyasla diger gruplarin tiimiinde (Doxo veya GSK+Doxo) bir artis oldugu goriilmektedir.
p27/Kipl protein diizeyinde ise DMSO grubuna kiyasla ve endojen kontrole gore tiim
gruplarda herhangi bir degisiklik tepit edilmemistir (Sekil 40).
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Sekil 40. Normoksik sartlarda 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde DDR aktivasyonu
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Hipoksi kosulunda ise oncelikle HIF-1a proteininin stabilizasyonu WB analizi ile
test edilerek hipoksi ortaminin dogrulugu saglanmustir. Sekil 41°de gorildiigi iizere
normoksi kosullarinda WB analiziyle HIF-lo proteini tespit edilemezken hipoksi
kosullarinda protein olarak varliginin gosterilmesi ile stabilize oldugu tespit edilmistir.
Hipoksi kosullarinda tiim deney gruplar1 karsilastirildiginda HIF-l1a protein diizeyi
acgisindan gruplar arasinda herhangi bir fark olmadigr goriilmiistiir. Hipoksi kosullarinda
Wipl1 protein diizeyinde ise normoksiye benzer sekilde doxo uygulanan deney gruplarinda
kontrole gore protein diizeyinde bir artis tespit edilirken, GSK uygulamasi ile Wipl protein
diizeyinin tamamen azaldig1 bulunmustur (Sekil 41). Boylece Wipl inhibitorii GSK her iki
kosulda da Wipl proteinini inhibe edebildigi gosterilmistir. Hipoksi kosulunda yine
normoksiye benzer sekilde ozellikle Doxo uygulamasi sonucunda kontrole kiyasla p53
protein diizeyinde artis oldugu ancak fosforile olamadigi goriiliirtken GSK+Doxo
uygulamasi sonucunda Wipl inhibisyonuyla p53°tn Ser 15°ten fosforile olabildigi
goriilmektedir. Bununla beraber total p53 protein diizeyi agisindan hipoksi ve normoksi
kosullar1 arasinda bir farklilik gériilmemistir (Sekil 40, 41).

Hipoksi kosullarinda da ATM ve ATR total protein diizeyleri test edilmistir. Sekil
41°de goruldiugi tizere K, D ve GSK gruplarina kiyasla Doxo veya GSK + Doxo uygulanan
gruplarda hem ATM hem de ATR total protein diizeyinde bir artis oldugu saptanmamistir.
Hipokside de her iki proteinin fosforilasyonlari gorsel olarak saptanamamustir (Sekil 41).

Hipoksi kosullarinda DDR’mn 6nemli elemanlar1 olan ve ayn1 zamanda Wipl’in
defosforile ettigi hedefleri arasinda bulunan Chkl, Chk2, H2AX proteinlerinin de
fosforilasyon diizeyleri WB analizi ile test edilmistir. Sekil 41°de goriildiigii tizere 6zellikle
hipokside, Doxo tek basina ve GSK + Doxo uygulanan gruplarda Chkl fosforilasyonu
oldukga diisiik oranda iken Chk2 fosforilasyonu ayni gruplar kontrolle kiyaslandiginda bir
artis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 41).

Hipokside de genel olarak K ve D gruplarma kiyasla Doxo uygulamasiyla vy-
H2AX’in fosforile oldugu goriilirken GSK+Doxo uygulanan gruplarinda fosforilasyon
diizeyinin oldukga artis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 41).

Sekil 41°de gorildigi tizere BRCA1 fosforilasyonunun WB analizi hipokside de
gerceklestirilmistir. BRCA1 fosforilasyon diizeyinde normoksi ve hipoksi kosullarinda
belirgin bir fark oldugu goriilmektedir. BRCA1 i¢in hipoksik sartlarda fosforile olan protein

miktar1 normoksiye kiyasla, gorsel olarak diistik diizeyde tespit edilmistir.
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Hipoksi kosullarinda da dongiisiiniin durdurulmasinda énemli rol oynayan p27/ Kipl
ve p21/ Cip total protein diizeyleri WB analiziyle test edilmistir. Sekil 41°de goriildigii
tizere p2l protein diizeyinde hipokside de DMSO grubuna kiyasla diger gruplarda (Doxo
veya GSK+Doxo) artis oldugu goriilmektedir. P27/ Kipl protein diizeyinde ise hipokside

DMSO grubuna kiyasla ve endojen kontrole goére tiim gruplarda herhangi bir degisiklik
tespit edilmemistir. (Sekil 41).
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Sekil 41. Hipoksik sartlarda 24 saat inkiibe edilen hiicrelerin DDR aktivasyonu
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4.8.5. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda 72 saat Doxorubicine veya GSK2830371 ve
Doksorubisin Uygulanan MCF-7 Hiicrelerinde DDR Analizi

MCF-7 hiicrelerinin normoksi ve hipokside 72 saat doxo ile tek basina veya GSK ile
birlikte muamelesi sonrasinda 6zellikle senesensin aktivasyonunda DNA hasart cevabinin
aract olup olmadigimi ortaya ¢ikarmak amaciyla ATM, ATR, Chkl, Chk2, H2AX, p53,
BRCAL, p21, p27/Kipl gibi proteinlerin fosforilasyon ve/ veya total protein diizeyleri
Western Blot analiziyle test edilmistir. Normoksi ve hipokside doxo tek basima veya GSK
ile birlikte 72 saatlik inkiibasyon siiresinin tamamlamasinin ardindan MCF-7 hiicrelerinden
protein izolasyonu yapilarak Boliim 3.2.8.8’de anlatildigi gibi Western Blot analizi
gerceklestirilmistir. Western Blot analizlerinde endojen kontrol olarak housekeeping gen
olan GAPDH proteinini kullanilmistir.

Normoksi kosullarinda senesens indiiksiyonu i¢in kullanilan tek basina Doxo
uygulamasina cevaben MCF-7 hiicrelerinde kontrole kiyasla Wipl protein diizeyinin arttigi
tespit edilirken GSK+ Doxo uygulamasi sonucunda Wip!l diizeyinin azaldig1 goriilmektedir.
Benzer sekilde tek basima Doxo ve GSK+Doxo uygulamasmin total p53 protein diizeyini
artirdigt ancak bu kosullarda p53 (Ser 15) fosforilasyonunun ger¢eklesmedigi
goriilmektedir. Doxo, Wipl inhibitérii GSK ile birlikte uygulandiginda ise p53’iin Ser
15’ten fosforile oldugu goriilmektedir. Normoksi kosullarinda DDR’in 6nemli
elemanlarindan olan ve ayn1 zamanda Wip1’in defosforile ettigi hedefleri arasinda bulunan
Chk1, Chk2, y-H2AX proteinlerinin de fosforilasyon diizeyleri WB analizi ile test
edilmistir. Sekil 42°de gortildiigii lizere normokside 6zellikle total Chk1 miktarinada Doxo
tek basina (D) veya GSK + Doxo (G+D) gruplarinda kontrole kiyasla bir azalma goriilse de
GSK + Doxo grubunda Chk1’in fosforilasyon (Ser345) diizeyinde kontrole kiyasla artis
goriilmektedir. Normokside tek basina Doxo uygulamasina cevaben Chk2 fosforilasyonu
(Thr68) goriilmezken GSK + Doxo (G+D1 ve G+D2) gruplarinda Chk2’nin fosforile oldugu
tespit edilmistir. Total Chk2 protein diizeyinde ise herhengi bir degisiklik saptanmamistir
(Sekil 42).

Normokside total ATR ve total ATM protein diizeylerinde tek basina Doxo veya
GSK+Doxo uygulamasiyla endojen kontrole kiyasla herhangi bir degisiklik olmadigi
goriiliirken bu proteinlerin tiim gruplarda fosforile olduklar1 ve genel olarak fosforilasyon
diizeylerinde Doxo veya GSK+ Doxo uygulamasiyla endojen kontrole kiyasla herhangi bir
degisiklik olmadig tespit edilmistir (Sekil 42).
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Bunun disinda hem normoksi hem de hipokside Doxo tek basina veya GSK + Doxo
gruplarinda BRCA1’in fosforilasyon diizeyi (Ser1524) test edilmistir (Sekil 42, 43). Sekil
42°de goriildiigi tizere normokside senesens indiiksiyonu sirasinda BRCA1’in fosforilasyon
diizeyinde tek basima GSK, Doxo veya GSK+Doxo gruplarinda artig goriilmektedir.

DDR’in aktivasyonunda bir diger Onemli protein olan y-H2AX (Serl39)
fosforilasyon dilizeyinin normokside tiim gruplarda olduk¢a diisiik diizeyde oldugu
goriilmektedir. Senesensin indiiksiyonu sirasinda ve DDR’1n aktivasyonu sonucunda hiicre
dongiistiniin  durdurulmasinda 6nemli rol oynayan p27/ Kipl ve p21/Cip total protein
diizeyleri de WB analiziyle test edilmistir. Sekil 42’de goriildigli lizere p2l1 protein
diizeyinde normokside GSK, Doxo veya GSK+ Doxo gruplarinda DMSQO’ya gore artis
goriilmektedir. GSK+ Doxo grubunda ise bu artisin digerlerine gore en yiiksek diizeyde
oldugu goriilmektedir. p27/ Kip1 protein diizeyinde ise normoksi de DMSO grubuna kiyasla
ve endojen kontrole gore tiim gruplarda herhangi bir degisiklik tepit edilmemistir. (Sekil
42).
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Senesens indiiksiyonu sirasinda hipoksi kosulunda ise dncelikle HIF-1a proteininin
stabilizasyonu WB analizi ile test edilerek hipoksi ortaminin dogrulugu saglanmistir. Sekil
43°de gorildigti tlizere hipoksi kosullarinda HIF-lo’nin protein olarak varliginin
gosterilmesi ile stabilize oldugu tespit edilmistir. Hipoksi kosullarinda tim deney gruplari
karsilastirildiginda ise 72 saat GSK veya GSK+ Doxo uygulamasiyla HIF-1a protein
diizeyinde bir azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 43). Hipoksi kosullarinda Wip1 protein
diizeyinde ise normoksiye benzer sekilde doxorubicin uygulanan deney gruplarinda kontrole
gore protein diizeyinde bir artig tespit edilirken GSK uygulamasi ile Wip1 protein diizeyinin
tamamen azaldig1r bulunmustur (Sekil 43). Boylece Wipl inhibitérii GSK2830371 nin her
iki kosulda da Wipl proteinini inhibe edebildigi gosterilmistir. Hipoksi kosulunda yine
normoksiye benzer sekilde 6zellikle Doxo uygulamasi sonucunda kontrole kiyasla total p53
protein diizeyinde artis oldugu ancak fosforile olamadigi goriiliirken, GSK+Doxo
uygulamasi sonucunda Wipl inhibisyonuyla p53°tn Ser 15’ten fosforile olabildigi
goriilmektedir (Sekil 43).

Hipokside total ATM ve ATR protein diizeyleri incelendiginde ise total ATM
protein diizeyi agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark tespit edilmezken, GSK+Doxo
uygulamasiyla total ATR protein diizeyinde artis oldugu goriilmektedir. Hipokside bu
proteinlerin DMSO harig¢ tiim gruplarda fosforile olduklari ve genel olarak fosforilasyon
diizeylerinde GSK+ Doxo uygulamasiyla endojen kontrole kiyasla en yiiksek artigin
gerceklestigi tespit edilmistir (Sekil 43).

Hipokside senesens indiiksiyonu sirasinda Chk1 ve Chk2 proteinleri incelendiginde
ise bu proteinlerin hem total protein hem de fosforilasyon diizeylerinde tiim gruplarda
birbirine yakin diizeyde oldugu ve aralarinda belirgin bir fark olmadig goriilmektedir (Sekil
43).

Bunun disinda senesens indiiksiyonu sirasinda hipoksi BRCA-1’in fosforilasyon
diizeyi (Ser1524) test edilmistir. Sekil 43’de goriildiigii lizere hipoksi de senesens
indiiksiyonu sirasinda BRCA1’in fosforilasyon diizeyinde tek basina Doxo veya
GSK+Doxo gruplarinda DMSO veya tek basina GSK grubuna gore bir azalma oldugu
goriilmektedir (Sekil 43).

Hipokside y-H2AX’in fosforilasyon diizeyi incelendiginde ise endojen kontrole
kiyasla GSK+Doxo uygulamasiyla fosforilasyon diizeyinde az da olsa bir artig oldugu
goriilmektedir (Sekil 43).
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Hipokside senesensin indiiksiyonu sirasinda DDR’mn aktivasyonu sonucunda hiicre
dongiisiiniin  durdurulmasinda 6nemli rol oynayan p27/ Kipl ve p21/Cip total protein
diizeyleri de WB analiziyle test edilmistir. P27/Kipl protein diizeyinde DMSO grubuna
kiyasla ve endojen kontrole gore tiim gruplarda herhnagi bir degisiklik tespit edilmezken
p21 protein diizeyinde normokside Doxo veya GSK+ Doxo gruplarinda DMSQO’ya gore artis
oldugu, GSK+Doxo grubunda ise bu artisin Doxo’ya gore yliksek diizeyde oldugu
goriilmektedir (Sekil 43).
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5. TARTISMA

Solid tiimdérlerin hemen hemen hepsinde goriilen bir karakteristik olan timor
hipoksisi, kanser tedavisine cevabin yetersiz ya da zayif olmasiyla iligkilendirilmistir.
Tiimdr hiicrelerinin asir1 proliferasyonu hiicreleri damarlardan uzaklastirir ve boylece kan
dolasiminin yeterince olmadigi bu alanda besin ve oksijen yetersizligi goriilmeye baslar.
Boyle bir oksijen yetersizligi (hipoksi) hem normal hiicrelerde hem de neoplastik hiicrelerde
sonunda hipoksiye bagli olarak indiiklenen major transkripsiyon faktorii HIF-lo’in
aktivasyonu indiikler. HIF-1a ise tiimdr hiicrelerinin hayatta kalmalarini, tedaviye direng
kazanmalar1 ve besin olmayan bu alandan ka¢gmak i¢in kullanilacak olan olduk¢a genis
panelde genlerin transkripsiyonunu saglayarak kanser hiicrelerinin hipoksik ortama
adaptasyonunu ve hayatta kalmalarimi saglar (Semenza, 2003, 2012). Ozellikle anjiyogenik
faktorler (6rn. vaskiiler endotelial biiyiime faktorii VEGF), diger biiyime faktorleri (insulin-
like biiytime-faktori-1l, IGF-11) ve glokolitik enzimler, (AldolazA/C gibi), antiapoptotik
proteinler (6rn. Bel-2) gibi ¢ok sayida genin transkripsiyonunu saglar (Kilic ve ark, 2007;
Semenza, 2003, 2012). Boylece HIF-1 solid tiimorleri anjiyogenezi tesvik ederek, biiyiime
faktorlerinin ifadesini artirarak, apoptozisi dnleyerek ve anaerobik metabolizmay1 artirarak
hipoksiye karsi korumaktadir. Tiimor hipoksisinin insan kanserlerinde kotii prognoz ve
radyoterapi ve kemoterapiye karsi direncle korelasyon gosterdigi ve apoptozis ilizerindeki
negatif etkileri de bilinmektedir (Kilic ve ark, 2007; Semenza, 2015).

Hipoksi aym1 zamanda DNA hasar1 cevabir ve onarmmiyla ilgili ¢ok sayida genin
transkripsiyon ve translasyonunu degistirmekte ve boylelikle DNA onarimint da inhibe
etmektedir. Hipoksik tiimdrlerde, onkogen amplifikasyonu, DNA replikasyon stresi ve
regiilasyonu bozulmus DNA hasar1 cevabi sinyallesmesi, bu hiicrelerin hiicre dliimiinden
kacma yetenegiyle birlikte hasarli DNA’yla prolifere olmalarina ve daha da fazla mutasyon
kazanmalarina neden olmaktadir (Kaplan ve Glazer, 2019).

Hipoksik tiimorlerde DNA hasar1 yaratan ajanlarin normoksiye gore daha az etkili
oldugu bilinmektedir (Kaplan ve Glazer, 2019). Ancak bu durumun DNA hasari cevabinin
regiilasyonu ile iligkili olup olmadigi konusunda literatiirde yeterince c¢alisma
bulunmamaktadir.

Okaryotik hiicreler herhangi bir DNA hasar1 saptandiginda genomik biitiinliigiin
stirdiiriilmesi icin hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 ve DNA onarim yollarini aktive eden

icin korunmus bir DNA hasar1 yaniti (DNA Damage Response (DDR)) bulunur. Hiicre
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dongiisiiniin G1 / S, intra-S ve G2 / M kontrol noktalarina sirasiyla ATM / ATR ve kontrol
noktas1 kinazlar1 2 ve 1 (CHK2) / (CHK1) aracilik etmektedir. Bu kinazlar, hiicre dongiisii
ilerlemesini 6nlemek, DNA tamirini veya programlanmis hiicre Sliimii veya hiicresel
senesensi baglatmak igin sinyalleri efektér molekiillerin en dnemlisi p53°e iletirler. pS3'in
etkinlestirilmesi, DNA hasarinin tamiri hiicre dongiisliniin durdurulmasi ve apoptozu
baslatarak hiicrelerin kanser gelisimine kars1 korunmasina yardimei olur (Elshamy, 2010; Le
Guezennec ve Bulavin, 2010; Lowe ve ark, 2012; Zhu ve Bulavin, 2012). Boylelikle DDR
esasen bir tiimor baskilayict bariyer gorevi géormektedir.

Son yillarda yapilan caligmalarda ise p53’iin ATM/ATR kinazlarca baslatilan
aktivasyonunu kapatmada p53°i defosforile etmek yoluyla rol oynayan Wipl fosfatazin dne
ciktigi goriilmektedir. Wipl protein fosfotaz 2C (PP2C) ailesinin iiyesi bir serin/threonin
fosfatazdir. PPM1D/Wipl ozellikle genotoksik stresle p53’e bagli olarak indiiklenen bir
gendir . Bununla birlikte Wipl aktive oldugunda p53°i ya direkt defosforile ederek ya da
MDM2’yi defosforile etmek yoluyla inaktive etmekte ve bdylece geri-bildirim inhibisyonu
saglamaktadir (Elshamy, 2010; Le Guezennec ve Bulavin, 2010; Lowe ve ark, 2012; Zhu ve
Bulavin, 2012). Wipl fosfataz, DNA hasar cevabinda ve kontrol noktalarindaki gérev alan
diger onemli proteinleri de defosforile ederek DNA hasar tamiri sonrasinda hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu proteinler arasinda ATM, ATR, Chkl,
Chk2, Mdm2, Mdm4 ve p38-MAPK gibi proteinler yer almaktadir (Elshamy, 2010). Ayni
zamanda DNA hasarmin algilanmasini ve onarilmasini saglayan y-H2AX, XPA, XPC ve
UNG2 gibi proteinlerde hedefleri arasindadir. Wipl tiim bu hedeflerini defosforile ederek
homolog rekombinasyon onarimi (HR), homolog olmayan u¢ birlestirme aracili onarim
(NHEJ) ve niikleotid eksizyon tamiri ve baz eksizyon tamirlerini (BER) dogrudan veya
dolayli olarak baskilamaktadir (Emelyanov ve Bulavin, 2015).

Wipl’in meme, akciger, pankreatik ve kolon kanserleri gibi solid tiimorler de asirt
ifade edildigi, amplifiye oldugu, mutasyona ugradigi dolayisiyla onkogen 6zellik kazandig
bilinmektedir. Wipl’in regiilasyonu bozulmus ve siirekli ifade edilmeye baslanmissa
ATM/ATR aracili DNA hasar1 cevabini ve p53’°e bagl tiimor siipresor cevaplart (apoptoz,
senesens ve hiicre dongiisiiniin tutuklanmasi gibi) negatif yonlii olarak regiile ederken
timorogenezi tesvik edebilmektedir (Lowe ve ark, 2012). Regiilasyonu bozulmus olan
onkogenik Wipl ayn1 zamanda kanserlerde kemoterapiye cevabi azaltmakta ve bu nedenle
yapilan son calismalar Wip1’1 kanserde terdpatik bir hedef haline getirmektedir. Wip1’in

genetik ya da farmokolojik inhibitorlerle hedeflenmesi antikanser terapisi agisindan roliiniin
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ortaya ¢ikarilmasi 6nem arz etmektedir. Bu baglamda son yillarda farkli insan kanser
tirlerinde Wip1’in hedeflenmesine yonelik olarak ¢esitli calismalar yapilmaktadir (Kong ve
ark, 2009; Lowe ve ark, 2012; Parssinen ve ark, 2008; Pechackova ve ark, 2016). Ancak
Wip1’in hedef alindig1 calismalarda solid tiimoérlerin karakteristigi olan, kemoterapi ve
radyoterapiye direngte onemli rol oynayan tiimor hipoksisinin degerlendirilmedigi ve goz
ard1 edildigide goriilmektedir.

Tiimor hipoksisi, tedaviyi olumsuz etkiledigi ve kotii huylu ilerlemeyi tetikledigi i¢in
kanser terapilerinde zararli bir faktor olarak giderek daha fazla taninmaktadir. Esasen
normal dokularda oksijen seviyesi %5 ila %7.4 arasinda degismekte ve genel ortalama
olarak fizyolojik oksijen seviyesi (fizoksi) %5 civarinda bulunmaktadir. Dolayisiyla bir ¢ok
in vitro calisma da normoksi olarak nitelenen ve %20 oksijen seviyesine sahip kosullar
fizoksi ile karsilastirilabilecek diizeyde degildir. Bir ¢cok tedavi edilmemis tiimorde ise
ortalama oksijen seviyesinin normal dokulara gére énemli dl¢iide ¢ok daha diisiik oldugu,
yaklagik %0,3 ile %4,2 arasinda oldugu ve tiimérlerin gogunun oksijen seviyesinin ortalama
seviyelerininde altinda ve %2’den daha az oldugu bilinmektedir. Bu durum kismen tiimdriin
koken aldigi dokuya da bagli olarak daha diisiikk seviyelere ve anoksiye kadar da
inebilmektedir (McKeown, 2014).

Dolayisiyla oksijen seviyesinin normal dokularda yaklasik %5 ve tiimorlerdeki ise
yaklasik %1 seviyelerinde oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla normal ve timor dokularda
fizyolojik oksijen seviyelerinin dikkate almayan caligmalar, tiimoriin tedaviye ve/ veya
malign ilerlemeye yanit vermesini saglayan gercek kosullari tanimlayamayabilir. Insan
timorleriyle yapilan 6zellikle in vitro antikanser terapisi ¢aligmalarinda bu durum 6zellikle
onemli olabilir.

Bu nedenle yapilan bu tez ¢clismasinda Wipl fosfatazi asir1 ifade ettigi bilinen meme
kanseri hiicre dizisi MCF-7 kullanilarak simdiye kadar yapilan in vitro ¢aligmalari temsilen
normoksi (%20 O2) kosullar1 ve bugiine kadar degerlendirilmeyen hipoksi kosullarinin
(timor hipoksisini temsilen %1 O) karsilagtirilmasi amaglanmistir. Her iki kosulda da
Wip1’in allosterik inhibitor GSK 1ile baskilanmasi sonucunda DNA hasar1 yaratan
kemoterapotik ajan doksorubisine cevaben, DNA hasari cevabinin aktivasyonu ve buna
bagli olarak ortaya ¢ikan hiicresel yanitlarin (hiicre dongiisii, apoptozis ve senesens) analizi
gerceklestirilmistir. Boylece Wip’in baskilanmasinin hipoksik tiimdérlerde anti-kanser ilag
tedavisine etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma bu konuda yapilan kapsamli ilk ¢alisma

olup bu konuda literatiire yapacagi katkilar agisindan da 6nem tasimaktadir.
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Yapilan analizler sonucunda elde edilen tiim veriler ayrintili olarak asagida basliklar

altinda tartisilmistir ve buna bagh olarak ¢esitli 6neriler sunulmustur.

5.1. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda MCF-7 Hiicrelerinde Wip1 Diizeyi

PPMID genini tasityan kromozomal lokus 17q23 genellikle meme, yumurtalik ve
mide kanseri, ndroblastom ve akciger adenokarsinomu dahil olmak iizere ¢esitli insan
tiimorlerinde amplifiye oldugu ve mutasyonlara sahip oldugu ve bdylece onkogenik karakter
kazandig1 bilinmektedir (Pechackova ve ark, 2016). Yapilan bu tez ¢alismasinda onkogenik
Wipl’e sahip oldugu bilinen meme kanser hiicre dizisi MCF-7 kullanilmistir. MCF-7
hiicrelerinde PPM1D geninin yaklasik olarak 20 kopya tasidigi ve boylelikle Wip1 fosfataz
proteinini asir1 ifade ettigi gosterilmistir (Kong ve ark, 2009). Ancak bugline kadar yapilan
calismalarda MCF-7’de PPMID geninin aynt zamanda mutasyona sahip olup olmadigi
konusunda literatiirde herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu nedenle oncelikle MCF-7
hiicrelerinde genomik DNA izole edilerek, PPMID geni ekzonlar1 PCR’la amplifiye
edilerek Sanger sekans yontemiyle analizi yapilmistir. Bu analizler sonucunda PPMI1D’de
herhangi bir mutasyon olmadigi ilk defa bu ¢alismayla gosterilmistir.

Daha sonra gRT-PCR analiziyle MCF-7 hiicrelerinden genomik DNA iizerinden gen
kopya sayisi analizi de yapilmistir. Bu analizde referans olarak Wip1’i normal diizeyde
ifade ettigi bilinen normal diploid insan deri fibroblasti olan BJ hiicre dizisinden elde edilen
genomik DNA kullanilmistir. Bu analiz sonucunda BJ hiicrelerine oranla MCF-7
hiicrelerinin Wipl’i gen kopya sayist ortalama 25 kat daha fazla bulunmustur. Ayn
zamanda MCF-7 hiicrelerinde FISH analizi de yapilmistir. FISH analizi sonucunda
kullanilan proba bagli olarak teknik sebeplerden dolay1r hem kontrol sentromerik prob hem
de Wipl probuyla net goriintiiler elde edilememistir. Oldukga pahali bir analiz olmas1 ve
optimizasyonu i¢in bile oldukga fazla materyal gerektirmesi nedeniyle FISH analizinde prob
degisikligine gidilememistir. Ancak qRT-PCR’la elde edilen gen kopya sayisi analizi
sonucu elde edilen veriler literatiirde bu konuda var olan verilerle birebir ortiismektedir ve
MCF-7 hiicrelerinde PPM1D gen kopya sayist bdylelikle dogrulanmistir.

Hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda MCF-7 hiicrelerinin Wip1°’i asir1 ifade
ettigini gostermek amaciyla ise QRT-PCR analiziyle mRNA diizeyinde ve WB analiziyle
protein diizeyinde seviyeleri test edilmistir. QRT-PCR analizinde BJ hiicreleri yine referans
olarak kullanilmistir. Gen kopya sayisi analizi sonucuna benzer sekilde MCF-7 hiicrelerinin

hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda mRNA diizeyinin BJ’den ortalama 20 kat daha
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fazla oldugu dogrulanmistir. Ayn1 zamanda MCF-7 hiicrelerine 24 saat 1pM Doxo
uygulanmasi sonucunda Wipl’in hem normoksi hem de hipokside mRNA ve protein
diizeyinin kontrole kiyasla asir1 artmistir. Wipl baslangicta ifadesi p53°’e bagimli olarak
iyonize radyasyonla indiiklenen bir gen olarak tanimlanmustir (Fiscella ve ark. 1997). Ancak
daha sonra Wip1’in ifadesinin ¢esitli dis kaynakli, 6zellikle de genotoksik stres indiikleyici
(iyonize radyasyon, UV, antikanser ajanlar1 doksorubisin, etoposid veya anisomisin,
hidrojen peroksit ve inflamatuvar sitokinler ve benzeri) ajanlarla artmakta oldugu ortaya
cikmistir (Lu ve ark. 2008). Dolayisiyla bu sonuglar literatiirdeki verilerle uyumlu olup wt
p53’e sahip MCF-7 hiicrelerinde Wip1’in doksorubisin ile muamalesi sonucunda genotoksik

strese bagli olarak indiiklenebildigini de gostermektedir.

5.2. MCF-7 Hiicrelerinde Normoksi ve Hipokside Wip1’in GSK2830371 Tarafindan

inhibisyonu

Spesifik bir Wip1 antagonisti olan kiiglik molekiil GSK2830371 (GSK) allosterik bir
inhibitor olarak etkisini ve spesifikligini proteinin flap alt bolgesine baglanarak fosfataz
aktivitesini inhibe ederek gostermektedir (Gilmartin ve ark, 2014; Richter ve ark, 2015).
Yapilan bu tez calismasinda Wipl proteininin asirt ekspresyonuna sahip olan MCF-7
hiicrelerinde GSK, onkogenik Wip1’in etkilerini hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda
baskilamak amaciyla kullanilmustir. Oncelikle ¢alisma da kullanilmis olan hipoksi
kosullarinin dogrulanmas: i¢in HIF-1o’nin WB analiziyle protein olarak tespiti yapilmistir.
Hipoksi kosullar1 Bolim 3.2.7°de anlatildigr gibi saglanmistir. HIF-la’nin kimyasal
indiikleyicisi olarak bilinen CoCl, ile muamele edilen MCF-7 hiicreleri pozitif kontrol
olarak kullanilmigtir. Yapilan WB analizi sonucunda CoCl; ile muamele edilen ve hipoksi
chamber’inda 24 saat inkiibe edilen hiicrelerde HIF-lo proteininin stabilize oldugu
goriilmektedir. Normokside ¢ok hizli degredasyona ugradig: i¢in HIF-la protein olarak
goriintiilenememistir  (Sekil 40, 42). Elde edilen bu sonuglar hipoksi kosullarinin
dogrulugunu teyit etmistir.

Ayni zamanda 24 saat 2,5 ve 5 uM GSK ile inkiibe edilen MCF-7 hiicreleriyle
yapilan WB analizi sonucunda hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda Wip1’in kontrol
grubuna kiyasla protein diizeyinde azalma oldugu goriilmektedir. Bu GSK
konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinde Doxo uygulamasiyla indiiklenerek artan Wip1’i

de hem normoksi hem de hipoksi de baskilamakta etkili olduklar1 gosterilmistir. Literatiirde
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GSK ile yapilan ¢alismalarda da gesitli hiicre dizilerinde genellikle 0,5-20 uM araliginda
Wip’in hem protein diizeyi hem de fosfataz aktivitesi agisindan baskilanarak inhibe edildigi
gorilmektedir. Pechakova ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alisma da kontrol olarak
kullanilan MCF-7 hiicrelerinde 0,5 uM 7 giin siireyle uygulanan GSK tarafindan Wip1’in
protein diizeyinin yiiksek oranda azaldig1 ve baskilandig1 goriilmektedir. Yapilan bu tez
caligmasinda ise SuM GSK ile daha kisa bir siire de (24 saat) etkili sonug¢ alindigi
goriilmektedir. Bu Kkonsantrasyonda tek basina GSK uygulamasinin MCF-7 hiicre
proliferasyonunu durdurucu ya da hiicre 6liimiinii indiikleyici herhangi bir etkisi etkisi
goriilmemistir.

Bu calismada ayrica GSK’nin Wipl1’i sadece protein diizeyde baskilanmadigi ayni
zamanda fosfataz aktivitesinin de baskilandigi goriillmektedir. Wip1’in fosfataz aktivitesinin
en temel hedeflerinden birisi p53’tin Ser 15’ten fosforilasyonudur. GSK yoklugunda Doxo
ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde p53 Serl5 fosforilasyonu goriilmezken,
GSK+Doxo uygulamasiyla bu fosforilasyonun goriilmesi GSK’nin Wip1’in fosfataz
aktivitesini  baskiladiginin  kanitlarindan  birisidir. Benzer durum Wipl’in diger
hedeflerinden olan H2A.X fosforilasyonunda da gériilmektedir. GSK+Doxo uygulamasiyla,
H2A.X fosforilasyonun en yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bu tez
calismast kapsaminda elde edilen verilerle MCF-7 hiicrelerinde GSK’nin Wip1’i hem
protein diizeyinde azaltarak hem de fosfataz aktivitesini baskilayarak hedefledigi agikca
gosterilmistir. Elde edilen bu verilerin literatirde GSK ve MCF-7 hiicre dizisi ile yapilan
calismalardan elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu goriinmektedir (Pechackova ve ark,
2016).

5.3. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda GSK2830371 ve Doksorubisine Uygulamasinin
MCF-7 Hiicreleri Uzerinde Etkileri

Onkogenik Wipl fosfataza sahip olan MCF-7 hiicrelerinde Wipl fosfatazin
baskilanmasi sonucunda hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda DNA hasar1 cevabi ve
buna bagli olarak indiiklenen hiicre dongiisiiniin durudurulmasi, apoptozis ve senesens gibi
hiicresel stres cevaplarinin analizi icin DNA hasar1 cevabinin aktivasyonunu saglayacak bir
anti-kanser ajani olan Doksorubisin (Doxo) kullanilmistir. MCF-7 hiicrelerinde DNA hasar1
cevabi aktivayonuna bagl olarak apoptozis indiiksiyonu i¢in MCF-7 hiicrelerine 1 uM ve

1,75 uM Doxo, 24 saat siireyle GSK varliginda ve yoklugunda hem normoksi hem de
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hipoksi kosullarinda uygulanarak hem hiicre dongiisii analizi hem de Annexin V/7AAD
Ol¢timii ile apoptozis analizi yapilmistir. Senesens indiiksiyonu iginse 0,5 uM doxorubicin
72 saat siireyle GSK varliginda ve yoklugunda hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda
uygulanmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda yine hiicre dongiisii analizi, SA-B-gal

boyamas1 ve WB analizleri yapilmstir.

5.2.1. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda GSK2830371 ve Doxorubicin Uygulamasinin
MCF-7 Hiicre Dongiisii Uzerinde Etkileri

Elde edilen veriler MCF-7 hiicrelerinde normokside GSK’nin tek basina herhangi bir
etkisi olmadigini, Doxo uygulamasiyla G2/M fazinda dongliniin durduruldugunu
gostermektedir. GSK+Doxo uygulamasiyla ise G2/M’ de asil1 kalan hiicre oraninin Doxo’ya
gore azaldigi ancak kontrole kiyasla halen yiiksek oranda bulundugu, bunun yaninda S
fazinda bulunan hiicre oraninin artmig oldugu goriilmektedir. Hipoksi de benzer sonuglar
elde edilmis olup GSK’nin tek basina herhangi bir etkisi goriilmezken Doxo uygulamasiyla
G2/M fazinda dongiiniin durduruldugu bulunmustur. Yine GSK+Doxo uygulamasiyla ise
G2/M’ de asil1 kalan hiicre oraninin Doxo’ya gore azalsa da kontrole kiyasla halen yiiksek
oranda bulundugu, bunun yaninda S fazinda bulunan hiicre oraminin artmis oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla GSK ile Wip1’in inhibisyonu bu hiicrelerin hem normoksi hem
de hipokside DNA hasarina cevaben (Doxo uygulamasi) hem S fazi hem de G2/M fazinda
durdurulmasini saglamstir.

Pechackova ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢calismada (0,5 pM) GSK’ nin 8, 24, 48 ve 72
saat boyunca uygulanmasi sonucunda MCF-7 hiicrelerinin zamana bagli olarak hiicre
dongiisiiniin G2/M fazinda biriktigini gostermislerdir (Pechackova ve ark, 2016). Bunun
disinda yapilan bir baska calismada PPMI1D/Wipl (-/-) MEF popiilasyonunda yabanil tip
MEF'lere kiyasla daha yiiksek oranda G2/M tutulumu oldugu goriilmiistiir (Oliva-Trastoy ve
ark, 2007). Bu caligmalar Wip1’in asir1 ekspresyonunun esasen hiicre dongiisiiniin G2/M
kontrol noktasinin iptaline neden olabildigine isaret etmektedir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda ise GSK uygulamasi ile kontrole kiyasla G2/M tutulumunda anlamli bir
farklilik olmadigi goriilmektedir. Bu durum GSK’nin MCF-7 hiicrelerine sadece 24 saat
stire uygulandiktan sonra hiicre dongiisii analizi gergeklestirildiginden kaynaklanmis
olabilir. Nitekim Pechakova ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, G2/M tutulumunun
daha diisitk GSK konsantrasyonunda gergeklestirildigi ve zamana bagli olarak bu tutulumun

artig gosterdigi goriilmektedir.
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Bu tez kapsaminda oOzellikle senesensin indiiklenmesi i¢in daha diisiik
konsantrasyonda Doxo (0,5uM) kullanilmistir. Normoksi kosullarinda 72 saat siire ile Doxo
veya GSK+ Doxo uygulandiginda da hiicre dongiisii analizi i¢in elde edilen veriler, 24 saat
Doxo veya GSK+ Doxo verileriyle benzerlik tasimaktadir. Ancak hipoksi de kontrol
hiicrelerinde G1 fazinda belirgin miktarda tutulum oldugu goriilmektedir. Doxo uygulanan
hiicrelerde ise normoksiye benzer sekilde G2/M faz oraninin diger gruplara kiyasla yiiksek
oldugu tespit edilmistir. GSK+ Doxo uygulanan hiicrelerde ise yine G2/M faz oraninin
Doxo uygulanan hiicrelere kiyasla yaklasik %50 oraninda azaldig1 ve S fazinda belirgin bir
bir artis oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla 24 saat verilerine genel olarak benzer sonuglar
elde edilmistir. Hiicre dongiisii verileri, literatiirde var olan calismalardan farklilik
gostermektedir. Ancak bu durum kullanilan GSK konsantrasyonu veya DNA hasar1 ajani
veya ¢alismanin yapildigi hiicre dizilerinin de farklilik gostermesi nedeniyle olabilir.

Literatiirde var olan ¢aligmalar Wip1’in hiicre dongiisii dagilimi iizerindeki etkisinin
p53/p21°e bagh olarak gerceklestigine isaret etmektedir (Pechackova ve ark, 2016). Bu tez
calismasinda da elde edilen veriler bu yondedir. Hiicre dongiisii analizi yapilan hiicrelerde
daha sonra yapilan WB analizlerinde hem apoptotik hem de senesens sirasinda p53°e bagl
p21 akitivitesinde artis oldugu tespit edilmistir.

Wip1’in hiicre dongiisii tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalardan birinde ise wt-
NPC (sinir kokii/oncii hiicresi) ile Wipl knock-out (KO) NPC hiicrelerinde hiicre dongiisii
dagilimi karsilastirilmis ve Wip1-KO-NPC hiicrelerinin daha yiiksek G2/M oranina sahip
oldugunu tespit edilmistir. Calismanin devaminda ise p53-KO-NPC ile Wip1/p53-KO-NPC
(p53 ve Wipl knock-out) hiicrelerinde hiicre dongiisti dagilimi karsilagtirilmig ve aralarinda
farklilik olmadigi saptanmistir. Boylece Wipl’in p53 pozitif NPC hiicrelerinde hiicre
dongiisii lizerinde etkili oldugunu ancak p53 negatif NPC hiicrelerinde ise Wip1’in hiicre
dongiisii izerine etki etmedigi belirlenmistir (Zhu ve Bulavin, 2012).

Bu tez caligmasi1 kapsaminda hem normoksi hem de hipokside elde edilen veriler
Wipl varliginda hiicrelerin G1/S kontrol noktasindan kagabildigi goriilmektedir. Bu durum
biiyiik olasilikla p53°iin ve takiben p21’in inhibisyonunu gergeklestirmek suretiyle oldugu,
elde edilen WB analizi sonuglarindan goriilmektedir. Wip1 baskilanmasi1 sonucunda ise elde
edilen veriler hem p53-p21 aktivasyonunun hem de G1/S kontrol noktasinin geri geldigini
gostermektedir. Bu durum hem kisa siireli (24 saat) hem de uzun siireli (72 saat) Doxo ve

GSK+Doxo uygulamalari sonucunda yapilan analizlerde gériilmiistiir.
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Fonksiyonel calismalar, Wipl’in G1/S, intra-S ve G2/M kontrol noktalarinda
reglilasyonunu sagladigini dogrulamislardir (Choi ve ark, 2002; Kleiblova ve ark, 2013;
Pechackova ve ark, 2016). Wip1°i asir1 ekspresse eden hiicrelerin iyonize radyasyona maruz
kaldiginda daha diisiik G2 tutuklanmasina sahip oldugu goriilmiistiir (Oliva-Trastoy ve ark,
2007). Endojen Wipl’e sahip hiicreler Wipl’in baskilandigi hiicrelere gore G2 kontrol
noktasindan ¢ok daha etkili bir ¢ikis ve toparlanma saglamakta ve bunu da p53’ii inhibe
etmek suretiyle yapmaktadirlar (Jaiswal ve ark, 2017; Lindqvist ve ark, 2009). Bu durumda
hiicreler proliferasyona devam edebilmekte ve bu da Wipl’in tiimorigenezi tesvik etmek

i¢cin kullandig1 diger bir yol alarak karsimiza ¢ikmaktadir.

5.2.2. Normoksi ve Hipoksi Kosullarinda GSK2830371 ve Doxorubicin Uygulamasinin
MCF-7 Hiicrelerinde Apoptotik etkileri

Elde edilen veriler normoksi kosullarinda GSK ve Doxo’nun birlikte uygulamasinin
apoptozis oranini tek basina Doxo uygulamasina kiyasla yaklasik % 20 oraninda artirdiginm
gostermistir. Elde edilen bu veriler GSK’nin Wip1’i baskilamasiyla hiicrelerin apoptozise
daha duyarli hale geldiklerini GSK+Doxo ‘nun birlikte sinerjistik etki gostererek MCF-7
hiicrelerinde apoptozis oranini artirdigina isaret etmektedirler. Pechakova ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada benzer sonuglar elde edilmis olup MCF-7 hiicrelerinde GSK’nin
Doxo’ya duyarliligi %15 oraninda artirdigr goriilmektedir. Bunun disinda ¢esitli kanser
tirlerinde (meme, néroblastoma, melanoma, mantle cell lenfoma ve glioma) yapilan in vitro
ya da in vivo ¢aligmalarda GSK’nin iyonize radyasyon, Doxo veya Etoposid gibi DNA
hasar1 ajanlarina kasin bu hiicreleri daha duyarli hale getirdigi ve apoptozis oranini artirdigi
goriilmektedir. Genel olarak farmokolojik ya da genetik olarak Wip1’in baskilanmasinin w¢
p53’e sahip timorlerde kemoterapiye duyarlilik acisindan etkili oldugu goriilmektedir (Chen
ve ark, 2016; Kojima ve ark, 2016; Pechackova ve ark, 2016; Sriraman ve ark, 2016; Stolte
ve ark, 2018; Wu ve ark, 2018).

Bu tez ¢alismasinda GSK’nin etkinligi ilk defa hipoksi kosulunda test edilmistir.
Elde edilen veriler normoksiye benzer sekilde hipokside de GSK ve Doxo birlikte
uygulandiginda tek basma doxo wuygulamasina kiyasla total apoptozis miktarini
yaklagik %20 oraninda artirdigini gostermektedir. Normoksik ve hipokside 24 saat
inkiibasyonu takiben hesaplanan sonuglar birbirleriyle kiyaslandiginda ise kontrol, D1, D2
gruplar1 arasindaki apoptozis oraninin hipokside ortalama %35 oraninda daha diisiik oldugu

saptanmistir. Bagka bir deyisle hipoksi MCF-7 hiicrelerinin Doxo indiiklii apoptozise daha
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direngli olmasina yol agmistir. Ancak GSK hipokside de normoksiye benzer sekilde Doxo
ile indiiklenen apoptozis oranini %20 oraninda artirmistir. Dolayisiyla GSK+Doxo’nun
birlikte sinerjistik etki gostermesi olduk¢a dnemli bir bulgudur. Bu veriler Wip1°i asir1 ifade
eden hipoksik tiimdrlerde de GSK’nin oldukga iyi bir terapodtik ajan olabilecegine isaret
etmektedir. Literatiirde bu konuda hem normoksi hem de hipokside karsilastirmali olarak
yapilan herhangi bir in vitro ¢alismaya rastlamamakla birlikte GSK’nin etkinliginin
gosterildigi in vivo fare tiimor modelleri olan az sayida ¢alisma oldugu goriilmektedir. Bu
calismalardan birinde GSK’nin xenograft modelinde lenfoma ve ndroblastoma biiylimesini
baskiladig1 ve boylece in vivo hipoksik tiimorlerde etkin olabilecegi gosterilmistir (Chen ve
ark, 2016; Richter ve ark, 2015). Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler literatiirde
var olan caligsmalarla paralellik gostermektedir.

Genotoksik strese maruz kalan hiicreler, DNA onarimini1 diizenleyen ve genomik
diizensizlik ve tiimor olusumunu dnleyen igsel bir bariyeri temsil eden korunmus bir DNA
hasar1 yanitinin aktivasyonu ile genom biitlinliigiinii korurlar (Bartek ve ark, 2007). Bu
yolagin en temel bileseni, hiicrenin kader kararlarini kontrol eden tiimor baskilayici protein
p53'tir. Aktivasyonunun genligine ve siliresine bagli olarak, p53 gecici hiicre dongiisii
durmasimi (kontrol noktast), kalic1i senesensi (yaslanma) veya programlanmis hiicre
oliimiinii (apoptoz) tesvik eder (Lowe ve ark, 2012). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
onkogenik Wipl’in wt p53 tiimorlerde tlimérogenezin bir bileseni ve p53°e bagh olarak
aktive olan tiimdr siipresor cevaplart baskiladigi goriilmektedir (Chen ve ark, 2016; Kojima
ve ark, 2016; Pechackova ve ark, 2016; Sriraman ve ark, 2016; Stolte ve ark, 2018; Wu ve
ark, 2018). Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgularda bu durumu isaret etmektedir. MCF-
7 hiicrelerinde hem normoksi hem de hipokside Doksorubisin ile indiiklenen apoptozis
oraninin diisiik olmasinin altinda yatan en temel nedenlerden birisi olarak Wip1°’1 asir1 ifade
eden bu hiicrelerde asir1 artmis fosfataz aktivitesiyle DNA hasar1 cevabi ve takiben p53’e
baglh olarak gelisen hiicresel cevaplarin tam olarak indiiklenmemis olmasi gosterilebilir.
Nitekim MCF-7 hiicrelerinde GSK veya GSK+Doxo uygulamasi sonrasi yapilan WB
analizlerinden elde edilen veriler bu hipotezi destekler niteliktedir. Normokside tek basina
Doxo uygulamasiyla DDR’1n 6nemli bilesenlerinden Chk2’nin ve p53°iin fosforilasyonlari
goriilmezken GSK+Doxo wuygulamasi sonucunda her ikisinin de fosforile oldugu
goriilmektedir. Buna bagli olarak p21 ve p27 diizeyinde de artis oldugu goriilmektedir (Sekil
44). Benzer durum hipokside de dogrulanmis olup tek basmna GSK veya Doxo
uygulamasiyla p53 ya da Chk2 fosforilasyonu goriilmezken GSK+Doxo beraber
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uygulandiginda her ikisininde fosforile oldugu ancak fosforilasyon diizeylerinin normoksiye
gore biraz daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Hipokside de p21 ve p27 diizeylerinin artmis
oldugu ve GSK+Doxo uygulamasinda bu artsin daha fazla oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla elde edilen bu veriler MCF-7 hiicrelerinde GSK +Doxo indiiklii apoptozise hem
normoksi hem de hipokside Chk2-p53-p21 aktivasyonunun aracilik edebilecegini

gostermektedir.
. NORMOKSi HiPOKSI
WB Apoptozis
GSK Doxo GSK+Doxo GSK Doxo GSK+Doxo
t-ATM - + ++ - + +
t-ATR - + + - + +
p-BRCA1l + ++ +++ + + +
HIF-1a - - - + + +
Wip1l + ++++ + + ++++ +
p-Chk2 - - ++ - +
t-Chk2 - ++ ++ - + +
p-Chk1 - + + - + +
p-p53 - - + - - +
t-p53 + ++++ ++++ + ++++ ++++
p27 Kip - ++ ++ - + ++
p21 + + ++ + ++ +++
y-H2AX + +++ ++++++++ ++ +++ +++++

Sekil 44. 24 saatlik Western Blot sonuglarinin karsilastirilmali olarak isaretsel tablosu

(Kontrole gore belirgin bir fark olmayan (-), kontrole gore artmis olanlar ise artis

miktarlarina oranla (+) isaretiyle ifade edilmistir.)

Literatiirde de Wipl’in asir1 ifade edilerek onkogen o6zelligi kazandigi timor
hiicrelerinin ¢gogunda p53 geni yabanil tipdir. (Xia ve ark, 2017). p53’iin fonksiyonel olarak
pozitif oldugu tiimorlerde Wip1’in hedeflenerek baskilanmasi kemoterapiye olan duyarliligi
arttirmakta ve apoptozisi tesvik etmektedir (Pechackova ve ark, 2017). Bu g¢aligmalardan
noroblastomada Wip1’in GSK (50 uM) ile baskilanmasi sonucunda Chk2 fosforilasyonuna
bagli olarak p53 aracili olark indiiklenen p21 ve Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik {iyelerinden
Bax ve Puma’nin artisina bagh olarak apotozisin arttigr bildirilmistir (Chen ve ark, 2016).
Mantle hiicre lenfomasinda yapilan bir ¢alismada ise yine GSK ile Wipl’in baskilanmasi
sonucunda total ve fosforile p53’lin artisina bagli olarak p21 ve PUMA protein
diizeylerininde artis gosterdigi ve bu hiicrelerin apoptozise daha duyarli hale geldikleri
gosterilmistir (Kojima ve ark, 2016). Ayrica Kong ve arkadaslarimin yaptigi calismada
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Wipl'in baskilanmasinin doksorubisine cevap olarak
daha yiiksek seviyede apoptozise yol actigimi gostermistir (Kong ve ark, 2009). Bu tez

kapsaminda elde edilen bulgular literatiirle paralellik géstermekte ve GSK’ya bagl olarak
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ortaya ¢ikan apoptozis artisina Chk2-p53-p21 aktivasyonunun aracilik edebilecegini
gostermektedir.

Yine bu tez calismasi kapsaminda elde edilen onemli bulgulardan birisi de DNA
kiriklarinin onariminda, yanlis eslesme hatalarinin onariminda ve hatta NHEJ onarim
sisteminde gorev alan BRCAI1’in, herhangi bir DNA hasari ajani1 olmadan sadece GSK
uygulanmas1 sonucunda fosforilasyon diizeyinin artig gostermesidir. BRCAI1 esasen ¢ift
sarmal bir onarim proteinidir ve meme kanseri duyarlilik proteini olarak da bilinmektedir
(Isobe ve ark, 2017). BRCAL Wip1’in defosforile ettigi bilinen hedeflerinden birisi degildir.
Bu ¢alisma kapsaminda MCF-7 hiicrelerinde hem normoksi hem de hipokside kontrol
gruplarinda BRCA1 fosforilasyonu goriilmezken, GSK ile fosforilasyonun ortaya ciktigi
acikca gorillmektedir. Doxo veya GSK + Doxo uygulanan gruplarda da BRCAI1
fosforilasyonunda artis oldugu goriilmektedir. Chk2 ve p53’e benzer sekilde BRCAI1
fosforilasyonunun hipokside normoksiye kiyasla daha diistik diizeyde oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla BRCA1’in Wipl’in olast bir hedefi olarak ilk defa bu ¢alisma kapsaminda
gosterilmesi ve literatiire tanitilmasi da olduk¢a 6nemli bir bulgudur.

Bu tez kapsaminda elde edilen veriler DNA ¢ift zincir kiriklari igin bir sensor gorevi
goren ve Wipl’in bilinen hedeflerinden birisi olan H2A.X’in de GSK uygulamasi ile
Wipl’in baskilanmasi sonucu fosforile oldugunu (yH2A.X) gostermistir. Yapilan WB
analizlerinde GSK+Doxo uygulamast ile yH2A.X seviyesinin hem normoksi hem de
hipokside en iist diizeye ulastig1 goriilmektedir. YH2AX fosforilasyonu DDR’nin énemli bir
belirtecidir. DNA’da 6zellikle ¢ift zincir kiriklariyla meydana gelen hasarlar sonucu yH2AX
fosforillenerek aktive olur ve bdylece DDR faktorlerinin hasarli bolgeye gitmesini tesvik
ederek DDR’yi baglatir (Clausse ve ark, 2016). Dolayisiyla elde edilen bu bulgular
onkogenik Wip1’i asir1 ifade eden MCF-7 hiicrelerinde GSK ile DDR’nin aktivasyonunun
en yiiksek diizeyde saglandigina isaret etmektedir. Esasen bu sonuglar DDR’nin tiimor
baskilayici bir bariyer olarak gorev goriirken tlimorogenez sirasinda onkogenik Wipl
tarafindan baskilandigina ve Wipl’in inhibe edilmesiyle DDR’nin yeniden aktive
edilebildigine isaret etmektedir. Bu hipotezi destekleyecek en onemli bulgu ise hem
normoksi hem de hipoksi de MCF-7 hiicrelerinde herhangi bir DNA hasar1 ajan1 olmaksizin
sadece GSK uygulanmasiyla bazal BRCA1 ve bazal H2A.X’in fosforilasyonunun
indiiklenmesidir. Literatiirde de bu hipotezi destekler nitelikte bulgular olup yapilan bir
calismada Wipl’m etkin inhibisyonunun bazal YH2AX seviyesini artirdigt gosterilmistir
(Pechackova ve ark, 2016).
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Senesensin hiicrede, telomer erozyonu disinda, oksidatif hasar, DNA hasari, anormal
onkogen aktivasyonu (6rn. Ras, Braf) veya timor supresér gen inaktivasyonu ya da
mitojenik stimiilasyona karsin koruyucu bir cevap ve bir timor supresor mekanizma olarak
aktive olabildigi bilinmektedir (Kilic ve Schmitt, 2008). DNA hasar1 olusturan ajanlarla
veya radyoterapi ile indiiklenen senesens; kemoterapiye yanit olarak apoptozisin yaninda bir
diger onemli hiicresel cevap olarak yerini almaktadir (Kilic Eren ve Tabor, 2014).

Senesensin indiiklendigi hiicreler canli, metabolik olarak aktiftirler ve hiicre dongiisti
genellikle G1 fazinda durdurulmustur. Karakteristik olarak morfolojilerinde bir takim
degisiklikler goriiliir. Ornegin genisleyerek daha diiz ve seffaf goriiniirken sitoplazmalar1 da
vakuolce zengin hale gelir. Sitoplazmik vakuollerin artmasi da hiicrelerin daha graniillii bir
goriiniim almasini saglar. Hiicresel senesensin en 6nemli biyokimyasal belirteci artmig SA-f
galaktosidaz aktivitesidir. Diger 6nemli bir biyobelirteci olarak degerlendirilen YH2AX
aktivasyonunun artisi, DDR’ye yanit olarak hiicresel senesensin diizenlenmesinde kritik bir
rol oynamaktadir. Niikklear DNA hasarmin birikimi YH2AX’in aktivasyonunu uyararak
hiicresel senesensin baslamasini tetikler (Schmitt, 2007). Senesensin indiiklenmesinde genel
olarak iki ana timér supresér RB-P16'™K* ve p53-p21 yolaklar1 aracilik etmektedir
(Takahashi ve ark, 2007). Senesensin aktivasyonu hangi yolak tizerinden olursa olsun
DDR’nin da bu indiiksiyonda 6nemli rol aldig1 bilinmektedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda GSK ile Wipl’in baskilanmasi saglandiginda hem
normoksi hem de hipokside Doxo’nun senesens indiikleyici etkileri de analiz edilmistir.
Senesensin aktivasyonu, SA-B-gal boyamasi, YH2AX aktivasyonu, hiicre dongiisii analizi ve
ayrica senesensin aktivasyonunda gorev alan YH2AX, p53, p21 gibi DDR elemanlarinin WB
analizleriyle dogrulanmistir. Normokside Wip1’in GSK ile baskilandig: hiicrelerde senesens
indiiksiyonunun kontrole kiyasla bir miktar daha fazla oldugu yapilan SA-B-gal boyamasi
sonuclarindan goriilmektedir. Benzer sekilde GSK+Doxo uygulamasinda da hiicrelerin SA-
-gal aktiviesiyle maviye boyandiklar1 goriilmektedir. Ayrica YH2AX aktivasyon testide bu
sonuglart dogrulamistir. Tek basina GSK uygulamasi sonucunda aktif YH2AX miktar
kontrole kiyasla artarken GSK+ Doxo’yla en yiiksek seviye ye ulasmustir.

Hipokside de benzer sonuglar elde edilmistir ancak senesens indiiksiyonunun
normoksiye gore bir miktar daha diisiik oldugu SA-B-gal aktivitesi sonucunda bulunmustur.
Literatiirde var olan calismada da benzer sonuglara rastlanmaktadir. /n vitro kosullarda
embriyonik fare fibroblastlarinda hipoksinin replikatif senesensi geciktirici bir etkiye sahip

oldugu gozlenmis ve bu etki kismen HIF-1o’nin Mif’i aktive ederek p53°iin inhibisyonuna

110



yol agmasina baglanmistir (Maity ve Koumenis, 2006; Welford ve ark, 2006). Ayni
calismada HIF-lo’ nimn inhibisyonu ile bu hiicreler iyonize radyasyonla indiiklenen
senesense karst duyarlilik gostermislerdir. Diger bir ¢alismada da hipoksi ve HIF-1o’nin
normal insan fibroblastlarinda onkogen indiiklii sensesensin bypas edilmesinde énemli rolii
oldugu ortya konmustur (Kilic Eren ve Tabor, 2014). Sullivan ve ark. yapmis oldugu bir
calismada ise insan meme karsinoma (MDA-MB-231) ve kolon karsinoma (HCT116) hiicre
dizilerinde hipoksi kosullarinin kemoterapi ajanlari ile indiiklenen apoptozisi etkilemezken
senesense karsin bir dirence yol ag¢tig1 ve bu direncin HIF-1a’ nin inhibisyonu ile kirildig:
gosterilmistir (Sullivan ve ark, 2008). Bu tez ¢alismasinda da senesensin normoksiye gore
hipokside daha diisiik oranda aktivasyonunun nedeni HIF-1a kaynakli olabilir ve ileriki
caligmalarda aydinlatilmasi gereken 6nemli konular arasindadir.

Hem normoksi hem de hipoksi de yapilan WB analizlerinde senesensin
indiiksiyonunun ATM ve ATR kinazlarin aktivasyonuna bagli olarak Chk2-p53 ve p2l
tizerinden gerceklestigi gosterilmistir. Bu hiicreler de yapilan SA-B-gal boyamasi ve p53
aktivasyonunu gosteren WB analizleri birbirine paralellik gostermektedir.

Senesensin Onemli belirteglerinden biri olan SA-B galaktozidaz aktivitesinin
kemoterapétik ilag muamelesi sonrasi ozellikle solid tiimdrlerde p53’iin varligina bagh
olarak artis gosterdigi bilinmektedir. Ancak bazi ¢aligmalar senesensin sadece p53’e bagl
olarak gerceklesmedigini ve p53°ten bagimsiz mekanizmayla da indiiklenebilecegini
gostermektedir (Chang ve ark, 1999).

Literatirde Wipl gen kaybmin yH2AX aktivasyonunu arttirarak hem prematiire
senesensi hemde endojen DDR sinyallemesini tesvik ettigi bilinmektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda, He ve ark (2016) gergeklestirdigi bir calisma da; orta derecede stres
uygulanan Wipl-KO farelerin hipokampus hiicrelerinde kontrol grubu farelere kiyasla
YH2AX aktivasyonunun ve hiicresel senesensin arttigi ‘Western Blot’ analizi ve ‘SA-B-gal
boyamalart’ ile gosterilmistir. Boylece fare hipokampusunda Wipl eksikliginin yH2AX
fosforilasyonunun artisina sebep oldugu ve boylece hiicresel senesensi tetiklendigi
bildirilmistir (He ve ark, 2016). Bu tez g¢alismasit kapsaminda yH2AX aktivasyonuna
yonelik bulgularda bu yonde olup literatiirle uyum gostermektedir. GSK ile Wip’in
inhibisyonu sonucunda yH2AX fosforilasyonunun arttigt GSK+ Doxo uygulamasina
cevaben de en iist seviyeye ¢iktigi tespit edilmistir. Ozellikle normokside bu grupda

senesensin Ust seviyede oldugu goriilmektedir.
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Calismanin diger 6nemli bir bulgusu da apoptozis aktivasyonunda da goriilen GSK
ve GSK+Doxoya cevaben artmis olan BRCAT1 fosforilasyonunun benzer sekilde senesens
sirasinda da hem normoksi hem de hipokside artmis oldugudur. Bu sonuglar BRCAI
fosforilasyonunun hem hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, hem apoptozis hemde senesens
icin gerekli olduguna isaret etmektedir. Literatiirde de bu yonde caligmalar mevcut olup
BRCAT1’in DDR’nin major elemanlarindan birisi olarak sadece bir sinyal arttiric1 degil ayni
zamanda {i¢ 6nemli hiicresel siiregten hangisinin segileceginde de rolii olduguna isaret
edilmektedir (Jang ve Lee, 2004).

Bu tez calismas1 kapsaminda elde edilen diger bir bulguda hipokside 72 saat GSK
veya GSK+Doxo uygulamasina cevaben HIF-law protein seviyesinin kontrol ve sadece
Doxo uygulanan hiicrelere gore daha diisiik bir seviyede oldugunun tespit edilmesidir.
Bununla beraber 6zellikle bu gurplarda (GSK ve GSK+Doxo) apotozis oraninin da artmis
oldugu gozlenmistir. Literatiirde bu sekilde, 6zellikle Wipl inhibitdrlerininin hipokside
HIF-1a tizerinde etkisi gosteren bir ¢aligmaya veya bulguya heniiz rastlanmamaktadir.
Ancak Wipl inhibitorlerinin spesifik olarak HIF-1a’y1 baskilayici bir etkisi olup olmadigi
veya Wipl’in bir fosfataz olarak HIF-1o’nin stabilizasyonundaki rolii gelecekte

arastirilmasi gereken diger bir 6nemli sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

NORMOKSI HiPOKSI
WB Senesens GSK DO G+DO GSK DO G+DO
t-ATM + ++ ++ + ++ ++
p-ATM + + —+ + ++ ++
t-ATR + ++ ++ + ++ ++
p-ATR + + + + ++ ++
p-BRCA1 ++ ++ ++ * * *
HIF-1a - - - + ++ *
Wip1 + — + + ++ +
p-Chk2 + + ++ - - *
t-Chk2 + + + + + *r
p-Chk1 - - + - - *
t-Chk1 + + + + + *
p-p53 - - A R z =
t_p53 -+ +++ ++4++ + ++ +++
p27 Kip - - - - - .
y-H2AX + + ++ + * r

Sekil 45. 72 saatlik Western Blot sonuglarinin karsilastirilmali olarak isaretsel tablosu

(Kontrole gore belirgin bir fark olayan (-), kontrole gore artmis olanlar ise artig

miktarlarina oranla (+) isaretiyle ifade edilmistir.)
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan c¢alismada, PPM1D amplifikasyonundan dolayr asir1 artan Wipl
ekspresyonuna sahip olan MCF-7 hiicre dizinde normoksik ve hipoksik sartlar altinda Wip1
varliginda ve yoklugunda kemoterapiye verdigi yanit ve DDR elemanlar: tizerindeki rolii

arastirilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen en 6nemli sonugclar;

1) Normoksi ve hipokside Wipl varliginda DNA hasarina cevaben (Doxo uygulamasi)
sadece G2/M fazinda tutulum gosteren MCF-7 hiicrelerinde GSK ile Wip1’in inhibisyonu
hiicrelerin S fazi hem de G2/M fazinda durdurulmasimi saglamistir. Hiicre dongiisiiniin
durdurulmast yH2AX fosforilasyonunu takiben Chk2-p53 ve p2l1 aracilifiyla
gerceklesmektedir.

2) Wipl’in GSK ile inhibisyonu sonrasinda hem normoksik hem de hipoksik kosulda
MCF-7 hiicrelerinin doksorobisine duyarli hale geldigi, GSK ve Doxo kombine olarak

beraber uygulandiginda sinerjistik etki gosterdigi tespit edilmistir.

3) MCEF-7 hiicrelerinde GSK +Doxo indiiklii apoptozise hem normoksi hem de hipokside
DDR’in o6nemli elemanlarindan yYH2AX  fosforilasyonunu takiben Chk2-p53-p21

aktivasyonunun aracilik edebilecegini gdstermektedir.

4) Bu c¢alisma kapsaminda elde edilen wveriler ilk defa Wipl’in BRCAI’in
defosforilasyonuna aracilik edebilecegine ve hedefleri arasinda bulunabilecegine isaret

etmistir.

5) Senesensin GSK ile Wipl’in baskilanmasi saglandiginda hem normoksi hem de
hipokside Doxo ile indiiklenen senesens miktariyla esit diizeyde oldugu tespit edilmistir.
Hipokside de benzer sonuglar elde edilmistir ancak senesens indiiksiyonunun normoksiye
gore bir miktar daha diisiik oldugu SA-B-gal aktiviesi sonucunda bulunmustur. Normokside
GSK+Doxo aracili senesens sirasinda hiicre dongiistiniin G1’de durduruldugu ancak
hipoksi de GSK+ Doxo uygulanan hiicrelerde G2/M oraninin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica
genel olarak GSK etkisiyle senesens sirasinda S fazinda belirgin bir artis oldugu

goriilmektedir.
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6) Hem normoksi hem de hipokside yapilan senesensin indiiksiyonunun ATM ve ATR
kinazlarin aktivasyonuna bagli olarak YH2AX aktivasyonu Chk2-p53 ve p2l {izerinden
gerceklestigi gosterilmistir.

7) Calismanin diger 6nemli sonucu da apoptozis aktivasyonunda gorillen GSK ve
GSK+Doxo’ya cevaben artmis olan BRCAI1 fosforilasyonunun benzer sekilde senesens
sirasinda da artmis oldugudur. Bu sonuglar BRCA1 fosforilasyonunun hem hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi, hem apoptozis hemde senesens icin gerekli olduguna isaret
etmektedir.

Dolayisiyla elde edilen bu bulgular onkogenik Wipl’i asir1 ifade eden MCF-7
hiicrelerinde GSK ile Wip1’in inhibisyonu sonucunda DDR’nin aktivasyonunun en yiiksek
diizeyde saglandigina isaret etmektedir. Esasen bu sonuglar DDR’nin tiimor baskilayict bir
bariyer olarak gorev yaparken tiimorogenez sirasinda onkogenik Wipl tarafindan
baskilandigina ve Wipl’in inhibe edilmesiyle hipokside de DDR’nin yeniden aktive
edilebildigine, hiicre dongiisii kontrol noktalari, apoptozis ve senesensin daha etkin bi¢imde
indiiklendiklerine isaret etmektedir. Bu veriler Wip1°i asir1 ifade eden hipoksik tiimorlerde
de GSK’nin oldukga iyi bir terapdtik ajan olabilecegine igaret etmektedir. Literatiirde bu
konuda hem normoksi hem de hipokside karsilagtirmali olarak yapilan herhangi bir in vitro
calismaya rastlanmamasi ve ilk defa bu tez kapsaminda arastirilmis olmasi bu g¢aligmay1

oldukca 6zgiin kilmaktadir.
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