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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢aligmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin asamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin c¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

03. 09. 2019

Sevim DALVA AYDEMIR



TESEKKUR

Bu tez, 114C029 numarali proje ile TUBITAK ve AB 7. Cergeve Programi, Marie
Curie Aksiyon CO-FUND tarafindan desteklenmistir. Ayrica, gen ifade analiz
calismalar1 ABAPKO-2018-64 karar nolu projeden desteklenmistir. Tiim deneyler
ACIBADEM Mehmet Ali Aydinlar Universitesinde 5. katta bulunan arastirma

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Ilk olarak, damismanlarim Prof. Dr. Cengiz YAKICIER ve Dr. Ogr. Uyesi
Cemaliye AKYERLI BOYLU’ya doktora ¢alismalarim boyunca gosterdikleri destek
icin ¢ok tesekkiir ederim. Danigsman hocalarimin destegi, anlayist ve yardimi olmadan
bu c¢alisma gerceklesemezdi. Hocalarim ¢ok yogun olduklar1 zamanlarda dahi
sorularimi cevaplayarak ve deneylerde yol gostererek bu ¢alismanin gerceklesmesine
biiytik katki saglamislardir. Yaptigim hatalarda kizmamus, ¢6ziim bulmam konusunda
yardimct olmuglardir. Sonuglar beklendigi gibi ¢ikmadiginda ya da motivasyonum
azaldiginda her zaman destek olmuslardir. Ayrica, iki yil boyunca Beslenme ve
Diyetetik Bolimii 6grencilerine “Medikal Biyoloji” derslerini vermeme olanak
sagladig1 ve 6gretim gorevliligi konusunda deneyim kazanmama olanak sagladigi i¢in

sayin Prof. Dr. Cengiz YAKICIER e tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez izleme komitemde bulunan degerli hocalarim, Dog. Dr. Emel BALOGLU ve
Prof. Dr. Aysel OZPINAR ¢alismanin yonlendirilmesinde degerli yorumlartyla énemli

katkilar saglamiglardir.

ACIBADEM Genetik Tan1 Merkezi (LABGEN)’de calismalarim sirasinda bana
destek olan, ayn1 zamanda Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji (BMB) Doktora
Programi grencileri Sirin YUKSEL KILICTURGAY ve Hilal KESKIN’e tesekkiirii
bir bor¢ bilirim. Hem Sirin hem de Hilal, verdigim genomik DNA’larin
sekanslanmasinda ellerinden geleni yapmislar ve calismama destek olmuslardir.
Ayrica, tez caligmalarim sirasinda, deneylerim sirasinda danistigim, Onerilerini
degerlendirdigim ve sekans analizleri ile ilgili sorularimi rahatga sorabildigim yegane

kisi Sirin arkadagim olmustur. Tiim yardimlar1 ve 6nerileri i¢in de Sirin’e ayrica ¢ok



tesekkiir ederim. Azra AKIN arkadasimiza da tez ¢alismam i¢in gergeklestirdigi BRAF
ve KRAS mutasyon c¢aligsmasi i¢in tesekkiir ederim. Tez ¢alismam sirasinda, bire-bir
egitim verdigim ve deneylerimin yapilmasi veya analizi konusunda bana destek olan
sevgili lisans dgrencilerim Alara ERENEL ve Dogan BASOGLU’na tesekkiir ederim.
Alara, saat 18.00’den sonra hiicre kiiltlirii egitimi vermeme razi olmus ve yazin,
yoklugumda, hiicrelerimin kiiltiirde kalmasin1 saglayan, destegi ve yaptiklari benim
i¢cin paha bigilemez olan 6grencimdir. Dogan ise, baska bir liniversiteden gelmesine
ragmen hem laboratuvarda hem de bilgisayar iizerinde yaptigim analizlerde, 6zellikle
son proje donemimde, calismalarima cok biiyiik destek vermistir. Ogrencilerimin

destek ve yardimlari olmadan bu ¢aligma ger¢eklesemezdi.

BMB Programi’yla ve derslerle ilgili her tiirlii soruma cevap veren, yardimlarini
ve destegini hic eksik etmeyen sevgili Dr. Ogr. Uyesi Yasemin FURTUN UCAL’a da
ayrica ¢ok tesekkiir ederim. iki y1l dnce mezun olarak hepimize bir 6rnek teskil ettigin

i¢in tesekkiirler Yasemin.

Son olarak en derin saygi ve sevgilerimi annem Klara DALVA, babam izak
DALVA ve kardesim Yusuf DALVA’ya sunarim. Hepsi, ihtiyacim olan her an, ayri
ayr1 destek ve motivasyon saglamiglardir. Annem isler kotii gidip motivasyonumu
kaybettigim her zaman beni pozitif diislinmeye davet etmis ve problemlerin ¢oziimiine
destek olmustur. Babam sakalariyla zor zamanlarda destek olmustur. Kardesim beni
idolii olarak gormiis ve ihtiyacim oldugunda yazdig: yaratici notlartyla ve sozleriyle
beni hep desteklemistir. Son olarak, sevgili esim Kadir AYDEMIR olmadan, stresle
bas edemez, bu ¢alismay1 tamamlayamazdim. Her zaman beni dinleyen, destekleyen,
sakinlestiren ve takdir eden esime ¢ok cok tesekkiir ederim. Senin anlayisin, giiler
yiiziin ve destegin olmadan kendimi bu kadar gii¢lii ve motive hissedemezdim. Tiim

yaptiklarin igin ¢ok tesekkiirler. Tyi ki varsi.
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OZET

Tiroid kanseri (TK) diinya ¢apinda yaygin bir hastalik olup yeni terap6tik hedeflerin
tanimlanmasi 6nemlidir. Somatik hiicrelerde, telomeraz (hTERT) ekspresyonunun
aktivasyonu, hiicrelerin  replikatif = senesensden c¢ikmasini  ve  apoptoz
mekanizmalarindan kagmasini saglayarak, timor gelisimi igin kritik olmaktadir.
Birgok kanser tipinde, hTERT promotoériinde (TERTp) tekrarlayan mutasyonlar
(C228T veya C250T) tespit edilmis, mutasyon sonucunda artan telomeraz aktivitesi,
telomerazi, epigenetik anti-kanser ila¢ inovasyonu i¢in yeni bir hedef haline
getirmistir. Bu tez ¢alismasinin amaci, farkli orijinli kanser hiicre hatlarinin TERTp
mutasyon profilini belirleyerek, epigenetik ilag kiitiiphanesi (EIK) ile taramak ve bu
ilaglarm hiicre biiyiimesi iizerindeki etkisini arastirmaktir. Ilk asamada, ii¢ farkli TK
hiicre hattt (TERTp mutant (TPC1), BRAF/TERTp mutant (KTC2) ve TERTp’da
mutasyon icermeyen (WRO)) EIK ile taranmis ve KTC2 hiicrelerine 6zgii sekiz ilag
belirlenmistir. CUDC-101 ve PF-03814735 ilaglarinin hiicre biiylimesi iizerindeki
etkisi, ila¢ tedavisinden sonra taze besiyeri eklenmesine ragmen azalmamistir.
Tekrarlayan tedavi sonucunda, PF-03814735, WRO hiicrelerine kiyasla, KTC2
hiicrelerinde daha etkili olmus, CUDC-101 ise her iki hiicre tipinde de benzer etki
gostermistir. TERTp’da mutasyonu tasiyan ve tasimayan sekiz tiroid orijinli hiicre
hatti, PF-03414735 ile muamele edilmis ve ilacin maksimum etkisi, C228T TERTp
mutasyonu tastyan hiicrelerde goriilmiistiir. Bu calismada, PF-03814735 adli Aurora
kinaz inhibitoriiniin, C228T TERTp mutasyonu tasiyan TK hiicrelerinde maksimum
etki gosterdigi kosullar belirlenmistir. Bu tedavinin ileride C228T mutasyonu tasiyan
TK hiicrelerinde ve tiim tiimorlerde etkili olabilecegi so6z konusudur. Bulgularimiz,
TK i¢in epigenetik ila¢ tasarimi ve gelistirilmesine yonelik yeni tedavi rejimlerinin

belirlenmesindeki ¢abayi temsil etmektedir.

Anahtar sozciikler: Epigenetik, Farmasotik tirtinler, PF-03814735, Telomeraz, Tiroid

kanseri



SUMMARY

Targeting Thyroid Cancer Cells Harboring Telomerase Gene Promoter Mutations with
Epigenetic Drugs

Thyroid cancer (TC) is widespread worldwide and defining new therapeutic targets is
important. By activating telomerase (hTERT) expression, somatic cells can overcome
replicative senescence and induce apoptotic pathways, both necessary for tumor
growth. Multiple cancer types harbor recurrent hTERT promoter (TERTp) mutations
(C228T or C250T), which increase telomerase activity and make telomerase a novel
target for epigenetic anti-cancer drug innovation. The objective of this thesis is to
determine TERTp mutation profile of cell lines with different cellular origin, screen
cells with an epigenetic drug library (EDL) and investigate the effects of these drugs
on cellular growth. At the first stage, three TC cell lines (TERTp mutant (TPCL);
BRAF/TERTp mutant (KTC2) and wildtype TERTp (WRO)) were screened with EDL
and eight drugs specific for KTC2 were determined. Effects of CUDC-101 and PF-
03814735 on cell growth were not diminished after adding fresh media post-treatment.
Following repeated treatment, PF-03814735 was more effective on KTC2 than WRO
whereas CUDC-101 showed similar effects on both cell types. Eight thyroid originated
cell lines carrying wildtype or mutant TERTp were treated with PF-03814735 and the
maximum effect was observed in cells carrying C228T mutation. In this study,
conditions at which maximum effect of PF-03814735, an Aurora kinase inhibitor, was
determined on TC cells with C228T mutation. In the future, this therapy is expected to
be effective for treating TC cells and all tumors with C228T TERTp mutation. Our
results represent the effort for determining new optimal therapy regimens towards

epigenetic drug design and development for TC.

Key words: Epigenetics, Pharmaceutical products, PF-03814735, Telomerase,

Thyroid cancer



1. GIRIS VE AMAC

Okaryotik kromozomlarin u¢ kisimlarinda, telomer adi verilen "TTAGGG"
tekrarlarindan olusan ve bu sekansa 0zgli proteinlerin baglandigt 6zel yapilar
bulunmaktadir (1). Kromozomlarin ug¢ kisimlar1 her hiicre boliinmesi ile kisalir ve bu
durum ug replikasyon problemine yol acar (2). Somatik hiicrelerde, her hiicre
boliinmesinde 25-100 baz arasi kayip oldugu tahmin edilmektedir (3, 4). Telomer
uzunlugu, ciddi anlamda azaldiginda, kromozomlarin birlesmesini 6nlemek amaciyla,
hiicreler hiicre dongiisiinii durdururlar ve gerekirse apoptoz veya senesens (yaslanma)

evresine girerler (5, 6).

Esey hiicreleri, boliinme potansiyeli yiiksek olan hiicreler ve kanser hiicreleri ise,
sitokin ve biiyiime faktorleri varliginda, telomerlerin kisalmasini 6nlemek i¢in 5’inci
kromozomda yer alan (5p) insan telomeraz genini ("TERT) aktiflestirir (7-9). Revers
transkriptaz aktivitesi olan telomeraz enzimi, hTERC geni tarafindan kodlanan telomer
RNA'sin1 kullanarak, kromozomlarin sonlarindaki telomer sekanslarinin uzamasini
saglar ve ug replikasyon probleminin yasanmasina engel olur (10). Farklilagma

sinyalleri varhiginda ise hTERT trankripsiyonunun aktivasyonu durdurulur (11-13).

Kanser hiicrelerinde telomeraz geni hep aktif durumdadir (8). Horn ve ark., 2013
yilinda, melanoma hastalarinda, telomeraz gen promotoriinde (TERTp), C228T tek
nokta mutasyonunun enzim aktivitesini arttirdigini gostermistir (14). Ayni yil Huang
ve ekibi, melanoma digindaki bir¢ok solid tiimér kanserinde (6r: tiroid kanseri [TK],
glioblastom (GBM), hepatoselliiler karsinom [HK] ve mesane kanserlerinde [MK])
yiksek siklikta TERTp C228T (-124C>T) veya C250T (-146C>T) mutasyonu
oldugunu tespit etmistir (14-26). Her iki nokta mutasyonu sonucunda da yeni ETS
transkripsiyon faktér baglanma noktalar1 olustugu ve transkripsiyon aktivitesinin
arttig1 gosterilmistir (14, 17, 27, 28). Pek ¢ok ¢alismada, C228T TERTp mutasyonunun
C250T’den daha sik goriildiigii ortaya konmustur (16, 17, 19-26, 29-36).



Promotér mutasyonlarin  diginda, telomeraz  aktivitesinin  epigenetik
modifikasyonlarla degisime ugradigi bircok ¢aligmada gosterilmistir (37-40).
Ornegin, farklilasma sinyali varliginda bile, trikostatin A (TSA) tedavisi ile histon
deasetilasyon aktivitesi durdurulmus, telomeraz enzim aktivitesinin artabildigi tespit
edilmistir (13).

1.1. Calismanin Amaci

TERTp mutasyonlarinin, melanomalarla birlikte HK, TK, GBM ve MK da yiiksek
siklikta goriilmesi ve telomeraz geninde epigenetik modifikasyonlarin kritik 6neme
sahip olmasi nedeniyle, bu calismanin amaci farkh tip kanser hiicre hatlarinin
TERTp mutasyon profilini belirleyerek, epigenetik ilag¢ kiitiiphanesi ile taramak ve bu
ilaclarmn hiicre biiyiimesi lizerindeki etkisini arastirmaktir. Tiroid orijinli hiicrelerin
epigenetik ilaclarla hedeflenmesi amaciyla, oncelikle epigenetik ila¢ kiitliphanesi
tarama metodunun optimize edilmesi planlanmistir. Segilen ilaglarin doz ve zamana
bagimlilik testlerinin yapilmasi ve bu ilaglarin, tiim tiroid orijinli hiicrelerde tedavide
kullanilabilmesi i¢in model bir ¢alismanin yapilmasi amaglanmistir. EK olarak, etkisi

gosterilen ilaglarin diger kanser hiicrelerinde de test edilmesi hedeflenmistir.

1.2.  Calismamn Ozgiinliigii ve Bilime Katkis

Pek ¢ok tiimorde telomeraz enzim aktivitesi yiiksektir ancak su ana kadar
telomeraz enzim veya RNA aktivitesini azaltmak veya engellemek icin yapilan
caligmalarda istenilen basartya ulagilamamistir (41, 42). 2013 yili sonrasinda yapilan
caligmalarda ise, telomeraz promotoriinde goriilen iki nokta mutasyonunun birgok
kanserde su ana kadar en yiiksek siklikta tespit edildigi gosterilmistir (17, 19).
Literatiirde bulunan pek c¢ok c¢alismada telomeraz promotér mutasyon sikligi
arastirilmis ancak higbir ¢alisma, bu kanserlerin tedavisi iizerine yogunlagmamustir.
Bu nedenle, TERTp mutasyonlarini tasiyan kanserlerin ilaglarla hedeflenerek tedavi

edilmesi kritik 6nem ve aciliyet teskil etmektedir.



Bu ¢alismada, ilk asamada, farkli kanser tiirlerine ait hiicre hatlarinda TERTp
mutasyon profillerinin belirlenmesi hedeflenmistir (43). Bu hiicrelerden bazilarinin
TERTp mutasyonlari ilk defa bizim arastirmamizda belirlenecektir. Daha sonra, farkli
tiroid hiicrelerinin epigenetik ilag¢ kiitiiphanesi ile taranmasi ve mutasyon tasiyan
hiicrelere 6zgiil ilag(lar) belirlenmesi amaglanmustir. {lk defa bu ¢alismada, TERTp
mutasyonu tagiyan tiroid kanserlerinde etkili olup, tasimayanlarda etkisiz ya da daha
az etkili olan epigenetik ilaclarin tespit edilmesi hedeflenmektedir. Farkli calismalarda
C250T mutasyonuna kiyasla, C228T mutasyonun daha sik goriilmesinden dolayi ilk
ilag taramasinda C228T mutasyonu tasiyan ve hi¢ mutasyon tasimayan hiicreler
karsilagtirilacaktir. Daha sonra yapilacak uygulamalarda secilen ilaglarin etkisi C228T
veya C250T tasiyan hiicrelerde arastirilacaktir. Dolayisiyla, ¢alismamizda, TERTp
mutasyonu tasiyan hiicrelerde secilen epigenetik ilaglarin etkisi karsilastirilacak ve
ilaglarin C228T mutasyonu tasiyan hiicrelere 6zgli olup olmayacagi belirlenecektir.
Son olarak, epigenetik ila¢ taramasi sonunda segilen ve C228T TERTp mutasyonu
tastyan tiroid hiicrelerine 6zgiin ilag(lar)in diger dort kanser modelinde (HK, GBM,
MK ve melanom) de etkili olup olmayacag: arastirilacaktir. Sonug olarak, epigenetik
ilag(lar)in C228T TERTp mutasyonu tasiyan kanser hiicrelerinde kullanilip
kullanilamayacagi ilk defa bu calismada belirlenecektir. Epigenetik degisiklikler,
genetik mutasyonlardan farkli olarak tersinir 6zellige sahiptir ve uygulanan tedavilerle
bu modifikasyonlar1 ters cevirmek miimkiindiir. Bu calismada tespit edilecek
epigenetik ilag(lar)in kanser hiicrelerinde mevcut olan modifikasyonlari ters gevirmesi
ve ileride C228T TERTp mutasyonu tasiyan farkli orijinli kanserlerin tedavisinde

kullanilabilmesi s6z konusu olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Telomerler, Telomeraz ve Kanser

Okaryotik hiicrelerde DNA replikasyonu, mitoz ve mayoz béliinme oncesinde
gerceklesir. Prokaryotik DNA’nin aksine, daha biiyiik olan 0&karyotik DNA,
kromozomlar halinde paketlenmistir. DNA replikasyonu sirasinda, kromozom sonlar1
tamamen ¢ogaltilamamakta ve replikasyon ug¢ problemi ortaya ¢ikmaktadir (2, 9).
Insan somatik hiicrelerinde, her hiicre béliinmesi ve DNA replikasyon dongiisiinde,
kromozomlarin 3° ucundan 25-100 bazin kayboldugu tahmin edilmektedir (3, 4, 44-
46). Tum oOkaryotlarda, kromozomlarin 3’ uglarinda, “TTAGGG” tekrarlarindan
olusan ve telomer adi verilen 6zel yapilar bulunmaktadir. Telomere baglanan
proteinler, telomerlerde bulunan tekrarlarlara baglanarak kararli t-loop yapilarim
olustururlar (1). DNA replikasyonu sirasinda, telomerler uygun bir sekilde ¢ogalamaz
ve kromozomlar birbirleriyle birlesmeye ve kirilmaya baslarlar. Bu durum da genomik
kararsizliga (instability) yol agar (47). Yetersiz telomer uzamasi sonucunda, DNA’da
olusan ¢ift sarmal kiriklari, DNA hasar algilayici meaknizmalar aktiflestirir. Ornegin
DNA hasar sensorii olan p53 proteini aktifleserek hiicrelerin hiicre biiylimesini
durdurmasina, apoptoz mekanizmasim indiiklemesine veya replikatif senesens

mekanizmasini baglatmasina neden olur (Sekil 2.1) (5, 6, 48).

Telomerlerde yetersiz replikasyon sonucunda olusan kromozom kararsizligina
engel olmak icin, telomerlerdeki t-loop yapisi ve telomerlerin uygun bir sekilde
uzatilmasi, telomerlerin 3’ ucuna TTAGGG bazlar1 ekleyen ve “telomeraz” adi verilen
ozel revers transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi ile saglamir (1, 49, 50). insan
telomeraz holoenzim kompleksi, sirasiyla hTERT ve hTERC genleri tarafindan
kodlanan, revers transkriptaz enzimi ve telomeraz RNA’sindan olusur (10, 51-53).
Riboniikleoprotein yapisinda olan dyskerin de bu holoenzim kompeksinin pargasidir

ve telomeraz RNA’sinin dogru kivrilarak kararli bir yapiya sahip olmasi i¢in gereklidir
(54, 55).
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Sekil 2.1: Telomerlerin kisalmasi sonucunda hiicrelerin senesense/krize girmesi. Her hiicre
boliinmesinde, yetersiz DNA replikasyonu nedeniyle telomerler kisalir. Kisa telomerler, hiicrelerde
senesens veya kriz mekanizmalarini baglatir. Krizde olan hiicrelerin ¢ogu planlt hiicre dliimii (apoptoz)
mekanizmalarint baslatirken, nadiren, hiicreler krizden ¢ikip Sliimsiizlesebilirler. Weinberg R, The
Biology of Cancer (Garland Science) kitabindan uyarlanmigtir (56).

Yiiksek seviyede telomeraz aktivitesi, fetiisler ve yeni doganlarla birlikte eriskin
testis ve yumurtalikta da tespit edilmektedir (Sekil 2.1) (8). Ayn1 zamanda, kendi-
kendine yenilenebilme kapasitesi olan, sitokin veya biiyiime hormonu araciligiyla
biiylimesi indiiklenen hematopoietik ve epitel orijinli kok hiicrelerde de telomeraz
aktivitesi saptanmaktadir (7, 9). Sitokin ve/veya biiylime hormonu ile uyarilma
sonrasinda, hiicrelerin proliferatif potansiyeline bagli olarak hiicrelerde telomeraz
aktivitesinin arttig1 gozlenmektedir (1, 8). Farklilasma sinyalleri ise hTERT

ekspresyonunu etkileyerek telomeraz aktivitesini hizlica azaltmaktadir (8, 11-13).

Tiimor biyopsileri ve tiimorlerden elde edilmis immortalize hiicre hatlarinda da
yiiksek telomeraz aktivitesine rastlanmaktadir (Sekil 2.2) (1, 8). Bu bulgular, somatik
hiicrelerin, bazi kosullarda telomeraz aktivitesini yeniden arttirabildigini
gostermektedir. Kanser hiicrelerini normal somatik hiicrelerden ayiran on temel
ozellik belirlenmistir (57). Yiiksek telomeraz ekspresyonu ve azalmis/yok olmus p53
aktivitesi aslinda kanser hiicresini normal somatik hiicrelerden ayiran bu on temel

ozellikten biridir ve kanserlerin gogunda (>%385) tespit edilmektedir (5, 8, 57, 58).
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Sekil 2.2: Telomeraz 6liimsiizlesmis hiicrelerde aktif hale gelir. Esey hiicrelerinde telomeraz aktiftir.
Somatik ve transforme hiicrelerde ise inaktiftir ve telomer boyutu her hiicre béliinmesiyle kisalir. Kanser
(6liimsiizlesmis) hiicrelerinin, somatik ve esey hiicrelerinden daha kisa telomerleri olmasina ragmen bu
hiicrelerde telomeraz enzimi araciligiyla telomer boyutu sabit kalir. “Meyerson M, Journal of Clinical
Oncology, 2000” makalesinden uyarlanmugtir (59).

2.2. Telomeraz Aktivitesini Kontrol Eden Mekanizmalar

Telomeraz aktivitesi, farkli seviyelerde 6zellikle hTERT gen ekspresyon kontrolii
araciligiyla siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu kontrol mekanizmalari, gen
amplifikasyonu, transkripsiyonel regiilasyon, epigenetik modifikasyonlar, alternatif ug
birlestirme (splicing), translasyon sonrasinda olan degisiklikler, holoenzim kompleksi
tiyelerinin hiicre i¢i lokalizasyonu ve holoenzim kompleksinin olugsmasi olarak
siralanabilir (Sekil 2.3) (1, 41). Bu mekanizmalardan en kritik olanlar transkripsiyonel

regulasyon ve epigenetik modifikasyonlardir.

2.3. Transkripsiyonel Regiilasyon

Bir¢ok calismada, c-Myc ve Spl transkripsiyon faktorlerinin (TF) hTERT
promotoriine is birligi yaparak baglandigi ve hTERT ekspresyonunu indiikledigi
gosterilmistir (Sekil 2.4) (13, 60, 61). Cift zincir kiriklar1 varh@mda ise, p53
proteininin hTERT promotoriine baglanmasi, c-Myc ve Spl proteinleri arasindaki
etkilesime engel olarak trankripsiyonel represyona neden olmaktadir (62, 63). c-Myc
ve Spl disinda pek ¢ok TF’iinlin TERTp ’una baglanarak transkripsiyonel regiilasyonda
rol aldig1 bilinmektedir (41).
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Sekil 2.3: Telomeraz aktivitesini kontrol eden farkli mekanizmalar. Telomeraz aktivitesinin kontrolii
hem hTERT hem de hTERC gen ekspresyonunun farkli asamlarda kontrolii ile saglanir. hTERT
proteinin ve hTR RNA’sinin ¢ekirdege translokasyonundan sonra, hTERT dimeri fosforilasyona ugrar.
hTERT proteini ve hTR RNA’s1, telomerler lizerinde Reptinin, Pontin, GAR1, Dyskerin, NHP2, NOP10
ve TCAb]1 gibi bagka proteinlerle birleserek holoenzim kompleksini olusturur (64). Cizim “Mergny JL,
Nucleic Acid Research, 2002” makalesinden uyarlanmigtir (41).
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Sekil 2.4: hTERT gen promotor bolgesinin hiicre i¢i sinyal yolaklari ile molekiiler regiilasyonu. hTERT
ekspresyonu, promotore, c-Myc/Max, NF-kB, SP-1 ve dstrojen bagli (E2) dstrojen reseptériiniin (ER),
baglanmasi ile kontrol edilir. Proto-onkogen olan c-Myc’in aktivitesi, ERK aktivitesi (sitoplazma), E2
ve Mad/Max ile regiile edilir. Ayrica ERK ile aktive olan AP-1, TGF-f sinyal iletim yolag: ile aktive
olan Smad3 ve Max tarafindan aktiflesen Mad, hTERT ekspresyonuna engel olur. Mavi oklar ve
kirmizi gizgiler, sirastyla promoturun aktivasyon ve inhibisyonunu gdstermektedir. ERE: Ostrojen
cevap  elemani;  “Liu JP, Cell Research  2006”  makalesinden  uyarlanmigtir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17016469) (65).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17016469

Bir sentetik glukokortikoid olan deksametazonun (Dex), kanser hiicrelerinde c-
Myc ve NF-KB proteinlerinin hTERT p promotériine baglanmasina engel oldugu ve
bu sekilde transkripsiyonel baskilanmaya neden oldugu gosterilmistir (66). Ancak,
kanser ve normal somatik hiicrelerde telomeraz aktivitesinin  kontrol

mekanizmalarindaki farkliliklar tam olarak net bir sekilde ortaya koyulmamastir.

2.4. Epigenetik Modifikasyonlar

Telomerlerin uzatilmasinin epigenetik mekanizmalarla kontrol edildigi pek ¢ok
calismada ortaya konmustur (Sekil 2.3) (13, 37-40). Omnegin, histon
deasetilasyonunun TSA ile engellenmesi telomeraz negatif hiicrelerde telomeraz
aktivitesinin artmasina neden olmustur (40). Ayrica, embriyonik kok hiicrelerin
(EKH), hiicrelerin farklilagsmasinit saglayan Retinoik asitle (RA) inkiibasyonu
sonucunda telomeraz aktivitesinin azaldigi, buna karsin RA ve TSA inkiibasyonu
sonucunda telomeraz aktivitesinin degismedigi gosterilmistir (13). c-Myc TF’iiniin
baglandigr E-kutularmi igermeyen rekombinant TERTp kullanildiginda bile TSA
inkiibasyonu sonucunda hTERT trankskripsiyonunun arttig1 ortaya konmustur (37). Bu
bulgulara gore, trankripsiyonel kontroldan ¢ok, epigenetik modifikasyonlarin

telomeraz aktivitesinin kontroliinde 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Histon deasetilasyonuna ek olarak, hTERT ekspresyonu baska bir epigenetik
mekanizma olan DNA metilasyonu ile de kontrol edilmektedir. Tamamen farklilagmis
hiicrelerde, 6zellikle CpG adalarini igeren sekanslarda TERTp’unun normalden fazla
metilasyona ugradigi (hypermethylation) gosterilmistir (39). EKH’nin RA ile birlikte
DNA metilasyon inhibitorii olan 5-azasitidin ile inkiibasyonu sonucunda telomeraz
ekspresyonunun yeniden aktive oldugu gozlemlenmistir (13). Ayrica, somatik
hiicrelerde, DNA metilasyonu engellendigi zaman telomerlerin uzamaya basladigi ve
genomik kararliligin arttig1 bildirilmistir (39). Ilging olarak, bazi somatik ve telomeraz
negatif hiicrelerde, hnTERT geninde metile olmamis pek ¢ok CpG adasina rastlanmistir
(38). Bu bulgu, TERTp’unda gergeklesen DNA metilasyonunun transkripsiyonel

baskilanma i¢in yeterli olmadig1 anlamina gelmektedir.



2.5. Telomeraz Aktivitesini Arttiran TERTp Mutasyonlari

Telomerlerin uzamasi ve telomeraz negatif hiicrelerin immortalize olabilmesi i¢in
hTERT ve/veya hTERC ekspresyonunun artmasi gerektigi ortaya konmustur (67, 68).
hTERT, hTERC ve dyskerin genlerinde, gen ekspresyonunu azaltan ancak nadir

goriilen mutasyonlar tespit edilmistir (5).

Horn ve ark. [14], 2013 yilinda, cilt kanseri (melanom) hikayesi bulunan bir
ailedeki ailesel mutasyonlari aragtirmis ve sadece tiimor biyopsilerinde tek bir noktada
goriilen TERTp mutasyonu tespit etmislerdir. Yazarlar, hasta kanindan elde edilen

mononiikleer hiicrelerde (PBMC) bu mutasyona rastlamamislardir.

Benzer zamanda yayinlanan bagka bir ¢aligmada ise, Huang ve ark., yeni nesil
sekanslama yontemi kullanarak kanser hastalarindan elde ettikleri sekans verilerindeki
protein kodlamayan mutasyonlari arastirmis ve TERTp’unda fonksiyonel olarak birbiri
yerine gegebilen iki mutasyon tespit etmislerdir (17). Bu mutasyonlar, TERTp’unda
transkripsiyon baslangi¢c bolgesinin (TBB) 124 ve 146 baz yukarisinda bulunan ve
sirastyla C228T(chr5:1,295,228 C>T) ve C250T (chr5:1,295,250 C>T) olarak
tanimlanan mutasyonlardir. Her iki mutasyonun da TERTp’unda yeni ETS TF
baglanma bolgeleri olusturdugu ve telomeraz aktivitesini bu sekilde arttirdigi
gosterilmistir (Sekil 2.5) (14, 27, 69). Ayrica, epitel ve hematopoietik orijinli olanlar
disinda pek cok tiimor biyopsisi ve kanser hiicre hattinda bu iki mutasyondan birinin
bulundugu gosterilmistir (17, 19). TERTp mutasyonlarinin, ¢ok az replikatif
potansiyele sahip melanom, HK, liposarkom, medullablastom, iiretelial karsinom, agiz
ici boslugu karsinomu ve farkli glioma alttiplerinde goriildiigii tespit edilmistir (17,
19, 70, 71). Ayrica, hTERT in HK (%47), GBM (%83), MK (%66) ve melanomlarda
(%71) en ¢ok mutasyona ugrayan gen oldugu ortaya konmustur (14, 17, 19, 72, 73).



2.6. TERTp’unda Tespit Edilen Mutasyonlar
2.6.1. C228T ve C250T

Farkli kanser tiirlerinde, en sik goriilen TERTp mutasyonlarinin C228T ve C250T
oldugu bildirilmistir (16, 17, 19-29). Her iki mutasyon tipik olarak heterozigot formda
goriilmekte, birbiri yerine gegebilmekte ve onbir bazlik “CCCGGAAGGGG” sekansi
yaratmaktadir. Bu sekans ETS TF baglanma boélgesi ile yiiksek benzerlik gosterdigi
i¢in, Horn ve ark. tarafindan TERTp unda yeni ETS TF baglanma bolgesi olusturdugu
hipotez edilmistir (Sekil 2.5) (14). Her iki mutasyonun da TERTp aktivitesini ve
hTERT gen ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Ek olarak, MK’de TERTp
mutasyonlariin telomeraz aktivitesi ve kararli telomer uzunluguyla iliskili oldugu

gosterilmistir (74).

Kromozom 5p15.33: ters iplik
1,295,400-1,294,800
hTERT promotoru (TERTp)

-300 -200 -146 -124  -100 TBB (0)

vt
C250T C228T
o< 3

Sekil 2.5: TERTp mutasyonlar1 yeni (de novo) ETS TF baglanma bdlgeleri olusturur. C228T ve C250T
mutasyonlari yeni ETS TF baglanma bolgesi olusturmaktadir. Sekilde hnTERT promotoriiniin ve kodlayan
bolgesinin sadece 600 bazlik kismi1 gosterilmistir. Reitman ZJ, Acta Neuropatholica (2013) makalesinden
uyarlanmustir (75).

26.1.1. C228T

Pek cok calismada, C228T TERTp mutasyonunun C250T den daha sik goriildiigii
ortaya konmustur (16, 17, 19-26, 29-36). Chiba ve ark., EKH’leri C228T veya C250T
mutasyonu tastyacak sekilde modifiye etmis ve sadece C228T mutasyonu tasiyan
pluripotent hiicrelerde hTERT ekspresyonunun arttigini gostermistir (76). Ayrica,
C228T TERTp mutasyonu tasiyan GBM hiicrelerinde, C250T tasiyanlara gore daha
yiikksek hTERT ekspresyonu oldugu ortaya konmustur (77). C228T ve C250T



mutasyonlarmin  farkli  mekanizmalarla hTERT  ekspresyonunu  arttirdigi

distiniilmektedir.

C228T mutasyonu tasiyan GBM hiicrelerinde, olusan yeni ETS baglanma
bolgesine tetramer yapida olan GA baglanan protein (GABP) izoformu olan GABPA
ETS faktorlerinin baglandig1 ve telomeraz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (27).
Ayrica, C228T noktast konum bazli mutagenez (site-directed mutagenesis) ile
degisime ugratilmis, bu ETS motifinin TERTp’unun aktivasyonu i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir. GBM’de eksprese edilen tek ETS faktdrii olan GABPA’nin C228T
noktasina baglanarak TERTp aktivitesini kontrol ettigi in vitro ve in vivo galismalarla
ortaya konmustur. GBM’e ek olarak, melanom, HK, MK ve noroblastom hiicre

hatlarinda da GABPA’nin TERTp’una baglandig1 gosterilmistir (27, 78).

Diger ETS faktorleri monomer olarak DNA’ya baglanabilirken GABPA sadece
heterodimer veya GABPB ile heterotetramer olusturarak fonksiyonunu
gerceklestirebilir (79-81). Genom bazli GABPA ChIP-seq verileri analiz edildiginde,
GABPA’nin baglanmasi ic¢in ard arda gelen iki ETS baglanma bolgesine ihtiyag
oldugu ve C228T mutasyonu araciligiyla bu gereksinimin saglandigi gosterilmistir
(27). Mancini ve ark. ise, GBM tiimérlerinin biiylimesi i¢in heterotetramer olusturan
GABPB isoformunun (GABPB1L), C228T bélgesine baglanmasinin gerekli oldugunu
ortaya koymustur (28).

GABPA’nin aktivitesi, ¢ogunlukla, MAPK ve Hippo sinyal iletim yolaklari
aracilifiyla translasyon sonrasi modifikasyon ve niikleer lokalizasyon ile kontrol
edilmektedir (82, 83). MAPK yolagini aktive eden EGFR amplfikasyonu ve BRAF
V600E mutasyonlarinin sirastyla GBM ve melanomlarda C228T mutasyonu ile
esgidiimlii goriildiigii ortaya konmustur (14, 19). Tiim bu bulgular, en azindan GBM
hiicrelerinde, C228T mutasyonuna sahip hiicrelerde GABPA ve GABPBIL’ 1n aktif
olarak cekirdekte bulundugunu ve heterotetramer olarak TERTp’una baglanarak

telomeraz aktivitesini arttirdigini ima etmektedir.



2.6.1.2. C250T

C250T TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde ise, ETS faktorlerinin ortamda
olmasmin hTERT ekspresyonu i¢in yeterli olmadigi, ETS TF’lerine ek olarak kuralsiz
(non-canonical) NF-kB sinyal iletim yolaginin da aktif olmas1 gerektigi gosterilmistir
(69). Li ve ark., olusturduklart hiicre kiiltiirii sisteminde C250T mutasyonu olan
bolgeye p52 proteinin baglandigini, C228T olan bodlgede ise bu baglanmanin
gerceklesmedigini ortaya koymuslardir. Ek olarak, p52 proteininin C250T bdlgesinde
ETS1/2 proteinleri ile is birligine girerek hTERT ekspresyonunu arttirdigini

gostermislerdir.

2.6.1.3. TERTp’da tespit edilen diger somatik mutasyonlar

C228T ve C250T mutasyonlarina ek olarak, Horn ve ark., ailesel melanoma
gecmisi olan ailede TBB’inden 57 baz uzakta A>C (-57A>C) degisimini gézlemistir
(14). Daha sonra melanom ve MK hastalariin az bir kisminda da bu mutasyona
rastlanmustir (16, 84).

C228T ve C250T, C nikelotitinden T niikletitine transisyon icermektedir.
Melanom hiicrelerinde C228A transversiyonuna rastlanmaktadir (16). Melanomlarda,
dort ayr1 bolgede (-124/125 ve -138/139) ardisik CC>TT transisyonlari tespit edilmis
ve bu degisimlerin hTERT aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (16, 29, 85). Ek olarak,
Heidenreich ve ark., melanomlarda TBB’den 156 baz uzakta C>T (-156C>T)
degisimini gozlemistir (16). -57A>C, -124/125 CC>TT, -138/139 CC>TT ve -156C>T
mutasyonlari, tipki1 C228T ve C250T gibi ETS TF baglanma bdolgeleri olusturmaktadir.

ETS baglanma bolgelerine ek olarak, TERTp’unda yeni BRCA1, ELK1, PLAG1,
E2F1 ve SP1 baglanma bolgeleri olusturan mutasyonlar tespit edilmis ve ChIP analizi
ile Pol2, TAF1, EGR-1, Myc, Max, Sin3A ve CTCF gibi TF’lerin bu bdlgelere
baglandigi gosterilmistir (16, 86). Ayrica, baz1 raporlar, TERTp’da nadir goriilen
genetik yeniden diizenlemeler (rearanjman) (87, 88), duplikasyonlar (27) veya

amplifikasyonlar (89, 90) oldugunu da géstermektedir.



2.7. Yiiksek Siklikla TERTp Mutasyonu Varhg: Tespit Edilen Kanserler

Son galismalar, HK (26), TK (91), melanom (16), GBM (25) ve MK’da (73),
TERTp mutasyonlarinin, timdr gelisiminde rol oynayan en erken degisimlerden biri
oldugunu gostermektedir. Ek olarak, TERTp mutasyonlarinin, melanomlarda MAP
kinaz (16), HK’larda Wnt (26) sinyal iletim yolaginin aktivasyonunun ardindan
gergeklesen ikinci bir olay oldugu diistiniilmektedir. TERTp
mutasyonunun, tiimdregenezin sadece erken asamalarinda ve siirdiirebilir neoplastik

biiyiime i¢in de gerekli olup olmadigi kesinlik kazanmamustir (74).

2.7.1. Hepatoselliiler karsinom (HK)

2.7.1.1.  Genel bilgiler

Hepatoselliiler karsinom (HK), primer karaciger kanserinin en sik goriilen (%80)
formudur (92). Erkeklerde ve kadinlarda en ¢ok goriilen sirasiyla besinci ve yedinci
kanser tipidir ve her yil diinya genelinde toplam yarim milyon kisiye HK tanisi
konmaktadir (93). HK, c¢ogunlukla, Hepatit B (HBV) ve Hepatit C (HCV)
enfeksiyonunu takiben goriilen karaciger sirozu sonucunda gelismektedir (94-96).
Ayrica, fazla alkol tiiketimi, aflatoksin maruziyeti veya alkolik olmayan karaciger

hastalig1 sonucunda da gelisebilmektedir (Tablo 2.1) (93, 97, 98).

Karaciger karsinogenezi i¢in ¢ok asamali kompleks bir siire¢ gereklidir. Bu
stirecte, enflamasyon, hepatik hasar, siroz ve nedbe dokusu (fibrosis) 6nemli rol oynar
(99-101). Hepatositlerin, malign transformasyonu olduk¢a karigiktir ve bu siiregte
genetik degisimlere ek olarak epigenetik modifikasyonlar da gozlemlenmektedir
(Tablo 2.1) (102, 103). Kronik viral hepatit ile iligskilendirilmis %80’¢ yakin HK
vakasinda, kromozom kazanimlar1 (1q, 5, 6p, 7, 8q,17q ve 20) ve kayiplar1 (1p, 4q, 6q,
8p, 13q, 16, 17p and 21) tespit edilmistir (104, 105). Somatik mutasyonlar, cografi
bolgeye gore degisim gostermektedir ve gevresel faktorlerle yakindan iligkilidir (106-
108). Ornegin, Afrika’da Sahra Colii’niin giineyinde ve Giiney Dogu Asya’da TP53

protein mutasyonlarina sik¢a rastlanmaktadir. Bu bolgelerde, diyet ile alinan



aflatoksitn B1 (AFB1) maruziyeti ve HBV enfeksiyonunun mutagenezi hizlandirdigi
ortaya konmustur (109). Giincel ¢alismalarda, yeni nesil sekanslama teknolojisi ile
hiicre dongiisii regiilasyonunu ve hiicresel kromatin degisimlerini etkileyen birgok
bilinmeyen genin, HK’da mutasyona ugradigi gosterilmistir (110-112).
2.7.1.2. TERTp mutasyonlarimin HK gelisimindeki rolii

Bir¢ok giincel ¢alismada, telomeraz aktivitesini arttiran TERTp mutasyonlarinin,
HK’larda en sik goriilen (60%) genetik degisim oldugu ve bu mutasyonlarin hepatik

karsinogenezde erken ortaya ciktigi gosterilmistir (113-115). Ayrica, TERTp’da
TBB’nin 245 baz gerisinde tespit edilen rs2853669 polimorfizminin, HK riskini

arttirdig1 ve prognozu kotiilestirdigi gosterilmistir (116-118).

Tablo 2.1:

Bes farkli

timor

icin TERTp mutasyonlar1 disinda goriilen

genetik/epigenetik degisimler ve ¢evresel risk faktorleri.

. . . Kromozom kazanimlar1 (1q, 5, 6p, 7, 8q,17q ve 20) ve
gepietilrlr(l{Erplgenetlk kayiplar1 (1p, 4q, 6q, 8p, 13q, 16, 17p and 21), TP53
HK egistmie mutasyonlari ve epigenetik modifikasyonlar
Cevresel Risk HBV ve HCV enfeksiyonu, fazla alkol tiketimi, alkolik
Faktorleri olmayan karaciger hastalig1 ve aflatoksin (AFB1) maruziyeti
BRAF V600E, RET/PTC translokasyonu, PAX8/PPARy
Genetik/Epigenetik Frar}slokasyorlu, K/N/HRAS mutasyonlari, PI3K-AKT sinyal
TK Desisiml iletim yolagindaki proto-onkogenlerde kopya sayisi
egistmier kazanimlar1 ve timor supresor promotorlerinin epigenetik
degisimleri
IDH1, TP53, BRAF VG600E, ATRX, CIC, FUBP1
. . . mutasyonlari, PTEN gen delesyonun, 1p/19qg kodelesyonun,
GBM ]C)Ee?fat.lkiEplgenetlk EGFR gen amplifikasyonu, proto-onkogeneleri aktive eden
egisimier translokasyonlar ve MGMT promotor metilasyonu (koruyucu
etki)
Genetik/Epigenetik | BRAF/NRAS, CDKN2A, NF1, PTEN, GRIN2A, RAC1,
Degisimler BCL2L12, STK19, FBXW?7 ve RPS27 mutasyonlari
Melanom -
Cevresel Risk UV 1sinlarina maruziyet
Faktorleri
Genetik/Epigenetik | £orps NRAS/KRAS/HRAS, TP53 ve RB mutasyonlart
Degisimler
MK -
Cevresel Risk Sigara ve maruz kalinan kimyasallar
Faktorleri




2.7.2. Tiroid kanseri (TK)

2.7.2.1.  Genel bilgiler

Trake borusunun tistiinde yer alan tiroid bezinin, hiicre metabolizmasi, biiyiime ve
gelisme asamalarinda 6nemli gorevi vardir. Bu gorevler, tiroid hormonunun ¢ekirdekte
bulunan tiroid reseptoriine baglanmasi ve gen ekspresyonunu kontrol etmesiyle
saglanir. Tiroid bezinin hiicresel bilesiminde, folikiiler (tirosit) hiicreler, parafolikiiler
hiicreler, endotel hiicreler, fibroblastlar ve lenfositler yer alir (119). Folikiiler
hiicrelerin temel gorevi tiroid hormonlarini (T3 ve T4) sentezlemek iken parafolikiiler

hiicreler, kalsiyum metabolizmasini kontrol eden kalsitonin iiretiminden sorumludur.

Tiroid tiimorleri iki sinifta incelenir: adenomalar ve karsinomalar (120). Follikiiler
adenom (FTA), tiroid bezinde goriilen tek iyi huylu tiimor ¢esididir. Follikiiler
adenomlara, Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya basta olmak {izere diinyanin her
yerinde rastlanabilir. Karsinomlar ise, hiicresel orijin, farklilasma derecesi ve
histopatolojik 6zelliklerine gore siniflara ayrilirlar. Karsinomlar adenomlara gére ¢cok
daha nadir goriiliirler (%]1), ancak bu tiimdrler en sik goriilen kot huylu endokrin

tiimor ¢esididir.

Folikiiler hiicrelerden gelisen tiroid kanserleri histolojik olarak dort sinifa
ayrilabilir: papiller tiroid kanseri (PTK), folikiiler tiroid kanseri (FTK), az farklilagmis
tiroid kanseri (AFTK) ve anaplastik tiroid kanseri (ATK). Parafolikiiler C-
hiicrelerinden gelisen tiimorler ise mediiller tiroid kanseri (MTK) olarak smiflanir
(120). PTK, FTK, AFTK, ATK ve MTK larin goriilme siklig1 sirastyla %80, %10, %5,
%2 ve %3 civarindadir (121). PTK’lerin goriilme siklig1 giin gegtikge artmaktadir
(122). PTK ve FTK’ler farklilagsmus tiroid kanseri ¢esididir ve tiroid kanserleri arasinda
en iyi seyirli olanlardir (120). ATK’ler, farklilagmamis tiroid kanseri ¢esididir ve
hizlica agresiflesen kotii seyirli bir yapiya sahiptir. AFTK’ler ise PTK/FTK ve ATK

arasinda agresiflik gosterir.



2.7.2.2.  Tiroid kanserinde genetik degisimler

PTK’lerde en sik goriilen genetik degisim BRAF (v-Raf murin sarkoma viral
onkogen homolog B1) mutasyonlar1 ve kromozomal rearanjmanlardir (Tablo 2.1)
(123). BRAF geni, 7q34’de yer alir ve kanser gelisiminde &nemli rolii olan
serin/threonine kinaz ailesine ait bir proteini kodlar. PTK’lerde, 1799’uncu
pozisyondaki V60OE degisimine sik rastlanmakta ve bu degisim PTK vakalar i¢in
prognostik belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Daha agresif formlar olan ATK ve
AFTK’lerin de sirastyla %25 ve %20-40’1inda bu mutasyon bulunmaktadir.

PTK’lerde RET genini iceren pek ¢cok kromozomal rearanjman tespit edilmis ve
bunlarin hepsi RET/PTC olarak adlandirilmistir (Tablo 2.1). Kromozom 10’da goriilen
parasentrik inversiyonun RET geninin diger genlerle birlesip RET sinyal iletim
yolagini aktiflestirdigi bilinmektedir (124). RET/PTC rearanjmanlari, PTK

gelisiminde bilinen 6nemli genetik degisimlerden biridir.

RAS mutasyonu, FTK ve ATK’lerde siklikla goriilen bir diger genetik
degisikliktir (Tablo 2.1) (125). RAS mutasyonunun, FTA, FTK ve ATK’lerde
goriilmesi, bu genin folikiiler timor gelisimi i¢in kritik bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (126). Kromozom 2q13 ve 3p25 arasinda gerceklesen translokasyon
sonucunda, PAX8 (Paired box 8) ve PPARy (peroxisome proliferator activated receptor
y) arasinda genetik rearanjman olusur. Bu degisiklik, 6zellikle FTK’lerde siklikla
goriliir (%60) ve FTK teshisi igin biyobelirte¢ olarak kullanilir (127). Ayrica, PI3K-
AKT sinyal iletim yolagindaki proto-onkogenlerde kopya sayis1 kazanimlari ve timor
supresorlerin promotorlerinin epigenetik degisimlerinin de tiroid kanseri gelisiminde

etkisi oldugu gosterilmistir (125).
2.7.2.3. TERTp mutasyonlar:
TERTp mutasyonlar: farkl: tip tiroid kanserlerinde tespit edilmis, normal tiroid

hiicrelerinde ise goriilmedigi farkli ¢alismalarda ortaya konmustur (17, 19, 70). TERTp
mutasyonlart en ¢ok farklilasmamis hiicrelerden olusan ATK’lerde (%33-50)



goriilmektedir. AFTK’lerde (%29) ise, FTK (%14-36) ve PTK’lerden (%8-25) daha
sik goriildiigl ortaya konmustur (21, 24, 70, 128). Dolayisiyla, TERTp mutasyonlart,
PTK’lerde, BRAF V600E mutasyonundan sonra en ¢ok goriilen genetik degisimdir.
ATK’lerde ise, TERTp mutasyonuna, BRAF mutasyonundan daha sik rastlanmaktadir.
TERTp mutasyonlarinin varligi, agresif tiimor karakteriyle iliskilendirilmis, metastaz
ve niikks olasigini arttirarak hastanin sag kalimiyla ilgili bilgi verebilecegi ortaya

konmustur (94, 128-133).

2.7.3. Glioblastom (GBM)

2.7.3.1.  Genel bilgiler

GBM beyin tiimorleri arasinda en sik rastlanan, en yliksek evrede (Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) Derece 1V) olan astrositomlar1 kapsayan primer kotii huylu beyin
timoriidiir. Agresif tedavilere ragmen, GBM hastalarinin ortalama sagkalim siiresi
onbes aydan kisadir (134, 135). GBM DSO Derece 1V tanisi igin, néroepitel dokuda
bulunan astrositik hiicrelerinin ileri derecede mitotik aktivite gostermesine ek olarak,

nekroz ve/veya mikrovaskiiler proliferasyon olmasi da gereklidir (136).

GBM’deki molekiiler degisikliklerin tespiti i¢in, genellikle yiiksek konkordansa
sahip florasan in situ hibridizasyon (FISH), heterozigosite kayb1 (LOH) teknikleri
kullanilmaktadir (137, 138). Bu sekilde, hastalarda izositrat dehidrogenaz (IDH) 1/
TP53/BRAF V600E mutasyonlarinin, PTEN gen delesyonun, 1p/19q kodelesyonun,
epidermal biiytime faktorii reseptéric (EGFR) gen amplifikasyonun ve proto-
onkogenleri aktive eden rearanjmanlarin varligi arastirilmaktadir (Tablo 2.1) (136). EK
olarak, ATRX, CIC, FUBP1 ve TERTp mutasyonlari da son zamanlarda GBM tani
panelinin bir pargasi haline gelmistir (139, 140). Bu testlerin sonuglari, histolojik
olarak belirsiz olan tiirleri belirlemede, hastaligin prognozu ve hastanin tedaviye

verecegi cevap ile ilgili onemli bilgiler icermektedir.

Ayrica, GBM tedavisinde en sik kullanilan kemoterapi ajan1 Temozolomid

(TMD)’dir. TMD, alkil ekleyen bir ajandir ve hiicreleri radyoterapiye hassas hale



getirir (141). Baz1 hastalarda, TMD’e kars1 olusan direng, DNA tamir proteini olan
MGMT  (O6-Metilguanin  DNA  metiltransferaz)  protein  seviyesi ile
iliskilendirilmektedir (142). Genetik degisimlere ek olarak, epigenetik bir degisim olan
MGMT promotoriiniin metilasyonu da GBM hastalarinin tedaviye daha iyi yanit

vermesi ve daha iyi sag kalimla iligkilendirilmistir (Tablo 2.1) (143).

2.7.3.2. IDH ve TERTp mutasyonlari

GBM’ler molekiiler alt gruplara ayrilarak siniflandiginda, %80’den fazla GBM
hastasinin tanisinda, en ¢ok, IDH1 ve TERTp mutasyon varligini aragtirmanin yararl
oldugu gosterilmistir (19, 144-147). Her GBM molekiiler alt grubunda telomerlerin
farkl sekilde korundugu ve telomerlerin korunmasini saglayan genetik degisikliklerin

gliomagenez i¢in 6nemli oldugu ortaya konmustur (148).

IDH mutasyonlar tasiyan hiicrelerde ise, ATRX geninde goriilen fonksiyon kaybi
mutasyonlart sonucunda, telomer boyutunun, alternatif telomer uzatilmasi (ALT)
mekanizmasi ile korundugu gosterilmistir (139, 140, 149-151). Derece IlI-11 diffuz
astrositom, oligodendrogliom, oligoastrositom ve ikincil GBM’lerin %70-80’inde
IDH1 mutasyonu tespit edilmistir (144, 145, 152, 153). Bu mutasyonlarin ¢ogunlugu
(%90), kodon 132’de (R132H) goriilmektedir (144, 153-155). Diffuz gliomlarda,
IDH2 mutasyonu da nadir olarak goriilmektedir (144). IDH mutasyonlarinin timor
gelisiminde erken bir evrede goriildigi, timor oOzgil farklilasma ve davranis

modellerinin daha sonra ortaya ¢iktig1 ongorilmektedir (144, 153, 154).

TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde, olusan mutasyon ile yeni ETS TF baglanma
bolgesi olusturularak telomeraz aktivitesini ve hTERT ekspresyonunu arttigi pek ¢ok
calismada gosterilmistir (16, 17, 19, 156, 157). TERTp C228T mutasyonlarinin en ¢ok
goriildiigii kanserden biri, birincil GBM’lerdir (17, 19). Ek olarak, IDH1 mutasyonlar1
tagimayan tiimorde, TERTpP mutasyonunun varliginin daha kotii prognoza yol agtigi

gosterilmistir (77).



2.7.4. Melanom

2.7.4.1.  Genel bilgiler

Kutanéz (cutaneous) melanomlar, deride bulunan melanin pigmenti olusturan
melanosit hiicrelerinin malin hale gelmesiyle olugur. Diger dermatolojik kanserler ile
karsilastirildiginda az siklikla (%2) goriilmesine ragmen, kutandz melanomlar, en
agresif deri kanseri tiiriidiir ve deri kanseri ile iligkili 6liimlerin %75’ine neden olurlar
(158). Kutanéz melanomlarin ¢ogu lokalize olmasina ragmen, olgularin bir kisminda
tiimorler metastaz yaparak, hastanin 6limiiyle sonuglanir (159). Kutan6z melanomlar,
son otuz yilda, sikliginda en ¢ok artis gozlenen kanser tiiriidiir ve bu artis artan
ultraviyole (UV) 111 maruziyeti ile iliskilendirilmektedir (Tablo 2.1) (160).

Melanom genomu, en ¢ok somatik mutasyona ugrayan kanser tiirlerinden biridir
ve pirimidin dimerlerinden olusan mutasyon paterni, karakteristik UV maruziyeti ile
iligkilendirilir (161). TERTp ve BRAF/NRAS, CDKN2A, NF1, PTEN genlerinin protein
kodlayan bolgelerinde tekrarlayan mutasyonlar tespit edilmistir (Tablo 2.1). Ek olarak,
bir¢ok yeni nesil sekanslama ¢alismasi sonucunda, pek ¢ok olguda, GRIN2A, RAC1,
BCL2L12, STK19, FBXW7 ve RPS27 gibi genlerde de mutasyon oldugu ortaya
konmustur (162, 163).

2.74.2. TERTp mutasyonlarimin kanser gelisimindeki rolii

C228T TERTp mutasyonlarinin, ailesel kutan6z melanom goriilen bir ailede
yiiksek siklikta tespit edilmesinin ardindan, melanomlar basta olmak tlizere C228T ve
C250T TERTp mutasyonlarinin diisiik replikatif potansiyele sahip pek ¢ok kanserde
yiiksek siklikla gorildigii ortaya konmustur (14, 17, 19). TERTp mutasyonlari
melanomlarda en sik goriilen somatik degisimdir (16, 164). Makowski ve ark., C228T
veya C250T TERTp mutasyonu tasiyan melanomlarda, TERTp’una ELF-1 ETS
faktorii yerine tetramer yapida olan GABP ETS faktoriiniin yiiksek afinite ile
baglandigini (in vitro) ve hTERT ekspresyonunu arttirdigini ortaya koymustur (165).



TERTp mutasyonunun varligi, melanomun agresif davranisi (tlimorde iilserlesme,
hizli biiylime, artan timdr boyutu ve azalan sagkalim) ile iliskilendirilmistir (16, 166,
167). Ek olarak, TERTp mutasyonlarinin BRAF/NRAS mutasyonlari ile birlikte var
oldugu gosterilmis, bu olgularda hastaligin daha kotii bir progroza sahip oldugu ve
sagkalimin azaldig1 gosterilmistir (168). Vallarelli ve ark., BRAF/NRAS mutasyonlari
sonucunda aktiflesen ETS1 faktoriiniin, melanom hiicre hatlarinda TERTp’una

baglandigini ve hTERT ekspresyonunu arttirdigini gostermistir (169).

2.7.5. Mesane kanseri (MK)

2.75.1.  Genel bilgiler

MK, diinya ¢apinda goriilen tiim kanserlerin %3’linii olusturur ve erkeklerde en
¢ok goriilen kanserler arasinda 7’inci siradadir (170). Bu kanserin erkeklerde goriilme
siklig1, kadimlarin ii¢ katidir. Ulkemizin endiistriyel bolgelerinden Edirne’de ise kanser
istatistikleri, MK’nin erkeklerde en sik goriilen 2’inci kanser oldugunu ve yedi kat

daha fazla goriildiigiinii géstermektedir (171).

MK ’nin en 6nemli risk faktorii sigaradir ve olgularin %50’sinin sigara ile iligkili
oldugu diistiniilmektedir (Tablo 2.1) (172). Sigara igenlerde MK goriilme riski dort kat
fazladir (173). Sigara yakildiginda ortaya ¢ikan altmisdokuz adet kanserojen vardir.
Bu bilesikler DNA’ya baglanarak tamir edilemeyen DNA hasarlar1 meydana getirerek
kontrolsiiz biiylimeyi tetiklerler (174). Sigaraya ek olarak, ¢alisma hayatinda maruz
kalinan kimyasallarin da MK insidansinin %20’sini kapsadigi gosterilmistir (173, 175,
176). Ozellikle boya endiistrisinde calisan is¢ilerde, Aromatik aminlere ve polisiklik
hidrokarbonlara maruziyet artmakta ve MK goriilme siklig1 otuz katina ¢ikmaktadir
(177, 178).

MK hastalarinin %75-80’inde hematuri (sik ve agrili idrara ¢ikma) goriiliir ve
noninvazif olan MK erken safhada opere edilir (170). Hastalarin %60’1nda timor tam
olarak cikarilamadigr i¢in hastalik niiksetmekte, ilerleyen yillarda hastalarin %10-

15’inde invazif hale gelerek sagkalim siiresini diisiirmektedir (175). Dolayisiyla MK



hastalarinin, ilk operasyondan sonra 3 ayda bir kontrole gitmesi gerekmektedir (179).
Diinya capinda tedavisi en pahali olan ve devlete en ¢ok yiik getiren kanser tipidir

(180, 181).

Bugiine kadar, pek ¢ok calismada, MK’de biyolojik Onem tasiyan genetik
degisimler arastirilmustir. Invazif olan ve olmayan MK’ler farkli progenitdrlerden
olusur ve farkli genetik degisimler icerir (182). Invazif olmayanlarda, FGFR3
(fibroblast biiyiime faktor reseptorii 3) veya NRAS/KRAS/HRAS genlerinde goriilen
tekrarlayan mutasyonlar tespit edilmistir (Tablo 2.1) (183, 184). MK’lerin biiyiik
¢ogunlugunda, hiicre biliylimesi, sagkalim ve proliferasyonu kontrol eden PI3K
(Fosfoinositol 3 kinaz) sinyal iletim yolaginda, degisikliklere rastlanmaktadir (185,
186). Invazif 6zelligi olanlar ise, lokal ve uzak metastaz yapma egilimindedirler ve

genel olarak TP53 ve RB gibi tiimdor baskilayici genlerde mutasyon igerirler (187).

2.7.5.2. TERTp mutasyonlarimin MK gelisimindeki rolii

C228T ve C250T TERTp mutasyonlari, tim MK’lerinde tespit edilmistir (19, 23).
TERTp mutasyonlarinin, en ¢ok goriilen somatik degisim oldugu (~%80) ortaya
konmustur (74, 188). TERTp mutasyonu tasiyan tiimorlerde, daha yiiksek hTERT
ekspresyonu, telomeraz aktivitesi ve telomer uzunlugu tespit edilmistir (69, 74, 189).

TERTp mutasyonlarmin varlig1 ayrica, sagkalim oranlariin disiikliigii ve niiks riski

ile iligkilendirilmistir (74, 189, 190).

2.8. Telomeraz Ekspresyonunu Hedefleyen Tedaviler

Artan telomeraz aktivitesi ve telomeraz holoenzim kompleksi iiyelerinin kanser
hiicrelerinde normal hiicrelerden farkl bir sekilde ifade edilmesi, telomeraz enzimini
kanser tedavileri i¢cin 6nemli bir hedef haline getirmektedir. Bir¢ok caligmada, klinikte
kullanilabilecek telomeraz inhibitorleri tizerinde durulmustur. Telomeraz aktivitesini
ilag araciligiyla azaltabilmek igin farkli stratejiler kullanmilmistir (41). Protein
seviyesinde katalitik altiinite ve holoenzim kompleksiyle iletisim kuran diger

proteinlerin fonksiyonlarin1 gerceklestirmesine engel olan kimyasallar kullanilmigstir



(191-194). RNA ve DNA seviyesinde, sirasiyla telomeraz RNA’sinin aktivitesini
engelleyen ve hTERT ekspresyonunu engelleyen inhibitorlerden yararlanilmigtir (195-
197). Bu ilaglarin birgogu, hiicresel alimda, 6zgiil olmayan baglanma, metabolizma,
toksisite ve ilacin yar1-Omrii gibi sorunlardan dolay1 klinik denemelere dahil

edilememistir (41).

Bazi caligmalarda, ila¢ tedavisi yerine, hastanin T lenfositleri izole edilmis, bu
hiicrelerden sitotoksik T lenfosit hiicreleri (CTL) olusturulmus ve hastaya geri
verilmistir (42, 198, 199). Hastaya verilen rekombinant CTL’lerin, hastanin kanser
hiicrelerinin membranlarinda bulunan hTERT peptidlerini algilayip bagisiklik yaniti
olusturacagi hipotez edilmistir. Ancak, rekombinant CTL’lerin, hastaya verildiginde,

melanoma hiicrelerini algilayip 6ldiirmedigi ortaya konmustur (42).

Faz 2 galismalarina gegebilen ve telomeraz 6zgiil etkisi olan tek ilag “Imetelstat
sodium (GRN163L)” olmustur. GRNI163L, telomeraz RNA’sina baglanarak
aktivitesine engel olmakta ve bdylece telomeraz holoenzim kompleksinin
fonksiyonunu kisitlamaktadir. Klinik oncesi calismalarda, GRN163L’nin, GBM
(200), meme (201), pankreatik (202) ve karaciger (203) kanser modellerinde tiimor
biiylimesini azalttig1 gosterilmistir. Ancak, GRN163L kanser hastalarina uygulandig
ilk klinik denemelerde, meme, akciger ve pediatrik sinir sistemi kanserlerinde
yeterince basariya ulasamamis ve uygulama sona erdirilmistir (204, 205). Her klinik
denemede, telomeraz enziminin hematopoetik kok hiicreler igin kritik 6neme sahip
olmas1 nedeniyle tigiincii/dordiincii derece hematopoetik toksisiteler ortaya ¢ikmistir.
Sonug olarak, GRN163L uygulamasi, sadece miyeloproliferatif bozukluklarda devam

etmekte ve Myelofibrozis hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Farkh orijinli hiicre hatlar:

Yiiksek siklikta TERTp mutasyonu tasiyan, farkli orijinli kanser hiicre hatlarini
elde etmek amaciyla, 6ncelikle tez danigsmani Prof. Dr. Cengiz Y AKICIER’de bulunan
oniki adet hepatoselliiler karsinom (HK) hiicrelerinden birer vial elde edilmis ve
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi 5. kat ARGE laboratuvarindaki sivi
nitrojende depolanmistir. Ayrica, daha dnce Prof. Dr. YAKICIER in ¢alismalarinda
yer alan “Hep3B” hiicreleri (206) elde edilen hiicre stoklarinda bulunamamis, bu
hiicreler Gebze Teknik Universitesi'nde (Kocaeli) gérev yapan Prof. Dr. Tamer
YAGCT’dan elde edilmistir (Tablo 3.1). Ek olarak, Prof. Dr. Tamer YAGCI’dan iig
adet MK hiicre hatt1 (HT1379, J82 ve RT112) da temin edilmistir. Georgetown
Universitesi’nde (Atlanta, A.B.D) gérev yapan Prof. Dr. Uren’den onii¢ farkli orijinli
(7 GBM, 5 melanom ve 1 MK) hiicre hatt1 elde edilmistir (Tablo 3.1).

Bes farkli orijinli kanserde genis bir hiicre yelpazesi olusturabilmek i¢in,
oncelikle, yurt icinde caligsan farkli arastirmacilarin yayinlarina bakilarak kanser hiicre
hatlar1 arastirilmistir. Bu hiicre hatlari, literatirde TERTp mutasyon profili bilinen
hiicre hatlar1 ile karsilastirilmis ve mutasyon tasiyan ve/veya mutasyon durumu
bilinmeyen hiicre hatlar1 ile galismis olan arastirmacilar tespit edilerek hiicreleri
paylasmalari istenmistir. Sonug olarak, Bogazi¢i Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii’nde (Istanbul) gérev yapan Dr. Nesrin Ozeren ve Dr. Tolga Emre’den

sirastyla alt1 ve dort melanom hiicre hatti elde edilmistir (Tablo 3.1).



Tablo 3.1: Farkli kaynaklardan elde edilen hiicre hatlari: Yurtigi ve yurt dis1 kaynaklardan elde edilen
HK, GBM, melanom, MKve TK hiicre hatlarinin isimleri, literatiire gore TERTp mutasyon profilleri ve
hiicrelerin teslim alindigi kaynak bilgisi belirtilmistir. TK hiicre hatlarinin tiimoér tipi de ayrica
belirtilmistir. Nthyori3.1 immortalize olmus tiroid hiicre hattidir. WT: literatiire gére TERTp mutasyonu
tasimadig1 gosterilen hiicre hatti; GTU: Gebze Teknik Universitesi; KU: Kog¢ Universitesi; A.B.D:
Amerika Bilesik Devletleri; BU: Bogazici Universitesi

Sayr  Hiicre Hatt1 Hgl!l Kanser Arastirmacinin Adi Lokasyon TERTp
Tipi Mutasyonu
1 HepG2 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU C228T
2 Huh7 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU C228T
3 SNU 387 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU C228T
4 SNU475 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU C228T
5 SNU423 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU C228T
6 SNU 398 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU C228T
7 Mahlavu HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU C250T
8 SNU182 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU WT
9 SNU449 HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU WT
10 PLC HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU WT
11 SKHepl HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU WT
12 Focus HK Prof. Dr. Cengiz Yakicier ACU bilinmiyor
13 Hep3B HK Prof. Dr. Tamer Yagc1 GTU WT
Dr. Tugba Bagc1 Onder KU C228T veya
14 AR GBM Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. C250T
- . - C228T veya
15 T98G GBM Dr. Tugba Bagce1 Onder KU Co50T
Dr. Tugba Bagc1 Onder KU
16 e i Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. Cc2287
17 U87TMG GBM Dr. Tugba Bagc1 Onder KU C228T
18 H4 GBM Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. C228T
19 U-118MG GBM Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. C228T
20 Hs 683 GBM Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. bilinmiyor
21 LN18 GBM Dr. Tugba Bagc1 Onder KU bilinmiyor
22 LN229 GBM Dr. Tugba Bagc1 Onder KU bilinmiyor
23 M059J GBM Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. bilinmiyor
24 U-138MG GBM Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. bilinmiyor
Prof. Dr. Nesrin Ozdren BU
25 G361 Melanom Dog. Dr. Tolga Emre BU WT
Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D.
Prof. Dr. Nesrin Ozdren - S
26 A2058 Melanom Doc. Dr. Tolga Emre BU bilinmiyor
27 MALME-3M  Melanom Dog. Dr. Tolga Emre BU bilinmiyor
28 MEWO Melanom Prof. Dr. Nesrin Ozéren BU bilinmiyor
29 SK-MEL-2 Melanom Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. bilinmiyor
Prof. Dr. Nesrin Ozéren BU e
30 SK-MEL-5 Melanom Prof. Dr. Aykut Uren ABD. bilinmiyor
31 SK-MEL-19 Melanom Prof. Dr. Nesrin Ozoren, BU bilinmiyor
32 SK-MEL-24 Melanom Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. bilinmiyor
Prof. Dr. Nesrin Ozdren BU
33 SK-MEL-28 Melanom Dog. Dr. Tolga Emre BU bilinmiyor
Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D.
Prof. Dr. Tamer Yagc1 GTU
34 HT1376 MK Dr. Mich¢le Hoffmann Almanya C228T
35 RT112 MK Prof. Dr. Tamer Yagc1 GTU C228T
Dr. Mich¢le Hoffmann Almanya
36 SCaBer MK Prof. Dr. Aykut Uren A.B.D. C228T




Tablo 3.1 (devam): Farkli kaynaklardan elde edilen hiicre hatlari: Yurti¢i ve yurt dig1 kaynaklardan
elde edilen HK, GBM, melanom, MKve TK hiicre hatlarinin isimleri, literatiire gére TERTp mutasyon
profilleri ve hiicrelerin teslim alindig1 kaynak bilgisi belirtilmistir. TK hiicre hatlarinin tiimor tipi de
ayrica belirtilmistir. Nthyori3.1 immortalize olmus tiroid hiicre hattidir. WT: literatiire gore TERTp
mutasyonu tasimadig1 gosterilen hiicre hatti; GTU: Gebze Teknik Universitesi; KU: Kog Universitesi;
A.B.D: Amerika Bilesik Devletleri; BU: Bogazici Universitesi

Say1 Hiicre Hatt1 Hgl!l Kanser Arastirmacinin Adi Lokasyon TERTp
Tipi Mutasyonu

37 5637 MK (erkek)  Dr. Michéle Hoffmann Almanya C228T

38 T24 MK (kadin)  Dr. Michéle Hoffmann Almanya C228T

39 VM-CUB-1 MK (erkek)  Dr. Michéle Hoffmann Almanya C228T

40 UMUC-3 MK (erkek)  Dr. Michéle Hoffmann Almanya C228T

41 SW1710 MK (female) Dr. Michéle Hoffmann Almanya C228T

42 SD MK Dr. Mich¢le Hoffmann Almanya C250T

43 UMUC-6 MK (erkek)  Dr. Michéle Hoffmann Almanya bilinmiyor
Prof. Dr. Tamer Yagct GTU S

43 182 MK Dr. Michéle Hoffmann Almanya bilinmiyor

44 635Y MK Dr. Michéle Hoffmann Almanya bilinmiyor

45 153Y MK Dr. Michéle Hoffmann Almanya bilinmiyor

46 BFTK-905 MK Dr. Michéle Hoffmann Almanya bilinmiyor

47 BCPAP PTK Prof. Dr. Paul Hofman Fransa C228T

48 TPC1 PTK Prof. Dr. Paul Hofman Fransa C228T
Prof. Dr. Mitsutake Japonya
Prof. Dr. Norisato

49 KTC2 ATK Mitsutake Japonya C228T
Prof. Dr. Norisato

50 KTC1 PTK Mitsutake Japonya C250T

51 8505C ATK Prof. Dr. Paul Hofman Fransa C250T

52 Nthyori3.1 :)anﬂgrtahze Prof. Dr. Paul Hofman Fransa bilinmiyor
Prof. Dr. Norisato o

54 FRO ATK Mitsutake Japonya bilinmiyor
Prof. Dr. Norisato .

55 WRO FTK Mitsutake Japan wildtype
Prof. Dr. Norisato L

56 KTC3 ATK Mitsutake Japan bilinmiyor

57 TT MTK Prof. Dr. Paul Hofman France WT

Kog Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii’nde gérev yapan Dr. Tugba
Bagc1 Onder’den ise altt GBM hiicre hatt1 temin edilmistir. Benzer sekilde, yurtdisinda
calisan farkli arastirmacilarin yayinlarina bakilarak TK, melanom, GBM ve MK hiicre
hatlar1 arastirilmis ve hiicreleri paylagmalar istenmistir. Sonug olarak, on dort MK
hiicre hatt1 Heinrich-Heine Universitesi’nden (Diisseldorf, ALMANYA) Dr. Michéle
J. Hoffmann’dan elde edilmistir (Tablo 3.1). TK hiicre hatlar1 ise, Fransa’da
IRCAN’dan (Nice, FRANSA) Prof. Dr. Paul Hofman ve Japonya’da Nagasaki
Universite’sinden (Nagasaki, JAPONYA) Prof. Dr. Norisato Mitsutake’den elde

edilmistir. Japonya’daki uluslararas1 gonderi kurallari nedeniyle, hiicreler canli olarak



T25 flasklar iginde teslim alinmis ve hiicre kiiltiirii laboratuvarinda biiyiitiilmeye
baglanmistir. Teslim alindiginda, KTC3 hiicrelerinin ¢ogu cansiz oldugundan, bu
hiicreler ¢alismalarda kullanilamamustir. Yurt ici ve disindan kuru buzda teslim alinan
diger tiim hiicreler, hiicre kiiltiirinde biiyiitiilecegi zamana kadar s1vi nitrojen tankinda

saklanmistir.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii soliisyonlari

Bu c¢alismada kullanilan hiicre kiltiirii reaktifleri Tablo 3.2°de belirtilen
firmalardan elde edilmistir. HK hiicre hatlari i¢in diisiik glikoz igeren DMEM, GBM
ve melanom hiicreleri i¢in yiiksek glikoz iceren DMEM ve tiroid hiicreleri i¢in yiiksek

glikoz igeren DMEM veya RPMI ¢ozeltisi kullanilmistir (Tablo 3.3).

3.1.2.1.  FBS’nin 1s1yla inaktive edilmesi

Donmus 500 mL FBS o6ncelikle 37°C su banyosunda oda 1sisina getirilmis ve
erimesi saglanmistir. Eridigi anda, su banyosundan alinmig, su banyosu 56°C’ye
ayarlanmigtir. Su banyosunun tam 56°C’yi gosterdiginden termometre ile emin
olunduktan sonra, FBS sisesi su banyosuna yerlestirilmis yarim saat boyunca 5
dakikada bir c¢alkalanarak serumun inaktive olmasi saglanmistir. Yarim saatin
sonunda, FBS sisesi su banyosundan alinmis ve hemen buz iizerine yerlestirilmis, en
az 5 dakika burada bekletilmistir. Besiyerlerini hazirlamak i¢in kullanilacak FBS
stoklarin1 hazirlamak i¢in, buzda bulunan FBS sisesi, 50 mL falkonlara paylastirilmis
ve falkonlar en az 5 dakika daha buz iizerinde bekletilmistir. Hazirlanan stoklar en son

ARGE laboratuvarindaki eksi 20 odasinda saklanmustir.



Tablo 3.2: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan reaktifler

Hiicre Kiltiiriinde Kullanilan Reaktifler

Uretici firma

Glutamin ve piruvat igermeyen Eagle’in modifiye
edilmis ortam1 (Modified Eagle's Medium
[DMEMY)), diisiik glikoz, 500 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

DMEM, yiiksek glikoz, piruvat, 500 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

RPMI 1640, 500 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum [FBS]),
A.B. Onayli, Giiney Amerika orijinli, 500 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

Eagle'in minimum esansiyel ortami (minimum
essential medium [MEM]) esansiyel olmayan amino
asit ¢ozeltisi (EOAA), 100X, 100 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

Penisilin- Streptomisin (10.000 U/mL)

Gibco (Birlesik Krallik)

Tripan Mavi Boyasi, %0,4, 100 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

Tripsin-EDTA %0.05, 1X, 100 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

200 mM Glutamin, 100 mL

Gibco (Birlesik Krallik)

Kalsiyum ve Magnezyum Igermeyen Dulbecco'nun
Fosfat Tamponlu Salin Cozeltisi (1X PBS)

Gibco (Birlesik Krallik)

Tablo 3.3: Farkli orijinli hiicre hatlarinin biiyttiildigi besiyerleri

Kanser Tipi Hiicre hatlar1 Besiyeri

SNU h
HK 182/SNU449/SNU398/Huh7/SNUA475/SNU387 » QUSLK glIkoz
GBM LN229/U87MG/A172/M0591/Hs683/LN18 DMEM, yiiksek glikoz
Melanom A2058/MeWo/SK-MEL-28/G361 DMEM, yiiksek glikoz

BCPAP/FRO DMEM, yiiksek glikoz
Tiroid

TPC1/KTC2/KTC1/8505C/WRO/Nthyori3.1 RPMI 1640

3.1.2.2.  Besiyerlerinin hazirlanmasi

3.1.2.2.A. Diisiik glikoz iceren DMEM besiyeri

500 mL disiik glikoz iceren DMEM ortami igerisine, 50 mL 1s1yla inaktive
edilmis fotal sigir serumu, 5 mL penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (50 mg/mL), 5 mL

glutamin ve 5 mL EOAA eklenmistir.



3.1.2.2.B. Yiiksek glikoz iceren DMEM besiyeri

500 mL yiiksek glikoz iceren DMEM ortami igerisine, 50 mL 1s1yla inaktive
edilmis fotal sigir serumu ve 5 mL penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (50 mg/mL)

eklenmistir.

3.1.2.2.C. RPMI besiyeri

500 mL RPMI 1640 igerisine, 50 mL 1s1yla inaktive edilmis fotal sigir serumu,
5mL penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (50 mg/mL) ve 5 mL EOAA eklenmistir.

Tiam besiyerleri, hazirlandiktan sonra 4°C’de saklanmis, kullanilmadan once

yarim saat su banyosunda (37°C) bekletilmistir.

3.1.3. Polimeraz zincir reaksionunda (PZR) kullanilan ¢ozeltiler

PZR ig¢in kullanilan ¢ozeltiler ve enzim Tablo 3.4’te belirtilmistir. PZR’de

kullanilan steril distile su, ANTP’ler ve primerlerin hazirlanis1 asagida aciklanmstir.

3.1.3.1.  Steril distile su hazirlanmasi

PZR’de kullanilacak distile suyu steril etmek i¢in, distile sular, 1,5 mL
eppendorflara 1000 pL igerecek sekilde porsiyonlanmistir. Bu tiipler, 85°C’de 15
dakika otoklavlanarak sogumaya birakilmis ve ardindan 4°C’de kullanima kadar

saklanmugtir.
3.1.3.2.  dNTP kokteyli hazirlanmasi
PZR’de kullanilacak dNTP kokteyli elde etmek i¢in, 100 mM deoksisitozin

trifosfat (dCTP), deoksitimin trifosfat (dTTP) deoksiadenozin trifosfat (dATP) ve

deoksiguanin trifosfat (dGTP) stok soliisyonlarindan 100°er pL alinarak toplam hacim



1000 pL olacak sekilde steril distile su eklenmistir. Hazirlanan ANTP kokteyli, her biri
50 uL olacak sekilde porsiyonlanarak, -20°C’de saklanmustir.

Tablo 3.4: PZR i¢in kullanilan ¢6zeltiler ve enzim

PZR I¢in Kullanilan Cozeltiler Uretici firma
Deoksintikleotit trifosfatlar (ANTP) Promega, ABD

Dimetil Siilfoksit (DMSQO) Hybri-Max, 100 mL Isolab, Almanya

GoTaq Flexi DNA polimeraz Promega, ABD

Pfusion Hot Start Il High Fidelity DNA Polimeraz Thermo Scientific, ABD
Steril distile su Eczacibagi-Baxter, Tiirkiye

3.1.3.3.  Primerlerin hazirlanmasi

PZR1, PZR2 ve PZR3’te kullanilan primerler IONTEK (Istanbul, TURKIYE)
firmas1 tarafindan sentezlenmistir. TERTp mutasyon profilinin belirlenmesi i¢in
yapilan PZR optimizasyon c¢aligsmalari sirasinda kullanilan on farkli primerin dizileri,
guanin ve sitozin niikleotit yiizdeleri (% GC) ve erime sicakliklart (Tm), Tablo 3.5’te
gosterilmistir. Optimizasyon sonunda, tiim hiicrelerin TERTp mutasyon profilini
belirlemek i¢in kullanilan PZR primerlerinin niikleotit dizileri, guanin ve sitozin
niikleotit yiizdeleri (% GC) ve erime sicakliklar1 (Tm) ve {irin boyutu Tablo 3.6°da
verilmistir. RT-gPZR calismasi i¢in kullanilan primerlerin sekanslar1 Tablo 3.7’de

listelenmistir.

Liyofilize primer igeren tiipler, 13,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis, 100
pmol’liikk stok soliisyon elde etmek amaciyla, firma tarafindan belirtilen miktarlarda
steril distile su eklenerek liyofilize primerler ¢oziilmiistiir. PZR’de kullanmak {iizere
hazirlanan 100 pmol’liik primer ¢ozeltileri steril distile su ile 1:10 seyreltilerek, 10

pmol primer ¢6zeltileri hazirlanmig ve 100 pL’lik hacimlerde -20°C’de depolanmustir.

Sanger dizi analizi i¢in, PZR1, PZR2 ve PZR3’te kullanilan primerler ve olusan
amplikonlar ACIBADEM Genetik Tan1 Merkezine (LABGEN) iletilmistir. Tablo
3.6’daki primerlere ek olarak, tam boy TERTp sekansinin elde edilmesi igin, ayrica
ACIBADEM LABGEN’de rutin olarak kullanilan doért primer (Tablo 3.8) de

kullanilmistir.



Tablo 3.5: TERTp’nin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan optimizasyon primerleri.

Primer Adi  PZR Uriinii Primer Sekansi % GC Erime Sicakligi (Tm)
2F PZR1 CTACTGCTGGGCTGGAAGTC 60,00 60,00
3F PZR1 AAGTCGGGCCTCCTAGCTCT 60,00 61,80
4F PZR1 AGCTGTCCTGCGGTTGTG 61,11 61,10
5R PZR1 GAAGGCCAGCACGTTCTTC 57,89 60,90
5R' PZR1 CACCGTGTTGGGCAGGTA 61,11 61,60
1F PZR2 GCCCTAGTGGCAGAGACAAT 55,00 59,30
1F PZR2 TAGGGATCACTAAGGGGATTTC 45,45 58,50
1R PZR2 CCCGTCATTTCTCTTTGCAG 50,00 60,80
2R PZR2 CAAACCACCCCAAATCTGTT 45,00 59,70
3R PZR2 CTTGGGCTCCTTGACACAG 57,89 59,40

Tablo 3.6: TERTp’nin tam boy sekanslanmasi i¢in kullanilan primerler. PZR1, HK, TK ve melanom
hiicreleri i¢in, PZR3 ise GBM hiicreleri i¢in kullanilmigtir. PZR2, Proksimal promotoriinde mutasyon
bulunmayan bes hiicre hatt1 (SNU1820 SNU449, WRO, Nthyori3.1 ve LN18) i¢in kullanilmistir.

Primer  PZR . 0 Erime Sicakligt  Uriin Boyu
Ad Uriinii Primer Sekansi % GC (Tm) (baz cifti)
4F PZR1 AGCTGTCCTGCGGTTGTG 61,10 60,28 1503
5R PZR1 GAAGGCCAGCACGTTCTTC 57,89 59,13
2F PZR3 CTACTGCTGGGCTGGAAGTC 60,00 60,11 1577
5R' PZR3 CACCGTGTTGGGCAGGTA 61,11 59,57
1F PZR2 GCCCTAGTGGCAGAGACAAT 55,00 59,46 767
3R PZR2 CTTGGGCTCCTTGACACAG 57,89 58,06

Tablo 3.7: RT-gPZR reaksyonu i¢in kullanilan primerler
Primer Adi Primer Sekansi
hTERT-ileri primer GCATTGGAATCAGACAGCAC
hTERT-geri primer CCACGACGTAGTCCATGTTC
GAPDH-ileri primer ATGGGTGTGAACCATGAGAA
GAPDH-geri primer GTGCTAAGCAGTTGGGTGGTG




Tablo 3.8: Tam boy TERTp sekansinin elde edilmesi i¢in kullanilan ek primerler

Primer Adi  PZR Uriinii Primer Sekansi % GC Erime Sicakligt (Tm)
i¢c 2bF PZR1/PZR3 GATTCGCGGGCACAGAC 64,71 58,49
dis 1F PZR1/PZR3 CTGTGTCAAGGAGCCCAAGT 55,00 59,89
i¢c 2aR PZR1/PZR3 GAGGCGGAGCTGGAAGGT 66,67 61,39
i¢ 3R PZR1/PZR3 CACGCACACCAGGCACT 64,71 60,26

3.1.4. Agaroz jel elektorforez ¢ozeltileri ve Kimyasallari

PZR amplifikasyonunu kontrol etmek i¢in Tablo 3.9°daki ¢ozelti ve kimyasallar

kullanilmustir.

Tablo 3.9: Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan ¢6zelti ve kimyasallar

Agaroz Jel Elektroforezi igin Kullanilan Cézeltiler ve Kimyasallar ~ Uretici firma

Agaroz Applichem, Almanya
Generuler 100 b¢ DNA ladder Thermo Scientific, A.B.D
Generuler 1kb DNA ladder Thermo Scientific, A.B.D
6x DNA yiikleme boyasi Thermo Scientific, A.B.D
Tris-Bazi Sigma-Aldrich, A.B.D
Borik Asit Sigma-Aldrich, A.B.D
Na;EDTA Sigma-Aldrich, A.B.D
Etidyum bromiir (EtBr) Sigma-Aldrich, A.B.D

3.1.4.1. Etidyum bromiir (EtBr)

Maske ve eldiven kullanilarak, ddH20’da 10 mg/mL EtBr ¢6zeltisi hazirlanmstir.
Cozelti, 4 °C’de, aliiminyum folyo ile kapl sisede saklanmustir.

3.14.2. 10X TBE (Tris-borik asit-EDTA)

54 g Tris bazi, 27,5 g Borik asit ve 7,44 g Na;EDTA kiigiik bir cam siseye
eklendikten sonra iizerine 100 mL distile su eklenmis ve manyetik karistirici

kullanilarak tiim katilarin ¢6ziilmesi saglanmistir. pH metreile, ¢6zeltinin pH’s1 8,3’¢



ayarlandiktan sonra, ¢ozelti 1 litrelik cam siseye aktarilmis ve toplam hacim 1 litreye

tamamlanmaistir.

3.1.4.3. Agaroz jelinin hazirlanmasi

PZR1 ve PZR3 amplifikasyonun kontrolu igin, %1°lik, PZR2 i¢in ise %?2’lik
agaroz jeli hazirlanmistir. %1°lik agaroz jeli icin, 1 g, %2’lik jel i¢in ise 2 g agaroz
hassas terazide tartilarak, Erlenmayere aktarilmis ve tizerine 100 mL 1XxTBE tampon
cozeltisi eklenmistir. Cozelti soguyunca, i¢ine son derisim 1 pg/mL olacak sekilde

EtBr eklenmis, dairesel hareketle karigtirilmis ve tepsiye dokiilmiistiir.

3.1.5. Kaullanilan diger kimyasallar ve Kitler

Calismada kullanilan diger kimyasallarin bilgileri Tablo 3.10°da verilmistir.
Isopropanol ve etanol genomik DNA izolasyonunda, TKA ve asetik asit Sulforodamin
B (SRB) testinde, Bio-Mycl ve BioMyc-2 ise Mikoplazma enfeksiyonu (M.spp)
tedavisinde kullanilmistir. Calismada kullanilan Kkitlerin bilgileri Tablo 3.11°de

gosterilmigtir.

Tablo 3.10: Kimyasallar

Kimyasallar Uretici firma

51 Epigenetik Ilaclik Kiitiiphane Selleck Chemicals, Almanya
Etanol Merck, Almanya
Isopropanol Merck, Almanya
Trikloroasetik asit (TKA), ACS VWR, Almanya

Asetik asit Merck, Almanya

Bio-Myc 1 (Tiamutin bazli antibiyotik) Biological Industries, A.B.D.
Bio-Myc 2 (Minosiklin bazli antibiyotik) Biological Industries, A.B.D.




Tablo 3.11: Kitler

Kitler Uretici firma

LookOut EZ-PZR M.Spp Tespit Kiti Sigma Aldrich, Almanya
QlAamp DNA Mini Kit Qiagen, Almanya
Cytoscan Sitotoksisite Kiti G-biosciences, A. B. D.
Nucleospin RNA izolasyon Kiti Macherey-Nagel, Almanya
iScript cDNA Sentez Kiti BioRad, Almanya

iTaq Evrensel SYBR Yesili Karisimi BioRad, Almanya

3.1.5.1.  Sulforodamin B (SRB) testi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

3.1.5.1.A. %10 Trikloroasetik asit (TKA)

26,4 g TKA hassas terazide tartilmis, 250 mL’lik cam siseye aktarilmis iizerine

120 mL distile su eklenmis ve dairesel hareketlerle karistirilmistir.
3.1.5.1.B. SRB yikama ¢ozeltisi (%1 asetik asit)

1 litrelik cam siseye, 8 mL asetik asit eklenmis, tizerine 792 mL distile su yavas
yavas dikkatlice eklenmistir. Siseyi alt {list ederek homojen bir karisim olmasi
saglanmstir.
3.15.1.C. SRB ¢oziinme ¢ozeltisi (10 mM Tris pH:10)

242,2 mg Tris bazi 250 mL hacimli cam siseye konmus, lizerine 100 mL distile su
eklenmistir. pH metre kullanilarak, ¢6zeltisin pH’s1 10’a ayarlanmig ve toplam hacim
distile su ile 200 mL yapilmustir.

3.1.6. Cam malzemeler

SRB Cozeltilerini hazirlamak ig¢in kullanilan 250 mL ve 1 litrelik cam siseler

Isolab firmasindan (Almanya) temin edilmistir.



3.1.7. Plastik malzemeler

Plastik malzemelerin listesi ve tiretici firma bilgileri Tablo 3.12°de belirtilmistir.

3.1.8. Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 3.13’de belirtilmistir.

Tablo 3.12: Plastik malzemeler

Plastik Malzemeler

Uretici firma

50 mL santrifuj tiipli

Corning, Almanya

15 mL santrifuj tiipii

Corning, Almanya

96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi

Corning, Almanya

25 cm? hiicre kiiltiirii kab1

Corning, Almanya

75 cm? hiicre kiiltiirii kab1

Corning, Almanya

ThermoWell™ Gold 0,5 mL PZR tiipleri, kapak

Corning, Almanya

Filtreli (20/100/200/1000 L) pipet ucu (Maxymum recovery)

Corning, Almanya

Filtresiz Pipet ucu (Maxymum Recovery) 200 uL

Corning, Almanya

Serolojik Pipetler (stripettes) 2/5/10/25 mL

Corning, Almanya

Reaktif Haznesi

Corning, Almanya

1,5 mL mikrosantrifuj tiip

Isolab, Almanya

Hiicre dondurmak i¢in cryovial (cryogenic) (2 mL)

Corning, Almanya

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kkiiltiirii yontemleri

3.2.1.1. Donmus hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

On ii¢ HK hiicre hatti, diisiik glikoz iceren DMEM besiyerinde, tek katman olarak
biiyiitiilmiistiir. On bir GBM ve dokuz melanom hiicre hatt1 yliksek seker iceren
DMEM’de biiyiitiilmiistiir. Tiroid hiicreleri ise yiiksek glikoz igeren DMEM veya



RPMI bazli besiyerinde biiyiitiilmiistir. Donmus stoklarin ¢ozdiiriilecegi giin,
kullanilacak besiyeri 37°C’de 1sitilmis, yarim saat sonra donmus hiicre stoklar1 (1 mL),
s1v1 nitrojen tankindan ¢ikartilip, 37°C’de bulunan su banyosuna konmus ve eridigi
anda alimmistir. Bu sirada 15 mL falkon tiipline, 9 mL besiyeri konmustur. Hiicre
dondurma ortaminda bulunan dimetil sulfoksitten (DMSO) iyice kurtulmak igin,

hiicreler eridigi anda mikropipet yardimiyla 1 mL hiicre 15 mL falkona eklenmistir.

Tablo 3.13: Cihazlar

Cihazlar Uretici firma

Calkalayici: Maxi-Mix 111, type 65800 — Barnstead / Thermolyne, A.B.D
Elektroforez gii¢c kaynagi: 250 EX electrophoresis power supply Gibco, A.B.D

Elektroforez tanki: Horizon 11.14 Whatman-Biometra, Almanya
Isitic1 blok: Thermo Block TDB-120 Biosan, Letonya

Jel goriintiileme sistemi: Molview (GELDOC) Molargen, Tiirkiye
Mikrosantrifiij: Biofuge pic Heraeus, Almanya

Santrifiij: Eppendorf 5804 R Fisher Scientific, A.B.D.
Vorteks Velp Scientifica, italya
Sogutucu Kabi (Mr. Frosty) Nalgene, Almanya
PIPETBOY acu 2, pipet kontrollorii Corning, Almanya
Mikropipet seti: Pipetman (P10, P20, P200, P1000) Gilson, A.B.D.

gglalill;analh (multichannel) Finnpipet (FP-FOCUS MCP8 30- Thermo Scientific, A.B.D
Termal dongii cihazi: DNA Engine, -200 Biorad MJ Research, A.B.D
Hiicre Sayma Aparati1 (Neubauer haznesi/ Hemocytometer) Isolab, Almanya

Dort Basamakli Hiicre Sayma Cihazi Isolab, Almanya

Plaka Okuyucu: BioTek ELx50 BioTek, A.B.D.

iQ5 Gergek zamanl (real time) qPZR Cihazi BioRad, Almanya

Nanodrop 1000 Spektrofotometre Thermo Scientific, A.B.D.

Toplamda 10 mL igeren falkon, 1300 rpm’de 5 dakika santrifuj edilmis, iistte kalan
s1v1 aspirator yardimiyla ¢ekilmistir. Hiicre peletinin tizerine 5 mL besiyeri eklenerek,
hiicreler 25 cm? flaska ekilmistir. DMSO’dan tamamen kurtulmak igin, ertesi giin
hiicrelerin flaska yapisip yapismadigi kontrol edilerek, aspiratorle ortam sivisi

¢ekilmis ve yerine yeni besiyeri eklenmistir.

3.2.1.2.  Hiicrelerin pasajlanmasi (sub-culture)

25 cm? flasklar iginde gelen 6 TK hiicre hatt1 ve s1v1 nitrojen stoklarindan 25 cm?

flasklar icine ekilen hiicreler, %80 yiizey kaplamasina ulastiklar1 anda, 6lmelerine ve




yeni metabolik Ozellikler kazanmalarima engel olmak amaciyla, genellikle 1:4
oraninda pasajlanmiglardir. 37°C inkiibatoriinden alinan flaskdaki eskimis besiyeri
aspiratorle ¢ekilmis, yerine 5 mL PBS eklenmistir. Hiicreler yikandiktan sonra PBS de
tamamen flaskdan uzaklastirilmistir. Flaska 1 mL Trypsin-EDTA ¢6zeltisi eklenmis
ve flask 5 dakika 37°C inkubatoriinde bekletilmistir. Bu sirada yeni kullanilacak 75
cm?lik flaska 15 mL besiyeri eklenmistir. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi 1sik
mikroskobuna bakilarak belirlenmis, 6zellikle tiroid hiicreleri i¢in mekanik vurma
hareketleriyle hiicre kiimelerinin pargalanmasi saglanmistir. Kalkan hiicreleri igeren
flaska, 4 mL besiyeri eklenerek, hiicre siispansiyonu homojen hale getirilmis ve 15 mL
besiyeri igeren flaska aktarilmistir. 75 cm? flaskindaki hiicreler, %80 yogunluga
ulastiklarinda ise, tekrar 1:4 oraninda yeni 75 cm? flasklarina pasajlanmislardir. 75 cm?
flasklarda biiyiiyen hiicreleri yitkamak i¢in 10 mL PBS, kaldirmak i¢in 2,5 mL Trypsin/
EDTA ve pasajlama Oncesi hiicre siispansiyonu olusturmak i¢in 7,5 mL besiyeri
kullanilmistir. Pasajlanan hiicreler tekrar 37°C inkubatoriine kaldirilmis, bu islemler

haftada 2 kere tekrar edilmistir.

3.2.1.3. Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicreler 37°C inkiibatérunden ¢ikarilmadan once, 10 mL hiicre dondurma
besiyeri (9 mL FBS/1 mL DMSO) hazirlanmistir. 75 c¢m? flask iginde bulunan
dondurulacak hiicreler 37°C inkiibatérunden alinip, eskimis besiyeri aspiratorle
cekilmis, yerine 10 mL PBS eklenmistir. PBS tamamen aspire edildikten sonra, flaska
2,5 mL Trypsin-EDTA ¢ozeltisi eklenmis ve flask 5 dakika 37°C inkubatoriinde
bekletilmistir. Tripsini inaktive etmek igin 2,5 mL taze besiyeri eklenmis ve 5 mL
hiicre siispansiyonu 15 mL falkona aktarilmigtir. Hiicre yogunlugunu belirlemek igin,
hiicreler once plastik pipetler yardimiyla karistirilip homojen karisim elde edilmistir.
Daha sonra 50 pL hiicre siispansiyonu, 20 uL tripan boyasi ile karistirilip, hiicre sayma

aparat1 ve dort basamakli sayma cihazi kullanilarak sayilmistir.

Hiicre hesaplamalar1 yapildiktan sonra, falkon 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Hiicrelerin ¢oktiiglinden emin olunduktan sonra, yukarida kalan siv1 aspire

edilmis, 5 mL PBS eklenerek, hiicreler tekrar 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij



edilmistir. Ustte kalan PBS de tamamen aspire edilip, hiicre peleti iizerine hiicre
dondurma besiyeri eklenmis ve hiicre siispansiyonu soguga dayanikli 1 mL’lik (~5
milyon hiicre/mL) cryo tiiplere (cryovial) aktarilmistir. Hazirlanan tiipler, hiicrelerin
az zarar gorerek yavas donmasi i¢in, isopropanol i¢eren sogutucu kabi1 Mr. Frosty’ye
konmus ve -80°C dolabinda bekletilmistir. 24 sa sonra, 6rnekler sivi nitrojen tankina

aktarilmustir.

3.2.1.4.  Hiicre peletlerinin dondurulmasi

Genomik DNA izolasyonu igin donmus pelet elde edilecek 75 cm? flask icinde
bulunan hiicreler, 37°C inkubatériinden alinmis ve hiicre dondurma (bkz Bolim:
3.13.1.C) islemindeki adimlar (hiicre dondurma besiyeri hazirlanmasi disinda) takip
edilmistir. Hiicrelerin ilk santrifiijiinden sonra, besiyeri aspire edilmis, yerine PBS (5
milyon hiicre/mL) konup, her tiip 1 mL hiicre siispansiyonu igerecek sekilde,
eppendorflara (1mL) aktarilmistir. Eppondorflar, 13,000 rpmde 5 dakika ¢evrilmistir.
Ustte kalan PBS aspire edilmis ve hiicre peletleri -80°C’de dondurulmus, genomik
DNA izolasyonuna kadar burada saklanmistir.

3.2.2.  Genomik DNA izolasyonu

Eksi 80°C’den ¢ikartilan hiicre hatlari, oda sicakliginda bekletilerek ¢oziildiikten
sonra “QIAamp DNA Mini Kit” kullanilarak, tiretici firmanin talimatlarina uygun
sekilde genomik DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA’lar temiz eppendorf tiiplere
aktarilmis ve +4°C’de saklanmistir. Uzun siireli depolama i¢in -20°C kullanilmistir.
Elde edilen DNA’larin derigimini ve safligin1 belirlemek i¢in 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda spektrofotometrik 6l¢tim yapilmistir. Sadece A260/A280 oran1 1.8-2.0 olan

ornekler, polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmistir.

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Tam boy hTERT promotoriiniin amplifikasyonu i¢in, UCSC Genom Tarayici
(207) kullanilarak trankripsiyon baslangi¢ noktasina (TBB) gore 1375 baz geride ve



360 baz ileride olan tam boy hTERT promotér sekansi elde edilmistir. NCBI primer
dizayn (208) ve Primer3 (209, 210) araglar1 kullanilarak, PZR ve dizi analizi i¢in

kullanilabilecek olan on farkli primer dizayn edilmistir (Tablo 3.5).

Tam boy TERT promotér bolgesinin (1735 baz gifti) iki farkli PZR {irtini ile
kapsanacag diisiiniilerek, iki PZR iiriinii i¢in de altisar primer seti olusturulmustur. ilk
optimizasyon ¢alismalari i¢in, 5 milyon SNU-398 hiicresinden genomik DNA (gDNA)
izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen gDNA’nin safligit ve derisimi
belirlenmistir. PZR reaksiyonlari toplam hacimde 50 pL olmak iizere, 400 ng gDNA
ve alt1 farkli primer seti kullanilmigtir. Son konsantrasyonlar 1X colorless GoTaq Flexi
Buffer, 1,5 mM MgClz, 200 nM dNTP, 20 pmol ileri/geri primerler ve 1,25U GoTaq
Flexi DNA Polimeraz olacak sekilde, en az iki farkli primer uzatma (extension)
sicakliginda gergeklestirilmistir. PZR optimizasyon kosullar1 Tablo 3.14’de
belirtilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri %1 agaroz jel elektroforezinde yiirtitilmiistiir.

Optimizasyon calismasinin ardindan, secilen primerler kullanilarak PZR1 ve
PZR2, Tablo 3.15’teki PZR kosullarina gore gerceklestirilmistir. GBM hiicreleri i¢in
PZR2 ¢alismadiginda, PZR bagka bir polimeraz olan Pfusion Hot Start Il High Fidelity
DNA Polimeraz ile tekrar edilmis, ancak PZR reaksiyonu iginde bulunan yesil boya
dizi analizine engel oldugu i¢in bu enzim ¢aligmalarda kullanilmamistir. Daha 6nce
kullanilan GoTaq Flexi DNA polimeraz kitinin i¢inde bulunan alternatif ¢ozeltiler tek
tek denenerek hangisinde problem oldugu arastirilmis ve baska bir primer setiyle (2F
ve 5R’) PZR (PZR3) tekrarlanmistir. PZR3 i¢in kullanilan PZR Kosullar1 Tablo
3.14’de belirtilmistir. Elde edilen PZR iriinleri %1 agaroz jel elektroforezinde

yiirtitilmiigtir.

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

TERTp PZR iiriinlerini goriintiilemek i¢in, %1 veya %?2’lik agaroz jel 0,5X TBE
kullanilarak hazirlanmistir. Elde edilen amplikonlardan 2 pL alinarak, 3 pL steril
distile su ve 1 uL 6X DNA yiikleme boyasi parafilm tizerinde karigtirilmis ve karisim
jele yiiklenmistir.



Tablo 3.14: Optimizasyon i¢in kullanilan PZR kosullar1. Dereceli PZR programi kullanilarak, PZR1 ve
PZR2 igin alt1 set primer igeren tiipler, 1s1 blogunun farkl yerlerine yerlestirilerek, tiiplerde farkli primer
baglanma sicakliklar1 olmasi saglanmustir.

Basamak Derece (°C) Siire Dongii
[k denaturasyon 96 2 dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn

Primerin baglanmasi 58-62 35 sn 35
Uzatma 72 45sn

Uzatmanin bitirilmesi 72 10 dk 1
Saklama 4 sonsuz 1

Tablo 3.15: TERTp amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR kosullari. PZR 1 ve PZR3 i¢in aym1 PZR
kosullar1 kullanilmis, primer baglanma sicakligi 62°C olarak ayarlanmistir. PZR1 i¢in ise sadece primer
baglanma sicakligi (60°C) degistirilmis diger tiim kosullar sabit tutulmustur. dk: dakika; sn: saniye

Basamak Derece (°C) Siire Dongii
[k denaturasyon 96 2 dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn

Primerin baglanmasi 60 veya 62 35sn 35
Uzatma 72 45sn

Uzatmanin bitirilmesi 72 10 dk 1
Saklama 4 sonsuz 1

Uriin boylarinin belirlenebilmesi i¢in, drneklerle birlikte 5’er mikrolitre DNA
molekiiler agirlik standart1 da yiiriitilmustiir. %1°lik ve %2’lik jeller igin, sirasiyla
Generuler 100 bg DNA ladder ve Generuler 1kb DNA ladder yiiklenmistir. Jeller, 0,5X
TBE standart tampon ¢6zelti kullanilarak elektroforez cihazinda 120V’da 60 dakika

yuritilmistir.



3.2.5. Dizi analizi

3.25.1. Tam boy TERTp dizilenmesi

Jel goriintiisii onaylanan amplikonlar, dizi analizi i¢in ACIBADEM Genetik Tan1
Merkezi’ne (LABGEN) kullanilacak primerlerle gonderilmistir.

PZR1 amplikonlarinda proksimal promotér mutasyon analizi yapmak amaciyla
ACIBADEM LABGEN’de rutin olarak kullanilan TERTp i¢2bF  primeri
kullanilmistir.  Proksimal bolgede mutasyon bulunmayan hiicrelerde (SNU449,
SNU182, WRO, Nthy3.1), PZR’de kullanilan ileri (4F veya 2F) ve geri (5R veya 5R”)
primerlere ek olarak, ACIBADEM LABGEN’de kullanilan TERTp dislF, i¢2bF
ic2aR, i¢3R primerleri de kullanilmis ve PZR1’in tam dizisinin elde edilmesi
saglanmistir. Ayrica, PZR1 amplikonun dizi analizi i¢in sadece PZR’de kullanilan
primerler (1F,3R) kullanilmistir. Burada, saflastirmanin ardindan, Beckman Coulter
Genetik Analizér Cihaz Yonetim Talimati’na uygun olarak amplikonlarin dizi analizi

gerceklestirilmistir.

PZR fiiriin saflagtirma, dizi analizi reaksiyonu (Beckman Coulter Genetik Analizor
Cihazi), otomatik DNA dizi analizinin yiiriitiilmesi LABGEN tarafindan rutin standart
protokoller kullanilarak yapilmig, elde edilen dizi sonuglar1 BioEdit programi ve
niikleotit BLAST (BLASTn) web araci1 (211), UCSC Genom Tarayicit (207) web
sitesinde bulunan referans TERTp sekansi ile karsilastirilmisgtir.

3.25.2. BRAF ve KRAS mutasyon analizi

FRO ve WRO TK hiicrelerinin BRAF V600E ve KRAS ekzon 2 kodon 12/13
mutasyon profilini arastirmak icin, bu hiicrelerden elde edilen genomik DNA, PZR,
minisekans ve fragman analizi i¢in ACIBADEM LABGEN’e gonderilmistir. BRAF
V600E ¢aligmasi i¢in hem pozitif hem de negatif kontrol kullanilmig, KRAS ¢alismasi
icinse sadece negatif kontrolden faydalanilmistir. Negatif ve pozitif kontroller i¢in

sirastyla steril distile su ve daha dnce mutasyon tasidigi gosterilmis kontrol hasta



ornegi kullanilmistir. PZR {iriin saflastirma, minisekans (ABI 3130XL Genetik
Analizor Cihazi), otomatik fragman dizi analizinin yiiriitiilmesi ve elde edilen dizilerin

incelenmesi LABGEN tarafindan gerceklestirilmistir.

3.2.6. M.spp testi

Hiicre kiiltiirtinde ¢alisilan hiicre hatlarinda sik rastlanilan M.spp enfeksiyonunun
varhigim1 arastirmak amaciyla, bir miktar supernatan ACIBADEM LABMED
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gdnderilmistir. Pozitif hiicre sayis1 beklenenden fazla
olunca, test kendi arastirma laboratuvarimizda PZR yontemi (Sigma Aldrich, A.B.D)

kullanilarak tekrar edilmistir.

3.26.1. PZRle M.spp testi

Hiicre supernatanlart “EZ_PZR Mycoplasma Test Kit” kullanilarak, iretici
firmanin talimatlarina uygun sekilde, her eppendorfta yaklasik 1mL supernatan olacak
sekilde ayrilmistir. Supernatanlar, M.spp’yi ¢oktiirmek i¢in, 15,000 g’de 10 dakika
santrifiij edilmis, tstte kalan sivi aspirasyon ile uzaklagtirildiktan sonra, altta kalan
pelet, 50 puL tampon ¢ozeltisinde ¢6ziilmiis, olusan homojen karisim 95°C’de 3 dakika
inkiibe edilmistir. Karisimdan 5 pL bir PZR tiipiine transfer edilmis, tizerine 10 pL
reaksiyon karisimi eklenmis, toplam hacim 50 pL olacak sekilde su eklenmistir. PZR
amplifikasyonu, Tablo 3.16°daki PZR kosullarinda gergeklestirilmistir. Elde edilen
PZR iiriinleri, 100 b¢ molekiiler agirlik standarti kullanilarak, %2’lik agaroz jelde

yiriitilmistiir.

3.2.6.2.  M.Spp pozitif hiicrelerin antibiyotik ile tedavisi

M.spp pozitif ¢ikan hiicreler, ii¢ hafta boyunca degisimli kullanilan iki antibiyotik
BioMyc-1 ve BioMyc-2 (sirasiyla Tiamutin ve Minosiklin bazli) ile tedavi edilmis ve
hiicre siipernatan1 tekrar PZR ile test edilmistir. M.spp ile kontamine hiicreler

calismada kullanilmamustir.



Tablo 3.16: M.spp testi igin kullanilan PZR kosullar1. Uretici firmanin yonergelerine gére, dnce 35
dongii gerceklestirilmis, son uzatmadan dnce bir dongii daha yapilmstir. dk: dakika; sn: saniye

Basamak Derece (°C) Siire Dongii
IIk denaturasyon 94 30 sn 1
Denatiirasyon 94 30sn

Primerin baglanmasi 60 2 dk 35
Uzatma 72 1dk

Denatiirasyon 94 30sn

Primerin baglanmasi 60 2 dk 1
Uzatmanin bitirilmesi 72 5 dk

Saklama 4 sonsuz 1

3.2.7. Epigenetik ila¢ kiitiiphanesi

Calismada kullanilan epigenetik ilag kiitliphanesinde, aktivator veya inhibitor etki
gosteren elli bir adet epigenetik modiilator bulunmaktadir (Tablo 3.17). Inhibitorler,
histone deasetilaz (HDAC), Aurora kinaz, sirtuin (SIRT), hipokside indiiklenen faktor
(HIF), DNA metil-transferaz (DNMT), histon metiltransferaz (HMT), histone
demetilaz ve bromo-bolge igeren enzimleri hedeflerken, aktivatorlerin tretici firma
tarafindan SIRT enzimleri iizerinde etkili oldugu belirtilmistir. Kiitliphanede en ¢ok

HDAC (%45) ve Aurora kinazlar1 (%27) hedefleyen molekiiller bulunmaktadir.

Kiitiiphanede bulunan her ilag i¢in ayr1 literatiir taramasi1 yapilmis ve bu ilaglar
icin farkli caligmalarda kullanilan hiicre tiplerinde belirlenen, hiicre biiylimesi
tizerinde %50 azalmaya neden olan konsantrasyon (IC-50) degerleri derlenmis, ilaglar
IC-50 degerlerine gore siniflandirilmistir (Tablo 3.18). Kiitiiphanede bulunan ilaglar,
bu smiflandirmaya gore, iki farkli dozda hiicrelerle inkiibe edilmistir. Cok diisiik (1),
diisiik/belirsiz (2) ve yiiksek (3) IC-50 degerine sahip ilaglar i¢in son konsantrasyon
strastyla 0,5 uM veya 2.5 uM, 1 uM veya 5 uM ve 5 uM veya 10 uM olacak sekilde

kullanilmastir.



3.2.8. Plakaya ekilen hiicre sayisimin belirlenmesi

3.2.8.1.  M.spp testinden 6nce plakaya ekilen hiicre sayisinin belirlenmesi

Farkl tiroid kanseri hiicre hatlar1 (WRO, KTC1, KTC2, FRO ve TPC1), ii¢ farkli
yogunlukta (5000, 7500 ve 10,000) 96 kuyulu plakaya triplike olarak ekilmis, 1, 3, 4

ve 7 giin sonunda SRB protokolii uygulanmistir.

3.2.8.2. M.spp testi sonrasi plakaya ekilen hiicre sayisimin belirlenmesi

KTCl1, KTC2, FRO ve TPCI hiicreleri yaklasik bir aylik antibiyotik tedavisinin
ardindan, ii¢ farkli yogunlukta (5000,7500 ve 10,000), 96 kuyulu plakaya triplike
olarak ekilmis, 1, 3, 4 ve 7 glin sonunda SRB protokolii kullanilarak uygulanmaistir.
TPC1 ve KTC2 hiicreleri ayrica dort farkli yogunlukta (5000,7500, 10,000 ve
12,500), 96 kuyulu plakaya ekilmis, 1, 3, 4 ve 7 giin sonunda SRB protokolii

uygulanmustir.

3.2.8.3.  RPMI ve DMEM bazh besiyerinde plakaya ekilen hiicre sayisinin

karsilastirilmasi

Sekiz tiroid hiicre hattt DMEM ve RPMI bazli besiyerinde, 96 kuyulu plakaya,
triplike olarak dort farkli yogunlukta (5000, 7500, 10,000 ve 12,500) ekilmistir.
Besiyerinin, hiicre canlilig1 lizerine olan etkisi, 1, 3, ve 4 giin sonunda uygulanan SRB

testi sonuglarinin analiz edilmesi ile degerlendirilmistir.



Tablo 3.17: Satin alinan epigenetik ilag kiitiiphanesinin i¢inde bulunan ilaglarin siniflandirilmasi. Her enzim tipinde siniflanan ilaglar belirtilmistir. Sirtuin enzimlerinin
hem bloklayici (B), hem de aktivator (A) fonsksiyonlar1 bulunmaktadir.

HDAC ﬁ‘i‘gga Sirtuin HIF DNMT HMT ;';z:ggfaz Bromobilge
1 AR-42 (HDAC-42) AMG 900 EX-527 - (B) 2-Methoxyestradiol ~ Azacitidine BIX01294 GSK-J4 PFI-1
2 Belinostat AT9283 Sirtinol- (B) 10X2 Decitabine Entacapone Toplam: 1 Toplam: 1
3 C1994 (Tacedinaline) Barasertib (Qsl:)?ﬁggré_ﬁn)_ (B) FG-4592 Toplam: 2 Toplam: 2
4 CuDC-101 CCT129202 Resveratrol- (A) Toplam: 3
5 Droxinostat CCT137690 SRT1720- (A)
6 Entinostat (MS-275, SNDX-275) CYC116 Toplam: 5
7 ITF2357 (Givinostat) Danusertib
8  JNJ-26481585 GSK1070916
9  LAQS824 JNJ-7706621
10 M344 PF-03814735
11 MC1568 PHA-680632
12 Mocetinostat (MGCD0103) ﬁ'ﬂ'\éi'yfalti
13 PCI-24781 TAK-901
14 PCI-34051 ZM-447439
15 PI3K/HDAC Inhibitor I Toplam: 14
16  Rocilinostat (ACY-1215)
17  SB939 (Pracinostat)
18  Scriptaid
19  Sodium Phenylbutyrate
20  Trichostatin A (TSA)
21 Tubastatin A HCI
22 Valp_roic acid sodium salt
(Sodium valproate)
23 Vorinostat (SAHA)
Toplam: 23




Tablo 3.18: Epigenetik ilag kiitiiphanesinde bulunan ilaglarin, IC-50 degerlerine gore siniflandirilmasi.
Literatiirdeki c¢aligmalardan, ila¢ kiitiphanesinde bulunan ilaglarin farkli hiicre tiplerindeki IC-50
degerleri derlenmis ve ilaglar IC-50 degerlerine gore ii¢ derecede siniflandirilmistir. IC-50 degerleri
hakkinda bilgi olmayan ilaglar da ikinci gruba dahil edilmistir. IC-50: hiicre biiyiimesi lizerinde %50
azalmaya neden olan ila¢ konsantrasyonu

IC-50 Degerlerine Gore Simflama  Ila¢ Sayis1  Son Konsantrasyon
1 Cok diisiik 1C-50 3 0,5 uM veya 2.5 uM
2 Diisiik veya belirsiz IC-50 32 I uM veya 5 uM
3 Yiiksek IC-50 16 5 uM veya 10 uM
Toplam 51

3.2.8.4. DMSO varhginda hiicre ekim yogunlugunun karsilastiriimasi

7500 WRO ve 12,500 TPCI hiicresi, 96 kuyulu plakaya, triplike olarak, RPMI
bazli besiyerine ekilmistir. 24 sa sonra, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis, DMSO
iceren soliisyon, %0,1 ile %2 (v/v) olacak sekilde hiicrelere eklenmistir. DMSO’nun
hiicre canlilig1 tizerine olan etkisi, hiicre ekiminden bir giin (DMSO eklenmeden 6nce),
ic giin (48 sa) ve dort giin (72sa) sonra uygulanan SRB testi sonug¢larmin analiz

edilmesi ile degerlendirilmistir.

Tiim tiroid kanseri hiicre hatlarinin biiylimesinin %0,5 DMSO varligindan
etkilenip etkilenmedigini anlamak i¢in, hiicreler, DMEM veya RPMI bazli besiyeri
kullanilarak daha once belirlenen optimum sayida, 96 kuyulu plakaya ekilmistir.
12,500 KTC1, Nthyori3.1, 8505C ve TPCI1 hiicreleri RPMI bazli besiyerinde
biiyiitiilmiistiir. 7500 WRO ve 10,000 KTC2 hiicresi yine RPMI bazli besiyeri ile
karistirllmis ve plakaya aktarilmistir. 12,500 FRO ve BCPAP hiicreleri ise DMEM
bazli besiyerine eklenmistir. Ekimden 24 sa sonra, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis,
RPMI (KTC1, Nthyori3.1, 8505C, TPC1, WRO, KTC2 i¢in) veya DMEM (FRO ve
BCPAP i¢in) besiyeri igine eklenip olusturulan %0,5’lik (v/v) DMSO ¢ozeltisi
plakadaki hiicrelerin iizerine ilave edilmistir. DMSO’nun hiicre canlilig1 {izerine olan

etkisi, WRO ve TPCI1 hiicrelerinde belirtilen yontemle degerlendirilmistir.
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3.2.9. [llag inkiibasyonlar

3.2.9.1.  Hiicrelerin epigenetik ila¢ kiitiiphanesi ile inkiibasyonu

7500 WRO, 12,500 TPC1 ve 10,000 KTC2 hiicreleri, 96 kuyulu plakaya triplike
olarak ekilmistir. 24 saatin ardindan, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis, hiicrelere, iki
farkli dozda DMSO veya 51 adet epigenetik ila¢ eklenmistir (Tablo 3.17). Ilag
eklenmeden onceki kontrolii olusturacak plaka ise ayni gin SRB testine tabi
tutulmustur. ilag veya DMSO eklenen plakalarin yaris1 48 sa, diger yarisi ise 72 sa
sonra inkiibatorden alinip SRB testi uygulanmistir. Takip edilen adimlar Sekil 3.1’de
gosterilmistir. Ilaglarm hiicre canlih@i iizerine olan etkisi, ilaglar veya DMSO
eklenmeden Once (referans) ve eklendikten iki giin (48 sa) ve ii¢ giin (72sa) sonra

uygulanan SRB testi sonuglarinin analiz edilmesi ile degerlendirilmistir.

-1 0 1 2 3

(24sa) (48sa) (7‘253)
| | \ |
Plaka 2 Plaka 3
. , ilag inkiibasyonu
hiicrelerin SRB SRE
ekilmesi Her ilac
- 2 farkh doz
[ WRO 1 - 2 farkli zaman
KTC2 i
TPC1 | Toplam 51 ilag
(Nl

Plaka 1 | referans

SRB

Sekil 3.1: Hiicrelerin epigenetik ilag kiitiiphanesi ile inkiibasyonu

Hiicreler 96 kuyulu plakalara ekildikten 24 sa sonra plakalara ilaglar eklenmis ve
plakalar 48 veya 72 sa inkiibatérde bekletilmistir. Hiicre ekiminden 24 sa sonra,
referans olarak kullanilacak plaka 1, direkt SRB testine tabi tutulmustur. Diger
plakalara ise 48 veya 72 saatin sonunda SRB testi uygulanmis ve elde edilen veriler

birlikte analiz edilmistir.
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3.2.9.2. KTC2 hiicrelerine 6zgiil olan ilaclar ile “canlanma” testinin

gerceklestirilmesi

7500 WRO, 12,500 TPC1 ve 10,000 KTC2 hiicreleri, 96 kuyulu plakaya triplike
olarak ekilmistir. 24 saatin ardindan, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis, KTC2
hiicrelerine 6zgli epigenetik ilag veya DMSO, hiicrelere Tablo 4.7°de belirtilen
dozlarda eklenmistir. Ila¢ eklenmeyen plaka, ayn1 giin SRB testine tabi tutulmustur.

72 saatlik ilag inkiibasyonunun ardindan, bir plakada (plaka 3), ilag i¢ceren besiyeri
kuyulardan g¢ekilmis, kuyular kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile iki kere
yikanmigtir. Tiim PBS aspire edildikten sonra, kuyulara RPMI bazli besiyeri eklenmis
ve plaka 72 sa daha inkiibatorde bekletilmistir (Sekil 3.2). Diger plaka ise ayni giin,
SRB testine tabi tutulmustur. Besiyerinde 72 sa bekletilen son plakaya, 72 saatin
sonunda inkiibatorden alinip SRB testi uygulanmistir. Takip edilen adimlar Sekil
3.2’de gosterilmistir. Hiicrelerdeki canlanma yiizdesi, ilaglar veya DMSO eklenmeden
once (referans) ve eklendikten {i¢ giin (48 sa) ve yedi giin (72sa+72sa) sonra uygulanan

SRB testi sonuglarinin analiz edilmesi ile degerlendirilmistir.

1 o] 1 2 3 4 - &

{24aa) {dBaa) (T 2ea) {724 T2aa)
hicrelerin 3 ilac [Plaka 2,3) (plaka 3) =RE
ekilmesi
’ Plaka 1 | referans Plaka 2

WRO ' - |
KTC2 SRE .
TPC1 72 saatilag +
" 72 saat blyume ortami
72 saat ilag

Sekil 3.2: Hiicrelerin segilen sekiz ilag ile inkiibasyonu sonrasinda yapilan canlanma testi.

Hiicreler 96 kuyulu plakalara ekildikten 24 sa sonra, plakalara ilaglar eklenmis ve
plakalar 72 sa boyunca inkiibatérde bekletilmistir. Hiicre ekiminden 24 sa sonra,
referans olarak kullanilacak plaka 1, inkiibatérden alinarak SRB testine tabi
tutulmustur. 72 sa inkiibasyon sonunda, plaka 2 SRB testine tabi tutulurken, plaka

3’teki ilag igeren besiyeri kuyulardan uzaklastirilmis, yerine taze besiyeri eklenmis ve
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plaka 72 sa daha inkiibatorde bekletilmistir. Plaka 3, ikinci 72 sa sonunda SRB testine

tabi tutulmus ve tiim plakalar i¢in elde edilen veriler birlikte analiz edilmistir.

3.2.9.3. Zamana bagh hiicre canlilig1 analizi

7500 WRO, 12,500 TPC1 ve 10,000 KTC2 hiicreleri, 96 kuyulu 5 adet plakaya
triplike olarak ekilmistir. 24 saatin ardindan, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis, son
konsantrasyon 1 uM olacak sekilde, kuyulara CUDC-101, PF-03814735 veya DMSO
cozeltisi eklenmistir. Ilag eklenmeyen plaka, ayn1 giin SRB testine tabi tutulmustur.
flag eklenen 3 plaka 48, 72, 96 saatin ardindan inkiibatérden alinip SRB testine tabi
tutulmustur. Son plaka ise, 72 sa inkiibasyonun ardindan, ilag iceren besiyeri aspire
edilmis, kuyular kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile iki kere yikanmugtir. Tiim
PBS aspire edildikten sonra, son konsantrasyon 1 pM olacak sekilde, kuyulara yeni
hazirlanmig CUDC-101, PF-03814735 veya DMSO ¢ozeltisi eklenmis ve plaka
inkiibatorde 72 sa daha (72sa +72sa) bekletilmistir. Bu son plaka, tekrarlayan tedavi
(TT) olarak adlandirilmis ve son 72 saatin sonunda SRB testine tabi tutulmustur. Takip
edilen adimlar Sekil 3.3’te gosterilmistir. ilaglarmn hiicre canlili iizerine olan etkisi,
ilaglar veya DMSO eklenmeden dnce, eklendikten iki giin (48 sa), ii¢ giin (72sa), dort
giin (96sa) ve yedi giin (72sa+72sa) sonra uygulanan SRB testi sonuclarinin analiz

edilmesi ile degerlendirilmistir.

3.2.9.4.  Doza bagh hiicre canlihg analizi

7500 WRO ve 10,000 KTC2 hiicreleri, 96 kuyulu 3 adet plakaya triplike olarak
ekilmistir. 24 saatin ardindan, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis, kuyulara artan
dozlarda (0,01- 6,00 uM) PF-03814735 veya DMSO ¢ozeltisi eklenmistir. Ilag
eklenmeyen plaka, ayn1 giin SRB testine tabi tutulmustur. Ila¢ eklenen ikinci plaka, 72
sa inkiibasyonun ardindan inkiibatrden alinip SRB testine tabi tutulmustur. Son
plakada ise, 72 sa inkiibasyonun ardindan, ila¢ iceren besiyeri aspire edilmis, kuyular
kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile iki kere yikanmistir. Tiim PBS aspire
edildikten sonra, kuyulara ayni dozda yeni hazirlanmig PF-03814735 c¢ozeltisi
eklenmis, plaka inkiibatorde 72 sa daha (72sa +72sa) bekletilmistir. Son 72 saatin
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sonunda SRB testine tabi tutulmustur. Takip edilen adimlar Sekil 3.4’te gosterilmistir.
flaclarin hiicre canlilig1 iizerine olan etkisi, ilaglar veya DMSO eklenmeden 6nce,
eklendikten ii¢ giin (72sa), ve yedi giin (72sat+72sa) sonra uygulanan SRB testi

sonuglarmin analiz edilmesi ile degerlendirilmistir.

.
WRO
KTC2

{ TPC1

Plaka 1 | referans

SRB

SRB

v

72 saatilag

-1 0 1 2 3 4 5 6
(24sa) (48sa) (72sa) (96 sa) (72+72sa)
‘ I ' ‘ | |
hiicrelerin Cubc-101 SRB CUDC-101 SRB SRB
ekilmesi PF-03814735 PF-03814735
(plaka 2-5) (plaka 5)

v

Tekrarlayan tedavi (TT)
(72sa+72sailag)

Sekil 3.3: CUDC-101 ve PF-03514735 ile yapilan zamana bagli hiicre canlilig1 analizi. Hiicreler 96
kuyulu plakalara ekildikten 24 sa sonra, plakalara 1 uM CUDC veya PF-03814735 ¢ozeltisi eklenmis,
plakalar 48, 72, 96 sa boyunca (plaka 2-5) inkiibatorde bekletilmis ve siire sonunda, plaka 2-4 SRB
testine tabi tutulmustur. Referans olarak kullanilacak plaka (plaka 1), hiicre ekiminden 24 sa sonra,
inkiibatorden alinarak SRB testine tabi tutulmustur. Plaka 5 ise, 72 saatin sonunda inkiibatorden alinmis,
yerine aynt konsantrasyonda yeni hazirlanmig CUDC veya PF-03814735 ¢ozeltileri eklenmis ve 72 sa
daha inkiibatérde bekletilmistir. TT nin sonunda plaka 5 de SRB testine tabi tutulmus, tiim plakalarin
SRB analiz sonuglari birlikte analiz edilmistir.

PF-03814735

PF-03814735

-1 0 1 2 3 4 5 6
(24sa) (48sa) (72sa) (96 sa) (72+472sa)
| f - f | | !
, + A
Plaka 3
hiicrelerin 5RB

ekilmesi (0,01-6 pM) (0,01-6 uM)
F o

WRO - Plaka 2

Plaka 1 aka

KTC2 - referans SRB '

| TPC1 SRB Tekrarlayan tedavi (TT)
(72sa+72sailag)
72 saatilag

Sekil 3.4: PF-03514735 ile doza bagli hiicre canlilig1 analizi. Hiicreler 96 kuyulu plakalara ekildikten
24 sa sonra, plakalara artan dozlarde PF-03814735 ¢ozeltisi eklenmis, plaka 2 ve 3, 72 sa boyunca
inkiibatorde bekletilmis ve siire sonunda, plaka 2, SRB testine tabi tutulmustur. Referans olarak
kullanilacak plaka (plaka 1), hiicre ekiminden 24 sa sonra, inkiibatorden alinarak SRB testine tabi
tutulmustur. Plaka 3 ise, 72 saatin sonunda inkiibatérden alinmis, yerine ayn1 konsantrasyonda yeni
hazirlanmis PF-03814735 soliisyonlar1 eklenmis ve 72 sa daha inkiibatdrde bekletilmistir. TT nin
sonunda plaka 3 de SRB testine tabi tutulmus, tiim plakalarin SRB analiz sonuglar1 birlikte analiz
edilmistir.
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3.2.9.5. PF-03814735’in tiim tiroid hiicre hatlarinda, hiicre canlihigi iizerine

etkisinin arastirilmasi

12,500 KTCI1, Nthyori3.1, 8505C ve TPCI1 hiicreleri RPMI bazli besiyerine
aktarilmigtir. 7500 WRO ve 10,000 KTC2 hiicresi yine RPMI bazli besiyeri ile
karistirilmis ve plakaya ilave edilmistir. 12,500 FRO ve BCPAP hiicreleri ise DMEM
bazli besiyerine eklenmistir. Tiim hiicre karisimlari, 96 kuyulu 3 adet plakaya
ekilmistir. Ekimden 24 sa sonra, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis, RPMI (KTCI,
Nthyori3.1, 8505C, TPC1, WRO, KTC2 i¢in) veya DMEM (FRO ve BCPAP igin)
besiyeri igine eklenip olusturulan 50 nM PF03814735 veya DMSO ¢ozeltisi, plakadaki
hiicrelerin iizerine ilave edilmistir. Ilag eklenmeyen plaka, aym giin SRB testine tabi
tutulmustur. ilag eklenen ikinci plaka, 72 sa inkiibasyonun ardindan inkiibatérden
aliip SRB testine tabi tutulmustur. Son plakada ise, 72 sa inkiibasyonun ardindan, ilag
iceren besiyeri aspire edilmis, kuyular kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile iki
kere yikanmistir. Tiim PBS aspire edildikten sonra, kuyulara ayni dozda yeni
hazirlanmis 50nM PF-03814735 ¢ozeltisi eklenmis, plaka inkiibatorde 72 sa daha
(72sa+72sa) bekletilmistir. Son 72 saatin sonunda, plaka, SRB testine tabi tutulmustur.
Takip edilen adimlar Sekil 3.5°te gosterilmistir. {laglarm hiicre canlilig1 {izerine olan
etkisi, ilaglar veya DMSO eklenmeden once, eklendikten ii¢ giin (72 sa), ve yedi giin
(72sa+72sa) sonra uygulanan SRB testi sonuglarinin analiz edilmesi ile

degerlendirilmistir.

3.2.10. PF-03814735 ile tedavi sonrasinda telomeraz geni (TERT) gen ifade

seviyelerinin arastirilmasi

3.2.10.1. Hiicre peletlerinin hazirlanmasi

44,500 WRO, 60,000 TPC1 ve 30,000 KTC2 hiicreleri, 24 kuyulu 3 adet plakaya
triplike olarak ekilmis ve plakalar 37°C inkiibatoriinde bekletilmistir. 24 saatin
ardindan, hiicrelerin besiyeri aspire edilmis, son konsantrasyon 0,4 uM olacak sekilde,
kuyulara PF-03814735 veya DMSO ¢ozeltisi eklenmis ve plakalar 37°C

inkiibatoriinde 72 sa bekletilmistir.
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Sekil 3.5: PF-03814735’in tiim tiroid hiicre hatlarinda, hiicre canlilig1 {izerine etkisinin arastirilmasi.
Hiicreler 96 kuyulu plakalara ekildikten 24 sa sonra, plakalara 50 nM PF-03814735 ¢ozeltisi eklenmis,
plaka 2 ve 3, 72 sa boyunca inkiibatérde bekletilmis ve siire sonunda, plaka 2, SRB testine tabi
tutulmustur. Referans olarak kullanilacak plaka (plaka 1), hiicre ekiminden 24 sa sonra, inkiibatérden
aliarak SRB testine tabi tutulmugtur. Plaka 3 ise, 72 saatin sonunda inkiibatdrden alinmis, yerine ayni
konsantrasyonda yeni hazirlanmis PF-03814735 c¢ozeltileri eklenmis ve 72 sa daha inkiibatorde
bekletilmigtir. TT nin sonunda plaka 3 de SRB testine tabi tutulmus, tiim plakalarin SRB test sonuglari
birlikte analiz edilmistir.

Yetmisiki saatin sonunda, ilk plaka, inkiibatorden alinmig, kuyular kalsiyum ve
magnezyum i¢cermeyen PBS ile yikanmis, her kuyuya 250 pL %0,25 Tripsin
eklenerek, plaka 37°C inkiibatoriinde 5 dakika bekletilmistir. Hiicrelerin yiizeyden
ayrildiklar1 1s1k mikroskop altinda gozlemlendikten sonra, kuyulara 250 pL. RPMI
bazli besiyeri eklenmis, her kuyudan elde edilen homojen hiicre ¢ozeltisi 1,5 mL’lik
eppendorf tiipline aktarilmistir. Transfer edilen hiicreler 8000 rpm’de 10 dakika
santrifujlendikten sonra, {istte kalan siv1 aspire edilmis, hiicre peletine PBS eklenip
hiicreler bir kez daha ¢oktiiriilmiistiir. Son santrifiijiin ardindan, hiicre peletleri RNA
1zolasyonu agamasina kadar -80C’de bekletilmistir (Sekil 3.6). Bu islemlerin ardindan,
ikinci ve ticlincii plaka inkiibatorden alinmis, kuyular PBS ile yikanmistir. Tiim PBS
aspire edildikten sonra, ikinci plakadaki kuyulara ayni dozda yeni hazirlanmig PF-
03814735 ¢ozeltisi, tiglincli plakadaki kuyulara ise RPMI bazli besiyeri eklenmistir.
Plaka inkiibatérde 72 sa daha (72sa+72sa) bekletilmistir. Son 72 saatin sonunda,

plakalardaki kuyulara ilk plakaya uygulanan islemler uygulanmistir.
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3.2.10.2. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Hiicre peletleri -80 °C’den c¢ikarilip buz iizerine yerlestirildikten sonra,
Nucleospin RNA izolasyon Kiti kullanilarak tiretici firmanin talimatlarina uygun
sekilde RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.  Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonlarini ve safligini belirlemek i¢in 260 nm, 280 nm ve 230 nm dalga
boylarinda spektrofotometrik 6l¢iim (Nanodrop spektrofotometre) yapilmistir. RNA

ornekleri cDNA sentezine kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

RNA o6rnekleri, -80°C’den ¢ikarilip buz iizerine konmus ve iScript cDNA sentez
kiti ve 90 ng RNA kullanilarak tiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde, cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon kosullar1 Tablo
3.19°da belirtilmistir. Elde edilen cDNA o&rneklerinin konsantrasyonu Nanodrop

spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.

3.2.10.3. RT-qPZR ¢alismasi

RT-gPZR ¢aligmasindan 6nce, TERT ve GAPDH genleri icin optimizasyon
caligmalar1 yapilmis, her iki gen i¢in de beklenen biiylikliikte PZR amplikonu elde
edilmis ve baglanma sicaklig1 olarak 53°C’nin kullanilmasinin uygun olduguna karar
verilmistir. RT-qPZR calismasi iTaq evrensel SYBR vyesili karisim ve iQ5 gercek
zamanh (real time) qPZR cihaz1 kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan bilesenler ve reaksiyon kosullari sirasiyla

Tablo 3.20 ve Tablo 3.21’de sunulmustur.
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Sekil 3.6: PF-03514735 ile tedavi sonrasi hiicre peletlerinin hazirlanmasi. Hiicreler 24 kuyulu 3 plakaya
triplike olarak ekildikten 24 sa sonra, kuyulara 0,4 uM PF-03814735 ¢6zeltisi eklenmis ve plakalar 72
sa boyunca inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda, plaka 1’in kuyularindaki hiicrelerden hiicre
peletleri elde edilmis ve -80°C’de saklanmistir. Plaka 2 ve 3’de bulunan hiicre sivilar1 aspire edildikten
sonra, plakalara sirasiyla yeni hazirlanmis PF-03814735 cozeltisi ve besiyeri eklenmis ve plakalar 72
sa daha inkiibatorde bekletilmistir. Siirenin sonunda, plaka 2 ve 3’de bulunan hiicrelerin de peletleri elde
edilmis ve -80 °C’de saklanmustir.

Tablo 3.19: cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon kosullari.

Basamak Derece (°C) Siire
Primerin baglanmasi 25 5 dk
Ters transkripsiyon 42 30 dk
Enzimin inkativasyonu 85 5 dk
Saklama 4 sonsuz

Tablo 3.20: RT-qPZR ¢alismasinda kullanilan bilesenler

Bilesen Miktar
iTaq SYBR Yesili Karigim 10 uL
Ileri Primer 1 uL
Geri Primer 1uL
Steril distile su degisken
cDNA 500 ng
Toplam 4

3.2.10.4. TERT geni kat sayisal degisim seviyelerinin belirlenmesi

RT-gPZR Reaksiyonu ve erime egrisi analizi sonuncunda elde edilen Ct
degerlerinin ortalamas: belirlenmistir. Ardindan, deneysel ve kontrol (DMSO)

grubunda TERT ve GAPDH genleri i¢in tespit edilen ortalama Ct degerleri arasindaki
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fark (sirastyla ACTD, ACTK) belirlenmistir. Bu iki deger arasindaki fark (AACt) tespit
edilmis ve “2”- AACt” degerleri hesaplanmistir. Sonugta belirlenen kat sayisal degisim
degerleri deneysel gruptaki TERT geni kat sayisal degisimini géstermektedir. Kontrol
gruptaki TERT geni kat sayisal degisim degerleri ise 1’¢ sabitlenmistir.

Tablo 3.21: RT-gPZR ¢alismast i¢in kullanilan reaksiyon kosullari

Basamak Derece (°C) Siire Dongii
Ilk denatiirasyon 94 5 dk 1
Denatiirasyon 94 20 sn

Primerin baglanmasi 53 30sn

Uzatma 72 1dk 40
Erime egrisi analizi 55-95 - 1
Saklama 4 sonsuz 1

3.2.11. SRB testi ile hiicre canlilig1 analizi

Ilag tedavileri sonunda, ilaglarm hiicre bilyiimesi iizerindeki etkisi, giincellenmis
SRB Kiti Protokolii ile analiz edilmistir. Testin optimizasyon ¢alismalari igin, Gretici
firmanin yonergeleri uygulanmistir. Buna gore, hiicre kiiltiiriindeki inkiibatorden
alinan plakalarin, istte bulunan siipernatani aspire edilmistir. Sekiz kanalli Finnpipet
kullanilarak, kuyular kalsiyum ve magnezyum igermeyen PBS ile iki kere yikanmistir.
Tiim PBS aspire edildikten sonra, kuyulara 50 pL fiksatif ¢ozeltisi eklenmis, plaka
4°C de 1 sa bekletilmistir. 1 saatin sonunda, kuyulardaki fiksatif dokiilmiis, kuyular
distile su ile 3-4 kere yikanmustir. Son yikamadan sonra, kuyularda kalan su tamamen
aspire edilmis ve plaka 50°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 30 dakika bekletilmistir. Bu
adimdan sonra tiim asamalar karanlikta gerceklestirilmistir. Plakaya, 100 uL. SRB
boya ¢ozeltisi eklenmis, plakanin etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak, plaka, oda
1sisinda 30 dakika bekletilmistir. Kuyular, daha sonra 1X boya yikama ¢ozeltisi ile 3-
4 kere yikanarak kuyulardaki kalan sivi aspire edilmistir ve plaka 50°C’ye ayarlanmis
inkiibatorde 30 dakika bekletilmistir. Son agsamada, kuyulara 200 pL ¢oziicii tampon
coOzelti eklenmis, plaka ¢alkalayicida 5 dakika tutularak homojen bir karigim olugmasi
saglanmistir. Kuyulardaki abzorbans degerleri (540-580 nm) plaka okuyucuda

Olclilmiistiir.
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3.2.11.1. Gerg¢ek abzorbans degerlerinin hesaplanmasi

Kuyudaki deneysel abzorbans degerinden, sadece besiyeri igeren kuyudaki

abzorbans degeri ¢ikarilmistir. Gergek abzorbans, Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Xd: okunan deneysel abzorbans
Xb: biiyiime ortam1 igeren kuyudaki Abzorbans

Gergek Abzorbans (Xi): (Xd) — (Xb)

Sekil 3.7: Gergek absorbans degerlerinin hesaplanmasi

3.2.11.2. SRB protokoliiniin optimizasyonu

7500 WRO ve TPC1 hiicreleri, triplike olarak, 96 kuyulu plakaya ekilmis, 1, 3, 4
ve 7 giin sonra iretici firmanin kitinde belirtilen SRB protokolii uygulanarak, plaka
okuyucuda 540-580 nm aras1 abzorbans degerleri 6l¢lilmiistiir. Takip edilen adimlar

Sekil 3.8’de gosterilmistir.

3.2.11.3. SRB boyasi dilusyon testi

7500 TPC1 hiicresi, triplike olarak, 96 kuyulu plakaya ekilmis, dort giin sonra
iiretici firmanin SRB protokolii uygulanarak, plaka okuyucuda abzorbans degerleri
(560 nm) olglilmistiir. Protokol uygulanirken SRB boyasi seyreltilmeden veya 1:4-
1:1000 oraninda 1X SRB yikama ¢ozeltisi ile seyreltilerek kullanilmigtir. Tiim

analizlerde triplike 6l¢limlerin ortalamasi alinmastir.
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Sekil 3.8: SRB protokoliiniin optimizasyon ¢alismalari

Hiicreler 96 kuyulu plakalara ekildikten 24, 72, 96 sa ve 1 hafta sonra, plakalar
SRB Testine protokoliine tabi tutulmus, iiretici firma tarafindan 6nerilen protokol takip

edilmistir. Tiim plakalarin SRB testi sonuglari birlikte analiz edilmistir.

3.2.11.4. Kitte kullanilan soliisyonlarin yerine laboratuvarda olusturulan

cozeltilerin kullanilmasi

7500 TPCI1 hiicresi, triplike olarak, 96 kuyulu plakaya ekilmis, bir ve {i¢ giin sonra
tiretici firmanin SRB protokoli, kitte bulunan 1:80 seyreltilmis SRB boyasi ile diger
kit materyalleri (fiksatif, 1X SRB Yikama Cozeltisi, SRB ¢oziinme ¢ozeltisi) veya
laboratuvarda hazirlanan ¢ozeltiler (%10 TKA, %1 asetik asit ve 10 mM Tris pH:10)
kullanilarak uygulanmistir. Buna gore, protokoldeki fiksatif yerine %10 TKA, 1X
SRB Yikama Cozeltisi yerine %1°lik asetik asit ve SRB ¢6ziinme ¢6zeltisi yerine 10
mM Tris baz1 (pH:10) kullanilmis ve modifiye protokol olusturulmustur. Abzorbans
degerlert (560 nm) ayni sekilde plaka okuyucuda 6lciilmiis ve gercek abzorbans
degerleri hesaplanmistir. SRB boyasi seyreltilmeden veya 1:4-1:1000 oraninda 1X
SRB yikama ¢ozeltisi veya %]l asetik asit ile seyreltilerek kullanilmistir. Tim

analizlerde triplike 6l¢limlerin ortalamasi alinmistir.
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3.2.11.5. Hiicre biiyiimesinin engellenmesi (%Gl) i¢in yapilan hesaplamalar

DMSO veya ilag ile inkiibe edilen plakalar, modifiye protokol ve 1:80 SRB boyasi
kullanilarak, SRB Testine tabi tutulmustur. Ilaglarn %GI iizerindeki etkisi, plaka
okuyucuda 565 nm’de elde edilen gergek abzorbans degerleri kullanilarak, tretici
firmanin yonergesine gore, Sekil 3.9°da gosterilen formiil ile hesaplanmistir. Bu
formiile gore, DMSO ve ila¢ eklenen kuyulardaki abzorbans degerleri 6lgiilmiis,
sadece besiyerini iceren kuyulardaki abzorbans degerinden c¢ikarilarak gercek
abzorbans degerleri elde edilmistir. ila¢ eklendikten sonraki ger¢ek abzorbans degeri
(Xi), ila¢ eklenmeden oOnceki gercek degerden (XO0) kiigiikse (biiylimenin
engellendigini gosterir), %GI degerini hesaplamak icin sadece ilag inkiibasyonundan
onceki ve sonraki abzorbans degerleri karsilastirilmistir. Tersine, eger ila¢ eklendikten
sonraki gercek abzorbans degeri (Xi), ilag eklenmeden 6nceki gergek degerden (XO0)
biiyiikse (hiicre biiyiimesi oldugunu gosterir), %GI degerini hesaplamak icin ilag
inkiibasyonundan 6nceki ve sonraki abzorbans degerleri, DMSO eklendikten sonraki

abzorbans degerleri (kontrol, Xc) ile karsilastirilmistir.

XO= ilag eklenmeden 6nceki gercek abzorbans
Xi : inkiibasyon sonrasi olglulen gercek abzorbans
Xc: DMSO ekilen hiicrelerin gercek abzorbansi

%Gl: 100* (Xi-X0)/(X0)

Xi<Xo0 7
% buyimenin
engellenmesi ]
(%Gl) - T
Xi>=TO * %Gl : 100*(Xi-X0)/(Xc-X0)

Sekil 3.9: Hiicre biiylimesinin engellenmesi hesaplamalari
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3.2.11.6. Doza bagh hesaplamalar

KTC2 ve WRO hiicreleri artan dozlarda (0,01- 6,00 uM) PF-03814735 ile inkiibe
edildiginde, ilag konsantrasyonu ve %Gl arasinda lineer olmayan (sigmoid) iliski
oldugu icin, konsantrasyonlarin dogal logaritmalar1 (In) hesaplanmig ve grafigin yatay
eksenine (x) dogrusal hale getirilmis (lineer) konsantrasyon degerleri, y eksenine ise

%GI eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerin TERTp Mutasyon Profilinin Belirlenmesi

4.1.1. Hiicrelerin biiyiitiillmesi, donmus hiicre stoklarimin ve peletlerinin

hazirlanmasi

Hiicrelerin TERTp mutasyon profilinin belirlenmesi amaciyla, ilk asamada, sivi
nitrojen stogunda bulunan HK, GBM, TK, melanoma ve MK hiicrelerinin tek tek
acilmasi, biiyiitiilmesi, donmus hiicre stoklarinin hazirlanmasi ve genomik DNA eldesi

icin hiicre peletlerinin dondurulmasi yapilmustir.

Ik olarak, HepG2 hiicresi ag¢ilmis ve DMEM bazli besiyerine (%10 FBS ve %1
penisilin streptomisin [PS]) ekilmistir. Ancak, birkag giin i¢inde tiim hiicrelerin 61digi
gbzlemlenmistir. Yapilan arastirmalarda DMEM’deki yiiksek glukoz miktarin (4,5
0/L) HK hiicreleri i¢in toksik oldugu 6grenilmistir. Sonug olarak, diisiik glukoz igeren
(1g/L) ve glutamin igermeyen DMEM siparis edilmis, 2,5mM glutamin, %10 FBS ve
%1 PS eklenerek HK besiyeri olusturulmustur. Yeni agilan HK hiicre hatlar1 bu
ortamda basariyla biyiitilmiis, DNA izolasyonu igin hiicre peletleri -80°C’de
dondurulmus, hiicre stogu olusturmak icin de sivi azot cryo tiipleri hazirlanmistir

(Tablo 4.1).

S1v1 azot tankinda bulunan GBM hiicre hatlar1 da teker teker ¢oziilmiis ve yliksek
glikozlu DMEM besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Bu sirada, LN18 hiicreleri plaka yiizeyine
yapismamis ve Dr. Onder’in laboratuvarindan yeni bir LN18 stoku istenmis ve
basartyla biiyiitilmiistiir. Melanoma hiicreleri de benzer sekilde yiiksek glikozlu
DMEM bazli besiyerinde biyiitilmiistir. GBM ve melanoma hiicrelerinden DNA
izolasyonu i¢in hiicre peletleri -80°C’de dondurulmus ve hiicreler sivi azotta

saklanmigtir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1 Agilan hiicre hatlarimin M.spp test sonucu, dondurulan hiicre stoklar1 ve peletler. A¢ilan
hiicrelerin ACIBADEM LABMED Mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilan M.spp test sonuglari,
dondurulan cryo tiipler ve DNA pelet sayilar1 belirtilmigtir. Her tiip ve pelet, yaklagik 4 milyon hiicre
icerecek sekilde dondurulmustur. Hiicre peletleri, DNA izolasyon asamasina kadar -80°C’de
saklanmustir. TT hiicreleri, parafolikiiler orijinli oldugu ve ¢calismada kullanilmayacag i¢in bu hiicrelere
M.spp tedavisi uygulanmamis, hiicre stogunu saklamak igin sinirli sayida cryotiip veya pelet
dondurulmustur. Hep3B, LN229 ve SKMEL-28 hiicrelerinin ise M.spp enfeksiyonu yok edilememis
olsa da sinirli sayida saklanmiglardir.

Say1 Hiicre Hatt1 Ilgili Kanser M.spp Test Dondurulan  Dondurulan
Tipi Sonucu Cryo Tiipler Peletler

1 SNU182 HK Negatif 9 4
2 SNU 449 HK Negatif 9 5
3 SNU398 HK Negatif 9 3
4 Huh7 HK Negatif 9 5
5 SNU 475 HK Negatif 9 3
6 SNU387 HK Negatif 9 3
7 Hep3B HK Pozitif 2 1
8 SNU423 HK Pozitif hiicreler atildi

9 TPC1 TK Pozitif 9 3
10 KTC1 TK Pozitif 9 3
11 KTC2 TK Pozitif 10 3
12 FRO TK Pozitif 9 3
13 WRO TK Pozitif 9 3
14 BCPAP TK Negatif 2 2
15 8505C TK Negatif 9 3
16 Nthyori3.1 TK Negatif 9 2
17 TT TK Pozitif 2 1
18 LN229 GBM Pozitif 2 1
19 U87TMG GBM Negatif 9 3
20 Al172 GBM Negatif 9 3
21 LN18 GBM Negatif 7 3
22 M059J GBM Negatif 9 3
23 Hs683 GBM Negatif 3 2
24 MEWO Melanom Negatif 9 3
25 G361 Melanom Negatif 9 3
26 A2058 Melanom Pozitif 8 3
27 SK-MEL-28 Melanom Pozitif 9 3

Japonya’daki siki kargo tasimaciligr kurallarindan dolayi, alt1 TK hiicre hatti
(FRO, WRO, KTC1, KTC2, KTC3 ve TPCI1) siv1 azotta dondurulmadan flasklar
icinde gelmistir ve geldikleri anda hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilmeye baglanmistir. Dr.

Mitsutake’nin 6nerisiyle KTC1 digindaki tiim hiicreler RPMI bazli besiyerinde, KTC1
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hiicreleri ise yiiksek glikoz igeren DMEM bazli besiyerinde biiyitiilmistiir. KTC3
hiicreleri hi¢gbir zaman %10’dan fazla yogunluga (confluency) ulagmamis ve
calismada kullanilamamistir. Fransa’dan gelen tiroid hiicre hatlar1 ise sorunsuz bir
sekilde biiyiitiilmistiir. TT hiicreleri parafolikiiler orijinli oldugu i¢in bu hiicreler kisa
stire biiytitiiliip atilmistir. Folikiiler orijinli diger tiim TK ve immortalize tiroid hiicre

(Nthyori3.1) peletleri ve hiicre stoklari da ayni sekilde saklanmistir (Tablo 4.1).

4.1.2. Supernatanlarin M.spp testi i¢in kullamilmasi

Elde edilen hiicre hatlarinda, M.spp enfeksiyonunun varligini arastirmak amaciyla,
bir miktar supernatan ACIBADEM LABMED Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilmistir. SNU 423 ve Hep3B disinda agilan tiim HK hiicreleri M.spp testinde
negatif ¢ikmistir (Tablo 4.1). SNU423 hiicreleri disinda pek ¢ok HK hiicresi C228T
mutasyonu tagidigindan dolay (Tablo 3.1) bu hiicrelerin ¢alisma disinda birakilmasina
karar verilmistir. HK hiicrelerinin ardindan, GBM ve TK hiicrelerinden elde edilen
supernatanlar da test edilmistir. Sonucta, 6/9 TK, 1/6 GBM, 2/4 melanom hiicresi
M.spp testinde pozitif ¢ikmistir (Sekil 4.1, A). Pozitif hiicre sayisi beklenenden fazla
olunca, test kendi arastirma laboratuvarimizda PZR yontemi kullanilarak tekrar
edilmistir. Sonug olarak, HK, TK ve GBM i¢in M.spp sonuglar1 konfirme edilmis ve
toplam 8/22 hiicre hattt M.spp pozitif bulunmustur (Tablo 4.1). M.spp pozitif ¢ikan
hiicreler ¢alismamiz igin kritik hiicreler olabileceginden, bu hiicreler ti¢ hafta boyunca
degisimli kullanilan iki antibiyotik (Tiamutin, Minosiklin) ile tedavi edilmis ve tekrar
PZR ile test edilmistir (Sekil 4.1 B, Tablo 4.2). Sekil 4.1 ve Tablo 4.2’den goriilecegi
gibi, Hep3B, LN229 ve SK-MEL-28 disindaki tiim hiicrelerde, M.spp enfeksiyonu
verilen antibiyotiklerle basariyla tedavi edilmistir. M.spp enfeksiyonu temizlenemeyen
hiicreler (Hep3B, LN229, SK-MEL-28) ise ileriki ¢alismalara dahil edilmemistir.
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Sekil 0.1: M.spp enfeksiyonunun degisimli kullanilan iki antibiotik ile tedavi edilmesi. M.spp testinde
pozitif ¢ikan (A) TK, HK, GBM ve (B) melanom hiicreleri, PZR bazli kit ile tekrar analiz edilmistir ({ist
paneller). Ug hafta boyunca degisimli olarak Tiamutin ve Minosiklin ile tedavi sonrast 7/10 hiicre
hattinda M.spp enfeksiyonu basariyla elimine edilmistir (alt paneller). M(+): M.spp pozitif PZR iir{ini;
(+) pozitif kontrol, (-) negatif kontrol

Tablo 4.2: M.spp pozitif olan hiicre hatlarinin son durumu. LN229, Hep3B ve SKMEL?28 hiicreleri
antibiyotik tedavisinden fayda gérmemistir. SNU 423 hiicreleri disinda C228T TERTp mutasyonu
tastyan baska HK hiicreleri oldugu i¢in, TT hiicreleri ise parafolikiiler orijinli oldugu ve ¢aligmada
kullanilmayacagi i¢in tedavi edilmemistir.

Hiicre Hatt1 ilgili Kanser Tipi M.spp Testi Tedavi Sonrasi
Hep3B HK Pozitif Pozitif
SNU423 HK Pozitif Tedavi edilmedi
TPC1 TK Pozitif Tedavi edildi
KTC1 TK Pozitif Tedavi edildi
KTC2 TK Pozitif Tedavi edildi
FRO TK Pozitif Tedavi edildi
WRO* TK Pozitif Tedavi edildi
TT** TK Pozitif Tedavi edilmedi
LN229 GBM Pozitif Pozitif
A2058 Melanom Pozitif Tedavi edildi
SK-MEL-28 Melanom Pozitif Pozitif
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4.1.3. Hiicre peletlerinin DNA izolasyonu icin kullanilmasi

Dondurulan hiicrelerin, TERTp profilinin belirlenebilmesi amaciyla, oncelikle -
80°C’de bulunan SNU 398 hiicre peletinden genomik DNA (gDNA) izole edilmis ve
ilk PZR optimizasyon calismasi i¢in kullanilmistir. Literatlirde, secilen kanser
tirlerinde, TERTp bolgesinde en sik goriilen mutasyonlarin C228T ve C250T oldugu
bildirilmistir (16-19, 21-24, 29). Ancak, TERTp mutasyonlarinin sadece bu iki bolge
ile siirli olmadigi gosterilmistir (16, 74, 212). Dolayisiyla, bu tez ¢alismasinda,
oncelikle C228T veya C250T mutasyonlar1 varligr arastirilmig, mutasyon
bulunamadiginda ise tam boy TERTp sekansi elde edilerek, herhangi bir mutasyon

veya tek niikleotit polimorfizminin (SNP) olup olmadigi belirlenmistir.

Tam boy TERTp bolgesinin, st iiste binen iki farkli PZR iirtinii ile kapsanacagi
diisiiniilerek (Sekil 4.2A), iki PZR iirlinii i¢in de altisar primer seti olusturulmustur.
PZR, her primer seti i¢in iki farkli erime sicakliginda gergeklestirilmis ve elde edilen
PZR fdriinleri agaroz jel elektroforezinde vyiiriitiilmistir (Sekil 4.2B). Sekilde
goriildiigl gibi, neredeyse her erime sicakliginda tam boy TERTp, PZR ile basariyla
cogaltilmistir. Sonug olarak, diger ¢alismalarda, her iki PZR igin de Sekil 4.2B’de ok

ile gosterilen primerler ve erime sicakliklarinin kullanilmasina karar verilmistir.

4.1.4. Farkh hiicre hatlarinda TERTp mutasyon profilinin belirlenmesi

Tablo 4.2°de gosterilen hiicre hatlarinda TERTp mutasyon profilinin
belirlenebilmesi amaciyla, SNU398 hiicreleriyle yapildig: gibi, dncelikle HK, TK ve
melanom hiicre peletlerinden gDNA izole edilmistir. TERTp’da sik goriilen C228T ve
C250T mutasyonlart PZR1 amplikonunun i¢inde oldugu igin, Sekil 4.2B’de ok ile
gosterilen reaksiyon tekrarlanarak PZR1 amplikonlar1 elde edilmistir. PZR1
amplikonlarinda proksimal promotdr mutasyon analizi yapmak amaciyla ACIBADEM
LABGEN’de rutin olarak kullanilan TERTp_i¢2bF primeri kullanilmigtir (Tablo 3.5).
Bu ¢alismadaki HK hiicrelerinin 4/6’sinda (%67) C228T mutasyonu tespit edilmistir
(Tablo 4.3). TK hiicrelerinin 6/8’inde (%75), C228T veya C250T mutasyonu
belirlenmigtir. BCPAP hiicrelerinde, C228T mutasyonuna ek olarak, C229T
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mutasyonu da (CC228-229TT) tespit edilmistir. A2058, Mewo, SK-Mel-28, ve G361
hiicrelerinde ise sirastyla C228T, C250T, G239T ve CC242/243TT mutasyonlar

oldugu gosterilmistir.

A.
tam-boy TERTp
|
TBB (0)
chr 5p15.33: 1,296,206 PZR 1 (1503bp) - 1,294,704
1102 - T +400
I
4F -146  -124 5R
chr 5p15,33: 1,296,568 1,295,802 €250T C228T
-1464 698
PZR 2 (767bp)
—
1F 3R
B.

l

o

p——— -‘.-

p——

¥ 2 -3%%::5 & T8 9101y 12 13114

PZR1

|

1F+1R 1F+2R 1F+3R 1F+1R 1F42R 1F'+3R

12 3 456 78

PZR2

91011 12 1314

Sekil 0.2: Tam boy telomeraz promotdr bolgesinin PZR optimizasyonu. (A) Tam boy TERTp
amplifikasyon plani. 1577 baz ¢iftlik PZR1 amplikonu, transkripsiyon baslangic bdlgesinin (TBB)
sirastyla 1032 ve 534 baz yukarisi ve asagisi arasinda kalan bolgenin amplifikasyonu ile elde edilmistir.
Tiim hiicre hatlarinin TERTp mutasyon profilini belirlemek i¢in ilk olarak bu amplikon iretilmis ve
sekanslanmigtir. PZR1 amplikonunda mutasyon bulunamayan hiicrelerde, TBB’nin 1464 ve 731
yukarisi arasindaki bolgeyi igeren PZR2 amplikonu da elde edilmis ve sekanslanmigtir. (B) 2 uL PZR1
amplikonu (sol panel) %1°lik, PZR2 amplikonu (sag panel) ise %2’lik agaroz jeline yiiklenmis, secilen
optimum PZR’ler, ok isaretleri ile belirtilmistir. E1-E2: ekzon 1-2; I1: intron 1; F-F’: ileri primerler;

R-R’: geri primerler; (-) negatif kontrol

66



Tablo 4.3: Hiicre hatlariin TERTp mutasyon profili. HK, tiroid, melanoma ve GBM hiicre hatlarindan
elde edilen gDNA ile 6nce PZR1 ve Sanger dizileme gergeklestirilmistir. TBB’den 350 baz uzaktaki
bolge distal (uzak) promotor bdlgesi olarak kabul edilmistir. Proksimal (350 baza kadar olan bolgede)
promotdrde mutasyon bulunmayan hiicrelerin gDNA’s1 ile PZR2 ve ardindan Sanger dizileme
uygulanarak, TERTp’un tam boy sekansi elde edilmistir. Tam boy promotor dizileme sonucunda tespit
edilen SNP’ler de ayrica belirtilmistir. Analiz sonucunda kullanilan hiicre hatlarinin mutasyon profili
literatiirde bulunan bilgiyle konfirme edilmis, literatiirde bulunmayanlar (*) ise ilk defa bu calismada
belirlenmistir. 1072 (CC), 349(CC) ve 1256-1260C ins SNP databazindaki rs7712562, 1rs2853669 ve
rs3215401 SNPLerine denk gelmektedir. WT: tam boy TERT promoturunda mutasyon bulunmayan

hiicre hatt1

Say1 Hiicre Hatti  flgili Kanser Tipi Proksimal Promotor Distal Promotor
1 SNU182* HK WT 1072 (CC)
2 SNU 449* HK WT 1072 (CC)
3 SNU398 HK C228T
4 Huh7 HK C228T
5 SNU 475 HK C228T
6 SNU387 HK C228T
7 TPC1 PTK C228T
8 KTC2 ATK C228T
9 BCPAP PTK CC228-229TT
10 FRO* ATK C250T
11 KTC1 PTK C250T
12 8505C ATK C250T
13 WRO* FTK 349 (CC) 125%)(6)3?122(6%%%
14 Nthyori.1* 'mmolﬁ.i'r'z;“m'd WT 1072 (CC)
15 LN229* GBM C228T
16 U87TMG GBM C228T
17 Al72 GBM C228T
18 MO059J GBM C228T
19 Hs683 GBM C250T
20 LN18* GBM 349 (CC) 12%2?122%%2n5
21 A2058* melanom C228T
22 MEWO* melanom C250T
23 SK'Z'X'*EL' melanom G239T
24 G361* melanom CC262/263TT

HK, TK ve melanom hiicrelerinin ardindan, GBM hiicrelerinden elde edilen

gDNA’lar ile PZR1 reaksiyonu kuruldugunda, Sekil 4.3’te goriilen kaliteli 6zgiil

amplikonlar elde edilememistir. Taq (Promega) enzimi yerine Pfusion High Fidelity

DNA polimeraz enzimi kullanilinca 6zgiil amplikonlar elde edilmis ancak reaksiyona
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eklenen yesil tampondan dolay1 sekanslama reaksiyonu basarili olmamistir. Bu
denemenin ardindan, daha dnce kullanilan kitin i¢inde bulunan alternatif kimyasallar
tek tek denenerek hangi soliisyonda problem oldugu arastirilmistir (Sekil 4.4A). A172
(GBM) ve KTCL1 hiicrelerinin PZR’si denenmis ancak basarili sonug¢ alinamamustir.
Sonugta, 4F+5R primer setindeki geri primerde problem oldugu anlasilmig ve PZR1
reaksiyonu biraz daha biiylik amplikon olusturan 2F ve 5R' primerleriyle tekrar
edilmistir (Sekil 4.4B). Buna gore, 5/6 (%83) GBM hiicre hattinda C228T veya C250T
mutasyonu tespit edilmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 0.3: HK, TK ve melanom hiicre hatlarinda proksimal TERTp amplifikasyonu. (A) HK, (B) tiroid
ve (C) melanom hiicre hatlarindan elde edilen gDNA’lar ile 1577 baz ¢iftlik amplikonu olan PZR1
reaksiyonu kurulmus ve elde edilen iiriinlerden 2 uL, %1’lik agaroz jelinde yiirtitiilmistiir. Tiroid hiicre
hatlar1 hem TK hem de immortalize olmus normal tiroid hiicrelerini (Nthyori3.1) icermektedir. (-):
negatif kontrol

4.1.5. Hiicrelerin tam boy TERTp dizi analizi

Proksimal TERTp’unda mutasyon bulunmayan hiicrelerde (SNU449, SNU182,
WRO, Nthy3.1 ve LN18), PZR’de kullanilan ileri ve geri primerlere ek olarak,
ACIBADEM LABGEN’de rutin olarak kullamilan TERTp dislF, i¢2aR, i¢c3R
primerleri de kullanilmis ve PZR1 (SNU449, SNU 182, WRO, Nthyori3.1) veya
PZR3’tin (LN18) tam dizisinin elde edilmesi saglanmistir. Bu hiicrelerde, ayrica
TERTp_1F ve TERTp 3R primerleri kullanilarak PZR2 amplikonu elde edilmis ve
distal promotoriin dizilenmesi saglanmistir (Sekil 4.5). Bu hiicrelerin tam boy TERTp
sekans sonuclar1 Tablo 4.3’te verilmistir. Beklenenin aksine, bu bes hiicre hattinin
hicbirinde proksimal ya da distal TERTp mutasyonu tespit edilmemistir. Ek olarak, her
bes hiicre hattinda en az bir adet SNP tespit edilmistir. ilging olarak her 5 hiicre
hattinda da rs7712562 SNP’inin (1072CC) var oldugu belirlenmistir. WRO ve LN18
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hiicrelerinin proksimal ve distal TERT promotoriinde ayrica, sirasiyla, rs2853369 ve
rs3215401 kodlu SNP’lerin C varyanti (349CC) ve C insersiyonunun (1256-1260Cins)
oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, bu calismada, elde edilen 55 hiicre hattinin
yirmi dordiinin TERTp mutasyon profili belirlenmistir (Tablo 4.4). Elde edilen
amagalisilmayan 22 hiicre hattinin mutasyon profili literatiirden (17, 25, 26, 213) tespit

edilmistir.
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Sekil 0.4: GBM hiicreleri igin PCR optimizasyon ¢alismalari ve GBM hiicre hatlarinda proksimal TERT
promotorunun amplifikasyonu (A) GBM hiicre hatlarindan elde edilen gDNA’lar ve PZR iginde
kullanilan alternatif malzemeler ile PZR1 tekrar edilmis ve SR yerine 1R primerinin kullanildigi
reaksiyonun kaliteli {irlin ¢ikarttig1 (koyu renk) kesfedilmistir. (B) GBM hiicre hatlarinin gDNAlar1, 2F
ve SR’ primerleri kullanilarak PZR3 amplikonu elde edilmistir. (-): negatif kontrol

HCC Tiroid GBM

Nthyori3.1

SNU182
SNU449
WRO
LN18

700

Sekil 0.5: HK, TKve GBM hiicre hatlarinda distal TERTp’unun amplifikasyonu. HK, GBM ve tiroid
orijinli hiicre hatlarindan elde edilen gDNA’lar ile 774 baz ¢iftlik PZR2 reaksiyonu kurulmus ve elde
edilen tirlinlerin 2 puL’si %2’lik agaroz jelinde yiiriitiilmiistiir. (-): negatif kontrol
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Tablo 4.4: Farkli kaynaklardan elde edilen hiicre hatlarinin TERTp mutasyon profilinin belirlenmesi.
24 hiicre hattinda Sanger dizileme gergeklestirilmis, sekans sonuglart UCSC Genom Tarayici’da
bulunan referans sekans ile karsilagtirilmis ve hiicrelerin TERTp mutasyon profili belirlenmistir. Bazi
¢oziilmeyen hiicre stoklarinin TERTp mutasyon profili literatiirden tespit edilmistir (17, 25, 26, 213).

Hiicre Test | Literatiirden Kalan | Toplam
Orijini | Edilen | belirlenen b
HK 6 6 1 13
Tiroid
(folikiiler) 0 0 8
GBM 6 5 0 11
Melanom 4 0 5 9
MK 0 11 3 14
Tim hiicre o4 29 9 55
hatlar1

4.2. Tiroid Kanseri Hiicrelerinin Epigenetik Kiitiiphane ile Taranmasi

4.2.1. SRB protokolunun optimizasyonu

Hiicre canliliginin analiz edilecegi SRB protokoliinii optimize etmek amacryla, 96
kuyulu plakaya, WRO ve TPCI tiroid kanseri hiicreleri ekilmis, 1, 3, 4 ve 7 giin
sonunda kitte belirtilen SRB protokolii uygulanmistir. Protokolde 540-580 nm aras1
abzorbans degerlerinin okunmasi onerilmistir. Ancak, Sekil 4.6A’da, 540 nm’de elde
edilen verilerin bir kismi abzorbans maksimum olan 1’in istiindedir. Bu nedenle,
abzorbans Ol¢iimleri 490-530 nm arasinda da tekrarlanmis ve bu dalga boyunda, tiim

abzorbans degerlerinin 0 ile 1 arasinda oldugu gosterilmistir (Sekil 4.6B).

4.2.1.1.  Farkh SRB boya dilusyonlari ile SRB testinin tekrar edilmesi

Kitte belirtilen protokolii takip edebilmek i¢in, SRB boyasinin seyreltilerek
kullanilmasi halinde abzorbans degerlerinin 0 ile 1 arasinda tespit edilecegi hipotez
edilmistir. Bu hipotezi test etmek amaciyla, hiicre canliligi, iic farkli SRB boya
dilusyonu kullanilarak yapilmistir. Hiicre ekiminden {i¢ giin sonra, ancak 1:80
oraninda SRB boyas: kullanildiginda 560 nm’deki abzorbans degeri, abzorbans

maksimumdan (Abs_maks = 1) diigiiktiir (Sekil 4.7A).
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Sekil 0.6: Plaka okuyucuda alinan abzorbans degerlerinin karsilagtirilmasi (A, B) 7500 WRO ve TPC1
tiroid kanseri hiicreleri 96 kuyulu plakaya ekilmisg, 1, 3, 4 ve 7 giin sonunda kitte belirtilen SRB
protokolii uygulanarak plaka okuyucuda (A) 540 nm ve (B) 490 nm’de abzorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
Ti{im analizlerde triplike 6lglimlerin ortalamasi alinmustir.

Ikinci denemede, SRB boyasi 1:1000’e kadar seyreltilmis ve boyanin seyreltilmesi
ile abzorbans degerlerinin parabolik olarak azaldigi gosterilmistir (Sekil 4.7B). Ayrica,

560 nm’de hiicre canlilig1 analizi i¢in, 1:80’den fazla seyreltmenin gerekli olmadigi

gosterilmistir.
A B
3,5 3,5
e 3 - J
£ E
S 25 G 25
) i
e 2 - 2
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_'E!‘ N
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0 1:4 1:16 1:80 0 1:16 1:100 1:200 1:400 1:500 1:600 1:800 1:1000
Dilusyon Orani Dilusyon Orani

Sekil 0.7: Farklit SRB boya diliisyonlar1 kullanarak elde edilen abzorbans degerlerinin karsilastiriimasi.
7500 TPC1 hiicresi 96 kuyulu plakaya ekilmis, 4. giin sonunda kitte belirtilen SRB protokolii
uygulanarak plaka okuyucuda abzorbans degerleri (560 nm) dl¢iilmiistiir. SRB protokolii uygulanirken
SRB boyasi (A) 1:4-1:80 (B) 1:16-1:1000 arasinda seyreltilerek kullanilmistir. Tiim analizlerde triplike
Olclimlerin ortalamasi alinmustir.
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4.2.1.2. Kitte kullanilan ¢ozeltiler yerine laboratuvarda olusturulan

¢ozeltilerin kullanilmasi

SRB boyasi 1:80 seyreltilince, diger kit ¢ozeltilerine kiyasla kitte kalan boya
miktar1 artmistir. Referans protokolde (214), kit malzemeleri yerine kullanilabilecek
alternatif malzemeler belirtilmistir. Dolayistyla, laboratuvarda olusturulan ¢ozeltiler
kullanilarak SRB hiicre canlilii testi tekrarlanmis ve kit malzemeleri yerine bu
¢ozeltilerin kullanilip kullanilamayacagi arastirilmistir (Sekil 4.8A). 1:80 seyreltilmis
SRB boyas1 kullanildiginda, kit ¢ozeltileri ile laboratuvarda hazirlanan benzer
cozeltilerin, testin etkinligini degistirmedigi ve kit malzemeleri yerine
kullanilabilecegi ortaya konmustur. Hazirlanan ¢ozeltilerin, ekilen hiicre sayisina bagh
olup olmadigin1 aragtirmak amaciyla, 5000 ve 10,000 TPC1 hiicresi 96 kuyulu plakaya
ekilmis ve SRB testi kit malzemeleri ve laboratuvarda hazirlanan ¢ozeltiler
kullanilarak tekrarlanmistir. Her iki hiicre yogunlugunda da benzer sonuglar elde

edilmistir (Sekil 4.8B).

A. 1 4
1,8 B
0,9
16
4 08
E 1,4 /f 07 —+— 5000 hilcre + kit
o 12 7 =4— 1:16 boya / materyalleri
3 / ‘E" 06 4
B ! / S 05 A 5000 hiicre +
E 08 va kit malzemleri 2 04 v kimyasallar
= / . el J/
5 0,6 , ve 1:80 boya % 03 /- 10000 hiicre +
a 0.4 / gozeltiler ve -g 02 // kit materyalleri
0.2 e 1:80boya 'E 0,1 f 10000 hiicre +
0 0 kimyasallar
0 2 4 0 1 2 3
Zaman (giin) Zaman (glin)

Sekil 0.8: Kitte kullanilan ¢ozeltiler ile laboratuvarda hazirlanan kimyasallarin karsilagtirtlmasi. (A)
7500 TPC1 hiicresi 96 kuyulu plakaya triplike olarak ekilmis, 1 ve 3 giin sonra kitte belirtilen SRB
protokolii, 1:80 boya ile kit materyalleri veya laboratuvarda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak
uygulanmistir. 1:16 boya ve kit malzemeleri kontrol olarak kullanilmistir. (B) 5000 veya 10,000 TPC1
hiicresi 96 kuyulu plakaya triplike olarak ekilmis, 1 ve 3 giin sonra SRB protokolii, kit materyalleri veya
laboratuvarda hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak uygulanmistir. Abzorbans degerleri plaka okuyucuda
(560 nm) dl¢iilmiistiir. Tiim analizlerde triplike dl¢limlerin ortalamasi alinmustir.
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4.2.2. Ekilen hiicre sayisimin belirlenmesi

Hiicrelerin ilaglar ile inkubasyonu Oncesinde, hiicrelerin proliferasyon
(eksponansiyel) evresinde oldugundan emin olunmalidir (215). Bu nedenle, hiicreler
epigenetik ila¢ kiitliphanesi ile inkiibe edilmeden Once, her birinin plakaya ekim
yogunlugu ayr1 ayr1 analiz edilmistir. [lk asamada, WRO, KTC1, KTC2, FRO ve TPC1
hiicreleri ii¢ farkli yogunlukta (5000, 7500 ve 10,000) ekilmis ve SRB protokolii
uygulanmustir (Sekil 4.9 A, C, E, G, I). Analiz edilen tiim hiicrelerin ekimden dort giin

sonra biiylimeyi durdurdugu gozlemlenmistir.

4.2.2.1. M.spp enfeksiyonu tedavisinden sonra hiicre ekim yogunlugunun

arastirilmasi

Daha once belirtildigi gibi, KTC1, KTC2, FRO ve TPC1 hiicrelerinde (M.spp)
enfeksiyonu tespit edilmistir (Sekil 4.1). M.spp enfeksiyonunun hiicre
metabolizmasini etkiledigi bilinmektedir (216, 217). Yaklasik bir aylik antibiyotik
tedavisi ile M.spp enfeksiyonunun temizlenmesinin ardindan, hiicre ekim g¢aligsmasi
tekrar edilmistir (Sekil 4.9 B, D, F). TPC1, KTC1 ve FRO hiicrelerinde dordiincii
giinden sonra da proliferasyon gozlemlenmistir. KTC2 hiicrelerinde ise, tedavi 6ncesi
abzorbans degerleri 0,2°nin altinda iken, tedavi sonrasinda, 10,000 hiicre ekilen
kuyularda proliferasyon hizinin arttigr gézlenmistir (Sekil 4.9H). TPC1, KTC1 ve
FRO hiicrelerinin her {i¢ yogunlukta ekildiklerinde de eksponansiyel fazda oldugu,
ekilen hiicre sayisi ile hiicre proliferasyonun arttigi gdzlemlenmistir (Sekil 4.9B). Tk
asamada, ekilebilecek maksimum hiicre sayist WRO ve KTC2 hiicreleri i¢in 7500 ve
10,000 olarak belirlenmistir. TPC1 ve KTC1 hiicrelerinde, ekilen hiicre sayisi ile hiicre
proliferasyonda artis goriildigii igin (Sekil 4.9B), SRB testi dort farkli yogunlukta
(5000, 7500, 10,000 ve 12,500) TPC1 ve KTCI hiicreleri ekilerek tekrarlanmigtir
(Sekil 4.10). Hiicre proliferasyonun maksimum degerlere ulastigt noktalar tespit
edilmistir. KTC1 ve TPC1 hiicreleri i¢in ekilebilecek maksimum hiicre sayist 12,500

olarak belirlenmistir.
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Sekil 0.9: M.spp enfeksiyonunun

tedavisi Oncesi ve sonrasinda hiicre biiyiime egrilerinin
karsilagtirtlmasi. (A, C, E, G, I) Farkli TK hiicre hatlari ii¢ farkli yogunlukta 96 kuyulu plakaya ekilmis,
1, 3, 4 ve 6 giin sonunda SRB protokolii uygulanmistir. (B, D, F, H) TPC1, KTC1, FRO ve KTC2
hiicrelerindeki M. Spp enfeksiyonunun antibiyotik ile tedavi edilmesinin ardindan, hiicreler 3 farkli
yogunlukta 96 kuyulu plakaya ekilmis, 1, 3, 4 ve 6 giin sonunda SRB protokolii uygulanmistir. Tim
analizlerde triplike 6l¢timlerin ortalamasi alinmistir. WRO hiicreleri M. Spp enfeksiyonu tagimadigi i¢in
antibiyotik ile tedavi edilmemistir.
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Sekil 0.10: Dort farkli yogunlukta ekilen TPC1 ve KTCI hiicrelerinin biiyiime egrilerinin
karsilastirilmasi. (A) TPC1 ve (B) KTC1 hiicreleri 4 farkli yogunlukta 96 kuyulu plakaya ekilmis, 1, 3,
ve 4 giin sonunda SRB protokolii uygulanmistir. Abzorbans degerleri plaka okuyucuda (560 nm)
Ol¢iilmiistiir. Tiim analizlerde triplike dlglimlerin ortalamasi alinmustir.

4.2.2.2. Hiicre biiyiime egrilerinin RPMI ve DMEM bazh besiyerinde

karsilastirilmasi

Literatiirde, farkli ¢aligmalarda, Nthyori3.1, 8505C ve BCPAP hiicre hatlarinin
hem DMEM hem de RPMI bazli besiyerinde ¢ogaldigi belirtilmistir (24, 218, 219).
Hem bu hiicrelerin hem de Sekil 4.9°da gosterilen diger bes hiicre hattinin en iyi hangi
besiyerinde biiyiidiigiinii arastirmak amaciyla, sekiz tiroid hiicre hattt DMEM ve
RPMI bazli ortama, ii¢ farkli yogunlukta ekilmistir. Hiicrelerden elde edilen en dik
bliyiime egrileri Sekil 4.11°da gosterilmistir. Optimal ekim yogunluklar1t WRO
hiicreleri i¢in RPMI bazli ortamda 7500, KTC2 hiicreleri i¢in ise 10,000 olarak tespit
edilmistir. Diger alti hiicre hatt1 i¢in 12,500 hiicre ekimi sonucunda, en uygun
proliferasyon egrisinin olustugu gézlemlenmistir. Sekiz hiicre hattindan, sadece FRO

ve BCPAP i¢in DMEM besiyerinin daha elverisli oldugu gosterilmistir.
4.2.2.3. Hiicre ekim yogunlugunun DMSO varhginda karsilastirilmasi

Satin alinan epigenetik ila¢ kiitiiphanesinde bulunan ilaglar dimetil siilfoksit
(DMSO) ortaminda ¢oziinmiis olarak teslim alinmistir. Literatiirde, DMSO’nun

hiicrelerde sitotoksik etki yaratabilecegi belirtilmistir (220). Bu etki, hiicre tipine gore
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degisim gosterdigi i¢in, DMSO’nun etkisi, Sekil 4.11°de belirlenen yogunlukta

ekilecek hiicreler lizerinde arastirilmistir.

Farkl Besiyerlerinde Optimum Huicre Buylime Egrileri

(=31
5

—+—KTC1 RPMI 12,500
—&— FRO DMEM 12,500
#— Nthyori3.1 RPMI 12,500

Ln

8505C RPMI 12,500

Relatif Abzorbans (560nm)
=

3 === BCPAP DMEM 12,500
—a— WRO RPMI 7,500
2 TPC1 RPMI 12,500
1 KTC2 RPMI 10,000
0
0 1 2 3 4 2

Zaman (giin)

Sekil 0.11: Tiroid hiicre hatlari icin DMEM veya RPMI besiyerinde elde edilen optimum biiyiime
egrileri. Hiicre hatlari, DMEM veya RPMI bazli besiyeri kullanilarak 96 kuyulu plakaya ekilmis, 1, 3
ve 4 giin sonunda SRB protokolii uygulanmistir. Epigenetik ila¢ kiitiiphanesi 1. giinde eklenecegi i¢in
abzorbans degerleri 1. glinkii degerlere gére normalize edilmistir. Her hiicre hatti i¢in sadece belirlenen
optimum ekim kosulu gdsterilmistir. Tiim analizlerde triplike 6l¢iimlerin ortalamasit alinmustir.

Oncelikle WRO ve TPC1 hiicreleri, Sekil 4.11°de belirtilen kosullarda ekilmis, 24sa
sonra kuyulara farkli yogunlukta DMSO eklenmistir (Sekil 4.12 A, B). DMSO
yogunlugu %0,5’1n iistiinde iken hiicre canlilig1 %80’in altina inmekte ve sitotoksik
etki gostermeye baslamaktadir. Bu ilk ¢alismanin ardindan, sekiz tiroid hiicre hatti,
Sekil 4.11°de belirtilen kosullarda ekilmis ve %0,5 DMSO’nun hiicrelerin biiyiime
egrilerinde degisiklik yapip yapmadigi arastirilmistir. Sekil 4.12C ve Sekil 4.11°deki
bliylime egrileri eslesmektedir. Dolayisiyla, %0,5 DMSO’nun hiicrelerin biiyiime

egrileri lizerinde sitotoksik etkisi gézlenmemektedir.
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Sekil 0.12: DMSO varliginda hiicre biiylime egrilerinin karsilagtirilmasi. (A) 7500 WRO veya (B)
10,000 TPC1 hiicresi RPMI bazli besiyerinde 96 kuyulu plakaya ekilmis, 24 sa sonra kuyulara farkli
yogunlukta DMSO eklenmistir. Ekimden 48 ve 72 sa sonra SRB protokolii uygulanmistir. (C) Tiroid
hiicre hatlar;, DMEM veya RPMI bazli biiyiime ortami1 kullanilarak 96 kuyulu plakaya ekilmis, 24 sa
sonra, kuyulara %0,5 DMSO eklenmistir. 1, 3, ve 4 giin sonunda SRB protokolii uygulanmustir.
Abzorbans degerleri, 1.glindeki (DMSO eklenmeden 6nceki) abzorbans degerlerine gére normalize
edilmistir. Tim analizlerde triplike 6lglimlerin ortalamasi alinmustir.

4.2.3. Hiicre hatlarinda TERTp mutasyonu disinda tespit edilen ikincil

mutasyonlar

Epigenetik ilag kiitiiphanesi ile inkiibasyon Oncesi, tiroid hiicrelerinin sahip
oldugu ikincil mutasyonlar kanser hiicre databazlarinda (221, 222) ve literatiirdeki
caligmalarda arastirilmistir. TPC1 hiicrelerinde RET/PTC fiizyonu; KTC1, KTC2,
BCPAP ve 8505C hiicrelerinde ise BRAF V60OE mutasyonu tespit edilmistir (Tablo
4.5). Literatiirde, FRO ve WRO hiicrelerinin ikincil mutasyonlar1 hakkinda g¢eligkili
bilgiler bulunmaktadir (223-226). Dolayisiyla, FRO ve WRO hiicrelerinde BRAF ve
KRAS mutasyon profili ACIBADEM LABGEN’de minidizileme ile belirlenmistir.
Anaplastik FRO hiicrelerinde BRAF V600E mutasyonu tespit edilirken, WRO
hiicrelerinde bu mutasyonun var olmadig1 goriilmustiir (Sekil 4.13). Her iki hiicre
tipinde de KRAS ekzon 2’de yer alan kodon 12/13 mutasyonu tespit edilmemistir (Sekil
4.14).
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Tablo 4.5: TK hiicrelerinin BRAF ve KRAS mutasyon profili. TK hiicre hatlarinin sahip oldugu ikincil
mutasyonlar halka agik databazlarda ve literatiirde aragtirilmig, FRO ve WRO hiicrelerinin BRAF
V600E mutasyon profili hakkinda celiskili ifadelere rastlandigi igin (223-226), bu hiicrelerden elde
edilen genomik DNA kullanilarak BRAF ve KRAS genleri, ACIBADEM LABGEN’de PZR
amplifikasyonu ile ¢ogaltilmig, BRAF V600 (ekzon 15) ve KRAS ekzon 2 kodon 12/13 bolgeleri
sekanslanmustir. * ile igaretli mutasyonlar bu ¢alismada belirlenmigtir. Proksimal TERTp’da belirlenen
mutasyonlar Tablo 4.3’te belirtilmistir. WT: mutasyon tasimayan hiicre.

Hiicre Hatt1 Proksimal TERTp 2incil Mutasyon
1 TPCL C228T RET/PTC fiizyonu |
2 KTC2 C228T BRAF V600 2
3 BCPAP C228T BRAF V600E 3
4 KTCL C250T BRAF V600E °
5 8505C C250T BRAF V600E 5
BRAF V600E *
6 FRO C250T KRAS (Kodon 12/13) WT*
BRAF WT*
! WRO wT KRAS (Kodon 12/13) WT*
8 Nthyori3.1 WT BRAF WT®

1- (24, 225-228)

2- (24, 225)

3- (24, 225, 227-229)
4- (24,225, 227-229)
5- (24, 225, 227-230)
6- (231)

4.2.4. Tlac tedavileri

4.2.4.1. Hiicrelerin epigenetik ilag¢ kiitiiphanesi ile inkiibasyonu

TERTp mutasyonu tasimayan WRO hiicreleri (TERTp WT), TERTp mutasyonu
tastyan ancak BRAF mutasyonu tasimayan TPC1 hiicreleri (TERTp MT/BRAF WT) ve
hem TERTp hem de BRAF V600E mutasyonu tagiyan KTC2 hiicreleri (TERTp/BRAF
MT), 96 kuyulu plakalara ekilmis, 24 saatin ardindan hiicrelere iki farkli dozda 51 adet
epigenetik ilag eklenmistir. Ilaglarinmn etkisinin goriildiigii zaman1 belirleyebilmek
i¢in, hiicrelerin yaris1 48 sa, diger yarisi ise 72 sa sonra inkiibatdrden alinip SRB testine

tabi tutulmustur (Sekil 3.1).
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Sekil 0.13: FRO ve WRO hiicrelerinde BRAF V600E mutasyon varliginin minidizileme ile
arastirilmasi. 5 milyon anaplastik FRO ve folikiller WRO hiicrelerinden gDNA izole edilmis,
ACIBADEM LABGEN’de BRAF V600E (ekzon 15) mutasyon analizi yapilmistir. Negatif ve pozitif
kontrol olarak sirastyla steril distile su ve mutasyon tagidig1 daha 6nce gosterilmis 6rnek kullanilmistir.
NC: negatif kontrol; PC: pozitif kontrol

79



FRO
315 385 45.5 ; 52.5

1000

800

€00

400

200

WRO

315 38s 485 525

|" 1
1 I\
200+ f \ f1

J

J J \
| | \
0 P W . SR 2X23 = \ _A

NC

315 385 455 525

1000
800 -

500

Sekil 0.14: FRO ve WRO hiicrelerinde KRAS ekzon 2 (kodon 12/13) mutasyon varliginin
minidizileme ile arastirilmasi. 5 milyon anaplastik FRO ve folikiiler WRO hiicrelesinden genomik
DNA izole edilmis, ACIBADEM LABGEN’de KRAS ekzon 2 (kodon 12/13) mutasyon analizi
yapilmistir. Negatif ve pozitif kontrol olarak sirastyla steril distile su ve mutasyon tasidigi daha dnce
gosterilmis drnek kullanilmistir. NC: negatif kontrol; PC: pozitif kontrol
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SRB testi sonunda, kuyulardaki abzorbans degerleri plaka okuyucuda belirlenmis
ve %Gl verileri hesaplanmistir. Oncelikle ilaglarin sitotoksisitesi degerlendirilmis,
verilen dozlardan birinde sitotoksik olan bes ilag, her iki dozda da sitotoksik olan yedi
ilag tespit edilmistir (Sekil 4.15A). En az bir dozda sitotoksik olmayan 44 ilag i¢inden
bir veya birden ¢ok hiicre tipine 6zgiil olan 30 ilag belirlenmistir. Bu ilaglardan on iki
tanesi sadece TERTp/BRAF MT olan KTC2 hiicrelerine 6zgiildiir. Ek olarak, TERTp
MT/ BRAF WT olan TPCI hiicrelerine alti, TERTp WT olan WRO hiicrelerine dort
Ozgiil ilag belirlenmistir. Ayrica, TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelere (KTC2 ve
TPC1) 6zgiil sekiz ilag daha belirlenmistir.

Bir sonraki asamada, tespit edilen %GI degerlerinden etkili (%50’nin {izerinde)
olanlar se¢ilmistir (Sekil 4.15B, Tablo 4.6). Son olarak, segilen ilag tedavilerin zamana
ve doza bagimliliklari analiz edilmis ve toplamda on dokuz ilacin bir veya birden ¢ok
hiicre tipine 0zgiil oldugu, hiicre biiyiimesini %50’den fazla engelledigi ve
zamana/doza bagimli oldugu belirlenmistir (Tablo 4.6). WRO hiicrelerine 6zgiil olan
dort ilag (dordiincii grup), hem hiicre biiylimesini %50’den fazla engellemekte hem de
zamana/doza bagimli etki gostermektedir. KTC2 ve TPC1 hiicrelerine 6zgiil ilaglarin

(liglincti grup) %30’dan fazlasi ise zamana/doza bagimli etki gostermemektedir.

Tablo 4.6: Ozgiil etkisi olan ilaglarin %GI ve doza/zaman bagimlilik agisindan degerlendirilmesi.
Ozgiil olan ilaglardan biiyiimeyi %50’den fazla engelleyenler ve doza/zamana bagimli olanlar tespit
edilmigtir.

Spesifik Ilag Zamana/ doza S_egilen
Sayisi %Gl >50% bagimhhik llaglar
KTC2 12 9 8 8/12 (%67)
TPC1 6 6 4 4/6 (%67)
KTC2+TPC1 8 7 3 3/8 (%38)
WRO 4 4 4 4/4 (%100)
toplam 30 26 19 19
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Sekil 0.15: Epigenetik ilaglarin hiicre biiylimesi iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi. (A) SRB testini
takiben, elde edilen abzorbans degerleri kullanilarak %GI degerleri tespit edilmistir. Bu degerler,
sitotoksisite ve spesifisite analizi icin kullamlmistir. Oncelikle, tek veya her iki dozda da sitotoksik olan
12 ilag belirlenmis ve degerlendirmeden ¢ikarilmstir. ikinci adimda, belli bir TERTp ve/veya BRAF
V600E mutasyon profiline gore 6zgiil olan toplam 30 ila¢ belirlenmistir. (B) Ozgiil etkisi olan
ilaglardan, biiylimeyi %50 veya daha fazla engelleyenler secilmistir. Ardindan, zamana ve doza bagimli
etki gosteren ilaglar bir sonraki analiz i¢in se¢ilmistir. Bu boliimdeki degerlemenin 6zeti ayrica Tablo
4.6’da verilmistir.

4.2.4.2. KTC2 hiicrelerine 6zgiil olan ilaclarin degerlendirilmesi

KTC2 hiicrelerine 6zgiil olan sekiz ilacin bilgileri, etkili oldugu dozlar, %GI
degerleri ve zamana/doza bagimlilik analiz sonug bilgileri Tablo 4.7°de belirtilmistir.
Bu ilaglarin, hiicre biiylimesi iizerindeki etkileri Sekil 4.16°da gosterilmistir. Segilen
ilaglarin bes tanesi histon deasetilaz (HDAC) inhibitoriiyken, iKi tanesi hiicre
proliferasyonunda etkili Aurora kinazlarin inhibitorii, bir tanesi ise hiicre
metabolizmasinda etkili olan NAD(+) bagimli protein deasetilaz: SIRTI
aktivatoriidiir. Tim ilag inkiibasyonlarinda, 72 saatte biiylimenin engellenmesi
tizerinde daha biiyiikk etki goézlemlenmistir. Belirtilen ilaglardan iki tanesi

(GSK1070916 ve Belinostat) biiyiimeyi %80°’den fazla engellemistir. Ayrica bazi
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ilaclarin (Trikostatin A, Belinostat ve Pracinostat) KTC2 disindaki hiicrelerde, bu
dozda proliferatif etki gosterdigi (bliylimeyi destekledigi) gdzlemlenmistir.

4.2.4.3. KTC2 hiicrelerine 6zgiil olan ilaclar ile “canlanma” testinin

gerceklestirilmesi

KTC2 hiicrelere 6zgiil etkisi oldugu belirlenen sekiz ilacin etkilerinin, ilag
ortamdan kaldirilinca da devam edip etmedigini belirlemek amaciyla, hiicreler 72
saatlik ilag inkiibasyonunun ardindan, ilag igeren besiyeri kuyulardan ¢ekilip, kuyulara
taze besiyeri eklenmis ve hiicreler 72 sa daha inkiibatorde bekledildikten sonra, SRB
testi gerceklestirilmistir (Sekil 4.17). Bu analizde de ilag eklenmeyen plaka (plaka 1)
referans plaka olarak kullanilmis, ilag inkiibasyonundan 72 sa sonra teste tabi tutulan
plaka (plaka 2) ve besiyerinde 72 sa bekletilen plakadaki (plaka 3) abzorbans degerleri
karsilastirilmistir (Sekil 4.17). flag 10 (CUDC-101) ve ilag 17 (PF-03814735) ile
inkiibasyon sonucunda sadece KTC2 hiicrelerinde %30’dan az canlanma olmustur
(Sekil 4.17, Tablo 4.8). CUDC-101 varliginda TPC1 ve WRO hiicrelerinde %50’den
fazla canlanma olurken PF-03814735 varliginda bu hiicrelerde %90’dan fazla
canlanma goézlemlenmistir. Diger alt1 ilag ile inkubasyon sonrasinda ise, KTC2
hiicrelerinde en az %50 canlanma gozlemlenmis ve bu ilaglar bir sonraki ¢alismaya

dahil edilmemistir.

4.2.4.4.  Optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

CUDC-101 ve PF-03814735’nin, 48 saatle karsilastirildiginda, 72 saatte daha
etkili oldugu gozlemlendiginden dolayi, bu ilaglarin KTC2 hiicrelerinde en etkili
oldugu zaman araligin1 belirlemek amaciyla, WRO, TPC1 ve KTC2 hiicreleri
plakalara ekilmis, 48, 72 ve 96 sa boyunca 1 uM CUDC-101 veya PF-03814735 ile
inkiibe edilmistir. Ek olarak, KTC2 hiicrelerinin bu ilaglarla 72 saatlik
inkiibasyonundan sonra, besiyerinde 72 sa bekletilmesine ragmen canlanma
gozlemlenmedigi icin, 72 sa ila¢g inkiibasyonunun ardindan ikinci 72 saatlik
inkiibasyonun etkisi (tekrarlayan tedavi) arastirilmistir. Tekrarlayan tedavinin (TT)

KTC2 hiicreleri tizerinde etkisini arastirmak i¢in hiicreler 1 pyM CUDC-101 veya PF-
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03814735 ile 48, 72, 96 sa ve TT ile inkiibe edildikten sonra SRB testine tabi
tutulmustur (Sekil 4.18).

Tablo 4.7: KTC2 hiicrelerinde etkili olan sekiz ilacin tiim hiicrelerde %GI ve doza/zaman bagimlilik
bilgileri. KTC2 hiicrelerine 6zgiil olan ilaglarin orijinal isimleri, etkili oldugu optimum doz ve zamanla
birlikte, %GI ve doz/zaman bagimlilik bilgileri belirtilmistir. HDAC: histon deasetilaz; (i): inhibitor

iLAC BILGILERI 0zGULLUK
Doza
En %Gl > %50 Zamana bagimlilhk

Sayi isim Fonksiyon etkili doz (72sa) bagimlilik (72sa)
1| ilag-3 SakDIOale AuroraKinaz (i) | o 7250 | kTC2 (%85%) hepsi KTC2 ve TPC1
2 ilag-6 Trikostatin A HDACi 5uM 72sa KTC2 (%73) hepsi KTC2 ve TPC1

Belinostat (PXD101)
3 ilag-9 HDACi 5uM 72sa KTC2 (%88) hepsi hepsi
4| ilag-10 CUDC-101 HDACi 1uM 72sa KTC2 (%58) hepsi hepsi
PF-03814735 Aurora Kinase (i) KTC2 (%78)
5| ilag-17 1uM 72sa WRO (%54) hepsi hepsi
Pracinostat

6| ilag-22 HDACi 5uM 72sa KTC2 (%73) hepsi hepsi
7| ilag-38 Mocetinostat HDACi 5uM 72sa KTC2 (%50) hepsi sadece KTC2
8 ilag-51 SRI1720 SIRT1 aktivatéri 5uM 72sa KTC2 (%56) KTC2 ve WRO KTC2 ve TPC1

CUDC-101 veya PF-03814735 ilaglarmin etkileri 48 saatle karsilastirildiginda, 72
saatte, %GI iizerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18 A, B). %GI’da
goriilen bu etki, 96 saatte azalmistir. Ilging olarak, tiim hiicre tiplerinde, CUDC-101
ile TT, 72 sa inkiibasyondan daha etkilidir ve maksimum etkiye bu slirede ulagmistir.
KTC2 hiicrelerinde biiyiime %80’den fazla engellenitken, TPC1 ve WRO
hiicrelerinde, biiylime %350’den biraz yiiksek oranda engellenmistir (Sekil 4.18A).
CUDC-101, tiim hiicre tiplerinde biliylimeyi %50’den yiiksek oranda engelledigi i¢in
calismaya bu ilagla devam edilmemistir. PF-03814735 ile TT’nin, sadece TERTp
mutasyonu olan hiicrelerde (KTC2 ve TPC1) 72 sa inkiibasyondan daha etkili oldugu
gbzlemlenmistir. PF-03814735, KTC2 hiicrelerinde, %GI, maksimum etkiye bu
stirede ulagmis ve biiyiimeyi %80 civarinda engellemistir (Sekil 4.18B). Bu siirede,
WRO ve TPC1 hiicrelerinde ise biliyiime, ancak %50’den az oranda engellenebilmistir.
TPC1 hiicrelerinde, PF-03814735’nin %Gl {izerindeki etkisi, TT’de maksimum

diizeye ulasmis ancak %50’nin iizerine ¢ikamamastir.
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Sekil 0.16: Secilen sekiz ilacin hiicre bilylimesi lizerindeki etkisi. KTC2, TPC1 ve WRO hiicreleri
epigenetik ilag¢ kiitiiphanesiyle inkiibe edilmis, veri analizi sonucunda KTC2 hiicrelerine 6zgiil olarak
secilen sekiz ilacin %Gl grafikleri gosterilmistir. Her ilag iki farkli dozda eklenmis ve hem 48 hem de
72 sa sonunda ilaglarin hiicre biiyiimesi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli
degisimler bir veya birden ¢ok yildiz ile isaretlenmistir (*p<0,05,**p<0,01, *** p<0,001). KTC2
hiicreleri tizerinde etkili olan ilaglarin, etkili olduklar1 doz ve zaman ok isareti ile belirtilmistir. uM:
mikromolar

100 I f = TPC1

I KTC2

60
40
20 ] ,

Canlanma (%)

CUDC-101 PF-03814735

Sekil 0.17: Segilen sekiz ilag ile yapilan canlanma deneyi sonrasi hiicre bitylimesinin karsilastirilmasi.
KTC2, TPC1 ve WRO hiicreleri, Tablo 4.7°de gosterilen KTC2 hiicrelerine 6zgiil etkisi olan sekiz ilag
ile 72 sa inkiibasyonun ardindan, 72 sa besiyerinde bekletilmis (72sa+72sa) ve ilaglarin hiicre biiylimesi
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Besiyeri eklendikten sonraki %GI degerleri 72 sa ilag inkiibasyonu
sonundaki sitotoksisite degerlerine goére normalize edilmis, aradaki fark canlanma yiizdesi olarak
belirtilmistir. CUDC-101 (ilag 10) ve PF-03814735 (ilag 17) ile canlanma testi sonucunda sadece KTC2
hiicrelerinde %30’dan diisiik canlanma gézlemlenmistir. Istatistiksel olarak anlaml1 degisimler bir veya
birden ¢ok yildiz ile isaretlenmistir (*p<0,05,**p<0,01, *** p<0,001).
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Tablo 4.8: KTC2 hiicrelerine 6zgiil etkisi olan sekiz ilag ile elde edilen canlanma yiizdeleri. KTC2,
TPC1 ve WRO hiicreleri, Tablo 4.7°de gosterilen KTC2 hiicrelerine 6zgiil etkisi olan sekiz ilag ile 72
saat inkiibasyonun ardindan 72 saat de besiyerinde bekletilmis ve hiicrelerin canlanma yiizdesi
karsilastirilmistir.

KTC2 WRO TPC1

ilac#3 72 12 51

ilac#6 70 10 30

ilac#9 62 25 63

Canlanma ilac # 10 24 71 55
(%) ilag # 17 13 98 93
ilag # 22 55 43 60

ilag # 38 63 51 62

ilag # 51 60 51 53

llging olarak, PF-0381735 ile TT nin ardindan, WRO hiicrelerinin biiyiimesi
desteklenmis, biliylime %20’den diisiik oranda engellenebilmistir. Dolayisiyla, PF-
03814735 ile TT, TERTp mutasyonu tasiyan KTC2 hiicrelerine 6zel etkiler gostermis,
TERTp mutasyonu tasimayan WRO hiicrelerinde az etki gdstermistir. Sonug olarak,
PF-03814735’nin 6zel olarak KTC2 hiicrelerini hedefleyen bir inhibitér oldugu
gosterilmis ve doz analizine PF-03814735 ile devam edilmistir.

cubpc 101 PF-03814735

= A . B. e

a\o % " —  **

; 100 el 122 o ; . 48sa
= —
E % 80 - 7 680 : |:| 72sa
E8 | 6071 | I ] l " ’
g E 40 . . 40 I 96sa
@2 , : 20

Q 20 1 - ' L ' I l:‘ 72sa+72sa

2 0 0

w KTG2 WRO TPC1 KTC2 WRO  TPC1

Sekil 0.18: CUDC-101 ve PF-03814735 ile inkiibe edilen hiicrelerde zamana bagli %GI’in
aragtirtlmasi. KTC2, TPC1 ve WRO hiicreleri 96 kuyulu plakaya ekilmis, | pM CUDC-101 veya PF-
03814735 ile 48, 72, 96 sa veya TT ile inkiibe edilmistir. [laglarin hiicre biiyiimesi iizerindeki etkisi
SRB testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli degisimler bir veya birden ¢ok yildiz ile
isaretlenmistir (*p<0,05,**p<0,01, *** p<0,001). Her iki ilacin da KTC2 hiicreleri {izerindeki etkisi
tekrarlayan tedavide maksimum seviyeye ulagsmis, bu siirede %GI, CUDC-101 ve PF-03814735 igin
WRO hiicrelerinde sirasiyla %50’nin istiinde ve %20’nin altinda kaldig1 icin, caligmaya PF-
03814735 ile devam edilmistir.
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4.2.4.5. PF-03814735 icin optimum inkiibasyon dozunun belirlenmesi

PF-03814735’in TERTp ve BRAF mutasyonu tasiyan KTC2 hiicrelerinde etkili
olup, TERTp mutasyonu tasimayan WRO hiicrelerinde en az etkili oldugu dozu
belirlemek amaciyla, WRO ve KTC2 hiicrelerine, artan dozlarda (0,5-5 pM) PF-
03814735 ile TT uygulanmis ve hiicreler SRB testine tabi tutulmustur (Sekil 4.19).
Daha onceki ¢alismalarda, PF-03814735’in optimum dozu 1 uM olarak belirlenmistir
(Sekil 4.16). Burada ise hem nanomolar hem de mikromolar araliklar kullanilarak
KTC2 hiicreleri i¢in optimum olan PF-03814735 yogunlugunun belirlenmesi
amaglanmistir. KTC2 hiicrelerinde %G1, 50 nM PF-03814735 ile tedavi sonucunda,
maksimum degerine (%89) ulasmustir (Sekil 4.19). Bu doz, daha once tespit edilen
optimum dozun (1 uM) yiizde 5’i kadar olmasmna ragmen, KTC2 hiicrelerinde
bliylimenin engellenmesinde daha etkili olmustur. WRO hiicreleri, 50 nM PF-
03814735 ile inkiibe edildiginde ise, biiylimenin engellenmesi %50°nin altinda
kalmistir. Dolayisiyla, 50 nM PF-03814735, o6zgiil olarak KTC2 hiicrelerinde
biiyiimeyi engellemekte, WRO hiicrelerinde daha az etkili olmaktadir.

4 uM PF-03814735 ile inkiibasyonun ardindan, KTC2 hiicrelerinin biiyimesi
%100 oraninda engellenmis olmasina ragmen, bu dozda WRO hiicrelerinin biiyiimesi
de %50’den yiiksek oranda engellenmis ve WRO hiicreleri i¢in optimum degerine
ulagmistir (Sekil 4.19). Dolayisiyla, PF-03814735, bu dozda KTC?2 hiicreleri i¢in daha
az ozgiil olmakta ve WRO hiicrelerini de etkili bir sekilde hedeflemektedir. 6 uM PF-
03814735 ile tedavinin ise her iki hiicre tipi i¢in sitotoksik oldugu ve hiicre
biiylimesinin engellenmesinin %100’e ulastig1 tespit edilmistir. Sonug olarak, KTC2
hiicrelerinde etkili olan ancak WRO hiicrelerinde az etkili olan PF-03814935’in

optimum dozunun ve zamaninin sirasityla 50 nM ve TT oldugu gosterilmistir.

42.4.6. Tium tiroid hiicre hatlarimin PF-03814735 ile tedavi edilmesi

PF-03814735’in sitotoksik etkilerinin tim C228T TERTp mutasyonu tasiyan
tiroid hiicrelerinde teyit edilmesi i¢in, sekiz adet tiroid kaynakli hiicre hatt1 (7/8 TK ve
1/8 olimsiizlestirilmis folikiiler tiroid hiicre hatt1) 50 nM PF-03814735 ile 72 sa veya
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TT inkiibe edilmistir. Siire sonunda SRB testi uygulanarak PF-03814735’in hiicre
biiyiimesindeki etkileri degerlendirilmistir (Sekil 4.20). Onceki sonuglarla uyumlu
olarak, 50 nM PF-03814735, maksimum sitotoksik etkiyi C228T TERTp mutasyonu
tastyan hiicrelerde gostermistir. C228T TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde (KTC2,
TPC1 ve BCPAP) TT en etkili tedavi seklidir ve TT sonunda, ii¢ hiicre tipinde de
biliylimenin %80’inden fazlasi engellenmistir. Bu 3 hiicre hattindan 2/3°1i (KTC2 ve
BCPAP) BRAF V600E mutasyonu tasimakta, TPC1 ise bu mutasyonu tasimamaktadir.
Dolayisiyla, BRAF V600E mutasyonu varligindan bagimsiz, 50 nM PF-03814735,
C228T TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde, maksimum etkiye TT sonunda

ulagmaktadir.

p
N IR
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Sekil 0.19: Artan dozlarda PF-03814735 ile doza bagli %GI’1n arastirilmasi. KTC2 ve WRO hiicreleri
96 kuyulu plakaya ekilmis, artan dozlarda PF-03814735 ile TT uygulanmistir. PF-03814735”in hiicre
biiyiimesi iizerindeki etkisi SRB testi ile degerlendirilmistir. ilag konsantrasyonu ve %GI arasinda
dogrusal olmayan (sigmoid) iliski olmasindan dolayt, ila¢ konsantrasyonlarinin dogal logaritmast (In)
alimmis ve konsantrasyonlarin dogrusal hale getirilmis degerleri grafigin yatay eksenine
yerlestirilmistir. 50 nM PF-03814735 (diiz oklar) KTC2 hiicrelerinde etkili olan; ancak WRO
hiicrelerinde az etkili olmustur. 4 uM PF-03814735 ile inkiibasyon (kesikli oklar) sonucunda, KTC2
ve WRO hiicrelerinin biiylimesi sirasiyla, %100 ve %59 oraninda engellenmistir. 6 pM PF-03814735
ile tedavi sonucunda (kalin oklar), ila¢ her iki hiicre tipi igin de sitotoksik hale gelmekte ve biiylimeyi
%100 oraninda engellemektedir.

Beklenmedik bir sekilde, C250T TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde (8505C,
KTCI1, FRO), 72 saatte biiylimenin %60’a yakini engellenmis ve TT sonunda bu oran
daha da azalmistir. Dolayisiyla, PF-03814735, C250T TERTp mutasyonu olan
hiicrelerde ¢ok daha az etkilidir ve bu etki TT ile azalmaktadir. Ek olarak, TT, C250T
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TERTp mutasyonu tasiyan veya TERTp’unda mutasyon tasimayan (WRO) TK
hiicrelerinin biiyiimesini benzer oranda (>30%) engellemistir. Dolayisiyla, TT, C228T
TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde etkili bir tedavi yontemi iken, C250T TERTp
mutasyonu tagiyanlarda yeterince etkili degildir. TT den en az etkilenen hiicre tipiyse
oliimstizlestirilmis (immortalize) normal tiroid hiicrelerinden olusan Nthyori3.1 hiicre

hattidir.

*k
;@ 100 -+ |
= . I BWRO (TERTp WT)
% 80 m Nthy (TERTp WT}
é I I KTC2 (TERTp C228T, BRAF MT)
S 60 - BCPAP (TERTp C228T, BRAF MT)
@ = TPC1 (TERTp C228T, BRAF WT)
UEJ’ 40 A = 8505C (TERTp C250T, BRAF MT)
c mKTC1 (TERTp C250T, BRAF MT)
é 20 4 u FRO (TERTp C250T, BRAF MT)
=
3
[nn] 0 B

72 sa 72sa+72sa

Sekil 0.20: Tiim tiroid hiicrelerinin 50 nM PF-03814735 ile 72 sa ve TT (72sa+72sa) ile inkiibasyonu.
Sekiz farkl: tiroid hiicresi hatt1 (7/8 TK, 1/8 oliimiizlestirilmis tiroid kaynakli hiicre hattr) 96 kuyulu
plakaya ekilmis, 50 nM PF-03814735 ile 72 sa ve TT ile inkiibasyonun ardindan, PF-03814735’in hiicre
biiyiimesi iizerindeki etkisi SRB testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli degisimler bir
veya birden ¢ok yildiz ile isaretlenmistir (*p<0,05,**p<0,01, *** p<0,001). BRAF mutasyonu tasiy1ip
tasimadigindan bagimsiz olarak, PF-03814735, %GI tizerindeki en kritik etki, C228T TERTp
mutasyonu tastyan hiicrelerde, TT sonunda goriilmektedir. C250T TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde
ise, 72 sa inkiibasyonun ardindan, hiicre biiyiimesi %60 civarinda engellenmekte, TT sonunda ise, ilacin
hiicre biiyiimesi lizerindeki etkisi azalmaktadir.

42.4.7. PF-03814735 ile tedavi sonrasinda hTERT ifade (MRNA)

seviyelerinin belirlenmesi

PF-03814735 ile belirlenen optimum tedavi siiresi sonucunda, hTERT mRNA
seviyesinde degisim olup olmadigini belirlemek amaciyla, WRO, TPC1 ve KTC2
hiicreleri 24 kuyulu ii¢ plakaya ekilmis, 24 saatin ardindan plakalara PF-03814735
eklenmis ve plakalar 37°C inkiibatoriinde bekletilmistir. 72 saatin sonunda, ilk

plakadaki hiicrelerden hiicre peleti elde edilmistir. Ikinci ve iigiincii plakalara ise
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sirasiyla, TT ve canlanma testleri uygulanmistir. Siirenin sonunda ikinci ve {iglincii
plakalardaki hiicrelerden de hiicre peleti elde edilmistir. Elde edilen peletlerden total
RNA izole edilmis, CDNA sentezi ve RT-qPZR reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir.

RT-qPZR calismasi sonucunda elde edilen Ct degerlerine gore “2"-AACt”
formiili kullanilarak, hTERT geninin ifadesi deneysel (PF-03814735) ve kontrol
(DMSO) grubunda GAPDH gen ifadesi ile karsilastirilmis, deneysel grup kontrol
grubuna gore normalize edilmis ve deneysel gruptaki hTERT gen ifadesindeki
katsayisal degisim degerleri belirlenmistir (Tablo 4.9). WRO hiicrelerinde her {ig
uygulamada da hTERT gen ifadesi 0,8 kat azalmistir (Sekil 4.21). TPC1 hiicrelerinde
ise her iki ilag uygulamasinda da hTERT mRNA kontrol grubun goére 1,6 kat artarken,
canlanma testi sonucunda 1,24 kat artis belirlenmistir. Bu iki hiicre hattinin aksine, her
uygulamada, KTC2 hiicrelerinin mMRNA seviyesinde farkli sonuglar elde edilmistir. 72
saatlik PF-03814735 tedavisinin ardindan, TPC1 hiicrelerindekine benzer bigimde
hTERT mRNA 1,3 kat artmustir. Optimum tedavi siiresi olan TT’nin ardindan, kontrol
grubu (PF-03814735) ve deneysel grup (DMSO) arasinda fark tespit edilememistir.
Dolayisiyla, TT sonucunda, hTERT gen ifadesi sabit kalirken hiicrelerin biiyiimesi
%90 engellenmektedir. PF-03814735, 72 sa tedavinin ardindan hiicrelerin
canlanmasina engel olurken, hTERT gen ifadesinde yaklasik dort kat artisa neden
olmustur. Bu durum hiicrelerin tekrar ¢ogalmaya baslamak icin hazirlik yaptig

anlamina gelebilir.
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Tablo 4.9: PF-03814735 ile tedavi sonucunda hTERT gen ifadesindeki kat sayisal degisim degerleri.
WRO, TPC1 ve KTC2 hiicreleri 24 kuyulu 3 plakaya triplike olarak ekilmis, 24 saatin ardindan PF-
03814735/DMSO ile gosterilen uygulamalar yapilmistir. Siirenin sonunda, hiicre peletlerinden RNA
izole edilmis ve RT-qPZR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. GAPDH ve hTERT genleri i¢in belirlenen
ortalama Ct degerleri gosterilmektedir. Gen ifadesindeki kat sayisal degisimi belirlemek icin 6ncelikle
deneysel (PF-03814735) ve kontrol (DMSO) grubunda hTERT ve GAPDH genleri i¢in tespit edilen Ct
degerleri arasindaki fark (sirasiyla ACTD, ACTK) belirlenmistir. Ardindan, bu degerler arasindaki fark
(AACY) tespit edilmis ve “2”- AACt” degerleri hesaplanmustir.

hTERT gen
.. PF-03814735 DMSO ifadesindeki
UYGULAMA HUCRELER ACTD ACTK Kat Sayisal
Degisim
GAPDH | hTERT | GAPDH hTERT IAAACE
ort. Ct ort Ct. ort Ct. ort. Ct
WRO 22,12 31,36 24,46 33,44 0,84
72sa Tedavi TPC1 23,99 33,44 22,55 32,69 1,61
KTC2 22,91 33,06 23,00 33,58 1,35
Tekrarl Tedavi WRO 22,90 32,72 23,11 32,66 0,83
1Y ‘g?rr; N TPC1 2483 | 3417 | 2467 | 3474 1,66
KTC2 24,92 35,43 22,93 33,41 0,98
WRO 21,82 33,23 22,21 33,37 0,84
Canlanma TPC1 21,52 31,93 22,13 32,85 1,24
KTC2 23,7 32,64 21,53 32,33 3,63
4
T 35
=
42 3 = WRO-DMSO
p 2,5 m WRO-PF-03814735
T E
'g g; 2 m TPC1-DMSO
[J]
£7T 5 TPC1-PF03814735
: 7
§ 1 B KTC2-DMSO
[+4 -
S o5 W KTC2-PF03814735
N~
0 .
72sa TT Canlanma

Sekil 0.21: PF-03814735 ile tedavi sonrasinda hTERT gen ifadesindeki kat sayisal degisim degerleri.
WRO, TPC1 ve KTC2 hiicreleri 24 kuyulu 3 plakaya triplike olarak ekilmis, 24 saatin ardindan, birinci
plakaya PF-03814735/ DMSO c¢ozeltisi eklenerek plaka inkiibatorde 72 sa bekletilmistir. Siire sonunda,
birinci plakadaki hiicrelerden pelet eldilmistir. Ikinci ve iigiincii plakalara sirasiyla TT ve canlanma testi
uygulanmistir. Siirenin sonunda (72sa+72sa), bu iki plakadan hiicre peleti elde edilmistir. Hiicre
peletlerinden RNA izole edilmis ve RT-qPZR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Belirlenen ortalama Ct
degerleri kullamilarak deneysel (PF-03814735) grupta TERT gen ifadesindeki kat sayisal degisim
degerleri, kontrol grubuna (DMSO) gére normalize edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Bu c¢alismada, toplam sekiz adet tiroid (7/8 tiroid kanseri ve 1/8 immortalize
edilmis normal tiroid hiicreleri), on ti¢ adet HK, on bir adet GBM, dokuz adet melanom
ve ondort adet MK hiicre hatti elde edilmistir (Tablo 4.1).

5.1.1. Tiroid, HK, GBM ve melanom orijinli hiicrelerde TERTp mutasyon

profilinin arastirilmasi

5.1.1.1.  Tiroid orijinli hiicre hatlar

Kullanilan tiroid kanseri hiicre hatlarindan 3/6’s1 papiler (PTK), 1/6’s1 folikiiler
(FTK), kalan 3/6’s1 ise daha agresif form olan anaplastik (ATK) kaynaklidir. Ayrica,
Olumsiizlestirilmis normal tiroid hiicrelerinden olusturulmus Nthyori3.1 hiicreleri de
calismaya dahil edilmistir. Ilk TERTp mutasyon analizi sonucunda, C228T veya
C250T mutasyon varligr arastirtlmis, 3/8 hiicre hattinin (TPC1, KTC2 and BCPAP)
C228T, 3/8 hiicre hattinin (KTC1/8505C/FRO) ise daha az goriilen C250T TERTp
mutasyonuna sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 4.3B ve Tablo 4.3). FRO hiicrelerinin
C250T mutasyonu tasidigt ilk defa bu calismada gosterilmistir. TPC1 hiicrelerinin
mutasyon profili literatiirdeki iki raporla uyumludur (24, 70). KTC2, BCPAP, KTC1
ve 8505C hiicrelerinin TERTp mutasyon profili de Landa ve ark.’nin g¢alismasiyla
ortismektedir (24). Ayrica, Liu ve ark.’nin raporunda da, BCPAP hiicreleri igin
CC228-229TT mutasyonunu saptanmistir (70). Bu ¢alismada WRO ve Nthyori3.1
hiicrelerinde  TERTp mutasyonlar1 tespit edilmemistir. Liu ve ark. da WRO
hiicrelerinde TERTp’da mutasyonu belirlememislerdir (70).

Pek cok calismada, TERTp mutasyonlarinin C228T veya C250T noktalarinda
goriildiigii gosterilmesine ragmen (232), farkli arastirmalar, proksimal promotdrun

baska bolgelerinde de TERTp mutasyonlar1 goriildiigiinii tespit etmistir (14, 16, 29, 74,
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212, 233, 234). Melanomlarda, TERTp’da farkli noktalarda, tek nokta mutasyonlari ve
¢ift zincir kiriklarina siklikla rastlanmaktadir (14, 16, 29, 233). Ek olarak, daha az
goriilen TERTp mutasyonlar1t MK’de de tespit edilmistir (74, 212, 234). C228T veya
C250T TERTp mutasyonu tespit edilemeyen WRO ve Nthyori3.1 hiicrelerinde sik
goriilmeyen TERTp mutasyonlari tespit etmek amaciyla, tam boy TERTp u, iist {iste
binen iki PZR amplikonu ile ¢ogaltilmis (Sekil 4.2A), dncelikle proksimal promotor
(Sekil 4.3B) daha sonra da distal promotor (Sekil 4.5) dizilenmistir. Beklenmedik bir
sekilde, iki hiicre hattinda da herhangi bir TERTp mutasyonu tespit edilmemistir
(Tablo 4.3). WRO ve Nthyori3.1 hiicrelerinin tam boy TERT sekansinda da higbir
mutasyon olmadig1 ilk defa ortaya konmustur. Tiroid kanseri hasta Ornekleriyle
yapilan gilincel aragtirmalara gore, TERTp mutasyonlar1 daha ¢ok agresif olan (ATK
veya AFTK) kanserlerde tespit edilmektedir (232). Dolayisiyla, WRO (FTK) ve
Nthyori3.1 (6liimsiizlestirilmis normal tiroid hiicreleri) gibi daha az agresif, daha ¢ok
farklilagmis hiicrelere sahip hiicre hatlarinda TERTp mutasyonu tespit edilmemesi ¢ok

da sasirtici degildir.

5.1.1.2. HK orijinli hiicre hatlar

HK hiicre hatlarindan alt1 tanesinin TERTp mutasyon profili literatiirden
belirlenmis (26), alti hiicre hattinin TERTp mutasyon profili ise PZR ve Sanger
sekanslama ile ¢alismamizda belirlenmistir. SNU 398, Huh7, SNU475 ve SNU387
hiicrelerinde C228T TERTp mutasyonu tespit edilirken, SNU 449 ve SNU 182
hiicrelerinde C228T veya C250T nokta mutasyonlari belirlenmemistir (Tablo 4.3). Bu
sonuglar, Nault ve ark.’nin c¢aligmasiyla uyumludur (26). SNU 449 ve SNU 182
hiicrelerinde ayrica, sik goriilmeyen TERTp mutasyonlar: tespit etmek amaciyla, tam
boy TERTp’u, iist iiste binen iki PZR amplikonu ile ¢ogaltilmis, 6ncelikle proksimal
promotor (Sekil 4.3A) daha sonra da distal promotér (Sekil 4.5) dizilenmistir. Sonug
olarak, bu hiicrelerde tam boy TERTp sekansinda hi¢bir mutasyon olmadig: ilk defa

gosterilmistir.
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5.1.1.3. GBM orijinli hiicre hatlar

Elde edilen GBM hiicre hattindan 5/11 tanesinin TERTp mutasyon profili
literatiirden tespit edilmistir (17, 24, 25). Acilip biiyiitiilen 6/11 hiicre hattindan iki
tanesinin (A172 ve U87MG) TERTp mutasyon durumu literatiirde bulunan bilgiyle
dogrulanmis (17, 24, 25), diger 4 hiicre hattinin (LN18, LN229, M059J ve Hs683)
TERTp mutasyon profili ilk defa ¢alismamizda saptanmistir. LN229 ve MO059]
hiicrelerinde C228T, Hs683 hiicrelerinde C250T TERTp mutasyonu gosterilmistir.
(Tablo 4.3). LNI18 hiicrelerinde, C228T veya C250T nokta mutasyonlar
bulunmamuistir. LN-18 hiicrelerinde, sik goriilmeyen TERTp mutasyonlar tespit etmek
amaciyla, tam boy TERTp’u, ist iiste binen iki PZR amplikonu ile ¢ogaltilmus,
oncelikle proksimal promotor (Sekil 4.3B) daha sonra da distal promotor (Sekil 4.5)
dizilenmistir. Bu hiicrelerde tam boy TERTp sekansinda hi¢bir mutasyon olmadigr ilk

defa gosterilmistir.

5.1.1.4. Melanom hiicrelerinin TERTp mutasyon profilinin arastirilmasi

Acilip biiyiitiilen 3/4 melanom hiicre hattinin (A2058, MEWO ve SK-MEL-28)
TERTp mutasyon profili de ilk defa ¢alismamizda belirlenmistir. A2058, MEWO, SK-
MEL-28 hiicrelerinde sirastyla, C228T, C250T ve G239T TERTp mutasyonlar: tespit
edilmistir (Tablo 4.3). Huang ve ark., raporlarinda G361 hiicrelerinde TERTp
mutasyonu tespit edilmedigi belirtilmistir (17). Ancak yazarlar ¢alismalarinda sadece
C228T ve C250T mutasyon varligmi arastirmiglardir. Oysa bu caligmada, Sanger
dizileme ile bu iki nokta mutasyonu etrafinda olan tiim mutasyonlar arastirilmis (Sekil
4.3C, Tablo 4.3) ve G361 hiicrelerinde CC262/263TT mutasyonu tespit edilmistir. Bu
mutasyon, melanomlarda sik goriilen ultraviole (UV) 1smm1 ile indiikklenmis DNA
hasarmi (pirimidin dimeri) ¢agristirmaktadir. Tiroid, HK ve GBM hiicrelerinin aksine,
melanom hiicreleri arasinda TERTp mutasyonuna sahip olmayan (TERTp WT) bir
hiicre hatt1 belirlenememistir. Deri orijinli melanom hiicrelerinin cogunda, UV 1s1n1 ile
maruziyet oldugu igin, bu hiicrelerde TERTp WT genotipe sahip hiicre hatti bulma
olasilig1 oldukga diisiiktiir.
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Sonug olarak, ii¢ tiroid (WRO, FRO, Nthyori), iki HK (SNU 182/SNU 449), dort
GBM (LN18, LN229, M059J ve Hs683) ve dort melanom (MeWO, SK-Mel-28,
A2058 ve G361) olmak tizere toplam on ii¢ hiicre hattinin TERTp mutasyon profili ilk

defa bu tez kapsaminda belirlenmistir.

512. Tam boy TERTp sekans1i elde edilen hiicrelerde tek niikleotit

polimorfizmlerinin (SNP) arastirilmasi

Tam boy TERTp sekansi elde edilen hiicrelerde, niikleotit degisimleri tespit
edilmis, bu degisimlerin SNP veritabanina (235) eklenen polimorfizmlerden olup
olmadigi arastirilmistir. HK (SNU 182, SNU449), tiroid (WRO, Nthyori3.1) ve GBM
(LN18) hiicrelerinin distal promotdriinde, ortak bir SNP (rs7712562) tespit edilmistir
(Tablo 4.3). Bu polimorfizm, TBB’den 1072 niikleotit uzakta yer almaktadir
(1072CC). Tranksripsiyon faktorlerinin (TF) baglanma bdlgelerini arastiran sanal bir
laboratuvar olan PROMO’da (236), bu SNP olan ve olmayan TERTp dizileri
karsilastirilmis ve polimorfizm tasiyanlarda, yeni T-antigen (T-Ag), Cremtaul/2
(cAMP responsive factor element modiilator-tau) ve Myogenin TF baglanma bélgeleri
olustugu tahmin edilmistir. Ayrica, RC2, Zic3, Myb2 (Myb proto-onkogen 2) ve
C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) alfa/beta TF baglanma bdlgelerinin
kayboldugu da one siirilmistiir. Protoonkogen olan Myb proteinlerin aktivitelerinin
programli hiicre 6liimiine engel oldugu ve hiicre biiylimesini indiikledigi farkli timdor
modellerinde gosterilmistir (237-240). C/EBP proteinlerinin de B-hiicreli akut
lenfositik 16semi (B-ALL) ve prostat kanserlerinde, hiicre ve timdr biiylimesini
arttirdi@n gosterilmistir (241, 242). TERTp mutasyonu tasimayan bu hiicre tiplerinde,
bu polimorfizm ile Myb2 ve C/EBP TF baglanma bolgelerinin kaybolmasinin
hiicrelere daha az biiylime avantaji sagladig1 ve daha yavas biiylimelerine sebep oldugu

diistiniilebilir.

WRO (tiroid) ve LN18 (GBM) hiicrelerinde iki ek SNP (rs3215401, rs2853669)
tespit edilmistir. “rs3215401” kodlu SNP, rs7712562 gibi distal promotdrde, TBB’den
1256-1260 baz ¢ifti uzakta yer almakta ve C niikleotit insersiyonu igermektedir.
PROMO’da, bu SNP olan ve olmayan TERTp dizileri karsilastirilmis ve polimorfizm
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tagiyanlarda, yeni noroendokrin farklilagma faktore (IA-1) baglanma bdolgesinin
olustugu, bunun yaninda niikleer faktér ETF (TEA bdlgesi transkipsiyon faktor 2) ve
SP-1 (SP-1 transkripsiyon faktorii) baglanma bolgelerinin kayboldugu gosterilmistir.
ETF ve Sp-1 transkripsiyon faktorleri baglanma bolgelerinin artisi, hepatositlerde
MAPK sinyal iletim yolaginin aktivitesi ile iligkilendirilmistir (243). Dolayisiyla,
TERTp mutasyonu tagimayan bu iki hiicre tipinde, bu polimorfizmin, benzer sekilde
MAPK aktivitesini azalttig1 ve hiicrelerin daha yavas biiylimelerine sebep oldugu

diisiiniilebilir.

“rs2853669” kodlu SNP’in ise kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)
hiicrelerinde TERTp’unda ETS2 TF baglanma boélgesinin pargalandigi gosterilmistir
(244). Bu polimorfizmin, gogiis kanseri hiicrelerinde ETS2 TF baglanmasina ek olarak
protoonkogen olan myc TF baglanmasina da engel oldugu ve TERT mRNA ifadesini
azalttig1 gosterilmistir (115). Iki ayr1 calismada, tiroid hiicrelerinin biiyiimesinde bu
polimorfizmin bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (132, 133). Speigl-Kreinecker ve
ark.’nin bulgularina gére, mutasyon tagimayan TERTp’a sahip GBM hiicrelerinde
(SNP goriilen tiim hiicrelerde gozlendigi gibi), varyant alelin varligi, telomeraz
aktivitesini azaltmis, telomer uzunlugunu ve bililyiime hizin1 artirmistir (245). Bu
durumun tersine, daha agresif olan telomeraz pozitif olan hiicrelerde, daha yiiksek
telomeraz aktivitesine, daha kisa ve diizenli telomerlere rastlanmistir (246). Bu
polimorfizmi tasiyan hiicreler ¢ok agresif hiicreler olmadiklar1 ve telomeraz
aktivitesini arttiran TERTp mutasyonu tagimadiklari i¢in, bu polimorfizmin telomeraz
aktivitesini daha da azaltmasini ve hiicre biiylimesini yavaslatmasini saglamis olmasi

akla yatkindir.

5.1.3. Tiroid hiicrelerinde ikincil BRAF mutasyonlarinin arastiriimasi

Giincel yaymnlarda, az farklilasmis AFTK ve ATK gibi agresif tiroid kanseri
hiicrelerinde, TERTp ve BRAF V600E mutasyonlarinin birlikte gozlendigi rapor
edilmistir (31-35, 247-254). Dolayisiyla, kullanilan tiroid kanseri hiicrelerinin BRAF
mutasyon profili literatliirden arastirilmis ve epigenetik ila¢ kiitiiphanesi olan taramada

hem BRAF mutasyonu olan hem de olmayan hiicreler kullanilmstir. Literatiirde WRO
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ve FRO hiicrelerinin BRAF V600E mutasyon durumu hakkinda celiskili ifadelere
rastlanmistir (218, 223-226, 244). Bu yilizden, FRO ve WRO hiicrelerinin BRAF
V600E ve KRAS kodon 12/13 mutasyonuna sahip olup olmadigi arastirilmis ve
anaplastik FRO hiicrelerinin BRAF V600E mutasyonu tasidigi, folikiiler WRO
hiicrelerinin ise bu mutasyona sahip olmadig1 gosterilmistir (Sekil 4.13). Ayrica, bu
hiicrelerin ikisinin de KRAS mutasyonu tasimadigi gosterilmistir (Sekil 4.14). Papiller
(35, 255, 256) ve folikiiler (257, 258) tiroid kanserlerinin ¢ogunda, sirasiyla BRAF ve
RAS genlerinde aktive eden mutasyonlar tespit edilmistir. WRO hiicrelerinin ne BRAF
V600E ne de KRAS mutasyonuna sahip olmamasi ilgingtir. Giincel bir ¢alismaya gore,
FTK’lerde, RAS mutasyonlari en ¢ok NRAS ve HRAS genlerinde (kodon 61)
goriilmektedir (36, 257, 258). Song ve ark., calismalarinda, FTK tiimorlerinde,
N/H/KRAS genlerine ait kodon 12/13’de mutasyona rastlanmamistir. Dolayisiyla,
WRO hiicrelerinde de NRAS veya HRAS kodon 61 mutasyonunun varligi olasidir.

5.1.4. Tiroid hiicrelerinin epigenetik ila¢ Kiitiiphanesi ile taranmasi

Biiyiitiilen tiroid hiicreleri arasinda, TERTp mutasyonu ile RET/translokasyonu
tasiyan ama BRAF V600E mutasyonu tagimayan tek hiicre hattt TPC1 hiicreleridir
(Tablo 4.5). Hiicrelerin ¢ogunda (5/8) hem TERTp hem de BRAF V600E mutasyonu
bulunmaktadir. Dolayisiyla, bu ¢alismada, ¢ift mutant (TERTp ve BRAF) olan KTC2
hiicrelerinde etkili olan ve TERTp mutasyonu tasimayan (WT) hiicrelerde az etkili olan
epigenetik ilaclar arastirilmigtir. Ilk tarama ¢alismasinda, i. mutant TERTp (TPC1), ii.
mutasyonu tasimayan TERTp (WRO) ve iii. mutant TERTp ve BRAF(KTC2) 51 ilag
iceren epigenetik ila¢ kiitiiphanesi ile taranmig ve KTC2 hiicrelerine 6zgiil etki

gosteren 8 ilag belirlenmistir (Tablo 4.7, Sekil 4.16).

KTC2 hiicrelerinde 06zgiil etki gosteren ilaclarin ¢ogu (5/8) epigenetik
degisiklikleri kontrol eden histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin inhibitori, 2/8’1
hiicre biiylimesinde etkili olan Aurora kinaz enzimlerinin inhibitorii ve 1/8°1 hiicre
metabolizmasini kontrol eden NAD+ bagimli protein deasetilaz (SIRT1) enziminin
aktivatoriidiir. Segilen ilaclarin hiicre biiylimesi lizerindeki etkisi, 72 saatte (48 saatle

karsilagtirildiginda) daha fazladir. Epigenetik degisklikler, kendisini zaman i¢inde
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gosterdigi i¢in (259) bu sonug oldukga akla yatkindir. Bazi ilaglar, daha yiiksek olan
dozda etkiliyken, bazilar1 daha diisik dozda KTC2 hiicrelerinde kritik etki
gostermistir. Epigenetik ilaclar, hem biiyiime destekleyici (growth promoter) hem de
timoOr baskilayic1 (tumor supressor) genlerin ifadesini etkiledigi igin (259)
bazilarminyiiksek dozlarda tiimor baskilayict genlerin ifadesine engel olarak

biiylimeyi destekleyici etkilerinin olmasi kuvvetle muhtemeldir.

5.1.5. Optimum ila¢ doz ve zamanin belirlenmesi

KTC2 hiicrelerinde 6zgiil etki gosteren ve bu etkiyi, ilag igeren ortam taze besiyeri
ile degistirildiginde kaybetmeyen iKi ilag tespit edilmistir (Sekil 4.17). Bu iki ilacin
zamana baglh etkisi arastirilmig, her iki ilacin da tekrarlayan tedavide biiylimeyi
maksimum diizeyde engelledigi ve bu etkinin 96 saatte azaldig1 gosterilmistir (Sekil
4.18). 96 saatte azalan ilag etkisinin ilag inaktivasyonuna bagli oldugu tahmin
edilmektedir. CUDC-101 ile tekrarlayan tedavi sonucunda hem KTC2 hem de WRO
hiicrelerinin biiylimesi %50’den fazla engellenmistir. Bu nedenle bu ila¢ ¢alismadan

cikarilmis, sadece PF-03814735’in optimum inkiibasyon dozu belirlenmistir.

5.1.6. Tiim follikiiler orijinli tiroid hiicre hatlarimin PF-03514735 ile

inkiibasyonu

Bazi giincel ¢alismalarda, ¢ift mutasyon (TERTp ve BRAF V600E) tasiyan tiroid
tiimorlerinde tiimoriin agresifliginin daha fazla oldugu gosterilmistir (31-36, 247-254).
Bagka arastirmalarda ise, sadece TERTp mutasyonun varliginin hastaligin niiksiinii ve

uzak metastaza olasiligini arttirdigi belirlenmistir (129-133).

PF-03814735 ile optimum inkiibasyon dozu ve zamani belirlendikten sonra,
folikiiler orijinli tiim tiroid hiicreler, PF-03814735 ile hem 72sa hem de iki kez ilag
verildiginde (TT) inkiibe edilmistir. Sonug olarak, PF-3814735’in hiicre biiylimesi
tizerindeki etkisinin BRAF mutasyonu varligindan bagimsiz oldugu ancak TERTp

mutasyonun varligi ile yakindan iliskili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.20). Bu bulgu,

98



tiroid timori agresifligini sadece TERTp mutasyonun varligiyla iliskilendiren

calismalarla uyumludur (129-133).

Her iki zaman diliminde de PF-03814735’in, C250T TERTp mutasyon tasiyan
hiicrelere kiyasla, C228T TERTp mutasyonu tastyan hiicrelerde daha etkili oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.20). Bu bulgu, C228T (14, 17, 27, 28) ve C250T (69) TERTp
mutasyonlarmin farkli mekanizmalarin1 oldugunu gosteren caligmalarla ve C250T

mutasyonlarinin tiroid kanserlerinde daha az saptandigini belirten raporlarla (24, 30-

33, 35, 36, 128) uyumludur.

PF-03814735, C250T TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerde, hiicre biiyiimesi
tizerinde maksimum etkiye 72 saatte ulagsmis ve bu etki TT ile azalmigtir (Sekil 4.20).
Bu bulgu, C250T TERTp mutasyonunun, hiicrelerin ilaca olan direncini arttirdigini ve

ilacin sitotoksik etkilerinden hiicreleri korudugu goriisiinii desteklemektedir.

TT sonucunda, WRO hiicrelerin biiylimesi daha ¢ok engellenmistir (TT: %40;
72sa: %32). Bu durumun tersine, immortalize edilmis Nthyori3.1 hiicrelerinin
biiyiimesi tekrarlayan tedaviden sonra azalmistir (Sekil 4.20). Bu bulgu, normal tiroid
hiicrelerinin PF-03814735’in tekrarlayan tedavi sonucu olusan sitotoksik etkilerine
daha diren¢li oldugunu gdostermektedir. Dolayisiyla, optimum doz ve zamanda
uygulanan PF-03814735 tedavisinin, kanser hiicrelerine sitotoksik etki yaratip, normal

hiicrelere az zarar verecegi tahmin edilmektedir.

PF-03814735’in, farkli hiicre tiplerinde, hiicrede gerceklesen epigenetik olaylar
modifiye ettigi ve hiicre biiylimesine engel olan Aurora Kinaz A/B inhibitorii oldugu
gosterilmistir (260). Jani ve ark., meme kanseri hiicrelerinin PF-03814735 ile
inkiibasyonu sonucunda, histon H3 proteini fosforilasyonun ve sitokinezin
engellendigini, programli hiicre Olimiiniin  (apoptoz) ise indiiklendigini
gostermislerdir. Bu ¢alismadaki bulgulardan yola ¢ikarak, BRAF V600E mutasyon
durumundan bagimsiz olarak, PF-03814735’in, C228T TERTp mutasyonu tasiyan
tiroid tiimorlerinde de etkili olmasi ve hiicre biiylimesini engelleyecegi tahmin

edilmektedir.
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5.1.7. PF-03814735 ile tedavi sonrasinda hTERT gen ifadesindeki degisimin

arastirilmasi

Farkli galismalarda TERTp mutasyonlarinin, hTERT ifade seviyesinde artisa neden
oldugu gosterilmistir (14, 16, 17, 248). Dolayisiyla, KTC2 hiicrelerine 6zgiil olan PF-
03814735 ile tedavi sonrasinda hiicrelerdeki hTERT gen ifadesinin azalacagi hipotez
edilmistir. Ancak, beklenilenin tersine, PF-03814735’in az etkili oldugu TERTp’da
mutasyon tasimayan WRO hiicrelerinde hem ila¢ tedavilerinde hem de canlanma
deneyinde hTERT ifade seviyesinin yaklasik 0,8 kat azaldigi tespit edilmistir. Bu
bulgu, PF-03814735’in WRO hiicrelerinde az etkili oldugu bulgusunu destekler
niteliktedir.

C228T TERTp mutasyonuna sahip TPC1 ve KTC2 hiicrelerinde ise, PF-03814735
ile tedavi sonucunda, hTERT ifade seviyesinin arttigi ya da sabit kaldigi ortaya
konmustur (Sekil 4.21). KTC2 hiicrelerinde, daha az etkili olan 72 sa tedavinin
ardindan hTERT mRNA 1,3 kat artarken, TT sonucunda hTERT ifade seviyesinin sabit
kaldig1 tespit edilmistir. Bu bulgu, TT sonunda, hiicrelerin biiyiimesinin yaklasik %90
engellenmesi (Sekil 4.21) bulgusunu da desteklemektedir. Ek olarak, canlanma deneyi
sonucunda KTC2 hiicrelerinde hTERT ifade seviyesinde 4 kat artis oldugu
belirlenmistir. Bu bulgu da hiicrelerin tekrar biiylimeye baslamak i¢in hazirlik
yaptiginin ve biliylimenin engellenmesinin sona erdiginin gostergesi olacak

niteliktedir.

KTC2 hiicrelerinin aksine, TPC1 hiicrelerinde hem 72 saatlik hem de TT
sonucunda hTERT ifade seviyesi yaklasik 1,6 kat artmistir. Canlanma deneyinde ise
hTERT ifade seviyesi sadece 1,24 kat artmistir. Dolayisiyla, h\TERT gen ifade seviyesi
acisindan bu hiicrelerin tedaviye daha direngli oldugu, TPC1 hiicrelerinde BRAF
mutasyonu yerine bulunan RET/PTC translokasyonunun hTERT ifade seviyesini

yiiksek tutmada etkili oldugu tahmin edilmektedir.

PF-03814735 ile tedavi sonrasinda biiylimenin engellenmesinde BRAF mutasyon

varligimin etkili olmadig1 ortaya koyulmasina ragmen (Sekil 4.20) ayn1 durum hTERT
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ifade seviyesi i¢in gegerli degildir. PF-03814735 ile inkiibasyon sonucunda, sadece
TERTp C228T ve BRAF mutasyonu tagiyan KTC2 hiicrelerinde hem biiyiime %90
engellenmis hem de hTERT ifade seviyesi sabit kalmistir. Bu durumun aksine, BRAF
mutasyonu tasimayan TPC1 hiicrelerinde hiicre biiyiimesi ayn1 oranda (%90)
engellenmesine ragmen, hTERT ifade seviyesi artmaya devam etmistir. Bu bulgular
1s1¢inda, uzun siireli PF-03814735 tedavisinin hem TERTp C228T hem de BRAF

V600E mutasyonu tasiyan hiicrelerde daha etkili olacagi tahmin edilmektedir.

5.1.8. Cahisma sirasinda karsilasilan problemler

5.1.8.1. PZR sirasinda karsilasilan problemler

GBM hiicrelerinde TERTp mutasyon belirleme ¢alismalari sirasinda, PZR1’de
problem yasanmis, tekil ve net olan PZR1 bantlar1 elde edilememistir. Bu sorunu
¢ozmek i¢in, Oncelikle farkli bir enzim kiti (Pfusion High Fidelity DNA polimeraz)
kullanilmis ancak enzim tampon ¢6zeltisinde bulunan yesil boyanin sekans sonuglarini
etkilemesi nedeniyle bu enzim daha sonra kullanilamamigtir. PZR1 igin kullanilan
enzim kitinde (GoTaq DNA polimeraz) kullanilan her malzemenin alternatif tiipii
kullanilmis ve sorunun ters primerde oldugu, farkli bir ters primer kullanildiginda
sorunun kayboldugu gésterilmistir (Sekil 4.4A). Bu hiicreler i¢in, ayr1 bir primer seti
kullanilarak, farkli bir amplikon (PZR3) sentezlenmis ve dizileme sorunsuzca

gergeklestirilmistir.

5.1.8.2. Hiicrelerin M.spp ile enfekte olmasi

Epigenetik ilag kiitiiphanesi ile ila¢ inkiibasyonu dncesinde, folikiiler orijinli tiroid
hiicrelerinin plakaya ekim yogunlugu arastirilmistir (Sekil 4.9). Ancak, hiicrelerinin
biiyiik bir kisminda (5/8) PZR yontemi ile M.ssp enfeksiyonu tespit edilmis ve enfekte
olan hiicreler ii¢ hafta boyunca degisimli kullanilan antibiyotik ile tedavi edilmistir.
Tedaviden sonra iki hafta daha hiicreler kiiltiirde biiyiitiiliip M.spp testi tekrarlanmig
(Sekil 4.1), hiicrelerin M.spp enfeksiyonunun giderildigi gosterildikten sonra,

hiicrelerin plakaya ekim yogunlugu tekrar arastirilmistir (Sekil 4.9). Sonug olarak,
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M.spp enfeksiyonun hiicre biiylimesini engelledigi gosterilmistir. Ancak tiim bu

adimlar epigenetik ila¢ kiitliiphanesi ile taramanin gecikmesine neden olmustur.

5.1.8.3.  Hiicrelerin ila¢ inkiibasyonlarinin uzun siirmesi

Hiicrelerin plakalara ekilmesinden itibaren, Canlanma testinin gerceklestirilmesi
toplam sekiz giin siirmiistiir. Benzer sekilde, KTC2 hiicrelerine 6zgiil etkisi olan iki
ilacin (CUDC-101 ve PF-03814735) optimum inkiibasyon zamani, sekiz giinliik
calisma ile belirlenmistir ve PF-03814735’in en ¢ok TT sonucunda biiylimeyi
engelledigi gosterilmistir. Dolayisiyla, PF-03814735’in optiumum inkiibasyon
dozunun belirlenmesi ve tiim tiroid hiicrelerinin bu ilag ile inkiibe edilmesi de 8’er giin
stirmiistiir. Kemoterapi ilaglarinin hastalarda etkili olmasi igin, ilag tedavileri belirli
araliklarla tekrarlanmaktadir. PF-03814735’in de C228T TERTp mutasyonu tasiyan
hiicrelerde tekrarlayan tedavi sonucunda maksimum etkiyi goOstermesi yiiz
giildiirticiidiir. Ancak, ila¢ inkiibasyon siirelerinin 8’er giin siirmesinden dolay1, bu
calismada, tiroid kanseri disindaki diger kanser hiicreleri (HK, GBM ve melanom) PF-

03814935 ile tedavi edilememistir.

5.1.9. Cahsmann gelecek planlar

Bu calismada, bes farkli orijinli kansere 0zgii hiicre hatti koleksiyonu elde
edilmistir. HK, tiroid, GBM ve melanom hiicrelerinin TERTp mutasyon profili
belirlenmis ve MK orijinli hiicre hatlar ile hi¢ ¢alisma yapilamamistir. Gelecekte, bu
hiicrelerin hem bu calismanin devami hem de yeni projelerde kullanilmasi

amaclanmaktadir.

PF-03814735’in, ozellikle C228T TERTp mutasyonuna sahip tiroid kanseri
hiicrelerinde etkili oldugu ¢aligmamizda gosterilmis, ancak bu tedavi, HK, GBM,
melanom veya MK orijinli hiicrelerde denenememistir. Yiiksek siklikla C228T TERTp
mutasyonunu iceren HK, GBM, melanom veya MK gibi hiicrelerde de (17, 248) bu
tedavinin uygulanip uygulanamayacagi ileriki c¢alismalarda test edilmelidir.

Tedavinin, oncelikle, %50’sinde yarisinda BRAF mutasyonu da tespit edilen
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melanomalarda (261, 262), daha sonra ise TERTp mutasyonarinin siklikla gorildigi

GBM ve HK ve MK kanserlerinde uygulanmasi planlanmaktadir.

PF-03814735 gibi, CUDC-101 adl1 epigenetik ilacin da C228T TERTp mutasyonu
tastyan KTC2 hiicrelerine 6zgil etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.16, ilag 10).
Bu ilag, TERTp’da hem C228T mutasyonu tagiyan (KTC2) hem de hi¢ mutasyon
tasimayan (WRO) hiicrelerde biiyiimeyi %50’den fazla engelledigi i¢in ¢alismadan
cikarilmistir (Sekil 4.18). CUDC-101"in, farkl orijinli kanser hiicrelerinde, birden ¢ok
proteini (HDAC/HER2/EGFR) hedefleyerek hiicre biiytimesini engelledigi (257, 263)
ve apoptozu indiikledigi (257) gosterilmistir. Ayrica, farkli ksenograft timor
modellerinde, CUDC-101in tiiméor biiylimesini engelledigi bildirilmistir (257, 263).
PF03814735 ile CUDC-101’in kombine tedavisinin, sinejistik etki yaratacagi ve hiicre
biiylimesi lizerinde, tek basina PF-03814735 tedavisine kiyasla, daha etkili olabilecegi
tahmin edilmektedir. Kanser tedavilerde kullanilan ilaglara karsi zamanla direng
gelismektedir. Bu nedenle, farkli terapdtik ilag kombinasyonlari igeren hedefe yonelik
tedavi uygulamalar1 sonucunda farkli orijine sahip tiimor hiicrelerinde, umut veren
sonuclar bildirilmistir  (264). Dolayisiyla, PF-03814735 ve CUDC-101’in
kombinasyonun uygulanmasi, tiroid hiirelerinin PF-03814735’¢ kars1 daha az direng
gostermesini saglayabilir. Ileriki ¢alismalarda, farkli PF-03814735 ve CUDC-101

kombinasyonlari ile 6ncelikli olarak tiroid hiicrelerin tedavi edilmesi s6z konusudur.

PF-03814735’in C228T TERTp mutasyonu tagiyan tiroid kanseri hiicre hatlarinda
(KTC2, TPC1 ve BCPAP) etkili oldugu, TERTp’da mutasyon tasimayan hiicre hattinin
(WRO) bu ilaca daha direngli oldugu gosterilmistir. Bu bulgularin fizyolojik olup
olmadigin1 gostermek i¢in, ayni tedavi, hem tiimor biyopsilerinden elde edilen
hiicrelerde hem de ksenograft tiimoér modellerinde tekrarlanmalidir. Bu amacgla,
oncelikle, farkl tip tiroid tiiméorlerine (PTK, FTK ve ATK) sahip hastalardan alinan
timor biyopsilerinden elde edilecek hiicreler, kiiltiire alinmalidir. Daha sonra,
hiicrelerin, bu calismada belirlenen optimum doz ve zamanda PF-03814735 ile
inkiibasyonu saglanip, PF-03814735’in kanser hiicrelerinin biiylimesi tlizerindeki
etkisi arastirilmalidir. Ek olarak, ileriki ¢calismalarda, C228 T TERTp mutasyonu igeren
KTC2, TPC1 veya BCPAP hiicreleri, agir kombine bagisiklik yetmezligi (SCID) olan
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farelere agilanarak ksenograft fare model(ler)i elde edilmelidir. Ayrica bir tiroid
kanseri hastasindan alinan biyopsi 6rnegi kullanilarak da ksenograft timoér modeli
olusturabilir. Fare model(ler)inde tiimoriin biiyiimesini takiben, fareler PF-03814735
ile tedavi edilmeli ve hiicre kiiltiiriinde gbzlenen etkilerin olusan tiimorlerde de devam

edip etmeyecegi arastirilmalidir.

5.2. Sonug¢

Bu galismada, farkli kaynaklardan on ti¢ HK, sekiz tiroid, on bir GBM, dokuz
melanom ve ondort MK hiicre hatt1 elde edilmis, sekiz tiroid, altt HK, onbir GBM ve
dort melanom hiicre hatti kiiltiirde biiyiitiilmiistiir. Kiiltiirde biiyiitiilen tiim hiicrelerin,
TERTp mutasyon profili arastirilmis, bazi hiicrelerin mutasyonu literatiir ile teyit
edilirken, digerleri ise ilk defa belirlenmistir. Ug tiroid (WRO, FRO, Nthyori), iki HK
(SNU 182/SNU 449), 4 GBM (LN18, LN229, M059J ve Hs683) ve dort melanom
(MeWO, SK-Mel-28, A2058 ve G361) hiicre hattinin TERTp mutasyon profili ilk defa

bu calismada belirlenmistir.

Ikinci asamada, C228T TERTp mutasyonu tasiyan hiicrelerin epigenetik ilaglarla
hedeflenebilecegi ve bu hiicrelere 6zgii etki gosteren epigenetik ilaclar bulunabilecegi
hipotez edilmistir. Bu amagcla, ii¢ adet tiroid kanseri hiicre hatti1 epigenetik ilag
kiitliphanesi ile taranmig, PF-03814735 adli ilacin en etkili oldugu doz ve zaman
belirlenmis ve tiim tiroid orijinli hiicreler, belirlenen optimum doz ve zamanda, PF-
03814735 ile muamele edilmistir. Hiicrelerin BRAF mutasyon durumundan bagimsiz
olarak, C228T TERTp mutasyonu tasiyan tiroid kanseri hiicrelerinde PF-03814735 ile
TT sonucunda, biiyiimenin engellendigi gosterilmistir. Bu tedavinin, C250T TERTp
mutasyonu tagtyan tiroid hiicrelerinde daha az etkili oldugu ve mutasyon tagimayan
hiicrelerin bu ilaca kars1 direngli oldugu ortaya konmustur. Ek olarak, TT sonucunda,
C228T mutasyonu tagtyan KTC2 hiicrelerinde hTERT ifade seviyesinin sabit kaldigi,
canlanma deneyi sonucunda ise dort kat arttigi tespit edilmistir. Sonug olarak, bu
calismada elde edilen bulgular, PF-03814735%in, 6zgil olarak, C228T TERTp
mutasyonu tasiyan tiroid kanseri hiicre hatlarin1 hedeflemek i¢in kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Abstract

Thyroid cancer (TC) is a very common malignancy worldwide. Chief among the innovative molecular drug targets
for TC are epigenetic modifications. Increased telomerase activity in cancer cells makes telomerase a novel target
for epigenetic anticancer drug innovation. Recently, telomerase reverse transcriptase (7ERT) gene promoter
(TERTp) mutations (C228T and C250T) were reported at high frequency in TC cell lines and tumor biopsies. In
this study, three representative TC cell lines, mutant TERTp (TPC1), mutant BRAF/TERTp (KTC2), and wild-type
TERTp (WRO), were screened with a drug library composed of 51 epigenetic drugs: 14 Aurora kinase inhibitors;
23 histone deacetylase inhibitors; 5 sirtuin modifiers; 3 hypoxia-inducible factor inhibitors; 2 DNA methyl-
transferase inhibitors; 2 histone methyltransferase inhibitors, a histone demethylase inhibitor, and a bromodomain
inhibitor. Effects of the drugs on cell growth at 48 and 72h were compared. PF-03814735, a small-molecule
inhibitor of Aurora kinase A (ICso=0.8nM) and B (ICso=>5nM), was the most potent on KTC2 cells, whereas
CUDC-101, a multitarget inhibitor, was effective on both WRO and KTC2 cells. Notably, PF-03814735 was found
to be the most effective epigenetic drug on cell lines harboring the C228T mutation. In conclusion, these new
findings offer specific guidance on dose and time course selection to design novel therapeutic interventions against
TC using PF-03814735, and specifically target cells carrying the TERTp“***" mutation. In a larger context of drug
discovery science, these findings inform new strategies to forecast optimal treatment regimens for TC, particularly
with Aurora kinase inhibitors and in ways guided by epigenetic drug design.

Keywords: epigenetics, drug design, PF-03814735, Aurora kinase inhibitor, telomerase, thyroid cancer

Introduction TERTp mutations were shown to create de novo E26
transformation-specific (ETS) transcription factor family
DxAGNosnc AND THERAPEUTIC INNOVATION in clinical ~ binding sites (Horn et al., 2013; Mancini ct al., 2018; Song

oncology can benefit from knowledge of host/environment et al., 2019; Vallarelli et al., 2016) and increase TERT ex-
interactions broadly, and the field of epigenetics in particular ~ pression as well as telomerase activity (Vinagre etal., 2013).
(Dawson, 2017). To this end, cancer research and drug de- Numerous studies demonstrated that telomere lengthening
velopment are currently witnessing the dawn of epigenctics-  is controlled by epi ic mect (Cong and Bacchetti

guided drug discovery and development (Dzobo, 2019).
Thyroid cancer (TC) is one of the most common endocrine
malignancies and offers an opportunity for epigenctic drug
design that can greatly impact public health. Additionally,
increased telomerase activity in cancer cells makes telo-
merase a novel target for anticancer therapeutics innovation.
Telomerase reverse transcriptase (TERT) gene promoter
(TERTp) mutations (C228T and C250T) were reported at
a high frequency in TC cell lines and tumor biopsies. Both

2000; Dessain et al., 2000; Gonzalo et al., 2006; Hou et al.,
2002; Lopatina et al., 2003). Notably, cells harboring TERTp
hotspot mutations contain active histone marks and maintain
transactivation by recruiting GA-binding protein (GABP),
whereas cells harboring wild-type TERTp exhibit epigeneti-
cally silenced chromatin (Bell et al., 2015). Furthermore, it
has been reported that TERTp was hypermethylated in ter-
minally differentiated cells at CpG islands and thus, inhibi-
tion of DNA methylation (Gonzalo et al., 2006) or histone
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deacetylation (Cong and Bacchetti, 2000) induced telomere
clongation and increased genomic instability in somatic cells.

Based on the frequency of TERTp™**" mutations in TC
and the critical effects of epigenctic modifications on TERTp
activity, candidate epigenetic drugs were hypothesized to
target TC cells harboring TERTp“**". Tn this study, three
representative TC cell lines, mutant TERTp (TPCI), mutant
BRAFITERTp (KTC2), and wild-type TERTp (WRO), were
used to screen an epigenetic drug library, with a view to
inform future epigenetic-guided drug design and develop-
ment in TC.

Materials and Methods
Study design

In this study, the TERTp mutation status of eight thyroid-
originated cell lines was determined. TERTp and BRAF/

Three representative cell lines, TPC1, KTC2, and WRO cells,
were screened with an epigenetic drug library containing 51
drugs. Effects of the drugs on cell growth were evaluated by
the sulforhodamine B (SRB) assay (Vichai and Kirtikara,
2006). Following dose and time response analyses, all cell
lines were treated with 50nM of PF-03814735 for 72h and
T2h+72h (Repeated treatment [RpT]). The effects of the
drug on cells carrying TERTp mutations (C228T or C250T)
and wild-type TERTp were compared.

Cell lines and culture conditions

Cell lines used in this study were obtained from two
sources. TC cell lines: FRO, WRO, KTC1, KTC2, and TPC1
were kindly received from Norisato Mitsutake (Nagasaki
University, Nagasaki, Japan). TC cell lines: BCPAP, 8505C,
and immortalized thyroid cells (Nthyori3.1) were kindly re-
ceived from Paul Hofman (Institute of Research on Cancer
and Aging of Nice [[RCAN], Nice, France).
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KTCl, KTC2, WRO, 8505C, and Nthyori3.1 cells were
cultured in RPMI 1640 with L-Glutamine, whereas BCPAP
and TPCI cells were cultured in high glucose Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, both supplemented with 10% fetal
bovine serum, 1% Eagle’s minimum essential medium,
nonessential amino acid solution and 1% penicillin/strepto-
mycin (100U/mL penicillin and 50 pug/mL streptomycin).
Different media were preferred to obtain similar doubling
time for all cell lines. All culture reagents were purchased
from Gibeo (Paisley, United Kingdom). Tissue culture flasks
were purchased from Costar (Cambridge, MA, USA). Flasks
were incubated in a humidified 37°C incubator with 10% CO,
(Thermo Scientific, USA).

Detection of TERTp mutations

Genomic DNA was isolated from thyroid cell lines using
the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
TERTp mutation profile of all cells was determined by
polymerase chain reaction (PCR) amplification followed by
Sanger sequencing.

Bricfly, a 1640 bp region of TERTp covering C228T and
C250T hotspot mutations was PCR amplified (PCR1) using
thermal cycler DNA Engine, PTC-200 (Bio-Rad MJ Re-
search, USA) with an initial denaturing step at 96°C for 2 min
followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 sec,
annealing at 62°C for 35 sec, extension at 72°C for 1 min, and
afinal extension at 72°C for 10 min. PCR was carried out in a
total of 50 4L reaction volume, consisting of 50-100ng
DNA, 1xColorless GoTaq Flexi Buffer, 1.5mM MgCl,,
200 M dNTP, 1% dimethyl sulfoxide (DMSO), 20 pmoles
of forward (TERTp_1F) and reverse (TERTp_3R) primers,
and 1.25U GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega, USA).
Amplifications (5 L of the PCR product) were verified on
2% agarose gel stained with ethidium bromide. PCR products
were then purified using the ExoSAP-IT Kit (Affymetrix,
USA) followed by automated Sanger sequencing using the

TaBLE 1. TERTP MUTATION STATUS OF DIFFERENT THYROID CANCER CELL LINES

TERTp variations
Cell line Type of tumor Mutation Other (SNP) Secondary mutation
TPCI PTC C228T RETIPTC fusion
KTC2 ATC C208T Mo
BCPAP PIC €C229, 228TT BRAFY*™"
KTCI PIC C250T Shi
8505C ATC €250T BRAF™E
FRO ATC €250T BRAFY®®
KRAS wild-type
WRO FTC Wild-type 349(CC) BRAF wild-type
1072(CC) KRAS wild-type
1256-1260insC
Nthyori3.1 Immortalized Wild-type 349(TT) BRAF wild-type
1072(CC)

TERTp mutation status of TC cell lines and immortalized thyroid cells (Nthyori3.1) were determined by Sanger sequencing. Full-length
TERTp was sequenced for only C228T/C250T wild-type WRO and Nthyori3.1 cells. BRAF and KRAS mutation status of all cell lines were
taken from other studies in literature. Due to the reported conflicting results on BRAF status of FRO and WRO cells, both BRAF (V600E)
and KRAS (codons 12/13) mutations (in bold) were investigated. To the best of our knowledge, BRAF mutation status of FRO and WRO
cells and TERTp mutation status of WRO and Nthyori3.1 cells, including SNPs were determined for the first time in our study. 349(CC),
1072(CC), and 1256-1260insC correspond to rs2853669, rs7712562, and 153215401 at SNP database.

ATC, anaplastic TC; FTC, follicular TC; PTC, papillary TC; SNP, single nucleotide polymorphism; TC, thyroid cancer; TERTp,

telomerase reverse transcriptase gene promoter.
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PF-03814735: AN EPIGENETIC DRUG CANDIDATE

TERTp_2F primer according to the manufacturer’s recom-
mendations. Briefly, a total of 2 uL of the PCR product was
submitted to the sequencing reaction with 10 pmoles of pri-
mer, and 4 uL. DTCS—Quick Start Kit (Beckman Coulter,
Inc., USA). The reaction was performed for 30 cycles with
denaturation at 94°C for 20 sec, annealing at S0°C for 20 sec,
and extension at 60°C for 2min. After dye removal, se-
quencing was performed on GenomeLab XP Genetic Ana-
lysis Systems (Beckman Coulter, Inc.).

If no hotspot mutation was detected, full-length PCR1
amplicon was sequenced using TERTp_IF, TERTp_3R,
TERTp_IR, and TERTp_2R primers. In case no mutation was
found in this region, a 776 bp product of distal TERTp (573~
1349 bp upstream of transcription start site) was also ampli-
fied (PCR2) and sequenced using the above conditions with
primer anncaling temperature of 60°C and the forward
(TERTp_3F) and reverse (TERTp_4R) primers. A graphical

Table SI.

Detection of BRAF and KRAS mutations

BRAF exon 15 (250bp) and KRAS Exon2 (200 bp) were
amplified and minisequenced using the primers and condi-
tions described previously (Magnin et al., 2011). The prod-
ucts were analyzed by ABI 3130XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) with GeneMapper v3.5 Software (Day
etal., 2015).

Epigenetic drug library

Epigenetic drug library was purchased from Selleck Bio-
chemicals (Munich, Germany). The library included 51
epigenetic drugs which consisted of 14 Aurora kinase in-
hibitors, 23 histone deacetylase (HDAC) inhibitors, 5 sirtuin
modifiers (activator and inhibitors), 3 hypoxia-inducible
factor inhibitors, 2 DNA methyltransferase inhibitors, 2 his-
tone methyltransferase inhibitors, an histone demethylase
inhibitor, and a bromodomain inhibitor.

Drug treatments

For microtiter growth inhibition (GI) assays, WRO, KTC2,
and TPCI cells were trypsinized with 0.05% Trypsin-EDTA
(Gibeo) at 37°C for 5-10min and resuspended in growth
medium. Cells were counted using a hemocytometer
(Sigma-Aldrich Co. Ltd, Irvine, United Kingdom). For all
drug treatments, cells were plated in triplicate at 7500
or 10,000 cells per well depending on the properties of
cell lines (to obtain optimal confluency before drug treat-
ment) in 96-well flat-bottomed microtiter plates (Costar,
Cambridge, MA, USA). The cell suspension was inocu-
lated into 96-well microtiter plates with a multichannel
pipette (Finnpipette F1; Labsystems, Finland) in 200 uL total
volume.

For the initial drug screening, ICs values of all drugs were
investigated from literature, and 51 drugs were classified in
three sets based on treatment doses. TPC1, WRO, and KTC2
cells were incubated with two different doses (0.5 and
2.5puM, Tand 5 uMor § and 10 2M) of epigenetic compounds
24h postseeding. Effects of the drugs on cell growth were
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evaluated by comparing cellular growth at day 1 (before
treatment), day 3 (48h post treatment), and day 4 (72h
posttreatment) using Cytoscan SRB Cell Cytotoxicity Assay
(G Biosciences, St. Louise, MO, USA).

SRB Assay was used in all proceeding cell growth ana-
lyses. For the recovery assay, cells were incubated with the
most effective dose of preselected drugs for 72 h. After 72h,
culture media were removed, cells were washed twice with
1 xPBS without calcium and magnesium (Gibco), and cul-
tured in fresh media for 72 more hours. Cellular recovery was
evaluated by comparing cellular growth atday 1, day 4 (72h),
and day 7 (72h+72 h). For time response analysis, cells were
incubated with 1 M CUDC-101 and PF-03814735 for 48 h,
72h, 96h, as well as RpT. For RpT, culture media were
removed after 72h, cells were washed twice with 1 X PBS,
and cultured in fresh drug suspension for 72 more hours. GI
was evaluated by comparing cellular growth on day 1 with
that of day 3 (48h), day 4 (72h), day 5 (96h), and day 7
(RpT). For dose/response analysis, KTC2 and WRO cells
were treated with increasing doses of PE-03814735 for 72h
as well as RpT. GI was evaluated by comparing cellular
growth on day 1 with day 4 (72h) and day 7 (RpT). For
investigation of the effects of PF-03814735 on all thyroid
cell lines, TPC1, KTC2, WRO, 8505C, BCPAP, KTCI,
FRO, and Nthyori3.1 cells were incubated with 50nM of
PE-03814735 for 72 h as well as RpT. GI was evaluated by
comparing cellular growth on day 1 with day 3 (72h) and
day 7 (RpT). For all drug treatments, DMSO was used as
the vehicle control. Percentage of GI in DMSO-treated
(control, X) and drug-treated (experimental, X;) cells were
compared.

Analysis of drug cytotoxicity by the SRB assay

At the end of drug treatments, GI was evaluated by a
modified protocol of the SRB. Briefly, attached cells were
washed twice with [ XPBS and fixed using the CytoScan
SRB Cell Cytotoxicity Assay according to the manufactur-
er’s protocol. Different from the manufacturer’s instructions,
SRB dye solution was diluted 1:80 for recording optimum
absorbance values (between 0 and 1). Optical density at
565nm was determined using a microplate spectrophotom-
cter (BioTek ELx50). Percentage of GI was determined using
the following equation: GI% =100x[(Xi=Xo)/(Xo)x 100]
at which X; <X, where X, is absorbance of untreated cells
and GI%= 100 x [(X;i=Xo)/(X~X)x 100] at which X;>X,.
When X;<X, (suggesting GI), GI% was calculated by
comparing X; only with X,. If, X;>X, (indicating cellular
growth), GI% was calculated by comparing X; with X, as
well as X..

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using Student t-test
(Sidak/Bonferroni method) on GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, USA). The difference between
two values was considered significant if p<0.05.

Other methodological details

NCI-60 Screening Methodology was retrieved on No-
vember 11, 2018 from the https:/dtp.cancer.gov/discovery_
development/nci-60/methodology.htm
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Results
Determination of TERTp mutation profile

TERTp of different TC cell lines were amplified and se-
quenced using two overlapping PCR products (Supplemen-
tary Fig. S1). Initially, the first amplicon (PCRI), which
contained the hotspot mutations was sequenced. Accord-
ingly, 6/7 of TC cell lines carried cither C228T or C250T
mutation (Table 1). FRO cells were shown to carry C250T
mutation for the first time. Furthermore, WRO and
Nthyori3.1 cells lacked the hotspot mutations. To investigate
whether or not these cells harbor another promoter mutation,
the full-length TERTp was sequenced. To the best of our
knowledge, the WRO and Nthyori3.1 cells were demon-
strated for the first time to have a wild-type proximal as well
as distal TERTp. It was further shown that both cells carried a
common TERTp single nucleotide polymorphism (SNP;
187712562) with no identified influence on TERT activity.
WRO cells had two additional SNPs (rs3215401, rs2853669).

Because recurrent TERTp mutations were shown to create
novel ETS binding sites on TERTp (Bell et al., 2015; Horn
etal., 2013; Li et al., 2015; Mancini etal., 2018) with a critical
epigenetic effect on TERT activity, candidate epigenetic drugs
were anticipated to target TC cells harboring TERTp mutation.
High co-occurrence of TERTp and BRAF'™" mutations were
reported in aggressive forms of TC, such as poorly differenti-
ated (PDTC) and anaplastic (ATC) (Gandolfiet al., 2015; Hahn
etal.,2017; Jinetal.,2016; Kim etal., 2016; Landa ct al., 2016;
Liuetal.,2014; Oishi et al., 2017; Renet al., 2018; Shen etal.,
2017; Shi et al., 2015; Sohn et al., 2016; Song et al., 2016;
Vinagreetal., 2013; Xing etal,, 2014). These reports prompted
us to compare effects of an epigenetic drug library on cells
harboring . wild-type TERTp, ii. mutant TERTp, and iii. mutant
TERTp/BRAF (double mutant). BRAF mutation status of TC
cell lines were previously investigated (Cahill et al., 2007;
Landa et al., 2013; Ricarte-Filho et al., 2009) and conflicting
results are present for WRO and FRO cells (Nambaetal., 2003;
Piscazzi et al., 2012; Ricarte-Filho et al., 2009; Saiselet et al.,
2012; Schweppe et al., 2008). Accordingly, BRAFY®® and
KRAS codon 12/13 mutation status of FRO and WRO cells
were investigated and anaplastic FRO cells were shown to
carry BRAF™ mutation, whereas follicular WRO cells had
wild-type genotype (Table 1). Neither FRO nor WRO cells
carried KRAS codon 12/13 mutation.

Determination of KTC2-specific epigenetic drugs

To compare the effects of epigenetic drugs on growth of
cells harboring i. wild-type TERTp, ii. mutant TERTp, and iii.
mutant TERTp and BRAF (double mutant), cells were treated
with an epigenetic drug library. TPCl (mutant), KTC2
(double mutant), and WRO (wild-type) cells were incubated
with two doses. The effects of drugs on GI was evaluated by
comparing cellular growth before (day 1) and after (48h—
day 3 and 72 h—day 4) treatment. TPC1 is the only cell line
carrying TERTp mutation along with RET/é)a)gillary TC
(PTC) rearrangement but lacking the BRAFY*™ mutation
(Jossart et al., 1995; Meireles et al., 2007). However, the
majori\t)/ of TC cells (5/8) carry both the TERTp and
BRAF"™ mutations (Table 1). Therefore, drugs more po-
tent on double-mutant KTC2 cells and least effective on
WRO cells were investigated. Overall, seven drugs had cy-
totoxic effects on all cell lines cither at single or both doses.
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Out of the remaining 44 drugs, 12 drugs had specific effects
on double-mutant KTC2 cells. Next, 3/12 drugs were elimi-
nated as GI% of KTC2 cells was lower than 50%. One drug
(1/12) was not used in further studies because it was not dose
dependent. Finally, 8 drugs were selected as promising can-
didate drugs that specifically target KTC2 cells (Fig. 1A).

Details regarding the effects of these drugs are shown in
SupplementaryTableS2.Themajorityofthesedrugs(5/8)
wereHDACinhibitorswhereas2/8and 1/8wereAurorakinase
inhibitors and an activator of NAD*-dependent protein dea-
cetylase (SIRTI), respectively. All selected drugs were more
effective at 72 h. Highest drug cytotoxicity on KTC2 cells was
detected following treatment with GSK1070916 and Belino-
stat, where cell growth was inhibited by greater than 80%
(Fig. 1A). Interestingly, at higher drug concentrations growth
inhibitory properties of Trichostatin A, Belinostat, and Praci-
nostat on TPCI and/or WRO cells were decreased, possibly
due to the inactivation of tumor suppressor genes or other
growth inhibitory targets.

To investigate if growth inhibitory effects of the selected
drugs continue after removal of the drug from the culture,
KTC2, TPC1, and WRO cells were incubated with the selected
drugs for 72h first, and then with fresh media for additional
72h. The effect of drug removal on GI% was determined by
analyzing recovery after 72h+72h. After incubation with
CUDC-101 and PF-03814735, cytotoxic effects of the drugs
continued and less than 30% growth of KTC2 cells was re-
covered (Fig. 1B). In contrast, growth of TPC1 and WRO cells
recovered by more than 50% and 90%, respectively. Since
growth of KTC2 cells was recovered by more than 50% after
incubation with the other six drugs (data not shown), they were
not used in further experiments.

Determination of the optimal treatment time

Because CUDC-101 and PF-03814735 were more effective
at 72h; WRO, TPC1, and KTC2 cells were incubated with the
selected drugs at the effective doses for 48 h, 72h, and 96 h. In
addition, as growth of KTC2 cells were not recovered after
culturing with fresh media (RpT), the effects of RpT on GI%
were also investigated. Accordingly, following 72 h treatment,
culture media were removed and cells were incubated with
freshdrugsfor72morchours(Fig.2A,B). Theeffectsof
drugs on GI% at 72h were decreased at 96 h suggesting drug
inactivation after 72h. When compared with 72 h treatment,
RpT of CUDC-101 had the greatest effect on all cell types
(Fig. 2A) withthe greatestimpact on KTC2 cells, where growth
was inhibited by more than 80%. Under similar conditions,
growth of WRO and TPCI cells was inhibited by ~50%
(Fig. 2A). Incontrast, RpT of PF-038 14735 was more effective
on cells with TERTp mutation (KTC2 and TPCI) but not in
wild-type TERTp (WRO) (Fig. 2B). The effect of PE-03814735
inRpT was highly detrimental on KTC2 cells with ~80% G,
whereas it was lower than 50% for both TPCI and WRO cells.
Interestingly, growth of WRO cells was increased after RpT,
suggesting that the growth inhibitory effects of PF-03814735
were highly specific for KTC2 cells, making PF-03814735 a
more potent inhibitor.

Determination of the optimal dose of PF-03814735

To determine the optimum dose of PF-038 14735 for GI of
KTC2 (but not WRO), WRO and KTC2 cells were treated
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FIG. 2. RpT with PE-03814735 specifically inhibits growth of TC cells harboring TERTp“***" mutation. WRO, TPCI,

and KTC2 cells were incubated with 1 xM CUDC-101 (A)

or PF-03814735 (B) for 48h, 72h, 96h as well as 72h+72h

(RpT) and the effects of drug treatments on cell growth were evaluated by the SRB assay. RpT with both drugs was more
effective than treatment for only 72h for KTC2 cells. Statistically significant differences are indicated with one or more
asterisk(s) (*p<0.05, #*p<0.01, ***p<0.001). (C) KTC2 and WRO cells were incubated with increasing doses of PF-
03814735 for RpT. Due to nonlinear (sigmoidal) relationship between drug concentration and percent GI, natural logarithm
(In) of the concentrations were calculated and linearized versions of the concentrations were plotted on the horizontal axis.

Arrow shows the most effective dose for targeting KTC2
telomerase reverse transcriptase gene promoter.

with increasing doses (0.01-6 uM) for RpT (Fig. 2C). The
most effective drug concentration was anticipated to be the
dose effective on KTC2 but not on WRO cells. At nanomolar
range, GI% of KTC2 cells reached its maximum value (89%)
after incubation with 50nM of PF-03814735, which is 5% of
the dose used for determination of optimal treatment time.
GI% of WRO cells at this concentration was lower than 50%,
indicating that the drug is more potent on KTC2 cells. Fol-
lowing incubation with 4 uM of the drug, GI% of KTC2 cells
reached 100%. At this dose, GI% of WRO exceeded 50%
reaching its optimum value, suggesting that the specificity of
the drug decreases at higher doses. Furthermore, PF-
03814735 is cytotoxic at 6 M since GI% for both cell types
reached 100%. Overall, it was shown that 50nM PE-

2100 H:E\ W WRO (TERTp WT, BRAF WT)

% 80 W Nthyori3.1 (TERTp WT, BRAF WT)
2 B KTC2 TERTp C28T, BRAF V6O0E)
g 60 o BCPAP (TERTp C228T, BRAF VBO0E)
£ 40 i [ TRC1 (TERTp C228T, BRAF WT)
) E [ as0sc (TERTp C2507, BRAF V600E)
[ [ KTC1 (TERTp C250T, BRAF V60OE)
60 [] FRO (TERTp C250T, BRAF V600E)

72h 72h+72h

PR 03814735 Specifically Targets Thyroid Cells
Carrying TERTp®***" Mutation. Eight thyroid cell lines
were incubated with 50nM of PF-03814735 for 72 h as well
as RpT and percent GI was evaluated by the SRB assay. The
greatest GI effect (>80%) of the drug was at 72h+72h on
cells carrying C228T mutation, irrespective of BRAF mu-
tation status. In contrast, GI of cells harboring C250T mu-
tation were slightly greater than 60% at 72h and decreased
after RpT. Statistically significant differences are indicated
with one or more asterisk(s) (*p<0.03, **p<0.01).

cells. RpT, repeated treatment; TC, thyroid cancer; TERTp,

03814735 is the optimum dose for targeting KTC2 but not
WRO cells.

Confirmation of the cytotoxic effects of PF-03814735
in all thyroid cell lines

To confirm the cytotoxic effects of PF-03814735 on all TC
cell lines carrying TERTp mutation, eight thyroid cell lines
(cancer cell lines as well as immortalized cells) were treated
with 50nM PF-03814735 for 72h and RpT (Fig. 2D). Con-
sistent with the previous results, RpT of PF-03814735 was the
most effective treatment on 3/8 cell lines (BCPAP, KTC2, and
TPC1) harboring TERTY“>*" mutation. Importantly, GI% of
cells at RpT was significantly higher than GI% at 72 h. Because
1/3 of cell lines carrying TERTp“™*" lacked BRAF mutation
and all three cell lines had similar G1% (>80%), these findings
suggest that GI of PF-03814735 is dependent on the presence
of TERT]JUMT but not BRAF mutation. Inlcmsnngly gcatcﬂ
GI of PE-03814735 on cell lines carrying TERTp™™™" (3/8)
mutation was observed at 72h (<60%), which was still lower
than GI% observed after RpT of cells with TERTp™*T
(>80%). Importantly, no statistically sngmﬁumt difference was
observed between 72h and RpT of TERTY™™" cells. More-
over, at RpT, GI% of cells were not statistically different
(p>0.05) between wild-type and TERTp“™™; suggesting that

RpT is not an effective treatment option for TERTpcwn- cells.

Discussion

These new findings offer specific guidance on dose and
time course selection to design novel therapeutic interven-
tions against TC using PF-03814735, and specifically target
cells carrying the TERTp“™* mutation. In a larger context of
drug discovery science, these findings inform new strategies
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to forecast optimal treatment regimens for TC, particularly
with Aurora kinase inhibitors and in ways guided by epige-
netic drug design.

Recent reports show high co-occurrence of TERTp and
BRAFY™ mutations in aggressive forms of TC such as
PDTC and ATC (Gandolfi et al., 2015; Hahn etal., 2017; Jin
et al., 2016; Kim et al., 2016; Landa et al., 2016; Liu ct al.,
2014; Oishi et al., 2017; Ren et al., 2018; Shen et al., 2017;
Shietal., 2015; Sohn et al., 2016; Song et al., 2016; Vinagre
etal., 2013; Xing et al., 2014). These studies prompted us to
compare the effects of an epigenetic drug library on cells
harboring 1. wild-type TERTp (WRO), ii. mutant TERTp
(TPC1), and iii. mutant TERTp/BRAF (KTC2). BRAF mu-
tation status of TC cell lines was previously investigated with
conflicting results for WRO and FRO cells (Namba et al.,
2003; Piscazzi etal., 2012; Ricarte-Filho et al., 2009; Saiselet
et al., 2012; Schweppe et al., 2008). Therefore, BRAF¥**
and KRAS codon 12/13 mutation status were checked and
anaplastic FRO cells (but not follicular WRO cells) were
shown to carry the BRAFY*™E mutation. Neither FRO nor
WRO cells carried KRAS mutation at codon 12/13. Activat-
ing mutations in BRAF and RAS genes are detected in the
majority of PTC (Kimura et al., 2003; Soares etal., 2003) and
follicular TC (FTC) (Nikiforova et al., 2003) cases, respec-
tively. It is therefore interesting that WRO cells (FTC) lack
cither BRAF or KRAS mutations. According to a recent report
(Song et al., 2017), no mutation was detected at codon 12/13
of KRAS in FTCs. In contrast, highest frequency of RAS
mutations was detected at codon 61 of NRAS and HRAS.
Therefore, WRO cells may possibly harbor these mutations.

In this study, TERTp mutation profile of eight thyroid cell
lines were determined, where Nthyori3.1 was immortalized
normal thyroid cells and the rest were derived from PTC,
FTC, or more aggressive ATC. Consistent with literature,
TPC1, KTC2, and BCPAP cells harbored C228T mutation,
whereas KTCI, 8505C, and FRO carried the less common
(C250T mutation (Landa etal.,2013; Liu et al., 2013). Neither
of the hotspot mutations was detected in WRO or Nthyori3. 1
cells. Liuet al. (2013) also showed that WRO cells were wild-
type for TERTp. Although many studies reported that C228T
and C250T are the most frequently observed hotspot muta-
tions within the TERTp in TC (Liu and Xing, 2016), TERTp
mutations are not restricted to these two sites. Single point
mutations as well as double-strand breaks at different loca-
tions on the TERTp were found to be common in melanomas
(Egberts etal., 2014; Hayward et al., 2017; Heidenreich et al.,
2014; Hom et al., 2013).

In addition, rare substitutions were detected in bladder
cancers (Borah et al., 2015; Descotes et al., 2017, Ward et al.,
2016). Accordingly, to investigate the presence of possible
novel TERTp mutations and/or SNPs, the full-length TERTp of
WRO and Nthyori3.1 cells were amplified using two over-
lapping PCR products and sequenced. Unexpectedly, no novel
hotspot mutation was detected in cither cell line. Current
studies on TCs demonstrated that TERTp mutation is detected
frequently in advanced TCs (Liu and Xing, 2016). Therefore, it
is reasonable that more differentiated WRO (FTC) and
Nthyori3.1 (immortalized) cells lacked any TERTp mutation.

A common SNP (rs7712562) was identified at TERTp of
both WRO and Nthyori3.1 cells, with no reported effect on
TERT activity. It is unclear whether the presence of this variant
provides a growth advantage for these cells. Furthermore,
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WRO cells carried two additional SNPs (3215401,
152853669) where the latter SNP was shown to destroy an
ETS2-binding site in nonsmall cell lung cancer (Hsu et al.,
2006). Xu et al. (2008) also demonstrated that rs2853669
blocks not only ETS2 but also MYC binding to the TERTp in
breast cancer cells, causing decreased TERT mRNA expres-
sion. In contrast, no association was reported between the
presence of TERTp mutation and survival of TC cells (George
etal, 2015; Muzza etal., 2015). The presence of rs2853669 (as
detected for WRO cells in this study) was shown to reduce
telomerase activity, increase telomere length, and enhance
survival rate in wild-type TERTp (Spiegl-Kreinecker et al.,
2015). In contrast, highly aggressive TERTp mutant tumors
had higher telomerase activity as well as short and uniform
telomeres (Mason and Perdigones, 2013). Because WRO cells
are not very aggressive and lack recurrent TERTp mutations
that increase telomerase activity, it is plausible that this variant
causes WRO cells to express even lower telomerase activity
and reduces their tumorigenic potential.

In this study, TPC1 is the only cell type carrying TERTp
mutation along with RET/PTCI rearrangement, lacking
BRAFY®F mutation. Since the majority of TC cells (5/8)
carry both TERTp and BRAFY®® mutations, drugs most
effective on KTC2 (double mutant) and least effective on
WRO (TERTp WT) were selected. For the initial screening,
TC cell lines harboring mutant TERTp (TPC1), wild-type
TERTp (WRO), and double mutant (KTC2) were treated with
an epigenetic drug library and KTC2-specific drugs were
selected. The majority of the selected drugs (5/8) were
HDAC inhibitors, whereas 2/8 were Aurora kinase inhibitors,
known to be involved in cell division, and 1/8 was an acti-
vator of NAD* dependent protein deacetylase (SIRT!) which
has critical roles in regulating cell metabolism. Cytotoxicity
of all the selected drugs was higher at 72h, which is rea-
sonable since time is needed for cells to complete epigenetic
modifications. Some of the drugs were more effective at
higher doses, whereas others were more effective at lower
doses. Because epigenetic drugs may affect expression of
both tumor suppressors and growth-promoting genes, it is
plausible that some drugs inhibit tumor suppressors and in-
duce growth-promoting effects at higher doses.

PF-03814735 and CUDC-101 were determined to specifi-
cally target KTC2 cells. The cytotoxic effect of both drugs, not
recovering even after growth in the presence of fresh media,
was maximal at RpT and decreased at 96h. Reduced cyto-
toxicity at 96h was anticipated to be related to drug inactiva-
tion. Following RpT of CUDC-101, GI% of WRO cells was
higher than 50%. Because it has been proposed to find an
epigenetic drug specifically targeting cells with TERTp muta-
tion, CUDC-101 was eliminated from the procceding assays.
Incontrast, after treatment with PF-03814735, G1% was higher
and lower than 50% for KTC2 and WRO cells, respectively.
Furthermore, WRO cells had lower GI% at RpT, suggesting
that growth-promoting gene(s) may be activated in these cells
following RpT, increasing their resistance to PF-03814735.

After determination of optimum dose, all cell lines were
incubated with PF-03814735 for 72 h and RpT. Some recent
reports demonstrated that tumor aggressiveness is higher in
patients exhibiting double mutations (TERTp mutation +
BRAFY™") (Gandolfi et al., 2015; Hahn et al., 2017; Jin
et al,, 2016; Kim et al., 2016; Landa et al., 2013, 2016; Liu
et al., 2014; Oishi et al., 2017; Ren et al., 2018; Shen et al.,
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2017; Shi et al., 2015; Sohn et al., 2016; Song et al., 2016;
Vinagre et al., 2013; Xing et al., 2014), whereas others
showed that the presence of only TERTp mutation is critical
for recurrence and distant metastatic potential (George et al.,
2015; Melo et al., 2017; Muzza et al., 2015; Sun et al., 2016;
Xu et al., 2017). In this study, the effectiveness of PF-
03814735 was shown to be independent of BRAF mutation
but dependent on TERTp™*", which is consistent with the
studies showing an association of TERTp mutation with tu-
mor aggressiveness.

Importantly, at both time points, PF-03814735 was more
effective on TERTpCZZXT than TERT]ICZS(]T cells, possibly due
to the different action mechanisms of these mutations (Bac
ctal.,2016; Belletal., 2015; Gandolfi et al., 2015; Horn et al.,
2013; Huang et al., 2013; Jin et al., 2016; Landa et al., 2013,
2016; Li et al., 2015; Liu et al., 2014; Mancini et al., 2018;
Shi et al., 2015; Song et al., 2016). Briefly, C228T mutation
was shown to create a novel ETS-binding site (Bell et al.,
2015; Horn et al., 2013; Mancini et al., 2018; Song et al.,
2019; Vallarelli et al., 2016), whereas noncanonical NF-KB
signaling is also required for driving TERT transcription for
C250T mutation (Li et al., 2015). Cytotoxicity of PF-
03814735 on cell lines (3/8) carrying C250T mutation
reached its optimum value at 72h and decreased after RpT,
suggesting an increased resistance of TC cells against this
drug. It is noteworthy that, WRO cells were slightly more
sensitive to RpT (40% at RpT vs. 32% at 72h). In contrast,
GI% of Nthyori3.1 cells decreased after RpT, suggesting that
immortalized thyroid cells may be more resistant to the ef-
fects of PF-03814735 than WRO.

The impact of PF-03814735 therapy on TERT mRNA
expression level was also examined in our laboratory by

uantitativeRT-PCR(Suppl VFig.S2). Asaresult,
TERTmRNAofKTC2cellsdidnotchangefollowing RpT
but increased by four-fold after drug recovery (72-72R). In
contrast, TERT mRNA of WRO cells decreased by 0.8-fold
after both RpT and 72-72R. These findings support specific
growth inhibitory effects of PE-03814735 on KTC2 cells,
which should be validated in future studies.

PF-03814735 is an Aurora kinase A and B inhibitor, which
functions as a modulator for epigenetic events and an inhibitor
of cell proliferation. Incubation of breast cancer cells with PE-
03814735 was shown to block histone H3 phosphorylation
along with inhibition of cytokinesis and induction of apoptosis
(Jani et al., 2010). In our study, PF-03814735 was shown to
specifically target TC cells carrying C228T mutation (irre-
spective of BRAF mutation status). Future studies are required
to understand whether PF-03814735 is also cffective on pa-
tient tumor samples, as well as mouse xenograft models of
human TC.

Although PF-03814735 was shown to be specific for TCs
with TERTp™*", future studies targeting other cancer types,
such as melanoma, glioblastoma, and bladder cancer harboring
high frequency of TERTp mutations (Huang et al., 2013; Vi-
nagre et al., 2013) are required. In our study, CUDC-101 was
also detected as a promising target for TC cells harboring
TERTp ™", but was not investigated further since KTC2 and
WRO cells exhibited greater than 50% GI after treatment.

Drug resistance is a common problem in cancer treatment
and targeted therapy using therapeutic drug combinations
shows promising results for curing cancers with a different
origin (Holohan et al., 2014). CUDC-101, a multitargeted
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inhibitor of HDAC/HER2/EGFR, was shown to inhibit cell
proliferation (Cai et al., 2010; Lai et al., 2010) and induce
apoptosis (Lai et al., 2010) in several cancer cell lines. Fur-
thermore, it has been shown to promote tumor regression in
different xenograft models (Cai et al., 2010; Lai et al., 2010).
Since the targets of PF-03814735 and CUDC-101 are differ-
ent, the possible synergistic effect of this drug combination on
GI may be investigated in proceeding scientific researches.

Conclusions

In this study, TERTp and secondary activating mutation
profiles of TC cell lines were determined. Three representative
cell lines (KTC2, TPCI, WRO) were screened with an epi-
genetic drug library and a potential drug (PF-03814735) was
identificd that targets cells harboring TERTp“**", independent
of BRAF mutation status. This drug was less effective on cells
harboring TERTpcmT. Moreover, immortalized thyroid and
TC cells with wild-type TERTp were resistant against the cy-
totoxic effect of PF-03814735. Overall, our results suggest that
new optimal therapy regimens based on Aurora kinase inhib-
itors offer promise for applying epigenetic drug design and
development for TC treatment.
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