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Meme kanseri diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye’de de kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olmaya
devam etmektedir. Tiimor gelisimi ve metastazindan sorumlu oldugu diisiiniilen ‘kanser kok hiicreleri’ kanser kitlesi icinde
bulunan hiicre popiilasyonudur. Normal kok hiicreler gibi kanser kok hiicrelerde birgok farkli hiicreye farklilagabilme 6zelligine
sahiptir. Kanser kok hiicreleri terapotik direncin gelisimde rol alan kilit bir mekanizmada 6nemli rolii bulunmaktadir.
Epigenomikteki son gelismeler, epigenetik diizenlemenin kanser tedavisine katkida bulundugu anahtar mekanizmalar
aydmlatmustir. Epigenetik modiile edici ilaglar, kanser tedavisi i¢in kanser kok hiicreleri hedefleyen yeni yaklasimlar ile umut
vaat etmektedir. Belinostat, periferal T hiicreli lenfoma tedavisi igin FDA tarafindan 2014’te onaylanan bir histon deasetilaz
inhibitériidiir. Son zamanlarda Belinostat maling ve maling olmayan hastaliklarin tedavisinde yaygmn sekilde kullanilmaya
basglanmistir. Bu yiizden, Belinostat’in meme kanseri kok hiicreleri tizerindeki etkisinin arastirilmasmn literatiire katki
saglayacagi diistiniilmiistiir.

Belinostat'n MCF-7 kanser hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi XTT yontemi ile belirlenmistir. Belinostat'in MCF-
7 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi, kaspaz-3 analizi ile belirlenmistir. Belinostat uygulamasi sonrast MCF-7 hiicrelerinden
FACS yontemi ile CD44"CD24" kanser kok hiicreler elde edilmistir. FACS yontemi ile elde edilen kanser kék hiicrelerinin
tiimérfaz olusumu incelenmigtir. HEK-293, MCF-7 ve MCF-7 kanser kok hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gergeklestirilmistir. Apoptoz, Metastaz, Wnt, Hedgehog, Notch ve kok hiicre belirtegleri ile iliskili genlerin ifadesindeki
degisiklikler kantitatif gergek zamanli PZR (qPZR) ile analiz edilmistir.

Belinostat’m MCF-7 kanser hiicrelerinde 1Cso degeri 48 saat igin 5 pM olarak bulunmustur. Kaspaz-3 aktivitesinde
anlamli olmayan bir artis tespit edilmistir. FACS analizi sonuglarina gére MCF-7 kanser hiicrelerinin %2'sinin kanser kok hiicre
oldugu saptanmustir ve Belinostat'm ICso degeri muamelesi sonrasinda MCF-7 hiicre miktarinda %44 ve MCF-7 CD44+/CD24
kok hiicre miktarinda ise %66 oraninda azalma gozlenmistir. Timorfaz ile kok hiicre varligi dogrulanmistir. gPZR sonuglarina
gore, Belinostat uygulamast sonrasi, MCF-7 kanser kék hucrelerinde Wnt, metastaz, Notch, Hedgehog kendini yenileme
yolaklarinda 6nemli genler ile kok hiicre belirteci genlerinde anlamli azalisa neden oldugu saptanmuigtir.

Calismadan elde edilen bulgular, Belinostat’in meme kanseri kok hiicrelerinde farklilasma ve kendini yenileme
yolaklar1 iizerinden etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Belinostat, FACS, meme kanseri kok hiicreleri, Wnt, Notch ve Hedgehog yolag:
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF BELINOSTAT (PXD101) ON MCF-7
BREAST CANCER STEM CELLS

Breast cancer continues to be the most common type of cancer among women worldwide as well as in Turkey.
Cancer stem cells which are thought to be responsible for tumor development and metastasis, are the cell population within the
cancer mass. Cancer cells, like normal stem cells, have the ability to differentiate into many different cells. Cancer stem cells
have a key mechanism of therapeutic resistance. Recent developments in epigenomics have highlighted key mechanisms in
which epigenetic regulation contributes to cancer treatment. Epigenetic modulating drugs promises novel approaches targeting
cancer stem cells for cancer treatment. Belinostat is a histone deacetylase inhibitor approved by the FDA in 2014 for the
treatment of peripheral T-cell lymhoma. Recently, Belinostat has been widely used in maling and non-maling diseases.
Therefore, it is thought that investigating the effect of Belinostat on breast cancer stem cells will contribute to the literature.

The effect of Belinostat on cell viability in MCF-7 cancer cells was determined by XTT method. Caspase-3 activity
in MCF-7 cells of Belinostat was determined by the Caspase-3 assay Kit. After Belinostat application, CD44*/CD24" MCF-7
cancer stem cells were isolated from by FACS method. Tumor sphere formation were examined using the cancer stem cells
obtained by the FACS method. RNA isolation and cDNA synthesis were performed from HEK-293, MCF-7 and MCF-7 cancer
stem cells. Changes in expression of genes associated with apoptosis, metastasis, Wnt, Hedgehog, Notch, and stem cell markers
were analyzed by quantitative real-time PCR (qPZR).

The ICs value of Belinostat in MCF-7 cancer cells was found to be 5 uM for 48 hours. No significant change in
caspase-3 activity was detected. According to FACS analysis, 2% of MCF-7 cancer cells were found to be cancer stem cells and
after treatment of the ICs, value of Belinostat. MCF-7 cell count was decreased by %44 and MCF-7 CD44*/CD24 stem cell
count was decreased by %66. Stem cells presence were confirmed by tumor sphere assay. According to the gPZR results, it was
found that in the gene expression of apoptosis, metastasis, Wnt, Notch, Hedgehog, stem cell marker genes were downregulated
in general after Belinostat application.

According to the results of this study Belinostat is effective in differentiation and self- renewal of breast cancer stem
cells.

Keywords: Belinostat, FACS, breast cancer stem cell line, Wnt, Notch and Hedgehog signaling pathway
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1. GIRIS VE AMAC

Proliferasyon, farklilasma ve normal hicrelerin sagkalimi ¢ok hiicreli
organizmalarda 0Ozenli bir sekilde diizenlenmektedir. Bu dlzenleme kanser
hlcrelerinde kaybolmustur. Kanser hiicrelerin anormal farklilagmasi ve kontrolsiiz
bir sekilde ¢ogalmasi ile karakterize bir hastaliktir.

Kanser, 6lum nedeni olarak diinya genelinde ikinci sirada yer almaktadir.
Diinya Saghk Orgiti (WHO; World Health Organization) raporuna gore, 2015
yilinda kanserden dolayr 6liim 8.8 milyon olarak hesaplanmistir. Akciger, prostat,
kolorektal, mide ve karaciger kanserleri erkeklerde gorulen en yaygin kanser
cesitleridir. Meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanserleri kadinlarda daha
yaygindir.

Artan kanser insidansi kanser tedavilerine yeni yaklagimlarin olusturulmasi
geregini dogurmustur. Bu dogrultuda yapilan calismalardan elde edilen veriler
kanserin kok hiicre 6zelligi tasiyan bir grup hiicre tarafindan olusturuldugunu
gostermistir (Dick 2009).

Kanser kok htcrelerinin (KKH) sitotoksik ajanlara ve radyasyona karsi bir
direng gosterdigi belirlenmistir. Bu direncin DNA hasarin1 tanima ve onarma
kabiliyetindeki artis, apoptotik yolaklardaki aktivite azligi, kemoterapotik ajanlarin
hem hiicre igerisine alinmasindaki yetersizlik hem de bu ajanlarin hiicre disina
atilimindaki artisa bagli olabilecegi gosterilmistir (Gottesman ve ark. 2002).

Normal kok hicreler ve KKH’leri kendini yenileme, farklilasabilme, belirli
sinyal yolaklarindan etkilenme (Wnt, Notch vb.), telomeraz enzim aktivitesi, DNA
onarim mekanizmasi, apoptoza direng ve ABC tasiyict proteinler sayesinde
kemoterapotiklere direng gibi benzer 6zelliklere sahiptir (Liu ve ark. 2004). Ayrica
kanser kok hiicreleri hiicre yiizey belirtegleri, embriyonik sinyal yolaklar1 ve
detoksifikasyon enzim sistemlerine sahiptir (Spillane ve Henderson 2007).

Kansere karsi kullanilan tedavi yOntemlerinde tumortun kucultilmesi
amaclamaktadir. Fakat tiimoriin devamliligini saglayan kanser kok hiicreleri yok
edilmedigi siirece kanser kendini tekrarlayabilmektedir. Dolayisiyla, kanser kok
hicrelerini hedefleyen yeni tedaviler gelistirilmesinin Kritik 6nemi bulunmaktadir
(Koren ve Fuchs 2016; Li ve ark. 2017).

Kanser kok hicre tedavileri; kanser kok hicre yizey belirteclerinin spesifik



antikorlar ile hedeflenmesini, kemoterapi ve radyoterapiye direng saglayan yolaklarin
engellenmesini, kendini yenilemede gorevli sinyal yolaklarin bloklanmasini
icermektedir. Kanser kok hicre tedavisinde Wnt, Hedgehog ve Notch kendini-
yenileme sinyal yolaklarinin monoklonal antikorlar bloklanmasi ile ilgili ¢alismalar
ornek olarak verilebilir (Colvin ve Mori 2017).

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin goriilen
kanserdir (Li ve ark. 2017). Meme kanserinin tedavisinde yeni tami ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine ragmen, metastaz, ila¢g direnci ve niiksetme 6nemli
problemler arasinda yer almaktadir. Dolayisiyla, meme kanseri kok hucresini
hedefleyen tedaviler ile meme Kkanserinin, tekrarlanmasini ve metastazini
engellenebilecegi diisiiniilmektedir (Dandawate ve ark. 2016).

Histon deasetilazlar fizyolojik olarak gen ifadesinin  epigenetik
duzenlemesinde 6nemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Histon deasetilaz inhibitorleri
ise histon ve histon olmayan proteinlerin asetilasyonunu degistirir. Farkli yolaklarda
gen ifadesi degisimi ile hiicre yasami, hiicre farklilasmasi ve apoptoz gibi hiicresel
olaylar1 diizenleme ve antikanser aktivite etkileri goriilmiistiir (Manal ve ark. 2016).
Histon deasetilaz inhibitorleri potansiyel antikanser ila¢ olarak nitelendirilmektedir
(Manal ve ark. 2016).

Belinostat, bir histon deasetilaz inhibitortidur. Periferal T htcreli lenfoma
tedavisi i¢in FDA tarafindan 2014’te onaylanmigtir (Campbell ve Thomas 2017).
Belinostat’mn non-hodgkin lenfoma ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
tedavisi ile ayn1 zamanda sarkoma tedavisinde doxorubicin ile kombine kullaniminin
antikanser etkinligi tespit edilmistir. Belinostat ve diger histon deasetilazlarin kanser
ve malign olmayan hastaliklarla ilgili klinik ¢alismalar1 genisleyerek devam
etmektedir (Apuri ve Sokol 2016; Ong ve ark. 2016; Vitfell ve Rasmussen 2016).
Ancak, bu etkilerinin molekiler mekanizmasinin anlasilmasina konusunda detayli

calismlara ihtiya¢ bulunmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri
Kanser diinyada kardiovaskiiler hastaliklardan sonra en sik oliim nedeni

olmaya devam eden major saglik sorunlarindan biridir. Meme kanseri ise diinyada en
yaygin ikinci kanser tlrldir. Kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirii meme
kanseridir. Globocan 2012 verilerine gore tiim kanser teshislerinin %25’ini olusturur.
2018 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde tahmini meme kanseri vakasi %30,
tahmini 6lUm ise %14 olarak hesaplanmistir (Siegel ve ark. 2018).

Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Kanser Istatistiklerine gore tiim yas gruplarindaki
kadinlarda en sik goriilen kanser %24.9 ile meme kanseridir ve 2017 yilinda 16.646

kadina meme kanseri teshisi konulmustur (www.saglik.gov.tr).

2.1.1. Meme Kanseri Risk Faktorleri
Ailede Meme Kanseri Hikayesi

Aile hikayesinde ozellikle birinci derecede (ebeveyn yada kardes) meme
kanseri olan kadinlarda meme kanserine yakalanma riski, ailesinde meme kanseri
vakas1 olmayanlara gore daha ytiiksektir. Eger bireye geng yasta meme kanseri teshisi
konulmus veya iki memede de kanser varsa birinci derece akrabalarinda meme
kanserine yakalanma riski daha ylksek oldugu gézlenmistir (Collaborative Group on
Hormonal Factors in Breast Cancer, 2012).

Genetik yatkinlik

Cok sayida ¢alismaya konu olan meme kanseri genleri BRCAL1 ve BRCA2
meme kanseri geninde gerceklesen kalitsal mutasyon (genetik degisiklik) tiim kadin
meme kanserlerinin %5-10‘unu ve erkek meme kanserlerinin %5-20sini ve ailesel
meme kanserleinin ise %15-20sini olusturur (Tung ve ark. 2016). Bu mutasyonlar
genel popllasyonda nadirdir. Daha sik olarak etnik ve cografi olarak izole edilmis
gruplarda 6rnegin Ashkenazi Yahudilerinde (Dogu Avrupa) daha fazladir (Gabai-
Kapara ve ark. 2014).

Menstruasyon Dongusu

Meme kanseri riski erken mentruasyon ve ge¢ menopozla iligkili olarak

artmaktadir. Meme kanseri riskini menstruasyon i¢in her erken yil %35, menopoz i¢in

her geciken yil ise %3 arttirmaktadir (Beral ve ark. 2004).



Hamilelik

Otuz bes yas Oncesi ilk gebelik ve fazla sayida ¢ocuga sahip olmak meme
kanseri riskini azaltmaktadir (Lambertini ve ark. 2016).
Emzirme

Emzirme siiresinin bir yil veya daha fazla olmasi meme kanseri riskini
azaltmaktadir (Faupel-Badger ve ark. 2013).
Hormonal Dogum Kontrolii

Oral kontraseptiflerin kullanimi meme kanser riskinde kii¢iik bir artis
meydana getirir ve kullanimi kesildigi zaman bu risk ortadan kaybolmaktadir
(Bassuk ve ark. 2015).
Postmenopoze Hormon Tedavisi

Menopoz sonrasi yapilan hormon tedavilerinde uzun siireli ve araliksiz
hormon kullaniminin meme kanseri risikini arttirdigi gozlenmektedir (Chlebowski ve
ark. 2013).
Obezite, Fiziksel Aktivite ve Diyet

Obezitenin 6zellikle menopoz sonrasi alinan kilolarin meme kanseri riskinde
artisa neden oldugu goézlenmektedir (La Vecchia ve ark. 2011). Duzenli fiziksel
aktivite yapan kadinlarin yapmayanlara gore meme kanseri riskinin %10-20 daha
diisik oldugu goézlenmistir (Pizot ve ark. 2016). Meyve ve sebze tiketiminin
artmasina bagli olarak meme kanseri riskinin azaldigina dair giderek artan kanitlar
bulunmaktadir (Farvid ve ark. 2016). Karotenoidlerin kandaki seviyesinin artigina
bagli olarak meme kanserinin azaldigia dair aktif calismalar devam etmektedir
(Bakker ve ark. 2009).
Alkol Tiketimi

Alkol tiketiminin 6strojen ve androjen dizeylerini arttirmasi dolayisiyla
meme kanseri riskini arttirtigr gézlenmistir (Liu ve ark. 2015).
Radyasyon

Gogiis bolgesinde radyasyon maruziyeti meme kanseri riskini artirmaktadir

(Preston ve ark. 2002)

2.1.2. Meme Kanseri Histopatolojisi
Meme karsinomlart histolojik olarak in situ ve invaziv olmak uzere iki gruba

ayrilir. Ductal karsinom in situ (DCIS) ve lobiler karsinom in situ (LCIS) olmak

Uzere iki ana tip in situ meme kanseri vardir. DCIS karsinoma memenin



duktuslarindan kaynaklanir ve bazal membrani agsmamis kanserlerdir. LCIS ise
memenin lobiilerlerinin i¢inde biiyiiyen ve invasiz kanser gelistirmek i¢in gii¢lii bir
risk tagimaktadir (Allred 2010).

Meme kanserlerinin %80’i invazivdir ve bazal membrani agarak memenin
dokularma yayilma ozelligindedir. Invaziv karsinom; tubular karsinom, ductal
lobiler karsinom, invaziv lobller karsinom, infiltratif duktal karsinom, musindz
karsinom, meduller karsinom ve infiltratif lobiiler olarak siniflandirilmistir (Malhotra
ve ark. 2010).

Gen ifadesi profilleme teknikleri meme kanserinin molekiler alt tiplerinin
daha iyi anlagilmasina olanak saglamistir. DOrt ana molekdler alt tip rutin olarak
degerlendirilen biyolojik belirtecler olarak; hormon (6strojen veya progesteron)
reseptorlerinin varlig1 veya yoklugu (HR+/HR-), insan epidermal buyime faktori
reseptori 2’nin asir1 seviyeleri (HER2, biliylime destekleyici protein), ve HER2
geninin kopyalari (HER2+/HER2-) kullanilmasi ile belirlenmistir (Cheang ve ark.
2015).

Luminal A (HR +/ HER2-) (%71)

Bu kanserler diger alt tiplere gore yavas biiylir ve daha az agresiftir. Luminal
A tlmorleri, anti-hormon tedavisine daha duyarli olduklari i¢in kisa vadede en iyi
prognoz ile iligkilidir (Haque ve ark. 2012).

Ucli negatif (HR-/HER2-) (%12)

Ostrojen reseptorii (ER-), Progesteron reseptorii (PR-) ve (HER2-) oldugu
icin Uclu negatif olarak adlandirilir. Uglii negatif meme kanseri kismen bu tumérler
i¢cin hedeflenmis tedaviler olmadigi i¢in diger alt tiplere gore daha kotii bir prognoza
sahiptirler (Bianchini ve ark. 2016).

Luminal B (HR+/HER2+) (%12)

Luminal A kanserlerinde oldugu gibi Luminal B kanserleri de ER+’dir. Fakat
Ki67 (proliferasyon biyobelirteci) ve HER2 acisindan son derece pozitif olarak
tanimlanir. Luminal A kanserlerine gore daha kotii sagkalim ile iligkilidir (Haque ve
ark. 2012).

HER?2 pozitif (HR-/HER2+) (%5)

HER2 pozitif kanserler, diger alt tiplerden daha agresif olarak biiyiir ve
yayilir. HR+ kanserlere kiyasla daha kisa vadede prognoz ile iliskilidir (Haque ve
ark. 2012).



2.1.3. Meme kanserinin evrelendirilmesi
Kanserde TNM evreleme sistemi kullanilmaktadir. Tumorlerin  TNM

evreleme sistemi; tliimdriin boyutu, tiimoriin meme i¢inde ve bitisik dokulara ne
dereceye kadar yayildigini (T), yakindaki lenf nodlarina yayilim derecesini (N), uzak
metastazlarin varlig1 ve yoklugunu (M) i¢ermektedir (Amin ve ark. 2017).

T, N ve M evreleri belirlendikten sonra 0, I, I, I, ve IV evreleri
belirlenmektedir. Evre 0 in situ’de (invaziv olmayan) anormal hucreler duktus bazal
membrane icerisindedir. Evre | erken evre invaziv kanserdir ve evre IV’e kadar artis

olabilmektedir. Evre IV hastaligin en ileri asamasidir (Giuliano ve ark. 2017).

2.1.4. Meme kanserinin belirtileri
Meme kanserinin en yaygin semptomu memede ele gelen kitledir. Memenin

tamami veya bir kisminda sigkinlik, meme derisinde iritasyon, ¢ukurlanma, yara veya
kizariklik, memede agri, memebasindan ige dogru geri ¢ekilme, memebasi derisinde
soyulma ve kabuklanma, memebasindan akinti gelmesi, memede biiyiime, sekil ve

renkte asimetri olusumu meme kanserinin belirtileridir (Feizi ve ark. 2018).

2.1.5. Meme kanserinin tanist
Meme kanserinin miimkiin oldugunca erken tanisi, tedavi i¢in basart sansini

arttirmaktadir. Meme kanseri tanisinda siklikla kullanilan ii¢ yontem vardir. Bunlar;

kendi kendine muayene, gorlntileme yontemleri ve biyopsi yontemleridir.

2.1.5.1. Kendi kendine muayene
Taninin ilk adimin1 kendi kendine muayene olusturmaktadir. Her kadin 20

yasindan itibaren kendini ayda bir kez adet baslangicindan 5-7 glin sonra hormon
etkisinin en az oldugu dénemde muayene etmelidir. Memelerin simetrik olup
olmadig1 konrol edilir. Meme derisinde ve meme basinda degisiklik ve ele gelen

Kitlenin olup olmadigina bakilir.

2.1.5.2. Gorintileme yontemleri
Mamografi

Tan1 yontemleri arasinda meme kanserini en erken saptayabilen ve memenin
goriintiilenmesi  saglayan en temel yontemdir. Mamografi memenin gorinti
dedektorii ve kompresyon plakasi arasinda sikistirilip X 1s1n1 verilmesi ile memenin
onden ve yandan iki farkli goriintiisii alinmasidir. Herhangi bir belirti olmasa bile 40

yasin lizerinde tiim kadinlarin mamografik tarama yaptirmalari Onerilmektedir.



Standart mamografi yaninda dijital mamografi yontemi de kullanilmaktadir. Digital
mamaografi de ise goriintii i¢c boyutlu sekilde dijital ortama kayit olmaktadir (Souza
ve ark. 2013).

Ultrasonografi (US)

Ses dalgalar ile goriintii elde edilmesidir. Memenin {izerine jel siiriilmesi ve
US aparatinin meme iizerinde gezdirilmesi ile olusan goriintiileri kayit etme islemini
icermektedir. Genellikle meme dokusu yogun olan kadinlarda mamografide meme
dokusu tarafindan kapatilan ve saptanamayan kanserleri goriintiilemek igin

kullanilmaktadir (Melnikov ve ark. 2016).

Manyetik Rezonans Goriintileme (MR)

Manyetik Rezonans manyetik alan igerisinde radyofrekans dalgalar ile
gorint elde edilmesidir. Hastanin hareketsiz sekilde cihazin igine yatmasi
gerekmektedir. NOrosutumulator, kalp pili olanlar icin 6nerilmeyen bir yontemdir.
MR sirasinda kullanilan Gadolinum maddesi tiimor dokusunu daha iyi boyadigi i¢in

kanser ayrimi kolaylastirma agisindan iyi bir yontemdir (Haas ve ark. 2016).

2.1.5.3. Biyopsi
Igne biyopsilerigoriintileme yontemleri ile birlikte meme kanseripataloji

orneklerinin almmasi ve tamisi koymak icin kullanilan bir ydntemdir. Ince igne
aspirasyon biyopsileri ise memede siipheli bolgeden ince bir igne ile kistlerin

bosaltilmasini igermektedir (Chen ve ark. 2016).

2.1.6. Meme Kanseri Tedavisi
Meme kanserinin tedavi karari hastanin yasi, menopoz durumu, kanserin

evresi ve biyolojik 6zellikleri ile risk ve faydalar goz oniine alindiktan sonra hasta ve
hekim tarafindan birlikte yapilir. Meme kanseri tedavisi cerrahi tedavi yaninda
rekdrrens riskini azaltmak icin radyasyon terapisi, kemoterapi, hormonal tedavi ve
hedefe yonelik tedaviyi kapsamaktadir (Hwang ve ark. 2013).
Cerrahi

Meme Kkanseri cerrahisinin temel amaci kanserin giderilmesi ve evresinin
belirlenmesidir. Cerrahi tedavi, meme koruyucu cerrahi (MKC) ve mastektomi icerir.
Radyasyon Tedavisi

Radyasyon tedavisi kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in yiiksek enerjili 1s1nlarin

kullanilmasidir. Genellikle gégiis duvari, meme veya koltuk altina ameliyat sonrasi
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uygulanir. Meme kanseri tekrarlama riskini azalttig1 i¢cin meme koruyucu cerrahi
(MKC) genellikle radyoterapi ile birlikte yapilmaktadir (Early Breast Cancer
Trialists' Collaborative Group (EBCTCG).
Kemoterapi

Kemoterapi bir veya birden fazla anti-kanser ilac1 kullanimini gerektiren bir
kanser tedavi ¢esididir. Kemoterapinin yarari tiimdriin boyutu, lenf diigiimlerinin
sayisi, Ostrojen veya progesterone reseptorlerinin varligi ve kanser hiicrelerinde
HER2’nin asir1 ifadesi dahil olmak iizere bir¢ok faktore baghdir (Carey ve ark.
2007). Kombinasyon seklinde verilen ilaglarin tek basia verilen ilaglara gére daha
etkili oldugu bilinmektedir. Kemoterapi 3-6 aylik toplam siireye sahiptir.
Hedefe Yonelik Terapi

Son zamanlarda meme kanser tedavisinde hedefe yonelik tedaviler basta
HER-2 pozitif meme kanseri olmak iizere kullanilmaktadir. Meme kanserlerinin
yaklasik %17’sinde epidermal buyume faktort reseptori (EGFR) HER2’nin asiri
uretilmesine neden olmaktadir. Trastuzumab, HER2 proteinini dogrudan hedefleyen
ilk onaylanmis monoklonal antikordur. Erken evre HER2+ meme kanseri icin
standart kemoterapiye Trastuzumab eklenmesi ile sagkalimda artis gozlenmistir
(Romond ve ark. 2005).
Hormon Tedavisi

Yumutaliklarin trettigi bir hormon olan 6strojen, HR+ meme kanserlerinin
biiyiimesini tesvik eder. Bu tiimoérlere sahip olan hastalara Ostrojen seviyelerini
diistirmek ve Ostrojenin meme kanseri hiicrelerinin biiylimesi iizerindeki etkilerini
bloke etmek icin hormon tedavisi uygulanir. Meme kanseri i¢cin hormon tedavisi
premenopozal ve postmenopozal kadinlarda farkli olabilir (Mirkin 2018).

Tamoksifen, meme kanseri hicrelerinin yuzeyindeki Ostrojen reseptorlerini
baskilayacak sekilde tasarlanmis kemoterapik bir ilagtir. Tamoksifen 0Ostrojenin
reseptore baglanmasini engeller ve meme kanseri hiicrelerinin bliylimesini durdurur.
Tamoksifen erken ve ileri HR+ meme kanserini premenopozal ve postmenopozal
kadinlarda tedavi etmek i¢in kullanilir. Erken evre HR+ meme kanserinin en az 5 yil
boyunca tamoksifen tedavisinin niiks oranimi yaklasik %40 azalttigi gosterilmistir
Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG).

Aromataz inhibitérleri meme kanserinde kullanilan bir hormon tedavisidir.
Aromataz inhibitorleri 6strojen Uretimini durdurdur ve tiimorlerin Gstrojen tarafindan

blytmesini engeller (Burstein ve ark. 2014).



2.2. Belinostat (PXD101)
Son on yil icinde, epigenetik ilaglar kanser tedavisi i¢in yogun olarak

kullanilmaktadir. DNMTi (DNA metiltransferaz inhibitor); HATI (Histone
asetiltransferaz inhibitér); HDACi (Histon deasetilaz inhibitér) ve HDMi (Histon
demetilaz inhibitor) antikanser tedavisinde kullanilan epigenetik ilaglardir (Kejik ve
ark. 2017).

Yaygin olarak kullanilan sitostatikler ile HDACI’lerin kullanimlari terapotik
etkinligi 6nemli Ol¢lide artirmaktadir. HDACAZ{’lerin sitostatik etkiler iizerindeki
etkisi apoptotik sinyalin artirilmasi, tiimorijenik ve proangiogenik faktorlerin
ekspresyonunun azalmast ve DNA tamir sistemlerinin baskilanmasi gibi farklh
mekanizmalarin kombinasyonu olarak etki gostermektedir (McLaughlin ve La
Thangue 2004).

HDACH’lerin en 6nemli tarafi ila¢ direncini diisirmesidir (Bamodu ve ark.
2018). Histonlarin  N-terminal uglarinda lizinlerden asetil  gruplarinin
uzaklastirilmasi, kromatin yogunlasmasina ve transkripsiyonel baskilanmaya neden
olur. Bu nedenle HDACi’lerin uygulanmasi daha agik bir kromatin yapisi meydana
getirir ve DNA’y1 hedefleyen kemoterapétik ajanlarin erigebilirligini artirir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, ozellikle kanser tedavisinde bu yaklasimin biiyiik

potansiyeli oldugunu gostermektedir (Dovzhanskiy ve 2012).

Belinostat (ticari ismi Beleodag ve PXD101 olarak bilinir) bir histon
deasetilaz inhibitoridir. Belinostat simif I ve II HDAC’leri baskilayan bir
hidroksamattir. CisH14N204,S molekuler formiline sahiptir. Belinostat H4’de
asetilasyonu artirmaktadir (Ong ve ark. 2016). Topo Target tarafindan hematolojik
malignite ve solid tiimor tedavisinde kullanilmak icin gelistirilmistir. Periferal T
hicreli lenfoma tedavisi i¢in FDA tarafindan 2014’te onaylanmistir (Campbell ve
Thomas 2017). Histon deasetilaz inhibitorleri antikanser amacgli hematolojik
kanserlerde kullanilmaya baglanmigtir. Belinostat’in non-hodgkin lenfoma (Apuri ve
Sokol 2016) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC; Ong ve ark. 2016)
tedavisi ile ayn1 zamanda sarkoma tedavisinde doxorubicin ile kombine kullaniminin
(Vitfell-Rasmussen ve ark. 2016) antikanser etkinligi tespit edilmistir. Belinostat ve
diger histon deasetilazlarin kanser ve malign olmayan hastaliklarla ilgili klinik

calismalar1 genisleyerek devam etmektedir. Ornegin, norolojik dejeneratif,



inflasmasyon ve kardiovaskiiler hastaliklarda Belinostat’in kullanilabilirligi ve

etkinligi konusunda ¢alismalar devam etmektedir (Yoon ve Eom 2016).

2.3. Kok Hucreler

2.3.1. Kok Hiicre Tarihgesi
Kok hiicre terimi 1960’11 yillarda Kanadali bilim adami Ernest McCulloch ve

James Till’in kemik iligindeki bir grup hiicrenin kan hiicrelerini olusturdugunu
gosteren caligsmalari ile ilk kez terminolojiye kazandirilmistir (Sharkis 2005). Kemik
iliginin kan ve immun hiicrelerini olusturma 6zelliginin kesfinden sonra 1968’de
Robert A. Good bagisiklik eksikligi olan ¢ocuga saglikli kardesinden kemik iligi
naklini gerceklestirmis ve basarili olmustur (Starzl 2007).

1981’de Martin Evans, Matt Kaufman ve Gail Martin fare blastositlerin i¢
hicre kitlelerinden (ICM) izole ettikleri pluripotent hucreleri fare embriyonik kok
hlcreleri olarak adlandirmislardir (Smith 2010). 1992 yilinda ilk kez Dr. David
Harris tarafindan kordon kani elde edilip dondurulmus ve 1994 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerin’de ilk kordon kani bankasi kurulmustur (Karagoz 2007). 1992
yilinda Noral kok hiicreler (NKH) elde edilmis ve ¢ogaltilmasi i¢in nérokiire kiiltiir
sistemi kullanilmigtir (Rietze ve Reynolds 2006).

1996 yilinda Wilmut ve ark. tarafindan memeli epitel hiicreden klonlanmis
olan ilk memeli Dolly’nin dogumu rapor edilmistir (Wilmut ve ark. 2007). 1998’de
James Thomson ise IVF (in vitro fertilizasyon) yontemi ile elde edilen embriyolardan
insan embriyonik kok hiicreleri kesfedilmistir (Thomoson ve ark. 1998).

Gegmisten bugiine kok hiicre ¢alismalar iki asamada ilerlemistir; ilk asama
embriyonik kok hiicre c¢alismalari, ikinci asama ise somatik hiicrelerin yeniden
programlanmasi ile elde edilen kdk hiicre ¢aligsmalaridir (Yamanaka 2013).

Somatik hiicreler retroviral gen aktarim metodu kullanilarak trankripsiyon
faktorleri ile (Oct-4, Sox-2, KIf-4, c-Myc) yeniden programlanmasi Ssonucu
indiiklenmis pluripotent kok hiicreye (IPKH) déniistiiriilmiistiir (Takahashi ve
Yamanaka 2006).

2.3.2. Kok Hiicre Biyolojisi
Kok hucrelerin oOzellikleri pluripotensi (stemness), kendini yenileyebilme

(self-renewal) ve farklilasabilme yetenegi olmak iizere 3 ana baslik altinda

toplanabilir (Spillane ve Henderson 2007).
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Pluripotensi kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran en onemli ozelliktir.
Organizmadaki kok hiicrelerin farklilasma kapasitesi birbirinden farklidir ve
farklilasma kapasitesi i¢ ve dis etkenler ile programlanmaktadir. Dis etkenler
hiicrenin diger hiicrelerin salgiladigi parakrin molekiiller, diger hiicrelerin salgiladigi
otokrin faktorler, reseptorlerin ligandlar1 ile etkilesimi ve hiicre i¢i yolaklar
icermektedir. I¢ etkenler ise farklilasmadan sorumlu Nanog, Oct-4 ve S0X-2

transkripsiyon faktorlerini icermektedir (Boyer ve ark. 2005).

Kendini yenileme (self-renewal) kok hiicrelerin  gerektiginde sayilarini
korumak i¢in ¢ogalmalaridir. Kok hiicrelerin kendini yenileme yetkinligi faklilagma

ile z1t ¢alisir yani farklisma arttik¢a boliinme kabiliyeti azalir (Karasahin 2012).

Farklilagma (plastisite) kok hiicrelerin sinir, kalp, kas gibi birden fazla hiicre
tipini olusturabilmesidir. Farklilasma biyokimyasal ve fenotipik islemler biitiiniidiir.
Kok hiicrenin kok hiicre veya farklilasmis bir hiicre olmasina ise epigenetik
mekanizmalar karar verir (Lister ve ark. 2011). Farklilasma kapasitesine gore kok
hlcreler totipotent kok hucreler, pluripotent kok hucreler ve multipotent olmak tzere

3 gruba ayrilirlar.

2.3.2.1. Totipotent Kok Hcreler
Zigot olusumundan blastosist asamasina kadar olan slrede (erken embriyonik

donem) embriyonun farklilasmamis ve smirsiz ¢cogalabilme yetene§ine sahip kok
hicreleridir. Vicuttaki her hiicre tipine doniisebilme 6zelligine sahiplerdir (Sekil
2.1). Embriyo, embriyo sonrasi biitiin dokulari, embriyo dist plasenta ve amniotik

membran gibi yapilar1 olusturur (Avcilar ve ark. 2018).

2.3.2.2. Pluripotent Kok Hucreler
Fertilizasyon sonrasi 5. giine kadar blastula asamasinda hiicreler totioptent

Ozelliktedir. Besinci giinden itibaren hiicreler farklilagmaya baslayarak blastosist
olarak adlandirilan kiiresel sekil haline gelirler. Blastosist igerisindeki hiicreler
pluripotent Ozelliktedirler ve tiim organizmayi olusturabilecek kapasiteye sahip
degillerdir fakat yaklasik 200 hiicre ¢esidine farklilagabilirler (Sekil 2.1). Blastosit i¢
hiicre kiitlesi embriyonik kok hiicre kaynagidir ektoderm, endoderm ve mezoderm

tabaklarinin kdkenini olusturmaktadir (Kolios ve Moodley 2013).
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Sekil 2.2. Multipotent kok hiicreler (http://www.fibiler.com/Multipotent-Kok-Hucre_Materyal_13699)

2.3.2.3. Multipotent Kok Hucreler
Multipotent kok hiicreler embiyonik gelisimin ilerleyen sathalarindaki sadece

bulundugu doku ve organdaki hiicre tiplerine farklilasabilen ve kendini yenileme
ozelligi olan erigkin kok hiicrelerdir. Multipotent kok hiicreler kemik iligi, sinir, deri
gibi dokularda bulunur (Sekil 2.2) ve hasar goren doku ver organlarin yenilenmesini
saglar (Bieback ve ark. 2004). Kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicreler
kan hiicrelerini (trombosit, 16kosit, eritrosit) olusturan mutipotent kok hiicrelerdir.
Tek bir hiicre serisine farklilagabilen kendini yenileme 6zelligi olan hiicreler
ise unipotent kok hicrelerdir. Hiicreler gelisim asamasi ilerledik¢e faklilagsma
Ozelliklerini kaybederler. Kas kok hicreleri multipotent kok hiicrelere 6rnektir ve

sadece olgun kas hiicrelerine doniisebilirler (Cetin ve Oral 2010).
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2.3.3. Elde Edildikleri Kaynak Dokuya Gore Kok Hiicre Cesitleri
Kok hicreler elde edildikleri kaynak dokuya gére embriyonik kok hicre, fetal

kok hiicre, erigkin kok hiicre ve kanser kok hiicre olmak tizere 4 gruba ayrilirlar.

2.3.3.1. Embriyonik Kok Hucreler
Blastosist asamasinda i¢ hiicre kitlesinde bulunan pluripotent karaktere sahip

lic germ tabakasindan koken alan hiicrelere farklilasabilme o6zelliginde olan
hicrelerdir (Kirschstein 2001). Blastosist i¢ hticre kitlesinden elde edilen pluripotent
kok hucreler ylksek telomeraz aktivitesi gostermektedir ve ¢ok hizli gogalma
kapasitesine sahiptir (Keller ve Snodgrass 1999).

Insan embriyonik kok hiicreleri yiizey antijeni alkalen fosfataz proteini ve
ayni zamanda farklilasmamig kok hiicre belirteci olan (Oct-4, Sox-2, Klf-4 ve
Nanog) transkripsyon faktorlerini ifade etmektedir (Marks ve ark. 2012). Embriyonik
kok hiicreler uygun besi ve Kkiiltiir ortamlarinda istenilen yonde farklilastirilarak
tedavide kullanilmaktadir fakat blastosiste yapilan miidahalelerden dolay1 etik, dini

ve politik tartismalar ortaya ¢ikarmistir (Yao ve ark. 2006).

2.3.3.2. Fetal Kok Hcreler
Fetal kok hucreler, abortus veya gebelige son verilen durumlarda elde edilen

fetisten izole edilmektedir. Embriyonik kok hiicrelere oranla daha yavas
cogalmaktadir fakat pluripotent 6zelliginden dolay1 bilimsel ¢alismalarda embriyonik

kok hiicrelere alternatif olmaktadir (Stewart ve ark. 2006).

2.3.3.3. Eriskin Kok Hiicreler
Gelismekte olan organizmalarin organ ve dokularinda gerektigi zaman

kendini ¢ogaltabilen ve farklilasabilen hiicreler yetiskin kok hiicre olarak
adlandirilmaktadir. Embriyonik kok hiicreye kiyasla daha yavas c¢ogalma ve
farklilasma kapasitesi vardir. Erigkin kok hiicreler bulunduklar1 doku ve organlarda
hasar meydana geldiginde yeni hiicrelere farklilagarak hasar1 onarirlar. Hematopoetik
ve mezankimal kok hiicreler eriskin kok hiicrelerdir. Eriskin kok hiicreler deri, kas,

sinir, karaciger gibi dokularda bulunabilirler (Can 2014).

2.3.3.4. Kanser Kok Hicreler
Tiimor progesyonu ve heterojenligini anlamak igin Stokastik (Klonal evrim)

ve KKH (hierarsik) modelleri (Sekil 2.3) kullanilmaktadir (Plaks ve ark. 2015).
Stokastik modele gore tumorlerin ekstrinsik ve intriksik (stokastik) faktorlerden
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dolay1 esit tiimorogenik potansiyele sahip biyolojik olarak esdeger hiicrelerden
olustuguna inanilmaktadir (Nguyen ve ark. 2012). KKH teorisine gore ise timorde
sadece subpopiilasyon olarak bulunan KKH’leri tiimorii baglatma ve siirdiirme
Ozelligine sahiptir (Dick 2009).

Stokastik model KKH model

> £ TS

Heterojen timér Heterojen timor

Stokastik etkiler
Intrinsik ve ekstrinsik

- = & o

Tiimér Tiimér Tiimar Progenitér Farkhlasmig
hiicreleri hiicreleri hiicreleri tiimér hiicreleri tim&r hiicreleri

Biitiin tiimér hiicrelerinin tiimorojentk Sadece KKH leri tiimdrojenik kapasiteye sahiptir
kapasiteleri esittir

Sekil 2.3. Karsinogenez modelleri (Koren ve Fuchs 2016)

KKH modeline kanit olarak 1990’larda Bonnet ve Dick, akut miyoloid l6semi
(AML) hastalarindan alinan 6rneklerden akim sitometri (FACS) ile izole edilen
CD34%/CD38" 16semi KKH’leri immunosiipresif (NOD/SCID) farelere asilanmis ve
farelerde 16semi gelistigi gozlenmistir. AML tiimdr hiicrelerinden timor
olusturabilme, kendini yenileyebilme ve farklilasabilme yetenegine sahip kan kok
hiicrelerine benzeyen sadece belli bir alt gruptan yani KKH’lerden kaynaklandigi
gosterilmistir (Hope ve ark. 2004).

KKH’lerin solid timorlerde varligi ise meme kanseri ¢alismalarinda
gosterilmistir FACS yontemi ile insan meme kanseri hiicrelerinden izole edilen
CD44%/CD24  hiicrelerinin  immunosiipresif farelere enjeksiyonu sonucu timor
olusumu gozlenmistir (Al-Haji ve ark. 2003).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda bir¢ok solid tiimorde KKH varligi tespit
gosterilmistir. Insan beyin tiimérlerinde CD133"KKH altpopiilasyonu tanimlanmistir
(Singh ve ark. 2004). Daha sonra CD44"@Pha2betalhi/cy133* fenotipinde prostat
kanser kok hiicreleri tanimlanmistir (Collins ve ark. 2005). O’Brien ve ark.. (2007)
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kolon kanseri kok hicrelerini tanimlamis ve izole etmislerdir. Karaciger, akciger,
deri ve bas boyun kanserlerinde de kanser kok hiicreler tanimlanmistir (Herman ve

ark. 2010).

Kok hiicre Progenitir hiicre Farklilasmis hiicre
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Sekil 2.4. Kanser kok hiicresi hipotezleri (Goldthwaite, 2011)
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Timor hiicreleri ve kok hiicreler arasindaki benzerlikler g6z Oniine
alindiginda KKH’lerin kok hiicrelerden, progenitor hiicrelerden veya farklilagmis
hiicrelerden kaynaklandigina dair ii¢c hipotez ileri sirlilmiistiir (Sekil 2.4,
Goldthwaite, 2011).

1. Hipotez: Kanser kok hiicreleri kok hiicrelerden kaynaklanir
Kanser kok hiicreleri ve normal kok hiicrelerin kendini yenileme, farkli hiicre

tiplerine farklilagabilme, belli sinyal yolaklarini kullanabilme, aktif DNA onarim
mekanizmasina sahip olma gibi birgok ortak oOzelliginin olmasi kanser kok
hiicrelerinin normal kdk hiicrelerden kaynaklandigini desteklemektedir. Normal kok
hiicrelerin progenitor ve farklilasmis hiicrelere kiyasla uzun yasam siiresine sahip
olmasi1 tlmor olusumu ve metastaz yapabilemeyi sagladig1 diisiiniilmektedir (Allan
ve ark. 2007).

KKH’lerinin hematopoetik kok hiicrelerden kaynaklandigini gostermek
amaciyla Akut miyeloid 16semi hastalarindan elde edilen KKH’ler farelere verilerek
16semi  olusumu goézlenmistir. LOsemiye neden olan hicrelerin  6zellikleri

KKH’lerinin normal kok hiicrelerden kaynaklandigi hipotezini giiclendirmektedir
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(Hope ve ark. 2004).

2. Hipotez: Kanser kok hiicreleri progenitor hiicrelerden kaynaklanir
Kok hiicreler diger hiicrelere farklilasma siirecinin arasinda progenitor

hiicrelere doniismektedir. Progenitdr hiicreler kismen farklilasmis fakat kendini
yenileme kapasitesine sahiptir. Kok hiicrelere kiyasla dokularda daha fazla
bulunmasindan dolayr KKH’lerin kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir (Kucia ve
Ratajczak 2006).

3. Hipotez: Kanser kék hiicreleri farklilasmis hiicrelerden kaynaklanir
Farklilagmis hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar ile hiicreler yeniden

programlanarak (dediferansiyasyon) geriye dogru farklilagsma ge¢irmekte ve kendini
yenileme oOzelligini kazanmaktadir (Takahashi ve ark. 2007). Boylece dokularda
bulunan farklilagsmis hiicrelerin kanser kok hiicre olusturma potansiyeline sahip olma
olasilig1 ortaya ¢ikmaktadir. Hicreleri yeniden programlayacak mekanizmalar heniiz

aciklanmamistir (Yu ve ark. 2007).

2.3.3.5. Kanser Kok Hucrelerinde Tedaviye Direng
ATP baglayict kaset (ABC) tasiyicilar hiicreden toksik kimyasallart disar

atma yetenekleri sayesinde ¢oklu ila¢ direncinin (MDR)’nin gelisimde 6nemli rol
oynamaktadir (Lobo ve ark. 2007). ABC tasiyici proteinleri 49 membran proteini
olan bir aileye aitir. Bilesiklerin ve kii¢iik molekiillerin ATP hidrolizi kullanilarak
hiicre dis1 ortama taginmasini saglamaktadir. Kanser Kok Hicreler hiicre yiizeyinde
cok sayida ABC proteinleri ifade ederler (DeGorter ve ark. 2012). ABCB1 (MDR1
veya P-gp), ABCG2 meme kanseri rezistans proteini (BCRP1), coklu ila¢ direnci
iligkili proteinler (MRP)’ler ABC tastyicilarinin en Onemli tiiyeleridir. Saglikl
dokularin yani sira birgok kanser dokusunda eksprese olmaktadir ve ilaglar1 kanser
hlcrelerinden disar1 atarak kemoterapinin basarisiz olmasina yol agmaktadir. ABC
tagtyici proteinler antikanser ilaglara karsi direng olusturmasindan dolayr klinik
acidan 6nem arz etmektedir (Chuthapisith ve ark. 2009).

Kanser Kok Hiicreler DNA hasar1 ve mutasyonlara kars1 yiiksek aktivitede
tamir mekanizmalaria sahiptir. Kemoterapi ve radyoterapiye karsi hizli bir sekilde
hasar1 onarabilmektedirler. Giiglii tamir mekanizmalarinin yaninda KKH’ler apoptoz
mekanizmalarina karsi direng gostermektedir (Raha ve ark. 2014). Tumor
mikrogevreside KKH’lerin tedaviye direnci i¢in katki saglamaktadir. TUmor
mikrogevrede Wnt sinyal yolagi kanser kok hiicrelerin hayatta kalmalarini

saglamaktadir (Sun ve ark. 2012).
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2.3.3.6. Kanser kok hiicreleri izole etmede kullanilan giiniimiiz metodlar
Aldefluor testi

ALDEFLUOR testi kok hiicre farklilasmasi asamasinda retinol’iin retinoik
asit’e oksidasyonu saglayan ve hiicre i¢i aldehitlerin oksidasyonundan sorumlu
enziminin (ALDH) aktivitesine dayananmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan ALDEFLUOR testi baslangigta 16semide ALDHI1A1 aktivitesini
gostermek i¢in tasarlanmis daha sonra cesitli kanserlerde ALDH izoformlarinin
aktivitesi tespit edilmisitir. ADEFLUOR testi normal ve KKH’ler icin biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir (Zhou ve ark. 2018). Meme timorlerinden izole edilen
ALDEFLUOR" hiicrelerin kanser ilerlemesinin nedeni olarak kabul edilen KKH’leri
icerdigi gosterilmistir (Ginestier ve ark. 2007).
Yan popiilasyon teknigi

Yan popiilasyon (SP) fenotipi ABC transportlarinin Hoechst 3342 floresan
boyayi, hiicre disina pompalamasi ve KKH’nin bu boyay i¢ine alma kapasitesinin
disiikliigiinden kaynaklanmaktadir. Hoechst 3342 boyasini i¢ine alamayan hiicreler
akim sitometride izole edilmektedir. Yan populasyon hicreleri kok hiicre 6zellikleri
sergilemektedirler (Boesch ve ark. 2016).

Kire (sphere) kaltra
Farklilagmis hiicrelerin 6lmesine, kok hiicre ve progenitor hiicrelerin FBS’siz

epidermal biylime faktort (EGF), insulin (IGF) ve fibroblast blytme faktori iceren
(FGF) besiyeri ortaminda hayatta kalmalarina olanak saglayan tekniktir. Ortak bir
hiicreden koken alinarak hiicre kolonileri (kiire) olusturulmaktadir (Alison ve ark.
2011). Bu kiirelerin spesifik kanser kok hiicre yiizey belirtegleri bakimindan zengin
oldugu gosterilmistir (Hwang ve ark. 2009).

Kanser KOk hiicre yiizey belirtegleri kullanilarak ayristirma
Kanser kok hiicre ylizey belirteclerine spesifik antikolar ile isaretlendikten sonra

akim sitometri (FACS) teknigi ile ayristirma yapilmaktadir (Wu ve ark. 2011). Sitometri
hicre veya partikillerin fiziksel veya kimyasal Ozelliklerinin 6lgilmesidir. Akim
sitometri ise akmakta olan bir akigkanin igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesidir. Flow sitometri veya akim sitometri olarak adlandirilmaktadir (Villas
1998).

Akim sitometri cihazi akis sistemi, 151k kaynagi, filtre ve sinyal dedektdrleri,
ayirma mekanizmasi, bilgisayar ve yazilim programindan olusmaktadir. Akim

sitometri teknigi ile hiicreler sivinin igerisinde akis sisteminin igerisinden tek tek
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gecerler ve hucrelerin lazer onlinden gecerken verdigi sinyaller analiz ve grafik
haline getirilir (Dunphy 2004).

Akim sitometri yontemi siklikla immiinfenotipleme, hiicre dongiisiiniin
incelenmesi, hiicre canlilik analizi ve mikrobiyolojide kullanilmaktadir (Matteucci ve
Giampietro 2008). Immunfenotipleme monoklonal antikorlarm gelistirilmesiyle
birlikte yaygin olarak kullanilmaya baslanilmistir. Ozgiil antikorlar ile antijenik
yapilarin varligt ya da yoklugu tespit edilmektedir. Tipta, lenfoma ve ldsemi
immiinotiplemesi, immiin yetmezliklerin teshisi, otoimmiin hastalik teshisi, alerjik
hastaliklarda ve hematolojik hastaliklarin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Van
Lochem ve ark. 2004). Akim sitometri ile hiicrelerin ne kadarinin hangi boliinme
fazinda oldugu saptanabilmektedir ve hiicre dongiisii analizi yapilmaktadir (Martiez
ve ark. 1990). Akim sitometride hiicre canlilik analizi Annexin V ile
yapilabilmektedir (Diaz ve ark. 2008). Mikrobiyolojde ise flow sitometri yontemi ile
mikroorganizmalarin sayi1sl, canlilig veya antibiyotik duyarlilig

saptananabilmektedir (Winson ve Davey 2000).

Akim sitometri yontemi hizlidir ve saniyede binlerce hiicre test edebilecek
potansiyele sahiptir. Akim sitometrinin en énemli avantaji hiicrelerin fiziksel olarak
birbirinden ayrilabilmesine imkan vermesidir boylece spesifik hiicrelerin saf
ornekleri ile ileri analizler yapilabilir. Kurulum maliyetleri yiiksek olmasi akim

sitometriye dezavantaj olarak Kabul edilmektedir.

2.3.3.7. Meme kanseri kok hucrelerinin 6zellikleri
Meme kanseri taramalarinda ve tedavi stratejilerinde gelismeler timorin

eradikasyonuna katkida bulunmaktadir ve meme kanseri hastalar1 i¢in sagkalim
artmaktadir (Siegel ve ark. 2016). Ancak mevcut miidahelelere ragmen remisyon
altindaki hastalarda hala meme kanseri niiks ve metastaz1 gelismektedir (Zielske ve
ark. 2011).

Farklilasmamis hiicrelerin kii¢iik bir alt popiilasyonunun varligi (BCSC),
meme kanseri kok hiicreleri olarak adlandirilan, geleneksel tedavide tumor
ilerlemesine, yayilmasina ve direncine neden olmaktadir. Meme kanseri tedavisi icin
uygun stratejiler gelistirilmesi ve hedefe yonelik tedavinin belirlenmesi igin
BCSC’lerin kokeni ve belirtegleri arastirilmaktadir (Lin ve ark. 2012).

BCSC’lerin kokeni arastirmacilar arasinda tartismalara neden olmustur.

Mevcut deneysel kanitlar BCSC’lerin kdkeninin kok hiicreler, progenitor hucreler
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veya farklilasmis hiicreler (Sekil 2.5) olabilecegi ile ilgili farkli teoriler onermistir

(Bao ve ark. 2015).
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Sekil 2.5. Meme Kanseri Kok Hiicre (BCSC) model formasyonlar1 (Sin ve Lim 2017)

Model 1: BCSC’ler memeli kok hicrelerden kaynaklanmaktadir. Kok
hiicrelerin durgun fazinda iken bircok etkili mutasyonlarin meydana gelmesi ile
onkojenik transformasyonu baslatmasi ile kanser kok hiicre meydana gelir. Model 2:
BCSC’ler memeli progenitor hiicreden kaynaklanir. Progenitér hiicrede meydana
gelen mutasyonlarin birikimi maligniteyi baslatmaktadir. Model 3: BCSC’ler
farklilagsmis memeli hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Farklilasmis hiicre mutasyon
sonucu kok hiicre o6zelligi kazanmaktadir. BCSC’lerin olusumu ile ilgili farkh

teoriler olmasina ragmen heniiz somut bir kanit yoktur (Sin ve Lim 2017).

BCSC’ler igin biyobelirtecler

Kanser kok hiicreleri ayristimak ve karakterize etmek kansere karsi etkili
tedavi saglamak icin Oonem arz etmektedir. Kanser kok hiicreleri ayristirmada
biyobelirtecler kullanilmaktadir. BCSC’lerin  karakterizasyonu ve izolasyonu
BCSC’lerin biyolojisinin anlagilmasina katkida bulunur. Biyobelirtecler meme
kanserinde yeni terapotik hedeflerin kesfini miimkiin kilmaktadir. BCSC’leri
tanimlamak i¢in kullanilan en yaygin biyobelirte¢ler CD44, CD24 ve ALDH1 dir.
Daha az bilinen biyobelirtecler CD133, CD49f, ve CD61°dir (de Beca ve ark. 2012).

CD44: CD44 Adezyon, hiicre ici sinyalizasyon, tumor anjiyogenezi,

proliferasyon, farklilagma, migrasyon ve invazyonu saglayan hiicre yiizeyinde
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bulunan bir transmembran glikoproteindir (Lagadec ve ark. 2013). BCSC’lerde
CD44 yuiksek oranda ifade edilir. CD44 ¢ogu kanserde oldugu gibi BCSC’lerde de
yuksek ifade edilir. CD44 timdrdgenezive multipotensiyi siirdiirmede rol almaktadir
(Van Phuc ve ark. 2011). CD44 hiicre invazivligi ve metastazi kolaylastirmak igin
hyaluronic asit ile etkilesebilmektedir (Okuda ve ark. 2012). CD44 meme, mide,
kolon, karaciger, bag-boyun, ovaryum, pankreas ve prostat kanseri kok hucrelerinde
biyobelirteg olarak kullanilmaktadir (Fabian ve ark. 2013). CD44 yuksek ifade
olmasindan dolayr meme kanseri tedavilerinde potansiyel hedef molekiil olarak kabul
edilmektedir (Goodarzi ve ark. 2014).

CD24: CD24 adezyonu artiran, tiimdr metaztasini tesvik eden ve cogalmay1
saglayan hiicre yiizey glikoproteinidir (Schabath 2006). BCSC’lerde CD24 diisiik
seviyede ifade edilmektedir. Buna karsilik CD24’{in yiiksek ifade olmasi durumunda
ise meme kanserinin stemness 6zelliginin azaldigi gézlenmektedir (Schabath ve ark.
2006).

ALDHL1: Adehit dehidrogenaz (ALDH) hiicre ici aldehitlerin oksidasyonunu
katalize eden ve retinoliin retinoik asitlere doniismesini saglayan detoksifiye bir
enzimdir. Kok hiicre farklilasmasinda gorev almaktadir. ALDH1’in asir1 ifade
edilmesiyle ile kemoterapotik ajanlara diren¢ saglanmaktadir. Kanser kok hiicreleri
ilag dislama kapasitlerinin yaninda ALDH1 ifadesi ile de kemoterapotik ilaglar
inaktif hale getirebilmektedir (Moreb ve ark. 2012).

CD133 (prominin 1): transmembran glikoproteindir. Uglii negatif meme
kanseri ve BRCA-1 tiimorlerinde bulunmaktadir. Kanser hiicrelerinde fonksiyonu
heniiz bilinmemektedir. Fakat kolesterol ile etkilestigi boylece Hedgehog sinyalinde
gorev alarak hiicre farklilagmasi ve epitelyal mezankimal gecisi diizenledigi
diistintilmektedir (Wright ve ark. 2008).

CDA49f ve CD61: Meme kanserinde tiimor baglatma 6zelligine sahiptirler (Lo
ve ark. 2012).

2.3.3.8. Meme kanseri kék hiicre metaztazi
Kok Hucrelerin kendini yenileyebilme, ¢ogalma ve go¢ gibi Ozelliklerini

devam ettirebilmesi i¢in mikro cevre (nis) 6nemli bir rol Gstlenmektedir. KKH’ler de
kok htcre ozelliklerini devam ettirebilmesi igin mikro cevreden gelen sinyaller
6nemli rol Gstlenmektedir (Sipkins ve ark. 2005).

KKH’ler 6zel bir nis ortamina gerek duymaksizin diger kok hiicre nisleri
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icerisinde kendini yenileyebilir, kemoterapiye direng goOsterebilir ve yasamini
strdurebilir. KKH’ler nis ortamini kendine gore diizenleyerek degistirebilir (Lane ve
ark. 2009).

Metastaz, tiimor hiicrelerinin primer tiimorden ayrilmasini1 uzak bir yere gog
etmesini gerektiren kompleks ve c¢ok asamali bir suregtir. Kanitlar metastazin
KHK’leri tarafindan baslatildigini ileri siirmektedir (Oskarsson ve ark. 2014).
Periostin, KKH ve metastatik nis arasindaki iliskiyi diizenleyen bir stroma
proteinidir. Tamor hicrelerinin uzak dokulara metastazi igin periostin ifadesinin
artmasi1 gerekmektedir. Periostin metaztaz icin dizenleyici bir proteindir ve periostin
sentezinin durdurulmasi ile metastaz engellenebilecegi ileri siiriilmektedir (Malanchi
ve ark. 2011). CXCL12 kemokini CXCR4 reseptorii ile tiimor hareketligini tetikler
ve metastatik yayilimi saglarlar. CXCR4 ifade eden kanser hiicreleri CXCL12 ifadesi
fazla olan dokulara metastaz yaparlar (Smith ve ark. 2004).

2.4. Sinyal yolaklar

2.4.1. Wnt sinyal yolagi
Wnt geni ilk olarak fare meme timor c¢aligmalarinda ‘Int-1" olarak

adlandirilan bir protoonkogen olarak kesfedilmistir (Nusse ve Varmus 1982). Daha
sonra Drosophila’da bulunan ‘wingless’ geninin ‘“Int-1> geni ile homolog oldugu
bulunmus ve iki gen ismi birlestirilerek Wnt olarak literatiire gegmistir (Nusse ve
ark. 1991). Insanda 19 adet wnt geni bulunmaktadir ve evrimsel agidan oldukca
korunmugtur. Wnt sinyal yolagi hem embriyonik hem de ergin dénemde gorev
almaktadir. Wnt sinyal yolu hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre
duzenlenmesinde 6nemli rol oynar (Nusse 2005).

Organizmalarda Wnt/p-katenin, Wnt/Planar (PCP), Wnt/Ca*? olmak (izere (¢
adet Wnt sinyal yolagt tanimlanmistir. Wnt/Planar hiicre polaritesinin
diizenlenmesinde, Wnt/Ca*® ise hiicre icindeki Ca** metabolizmasinin
duzenlenmesinde gorev alir. Bu iki yol kanonik olmayan B-kateninden bagimsiz
sinyal yolaklar1 olarak adlandirilir. Wnt/B-katenin yolagi ise kanonikal yolak olarak
adlandirilmaktadir (Van Amerongen ve Nusse 2009).

Kanser ve bir¢ok hastalikla en ¢ok iliskilendirilmis ve mekanizmasi en fazla
aydinlatilan yol Wnt/B-katenin yolagidir. Sekil 2.6 Wnt/p-katenin sinyal yolaginin
mekanizmasini gostermektedir. Wnt ligandi yoklugunda sitoplazmik B-katenin yikim

kompleksi tarafindan B-katenin gekirdekten uzak tutularak pargalanmaktadir. Yikim
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kompleksi kazein kinaz (CK1), glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), axin ve adenomatdz
polipozis coli (APC)’den olusmaktadir. APC ve axin yikim kompleksini bir arada
tutan yapisal proteinlerdir. CK1 ve GSK3, B-katenini serin ve treonin rezidilerinden
fosforilasyonu saglar ve proteozomlar tarafindan parcalanmaya hazirlar (Kimelman
ve Xu 2006). B-katenin pargalanmasi ile cekirdege giremez ve Wnt genlerinin

transkripsiyonu baskilanmis olur (Miller 2002).
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Sekil 2.6. Wnt/B-katenin Sinyal Yolag: (Can 2014)

Wnt ligandinin hiicre zarinda bulunan Frizzled ve diisiik yogunluklu
lipoprotein reseptor iliskili protein (LRP) reseptorlerine baglanmasi ile sinyalizasyon
baglar (Teo ve Kahn 2010). Dsh (Dishevelled) araciligiyla CK1 ve GSK3 LRP’yi
fosforile eder ve bu fosforilasyon par¢alama APC, CK1, GSK3 ve axinden olusan
parcalama kompleksini dagitir. Bdylece B-katenin sitoplazmada birikir ve ¢ekirdege
girmeye baglar. Cekirdege giren B-katenin transkripsiyon LEF1/TCF transkripsiyon
faktoriine baglanir, baskilayici protein olan Groucho’yu uzaklastirir ve Wnt hedef

genleri transkribe olur (Komiya ve Habas 2008).

Kanser ve kanser kék hiicrelerinde wnt sinyal yolaginin rolii
Kok hiicreler kendini yenileme ve farklilasma 6zelliklerini siirdiirebilmek i¢in

bircok sinyal yolagi kullanir. Bu yolaklardan birisi olan Wnt/B-katenin siki bir

kontrol altindadir. Bu yolagin anormal aktivasyonunda ise kok veya oncii hiicreler
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cogalmakta ve karsinogenez baslamaktadir (Batlle ve ark. 2005). KKH’ler de
anormal Wnt sinyal aktivasyonu sahiptir. Kanserin elimine edilmesi icin KKH’lerde
Wnt yolaginin hedef alinmasi gerekmektedir (Barker ve ark. 2009).

Kronik lenfositik l6semide (KLL), salinomisin antibiyotiginin LRP’nin
fosforilasyonunu engelleyerek pargalanmasini sagladigi ve Wnt yolagini inhibe
ederek kansere etkili oldugu gozlenmistir (Lu ve ark. 2011). Kronik miyeloid
l6seminin (KML) kok hiicrelerinde Wnt yolaginin tekrar aktive olmasi ile hastalarda
relapslar meydana gelmistir (Riether ve ark. 2015). Akut miyeloid l6semi (AML)
kok hiicrelerinde B-katenin ifadesi ve Wnt sinyalinin ¢ok fazla aktive oldugu
gosterilmistir (Wang ve ark. 2010).

Yamada ve ark. (2008) kolorektal kanserde ilaca direncten sorumlu
ABCB1/MDR-1 geninin promotor bolgesinde TCF baglanma bélgeleri igerdigini
gostermislerdir. Boylece Wnt sinyali KKH’lerin kemoterapiye direng kazanmasi ile
iligkilendirilmistir.

Wnt/B-katenin sinyal yolagi kok hiicrelerin ve kanser kok hiicrelerin
farklilasma ve self renewal 6zelliklerini diizenlemesi ile anormal aktivasyonu kanser
ile iliskilendirilmisgtir. Dolayisiyla Wnt sinyal yolagin1t hedef alan ajanlar
gelistirilmistir. Kanserde etkinlik kazanan Wnt/B-katenin yolagini hedef alan non-
steroid anti-inflamatuvar ilaclar (NSAI) kullanilmaktadir. NSAI ilaglarinin hiicre
cekirdegindeki P-katenin diizeyini azaltmasiyla Wnt yolagin1  engelledigi
gosterilmistir (Boon ve ark. 2004).

D vitamini ve sentetik analogu EB1089’nin B-katenini engelleyerek tlimor
kitlesinde kiiciilme meydana getirdigi gosterilmistir. Dolayisiyla D vitamininden
zengin diyetlerin belli kanser tiirlerini engelledigi one siiriilmiistiir (Akhter ve ark.
1997).

Wnt yolaginin aktivasyonu epigenetik diizeyde de duzenlenmektedir. WIF1
(Wnt inhibitory factor-1), Wnt proteinlerini inhibe ederek tiimor baskilayict gen
olarak fonksiyon gosterdigi bulunmustur. Wnt sinyal yolagi inhibitorleri sFRP ve
DKK‘nin gesitli kanserlerde hipermetile oldugu gosterilmistir (Valencia ve ark.
2009).

Endojen Wnt inhibitori olan sclerostin, Dkk, Wise ve Mesd, LRP’ye
baglanarak Wnt yolagini baski altinda tutar. Bu dogal yolu taklit etmek amaciyla
LRP’i hedefleyen antikorlar1 sentezlenmistir ve bu antikorlarin kullanimi tedavi

edilen tiimor biiyiimesi durmustur (Ettenberg ve ark. 2010).

23



2.4.2. Notch sinyal yolagt
Notch transmembran reseptorii hiicre i¢i ve hiicre disi olmak tizere iki

kisimdan olusmaktadir. Hiicre dis1 kisim 36 EGF (Epidermal Biiylime Faktorii) ve 3
LIN12 ardisik tekrarlardan olusmaktadir. EGF tekrarlar1 sayesinde notch reseptorii
ligandlara baglanmaktadir. Reseptoriin hiicre i¢i kismi1 NICD (Notch Intraseliiler
Domain) olarak adlandirilmaktadir. NICD 6 ankirin tekrari, RAM 23 bdlgesi ve
glutamat, serin, prolin ve treoninden zengin PEST bolgesinden olusmaktadir. Ankirin
tekrarlari ve RAM 23 bolgesi NICD’nin transkripsiyon faktorlerine baglanmasini
saglamaktadir (Kidd ve ark. 1986).

Notch reseptdriiniin ligandlar1 Delta ve Serrate benzeri ligandlar olmak iizere
iki gruptan olusmaktadir. Bir hiicrede Notch resptorii diger hiicrede Notch ligandinin
ifade olmasi ile hiicre hiicre etkilesimi saglanmaktadir (Miele ve ark. 2006). Notch
reseptorii 3 kez ayrilma islemi gegirmesiyle aktivasyon kazanmaktadir (Sekil 2.7).
Notch hiicre yiizey ifadesi i¢in S1 ayrilmasi gerekmektedir. Notch reseptori ve
ligand1 hiicre disinda baglant1 kurdugu zaman S2 ayrilmasi ADAM protezi1 tarafindan
gercgeklestirilir. Daha sonra gamma sekretaz enzimi sayesinde S3 ayrilmasi

gergeklesir ve NICD sitoplazmada serbest halde kalir (Kopan 2002).
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Sekil 2.7. Notch Sinyal Yolagi (Bray 2006).)

NICD aktiflestikten sonra niikleusa gecer. CSL, NICD’nin nikleusta
baglandig1 transkripsiyon faktorlidir. NICD’nin yoklugunda CSL HDAC’lar ile
baskilanir. NICD’nin CSL, MAM (Mastermind) ve HAT (Histon asetilaz) ile
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baglanmas1 sonucunda Notch hedef genleri ifade olmaktadir (Kramer 2000).
NICD’nin CDKS kinazi ile fosforillenmesi sonucu ubikutin ligaz icin substrat haline
gelir ve ubikinitasyon gerceklesir. Ubikinitasyon sayesinde NICD yikima
ugramaktadir ve hiicre eski haline donmektedir (Kopan 2002).

Notch geni, mutant Drosophila’nin ¢entik kanatli fenotipinden dolay1
adlandirilmigtir.  Bu ~ fenotipten  sorumlu  genetik  lokusun  Drosophila
embriyogenezinde hiicre kaderinin belirlenmesinden sorumlu oldugu belirtilmistir
(Mohr 1919). Notch sinyal yolagi tirler arasinda olduk¢a korunmaktadir.
Proliferasyon, farklilagma, kok hiicre devamliligi, apoptoz gibi temel hicresel
stireclerde 6nemli rol oynamaktadir (Artavanis-Tsakonas 1995).

Notch sinyal yolagmin anormal ifadesi kanser hiicre c¢ogalmasini
desteklemektedir dolayisiyla Notch sinyal yolagi onkojenik potansiye sahiptir.
Yuksek seviyedeki notch ifadesi yumurtalik, pankreas ve mide kanseri ile
karakterizedir (Brzozowa-Zasada ve ark. 2016; Mullendore ve ark. 2009; Li ve ark.
2013).

Kanserde etkin tedavi i¢in Notch sinyal yolagini hedef alan yontemler
gelistirilmektedir. Notch sinyal yolagmin inhibisyonu igin ilk olarak Alzheimer
tedavisinde de kullanilan gamma sekretaz inhibitorleri (GSI) kullanilmistir (Takabe
ve ark. 2015). GSI’larin kanser kok hiicrelerde proliferasyonu baskiladigi, apoptozu
indiikledigi ve kemoterapdtik ilaclarin etkinligini arttirdigr gosterilmistir (Steg ve
ark. 2014). Fakat GSI’larin diger proteazlar iizerinde de etkili olabilmesi ve intestinal
sistemde gosterdigi yan etkiden dolayr Notch reseptorii ve ligandini hedef alan
monoklonal antikorlar iiretilmistir. Notch sinyal yolagi Delta benzeri ligandi 4
(DLL4)’ti hedef alan yiliksek afinitede monoklonal antikor iiretilmis ve
kemoterapotiklerle kombine kullanimi ile MKKH’lerde proliferasyon ihibisyonunu
saglanmistir (Xu ve ark. 2016).

Kanser tedavisine Notch sinyal yolagmi hedefleyen dogal ajanlar da
mevcuttur. Kanser kok hiicrelerinin yok edilmesi sirasinda ortaya ¢ikan toksik etkiyi
azaltmak i¢in dogal bilesiklerle ¢alismalar yapilmistir. Vitamin D tlrevlerinin meme
kanseri kok hucrelerinde Notch ligandlarinda inhibitor etki gostermistir (So ve ark.
2015). Kirmiz1 biberden elde edilmis kapsaisin’in meme kanseri kok hiicrelerinde
NICD’nin niikleusa translokasyonunu baskiladigi ve kanser kok hiicre sayisinda
azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Shim ve Song 2015). Delphinidin, likopen,

withaferin A, curcumin, oridoin gibi dogal bilesiklerin Notch ligand ifadesinin
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azalmasini saglayarak meme kanseri kok hiicrelerinde sag kalimi baskilamistir

(Moselhy ve ark. 2015, Xia ve ark. 2017).

2.4.3. Hedgehog sinyal yolagt
Hedgehog (Hh) geni Christiane Nusslein-Volhard ve Eric F. Weischaus

tarafindan 1980 yilinda Drosophila’da embriyonik gelisimde etkili mutasyonlari
arastirirken kesfedilmistir. Hedgehog mutant larvalarda kirpilere benzer sivri dikensi
cikintilar oldugu icin kirpi (Hedgehog) sinyal yolu olarak adlandirilmistir (Heretsch
ve ark. 2010).

Omurgalilarda, Sonic hh (Shh), Indian hh (Ihh) ve Desert hh (Dhh) olmak
tzere 3 farkli Hedgehog geni bulunmaktadir. Thh iskelet gelisiminde 6nemli rol
almaktadir. Dhh testislerde ifade olmaktadir. Eriskin ve embriyo dokularinda en ¢ok
ifade olan ve en ¢ok ¢alisilan ise Shh’dir (Bitgood ve ark. 1996; Wijgerde ve ark.
2005).

Hedgehog sinyal yolaginin ligandlar1 Hh proteinleridir. Hh proteinleri C-
terminal ve N-terminal prekursor halde bulunur. N-terminal sinyal bélgesine
palmitoil ve C-terminal bdlgesine kolesterol eklenmesi ile HhNp olarak adlandirilan
aktif sinyal bolgesi olusur (Varjosalo ve Taipale 2008).

Patched (Ptch) transmembran proteini Hedgehog sinyal yolaginin
reseptorudir. Omurgali canlilarda Ptchl ve Ptch2 olmak (zere iki izoforma sahiptir.
Ptch Hh ligandina bagli degilken Smoothened’i (SMO) enzozomik vezikiiler
igerisinde hapsolup hiicre zarina gelmesini baskilar. SMO hedefi SuFu-Gli protein
kompleksi aktiflestirilemedigi icin sinyal iletimi gergeklestirilemez (Heretsch ve ark.
2010).
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Sekil 2.8. Hedgehog Sinyal Yolag: (Merchant ve Matsui 2010).

Hh ligandinin Ptch reseptdriine baglanmasiyla SMO iizerindeki baski kalkar
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(Sekil 2.8). SMO hiicre membranma baglanir ve sinyal aktif hale gelir. SuFu
(Suppressor of Fused) kompleksinden ayrilarak aktiflesen GLI trankskripsiyon
faktorleri hiicre ¢ekirdegine girerek hedef genlerin ifadesini saglamaktadir (Huangfu
ve ark. 2003).

Hedgehog sinyal yolagi omurgasiz ve omurgalilarda embriyonik gelisimde
6nemli rol oynamaktadir. Organlarin gelisimini, uygun biiyiikliik ve yerde olmasini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda doku homeostazinda rolii bulunmaktadir (Varjosalo ve
Taipale 2008). Hedgehog sinyal yolagi doku tamiri igin somatik ve pluripotent kok
hiicre devamliligint stirdiirmektedir (Lowry ve ark. 20008). Karsinogenezin c¢esitli
asamalarinda Hedgehog sinyalinin aktivasyonu gdzlenmistir. Ornegin pankreas ve
0zofagus kanserlerinin erken asamalarinda Hedgehog sinyalinin aktivasyonu
gozlenmistir (Bailey ve ark. 2009). Gastrik ve prostat kanserlerinde hedgehog sinyal
yolunun aktivasyonu doku invasyonu ve artmis metastaz ile ilskilendirilmistir
(Karhadkar ve ark. 2004). Hedgehog sinyal yolaginin TGF-B, Wnt, Notch yolaklar
ile iliski icerisinde olarak anormal aktivasyonunun beyin tiimdrlerinde etkili oldugu
gosterilmigtir. Kanserle iliskili olan Hedgehog sinyal yolaginin inhibisyonu yeni
tedavi stratejilerinin hedefidir (Golestaneh ve Mishra 2005).

Siklopamin alkoloidi iceren Veratrum californicum ile otlayan koyunlarin
holoprosensefali dogumlar meydana getirmesiyle siklopaminin Hedgehog sinyal
yolagr ile iligkisi arastirilmis ve Siklopaminin SMO antagonisti oldugu ortaya
cikmistir. Siklapaminin SMO’ya baglanarak Hedgehog yolagimi inhibe ettigi ve
malformasyonlu dogumlara sebep oldugu gosterilmistir (Liu ve ark. 2011). Bunun
tizerine aktiflesmis Hedgehog sinyali olan kanserlere karsi sentetik antogonistler
gelistirilmistir. SMO antagonisti GDC-0449’un bazal hucreli karsinomada ve
pankreas kanseri kok hiicrelerinde etkili oldugu gosterilmistir (Von Hoff ve ark.
2009; Singh ve ark. 2011). Kanser kok hticrelerinin kendini yenileme ve hayatiyetini
stirdirmesinde Hedgehog sinyali rol almaktadir. Bu yuzden Hedgehog sinyal
inhibisyonu umut verici bir tedavi yaklasimidir (Beachy ve ark. 2004).

Bu tez calismasinin amaci, bir HDAC inhibitorii olan Belinostat’in MCF-7

kanser kok hiicreleri Gizerine etkilerinin arastirilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calismada kullanilan cihaz ve kimyasallar

3.1.1. Calismada kullanilan cihazlar
Tablo 3.1: Kullanilan cihazlar

Cihaz/Malzeme Marka

ELISA okuyucu Bio-Tek Epoch

-80°C Dondurucu Symphony
Mikrodalga firin Arcelik MD554
-20°C derin dondurucu Arcelik

Hassas terazi

Laminer hava kabini class 2
Isik mikroskobu
Otomatik mikropipetler
Real time PZR
Sogutmali Santrifij
Yatay elektroforez
Nanodrop

Vakum pompasi

CO0,’li inkibator
Inverted mikroskop
Mikro santrif(j

Jel goruntileme sistemi
Vorteks

Akim sitometri

KERN-Sohn GmbH
Scanlaf

Olympus

VWR

Bio-Rad

Hettich

Thermo

Maestro

GM-0

Syngene
Olympus
Olympus

Cleaver

Boeco

BD FACSAria lll

3.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler
Tablo 3.2: Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri

Kimyasal/sarf

Marka

Belinostat MCE MedChem Express
Transcriptor first strand cDNA synthesis kit ~ BioRad
XTT Reagent-Cell Proliferation Kit Bl (Biological Industries)

SYBR Green gPCR Master Miks BioRad

Trizol Sigma

Fotal Sigir Serumu Capricorn
Penisilin/Streptomisin Bl (Biological Industries)
PRMI-1640 medyum Multicell

DNAaz/RNAse free su BioShop

Tripan mavisi boyasi Bl (Biological Industries)
PBS Multicell

Dimetil sulfoksit (DMSO) ApliChem

96-Kuyucuklu PCR Array Plate Nest

Tripsin/EDTA Multicell

Caspase-3 Assay Kit BioVision

CD44 anti human antikoru BD Bioscience
CD24 anti human antikoru BD Bioscience
BD Accuodrop Beads BD Bioscience
96 kuyucuklu hiicre kltir kab: Nest
Steril kiltiir kaplart (Petri) (100x20mm) Nest

Cell Scraper SPL




3.2. Hucre kaltaru
Calismada kullanilan insan meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 (ATCC®

HTB-22") ve insan embriyonik bobrek kokenli HEK-293 hiicre hattit ATCC’den
temin edilmistir. Hiicre hatlarinin 6zellikleri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de 6zetlenmistir.
MCEF-7 hiicreleri %10 fetal sigir serumu ve %1 Penisilin-Streptomisin iceren RPMI-
1640 besiyerinde kendileri i¢in uygun kiiltiir ortami1 olan 37°C’de %95 nem ve %5

CO_’li etiivde inkiibe edildi.
Tablo 3.3: Calismada kullanilan MCF-7 hiicre hattinin 6zellikleri

MCF-7 hiicre hatt: (ATCC® HTB-22")

Organizma Homo sapiens, insan

Doku Meme bezi

Hastalik Adenokarsinom

Morfoloji Epitelyal

Cinsiyet Kadin

Yas 69

Biiyiime dzelligi Yapigarak ¢cogalan (adherent)

Tablo 3.4: Calismada kullanilan HEK-293 hiicre hattinin 6zellikleri

HEK-293 hiicre hatti (ATCC® CRL-1573")

Organizma Homo sapiens, insan

Doku Embriyonik bobrek

Hastalik Adenokarsinom

Morfoloji Epitelyal

Yas Fetus

Biiyiime 6zelligi Yapisarak ¢ogalan (adherent)

3.2.1.Hlcre hattinin dondurulmast
Petri yiizeyine yapisarak cogalan hiicreleri, yapistiklar1 yiizeyden kaldirmak

icin Tripsin-EDTA ile muamele edildikten sonra 3-4 dakika 37°C’de %95 nem ve
%5 COy’lietiivde inkiibasyona birakilarak petrinin yiizeyinden ayrilmalart saglandi.
Inkiibasyonun ardindan inverted mikroskop ile hiicrelerin kalktig
g6zlemlenerek petri (izerine taze besiyeri eklendi. Hicre-besiyeri igerigi falkon tiipe
alinarak 4 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan
siipernatant kismi1 uzaklastirildi. Tip igerisine 9:1 oraninda DMSO (Dimetil
stilfoksit) ve besiyerinden olugan dondurma ¢ozeltisi eklenerek hiicreler kriyotiiplere
alindi. Kriyotlpler -20°C’de dondurulduktan sonra hizli bir sekilde -80 °C’de

muhafaza edildi.

3.2.2 Dondurulmusg hiicre hatlarinin ¢ozdiiriilmesi
%10 DMSO ile dondurulmus kriyotiip igerisinde bulunan hiicreler hizli bir

sekilde ¢ozdiiriilmek igin -80°C’den 37°C’ye alindi. Igerisinde 5 ml RPMI-1640
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besiyeri bulunan falkon tuptn igerisine 1 ml hucre damla damla eklendi. 15.000
rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi uzaklastirildi.
Uygun miktarda besiyeri ile pellet homojenize edildi. Hiicreler petriye alinarak
37°C’de CO’li etiivde inkiibasyona birakildi. Hiicreler petri yiizeyinin yaklasik
%80’ini doldurana kadar iki giinde bir besiyeri degistirilerek cogaltildi. Petri yuzeyi

doldugunda hiicrelerin canliligin1 korumak amaci ile pasajlama iglemi yapildi.

3.2.3 Hucre hattimin pasajlanmasi
Petride %80-90 yogunluguna ulasan hiicrelerinin pasajlama islemi igin ilk

olarak eski besiyeri ortamdan uzaklastirilarak PBS ile yikama islemi yapildi. Petri
yiizeyine yapisarak ¢ogalan hiicreleri, yapistiklar: yiizeyden kaldirmak amaci ile 1-2
ml Tripsin-EDTA eklenerek 3-4 dakika 37°C’de %95 nem ve %5 CO;’li etlivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin inverted mikroskopta
kalktig1 gozlemlendi. Tripsin-EDTA miktarinin yaklasik iki kat1 besiyeri eklendi ve
hiicreler pipet ile homojenize edildikten sonra bir falkon tiipe alindi. 1500 rpm’de 4
dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Uygun miktarda besiyeri ile pellet
homojenize edildi. Hiicrenin yogunluguna gore petrilere hiicre ekimi yapildi ve

cogalmalari i¢in 37°C’de %95 nem ve %5 CO;’li etlivde inkiibasyona birakildi.

3.3. Belinostat stok soliisyonun hazirlanmasi
Calismada kullanilan Belinostat (MCE MedChem Express, Katolog No: HY-

10225) ticari olarak elde edildi. C;5H14N,0O4S kimyasal formaliune ve 318.35 g/mol
molekiil agirligina sahiptir. Kat1 formda bulunan Belinostat +4°C’de muhafaza edildi.
Belinostat %0,1 DMSO igerisinde c¢ozdiiriilerek stok soliisyon olarak hazirlandi.
Daha sonra stok soliisyondan seyreltmeler yapilarak ¢alisma i¢in uygun

konsantrasyonlar hazirlandi.

3.4. Belinostat in sitotoksik etkisinin belirlenmesi
Belinostat’in MCF-7 hicreleri Uizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi

icin XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) testi kullanildi. XTT sar1 renkte, suda eriyebilen tetrazolyum tuzudur.
Canlt hiicrelerde tetrazolyum tuzu turuncu renkli formazan bilesenlerine
indirgenmektedir. Metabolik aktif hiicrelerin sayisiyla orantili olan boya yogunlugu,

belirli bir dalga boyunda bir spektrofotometre ile okunabilir.
Belinostat sirasi ile 0-25 puM araligindaki konsantrasyonlarda RPM-1640
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besiyeri ile hazirlandi. Petrilere ekilen ve petri yizeyini kaplayan hucreler
tripsinizasyon ile petri ylizeyinden kaldirildi ve Tripsin-EDTA miktariin yaklasik
iki kat1 taze besiyeri eklendi. Homojenize edildikten sonra bir falkon tiipe alindi ve
1500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant bosaltildi. Uygun
miktarda besiyeri ile pellet homojenize edildi. Bir ependorfta, 100 pl hiicre ve 100 pl
tripan mavisi karistirildi. Ardindan bu karigimdan 10 pl alinarak Thoma lamu ile 151k
mikroskobu altinda hiicreler sayildi. Elde edilen hiicre sayilarina gore 96 kuyucuklu
plate’in her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 100 pl hiicre-besiyeri icerigi
platelere ekildi. Hiicreler yiizeye yapismalart igin 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak kontrol gruplari

disindaki kuyucuklara 0.25, 0.5, 0.75, 1, 3, 5, 15 ve 25 uM Belinostat eklendi.

Hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun sonunda
kuyucuklardaki besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 50 pL XTT
soliisyonu (49 uL reagent soliisyonu + 1 pL aktivator soliisyonu) eklendi ve hiicreler
4 saat inkiibasyona birakildi. D6rt saatin sonunda ¢alisilan gruplarin optic absorbans
degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda 630 nm referans araliginda
okundu. XTT deneyi sonucunda CompuSyn Version 1.0 yazilimi ile Belinostat’in

ICs0 degeri belirlendi.

3.5. FACS ile CD44"/CD24" meme kanseri kok hiicrelerinin ayristirilmasi
Kontrol ve doz gruplarinin antikorla muamele edilmemis olanlar1 igin

flasklara ekilen hiicreler tripsinizasyon ile kaldirild1 ve hiicre sayimi gerceklestirildi.
Uygun miktarda hiicre alindiktan sonra 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve
slipernatant bosaltildi. Hiicreler HBSS+ %2 FBS soliisyonu ile resuspende edildi.

Kontrol ve doz gruplarinin unstain olmayanlar i¢in flasklara ekilen hiicreler
tripsinizasyon ile kaldirild1 ve hiicre sayimi gerceklestirildi. Uygun miktarda hiicre
alindiktan sonra 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve silipernatant bosaltildi.
Hicreler FITCH labeled anti-human CD44, BD Pharmingen anti-human CD24 ve
HBSS+ %2 FBS soliisyonu ile resuspende edildi. Cam tiipler buza alind1 ve karanlik
ortamda 45 dakika inkiibasyona birakildi.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattindan kanser kok hticrelerinin izolasyonu BD
FACSAria III flow sitometri cihazi (Selcuk Universitesi ileri Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi-ILTEK) kullanilarak yapildi. MCF-7 kok hiicrelerinin

belirlenmesi ve saflastirilmasi i¢in flow sitometride FACS Diva version 6.1.3.
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yazilimi kullanildi. K6k hiicrelerin ayristilmasindan sonra hiicrelerin bir kismi RNA
izolasyonu i¢in ependorf tiiplere alindi, bir kismi ise kaspaz-3 analizi icin liziz

bufferl tiiplere alindi.

3.6. Kaspaz-3 aktivitesi analizi
Belinostat’in kaspaz-3 aktivitesi Uzerine etkileri ‘‘Caspase-3 Assay Kit”’

kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. Orneklere ait
proteinlerin konsantrasyonlari, protein tayininde kullanilan Bradford yontemi ile
olculdii. Olgiim, boyanin (Coomassie Blue) proteine baglanmasiyla olusan
kompleksin molar absorbansi arttirmasina dayanmaktadir. 465-595 nm arasinda
Olgtim gerceklestirildi. Rengin koyu mavi olmasi yiiksek konsantrasyona, agik
kahverengi olmasi ise diisiik konsantrasyona igaret etmektedir.

Protokole gore deneye baslamadan dnce Bradford ¢ozeltisi hafifce ¢alkalandi.
Uygun araliklarda BSA standartlar1 hazirlandi (5 pg/30 pl; 10 pg/30 pl; 15 pg/30 ul;
20 ng/30 pl) ve ornekler standart egrinin uygun alaninda olacak sekilde ayarlandi.
Her bir ependorfa 30 pl érnek/standart pipetlendi. Her bir ependorfa 90 pl Bradford
ayrac pipetlenerek eklendi ve hizlica vortekslendi. Tiim 6rnekler oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edilip Asgs nm’de okundu. Orneklerin protein diizeyi (Sekil 3.1)’ de
gosterildigi gibi standart grafik egrisi kullanilarak hesaplandi.

Kaspaz-3 aktivitesi icin her protein 100 pg olacak sekilde ayarlandi.
FACS‘dan sonra kaspaz-3 analizi icin ise liziz bufferli tiiplere alinan hucreler
kullanild1. Her 6rnege 10 mM DTT (dithiothreitol) igeren 50 pl 2X reaksiyon buffer
eklendi. Son olarak her tipe 4 mM DEVD-pNA substratin 5 pl’si ilave edilerek 2
saat 37°C’de inkube edildi. Kaspaz-3 aktivitesi, isaretlenmis DEVD-pNA
substratinin aktif kaspaz-3 tarafindan pargalanmasi ile olusan kromofor p-nitroanilin
(p-NA)’in 400 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu ile 6l¢tilmesi sonucunda

belirlendi.
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Sekil 3.1: Bradford protein standart egrisi

3.7. Gergek zamanl kantitatif PZR (qPZR) analizi
Apoptoz, metastaz, Wnt, Notch ve Hedgehog yolaklarinda 6nemli genlerin

mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri gercek zamanli kantitatif PZR (qPZR)
kullanilarak yapildi. Bunun ig¢in hiicrelerden RNA izolasyonu sonrasi CDNA

sentezlendi.

3.7.1. Total RNA izolasyonu
MCEF-7 kontrol ve MCF-7 Belinostat uygulanmis (doz grubu) hicreler, HEK-

293 kontrol ve HEK-293 Belinostat uygulanmis hiicrelerden, FACS*dan sonra elde
edilen ve MCF-7 CD44%/CD24" Kontrol ve MCF-7 CD44%/CD24  doz grubu
hicrelerinden RNA izolasyonu Trizol soliisyonu kullanilarak gergeklestirildi.
Hucreler 1 ml Trizol ile muamele edildi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek
hiicrelerin par¢alanmasi ve niikleik asitlere baglanan proteinlerin ayrigmasi saglandi.
Sonrasinda ependorflara 200 pl kloroform eklenerek vorteks yapildi ve oda
sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 12000 g’de 15 dakika santriftj edildi. Faz
ayrismasindan sonra RNA iceren siipernatant yeni ependorfa alinarak tizerine 250 pl
izopropanol eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 12000 g’de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve RNA pelleti yeni ependorfa
alindi. RNA’y1 ethanol ile yikama amaciyla 1 ml %75 etanol eklendi ve 12000 g’de
10 dakika santrifiij edildi. Etanol uzaklagtirmak i¢in RNA pelleti kurumaya birakildi.
RNA iyice kuruduktan sonra 30 pl niikleaz igermeyen su (NFW) ile RNA pelleti
¢Ozduruldu. Nanodrop cihazina 1 pul RNA 6rnegi konularak 260/280 nm UV’de ng/ul
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cinsinden konsantrasyonlar1 6lgiildii. Total RNA 6rneklerinin kalitesi %1 agaroz jel
elektroforez ile kontrol edildi.

3.7.2. cDNA sentezi
Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda ¢cDNA Synthesis Kit kullanilarak

RNA &rneklerinden cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi igin IScript cDNA
sentez kiti kullanildi. cDNA sentezi igin 1000 ng RNA, 4 pl 5x IScript reaksiyon
miksi, 1 pl iScript revers transkriptaz tup icine eklendi ve toplam hacim NFW ile 20
MI’ye tamamlandi. Daha sonra tiipler 25°C’de 5 dakika, 46°C’de 20 dakika, 95°C’de
1 dakika inkiibasyona birakildi. Elde edilen cDNA’lar gen ekspresyon caligmalari
yapilincaya kadar cDNA’lar -20°C’de bekletildi.

3.7.3. Primer dizayni
Gergek zamanli PZR analizinde kullanilan genler ile referans gen olarak

belirlenen CYPA ve GAPDH genlerine yonelik primerler, IDT PrimerQuest
(https://eu.idtdna.com/site) programi kullanilarak tasarlandi veya literatiirden alindu.

Calismada kullanilan primer dizileri Tablo 3.4’de gosterildi.

3.7.4. Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR)
Hedef ve referans genlerin ekspresyon analizleri, gercek zamanli kantitatif

gPZR kullanilarak gergeklestirildi. qPZR analizlerinde ¢ift iplikli DNA’ya
baglanarak ortama 151 veren SyberGreen boyasi kullanildi. Her bir reaksiyon i¢in, 5
ul iTag™ universal SYBR Green supermix, 0.5 ul primer mix (12.5 pMol), 3 pl
cDNA ve toplam hacim 10 pl olacak sekilde ddH,O ile tamamlanarak polimeraz
zincir reaksiyonu gerceklestirildi. CFX Connect™ Real-Time PCR cihazi kullamildi.
Tam bir denatirasyon (95°C 5 dakika) sonrasi, amplifikasyon 40 dongii (95°C 5
saniye, 60°C 30 saniye) basamaklarindan olusan qPZR protokolii uygulandi. 95°C 5
saniye 1sitilip, 65°C’a diisiiriilen 1s1 95°C’a kadar tekrar kademeli olarak arttirilarak
melting curve (erime egrisi) analizi gergeklestirildi. Gen ifade diizeylerinin
degerlendirilmesi Ct (esik dongiisii) degerleri iizerinden yapildi. Reaksiyon sonunda
elde edilen {irlinlerin dogrulugu teyit etmek icin reaksiyon triinleri %2’lik agaroz

jelde 110 voltta 40 dakika yuratuldu.
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Taplo 3.5: Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Primer dizisi (5'—3") Uzunluk (bg) Referans

WNT-1% GCGTCTGATACGCCAAAATC 244 Okoye ve ark. 2008
GGATTCGATGGAACCTTCTG

LRP-6° AGGCACTTACTTCCCTGCAA 273 Zhang ve ark. 2010
GGGCACAGGTTCTGAATCAT

APC? CAAAGACTCTGTATTGTTGGGAAAT 98 *
CATCAGGCTGTGAGTGAATGA

TCF-7* GGACAACTACGGGAAGAAGAAG 95 *
TCTCCGGGTAAGTACCGAAT

FzD-8* TCTTGTCGCTCACATGGTTC 375 *
TGTAGAGCACGGTGAACAGG

LEF-1* GAAGCCTCAGCATGAACAGA 110 *
CAACGACATTCGCTCTCATTTC

NOTCH-1° CAATGTGGATGCCGCAGTTGTG' 125 Park ve ark. 2018
CAGCACCTTGGCGGTCTCGTA

IAG-1° GTATCTGTCCACCTGGCTATG 120 *
ACAGACACTGGAATCTGTTGAT

SHH® CCGAGCGATTTAAGGAACTCA 133 *
ATCACCGAGATGGCCAAAG

PTCH® GGGTGGCACAGTCAAGAACAG 108 You ve ark. 2010
TACCCCTTGAAGTGCTCGTACA

SMO® ATCGCTACCCTGCTGTTATTC 90 *
GGGCACCATCCATGAACT

GLI-1° GAGCTGGACATGCTGGTT 148 *
ATTCAGGCTCACGCTTCTC

MMP-1° GCCTTCCAACTCTGGAGTAATG 111 *
AGGAGAGTTGTCCCGATGAT

Sox* GCCGAGTGGAAACTTTTGTCG 150 *
GGCAGCCTGTACTTATCCTTC

NANOG®*  TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT 116 *
AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG

OCT4° CAAGGAGGCAAAGGTCTCGAA 193 *
CGGCACCTGACACAGAAGA

CASP3f GAAATTGTGGAATTGATGCGTGA 164 *
CTACAACGATCCCCTCTGAAAAA

CASPY CTGTCTACGGCACAGATGGA 75 *
GGGACTCGTCTTCAGGGA

APAF-1"  AAGGTGGAGTACCACAGA 116 *
TCCATGTATGGTGACCCATCC

p53° CAGCACATGACGGAGGTTG 125 *
TCATCCAAATACTCCACACGC

GAPDH? GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 197 *
GGCTGTTGTCATACTTCTCAT

CYPA® TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG 124 *

CTTCTTGCTGCTGGTCTTGCATTCC

*Bu calismada design edilmistir. ®Wnt, °Notch, °Hedgehog, “metastaz, °kok

belirteleri, 'apoptoz yolag: ve %referans (housekeeping) genleri

3.8.Tumdrfaz (sphere) olusumu
MCF-7 hicrelerinden FACS ile CD44+/CD24- kbk hticreler izole edildikten

sonra bekletilmeden T-25 flaska serumsuz (%1 PC + RPMI-1640) medyum ile ekim
gerceklestirildi. KOk hiicre ekim sonrasinda 37°C’de %5 CO, inkiibatére aktarildi.

hicre
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Belirli zamanlarda medyumu yenilendi. Mikroskopta x10 biyiitmede belirli gunlerde
incelendi. Tiimdrfaz olusumu ig¢in 60 gun boyunca kiltire edildi. Timorfaz olusumu

incelendi ve gorunttlendi.

3.9. Istatistiksel analizler
Kaspaz-3 aktivitesi verileri Windows GraphPad prizma (v5.0) programinin

“Student t-testi” ile karsilastirildi. Kontrol ve doz gruplari arasinda gen ifadesi
diizeyindeki farkliliklar GAPDH ve CYPA referans genleri kullanilarak normalize
edildikten sonra, 20D metodu kullanilarak “RT? Profiler™ PCR Array Data
Analysis” olarak isimli web tabanl program ile
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)  analiz ~ edildi.
Gruplar aras1 gen ifadesinde gozlenen farkliklar kat artis1 olarak hesaplandi. Gruplar

arasi “Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hucre kaltirleri
Calismada kullanilan MCF-7 insan meme kanseri hucreleri %10 fetal sigir

serumu ve %1 Penisilin-Streptomisin iceren RPMI-1640 besiyerinde kendileri igin
uygun kiiltiir ortami olan 37°C’de %95 nem ve %5 CO>’li etuvde inkiibe edildi (Sekil
4.1).

&

Sekil 4.1. MCF— meme kanseri hiicre hatt (X10 bﬁyﬁte)

4.2. Belinostat in sitotoksik etkisi
MCF-7 hiicre hattinda Belinostat sirasiyla 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 3, 5 ve 15 uM

doz araliklarinda 24., 48. ve 72. saat inkiibasyon sonrasi sitotoksisitesi XTT testi ile
iicli tekrarlar seklinde gerceklestirildi. Belinostat’in konsantrasyon ve zamana baglh
olarak hiicre canliligin1 baskiladigi gozlemlendi. MCF-7 hiicre hattinda 48 saat
sonunda Belinostat’in ICsp dozu 5 uM olarak belirlendi (Sekil 4.2.). 5 UM Belinostat
uygulama sonrast MCF-7 hicrelerinin 48. saat goriintiisti Sekil 4.3’de veridi.

120 -+
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Sekil 4.2. Belinostat’nin MCF-7 hiicre canliligina etkisi
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Sekil 4.3. Belinostat uygulanmis MCF-7 meme kanseri hiicreleri (X10 biyttme)

Belinostat icin belirlenen ICsq degeri HEK293 hiicre hattina da uygulandi (Sekil 4.4.

ve Sekil 4.5) ve invert mikroskopta incelendi.

Sekil 4.5 insan Embryonik bébrek kékenli HEK293 hiicre hatt1 doz (X10 biiyiitme)

4.3. Belinostat 1z kanser kok hiicre orani Uzerine etkisi
MCF-7 kanser kok hiicreleri miktar1 CD44"/CD24  yiizey belirtecleri
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kullanilarak akim sitometri (FACS) ile belirlendi. FACS sonuglarina gére MCF-7
total hicre igerisinde MCF-7 kok hicre orant %2 olarak saptandi. Bu ¢alismada,
Belinostat’m 5 puM dozunda 48 saat muaemelesinden sonra MCF-7 hicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla %44, MCF-7 kok hicre miktarinda ise %66 azalma

go6zlendi.

MCF-7 + 0 uM Belinostat MCF-7 + 5 uM Belinostat
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Sekil 4.6. FACS Analizi

(Q1: CD44%/CD24,, Q2: CDA44'/CD24", Q3: CD44/CD24, Q4. CD44/24%) (A) Belinostat
uygulanmayan MCF-7 total hiicre miktari, (B) Belinostat uygulanmig MCF-7 total hiicre miktar1 (C)
Belinostat uygulanmamis CD44*/CD24" antikor uygulanmis MCF-7 kok hiicre miktar1 (D) Belinostat
uygulanmig CD44°/CD24  antikor uygulanmis MCF-7 kok hiicre miktar1

4.4. Belinostat in MCF-T7 meme kanseri ve MCF-7 meme kanseri kok hiicrelerinde
Kaspaz-3 aktivitesi tUzerindeki etkisi
Belinostat’in kaspaz-3 aktivitesi zerine etkileri kaspaz-3 aktivite testi ile

gerceklestirildi. Belinostat’in MCF-7 hiicrelerinde (Sekil 4.1) ve MCF-7 kok

hiicrelerinde (Sekil 4.2) kaspaz-3 aktivitesi artmis olmasina ragmen istatistiksel
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olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.7. Belinostat’in MCF-7 hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi tzerine etkisi (*p< 0,05)
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Sekil 4.8. Belinostat’in MCF-7 kanser kok hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesi Uzerine etkisi (*p< 0,05)

4.5. Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu bulgulari
MCF-7- HEK-293 ve MCF-7 CD44"/CD24 kontrol ve Belinostat doz hiicre

gruplarindan izole edilen RNA 6rneklenin miktar ve kalitesi 260/280 nm UV’de ve
agaroz jel elekkroforez ile kontrol edildi (Sekil 4.9). RNA 6rneklerinin cDNA sentezi
ve qPZR analizlerinde kullanilabilecek kalited oldugu tespit edildi.

Wnt (WNTL1, LRP6, APC, TCF-7, FZD8 ve LEF), Hedgehog (SMO, SHH,
PTCH ve GLI), Notch (NOTCH ve JAG), metastaz (MMP1) ve apoptoz (CASP3,
CASP9, p53 ve APAF1) yolaklari, kok hiicre belirtecleri (SOX, NANOG ve OCT4)
ile referans (GAPDH ve CYPA) genlerinin ekspresyon seviyeleri ger¢ek zamanli

PZR yontemi kullanilarak mRNA diizeyinde tespit edildi.
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Sekil 4.9. RNA &rnekleri agaroz jel gorintisii

Bu ¢alismada kullanilan tiim genlerin melting curve gorintileri Sekil 4.10°de
gosterildi. PZR Urlnleri agaroz jel elektroforezde kontrol edildi (Sekil 4.11, 4.12,
413 ve 4.14). Melting curve ve agaroz jel elektroforez sonuglart g¢alismada

kullanilan primerlerin spesifik olarak hedef gen bolgesini ¢ogalttigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Calismada kullanilangenlerinin melt analiz egrileri. SMO (a), SHH (b), PTCH-1 (c), GLI-1
(d), NOTCH-1 (e), JAG (f), WNT-1 (g), LRP-6 (h), APC (1), TCF-7 (j), FZD-8 (k), LEF-1 (I), MMP-
1 (m), OCT-4 (n), SOX (0), NANOG (p), CASP3 (r), CASP9 (s), APAF-1 (t), p53(u), GAPDH (v) ve

CYPA (y).
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Sekil 4.11. Hedgehog yolaginda 6nemli genlerin agoroz jel goriintiisii (M: 100 bp DNA marker)

NOTCH-1
JAG
LRB-6
APC
TCF-7
FZD-8
LEF-1
MMP1
WNT-1

Sekil 4.12. Metastaz, Wnt ve Notch yolaginda 6nemli genlerin agoroz jel goriintiisii (M: 100 bp DNA
marker)

M
OCT-4
SOX
NANOG
GAPDH
CYPA

Sekil 4.13. K&k hticre belirtecleri ve referans genlerin agoroz jel géruntust (M: 100 bp DNA marker)

CASP3
CASP9
APAF1

m
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Sekil 4.14. Apoptoz yolaginda énemli genlerin agoroz jel goriintisii (M: 100 bp DNA marker)

qPZR sonuglarna gore, MCF-7 kontrol ile Belinostat uygulanmis HEK-293
ve MCF-7 CD44+/CD24- kok hiicrelerinde SMO ifadesi saptanmadigi i¢in ilgili
tablolarda gosterilmedi (Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17)

MCEF-7 hiicre hattinda Belinostat’in apoptoz ile iliskili CASP3, CASP9 ve

p53 genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 2,80, 2,70 ve
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2,52 kat azaltig1 saptandi. Wnt yolagi genlerinden LRP-6, APC, FZD-8, LEF-1
genlerinde sirastyla 14,27, 3,84, 1,76 ve 7,81 kat azalis saptandi. Notch yolagi
genlerinden NOTCH-1 ve JAG-1 genlerinin sirasisyla 5,84 ve 4705,07 kat azalis
saptandi. Hedgehog yolagi genlerinden PTCH-1’in 3,59 kat arttig1 saptanmustir.
MMP1 geninde 300,25 kat azalis saptandi. Kok hiicre markerlarindan SOX2’de 5,84
kat azalis NANOG geninde ise 2,51 kat artis gozlendi (p<0.05). Diger genlerin
ifadesinde anlamli bir degisiklik bulunamadi (Sekil 4.15).
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Kat degisim

Sekil 4.15. Belinostat'm MCF-7 hiicreleri gen ifadeleri Uzerine etkisi (*p<0,05)

gPZR sonuglarina gére, HEK-293 hiicre hattinda Wnt yolagi genlerinden
LRP-6 1.96 kat azalis, Notch yolag1 genlerinden NOTCH-1 2.39 kat artis, Hedgehog
yolagi genlerinden ve GLI-1'de 6.98 ve SHH'de 11.06 kat artis saptand1 (Sekil 4.16).

MCF-7 kok hiicre hattinda Belinostat’in apoptoz ile iliskili CASP3, CASP9,
p53 ve APAF-1 genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna kiyasla sirasiyla
12568,28, 3109,57, 11,37 ve 3088,09 kat azaltig1 saptandi. Wnt yolagi genlerinden
WNT-1, APC, TCF-7, FZD-8, LEF-1 genlerinin ifadesinde sirasiyla 7070,03, 80,31,
3697,92, 2101,93 ve 362,67 kat azalis saptandi. Notch yolagi genlerinden NOTCH-1
ve JAG-1 genlerinin ifadesi sirasiyla 27,43 ve 201790,68 kat baskilanmis oldugu
tespit edildi. Hedgehog yolag1 genlerinden SHH, PTCH-1, GLI-1’in sirastyla 468,91,
19,33, ve 51865,95 kat azaldigi gozlenmistir. MMP1 geninde 11327,17 kat azalis
saptand1. K6k hiicre markirlarindan SOX2’de 1604,05 kat azalis OCT-4 geninde ve
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4862,56 kat azalis gozlendi (p<0.05). Diger genlerin ifadesinde anlamli bir degisiklik
gozlenmedi (Sekil 4.17).
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Kat degigim

Sekil 4.16. Belinostat'm HEK-293 hiicreleri gen ifadeleri Uizerine etkisi (*p<0,05)
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Sekil 4.17. Belinostat'in MCF-7 CD44*/CD24  kok gen ifadeleri tizerine etkisi (*p<0,05)

4.6. Tumorfaz (sphere) olusumu
MCF-7 hiicrelerinden CD44'/CD24  vyiizey belirtegleri kullanilarak akis

sitometri ile KKH’leri izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen kanser kok hiicreleri
serumsuz medyunda kultire edildi ve 13. glnden itibaren tiimorfaz olusumu
gozlendi. Izole edilen KKH’lerin varhig tiimorfaz teknigi ile dogrulandi. MCF-7
CD44%/CD24” KKH’lerin 13., 21. ve 34. giinlerde mikrokop gorinimii Sekil 4.18’de
gosterildi. Timorfaz olusumu 60. gine kadar takip edildi, ancak gozlenen

dagilmalardan dolay: 35. giin sonrasi resimler eklenmedi.
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(xor) uno ‘1z

(xor) uno €1

(xor) uno ‘ve

(xor) uno ‘v¢

Sekil 4.18. MCF-7 kok hiicrelerde tiimorfaz olusumu
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5. TARTISMA

Kanser, hicrelerin anormal farklilasmasi ve kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ile
karakterize bir hastaliktir. Diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en
sik rastlanan 6liim nedeni olmaya devam etmektedir. Diinya Saglik Orguti (World
Health Organization) tarafindan Diinya genelinde kanser goriilme sikligimnin 2018
yilinda, son 6 yilda 4 milyon daha artarak 18 milyon oldugu ve bu y1l igerisinde 9.6
milyon insanin kanserden 6ldiigii rapor edilmistir. Diinya genelinde artan kanser
insidanst  kansere etkin tedavide yeni yaklasimlar olusturulmasi geregini
dogurmustur. Meme kanseri diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye’de de kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiirli olmaya devam etmektedir (Siegel ve ark. 2016).

Kanser olusumunu tiimér baskilayict genler veya onkogenlerdeki fonksiyonel
degisikliklerle beraber epigenetik mekanizmalarin varligr da etkilemektedir. DNA
metilasyonlari, histon modifikasyonlari, niikleozomlarin yeniden diizenlenmesi ile
degisen kromatin yapilar1 kansere giden siireci etkilemektedir (You ve Jones 2012).
Giiniimiizde kansere yeni tam1 ve tedavi yontemleri gelistirmek igin epigenetik
degisimleri hedef alan ¢aligmalar devam etmektedir. DNA metilasyonunu ve histon
modifikasyonunu degistirebilen ajanlar kesfedilmis ve klinik olarak test edilmektedir
(Egger ve ark. 2004).

DNMTi (DNA metiltransferazlar inhibitér), HATi (Histon asetiltransferaz
inhibitor), HDACI (Histon deasitilaz inhibitor) ve HDMi (Histon demetilaz inhibitor)
antikanser tedavilerde kullanilan epigenetik ilaglardir. Histon asetilasyonu, HAT ve
HDAC enzimleriyle dinamik bir denge ile saglanmaktadir. Bu enzimler énemli
hiicresel olaylar etkiledigi i¢in potansiyel ilaglarin hedefi olmaktadir ve bu enzimleri
baskilayan farkli bilesikler tanimlanmistir. HDACIi, HDAC enzim aktif bolgesine
baglanarak histonlarin asetile formda kalmasini saglamakta ve gen ifadesini
degistirmektedir (Berger 2007).

In vitro, in vivo ve Klinik faz calismalar1 sonucunda farkli HDACi’ lerinin
antikanserojenik etkileri farkli kanser tiirlerinde tespit edilmistir. Hatta
HDAC:i lerinin kemotrepaik ajanlar ve/veya radyoterapi ile beraber uygulanmasinin
sinerjik ve toplamali etkileri gozlenmistir (Eckschlager ve ark. 2017 tarafindan
derlenmistir). Belinostat, periferal T hiicreli lenfoma tedavisi i¢in FDA tarafindan

2014’te onaylanan bir histon deasetilaz inhibitoriidiir. Belinostat ve diger histon
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deasetilaz inhibitdrlerinin etkinligi kanser ve maling olmayan hastaliklarda klinik
calismalar1 halen devam etmektedir (Campell ve Thomas 2017). Belinostat’in 5-
fluorouracil (5-FU) ile kolon kanserinde combine kullanilmasi in vitro ve in vivo
ortamda antikanser etkinligini sinerjik olarak artirtigi tespit edilmistir (Tumber ve
ark. 2007).

Bu tez calismasinda, Belinostat’in meme kanseri hiicre hattt MCF-7 ve MCF-
7 den elde edilen CD44'/CD247Iii kanser kok hiicreler (izerindeki etkinligi
arastirildi. Belinostat’in MCF-7 kanser hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisinin
belirlenmesi i¢in XTT analizi yapildi. MCF-7 hiicre hattinda 48. saat sonunda
Belinostat’in 1Csp degeri 5 uM olarak belirlendi. Literatiirde Belinostat’in farkli
hiicre hatlarinda farkli farkli sitotoksik doz kullanimi ve etkileri hakkinda veri
bulunmaktadir (Dejligbjerg ve ark. 2008). Dejligbjerg ve ark. (2008), 18 farkli hiicre
hattinda 48. saat sonunda Belinostat’in 1Csy degerini 0,23 uM (RPM8226 Multiple
myeloma) ve 592 pM (BT-549 Meme Kkanseri) arasinda degistirdigini
bildirmektedir. Bu c¢alismada, 48. saat sonunda Belinostat’in 1Csy degeri MCF-7
hiicre hattinda 0,54 UM olarak tespit edilmistir (Dejligbjerg ve ark. 2008). Diger bir
calismada ise Belinostatin MCF-7 hiicre hattinda 48. saat sonunda ICsy degeri MTT
analizi ile 0,4 uM olarak tespit edilmistir (Androutsopoulos ve Spandidos 2017).
Ancak, bu farkliliklarin kullanilan sitotoksite analiz yonteminden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. PLC/PRF/5, HEP3B ve HepG2 hepatocelliiler hiicre hattinda
Belinostat'in ICsq degeri sirasiyla 2.49 uM, 2.78 uM ve 1.55 uM olarak bulunmustur
(Ma ve ark. 2010). Buckley ve ark. (2007) yaptig1 ¢calismada mesane karsinomu 5637
hiicre hattinda Belinostat'in 1Csp degeri 48. saatte 5 uM olarak bulunmus ve hiicre
blylmesini baskilamigtir. Bu bulgular, mevcut tez ¢alismast ile uyumluluk
gostermektedir. HCT116 kolon kanser hiicre hattinda Belinostat'in 1Cso degeri 48.
saatte 0.28 uM olarak bulunmustur ve hiicre proliferasyonunu baskilanmigtir
(Tumber ve ark. 2006). SK-MEL-28 Melanoma kanseri hicre hatlarinda
Belinostat'in I1Csp degeri 48. saatte 4.42 uM olarak bulunmustur (Dejligbjerg ve ark.
2008). Glioblastoma LN-229 ve LN-18 hiicre hatlarinda hiicre canliligina
Belinostat'in etkisi MTT testi ile aragtirilmis ve ICsg degeri 48 saat i¢in sirasiyla 0.5
uM ve 2 uM olarak bulunmustur. Belinonstat’in hiicre dongiisli kontol noktalar1 ve
anti-proliferaitve etkisi flow sitometri ile belirlenmistir. LN-229 ve LN-18 hicre
hatlarinda 48 saat 2 uM doz uygulandiginda konrol grubuna kiyasla S fazinda 6nemli

bir azalis saptanmigtir. Dolayistyla hiicre proliferasyonunu S fazinda durdurdugu
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belirlenmistir ve p21gen ifadesinin artis1 ile dogrulanmistir (Kusaczuk ve ark. 2016).
Benzer bir ¢alismada; Pankreas kanseri T3M4, AsPC-1 ve Panc-1 hiicre hatlarinda
Belinostat’in etkinligi arastirilmis ve MTT testi ile ICsg degeri sirasiyla 48 saat i¢in 1
uM, 2 uM ve 3 uM olarak bulunmustur. Belinostat’in pankreas kanser hiicrelerinde
hicre biylmesinin engellenmesini p21 ifade artist ile oldugunu gdstermistir
(Dovzhanskiy ve ark. 2012). Bu galismasinda da MCF-7 igin ICsy dozu MCF-7
hlcrelerinde Belinostat uygulanmayan grup ile uygulanan grup kiyaslandiginda
zaman ve doza baglh olarak canlilikta azalma tespit edildi. Mevcut literatir bilgiler
farkli HDACi’lerin ve Belinostatin genel olarak diisiik pM dozlarda sitotoksik
etkisini gostermektedir. Bu bulgular, Belinostat 6rneginde HDCAI’lerin farkli hiicre
hatlarinda farkl: sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

MCF-7 hicreleri icin belirlenen 1Csp degeri aymi zamanda HEK-293
hiicrelerine de uygulandi ve invert mikroskopta incelendi. Belirlenen I1Csy dozunun
HEK-293 hicrelerinin morfolojisinde MCF-7 de oldugu gibi etkili olmadig
gozlendi. Belinostat uygulamasi sonras1t MCF-7 ve MCF-7 CD44%/CD24" KKH’de
kendini yenileme yolaklarinda onemli genlerin gen ifadesi HEK-293 saglikli
hiicrelerine gore daha fazla baskilanmistir. Belinostat’in kanser hiicreleri iizerinde
etkili fakat saglikli hiicrelerde ayni etkiyi gostermemesi Belinostat’in uygun bir
antikanser ajan aday1 oldugunu kanserde terapotik olarak kullanilmasimin dogru bir
yaklasim fikrini oldugunu desteklemektedir.

Tumorlerde bulunan kanser kok htcrelerin oran1 kanser tipine gore %0.1-30
arasinda degistigi bildirilmistir (Vinogradov ve Wei 2012). Dolayisiyla Belinostat’in
kok hiicre iizerindeki etkisini arastirmadan Once Kkiiltiire edilen ve Belinostat
uygulanmamis MCF-7 hiicrelerinde CD44"/CD24  kok hiicre orani tespit edildi.
Akim sitometri analizi sonucunda MCF-7"den izole edilen MCF-7 CD44"/CD24" kok
hiicre miktar1 %2 olarak belirlendi. Bu bulgularin Fillmore ve Kuperwasser (2008)
calismasindan elde edilen bulgular ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

HDACI’lerin (6rnegin Abexinostat, Vorinostat ve Valporic acid) meme
kanseri kok hiicre miktarin1 6nemli 6lglide azalttigi tespit edilmistir (Salvador ve ark.
2013). Bir HDCA.I olan Panobinostat’in HCC1937 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattindan izole edilen meme kanseri kok hiicrelerinde proliferasyonu
baskiladig1 bulunmustur (Takabe ve ark. 2011). Benzer bir ¢alismada da, Valporik
asit ve Vorinostat’in meme kanseri kok hiicrelerinde SUM159 ve MDA-MB-231

hiicre popiilasyonunu azalttig: tespit edilmistir (Sharma ve ark. 2010; Dvorakova ve
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ark. 2013). Mevcut tez galismasinda ise Belinostat uygulamasindan sonra MCF-
7’den izole edilen CD447/CD24" kanser kok hiicre miktarinda %66 oraninda azalma
tespit edilmistir. HDACi’lerin meme kanseri kok hiicrelerinde etkileri ile yapilan
calismalarla bu tez ¢alismasinin bulgular1 benzerlik géstermektedir.

FACS analizi sonucunda elde edilen kok hiicrelerin varligi tiimorfaz teknigi
ile dogrulandi. Kok hiicrelerin serumsuz siispaniyon kosullarinda tiimorfaz
olusturarak hayatta kaldiklar1 bildirilmistir (Wolman ve ark. 1997). Mevcut tez
calismasinda, MCF-7 hiicrelerinden izole edilen CD44°/CD24 kanser kok
hicrelerinin serumsuz ortamda timorfaz olusturdugu gozlendi. Dolayisiyla izole
edilen hiicrelerin kok hiicre oldugu dogrulandi. Engelmann ve ark. (2008) ile Hwang-
Verslues ve ark. (2009) yaptiklar1 calismalarda da CD44/CD24° kok hiicrelerinin
timorfaz olusturduklar1 bildirilmistir. Dolayisiyla, bu ¢alismadan elde edilen
bulgularin literatur ile uyumlu oldugu bulundu. Li ve ark. (2018), SUM159 ve MCF-
7 hucrelerinden elde edilen meme kanseri kok hicrelerinin timorfaz olusturma
kabiliyetinde oldugunu gostermislerdir. Benzer bir calismada da MCF-7
hucrelerinden elde edilen meme kanser kok htcrelerinin serumsuz ortamda timorfaz
olusturdugu gézlenmistir (Aztopal ve ark. 2018).

Histone deasetilaz inhibitérlerinden SAHA, Belinostat ve CG006’1n HCT116
(kolon kanseri) ve K562 (I6semi) hiicre hatlarinda kaspaz-3 aktivitesini artirarak
apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Hwang ve ark. 2009). Belinostat’in tiroid kanser
hiicre hatti BHP7-13, WRO082-1, 8505C hiicre hatlarinda kaspaz-3 aktivitesi test
edilmis ve BHP7-13 ve 8505C hiicre hatlarinda WROS82-1 hiicre hattina gére artmis
kaspaz-3 aktivitesi saptanmistir (Lin ve ark. 2013). Eckschlager ve ark. (2017)
Belinostat ve diger histon deasetilaz inhibitorlerinin kanser hiicrelerinde sitotoksik
etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle Belinostat’in MCF-7 hicrelerinde
sitotoksik etkisinin nedeninin arastirilmasi i¢in kaspaz-3 testi yapildi ve apoptozun
icsel yolaginda onemli genlerin analizi qPZR ile yapildi. Kaspaz-3 aktivitesinde
gozlenen artig istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. Apoptozun igsel yolaginda
gorev alan genlerde ise anlamli bir azalma gd6zlendi. Mevcut bulgular MCF-7
hiicrelerinde  Belinostat’in  sitotoksik etkinin apoptozun igsel yolagindan
kaynaklanmadig1 gosterdi. Belinostat’in MCF-7 hcrelerinde sitotoksik etkisinin
hiicre dongiisti kontrol noktalarinda ve apoptozun dissal yolaginda genlerin gorev
alan genler iizerine etkilerinin arastirilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

HDCA inhibitorlerinin antikanser etki mekanizmalar1 ayni degildir. Etki
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mekanizmalar1 kanser tiirline ve HDCAi dozu ile uygulama siiresine ve bunun
yaninda diger ¢ok farkli etkene gore degisiklik gosterebilir (Kretsovali ve ark. 2012).
Cogu kanser tlurinde HDAC’ler tarafindan histon 3 ve histon 4’de lizinden
asetilasyonu uzaklastirdigi gosterilmistir (Legube ve Trouche 2003). Farkli kanser ve
KKH’de HDCA'lerin asir1 ifadesi gozlenmistir (Witt ve ark. 2008). Bundan dolay1
son arastirmalar, HDAC:i ile gesitli kanser ve KKH’nin hedefe yonelik tedavisinde
kullanilmaya odaklanmistir (Bolden ve ark. 2006). Belinostat’in kanser hiicreleri
tizerinde etkinligi farkli ¢alismalarda arastirilmistir, ancak literatirde kanser kok
hiicreler tiizerinde nasil bir etki gosterdigine dair yeterli bilgi heniz
bulunmamaktadir. Buckley ve ark. (2007), in vivo Belinostat uygulamasi sonrasi fare
mesane tiimor dokularin1 kullanarak mikroarray teknolojisi ile global gen ekspresyon
diizeylerini arastirmistir. Kontrol grubu ile Kkarsilastirildigi zaman, Belinostat
uygulamasi hiicre sinyalizasyonunda gorev alan toplam 34 genin ifadesini
etkilemistir. Bu genlerden 19 tanesi anlamli olarak baskilanmistir. Ancak bu tez
calismasina konu olan genlerin ifadesinde anlamli bir degisiklik Buckley ve ark.
(2007) tarafindan bulunmamastir.

Kanser kok hicrelerinin kendini yenileme &zelligi Wnt/B-catenin, Notch,
Hedgehog korunmus yolaklar tarafindan diizenlenmektedir (Duchartre ve ark. 2016).
Kanser kok hiicre gelisimde ve devamliliginda bu yolaklar gérev almaktadir ve bu
yolaklarin anormal aktivasyonu ¢esitli timor tipleri ile iliskilendilirmistir. Bundan
dolay1 bu yolaklarini baskilayan tedavi yontemleri arastirilmaktadir (Takabe ve ark.
2011). Mevcut tez ¢alismasinda, Wnt, Notch ve Hedgehog yolaklarinin MCF-7 hiicre
hattinda ve MCF-7 CD44%/CD24" hiicrelerinde etkinligi arastirildi. Belinostat
uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre hattinda Wnt yolagi genlerinin ifadesinde
azalma tespit edildi. Bu ¢alisma,Wnt sinyal yolagi inhibisyonunun kanser gelisimini
engelledigini bildiren ¢aligmalar1 (Xiao ve ark. 2003; De ve ark. 2015; Jansen ve ark.
2015) ile uyumluluk gostermektedir. Wnt sinyal yolagini hedef alan ajanlarin
gelistirilmesi bu yolagin anormal aktivitesi ile karakterize hastaliklar i¢in umut
tasimaktadir. Hsieh ve ark. (2017), HDAC3 inhibisyonunun [-catenin
degredasyonuna sebep olarak TNBC hticrelerinde kanser kok hticre proliferasyonunu
azalttigr bildirilmis olup, bu bulgularda tez g¢alismasinin sonuglarima uyumluluk
gOstermektedir.

Belinostat uygulanmasindan sonra MCF-7 hicrelerinde ve MCF-7

CD447/CD24 kok hiicrelerinde kendini yenileme yolaklarindan Notch yolag: genleri
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ifadesinin azaldig1r tespit edildi. Benzer bir calismada AR-42 ve SAHA
HDAC:H’lerinin TNBC hiicre hattinda kanser kok hticre popiilasyonunun azalmasini
Notchl gen ifade azalmasi ile iliskilendirilmistir (Chao ve ark. 2016).

Hedgehog sinyal yolaginin meme kanseri devamliliginda rolii oldugu ve bu
yolakta gorev alan genlerden GLI-1’in ifadesinin meme kanseri hicrelerinde arttig
bildirilmistir (Kubo ve ark. 2004). Bundan dolay1 bu yolagi inhibe ederek kanser
devamliliginin engellenmesi amaglanmistir. Mevcut tez calismasinda Belinostat
uygulamasindan sonra MCF-7 CD44"/CD24 kék hiicrelerinde Hedgehog yolagindan
PTCH-1, SHH, GLI-1 ifadesinde anlamli bir azalis tespit edildi. Benzer bir
caligmada 4SC-202 HDACi nin bazal hiicre karsinomada Hedgehog sinyal yolagini
baskiladig: bildirilmistir (Gruber ve ark. 2018).

Bu tez ¢alismasmin sonuglarina gore, Belinostat MCF-7 CD44"/CD24" kok
hiicre miktarinda azalmaya sebep oldu. Kok hiicre miktarindaki azalma da etkili
olabilecek mekanizmalar arasinda kendini yenileme (Wnt, Notch ve Hedgehog)
yolaklarmin ve kok hiicre belirteclerinin baskilanip farklilasma kapasitesinin
degistirilmesi olabilir. Nitekim bu tez c¢alismasinda, Belinostat’in MCF-7
CD447/CD24  KKH’de kok hicre belirtecleri olarak kabul edilen SOX-2 ve Oct-4
genlerin ifadesinde anlamli bir azalisa neden oldugu gosterildi. Belinostat kendini
yenileme faktorlerini baskilayarak kok hiicrenin farklilagsmasini destekledigi ve
kanser kok hiicre miktarinda azalisa neden oldugu diisiilmektedir. Ancak, KKH
miktarindaki azalmanin nedeni olabilecek diger Dbiyolojik yolaklarim da
arastirilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

HDAC inhibitorleri kanserde bloke veya suprese edilmis apoptotik yollarin
tekrar kazanmasii saglayabilir (Liu ve ark. 2003). Fakat bu ¢alismada Belinostat
uygulamasit sonrasinda apoptoz genleri ifadesinde azalma tespit edilmistir.
Dolayisiyla bu caligmada hiicre proliferasyonunun baskilanmasinda apoptoz
mekanizmasinin rolii olmayabilir. Clinku Belinostat apoptoz genlerinin (p53, Apaf-1,
CASP3, CASP9) promotor bolgesindeki H3 ve H4 histonlariin asetilasyonu
gerceklesmemis olabilecegi diistiniilmektedir. Hicre ddngusini ¢esitli noktalarda
durduran ve siklin bagimli kinazlarin (p21 vs) Belinostat ile iligkisinin arastirildigi
yeni calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

MMP1 (Matrix metalloproteinase-1), matriks metalloproteinaz
ailesinin bir Gyesidir ve anormal ifadesi timor metastasi ile iliskilendirilmistir. Wang

ve ark. (2017)’de yaptiklar1 bir ¢aligmada, imminohistokimya analizi ile MMP1
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ifadesinin  meme kanseri dokularinda anlamli derecede yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinin sonuglarina gore, Belinostat MCF-7 ve MCF-7
CD44%/CD24" kok hiicre metastaz MMP1 ifadesinde azalmaya neden olmustur.
Dolayisiyla MMP1 ekspresyon durumu, meme kanseri icin dnemli bir prognostik
gosterge haline gelmistir ve potansiyel bir ila¢ hedefidir.

Bu ¢alismada Belinostat uygulamasiin dzellikle CD44%/CD24" kanser kok
hiicrelerinde caligmaya konu olan genlerin ifadesini dramatik olarak baskiladigi
tespit edilmistir. HDACi’lerin antikanser aktivitesinin doz ve hiicre hatti, HDACI
smifina ve heniiz tanimlanmisg diger faktorlere gore farklihik gosterdigi
belirtilmektedir (Eckschlanger ve ark 2017). HDACi’ler etkilerini farkli hiicre
sinyalisazyonu, apoptoz, hiicre dongiisii, hiicre farklilagmasi, anjiyogenez ve
metastaz vb. yolaklarin1 es zamanli etkileyerek pleitropik etkiler sergilemektedir
(Androutsopoulos ve Spandidos 2017). Yukarida da tartisildigi gibi, Belinostat
ornegi dahil farkli HDAC inhibitorleri sitotoksik etkilerini diisiik dozlarda
gostermektedir. Qian ve ark. (2008), PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde kisa siireli
(<12 saat) Belinostat uygulamasinin hiicre ¢ogalmasini baskiladigini, 24 saat ve daha
uzun siireli uygulamalarin ise hiicre ¢ogalmasin1 tamamen baskiladigini
bildirmektedir. Ayn1 ¢alismada, 48 saat diisiik doz (1 pM) Belinostat uygulamasi
sonrasi PC-3 hiicreleri ¢ogalabilme yetenekleri tekrar kazanabilirken daha yiiksek (4
uM) doz uygulamalarinda hiicrelerin g¢ogalmadiklar1 gézlenmistir. Bu calismada
tespit edilen ve analizlerde kullanilan nispeten daha yuksek 1Csy Belinostat dozu ve
uygulama stresinin MCF-7 ve KKH’de siddetli genotoksik etkiye ve dogasi geregi
pleitropik etkilerin bir sonucunda ¢alismaya konu olan yolaklarda gorev alan
genlerin ifadesinin baskilanmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Epigenetik ve fizyopatolojisinin molekiler diizeyde taninmasi yeni nesil
ilaclar ve alternatif tedavilerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Kelly ve ark.
2010). DNMT ve HDAC inhibitorlerinin kombine kullaniminin sinerjik etkisi
gozlenmistir (Kristensen ve ark. 2009). Dolayisiyla, meme kanseri Gzerinde DMNTi

ve HDAC:’lerin kombine etkisini igeren ileri ¢calismalara ihtiyag bulunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda bir histon deasetilaz inhibitérii olan Belinostat’in

MCF-7 ve MCF7 CD44+/CD24- kanser kok hucrelerde etkinligi arastirildi.

Calismanin sonuglarina gore;

Belinostat’in MCF-7 hucrelerinde XTT analizi sonucu ICsy degeri 48. saat igin
5 UM olarak belirlendi.

Kaspaz-3 aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bir artig tespit
edildi.

FACS analizi sonucunda MCF-7°den izole edilen MCF-7 CD44"/CD24™ kok
hiicre oran1 %2 olarak belirlendi.

Tiimor sphere testi ile tlimorfaz olusumu gozlendi ve KKH’lerin varlig
dogrulandi.

Belinostat’in 5 M dozunda 48 saat muamelesinden sonra MCF-7 hicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla %44, MCF-7 CD44"/CD24 KKH oraninda ise %66
azalma gozlendi.

Kendini yenileme yolaklarinda 6nemli genlerin ifadesinde azalma gozlendi.
Metastaz yolaginda rol alan bazi genlerin ifadesinde azalma gozlendi.

Bu sonuglar degerlendirildigi zaman; HDCAI’ler anti-kanser ve anti-KKH

ajan olarak kullanilabilirligi i¢in daha sofistike in vitro ve in vivo ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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