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OZET

MIDE KANSERI HUCRE HATLARINDA VINCRISTINE iLE
INDUKLENMIS KANSER KOK HUCRELERININ TAYINi VE ILAC
HASSASIYETININ BELIRLENMESI

Yakin zamanda, kanser kok hiicreleri (KKH) kanser tedavi ¢alismalarinda
ve tiimor anjiyogenezinde odak haline gelmistir. Ayrica KKH’ler kanser terapileri
icin 6nemli bir hedeftir. KKH’ler kandini yenileme ve pluripotent kapasiteye
sahiptir.

Vincristine (VCR) c¢esitli  kanserlerin tedavisinde siklikla kullanilan
kemoterapik anti kanser ilagtir. Bununla beraber, VCR hakkinda son zamanlarda
yapilan c¢alismalar VCR’nin kanser hiicreleri ile KKH’leri arasindaki ayrimi
sagladigim1 gostermektedir. Ayrica tiimoér anjiyogenezinin KKH devamliligi ve
kemoterapik ilag direnci arasinda baglantili oldugu rapor edilmistir. Notch sinyal
yolagi hiicre farklilasmasi, devamliligi ve anjiyogenezde kritik bir rol oynar. Ve bu
yolakta Delta Benzeri Ligand 4 (DBL4) anjiyogenezde Onemli bir anahtar role
sahiptir. Buradan yola ¢ikarak AGS mide kanseri hiicre hattinda anti-DBL4 antikoru
ile Notch yolagmin susturulmasi ve VCR’nin etkisi ilk defa incelenecektir.

AGS hiicre hatlarinda VCR ve anti-DBL4 antikorunun sitotoksisitesi MTT
analizi ile belirlendi. VCR uygulamasinin ardindan, AGS hiicre popiilasyonundaki
KKH’leri segildi. Secilen hiicrelerde morfoloji, kolonizasyon, sferiod olusumu ve
farklilasma analizi yapildi. Ardindan DBL4 ligandinin inhibisyonu ile Notch
yolaginin susturulmasi i¢in anti-DBL4 antikoru kullanildi. Bu islem sonucunda
uygulama yapilmamis AGS kontrol hiicreleri ile anti-DBL4 uygulanmis AGS
hiicrelerinin karsilastirilmast sonucunda damar benzeri yapilarin geriledigi goriildii.
Son olarak, VCR ve anti-DBL4 antikorunun damar benzeri yapi olusumu iizerine
kombine etkisi, AGS KKH’leri iizerinde belirlendi.

Anahtar Kelimeler: AGS, Vincristine, Demcizumab, CD44, Kanser kok hiicreleri

viii



GENERAL INFORMATION

Name and Surname : Pmar AYDINDAG

Field : Molecular Biology and Genetics

Program : Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Dog. Dr. Meliha Burcu IRMAK YAZICIOGLI

Degree Awarded and Date : Master of Science — Aralik 2017

ABSTRACT

INDICATION INDUSED CANCER STEM CELLS WITH VINCRISTINE
AND DESIGNATE OF DRUG SENSIBILITY IN GASTRIC CELL LINES

In recent years, cancer stem cells (CSCs) have come into focus in cancer
treatment studies and tumor angiogenesis and it is an important target for cancer
therapy. CSCs have self-renewal and pluripotent capacity.

Vincristine is widely used as a chemoterapic anticancer drug to treat various
cancers. Nevertheless, recent research about Vincristine indicates that it can
distinguish between cancer cells and cancer stem cells. Tumor angiogenesis has also
been reported to be related to CSC survival and chemoterapic drug resistance. The
Notch pathway plays a critical role in cellular differentiation, survival and
angiogenesis and in this pathway DLL4 ligand is as a key player in angiogenesis.
Based on these, for the first time we searched for the effect of Vincristine and
blockage of Notch pathway with anti DLL4 antibody in AGS gastic cancer cell line.

Cytotoxicity of Vincristine and anti DLL4 on AGS cell line was determined
by MTT analysis. Cancer stem cells in AGS cell population were selected following
the application of Vincristine. The morfology, colonization, spheroid formation and
differentiation of the selected cells were analyzed. Then, Anti DLL4 antibody was
used to block Notch pathway by inhibiting DLL4 ligand to see whether vessel like
structures are reversed in anti DLL4 treated AGS cells compaired to the untreated
control AGS cells. Finally, the combined effect of vincristine and anti DLL4 on
vessel like structure formation was determined on cancer stem cell like AGS cells.

Anahtar Kelimeler: AGS, Vincristine, Demcizumab, CD44, Cancer Stem Cells



1.GIRIS
1.1. Kanser

Kanser diinya genelinde hasta ve hasta yakinlarini etkileyen, yasam kalitesini
diisiiren, yiiksek 0liim oranina sahip hastaliklardan biridir. Diinya genelinde kadin ve
erkeklerde bilinen vakalarin %58.3’1i 6liimle sonuglanmaktadir. 2012 yilinda
belirlenen istatistiksel veriler sonucunda diinya genelinde 14.1 milyon yeni kanser
vakasi ile 8.2 milyon kanser kaynakli oliimlerin oldugu ve 32.6 milyon kisinin
kanserle yasadigi agiklanmistir (Jemal, Bray, & Ferlay, 1999). Kanser tiirlerinin
diinya genelindeki mevcut vakalar ve oOliimlerin kadin ve erkeklerdeki sayisi

Sekill.1’de gosterilmistir.

i[ Hesaplanmig Yeni Vakalar J S —— - Hesaplanmig Oliimler

= o iinya Capind F o
EC [ — ]

Akciger ve bronsit Gogus Akciger ve bronsit Gogus
1.095.200 1.383.500 951.000 458.400
Prostat Kolon ve kalin Karaciger Akciger ve brongit
903.500 bagirsak 478,300 427.400
570.100
Mide Kolon ve kalin
Kolon ve kalin Serviks uteri 464.400 bagirsak
bagirsak 529.800 288.100
663.600
Kolon ve kalin Serviks uteri
Mide Akciger ve brongit bagirsak 275.100
640.600 513.600 320.600
Karaciger Mide Yutak Mide
522.400 349.000 276.100 273.600
Yutak Korpus uteri Prostat Karaciger
326.600 287.100 258.400 217.600
Mesane Karaciger Losemi Over
297.300 225.500 143.700 140.200
Non- Over Pankreas Yutak
Hodgkin Lenfoma 225.500 138.100 130.700
199.600
Mesane Pankreas
Ldsemi Tiroid 112.300 127.900
195,500 163.000 . .
Non- Losemi
Agiz boslugu Non-Hodgkin Hodgkin Lenfoma 113.800
170.900 Lenfoma 109.500
156.300 . T . s e
Deri harig biitiin Deri harig biitlin
Deri haric bitiin Deri haric bitiin bolgeler bolgeler
bolgeler bélgeler 4.225.700 3.345.800
6.629.100 6.038.400

Sekil 1.1. Kanser tiirlerinin diinya genelinde kadin ve erkeklerde goriilme ve 6lim

oranlar1 (Jemal, Bray, & Ferlay, 1999).



Bir hiicrenin gelisimi ve ilerleyisini kontrol eden, G2, S, G1 ve M faz1 olmak {izere 4
biyokimyasal organizasyonlar vardir. Hiicreler kontrol altinda biiyiir, boliiniir ve
canliligin devamin saglarlar. Normal kosullarda hiicrenin gelisimi ya da boliinmesi
sirasinda DNA’da ya da kromozomlarda canliigin gelisimini etkileyebilecek bir
hata, zarar veya mutasyon oldugu durumda kontrol mekanizmalar1 hiicrenin
bolinmesini durdurur, hata tamir edilir ya da hiicre apoptoza yonlendirilir. Ancak
kontrol noktalarinda meydana gelebilecek bir mutasyon hiicrenin kontrolsiiz
boliinmesine, beraberinde mutasyon biriktirmesi ve bir timor kitlesi olusturmasina

neden olabilir (Bresciani, 1968; Torre & Pincheira, n.d.).

Kanserin kokeni konusundaki modern teori, her tiimoriin essiz bir doga
deneyi oldugunu, anahtar genlerdeki mutasyonlarin ikinci genlerdeki mutasyonlarla
beraber birikerek insan viicudunda ¢ogalmaya ve hayatta kalmaya ¢abalayan kanser

klonu oldugunu tanimlar (Gatto & Nielsen, 2016).

Kanser evrimi c¢ok karmasiktir. Potansiyel olarak onkojenik proliferatif
sinyaller, apoptoz, farklilagma veya yaslanma indiiksiyonu gibi ¢esitli biiyiimeyi
Onleyici siireglerle birlesir. Timdr ilerlemesi, yalnizca biiyliimeyi Onleyici
mekanizmalarin telafi edici mutasyonlar tarafindan engellendigi nadir durumlarda

meydana gelir (Evan & Vousden, 2001). Kanser evriminin asamalar1 Sekil 1.2°de

gosterilmistir.
Normal Hiicre Potansiyel | Hiicre Kaybi
Kontrollii %"'f"'_".e"'li m. Farklilasma/
proliferasyon SEhIn | Apoptoz/
Sag kalim sinyalleri » Yaslanma
s = " ‘ Hiicre Kaybi
Hiicrenin tutulumu ‘ Potansiyel | Farklilasma/
Proliferasyon devami Onkojenik Apoptoz/
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Sekil 1.2. Kanserin evrimi (Evan & Vousden, 2001).



1.1.1. Mide Kanseri

Mide kanseri diinya genelinde kansere bagli dliimlerin arasinda 3. sirada
gelen (J. P. Smith, Nadella, & Osborne, 2017), kompleks ve heterojen bir hastaliktir
(Lim et al., 2016).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada kanser tiirlerinin diinya genelinde kadinlarda ve
erkeklerdeki goriilme sikligi ve 6liim orani gosterilmistir. Bu oranlar arasinda mide
kanseri goz ardi edilemeyecek bir orana sahiptir (Jemal et al., 1999). En 6limciil
kanser tiirlerinden biri olan mide kanseri yogun olarak Dogu Asya, Dogu Avrupa ve
Giliney Amerika’da goriiliirken, Kuzey Amerika’da seyrek goriilme sikligina sahiptir
(Jemal et al., 1999).

Ik olas1 mide kanseri vakast M.O 1600’lerde yazilan Ebers papiriisiinde ve
M.S. 4. yiizyillda Galen tarafindan Hippocrates raporlarinda bildirilmistir (Santoro,
2005). Hippocrates M.O. 4. yiizyilda, giiniimiizde mide kanseri olarak tanimlanan
"kanser" ("Karkinos"™) terimini, bir gastrik hastaligin taniminda kullanigtir. On
dokuzuncu yiizyilin ilk yarisinda Cruveilhier ve Rokitansky gastrik bir malignitenin
ilk anatomik taniminm1 yapmis ve mide iilseri ile gastrik kanser arasindaki baglantiy

tarif etmistir (Rugge, Fassan, & Graham, 2015).

Massimo Rugge ve arkadaslar1 primer gastrik kanserin énlemesinin birincil
olarak ana onkojenik ajan olan Helicobacter pylori’nin yok edilmesine dayandigini
soylemis ve ikincil olarak, ikinci diizey tan1 yontemleri i¢in uygun hasta
popiilasyonlarinin tanimlanmasinda, giivenilir oldugu kanitlanan serolojik testlerin
daha kapsaml bir sekilde uygulanmasini talep etmislerdir (Rugge et al., 2015). Su
anda mide kanseri i¢in ana tedavi segenekleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir

(Lim et al., 2016).
1.1.2. Mide Kanserinin Molekiiler Stniflandirilmasi

The Cancer Genome Atlas (TCGA) arama agi Epstein-Barr virus,
mikrosatelit kararsizlik, genomic denge ve kromozomal kararsizlik olmak iizere mide
kanserinin molekiiler siniflandirilmasinin 4 grubunu kesfetmistir (Adam J. Bassl,
Vesteinn Thorsson2, llya Shmulevich2, Sheila M. Reynolds2, Michael Miller2,
Brady Bernard2, Toshinori Hinoue3, Peter W. Laird3, Christina Curtis4, Hui Shen3,



Daniel J. Weisenberger3, Nikolaus Schultz5, Ronglai Shen6, Nils Weinhold5, David
P, 2014; J. P. Smith et al., 2017).

1.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendilerini yenileyerek siirekli kilma ve farklilasma yoluyla
belli bir dokunun olgun hiicrelerini iiretme yetenegine sahip hiicreler olarak
tamimlanir. Cogu dokuda kok hiicreler ¢ok az yogunlukta bulunur (Tannishtha,
Morrison, Clarke, & Weissman, 2001).

1.2.1. Kanser Kok Hiicreleri

Kanser kok hiicreleri kendini yenileme ve puliripotent 6zelligine sahip
Olimsiiz hiicrelerdir ve bir ¢ok kanser tiirlinde tanimlanmislardir. Giiniimiizde
KKH’leri, akciger kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, yamurtalik kanseri, beyin
kanseri ve melanom dahil olmak {izere genis bir solid tiimoér spektrumunda
kesfedilmistir. Kanser kok hiicreleri tiimorii olusturan hiicre popiilasyonunun
olusumu, gelisimi ve devamliliginda 6nemli rolii olan hiicrelerdir. Cogu tiimorler tek
bir hiicreden koken alan heterojenik popiilasyonlardir (Chen, Huang, & Chen, 2013)..
Farkli ozelliklere sahip hiicre popiilasyonlarinin ayni timdr igerisinde bir arada
bulunmast KKH hipotezinin dogrudan bir sonucudur. Ayni1 zamanda KKH'ler klinik
tiimdrlerde yaygin olarak gozlemlenen hiicresel heterojenligi olusturma kabiliyetine
sahiptir (Rycaj & Tang, 2014). Bir tiimorii olusturan hiicre popiilasyonunda kanser
kok hiicrelerinin sayisi timori olusturan hiicrelere oranla ¢ok az sayidadir (Chen et

al., 2013).
1.2.2. Mide Kanseri Kok Hiicreleri

Mide kanseri kok hiicreleri ilk olarak Yang ve arkadaglar tarafindan 2007
yilinda kesfedilmistir (Yang et al.). Mide kanseri kok hiicrelerinin kokeni ile ilgili iKi
hipotez bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; mide kanseri kok hiicrelerinin mide kdk
hiicrelerinden tiiremeleridir. Ikincisi; mide kanseri kok hiicrelerinin kemik iliginden
tiiremis mezankimal kok hiicrelerden tiiremeleridir. Mide kanseri kok hiicrelerinin
kemik iliginden tiireyen mezankimal kok hiicrelerden olustugu hipotezi daha
giicliidiir ve bu hipotezi destekleyen fareler iizerinde yapilan deneyler bulunmaktadir

(Fu, Li, & Hao, 2017).



Insan gastrik tiimér orneklerinde ya da bu tiir hiicrelerin izolasyonunda

KKH'lerin saptanmasi iizerine bildirilen ¢ok az ¢alisma vardir (Jiang et al., 2012).
1.2.3. Mide Kanseri Kok Hiicre Biyobelirtecleri

Kanser tedavileri i¢in yapilan caligmalar, timdr etiyolojisi ile kanser kok
hiicrelerinin iligkisine dayanmaktadir. Kanser kok hiicrelerinin diger timor
hiicrelerinden ve normal kok hiicrelerden ayrimini saglamak icin ilgilenilen kanser

kok hiicresine 6zgii spesifik yiizey biyobelirtecleri kullanilmaktadir.

Yakin zamanda laboratuvar ortamlarinda hiicrerin VCR ile indiuklenmesi
sonucunda VCR'ye bagli KKHBH'lerde hem simetrik hem de asimetrik boliinmeler
oldugu gosterilmistir (Xue et al., 2012).

CD44, CDI133, reseptor tirozin kinaz (RTK), aldehid dehidrogenazlar
(ALDH) gibi birgok KKH belirtegleri yogun tiimorlerdeki KKH popiilasyonunu
tamimlamak i¢in kullanilirlar (Ranji, Salmani Kesejini, Saeedikhoo, & Alizadeh,
2016).

1.2.3.1. CD44

CD44, 1989'da klonland1 ve kartilaj baglanti proteini ailesinin bir iiyesi
olarak tanimland1 (Z6ller, 2011).

CD44, gesitli bagisiklik ve kanser hiicrelerinin dis yiizeyinde bulunan tip |
transmembran reseptordiir ve bu hiicrelerin mikro ortamindaki degisiklikleri algilar
ve buna cevap vermesine yardimci olur (Liu & Finzel, 2014). CD44 melanom,
meme, mide, yumurtalilk ve bas boyun dahil olmak f{izere bazi kanserlerin
ilerlemesiyle iliskilendirilen 6nemli bir yilizey hiyaliironan (HA) reseptoriidiir. Ayni

zamanda 6nemli KKH yiizey belirteglerinden biridir (Ranji et al., 2016).
1.3. Hiicre i¢i Yolaklar

Bir hiicrenin geligimi, farklilagmasi, boliinmesi ve 6lmesi gibi tiim faaliyetleri
hiicre i¢i yolaklar tarafindan gerceklestirilir ve bu yolaklar hiicre yasaminda anahtar
gorevindedir. Bu nedenle hiicre i¢i yolaklar kanser kok hiicrelerinde ¢ok onemli bir
yere sahiptir. Bu yolaklarda gorev alan elementler hiicrenin gelisimini, kendini

yenilemesini, farklilasmasini ve apoptozu diizenler. Ozellikle hiicre gelisimi ve



farklilagmasinda rol oynayan yolak ve elementler kanser kdk hiicrelerinde ¢ok
onemlidir. Kanser kok hiicrelerinde 6nemli yere sahip hiicre i¢i yolaklar Sekil 1.3’te

gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Kanser kok hiicrelerinde etkili hiicre i¢i yolaklar (Chen et al., 2013).

Son yillarda kanser kok hiicrelerini ortadan kaldirmay1 amaglayan terapiler
gelistirilmistir. Dort farkli alanda 6zetlenebilen bu yondeki mevcut popiiler fikirler
Sekil 1.4’te gosterilmistir. KKH ylizey belirteglerinin (kirmizi alan) segici olarak
hedeflenmesiyle daha dogru ve daha az yan etki elde edilebilir. Modern molekiiler
biyoloji tekniklerinin yardimi ile gittikce daha 6nemli sinyal unsurlart ve yolaklari
ortaya c¢ikarilmistir (yesil alan). Anormal yollara miidahale ederek KKH'lerinin
spesifik karakteristikleri bastirilmakta ve umut verici sonuglar bildirilmektedir.
Molekiiler ilaglar ABC kasetini (mor bdolge) inhibe ederek {igiincii nesillere
(tariquidar) ulasmustir. Buna ek olarak, KKH’lerin tiimor mikro-gevresi de ¢ok dikkat
cekmektedir (mavi alan). Ayrica kan damarlarinin biiylimesini kesmek ya da 6zel pH

ortamini kullanmak da ¢ekici ihtimalleri gostermistir (Chen et al., 2013).
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Sekil 1.4. Kanser Kok Hiicrelerinin Hedeflenmesi (Chen et al., 2013).

Cok hiicreli organizmalar1 diizenleyen ve c¢ogu doku igin gelisme ve

homeostazda kritik olan, evrimsel olarak olduk¢a iyi korunmus az sayida sinyal

mekanizmas1 vardir. Sekil 1.5°te gosterilen bu mekanizmalar, WNT yolagi, sonik

hedgehog yolagi, doniistiiriicii biiyiime faktori-B (TGFB) yolagi ve Notch sinyal
yolagidir (Richards & Degnan, 2009).
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Sekil 1.5. Notch, Shh ve Wnt yolaginin tiimérogeneze etkisi (Tannishtha et al.,

2001).



Sinyal yolaklari normal kok hiicre gelisiminde ve doniisiim sirasinda kendini

yenileme mekanizmalarini diizenlerler (Tannishtha et al., 2001).
1.3.1. Notch Sinyalizasyon Yolag:

Notch, ilk olarak Thomas Hunt Morgan tarafindan kesfedilmistir. Drosophila
melanogaster iizerine yapilan bir ¢alismada anormal kanat yapisina sahip sineklerin
bu kanat yapilarinin “gentik” (notched) kanatli bir genin mutasyonlarindan
kaynaklandig1r kesfedilmis ve anormal kanat yapilarindan ilham alinarak bu gen
Notch olarak tanimlanmistir (Andersson & Lendahl, 2014; Cheng Ting Chien, 2013).

Normal ve mutasyonlu kanat yapilar1 Sekil 1.6’da gosterilmistir.

a) Normal Kanat b) Notch Yolag Mutant

Sekil 1.6: Drosophila melanogaster’in normal ve Notch mutasyonlu kanat yapilari.

Notch sinyal yolagi; hiicre-hiicre etkilesiminde, gen ekspresyonunda, hiicre
yasayabilirliginde, hiicre farklilasmasinda, hiicre kaderinin kontoliinde ve kok hiicre
popiilasyonunun devamliliginda kritik bir role sahiptir (Andersson & Lendahl, 2014;
Mailhos et al., 2001). Notch yolag: ayrica tiimor olusumunun kontroliinde 6nemli bir
rol oynar. Timor hiicrelerinde aktif Notch reseptorii prodiiktif timor
damarlanmalarinda ve tiimor biiylimesininin gelisiminin indiiklenmesinde islev goriir

(Scihick A, 2008).

Sekil 1.7°de yapisi gosterilen Notch geni tek gecisli transmembran
reseptoriidiir. Sinyale yani liganda baglanan ektraseliiler domain ve spesifik
boliinmeler sonucu niikleusa transfer edilen intraseliiler domain olmak {izere iki
kisimdan olusur (“Notch / Delta Yolagi Notch / Delta Yolagi,” n.d.). Ekstraseliiler
domaininde, yiik ligand etkilesimini saglayan 36 epidermal biiyiime faktorii (EBF)-

benzeri tekrarlar, intraseliiler ve ekrtaseliiler domain arasindaki etkilesimi saglayan 3



juxtamembran tekrarlari ve Lin-12-Notch (LN) olarak bilinen tekrarlar
bulunmaktadir. Intraseliiler domainde, iki ucunda niikleer lokalizasyon sinyali
bulunan 7 ankyrin tekrarlari, prolinc, glutamin, serin ve treonince zengin PEST

domaini ve transaktivasyon domaini (TAD) bulunmaktadir.

Notch reseptdrleri (Notch 1)

36 EBF domainleri HD domaini ANK
?_I I i
Sinyal EBF tekrari-spesifik rolleri LNR § RAM TAD PEST
peptidi A~

S1(1664/1665) | S3(1743/1744)
S2 (1710/1711)

Notch Ligant (JAG1) Notch Ligant (DBL1)

16 EGF 8 EBF
domainleri domainleri
MNNL| DOS T™D MNNL | DOS T™D
domaini domaini
Sinyal DSL vWF tip C Sinyal DSL
peptidi proteini domaini peptidi proteini

Sekil 1.7: Notch reseptor ve ligantlarinin yapilari (andersson2014).

Memelilerde, bes standart (DBL1, DBL2, DBL4, Jaggedl, Jagged?2) ligant ve
dort tek gecisli transmembran reseptorii (Notchl, 2, 3, 4) iceren Notch sinyal yolagi
timor neovaskiilarizasyonu ile iligkilidir (Kamikihara et al.,, 2012). Notch
ligantlariin yapist Sekil 1.7°de gosterilmistir. Ayrica Notch ligandi ve reseptor
ailesinin de damar-spesifik ekspresyonu sergiledigi yakin zamanda yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Fischer, Schumacher, Maier, Sendtner, & Gessler, 2004).
Bunlarin arasindan DBLA4, tiimor bagimli anjiyogenezle asir1 derecede iliskilidir.
DBL4’tin susturulmast durumunda {iretken olmayan timoér damarlanmalarinin

olustuguna dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Mailhos et al., 2001).

Notch geni S1, S2 ve S3 boélgelerinden gerceklesen 3 adet kirilma sonrasi
islev kazanir. S1 bolgesindeki kirilma Notch reseptoriiniin olusumu sirasinda

gerceklesir. Reseptor-ligand etkilesiminin saglanmasmin ardindan S2 bdolgesinde



ADAM metallaproteazlar tarafindan kesim gerceklesir. Notch reseptor ve ligant
etkilesimi Sekil 1.8’de gosterilmistir. Bu kirmnimin ardindan S3 bolgesinde y-sekretaz
tarafindan kesim gergeklesir. Bu 3 kirilmanin sonucunda hiicre i¢inde serbest kalan
NICD bolgesi hiicre ¢ekirdegine gider ve hedef genlerin yazilimini saglar (“Notch /
Delta Yolagi Notch / Delta Yolagi,” n.d.).

Ligant sunan intraseliiler
hiicre alan

Ekstraseliiler alan
Notch ligant (Delta-
benzeri, Jagged)

Notch
reseptori

intraseliiler
alan

Reseptor
sunan
hiicre

Niikleus

Notch
NICD hedef
] genleri

Sekil 1.8: Notch-ligant etkilesimi ve niikleustaki yeri (Andersson & Lendahl, 2014).

HES (hairy and enhancer-of-split) ailesi genleri (HES1, HES5) ve HEY (Hes-
related repressor) ailesi genleri (HEY1, HEY2) Drosophila genlerinin memeli
karsilig1 olup Delta-Notch sinyal yolaginin ana hedef genleridir. Bunlar temel heliks-
loop-heliks (bHLH) transkripsiyon faktorleridir (Fischer et al., 2004).

Notch 1 sinyal yolagi mide kanserinin ilerleyisini regiile eder (Yeh et al.,
2009).

Delta-Notch sinyal yolu, cogu omurgali organin gelisiminde merkezi bir rol

oynamaktadir. bHLH  transkripsiyon faktorlerinden Hey ailesi  Notch
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sinyalizasyonunun hedef genlerindendir ve damarlanmada gorev almaktadir (Fischer
etal., 2004).

1.3.2. DBL4-Notch Sinyalizasyonu

DBL4, birgok damar gelisimi ile iliskilendirilmis Notch ligantlarindan biridir.
DBL4, biiyiik damar kusurlarina ve embriyonik oliime yol acan tek gendir.
DBL4/Notch sinyal yolagi sadece embriyonik damarlanmayi1 kontrol etmez, ayni

zamanda tiimor anjiyogenezini de kontrol eder (Lee et al., 2016).

DBL4 Notch yolagmin aktivasyonunu diizenleyen ligantlardan biridir ve
ekspresyonu tiimor anjiyogenezi ve metastaz ile iligkilidir (Z.-F. et al., 2017). DBL4
bobrek kanseri, mide kanseri, akciger kanseri, mesane kanseri, pankreas kanseri,
kolorektal kanser ve meme kanseri gibi bir¢ok insan kanserlerinde yiiksek oranda
eksprese edilir (Lee et al., 2016).

1.3.3. DBL4 ve Anjiyogenez

Notch yolagiin antikor ile susturulmasit durumunda Notch aktivasyonu i¢in
gerekli kirilmalar, beraberinde aktif bolgenin niikleusa gecisi ve sonucunda hedef

genlerin yazilimi gerceklesemez. Bu durum Sekil 1.9°da gosterilmistir.

DBLA4, tiimér hiicrelerinde Notch sinyalini aktive eder, sinyal sonucunda kan
damarlarinin  boyutu artar ve tiimorlerdeki vaskiiler islev yiikselir. TUmor
biiylimesinin tesvik edilmesi, bir dereceye kadar, timér hipoksisinin ve apoptozun
azaltilmasina baglidir (Li et al., 2007). Demcizumab, Notch yolagini1 durduran birinci
simif anti-DBL4 antikorudur. DBL4 ve hedef genleri anjiyogenezde 6nemli bir role
sahip oldugundan tiimorlerde bu yolagi hedef alan antianjiyogenik ¢alismalar

yapilmaktadir (D. C. Smith et al., 2014).
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Sekil 1.9: Noch reseptoriiniin susturulmasinin hedef genlerdeki etkisi (Yuan et al.,
2015).

1.4. Kanser Tedavi Yontemleri

Glinlimiizde kanser tedavisini ger¢eklestirmek amaciyla uygulanan cesitli
kanser tedavisi vardir. Kanserli bazi insanlara bu tedavilerden sadece birinin
uygulanmasi yeterlidir. Ancak ¢ogu insana, kemoterapi ve/veya radyoterapi ile

cerrahi yontemler gibi tedavilerin kombinasyonu uygulanmaktadir (NCI, 2018).

Cerrahi yontemler, kanser tedavisinde kanserin viicuttan uzaklastirildig: bir
yontem olarak kullanilmaktadir. Radyoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek ve
timorleri kiigiiltmek i¢in yiikksek dozda radyasyon kullanan kanser tedavisinin bir
tiirtidiir. Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek icin ilaglar kullanan bir ¢esit
kanser tedavisidir. Immiinoterapi, bagisiklik sisteminin kanserle savasmasina
yardimct olan bir tedavi tiriidir. Hedeflenen tedavi, kanser hiicrelerindeki
bliylimeleri, boliinmelerini ve yayillmalarini saglayan degisiklikleri hedef alan kanser
tedavisinin bir tiiriidiir. Hormon tedavisi, biiylimek i¢in hormon kullanan meme ve
prostat kanserlerinin bliyiimesini yavaglatan veya durduran bir tedavidir. Kok hiicre

nakilleri, ¢cok yliksek dozlarda kemoterapi veya radyoterapi ile tahrip olan kanser
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hastalarinda kan yapan kok hiicrelerini eski durumuna getiren prosediirlerdir. (NCI,

2018).
1.5. Vincristine

Vincristine (VCR), Pervane Cigegi diger adlart Madagaskar Periwinkle ve
Catharterus Roseus olarak bilinen bitkide bulunan bulunan bir vinca alkaloididir.

Cesitli kanserleri tedavi etmek igin yaygin olarak bir anti kanser ilacidir

(Mohammadgholi, Rabbani-Chadegani, & Fallah, 2013).

VCR baslangigta, yaygin olarak yetistirilen beyaz veya pembe renkte Pervane
Cigegi bitkisi olan Cantharanthus roseus'un ekstraktlarinin potansiyel antidiyabetik
Ozelliklerini arastiran bir tarama programinda kesfedilmistir (Johnson, Armstrong, &
Gorman, 1963; Noble, Beer, & Cutts, 1958).

VCR, hiicre dongiisiine etki eden ve aktif olarak kullanilan bir anti kanser
ilacidir. Vindolin ve katherantin denilen iki ¢oklu halkadan olusur (Mohammadgholi
et al., 2013). Bu yap1 Sekil 1.10°da gosterilmistir.

Genis ¢apl arastirmalar sonucunda VCR'nin etki mekanizmasi kesfedilmistir
Bu calismalar VCR’nin Vinca bolgesi olarak bilinen GTP baglanma alanina komsu
bir bolgede b-tiibiilin ile etkileserek (Mohammadgholi et al., 2013) mitoz gegiren
hiicrelerin mikrotiibiil depolimerizasyonuna, sonucunda metafazin durmasina ve
apoptotik oliimiine neden oldugunu ortaya koymustur (Gidding, Kellie, Kamps, &
De Graaf, 1999). Kromozomlart hizalamak ve tasimak ig¢in gorevli ig
mikrotiibiillerinin olusumunu hiicre mekanizmasini devre dis1 birakarak engeller

(Mohammadgholi et al., 2013).
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Sekil 1.10. Vincristine’in kimyasal yapist (Mohammadgholi et al., 2013).

Tubulin, mitotik ig mikrotiibiillerinin normal polimerizasyonu i¢in gereklidir.
Vaskiiler mikrotiibiillere baglanan VCR, iglerin yapisin1 ve islevini konsantrasyona
bagli olarak degistirir. VCR Diisiik konsantrasyonlarda, kromozom ayrimini dnleyen,
metafazi durduran ve mitoz inhibisyonuna neden olan ig aparatin1 stabilize eder.
Daha yiiksek VCR konsantrasyonlarinda, mikrotiibiillerin bozulmasi ve toplam
depolimerizasyon gozlemlenmistir. Kisa siireli VCR uygulamasinda mitotik
duraklama hiicre i¢in geri doniisiimliidiir, ilacin hiicreden ¢ikartilmasi durumunda
hiicre dongiisii normal sekilde ilerleyebilir. Buna karsilik, hiicrelerin yiiksek
konsantrasyonlarda VCR'ye uzun siireli maruz kalmasi 6liimciil sitotoksisiteye neden
olur (Takano, Okudaira, & Harmon, 1993).

VCR’nin antitimor aktivitesi ayrica antivaskiiler ve antianjiyojenik
ozellikleri de igerebilir. In vitro olarak yapilan galismalarda VCR’nin, vaskiilator
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi anjiyojenik faktorlerinin normal ve ilag
direngli insan timor hiicreleri tarafindan salgilanmasini 6nledigi, endotel hiicre
kiiltiirii analizlerinde proliferatif aktiviteyi ve kilcal damar aglarimin olusumunu
engeledigi ve matrigel analizlerinde tiimor hiicrelerinde migrasyon aktivitesini

azalttig1 gosterilmistir (Hayot et al., 2002; Silverman & Deitcher, 2013).
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2. AMAC

Kanser kok hiicreleri (KKH) tiimorii olusturan hiicre popiilasyonunun
olusumu, gelisimi ve devamliliginda 6nemli rolii olan hiicrelerdir ve birgok kanser
tiirlinde tanimlanmiglardir. KKH'leri kanser baslangici, progresyon, metastaz

ozelliklerine ve ilag direncine sahiptir (Chen et al., 2013).

Kanser terapilerinden sag kalan kanser kok hiicreleri direng gelistirirler (Xue
et al., 2012). Bu nedenle kanser kok hiicrelerine karsi etkili tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi kanser hastaligina kars1 verilen savasin kazanilmasinda etkili olacaktir.
Vincristine gii¢lii bir anti kanser ilacidir ve hayvan tiimorlerinde genis vaskiiler

hasara neden oldugu bilinmektedir (Hayot et al., 2002).

Notch sinyal yolagi; hiicre-hiicre etkilesiminde, gen ekspresyonunda, hiicre
yasayabilirliginde, hiicre farklilagmasinda ve kok hiicre popiilasyonunun
devamliliginda kritik rol oynar (Andersson & Lendahl, 2014; Mailhos et al., 2001).
Memelilerde, bes standart (DBL1, DBL2, DBL4, Jaggedl, Jagged?2) ligant ve dort
tek gecisli transmembran reseptorii (Notchl, 2, 3, 4) iceren Notch sinyal yolag
timor neovaskiilarizasyonu ile iligkilidir (Kamikihara et al., 2012). Ayrica DBL4-
Notchl etkilesiminin hedefinde damar spesifik ekspresyonu ile bilinen HEY ve HES
ailesinin tiyeleri oldugu yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda gdsterilmistir. Notch
ligantlar1 arasindan DBLA4, tiimor bagimli anjiyogenezle asir1 derecede iligkilidir

(Fischer et al., 2004).

DBLA4’lin inhibisyonu sonucunda iiretken olmayan tiimor damarlanmalarinin
olustuguna dair ¢alismalar bulunmaktadir (Mailhos et al., 2001). Ancak Vincristine
ile indiiklenerek zenginlestirilmis kanser kok hiicrelerinde DBL4 inhibisyonuna dair
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinde kemoterapik ajan olan
VCR ve DBL4 inhibitdriiniin beraber uygulanmasi sonrasi anjiyogenezde 6nemli bir
role sahip DBL4-Notchl sinyal yolaginin hedef genleri olan HEY ve HES ailesi
genlerinin ekspresyonlarina bakilmamistir. Literatiirde mide kanseri hiicrelerinin

Vincristine gibi kemoterapik ajanlarla indiiklenmesi ile mide kanseri kok
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hiicrelerinin elde edildigi ve elde edilen bu hiicrelerin farklilagtiriimas1 sonucunda
damar benzeri yapilarin olusumunun gozlemlendigi ¢alismalar bulunmaktadir (Xue
et al., 2012). Fakat elde edilen bu yapilara sahip hiicrelerde DBL4-Notch yolaginin

ve hedef genlerinin ifadesinin tespiti ile ilgili bir ¢alisma yapilmamustir.

Tiim bunlara bagli olarak bu ¢alismada ilk defa mide kanseri hiicre hatt1 olan
AGS ve MKN45 hiicrelerinde VCR ile DBL4 inhibitorii olarak anti-DBL4
antikorunun kombine uygulamasinin KKHBH’lerde vaskiiler yapilarin tizerindeki
morfolojik ve molekiiler diizeydeki etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir.
Oncelikle mide kanseri hiicre hatlarinda KKHBH’lerin varligini tespit edebilmek i¢in
VCR’nin tek basina ve anti-DBL4 kombinasyonu ile uygulanmasi sonucu direncli
hiicrelerde bir mide kanseri kok hiicre biyobelirteci olan CD44 geninin ekspresyon
seviyelerinin degisimlerinin incelenmesi distinilmistiir. VCR ile muamele edilerek
elde edilen KKHBH’lerin morfolojik olarak sferoid olusumunun incelenmesi,
farklilastirilmas1 ve farklilastirma sonucu damar benzeri yapilarin elde edilmesi,
VCR indiiklemesi sonucu elde edilen mide KKHBH’lere anti-DBL4 uygulamasi
yapilarak damar benzeri yapilardaki degisimin incelenmesi amaglanmistir. Molekiiler
diizeyde ise DBL4-Notchl etkilesimi sonucu damar spesifik ekspresyonu ile
literatiire gecmis olan HEY1, HEY2, HESI, HESS genleri ve ayrica ayni yolagin
hedef geni olan p21 geninin ekspresyon seviyelerinin kantitatif gercek zamanli PZR

ile incelenmesi hedeflenmistir.

Bu baglamda, c¢alismamiz ilk defa VCR ile anti-DBL4’iin kombine
uygulamasinin erken veya gec evre kanserlerde kanser kok hiicrelerini hedef alan
tedavi yOntemlerinin olusturulabilmesi yoniinde fikir vermesi agisindan bir 6n

calisma ve Ornek niteligi tasimaktadir.
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3.MATERYAL

3.1. Arastirmada Kullamlan Biyolojik Ornekler

Bu c¢alismadaki mide adenokarsinoma hiicreleri; AGS ve MKN45 Amerikan
Tipi Kiiltir Koleksiyonundan (ATCC) alinmistir. Calismadaki kontrol grubu
fibroblast hiicreleri; dH1f hiicreleri donmus olarak okulumuzda bulunmaktadir. Tez

calismast boyunca bu hiicrelerin kiiltiirleri kullanilmistir ve her hiicre uygun

besiyerinde biiyiitiilmiistiir.

1.2 Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar, markalar1 ve kullanim alanlari

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Kimyasallar

Kimyasallar

Absolute ethanol

2-merkaptoethanol

Molecular Biology Grade ethanol >99.8
DMEM

DMEM F12

RPMI-1640

Penicilin Streptomicin

FBS (Fetal Bovine Serum)

PBS (Phosphate Buffer Saline)

Trypsin

DMSO (Dimethyl Sulfoxide)
Epidermal Growth Factor (EGF)

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

Gelatin (1890)
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Marka
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
GIBCO
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
PeproTech
PeproTech

Sigma-Aldrich

Kullamim Alam
Genel

RNA izolasyonu
Genel

Hiicre kiiltiiri
Hiicre Kiiltiiri
Hiicre Kiiltiirti
Hiicre kiiltiirti
Hiicre kiiltiiri
Hiicre kiiltiirii
Hiicre Kiiltiirti
Hiicre kiiltiirii
Hiicre kiiltiirii
Hiicre kiiltiirii

Hiicre Kiltiiri



Vincristine

Sigma-Aldrich

Hiicre Kultiiri

Anti-DLL4 antibody (ab7280)

Abcam

Hiicre Kiltiirii

1.3 Cihazlar

Tez galismasinda kullanilan cihazlar, markalar1 ve kullanim alanlar1 Cizelge

3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2: Cihazlar

Cihazlar Marka Kullamim Alam
Finnpipette™ F2 Variable Volume | Thermo Fisher Hiicre Kilttri
Single-Channel Pipettes

-80 Buzdolabi Haier-Biomedikal Genel

Hassas Terazi Precisa XB220A Genel

Distile Su Cihaz  Barnstead™ | Thermo Fisher Genel
Smart2Pure™

Dik Tip Otoklav BES Genel

Mini Spin Plus Mikrosantrifiij Eppendorf Genel

Manyetik Karistirict MR3001K Heidolph Genel

Thermal cycler T100™ PCR BioRad PCR reaksiyonlari
CFX Connect'™ Real-Time PCR | BioRad PCR reaksiyonlari
System

Minisipin Four E’S Scientific Genel

MultiSkan™ GO pDrop

Thermo Fisher

RNA izolasyonu ve MTT

Olgtimii

Laminar Flow

Faster SafeFast Classic

Hiicre Kiltiirii

Dri-block DB-2D Techne

AF 80 Buz Cihaz1 Scotsman Genel
Universal 320 R Santrifiij Cihaz Hettich Genel
Vorteks Heidolph Reax top Genel

Su banyosu WNB 14 Memmert Hiicre Kilttri
Inkiibaktor INCO2 Memmert Hiicre Kiiltiirii
Azot Tanki Thermo Fisher Hiicre Kiilttri
pH Metre Table top Isolab Genel
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Etiiv FN 500 NUVE Genel

AXIO invert Vert.Al mikroskop Zeiss Hiicre Kiiltiirii
CK40 151k mikroskobu Olimpus Hiicre Kiilttri
S1 Pipet Filler Thermo Fisher Hiicre Kiiltiirii

SafeVac Vacuum Aspirator

SCILOGEX

Hiicre Kiiltiiri

1.4 Sarf Malzemeler

Tez c¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler, markalar1 ve kullanim alanlari

Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3: Sarf Malzemeler

Sarf Malzemeler Marka Kullamim Alani

Filtreli u¢ (10ul, 120u1,200u1 1000pl) Isolab Hiicre Kiiltiirti

Pipet ucu (10ul, 200ul, 1000pul) Isolab Hiicre Kiiltiiri

Eppendorf (0.5ml, 1.0ml, 1.5ml, 2.0ml) Axygen Hiicre Kiiltiiri

PCR tiipii (0.2ml) Axygen Genel

Falcon (15ml, 50ml) Isolab Genel

Cryo tiip (2ml) Greiner Bio-one Hiicre Kiiltiiri

Rack Isolab Genel

Platemax® UltraClear Sealing Film Axygen PCR Reaksiyonlar1

PCR ® Microplate Axygen PCR Reaksiyonlari

PCR ® Stripe Tubes Axygen PCR Reaksiyonlari

Parafilm BEMIS Genel

Erlen (250ml, 500ml, 2000ml) Isolab Genel

Meziir (50ml, 500ml, 1000ml) Isolab Genel

Flask (25cm?,75cm?) Corning  (Sigma- | Hiicre Kiiltiirii
Aldrich)

Corning Dish (150cm?2) Sigma-Aldrich Hiicre Kiiltiirii

Cam pastor pipet Marienfeld Hiicre Kiiltiirii

Corning® Costar® Stripette® serological | Sigma-Aldrich Hiicre Kiiltiirii

pipettes (5ml-10ml-25ml-50ml)

Beher Isolab Genel

Eldiven Beybi Genel
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Corning® 150mL Vacuum Filter

Sigma-Aldrich

Hiicre Kiltiirii

Thoma lamm

Marienfeld

Hiicre Kiltiirii

1.5 Kullanilan Kitler

Tez ¢aligmasinda kullanilan kitler, markalar1 ve kullanim alanlari Cizelge 3.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.4: Kullanilan Kitler
Kitler

NucleoSpin® RNA

cDNA Synthesis Mix

SensiFAST SYBR® No-ROX Kit

MTT analizi Cell Proliferation Kit I
(MTT)

Marka
Machery-Nagel
Sigma-Aldrich
Bioline

Roche

1.6 Hiicre Hatlar1 Biiyiime Ortamlari

Kullanim Alam

mRNA izolasyonu

cDNA sentezi

Gergek zamanli PZR reaksiyonu

MTT analizi

Deney sirasinda hiicrelerin biiyiitiildiikleri tiim ortam ve bilesenlerinin oranlari

Cizelge 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.5: Hiicre hatlarmin biiyiitiilme ve dondurma ortamlari

AGS Hiicre Hatt1 Oranlar

Biiyiitme Medyumu
DMEM/F12

FBS

Penicilin Streptomicin
Dondurma Medyumu
DMEM/F12

FBS

DMSO

%89
%10

%1

%50
%40

%10

MKN45 Hiicre Hatt Oranlar

Biiyiitme Medyumu
RPMI-1640

FBS

%89

%10




Penicilin Streptomicin %1

Dondurma Medyumu

RPMI-1640 %50
FBS %40
DMSO %10
Penicilin Streptomicin %1
Biiyiitme Medyumu

dH1f Hiicre Hatt1 Oranlar
DMEM %89
FBS %10
Penicilin Streptomicin %1

Dondurma Medyumu

DMEM %50
FBS %40
DMSO %10
Farklilasma Medyumu Oranlar
DMEM/F12 %89
FBS %10
Penicilin Streptomicin %1
bFGF 10ng/ml
Sferoid Medyumu Oranlar
DMEM/F12 %89
Penicilin Streptomicin %1
bFGF 10ng/ml
EGF 10ng/ml

3.7. Primerler

Bu ¢alismada kullanilan primerler Primer BLAST, Primer3, UCSC Genome Browser

ve IDT programlari kullanilarak dizayn edilmistir.

100uM Tleri (F) Primer (Sentromer)

100uM Geri (R) Primer (Sentromer)


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj_gJSM4qzYAhVR6KQKHQGNCwMQFggoMAA&url=https%3A%2F%2Fgenome.ucsc.edu%2F&usg=AOvVaw1WDb3zgKwzWBh3A4L86OTf

Calismada kullanilan primer dizileri Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.6: RT-PCR’da kullanilan primerler

Gen isimleri 5°-3°

GAPDH
ileri primer GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
Geri primer TGGTGAAGACGCCAGTGGA

HEY1
ileri primer GGCAGGAGGGAAAGGTTACT
Geri primer GCGTAGTTGTTGAGATGCGA

HES1
fleri primer CTGGAGAAGGCGGACATTCT
Geri primer GGTCATGGCATTGATCTGGG

P21
ileri primer CACCGAGACACCACTGGAG
Geri primer AGGCACAAGGGTACAAGACA
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4.YONTEMLER

4.1. Hiicre Hatlarmin Kiiltiirii

Mide adenokarsinoma hiicreleri; AGS ve MKN45 Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonundan (ATCC) alindi. Calismadaki kontrol grubu fibroblast hiicreleri;
dH1f hiicreleri kullanildi. Tez ¢alismasi boyunca bu hiicrelerin kiiltiirleri kullanildi

ve her hiicre uygun besiyerinde biiyiitiildii.
4.2. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicrelerin patlamamas1 amaciyla ¢6zme isleminin ¢ok hizli yapilmasi
gerekmektedir. -196°C’de sivi azottan c¢ikarilan hiicreler direk 37°C’de su
banyosunda yaklagik 1-2 dakika bekletilerek ¢6ziildii. Son kristal yapinin
goriilmesinin ardindan 37°C’de 1sitilmis  ve 15°1ik farklonda 6nceden hazirlanmis
5ml besiyeri icerisine dikkatlice karistirildi ve 4°C 400g’de 5dk santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi supernatant atildi, pellet {izerine 1 ml Complate Medyum konuldu,
pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen olarak ¢oziilmesi saglandi. Cozeltiden 10ul

alind1 ve Thoma lamina konularak 151k mikroskobunda hiicreler sayild.
Hiicre sayis1 / mL= Hiicre sayis1 (tiim lam tizerinde sayilan) x 10*

Saymm sonrasi hiicreler istenilen yogunlukta biiyiitiilecekleri flaska ekildi.
Hiicrelerin kap igerisinde esit yogunluklarda dagilmasi1 amaci ile kap yavasca yukari,
asagl, saga ve sola hareketleri yapilarak dikkatlice calkalandi. Hiicreler 37°C %5
CO, inkiibatore kaldirildi.

4.3. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Pasajlanmasi

Her hiicrenin biiylimek i¢in ihtiya¢c duydugu farkli ortamlar vardir. Calismada
kullanilan hiicrelere 6zel medyumlar Cizelge 3.5’te gosterildi. Her hiicrenin

biiyiitiilecegi medyumlar tek tek hazirlandi ve 0.22 pm’lik filtreden geg¢irildi.

23



Hiicrelerin 3 giinde 1 medyumu degistirildi ve %70-90 yogunluga
ulasildiginda pasaj islemi gergeklestirildi.

Pasaj islemi i¢in hiicre medyumu aspiratdr ile c¢ekilerek uzaklastirildi,
hiicreler iki defa PBS ile yikandi. PBS ¢ekildi ve hiicrelerin biiyiitiildiikleri kaba
bagli hacimde Tripsin-EDTA eklenerek hiicreler 37°C %5 CO; inkiibatorde 5 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin kalkip kalkmadiklar1 mikroskopta
incelendi. Hiicreler tam olarak kalkmadilarsa flaska vurularak mekanik kuvvet
uygulandi. Kalkan hiicreler bir araya toplandi ve iizerlerine tripsin inaktivitesi i¢in
biiyiime medyumu eklendi. Flask bir iki kez biiylime medyumu ile yikanarak
hiicreler faklona toplandi ve 24°C 300g’de 5dk santriflij edildi. Santrifiij sonrasi
supernatant atildi, Pellet iizerine 1 ml Complate Medyum konuldu, pipetaj yapilarak
hiicrelerin homojen ¢oziilmesi saglandi. Cozeltiden 10ul alindi ve Thoma lamina
konularak 151k mikroskobunda hiicreler sayildi. Sayim sonrasi hiicreler istenilen
yogunlukta biytitiilecekleri flaska ekildi. Hiicrelerin kap igerisinde esit
yogunluklarda dagilmasi amaci ile kap yavasca yukari, asagi, saga ve sola hareketleri

yapilarak dikkatlice calkalandi. Hiicreler 37°C %5 CO, inkiibatdre kaldirildu.

Hiicrelerin ¢oziilmesi ve pasaj sonrasi hangi malzemeye ne oranda ekildigi, o
malzemeden elde edilecek maksimum hiicre sayisi, kullanilacak medyum, tripsin ve
PBS miktarlar1 Cizelge 4.1°de gosterildi. Tiim kimyasallar hiicrelere tek kullanimlik
steril serolojik pipetlerle verildi.

Cizelge 4.1: Hiicrelerin ekim kosullari ve kullanilan malzemeler.

6-Well 10x10* 4.2x10° 2mi 0,5ml 1ml
Plate

150 Dish 1x10° 15x10° 22ml 3ml eml
T-25Flask  1x10° 2.5x10° 5mi 1ml 2ml
T-75 Flask  5x10° 7.2x10° 15ml 2ml 5mi
T-175 1.5x10° 17.5x10° 25ml 5ml 10ml
Flask
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4.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

flk olarak hiicrelerden medium uzaklastirildi ardindan iki defa PBS ile
yikandi. PBS c¢ekildi ve hiicrelerin biiyiitiildiikleri kaba bagli hacimde Tripsin-EDTA
eklenerek hiicreler 37C %5CO, inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi. 1nki'1basy0nun
ardindan hiicrelerin kalkip kalkmadiklar1 mikroskopta incelendi. Hiicreler tam olarak
kalkmadilarsa flaska vurularak mekanik kuvvet uygulandi. Kalkan hiicreler bir araya
topland1 ve tizerlerine tripsin inaktivitesi i¢in biiyiime medyumu eklendi. Flask bir iki
kez biiylime medyumu ile yikanarak hiicreler faklona toplandi ve 24°C 300g’de 5dk
santrifiij edildi. Santriflij sonrasi supernatant atildi, pellet lizerine 1 ml soguktan
korunma amacgli DMSO ve zengin besin igeren %10DMSO, %40FBS, %50 Medyum
igeren dondurma medyumunda ¢oziilerek kriyo tiipe aktarildi. DMSO toksik etkiye
sahip oldugundan en son ve yavas bir sekilde eklendi. Ardindan hiicreler -80°C’de
bir gece bekletildi ve sonrasinda -196°C sivi azota kaldirildi. Her dondurma
isleminde ml’de yaklasik 5 milyon hiicre donduruldu. Dondurulan hiicreler gerektigi

durumlarda tekrardan agilarak kullanildi.
4.5. MTT Analizi ile Hiicre Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT analizi, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiiriin
(MTT) canli hiicreler tarafindan mor formazan Kristallerine doniistiiriilmesine
dayanan, mitokondriyal aktiviteyi belirleyen bir analiz yontemdir. Cogu hiicre
poplilasyonu icin toplam mitokondriyal aktivite canli hiicrelerin sayisiyla iligkili
oldugundan bu tahlil, ilaglarin hiicre hatlar1 veya birincil hasta hiicreleri tizerindeki in
vitro sitotoksik etkilerini 6lgmek i¢in genel olarak kullanilir (Jafargholizadeh, Zargar,
Yassa, & Tavakoli, 2016).

Calismada kullanilan kimyasallarin hiicre hatlar1 {izerindeki toksik etkisi
MTT yasayabilirlik analizi ile belirlendi. MTT analizi Cell Proliferation Kit | (MTT)
kiti protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Hiicreler kuyu basi 30.000 hiicre olacak sekilde 96-well plate’e ekildi.
Hiicrelerin oturmalari ve biiyiimeleri i¢in 24 saat beklendi. 24 saatin ardindan hiicre
medyumu aspirasyonla uzaklastirildi ve hiicrelere ilgili dozajlarda ilag uygulandi.

MTT analizi i¢in hiicrelerin 96-well plate kuyularmma ekim sekilleri,
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uygulanan ila¢ dozajlar1 Cizelge 4.2°de gosterildi. Ilgili dozajlarin 24, 48 ve 72 saat
sonras! toksisitesi incelendi. Istenilen saate gelindiginde ilag uygulanms hiicrelerin
tizerine 10ul MTT Labeling Reagent eklendi ve 4 saat 37C %5 CO,’de inkiibe edildi.
4 saat inkiibasyonun ardindan kuyulara 100ul MTT Solubilisation Solution eklendi
ve bir gece 37°C %5 CO,’de inkiibe edildi. inkiibasyonun ardinda mikroplaka
okuyucuda (Biorad) 570 nm’de kolorimetrik olarak okuma gergeklestirildi ve Scanlt

RE 4.1 programinda sonugclar alindi.

Cizelge 4.2. MTT uygulamasi

Kontrol 0,5 pg/ml | 1 ug/ml VCR | 1,5 pg/ml | 2 ug/ml VCR | BLANK
VCR VCR

Kontrol 0,5 pg/ml | 1 ug/ml VCR | 1,5 pg/ml | 2 ug/ml VCR | BLANK
VCR VCR

Kontrol 0,5 pg/ml | 1 pg/ml VCR | 1,5 pg/ml | 2 png/ml VCR | BLANK
VCR VCR

Kontrol 100 ng/ml 50 ng/ml anti- | 25 ng/ml anti- | 5 ng/ml anti- | BLANK
anti-DBL4 o -4 DBL4 DBL4

Kontrol 100 ng/ml 50 ng/ml anti- | 25 ng/ml anti- | 5 ng/ml anti- | BLANK
anti-DBL4 DBL4 DBL4 DBL4

Kontrol 100 ng/ml 50 ng/ml anti- | 25 ng/ml anti- | 5 ng/ml anti- | BLANK
anti-DBL4 DBL4 DBL4 DBL4

Her 3 hiicre tipi icin de bu uygulama yapildi. Uygulamalar tabloda da

gosterildigi gibi 3 tekrarli olarak ve 24, 48 ve 72 saat gergeklestirildi. Kontrol
grubunda uygulama yapilmamis hiicreler bulunmaktadir. Blank grubunda ise

yalnizca hiicrelere ait biilylime medyumu bulunmaktadir.
4.6. Vincristine ve anti-DBL4 Uygulamasi

Toz halindeki 1mg Vincristine, 1ml otoklavlanmis ve filtreden gegirilmis

distile su ile ¢o6ziildii ve hiicrelere son konsanrasyon 1pg/ml olacak sekilde verildi.

Hiicreler istenilen miktara ulastiklarinda isleme gegilmek {izere pasajlandi.
Thoma laminda hiicre sayiminin ardindan hiicreler Cizelge 4.3te belirtildigi sekilde

ekim yapildi.
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Cizelge 4.3: Ila¢ uygulamasinda kullanilan malzemeler ve ekilen hiicre sayisi

Adet Ekilen hiicre Sayisi

150 Dish 3 6x10°
6-Well 4 5x10*
6-Well 1 5x10%/3x10°
T25 6 1x10°
96-Well 3 3x10*

Hiicreler ekildikten sonra 37C %5 CO? inkiibatére kaldirildi. Hiicrelerin
oturmalart ve biliylimeri i¢in 24 saat beklendi. 24 saatin ardimdan hiicrelere 72 saat

ila¢ uygulamasi yapildi.
[lag uygulamalar1 Sekil 4.1°de gosterildigi gibi yapilds.

1 pg/ml 100 ng/ml
VCR anti-DBL4

< 4 ay

1 ug/ml VCR + 100 ng/ml
anti-DBL4

\\

Sekil 4.1: flag uygulamasi

4.7. Hiicrelerin Farkhlastirilmasi

%0.1°lik jelatin hazirlamak amaciyla 10ml stok jelatin 1L ddH,O’da ile
¢ozilildii ve otoklavlandi. Ardindan 150ml filtreden gegirildi. 6-well plate’lerin her
kuyusuna 2ml 9%0.1 jelatin konuldu ve jelanitinin plate’in zeminine yapismasi
amaciyla 15-30 dakika beklendi, ardindan sivi jelatin aspirasyonla kuyudan
uzaklastirildi. Kuyuda hig s1v1 jelatin kalmamasina dikkat edildi. Jelatinin kuyulardan
uzaklastirilmasinin ardindan kuyulara ilgili medyum eklendi. Bu islem hizli

yapilmali ve jelatinin kurumasina izin verilmemelidir.
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72 saat ilag uygulamasinin ardindan hiicreler invert mikroskopta incelendi,
goriintiileri alindi. Ardindan hiicreler tripsinle kaldirildi ve thoma laminda sayildi.
Sayim sonrasinda kuyu bast 50.000 hiicre olacak sekilde onceden %0.1 Jelatin ile
kaplanmis 6-well plate’lere farklilasma medyumu kullanilarak ekildi. Hiicreler

farklilasma medyumunda 1 hafta biiytitiildi.

1 hafta farklilagsmanin ardindan hiicrelerden RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Kuyulardan biri Hoechst 33342 boyamasi igin ayrildi. VCR uygulamasinin ardindan
farklilastirllmis 6-well plate’teki hiicreler tizerine 72 saat 100 ng/ml anti-DBL4
uygulamasi yapildi. 72 saat uygulamanin ardindan hiicrelerden RNA izolasyonu

gerceklestirildi. Kuyulardan biri Hoechst 33342 boyamasi igin ayrildi.
4.8. Sferoid Olusumu

72 saat ilag uygulamasinin ardindan hiicreler invert mikroskopta incelendi,
goriintiileri alindi. Ardindan hiicreler tripsinle kaldirildi ve thoma laminda sayildi.
Sayim sonrasinda kuyu basi 200 hiicre olacak sekilde ultra-low-attachment 96-well
plate’e sferoid medyumu kullanilarak ekildi. Hiicreler sferoid medyumunda 5 hafta
biiyiitiildii ve belli araliklarda invert mikroskopta incelenerek hiicrelerin goriintiileri

alindu.
4.9 Cekirdek Boyamasi

Uygulama yapilan ve yapilmayan hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesi

amaciyla hiicreler Hoechst 33342 cekirdek boyasi ile boyandi.
5 mg 20 mM Hoechst 33342 stoktan 1ml 1mM stok hazirlanda.

Iml ImM stoktan her calisma Oncesi kullanilacak miktarda 3pg/ml boya

hazirlandi. Diliisyon stok hazirlama asamalarinda PBS kullanildi.

Boyama yapilacak kuyudaki hiicre medyumu aspirasyonla uzaklastirildi ve

iki kere 1ml PBS ile yikand.

PBS ile yikamanin ardindan PBS aspirasyonla uzaklastirildi ve kuyulara 1 mi
soguk %90 etanol eklendi. Hiicreler 4°C’de 10 dakika fikse edildi.
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Ardindan etanol aspirasyonla uzaklastirildi ve kuyulara 1 ml 3pg/ml
Hoechst33342 boyasi eklendi. Hiicreler oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 5
dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan boya aspirasyonla uzaklastirildi. Hiicreler bir kere
Iml PBS ile yikandi ve invert mikroskobun floresan 1siginda goriintiilendi.

Goriintliler hem normal hem de floresan ¢ekirdek goriintiisii olamak tizere iki sekilde
kaydedildi.

4.10. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in gerekli uygulamalar1 tamamlanmis hiicrelerin hiicre
medyumu aspirator ile ¢ekilerek uzaklastirildi, hiicreler iki defa PBS ile yikandi. PBS
¢ekildi ve hiicrelerin biiyitiildiikleri kaba bagli hacimde Tripsin-EDTA eklenerek
hiicreler 37°C %5CO, inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi. inkijbasyonun ardindan
hiicrelerin kalkip kalkmadiklart mikroskopta incelendi. Hiicreler tam olarak
kalkmadilarsa flaska vurularak mekanik kuvvet uygulandi. Kalkan hiicreler bir araya
toplandi ve tizerlerine tripsin inaktivitesi i¢in biiyiime medyumu eklendi. Flask bir iki
kez biiyiime medyumu ile yikanarak hiicreler faklona toplandi ve 24°C 300g’de 5dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi supernatant atildi, Hiicre peletlerinden Total RNA
izolasyonu, NucleoSpin® RNA kiti protokollerine uygun olarak gerceklestirildi.

RNA izolasyonu yapilan hiicreler;

Uygulama yapilmamis AGS ve MKN45 hiicre hatlar

72 saat 1pg/ml VCR uygulanmis AGS ve MKN45 hatlari

72 saat 100 ng/ml anti-DBL4 uygulanmis AGS ve MKN45 hiicre hatlari

72 saat 1pg/ml VCR ve 100 ng/ml anti-DBL4 birlikte uygulanmis AGS ve MKN45
hiicre hatlar1

72 saat 1pg/ml VCR uygulanmis ve 1 hafta farklilastirilmis AGS ve MKN45 hiicre
hatlar1

72 saat lpug/ml VCR ve 100 ng/ml anti-DBL4 birlikte uygulanmis ve 1 hafta
farklilastirilmis AGS ve MKN45 hiicre hatlar1

72 saatl pg/ml VCR uygulanmis ve 1 hafta farklilagtirmanin ardindan 72 saat 100
ng/ml anti-DBL4 uygulanmig AGS ve MKN45 hiicre hatlar1
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Tiim RNA izolasyonlarinin saflig1 ve konsantrasyonu puDrop ile tespit edildi.
RNA konsantrasyonu A26x40x(10/0,52) formiilii ile, RNA saflig1 ise A260/A280
oraniyla tespit edildi. RNA’nin saf olarak kabul edilebilmesi i¢in A260/A280

oraninin 1.8- 2.1 arasinda olmasi gerekmektedir.
4.11. cDNA Sentezi

Izolasyonu yapilan total RNA’lardan cDNA izolasyonu First Strand cDNA
Synthesis Kit protokollerine uygun olarak gergeklestirildi. Tim AGS 6rneklerinin
cDNA konsantrasyonlar1 300ng’a, MKN45 o6rneklerinin ¢cDNA konsantrasyonlari
500ng’a sabitlendi.

RNA konsantrasyonu ve cDNA sentezinde kullanilacak RNA ve olusacak

cDNA sentez iiriin miktar1 Cizelge 4.4°te gosterildi.

Cizelge 4.4. cDNA sentezinde kullanilacak RNA ve olusacak cDNA sentez iiriin miktar1

RNA cDNA sentezinde c¢DNA iiriin Niikleazsiz su
Ornek Konsantrasyonu kullanilan RNA Hacmi miktari
AGS (1)
Hiicre hatt1
Kontrol 232,1 ng/ul 1,3l 300ng 4,7 ul
Anti- 217,6 ng/pl 1,4 ul 300ng 4,6 pl
DBL4 +
VCR + 117,2 ng/ul 2,5l 300ng 3,5 ul
VCR + 139,2 ng/ul 2,1 ul 300ng 3,9 ul
anti-DBL4
+
VCR + 112,1 ng/ul 2,7 ul 300ng 3,3 ul
1w
VCR + 135,1 ng/ul 2,2 ul 300ng 3,8 ul
anti-DBL4
+1W
VCR + 468,6 ng/ul 1,3 ul 300ng 4,7 ul
1W + anri-
DBL4 +
MKN45
Hiicre hatt1
Kontrol 650 ng/ul 1,5ul 500ng 5,5ul
Anti- 653,9 ng/ul 1,5ul 500ng 5,5 ul
DBL4 +
VCR + 97,54 ng/ul 4,1ul 500ng 4,1 ul
VCR + 206,8 ng/ul 4,8ul 500ng 4,8 ul
anti-DBL4
+
VCR + 111 ng/pl 4,5 ul 500ng 2,5 ul
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1w
VCR + 365 ng/pl 2,7ul 500ng 4,3 ul
anti-DBL4
+1W
AGS DBL4 DOZAJ
Hiicre hatt1
Kontrol 1,7 ul 500ng 5,5 ul
24h- 251,5 ng/ul 2l 500ng 4 ul
100ng/ml
24h- 292,2 ng/ul 1,7 ul 500ng 4, ull
50ng/ml
24h- 178,2 ng/ul 2,8 ul 500ng 3,2 ul
25ng/ml
24h- 119,2 ng/ul 4,2 pl 500ng 1,8 pul
5ng/ml
48h- 362,15 ng/ul 1, lpl 500ng 4,6 pl
100ng/ml
48h- 501,1 ng/ul 1pl 500ng 5ul
50ng/ml
48h- 438,7 ng/ul 1,1 pl 500ng 4,9 pl
25ng/ml
48h- 236,6 ng/ul 2,1l 500ng 3,9 ul
5ng/ml
72h- 468,15 ng/ul 1,07 ul 500ng 4,93 ul
100ng/ml
72h- 271,6 ng/pl 1,8 ul 500ng 4,2 ul
50ng/ml
72h- 389,1 ng/ul 1,3 ul 500ng 4,7 ul
25ng/ml
72h- 281,5 ng/ul 1,8 ul 500ng 4,2 ul
5ng/ml
Kantitatif gercek zamanli PZR reaksiyonunda kullanilacak cDNA

30ng/ul’de optimize edildi. Bu nedenle kullanilacak 20ul 500ng cDNA 1ul’de 30ng

olacak sekilde niikleazsiz suyla diliie edildi. cDNA sentez irlinlerinin diliisyonu

Cizelge 4.5’te gosterildi.

Cizelge 4.5. cDNA sentez iiriinlerinin diliisyonu

Ornekleri

hiicre hatti

Ornek cDNA sentez iiriin Seyreltme-eklenecek Son konsantrasyon
miktar1 niikleazsiz su hacmi
AGS(2)
hiicre hatt1
ornekleri 20ul’de 500ng 13ul 33ul’de 300ng
15ng/ul
MKN45 20ul’de 500ng 13ul 33ul’de 300ng

15ng/ul
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4.12. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)

Notch yolagi reseptorlerinden Notchl reseptoriinin  DBL4  ligandi ile
etkilesimi sonrasi bu yolagin hedef genleri olan Hey ailesi (HEY1, HEY2), Hes ailesi
(HES1, HESS5) ve p2l1 genlerinin yazilimi gergeklesir. Hiicreler iizerinde
gergeklestirilen VCR, anti-DBL4  uygulamalar1 ve farklilastirma  islem
kombinasyonlarinin bu hedef genlerin yazilimi {izerindeki etkisini incelemek amaci

ile gergek zamanl PZR gergeklestirildi.

Bu calismada GZ-PZR reaksiyonlari SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit
protokollerine uygun olarak gerceklestirildi. GZ-PZR reaktifleri ¢izelge 4.6’da ve
GZ-PZR kosullar cizelge 4.7°de gosterildi.

Cizelge 4.6. GZ-PZR reaktifleri

Reaktif Stok Konsantrasyon Hacim
SensiFAST SYBR™ Non-ROX Mix 2X 10 pl
MystiCq Universal PCR Primer 10 uM 0.8 ul
cDNA 20ng/pl 2 ul
Nuclease —free-water - 6,4 ul
Toplam hacim - 20 pl

Cizelge 4.7. GZ-PZR kosullar1.

GZ-PZR KOSULLARI

iIk Denatiirasyon 95°C, 2dk

Denatiirasyon 95°C, 5sn

Baglanma 59.4°C, 30 sn Dongti Sayisi: 40
Uzama 72°C, 20sn

Son Uzama 72°C, 5dk

Erime Sicakhg 65°C - 95°C
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PCR’da uygulama yapilmis hiicreler ile ekspresyonlari incelenen genlerin

kombinasyonalr Cizelge 4.8’de verildi.

Cizelge 4.8. Uygulanan ila¢ ve incelenen genlerin kombinasyonlar1

GAPDH | GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D
CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44 CD44
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D
DBL4 DBL4 DBL4 DBL4 DBL4 DBL4 DBL4
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D
HEY1 HEY1 HEY1 HEY1 HEY1 HEY1 HEY1
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D
HEY2 HEY?2 HEY?2 HEY?2 HEY2 HEY?2 HEY2
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D
HES1 HES1 HES1 HES1 HES1 HES1 HES1
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D
HES5 HES5 HES5 HES5 HES5 HES5 HES5
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D
P21 P21 P21 P21 P21 P21 P21
Kontrol | VCR DBL4 V+D V+1W V+D+1W V+1W+D

Gergek zamanli PZR reaksiyonlar ¢ift teknik tekrarh olarak gergeklestirildi.
Cift tekrar olarak gergeklestirilen reaksiyonlar referans gen olan GAPDH ile
normalize edildi ve ACt’si elde edildi. ACt degeri, Orneklerin ¢ift tekrar
ortalamasindan GAPDH degerinin ¢ikartilmasi ile elde edildi. Elde edilen ACt
degerleri kullanilarak AACt degerleri hesaplandi. AACt degerlerinin elde edilmesinin
ardindan 2"-AACt formiilii ile ekpresyon degisimi hesaplandi. Cift teknik tekrarlar

arasindaki hata payr hesaplandi ve 2"-AACt seviyeleri tizerinde gosterildi
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5.BULGULAR

5.1. MTT ile sitotoksisitenin gosterilmesi.

Kemoterapi ilact olan VCR ve anti-DBL4 antikorunun hiicre canlilig1 tizerine
etkisini belirlemek amaci ile AGS ve MKN45 mide kanseri hiicrelerine ve kontrol
grubu olarak kullanilacak dHI1f fibroblast hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda uygulama yapildi. Uygulama yapilmamis kontrol hiicreler
ve uygulama yapilmis O6rnekler 4 saat boyunca 37°C’ de 10 ul MTT Reagent ile
bekletildi. Hiicre canliligi 100 pl Solubilisation Solution ile bir gece 37°C’ de

bekletilmesinin ardindan 570 nm dalga boyunda analizi gergeklestirildi.

5.1.1. VCR ve anti-DBL4’iin AGS, MKN45 ve dH1f Hiicrelerinin Canhihgina
Etkisi

VCR ve anti-DBL4 farkli konsantrasyonlarda (0,5-1-1,5-2 pg/ml VCR, 100-
50-25-5 ng/ml anti-DBL4) seyreltilerek AGS, MKN45 ve dH1f hiicre hatlar
tizerinde 24, 48, 72 saat boyunca uygulandi. Uygulama sonrasi elde edilen grafikler
Sekil 5.1°de gosterildi. MTT sonuglart VCR’in her {i¢ hiicre hatt1 i¢cin de anti-
DBLA4’e oranla daha fazla toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica AGS
hiicre hattinin MKN45 ve dHIf hiicre hatlarima oranla VCR’ye daha direngli
oldugunu yine MTT sonug grafigine bakarak sdyleyebiliriz. AGS, MKN45 ve dH1f
hiicrelerinin MTT analizi sonucu elde edilen grafikler sirasiyla Sekil 5.1, Sekil 5.2 ve
Sekil 5.3’te gosterildi.
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Sekil 5.1. VCR ve anti-DBL4’{in farkli konsantrasyonlarinin AGS hiicre hatti iizerindeki MTT analizi.

(*) =P value <0,05.
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Sekil 5.2. VCR ve anti-DBL4’lin farkli konsantrasyonlarinin MKN45 hiicre hatti1 tizerindeki MTT

analizi. (*) = P value < 0,05.
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MTT analizleri sonucunda 270nm’de absorbans degerleri 6lgiildii. Olgiim
sonras1 elde edilen degerler kullanilarak hiicre canliligi hesaplandi. Standart sapma
cubuklar1 barlar iizerinde gosterildi. Istatistiksel olarak Ttest yapildi ve Ttest
sonuglart 0,05’ten kiigiik olanlar anlamli kabul edilerek standart sapma c¢ubuklari

tizerinde (*) ile gosterildi.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda 72 saat 1ug/ml VCR uygulamasinin mide
kanseri hiicreleri lizerindeki toksisitesi uygun bulunmustur. Bu sonuglar literatiirdeki
VCR uygulamalari referanslari ile uyum gostermektedir. Anti-DBL4’{in hiicre hatlar1
tizerindeki toksik etkisi dozaj belirlemeye yeterli degildir. Bu nedenle uygulanacak
anti-DBL4 konsantrasyonu ve saati ger¢ek zamanli PZR reaksiyonu sonucunda elde

edilen ekspresyon degisimleri ile belirlendi.

52. VCR, anti-DBL4 ve kombinasyon uygulamalarmmin ardindan hiicre

morfolojilerinin gosterilmesi.

AGS hiicreleri damla tarzi bir sekle sahip olan, hizli ¢ogalan mide kanseri
hiicreleridir. MKN45 hiicreleri ¢ubuk sekline sahip, koloni halinde ¢ogalan mide
kanseri hiicreleridir. dH1f hiicreleri ince uzun c¢ubuksu sekle sahip, fibroblast

hiicreleridir.
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Calismanin ilk asamasinda bu hiicreler 72 saat bir kemoterapi ilaci olan VCR
ile 1pg/ml hacimde olacak sekilde muamele edildi. VCR uygulamas: ardindan Sekil
5.4, 5.5 ve 5.6’da goriildiigii lizere ii¢ hiicre kiiltiiriinde de yiiksek oranda hiicre
olimii gerceklesti. dH1f hiicrelerinin morfolojileri ciddi anlamda degistigi goriildii.
Bir kemoterapi ilaci kullanildigindan dolay1 bu beklenen bir olaydir. Ancak AGS ve
MKN45 mide kanser hiicre hatlarinda yiiksek oranda hiicre oliimiinlin olmasina
ragmen yasan hiicrelerin sayisi goz ardi edilemeyecek sayidadir. Kanser tedavilerinin
kesin sonug verebilmesi agisindan bu direngli hiicrelerin incelenmesi gerekmektedir.
Ayni1 zamanda anjiyogenezde ve farklilasmada onemli bir role sahip DBL4-Notch
yolagmin tiimor anjiyogenezinde rol aldigma dair ¢alismalar bulunmaktadir. Bu
yolagin kanser ve direngli kanser hiicrelerinde susturulmasi tiimorii Onlemek
amaciyla onemlidir. Bu nedenle AGS ve MKNA45 hiicrelerine 72 saat 100ng/ml anti-
DBL4 ve 72 saat 1ug/ml VCR ve 100ng/ml anti-DBL4 kombinasyonu uygulandi.
Uygulama sonrasinda sadece anti-DBL4 uygulamasi yapilan hiicrelerin kontrol
grubu ile aym seyirde cogaldiklar1 goriilirken kombine uygulamanin yapildig
hiicrelerin sayisinda ciddi azalma gortldii. Kombine uygulama ile sadece VCR

uygulamasi yapilan hiicrelerde gerceklesen 6liim orani neredeyse birbirine esittir.

Sekil 5.4. dH1f hiicrelerinin VCR 06ncesi ve sonrasi 20X goriintiileri. ygulama yapilmamig kontrol
dH1f hiicreleri (a), 72 saat 1pg/ml VCR uygulanmig dH1f hiicreleri (b).
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Sekil 5.5: AGS hiicrelerinin ila¢ uygulamasinin ardindan hiicre goriintiileri. Uygulanma yapilmamig
kontrol grubu AGS hiicre hatlarinin gériintiisii (a, 20X), 72 saat 100ng/ml anti-DBL4 uygulamasinin
ardindan AGS hiicre hatlarinin goriintisii (b, 10X), 72 saat 1pg/ml VCR uygulamasinin ardindan AGS
hiicre hatlarinin goriintiisii (¢, 20X), 72 saat 1pg/ml VCR ve 100 ng/ml anti-DBL4’iin beraber

uygulamasinin ardindan AGS hiicre hatlarmin gérintiisii (d, 10X).
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Sekil 5.6. MKN45 hiicrelerinin ilag uygulamasinin ardindan 20X goriintiileri. Uygulama yapilmamis
kontrol grubu MKN45 hiicre hatlarimin goriintiisii (a), 72 saat 100ng/ml anti-DBL4 uygulamasinin
ardindan MKN45 hiicre hatlarinin goriintiisii (b), 72 saat lpg/ml VCR uygulamasimin ardindan
MKN45 hiicre hatlarinin goriintiisii (c), 72 saat 1pg/ml VCR ve 100 ng/ml anti-DBL4’tin beraber
uygulamasinin ardindan MKN45 hiicre hatlarinin gériintiisii (d).

5.3. VCR ve VCR ile anti-DBL4 birlikte indiiklenmis hiicrelerin farkhlastirma

goriintiileri.

Calismanin ikinci asamasinda VCR direnci gosteren hiicreler alind1 ve 1 hafta
boyunca farklilagma medyumunda biiyiitillerek morfolojik degisimleri incelendi. Bir
haftanin sonunda sekil 5.7’de goriildiigii izere bu hiicrelerde damar benzeri yapilarin
ve uzantilarin olusumu gozlenmistir. Ayni sekilde birlikte uygulama yapilmis
hiicreler de 1 hafta farklilasmaya tabi tutulmus ve Sekil 5.7 ve Sekil 5.8’de
goriildiigli lizere benzer derecede damar benzeri yapilarin ve uzantilarin olustugu

gozlenmistir.

Calismanin iigiincii asamasinda VCR ile indiiklenemis kanser hiicrelerinden,

KKH’lerinin elde edilmesinden yola ¢ikarak ilk defa AGS ve MKN45 mide kanseri
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hiicrelerinden KKHBH’lerin elde edilmesinde VCR ve DBL4 inhibitdriiniin beraber
kullaniminm1 gergeklestirdik. Ayni1 zamanda elde edilen KKHBH’in farklilagtirilmasi
sonucunda damar benzeri yapilar elde edildi ve bu damar benzeri yapilar iizerinde
DBL4 inhibitoriiniin morfolojik olarak ve molekiiler diizeyde incelemelerini
gerceklestirildi. Farklilasmis VCR direncine sahip hiicrelere anjiyogenezde ve
farklilasmada 6nemli bir role sahip DBL4-Notch yolagini susturmak amaciyla 72
saat 100 ng/ml anti-DBL4 antikoru uygulanmistir. Sekil 5.7 ve Sekil 5.8’de

goriildiigii tizere farklilasmis, damar benzeri yapilar ile uzantilara sahip hiicrelerin

sayisinda azalma gergeklesmistir.

Sekil 5.7: AGS hiicrelerinin farklilasmis hiicre goriintiileri. 1pg/ml VCR uygulanmasinin ardindan 1
hafta farklilasma medyumunda biiyiitiilen hiicrelerin damar benzeri yapilar olusturmus gériintiileri (a,
40X), 72 saat lug/ml VCR ve 100 ng/ml anti-DBL4’iin beraber uygulamasinin ardindan 1 hafta
farklilagma medyumunda biiyiitiilen hiicrelerin damar benzeri yapilar olusturmus goriintiileri (b, 20X),
Ipg/ml VCR uygulanmasinin ardindan 1 hafta farklilasmanin ardindan 100 ng/ml anti-DBL4
uygulanmis hiicrelerin goriintiileri (c, 20X).

Sekil 5.8: MKN45 hiicrelerinin farklilasmis hiicre goriintiileri. 1pg/ml VCR uygulanmasinin ardindan
1 hafta farklilasma medyumunda biiyiitiilen hiicrelerin damar benzeri yapilar olusturmus goriintiileri
(a, 40X), 72 saat 1ug/ml VCR ve 100 ng/ml anti-DBL4’iin beraber uygulamasinin ardindan 1 hafta
farklilagma medyumunda biiyiitiilen hiicrelerin damar benzeri yapilar olusturmus goriintiileri (b, 20X),
Ipg/ml VCR uygulanmasinin ardindan 1 hafta farklilagmanin ardindan 100 ng/ml anti-DBL4
uygulanmis hiicrelerin goériintiileri (c, 20X).
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5. 4. Cekirdek Boyamasi

Hiicre c¢ekirdeklerinin goriintiilenmesi amaciyla hiicreler Hoechst33342 c¢ekirdek
boyasi ile boyandi. Boyama sonucu elde edilen goriintiiler Sekil 5.9 ve Sekil 5.10°da

gosterildi.

.Sekil 5.9. AGS hiicrelerinin Hoechst boyamasi sonrast 20X goriintiileri. 72 saat 1pg/ml VCR ve 100
ng/ml anti-DBL4’iin beraber uygulamasinin ardindan 1 hafta farklilasma medyumunda biiyiitiilen
hiicrelerin boyanmus ¢ekirdek goriintiileri.

kontorl dHI1f hiicrelerinin boyanmis ¢ekirdek goriintileri (a). 72 saat 1pg/ml VCR uygulanmis
hiicrelerin boyanmig ¢ekirdek goriintiileri (b).

41



5.5. Sferoid Olusumu

Son zamanlarda, KKH'lerin biiylime faktorleri ile zenginlestirilmis serum
igermeyen bir in vitro ortamda sinirli sayida ekildiginde yiizen sfero olusturmak
tizere yetistirilebilecegi bildirilmistir (Sukach & lvanov, 2007). Sferoitler ¢ok yonlii
sekilleri, kanser hiicrelerinin varlig1 ve tiimor topluluguna kiyasla KKH'lerin in vitro
genislemesini tesvik etme kapasiteleri ile karakterize edilmektedir (Shaheen, Ahmed,
Lorenzi, & Nateri, 2016).

VCR indiiklemesi ardindan direngli AGS ve MKN45 hiicreleri sferoid
olusumunu saglamak amaciyla temel fibroblast biiyiime faktorii (bFBF) ve epidermal
biiytime faktorii (EBF) igeren sferoid medyumunda biyiitildii. Belli araliklarla
hiicreler invert mikroskopta incelendi. 15. giinde sferoid yapilarinin olusumlari

goriildii ve kaydedildi. Kaydedilen goriintiiler Sekil 5.11°de gosterildi.

L4 14 N

€
:

» 5
Sekil 5.11. AGS ve MKN hiicrelerinin sferoid goriintiileri. Sferoid medyumunda biiyiitiilmiis AGS (a,
10X) ve MKN45 (b, 20X) hiicrelerinin 15. giinde olusturduklart sferoid goriintiileri.

5.6 Gercek Zamanh PZR
5.6.1. Ger¢ek Zamanh PZR ile Kanser Kok Hiicrelerinin Spatanmasi

CD44, baska birka¢ kanser tiiri de dahil olmak iizere mide kanserinin
ilerlemesiyle iligkilendirilen 6nemli bir yiizey reseptorii ve aynt zamanda Onemli
KKH yiizey belirteglerinden biridir (Ranji et al., 2016).

Uygulama 6ncesi ve sonrast AGS ve MKN45 hiicre kiiltiirlerindeki CD44
ekspresyon grafikleri Sekil5.12 ve Sekil 5.13’te gosterildi.
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Sekil 5.12. Uygulama yapilmis ve yapilmamis AGS hiicre hattinda CD44 ekspresyonu.
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Sekil 5.13. Uygulama yapilmis ve yapilmamig MKN45 hiicre hattinda CD44 ekspresyonu.

Her iki hiicre tipinde de anti-DBL4 uygulamasi yapilan hiicrelerdeki CD44
ekspresyonu kontrol hiicre grubu ile ayni orandadir. VCR uygulamasi yapilan
hiicrelerdeki CD44 ekspresyonunda ve VCR ile anti-DBL4 birlikte uygulamasi
yapilan hiicrelerdeki CD44 ekspresyonunda ciddi bir artis gerceklesmedi. VCR ve
VCR ile anti-DBL4 birlikte uygulamasi yapilip farklilagtirilmis hiicrelerde CD44
ekspresyonunda kontrol hiicre grubuna oranla belli bir miktar artis gergeklesmistir.
VCR ile anti-DBL4 birlikte uygulamasi yapilip farklilastirilmis hiicrelerde ise CD44

ekspresyonunda azalma gergeklesti.
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5.7. Gercek Zamanh PZR ile anti-DBL4 Dozajinin Belirlenmesi

Anti-DBL4’iin hiicrelere hangi oranda kullanilacaginin belirlenmesi amaciyla
hiicrelere farkli dozajlarda anti-DBL4 uygulamasi yapildi. Uygulama sonucu DBL4
ekspresyonlar1 gergek zamanli PZR ile incelenerek kontrol hiicre grubunun
ekspresyonlar1 ile kiyaslandi ve Sekil5.14’te gosterildi. 50, 25 ve 5 ng/ml anti-
DBL4’lin 48 ve 72 saat uygulamasinda DBL4 ve hedef genlerinden biri olan HEY'1
genlerinde az miktarda da olsa ekspresyon oldugu goriildii. Bunlara karsin 100 ng/ml
anti-DBL4’lin 48 ve 72 saat uygulamasinda DBL4 ve hedef genlerinden biri olan
HEY1 genlerinde ekspresyon ger¢eklesmedi.

AGS Hiicrelerinde DBL4 Dozaji
1,2
1 -
208 -
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0,2 - B HEY1
0 - | -0
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Sekil 5.14. AGS hiicre hattinda anti-DBL4 dozaj grafigi

44



5.8. Gercek Zamanh PZR ile Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

VCR ve anti-DBL4’tin farkli kombinasyonlarda uygulamalar1 yapilan AGS ve
MKN45 hiicrelerinde kok hiicre biyobelirteci olan CD44 geninin ekspresyonuna,
DBL4 geni ve hedef genleri olan HEY1, HEY?2, HES1, HES5 ve p21 genlerinin
ekspresyonlarina bakildi. Elde edilen grafikler sirasiyla Sekil 5.15 ve Sekil 5.16’da

gosterildi.
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Sekil 5.15. AGS hiicre hattinda genlerin ekspresyonu.

VCR ve anti-DBL4’iin beraber uygulandigi durumda HESS geninin
ekspresyonunda 30 kat artis gergeklesti. Grafik diizeni agisindan 3 kat girildi ve

grafik lizerinde x10 olarak gdsterildi.

Ger¢ek zamanli PZR sonucunda anti DBL4 uygulamasi yapilan AGS
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla DBL4 ve hedef genlerinin ekspresyonunda
azalma gergeklesti. Ancak CD44 gen ekspresyonunda bir degisim gergeklesmedi.
VCR uygulamasi yapilan hiicrelerde CD44 ve HEY1 genlerinde ekspresyon artisi,
DBL4 HEY?2, HES1, HES5 ve p21 genlerinin ekspresyonunda azalma gergeklesti.
VCR ve anti-DBL4’iin birlikte uygulamasi yapilan hiicrelerde CD44, HEY 1, HES1
ve p21 gen ekspresyonlarinda artis, HES5 gen ekspresyonunda 90 kat artis, DBL4 ve
HEY?2 gen ekspresyonlarinda azalma gerceklesti. Farklilasma yapilmis hiicre
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gruplarindan yalmiz VCR uygulanmis hiicrelerde CD44 ve HESS5 gen
ekspresyonlarinda artis1 diger genlerin ekspresyonlarinda azalma gergeklesti. VCR
ve anti-DBL4’{in beraber uygulandigi hiicrelerde CD44 ekspresyonunda artig, diger
genlerin  ekspresyonlarinda azalma gerceklesti. VCR uygulamasit yapilip
farklilastirilmanin ardindan anti-DBL4 uygulamasi yapilan hiicrelerde tim genlerin

ekspresyonunda azalma gergeklesti.
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Sekil 5.16. MKN45 hiicre hatlarinda genlerin ekspresyonlari.

Ger¢ek zamanli PZR sonucunda VCR uygulamasi yapilan MKN45
hiicrelerinde tiim genlerin ekspresyonunda artis gergeklesmistir. VCR ve anti-
DBLA4’{in birlikte uygulamasi yapilan hiicrelerde tiim genlerin ekspresyonunda artis,
CD44 gen ekspresyonunda kontrol grubuna oranla 92,4 kat artis gerceklesti.
Farklilagsma yapilmig hiicre gruplarinda gen ekspresyonlarinda belirli bir degisim

gergeklesmedi.

VCR ve anti-DBL4’in beraber uygulandigi durumda CD44 geninin
ekspresyonunda 92.4 kat artis gerceklesti. Grafik diizeni agisindan 10,2 kat girildi ve

grafik tizerinde x10 olarak gosterildi.

46



6. TARTISMA

Kanser hiicresi popiilasyonlarinin iginde az bir oranda da olsa kanser kok
hiicreleri bulunmaktadir ve bu hiicreler kanser popiilasyonunun olusumu, gelisimi ve
devamliliginda ¢ok 6nemli role sahiptir. Bu kanser hiicreleri kendini yenileyebilen
direngli hiicrelerdir. Kanser tedavisi sonrasi, 6zellikle kemoterapi sonrasit kanserin
hastalarda tekrar niiksettigi sik sik goriilmektedir (Chen et al., 2013). Bunun nedeni
kanser terapileri ardindan yasayan hiicrelerin terapiye karsi direng gelistirmesidir
(Xue et al.,, 2012). Bu nedenle kemoterapiye karsi direngli hiicreler tizerinde

calisilmali ve bu hiicrelerin ¢gogalmalarinin kontrol altina alinmasi saglanmalidir.

Kanser kok hiicrelerinin diger tiimor hiicrelerinden ve normal kok
hiicrelerden ayrimini saglamak i¢in ilgilenilen kanser kok hiicresine 6zgili spesifik
yiizey biyobelirtecleri kullanilmaktadir. Mide kanseri kok hiicreleri ilk olarak Yang
ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda kesfedilmistir (Yang et al.). CD44 ¢ok 6enmli
bir mide kanseri yiizey biyobelirtecidir (Ranji et al., 2016).

Kanser hastaligin1 yenmek adina g¢esitli kanser tiirline karsi, kemoterapi
ve/veya radyoterapi ile cerrahi yontemler gibi tedavilerin bir kombinasyonu
uygulanmaktadir (NCI, 2018). VCR ¢esitli kanserleri tedavi etmek igin yaygin olarak
kullanilan, mikrotiibiillerin ~ yikimin1  hedefleyen bir kemoterapi ilacidir
(Mohammadgholi et al., 2013). Ayrica hayvan timoérlerinde genis vaskiiler hasara
neden oldugu da bilinmektedir (Hayot et al., 2002).

Notch sinyalizasyon yolagi vaskiilarizasyonda anahtar bir role sahiptir.
Ayrica hiicre-hiicre etkilesiminde, gen ekspresyonunda, hiicre yasayabilirliginde,
hiicre farklilagmasinda ve kok hiicre popiilasyonunun devamliliginda kritik rol oynar
(Andersson & Lendahl, 2014; Mailhos et al., 2001). Notch ligantlari arasindan
DBL4’in, timor bagimli anjiyogenezle iligkilendigine dair yapilmig calismalar
mevcuttur (Fischer et al., 2004).
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Gergeklestirilen MTT analizi sonuglarindan VCR’in AGS ve MKN45 mide
kanseri hiicreleri ile kontrol olarak kullanilan fibroblast dH1f hiicreleri ilizerinde
toksik etkisi oldugunu ancak DBL4 inhibitoriiniin asir1 derecede bir toksik etkisinin
olmadig1 goriildii. VCR bir kemoterapi ilact oldugundan toksik etkisi beklenilen bir
durumdu. Ayrica AGS hiicre hattinin VCR’ye MKN45 hiicre hattina oranla daha
dayanikli oldugu, en az dayanikli olan hiicre hattinin ise dH1f oldugu yine MTT

analizi sonuglart ile belirlendi.

VCR’nin toksik etkisinin kanser olmayan normal hiicre gruplar iizerindeki
etkisini gozlemlemek amaciyla dHI1f fibroblast hiicreleri AGS ve MKN45 ile ayni
sartlarda VCR ile muamele edildi. 72 saat VCR muamelesinin ardindan dHIf
hiicrelerinin  sayisinda %40°lik  bir diisiis gerceklesti. Yasayan hiicrelerin
morfolojilerinde farklilik olustugu goézlemlendi. Bu olay kemoterapi ilaglarinin
kanser hiicrelerinin yanisira normal hiicreleri de ciddi bir sekilde etkiledigine bir
ornek teskil etmektedir. VCR sonrasi morfolojileri bozulmus dHIf hiicrelerinin
cekirdekleri Hoechst 33342 c¢ekirdek boyasi ile boyandi. Boyama sonrasi saglam
cekirdek yapilari mavi floresan rengi veren hiicre ¢ekirdeklerinde gozlemlendi.
Saglam c¢ekirdek yapilar1 ile bozulmus morfolojileri ile VCR uygulanmis dH1f
hiicreleri literatiirdeki bilgiler ile karsilastirildiginda bu hiicrelerin senesense girmis
hiicreler oldugu disiiniildii. Hiicrelerin  senesense girip  girmediklerinin

anlasilabilmesi i¢in gerekli testlerin yapilmasi gerekir.

VCR indiiklemesi ardindan direngli AGS ve MKN45 hiicreleri sferoid
olusumunu saglamak amaciyla bFGF ve EGF iceren sferoid medyumunda biiyiitiildii.
Belli araliklarla hiicreler invert mikroskopta incelendi. 15. giinde sferoid yapilarinin
olusumlar1 goriildii ve kaydedildi. Elde edilen bu veriler literatiir ile uyum

gostermektedir.

VCR ve DBLA4 inhibitoriintin birlikte ve ayr1 ayri kullanildigi durumlarda
mide kanseri hiicre popiilasyonlarinda ciddi bir azalma gergeklesti. Bu uygulama
sonrast hayatta kalan direncli hiicrelerin farklilastirilmasit sonucunda da damar
benzeri yapilar elde edildi. Bu sonug literatiirii desteklemektedir. VCR direncine
sahip mide kanseri hiicrelerin farklilagtirilmasi ile elde edilen damar benzeri
yapilarin DBL4 inhibitorii kullanilmas1 durumunda ise azaldigi morfolojik olarak

tespit edildi.
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VCR ve DBLA4 inhibitoriiniin birlikte ve ayr1 ayri1 kullanildigi durumlarda
AGS ve MKN45 mide kanseri hiicre hatlarinda mide kanseri kok hiicre biyobelirteci

olan CD44’iin gen ekspresyonu incelendi. Elde edilen sonuglarda;

e VCR uygulanan grupta CD44 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla AGS
hiicrelerinde 3 kat, MKN45 hiicrelerinde 11 kat arttigi,

e Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anti-DBL4’iin yalniz kullanilmasinin CD44
ekspresyon seviyesinin degisiminde bir etkisinin olmadig,

e VCR ve DBL4 inhibitoriiniin beraber kullanildigi durumlarda ise AGS
hiicrelerinde 3,5 kat, MKN45 hiicrelerinde ise 92,4 kat daha fazla bir

ekspresyon artisinin gergeklestigi gortildii.

Bu ekspresyon artisi VCR ve DBL4 inhibitoriiniin beraber kullanilmasi
durumunun mide KKHBH’lerin olusumuna etkisi oldugunu disiiniildii. CD44

ekspresyon artist MKN45 hiicrelerinde ¢cok daha fazla gerceklesmistir.

VCR ve VCR ile DBL4 inhibitdriiniin beraber kullanilip farklilagtirildig

durumlarda;

e AGS hiicrelerindeki CD44 ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda
2 kat artis gerceklestigi,

e MKN45 hiicrelerindeki CD44  ekspresyonu  kontrol — grubu ile
karsilastirildiginda 4 kat artis gerceklestigi gortildii.

VCR ve VCR ile DBL4 inhibitériiniin beraber kullanildigi durumdaki CD44
ekspresyonu, VCR ve VCR ile DBL4 inhibitoriinlin beraber kullanilip
farklilastirilmasindan elde edilen hiicre gruplar ile karsilastirildiginda her iki hiicre
kiltiriinde de azalma meydana gelmistir. Bu ekspresyon diisiisi KKHBH’lerin

farklilagma ile beraber artik KKH 6zelligini yitirdigi sonucuna varabiliriz.

VCR uygulamasinin ardindan farklilastirilip, sonrasinda DBL4 inhibitoriiniin

kullanildig1 durumda;

e AGS hiicrelerindeki CD44 ekspresyonunun VCR uygulandigi durumlarla
karsilastirildiginda 7 kat,
e MKN45 hiicrelerinde 184 kat azaldig1 goriildii.

49



Bu c¢alismada ilk defa VCR ile indiiklenerek mide KKHBH’lerinin
farklilastirilagtirma sonucu damar benzeri yapilarin elde edilmesinin ardindan DBL4
inhibitdriiniin kullanilmasi ile vaskiilarizasyonda 6nemli bir role sahip DBL4-Notchl
hedef genlerinin ve bu hiicrelerde bir yiizey biyobelirteci olan CD44 geninin
ekspresyonunda azalma goézlemlenmistir. Bu bulgularimiz sonucunda VCR ve DBL4
inhibitoriiniin farklilagma sonrasi ge¢ evrede beraber kullanilmasi halinde CD44
ekspresyonunun diislistine bagli olarak mide kanseri tiimdrlerinde KKHBH

poplilasyonunun azaltilabilecegi fikrini vermektedir.

VCR ve DBL4 inhibitoriiniin birlikte ve ayr1 ayr1 kullanildigi, farklilasmanin
gerceklestirildigi ve farklilasma sonrasi DBL4 inhibit6riiniin  kullanildigr tiim
durumlarda DBL4 geninin, DBL4-Notchl sinyalizasyon yolaginin hedef genleri olan
ve vaskiilarizasyonda énemli bir yere sahip HEY 1, HEY2, HES1 ve HESS genleri ile
yine bu sinyal yolaginin hedef genlerinden biri olan p21 genlerinin ekspresyon

degisimleri kantitatif gercek zamanli PZR ile incelendi.

Elde edilen PZR sonuclarinda her iki hiicre tipinde de DBL4 inhibitoriiniin
kullanildigi durumlarda DBL4 geninin ekspresyonun ve DBL4-Notch sinyalizasyon
yolagi hedef genlerinin ekspresyonunda kontrol gruba gore azalma gerceklestigi
goriildi. DBL4 inhibitorii ile DBL4’lin protein diizeyinde inhibisyonu
gerceklestirildi. Yapilan ekspresyon analizleri sonucunda DBL4 inhibitori
uygulanan hiicre hatlarinda DBL4 geninin ekspresyonunda da diisiis gerceklestigi
goriildi. DBL4’tin hedef genlerinin ekspresyonlarindaki diisiis beklenen bir
durumdur. DBL4 gen ekspresyonundaki diisiis DBL4’lin hedef genlerinin DBL4

geninin yaziliminda da bir etkisi oldugunu diistindiirmektedir.

VCR ve DBL4 inhibitériiniin birlikte kullanildigi durumlarda, DBL4 ve hedef
genlerinin gen ekspresyonlarinda kontrol grubuna kiyasla artis gerceklestigi goriildii.
VCR’ye direngli hiicrelerin farklilastirilmasinin ardindan anti-DBL4 uygulanan
hiicrelerdeki DBL4 ve hedef genlerinin ekspresyonlari, VCR’ye direngli hiicrelerin
farklilastirildig1 grup ile kiyaslandiginda DBL4 ve hedef gen ekspresyonlarinda
azalma gergeklestigi goriildii. Bu sonu¢ amacimiz dogrultusunda bekledigimiz bir

durumdu.
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Calisma sonucunda VCR ile anti-DBL4’iin kombine uygulamasinin damar
benzeri yapilar olusturmus direngli ileri evre mide kanserlerinde kanser kok

hiicrelerinin popiilasyonlarinin azaltilmasinda kullanilabilecegi soylenebilir.

51



7.KAYNAKLAR

Adam J. Bassl, Vesteinn Thorsson2, Ilya Shmulevich2, Sheila M. Reynolds2,
Michael Miller2, Brady Bernard2, Toshinori Hinoue3, Peter W. Laird3,
Christina Curtis4, Hui Shen3, Daniel J. Weisenberger3, Nikolaus Schultz5,
Ronglai Shen6, Nils Weinhold5, David P, M. (2014). Comprehensive molecular
characterization of gastric adenocarcinoma. Nature, 513(7517), 202—209.
https://doi.org/10.1038/nature13480.Comprehensive

Andersson, E. R., & Lendahl, U. (2014). Therapeutic modulation of Notch
signalling-are we there yet? Nature Reviews Drug Discovery, 13(5), 357-378.
https://doi.org/10.1038/nrd4252

Bresciani, F. (1968). Cell proliferation in cancer. European Journal of Cancer, 4(4),
343-366. https://doi.org/10.1016/0014-2964(68)90025-X

Chen, K., Huang, Y., & Chen, J. (2013). Understanding and targeting cancer stem
cells: therapeutic implications and challenges. Acta Pharmacologica Sinica,
34(6), 732-740. https://doi.org/10.1038/aps.2013.27

Cheng Ting Chien, S. S. (2013). RNAI Induced Wing Modification in Leon Mutant
Drosophila Females: Exploring the Tissue Specificity and Physiological
Interference. Gene Technology, 2(1), 1-6. https://doi.org/10.4172/2329-
6682.1000104

Evan, G. I., & Vousden, K. H. (2001). Proliferation, cell cycle and apoptosis in
cancer. Nature, 411(6835), 342-8. https://doi.org/10.1038/35077213

Fischer, A., Schumacher, N., Maier, M., Sendtner, M., & Gessler, M. (2004). The
Notch target genes Heyl and Hey2 are required for embryonic vascular
development. Genes and Development, 18(8), 901-911.
https://doi.org/10.1101/gad.291004

Fu, Y., Li, H., & Hao, X. (2017). The self-renewal signaling pathways utilized by

52



gastric cancer stem cells. Tumor Biology, 39(4).
https://doi.org/10.1177/1010428317697577

Gatto, F., & Nielsen, J. (2016). In search for symmetries in the metabolism of cancer.
Wiley Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and Medicine, 8(1), 23-35.
https://doi.org/10.1002/wsbm.1321

Gidding, C. E. M., Kellie, S. J., Kamps, W. A., & De Graaf, S. S. N. (1999).
Vincristine revisited. Critical Reviews in Oncology/Hematology, 29(3), 267—
287. https://doi.org/10.1016/S1040-8428(98)00023-7

Hayot, C., Farinelle, S., De Decker, R., Decaestecker, C., Darro, F., Kiss, R., & Van
Damme, M. (2002). In vitro pharmacological characterizations of the anti-
angiogenic and anti-tumor cell migration properties mediated by microtubule-
affecting drugs, with special emphasis on the organization of the actin
cytoskeleton. International Journal of Oncology, 21(2), 417-425.

Jafargholizadeh, N., Zargar, S. J., Yassa, N., & Tavakoli, S. (2016). Purification of
Cucurbitacins D, E, and | from Ecballium elaterium (L.) A. rich fruits and study
of their cytotoxic effects on the AGS cell line. Asian Pacific Journal of Cancer
Prevention, 17(10), 4631-4635.
https://doi.org/10.7314/APJCP.2016.17.10.4631

Jemal, A., Bray, F., & Ferlay, J. (1999). Global Cancer Statistics: 2011. CA Cancer J
Clin, 49(2), 1,33-64. https://doi.org/10.3322/caac.20107.Available

Jiang, J., Zhang, Y., Chuai, S., Wang, Z., Zheng, D., Xu, F., ... Chen, Z. (2012).
Trastuzumab (herceptin) targets gastric cancer stem cells characterized by CD90
phenotype. Oncogene, 31(6), 671-682. https://doi.org/10.1038/onc.2011.282

Johnson, I. S., Armstrong, J. G., & Gorman, M. (1963). The Vinca Alkaloids : A
New Class of Oncolytic Agents The Vinca Alkaloids : A New Class of
Oncolytic Agents, (77), 1390-1427.

Kamikihara, T., Ishigami, S., Arigami, T., Matsumoto, M., Okumura, H., Uchikado,
Y., ... Natsugoe, S. (2012). Clinical implications of N-cadherin expression in

gastric cancer. Pathology International, 62(3), 161-166.

53



https://doi.org/10.1111/j.1440-1827.2011.02774.x

Lee, D., Kim, D., Choi, Y. Bin, Kang, K., Sung, E. S., Ahn, J. H., ... You, W. K.
(2016). Simultaneous blockade of VEGF and DII4 by HD105, a bispecific
antibody, inhibits tumor progression and angiogenesis. mAbs (Vol. 8).
https://doi.org/10.1080/19420862.2016.1171432

Li, J. L., Sainson, R. C. A., Shi, W., Leek, R., Harrington, L. S., Preusser, M., ...
Harris, A. L. (2007). Delta-like 4 Notch ligand regulates tumor angiogenesis,
improves tumor vascular function, and promotes tumor growth in vivo. Cancer
Research, 67(23), 11244-11253. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-07-
0969

Lim, J. Y., Kim, D., Kim, B.R., Jun, J. S., Yeom, J. S., Park, J. S., ... Rhee, K. H.
(2016). Vitamin C induces apoptosis in AGS cells via production of ROS of
mitochondria. Oncology Letters, 12(5), 4270-4276.
https://doi.org/10.3892/01.2016.5212

Liu, L. K., & Finzel, B. (2014). High-resolution crystal structures of alternate forms
of the human CD44 hyaluronan-binding domain reveal a site for protein
interaction. Acta Crystallographica Section:F Structural Biology
Communications, 70, 1155-1161. https://doi.org/10.1107/S2053230X14015532

Mailhos, C., Lewis, J., Ish-Horowicz, D., Modlich, U., Harris, A., & Bicknell, R.
(2001). Delta4, an endothelial specific Notch ligand expressed at sites of
physiological and tumor angiogenesis. Differentiation, 69(2-3), 135-144.
https://doi.org/10.1046/j.1432-0436.2001.690207.x

Mohammadgholi, A., Rabbani-Chadegani, A., & Fallah, S. (2013). Mechanism of the
Interaction of Plant Alkaloid Vincristine with DNA and Chromatin:
Spectroscopic Study. DNA and Cell Biology, 32(5), 228-235.
https://doi.org/10.1089/dna.2012.1886

Noble, R. L., Beer, C. T., & Cutts, J. H. (1958). Role of chance observations in
chemotherapy: Vinca Rosea. Ann. N.Y. Acad. Sci., 76, 882-894.

Notch / Delta Yolagi Notch / Delta Yolagi. (n.d.).

54



Raniji, P., Salmani Kesejini, T., Saeedikhoo, S., & Alizadeh, A. M. (2016). Targeting
cancer stem cell-specific markers and/or associated signaling pathways for
overcoming cancer drug resistance. Tumour Biology : The Journal of the
International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine, 37(10),
13059-13075. https://doi.org/10.1007/s13277-016-5294-5

Richards, G. S., & Degnan, B. M. (2009). The dawn of developmental signaling in
the metazoa. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, 74, 81-90.
https://doi.org/10.1101/sqb.2009.74.028

Rugge, M., Fassan, M., & Graham, D. Y. (2015). Gastric Cancer.
https://doi.org/10.1007/978-3-319-15826-6

Rycaj, K., & Tang, D. G. (2014). Cancer stem cells and radioresistance.
International Journal of Radiation Biology, 90(8), 615-621.
https://doi.org/10.3109/09553002.2014.892227

Santoro, E. (2005). The history of gastric cancer: Legends and chronicles. Gastric
Cancer, 8(2), 71-74. https://doi.org/10.1007/s10120-005-0325-8

Shaheen, S., Ahmed, M., Lorenzi, F., & Nateri, A. S. (2016). Spheroid-Formation
(Colonosphere) Assay for in Vitro Assessment and Expansion of Stem Cells in
Colon Cancer. Stem Cell Reviews and Reports, 12(4), 492—499.
https://doi.org/10.1007/s12015-016-9664-6

Silverman, J. A., & Deitcher, S. R. (2013). Marqibo®(vincristine sulfate liposome
injection) improves the pharmacokinetics and pharmacodynamics of vincristine.
Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 71(3), 555-564.
https://doi.org/10.1007/s00280-012-2042-4

Smith, D. C., Eisenberg, P. D., Manikhas, G., Chugh, R., Gubens, M. A., Stagg, R.
J., ... Sikic, B. (2014). A phase I dose escalation and expansion study of the
anticancer stem cell agent demcizumab (Anti-DLL4) in patients with previously
treated solid tumors. Clinical Cancer Research, 20(24), 6295-6303.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-14-1373

Smith, J. P., Nadella, S., & Osborne, N. (2017). Gastrin and Gastric Cancer. Cmgh,

55



4(1), 75-83. https://doi.org/10.1016/j.jcmgh.2017.03.004

Sukach, A. N., & Ivanov, E. N. (2007). Formation of spherical colonies as a property
of stem cells. Tsitologiya, 49(11), 916-922.
https://doi.org/10.1134/S1990519X07060028

Takano, Y., Okudaira, M., & Harmon, B. V. (1993). Apoptosis Induced by
Microtubule Disrupting Drugs in Cultured Human Lymphoma Cells: Inhibitory
Effects of Phorbol Ester and Zinc Sulphate. Pathology Research and Practice,
189(2), 197-203. https://doi.org/10.1016/S0344-0338(11)80092-0

Tannishtha, R., Morrison, S. J., Clarke, M. F., & Weissman, 1. L. (2001). Stem Cells,
Cancer, and Cancer Stem Cells. Nature, 414(November), 105-111.
https://doi.org/10.1007/978-1-60327-933-8

Torre, C. De, & Pincheira, J. (n.d.). Histo pathology Invited Re vie W Cell

proliferation and cancerC, (1 998).

Xue, Z., Yan, H., Li, J., Liang, S., Cai, X., Chen, X., ... Fan, D. (2012).
Identification of cancer stem cells in vincristine preconditioned SGC7901
gastric cancer cell line. Journal of Cellular Biochemistry, 113(1), 302—-312.
https://doi.org/10.1002/jcb.23356

Yeh, T. S., Wu, C. N., Hsu, K. W., Liao, W.J., Yang, M. C., Li, A.F. Y., ... Chi, C.
W. (2009). The activated Notchl signal pathway is associated with gastric
cancer progression through cyclooxygenase-2. Cancer Research, 69(12), 5039—
5048. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-4021

Yuan, X., Wu, H., Xu, H., Xiong, H., Chu, Q., Yu, S., ... Wu, K. (2015). Notch
signaling: An emerging therapeutic target for cancer treatment. Cancer Letters,
369(1), 20-27. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2015.07.048

Z-F,M,H, X,H-M, X,Z-N, W, T-T.,Z,Y.-X,,S,, & Y.-Y,, X. (2017).
DLL4 overexpression increases gastric cancer stem/progenitor cell self-renewal
ability and correlates with poor clinical outcome via Notch-1 signaling pathway
activation. Cancer Medicine, 6(1), 245-257. https://doi.org/10.1002/cam4.962

Zoller, M. (2011). CD44: Can a cancer-initiating cell profit from an abundantly

56



expressed molecule? Nature Reviews Cancer, 11(4), 254-267.
https://doi.org/10.1038/nrc3023

57



8. 0ZGECMIS

Pinar AYDINDAG
Feyzullah Mah. Bagdat Cad. No:260 Palmiye Aprt. A Blok Daire:13
Maltepe/ISTANBUL

Telefon: 0 (216) 442 97 89
Cep: 0 (536) 833 46 25
E-posta: pinar.aydindag@gmail.com

Kisisel Bilgiler

Dogum Tarihi: 11.02.1993
Dogum Yeri: Uskiidar/ISTANBUL
Medeni Hali: Bekar

Ehliyet: 01.07.2011 (B)

Egitim

1999-2007 Feyzullah-Turgay Ciner 1 1.0 Okulu
2007-2011 Atilla Uras Lisesi

2011-2015 Hali¢ Universitesi

2015-2018 Hali¢ Universitesi (Yiiksek Lisans)

Teknik Bilgiler

PCR ve RT-PCR Optimizasyonlar1 ve Uygulamalari
Spektrofotometrik Olgiimler

Jel Goriintiileme Sistemi (UV)

Elektroforez Sistemi

Izolasyon teknikleri (DNA, RNA, plazmid)

MS Office

Hiicre kiiltiirii galismalari.

Staj
Florance Nightingale Hastanesi - Biyokimya ve Mikrobiyoloji Laboratuvari

58



Sertifikalar

Istanbul T1p Fakiiltesi Sinirbilim Kongresi 6-7 Mayis 2017

XIlIth IUGEN International Molecular Biology And Genetics Student’s Winter
School 4-6 Mart 2016

Diinya G6z Vakfi Konusan Kitaplar Projesi 1 Ocak 2016

T.C. Hali¢ Universitesi Genetik Kliibii (HUGEN) I. Kok Hiicre Sempozyumu 18
Nisan 2015

T.C. Hali¢ Universitesi Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Boliimii I. Adli Bilimler
Sempozyumu 7 Mart 2015

T.C. Hali¢ Universitesi Genetik Kliibii (HUGEN) I. Onkoloji Sempozyumu 19 Nisan
2014

T.C. Hali¢ Universitesi Genetik Kliibii (HUGEN) 1. Tiip Bebek Paneli 14 Aralik
2013

Bogazigi Universitesi Bilim Kliibii Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Hafta Sonu VIl
Sempozyumu 23-24 Mart 2013

Amerikan Kiiltiir Dil Okullar1 B2 Seviye Ingilizce Dili Sertifikast

Diinya G6z Vakfi Konusan Kitaplar Projesi Sertifikasi

Yabanci Diller
Ingilizce (Intermediate)

59



