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KISALTMALAR

2N: “near-diploid”(diploid kromozom setine yakin sayida kromozoma sahip)

4N: “near-tetraploid”(tetraploid kromozom setine yakin sayida kromozoma sahip)
5-FU: “5-Fluorouracil”

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

aCGH: “array Comparative Genomic Hybridization” (Karsilagtirmali Genomik
Hibridizasyon dizisi)

ANOVA: “Analysis of variance” (Varyans Analizi)

ATCC: “The American Type Culture Collection” (Amerikan Tipi Kultir Koleksiyonu)
BAC: “Bacterial Artifical Chromosome” (Bakteriyel Yapay Kromozom)

BFP: “Blue Fluorescent Protein” (Mavi Fluoresan Protein)

BrdU: 5-bromo-2’-deoksiuridin

BSA: “Bovine Serum Albumin” (Sigir Serum Albumini)

BSL-2: “Bio-Safety Level-2” (Biyo-Glvenlik Seviyesi-2)

CCD: Charge-coupled device (Yukle Calisan Cihaz)

CFA: “Colony Formation Assay” (Koloni Olusturma Deneyi)

CGH: “Comparative Genomic Hybridization” (Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon)
CIMP: “CpG Island Methylator Phenotype” (CpG Adasi Metile Edici Fenotip)

CIN: “Chromosome instability” (Kromozom instabilitesi)

CSC: “Cancer Stem Cell” (Kanser Kok Hucresi)

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole

DEU: Dokuz Eylul Universitesi

DEUTF: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakdltesi

DLD-1: D.L. Dexter tarafindan izole edilmis bir kolorektal adenokarsinoma hticre hatt
DMSO: Dimetil sulfoksit

DNA: Deoksiribonukleik asit

E.coli: Escherichia coli

EHS: Engelbreth-Holm-Swarm

EtOH: Etanol

FACS: “Fluorescence-Activated Cell Sorting” (Fluoresan-Aktive Hicre Ayristirma)
FBS: “Fetal Bovine Serum” (Fetal Sigir Serumu)

FDR: “False Discovery Rate” (Yanlis Bulgu Orani)
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FISH: “Fluorescent in situ Hybridization” (Fluoresan in situ Hibridizasyon)
GFP: “Green Fluorescent Protein” (Yesil Fluoresan Protein)
GLOBOCAN: “Global Cancer Observatory” (Klresel Kanser Gézlemevi)
GSEA: “Gene Set Enrichment Analysis” (Gen Seti Zenginlestirme Analizi)
GTB: “Gemcitabine”

HCI: Hidroklorik asit

HRP: Horse Radish Peroxidase (Turp Peroksidazi)

IA: “Invasion Assay” (invazyon Deneyi)

IC50: “Inhibitory Concentration 50” (inhibitér Doz 50)

IgG: Immunoglobulin G

iRFP: “infra-Red Fluorescent Protein” (Kizil 6tesi Fluoresan Protein)

IRI: “Irinotecan”

KML: Kronik Miyeloid Losemi

KRK: Kolorektal karsinoma

LeGo: “Lentiviral Gene Ontology Vector” (Lentiviral Gen Ontoloji Vektori)
L-GIn: L-Glutamin

M1: “Mix 1”7 (Karisim 1)

M2: “Mix 2” (Karigim 2)

M3: “Mix 3” (Karisim 3)

M4: “Mix 4” (Karisim 4)

MCS: “Multiple Cloning Site” (Coklu Klonlama Bdlgesi)

miFISH: “Multicolor Interphase Fluorescence in situ Hybridization” (Cok renkli interfaz
Fluoresan in situ Hibridizasyon)

MiRNA: mikroRNA

MMCT: Mikrohlcre Aracili Kromozom Transferi

MOI: “Multiplicity Of Infection” (Enfeksiyon Orani: Enfektif ajanin enfekte edilen
organizmaya orani)

MIN: “Microsatellite Instability” (Mikrosatellit instabilitesi)

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur

NA: “Numerical Aperture” (Sayisal A¢iklik)

NCI: “National Cancer Institute” (Ulusal Kanser Enstitlsu)

NIH: “National Institutes of Health” (Ulusal Saglik Enstittleri)
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NT: “No Treatment” (Terapi Uygulanmamis)

OXP: “Oxaliplatin”

PBS: “Phosphate Buffer Saline” (Fosfat Tuzu Tamponu)

PCA: “Principal Component Analysis” (Temel Bilesen Analizi)
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SKY: “Spectral Karyotyping” (Spektral Karyotipleme)
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WHO: “World Health Organization” (Diinya Saghk Orgiti)



TESEKKUR

Oncelikle sevgili ve saygideger danismanim Dog.Dr.Zeynep YUCE'ye, bana bir
danigsmanin tez galismalarini takip edip yol gostermekten ¢ok daha fazlasi oldugunu
gOsterdigi, yasadigim her ¢ikmazda beni motive edip olumlu olmaya yonlendirdigi,
bana benden daha fazla glvendigi ve bugin yetkin bir bilim insani haline gelmemi
sagladig! icin ¢ok tesekkur ederim. Amerika Birlesik Devletlerinde Ulusal Saglk
Enstitaleri (NIH), Ulusal Kanser Enstitisu (NCI) 6gretim Uyesi ve ayni zamanda
doktora tezi 2. danismanim Dr.Thomas RIED’e bana laboratuvarinin tim olanaklarini
actigi ve 1 yil boyunca tez calismalarimi ABD’de gercgeklestirmemi, en modern
bilimsel arastirma yontemlerini 6grenip uygulayabilmemi, bir bilim insani olarak
vizyonumu genigletmemi sagladigi i¢cin ve bana kargi her zaman ¢ok kibar davrandigi
icin ¢ok tesekkur ederim. Dr.RIED’in laboratuvarinda calisan, basta Darawalee
WANGSA olmak tzere, Markus BROWN, Rachel LOKANGA, Danny WANGSA, Wei-
Dong CHEN, Kerstin HESELMEYER-HADDAD, Daniela HIRSCH’e bana verdikleri
tum destekler icin tesekkudrlerimi sunarim. Doktora egitimim boyunca verdikleri
emekler icin basta Anabilim Dali baskani Prof.Dr.Ogiin SERCAN ve Dr.Ogr.Uyesi
Cigdem ERESEN YAZICIOGLU olmak lizere, DEUTF Tibbi Biyoloji AD &gretim
Giyeleri Prof.Dr.Sefa KIZILDAG, Prof.Dr.Oguz ALTUNGOZ, Prof.Dr.Sultan CINGOZ
ve Prof.Dr.Esra ERDAL’a, Ogr.Gor.Senay CAKMAKOGLU’na, AD Sekreterimiz Nevin
CELIK’e ve AD Gorevlimiz Adalet OZDEMIR’e tesekkiir ederim. Ayrica, izmir Biyotip
ve Genom Merkezi 6gretim Gyesi Prof.Dr.Nese ATABEY’e akademik bilgime
katkilarindan dolayi tesekkur ederim. Doktora basvurusu igin geldigim ilk gunden beri
ellerinden gelen higbir yardimi esirgemeyen, basta Beyhan GURKAN ve Fulya
YASARSOY KUCUK olmak tizere, ¢ok sevgili DEU Saglik Bilimleri Enstitlisii Ogrenci
isleri Birimi'ne tesekkiir ederim. Gerek arastirma ydntemleri, gerekse akademik bilgi
duzeyinde su anki hale gelmemde buyuk payi olan, hem bilimsel hem de sosyal
hayatimizdaki sohbetlerinden ¢ok keyif aldigim sevgili arkadagim ve akil hocam
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EFE’ye tum emekleri ve sabri i¢in tesekkir ederim. Tek bir istegimi reddetmeyen,
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SOLID TUMORLERDEKIi FARKLI HUCRE POPULASYON KINETIKLERININ /N
VITRO TUMOR HETEROJENITE MODELINDE INCELENMESI

Oyku Gonul Geyik, Dokuz Eylil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali, Narlidere/iZMIR

OZET

Amag ve Hipotez: Bu calismada, ayni timorden turemis, farkli genetik profillere
sahip altklonlarin fluoresan ile isaretlenerek bir arada Uretildigi ve degisik kosullara
maruziyet sonrasinda bu klonlarin kinetik davraniglarinin arasgtirildigr  tUmor
heterojenitesinin in vitro bir modelinin olusturulmasi hedeflenmektedir. Tez
¢alismasinin hipotezi, intratimaoral andploidi farklanmalarinin kanser progresyonunu

farkh dizeylerde etkilemekte oldugudur.

Yontem: ilk olarak DLD-1 kolon kanseri hiicre hattindan izogenik near-diploid ve
near-tetraploid altklonlar, akim sitometrisi yontemiyle ayristiriimigtir. Bu altklonlar
once farkli renkteki fluoresan proteinlerle isaretli vektorlerle enfekte edilerek
isaretlenmis; sonra esit oranlarda bir arada Uretilerek bir in vitro timor heterojenite
modeli olusturulmustur. Genetik profilleri tanimlanan bu klonlarin, yaratilan farkli
mikrogevre kosullari karsisinda (kemoterapatikler, radyasyon ve hipoksi), aralarindaki
davranis farkliliklari karsilastirilarak, hangi kosulda hangi varyasyonun avantaj
sagladigi ve farkli kosullardaki direncten sorumlu olabilecek genetik varyasyonlar

belirlenmistir.

Bulgular: DLD-1 altklonlarinin karakterizasyonu ve stabil fluoresan isaretlemeleri
basariyla gerceklestiriimigtir. Olusturulan in vitro intratimoral heterojenite modelleri
zamana bagli olarak ve gesitli terapi etkileri altinda izlenmistir. Altklonlar Gzerinde
gerceklestirilen  populasyon davraniglarinin  belirlenmesine  yonelik  olarak
gerceklestirilen deney sonuglari, NIH Ried Lab’da gergeklestirilen genomik analizlerle
kargilastirilarak kanserde ilag direncine neden olabilecek molekuler duzeydeki

mekanizmalar isaret edilmigtir.



Sonug: Kanser terapi direncinin altinda yatan temel nedenlerden biri de tUmor igi
hiicresel heterojenitedir. Ozellikle uygulanan tedavi yontemlerinin yarattigi degisik
mikroortam kosullarina uyumda avantaja yol acgabilecek mutasyon ve epigenetik
desenleri barindiran klonal kanser hucre populasyonlarinin, tedaviye direngten
sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu altklonlarin tanimlanmasi ve bu kanser
hicrelerine karsi etkili tedavi yontemlerini gelistirmesi elzemdir. Bu c¢alisma ile,
kanserde ilag direncine neden olabilecek mekanizmalarin aydinlatiimasina yonelik

buyuk adimlar atilmasi saglanmistir.

Anahtar kelimeler: Klonal evrim, intratimoral heterojenite, tedaviye direng, kolon
kanseri, DLD-1



INVESTIGATING DIFFERENT CELL POPULATION KINETICS IN SOLID TUMORS
ON AN IN VITRO TUMOR HETEROGENEITY MODEL

Oyki Génil Geyik, Dokuz Eylil University, Graduate School of Health Sciences,
Department of Medical Biology, Narlidere/iZMIR

ABSTRACT

Aim and Hypothesis: In this study, we aimed to generate an in vitro intratumoral
heterogeneity model by florescent tagging isogenic subclones derived from the same
cancer cell line. Hypothesis of this thesis is that intratumoral aneuploidy alterations

affect cancer progression at different levels.

Methods: Isogenic near-diploid and near-tetraploid cell lines were established from
the colon cancer DLD-1 cell line via FACS-sorting and confirmed by genetic
analyses. We tagged these subclones with different fluorescent labeled vectors.
Correlation between individual genetic profiles and functional assays under different
microenvironmental conditions (chemotherapy, radiation, and hypoxia) were
examined. We have identified cellular kinetics and genetic variations that could
possibly lead to drug resistance in tumors.

Results: DLD-1 subclones were characterized and stable fluorescence-tagged
successfully. Generated in vitro intratumoral heterogeneity models were monitored
time-wise and under the effects of various therapeutics. Results obtained from the
experiments performed in order to determine population behaviours of subclones
were compared to genomic analyses data performed at Ried Lab in NIH to designate

cancer drug resistance mechanisms at molecular level.

Conclusion: One of the major underlying reasons for cancer therapy resistance is
intratumoral cellular heterogeneity. It is now known that clones that harbour
mutations and/or epigenetic patterns that provide a survival advantage under
changing microenvironment conditions are the main culprits of therapy resistance.
Therefore it is very important to define the genotype of these clones to overcome the
problem of resistance. By means of this study, a big step towards illuminating

mechanisms related to cancer drug resistance was taken.



Keywords: Clonal evolution, intratumoral heterogeneity, drug resistance, colorectal
cancer, DLD-1



1. GIRiS VE AMAC

Tumor hucre populasyonunda izlenen genetik ve fenotipik heterojenite son
yillarin 6nemli konularindandir. Hedefe yonelik ve kisisellestiriimis tibbin gelisimiyle,
kanser hucrelerinde izlenen genetik heterojenite, 0zellikle tedaviye direng ve hastalik
nuksu konularinda o6nem kazanmis durumdadir. Tumor hucreleri bulunduklar
mikroortamlarinda  kaynak yarigi  (glukoz, oksijen, buyume faktorleri,
endokrin/parakrin/otokrin salgilar vs.) igerisindedir. Yasamsal kaynaklara ulasim esit
degildir. Ornegin tumdr igi bolgeler daha hipoksik/anoksikken; kan damarlari
yanindaki hucrelerin oksijenlenmesi normal duzeylerdedir. Kaynaklara ulagimin
yanisira, c¢evre kosullarindaki degisiklikler de -ki bunlarin arasinda fizyolojik
kosullardaki degisiklikler oldugu kadar radyoterapi, kemoterapi gibi tedaviye yonelik
uygulamalarin yarattigi degisiklikler de bulunmaktadir- timoér hicre populasyonunu
homojen bir sekilde, esit olarak etkilememektedir. Tum bu etkenler timor igi hucre
populasyonunda kosullara uygun sekilde adapte olabilen hucrelerin dogal secilimi ile
sonuglanmaktadir (1). Surekli olarak degisen kosullar sonucu monoklonal olarak
baglayan tumadrler bir sire sonra klonal evrimle populasyon igerisinde daha saldirgan
alt populasyonlarin olugsmasina, ¢ogalmasina ve dolayisiyla da tumor igerisinde
heterojeniteye (timor icerisinde farkli mutasyonlara ve/veya epigenetik degisiklere
ugramis hucre gruplari bulunmasi) yol agar (2). Tumorlerin ¢ok heterojen bir hicre
populasyonu barindirmasi sonucu gesitli tedavi yontemlerine karsi dayanikli hicre
klonlari populasyon igerisinde gelismektedir. Yapilmis olan calismalarda, tUumor igi
klonal populasyonlarin bazi mutasyon ve epigenetik desenleri paylastigr goralmuagtur
(3). Farklh kanser turlerinde izlenen bu secilmig/ortak genetik degisikliklerin klonal
evrim surecinde korunmus olmasi, kanser biyolojisinin anlagiimasina 1sik tutmustur.
Ote yandan ortak olmayan genetik degisikliklerin farkli klonlara nasil bir avantaj
sagladigr ancak son yillarda sorgulanmaya baglanmistir. Farkh bireylerin benzer
tedavilere farkh yanitlar vermesinin bir nedeni, izlenen bu timor ici heterojenitedir.
Ozellikle uygulanan tedavi ydntemlerinin yaratti§i degisik mikroortam kosullarina
uyumda avantaj saglayan mutasyon ve epigenetik desenleri barindiran klonal kanser
hicre populasyonlarinin tedaviye direngten sorumlu oldugu bilinmektedir (4). Bu
nedenle, s6z konusu altklonlarin tanimlanmasi ve bu kanser hucrelerine kargi etkili

tedavi yontemlerini gelistirmesi elzemdir.



Bu tez ¢alismasinda amacimiz, degisen kosullarda ve Ozellikle tedavi surecinde
tumor ici hucre populasyonlarinin davranis sekillerinin ortaya c¢ikariimasi, degisik
kosullarda tumor igindeki bazi hicre gruplarina avantaj saglayan genomik duzeydeki
farkhliklarin tanimlanmasi ve tanimlanan farkli genotipleri barindiran hicre
populasyonlarinin  tedavi direnci olusum surecine etkisinin arastiriimasidir.
Arastirmanin bagimh degiskeni timor alt populasyonlarina ait kinetikler, bagimsiz
degiskeni ise, basta andploidi olmak Uzere, bu alt populasyonlari birbirinden farkli

kilan genetik etmenlerdir.

Bu amaglara yonelik olarak oncelikle tek bir timdérden kdoken alan ve farkh
genetik profillere sahip altklonlarin, isaretlenerek bir arada uretildigi ve degisik
kosullara maruziyet sonrasinda bu klonlarin davraniglarinin arastirildigr  tGmor
heterojenitesinin in vitro bir modelinin olusturulmasi hedeflenmistir. Bu modelin
olusturulmasi icin DLD-1 kolorektal kanser hicre hatti kullaniimistir. Yillarca
pasajlanmis olmalari nedeniyle genellikle homojen ve ayni 6zelliklere sahip bir hucre
populasyonu olarak kabul edilen kanser hucre hatlarinin, 6zellikle son 10 yildaki
arastirmalar sonucu genotip ve fenotip olarak farkli altklonlari barindirdiklari ortaya
cikmistir. Ornegdin kanser hiicre hatlarindan kok hiicre belirtecleri kullanarak, kanser
kok hucrelerini ayristirmak artik rutin bir uygulamaya donusmustur. Benzer sekilde
kanser hucre hatlarinda migrasyon ve invazyon deneyleri yapilarak, metastatik
potansiyel tasiyan hucreler ayristirilabilmis ve kalan populasyondan farkli genotip ve
ekspresyon duzeyindeki ozellikleri tanimlanabilmigtir. Arastirmamizda kullaniimig
olan DLD-1 hilcre hattindan, atasal DLD-1 hlicre hatti igerisinden klonal evrimle
gelismig, farkli andploidi ve gen duzeyindeki mutasyonlara sahip altklonlar elde
edilmistir. Bu altklonlardan, ¢alismamizda kullaniimak Uzere 4 farkli altklon (ikisi near-
diploid, ikisi near-tetrapliod) farkh fluoresan isaretli plazmidler (mCerulean,mCitrine,
tdTomato, mCherry) ile enfekte edilmistir. Bu sekilde ayni atasal hicre hattindan
(ttmodrden) tiremis ancak farkli genotiplere sahip bu 4 altklon, farkli dalga boylarinda
Isima verdiklerinden dolayl konfokal mikroskopi ve akis sitometrisi yontemleriyle
izlenebilmistir. Bu dort farkli altklon esit oranlarda karisgtirilarak birlikte
uretildiklerinde topluluk igerisindeki oranlari, proliferasyon, migrasyon, invazyon
hizlar, diferansiyasyon diuzeyleri ve hicre canhliklari ayri ayri takip edilebilmistir.
Olusturulan bu in vitro heterojenite modeline farkli kemoterapétik ajanlar, radyasyon

6



ve hipoksik kosullar uygulanarak, aralarindaki kromozomal duzeyde farkliliklari
bilinen bu altklonlarin zaman igerisinde populasyon kinetigindeki degisiklikler
izlenebilmis, hangi altklonun hangi kosulda avantajli oldugu saptanabilmigstir. Farkli
kosullarda altklonlara yasamsal ve proliferatif avantaj saglayan kromozomal
anoploidilerin ve genetik mutasyonlarin ortaya ¢ikariimasiyla, klinikte kullanilabilecek
prognoz, progresyon ve prekanserdz lezyondan karsinoma gegis ile ilgili Gnemli yeni

onermeler ileri sirme olanagi olmustur.



2. GENEL BILGILER

Bulasici olmayan hastaliklar, kuresel olarak o6lumlerin  ¢ogunlugundan
sorumludur ve kanser en bagta gelen neden ve icinde bulundugumuz yuzyilda
dunyadaki her Ulkede yagsam suresi beklentisini artirmada en buyuk bariyerdir. Dunya
Saglik Orgiti’niin 2015 yilinda yaptigi tahminlere gére kanser, 172 llkeden 91’inde
70 yasindan genglerde ilk veya ikinci 60lum nedenidir ve 22 ulkede ise Uguncu veya
dordincu sirada gelmektedir (5). Dunya capinda kanser insidansi ve mortalitesi
giderek artmaktadir. Bunun nedenleri kompleks olmakla birlikte, populasyonun
yaslanmasi ve c¢ogu sosyoekonomik gelisimle iligkili olan kanserin temel risk
faktorlerinin prevalansi ve dagilimindaki degisimler burada blyuk rol oynamaktadir
(6,7). Kolorektal kanser verilerine bakilacak olursa, insidans bakimindan dinyada
uclncu, mortalite bakimindan ise ikinci sirada gelmektedir ve kanser hastasi her 10
kisiden 1’i kolorektal kanserden o&lmektedir. Erkeklerde ve kadinlarda kanser
insidansi agisindan ikinci sirada yer alan kolorektal kanserler, mortalite agisindansa

kadinlarda Gglncu sirada yer almaktadir (8,9).

Kanser, hucrelerin anormal sekilde ve kontrolsuz olarak blyume ve yayilma
Ozelliklerine sahip oldugu sistemik bir hastaliktir. Kanser hucrelerinin normal hicre
proliferasyonunu ve homeostazini sadlayan regulatér devrelerinde defektler
bulunmaktadir (10). Belirli mutant genotipler, hicre altklonlarina segici avantaj
saglamaktadir. Bu mutasyon profillerine sahip hucreler asir blyuyerek yerel doku
ortaminda hakim olur. Cok asamali timdor gelisimi, klonal genislemenin bir uzantisi
olarak dusunulebilir. Her bir asama, kolaylastirici mutant bir genotipin tesadifen
kazanilmasiyla tetiklenir. TUmaorigenez igin gerekli olan gen mutasyonlarini biriktirme
yolunda kanser hucreleri genellikle giderek mutasyon oranlarini artirirlar (3,11). Bu
mutasyona ag¢ik durum, genomik idame mekanizmasinin bir veya daha fazla
bileseninin bozulmasi yoluyla mutajenik ajanlara karsi artmig duyarllik ile saglanir.
Ek olarak, mutasyonlarin birikimi, normalde genomik butinlugu denetleyen ve
genetik olarak hasarli hucreleri senesens ya da apoptoza girmeye zorlayan goézetim
sistemlerinin  bozulmasi yoluyla hizlandinlabilir (12-14). Genomun idamesi ve
tamirindeki defektler selektif olarak avantajlidir ve bu nedenle de timor progresyonu

icin olmazsa olmazdir. Clnkid bu sayede evrim gegiren premalignant hucreler,

8



iglerine yarayacak genotipleri biriktirme hizlarini artirmaktadir. Tum bu nedenlerden
dolayl genom instabilitesi, kanser 6zelliklerini kazanmayla nedensel olarak iligkili olan

kolaylastirici bir karakteristiktir (15).

Poliploidi, okaryotlarda siklikla karsilasilan bir fenomen olmasina ragmen,
poliploid hucrelerin biyolojik Ozellikleri iyi anlagiimig degildir. Evrim sirasinda,
poliploidinin  tirlesmeye katki saglayan oOnemli bir mekanizma oldugu
dugunulmektedir. Normalde diploid olan organizmalarda, poliploid ve genellikle
bolinmeyen hucreler gelisimde olusur. Artmakta olan kanitlar, poliploid hucrelerin
cesitli patolojik durumlar sirasinda da meydana geldigine isaret etmektedir (16,17).
Bu hucrelerdeki genetik kararsizlik anoploidiye yol acabilir ve boylece kanser
gelisimine katki saglayabilir. Kanser hucreleri genellikle bozulmus ploidiye sahip bir
hacre sinifini temsil etmektedir. Epitelyal timorlerde genellikle triploide yakin DNA
icerigi bulunur ve tetraploide yakin DNA icerigi de gorulebilir (18). (Mitelman
Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer | University
Library). Bununla beraber kanser hucreleri poliploid olmaktan ziyade andploiddir.
Yani, toplam kromozom sayisindaki degisimlere ilave olarak, amplifikasyonlar,
delesyonlar ve resiprokal olmayan translokasyonlar gibi diger blylk kromozomal

dizenlemeleri igerirler (19).

Bazi tumor tiplerinde, gecici bir 4N durumundan andploidi geligimi i¢in dogrudan
kanit vardir. Ozofagus adenokarsinomunun gelisimine yatkinhga neden olan olan
Barrett's 6zofagusunda, tetraploid hicreler daha fazla andploidi gelisiminden once
gelir (20,21). Tetraploid durumu, yliksek frekanstaki kromozomlari kaybeden gegici
tetraploid htcrelerle tutarli olarak 1-2 vyil icinde kaybolur (20). Benzer sekilde,
servikal, meme ve mesane kanserinin evrimi sirasinda, tim genom duplikasyonu
(WGD: Whole Genome Duplication) ve ardindan kromozom kayiplari i¢in kanit vardir
(22-25). Tetraploidizasyon ayrica pankreasin hiperplastik lezyonlarinda (26), lokalize
prostat kanserinde (27-29) ve bazi kolon adenomalarinda meydana gelmektedir
(30,31). Toplu olarak, bu go6zlemler, timoér olusumunun erken evrelerinde

tetraploidizasyonun nadir bir fenomen olmadigini gostermektedir (32).

Kromozomal anomaliler ve kanser arasindaki bag ilk olarak Alman botanikgi
Theodor Boveri tarafindan, ylz yildan daha eski bir zamanda 6énerilmigtir (33). O
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gunden bu yana, biriken kanitlar sayisal ve yapisal kromozomal anomalileri agresif
tumor davraniglariyla iliskilendirmigtir. Bu anomalileri mimkin kilan genetik
instabilitenin uzun zamandir kanserin temel bir 6zelligi oldugu varsayilmaktadir. Son
caligmalar, instabilite kazandiran mutasyonal degisikliklerin tUmor olusumu sirasinda
erken ortaya ¢ikma onerisini guglendirmistir (34). Bunu muteakip genetik dengesizlik,
onkogenlerde ve tumor baskilayici genlerde mutasyonlar Greterek tUmor ilerlemesini
tetikler. Bu mutant genler kanser hucrelerine segici bir buyume avantaji sadlar,

boylece bir tumorun klonal buyimesine yol agar.

Bununla birlikte Duesberg, andploidininin, gen mutasyonundan bagimsiz olarak,
kanser hucrelerindeki genetik kararsizlik ve bunun sonucundaki karyotipik ve
fenotipik heterojeniteyi aciklamakta vyeterli oldugu sonucuna varmigtir (35).
Kromozomlarin simetrik ayrimi, tam olarak mitoz genlerinin iki kopyasina
dayandigindan, mitoz genlerini tagiyan kromozomlari igceren anoploidi, karyotipi
destabilize edecektir. Duesberg’e goére, genetik kararsizlik derecesi, andploidi
derecesi ile orantili olmalidir. Boylece, klonal yayilimda olan ytuksek andploid kanser

hicresinin belirli bir karyotipini surdurmek imkansiza yakin derecede zor olacaktir.

Her durumda kanserler, ya sekans seviyesinde (MIN) ya da kromozomal
seviyede (CIN) instabilite gelistirir, ancak genellikle her iki seviyede birden
gelistirmez. Bu goruse gore, anoploid karyotip, altta yatan bir kromozomal
instabilitenin tezahuraduar. Bu dengesizliklerin nadiren tumorlerde bir arada
bulundugu tespit edildiginden, bir instabilite formunun timoér olusumunu tetiklemek
icin yeterli oldugu goértlmektedir (36). Kromozomal instabilite (CIN), kanserin en
temel ozelliklerinden biridir ve kotl prognoz, metastaz ve terapotik direngle iligkilidir.
CIN mitoz sirasinda kromozom ayrilmasindaki hatalardan kaynaklanir ve hem
yapisal, hem de sayisal kromozom anomalilerine yol acar. Bu ¢ok yonlu etkiler,
CIN’yi, immuUn dizenleme ve kagis yolunda, tUmdr evriminin ana etmeni ve timor ile

mikrogevresi arasindaki etkilesimin genomik kaynagi olarak one ¢ikarir.

Bu asamada CIN ve andploidinin arasindaki fark belirgin bir sekilde
aciklanmalidir. Andploidi anormal (non-6ploid) kromozom sayisina isaret ederken,
CIN birbirini izleyen hicre bdlinmeleri sirasinda devam eden kromozom ayriima
hatalarini kastetmektedir (37). Bu ikisi insan kanserlerinde ¢ogunlukla ayni anda
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meydana gelir. YUksek duzeyde kromozom kopya sayisi anomalilerine sahip tumorler
ayni zamanda devamh bir kromozom ayrilamamasina dair kanitlar sergiler (38).
Bununla birlikte, bazi hematolojik malignansilerde goézlendigi gibi, CIN varliginda

stabil andploidiler de var olabilir (39).

insan timarlerinin %60 ila %80'inde CIN'yi diisiindiiren kromozomal anomaliler
oldugu tahmin edilmektedir (40,41). CIN, tumor evresi ile pozitif korelasyon gosterir
ve gerek relaps olan, gerekse metastatik tumaor orneklerinde yiuksek dizeydedir (42—
44). Ayrica, tum genomun duplikasyonundan kaynaklanan karmasik anoploidiler ve
poliploid durum; metastatik, tedaviye direngli ve Uc¢li negatif meme kanseri,
pankreatik ve hepatobiliyer kanserler, akciger kanseri, anaplastik tiroid kanseri,
kastrasyona direncli prostat kanseri, zayif diferansiye sarkomalar, ser6z histolojileri
olan jinekolojik tumadrler, glioblastoma, 6zofagogastrik kanserler ve mikrosatellit stabil
kolorektal kanserler gibi dusuk genel sagkalima sahip tumor tiplerinin 6zellikleridir
(41,45,46). CIN prevalansi, deregulasyonunun mitotik kromozom segregasyonunu

etkiledigi belirtilen kanserle iligkili cok sayida yolagi isaret eder (47).

Onkogenik sinyalizasyon, pre-mitotik replikasyon stresi ve sentrozom
replikasyonu, kardes kromatid kohezyonu, ig iplikleri dizenlenmesi kontrol noktasi
sinyalizasyonu veya kromozomlara mikrotubullerin tutunmalarindaki bozukluklarin
hepsinin CIN'yi indukledigi goOsterilmistir. Ayrica, ilk tedavide veya metastatik
durumda kullanilan buyuk bir anti-neoplastik terapi grubu, anafaz sirasinda
kromozom segregasyonunun dogrulugunu bozabilir (48,49). Kanserdeki diger yaygin
kromozom kopya sayisi degisiklik kaynaklari arasinda homolog rekombinasyon
kusurlari ve kirilma-fuzyon-képria dénguslne yol agan telomer disfonksiyonu bulunur
(50,51). Kanserde CIN'yi indukleyen kusurlarin dnemli bir kismi mitotik bir fenotipte
toplanir, bu sekilde anafaz geciren hucreler i§ iplikleri orta bdlgesinde “lagging”
(geciken/uzayan) kromozomlar sergiler (52). Bu kromozomlara geciken kromozomlar
denir ve bunlar kinetokorlardaki mikrotlubullere hatali baglanmalarinin sonucudur.
Mitoz sirasinda kromozom yanlis ayrilmasinin diger belirtileri arasinda kromatin
kopraleri, ultra ince DNA kopruleri ve i§g mikrotubullerine dogrudan baglanti

kuramayan asentrik fragmanlar bulunur.
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Kromozomal instabilitenin nedenleri konusunda bir teori, kanserde CIN'nin,
bayumeyi kontrol eden onkogenlerde ve RAS ve TP53 gibi timor baskilayici
genlerde onceki mutasyonlarin neden oldugu malign donugum surecinin dogal bir
yan etkisi oldugunu 6ne surmektedir. Bu teori, RAS veya MYC onkogenlerinin
hicrelere sokulmasinin genomik aberasyonlarda bir artisa neden olabilecegine dair
kanitlarla desteklenmektedir (53,54). Benzer sekilde, tumor baskilayici gen TP53'teki
degisiklikler genetik dengesizligi siddetlendirebilir (55). Karyotipik olarak stabil MIN
timorlerinin varligi, CIN gelisiminde bu genlerin nedensel bir roli oldugu iddiasina
kargidir. Bu tamdrler, CIN tumorleri ile ayni onkogenlerde ve tumor baskilayici
genlerde mutasyonlara sahiptir ve benzer asamaya o6zgu buylume ve ilerleme

Ozelliklerine sahiptir - ancak anéploid degildir.

Bir baska teori, andploidinin genetik degisiklikler ile belirlenmedigini, bunun
yerine hucrelerde anormal bir kromozom bileseni oldugunda ortaya c¢ikan
degistirilmis hiicresel mimariden kaynaklandigini varsaymaktadir (56). Bu senaryoda,
normal bir hdcrenin tesadifen anormal boélinmesi, komsularina kiyasla segici bir
bliylUme avantajina sahip, karyotipik olarak anormal bir yavru hicrenin ortaya
¢clkmasina yol agar. Bu hucredeki anormal sayida kromozom, segregasyon
mekanizmasini destabilize eder, kromozom yanlis ayrismasini ve daha ylksek

duzeyde bir andploidiyi otokatalize eder (35).

Bu hipotezlere bir alternatif, mikrosatellit instabilitesinden alinan derslerden
cikariimaktadir. Belki de anéploid timorler, MIN tamorleri ile ayni sekilde ortaya
cikmaktadir: kromozomal instabiliteye (mikrosatellit instabilitesi yerine) neden olan,
bir kromozom stabilite geninde (“mismatch” onarim geni yerine) gergeklesen erken
mutasyonal bir olaya maruz kalmislardir. Bu olaylari aydinlatabilmek amaciyla,
gecgmis yillarda CIN genlerindeki mutasyonlar belirlenmeye baslanmistir (57) ve
anoploidinin molekuler mekanizmalarindaki rollerini kanitlamak igin hala deneylere

ihtiyag vardir.

Cogdu kolorektal kanser, adenoma-karsinoma sekansi olarak tanimlanan bir
suregle, adenomlardan koken alir (58). Diger kanserler gibi, KRK'nin baglamasi ve
ilerlemesi, anahtar duzenleyici genlerin ve genetik instabilitenin iglevindeki
degisikliklerin birikimi ile iligkilidir. Kolon kanseri gelisimi genellikle buyuk DNA
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segmentlerinin amplifikasyonlarina ve silinmelerine yol agan kromozomal instabilite
(CIN) igerir. (59). KRK vakalarinin yaklasik %13'Unde uyumsuzluk onarim eksikligi
(mismatch repair deficiency) mikrosatellit instabilitesine yol agar (MIN) (60). KRK
tumorlerinin - yaklasik %40, CpG Adalari Metilatér Fenotipi (CIMP) olarak
adlandirilan bir fenomen olan epigenetik degisiklikler, 6zellikle DNA metilasyonu ile
karakterizedir (61,62). KRK'lerin geri kalan %47'sinde kromozomal instabilite, buyuk
kromozom segmentlerinin kazanimlarina ve kayiplarina yol agar (37). CIN kategorisi,
anoploid veya polipoid karyotipleri olan kanserleri ve ¢oklu kromozomal kol
kazanimlari/delesyonlari veya c¢oklu translokasyonlari olan kanserleri igerir. CIN,
spesifik mutasyonlarin ve/veya genlerin susturulmasindan kaynaklanir ve sentromer
veya sentrozom, mikrotlbul disfonksiyonu, telomer erozyonu, kromozom kirilmasi ve
hicre dongusu kontrol noktalarinin basarisizhigr gibi yapisal kusurlardan
kaynaklanabilir (63). Yuksek dereceli adenomlardan invazif karsinomlara ilerleme
sirasinda tekrarlayan kromozomal kazang ve kayiplarin elde edilmesi KRK
timorlerinde goértlmektedir (64). KRK progresyonu sirasinda en erken edinilmis
genetik anomalilerden biri, bazi kolon adenomlarinda da goérulen kromozom 7
amplifikasyonudur (65). Daha sonraki asamalarda, 8q, 20q (66), 7, 13 (67,68)
kazancglari ve 8p, 17p, 18q (67,69), 15q ve 20q (70) kayiplarn gibi diger spesifik

kromozomal aberasyonlar yayginlasir.

CIN'in insan kanserinde yayginligina ragmen, timor evrimindeki rolu karmasik
ve paradoksal gériinmektedir (71). Bir yandan, CIN ve kompleks andploidiler, hem
tumor kaynakh hicre hatlarinda hem de klinik tedavide taksol gibi antineoplastik
ajanlara kargi direncle iligkilidir (72—74). Metastatik lezyonlar ve dolagimdaki tumor
hacreleri, CIN ve artan kromozom kopya sayisi heterojenitesi icin kanit sergiler
(42,75—77). Primer timdrlerde kromozom yanlis ayrilmasinin varligi, meme, akciger
ve diffiz B hucreli lenfoma (DLBCL) kanserlerinde uzak yayilma, relaps ve onkogen
bagimsizliginin daha yuksek olma olasiligi ile iligkilidir (42,72,78). Tersine, asiri CIN
seviyeleri over, rektal ve meme kanserlerinde cisplatin ve 5-Fluorourasil (5-FU) gibi
sitotoksik terapilere duyarhhigr artirmistir (74,79-81). Tum kromozomun vyanhsg
ayrilmasinin induklenmesi, nakledilen insan glioblastoma tumorlerini radyasyon
tedavisine duyarli hale getirmistir (82). Bu gorunuste paradoksal iligki, CIN tarafindan
sadece kanser hucrelerinde degil, ayni zamanda timor mikrogevresinde de ortaya
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cikarilan  fenotiplerin  karmasikligindan  kaynaklanmaktadir.  CIN,  tGmorin
adaptasyonunu artiran ve immun kagis, ila¢ direnci ve metastazi kolaylastiran dogal
seleksiyon icin bir substrat gorevi goren kromozom kopya sayisi heterojenitesini

meydana getirir (83—89).

Kanser hucrelerinin klonal evrimi, timor hicre populasyonunda izlenen genetik
ve fenotipik heterojenite dnemle Uzerinde durulan arastirma alanlaridir (1,2,90).
Hedefe yonelik ve kisisellestiriimis tibbin gelisimiyle kanser hucrelerinde izlenen
genetik heterojenite, 6zellikle tedaviye direng ve hastalik nuksu konularinda 6nem
kazanmis durumdadir. Tumor mikrogevresinin etkisiyle gelisen dogal secilim sonucu,

farkh andploidilere sahip intratimoral klonlar gelismektedir (3,4).

Tumorler, tek bir progenitor hiucrede tek bir gende gelisen mutasyonlarin
sonucunda baglar. Bu hlcrenin yavrularinda takip eden mutasyonlar ve klonal
genisleme dalgalari, kansere 6zgu buyume avantajina sahip yavru hucrelerin
olusumuna yol acar. Klonal secilim bu sireci yonlendirir (2). Bu cok asamali
progresyonun mutasyonal hedefleri, onkogenler ve tumodr baskilayici genler -
mutasyona ugrayan ve daha sonra dogrudan hicre buyumesi veya hicre 6lumu
oranini etkileyen genlerdir (91). Tumor sadece bir tumar i¢indeki tum hlcrelerin ayni
kok hicre onculinden turemis olmasi anlaminda klonaldir. Genetik instabilite,
timorun kendisini degisim altindaki bir populasyon haline getirir - her biri segici
baskilar karsisinda degisiklikler gecirme potansiyeline sahip, devasa bir birlikte var

olan altklonlar koleksiyonu (92).

Bu secici baskilar nelerdir? Anoksi, malnutrisyon, dalgalanan hormonal etkiler
ve bagisiklik sisteminin ¢ok sayida kolu tarafindan potansiyel saldiri donemlerine
maruz kalan timorlerde oldukga anormal mikrogevreler vardir. Bir mutatér fenotipi
icin daha verimli bir Greme alani distinmek zordur. Gergekten de, timorlerde hem
anoploidi hem de Kkaryotipik heterojenligin yayginligi, kanserlerin ilk benign
asamalarin otesine ilerlemesi i¢cin genomik instabiliteye neden olan erken bir

mutasyonal olayin gerekli olabilecedi fikri ile uyumludur.

Cogu neoplazmin tek bir hiicreden koéken aldigi ve timor progresyonunun, daha

agresif alt tirlerin ardisik secimine izin veren orijinal klon iginde kazaniimis genetik
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cesitlilikten kaynaklandigi 6ne surilmustir. Tumor hicre populasyonlari, olasilikla
neoplazm icinde spesifik gen lokuslarinin aktivasyonuna, bir karsinojenin suregelen
varligina ya da tumor igindeki besinsel eksiklere baglh olarak normal hucrelerden
genetik olarak daha kararsizdir. En kolaylikla sitogenetik olarak taninan kazanilmis
genetik kararsizlik ve buna bagl secim sureci, karyotipik ve biyolojik olarak yuksek
Olcude bireysellesmis insan malignitelerine yol agmaktadir. Dolayisiyla, her bir
hastanin kanseri, spesifik bireysel tedavi gerektirebilir ve bu tedavi bile tedaviye
direncgli bir varyant alt tlrin belirmesiyle sonu¢ vermeyebilir. Genellikle klinik
kanserlerde gorulen son evreye ulasmadan Once, tumorler igindeki evrimsel sureci

anlamaya ve kontrol etmeye yonelik daha ¢ok arastirma yapiimalidir (2).

CIN'in, gen dozaj seviyesinde heterojeniteye neden olarak tedavi direncini
kolaylastirdigi uzun zamandir dusunulmektedir. Bununla birlikte, genomik kaos ile
heterojenitenin kazanilmasi arasindaki dengeyi korumak igin, kanser hucreleri,
canliliklarint en ust duzeyde tutan sinirli bir aralikta kromozom vyanlis ayrisma
oranlarini kisitlamalidir (85,93). Bu dusunce, kismen, CIN'i destekleyen terapilerin
anti-neoplastik etkilerinin temelini olusturmaktadir. Ornegin, taksol, PARP inhibitorleri
ve iyonlastirici radyasyon gibi yaygin olarak kullanilan antikanser ajanlar, kromozom

ayrisma hatalarinin en gugclu indikleyicileri arasindadir (49,82).

llag direnci kemoterapinin basarisinda dnemli bir engeldir ve inhibe edilen ilag
tasinmasi, hedefin degistiriimesi, metabolik degisiklikler gibi cesitli nedenlerden
kaynaklanir (94). Kemoterapiye direng, anti-kanser ilag tedavisinin etkinligini sinirlar.
Tumorler kendiliginden ilaca direngli olabilir veya tedavi sirasinda kemoterapiye
direng gelistirebilir. Kazanilmis direng 6nde gelen bir sorundur, ¢unkl tumorler
sadece baslangigta onlari tedavi etmek icgin kullanilan ilaglara degil, ayni zamanda
farkh etki mekanizmalarina sahip ilaglara karsi da capraz direngli hale gelebilir.
Kemoterapiye direncin, metastatik kanserli hastalarin% 90'indan fazlasinda tedavi
basarisizligina neden olduguna inaniimaktadir ve direncli mikrometastatik tUmor
hicrelerinin, adjuvan  terapide kemoterapinin etkinligini azaltabileceqi
dusundlmektedir. Acgikga gorUlmektedir ki, eger ilag direncinin Ustesinden
gelinebilirse, sagkalim Uzerindeki etkisi oldukga 6nemli olacaktir. Longley, Johnston

ve Meyerhardt, gelecekte sitotoksik ilaglara tumor ve hasta cevabini tahmin etme ve
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bu cevabi hedefli tedavilerle module edebilme gucunin, her bir hasta i¢in en iyi

kombine tedavinin segilmesine izin verecegini dngérmuglerdir (95,96).

Kolorektal kanser en yaygin uUguncu viseral malignitedir ve terapi direnci
nedeniyle kanserle iligkili olumlerin onde gelen sebeplerden birisi olmaya devam
etmektedir (97). KRK c¢alismalari, timoér heterojenitesinin tim timaorlerde mevcut
oldugunu gosteren erken bir gozleme oncelik etmigtir. Heterojenite, timor genomik
instabilitesi ve mikro-gevresel faktorlerin arasindaki etkilesimin bir sonucu olan gesitli
fenotipik ozellikler ile tanimlanir (98). Bu modele goére, kanser hucreleri, surekli
degisim icinde olan bir hucre populasyonu olusturacak birgok mutasyonun sonucunu
temsil eder. Bu hicresel heterojenite, spesifik kosullar altinda farkh klonlarin
sagkalimini ve buylUmesini saglar ve bodylece timoér relapsina, metastaza ya da

radyo-kemoterapi direncine sebep olur (99).

Kanserlerde mutasyon prevalansi yluksek olan genlerin hicresel adezyon,
motilite, sinyal iletimi, transkripsiyonel regulasyon, transport, hiicresel metabolizma,
invazyon gibi 6nemli yolaklari etkiledigini biliyoruz (100-104). Kanser hicrelerine ait
genomlarin molekuler ve genetik analizindeki ilerlemeler, fonksiyon dedgistirici
mutasyonlarin ve tUumor progresyonu sirasinda devam eden genomik instabilitenin en
ikna edici gekilde goOsterimini saglamistir. Karsilastirmali genomik hibridizasyon
yontemi (CGH), hicre genomundaki tim genlerin kopya sayisindaki kazanim ve
kayiplari gosterir. Birgok timorde CGH tarafindan ortaya ¢ikarilan yaygin genomik
aberasyonlar, genom butinligunin kontrolindeki kaybin kanitini sunmaktadir.
Genomda Dbelirli bolgelerde spesifik aberasyonlarin tekrari (amplifikasyon ve
delesyonlar), bu bdlgelerin, degisimi neoplastik progresyonu destekleyecek genleri
icerdigine isaret etmektedir (105). Bu nedenle, tekrarlayan genetik degisimler timor

patogenezinde nedensel rol oynayan 6zel mutasyonlari gosterebilir.

Epitel kaynakl solid timorlerde somatik olarak edinilen kopya sayisi degisimleri
batin kromozomlari, kromozom kollarini ya da fokal amplifikasyonlari ve delesyonlari
kapsamaktadir (106—108). Tum kol ya da tum kromozomdaki kazanim ve kayiplarin
dagihmi belirli timérler gok patognomoniktir. Ayirici tanida dahi kullanilabilir. Ote
yandan fokal amplifikasyon ve delesyonlarda durum bu kadar net degildir (108).
Ornegin sporadik kolorektal karsinomalar (KRK) siklikla 7, 8q, 13 ve 20. kromozom
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ve kromozom kollarinda kopya sayisi artiglari gosterirken, kayiplar 8p, 17p ve 18q
kromozom kollarinda izlenmektedir (64,67). Ote yandan servikal karsinomlarin
neredeyse tumd 3. kromozom uzun kolunda fazladan kopyalar tasirlar; oysa bu
kromozom kolorektal kanser gelisiminde rol oynamaz(109). Hematolojik kanserlerde
Ozellikle bir translokasyon tarafindan tetiklenen tumorigenez paradigmasi yaygin
kabul gérmektedir. Ornegin, kronik miyeloid I6semi (KML) etiyopatogenezinin
temelinde, Philadelphia kromozomu olarak adlandirilan derive 22. kromozoma yol
acan t(9;22) translokasyonu bulunmaktadir. Bu translokasyon KML igin tani
koydurucudur. Solid tumorlerin ise bu sekilde spesifik kromozomal anomaliler ile
iliskilendirilmesi daha nadirdir. Ornegin yukarida da bahsedilen servikal
karsinomlarda, kromozom 3q'daki kazanimlar en az KML’deki Philadelphia
kromozomu kadar patognomiktir ama bu sitogenetik aberasyonun tiumorigenezdeki
roli daha az belirgindir. Kolorektum ve servikste tumorigenez surecinde artan
hucresel displazi agamalarinin sirasinin incelenmesiyle, invazif hastaliga gecisten
once dokuya 6zel kopya sayisi degisikliklerinin gergeklestigi daha once gosterilmigstir
(64,106,109,110). Premalign lezyonlarin klonal genislemesi sirasinda tespit
edilebilen genetik anormallikler genellikle kromozomal dengesizlikler olmaktadir. Bu
dokuya 6zel kromozomal anomaliler yerel ve uzak metastazlarda (111,112) ve ayni
zamanda primer tumorlerden elde edilen hicre hatlarinda da korunmaktadir
(113,114). Solid tumodrlerde izlenen kromozomal dengesizlik, sentrozom
amplifikasyonu, kromozomlarin hatali ayrilmasi ve altklonlarda farkli andéploidlerin
gelisimine ragmen, serviks kanserindeki 3q kazanimi gibi kanser tipine Ozel
anomalilerin korunmasi, tumore 6zgu suregen segici bir baskiya isaret etmektedir.
Kromozomal andploidiler kromozom genelinde genlerin ekspresyon seviyelerini
etkilerler ve bu nedenle kanser hucrelerinin transkriptomunda buylk dizeyde
degisimine neden olurlar (115). Hem fare hem insan kanser hicrelerinde, hem de
mikrohtcre aracili kromozom transferi (MMCT) ile deneysel olarak yapay bir
trizominin meydana getirildigi hucrelerde bu ekpresyon degisimi gosterilmistir (116).
Ayrica birgok calisma da, dusuk seviyede kopya sayisi artislari ile regulasyonu
bozulan genlerin blylk c¢ogunlugunun RNA ve hicresel metabolizma ile iliskili
oldugunu gostermistir (117,118). Bu nedenle bu genlerin artmis ekspresyonu

hicrelere erken bir proliferatif avantaj saglayabilir. Andploidinin saglayacagi bu
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avantaj, dusuk seviyede kopya sayisi artiglarinin timaorigenezin erken asamalarinda

gerceklesmesi gozlemleriyle uyumludur (106,119).

Tamor hacrelerinde izlenen bu kromozomal kararsizlik, timor iginde farkli
genotiplere sahip klonlarin gelisimine yol acar. Solid timodrlerde izlenen kromozomal
kararsizliga ve ileri derecedeki intratimor hetorejeniteye ragmen tumor kitlesi analiz
edildiginde, bazi kromozomal kayip ve kazanglarin dagihminin korunmus oldugu
bilinmektedir (120). Bu tlr korunmus kromozomal anomalileri, tUmor olusumunun
kaynagi olarak degerlendirme egilimi bulunmaktadir. Son on yilda degisik tumarlerin
CGH ile profillendiriimesiyle bu goéris oldukga destek bulmustur (108). Buna ek
olarak stres altindaki dokularin genomlarini tetraploid, oktaploid vb. olacak sekilde -
kromozomal kopya sayisinin goreceli dengesini bozmadan- c¢ogaltarak tepki
verdiklerini gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (32,121). Her ne kadar kanser
hicrelerinde siklikla bulunan Philadelphia kromozomu ya da KRAS ve TP53
mutasyonlari gibi gen seviyesindeki degisikliklerin kanser olusumunu baglattigi genel
olarak kabul godrse de; epiteliyel tumorigenezin erken asamalarinda izlenen
tekrarlayici ve spesifik kromozomal dengesizliklerin tUmor gelisimi igin gerekli ig

kosullar saglayabilecegi goz dnunde tutulmahdir.

Bu gorus bir araba benzetmesiyle acgiklanabilir: eger amag bir otomobilin daha
hizh  gitmesini saglamaksa, bu motorun boyutu arttirlarak yapilabilir
(tetraploidizasyon). Ancak bazen beygir gucunu arttirmak i¢cin motorun tim pargalari
gerekmeyebilir, sadece silindir sayisi (serviks kanserinde kromozom 3) ya da yakit
enjeksiyon pompasi (kolon kanserinde kromozom 7) yeterli olabilir. Bu ttr durumlarda
baska pargalarin degisimi (ilgili dokuya avantaj saglamayan bir kromozom) anlamsiz
olur. Bu goris kromozomal dengesizliklerin dokuya ©Ozel olarak korunumunu
aciklamaktadir (107,108). Hastalik ilerledikge ve tumor buyudikge populasyondaki
heterojenite artmakta; olusan her bir altklonda atasal klonda bulunan spesifik
anomalinin yani sira ek anomaliler ortaya ¢ikmaktadir. Ortaya ¢ikan yeni anomaliler
yine o klonun ortama uyum saglamada atasal klondan farkliliklarini belirlemektedir.
Uzun vyillardir ana etiyopatogenezde yer alan anomalilerin caligiimasiyla, farkli
kanser turlerinin biyolojileri aydinlatilabilmis ve altinda yatan biyolojiye 6zgu tedavi

stratejileri gelistirilebilmistir. Ancak bireylere 6zgl farklililar ve tedavilere direng
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gelisimi, sonradan eklenen anomalilerin ve tumar igi hucresel heterojenitenin dnemini
ortaya koymaktadir (120).

Klonal evrim ve tumor heterojenitesi ile ilgili 1970’li yillardan itibaren pek cok
yayin ve calisma bulunsa da bunlarin neredeyse hepsi bu olgularin varhginin
saptanmasina yoneliktir. Klonal evrimde izlenen spesifik genetik degisikliklerin
tanimlandigr ve bunlarin klinik korelasyonlarinin en basarili sekilde kurulabildigi
hastalik grubu I6semilerdir; ve I6semiler igerisinde bugln dahi gegerliligini koruyan ve
tedaviyi yonlendirme, evrelendirme ve prognostik degeri olan en basaril
tanimlamalar kronik miyeloid lI6semide (KML — maijor sitogenetik evrim ve mindr
sitogenetik evrim) yapilmistir. Kolon kanseri basta olmak tzere kimi solid timorler
icin de multistep karsinogenez basamaklari tanimlanmig, klonal evrimin nasil
gelisebildigi belirlenmistir. Ancak solid tumorlerde tanimlanan klonal evrimin klinik
korelasyonlari ve tedavi surecinde (ilag/yaklasim secimi, evrelendirme, prognostik
deger vs.) kullanimi I8semiler kadar basarili olmamistir. iki hastalik grubunda
yapilmig olan klonal evrim arastirmalari arasindaki temel fark, I6semilerde andploidik
degisiklikler ve kromozom duzeyindeki anomalilere yogunlagilirken, solid timorlerde

gen duzeyindeki mutasyonlara agirlik verilmesidir.

Kolon kanserinde de intratimor genetik heterojenite tedaviye direng gelisimine
onemli oranda katki saglamaktadir. Kolorektal kanserlerde tedaviye cevabin tahmini
icin gunimuze dek pek ¢ok galisma yapilmistir. Yeni biyobelirtegler tanimlayabilmek
amaciyla gen ekspresyon profili, miRNA profili, RAS mutasyon analizi, tedavi 6ncesi
aCGH biyopsisi ve germ hatti SNP analizleri gerceklestirilmistir. Ancak bu platformlar
rutin klinik kullanim icin hem ¢ok maliyetlidir, hem de glvenilir yanit siniflandirmasini
saglayamamigtir. Ayrica bahsedilen tim bu yontemler tedavi 6ncesi biyopsiler
ve/lveya cerrahi rezeksiyon Orneklerinde yapilan analizlere dayanir. Bu nedenle
intratimor heterojenitesini ve bu alt populasyonlarin tedavi surecindeki kinetigini
hesaba katmaz. Tedavi sureci, farkl klonlarin timér populasyonu igerisindeki dinamik
dagihmini degistirmektedir. izlenen genomik heterojenite spesifik kopya sayisi ve

spesifik mutasyon spektrumu veya her ikisinin de sebebiyle olabilir (120,122).

Tum bu modellemeler kanserde izlenen ¢ok heterojen ve genetik imzasi farkli
kanser hucre klonlarin varhgini ihmal etmektedir. Bu altklonlarin, degisen kosullarda
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(6zellikle tedavi suUrecinde) tumor igi davranis sekillerinin ortaya cikariimasi tedavi
direnci olusum surecinin anlasiilmasina ve spesifik molekuler hedefler belirlenmesine
baylk katki saglayacaktir. Klonal evrim surecinde bu farkli altklonlarin tiGmor igi
kinetigini inceleyen arastirma sayisi yok denecek kadar azdir. Calismamizda tek bir
tumorden turemis, farkh genetik profillere sahip altklonlarin isaretlenerek bir arada
uretildigi ve degisik kosullara maruziyet sonrasinda bu klonlarin davraniglarinin

arastinldigi tumor heterojenitesinin in vitro bir modelinin olusturulmasi hedeflenmistir.

Bu amacla DLD-1 insan hucre hattina ait altklonlar kullaniimigtir. DLD-1 hicre
hatti, kompleks olmayan andploidiye sahip, erigkin erkek hastadan izole edilmis,
epitelyal kdkenli bir “Dukes' type C” kolorektal adenokarsinomadir. D.L. Dexter ve
calisma arkadaslari tarafindan 1977-1979 vyillari arasinda izole edilmistir (123).
Psddodiploid olan bu hattin modal kromozom sayisi, hicrelerinin %86’sinda gorulen
46 kromozomdur. Yuksek bir poliploidi oranina sahiptir (%17,1). Karyotipi: 46,XY,-
2,+dir dup(2)(p13-p23) seklindedir. Y kromozomu N22’den biraz daha uzundur ve
buyuk bir heterokromatik distal q koluna sahiptir (124).

DLD-1 hucrelerinde yuksek genomik instabilite oldugu bilinmektedir. Bunun
nedenlerinden biri, bu hicrelerde MSH6 geninde bozukluk olmasidir. Ek olarak,
KRAS (G13D mutasyonu), TP53 (S241F mutasyonu), PIK3CA (E545K ve D549N
mutasyonu) gibi kritik kanser genlerinden bazilarinda mutasyonlar belirlenmigtir.
Ayrica, CIMP (CpG island methylator phenotype: CpG adasi metile edici fenotip) ve
mikrosatellit instabilitesine sahiptir (MIN). Tum bunlar DLD-1 hdcrelerinde daha
yuksek genetik instabilitiye ve dolayisiyla andploidi olasiligina yol agmaktadir (125)

ve galismamizda tercih edilme nedenlerindendir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu arastirma, DLD-1 kolorektal adenokarsinoma hucre hattinda, intratUmoral
heterojeniteye bagll olarak gelisen ait altklonlarda anodploidiyle iligkili populasyon

kinetiklerinin incelendidi, in vitro deneysel bir ¢calismadir..
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Dokuz Eylil Universitesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD’de, 2013 Ekim
ile 2020 Subat arasinda gergeklestiriimistir. 2018 Subat-2019 Subat arasinda yapilan
calismalar, ABD NIH (National Institutes of Health, Ulusal Saglik Enstitlleri) NCI
(National Cancer Institute, Ulusal Kanser Enstitisti)'de, doktora tezi ikinci danismani

Dr.Thomas Ried'’in laboratuvarinda gergeklestirilmigtir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Calismalar in vitro olarak, insan kolorektal adenokarsinoma hicre hatti DLD-1
(ATCC® CCL-221™Ye ait “near-diploid”(diploid kromozom setine yakin sayida
kromozoma sahip) ve “near-tetraploid”(tetraploid kromozom setine yakin sayida

kromozoma sahip) altklonlar kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.4. Calisma Materyali

Calisma materyali olarak DLD-1 kolon kanseri hicre hatti ve altklonlari
kullaniimistir. Hucreler doktora tez danismani Dog.Dr.Zeynep Ylce tarafindan
TUBITAK-2219 programi kapsaminda, ABD Ulusal Kanser Enstitisi Genetik
Bolumi’nden doktora tez ikinci danismani olan Dr. Thomas Ried’in laboratuvarinda
izole edilmis ve Dr.Ried tarafindan Tlrkiye Dokuz Eylul Universitesi Tibbi Biyoloji ve

Genetik AD laboratuvarina génderimi saglanmistir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmanin  bagiml  degiskeni tiumor alt populasyonlarina ait kinetikler,
bagimsiz degiskeni ise, basta andploidi olmak Uzere, bu alt populasyonlari

birbirinden farkh kilan genetik etmenlerdir.
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3.6. Veri Toplama Araglari

Arastirmada segilen 4 farkl altklon (ikisi 2N, ikisi 4N) farkli fluoresan renklerde
stabil olarak isaretlenmigtir. Bu sekilde altklonlar karigtirilarak birlikte Gretilmeleri
halinde topluluk igerisindeki oranlari, proliferasyon, migrasyon, invazyon hizlari,
diferansiyasyon duzeyleri ve hlcre canliliklari ayri ayri takip edilebilmigtir.
Olusturulan bu in vitro intratimaoral heterojenite modeline farkli kemoterapétik ajanlar,
radyasyon ve hipoksik kosullar uygulanarak, izogenik olan ancak aralarinda genetik
duzeyde farkliliklari ortaya koyulan bu altklonlarin zaman igerisinde populasyon

kinetigindeki degisimler izlenmistir.
Calisma genel olarak 5 asamadan olugsmaktadir:
1) DLD-1 altklonlarinin idamesi, karakterizasyonu ve uygun altklonlarin segilmesi

2) Altklonlarin stabil fluoresan isaretlemelerinin gergeklestiriimesi ve kokultur

modelinin olusturulmasi

3) Altklonlarda, normal durumda ve farkl terapétiklerin etkisi altinda canlilik,
proliferasyon, migrasyon, invazyon ve diferansiyasyon Kkarakteristiklerinin

degerlendiriimesi

4) Kokultirlerde normal durumda ve farkli terapdétiklerin etkisi altinda, fluoresan

sinyallerin takibi yoluyla populasyonlarin izleminin gerceklestiriimesi

5) Bulgularin, Ried laboratuvarinda gergeklestirilen, altklonlarin genomik bulgulariyla

kargilastiriimasi
Arastirmada kullanilan yontemler asagida belirtilmistir:
3.6.1. On Galigmalar

Arastirmamizin 6n calismalarinda DLD-1 kolon kanseri hicre hattindan
isogenik near-diploid ve near-tetraploid altklonlar, ABD Ulusal Kanser Enstitlsu
Genetik Boliminden Dr. Thomas RIED’in laboratuvarinda, akim sitometrisi
yontemiyle aynistiriimigtir (Sekil1).
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Sekil 1. Atasal DLD1 hilicre hattindan akim sitometrisiyle ayristirilan klonlar

Bu sekilde Bu sekilde yarisi near-diploid yarisi near- tetraploid yaklasik 20 farkli

klon elde edilmistir. Klonlar arasinda c¢esitli kromozomal kazanimlar, kayiplar,

translokasyonlarin izlenmesi gercekten de bir kanser hucre hattinda dahi ¢ok

heterojen bir hticre populasyonunun varligini géstermistir (Sekil 2 ve 3).
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Sekil 2. Farkli 2N ve 4N klonlarinda izlenen kromozom duzeyindeki farkliliklar
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Sekil 3. Array-CGH yodntemiyle iki tetraploid altklonunda izlenen farkli genetik

anomaliler

Bunlara ek olarak diploid ve tetraploid klonlar arasinda mikro-nukleus ve mitoz
sirasinda geride kalan (lagging) kromozom oranlarina bakarak genomik instabilite
varhgi kargilastiriimis ve 4N hucrelerinde genomik instabilitenin daha yuksek oldugu

gosterilmigtir (Sekil 4).
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Sekil 4. A) Hucre boélinmesi sirasinda “cytochalasin B” kullandiktan sonra
mikronukleus olusumunun de@erlendiriimesi. Near-tetraploid (4N) hucrelerde
mikrontkleus olusumu daha ylksek oranda izlenmektedir B) Mitoz bdlinme

sirasinda aksayan kromozom izlenme orani yine 4N klonlarda daha yuksek

Sonug olarak tek bir atasal hiicre hattindan elde edilen 2N ve 4N klonlarin
birbirlerinden ¢ok farkli olduklari ve bu iki grubun kendi icerisinde de genomik
duzeyde farkliliklar bulundugu gosterilmigtir. Elde edilmis olan bu klonlardan, ikisi
near-diploid (2N; C3 ve C34) lg¢u near-tetraploid (4N; C28, B9 ve B12) olmak lizere 5
altklon, calismamizda kullaniimak Uzere segilmistir. ABD’den gonderilen DLD-1 kolon
kanseri hucre hatti ve altklonlari, hicre kultart laboratuvarimizda aseptik kosullarda

uretilmistir.
3.6.2. Hucre Kiulturu, Mikoplazma Testi, STR ve Karyotip Analizi

Intratimaral heterojenitenin modellenmesi igin, ayni timdrden kdken alan ve
kompleks olmayan anoéploidiye sahip hicreleri igerdigi igin bir kolorektal
adenokarsinoma hicre hatti olan DLD-1 (ATCC® CCL-221™) ve altklonlari
kullaniimistir (126). DLD-1 hiicreleri ve altklonlari 25 ve 75 cm? yiizey alanina sahip
flasklarda, %10 fetal bovin serum (Gibco), %1 penisilin/streptomisin (Gibco) ve 2 mM
L-glutamin (Gibco) iceren RPMI-1640 besiyerinde (Gibco)(bundan sonra tam RPMI-
1640 olarak anilacaktir) ve 37°C ve %5 CO, basincina sahip inkubatdrde (Thermo
Scientific) idame edilmistir. Yuzeyin %70-80 konfluentlik durumunda hucreler
tripsinizasyon ile kaldirilarak pasajlanmistir (127). Santrifljler, aksi belirtiimedikge
(Beckman Coulter) 300g ve oda sicakliginda gergeklestiriimistir. Hlicre dondurma
ortami olarak %90 FBS, %10 DMSO (Applichem) kullaniimigtir. T4m manipulasyonlar
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BSL 2 laminar flow kabinde gergeklestirilmistir. Her bir deneme igin ilgili baslikta
belirtilen sayilarda hucre, steril 6 kuyulu plaka, 12 kuyulu plaka, 24 kuyulu plaka, 96
kuyulu plaka (Corning) ya da cam tabanh petriler (Ibidi #81156) Uzerinde
yetistiriimigtir. Altklonlarin morfolojik incelemelerini gerceklestirmek amaciyla ters 1sik

mikroskobunda (EVOS, Life Technologies) goruntuleri alinmigtir.

Calismada kullanilmasina karar verilen antikanser terapdétikler, literaturde
KRK’lerde en yaygin kullanilan terapi stratejileri gbz onune alinarak secilmistir
(96,128-136). Sigma'dan satin alinan kemoterapotikler (5-Fluorouracil CAS ID:51-
21-8 [Sigma #F6627], Oxaliplatin CAS 1D:61825-94-3 [Sigma #09512], Irinotecan
CAS 1D:100286-90-6 [Sigma #11406], Gemcitabine CAS 1D:122111-03-9 [Sigma
#G6423], Paclitaxel CAS 1D:33069-62-4 [Sigma #T7191]) imalatginin talimatlarina
gore ¢ozulmustur ve sterilize edilmistir. Gamma-irradyasyonunu saglamak amaciyla
137Cs Mark 1 (JL Shepherd) cihazi ile radyasyon uygulamalari gergeklestirilmistir.
Terapotik olarak olmasa da, timor ici heterojeniteden sorumlu olabilecek bir faktor
olan hipoksinin in vitro kulttirlerde mimik edilebilmesi amaciyla, hicreler %2 O,, %7

CO; basincina sahip trigas inkubatorinde (Thermo Scientific) inklbe edilmistir.

Deney sonuglarini etkileyebilecek mikoplazma kontaminasyonu olasihigini

ortadan kaldirmak icin mikoplazma tespit kiti (Genlantis) kullaniimistir.

DLD-1 altklonlarinin atasal DLD-1 hucre hattindan koken aldigini dogrulamak
amaciyla Kisa Tekrar Dizi analizi (STR: Short Tandem Repeat) gergeklestirilmistir
(137). Bu amagla DLD-1 altklonlarina ait hicreler T75 flasklarda %80 konfluent
oluncaya kadar kulture edilmigtir. Ardindan tripsinize edilerek Gentra Puregene Cell
Kit (Qiagen) ile DNA izolasyonu gerceklestiriimis ve Nanodrop 1000 cihazi ile
konsantrasyon ve safliklari belirlenmistir. STR analizleri Ulusal Kanser Enstitisi Ana
Genotipleme Tesisi, SAIC, Frederick'te (NCI Core Genotyping Facility, SAIC-

Frederick, Inc.) gergeklestiriimistir.

Near-diploid ve near-tetraploid karyotipe sahip DLD-1 altklonlar T75 flasklarda,
deney gununde % 60-80 konfluent olacak sekilde kultire edilmis ve bir gin
oncesinde pasajlanmistir. Metafaz alanlari Ried laboratuar protokollerine goére
hazirlanmistir (Thomas Ried, M.D. | Center for Cancer Research - National Cancer
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Institute). Slaytlar DAPI (Vectashield) ile boyanmis ve 40x obijektif ile Leica isik
mikroskobu altinda goruntilenmistir. Her bir klon icin yaklasik 100 metafaz
sayllmistir. Ortalamalar hesaplanmis ve grafikler GraphPad Prism (Versiyon 7.00)

kullanilarak gizilmistir.
3.6.3. Stabil Fluoresan isaretleme ve Kokiiltiir Modelinin Olusturulmasi

DLD-1 altklonlarinin fluoresan olarak 1sima saglayabilmesi i¢in her bir altklon
genomuna farkli renkte fluoresan protein kodlayan gen dizisi entegre edilmistir. Bu
entegrasyonun ilk olarak retroviral transduksiyon (139) yoluyla gerceklestiriimesi
planlanmig, ancak 6n denemelerde dusuk stabil ekspresyon etkinligi sonucu,
calismamiza ait 1001 projesinin danismani Prof.Dr.Batu Erman’in onerisiyle daha
etkin olan lentiviral yonteme gegis yapilmistir (140). Bu yontemde de ancak 2 renk
fluoresan isaretleme gerceklestirilebilmis ve diger 2 renk igin satin alma yapilmisg,
ancak lentiviral partikullerin laboratuvarimiza ulagma suresinin ¢ok gecikmesinden
dolay! konvansiyonal bakteriyel transfeksiyon gercgeklestiriimesine karar verilmistir.
Bu bolimde sirasiyla retroviral, lentiviral ve konvansiyonel isaretleme yontemleri

anlatilmistir.

Viral vektorler Okaryotik hucrelerin modifikasyonu igin etkili bir yol saglar ve
bunlarin kullanimi hem arastirma hem de klinik gen terapisi uygulamalar igin

akademik laboratuvarlarda ve endustride yaygindir (141).

Retroviral  transdiksiyon i¢cin  Oncelikle  viral  partikillerin  eldesi
gerceklestiriimisti. Bu amagla, pCL-Eco Retrovirus Packaging Vector MCS
bdlgesine, uygun restriksiyon enzimleri (NEB) araciligiyla GFP ve mCherry fluoresan
proteinlerinin DNA dizileri entegre edilmistir. Bu vektorler elektrokompeten E. coli
bakteri hucrelerinde amplifiye edildikten sonra plazmid izolasyonu (Qiagen)
gergeklestirilmistir. Vektérler insan embriyonik bdbrek kokenli (HEK 293T/17’ten
tireviendirilmis) Phoenix-ECO (ATCC® CRL-3214") hiicrelerine elektroporasyon
yontemiyle transfekte edilmis ve plazmidin viral paketlemesi saglanmistir (142). Elde
edilen viral partikuller transfeksiyonla mCAT-1 eksprese eden altklonlara verilmigtir.
Bu islem, viral vektorler ekotropik oldugu ve insanda fare viral reseptori mCAT-1
eksprese edilmedigi icin BSL-2 kabinde calisma imkani saglamaktadir. Retroviral
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transfeksiyonda kullanilan viral vektorler insan hucrelerini enfekte edememektedir. Bu
calisan biyoguvenligi igin elzemdir. Daha sonra, elde edilen bu retroviral partikuller
kullanilarak DLD-1 altklonlarinin, transdiksiyonu saglanmis ve eksprese olan

fluoresan proteinler goértintilenmigtir (Olympus).

Stabil transfeksiyonda, gegcici transfeksiyonun tersine hiicre bdlinme
sayisindan bagimsiz olarak fluoresans protein ekspresyonu gerceklesmektedir.
Boylece altklonlar uzun vadeli olarak, fluoresans mikroskop altinda, ayni kultlrde
farkh renk fluoresans isimalari seklinde takip edilebilmektedir. Ancak yukarida
bahsedilen nedenlerle stabil transfeksiyon etkinligindeki yetersizlik nedeniyle lentiviral

isaretleme yontemine gecis yapiimigtir.

insan immiin yetmezlik virlisiinden tiirevliendirilmis olan lentiviral vektorler, son
yirmi yilda kapsamli bir sekilde arastiriimis ve optimize edilmistir. Uglinci nesil, kendi
kendini inaktive eden lentiviral vektorler, son zamanlarda, hlcrelere genlerin
sokulmasi icin ¢ok sayida klinik c¢alismada kullaniimistir (141). Lentiviral
transduksiyonu gerceklestirmek amaciyla fluoresan proteinlerin eksitasyon ve
emisyon dalgaboylari karsilastirilarak, birbiriyle c¢akismayan 4 adet proteinin

kullanilmasina karar verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Proteinlerin eksitasyon ve emisyon dalgaboylari

GFP 488 507 488

tdTomato 554 581 561
BFP 402 457 405
iRFP 690 713 633
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Bu amagla LeGo lentiviral vektorleri kullanilmigtir (143,144). Halihazirda mevcut
olan LeGo G2 puro kullanilarak uretilen lentivirisle C3 (2N) altklonunun, LeGo T2
puro kullanilarak uretilen lentivirGsle B9 (4N) altklonunun isaretlenmesine karar
verilmistir. Plazmidlerin daha o6nceden transformasyonunun yapildigi DH5a
hdcrelerini iceren gliserol stoktan midi Uretim ve izolasyon gerceklestiriimigstir.
Nanodrop 2000 cihazinda DNA konsantrasyonu belirlenmigtir. Paralel olarak SUNUM
(Sabanci University Nanotechnology Research and Application Center) tesisinde CS
Hek293FT hucre hatti kilttre edilmistir. 15 cm petriler poli-L-lizin ile kaplanarak petri
basina 7,5x10° hiicre ekilmistir. 16 saat sonra LeGo pDNA ile paketleme DNA'lari
CaCl, ve Kklorokin varliginda «baloncuklama» vyapilarak karistirimis ve Hek
hicrelerine verilmistir. 24 ve 36 saat sonra virUs partiklleri 0,45 mm filtre ile toplanip
10’ar mL alikotlar halinde dondurulmus ve -80°C’ye kaldiriimigtir. VirUs titrasyonu igin
50x102 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu plakaya Hek hiicreleri ekilmistir. 6
saat sonra virus uygulanmigtir (G2&T2). Virls uygulamasi %.1 protamin sulfat

varhiginda gerceklestirilmistir (Sekil 5).

e B OOOOO0
n s OO0
L0000
o s OOOOCC

Sekil 5. Virls titrasyon plate dizayni
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48 saat sonra akis sitometresi ile kontrol gerceklestiriimigtir. 2xT25’e 300.000’er
C3 ve B9 altklonlarina ait hucreler ekilmigtir. 16 saat sonra MOI=20 olacak sekilde
%01 protamin sulfat varliginda transduksiyon gerceklestiriimigtir. 6 saat sonra ortam
degistirilmistir. 48 saat sonra ortamlar puromisin 1,5 mg/mL olacak sekilde selektif
ortamla degistiriimigtir. 1 hafta boyunca hicre pasajlamalarda selektif ortam
kullaniimistir. 1 haftanin sonunda hucrelerdeki fluoresan sinyalin yogunlugunu

belirlemek amaciyla akis sitometri analizi gergeklegtiriimistir.

Sabanci Universitesi'nde gergeklestirilen lentiviral transdiiksiyon g¢alismalarinin
basarili olmasi sonucunda, diger iki renk igin hazir plazmidlerin (LeGo C2 puro ve
LeGo V2 puro) siparis edilmesine karar verildi. Ancak plazmidler planlanan zamanda
laboratuvarimiza ulasmadigi i¢in konvansiyonal bakteriyel transfeksiyon yontemiyle
isaretlemeye gecilmesine karar verilmigtir. Lentiviral isaretleme igin virtslerin ticari

olarak satin alinmasina karar verilmistir.

Altklonlarin konvansiyonel yontemle fluoresan isaretlemesini gergeklestirmek
amaciyla, fluoresan proteinlerin eksitasyon ve emisyon dalgaboylari karsilastirilarak,
birbiriyle gakismayan 5 adet fluoresan protein segilmigtir (Sekil 6). mCerulean3-N1
(#54730)(Sekil 7a), mCitrine-N1 (#54594)(Sekil 7b), tdTomato-N1 (#54642)(Sekil 7¢),
mCherry2-N1 (#54517)(Sekil 7d) ve pmiRFP670-N1 (#79987)(Sekil 7€) plazmidleri
(Addgene) kullanilarak, altklonlar lipozom temelli transfeksiyon yontemi

(Lipofectamine 3000, Invitrogen) ile isaretlenmistir.
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Sekil 6. Segilen fluoresan proteinlerin eksitasyon ve emisyon spektrasinin gésterimi
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Sekil 7. Fluoresan isaretlemede kullanilan plazmid DNA’larin tam sekans haritalari. a)
mCerulean3-N1, b) mCitrine-N1, c) tdTomato-N1, d) mCherry2-N1, e) pmiRFP670-
N1.

mCitrine kodlayan bdlge, mCitrine-N1 plazmidinden EcoRIl and Mfel (NEB)
enzimleri kullanilarak c¢ikariimis ve sirkulerize edilmigtir. Bu plazmid DNA,
transfeksiyon igleminde bos vektor kontroli olarak kullaniimistir. Jel temizleme igin
spin kolon temelli kit (MN) kullanilmigtir. Nukleik asit konsantrasyon ve saflig
Nanodrop 1000 kullanilarak belirlenmigtir. Ligasyon Hizli Ligasyon Kiti (NEB)
kullanilarak gerceklestiriimistir. Kompetan E. coli DH5a hicrelerine transforme
edilmistir (NEB). Transforme huicreler 50 mg/mL kanamisin igeren LB agar petrilerine
inokule edilmigtir ve gece boyu 37°C’de inkube edilmigtir. Ertesi gun koloniler segilmis
ve 50 mg/mL kanamisin iceren LB broth’a inokile edilmistir. Gece boyu 37°C’de 250

rom rotasyon ile inkibe edilmis ve Miniprep plazmid izolasyon kiti (Qiagen)
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kullanilarak plazmid DNA izolasyonu gergeklestiriimigtir. Eksizyonun konfirmasyonu

icin diyagnostik kesim, Notl and Xhol (NEB) enzimleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

DLD-1 altklonlari 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir. %70-80 konfluensiye
ulastiklarinda her bir altklon farkh bir fluoresan proteini kodalayan geni iceren plazmid
ile transfekte edilmigtir. Bu amacla Lipofectamine 3000 (Invitrogen) transfeksiyon
ajani kullanilmistir. Tim altklonlar, ek olarak, yukarida agiklanan bos kontrol vektori
ile de transfekte edilmistir. Arka plan kontrolu olarak Opti-MEM (Gibco) ortami (mock
transfeksiyon  kontroli)  kullanilmigtir.  Lipofeksiyon islemi boyunca ve
transfeksiyondan sonraki ilk 48 saat, hucreler tam RPMI-1640 yerine Opti-MEM
ortami ile inklbe edilmigstir. Transfekte olmayan hucreleri elimine edip stabil fluoresan
protein ekspresyonu elde edilebilmek igcin 48 saatin ardindan ortam, 1 hafta boyunca
artan G418 konsantrasyonlariyla muamele edilen hlcrelerin kristal viyole yontemiyle
boyanip fikse edildigi ve tamaminin 6ldigu en dusuk dozu belirlemeye yonelik olarak
gerceklestirilen antibiyotik 6lim egrisi kullanilarak belirlenmis olan 0,2 mg/mL G418
antibiyotik konsantrasyonuna sahip tam RPMI-1640’la degistirilmistir (Sekil 8). Mock

transfeksiyon kontrol hiicrelerine tam RPMI-1640 verilmistir.
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Sekil 8. G418 konsantrasyon titrasyon plakasi (145)

Hucrelerin secilimi bir ay boyunca surdurtimustir. Bir ay sonunda hdcreler ters
fluoresan mikroskop ve C600 goéruntuleme sistemi (Azure Biosystems) ile
goruntilenmigtir. Fluoresan htiicre sayilari akim sitometrisi ile dlgtlmustir (SA3800
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Spectral Cell Analyzer, Sony). Bir sonraki adimda, fluoresan populasyonlar Beckman
Coulter Astrios Cell Sorter kullanilarak izole edilip kulture edilmistir. Fluoresan-Aktive
Hucre Ayristirma (FACS) ydntemi ile fluoresan sinyale sahip hlcrelerin segimi
gerceklestiriimistir. Boylelikle stabil transfekte fluoresan protein ekspresyonuna sahip
altklonlar elde edilmistir. Bu hucrelerin kaltur idameleri daima 0,2 mg/mL G418 iceren
tam ortamla (RPMI-1640, %10 FBS, %1 P/S, %1 L-GIn) gerceklestiriimigtir. Stabil
transfekte altklonlarin konfokal mikroskobi géruntileri LSM 880, Zeiss ile elde

edilmistir.

Stabil fluoresan ekspresyonu saglanan altklonlarin Neubauer laminda hicre
sayimi gerceklestiriimigtir. Farkli kombinasyonlarda klonlar esit sayida karistirilarak
kokulture edilmistir. Bu kombinasyonlar, Tablo 2’de gosterildigi sekilde, M1, M2, M3
ve M4 olarak elde edilmigtir ve zamana bagh olarak, konfokal mikroskobi ve akig

sitometrisi kullanilarak izlenmigtir.

Tablo 2. Stabil fluoresan isaretli DLD-1 altklonlarinin ile olusturulan karisimlarin

semasi

M1 M2 M3 M4

C28-Tomato C28-Tomato

B12-Tomato

Elde edilen bu in vitro timér heterojenite modellerinde zamana baglh olarak ve
terapi kosullari altinda populasyon kinetiklerindeki degisimlerin izlenmesine iligkin

yontemler bir sonraki bolumde agiklanmigtir.
3.6.4. Populasyon Davraniglarinin Degerlendirilmesi
3.6.4.1. Canlilik tayini

Yuzde canlilik (yUz hdcreden kacginin canli oldugu) belirlenmesi amaciyla,

oncelikle tripan mavisi canlilik testi yapiimigtir (146). 6 kuyucuklu plakalara 5 altklon
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icin 300.000’er hucre ekilmistir. 24 saat sonra kuyucuklar steril kaziyici ile kaldirilip
tripan mavisi ile boyanmis ve Neubauer laminda sayillmistir. Her bir sayim igin lamda
sayllan 4 alanin ortalamasi alinmistir. Canh hicre sayisi toplam hlicre sayisina
bdélintp 100 ile carpilarak her bir altklon icin yuzde canlilik degeri hesaplanmis ve
grafige gegcirilmistir. ligili grafikler Excel Professional Plus 2010 (Microsoft) programi

kullanilarak gizilmistir.

DLD-1 altklonlarinin populasyon c¢alismalarinda kullanilacak terapoétik dozlar
hucrelerdeki oksidatif metabolizmanin o6lgimu araciligiyla canlihdin belirlenmesini
saglayan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur) canlilik tayin
yontemi ile belirlenmistir (147). Bu amagla hicreler tripsinize edilmis ve tam RPMI-
1640 ortaminda (%10 FBS, %1 P/S, %1 L-GIn) resuspanse edilerek sayilmistir.
Hucreler 96 kuyucuklu plakalara; 24 saat zaman noktasi igin 10.000 hicre/kuyucuk,
72 saat zaman noktasi i¢cin 1000 hucre/kuyucuk, 144 saat zaman noktasi icin 500
hicre/kuyucuk olacak sekilde, 6 tekrarli olarak ekilmistir. 24 saat sonra hicrelere
137Cs Mark 1 (JL Shepherd) cihazi ile artan dozlarda radyasyon uygulamalari ve
artan dozlarda kemoterapétik uygulamalari gergeklestiriimistir. 5-Fluorouracil,
Oxaliplatin, Irinotecan, Gemcitabine ve Paclitaxel kemoterapétikleri kullaniimigtir.
Ardindan plakalar belirtilen sureler boyunca inkube edilmis ve bu surenin sonunda
kuyucuklardaki ortamlar aspire edilmistir. Her bir kuyuya 100 pL 500 pg/mL MTT
cozeltisi (RPMI-1640 ortaminda) eklenmis ve 3 saat CO, inkUbatdrinde inkibe
edilmistir. Olusan formazan kristallerinin ¢o6zduridlmesi amaciyla plakalara 100
pML/kuyucuk SDS ¢dzeltisi (0,01 M HCI ¢ozeltisinde) eklenmis ve gece boyu inkibe
edilmigtir. 570 nm ve 630 nm’lerde Spectramax (Molecular Devices) cihazi
kullanilarak spektrofotometrik deteksiyon gercgeklestiriimistir. Absorbans degerleri
arka plan sinyali c¢ikarilarak hesaplanmis ve herhangi bir uygulama
gerceklestirimemis olan hucrelerin (NT) canlilik degerleri %100 kabul edilerek, her
bir uygulamanin en yuksek dozda igerdigi miktarda ¢ézgeni (DMSO) igeren kontrolin
(VC) ve ila¢ dozlarinin uygulandigi hucrelerin % canlilik dederleri gesaplanmigtir ve
absorbanslarin ortalamalari grafige gegirilmistir. ilgili grafikler Excel Professional Plus
2010 (Microsoft) programi kullanilarak gizilmigtir. Canlilik tayini verilerine dayanarak

her bir kemoterapdtik icin, alt akim deneylerde kullaniimak Uzere, en az direngli (en
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duyarh) altklonun %50 veya daha fazla 6limine neden olan doz (ICsy) degerleri

belirlenmistir.
3.6.4.2. Proliferasyon yeteneklerinin belirlenmesi

Altklonlara ait proliferatif yetenek duzeyleri BrdU inkorporasyonu ile hucre
proliferasyon testi ile kargilastiriimistir. Bu amagla ticari kit (Millipore #2750) Uretici
talimatlarina goére kullaniimigtir.  BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) bir pirimidin
analogudur ve yeni sentezlenen DNA’da timidinin yerine kullanilabilmektedir.
Dolayisiyla hucreler prolifere olduk¢a DNA'larinin yapisina daha fazla BrdU
katilmaktadir. Hucrelerin fiksasyonu ve DNA’nin denaturasyonunun ardindan ortama
eklenen fare BrdU antikoru DNA'ya inkorpore olan BrdU moleklllerine baglanir ve
sonrasinda eklenen anti-fare HRP (horse radish peroxidase) bagh IgG antikoru, fare
BrdU antikoruna baglanir. Ortama HRP substrastinin eklenmesiyle BrdU
konsantrasyonuyla dogru orantili sekilde artan bir renk olusumu meydana gelir. Bu
rengin siddeti 450 nm’de spektrofotometrik tayin ile belirlenir (148). Bu yontemle
hangi DLD-1 altklonunun daha proliferatif 6zellige sahip oldugu, absorbanslarinin
karsilastiriimasi yoluyla belirlenmigtir. Deney 96 kuyucuklu plakada, 3’er tekrarh
olacak sekilde artan hicre sayilarinda ekim gergeklestirilmistir. HUcreler plakaya
ekildikten 24 saat sonra BrdU eklenmis, 48. saatte hticreler fikse edilmis ve anti-BrdU
antikor ile isaretlenmistir. 450 nm dalgaboyunda spektrofotometrik dlgim
gerceklestiriimistir ve grafige gecirilmistir. Bu amacla Excel Professional Plus 2010

(Microsoft) yazilimi kullaniimigtir.

Altklonlarin proliferasyon kapasitelerini belirlemek amaciyla kullanilan bir diger
yontem de koloni olusum denemesi (Colony Formation Assay, CFA) olmustur (149).
Kuyucuk basina 100 hicre, 1. gunde Ug¢ tekrarhh olacak sekilde 24 kuyucuklu
plakalara ekilmistir. Radyoterapi plakalarina ekilen hiicrelere, dncesinde *'Cs Mark 1
(JL Shepherd) cihazi ile radyasyon uygulanmistir. Kemoterapdtikler 2. gunde
uygulanmigtir. Uygulanan kemoterapétik ve radyasyon dozlari 4.2.1.’de belirtilmigtir.
Hipoksi plakalart %2 O, basincina sahip trigas inklUbatérde inkibe edilmigtir.
Hucreler, ilgili uygulamalarin baglatiimasindan itibaren 144 saat inkibe edilmis ve
ardindan %0,2 kristal viyole (Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi (%2 EtOH'de) ile fikse edilip
boyanmistir. C600 goéruntuleme sistemi (Azure Biosystems) ile goruntu alinmistir.
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Analizler FIJI (Imaged) kullanilarak gerceklegtirilmistir. Koloniler sayildiktan sonra
hesaplamalar yapiimis ve GraphPad Prism 7 yazilimi kullanilarak grafikler ¢izilmigstir.
Bu degerlendirme 3 bagimsiz deneme ile, radyoterapi, hipoksi ve kemoterapdtiklerin

etkisi altinda gergeklegtiriimistir.
3.6.4.3. Migrasyon yeteneklerinin degerlendirilmesi

Altklonlarin migratuar 6zelliklerinin karsilastiriimasi “scratch test” (yara kapama)
yontemiyle gerceklestiriimistir (150). Yara kapama yontemi, bircok farkl deneysel
kosulun memeli hicre migrasyonu ve proliferasyonuna etkisinin arastiriimasinda
kullaniimaktadir. Bu testte, hicrelerin olusturdugu tabaka pipet ucu gibi steril bir cisim
yardimiyla gizilerek yara olusturulur ve bu yaranin, hiucrelerin bog alana migrasyonu
ve proliferasyonu ile kapanmasi izlenir. Hulcrelerin motilite ve/veya buylumelerini
etkileyen faktorler artan veya azalan yara kapama hizina yol acgarlar (151).
Calismamizda, genomik acidan farkl altklonlarin yara kapama hizlari kargilastirilarak
migrasyon yetenekleri degerlendirilmistir. Deneysel asamalar literatirde daha o6nce
gerceklestiriimis olan c¢alismalar referans alinarak planlanmistir (150,152,153)Bu
amacla, hucreler tripsinize edilmis, tam RPMI-1640 ile reslUspanse edilmistir. 24
kuyulu plakaya her kuyuya 300.000 htcre (0.5 mL’de) denk gelecek sekilde sayilip 3
tekrarli olarak ekilmistir. Ekilen htcreler 37°C nemli CO, inkubatérinde gece boyu
inkiibe edilmistir. Ertesi gtin, 200 pL pipet ucu ile kuyular arti seklinde cizilerek yara
olusturulmustur. Hicrelerin ortami uzaklastiriimis ve hicreler 1xPBS ile yikanmistir.
Kemoterapdtikler, 72 saat ICsy konsantrasyonlarinda taze ortam ile hicrelere
verilmigtir. Kemoterapoétikler verildigi anda (0.gun) EVOS ters 151k mikroskobu ile
fotograflari gekilmistir. Hlcreler inkibasyonda tutulmaya devam edilip her gin
goruntuleri alinmis ve vyaralarin zamanla, hucrelerin bos alana migrasyonu ve
proliferasyonu ile kapanmasi 3 gin boyunca izlenmistir. Kemoterapi, hipoksi ve
radyoterapi uygulamasi sonrasinda elde edilen sonuglarin analizi FIJI (ImageJ)
yazilimi ile gergeklestiriimistir. Grafikler ise GraphPad Prism 7 yazilimi kullanilarak

cizilmigtir.
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3.6.4.4. invazyon yeteneklerinin degerlendirilmesi

Altklonlarin invazif Ozelliklerinin karsilagtirilmasi Matrigel'e (Corning) gecis
yontemiyle gergeklestiriimistir. Bu amacla Boyden chamber temelli Corning marka
ticari kit kullaniimigtir. Bu yontem hucrelerin invazyon yeteneklerinin belirlenmesini
saglayan in vitro bir sistemdir (154). Matrigel matriks, EHS sarkom tarafindan uretilen
ve in vitro bazal membran islevi gdren bir yapidir. invazif olmayan hiicreler bu
membrandan gegcemezken invazif hucreler ekstraseliler ortama proteazlar
salgilayarak matriksi enzimatik olarak degrade ederler ve membrandan gegebilirler.
Bu invazif hicreler fikse edildikten sonra mikroskop altinda sayilarak hangi altklonun

digerlerine gore daha invazif karakterde oldugu belirlenebilmektedir.

invazyon deneyi igin, steril 8 um Boyden chamber insertleri (Corning #3422)
steril 24 kuyulu plakaya otoklavlanmis pens ile laminar kabinde yerlestirilmigtir.
Justus ve arkadaslarinin invazyon testi protokolu kullanilmigtir (155). Stok Matrigel
(Corning #356234), serum (FBS) icermeyen soguk RPMI-1640 ortaminda son
konsantrasyonlari 1,2, 0,6 ve 0,3 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmis, bir
tupe ise hi¢ Matrigel konmamis, yalnizca RPMI-1640 pipetlenmigtir (0 mg/mL
Matrigel). Pozitif kontrol olarak Matrigel kaplama yapilmayan, dikey migrasyonun test
edildigi bu kuyucuklar kullaniimistir. Bu asama buz Uzerinde laminar kabinde
yapiimig, ayrica Matrigel ile temasa gecgecek tum plastik malzemeler de deneye
baslamadan 6nce +4°C’de sogutulmustur. Seyreltiimis Matrigel, her bir inserte 40 pL
hacimde pipetlenmigtir. 10 dakika plakanin kapagi az acik sekilde kabinde, ardindan
plakalarin kapagi kapatilarak 37°C, nemli CO, inkUbatoriinde 2 saat bekletilmistir. Bu
sirada hiicreler ekim icin hazirlanmistir. invazyon deneyinde kullanilacak hiicreler
insertlere ekilmeden 6nce 24 saat starve edilmistir. Bu amacla ihtiya¢c olan hicre
miktarinin 2 kati kadari flaska tam RPMI-1640 (10% FBS, 1% L-Glutamin, 1%
Penisillin/Streptomisin) kullanilarak ekilmistir. Ertesi giin tam ortam uzaklastiriimisg,
hicreler 1X PBS ile iki kez yikanmis ve FBS’siz RPMI-1640 pipetlenmistir. 24 saat
starvasyon sonrasi hucreler tripsinize edilmis, %0,1 BSA igeren, serum igermeyen
ortamda resuspanse edilmis, 0,5x10° hiicre/mL olacak sekilde sayilmistir. 2 saatin
sonunda inkiibatdrde donan Matrigele sahip insertlerin her birine 100 mL'de 5x10*

hicre olacak sekilde hucre ekimi gergeklestiriimis ve plakalar hicrelerin oturmasi igin
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10 dakika inkubatorde bekletilmistir. Strenin sonunda plakalar inkibatérden alinmis,
alici kuyulara (receiver well, insertin oturtuldugu kuyu) tam ortam pipetlenmistir. Alt
kuyucuklara verilen kemoterapoétik dozlari, kemoatraktan vazifesi géren %10 FBS
iceren ortamda hazirlanarak eklenmistir. Her bir alt kuyuda (receiver well) %10 FBS
var iken, ust kuyuda (insert) FBS yoktur. Plakalar 24 saat 37°C, nemli CO,
inkibatorinde inkdbe edilmigtir. 24 saatin sonunda alici kuyulardaki ortam
uzaklastirilmistir. insertlerin ici kulak pamugu ile nazikge temizlenmistir. Porlardan
gecen hucreleri boyamak ve fikse etmek icin 600 uL %2 etanolde %0,2 Kristal viyole
¢Ozeltisi alici kuyulara pipetlenmis ve oda sicakhginda 10 dakika inkube edilmigtir. 10
dakika inkibasyonun sonunda fazla boyanin uzaklastirimasi amaciyla insertler su
dolu 3’lu kova serisine (2 adet cesme, son olarak distile su) daldirilarak yikanmistir.
Ardindan insertler yeni 24 kuyulu plakaya yerlestiriimis ve gece boyu kurumaya
birakilmistir. Matrigelle kaplanan (invazyonun belirlenmesi) ve kaplanmayan (dikey
migrasyonun belirlenmesi, pozitif kontrol) insertler, EVOS ters 1sik mikroskobu ile
ayni i1sik gucunde (%20) ve ayni objektif ile (4x) goruntulenmigtir. Piksel yogunluklari
FIJI (Imaged) kullanilarak analiz edilmistir (156). Bu deney 3 bagimsiz tekrarla, 144
saat 1Cso dozlarinda radyoterapi ve kemoterapétikler verilerek ve %2 O, basincina
sahip trigas inkubatorle hipoksi saglanarak gercgeklestiriimistir. Grafikler GraphPad

Prism 7 programi kullanilarak gizilmistir.
3.6.4.5. Diferansiyasyon dlizeylerinin belirlenmesi

Altklonlarin  diferansiyasyon duzeylerinin  belirlenmesi amaciyla sferoid
olusturma denemesi (Spheroid Formation Assay, SFA) gerceklestiriimigtir. Bu
denemeler, daha once gergeklestiriimis calismalarin protokoline goére planlanmigtir
(157). %3 Select agar (Invitrogen #30391-023) saf su kullanilarak hazirlanmis,
otoklavlanmis ve 60°C’ye sogutulmustur. Tam RPMI-1640, 40°C’'ye isitilmistir. Agar
ve ortam kullanilarak 1:4 (agar:ortam) karigsim hazirlanmistir. Bu karigim 24 kuyulu
plakaya her kuyuya 250 yL hacimde pipetlenmis ve yaklasik 10-15 dakika, katilasana
kadar beklenmistir. Hucreler tripsinize edilmis, tam RPMI-1640 ile reslUspanse
edilmistir. 24 kuyulu plakaya her kuyuya 300.000 hicre (0,5 mL’de) denk gelecek
sekilde sayilmis ve ekilmistir. Kemoterapotikler ve radyasyon 4.2.1.’de belirtilen

dozlarda uygulanmigtir. Hipoksi ise %2 O igeren trigas inklbator ile saglanmistir.

39



Ekilen hicreler 37°C nemli CO, inkubatérinde gece boyu inkibe edilmistir. Hlcreler
sferoid olusum agisindan izlenmis ve fotograflari gekilmistir. llk gérintileme 1. gln
EVOS ters 1g1k mikroskobunda elde edilmigtir. 15 gln boyunca, her 3 gunde bir

go6runtiler alinmaya devam edilmistir. Sonugclar FIJI (Imaged) ile analiz edilmistir.

Ek olarak, DLD-1 altklonlarinda kanser kok hucre belirteglerinin ekspresyon
dizeyleri de belirlenmistir (158). Bu belirtegler, literatire goére kolorektal
karsinomalarda, normal dokuya kiyasla ekspresyonu en fazla artan belirtegler

olmalarina gore secilmiglerdir (99,159-161).

3.6.5. Kokiiltiirlere Uygulanan Terapétiklerin Populasyon Uzerine

Etkilerinin Fluoresan Sinyalin Takibi Yoluyla incelenmesi

3.6.3.'te aciklanan kokultdr ile olusturulan in vitro heterojenite modeline farkl
kemoterapdtik ajanlar  (5-Fluorouracil, Oxaliplatin, Irinotecan, Gemcitabine ve
Paclitaxel), radyasyon ve hipoksik kosullar uygulanarak, altklonlarin zaman
icerisindeki populasyon kinetigindeki degisiklikler izlenebilmigtir. 3.6.4.1. baghginda

aciklanan sekilde belirlenen ICso dozlari uygulanmigtir.

Stabil fluoresan isaretli DLD-1 altklonlarinin kokultur icerisindeki yuzdeleri BD
LSR Fortessa akis sitometresi kullanilarak belirlenmistir. Stabil transfekte fluoresan
hicreler her zaman 0,2 mg/mL G418 memeli antibiyotidi iceren tam RPMI-1640

ortaminda kulture edilmigtir.

Fluoresan altklonlardan olusturulan kokulturler, ¢esitli zaman noktalarinda Zeiss
LSM880 (405, 458, 488, 514, 543, 594, 633 nm dalgaboylarinda lazerler ile

donatilmig) konfokal mikroskobu kullanilarak goéruntulemigtir.
3.6.6. Genomik Analizler ve Populasyon Verileriyle Karsilagtiriimasi

Bu calismada kullanilan altklonlarin ileri genomik analizleri, tarafimdan,
TUBITAK 2214/A-Yurt Digi Doktora Sirasi Aragtirma Burs Programi sayesinde 12 ay
sureyle, Amerikan Ulusal Saglik Enstitisl c¢atisi altinda yer alan Ulusal Kanser
Enstitusi’nde ¢aligmalarini  surdiren Dr. Thomas Ried’'in laboratuvarinda

gergeklestirmigtir.
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CGH analizleri igin klonlar T75 flasklarda kuilture edilmigtir ve %80-90 doluluga
ulastiklarinda toplanmistir. DNA ekstraksiyonu Gentra DNA izolasyon kiti (Qiagen)
kullanilarak yapilmigtir.  DNA konsantrasyonu ve safligi Nanodrop 1000 ile
belirlenmistir. Test ve referans DNA'nin etiketlenmesi icin SureTag DNA etiketleme
kiti (Agilent) kullaniimistir. Referans DNA olarak insan genomik DNA-digi ve erkek
(Promega) kullaniimistir. Protokolin genel akisi Sekil 9'da verilmistir. Karsilagtirmali
genomik hibridizasyon dizileri (aCGH), ureticinin protokoliine (oligonukleotid dizisi
tabanli CGH, protokol versiyon 4.0, Haziran 2006 ve One-Color Microarray Tabanli
Gen Ekspresyon Analizi, protokol versiyonu 6.9) gore insan 4x180K oligonukleotid
bazli slaytlar kullanilarak gergeklestiriimistir. Veriler Nexus 9.0 yazilimi kullanilarak

analiz edilmistir.
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Interpret Data

-2: Homozygous Deletion

-1: Heterozygous Deletion
Normal

+1: Duplication, 3 copies

+2: Duplication, 4 copies

Normal DNA gain DNA loss
Situation or duplication  or deletion

Sekil 9. CGH genel prensibi (162)

Spektral karyotipleme (SKY), tim insan kromozomlarinin, her bir kromozom
c¢iftinin farkli flouresan renk ile hibridize edilmesi sayesinde tek bir seferde
goruntulenebilmesini saglayan bir tekniktir (163). SKY metodunu uygulamak igin tek

iplikli kisa DNA dizilerinden bir kituphane hazirlanmahdir. Bu kutiphanedeki her bir
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prob, bir kromozomun belirli bir bdlgesine komplementerdir. Bu problar, insan
genomundaki tim kromozomlara komplementer olan ve her biri farkli bir fluoresan
renk ile isaretli bir kutuphane olusturur. Bir insan hucresinden elde edilen
kromozomlarla hibridize edildiginde bu problar, tum kromozom setini segici olarak
gOkkusagi renkleriyle isaretler. Daha sonra, isaretlenmis kromozomlardan elde edilen
goruntuler, o6zel translokasyonlar ya da diger yapisal anomaliler gosterip
gostermediklerini belirlemek icin analiz edilir. DLD-1 klonlar T75 flasklarda %60-80
doluluk orani gorulene kadar buyutilmus ve hucreler toplanmasindan bir gin once
pasajlanmistir. SKY icgin slaytlarin hazirlanmasi, hibridizasyon ve deteksiyon iglemleri
Ried laboratuvar protokollerine gore yapilmistir (Ried Lab Protocols). Goruntuler, 60X
immersiyon yagdi lensi, spektral kiip (Applied Spectral Imaging) ve CCD kameral bir
modul ile donatilmis bir Leica mikroskobu kullanilarak elde edilmigtir. Spektral

karyotipler; SKY View yazilimi (Applied Spectral Imaging) kullanilarak yapiimigtir.

Cok-renkli Interfaz Fluoresan in situ Hibridizasyon (Multicolor Interphase
Fluorescence in situ Hybridization, miFISH) denemeleri Ried lab protokolleri uyarinca
gerceklestiriimistir (Ried Lab Protocols). DLD-1 klonlarina ait kromozomlardaki
genlerin kopya sayisi degisimlerini belirlemek amaciyla, 15 gene [ CDX2 (13q12.3),
ZNF217 (20913.2), SMAD4 (18g21.2), DBC2 (8p21.3), MYC (8qg24.21), HER2
(17912), p53 (17p13.1), APC (5g22.2), CCP10 (10), EGFR (7p11.2), COX2 (1931.1),
CDKN2C (1p32.3), KRAS (12p12.1), PIK3CA (3g26.32), BRAF (7g34) ] karsilik gelen
bakteriyel yapay kromozom (Bacterial Artifical Chromosome, BAC) klon “contig’leri
kullaniimistir (165) (Tablo 3). FISH problari, KRK’'de etkili oldugu bilinen timor
baskilayicilar ve onkogenlerden secilmistir. Interfaz FISH goéruntuleri, 340/1.30 NA
objektife sahip Olympus mikroskopun kullanildigi Metafer (Meta-Sytems) tarama
sistemi ile elde edilmstir. Her bir tek hicreden elde edilmis altklon icin 300 hticre
niikleusu analiz edilmistir. instabilite skorlari ve indeksleri, miFISH paterni sayisini

analiz edilen hicre sayisina bolip 100 ile carparak hesaplanmistir.
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Tablo 3. DLD-1 klonlarinin miFISH deneyleri i¢in segilmigs olan FISH problarinin

baglandigi genler ve pozisyonlari

Panel Gene Chr Arm Gene location
13 ql2.3 28,536,274-28543,505
ZNF217 20 q13.2 51,617,017-51,633,043
| SMADA4 18 q21.2 48,494,387-48,584,614
DBC2 8 p21.3
8 q24.21 128,748,315-128,753,680
37,844,393-37,884,915
17 q12
pS3 17 pl3.1 7,512,469-7,531,642
1l APC 5 q22.2 112,043,202-112,181,936
CCP 10 10
7 pl1.2 55,086,725-55,275,031
1 gq31.1 186,640,944-186,649,559
CDKN2C 1 p32.3
11l
KRAS 12 pl2.1
PIK3CA 3 g26.32  178,866,311-178,952,497
| BRAF 7 q34




3.7.

Arastirma Plani ve Takvimi

Ekim 2013-Mart 2016
Literatiir taramas ve TUBITAK 1001 proje
onerisinin yazimi

!

10 Subat 2016
Tez onerisinin 03/01 sayil Enstitd Yonetim Kurulu
karari ilekabulu

16 Subat 2017
3140-GOA protokol numarasi, 2017/03-12 karara
numarag ileEtik KurulOnay

I

Agustos 2016-Mart 2017
TUBITAK 1001 proje bagvurusunun kabuliive DLD-1
hicre aitkionlaninin ABD'den DEU’yegdnderiimesi

I

idamesi ve sitogenetik ve

genetikyapilarasahipa

Mart 2017-Eyliil 2017
Donduruimus DLD-1 altklonlarinin ¢ozuimesi,

kontrolu, ve ikis 2N ikisi4N olaczk sekilde farkl

FISHyontemieriyle

it klonlarin secimi

1

1

Eylil 2017-Subat 2018
Floresan isaretli retro- ve lentiviral vektorerin
hazirlanmasi, Phoenix hicrelerine verilerek viral
paketlenmenin s3glanmasi, ortama salinan viral
partikullerin toplanmasi, DLD-1 st klonlarinin mCAT1
ile transfeksiyonu, viris partikilleriyle transduksiyonu,
igaretlihucrelerin goruntulenmesi

Subat 2018-EylG1 2018
DLD-1 hucrelerinin lipofeksiyon|s bakteriyel plazmid
transfeksiyonu, memeli antibiyotiZi G413 ile secilimi ve
isaretlihucrelerin goruntulenmesi, stabil fluoresan
protein ekspresyonuolan hicrelerin FACS yontemiyle
izole edilmesi

Subat 2018-Subat 2019
DLD-1 alt klonlarinincanhhk {MTT) ydntemiyle, proliferasyon
{BrdU inkorporasyonu ve CFA yontamiyle), migrasyon (yars
kapamayontamiyle), diferansiyasyon (sferoid olusturma
yontemiyle) ve invazyon {matrijele gecisinin izlenmesiyle)
azellikleridegerlendirilecektir. DLD1 sltklonlannin
radyasyon, kemoterapotik ajanlar varliginda ve hipoksik
ortamda Uretilerek populasyon icerisindekidegisimlerin
izlenmesi

l

Eyliil 2018-Kasim 2019
DLD-1 alt klonlarininesitoranda
<:l karistirlarak birlikte Gratilmelad, konfokal
mikroskop ve akis sitometrisiilezaman
icerisinde klonlarinizlenmesi

Sekil 10.

l

Subat 2019-Aralk 2019
Sonuglarin ABD Reid Laboratuannds |:>
gerceklestirilecek ait klonlanin ileri
genomik profillendirilmesi ile
karsilastinlmas:

Akis semasi

Mayis 2019-0cak 2020
Bulgularin analizi ve yayina hazirlama
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada segilen 5 farkli altklonla yapilan denemelerde ¢ikan sonuglar, alt
gruplar arasinda kargilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu altklonlarin farkli
oranlarda bir araya getiriimesiyle elde edilen drneklerle gergeklestirilen denemeler de
gbz oOnune alindiginda, sonuglarin 3’ten fazla grup arasinda istatistiksel
kargilastiriimasinin yapilmasi gerekmistir. Bu amagla, non-parametrik ANOVA testi

olan Kruskal-Wallis istatiksel analiz yontemi kullaniimistir.
3.9. Arastirmanin Sinirhiliklar

Fluoresan igaretli retro ve lentiviral vektorlerin hazirlanmasi ve kullanimi ile ilgili
maddelerdir. Bu asamalarda bu vektorlerin olusturulamamasi veya transdikte
edebilir Ozellikte paketlenememeleri ve efektif isima saglamamalari en dnemli
problem olmustur. Bu yontemle istenilen strede isaretlemeler gerceklestiriiemedigi
icin, altklonlar fluoresan protein kodlama bdlgesi iceren memeli ekspresyon

vektorlerinin konvansiyonel yontemle stabil tranfeksiyonu ile isaretlenmisgtir.

Fluoresan isaretli altklonlarin esit oranlarda karistirilarak yapilan deneylerde
fluoresan isaretlerin interferansi da arastirmada bir sinirhlik yaratmaktadir. Goéranur
bdlgede birbiriyle cakismayan 5 adet fluoresan isaretli protein secilmis, ancak kizil
Otesi proteinden (piRFP670) yeterince verim alinamamis ve kokultir denkleminden

cikariimigtir.
3.10. Etik Kurul Onay:

Tez calismalarina dair etik kurul onayi, Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 1176 sayili ve 17.02.2017 tarihli belge

ile verilmigtir.

46



4. BULGULAR

4.1. Hiicre Goriintilleme, Mikoplazma Testi, STR ve Karyotip Analizi

DLD-1 kolorektal karsinoma hulcre hattindan kdken alan iki 2N altklon (C3 ve
C34) ile U¢ 4N altklonun (C28, B9 ve B12) EVOS ters isik mikroskobunda
goruntilemeleri gergeklestirilmistir (Sekil 11).

Cc3 C34

2N

C28

4N

Sekil 11. EVOS mikroskobunda 10x objektifte alinan DLD-1 klonlarina ait faz kontrast

mikroskopi goruntuleri

DLD-1 altklonlariyla gergeklestirilen mikoplazma testinde mikoplazma DNA'sInIn
pozitif kontroli 500 baz giftinde bir bant vermigtir. Tim DLD-1 altklonlari ve negatif

kontrol, mikoplazma kontaminasyonu igin negatif sonug vermistir (Sekil 12).
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M - NK PK - C3 G34 C28 B9 B12 -

M - Marker, GeneRuler #5M0323

-y - Kér
v MK : Negatif Kontrol
2" PK : Pozitif Kontrol
C3, C34, C28, B9, B12 : DLD1
altklonlannin sipernatan drnekleri
e
& e
00 b
— - -

Sekil 12. DLD-1 klonlarinin mikoplazma testinin jel goéruntisu

STR sonuglarina goére altklonlarda, atasal DLD-1 genomunda bulunan kisa
tekrar dizilerinin buyuk ¢ogunlugu ortusmektedir. Farkliliklar sari ile igsaretlenmistir. 5.
kromozom Uzerinde bulunan CSF1PO1 lokusunun tekrar sayisi altklonlarda, atasal
DLD-1 hattindakine gore daha fazla bulunmaktadir. Amelogenin lokusu ise 2N
altklonlarda Y kromozomlarinin eksik olduguna isaret etmektedir (Tablo 4).
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Tablo 4. Atasal DLD-1 hucre hatti ve altklonlarin STR analiz sonuglari

D55818_1
D55818_2
D135317_1
D135317_2
D75820_1
D75820_2
D165539_1
D165539_2
VWA_1
vWA_2
THO1_1
THO1_2
AMEL_1
AMEL_2
TPOX_1
TPOX_2
CSF1PO_1
CSF1PO_2

DLD-1 (ATCC:
#CCL-221)

,_.
w
-
w
o3
=
=
-
o
=
¥}
-
~
-
w
-
o
-
o
~
w
w
=
@
-
s
=
=4
=
~

11 12 12
11 12 12
11 12 12
11 12 12
11 12 12

| 1w | w2 12 13 | 18 | 19
n | 1 | 1 12 13| 1. | 19
1w | 1 | 1 12 13| 1. | 19
n | 1 | n 12 13| 1. | 19
| 10 | 1 12 13| 1.8 | 19

a 13 13
34 13 13
c28 13 13
BS 13 13
B12 13 13

9.3
9.3
9.3
9.3
9.3

o | oo ||
~ NN~
EAEIEIEIES
< =< |=|x|x =<
o | 00|00

Altklonlarin metafaz incelemeleri sonucunda, 2N klonlar kararl bir kromozom
icerigi sergilerken (hicre populasyonunun %50sinde modal kromozom sayisi 45 veya
46) 4N klonlarin ¢ok cesitli kromozom sayilarina sahip oldugu belirlenmistir. Bu

durum, U¢ 4N klon igin de gecerlidir (Sekil 13).

180
160
140
120
100
80+
60
40 -

20+

Number of chromosomes

DLD-1

Sekil 13. Her bir DLD-1 klonunun metafaz kromozom sayisini gésteren grafik
4.2. Stabil Fluoresan isaretleme ve Kokiiltiir Modelinin Olusturulmasi

Altklonlardan biri (B9) secilerek 6nce mCAT-1 reseptdrinu kodlayan geni igeren
plazmidle (GFP etiketli), ertesi gun (mCAT protein ekspresyonu fluoresan olarak
gozlendikten sonra) retroviral vektorle (mCherry etiketli) transfekte edilmistir (Sekil
14).
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Sekil 14. B9 altklonuna ait hticrelerin transfeksiyon sonrasi ters fluoresan

mikroskopta alinmig goéruntileri. a, d ve g aydinlik alan, b, e ve h GFP-mCAT

ekspresyonunu, c, f ve i ise mCherry ekspresyonunu gostermektedir (0lgek gubugu:
200 um).

mCherry ekspresyonuna sahip hucrelerin segilebilmesi amaciyla seri dilusyon

gerceklestiriimigtir ve mCherry ekspresyonu elde edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Stabil transfekte edilmis mCherry isaretli B9 altklon hicrelerine ait ters
fluoresan mikroskop goruntileri. a ve ¢ aydinlik alan, b ve d mCherry ekspresyonunu

gOstermektedir.

Bununla birlikte, izleyen haftalarda fluoresan sinyalde dugsus goézlenmigtir. Daha
etkin bir etiketlemenin saglanabilmesi amaciyla 1001 projemizin danigsmani
Prof.Dr.Batu Erman ile iletisime gecilmis ve lentiviral isaretleme yontemine
gecilmesine karar verilmistir. Bir adet 2N (C3) ve bir adet 4N (B9) altklon Sabanci

Universitesi’nde lentiviral ydntemle isaretlenmistir.

Lentiviris Uretimi sonrasinda virus partikili miktarini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen titrasyon akis sitometri testi sonucunda elde edilen degerler Tablo

5'te verilmigtir.
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Tablo 5. Altklonlarin enfeksiy6z pargacik miktarlar

G2 24 saat 1 160 000
G2 36 saat 2 481 667
T2 24 saat 935 500
T2 36 saat 888 500

Lentiviral isaretleme sonrasi gerceklestirilen akig sitometri analizi sonucunda
sinyal yogunluklarinin yuksek olmasindan dolayi selektif ortamin kesilmesine karar
verilmigtir (Sekil 16).

52



SSC-A

SSC-A

SSC-A

250K

200K

150K -

100K ~

50K

150K

10kd

50K

250K 5
200K 7
150K
100K =

50K =

- T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A

DLD1_C3_C3_ WTi.fes

Ungated
19961

* DLD1_C3

- T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A

DLD1_C3_C3 LegoG2purol fos

Ungated
23114

T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K

FSC-A

DLD1_B9_BS_WT.fos
Ungated
13869

FSC-H

FSC-H

FSCH

250K ~

200K -

150K -

1 Single Cells
1 99.8

0 50K

100K 150K 200K 250K
FSC-A

DLD1_C3 C3_WT1fcs
DLD1_C3
18025

Single Cells
99.8

T T T T
0 50K 100K 150K 200K
FSC-A
DLD1_C3_C3_LegoG2purni.fos

DLD1_G3
21850

250K =

200K =

150K =

single Cells
989

e IR B m e e
50K 100K 150K 200K 250K

FSG-A

DLD1_B9_BY WT.fes
DLD1_B9
10917

4004

FITC-A-

FITC-A+

DLD1_C3_C3 WT1.fes.
Single Cells
17088

FITC-A

DLDA_C3 €3 LegoGZpurnt.fos

Singie Cells
21817

PE-A- PE-A+

3004992 078

DLD1_B9_B9_WT.fcs
Single Cells
10784

53



E 250K = P
250K LD1_B9 single Cells 3007
o881 99.7
200K 4 200K
i .~ 200+
g 150K § 10K 5
3 - ¢
i 100K =
100
50K -] 50K
FL20-08 0
04 M |- T T T T ’ L . ! y ) ?
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 o0k 00K 150K 200K200K
FSCA FSC-A
DLD1_B9_B9_LegoT2puro fcs DLD1_B9_B9_LegoT2puro.fcs
DLD1_B9_B9_LegoT2puro.fcs DLD1_BY Single Cells
Ungated 18793 18744
21332

Sekil 16. Lentiviral isaretleme sonrasi elde edilen akis sitometrisi sonug grafikleri

Ters fluoresan mikroskopta, isaretli altklonlarin gérintileri alinmistir (Sekil 17).

BF Epifluerescent

C3-G2 :

Sekil 17. isaretlenen altklonlarin fluoresan mikroskopi gérintiileri
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Mavi ve sarn lentiviral partikillerin laboratuvarimiza tesliminin gecikmesi
uzerine, altklonlarin  konvansiyonal  bakteriyel transfeksiyon  yontemiyle
isaretlenmesine karar verilmigtir. Bu amaca yonelik olarak, transfeksiyon kontrolu

olarak hazirlanan bos vektorin konfirmasyonu gercgeklestiriimistir (Sekil 18).

Marker Double Single

Uncut . Marker
Tracklt digested  digested . .
1kb pDNA DNA DNA Tracklt Colonies Positive
1kb 1 2 3 4 5 control
—

-

4000bp —
0 3000bp —
* 2000bp —
.
4000bp — | & i—»“ SRR —s
3000bp — | B 1000bp —
: 850bp —
2000bp — |
1500bp — | W
1000bp —
850bp —
a) )
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c)
5| (Bonan Tes Nucleic Acid 6/21/2018 1:15 PM

Report Name Report Full Mode Ignore B
Sample User Date Time ngful A260 A280 § 2607280 § 2607230 Constant § Cursory Cursor| 340 i}

D D Pos. abs. raw
ermpty vectar 1 Default 6/21/2018 1:09PM | 451.91 9.038 4.790 1.89 2.21 50.00 229 4.084 0.088
empty vectar 1-2 Default 6/21/2018 110PM | 451.14 9.023 4.796 1.88 2.20 50.00 229 4107 0115
empty vector 2 Default 6/21/2018 111PM | 49242 | 9.848 5.231 1.88 2.20 50.00 229 4467 | 0.121
empty vector 2-2 Default 6/2172018 111 P | 491.31 9.826 5.190 1.89 219 50.00 229 4.479 0.109
empty vector3 Default 6/21/2018 1:12PM | 50592 | 10118 | 5382 1.88 2.20 50.00 229 4594 | 0.155
empty vector3-2 Default 6/21/2018 112PwM | 50269 | 10.054 5.343 1.88 2.21 | 50.00 229 4556 0.168
empty vector 4 Default 62142018 113PM | 494.82 9.896 5.236 1.89 219 50.00 229 4518 | 0.062
empty vector 4-2 Default 6/21/2018 113PM | 49478 9.896 5.252 1.88 216 50.00 229 4576 0.134
empty vectar 5 Default 62172018 1:14PM | 51476 | 10295 | 5479 1.88 214 | 50,00 229 4821 | 0.093

empty vector 5-2 Default 6/21/2018 3 5.508 88 216 50.00 229

I 1 I I

Sekil 18. a) mCitrine’in eksizyonu b) Bos vektér pDNA'nin diyagnostik kesimi c)

Transforme edilen kolonilerden izole edilen pDNA’nin spektrofotometrik dlgimu

Transfeksiyon sonrasi hucrelerin segilimi bir ay boyunca surduridlmus ve ayin
sonunda hucrelerin ters fluoresan mikroskop ve C600 goruntileme sistemi ile

gorantuleri alinmistir (Sekil 19).

C3-mCer C34-mCit C28-tdTom

B9-mChe B12-mIRFP&70

Sekil 19. Transfekte klonlarin ters fluoresan mikroskop gorintisu
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Fluoresan hiicre sayilari akim sitometrisi ile dlgulmustir (Sekil 20).

C3-mCerulean3

Oy Gored Geynk 20180710 flutag > 24 Tube Rack (5] - 1 » Serpe Geoup - 1

C3-Cor

B 2 ovents

wism

ine nsity_ A

100

Intersity A

Gales #nd Statistes
Name Events
B A evers | 50000

ma I 39,530
mC | 13013
mD 1 15478

Parentds | Tota™

100.00% | 100.00%

75.05% | 78.06% |

a2k [ 26.02%
39.16% | 3096%
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W Alovonts | 50000  10000% | 10000%
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C28-tdTomato

Oyho Gonul Geyik 20180710 fluiag > 24 Tube Rack (Sml) - 1 » Sample Group - 1

WS

-1%0 -5

X

Intensity_A

x1,000

Events

D32.53%

AR T e e e ey

10° 10
Wavelength tdTomato-0OGG_A
Gates and Statislics
Name Events | Parent®% | Total%
E Allevents | 50,000 | 100.00% | 100.00%
WA 34246 | 6345% 68.49%
EC 5442 | 1585% 10 88%
WD 11.139 | 3253% 22 28%
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B9-mCherry2

Oyus Gonul Geyik 20180710 flutag > 24 Tube Rack (S} - 1 > Sample Group - 1

wasm
B A1 ovents
00
0]
% |
-E .
i
-100 T T T
-100 -0 o 0 10
FSCA ALD00 x
WisM WLSM
WA
1 O 19.46%
800
600 -
< 1
g 200}
s i
2001
o
10°
mCherry_A
Gales and Stalistics
Name Events ‘ Parent% | Total%
M All events | 50,000 \ 100.00% | 100.00%
mA 27872 | 6574% | 5674%
mc 2504 | 890% | 501%
=D 5425 | 19.46% | 1085%
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Oy Gonul Geyk 20190710 Bstag > 24 Tube Rack [5mL) - 1 > Sampke Group - 1

B12-mREP

wisM WiSM wism

I AN ovents B AN everts

g 00

SSC.A

Intensity A

g

100 % 0 S0 100

WLSM

B12-miRFP670
10E a0

Intensity A
.
|
|
'l

Events

200

0= - T
-10%10° 10 10t 10°
Wavelength miRFPETO_A

Gates and Statistics
Name Events Parent% | Total%
[l Allevents | 37,383 | 100.00% | 100.00%
A 16,524 44.20% 44.20%
EC - 1,061 | 6az% 2.84%
HE 2,553 15.45% 6.83%

Sekil 20. Fluoresan DLD-1 klonlarinin akis sitometrisi histogramlari ve ylzdeleri

Akis sitometri sonuglarina gére tim DLD-1 klonlarinda fluoresan genlerin stabil
transfeksiyonunun gergeklestigi bir grup hicre bulunmaktadir. Bir sonraki adimda, bu
fluoresan populasyonlar Fluoresan-Aktive Hucre Ayristirma (FACS) yontemi ile izole
edilip kultire edilmistir (Sekil 21). Boylelikle stabil transfekte fluoresan protein
ekspresyonuna sahip altklonlar elde edilmistir. Bu hticrelerin kiltir idameleri daima
0,2 mg/mL G418 igeren tam RPMI-1640 ile gergeklestirilmistir.
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Ayristirma oncesi (Presort)

Ayristirma sonrasi (Postsort)
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B12-

BB B RN NN N

IRFP670

B12-

Tomato

Sekil 21. FACS yontemi ile fluoresan sinyale sahip altklon hicrelerinin segimi
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Elde edilen stabil transfekte altklonlarin konfokal mikroskopi goruntuleri Sekil

22’de verilmigtir.

C3-Cerulean C34-Citrine C28-Tomato

B9-Cherry B12-iRFP

Sekil 22. DLD-1 altklonlarinin fluoresan isaretlenmesi sonucu elde edilen konfokal

fluoresan mikroskopi goéruntuleri

Stabil fluoresan ekspresyonu saglanan altklonlarin esit sayida karistirilarak
kokultlre edildigi kombinasyonlar zamana bagli olarak, konfokal mikroskobi (Sekil
23) ve akis sitometrisi (Sekil 24) kullanilarak izlenmigtir. miRFP670 kizilotesi
proteininin 1sima gucl ¢ok dusik olugundan 2 adet 2N+2 adet 4N karisiminda (M4)
kullanmak Uzere, B12 altklonu tdTomato ile de isaretlenmistir. Bu karisimda C28
yerine B12 altklonun kullanilma nedeni, CGH sonuclari géz énline alindiginda B12
altklonunun kolorektal kanserleri C28’den daha iyi temsil ediyor olmasidir. Kolorektal
karsinomalarda genellikle 7p kazanimi varken, C28 altklonunda 7p kaybi

bulunmaktadir.
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M3

0 noktasi 3. Ay

C) 4. Ay 6. Ay

M4

0 noktasi

3. Ay

d)

4. Ay 5. Ay 6. Ay

|
Sekil 23. Stabil fluoresan DLD-1 altklonlarindan olusturulan a) M1 b) M2 c) M3 d) M4
karisimlarina ait kokulturlerin zamana bagli olarak alinan konfokal mikroskobi

goruntaleri
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Sekil 24. Stabil fluoresan DLD-1 altklonlarindan olusturulan a) M1 b) M2 c) M3 d) M4

kokulturlerin zamana bagl olarak gergeklestirilen akis sitometrisi verileri
4.3. Populasyon Davraniglarinin Degerlendirilmesi
4.3.1. Canhilik tayini

Tripan mavisi ile canlilik testi denemeleri sonucunda % canliliga goére siralama;
B9>C28>B12>C3>C34 seklindedir. 4N altklonlarin canlihginin daha yuksek oldugu
ve normal kultir kosullarina 2N altklonlardan daha dayanikh oldugu belirlenmigtir
(Sekil 25).
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Tripan mavisi 24h canlilik tayini
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Sekil 25. Altklonlara ait hiicrelerin zamana bagli % canlilik degisimi

% canlilik (canh/canli+6lii)

Tripan mavisi ile hucre canlilik testleri 48. ve 72. saatler icin tekrarlanmigtir.
Sonuglarin 24 saat verileriyle uyumlu oldugu belirlenmistir (4N>2N). ilgili grafik Sekil
26’da verilmigtir.
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Tripan mavisi canhlik tayini
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Sekil 26. Tripan mavisi 24, 48 ve 72 saat hucre canlilik grafikleri

% canliik {canhfcanh+610)
w
=] o =) o =} =]

o

DLD-1 altklonlarinin, normal kosullarda ve terapi etkisinde canlilik tayini MTT
yontemi kullanilarak gergeklestiriimistir (Sekil 27). Genel olarak, ayni terapotik
konsantrasyonu altinda 4N klonlar, 2N klonlara gére daha yuksek canliliga sahiptir.
Ozellikle B9 klonu 5-FU, OXP, IRl ve GTB'ye karsi oldukga direngli olarak 6ne
cikmaktadir. PTX'in ise 4N klonlari 2N klonlardan daha ¢ok etkiledigi gorulmektedir.
C3, C34 ve B9 klonlarinin hicre canliliklari, hipoksiden yuksek duzeyde
etkilenmemistir. C28 ve B12 ise farkli yanitlar vermistir. Radyasyon 24 saatte belirgin
bir etkiye neden olmazken 72 saat ve 144 saat inkibasyon sonucunda 4N altklonlari
daha az etkiledigi gozlenmistir.
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MTT Radyasyon 72 saat
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Sekil 27. DLD-1 altklonlarinin a) 24 saat b) 72 saat c) 144 saat zaman noktalarinda
kemoterapoétikler ve hipoksi etkisi d) 24 saat e) 72 saat f) 144 saat zaman

=]
o

@
(=]

IS
o

[
o

noktalarinda radyasyon etkisi altinda MTT canlilik tayini sonuglari

Canlilik tayini verilerine dayanarak her bir ila¢ icin, alt akim deneylerde
kullanilmak Uzere, en hassas klona goére I1Cso degerleri belirlenmigtir (Tablo 6).
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Tablo 6. Kemoterapatikler ve radyoterapinin 24, 72 ve 144 saat inkibasyon

zamanlarinda 1Cso degerleri ve kullanildiklari denemeler

24 saat
5-FU 50 pM
OXP 5 puM
IRI 50 uM
PTX 200 nM
GTB 100 uM
Radyasyon 10 Gy
Kullanildigi deneme Invazyon

4.3.2. Proliferasyon yeteneklerinin belirlenmesi

Brdu

1Cs5q
72 saat
2 uM

2 pM
2,5 M

600 nM
20 nM
3Gy
Yara kapama

144 saat
1 pM
2 uM

0,35 puM
15 nM
3,5 nM
2 Gy
Koloni olusturma,
Sferoid olusturma

inkorporasyon denemesine gore altklonlarin proliferasyon hizlari;

C34>B9>C3>B12>C28 seklindedir. B9 altklonu harig, 2N altklonlarin 4N altklonlardan
daha yuksek proliferasyon hizina sahip olduklari belirlenmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. DLD1 altklonlariyla gerceklestirilen BrdU hlicre proliferasyon denemesi

sonucu

DLD-1 altklonlarinin klonojenik yeteneklerinin belilenmesine yonelik olarak

gerceklestirilen koloni olusturma denemelerinin plaka goéruntuleri ve koloni sayim

sonuglari Sekil 29'da verilmistir.
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Sekil 29. DLD-1 altklonlarinin a) terapi etkisinin olmadigi durumda olusan kolonileri
gOsteren plaka goruntisiu b) kemoterapoétikler, radyasyon ve hipoksi etkisi altinda

olusturdugu kolonilerin 3 bagimsiz deneme ortalamasini gosteren grafik

CFA deney sonuglari, stresorlerin olmadigi durumda 4N altklonlarin daha buyuk
koloniler olustururken stresorlerden (kemoterapi, radyoterapi ve hipoksi) 2N
altklonlara goére daha cok etkilendiklerini ve genel olarak daha az sayida koloni
olusturduklarini gostermektedir. Irinotekan etkisi ve hipoksi etkisi altinda B12
altklonunun verdigi sonuclar bu durumlara istisnadir, bununla birlikte bu farklanmalar

anlamli duzeyde degildir.
4.3.3. Migrasyon yeteneklerinin degerlendirilmesi

Klonlarin migrasyon yetenekleri, ¢izik kapama yontemiyle belirlenmigstir (Sekil
30a). Normal kosullar altinda 4N klonlar, 2N klonlardan daha migratuardir (30b).

Terapi etkileri altinda ise en migratuar klon C28’dir (30c).
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b) c)
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Sekil 30. DLD-1 altklonlarinin a) terapi uygulanmadan (NT: No Treatment)
gerceklestirilen yara kapama testi goruntuleri b) terapi uygulanmadan gergeklestirilen

yara kapama testi sonuglarina ait grafik ve c) terapilerin etkisi altinda gergeklestirilen
yara kapama testi sonuglarina ait grafik

4.3.4. invazyon yeteneklerinin degerlendirilmesi

Klonlarin invazif yeteneklerini belirlemek amaciyla Transwell Matrigel invasion
assay kullaniimistir (Sekil 31).
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Sekil 31. DLD-1 klonlarinin invazyon ve dikey migrasyon yeteneklerinin Boyden
chamber yontemiyle belirlenmesi. a) Boyden Chamber plakalarinin Azure
goruntileme sistemi ve EVOS ters mikroskop goruntuleri b) Terapi etkisinin olmadigi
durumda altklonlarin c) 2N altklonlara karsi 4N altklonlarin dikey migrasyon ve
invazyon ylUzdeleri. d) Altklonlarin kemoterapétikler, radyoterapi ve hipoksi etkisi

altinda dikey migrasyon ve e) invazyon yeteneklerini gosteren grafikler.

Terapi etkisi olmadiginda, B9 klonu diger klonlardan daha migratuardir. Bununla
birlikte, invazif yetenek klonlar arasinda ¢ok fazla degisim gdstermemektedir. 4N
klonlar 2N klonlardan anlamli olmayan dizeyde daha migratuardir, ancak daha
invazif degildir. 4N klonlarin invazif yetenekleri, 5-FU, OXP, IRl ve hipoksi
uygulamalarina kargi daha duyarhdir. PTX, B9'un invazifligi Uzerinde azaltici etkiye

sahiptir. GTB ve radyasyon etkileri altinda 4N klonlar 2N klonlardan daha invaziftir.
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Transwell invazyon denemeleri genel bir fikir vermekle birlikte, hayvan
calismalariyla konfirme edilmelidir. Buna yonelik olarak, daha once belirtildigi Uzere
fluoresan DLD-1 klonlarinin in vivo invazif yetenekleri ve dagilimlarinin aydinlatiimasi

amaciyla fare ¢alismalari Ried Lab (NIH)'da gercgeklestiriimektedir.
4.3.5. Diferansiyasyon diizeylerinin belirlenmesi

DLD-1 klonlarinin diferansiyasyon duzeyleri, sferoid olusturma deneyi ve kanser
kOk hucre Dbelirteglerinin - ekspresyon duzeylerinin  Olgulmesi  yontemleriyle

belirlenmistir.

SFA denemesine gore genel olarak, 4N klonlarin 2N klonlardan daha
dediferansiye oldugu goézlemlenmektedir (Sekil 32). Ozellikle C28 ve B9 klonlari éne
cikmaktadir. B12 hicreleri hizli ve saglam adhere olmalarina ragmen sferoid
olusturmamaktadirlar, daha ¢ok tek tabaka olarak buyumektedirler, uzun sure kultare
edildiklerinde odaklar olusturabilmektedirler. C3 de sferoid benzeri yapilar
olusturmakla birlikte, bunlar genellikle agardan kopmus hicre agregatlaridir. Hipoksi

etkisi altinda altklonlarin sferoid olusturma yeteneginin arttig1 gérilmektedir.
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Sekil 32. Sferoid olusturma denemesi a) klonlarin olusturdugu sferoidlerin ters

mikroskop goruntuleri b) klonlarin sferoid olusturma yeteneklerini gosteren grafikler

Altklonlarin diferansiyasyon duzeylerinin bir baska ydntemle gosteriimesi

amaciyla, KRK kok hucre belirteclerinin ekspresyon duzeyleri akig sitometrik

yontemle incelenmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. DLD-1 altklonlarinda KRK kok hticre belirteglerinin ekspresyon dizeylerinin
akis sitometrisi ile gosterimi a) CD44 ve CD133 b) CD29 ve CD166 c) CD326 d)
CD24 antikorlari ile gergeklestirilen denemelerin histogram grafikleri

Buna godre, CD44 igin 4N altklonlar 2N altklonlardan daha pozitiftir ve 6zellikle
B12'de ylksek dlizeyde eksprese edilmektedir. CD133 belirteci igin altklonlar
arasinda genel olarak bir fark yoktur. CD29 icin tim altklonlar pozitif olmakla birlikte,
Ozellikle B12 olmak tzere 4N altklonlar daha yuksek ekspresyona sahiptir. CD166 ve
CD326 (EpCAM) icin de benzer sekilde tim altklonlar pozitif olmakla birlikte B12’deki
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ekspresyon duzeyi diger altklonlara goére daha yuksektir. CD24 igin ise, C34’te az da
olsa diger 2N altklonlara gore daha yuksek, C28 ve B12'de ise oldukg¢a yuksek bir

pozitiflik izlenmektedir.

4.4. Kokiiltiirlere Uygulanan Terapétiklerin Populasyon Uzerine Etkilerinin

Fluoresan Sinyalin Takibi Yoluyla incelenmesi

Olusturulan in vitro tumor heterojenite modellerinde zamana bagh olarak ve
terapi kosullari altinda populasyon kinetiklerindeki degisimlerin izlenmesi amaciyla

konfokal mikroskobi (Sekil 34) ve akis sitometrisi (Sekil 35) yontemleri kullaniimigtir.

M2

b)
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d)

Sekil 34. DLD-1 altklonlari kullanilarak olusturulan M1, M2, M3 ve M4 kokulturlerinin
a) 5-FU b) OXP c) IRl d) PTX e) GTB etkisi altinda populasyon kinetiklerindeki

degisimlerin konfokal mikroskobi ile izlenmesi
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Sekil 35. DLD-1 altklonlari kullanilarak olusturulan kokulturlerin 5-FU, OXP, IRI, PTX
ve GTB etkisi altinda a) M1 b) M2 c) M3 ve d) M4 populasyon kinetiklerindeki

degisimlerin akis sitometrisi ile izlenmesi

Bu sonuglara gdére, M1 kokulltirinde normal kosullarda 2N altklonlar 4N
altklonlara gore daha fazla sayidayken terapi kosullari altinda 4N altklonlar kokultur
ortamini ele gegirmektedir. M2 kokultirinde 2N ve 4N altklonlar arasinda genel
olarak dengeli bir dagilim olmakla birlikte, C28 yoklugunda B9 terapdtiklerden daha
fazla etkileniyor seklinde goérinmektedir. M3 kokultirinde normal kosullarda dengeli
bir dagilim izlenmekteyken, terapi kosullari altinda 2N altklonlar 4N altklonlara gore
daha fazla sayiya ulasmaktadir. C28 altklonunu igermeyen bir diger karisim olan M4
kokulturinde altklonlar, normal kosullar altinda genel olarak dengeli bir dagihmdadir

ve terapi kosullar altinda da bu sekilde devam etmektedir.
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4.5. Genomik Analizler ve Populasyon Verileriyle Karsgilagtiriimasi

CGH array kullanilarak yapilan genomik karsilastirmada 2N klonlarin atasal
DLD-1 hlcre hatti ile ayni genomik dengesizliklere sahip olduklari bulunmustur (DLD-
1 ATCC ® CCL-221™). Atasal hatta 2p'de bir kazanim, 6p'de bir kayip ve 11p'de bir
kazang¢ vardir. Klonlarin bir kisminda, ayni zamanda atasal populasyondaki bazi
metafazlarda kromozom Y de kaybedilmisti. Bu analiz tim 4N klonlarda yeni genomik
dengesizlikler oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Yeni genomik dengesizlikler: kromozom 6
kazanimi, 7p kaybi, kromozom 17 kaybi (C28), kromozom 20 kazanimi (B9) ve
kromozom 15q kaybi (B12) (Sekil 36).
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Sekil 36. DLD-1 klonlarinin CGH array sonugclari. Kopya sayisi kazanglari mauvi,

kayiplari kirmizi olarak gosterilmektedir.

Altklonlarin  kromozomal duzeydeki farkliliklarini belilemek amaciyla SKY
analizi gergeklestiriimistir (Sekil 37). Buna gore, 2N klonlar atasal DLD-1 hlicrelerine
¢ok benzer kromozomal profillere sahipken, 4N klonlar c¢esitli de novo yapisal

kromozomal aberasyonlara sahiptir:

C3: Metafazlar 33-51 kromozom arahgindadir. Modal kromozom sayisi: 45.
Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-15.5 kazanimi, 6p25 kaybi, t(6;11) ve Y kromozomu
kaybi.
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C34: Metafazlar 45-62 kromozom araligindadir. Modal kromozom sayisi: 45.
Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-15.5 kazanimi, 6p25 kaybi, 1(6;11) ve Y kromozomu
kaybi.

C28: Metafazlar 86-92 kromozom araligindadir. Modal kromozom sayisi: 88.
Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-15.5 kazanimi, 6p25 kaybi, 6. kromozom kazanimi, 7p
kaybli, 17. ve Y kromozomu kaybi, t(6;11), t(7;13), Rb(13).

B9: Metafazlar 86-116 kromozom araligindadir. Modal kromozom sayisi: 91.
Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-15.5 kazanimi, 6p25 kaybi, kromozom 20 kazanimi,
t(6;11), t(8;12), t(8;6), t(19;1).

B12: Metafazlar 77-98 kromozom arahgindadir. Modal kromozom sayisi: 89.
Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-15.5 kazanimi, 12. ve 15. kromozom kaybi, t(6;11).
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Sekil 37. DLD-1 klonlarinin SKY analiz sonuglari

miFISH deneyleri, kopya sayisi degisimi agisindan 4N klonlarin, 2N klonlardan
daha fazla heterojeniteye sahip oldugunu gdstermistir (Sekil 38a). Kopya sayisi
kazanimlar yesil, kayiplari kirmizi ve degisim olmayan durumlar mavi olarak

gOsterilmistir. Buna gore: C3 hucrelerinin %92’si tim problar igin 2 kopya sayisina,
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%2,3'0 kromozom 8 kazanimina ve %5,7’si ise aberant bir paterne sahiptir. instabilite
indeksi 4,3’tlr ve ortalama ploidisi 2,0'dir. C34, C3 ile ¢ok benzer bir profile sahiptir
ve hdcrelerinin %91’'i sbézkonusu genler icin normal kopya sayisina, %2,7’si
kromozom 8 kazanimina ve %6,3’U aberant paterne sahiptir. instabilite indeksi 5'tir
ve ortalama ploidisi 2,05'tir. Bununla birlikte, 4N klonlar 2N klonlardan c¢ok farkl
profillere sahiptir. C28 hlcrelerinin %69,7’sinde homojen sekilde 7p ve 17. kromozom
kaybli vardir. %3’0 7p ve 17. kromozom kaybina ek olarak 1p’yi de kaybetmis, %2,3’U
8q kazanimina sahip olmustur. %25'i ise aberant bir paterne sahiptir. instabilite
indeksi 17, ortalama ploidisi 3,98°dir. B9 hucrelerinin %74,3'G 20g kazanimina
sahiptir. %6,2’sinde ek olarak 3q kaybi, %3,8’inde ise 13q kaybi vardir. %15,7’si ise
aberant bir paterne sahiptir. instabilite indeksi 14,3'tiir ve ortalama ploidisi 4,0’dr.
B12 hucrelerinin %29,8’'inde 12p kaybi vardir, %25,8’i ise s6zkonusu genler igin
normal kopya sayisina sahiptir. %2,6’'sinda 3q kaybi, %2,3’Unde ise ek olarak 12p
kaybi vardir. %39,4’l ise aberant bir paterne sahiptir. instabilite indeksi 28,1'dir ve

ortalama ploidisi 4,0’dir.

B9 altklonuna ait miFISH slaytlarinin goruntuleri Sekil 38b’de verilmistir. Bu

gorantiler, 4N bir altklon olan B9’un, incelenen tim genler agisindan aberant bir

kopya sayisi profiline sahip oldugunu goéstermektedir.
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Sekil 38. DLD-1 altklonlarinin 15 gen-spesifik prob ile miFISH analiz sonuglari a)
Siraslyla near-diploid C3 ve C34 ile near-tetraploid C28, B9 ve B12'ye ait klonal
imbalans Ozeti. Yesil kazanimlari, kirmizi kayiplari, mavi degisim olmadigini

gostermektedir. b) 4N B9 klonunun 15 ayri prob ile kompozit gérintisu.
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5. TARTISMA

Calismalarin ilk asamasi olarak, DLD-1 kolorektal karsinoma hicre hattindan
koken alan iki 2N altklon (C3 ve C34) ile U¢ 4N altklonun (C28, B9 ve B12) EVOS
ters 151k mikroskobunda gercgeklestirilmis olan goruntulemelerine gore, 4N altklonlarin
2N alklonlara goére daha blyuk boyutta oldugu gézlemlenmistir (Sekil 11). Daha
sonra DLD-1 altklonlariyla gergeklestirilen mikoplazma testinde DLD-1 altklonlarinda

mikoplazma kontaminasyonu olmadigi dogrulanmistir (Sekil 12).

STR analizi sonuglarina gore altklonlarda, atasal DLD-1 genomunda bulunan
kisa tekrar dizilerinin buylk ¢ogunlugu ortugsmektedir (Tablo 4)(124). 5. kromozom
Uzerinde bulunan CSF1PO1 lokusunun tekrar sayisi altklonlarda, atasal DLD-1
hattindakine gore daha fazla bulunmaktadir. Amelogenin lokusu ise 2N altklonlarda Y
kromozomlarinin eksik olduguna isaret etmektedir. Bu sonuglar, gerceklestirmis
oldugumuz kromozomal analizlerle uyumludur. STR deney sonuglari, kullanilan

altklonlarin DLD-1 hucre hattina ait oldugunu dogrulamaktadir.

Yaptigimiz galismalarda 2N klonlar kararli bir kromozom igerigi sergilerken 4N
klonlar ¢ok cesitli kromozom sayilarina sahiptir (Sekil 13). Bu durum, ¢ 4N klon igin

de daha yuksek bir heterojenite derecesine isaret etmektedir.

Daha sonra populasyon davraniglarinin degerlendiriimesi agsamasina
gecilmistir. ilk olarak, DLD-1 altklonlarinda canlilik tayini gerceklestirilmistir. Tripan
mavisi ile canlilik testi denemeleri sonucunda 4N altklonlarin canliidinin daha ylksek
oldugu ve normal kudltur kosullarina 2N altklonlardan daha dayanikli oldugu
belirlenmistir (Sekil 25 ve 26). Ardindan DLD-1 altklonlarinin, normal kosullarda ve
terapi etkisinde canlilik tayini MTT yontemi kullanilarak da gergeklestirilmistir (Sekil
27). Genel olarak, ayni terapotik konsantrasyonu altinda 4N klonlar, 2N klonlara gore
daha yiksek canliliga sahiptir. Ozellikle B9 klonu 5-FU, OXP, IRl ve GTB’ye karsi
oldukga direngli olarak one ¢ikmaktadir. Her ne kadar rektal neoadjuvan tedavide
anlamli bir faydaya neden olmadidi icin tavsiye edilmese de, buradaki gibi spesifik
Ozeliikleri olan altklonlarin se¢imli yok edilmesinde diger terapctiklerle birlikte OXP’nin
kullanimi yararl olabilir (166). B9 altklonunun yuksek ila¢ direncine sahip dogasi,
daha 6nce gergeklestirilen, ayni hastadan alinan timoérden olusturulan sferoidlerde
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farkh antikanser ila¢ cevaplarinin gozlendigi ¢alismayla benzerdir (167). Halihazirda
DLD-1 hacrelerinin MIN olmasi onlari kemoterapdétiklere daha direngli kilmaktadir
(168). Ancak, bulgular kisminda bahsedildigi gibi 6zellikle B9 altklonunu digerlerinden
farkh kilan 20. kromozom kazanimi mevcuttur. 20. kromozom genlerinin incelenmesi,
gen dozaji ve ekspresyon duzey korelasyonlarinin calisilmasi, kemoterapdtiklere
kars! olusan direngte etkili olabilecek yeni gen urunlerinin tanimlanmasi igin énemili
olabilir. PTX’in ise 4N klonlari 2N klonlardan daha ¢ok etkiledigi goértlmektedir. Bu
durum kemoterapdétigin kimyasal 6zelligiyle ilgili olabilir. 5-FU ve GTB nukleozid
analoglariyken (169,170), OXP DNA c¢apraz baglayici (171) ve IRI topoizomeraz |
inhibitoradur (172). Hucre canhiligi bu ilaglardan DNA dozajiyla korele etkileniyor
olabilir (ayn1 konsantrasyonda ilag daha fazla 2N hicre o6lduriyor olabilir). Bununla
birlikte PTX bir mitotik ag stabilize edici ajandir (173) ve DNA dozajindan direkt
olarak etkilenmiyor olabilir. Ek olarak, 4N hicrelerde halihazirda ylksek seviyede
genomik instabilite mevcuttur ve bir¢ok anti-neoplastik terapi ilaci, anafaz sirasinda
kromozom segregasyonunun dogrulugunu bozabilir (48,49) ve daha ylksek bir
genomik instabiliteye yol agarak Duesberg'in acgikladigi dengeli andploidi/instabilite
orani bozularak (35) PTX aracili olarak hicre dongusu arrestine ve dolayisiyla

apoptoza girmeye, 2N hucrelerden daha yatkin olabilirler (74,174,175).

C3, C34 ve B9 klonlarinin hucre canliliklari, hipoksiden ylksek duzeyde
etkilenmemistir. C28 ve B12 ise farkli yanitlar vermigtir; C28’in canlihginda azalmaya
neden olurken B12’nin canhliinda artisa neden olmustur. Bu durum, C28
altklonunun timorin daha fazla oksijenlenen periferine yakin lokalizeyken B12’nin
tumorun  merkezine yakin olan hipoksik bir bodlgede lokalize oldugunu
dusundurmektedir. Hucrelerin lokalizasyon ve in vivo dagilimlarini takip edebilmek
amaciyla, asagida bahsedildigi sekilde fluoresan isaretlenen altklonlara ait kokulttrler
kullanilarak Ried Lab’da (NIH) “nude” fare ¢alismalari gergeklestirilecektir. Ek olarak,
B9 gibi bu iki klon da 4N oldugu i¢in bu durum DNA dozajindan ¢ok, kromozom veya
genlerdeki spesifik farklilhklardan kaynaklandidi izlenimini uyandirmaktadir. Daha
onceki galigmalar hipoksinin anodploidi ve tumor gelisimini artirdigini gostermektedir
(176). Dolayisiyla, B12'de gd6zlendigi gibi, hipoksiye daha toleransli bir profil, daha
ileri bir malignant fenotipe isaret ediyor olabilir. Radyasyon 24 saatte belirgin bir
etkiye neden olmazken 72 saat ve 144 saat inkibasyon sonucunda 4N altklonlar
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daha az etkiledigi gozlenmistir. Bu durum literatlrle ortugsmektedir (13,49). Ayrica
Castedo ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir calismada da tetraploid hicrelerin DNA
hasari olusturan ajanlara (cisplatin, oxaliplatin ve camptothecin) ve UVC ile y-

radyasyona diploid hicrelerden daha direngli oldugunu bulmuslardir (177).

BrdU denemesinde genel olarak 2N altklonlarin 4N altklonlardan daha
proliferatif oldugu bulunmustur (Sekil 28). B9 altklonunun diger 4N altklonlardan farkh
sekilde davrandigi ve ¢ok daha agresif oldugu gdsterilmistir. DLD-1 htcrelerinin hizli
buayuyen hucreler olduklari bilinmektedir [“doubling time” (iki katina gikma suresi) 20—
24 saat] (125). Konvansiyonel kemoterapdtik ajanlar aktif olarak prolifere olan
hicreleri oldurar, ancak bu ajanlar tamamen iyilestirici degildir gunku kanser kok
hicreleri gérece yavas cogalir. Kok hicreler, daha ileri timorlerde sayica daha fazla
olma ve olgun kanser hucrelerine gére kemoterapotik ajanlara karsi daha direngli
olma egilimindedir (178-180). CSC'lerin, ABC transport proteinlerinin yuksek
ekspresyon seviyeleri, aktif DNA tamir kapasiteleri ve apoptoz direncinden dolayi
toksik cevresel ajanlara inert olduklari 6ne surllmektedir (181). Diferansiyasyon
denemelerinde de belirtildigi Uzere, 4N altklonlar daha kok hicre-benzeri bir profil
sergilemektedir. Dolayisiyla, 2N altklonlara goére daha az proliferatif olmalari ve

konvansiyonal terapétiklere daha direncli olmalari literatlirle uyumludur.

Klonlarin klonojenik yetenekleri, koloni olusum denemesi ile belirlenmistir. CFA
deney sonuglari, stresorlerin olmadigi durumda 4N altklonlarin daha buyuk koloniler
olustururken stresérlerden (kemoterapi, radyoterapi ve hipoksi) 2N altklonlara goére
daha cok etkilendiklerini ve genel olarak daha az sayida koloni olusturduklarini
goOstermektedir (Sekil 29). Irinotekan etkisi ve hipoksi etkisi altinda B12 altklonunun
verdigi sonuclar bu durumlara istisnadir, bununla birlikte bu farklanmalar anlamli
dizeyde degildir. Bununla birlikte, klonojenik deneme, hem sagkalim, hem de
proliferasyon hakkinda bilgi vermektedir. CFA denemesi sadece koloniler sayilarak
gerceklestiriimistir. Bu nedenle, kolonilerin ¢aplarinin dlgliimesi de ek bilgi

saglayabilir.

Klonlarin migrasyon yetenekleri, gizik kapama ydntemiyle belirlenmistir (Sekil
30a). Normal kosullar altinda 4N klonlar, 2N klonlardan daha migratuardir (30b).
Terapi etkileri altinda ise en migratuar klon C28’dir (30c). Hucresel motilite
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baglaminda bu altklon diger 4N altklonlardan daha yeteneklidir. Bu durum yine 4N
klonlarin, 2N klonlardan daha fazla migrasyona yatkin olduklarini gdstermekle
beraber, kendi iclerinde bu yetenekleri —degisik genomik profillerinden kaynaklanan-

farkhliklar géstermektedir.

Klonlarin invazif yeteneklerini belilemek amaciyla Transwell Matrigel invasion
assay kullanilmigtir (Sekil 31). Terapi etkisi olmadiginda, B9 klonu diger klonlardan
daha migratuardir (0 mg/mL Matrigel varliginda). Bununla birlikte, invazif yetenek
klonlar arasinda cok fazla degisim gostermemektedir. 4N klonlar 2N klonlardan
anlamli olmayan diizeyde daha migratuardir, ancak daha invazif degildir. Ek olarak,
4N klonlarin invazif yetenekleri, 5-FU, OXP, IRI ve hipoksi uygulamalarina karsi daha
duyarhdir. PTX, BQ'un invazifligi Uzerinde azaltici etkiye sahiptir. GTB ve radyasyon
etkileri altinda 4N klonlar 2N klonlardan daha invaziftir. Kromozomal duzeyde
farkhliklar bilinen bu altklonlarin, “gross” seviyede farklanan bdlgelerde invazyonla
iliskili genlerin arastiriimasi ve ekspresyon artig/azalislarinin dogrulanmasi bir sonraki
asamada gercgeklestirimesi gereken hedeftir. Transwell invazyon denemeleri genel
bir fikir vermekle birlikte, hayvan calismalariyla konfirme edilmelidir. Buna yonelik
olarak, daha once belirtildigi Uzere fluoresan DLD-1 klonlarinin in vivo invazif
yetenekleri ve dagilimlarinin aydinlatiimasi amaciyla fare ¢alismalari Ried Lab (NIH)

‘da gergeklestiriimektedir.

DLD-1 klonlarinin diferansiyasyon duzeyleri, sferoid olugturma deneyi ve
kanser kok hucre belirteglerinin ekspresyon dizeylerinin Olgilmesi yontemleriyle
belirlenmistir. SFA denemesine gore genel olarak, 4N klonlarin 2N klonlardan daha
dediferansiye oldugu gézlemlenmektedir (Sekil 32). Ozellikle C28 ve B9 klonlari ne
cikmaktadir. B12 hucreleri hizli ve saglam adhere olmalarina ragmen sferoid
olusturmamaktadirlar, daha ¢ok tek tabaka olarak bliyumektedirler, uzun sure kulture
edildiklerinde odaklar olusturabilmektedirler. C3 de sferoid benzeri yapilar
olusturmakla birlikte, bunlar genellikle agardan kopmus hucre agregatlaridir. Hipoksi
etkisi altinda altklonlarin sferoid olusturma vyeteneginin arttigi gorulmektedir.
Altklonlarin diferansiyasyon dizeylerinin bir bagka yontemle gosteriimesi amaciyla,
KRK kok hulcre belirtecleri akis sitometrik yontemle incelenmistir (Sekil 33). Bu
deneme sonucunda; 4N altklonlarin, 6zellikle B12’'nin daha ylksek CD44 ve CD29
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ekspresyonuna sahip oldugu, CD133 igin tum altklonlarin benzer ekspresyon
dizeyine sahip oldugu, B12 altklonunun diger altklonlara gore daha yuksek CD166
ve CD326 ekspresyonuna sahip oldugu, C28 ve B12'nin ylksek, C34’Un disuk
dizeyde diger altklonlardan daha fazla CD24 ekspresyonuna sahip oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar SFA denemelerinden alinan sonuglari dogrulamakta ve 4N
altklonlarin 2N altklonlara gore daha dediferansiye olduguna isaret etmektedir. Bu
sonug, daha ileri dizeydeki ve daha agresif timorlerin daha dediferansiye oldugu ve

ila¢ direncine sahip oldugu bilgisiyle uyumludur (99,159,182).

Olusturulan in vitro tumor heterojenite modellerinde zamana bagh olarak ve
terapi kosullari altinda populasyon kinetiklerindeki degisimlerin izlenmesi amaciyla
konfokal mikroskobi (Sekil 23 ve 34) ve akis sitometrisi (Sekil 24 ve 35) yontemleri
kullaniimistir. Bu sonuglara goére, M1 kokulturinde normal kosullarda 2N altklonlar 4N
altklonlara gore daha fazla sayidayken terapi kosullari altinda 4N altklonlar kokdulttr
ortamini ele gegirmektedir. M2 kokulturinde 2N ve 4N altklonlar arasinda genel
olarak dengeli bir dagihm olmakla birlikte, C28 yoklugunda B9 terapotiklerden daha
fazla etkileniyor seklinde gorinmektedir. M3 kokultirinde normal kosullarda dengeli
bir dagilim izlenmekteyken, terapi kogullari altinda 2N altklonlar 4N altklonlara gore
daha fazla sayiya ulasmaktadir. C28 altklonunu igcermeyen bir diger karisim olan M4
kokultirinde altklonlar, normal kosullar altinda genel olarak dengeli bir dagihimdadir

ve terapi kosullari altinda da bu sekilde devam etmektedir.

Altklonlarin genomik 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik olarak aCGH, SKY ve
miFISH denemeleri gerceklestiriimistir. CGH array kullanilarak yapilan genomik
kargilastirmada 2N altklonlarin atasal DLD-1 hiicre hatti ile ayni genomik
dengesizliklere sahip olduklari bulunmustur (Sekil 36) (124). Atasal hatta 2p'de bir
kazanim, 6p'de bir kayip ve 11p'de bir kazanim vardi. Klonlarin bir kisminda, ayni
zamanda atasal populasyondaki bazi metafazlarda kromozom Y de kaybedilmisti.
Bu analiz tum 4N klonlarda yeni genomik dengesizlikler oldugunu ortaya cikardi.
Yeni genomik dengesizlikler: kromozom 6 kazanimi (183), 7p kaybi, kromozom 17
kaybi (C28) (184,185), kromozom 20 kazanimi (B9) (59,184,185) ve kromozom 15q
kaybi (B12) (185,186) (Sekil 39).
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Altklonlarin  kromozomal duzeydeki farkliliklarini belilemek amaciyla SKY
analizi gergeklestirilmistir (Sekil 37). Buna gore karyotipler; C3: Metafazlar 33-51
kromozom araligindadir. Modal kromozom sayisi: 45. Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-
15.5 kazanimi, 6p25 kaybl, t(6;11) ve Y kromozomu kaybi. C34: Metafazlar 45-62
kromozom araligindadir. Modal kromozom sayisi: 45. Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-
15.5 kazanimi, 6p25 kaybi, 1(6;11) ve Y kromozomu kaybi. C28: Metafazlar 86-92
kromozom araligindadir. Modal kromozom sayisi: 88. Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-
15.5 kazanimi, 6p25 kaybi, 6. kromozom kazanimi, 7p kaybi, 17. ve Y kromozomu
kaybl, 1(6;11), t(7;13), Rb(13). B9: Metafazlar 86-116 kromozom araligindadir. Modal
kromozom sayisi: 91. Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-15.5 kazanimi, 6p25 kaybi,
kromozom 20 kazanimi, t(6;11), t(8;12), (8;6), t(19;1). B12: Metafazlar 77-98
kromozom araligindadir. Modal kromozom sayisi: 89. Karyotip: 2p14-22 ve 11p15.3-
15.5 kazanimi, 12. ve 15. kromozom kaybi, t(6;11).

miFISH deneyleri, kopya sayisi degisimi acisindan 4N klonlarin, 2N klonlardan
daha fazla heterojeniteye sahip oldugunu godstermigstir (Sekil 38a). Genel bilgiler
kisminda da belirtildigi Uzere, tim genomun duplikasyonundan kaynaklanan
karmasik anoploidiler ve poliploid durum; metastatik, tedaviye direncli ve dusuk genel
sagkalima sahip tumor tiplerinin 6zellikleridir (41,45,46). Bu baglamda 4N altklonlarin
yuksek instabiliteye sahip bulunmasi anlamlidir. Altklonlarin kromozomal duzeydeki
farkhliklarini belirlemek amaciyla gergeklestirilien SKY denemesine gore, 2N klonlar
atasal DLD-1 hucrelerine ¢ok benzer kromozomal profillere sahipken, 4N klonlar
cesitli de novo yapisal kromozomal aberasyonlara sahiptir. Altklonlarin 2p ve 11p
kazanimi, 6p kaybi ve kromozom Y kaybi iceren SKY profillerine sahip olmalari, CGH
sonuglarimizla uyumludur. Y kromozomunun C3, C34 ve C28 klonlarinda kayip
olmasi, CGH ve STR denemelerimizin sonuglariyla desteklenmektedir. Ozellikle ileri
yasta erkek KRK hastalarinda Y kromozomu kaybi oldugu literatirde yer almaktadir
(59). C28 klonunda 7p kaybi olmasi ilgi ¢ekicidir, ¢cinkl genellikle CRC’lerde 7p
kazanilmaktadir (184). Daha fazla veriye ihtiya¢ olmakla birlikte, C28 klonuna spesifik
fenotipik Ozelliklerin bazilarindan bu degisiklik sorumlu olabilir. B9 klonu, diger
klonlarda goérilmeyen, spesifik bir kromozom 20 kazanimina sahiptir. Bu veri CGH ile
desteklenmektedir. B12 klonunda spesifik bir kromozom 12 ve kromozom 15 kaybi
oldugu goézlenmektedir. Bunlara ek olarak, 4N klonlar farkli translokasyonlara da
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sahiptir. Tum bu kromozomal degisimler terapi direncine yol agabilecek molekuler
mekanizmalar Uzerinde etkili olabilir. Bu 6zel aberasyonlardan faydalanilarak yeni
terapotik hedefler gelistiriimesine yonelik olarak planlanan calisma bir sonraki

bolumde aciklanmistir.

Altklonlarin, degisen kosullarda (6zellikle tedavi slrecinde) tumoér i¢i davranis
sekillerinin ortaya c¢ikarilmasi tedavi direnci olusum surecinin anlagilmasina buyuk
katki saglayacaktir. Calismamizin kapsami, kanser alanindaki tum gelismelere
ragmen ¢ok onemli bir sorun olan tedavi direncinin biyolojisinin arastiriimasidir. Bu
nedenle saglik alaninda sonuglarin yaygin etkisi olmustur ve olacaktir. Tumorlere
0zgu kromozomal anoploidilerin ortaya c¢ikarilmasiyla klinikte kullanilabilecek
prognoz, progresyon ve prekanseroz lezyondan karsinoma gecis ile ilgili dnemli
onermeler ileri sirme olanagimiz olmustur. Bunlardan en onemlisi tedavi slrecinin
kendisinin timor hicre populasyonunu etkiledigi ve dolayisiyla timoér biyolojisinin
etkilendigini gostermek olmustur. Kigisellestiriimis tibbin 6nem kazandigi ginimuzde,
tani anindaki spesifik genomik Ozellikleri hedefleyen tedavi stratejileri
uygulanmaktadir. Oysa sadece tani aninda degil, tedavi suresince belirlenecek
araliklarla tumor populasyonunun incelenmesi, one ¢ikan populasyon kaymalari goz
onune alinarak tedavi surecinin yeniden yapilandirilmasi daha etkin sonuglar
verebilecedi ve izlenen terapi direncini 6nemli oranda dusurebilecegini ileri
surmekteyiz. Bunun igin ayni tani anindaki gibi, secilecek tedavi i¢in yonlendirecek
genomik belirteglere ihtiyag vardir. Calismamizda tedavi igin 6nemli olabilecek dnemli
bir genomik belirtecin kromozomal ploidi oldugu ortaya konmusgtur. Atasal hucre
hattinin ¢ogunlugunu 2N klonlar olusturmakla beraber KRK tedavisinde kullanilan
¢ogu kemoterapdtikler ve radyasyonun 4N klonlarin lehine bir secilimle
sonuglandigini ve bu altklonlarin digerlerine gore daha agresif ve dediferansiye
oldugunu gosterdik. Bu durum literatirde belirtilen ila¢ direnci gelistirmis kanser
hicresi Ozelikleriyle paraleldir ref. Bu klonlar genomik kararsizliklarindan dolayi
Ozellikle paclitaxel (taxol, taxane,taxotere) ve mitotik ig Uzerine etkili diger
antineoplastik ilaglar yaninda hipoksiye duyarlilik gostermektedir. Bu bilgi literaturde
CIN timorleri igin verilen bilgiyle terstir. Bununla birlikte bir MIN tGmdrinden kdken
alan DLD-1 hucrelerinin, 6zellikle daha yuksek genomik instabiliteye sahip olan
altklonlarinin PTX’e duyarl olmasi, bize CIN ve MIN timorler arasindaki temel
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biyolojik farklardan birini isaret ediyor olabilir (72-74). Tedavi surecinde ya da
relapsta 4N hulcrelere yonelik bir kaymanin saptanmasi halinde, bu tir
kemoterapotiklere  ve hipoksiyi destekleyebilecek anti-neovaskuler tedavilere
yonelmek daha etkili sonuglar verebilecektir. Calismamizin bir diger dnemli verisi,
farkli fenotipik davranig gosteren klonlar arasi genomik farkliliklari da kromozomal
lokuslar duzeyinde tanimlamis olmamizdir. Bu lokuslardaki genlerin ve ilgili molekuler
mekanizmalarin galigiimasi, yeni tedavi hedeflerinin tanimlanmasi yolunda énemli bir
adimdir. Arastirmanin devaminda bu kromozomal lokuslarda yer alan genlerin
tanimlanmasi ve tedavi direncindeki olasi molekuler mekanizmalarin calisiimasi

hedeflenmektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Tez calismasinda tek bir timorden turemis bir hicre hattina ait, farkli genetik
profillere sahip altklonlarin farkli renklerde fluoresan ile isaretlenerek bir arada
uretildigi ve degdisik kosullara maruziyet sonrasinda bu klonlarin  kinetik
davraniglarinin arastirildigi timor heterojenitesinin in vitro bir modelinin olusturulmasi
amaclanmistir. Genetik profilleri tanimlanan tumor altklonlarin, yaratilan farkl
mikrogevre kosullari kargisinda (kemoterapdtikler, radyasyon ve hipoksi), aralarindaki
davranis farkliliklar karsilagtirilarak, hangi kosulda hangi varyasyonun avantaj
sagladigi ve farkh kosullardaki direngten sorumlu olabilecek genetik varyasyonlar

belirlenmistir.

DLD-1  altklonlarinin  karakterizasyonunun ardindan stabil fluoresan
isaretlemeleri basariyla gercgeklestirilmistir. Olusturulan in  vitro intratimoral
heterojenite modelleri zamana bagli olarak ve c¢esitli terapi etkileri altinda izlenmigtir.
Altklonlar Uzerinde, populasyon davranislarinin belirlenmesine yonelik olarak
gerceklestirilen deney sonuglari NIH Ried Lab’da gergeklestirilen genomik analizlerle
kargilastirilarak kanserde ilag direncine neden olan molekuler duzeydeki

mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik buyuk adimlar atilimasini saglamistir.

Calismamiz, tedavi i¢in 6nemli olabilecek 6nemli bir genomik belirtecin
kromozomal ploidi oldugunu ortaya koymustur. Tumor ici farkh fenotipik davranig
gOsteren klonlar arasindaki genomik farkliliklar, kromozomal lokuslar dizeyinde
tanimlamigtir. Bu lokuslardaki genlerin ve ilgili molekuler mekanizmalarin ¢aligiimasi,
yeni tedavi hedeflerinin tanimlanmasi yolunda énemli bir adimdir. TUumor ici genetik
heterojenitenin derecesinin prognoz ile tedavi yanitini nasil etkiledigi ile ilgili dnemli
veriler elde etmemiz, gelecekte timor ici heterojenite ve genomik instabilitenin
derecesini Olgebilecek yontem ve analitik aracglarin kombinasyonu ve gelistirimesine
temel olabilecektir. Bu c¢alismada olusturmus oldugumuz in vitro intratimoral

heterojenite modelinin pek ¢ok ¢alismaya temel olabilecegini dustnuyoruz.

Calismamizda belirlenen antikanser hedeflerin ayrintilandirilabilmesi amaciyla,
tumor altklonlarindaki ekspresyon farkliliklarinin ve nokta mutasyon dizeyindeki
farklihklarinin saptanmasi, andploidiye bagl intratimoral heterojenite sonucunda
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gelisen terapi direncinin 6nune gecilebilmesi yolunda bir sonraki asama olmalidir.
Bunlara ek olarak, hasta orneklerinde de bu hedeflerin belilenmesi ve fare
calismalarinda in vivo olarak test edilmesi tumor i¢i heterojenitenin prognostik

belirteglerini saptamada atlmasi gereken adimlardir.

Bu amacla bir sonraki asamada, genomik ve biyolojik 6zellikleri tarafimizdan
belirlenmis olan DLD-1 kolon kanseri hiucre hattinin izotipik andploid altklonlarinin
tum genom genotipleme, gen ve miRNA ekspresyon ile DNA metilasyon analizi
verilerinin elde edilmesi ve daha 6nce elde edilen genomik ve fenotipik verilerle
birlikte degerlendiriimesi sonucu kemoradyoterapi direncine neden olabilecegi
dusunulen genlerin belirlenmesi planlanmaktadir. Daha sonra ise patoloji arsivindeki,
kKlinik seyir ve tumorun patolojik 6zellikleri agisindan siniflandiriimig hasta doku
preparatlari kullanilarak bu genlerle ilgili 6ngérumuzin dogrulugunun arastirilmasi,

terapi direncinde etkili olabilecek hedeflerin tanimlanmasi gergeklestirilecektir.

Ayni atasal hiicreden kdken alan ve farkli genetik profillere sahip altklonlarin,
ilag direnci baglaminda genetik ve fenotipik Ozelliklerinin aydinlatilmasina ydénelik
gerceklestirmis oldugumuz calismalarimizin devami niteliginde olan bu arastirma
plani, kolon kanserinde izlenen terapi direncinde etkili tumor igi heterojenitenin

etiyopatolojisinde rol oynayan gen ve proteinlerin arastiriimasini hedeflemektedir.

Elde edilecek veriler sayesinde, genetik/epigenetik duzeydeki hangi
farklanmalarin  kolon kanserinde izlenen terapi direnciyle iliskili olabilecedi
belirlenecek, bu sayede, benzer terapiler almis olmalarina ragmen farkli klinik tablo
sergileyen hastalardaki gen ve protein duzeyindeki farkliliklar, kemoradyoterapi
direncine neden olabilecek hedefleri isaret edecektir. Boylelikle etkin tedavi
stratejilerinin  gelistiriimesinde kullanilabilecek 6zglin hedefler tanimlanacaktir.
Bulunacak bu hedef genlerin farkh kanser tirlerine uygulanma potansiyeli ylksek

bulunmaktadir.

123



7. KAYNAKLAR

1. Ruiz C, Lenkiewicz E, Evers L, Holley T ve ark. Advancing a clinically relevant

perspective of the clonal nature of cancer. Proc Natl Acad Sci. 2011;

2. Nowell PC. The clonal evolution of tumor cell populations. Science (80- ).
1976;

3. Salk JJ, Fox EJ, Loeb LA. Mutational Heterogeneity in Human Cancers: Origin
and Consequences. Annu Rev Pathol Mech Dis. 2009;

4. Masramon L, Vendrell E, Tarafa G, Capella G ve ark. Genetic instability and

divergence of clonal populations in colon cancer cells in vitro. J Cell Sci. 2006;

5. WHO | The data repository [Internet]. [cited 2020 Jan 12]. Available from:

https://www.who.int/gho/database/en/

6. Omran AR. The epidemiologic transition. A theory of the Epidemiology of
population change. 1971. Bull World Health Organ. 2001;79(2):161-70.

7. Gersten O, Wilmoth JR. The cancer transition in Japan since 1951. Vol. 7,
Demographic Research. Max Planck Institute for Demographic Research; 2002. p.
271-306.

8. Bray F, Ferlay J, Soerjomataram |, Siegel RL ve ark. Global cancer statistics
2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in
185 countries. CA Cancer J Clin. 2018 Nov;68(6):394—-424.

9. Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2019. CA Cancer J Clin
[Internet]. 2019 Jan 8 [cited 2020 Jan 10];69(1):7-34. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.3322/caac.21551

10. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Vol. 100, Cell. 2000. p.
57-70.

11. Negrini S, Gorgoulis VG, Halazonetis TD. Genomic instability an evolving

hallmark of cancer. Vol. 11, Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2010. p. 220-8.

124



12. Jackson SP, Bartek J. The DNA-damage response in human biology and
disease. Vol. 461, Nature. 2009. p. 1071-8.

13. Kastan MB. DNA damage responses: Mechanisms and roles in human
disease 2007 - G.H.A. Clowes Memorial Award lecture. Mol Cancer Res. 2008 Apr
1;6(4):517-24.

14. Sigal A, Rotter V. Oncogenic mutations of the p53 tumor suppressor: The
demons of the guardian of the genome. Vol. 60, Cancer Research. 2000. p. 6788—
93.

15. Hanahan D, Weinberg R a. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell.
2011;144(5):646-74.

16. Hsu S, Duncan AW. Pathological polyploidy in liver disease. Hepatology
[Internet]. 2015 Sep |[cited 2020 Jan 13];62(3):968—70. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/hep.27908

17. Monte U Del, Ugo DM. Caryologia International Journal of Cytology,
Cytosystematics and Cytogenetics Focusing experimentally on polyploidy in
physiology and pathology of mammals Focusing experimentally on polyploidy in
physiology and pathology of mammals. 2007 [cited 2020 Jan 13];60(3):226-32.
Available from:

https://www.tandfonline.com/action/journalinformation?journalCode=tcar20

18. Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer
| University Library [Internet]. [cited 2020 Jan 13]. Available from:
https://ulib.iupui.edu/databases/mitelman-database-chromosome-aberrations-and-

gene-fusions-cancer

19. Storchova Z, Pellman D. From polyploidy to aneuploidy, genome instability

and cancer. Vol. 5, Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2004. p. 45-54.

20. Galipeau PC, Cowan DS, Sanchez CA, Barrett MT ve ark. 17p (p53) allelic
losses, 4N (G2/tetraploid) populations, and progression to aneuploidy in Barrett’s
esophagus. Proc Natl Acad Sci [Internet]. 1996 Jul 9 [cited 2020 Jan

125



13];93(14):7081-4. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.93.14.7081

21. Reid BJ, Barrett MT, Galipeau P, Sanchez CA ve ark. Barrett’'s esophagus:
ordering the events that lead to cancer. Eur J Cancer Prev [Internet]. 1996 Dec [cited
2020 Jan 13];5:57-65. Available from:
https://insights.ovid.com/crossref?an=00008469-199612002-00009

22. Dutrillaux B, Gerbault-Seureau M, Remvikos Y, Zafrani B ve ark. Breast
cancer genetic evolution: |. Data from cytogenetics and DNA content. Breast Cancer
Res Treat [Internet]. 1991 Nov [cited 2020 Jan 13];19(3):245-55. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/BF01961161

23. Kirkland JA, Stanley MA, Cellier KM. Comparative study of histologic and
chromosomal abnormalities in cervical neoplasia. Cancer [Internet]. 1967 Nov [cited
2020 Jan 13];20(11):1934-52. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/1097-
0142%28196711%2920%3A11%3C1934%3A%3AAID-
CNCR2820201122%3E3.0.CO%3B2-4

24. Olaharski AJ, Sotelo R, Solorza-Luna G, Gonsebatt ME ve ark. Tetraploidy
and chromosomal instability are early events during cervical carcinogenesis.
Carcinogenesis [Internet]. 2006 Feb 1 [cited 2020 Jan 13];27(2):337—-43. Available
from: http://academic.oup.com/carcin/article/27/2/337/2476092/Tetraploidy-and-
chromosomal-instability-are-early

25. Ottesen GL. Carcinoma in situ of the female breast. A clinico-pathological,
immunohistological, and DNA ploidy study. APMIS Suppl [Internet]. 2003 [cited 2020
Jan 13];(108):1-67. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12874968

26. Tanaka T, Mori H, Takahashi M, Williams GM. DNA content of hyperplastic
and neoplastic acinar cell lesions in rat and human pancreas. J Exp Pathol [Internet].
1984 [cited 2020 Jan 13];1(4):315-26. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6599941

27. Deitch AD, Miller GJ, deVere White RW. Significance of abnormal diploid DNA

histograms in localized prostate cancer and adjacent benign prostatic tissue. Cancer

126



[Internet]. 1993 Sep 1 |[cited 2020 Jan 13];72(5):1692-700. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7688657

28. Montgomery BT. Stage B Prostate Adenocarcinoma. Arch Surg [Internet].
1990 Mar 1 [cited 2020 Jan  13];125(3):327. Available  from:
http://archsurg.jamanetwork.com/article.aspx?doi=10.1001/archsurg.1990.01410150
049010

29. Pihan GA, Wallace J, Zhou Y, Doxsey SJ. Centrosome abnormalities and
chromosome instability occur together in pre-invasive carcinomas. Cancer Res
[Internet]. 2003 Mar 15 |[cited 2020 Jan 13];63(6):1398-404. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12649205

30. Hamada S, Itoh R, Fujita S. Dna distribution pattern of the so-called severe
dysplasias and small carcinomas of the colon and rectum and its possible
significance in the tumor progression. Cancer [Internet]. 1988 Apr 15 [cited 2020 Jan
13];61(8):1555-62. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/1097-
0142%2819880415%2961%3A8%3C1555%3A%3AAID-
CNCR2820610812%3E3.0.C0%3B2-W

31. Levine DS, Rabinovitch PS, Haggitt RC, Blount PL ve ark. Distribution of
aneuploid cell populations in ulcerative colitis with dysplasia or cancer.
Gastroenterology [Internet]. 1991 Nov [cited 2020 Jan 13];101(5):1198-210.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1936790

32. Davoli T, de Lange T. The Causes and Consequences of Polyploidy in Normal
Development and Cancer. Annu Rev Cell Dev Biol. 2011 Nov 10;27(1):585-610.

33. CALKINS GN. Zur Frage der Entstehung maligner Tumoren. Science (80- ).
1914 Dec 11;40(1041):857-9.

34. Cahill DP, Kinzler KW, Vogelstein B, Lengauer C. Genetic instability and

darwinian selection in tumours. Vol. 9, Trends in Cell Biology. 1999.

127



35. Duesberg P, Rausch C, Rasnick D, Hehimann R. Genetic instability of cancer
cells is proportional to their degree of aneuploidy. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998
Nov 10;95(23):13692-7.

36. Lengauer C, Kinzler KW, Vogelstein B. Genetic instability in colorectal
cancers. Nature. 1997 Apr 10;386(6625):623-7.

37. Lengauer C, Kinzler KW, Vogelstein B. Genetic instabilities in human cancers.
Vol. 396, Nature. 1998. p. 643-9.

38. Bakhoum SF, Cantley LC. The Multifaceted Role of Chromosomal Instability in
Cancer and Its Microenvironment. Vol. 174, Cell. Cell Press; 2018. p. 1347-60.

39. Paulsson K, Johansson B. Trisomy 8 as the sole chromosomal aberration in
acute myeloid leukemia and myelodysplastic syndromes. Pathol Biol. 2007
Feb;55(1):37-48.

40. Cimini D. Merotelic kinetochore orientation, aneuploidy, and cancer. Vol. 1786,

Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Cancer. 2008. p. 32—-40.

41. Carter SL, Cibulskis K, Helman E, McKenna A ve ark. Absolute quantification
of somatic DNA alterations in human cancer. Nat Biotechnol. 2012 May;30(5):413—
21.

42. Bakhoum SF, Ngo B, Laughney AM, Cavallo JA ve ark. Chromosomal
instability drives metastasis through a cytosolic DNA response. Nature. 2018 Jan
25;553(7689):467-72.

43. Goh JY, Feng M, Wang W, Oguz G ve ark. Chromosome 1g21.3 amplification
is a trackable biomarker and actionable target for breast cancer recurrence. Nat Med.
2017 Nov 1;23(11):1319-30.

44. Turajlic S, Xu H, Litchfield K, Rowan A ve ark. Tracking Cancer Evolution
Reveals Constrained Routes to Metastases: TRACERx Renal. Cell. 2018 Apr
19;173(3):581-594.e12.

128



45.  Bielski CM, Zehir A, Penson A V., Donoghue MTA ve ark. Genome doubling
shapes the evolution and prognosis of advanced cancers. Nat Genet. 2018 Aug
1;50(8):1189-95.

46. Taylor AM, Shih J, Ha G, Gao GF ve ark. Genomic and Functional
Approaches to Understanding Cancer Aneuploidy. Cancer Cell. 2018 Apr
9;33(4):676-689.e3.

47. Thompson SL, Bakhoum SF, Compton DA. Mechanisms of Chromosomal
Instability. Vol. 20, Current Biology. 2010.

48. Bakhoum SF, Kabeche L, Murnane JP, Zaki Bl ve ark. DNA-damage response
during mitosis induces whole-chromosome missegregation. Cancer Discov. 2014
Nov 1;4(11):1281-9.

49. Lee HS, Lee NCO, Kouprina N, Kim JH ve ark. Effects of anticancer drugs on
chromosome instability and new clinical implications for tumor-suppressing therapies.
Cancer Res. 2016 Feb 15;76(4):902-11.

50. Maciejowski J, Li Y, Bosco N, Campbell PJ ve ark. Chromothripsis and
Kataegis Induced by Telomere Crisis. Cell. 2015 Dec 17;163(7):1641-54.

51. Yates LR, Campbell PJ. Evolution of the cancer genome. Vol. 13, Nature
Reviews Genetics. 2012. p. 795-806.

52. Cimini D, Howell B, Maddox P, Khodjakov A ve ark. Merotelic kinetochore
orientation is a major mechanism of aneuploidy in mitotic mammalian tissue cells. J
Cell Biol. 2001 Feb 5;152(3):517-27.

53. Denko NC, Giaccia AJ, Stringer JR, Stambrook PJ. The human Ha-ras
oncogene induces genomic instability in murine fibroblasts within one cell cycle. Proc
Natl Acad Sci [Internet]. 1994 May 24 [cited 2020 Jan 14];91(11):5124-8. Available
from: http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.91.11.5124

54.  Felsher DW, Bishop JM. Transient excess of MYC activity can elicit genomic
instability and tumorigenesis. Proc Natl Acad Sci [Internet]. 1999 Mar 30 [cited 2020

129



Jan 141;96(7):3940-4. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.96.7.3940

55.  Livingstone LR, White A, Sprouse J, Livanos E ve ark. Altered cell cycle arrest
and gene amplification potential accompany loss of wild-type p53. Cell [Internet].
1992 Sep [cited 2020 Jan 14];70(6):923-35. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0092867492902436

56. Rasnick D, Duesberg PH. How aneuploidy affects metabolic control and
causes cancer. Biochem J [Internet]. 1999 Jun 15 [cited 2020 Jan 14];340 ( Pt
3):621-30. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10359645

57. Cahill DP, Lengauer C, Yu J, Riggins GJ ve ark. Mutations of mitotic
checkpoint genes in human cancers. Nature. 1998 Mar 19;392(6673):300-3.

58. Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell
[Internet]. 1990 Jun 1 |[cited 2020 Jan 14];61(5):759-67. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2188735

59. Ashktorab H, Schaffer AA, Daremipouran M, Smoot DT ve ark. Distinct
Genetic Alterations in Colorectal Cancer. Zanger U, editor. PLoS One [Internet]. 2010
Jan 26 [cited 2019 Apr 1];5(1):e8879. Available from:
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0008879

60. Markowitz S. DNA repair defects inactivate tumor suppressor genes and
induce hereditary and sporadic colon cancers. J Clin Oncol [Internet]. 2000 Nov 1
[cited 2020 Jan 14];18(21 Suppl):75S-80S. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11060332

61. Toyota M, Ohe-Toyota M, Ahuja N, Issa J-PJ. Distinct genetic profiles in
colorectal tumors with or without the CpG island methylator phenotype. Proc Natl
Acad Sci [Internet]. 2000 Jan 18 [cited 2020 Jan 14];97(2):710-5. Available from:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.97.2.710

62. Weisenberger DJ, Siegmund KD, Campan M, Young J ve ark. CpG island

methylator phenotype underlies sporadic microsatellite instability and is tightly

130



associated with BRAF mutation in colorectal cancer. Nat Genet [Internet]. 2006 Jul
25 [cited 2020 Jan 141;38(7):787-93. Available from:

http://www.nature.com/articles/ng1834

63. Wang Z, Cummins JM, Shen D, Cahill DP ve ark. Three classes of genes
mutated in colorectal cancers with chromosomal instability. Cancer Res [Internet].
2004 May 1 [cited 2020 Jan 14];64(9):2998-3001. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15126332

64. Ried T, Knutzen R, Steinbeck R, Blegen H ve ark. Comparative genomic
hybridization reveals a specific pattern of chromosomal gains and losses during the
genesis of colorectal tumors. Genes Chromosomes Cancer [Internet]. 1996 Apr [cited
2019 Oct 31];15(4):234—-45. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8703849

65. Bomme L, Bardi G, Pandis N, Fenger C ve ark. Clonal karyotypic
abnormalities in colorectal adenomas: Clues to the early genetic events in the
adenoma-carcinoma sequence. Genes, Chromosom Cancer [Internet]. 1994 Jul
[cited 2020 Jan 14];10(3):190-6. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/gcc.2870100307

66. He Q-J, Zeng W-F, Sham JST, Xie D ve ark. Recurrent genetic alterations in
26 colorectal carcinomas and 21 adenomas from Chinese patients. Cancer Genet
Cytogenet [Internet]. 2003 Jul 15 [cited 2020 Jan 14];144(2):112-8. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12850373

67. Bardi G, Sukhikh T, Pandis N, Fenger C ve ark. Karyotypic characterization of

colorectal adenocarcinomas. Genes, Chromosom Cancer. 1995;12(2):97-109.

68. Tsafrir D, Bacolod M, Selvanayagam Z, Tsafrir | ve ark. Relationship of Gene
Expression and Chromosomal Abnormalities in Colorectal Cancer. Cancer Res
[Internet]. 2006 Feb 15 [cited 2020 Jan 14];66(4):2129-37. Available from:
http://cancerres.aacrjournals.org/lookup/doi/10.1158/0008-5472.CAN-05-2569

69. Muleris M, Dutrillaux AM, Olschwang S, Salmon RJ ve ark. Predominance of

normal karyotype in colorectal tumors from hereditary non-polyposis colorectal

131



cancer patients. Genes, Chromosom Cancer [Internet]. 1995 Nov [cited 2020 Jan
14];14(3):223-6. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/gcc.2870140312

70. Camps J, Armengol G, del Rey J, Lozano JJ ve ark. Genome-wide differences
between microsatellite stable and unstable colorectal tumors. Carcinogenesis
[Internet]. 2006 Mar 1 |[cited 2020 Jan 14];27(3):419-28. Available from:
http://academic.oup.com/carcin/article/27/3/419/2476132/Genomewide-differences-

between-microsatellite

71. Birkbak NJ, Eklund AC, Li Q, McClelland SE ve ark. Paradoxical relationship
between chromosomal instability and survival outcome in cancer. Cancer Res. 2011
May 15;71(10):3447-52.

72. Bakhoum SF, Danilova O V., Kaur P, Levy NB ve ark. Chromosomal instability
substantiates poor prognosis in patients with diffuse large B-cell lymphoma. Clin
Cancer Res. 2011 Dec 15;17(24):7704-11.

73. Carter SL, Eklund AC, Kohane IS, Harris LN ve ark. A signature of
chromosomal instability inferred from gene expression profiles predicts clinical
outcome in multiple human cancers. Nat Genet. 2006 Sep 4,;38(9):1043-8.

74. Swanton C, Nicke B, Schuett M, Eklund AC ve ark. Chromosomal instability
determines taxane response. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009 May 26;106(21):8671—
6.

75. Gutenberg A, Gerdes JS, Jung K, Sander B ve ark. High chromosomal
instability in brain metastases of colorectal carcinoma. Cancer Genet Cytogenet.
2010 Apr;198(1):47-51.

76. Paliller E, Auger N, Lindsay CR, Vielh P ve ark. High level of chromosomal
instability in circulating tumor cells of ROS1-rearranged non-small-cell lung cancer.
Ann Oncol. 2015 Jul 1;26(7):1408-15.

77. Warth A, Herpel E, Krysa S, Hoffmann H ve ark. Chromosomal instability is

more frequent in metastasized than in non-metastasized pulmonary carcinoids but is

132



not a reliable predictor of metastatic potential. Exp Mol Med. 2009 May 31;41(5):349—
53.

78.  Sotillo R, Schvartzman JM, Socci ND, Benezra R. Mad2-induced chromosome
instability leads to lung tumour relapse after oncogene withdrawal. Nature. 2010 Mar
18;464(7287):436-40.

79. Jamal-Hanjani M, A’Hern R, Birkbak NJ, Gorman P ve ark. Extreme
chromosomal instability forecasts improved outcome in ER-negative breast cancer: A
prospective validation cohort study from the TACT trial. Ann Oncol. 2015 Jul
1;26(7):1340-6.

80. Roylance R, Endesfelder D, Gorman P, Burrell RA ve ark. Relationship of
extreme chromosomal instability with long-term survival in a retrospective analysis of
primary breast cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2011 Oct;20(10):2183—
94.

81. Zaki BI, Suriawinata AA, Eastman AR, Garner KM ve ark. Chromosomal
instability portends superior response of rectal adenocarcinoma to chemoradiation
therapy. Cancer [Internet]. 2014 Jun 1 [cited 2020 Jan 14];120(11):1733-42.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/cncr.28656

82. Bakhoum SF, Kabeche L, Wood MD, Laucius CD ve ark. Numerical
chromosomal instability mediates susceptibility to radiation treatment. Nat Commun.
2015 Jan 21,6.

83. Chen G, Bradford WD, Seidel CW, Li R. Hsp90 stress potentiates rapid
cellular adaptation through induction of aneuploidy. Nature. 2012 Feb
9;482(7384):246-50.

84. Davoli T, Uno H, Wooten EC, Elledge SJ. Tumor aneuploidy correlates with
markers of immune evasion and with reduced response to immunotherapy. Science
(80- ) [Internet]. 2017 Jan 20 [cited 2020 Jan 14];355(6322).eaaf8399. Available

from: http://www.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.aaf8399

133



85. Laughney AM, Elizalde S, Genovese G, Bakhoum SF. Dynamics of Tumor
Heterogeneity Derived from Clonal Karyotypic Evolution. Cell Rep. 2015 Aug
4;12(5):809-20.

86. Mueller S, Engleitner T, Maresch R, Zukowska M ve ark. Evolutionary routes
and KRAS dosage define pancreatic cancer phenotypes. Nature. 2018 Feb
1;554(7690):62-8.

87. Notta F, Chan-Seng-Yue M, Lemire M, Li Y ve ark. A renewed model of
pancreatic cancer evolution based on genomic rearrangement patterns. Nature.
2016;538(7625):378-82.

88. Pavelka N, Rancati G, Zhu J, Bradford WD ve ark. Aneuploidy confers
guantitative proteome changes and phenotypic variation in budding yeast. Nature.
2010 Nov 11;468(7321):321-5.

89. Potapova TA, Zhu J, Li R. Aneuploidy and chromosomal instability: A vicious
cycle driving cellular evolution and cancer genome chaos. Cancer Metastasis Rev.
2013 Dec;32(3-4):377-89.

90. Naugler CT. Population genetics of cancer cell clones: possible implications of
cancer stem cells. Theor Biol Med Model [Internet]. 2010 Nov 9 [cited 2019 Oct
31];7:42. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21062473

91. Kinzler KW, Vogelstein B. Lessons from hereditary colorectal cancer. Vol. 87,
Cell. Cell Press; 1996. p. 159-70.

92. Tsao JL, Tavaré S, Salovaara R, Jass JR ve ark. Colorectal adenoma and
cancer divergence: Evidence of multilineage progression. Am J Pathol.
1999;154(6):1815-24.

93. Burkard ME, Weaver BA. Tuning chromosomal instability to optimize tumor
fithess. Cancer Discov. 2017 Feb 1;7(2):134-6.

94. Johnstone RW, Ruefli AA, Smyth MJ. Multiple physiological functions for
multidrug transporter P-glycoprotein? Trends Biochem Sci [Internet]. 2000 Jan [cited

134



2020 Jan 13];25(1):1-6. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10637601

95. Longley D, Johnston P. Molecular mechanisms of drug resistance. J Pathol
[Internet]. 2005 Jan [cited 2020 Jan 14];205(2):275-92. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/path.1706

96. Meyerhardt JA, Mayer RJ. Drug therapy: Systemic therapy for colorectal
cancer. Vol. 352, New England Journal of Medicine. 2005. p. 476-87.

97. Greenlee RT, Hill-Harmon MB, Murray T, Thun M. Cancer Statistics, 2001. CA
Cancer J Clin [Internet]. 2001 Jan 1 [cited 2020 Jan 13];51(1):15-36. Available from:
http://doi.wiley.com/10.3322/canjclin.51.1.15

98. Vries RGJ, Huch M, Clevers H. Stem cells and cancer of the stomach and
intestine. Mol Oncol [Internet]. 2010 Oct [cited 2020 Jan 13];4(5):373—-84. Available
from: http://doi.wiley.com/10.1016/j.molonc.2010.05.001

99. Cherciu I, Barbalan A, Pirici D, Margaritescu C ve ark. Stem cells, colorectal
cancer and cancer stem cell markers correlations. Curr Heal Sci J. 2014;40(3):153—
15361.

100. Sjoblom T, Jones S, Wood LD, Parsons DW ve ark. The consensus coding
sequences of human breast and colorectal cancers. Science (80- ). 2006 Oct
13;314(5797):268-74.

101. Sack LM, Davoli T, Li MZ, Li Y ve ark. Profound Tissue Specificity in
Proliferation Control Underlies Cancer Drivers and Aneuploidy Patterns. Cell. 2018
Apr 5;173(2):499-514.e23.

102. Tiong KL, Yeang CH. Explaining cancer type specific mutations with

transcriptomic and epigenomic features in normal tissues. Sci Rep. 2018 Dec 1;8(1).

103. Wangsa D, Braun R, Schiefer M, Gertz EM ve ark. The evolution of single cell-
derived colorectal cancer cell lines is dominated by the continued selection of tumor-
specific genomic imbalances, despite random chromosomal instability.

Carcinogenesis. 2018;

135



104. Zhang W, Long H, He B, Yang J. DECtp: Calling Differential Gene Expression
Between Cancer and Normal Samples by Integrating Tumor Purity Information. Front
Genet [Internet]. 2018 Aug 28 |[cited 2020 Jan 10];9. Available from:
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fgene.2018.00321/full

105. Korkola J, Gray JW. Breast cancer genomes - form and function. Vol. 20,

Current Opinion in Genetics and Development. 2010. p. 4-14.

106. Ried T, Heselmeyer-Haddad K, Blegen H, Schréock E ve ark. Genomic
changes defining the genesis, progression, and malignancy potential in solid human
tumors: A phenotype/genotype correlation. Vol. 25, Genes Chromosomes and
Cancer. 1999. p. 195-204.

107. Ried T. Homage to Theodor Boveri (1862-1915): Boveri's theory of cancer as
a disease of the chromosomes, and the landscape of genomic imbalances in human
carcinomas. Environ Mol Mutagen [Internet]. 2009 Oct [cited 2019 Oct 31];50(8):593—
601. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19739242

108. Beroukhim R, Mermel CH, Porter D, Wei G ve ark. The landscape of somatic
copy-number alteration across human cancers. Nature. 2010 Feb 18;463(7283):899—
905.

109. Heselmeyer K, Schrock E, Du Manoir S, Blegen H ve ark. Gain of
chromosome 3q defines the transition from severe dysplasia to invasive carcinoma of
the uterine cervix. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 Jan 9;93(1):479-84.

110. Habermann JK, Paulsen U, Roblick UJ, Upender MB ve ark. Stage-specific
alterations of the genome, transcriptome, and proteome during colorectal
carcinogenesis. Genes Chromosomes Cancer [Internet]. 2007 Jan [cited 2019 Oct
31];46(1):10-26. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17044061

111. Schwendel A, Langreck H, Reichel M, Schréck E ve ark. Primary small-cell
lung carcinomas and their metastases are characterized by a recurrent pattern of
genetic alterations. Int J cancer [Internet]. 1997 Feb 20 [cited 2019 Oct 31];74(1):86—
93. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9036875

136



112. P. P, MB. U, K. W, J. W ve ark. Silence of chromosomal amplifications in
colon cancer. Cancer Res [Internet]. 2002 Feb [cited 2019 Oct 31];62(4):1134-8.
Available from:
http://www.embase.com/search/results?subaction=viewrecord&from=export&id=L341
60299

113. Ghadimi BM, Schrock E, Walker RL, Wangsa D ve ark. Specific chromosomal
aberrations and amplification of the AIB1 nuclear receptor coactivator gene in
pancreatic carcinomas. Am J Pathol. 1999;154(2):525-36.

114. Knutsen T, Padilla-Nash HM, Wangsa D, Barenboim-Stapleton L ve ark.
Definitive molecular cytogenetic characterization of 15 colorectal cancer cell lines.
Genes Chromosomes Cancer [Internet]. 2010 Mar [cited 2019 Oct 31];49(3):204-23.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19927377

115. Ried T, Hu Y, Difilippantonio MJ, Ghadimi BM ve ark. The consequences of
chromosomal aneuploidy on the transcriptome of cancer cells. Vol. 1819, Biochimica

et Biophysica Acta - Gene Regulatory Mechanisms. 2012. p. 784-93.

116. Upender MB, Habermann JK, McShane LM, Korn EL ve ark. Chromosome
transfer induced aneuploidy results in complex dysregulation of the cellular
transcriptome in immortalized and cancer cells. Cancer Res [Internet]. 2004 Oct 1
[cited 2019 Oct 31];64(19):6941-9. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15466185

117. Chin K, DeVries S, Fridlyand J, Spellman PT ve ark. Genomic and
transcriptional aberrations linked to breast cancer pathophysiologies. Cancer Cell
[Internet]. 2006 Dec [cited 2019 Oct 31];10(6):529-41. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17157792

118. Neve RM, Chin K, Fridlyand J, Yeh J ve ark. A collection of breast cancer cell
lines for the study of functionally distinct cancer subtypes. Cancer Cell. 2006
Dec;10(6):515-27.

119. Heim S, Mitelman F. Cancer Cytogenetics: Chromosomal and Molecular
Genetic Aberrations of Tumor Cells. Wiley; 2015. 645 p.

137



120. Heselmeyer-Haddad K, Berroa Garcia LY, Bradley A, Ortiz-Melendez C ve
ark. Single-cell genetic analysis of ductal carcinoma in situ and invasive breast
cancer reveals enormous tumor heterogeneity yet conserved genomic imbalances
and gain of MYC during progression. Am J Pathol. 2012 Nov;181(5):1807-22.

121. Pandit SK, Westendorp B, De Bruin A. Physiological significance of
polyploidization in mammalian cells. Vol. 23, Trends in Cell Biology. 2013. p. 556—66.

122. Cibulskis K, Lawrence MS, Carter SL, Sivachenko A ve ark. Sensitive
detection of somatic point mutations in impure and heterogeneous cancer samples.
Nat Biotechnol. 2013 Mar;31(3):213-9.

123. Dexter DL, Spremulli EN, Fligiel Z, Barbosa JA ve ark. Heterogeneity of

cancer cells from a single human colon carcinoma. Am J Med. 1981;71(6):949-56.

124. DLD-1 ATCC ® CCL-221TM Homo sapiens colon Dukes’ type C, col [Internet].
[cited 2020 Jan 12]. Available from: https://www.lgcstandards-

atcc.org/products/all/CCL-221.aspx?geo_country=tr#generalinformation

125. Ahmed D, Eide PW, Eilertsen IA, Danielsen SA ve ark. Epigenetic and genetic

features of 24 colon cancer cell lines. Oncogenesis. 2013;2.

126. Chen TR, Hay RJ, Macy ML. Intercellular karyotypic similarity in near-diploid
cell lines of human tumor origins. Cancer Genet Cytogenet. 1983;10(4):351-62.

127. Freshney RI. Culture of Specific Cell Types. In: Culture of Animal Cells
[Internet]. Hoboken, NJ, USA: John Wiley & Sons, Inc.; 2005 [cited 2019 Dec 24].
Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/0471747599.cac023

128. Wolpin BM, Mayer RJ. Systemic Treatment of Colorectal Cancer. Vol. 134,
Gastroenterology. W.B. Saunders; 2008.

129. Carethers JM. Review: Systemic treatment of advanced colorectal cancer:
Tailoring therapy to the tumor. Vol. 1, Therapeutic Advances in Gastroenterology.
2008. p. 33-42.

138



130. Kennedy AS, Harrison GH, Mansfield CM, Zhou XJ ve ark. Survival of
colorectal cancer cell lines treated with paclitaxel, radiation, and 5-FU: Effect of TP53
or hMLH1 deficiency. Int J Cancer [Internet]. 2000 Aug 20 [cited 2020 Jan
14];90(4):175-85. Available from: http://doi.wiley.com/10.1002/1097-
0215%2820000820%2990%3A4%3C175%3A%3AAID-1JC1%3E3.0.CO0%3B2-W

131. Vanhoefer U, Harstrick A, Achterrath W, Cao S ve ark. Irinotecan in the
treatment of colorectal cancer: Clinical overview. Vol. 19, Journal of Clinical
Oncology. Lippincott Williams and Wilkins; 2001. p. 1501-18.

132. Becouarn Y, Rougier P. Clinical efficacy of oxaliplatin monotherapy: Phase Il

trials in advanced colorectal cancer. Vol. 25, Seminars in Oncology. 1998. p. 23-31.

133. Gemcitabine in Treating Patients With Advanced Colorectal Cancer - Full Text
View - ClinicalTrials.gov [Internet]. [cited 2020 Jan 14]. Available from:
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00007943

134. Jiménez-Fonseca P, Solis MP, Garrido M, Faez L ve ark. Gemcitabine plus
capecitabine (Gem—Cape) biweekly in chemorefractory metastatic colorectal cancer.
Clin Transl Oncol. 2015 May 1;17(5):384-92.

135. Spindler K-LG, Pallisgaard N, Andersen RF, Ploen J ve ark. Gemcitabine and
capecitabine for heavily pre-treated metastatic colorectal cancer patients--a phase Il
and translational research study. Anticancer Res [Internet]. 2014 Feb [cited 2020 Jan
14];34(2):845-50. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24511021

136. Hanauske AR, Degen D, Hilsenbeck SG, Bissery MC ve ark. Effects of
Taxotere and taxol on in vitro colony formation of freshly explanted human tumor
cells. Anticancer Drugs [Internet]. 1992 Apr [cited 2020 Jan 14];3(2):121-4. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1356030

137. Reid Y, Storts D, Riss T, Minor L. Authentication of Human Cell Lines by STR
DNA Profiling Analysis [Internet]. Assay Guidance Manual. Eli Lilly & Company and
the National Center for Advancing Translational Sciences; 2004 [cited 2019 Mar 31].
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23805434

139



138. Thomas Ried, M.D. | Center for Cancer Research - National Cancer Institute
[Internet]. [cited 2019 Dec 26]. Available from: https://ccr.cancer.gov/Genetics-

Branch/thomas-ried

139. Cepko C, Pear W. Overview of the Retrovirus Transduction System. In:

Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.; 2001.

140. Elegheert J, Behiels E, Bishop B, Scott S ve ark. Lentiviral transduction of
mammalian cells for fast, scalable and high-level production of soluble and
membrane proteins. Nat Protoc. 2018 Dec 1;13(12):2991-3017.

141. Milone MC, O’Doherty U. Clinical use of lentiviral vectors. Vol. 32, Leukemia.
Nature Publishing Group; 2018. p. 1529-41.

142. Pear WS, Nolan GP, Scott ML, Baltimore D. Production of high-titer helper-
free retroviruses by transient transfection. Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 Sep
15;90(18):8392—6.

143. Weber K, Bartsch U, Stocking C, Fehse B. A multicolor panel of novel lentiviral
‘gene ontology” (LeGO) vectors for functional gene analysis. Mol Ther.
2008;16(4):698—706.

144. Weber K, Mock U, Petrowitz B, Bartsch U ve ark. Lentiviral gene ontology
(LeGO) vectors equipped with novel drug-selectable fluorescent proteins: New
building blocks for cell marking and multi-gene analysis. Gene Ther. 2010
Apr;17(4):511-20.

145. Mirus Bio. www.mirusbio.com/applications/stable-cell-line-
generation/antibiotic-kill-curve [Internet]. [cited 2019 Mar 29]. Available from:

https://www.mirusbio.com/applications/stable-cell-line-generation/antibiotic-kill-curve

146. Strober W. Trypan Blue Exclusion Test of Cell Viability. Curr Protoc Immunol.
2015 Nov 1;111(1):A3.B.1-A3.B.3.

147. Riss TL, Moravec RA, Niles AL, Duellman S ve ark. Cell Viability Assays
[Internet]. Assay Guidance Manual. 2004 [cited 2020 Jan 14]. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23805433

140



148. Darzynkiewicz Z, Juan G. Analysis of DNA Content and BrdU Incorporation.
Curr Protoc Cytom. 1997 Oct;2(1):7.7.1-7.7.9.

149. Rafehi H, Orlowski C, Georgiadis GT, Ververis K ve ark. Clonogenic assay:
Adherent cells. J Vis Exp. 2011;(49).

150. Chen Y. Scratch Wound Healing Assay. BIO-PROTOCOL. 2016;

151. Lampugnani MG. Cell migration into a wounded area in vitro. Vol. 96, Methods
in molecular biology (Clifton, N.J.). 1999. p. 177-82.

152. Liang CC, Park AY, Guan JL. In vitro scratch assay: A convenient and

inexpensive method for analysis of cell migration in vitro. Nat Protoc. 2007;

153. Grada A, Otero-Vinas M, Prieto-Castrillo F, Obagi Z ve ark. Research
Technigues Made Simple: Analysis of Collective Cell Migration Using the Wound
Healing Assay. Vol. 137, Journal of Investigative Dermatology. Elsevier B.V.; 2017.
p. ell-6.

154. Mierke CT. Role of the Endothelium during Tumor Cell Metastasis: Is the
Endothelium a Barrier or a Promoter for Cell Invasion and Metastasis? J Biophys.
2008;2008:1-13.

155. Justus CR, Leffler N, Ruiz-Echevarria M, Yang L V. In vitro cell migration and
invasion assays. J Vis Exp [Internet]. 2014 Jun 1 [cited 2019 Mar 29];(88). Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24962652

156. Fiji - Imaged [Internet]. [cited 2020 Jan 13]. Available from:
https://imagej.net/Fiji

157. OKTEM G, BILIR A, USLU R, INAN S V. ve ark. Expression profiling of stem
cell signaling alters with spheroid formation in CD133high/CD44high prostate cancer
stem cells. Oncol Lett [Internet]. 2014 [cited 2019 Mar 29];7(6):2103. Available from:
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4049671/

158. Greve B, Kelsch R, Spaniol K, Eich HT ve ark. Flow cytometry in cancer stem
cell analysis and separation. Vol. 81 A, Cytometry Part A. 2012. p. 284-93.

141



159. Kozovska Z, Gabrisova V, Kucerova L. Colon cancer: Cancer stem cells
markers, drug resistance and treatment. Vol. 68, Biomedicine and Pharmacotherapy.
Elsevier Masson SAS; 2014. p. 911-6.

160. Munro MJ, Wickremesekera SK, Peng L, Tan ST ve ark. Cancer stem cells in
colorectal cancer: A review. Vol. 71, Journal of Clinical Pathology. BMJ Publishing
Group; 2018. p. 110-6.

161. Hatano Y, Fukuda S, Hisamatsu K, Hirata A ve ark. Multifaceted interpretation
of colon cancer stem cells. Vol. 18, International Journal of Molecular Sciences.
MDPI AG; 2017.

162. Colaianni V, Mazzei R, Cavallaro S. Copy number variations and stroke.
Neurol Sci [Internet]. 2016 Dec [cited 2019 Mar 22];37(12):1895-904. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27393281

163. Imataka G, Arisaka O. Chromosome Analysis Using Spectral Karyotyping
(SKY). Vol. 62, Cell Biochemistry and Biophysics. 2012. p. 13-7.

164. Ried T. Thomas Ried, M.D. | Center for Cancer Research - National Cancer
Institute [Internet]. [cited 2019 Mar 22]. Available from:
https://ccr.cancer.gov/Genetics-Branch/thomas-ried

165. Ried T, Heselmeyer-Haddad K, Camps J ve ark. Cancer Cytogenetics. In: The
Molecular Basis of Human Cancer [Internet]. New York, NY: Springer New York;
2017 [cited 2019 Mar 31]. p. 65-82. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/978-1-59745-458-2_4

166. Allegra CJ, Yothers G, O’'Connell MJ, Beart RW ve ark. Neoadjuvant 5-FU or
capecitabine plus radiation with or without oxaliplatin in rectal cancer patients: A
phase Il randomized clinical trial. J Natl Cancer Inst. 2015;107(11).

167. Roerink SF, Sasaki N, Lee-Six H, Young MD ve ark. Intra-tumour
diversification in colorectal cancer at the single-cell level. Nature. 2018 Apr
26;556(7702):437-62.

142



168. Sinicrope FA, Sargent DJ. Molecular pathways: Microsatellite instability in
colorectal cancer: Prognostic, predictive, and therapeutic implications. Clin Cancer
Res. 2012 Mar 15;18(6):1506-12.

169. Longley DB, Harkin DP, Johnston PG. 5-Fluorouracil: Mechanisms of action

and clinical strategies. Nature Reviews Cancer. 2003.

170. Mini E, Nobili S, Caciagli B, Landini | ve ark. Cellular pharmacology of
gemcitabine. Ann Oncol. 2006;

171. Graham J, Muhsin M, Kirkpatrick P. Fresh from the pipeline: Oxaliplatin. Nat
Rev Drug Discov. 2004;

172. Pommier Y. Drugging topoisomerases: Lessons and Challenges. ACS
Chemical Biology. 2013.

173. Jordan MA, Wilson L. Microtubules as a target for anticancer drugs. Nature

Reviews Cancer. 2004.

174. Bharadwaj R, Yu H. The spindle checkpoint, aneuploidy, and cancer.
Oncogene. 2004.

175. Swanton C, Tomlinson I, Downward J. Chromosomal instability, colorectal
cancer and taxane resistance. Vol. 5, Cell Cycle. Taylor and Francis Inc.; 2006. p.
818-23.

176. Kondoh M, Ohga N, Akiyama K, Hida Y ve ark. Hypoxia-induced reactive
oxygen species cause chromosomal abnormalities in endothelial cells in the tumor

microenvironment. PLoS One. 2013;

177. Castedo M, Coquelle A, Vivet S, Vitale | ve ark. Apoptosis regulation in
tetraploid cancer cells. EMBO J. 2006 Jul 7;25(11):2584-95.

178. Barker N, van Es JH, Kuipers J, Kujala P ve ark. Identification of stem cells in
small intestine and colon by marker gene Lgr5. Nature [Internet]. 2007 Oct 14 [cited
2020 Jan 13];449(7165):1003-7. Available from:

http://www.nature.com/articles/nature06196

143



179. McClanahan T, Koseoglu S, Smith K, Grein J ve ark. ldentification of
overexpression of orphan G protein-coupled receptor GPR49 in human colon and
ovarian primary tumors. Cancer Biol Ther [Internet]. 2006 Apr 28 [cited 2020 Jan
13];5(4):419-26. Available from:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.4161/cbt.5.4.2521

180. Boman BM, Wicha MS, Fields JZ, Runquist OA. Symmetric Division of Cancer
Stem Cells — a Key Mechanism in Tumor Growth that should be Targeted in Future
Therapeutic Approaches. Clin Pharmacol Ther [Internet]. 2007 Jun 25 [cited 2020
Jan 13];81(6):893—-8. Available from: http://doi.wiley.com/10.1038/sj.clpt.6100202

181. Dean M, Fojo T, Bates S. Tumour stem cells and drug resistance. Nat Rev
Cancer [Internet]. 2005 Apr [cited 2020 Jan 13];5(4):275-84. Available from:

http://www.nature.com/articles/nrc1590

182. Todaro M, Alea MP, Di Stefano AB, Cammareri P ve ark. Colon Cancer Stem
Cells Dictate Tumor Growth and Resist Cell Death by Production of Interleukin-4. Cell
Stem Cell. 2007 Oct 11;1(4):389-402.

183. Santos GC, Zielenska M, Prasad M, Squire JA. Chromosome 6p amplification

and cancer progression. Journal of Clinical Pathology. 2007.

184. Jasmine F, Rahaman R, Dodsworth C, Roy S ve ark. A genome-wide study of
cytogenetic changes in colorectal cancer using SNP microarrays: Opportunities for

future personalized treatment. PLoS One. 2012,

185. Sheffer M, Bacolod MD, Zuk O, Giardina SF ve ark. Association of survival
and disease progression with chromosomal instability: A genomic exploration of

colorectal cancer. Proc Natl Acad Sci. 2009;

186. Muleris M, Chalastanis A, Meyer N, Lee M ve ark. Chromosomal instability in
near-diploid colorectal cancer: A link between numbers and structure. PLoS One.
2008;

144



8. EKLER

Etik Kurul Raporu
Arbis formatinda 6zgec¢mis ve yayin listesi

Doktora tezleri igin makale 6rnegi ve dergiden alinmis kabul yazisi

145



9. KATKI

Bu tez calismasinin gerceklestiriimesi, TUBITAK 1001-Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Projelerini Destekleme Programi (116Z2300) ve 2214-A Yurt Digi Doktora
Burs Programi (1059B141600920) destekleri ile saglanmigtir.

146



prd

o DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Konu: Karar hk, 17.02.2017

Sayi: \\¥&

Saym Dog.Dr.Zeynep YUCE,

Kurulumuz tarafindan 16.02.2017 tarih ve 3140-GOA protokol numarali 2017/03-12 karar numaras: ile
goriistilen “Solid Tiimérlerdeki Farkh Hiicre Populasyon Kinetiklerinin in Vitro Tiimor Heterojenite
Modelinde Incelenmesi” konulu arastirmaniza iliskin Kurulumuz karar1 ekte sunulmustur.

9%——"7&

Prof.Dr.Banu ONVURAL
Baskan

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Dokuz Eylil Universitesi Saglik Yerleskesi inciralt: 35340 IZMIR-TURKIYE
Tel:0 232 4122254 - 0 232 4122258 Faks: 0232 4122243 Elektronik posta:etikkurul@deu.edu.tr

Belge Adi ‘ Tarihi ( Versiyon »
. il Numaras) Dili
ARASTIRMA :
PROTOKOL{J Meveut ( )Tﬁrks;e DI Ingilizce[] Diger []
DEGERLENDIRILEN ARASTIRMA ILE ILGILi :
BELGELER LITERATUR Meveut Turkee []  Ingilizce [X] Diger []
BILGILENDIRILMIS
GONULLU o ; S ;
il LUR Mevcut Tirke [X]  Ingilizce [] Diger []

| Turkee [ Ingilizee [] Diger []

Dokuz Eyliil Universites; Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu



DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

ETIK DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
KOMISYONUN ADI | GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIiK KURULU
ACIK ADRES Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakilltesi Dekanhg1 2. Kat Inciralt-1ZMIR
TELEFON 0232 412 22 54-0 232 412 22 58
FAKS 023241222 43
E-POSTA etikkurul@deu,edu.tr
DOSYA NO: 3140-GOA
ZMANLIK TEZI AKADEMIK AMACLI
ARASTIRMA . U e

ARASTIRMANIN ACIK ADI | Solid Tiimbrlerdeki Farkh Hilere Populasyon Kinetiklerinin in
Vitro Tiimér Heterojenite Modelinde Incelenmesi

ARASTIRMA PROTOKOL

KODU
g?ﬁ&‘i‘gi SORUMLU ARASTIRMACI | Dog.Dr.Zeynep YUCE
UNVANI/ADI/SOYADI ve Tibbi Biyoloji ve Genetik A.D
UZMANLIK ALANI
DESTEKLEYICI VE ACIK -
ADRESI
DESTEKLEYICININ YASAL -
TEMSILCISI VE ADRESI
ARASTIRMAYA KATILAN | TEK MERKEZ [ COK MERKEZLI[]
MERKEZLER
Belge Adi Tarini | Yersivon Dili
£ Numarasi
ARASTIRMA ” .
PROTOKOLD Mevcut Tiurkee (X Ingilizce [] Diger [J
DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA ILE ILGILI = 2 ;
ety ot LITERATOR Meveut Turkge []  Ingilizce [  Diger [J
BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR Mevcut Turkge X Ingilizce ]  Diger [
FORMU
OLGU RAPOR FORMU | Meveut Turkge [J  Ingilizce []  Diger [

Dokuz Eylol Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Bk Kurulu Karar Formu




KARAR BILGILERI

Karar No:2017/03-12

Tarih:16.02.2017

Dog.Dr.Zeynep YUCE 'nin sorumlusu oldugu
Kinetiklerinin in Vitro Tlimor Heterojenite
bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragtirmanin

“Solid Tiimbrlerdeki Farkh Hiicre Populasyon
Modelinde Incelenmesi” isimli klinik aragtirmaya ait
gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak

incelenmis, etik agidan galismanin gerceklestirilmesinin uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.
ETIK KURUL BILGILERI

CALISMA ESASI

Dokuz Eyliil Universitesi Girigimsel Olma
lyi Klinik Uygulamalan Kilavuzu

yan Aragtirmalar Etik Kurulu [gleyis Yonergesi

L ETIK KURUL UYELERI
Cinsi | Arastirma ile :
Unvan/AdvSoyad Uzmanlhik Alani Kurumu vet liskili mi? Imza
Prof.Dr.Banu DEU Tip Fakitltesi Tibbi .
ONVURAL Tibbi Biyokimya Biyokimya Anabilim Dali | Kadmn | E H /5 s
Bagkan) , e
Prof.-Dr.$.Reyhan ;
UCKU Halk Saghg: — T’X CRRELEEE et | BTT bR r D &
(Baskan Yardimcisi) glig1 A.D. | l COA
i DEU Tip Fakultesi Kalp
gﬁ%‘;ﬁﬁocw ok Damar Cerrahisi Anabilim | Erkek | E[J | H[X] /ﬁ/ /
; Dah ;/
-
Prof.Dr.Seving S DEU Tip Fakititesi Ig
ERASLAN Endokrinoloji Hastaliklari Anabilim Dal; | Kadn | EL] | HIY 4[\ .
DEU Tip Fakiiltesi Tibbi 3
Prof.Dr.Mukaddes _— ., - i
GUMUSTEKIN | Tibb Farmakoloi | Farmakoloj Anabim Dal | o1 o | o ]fc:ul tlg»\o()]
DEU Tip Fakiiltesi Tibbi
Prof.Dr.Ayse Aydan [ s ; - . ; i pid )
OZKUTOK Tibbi Mikrobiyoloji _gdal;:roblyoloy Anabilim Kadn | E[] | H r b ' }‘
ProfDr.Mige . - DEU Tip Fakultesi )
KIRAY Fizyoloji Fizyoloji Anabilim Daly | Kedm | E[] | H]Y W
DEU Tip Fakiltesi \
g?&;soeggim Anesteziyoloji Anesteziyoloji ve Kadn [E[] |H[
Reanimasyon A.D.
Prof.Dr.Stlen .. DEU Tip Fakiiltesi
SARIOGLU Batlnli Tibbi Patoloji A.D Kadn | EL] | HIX M ?
Fizik Tadavive DEU Fizik Tedavi ve ‘
Prof.Dr.Bilge KARA Rehabilitasyon Rehabilitasyon Yiiksek Kadm |E[] |H[X
Y Okulu
Dog.Dr.Sefa Tibbi Biyoloji ve DEU Tip Fakiiltesi Tibbi v
KIZILDAG Genetik Biyoloji ve Genetik AD | Ekek |EL] [ H
Pediatrik .
A - DEU Tip Fakiiltesi Cocuk
Egi%rl'Ay han f;;:g:;;?:gi = Saghg ve Hastaliklari Erkek |E[] |HX
Hastaliklar: Anabilim Dalt —
Cocuk Saghg ve DEU Hemsgirelik Fakiiltesi
Dog.Dr. Murat Hastahiklari Cocuk Saglig: ve o £
BEKTAS | Hemsireligi Hastaliklar: Hemgireligi | Ekek | EL] [ H[X
l g
1
Uzm.Dr. Ahmet Can DEU Tip Tarihi ve Etik <
: | Hukuk Erkek | E[] | H
BILGIN AD K:Jito.qa N
Mehmet Erhan o ¥ y . ,‘
OZKUL Saglik mensubu D.E.U Tip Fakiiltesi Erkek | E[] |H[Y T e b ;
|

olmayan tye

Idari Mali Isler

Dokuz Evlal Universitesi Girisimsel Olmayan  Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu




Kisisel Bilgiler

iletisim Bilgileri

Dogum Tarihi
iletisim Adresi

Telefon

E-posta

Web Adresi

Ogrenim Bilgileri

OYKU GONUL GEYiK

08/08/1989

Akin Simav Mah. Sehit Nihatbey Cd. No:182 D:9 Konak

Tip Fakiltesi Dekanlik Binasi Mithatpasa Cad. No:1606 Inciralti Saglik Yerleskesi
(232) 412 46 24

(554) 812 46 18

ovkugonul@hotmail.com

oykugonul89@gmail.com

01 Eyliil 2013 - Su Anda (6 yil 5 ay)

Doktora, Doktora, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, TIBBI BiYOLOJi VE GENETIK (DR)
Agirlikli Genel Not Ortalamasi: 3.88 / 4.0

01 Eylil 2011 - 01 Haziran 2013 (1 yil 10 ay)

Yiiksek Lisans, Tezli Program, EGE UNIVERSITESI, TURKIYE

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, TIBBI BiYOKIMYA (YL)

Tez Bashg: Ganoderma Lucidum Ekstraktlarinin Mcf-7 Meme Kanseri Hicre
Hattinda Mirna Profiline Ve Telomeraz Aktivitesine Etkisi

Tez Konusu: G.lucidum Basidiomiset Grubu Bir Fungus Olup Kemoterapotik Etkiye
Sahip Komponentler Icerdigi Ve Meme Kanseri Hiicreleri Uzerinde Etkili Oldugu
Daha Once Yapilan Calismalarla Belirlenmistir. Bununla Beraber, G.lucidum' Un
Antikarsinojenik Etki Mekanizmalari Tam Olarak Aydinlatilamamistir.  Bu
Calismada, G.lucidum Ekstraktlarinin Mcf-7 Meme Kanseri Hiicre Hattinda Mirna
Profiline Ve Telomeraz Aktivitesine Etkileri Arastiriimistir. Mcf-7 Hicrelerinde
G.lucidum Ekstraktlarinin Farkli Dozlar Ve Inkibasyon Sureleri Denenerek 1c50
Dozunun Belirlendigi Hticre Kiltiri Denemeleri Gergeklestirilmistir. Yapilan Hicre
Kiltird Denemelerinde En Dlstk Dozda Etkili Ekstraktin Eter Ekstrakti Oldugu
Saptanmistir (100 Ug/ml). Daha Sonra Mcf-7 Hicrelerinde Mirna Profil Analizi Ve
Telomeraz Aktivite Tayini Yapilmistir. 100 Ug/ml 1c50 Dozunda Mcf-7
Hicrelerinde Telomeraz Aktivitesinin Ekstrakt Uygulanmayan Hucrelere Gore
Diustk Oldugu Ve Mirna Ekspresyon Profilinde Farkliliklar Bulundugu Tespit
Edilmistir.

Tarih: 2013

Tez Danismani: HANDAN AK

Diploma Numarasi: 4079

Agirlikl Genel Not Ortalamast: 87.7 / 100.0

01 Eylil 2007 - 10 Haziran 2011 (3 yil 10 ay)
Lisans, ikinci Ogretim, EGE UNIVERSITESI, TURKIYE
FEN FAKULTESI, BIYOKIMYA BOLUMU

Diploma Numarasi: 17407

Agirlikl Genel Not Ortalamasr: 3.38 / 4.0

Sayfa1/5



Yabanci Dil Bilgileri

ISPANYOLCA (Okuma: Orta, Yazma: Orta, Konusma: Orta)

INGILIZCE (Okuma: lyi, Yazma: Iyi, Konusma: lyi)

TURKCE (Okuma: Iyi, Yazma: lyi, Konusma: iyi)

Bilimsel Teknolojik Faaliyet Alanlari

Bilimsel Teknolojik Faaliyet Alani Bilgileri

Anahtar Kelimeler

Ar-Ge Yetkinlik

Makaleler

Bildiriler

Saglik Bilimleri -- Tip -- Temel Tip Bilimleri -- Tibbi Biyoloji
Saglik Bilimleri -- Tip -- Dahili Tip Bilimleri -- Tibbi Genetik
Saglik Bilimleri -- Dig Hekimligi -- Temel Bilimler -- Biyokimya

Antikanser ilac Direnci
Kolorektal Karsinoma
Telomeraz Aktivitesi
MikroRNA Profili
Yonlendirilmis Mutagenez
Anoploidi

Tumor Biyolojisi

Tumor Modelleme
Kanser Arastirmalari
Kanser Biyobelirtecleri
Kolorektal Kanser
Kanser Genetigi

Hucre Kdlturd Teknikleri
Tibbi Biyokimya
Biyokimya

0. GONUL GEYiK, B. NALBANT, R. B. HUSEMOGLU, Z. YUCE, T. UNEK & H.
HAVITCIOGLU, Investigation of Surface Adhesion of MCF-7 Cells in 3D Printed PET
and PLA Tissue Scaffold Models, Journal of Medical Innovation and Technology,
2019, 2667-8977, 1, 2, 45.

0. GONUL GEYiK, 0. GONUL, O. GONUL, H. H. AYDIN, H. H. AYDIN, E. KALMIS, E.
KALMIS, H. KAYALAR, H. KAYALAR, A. B. OZKAYA, A. B. OZKAYA, S. ATAY, S. ATAY,
H. AK & H. AK, Effects of Ganoderma lucidum (Higher Basidiomycetes) Extracts on
the miRNA Profile and Telomerase Activity of the MCF-7 Breast Cancer Cell Line,
INTERNATIONAL JOURNAL OF MEDICINAL MUSHROOMS, 2015, 1521-9437, 17,
3, 231-239.

R. B. HUSEMOGLU, B. NALBANT, O. GONUL GEYiK, T. UNEK, Z. YUCE & H.
HAVITCIOGLU, Investigation of Surface Adhesion Abilities of MCF-7 Cells on 3D
Printed PCL and PLA Scaffold Models, Tam Metin Bildiri, 2nd International Cancer
and lon Channels Congress, 22 Eylul 2019, 24 Eylil 2019, 0250-4685, 44, 52, 24 -
64.

Sayfa2/5



Projeler

R. B. HUSEMOGLU, B. NALBANT, O. GONUL GEYiK, T. UNEK, Z. YUCE & H.
HAVITCIOGLU, Investigation of Surface Adhesion Abilities of MCF-7 Cells on 3D
Printed PCL and PLA Scaffold Models, S6zIi Sunum, 2nd International Cancer and
lon Channels Congress, 22 Eyliil 2019, 24 Eylil 2019, 0250-4685, 44, s2, 24 - 64.

0. GONUL GEYIK, D. WANGSA, T. RIED & Z. YUCE, Investigation of cell populations
in an in vitro intratumoral heterogeneity model of solid tumors, S6zIG Sunum, 2nd
International Cancer and lon Channels Congress, 22 Eylul 2019, 24 Eylil 2019,
0250-4685, 44, s2, 24 - 64,

S. BAYKAL KOSE, A. S. YAVUZ, E. ACIKGOZ, 0. GONUL GEYiK, H. ATES, 0. U.
SEZERMAN, G. H. OZSAN & Z. YUCE, Investigation of the relationship between
cellular adaptation and therapeutic resistance in chronic myeloid leukemia cells
under imatinib pressure, Sozli Sunum, 1st INTERNATIONAL MULTIDISCIPLINARY
CANCER RESEARCH CONGRESS, 18 Eylil 2019, 22 Eylil 2019.

Z. YUCE, S. BAYKAL KOSE, 0. GONUL GEYIK, A. S. YAVUZ, E. ACIKGOZ, H. ATES, O.
U. SEZERMAN & G. H. 0ZSAN, AN ADAPTIVE PHENOTYPIC SHIFT LEADS TO TKI
RESISTANCE BY ACQUISITION OF LEUKEMIC STEM CELL-LIKE PROPERTIES IN
CML CELLS, S6zlii Sunum, 2nd istanbul Immunohematology Summit, 02 Mayis
2019, 04 Mayis 2019, 1308-5263, 36, 1, 31 - 32.

0. GONUL GEYIK, H. EFE, S. BAYKAL KOSE, 0. UYSAL YOCA, D. W. ZONG, T. RIED &
Z. YUCE, In Vitro Tiimér Heterojenite Modelinde Farkli Timér Hiicre
Popllasyonlarinin Genetik Ve Biyolojik Ozelliklerinin Incelenmesi, Poster Sunumu,
13. Uluslararasi Katilimh Ulusal Tibbi Genetik Kongresi, 07 Kasim 2018, 11 Kasim
2018.

0. GONUL GEYiK, D. W. ZONG, Z. YUCE & T. RIED, Role Of Whole Genome
Duplication In Chromosomal Instability, Poster Sunumu, Nih Research Festival
2018, 12 Eylil 2018, 14 Eylil 2018.

R. COHEN, D. W. ZONG, O. GONUL GEYIK & T. RIiED, DNA Ploidy Correlates With
Response To Chemotherapeutics, Poster Sunumu, NIH Summer Research
Program Poster Day, 09 Agustos 2018, 09 Agustos 2018.

S. BAYKAL KOSE, 0. GONUL GEYiK, H. ATES, H. EFE & Z. YUCE, Effects of tyrosine
kinase inhibitor Imatinib on autophagy in BCR-ABL positive leukemia cells, Poster
Sunumu, 41st FEBS Congress, 03 Eyliil 2016, 08 Eylil 2016, 283, s1, 429 - 440.

T. RRUSTEMI, 0. GONUL GEYIK, A. B. OZKAYA, T. K. 0ZTURK, Z. YUCE & A. KILINC,
Synthesis of single glucose oxidase nanoparticles and their potential use in cancer
therapy, Poster Sunumu, 41st FEBS Congress, 03 Eylil 2016, 08 Eylil 2016, 283,
s1, 429 - 440.

0. GONUL GEYiK, EFFECTS OF G.LUCIDUM EXTRACTS ON miRNA
PROFILE&TELOMERASE ACTIVITY IN MCF7 BREAST CANCER CELL LINE, Sozlii
Sunum, 25.ULUSAL BiYOKIMYA KONGRESI, 03 Eyliil 2013, 03 Eyliil 2013, 38, 1,
84 - 84.

0. GONUL GEYiK, MUTATIONAL ANALYSIS OF THE EVOLUTIONARY CONSERVED
TYROSINE 294 RESIDUE ON 6-PHOSPHO-BETA-GLUCOSIDASE, Poster Sunumu,
INTERNATIONAL CONGRESS ON BiOINFORMATICS AND BiOMICS, 18 Mayis 2011,
18 Mayis 2011.

TEMEL ARASTIRMA, BURSIYER, Olusturulacak in-vitro Tiimér Heterojenite
Modelinde Solid Tiimérlerdeki Farkli Hiicre Populasyon Kinetiklerinin incelenmesi,
Yiiriitiilen Kurulus: DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, Destek Alinan Kurulus: TUBITAK
1001 (Sistemde kayith olmayan kurulus) (Yurt ici) , 01 Mart 2017, 01 Ocak 2020.

Sayfa3/5



TUBITAK Burs ve Destekleri

Proje Bilgileri

BiDEB Destekleri

KURUMSAL (BAP V.B.), ARASTIRMACI, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdltesi
Arastirma Laboratuvar bunyesinde hicre hatti koleksiyonu kurulmasi, Yurdtilen
Kurulus: DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, Destek Alinan Kurulus: DOKUZ EYLUL
UNIVERSITESI (Yurt ici) , 01 Mayis 2016, 01 Eyliil 2019.

ABD, PROJE YURUTUCUSU, Investigating the aneuploidy related genetic
heterogeneity on therapeutic resistance in colon cancer model, Yurdtilen Kurulus:
National Institutes of Health (Sistemde kayith olmayan kurulus), Destek Alinan
Kurulus: TUBITAK 2214/A (Sistemde kayithi olmayan kurulus) (Yurt ici) , 01 Subat
2018, 01 Subat 2019.

TEMEL ARASTIRMA, BURSIYER, Metastatik MDA-MB-231 insan Meme Kanser
Hcrelerinde Matriks Metalloproteinaz-97un Voltaj Kapih Sodyum Kanali Nav1.5
ve B1 Regiilasyonu Uzerindeki Fonksiyonel Etkilerinin incelenmesi, Yiiriitiilen
Kurulus: DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, Destek Alinan Kurulus: TUBITAK 1001
(Sistemde kayith olmayan kurulus) (Yurt ici) , 01 Mart 2014, 01 Mart 2017.

TUBITAK, ARASTIRMACI, 6-fosfo-B-glikozidaz Enziminde Evrimsel Olarak
Korunmus Arg289 Ve Tyr294 Amino Asitlerinin Fonksiyonel Oneminin Nokta
Mutasyonlari Yoluyla Incelenmesi, Yiiriitiilen Kurulus: EGE UNIVERSITESI, Destek
Alinan Kurulus: TUBITAK BiLIM KURULU (Yurt ici), 01 Eyliil 2010, 01 Haziran 2011.

2135001, Néroblastomada Gozlenen ilag Direncinde, MYCN Varliginda Wnt Sinyal
ileti Yolaginin Roliiniin incelenmesi, 1002 - Hizli Destek, Burslu, Sonuclandi,
ARDEB, SBAG - Saglik Bilimleri Arastirma Destek Grubu, Projeye Katilma/Ayriima
Tarihleri: 01.10.2014 - 15.03.2015, Proje Baslangi¢/Bitis Tarihleri: 15.03.2014 -
15.03.2015.

1167300, Olusturulacak in-vitro Timor Heterojenite Modelinde Solid
Tumorlerdeki Farkh Hicre Populasyon Kinetiklerinin Incelenmesi, 1001 -
Arastirma, Burslu, Yirirlikte, ARDEB, SBAG - Saglik Bilimleri Arastirma Destek
Grubu, Projeye Katilma/Ayriima Tarihleri: 01.04.2017 - 01.02.2018, Proje
Baslangic/Bitis Tarihleri: 01.03.2017 - 01.01.2020.

OYKU GONUL GEYiK, Arastirma Burs ve Destekleri Miidiirliigti, 2214-A Yurt Disi
Arastirma Burs Programi (Doktora 6grencileri igin), On incelemede Elendi, 2016 -
1.

OYKU GONUL GEYIK, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslari Midiirliigii, 2210-A
Genel Yurt igi Yuksek Lisans Burs Programi, Bagvurusu Reddedildi, 2011 - 3,
01.10.2011 - 31.08.2013.

OYKU GONUL GEYiK, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslari Miidiirligii, 2211-A
Genel Yurt ici Doktora Burs Programi, Basvurusu Reddedildi, 2013 - 2,
01.10.2013 - 30.09.2018.

OYKU GONUL GEYiK, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslari Midiirligii, 2211-A
Genel Yurt ici Doktora Burs Programi, Basvurusu Reddedildi, 2014 - 1,
01.03.2014 - 30.09.2018.

OYKU GONUL GEYIK, Etkinlik Destekleri ve Egitim Burslari Miidiirligi, 2211-A
Genel Yurt igi Doktora Burs Programi, Bagvurusu Reddedildi, 2014 - 2,
01.10.2014 - 30.09.2018.

OYKU GONUL GEYIK, Arastirma Burs ve Destekleri Miidiirliigii, 2214-A Yurt Disi
Arastirma Burs Programi (Doktora 6grencileri icin), Tlrkiye'ye Dondd, 2016 - 2,
01.11.2017 - 01.11.2018.

Sayfa4 /5



Panelistlik/izleyicilik/Raportorliik Sayisi

Panelistlik/Dig Danismanlik Sayisi ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB O Toplam O
izleyicilik/Danismanlik Sayisi ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB 0 Toplam 0O
Raportorlik Sayisi ARDEB/BIDEB 0 TEYDEB O Toplam O

Sayfa5/5



] O M IT Research Article

Journal Med. Inv. Tech. 2019; 1 (2): 45-50

Investigation of Surface Adhesion of MCF-7 Cells in 3D
Printed PET and PLA Tissue Scaffold Models

3B Baskili PET ve PLA Doku Iskele Modellerinde MCF-7 Hiicrelerinin
Yiizey Adezyonlarinin Arastirilmasi
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Abstract: Tissue scaffolds with a wide range of applications are usually rigid structures made of polymeric
materials. Biocompatibility and biodegradability are important properties for scaffold materials to possess,
ensuring they support for cell growth and are extremely useful in in vitro three-dimensional (3D) cell cultures.
Cancer is a disease caused by mutations or abnormal changes in genes responsible for regulating the growth of
cells and keeping them healthy. Breast cancer is the most common type of invasive cancer and the second
cause of cancer death among women. Two-dimensional (2D) cell cultures have helped to attain important
knowledge about cell biology and biochemistry. However, they are not suitable for clinical use. 2D in vitro
studies do not provide the desired success in in vivo applications. The formation of the tumor
microenvironment is challenging. Tissue scaffolds are 3D cell culture systems that eliminate this problem with
breast cancer cell culture. Cell culture models with 3D tissue scaffold are thought to be more successful in
representing in vivo. The main objective of this study was to produce biocompatible and suitable porosity
scaffolds from polylactic acid (PLA) and polyethylene terephthalate (PET) materials, which enables MCF-7
breast cancer cells to proliferate in three dimensions. Polyethylene terephthalate (PET) and polylactic acid
(PLA) are biocompatible, non-toxic dye-free polymers and are used for the production of scaffolds that are
rigid structures suitable for 3D cancer cell culture. A custom 3D printer and 1.75 mm PET and PLA filaments
were used for the production of tissue scaffolds. Tissue scaffolds are produced with two different filling rates
(20% and 40%). The design and production parameters of the scaffolds are defined and optimized by
SolidWorks and Slic3r softwares to set the correct printing procedure. Biomechanical tests for mechanical
characterization of all scaffolds were performed. MCF-7 breast cancer cell line was used to evaluate tissue
scaffolds for 3D cell culture. The ability of the cells to adhere to the scaffold surface was determined by crystal
violet fixation and staining method detecting viable cells. 3D cell culture with PET and PLA tissue scaffolds is
useful to improve cancer cell culture applications and enhance cell proliferation. 3D tissue scaffolds have
shown that MCF-7 cells are more compatible with surface adhesion than 2D cultures. As a result, the data
obtained show that porous PET and PLA tissue scaffolds are supportive of the 3D culture and proliferation of
MCF-7 breast cancer cells by providing a micro-environment in vivo mimic.

Keywords: Breast cancer, MCF-7, PLA, PET, 3-dimensional, scaffold, cell culture
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Ozet: Doku iskeleleri genellikle, genis bir uygulama alanina sahip polimerik malzemelerden yapilmis sert
yapilardir. Biyouyumluluklar: ve biyolojik olarak degradasyonlar1 sayesinde ti¢ boyutlu (3B) hiicre biiylimesi
icin gerekli destegi saglar ve in vitro 3B hiicre kiiltiirlerinde son derece faydalidir. Kanser; hiicrelerin
biiylimesini diizenleyen ve onlar1 saghikli tutmaktan sorumlu olan genlerin mutasyonlar1 veya anormal
degisikliklerinden kaynaklanan bir hastaliktir. Meme kanseri, en yaygin invazif kanser tiiriidiir ve kadinlar
arasinda ikinci kanser 6liim nedenidir. iki boyutlu (2B) hiicre Kkiiltiirii, hiicre biyolojisi ve biyokimyasi
hakkinda dnemli bilgiler edinilmesine yardimci olmustur. Ancak, klinik kullanim i¢in uygun degildir. 2B in vitro
calismalar, in vivo uygulamalar da istenilen basariyy1 saglayamamaktadir. Timoér mikro-ortaminin
olusturulmasi zordur. Doku iskeleleri, meme kanseri hiicre kiiltiiri ile ilgili bu problemi ortadan kaldiran 3B
hiicre kiiltiri sistemleridir. 3B hiicre kiiltliri modellerinde gergeklestirilecek calismalar, in vivo'yu taklit
etmede daha basarili olacaktir. Bu calismanin temel amaci, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ii¢ boyutta
prolifere olmasini saglayan polilaktik asit (PLA) ve polietilen tereftalat (PET) materyallerden biyouyumlu ve
uygun gozenekli doku iskeleleri olusturmaktir. Polietilen tereftalat (PET) ve polilaktik asit (PLA), biyolojik
olarak uyumlu, toksik boya icermeyen polimer olup, 3B kanser hiicre kiiltiirt i¢in uygun rijit yapilar olan doku
iskelelerinin tretimi i¢in kullanilmaktadir. Doku iskelelerinin iiretimi icin 6zel yapim 3B yazic1 ve 1.75 mm
PET ve PLA filamentleri kullanilmistir. Doku iskeleleri iki farkli doluluk orani (%20 ve %40) ile tretilmistir.
Doku iskelelerin tasarim ve iiretim parametreleri, dogru baski prosediiriinii ayarlamak i¢in SolidWorks ve
Slic3r yazilimlar1 tarafindan olusturulmus ve optimize edilmistir. Tim doku iskelelerin mekanik
karakterizasyonu i¢in biyomekanik testler gergeklestirilmistir. 3B hiicre kiiltiirii i¢in doku iskelelerinin
degerlendirilmesi amaciyla MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kullanilmistir. Hiicrelerin iskele yiizeyine
adezyon kabiliyeti, canli hiicreleri tespit etmeye yonelik olarak kullanilan kristal viyole ile fiksasyon ve
boyama yontemiyle belirlenmistir. PET ve PLA doku iskeleleriyle 3B hiicre kiiltiirii, kanser hiicre kiiltiiri
uygulamalarini gelistirmek ve hiicre proliferasyonunu zenginlestirmek icin faydali olmaktadir. 2B hiicre
kiltiiriine kiyasla 3B doku iskeleleri, MCF-7 hiicrelerinin yiizeye tutunma diizeylerinde anlaml bir artis
gostermisgtir.

Sonug olarak, elde edilen veriler gézenekli PET ve PLA doku iskelelerinin, in vivo mimigi bir mikro-ortam
saglayarak MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 3B kiiltiire edilmesi ve proliferasyonu icin destekleyici oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, MCF-7, PLA, PET, ii¢ boyutlu, doku iskelesi, hiicre kiiltiiri
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1. Introduction

In vitro cell culture is a basic technique for the cells in vivo [3]. Since the cells exist in an
research of cell behavior mechanisms [1]. By organism embedded in a 3D (three
this method, we are able to study various dimensional) ECM (extracellular matrix) that
cellular properties such as migration, contains various proteins and molecules, it is
differentiation, proliferation, and mechanics in  vital to mimic the in vivo environment in order
biochemical and biomechanical micro- to obtain accurate results. Therefore, 3D cell
environments. Even though conventionally culture systems equipped with scaffolds have
performed 2D (two dimensional) cell cultures begun to be used. These systems provide more
yield useful outcomes for cellular mechanisms, reliable results. There are many 3D cell
studies failed to reflect the in vivo responses. scaffolds. One of the most widely used materials
The inability to appropriately model certain are biopolymers. Its porous structure allows
types of cancers in 2D is one of the reasons cells to interact with each other better in terms
accounts for this problem [2]. such as their natural morphology and in vivo

environment [4]. 3D polymeric cell scaffolds are
Additionally, 2D cell cultures cannot reflect the an increasing]y innovative method for
differentiation and characteristics of cancer
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reconstructing tumor microenvironment in the
culture medium [5].

Our aim is to determine the optimal three-
dimensional cell scaffold characteristics to
ensure adhesion and proliferation of the breast
cancer cell line MCF-7. For this purpose, we
produced cell scaffolds in a 3D printer using
polyethylene terephthalate (PET) and polylactic
acid (PLA) materials.

PET is a non-toxic, biocompatible, non-
carcinogenic biostable linear polymer with
good mechanical properties. PET use in cell
culture applications and medical applications

(6]

PLA is a thermoplastic aliphatic polyester
suitable for biomedical and cell -culture
applications due to its biocompatibility, high
strength and biodegradable properties [1,4].
PLA has been found to be beneficial because of
the porous scaffold structure that enriches the
cell microenvironment and also of increasing
the viability and proliferation of breast cancer
cells [4].

Here we present an in vitro investigation of
adhesion levels of human breast cancer MCF-7
cell line cultures on PET scaffolds with different
densities in comparison with PLA. The results
obtained here are important for understanding
in vivo procedures.

An in vitro investigation of adhesion levels of
human breast cancer cell line on PLA and PET
scaffolds with different densities was
performed previously by our team. Here we
have continued to test scaffolds made of
biopolymers with different characteristics in
order to determine the optimum material and
density for breast cancer cell adhesion in vitro.

2. Materials and Methods

2.1. Design and Manufacturing of Scaffolds

Scaffolds were prepared with the PLA / PET
filaments using a custom-made fused
deposition modeling (FDM) printer. Scaffolds
were fabricated according to the FDM method
in a single extruder 3D printer, which uses hot
end extruder for printing PLA/PET filaments.
This printer has a mechanical precision of 100-
100-100 ym in the X-Y-Z axis. 0.3 mm nozzle
and 1.75 mm filaments were used for the
production of tissue scaffolds. Tissue scaffolds
are produced with two different filling rates
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(20% and 40%). The nozzle temperature was
set to 230°C for each materials.

The design and production parameters of the
scaffolds are defined and optimized by
SolidWorks and Slic3r software to set the
correct printing procedure. Scaffolds template
(@ = 4 mm, thickness = 2 mm) were designed
using  SolidWorks 2017 software and
subsequently filled and sliced using and Slic3r
1.2.9 software to obtain cylindrical STL models.
Briefly, clump generator software was used to
create squared pores into a 3D object in a “stl”
file format. The printing head was computer-
controlled in three axes (X, Y, Z) while extruding
the PLA and PET filaments using the Slic3r
software.

The melted PLA and PET was then extruded
through a 0.3 mm diameter stainless-steel
nozzle on to a printing plate heated at 40°C.
Porous scaffolds were printed layer-by-layer in
the form of squares surrounded by a dense PLA
perimeter. We determined the optimal speed of
15 mm/s for the filling speed and 25 mm/s for
the gap speed. The travel speed of extruder was
set to be 100 mm/s. We fabricated scaffolds
with two different pore sizes (20%-40%).

After printing, the scaffolds were -carefully
removed from the printing bed. Prior to
biological evaluations, printed scaffolds were
sterilized by ethylene oxide (EtO).

2.2. Mechanical Characterization

To investigate the possible influence of pore
dimensions on mechanical properties of the
printed PET and PLA structure, a uniaxial
compression test was performed on scaffolds.
Five scaffolds were tested for each pore size
(20%-40%) for each group. Scaffolds were
tested by universal compression test machine
(Shimadzu Autograph AG-IS 5kN). Scaffolds
were compressed at a speed of 10 mm/min
until 1 mm thickness. Maximal strength (F max)
was then recorded simultaneously using the
Trapezium software.

2.3. Cell Culture and Staining

MCF-7 breast adenocarcinoma cells were used
in order to assess the optimum scaffold type
and filling rate. MCF-7 cells were cultured in
complete RPMI-1640 (10% FBS, 2 mM L-Gln,
1% 10,000 U/mL Penicillin/Streptomycin)
(Gibco/Thermo Fisher, MA, USA) and incubated
in humidified chamber with 5% CO: at 37°C.
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After PET and PLA scaffolds with 20% and 40%
filling rates were printed, scaffold tablets were
placed in 96 well plates under sterile
conditions. 150,000 cells were seeded on each
sterilized scaffold tablets in 50 pL complete
growth medium and cultured overnight.
Following the incubation period, media were
removed from the wells, rinsed with PBS
(Gibco/Thermo Fisher, MA, USA) and adhered
cells on scaffolds were detected by crystal violet
staining. Images were obtained using Olympus
CKX41 microscope mounted with UIS2 camera.
Cell counts were determined using Image].
Graphs were plotted using GraphPad Prism 7.

3. Results
3.1. Mechanical Characterization of Scaffolds

The mean maximum compression strengths for
groups PET 20%, PET 40%, PLA 20%, and PLA
40% were 179.22 N, 455.00 N, 199.82 N, and
732.37 N, respectively. When PLA and PET
scaffolds were compared, it was found that PLA
had better strength than PET scaffolds (Figure
1).

Mean F(max) Values
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Y 400
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Figure 1.

The mean values of maximum compressive strength of PET and PLA scaffolds in all the groups.
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Curves resulting from the equations for the force-displacement ratio. Force-displacement curves for all groups
(n=24) with a displacement rate of 10 mm/min.
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3.2. Cell Culture and Staining

This experiment was performed with scaffolds
in three replicates. Five different regions and
two different layers were captured for each
scaffold tablet. Images of all regions of the
lower and upper layers of scaffolds were taken
with inverted microscope. PLA material showed

higher number of stained cells than PET
material (Figure 3)

Cell count analysis by Image] showed that
higher filling rate enabled more cells to adhere
on and also showed that the number of cells
adhered on the PLA scaffold is higher than the
PET scaffold (Figure 4)

Figure 3.
Images of crystal violet stained MCF-7 cells on A) PLA 20% lower layer B) PET 20% lower layer

Coll Count

PLAZ0%

PLAvs PET

PLA 40%

PET 20% PET 40%

Material

Figure 4.
Cell numbers determined using Image] for PLA and PET scaffolds. A significant difference wasn’t found
between them (n=3, Bars: SD).

4, Discussion

Previously, our group has studied adhesion
properties of MCF-7 in cell culture with 3D
printed scaffold models including PLA and PCL
materials. As a result of this study which was
accepted by the Turkish Journal of Biochemistry
in October 2019, we found that the PLA scaffold
was more preferable than PCL scaffold.

Our aim as the study group is to determine the
optimum material to be used in cell culture and
also in vivo by experimenting with different
biomaterials. In this study, we compared PLA
and PET scaffolds.

In cancer biology studies, the limitations of 2D
cell culture were exceeded by 3D cell culture
techniques. These limitations are a hindrance to
understanding the mechanisms of cancer. So,

49

we need platforms that provide the closest
mimic to the natural environment of cancer
cells. For this purpose, various 3D cell culture
systems have been developed to overcome the
limits of 2D cultures [7].

Diomede et al. showed that 3D printed porous
PLA scaffolds enrich the physical and chemical
properties for cell culture [8]. Compared to 2D
cell culture, in 3D cell culture cells proliferate
slower but they have been proven to survive
longer. Emma et al. showed that PLA scaffolds
make the optimal device for in vitro 3D cell
culture [9].

Rimington et al., proved that cells cultured on
PET and PLA supply a viable metabolic
phenotype within a cell culture. They observed
no difference in terms of cell viability between
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scaffolds [10]. Similar to these studies, we
found no significant difference between PET
and PLA scaffolds. Both scaffolds provide an
appropriate culture environment for breast
cancer cells.

5. Conclusion

In conclusion, the data obtained showed that
porous PET and PLA tissue scaffolds can be
supportive of the 3D culture and for adhesion of
MCF-7 breast cancer cells by providing a micro-
environment in vivo mimic. PLA is a more
preferable polymer when compared to PET and
a more porous (40% fill rate) surface is better
in terms of adhesion than a less porous surface
(20% fill rate).
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