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OZET

BAKIR S. Apc Mutant Fare intestinal Organoidlerinde Wnt Yolak Modiilasyonunun
Kok Hiicreler Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Kolorektal
kanser (KRK) gelisiminin en dnemli nedenlerinden bir tanesi WNT sinyal yolaginda rol
alan genlerin mutasyonlaridir. Vakalarin biyik cogunlugunda WNT sinyal yolagi yikim
kompleksinde negatif diizenleyici olarak gérev almakta olan APC tiimor baskilayici
gen mutasyonlarina rastlanmaktadir. Cok hizli bir ¢ogalma ve yenilenme siirecine
sahip olan intestinal epitel hiicrelerde WNT sinyal yolagi yiksek aktivite gostererek
intestinal kok hiicrelerin ve doku homeostazinin diizenlenmesinde aktif gorev
almaktadir. APC genine ait mutasyonlarin ¢ogunlugu yikim kompleksinin bir diger
elemani olan AXIN baglanma bdlgesinde gergeklesmektedir. Yikim kompleksi
elemanlarinda olusan cesitli mutasyonlar nedeniyle goérevini tam olarak yerine
getirememektedir. B-catenin proteini yikim kompleksi tarafindan sitoplazmik
bolgede proteozomal degradasyona ugrayamadiginda cekirdege translokasyonu
gerceklesmekte ve boylece TCF/LEF transkripsiyon faktoriiniin duzenlenmesinde
gorev aldigi WNT hedef genlerinin transkripsiyonel aktivitesini arttirmaktadir. Bu tez
calismasi kapsaminda laboratuvarima 6zgii mutant Apc®’?° fare ince bagirsak
dokularindan Uretilen olan intestinal organoidlerde WNT iligkili genlerden Ctnnb1,
Axin2 ve Lgr5 RNA diizeyinde incelenmistir. Analizlerin sonucunda bu genlerin
ifadelerinin Apc?7*° intestinal organoidlerde yiiksek oldugu ispatlanmistir. Tez
¢alismasinin birincil amaci olarak, anti-kanser etkisi oldugu bilinen XAV939 ve
Niklozamit ilaglarinin Apc?’*? organoidlere uygulandiginda Ctnnb1, Axin2 ve Lgr5 gen
ifadelerinin RNA dilzeyinde azaldigi gosterilmistir. Ayrica immiinfloresan boyama
teknigi uygulanarak kript ve villus domeynlerindeki Ctnnbl protein seviyesi
incelenmistir. Boylece XAV939 ve Niklozamitin KRK olusumu oncuilii organoidlerdeki
Whnt sinyal yolagini inhibe ettigi ve bununla iliskili olarak iKH aktivasyonunu
baskiladigl gozlenmistir. Calismanin ikincil bir amaci ise laboratuvarimizda Uretilen
Apc?7?? fare modelinin in vitro ¢calismalarda da basari sagladigini gésterebilmektir.

Anahtar Kelimeler: Wnt Sinyali, Kolorektal Kanser, intestinal Organoid, intestinal Kok
Hucre

Bu ¢alisma, TUBITAK-1001 projesi kapsaminda (Proje No: 1205967) desteklenmistir.
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ABSTRACT

BAKIR S. Investigation of Wnt Signaling Modulation on Intestinal Stem Cell
Dynamics in Apc Mutant Intestinal Organoids, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2022. One of
the most important causes of colorectal cancer development is mutations of genes
involved in the WNT signaling pathway. In the vast majority of cases, APC tumor
suppressor gene mutations, which act as negative regulators of the WNT signaling
pathway degradation complex, are encountered. In intestinal epithelial cells, which
have a very rapid proliferation and regeneration process, the WNT signaling pathway
shows high activity and takes an active role in the regulation of intestinal stem cells
and tissue homeostasis. Most of the mutations of the APC gene occur at the AXIN
binding site, which is another element of the degradation complex. Due to various
mutations in the components of the destruction complex, it cannot fully function its
task. When the B-catenin protein cannot be proteosomally degraded in the
cytoplasmic region by the degradation complex, it translocates to the nucleus and
thus increases the transcriptional activity of WNT target genes, which are involved in
the regulation of the TCF/LEF transcription factor. In this thesis study, intestinal
organoids produced from mutant Apc®’°? mouse small intestine tissues specific to our
laboratory were investigated at the RNA level of WNT-related genes Ctnnb1, Axin2
and Lgr5. As a result of the analysis, it was proved that the expression of these genes
is high in Apc®”°%intestinal organoids. As the primary aim of the thesis study, it has
been shown that Ctnnb1, Axin2 and Lgr5 gene expressions are decreased at the RNA
level when XAV939 and Niclosamide drugs, which are known to have anti-cancer
effects, are applied to Apc®’°? organoids. In addition, the level of Ctnnb1 protein in
the crypt and villus domains was examined by applying the immunofluorescent
staining technique. Thus, it was observed that XAV939 and niclosamide inhibited the
Whnt signaling pathway in organoids that are precursors of CRC formation, and thus
suppressed ICH activation. A secondary aim of the study is to show that the Apc?7°
mouse model produced in our laboratory is also successful in in vitro studies.

Keywords: Wnt Signaling, Colorectal Cancer, Intestinal Organoid, Intestinal Stem Cell

The thesis project was supported by a grant from TUBITAK-1001 (Project No:
120S967).
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1. GiRiS

Kolorektal kanserler (KRK), Wnt sinyal yolagi mutasyonlarinin en sik rastlandigi
kanser tlridir. Adenomat6z Polipozis Koli (APC) gen mutasyonlarina bagh olusan
fonksiyon kaybi sebebiyle KRK gelisimi vakalarda siklikla gézlenmektedir(1,2). APC
geninin KRK’lerde sikhkla mutasyona ugrayan bir gen oldugu ilk olarak familyal
adenomatoz polipozis (FAP) hastalarinda saptanmistir. Bu hastalarin ¢ok sayida
intestinal polip gelistirmelerinin, APC geninin bir kopyasindaki truncating
mutasyondan kaynaklandigi aciklanmistir (3-5). Yiksek aktivitesi olan Wnt sinyal
yolagini inhibe edebilecek bircok negatif geri bildirim dénglilerinden bir tanesi, WNT
hedef genlerinden AXIN 1 ve 2’'nin yikim kompleksinde goérev alarak B-catenin
destabilizasyonuna katki saglamasidir (6). APC geni mutasyonlarinin blyik bir
bolimi AXIN baglanma motifleri bolgesinde olmakta ve bu nedenle B-catenin
proteini yikima ugrayamamaktadir (7). Ayrica APC mutasyonlarinin intestinal
epiteldeki mutant hiicrelerin kript-villus aksisindeki migrasyonunu engelledigi ve bu
hiicrelerin apoptoza ugrayarak limene dékilemedigi saptanmistir (8). intestinal kék
hiicreler (iKH) incelendiginde, APC mutasyonuna sahip olan iKH’lerin yabanil tipteki
IKH’lere gére kript tabanlarindaki yasam déngiilerinin daha uzun oldugu goérilmistir
(9). Bununla birlikte Apc mutasyonuna sahip Lgr5 ifade eden iKH’lerin timéor
olusumuna sebep olduklari da bulgular arasindadir (10). Diger tiim kanser tirlerinin
arasinda Wnt sinyal yolaginin KRK gelisimindeki ylksek oranda goriilmesi sebebiyle
Wnt hedefli terapotik arastirmalari glincelligini korumaktadir (1).

Kanser arastirmalarinda kullanilmakta olan hiicre hatlari, primer hasta
dokularindan tretilmektedir (11). Fakat iki boyutlu (2B) kiiltlr ortaminda bu hiicreler,
adaptasyonlari ve secilimleri konusunda avantajli bulunmamaktadirlar. Yalnizca ¢ok
az sayidaki hicre kolonileri orijinal primer dokunun genetik 06zelliklerini
yansitabilmektedir. Hicre pasajlamalari devam ettikce kdken aldiklari timor
hiicrelerinin genetik heterojenitesini kaybetmektedirler. Bir diger dezavantaji ise bu
hiicrelerin aktivitelerinin kiyaslanabilecegi bir saglikll dokudan elde edilmis hiicre
hatlarinin olmayisi ve stromal komponentlerin kiltir ortamindaki yoksunlugudur. Bu

kisitlamalari ortadan kaldirabilmek icin hasta kokenli timor ksenograft (PDTX)



modelleri fareler araciligiyla Gretilmislerdir. Fakat, PDTXler zaman icerisinde fareye
0zgli tumor gelisimi gosterdikleri icin hastaligin arastirilmasinda yanilsamalara neden
olmaktadirlar. Ayrica bu siirecin oldukg¢a zaman alici ve maliyeti yliksek bir metodoloji
olmasi da dezavantajlarindandir(11-13).

Son yillarda gelistirilen (i¢ boyutlu (3B) kiltilr teknolojileri sayesinde insana ait
saglkli doku ve timorlerden etkili kanser arastirma modelleri olusturulmustur. Doku
kokenli eriskin kok hicreler, 3B matrikse gomilerek kendi igin organize olabilen
organotipik yapilarin olusmasi saglanmistir(11). Doku kdkenli kok hiicrelerin yani sira
Lgr5 pozitif iKH’lerden 3B epitelyal organoidlerin olusturulmasi, 3B hiicre kiiltiiri
uygulamalari icin dnemli bir gelisme olmustur (14). Uretilen organoidler, orijinal
dokunun heterojenitesini yansitmakla birlikte, uzun siire kiiltlirlenebilmeleri, genetik
modifikasyon uygulanabilmesi, kriyoprezervasyon ile uzun vyillar saklanabilmeleri,
genotipik ve fenotipik 06zellikler agisindan stabil kalabilmeleri noktalarinda
arastirmacilara katki saglamaktadirlar (11,15).

KRK batili tilkelerde en g¢ok rastlanan lglincli kanser ve her iki cinsiyet icin de
kansere bagh 6lime neden olan ikinci kanser tlrl olmaya devam etmektedir (16).
KRK hastalarinin 5 yillik sag kalim oranlari yaklasik %50 iken (17); metastatik KRK
hastalarininki %10’a kadar gerilemektedir. Bu kotli prognoza gore, KRK tedavisi igin
yeni anti-kanser ajanlarinin bulunmasina ve etkili terapoétiklerin gelistirilmesine
ihtiyac duyulmaktadir. Bu bilgiler i1siginda, Wnt sinyal yolaginin KRK gelisimindeki
yiksek aktivitesine yonelik olarak yeni molekil hedeflerinin  belirlenmesi
gerekmektedir (16).

Bu tez calismasi kapsaminda, laboratuvarimizda 2018 yilinda Uretilmis olan
Apc mutasyonuna sahip Apc®”?? fare soyunun ince bagirsaklarindaki kriptlerden
olusturulacak olan KRK 6nculii intestinal organoidlere anti-kanser potansiyeli olan
XAV939 ve Niklozamit ilaglari uygulanacaktir. ilag uygulanan gruplar, Ctnnb1, Axin2
ve Lgr5 gen ifadelenmeleri acisindan degerlendirilerek, ilaglarin etki mekanizmalari
aydinlatilacak hem de Apc®7°% fare modelinin kanser arastirmalarinda kullanilabilecek

etkili bir model olabilecegi gosterilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Organoid Teknolojisi

Kok hicre biyolojisindeki gelismeler tip ve biyoloji alanlarinda yenilikleri de
beraberinde getirmistir. Gelisen teknolojinin hiicreler tGizerindeki kullanimiile 6zellikle
insan biyolojisi alaninda yeni c¢alisma modelleri olusturulmustur. Organoid
teknolojisiyle beraber hicreler, kosullandirilmis hiicre kiltiri ortamlarinda (g
boyutlu olarak kiltirlenebilmektedirler. In-vivo organ karmasikligini yansitabilme
ozelliklerinden dolayr ‘mini organ’ olarak da tanimlanmaktadirlar. Organoid
yapiminda kullanilabilecek hiicre kaynaklarinin temel 6zelligi yenilenebilir ve
tekrarlanabilir doku kaynaklarinda elde edilebilir olmalaridir. Doku spesifik kok
hicreler, embriyonik kok hicreler, uyariimis pluripotent kdk hiicreler (UPKH) ve
birincil dokulardan elde edilen hiicreler temel hiicre kaynaklaridir. izole edilen
hiicreler 6zel olarak kosullandiriimis ortamda kendi kendilerine organize olarak,
saglikh veya hasta model dokuyu taklit etmektedirler. Organoidler, hicrelerin izole
edildikleri organizmaya benzerlik gésterdikleri icin arastirmacilar, doku seviyesinde

arastirma yapabilmektedirler (18).

2.2. Organoidlerin Tarihgesi

Organoid teknolojisinin gelisimine 6nciilik eden bilimsel arastirmalarin tarihi
yaklasik olarak 114 yil 6ncesine dayanmaktadir. ilk olarak 1907 senesinde, Henry Van
Peter Wilson in vitro olarak bir organizmanin kendi kendini yenileyebilecegini stinger
hiicreleriyle yaptigi calismada gostermistir (19). 1981 yilinda fare embriyolarindan
PKH izolasyonu (20,21) kok hiicre arastirmalari igin ¢ok dnemli bir gelisme olsa da
1998 yilina kadar insan blastokistlerinden PKH izolasyonu ve kdltir yapilamamistir
(22). Ug boyutlu hiicre kiiltiri calismalarina énciiliik eden ilk bilimsel arastirma,
1987°de Mavis Li ve ekibinin in vivo mikrocevreyi taklit ederek meme epitel
dokusundan 3B meme kanali ve limenini elde etmeleri olmustur (23). Calisma
sonucunda, iki boyutlu hiicre kultirinden farkh olarak, olusan vyapilar siit
proteinlerini sentezleyebilmekte ve salgilayabilmekteydiler. Organoid calismalarinin

iki boyutludan ¢ boyutluya asil gecisi 2008’de Eiraku ve ekibinin 3B hiicre kiiltliru



tekniklerini kullanarak embriyonik kok hticrelerden serebral korteks lretmeleridir
(24). 2009’da Toshiro Sato ve Hans Clevers’'in 2009’da Lgr5 (Single Leucine-rich
Repeat Containin G protein-coupled Receptor 5) ifade eden eriskin intestinal kok
hiicrelerden 3B intestinal organoid olusturmasi ise son yillarda organoid alaninda

yapilan énemli calismalardan biri olmustur (14,18).
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Sekil 2.1. Organoid teknolojisinin gelisiminin zaman cizelgesinde gésterimi (18).

2.3. Organoidlerin Avantajlari ve Dezavantajlari

Organoidlerin ¢ok cesitli avantajlari bulunmakla birlikte en 6nemlisi yeni bir
model organizma imkani yaratmalaridir. Yalnizca insan degil farkli organizmalardan
elde edilen biyomateryaller ile olusturulan organoidler sayesinde bilimsel
calismalarin tekrarlanabilirligi ve derinligi artmaktadir. Ozellikle insan dokularindan
Uretilen organoidler sayesinde, insanlarin gelisimsel siirecindeki doku ve organ
olusumlarindaki morfogenetik degisimler incelenebilmektedir. Ayni zamanda tirler
arasindaki genetik cesitlilikte boylece belirlenebilmektedir. Hastalardan alinan doku
ornekleri icin, hasta onamlarinda 6rneklerin farkli kurumlar, arastirmacilar ve Ulkeler
arasinda gerektiginde paylasilabilecegi acikca belirtiimelidir. Fakat organoidlerin

arastirma ve tip alanlarina kullanimi beraberinde etik belirsizligi ve kamuoyu



endisesini de getirmektedir. Organoidlerin ne oldugu ve ne olmadigI ve sagladigi
faydalar bilimsel organizasyonlar araciligiyla insanlara anlatilmalidir. Bu gibi
sebeplerden dolayi insan dokularindaki cesitliligi yansitabilecek herhangi bir model
organizmadan elde edilecek materyallerden olusturulabilmektedir. Doku ve
organlarin  karmagsikhigl yansitabildikleri igin ilag kesfi, doku muhendisligi,
biyoteknoloji ¢alismalari, hastalik modellemesi, konak-patojen iliskisi arastirmalari ve
daha bircok biyolojik arastirmada organoidlerden faydalaniimaktadir. Uretilen
organoidler kriyoprezervasyon sistemi ile herhangi bir genotipik veya fenotipik
degisime maruz kalmadan uzun sire saklanabilmektedir (25).

Bilim dlnyasina sagladigi tiim avantajlarinin yani sira beraberinde bazi
kisitlamalara da neden olmaktadirlar. Deney hayvanlarinin aksine organoidler, tek bir
organin fonksiyonu hakkinda bilgi verebilmektedirler bu nedenle organizmanin total
degerlendirmesi yapilamamaktadir.

In vivo 6zelliklerden (viicut eksenleri, immiin yanit, fizyolojik ag tepkisi vb.)
yoksundurlar, bu nedenle organoidlerden elde edilecek bilgiler model sistemler
Uzerinde denenmelidir. Organoid c¢alismalarinin ilerlemesi, yenilebilir ve
karsilastirilabilir doku kaynaklarinin varhigina baglidir. Clnki spesifik bir organ
Uzerinde ¢alismak isteyen arastirmacilarin karsilastirma yapabilmesi i¢in hiicre tipleri
ve yapilarini kiyaslayabilecekleri kriterler belli olmalidir. Organoid Gretimi igin gerekli
olan en ideal kosullar ve uygulama yontemleri arastirma baslatiimadan 6nce

saptanmalidir (25).

2.4. Organoidlerin Kullanim Alanlari

Dezavantajlarinin yani sira, avantajlarina dayanarak organoidlerin kullanim
alanlari son vyillarda ¢ok genis bir gesitlilige sahiptir. Biyomedikal arastirmalar
¢ogunlukla hayvan modelleri Uzerinde yiritilmektedir. Fakat insanlardaki genetik
cesitlilik hayvan modellerine gére cok keskin farkliliklar gdstermektedir. insan
modellerinin kullanilamamasi, elde edilen basariy1 gélgelemektedir. Ornegin, ilaglarin
hayvan modelleri (izerinde denenmesi yerine saglikli veya hasta kisilerin dokularindan
Uretilecek olan organoidlerde denenmesi yeni bir model sunmaktadir. Tuft Center for

Study of Drug Develoment’in son acgiklamasina gore, receteli bir ilacin gelistirilmesi



ortalama 2,6 milyon dolara mal olmaktadir. Bu ¢alismalarin ise yaklasik %88’inde ise
insanlarda denenirken hatalar alinmaktadir (25,26). 2017 yilinda yapilan ¢alismada
ise UPKH’lerden Uretilen noral projenitor hiicrelerden olusturulan insan beyin
organoidlerinde 6000’den fazla ila¢ denenebilmektedir (27).

Organoidlerin 6zellikle hastalik modelleme alaninda fonksiyonelligi 1s18inda,
2009 yilinda Sato ve ark. LGR5 ifade eden intestinal kok hiicrelerden g boyutlu
epitelyal organoid Uretmislerdir (11). Matrijele gomddikleri intestinal kok hicreleri;
serumsuz, R-spondin 1 (Wnt agonisti; LGR5 ligandi), EGF (Epidermal Blylime Faktori)
ve BMP (Kemik Morfogenetik Proteini) komponentlerinin kok hiicre nisini taklit ettigi
ortamda kulturlemislerdir. Sonucunda ise LGR5+ intestinal kdk hiicreler organotipik
bliyime gostererek polarize epitelyal vyapilar olan kriptleri ve villuslari
olusturmuslardir. Bu kiiltlir protokoli, insan ve fare epitellerinden cesitli organlarin
olusturulmasi icin ihtiya¢ duyulan organoid protokollerinin baslangici olmustur (Sekil
2.2). intestinal organoid yapiminda kullanilabilecek baslica biyomateryal kaynaklari;
eriskin-doku spesifik kdk hiicreler, embriyonik kok hiicreler, uyariimis pluripotent kék
hicreler, kanser hiicre hatlari ve hastalikli organdan alinmis dokulardir. Bu kaynaklar

cercevesinde ilerleyen yillarda olusturulan protokol degisikliklere ugramistir (11).

Doku Tipi Doku K&k Hiicre Nig Faktérleri Farkhlagma Kiiltiirii Kosullan
Kaynagi
Eriskin Fare | EGF, Noggin, R-spondin EGF, Noggin, R-spondin
ince Bagirsak | Eriskin insan | EGF, Noggin, R-spondin, Wnt-3A, EGF, Noggin, R-spondin, TGF-b inhibitori
TGF-b inhibitori, p38 inhibitori
insan UPKH | EGF EGF
Eriskin Fare | EGF, Noggin, R-spondin, Wnt-3A EGF, Noggin, R-spondin
Kolon Eriskin insan | EGF, Noggin, R-spondin, Wnt-3A, EGF, Noggin, R-spondin, TGF-b inhibitora
TGF-b inhibitora, p38 inhibitord

Sekil 2.2. Organoid lretiminde kullanilan hiicre kékenine gore kiltlir ortamina
eklenecek nis komponentleri (28).

Doku spesifik kok hicrelerden intestinal organoid olusturmak igin kullanilan
protokol, insan embriyonik kék hicreleri icin modifiye edilmistir. Bu koék hicreler,
mezendodermal yonde farkhlasma saglanabilmesi icin Aktivin-A ile muamele
edilmekte ve hindgut 6zellesmesi icinse WNT3A ve Fibroblastik Blylime Faktori-4
(FGF4) iceren kultlir ortaminda bayuttulmektedirler. Hindgut sferoidleri matrijelde

doku spesifik kok hiicrelerle ayni kiltlr kosullarinda (serumsuz, R-spondin 1, EGF,



BMP igeren) ortamda kiltlirlenmektedirler. Embriyonik kdk hiicre kaynakli intestinal
organoidlerle, doku spesifik kok hiicre kdkenlilerin en 6nemli farklarindan biri: fareye
engrafmaniyla baslayan damarlanma sirasinda, kiltlir ortamini cevreleyen
mezenkimal kok hiicrelerin olmasi epitel ve mezensim dokularinin olusumunu
desteklemektedir (29,30). Kolon kanseri kdk hiicrelerinin kript ve villus yapilarinda
hiperplazi gozlemlendigi icin organoid Uretiminde kiltlir ortamina herhangi bir
bliyime faktori, EGF, R-spondin 1 veya BMP eklenmesine gerek duyulmamaktadir

(31).

intestinal organoid (iretimi sirasinda kript proliferasyonunu desteklemek icin
WNT3A, FGF4, R-spondinl ve EGF molekiillerine ihtiyac duyulmaktadir. WNT ve FGF
sinyal molekdilleri ayrica definitif endodermin hindgut yoniinde 6zellesmesinde gorev
almaktadirlar. Yine intestinal kript proliferasyonunu desteklemek igcin Laminin a 1/2
yonunden zengin matrijel kullaniimaktadir. Kript tabaninin Laminin o 1/2 yoninden
zengin oldugu bilinmekte ve bdylece nis ortami taklit edilmektedir. BMP sinyali ise
kript proliferasyonunun negatif diizenleyicisi oldugu icin kiltlir ortamina Noggin

eklenerek intestinal gelisim desteklenmektedir (14,29,32,33).
2.5. intestinal K6k Hiicreler

Gut yapisi anatomik olarak ince bagirsak ve kolon olmak Uzere iki kisma
ayrilmaktadir (Sekil 2.3). ince bagirsak epiteli alti tip farklilasmis hiicre sahiptir.
Bunlar; panet hiicreleri, enteroendokrin hiicreler, mikrofold hiicreler, tuft hiicreleri,
enterositler ve goblet hiicreleridir. ince bagirsak epitelinin organizasyonunu ise kript
ve Vvillus vyapilari olusturmaktadir. Villuslar, limene dogru uzanan parmaksi
cikintilardir ve en 6nemli gorevi ylizey alanini arttirarak besin emilimini saglamaktir.
Yapilarinda bulunan hiicreler fonksiyoneldir fakat boliinme yetileri bulunmamaktadir.
Villus yapisinda bulunan enterositler absorbsiyonda; goblet hicreleri mukus
salgisinda ve enteroendokrin hiicreleri hormon salgilanmasinda gorev almaktadirlar.
Kriptler ise hiicre proliferasyonunun gerceklestigi yapilardir. Proliferatif hicreler,
kript tabaninda yer almaktadirlar ve LGR5 ifade eden hiicrelerdir. Kript tabaninda

bulunan ve 6zellikle organoid yapiminda siklikla kullanilan bu proliferatif hiicreler,



intestinal kok hicrelerdir. Kript tabaninda ¢ogalan ve terminal farklilasmaya ugrayan
hicreler, yaklasik 3 giin sonra villuslarin ucunda anoikise ugramakta ve limene
dokilmektedirler. Kript tabanindan villuslara dogru olan bu migrasyon sirecinde
farklilasmaya yatkin fakat ayni zamanda kok hicre 6zelliklerini de barindiran transit-
amplifying hicreler adi verilen hiicre grubu ortaya ¢ikmaktadir. Bu hiicre grubunun
olusumu ise heniiz agiklanamamistir (34,35).

a. ince Bagirsak Epiteli b. Kolon Epiteli

Kolonosit

Amplifiye)
Bolge

Paneth Hucreler

Nig Faktorleri:

Epitel Stroma Epitel
Paneth Hiicreler: - WNT Agonistleri DSC: - WNT Agonistleri
- EGF - WNT Antagonistleri -EGE - WNT Antagonistleri

‘ WNT: . - R-spondin - Notch Ligandlari (DLL1, DLL4) - R-spondin
- Notch Ligandlari (DLL1,DLL4) - EGF - Antimikrobiyal molekiiller - EGF

- Antimikrobiyal molekiiller - BMP Agonistleri - BMP Agonistleri

EEC: - BMP Antagonistleri - BMP Antagonistleri
- WNT3

- Notch Ligandlar (DLL1,DLLE)

Sekil 2.3. intestinal hiicreler ve diizenleyici sinyalleri (35).

Her kriptin yapisinda 6 farkli bagimsiz kok hiicre oldugunu savunan iki model
vardir: klasik model ve kdk hiicre bélgesi modeli (34). ince bagirsak kriptlerinde bir
tlp boyunca ¢ogalan kok hiicreler, Panet hiicreleri tarafindan kontrol edilmektedir.
1950’lerden bugline kadar, klasik model kok hicrelerin kript tabaninda transit-
amplifiye bodlgede bulundugunu savunmaktadir. Burada terminal farkhlasmaya
ugrayan Panet hiicreleri, bu bolgede lokalize olan ilk (i¢ hlicrenin pozisyonunu
almaktadirlar. Potten ve arkadaslarinin ortaya koydugu +4 kdk hiicre modeline gore,
sessiz haldeki kdk hiicrelerin bu lokasyonda bulunduklarini ortaya koymuslardir(36).
Ayrica, bu bolgede bulunan kodk hicrelerin, radyasyona karsi duyarli olduklari,

boylece de bulunduklari kok hiicre kompartmanini genetik hasardan korumaktadir.



Bu modele gore, hasarli olan kdk hiicreler transit-amplifiye hicrelerin ilk 2-3
jenerasyonu ile yer degistirerek onarilabilmektedir.

Kript tabaninda Panet hiicrelerinin arasinda bulunan crypt-base columnar cells
(CBC) LGR5 ifade eden intestinal kok hiicrelerdir (Sekil 2.3a). Panet hiicreleri, kokltlik
icin gerekli olan WNT ve Notch ligandlarinin yani sira proliferasyonu destekleyici EGF
salgilamaktadirlar. WNT sinyalizasyonu kokluluk o6zelliklerini desteklerken, BMP
sinyalizasyonu koklilik 6zelliklerinin negatif diizenleyicisidir. Bu nedenle CBC'den
koken alan hiicreler kript tabanindan villuslara dogru go¢ ederken WNT sinyalinin
aktivasyonu azalmakta, BMP sinyali artmaktadir. Stromal niste bulunan mezenkimal
hlcreler BMP sentezlerken; miyofibroblastlar ve diiz kas hiicreleri ise BMP inhibitori
olan Noggin salgilamaktadirlar. Terminal farklilasmasi tamamlanan ve yasam
donglislinlin sonuna gelen hiicreler kriptlerden villuslara dogru go¢ etmektedirler. Bu

hiicreler villuslarin ucunda anoikise ugrayarak limene dokilmektedirler (35).

ince bagirsak ile kolon arasinda anatomik olarak bircok farklilik
bulunmaktadir. Bunlardan biri; ince bagirsaklarda villus bulunurken, kolonda villus
bulunmamasidir. ince bagirsakta suyun geri emiliminden sorumlu olan enterositlerin
gorevini kolonda kolonositler yerine getirmektedirler. Panet hiicreleri haricinde kolon
epiteli, ince bagirsak epiteli ile ayni hiicre tiplerini barindirmaktadir. Kript yapisinda
bulunan panet hiicrelerinin yerine kolon villuslarinda REG4 ifade eden deep secretory
cells bulunmaktadirlar. Bu hiicreler, EGF ve Notch liganlari sentezlemesi agisindan
Paneth hiicrelerine benzerler fakat Wnt ligandi Gretememektedirler. Wnt ligandi

yalnizca kolon stromasindan sentezlenmektedir (35).
2.6. Wnt Sinyal Yolagi, Aktivator ve inhibitorleri

Whnt sinyal yolagi, embriyonik gelisim ve doku homeostazi sireglerindeki
hiicre proliferasyonu, proliferasyonu ve hiicre kaderinin belirlenmesinde kritik bir
role sahiptir (37). Bu nedenle Wnt sinyal yolaginda gerceklesen mutasyonlar
dogumsal kusurlar, kanser gelisimi ve bircok hastalik neden olmaktadirlar. Bu
sureclerde kritik roll olan ve siklikla bilimsel ¢calismalara konu olan kanonikal Wnt

sinyal yolagindaki B-catenin miktarinin diizenlenmesi, gelisimsel siireclerde etkili olan
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gen ifadelenmelerinin programlanmasinda rol oynamaktadir (Sekil 2.4). Wnt ligandi
yoklugunda, sitoplazmik B-catenin proteini, Axin, APC, Kazein Kinaz-1 (CK1) ve
Glikojen Sentaz Kinaz (GSK3)dan olusan yikim kompleksi tarafindan degrade
edilmektedir. CK1 ve GSK3, B-catenin’in amino ucunu fosforillemekte ve sonucunda
E3 ubikuitin ligaz tarafindan taninmaktadir. Sonucunda da B-catenin proteozomal
degradasyona ugramakta ve cekirdege gecisi dnlenmektedir. Boylece Wnt hedef
genleri olan TCF/LEF ailesi proteinlerinin ifadelenmesi de baskilanmaktadir. Ortamda
Whnt ligandi varken, Frizzled (Fzd) reseptorii ve ko-reseptér olan LDL Reseptdr iliskili
Protein 5 ve 6 (Lrp6/Lrp5) ya baglanmaktadirlar. Wnt-Fzd-Lrp6 kompleksi,
Dishevelled (Dvl) proteini ile birlesmektedir. Sonucunda, Lrp6 fosforile olarak
aktiflesmektedir.  Axin  kompleksi heterodimer yapisindaki reseptorlerle
birlesmektedir boylece, B-catenin fosforile olamamakta ve proteozomal
degredasyona da ugramamaktadir. Sitoplazmada biriken B-catenin, cekirdege
gecmekte ve TCF/LEF ile etkileserek Wnt hedef genlerinin ifadelenmesinde rol

oynamaktadir (37).
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Sekil 2.4. Wnt/B-catenin Sinyal Yolagi (37).

Kolon kanserlerinin ¢ogunda, Wnt sinyal vyolaginin mutasyonuna
rastlanmaktadir. Ozellikle timér baskilayici gorevi olan APC genininde olusan
mutasyonlar sonucunda olusan proteindeki amino asit dizisindeki eksilme, fonksiyon
kaybina neden olmaktadir. Yapilan calismalar géstermistir ki Wnt yolagindaki yiiksek

aktivasyon, bagirsak timorlerinin gelisimindeki en 6nemli onkojenik faktorlerden
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biridir. Bu nedenle Wnt yolagi elemanlarinin farmakolojik olarak inhibisyonu,
kolorektal kanserlerin tedavisi igcin umut vaad etmektedir (38). Gliniimize kadar
yapilan ¢alismalar sonucunda Wnt sinyal yolagini farkli seviyelerde inhibe edebilen
molekiiller bulunmustur (Sekil 2.5). inhibitor etkisi olan kiigiik molekdiller Wnt sinyal
yolaginin farkli etkilesimlerini bozmaktadirlar. Bu inhibitorlerin genel siniflandirmasi;
Whnt-reseptor kompleksi inhibitorleri, B-catenin-yikim kompleksi inhibitorleri, TCF/B-
catenin kompleksi inhibitorleri, Wnt ko-aktivator antagonistleri, Wnt5a taklitgileri,
gamma sekretaz inhibitorleri ve Hedgehog inhibitorleri olarak hedeflerine gore

cesitlilik gostermektedirler (39).

Wnt sinyali, dokulardaki kok hicre isleyislerini dlizenleyerek doku
homeostazinin dengede tutulmasini saglamaktadir. Wnt yolaginin hedef genleri de
dokulara 6zgl kok hiicre mekanizmalarini etkilemektedir. KRK c¢alismalarinda
cogunlukla hedeflenen Lgr5, intestinal epitelde ifadelenmekte olup 0Ozellikle kript
tabanindaki kék hiicrelerde daha fazla ifadelenmektedir. intestinal kék hiicrelerin
devamhligi igin kritik olan Lgr5 ifadesi ayni zamanda kil folikiller, ovaryum epiteli ve
daha bir¢cok doku icinde 6nemlidir. Wnt yolaginin bir baska hedefi olan Axin2 geni,
karacigeri olusturan kok hiicre fonksiyonlarinda gorev almaktadir. Karacigeri
olusturan loblarda Axin2 ifadeleyen kok hiicreler ¢ogunlukta olup, bu hiicrelerin
poliploid hepatositlerin projenitorlerini olusturduklari bulunmustur. Tim bunlarin
yaninda karaciger intestinal kok hiicrelerdeki rollerinin aksine, Keratin-14+ olan tirnak
kok hicrelerinde B-catenin susturuldugunda tiim tirnak epiteli kaplayan Keratin-14+
hiicreler dolayisiyla tirnak biylimesi engellenmistir(40).

Wnt yolagi aktivatorlerinden KRK’lerde en sik ¢alisilani olan R-spondinler
(Rspo1-4) 4 adet bliyiime faktoriinden olusmaktadir. Wnt ligandlarinin yani sira Rspo
aktivatorleri B-cateninin aktivasyonunu da saglamaktadirlar. Tim Rspo’lerin ortak
ozelligi kanonikal Wnt sinyal yolagini aktiflestirmeleridir. Son yapilan ¢alismalarda
LGR5 ve homologu olan LGR4’lUn Rspo reseptorleri olduklari ve 6zellikle LGR5’in
cogalmakta olan ince bagirsak, kolon, mide ve kil folikiillerindeki kok hticrelerin
belirteci olduklari saptanmistir. Wnt3a ligandinin Wnt yolagi Uzerindeki etkisinin

sinerjistik hali LGR4 ve -5 ile Rspo sinyalizasyonu arasinda mevcuttur. E3 ubikuitin
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ligazi olan Zinc and Ring Finger 3 (ZNRF3), Frizzled (Fzd) ve LRP6 reseptorlerinin
stabilizasyonlarini bozarak Wnt sinyalizasyonunu engellemektedir. Bu inhibisyonu
engellemek icin Rspo, ZNRF3’lin ekstrasellller kismina baglanarak LGR4 ile etkilesime
girmesini saglamakta ve boylece reseptorlerin stabilizasyonu devam edebilmektedir.
Farelerde yapilan galismalarda ZNRF3’e bagh Wnt yolagi inhibisyonunun lens gelisimi
icin onemli oldugu bulunmustur. Rspo haricinde 6zellikle gelisimsel stireglerde 6nemli

roli olan Norrin de 6nemli Wnt aktivatorlerinden bir digeridir (41).
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Sekil 2.5. Kanonikal Wnt Sinyal Yolag inhibitérleri (39).

B-catenin-yikim kompleksi inhibitorleri sinifinda yer alan tankiraz inhibitérleri
(XAV939, IWR-1 vb.) hakkinda sikca ¢alisma yuritilen gruplardan biridir. Tankiraz
proteinleri (TNKS), poli-ADP-riboz (PARP) ailesine bagl bir polimerazlardir. Tankiraz 1
(TNKS1/PARP5a) ve Tankiraz 2 (TNKS2/PARP5b) olmak tizere Wnt/ B-catenin sinyal
yolaginda etkili olan iki izoformu bulunmaktadir. Diger PARP proteinlerinin aksine,
TNKS1/2 DNA onariminda gérev almamakta, Axin1/2’nin PARilasyonu ile Wnt
sinyalizasyonunu glclendirmeyi hedeflemektedir. PARilasyona ugrayan Axin 1/2,

degredasyon icin hedeflenmekte ve yikim kompleksinin stabilizasyonu da olumsuz
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yonde etkilenmektedir. Tankiraz 1/2 proteinlerinin mitoz boliinme diizenlenmesinde,
telomer devamliliginda ve kanonikal Wnt sinyal yolagl dizenlenmesinde onemli
gorevleri oldugu belirtilmistir(42—45). TNKS'nin baslica hedef proteinleri TRF1, AXIN,
PTEN, NuMA, IRAP, TAB182, FBP17, CTIF ve Prxll'dir(44,46-51). Fakat bu proteinler
arasindan, aktif olarak B-catenin yikim kompleksinde baskilayici rol alan AXIN
kanonikal Wnt sinyal yolagi ile direkt iliskilidir. Glncel olarak siklikla (zerinde
cahisilmakta olan TNKS inhibitorleri XAV939, IWR-1, GO07-LK ve NVP-TNKS656'dir
(44,52-55). E7449 molekilu haricinde, hentiz klinik arastirmalara dahil olabilen bir
TNKS inhibitori bulunmamaktadir. Anti-kanser ilag olarak kullanilabilecek bir TNKS
inhibitord ihtiyaci halen devam etmektedir(42,56).

Anti-helmintik ila¢ olarak kullaniimakta olan Niklozamit ise Dvl inhibitéri
olarak kullanilmaktadir. PDZ domeyni araciligiyla Dvl, Fzd reseptoriiniin karboksil
ucuna baglanmaktadir. Niklozamit ise bu protein-protein etkilesimini inhibe edici bir
ajan olarak gorev almaktadir (39,57). Niklozamit, son 50 yildir kullanilan FDA
tarafindan onaylanmis anti-helmintik bir ilagtir(58,59). insan kolon kanserinin in vivo
ve in vitro ¢calismalarinda(60,61) etkili bir ajan olabilecegi raporlandigindan beri diger
kanser cesitleri icin olan arastirmalara yogunlasiimistir(62,63). Niklozamitin
kullanilabilecegi hedeflerden bazilari Notch sinyalizasyonu, Dishevelled, S100A4 ve
Frizzled reseptoriidir(60—62) fakat ilacin eylem modu heniiz tam olarak
actklanamamistir. Niklozamit, Frizzled reseptor internalizasyonunu saglayarak Dvl ve
B-catenin ifadelerini protein diizeyinde azaltmakta ve KRK hticrelerinin bliylimesini in
vivo ve in vitro olarak engellemektedir(60,64,65). Wnt sinyal yolaginin yani sira
Niklozamit, mTOR, NF-kB, Notch ve STAT-3 onkojenik sinyal yolaklarini da inhibe
edebilmektedir(66).

Wnt- B-catenin sinyal yolaginin yliksek aktivitesi yalniz kanserde degil, kdk
hiicrelerin devamliligi ve doku yenilenmelerinde de kritik bir rol oynamaktadir. Wnt
yolaginin inhibe edilmesiyle birlikte 6zellikle kil folikilleri ve gastrointestinal sistemde
bulunan Wnt-bagimh kok hiicre popiilasyonlari olumsuz olarak etkilenmektedir. Bu
nedenle de tankiraz inhibitorleriyle calisirken 6ncelikle gastrointestinal toksisiteyi

onlemek amaciyla doz limiti belirlenmektedir (39). Kok hiicreler izerindeki olumsuz



14

etkisi géz online alindiginda Wnt sinyalinin uzun sireli inhibisyonu toksik etkiye
neden olmaktadir. Ornegin, intestinal mukozada hasarlanma, azalan kemik

yogunlugu, sackiran ve toksisiteye bagl bircok hastaliga neden olmaktadir (67).
2.7. in vivo Hastalik Modeli Olarak Apc Mutant Fare Timor Modelleri

Uzun yillar sliren ¢alismalar sonucunda kolorektal timorler iki molekiler
kategoriye ayrilmistir: mutator fenotip ve kromozomal instabil fenotip. Sporadik
kolorektal timorlerin %85’i kromozomal instabil olmakta ve bu gruptaki tiimorlerde
heterozigosite kaybi, gen flizyonlari, genis insersiyon ve delesyonlara
rastlanmaktadir. Bugline kadar Uretilen Apc mutant farelerin arasindaki en buyik
fark, Apc sekansini kesen mutasyonunun gerceklestigi lokasyonunun farklihgidir. Cre-
lox teknolojisinin gelismesiyle birlikte, bilim insanlari Apc delesyonun gerceklesecegi
zamani ve lokasyonu kontrol edebilmeye baslamislardir. Ornegin, Cre rekombinaz
enziminin dokuya 6zgl promotoérden ifadelenmesi (Fabpl, Villin promotorleri), Apc
geninin spesifik olarak gastrointestinal epitel hicrelerinde gerceklesmesini
saglamaktadir. Apc delesyonu olan her mutant fare farkl fenotipik 6zelliklere sahip
olsada, sonug olarak gastrointestinal adenokarsinomlar gelistirmektedir. Bu tip Apc
mutant fareler nadiren agresif metastaz gelistirdikleri icin erken evrede KRK timor
olusumunu c¢alisabilmek icin kullaniimaktadirlar (68,69).

Cre-lox teknolojisinin haricinde, mutant fare modelleri olusturabilmek igin
kimyasal ile uyarilmis timér modelleri ve insersiyonel mutagenez sonucunda elde
edilen timor modelleri bulunmaktadir. Kanser mikrogevresini taklit edebilmek igin
arastirmacilar, karsinojenik kimyasallar uygulayarak sporadik KRK gelisimi
saglamislardir. Metilazoksimetanol, 1,2-dimetilhidrazin ve azoksimetan siklikla
kullanilan karsinojenik kimyasal ajanlardir. insersiyonel mutagenezde ise cogunlukla
retroviral gen icine veya yanina eklenen sekans ile hedeflenen genin ifadelenmesi
degistirilmektedir. Bu uygulama sonucunda yapilan genetik calismalar ile kansere
0zgl genler saptanabilmektedir (68).

KRK arastirmalarinda en sik kullanilan timor modeli, ¢coklu intestinal neoplazi

(Multiple Intestinal Neoplasia; Min) modeli olan ApcMin/+ fareleridir. N- etil- N-
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nitroziire mutajenine maruz birakilan farelerde Apc geninin 850. Kodonundaki
mutasyona bagh olarak Apc fonksiyonu yitirilmektedir. ApcMin/+ farelerin Apc
mutasyonu sonucu olusturduklari intestinal polipler, insanlardakinden farkl olarak
kanserlesmeye neden olmamaktadir. Bu ozelliginden dolaylr Apc gen kaybinin
insanlarda yol actigi FAP sendromu icin tedavi gelistirmek amaciyla siklikla
kullanilmaktadirlar. ApcMin/+ fareleri Uzerinde ylritilen c¢alismalar sonucunda
insanlarda gelisen sporadik poliplere cerrahi olarak midahale edilmesiyle,

kanserlesmenin online gegilebilecegi saptanmistir (69).
2.8. intestinal Tiimor Gelisiminde Kok Hiicre Dinamikleri

Malign timorlerin birgogunda kdk hiicrelerin malign gelisime neden olan
hiicreler oldugu tespit edilmistir. Bir kdk hiicre, mutasyona sahip oldugunda malign
déniisimi baslatmaktadir (70,71). ince bagirsakta gerceklesen adenomatoz biiyiime,
Whnt sinyalinin kript tabaninda bulunan LGR5+, PROM1+ ve BMI1+ hiicrelerde hiper
aktivitesi sonucunda hizh bir sekilde baslamaktadir. Bu durumun aksine, farklhilasmis
hicrelerde Apc’nin inhibe olmasi sporadik timoér gelisimine neden olmaktadir.
Tumorlesmenin baslangici icin birden fazla hiicresel sinyal gorev almaktadir. Gerekli
sinyal molekdlleri IKH mikrocevresinde bulunmaktadir. Bu sinyaller ile hiicreler,
malign déniisiime elverisli hale gelmektedirler. Ornegin, villus hiicrelerinde niikleer
faktor-kB (NF-kB) yolaginin yiksek aktivasyonu, bu hiicreleri malign transformasyona
yatkin hale getirmektedir. Hamartomato6z sendromlar (Peutz—Jeghers Sendromu vb.)
veya siddetli kolitle birlikte gelisen KRK’larin bu mekanizmaya dayanabilecegi
tartisilmaktadir (70,72).

‘Biased Drift’ modeline gére, yabanil tip iKH’ler (WT-iKH) ve mutant iKH’ler
nisteki pozisyonlari icin esit sartlarda olmayan bir yaris icerisindedirler ¢linkii mutant
IKH’lerin avantaji daha yuksektir. Ornegin, Apc genindeki hem heterozigot hem
homozigot mutasyon tasiyan iKH’ler, WT-iKH’lere gore nis yarisinda avantajlidirlar
(70).

Kok hiicre benzeri kanser hiicreleri, iKH belirteclerini eksprese etmekte,

multipotent o©zellik gostermekte ve kendi kendilerini yenileyebilmektedirler. Bu
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ozelliklerinden dolayi bu hicreler, kanser kok hticreleri (KKH) denilmistir. KKH’lerin
timor blylmesi ve progresyonunda rol aldigi bilinmekte fakat calisma mekanizmalari
ve 6nemleri hakkinda hala bir¢ok bilinmezlik bulunmaktadir. KKH popilasyonu, yeni
timor  olusumlarini desteklemekte ve  kanserin  nlksetmesine neden
olabilmektedirler. Yapilan ¢alismalar sonucunda KKH’ler arasinda CD133, CD44 ve Kok
hiicre benzeri kanser hiicreleri, iIKH belirteclerini eksprese etmekte, multipotent
ozellik gostermekte ve kendi kendilerini yenileyebilmektedirler. KKH’lerin timor
blylmesi ve progresyonunda rol aldig1 bilinmekte fakat ¢alisma mekanizmalari ve
onemleri hakkinda hala bircok bilinmezlik bulunmaktadir. KKH popiilasyonu, yeni
timor  olusumlarini desteklemekte ve kanserin  niliksetmesine neden
olabilmektedirler. Yapilan calismalar sonucunda KKH’ler arasinda CD133, CD44 ve
CD166 pozitif olan hiicrelerin timorijenik 6zellikte, farklilagmis hiicrelerin ise bu
belirtecler agisindan negatif oldugu saptanmistir (73).

Adenomlarda fonksiyonel olan kok hiicre bélimlerinin tespit edilebilmesi igin
Kozar ve arkadaslari, belirteclerden bagimsiz olarak klonal isaretleme yontemi
gelistirmislerdir (70,74). Bu calismada, adenomatoz bezlerde bulunan tiim hiicrelerde
Apc inaktif durumundadir bu nedenle nis yarisinda bitin hiicreler esit potansiyele
sahiptirler. Adenomat6z kript benzeri yapilar isaretlendiginde, gértlmustir ki, 6 adet
fonksiyonel kok hiicreye sahip normal bagirsaga gore, adenomatoz kriptler
fonksiyonel olarak kdk hiicre bulundurmaktadirlar. Fakat adenomlardaki fonksiyonel
kok hicrelerin sayisi, Lgr5+ hiicre sayisindan daha azdir. Bunun nedeninin kript
benzeri glandiler yapilardaki heterojeniteye bagli oldugu disilmektedir fakat hentiz
pratikte bunun arastirabilecegi bir fare modeli bulunmamaktadir (70). KRK biyolojisi
hakkinda kapsamli ¢alismalarin yapilmasi, gelistirilecek yeni tedavi yontemleri icin
onemlidir, bu nedenle kok hicre dinamiklerinin de bu galismalar kapsaminda

detaylica incelenmesi gerekmektedir.
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2.9. Apc?7*%Fare intestinal Tiimér Modeli

Kolorektal kanserlerde en sik mutasyona ugrayan genlerden bir tanesi timor
baskilayici rolii olan APC genidir (75). Kolorektal kanserin gelisim siirecinde WNT, TGF,
P53, PIK3 ve RTK-RAS sinyal yolaklari siklikla rol almaktadir (76). APC geni ise bu
yolaklardan olan kanonikal Wnt sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olarak gérev
almaktadir. Kolorektal kanserlerin yaklasik %93’linde APC ve [-catenin
mutasyonlarina rastlanmaktadir. APC genindeki molekiler degisimlere bagh olarak B-
catenin sitoplazmada stabilize olmakta ve Wnt sinyal yolagi hiperaktif duruma
gecmektedir. Klasik yolak sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik %80’inde ylksek
Whnt aktivasyonu gorilmekte ve bu durum farelerde de FAP sendromuna neden
olmaktadir (76). Apc geninin farkl bolgelerinde olusturulan mutasyonlara bagli olarak
cok sayida intestinal timor fare modelleri tretilmistir (77). Laboratuvarimizda 2018
yilinda yapilan calismada CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak Apc geni mutant olan

transgenik fare soyu olusturulmustur (75).
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Proje yiriticiligini Prof. Dr. Aytekin Akyol’'un Ustlendigi TUBITAK 1001
projesi (Proje no: 2155926) kapsaminda 2018 senesinde FVB/N fare soyunda Apc geni
hedeflenerek yeni bir kolorektal kanser modeli olusturulmustur (Sekil 2.6). 507
numarasi verilen fare hattindaki farelerde 18. kromozomda bulunan Apc geninde 16.
ekzonun 750-752. kodonlari arasinda 8 niikleotidlik delesyon olusturulmustur.
Delesyona bagl olusan cerceve kayma mutasyonu, 758. kodonun stop kodonuna
doénidsmesine neden olmustur. Sonug olarak, bu farelerde Uretilen Apc proteininin
yaklasik 2000 amino asitlik bolimu kaybolmaktadir. Fare soylari devam ettilirken,
Uretilen farelerin Apc mutant Min farelerine gére daha az polip olusturduklari ve daha
uzun sure yasadiklari gozlemlenmistir (Sekil 2.7). Yapilan literatir c¢alismalari
sonucunda FVB/N Apc®” fareleri C57BL/6) kokenli fareler ile geri caprazlanarak
calismalara devam edilmistir. Geri caprazlama sonucunda olusan farelerin polipleri
histopatolojik olarak incelendiginde adenom morfolojisine sahip olduklar

gorulmustir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. B6 ve FVB- Apc?”? farelerin ¢aprazlanmasindan elde edilen bagirsak (A)
ve proksimal kolon polipleri (B). Polibe ait hematoksilen ve eozin boyamasi (C) ve
immiinohistokimyasal B-catenin boyamasi (D) (75). Olgek: 60 pm.

2.10. Hedeflerimiz

Bu tez calismasi kapsamindaki amacimiz éncelikli olarak Apc?7?° farelerimizin
ince bagirsak hicrelerinden KRK onclli olabilecek intestinal organoidler elde
etmektir. Olusturacagimiz Apc +/- intestinal organoidlere uygulanacak olan Wnt
yolagi inhibitorlerinin kolonik adenomlardaki kok hiicre dinamikleri Gzerine etkileri
arastirilacaktir. Ozellikle Wnt inhibitérlerine maruz kalacak olan organoidlerin
gelisimsel 6zellikleri ve kript tabanlarinda yer alan iKH’lerdeki Lgr5 ifadelenmelerinin
yani sira Wnt sinyal yolaginin negatif dizenleyicilerinden Axin2 ve Ctnnbl gen
ifadeleri analiz edilecektir. Bu sayede 0Ozellikle sporadik kolon timorlerinin
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel Wnt inhibitori saptanabilmesi icin potansiyel

bir tarama sistemi olusturulabilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Organoid Kiiltiirii

Organoid kiiltiiriiniin baslatiimasi icin TUBITAK 1001 Projesi kapsaminda
(Proje No: 120S967) arastirmacilarin diseke ettigi C57BL/6 soyuna ait 507 hattindan
Apc +/- mutant 30 giinlUk erkek farelerin ince bagirsaklari kullanilmistir. Farelerin ince
bagirsak bolimleri mideden itibaren ¢ekuma kadar diseke edilmistir. Organoid
kdltlrl asamalari igin satin alinan Intesticult Organoid Blyliitme Medyasi (Stem Cell
Technologies, Kat. No. 06005) protokollerine bagh kalinmis olmakla birlikte bazi
modifikasyonlar yapilmistir. Toplanan ince bagirsak ornekleri soguk Dulbecco’s
Phosphate-Buffered Saline (D-PBS; Biowest, Kat. No. L0615-500) igerisine alinarak
uzunlamasina agiimis ve temizlenmistir. Bu islem tim bagirsak diski vb. iceriklerden
arinana kadar devam ettirilmistir. Temizlenen ince bagirsak hiicre kiltirl kabinetine
alinarak soguk D-PBS iceren 50 ml falkon tiip Gstlinde 2 mm’lik pargalar halinde
kesilmistir. Tlp icindeki bagirsak parcalari serolojik pipet yardimi ile pipetajlanarak
temizlenmistir. Temizleme asamasinda pipetajlanan orneklerin yercekimi ile pellet
olusturmasi 30 sn beklenip, sipernatant kismi aspire edilmis ve Ustiine soguk D-PBS
ilave edilmistir. Bu isleme yaklasik 15-20 defa, slipernatant kismi saydam bir goriinti
alana kadar devam edilmistir. Olusan pellete oda sicakliginda 25 ml Gentle
Dissociation Reagent (Stem Cell Technologies, Kat. No. 100-0485) ilave edilerek
stispanse edilmistir. Ornekler oda sicakhiginda orbital karistirici Gzerinde 30 dk
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda dokularin 30 sn boyunca yercekimi
ile cokmesi beklenmektedir. Stipernatant aspire edildikten sonra dokular 10 ml %0,1
Sigir Serum Albldmini (BSA; Biowest, Kat. No. P6154) iceren soguk D-PBS ile slispanse
edilmistir. 3 defa pipetlendikten sonra dokular 70 um filtre yerlestirilen 50 ml falkon
tipe aktarilir. Bu islem 4 defa gergeklestirilerek izolasyon igin 4 farkli fraksiyon
olusturulmustur. Ornekler +4 °C’de 290 g’de 5 dk boyunca santrifiijlenmistir (Hettich
Rotina 380R). Siipernatant aspire edildikten sonra, pellet kismi 10 ml %0,1 BSA iceren
soguk D-PBS ile tekrar slispanse edilmistir. Sispansiyonlar temiz 50 ml falkonlara
aktarilmis ve +4 °C 200 g’'de 3 dk boyunca santrifijlenmistir. Stipernatant kismi

uzaklastirildiktan sonra istenen hicreler pellet kisminda yer almistir. Her fraksiyon
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ayri ayri 10 ml soguk DMEM/F12 (Biowest, Kat. No. L0092-500) icerisinde slispanse
edilmistir. Her ornekten 1 ml alinarak 6 kuyucuklu plakada ayri ayri koyularak ters isik
mikroskobu (Leica, DM IL LED) altinda kriptler izlenmistir. icerdigi kriptlerin kalitesine
gore fraksiyon 3 kullanima daha uygun gorilmus ve organoid kiltlri baslatiimistir.
Kript sayimi hemasitometre ile yapilmistir. Kuyucuk basina 1500 hiicre olacak sekilde
hacimler ayarlanmistir. istenilen hacimde alinan siispansiyon, +4 °C 200 g’de 5 dk
boyunca santrifijlenmistir. Stpernatant aspire edildikten sonra, pellete 100 pl
Intesticult Complete Organoid Medium eklenerek siispanse edilmistir. Medya ile ayni
hacimde matrijel (Corning, Kat. No. 356234) eklenmis ve énceden 37 °C’'de isitiimis
48 kuyucuklu plakanin her kuyusuna 25 pul siispansiyon eklenmistir. Plaka, 37 °C'de 10
dk inklibe edildikten sonra, kuyu basina 250 pl organoid medyasi eklenmistir. Her
kullanimdan 6nce organoid medyasi icerigine 50 mg/ml Gentamisin Stlfat (Biowest,
Kat. No. L0012-100) ve 1:10 oraninda Amfoterisin B (Biowest, Kat. No. L0009-100)
eklenmistir. Plakadaki bos kalan kuyulara D-PBS ilave edilmistir. Organoid kdlturleri
37 °C ve %5 CO; inklibatorde (Nive, Kat. No. EC160) muhafaza edilmistir. Kiltur
medyalari 2-3 glin araliklarla degistirilmis olup, pasajlamalari 1:4 olacak sekilde 10-14

gln araliginda yapilmistir.
3.2. ilag Muamalesi

Test edilmek lizere XAV939 (Cayman, Kat. No. 13596) ve Niklozamit (Cayman,
Kat. No. 10649) kullaniimistir. XAV939 icin 500 uM’hk ana stok hazirlanarak -80 °C’de
saklanmistir. Kullanimdan hemen 6nce XAV939 besiyeri icerisinde 5 pM ve 10 uM
olacak sekilde seyreltilerek organoidler muamele edilmistir. Niklozamit, 50 uM’hk
ana stoklar halinde -80 °C’de saklanmistir. Yine kullanimdan hemen 6nce besiyeri
icerisinde 0.5 uM ve 1 uM olacak sekilde hazirlanarak ortama eklenmistir. Her iki ilag
da Dimetil Siilfoksit (DMSQ; Pancreac Applichem, Kat. No. A3672) icerisinde ¢6ziilmus
olup, kontrol grubunda ise yalnizca DMSO uygulanmustir. ilag uygulamalari, organoid
kiiltirindn 2-3. Ginlerinde organoid yogunluguna bagh olarak uygulanmistir. Her iki

ilac icin de inklbasyon siireleri 48 saat olarak belirlenmistir.
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3.3. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin 48 kuyucuklu plakanin konfluan 2 veya 3 kuyusu
kullanilmigtir. Eski medya aspire edildikten sonra kuyu bagina 100 ul Trizol
(Invitrogen, Kat. No. 15596-018) eklenmistir. Matrijel 1000’lik pipet ucu yardimi ile
parcalanmis ve olusan stispansiyon 1.5 ml eppendorf tlipe aktariimistir. Toplam Trizol
miktari ile esit olacak sekilde izopropanol (Merck, Kat. No. 09634) silispansiyona
eklenmistir. izopropanol hacminin 1:10’u kadar 3M sodyum asetat (pH 5.5) ilave
edilerek oda sicakhiginda 10 dk inkiibe edilmistir. Ornekler +4 °C 12.000 g’de 10 dk
santrifijlenmistir. Elde edilen pellet, 1:1 olacak sekilde %75 etanol eklenerek tekrar
siispanse edilmistir. Ornek yaklasik 10 sn vortekslendikten sonra +4 °C 7500 g’de 5 dk
santrifijlenmistir. Slipernatant uzaklastirilmis ve pelletin 5-10 dk hava akimi ile
kurumasi saglanmistir. Ornek, istenilen konsantrasyona goére 20-50 pl RNazsiz su ile
¢Ozdirilmis ve 55 °C su banyosunda 10 dk inkiibe edilmistir. Daha saf bir RNA elde
edebilmek icin, Qiagen RNA izolasyon Kit’i (Qiagen, Kat. No. 74004) ile temizleme
islemi uygulanmistir. izole edilen RNA (izerine RNazsiz su eklenerek hacim 100 pl
olarak ayarlanmistir. 350 pl RLT tampon ¢ozeltisi eklenip karistirildiktan sonra 250 pl
%100 etanol eklenerek érnek karistinlmistir. Ornek, kit iceriginde temin edilen 2 ml
toplama tlipline aktarilmistir. Oda sicakliginda 13.000 rom’de 5 dk santrifijlendikten
sonra supernatant kismi dokullerek uzaklastirilmistir. Ayni filtre tGzerine 500 pl RPE
tampon ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 13.000 rpm’de 15 sn santrifiijlenmistir.
Toplanan slipernatant dokiildiikten sonra 500 pl RPE tampon cozeltisi filtreye
eklenmis ve oda sicakliginda 13.000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmistir. Kullanilan filtre
kismi yeni bir 2 ml tiipe aktariimis ve 15.000 rpm’de 1 dk bos olarak santrifiijlenmistir.
Filtre kismi, yeni bir 1.5 ml eppendorf tlipe yerlestirildikten sonra lGzerine 30-50 pl
RNazsiz su eklenmistir. Oda sicakliginda 13.000 rom’de 1 dk santriflijlendikten sonra
istenilen drnek tupte yer almistir. RNA miktari spektrofotometre (NanoDrop™ 2000,

Thermo Fisher) ile 6lctlmistir.
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3.4. Komplementer DNA Sentezi

izole edilen RNA &rneklerinden komplementer DNA (cDNA) sentezi High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Kat. No. 4368814) ile
yapilmistir. Reaksiyon basina 20 pl olacak sekilde, 1X master karisimi igin kit
protokoliine bagh kalinmistir. Kit protokoliinden farkh olarak master karisim
icerisinde su yerine bu hacim de RNA ile tamamlanmistir. Hazirlanan ornekler isi

dongileyici cihazda (MyGene L Series Peltier, Thermal Cycler, LongGene) ¢cogaltildi.

Tablo 3.1. 2X Ters Transkriptaz icerigi

Malzemeler 1X (pl)
10X RT Buffer 2
25X dNTP Karisimi (100 mM) 0.8
10X RT Random Primer 2
MultiScribeTM Ters Transkriptaz 1
RNaz inhibitérii 0
Nikleazsiz H,0 0
cDNA 4.2
Toplam 10

Tablo 3.2. cDNA PCR Donglisi

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire

Denatirasyon 95 2 dk
95 30 sn

. 35 dongu

Baglanma 59 30 sn icermektedir.
72 30sn

Uzama
72 5 dk

Saklama 4 oo
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3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Sentezlenen cDNA 6rneklerinin miktar ve kalite tayini igin 507 mutant hattina
ait primerler ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) reaksiyonu kurulmustur. 1X PCR
reaksiyonu igin kullanilan malzemeler ve hacimler Tablo 3 ’‘te yer almaktadir.
Amplikonlar, %1 oraninda hazirlanan agaroz jel ile 60 dk boyunca 100 voltta
ylrittlmustir. Sentezlenen cDNA 6rneklerinin miktar ve kalite tayini icin 507 mutant
hattina ait primerler ile PCR reaksiyonu kurulmustur. 1X PCR reaksiyonu igin kullanilan
malzemeler ve hacimler Tablo 4’te yer almaktadir. Amplifiye olmus DNA 6rnekleri,
%1 oraninda hazirlanan agaroz (Biomax, Kat. No. 104514R) jel ile 60 dk boyunca 100
V’ta ylrtttlmastir. 1 kb DNA marker (Thermo Scientific, Kat. No. 10787018) ilk
kuyucuklara yliklenmistir. Agaroz jel gériuntilemesi FluorChem (Protein Simple, F3,

2011) yaziimi ile saglanmistir.

Tablo 3.3. 1X PCR icerigi

Malzemeler 1X (pl)
ddH20 17.25
10X Dream PCR Buffer 2.5
Apc Forward 0.5
Apc Reverse 1
Apc Mutant Forward 2
10 mM dNTP 0.5
Dream Taq Polimeraz 0.25
DNA 1
Toplam 25
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Tablo 3.4. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer sekanslari

507 Hatti Primerleri Sekanslar (5’-3’)

Apc Forward CAGCAGCTTTAAGGAATCTCA
Apc Reverse TCTGACCTACTATCATCATGTCG
Apc Mutant Forward GTCTGCCATCCCAGGAAA

Tablo 3.5. PCR Dongusu

Basamaklar Sicakhik (°C) Siire
Denatirasyon 95 2 dk

95 45 sn 38 dongl
Baglanma 56 45 sn icermektedir.
Uzama 72 1 dk

72 5 dk
Saklama 4 oo

3.6. immiinfloresan Boyama

Organoid gelisiminin 5-7. Glnleri arasinda B-catenin, dapi ve phalloidin ile
immiunfloresan boyamalari yapilmistir. Eski medya aspire edildikten sonra kiltiir 1X
Phosphate-Buffered Saline (PBS) ile yikanmistir. 1X PBS ile hazirlanan %4
Paraformaldehit (PFA)'ten (Aldrich Chemistry, Kat. No. 16005) 100 pl 6rneklere
eklenerek oda sicakhiginda 30 dk fikse olmalari saglanmistir. inkiibasyonun sonunda
1X PBS ile 3 defa ornekler yikanmis ve 1X PBS igerisinde hazirlanan %1,5 Triton-X
(Merck, Kat. No. 08603) eklenerek oda sicakliginda 30 dk inklibe edilmistir. Fiksasyon
icin ornekler tekrar %4 PFA ile oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir. %2 kegi
serumu (CST, 5425) ve %0,1 Tween-20 (Merck, Kat. No. 22184) iceren PBS solilisyonu
bloklama icin kullanilmistir. Bloklama soliisyonunun eklendigi 6rnekler oda
sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Primer antikor icin 1:500 dilue edilen B-
catenin (Thermo Fisher Scientific, Kat. No. RB-9035-P0O) ile 6rnekler +4 °C’de bir gece

inkiibe edilmistir. Phosphate-Buffered Saline-Tween20 (PBS-T) ile 3 defa yikanan
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orneklere +4 °C’'de 4 saat boyunca sekonder antikor 1:1000 (Abcam, Kat. No.
Ab150115) wuygulanmistir. Hiicre iskeleti boyamasi igin sekonder antikor
inkiibasyonunun son 30 dk’sinda 1X Phalloidin (Abcam / ab176757- CytoPainter
Phalloidin-iFluor 594 Reagent) kiiltiire eklenmistir. Ornekler PBS-T ile licer defa
yikanmistir. Cekirdek boyamasi igin 1X DAPI (Sigma, Kat. No. D8417) eklenerek oda
sicakhginda 5 dk inklibe edilmistir. PBS-T ile licer defa yikanan 6rneklere temiz PBS-T

eklenerek floresan mikroskop (Olympus IX73) altinda goriintilenmislerdir.
3.7. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

5 uM XAV939, 10 uM XAV939, DMSO ve kontrol gruplarindan elde edilen
cDNA ornekleri, kantitatif PCR (qPCR) master karisimi (Thermo Scientific, Kat. No.
K0373) kullanilarak analiz edilmistir. Reaksiyonlarda kullanilan cDNA 6&rnekleri
niikleazsiz su ile 20X seyreltilerek kullanilmis olup, konsantrasyonlarin reaksiyon
basina 200 ng/ul'yi asmamasina dikkat edilmistir. Tum Ornekler ile Ggli tekrarlar
olacak sekilde galisilmistir. Reaksiyon igerigi ve siklus sicakliklari Tablo 3.6 ve Tablo
3.7’de verilmistir. Bu calisma da Axin2, Lgr5, Ctnnbl, Actb genlerinin ifadelerine

bakilmis olup, kullanilan primerlerin bilgileri Tablo 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3.6. qPCR Dénglsu

Basamaklar Sicaklik (°C) Sire Siklus Sayisi
dUTP Erimesi 50 2 dk 1
Denatirasyon 95 10 dk 1

95 15 sn

60 30 40
Amplifikasyon Egrisi >N

72 30sn

95 15sn
Erime Egrisi 1

60 30sn

95 30 sn
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Tablo 3.7. qPCR icerigi

Malzemeler 1X (pl)
Master Mix 10
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
dH20 3
cDNA 5
Toplam 20

Tablo 3.8. gPCR reaksiyonlarinda kullanilan primer sekanslari

Primerler Sekanslar (5’-3’)

Ctnnb1 Forward AATGGCTTGGAATGAGACTG
Ctnnb1 Reverse ACCAGAGTGAAAAGAACGGTAG
Lgr5 Forward GGAATAAAGACGACGGCAAC
Lgr5 Reverse GGATCAGCCAGCTACCAAA
Axin2 Forward GAGGATGCTGAAGGCTCAAA
Axin2 Reverse GCAGGCAAATTCGTCACTC
Actb Forward AGCCATGTACGTAGCCATCC
Actb Reverse CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA

3.8. istatistiksel Analiz

Deneyler tek biyolojik calisma seklinde yiratildiga icin istatistiksel analiz
yapilmamistir. gPCR ortalama ve standart sapma degerleri Microsoft Office Excel ile

hesaplanmis olup grafik cizimleri Graphpad Prism 9.4.1 ile yapilmistir.



28

4. BULGULAR
4.1. Apc +/- Mutant Organoidlerin Geligimi

Organoid kiltiiriiniin baslatiimasi icin TUBITAK 1001 Projesi kapsaminda
(Proje No: 120S967) arastirmacilarin diseke ettigi C57BL/6 soyuna ait 507 hattindan
Apc +/- mutant 30 glinlik farelerin ince bagirsaklari kullaniimistir. Organoid blyliime
medyasi icerigine satin alinan destekleyici 1 ve 2 maddeleri eklenerek, intestinal
kriptlerin buylmesi igin gerekli olan nis faktorleri saglanmigtir. Bu faktorler ilk olarak
literatlirde Toshiro Sato ve Hans Clevers tarafindan tanimlanan molekulleri
kapsamaktadir. Fare intestinal kriptlerinden olusturulacak organoid kiiltiir ortami igin
N2, B27, N-asetilsistein, EGF, Noggin ve R-spondin varligina ihtiyac
duyulmaktadir(28,31). Bu faktorleri iceren kiiltir ortamindaki organoid olusumu ve
gelisimi Sekil 4.1’de gosterilmistir. Buna gore kiltirin 10. Giniine gelindiginde
iKH’lerin proliferasyon yeteneklerinin azalmasi ile birlikte farklilasmanin artmasi
sonucu tam bir kript yapisi elde edilmektedir. Ayrica ilk 48 saat icerisinde gelismekte
olan organoid sayisi 95 civarinda iken kiltlirin 10-14. Giinlerinde bu sayisi
farklilasmaya bagh gerceklesen hiicre olimleriyle birlikte yaklasik 25’e kadar
gerilemistir. 10. GUnde tam bir gelisim gosteren organoidin bolimleri Sekil 4.2’de

gosterilmistir.

Sekil 4.1. Apc +/- mutant fare hiicrelerinden Uretilen intestinal organoidin 10 ginlik
gelisim periyodu.
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Limen

Kript Domeynleri

Villus Domeyni

Sekil 4.2. Apc +/- bir intestinal organoidin bolumlerinin gosterimi.

4.2. Apc +/- intestinal Organoidlerin Genotiplerinin Dogrulanmasi

Organoidler Apc mutant farelerden olusturuldugu icin kontrol grubu olarak bu
organoidlerde ilk olarak Apc geni mutasyonuna bakilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
organoid gelisiminin 5. GlUnlinde RNA izolasyonu yapilmistir. Sonraki asamalardaki
devam edilen gPCR ile gen ifadelenmesi analizlerinde kontrol grubu olarak
kullanilacagi icin cDNA seviyesinde genotiplendirme yapilmistir. RNA izolasyonunu
takip eden asamada cDNA sentezlenmistir. Ornekler 507 hatti mutasyonlarini taniyan
primerler ile amplifiye edildikten sonra agaroz jel elektroforezi ile kalite ve miktar
acisindan incelenmistir. 851 numarali DNA 0Ornegi, pozitif kontrol olarak
kullanilmaktadir. Bu DNA 6rneginin Apc +/- oldugu 6nceki calismalarda ispatlanmistir.
Amplifiye edilen cDNA 6rneklerinin jel goriintiilerinde yabanil tip bantlar 268 baz
ciftinde (bg), mutasyon bandi ise 185 b¢’inde gorilmektedir (Sekil 4.3). Bu sonuca
gore olusturulan organoidler Apc mutasyonu tasimaktadir ve gPCR analizlerinde
kullanilabilmistir. ilaca maruz kalan gruplarin RNA izolasyonlari ila¢ eklendikten 48
saat sonra yapilmis olup, sentezlenen cDNA 6rneklerinin Apc +/- agisindan analizi
Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’ te sunulmustur. Bu sonuclara sentezlenen tiim cDNA o6rnekleri

Apc gen mutasyonunu tasimaktadir, boylece gen ifadelenmesi calismalari bu 6rnekler



30

ile yuratulebilir sonucuna varilmigtir. XAV939 ve Niklozamit ile muamele edilen
gruplardan elde edilen cDNA &rnekleri ilk olarak Apc +/- mutasyon kontroli igin
incelenmigstir. Sekil 4.4 ve 4.5’ de gorilen mutasyon bantlarinin ilag alan gruplarda
yogunluklarinin azalmasi, kript ve villuslari olusturan Apc +/- hicrelerdeki azalmayi

da bir acidan gostermektedir.

M 851 cdna cdna
(+) 1 2

300 bg ...
200 bg "

100 bg LR

Sekil 4.3. Kontrol gruplarindan izole edilen cDNA 6rneklerinin agaroz jel elektroforezi
gorintisu (851: Pozitif Kontrol). ‘M’ yazan sttunda 1 kilobaz (Kb) DNA marker
kullanilmistir.
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300 bg L
200 b; LR

100 bg L

Sekil 4.4. XAV939 uygulanan (5 pM ve 10 uM) ve ila¢ uygulanmayan gruplardan
(DMSO) 48 saatlik inkiibasyonun sonunda sentezlenen cDNA 6rneklerinin agaroz jel
elektroforezi gorlintlist (851: Pozitif Kontrol). 1 Kb DNA marker kullaniimistir.

851 0.5uM 1uM DMSO
+

300 bg LA
200 bg LA

100 bg LN

Sekil 4.5. Niklozamit uygulanan (0.5 uM ve 1 uM) ve ilag uygulanmayan gruplardan
(DMSO) 48 saatlik inklibasyonun sonunda sentezlenen cDNA 6rneklerinin agaroz jel
elektroforezi goriintlisu (851: Pozitif Kontrol). 1 Kb DNA marker kullaniimigtir.



32

4.3. Wnt iligkili Genlerin ifadelerinin gPCR ile incelenmesi

Apc +/- kontrol grubu, XAV939, Niklozamit ve ilag kontroli olarak DMSO
uygulanan intestinal organoidler Wnt yolagi hedef genleri olan Ctnnb1, Axin2 ve Lgr5
ifadelenmeleri agisindan gPCR ile incelenmistir. Analiz edilen 6rnek sonuglari Beta-
actin (Actb) ile normalize edilmistir. DMSO grubuna goére kiyaslanan ilag uygulama
gruplarinin kat degisimleri 222t metodu ile hesaplanmistir. Bdylece hedef genlerin
ifadeleri relatif olarak incelenmistir. Metod uygulanirken ilag alan gruplar kontrolleri
olan DMSO gruplari ile normalize edilmistir. Higbir uygulamaya maruz kalmayan Apc
+/- mutant organoidler hesaplamalara dahil edilmemistir. Clinki bu gruplarin Actb
degerleri DMSO gruplarina gore c¢ok fazla degistigi icin aralarindaki fark ayirt
edilememistir. Tim gruplara ait ortalama Ct ve standart sapma degerleri tablolar
halinde Ek-5te sunulmustur. Elde edilen amplifikasyon egrileri ise tim gruplar igin
Ek-4’te yer almaktadir. Sonuglar tek deneyden elde edildigi icin istatistiksel analiz
yapilmamis olup, ifadelenme diizeyleri kat farklari seklinde grafiklerde gosterilmistir
(Sekil 4.6-4.7). Ctnnb1 geni ifade dlizeyinin XAV939 alan gruplarda DMSO gruplarina
gore daha gore az ifade edildigi gortlmustir (Sekil 4.6). Ayrica 10 uM XAV939
uygulanan grubun Ctnnb1 ifadelenmesi, 5 uM XAV939 uygulanan gruptan daha az
oldugu kat degisiminden anlasilmistir. Axin2 geni XAV939 ile muamele edilen
gruplarda DMSO grubuna gore daha az ifade edilmistir. Ayrica 5 uM ve 10 uM XAV939
alan gruplarin Axin2 ifadesi, DMSO grubuyla kiyaslandiginda 10 puM XAV939
grubundaki azalisin daha fazla oldugu goriilmustir. Bu sonugla da paralel olarak Lgr5
ifadelenmesi de XAV939 ilacini alan gruplarda belirgin bir sekilde azalmistir. Ozellikle
gPCR analizlerinde 10 uM ilag alan 6rnekler ile deney 3 defa tekrarlanmasina ragmen
Ct degeri alinamamistir. Bu nedenle grafiksel gbsterim sirasinda 10 uM grubu dahil
edilmemistir. 5 uM grubundaki azalis da g6z 6niinde bulunduruldugunda, ilacin 10

UM grubunda Lgr5 ifadelenmesini glicli bir sekilde inhibe ettigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.6. 48 saatlik XAV939 muamelesi sonrasi Ctnnb1, Axin2 ve Lgr5 ifadelenme
seviyeleri. Kat degisimleri DMSO grubuna goére degerlendirilmistir. Sonuglar tek ilag
uygulamasi deneyinden elde edilmistir.

Apc +/- mutant organoidlere 48 saat boyunca 0.5 uM, 1 uM ve kontrol
gruplarinda ise DMSO uygulanmistir. inkiibasyon siirelerinin sonunda izole edilen
RNA o6rneklerinden cDNA sentezlenmistir. cDNA o6rnekleri ile Ctnnbl, Axin2 ve
ifadelenmeleri agisindan mRNA diizeyinde incelendi. Relatif ifadelenme diizeyleri
hesaplanirken degerler Actb’ye gore normalize edilmistir. Lgr5 ifadesinin Niklozamit
uygulanan gruplarda daha fazla ifadelendigi fakat DMSO grubuna goére ise daha az
ifade edildigi gortlmustur (Sekil 4.7). 1 uM ilag uygulanan grupla kiyaslandiginda ise
0.5 uM ila¢ alan gruptaki Lgr5 ifadesi daha fazladir. Bu sonuca gore 1 uM ilag
konsantrasyonun iKH aktivasyonunu belirli bir diizeyde inhibe ederken saglikh kolon
kriptlerine de tamamen zarar vermedigi sonucuna varilabilmektedir. En dislk Axin2
seviyesi 0.5 uM Niklozamit uygulanan grupta saptanmis olup; DMSO grubu ile
kiyaslandiginda Niklozamit uygulanan tim gruplardaki Axin2 ifadeleri daha diisik

seyretmektedir.



34

Axin2 Lgrs
154  Cinbl 1.5- 1.5+
T 10 E 101 g "
5 B e
a = o~
;" 0.5 E 0.54 2 0.5
0.0- 0.0- 0.0~
S & 0 S 8 0 S &L
SCOMEENIPE & N Qo Q

Sekil 4.7. 48 saatlik Niklozamit muamelesi sonrasi Ctnnb1, Axin2 ve Lgr5 ifadelenme
seviyeleri. Kat degisimleri DMSO grubuna gére degerlendirilmistir. Sonuclar tek ilag
uygulamasi deneyinden elde edilmistir.

Ctnnb1 ifadesi ise en disik 0.5 uM ilag¢ alan grupta iken en yiksek ifadesi
DMSO grubunda gorulmugtir. DMSO kontrol grubu ile 0.5 uM ve 1 uM Niklozamit
uygulanan gruplarin Ctnnbl ifadeleri karsilastirildiginda ifadenin Niklozamit
uygulanan gruplarda azaldigi goriilmustiir. RNA diizeyinde yapilan bu analize gére 0.5
ve 1 uM konsantrasyonlarinda uygulanan Niklozamit, saglikh kriptlere tamamen zarar
vermemekle birlikte hiperaktif Wnt sinyal yolaginin hedef genlerinin ifadelenmelerini

azaltmakta faydali olmustur.

4.4. B-catenin ifadesinin immiinfloresan Boyama ile incelenmesi

Calismada hedeflenen Wnt iliskili genlerden biri olan B-catenin ifadelenmesi
imminofloresan boyama uygulanarak incelenmistir. immiinfloresan boyamalarda
cekirdek boyamasi icin DAPI, hiicre iskeleti icin Phalloidin ve hedef genlerden B-
catenin kullanilmistir (Sekil 4.8). Kontrol grubu sonuclarina gore kript tabanlar ve
gelismekte olan villus domeynlerinde tim boyama paternlerinin ylksek oldugu
gorilmustir. Organoidlerin limen kisimlarina odaklanildiginda ise 6lG hiicrelerin
birikimine bagh olarak tim belirtecler icin ifadelenmelerin diger bollimlere gore
azaldigi goriilmektedir. Ayrica kript tabanlarinda artan iKH proliferasyonuyla ilintili
olarak B-catenin ifadelenmesi en yiiksek bu alanlarda gozlenmektedir (Sekil 4.8A).

ilac uygulanan gruplardan B-catenin ifadesini en fazla azaltan

konsantrasyonlar gPCR ile dogrulandiktan sonra bu 6rnekler icin de 1:500 diliisyonda
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B-catenin immiinfloresan boyamasi uygulanmistir. Sekil 4.9’da 10 uM XAV939, 1 uM
Niklozamit ve DMSO uygulanan organoidlerin boyama paternleri gosterilmistir.
Organoidlerin kript tabanlarinda, villus domeynlerinde ve liimenlerinde tim boyama
paternleri saptanabilmistir. Ol hiicre yogunluguyla ilgili olarak Phalloidin
ifadelenmesi limen kisimlarda daha yogun olarak gozlenmistir. B-catenin
ifadelenmesinin en yogun oldugu bolgeler tim gruplar icin kript boélgeleri olmustur.
RNA seviyesinde her iki ilag i¢in de azalan B-catenin ifadelenmeleri ve birlestirilmis

gorintileri DMSO grubu ile kiyaslandiginda belirgin bir farklilik goriilmemistir.

Sekil 4.8. immiinfloresan boyama ile kript ve villus yapilarindaki cekirdek, hiicre
iskeleti ve B-catenin ifadelerinin gosterimi. A. B-catenin boyamasi; B. DAPI ile ¢cekirdek
boyamasi; C. Phalloidin ile hiicre iskeleti boyamasi; D. Birlestirilmis boyamalari
gdstermektedir (Olgek: 100 pum).
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B-catenin DAPI Birlestirilmis

Niklozamit 1 pM

XAV939 10 pM

DMSO

Sekil 4.9. 1 uM Niklozamit, 10 puM XAV939 ve kontrol DMSO gruplarinin
imminfloresan gériintileri. (Olgek: 50 um).
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5. TARTISMA

Uzun yillar boyunca iki boyutlu hiicre kulturleri kullanilarak KRK gelisimini
etkileyen molekiller ve sinyal yolaklari g¢alisilmistir. Fakat hiicre kultirlerinin en
onemli dezavantajlarindan bir tanesi timorlerin veya dokularin karmasikhgini
yansitamamasi olmustur. Bu baglamda bakildiginda Lgr5 ifade eden iKH’lerin
saptanmasi ve fare intestinal organoidlerinin olusturulmasi KRK gelisiminin in vitro
fonksiyonel galismalari agisindan énemli bir bulus degeri tagimaktadir (78-80).

intestinal organoidler 3 ana kategoriye sahiptir: iKH-kdkenli epitelyal
organoidler, PKH-kokenli multiselliler organoidler ve doku koékenli multiselltler
organoidlerdir (81,82). Bu tez kapsaminda Uretilen organoidler, iKH’lerden kéken
alarak gelismis epitelyal organoidlerdir. iKH-kékenli intestinal organoidlerin en temel
ozellikleri tomurcuklanma gostermeleri ve sferikal yapilar olusturmalaridir. Ayni
zamanda enteroid veya kolonoid olarak da literatirde adlandiriimislardir (81).
intestinal epitel hiicrelerden kéken aldiklari icin izole edildikleri bélgenin kimligini,
farklilasma dongisini, gene ifadelenmelerini, epigenetik ozelliklerini, mikroRNA
ekspresyonunu, fizyolojik ve patofizyolojik tim ozelliklerini 3B  kiltire
yansitabilmektedirler (83—-87). Bu 0zelliklerinden dolayi, intestinal hastaliklarin
molekiler mekanizmalari ve mikrogevre iliskilerinin arastirilabilmesi icin olanak
saglamaktadirlar. Fakat stromal komponentleri mikrogevreye saglayamadiklari igin,
organoidlerin blylmesi icin gerekli olan ligandlarin ve blyime faktoérlerinin disaridan
kiltir ortamina ilave edilmesi gerekmektedir (82,88). Bu sebeple galismada intestinal
organoid kultiir besiyeri ticari olarak hazirlanan intestinal bliyime medyasi olarak
secilmistir. Boylece hiicrelerin gelisim ve farklilasmasi icin gerek duyduklari nis
faktorlerinden N2, B27, N-asetilsistein, EGF, Noggin ve R-spondin saglanabilmistir.

Klasik KRK gelisimi adenomlarin karsinoadenoma doénlisimi APC timor
baskilayici genindeki mutasyonlarin yani sira KRAS, TP53 ve SMAD4 genlerindeki
mutasyonlar ile ilerlemektedir. Bu vyolak farelere yansitildigi zaman, yapilan
calismalarda farelerde yaklasik %40 penetransa sahip spontan metastatik timorlerin
olustugu gorilmaistir (78,89-91). Organoid teknolojisinin gelismesiyle birlikte timor

organoidlerinin karaciger veya kolona ortotopik transplantasyonuyla ileri seviye KRK
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arastirmalarini birgok yonden degerlendirebilecek hizli ve glvenilir bir arag olmustur
(78,89,91-96). Kanser gelisimine sebep olan gen mutasyonlari arastirmak igin siklikla
basvurulan tekniklerden birisi genetigi degistirilmis fare modelleri olmasina karsin,
Uretimi uzun zaman almakta ve fare soylarinin devamliligi icin kansere yatkinhgi olan
fare ile caprazlanarak mutant soy devamliligi saglanmasi gerekmektedir (Ornegin, Apc
+/- fare) (97-102).

Calismada kullanilan Apc®7°° fare irki 2018 vyilinda laboratuvarimizda
Uretilmistir. Fakat yapilan arastirmalarda da deginildigi gibi fare soylarinin
devamhligini saglamak icin gereken uzun sireler ve etik kurallara gére belirlenen
deney hayvani kullanim sayilari g6z o6ninde bulunduruldugunda ilag denemesi
yapilacak olan bir ¢alismada organoid teknolojisinden faydalanmak daha avantajli
olmustur. intestinal organoid {retimi sayesinde calismada kullanilan fare sayisi
azalirken ayni zamanda doku karmasikligini blyuk 6lglide yansitabilen bir sistem ile
de calisma ortami hedeflenmistir.

Kanser Genom Atlasi’nin son arastirmalarina gore KRK’lerin %93’tinde WNT
sinyal yolagina bagli genetik degisimler saptanmustir. Ozellikle APC genindeki biallelik
inaktivasyon mutasyonlari ve CTNNB1’i aktive edici mutasyonlar vakalarin neredeyse
%80’inde gorulmistir (42,103). Bu mutasyonlarin neden oldugu yogun B-catenin
birikimi sonucunda hedef genlerinin ifadelenmelerinde de anormal artislar
yasanmaktadir. Wnt sinyal yolagini hedefleyen ila¢ calismalari uzun yillardir devam
etse de heniz klinik kullanim igin onay alan bir ilag saptanamamistir (42).

XAV939, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda mutant organoidlere uygulanarak
Lgr5, Axin2 ve Ctnnbl ifadelenmelerine gore uygun ila¢ dozlari belirlenmistir.
Uygulamalar sirasinda DMSO uygulanan grup ve hicbir uygulamaya maruz
birakilmayan gruplar kontrol olarak kullanilmistir. Fakat yapilan c¢alismalarda
gorllmustir ki FAP asosiye organoidlerde azalan Lgr5 ve Axin2 ifadelerinin yani sira
saglikh kolonik organoid gruplarina da XAV939 uygulandiginda LGR5 ve AXIN2
ifadelerinin 6nemli o6l¢lide azaldig saptanmistir. Bu durumda XAV939’un spesifik
olarak mutant tiimor hiicrelerini hedeflemedigi, saglikl kolon kriptlerine hasar verdigi

tartismaya acik hale gelmistir (104). Gincel ¢alismalarda, Wnt/B-catenin sinyal
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yolaginin kemik, sag, gastrointestinal sistem ve hematopoezdeki kok hicre
devamhligini etkiledigi bilindigi icin toksik etki arastirmalari tamamlanmadan klinikte
kullanimi heniliz uygun gorilmemistir (105—108). Bu nedenle XAV939 denemelerinin

ApcA750

mutant organoidler ve olusturulacak yabanil genotipteki orgaoidlerde
karsilastirmali olarak calisilmasi daha saglikli sonuglar verecektir.

Ahn ve ark. 2021 yilinda yaptiklari bir ¢alismada TI-12403 adini verdikleri bir
TNKS inhibitori gelistirmis ve APC mutant insan KRK hiicre hatti olan COLO320DM’de
denemislerdir. 10 uM konsantrasyonda 24 saat muamele ettikleri hiicrelerdeki AXIN2
ifadelenmesinin anlamli dizeyde azaldigini saptamislardir. Deneyler sirasinda
referans kontrol olarak 10 uM XAV939 ile muamele edilmis hicreleri kullanilmistir.
XAV939 ile muamele edilen gruplar da DMSO kontrol grubu ile kiyaslandiginda AXIN2
ifadesinin mRNA dlizeyinde azaldigi gosterilmistir (42). 5 uM ve 10 uM XAV939
uygulanan gruplar DMSO grubu ile karsilastirildiginda Axin2 ifadelenmesinde anlamli
bir azalma gorilmustiir ve elde edilen sonuglar literatiirdeki calismalarla uyumlu
sonuglar vermistir.

Bu bilgiler i1siginda olusturulan Apc mutant intestinal organoidlere 0.5 ve 1 uM
Niklozamit 48 saat boyunca uygulandiktan sonra RNA ve protein dlizeyinde analizleri
saglanmistir. ilag konsantrasyonlarina karar verilirken referans alinan bilimsel
calismada da gosterilmistir ki FAP hastalarindan alinan érneklerle olusturulan timor
sferoidleri ve insan KRK hiicre hatlarindan SW480 ve DLD1’e 1 uM Niklozamit
uygulandiginda, kontrol gruplarina gore KKH belirteclerinde CD44 ve CD166'nin
azalmistir. Bunun yani sira 0.5 pM Niklozamit uygulanan hiicre hatlarinda Axin2
ifadesinin azaldigi RNA dizeyinde gosterilmistir (109). Niklozamit uygulanan
organoidlerdeki DMSO kontrol grubuna goére azalan Axin2 ifadelenmesi referans
alinan calisma ile de uyumluluk géstermistir. Boylece laboratuvarimiza 6zgi olan KRK
kanser modeli 6nciili organoidlerinde de Niklozamitin anti-kanser etkili bir ilag olarak
aktivite gosterebilecegi kanitlanmistir.

Yapilan bir arastirmada, Niklozamitin Axin-GSK3 kompleksini direkt olarak
parcalayarak kanonikal Wnt sinyal yolagl aktivitesinin azalmasina ve Snail aracili

EMT’nin de kolon kanseri hiicrelerinde tersine dondiigi sonucuna varilmistir. 24 saat
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boyunca 0.25 uM Niklozamit uygulanan KRK hiicre hatlarinda, niikleer GSK3 protein
seviyelerinde artarken; B-catenin ve Snail protein seviyelerinin azaldigl saptanmistir
(58). 0.5 ve 1 uM Niklozamit uygulanan organoidlerdeki B-catenin ifadelenmesi
kontrol gruplariyla kiyaslandiginda saptanilan gen ifadesindeki azalis da literatlirdeki
calismalarla paralellik gostermistir.

Kanser kok hicreleri, embriyonik ve doku spesifik kok hiicrelerin birgok
ozelligini yansitmakla birlikte, tipik olarak gelisimleri esnasinda Notch, Hedgehog ve
Wnt sinyal yolaklarinin yiiksek aktivasyonu s6éz konusu olmaktadir. Boylece uzak
organlarda kolonize olarak metastatik lezyonlar olusturabilmektedirler (110-112).
0.2 ve 0.4 uM Niklozamit uygulanan HCT116 ve HT29 hiicre hatlarinda Wnt sinyal
yolagi aktivitesinin doz bagimli olarak %74,5 ve %63,3 oranlarinda azaldig1 TOP/FOP
analizi ile gosterilmistir. Yine ayni hiicre hatlarinda, KKH belirteglerinden biri ve ayni
zamanda IKH belirteci de olan LGR5’in ifadesinin azaldigi gdsterilmistir. Wnt yolagi
hedef genlerinden olan Axin2 ise 0.2 ve 0.4 uM Niklozamit uygulanan HCT116
hattinda ifadesinin azaldigi saptanmistir. Wnt sinyal yolagi iliskili Axin2 ve B-catenin
ifadelerinin Niklozamit uygulanan gruplarda azalmasi, iKH ve ayni zamanda KRK iliskili
KKH’lerin en yaygin belirteglerinden olan Lgr5 ifadelenmesi arastiriimistir. Elde edilen
sonugclarda ila¢ alan gruplarda Lgr5’in kontrol grubuna gore daha az ifade edildigi
sonucuna varilmis ve elde edilen bu sonuc giincel arastirmalarla da ortismdstar.
Fakat bu calismalar esnasinda gorulmustir ki uygulama yapilmayan organoidler ve
DMSO uygulanan gruplar arasindaki Actb’e ait Ct degerleri ¢ok farkhlik
gostermektedir. Degerlerdeki bu yanilsatici sonuglardan dolayi ilag denemelerinden
once DMSO uygulamasi icin uygun doz belirleme calismalari yapilarak devam
edilebilir. Bunun yani sira, Actb geninin Apc?”°% organoidlerinde normalizasyon geni
olarak kullanimi uygun olmamistir, bu nedenle farkli normalizasyon genleri
denenerek secim yapiimalidir.

Niklozamit, etkili ve dislik bitceli bir ila¢ oldugun icin WHO, bu ilacin temel
tedavi planlarinda 6nemli bir terapotik olabilecegini savunmustur. Bunun yani sira
Niklozamitin molekiler hedefleri henliz kapsamli olarak agiklanamamistir. Giincel

calismalar, ilacin Wnt, S100A4, Notch ve androjen reseptorleri diizenleme etkisine
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dayanarak anti-kanser bir ilag olarak kulllanilabilecegini kanitlamaktadir (58,60-62).
Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar i1siginda denilebilir ki Niklozamit,
Apc mutasyonu ile iligkili hiperaktif kanonikal Wnt sinyal yolaginin hedef genlerinin
aktivasyonlarini azaltmakta ve metastaz olusumunda rol oynayan iKH aktivasyonunu

da azaltabilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Apct° farelerinin ince bagirsaklarindan kriptler izole edilmis olup, intestinal
organoidler basari ile Gretilmistir.

Uretilen organoidlerin koken aldiklar fare soyu ile ayni Apc gen mutasyonunu
tasidiklari sentezlenen cDNA 6rneklerinin genotiplenmesi ile kanitlanmistir.

Onceki calismalardan referans alinarak anti-kanser etkisi olabilecegi distiniilen
XAV939 ve Niklozamit ilaglari ile istenilen sonuglara ulasiimistir.

Literatlirdeki ¢alismalara gore uygulanan 5 ve 10 uM XAV939 ve 0.5 ve 1 uM
Niklozamit uygulamalari sonucunda KRK gelisiminde rol oynayan Lgr5, Axin2 ve
Ctnnb1 gen ifadelerinin azalmasi RNA diizeyinde kanitlanmistir.

Organoid olusumu igin izole edilen hiicrelerin tek hiicre degil, kriptlerden olustugu
kript, villus ve [imen domeynlerinin immiinfloresan boyamalari ile gosterilmistir.
Hedeflenen ilaglarin Wnt sinyal yolagi hedef genleriyle birlikte intestinal kok
hicrelerin aktivitelerini de baskilayabilecegi RNA diizeyinde saptanmistir.
Galismanin sonraki agsamalarinda Uretilen intestinal organoidler ile transplant fare
modeli olusturularak XAV939 ve Niklozamit’in in vivo olarak aktiviteleri incelenerek
Apct® fare modelinin KRK ila¢ arastirmalarinda etkili bir model olabilecegi
gosterilmelidir.

Olusturulan intestinal organoidlerin apikal ve bazolateral kisimlarinin farkh teknikler
uygulanarak tersine cevrilmesi ile daha basarili imminfloresan boyama teknigi

uygulanabilir.
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Ek-2. Tez ¢alismasi orijinallik raporu

APC MUTANT FARE INTESTINAL ORGANOIDLERINDE WNT
YOLAK MODULASYONUNUN KOK HUCRELER UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI
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Ek-4. qPCR Analizlerine Ait Amplifikasyon Egrileri

107

Fluorescence (dRn)

2 4 B8 8 10 12 14 16 18 20 2 24 28 28 3P 32 34 B 3B 490
Cycles

XAV939 ile muamele edilen gruplara ait Ctnnb1 analizinin amplifikasyon egrisi

1.0

Fluorescence (dRn)

2 4 8 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 WV 3?2 34 B 3B 49
Cycles

XAV939 ile muamele edilen gruplara ait Axin2 ve Lgr5 analizinin amplifikasyon egrisi



Fluorescancs (dRn)

Flusresoancs (dRn)

Niklozamit ile muamele edilen gruplara ait Axin2 ve Lgr5 analizinin amplifikasyon
egrisi




Ek-5. Tiim Gruplarin Ortalama Ct ve Standart Sapma Degerleri
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Genler 5puM 10 uM DMSO Uygulama
XAV939 XAV939 Yapilmayan Grup
Ctnnb1 (1) 31.31+0.22 32.68+0.45 33.26+0.20 2499 +0.14
Lgr5 (2) 35.98+0.47 - 341z:0.01 26.93+3.30
Axin2 (2) 35.52+0.15 37.31+0.40 35.05+0.30 27.72+0.10
Actb (1) 28.65+0.06 29.59+0.11 30.75+0.13 22.38+0.15
Actb (2) 28.69+0.19 29.56 £ 0.55 30.02+0.51 22.42+0.18

XAV939 uygulanan ve uygulama yapilmayan gruplara ait ortalama Ct ve standart
sapma degerleri. ilk giin yapilan deney gruplari (1); sonraki giin yapilan deney gruplari
(2) olarak belirtilmistir.

Genler 0.5 uM 1pum DMSO Uygulama
Niklozamit Niklozamit Yapilmayan Grup
Ctnnb1 27.91+0.20 2590 +0.15 27.1+0.06 35.18+0.42
Lgr5 2551+0.38 25.69+0.49 27.86+0.25 33.97+0.46
Axin2 30.20+0.81 20.44+0.06 30.61+0.30 35.81+1.09
Actb 22.93+0.25 22.70 £0.20 25.68 £ 0.05 29.5+0.13

Niklozamit uygulanan ve uygulama yapilmayan gruplarin ortalama Ct ve standart

sapma degerleri.
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