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OZET

DNA metil transferaz inhibitérii (DNMTi) olan nikleotid analoglar1 apoptoz ile
iliskili genlerin ve metilasyon ile susturulan tiimdr baskilayic1 genlerin ekspresyonunu
yeniden diizenleyebilir. Boylece, tiimor hiicrelerinde apoptoz olusumu tetiklenebilir.
DNA metil transferaz inhibitorii olan (sitidin analogu) zebularin bu ajanlardan birisidir.
Bu calismada zebularinin SK BR-3 meme kanseri hiicre hattinda sitotoksisite ve apoptoz
mekanizmasi lizerine olan etkilerini analiz etmeyi amagladik ve bu ¢caligma literatiirde

bu konudaki ilk ¢aligma oldugundan 6nemlidir.

Calismada kullanilan SKBR-3 hiicreleri %10 FBS ve %] penisilin/streptomisin
iceren DMEM besiyerinde uygun kiiltiir ortaminda biiyiitiilmiistiir. Zebularinin hiicre
canliligi, hiicre biiyiimesi, hiicre transformasyonu ve hiicre gocii lizerine etkilerinin
aragtirilmast igin, swrastyla MTT deneyi, sagkalim deneyi, soft-agar koloni olusum
deneyi ve yara iyilesmesi deneyi gergeklestirilmistir. Ayni1 zamanda, apoptotik
mekanizmadaki etkilerini anlamak i¢in, bisiilfit modifikasyonu sonrasinda metilasyon
spesifik HRM (MS-HRM) ile kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’un metilasyon analizleri
gerceklestirilmistir.

Elde edilen bulgular neticesinde zebularinin hiicre canlhiligini, hiicre biiylimesini
(p<0,0001), hiicre go¢ilinii (p<0,001) ve hiicre transformasyonunu (p<0,001) 6nemli
derecede azalttigi gozlenmistir. Ayrica, zebularin 48 saatlik tedavi sonrasinda hiicre
canlihgmi %47’ye distrmektedir. Uygulanan dozda zamanda zebularine SKBR-3
hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 genlerinde metilasyon seviyelerinde
onemli degisikliklere neden olmamaktadir. Bu sonuglar neticesinde zebularinin
kemoterapide kullanilabilecegine dair destekleyici sonuglar elde edilmistir ve literatiirde
zebularinin SKBR3 hiicreleri tizerine etkilerinin arastirilmasma yonelik yapilan ilk
calisma olmasi nedeniyle 6zgiin bir nitelik tasimaktadir. Fakat etki mekanizmasinin
daha iyi bir sekilde anlasilabilmesi icin gelecekteki ¢alismalarda kaspaz-bagiml

apoptoz mekanizmasinin aydmlatilmas1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri; hiicre kiiltiirii; zebularin; apoptoz; metilasyon



ABSTRACT

DNA methyl transferase inhibitor (DNMTi) nucleotide analogues can reorganize
the expression of the genes related to apoptosis and tumour suppressor genes which are
silenced by methylation. Thus, it can trigger apoptosis formation in tumour cell.
Zebularine which is DNA methyl transferase inhibitor (cytidine analogue) is one of
these agents. This study aimed to analyse the effects of zebularine in SKBR3 breast
cancer cell line on cytotoxic and apoptotic mechanism and it is important in the sense

that it is the first study on the issue in the literature.

SKBR3 cell line used in the study is grown at DMEM medium. In order to
evaluate the effects of Zebularine on cell viability, cell growth, cell transformation and
cell migration, MTT assay, cell survival assay, soft agar colony formation assay, wound
healing assay were done respectively. At the same time, in order to understand the
effects on apoptotic mechanism, Methylation Sensitive High Resulation Melting (MS-
HRM) was done for the methylation analysis of caspase-3, caspase-8 and caspase-9
genes after bisulphite modification.

As a result of the findings, it is observed that Zebularine considerably decimates
the cell viability, growth (p<0,0001), cell migration (p<0,001) and cell transformation
(p<0,001). However, Zebularine shows cell viability at 47% after treatment at 48 hours.
At the same time, Zebularine don’t cause significant change on methylation in caspase-
3, caspase-8 and caspase-9 genes administered dose and time in SKBR3 cells. These
results support that Zebularine can be a new anticancer agent in chemotherapy in breast
cancer cells and this is the first work on this subject. However, for the understanding of
the mechanisms of action, it is necessary to carry out studies aiming at understanding

the caspase-related apoptosis mechanism in the future.

Keyword: Breast cancer; cell culture; zebularine; apoptosis; methylation
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1 GIRIS
Kanser 21. yiizyllda en 6nemli saglik sorunlarindan birisi olarak karsimiza
cikmaktadr. Goriilme orani ise birgok tilkede kalp hastaliklarmi yakalamis hatta ge¢mis
durumdadir. Kanser, kendiliginden, kontrolsiiz bir sekilde diizensiz olarak boliiniip
cogalarak bulunduklar1 bolge disina yayilabilen hiicrelerden olusan bir hastaliktir.

Gilinlimiizde kanser, bugiin her ii¢ kisiden birinin 6mrii boyunca yakalanabilecegi

yaygm bir hastalik haline gelmistir.

Meme kanseri ise kadinlarda en sik goriilen birinci ve en sik dliimle sonuglanan
ikinci kanser tiiridir (Jemal, vd., 2010). Tiim kadin kanserlerinin %18’ini olusturur.
Otuz yasindan dnce meme kanseri nadir goriilmekte, menapoza kadar goriilme sikhigi
artmakta, menapozda hafif bir azalma sonrasi post menapozal donemde siirekli artis
gostermektedir. Seksen bes yagmdaki her 9 kadindan 1’inde meme kanseri riski vardir.
Avrupa’da her y1l 180.000 ABD’de ise yilda %1,8 diinyanin ¢esitli iilkelerinde ise %1,2
oraninda artis izlenmekte ve her yil diinyada yaklasik bir milyon kadina meme kanseri
tanis1 konmaktadir (Parkin, 2001). Bu kadar sik rastlanan ve kadinlar i¢in hala biiyik bir
sorun olan meme kanserini anlamak ortaya ¢ikis nedenini ortaya koymak, nasil

basladigini bulmak 6nem arz etmektedir.

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, meme kanseri, saghkli meme hiicrelerinde
bulunan steroid hormon genlerinde, steroid hormonlarin reseptorlerini kodlayan
genlerde, biiyiime faktorii genlerinde, onkogenlerde ve timdr baskilayici genlerde
meydana gelen ¢esitli mutasyonlarin zamanla birikmesi sonucunda olusmaktadir (Keen

ve Davidson, 2003).

Genom kararhiliginin bozulmasi, kanser hiicrelerinde ilk asamada tanimlanabilen
bir Ozelliktir. Genom kararhiligmm bozulmas1i sonucunda gen kaybi, gen
amplifikasyonu, kromozom translokasyonlar1 ve nokta mutasyonlari gibi genetik
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu tiir degisimlerin c¢ogu hiicresel sagkalim,
cogalma, yayilma, hareketlilik, ila¢g direngliligi gibi olaylardan sorumlu genlerin
aktivasyonuyla sonuglanmaktadr (Osborne, vd., 2004). Meme kanserinde genellikle
gen kaybi ve gen kopya sayilarindaki degisiklikler, kanser olusumununun ilk

evrelerinde goriilen degisimlerdir (O’Connell, vd., 1998). Bu tiir genetik degisimlerden



etkilenen hiicresel yolaklar arasinda yiiksek oranda etkilesim oldugundan meme kanseri

dahil tiim kanser tiirlerine yonelik teshis ve tedavi siire¢leri zaman almaktadir.

Biiylime ya da olenin yerine yenisine ihtiyag duyulmasi durumunda hiicreler
kontrolsiiz olarak cogalabilmektedir. Kanserde de yukarida belirtilen nedenlerle bu
cogalma kontrol dismma ¢ikmakta ve hiicresel islevler bozulmaktadir. Bu asamada
genetik degisikliklerin yanmi siwra epigenetik mekanizmalarm da 6nemli rol oynadigi
ortaya koyulmustur. Epigenetik degisiklikler DN A dizisinde degisim olmaksizin mitoz
ve/veya mayoz boliinme ile kalitilabilen gen ifadesindeki degisikliklerdir. Burada DNA
dizisinde degisiklik meydana gelmeden gen ifadesinin degisimi s6z konusudur. DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 lizerinde en ¢ok calisilan iki epigenetik

kavramdir.

DNA metilasyonu en ¢ok galisilan epigenetik mekanizma olup, gen ifadesinin
baskilanmasni saglamakta, embriyonik gelisim, gen transkripsiyon, kromatin yapisi, X-
kromozom inaktivasyonu, genomik baskilanmanin diizenlenmesi ve kromatin
kararhligmmin korunmasinda fonksiyon gérmektedir (Robertson, 2005). Ayni zamanda
kanser olusumunda da etkisi goriilmektedir. DNA metilasyonu, DNA metil transferaz
(DNMT) enzimleri tarafindan diizenlenmekte ve DNA genellikle CpG bdlgelerindeki
sitozinin (C) 5. halkasindan metillenmektedir. CpG adaciklar1 ise genlerin promotor
bolgelerinde bulunan, yaklasik 500 b¢ uzunlugunda ve %55°ten fazla CG igeren,
metilasyon orani diisiik olan korunmus dizilerdir (Egger, vd., 2004). DNA metilasyonu,
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyerek veya metile DN A’ya baglanan
protein kompleksleri sayesinde kromatin yapismi degistirerek genlerin ifadesini

baskilad1g1 diisiintilmektedir.

Apoptoz fizyolojik sartlarda ¢ok hiicreli organizmalarda, hem gelisim sirasinda
hem de gelisimini tamamlamig organizmalarin homeostazinin saglanmasinda
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesi i¢in evrimlesmis, karmasik bir mekanizma olarak
tanimlanmaktadir. Hasarl hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan apoptoz oldukga
sik1 kontrol mekanizmas1 ile hiicre sayismin kontrol altina alinmasi ve hasarlanmig
hiicrelerin ¢ogalmasimnin baskilanmasinda ve saglikli hiicrelerin yasamina devam
etmesinde dnemli rol oynamaktadir. Giiniimiizde apoptoz kanser tedavi stratejilerinin

temel arastirma konularindan birisidir. Tiim kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde



de apoptoz mekanizmasi hedef alinmaktadir. Amag apoptoz mekanizmasi bozulmus,
stirekli proliferasyona ugrayan kanser hiicrelerinin yok edilmesini hedefleyen, apoptotik
proteinlerin veya sinyal yolaklarmin tetiklenmesini saglayan tedaviler ile hiicreyi
apoptoza siiriikklemektir. Bu nedenle apoptoz mekanizmasmim anlagilmas1 gelistirilecek

tedavi i¢in Onemlidir.

Bu ¢alismada DNMT inhibitorii olan zebularinin SKBR-3 meme kanseri hiicre
hattindaki hiicre canlilig1, hiicre transformasyonu ve hiicre gocii lizerine etkilerinin yani
stra apoptoz mekanizmasinda etkili olan kaspaz-3, 8 ve 9’un metilasyon diizeylerindeki

degisikliklerin arastrilmas1 amaglanmstir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Kadinlarda meme kanseri diinya ¢apmda en biiyik saglik problemlerinden
birisidir. Hem gelismis tilkelerde hem de gelismekte olan iilkelerde kadinlar arasinda en
yaygin kanserdir. Her y1l tanimlanan biitiin kanserlerin onda biri kadin meme kanseridir.
Ayn1 zamanda diinyada kadinlar arasinda kanserin sorumlu oldugu oliimlerin temel
nedenidir. Bir milyondan fazla hasta tanimlanmistir ve diinya genelinde 410.000
hastadan fazlas1 bundan dolay1 6lmektedir (Ferlay, vd., 2004). Her iki cinste de kanser
olusumuna gore siralandiginda, akciger kanserinden sonra ikinci en yaygin kanserdir.
Kiiresel yogunlugun yaklasik %551 son zamanlarda gelismis iilkelerde yasanmaktadir,

fakat insidans oranlar1 gelismekte olan iilkelerde de hizli bir sekilde artmaktadir.

2.1.1 Cografisiklig1 ve diinyadaki cesitleri

Meme kanseri her yil diinyada teshis edilen 5 milyon kanser vakasmin beste
birini olugturmaktadir. Diinya genelinde 2012 °de teshis edilen 1,676,600 milyon vaka
ile kadnlarda en sik goriilen kanserdir ve 521,900 milyon 6liime neden olmustur. 2012
verilerine gore gelismis iilkelerde 793,700 vaka ve 197,600 6liim orani saptanirken,
gelismekte olan iilkelerde 882,900 vaka ve 324,300 6liim orani saptanmustir (Torre, vd.,
2015). Diinyanmn farkli bolgelerinde 2030 yili i¢in meme kanseri vakalarinin tahmini
yapildiginda insidans oranlarindaki mevecut egilimleri sabit varsayarsak; diinyadaki daha
az gelismis bolgelerde meydana gelen vakalarmn %60°dan daha fazlasi (1.72 milyon)
yani 2030 yilinda 2,7 milyon yeni vaka meydana gelecegi disiiniilmektedir. Bu
tahminde mevcut oranlarin sabit kalacagi varsayilir, bircok gelismekte olan iilkede
meme kanseri insidans oranlarindaki artis goz Oniine alindiginda durum boyle
goriinmemektedir. Bu yiizden, meme kanserinin gelecekteki diinyadaki siklig1, 6zellikle

daha az gelismis iilkelerde muhtemelen biiylimeye devam edecektir.

Meme kanseri insidansi ve Olimii diinyanin bdlgelerinde 6nemli derecede
degismektedir. Tahmini yasa bagh insidans Cin’de her 100.000 kadin i¢in %18,7’den,
Kuzey Amerika’da her 100.000 kadin i¢in %99,4’e degismektedir (Sekil 2.1). Genelde
insidans diinyanm gelismis bolgelerinde yiiksek olup (her 100.000 kadin igin %80 den



daha biiyik) gelismekte olan bdlgelerde diisiiktiir (her 100.000 kisi i¢in %30’dan daha
az). Gelismis iilkelerde meme kanserinin daha olumlu sag kalimmdan (yiiksek insidans)

dolay1 6liim oranlarmnmn yiizdesi (yaklasik 100.000°de %6-23) daha diistiktiir.
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Sekil 2.1. Meme kanseri insidans1 ve mortalite oranlari: bélgeye gore 100.000 kisideki
oranlar (Torre, vd., 2015).

Meme kanserinin en yiiksek insidans orant Kuzey ve Bati Avrupa, Kuzey
Amerika, Avustralya, Yeni Zelanda, ve Giiney Amerika’nin giiney iilkkelerinde, 6zellikle
de Uruguay ve Arjantin’de gozlenmektedir (Ferlay, vd., 2004) (Sekil 2.1). Genelde,
gelismis iilkkelerde yiiksek meme kanseri oranlar1 hastalik i¢in bilinen risk faktorlerinin
daha yiiksek bir prevalansinin sonucudur. Bunlarin gogu menarsta erken yas, nuliparite,
ilk dogumda ge¢ yas, herhangi bir dogumda gec yas, disiik parite (dogum sayisi),
ekzojen hormonlara maruz kalma (oral kontraseptifler ve menopozal hormon terapisi),
obezite ve ge¢ menopoz (memenin menopozda menarsdan ovulasyonun kesilmesine

maruz kalacagi hormonal ortamla (biiyik Ol¢iide Ostrojen) ilgilidir. En az gelismis



ilkelerde insidans orani her 100.000 kadin i¢cinde %40°dan daha az iken, meme kanseri

az gelismis tlikkelerin cogunlugunda kadnlar arasinda hala en yaygin kanserdir (Parkin,

vd., 2005).

Insidans oranlar1 Porto Riko, Brezilya ve en dogudaki Avrupa popiilasyonlarmda
oldugu gibi Hong Kong, Singapur ve Filipinler gibi ¢esitli Asya popiilasyonlarinda da
orta seviyededir (100.000 kiside 9%30-60) (Parkin, wvd., 2005). Cesitli Cin
popiilasyonlarinda, dogu Afrika popiilisyonlarinda, Zimbabwe ve Uganda, Kuzey
Afrika'daki Cezayir, birka¢ giineydogu Asya iilkkesinde (Tayland ve Vietnam) ve
Hindistan’dakibirkac¢ bolgede nispeten daha diisiik oranlar goriilmektedir. Asya kokenli
ozellikle Cin, Japonya ve Filipinler ABD dogumlu olanlarla kiyaslandiginda ABD’de
yasayan Koreliler Kore’de yasayan Korelilerden farkli olmamakla beraber nispeten

diisiik meme kanseri insidans hizini1 korumaktadir.

2.1.2 Meme kanseri olusumunda yasa spesifik degisimler

Meme kanseri i¢in yasa 6zgii insidans gézlenir. Menopoz dncesi insidans orant
(50 yasma kadar) hizli bir artisla karakterizedir ve insidans oraninin artiy miktari
sonrasinda daha diigiiktiir. Bu pattern menopozdan sonra salgilanan Ostrojen
diizeyindeki azalmaya baglh olabilmektedir (Henderson, vd., 1988). Ilgingtir ki, diisik
insidanshi  gelismekte olan iilkelerde, menopozdan sonra insidans hizinda artis
olmayabilir ve hatta menopozdan sonra daha diisik oranlar gozlenebilir. Bu yasla
birlikte gercek bir risk azalmasindan ziyade kadmlarin ardisik nesillerinde ortaya ¢ikma
riskinin artmasmin sonucudur (Moolgavkar, vd., 1979). Popiilasyonlarin kismen daha
geng yapisi ve menopozdan sonraki diiz bir yas-insidans egrisi Avrupa ve Amerika
popiilasyonlarindan daha ¢ok gelismekte olan iilkelerde meme kanseri vakalarmin

teshisinde daha diisiik yas ortalamasiyla sonuglanmaktadir.

2.2 Meme Kanserinin Genetik Ve Molekiiler Epide miyolojisi

Epidemiyoloji, toplum saghgmin ilk ve en gelismis dali olmaktadr. Amaci,
toplumlarda hastaligin nedenini anlayarak koruyucu miidahaleler gelistirebilmektir.
Hastahigin nedenini ¢oziimlerken maruziyet-hastalik iliskisini saglayan etkenleri
saptamaya calisir. Hastaliga yol acan etkenlerin bilimsel yontemlerle saptanmasi

koruyucu miidahalelerin gelistirilmesi i¢in en 6nemli kosuldur.



Molekiiler epidemiyoloji, klasik epidemiyolojinin molekiiler yontemlerin
kullanilmasma olanak saglayan bir uzantisidir ve epidemiyolojik arastirmalarda
molekdiiler biyoloji tekniklerini kullanmaktadir. Kanserlerde riskleri artiran ya da azaltan
cevresel ve yasam tarzi faktorlerinin belirlenmesiyle kanserden korunma ydntemlerini
belirlemede olduk¢a basarili bir disiplindir.

Meme Kanseri: Meme kanseri insidans hizlarma gore Belgika, Danimarka,
Fransa ve Hollanda gibi gelismis iilkelerde ve Bati Avrupa ve ABD gibi gelismis
lilkelerde kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Geligsmis iilkelerde meme kanseri
insidansinin yiiksek olmasi, yasam standartlarmim yiiksek olmasi, erken menars yasi,
gec gebelik ve dogum, daha az sayida gebelik, hormon replasman tedavisi kullanimi ve
ayrica mamografi gibi tekniklerin kullanilmasiyla erken tanmin miimkiin olmasma

olanak saglamaktadur.

Meme kanseri hizlarinin tiim diinyada 6zellikle gelismekte olan iilkelerde ciddi
artis gostermektedir ve Ozellikle son 10 yilda pek ¢ok gelismis iilkede Menopozda
hormon replasman tedavisi (HRT) kullanimmin azalmasina bagh olarak diisme egilimi
gostermektedir (Key, vd., 2001; Hery, vd., 2008).

Gelismekte olan iilkeler, dogu Avrupa iilkeleri, Asya, Latin Amerika iilkelerinde
gozlenen artiglarin batili beslenme Ozelliklerine bagh olabilecegi 6ne stiriilmektedir.
Meme kanseri insidanst en ¢ok yasla iligkili bulunmaktadr. Aktif {ireme yaslarinda
hizla yiikselmekte ve 50 yas sonrasinda yavas bir diisiis gostermektedir (Key wvd.,
2001). Isve¢ gibi gelismis iilkelerde ise insidansta 65 yaslarinda bir pik olusmakta ve

sonrasinda diistis g6 zlenmektedir.

2.2.1.1 Meme Kanseri Risk Faktorleri

Reprodiiktif Faktorler: Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 6strojenin kadnlarda
kanserojen oldugunu ve kanser riskinin Gstrojen maruziyeti ile iligkili oldugunu
bildirmistir. Yapilan calismalar endojen hormon diizeyleriyle meme kanseri arasinda
iligki oldugunu desteklemektedir (Dorgan, vd., 1997). Endojen seks hormonlarma
yasam boyu maruz kalindiginda, kadmm yasamsal evreleri giindeme gelmektedir.
Meme kanseri riskinin menars yasi 12’den kiigiik olan kadinlarda, meme epitelinin daha

uzun siire dstrojene maruz kalmasma bagh oldugunu kanitlamistir. Menopoz yasmin



gec olmasi da ayni mekanizma ile agiklanmaktadir. Menopoz yasmdaki her bir yillik

gecikme, meme kanseri riskini %3 artrmaktadr (Beral, vd., 1996).

Cok sayida dogum yapmak ve erken yasta dogum yapmak meme kanserinin
insidansinda diisme yapmasi nedeniyle koruyucu olarak tanimlanir. Yirmi yasin altinda
dogum yapan kadmm meme kanseri olma riski 30 yasindan sonra dogum yapanin
yaklagik yarisi kadardir. Mekanizma tam anlasilmanus olsa da nedeninin memenin
maturasyonunu tamamlamasma ve karsinojenik transformasyona daha az duyarh
olmasmma baglanmaktadir (Kelsey, vd., 1985; Russo, vd., 2000). Benzer sekilde

emzirmeme de meme kanseri igin risk teskil etmektedir (Key, vd., 2001).

Obezite: Ozellikle post menapozal kadinlarda yag dokusunda androjenlerin
Ostrojene doniistiilmesiyle dolasimda ortaya ¢ikan yiksek Ostrojen diizeylerine baghdir.
Son donemlerde yapilan ¢aligmalarda androjenlerin in situ aromatizasyonu sonucu
ortaya ¢ikan Ostradiol diizeyi dolasimdaki dolasimda yikkselen Ostrojenden daha
yikksektir. Menopoz sonrasi 10 kg’nin {izerinde artis meme kanseri riskini %18
artirmaktadir. Body mass index (BMI) 24 kg/m?’nin iistiinde olan post menapozal

kadinlarda insidans orani artmaktadir (Tavasolli ve Devilee, 2003).

Ostrojen Alinmast Ve Dogum Kontol Hapt Kullanilmasi: Menopoz nedeniyle 5
yildan fazla 6strojen tedavisi goren kadinlarda meme kanseri gdriilme riski %35
yikselmektedir. 5 yillik kullanmama donemi sonrasi artis sifirlanmaktadir (Clavel-
Chapelon vd., 2002). Dogum kontrol haplarmm meme kanseri goriilme riskini
yikselttigi belirtilmekle birlikte konuyla ilgili farkli goriisler vardir. Her ne kadar bu
haplar1 kullanan kadmnlarda meme kanserine yakalanma acisindan %24 oraninda risk
artig1 oldugu iddia edilse de yapilan ¢ahsmalar 10 yil 6nce dogum kontrol hapi
kullanmay1 birakmig olan kadmnlarda bu riskin tamamen ortadan kalktigina da isaret
edilmektedir (Clavel-Chapelon vd., 2002). Yapilan ¢aligmalarda giinimiizde agiliklh
olarak kullanilan kombine oral kontraseptiflerin (Sstrojentprogesteron), tek basma

Ostrojen kullanimima gore %26 daha yiiksek risk olugturmaktadir (Rossouw, vd., 2002).

Sigara: Sigaranin meme kanseriyle tam bir iliskisi olmasa da genel anlamda
saghgi olumsuz yonde etkilemektedir. Meme kanseri ¢aligmalarinda sigara ile meme

kanseri olugsma riski arasinda zayif bir iliski saptanmustir. Erken yasta baglayan agir



icici Ozelliklerine uyan ve pasif icicilikle istatistiksel anlamli iligki kurulmustur
(Wartenberg, vd., 2000). Ote yandan sigara dumaninda bulunan bazi1 maddelerin anti-
ostrojenik etkileri oldugu saptanmustir. Nikotinin CYP19 enzimi inhibe ettigi ve erken
menopoza yol actig1 kanitlanmustir (Baron, vd., 1990). Sigara en az 30 tanesinin kesin
kanserojen oldugu bilinen yaklasik 3000 bilesik tasimaktadir. Sigara dumanmda
bulunan en 6nemli karsinojenik maddeler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aril
aminler, heterosiklik aromatik aminler ve N-nitrosaminlerdir (Baron, vd., 1990;
Bartsch, vd., 2000).

Alkol: Her ne kadar bu konu tam anlamiyla netlik kazanmasa da giinliik 1-5
alkollii icki kullananlarda meme kanseri riskinin arttigi gosterilmistir. benzer bir galisma
sonucunda da alkol bagimlis1 kadinlarda yapilan bir ¢aligmada da alkoliin meme kanseri
riskini %15 arttirdig: bildirilmistir (Smith-Warner, vd., 1998).

Genetik Gegis: Kanserde genetik gecis cesitli acilardan izlenebilir. Bugiin tim
meme kanserlerinin %5-10’unun BRCA1 ve BRCA2 gibi genlerdeki mutasyonlara
bagh oldugu kanitlanmistir (Easton, 2002). Bu mutasyonlar1 tasiyan ve Mendel kalitimi
gosteren hastalar kalitsal meme kanseri olarak tanimlanmaktadirlar. Muayene formunda
buna benzer ailesel genetik yatkinlik olmasi ancak belirli bir patern gostermeyen
kadmlarm da gozlenmesi bu alanda gergek oranm degisebilecegini diigiindiirmektedir
(Bradbury ve Olopade, 2007). Ailesel meme kanseri agik bir genetik gecis paterni
gostermese de meme kanseri olgularmin birinci ve ikinci derece akrabalarinda da meme
kanseri olgularmin var olmasidir. Ailesel meme kanseri olgulari da tiim meme kanseri

olgularmm %15’ ini olusturur (Hopper ve Carlin, 1992).

2.3 Meme Kanseri Genetik Epide miyolojisi

Meme kanseri ig¢in, Ozellikle birinci derece akrabasinda meme kanseri olan
kadnlarda aile Oykiisiiniin 6nemli risk faktdrlerinden biri oldugu kabul edilmistir.
Yapilan galismalarla kansere yatkinlastran allel ana tirleri olarak 3 temel grup
bulunmaktadwr. Bunlar yiiksek penetrans gosteren, orta penetrans ve diisik penetrans

gosteren allellerdir. (Turnbull ve Rahman, 2000; Ghoussaini ve Pharoah, 2009).
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2.3.1 Yiiksek penetrans gosteren genler

BRCA1 ve BRCA2 (timor baskilayici genler) genlerinin kalitsal meme
kanserlerinden sorumlu oldugu bilinmektedir (Wooster, vd., 1994; Skolnick, vd., 1994).
BRCA1 ve BRCAZ2, DNA’da olusan hasarlarm homolog rekombinasyon ile
onarilmasinda, onarillamayan DNA’larn ise yikilmasinda ve genom stabilitesinin
korunmasinda gorevlidirler. Diger bir yiiksek penetrans gosteren gen TP53’diir. Bu
genlerden herhangi birinde olusan mutasyon meme kanseri riskini yaklagik 10 kat
artirmaktadir (Lane, 1992).

Tipik olarak BRCA1 mutasyonu olanlarda hizla biiyiliyen, yiiksek dereceli ve
Ostrojen reseptOorii negatif meme tiimorleri gelisir. Bu tiimorlerde sporadik meme
kanserlerine oranla daha sk TP53 mutasyonu goriilmektedir. Faulkes (2004),
makalesinde BRCA1’in meme kok hiicrelerinin bir diizenleyicisi oldugunu ve bunun

normal meme dokusundaki temel fonksiyonu oldugunu iddia etmektedir.

TP53 geni 17. Kromozomun p13-1 bandina yerlesmistir ve tiimor baskilayici bir
protein olan P53’ kodlar, bu protein hiicreleri kotii huylu transformasyondan koruyan
¢ok onemli bir proteindir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Meme kanserlerinin %20-
30’unda P53 inaktivasyonu gozlenir. P53 mutasyonlarmin varligi tiimoriin in situ dan
invaziv karsinoma gegisi i¢in bir belirteg olarak kullanilabilmektedir. In situ duktal
karsinomlarda P53 mutasyonu gozlenmedigi, fakat meme karsinogenezinin erken

devrelerinde P53’{in mutasyona ugradig bildirilmistir (Cattoretti, vd., 1988).

Yiiksek penetrans gosteren diger genler STK11, PTEN ve CDH1 ailesel lobiiler
meme kanserinin gorildiigli mutasyonlardir. Bu mutasyonlarda meme kanseri riskleri
STK11: %45 meme kanseri riski; PTEN: %30-55 meme kanseri riski; CDHL1: 2398delC
icin %52 meme kanseri riski tagimaktadr (Ripperger, vd., 2009).

2.3.2 Orta derecede penetrans gosteren genler

Yapilan gen analizleriyle orta dereceli penetrans gosteren 4 gen tespit edilmistir.
CHECK2, ATM, BRIP1 ve PALB2. Bu gen mutasyonlar1 ailesel meme kanseri

vakalarnm c¢ok kii¢lik bir oranmi olusturur, bunun nedeni mutasyonlarin sikhigmm

oldukg¢a diisiik olmasidr (Rahman, vd., 2007; Mavaddat, vd., 2010).
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2.3.3 Diisiik penetrans gosteren genler

Ailesel meme kanserine artmis yatkinliktan sorumlu pek ¢ok diisiik penetrans
gosteren genler mevcuttur. Ailesel meme kanserinde Genom iliskilendirme ¢alismalari
(GWAS) ile saptanmis olan diisiik penetrans gosteren birgok gen tanimlanmistir. Meme
kanseri i¢in en 6nemlileri; 100926, 16q12, 11p15, 8924, 2q35’tir (Balmain ve Ponder,
2003).

2.4 Meme Kanserinin Molekiiler Epide miyolojisi

Meme kanseri, patolojik Ozellikleri, morfoloji, evre ve hormon reseptor
ozellikleriyle biyolojik ve klinik olarak ¢ok farkli dzellikler gosteren heretojen bir grup
hastaliktir. Perou ve ark’lar1 (2000), meme tiimorleri lizerinde yaptiklar1 analizler
sonucunda 4 alt grup olarak tanimlamigtir. Sonrasinda gelistirilen calismalarla Luminal
A, Luminal B, HER-2 pozitif, Uclii negatif (Triple negatif) ve Bazal benzeri (Basal-
like) olmak {izere 5 alt grupta tanimlanmistr. 2007 yilinda altinci grup olarak Klaudin-
disik (Claudin low) grubu tanimlanmistir. Lonning (2010), farkli gen ekspresyon

yapilarmin hastaligin tedavisinde belirleyici rol oynadigini bildirmistir.

24.1 BRCAL ve BRCAZ ile iliskili meme kanserinin patolojik ozellikleri

BRCAI ve BRCA2 tiimorler birbirlerinden ve diger sporadik tiimdrlerden
farkhlik gosterir. BRCA1’ler siklikla kotii differansiye duktal karsinom, asir1 mitoz,
yikksek dereceli pileomorfizm gosterirken, daha az tiibiil yapisina sahiptirler (Lakhani,
vd., 2002). BRCAL mutasyonu gosteren tiimorlerin %901 6strojen reseptorii (-)’tir.

24.1.1 Meme kanserinin molekiiler simflamasi

Bazal-benzeri: ER negatif, HER-2 negatif, miyoepitel belirteg ekspresyonu
distk, EGFR, P-Kaderin, c-kit, bazal sitokeratin (CK5-6, CK14, CK17) ekspresyonu
yiksek, kotli prognoz, geng yas, BRCAI gen mutasyonu ile iligkili tiimorlerdir.
Incelenen bazal benzeri tiimdrlerin morfolojik olarak genelde grade 3, Duktal/NOS veya
metap lastik, cografik nekrozu sik, itici invazyon siniri, stromal lenfositik cevabi yiiksek

oldugu gozlenmistir.
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Niyelsen ve ark. bazal benzeri tiimor grubunda yaptig1 ¢aligmada bazal benzeri
timorleri ER negatif, HER-2 negatif, bazal-CK pozitif, EGFR pozitif, c-kit pozitif,
bulmuslardir (Nielsen, vd., 2004). Bu panelin bazal benzeri meme karsinomlarin
identifikasyonu i¢in ¢ok uygun oldugunu, EGFR ve c-kit pozitifliginin yeni tedavi
hedefi olabilecegini vurguladilar (Nielsen, vd., 2004; Pinilla, vd., 2006).

Uclii negatif (Triple negatif) meme kanseri: Hizli bilyiime gosteren
timorlerdir. Tan1 aninda ileri evrededir. Metastaz yapma riski yiiksektir. Metastaz
sonras1 0liime kadar gecen siire diger alt alt tiplere oranla daha azdir. ER negatif, PgR
negatif, HER-2 negatif genellikle ER negatif= ER, negatif; ERp pozitif olabilir. Bu grup
tiimorlerde tedavi cok dnemlidir. Uglii negatifler kemoterapiye yanit verir ancak, bu
timorlerin ilerleme hizlar1 ve yeniden niks etme oranlar1 yiiksektir. Bu sebeple 6zellikle
bu 6zel grup tiimorler icin hedefe yonelik, diisiik toksisiteli tedavilerin gelistirilmesi

gerekmektedir.

HER-2 pozitif: HER-2 onkogen ekspresyonu yiksek olup ER negatif
timorlerdir. Normal meme benzeri gen ekspresyonu olarak Bazal epitel hiicre ve adipoz
doku hiicre genleri yikksek derecede eksprese edilirken luminal epitel gen ekspresyonu
zayiftir (Hopper ve Carlin, 1992; Cotterchio, vd.,2003; Huo, vd., 2009; Millikan, vd.,
2008; Perou, 2011).

Luminal A ve B: ER pozitif bir alt tipidir ve ER’ne cevap veren genler
ekspresse olmustur. Ayrica PR, GATA3, BCL2, espresyonu da yiksektir. HER-2
overekspresyonu zayiftr. Luminal A’da ER ile iliskili genler daha fazla ekprese
edilirken, Luminal B’de proliferatif genlerin ekspresyonu daha fazladr. Ozellikle HER-
2 overekpresyonu yiksektir. CK8/12 Luminal A’da yiiksek orandadr, Luminal B’de
degiskendir.

Klaudin®™** Tiimérler: ER negatif, PR negatif, HER-2 negatif, meme kanseri
kok hiicre 6zellikleri vardir. Son donemde tanimlanan bir alt tiptir. Klaudinler epitelyal
hiicrelerin epitelyal sik1 baglant1 alanlarinda yer alirlar. Bu tiimérlerde Klaudin 3, 4, 7

gen ekspresyonlar1 oldukca diisik diizeydedir. Klaudin®®®™

tiimorler ayni zamanda
hiicreler aras1 baglanti1 proteinleri olan E-Kaderin gibi baglanti proteinlerini kaybederler.

Bu grup ayni zamanda t¢lii negatif 6zellik gosterir (Pinilla, vd., 2006). Yiksek gradli
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duktal, mediiller ve daha fazla metaplastik tiimorlerdir. Meme kanseri kok hiicresi
ozelligindedir. Epitelyal-Mezenkimal Gegis belirtegleri igerirler. Metastaz olurken
mezenkimal belirtegcleri kazanip Bazal membrani gecer. Metastatik meme kanseri

ozelligi tasirlar ve tedaviye direnglidir (Perou, 2010; Prat, vd., 2010).
2.5 Meme Kanseri Gelisim Mekanizmalan

2.5.1 Memenin anatomisi, gelisimi ve meme kok hiicresi

2.5.1.1 Meme gelisimi

En biiyiik salgi bezi olan memenin gelisimi erken embriyonik donemde baslar ve
neredeyse dmiir boyunca yapisal degisim gecirir (Seltzer, 1994). Memeler her iki cinste
de embriyonel hayatin ikinci ayinda, govdenin yan tarafinda olusmaya baslayan bir ¢ift
bez dokusudur. Erkeklerde tiim hayat boyunca gelismeyerek rudimente kalirken
disilerde ise gelisim ve degisim o miir boyu siirer. Gebeligin son li¢ ayinda plasentaya ait
seks hormonlar1 fetal dolagima girerek bu epitelyal dokularin kanalize olmasini saglar.
Bunlar memenin ana duktal sistemini olusturur. Zamanla sekonder dallanmalarmn
gelismesiyle duktuslar ve alveoller ortaya ¢ikar. Pubertedeki hormonal degisikliklerle
beraber memenin gelisimi tekrar hiz kazanir (Arinci, vd., 2001). Memenin duktal
sisteminin dallanmasinda ve seviyesinde belirgin bir artis olurken, puberteye kadar belli
belirsiz ayrt edilebilen meme ucu ve aerolada daha da belirginlesir. Ancak gebelik
durumunda salgilanan hormonlarin etkisi ile siit salgillayacak duruma gelirler.
Laktasyon donemi hari¢ memenin O6nemli bir boliimii yag dokusu olusturmaktadir

(Kopans, 1998).

Erigkin insan memesi, her biri yag dokusu ile ¢evrelenmis ¢ok sayida lobiilden
olusan 15-20 lobdan olusur. Ek olarak, meme dokusunun i¢ lenf nodlar1 ve aksiler
bolgesel lenf nodlarma dogru lenfatik damar sistemi vardir. Insan memesi, erken
gelismede, pubertede, menstrual sikluslar iginde, gebelik laktasyonda, menopozdaki
kiiglilme sirasinda doku homeostazinin gergeklestigi dinamik bir bezdir (Morrison, vd.,
2008). Bu siireglerden bazilarinin, kok hiicrelerin aktivasyonuyla olduguna inanilir.
Diger bazi organlardan farkli olarak, insan memesi yetiskinlie dogru siirekli bir
morfolojik ve fonksiyonel degisim gegirir, pubertedeki ikinci hamle, gebelik ve

laktasyon doneminde doruga ulaswr. Pubertede Gstrojen hormonunun uyarimiyla meme
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kanallarinda uzama olur, terminal u¢ tomurcuklarda kok hiicre aktivasyonu bulunmustur
(Howard, wvd., 2000). Bu siireglerin ardindan menopoz sirasinda hormonal
inaktivasyonla beraber memenin bez dokusu kiigiilirken (Kuhns, vd., 1995), memelerde
yag dokusu orani artar. Post menopozal donemde yag dokusu ve fibroblastik dokularm

da azalmaya baglamasiyla pandiile memeler meydana gelir.

2.5.1.2 Meme kok hiicresi

Yasam boyunca hormonlara bagh degisiklige ugrayan ve dinamik bir bez olan
memelerde gelisim siireci meme kok hiicreleri (MKH) tarafindan saglanmaktadir.
Meme kok hiicreleri doku yenilenmesi ve onarimindan sorumludurlar (Petersen ve

Polyak, 2010).

Hormonlar gibi bazi ¢evresel sinyallere yanit olarak aktive olurlar ve memedeki
ihtiyaca gore degisimi kok hiicrelerin simetrik veya asimetrik boliinerek ¢ogalmas: ile
saglar. Ostrojen MHK ’lar1 parakrin FGF/FGFR/Tbx3 sinyal yolu ile ¢ogaltmaktadir. Bu
sinyal yolagini inhibe eden tamoxifen mammosfer olusumunu engelledigi i¢in anti
ostrojen olarak kullamlmaktadir (Fillmore, vd., 2010). Ote yandan, gebelikle beraber
hormonal sinyaller meme kok hiicrelerini etkileyerek asimetrik boliinmeye yol acar.
MHK’lar tarafindan siit iireten hiicrelerin ¢ogalmasi saglayacak sekilde degisim
baslatilir ve memeleri laktasyona hazrlar. Bebek dogduktan sonra ilk emme islemi
srasinda meme bas1 ve ¢evresine yaptigi basmin tetikledigi sinyal sistemi ile hipofizer

yolla laktasyon basglatilir (Capuco ve Akers, 2009).

Meme kok hiicre diizenleyicileri: Farelerde yapilan analizlerle, ¢ok sayidaki
transkripsiyonel diizenleyicinin meme gelisiminin farkli yonlerini kontrol ettigi
gosterilmistir. Cesitli sinyal yolaklar1 (Wnt, Notch ve Hedgehog sinyal yolaklari) ¢ok
sayida farkli erigkin kok hiicre tipleri arasinda korunmus olanlardr, fakat kontrol
mekanizmalarmm bozulmasi onkogenez ile baglantiidir (Visvader, 2009). Bu yollar
icinde uygun olmayan Wnt sinyallerinin, meme bezinde kendi kendini yenileme

diizeninin bozulmasiyla son bulduguyla alakali bulgular vardir.

Whnt-1 sinyal yolaginin meme epiteli {izerindeki onkojenik etkileri meme onciil
hiicrelerinde baglatilir ve Wnt-1/B-katenin ayrica fare meme Onciil hiicrelerinin

radyasyon direncinde araci olur (Reya ve Clevers, 2005; Teuliere, vd., 2005). Wnt
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sinyal yolu her ne kadar MKH’nin kendi kendini yenileme normal programini hemen
hemen biitiiniiyle diizenliyor olsa da, bu yolun meme epitelindeki fizyolojik rolii heniiz

belirlenmemistir (Visvader, 2009).

Notch yolagmin insanlarda MKH’ni luminal hiicre soyuna dogru tesvik etmesi
onemlidir (Woodward, vd., 2007). insan meme dokusunda, Notch-3’iin luminal hiicre
akibetini belirleyen temel diizenleyici oldugu gosterilmistir. Gebelik sirasinda standart
Notch sinyalizasyonu alveoller i¢indeki soy dengesinin kontroliinde dnemli rol oynar

(Visvader, vd., 2009; Bouras, vd., 2008).

Hedgehog (Hg) yolagi, belirli dokularn kok hiicrelerin kendi kendilerini
yenilemelerinin diizenlenmesinde yer almistr (Bouras vd., 2008). Ancak, meme
bezinde, Hg sinyallerinin karsi rolii oldugu ve MKH aktivitesinde azalmaya yol agtigi
distiniilmektedir (Molofsky, vd., 2004).

Gata-3 ve EIf-5 genleri, luminal hiicre farklilagsmasindaki temel diizenleyiciler
olarak ortaya ¢ikmaktadwrlar (Moraes, vd., 2007). Ozellikle Gata-3’iin utero meme basi
ve meme bezinin olusumu i¢in ve de ergenlik ve hamilelik sirasinda duktal elongasyon
ve fonksiyonel olgunlasma igcin de gerekli oldugu saptanmustir (Asselin-Labat, vd.,
2007).

Timor baskilayict BRCAL geni, meme kok hiicre diizenleyici olarak rol alir
(Lindeman, vd., 2010). Meme epitelinde BRCA1’in sarth delesyonu alveoler
gelismenin bozulmasina yol agarken (Foulkes, 2004), primer insan meme epitel
hiicrelerinde  BRCAI1’in kaybi, ALDHI hiicrelerinde artisa ve immatiir luminal
hiicrelerin matiir ERa hiicrelerine farklilagsmasinda basarisizhiga yol acar (Xu, vd.,
1999). Coklu BRCAI mutasyonu tagiyanlarin meme dokusunda, anormal ¢ogalma
ozelligiyle, genislemis luminal 6nciil popiilasyon bulunmasi dikkat ¢ekicidir (Liu, vd.,

2008).

Meme kok hiicre yuvasi; Hormonal uyarilara bagli meme bezinde olusan
gelisim ve degisimlerde rol alan MKH’lerinin islevinde meme bezi kdk hiicre nisinin
esas rolii agiktir (Brisken ve Duss, 2007). MKH’nin devami ve fonksiyonu, gesitli epitel
hiicreleri ve meme stromasi arasindaki etkilesimlere baghdir. MKH’nin mikrogevresi

MKH nigini olugturur. Farkli epitel alt tipleri, tek bir kok hiicrenin
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transplantasyonundan sonra bile, meme stromasinda MKH’nin asimetrik boliinmesiyle
meydana gelir (Visvader, 2009). Son veriler, meme bezi stromasmm &gretici oldugunu,
meme epitelyal hiicresinin kaderini belirleyen soyu tiretmek {izere, kok hiicre testikiilar
hiicreler ve ndral kok hiicreler gibi baska organlardan yeniden programlanabilecegini
gostermistir (Booth, wvd., 2008). MHK nisinin yapis1 her ne kadar heniiz
tanimlanmadiysa da, kanser kok hiicre (KKH) fonksiyonunun desteklenmesinde

biitiinleyicirol oynayarak makrofajlar bir bilesen olabilir (Gyorki, vd., 2009).

2.5.1.3 Kanser kok hiicresi hipotezi

Son yillarda, giderek artan deneysel kanitlar, bircok tiimdr tipinin heterojen
hiicre popiilasyonlarmm bir hiyerarsi i¢inde diizenlenmis oldugu yoniindedir, timor
olusumunu ve gelisimini destekleme yeteneg§ine sahip sadece az sayida kanser kok
hiicresinin tiimor kitlesini olusturan farkhilasmis hiicrelere doniisme yetenegi vardir

(Rappa ve Lorico, 2010).

Kok hiicreler ve kanser hiicrelerinin bir dizi ortak 6zelligi vardir. Her ikKi
hiicrenin de kendini yenileme ve asir1 ¢gogalma yetenegi vardir. Timor hiicrelerinde bu
durum c¢ogalma sinyalizasyonunda Oz-yeterlilik ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi
seklindeyken, kok hiicreler i¢in ise embriyogenez, organogenez ve erigkin dokusunun
korunmasinda ve onarilmasinda gergeklesen, sikica kontrol edilen bir durumdur. Her iki
hiicre tipi de, aktif anti-apoptotik yollar ve telomeraz aktivitesi olmasindan dolay1 uzun

Omiirlidiir (Hiyama ve Hiyama, 2007).

Bu 6zellik kok hiicrelerini, hasar verici mutasyonlarin birikimine ve aktif DNA
onarim sistemine karsi genomik instabiliteye egilimli hale getirir. Siklikla
kemoterapdtik ajanlara ve radyasyona karsi durabilen hiicrelerin bu tiir yavas dongiisii
olan kok hiicreler olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kok hiicreler ve kanser hiicrelerin her ikisi
de ayrica hareketli hiicrelerdir, koék hiicreler i¢cin mikrogevreden gelen sinyallerle
migrasyon olusumu ve belirli bir hedefe yerlesme s6z konusu olurken, kanser kok

hiicreleri icin metastatik hastalik yapma yeteneklerini saglayan bir 6zelliktir (Brabletz,
vd., 2005).
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2.5.1.4 Meme kanseri kok hiicresi (MKKH)

Meme bezinin kadinin yasami boyunca daima degisim gec¢irmesi, bu gelisimleri
yetiskin meme kok hiicreleri sayesinde yapmasi meme bezinin karsinogeneze 6zellikle
egilimli oldugunu ve erigkin meme kok hiicrelerinin meme kanserinde ¢ok dnemli bir

rol oynadigin1 gostermektedir (Charafe-Jauffret, 2008).

Meme kanseri, KKH’nin tanimland1g1 ve izole edildigi ilk malignitedir. KKH ile
ilgili dogrudan bulgular yakin zamanda yapilan fare meme tiimdr olusumu

modellerinden meydana ¢ikmistir (Lindeman ve Visvader, 2010).

Kok hiicrelerin meme kanserinde rol oynadigina dair diisiinceler ise, radyasyona
baglh gelisen meme kanseri insidansiyla ilgili epidemiyolojik verilerden gelir.
Radyasyonun meme koOk hiicrelerini etkilemesiyle gelisen malign transformasyonu
distindiiren calismalar vardr. Meme dokusunda uzun Omiirli hiicrelerin siirekliligi,
geng kizlarda iyonize radyasyona maruz kalmalari sonucunda belirsiz kalan meme
kanser riskindeki artis ile uyumludur (Land ve McGregor, 1979). Tiiberkiiloz nedeniyle
cok sayida floroskopi alan olgularda, Hodgin hastaligi nedeniyle coc¢ukluk c¢aginda
radyoterapi alan hastalarda meme kanseri riski daha yiksektir (Kleinerman, R. A,
2006; Alm EI-Din, vd., 2009). Hirosima ve Nagasaki atom bombalamalar1 srasinda
radyasyona gec ergenlik doneminde maruz kalan kadinlarin, diger yas gruplarinda
maruz kalan kadinlarla kiyaslandiginda meme kanseri gelisimi 20-30 yil sonradir

(Little, vd., 1999).

Insana ait kanser dokusunda yapilan birgok deneysel ¢alismada tiim hiicrelerin
esit potansiyelde olmadigi, aznlikta olan bir hiicre grubunun farkli fenotipte oldugu
ortaya konulmustur. Bu azmlik hiicre toplulugu hem meme hem de beyin solid
timorlerinde, toplam tiimor kitlesinin %1-2’si oraninda olarak tespit edilmistir (All-
Hajj, vd., 2003; Hemmati, vd., 2003). Meme kanserinde, kok hiicreleri gibi davranan
timor hiicreleri oldugunun kesfedilmesi, kanseri ortadan kaldrmanin neden bu kadar
zor olduguna dair olas1 bir agiklama ortaya koyar ve ayrica yeni tedavilerin nasil
hedeflenebilecegini de gostermis olur (Charafe-Jauffret, vd., 2008). Bu azinlikta olan

hiicrelerin metastaz yapma yeteneginde olmast ve meme kanserindeki mortalitenin
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cogundan sorumlu olmasi nedeniyle bu hiicrelerin hedef alinarak tedavilerin

diizenlenmesi meme kanseri tedavisinde yeni ufuklar agmigtir (Cristofanilli, vd., 2005).

Sirkiillasyonda MKKH; MKKH’leri bir normal MKH gibi ya bir nis i¢inde
barmmakta ya da kan dolasimina karigarak sirkiilasyonla bagka organlara
gidebilmektedir. Sirkiile tiimér hiicreleri (STH)'ni meme kanserli hastalarda kan
dolagmminda tespit etmek miimkiindiir. Kotii prognoz isareti olan dolasimdaki timor
hiicreleri, siklikla hem primer hem de metastatik hastaligi olan hastalarda saptanabilir
(Cristofanilli, vd., 2005). Bu hiicrelerin gogu erken evrede ¢ogu nonprolifere ve Klasik
tedavilere direngli olup bir kismi meme kdok hiicre 6zelligi olan CD44+ CD24-/low
fenotipi gosterirler. STH tayini sistemik antikanser tedavisinin moniterize edilmesinde
olduk¢a yararhidir. Biyobelirte¢ ekspresyonunun degisimin erken tayini metastatik
hastaligin ¢ok erken yakalanmasini saglar (Pantel ve Alix-Panabieres, 2010). Agresif
STH’leri kendilerine uygun yerlesim alani bulduklarinda yeniden ekilir ve tiimor

progresyonunu artirr (Kim, vd., 2009).

MKKH ve Metastaz;, Meme kanserinin metastatik yayilim potansiyeli direk,
lenfatik ve hematojen yolla olmaktadr. Dolagimdaki kanser hiicreleri ise hematojen
yolla metastaza neden olmaktadir. Meme kanseri en sik lenfatik yolla bdlgesel lenf
nodiillerine metastaz yapmakta, daha sonra hematojen olarak pek ¢ok organa metastaz

olasilig1 olmakla birlikte swrasiyla kemik, akciger, karaciger ve beyine gitme egilimi

gostermektedir (Miiller, vd., 2001).

Meme kanserinin metastazini agiklayan bircok model i¢cinde ilgi ¢ekici model
tiimoriin kanser kok hiicreleri ile agiklanan modeldir. Bir tiimor i¢indeki tiim meme
kanseri hiicreleri ayn1 metastatik potansiyele sahip degillerdir ve sadece kiigik bir alt

hiicre grubu viicudun belli bélgelerine yerlesir (Kang, vd., 2003).

Meme kanserinde en sik kemige metastaz olur. Bunu akciger, karaciger ve beyin
metastazlar1 takip eder (Mastro, vd., 2007). CD44 igin baslica ligandlar hyaluron ve
osteopontin (OPN)’dir, her ikisi de meme metastazinin hedef dokularinda (kemik,
akciger, karaciger ve beyin dokusu) eksprese olurlar (Brown, vd., 1992). OPN, luminal
epitelyal yiizeyler lokalize olabildigi ve hiicre adezyonu, sitokin/biiylime faktotii liretimi

ve bagisik yanitinda bir rol oynayabildigi genis yelpazedeki insan dokularinda eksprese
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edilir (Wai ve Kuo, 2004). OPN, vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF)
ekspresyonunu tetikler, boylece tiimoriin ilerlemesine, vaskiiler endotelyal hiicrelerin
biiyiimesine ve anjiyogeneze yol agar (Chakraborty, vd., 2008). CD44 ve OPN
arasindaki etkilesim ikincil tiimdrler olusturmak iizere, tiimorijenik hiicrelerin belirli

organlara dogru hareketini ve buralarda tutulmasini saglar.
2.6 Apoptotik Hiicre Oliim Mekanizmalan

Morfolojik olarak apoptoz; plazma membranmin tomurcuklanmasi, fosfotidil
serin kalntilarinin membranin dis ylizeyine yonelmesi, hiicre biiziismesi, kromatin
kondenzasyonu ve hiicre i¢ceriginin ¢oklu membran kaplh pargaciklar halinde dagilarak
komsu hiicreler ve fagositler tarafindan yok edilmesini kapsayan bir siirectir (Wyllie,
vd., 1980). Morfolojik degisimler hiicresel biitiinlik ve canlilik igin gerekli olan
polipeptitlerin proteolitik yikmu ile gerceklesmektedir. Yikim siireci spesifik sistein
proteazlar olan kaspazlarin aktivitesi sayesinde meydana gelmektedir (Earnshaw, vd.,
2007). Apoptotik hiicre 6lim mekanizmasmm hiicre i¢i mekanizmasmda hiicre igi
bilesenlerin membran ile c¢evrilmis apoptotik parcaciklar halinde ¢evre dokuya
dagilmasioldukca dnemlidir. Bu nedenle nekrotik hiicre 6liim mekanizmasi ile hiicre i¢i
bilesenlerin ¢evre dokuya dagilmasi sonucunda meydana gelen enflamasyon, apoptotik
hiicre 6liim mekanizmasi ile olusmamaktadr. Pek ¢ok farkli molekiil tarafindan hassas
bir sekilde kontrol edilen apoptoz, kaspazlarin bir kaskad olusturacak sekilde
uyarilmasmi saglayan iki yolak tarafindan tetiklenmektedir: hiicre membraninda
bulunan 6liim reseptorlerinin uyarilmasi ile karakterize ekstrintik yolak ve mitokondri-
apoptozom sisteminin uyarilmasi ile karakterize intrinsik yolak. Her iki yolagmn
ayrintilarina deginmeden dnce apoptoz mekanizmasinda kilit rolii oynayan kazpazlara
deginmek gerekmektedir. Kaspaz enzimlerinin aktivitesi apoptozun tetiklenmesinden
DNA fragmantasyonuna, plazma membranmm tomurcuklanmasindan, fosfolipid
asimetrisinin bozulmasma kadar tiim apoptoz siirecinde yer almaktadir. Proteolitik
olaylarda kalpainler, katepsinler ve proteozom gibi pek ¢ok proteazin etkisi bilinse de,
asil rol oynayanlar proteinleri aspartat kalntilarindan sonra kesen hiicre i¢i sistein
protezlar yani kaspaz ailesi enzimlerdir. Insanlarda bilinen 14 Kaspazdan 7’sinin
(kaspaz-2, 3, 6, 7, 8, 9 ve 10), apoptotik siirecte yer aldigi saptanmustr (Sekil 2.2.).

Kaspazlar, onciil formlarda inaktif zimojenler olarak sentezlenmekte ve apoptoz



20

srasinda aktiflesmektedirler. Kaspaz enzimleri, apoptoz siirecindeki rolleri goz dniinde
bulundurularak iki ana grupta incelenebilir. Baslatic1 kaspazlar, cesitli hiicre i¢i ya da
hiicre dis1 sinyalleri proteolitik aktiviteye ¢evirerek kaspaz kaskadmin baslatilmasindan
sorumlu olan kaspazlardwr. Hiicre dis1 sinyaller ile aktiflesen baslatici kaspazlar
ekstrintik yolagi, hiicre i¢i sinyaller araciligiyla ektiflesen kaspazlar ise intrinsik yolagi
baslatarak kaspaz kaskadmi tetiklerler. Sonlandirict kaspazlar ise hiicre icerisindeki
spesifik polipeptit hedeflerini proteolitik olarak keserek apoptoz mekanizmasinin
tamamlanmasini saglayan enzimlerdir. Baslatici kaspazlar, sonlandric1 kaspazlar1 aktif
hale getirdiklerinde apoptotik siire¢ ve kaspaz kaskadibaslamis olmaktadir. Sonlandirict
kaspazlarin hedef proteinleri proteolitik olarak kesmesi ile apoptoz siirecine 6zgiin
hiicre i¢i olaylar ger¢eklesmektedir. Sonlandirici kaspazlarm arasinda fonksiyonu en iyi
tanimlanmig olan kaspaz-3 proteininin aktiflestikten sonra yiizlerce substrati segici
olarak kestigi bilinmektedir. Bu proteolitik yikim apoptoz siirecinde ger¢eklesen pek
cok morfolojik degisimin temelini olusturmaktadir. Ornegin, kaspaz-3 aktin-kesici
enzim olan gensolin’i keserek aktiflestirmektedir. Bu enzimin aktivasyonu apoptozun
en karakteristk morfolojik degisimlerinden olan plazma  membraninda
tomurcuklanmaya neden olmaktadr. Kaspaz-3 aymi zamanda lamin B, niikleer/mitotik
aparat proteini (NuMA) ve sitokeratinler gibi hiicre i¢i sito-iskelet elemanlarinin
kesiminden de sorumludur (Youle, 2007; Fischer, vd., 2003). Kaspaz aracili protein
yikimi apoptotik hiicrelerde gbzlemlenen bazi biyokimyasal olaylarn da temelini
olusturmaktadwr. Kaspaz-3, endoniikleaz inhibitor proteininin (inhibitor of caspase-
activated endonuclease, ICAD) inhibitr alt {initesini keserek CAD (caspase-activated
endonuclease) enziminin serbestlesmesine ve DN A'nin fragmantasyonuna neden
olmaktadwr (Enari, vd., 1998). Bunun yani sira, kaspaz-3 pek ¢ok protein kinaz enzimini
hedeflemekte ve bu enzimlerin inhibitdr bdlgelerini keserek aktivasyonlarina neden
olmaktadwr. Bu protein grubundan olan protein kinaz C& enziminin aktivasyonu ile de
fosfatidilserin fosfolipidinin normal kosullarda bulundugu plazma membraninin i¢
kismindan dis kismma doniisiinii katalizleyen "phospholipid scramblase™ enzimi aktif
hale getirmektedir. Hiicre membraninin fosfolipid asimetrisindeki bu kayip apoptozun
karakteristikk  gostergelerinden biridir ve makrofajlarin  yiizeylerinde bulunan
fosfatidilserin reseptorleri tarafindan apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi ile apoptotik

hiicrenin makrofajlar tarafindan fagositozu ger¢eklesmektedir (Frasch, vd., 2000).
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Sekil 2.2. Kaspazlarin yapisi ((4) Kaspaz ailesi. Kaspazlar ii¢ biiyiik gruba ayrilirlar.
Grup I Inflamatuvar kaspazlar; Grup Il: Bagslatici kaspazlar;, Grup I:. Efektor
kaspazlar. CARD, DED ve biiyiik (p20) ve kiiciik (p10) altbirimler gosterilmistir. (B)
Pro-kaspaz aktivasyon semasi. (C) Kaspaz-3 heterotetramerinin 3D yapisi. (Lavrik, vd.,
2005)).

2.6.1 Intrinsik (mitokondriyal) yolak

Intrinsik yolak (mitokondriyal yolak); ¢esitli sinyaller tarafindan mitokondri d1s
membraninin gegirgenliginde degisim olmasi sonucunda kaspaz-9'un aktiflesmesi ile
sonuglanan apoptotik aktivasyon siireci olarak tanimlanmaktadwr. Bu siirecteki en kritik
basamak, spesifik polipeptidlerin  mitokondrideki membranlar aras1 alandan
sitoplazmaya salinmalaridr (Green ve Kroemer, 2004). Membranlar aras1 bolgeden
salinan proteinler arasinda en ¢ok, elektron transport sisteminin bir bileseni olan ve
normal kosullarda mitokondri i¢ membranmna zayif baglanmis konumda bulunan,
sitokrom c aragtirilmstir. Apoptotik siiregte mitokondriden sitokrom ¢ salinmasi hizli,

kantitatif bir siiregtir ve kaspaz-9 aktivasyonu iizerinden apoptozun tetiklenmesini
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saglamaktadir (Goldstein, vd., 2000). Sitokrom ¢ sitoplazmaya gegtikten sonra 6ncelikle
adaptor Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteinine baglanir. Bu
baglanma sonucu protein kompleksinde ATP bagmmlhi bir konformasyonel degisim
meydana gelir ve prokaspaz-9 yapiya katilir. Sonugta olusan 700 kDa biiyiikliigiindeki
kompleks, "apoptozom" olarak adlandirilir (Zamzami ve Kroemer, 2001). Bu
kompleksin etkisiyle aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3'ii aktiflestirerek intrinsik yolak

tizerinden apoptozun tetiklenrnesine neden olmaktadir (Sekil 2.3.).

Bu siireci baglatan sitokrom C'nin mitokondriden sitoplazmaya gec¢isinin
biyokimyasal temelleri halen tartigma konusudur (Godvadze ve Orrenius, 2009). Bazi
modeller sitokrom ¢ salinmasinin voltaj-bagimli anyon kanallar1 (VDAC), adenin
niikleozid translokatorii (ANT) ve mitokondri matriks proteini siklofilin D ile olusan
mitokondriyal membran kanallarimin (permeability transition pore, PTP) aracihgi ile

gergeklestigini savunmaktadr (Zamzami ve Kroemer, 2001).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ise daha ¢ok Bcl-2 ailesi proteinlerinin
sitokrom ¢ salmmasimdaki fonksiyonlar1 iizerinde odaklanmaktadir. Elde edilen veriler
bu proteinlerin sitokrom ¢ salinmasindaki en temel kontrol mekanizmasi oldugunu
gostermektedir. Proapoptotik Bax/Bak ekspresyonunun artig1 ile Bax/ Bel-2 oram
bozulan membranda porlarin genislemesi ve mitokondri membranlar aras1 bolgedeki

molekiillerin sitoplazmaya ¢ikis1 miimkiin olmaktadir.

2.6.1.1 Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriden sitokrom ¢ salinmasimi kontrol eden bir
protein ailesi olarak tanimlanmaktadir. Bu ailenin ilk kesfedilen tiyesi olan Bcl-2'nin
hiicre liimiinii engelleyici bir rolii oldugu gosterilmistir (Zamzami ve Kroemer, 2001).
Bugiine kadar yapilan caligmalar sonucunda benzer homoloji gosteren 20 gen
tanmimlanmistir. Bel-2 ailesine ait proteinler, fonksiyonel ve yapisal kriterler g6z 6niinde
bulunduruldugunda, ii¢ farkl grup halinde incelenebilir. Anti-apoptotik 6zellik gésteren
grup | (Bcl-2, Bcl-x., , Bclw, Mcl 1, AI/Bfl 1, Boo/Diva, Nrf3 ve Bcl-B), pro-
apoptotik dzellik gosteren grup II (Bax, Bak, Bok/Mtd) ve grup Il (Bid, Bak, Bik, Bim,
Blk, Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, Noxa, PUMA ve Bcl-G). Anti-apoptotik grup I liyeleri
genellikle olduk¢a korunmus dort BH bolgesini (Bcl-2 homolojisi) ve mitokondri dis
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membrani, endoplazmik retikulum membrani gibi ¢esitli hiicre ici membran yiizeylerine

baglanabilmelerine olanak saglayan C terminal transmembran bolgesini icermektedirler.

Pro-apoptotik grup II liyeleri ise N terminal bolgesinde anti-apoptotik karakterli
olan BH4 bolgesi diginda tiim diger BH bdlgelerini ve transmembran bdlgesini
icermektedirler ve pro-apoptotik karakterlidirler. Son olarak grup III tyeleri diger
gruplara gore oldukca heterojendir ve tek ortak homojileri 15 amino asitlik BH3
bolgesidir membrana baglanma bdlgesi icermedikleri i¢in sitoplazmada serbest olarak
yer alirlar (Cory, vd., 2003; Kaufmann, 2007). Bcl-2 proteinlerinin mitokondri
membran permeabilizasyonunu nasil sagladigt konusunda ¢esitli modeller One
stiriilmektedir. Kabul goren "direkt aktivasyon" modeline gore sitoplazmada bulunan
grup 11 Bclk2 proteinleri (Bim, Bid) mitokondri mebraninda bulunan Bax/Bak ile
oligomerize olarak bir kanal olusumuna yol agmakta ve mitokondri membranlar arasi
bolgeden sitokrom c'nin salinmasma yol agmaktadir (Letai, 2002). Bad, Bik ve Noxa
gibi grup 111 proteinleri ise anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerini inhibe ederek Bax ve Bak'

n anti-apoptotik proteinlerden ayrilmasini saglamaktadr (Wang, vd., 2008).

2.6.1.2 Intrinsik yolakta rol alan dige r molekiiller

Bcl-2 ailesine ait proteinler apoptozun erken siirecini regiile ederken; ge¢ stireg
apoptoz, apoptoz inhibitorleri (inhibitor of apoptosis-IAP) ad1 verilen bir protein ailesi
tarafindan regiile edilinektedir. Bu aileye ait olan XIAP, hiicresel IAP 1/2, ve ML-IAP,
proteinlerinin apoptoz regiilasyonu ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (Salvesen ve
Duckett, 2002). Ozellikle XIAP proteininin kaspaz inhibisyon mekanizmasi iizerine gok
calyma yapimis ve XIAP'nin prokaspaz-9 proteinine baglanarak aktifiesmesi i¢cin
gerekli olan dimerizasyonu engelledigi One striilmektedir (Shiozaki, vd., 2003).
Kaspaz-9 disinda XIAP: kaspaz-3 ve kaspaz-7 proteinlerinin aktif merkezlerine
baglanarak bu proteinlerin proteaz aktivitesi gostermelerini engellemektedir. Apoptoz
srasinda mitokondriden sitokrom e disinda pek ¢ok protein sitop lazmaya ge¢mektedir.
Bunlardan endoniikleaz G proteininin interniikkleozomal DNA degredasyonuna neden
oldugu bildirilmistir. Smac/DIABLO ve HtRA2/Omi proteinleri de apoptoz swrasinda
mitokondriden salimmaktadir ve bu proteinlerin XL-W proteinleri ile etkileserek kaspaz

inhibisyonunu engelledikleri ortaya konulmustur (Scott, vd., 2005; Kaufmann, 2007).
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2.6.2 Ekstrinsik yolak

Apoptozun ekstrinsik yolagi ayn1 zamanda 6liim reseptorleri (death receptor,
volagi olarak da bilinmektedir ve hiicre dis1 bir sinyalin plazma membranina bagh
reseptorler araciligiyla apoptotik aktiviteye doniigmesi olarak tanimlanmaktadir (Raff,
1998). Timor nekrosiz faktor (TNF) ailesi, reseptor proteinlerin hiicre dis1 bolgelerine
baglanarak etki gdstermektedir. TNF ailesinde 19 farkli ligand bulunmaktadir ve bu
ligandlar TNF reseptor (TNFr) ailesine ait 29 farkli reseptdre baglanmaktadir
(Aggarwal, 2003). TNF ailesinin her bir iiyesi TNFr ailesine ait bir ya da daha fazla
reseptore ve bazi reseptorler de bir ya da daha fazla liganda baglanabilmektedir. TNFr
ailesinin apoptozu tetikleyebilen alt simifina ait proteinler 6liim bolgesi (Death Domain-
DD) adi1 verilen olduk¢a korunmus 80 amino asitlik bir sekans1 icermektedirler ve bu
bolgeyi igeren reseptorlere dliim reseptorleri ad1 verilmektedir. Apoptozun ekstrinsik
yolaginda 6nemli rol istlenen 6liim reseptorleri. TNF-nin (TNF-a, TNFSF2), FasL'in ve
TNFr-apoptoz-tetikleyici  lingandin ~ (TNFr-apoptosis-inducing  ligand-TRAIL)
baglandigi reseptorlerdir. Diger dort TNFr tiyeleri ise (NGFR, EDAR, DR3 ve DR6)
DD icermelerine ragmen apoptoza neden olmamaktadirlar (Wang , vd., 1996; Wu, vd.,
1997) Apoptoz tetikleyebilen TNFr iiyeleri ekstrinsik yolak baslatict kaspazlarm
(kaspaz-8, -10) baglayarak kaspaz kaskadini tetiklerler. Ligandm 6lim reseptoriine
baglanmasindan sonra reseptdriin yapisinda meydana gelen konformasyonel degisim,
olum-tetikleyici sinyal kompleksi (death-inducing signaling complex-DISC) ad1 verilen
protein kompleksinin olusmasimi Saglar. TRAIL ligandinin 6liim reseptorlerine
baglanmas1 da benzer sekilde gerceklesmektedir. Ligand bagh Fas reseptoriine ya da
TRAIL bagh 6lim reseptoriine Fas-iligkili DD (Fas-associated death domain-FADD)
ad1 verilen adaptor protein komplernenter DD {izerinden baglanr (Chinnaiyan, vd.,
1995). Death-inducing signaling complex (DISC) kompleksinin  olusumu
tamamlandiktan sonra kaspaz-8, -10 oto-proteolitik aktivite ile aktiflesir ve kompleksten
aynlarak sitoplazmaya gecer (Donepudi, vd., 2003). Aktif hale gelen kaspaz-8 ve -10
sonlandirict kaspazlar1 (kaspaz-3 ve -7) keserek aktiflestirir. Tip I adi verilen bazi
hiicrelerde bu sonlandirict kaspazlarin aktivasyonu apoptozun tetiklenebilmesi i¢in
yeterlidir. Tip II adi verilen diger bazi hiicrelerde ise kaspaz-8 ve -10 apoptozun
intrinsik yolagmi da aktiflestirerek apoptozu tetiklemektedir. Kaspaz-8 ve -10 ekstrinsik

ve intrinsik yolaklar1 Bcl-2 ailesinin grup Il proteinlerinden Bid proteinini keserek
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birbirine baglar. Kesilerek aktiflesen Bid (tBid) mitokondri dis membraninm
gecirgenligini tetikleyerek apoptozun intrinsik yolagmi aktiflestinnektedir (Li, vd.,
1998). TNF ligandinin etki mekanizmasi ise biraz farklidir. TNF, TNF-R1 reseptoriine
baglanr ve olugan kompleksin yapisina TNFr ile iligkili. DD proteini (TNFr associated
death domain-TRADD), reseptor-etkilesim proteini (reseptor interaction protein-RIP)
ve TNFr ile iligkili faktor 2 proteinine (TNFr associated factor 2-TRAF2) katilarak
kompleks 1 olusturulur (Wajant, vd., 2003). Kompleks 1 nikleer faktor inhibitor kinaz
kompleksini (NF-KB-IKB) keserek NF-KB yolaginin aktiflesmesine neden olur. Bu
yolak basta FLICE inhibitor proteini (FLIP) olmak {izere cesitli anti-apoptotik
molekiillerin ekspresyonunda artisa neden olur (Wilson, vd., 2009). Mekanizma
kompleks 1 reseptoriin yapisindan ayrilmast FADD ve kaspaz-8 ile kompleks 2'yi
Olusturmasi ile devam etmektedir. Ortamda yeterli miktarda FLIP proteini varsa
apoptotik siire¢ engellenebilir, yoksa kompleks 2 kaspaz-S proteinini aktiflestirerek
apoptoza neden olmaktadwr (Hsu, vd., 1996). Sonu¢ olarak hiicrede kompleks 2
tarafindan tetiklenecek olan apoptoz, kompleks 1 aktivitesi ile engellenmektedir. Bu

denge bozuldugunda ise apoptozun intrinsik yolak aktive olmaktadir (Sekil 2.3.).

A intrinsik Yolak B Ekstrinsik Yolak
w APOZL ya da CD9SL w TNFa
Kemoterapstik ajanlar, radyasyon WSS il
wa da buyume faktorlerinin eksikligi ... DR yada CD95 HEE THNE1

Plazma membram

Mitokondri

Apoptozom

R e R [ 0 - = — Apoptoz

Aktif kaspaz-9
i P Aktif kaspaz-3.7

Sekil 2.3. (A) Intrinsik ve (B) ekstrinsik apoptoz sinyal yolagi (Domagoj, vd., 2011).
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2.7 Epigenetik Diizenlenmeler ve Kanser

[k olarak, 1950’ lerde Conrad Waddington tarafindan 6nerilen Epigenetik terimi
glinlimiizde “DNA dizisinde degisiklige sebep olmadan, mitoz ve/veya mayoz boliinme
ile kaltilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler” olarak tanimlanabilmektedir
(Orcan, 2006). Son yillarda yapilan ¢aligmalar neticesinde, epigenetik olaylarin,
ozellikle yiiksek organizasyonlu canhlarda olduk¢a dnemli etkileri oldugu anlasilmistir.
Epigenetik, 6zellikle canlilarin gelisim siirecinde g6zlemlenen, hiicre farklilasmalar
srasinda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki degisikliklerde 6nemli rol oynamaktadir. Gen
ifadesinde goriilen bu degisiklikler, DNA’nin secici olarak, farkli epigenetik

mekanizmalarla farkli kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.

DNA’da genetik bilgiler, organizmanin potansiyel fenotipini belirlemektedir.
Epigenetik mekanizmalar ise ¢evresel etkiler ve heniiz tanimlanmamis bazi faktorlerin
de katkstyla epigenotip ad1 verilen bir diizenlenmedir (Bora ve Yurter, 2007; Giines ve
Kilig, 2013). Epigenetik mekanizmalar arasinda en ¢ok bilinenleri RNA-aracili gen
ifadesinin kontrolii, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlaridir (Bora ve Yurter,
200; Celik, 2007; izmirli, 2013). Bu mekanizmalar transkripsiyon aktivasyonu saglayan
ve baskilayan proteinlerin aktiviteleriniy DNA ve kromatin yapida meydana gelen

modifikasyonlar1 diizenlemektedir (Bora ve Yurter, 2007).

2.7.1 RNA-aracil gen ifadesinin kontrolii

Memeli genomunun % 3 ’lik kismi, protein kodlayan mesajc1 RNA’lar1 (mRN A)
sentezlemektedir. Bu bolgelerden non-coding RNA (ncRNA) adi verilen, protein
kodlamayan RNA’lar sentezlenmektedir (Akkaya ve Dinger, 2013; Giizelgiil ve Aksoy,
2009). Bu ncRNA’larin bazilarmin epigenetik siireglerde rol aldigi bildirilmektedir
(Bora ve Yurter, 2007). ncRNA’larin bazilar1 nukleusta transkripsiyon agamasini
engelleyerek; bazi ncRNA’lar ise sitoplazmada mRNA’lar1 kesip parcalayarak veya
translasyonu durdurarak gen ifadesini baskilayabildigi ifade edilmektedir (Glizelgiil ve
Aksoy, 2009; Bodur ve Demirpenge, 2010). Ayrica ncRNA’lar histon
modifikasyonlarmm ve DN A metilasyonunun baslamasi i¢in itici gii¢ olusturdugu, bu
sayede heterokromatin bolgenin olusumuna katkida bulunarak DNA’nin  suskun

kalmasmi sagladigi diistiniilmektedir (Akkaya ve Dinger, 2013; Bora ve Yurter, 2007).
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Hiicrenin bazi genleri baskilamak amaciyla kullandigi RNA interferansi (RNA1i)
yolaklari, baghca “small interfering RNA (siRNA)” ve mikroRNA (miRNA) ad1 verilen
RNA pargaciklari ile oldugu bildirilmektedir (Bodur ve Demirpenge, 2010; Bora ve
Yurter, 2007; Giizelgiil ve Aksoy, 2009; Izmirli, vd., 2012). Bu RNA’larimn mRNA ile
etkilesimi RNA ve RNA baglayan proteinlerden zengin bir kompleks olan RISC
kompleksi (RNA-induced silencing complex) iginde meydana geldigi ifade edilmektedir
(Bodur ve Demirpenge, 2010). siRN A hedef mRNA dizisiyle birebir eslesir ve mRNA
molekiili eslesme bolgelerinden endoniikleazlar ile kesilerek pargalanir (Bodur ve
Demirpenge, 2010; Giizelgiil ve Aksoy, 2009). miRNA, siRNA’dan farkli olarak,
MRNA ile tam bir eslesme gostermediginden mRNA’y1 parcalayamaz (Glizelgiil ve
Aksoy, 2009). Ancak baslangi¢ faktorlerinin mRN A’ya baglanmasimi engelleyerek veya
baglamis translasyonda mRNA’nin ribozomdan ayrilmasma neden olarak translasyonu
baskilar (Bodur ve Demirpenge, 2010). Ancak bazi miRNA’lar, SIRNA gibi mRNA ile
tam olarak uyum gosterebilir ve mRNA’y1 parcalayarak gen ifadesini engelleyebilir
(Glizelgiil ve Aksoy, 2009). ncRNA’lar yaygmn olarak uzunluklarina gore
siniflandirilmaktadir. Nikleotit sayis1 200°den daha uzun olan ncRNA’lar uzun
kodlanmayan RNA (long non-coding RNAs-IncRNAs) olarak tanimlanmaktadir
(Akkaya ve Dinger, 2013; Giizelgiil ve Aksoy, 2009). 200 niikleotitten daha kisa olanlar
ise kiiciik kodlanmayan RNA olarak isimlendirilir.

2.7.2 Histon modifikasyonlar:

Histon modifikasyonlari kromatin yap1 ve fonksiyonunu degistirmeleri nedeniyle
epigenetik  diizenleyici olarak  bilinmektedir (Egger, wvd., 2004). Histon
modifikasyonlartyla DNA metilasyonu arasinda dogrudan iliski oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir. Okaryotk hiicrelerde DNA, bes farkli histon proteini ile
paketlenerek nikkleozom yapismi olusturmaktadir (Cooper ve Hausman, 2004). Bir
genin ifade edilmesi, histon proteinleri-DN A arasindaki paketlenmenin gevsemesi ve
nikleozom yapisinin yer degistirmesi olarak bilinen yeniden diizenlenme sonucu
meydana gelmektedir (Klung ve Cummings, 2000). Histon proteinlerinin amino ucunda
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubiqutinizasyon, ADP-ribozilasyon ve
sumozilasyon gibi g¢esitli post-translasyonel  modifikasyonlar  olusmaktadr.

Modifikasyonlarm histonlarin elektrostatik yiikiinii etkileyerek kromatin yapisini
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degistirdigi ve protein kompleksleri i¢in tanima bdlgesi olusturdugu diisiiniilmektedir.
Boylece histon-DNA ve histon-histon iliskisi etkilenmekte, DNA paketlenmesi,
replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin kontrolii gibi bircok mekanizma kontrol
edilebilmektedir. Modifikasyonlar tek baslarma veya farkli kombinasyonlarda
bulunarak kromatine bazi anlamlar katmakta veya bu anlamlar1 degistirebilmektedir
(Strahl ve Allis, 2000; Lizuka ve Smith, 2003).

Bilimsel galismalara en ¢ok konu olan histon modifikasyonu asetilasyondur
(Strahl ve Allis, 2000). Histonlarm asetilasyonu histon asetil transferaz (HAT) ve histon
deasetilaz (HDAC) enzim aileleri ile diizenlenmektedir. Negatif yiiklii asetil grubunun
histon proteininin amino ucuna takilmasiyla pozitif yiklii lizin aminoasiti yiikiini
kismen kaybetmekte, kromatinde gevseme meydana gelmekte, transkripsiyon
faktorlerinin genlerin promotor bolgelerine erisimi kolaylagsmakta ve bu sayede
transkripsiyon  gergceklesmektedir. Asetilasyon  geri  dOniisiimlii  olarak
gergeklesmektedir. Lizin amino asitinden asetil grubunun g¢ikartilmasiyla kromatin
tekrar kondense olmakta ve transkripsiyon baskilanmaktadr. Kromatinin belli bir
bolgesinde histonlarm asetile olmasi, o bdlgenin transkripsiyonel olarak aktif oldugunu
gosterirken, deasetile olmasi transkripsiyonun baskilandigini gostermektedir (Grant,

2001).
2.7.3 DNA metilasyonu

DNA diizeyindeki modifikasyonlarin en ¢ok calisilan, bilinen ve islevsel olani
DNA metilasyonudur (Fauque, 2013; izmirli, 2013; Kiirtiincii ve Eraksoy, 2008). Genel
olarak DNA metilasyonu, omurgalilarda CpG (C sitozin, p fosfat, G Guanin)
diniikleotitlerinin (CpG adaciklar1) siklikla bulundugu alanlarda sitozinin 5. karbonuna
bir metil grubunun (-CHj3) baglanmasi ile meydana gelir (Fauque, 2013; Izmirli, 2013;
Orcan, 2006). Bu reaksiyon DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri araciligiyla
gerceklestirilir (Bird., 2002) ve metil vericisi olarak S-Adenozil metiyonin (SAM)
gorev alir (Momparler ve Bovenzi, 2000). Memeli hiicrelerinde, DNA metil transferaz
aktivitesi olan DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B olarak adlandirilan 3 farkli enzim
bulunmaktadr (Okano, vd., 1998; Okano, vd., 1999) . Hiicredeki DNA metilasyonunun
durumu, DNMT enzimlerinin birbirleriyle ve histon deasetilaz gibi diger enzimlerle
etkilesimleri sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Rountree, vd., 2000; Fuks, vd., 2000) .
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Genlerin kontrol bolgelerinin yakininda yerlesmis 0.5 kb ile bir kag¢ kb biiyiik igiindeki,
CpG dinikleotidleri bakimmdan zengin olan bolgeler CpG adalari olarak isimlendirilir
(Gardiner-Garden ve Frommer, 1987). Bu kontrol bolgelerinde yer alan CpG adalarinda
goriilen DNA metilasyonu genellikle gen aktivitesini etkiler (Delgado, vd., 1998).
Genomdaki CpG diniikleotidlerinin yaklasik %80'1 tekrarlayan dizilerde dagmik olarak
bulunur. Ayrica kodlayan bolgelerin i¢cinde de daginik bir sekilde CpG diniikleotidleri
yer alr. Genomun biiyik bir bélimiinde CpG adalar1 ile iliskili olmayan CpG
diniikleotidlerinin ¢ogu metillenmis durumdadir. Bu metilasyon biiylk miktardaki
kodlamayan DNA'nin transkripsiyonel ac¢idan sessiz kalmasmnin saglanmasinda
onemlidir (Herman ve Baylin, 2003; Esteller ve Herman, 2002). Normal hiicrelerde
promotor bolgede metilasyon olmast durumu imprint edilmis genlerde ve X
kromozomunun inaktivasyonunda goriiliir (Constancia, vd., 1998; Jaenisch ve Bird,
2003). Bunun aksine promotor bolgede olan CpG adalarinda yer alan sitozinler normal
hiicrelerde metile degilken, genin igerisinde ve 3' translasyonu yapilmayan bolgede yer
alan CpG'ler ise metillenmis durumdadr (Mitsiades ve Anderson, 2009; Jones ve
Baylin, 2002). Normal hiicrelerde promotor bolgede metilasyonun diigiik olmasi ve gen
icindeki CpG diniikleotidlerinde metilasyonun olmasi; promotdr bolgeye transkripsiyon
faktorlerinin, transkripsiyon aktivatdrlerinin ve histon asetil transferaz (HAT)
enzimlerinin toplanmasmi kolaylastirirken, metilsitozine baglanan proteinler ile histon
deasetilazlarin (HDAC) gen icindeki metile CpG bdlgelerine toplanarak kromatin
yapisinin a¢ilmasima olanak saglar (Mitsiades ve Anderson, 2009). Promotdrde yer alan
CpG adalarinda metilasyonun olmamasi, uygun transkripsiyon faktdrlerinin varhginda
ve kromatin yapismm acgik olmasi durumunda gen ifadesine olanak saglar (Jones ve
Baylin, 2002). Normal hiicrelerde goriilen CpG adalarindaki metilasyon dagilimi kanser
hiicrelerinde ise tam tersidir. Kanser hiicrelerinde genin i¢inde, intronlarda wve
tekrarlayan DN A dizilerinde metilasyon diisik iken, promotor bolgelerde ise asiri
metilasyon goriilir (Mitsiades ve Anderson, 2009). Promotdr bdlgede gerceklesen
hipermetilasyon ¢esitli kanserlerde TS genlerin baskilanmas1 i¢cin yaygin olarak goriilen
bir mekanizmadr (Herman ve Baylin, 2000) . Kanserlerde CpG adasindaki metilasyon
nedeni ile baskilanmis olan genler genel olarak hiicre dongiisiiniin kontrolii, hiicre
invazyonu ve adezyonu, apoptozun diizenlenmesi, DN A hasarmim tamiri ve biiyiime

faktorlerine verilen cevapta is goren genlerdir (Galm, vd., 2006). Promotordeki
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hipermetilasyonun taranmasi kanserin erken tanisi i¢in bir potansiyel saglamakla
birlikte metilasyonun geri ¢evirilmesi i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesine yonelik bir

firsat saglamaktadir (Sidransky, 2002).

DNA Metilasyonu
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Sekil 2.4. DNA metilasyonunun sematik gosterimi (Zakhari, 2013).

2.7.3.1 DNA metil transferaz inhibitorleri (DNMTi) ve tedavi

Timorlerdeki epigenetik degisiklikler potansiyel olarak DNA metilasyon
inhibitérleri veya histon deasetilasyon inhibitorleri ile geri dondiiriilebilmektedir.
Boylelikle inaktive edilmis olan tiimdr baskilayici bir geninin aktivasyonu saglanmis
olacaktir. Bu nedenle tiimor hiicrelerinde goriilen CpG adalarinda meydana gelen
metilasyon tedavi i¢in hedef durumuna gelmistir. Hematolojik tiimdrlerde DNA
metilasyon inhibitérleri umut veren sonuglar ortaya ¢ikarmis olsa da bu yararlarin, tam
olarak epigenom tizerindeki etkilerden kaynaklanip kaynaklanmadigi heniiz tam olarak
belirlenemedigi i¢cin temel arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir (Galm, vd., 2006;

Liibbert, 1999).

DNA metilasyonunu baskilayan inhibitorler (DNMTi) iki smifta
incelenmektedir. Bunlar nikkleosid analoglar1 ve nikleosid analogu olmayan DNMT
inhibitorleridir. Nikleosid analoglar1 riboz ya da deoksiriboz birimine bagh olan
modifiye edilmis bir sitozin halkas1 tasr ve replikasyon sirasinda yeni sentezlenen
zincirin yapisina katilmaktadir (Peedicayil, 2006). DNA’nin yapisina katilan bilesiklerle
metil transferazlar arasinda kovalent baglar kurulmakta ve enzimin aktif hale ge¢mesini

engellenerek yeni sentezlenen zincirin hipometile olmas1 saglanmaktadir (Egger, vd.,
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2004; Miyamoto ve Ushijima, 2005). Nikleosid analogu olan DNMT inhibitorleri
riboniikleosid analoglar1 olan 5-azasitidin ve zebularin ile deoksiribonikleosid
analoglar1 olan 5-aza-2'-deoksisitidin ve 5-floro-2'-deoksisitidindir. Bu molekiiller
hiicredeki cesitli kinazlar tarafindan fosforilasyona ugrayip niikleosid formundan
niikleotid formuna doniistiiriilerek DNA veya RNA'nin yapisina katilir. Bu bilesikler,
DNA yapisma katilarak metilasyonu engellemektedir (Yoo ve Jones, 2006).
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Sekil 2.5. DNMT inhibitorleri ve mekanizmalar1 (Niikleosid analogu olan 5-aza-sitidin,
5-aza-2’-deoksi-sitidin ve zebularin DNA ile birlesmeden dnce genis olgiide hiicresel
yollarla metabolize edilir (kiiciik ok). Birlesimden sonra, onlar DNMT enzimleri icin
intihar substratlart olarak iglev gorir. Niikleosid analogu olmayan prokain,
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) ve RG108 enzimin aktif bolgesini baskilayarak veya
DNMT hedef sekansini kapatarak DNMT enzimini baskiar (Lyko ve Brown, 2005)).

2.7.3.2 Zebularin

Kan, prostat, akciger, kolon ve pankreas kanser hiicre hatlarmda gosterilen
oncelikli olarak kanser hiicrelerini hedef alan, zebularin ikinci jenerasyon, yiksek
derecede stabil hidrofilik bir DNMT inhibitoridir (Anderson, vd., 2010; Cheng, vd.,
2004). DNA metilasyonunun etkili bir inhibitdrii olmasinin yaninda, terapdtik bir ajan
olarak istenilen sayisiz 6zellige de sahiptir. Zebularin DNMT proteini ve zebularin-

baglanan DNA arasinda zayif kovalent kompleksler olusturarak DNMT proteini igin bir
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engel olarak hareket eder. Zebularin ayn1 zamanda ilk olarak sitidin deaminaz inhibitorii
olarak gelistirilen bir sitidin analogudur. Farede uzun siireli uygulamadan sonra bile
distik toksisite gdstermektedir (Cheng, vd., 2003; Cheng, vd., 2004). Diisiik toksisiteye
sahip oldugundan uzun siireli periyotlarla demetilleyici ajan olarak daha diisikk dozlarda
stirekli olarak verilebilir (Cheng, vd., 2004). Anormal metilasyonun timor olusumunun
erken ve gec¢ evrelerinde 6nemli bir olay oldugunu varsayarsak, bu sire¢ kanser risk
degerlendirilmesi, tedavi ve kemoterapi i¢in kritik bir hedefi temsil edebilir (Anderson,
vd., 2010).

Zebularinin diger bir gdze ¢arpan Ozelligi normal fibrobalastlar yerine tiimor
hiicrelerini tercih etmesidir. Zebularine zaman igerisinde dogrusal olarak DNA’ya dahil
edilir ve ¢esitli timor ve normal hiicre hatlarinda birlesme oranlarmi karsilastrdigimiz
zaman, normal fibrobalastlardan daha yiiksek oranda kanser hiicre hatlarma eklendigi
gosterilmistir (Cheng, vd., 2004). Ayrica, zebularinin normal fibroblastlara nazaran
timor hiicrelerinde DNA, RNA, proteinler ve hiicre biiylimesi seviyelerinde daha iyi
cevaplar elde edilmistir (Cheng, vd., 2004). Zebularin tarafindan indiklenen genler
arasinda, bu ilacin digerleri arasinda apoptozu baslatmada ve immiinoterapiyle kombine
edildiginde anti-tiimor potansiyele sahip olabilecegini destekleyen bir grup kanserle

iligkili genler ve apoptozla alakal genler vardir (Cheng, vd., 2004; Pompeia, vd., 2004).
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Sekil 2.6. Zebularinin DNMT inhibisyon mekanizmasi (Evendano, vd., 2015).

2.8 SKBR3 Hiicre Hatt1

SkBr3, 1970 yilinda Memorial Sloan-Kettering Kanser Merkezi tarafindan izole
edilen bir hiicre dizisidir. Krk ilic yasinda beyaz bir kadinin gogsiinde olusan
adenokarsinomaya bagl olarak plevral eflizyon hiicrelerinden gelismistir. Hiicre
hattinda HER2 gen tiriinii asir1 ifade edilmektedir. Ayni zamanda hormon reseptorleri
negatif (6strojen ve progesteron reseptorii) hiicrelerdir (Subik, vd., 2010). SKBR3 hiicre
hatt1t AUS65 hiicre hatt1 ile ayn1 hastadan elde edilmistir. SK BR3 hiicreleri HER2 agir1
ifade edilen meme kanserlerine direncin {istesinden gelmek isteyen c¢aligmalarda
kullanilmistir (Tseng, vd., 2006).

Bu hiicreler doku kiltiiriinde epitelyal bir morfoloji sergilerler ve immiin
yetmezlikli farelerde kot diferansiye tiimorler olusturabilirler. SKBR3 hiicreleri ve
bunlardan tiiretilen triinler HER2 i¢in yapilan ¢aligmalarda pozitif kontrol olarak
siklikla kullanilmaktadr. Ayrica, hiicre hatt1 ayn1 zamanda HER2 hedef alan terapdtik
ajanlarm taramasi i¢in yararlh bir preklinik modeldir (Fogh, vd., 1977).



3 MATERYAL VE METODLAR

3.1 Kullanilan Malzemeler
3.1.1 Kaullanilan cihazlar

Su Banyosu (Niive-NF 800)

CO,’li inkiibatdr (New Brunswick-Galaxy 170 R)

Etiiv (Jeio Tech-1B-E)

Invert Mikroskop (Nikon eclipse TS100)

Pipet Seti (Thermo Scientific)

Laminar Flow (Steril Kabinet) (Scanlaf-Mars Safety Classe 2)
Mikrodalga Frin (Kenwood)

Real Time PCR Cihazi (Agilent Tech.-AriaMXx)
Nanodrop (Shimadzu-Biotech)

Otoklav Cihazi (Niive Steamart-OT 90L)

Sogutmali Santrifiij Cihaz1 (Thermo Scientific- Micro CL 21R)
Hassas Terazi (Ohaus)

Jel Gortintiileme Sistemi (Gel Logic-212 Pro)

Pasteur Firmn1 (Jeio Tech-ON-12)

Derin Dondurucu (Bosch)

Buzdolab1 (+4 °C) (Regal)

Buzdolab1 (-80 °C) (Panasonic)

pH Metre (Inolab-PH 7110)

Buz Makinas1 (Hoshizaki)

Mikroplate Okuyucu (Thermo Scientific-Multiscan Go)
PCR Cihazi (Thermo Scientific)

Manyetik Karistiric

3.1.2 Sarf malzemeler

Falkon (Isolab)

25 ve 75 cn? hiicre kiiltiir kaplar1 (Sarstedt)
Filtre (0,22 uM) (TPP)

Cryo Tiip (2 ml) (Isolab)
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Enjektor (20 ml) (Ayset)

96 kuyucuklu petri (Sarstedt)
6 kuyucuklu petri (Sarstedt)
Cam Sise (Isolab)

Meziir (S&H Labware)
Beher (S&H Labware)

Erlen (S&H Labware)

3.1.3 Kullamlan kimyasallar

Bistilfit Modifikasyon Kiti (Zymo Research)
Fetal Bovine Serum (Biological Industries)
Tripsin-EDTA (Sigma)

DMEM (Lonza)

Penisilin/Streptomisin (Biological Industries)
Zebularin (Cayman Chemical)

Tripan Blue Soliisyonu (%0,4) (Amresco)
MTT Reagent (Glentham Life Sciences)
Kristal Viyole (Merck Millopore)
Amonyum Asetat (Merck Millopore)
Sodyum K loriir (CalbioChem)

KH,PO4 (Merck Millopore)

Potasyum Kloriir (Merck Millopore)
NayHPO4 (Merck Millopore)

Tris Base (Sigma)

Methanol (Sigma)

DMSO (Merck Millopore)

2- Propanol (Merck Millopore)

EDTA (Carlo Erba)

Asetik Asit

Agaroz (Applichem)

Fenol-K loroform-izoamil Alkol (24:23:1) (Fisher Bioreagents)
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3.1.4 Kullamlan tamponlar

3.1.4.1 1XPBS tamponu

Cizelge 3.1°de verilen kimyasallar 800 ml dH,O’da ¢o6zdiiriildiikkten sonra pH
7.4’e ayarlanip toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmigtir. Otoklavlanan tampon +4
°C’de saklanmustir.
Cizelge 3.1. 1XPBS tampon igerigi.

Icerik Miktar
NaCl 8¢
KCI 0,249

Na,HPO, 1,44 ¢
KH,PO; 0,249

3.1.4.2 Lizis tamponu

Cizelge 3.2°de verilen bilesenlerden belirtilen miktarlarda almip toplam hacim
100 ml olacak sekilde hazirlanmustir.

Cizelge 3.2. Hiicre lizis tamponu icerigi.

Icerik Miktar
10 mM Tris-HCI (pH:8) 1 ml
0,1 M EDTA (pH:8) 20 ml
%00,5 SDS 5ml
dH,O 74 ml
Toplam Hacim 100 ml

3.1.4.3 Hiicre dondurma ortami

9 ml filtreden gegirilmis fetal sigir serumu (FBS) ve 1 ml dimetilsiilfoksit
(DMSO) karistirilarak hazirlanmistir.

3.1.4.4 CT doniisiim reaktifi

Cizelge 3.3’te verilen bilesenlerden belirtilen miktarlarda alinip karistirimastur.

Coziinmesi i¢cin 10 dk boyunca vortekslenmistir.
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Cizelge 3.3. CT doniistim reaktifi icerigi.
Icerik Miktar

M-Dissolving Buffer 50 ul
M-Dilution Buffer 300 pl
dH,O 900 pl

3.2 Yontemler
3.2.1 Hicre kiltiirii

SKBR-3 meme kanseri hiicre hatti Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nde
(DETAE) gérev yapan Prof. Dr. O guz Oztiirk’ten temin edilmistir. SK-BR-3 hiicreleri
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM besi yerinde
% 5 CO3 igeren 37°C’de inkiibatorde tretilmistir.

T75 petri kaplarina ekimi yapilan hiicrelerin belli yogunluga ulastiklarinda
pasajlama islemleri ger¢eklestirilmistir. Pasajlama swrasinda petri kabi1 igerisindeki besi
ortami uzaklastirilmistir. Hiicreler iizerine 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)
eklenip ykanmistir. PBS ortamdan uzaklastirilip 2 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenip
inkiibatorde 3 dk bekletilmistir. Inkiibatorden cikarilan hiicreler {izerine tripsin
inaktivasyonunun saglanmasi i¢in 2 ml besi yeri eklenmistir. Hiicreler bir falkon
icerisine toplanmistir ve 2000 rpm’de 5 dk santrifij islemi gerceklestirilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmistr ve pelet 1 ml taze besi yerinde siispanse hale getirilmistir.
Devaminda hemositometrede hiicrelerin saymui gerceklestirilmistir ve saymm yapilan
hiicrelerin yapilacak deneye gore yapilacak hiicre kiiltiirii deneyine 6zgii petri kaplarma

ya da tekrardan T75 petri kaplarina ekimi yapilarak pasaj islemi gergeklestirilmistir.

3.2.2 Hiicre canlii@imn belirlenmesi

Hiicre canliligit MTT testi ile yapilmusti. MTT nin canh hiicreler icerisine
girmesiyle boyanin indirgenmesi sonucu mor renkli formazan tuzlarit meydana gelir ve
bu sayede kolorimetrik dl¢iimlerle bagil hiicre canlilig1 belirlenmektedir. Bu amagla 96
kuyucuklu petrilere her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde SKBR-3 hiicrelerinin

ekimi gergeklestirilmis ve hiicrelerin yapigsmasi beklenmistir. Hiicrelere zebulerine (0-
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140 uM) uygulamasi yapilmistir ve hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicreler tizerine 10 pl MTT eklenmis ve hiicreler 4 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda MTT eklenen besiyeri uzaklastirilp hiicreler iizerine 100 pl
DMSO eklenmistir ve 5 dk karanhkta bekletilmistir. ELIZA okuyucuda 570 ve 650
nm’lerde Olgclimleri gergeklestirilmistir. Deneyler en az ii¢ tekrarli olacak sekilde

yapimistir.
3.2.3 Hiicre sagkalim tayini

Uygulanan ilacm hiicreler lizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesiamaciyla
tripan mavisi ile hiicreler boyanarak hiicre sagkalim deneyleri gergeklestirilmistir.
Oncelikle her kuyucukta 1x10° olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere SKBR-3
hiicrelerinin ekimi yapimistir ve hiicrelerin yapismas: beklenmisti. MTT testi
sonucunda belirlenen 1Csp degerinde hiicrelere zebularin (40 pM) uygulanmustir.
Hiicreler 24, 48, 72 ve 96. saatlerde saymmlar1 yapilacak sekilde inkiibe edilmistir.
Belirlenen saatlerde hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla kaldrilarak tiiplere toplanmustir.
2000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmis ve siipernatant uzaklastrilmistir. Pelet tizerine 50
ul besiyeri ve 50 pl tripan boyasi eklenmistir. Hiicreler homojen hale getirilmis ve

hemositometrede saymmlar1 ger¢eklestirilmistir.

3.2.4 Yaraiyilesmesi deneyi

Zebularinin hiicre go¢li ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin {izerine etkilerinin
incelenebilmesi i¢in yara iyilesmesi (wound-healing) deneyi gergeklestirilmistir. SK BR-
3 hiicrelerinin her kuyucukta 25x10* hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekimleri
yapimistr ve hiicrelerin yapigsmasi beklenmistir. Yapisan hiicreler diiz bir hatta olacak
sekilde her kuyucugun tam ortasindan 200 pl’lik pipet ucu yardimiyla kazmmistir.
Hiicre artiklarmi temizlemek amaciyla 1xPBS ile yikama yapilmistir. Yikama sonrasi
ilagh (zebularin-40 pM) ve ilagsiz (kontrol grubu) 2 ml taze media eklenmistir. 24, 48,

72 ve 96. saatlerde hiicrelerin hareketleri izlenmistir ve goriintiileri kayit edilmistir.

3.2.5 Soft-agar koloni olusum deneyi

Ankraj bagimsiz biiyiime hiicrelerin transformasyon yeteneginin olmas1 sonucu

diiz bir yiizeye bagmmli olmadan biiylimelerileridir. Soft-agar koloni olusum deneyi ile
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in vitro olarak bu hiicrelerin malign transformasyonlar1 incelenebilmektedir. Bu amag
dogrultusunda oncelikle 6 kuyucuklu petriler 1:1 oraninda %20 FBS iceren DMEM ve
%0,6 agaroz ile kaplanmistr ve donmasi beklenmistir. Her kuyucukta 5x10° hiicre
olacak sekilde yine 1:1 oraninda karistrilmig %10 FBS iceren DMEM (zebularin (40
uM) eklenmis ve eklenmemis iki farklh DMEM) ve %0.3’luk agaroz karigimi,
hazirlanan petrilerin {izerine ekilmistir. 20 giin siireyle inkiibasyona brrakilmistir. Her
ki giinde bir st besiyeri taze besiyeri ile degistirilmistir. Yirmi giin sonunda
kuyucuklar %0,005°1ik kristal viyole ile muamele edilmistir ve 20 dk bekletilmistir.

Boyama sonrasinda olusan koloniler mikroskop yardmiyla incelenmistir.

3.2.6 DNA izolasyonu

Metilasyon analizlerinin yapilabilmesi i¢cin SKBR-3 hiicrelerinden DNA
izolasyonu yapilmistir. 100 mm’lik petrilere 2x10° hiicre olacak sekilde hiicrelerin
ekimleri yapilmistir ve hiicrelerin yapigmalari beklenmistir. Devaminda hiicrelere ilag
uygulamasi (Zebularine-40 uM) yapilmistir. Calismaya degisimin incelenebilmesi igin
ila¢ uygulanmayan kontrol grubu da dahil edilmistir. Uygulama sonrasinda zebularinin
metilasyon lizerindeki zamana bagh etkilerinin incelenebilmesi i¢cin 24, 48 ve 72.
saatlerde DNA izolasyon islemleri gerceklestirilmistir. Belirlenen saatlerde hiicreler 1x
PBS ile yikanmistir ve kazimma islemleri yapilip hiicreler falkonlara toplanmistir.
Stipernant uzaklastirilip pelet lizerine lizis tamponu eklenmistir. Pelet tampon icerisinde
homojen hale getirildikten sonra buz lizerinde 1 saat bekletilmistir. 13.200 rpm’de 10 dk
(+4 °C) santrifiij isleminden sonra siipernatant yeni tiiplere alinmustir ve ilizerine 8 pl
RNAse ve 6 ul Proteinaz K eklenmistir. 37 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Hacim belirlenip 1:1 oraninda fenol-kloroform-izoamilalkol eklenmistir. 13.200 rpm’de
15 dk santrifiij isleminden sonra iist fiz yeni 1,5 pl’lik tiiplere almmustir. Ornek iizerine
200 pl 3 M amonyum asetat (pH:5,2) eklenmistir ve 20 sn vortekslenmistir. Proteinlerin
cokmesi igin 13.200 rpm’de 3-5 dk santrifiij islemi yapilmustir. Ust faz yeni tiiplere
almip {izerine 600 pl izopropanol eklenmistir. Iyice karigmasi saglandiktan sonra
genomik DNA’y1 dibe ¢oktirmek i¢in 13.200 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir.
Stipernatant uzaklastirilip pelet iizerine 600 pl %70’lik EtOH eklenmistir. Son bir

santrifiij isleminden sonra siipernatant atilir ve yikanan DNA peleti EtOH’1 tamamen
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uzaklastirmak i¢cin kurumaya birakilir. DNA peleti 20 pl Tris-EDTA tamponu igerisinde
cozdiiriiliip elde edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de sak lanmustr.

3.2.7 Bisiilfit modifikasyonu

[zolasyonu yapilan DNA’lara PCR isleminden 6nce bisiilfit modifikasyonu
uygulanmustir. Burada metile olmus sitozinler degismeden kalrken unmetile olan
sitozinler timine donistiiriilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda Zymo EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit (Cat no: D5001) kullamlmistr. Kit protokolii dogrultusunda,
hazirlanan CT doniisiim reaktifinden 130 pl CT doniisiim reaktifi ve 20 pul DNA 6rnegi
karstrilp 98 °C’de 10 dk, 64 °C’de 2,5 saat ve 4 °C’de 20 saat asamalarinda PCR
islemi uygulanmustir. Yapilan PCR iseminden sonra Zymo-Spin'™ IC kolonlara 600 pl
M-binding buffer eklenip iizerine PCR islemi uygulanan DNA Orneklerinin tamami
eklenmistir ve karismasi saglanmistr. En yiiksek hizda (>10,000 g) 30 sn santrifiij
yapimistr. Kolonun alt kisminda kalan s1vi dikkatlice uzaklastwrilmistir. Kolon {izerine
100 pl M-Wash Buffer eklenmistir ve 30 sn spin attirilmistir. Kolon tizerine 200 ul M-
Desulphonation Buffer eklenmistir ve 20 dk bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra en
yiksek hizda 30 sn santrifiij yapilmistir. Kolon tizerine 200 ul M-Wash buffer
eklenmistir ve 30 sn spin attirilmugtir. Kolonun tist kismi 1,5 pl’lik tiiplerinin {izerine
yerlestirilmistir ve 10 pl M-Elution Buffer dogrudan kolon tabanina gelecek sekilde
eklenmistir. Kisa bir spin islemi ile DNA kolonlardan asag1 ¢oktiirtilmiistiir.

3.2.8 Realtime PCR

DNA metilasyon analizlerinin yapilabilmesi i¢in metilasyon spesifik-HRM (MS-
HRM) analizleri yapimistir. Bisiilfit modifikasyonu ger¢eklestirilen DNA Ornekleri
(ilag uygulanmayan kontrol grubu ve zebularin uygulanmis 24, 48 ve 72. saatlerde
SKBR-3 hiicrelerinden izolasyonu yapilmis DNA ornekleri) 96 kuyucuklu plate’e
cizelge 3.4.’de gosterilen miktarlarda koyulmustur. Kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9

metilasyon analizleri i¢in ¢izelge 3.5’te belirtilen primerler kullanilmistir.

Ormeklerin metilasyon oranlarmmn karsilastirilabilmesi i¢in tamamen unmetile

ve hemi-metile kontrol gruplar1 kullanilmistir. Kontrol DNA’lar kullanilmadan 6nce
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bilsiilfit modifikasyonu yapilmistir. Cizelge 3.4’te verildigi gibi reaksiyon bilesenleri 96

kuyucuklu plate icerisine eklenmistir.

Cizelge 3.4. MS-HRM analizleri icin PCR igeriginin hazirlanmasi.
2x Brillant HRM Ultra-

Fast Loci master mix 10wl
DNA ornegi 20 ng

F primer 150 nM

R primer 150 nM

Toplam hacim 20 pl’ye tamamlamak
Niikleaz-free su o T
icin yeterli miktar

Toplam hacim 20 wl

Cizelge 3.5. Kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’a ait primer dizileri.
Primer

Adi

Kaspaz-3 Unmetile Forward 5’-TGAGTTTTAGGGTGGGATTAAAGT-3’
Unmetile Revers  5>-CACTACAACCCATCCCCTAA-3’
Metile Forward 5’-TTTAGGGCGGGATTAAAGC-3’
Metile Revers 5’-CTACGACCCGTCCCCTAA-3’

Kaspaz-8 Unmetile Forward 5’ -TTGTTGTTTGGGTAATGTATTGA-3’
Unmetile Revers  5’-CAACCCTACTTAACTTAACCCTACTCA-3’
Metile Forward 5>-TGTTGTTTGGGTAACGTATCGA-3’
Metile Revers 5’-CCCTACTTAACTTAACCCTACTCGAC-3’

Kaspaz-9 Unmetile Forward 5’-GTGGGGAGTGAAGATTGATTT-3’
Unmetile Revers  5’-CCACTTCATCCATAACAAATAACC-3’
Metile Forward 5’-GGGAGCGAAGATTGATTC-3’
Metile Revers 5’>-CTTCGTCCATAACGAATAACC-3’

Primer Dizisi

Agilent Aria Mx Real Time PCR sistemi kullanilarak MS-HRM analizleri
yapimistr. Hazirlanan ornekler cihaza yerlestirildikten sonra sekil 3.1°de belirtilen

termal profilde reaksiyon gerceklestirilmistir.
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Thermal Profile

Estimated Runtime: N/A

0300

| %s'c

50 Cycles

High Resclution Melt
Resolution: 0,2°C SoakTime: 10s
00230 00230

95°C

Sekil 3.1. MS-HRM analizleri i¢in dongii kosullar1.

3.2.9 istatistiksel analiz

Olasilik degerleri;

p>0,05 anlamh diizeyde farklilik yoktur

p<0,05 d6nemli diizeyde farklilik

p<0,01 ¢ok dnemli diizeyde farklilik

Yapilan biitiin deneyler en az lic tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmistir.
yapilan deneylerin ortalamalar1 alinarak Graph Pad 4.04 istatistik programi ile
istatistiksel analizleri gerceklestirilmistir. Analizlerde bagimsiz t-testi kullanilmistir.

P<0,001 ileri diizeyde farklilik olarak degerlendirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Zebularinin SKBR-3 Hiicre Hattinda Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkileri

Zebularinin SKBR-3 meme kanseri hiicrelerinde doza bagh hiicre canlilig:
tizerine etkilerinin incelenebilmesi amactyla MTT deneyi uygulanmistir. Bu amag i¢in
SKBR-3 hiicrelerine artan konsantrasyonlarda (0-140 uM) 24 saat boyunca zebularin
uygulamast yapilmistr. Elde edilen sonuglar neticesinde zebularinin artan dozlariyla
birlikte SKBR-3 hiicre canhiligmin azaldigi gbzlenmistir ve hiicrelerinin %50 nin
6ldiigil deger olan ICs0 degeri 40 puM olarak belirlenmistir ve diger deneylerde hiicrelere

40 uM uygulanmistr (Sekil 3.1).

SKBR'3 @ Zebularin

120

100

80 -

60 -

40 ~
20 A

Bagil Hiicre Canlilig1 (%)

o
1

N

Q Q Q Q Q Q Q Q Q \] \}
6‘@ ®%0 AN R M A S S MR\ )
RN

N

ila¢ Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.1. Zebularinin farkli dozlarmimn (0-140 puM) SKBR-3 hiicre hattinda 24 saatteki
hiicre canhlig1 iizerine etkisi (fla¢c uygulamasi yapilmayan kontrol grubu ile
karsilagtirlldiginda ICsq degeri 40 uM olarak belirlenmigstir. Negatif kontrol olarak ise
ilacin ¢ozdiiriildiigii DMS O kullaniimistir).

SKBR-3 hiicrelerinde zebularinin zamana bagh etkilerinin incelenebilmesi igin
sagkalim deneyi yapilmistr. MTT deneyi sonucunda belirlenen ICso degerinde
zebularin uygulanan hiicrelerin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde tripan mavisi ile boyamalar1
yapilmistrr ve hemositometre yardimiyla hiicre sayimlari gerceklestirilmistir. Yapilan
sayimlar sonucunda 6lii ve canli hiicre oranlar1 hesaplanmistir ve kontrol grubu ile

karsilastirildiginda 24 saatte zebularinin hiicre biiyiimesini durdurdugu gozlemlenirken,



48 saat ve sonrasinda hiicre canliliginda anlamh bir sekilde azalma gdzlenmektedir

(Sekil 3.2) (p<0,0001).
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Sekil 4.2. Zebularinin SKBR-3 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu iizerine etkileri
(SKBR-3 hiicrelerine 40 uM zebularin uygulamast yapilmistur ve zamana bagh (24-96
Saat) etkileri incelenmistir. 24 saatlik araliklarla kaldirilan hiicreler tripan mavisi ile
boyanarak sayimlar: gergeklestirilmistir).

4.2 Zebularinin Hiicrelerin Metastaz Uzerine Etkile rinin incelenmesi

Zebularinin  hiicre gocii ve hiicre-hiicre etkilesimleri {izerine etkilerinin
incelenmesi amaciyla yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. Yapisan SKBR-3 hiicrelerine
yara agilarak zebularin (40 pM) uygulamasi sonrasinda yara genisliginde meydana
gelen degisiklikler kontrol grubu ile karsilastirilmistr. Yapilan analizler sonucunda
kontrol grubunda giinden giine yaranin kapandigi gozlenirken, zebularinin hiicre

gociinii ve proliferasyonu engelledigi gé zlenmistir (Sekil 3.3).
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0.Saat 24.Saat 48. Saat 72.Saat 96. Saat

Kontrol

pM

Zeb-40

Sekil 4.3. Zebularinin hiicre go¢ii ve proliferasyonu iizerine etkileri (Yara alanm 151k
mikroskobu altinda incelenmistir (10X)).

Yara iyilesmesi deneyinde yara kapanmasi 24 saatlik periyotluk araliklarla
incelenmigtir. Yara genislikleri 6l¢tildiigiinde kontrol grubunda 0. saatte 317 pum olan
yara boyutunun 96 saat sonunda 62 um’ye distiigii gézlenmistir. Zebularin uygulanan
SKBR-3 hiicrelerinde ise 0. saatte 427 um olarak olarak dlciilen yara genisligi 96. saat
sonunda 420 um olarak Ol¢tilmiistir. Bu sonuglar neticesinde zebularinin yara

iyilesmesini engelledigi g6 zlenmektedir (p<0.001) (Sekil 3.4).

H Kontrol
[ Zeb-40 pM
500 * %k
450 ek ek **k*k
S 400
2 350
25»300 .
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Sekil 4.4. Yara iyilesmesi deneyi yara genisligi dlctimleri (Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda gruplar birbirisi ile karsuastirildiginda zebularinin proliferasyonu azalttig
ve hiicre gogiinii engelledigi gozlenmistir (p<0,001)).
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Hiicrelerin kat1 bir ylizeyden bagimsiz bir sekilde ve birbiri {izerinde
bliyliyemezler. Yiizeyden bagimsiz bir sekilde biiylimeleri i¢in transformasyon
gecirirler. Bunu gostermek amaciyla soft-agar koloni olusum deneyi yapilmistir.
Yapilan deneyde ila¢ uygulanmayan kontrol grubunda biiyiik bir koloni gdzlenirken
(61,65 um), zebularin (40 puM) uygulanan SKBR-3 hiicrelerinin ise koloni ¢aplari
kiictildiigli gozlenmektedir (16,28 pum). Sonug olarak zebularinin SKBR-3 hiicrelerinin
ylizeyden bagimsiz bir sekilde biiylimelerini engelledigi tespit edilmistir. (p<0,001)
(Sekil 3.5).

Sekil 4.5. Soft-agar koloni olusum deneyi mikroskop goriintiisii (40X) ((4) fla¢
uygulanmayan SKBR-3 hiicreleri, (B) Zebularin uygulanan SKBR-3 hiicreleri.
Istatistiksel analizler sonucucunda zebularin SKBR-3 hiicrelerinin yiizeyden bagimsiz
bir sekilde biiyiimesini engellemektedir (p<0,001)).

4.3 Zebularinin Zamana Bagh Olarak SKBR-3 Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik

EtKkilerinin Gosterilmesi

Zebularinin apoptotik mekanizmada etkili olan kaspazlar iizerine olan etkilerinin
arastirilmas1 icin metilasyon spesifik HRM analizleri gerceklestirilmistir. Izolasyonu
yapilan DNA Orneklerine PCR islemi uygulanmadan Once bisiilfit donigiimii
yapimistr. Sonuglarin yorumlanabilmesi i¢in kontrol olarak tamamen unmetile ve
hemi-metile DNA oOrnekleri kullamilmustir. Yapilan analizler sonucunda kaspaz-3
genindeki metilasyonlar incelendiginde; ilag uygulanmayan kontrol grubunun

metilasyonunun %50°nin iizerinde oldugu gozlenmektedir. Yirmi dort saatlik ilag



uygulamast sonrasinda

kontrol grubuna gore azaldidigi
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saptanwken, %50’ nin

tizerindedir. Kk sekizinci saat ve 72. saatte ise tekrardan metilasyonda bir artis

meydana gelmektedir.

Melt Difference Plots
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Sekil 4.6. Kaspaz-3 genine ait zebularin uygulanan ornekler ve kontrol gruplarmin

“melt difference plot” goriintiisii.
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Melt Raw Derivative Curve
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Sekil 4.7. Kaspaz-3 genine ait zebularin uygulanan ornekler ve kontrol gruplarmin
“Melt raw/derivative curve” goriintiisii.

Kaspaz-8 geninde yapilan metilasyon analizleri sonucunda elde edilen veriler
incelendiginde; zebularin uygulanan 6rnekler kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24
saatlik zebularin uygulamasi sonrasinda metilasyonun bir miktar diistiigi gozlenirken,
48 saatte bu oran artmakta kontrolden de fazla olmakta, 72 saatte tekrardan bir diisiis
meydana gelmektedir. Totalde bakildiginda higbir 6rnekte metilasyon %50’ nin altina

dismemektedir.



Melt Difference Plots

Unmetile DNA
. Hemi-metile DNA
3000 ~ \ Kontrol
Zeb-24 H
\I Zeb-43 HMl
Zeb-12H
|

g

Fluorescence (R)
g

0

80 85 30
Temperature (°C)

Sekil 4.8. Kaspaz-8 genine ait zebularin uygulanan 6rnekler ve kontrol gruplarmnin
“melt difference plot” goriintiisii.
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Sekil 4.9. Kaspaz-8 genine ait zebularin uygulanan ornekler ve kontrol gruplarmin
“Melt raw/derivative curve” goriintiisii.

Kaspaz-9 geninde yapilan metilasyon analizleri sonucunda elde edilen veriler
incelendiginde; zebularin uygulanan ornekler kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24
saatlik zebularin uygulamasi sonrasinda metilasyonda artig gozlenmektedir. Kirk sekiz

saatte bu oran artmaya devam etmekte fakat 72 saatte bir diisiis meydana gelmektedir.

Totalde bakildiginda hicbir 6rnekte metilasyon %50’ nin altina diismemektedir.
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Sekil 4.10. Kaspaz-9 genine ait zebularin uygulanan 6rnekler ve kontrol gruplarmin
“melt difference plot” goriintiisii.
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Sekil 4.11. Kaspaz-9 genine ait zebularin uygulanan 6rnekler ve kontrol gruplarmin
“Melt raw/derivative curve” goriintiisii.
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5 TARTISMA VE SONUC

Kansere bagl oOliimlerden sorumlu tiimorler arasindaki en yaygm gdzlenen
kanser olan meme kanseri, kadmlarda goriilen tiim kanserlerin yaklagsik %30’ unu
olusturmaktadr (Topuz, vd., 2003). Saghk bilimlerindeki ilerlemelere, erken tam
yontemlerinin gelismesine, toplumun bu konuda duyarhihignin artmasina karsin, meme
kanseri yasami tehdit etmeye devam etmektedir ve insan yasamini sonlandrmaktadir
(Weber, 1997; Vogel, 2003; Mincey, 2003; Burke, vd., 1997). Bu tehditin
azaltilmasinda ve kanserden ger¢eklesen Oliimlerin ortadan kaldrilmasi i¢in terapotik
tedavilerin gelistirilmesinin karsinogenez, kanserli hiicre proliferasyonu ve timor

gelisimi gibi etkenler iizerinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir.

Kanserde genetik degisiklerden ziyade genomik DNA’ya metil grubunun
eklenmesi gibi kovalent degisiklikler daha fazla meydana gelmektedir (Martens, vd.,
2009). Bu degisikler de genlerin susturulmasina saglamakta ve kemoterapide hiicrelerin
ilaca diren¢ kazanmasma neden olmaktadir. Son yillarda kullanilan terapotik ajanlardan
bir tanesi de DNA metilasyon mekanizmasinda etkili zebularindir ve bu alanda ¢esitli
calgmalar bulunmaktadr (Bradbury, 2004; Cheng, vd., 2004; Jonathan, vd., 2004;
Yang, vd., 2013). Fakat zebularin ile alakali meme kanserinde yeterli sayida bir ¢alisma
mevcut degildir. Bu nedenle literatirde bu konuda bir ¢aligmaya rastlanmadigi i¢in
meme kanseri hiicre hatti SKBR3 iizerinde zebularinin etkinligi ile ilgili bir ¢alisma

gerceklestirilmistir.

Bu c¢alismada diger DNMTi inhibitdrlerinin arasindan zebularin se¢memizin
nedenlerinden bir tanesi zebularinin daha disiik kontsantrasyonlarda da etki
gosterebilmesidir. Bu avantajindan 6tiirti de diisiik toksisiteye sahip bir ilagtr. Yapilan
caligmalarla da bu desteklenmektedir. Zhou ve ark. (2012)’nin yaptiklar1 ¢aligmada,
zebularinin insan lens epitelyal hiicrelerindeki doza ve zamana bagh etkilerini
incelemislerdir. Hiicrelere ¢esitli konsantrasyonlarda zebularin uygulamasi yapmuglar ve
12-96 saat arasi hiicre canliigmm belirlemislerdir. 96 saatteki proliferasyona
bakildiginda 10 uM’da dahi %25,6 oraninda bir hiicre baskilanmas1 gzlenmektedir. 50
uM’da %52,6 oraninda baskilanma ve 100 uM’da ise %57,2 oraninda bir hiicre 6limii
gerceklesmektedir.
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Tan ve ark. (2013)’de yaptiklar1 bir baska ¢aligmada ise insan gastrik kanser
hiicrelerinde zebularinin doza ve zamana bagl olarak hiicre biiylimesini baskiladigini
gdzlemlemislerdir. Ug farkh insan gastrik kanser hiicre hattim 10, 50 ve 100 uM
zebularin ile 48 saat tedavi etmislerdir. Tedavi sonrasinda, Ozellikle de BGCS823
hiicrelerinde biiylimenin 6nemli derecede baskilandigini bulmuslardir. BGC823 gastrik
kanser hiicrelerinde 48 saat tedavi sonrasinda 50 uM zebularin uygulamasi ile %50’ nin

altinda bir hiicre canlilig1 gdzlemlemislerdir.

Balch ve ark. (2005); Hey, A2780 ve cisplatin-direngli A2780/CP over kanser
hiicre hatlarinda yaptiklar1 bir calismada da yine c¢esitli dozlarda zebularin
kullanmiglardir. Zebularinin artan dozlarinda (20, 50, 100 ve 200 uM) 48 saat siireyle
hiicreleri tedavi etmislerdir. Ug hiicre hattinda da 50 uM’da yaklasik %40-50 oraninda
bir biiylime baskilanmasi gerceklesirken, 200 pmol/L’da bu deger %65 {lizerine
cikmaktadr. Bu yapilan ii¢ caligma sonucunda da yaptigimiz calismaya benzer sonuglar
elde edilmistir ve ayni sekilde diistik dozlarda zebularin uygulamasi sonucunda etkili bir
hiicre Oliimiiniin gergeklestigini  gostermislerdir. Bizim c¢alismamizi destekleyici

nitelikte calismalardir.

Billam ve ark. (2009)’nin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1
ile yaptiklar1 bir calismada ise, SKBR3 hiicrelerinde yaptigimiz ¢alismadan farkli olarak
daha yiiksek dozda daha etkili sonuglar elde edilmistir. Zebularinin 25-500 uM arasinda
degisen konsantrasyonlarda 24-96 saat araliginda tedavi sonrasinda zamana ve doza
bagh olarak proliferasyonunun baskilanmasi incelenmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde
zebularinin 100 pM degerinde ancak 72. saatlerde yaklasik %50 oraninda bir
baskilanma gozlenmektedir. MCF-7 hiicrelerinde ise 100 pM degerinde bu oran
%50°nin ¢cok daha altindadr. MDA-MB-231  hiicreleri ile MCF-7 hiicreleri
karsilastirildiginda, MCF-7 hiicreleri belirsiz nedenlerle zebularin-aracili toksisiteye

daha az duyarldur.

Yapilan bu ¢alismada ise, SKBR-3 meme kanseri hiicrelerinde zebularinin doza
bagh hiicre biiyiimesi lizerine etkileri incelendiginde, SKBR-3 hiicrelerini zebularinin
artan dozlariyla (0-140 uM) 24 saatlik siire ile muamele edilmesi sonucunda 40 uM

degerinde hiicrelerin %50 sinin biiylimesinin baskilandig1 gosterilmistir.
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Ayni zamanda gergeklestirilen sagkalim deneyi ile de zebularinin (ICsq: 40 uM)
zamana baglh etkileri incelenmistir. Hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saatlik siirelerle zebularin
ile muamele edildiginde, hiicre canlilif1 lizerine etkilerine bakilirsa 48. saatte hiicre
canliligi %47.5, 72. saatte %23.75, 96. saatte ise %21.25’e diismektedir. Yirmi dort
saatte zebularinin hiicre biiylimesini ¢ok fazla baskilamadigi gozlenmektedir (hiicre
canlihgr %96,25). Bu sonuglar neticesinde de zebularinin diisiik dozlarda da hiicre
bliylimesinin baskilanmasinda etkili oldugu sdylenebilmektedir. Bu sonuglara
bakildiginda diger DNMT inhibitorlerinin aksine, zebularinin meme kanseri

hiicrelerinde daha az toksisiteye sahip oldugu gézlenmistir.

Kanser hiicrelerinin ¢evredeki dokulara invazyonu ve damar olusturmasi tiimér
metastazinda ilk asamadir. Metastaz ekstraseliiler matrikse yapigmalarmi ve hiicre
zarmm ¢ikmtili hareketi tarafindan yonetilen kanser hiicrelerinin kemotaktik gd¢iinii
gerektirir. Intraviral goriintiilemedeki son gelismeler ve in vivo invazyon testinin
gelismesi birincil tiimdrlerde bulunan ekstraseliiler matriks mimarisi ve diger hiicre
tiplerini igeren mikrogevre unsurlari tarafindan diizenlenen kanser hiicre gii¢iiniin nasil
olduguna dair yeni gorilisler saglamaktadwr. Bu sonuglar in vitro ¢aligmalardan elde
edilen bulgularla karsilastrildiginda, invazyon ve metastaz sirasinda hiicre hareketinin
ve kemotaktik goc¢lin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasinda yeni bakis agilar

saglamistir (Yamaguchi, vd., 2005).

Zebularinin  hiicre go¢ii lizerine ve hiicrelerin metastaz yapma yetenekleri
iizerine etkilerine incelenecek olursa, bir ¢alismada Hellebreker ve ark. (2006), insan
umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC)’inde DNMTi 5-aza-2’-deoxycytidine (DAC)
ve zebularin ve HDAC: trichostatin A (TSA)’nin yara deneyi ile endotelyal hiicre
gociinii degerlendirmislerdir. 1,000 nmol/L konsantrasyonda DAC uygulandiginda
hiicre go¢ilinde 6nemli derecede bir degisiklik gdozlenmemistir. Ayni sekilde 500 umol/L
konsantrasyonda zebularin uyguladiklarinda DAC ile karsilastirildiginda hiicre gd¢iinii
baskilamada daha etkin bir sonug¢ vermektedir. Bu iki kimyasalin aksine, TSA etkili bir
sekilde hiicre go¢iinii inhibe etmistir (p<0,05).

Bir bagka ¢alismada ise Zhou ve ark. (2012), insan lens epitelyal hiicrelerinde

(LECs) transwell deneyini kullanarak hiicre gogiinii arastrmuglardir. Zebularine (50 ve
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100 uM) doza bagiml olarak LECs hiicre gd¢iinii baskilamigtir. Maksimum baskilanma
100 pM zebularin uygulamasinda gbzlenmektedir (p<0,01).

Yaptigimiz ¢alismada da yara iyilesmesi deneyi yardimiyla zebularinin SKBR-3
meme kanseri hiicre hattinda hiicre gogii tizerine etkilerini incelenmistir. Zebularin (40
uM) uygulamasi sonrasinda 24 saatten 96 saate kadar hiicre go¢ii izlenmistir ve yapilan
gozlemler sonucunda zebularinin Onemli derecede hiicre gogiinii engelledigi
bulunmustur (p<0,001). Bu sonuglar da bize zebularinin meme kanseri hiicre SKBR3 ’te
hiicre gociinii ve hiicre-hiicre etkilesimlerini baskilayarak hiicrelerinin metastaz

yapmasini engelledigini gostermektedir.

Ayrica yapilan bir diger calisma olan soft-agar koloni olusum deneyi ile de
zebularinin ylizeyden bagimsiz bir sekilde biiyliylip biiylimedigi arastrilmistir. Hiicre
transformasyonu ile hiicreler malignant bir transformasyon ge¢irerek tiimor
olusabilmektedirler. Bu donilisiim sayesinde de yiizeyden bagimsiz bir sekilde de
bliylime gerceklestirebilirler. Arastirma sonucunda zebularin uygulanan SKBR-3
hiicrelerinin hiicre transformasyonunun biiyiik oranda baskilandig1 ve biiylimelerinin
engellendigi bulunmustur (p<0,001). Sonug olarak malignant bir doniigiim ile hiicrelerin

tlimor olusturmasi bu sayede engellenmektedir.

Zebularinin bir diger 6nemli 6zelligi, diger DNMT inhibitorlerinin aksine
normal fibroblastlardan ziyade, kanserli hiicreleri tercih etme egilimindedir. Bundan
dolay1 normal fibroblastlarla karsilastirildiginda, tiimor hiicre hatlarnda daha fazla
hiicre biiylimesi baskilanmas1 ve gen ekspresyonu gostermektedir. Ayni zamanda da
oncelikli olarak DNMT1’i engellemekte ve kanser hiicrelerinde kanser iligkili antijen
genlerini  uyarabilmektedir. Kanser iligkili antijen genlerini uyardigi igin de
immiinoterapi ile kombine edildiginde, anti-tiimér potansiyele sahip olabilecegini

destekleyen bir grup kanserle ve apoptozla iliskili gen bulunmustur (Cheng, vd., 2004).

Napso ve Fares (2014), yaptiklar1 ¢alismada SCC-9 ve SCC-25 bas-boyun
kanseri hiicre hatlarinda zebularinin apoptotik etkinligini arastirmiglardir. Apoptoz
tespiti i¢in tunel deneyi ve western blot ¢alismalalarmi kullanmuslardrr. Iki apoptoz-
iligkili gen olan PARP ve kaspaz-3’iin western blot analizleri sonucunda, PARP kesimi

ve kaspaz-3’iin aktif formunun seviyelerinin uyarmm gosterilmistir. Aktif proteinlerin
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maksimum seviyelerine 72 saat tedavi sonrasinda ulasilmistir. Hiicre hatlar1 72 saatlik
tedavi sonrasinda kaspaz-3 seviyelerindeki artis agisindan farkhlik gostermektedir.
SCC-9 hiicrelerinde kontrolden 10 kat daha fazla yiiksek seviyede aktif form
gozlenirken, SCC-25 hiicrelerinde ayni zaman araliginda sadece 4 kat daha fazla
bulunmustur. Tunel deneyi ise hem SCC-9 hem de SCC-25 hiicreleri arasinda apoptotik

hiicrelerin varligmi gbstermislerdir.

Magana ve ark. (2012), P53 mutant olan Jurkat, CEM-6 ve MOLT-4 16semik T
hiicrelerinde zebularinin apoptotik etkilerini arastirmislardir. Arastirma sonuglarina gore
her ti¢ hiicre hattinda da zebularinin kaspaz-bagimh apoptozu indikledigi gosterirken,
normal T lenfositlerin bu demetilleyici ajanlara yiiksek derecede direngli oldugunu
gostermiglerdir. Ayni  zamanda, zebularin reaktif oksijen tiirlerinin olusumu,
transmembran potansiyel kaybi ve bak aktivasyonu gibi mitokondriyal degisimlerin
uyarilmastyla bu hiicre hatlarinda intrinsik apoptotik yolagi da aktive etmektedir. Elde
edilen sonuglar, zebularin tarafindan aktive edilen mitokondriyal apoptotik yolagin

temelde DNA hasar olusumuna bagli oldugunu desteklemektedir.

Yapilan benzer bir ¢alismada da Tan ve ark. (2013), BGC823 gastrik kanser
hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada zebularinin apoptotik etkilerini incelemislerdir.
BGCB823 hiicrelerini 48 saat siireyle zebularin (10-100 uM) ile muamele etmislerdir.
Annexin V-FITH/PI deneyi ile elde edilen sonuglar neticesinde zebularinin doza

bagimli bir sekilde apoptozu tetikledigini gdstermislerdir.

Nakamura ve ark. (2013), HepG2 ve HeLa hiicreleri ile yaptiklari ¢caligmada,
Tunel deneyi ile HepG2 hiicrelerinde apoptotik hiicre Oliimiiniin  varhgmi
gostermiglerdir.  Hiicreleri 72 saat boyunca zebularine maruz biraktiklarinda ise
apoptotik hiicre sayisinda artis meydana gelmistir. Ayn1 zamanda zebularinin DNMTi
olmasindan dolay;, HepG2 hiicrelerinde DNMT lerin ekspresyonundaki etkilerini
incelemislerdir. Zebularine tedavisi ile DNMTI, DNMT3a ve DNMT3b’ ’nin dnemli
derecede doza bagimh kaybminin meydana geldigini bulmuslardir. Fakat apoptoz ile
metilasyon iligkisini incelediklerinde kontrol grubu ile zebularin ile tedavi edilen
HepG2 hiicrelerini ve tedavi edilmeyen HepG2 hiicrelerini karsilastrdiklarinda, CpG
bolge metilasyonlarmin her iki hiicre grubunda da hemen hemen ayni oranda oldugunu

gormiislerdir. Bu sonuglar zebularin tedavisi sonrasinda HepG2 hiicrelerinde meydana
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gelen hiicre biiylimesinin engellenmesi ve apoptoz uyariminda DNA metilasyonunun

cok az bir etkiye sahip oldugunu destek lemektedir.

Ayni c¢aliymada western blot analizleri ile kaspaz-3/7,-8 ve -9 protein
seviyelerine  baktiklarinda, protein seviyelerinin  Onemli derecede arttigimi

gozlemlemislerdir.

Epigenetik mekanizmalar kanserli dokulardaki epigenetik degisimlerle akalal
bircok ¢alisma yapilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok c¢alisilanlardan bir tanesi de DNA
metilasyonudur ve kanserdeki rollerinin anlagilmasit nedeniyle de son yillarda
metilasyon lizerine calismalar gerceklestirilmektedir. Bu ¢alismalar1 incelemek i¢in de
birgok yontem gelistirilmistir ve bu sayede genlerde meydana gelen metilasyon

degisimlerirahatlikla tanimlanabilmektedir.

Yiksek c¢ozintrliklii erime (HRM analizi), yiiksek oranda spesifite ve
duyarliliga sahip olan bu alanda da kullanilan bir yontemdir ve bize kantitatif sonuglar
vermektedir. Tekrarlanabilirligi olmasmdan 6tiirii de tercih edilen bir yontemdir. Bu
nedenlerle, hassasiyet gerektiren mutasyon taramasi, genotipleme, DNA metilasyon
analizi gibi ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Metilasyon spesifik HRM ise metilasyon
taramalarinda da, dizisi bilinen DNA Ornekleri ile Kkarsilastirilarak metilasyon

seviyesinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadr.

Yapilan diger bir ¢calisma da MS-HRM yontemini kullanarak meme kanserli
dokularda TWIST, RARB2 ve ESRI genlerinin metilasyon durumlarini incelemistir.
Caliyma sonucunda TWIST geninde, olgularin %25’inde hipermetilasyon gdzlenirken,
%75’inde genin unmetile oldugu bulunmustur. RARP2 geninde yapilan analizler
sonucunda ise olgularin %88,75 inde hipermetilasyon saptamigtir. ESR1 geni promoter
metilasyonunda ise olgularin %72,5 hipermetilasyon saptanmustir (Eroglu, 2011).
Caliyma sonucunda elde edilen veriler MS-HRM analizinin spesifite ve duyarligmninin

yiksek oldugunu bize gostermektedir.

Bu c¢alismada da, MS-HRM deneyleri ile kaspaz-3,-8 ve -9’un CpG bolge
metilasyon durumlarmi inceledigimizde, Narakuma ve ark. yaptig1 calismay1 destekler
nitelikte bu {ic gende 6nemli derecede metilasyon farkima rastlanmamstr. Elde edilen

bulgularda metilasyon degisimleri minimal diizeydedir ve zebularin ile uyarilan apoptoz
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mekanizmasinda  kaspazlar  lizerinde  metilasyonun  etkisinin  olmadigini

diistindiirmek tedir.

Sonug olarak, yapilan arastirmalar neticesinde, literatiirde ilk kez zebularinin,
SKBR-3 meme kanseri hiicrelerinde kanser hiicre biiyiimesini, hiicre gbciinii ve hiicre
transformasyonunu biiyilk oranda baskiladigi gosterilmistir. Ek olarak, zebularinin
kaspazlarin metilasyonu {izerine olan etkileri literatiirde ilk kez arastirilmistir ve
zebularinin uygulanan dozda ve saatlerde kaspazlarin metilasyon oranlarinda bir
degisiklige sebep olmadig1 gosterilmistir. Bu da bize apoptoz mekanizmasinda gorevli
olan kaspaz uyarimmin metilasyon araciligi ile olmadigmi gostermektedir. Bu sonuglar
neticesinde zebularinin kemoterapide kullanilabilecegine dair destekleyici sonuglar elde
edilmistir ve literatiirde zebularinin SKBR3 hiicreleri {izerine etkilerinin arastirilmasia
yonelik yapilan ilk ¢aligma olmasi nedeniyle 6zgiin bir nitelik tagimaktadir. Fakat
zebularinin etki mekanizmasinin daha iyi bir sekilde anlasilabilmesi igin gelecekteki

caliymalarda kaspaz-bagimli apoptoz mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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