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OZET

Meme kanseri, kadinlar arasinda diinya capinda kanser oliimlerinin baglica
nedenidir ve kadinlardaki tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Kanser
tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin etki mekanizmalarinin, apoptoz aracili tiimor hiicre
olimiini tetikledigi bilinmektedir. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE), anti-bakteriyel,
anti-viral, anti-oksidan, anti-inflamatuar ve anti-kanser gibi 6nemli biyolojik aktivitelere
sahip olup, ayn1 zamanda apoptozun bir uyaricisi olarak bilinmektedir. Daha Once
yapilan ¢alismalarda CAPE aracili apoptozun, kaspaz-3’iin aktivasyonu ile BCL-2’nin
gen anlatiminin azalmasina ve insan l6semi HL-60 hiicre hatlarinda anti-apoptotik bir
protein olan Bax’in genel anlatiminin artmasina yol actigi goriilmiistir. DNA metil
transferaz inhibitorleri (DNMTi) tumaor hiicre dlumlerini énlemede klinik ¢aligmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Zebularin (ZEB), nikleozit analoglarinin deaminasyonunu 6nlemek igin sitidin
deaminaz inhibitoru olarak gelistirilen 2-(1H)- primidin halkas: i¢eren bir sitidin
analogudur. Disiik toksisitesinden dolayi zebularinin etkin dozlarda tek basina ya da
diger DNMT inhibitorleri ile kombine olarak uzun siireli uygulanmasina imkan
vermekte ve bu durum kanser hiicrelerinde epigenetik olarak susturulmus genlerin
yiiksek oranda yeniden aktive olmasini saglayabilmektedir.

Bu ¢alisma da, meme kanseri hiicre hattt olan MDA-MB-231 hiicrelerine CAPE
ve ZEB’in kombin olarak kullanilmasinin 6ncelikle hiicre canlilig1 iizerine etkisi daha
sonra apoptotik yolak {izerindeki indiikleyici etkisini belirlemek hedeflenmistir.
Kaspaz-7, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gibi apoptotik yolakla iliskili olan proteinlerdeki
epigenetik degisikliklerin belirlenip, incelenmesi bunun sonucu olarak apoptotik ve

epigenetik mekanizmalar arasindaki iligskinin belirlenmesi amaglanmastir.

Anahtar Kelimeler; Meme Kanseri; Apoptoz; Epigenetik; Kafeik Asit Fenetil Ester
(CAPE); DNA metil transferaz inhibitorleri (DNMTI)



ABSTRACT

Breast cancer is the most common cause of cancer deaths among women in the
world and makes up approximately 30% all other cancer types among women. It is well
known that some of the drugs’ mechanisms of action, which are used in cancer therapy,
triggers apoptotic cell death. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) which is important in
biological activities, such as anti-bacterial, anti-viral, antioxidant, anti-inflamatory and
anti-cancer, is known as a stimulant of apoptosis. In the previous studies, it is seen that
with the activation of caspase-3 CAPE mediated apoptosis causes decrease in gene
expression of BCL-2 and causes increase in general expression of Bax which is an
antiapoptetic protein in human leukemia HL-60 cell lines. DNA methyl transferase
inhibitors (DNMTi) are commonly used for inhibiting tumor cell death in clinical
studies. Zebularine (ZEB) is a cytidine analog which includes 2-(1H)-pyrimidonone
ring and is developed as a cytidine deaminase inhibitor to inhibit deamination of
nucleoside analogs. Because of it low toxicity, it enables zebularine to be used alone or
it is combined with other DNMT inhibitors in the long term and this situation may

enable epigenetically silenced genes to be reactive in a high level again in cancer cells.

In the study, it was aimed primarily to determine the effect of using CAPE and
ZEB together on cell viability on MDA-MB-231 breast cancer cell line and later to
determine the inductive effect on the apoptotic pathway. With the determination and
examiation of the epigenetic changes in the proteins like caspase-7, caspase-9 and
caspase-3 which are related with apoptotic pathway, it was aimed to determine the

relation between apoptotic and epigenetic mechanisms.

Keywords; Breast cancer; Apoptosis; Epigenetic changes; Caffeic acid phenethyl ester
(CAPE); DNA methyltransferase inhibitors (DNMTi)
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Kanser

Kanser basitce kontrolsiiz hiicre biylimesi ve anormal hiicre yayilmasi seklinde
karakterize edilir. Kanser olusumu ya da malign hiicre kazanilmasi; kendi kendine
cogalma, anti-proliferatif sinyallere karsi duyarsizlik, apoptozdan kag¢ma, simnirsiz
replikasyon potansiyeli, malignite, doku invazyonu ve metastaz igin vaskularizasyon
korunmasi gibi alt1 asamada gergeklesir (Wilting ve Dannenberg, 2012). Kanser ¢ok
asamal1 bir hastalik olup sadece bir tane asamayi1 tanimak kanser tedavisinde yeterli
olmayacaktir (Aapro, vd., 2008).
1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda diinya capinda kanser oliimlerinin baslica
nedenidir ve kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir.
ABD’de her yil 184 bin, Avrupa’da ise 180 bin yeni olgu saptanmakta olup dlnya
tizerinde bolgesel olarak farkli goriilme sikligina sahiptir. Tiirkiye’deki goriilme siklig1
ise TUIK’in verilerine gore 2004 yilinda %34,7 iken bu oran 2011 yilinda %45,1°e
yikselmisgtir. Ayrica {ilkemizde tim kanserlerin %24,1’ini meme kanserinin
olusturdugu belirtilmektedir. Bu hastalik cerrahi yontemler, kemoterapi ilaglari, hormon
uygulamalari ve/veya radyoterapi ile tedavi edilmeye ¢alisilmaktadir (Hsieh, vd., 2014).

Kanser tedavisinde kullanilan bazi ila¢ etki mekanizmalarinin, apoptoz gibi
timor hicre 6lumine onciiliik ettigi bilinmektedir. Apoptotik bir cevabin kusurlu bir
sekilde diizenlemesinde genetik veya epigenetik bozukluklarin sonuglar1 potansiyel
olarak ilaca toleranshi tiimor hiicreleriyle sonuglanabilmektedir. Genetik kadar
epigenetik mekanizmalar DNA veya histon duzeyinde modifikasyonlarla sonradan
kazanilan ilag direncinde, ilacin disar1 akisi, pro-apoptotik genlerin inaktivasyonu,
apoptotik genlerin sessizlestirilmesi, bozuk DNA tamiri, ila¢ hedeflerinde paralel veya
downstream sinyal transdiiksiyon yolaklar1 ve ikincil mutasyonlar ile iligkilidir
(Wilting ve Dannenberg, 2012). Sitotoksik kemoterapi genellikle hormonlarla birlikte,
genis viseral veya hizli ilerleyen hastaligi olan kadinlar icin tercih edilen tedavi

yontemidir (Aapro, vd., 2008).



Bu c¢alisma da DNA metil transferaz inhibitorli olan Zebularin (ZEB) ile yeni
nesil bir ilag olan propolis 6zutli Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda 6ncelikle ilaglarin ayr1 ayr1 kullanimi sonucu hangi dozlar
da uygulama yapilmasinin daha uygun oldugunu belirlemek i¢in hiicrelerin % 50 deger
de canli kalma seviyeleri (IC50) baz alinarak bu ilaglarin kombinesi olusturulacaktir.
CAPE, ZEB ve kombine (CAPE+ZEB) ila¢ uygulamasi MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattina uygulanacaktir. CAPE, ZEB ve CAPE+ZEB kombine uygulamasinin
hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, aymi zamanda apoptotik yolak Gzerindeki
etkilerinin protein diizeyinde belirlenmesi amaglanmigtir. Bunun sonucunda apoptotik
yolakla iliskili oldugu proteinler oldugu bilinen kaspazlarin gen ifadesindeki
degisimlerin arastirilmasi ve elde edilen verilere gére apoptoz ve epigenetik arasindaki
iligkinin ortaya konmasi hedeflenmistir.

CAPE ve ZEB ilaclarinin farkli meme kanseri hiicre hatlarinda ayr1 ayr
uygulanmalarmin literatirde mevcut olmasina ragmen bu iki ilacin kombine

kullanimina rastlanmamaktadir. Bu nedenle bu ¢aligmanin 6zgiin degeri korunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri Biyolojisi

Normal meme dokusunun kanser hiicresine donlismesi ¢ok asamali, karmagik bir
surectir (Merey, 2002; Unver, 1998). Baslangigta normal hiicrelerde gerceklesen ve
niikleer ya da sitoplazmik onkogenleri aktiflestiren, transkripsiyonu diizenleyen
mekanizmalari, sinyal molekiillerini etkileyen, biiylime faktorii ve reseptor etkilesimini
bozan veya tiimor supresor genlerin aktivitesini baskilayan gesitli degisiklikler bu
hlcrelere belirli ¢ogalma avantaji saglar. Buna paralel olarak ortaya ¢ikan yeni
degisiklikler ¢cok asamali meme karsinojenezinde komsu dokulara invaze olabilen,
immun denetimden kagan ve metastaz yapabilen klonlar olusturur. Bu klonlar normal
hiicre ¢ogalmasini diizenleyen dogal sinyallere yanit verme yetenegini de kaybederek
denetimsiz ¢ogalmaya baslar (Unver, 1998). Kanser hiicrelerinin kaynaklandig yere
lokalize olmasina karsinoma in situ (CIS), ¢evre doku ve organlara yerlesmesine invaziv
karsinom, ana dokuyu terk ederek kan veya lenf yoluyla uzak organ ve dokuya

yerlesmesine metastaz denir (Gokpinar, 2003).

2.2. Meme Kanserinin Epidemiyoloji Ve Etiyolojisi

Meme kanseri etiyolojisinde genetik, cevresel, hormonal, sosyal, biyolojik ve
psikolojik pek ¢ok faktor rol alir (Kaplan, 1997). Ailede genetik yatkinlik bulunan
kadinlarda erken yaslarda meme kanseri ortaya ¢ikma olasilifi artmasina ragmen
genellikle yasla birlikte risk faktorleri arttigi icin olgularin ¢ogu 50 yasindan sonra
ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan kontrollu arastirmalarda kadinlarin % 5-10’unda annesinde
veya kiz kardesinde meme kanserine rastlanmistir. Adet kanamasinin 12 yasindan dnce
gerceklesmesi bununla birlikte menopoz siirecine 55 yasindan sonra girilmesi meme
kanseri riskini arttirmaktadir. Dogum kontrol ilaglar1 kullanimi da bu riskin artiginda
etkilidir.

Yagl besinler kullanimi, alkol kullanimi, fiziksel aktivitelerde azalma bununla
birlikte ortaya ¢ikan kilo alim1 ve sismanlik yasam sartlarinin olumsuz etkilenmesi riski

arttirma da etkilidir (Gocen, 2008).



2.3. Meme Kanserinin Patolojisi

Meme kanseri patolojisi tani, hastaligin seyri ve tedaviyi belirlemede bulyuk
Onem arz etmektedir. Meme kanseri tiplerinden en yaygin olan1 yaklasik %80’lik dilimi
kapsayan invaziv duktal karsinom (IDK), %S5-14’liik paya sahip invaziv lobuler
karsinom (ILK) oldugu saptanmustir. Diger tipleri daha iyi prognoza sahip oldugu
bilinen meduller, tubuler, musindz kanserlerdir ve digerlerine oranla daha az goriilme
sikligina sahiptir. Meme tarama ve tan1 yontemlerinin artisiyla birlikte non-invaziv (in-
situ) kanserlerin goriilme sikliginda artis tespit edilmistir (Winchester, vd., 1998).

Lobuler karsinoma in situ (LCIS): Insidans1 tam olarak saptanamamakta olup,
mikrokobik lezyonlar icermektedir ve elle hissedebilen bir kitle gozlenmez. Tim meme
kanseri olgularinin %1-6’lik dilimini kapsamakta iken, %30-50’sini non-invaziv
karsinomlar olusturmaktadir. Olgularin %30-40’1nda bilateral, %70’inde multisentriktir
(Engin, 2008).

Duktal karsinoma in situ (DCIS): Lezyonlarin heterojen bir karaktere sahip
oldugu belirtilir (Pathefsky, vd., 1989). Malign karakterdeki hiicrelerin ortak 6zelligi
membranla cevrili bosluklar icerisinde smirli proliferasyon gostermeleridir. lyilesme
orani yliksektir.

Invaziv duktal karsinom: En fazla goriilen tipi olmakla beraber invaziv
karsinomlarin diger hicbir tipine uymayan malign timoérudir. Meme kanser olgularinin
%47-75’lik kismini olusturan tipidir (Tavassoli, 1999). In situ komponentle birlikte
gorilmeleri mevcutur. Kalsifikasyon oran1 % 60 olarak bilinmektedir (Fisher, 1976).

Medullar karsinoma: Tim meme kanser olgularinin %5-7’lik dilimini olusturur.
Makroskopisine bakildiginda, yumusak kivamli, kesit yiizeyi homojen ve gri renkte
sinirlari iyi goriilen tumorlerdir. Klasik meduller karsinomlarda timoriin buyik boyutlu
olmasima kargin prognozun iyi oldugu goriilmektedir. Atipik mediller karsinomlarda
IDK ’ya benzer bir sekilde prognozun iyi oldugu bilinmektedir (Fisher, vd., 1990).

2.3.1. Meme kanseri genetiginde etkili olan onkogenler

Epidermal Blytume Faktor Reseptorii (EGFR): EGFR, tirozin kinaz faaliyetine
sahipligi olan hiire zar1 reseptoriidiir ve bu ailenin iiyeleri; EGFR, HER2, HER3 ve
HER4’dir. Bu iiyelerin heterodimer yapilarimin olusturulmasi, degisik protein ailelerinin
aktif olma durumlari, bu iyelerin transfosforilasyonla uyarilmasi durumlarina bagl

olarak degisir.



Uyarilma gergeklesince EGFR’in hiicre igine girmesi ile EGFR otofosforile
olmasini ayni zamanda baska subtratlarin fosforile olmasini saglar. Bunun sonucunda
¢ekirdekte transkripsiyon faktorlerinin aktif olma durumlari artar ve hiicre bolinmeleri
indiklenir (Gelmann, 1998; Klijn, 1992; Liao, 2000). EGFR’nin ¢ok fazla iiretilmesi
meme kanserlerinin hemen hemen yarisinda goriilmekte iken amplifikasyon oranin %0-

14 degerlerde oldugu bilinmektedir (Klijn, vd., 1992).

CerbB-2 (HER2/Neu): 17. kromozom q12’de bulunan HER-2/Neu geni, hiicre
boliinmesi, hiicre farklasmasi gibi olaylar1 katalizleyen onkogen olarak bilinmektedir.
Buna ragmen gen amplifikasyonunda ve fazla miktarda ekspresyon neticesiyle meme ve
diger kanser tipleri i¢in belirte¢ olarak kullanilmakta ve kanser patogenezinde 6nemli
yere sahip oldugu bilinmektedir. CerbB-2 ya da p185 olarak isimlendirilir. HER2
yukaridaki baslikta bahsedilen EGFR gibi membran reseptori olarak gorev yapar
(Yamamoto, vd., 1986). CerbB-2 amplifikasyonunun tek basina kullanilmasi, meme
kanserinin tani ve seyrinde yeterli oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Allred,
vd., 1992). CerbB-2 sinyal yolaginin aktif hale getirilmesi HER2, HER1, HER3, HER4
gibi iyeler arasinda ligand bagimli heterodimerizasyon ile miimkiindiir. Meme
kanserinde % 10-40 oraninda HER2 geninin amplifikasyonu ve protein eksprasyonu
artis1 gozlemlenmistir. Timor siddeti ile amplifikasyonun arasinda dogru oranti oldugu

tespit edilmistir (Kurebayashi, 2001; Perren, 1991).

2.4. Meme Kanseri Tan1 Ve Tedavisi

Genel olarak meme kanserlerinin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve
bu ii¢ tedavi yonteminin kombinasyonlar: kullanilarak lokal ve sistemik kontrol
saglamak amaclanir (Alptekin, 1999; Atilgan, 1999). Lokal kontrol, cerrahi girisimler
ve radyoterapi ile mimkin iken, sistemik kontrol kemoterapi ve hormonal tedavi ile
saglanir (Atilgan, 1999).

Klasik kemoterapétik ve diger ilaglarin tek basina veya kombinasyonlariin

kullanim1 ile meme kanseri hiicrelerinin tedavisi yapilmaktadir (Newmann ve Cragg,
2004).



2.4.1. Kafeik asit fenetil ester (CAPE)

CAPE, 1998’de Kolombiya Universitesi’nde propolisten sentezlenmis olup,
potansiyel anti-kanser bilesigi oldugu bulunmustur (Wu, 2011). Propolisi’in anti-
bakteriyel, anti-inflamatuar etkileri onceki yillardan itibaren bilinmekte olup ¢ogu
zaman tedavi icin kullanilmaktadir. Iyilestirme etkilerinin insanlar tarafindan
Ogrenilmesiyle bu tedavi siiregleri de artmistir (Bankova, vd., 2000). Propolis
analoglarmin birbirine benzer sekildeki kalitatif kompozisyonlarina karsilik CAPE’in
farklilik seviyeleri yiiksektir (Chen, vd., 2001). CAPE, in vitro ve in vivo olarak bircok
caligmada kullanilmistir. CAPE transformasyon baskilanmasi gibi dnleyici etkisi, diisiik
glutatyon (GSH) seviyesi ile ilgili oldugu sanilmaktadir (Totan, vd., 2001). Tumor
hlcrelerinde toksik etkisinin olmasi en kritik bulgudur.

CAPE, antibakteriyel, anti-viral, anti-oksidan, anti-inflamat6r, ve anti-kanser
gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahip olup, transkripsiyon faktori nikleer faktor
kappa B (NF-kB) kadar apoptozisin bir indukleyicisi olarak bilinmektedir (Wu, 2011).
CAPE kokenli bilesiklerin oral kanseri 6nlemede 6nemli ajanlar olduklar: ifade edilmis
ve ayn1 zamanda CAPE tarafindan intestinal karsinojenezin baskilandig1 belirtilmistir
(Mahmoud, vd., 2001). Kanseri engelleyebilir oldugu, insan Hela, BEAS-2B, HL-60,
MCF-7 ve sigan ME 308 hiicre hatlar1 tizerinde yapilan deneyler sonucunda gosterilmis

ve oksidatif stresi azalttig1 tespit edilmistir (Bhimani, vd., 1993; Lee, vd., 1999).

2.4.1.1. CAPE molekiler yapisi
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Sekil 2.1. Kafeik asit fenetil ester’in molekul yapisi (Philippe, 2007).

Yapica flavonoidlere benzeyen CAPE’in iki halkasal yapist vardir (Bkz. Sekil 2.
1) (Fesen, vd., 1994). Halkalardan bir tanesinde molekilin hemen hemen butln
kimyasal 6zelliklerini gosteren ve fonksiyonel olan iki "—OH" grubu vardir. Hidroksil
gruplar, aktif bir sekilde elektron alip vererek oksitleyici ve redikleyici 6zellik

gosterirler.



Cok uzun aromatik ve alifatik yapida karbon gruplar tagidigi i¢in ayn1 zamanda
lipofilik 6zelliktedir (Russo, vd., 2002). Boylece molekilin kolayca hiicre membran
yapilarindan ge¢mesi ve etki edecegi bolgeye ulasmasi kolaylasir. Hucre kiltiri ve
deney hayvani arastirmalarinda CAPE her tiirlii yoldan rahatlikla verilebilmekte ve ilgili
viicut bolgesine ulagimi kolay olmaktadir (Cunha, vd., 2004).

2.5. Epigenetik Mekanizmalar

[lk olarak, 1950’lerde Conrad Waddington tarafindan 6nerilen Epigenetik terimi
giinimiizde “DNA dizisinde degisim olmaksizin, mitoz ve/veya mayoz bolinme ile
kalitilabilen, gen fonksiyonundaki degisiklikler” olarak tanimlanmaktadir. Son on yilda
yapilan arastirmalar sonucu, epigenetik olaylarin, 6zellikle yiliksek organizasyonlu
canlilarda oldukga 6nemli etkileri oldugu anlagilmistir (Orcan, 2006).

Epigenotip, epigenetik mekanizmalar ve cevresel faktorlerin  birlikte
etkilesimiyle olusturulmaktadir. Genotipin epigenotip iizerinde etkisiyle de fenotip

ac1ga ¢ikmaktadir (Jiang, vd., 2004).
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Sekil 2.2. Epigenetik mekanizmalar (Peedicayil, 2006).



2.5.1. Histon modifikasyonlar:

Epigenetik modifiye edici olarak bilinen histon modifikasyonlar1 kromatin
yapisini ve islevini degistirmektedir (Egger, vd., 2004). Histon proteinleri DNA
paketlenmesinde gorev yapmakta olup, post transkripsiyonel degisikliklere ugrayabilir
bu degisikliklerin sik gozlenenleri asetilasyon ve metilasyondur. Asetillenme HAT
(Histon asetil transferazlar) ile gerceklesirken, metillenme HMT (Histon metil
transferazlar) tarafindan gerceklestirilir. Asetillenme ve metillenme kromatin gevsek ya
da sik1 olma durumlarini ayarlayarak gen anlatimini diizenler. H3 ve H4 histonlar lizin
rezidiillerinden asetillenirse kromatini gevsetirken, deasetilasyon ile kromatin
paketlenmesi artar ve kromatin kararli hale gelerek gen ekspresyonu engellenir.
Histondaki modifikasyonlar ve DNA metilasyonu birlikte calisir ve gen ifadesi
duzenlenir (Orcan, 2006).

2.5.2. RNA ile induklenen sessizlesme (RNA-induced silencing)

RNA destegi ile histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu baslar. Bunun
sonucunda heterokromatin bolge olusturulmasi saglanarak kalitimsal bir susturulma
olusturuldugu sanilmaktadir (Egger, vd., 2004). Epigenetik yaklagim ve siirecin
ilerlemesinde kodlanmayan RNA (non-coding RNA)’larin gorev aldigi ifade edilmistir.
Buna ornek olarak miRNA (mikro RNA) ve siRNA (small-interfering RNA)’nin post
transkripsiyon ve post translasyonda gorevli olduklar1 bilinmektedir. Ayrica XIST
RNA ise X kromozomu in aktivasyonunda gorevli oldugu bilinen molekullerdir. Bu
molekillerin RNA interferans olarak ifade edildigi bilinmektedir (Jiang, vd., 2004).

2.5.3. DNA metilasyonu

DNA Metilasyonu, embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisi, gen
ifadesinin baskilanmasi, kromatin kararligi saglanmasi ve korunmasi gibi olaylari
gerceklestirdigi bilinen tizerinde en ¢ok durulan epigenetik mekanizmadir (Robertson,
2004). Bu olay DNA metil transferaz (DNMT) enzimleri kullanilarak
gerceklesmektedir. DNA molekiiliinde genellikle CpG adaciklarinin sitozin (C)’leri
metillenir. Tekrar dizileri ve transpozonlarin yer aldigi CPG adaciklarinda,

heterokromatin bolgesinin metilasyonu fazladir.



Bu metilasyon fazlalig1 ile transripsiyon baskilanmakta olup, transpozonlarin
genom icinde ki hareketleri engellenerek kromozomun kararliligi saglanmaktadir
(Egger, vd., 2004; Robertson, vd., 2002).

CpG adaciklar1 ise genlerin promotor bdlgelerinde bulunan, yaklasik 500
baz¢ifti uzunlugunda ve %55°ten fazla CG igeren, metilasyon orami diisiik olan
korunmus dizilerdir. DNA metilasyonunun, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
engelleyerek veya metilli DNA’ya baglanan protein kompleksleri sayesinde kromatin

yapisini degistirerek genlerin ifadesini baskiladig: diistintilmektedir (Egger, 2004).
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Sekil 2.3. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve 5-metilsitozin mutajenezi igin

biyokimyasal yolagin sematik gosterimi (Singal ve Ginder 1999).

2.5.4. DNA metilasyonu kanser iliskisi

Kanser hiicrelerinin genomlarinin normal hiicrelerinkine oranla hipometile
oldugu ve genomdaki tekrar dizilerindeki diisiik metilasyon orami transpozonlar1 aktif
hale getirerek genomda kararsizliga neden olmakta ve yeniden duzenlemeler
yapilmaktadir (sekil 2. 4). Hipometilasyon, hastalik seyrinde ve metastazinda 6nemli
yere sahiptir (Orcan, 2006). Diisiik metilasyon kadar yiiksek metilasyon da kanser
hiicrelerinde goriilmektedir. Gene 6zgii hipermetilasyonlarin gergeklestigi yer siklikla

CpG adalandir bu degisiklikler ile gen anlatimi baskilanmaktadir (sekil 2. 4).
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Hicreyi kanserden koruyan, sinyal iletim yolaklarinda, DNA onariminda, hiicre
dongusunde ve kontrollu hicre 6limi olan apoptozda goérevli olan timor supresor
genlerin promoter boélgedeki hipermetilasyonu ile bu genler susturulmaktadir. Bu
susturulma ile kanser hiicrelerinde biiyiime ve proliferasyon artmaktadir. Bu susturulma
ancak genlerdeki alellerin ikisininde susturulmasi ile gergeklesmektedir. Calismalar
sonucunda tumor slpresor genlerin bir alelinde mutasyon goriiliirken, diger alelde
hipermetilasyon ile susturulmaktadir (Jones ve Baylin, 2002). DNA metilasyon
durumlarindaki degisiklikler hastaligin, prognoz, yatkinlik, ilaglarin yan etkilerinin
belirlenmesinde belirte¢ olarak kullanilabilir oldugu gosterilmektedir (Miyamoto, 2005;
Laird, 2003).

Tumér
baskilayic gen
L —
Tekrar dizileri/Transpozonlar CpG adaciklan -
{hipermetile) (hipometile)
Hipometilasyon Hipermetilzsyon
Mitotik rekombinasyon, Transkripsiyonun baskilanmasi,
genomik kararsizlik timir baskilayici gen

ekspresyonu kayhi
[ ]

/

Sekil 2.4. DNA metilasyonu ve kanser (Bora ve Yurter, 2007).

2.5.4.1. DNA metil transferazlar ( DNMT)
DNA metilasyonu baslatilmast ve devam ettirilmesi olaylart DNMT’lar

tarafindan katalizlenir. Insanlarda bugin itibari ile 5 DNMT tipi goriilmektedir. Bu
tipler; DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L olarak bilinmektedir.
DNMT2 ve DNMT3L disinda kalanlada enzimatik aktiviteler mevcuttur. Yari-
metillenmis DNA kisimlarina baglanan “maintenance metiltransferaz” bilinen
DNMT1’dir. DNMT3a ve DNMT3b yart metile olmus ya da hi¢ metile olmamis
kisimlara baglanarak metilasyon olusturulur. Bu grupta novo metil transferazlar olarak
adlandirilirlar.  DNMT?2 ise digerleri gibi 6nem teskil eder fakat aktivitesine heniz
rastlanilmamustir (Robertson, 2005).
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2.5.4.2. DNA metil transferaz inhibitorleri (DNMTi)

DNMT inhibitorleri etki mekanizmalarina gore, niikleozit analogu olan ve
olmayan bilesikler olarak iki kategoriden olusmaktadir (Cizelge 2. 1). Nukleozit
analoglari, DNA bazina benzer bir yapi gosterir ve replikasyon esnasinda yeni
sentezlenen zincirin yapisina katilir (Peedicayil, 2006). DNMT enzimleri ile kovalent
baglar kurulur ve bu enzimlerin inaktif hale gelmesi saglanarak sentezlenmis olan yeni
zincirde hipometile durumlar olustururlar (sekil 2. 4) (Egger, vd., 2004; Miyamoto ve
Ushijima, 2005). 5-azasitidin de yukarida anlatilan durumla es deger etkiler gostererek,
miyelodisplastik sendromun her tipinde kullanilmas1 “Food and Drug Administration
(FDA)” tarafindan onaylanmigtir (Kaminkas, vd., 2005). Bu o&zelliklerine ragmen
niikleozit analogu olan bilesiklerin toksik etkilere sahip oldugu goterilmistir bu nedenle
nikleozit analogu olmayan bilesikler gelistirilmesi artmustir (Peedicayil, 2006). Bu
amagcla yapilan ¢alismalara en net Ornek yesil ¢aydaki polifenol olan EGCG [(-)-
epigallocatechin-3-gallate] kanser hiicrelerine verilmesi ile DNA metilasyon oraninda
azalma goriilmiistiir. EGCG gibi bilesikler metiltransferaz enzimine baglanarak inaktif

olmasini saglar ve metilasyon azaltilir.

Cizelge 2.1. DNMT inhibitérleri, uygulama alanlari ve klinik asamalar (Bora ve Yurter, 2007).

DNMT inhibitdrleri Hastalik Klinik agama
Niikleozid analogu frazasitidin Miyelodisplastik sendrom FOA onayl
olan bilegikler G-azasitidin Solid timorler Faz
Desitabin Miyelodisplastik sendrom Faz l
Desitabin Lasemi Preklinik
Zebularin Mesane kanseri Preklinik
Niikleozid analogu Prokainamid Prostat kanseri Preklinik
olmayan bilegikler Prokain Meme kanseri Preklinik
EGCG Serviks kanseri Preklinik
(epigallacatechin-3-gallate)

Prokain gibi antiaritmik ilaglarda bu sekilde etki gosterip, hipermetilasyonu
kaldirarak tiimor siipresor genlerin aktif hale gelmesini sagladigi sanilmaktadir

(Brueckner ve Lyko, 2004).
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Sekil 2.5. DNA metiltransferaz inhibitorlerinin etki mekanizmalar1 (Bora ve Yurter
2007).

2.5.4.3. Zebularin
Oncelikle meme kanserinde coklu mutasyonlar tespit edilmistir ve bu

mutasyonlarin iistesinden gelmek oldukg¢a zordur (Wood, vd., 2007). Bunlarin aksine
birgok epigenetik degisiklikler transkripsiyon sonrasi gen dizilimini etkilemeyen tersinir
olaylardir ve bu mekanizmalarin engellenmesi teorik olarak meme kanserinin
engellenmesinde yararli olabilir (Baylin ve Ohm, 2006; Jones ve Baylin, 2007). Bunun
bir sonucu olarak epigenetik dizenleyicilerden olan DNMTi ler meme kanseri
tedavisinde degerlendirme altindadir. Zebularin, ilk olarak niikleozit analoglarinin
deaminasyonunu engelleyici olarak gelistirilen 2-(1H)- primidinon halka iceren sitidin
analogudur (Marquez, vd., 1980). Zebularin ikinci nesil, tercihen mesane, prostat,
akciger, kolon ve pankreas karsinoma hiicre hatlarinda gosterildigi gibi, kanser
hicrelerini hedefleyen, DNA metilasyonunun olduk¢a kararli hidrofilik inhibitoriduar
(Andersen, JB, vd., 2010; Cheng, JC, vd., 2004). Zebularin bir sitidin analogudur ve
sitidin deaminaz inhibitorii olarak gelistirilmistir (Cheng, vd, 2004).
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HO
Sekil 2.6. Zebularin molekiiler yapisi1 (Gnyszka, vd, 2013).

Tumorijenezin, epatoselluler kanserlerin gelisiminde dahi erken ya da geg
evrelerinde anormal metilasyon degisiklikleri g6z oniine alindiginda bu siirecin kanser
risk degerlendirmesi, tedavisi ve kemoprevensiyon i¢in kritik hedefi temsil edebilir
(Calvisi, vd., 2007; Feinberg, vd., 2004). Ila¢ hematopoetik bozukluklara kars1 etkili
olmakla birlikte, ¢ozeltileri in vitro ve in vivo olarak toksisiteye sahip oldugundan
kararsizdir (Beisler, 1978). Zebularin, hiicre ¢ogalmasimi engelleyici etkisi olup,
apopotozu uyararak anti-tumor aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Andersen,
2010). HepG2 hicrelerinde zebularin, DNA metilasyonunda degisiklikler yaratarak
hiicre biiyiimesini engelledigi ya da hiicreleri apoptoza gonderdigi bulunmustur
(Nakamura,vd., 2010). Apoptoz suresince kaspazlar, gesitli uyanlara yanit olarak
kendiliginden kuvvetlenen hiicre Oliimiinii baslatmas1 ve ilerletmesi bakimindan
onemlidir. Zebularin DNA’ya eklendiginde normal fibroblastlara gore kanser hiicre
hatlarinda hiicre dongiisii diizenleyici genlerin arttigini ve hiicre blyimesini inhibe
ettigi goriilmistiir. Ayni zamanda T24, HCT15, CFPAC-1, SW48 ve HT-29 hicrelerde
anormal susturulan pl16 genini, Akata hucrelerinde E-cadherin geni; ve AML 193

hicrelerinde p15INK4B genlerini tekrar aktif ettigi gozlenmistir (Leist, 1994).
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S-Enz
Sekil 2.7. Zebularin etki mekanizmasi (Zhou, vd., 2002).

2.6. Apoptoz

Programli hiicre 6liimii olan apoptoz; yiiksek yapili canlilarin gelisimsel siirecin
ithtiyac1 olan, gorevlerini yapamayan hiicrelerin ve ihtiya¢ duyulmayan kisimlarin
kontrolli yok edilmesidir (Cohen, 1998). Apoptoz olayindaki asil olarak gergeklesen
olay niikleus kondensasyonu ve kisimlara ayrilmasi olarak bilinir. Kromatin, normal
sartlarda yaygin olarak diizensiz yapiya sahiptir. Apoptoz olayinda bu diizensizliklerin
artis1 s0z konusudur ve floresan boyamalar yapildiginda DNA boncuklu yap1 gosterir
cuiinkii DNA nukleozomal bolgelerden 180-200 bp (bazcifti) olarak parcalara boluntr
(Narula, vd., 1997). Onarim mekanizmalari ile hiicredeki ard arda ger¢eklesen 7 kirilma
onarabilir fakat apoptoz olayinda kirilma sayis1 300 000’1 bulur ve hiicre onarilamaz ve

apoptoza gider (Gavrieli, vd., 1992).
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2.6.1. Apoptozun dizenlenmesi
Kalsiyum, seramid, BCL-2 ailesi, P53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve
mitokondriler apoptozun diizenlenmesinde gérev yapar. Apoptoz suresince hiicre
icine siirekli kalsiyum girisi gerceklesir. Hiicreye giren kalsiyum iyonlar;
endonukleaz, proteaz ve transglutaminaz enzimlerini aktiflestirir, gen regulasyonu ve
hiicre iskeleti organizasyonunu saglar (Coskun, 2011).

2.6.1.1. BCL-2 ailesi

Hiicrelerin apoptoza yakinligi BCL-2 ailesine ait genlerin heterodimer ya da

homodimer tipine gore degismektedir. BCL-2 ailesinin zit ¢alisan 2 formu mevcuttur;

a) Proapoptotik Uyeler

b) Antiapoptotik tyeler

Eger proapoptotik protein miktari fazla ise hiicre apoptoza yaklasir. Bad, Bax, Bid,
BclXs, Bak, Bim, Puma ve Nox proapoptotik proteinlerdir. Buna zit olarak anti-
apoptotik protein fazla ise hiicre apoptozdan kacar. BCL-2, BCL-XI ve Mcl-1 bu tipe
ornek olusturur. Proapoptotik olanlar sitozolde bulunarak sitokrom-c ve AlF (Apoptoz
indUkleyici faktor) salinmasini arttirir, béylece apoptoz tetiklenir. Zit galisma gosteren
antiapoptotik proteinler ise mitokondri dis zari, endoplazmik retikulum ve g¢ekirdek
zarinda bulunarak por olustururlar ve iyon gegisi saglanir (6rnegin Ca++). Apoptoz da

gorev yaptiklari bilinen kaspazlar da ayni1 sekilde etki ederler (Coskun,2011).

Hicre Oliim Sinyalleri

1 - Bcl-2 Bu basamag)

bloke eder.
Mitokondriden Sitokrom-C
serbestlesir.

!

Kaspaslar aktive olur.

|

Hucresel substratlar
pargalanir (PARP gibl)

!

Apoptoz
« DNA fragmentasyonu
« Niikleer integrasyon bozuklugu
* Kromatinde yogunlasma
= Diger olaylar

Sekil 2.8. BCL-2 onkoproteininin apoptoz uizerine etkisini gostermektedir (Coskun, 2011).
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2.6.1.2 P53

P53 geni, DNA hasar1 olustugunda hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur, o
hiicreye onarim i¢in siire taniyan transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar. Eger tamir
gerceklesmezse iist baslikta ifade edildigi gibi proapoptotik proteinler olan Bax, Apaf-1
ve Fas sentezlenir, BCL-2 ve BCL-XI gibi anti- apoptotik proteinleri engelleyerek
apoptozu tetikler.

DA Has an
e
Hucre dongisi Hibcre darmglisi
dunr, durnur.
DA omarnim DOMA hasan onanlamaz.

AFPOPTOZ
Hazarll ves pciansiyel olarak
plimar hilcresine dodndsim
riski tageyan yhcre elimine
ecilir.

Sekil 2. 9. p53 proteininin apoptoz tizerine etkisi (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

2.6.1.3. Fas (APO-1 veya CD95)

Tumor Nekrozis Faktor (TNF) reseptor ailesinin en iyi bilinen iiyesi bagisiklik

sisteminde gorev yapar. Fas, sitotoksik T hicreleri ve naturel Killer hicreleri
tizerindedir ve hiicre 6liimii kontrol edilir. Hiicre ylizeyinde kendi reseptoriine baglanir
ve trimerizasyon gergeklesir reseptorler aktif hale gelir ve FADD ile baglanarak
prokaspazlar uyarilir ve apoptoz baslatilir. Buna benzer olarak TRAIL reseptorleri ile

de apoptoz indiiklenir (Coskun, 2011).

2.6.1.4. Kaspazlar

Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bagini kiran sistein proteazlardir

(Coskun, 2011). Stoplazmada inaktif olan proenzimler proteolitik parcalanma ile
birlikte aktiflesir. Ik dnce mitokondri zar1 zedelenir bunun sonucunda zar degisimleri,
hicre iskeleti ve gekirdek degisimine sebep olan aksakliklar olusur. Sitokrom-c’nin
prokaspaz inaktif enzimlerini aktif eder.
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100 farkli hedef proteinler kesime ugratilarak hiicre zar1 tomurcuklanmasini
saglarlar. Apoptoz baglatilir ve DNA da geri doniisiimi olmayan parcalanmalar baslar
(Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Kaspazlarin 3 tipi vardir:

Baglatici kaspazlar  (Kaspaz 2, 8, 9, 10),
Efektor kaspazlar  (Kaspaz 3, 6, 7),
Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14).

Kaspaz-9: Kaspaz-9 sistein proteazlarin kaspaz ailesinin bir {liyesidir, sitokin
islenmesi ve apoptozla iliskisi oldugunu gostermektedir. Apoptotik uyaricidan hiicreler
mesaj aldiklarinda mitokondriden sitokrom c salinir sonra dATP ile birlikte, memeli
Ced-4 ile homolog, Apaf-1’e baglanir. Sonugta olusan kompleks aktivasyonuna neden
olan Kaspaz-9’a yardim eder. Aktive edilmis Kaspaz-9 kaspaz kaskadini baslatan
kaspaz-3, 6 ve 7 gibi asag1 yonde kaspazlar ile ayrilmaktadir. Homozigot Kaspaz-9’un
cogu erken beyin gelisimi boyunca apoptozisin rediiksiyonu tarafindan sonuglanan
kusurlu beyin ve 6nemli derecede genisletilmesiyle perinatal olarak fare 6limune sebep
olmaktadir. Kaspaz-9 fonksiyonu santral sinir sisteminin normal gelisimi siiresince
apoptoz i¢in esastir. Kaspaz-9 aktivasyonu inhibe olursa norodejenaratif hastaliklara,
norolojik hastaliklara sebep olur (Ghavami, vd., 2009).

Kaspaz-3: Kaspaz-3 g¢ogunlukla birka¢ anahtar selliiler proteinlerin spesifik
ayrimini katalizleyen, aktive olmus oliim proteazidir. Apoptoz da bu kaspazlarin
spesifik zorunluluguna karsin simdiye kadar biiyiik dl¢lide bilinmeyen olarak kalmigtir.
Kaspaz-3 aktivasyon yolagi belirlenmistir ki kaspaz-9 fonksiyonuna ve mitokondriyal
sitokrom ¢ salinimina ya bagimli ya da bagimsizdir. Kaspaz-3 normal beyin gelisiminde
esastir ve dikkate deger doku, hiicre tipi ve ya Olimiu uyaran spesifik davranisi
6nemlidir. Kaspaz-3 apoptozisin birkag¢ tipik niteligi icin gereklidir ve tiim hiicre
tiplerinde incelenmis apoptik DNA fragmantasyonu ve kromatin kondensasyonu igin
zorunludur. Kaspaz-3 apoptotik cisim olusumu ve hiicrenin pargalarina ayrilmasiyla
iligkilendirilmis belirli siiregler i¢in temeldir. Ancak kaspaz-3, hiicre yasayabilirligini
kaybetmesiyle sorumlulugunu yaparken; ya o evrede ya da o evreden 6nce fonksiyonu

mumkdn olabilir (Ghavami, vd., 2009).
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Kaspaz-7: Sistein proteazlarla iliskili bir optimal peptit tanima sekans1 paylasir
ve genellikle bircok endojen substratlara sahiptir. Birkag substratlar spesifik olarak
kaspaz-7 tarafindan boliiniir. 303 aminoasite sahiptirler. Sitozolde bir homodimer
olarak yer alirlar. 20 ve 11 kDa biiyiikliigiinde biiyiik ve kiigiik katalitik altbirimlere
sahipler. Apoptoz ve inflamasyonda tanimlanmis Kaspaz-7'nin rolleri hastaliga katki
saglayan hiicre 6liimii ve inflamasyon sartlarinda Kaspaz-7 aktivasyon miidahalesi yarar
saglayabilir. Sepsis ve norodejeneratif hastaliklarda potansiyel rolleri olan Kaspaz-7

geni ayrica diyabet mellitus ve romatoid artritle de iliskilidir (Ghavami, vd., 2009).

2.6.2. Apoptoz mekanizmalari

Programli hiicre Sliimiinde birbirini izleyen basamaklarin neler oldugu tam
olarak bilinmemektedir. Hucrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya
cevreden gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir. Apoptoz onceden hazir olan
hiicrelerde (primer) baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Hucre
dist uyaranlar (TNF), koloni uyaric1 faktorler (CSF), néron biiyliime faktorii (NGF),
instlin benzeri biylime faktori (YGF), IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi,

glukokortikoidler, radyasyon, ilaclar, ¢esitli antijenler gibi pozitif uyaranlar olabilir.

Uyarilar, hiicre i¢inde Ca++2 artisina neden olmakta ve / veya Siklik Adenozin
Monofosfat (CAMP) gibi hiicre igi ikincil habercileri aktive etmektedir. Bu da
“cascade” olarak isimlendirilen ve tam olarak aciklanamayan “selale” sistemiyle hiicre
yapisinda degisikliklere neden olan pek ¢ok basamagi uyarmaktadir (Altunkaynak ve
Ozbek, 2008).

Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda iki temel apoptotik yol belirlenmistir.

2.6.2.1. intrinsik ya da mitokondrival yolu

Hiicre igi sinyaller alindiginda proapoptotik protein Bid, Bcl-2’nin aktivitesini
bloke ederken Bax ve Bak aktiflesir boylelikle daha 6nce bahsettigim indiikleyiciler gibi
gorev yaparak mitokondri zarinda por olusturulur ve iyon transportu saglanir. Bu
porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase),
Endo-G (Endonukleaz-G), Ca++ ve AIF salinir. Smac IAF (Inhibitér apoptotik
faktor)’i baskilar ve apoptoz hizi artar. IAF kaspaz-3 ve kaspaz-8’ i inaktif eder. AlF

cekirdege baglanir ve ¢ekirdek pargalanir.
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Endo- G ile DNA parcalanir. Mitokondriden sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik
proteaz aktive eden faktor), ATP katilarak Apoptozom olusumu saglanir. Apoptozam
baslatic1 kaspaz olan kaspaz-9 keser ve efektdr kaspaz olarak gorev yapan kaspaz-3 i
aktiflestirir boylelikle ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘mn aktivitesi
engellenerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirilir. Bu serbestlesmeyle
kromatin yogunlasmasi saglanir (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

2.6.2.2. Ekstrinsik ya da reseptor hiicre 61imu yolu

Hicre yuzeyinde bulunan Fas, TNFR, DRS5 gibi 6lim reseptorlerine, FasL, TNF-
alfa, TRAIL gibi 6liim faktdrleri baglanarak reseptorlerde timerik yap: olusturulur. Bu
yap1 olusumuyla prokaspazlar birlesir ve DISC (Death inducing singnaling complex)
yapist olusturulur. Bunun sonucunda inaktif kaspaz-8 aktiflesir baslatic1 kaspazlardan
olan aktif kaspaz-8 efektor olan kaspaz-3’ aktif hale getirir bu aktiflestirme dolayli ya
da dogrudan olmak iizere iki yolla gerceklesir. Baslatici olan kaspaz-8 dogrudan
kaspaz-3’ii aktiflestirebildigi gibi dolayli olarak, Bid’i keser ve instrinsik mekanizmada
baslatic1 kaspaz-9°u aktif hale getirir bunun sonucunda kaspaz-3 aktif hale gelir. Sonug
olarak 2 yolla da CAD aktiflesir ve DNA fragmantasyonu saglanir.

Hiicre zar1 yapi tast olan sfingomyelin de ekstrinsik yol olusturur. Bu yapi tasi
sfingomyelinaz enzimi ile seramid’ e doniisiimii saglanir. Bu molekiilde seramidaz
enzimi ile sfingozine doniistiiriiliir bu molekiil proapoptotik protein olan Bid miktarini
arttirarak apoptoz indiiklenir. Granzim- Perforin yolunda ise patojenler ve tumor

hlcrelerinin yok edilmesinde etkinlik gosterir.

Serin proteaz olan molekiiller sitotoksik T lenfositler ve dogal katil hiicrelerinin
sitoplazmik salg1 graniillerinde bulunmakta olup sitotoksik T lenfositlerin hicreye
baglanmasiyla perforinler serbestlesir ve por olusturulur. Bu porlardan Ca++ gecisini
fazlalastirir. Bu Ca++ fazlaligi Granzim B’yi serbestlestirir. Kaspazlarin aktivitesiyle
birlikte Granzim B, DNA pargalanmasi nedeniyle apoptoza sebep olur (Altunkaynak ve
Ozbek, 2008).
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Ekstrinsik Yolak

Intrinsik Yolak

Ligand

UV, Radyasyon, ER Stres

Kimyasallar, Hipoksi Yanhs Katlanmis Protein
Hiscre Zan

Sekil 2.10. Apoptozun ana yolaklar1 ve apoptotik siirecte yer alan temel proteinler (Raff, 1998)
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyal

3.1.2. Hicre kultiri donamimlar:

Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Donanimlar1 ekler kisminda Ek-1 de gosterilmistir.
3.1.3. Kullamilan cihazlar

Kullanilan cihazlar ekler kisminda Ek-2 de gosterilmistir.

3.1.4. Kullanmilan ¢ozelti ve tamponlar

Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar ekler kisminda Ek-3 de gosterilmistir.

10X TBS Hazirlanmasi
86,6 gr NaCl, 12,11 gr Tris- Baz karisgimi pH: 8’e ayarlanir bunun ardindan distile su ile
1000 pl’e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak tizere 1X TBS’e doniistiiriliir.

Yiiriitme Jelinin Hazirlanmast
Proteinlerin agirliklarina gore ayrilmalari ig¢in %12’lik SDS poliakrilamid jelde
yaratuldr. Jel igerigi EK-4 te gosterilmistir.

Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmas
Iml dimetilstlfoksit (DMSO) ile 9 ml Fetal sigir serumu (FBS) filtreden gegcirilerek
dondurma medyas1 hazirlanir. Bu medya ile hiicrelerin uzun siire sivi azot tanki i¢inde
saklanmasi1 saglanabilir.

Bradford Reagent Hazirlanmasi
100 mg Coomassie Blue 50 ml %95°1ik etanol iginde ¢Ozdirulir. 100 pl %85°1lik

fosforik asit eklenir, distile su ile 1000 pl’e tamamlanir, siiziilerek kullanima hazir hale

getirilir.
%10 APS Hazirlanmasi

100 mg Amonyum perstilfat 1000 ml distile su ile ¢ozdurulr.
%10 SDS Hazirlanmasi

10 g SDS, 90 ml distile su ile ¢ozdurilir ve 1000 ml’e tamamlanir.
1,5 M Tris-HCI Hazirlanmast
27,23 g Tris-baz 80 ml distile su ile ¢cozduralur. pH’1 8,8’e ayarlanir ve distile su ile

150 ml’e tamamlanir.
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0,5 M Tris-HCI Hazirlanmasi
6 g Tris-baz 60 ml distile su ile ¢ozdurulir. pH’1 6,8’e ayarlandiktan sonra distile su ile
100 ml’e tamamlanur.

3X SDS Loading Buffer Hazirlanisi
Cell Signaling Technology marka Blue Loading Buffer Pack kullanilarak hazirlanir. 3X
Reducing SDS Loading Buffer tzerine 1/10 hacimde 30X ditiotreitol (DTT) Reducing
Agent eklenerek hazirlanir.

%5°likYagsiz Siit Tozu Hazirlanisi
Cell Signaling Technology marka Nonfat Dry milk kullanilmistir. 2,5 g yagsiz siit tozu
50 ml distile su ile ¢ozdurulir.

1x Tris-Glycine SDS Running Buffer
Cell Signaling Technology marka 10x Tris-Glycine SDS Running Buffer’dan 200 ml
aliip, 1800ml’ye tamamlanmustir.

Ix RIPA Buffer Hazirlanisi
10x RIPA Buffer’dan 100 pl alinip iizerine 900 pl distile su eklenir.

3.1.5. Kullanilan primerler

Kullanilan primerler ekler kisminda Ek-5 te gdsterilmistir.

3.2. Metodlar
3.2.1. Hucre kaltura
DETAE Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’'nde gorev yapan Prof. Dr. Oguz
OZTURK tarafindan hediye edilen MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2- metastatik
adenokarsinom) insan meme kanseri hiicre hatti kullanilacaktir. Epitelyal hticreler,
hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitiilerek ¢alismamizin deneyleri i¢in kullanilacaktir.
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 hatlar1 %10 1s1 ile inaktive olmus
FBS, 2mM L gulutamin, 100 pg/ml penisilin-streptomisin iceren RPMI 1640
besiyerinde, 37°C de ve 5% CO>li inkiibatorlerde biiyiitilmektedir.
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3.2.2. Hiicre canhhik testi (MTT testi)

MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinin uygun besi yerlerinde % 5 CO: igeren
37°C’de nemli inkibat6rde biiyiitiilmesinin ardindan, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) testi uygulanarak CAPE ve ZEB’in degisik
konsantrasyonlarda zamana bagl etkilerini gostermek {izere tespit edilmesi
hedeflenmektedir. 1x10* hiicre/kuyu 96 kuyucuklu petri kaplarina ekildikten sonra gece
siiresince yapismalar1 beklenecektir. Hucreler 0-160 uM ZEB ve 0-160 uM CAPE ile
24 saat boyunca muamele edilecektir. Hicreler MTT tetrazolium tuzu ile 4 saat
bekletitilir, bu bekleme sonucu kesilen formazan bilesiklerin canli hiicrelerin yiizeyinde
birikmesi gergeklesir. Bu nedenle 6rneklerin spektrofotometrik okuma sonucundan (Abs
570 nm) ila¢ uygulanmamis kontrol drneklere oranlama yapilarak ilaglarin bagil hiicre

canlilig1 lizerine etkisi belirlenecektir.

3.2.3. Sag kalim / Tripan mavisi boyama testi

Sag kalim testi ile uygulanan ilaglarin belirli konsantrasyonda zamana bagl
etkisinin tespit edilmesi hedeflenmektedir. Bu ama¢ dogrultusunda MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatt1 her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilir. Hucreler 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatti igin hiicrelerin yarisinin 6ldiigii degerlerde (IC50 degeri) uygulanan ilaglarla
sirasiyla muamele edilir. Belirlenen saatlere gore hucreler, her 24 saatte bir olacak
sekilde sayimmilar iki tekrarl olacak sekilde gergeklestirilir. Bu amacgla 6nce ornekler
Fosfat Buffer Salin (PBS) ile yikanip ve tripsin ile kaldirilir.  Hucreler santrifdyj edilir,
tizerine 50 pl 0. 4 % (w/v) Tripan Mavisi ve 50 ul PBS konulur ve bu karigimdan 10 pl

cekilerek Neubauer hemositometrede sayilir.

3.2.4. Soft-agar koloni olusum deneyi

Hiicrelerin ylizeye yapismasinin engellendigi ortamda hiicrelerin biiyiiyebilme
yeteneginin Olglilmesi amaci ile soft-agar koloni olusum testi yapilacaktir. Hucreler
ekilmeden 6nce 6 kuyucuklu petriler %20 FBS iceren RPMI-1640 ile 1: 1 oraninda % O.
5’lik agaroz ile kaplanir. 2,5X 10° MDA-MB-231 meme kolon kanseri hiicresi 6
kuyucuk olacak sekilde 1: 1 oraninda %20 RPMI-1640 ile % 0. 3 agaroz ve hiicreler

karistirilip, %0,5 agaroz ile kaplanan petrilere ekilir.
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MTT testi sonucuna ICso degerlerine gore belirlenen doz uygulanan ilaglar ve
uygulanan ila¢ konsantrasyonu ile ayni miktarda uygulanan ilaglarin ¢6ziinebildigi
madde (DMSO gibi) ile 15 giin muamele edilir. Hucreleri beslemek i¢in Ust medya 2
ginde 1 yeni medya ile degistirilir.  Olusan kolonileri g6zlemleyebilmek igin
%0,005’lik kristal viyole ile 20 dakika bekletilir. Soft-agarda hiicrelerin olusturdugu
koloniler 151k mikroskobu ve floresan mikroskobunda 100X biyutme ile incelenir.

3.2.5. Metastatik etkinin belirlenmesinde kullanilacak parametreler

3.2.5.1. Koloni olusum testi

Uygulanan ilaglarin hiicrelerdeki metastatik etkisini ve hiicreler tek basina
birakildiginda nasil davrandiklarini belirlemek ig¢in koloni olusum testi yapilacaktir.
4X10° MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilir. Hucreler IC50 degerlerine gore uygulanan ilaglar ile 24, 48, 72 ve 96
saat muamele edildikten sonra ilagsiz medya ile degistirilerek hicrelerin blyumesi
inceleneektir. 14 giin sonunda hiicreler metanol asetik asit (3: 1) ile 5 dakika muamele
edilerek fikse edilecektir. Hucreler %0,5lik kristal viyole ile 20 dakika muamele

edildikten sonra yikanir ve morfolojik goruntiiler trans UV Ile cekilir.

3.2.6. Anti-metastatik etkinin belirlenmesinde kullanilacak parametreler

3.2.6.1. Yara ivilesme analizi

Uygulanan ilaglarin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde lateral hcre
hareketi tizerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit edilmeye calisilacaktir. Bu
amagla hucreler 6 kuyucuklu petri kaplarina ekilir. Ekimden 6nce petri kaplarinin alt
yuzeyleri birbirine paralel 15 adet cizgi ve bu cizgilere dik birbirine paralel 3 ¢izgi
cizilerek hazirlanan ¢ikartma kagitlar 6 kuyucuklu petrilerin altina yapistirilir ve
hicreler ekilir. Ekimden 24 saat sonra birbirine paralel uzanan 3 ¢izgi hizasindaki
hiicreler 200 ul’lik steril pipet ucu ile kazinarak yara olusturulur. Birbirine paralel
uzanan 15 ¢izgi ile yara c¢izgilerinin kesistigi noktalardaki yara genislikleri, invert
mikroskopta goruntuleri cekilecek olup hemen ardindan petrilere kontrol ve ilagh
medya eklenecektir. Her giin ayn1 saatte goriintiilleme yapilacak ve medya degistirilecek

olup, isleme 48 saat devam edilecektir.
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3.2.7. Uygulanan ilaglarin epigenetik iizerine etkisinin belirlenmesi
3.2.7.1. DNA izolasyonu

Uygulanan ilaglarin metilasyon iizerine etkisini belirlenmesinde kullanilmak
uzere MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinden total DNA izolasyonu yapilacaktir.
2X10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler T75 petrilerine ekilir. 24 saat sonra

ekilen hiicrelere ilag uygulanir.
Ilag uygulandiktan 24 saat sonra total DNA izolasyonu yapilir.

» Hucreler 1X PBS ile yikanip, kazinip, toplandiktan sonra cell lysis buffer ile 40’
buzda bekletilecektir.

* 13200 rpm de 10’ santrifiij edildikten sonra iist faz yeni ependorfa toplanacaktir.

* RNA ve proteinlerden kurtulmak icin 8 pl RNaz ve 6 pl Proteinaz K eklenip,
37°C’de 1 saat inkiibe edilecektir.

* DNA’dan proteinleri ayirmak i¢in 1:1 oraninda Fenolkloroform eklendi ve 15’
santrifiij edilecektir.

* Proteinleri ¢oktlrmek icin 200 pl amonyum asetat eklenip 20 saniye
vortekslenir.

» Santrifiij yapildiktan sonra {ist faz yeni ependorfa alinacaktir.

* DNA’y1 kimyasal olarak ¢oktiirmek i¢in 600yl izopropanol eklenecektir.

» Santrifijle genomik DNA coktirtldikten sonra 600 pl %70 etanol (EtOH)
eklenerek DNA tekrar ¢oktirdlur.

+ Etanol kurutulduktan sonra 20 pl TE eklenerek gece boyunca oda sicakliginda
DNA cozdirtlecektir.

* Izole edilen total DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrede 6lgiilr.

3.2.7.2. Bisulfit modifikasyon ve metilasyon spesifik PCR (MSP)

Metile olmus sitozinlerde her hangi bir degisiklik olmadan, unmetile sitozin
rezidiilerinin urasile doniistiiriilmesi prosesidir. Genomik DNA nin bisiilfit doniistimii
icin Zymo EZ DNA Methylation-Gold™ kit (D5005,Zymo Research Corp,Orange,CA)

uygulanacaktir.
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Orijinal sekans Bisiilfit islemi sonrasi
Unmetile DNA A-C-G-A-C-G-A-C-G-A A-U-G-A-U-G-A-U-G-A
Metile DNA A-C-G-A-C-G-A-C-G-A A-C-G-A-C-G-A-C-G-A

Bu doniisiimlere uygun olarak olusturulan metile ve unmetile primer ciftleri
dontigiim sonrasi, farkli kalinlikta ve biiytlikliikte bantlar vermektedir. Orneklere MSP
uygulamasiyla, ayni 6rnegin metile ve unmetile primerleri ile iki ayr1 reaksiyonu
kurularak gerceklestirilmesi planlanmaktadir. Bant kalinliklarina gore ilgili dizinin
metile veya unmetile durumu degerlendilecektir.

DNA’nin bisiilfit doniistimii i¢in Millipore CpGenome Turbo DNA Modification
Kit protokol( takip edilecektir.

Bisulfit doniistimii yapilmis olan DNA kalip olarak kullanilip kaspaz 3, kaspaz 8 ve
kaspaz 9 basta olmak iizere anlamli sonug elde edilen genlerin metilasyon durumunu
belirlemek igin MSP yontemi uygulanacaktir.

PCR kosullar:

95°C 5 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 40 dongu; 94°C-30s, 50°C- 30 s, 72°C-30s ve
bitis 72°C 7 dk, seklinde yapilmasi On gorilmekte ve gerekli optimizasyonlar

yapilacaktir. PCR sonuglar1 denatiire etmeyen jel Uzerinde incelenecektir.

3.2.8. Immunblot analizi

Hiicrelere ilaglarin farkli doz ve konsantrasyonlarda uygulamasinin apoptotik
diizenlenmeyle ve hiicre dongiisiiyle iliskili proteinlerin ifade diizeylerinin
gosterilebilmesi icin total protein icerikleri O6zitlenerek, hedef proteinlerin ifade
duizeyleri incelenecektir. Bu nedenle 4X 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu
hiicre petrilerine ekildikten ve ilag uygulamasi yapildiktan sonra soguk 1X PBS ile
yikanacaktir. Proteinlerin 6zutlenmesi igin igerisinde 20 mM Tris-HCL (pH 7. 5), 150
mM NaCL, NP-40 % 0. 5, (v/v), ImM EDTA, 0. 5 mM PMSF, 1 mM DTT, proteaz
inhibitér (Complete EDTA-free, Roche) bulunan ¢o6zelti hazirlanacaktir. Kaziyici
yardimi ile toplanan hiicre kalintilari, 1X PBS igerisinde 300 g’de 5 dakika santrifj
edilecektir. Ust siv1 atilir ve ve uygun miktarda protein 6zitleme cokeltisi eklenir. 20
dakika buz iizerinde bekletildikten sonra karisim 15 dakika boyunca, 13200 g’ de 4°C’

de santrifilj edilecektir. Ust siv1 yeni bir mikrofiij tiipiine alinacaktir.
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Bradford yontemi ile (Bradford ¢Ozeltisi, Biorad) protein konsantrasyonu BSA
ile elde edilen standart egriye gore belirlenecektir. Hazirlanan % 8-12’1ik SDS-PAGE
akrilamid jel’e yUklenen ornekler yardttldikten sonra nitroseliiloz membrana (Biorad)
aktarilarak, uygun primer ve sckonder antikorlar ile inklbe edilecektir. (Kaspaz7,
Kaspaz 9, Kaspaz3, gibi (st yolak protein iliskilerine bakilacaktir). Hedef proteinlerin
ifadesi kemiliiminesans ajanlar ile (Lumi-Light Plus, Roche) inkibe edildikten sonra
film (Roche) Uzerine gegirilerek analiz edilecetir. Elde edilen sonuglar antikorlarindan
arindirilan membranlarda yeniden inkiibasyon ile - aktin belirlemesinden sonra ImageJ
programi ile degerlendirilerek sunulacaktir.

3.2.8. Istatistiksel analiz

Uc deney tekrarlariyla elde edilen verilerin ortalamasi almarak sonuglar
olusturulmus olup bu elde edilen veriler Graph Pad 4.04 istatistik programu ile analizleri
gerceklestirilmistir.  Karsilagtirnlmalarda bagimsiz t testi kullanilmis olup anlamli

degisiklikler icin p degeri< 0.05 belirlenmistir.
P>0,05

P<0,05 6nemli diizeyde farklilik

P<0,01 ¢ok dnemli diizeyde farklilik

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

4.1. CAPE, ZEB, CAPE+ZEB Kombinasyonunun MDA-MB-231 Meme Kanseri
Hiicre Hattinda Hiicre Canhligi Uzerine Etkisi

Amag Farkli konsantrasyonlarda (0-160 uM) CAPE ve ZEB ile muamele
edilmeleri sonucunda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda CAPE ve ZEB’in
hiicre canliligi {zerine etkisini belirleyebilmek i¢in MTT hiicre canlilig1 testi
uygulanmistir (sekil 4. 1).

0 UM %100 kabul edilerek diger orneklere ait canlilik degerleri oransal olarak
ortalama absorbans degerlerinden hesaplandi. Bulgular CAPE VE ZEB’in ayr ayri
kullaniminin  MDA-MB-231  hiicrelerinde  hiicre  6limiine neden oldugunu
gostermektedir (sekil 4. 1).

CAPE igin 70 uM ZEB ic¢in 80 UM % 50 hiicre canlilign goriilmiistir.  Bu
nedenle ila¢ dozlart CAPE 70 uM, ZEB 80 pM olarak belirlenmistir. CAPE+ZEB
kombine uygulamada da ilaglarin ¢eyrek dozlar1 baz alinarak sonuglar desteklenmistir

(sekil 4. 2).

m CAPE ZEB

100 +

80 -

60

40

20 -

Relatif Hiicre Canlilig: (%)

ila¢c dozlar1 (um)

Sekil.4.1. ZEB ve CAPE’in MDA-MB231 hiicre hatlarinda 24 saatteki hiicre canliligina
etkisinin incelenmesi (0-160uM). MDA-MB-231 hiicre hatlarindan 1x10* hiicre 96 kuyucuklu
petrilere ekilmistir. Belirli dozlar arasinda (0-160uM) ZEB uygulamasindan 24 saat sonra
hicre canliligi MTT testi ile belirlenmistir. Elde edilen verilere gore 80 uM ZEB, 70 uM
CAPE’in etkin doz oldugu gosterilmigtir.
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m CAPE+ZEB

100 -

80 -

60

40 -

20 A

b9’\/
X
%Q

& v

Relatif Hiicre Canlilig: (%)

™
X
QQ

»
& <
N o R

™

fla¢ Dozlar1(um)

Sekil 4.2. CAPE ve ZEB’in kombine dozlarimin MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 24 saatte Ki
hiicre canhiligina etkisinin incelenmesi. MDA-MB-231 hiicre hatlarindan 1x10* hiicre 96
kuyucuklu petrilere ekilmistir. CAPE ve ZEB’ in ¢eyrek dozlarindan olusan (CAPE:17,5 UM ve
ZEB:20 uM) kombine uygulamasindan 24 saat sonra hiicre canliigit MTT testi ile
belirlenmistir.

MDA-MB-231 hucrelerinde 70 uM CAPE ve 80 uM ZEB’in zamana baglh olarak
hiicre sag kalim iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in hiicre sag kalim testi yapilmistir.
24, 48, 72, 96 saat inkiibasyonlar1 yapildi ve 24 saat olacak sekilde her giin ayn1 saatte
iki tekrarli olarak hemositometre ile MDA-MB-231 meme kanseri hucrelerinin
sayimlart yapildi. Bu analizler sonucunda bir grafik olusturuldu (sekil 4. 3).

[la¢ uygulanmayan kontrol grubunda hiicre sayisinin saat araliklarina gore arttig1,
CAPE, ZEB, CAPE+ZEB konsantrasyonlarinin uygulanmasiyla hiicre canliliginin
azaldigi tespit edilmistir. Ayni zamanda bu g¢aligmanin amaci olan CAPE+ZEB’in
beraber kullanimiyla, ilaclarin ayr1 ayr verildiginde yarattigi toksik etkinin azaltildig:
gorilmistir. CAPE ve ZEB ayr1 uygulanan hiicrelerde 24 saatte toksik etkiden dolay1
ani hiicre Oliimlerine sebep oldugu bu etkinin ilaglarin g¢eyrek dozlarindan olusan
kombine uygulamasiyla saatlere gore orantili bir sekilde hiicre canliliginin azalmasini
sagladig1 boylece ilaclarin hiicrede yarattig1 toksisitenin azaltilmasi yoniinde beklenen

sonuglarin elde edildigi gézlenmistir (sekil 4. 3).
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Sekil 4. 3. CAPE, ZEB ve kombine ila¢ uygulanmasinin MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine etkisinin gosterilmesi. MDA-MB-31 meme kanseri hicreleri 6
kuyucuklu petrilere 80x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Ila¢ wuygulanmayan Kontrol, 70uM
CAPE, 80puM ZEB ve 20uM ZEB+ 17,5uM CAPE ila¢ kombinasyonu 24 saat, 48 saat, 72 saat
ve 96 saat zamana bagl olarak denendi. Hiicrelere %0. 4 (w/v) Tripan Blue (50 ul) ve 1xPBS
(50 wl) 1: I oraminda eklendi. Neubauer hemositometre ile hiicreler sayildi. Y ekseni
boyanmayan canli hiicre sayilarini géstermektedir.

4.2. CAPE, ZEB, CAPE+ZEB Kombinasyonunun MDA-MB-231 Meme Kanseri
Hiicre Hattinda Hiicre Metastaz Uzerine Etkisi

CAPE ve ZEB’in hiicredeki metastatik etkisini ve hiicrelerin tek basina
birakildiginda nasil davrandigini belirlemek i¢in koloni olusum testi yapilmistir.

70uM CAPE uygulanan hiicreler, ilag uygulanmamis kontrol gruplariyla
karsilagtirildiklarinda zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunda azalma goriilmiistiir.

80puM ZEB uygulanan hiicreler, ilag uygulanmamis kontrol gruplariyla
karsilastirildiklarinda zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunda azalma gézlenmistir.

CAPE ve ZEB uygulanan hiicreler karsilastirildiginda ZEB uygulananan
hicrelerdeki hucre proliferasyonundaki azalmanin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
llaglarin yarattig1 toksisitenin giderilmesi icin uygulanan kombine terapinin tek
baglarina ila¢ uygulanmasina oranla hiicre proliferasyonundaki toksisiteyi azalttigi

gozlenmistir (sekil 4. 4).
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Sekil 4. 4. CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB Kombinesinin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Hiicrelerinin
Metastazi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 4x10°
hiicre/ kuyucukolacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekimi yapildi. Hiicreler 70 UM CAPE , 80
MM ZEB, 17,5 pM CAPE+20Um ZEB kombinasyonu ile 24, 48, 72 saat muamele edildikten
sonra ilagsiz medya ile degistirilerek hiicrelerin biiyiimesi incelendi. 14 giin sonunda hiicreler
metanol asetik asit (3:1) ile 5 dakika muamele edilerek fikse edildi. Hiicreler %0,5° lik Kristal
viyole ile 20 dk muamele edildikten sonra yikandi ve goriintiiler trans UV ile ¢ekildi.

Hiicrelerin ylizeye yapigsmasinin engellendigi ortamda hiicrelerin biiyiiyebilme
yeteneginin Olgiilmesi amaci ile Soft- Agar koloni olusum testi yapilmistir. 70 uM
DMSO uygulanan hiicrelerde, higbir ilag uygulanmamis kontrol grubuna benzer bir
sekilde DMSO’nun hiicre biiyiimesini ve koloni olusumunu engellemedigi goriilmiistiir.
70 uM CAPE ile 80 uM ZEB uygulanan hiicrelerde yiizeye bagimsiz olarak koloni
olusumunu ve bliyiimesini engelledigi belirgin bir sekilde gézlenmistir. CAPE ve ZEB
in beraber kombinasyonu uygulandiginda ilaglarin ayr1 ayr1 uygulanmasina oranla,
toksisiteyi azaltarak ylizeye bagimsiz olarak koloni olusumunu ve biiylimesini daha az

engelledigi tespit edilmistir.
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Kontrol DMSO CAPE+ 7ZEB

Sekil 4. 5. Hiicrelerin Yiizeye Yapismasinin Engellendigi Ortamda Hiicrelerin Biiyiiyebilme
Yeteneginin Olgiilmesi. MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri 1,5x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde %0,5 agoroz ile kaplanan 6 kuyucuklu petrilere ekildi. 70 yM CAPE, 70 uM DMSO, 80
UM ZEB, 17,5 pM CAPE+20 uM ZEB kombinasyonu ilel5 giin muamele edildi. Olusan
kolonileri gozlemleyebilmek igin % 0,005 lik Kristal viyole ile 20 dk bekletildi. Soft agarda
hiicrelerin olusturdugu koloniler 151k mikroskobunda incelenerek fotograflar: ¢ekildi.

CAPE, ZEB ve CAPE ve ZEB kombinasyonunun MDA-MB-231 meme kanseri
hicrelerinde lateral hiicre hareketi izerindeki etkileri yara iyilesme analizi ile tespit
edilmeye ¢alisilmigtir (sekil 4. 6). MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin kontrol
grubunda agilan yara genisliginin zamana bagli olarak yavas yavas kapandigi
gosterilmistir. DMSO uygulanmis hiicrelerde agilan yara genisliginin kontrole benzer
bir sekilde zamana bagli olarak yavas yavas kapandig1 saptanmistir. 70 uM CAPE ve
80 uM ZEB uygulanan hiicrelerde yara genisligi kapanmasmin engellendigi ve 24
saatten sonra hiicrelerin toksik etkisinden kaynakli hiicre proliferasyonunun arttigi ve
hiicrelerin yapistig1 yerden kalktigi diisiiniilmektedir. CAPE+ ZEB kombine terapisi ile
ilaglarm ayr1 ayr1  kullanildiginda  olusturduklari — sitotoksisitenin  azaltildigi
gozlenmektedir. 48. saatte ilagh hiicrelere oranla CAPE+ ZEB Kombinesinin
uygulanmasiyla toksisite azaltilarak hiicrelerin proliferasyonun daha az oldugu ve
hiicrelerin yiizeye yapisik kaldigir ve olusturulan yaranin kapandigi tespit edilmistir (

sekil 4. 6).
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Sekil 4. 6. CAPE, ZEB, Ve CAPE+ZEB Kombinasyonun MDA-MB-231 Meme Kanseri
Hiicrelerinde Lateral Hiicre Hareketi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi.  Yara kapanmasina
ait Istk mikroskobu goriintiileri.
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4.3. CAPE, ZEB, CAPE+ZEB Kombinasyonunun MDA-MB-231 Meme Kanseri
Hiicre Hattinda Hiicre Anti-Metastaz Uzerine EtKkisi

DNA, ila¢ verilmis hiicrelerden izole edildi, daha sonra bisiilfit modifikasyonlari
yapildi. TP53, kaspaz-9, kaspaz-8 ve kaspaz-3 genlerinde metilasyonu durumu
Metilasyona Spesifik PCR (MSP) ile analiz edilmistir.

Kaspaz-9 Geni Jel Goruntusu

CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme
kanseri hucrelerinde kaspaz-9 genin metile/unmetile durumlarnin incelenmesi
hedeflenmistir. ~ MDA-MB-231 kanser hicrelerinin kaspaz-9 geni igin yapilan
uygulamada kontroliin metile bandi, unmetile bantla birbirlerine yakin degerler
gostermektedir. Unmetile durumu belirten asil bant iistteki ince banttir. ZEB’in
80uM‘lik dozu tek basina uygulanmig ve belirgin bir sekilde unmetile olarak tespit
edilmistir. ZEB ic¢in istenilen sonuca paralel olarak metile bant goriilmemektedir.
ZEB’ in 80uM‘lik dozu MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde genin metile
durumunu unmetile olarak degistirmektedir. Sonug itibariyle kaspaz-9 geninin
aktivasyonunu sagladigi ifade edilmektedir.

CAPE’in 70uM 'lik dozu ayr1 uygulanmistir. Uygulamalardan aldigim sonuglar
neticesinde 70 uM CAPE uygulamasinin metile bir profil olusumunda etkili oldugu
saptanmigtir. Buna karsilik kombine terapiye bakildiginda (20uM Zebularin+ 17,5uM
CAPE) CAPE’in etkisinin tersinde ve ZEB daha etkin bir unmetile durum
gorilmektedir. Buda daha aktif bir apoptotik indiuklemeyle alakali oldugu
diistiniilmektedir (sekil 4. 7).

Bu calismada gosterilmesi amaglanan hedef, kombine terapinin meme kanserli
insanlarda apoptotik yolun indiiklenmesinde ilaglarin ayr1 ayri1 kullanilmasina oranla
ilaglarin ¢eyrek dozlarindan olusan kombinenin kullanilmasinin daha etkili

olabilecegidir.
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Sekil 4.7. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Kaspaz-9 Geninin Metile Ve
Unmetile Orneklerinin Jel Goruntiileri. Ornekler sirasiyla M:Marker(100bp); Su kontrolii; K1:
lla¢ uygulanmamis Kontrol; Z1: 80uM ZEB; CI: 70uM CAPE; Al: 20uM ZEB+ 17,5uM
CAPE.
Kaspaz-8 Geni Jel Goruntusu
CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme

kanseri hucrelerinde kaspaz-8 genin metile/unmetile durumlarmin incelenmesi
hedeflenmistir.

70uM CAPE ve 80uM ZEB ayri ayr1 uygulanmis ve %50 oraninda metile- unmetile
bir profil gosterilmistir. Ilaglarin ayri uygulanmasina paralel olarak kombine tedavide
de metile bir profil saptanmistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde kaspaz-8
yani ekstrinsik yol {izerinden uyarma saglayamadigi tespit edilmisir. Apoptotik uyarim

intrinsik yol (sekil 2. 8) {izerinden veya farkli bir yol iizerinden saglanmaktadir.
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Sekil 4.8. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Kaspaz-8 Geninin Metile Ve
Unmetile Orneklerinin Jel Géruntuleri. Ornekler sirasiyla M:Marker(100bp); Su kontrolii; K1:
fla¢ uygulanmamis Kontrol; CI: 70uM CAPE; Z1: 80uM ZEB; Al: 20uM ZEB+17,5uM
CAPE.

Kaspaz-3 geninin jel goruntuleri

CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme
kanseri hucrelerinde kaspaz-3 genin metile/unmetile durumlarmin incelenmesi
hedeflenmistir.

80uM ZEB MDA-MB-231 hiicrelerine tek basina uygulandiginda unmetile bir
profil gostermektedir.  70uM CAPE’in MDA-MB-231 hiicrelerine tek bagina
uygulanmasi ise daha ¢ok metile bir profil sergilemekle birlikte belirgin olmasa dahi
unmetile bant gosterilmektedir.

Kaspaz-8 ve kaspaz-9’un birlestigi noktalardan biri olan kaspaz-3 bir seri
kaskadi baglatarak apoptozu indiikler bu anlamda 6nemli olup apoptozun baslamasi
hakkinda daha net bir fikir vermektedir. Kaspaz-9 ve kaspaz-8 hiicre igi sinyallerle
durdurulabilirken kaspaz-3 apoptotik sinyal kaskadini indiiklediginde apoptoz hizli bir
sekilde devam etmektedir.

Jel gorintdlerini ele aldigimizda kombine ila¢ uygulamasi (20uM ZEB+17,5uM
CAPE) basgarili olarak gosterilmektedir. %50 oraninda metile—unmetile bir profil ifade
edilmektedir (sekil 4. 9).
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Kaspaz-3 Geninin Metile Ve
Unmetile Orneklerinin Jel Goruntileri. Ornekler swrastyla M: Marker(100bp), Su kontrolii; K1:
Ilag¢ uygulanmamis Kontrol; Z1: 80uM ZEB; C1: 70uM CAPE; Al: 20uM Zebularin+17,5uM
CAPE.

TP53 geninin jel goéruntisu

CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme
kanseri  hucrelerinde TP53 genin metile/unmetile durumlarinin  incelenmesi
hedeflenmistir.

MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerine 70 uM CAPE iki kontrollu olarak tek
basina uygulanmistir. Her bir kontrol i¢in metile ve unmetile primerlerle reaksiyon
kurulmustur. ZEB 80uM ve kombine dozlar1 (20uM ZEB+17,5uM CAPE) da ayni
sekilde iki kontrollii olarak jele yiiklenmistir.

Uygulanan dozlar da bant goriintiilerinin arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemektedir. Uygulanan Ornekler %350 oraninda metile-unmetile durum ile
iligkilidir (sekil 4. 10). Fakat ilaglarin ayr1 uygulanmasinin sitotoksik etkiler
gosterebildigi ifade edildiginde, ayn1 zamanda yaptigim diger deneylere paralel olarak
elde ettigim sonucglara gore tedavi amagli kombine ila¢ terapisinin ilaclarin ayri

kullanilmasina oranla daha yararl olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.10. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda TP53 Geninin Metile Ve Unmetile
Orneklerinin Jel Goriintileri. Ornekler swrasiyla M:Marker(100bp); K1 ve K2: Ila¢
uygulanmamiy Kontrol; CI ve C2: 70uM CAPE; Al ve A2: 20uM ZEB+17,5uM CAPE; ZI ve
Z2: 80uM ZEB

Kontrol grubu ile karsilastirmali olarak MSP, sonucunda elde edilen veriler;

Metilasyon degisiklikleri;

*  TP53% 50 metillenmemis (p <0.05),
+ Kaspaz-9% 70 metillenmemis (p <0.001),
» Kaspaz-8% 60 metillenmemis (p <0.01),

» Kaspaz-3% 60 metillenmemis (p <0.01 ) gézlenmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombine
ilaglarinin neden oldugu apoptik Oliimiin gorsel olarak belirlenmesinin ardindan, bu
ilaclarin tetikledigi apoptik hiicre 6liimii yolag ile iligkili proteinler iizerindeki etkisini
incelemek icin apoptotik yolakta gdrev alan proteinler immunblotlama ydntemi ile
belirlenmistir.

Uygulanan ilaglarin kaspaz-3 geninde ilag uygulanmayan kontrol grubunda
bantlasma goriilmezken ilaglarin ayr1 kullanilmasiyla CAPE ve ZEB de bant c¢izgisi
belirgin olmamakla birlikte belirginlik seviyesi ilaglarin kombine terapisi ile
bantlagmanin belirginligi fark edilebilir seviye de ilaglara oranla daha fazla oldugu

gorilmektedir (sekil 4. 11).
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llaglarin kaspaz-7 geninde ila¢ uygulanmayan kontrol grubunda bantlagma
goriilmezken ilaglarin ayr1 kullanilmasiyla CAPE ve ZEB de bant ¢izgisi belirgin
oldugu goriiliirken ilaglarin kombine uygulandiginda aktifligi azilmig oldugu belirgin
bir seviyede gosterilmistir (sekil 4. 11).

Uygulanan ilaclarda kaspaz-9 geninde ila¢ uygulanmayan kontrol grubunda
ilaglhilarin ayr1 kullanilmasi sonucunda CAPE ve ZEB ilaglariin belirginligi daha fazla
oldugu ve ilaglarin kombine terapisinde kontrol grubuna yakin bir degerde oldugu tespit
edilmistir (sekil 4. 11).

Kntrl CAPE Zeb Kombine

Kaspaz-3

Kaspaz-7

B-Aktin

Sekil 4.11. MDA-MB-231 Meme Kanser Hiicre Hattinda CAPE, ZEB ve CAPE+ZEB Kombine
Terapisinin Kaspaz-9 Ve Kaspaz-3/7 Ekpresyonuna Etkisi Immunblotlama Teknigi. LICOR
CLx goriintiileme cihazi kullanarak elde edilen membran goruntusu.
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5. TARTISMA

Calismamizda DNMT inhibitorii olan ZEB ile yeni nesil bir ila¢ olan propolis
0zitu CAPE’in MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda 6ncelikle ilaglarin ayr1 ayr
kullanim1 sonucu hangi degerdeki dozlarmn uygulama i¢in uygun oldugu belirlenmesi
hedeflenmistir. Hucrelerin IC degerleri baz alinarak CAPE igin 70 uM, ZEB i¢in 80 uM
doz degerlerinin uygun oldugu MTT testi ile belirlenmistir. Ayni zamanda ilaglarin
ceyrek dozlar alinarak kombine ilag uygulamas: da MDA-MB-231 meme kanseri hiicre

hattina uygulanmistir.

Calismamizda MTT testi ile belirlenen ila¢ dozlariin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hattina uygulanmasiyla hiicrelerde olusabilecek sitotoksisitenin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacgla hiicre biiyiimesi ve hiicre proliferasyonu
tizerindeki etkiler sag kalim ve koloni olusum, yara iyilesme analizleriyle gosterilmeye
calisilmigtir. Bununla beraber hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen hiicrelerden DNA izolasyonu
yapildiktan sonra bisiilfit modifikasyon islemi uygulanmistir. Modifiye edilen
orneklerin metilasyon spesifik PCR yontemiyle, TP53, kaspaz-3, 7, 8, 9 genleri igin
metilasyon analizleri gergeklestirilmistir. Ayrica kaspaz-3, 7, 9 genlerinin apoptozu

indiikleme stiregleri immunblotlama yontemiyle gerceklestirilmistir.

CAPE ve ZEB ilaglarinin farkli meme kanseri hiicre hatlarinda ayri ayri
uygulanmalarinin mevcut olmasma ragmen bu iki ilacin kombine kullanimina
rastlanmamaktadir. Bu nedenle bu ¢aligmamizin 6zgiin degeri korunmaktadir.

Calismamizin sonuglart literatiir ile karsilastirilarak tartisilmistir.

5.1. Elde Edilen Verilerin Literatiir Bilgileri ile Karsilastirilmasi
5.1.1. CAPE’in MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina etkilerinin literatiirdeki
diger calismalar ile karsilastirilmasi

Yapilan bir ¢calismada CAPE’in anti-inflamatuar, anti-mantar, anti-viral, anti-
bakteriyel olmak iizere bir dizi onemli biyolojik etkilere sahip oldugu belirtilmistir
(Son, ve Lewis, 2002; Yang, vd., 2005). Yapilan baska bir ¢alismada meme kanser
hicreleri dahil bir ¢cok kanser tipinde sitotoksik etkisi belirlenirken normal hiicrelerde
bu etki gézlenmedigi belirtilmistir (Xiang, vd.,2006; Omene ve Wu., 2012).
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Bizim ¢alismamizda CAPE’in sitotoksik etkisi MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hattina uygulanan MTT testi ile gosterilmistir. CAPE’in 70 uM doz degerinin %
50 canliliga sahip oldugu gosterilmistir. CAPE’in belirlenen doz degerinin hiicre sag
kalim {izerine etkisinin belirlenmesi i¢in sag kalim testi yapilmistir ve 24 saatte ilacin
toksik etkisi gosterilmeye calisilmigtir. Bu sonuglar degerlendirildiginde 70 pM
CAPE’in MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde biiylimeyi inhibe ettigi

sOylenebilir.

Omene ve arkadaslar1 (2012), CAPE’in MCF7, SKBR3 meme kanseri hiicre
hatlar1 tizerinde etkinliginin hiicre canlilig lizerine etkisini arastirmig 72. saatte MCF7
IC50 degerinin 20 uM ve SKBR3 IC50 degerinin 35 pM oldugunu belirlemislerdir.
Bizim ¢alismamizda Omene ve arkadaslarinin belirledigi doz degerlerinden daha
yiikksek doz sec¢ilmistir. Bu bulgularla ¢alisilan hiicrelerin meme kanseri hiicre hatt
hicreleri olmalarina ragmen, farkli 6zelliklere sahip olduklarini diisiindiirmektedir.
Farkli meme kanseri hiicre hatlarinda CAPE i¢in diisiik doz sec¢imi hiicre canlilig1 ve
hiicre proliferasyonuna yonelik toksik etkisinin gosterilmesi adina bizim ¢aligmamizla
korelasyon olusturmaktadir. Bununla birlikte Omene ve arkadaslari CAPE’in SKBR3
meme kanseri hiicre hattinda HER2 geni ekspresyonunu inhibe ettigini ilk kez
gostermiglerdir. Bizim g¢alismamizda kullanilan MDA-MB-231 meme kanseri hicre
hattt HER2 negatif oldugu i¢cin CAPE’in HER2 ekspresyonunu arttiric1 ya da azaltici

yonde etkisinin olmadigini diistindiirebilir.

Lee ve arkadaglar1 (2003), CAPE ile C6 gliom hiicrelerinde yaptiklari ¢galismada,
IC50 degerini 50 uM bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatti1 hiicrelerinde IC50 degeri 70 uM olarak belirlenmistir. Lee ve arkadaglarinin
belirledigi doz degerinin bizim ¢alismamiza yakin olmasi, hiicre canliligi ve hiicre

proliferasyonu tizerindeki etkilerinin benzer olabilecegini diislindiirmektedir.

Biray ve arkadaglar1 (2006), CCRF-CEM Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)
hiicre hatlarinda CAPE uygulamasinin hiicre canliligi iizerine 10 pM dozunun
kullanilmast disinda diger uygulanan dozlarin logaritmik olarak anlamli bir sitotoksisite
gosterdigini bulmuslardir. CAPE’in CCRF-CEM hiicre hatt1 tizerinde sitotoksisitesinin
gosterilmesi amaciyla, tripan mavisi boyasi sag kalim testi ve XTT yontemi

uygulamislardir.
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CAPE’in 1 uM ile 10 puM araligindaki konsantrasyonlarda tripan mavisi boyasi
testi ile sitotoksisitesi degerlendirilmesinde, propolisin IC50 dozunu temel sitotoksisite

olarak kullanmislardir.

CAPE’in CCRF-CEM hiicre hattinda kullanilan doz ve zamana bagli olarak
sitotoksik etki gosterdigi buna dayanarak IC50 dozunun 1 puM olarak belirlenmesini
uygun bulmuslardir. Biray ve arkadaglarinin elde ettigi sonucglar bizim ¢alismamizin
amacini destekledigi, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda da CAPE’in toksik
etkisi oldugu fakat CCRF-CEM hiicre hattinin sitotoksisiteye duyarliliginin ¢ok fazla
oldugunu disiindiirmektedir. CAPE’in tumoral veya viral olarak aktarima ugramig
hicreler Gzerinde sitotoksik etkisinin bulundugu gosterilmeye caligilmistir. Bununla
birlikte normal hiicreler tizerinde bir etkisi olmadig: ifade edilmistir (Grunberger, vd.,
1988; Chen, vd., 1996; Su, vd., 1994).

Ayrica, Biray ve arkadaslar1 (2006), hiicre canliligi ve hiicre proliferasyonu
disinda CAPE’in IC50 degeri ile apoptoz degerlendirmesi yapmislardir. Degerlendirme
de 2 yontem kullanilmistir. Birinci yontem olarak kullanilan Elisa, apoptotik hiicrelerde
48 saatte % 35’lik bir artis oldugunu gostermistir. ikinci yontem olan Akridin- Oranj
Etidyum Bromid boyama ile %53’liik artis oldugu bulunmustur. Bu bulgularla Akridin-
Oranj Etidyum Bromid boyamanin daha kullanigh olabilecegini gostermektedir. Bizim
calisgmamizda apoptotik genlerin (kaspaz-7, 3, 9) ekspresyon seviyelerinin gosterilmesi
icin immunblotlama yontemi kullanilmis olup, CAPE terapisi uygulanan hiicrelerde
kaspazlarin ekspresyon seviyeleri artmistir. Bu sonuglara dayanarak CCRF-CEM hiicre

hattinda apoptotik etkilerin gézlendigi belirtilmesi bizim ¢alismamiza koreledir.

Brudzynski ve Carlone (2004), MCF-7 ve MDA-MB-435 meme kanseri hiicre
dizisinde CAPE’in IC50 degerini 5,95 pM olarak belirlemislerdir. Rossi ve arkadaslari
(2002), J774 Makrofaj hiicre dizisinde 1,5 uM olarak bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda
ise MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine MTT testi sonucu belirlenen CAPE doz
degeri ise 70 puM‘dir. Brudzynski ve Carlone, Rossi ve arkadaslarimin yaptigi
calismalarda bizim ¢alismamizda uygulanan doz degerinden oldukca diisiiktiir.
Boylelikle MCF7 ve MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hatlarinda, J774 Makrofaj
hiicre dizisinde CAPE’in toksik etkisinin daha fazla oldugu s6ylenebilir.
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Koru ve arkadaglar1 (2009), Multiple Myeloma kanser hiicre hatt1 olan ARH-77
hlcrelerine 100 pg mL—1 dozunda CAPE uygulamasi yapmiglardir. 72. saatte CAPE’in
blyumeyi %90. 4 oraninda inhibe ettigi ayn1 zamanda % 80. 4 oraninda sitotoksisite

gosterdigini géstermislerdir.

Bununla birlikte apoptoz iizerine etkisi incelenmis olup, CAPE dozu 22. 5 g
mL—1 olarak disiiriildiigiinde 72. saatte hiicreler %93. 2 oraninda apoptozu tetikledigini
gostermislerdir. Boylece daha oncede bahsedilen CAPE’in yiiksek dozlarinin zamana
bagli olarak biiyiimeyi inhibe edici 6zelligi olmasi ve sitotoksik etki yaratmasi tekrar
desteklenmistir. Ayrica diisiik doz kullaniminin apoptozu tetikliyor olmasi apoptotik
mekanizmalar {izerinde detayli arastirmalar yapilmasmi diisiindiirmektedir. Bu
calismada da CAPE terapisi uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda
apoptotik yolakla iliskili oldugu bilinen kaspazlarin ekspresyonunun artisi ile apoptozun
indiikledigi yontemiyle gosterilmeye calismistir. Ayrica CAPE’in LD50 dozunda
uygulanmast ARH-77 hicrelerinden IL-6 salgilanmasini engelledigi saptanmigtir. Bu

bulgu ise CAPE’in tedavi edici 6zelligi oldugunu diisiindiirmektedir.

Kern ve McLennan (1998), apoptoz indiikleyen TP53 geninin tumaor siipresor
olarak gorev yaptigin1 ve bu gende olusan mutasyon ya da mutasyon kaybir %80
oraninda akciger kanseri olgularinda goriilmekte oldugunu gostermislerdir. TUmor
dokusundaki proliferasyon artis1 ile apoptozun indiiklenme siirecinin artmasina neden
olmaktadir (Soini, vd., 1998). Bizim ¢alismamizda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda CAPE ve ZEB uygulamasiyla TP53 geninin MSP yontemiyle metilasyon
durumlar1 incelenmis olup TP53 geninin metile durumdan unmetile duruma gectigi, bu
bulgularla en cok caligilan epigenetik degisiklik olan DNA metilasyonu iizerine
etkilerinin oldugu gosterilmistir. TP53 geninin metillenmesi o genin ekspresyonunu
inhibe eder. Boylece hiicre siklusunun G1 fazinin durdurulmasi engellenerek apoptotik
indliklenmenin inhibe edilmesiyle kanser gelisimini tetikleyici etkisinin oldugunu
diisiindiirmektedir. ilag terapileriyle TP53 geninin ekspresyonu arttirilmaktadir. Bizim
caligmamiz da ayrica TP53 geni disinda daha 6nce bahsedilen apoptotik yolakta siklikla
karsilastigimiz kaspazlarinda (kaspaz-3, 7, 8, 9) metilasyon durumlar1 incelenmistir.
Boylelikle uygulanan ilag terapisi ile ilgili genlerde kaspaz-8 disinda digerlerinin metile

durumdan unmetile duruma gectigi gozlemlenmektedir.
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Metile olup eksprese olamayan genlerin uygulanan ilaglarla ekspresyon
seviyelerinin arttirildigr tespit edilmistir. Kern ve McLennan ve bizim calismamiz

korelasyon gostermektedir.

Wu ve arkadaslar1 (2011), CAPE aracili apoptoz, kaspaz-3 (n aktivasyonu
araciligiyla BCL-2’nin gen anlattimindaki azalma ve insan lésemi HL-60 hiicrelerinde
anti-apoptotik bir protein olan Bax‘in gen ekspresyonundaki artigin belirgin hale
gelmesi igin beraber hareket ettigini ifade etmislerdir. Bizim ¢alismamizda MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerine CAPE kullanimu ile kaspaz-3 ekspresyonun arttig1 bunun
sonucu olarak pro-apoptotik genlerin seviyesini arttirarak apoptozu indiikledigini

diistindiirmektedir.

Kim (2013), CAPE’in P38 ve JNK sinyalizasyonunun regiilasyonu vasitasiyla
TRAIL reseptorlerin (DR4, DR5) ifadesinin artmasi yoluyla SK-HEP1 hucrelerinde
TRAIL ile indlklenen apoptozu arttirdigini gostermistir. Boylelikle ekstrinsik yolak
tizerinden apoptozun tetiklendigini gostermis oldugu diisiintilebilir. Bizim ¢calismamizda
CAPE’in tek basina kullanimi1 ve ZEB ile beraber kullanimi ile intrinsik ve ekstrinsik
apoptotik yolakta gorev yapan farkli kaspazlarin (kaspaz-3, 7, 8, 9) ekspresyonlarinin
tetiklendigi gosterilmistir. Yapilan calisma ve bizim calismamizin korele yaninin
TRAIL resetorlerinin artis ile ekstrinsik yolak iizerinden kaspaz-8, 9, 3’iin ekspresyon

seviyelerinin arttrilmasi oldugu diisiiniilebilmektedir.

Oztiirk ve arkadaslart (2013), melanoma, prostat ve akciger kanseri iizerinde
CAPE etkisini inceledikleri ¢alismalarinda kaspaz-3 indilkklenmesi sonucunda hiicrelerin
apoptoza gittigini gostermislerdir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 incelenen
bizim calismamizda Oztirk ve arkadaslarma korele olarak CAPE’in kaspaz-3

ekspresyonunu arttirdigi gézlenmistir.

Watabe ve arkadaslari (2004), miyeloid 16semi U937 hiicreleri tGzerinde CAPE’
in 12 saatlik bir uygulama sonras1 Bax ve TP53 transkripsiyonunu artirdigi dolayisiyla
kanserli hiicrelerde apoptozu indiikledigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hattina CAPE’in 24 saatlik uygulama sonrasi TP53

geninin MSP yontemiyle metilasyon durumlart incelenmistir.
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MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda metilasyonla ekspresyonu
engellenen TP53 geninin CAPE uygulamasiyla tekrar eksprese olarak apoptozu
tetikledigi gosterilmektedir. Watabe ve arkadaglariin elde ettigi sonu¢ bizim

calismamizla korelasyon olusturmaktadir.

CAPE’in apoptozla iliskisi aciklanmasi ve bu amacla kaspaz genlerinin
indiiklenme siireglerinin farkli kanser hiicre hatlarinda da benzer sekilde etkiler

gostermesi literatiir aragtirmalariyla desteklenmistir.

5.1.2. Zebularin’in  MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina etkilerinin
literatiirdeki diger calismalar ile karsilastirilmasi

Billiam ve arkadaslar1 (2010), MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlarinda DNMT inhibitorii olan ZEB’in hiicre proliferasyonuna etkisini MTT testi ile
belirlemiglerdir. MTT testinde MDA-MB-231 hiicre hattt i¢cin 150, 99 ve 88 uM ve
MCF-7 igin 426, 180, 149 pM uygulamislardir. Iki hiicre hatt1 icin sitotoksisite
kiyaslamas1 yapildiginda, MDA- MB-231 meme kanseri hiicre hattinin ER negatif
olmasindan kaynakli toksisiteye daha duyarli oldugu distinilmektedir. Bizim
calismamizda da MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina 0-160 puM dozlari
uygulanarak ilacin 70 pM dozunun sitotoksisitenin olusmamasi adina en uygun deger
oldugu belirlenmistir. Bu bulgularla Billiam ve arkadaslarinin yaptigi calisma bizim

calismamizla korelasyon olusturmaktadir.

Scott ve arkadaslar1 (2007), myeloid 16semi hiicre hatt1 olan AML-193
hucrelerinin tedavisi i¢in 250 veya 500 pM zebularin uygulanmasiyla yaklasik olarak %
85 oraninda hicre proliferasyonunda inhibisyona neden oldugunu gostermislerdir.
Billiam ve arkadaslari, Scott ve arkadaglarinin yaptigi calismalar ZEB’in yiiksek
konsantrasyonlarinin hlcre proliferasyonunu inhibe ederken sitotoksisiteye sebep
oldugunu gostermektedir. Yapilan calismalar bizim c¢alismamizla korelasyon

olusturmaktadir.

Nakamura (2013), ZEB’in apoptozun instrinsik ve ekstrinsik yollarini
tetikledigini ayn1 zamanda ¢ift zincirli RNA bagimli protein kinaz (PKR)

inhibisyonuyla apoptozu tetikledigini ifade etmistir.
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Bizim c¢aligmamizda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina ZEB
uygulamasiyla kaspazlarin aktivasyonun artti§i belirlenmistir. Boylelikle apoptoz
indiiklenmektedir. Ozellikle Kaspaz-7 proteininin ekspresyon seviyesinin yiiksek olmasi
apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklarinin her ikisi tarafindan da etkinlestirilebilir

oldugu diisiincesini olusturmaktadir.

You ve Park (2014), ZEB uygulanmis akciger kanseri hiicre hattt A549 ve HPF
hicrelerinde tlmor stpresor geni olan TP53 aktivitesinin arttig1 gdzlenmistir. You ve
Park’in elde ettigi sonu¢ bizim calisgmamizla korele olmakla birlikte ZEB’in farkli
kanser hiicre hatlarinda apoptozun indiiklenme siirecinin artmasiyla kanseri dnleyici etki
yaptigin diistindiirebilir.

Yeni tedavi yaklasimlarinda, ilaglari tek basina uzun siire kullanimlarinin
toksisite lizerine olumsuz etkisinden kaynakli, farkli ilaglarla kombin olusturulmasi

tedavilerin saglikli seyri i¢in 6nem arz etmektedir.

5.1.3. ZEB ve CAPE kombine ila¢ terapisinin MDA-MB-231 meme kanseri hicre
hattina etkilerinin literatiirdeki diger calismalar ile karsilastirilmasi

Literatiirde DNMT inhibitorii olan ZEB ile apoptotik yolak iizerinde etkinligi
bilinen CAPE’in beraber kullanimina rastlanamamaktadir. Bu nedenle MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattina uygulanan CAPE+ZEB kombine terapi, CAPE ve ZEB igin

yapilan farkli aragtirmalardan yararlanilarak tartigilmigtir.

Omene ve arkadaslart (2012), CAPE’in kanser hicrelerinde kemoterapotik
ilaglara karst dirence neden olan MDR-1 geninin, ekspresyonunu inhibe ettigini
gostermislerdir. In vitro ve in vivo ortamda CAPE ve taksol ilacinin uygun dozlarda
beraber muamele edildiginde hiicre biiylimesi ve hiicre dongiisii engellenmesi i¢in daha
giclii sonuglar vermistir. Bu c¢alisgma ile CAPE’in kemoterapotik ilaglar ile
kombinasyon halinde kullanilmasina izin verebildigini gostermistir. Bu bulgularla
birlikte bizim calismamizda amaclanmis olan apoptotik yolakta etkinligi bilinen CAPE
ve DNMT inhibitorii olan ZEB’in kombine olusturulmasimin etkin sonuglar
verebilecegini diisindiirmektedir. Bizim ¢alismamizda CAPE+ZEB kombinasyonunun
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda uygulanmasinin ilaglarin ayr1 ayrn
kullanimindan dogan toksisite gibi olumsuz kosullar1 en aza indirgeyip, toksisitenin

azaltilmasi gibi olumlu sonuglar ifade ettigi gosterilmistir.
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Boylelikle CAPE+ZEB kombine ilag terapisinin kullanilmasinin yeni tedaviler

icin umut verici oldugu diistiniilmektedir.

Tolba ve arkadaslart (2013), CAPE’in prostat kanserinde Paklitaksel ve
Dosetakselle kombinasyonlarinin bu ilaglarin IC50 volimlerinin énemli miktarda
azalmasinda etkili oldugu ve Kkaspaz-3’iin etkinliginde tek basina yapilan ilag
uygulamalarina gére CAPE ile yapilan kombine uygulamalarin 1,3 kat daha etkili
oldugunu gostermislerdir. Literatiir arastirmalariyla desteklenen ¢alismamiz MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hattt hiicrelerine ZEB ve CAPE’in tek baslarina
uygulamalarina oranla ZEB+CAPE kombine ila¢ terapisinin yapilan deneyler
sonucunda hiicre ¢ogalmasi, hiicre proliferasyonu, apopototik mekanizmadaki

etkilesimlerinin daha etkili oldugunu disiindtiirmektir.

Billiam ve arkadaglari (2010), DNMT inhibitori olan ZEB’in diger
DNTMi’lerin aksine bir¢ok hiicre hattinda daha az toksik oldugunu bulmuslardir. Bu
nedenle ZEB’in etkin dozlarda tek basina ya da diger 5-aza-dC gibi DNMT inhibitorleri
ile kombine olarak uzun sireli uygulanmasina olanak sagladigi diistiniilmektedir.
Kanser hicreleri, epigenetik olarak susturulmus genlerin yiiksek oranda tekrar aktive
olmasimi saglamaktadir. Bizim ¢alismamizda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattina ZEB ilacinin tek basina uygulamasi1 ve ZEB’in CAPE ile kombine uygulamasi
gerceklestirilmistir. ZEB’in ayr1 kullanimi hiicreler ilizerine sitotoksik etki yaparken
CAPE ile beraber kullannominin sitotoksik etkiyi azaltti§i yapilan deneylerle
gosterilmeye c¢alisilmistir. Ayrica ZEB’in  apoptotik siireclerde de etkinligi
bilinmektedir. Bu sebeple c¢alismamizda MSP yontemi ile TP53 ve farkli kaspaz
genlerinin (kaspaz-3, 7, 9, 8) metilasyon durumlar1 genlerin ekspresyon seviyelerine
bakilarak degerlendirilmistir. Genlerin metile (susturulmus) durumdan unmetile
(eksprese) olarak apoptozu indiikledikleri gosterilmeye calisilmistir. Ekstrinsik ve
intrinsik yolaklar tzerinden apoptozu indiikledikleri diisiiniilmektedir. ZEB’in hem tek
basina kullanim1 hemde CAPE ile kombine kullanim1 apoptotik yolak iizerinde etkinligi
bilinen kaspazlarin ekspresyonlarin1 arttirarak  apoptozu indiikledigi ayrica
immunblotlama yontemiyle de gosterilmistir. Boylece ekstrinsik ve intrinsik gibi farkli

yolaklar Gzerinden hareket ettiklerini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismanin amaglar1 dogrultusunda oncelikle CAPE, ZEB ve CAPE+ZEB
kombine uygulamasinin hiicre canlili1, hiicre proliferasyonu, iizerine etkileri ayr1 ayri
calisilmasi gercgeklestirilmistir. Kombine uygulamanin MTT testi, sag kalim testi ve
koloni olusum testleriyle toksisiteyi azalttigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
calismanin ikinci asamasi olan, apoptotik yolak Gzerindeki etkilerinin protein diizeyinde
belirlenmesi, bu etkiler sonucunda apoptotik yolakla iliskili proteinler olan kaspazlarin
gen ifadesindeki degisimlerin arastirilmasi ve elde edilen verilere gore apoptoz ve
epigenetik arasindaki iligkinin ortaya konmasi amaglanmistir. Bunun sonucunda MDA.-
MB-231 meme kanseri hiicre hattinda ilaglarin (CAPE, ZEB, CAPE+ZEB)
uygulanmasiyla kaspaz genlerinin apoptotik yolak iizerindeki indiikleyici etkisi MSP
yontemi ve immunblotlama analizi ile gosterilmis olup kombin uygulamanin daha
saglikli bir tedavi sagladigi yonilinde varsayimlart dogrular nitelikte oldugu

gosterilmigtir.

MSP yontemiyle, genlerdeki metile durumlar incelenmis olup, MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattina uygulanan ilaglarin kaspaz-8 uzerinden metile olma durumu
ile ilgili bir etkiye sahip olmadigi gozlemlenmistir. Elde edilen veriler neticesinde
apoptotik uyarilmanin, i¢ sinyal yolu olan intrinsik yol {izerinden veya etkilenen farkli
bir sinyal yolu Uzerinden gerceklesmekte oldugu varsayimlari olusturulmustur. Diger
kaspazlar ve TP53 genlerinde metile durumlar gozlenmistir. MDA-MB-231 hiicre
hattinda epigenetik faktorlerin etkinligi gosterilmistir. CAPE+ZEB kombine ilag terapisi
ile normal hiicrelerde aktivasyonlari olup, kanser hiicrelerinde ekspresyonu engellenmis
olan genlerin tekrar eksprese olmasi saglanarak tedavi edici 6zelliginin ilaglarin ayri
kullanimina oranla daha spesifik oldugunu diisiindiirmektedir. Boylelikle CAPE+ZEB
kombine ilag uygulamasinin basarili oldugu kombine terapide, diisiik dozlarin
kullanilmig olmasina gore etkinligin yiiksek degerlerde bulunmasi tedaviler i¢in oldukga

umut verici oldugunu diistindiirmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda CAPE, ZEB, CAPE+ZEB kombinesi belirtilen
kaspazlar {izerinde farkli ekspresyon seviyelerini olusturmustur. Prokaspaz-9 ve kesici
kaspaz-9 ekspresyon seviyelerini arttirmistir. Kaspaz-3 de ise ZEB ve CAPE de

ekspresyon seviyesinde artis gézlenmistir.
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Bununla birlikte, kombine terapi CAPE ve ZEB ile karsilastirildiginda
ekspresyon seviyesinde daha fazla artisa neden oldugu ifade edilmistir. Kaspaz-7
ekspresyon seviyesi incelendiginde ise CAPE ve ZEB uygulanan MDA-MB-231

hiicrelerinde ekspresyon seviyeleri artmistir.

Bu sonuglarla birlikte kombine ilag terapisinin uygulanmasi, ilaglarin tek
baslarma kullanmasina oranla toksisiteyi azalttigi, apoptotik yollarin benzer sekilde
indiiklendigini gostermektedir. Tedavi yaklagimlari i¢cin kombine ilag terapisinin uygun
olabilecegi gosterilmektedir. Zamanla ilaglarin molekiiler mekanizmalarinin tam olarak
bilinmesi, kombine tedavilerin arastirilmasi ve uygulanma g¢alismalarinin artmasiyla

yeni ve uzun siireli tedaviler i¢in avantaj saglayacag diisiiniilmektedir.
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Ek-1: Hiicre kiiltiir donanimlari.

Uriin Ad1 Uriin Markasi
96 Kuyucuklu Petri Sarstedt
25 Cm2 Hiicre Biiyiitme Kab1 Sarstedt
75 Cm2 Hiicre Biiyilitme Kab1 Sarstedt
Enjektor Filtreleri (0.22 Um) Chromfilter
Enjektor Ayset
Tripsin-EDTA Multicell
Fetal Bovine Serum Bl
Dulbecco's Modified Eagle Medium | Lon7a, Sigma
6 Kuyucuklu Petri Greiner
96 Kuyucuklu Petri Greiner
Seralojik Pipetler (5ml) Greiner
Seralojik Pipetler (10ml) Greiner
15 Lik Falkon Greiner
50’lik Falkon Greiner
Hemositometre Neubauer
Penicillin- Streptomycin Life Tech
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Ek-2: Kullanilan cihazlar.

Adi Firma Adi
Buzdolab1 (No Frost) Regal
Derin Dondurucu Bosch
Dondurucu (-80) Panasonic
Elektoforez Aletleri Cleaver
Gii¢ Kaynagi Consert
Hassas Tart1 Ohaus
Nikon

Inverted Mikroskop

Inkiibator

Lab. Companion

Co2’li Inkiibator

New Brunswick

Buz Makinasi Hosizaki
Laminar Flow Scanlaf
Mikropipet (0,2 pl -2 pul) Thermo
Mikropipet (2 pl -20 ul) Thermo

Mikropipet (20 pl -200 pl) Thermo

Mikropipet (100 pl -1000 pl) Thermo
Otoklav Niive

Ph Metre WTW-Inolab
Santrifuj Nive
Elisa Thermo Fisher Scientific

Su Banyosu Thermo

Transfer Sistemi Bsl1

Vorteks

Life Technolojy

Dikey Transfer Sistemi

Lab.Companion

Distile Su Cihaz1

Cleaver

Pastor Firini

Nuve

Rotator

Lab. Companion

Jel Elektroforez

Biosan, Multi Bio Rs 24

Termal Calkalamali Inkiibator

Cleaver Scientific

Mikrodalga

Kenwood

PCR Cihazi

Thermal Cycler

Jel Dokiimasyon Cihazi

Gel Logic
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200

Ek-3: Kullanilan ¢6zelti ve tamponlar.

Ad1

Firma Ad1

Tris-Glycine Sds Running Buffer

Cell Signaling Technology

Blue Loading Buffer Pack

Cell Signaling Technology

Nonfat Dry Milk

Cell Signaling Technology

Apoptosis Antibody Sampler Kit

Cell Signaling Technology

B-Actin Mouse Mab

Cell Signaling Technology

DNA Metilasyon Kiti ( Gold)

Zymo- Research

Sigir Serum Albiimin (Bsa)

Thermo Fisher Scientific

Cpgenome Universal Methylated DNA

Biovision

Cpgenome Universal Unmethylated DNA

Biovision

Etanol RNase Free Water
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) Etil Alkol
Bradford Reagent Kristal Viyole

Izopropanol Ethidium Bromide

Metanol Agarose Basic
Sodyum dodesil siilfat (SDS) PCR Reacteion Buffer

RIPA Buffer MgCI2
TEMED Platinum Taq DNA Polimeraz
Tris-Baz Amonyum Asetat

Amonyum Persiilfat Tris- EDTA
FenolKloroform Tris- HCL

Lizis Buffer NaOH

ProteinazK DMSO

Asetik Asit MTT Reagent

NaCl
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Ek-4: Elektoroforez yiiriitme jel icerigi.
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Ayirma Jeli (Alt Jel) Yiikleme Jeli (Ust Jel)
Distile su 3,4ml 3,025 ml
Tris-Hcl 2,5ml(1,5M pH: 8. 8) 1,25 ml (0,5 M pH: 6. 8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05 ml
Akrilamid/ Bis-Akrilamid 4ml 0,67 ml
Amonyum Persilfat 75 ml 80 ml
(APS)
TEMED 8 ml 20 ml




Ek- 5: Kullanilan primerler.
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KASPAZ-8

Metile Forward

5-TGTTGTTTGGGTAACGTATCGA-3'

Metile Reverse

5-CCCTACTTAACTTAACCCTACTCGAC-3'

Unmetile forward

5-TTGTTGTTTGGGTAATGTATTGA-3'

Unmetile reverse

5'CAACCCTACTTAACTTAACCCTACTCA-3'

KASPAZ-9

Unmetile Sense forward

5-GTG GGG AGT GAA GAT TGAT TT-3

Unmetile Antisens reverse

5-CCACTT CAT CCA TAA CAA ATA ACC-3°

Metile Sense:

5-GGG AGC GAA GAT TGATTC-3

Metile Antisens

5-CTT CGT CCATAA CGA ATA ACC-3

KASPAZ-3

Unmetile Sense

5-TGAGTT TTA GGG TGG GAT TAA AGT-3

Unmetile Antisens

5-CAC TAC AA CCC ATC CCC TAA-3’

Metile Sens

5-TTT AGG GCG GGA TTA AAG C-37

Metile Antisens

5-CTA CGA CCC GTC CCC TAA-3

TP53

Unmetile Forward

5’-TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT-3’

Unmetile Reverse

5’-CCAATCCAAAAAAACATATCAC-3’

Metile Forward:

5’-TTCGGTAGGCGGATTATTTG-3’

Metile Reverse

5’-AAATATCCCCGAAACCCAAC-3’
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