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OZET

Demetile edici bir ajan olan desitabin’in epigenetik olarak susturulmus genlerin
tekrar aktiflestirilmesini saglayarak apoptozisi artirdigr gosterilmistir. Bu nedenle,
desitabinin standart kemoterapiyle sinerjistik etkilesimi yeni bir tedavi modalitesi
olabilir., Bu c¢alismada, klasik FEC tedavisi (5-florourasil+Epirubisin+4-
Hidroksisiklofosfamid) ile desitabin kombinasyonunun meme kanserinde yeni bir tedavi
yaklagimi olup olamayacag: aragtirilmistir.

Desitabin ve FEC ile kombinasyonu, Ostrojen reseptori negatif (MDA-MB-231)
ve pozitif (MCF-7) meme kanseri hiicre soylari tizerinde test edildi. uPA, PAI-1
(metastaz genleri), DAPK, TMS1 (apoptozis-indikleyici genler), MGMT (DNA onarim
geni) genleri ve LINE-I (genel metilasyon belirteci) dizisinde metilasyon
seviyelerindeki degisiklikler metilasyon spesifik “real-time PCR (methylight)” ile analiz
edildi. Tum tedavilerin sitotoksik etkileri MTT ve ATP canlilik testleri, apoptozis
indukleyici etki ise M30-antijen testi ile belirlendi.

Desitabinin, MCF-7 hiicrelerinde apoptozisi arttirarak biiytime baskilayict etki
gostermesine ragmen, MDA-MB-231 hiicrelerini etkilemedigi gozlenmistir. Bununla
birlikte kombinasyon tedavisinden (%100 TDC FEC+10uM desitabin) sonra her iki
hiicre soyunda LINE-I metilasyon seviyesinde belirlenen anlamli azalma sonucu
genomdaki genel metilasyon seviyesinin azaldigi belirlendi (p<0.05). Her iki hiicre
soyunda desitabin (10uM) ve kombinasyon tedavisinden sonra DAPK gen promotor
metilasyon seviyesinde azalma belirlendi. Ayrica MDA-MB-231 hiicrelerinde
kombinasyon tedavisi sonucunda 7MS/ gen promotér metilasyonunda anlamli
azalmalar gozlendi (p<0.05). Bu sonuglara ragmen bu tedavilerin sadece MCF-7
hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi M30 antijen testiyle belirlendi. Ayrica MCF-7
hiicrelerinde desitabin ve kombinasyon tedavisi sonucunda #PA ve PAI-1 gen promotdr
metilasyon seviyelerinde anlamli azalma belirlendi. Bu da bu hiicrelerde metastaz
yapabilme yeteneginin degisebilecegini gostermektedir.

Sonug¢ olarak, standart kemoterapi ile demetile edici ajan kombinasyonlarinin
apoptozis ile iligkili genlerin aktiflesmesini saglayarak meme kanseri tedavisinin
etkinligini arttirabilecegi distunilmustir. Fakat diger taraftan metastaz genlerindeki
aktiflesme, bu tedavilerin timor tipine gore ve dikkatle uygulanmasi gerektigini
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Metilasyon, Meme Kanseri, Apoptozis, Kemoterapi, LINF-1,
DAPK, TMS1, uPA, PAI-1.



ABSTRACT

Decitabine as a demethylating agent may act synergistically with standard
chemotherapy regimens to restore apoptosis by upregulation of epigenetically silenced
genes. In this study, we investigated whether or not the combination of classical FEC
treatment (5-FU+Epirubicine+4-Hydroxyclophosphamide) with decitabine might be a
novel therapy option in breast cancer.

The effect of decitabine and its combination with FEC has been tested on
estrogen receptor negative (MDA-MB-231) and estrogen receptor positive (MCF-7)
breast cancer cell lines. The changes in the methylation status of uPA4, PAI-1 (metastasis
promoter), DAPK, TMSI (apoptosis-inducer) MGMT (DNA repair) genes and LINE-1
(global methylation marker) have been analyzed by methylation specific realtime PCR
(methylight) after the application of decitabine, FEC and their combination treatment.
Anti-growth effects of treatments were assayed by the MTT assay and the ATP assay;
induction of apoptosis by the M30 antigen assay.

It is shown that decitabine had anti-growth effect only on MCF-7 cells by
induction of apoptosis but had no effect on MDA-MB-231 cells. However, LINE-1
methylation status significantly decreased after combination treatment (%100 TDC
FEC+10puM decitabine) (p<0.05) which show that whole genom methylation decreased
in both cell lines. The methylation ratio of DAPK promoter was significantly decreased
after decitabine (10uM) and combination regimens in both cell line. In MDA-MB-231
cells, methylation of the 7MS/ gene promoter was significantly reduced by combination
treatment (p<0.05). Although these results, it’s found that apoptosis only induced in
MCEF-7 cell lines by M30 antigen test. In addition methylation of the uPA and PAI-1
promoter was significantly reduced by treatment with decitabine or the combination
treatment in MCF-7 (p<0.05). This shows that the ability of metastasis may change in
these cells.

In conclusion, combination of standard chemotherapy with the combination of
demethylating agents may influence therapy outcome by upregulation of apoptosis
relevant genes in breast cancer therapy. But reactivation of metastasis genes shows that
these therapies have to be used carefully according to tumor types.

Key words: Methylation, Breast Cancer, Apoptosis, Chemotherapy, LINE-/,
DAPK, TMS1, uPA, PAI-1.
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Cizelge 2.1 Primer sekanslar1 (MSP sistem)

Gen primer PCR iiriin
ve prob Sekans 5°-3’ boyutu Kaynaklar
(bp)
DAPK
M primer Forward GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC
Reverse CCCTCCCAAACGCCGA 98
Wethkamp ve
U primer Forward GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT ark. 2006
Reverse CAAATCCCTCCCAAACACCAA 106
TMS1
M primer Forward TTGTAGCGGGGTGAGCGGC 277
Reverse AACGTCCATAAACAACAACGCG
Conway ve ark.
U primer 2000
Forward GGTTGTAGTGGGGTGAGTGGT 207
Reverse CAAAACATCCATAAACAACAACACA
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Cizelge 2.2 Primer ve prob sekanslari (MethyLight sistem)

Gen primer ve s 29 PCR iiriin Referans

prob Sekans 5°-3 boyutu (bp) | Sekans Kaynaklar
LINE-1

Forward GGACGTATTTGGAAAATCGGG 3] X52230.1 Weisenberger ve
Reverse AATCTCGCGATACGCCGTT 1524-1605 ark. 2005

Probe FAM-TCGAATATTGCGTTTTCGGATCGGTTT-BHQ1

uPA

Forward TTGTAAGATAGGGGAGGGAGT 74 X02419.1 Pakneshan ve ark.
Reverse ACICCTACTCTATATCAAAACCC 791-717 2005

Probe FAM-CGTCGGGGCGGGTT-BHQ1

PAI-1

Forward GTAGTTGAATTTTTGTAGTTTAGTAGT

Reverse TCTACATCCTAAAATTCTCAAAAATAC 81 et Gao ve ark. 2005
Probe FAM-TTAGAGTAGGACGAATCGTTAATCGT -BHQ1 )

DAPK Friedrich ve ark
Forward TCGTCGTCGTTTCGGTTAGTT . )
Reverse TCCCTCCGAAACGCTATC 67 ALICITST 13 | 2004, Wetsenberger
Probe FAM-CGA CCA TAA ACG CCA ACG CCG-BHQI - veark.

TMS1

Forward CGT TGG AGA ATT TGA TCGTCG L

Reverse CCC GTA ACC CTC GCG CAA 79 Aaarad ) Priedrich ve ark
Probe FAM-AGT TTA AGA AGT TTA AGT TGA AGT TGT TGT CGG TGT CG-BHQ1

MGMT

Forward CGAATATACTAAAACAACCCGCG X 61657 Brabender ve ark.
Reverse GTATTT TTT CGG GAG CGA GGC 122 1029-1150 2003

Probe FAM-AATCCTCGCGATACGCACCGTTTACG-BHQ1

Alu 1

Forward GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTA 98 Consensus Weisenberger ve
Reverse ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA sequence ark. 2005

Probe VIC-CCTACCTTAACCTCCC-MGB

I: Sitozin ya da Urasile baglanmis Inosin




GIRIS

Meme kanseri morbiditesi, mortalitesi ve tedavi maliyeti agisindan onemli bir
toplum saglig1 sorunudur (Benson ve ark. 2009). Ayrica, son yillarda kanserin tant ve
tedavisinde bir¢ok ilacin kullanima girmesine ragmen tedavinin etkinligi tatmin edici
sekilde artmamigtir. Meme kanseri de halen riskli bir hastalik olma o6zelligini
korumaktadir. Bu yiizden daha etkili tedavi sekillerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.
Meme kanser tedavilerinin uzun, pahali ve bazen organ kaybina neden olmasi ve
hastaligin ¢abuk yayilabilmesi kadinlar arasinda en oOnemli sorunlardan birini
olusturmaktadir. Meme kanserinde erken tani ¢ok Onemlidir. Evreleme agisindan
heterojen bir grup olan meme kanserinin hangi evrede oldugu tespit edildikten sonra
uygun tedavi secenegine baglanmalidir. Giinimuzde ilk olarak bagvurulan tedavi
secenegi, bir ¢ok antikanser ilag kombinasyonlarindan olusan kemoterapi yontemidir

(Spears ve Bartlett 2009).

Meme kanseri gelisimi, gen seviyesinde degisikliklere neden olabilecek genetik ve
epigenetik mekanizmalart igermektedir. Cesitli ilag kombinasyonlarinin kullanildig:
kemoterapi yontemlerine ek olarak hastaligi gen seviyesinde tedavi secenekleri de
kullanilmaktadir. Epigenetik mekanizmalarin en 6nemlisi oldugu belirlenen DNA
metilasyonunun kanser tedavisinde 6nemli rol oynadig: bilinmektedir. DNA metilasyon
tepkimesi bir metil grubunun kovalent sekilde DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri
katalizinde DNA’ya eklenmesini ifade etmektedir (Bird, 2002). DNA metilasyonu
sonucunda genlerin promotdr bolgelerine transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi
engellenir ve kromatin yapisinda meydana gelen degisim ile gen ifadesi baskilanir.
Organizma i¢in onemli olan genlerin ifade edilmemesi kanser gibi 6énemli hastaliklarin
olusumuna neden olmaktadir. DNA metilasyonu desitabin (DAC=5-Aza-2’-deoksitidin)
gibi DNMT inhibitorleri tarafindan engellenebilmektedir. Kanser tedavisinde bu
yontemler de kullanilmaktadir (Matei ve Nephew 2009). Bu c¢alismada, standart
kemoterapiye ek olarak gen seviyesinde meydana gelebilecek degisimlerin standart
tedavinin etkinligi tzerindeki roli arastirildi. Bu amagla c¢alismada bir DNMT
inhibitoric  olan  desitabin  kullanildi.  Desitabinin  standart kemoterapi ile

kombinasyonunun yeni bir tedavi segenegi olup olmayacag arastirildi.



1. KAYNAK OZETLERI (veya Kuramsal Temeller)

1.1. Karsinogenezis

Kanser, DNA hasart ile hiicrelerin dogal biiyiime siirecinden ¢ikarak kontrolsiiz bir
sekide anormal biyiimesi ve ¢ogalmasi sonucu olusan tim lezyonlarin genel adidir.
Kanserde huicreler kontrolsiiz bir sekilde tireyerek komsu dokulari isgal eder (invazyon)
ve/veya kaynagimi aldigi organdan daha uzak bir yere kan-lenf yoluyla yayilir

(metastaz).

Kanser hakkindaki ilk belgeler Misir papiriislerinde karsimiza ¢ikmaktadir. Insan
kanserleri ile ilgili en eski 6rnek Misir’da milattan 6nce 1900-1600 yillart arasina
tarthlendirilmig bir bayana ait kafatasi iskeleti kalintisinda goralmistir. Benign (iyi
huylu) ve malign (koti huylu) timorler arasindaki farki agiklayan ilk kigi ise
Hippocrates’tir (Beenken ve ark. 2004). Hippocrates kanser terimini Yunanca’'da
yengeg anlamina gelen “karkinos” kelimesi ile ifade etmistir. Kelime Ingilizceye
“carcinos” veya “carcinoma”’ olarak c¢evrilmistir, bizim dilimize de kanser olarak

gecmisgtir.

Kanser gelisimi ¢ok basamakli bir mekanizmadir. Genel olarak 3 asamali oldugu
kabul edilmektedir. Bunlar; baslama, gelisme ve ilerleme evreleridir. ik evre olan
baglama evresinde normal hiicreler mutajenlerle geri dontsimsiz bir reaksiyona
induklenirler. Bu evrede timor baskilayict genlerin inaktivasyonu ile onkogenlerin
aktivasyonu sonucu DNA mutasyonlari olusmaktadir. Geri dontisimsiiz olan tek gen
mutasyonlar1 kimyasal karsinojenler gibi g¢evresel genotoksik ajanlar, radyasyon ve
viriisler etkisiyle olusabilmektedir (Bishop 1991, Marshall 1991). Ikinci evre olan
gelisme evresinde; hormonlar, biiyiime faktorleri, forbol esterleri gibi timor gelistirici
ajanlarin etkisiyle normal hiicrenin belirgin bir sekilde tiimor hiicresine doénigimu
ger¢eklesmektedir. Daha sonraki ilerleme ve metastaz evrelerinde timér hiicreleri
malign hiicrelere doniigerek metastas yapabilme kapasitesine sahip olur (Sekil 1.1.)

(Oliveira ve ark. 2007). Pek ¢ok kanser tiiriniin epigenetik degisimler sonucu olustugu



kabul edilmektedir. Epigenetik degisimler DNA diziliminde herhangi bir degisiklik
olmaksizin gen ifadesinde meydana gelen degigmeleri kapsamaktadir (Dworkin ve ark.

2009).
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Sekil 1.1 Kanser olusum agamalar1 (Oliveira ve ark. 2007).

1.2. Kanser Tipleri ve Goriilme Sikliklari

Gerek benign gerekse malign tiimorler koken aldiklart doku ve hiicre tiplerine gore
siniflandirilirlar. Epitel hiicrelerden koken alan kanserler karsinom; bag dokusu ya da
kas hiicrelerinden koken alan kanserler ise sarkom olarak adlandirirlir. Kan yapici
hiicrelerden tiireyen 16semiler ve sinir sistemi hiicrelerinden tiireyen kanserler bu iki ana
kategoriye girmeyen kanserlerdir. Insan kanserlerinin %90’1n1 karsinomalar olusturur
(Alberts ve ark. 2002). Bir¢ok kanser ¢esidi olmasina ragmen sadece bir ka¢i ¢ok
siklikla gortlen kanser tipleridir. Amerika Birlesik Devletlerinde her yil yaklasik bir
milyon yeni kanser vakasi belirlenmektedir ve 500 000°den fazla kisi kanser nedeniyle
Olmektedir. Bunlarin arasinda en sik gortilen kanser tiplerinden biri de meme kanseridir.
Amerika’da her yil yaklagik 40000 kadin meme kanserinden 6lmektedir. 2009 istatistik
verilerine gore Amerika Birlesik Devletlerinde 766130 erkek ve 713220 kadina kanser
teshisi konmustur. Dikkati ¢eken nokta ise teshis konulan kadinlarda meme kanseri
%27’lik oranla birinci sirada olmaktadir (http://www.cancer.org, 2010). Ulkemizde

saglik bakanliginin 1999-2005 verilerine gore kanser gorilme sikliginin (insidans)



giderek arttig1 belirlenmistir (Sekil 1.2.). Turkiye’de en sik goriilen ilk on kanser tirt
arasinda akciger, prostat, deri ve meme kanserlerinin yer aldig: istatistiksel olarak

belirlenmistir (Sekil 1.3.) (http://www.saglik.gov.tr. 2010).

TURKIYE KANSER iSTATIKLERi (1999-2005)
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Sekil 1.2 Turkiye’de gozlenen kanser oranlarinin yillara gore dagilimi
(http://www .saglik gov.tr)
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Sekil 1.3 Tirkiye’de en sik gorilen kanser tiirleri (http://www.saglik.gov .tr)



1. 3. Meme Kanseri

Meme kanseri muhtemelen, tanimlanan ve diger selim hastaliklardan ayrimi
yapilabilen ilk habis timoérdur. Milattan 6nce 3000-2500 yillar1 arasinda Eski Misir’da
Imhotep tarafindan yazildig tahmin edilen tibbi bir papirusta meme kanseri ile ilgili ilk
kayitlara rastlanmistir. Edwin Smith’in ortaya ¢ikardigi bu papirusta 9 meme kanseri
hastast anlatilmaktadir (Donegan 2006). Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en sik
rastlanan kanserdir ve 6lim sebepleri arasinda onemli yer tutmaktadir (Coughlin ve
Ekwueme 2009). Diinyada yaklagik olarak her yil bir milyondan fazla kadina meme
kanser teshisi konmakta ve 410000°den fazla kadin bu hastaliktan dolayr hayatini
kaybetmektedir (Parkin ve ark. 2005). Saglik bakanliginin 2005 yil1 istatistiklerine gore
tilkemizde kadinlarda en sik goriilen kanser tiri meme kanseridir. En sik goriilen kanser
tirini %35,47’lik insidans ile meme kanseri olusturmaktadir Sirasiyla diger kanser

tirleri dert, tiroid ve akciger kanserleridir. (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4 Turkiye’de kadinlarda en sik goriilen kanser tirleri (http://www.saglik gov.tr)



1.3.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in bir¢ok risk faktorii belirlenmigtir. Bunlar arasinda kadin olmak
ve ilerleyen yag en 6nemli faktorlerdir. Hastalarin ¢ogu 55 yasin tizerindedir. Ancak son
30 yil i¢inde 40 yag altinda meme kanseri gorilme oraninda az fakat anlamli bir artig
oldugu belirlenmistir. Ailede meme kanseri oykusi olmasi yine yiksek risk
faktorlerinden birini olusturmaktadir. Meme kanseri olan anne, kiz ve kizkardegler
arasinda meme kanseri goriilme olasilig1 normal populasyondan iki kat fazladir. Genetik
meme kanseri olgularinda 6zellikle p-53, BRCA-1 ve BRCA-2 gen mutasyonlart etkili
olmaktadir (Washbrook 2006). Meme kanseri gelisiminde hormonal faktorler de
etkilidir. Menstriasyon Oykiileri oldukga etkili olmaktadir. Erken menstruasyon yasi,
meme dokusunun ostrojene maruz kalma siresini uzatir. Bu nedenden dolayr erken
menargin meme kanseri riskini arttirdigina inanilmaktadir (Parsa ve Parsa 2009).
Dogurmamis ya da evlenmemis kadinlarda meme kanseri gorilme olasiligt daha
fazladir. 1k dogumunu 35 yasindan sonra yapmis olmak ve ge¢ menapoz da meme
kanseri goriilme olasihigini arttirmaktadir (Degerli 1998, Ozisik ve Baltali 2004).
Gebelik ve laktasyonun meme kanserine kargt koruyucu oldugu ileri sturtlmektedir
(Sayek 1996). Cevresel faktorler arasinda ise radyasyona maruz kalma en onemli risk
faktoradur (Imaoka ve ark. 2009). Yine yiiksek yag tiikketimi ve alkol aliminin da meme
kanseri riskini artirdigina dair kanitlar vardir. Liften zengin gidalarin bagirsaktan
ostrojen absorbsiyonunu engelleyerek meme kanserini onleyebilecegi disiniilmektedir

(Scmizu ve ark. 1990).

1.3.2. Meme Kanseri Tedavisi
Meme kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler temel olarak;

1) Cerrahi: Kanserli dokuyu ve c¢evresindeki invazyon riski tagiyan bir miktar
sagliklt dokuyu alip ¢ikartma islemidir. Baz1 durumlarda kanserli dokuyu cerrahi
miidahale ile ¢ikarmak imkénsiz olabilir. Bu durumda radyoterapi veya
kemoterapi uygulanir.

2) Radyoterapi (Isin tedavisi): Uygun dozda 1sin uygulayarak kanser hiicrelerinin

oldurilmesi iglemidir.



3) Kemoterapi: Kanser hiicrelerini 6ldirmek ya da timor biuytimesini durdurmak
tizere farkl ilag veya ilag kombinasyonlarinin kullanilmasidir.

4) Hormon Tedavisi: Kanser hiicrelerinin buyimek igin gereksinim duydugu
hormonlar1 engellemek amaci ile uygun hormonlarin hastaya verilmesi
yontemidir.

5) Alternatif Tip: Bagisiklik sistemini gii¢lendirici, asil tedaviye destek olan

yontemler.

1.3.2.1.Meme Kanserinde Kemoterapide Kullanilan ilaclar

Meme kanserinde sistemik tedavinin esasint kemoterapi olusturur. Tek bagina
kullanilan sitotoksik ajanlarin ¢ogu ile vakalarin %20-35’inde kismi yanit (nadiren tam)
alinir. Kemoterapide genellikle birden fazla ilacin kombinasyonu kullanilir. Ciinki
coklu ila¢ kullaniminin kemoterapide daha etkili oldugu belirlenmistir (Sayek, 2004).
Metotreksat (M) S-fluorourasil (F), siklofosfamid (C), epirubisin (E), adriamisin (A)
baslica antikanser ilaglar olup, CMF, FAC, FEC, AC gibi kombinasyonlar: tedavide
kullamlmaktadir. Ikinci kademede kemoterapi ilaglar1 ise vinerelbin ve taksanlardir
(dosetaksel, paklitaksel). Yine mitomisin C ve prednizon son evre hastalarda kullanilan
ajanlardandir. Calismada kullanilan antikanser ilaglarin  ozellikleri asagida

tanimlanmigtir.

Epirubisin: Kemoterapide kullanilan antrasiklin temelli bir ilagtir. Farmorubisin olarak
da adlandirilan epirubisinin kimyasal yapist sekil 1.5.’de gosterilmistir (Onrust ve ark.
1999). Epirubisinin’in etki mekanizmasi, epirubisinin DNA’ya baglanabilmesinden
kaynaklanmaktadir (Plosker ve Faulds 1993). Hiicre kultirti ¢aligmalari, epirubisinin
suratle hiicreye gectigini, nukleusta lokalize olarak, DNA, RNA sentezini ve mitozu
inhibe ettigini gostermistir. Ayn1 zamanda topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek hiicre
olimiine de neden olmaktadir (Jarvinen ve ark. 1998). Epirubisin hiicre membranlarina
ve plazma proteinlerine baglanabilir ve sitotoksik etki gosterebilir. Bununla beraber
serbest radikallerin tretimine neden olarak DNA ve hiicre hasarlarina neden
olabilmektedir (Olinski ve ark. 1997). Epirubisin baglica meme kanseri olmak iizere
farkli kanser tiplerinde kemoterapi rejiminde kullanilmaktadir (Mavroudis ve ark.

2009).



Sekil 1.5 Epirubisin’nin kimyasal yapisi (Olinski ve ark. 1997).

5-Florourasil (5-FU): Yapisinda C-5 pozisyonunda hidrojen yerine bir florin atomu
iceren, bir primidin analogudur. S5-Florourasil’in kimyasal yapist sekil 1.6.°de
gosterilmistir. 5- FU, urasilin hiicre i¢ine transport yollarini kullanarak, rahatga hiicreye
girebilmektedir. Hiicre icinde farkli sitotoksik metabolitlere dontsturilir. Bu aktif
metabolitler, DNA ve RNA yapisina girerek timidilat sentaz (TS) aktivitesini, RNA ve
DNA sentezini inhibe ederler. Boylece hiicre siklusunu durdurarak apoptosisi
arttirmaktadir (Noordhuis ve ark. 2004). Kemoterapide, ozellikle kolorektal wve
pankreatik kanserlerin tedavisinde kullanilan 5-FU, meme kanserinin FEC tedavisinde

diger ilaglarla kombine olarak kullanilmaktadir (Jinno ve ark. 2009).
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Sekil 1.6 5-Florourasil’in kimyasal yapist (MacNaughton ve ark. 2006).




4-Hidroksisiklofosfamid (4-HC): Nitrojen-mustard turevli alkilleyici bir ajan olan
siklofosfamidin etkin maddesi 4-hidroksisiklofosfamittir. 4-HC’nin kimyasal yapist
sekil 1.7.°de gosterilmistir. Ozellikle lenfomalara ve solid tiimorlere karsi kullamlan
antikanser ilagtir. Siklofosfamid timér hiicrelerinde apoptozisi arttirarak hiicre

buyiimesini yavaglatict veya durdurucu etkiye sahiptir (Schwartz ve Waxman 2001).
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Sekil 1.7 4-Hidroksisiklofosfamid’in kimyasal yapist (Anderson ve ark. 1996).
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1.4. Apoptozis

Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreler arast iligkilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan, fonksiyonlari bozulan, fazla uretilmis, yaslanmig, diizensiz
gelismig veya DNA’sinda hasar olan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden giivenli bir
sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre
olumudur. Apoptozise ayni zamanda programlanmig hiicre o6lumi, fizyolojik hiicre
olimii veya huicre intihar1 da denmektedir (Thompson 1999). Hiicrenin yagam g¢emberi
boyunca yapimi-yikimi arasinda kontrollii bir denge vardir. Bu dengenin, apoptozisin
lehine veya aleyhine bozulmasi, bir¢ok onemli hastaligin patogenezinde rol oynar

(Cooper 2004).

Hiicre olumuyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151tk mikroskobunun ve yeni boya
yontemlerinin kesfiyle baglamis, ilk olarak nekroz tanimlanmigtir. 1972 yilinda, ilk defa
Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda
nekrozdan daha farkli hiicre 6limt oldugunu goérmiisler ve buna, aga¢ yapraklarinin
govdeden ayrilmast anlamina gelen apoptozis adini vermislerdir (Kerr ve ark. 1972).
1983 yilinda Duke ve ark. tarafindan, endoniikleazlarin yol agtigi DNA kiriklarinin jel
elektroforezinde gosterilmesi ile apoptotik hiicre dliminiin ilk biyokimyasal kanitina
ulagilmigtir (Wyllie ve Duvall, 1992). Bu tarihten sonra apoptozis ile ilgili ¢aligmalar

hiz kazanmuisgtir.

Apoptozis, bugiine dek bildigimiz tek tip hiicre 6limii olan nekrozdan oldukga
farklidir. Nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli olmasina ragmen, apoptozis hem fizyolojik
hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilen ve genelde doku homeostazisini
saglayan hiicre 6liim geklidir (Thompson 1999). Nekroza giden hiicre plazma membran
butinligini kaybederken, apoptotik hiicrelerin membrani saglamdir. Nekrozisde hiicre
siserken, apoptotik hiicre tam tersine kiigiiliir. Nekrozisde hiicrelerin kromatin paterni
hemen hemen normal iken apoptotik hicrenin kromatini nikleus membraninin
cevresinde toplanmig ve yogunlagmis sekildedir. Apoptozisin en dnemli 6zgiin yoni
DNA’nin interniikleozomal bolgelerden pargalanmasidir. Nekrotik hiicre sonradan lizise

ugrar, apoptotik hiicre kugiik cisimciklere pargalanarak apoptotik cisimcikler olusur.
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Nekrozis sonucunda inflamasyon yanit olusur fakat apoptozis sonucunda inflamasyon
olugsmaz (Barisic ve ark. 2003, Brouckaert ve ark. 2004, Huppertz ve ark. 1999,
Willingham 1999). Bunlar gibi bir¢ok agidan apoptozis ve nekrozis 6lim yollart

birbirinden farklilik gosterir.

Apoptozisde ana morfolojik olay, niikleusun yogunlagsmasi ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir (Galle 1997). DNA, interniikleozomal bolgelerden yaklagik 180-200
baz¢ifti (bg) veya bunun katlar1 boyutunda kiiciik DNA pargalart olusturacak sekilde
ayrilir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven gorintiisi imajinin “ladder
pattern” ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama bu durum hiicre tipine bagli olarak
degisebilir ya da sadece yaklagik 50 kilo b¢ boyutunda bir DNA fragmentasyonu da
gorulebilir (Walker ve ark. 1999). Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme
bolgelerinden ayrilir, ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde
buzilir, bir ka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’Uni kaybederler. Daha sonra plazma
membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmig kromatin
pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir. Apoptotik hiicreler komsu
hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir. Genel olarak apoptozise
giden hiicrelerde meydana gelen degisiklikler sekil 1.8.’de gosterilmektedir (Dayan ve
ark. 2000).

Blehlex|
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Fagositoz

Sekil 1.8 Hicrelerde apoptozisin olusumu (http://en. wikipedia.org)
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1.4.1. Apoptozis Olusumunun Molekiiler Mekanizmalar:

Apoptotik hiicre 6limuntn belli baglt agamalarini 6zet olarak soyle siralayabiliriz.

1) Apoptozisin baslatilmast (Apoptozisin indiksiyonu, hiicre ylzey oOlim
reseptorlerinin uyarilmasi)

2) Sitokrom c’nin saliverilmesi (Apoptozom (sitokrom ct+Apaf-1 +kaspaz-9)
olusumu, mitokondriyal transmembran potansiyelin degismesi)

3) Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

4) Hicrede apoptozise 6zgi morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olugmasi
(Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ yiiziinden dig yiize transloke olmasi, DNA’nin
fragmentasyonu, apoptozise 6zgli morfolojik degisikliklerin meydana gelmesi).

5) Fagositoz

Hiicrenin apoptozise gidebilmesi i¢in ilk once ilgili genetik mekanizmay1 harekete
gecirecek bir sinyalle karsilagmasi gerekir. Bu sinyal hiicre ig¢inden veya disindan
gelebilir (Hirose ve ark. 1997). Apoptozis Onceden hazir olan hiicrelerde primer
baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak geligebilir. Hiicre digt uyaranlar
arasinda; hiicre 6lim proteinleri, timor nekroz faktorii, koloni uyarici faktorler, néron
buyime faktori, insilin benzeri buyime faktori, interlokin gibi maddelerin ortamda
azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, cesitli antijenler ve virtsler vardir.
Bunlar hiicreyi apoptozise gotiirebilmektedir. Apoptozisi etkileyen hiicre igi uyaranlar
arasinda sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artig, timor nekroz faktor, DNA
hasar1 nedeniyle bir timor siipressor gen olan p53°Gn aktive olmasi, viral-bakteriyel
enfeksiyonlar, glukokortikoidler ve onkojenlerin yer aldigt bilinmektedir. Ayrica
hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen
etkenler hafif dozlarda apoptozis meydana getirebilmektedir. Apoptozda hiicre olimu
cevreye rahatsizlik vermeksizin geligse de bazen apoptozis dolayli olarak ¢evre dokuda
nekrozu baglatabilir ya da tam tersi nekroz apoptozis gelismesine yol agabilir. Bunlara
ilaveten organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir

(Oktem ve ark. 2001).
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Apoptoz siirecinde belli basli ti¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi
proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu,
apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zar1 kirilmasi, DNA fragmentasyonu,
kromatin yogunlagmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik
degisikliklerden sorumludur (Staley ve ark 1997). Kaspazlar, zimojen (inaktif
prekursor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein igeren, sistein
proteazlar olarak adlandirilan enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve
cogu apoptozisde rol almaktadir. Bazilari (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baglatici kaspazlar olarak
bilinirken, bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. Kaspazlar birbirlerini

aktiflestirerek preteolitik bir kaskada (selale tarzi reaksiyon dizisi) neden olurlar.

Hiicre olum reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve
timor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar ile etkilesime girmesi
(uyarilmalari) sonucu apoptozis indiklenir. Fas hiicre yiizey reseptoridir ve ilgili
ligandina Fas ligand (FasL) denir. Fas ve FasL tumoér nekroz faktori ailesinin bir
tyesidir. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi timor hiicrelerinde, akcigerlerde,
hatta miyokardda bulunur. FasL o6zellikle sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicreleri
tizerinde bulunur. FasL’in Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik islem baglar. Fas ve
TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda o6lim uyarisi almis olduklarindan bir seri
protein:protein interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagli
bulunan ve 6lum bolgeleri adi verilen TRADD ve FADD ile interaksiyona girerler. Bu
olum bolgeleri ise kaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini
baslatirlar. Aktive olan kaspaz 8 daha sonra diger uygulayici kaspazlari aktive eder
(Israels ve Israels, 1999). Kaspaz 8, kaspaz 3’u aktive ederek DNA fregmentasyonuna

neden olur ya da sitokrom c¢’nin mitokondriden salgilanmasini saglar (Mccarthy ve

Bennett 2002) (Sekil 1.9.).

Bcl-2 ailesi; uyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (pro-apoptotik: Bax,
Bad, Bid, Bcl-X), bir kisminin ise inhibe ettigi (anti-apoptotik: Bcl-2, Bel-X)) genis bir
ailedir. Bu ailenin uyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar.
Hiicrenin yasayabilirlik durumu bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin

rolatif oranina baghdir. Cinkii oranin artmast ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu
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veya aktivasyonu ile sonuglanir. Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyar: alinmasi
halinde mitokondri membranina baglanir, burada kugiik delik¢ikler olusumunu indkler,
boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonugta sitokrom ¢ ve apoptozis-
indukleyici faktorin mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglar. Sitokrom ¢, mitokondri i¢
membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Son yillarda anlagilan
onemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom
¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede
geri dontigimsiiz bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c¢ sitoplazmik protein olan
Apaf-1’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi
verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9
haline dontigmesini saglar. Aktif kaspaz 9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’0 aktive
eder. Aktif kaspaz 3 sayesinde deoksiribontkleaz serbestlesir ve bu da apoptozisin
karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal

DNA fragmentasyonuna neden olur (Sekil 1.9.).

Apoptozis pS3 proteininin indiklenmesi ile de baslatilabilmektedir. p53, hiicrede bir
sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasart (tek ya da ¢ift zincir kiriklart,
niikleotid eksikligi) olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu
Gl fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger
DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar buyikse bu durumda p53 apoptozisi indiikler.
p53’tn apoptozisi indiikklemesi Bax’in ekspresyonunu artirmasit boylece Bcl-2/Bax

oranini degistirmesi yoluyla gerceklesir (Sekil 1.9.).
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Sekil 1.9 Apoptozisin molekiiler mekanizmalari (Pasquini ve ark. 2006).
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Bu mekanizmalar kaspaz-bagimli apoptozisi gosterir, oysa kaspaz-bagimsiz
apoptozisin varligi da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz apoptozis yine mitokondriden
saliverilen bir faktor olan apoptozis indiikleyici faktor (AIF) in etkisiyle gergeklestirilir
(Hunot ve Flavell 2001).

Gunumiizde apoptoz siirecinde rolii olan biyokimyasal ve genetik komponentlerin
aydinlatilmasiyla birlikte apoptozun aktivasyonuna ya da inhibisyonuna yonelik
caligmalar; kanser, AIDS ve otoimmun bozukluklar gibi bir¢ok hastalikta yeni tedavi

olanaklarini glindeme getirmektedir (Estaquier ve ark. 1994).

Hiicrelerin normal apoptotik siiregten kagmalarini saglayan bir 6zellik kazanmalari
hemen butin kanser hiicrelerinde gozlenen bir ozelliktir. Tumor hiicreleri ya
antiapoptotik proteinlerin agir1 yapimiyla ya da proapoptotik proteinlerin yapimlarinin
ya da etkilerinin azalmasiyla apoptoza direngli bir nitelik kazanmirlar. p53 yoluyla
baslatilan apoptoz yolundaki proteinlerin yapimlari ya da islevlerindeki bozukluklarin
insanlardaki kanserlerin neredeyse yarisinda etkili oldugu gosterilmistir (Fadeel ve
Orrenius 2005). Apaf-1’in metastatik melanom hiicrelerinde yapiminin olmadig:
gosterilmistir. Bazi kanser tirlerinde (hepatoselliller karsinom, melanomlar) 6lim
reseptorlerinden biri olan CD95’in yapiminin azaldigr bulunmustur (Jin ve El-Deiry

2005).
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1.5. [Epigenetik ve Kanser

Epigenetik terimi, ilk kez 1939 yilinda Conrad Waddington tarafindan fenotipe
yansiyan genler ve onlarin Urinleri arasindaki iligkiler olarak tanimlanmigtir
(Waddington 1939). Daha sonra Arthur Riggs ve arkadaglart epigenetigi DNA
sekansinda degisiklik olmaksizin gerceklesen gen fonksiyonundaki mayotik ya da
mitotik kalitsal degisimler olarak tanimlamiglardir (Russo ve ark. 1996). Giinimiizde
ise epigenetik terimi DNA dizisinden bagimsiz olarak gen ifadesinde meydana gelen
kalitsal ya da dogal olabilecek degisiklikler olarak adlandirilmaktadir (Bird 2007).
Diger bir deyisle, epigenetik degisimler kalitimsal olup, genetik olmayan fenotipik
varyasyonlar1 igermektedir. Bu degisiklikler hiicreyi ya da organizmayi dogrudan
etkilemektedir, ancak DNA dizisinde hi¢ bir degisiklik gerceklesmemektedir. Bu
ozellikleriyle genetik degisimlerden ayrilmaktadir. Epigenetik degisimler genlerin
sessizlesmesine neden olurlar. Bu da geni inaktive edici bir mutasyon veya delesyon

gibi genetik bir mekanizmayla esdeger olmaktadir.

1.5.1. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar ikiye ayrilir. Bunlar;

1. Dogrudan gen ifadesini kontrol eden veya etkileyen mekanizmalar

Bu mekanizmalar da ikiye ayrilir:
a) DNA duzeyindeki modifikasyonlar
DNA metilasyonu: Hipermetilasyon/Hipometilasyon
b) Kromatin diizeyindeki modifikasyonlar

1) Kovalent histon modifikasyonlari: Histonlarin metilasyonu, asetilasyonu,
fosforilasyonu, ubikutinasyonu, sumolizasyonu ve ADP-ribozilasyonu gibi
modifikasyonlar1 icermektedir.

2) Nonkovalent histon modifikasyonlari: Histon takaslari, histon katimlar1 ve diger

ajanlarla etkilesimleri (virtsler, farkli protein gruplari) gibi modifikasyonlardir.
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2. Dolayli yoldan gen ifadesini kontrol eden veya etkileyen mekanizmalar:

Dolayli yoldan gen ifadesine etkiyen mekanizmalar post-transkripsyonel
(transkripsiyon sonrasi, yani ana DNA molekiliinden RNA molekili elde edildikten

sonra) mekanizmalar1 igerir (Sawan ve ark. 2008).

Mekanizmalarin herhangi birindeki hata, genlerin ifadesinin asir1 artmasina veya
baskilanmasina neden olarak epigenetik hastaliklara yol agmaktadir (Egger ve ark.
2004). Genetik ve epigenetik degisimlerin birikmesi sonucunda hicre 6lim ve yasam
arasindaki dengesi bozulur bu da hiicrenin kanserlesmesine neden olur (Hanahan ve
Weinberg 2000). DNA metilasyonu memelilerde ¢ogunlukla CpG diniikleotidlerinde
meydana gelen degisimdir. Kromatin diizeyindeki modifikasyonlar histonlarin N-
terminal uglarinda olusan posttranslasyonel modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar
arasinda; histone asetil transferazlar tarafindan asetillenme ve histon metil transferazlar
tarafindan metillenme yer almaktadir. Histonlar tizerinde gergeklesen bu degisiklikler,
DNA ile olan interaksiyonlar etkileyerek kromatin yapisint degistirebilmekte ve gen
ifadesinin kontroliinde rol almaktadir. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari,
timor baskilayict genleri susturulmasina ve onkogenlerin aktivasyonuna yol acarak

kanser gelisimine neden olabilmektedir.

Epigenetik mekanizmalar igerisinde en onemli mekanizmalarindan birt DNA

metilasyon mekanizmasidir.

1.5.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu; gen ifadesini degistirerek hiicre fonksiyonlarini degistiren ve bir
metil (CH3) grubunun kovalent sekilde DNMT katalizinde, DNA’da CpG olarak
adlandirilan dintikleotidindeki sitozinin 5-karbonundan yapiya eklenmesini ifade eden
epigenetik bir olaydir (Bird, 2002). DNMT’lar S-adenozil metionin’i bir metil donor
olarak kullanirlar. S-adenosil-metionin’den bir metil gurubunu sitozin rezidilerine
transfer edilir ve boylelikle sitozin, S-metilsitozin haline gelir (Sekil 1.10.). 5-
metilsitozin genomdaki CpG alanlarinda sik¢a bulunan ve genomdaki bazlarin yaklagik

%4 ’ni olusturan modifiye bazdir (Baylin 2005).
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Sekil 1.10 DNA metilasyon mekanizmasi (Bird, 2002)

DNA metilasyonu, insanlarda ve pek ¢ok memelide bilinen tek dogal DNA
modifikasyonudur ve yalnizca guanozin tarafindan takip edilen sitozin bazini etkiler.
Boylelikle, bu organizmalarda, DNA metilasyonu genellikle CpG dintkleotid
alanlarinda gozlenir. Insan DNA’sindaki tiim CpG alanlarinin %70-80’1 metillenmistir.
Bu alanlar genomda yuksek bir siklikta bulunursa CpG adaciklar1 olarak adlandirilir.
CpG adaciklar1 genlerin yaklasik % 50’sinin promotor bolgelerinde bulunan, yaklagik
0.2-1 kb uzunlugunda ve tiim genomun yaklagik %2’sini olusturan bolgelerdir (Zhu ve

Yao 2007).

DNA metilasyonu en ¢ok caligilan epigenetik mekanizma olup, gen ifadesinin
baskilanmasin1 saglamakta, embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisi, X-
kromozom inaktivasyonu ve genom kararliliginin korunmasinda fonksiyon gormektedir
(Robertson 2005). DNA metilasyonunun, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
engelleyerek veya metilli DNA’ya baglanan protein kompleksleri sayesinde kromatin
yapisint degistirerek genlerin ifadesini baskiladigi dusiinilmektedir. DNA metilasyon
tepkimesini gergeklestiren DNMT enzimleri tepkimenin olusumunda kilit noktay1

olusturmaktadirlar.
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1.5.3. DNA Metiltransferazlar (DNMT)

DNA metilasyonu, DNMT’lar tarafindan gerceklestirilen enzimatik bir
modifikasyondur. Giiniimizde bilinen 5 insan DNMT’si vardir. Bunlar, DNMT]I,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMTS3L olarak adlandirilmistir. Bunlardan, amino
terminal regiilator bolgesi bulunmayan DNMT2 ve katalitik bolgesi olmayan DNMT3L
digindakilerin  hepsinde enzimatik aktivite gorilmektedir. DNMTI1, gergek
metiltransferazlar olarak da bilinir ve yari-metillenmis DNA bolgelerine baglanirken
(Reik ve ark. 2001), DNMT3a ve DNMT3b, de novo metiltransferazlar olarak
adlandirilirlar  ve yari-metillenmis ve hi¢ metillenmemis bolgelere baglanarak
metilasyonu gergeklestirirler (Lei ve ark. 1996). DNMT3L ise DNMT3a ve DNMT3b
sekanslariyla iligkili olup de nova DNA metilasyonunu indiiklemektedir (Chedin ve ark.
2002). DNMT2’nin diger metiltransferazlar gibi, korunmus olan metiltransferaz
motifini tagidigr gosterilmistir ancak aktivitesi gorilmemigtir. DNMT1 replikasyon
catalin1 hedef alir ve mevcut metile olan DNA kalibininin yeni koplementerini metiller.
Bu sekilde metilasyon kalibi DNA replikasyonu boyunca korunur. Bu nedenle DNA
metilasyonu kalitlanabilir ve epigenetik bir isaret olarak nesiller boyunca mitotik ve

mayotik hiicre boliinmeleriyle transfer edilebilmektedir.

DNMT enzimleri DNMT inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilir ve tepkimenin

gergeklesmesi engellenebilir.

1.5.4. DNMT inhibitorleri

DNMT inhibitorleri etki mekanizmalarina gore, niikleozid analogu olan ve olmayan
bilesikler olmak tizere iki sinifta toplanir. Niikleozid analoglari (5-azasitidin, desitabin,
5-floro-2'-deoksisitidin, 5,6-dihidro-5-azasitidin, zebularin) DNA bazlarina benzer bir
yap1 gosterirler ve replikasyon sirasinda yeni sentezlenen zincirin yapisina katilabilirler
(Peedicayil 2006). DNA’nin yapisina katilan DNMT inhibitorleri ile DNMT’lar
arasinda kovalent bag kurularak, enzimin aktif hale gegmesi ve yeni sentezlenen zincirin
metillenmesi engellenir (Egger ve ark. 2004, Miyamoto ve Ushijima 2005). Nikleozid
analogu olmayan bilesikler (hidralazin, prokainamid, psammaplin, RG108, EGCG,
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MG98) DNA metilasyonunu inhibe ederler, fakat birka¢i klinikte kullanilir. Bunlardan
RG108 ve EGCG metiltransferazin aktif merkezine, prokain ve prokainamid ise hedef

dizilere baglanarak enzimin aktivitesini engellemektedir (Brueckner ve Lyko 2004)

(Sekil 1.11.) .
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Sekil 1.11 DNA metiltransferaz inhibitorlerinin etki mekanizmalar1 (Bora ve
Yurter 2007).

Desitabin (5-Aza-2'-deoksisitidin), DNMT enzimlerini inhibe eden bir sitozin
niikleosit analogudur. Klinik ¢aligmalar sonucunda desitabinin myelodoblastik
hastaliklarda ve 16semi tedavisinde kullanimi “Food and Drug Administration” (FDA)
tarafindan onaylanmistir ve ginimiizde de kullanilmaktadir (Kaminkas ve ark. 2005).
Bir¢ok caligmada desitabinin demetile edici ajan oldugu gosterilmis (Mund ve ark.
2005, Yang ve ark. 2006) ve hastalarda epigenetik etkisinin kullanilabilecegi
dustnilmistir (Gore ve ark. 2006, Matei ve Nephew 2009). Desitabinin kimyasal
yapist sekil 1.12.°de gosterilmigtir.
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Sekil 1.12 Desitabin’in kimyasal yapist (Gore ve ark. 2006).

Desitabinin DNMT1 enzimini inhibe mekanizmasi birkag basamaktan olugmaktadir.
Desitabin hiicre igerisine alindiktan sonra DNA metilasyonunda etkili olan aktif formu,
desitabin trifosfata doniigerek DNA yapisina katilir. Desitabin metabolizmasinda ilk
basamakta, ATP bagimli fosforilasyon ile monofosforlanmig niikleotid olan desitabin
monofosfat olusur. Bu tepkime deoksisitidin kinaz enzimi katalizinde gergeklesir. Ikinci
adimda deoksisitidin monofosfat kinaz enzimi ile desitabin difosfat doniigiir. En son
basamakta niikleozid difosfat kinaz enzimi araciligiyla desitabin trifosfata donigimii
tamamlandiktan sonra DNA replikasyon sisteminde substrat olarak DNA yapisina

katilir ve sitozin bazi yerine geger (Ghoshal ve Bai 2007) (Sekil 1.13.).
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Sekil 1.13 Desitabin’in DNA yapisina katilim mekanizmast (Ghoshal ve Bai 2007).
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Desitabin trifosfat DNMT lar tarafindan taninirlar ve bu noktada niikleofilik bir atak
ile metilasyon reaksiyonu baslatilir. Desitabinin 6. karbon atomu ile enzim arasinda bir
kovalent bag kurulur (Santi ve ark. 1984). Olusan bu kovalent bag iki mekanizma ile
kirilabilir. Birincisi kovalent bag beta eliminasyonu ile kirilir ve DNMT yapidan ayrilir
(Sekil 1.14a.). Ikincisi nitrojen varliginda desitabinin 5. karbon atomuna nitrojen girer
ve bu DNMT enzimini bloke eder. Boylelikle DNMT enzim fonksiyonu bloke edilmisg
olur. Bu tepkime, DNA hasar yollarina sinyal gondererek DNMT enziminin
par¢alanmasina neden olur (Sekil 1.14b.). Sonugta replikasyon strecinde DNA

metilasyonu engellenmis olur (Stresemann ve Lyko 2008).

Enzim ayrilmaz Enzim yilarm

Sekil 1.14 Desitabin araciligiyla DNMT enzim inhibisyon mekanizmasi (Stresemann ve
Lyko 2008).
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Desitabinin, programli hiicre olumiinin takip ettigi timor baskilayict genlerin
reaktivasyonu, hiicresel diferansiyasyon ya da hiicresel yaslanmanin uyarilmasi ile
sonlanabilen gen hipometilasyonuna neden olmasi, son yillarda epigenetik kanser
tedavisinde tercih edilmesine yol a¢mistir. Hipermetilasyon sonucunda timor
baskilayict genlerin ve kanserle iliskili diger onemli genlerin susturulmasi timor
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Esteller 2007). Hipermetile genlerin belirlenmesi
ve bunlarin demetilasyonlar1 ile yeniden aktif hale dontgiimleri tizerine yapilan pilot
caligmalar hastalara uygulanabilecek epigenetik tedavi bakimindan onemli bir yer
tutmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda desitabinin myelodoblastik ve l6semi hastalarinda
pl5 timor baskilayict geninin demetilasyonunda ve tekrardan aktiflesmesinde etkili
oldugu belirlenmistir (Daskalakis ve ark. 2002). Ostrojen negatif MDA-MB-231
hiicrelerinin desitabin uygulamasindan sonra demetile oldugu (Ferguson ve ark. 1995)
ve yine bu hiicrelerde RARb2 geninin desitabin uygulamasindan sonra demetilasyon

sonucu aktiflestigi gosterilmistir (Yang ve ark. 2002).

1.5.4. DNA Metilasyonu ve Gen ifadesi

Genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda gorilen DNA metillenmesi,
kromatin yapisinin organizasyonunda ve gen ifadesinin kontrolinde o6nemli rol
oynamaktadir. Aktif kromatin (agik yapi) yani transkripsiyon faktorlerinin ve diger
koaktivatorlerin promotore baglanabildigi kromatin yapist metillenmemis CpG
diniikleotidleri igerdigine inanilmaktadir. Buna karsin inaktif kromatin (kapali yapi)
yani transkripsiyon faktorlerinin promotére baglanamadigi kromatin yapisinin
metilenmis CpG diniikleotidleri i¢erdigine inanilmaktadir (Dworkin ve ark. 2009). Bir
genin metillenme derecesi ile ifade edilme derecesi arasinda ters bir iligki vardir. Yani,
disik derecedeki metillenme yitksek oranda gen ifadesi ile ve yilksek oranda
metillenme ise diisiik seviye de gen ifadesi ile baglantilidir. Ayrica metillenme dokuya

ozgudir ve bir kere gerceklesince o dokunun biittin hiicrelerine aktarilir.

Gen ifadesinin diizenlenmesinde, o©zellikle genlerin promotor bolgelerindeki
metillenme, transkripsiyon faktorlerinin tanima bolgelerinde degisiklikler meydana

getirerek bu faktorlerin baglanmasini engellemekte ve bu sekilde gen ifadesinin
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baskilanmasinda rol oynamaktadir. Hiicre farklilagmasiyla beraber farkli dokularda

farkli genlerin ifade olmasinin temelinde bu dizenleme yatmaktadir

DNA metilasyonun gen ifadesini kontrol etmede 3 olast mekanizma

disinilmektedir.

1-Metillenmis promotor bolgelerine baglanabilen proteinlerin hedef dizilere
(sekanslara) baglanarak, esas baglanmasi gereken transkripsiyon faktorlerinin buralara
baglanmasini engelleyerek (Momparler ve Bovenzi 2000).

2-Transkripsiyon faktorlerinin metillenmis sitozine baglanmasini engelleyerek
(Kass ve ark. 1997).

3-Kromatin yapisint degistirerek transkripsiyon miktarinda bir degisim

gergeklestirerek (Jones ve Takai 2001).

Promotor bolge hipermetilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin (AP-2, E2F, c-myc,
NF-«kB gibi) promotére baglanmasini dnleyerek genin susturulmasina neden olabilir.
Bunu dogrudan yapabilecegi gibi dolayli olarak metil sitozine baglanan proteinleri
bolgeye ¢ekerek de gergeklestirebilir (Ducasse ve Brown 2006, Baylin 2005). Dogrudan
baskilamada metil sitozindeki metil grubu, DNA’min biytk oluguna dogru ¢ikinti
yaparak tanima bolgesini taninmaz hale getirirken; dolayli yolda, promotore baglanacak
transkripsiyon faktorlerinin tanityacagi bolgeler, metilsitozine baglanan proteinlerle
maskelenir (Moss ve Wallrath 2007). Bu proteinlerden biri olan MeCP2, tek bir
metillenmis CpG ¢iftine baglanabilen bir baglanma domaini ve transkripsiyon
baskilayan domainine sahiptir. Bu protein sayesinde transkripsiyon faktorlerinin

promotore baglanmasi engellenir (Nan ve ark. 1998).

Bu etkilerin disinda biyokimyasal olarak metil grubu eklenmesinin, metil-sitozinin
yilksek polaritesi nedeniyle, RNA polimerazlarin daha yiiksek enerjiyle transkripsiyon
baslangi¢ noktasina ulagabilmesine yol actigi ve bu sekilde genin ifadesini baskiladigi
disunilmektedir. Ayrica, DNA’nin buyuk oluguna dogru uzanmig olan metil
gruplarinin, histonlarin yerlesimlerini degistirerek daha kapali bir kromatin yapisina
neden oldugu ve gen ifadesini de bu sekilde baskiladigi 6ne sturilmustir (Schmutte ve

Fishel 1999).
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1.5.5. Metilasyon ve Meme Kanserleri Ile Tliskisi

Kanser, genetik ve epigenetik hatalarin birikimiyle ortaya ¢ikan ve normal hiicrenin
metastazik timor hiicresine doniismesiyle sonuglanan ¢ok basamakli bir olaydir. DNA
metilasyonundaki degisiklikler kanserle iligkili genlerin ifadesinde degisikliklere neden
olur. DNA metilasyonu ve kanser arasindaki iligki ilk kez 1983 yilinda ortaya
cikartilmig, kanser hiicre genomlarinin normale goére hipometile oldugu gosterilmistir
(Feinberg ve Vogelstein 1983, Gama-Sosa ve ark. 1983). Kanser hiicrelerinde, genel
hipometilasyon yani sira bazi 6zel genlerin promotor bolgelerinin CpG adaciklarinda

hipermetilasyonlar da gozlenmektedir (Hinshelwood ve Clark 2008).

Metilasyonun kanser olusumuna neden olma mekanizmalarindan ilki, S5-metil
sitozinin kendisinin, mutasyon olusturma riskidir. Normalde DNA’da bulunan sitozin,
en stk gozlenen mutasyon mekanizmalarindan biri olan deaminasyon sonucu urasile
donisir ve bir RNA bazi olmast nedeniyle onarim mekanizmalarinca (urasil
glikozilazlar) kolayca taninarak onarilir. Buna karsilik metil sitozinin spontan
deaminasyonu sonucu olusan timin normalde de DNA’da bulunan bir baz oldugu i¢in
onarim mekanizmalarindan kagar (Robertson ve Jones 1997). Tum genomdaki nokta
mutasyonlarinin yaklagik tgte birinden fazlasinin CpG adaciklarinda gozlenmesi bu
etkinin en agik belirtisidir (Bird 1996). Ikinci yol ise; ozellikle tiimor baskilayic
genlerin ya da imprintinge ugrayan genlerin promotor bolgelerindeki hipermetilasyonun
ilgili genin normalden farkli ifade bulmasina yol agmasidir. Bu sekilde normalden farkli
diizeyde galisan genler, kanser olusumuna katkida bulunur. Ugiincii yol ise, genomda
gozlenen yaygin hipometilasyonun, tekrar bolgelerindeki rekombinasyon oraninda

artiga ve genomda kararsizliga neden olmasidir.

Kanser siirecinde onkogenler ve timér baskilayict genler iki 6nemli sinifi olusturur.
Onkogenler hiicre biiyiimesini ve yasama suresini arttirmada etkili iken, timor
baskilayici genler tam tersi etki gosterirler. Her iki grup gende gozlenen degisiklikler
kansere neden olabilir. Onkogenlerde gozlenen degisiklikler onlarin normalden fazla
ifade edilmesine neden olurken timor baskilayict genlerde gozlenen degisiklikler

genellikle ekspresyon azalmasina yol agar.
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DNA hipometilasyonu onkogenleri aktive eder ve kromozom yapisinin kararliligini
yitirmesine neden olurken, DNA hipermetilasyonu timoér baskilayict genlerin
susturulmasina yol acar. Kanser hiicrelerinde timor baskilayict genlerin, hiicre
dongiisiini kontrol eden ve apoptozisi onleyen genlerin, DNA onarim genlerinin ve
gelisim siirecinde etkili yolaklarin normal islemesini saglayan genlerin hipermetilasyon

ile susturuldugu bilinmektedir (Zhu ve Yao 2007).

Meme kanserlerinde DNA metilasyonu agisindan onemli olan birgok gen
tanimlanmistir.  DNA metilasyonu kanser hucrelerinin  biyiimesi ve metastazin
engellenmesini kontrol eden birgok genin kontroliinde rol almaktadir. Timor baskilayict
ve metastaz genlerinin susturulmasinda bolgesel hipermetilasyon séz konusuyken pro-
metastastik genlerin aktivasyonunda genel hipometilasyon gorev almaktadir. Meme
kanseri tedavisinde yeni epigenetik tedavi yaklagimi i¢in bolgesel hipermetilasyonun ve

hipometilasyon durumlarinin ¢ok iyi analiz edilmesi gerekmektedir (Szyf ve ark. 2004).

Normal meme kanseri hiicrelerinde timor baskilayict genler aktif halde olup
metilasyon i¢ermezler. Metastaz genleri metile olup inaktiftirler. Onkojenik yolaklarin
aktivasyonu timor baskilayicilart ile spesifik represorlerin interaksiyonuna yol agar.
Sonugta DNMT etkisiyle DNA’da olusan metilasyon sonucu timoér baskilayict ve
metastaz genleri metillenir ve invaziv olmayan meme kanseri olusur. Farkli bir
onkojenik yolagin demetilasyon aktivitesine neden olmast durumunda ise invaziv
karakterli meme kanserlerinin olusumunu saglamaktadir. Normal meme hiicrelerin
farkli karakterde kanserlesmesine yol acan bu mekanizma gekil 1.15°de

gosterilmektedir (Szyf ve ark. 2004).
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Sekil. 1.15 Meme kanseri gelisiminde metilasyonun rolii (Szyf ve ark. 2004).
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Son on yildir kanserlerde bolgesel DNA hipermetilasyonu ve timér baskilayict
genlerin susturulmasi olduk¢a ilgi ¢ekmistir ve meme kanserinde hipermetile olan
bir¢ok gen belirlenmistir (Huang ve ark. 1997, Huang ve ark. 1999, Chen ve ark. 2003).
Kanser hicrelerinde CpG adaciklarinda meydana gelen bu metilasyonlarin meme
kanserlerinin seviyesiyle ve tipleriyle iliskili oldugu gosterilmistir. Buna ilaveten DNA
metilasyonu yoluyla susturulmug birgok metile gen meme kanserlerinin tanisinda

kullanilmaktadir.

Meme kanserinde 6nemli olan baz1 hipermetile ve hipometile durumundaki genler

cizelge 1.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1 Meme kanserlerinde epigenetik olarak kontrol edilen bazi genler

Gen Genel Ad Hiper/Hipo Kaynak
BRCAI Meme kanser geni | Hipermetilasyon | Bhavani ve ark. 2009,
Chan ve ark. 2002
CDHI E-kadherin Hipermetilasyon | Graff ve ark. 2000
DAPK Oliimle iliskili protein kinaz Hipermetilasyon | Lehmann ve ark. 2002
ESRI Ostrojen reseptor 1 Hipermetilasyon | Widschwendter ve ark.
2004
ESR2 Ostrojen reseptor 2 Hipermetilasyon | Widschwendter ve ark.
2004
PGR Progesteron reseptor Hipermetilasyon | Lapidus ve ark. 1996
hMLHI Insan mutL homolog 1 Hipermetilasyon | Murata ve ark. 2002
RASSFIA | Ras iligkili ailesi 1 Hipermetilasyon | Dammann ve ark. 2003
TMS1 Metilasyonla Inditklenmis gen Hipermetilasyon | Conway ve ark. 2000
RAR-f Retinoik asit reseptor beta Hipermetilasyon | Widschwendter ve ark.
2000
plo Siklin bagimli kinaz inhibitor 2A Hipermetilasyon | Herman ve ark. 1993,
Feng ve ark. 2009
MGMT 0-6-metilguanin DNA Hipermetilasyon | Widschwendter ve ark.
metiltransferaz 2004
PTEN Fosfataz ve tensin homolog Hipermetilasyon | Khan ve ark. 2004
CDKN24 | Siklin bagimsl kinaz inhibitér 2A Hipermetilasyon | Widschwendter ve ark.
2004
TGF-p R2 | Transform biyiime faktor B reseptér | Hipermetilasyon | Widschwendter ve ark.
2 2000
LINE-1 Tekrarl sekanslar Hipometilasyon | Alves ve ark. 1996
BCSGI Siniiklein (meme kanseri spesifik Hipometilasyon | Gupta ve ark. 2003
protein 1)
uPA Urokinaz Plasminojen aktivator Hipometilasyon | Guo ve ark. 2002
PAI-] Urokinaz Plasminojen aktivator Hipometilasyon | Guo ve ark. 2002
inhibitorii 1
CAV1 Kalveolin 1 Hipometilasyon | Van den Eynden ve
ark. 2006
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Bu genler arasindan apoptozisle iligkisi agisindan 7MS/ ve DAPK, metastazla
iliskisi bakimindan #PA ve PAI-I, DNA onarim mekanizmasi a¢isindan ise MGMT

genleri ve genel metilasyon gostergesi olan LINE-1 dizisi ¢aligmaya alinmustir.

Kanser gelisiminde olusan epigenetik degisimlerde apoptozis mekanizmalart 6nemli
rol almaktadir (Jones ve Takai, 2001). Apoptozisle iligkili bircok genin direk ya da
dolayli olarak metilasyon tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir (Gopisetty ve ark.

2006, Conway ve ark. 2000, Esteller 2007, Friedrich ve ark. 2004).

TMS1, apoptozisin duzenlenmesinde ve enflamasyon sinyal yolaklarinda rol alan
timor baskilayict gendir. TMS1; 16p11.2-12.1 kromozomda lokalize olmakta ve
karboksil ucunda kaspaz calistiran bolge igeren bir proteini ve apoptotik sinyal
molekilleri ile interaksiyon bolgesi i¢reren proteini kodlamaktadir. Bu bolgeleri igeren
proteinler apoptozisin kontroliinde ve immiin sistem yolaklarinda rol almaktadirlar. Bu
proteinler kanser ve otoimmin hastaliklarla iligkilidirler (McConnell ve Vertino, 2004,

Mirza ve ark. 2007, Conway ve ark. 2000).

TMS1’in makrofaj ve monositlerde yiiksek oranda eksprese edildigi ve dogustan
kazanilan bagisiklikta rol aldigi belirlenmistir (Shiohara ve ark. 2002, Stehlik ve ark.
2003). Ayni zamanda epitel hiicrelerinde de eksprese oldugu ve hiicrelerde olusan strese
karst TNF-o ve TRAIL gibi olim ligandlarini aktiflestirdigi belirlenmistir. Ayrica
TMS1 ekspresyonunun epitel hiicrelerinde kaspaz 8’e¢ bagli o6lim yolagini da
indukledigi gosterilmistir (Parsons ve Vertino 2006, Masumoto ve ark. 2003). Son
yapilan bir aragtirmada ise meme epitel hiicrelerinde TMSI1 ekspresyonunun bazal
membran ile integrinlerin arasindaki interaksiyonunu bozarak apoptozis ya da diger

hiicre oliimlerini arttirmada rol aldigt belirilmistir (Parsons ve ark. 2009).

TMS1 geninin timoér olusumunda epigenetik olarak susturulma mekanizmasi halen
tam olarak agiklanamamigstir. Normal hiicrelerde ve meme hiicrelerinde 7MS/ gen
promotorinde CpG adaciklarinda metilasyon olmayist ve 7MS/ ekspresyonunun
belirlenmesi (Stimson ve Vertino 2002, Kapoor-Vazirani ve ark. 2008), buna ragmen

TMS1 ekspresyonunun meme ve diger kanserlerde olmayisi timor gelisimde etkili



29

oldugunu gostermektedir (McConnell ve Vertino 2004). Meme kanserlerinde 7MS/
geni metilasyon mekanizmasiyla susturulmakta ve hiicrelerin apoptozis yolagi
induklenmektedir (Gopisetty ve ark. 2006). Ayrica meme kanserlerinde 7MS/ geninin
epigenetik  susturulmasinda CpG adaciklarimin  duyarli  bolgelerinin  yeniden
diizenlenmesi, histonlarin hipoasetilasyonu ve DNA hipermetilasyonu etkili olmaktadir
(Stimson ve Vertino 2002, Kapoor-Vazirani ve ark. 2008). Son yapilan bir ¢aligmada da
TMS’in CpG adaciklarindaki duyarlt bolgelere baglanan spesifik bir protein kompleksi
belirlenmis ve bunun kanser hiicrelerinde 7MS/ ekspresyonunda 6nemli oldugu

gosterilmistir (Lucas ve ark. 2009).

Meme, akciger, ovaryum, prostat, gastrik ve kolorektal kanserlerde 7MS/ geninin
hipermetile durumda oldugu belirlenmistir (Conway ve ark. 2000, Terasawa ve ark.
2004, Das ve ark. 2006, Yokoyama ve ark. 2003). Kanser hiicrelerinin demetile edici bir
ajanla muamele edilmesi sonucunda 7MS/ geninin tekrar aktifleserek tedaviyi

etkinlestirebildigi belirlenmistir (Gordian ve ark. 2009).

DAPK geni, 9q34.1 kromozomda lokalize olmakta ve oliimle iligkili protein kinaz
proteinini kodlamaktadir. DAPK; Ca */Kalmodulin diizenleyici veya Ser/Thr kinaz
olarak da bilinir. Programlanmig hiicre oliimlerini (apoptozis, otofajik hiicre 6limi,
programlanmig nekrozis gibi) kontrol eder. Tim bu metabolik yolaklarda DAPK bir¢ok
substrat ve spesifik proteinlerle interaksiyona gecer. DAPK miyozin II regilatorleri ile
interaksiyonunda fosforilasyon sonucunda apoptozis veya otofajik oliimiin gostergesi
olan hiicrelerde membran kiigiilmesi gercekleserek olim yolagina gidilir. DAPK
fosforilasyonu sonucunda JNK ve kaspas bagimsiz nekrotik 6liim yolaklar1 aktive olur
ve hiicre 6lume gider (Bialik ve Kimchi 2006). Yine interferon gama, timor nekrozis
faktor alfa ve Fas, kaspazlarin aktivasyonu iizerinden apoptosisi arttirarak DAPK
tizerinden hucreler 6lim yolagina girebilir (Cohen ve ark. 1999, Gopisetty ve ark.

2006). Tum bu metabolik yollar sekil 1.16.”de gosterilmektedir.
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Sekil 1.16 DAPK o¢lim sinyal mekanizmasi (Bialik ve Kimchi 2006).

Ayrica insanlarda metastaz baskilayici gen olarak da bilinmektedir. Bir¢ok tiimoriin
metastasinda DAPK promotor hipermetilasyonu belirlenmistir. Malignant melenoma,
akciger, meme, ovaryum ve kolon kanserlerinden kaynaklanan beyin metastas ornekleri
ve bununla ilgili periferal kan orneklerinde DAPK promotdr hipermetilasyonu
gosterilmistir (Gonzalez-Gomez ve ark. 2003). Meme, bobrek, mesane, &zafagus,
akciger gibi birgok kanserde DAPK gen promotdriniin metilasyonu kaydedilmistir
(Brabender ve ark. 2009, Wethkamp ve ark. 2006, Dulaimi ve ark. 2004, Lehmann
2002, Hoffmann ve ark. 2009).

MGMT geni; DNA onarim enzimi olan O°Metil Guanin Metiltransfeaz’1 kodlayan
gendir. Bu gen insan 10. kromozomunun uzun kolununun telomerik kisminda yer
almaktadir (Natarajan ve ark. 1992). MGMT proteini (E.C. 2.1.1.63) DNA’da O%-alkil
guanindeki alkil (metil, etil, kloroetil gruplar1 gibi) kalintilarin1 kaldirir ve DNA’da
olugabilecek transversiyon (piirinden pirimidine ya da pirimidinden piirine dontigimii)
mutasyonlar1 engeller (Kaina ve ark. 2007). Yani DNA’y1 olusabilecek spesifik hatalara
karst koruma gorevi yapar (sekil 1.17.).
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Sekil 1.17 O°Metil Guanindeki hatalarin MMGMT tarafindan onarilmasi
(Kaina ve ark. 2007).

Birgok kanserde AMGAMT geninin promotor hipermetilasyonu sonucunda genin aktif
olmadig1 ve MGMT proteininin sentezlenmedigi gosterilmistir (Brell ve ark. 2005,
Esteller ve ark. 2000, Wu ve ark. 2009). Bunlarin MGMT mRNA ekspresyonu ve
enzimatik aktivite kaybiyla da iliskili oldugu belirlenmistir (Kim ve ark. 2009, Munot
ve ark. 2006, Ohno ve ark. 2006, Herfarth ve ark. 1999). Insan kanserlerinde MGMT
promotorinin hipermetilasyonu sonucunda transkripsiyonel olarak susturulmasiyla
mutasyonel bir reaksiyona neden olur. Sonugta DNA yapisinda ki 0°-metilguanin
olusumu yapidan ¢ikarilamaz ve G:C den A:T transisyonlar1 meydana gelebilmektedir

(Sekil 1.18.).

Guaninin 06 pozisyonundan metillenmesi
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Sekil 1.18 Kanser hiicrelerinde MGMT metilasyonu sonucu DNA’da olusan degisim
(Jacinto ve Esteller 2007).

Onceki calismalar meme, glioma, gastrik ve Ozafagus kanserleri gibi birgok
kanserde MGMT nin belirleyici olabilecegi gosterilmistir (Matsukura ve ark. 2001, Park
ve ark. 2001, Cayre ve ark. 2002, Brell ve ark. 2005, Baumann ve ark. 2006). Meme
kanseri hastalarinda MGMT sentezinin olmadigi ve bunun MGMT gen metilasyonuyla
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iligkili oldugu gosterilmistir (Munot ve ark. 2006, Preuss ve ark. 1996, Osanai ve ark.
2005). Son yapilan bir aragtirmada meme kanseri tirevli beyin metastasinda da MGMT

gen metilasyonu gosterilmistir (Ingold ve ark. 2009).

uPA ve PAI-1 genleri insan 8 ve 10. kromozomlarinda lokalize olup, metastaz
geligiminde rol alirlar. Kanser hiicreleri, ekstraselliler matriksi yikabilir invasyon ve
metastaza neden olmaktadirlar. Metastaz timor gelisimiyle daha baglangi¢ asamasindan
itibaren paralel giden bir olaydir. Fibrinolitik (plazminojen) sistem kanser invazyon ve
metastaz mekanizmalarinda olduk¢a Onemlidir. Kanser olusumunda metastaz
asamasinda kanser hiicrelerinin karsilarina ¢ikan ekstraselliler matriks ile kontakt
kurmalar1 ve etraflarindaki dokusal bariyerleri kirmalar1 gerekmektedir. Iki proteaz
ailesi, plasminojen aktivator ve matriks metalloproteinazlar ekstraselliller matriks

yikiminda 6nem kazanmistir.

Plazminojen sistemin en 6nemli elemanlarindan biri urokinaz plazminojen aktivator
sistemdir. Bu sistem uPA, uPA reseptori (UPAR) ve PAI-1 ve PAI-2’den olugmaktadir
(Durand ve ark. 2004). uPA, inaktif proenzim plasminojeni aktif enzim olan plazmine
donigimiini saglar. Plazmin, fibrini pargalar ve matriks metalloproteinazlari aktive
eder, sonugta ekstraselliller matriksinin parcalanmasi saglanir. Boylece kanserli
dokularda metastaz streci aktif olarak baglatilmis olur. uPA’nin proteolitik aktivitesi
diginda, timoér anjiogenesis, malignant hiicre proliferasyonu, kemotaksis, adezyon,
migrasyon, diferensiasyon ve metastaz alanlarimin gelistirilmesi, inflamasyon ve yara
iyilesmesi sirasinda matriksin yeniden diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik olayda aktif

oldugu belirlenmistir (Ulisse ve ark. 2009).

PAI-1, plazmada ve pek ¢ok dokuda trokinaz aktivitesinin major inhibitoradur.
PAI-1'in uPA'ya baglanmas: iki basamakta gerceklesir. uPA ve PAI-1 hizla inaktif
reversible kompleks olusturur, ardindan nonkovalent baglanmig stabil ara trtin olugur.
PAI-1 yavagga aktif enzim salarak uPA’y1 parcalar. PAI-1 uPA’in inhibitorti olmasina
ragmen, sinyal iletimi, hiicre adhezyonunu ve migrasyonunu yolaklar ile invazyon ve

metastazi indiiklemektedir (Dellas ve Loskutoff 2005, Duffy 2004).
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uPA ve PAI-1 ekspersyonlarinin meme kanserlerinde metastaz durumlarinin
belirlenmesinde énemli bir marker olduklar1 belirlenmistir (Annecke ve ark. 2008, De
Cremoux ve ark. 2009, Pakneshan ve ark. 2004, Duffy 2004). Palmirotta ve ark (2009)
yaptiklar1 ¢aligmada meme kanseri hastalarinda PAI-1 plazma seviyesinin kontrol
grubuna gore yiikksek oldugunu belirlemis ve PAI-1 plazma seviyesinin meme kanseri
tanisinda belirleyici bir faktor olabilecegini gostermislerdir. Yine rektal kanserlerde
PAI-1 seviyesinin belirleyici faktor olabilecegi de gosterilmistir (Angenete ve ark.

2009).

Kanser tedavisinde uPA aktivitesini inhibe edebilmek igin bir¢ok yaklagim
geligtirilmigtir. Bunlar arasinda en bilinenleri uPA i¢in antogonist peptidler gelistirmek,
uPA reseptorinin uPA baglanmasini engellemek veya u#PA gen ekspresyonunu
engelleyecek gen tedavi segeneklerini gelistirmektir. Fakat #PA inhibitorleri agisindan

oldukg¢a kisitli aragtirma bulunmaktadir (Ulisse ve ark. 2009).

Tekrarli elementler insan genomunun yaklasik %45°ni olusturur (Belancio ve ark.
2009) ve transpozonlardan kéken alirlar (Weiner 2002). Rastgele olan bu tekrarlar basit
ya da kompleks sekanslardan olusabilir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinenlerden biri
LINE-1 elementleridir. LINE-I elementleri somatik dokularda genellikle metile
haldedirler. Insan kanserlerinde LINE-1 dizileri genellikle hipometile durumdadir
(Kimura ve ark. 2003; Florl ve ark. 2004; Chalitchagorn ve ark. 2004). Birgok klinik
caligmada farkli kanser tiplerini belirlemede LINE-I gibi tekrarl dizilerin metilasyon

seviyesinin 6nemli oldugu belirlenmistir (Daskalos ve ark. 2009).

1.5.6. Kanserde Epigenetik Tedavi

Genomun epigenetik durumundaki degisikliklerin ters cevrilebilir olmast kanser
tedavisinde yeni bir umut 15181 yakmaktadir. Epigenetik, sadece kanser tedavisinde
degil, tanisinda da yeni yaklagimlarin gelismesine katkida bulunmaktadir (Miyamoto ve
Ushijima, 2005). Bir¢ok kanser tipinde, belirli genlerdeki hipermetilasyon ile tani
arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir. Ozellikle, metastaz i¢in E-kadherin geninin

promotoriinde hipermetilasyonun 6n kosul oldugu distnilmektedir. Caligmalar
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ilerledikge, timor baskilayict genlerin  susturulmast gibi bir takim epigenetik
degisiklikler malignansi gelisiminin erken evrelerinde, hatta malignant olmayan ya da
hentiz kanserlesmemis hiicrelerde de saptanmaktadir. Heniiz kanserlesmemis hiicrelerde
saptanan  epigenetik  anomaliler, DNA  metilasyonunun  hastaligin  risk

degerlendirmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Bir gen lokusunun epigenetik durumunun belirlenmesinde; gen ifadesinin 6l¢imil,
histon modifikasyonlarinin ve histon bilesiminin belirlenmesi ve promotor DNA
metilasyonunun incelenmesi, olmak uzere ¢ temel yaklasim uygulanmaktadir. Bu
yontemler arasinda en giivenilir olarak goriileni CpG adaciklarindaki hipermetilasyonun
olgiilmesidir. DNA metilasyon belirtegleri kanserin siniflandirilmasi ve saptanmasinda

kullanilabilir

DNMT lar ile histon deasetilazlar gibi enzimleri inhibe ederek, timor baskilayci
genlerinin epigenetik olarak susturulmasini engelleyebilecek ya da bu genlerin yeniden
aktivasyonunu saglayabilecek yeni kanser ilaglarinin geligtirilmesi iizerine yogun
caligmalar baglamigtir. Guiniimiizde, epigenetik inhibisyon ig¢in gelistirilmekte olan

ilaglarin ana hedeferi DNA metil transferazlar ve histon deasetilazlardir.

Epigenetik gen susturulmasinda rol alan karmagik etkilesimler agi, klinik olarak
etkin bir tedavi igin ¢esitli ilaglarin beraber kullanilmasinin daha dogru olacagini
gostermektedir. Gergekten de, DNMT’lar ile histon deasetilazlarin inhibitorlerinin
birlikle kullaniminin epigenetik olarak susturulmus genlerin yeniden aktivasyonunda
basarilt sonuglar verdigi gorulmustir. Ayrica bunlarin kemoterapi, radyoterapi gibi
cesitli sitotoksik ajanlar ile kombine olarak da uygulanabilmektedir (Dworkin ve ark.

2009).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Desitabin ve Anti kanser ilaclarin Hazirlamst

Desitabin (Sigma-A3656) Sigma firmasindan alindi (St. Louis, MO). 5-FU (EBEWE
Pharma, Avusturya), 4-HC (NIOMECH, Almanya) ve epirubisin (EBEWE Pharma,
Avusturya) antikanser ilaglar1 Uludag Universitesi Onkoloji Béliimiinden temin edildi.
Desitabin RPMI 1640 besiyeri ortami igerisinde 1.25, 2.5, 5 ve 10uM dozlarinda
hazirlandi. Antikanser ilaglarin stok konsantrasyonlart PBS (fosfatli tuzlu tampon)
icerisinde, asagida belirtilen meme kanseri tedavisinde kullanilan konsantrasyonlarda
hazirlandi. Stok konsantrasyonlar kaltiir besiyeri olan RPMI 1640 igerisinde seyreltildi.
Hazirlanan tim staok ilaglar filtre edilerek steril hale getirildi. Her bir ilag, 6nceden
tanimlanan TDC olarak belirlenen dort farkli konsantrasyonda hazirlandi. TDC
farmakokinetik ve klinik degerlendirme bilgileri ile belirlenmis ve kabul edilmig ilag
konsantrasyon birimidir (Andreotti ve ark. 1995). Meme kanseri hastalarinda standart
FEC tedavisi uygulandiktan sonra plazma ila¢ konsantrasyonu olarak %100 TDC
tanimlanmigtir (Kurbacher ve ark. 1998). Boylece %100 TDC FEC (ug/mL’de) asagida
belirtilen anti kanser ilag dozlarinin kombinasyonundan elde edildi.
5-FU: 22.50 ug/mL
Epirubicine: 0.50 pg/mL
4-HC: 3.0 pg/mL
Hiicre kultart deneylerinde kullanilan diger FEC ilag kombinasyon konsantrasyonlari:
(%200 TDC, %50 TDC ve %25 TDC) %100 TDC FEC konsantrasyonu standart

alinarak hazirlandi.
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2.2. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kaltiiri, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi sirecidir. Ticari
olarak Amerika Hiicre Kiltir Koleksiyonundan satin alinan MDA-MB-231 ve MCF-7
insan meme kanser hiicre soylar1 kriyovial denen kaplar igerisinde -196 °C’de sivi
nitrojen tankinda saklandi. Kullanilan hicre soylarinin 6zellikleri asagida belirtilen
sekildedir.

MDA-MB-231 Hiicre soyu: Insan meme kanseri hiicre soyu
Ostrojen reseptorii (-)
E-kaderin (-)

Kaspaz 2: (+), Kaspaz 3: (+)

v v v Vv v

Yuksek oranda yayilabilir
MCF-7 Hiicre soyu: Insan meme kanseri hiicre soyu
Ostrojen reseptorii (+)
E-kaderin (+)

Kaspaz 2: (+/-), Kaspaz 3: (-)

v v v v Vv

Daha az oranda yayilabilen

Hiicreler cogalitmak amaciyla -196 °C’den alinarak sicak su banyosunda hizli bir
sekilde ¢ozuldu. Kriyovialin i¢indeki hiicre siispansiyonu 5 ml besiyeri igeren falkon
tipe yavasca aktarildi. Tip 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra st sivi kismi
atildi. Hiicre pelleti 1 ml hiicre besiyeri ortami igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra
iizerlerine 4 ml besiyeri eklendi. 5 mI’lik hiicre siispansiyonlar1 75 cm®’lik kiltir kabina
aktarildi. Ertesi giin hiicre besiyeri ortami yenilenerek hiicrelerin biyiimeleri saglandi.
Kultar kabi her gin mikroskop altinda kontrol edildi ve hicrelerin kiltir kap
yuzeylerini tamamen kaplamis (konfluent) olduklarinda tripsinizasyon iglemi ile daha
buyiik hacimli kiiltiir kaplarina aktarildi. Tripsinizasyon iglemi i¢in konfluent hiicrelerin
tizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmak igin
PBS ile yikandi. PBS aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 0.5 ml tripsin
soliisyonu eklenerek 37°C’de, %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi. Mikroskop altinda
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hiicre kabindan ayrildigi kontrol edilen hiicrelere 5 ml besiyeri ortami eklenerek hiicre
sispansiyonu falkon tiipe aktarildi. Tip 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra st
stvi kismi atildi. Elde edilen Hiucre pelleti 1 ml hiicre besiyeri ortami igerisinde iyice
cozuldikten sonra tzerlerine 9 ml besiyeri eklendi. 10 mI’lik hiicre siispansiyonlar1 125
cm®lik kiiltiir kabina aktarildi. 37°C’de, %5 CO;’li ortamda kiiltiire edildi. Bu sekilde

hiicrelerin istenilen sayiya ulasincaya kadar ¢ogaltilmalar1 saglandi.

2.2. 1. Kullanilan Besiyerleri, Sivilarin Hazirlanmasi

MDA-MB-231 Hiicre soyu i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 Newborn calf
serum (Hyclone USA), %1 L-glutamin (292.3 mg/ml) (EuroClone Europe), %l
Penisilin-G (100 U/ml)-Streptomisin (100ug/ml), (Hyclone, USA ) iceren RPMI 1640
(Hyclone, USA) soliisyonu kullanildi.

MCF-7 insan meme kanseri hiicre soyu i¢in %10 Fetal bovin serum (Biochrom
AG, Berlin, Almanya), %1 Penisilin-G (100 U/ml) Streptomisin (100ug/ml), (Hyclone,
USA) igeren RPMI 1640 (Hyclone, USA) soliisyonu kullanildi.

2.2. 2. Hiicrelerin Sayilmasi ve fla¢larin Uygulanmas:

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon iglemi sonucunda elde edilen
hiicre siispansiyonundan 20 ul alinarak ependorf tiipe alindi. Uzerine esit miktarda
Tripan Blue boyasi konarak iyice karigmasi saglandi. Bu karigitmdan 12 pl alip thoma
lamina konarak thoma lamindan 5 bélme sayildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile
carpilarak 1 ml medyumda ne kadar hiicre oldugu bulundu.

Kulture edilen hiicrelere kimyasal ve anti kanser ilag gruplart asagida belirtilen
sekilde belirlendi.

1. Kontrol Grubu (Ilag uygulanmamis)

2. Desitabin Grubu (DAC- gen demetile edici ajan uygulanmig)

3. FEC Grubu (5-florourasil+Epirubisin+4-Hidroksisiklofosfamid ila¢ kombinasyonu
uygulanmis)

4. FEC+DAC Grubu
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2.3. Metiltiazoltetrazolium (MTT) Canlihk Metodu

Bu yontemin prensibi, hiicre kultiirtinde buyuttlen hiicrelerdeki dehidrogenaz enzim
aktivitesinin kolorimetrik 6lgiilmesi esasina dayanir. Yasayan hiicrelerde normalde bu
enzimin aktivitesi gozlenirken, 6len hiicrelerde gdzlenmemektedir. Total dehidrogenaz
aktivitesi ile hiicre sayisi arasinda dogru iligki oldugu Mosmann ve ark. (1983)
tarafindan gosterilmistir. Boylece, ortama konulan ilaglara yanit olarak eger hiicreler
olurse, enzim aktivitelerinin azaldig1 veya kayboldugu gozlenir. Bunun igin, hiicreler bu
enzimlerin degisime ugrattigi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolimbromid
(MTT) maddesine maruz birakilirlar. MTT maddesi, yasayan hiicreler tarafindan alinip
sitoplazmalarindaki bu enzimler tarafindan suda ¢6ziinmeyen koyu mavi renkli
formazon bilesigine (kristallerine) dontsturilirler. Ardindan bu kristaller SDS (eritici
tampon) kullanilarak suda ¢oziinir hale getirilirler ve olusturduklari renk siddeti
spektrofotometre ile ol¢ilir. Baglangigta ayni sayida ekilmis ve hi¢ ilag almamig
kontrol hiicrelerindeki renk siddeti ile oranlanarak ilaca maruz birakilmig hiicrelerdeki

oliim oran1 (yuzdesi) bulunmug olur.

MTT testi i¢cin, MDA-MB-231 ve MCF-7 hucreleri sayilarak 200ul besiyeri
icerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde (3 tekrarli) 96 kuyucuklu hiicre kiltir
kaplarina ekildi. 24 saat 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyonu takiben yapigmis olan
hiicreler zedelemeden tUzerlerinden 100ul besiyeri uzaklagtirildi. %25, %50, %100 ve
%200 TDC konsantrasyonlarinda hazirlanan FEC ila¢g kombinasyonu ve 1.25, 2.5, 5,
10uM konsantrasyonunda desitabin 100ul olacak sekilde tzerlerine uygulandi. Ilag
uygulamasini takiben hiicreler 24 ve 48 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerde 1M
H,0,, olimin negatif kontroli (minumum canlilik, MI) olarak kullanildi. Pozitif
kontrol (maksimum canlilik, MO) olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen

hiicreler kullanildi.

MTT kimyasali 5 mg/ml PBS tamponu igerisinde pH 7.2 olacak sekilde stok olarak
hazirlandi. Hazirlanan MTT ¢ozeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 24 ve 48 saat
sonra MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine her bir kuyucuga 25 ul MTT ¢ozeltisi

eklendikten sonra hiicreler 37°C’de 4 saat suireyle karanlikta inkiibasyona birakildi.
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Olusan formazon bilesiklerini ¢oziintr hale getirebilmek i¢in biitin kuyucuklarin
tizerine %10’luk SDS soliisyonundan 100ul olacak sekilde eklenerek 18 saat, 37°C’de
%5’lik COy’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk
siddeti spektrofotometrede (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 570nm dalga boyunda

olguldu. Okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin % canlilik oranlar1 hesaplandi.

% Canlilik hesabu:

MTT testi sonunda yasayan hiicrelerde koyu mavi farmazon kristalleri gozlendi,
buna karsilik o6len hiicrelerde bu kristaller gozlenmedi. Ilag uygulanan hiicrelerin
canliliklar1 (Ornek C) ilag uygulanmamus kontrol hiicreleri referans alinarak hesapland:
ve bu deger %100 canlilik (Maksimum canlilik, MaxC) olarak belirlendi. Hidrojen
peroksit (H,0,) uygulanan hiicreler, minumum canlilik seviyesinin (Minumum canlilik,
MinC) hesaplanmasinda referans olarak alindi. Tim bu degerler ile asagidaki formul
kullanilarak hiicrelerde inkiibasyon stresi sonunda olusan % canlilik oranlari

hesaplandi.

Canlilik (%) =[100 x (OrnekC - MinC)/(MaxC - MinC)].

2.4. ATP Canlilik Testi

ATP testi hiicre icerisindeki intraseliler ATP igeriginin 6lgiilmesi esasina dayanan
yiiksek duyarliliga sahip bir yontemdir (Andreotti ve ark. 1995). Intraselliiler ATP
iceriginin seviyesi yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde kullanilan bir

gostergedir.

Bu yontemde MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak 200ul besiyeri
icerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk (3 tekrarl) olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiltir
kaplarina ekildi. 24 saat 37°C, %5’lik CO;’li ortamda inkiibasyonu takiben yapismis
olan hiicreler zedelemeden tzerlerinden 100ul besiyeri uzaklagtirildi. %25, %50, %100
ve %200 TDC konsantrasyonlarinda hazirlanan FEC ilag kombinasyonu ve 1.25, 2.5, 5,
10 uM konsantrasyonunda desitabin 100ul olacak sekilde iizerlerine uygulanarak

hiicreler 24 ve 48 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerde 1M H;O, olimin pozitif
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kontrolii olarak kullanildi. Negatif kontrol olarak sadece besiyeri ortami igerisinde
ekilen hucreler kullanildi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarin sonunda intraseliller ATP
icerigi  ATP kiti (DCS Innovative Diagnostika-Systeme, Hamburg, Almanya)
kullanilarak belirlendi. ATP-kitinin i¢inde yer alan hiicre lizis tamponu kullanilarak
(50ul/kuyucuk) hiicre igerisindeki ATP elde edildi. 30 dakikalik bekleme suresini
takiben, hiicre kiltiir siispansiyonundan 50ul beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarina
aktarildi ve ardindan 5Opl/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi igeren solisyon ilave
edildi. Sonucta, elde edilen ATP miktar1 asagida formule edildigi sekilde lusiferin-
lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6lgme zamani 1 saniye olacak sekilde
luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA) kullanilarak ol¢iildi. Sonuglar rolatif 11k
uinitesi (RLU) olarak verildi. Boylece ilag uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin RLU
degerlerine gore ilaglarin sitotoksik etkileri hakkinda bilgi edinildi.
Lusiferaz
ATP + Lusiferin + O, - > - > - — — — AMP + 2Pi + CO; + Foton

(RLU)

2.5. MB30 Antijen (kaspazla kirilmis sitokeratin 18) Metodu

Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda kullanilan intermediat filament protein ailesine
ait proteinlerdir. Apoptozis esnasinda sitoiskeletin dnemli bir proteini olan CK18 sadece
apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak
kirdmig CK18’i  (CK18-Asp396) olusturmaktadir (Leers ve ark. 1999). M30
monoklonal antikor, 6zellikle CK18’in Asp396°da kirllan fragmanini (M30 antijen)
tantyarak CK’lerin apoptotik bir belirteg¢ olarak kullanimini saglamaktadir (Sekil 2.1.)
(Ueno ve ark. 2003). Boylece apoptozise 6zgl bir belirte¢ olan kirilmig CK18 ELISA
yontemiyle saptanmaktadir. Bu o6zel CKI18’1 taniyan M30 antikoru hiicrelerin
bulundugu ortamla temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de varsa,

apoptozisin varlig1 gosterilmig olur.
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1] | [ sitdkeratin 18 e 129
| i o

Sekil 2.1 CK18’in kaspazlar ile kirtlmast ve M30 antikorunun bu bolgeleri tanimast.

Basit olarak, ELISA metoduyla M30 antijen fragmentini belirlemek i¢in MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicreleri sayilarak 200ul besiyeri icerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde (3 tekrarl) 96 kuyucuklu hiicre kiltir kaplarina ekildi. 24 saat 37°C, %5’lik
CO;’li ortamda inkiibasyonu takiben hiicreler zedelemeden tizerlerinden 100ul besiyeri
alindi. Meme kanser kemoterapisinde kullanilan %100 TDC FEC ilag kombinasyonu,
10uM desitabin ve %100 TDC FEC+10uM desitabin secenekleri 100ul olacak gekilde
hiicrelerin {izerlerine uygulandi. Ilag uygulamasini takiben hiicreler 24 ve 48 saat
inkibasyona birakildi. Hucrelerde 1M H,O;, 6liimiin pozitif kontrolii olarak kullanildi.

Negatif kontrol olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler kullanildi.

24 ve 48 saatlik inktibasyonlardan sonra tiim kuyucuklara 10 pl %10’luk Triton-X
100 ilave edildi. 15 dakika oda sicakliginda 600 rpm’de c¢alkalayicida inkiibasyona
birakildi. Tim kuyucuklardaki stiipernatant toplandi. 2000 rpm’de 30 sn santrifu) edilip
M30 Apoptosense ELISA (M30-Apoptosense ELISA kit, Peviva, Bromma, Isveg) kit
icerigine uygun olarak calisildi. Stipernatanlar kitin i¢ginden ¢ikan CK18’1 taniyan fare
monoklonal M30 antikoru kapl striplere 25ul pipetlendi. Tim Orneklere 75ul
horseradish peroksidaz konjugat: eklendi. 4 saat boyunca 600 rpm calkaliyicida oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda orneklere 250ul yikama
tamponu eklenerek 5 kez yikama yapildi. Daha sonra 200ul TMB substrati ilave
edilerek 20 dakika karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak igin
IN H,SO4 igeren 100ul stop c¢ozeltisi ilave edildi ve olusan renk siddeti
spektrofotometrik olarak 450nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) okundu.
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Hesaplama standart egri grafigi kullanilarak elde edilen absorbanslar iiniteye (U/L)

cevrilerek M30-antijen degerleri belirlendi.

2.6. DNA izolasyonu

MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri 6 kuyucuklu hicre
kaplarina 500.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Bir gecelik inkiibasyon
suresinden sonra hiicrelere belirlenen ilaglar uygulandi. 48 saat inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler ve stpernatantlar toplandi. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
pellet elde edildi. DNA izolasyonu i¢in PureLink™ Genomic DNA Purification Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) kullanildi. Hicrelerden elde edilen pellete 300ul PBS
eklenerek hiicre siispansiyonu elde edildi. Hiire stispansiyonlarina 900ul lizis soliisyonu
eklenerek hiicreler lizis edildikten sonra 14.000g’de 30 sn santrifiy edildi ve
supernatant uzaklastirilarak pellet elde edildi. Elde edilen pellete 300ul hiicre lizis
soliisyonu eklenerek pipetenaj yapildi ve 100ul protein ¢oktiriicii soliissyon eklenerek
20 sn yuksek hizda vorteks ile karigtirildi. 14.000g’de 1 dakika santrifiij igleminden
sonra elde edilen siipernatant toplanarak tzerine 300ul izopropanol eklendi. Bu
asamada alt ust edilerek DNA iplikgik halinde gozlendi. Orneklere 300ul %70’lik
etanol eklenerek birka¢ kez karistirildi ve tekrar 14.000g’de 1 dakika santrifiij
isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi. Orneklere 100ul DNA hidratasyon
solisyonu eklenerek karistirildi. 65°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra oda
sicakligina alman orneklerden DNA 6lgiimleri spektrofotometrede (CECIL, 2000)
yapildi. DNA olgtimleri igin ODy60/ODago spektrofotometrik ol¢iim kullanildi. Tim
orneklerden esit miktarda DNA o6rnegi alinarak metilasyon spesifik PCR ve real-time

PCR metotlarinda kullanildz.
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2.7. Metilasyon Spesifik PCR (MSP)

MSP ilk olarak Herman ve ark. (1996) tarafindan tanimlanmis gen metilasyon
seviyesinin tespit edilmesi i¢in uygulanan bir tekniktir. Bu metoda amag, metile ve
metile olmayan hiicreleri igeren karigik hiicre poputlasyonundan metillenmis soylari
tespit edebilmektir. U¢ asamadan olusan bir metotdur.

1) Bisilfit modifikasyon
2) PCR ile DNA ¢ogaltilmasi
3) Jel elektroforezi

1) Bisilfit Modifikasyon:

Bu teknik, genomik DNA’daki bir tek 5-metil sitozinlerin bile ortaya ¢ikarilmasi
icin mikemmel bir aragtir. Metod tek iplik¢ikli DNA’daki biitiin sitozinleri sodyum
bisilfitin urasil’e deamine etmesi temeline dayanir. Bu sirada S-metil sitozinler
degismeden kalirlar (sekil 2.2.) (Hayatsu 2008). Daha sonra bu modifiye DNA,
degistirilmis dizi i¢in spesifik olan bir primer seti kullanilarak PCR ile amplifiye edilir.
Bu amplifikasyonda tiim urasiller (degistirilmis sitozinler) timin olarak amplifiye
olurken, yalnizca 5-metil sitozinler sitozin bazi olarak kalirlar. Amplifiye olmus dizilere
direkt ya da her bir molekiilin klonlanmasindan sonra dizi analizi yapilabilir (Herman
ve ark. 1996). Bisulfit metodu, 5-metil sitozin iceren DNA ve genlerin metilasyon
derecelerinin analizi igin yeni tekniklerin gelistirilmesine de olanak saglamistir (Grigg

ve Clark, 1994).

METILE OLMAYAN DNA
aggg gcg gac cgc o]

Bisdilfit |
Modifikasyon v

g9gg gug gau ugu g

METILE DNA

agg gcMg gac cMgc™ g
Bisidilfit

Modifikasyon

agg gc'g gau cMgc™ g

Sekil 2.2 Bisulfit Modifikasyon tepkimesi (Hayatsu 2008).
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Ilk asamada elde edilen DNA orneklerinin bisiilfit modifikasyonlar1 igin
CpGenome™ Universal DNA Modifikasyon Kiti (Chemicon International, Canada,
USA) kullanildi. Tum o6rneklerin DNA miktarlar1 hesaplandiktan sonra orneklerden
alinan 1 pg DNA 100 pl suda seyreltildi. Uzerine 3M NaOH ¢ozeltisinden 7 ul eklendi
ve vorteks iile karigtirildi. Ornekler 50 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakild:.
Inkiibasyon sonunda orneklere kit igerisinde bulunan DNA modifikasyon solusyonu
1’den 550 ul eklendi ve 50 °C’de 10 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
orneklere 5 ul DNA modifikasyon solusyonu 3’den 5 pl ve DNA modifikasyon
solusyonu 2’den 750 ul eklendi eklendi. Ornekler oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6rnekler 5000 rpm’de 10 saniye santrifiij
edilerek pellet elde edildi. Orneklere 1 ml %70’lik etil alkol eklenerek tekrar santrifii]
edildi. Bu islem t¢ kez tekrarlandiktan sonra ornekler yiksek hizda 2 dakika santrifiij
edilerek pellet elde edildi. Tum 6rneklere 50 pl 20mM NaOH eklendi ve oda sicaklinda
5 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra érnekler 5000 rpm’de 10 saniye
santrifiij edilerek pellet elde edildi. Orneklere 1 ml %90’lik etil alkol eklenerek tekrar
santrifiij edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra 6rnekler yiiksek hizda 3
dakika santriftij edilerek pellet elde edildi. Tum o6rneklere 25 pl soliisyon (10mM Tris-
HCL, 0.1 mM EDTA, pH:7.5) eklenerek 55 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakildu.
Ornekler yiiksek hizda 3 dakika santrifiij edilerek elde edilen modifiye DNA &rnekleri
MSP yénteminde kullanmak iizere -20 °C’de saklandi.

2) PCR ile DNA Cogaltilmasi

Ikinci asamada Metilasyon Spesifik Primer Seti ile PCR yapildi. MSP yonteminde
primerlerin dikkatli secilmesi ¢ok oOnemlidir ¢inkii hem metilenmis hem de
metillenmemis primer g¢iftleri ile yanlig pozitif sonu¢ elde etmek olasidir ve bu da

sonuglart degerlendirmeyi oldukga zorlagtirir.

Metilasyon spesifik PCR sisteminde DAPK ve TMSI genleri i¢in CpG WIZ
IMS1/ASC ve DAP-kinase Amplification Kitleri (Chemicon International, Canada,
USA) kullanild1.
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MSP sisteminde kullanilan kitlerde genler i¢in 6zel dizayn edilmis primer setleri
kullanildi. Bu setler;

U primer seti: Kimyasal modifikasyon sonunda metile olmayan DNA’ya
baglanir

M primer seti: Kimyasal modifikasyon sonunda metile olan DNA ya baglanir

W primer seti: Kimyasal modifikasyon etkinliini gosteren kontrol olarak
kullanilan primer setidir. Kullanilan primerin 5°-3” sekanslar1 ve PCR tiriin miktarlar1 bg
olarak Cizelge 2.1°de verilmigtir.

PCR sisteminde toplam miktar 25pul olacak sekilde 23l mastermix ve 2ul (50ng/ul)
modifiye DNA kullanilarak DAPK ve TMS1 genlerindeki metilasyon seviyeleri kalitatif
olarak belirlendi.

PCR i¢in kullanilan Master Mix asagida belirtilen ¢ozeltilerin  karisitmindan
olugmaktadir.

2.5ul 10X Universal PCR bufter

2.5ul ANTP Karigimi1

1ul U, M ya da W primerti

0.2ul (1 Unite) Taq Polimeraz

16.8ul H,O

PCR i¢in oncelikle 95°C’de, 5 dakika 6n denattrasyon yapildiktan sonra asagida
belirtilen 40 dongulik program kullanildr:

95°C’de, 45 saniye .................... Denatiirasyon
56°C’de, 45 saniye .................... Baglanma
72°C’de, 60 saniye .................... Sentez.

3) Jel elektroforezi

PCR tamamlandiktan sonra PCR urtnlerinin kontrolii 1X TBE tampon ¢ozeltisi ile
hazirlanan 1ug/ml olacak sekilde etidyum bromid ilave edilen %2’lik (w/v) agaroz jel
ile 150 ile 170 V arasinda degisen akimlar altinda 30 dakika siireyle elektroforeze tabi
tutularak yapildi. Kontrol olarak da 100 b¢’lik DNA kullanildi.
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2.8. TagMan Real-time PCR ile Gen Promotorlerinin Metilasyon Seviyelerinin

Belirlenmesi

TagMan Realtime PCR sistemi diinyada sik¢a kullanilan, olduk¢a duyarli ve
giivenilir bir metoddur (Yoshimura ve ark. 2005). Ozellikle gen metilasyonlarmin tespit
edilmesi i¢in uygulanan oldukga hassas bir teknikdir. TagMan uygulamalarinda bilinen
termal saykil parametreleri ve PCR reaksiyon sartlari kullanilir. Bu yontemde
cogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli
bir prob igerir. TagMan problar1 primerlerden daha uzun oligoniikleotidlerdir (20-30 baz
uzunlugunda ve Tm dereceleri 10°C daha fazladir). Bunlar genellikle 5’ucunda
flouresan isaret molekiil (“Reporter”= “fluorophore”, ¢ogunlukla 6-karboksifloresin= 6-
FAM) ve 3’ ucunda da bastirict (“quencher”; ¢gogunlukla 6-karboksitetrametil-rodamin=
TAMRA) bagli bulunmaktadir. Floresan isaretli probda olmast gerekli bir ozellik 5’
ucunda G tagimamasidir. Iyi dizayn edilmis TagMan problar1 ¢ok az optimizasyon
gerektirir. Problar PCR esnasinda bozulmazlar ve her dongiide tekrar baglanarak 1ginim
yapabilirler. Uyarilan flouresan molekilin enerji transferi, yakinindaki bastirict
molekiiliinden daha fazla oldugunda 1sinim meydana gelir (FRET). Boylece reporter ve
quencer molekullerin yakinligi 1ginimi bastirir. 3” ugtaki basilayici molekil boyast 5'

uctaki reporter boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir.

Cogaltilma sirasinda hedef nuikleik asit soyu tizerinde primerler baglanma bolgeleri
arasinda TaqgMan probu baglanir. Probun 5° ucunda floresan reporter (R) ve 3” ucundaki
floresan quencer (Q) baglidir. TagMan problari, PCR triiniinin i¢ bolgesine baglanacak
sekilde dizayn edilirler. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir olusmaya
baslar. Polimeraz DNA tzerinde replikasyon yaparken TagMan probun 5° ucuna
geldiginde 5'—3' eksoniikleaz aktivitesiyle probu kirar. Serbest kalan reporter molekiil
1s1nim yapar (quencer molekiilden uzaklastigi i¢in). DNA zincir sentezi uzamaya devam
eder. Her bir dongiide iiriin ¢ogaltimi arttik¢a 1simnimda (floresanda) ona bagli olarak
artmaya devam eder. Bu 1s1nim, her dongiide kirilan prob sayisiyla orantili olarak artar.

PCR triiniiniin artig1 reporter molekillerinin artiginin tespitiyle belirlenir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3 TagMan real-time PCR ¢aligma prensibi (Yoshimura ve ark. 2005).

Calismanin real-time PCR analiz kism1 Miinih Teknik Universitesi, Klinik Kanser
Aragtirmalart Bolimiinde Prof Dr. Manfred Schmitt laboratuarinda gergeklestirildi.
TagMan Realtime PCR i¢in, ilk asamada Epitect Bisulfit kiti (Qiagen) kullanilarak
DNA orneklerimizde biitiin metilize olmamis sitozinlerin urasile donigimi saglandi.
Bu asamada 1pug DNA termal saykil kullanilarak ¢ogaltildi ve bisilfit modifikasyonu
gergeklestirildi. PCR yaklagik 5 saat olacak sekilde asagida belirtilen program
uygulandi:

99°C’de, 5 dakika
60°C’de, 25 dakika
99°C’de, 5 dakika,
60°C’de, 85 dakika,
60°C’de 175 dakika.
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Bu agsamada metillenmis sitozinler ise degismeden kalir. DNA’nin bu dizilisi,
bisulfit muamelesinden sonra orijinal metilasyon sahalarindan farkli bir yerlesim
gostermis olmaktadir. PCR sonrast kit igerisinde belirtilen prosedire gore tim ornekler
icin bisulfit modifikasyonu tamamlandi. Modifiye DNA’lar real time PCR’da
kullanilmak tizere -20°C’de saklandi. Her bir deney grubunda bisiilfit modifikasyonu
tamamlanan 6rneklerden 2pul ve 10ul 2x Quantitect Prob mastermix (Qiagen) kullanildi.
uPA, PAI-1, LINE-1, DAPK, TMSI, MGMT genlerindeki metilasyon seviyelerini
belirlemek i¢in primer ve problar hazirlandi. Kullanilan primer ve problarin 5°-3°
sekanslar1 ve PCR urin miktarlart bg olarak Cizelge 2.2.°de verilmigtir. Kullanilan
primerlerin ve problarin genler i¢in uygun konsantrasyonlar: yapilan real-time PCR’da
bir seri denemeden sonra her gen i¢in belirlendi (Cizelge 2.3.). Genlerin metilasyon
seviyeleri TagMan Realtime PCR sistemi ile analiz edildi. Bu sistemde ABI
PRISM7700 sekans belirleyici sistemi ve bilgisayar program (Applied Biosystems, Inc.,
Foster City, USA) kullanild1.

Modifiye DNA’larin degerlendirilmesi i¢in Alul referans sistemi kullanildi. Alul
tekrarli dizi ailesi genellikle bagimsiz sekans olarak kullanilmaktadir (Weisenberger ve
ark. 2005). Deneyde Sssl tamamen metillenmis insan kromozomal DNA’s1 (Qiagen)
referans pozitif kontrol olarak kullanildi. #PA ve PAI-1 i¢in Methylight sistemi referans
primer sekanst temel alinarak (Weisenberger, ve ark. 2005; Gao ve ark. 2005;
Pakneshan ve ark. 2004) yeniden tasarlandi. Primer ve prob sekanslarinin se¢iminde
primer ekspres programi (Applied Biosystems) kullanildi. Primer ve problar Metabion
(Martinsried, Germany), Applied Biosystems (Foster City, USA), ya da Microsynth

(Lustenau, Austria)’dan satin alindi.

Real-time PCR veri analizi:

Real-time PCR sonunda alinan esik-deger dongt (“threshold cycle”=CT) degerleri
urindeki ilk anlamli artigin oldugu noktay1 belirtir. Sistem bagladigindan itibaren, tstel
oranda Urin olugmasi ve logaritmik lineer faza gecis noktasidir. Bu bize reaksiyon
hakkinda ¢ok onemli bilgiler verir. Logaritmik faza yakinlik reaksiyonun giictint

gosterir. Bazi yazilim programlart CT degerini, biyime egrisinin (Standard egri)
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matematiksel analiziyle yapmaktadir. Bu her uygulamada daha iyi sonucun g¢abuk
bulunmasina yardimci olur. Deneysel hatalarin giderilmesi i¢in normalizasyon
isleminde secilen genlere karsi referans bir gen ya da hausekeeping genler kontrol
olarak kullanilmaktadir. Standart egriler iizerinden her genin CT degeri kullanilarak

hedef ve referans genlerin metilasyon oranlar1 hesaplandi

Matematiksel olarak degerlendirilmesinde AACT metodu kullanildi. Bu metoda

kullanilan matematiksel veriler soyledir:

R= 2[(")rnek CT-Kontrol CT]

2ACT
R= 2-[(")rnek ACT-Kontrol ACT]

-AACT
2
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kanslart (MSP sistem)

PCR iiriin
kans 5°-3’ boyutu Kaynaklar
(bp)
rward GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC
verse CCCTCCCAAACGCCGA 98
Wethkamp ve
rward GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT ark. 2006
verse CAAATCCCTCCCAAACACCAA 106
rward TTGTAGCGGGGTGAGCGGC 277
verse AACGTCCATAAACAACAACGCG
Conway ve ark.
2000
rward GGTTGTAGTGGGGTGAGTGGT 207

verse CAAAACATCCATAAACAACAACACA
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sekanslar1 (MethyLight sistem)

PCR iiriin

Referans

3 boyutu (bp) | Sekans Kaynaklar
ATTTGGAAAATCGGG 31 X52230.1 Weisenberger ve
iCGATACGCCGTT 1524-1605 ark. 2005
AATATTGCGTTTTCGGATCGGTTT-BHQI1

TATAGGGGAGGGAGT 74 X02419.1 Pakneshan ve ark.
CTCTATATCAAAACCC 791-717 2005
CGGGGCGGGTT-BHQ1

AATTTTTGTAGTTTAGTAGT

CCTAAAATTCTCAAAAATAC 81 X | Gaoveark 2005
GAGTAGGACGAATCGTTAATCGT -BHQI1

: Friedrich ve ark.
.CGTTTCGGTTAGTT 67 AL161787.13 | 2004, Weisenberger
GAAACGCTATC 47151-47218 ¢ ark. 2006
_CCA TAA ACG CCA ACG CCG-BHQ! veark

AGA ATT TGA TCGTCG AF184072.1 Friedrich ve ark.
ACC CTC GCG CAA 79 1287-1366 2004

'TTA AGA AGT TTA AGT TGA AGT TGT TGT CGG TGT CG-BHQI1

[ACTAAAACAACCCGCG X 61657 Brabender ve ark.
I'TT CGG GAG CGA GGC 122 1029-1150 2003
CCTCGCGATACGCACCGTTTACG-BHQL1

S TATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTA 98 Consensus Weisenberger ve
"AAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA sequence ark. 2005

\CCTTAACCTCCC-MGB

anmig Inosin
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Cizelge 2.3 Primer ve prob konsantrasyonlar: (MethyLight sistem)

Primer Prob

Gen Konsantrasyonu | Konsantrasyonu

(nmol/L) (nmol/L)

LINE-1 300 100
uPA 600 200
PAI-1 600 200
DAPK 600 200
TMS1 300 200
MGMT 600 200
Alu-1 300 100

2.9, istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analizler SPSS 13.0 bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi.
Yuzde canlilik degerleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Student’s #-testi
kullanilarak hesaplandi. Mann—Whitney’s U-testi c¢aligilan genlerdeki metilasyon
seviyeleri arasindaki karsilagtirmalar i¢in kullanildi. 3 tekrarli yapilan tim analizlerin
sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi. Istatistiksel olarak anlamli veriler

p<0.05 degerine gore belirlendi.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1. Sitotoksisite (MTT ve ATP canlilik testi) Bulgular

Sitotoksisite bulgularinda, MTT test analizlerine uygun olan hiicre sayisini
belirlemek igin MDA-MB-231 hiicreleri kullanildi ve sonug¢lar MCF-7 hiicreleri igin
referans olarak alindi. Farkli sayilarda MDA-MB-231 hiicrelerinin MTT testiyle verdigi
absorbanslar ol¢iildi. Boylece total dehidrogenaz aktivitesi ile hiicre sayist arasinda
dogrusal iligki oldugu belirlendi (Sekil 3.1.). Alinan sonuglara uygun sayida hicreler

sitotoksisiste testlerinde kullanildi.

1,6000

1,4000 - y = 3E-05x +0,0742
' R2= 09617

Absorbans

0,0000 # T T ' . :
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Hiicre sayisi

Sekil 3.1 MTT metodu ile MDA-MB-231 hiicrelerinin 570 nm’de verdikleri absorbans
degerleri.

Hiicrelerde ilag uygulamalarindan sonra olabilecek degisimleri degerlendirebilmek ve
hatalar1 en aza indirebilmek amaciyla pozitif (maksimum canlilik) ve negatif (minimum
canlilik) kontrol hiicreleri kullanildi. Bu hiicrelerinin genel goriiniimii referans olarak

alinan MDA-MB-231 hiicreleri i¢in sekil 3.2. ve sekil 3.3.’de gortilmektedir.
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Sekil 3.2 MTT testi uygulamasindan once pozitif kontrol MDA-MB-23 1 hiicreleri.

Sekil 3.3 MTT testi uygulamasindan 6nce negatif kontrol MDA-MB-231 hiicreleri.

Ayrica MTT testi sonucunda olusan koyu mavi renkli formazon bilesiklerinin pozitif ve

negatif kontrol gruplarinda genel goriinimleri sekil 3.4 ve sekil 3.5’de gorulmektedir.
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Sekil 3.4 MTT testi uygulamasindan sonra olusan pozitif kontrol MDA-MB-231
hiicrelerinde gozlenen formazon kristallerinin gérunimi.

Sekil 3.5 MTT testi uygulamasindan sonra olusan negatif kontrol MDA-MB-23 1
hiicrelerinde gozlenen formazon kristallerinin gérunimi.
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3.1.1. 24 saatlik inkiibasyon bulgular1

Desitabinin MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre soylarinin canliligi
tizerine olan etkisini belirleyebilmek i¢gin MTT canlilik testi yapildi. Hiicrelere 24 saat
sureyle desitabin uygulandiginda ortaya ¢ikan sonuglar sekil 3.6.°da gosterildi.
Sonuglara gore, desitabinin hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinin
biuyiumelerini engellemedigi gozlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde sadece 5 uM
desitabinin istatistiksel olarak anlamli olmayan %10’luk bir inhibisyona neden oldugu
fakat daha yitksek 10 uM dozunda bu etkinin meydana gelmedigi belirlendi. MCF-7
hiicrelerinde 10 pM dozunda gozlenen %]11°lik azalmanin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0.05). 1.25, 2.5, 5 ve 10 uM desitabin
dozlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri tizerine olan etkileri istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda, sadece 5 uM desitabinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliga neden oldugu bulundu (p<0.05).

DAC (MTT Canlilik Testi) et
B MCF-7
120
100£7.0
100432 07 10pia9 99511 100:25 '100£13 100025 o o

90+1.5

Canlilik (%)

Kontrol 1,25 2,5 5 10
Doz (uM)

Sekil 3.6 Desitabin’nin 24 saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin tizerine
olan etkisinin MTT metoduyla gosterilmesi.

*Ayn1 doz i¢inde hiicre soylari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(p<0.05) ifade etmektedir.
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1.25,2.5, 5 ve 10uM dozlarinda uygulanan desitabinin 24. saatte MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicre soylarinda intraselliler ATP miktarina olan etkisi ATP canlilik testi ile
belirlendi. Sekil 3.7.°de verilen sonuglara gore; desitabin MDA-MB-231 hiicrelerinde
sadece 10uM dozunda %14.2°lik istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalmaya
neden olmaktadir (p>0.05). MCF-7 hiicrelerinde ise sadece 1.25uM desitabin dozunda
anlamli olmayan bir inhibisyon gozlendi. Kontrol ve ilag gruplar1 incelendiginde MDA-
MB-231 hicrelerinde belirlenen intraselliller ATP seviyelerinin MCF-7 hicrelerinden
daha yiiksek miktarda oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak dozlarin etkileri hiicre
soylarinda karsilagtirildiginda, sadece 1.25 ve SuM desitabin dozlarinda anlaml

farkliliklarin oldugu belirlendi (p<0.05).

u MDA-MB-231
DAC (ATP Canlilik Testi)
u MCF-7
1200000
1000000 ;
.y * 817322
774480 68220 egssg 820338 782080
800000 I o T —Fr
D 500000 -
o=
400000
200000 -
o
Kontrol 1,25 2,5 5 10
ontrol Doz (M)
BB |5tandart Hata 76679 76273 49307 23402 72021
B8 |Standart Hata 21880 30809 26992 17962 55980

Sekil 3.7 Desitabin’nin 24 saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin tizerine
olan etkisinin ATP metoduyla gosterilmesi.

DAC: Desitabin

*Ayn1 doz i¢inde hiicre soylari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(p<0.05) ifade etmektedir.
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Tek basina desitabin uygulamasinin her iki hiicre soyunda canlilifa olan etkisi
degerlendirildikten sonra, 10uM desitabin dozunun FEC’in %200, %100, %50 ve %25
TDC konsantrasyonlari ile kombinasyonlarinin etkisi MTT canlilik testi ile arastirildi.
MDA-MB-231 hiicre soyunda alinan veriler sekil 3.8.”de gosterildi. %25 ve %50 TDC
FEC uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 tizerine herhangi bir etkisi olmadig1
halde, %100 TDC ve %200 TDC’lik FEC hiicre canliliginin %76 ve %90 oranlarda
azaldig1 bulundu. 10uM desitabinin FEC’in 4 farkli dozu ile kombinasyonu halinde ise,
uygulanan tim dozlarda FEC’in meydana getirdigi inhibisyonun desitabin etkisiyle

anlamli olarak degismedigi belirlendi.

W FEC

MDA-MB-231 (MTT Canhlilik Testi) B FEC+DAC
.

120

10047.0 100+£3.2 100+5.1 100+1.6

100+3.2

100 ~

80

60 -

Canhhk(%)

40 -
24129 32106

10+6.5

Kontrol 25 50 100 200
TDC (%)

Sekil 3.8 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 24 saatte MDA-MB-231 hiicre
soyu uizerine etkisinin MTT metoduyla gosterilmesi.
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10uM desitabinin, FEC’in %200, %100, %50 ve %25 TDC konsantrasyonlari ile
kombinasyonlarinin MDA-MB-231 hiicre soyunda 24. intraselliler ATP
miktarina olan etkisi sekil 3.9.°da gosterildi. FEC’in MDA-MB-231 hiicrelerinde
intraselluler ATP igeriginde %100 TDC FEC uygulamasinda %6.14’lik ve %200 TDC

saatte

FEC uygulamasinda %77.3’lik azalmaya neden oldugu gozlendi. FEC’in desitabin ile
beraber kullanildiginda, tim dozlarda intraselliler ATP seviyesinin FEC’in tek bagina
kullanilmasina gore daha da dusiik seviyede oldugu belirlendi. %25 ve %50 TDC’lik
dozlarda FEC’in meydana getirdigi proliferasyon etkisi desitabin etkisiyle azaldigi
gozlendi. %100 ve %200 TDC FEC’in buyimeyi engelleyici etkisinin desitabinle
beraber kullanildiginda daha da arttig1 belirlendi.

BFEC
MDA-MB-231 (ATP Canhhk Testi
( ) BFEC+DAC

1200000

1000000 27198 904150

800000 |29 3373 2067 FE737
3 £00000 -
= 3778

400000 -

200000 - 173307 20

. ‘n
Kantral 25 50 100 200 TDC (%)

[ | Standart Hata 76679 66782 1 25814 53890
B8 | standart Hata 13744 14 19513 13356

Sekil 3.9 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 24 saatte MDA-MB-231 hiicre

soyu uizerine etkisinin ATP metoduyla gosterilmesi.
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Sekil 3.10.°da 10uM desitabinin, FEC’in %200, %100, %50 ve %25 TDC
konsantrasyonlar1 ile kombinasyonlarinin 24. saatte MCF-7 hiicre soyunda % canlilik
tizerine olan etkisi gosterildi. FEC’in %25 ve %50 TDC konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerinin canliligint etkilemedigi, %100 ve %200 TDC konsantrasyonlarinda ise
kontrole gore %20 ve %30’luk bir azalmaya neden oldugu belirlendi. FEC’in tim
konsantrasyonlarda 10uM desitabin ile beraber uygulandiginda ise etkisinin istatistiksel

olarak anlamli degismedigi belirlendi (p>0.05).

MCF-7 (MTT Canlilik Testi) W FEC
® FEC+DAC
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100+2.2 9348.7
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Sekil 3.10 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 24 saatte MCF-7 hiicre soyu
tizerine etkisinin MTT metoduyla gosterilmesi.
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10uM desitabinin %200, %100, %50 ve %25 TDC FEC ile kombinasyonlarinin 24.
saatte MCF-7 hiicre soyunda intraselliler ATP miktarina olan etkisi sekil 3.11.°de
gosterildi. FEC uygulamasinin MCF-7 hiicrelerinde tiim dozlarda (%200, %100, %50
ve %25 TDC) intraselliler ATP miktarinda kontrol grubuna gore azalmaya neden
oldugu belirlendi. %25 ve %50 TDC FEC’in 10uM desitabin ile kombinasyonlarinda
FEC’in tek basina olan etkisine gore, istatistiksel olarak anlamli olmayan %24 ve
%6.4’luk bir azalma gozlendi (p>0.05). %200 ve %100 TDC FEC ile 10uM desitabin
kombinasyonlarinda intraselliler ATP igeriginde FEC’in tek bagina kullanimina gore

istatistiksel olarak anlamli olan %32 ve %23 luk bir artig gdzlendi (p<0.05).

. BFEC
MCF-7 (ATP Canhhik Testi)
NFEC+DAC
1200000
1000000
800000
3 608549 So1108 . *
& 600000 - 466644 STO783
377476 334833 382530
400000 - T 357819 216142
200000 -
- TDC (%)
Kontrol 25 50 100 200
[ | Standart Hata 21890 32477 33089 3351 12677
8 | standart Hata 52781 22837 38801 16199

Sekil 3.11 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 24 saatte MCF-7 hiicre soyu
tizerine etkisinin ATP metoduyla gosterilmesi.

*Ayn1 doz i¢inde hiicre soylari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(p<0.05) ifade etmektedir.
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3.1.2. 48 saatlik inkiibasyon bulgular1

Desitabinin 1.25, 2.5, 5 ve 10uM dozlarinda 48 saat sonra MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin canliligina olan etkisi MTT ve ATP testleri ile degerlendirildi. Alinan MTT
sonuglarina gore, desitabinin MCF-7 hiicrelerinde tim dozlarda MDA-MB-231
hiicrelerinde ise 1.25 ve 2.5uM dozlarinda kontrol gruplarina gore hiicre canliligini
etkilemedigi belirlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde SuM desitabin uygulamasi 48 saat
sonra hiicre canliliginda %5’lik bir azalmaya neden olurken (p>0.05), 10uM dozunda
ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli %16’1ik bir azalmaya neden oldugu
gozlendi (p<0.05). 1.25 ve 2.5uM dozlarinda desitabinin etkisi MCF-7 ve MDA-MB-
231 hicrelerinde karsilastirildiginda, hiicre canliligi agisindan anlamli bir farklilik
olmamasina ragmen (p>0.05), 5 ve 10uM dozlarinda MDA-MB-231 hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlendi (p<0.05) (sekil 3.12.).

= MDA-MB-231

DAC ( MTT Canhilik Testi) B MCF-7

120

*

9547.6 100+1.9 % 100+0.7
T

1007.85 10048.4 10045.4 100+7 5100286100453
100 -

84+9.4
80

60 -

Canlilik (%)

40 -

20

Kontrol 1,25 2,5 5 10
Doz (uM)

Sekil 3.12 Desitabin’nin 48 saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin tizerine
olan etkisinin MTT metoduyla gosterilmesi.

*Ayn1 doz i¢inde hiicre soylari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(p<0.05) ifade etmektedir.
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1.25,2.5, 5 ve 10uM dozlarinda desitabin uygulamasinin 48. saatte hiicre soylarinda
intraselliler ATP miktarina olan etkisi degerlendirildiginde, desitabinin tiim dozlarda
MDA-MB-231 hucrelerinde kontrole gore intraselliller ATP miktarlarinda istatistiksel
olarak anlamli olmayan artiglara neden oldugu gozlenirken (p>0.05), MCF-7
hiicrelerinde anlamli diizeyde azalmalara neden oldugu gozlendi (p<0.05). Desitabinin
tim dozlarinda MDA-MB-231 hiicrelerinde belirlenen intraselliler ATP seviyeleri
MCEF-7 hiicreleri ile kargilastirildiginda, istatistiksel olarak MCF-7 hiicrelerinden daha
yiksek miktarda oldugu belirlendi (p<0.05). MDA-MB-231 hucrelerinde belirlenen bu
artiglarin MCF-7 hiicrelerinden 1,25 uM dozunda 2.5 kat, 2.5uM dozunda 2.3 kat, SuM
dozunda 4.2 ve 10uM dozunda 3.9 kat fazla oldugu gozlendi (Sekil 3.13.).

MDA-MB-231
DAC (ATP Canhhk Testi)

B MCE-7
1200000 *
: . 1013657 .
839816 832746
=
x
Doz (uM
Kontrol 1,25 2,5 5 10 0z (M)
8 | StandatHaw | 16531 21224 30330 20266 11103
B [ SiandartHata | 17670 45416 33584 41772 61617

Sekil 3.13 Desitabin’nin 48 saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin tizerine
olan etkisinin ATP metoduyla gosterilmesi.

*Ayn1 doz i¢inde hiicre soylari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(p<0.05) ifade etmektedir.
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10uM desitabinin, FEC’in %200, %100, %50 ve %25 TDC konsantrasyonlari ile
kombinasyonlarinin 48. saatte MDA-MB-231 hiicre soyunda % canlilik tizerine etkisi
sekil 3.14.°de gosterildi. FEC’in MDA-MB-231 hiicrelerinde doza bagimli olarak
canliligr azalttigi belirlendi (%25 TDC’de %44’luk, %50 TDC’de %69’luk, %100
TDC’de %95°1ikk ve %200 TDC’de %100’lik). 10uM desitabinin, FEC’le
kombinasyonu halinde ise, FEC’in tek bagina kullanildiginda meydana gelen etkinin

desitabinle kombinasyon sonucunda istatistiksel olarak anlamli dizeyde deSismedigi
bulundu (p>0.05).

m FEC

MDA-MB-231 ( MTT Canlilik Testi)  FECADAC

110 10047.85

90

~
(=}

Canlilik (%)

50

31+2.1

29+2,62
30

5+0.29

10 + -1+3.9  -4#41.3

-5+3.7

-10

Kontrol Z5 1) 100 200

TDC (%)

Sekil 3.14 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 48 saatte MDA-MB-231 hiicre
soyu uizerine etkisinin MTT metoduyla gosterilmesi.
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Sekil 3.15.°de 10uM desitabinin FEC’in %200, %100, %50 ve %25 TDC
konsantrasyonlar1 ile kombinasyonlarinin 48. saatte MDA-MB-231 hiicre soyunda
intraselliler ATP miktarina olan etkisi gosterildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol
grubuna gore hem FEC hem de FEC’in 10uM desitabin ile kombinasyonlarinda doza
bagimli olarak intraselliller ATP seviyesinde azalmalar belirlendi. %100 ve %200 TDC
FEC uygulamasindan sonra intraselliler ATP seviyesindeki azalmanin kontrole gore
%80 ve %90 oraninda oldugu gozlendi. %25, %50 ve %200 TDC FEC etkisinin bu
dozlarin 10uM desitabin ile beraber kullanildiginda intraselliiler ATP seviyesindeki
azalmanin arttig1 belirlendi. %100 TDC FEC+desitabin kombinasyonunda ise ATP
seviyesi %100 TDC FEC’e gore daha yiksek seviyede bulundu. Fakat FEC’in tim
dozlar1 ve bu dozlarin desitabinle kombinasyonlari karsilastirildiginda, tim degisimlerin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlendi (p>0.05).

MDA-MB-231 (ATP Canlilik Testi) W FEC
B FEC+DAC
1200000
1000000
820831 819880 746821
6281263
=)
—
€ {00000 -
400000 -
245762
200000 167374 77999
67084
o , , , _Himn
Kontrol 25 50 100 200 TDC (%)
BB | Standart Hata 16531 16290 2834 28532 12289
B0 | standart Hata 16131 28327 45771 45771 15367

Sekil 3.15 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 48 saatte MDA-MB-231 hiicre
soyu uzerine etkisinin ATP metoduyla gosterilmesi.
DAC: Desitabin (10uM)
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10uM desitabinin FEC’in %200, %100, %50 ve %25 TDC konsantrasyonlar: ile
kombinasyonlarinin 48. saatte MCF-7 hiicre soyunda % canlilik Gzerine etkisi gekil
3.16.’da gosterildi. 48 saat sonra FEC uygulamasinin kontrol hiicrelerine oranla doza
bagimli olarak MCF-7 huicre canliligini azalttigr belirlendi. Bu azalmalarin %25
TDC de %81, %50 TDC’de %86, %100 TDC’de %89 ve %200 TDC’de %90 oraninda
oldugu bulundu. 10uM desitabinin FEC’in tiim konsantrasyonlar1 ile kombinasyonunda
ise FEC’in tek basina gosterdigi inhibisyon etkisinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azaldig1 gozlendi (p<0.05).

m FEC
MCF-7 (MTT Canlilik Testi) = FECADAC
120
10048.43
100 -
:\E 80 -
=
= 60 |
(3]
[$] * * %
i *
40 3710.19
2411.47 2310.42
20 | 19:2,0 1441.76 1110138 1041.53 1310.82
Kontrol 25 50 100 200
TDC (%)

Sekil 3.16 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 48 saatte MCF-7 hiicre soyu
tizerine etkisinin MTT metoduyla gosterilmesi.

*Ayn1 doz i¢inde hiicre soylari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(p<0.05) ifade etmektedir.
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FEC’in %200, %100, %50 ve %25 TDC konsantrasyonlari ile 10uM desitabinin
kombinasyonlarinin 48. saatte MCF-7 hiicre soyunda intraselliiler ATP miktarina olan
etkisi arastirildiginda, kontrole gore hem FEC, hem de FEC’in 10uM desitabin ile
kombinasyonlar1 sonucunda doza bagli olarak intraselliler ATP seviyesinde azalma
belirlendi. %50, %100 ve %200 TDC FEC’in etkisinin bu dozlarin 10uM desitabin ile
beraber kullanildiginda intraselliler ATP seviyesindeki azalmay1 engelledigi gozlendi.
Desitabinin bu etkisinin %50 TDC’lik dozda istatistiksel olarak anlamli bir dizeyde
oldugu bulundu (p<0.05) (Sekil 3.17.).

HFEC
MCF-7 (ATP Canlihk Testi)
B FEC+DAC
1200000
1000000
200000
652280
=2
£ 600000 -
400000 -
207253 193641 *
200000 - 150831
?25“ ag537 07638 61027 64421
0 . , - T .
Kontrol 25 50 100 200 TDC (%)
BB | Standert Hata 17670 10736 18072 3367 8448
BB | Standart Hata 17670 23716 16160 13569 3211

Sekil 3.17 Desitabin’nin FEC ile kombinasyonlarinin 48 saatte MCF-7 hiicre soyu
tizerine etkisinin ATP metoduyla gosterilmesi.

*Ayn1 doz i¢inde hiicre soylari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt
(p<0.05) ifade etmektedir.
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3.2. M30- Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Bulgulan

M30-Antijen 6lgimlerinin degerlendirilmesi i¢in standart egri grafigi hazirlandu.

Sekil 3.18.°de gosterilen standart egri grafiginden hesaplandi ve degerlendirildi.

0.40
0.35
0,30
0,25
0,20 +
0,15
0.10
0.05

+

0,00 Lo ¢ ; :
0 200 400 600 800 1000 1200

Standartlar (U/L)

y = 0,0003x M
2=0,8316

Absorbans (450 nm)

>

Sekil 3.18 M30-Antigen Standart egri grafigi

Sekil 3.19.’da, 10uM desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+%100 TDC
FEC kombinasyonunun 24. saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda bir
apoptozis belirteci olan kaspazla-kirilmig sitokeratin 18 (M30 antijen) lzerine olan
etkisi gosterilmektedir. MCF-7 hiicrelerinde 10uM desitabinin kontrole gore 24. saatte
M30 antijen seviyesinde bir artisa yol agmadigr belirlendi. %100 TDC FEC ve 10uM
desitabin+%100 TDC FEC kombinasyonlarindan 24 saat sonra M30 antijen dizeyinde
artiy gozlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise, M30 antijen diizeyleri agisindan tiim

ila¢ uygulamalarindan sonra herhangi bir degisim gozlenmedi.
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.. . = MDA-MB-231
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Sekil 3.19 10uM Desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+%100 TDC FEC
uygulamalarinin 24 saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda kaspazla kirilmig
sitokeratin 18 tizerine etkisinin M30 metoduyla belirlenmesi.

10uM desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+%100 TDC FEC
uygulamalarindan 48 saat sonra MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda M30 antijen
dizeyleri uzerine etkisi sekil 3.20.°de gosterilmektedir. Uygulanan tim ilag
seceneklerinin (10uM desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+%100 TDC FEC)
MCF-7 hiicrelerinde 48 saat sonra M30 antijen seviyesinde artisa neden olduklari
belirlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise, 10uM desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM
desitabint%100 TDC FEC uygulamalarindan sonra M30 antijen seviyesinde bir

degisim gozlenmedi.
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m MDA-MB-231
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Sekil 3.20 10uM Desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+t%100 TDC FEC
uygulamalarinin 48. saatte MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda kaspazla kirilmig
sitokeratin 18 tizerine etkisinin M30 metoduyla belirlenmesi.

3.3. Metil Spesifik PCR (MSP) ile Gen Metilasyonu Bulgular:

MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinden izole edilen DNA
orneklerinin  miktarlarin1  ve  kalitesini  belirleyebilmek  igin = OD260/ODago
spektrofotometrik 6lgim kullanildi. Alinan sonuglar ¢izelge 3.1°de gosterilmektedir.

Tum 6rneklerde ol¢iimler iki kez tekrarlandi ve hesaplamalarda 50 kat seyreltme faktori

kullanildi.

Cizelge 3.1 Hiicrelerden elde edilen DNA miktarlari

Hiicre Soyu Ornek OD16/ODogo DNA miktar (pg/ml)

Kontrol 185 296.67

o DAC 1.86 195.01

L;) FEC 19 83.7
FEC+DAC 1.84 96.3
Kontrol 1.89 268.8

3 DAC 183 250.9

2 FEC 1.88 923

é FEC+DAC 1.84 103.6

Su 0.89 0
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Metil spesifik PCR yontemi kullanilarak 7MS/ ve DAPK genlerinin metilasyon
seviyeleri belirlendi. 7MS/ geni i¢in her iki hiicre soyunun kontrol (ilag uygulanmamais)
hiicrelerinde hem metile (M) hem de demetile (U) bantlar gozlendi. MDA-MB-231
hiicrelerinde gozlenen bantlarin daha belirgin olmast metilasyon seviyesinin MCF-7
hiicrelerinden daha yiksek oldugunu gostermektedir (Sekil 3.21.). MDA-MB-231
hiicrelerinde, %100 TDC FEC uygulamasindan sonra 7MS/ gen promotorinde hem
metile hem de demetile bantlarin kayboldugu gozlendi. 10uM desitabin
uygulamasindan sonra metile bantin kayboldugu dolayisiyla desitabin gen
demetilasyonuna yol agti. Fakat 10uM desitabinin %100 TDC FEC ile kombinasyonu
halinde ise, desitabinin demetile edici etkisinin ortadan kalktig1 bulundu (Sekil 3.22.).
MCF-7 hiicrelerinde %100 TDC FEC uygulamas: sonrasinda 7MS/ gen promotdriinde
bulunan metilasyonun kayboldugu gozlendi. 10uM desitabinin+%100 TDC FEC
kombinasyonu sonucunda daha zayif olsa da metile bandin varligr gozlendi (Sekil

3.23)).

TMS1

L U M W U M W U M W

KONTROL MDA-MB-231 MCE-7

Sekil 3.21 MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda 48. saatte 7MS/ gen
promotérinde metilasyon seviyesinin MPS yontemiyle gosterilmesi.

U: Metile olmayan DNA; M: Metile DNA; W: “Wild type” DNA; L: Ladder DNA
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TMS1 (MDA-MB-231)
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Sekil 3.22 10uM Desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+t%100 TDC FEC
uygulamalarinin 48. saatte MDA-MB-231 hiicre soylarinda 7MS/ gen promotoriinde

metilasyon seviyesinin MPS yontemiyle gosterilmest.
U: Metile olmayan DNA; M: Metile DNA; W: “Wild type” DNA; L: Ladder DNA

TMS1 (MCEF-7)
2072
1500
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300

100

L v Mm W U MW U M W
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Sekil 3.23 10uM Desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabint%100 TDC FEC
uygulamalarinin 48. saatte MCF-7 hiicre soylarinda 7MS/ gen promotoriinde

metilasyon seviyesinin MPS yontemiyle gosterilmest.
U: Metile olmayan DNA; M: Metile DNA; W: “Wild type” DNA; L: Ladder DNA
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DAPK gen promotdriniin metilasyon seviyesi MSP metodu ile analiz edildiginde,
MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin ila¢g uygulanmamig kontrol gruplarinda hem
metile (M) hem de demetile (U) bantlar gézlendi. Fakat MDA-MB-231 hiicre soyunda
demetile bandi daha belirgin oldugu gozlendi (Sekil 3.24.). Alinan sonu¢ MCF-7
hiicrelerinde metilasyon seviyesinin rolatif olarak MDA-MB-231 hiicrelerinden daha
fazla oldugunu gostermektedir. 48 saat sonra %100 TDC FEC, 10uM desitabin ve
10uM desitabint%100 TDC FEC uygulamalarindan sonra MDA-MB-231 hiicrelerinde
metilasyon bandin verdigi sinyalin kontrole gore azaldig: belirlendi (sekil 3.25.). MCF-
7 hiicrelerinde ise %100 TDC FEC ile metilasyon durumunda degisiklik gozlenmezken,
hem 10uM desitabin hem de 10uM desitabin+%100 TDC FEC’den sonra metilasyon

seviyelerinde azalma gozlendi (Sekil 3.26.).

DAPK

1500
600
300

100

L U M W U M W U M W

KONTROL MDA-MB-231 MCE-7

Sekil 3.24 MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda 48. saatte DAPK gen
promotoriinde metilasyon seviyesinin MPS yontemiyle gosterilmesi.
U: Metile olmayan DNA; M: Metile DNA; W: “Wild type” DNA; L: Ladder DNA
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DAPK (MDA-MB-231)

150

600

300

100

L UMW U MW U MW
FEC DAC DAC=FEC

Sekil 3.25 10uM Desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabint%100 TDC FEC
uygulamalarinin 48. saatte MDA-MB-231 hiicre soylarinda DAPK gen promotoriinde

metilasyon seviyesinin MPS yontemiyle gosterilmest.
U: Metile olmayan DNA; M: Metile DNA; W: “Wild type” DNA; L: Ladder DNA

DAPK (MCF-7)

L u M W U M W U M W

FEC DAC DAC+FEC

Sekil 3.26 10uM Desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+%100 TDC FEC
uygulamalarinin 48. saatte MCF-7 hiicre soylarinda DAPK gen promotorinde

metilasyon seviyesinin MPS yontemiyle gosterilmest.
U: Metile olmayan DNA; M: Metile DNA; W: “Wild type” DNA; L: Ladder DNA
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3.4. Real-Time PCR (TagMan) ile Gen Metilasyon Bulgular:

Uygulanan farkli ilag segeneklerinin (%100 TDC FEC, 10uM desitabin, %100 TDC
FEC+10uM desitabin) kanserle iligkili secilen bazi genlerin metilasyon seviyelerine
olan etkisi, real-time PCR (TagMan) metoduyla arastirildi. uPA ve PAI-1 (metastas
iliskili), DAPK ve TMSI (apoptosis iliskili), MGMT (DNA onarim mekanizmasiyla
iliskili) ve LINE-1 (genle metilasyonu gosteren tekrarli sekans) metilasyon
seviyelerindeki degisiklikler belirlendi. 48 saat boyunca belirlenen ila¢ secenekleri ile
inkiibasyona birakilan MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hticrelerinden elde

edilen DNA 6rneklerinden gen analizleri yapildi.

LINE-1 genomdaki genel metilasyon seviyesini gosterilmesinde kullanilan tekrarl
dizi elemanidir. LINE-I metilasyon seviyesinin MCF-7 hiicrelerinde (Sekil 3.27.)
MDA-MB-231 hiicrelerinden (Sekil 3.28.) daha yiiksek seviyede oldugu belirlendi.
MCF-7 hucrelerinde metilasyon seviyesi 60.93+3.2, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
49.73+7.6 oldugu belirlendi. Her iki hiicre soyunda %100 TDC FEC+10uM desitabin
kombinasyonundan sonra LINE-/ metilasyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu gozlendi (p<0.05). 10uM desitabin MCF-7 hiicrelerinde LINE-1
metilasyon seviyesinde anlamli bir azalmaya neden olurken (p<0.05), MDA-MB-231
hiicrelerinde gozlenen azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigr belirlendi
(p>0.05) (Sekil 3.27. ve 3.28.). Her iki hiicre soyunda da %100 TDC FEC
uygulamasindan sonra L/NE-1 metilasyon seviyesinde gozlenen azalmanin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0.05).
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LINE-1 MCF-7
100£19.4
120
100
30 61.04£11.1
o] 60.9343.2
2 o 43. 48+5 4
3241435
40
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0
Kontrol %100 TDC FEC 10uM DAC %100TDC Sssl
FEC+10uM DAC

Sekil 3.27 MCF-7 huicrelerinde 48. saatte LINE-1 gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.

DAC: Desitabin; PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmig kontrol
* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir
(p<0.05).

LINE-1 MIDA-MB-231
120,00 T00%12.0
100,00
80,00
49.63£7.6 41.72+6.6 43.8016.0
60,00
o] 39.08+2.4
= 40,00
20,00
0,00
Kontrol %100 TDC 10uM DAC %100 TDC Sssl
FEC FEC+10pM
DAC

Sekil 3.28 MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saatte LINE-1 gen promotorinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.

PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol

* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir
(p<0.05).
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uPA gen promotor metilasyon seviyesinin MCF-7 hucrelerinde (Sekil 3.29.) yiiksek
seviyede belirlenmesine ragmen, MDA-MB-231 hiicrelerinde metilasyon belirlenmedi
(Sekil 3.30.). MCF kontrol hiicrelerinde #PA gen promotériinde gozlenen metilasyon
durumunun %100 TDC FEC, 10uM desitabin ve %100 TDC FEC+10uM desitabin
uygulamalarindan sonra anlamli olarak azaldigr gozlendi (p<0.05). %100 TDC
FEC+10uM desitabin kombinasyonunun MCF-7 hucrelerinde #PA promotori
demetilasyonunu diger ilag segeneklerine gore daha fazla azalttigi belirlendi. MDA-
MB-231 kontrol grubu hicrelerinin #P4 gen promotoériinde belirlenen demetilasyon
durumunun ila¢ sec¢eneklerinden (%100 TDC FEC, 10uM desitabin, %100 TDC
FEC+10uM desitabin) sonra istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermedigi
belirlendi (p>0.05).

uPA MCF-7
- 100£11.0
100
80
+
o o AL0MET .
o * .
40 - 25.18+3.3 328814 *
17.0410.6
20 - ' I
0 [
Kontrol %100 TDC ~ 10LMDAC  %100TDC Sss!
FEC FEC+10uM
DAC

Sekil 3.29 MCF-7 hiicrelerinde 48. saatte #PA gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.

PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol

* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir
(p<0.05).
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120
100425.4
100
80
o
2 60
(=%
40
20
0.1140.1 3.7740.9 1.07:0.7 1.3241.3
O ﬁ - . .
Kontrol %100 TDC 10pM DAC %100TDC Sssl
FEC FEC+10uM
DAC

Sekil 3.30 MDA-MB-231 hiicrelerinde 48. saatte uPA gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.
PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol

MCEF-7 hucre soylarinda PAI-1 gen promotoriinde metilasyon diizeyinin 283.7+43.9
olarak olduk¢a yiiksek seviyede oldugu belirlendi (Sekil 3.31.)) MDA-MB-231
hiicrelerinde PAI-1 gen promotdriniin demetile oldugu belirlendi (Sekil 3.32.). PAI-1
gen promotdr metilasyon seviyesinin MCF-7 hiicrelerinde, %100 TDC FEC, 10uM
desitabin ve %100 TDC FEC+10uM desitabin uygulamalarindan sonra istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldigi gozlendi (p<0.05). MDA-MB-231 kontrol grubu
hiicrelerinin  PAI-/ gen promotoriinde belirlenen demetilasyon durumu tim ilag
seceneklerinden (%100 TDC FEC, 10uM desitabin, %100 TDC FEC+10uM desitabin)

sonra istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermedi (p>0.05).
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Sekil 3.31 MCF-7 huicrelerinde 48. saatte PA/-1 gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.

PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol

* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir
(p<0.05).
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Sekil 3.32 MDA-MB-231 hiicrelerinde 48. saatte PAI-1 gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.
PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol
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DAPK gen promotoér metilasyonu MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda
TagMan yontemiyle analiz edildiginde, MCF-7 hiicrelerinde (Sekil 3.33.) yiksek
metilasyon seviyesi belirlenmesine ragmen MDA-MB-231 hiicrelerinde (Sekil 3.34.)
metilasyon seviyelerinin disik diizeyde oldugu belirlendi. Her iki hiicre soyunda,
DAPK gen metilasyon seviyesinin 10pM desitabin ve %100 TDC FEC+10uM desitabin

uygulamalarindan sonra anlamli bir azalma gorildii (p<0.05).
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Sekil 3.33 MCF-7 huicrelerinde 48. saatte DAPK gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.

PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol

* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir
(p<0.05).
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Sekil 3.34 MDA-MB-231 hiicrelerinde 48. saatte DAPK gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.
PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol
* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir

(p<0.05).

TMS1 gen promotdrinin MCF-7 kontrol hiicrelerinde demetile durumda oldugu

TaqMan yontemiyle belirlendi (Sekil 3.35.). MDA-MB-231 kontrol grubu hiicrelerinde,

TMS1 gen promotorlerinin metilasyon seviyesinin 42.63+11.0 seviyesinde oldugu

belirlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde %100 TDC FEC+10uM desitabin

kombinasyonundan sonra metilasyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azaldig1 saptand1 (Sekil 3.36., p<0.05).
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Sekil 3.35 MCF-7 huicrelerinde 48. saatte 7AMS/ gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.
PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol
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Sekil 3.36 MDA-MB-231 hiicrelerinde 48. saatte 7MS/ gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.
PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol
* Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir
(p<0.05).

MCF-7 kontrol hiicrelerinde MGMT gen promotoriiniin demetile oldugu belirlendi
(Sekil 3.37.)). MDA-MB-231 hiicrelerinde ise metilasyon seviyesinin olduk¢a diisiik
dizeyde oldugu bulundu. Bu seviyede 10uM desitabin ve %100 TDC FEC+10uM

desitabin uygulamalarindan sonra anlamli bir azalma gozlendi (p<0.05) (Sekil 3.38.).
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Sekil 3.37 MCF-7 huicrelerinde 48. saatte MGMT gen promotoriinde metilasyon
seviyesinin TagMan yontemiyle gosterilmesi.
PMO: Promotor Metilasyon Orant; Sssl: %100 metillenmis kontrol



83

MGMT MDA-MB-231
120 10047.6
100
80
2 &0
o
40
9.51%2.2 10.77+6.4 * *
20
5.4410.4 5.91+1.9
0 _ i [ | [ "]
Kontrol %100 TDC 10pM DAC %100 TDC Sssl
FEC FEC+10uM
DAC

Sekil 3.38 MDA-MB-231 hiicre soyunda 48. saatte MGMT gen metilasyon seviyesinin
Real-Time PCR yontemiyle gosterilmesi.

PMO: Promotor Metilasyon Orani, Sssl: %100 metillenmig kontrol

* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05).
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4. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri gelisimi gen seviyesinde degisikliklere neden olabilecek genetik ve
epigenetik mekanizmalar icermektedir. Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve nikleozomal degisimler gibi DNA sekansinda degisime
neden olmaksizin gen ekspresyonunu etkileyen mekanizmalart kapsamaktadir.
Guniimiizde epigenetik mekanizmalarin en 6nemlisi oldugu belirlenen DNA metilasyon
mekanizmasinin kanser tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir (Szyf 2001). Meme
kanseri gibi ¢esitli timorlerde DNA metilasyonunun desitabin gibi DNMT inhibitorleri
tarafindan engellendigi yapilan ¢aligmalar sonucunda gosterilmistir (Xu ve ark. 2009,

Oki ve ark. 2007, Meng ve ark. 2009, Fujikane ve ark. 2009).

Desitabinin DNMT inhibitori olarak timor baskilayict genlere olan etkisi ve kanser
hastalarinda kullanilmasi tGizerine yapilan aragtirmalar giderek artmaktadir (Stresemann
ve Lyko 2008, Lemaire ve ark. 2008). Ayrica desitabin gibi DNMT inhibitorlerinin tek
basina ya da standart kemoterapi ile kombinasyonlarinin epigenetik olarak meydana
getirebilecekleri  degisimler de  arastirlmaktadir.  Literatirde,  epigenetik
modifikasyonlarin kanser tedavisindeki rolii tizerine yapilan ¢aligmalarda zit yonde
etkilerin meydana gelebilecegi rapor edilmistir. Zhang ve ark. (2006), insan gastrik
kanserlerinde desitabinin, antikanser ilaglar ile beraber kullanildiginda sinerjistik olarak
antiproliferativ etki gosterdigini ayrica apoptozisle iligkili genleri aktive ettigini
gostermislerdir. Buna karsin Suzuki ve ark’nin (2009) yaptiklart caligmada, kanser
hiicrelerinde 5-Flourasil ve sisplatinin apoptozisi indiikleyici etkisinin bir DNMT
inhibitéri olan zebularin tarafindan engellendigi belirlenmistir. Bu zit etkiler goz
ontinde bulundurularak, bu ¢aligmada standart kemoterapide kullanilan FEC tedavisi ile
kombine olarak desitabin kullanimmnin, meme kanseri tedavisinde etkinligi

arttirabilecek yeni bir yaklagim olup olmadig: arastirildi.

Bulgularda, desitabinin (SuM) MTT canlilik metoduna gore, 24. saatte ne MDA-
MB-231 hiicrelerinde ne de MCF-7 hiicrelerinde anlamli seviyede biylimeyi
etkilemedigi bulunmustur (Sekil 3.6.). MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 saat
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sonra ATP seviyelerinin kontrole gore hiicre canliligint etkileyecek sekilde
degismemesi bu bulgular1 desteklemektedir (Sekil 3.7.). MCF-7 hiicrelerinde 24 saat
sonunda SuM desitabin uygulamasinda hiicre canliliginda gozlenen %10’luk azalmanin,
daha yuksek dozda gozlenmemesi ayrica 48 saat sonrasinda devam etmemesi bu
inhibisyonun doza bagimli olabilecegini dustindirmektedir. Desitabinin losemi
hastalarinda diistik dozlarda, ytksek dozlardan daha etkili oldugu ve bu etkinin zamana

bagli olarak degisebilecegi belirlenmistir (Oki ve ark. 2007).

MTT canlilik testinde hiicre canliligi izerine olan etki, dehidrogenaz aktivite
miktarina gore belirlenirken, ATP testinde intraselliler ATP duzeylerine gore
belirlenmektedir. Her iki metodun da hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi gostermesine
ragmen, elde edilen sonuglar birbirinden farkli olabilir. Bu durum, kullanilan ilacin etki
mekanizmasina gore degismektedir. Bazi ilaglar direkt olarak ATP tretimini
etkileyebilir. 48 saat desitabin uygulamas: sonunda, MDA-MB-231 hiicrelerindeki
intraselluler ATP seviyesi, kontrole gore bir azalma gostermezken, MCF-7 hiicrelerinde
ise doza bagimli olarak anlamli bir azalma gozlenmektedir (Sekil 3.13.). MTT canlilik
sonuglarinda ise desitabin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre yasamini
etkilememektedir (Sekil 3.12.). Elde edilen sonuglar 6len hiicrelerin ATP igeriklerini
kaybetmelerine ragmen, halen dehidrogenaz aktivitesine sahip olduklarini
gostermektedir. Bulgularimizda gozlenen ATP seviyesindeki azalma ile gozlenen MCF-
7 hiicre canliligindaki dugtusiin MTT testi ile gdzlenmemesi hiicrelerin 6lityor olmasina
ragmen halen dehidrogenaz igerigini devam ettirdigini diisindiirmektedir. Nitekim daha
once yapilan bagka bir ¢aligmada da MTT testinin hiicrelerde yasam aktivitesini ATP
testine gore daha yiksek belirleyebildigi (inhibisyonu daha az gosterebildigi)
gosterilmigtir (Ulukaya ve ark. 2008). Apoptozisle olen hiicrelerde, intraselliler ATP
miktar tilkenmig iken dehidrogenaz aktivitesi devam ediyor olabilir. Yani hiicrelerde

gozlenen bu sonu¢ MTT testinden de kaynaklaniyor olabilir.

Elde edilen sonuglara gore, 24 ve 48 saat %100 TDC’lik FEC uygulamasindan sonra
hiicre canliligi, MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerinden daha yuksek
seviyede belirlenmigtir. Ayrica 48 saatlik inkiibasyonun 24 saate gore her iki hiicrede de

daha etkili oldugu MTT (sekil 3.14. ve sekil 3.16.) ve ATP canlilik sonuglar1 (sekil
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3.15. ve sekil 3.17.) ile gosterilmistir. Bu durumda, zamana bagli olarak sitotoksik
etkinin arttigin1 soyleyebiliriz. MDA-MB-231 hiicrelerinde %100 TDC FEC ile
kombine olarak desitabin kullanildiginda desitabinin FEC’in hiicre canliligint azaltici
etkisini, daha da arttirdig1 gozlenmistir. Desitabinin gastrik kanserlerde kemoterapotik
bir ila¢ olarak Gmit verici oldugunu (Zhang ve ark. 2006), prostat kanserlerinde ise
hiicrelerin apoptozise duyarliligini arttirarak sisplatin (Fang ve ark. 2004) ve paklitaksel
(Shang ve ark. 2009) yanitint sinerjik olarak etkiledigi gosterilmistir. Ding ve ark.
(2009) hepotoselliiler kanser hiicrelerinde yaptiklart ¢alismada, desitabinin kamptotesin
ile beraber kullanildiginda apoptozis ve biyime inhibisyonunu artirdigini
gostermiglerdir. Bir diger ¢aligmada desitabin ve dosetaksel kombinasyonunun MDA-
MB-231 meme kanseri, Calu-6 akciger ve DU-145 prostat kanser hiicrelerinde DNA
sentezini ilaglarin yalniz kullanimindan daha yiiksek oranda inhibe ettigi gosterilmistir

(Hurtubise ve Momparler 2004).

Elde edilen sonuglarda, FEC uygulamasinin MDA-MB-231 hucrelerinde 24 ve 48
saat inkiibasyondan sonra M30 antijen dizeylerinde artisa neden olmadigi, MCF-7
hiicrelerinde artisa neden oldugu belirlenmistir (sekil 3.19. ve sekil 3.20.). Bu bulgu,
FEC’in MCF-7 hiicrelerinde apoptozise yol acarak hiicre olimini indukledigini
gostermektedir. FEC’in MDA-MB-231 hucrelerinde yol a¢tigr 6lim modunun ise
nekrozis oldugu faz kontrast mikroskopisi ile yapilan incelemede gozlenmistir. Yine bu
incelemede MCF-7 hiucrelerinde belirlenen apoptozis de morfolojik olarak
dogrulanmistir. Ayrica 48 saatlik desitabin uygulamasinda M30 antijen seviyesinin
arttigt bulunmusgtur (sekil 3.20.). Boylece, desitabinin de 48 saat sonra hicrelerde
apoptozisi indikleyebildigini soyleyebiliriz. Xu ve ark. (2007) yaptiklart ¢aligmada
meme kanseri hucrelerinde desitabinin adriamisin antikanser ilact ile birlikte
kullanildiginda, ilaglarin tek basina gosterdigi etkiye gore, apoptotik hiicre dlumlerinin
onemli oranda arttigin1  goOstermiglerdir.  Desitabinin  antikanser aktivitesinin
mekanizmasi tam olarak belirlenmemis fakat apoptozisi indiikkleme mekanizmasinin
susturulmus genleri (RUNX3) tekrar aktive etmesinden kaynaklanabilecegi

gosterilmistir (Deng ve Zhang 2009).
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Bu ¢aligmada, kanser gelisiminde etkili olan uPA, PAI-1 (metastasla iligkili), DAPK,
TMS1 (apoptozis indukleyen genler), MGMT (DNA onarim geni) genleri ve genel
metilasyon belirteci olan LINE-1 dizisi segilerek metilasyon seviyelerindeki degisimler
arasgtirildi. DNA metilasyonunda meydana gelen spesifik degisikliklerin belirlenmesi,
kanser hastalarinda teshis, risk tahmini, hastaligin gelisimi, erken tani ve tedavinin
etkinligi bakimindan giinimuzde bir belirteg olarak kabul edilmektedir (Esteller 2008;
Li ve ark. 2006).

TagMan methylight real time ve MSP bulgularimiz sonucunda, MCF-7 hiicrelerinde
DAPK gen promotorinde yitksek metilasyon seviyesi (sekil 3.24. ve sekil 3.33.) MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise diisiik metilasyon seviyesi belirlenmistir (sekil 3.24. ve sekil
3.34.). Buna ragmen 7MS1 gen promotorinin, MDA-MB-231 hiicrelerinde hipermetile
durumda oldugu gozlenmistir (sekil 3.21. ve sekil 3.36.). Levine ve ark. (2003) 7MS/
gen promotdrinin MDA-MB-231 hiicrelerinde hipermetile, MCF-7 hucrelerinde ise
demetile oldugunu, protein seviyeleri ile beraber belirlemiglerdir. Lehmann ve ark
(2002) ise DAPK gen promotoriunin MCF-7 hiicrelerinde hipermetile oldugu ve buna
bagli olarak protein sentezinin olmadigini belirtmiglerdir. Yapilan son c¢aligmalar bu

caligmanin bulgularini destekler niteliktedir.

Bulgularimizda, %100 TDC FEC ve 10uM desitabint%100 TDC FEC
uygulamalarindan sonra, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde DAPK gen metilasyon
seviyesinde azalmanin oldugu gozlenmistir (sekil 3.33. ve sekil 3.34.). Her iki hiicre
soyunda da 10uM desitabinin, %100 TDC FEC ile beraber kullaniminda etkinin daha
fazla olmasi, kombinasyonun en etkili segenek olabilecegini diusindirmektedir. Yine
MDA-MB-231 hiicre soyunda hipermetile durumunda olan 7MS/ gen metilasyon
seviyesinin, 10uM desitabin+%100 TDC FEC kombinasyonundan sonra ilaglarin tek
basina kullanimina gore daha diisiik seviyede olmasi bu distiincemizi desteklemektedir.
MCF-7 hiicrelerinde 10uM desitabinin, %100 TDC FEC ve bunlarin kombine
kullanimindan sonra belirlenen M30 antijen artigi, bu segeneklerin apoptozis yolagini
indukleyebilecegini gostermistir (sekil 3.20.). MCF-7 hicrelerinde DAPK gen
promotoriniin bu ilag seceneklerinden sonra demetile olmast DAPK geninin yeniden

aktiflesmesinden kaynaklanabilir. Nitekim mesane ve nazofarenks kanserlerinde DAPK
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geninin desitabin etkisiyle yeniden aktiflestigi gosterilmistir (Xu ve ark. 2009, Kong ve
ark. 2006). Ayrica gastrik kanserlerde DAPK gen ekspresyonunun (Zhang ve ark. 2006,
Qiu ve ark. 2009) prostat ve hepatik kanserlerinde ise 7MS/ gen ekspresyonlarinin (Das
ve ark. 2006, Zhang ve ark. 2007) desitabin etkisiyle arttig1 belirlenmistir.

Kanser hiicreleri bulunduklar1 bolgelerden kan ya da lenf damarlart yoluyla bagka
bolgelere yayilma yani metastaz o6zelligine sahiptir. Kanser tedavisinin en onemli
kismint metastazi onlemek ya da durdurmak olusturmaktadir. Metastaz timor
gelisimiyle daha baglangic asamasindan itibaren paralel giden bir olaydir. Metastaz
gelisimi ekstraselliller matriksin par¢alanmasi ve hiicrelerin farkli bolgelere yayilmasini
kapsamaktadir. Bu asamalarda igerisinde uPA gibi bir¢ok proteinaz ve birgok protein rol
almaktadir (Ateeq ve ark. 2008). uPA ve bunun baglica inhibitérii olan PAI-1 meme
kanserlerinde metastaz durumlarinin belirlenmesinde belirteg olarak kullanilmaktadirlar
(De Cremoux ve ark. 2009, Thomssen ve ark. 2009). PAI-1 uPA’in inhibitori olmasina
ragmen, hicre adhezyonunu ve migrasyonunu dizenlemesi agisindan metastazda da

onemli rol almaktadir (Duffy 2004).

Elde edilen bulgulara gore, MCF-7 hiicrelerinde 10uM desitabin, %100 TDC FEC
ve 10uM desitabin+%100 TDC FEC uygulamalarindan 48 saat sonra, uPA ve PAI-1
gen promotor metilasyon seviyesinin azaldigi belirlenmistir (sekil 3.29. ve sekil 3.34.).
Ozellikle kombinasyon segeneginden sonra metilasyon seviyesindeki azalmanin daha
fazla ve aliman tim sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olmasi, kombinasyon
seceneginin uPA ve PAI-I ekspresyonunu da etkileyecegini dusiindirmektedir. Bu
degisimin kanser hiicrelerinin metastaz yapabilme yetenegini de degistirebileceginden,
olduk¢a o6nemli bir bulgu oldugunu distiniyoruz. Daha 6nce yapilan g¢aligmalarda
MCF-7 hucrelerinde desitabin etkisiyle #PA gen promotorinin demetile oldugu
(Rabbani 2008) ve uPA ekspresyonunun arttirdigi da belirlenmigtir (Guo ve ark 2002,
Ateeq ve ark. 2008). Bu durum, bu ilaglarin kullaniminin sakincali olabilecegini

disundirmektedir. Ciinkti kanser hiicrelerinin metastaz egilimi artabilir.

Kanser tedavisinde ve kanser hiicrelerinin kemoterapiye gosterdigi dirence karsi

DNA hasarlarinin onarim mekanizmalart énemli bir yer tutmaktadir (Gottesman 2002,
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Kruh 2003). DNA onarim mekanizmasinda sik¢a rastladigimiz genlerden birt MGMT
genidir. MGMT geninin kodladigr protein O-6 Guanin pozisyonundan alkillenmis
guaninden alkil gruplarinin uzaklagtirarak hasarin onariminda gorev almaktadir. Bu
sekilde DNA polimerazin hatali ¢aligarak mutasyon olusturmasina engel olur (Pegg
1990, Pegg ve ark. 1995). Kanser olusumunda olduk¢a énemli bir yer tutan MGMT gen
promotorindeki metilasyon degisiklikleri incelendiginde, MDA-MB-231 hiicre
soylarinda metilasyon seviyesinin oldukg¢a diisiik (9.51£2.2) oldugu belirlenmistir (sekil
3.38.). MCF-7 hucrelerinde ise herhangi bir sinyal gézlenmemistir (sekil 3.37.). Baz
caligmalarda MDA-MB-231 hiicre soylarinda MGMT gen promotorinin hipermetile
oldugu belirlenmigtir (Hattermann ve ark. 2008; Kreklau ve ark. 2001). Gozlenen bu
farklilik genin ¢alisilan bolgesinden kaynaklanabilir,. MDA-MB-231 hiicrelerinde,
10uM desitabin ve 10uM desitabint%100 TDC FEC uygulamalarindan sonra MGMT
gen promotor seviyesinde anlamli azalma goézlendi (5.44+0.4; 5.91+1.9). Bu ilag

secenekleri MGMT ekspresyonunu MDA-MB-231 hiicrelerinde attirmig olabilir.

LINE-1 elemanlarinin metilasyonu, genomda genel metilasyon seviyesini gosteren
belirteg olarak kullanilmaktadir (Weisenberger ve ark. 2005). Caligmada genomdaki
genel metilasyon seviyelerindeki degisimi belirlemek i¢in LINE-1 dizisi kullanildi.
Sonugta, MCF-7 hiicre soylarinin genel metilasyon seviyesinin (60.93+3.2) MDA-MB-
231 hiicrelerinden (49.63+7.6) yiiksek oldugu belirlenmistir. Her iki hiicre soyunda da
10uM desitabin ve 10uM desitabin+%100 TDC FEC uygulamalarindan sonra genel
metilasyon seviyelerinde azalma gozlenmistir. Kombinasyondan sonra olusan
azalmanin istatistiksel olarak anlamli derecede olmasi desitabinin FEC’in etkisini

degistirebilecegini gostermektedir (sekil 3.27. ve sekil 3.28.).

Sonug¢ olarak 10uM desitabin, %100 TDC FEC ve 10uM desitabin+%100 TDC
FEC uygulamalarinin apoptozisi indiikleyerek hiicrelerin buylimesini azaltabilecegi
belirlenmigtir. Bu ilag se¢eneklerinin, uPA, PAI-1, TMSI ve DAPK gibi metabolizmada
kritik noktalarda rol alan genlerin promoter bolgelerindeki metilasyon seviyelerinde
degisime neden olabilecegi gosterilmistir. Ozellikle uygulanan 10uM desitabin+%100
TDC FEC kombinasyonu meme kanseri hastalarinda yeni bir tedavi segenegi olabilir.

Kemoterapiye yiiksek direng gosteren meme kanseri hastalarinda, standart kemoterapi
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ile epigenetik ilaglarin kombine kullanilmasi durumunda tedavi etkinliginin artmasi
(Arce ve ark. 2006) bu gorisimiizii desteklemektedir. Fakat diger taraftan metastaz
genlerindeki aktiflesme, bu ilaglarin dikkatle uygulanmasini ya da daha ileri dizyde

aragtirilmasini gerektirmektedir.
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