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OZET

Yesim Korkmaz Kasap, Cesitli Hiicre Hatlarinda Silimarinin Epigenetik
Etkisinin Degerlendirilmesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji,
Doktora Tezi, 2019

Epigenetik degisimler kanser gelisiminde etkilidirler. Waddington 19401 yillarda
epigenetigi DNA'nin baz dizilimini degistirmeden gen ifadelenmesinin degismesi
olarak agiklamigtir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin yeniden
modelleme ve kodlamayan RNA’lar (mikro-RNA, uzun kodlamayan RNA’lar ve
PIWI proteiniyle iliskili RNA’lar) temel epigenetik mekanizmalar olarak kabul

edilmektedir.

Kanser hiicrelerinde tiimor gelisimi ile ilgili yolaklar etkiledigi icin epigenetik
degisiklikler, tiimoriin olusumunda ve ilerlemesinde ©nemli rol oynamaktadir.
Epigenetik etkili ilaglar hiicre dongii kontrolii, apoptozis, hiicre sinyalizasyonu,
invazyon, metastaz ve anjiyogenez ile ilgili gen ifadelerinin kontroliinde
kullanilmaktadir. Epigenetik diizensizliklerin geri dondiirtilebilir olmasi, DNA
metilasyon ve histon asetilasyon inhibitorlerinin kanser tedavisinde kullanimina
olanak saglamaktadir ve DNA modifikasyonu ve histon modifikasyonu gibi
epigenetik farkliliklarin hedef alinarak kanser tedavisinde etkili bir strateji
izlenebilecegi gosterilmistir. DNA metilasyon ve histon modifikasyon profilini
degistirebilen ila¢ aday1 bilesikler gelistirilmeye baslanarak preklinik ve klinik

asamalara gecilmistir.

5-azasitidin ve  SAHA inhibitér gruplart Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan onaylanan tek baslarina veya kemoterapi, radyoterapi gibi sitotoksik
ajanlarla birlikte uygulanmaktadir. 5-azasitidin, yapisal olarak sitozin niikleotidine
benzemektedir ve DNA metiltransferazlarin inhibisyonunu saglamaktadir. Epigenetik
mekanizmalar kullanilarak gelistirilen bir diger tedavi ajami histon deasetilaz

(HDAC) inhibitorii olan SAHA dur.



Silimarin, Asteraceae familyasina ait devedikeni olarak da adlandirilan Silybum
marianum L. bitkisinin tohumlarindan elde edilmektedir. Silimarin kimyasal olarak
bir polifenol olup, bitki kimyas1 olarak da bir flavonolignandir. Yapilan ¢alismalarla
silimarinin antioksidan, antimetastatik, antianjiyogenik ve antiinflamatuar etkileri
gosterilmistir. Silimarin, antikarsinojenik etkileri sebebiyle kemoterapi alan hastalar

arasinda tamamlayici ve alternatif tedavi amaciyla en sik kullanilan ajandir.

Bu calisma ile silimarinin gesitli kanser hiicre dizilerinde epigenetik regiilasyon

tizerine olan etkisinin degerlendirilmesi amag¢lanmuistir.

Insan néroblastom hiicre dizisi SHSYS5Y hiicreleri, insan hepatoselliiler hiicre dizisi
HepG2 hiicreleri veinsan meme kanseri hiicre dizisi MCF-7 hiicreleri %5 CO; ve
%95 nem igeren 37°C'lik inkiibatdrde ¢ogaltildi. Silimarin, 5-azasitidin ve SAHA'nin
genotoksik dozlart MTT testi ile belirlendi. Belirlenen 1Csqy dozlarina gore hiicrelere
48 saatlik uygulama yapildi. DNMT ve HDAC enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Western
Blot ile p53, cMyc ve NF«B protein diizeyleri belirlendi.

Silimarinin epigenetik yolaklara olan etkisi ile ilgili smirli sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada ile silimarinin tek basina ve epigenetik inhibitorler ile
birlikte uygulandiginda g¢esitli kanser hiicre dizilerinde epigenetik enzimler ve

protein diizeylerine olan etkileri degerlendirilmistir.

Sonuglarimiza gore silimarin DNMT iizerinde inhibe edici etki gostermistir. HDAC
tizerinde inhibisyon etki goriilmemistir. Silimarin p53 K373, p53 K382, cMyc ve

NF«B protein seviyelerini baskilarken, p53 S46 protein seviyesini artirmistir.

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu (Proje no:
DA 17/09) tarafindan onaylanmis ve Baskent Universitesi Arastirma Fonu tarafindan

desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: 5-azasitidin, SAHA, silimarin, kanser, epigenetik



ABSTRACT

Yesim Korkmaz Kasap, Evaluation of the epigenetic effect of silymarin on
various cell lines, Baskent University, Institute of Health Sciences, Medical
Biology, PhD Thesis, 2019

Epigenetic changes are effective in cancer development. Waddington described
epigenetics in the 1940s as a change in gene expression without altering the base
sequence of DNA. DNA methylation, histone modifications, chromatin remodeling
and non-coding RNAs (micro-RNAs, long non-coding RNAs, and PIWI protein-

related RNAS) are accepted for basic epigenetic mechanisms.

Epigenetic changes play important roles in tumor formation and progression since it
affects pathways related to tumor development in cancer cells. Epigenetically
effective drugs are used in the control of gene expression related to cell cycle control,
apoptosis, cell signaling, invasion, metastasis and angiogenesis. Reversibility of
epigenetic irregularities allows the use of DNA methylation and histone acetylation
inhibitors in the treatment of cancer, and has been shown to be an effective strategy
in cancer treatment by targeting epigenetic differences such as DNA modification
and histone modification. Drug candidate compounds capable of altering DNA
methylation and histone modification profile have begun to develop and have been

switched to preclinical and clinical stages.

5-azacitidine and SAHA inhibitor groups are administered alone or in combination
with cytotoxic agents such as chemotherapy, radiotherapy approved by the Food and
Drug Administration (FDA). 5-azacytidine is structurally similar to the cytosine
nucleotide and provides for inhibition of DNA methyltransferases. Another
therapeutic agent developed using epigenetic mechanisms is the histone deacetylase
(HDAC) inhibitor SAHA.

Silymarin is obtained from the seeds of Silybum marianum L. also called milk thistle
of Asteraceae family. The most important active ingredient is silymarin is a

polyphenol chemically and a flavonolignant as plant chemistry. Antioxidant,



antimetastatic, antiangiogenic and antiinflammatory effects of silymarin have been
shown in the studies. Silymarin is the most frequently used agent for complementary
and alternative therapy among chemotherapy patients due to its anticarcinogenic

effects.

The aim of this study was to evaluate the effect of silymarin on epigenetic regulation

in various cancer cell lines.

Human neuroblastoma cell line SHSY5Y cells, human hepatocellular cell line
HepG2 cells and human breast cancer cell line MCF-7 cells were grown in a 37°C
incubator containing 5%CO, and 95% humidity. Genotoxic doses of silymarin, 5-
azacytidine and SAHA were determined by MTT test. Cells were treated for 48
hours according to the determined ICsy doses. DNMT and HDAC enzyme activities
were measured. p53, cMyc and NFkB protein levels were determined by Western
Blot.

There are a limited number of studies on the effect of silymarin on epigenetic
pathways. In this study, the effects of silymarin on epigenetic enzymes and protein
levels in various cancer cell lines when used alone and in combination with

epigenetic inhibitors were evaluated.

According to our results, silymarin showed an inhibitory effect on DNMT. There
was no inhibition effect on HDAC. Silymarin inhibited p53 K373, p53 K382, cMyc
and NF«B protein levels, while increased p53 S46 protein level.

This study was approved by Baskent University Medical and Health Sciences
Research Council (Project no: DA 17/09) and supported by Baskent University

Research Fund.

Keywors: 5-azacytidine, SAHA, silymarin, cancer, epigenetics
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, ¢evresel ve genetik faktorlerin etkisiyle hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
bolinmesi olarak tanimlanmaktadir. Karsinogenez kanserlesme siireci olup, ¢ok
basamakli bir siiregte gerceklesir (1). Karsinogenezde bazi hiicresel degisiklikler
gozlenmektedir. Bunlar biiyiime sinyallerine duyarsizligin artmasi, apoptozdan
kaginma, sinirsiz boliinme, metastaz ve anjiyogenezdir. Temel olarak kanserde
onkogenlerin aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu, DNA hasarinin
onarilmast 1ile iligskili genlerin ¢alismasinda genetik ve molekiiler hasarlar
gorilmektedir. Kanser hiicrelerinde ortaya c¢ikan kromozomal anormallikler ve
genomik  kararsizlik  (translokasyon, andploidi, kromozom kaybi, DNA
amplifikasyonu, delesyonlar, vb) sonucunda hiicre biiyiimesi, apoptoz ve hiicresel
baglantilar1 kontrol altinda tutan proteinlerin asir1 ya da hatali iiretimi veya hig

tiretilmemesi s6z konusu olur (1,2).

Ote yandan kanser gelisiminde epigenetik degisimler de olusmaktadir. 1940'h
yillarda ilk kez Waddington tarafindan epigenetik terimi kullanilmistir. DNA'nin baz
diziliminde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ifadelenmesinin degismesi olarak
tanimlanmistir. Temel epigenetik mekanizmalar olarak DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 kabul gormektedir. Gilinlimiizde miRNA yiiriitiili gen ifade

kontrolii ve kromatin yeniden modelleme de epigenetik tanimi i¢inde yer almaktadir

(3).

DNA metilasyonu en ¢ok bilinen ve ilizerinde bir¢ok calisma yapilan epigenetik
mekanizmadir. DNA metilasyonu kovalent bir modifikasyon olup, sitozinin 5.
karbonuna metil grubu takilmasi ile 5-metil sitozin olusmasi siirecidir. Bu reaksiyon
DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan katalizlenmektedir. S-adenozil-L-
metiyonin metil grubu dondrii olan kullanilir. DNMT1; DNMT3A; DNMT3B;
DNMT3L; DNMT2 memelilerde bulunan DNA metiltransferaz enzimleridir.
DNMT1; DNMT3A ve DNMT3B katalitik aktiviteye sahip olan enzimlerdir. DNA
zincirindeki mevcut metilasyon kaliplarinin  yeni zincirlere aktarilmasindan
DNMT1sorumludur. DNMT3A ve DNMT3B de novo metiltransferazlar olarak

gelisimin erken evrelerinde ilk metilasyon kaliplarini kurma gorevini iistlenirler. (4).



Genomda sitozinlerin ve guaninlerin siralanmasiyla yogun CpG adaciklar1 olusur.

DNA metilasyonu, bu adaciklarin yogunlastigi promotor bolgede gerceklesmektedir

(5).

Hipometilasyon, kolon kanserinde goriilen ilk epigenetik bozukluk olup, serviks,
karaciger ve prostat kanserlerinde de varligimin gosterilmesi kanserde yaygin bir
modifikasyon oldugunu gostermektedir. Yapilan c¢alismalarda hipometilasyonun
genomik instabiliteye ve gen aktivasyonunda degisikliklere yol agtigi bildirilmistir.
Tiimdr baskilayict gen promotorlarinin hatali metilasyonu kanserli olgularda ¢ok sik
goriilmektedir. Ozellikle meme ve kolon kanserlerinde tiimor baskilayici genlerin

promotor bolgelerinin asir1 metillendigi gosterilmistir (6).

Okaryotik hiicreler gen ifade kontrolii i¢in kromatini kullanirlar. Kromatin yapist,
cesitli degisikliklere ugrayarak gen ifadesini etkilemektedir. Kromatin yapisi ve
fonksiyonlar1 histon modifikasyonlar tarafindan degistirilmektedir. Bir genin ifade
edilmesi, yeniden modellenme sonucu miimkiin olmaktadir. Histon proteinlerinin
amino ucunda, metilasyon, fosforilasyon, asetilasyon, ubiqutinizasyon, sumolizasyon
gibi posttranslasyonel modifikasyonlar goriilmektedir. Modifikasyonlar tek baslarina
veya farkli kombinasyonlarda bulunarak kromatine bazi anlamlar yiiklemekte veya
bu anlamlar1 degistirebilmektedir. Uzerinde en fazla ¢alisilan histon modifikasyonu
asetilasyondur. Histonlardaki pozitif yiik asetil gruplari tarafindan nétralize edilerek
histonlar ve DNA arasindaki elektrostatik etkilesimi zayiflatmaktadir. Histon
proteinlerinin niikleozomdan disar1 uzanan amino uglarindaki lizin rezidiileri histon
asetil transferaz (HAT) enzimi tarafindan asetillenmektedir. Histon deasetilaz
enzimleri (HDAC) histon deasetilasyonunu gergeklestirirler. Asetilasyon kaybi,
kromatin yapiyr yogunlastirmaktadir, bdylece gen ifadelenmesi baskilanmaktadir.
DNA metilasyonu ile histon modifikasyonlari arasinda direkt iliski oldugunu

gosteren ¢aligmalar mevcuttur (7,8).

Kanser hiicrelerinde tiimor gelisimi ile ilgili yolaklar1 etkiledigi i¢in epigenetik
degisiklikler, tiimoriin olusumunda ve ilerlemesinde Onemli rol oynamaktadir.
Epigenetik etkili ilaclar hiicre dongii kontrolii, apoptozis, hiicre sinyalizasyonu,

invazyon ve metastaz, anjiyogenez ile ilgili gen ifadelerinin kontroliinde



kullanilmaktadir. Epigenetik diizensizliklerin geri dondiiriilebilir olmasi, DNA
metilasyon ve histon asetilasyon inhibitorlerinin kanser tedavisinde kullanimina
olanak saglamaktadir ve DNA modifikasyonu ve histon modifikasonlar: epigenetik
hedef alinarak kanser tedavisinde etkili bir yol izlenebilmektedir. DNA metilasyon
ve histon modifikasyonlarin etkileyen aday ilaglar gelistirilerek, preklinik ve klinik

caligmalara gecilmistir (9,10).

Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanan 5-azasitidin ve SAHA
inhibitor gruplari tek baslarina veya kemoterapi, radyoterapi gibi sitotoksik ajanlarla
birlikte uygulanmaktadir. 5-azasitidin, sitozin niikleotidine benzemekte ve DNA
metiltransferazlarin  inhibisyonunu saglamaktadir. Epigenetik mekanizmalar
kullanilarak gelistirilen bir diger tedavi ajani HDAC inhibitorii olan SAHA'dir (11).
Miyeloid 16semi ve meme kanserlerinde hipermetile olan susturulmus genlerin
DNMT inhibitorii kullanilmasiyla ifadelenmeye bagladigi yapilan calismalarla
gosterilmistir (12). HDAC inhibitorii T-hiicreli lenfoma tedavisi i¢in kullanilmakta,
meme ve prostat kanserleri iizerine etkisinin degerlendirilmesi pre-klinik ¢aligmalarla

devam etmektedir (13).

Bitki kimyasallarinin tedavi amacli kullanim1 insanlik tarihiyle birlikte baslamistir.
Modern tipta kullanilan birgok ilag bitkilerden elde edilmistir. Silimarin, Asteracea
familyasina ait devedikeni olarak da adlandirilan Silybum marianum L. bitkisinin
tohumlarindan elde edilmektedir. En 6nemli etken maddesi bir polifenol olup, bitki
kimyas1 olarak da bir flavonolignandir. Silimarin toksisite oraninin diisiik olmas1 ve
yan etkilerinin olmamasi sebebiyle 2000 yildan beri karaciger koruyucu olarak
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarla silimarinin antioksidan, antimetastatik,
antianjiyogenik ve antiinflamatuar etkileri  gosterilmistir. ~ Antikarsinojenik
etkilerinden dolayr kemoterapi tedavisi uygulanan hastalarda alternatif tedavi

amaciyla ¢ok sik tercih edilmektedir (10,14).

Bu calisma ile silimarinin ¢esitli kanser hiicre dizilerinde epigenetik regiilasyon

izerine olan etkisinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, hiicre oliimiinden kagmak i¢in mekanizmalar gelistiren genetik, sitogenetik
ve epigenetik temelli karmasik bir hastaliktir. Normal hiicreler, hiicrenin boliinmesi,
baska bir hiicreye farklilagsmasi veya 6lmesi gerekip gerekmedigini belirten sinyallere
stirekli olarak maruz kalirlar. Kanser hiicreleri, bu sinyallere bir dl¢iide otonomi
gelistirir, bu da kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalma ile sonuglanir. Aslinda, kansere bagh
Oliimlerin yaklasik %90'1, metastazdan kaynaklanmaktadir (15). Baslangicta genetik
bir hastalik olarak bilinen kanserin, genetik degisiklerle birlikte epigenetik
anormallikleri igerdigi bilinmektedir. Epigenetik bozukluklarin, neoplazilerin

gelisiminde rol oynadigi anlasilmaktadir (16).

Insan kanserlerinde, anormal epigenomiklerin baslangic (initiation), ilerleme
(promotion), istila (invasion), metastaz ve kemoterapi direnci dahil olmak iizere
cesitli neoplastik gelisim asamalaria katki sundugu bilinmektedir. Son zamanlarda
300'den fazla gen ve gen {irlinlinlin ¢esitli insan kanserlerinde epigenetik olarak
degistigi ileri siirilmistiir. DNA metilasyonu ve kanser arasindaki baglanti ilk olarak
1983 yilinda kanser hiicrelerinin genomlarinin normale goére hipometile oldugu
gosterildiginde ortaya ¢ikmistir. DNA metilasyonu agisindan, kanser hiicreleri
genom capinda hipometilasyon ve bolgeye 6zgii CpG ada promotor hipermetilasyonu
gostermektedir. Spesifik genlerdeki hipermetilasyon tipik olarak CpG adalarindaki
promotoru inaktive eden transkripsiyonu etkiler. Hipermetilasyon spesifik CpG
adalarinda gozlenir. Promotor hipermetilasyonu transkripsiyonel inaktiviteye neden
olur (17,18).

Epigenetik terimi, 1942 yilinda, Conard Waddington tarafindan, fenotip
modifikasyonunu uyarmada ¢evresel etki kavrami olarak tanitilmistir. Kavram,
1990'larin sonuna kadar, Wolffe ve Matzkeset'in, DNA dizisinde bir degisiklik
olmaksizin ortaya ¢ikan gen ifadesinde kalitsal degisimlerin incelenmesi olan
modern taniminin ortaya ¢ikmasina kadar agikliga kavusturulmamistir. Epigenetik
degisiklikler, anormal DNA metilasyonu, posttranslasyonel histon modifikasyonlari,

anormal kodlanmayan RNA (miRNA, Inc-RNA gibi) ifadelenmesi ve kromatinin



yeniden modellenmesini icermektedir. Bu mekanizmalar kanser gelisiminde
onkogenlerin, tiimor baskilayici genlerin ve diger tiimorle iliskili genlerin

ifadelenmesini ve yolaklarin degisimini dogrudan etkilemektedir (19,20).
2.1.1 DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, okaryotlarda ve prokaryotlarda goriilen korunmus
bir mekanizmadir. Okaryotlarda metilasyon, genom biitiinliigiiniin
korunmasinda, genomik baskilama, transkripsiyonel diizenleme ve gelisimsel
siireclerin ~ korunmasinda 6nemli rol oynayan epigenetik DNA
modifikasyonlari ile karakterize edilir. DNA metilasyonu, bir metil grubunun,
DNA zincirindeki azotlu baz sitozin igindeki besinci karbona kovalent
eklenmesi anlamina gelir. Bunun sonucu genlerin ve kodlamayan genomik
bolgelerin  susturulmasit olur. 5-metil sitozindeki modifikasyon, DNA
metiltransferaz enzimi (DNMT'ler) tarafindan katalize edilir. U¢ ana DNMT
vardir; DNA replikasyonunu takiben mevcut metilasyon kaliplarin1 koruyan
DNMTI1, DNMT3A ve metilasyonu baslatmak i¢in metillenmemis CPG'leri
hedefleyen ve embriyogenez sirasinda yiiksek oranda ifade edilen, yetiskin
dokularinda ise en az ifade edilen DNMT3B. Sadece metiltransferaz
enzimleri tarafindan metilasyon i¢in guanine bitisik olan sitozin rezidiileri
hedeflenir ve metillenmis ve metillenmemis CpG'nin dagilimi, dokuya
Ozgiidiir ve bu da hiicreye 6zgii DNA metilasyon modeline yol agar. Normal
hiicrelerde, DNA metilasyonu agirlikli olarak uydu DNA ve uzun
serpistirilmis traspozon elementler dahil, tekrarlayan genomik bolgelerde
meydana gelir. Metillenmis sitozinler, toplam niikleotidlerin yaklasik %1'ini
ve insan genomundaki tim CpG diniikleotidlerinin yaklagik %75'ini
olusturur. CpG diniikleotidleri, insan genomunda esit olmayan bir sekilde
dagilmaktadir ancak CpG adalar1 (CGI) ad1 verilen ceplerde yogunlagmustir.
Gen promotorlarinin yaklasik %50-60"1 CpG adalarinda bulunur ve insan
genomunu yaklasgtk 29 000 CpG dizisi igerdigi tahmin edilir. DNA
metilasyonu spesifik transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini inhibe ederek

gen ifadelenmesini dogrudan baskilar. (21).



2.1.2 Histon Modifikasyonlari

Histon modifikasyonlar1 kromatin ile iligkili olan proteinler ile
etkilesime girerek gen transkripsiyonunun diizenlenmesini gerceklestiren
faktorlerdir. Bu modifikasyonlar, gen diizenlenmesinde ve karsinogenezde
onemli rol oynayan kromatin yapisini etkiler. Kromatin, baglayici (linker)
DNA ile baglanmis niikleozomlarin tekrarlarinda olusan oldukga diizenli bir
yapidir. Her bir niikleozom, histon proteinlerinin bir oktomerine sarili 146
baz ¢ifti DNA'y1 kapsar. Bu oktomerler H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere
cekirdek histon proteinlerinin her birinin iki alt biriminden olusur. Histonlar,
niikkleozomdan ¢ikint1 yapan, globiiler domain igeren ve histon kuyrugu
olarak bilinen esnek yiiklii bir NH2 terminali iceren kiiciik proteinlerdir.
Histon kuyruklarinda yapilan translasyon sonrasi degisiklikler, kromatinin
yapisal durumunu ve belirli lokustaki genlerin transkripsiyonel durumunu
yonetir. Bu degisiklikler geri doniisiimliidiir ve histon iceren HAT’lar,
HDAC’lar, metiltransferazlar (HMT), demetilazlar (HDM), kinazlar,
fosfotazlar, ubikuitin ligazlari, SUMO, proteazlar gibi enzimler tarafndan
kontrol edilir (22).

2.1.3 Kodlamayan RNA

Kodlamayan RNA’lar proteine ¢evrilmezler fakat fonksiyoneldirler ve
bilgi tasirlar. Bu RNA’lar kromatin yapinin olusturulmasi, epigenetik hafiza,
transkripsiyon, RNA splicing, editing ve translasyon gibi yolaklarin tiimiinde
gorev almaktadir. Epigenetik mekanizmalarda en O©nemli kodlamayan
RNA’lar miRNA’lar, uzun kodlamayan RNA’lar ve PIWI proteini ile iliskili
RNA’lardir (23).

MikroRNA'lar (miRNA'lar) yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kiigiik
kodlamayan RNA'lardir (ncRNA) ve mRNA translasyonunu kontrol ederek
posttranslasyonel gen susturma islemine katilirlar. miRNA'lar DNA dizisini
degistirmeden gen ifadelenmesinde kalitsal degisiklikleri uyarir ve boylece
epigenetik mekanizmalara katkida bulunurlar. Ek olarak miRNA'lar

epigenetik mekanizmalar tarafindan diizenlenirler. miRNA normal hiicre



fizyolojisinde hayati olmasina ragmen, yanls ifadelenmesi kanser de dahil
olmak tizere bircok hastalikla iligkilendirilmistir. Kanser gelisimi ve miRNA
profilleri insan kanserlerini simiflandirmak amaciyla kullanilmaktadir.
miRNA'larin protein kodlayan genlerin %60'indan fazlasinin translasyon
oranmi diizenledigi ve hiicresel islemlerin diizenlenmesinde rol oynadiklari

Ongorilmiustiir.

Uzun kodlamayan RNA’lar (Inc-RNA), DNA, RNA ya da proteinler
ile etkilesime girerek gen ifadelenmesine etki ederler. 200 niikleotitten
biiyiiktiirler. Gene 6zgili ifadelenmeyi diizenlemektedirler. En ¢ok caligilmig
olan1 Xist olup, X kromozomu inaktivasyonunda gorevlidir. HOTAIR Inc-
RNA Hox genlerinden HOXA kompleksinin ifadelenmesini engeller. Pek ¢ok

kanserde Inc-RNA ifadelenmesi anormal diizeydedir.

PIWI proteini ile iliskili RNA (pi-RNA), PIWI proteiniyle bir araya
gelerek riboniikleoprotein yapisint olusturur. Pek ¢ok kanser tiirlinde timor
baskilayict genlerden transkribe olan mRNA’lar pi-RNA’larin  asir1
ifadelenmsei sonucu inhibisyona ugrarlar. Diisiik seviyede ifadelendiklerinde

onkogenlerin transkripsiyonlarinin artmasina neden olurlar (24).
2.1.4 Kromatin Yeniden Modellenmesi

Transkripsiyonun gergeklesebilmesi i¢in kromatin yapinin agilmasi
gerekmektedir. Bu olay kromatinin yeniden diizenlenmesi olarak adlandirilir.
SWI/SNF, ISWIve CHD mekanizmalar1 bu siiregte gorev alirlar. Hepsi farkli
histon kuyrugu modifikasyonuna sahiptir ve ATP’yi hidroliz ederler (25).

2.2 Epigenetik Inhibitorler

Genom, gen ifadesinde kritik roller oynayan kromatin yapilari halinde
diizenlenir. Kromatinin temel birimi, DNA tarafindan sarilmis olan g¢ekirdek
histonlarinin her biri H2A, H2B, H3 ve H4'lin iki kopyasindan olusan
niikleozomdur. Kromatin, RNA polimeraz II'nin verimli alim1 ve isleyisine
fiziksel bir engel olusturarak transkripsiyonu engeller. DNA metilasyonu, gen
baskilanmasinda rol oynar ve DNMT ile korunur. DNMT inhibitorleri



azasitidin ve desitabin, kanser tedavisinde kullanilan en uzun epigenetik ilag
gecmisi ile bugline kadar en basarili olanlardir. Bu bilesikler, replikasyon
sirasinda DNA'ya katilan ve hiicrede aktif enzimler havuzunu bu sekilde
tiketen DNMT'lerle kovalent katkilar olusturan niikleozit analoglaridir.
Histon asetilasyonu gen ifadelenmesinde rol oynar ve HAT’lar ve
HDAClarn etkisiyle kontrol edilir. HDAC inhibitorleri, deri veya periferik T
hiicreli lenfomalarin ve multiple miyelomun tedavisi i¢in onaylanmistir.
HDACI, diger malignitelerde sinirli tek ajan aktivitesi oldugunu gostermistir

(26, 27).
2.2.1 DNMT inhibitorleri

Timor baskilayict gen hipermetilasyonu kanserde rol oynar ve
tersinirligi nedeniyle demetilasyonu terapétik bir strateji olusturur. Uzun
yillardir bilinen ve incelenen niikleozit analoglari ve yapist inhibe edici
mekanizmalara gore degisen niikleozit olmayan inhibitorler olmak tizere iKi

aileye bolinmiis ve birgok DNMT inhibitorii tanimlanmustir (28).
2.2.1.15-azasitidin

5-azasitidin, DNA ve RNA'da bulunan sitidin niikkleozitinin kimyasal
bir analogudur (Sekil 2.1). Iki mekanizma araciligiyla antineoplastik
aktiviteye sahip oldugu disiliniilmektedir. Diisiik dozlarda, DNA
metiltransferazin inhibe edilmesi, DNA'nin hipometillenmesine neden olarak
ve yliksek dozlarda kemik iliginde anormal hematopoetik hiicrelerin DNA ve
RNA'ya katilmasiyla dogrudan sitotoksisitesi 1ile hiicre oOliimiiyle

sonuglanmasidir (28).

Azasitidin, bir riboniikleozittir, bu nedenle RNA'ya DNA'dan daha
biiyiik oranda dahil edilir. Buna karsilik desitabin (5-aza-2-deoksisitidin)
deoksiriboniikleozittir ve sadece DNA'ya katilabilir. Azasitidinin RNA'ya
dahil edilmesi, poliribozomlarin ayrilmasina, hatali metilasyon ve transfer
RNA'nin alic1 fonksiyonuna ve protein liretiminin inhibe edilmesine yol agar.
DNA'ya dahil edilmesi, DNA sentezini dnleyen ve ardindan sitotoksisiteye

yol agan DNA metiltransferazlarla kovalent baglanmaya yol acar (29).
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Sekil 2.1: DNMT inhibitorii 5-azasitidinin kimyasal yapist
2.2.2 Suberoylanilid hidroksamik asit(SAHA, vorinostat)

Suberoylanilid hidroksamik asit (SAHA), in vitro ve in vivo olarak bir¢cok timdor
tipinde biiylimenin durmasi, farklilasmasi ve / veya apoptozisine neden olan giiclii
bir histon deasetilaz (HDAC) inhibitoriidiir (Sekil 2.2). SAHA, kanser tedavisi igin
Klinik deneylerde kullanilmaktadir. HDAC inhibitorleri kiiltiirlenmis hiicrelerde

%?2'den daha az gen ifadelenmesini uyarir (30).

Hidroksamik asit bazli hibrit polar bilesik suberoilanilid hidroksamik asit (SAHA)
gibi HDAC inhibitorleri, in vitro olarak bliyiime durmasini, farklilasmasini ve / veya
doniistiiriilmils  hiicrelerin  apoptozunu in vitro olarak inhibe eder ve timor
biliylimesini onler. SAHA, solid ve hematolojik tiimorlerin tedavisi i¢in 1. asama

klinik deneylerde kullanilmaktadir (31).

H/
O

Sekil 2.2: HDAC inhibitorit SAHA kimyasal yapisi



2.3Silimarin
2.3.1Tanim ve Ozellikler

Silimarin, devedikeni (Silybum marianum L.) tohumlarindan elde edilen aktif bir
Ozdiir ve yaklasik olarak %65-80 flavonolignan, %20-35 yag asidi ve diger
polifenolik bilesikleri igerir (32) (Sekil 2.3). Karsinogenez, ¢ogalma, hiicre dongiisii,
farklilagsma, apoptoz, anjiyogenez, invazyon ve metastaz ile ilgili transkripsiyonel
faktorlerin ve proteinlerin ifadelenmesinde farkliliklar ile aktive edilen ¢ok adimli bir
islemdir. Artan anjiyojenik potansiyeli, invazyon ve metastaz ile birlikte diizensiz
hiicre dongiisii ilerlemesi ve apoptoz, kanser belirtileri olarak tanimlanmistir. Buna
gore, bu islemlerin bir veya daha fazlasini hedefleyebilen maddeler, etkili ve ideal
kanser kemo-onleyici ajanlar olmalidir. Silimarin, hiicre dongiisti diizenleyicileri ve
apoptoza katilan proteinlerdeki ifadelenmelere miidahale ederek hiicre sagkalimi ve

apoptoz arasindaki dengesizligi diizenler. (33).

Silimarinin anti-inflamatuar etkileri, inflamasyon, hiicre sagkalimi, farklilasma ve
biiyiimede rol oynayan ¢esitli genlerin ifadelenmesini diizenleyen ve koordine eden
transkripsiyon faktoriic NF«B inhibisyonu ile ilgilidir. Anti-anjiyojenik aktivite,
kanser tedavisinde temel yollardan biridir. Silimarin anti-anjiyojenik potansiyeli

cesitli kanserlerde gosterilmistir (34).

OH

HO O . o

OH OH
OH O

Sekil 2.3: Silimarinin kimyasal yapisi
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3. SINYAL YOLAKLARI

3.1 p53 Yolag:

Baslangigta bir onkogen olarak tarif edilen p53, simdi insan kanserlerinde en sik
inaktive edilmis timor baskilayicist olarak kabul edilmektedir (35,36). Proliferasyon,
DNA onarimi, apoptoz, otofaji, metabolizma ve hiicre gocii dahil olmak iizere bircok
onemli hiicresel siireci etkileyen genlerin ve miRNA'larin ifadelenmesini kontrol
eden bir transkripsiyon faktoridiir (37). p53, yiizlerce farkli genin ifadelenmesini
uyararak veya baskilayarak c¢esitli genotoksik ve hiicresel streslere (6rnegin DNA
hasar1 veya onkogen aktivasyonu) cevap verir (38,39). p53’iin transkripsiyonel
olarak diizenlenmesi, hasar gormiis hiicrelerin durdurulmasina, tamir ve hayatta
kalmalarimi kolaylastirmaya veya DNA onarilamaz sekilde zarar gérdiigiinde hiicre
6limiine neden olmada 6nemli rol oynar. p53 ayrica hiicrelerin kalic1 bir sekilde
biiylimesinin durdurulmasina neden olabilir, bdylece yaslanan hiicrelerin bagigiklik
sistemi tarafindan temizlenmeleri artirilarak, timoriin gerilemesine yol agan faktorler

salgilanabilir (40,41,42).

3.2 Myc Yolag

Myc proto-onkogeni, ilk olarak retroviral aracili timor olusumunun etiyolojik ajani
olarak bulunmustur. Daha sonra Myc'nin  Burkitt lenfomada kromozom
translokasyonu ile aktive oldugu gosterilmistir. Myc, hem onkojenik hem de
epigenetik olaylarin bir sonucu olarak tiimdr olusumunda yaygin olarak aktive edilir.
Aslinda, Myc, insan kanserlerinin yarisindan fazlasinda asir1 ifade edilir ve/veya
aktive edilir. Myc, biiyiik olglide bircok biyolojik siireci koordine eden bir
transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Bu nedenle, Myc aktivasyonu otonom
proliferasyon ve biiyiimeye, araliksiz DNA replikasyonuna, artmis protein
biyojenezine, hiicresel metabolizmada global degisimlere, anjiyojenik anahtara
gecise, otokrin ve parakrin diizenleyici programlara verilen yanitin bastirilmasina ve
konakg¢1 immiin tepkilerinin bir kisitlamasina katkida bulunur. Myc aktivasyonunun

kanserin molekiiler bir 6zelligi oldugu goriilmektedir (43).
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3.3 NFkB Yolagi

NF«B transkripsiyon faktorleri ve bunlar1 aktive eden sinyal yollar1, dogustan gelen
ve adaptif immiin yanitlarin merkezi koordinatorleridir. NFkB, transkripsiyonu,
sitokin tiretimini ve hiicre sagkalimini kontrol eden bir protein kompleksidir (44).
NFxB, hemen hemen tiim hayvan hiicresi tiplerinde bulunur ve stres, sitokinler,
serbest radikaller, agir metaller, ultraviyole 1sinlamasi, oksitlenmis LDL ve
bakteriyel veya viral antijenler gibi uyaranlara hiicresel tepkilerde rol oynar (45).
NFkB, enfeksiyona karsi bagisiklik yanitini diizenlemede onemli bir rol oynar.
NF«B'nin yanlis regiilasyonu, kanser, enflamatuar ve otoimmiin hastaliklar, septik
sok, viral enfeksiyon ve uygunsuz immiin gelisimine baglanmistir. NFxB ayrica

sinaptik plastisite ve hafiza siireglerinde de rol oynamaktadir (46,47).

Son zamanlarda, NF«kB sinyallemesinin kanser gelisimi ve ilerlemesinde de kritik bir
rolii oldugu ortaya cikmistir. NFxB, inflamasyon ve kanser arasinda bir mekanik
baglant1 saglar ve hem neoplastik hem de malign hiicrelerin apoptoza dayali timér-
gozetim mekanizmalarina direng gosterme yetenegini kontrol eden Onemli bir
faktordiir. NFkB ayrica tiimor anjiyogenezini ve invazivligini diizenleyebilir ve
aktivasyonuna aracilik eden sinyal yollar1 yeni kemopreventif ve kemoterapotik

yaklagimlar i¢in ¢ekici hedefler saglar (48).

Kanserde, NFkB sinyalini kontrol eden proteinler mutasyona ugrar veya anormal
sekilde ifade edilir ve malign hiicre ile organizmanin geri kalam1 arasinda kusurlu
koordinasyona yol agar. Bu, hem metastazda hem de tiimoriin bagisiklik sistemi
tarafindan etkisiz eradikasyonuyla ortaya ¢ikar. Tiimor hiicrelerinde NFkB, NFkB
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlara bagli olarak veya
NFkB aktivitesini kontrol eden genlerde aktiftir; ek olarak, bazi timor hiicreleri
NFxB'nin aktif hale gelmesine neden olan faktorleri salgilar. NFxB'yi bloke etmek,
tiimor hiicrelerinin ¢ogalmayi, 6lmeyi ya da anti-tiimdr ajanlarinin etkisine karsi daha

duyarli hale gelmesine neden olabilir (49).

Calismamizda silimarinin SHSY5Y, HepG2 ve MCF-7 hiicre dizilerine tek basina ve
epigenetik inhibitorler ile birlikte uygulandiginda DNMT ve HDAC enzim

aktiviteleri lizerine olan ve p53, cMYc, NF«kB protein diizeylerine olan etkilerini
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degerlendirmeyi amagcladik. Literatiirde silimarinin antikarsinojen, antimetastatik,
antianjiyogeik ve antiinflamatuvar etkileri ile ilgili ¢alismalar mevcutken, epigenetik
yolaklar {izerindeki etkisini agiklayici caligmalar smirli sayidadir. Calismamizin
sonuclarina gore silimarin DNMT iizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugunu ancak
HDAC iizerinde inhibisyon etkisinin olmadigin1 gosterdik. Silimarinin tek basina
uygulanmasinin p53 K382, p53 K373, cMyc ve NFkB protein diizeylerini azalttigini

ve p53 S46 protein seviyeside artisa neden oldugunu gosterdik.

4. GEREC ve YONTEM:

4.1 Gere¢ ve Malzemeler
4.1.1 Kullamlan cihazlar
Laminar flow (HeraSafe KS Class Il Safety Cabin)
Inkiibator (Hereaus HeraCell 150i, Almanya)
Inverted mikroskop (Olympus, Japonya)
Santrifiij cihaz1 (Harrier, ingiltere)
Vorteks (Dragon Laboratory, Cin)
Spektrofotometre (Epoch, Biotek, ABD)
Otomatik mikropipet (10ul, 100ul, 1000ul skalalarinda, Gilson)
Otomatik ¢ok kanall1 pipet (20-200ul skalasinda Gilson)
Ph Metre (Consort C1020)

BioRad Mini Protean Tetra Cell
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4.1.2 Kullamlan Kimyasallar
Hiicre kiiltiirti besiyeri RPMI 1640 (Biochrome AG, Germany)
Hiicre kiiltiirti besiyeri DMEM(Biochrome AG, Germany)
Hiicre kiiltiirii besiyeri DMEM F-12(Biochrome AG, Germany)
L-glutamin 100X (Biowest)
Fetal bovine serum (Biochrome AG, Germany)
Antibiyotik (PSA) (Penicilin&Streptomycin)
Tripsin-EDTA (Biowest)
Tyrphan blue (Sigma-Aldrich, USA)
MTT (Sigma-Aldrich, USA)
DMSO (Sigma-Aldrich, USA)
Albumin (Sigma-Aldrich, USA)
Bradford Soliisyonu (1X)
Western Bright ECL HRP-K (Advansta)
5-azasitidin (Sigma)
Silimarin (Sigma)

Suberoylanilide hydroxamic acid (Sigma)

4.1.3 Kullamlan tampon ve ¢ozeltiler
Bradford soliisyonu (5X, seyreltilmis)
MTT (5 mg/ml konsantrasyonda, PBS ile hazirlanmis)

SDS %10 (50 g SDS+ 5 ml 1 N HCL+ 500 ml distile su)
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4.2 Yontem

4.2.1 Hiicre Kiiltiirii cahismalari

MCF-7 hiicreleri %10 fetal dana serumu, %1 penisilin/streptomisin karigimindan
olusan RPMI 1640 besiyeri, HepG2 hiicreleri DMEM ve SHSYSY hiicreleri DMEM-
F12 ile birlikte 25 cm®lik flasklara ekildi. Hiicre kiiltiirlerinin inkiibasyonu
%5C0O2ve %95 nem igeren 37 OC sabit sicakliktaki inkiibatdrde gergeklestirildi.
Hiicrelerin gelisimleri inverted mikroskop ile takip edildi. Hiicreler 2-3 giinde bir
pasajlandi. Yeterli sayiya ulagsmasi beklendi. Thoma lami ile hiicre sayimlari
yapilirken, canliliklar Tryphan blue testi ile degerlendirildi. Yeterli sayiya ulagsan
hiicreler MTT testi i¢in kullanildi.

4.2.2 MTT yontemi ile ICso konsantrasyonlarinin belirlenmesi:

MTT([3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide])
testi sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan enzimatik bir testtir. Bu test ile
hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin oran1 kolorimetrik ve kantitatif olarak
saptanabilmektedir. MTT testi temel olarak mitokondrinin tetrazolium halkasinin
parcalanmasi ilkesine dayanmaktadir. Mitokondri enzimleri indirgendiginde sar1
renkli tetrazolium kristalleri olusur. Olusan bu kristaller organik ¢oziiciiler ile
¢oziindiigiinde mavi mor formazan kristallerine doniisiir. Olusan kristaller 540 nm

dalga boyunda optik yogunluklarinin 6l¢iilmesi ile degerlendirilir.

Yontem 96 kuyucuklu plakalarda calisildi ve uygulanma sekli asagidaki
gibidir.

.11k kolon besiyeri kontrol kolonu olup,150 ul besiyeri eklendi, 2.kolon hiicre kontrol
kolonudur ve 100 ul besiyeri eklendi. 3. kolon en yiiksek ila¢ dozun eklendigi kolon
oldugundan bos birakildi. 4-12 arasindaki tiim kolonlara da 100 pl besiyeri eklendi.

. En yiiksek ilag dozu 200 pl olacak sekilde bos olan 3. kolona konuldu.

. llag yatay olarak 100 pl diliie edilerek dagitilds.

Kuyu basina 15000/50 pl hiicre gelecek sekilde hiicre siispansiyonu tiim kuyulara
dagitildi.

Plak belirlenen siirede (48 saat) 37 °C de inkiibasyona birakildi.
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. Inkiibasyonun ardindan 20 pl MTT kuyulara dagitilda.

. 37 °Cde 4 saat inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyon sonunda tiim kuyulara 100 ul %10 SDS eklenerek bir gece inkiibasyona
birakildi.

. Inkiibasyonun ardindan 540 nm degerinde okutularak sonuglar kaydedildi.

Uygulama yapilmayan hiicrelerin optik degerlerinden kor okumanin degerleri
cikartilarak elde edilen verilerden grafik ¢izildi. Grafigin egimi hesaplanarak, bu

egime uygun olan, hiicrelere uygulanan kimyasallarin IC50 dozlar1 hesaplanda.

4.2.3Hiicre Kiiltiiriinden Protein Saflastirilmasi:

Proteinleri izole etmek i¢in asagida belirtilen sekilde lizis tamponu taze olarak

hazirlandi.
Tris HCL (1 M, 10 ml):

1,21 gr Tris-base tartilip, 10 ml distile su eklendi. pH 7.5 olacak sekilde ayarlanip,

hazirlanan soliisyon otoklavlandi. +4°C 'de saklandi.
EDTA (0.125 M, 10 ml):

EDTA 0,7 gr tartilarak, hacim 10 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi. Oda

sicakliginda sakland.
CHAPS Buffer ( %5, 5ml) :

CHAPS 0,25 gr tartilarak, son hacim distile su ile 5 ml'ye tamamlandi. +4°C 'de

sakland.
B-mercaptoethanol (0,5 M, 5ml) :

-mercaptoethanol’ den 175 pl alindi, 4825 pl distile su ile 5 ml'ye tamamlandi.
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Lysis tamponu (300 ul) hazirlanisi:
Tris HCI : 3ul

MgCI2 : 124l

EDTA: 2.4ul

CHAPS : 30ul

Gliserol : 34.5 ul

Protein coctail : 3ul
[-merkaptoetanol : 3ul

Distile su: 212,1 pl

Her defasinda taze hazirlanan tampon, 1,5 ml'lik tiiplere hazirlanan hiicre
gruplarina 300 pl olacak sekilde dagitildi. Tampon eklenen hiicrelerin 30 dk +4 °C'de
inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra +4 °C'ye ayarlanmis sogutmali santrifiij cihazinda
20 dakikada 15000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi tamamlanan hiicrelerin st
fazlar1 yeni 1,5 mI'lik tiiplere alindi. Ust fazlar1 alinan hiicrelerin protein diizeylerini

Olecmek i¢in Bradford yontemi uygulandi.

4.2 .4 Hiicre Kiiltiiriinden Protein Miktar Analizi

Bradford tarafindan gelistirilen metotla total protein igerigi belirlendi. 5X
olarak hazirlanan Bradford soliisyonu karanlik ortamda +4°C'de saklandi. 5X
soliisyonunu hazirlamak i¢in 500 mg Coomassie brillant blue G250' den, 250 mL
etanolden ve 500 mL fosforik asitten eklendi, soliisyon 1 litreye tamamlanda.
Hazirlanan 5X soliisyonu 1X'e seyreltildi ve siiziildii. BSA (Bovine serum albumin)

taze olarak, Img/ml olacak sekilde hazirlandu.

Ornekler hazirlanirken15 pl 6rnek + 235 ul distile su olacak sekilde tiiplere
dagitildi. Kontrol tiipii (kor) bradford ve distile su igerecek sekilde hazirladi. Tiiplere
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sirasiyla Bradford soliisyonu, distile su ve 6rnek koyuldu. Hazirlanan tiipler 10 dk
karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda tiipler iyice vortekslendi
ve 96 kuyucuklu kaba konuldu. 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
o6l¢iildii ve absorbans degerlerine gore oranlar belirlendi. Belirlenen oranlara uygun

grafik formiile edilerek ¢izildi.

4.2.5 Niikleer Proteinlerin Saflastirilmasi

Kullanilan malzemeler:

NP1 (10X On ekstraksiyon soliisyonu)
NP2 (Ekstraksiyon soliisyonu)

NP3 (Ekstraksiyon 6n temizleyici)
NP4 (Ekstraksiyon temizleyici)

1000X DTT Solution

1000X Proteaz inhibitor kokteyli (PIC)

Niikleer protein ekstraksiyon i¢in EpiQuik Nuclear Extraction Kit II kullanildi.
Hiicre pelletinin hazirlanmasi i¢in; %70-80 doluluk gosteren hiicrelerin (2-5x10°)
besi yerleri alindi, iki kez PBS ile yikandi. PBS uzaklastirildi. Hiicreler 3 ml PBS
eklenerek hiicre kaziyicr ile kaldirildi. Falkon tiipe alindi. 5 dk 1000 rpm (G = 1.12 x
Radius x (rpm/1000)'de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. NP1 (1X), DTT ve PIC
eklendi. Buz {izerinde 10 dk inkiibe edildi ve 10 sn vortekslendi. 1 dk 1200 rpm'de
santrifiij edildi. Sitoplazmik ekstrakt dikkatlice niikleer pelletten ayrildi. Niikleer
pelletlerin iizerine 225 uL NP2, 0,225 uL PIC ve 0,225 uL DTT eklendi. Uzerine 25
uL NP3 eklendi. Buz iizerinde 15 dk bekletildi. Her 3 dk bir 5 sn vorteks yapildi.
+4°C'de 14.000 rpm'de 10 dk santtrifiij edildi. Stipernatant yeni tiipe alindi. Tiiplere
NP4 eklendi. Oda sicakliginda 15-20 dk inkiibasyona birakildi. +4°C'de 14.000
rpm'de 1 dk santrifiij edildi. Siipernatant iki yeni tiipe alinip, -80 °C'ye kaldirildi.

Protein miktar dl¢timleri yapildu.
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4.3 DNMT Aktivite/Inhibisyon Assay
Kullanilan malzemeler:

MUL1 (10X Yikama Soliisyonu)

MU2 (DNMT Assay Soliisyonu)

MU3 (Adomet, 50X)

MU4 (DNMT Enzim Kontrolii, 50 pg/mL)
MUS5 (Yakalama Antibody,1000 pg/mL)
MUG (Deteksiyon Antibody, 400 pg/mL)
MU7 (Giiglendirici Soliisyon)

MU8 (Gelistirici Soltisyon)

MU9 (Durdurma Soliisyonu)

Soliisyonlarin Hazirlanmast:

a.Dilue MU1 1X yikama soliisyonu hazirlamak igin 26 mL MUT1 ile 234 mL dH,0

kanigtirildi. pH: 7.2-7.5 olarak ayarlandi.

b.Dilue MU3 soliisyonu hazirlamak i¢in 2 mL MU3 iizerine 98 mL MU2 eklendi.

c. Dilue MU5 yakalama antibody soliisyonu hazirlamak i¢in 1000 pL. MU1 (1:1000)

ile 1 pL MUS karistirildi.

d. Dilue MUG deteksiyon antibody soliisyonu hazirlamak i¢in 1 pL MU6 ve 2000 uLL

MUTI (1:2000) karistirildi.

e. Dilue MUY giiglendirici soliisyon hazirlamak i¢in 5000 L. MUT1 (1:5000) tizerine

1 uL MU7 eklendi.
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Enzimatik Reaksiyon:

1. 40-45 pL dilue MU3 tiim kuyucuklara eklendi. Uzerine 1-5 pL niikleer ekstrak
eklendi ve son hacim 50 uL'ye ulasti.

2.37°C'de 90-120 dk inkiibasyona birakildi.

3. 50 uL dilue MUS eklendi. Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi.

4. MUS uzaklastirildi. 150 pL dilue MU1 ile 3 kez yikama yapildi.

5. 50 puL dilue MU6 eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildu.

6. Dilue MUG6 soliisyonu toplandi.

7. 150 puL dilue MU ile dort kez yikandi.

8. 50 uL dilue MU7 eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi.

9. Dilue MU7 soliisyonu toplandi.

10. 150 pL dilue MU ile bes kez yikama yapildi.

11. 100 uL MUS eklendi. Oda sicakliginda 1-10 dk aras1 karanlikta inkiibe edildi.

12. MUS soliisyonunun maviye donmesi gozlendi ( Mavi renk metile DNA varligini

gostermektedir).
13. MU9 100 pL eklendi. Rengin sartya donmesi gozlendi.

14. 450 nm dalga boyunda okutuldu.
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4.4 HDAC Aktivite/Inhibisyon Assay

Kullanilan malzemeler:

H1 (10X Yikama Soliisyonu)

H2 (HDAC Assay Soliisyonu)

H3 (Biotinlenmis HDAC Substrat1)

H4 (HDAC inhibitérii, 0.5 mM)

H5 (HDAC Assay standarti, 20 ug/mL)

H6 (Yakalama Antibody, 100 ug/mL)

H7 (Deteksiyon Antibody, 200 pg/mL)

H8 (Gelistirme Soliisyonu)

H9 (Durdurma Soliisyonu)

Protokol:

1. H3, 1:50 oraninda dilue H1 ile hazirlandi.

2. Kuyucuklara 50 pLL H3 eklendi (Blank ve standartlar harig).
3. 0.1-10 ng arasinda 1 pLL H5 eklendi.

4. 30-45 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
5. Aspire edilip, 150 uL dilue H1 ile iki kez yikandi.
6. 28 uL H2 eklendi, 2 pL NE (4-20 pg) eklendi.
7.37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

8. Aspire edilip, 150 uL H1 ile ii¢ kez yikandi.

9. Her kuyucuga 50 pL H6 (1:100) eklendi, oda sicakliginda 1 saat ¢alkayicida (50-
100 rpm) birakildu.
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10. Aspire edildi, dort kez dilue H1 ile yikand.

11. Her kuyucuga 50 uL H7 (1:1000) eklendi. Oda sicakliginda 25-30 dk inkiibe
edildi.

12. Aspire edildi, dort kez 150 pL dilue H1 ile yikandi.

13. 100 uL H8 kuyucuklara eklendi ve oda sicakliginda 2-10 dk isiktan koruyarak

inkiibe edildi. Mavi renk olusumu goézlendi.
14. 50 uL H9 eklendi ve enzim reaksiyonu durduruldu.

15. 450 nm'de okutuldu.

4.5 Western Blot

Western Blot, hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojide kullanilan énemli bir teknik
olup, saflagtirilan kompleks protein karisimindan spesifik proteinleri belirlemede
kullanilir. Teknigin temelinde biiyiikliigiine gére ayirma, kat1 bir destege aktarma ve
hedef proteini gorsellestirmek i¢in uygun bir birincil ve ikincil antikor kullanarak

isaretleme bulunmaktadir.

SDS-PAGE (w/v) Ayirici Jel (mL) %12 | Paketleyici Jel (mL) %4
Jel soliisyonu 1.7 2.1

dH,0 2 0.5

Ayirict Jel Soliisyonu 1.3 -

Paketleyici Jel Soliisyonu | - 0.38

SDS 0.05 0.03

APS 0.05 0.03

TEMED 0.002 0.003

Toplam Hacim 5 3
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Jel Soliisyonu

14,6 gr akrilamid ile 0,4 gr bisakrilamid tartildi, 50 mL dH,O i¢inde ¢ozdiiriildii.

Filtreden stizdurildu. +4 °C’de karanlikta muhafaza edildi.
Ayirict Jel Soliisyonu (1.5 M, 100 mL)

18,15 gr Tris-base tartildi, pH:8.8 olarak ayarlandi. 100 mL’ye dH,O ile tamamlanip,
+4°C’de saklandi.

Paketleyici Jel Soliisyonu

6 gr Tris-base tartild1, pH:6.8 olarak ayarlandi. 100 mL’ye dH,O ile tamamlanip, +4
°C’de saklandi.

SDS (10 % wi/v, 10 mL)
1 gr SDS tartildi, 10 mL’ye dH,O ile tamamlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.
APS (10 % w/v, 1 mL)

100 mg amonyumpersiilfat 1 mL’ye dH,O ile tamamlandi. Her deney oncesi taze

hazirlandi.

Ayirict jel dokiildiikten sonra iizerini kapatacak kadar isopropanol eklendi. Jel
polimerlestikten sonra isopropanol uzaklastirildi ve paketleyici jel dokiildi. 1X
elektroforez soliisyonu %0.1 SDS igerecek sekilde hazirlandi. Taraklar kuyulara

zarar vermeden dikkatlice ¢ikarildi ve tanka yerlestirildi.
Running (Elektrot) Soliisyonu (10X, 50 mL)

15 gr Tris-base ve 72 gr Glisin tartildi, soliisyon dH>O ile 500 mL’ye tamamlandi.
+4°C’de saklanda.

Ornek yiiklemek icin, 4X 6rnek diliisyon buffer 6rnekle karistirilarak 1X’e dilue
edildi. Ornekler 95°C’de 5 dk denatiire edildi. Ornekler 30 pg protein igerecek
sekilde yiiklendi.

Ornek Diliisyon Soliisyonu (4X, 10 mL)
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2,5 mL Tris-HCI, 4 mL gliserol, 2 mL B-merkaptoetanol, 0,8 gr SDS ve 0,001 gr
bromfenolblue karistirildi. Soliisyon dH,O ile 10 mL’ye tamamlandi. Karanlikta
+4°C’de saklandi.

Elektroforez paketleyici jel icin 100 V, ayiric1 jel icin 140 V olacak sekilde

ayarlandu.

Jeldeki toplam hiicre proteinlerini goriintiilemek icin jel, 1 saat Comassie Blue
boyama soliisyonu ile boyandi. Renksizlestirme soliisyonu ile arada degistirilerek 1

gece calkalayicida bekletildi.
Comassie Mavisi Boyama Soliisyonu (400 mL)

Comassie blue brilliant R 0,4 gr tartildi. 200 mL metanol ve 48 mL glasial asetik asit
ile karistirildi. Soliisyon dH,O ile 400 mL’ye tamamlandi. Filtre kagidindan siiziildi

ve karanlikta +4°C’de saklandi.

Renksizlestirme Soliisyonu (500 mL)

150 mL metanol ile 35 mL glasial asetik asit karistirildi, Soliisyon dH,O ile 500

mL’ye tamamlandi. Filtre kagidindan siiziildii. Karanlikta +4°C’de saklandi.

0.45um nitroseliiloz membrana transfer soliisyonu i¢inde elektroforetik olarak

transfer edildi. Membran ve filtre kagitlar transfer soliisyonu ile 1slatildu.
Transfer (Blotting) Soliisyonu (4L)

12,114 gr Tris-base, 57,65 Glisin tartildi. 800 mL metanol eklendi. Soliisyon dH,0O
ile 4L’ye tamamlandi. +4°C’de saklandh.

Transfer 90 dk 90 V’°da gerceklestirildi.

Transfer sonrast membran TBST Buffer ile 10 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra
spesifik olmayan baglanma bdlgeleri oda sicakliginda bloklama soliisyonu ile

calkalayici lizerinde 1 saat bloklandi.
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TBST (Equilibration) Soliisyonu (1L)

29,25 gr sodyumklorit ile 3,16 gr Tris-HCI tartildi. 500.5 pL. Tween 20 eklendi.
Soliisyon dH,0 ile 1 L’ye tamamland1 ve +4°C’de saklanda.

Bloklama Soliisyonu (300 mL)
15 gr albiimin tartildi, 300 mL’ye TBST ile tamamlandi. +4°C’de saklandi.

+4°C’de membran monoklonal antibody ile gece boyu inkiibe edildi. Daha sonra 3
kez 5 er dakika TBST ile yikandi. Peroksidaz konjugati olan Goat Anti-Mouse 1gG
ikincil antibody ile 1 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. 3 kez

TBST ile yikandiktan sonra goriintiileme asamasina gegildi.

5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 25 (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket
programi kullanilmistir. Degiskenler ortalamatstandart sapma ve Medyan
(Maksimum-Minumum) yiizde ve frekans degerleri kullanmilmigtir. Verilerin
faktoriyel diizende varyans analizine uygunlugu c¢ok degiskenli normal dagilim ve
Box-M Varyanslarin Homojenligi Testi ile degerlendirilmistir. Ortalamalarin
karsilastirmalar1 i¢in faktoriyel diizende varyans analizi kullanilmistir. Eger
parametrik testlerin (faktoriyel diizende varyans analizi) Onsartlarini saglamiyorsa
box cox veri transformasyonu ile veriler yeniden elde edilmis ve faktoriyel diizende
varyans analizi elde edilen dontstirilmis verilerle kullamilmistir.  Coklu
karsilastirmalar ise Diizeltilmis Bonferroni Testi ile gerceklestirilmistir. Siirekli iki
degisken arasindaki iliski Pearson Korelasyon Katsayisi ile parametrik test on
sartlari1  saglamadigit durumda ise Spearman Korelasyon Katsayis1 ile
degerlendirilmistir. Testlerin anlamlilik diizeyi i¢in p<0,05 ve p<0,01degeri kabul

edilmistir.
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6. BULGULAR:

6.1 MTT Yontemi ile Belirlenmis olan 5-azasitidin, SAHA ve Silimarin 1Cs

Degerleri

MTT hiicre proliferasyon testlerinin 48 saat analizi sonrasinda silimarin dozu
SHSYSY i¢inl5,47 uM, MCF-7 i¢in 170,08 uM, HepG2 i¢in 700,74 pM olarak
hesaplanmistir. 5-azasitidin dozu SHSYSY i¢in 182,20 uM, MCF-7 i¢in 48,97 uM,
HepG2 i¢in 462,90 uM olarak bulunmustur. SAHA dozu i¢in SHSYSY i¢in 32,49
uM, MCF-7 i¢in 20 uM, HepG2 i¢in 54,52 uM olarak hesaplanmistir (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: MTT hiicre proliferasyon testlerinin analizi sonuglarina gére belirlenen dozlar

Uygulama/ 48 Saat 5-Azasitidin SAHA Silimarin
SHSY5Y 182,20 uM 32,49 uM 15,47 uM
MCF-7 48,97 uM 20 uM 170,08 uM
HepG2 462,90 uM 54,52 uM 700,74 uM

6.2 Protein Miktar

Analizi Sonuglari

y=0,0261x+0,0312

0,2 R?=0,9952
0.18 _~ 0,186
0,16 /4
0,14 /0,151
0,12
Aoa
0,1

0,08 /
0,06

0,04
0,02

Grafik 6.1:SHSY5Y Bradford Assay Sonuglari
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Bradford Assay ile protein miktar analizi yapilan SHSYS5Y, HepG2 ve MCF-7
sonuglari asagida tablolar halinde verilmistir (Tablo 6.2, Tablo 6.3, Tablo 6.4 )

Tablo 6.2: SHSY5Y protein miktarlari

Uygulama SHSYS5Y Protein miktar (ug/pL)
Kontrol 1967,94
5-azasitidin 1027,65
SAHA 1974,96
Silimarin 1192,72
5-aza+Sil 1164,62
SAHA+sIl 1076,82
o1 y =0,0154x-0,0031

R*=0,964

0,09

0085
0,08

0,07 P
0,05 //u;.a

0,04 —

0,03

o ﬂﬁ""'{’“”
,014
0,01
0 T T T T T 1

Grafik 6.2: HepG2 Bradford Assay Sonuglari

27



Tablo 6.3: Hepg2 protein miktarlari

Uygulama HepG2 Protein miktar1 (pg/pL)
Kontrol 1735,56
5-azasitidin 1728,77
SAHA 1526,91
Silimarin 2129,38
5-aza+Sil 1918,89
SAHA+sIl 1880,00
0.12 y =0,0135x+0,0212
R? = 0,9689
0,1 0,0985
/9%'5“
0,08 /mma
0,06
_,—-/0,0545
/U:cr495
0,04 ~0.0355
0,02
0 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6

Grafik 6.3:MCF-7 Bradford Assay Sonuglari
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Tablo 6.4:MCF-7 protein miktarlart

Uygulama MCF-7 Protein miktar1 (ng/pL)
Kontrol 1626,19
5-azasitidin 1376,79
SAHA 1292,89
Silimarin 1560,71
5-aza+Sil 1554,76
SAHA+sI| 1846,42

6.3 Niikleer ProteinEkstrakt Sonuclar:

y=0,0135x+0,0212

R?=0,9689

0,1

/Q’f" 00985

0,08

/mm

0,06

0,0545
,0495

0,04

0,02

=6.0355

Grafik 6.4:Niikleer Protein Ekstrakt Bradford Assay Sonuglari
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Tablo 6.5:Tiim hiicre hatlar1 niikleer protein ekstrakt protein miktarlari

Uygulama SHSY5Y NE | HepG2 NE MCF-7 NE
(ng/nL) (ng/nL) (ng/nL)
Kontrol 472,05 456,66 501,11
5-azasitidin 328,64 314,07 332,02
SAHA 378,09 547,96 436,29
Silimarin 476,74 562,22 384,07
5-aza+Sil 567,38 682,22 415,55
SAHA+SI 376,05 394,11 322,22

6.4 DNMT Aktivite/inhibisyon Assay ile Enzim Aktivite Sonuclar

DNMT SHSY5Y

150
100
100-= * a
78,14
50s=
O-= N ’
L AX
o& e

N

Grafik 6.5: SHSYS5Y DNMT enzim aktivite yiizdeleri
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48 saatlik uygulama sonunda SHSY5Y hiicre hattinda DNMT enzim aktiviteleri
degerlendirildiginde tiim uygulama gruplar igin elde edilen degerler kontrol grubu
ile karsilastirildiginda gozlenen fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).
Noroblastom hiicrelerine tek basmna 5-azasitidin uygulandiginda DNMT
aktivitesindeki azalma anlamlidir (p<0.05). Tek basina silimarin uygulamast DNMT
aktivitesini azaltmis olup, bu azalma istatistiksel olarak anlam ifade etmektedir
(p<0.05). SHSYSY hiicrelerine iki ajanin birlikte uygulanmasi enzim aktivitesini
azaltmakla beraber, bu azalma silimarinin tek basina uygulanmasiyla elde edilen
azalmadan daha az, 5-azasitidinin tek basina uygulanmasindan elde edilen azalmadan
daha fazladir. Iki ajanin beraber uygulanmasiyla elde edilen aktivite azalmasi

istatistiksel olarak ianlamlidir (p<0.05), (Grafik 6.5).

DNMT HepG2

Grafik 6.6: HepG2 DNMT enzim aktivite yiizdeleri

HepG2 hiicre hattinda DNMT enzim aktiviteleri degerlendirildiginde kontrol grubu
ile 5-azasitidin uygulamasi arasinda istatistiksel anlamda fark bulunmamistir
(p>0.05). Kontrol gubu ile silimarin uygulamasi karsilastirildiginda tek basina

silimarin uygulamasi DNMT aktivitesini azaltmis ve bu azalma istatistiksel agidan
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anlaml1 bulunmustur (p<0.05). IKi ajanin beraber kullanilmas1 kontrol grubuna gore
enzim aktivitesini azaltmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05), (Grafik 6.6).

DNMT MCF-7

, S v
2 B

Grafik 6.7: MCF-7 DNMT enzim aktivite yiizdeleri

MCF-7 hiicre hattinda DNMT aktiviteleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
tim uygulama gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Meme kanseri hiicrelerine tek basma 5-azasitidin uygulamasi enzim
aktivitesini azaltmis olup, bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Silimarinin tek basina uygulanmasi enzim aktivitesini azaltmistir, bu azalma
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anlamlidir (p<0.05). 5-azasitidin ve silimarinin beraber uygulanmasiyla DNMT
aktivitesi ajanlarin tek tek uygulanmasina gore daha fazla azalma géstermistir, bu

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05), (Grafik 6.7).

6.5 HDAC Aktivite/Inhibisyon Assay ile Enzim Aktivite Sonuclar
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Grafik 6.8: SHSY5Y HDAC enzim aktivite yiizdeleri

SHSY5Y hiicre hattinda HDAC enzim aktiviteleri karsilastirildiginda kontrol grubu
ile tim uygulama gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Noroblastom hiicrelerine SAHA tek basina uygulandiginda enzim aktivitesini
azaltmig, bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Tek basina silimarin
uygulamasi istatistiksel anlamda enzim aktivitesinde azalmaya neden olmustur
(p<0.05). Ajanlarin beraber uygulanmasi silimarinin tek basina uygulanmasindan

daha az aktivite azalmasina neden olmustur. Bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05), (Grafik 6.8).
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Grafik 6.9: HepG2 HDAC enzim aktivite yiizdeleri

HepG2 hiicre hattinda HDAC enzim aktiviteleri karsilastirildiginda kontrol grubuna
gore tek basina silimarin uygulamasi arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.05),
kontrol grubu ve saha uygulamasi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). Kontrol grubu ile iki ajanin beraber uygulanmasiyla elde edilen deger
istatistiksel agidan anlamli olarak belirlenmistir (p<0.05), (Grafik 6.9).
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Grafik 6.10: MCF-7 HDAC enzim aktivite ylizdeleri

MCF-7 hiicre hattinda HDAC enzim aktiviteleri karsilastirildiginda kontrol grubuna
gore silimarin uygulamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0.05). Kontrol grubu ile SAHA uygulamasi arasindaki fark anlamli olarak
belirlenmistir  (p<0.05). Kontrol grubu ile SAHA ve silimarinin beraber
uygulandiklar1 grup karsilastirildiginda ise ortaya cikan fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). SAHA uygulamasinin tek bagina HDAC enzim
aktivitesini azalttig1 belirlenmistir. SAHA'nin tek basina uygulanmasiyla elde edilen
fark, iki ajanin beraber uygulanmasiyla elde edilen farktan istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0.05), (Grafik 6.10).
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6.6 Western Blot Sonuglari

SHSY5Y WB Sonugclari
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Grafik 6.11: SHSY5Y p53 Asetil 382 WB kat degisimi

SHSYS5Y hiicre hattinda DNMT inhibitérii 5-azasitidin, HDAC inhibitéri SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 asetil 382 protein diizeyleri
belirlenmistir. 5-azasitidin uygulanan grup kontrol grubuna gore 2,54 kat artig
gostermigtir. Kontrol gubuna gére SAHA uygulamasi protein diizeyini 1,34 kat
artirmigtir.  Silimarinin tek basma uygulanmasiyla protein diizeyi azalmustir. 5-

azasitidin+silimarin uygulamasi ve SAHA+silimarin uygulamasi protein diizeyini

azaltmistir (Grafik 6.11).
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Grafik 6.12: SHSY5Y p53 Asetil 373 WB kat degisimi

SHSYS5Y hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitori SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 asetil 373 protein diizeyleri
belirlenmistir. 5-azasitidin uygulamasi protein diizeyini 3,59 kat artirmisken, SAHA
uygulamasindaki artis 1,61 kattir. Silimarin tek basina uygulandiginda protein diizeyi
azalmistir. Silimarin, 5-azasitidin ile birarada uygulandiginda protein diizeyindeki

artis 1,94 iken, SAHA ile birarada uygulandiginda artis 1,16 olarak belirlenmistir

(Grafik 6.12).

4 -
3,5 1
3 -
2,5 1
2 -
1,5 -
1
0,5
0]

SHSY5Y cMyc

Kontrol

5-AZA

SAHA

Silimarin

sil+5-aza

sil+saha

B SHSY5Y

1

3,60

2,27

0,86

1,31

1,66

Grafik 6.13: SHSY5Y cMyc WB kat degisimi
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SHSYS5Y hiicre hattinda DNMT inhibitérii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla Myc protein diizeyleri belirlenmistir.
Tek basina 5-azasitidin uygulamasi protein diizeyini 3,60 kat artirmigtir. 5-azasitidin,
silimarin ile birarada uygulandiginda artis 1,31 kattir. SAHA tek basma
uygulandiginda protein seviyesindeki artis 2,27 iken, silimarin ile beraber
uygulandiginda protein seviyesinde artis 1,66'dir.Silimarinin tek basina uygulanmasi

Myc protein diizeyini azaltmistir (Grafik 6.13).
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SHSY5SY 1 4,43 1,79 2,00 0,92 1,21

Grafik 6.14: SHSY5Y p53 Fosfo 46 WB kat degisimi

SHSYS5Y hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 fosfo 46 protein diizeyleri
belirlenmistir. 5-azasitidin uygulamasi protein diizeyini 4,43 kat artirmistir. 5-
azasitidin silimarin ile birlikte uygulandiginda protein seviyesi azalmistir. Tek basina
SAHA uygulamasi protein diizeyini 1,79 kat artirirken, silimarin ile birlikte
uygulandiginda artig 1,21'dir. Tek bagina silimarin uygulamasi protein diizeyini2 kat

artirmigtir. (Grafik 6.14).
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Grafik 6.15: SHSY5Y NF«xB WB kat degisimi

SHSYS5Y hiicre hattinda DNMT inhibitdrii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla NF«B protein diizeyleri belirlenmistir.
5-azasitidin tek basina uygulandiginda protein seviyesindeki artis 2,65 kattir. SAHA
tek basina uygulandiginda kat artis1 2,27 ve silimarin tek basina uygulandiginda kat
artig1 1,21 olarak belirlenmistir. 5-azasitidin silimarin ile birlikte uygulandiginda 1,94
kat artig olurken, bu oran SAHA ile silimarin birarada uygulandiginda 2,24'tiir
(Grafik 6.15).
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Tablo 6.6: SHSY5Y WB bant goriintiileri

1 2 3 4 5 6
e S ov- GB @D s p53 K382
-.———-
p53 K373
s cron ey CumD Y e p53 S46
e et (D = gy cMyc
-_— e e e Beta Actin
1.SAHA+SIl, 25-AZA+Sil, 3.SAHA, 4.5-AZA, Uygulama
5.silimarin, 6.kontrol
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HepG2 WB Sonuclari

HepG2 p53 K382

1,5 A
1 A
N '

0
Kontrol 5-AZA SAHA | Silimarin | sil+5-aza | sil+saha
M HepG2 1 1,85 1,57 0,70 1,44 0,99

Grafik 6.16: HepG2 p53 Asetil 382 WB kat degisimi

HepG2 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 Asetil 382 protein diizeyleri
belirlenmistir. Tek basina 5-azasitidin uygulamasi p53 asetil 382 diizeyini 1,85 kat
artirmistir. Tek basina SAHA uygulamasi protein diizeyini 1,56 kat artirmistir.
Silimarinin tek bagina uygulanmasiyla protein diizeyi azalmistir. DNMT inhibitori
silimarin ile birarada uygulandiginda protein diizeyi 1,44 kat artarken, HDAC

inhibitorii ile silimarin birarada uygulandiginda protein diizeyi azalmistir (Grafik
6.16).
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HepG2 p53 K373
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Grafik 6.17: HepG2 p53 Asetil 373 WB kat degisimi

HepG2 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitoérii SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 Asetil 373 protein diizeyleri
belirlenmistir. 5-azasitidin uygulamasi protein diizeyini 2,38 kat artirirken,
silimarin ile beraber uygulandiginda protein diizeyi 1,31 kat artmistir. Tek bagina
SAHA uygulamasindaki kat artis1 2,35 iken, silimarin ile birlikte
uygulandigindaartis 1,66 kattir. Silimarin tek basma uygulandiginda protein
diizeyini azaltmistir (Grafik 6.17).
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Grafik 6.18: HepG2 cMyc WB kat degisimi

HepG2 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla Myc protein diizeyleri belirlenmistir.
Tek basina 5-azasitidin uygulamasi protein diizeyini 3,65 kat artirirken, tek basina
SAHA uygulamast 2,04 kat artirmistir. Tek basina silimarin uygulamasi protein
diizeyini 1,53 kat artirikken, 5-azasitidin ile birlikte uygulandiginda artis 1,55'ir.
SAHA ve silimarin birlikte uygulandiginda protein diizeyi 1,52 kat artmistir (Grafik
6.18).
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Grafik 6.19: HepG2 p53 Fosfo 46 WB kat degisimi
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HepG2 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitori
SAHA, silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 Fosfo 46
protein diizeyleri belirlenmistir. 5-azasitidin uygulamasi protein seviyesini
2,38 kat artirmistir. SAHA uygulandiginda protein diizeyi 1,72 Kkat
artmistir. Tek basina silimarin uygulamasi protein diizeyini azaltirken, 5-
azasitidin ile birlikte uygulandiginda artis 1,4'tlir. SAHA ile silimarin
birlikte uygulandiginda protein diizeyi azalmistir (Grafik 6.19).
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Grafik 6.20: HepG2 NF«xB WB kat degisimi

HepG2 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii
SAHA, silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla NFxB protein
diizeyleri belirlenmistir. 5-azasitidin tek basma uygulandiginda protein
seviyesi 2,55 kat artmustir. Silimarin ile birlikte uygulandiginda artis
1,39'dur. Tek basina SAHA uygulamas: protein diizeyini 2,06 Kat
artirirken, silimarin ile birlikte uygulandiginda artig 1,84'tiir. Tek basina
silimarin uygulamasi protein diizeyini 1,06 kat artirmistir (Grafik 6.20).
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Tablo 6.7:HepG2 WB bant goriintiileri

p53 K382
. g g— T S —
p53 K373
= T E— P
— =0 ) N =8 o= P53 546
S cMyc
- — W BEb o= = NFkB
Beta Actin
- e anEn s UD TR
1.SAHA+SIl, 2.5-AZA+Sil, 3.SAHA, 4.5-AZA, 5.silimarin, 6.kontrol Uygulama
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MCF-7 WB Sonuclar

MCF7 p53 K382
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Kontrol 5-AZA SAHA | Silimarin | sil+5-aza | sil+saha
mMCF7 1 2,96 2,72 0,95 1,43 1,17

Grafik 6.21: MCF-7 p53 Asetil 382 WB kat degisimi

MCF-7 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii
SAHA, silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 Asetil 382
protein diizeyleri belirlenmistir. 5-azasitidin uygulamasi protein diizeyini
2,96 kat artirmistir. SAHA uygulamasi protein diizeyini 2,72 kat artirirken,
silimarin uygulamasi 1,43 kat artirmigtir. 5-azasitidin silimarin ile birlikte
uygulandiginda protein diizeyi azalmistir. SAHA ile sillimarin birlikte
uygulandiginda protein diizeyindeki artis 1,17 kattir (Grafik 6.21).
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Grafik 6.22: MCF-7 p53 Asetil 373 WB kat degisimi

MCF-7 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii
SAHA, silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 Asetil 373
protein diizeyleri belirlenmistir. Tek bagina 5-azasitidin uygulamast
protein diizeyini 1,33 kat artiriken, tek basina SAHA uygulamasi 1,5 kat
artirmistir. Silimarinin tek basina, 5-azasitidin ile birlikte uygulanmasi ve

SAHA ile birarada uygulanmasi protein diizeyini azaltmistir (Grafik 6.22).
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Grafik 6.23: MCF-7 cMyc WB kat degisimi

MCF-7 hiicre hattinda DNMT inhibitérii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii SAHA,
silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla Myc protein diizeyleri belirlenmistir.
5-azasitidinin tek basina uygulanmasiyla protein diizeyi 5,93 kat artmigtir. SAHA'nin
tek basina uygulanmasiyla protein iizeyi 1,12 Kkat artarken, silimarinin tek bagina
uygulanmasiyla meydana gelen artis 1,13 kattir. 5-azasitidin, silimarin ile beraber
uygulandiginda protein diizeyini 2,91 kat artirmistir. SAHA, silimarin ile beraber
uygulandiginda protein diizeyi 1,09 kat artis gostermistir (Grafik 6.23).
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mMCF7 1 2,81 1,26 1,58 1,36 1,02

Grafik 6.24: MCF-7 p53 Fosfo 46 WB kat degisimi

MCF-7 hiicre hattinda DNMT inhibitorii 5-azasitidin, HDAC inhibitorii
SAHA, silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla p53 Fosfo 46
protein diizeyleri belirlenmistir. 5-azasitidin uygulamasi tek basina protein
diizeyini 2,81 kat artirmistir. SAHA uygulamas: tek basina protein
diizeyini 1,26 kat artirirken, silimarin tek bagina protein diizeyini 1,58 kat
artirmistir.  S-azasitidin ve silimarinin beraber uygulanmasiyla protein
diizeyindeki artis 1,36 kat iken, SAHA ve silimarinin beraber
uygulanmasiyla protein diizeyi 1,02 kat artmistir (Grafik 6.24).
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Grafik 6.25: MCF-7 NFxB WB kat degisimi

MCF-7 hiicre hattinda DNMT inhibitérii 5-azasitidin, HDAC inhibitori
SAHA, silimarin ve ajanlarin beraber uygulanmasiyla NFkB protein
diizeyleri belirlenmistir. 5-azasitidin uygulamasi protein diizeyini 5,62 kat
artirmigtir. SAHA uygulamasi protein diizeyini 6,27 kat artirmustir.
Silimarin uygulamasi protein diizeyini 1,74 kat artirmistir. S-azasitidin
silimarin ile birlikte uygulandiginda protein diizeyindeki artig 1,57 iken,
SAHA ile silimarin birarada uygulandiginda protein diizeyindeki artis 1,83
kat olarak belirlenmistir (Grafik 6.25).
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Tablo 6.8:MCF-7 WB bant goriintiileri
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7. TARTISMA

Son otuz yilda yapilan arastirmalar, meyve ve sebzeler yoniinden zengin diyetlerin
farkli kanser tiirlerine karsi koruyucu olabilecegini destekleyen kanitlar saglamistir
(50). Bitki kokenli bir¢ok tibbi bitki, farmakolojik etkilerinin genis olmasindan
dolayr da biiylik ilgi gérmistiir. Biitlin bu diyet ajanlar1 ve tibbi bitkiler kanser
kemopreventif aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Fitokimyasallar, kanser

riskini ve toksisiteyi azaltarak kanser kemopreventif etkiler gosterebilirler (51).

Beslenme ve diyetin epigenetik mekanizmalarla etkilesim halinde oldugu
gosterilmistir ve son arastirmalar, hem miktar hem de nitelik olarak diyetin kanser
insidanst ve prognozu ile baglantili oldugunu ortaya koymustur. (52-54).
“Epigenetik Diyet” terimi, kansere kars1 koruyan epigenetik mekanizmalar1 uyardigi
gosterilen soya, lziim, kurisifer sebzeler ve yesil ¢ay gibi bazi yiyeceklerin
tiiketimini belirtmek i¢in kullanilmaktadir. (55,56). Bu besin gruplarinin normal bir
diyet rejimine alinmasi, tibbi ve kemopreventif amaclar icin etkili bir terapdtik

strateji olarak kabul edilebilir (57,58).

Silimarin, 2000 yildan fazla bir siiredir hepatit, siroz tedavisinde ve karacigeri toksik
maddelerden korumak i¢in dogal bir ilag olarak kullanilmaktadir (59). Silimarin,
deneysel karaciger hastaliklarinda anti-oksidatif, anti-lipit peroksidatif, anti-fibrotik,
anti-enflamatuar, membran stabilize edici, immiinomodiilator ve karaciger yenileyici
mekanizmalarla etki eder. Ayrica silimarin, hem in vivo hem de in vitro olarak,
cesitli kanserlere karsi kanser kemopreventif potansiyeli i¢in kapsamli bir sekilde
calistlmistir. Son yillarda Avrupa ve Asya'da Legalon ve Silipid IdB1016 ticari
formunda klinik olarak kullanilmaktadir (60).

Silimarinin  antikarsinojen, antioksidan, antimetastatik, antianjiyogenik ve
antiinflamatuvar etkileri gosterilmis olmasina ragmen HDAC ve DNMT aktiviteleri
gibi epigenetik mekanizmalara etkileri ile ilgili cok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bu yiizden bu calisma ile silimarinin epigenetik yolaklar tizerindeki etkisini
arastirmay1 hedefledik. Bu kapsamda DNMT inhibit6rii 5-azasitidin ve HDAC

inhibitorii SAHA ile silimarini birlikte kullanarak noroblastom, hepatoselliiler
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karsinom ve meme kanseri hiicreleri tizerindeki, DNMT ve HDAC enzim aktivite,

p53, Myc ve NF«kB protein seviyeleri tizerindeki etkilerini belirledik.

Histon asetilasyonun yeniden diizenlenmesiyle sessiz halde duran ancak anahtar
diizenleyici rolii olan baz1 timor baskilayici veya onkoproteinler yeniden
aktiflestirilebilir. Bu yolla timdr savunma mekanizmasi ya da tiimor gelisimini
destekleyen genlerin ifadelenmesi aktive edilebilir (61). HDAC inhibitorlerinin tek
basina kullanimini igeren tedavi rejimlerine iliskin preklinik ¢alismalar timit verici
olsa da, ¢ogu solid tiimor tipleri (6rnegin, yumurtalik, meme, bobrek, prostat ve bas
boyun kanseri) igin faz II klinik ¢aligmalarinda beklenen fayda goriilmemistir (62).
Bu yiizden bir¢ok biyoaktif diyet bileseninin sentetik HDAC inhibitorleri ile birlikte
kullanilmasi, HDAC aktivitesinin dogrudan veya dolayli inhibisyonu yoluyla

kanserin 6nlenmesi ve tedavisinde limit verici sonuglar gostermistir (63).

DNA metiltransferazlar gen ifadelenmesinde, kromatin stabilitesi ve genetik
baskilamada 6nemli bir rol oynar. DNMT inhibitorleri, Susturulmus genlerin
aktiflestirilmesi, kanser hiicresi proliferasyonunu durdurma ve apoptozu uyarma ile
sonuclanan epigenetik degisiklikleri tersine cevirebilmekte ve kanser tedavisi i¢in
kullanilmaktadir (64). Hedef gen transkripsiyonunun inhibisyonu nedeniyle,
DNMT'ler kromozomal homeostazin korunmasinda &nemli bir rol oynar (65).
Yapilan caligmalar, optimum metilasyon inhibisyonunun diisiik dozlarda meydana
geldigini  gostermistir. Son klinik arastirmalar, diisiik dozlarda kullanilan
inhibitorlerin daha etkili oldugunu ve daha az toksisite ile iligkilendirildigini
dogrulamistir. Devam eden klinik deneyler, diisiik dozda DNMT inhibitorlerinin,
melanom, meme kanseri, kolon ve mesane kanserleri dahil olmak tizere solid
timorlerin  tedavisi i¢in  kullammmimi arastirmaktadir. DNA  metiltransferaz
inhibitorleri ¢esitli fitokimyasallar ile birlestirerek tiimor hiicre biiylimesi
inhibisyonunda sinerjistik etki gosterebilmektedir (65). Her iki ajan1 da solid
tiimorlerin tedavisi i¢in birlestirmek avantajli olabilir, ¢ilinkii solid tiimorlerde DNMT
inhibitorleri ile tedavi tek basina bugiine kadar basarili olamamistir. Literatiirde
fitokimyasallarin DNMT enzim aktivitesi {izerine smirlt sayida ¢alisma

bulunmaktadir.
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Epigenetik diyet ajanlarinin HDAC ve DNMT inhibisyonu {izerine olan etkileri bagh
oldugu fitokimyasal grubuna gore farklilik gostermektedir. Brokolide bulunan
stilforofan bir izotiyosiyanattir. Yapilan ¢alismada siilforofanin HDAC inhibit6rii
olarak etki ettigi, kanser hiicrelerinde HDAC protein ifadelenmesini azalttig
gosterilmistir  (66,67). Buna ek olarak siilforofanin 6zellikle DNMT1 ve
DNMT3A'da inhibitor olarak ikili bir role sahip oldugu da gosterilmistir (68).

Yesil ¢aymn aktif bileseni olan epigallocatechin gallat (EGCG) bir polifenol olup
DNMT iizerinde inhibitor etkiye sahiptir (69). EGCG in vitro kosullarda, 6zefagus
kanseri hiicrelerinde DNMT aktivitesini diisiirdiigiinii ve pl6, RARB, MLHI ve
MGMT de dahil olmak iizere tiimor baskilayici genlerin metilasyonlarini kaldirdig:
ortaya koymustur (70). EGCG’nin HDAC aktivitesi bulunmamaktadir (71).

Genistein, oncelikle soya fasulyesinde bulunan bir izoflavonlardir. (71). Fang ve ark.
(72), 6zefagus karsinom hiicrelerinin genistein ile muamelesinin, kismi bir DNA
hipermetilasyonu ve pl6, RARB ve MGMT aktivitelerinde artis ile sonuglandigini
gostermistir. Qin ve ark. (73), genistein dahil giinlik doz izoflavon alan kadinlarin,
kanserle iligkili genler RARB ve CCND2'nin artan hipermetilasyonunu gosterdigini
bildirmistir. Ayrica genistein MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme Kkanseri
hiicrelerinde DNA metiltransferaz (DNMT) aktivitesini inhibe etmektedir (74).

Resveratrol, antioksidan, antienflamatuar ve anti-kanser ozellikleri gosteren bir
stilben polifenoldur (75, 76). Resveratrol, DNMT inhibisyonunda EGCG kadar giiglii
olmamasina ragmen, BRCA1 gibi bazi tiimoér baskilayicilarin  susturulmasini
Onleyebilir (77). Bununla birlikte, resveratroliin en 6nemli O6zelliklerinden biri,
bilinen bir HDAC inhibitérii olan SIRTI'in bir aktivatorii olarak hareket etme
kabiliyeti olabilir (78).

Quercetin, meyve ve sebzelerde bulunan flavonoiddir. Antioksidan gorevi goriir ve
detoksifikasyon, inflamasyon, proliferasyon, apoptoz, anjiyogenez, otofaji, immiin
savunma ve yaslanmaya dahil olan enzimleri ve sinyal yolaklarini uyarir (79). Kolon,
meme, cilt ve akciger kanseri i¢in kemirgen modelinde kanser onleyici etkisi
gosterilmistir (80). Calismalara goére quercetin oksidatif stres ve inflamasyon

belirteglerini azaltirken in vitro olarak DNMT aktivitesini inhibe eder (81).
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Silimarinin kompleks bir karisimdir. En aktif bileseni olan silibinin HDAC inhibit6rii
ile birlikte uygulandiginda, ¢esitli kanser hiicrelerinde biiylime onleyici etkisi oldugu
gosterilmistir (82,83). Silibininin DNA metiltransferaz aktivitesinde artisa neden

olurken HDAC aktivitesini baskiladigi gosterilmistir (84,85).

Calismamizin sonuglarina gore silimarin HDAC inhibitorii SAHA ile birlikte
uygulandiginda inhibitoriin etkinligini degistirmezken DNMT inhibitori 5-AZA ile
birlikte uygulanmasinin, her {i¢ hiicre dizisinde DNMT aktivitesini spesifik ajanin tek

basina uygulanmasindan daha anlamli bir sekilde inhibe etmektedir.

Sonuglart yayimlanan c¢aligmalarda silimarinin bu iki ajanla birlikte etkinligini
degerlendiren bir ¢alismaya iliskin veriye rastlanmamistir. Kanser tedavileri i¢in bir
umut olan silimarinin yukarida 6rnekleri verilen epigenetik diyet ajanlarindan farkli
bir davramig kalib1 gosterdigini gozlemledik. Silimarin in vitro kosullarda sadece
DNMT  inhibitoriintin ~ etkinligini artirrken HDAC  inhibitoriintin  etkinligini
degistirmez ya da azaltmaktadir.

Buradan hareketle silimarinin DNMT inhibisyonuna dayali epigenetik tedavilerde
destekleyici bir ajan olarak kullanilabilecegine iligkin ilk in vitro verileri elde ettik.
DNMT inhibitoriine olan katkisi daha detayli olarak incelendiginde silimarinin
noroblastom hiicre dizisinde en ¢ok etkiye sahip oldugu goriilmektedir. DNMT
inhibisyonu agisindan ikinci en etkili oldugu hiicre dizisi MCF7 meme kanseri
hiicreleridir. Bu hiicre hatt1 ER (+) olup aslinda ¢ogu tedavilere olduk¢a iyi cevap
vermektedir. Bu yiizden silimarinin etkinliginde uygulama yapilan hiicrenin reseptor
ifadelenme profili goz ontline alinmalidir. Silimarinin DNMT inhibitdriine en az katki
sundugu hiicre hepatoselliiler karsinoma hiicreleri olup orijin olarak metabolik
aktivitesi yiiksek karaciger hiicrelerinin malign formlaridir. Bu yiizden bu hiicreler
kimyasallarin detoksifikasyonunda asil gorevli hiicrelerdir. Bu hiicreler agisindan
elde ettigimiz aktivite diisiikligiinii hiicrelerin yiiksek metabolik aktivitesine,
silimarinin yiliksek ICsp dozuna ve uygulanan kimyasalin etki gdsterememesine
bagliyoruz. Enzim aktiviteleri agisindan {i¢ hiicre dizisinde elde ettigimiz farkh
sonuclarin hiicrelerin histolojik orijini, metabolik ve fizyolojik islevlerine, gen

ifadelenme profillerine atfedilebilecegini diisiiniiyoruz.
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Calismamizin ikinci basamaginda epigenetigi etkileyen enzim aktivitelerine ek
olarak silimarinin hiicresel sinyal yolaklarinin ana kavsaginda yer alan p53, cMyc ve

NF-kB protein miktarlar1 tizerine olan etkinliklerini degerlendirdik.

p53 islevi asetilasyon, metilasyon, ubiquitinasyon, sumolizasyon gibi spesifik
translasyon sonrasi modifikasyonlar tarafindan diizenlenir (86). Posttranslasyonel
modifikasyonlar (PTM) p53 stabilitesini, konformasyonu, lokalizasyonu ve protein
konformasyonel degisiklikleri etkiler. PTM ile iliskili yolaklarin bozuklugu, 6zellikle
kanserler olmak {izere, p53 ile iligkili hastaliklarin ana nedenleri arasindadir (87).
Hiicresel stres durumunda p53, Ser-15, Ser-20 ve bu c¢alismada da
degerlendirdigimiz Ser-46'dan fosforile edilir (88). Spesifik aminoasit rezidiilerinde
fosforilasyonun, p53'in transkripsiyonel aktivitesini ve / veya farkli gen alt kiimesine
yonelik seciciligini etkileyebilir ve boylece strese spesifik hiicresel yanit tipini
belirleyebilir. Ser46 fosforilasyonu, p53'e bagli apoptotik cevabin uyarilmasinda rol
oynar. p53 fosforilasyonu, hem stabilizasyonunda hem de transkripsiyonel

aktivitesinin diizenlemesinde 6nemli bir rol oynayabilir (89).

DNA hasar stresi yeterince giiclii ise, p53'teki S46, p53 aracili apoptozu uyarmak
i¢in fosforile edilir. S46’nin fosforilasyonu PUMA, NOXA, BAX ve PIG3 gibi p53
aracili apoptozla ilgili genleri uyarmak ve BCL-2 gibi genlerin transkripsiyonel

olarak baskilanmasini saglamak i¢in gereklidir (90,91).

Yaban tip p53, hedef genlerin promotor bolgelerine baglanir ve ko-aktivatorler veya
korepresorler yoluyla histonlar H3 ve H4'lin asetilasyonunu degistirir (92). Bu
epigenetik degisiklikler nedeniyle, gen ifadelenmesinde bir azalma goriiliir (93). p53
asetilasyonunun, transkripsiyonel aktivite i¢in gerekli oldugu ve deasetilasyonun,
p53'ii fonksiyonel olarak aktif olmayan bir durumda tutmak ic¢in ¢ok énemli oldugu

anlasilmaktadir. Asetilasyonun kendisi p53 aktivitesini diizenlemektedir(94-96).

Resveratrol MCF-7 hiicrelerinin bir yiizey integrinini kullanarak ERK1/2 yolagimn
uyarir. Bu uyart ve S15 ve S20°de p53 fosforilasyonuna neden olarak, apoptozu
baslatir (97). Benzer sekilde insan lenfoblastoid hiicre dizileri C3ABR ve
AT1ABR’de genisteinin (S6, S9, S15, S20, S46, S392) ve quercetinin (S15, S20)

56



p53 fosforilasyonunda artisa neden oldugu bildirilmistir ancak bu etki biochanin A

ve daidzeinde goriilmemistir (98).

Katiyar ve ark. tarafindan silimarinin preneoplastik epidermal keratinosit hiicre hatti
JB6 C141 hiicrelerinde p53 ifadelenmesini ve p53 S46 fosforilasyonunu artirdigi
bildirilmistir (99,100).

Bizim ¢alismamizda her ii¢ hiicre hattinda da silimarinin DNMT inhibitorii 5-AZA
ve HDAC inhibitorii SAHA ile birlikte uygulanmasiyla, pS3 S46 seviyesinin spesifik
inhibitoriin tek basina uygulanmasina goére anlamli sekilde artirdigini belirledik.
Yukarida 6rnekleri verilen epigenetik diyet ajanlarinin da benzer sekilde silimarin

p53 S46 seviyesini artirmaktadir.

Bir diger p5S3 PTM™'ii asetilasyon olup, DNA hasarina ve genotoksik strese cevap
olarak ortaya c¢ikar. p53'in asetilasyonu normalde kapali olan konformasyonunu
acarak veya gen hedeflerinde belirli cevap elementlerine baglanmasin1 degistirerek
transkripsiyonel aktivitesini dogrudan etkiler (101). p53'deki sekiz ana asetilasyon
bolgesinin (K120, 164, 370, 372, 373, 381, 382, 386) birlesik kaybi p53'i
transkripsiyonel olarak etkisiz hale getirir ve hiicre dongiisii durmasi/apoptozun
uyarilmasini Onler. Bunun tersine, bir¢ok hiicre tipinde asetil gruplarim1 p53'ten
uzaklastiran HDAC'larin  inhibisyonu, p53 asetilasyonunun, apoptozun ve
yaglanmanin p53'e bagh aktivasyonunun artmasina neden olur. Bu bulgular
asetilasyonun p53'in anti-kanser fonksiyonlarinin 6nemli bir diizenleyicisi oldugunu
gostermektedir. Yapilan calismalar SAHA nin p53°i aktif hale getirdigini, ancak
anti-kanser etkisinin uyarilmas: i¢in p53 gerekmedigini gostermektedir. Bu
aktivasyon p53 protein seviyelerindeki bir artistan degil, niikleer aktif formu stabilize

ettigi diistiniilen hiperasetilasyondan kaynaklanmaktadir (102).

Resveratroliin, meme kanseri hiicre dizileri MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine
uygulandiginda HDAC ve HAT inhibisyonuna neden oldugu (103) ve p53 (K370,
K379, K383) asetilasyonunu baskiladig gosterilmistir (104).

Bizim c¢alismamizda her ii¢ hiicre hattinda da silimarinin DNMT inhibitorii 5-AZA
ve HDAC inhibitorii SAHA ile birlikte uygulanmasiyla, p53 K382, p53 K373 protein

seviyelerinin spesifik inhibitoriin tek basina uygulanmasina gore anlamh sekilde

57



azaltmaktadir. Bu etki yukarida Ornekleri verilen epigenetik diyet ajanlarina
benzerdir ve silimarinin antikanser potansiyelini gostermesi agisindan 6nemlidir.
Deneysel diizenegimizde epigenetik inhibitorler ile silimarinin birlikte uygulandigi
kosullarda kimyasal olarak modifiye edilmis p53 seviyeleri degerlendirilmistir. p53
seviyeleri acisindan literatliirde sonuglar1 yayimlanmis ¢alismalara benzer veriler elde
etmis olmamiza ragmen silimarinin HDAC inhibitorii ile antagonist olarak
yorumlanabilecek etkiye sahip olmasi p53 {izerine etkisinde farkli mekanizmalarin
rol oynayabilecegi fikrini dogurmustur. En azindan sadece HDAC inhibisyonuna
bagli deneysel calismalarda silimarinin etkinliginin tekrar degerlendirilmesi

gerektigini diisiiniiyoruz.

Diger agidan silimarin her {i¢ hiicre dizisine de tek basina uygulandiginda p53 K382,
p53 K373 protein seviyeleri baskilarken, p53 S46 protein seviyesi artirmaktadir.
Buradan silimarinin p53 iizerine etkinliginin epigenetik diizenleyiciler dis1 yollarla
olabilecegi de diisiiniilmelidir. Bu konuda yapilacak daha detayli molekiiler

calismalar bu paradigmanin ¢oziimiine katki sunacaktir.

Myc’in onkogenligi, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan genlerin
ifadelenmesini  diizenleme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. c-Myc’in  asir
ifadelenmesi, hipoksi, DNA hasari, glikoz yoksunlugu ve anti-kanser ajanlar1 gibi
cesitli faktorlere cevap olarak bildirilmistir. Protoonkogen Myc'in temel ifadesinin,
onkogenik aktivasyona yol agmast ve cesitli tiimorlerin ilerlemesine katkida
bulunmasi olarak bildirilmistir. Myc'nin antioksidanlar tarafindan baskilanmasi,

kanser i¢in iimit verici bir farmakolojik tedavi olarak onerilmistir (105).

Silimarinin, B-katenin birikimini ve dolayisiyla siklin D1 ve Myc i¢in hedef genlerini
inhibe ederek hepatoseliiler karsinom HepG2 hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladig ve
bu nedenle bunun antiproliferatif etkisinin altta yatan mekanizmasi oldugu sonucuna
varilabilmektedir. Ayni1 zamanda kemoterapiye bagli sitotoksitenin giderilme

siirecinde c-Myc gen ifadelenmesini azalttigi yapilan calismalar ile bildirilmistir
(106).

Kanserlesme siirecinde c-Myc’in amplifikasyonu gortlir (107). Bu amplifikasyon

sonrasinda c-Myc asir1 ifadelenmesi de aktivitesinin diizenlenmesi temel molekiiler
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mekanizmadir. Calismamizda kullandigimiz her iki inhibitér de beklenmedik etkileri
sebebiyle belirli kanser tipleri disinda tedavide halen tek baslarina
kullanilmamaktadir. Bu yiizden inhibitor uygulamasina bagl protein diizeylerindeki
artig, aktivitenin de artacagi anlamina gelmeyebilir. Ancak yine de elde ettigimiz

sonuglarin tekrarlayan deneysel diizeneklerle dogrulanmasi gerekmektedir.

NF«B kanserde sik sik artan ve hiicre 6liimiinii engelleyen énemli bir transkripsiyon
faktoriidiir. Yiksek riskli miyeloblastik sendrom ve akut miyeloid l6semide NFkB
inhibitorii BAY11-7082 ile konvansiyonel kemoterapotik ajan 5-azasitidinin birlikte
uygulanmasi sinerjistik bir sitotoksisite saglamazken, tek basma S5-azasitidin
uygulanmas1 NF«kB aktivitesinde artis meydana getirmistir. HDAC aktivitesinin
Trikostanin A ile inhibisyonunun NFxB ifadelenmesinde artisa neden oldugu

gosterilmistir (108).

Cooks ve ark., intestinal hiicrelerde in vivo mutant p53 ile TNF-a'nin neden oldugu
NF«B aktivasyonunu bildirmistir. Ek olarak, mutant p53 birikimi, artirllmis NFxB
aktivasyonu ile inflamasyonlu hiicrelerin invaziv karsinomlara ilerlemesi arasinda bir

etki belirlenmistir (109).

Genisteinin Ostrojen ve androjen reseptOrii pozitif ve negatif meme ve prostat
kanserlerinin biiyiimesini engelledigi ve hiicre sagkalimi i¢in 6nemli olan NFkB ve
Akt sinyal yollarinin giiclii bir inhibitérii oldugu gosterilmistir. Genisteinin
NF«kB’nin diizenlenmesi yoluyla kemoterapdtik ajanlarin antitimor aktivitesini

artirdig@i bulunmustur (110).

Li ve arkadaslarmin yaptigi ¢calismada meme kanseri MCF-7 hiicrelerine kurkimin
uygulandiginda, kurkiminin NFxB sinyal yolunu diizenleyerek MCF-7 hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve hiicreleri apoptoza yonlendirdigi bildirilmistir
(1112).

Silimarinin  anti-enflamatuar etkileri, enflamasyon, hiicre hayatta kalmasi,
farklilasmas1 ve biiylimesinde rol oynayan ¢esitli genlerin ifadelenmelerini
diizenleyen ve koordine eden transkripsiyon faktorii niikleer NFkB inhibisyonu ile

ilgilidir. Ozellikle, NFxB, interlokin (IL) -1 ve -6, TNF-a, lenfotoksin, graniilosit
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makrofaj iiretimine katkida bulunur. Calismalar, silimarinin NFxB aktivasyonunun
giiclii bir inhibitorii oldugunu gostermistir. Bu etkiye fosforilasyonun inhibisyonu ve

IxB'nin bozulmasi yoluyla aracilik edilmistir (112).

Agarwal ve ark. tarafindan yapilan calismada silimarin uygulanan MCF-7
hiicrelerinde proliferasyon etkisinin azaldig1 ve biiyiimeyi inhibe ettigi gosterilmistir.
Silimarin uygulandiginda meme kanseri hiicrelerinde cMyc ve NFxB seviyelerinin

azaldig bildirilmistir (113).

Silimarin, insan prostat karsinom hiicre dizisi DU145 hiicrelerinde NFkB p65 ve p50

seviyelerini azaltarak, NFkB' nin aktivasyonunu inhibe etmektedir (114).

Prostat kanserinde silimarin tedavisi androjen reseptOriinii, epidermal biiyiime
faktorii reseptoriinii ve NFkB aracili sinyallemeyi disiiriir ve hiicre dongiisii

durmasin1  tetikler. Preklinik bulgular, silimarinin antikanser potansiyelini

desteklemektedir (115).

Silimarin insan prostat karsinom hiicrelerinde hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
ERK1/2 aktivasyonunu inhibe ederek, antiproliferatif bir etki gostermektedir. Anti-
apoptotik transkripsiyon faktorii NFkB’nin HDAC aktivitesinin inhibe edilmesinin
ardindan up-regiile edildigi gosterilmistir (116). Deasetilaz aktivitesinin kayb1 ile
birlikte NFxB aktivitesinde artis meydana gelmektedir. Bu artis, hiicreleri HDAC
inhibitorlerinin pro-apoptotik potansiyelinden korumaktadir (117). Sonuglarimizla
uyumlu olarak histon deasetilaz inhibitorii uygulanan {i¢ hiicre hattinda da NF«B

protein seviyesinde artis goriilmiistiir.

Bizim calismamizda da yukarida Ornekleri verilen calismalara benzer sekilde
inhibitorler NFxB seviyelerini kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde artmustir.
Ancak silimarin ile birlikte uygulandiginda bu etkinlik azalmaktadir. Silimarinin
coklu bir kimyasal karisim oldugu g6z Oniine alindiginda her bir inhibitdr i¢in
hiicresel hedeflerde farkli davramislar sergilemesinin sasirtict  olmayacagini

diisiiniiyoruz.

Caligmamiz silimarinin epigenetik yolaklara olan etkisi ile ilgili yapilan ender

calismalardandir. Calismamizda birlikte uygulamalarin yanisira silimarinin tek
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basina uygulanmasiyla DNMT enzim aktivitesinde DNMT inhibitorii 5-azasitidinden
daha fazla inhibisyona neden oldugunu tespit ettik. Silimarinin HDAC enzim
aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisinin olmadigini belirledik. Ayrica yine tek basina
uygulamalarin protein seviyeleri {izerine olan etkilerini degerlendirdik. Silimarinin
tek basina uygulanmasiyla p53 asetilasyonunu baskiladigir ve p53 fosforilasyonunu
artirdigin1  belirledik. Ayrica silimarinin cMyc ve NFxB protein seviyelerini
inhibitdrlere gore daha fazla azalttigini gosterdik. Bu ¢alisma ile elde edilen verilerin
yapilacak daha ileri calismalara 151k tutacagini ve silimarin gibi fitokimyasallarin
antikanser ajanlarin etkinliginin artirllmasina yonelik ¢aligmalara 1s1k tutabilecegini

diisiinmekteyiz.
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8. SONUC ve ONERILER

1- Silimarin  noroblastom hiicrelerinde DNMT inhibitoriiniin  etkinligini
artirmaktadir. SHSYSY hiicrelerinde en fazla inhibisyon tek basma silimarin
uygulamasinda goriilmiistiir. Hepatoselliiler karsinom ve meme kanseri hiicrelerinde
ise 5-azasitidin ve silimarinin birlikte uygulanmasiyla inhibitoriin tek basina yaptigi

inhibisyondan daha fazla etki gostermistir.

2- Silimarinin HDAC enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi yoktur.

3- Silimarin p53 asetilasyonunu inhibe ederken, p53 fosforilasyonunu artirmistir.
4- Silimarin cMyc protein seviyesini azaltmigtir.

5- Silimarin NF«B protein seviyesini azaltmistir.

Silimarin, enzim aktiviteleri agisindan karsilastirildiginda DNMT iizerinde giiglii bir
inhibisyon etki gostermistir. Ancak bu etki HDAC {izerinde tespit edilmemistir.
Noroblastom ve benzeri histolojik orijini olan malignitelerde silimarin etkinligi daha
detayli olarak degerlendirilmelidir. Protein diizeyindeki degisimler literatiirle uyumlu
bulunmustur. Silimarinin potansiyel bir DNMT inhibitorii olarak kullanilabilmesi
icin ileri diizey molekiiler ¢aligmalarin yapilmasini ve elde ettigimiz verilerin ileri

caligmalara 151k tutabilecegini diisiinmekteyiz.
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