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OZET
Mehmet Ali AYKAC

Homolog Olmayan Uc¢ Birlesmesi (NHEJ) DNA Onarim Yolaginin MCF7 Hiicre
Hatlarinda Gelisen Doksorubisin Direncine Etkisinin Arastirilmasi

Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, 2018
Homolog olmayan ug birlesimi DNA onarim mekanizmasi hiicre bdliinmesi ve ¢oklu
ilag direnci gelisimini de igerecek bigimde hiicrede DNA ile iliskili bir¢ok farkli siire¢
ile iliskilendirilmistir.
Calismamizda, bir antrasiklin tiirevi olan doksorubisine karsi direnglilik gdsteren

MCF7 meme kanseri alt hiicre hatlarinda NHEJ yolaginin gelisen ilag direncindeki

etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Doksorubisine duyarli (MCF7/S) ve direngli alt hiicre hatlarina 4uM doksorubisin 1,
6, 12 ve 24 saat uygulanmis ve tiim paramatreler bu uygulama stirelerinde analiz
edilmistir. MTT, doksorubisinin zamana bagli sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde
kullanilmistir. Doksorubisin genotoksisitesi alkali tek hiicreli jel elektroforezi ile
analiz edilmistir. NHEJ mekanizmasinin analizi i¢cin 53BP1 proteininin
immiinofloresan etiketlenmesi gerceklestirilmistir. NHEJ yolaginin temel bilesenlerini
kodlayan genlerin (XRCC4, XRCC5, XRCC6, XRCC7, LIG4 ve XLF) ve bunlarin
ifadelenmesini diizenleyen iki miRNA’nin (miR-101 ve miR-502) ifadelenmesi gPCR

ile analiz edilmistir.

24 saatlik doksorubisin uygulamasindan sonra MCF7/S, MCF7/400Dox ve
MCF7/1000Dox hiicrelerinde hiicre proliferasyonu azalmistir. Tim hiicrelerde
uygulamanin 6. saatinde doksorubisine bagli genotoksik hasar gergeklesmistir. 24
saatlik doksorubisin uygulamasi, duyarli hiicrelerde direngli hiicrelere gore daha
yiiksek genotoksik hasara yol ag¢mustir. Duyarli hiicrelerde doksorubisin
uygulamasindan 1 saat sonra NHEJ yolagimin aktivesi tespit edilmisken, direncli
hiicrelerdeki aktivite 12. saatte tespit edilmistir. NHEJ bilesenlerinin ifadelenmesi
duyarl: hiicrelerin kontrol grubunda direngli hiicre hatlarinin kontrol gruplarindan daha
yiiksek olmasina ragmen, MCF7/1000Dox hiicrelerinde doksorubisin uygulamasina

cevap Dbelirgin bigimde artis gostermistir. 4uM  doksorubisin  uygulanan



MCF7/1000Dox hiicre hattinda, NHEJ yolagindaki genlerde gergeklesen ifadelenme
artistyla  NHEJ yolaginin DNA onariminda etkin rol iistlendigi sonucuna
varilmaktadir. Bununla birlikte, 6nerilen miRNA’larin direngli hiicrelerde NHEJ

yolag1 lizerinde kontroliiniin olmadig: belirlenmistir.

Sonug olarak, NHEJ onarimi tepki hiz1 ve seviyesinin farkli direnclilik seviyelerine ve
mekanizmalarina sahip alt hiicre hatlarinda duyarli hiicreler ile karsilastirmali
incelenmesi doksorubisin bagimli olusan genotoksik hasarin onarimi ve gelisen ilag
direnci hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmamizi saglamistir. Bu tez calismasi,
gelecekte konu ile ilgili yapilacak olan ileri ¢aligmalara kaynaklik edebilecek ve

literatiire katki saglayacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Coklu ilag Direnci, Doksoribisin, Meme Kanseri, Homolog

Olmayan Ug Birlesimi, miRNA
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ABSTRACT
Mehmet Ali AYKAC

Investigation of Impact of Non-homologous End Joining (NHEJ) DNA Repair

Pathway in the Development of Doxorubicin Resistance in MCF7 Cell Lines
Medical Genetics Department
Master’s Thesis, 2018

Non-homologous end joining DNA repair mechanism is assoicated with many of cell

precesses. Multidrug resistance and cell devision involves diverse cellular pathways.

Aim of this study was to investigate involvement of NHEJ repair mechanism in the
development of an anthracycline type doxorubicin resistance in MCF7 cell lines.

Doxorubicin (4uM) were applied to sensitive and resistant sublines, and all parameters
were tested after 1, 6, 12, and 24h of applications. MTT was used to evaluate time-
dependent cytotoxicity of doxorubicin. Doxorubicin induced genotoxicity was tested
by single cell alkaline gel electrophoresis assay. Immunoflorescent labeling of 53BP1
protein performed for the analysis of NHEJ. Expression of the genes coding the
essential components of the NHEJ pathway, XRCC4, XRCC5, XRCC6, XRCC7, LIG4
and XLF, and two control miRNAs of the pathway, miR-101 and miR502, were

analyzed by real-time PCR analysis.

Results demonstrated that cell proliferation decreased in MCF7/S, MCF7/400Dox, and
MCF7/1000Dox cells, due to 24h doxorubicin application. Doxorubicin induced
genotoxic damage after 6h incubation in all cells. After 24h of incubation, doxorubicin
caused higher genotoxic damage in sensitive cells in comparison to resistant cells.
NHEJ pathway was activated after 1h of doxorubicin application in sensitive cells,
whereas activity was observed after 12h in resistant cells. Though, expression of NHEJ
components was higher in control group sensitive cells in comparison to respective
resistant cells, expression of these genes were significantly upregulated in
MCF7/1000Dox cells in response to doxorubicin application. miR-101 and miR502
alterations were correlated to XRCC7, and XRCCS5, LIG4 and XLF gene expressions,

respectively in sensitive cells.
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Conclusively, NHEJ pathway components were upregulated in 24h of doxorubicin
application. Doxorubicin induced NHEJ response were more rapid and high in
MCF7/1000Dox cells, although pathway did not seem to be under the control of
proposed miRNAs.

Investigation of timing and level of NHEJ DNA damage response in cells having
varying resistance indices and different resistance mechanisms, provided a better
understanding of the repair of doxorubicin induced genotoxic damage and
development of drug resistance in these cells. The results of the thesis will provide
basic knowledge for further studies.

Keywords: Multidrug resistance, Doxorubicin, Breast cancer, Non-homologous end
joining, miRNA

viii



ICINDEKILER

ONAY SAYFASL ... e ii
TESEKKUR........c.oooeoeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, iv
OZET ..ottt v
ABSTRACT ettt ettt re et se e st e e e et e sbe et e re et e e b e aneenre e nnes vii
TICINDEKILER ... ......cooooooooeoeeeeeeeeeeeeeeee ettt iX
KISALTMALAR ve SIMGELER...........c.vvviiiiiiieiininsieissinsss st Xii
R 070 2 Xiv
TABLOLAR. ...ttt ettt et an e be e e sneeane e e be et e eneenreenteenee e Xvi
ESITLIKLER. ...ttt et xviii
T GIRIS .o 1
2. GENEL BILGILER .........coocovviiiiisiineieeoe ettt s 6
2.1, MEME K@ANSEIT. ...ttt ettt 6
2.1.1. Meme Kanseri CeSItleri .........cccccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiiieeesiiies e siieee e siaeea e 7
2.2. Meme Kanserinde EVrelendirme...........cocoiviiiiiiiiiiieiiccssc e, 9
2.3. Meme Kanseri Tedavi YORIEMIETT ............ccccoueviuiiiiiiiieiiieiie e 10
2.3.1. Cerrahi MUudaRele..................cccueuiuiiiireiiiie e siee e siee s 11
2.3.2. RAAYD  TErAPI  oeooiiiiiiiciieieee s 11
A O T (-1 11101 (=] - o] OSSR 13
2.4, DOKSOTUDISITL........ccuvviiiiiiiiie ettt be e e eeasea s 15
2.4.1. Doksorubisin Etki Mekanizmasi ....................cccoeuioeinieiiniiieenieeiee e 16
2.4.2. MEtabOlIiZMA ......ooviiiiieeee e 16
2.5. Kanserde Ila¢ Direncinin Molekiiler Mekanizmast.................cococeeveveveevevenenn.. 17
2.5.1. 11aq INAKLIVASYONU. ...............c.oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e 18
2.5.2. Ila¢ Hedefindeki DeGiSiklikler..................cocoovovoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 19
2.5.3. Hiicre Disina I1ag POMPAIAMA.................cccveveseeeeveeesissereresisseeeseessssesennann, 20
2.5.4. Hiicre Oliimiiniin ENGEIENMESI ........c.cevevivereeceeeeeeeecce e 22
2.5.5. Epitel- Mezenkimal Déniigiim (EMT) ve [lag Direnci............ccoeeeeeeevevennnn. 24
2.5.6. Kanser Hiicresi Heterojenitesi ve Ilag Direnci .........ccccccueererivevsesverennen, 26
2.5.7. DNA hasar Cevabi ve [la¢ DiFenCi................c.cocoevrrrresesssssssssn s, 26



2.6. Cift Iplikli DNA Kiriklarinin Onarimi ve CeSitleri .....oovvrrrererevirerererereneennnn, 28

2.6.1. DNA Cift Iplik Kirtklarinin Onarim KinetiGi............cc.cvceeveveverieseeererennnnne. 29
2.6.2 Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ) Mekanizmast .................cc............ 30
2.6.2. 1. KUTO/ KUBD.....cuiiiiiiiaiieieiesie sttt bbb 31
2.6.2.2. DINA-PKCS....ccuiiiiieitieitieiesieesie e sttt sttt ste e et e teeneesneesteeneeareenneans 32
2.6.2.3. LIQAZIV/ XRCCA.....cooi ettt 32
2.6.2.4. Yardimci NHEJ FaQKtOTIFi...........cccooviiiiiiiiiiii e 33
2.6.2.4.1. XLF (CEINUNNOS)....cciiiiiiieiieaieiie st eieeieseesta e sree e asaessaessaeeesnaesneaneens 33
2.6.2.4.2. ATTEIMIS. ...ttt s 34
2.6.2.4.3. Diger DNA Ug ISIeme FQKtOFIE i ..........oovevvreeeieerreeierererissnsssessininnnns 34
2.6.2.4.4. Diger DSB Fraksiyonlart ile Iliskili FQREOTICT .............ccoucvvererirrisiiarennns 35
2.6.3. Homolog Rekombinasyon ile NHEJ Arasindaki Denge................................. 36
2.6.3.1. Hiicre Dongiisiine Bagli DSB Onarim Tercihi....................cccccuvenn.... 36
2.6.3.2. BRCAI ve Homolog Rekombinasyonu Uzerindeki Stimiilasyonu................ 37
2.6.3.3. 53BP1 ve NHEJ Uzerindeki Stimiilasyonu...........cc.ccccocovveevvvnrivernnnnns 37
2.71.Memelilerde RNA interferans Yolaklari..............ccccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiicnnnnn, 38
2.7.1. RNAi Yolaginda DroSNa............cccccuoiiiiiiiiiiiiiiisieeeesie s 40
2.7.2. RNAT YOIaGINAa DiCEF..............c.cciiiiiiiiiiiiiieseei e 41
2.7.3. RNAi Yolaginda Ar@anaute................c..coucuiiueiiiieiiieiisie e 41
2.8. KaNSer- miRNA TliSKiSi......c.cocooioeieoieieeeeeeeeeeeeeeee e, 41
2.8.1. Meme Kanserinde Ilac Direnci ile Iliskili miRNA laF...........cccooevcveeeeeerereen. 42
3. GEREC VE YONTEM........cccocoomiemmemiiimienieinieinseiississ s 44
3.1, Kullanilan GereCler ..............ccccoooeiiiiiiiiiiiiieeiiiieeeeeeeeeeee e e 44
3.2, Hiicre KU U . ..coooouiiiiiiii i 44
3.2. 1. KUiltiir KOSULIATT.........c.occooiiiiiiiiiiiii i 44
3.2.2 Hiicre Alt Kiiltiirleri (Pasajlama) ...............ccccoouveiiiiinieiiinieiieiesenins 45
3.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasit ve COzduriilmesi ..........c...cccocevvveeiiineeiiineniirnennn, 45
3.3. MTT Hiicre Cogalma TeSti ..........cccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 46
3.4. Alkali Tek Hiicreli Jel EleKtroforezi ..o 47
3.5. IMmiinofloreSan BOYAMA...............c..c.ccvveeeveeeeeeiseessseesesesesess s 48
3.6. mRNA ifadelenme ANAlIZIErT..........cooeoiiiiiiie s 49
3.6.1. Total RNA IZ0lASYONU...........cocvoevevereisiereiieiesisie e 49



3.6.2. Ters Transkriptaz- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Reverse Transcriptase-

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)) ...coooviiiiiiiiieie e 50
3.6.3. Yar1 Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR) ........... 51
3.7. Mikro RNA (miRNA) Ifadelenme ANGLZICFi .............c.c.coceceeeeeeeeeeeeeeninn, 54
3.7.1. Mikro RNA (miRNA) IZ0lASYONU ........cecvcveeereiereeiereieieieereee e 54
3.7.2.1. Mikro RNA (miRNA) Orneklerinden cDNA Sentezi...............ccevvveeeverernnne. 55
3.7.2.2. Mikro RNA (miRNA) Miktarinin Yar: Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (QPCR) 1€ TeSPIti......ceiveiueiieiieiicie e 56
3.8. Calismada Kullamilan Istatistik Analiz YONtemleri............ccoocuveeeeeeeeeeeennnn, 57
A BULGULAR......coe ettt sttt e sneenteeneesneenneeneenneenns 59
4.1. SitOtOKSISItE TEStE (MTT) wooveiiieiiieie ettt 59
4.2. Alkali Tek Hiicreli Jel Elektroforezi ............cccoocuioiiiiiiiiiiiiiic e 60
4.3. 53BP1 ImmiinofloreSan BOYama..............ccc.cceeeeeveiseereseesssessisnee e .63
4.4. mRNA Ifadelenme Analizi .....................ccomieiiiiiiiiiiie e, 65
4.5. miRNA [fadelenme ANQLZi..................c.cocverieieriesisiieisssessssssssee s, 75
S TARTISMA. ..ot ettt ettt ettt et 81
6. SONUC Ve ONERILER.............ccccoouummiriirneimeneinsinseisesseeese s 87
T N 1 I S 89
B EKLER ... ettt ettt ra e re e e 107
Ek A: RPMI 1640 (Cegrogen, AImanya) I¢eriGi..............c..couveevereveeeeeereesererennnn. 107
Ek B: Tampon ve SOllSYONIAT ...............ccccovoiiiiiiiiiiiiiic s 108

xi



SIMGELER ve KISALTMALAR

MCF7/S: laca hassas MCF7 hiicre hatti.

MCF7/400Dox: 400nM doksorubisine diren¢li MCF7 hiicre hatti
MCF7/1000Dox:1000nM doksorubisine direngli MCF7 hiicre hatti
NHEJ: Homolog olmayan ug birlesimi

CID: Coklu ilag direnci

XRCC4: X-ray repair cross-complementing protein 4

XRCC5: X-ray repair cross-complementing protein 5

XRCCB6: X-ray repair cross-complementing protein 6

XRCC7: X-ray repair cross-complementing protein 7

L1G4: LigazlV

XLF: XRCC4 benzeri faktor

MRNA: Mikro RNA

hsp-miR-101-3p: Homo sapiens-mikro RNA-101’in 3p kolu.
hsp-miR-502-3p: Homo sapiens-mikro RNA-502’nin 3p kolu
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

gRT-PCR: Kantitatif ters transkriptaz PCR

53BP1: p53’e baglanan protein.

HER-2: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptor 2

ER: Ostrojen reseptor

HR: Hormon reseptor

PR: Progesteron reseptor

BRCA1: Meme kanseri duyarlilik geni 1

topol: Topoizomeraz |

topoll: Topoizomeraz Il

5-FU: 5-florourasil

TNF-a ;: Timor nekroz faktori alfa
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EMT: Epitel-mezenkimal doniigim

CYP: sitokrom p450

Apaf-1: apoptotik proteaz aktive edici faktor 1
PTEN: Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase
PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase

KML: Kronik myeloid 16semi

AML: Akut myeloid 16semi

ABC: ATP baglayici kaset

MDR1: Coklu ilag direnci 1

BCRP: Meme kanseri direng proteini

MRP1: Coklu ila¢ direnci proteini 1

P-gp: P-glikoprotein

HSP90: Is1 soku proteini 90

BCL-2: B hiicreli lenfoma 2 proteini

ATM: Ataxia telangiectasia mutated

TdT: terminal deoksiniikleotidil transferaz
PolA: polimeraz A

polp : polimeraz p

Ig: immiinoglobulin

HR: Homolog rekombinasyon

RISC: RNA indiiklemeli sessizlestirme kompleksi
DEPC: Dietilpirokarbonat

gPCR: Gergek zamanli/Kantitatif PCR

LNA: kilitli niikleik asit
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1) GIRIS

“Coklu ilag direnci (CID)” olarak tanimlanan dogal (intrinsik) veya kazanilmus
direng kanser kemoterapisinde basarisizliga neden olur. Coklu ila¢ direngliligi
fenotipine sahip hiicrelerde sitotoksik etkinin bertaraf edilmesi zaman igerisinde
kademeli olarak kazanilan ve birden fazla yolak tizerinden gelisen ve hiicrelerde global
fenotipik degisikliklerin oldugu bir durumdur. Tiimér hiicrelerini in vitro kosullarda
artan ila¢ konsantrasyonlarinda segerek ¢oklu ila¢ direncine model olan direngli hiicre
hatlar1 elde edilir. Alt hiicre hatlarmin direnclilik endeksleri sitotoksisite analizi ile
elde edilen inhibitdr konsantrasyon 50 (ICsp) degerlerinin parental hiicre hatlarindan
elde edilen degerlere boliinmesiyle hesaplanir. Direnclilik endeksinin 1’den biiyiik
olmasi alt hiicre hatlarinin secilen ilaca direngli olmasi anlamma gelir. Onceki
caligmalar, in vitro ortamda tiimor hiicrelerinin segici ilaca direnglilik gelistirmesinin
kademeli olarak gerceklestigini (1) ve farkli direnglilik endeksine sahip alt hiicre

hatlarindaki etkin direnclilik mekanizmalarinin farkli oldugunu gdstermistir (2).

Farkli segicilik ve toksisitede, farkli etki mekanizmalarma sahip pek ¢ok
kemoterap6tik ajan vardir. Kanser ilaglari etki mekanizmalarina gore; alkilleyici
ajanlar, topoizomeraz I ve II inhibitorleri, antimetabolitler, mitotik ig inhibitdrleri,
anjiyogenez inhibitorleri, hormonlar veya hormon taklit¢isi ilaglar, hedeflenmis

terapotik ilaglar ve immiinbaskilayicilar olmak tizere siniflara ayrilirlar.

Mitoz boliinme siiresince kromozom kondenzasyonu ve ayrilmasinda
aktivitesine ihtiya¢ duyulan topoizomeraz Il ve DNA c¢ift ipliginin gevsetilmesi gibi
topolojik modifikasyonlara sorumlu topoizomeraz I hedeflenerek sik boliinmekte olan
kanser hiicreleri oldiiriilebilmektedir. Topoizomeraz I ve II inhibitdrleri enzimlere
kovalent baglanarak geri doniisiimlii olmayan bigcimde DNA-protein kompleksinin
stabilizasyonunu saglar ve DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasimi Onler.
Topoizomeraz 1 inhibitorleri i¢in topotekan ve irinotekan, Topoizomeraz II
inhibitorleri i¢in antarasiklinler (doksorubisin ve mitoksantaron) Ornek olarak

verilebilir.

Doksorubisin (Adriamycin®), antarasiklin tipi bir antibiyotiktir. Doksorubisin
solid tiimorlerde, Ozellikle, meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. Tim

antarasiklinler DNA c¢ift ipligine baglanir ve interkalasyona neden olur; bu yiizden



interkale edici ajanlar olarak anilmaktadirlar. Antarasiklinler, hiicrelerde ¢oklu etki
mekanizmalari ile sitotoksik etkiye neden olmaktadir. ilk olarak, tiim antarasiklinler
interkalasyona neden olarak DNA ve RNA sentezini onlerler. ikinci olarak,
antarasiklinler Topoizomeraz II’yi tek basamakli katalitik dongiistinii etkileyerek
stabilize eder ve onu kirilgan bir yapiya getirir. Topoizomeraz II'nin kirik
birlestirmedeki énemli gorevi nedeniyle DNA iplik kiriklart meydana gelir. Ugiincii
olarak, antarasiklinler reaktif oksijen tiirevlerinin olusmasina neden olabilir ve
hiicrelerde serbest radikallerin vermis oldugu hasarlar ilacin antitimor etkinligini
destekler. Antarasiklin yapilar, bir hidroksikinon igerir ve bu sayede yiiksek afinite ile
demir baglayabilir. ilag-demir kompleksi glutatyondan oksijene elektron transferini
katalizler ve serbest radikal olusumuna neden olur. ilag-demir kompleksi ve/veya
serbest radikaller DNA’da tek iplik kiriklarina neden olur. Sonugta, hiicre
proliferasyonu engellenir, hiicre G2-M fazinda tutuklanir veya apoptoz indiiklenir.
Doksorubisinin hiicrelerdeki etkisi faz bagimli olmasa da; S ve G2 faz1 G1 fazina gore

¢ok daha hassastir.

DNA cift iplik kiriklarinin (“double strand breaks”; DSB) onarimi hiicrenin
sagkalim1 agisindan ¢ok kritiktir. Bu nedenle, cogu organizma bu kiriklarin onarimi
icin homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug¢ birlesimi (“non-
homologous end joining”; NHEJ) olmak iizere en az iki yolaga sahiptir. Homolog
rekombinasyon replikasyon sirasinda olusan c¢ift iplik kiriklarinin ana onarim
mekanizmasiyken, Ozellikle hiicre dongiisiiniin GO ve G1 fazlarinda NHEJ etkin

mekanizmadir.

NHE]J, saglam ve bosta olan ¢ift iplikli DNA’nin taninmasi ile baglar. Bu, DNA
ucu etrafinda bir halka formunu alan Ku70/80 (XRCC5 ve XRCC6) heterodimerinin
olusumunu saglar (3). DNA uclarinda iki ipligin ayni noktadan kirilmamasindan
dolayr olusan baz eksiklikleri DNA polimeraz X ailesi iiyelerinden PolA ve Polp
tarafindan polimeraz aktivitesi ile tekrar doldurulmaktadir. PolA ve Polp’niin
eksikliginde NHEJ mekanizmasinin etkin bir sekilde devam etmekte, bununla birlikte,
onarim sirasinda olugan delesyonlarda artis meydana gelmektedir (134). DNA
polimeraz X ailesinin bir diger {iyesi olan terminal deoksintikleotidil transferaz (TdT),
kalip gerekmeksizin DNA uglaria niikleotid ekleyebilmektedir. Bu, teorik olarak

mutajenik  bir durumdur. TdT ifadelenmesi B-hiicrelerinde Ig genlerinin



rekombinasyonunun gergeklestigi gelisimsel asama ile sinirhdir ve V(D)J
rekombinasyonu sirasinda Ig genine ait diziye rastgele niikleotidler eklenmesiyle
varyasyon artisina neden olmaktadir (135). Bu nedenle, PolA, Poly ve TdT genleri
calistimamistir. DNA bagimli protein kinaz (PRKDC; XRCC7) Ku protein
kompleksine baglanir ve protein kinaz aktivitesi ile otofosforilasyon gergeklesir.
Otofosforilasyon sonrasinda Ku70/Ku80 ve DNA-PKcs kompleksi (DNA-PK
kompleksi) konformasyonel degisiklige ugrar (4). Ligaz 4 (Lig4), XRCC4 protein ile
stabil bir kompleks olusturarak ligasyonu gergeklestirir (6, 7). Son dénemlerde
kesfedilmis olan ve “Cernunnos” olarak da adlandirilan XLF (“XRCC4-like factor”;
XLF) kompleks olusum reaksiyonunu katalizler (8, 9, 10).

mikroRNA’lar (miRNA) endojen olarak transkripte edilen ve gen
diizenlenmesini saglayan 21-22 niikleotitlik RNA’lardir. NHEJ yolag: iizerinde etkili
olduklar1 belirlenmis mikroRNA’lardan miR101, NHEJ yolaginin en temelinde rol
alan ve yolaktaki pek ¢ok molekiilii fosforile ederek diizenleyen DNA-PKcs proteinini
kodlayan XRCC7 geninin ve DNA ¢ift iplikli kiriginin gergeklestigi yerde H2AX
histonunu ubikitinleyerek kromatin yeniden diizenlenmesi saglayan ATM geninin
mRNA’larinin 3°’UTR bdélgelerini hedef alarak baskilar. Bu durum, radyasyon ve
topoizomeraz II inhibitorleri gibi DNA’da ¢ift iplik kirklarina neden olan etkilere kars1
kanser hiicrelerini hassaslastirmaktadir (11). Yolak diizenleyicilerinden miR502 ise
XRCC5, XLF ve Lig4 genlerinin mRNA’larinin 3’UTR bdlgelerini hedef alarak
baskilamaktadir (12).

Bu ¢alismada, doksorubisine kars1 direnglilik gosteren MCF7 meme kanseri alt
hiicre hatlarinda NHEJ yolagimin gelisen ilag direncindeki etkilerinin arastirilmasi

amaclanmistir. Bu amag dogrultusunda:

e Doksorubisin uygulamasina bagli olusan sitotoksik  hasrin
degerlendirilmesi,

e DNA hasarmmin tespiti ve P53BP1 proteininin immiinofloresan
isaretlenmesiyle NHEJ yolag: aktivitesinin belirlenmesi

e NHEJ onariminin gergeklesebilmesi i¢in gerekli olan proteinleri

kodlayan XRCC4, XRCC5, XRCC6, XRCC7, XLF ve LIG4 genlerinin



diren¢li ve duyarli hiicrelerde DNA hasar1 indiiklenmesi ile zamana
bagl ifadelenme diizeylerinin analizi,

e NHEJ yolagmmi kontrol eden miRNA’larin doksorubisine direngli
MCF7 hiicre hatlarindaki diizenleyici rolliiniin belirlenebilmesi i¢in
diren¢li ve duyarli hiicrelerde DNA hasar1 indiiklenmesi ile zamana
bagli ifadelenme diizeylerinin analizi hedeflenmistir.

Onceki calismalarda, in vitro kosullarda MCF7 hiicrelerine artan
konsantrasyonlarda doksorubisin uygulanmasi ile heterojen hiicre gruplar1 arasindan
400 nM (MCF7/400Dox) ve 1000 nM (MCF7/1000Dox) doksorubisine direngli
hiicreler kademeli olarak segilimistir (13). Bu calismada, doksorubisin duyarli ve
doksorubisine direncgli MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox alt hiicre hatlarma 1, 6, 12
ve 24 saat 4uM doksorubisin uygulanmistir. Hiicre hatlarinda zamana bagh
doksorubisin uygulamasiyla olusan sitotoksisite MTT analizi ile degerlendirilmistir.
Doksorubisin bagimli DNA hasar1 yani genotoksik etki alkali tek hiicreli jel
elektroforeziyle belirlenmistir. DSB’lerin tamirinde NHEJ yolaginin tercihini 53BP1
proteini saglamaktadir. Nitekim, DSB indiiksiyonundan sonra 53BP1 proteini ve
fosforile H2AX histonunun (y-H2AX) olusturdugu protein odaklart (“Foci™)
immiinofloresan boyama ve mikroskopi ile belirlenmis ve c¢esitli zamanlarda

hiicrelerde bulunan “foci” sayimi, DSB onariminin nicel takibine olanak saglamistir.

NHEJ yolagmin ana bilesen proteinlerini kodlayan XRCC4, XRCC5 (Ku70),
XRCC6 (Ku80), XRCC7 (DNA-PKcs), LIG4 ve XLF genleri ile XRCC7 genini
baskilayan hsp-miR-101-3p ve XRCC5, LIG4 ve XLF genlerini baskilayan hsp-miR-
502-3p mikroRNA’larinin ifadelenme analizleri SYBR Green temelli olarak gergek
zamanl ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile yapilmistir.
mMRNA ifadelenme analizlerinde GAPDH geni referans gen olarak kullanilirken,
miRNA ifadelenme analizlerinde pg-aktin geni referans gen olarak kullanilmistir.

2 -AACT

Ifadelenme analizlerinin tiimii yontemi ile degerlendirilmistir.

DNA’da hasara neden olan doksorubisine farkli diizeylerde direnglilik gosteren hiicre
hatlarinda NHEJ tamir yolagmin kademeli diren¢ gelisimine etkisi daha Once
arastirilmamistir. Bu hiicre hatlarinda karsilastirmali olarak incelenmis her bir genin
ifadelenme diizeyleri ve zamanlamasi, onlarin iligkili olduklar1 yolaklar ve onarim

mekanizmalarmin tercihine dair bilgi edinmemizi saglamistir. Ek olarak, bu yolaklar



tizerinde diizenleyici etkiye sahip olan miR502 ve miR101’in ifadelenme zamanlamasi
ve diizeylerinin incelenmesi de NHEJ yolagi baglaminda miRNA’larin ilag direnci
acisindan 6nemini tartismamiza olanak saglamistir. Sonug olarak, NHEJ onarim1 tepki
hiz1 ve seviyesinin farkli direnglilik seviyelerine ve mekanizmalarina sahip alt hiicre
hatlarinda duyarli hiicreler ile karsilastirmali incelenmesi doksorubisin bagimli olusan
geneotoksik hasarin tamir siireci ve gelisen ilag direnci hakkinda daha fazla bilgi sahibi
olmamizi saglamistir. Bu tez calismasi, gelecekte konu ile ilgili yapilacak olan ileri

caligmalara kaynaklik edebilecek ve literatiire katki saglayacak niteliktedir.



2) GENEL BILGILER
2.1) Meme Kanseri

Meme kanseri elde edilen verilere gore diinya ¢apinda kadinlar arasinda kanser
nedenli 6liimlerin en 6liimciil olanidir. Amerika’da 2018 yilinda 266,120 kadina meme
kanseri tanist konulmus ve bu hastalik yaklasik 40,920 kadinin 6liimiine neden
olmustur (14). Amerika’daki kadinlarda meme kanseri nedenli Olimler akciger
kanserinden daha fazladir (15). Tiirkiye’de ise meme kanseri, kadinlarda insidans1 en
yiiksek olan kanser tipidir ve Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi’nin yayinlamis
oldugu 2015 verilerine gore 69,633 kadin kansere yakalanmistir (16). Tiirkiye’deki
kadinlarda meme kanseri nedenli 6liimlerin sayis1 tiim kanser tipleri arasinda 2. sirada

yer almaktadir (16).

Hastalik erkekler arasinda nadir goriilmekte ve kadin-erkek insidansinda
belirgin bir fark géze ¢arpmaktadir. Meme kanseri goriilme siklig1 ve 6liim oranlar
yasa bagli olarak artis gdstermektedir. Yeni tan1 konulan vakalarin %95°lik kismi1 40
yas ve Ustlindedir (American Cancer Society, 2011). Amerika’da meme kanseri
insidans oranlar1 yaslilarda en fazladir ve giin gectikce de bu oran artis gostermektedir.
Yas standardizasyonu yapilmis insidans testlerinde etnisitenin kanser riskini etkiledigi
gosterilmistir. Sekil 1°de, risk faktorii olan hormonlar, liremeyle iligkili faktorler, kilo

artis1 ve duragan/aktif olmayan yasam tarzi gibi yasamsal faktorler 6zetlenmistir.
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Sekil 1: Meme kanseri ile iligkili olan faktorler (17).



Meme kanseri, meme dokusunda siit iiretiminin gergeklestigi salgi bezleri
(lobiiller) ve lobiilleri meme ucuna baglayan kanallarda olusmaktadir. Memenin geri
kalan kismi yag, bag ve lenfatik dokulardan olusmaktadir. Tiimor orjini genellikle
kanallar (duktal karsinoma) veya salgi bezleridir (lobiiler karsinoma). Meme kanseri
genellikle kiigiik hapsolmus (sinirlandirilmis) bir tiimor olarak baslamaktadir. Lobiil
veya kanallarda bulunan tiimor hiicreleri, etraflarin1 saran meme dokusuna sizdiklar
zaman invaziv meme kanseri gelisir. Bu hiicrelerin kanallar araciligiyla lenf nodlarina
veya kan dolasimina girerek primer timor bolgesinden uzaklasarak viicuttaki diger

organlara yayilmasi ile beraber metastaz gergeklesmis olur.

Son yillarda, meme kanseri ile ilgili olarak hiicresel siirecler ve yolaklara dair
cok fazla dikkat ¢ekici gelisme yasanmistir. Farkli yolaklar arasindaki etkilesimler
ekstraselliiler cevrenin algilanarak, uygun cevabin verilmesi konusunda belirleyicidir.
Kanser gelisimi kademeli ve ¢ok bilesenli bir siire¢ olup farkli hiicresel yolaklarda
bozukluklara neden olmaktadir. Hiicresel sagkalim, g¢ogalma, gog, farklilasma ve
apoptoz sinyal yolaklarindaki degisimler meme kanserinin hem olusumunda hem de

gelisiminde oldukga etkilidir (18-24).
2.1.1) Meme Kanseri Cesitleri

Meme kanseri genellikle yliksek heterojeniteye sahip olan bir kanser tiiri
olarak kabul edilmektedir (25). Belirgin morfolojik ve fenotipik profiller klinik
tabloyu biiyiikk oOlgiide etkilemektedir (26). Klinikte, meme  kanseri
immiinohistokimyasal ozelliklerine gore 3 temel tipte karakterize edilmektedir.
Bunlar, hormon reseptor pozitif (ER/ HR"), insan epidermal biiyiime faktor reseptorii
2 pozitif (HER-2") ve ii¢lii negatif meme kanseridir (“Triple Negative Breast Cancer”;
TNBC). HR-pozitif kanserler kendi arasinda Ostrojen reseptor pozitif (ER') ve
progesteron reseptor (PR™) pozitif olarak ikiye ayrilmaktadir. Tiim meme kanserlerinin
yaklasik olarak %85’i HR™’tir ve hormon tedavisi uygulanabilmektedir. Aromataz
inhibitorleri (Als), tamoksifen, anastrozol (Arimidex), letrozol (Femara) ve
eksemestan (Aromasin) hormon tedavisinde kullanilan ajanlardir. HR-pozitif meme
kanserleri kendi arasinda daha ileri bir siniflandirma olarak Luminal A ve Luminal B
olmak tizere iki alt gruba ayirir. Luminal A tiimérler, ER™ ve/veya PR* ve HER-2
negatif olma egilimindedirler. Luminal B tiimérler, ER* ve/veya PR* ve HER-2 pozitif



olma veya yiiksek Ki-67 ifadelenmesi ile HER-2 negatif olma egilimindedirler. HER-
2 pozitif alt tipi, meme kanserinin HER2 pozitif ancak HR negatif oldugu anlamina
gelmektedir. Tiim meme kanserlerinin %20°si HER-2 pozitiftir. Meme kanserinin bu
tipi trastuzumab (Herceptin) gibi HER-2 hedefleyen ilaglarla tedavi edilebilmektedir.
Uclii negatif meme kanseri, aym zamanda bazal-benzeri alt tip olarak da
adlandirilmaktadir. Uglii negatif meme kanserinde ER, PR ve HER-2 reseptorlerinin
ifadelenmesi gozlemlenmemektedir ve meme kanserlerinin %15’lik  kismim
olusturmaktadir. Hedefli tedaviler bu tiimor tipinde fazla gelecek vadetmemekte ve

cerrahi miidahale, radyoterapi ve ilag tedavisi ile kombine sekilde tedavi edilmektedir.

Ek olarak, ii¢ ana meme kanseri tipi dahilinde kiigiik molekiiler alt siniflar da
bulunmaktadir. Bu smiflar keskin ve karakteristik 6zelliklere sahip degildir. Luminal
C alt tipi, normal meme-benzeri al tip (27-33) ve {glii negatif meme kanserinin

transkripsiyonel alt tipleri buna 6rnek gosterilebilir (34, 35) (Tablo 1).

Tablo 1: Meme kanseri alt tipleri ve 6zellikleri.

) Immiinohistokimyasal . A :
Alt tip karakteristik Klinik 6zellikler Tedavi
Hormonal tedavi,
P i Invaziv meme kanserlerinin kemoterapi
Luminal ER /F.’R ’.H E R 2 yaklagik %40’ 1n1 olugturur; 4 (Luminal B’ye
negatif, diisiik Ki-67 e N
A meme kanseri tipi arasinda en ~ gore daha az
(<14%) . . <
iyi prognozlu olan gesittir. duyarliliga
sahiptir)
. : - Hormonal tedavi
Invaziv meme kanserlerinin (Luminal A’ya
. ER*/PR*, HER-2* yaklagik %20’sini olusturur, N y
Luminal . . : N gore daha az
B (veya HER-2 negatif, Luminal A’dan daha yiiksek Juvarlilisa
yiiksek Ki-67 (>14%))  seviyelidir, Luminal A kadar Sahyiptir)g
olmasa da iyi prognozludur kemoterapi
Invaziv meme kanserlerinin
0/ 15 A ins
yaklagik %15-20%sini g 5 pedefi
olusturur, yiiksek seviyelidir, tedavi
HER-2 ER, PR, HER-2* lenf nodu pozitiftir, .
, . . antarasiklin
TNBC’den iyi, Luminal . .
: e temelli kemoterapi
tiplerden kotii prognoza
sahiptir
Invaziv meme kanserlerinin
yaklasik %10- 15’ini Plati .
. atin temelli
e EmRiERy U BRI i
CuE, T PARP inhibitorleri

cagsitleri arasinda en kotii
prognozlu olandir




2.2) Meme Kanserinde Evrelendirme

Prognozu degerlendirebilmek ve tedavi igin yol gosterici bir rehber
olusturabilmek adina, meme kanseri farkli gruplar olarak evrelendirilmektedir. Kanser
evreleri timdr boyutu, invazivlik durumunun olup olmamasina, lenf nodlarina sigrayip
sicramadigina ve kanserin meme disina yayilip yayilmadigina gore belirlenmektedir.
“American Joint Committee on Cancer (AJCC)” bir isimlendirme sistemi gelistirmis
ve bu sistem, AJCC Kanser Evrelendirme Klavuzu'nda yaymlanmistir. TNM
evrelendirme olarak anilan bu sistemde, tiim kanser hiicrelerinin primer tiimordeki
dagilim1 (T), bolgesel lenf nodlar1 (N) ve uzak metastazlar (M) dahil edilmekte ve
numeratik alt gruplandirma yapilmaktadir (Tablo 2). Ozetle

(www.imaginis.com/breasthealth/staging.asp):

0,

% T: Tumdr blyiikligi

» TX: Timor degerlendirilememistir.

» TO: Timor varligina dair kanit yok.

» TI1: Timor 2 cm ya da daha kiigiik captadir. Bu grup 3
alt gruptan olusmaktadir; 1a, 1b ve lc.

» T2: Timor 2- 5 cm ¢apindadir.

» T3: Timor 5 cm’den daha biiyiik capa sahiptir.

» T4: Tumor herhangi bir boyuttadir. Goglis duvarma
baglanmis ve pektoral (gogis) lenf noduna
yayilmaktadir. Bu grup 4 alt gruba ayrilmaktadir; 4a, 4b,
4c ve 4d.

% N: Tespit edilen nodlar

» NX: Lenf nodu degerlendirilememistir.

» NO: Kanser lenf nodlarina yayilmamustir.

» NI: Kanser yeri degisebilen ve ayni tarafa ait koltuk alt1
lenf noduna (meme kanseri ile ayn1 taraftaki kol alt1 lenf
nodiilleri) yayilmistir.

» N2: Kanser viicuda gore meme kanseri ile ayni tarafta
olan kol alt1 lenf nodiillerinde bir veya daha fazla farkl
bigimde tutunmustur. Bu grup kendi igerisinde 2 gruba

ayrilmaktadir; 2a ve 2b.


http://www.imaginis.com/breasthealth/staging.asp

» N3: Kanser, meme ile ayn1 taraftaki lenf nodiillerine
veya meme kanseri ile ayni taraftaki kiipriiciik alt1 lenf
nodiillerine yayilmistir. Bu grup kendi igerisinde 3 alt
siniftan olusmaktadir; 3a, 3b ve 3c.

% M: Metastaz

» MX: Metastaz degerlendirilememistir.

» MO: Diger organlara uzak metastaz bulunmamaktadir.

» MI: Diger organlara uzak metastaz ger¢eklesmistir.

Tablo 2: Meme kanseri evrelerinin gruplandirilmasi

(www.imaginis.com/breasthealth/staging.asp).

Evre Tiimér (T) Nodiil (N) Me(tlf/‘ls)taz

Grade 0 Tis NO MO
T1 NO MO

Gradey TO N1 MO
T1 N1 MO

Grade IIA T2 NO MO
T2 N1 MO

T3 NO MO

Grade 11B TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

Grade 1A T3 N1, N2 MO
T4 Herhangi bir N MO

Grade I1IB  Herhangi bir T N3 MO

Grade IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.3) Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri hastalarinda bir tedavi stratejisinin belirlenebilmesi i¢in 6nemli
bazi faktorler vardir. Bunlar tiimor biiyiikliigii, lokasyonu, kanser asamasi, bazi kisisel
degiskenler (yas, menopozal durum), hormon durumu, ifadelenme, mutasyon ve gen
kopya sayis1 degisimleri olarak siralanabilmektedir. Bu faktorlere bagli olarak, cerrahi
miidahale, radyasyon ile tedavi, kemoterapi ve hormon temelli tedavi ile bu tedavi
yontemlerinin kombinasyonlar1 uygulanabilmektedir. Birincil olarak uygulanan tedavi
yontemine ek olarak tedaviden sag kurtulan kanser hiicrelerinin oldiiriilmesi igin

kombine bicimde kemoterapi, radyasyon ve hormon tedavisi tiimoriin yayilmasi ve
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niiksetmesini Onlemektedir. Bu tedavi adjuvan terapi olarak isimlendirilmektedir.
Kullanim amacina gore lokal ya da sistemik etkileri olabilmektedir. Bir diger yandan
primer veya indiikleyici terapi olarak da adlandirilan neoadjuvan kemoterapi cerrahi

miidahalenin 6ncesinde uygulanmaktadir.
2.3.1) Cerrahi Miidahale

Eger timor metastatik degilse, cerrahi miidahale genellikle meme kanserine
kars1 ilk adimda uygulanan tedavi yontemidir. Meme kanserinin cerrahi tedavisi
lumpektomi ve mastektomidir. Bunlara ek olarak, eger meme kanseri hiicreleri siit
kanalinin disina sizdiysa lenf nodlarinin ¢ikartilmasi veya koltuk alt1 lenf nodiillerinin
alinmasi gibi islemler de lumpektomi ve mastektominin yani1 sira uygulanabilmektedir.
Lumpektomide meme tiimorii, timoriin etrafin1 sarmakta olan normal dokunun da
kiigiik bir kismiyla beraber cerrahi olarak uzaklastirilmaktadir. Lumpektomi siklikla
Grade 0, Grade I, Grade Il (bazen de Grade I1l) meme kanserlerinde lenf nodu
cikartilarak ya da ¢ikartilmayarak uygulanmaktadir. Mestektomi tiimorden etkilenmis
olan memenin cerrahi olarak alinmasidir. Mestektomi basit, modifiye edilmig radikal
ve radikal olmak lizere ¢ tipte yapilmaktadir

(www.imaginis.com/breasthealth/treatment.asp). Ayrica, koltuk altinda bulunan lenf

nodlarmin bir kismi ya da tiimii alinmaktadir. Mestektomi kadinlarda Grade I, Grade

II, Grade I1I (Bazen de Grade IV) meme kanseri tedavisinde uygulanmaktadir.
2.3.2) Radyoterapi

Radyoterapide, kanser hiicrelerini yok etmek i¢in iyonize radyasyon (X-
1s1nlar, Gama 1ginlari veya elektronlar) kullanilmaktadir. Radyasyon ile tedavi siklikla
cerrahi miidahale sonrasinda meme, gogiis duvart ve kol alt1 bolgelerde kalmis olan
tiimor hiicrelerinin yok edilmesinde kullanilmaktadir. Istisnai olarak, radyasyon
terapisi cerrahi miidahale Oncesinde timor boyutunun Kkiiciiltiilmesinde de

kullanilmaktadir.

Radyasyonun molekiiler diizeydeki dogrudan etkisi, 6zellikle DNA olmak
tizere biyomolekiillerde kimyasal baglarin kirilmasina veya tautomerik kaymalara
neden olmasidir. Dolayli etkisi ise, eksitasyon ve iyonizasyon ile yiiklii partikiiller

olusturmasidir. Oksijen radikal anyonlar (siiperoksit), preoksi radikaller, hidrate olmus
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elektronlar, hidrojen radikalleri ve hidroksil radikaller gibi reaktif molekiiller
radyasyona maruz kalmis dokularda yiiksek konsantrasyonlarda birikmektedir. Bu
molekiiller, biyolojik molekiillere kovalent olarak baglanmaktadir. DNA’ya
baglandiklar1 zaman onarilmasi gii¢ tek ve cift iplik kiriklarina ve baz hasarlarina
neden olmaktadir. Radyasyonun tiimdr hiicreleri iizerindeki secici etkisi normal
hiicreler ile tiimor hiicreleri arasindaki farkli diizeylerde olan radyasyon hassasiyetiyle
aciklanmaktadir. Bergonié and Tribondeau tarafindan (36) agiklandigi gibi, yiiksek

boliinme hizina sahip hiicreler radyasyona kars1 daha hassastir.

Radyasyon tedavisi digsal radyasyon kaynagi, bir implant araciligryla igsel
radasyon veya bu ikisinin kombinasyonu ile uygulanmaktadir. Meme kanserinde en
sik kullanilan radyoterapi yontemi digsal radyasyon kaynagi ile gergeklestirilir. Digsal
radyasyon tedavisinde, X-isinlar1 ve gama 1sinlari viicut dis1 bir kaynaktan timor
bolgesine iletilir. Yiiksek enerjili X-151n1 demeti hedef doku igerisinde gama 1ginlarina
gore daha derinlere gidebilmektedir. Gama 1ginlari, radyum, uranyum ve kobalt 60 gibi
molekiillerin radyoaktif bozunma yani yaptiklari radyasyon salinimi ile
tiretilebilmektedir. Her bir element kendine 6zgiin bir oranda bozunuma sahiptir ve
vermis olduklar1 enerjiyi gama i1sinlart formunda ve diger partikiiller olarak
salmaktadirlar. X-igmlar1 ve gama isinlari tiimor {izerinde ayni etkiye sahiptir

(www.meds.com/pda/radio.html).

Radyasyonun kanser hiicrelerine ulastirilmasinda kullanilan bir diger teknik
olan igsel rayoterapide, dogrudan tiimor igerisine, tlimor etrafin1 saran dokuya veya
viicut  bosluklarina  yerlestirilen  radyoaktif — implantlar  kullanilmaktadir

(https://www.utmb.edu/otoref/grnds/radiation-oncology-2003-1203/radiation-onco

logy-slides-2003-1203.pdf). igsel radyoterapi yakin bir mesafeden radyasyonu ilettigi

i¢cin daha avantajlidir. Disardan radyoterapinin aksine normal dokular yiliksek dozdaki
radyasyona daha az maruz kalmaktadir. Sezyum, iridyum, iyodin, fosfor ve palladyum
igsel radyoterapide kullanilan radyoaktif maddelere Ornek olarak gdsterilebilir.
Radyoterapinin yan etkileri uygulama bolgesinin viicut {izerindeki konumuna bagh
olarak degiskenlik gostermekle birlikte deri iritasyonu, asir1 yorgunluk ve uygulanan

bolgedeki deride gegici renk degisiklikleri tedavinin yan etkileri arasindadir.
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2.3.3) Kemoterapi

Kemoterapi, anti-kanser ilaglarinin kanser tedavisi amaciyla kullanimini ifade
etmektedir. Anti-kanser ilaglar, segici bir sekilde kanser hiicrelerinin sagkalimi
ve/veya boliinmesini Onleyerek tiimore etki etmektedir. Kontrolsiiz ve hizli boliinme
kanser hiicreleri i¢in karakteristik bir 6zelliktir. Bu nedenle, anti-kanser ilaglar kanser
hiicrelerinde normal hiicrelere nazaran daha c¢ok hasara neden olmaktadir.
Kemoterapinin amaci primer tiimori kiigiiltmek, hiicre biiyiime siirecini yavaslatmak,
metastaz1 dnlemek ve bazen de hastalik semptomlarmi azaltmaktir. Ilaglar hastalara
damara enjeksiyon (intravendz) veya tablet (oral yolla) olarak verilmektedir.
Kemoterapi uygulamasinin intravendéz olarak yapilmast durumunda, viicudun

dinlenebilmesi amaciyla birkag haftalik bir dinlenme periyodu olusturulmaktadir.

Kemoterapi ilaglari, farkli mekanizma, segicilik ve toksisiteye sahip olan pek
cok farkli tipten olugsmaktadir. Kemoterapi ilaglar1 dogal, sentetik veya yar1 sentetik
olabilmektedir. Etki mekanizmalarina gore kanser ilaglari; alkilleyici ajanlar,
topoizomeraz | ve II inhibitorleri, anti-metabolitler, mitotik ig ipligi inhibitdrleri,
anjiyogenez inhibitdrleri, hormonlar veya hormonlar taklit eden ilaglar, hedeflenmis

ilaglar ve immiin sistem baskilayicilardan olusmaktadir (Sekil 2).

Hormonlar ve hormon antagonistleri
(anti-estrojenler, progestinler) O

/> O\\

Hedefli terapi (RTK inhibitorleri, Anii
monoklonal antikorlar) - i:ljmli‘tl:i,tgﬁ?::rzi
=TT
. -
. -
.- % Replikasyon

\

-
. Topoizomeraz I-1l
7
. _ hibitorl trasiklinl
7/ Alkilleyici ajanlar (azotlu inhibitdrleri (antrasikliner) \
/’ hardallar, platinum bilesikleri) .
Antimetabolitler (purin, pirimidin ve \
| folik asit analoglari) '
\ Immiinbaskilayicilar .
(deksamethazon, prednlzon) /
\ P ‘
~ P *
'S . Transkripsiyon Histon deasetilaz inhbitorleri " e >
. - V4 .
.- -
. . - / \
~-dL._ .- - ”=‘i£%}_ 3\§i’=l

Translasyon Proteazom inhibitorleri

Sitokin

(bortezomib, distilfiram) Mitotik ig ipligi mhlbltorlerl
Uretimi %’ (Vinca alkoloidler, taksoidler)

Sekil 2: Anti-kanser ilaglarin etki mekanizmalari (37).
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Alkilleyici ajanlar niikleik asitlere baglanarak onlar1 guanin niikleotidinin 7
numarali pozisyonundaki azottan alkillemektedir. Alkil gruplari, replikasyonu ve
transkripsiyonu engellemektedir. Ayrica, timin ile anormal baz eslesmeleri olusturarak
yanlis kodlamaya ve bunun yaninda guanin bakiyelerinin depiirinizasyon ile
uzaklagtirllmasiyla iplik kiriklarina neden olmaktadir. Alkilleyici ajanlar azotlu
hardallar (sikloforfamidler, melfalan) ve nitrosourealar (karmustin) olmak tizere iki

tiptir.

Mitoz boliinmede kromozom kondenzasyonu ve ayrilmasi siireci bir DNA
giraz enzimi olan topoizomeraz II aktivitesi gerektirmektedir. Bunun yaninda, DNA
sarmalinin daha gevsek bir duruma gecmesi gibi topolojik diizenlemeler de
topoizomeraz [ ve topoizomeraz II aktivitesi sayesinde gerceklesmektedir (38).
Topoizomeraz I enzimi, ¢ift iplikli DNA molekiiliinde tek bir ipligin kesilip yeniden
ligasyon ile birlestirilmesini, topoizomeraz II enzimi ise DNA iizerindeki her iki
ipligin de kesilip yeniden ligasyon ile birlestirilmesini saglayarak DNA iizerindeki
sarmallarin gevsetilmesini saglamaktadir. Topoizomeraz I ve II inhibitorleri bu
enzimlere kovalent bir sekilde baglanarak DNA-protein  kompleksinin geri
dontisiimsiiz bir sekilde stabilize edilmesine neden olmakta ve ipliklerin ayrilmasini
engellemektedir. Topotekan, kamptothesin ve irinotekan, topoll inhibitdrlerine ise
antarasiklinler  (doksorubisin), etopozit ve mitoksantron Topoizomeraz |

inhibitorlerine ornek olarak verilebilir.

Antimetabolit ilaglar, metabolitlerin fonksiyonel olmayan analoglaridir. Bu
ilaclar metabolik aktivitelerin antagonisti olarak kullanilmaktadir. Antimetabolit
ilaglar, piirin (6-merkarptopiirin, fludarabin) analoglari, pirimidin (5-florourasil (5-
FU) ve arabinosilsitozin) analoglari ve folik asit analoglar1 (methotreksat) olmak iizere

tic gruba ayrilir.

Mitotik 1§ inhibitorleri, mikrotiibiillerin stabilizasyonunu bozarak, mitotik ig
ipliklerinin olusumunu inhibe ederek (Vinca alkoloidler; vinkristin ve vinblastin) veya
mikrotiibiil geri doniislimsiiz olarak stabilize ederek (Taksoidler; taksol ve taksoter)

hiicrenin mikrotiibiil dinamiginin dengesini bozmaktadir.

Hormon tedavisinde cinsiyet hormonlar1 veya hormon benzeri ilaglar kadin

veya erkeklerde hormonlarin etki veya iiretimini arttirmaktadir. Hormon tedavisinde
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kullanilan ilaglar; anti-Gstrojenler (tamoksifen ve toremifen), aromataz inhibitorleri

(anastrozol ve eksemestan), progestinler, dstrojenler ve anti-androjenlerdir.

Anjiyogenez inhibitérleri, pre-anjiyogenik faktorlerin  ifadelenmesini
indiiklemektedir. Ornegin, bir monoklonal antikor olan bevasizumab vaskiiler
endotelial biiyiime faktdriine (VEGF) baglanmakta ve VEGF’in yiizey reseptoriine
baglanmasinm1 engellemektedir. Boylelikle, VEGF bagimli anjiyogenez uyar1 yolagi

baskilanmaktadir.

Immiinbaskilayic1 anti-kanser ilaglar1 siklikla hematolojik malignitelerde
kullanilmaktadir. Immiinbaskilamanin amaci kanser hiicresi olan beyaz kan
hiicrelerinin biiylime oranini baskilamaktir. Bunlara 6rnek olarak, kortikosteroidler

(prednison), siklofosfamid ve merkaptopiirin gosterilebilir.

Hedefli kemoterapi, yan etkileri azaltarak secici toksisiteyi arttirmaktadir.
Hedefli terapide genellikle var olan genlerin tiimdr hiicrelerinde ifadelenen mutant
formlar1 veya o6zellikle timdr hiicrelerinde ¢ok ifadelenen genler hedeflenmektedir.
Ornegin, bir tirozin kinaz inhibitdrii olan imatinib mesilat kronik miyeloid 16semide
Philadelphia kromozomunda kodlanan ve uyaran bagimsiz yiiksek tirozin kinaz
aktivitesine sahip BCR-Abl fiizyon proteinini hedeflemektedir. Meme kanserinde
EGFR ve HER2 hedefleyen tirozin kinaz inhibitorleri kullanilmaktadir. Trastuzumab
(Herceptin®) ve lapatinib (Tykerb®) HER2/neu pozitif metastatik meme kanseri
tedavisinde kullanilmaktadir. Bir epidermal growth factor reresptér (EGFR/HER1)
inhibitdrii olan gefitinib (Iressa®) ise HER2 negatif metastatik tiimorlerin tedavisinde

kullanilmaktadir.
2.4) Doksorubisin

Kiigiik molekiil tipinde bir ila¢ olan doksorubisin, Streptomyces peucetius
tiirline ait caesius susundan izole edilen antarasiklin tiirevi bir antibiyotiktir.
Diizlemsel konumda olan bu molekiil, temel etki mekanizmasinda DNA ¢ift ipligine

0zgiil olarak baglanip, interkalasyona neden olmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3: Doksorubisin molekiiler yapisi (https://www.drugbank.ca/drugs/DB00997).

Akut lenfoblastik losemi, akut miyeloblastik 16semi, Wilms’ tiimorii,
noroblastoma, yumusak doku ve kemik sarkomalari, meme karsinomalari, ovaryum
kanseri, transisyonel hiicreli mesane kanseri, tiroid kanseri, gastrik kanser, Hodgkin’s
lenfoma, malignant lenfoma kiigiik hiicreli akciger kanseri doksorubisinin yayilmaci

tipte olan neoplastik kosullarda tedavi amaciyla kullanildig: timorlerdir.
2.4.1) Etki Mekanizmasi

Doksorubisin i¢in 6nerilmis olan bir¢ok mekanizma antimitotik ve sitotoksik
etkiye neden olmaktadir (Tablo 3). Doksorubisin, DNA sarmalinin baz ¢iftleri arasina
interkalasyon yaparak bir kompleks olusturmaktadir. Doksorubisin, DNA
topoizomeraz II- alpha alt birimini inhibe etmektedir (https://www.drugbank.ca/

drugs/DB00997). DNA gift ipliginin tekrar bir araya getirilmesini saglayan DNA

topoizomeraz ll-alpha altbirimi, ayn1 zamanda mayoz ve mitoz boliinme sirasinda

kardes kromatidlerin ayrilmasinda da 6nemli rol oynamaktadir.
2.4.2) Metabolizma

Doksorubisinin yar1 6mrii 20-48 saat arasindadir. Doksorubisin, tek elektron
rediiksiyonu, ¢ift elektron rediiksiyonu ve deglikozilasyon ile metabolize olmaktadir.
Ancak, hastaya verilen dozun yaklasik olarak yaris1 metabolize edilemeyip higbir

degisime ugramadan viicuttan atilmaktadir. Cift elektron rediiksiyonu primer
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metabolik yolak olarak kabul edilmektedir. Cift elektron rediiksiyonu bir sekonder
alkol olan doksorubisinol olusumuyla sonuglanmaktadir. Tek elektron rediiksiyonu
birka¢ oksidorediiktaz tarafindan gerceklestirilen reaksiyonlarla doksorubisin-
semikinon radikalinin olusumuna neden olmaktadir. Bu enzimler, mitokondrial ve
sitozolik NADPH dehydrojenatlar, ksantin oksidaz ve nitrik oksit sentazlardan
olugmaktadir. Verilen dozun yaklasik %1-2’lik bir kismi deglikozidasyon ile
metabolize olmaktadir. Uriin olarak c¢ikan metabolitler deoksialikon ve
hidroksiglikondur. Bu yan iiriinlerin olusumu ayri ayri rediiksiyon veya hidroliz ile
gerceklesmektedir. Ksantin oksidaz, NADPH-cytochrome P450 rediiktaz ve sitozolik
NADPH dehidrojenaz bu yolaga dahil olan enzimlerdir. Verilen dozun yaklasik
%40’ ik bir boliimii 5 giin igerisinde safrada birikmektedir. Ilag ve ona ait
metabolitlerin %5-12"si ayn1 zaman periyodunda idrarda goriilmektedir. llacin %3 ten
az bir kismi ise idrardan doksorubisinol olarak geri kazanilmaktadir

(https://www.drugbank.ca/drugs/DB00997).

2.5) Kanserde Ila¢ Direncinin Molekiiler Mekanizmalar1

llag direnci, ilk olarak bakterilerin antibiyotiklere diren¢ edinimiyle
farkedilmistir. Bununla birlikte, kanser de dahil olmak iizere bazi hastaliklarda benzer
mekanizmalarin varh@ kesfedilmistir. Ilag direncinin bazi bilesenleri hastaliga
Ozgildiir. Bunun yaninda, ilacin disar1 pompalanmasi gibi mekanizmalar bakterilerde
ve insanda ila¢ direngli kanser hiicrelerinde evrimsel olarak korunmustur. Kanser
tedavisinde ilag direnci, kemoterapi ve radyoterapi uygulanan hastalarda igsel olan ya
da sonradan gelisen bir durumdur. Ancak, kanserin pek c¢ok tipi baslangicta
kemoterapiye = duyarli  olmasmma  ragmen = zamanla  diren¢  gelisimi
gozlemlenebilmektedir. Ilag direnci gelisiminde etkili pek ¢ok mekanizma
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar; ilag inaktivasyonu, ilag hedeflerindeki
degisiklikler, disar1 ilag pompalama, hiicre Oliimiiniin inhibisyonu, Epitel-
Mezenkimal Doniisiim (EMT) ve DNA hasar onarimi olarak siralanabilir (Sekil 4).
Ayrica, tiimorlerdeki hiicre heterojenitesinin ilag direnci gelisimi agisindan 6nem arz
etmektedir. Son yillarda, epigenetigin dire¢ gelisimine etkisi ve kanser kok

hiicrelerinin bu siiregteki rolii de yogun arastirma alanlar1 arasinda yer almaktadir.
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Sekil 4: Dogrudan veya dolayli olarak ilag¢ direnci olusumuna neden olan mekanizmalar (39,
40)

2.5.1) ilag Inaktivasyonu

In vivo ilag aktivasyonu, ilaglarin farkli proteinlerle seri olarak etkilestikleri
kompleks mekanizmalar ile ger¢eklesmektedir. Bu etkilesimlerle, ilaglar
modifikasyona ugrar, kismi olarak bozulur veya aktif kompleksler olustururlar. Pek
cok anti-kanser ilag, klinik olarak etkinlik kazanabilmek i¢in metabolik bir yolaktan
gecerek aktive edilmelidir. Ancak, kanser hiicreleri ila¢ uygulamasi durumunda ilacin
aktivasyonunu azaltarak ilag direnci gelistirebilmektedir. Oregin, AML tedavisinde
kullanilan sitarabin (AraC) ¢oklu fosforilasyon sonrasinda AraC-trifosfat’a
dontistiirilerek aktive olan bir ilagtir (41, 42). Bu yolaktaki bir mutasyon veya

ifadelenme diisiisii AraC aktivasyonunun azalmasina ve boylece AraC’ye karsi ilag
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direnci gelisimine neden olmaktadir. Benzer olarak verilebilecek diger ornekler
sitokrom P450 (CYP), Glutatyon-S-transferaz (GST) siiper ailesi ve uridine
diphosphoglucuronosyl transferase (UGT) sistemlerinin aktivasyon ya da
inaktivasyonu ile iligkilidir (43). CYP mutasyon veya degisimleri proteinlerin
metabolik kapasitelerini degistirerek ilaglarin bozunma diizeyini arttirmakta ve onlarin
bobrekten salinimini saglayabilmektedir (44). Bu durumda, ilag¢ hastada gerekli etkin

seviyeyi koruyamamakta ve ilaca kars1 direng gelisebilmektedir.

Ilag aktivasyonu ve inaktivasyonuyla ilgili bir diger énemli &rnek de GST
stiperailesidir. Bu aileye ait iiyeler, fonksiyonu hiicresel makromolekiilleri elektrofilik
bilesenlerden korumak olan, detoksifkasyon enzimleridir. GST’lar ilag¢ direnci
gelisimine, dogrudan detoksifikasyon yoluyla ve MAPK yolagini inhibe ederek
katkida bulunmaktadir (45). Kanser hiicrelerinde GST ifadelenme artis1 anti-kanser
ilacin detoksifikasyonunu arttirarak hiicredeki sitotoksik etkinliginin azalmasina

neden olur (46). Bu artis, apoptoz yolagi ile de iliskilidir (47).

UGT siiperailesi glukoronidasyon siirecini katalizleyen bir enzim grubudur. Bu
siirec, inaktif hidrofilik glukuridler, steroid, safra asidi ve ksenobiyotikler de dahil
olmak {izere c¢evresel karsinojen ve sitotoksik substratlarin  yapilarinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. UGT1 ve UGT2 genleri insanda 17 fonksiyonel
UGT kodlamaktadir. Bu genler, deri, meme, prostat, salgi bezleri, bagirsak ve plasenta
gibi dokularda ifadelenmektedir. UGT siiperailesi patojenik substratlar i¢in en son
safta bulunan metabolik savunma sistemidir. Ancak, ¢ogu kanser tipinde UGT1A1
ifadelenmesinde diisiis gozlemlenmektedir (43). UGT1Al ifadelenmesinin artmasina
neden olan epigenetik degisiklikler ise kanserin irinotekan ve diger ilaglara karsi

diren¢ kazanmasina neden olmaktadir.
2.5.2) ilag Hedeflerindeki Degisiklikler

Bir ilacin etkinligi ilacin hedefindeki degisimlerden etkilenmekte ve ilag
direncine neden olabilmektedir. Ornegin, topoizomeraz II genindeki mutasyonlarla
doksorubisinin de i¢inde bulundugu topoizomeraz II inhibitorlerinin topoizomeraz

II’ye baglanmasi engellenir ve diren¢ edinimi gerceklesir (48, 49, 50).
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Meme kanseri tedavisinde sik kullanilan ilaglardan paklitaksel, dosetaksel ve
vinkristin B-tiibilinlere baglanmaktadir. iseri ve arkadaslarinin 2010 yilinda yapmus
olduklar1 ¢alismada, paklitaksel, dosetaksel ve vinkristine direngli MCF7 alt hiicre
hatlarinda B -tiibilin alttiplerinin ifadelenmelerinde degisiklikler ve protein alt tiplerini
kodlayan genlerde ila¢ baglanma bdlgelerini etkileyen mutasyonlar oldugu
belirlenmistir (2). Benzer sekilde, ovaryum kanserinde p-tiibilin gibi ilag
hedeflerindeki mutasyona bagli degisimler araciligiyla direng gelisimi

gozlemlenebilmektedir (51).

Sik goriilen akciger kanseri tiplerinde EGFR inhibitorlerine cevap, EGFR
tirozin kinaz alt birimi mutasyonlariyla birlikte bir y1l i¢erisinde ilag¢ direnci edinimine

neden olmaktadir. Tiim vakalarin yarisinda EGFR-T790M tespit edilmistir (63, 64).

Ilag hedefi degisimine bir diger 6rnek ise androjen reseptdrde kesfedilmistir.
Androjen reseptor, prostat kanserlerinin yaklasik %30’ unda genomik olarak amplifiye
olmaktadir. Bu durum, bu tip kanserlerde androjen hedefli leuprolide ve bikalutamide

kars1 tedaviye dirence neden olabilemketedir (47, 51).

KML hastalarinin biiyiik bir kism1 imatinibe kars1 direng gelistirmektedir. Bazi
hastalar imatinib tedavisinin baslangicinda tedaviye cevap verirken, uzun sureli
tedavinin ileri asamalarinda kanser hiicreleri tedaviye karsi diren¢ edinmektedir.
Imatinib direnci, ABL genindeki nokta mutasyonlar ve BCR-ABL fiizyon geninde
amplifikasyon nedeniyle gelisebilmektedir (52). Ilag direnci edinimi BCR-ABL
bagimli mekanizmalara ek olarak, BCR-ABL bagimsiz mekanizmalar olan ilag tagiyici
proteinler ile ilacin disart pompalanmasi ve sinyal kaskad:i iizerinden de

gelisebilmektedir.
2.5.3) Hiicre Disina ilag Pompalanmasi

ATP-Binding Cassette (ABC) tasiyici ailesine iiye olan proteinler evrimesel
olarak korunmus ve saglikli hiicreleri ksemobiyotiklerden koruyan transmembran
pompa proteinleridir. ABC tasiyic1 pompa ailesinin insanda 49 {iyesi bulunmaktadir.
Tastyic1 proteinler yapisal olarak farklilik gdsterse de bu proteinlerin timi yiiksek
derecede iki farkl alt birimden olugmaktadir. Bu alt birimler, niikleotid baglanma alt

birimi ve daha degisken olan bir transmembran alt biriminden olusmaktadir (53).
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Substrat, transmembran alt birime baglandig1 zaman niikleotid baglanma bolgesinde
ATP hidrolizi gerceklesmekte ve bu durum proteinin {i¢ boyutlu yapisinda degisime
yol agarak substratin hiicreden disariya atilmasina neden olmaktadir. Substratlarin
disar1 pompalanmasi bu maddelerin hiicre icerisindeki birikimini Onlemekte ve
toksinlerin hiicreden uzaklastirilmasini saglamaktadir (54). ABC tasiyict ailesi,
karaciger ve intestinal sistemin saglikli epitel dokusunda yiiksek diizeyde
ifadelenmektedir. Intestinal liimendeki epitel hiicrelerde ifadelenen ABC tastyici
pompalar intestinal liimendeki ilag ve zararli maddelerin safra kanali lizerinden disari
pompalanmasinda ve viicudun korunmasinda rol oynamaktadir. Bu proteinler, ayni
zamanda kan beyin bariyerinin siirdiiriilebilirliginin korunmasi a¢isindan da c¢ok

onemli bir role sahiptir (55, 56).

ABC tastyici proteinler araciligiyla disart pompalama aktivitesi normal bir
fizyolojik siire¢ olmakla birlikte kanser hiicrelerinde ila¢ direncinin 6nemli
bilesenlerindendir. P-glikoprotein (P-gp), multidrug resistance associated protein 1
(MRP1) ve breast cancer resistance protein (BCRP) kanserde pek cok ilaca direng
ediniminde etkilidir. Ug tasiyic1 proteinin de genis bir substrat grubu bulunmaktadar.
Vinca alkoloidler, epidofilotoksinler, antarasiklinler, taksanlar ve kinaz
inhibitdrlerinin de bulundugu pek cok ksenobiyotik bu yolla hiicre disina atilabilmekte
ve kanser hiicreleri ilag atim1 yoluyla tedavinin ilk asamalarinda kullanilan pek ¢ok
ilagtan korunmaktadir. P-gp bu proteinler arasinda ilk saptanan proteindir (57, 58). P-
gp proteini MDR1 geni tarafindan kodlanmaktadir. MDR1 geninin kolon, karaciger ve
bobrekteki normal diizeylerde olan ifadelenmesi bu dokularda kanser gelisimi
sonrasinda artis gostermektedir. Yapilmis olan bir ¢aligmada, akciger kanserinde
tedavi stirecinde doksorubisin uygulamasinin MDR1 ifadelenmesinde biiyiik bir artisa
neden oldugu gozlemlenmistir (47). Kanser hiicrelerinde hem i¢sel hem de edinilmis
diren¢ mekanizmalar1 ile MDR1 asir1 ifadelenmesi gerceklesebilmektedir. Normal
fizyolojik kosullarda da MDR1 genini ifadelendiren akciger, meme, prostat doku
orijinli kanser hiicreleri, MRP1 ve BCRP tasiyic1 pompalarinin ifadelenmesine bagh
olarak genellikle ilag direncine sahiptirler. BCRP saglikl1 hiicreleri koruyan bir baska
tasiyict pompa proteinidir. Ayrica, kok hiicrelerde hem ve folat homeostazinin
korunmasinda gorev alir. Tasiyic1 pompalarin ifadelenmesinin yiiksek oldugu bilinen

farkli kanser hiicreleriyle yapilan ¢aligmalar, bu durumun kétii klinik tabloyla iliskili
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oldugunu gostermistir. Bir noroblastoma calismasinda yiiksek seviyede MRP1
ifadelenmesinin kotii klinik tabloyla yiiksek diizeyde iligkili oldugu gosterilmistir (59).
Benzer sekilde, BCRP ifadelenmesinin kiiciik hiicreli akciger kanseri hastalarinda ilag
direnci ve sagkalim oranlarmin tahmininde O6nemli bir belirteg¢ oldugu ortaya
konulmustur. Bir tirozin kinaz inhibitori olan gefitinib, BCRP pompa fonksiyonunun

engellenmesinde rol oynayarak ila¢ direncinin geriye ¢evrilmesini saglamaktadir (60).

Onceden de belirtildigi gibi kinazlar gibi sinyal molekiillerinin devamli bir
sekilde aktivasyonu hiicre dongiisiiniin kontrolden ¢ikmasi ve karsinogenez ile
sonu¢lanmaktadir. Bu proteinler, P-gp ifadelenmesini de diizenlemektedir. Bu durum,
kanser c¢evresinin, ila¢ direnci gelisimine izin vermesi yoOniinde yeniden
diizenlenmesine neden olmaktadir. Ornegin, ER pozitif meme kanseri hiicrelerinde
Ostrojen, P-gp protein sentezini azaltmaktadir. Ancak ER-negatif meme kanseri
hiicrelerinde ya da doksorubisin direncli ER-negatif meme kanseri hiicrelerinde bdyle
bir etki gériilmemektedir (61, 62). Bu durumun aksine reseptdr tirozin kinazlarin alt
yolaginda rol oynayan MAPK yolagi proteinlerinin asir1 ifadelenmesi (HRas, c-Raf,
MEK1/2, ERK1/2) P-gp ifadelenmesini arttirmaktadir. “Extracellular signal-regulated
kinases (ERK)” yolag: inhibitorleri ise P-gp ifadelenmesini azaltmaktadir. Ayrica,
biiyiime faktorii benzeri EGF ve FGF bunu arttirabilmektedir (63). Tlging bir sekilde,
pek ¢ok sinyal molekiiliinii stabilize eden bir saperon proteini olan HSP90’in
inhibisyonu P-gp ifadelenmesini azaltmaktadir (64). Bu sonuglar, P-gp
ifadelenmesinin ve stabilitesinin siki1 kontrol edildigini, ancak, tiimor hiicresi gelisimi
acisindan avantaj sagladigini gostermektedir. Kanser hiicrelerinde siklikla aktive
olmus durumda bulunan bu onkogenik kinazlarin hedeflenmesi, P-gp ifadelenmesinin
de azalmasi ile ilaca hassasiyetin artmasi nedeniyle verimli bir tedavi stratejisi

olusturmaktadir.
2.5.4) Hiicre Oliimiiniin Engellenmesi

Apoptoz ve otofaji mekanizmalari memelilerde hiicresel homeostazin
saglanmasi acisindan 6nemli mekanizmalardir. Bu siiregler, her ne kadar bir digerinin
antagonisti olsa da, ikisi de hiicre Oliimiine neden olabilmektedir. Apoptoz, iki
yolaktan olusmaktadir. Bu yolaklar, mitokondride B-Cell Lymphoma 2 (BCL-2),

caspsase- 9 ve Akt proteinlerinin dahil oldugu i¢sel yolak ve hiicre yiizeyindeki 6liim
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reseptorlerinin dahil oldugu digsal yolaktir. Igsel ve dissal yolaklar, yolagin alt
basamaklarinda apoptoza sebep olan caspase-3 aktivasyon siirecinde ortak hareket

etmekte ve ek bazi ¢apraz etkilesimler de bulunmaktadir.

Baz1 kanser tiplerinde, BCL-2 ailesi proteinler, Akt ve diger anti-apoptotik
proteinler yiiksek miktarda ifade edilmektedir. Bu proteinlerin alt yolaklarindaki
transkripsiyon faktorleri olan NF-kB ve STAT yiiksek seviyede aktivite
gostermektedir. Bu durum, kanser tedavisi i¢in bu proteinleri iyi birer hedef haline
getirmektedir. “Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL)”
proteininin rekombinant formlar1 ve bu grup ligandin reseptorlerini hedefleyen
antikorlar caspase-8 aktivasyonu iizerinden apoptozu indiikleyebilmektedir. Sitotoksik
ilaglar ile kombinasyonunda TRAIL gelecek vaadetmektedir (65, 66). BCL-2 ailesi
inhibitdrleri, histon deasetilaz inhibitdrleri (HDACi) ve kinaz inhibitorleri de ilag
denemelerinde olumlu sonuglar vermistir (47, 65-69). Ancak, uzun siireli kullanim
direng¢ edinimine neden olmaktadir. Ek olarak, meme kanseri fare modelinde HDACi
uygulamasinin tiimdr hiicrelerinde TRAIL e (66) ve hiicre kiiltiiriinde proteaz kalpain
inhibitdrlerine kars1 hassasiyeti arttirdig1 gézlenmistir (67). Cogu kanser ilact MAPK
yolaginin alt basamaklarinda yer alan c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) tlizerinden
apoptozu indiiklemektedir. TRAIL, JNK aktivasyonu ile (68,69) apoptozu
indiiklemekte ve JNK sinyalizasyon yolaginin inhibisyonu sisplatin tarafindan
indiiklenen apoptozun azalmasina neden olmaktadir. Hiicre 6liim yolagi diizenlemeleri
sitotoksik ila¢ tedavisinde etkinligi arttirabilecegi gibi kanser hiicrelerinde 6lim

yolaklarinin bertaraf edilmesi de sitotoksik ilaglara direng ile sonuglanabilmektedir.

Otofaji, asidik lizozomal pH’da, fagolizozom araciligiyla 6liime neden
olmaktadir. Klorokuin ve onun tiirevi ilaclar lizozomda pH’1 yikseltip sindirim
enzimlerini inaktive ederek bu siireci 6nlemektedir. Kanser hiicrelerinde diger ilaglara
kars1 hassasiyet arttirici etkileri bulunmaktadir. Ornegin, kanser hiicrelerinde klorokin
ile kombine uygulanan florourasil tek basina uygulandigi duruma gore ¢ok daha
etkilidir (70). Ek olarak, bir klorokin tiirevi olan hidroksikloroquinin kanser
hiicrelerinde otofajiyi inhibe ettigi ve ER pozitif kanser hiicrelerinde tamoksifen gibi
ER yolagi inhibitorlerine hassasiyetin yeniden olusturulmasinda etkili olugu

gozlemlenmistir (71). Ozet olarak, klorokin otofaji bagimli ila¢ direnci
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mekanizmalarinin inhibisyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu durum klorokin

kanserde ilag direnci ¢alismalarinda 6nemli bir yere koymaktadir (70).
2.5.5) Epitel- Mezenkimal Déniisiim (EMT) ve ilag Direnci

Epitel-mezenkimal doniisiim (“Epitelial-mezenkimal transition”; EMT) solid
tiimorlerin metastatik 6zellik kazanmasiyla iligkilidir. Metastaz, bir kanser hiicresinde
ve onun ¢evresini olusturan stromal hiicrelerdeki degisimleri iceren karmasik bir
durumdur. EMT siirecinde, hiicre-hiicre baglantilarinda rol oynayan hiicre adezyon
reseptorlerinin ifadelenmesi azalmakta ve hiicre hareketliligini indiikleyen hiicre
adezyon reseptdrlerinin ifadelenmesi artmaktadir. Hiicre hareketliligi ayn1 zamanda
sitokinler ve kemokinlere de baghdir. Sitokin ve kemokinler tiimdriin kendisinden ya
da mikrogevresindeki hiicrelerden salinmaktadir. Ek olarak, metalloproteazlarin timor
yiizeyinde yiiksek diizeyde ifadelenmesi matriks proteinlerinin yikimini arttirarak
metastazi desteklemektedir. EMT nin kanser ila¢ direncindeki rolii, giiniimiizde yogun

olarak arastirilmakta olan bir konudur (72, 73).

Kimi zaman kanser kok hiicreleri olarak da adlandirilmakta olan kanser atasal
hiicrelerine dair ¢aligmalar, kanserde tedavi ve tiimor yiikiindeki azalma sonrasinda
hastaligin nasil uzak bélgelerde niiks ettigini agiklamaktadir (74-78). EMT siirecinde
baz1 faktorler ilag direng gelisiminde énemli roller oynamaktadir. Ancak, bu durum
tiimoriin metastatik siirecte hangi asamada oldugu ile iliskilidir. Ornegin, ERBB2
(HER2) pozitif meme kanserinde tiimorler yiliksek seviyede P1 integrin
ifadelendirmektedir ve bu durum transtuzumab gibi antikor yapidaki inhibitorlere karsi
direnci arttirmaktadir (79). Bu bulgular, B1 integrinlerin dimerizasyonunun 16semi
hiicrelerinde ila¢ indiiklemeli hiicre 6liimiine kars1 hiicreleri koruduguna dair goriisii
desteklemektedir (80). Benzer bigimde, B3 integrin ve Src, TGFp aracili olarak memeli
hiicrelerinde EMT’yi tetiklemektedir (81). Integrin Pl dimerizasyonu, akciger
kanserinde ¢ogalma ve sagkalim sinyali olan FAK kinaz sinyalizasyonun artmasina
neden olmaktadir (82). Otokrin sinyalizasyon, “vascular endothelial growth factor
(VEGF)” ve Flt-1 araciligtyla kanser hiicrelerinin sagkalim siirecine katki
saglamaktadir (83). Hiicre dis1 matriks ve stromal hiicreler ile etkilesimde olan selektin
ve diger adezyon reseptorleri de EMT ve hiicre sagkalim siire¢lerine katilmaktadir (84-

88) (Sekil 5). EMT siiresince gergeklesen farklilagma siireci farkli morfolojilere sahip
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olan farkli tiplerde metastatik kanser hiicrelerinin olusumuna neden olmaktadir (89).
Gecmisteki c¢aligmalar, actin binding protein L-plastin’in kanser ilerleyisi ve
prognozuyla iligkili olabilecegini gostermistir (90). T-plastin, lenfoma gelisimi ve ilag

direnci ediniminde etkilidir (91).
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Sekil 5: EMT ve ilag direncine neden olan etkileri (40).

Stromal hiicrelerin de ila¢ direncinde rolii oldugu belirlenmistir. B-Raf,
reseptor tirozin kinazlar yolaginin alt basamaklarindaki bir araci kinazdir. Melanoma
hiicrelerinde B-Raf inhibitorlerine karst gelisen ila¢ direnci, Stromal hiicrelerin
fibroblast hiicreleri ile ko-kiiltiire edilmesiyle kesfedilmistir (92). Bu durum, hiicre
kiiltiriinde kanser hiicrelerine kars1 yiiksek etkinlik gosteren ilaglarin in vivo hayvan

modelleri iizerindeki klinik denemelerde basarisiz olma nedenlerinden bir tanesidir.

Metastatik kanser hiicreleri, hiicre farklilagsmasinin tek tip olmamasindan
dolay1 genellikle heterojen popiilasyonlardir. EMT, metastatik kanser hiicrelerinin
olusumunu desteklerken, ayni zamanda, bir tiimérde mevcut tiim hiicrelerde olmasa
da bir kisminda ila¢ direncine neden olan sagkalim oranini artirmak i¢in sinyalizasyon
siireclerinin baslamasina neden olmaktadir. EMT, c¢ok karmasik ve dinamik bir
mekanizma oldugu icin, ilaca ait etkilerin ve ilag direncinin diizenlenmesinde etkili
olan EMT mekanizmalarin1 tam olarak anlayabilmek i¢in daha genis kapsamh

aragtirmalar yapilmalidir.
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2.5.6) Kanser Hiicrelerinin Heterojenitesi ve ilag Direnci

Kanser kok hiicreleri ve olgun kanser hiicrelerinde diger mekanizmalara ek
olarak bir bagka bakis acis1 da kanserin niiksetmesine neden olan heterojen kanser
hiicresi popiilasyonlarinda ila¢ direnci olan hiicrelerin klonal se¢imi ve birikimidir.
Gecmiste yapilan c¢alismalar, heterojen hiicre popiilasyonlarindaki kok hiicre
Ozelligine sahip hiicre fraksiyonlarinin genellikle ila¢ direnci de edinmis oldugunu
gostermistir. Kemoterapi yalmizca 1ilag hassasiyeti olan kanser hiicrelerini
oldiirmektedir. Ancak, kanser hiicresi popiilasyonundaki heterojeniteden dolay1 ilag
direncli kanser hiicreleri tedaviden sag olarak kurtulabilmekte, klonal olarak
secilmekte ve tlimoriin yeniden gelisimine ya da metastatik odaklarin olusumuna
neden olabilmektedir. Bu nedenle, hem dolasimdaki hem de solid tiimordeki kanser

hiicrelerinde ilag hassasiyeti ve direnci agisindan heterojenite bulunmaktadir.

Gecmiste AML {izerine yapilan bir ¢alismada, ayn1 anda varligini siirdiiren iki
dominant klon belirlenmistir. Bu klonlardan bir tanesi ilaca direngli bir digeri ise ilaca
kars1 duyarlidir. Bu durum basarili bir tedavi sonrasinda direngli klondan koken alan
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina bagli olarak hastaligin niiksetmesine neden
olabilmektedir (93). Meme kanserinde klonal igerikle ilgili yapilmis olan bir ¢aligma
meme kanserlerinin monogenomik veya multigenomik tiimorler olabilecegini
gostermistir  (94). Poligenomik tiimoérler, cok sayidaki farkli tipte klonal
altpopiilasyonlar igerir ve bunlarin hepsi farkli ilag hassasiyeti ya da farkli ilag
direncine sahiptir (94). Bu durum, DNA onarim mekanizmast ve hiicre 6liim
yolaklarindaki bozukluklardan kaynaklanabilmektedir. Tiimoérlerdeki hiicresel
heterjenitenin bir sonucu olarak klonal altpopiilasyonlarda farkli ila¢ direnci

karakterlerinin varligi, tedaviyi ¢ok daha zorlastiran bir durumdur (95).
2.5.7) DNA Hasar Cevabi ve Ilag¢ Direnci

DNA hasar onarimi kanser ilag direncinde ¢ok belirgin bir rol oynamaktadir.
Kemoterapi ilaglarinin neden oldugu dogrudan ya da dolayli DNA hasar1 nedeniyle
olusan cevap, “DNA damage response (DDR)” mekanizmalariyla ilacin neden oldugu
etkileri yeniden onararak hasari etkisiz kilmaktadir. Ornegin, sisplatin gibi platin
iceren ilaglar DNA ipliklerinde capraz baglanmalar olusturarak DNA hasarina neden

olmaktadir ve bu durum apoptozu tetikleyebilmektedir. Platin temelli ilaglara kars
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gelisen direngte niikleotid uzaklastirmayla onarim ve homolog rekombinasyon gibi
primer DNA onarim mekanizmalari rol oynamaktadir (96, 97, 98). Bu nedenle, DNA
hasarma yol acgan sitotoksik ilaclarin etkinlikleri, kanser hiicrelerindeki DDR
mekanizmalarindaki bozukluklara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla,
onarim yolaklarinin inhibisyonu kanser hiicrelerinde DNA hasari indiikleyen ilaglara

kars1 hassasiyete yol agmakta ve tedavi verimini arttirmaktadir.

DDR mekanizmasinin hedeflenmesinin ilgi uyandiran tedavi edici potansiyeli,
bu konudaki ¢aligmalar1 da arttirmaktadir. Var olan DDR genlerinin diizenleme
mekanizmalarinin kaybi1 veya bozulmasi ve mekanizmadaki mutasyonel ya da
epigenetik sessizlestirmelere dair etkiler pek ¢ok kanser tipinde gerceklesmekte olan
bir durumdur (99, 100, 101). Buna ragmen, diger DDR mekanizmalarinin
ifadelenmesindeki artig, fonksiyon disi kalan bu yolagin kompanse edilmesini
saglayabilmekte ve kemoterapi igin iki strateji segenegi sunmaktadir. Bunlardan
birincisi, asir1 aktif DDR yolaginin kemoterapdtik ilaglar ile hedeflenmesidir. Bu
stratejinin uygulanmasi durumunda kanser hiicreleri DNA hasar1 indiikleyen ilaglarin
kullanimina kars1 savunmasiz kalmaktadir. Ikinci strateji ise, fonksiyon kayb1 olusmus
olan DDR yolagina bagl olarak, yalnizca bozuk olan yolak iizerinden onarilabilen
tipte DNA hasarina neden olan ilaglarin belirlenerek kullanilmasidir. Her iki
kemoterapi stratejisinde de asir1 aktif ya da diisiik aktivitedeki DDR mekanizmalarinin

belirlenmesi esastir.

Bazi kemoterapi ilaglart O6 pozisyonundan guanin alkilasyonunu
indiiklemektedir. O6-metilguanin, DNA methyltransferase (MGMT) iizerinden DNA
onarimi, DDR yolagiin kemoterapdtik bir ajan ile hedeflenmesinin zorlugu ve vaad
ettigi gelecege dair 6onemli bir tablo ortaya koymaktadir. MGMT alkillenmis bir
niikleotidi onararak tekrar guanine donistiiriir ve boylelikle yanlis niikleotid
eslesmeleri engellenir. MGMT asir1 ifadelenmesinin, hemotopeietik kok hiicrelerinin
alkilleyici ajanlara kars1 korundugu gosterilmistir. Benzer sekilde, pek ¢ok tiimor de
sahip olduklar1 yiiksek MGMT ifadelenmesi nedeniyle alkilleyici ajanlara karsi
direnglidir. Bu nedenle, DDR mekanizmalarinin inhibisyonu alkilleyici ajanlara kars1
direnci engelleyebilmektedir. MGMT’yi hedefleyen pek cok ilag gelistirilmis
olmasia ragmen bunlardan ancak birkac1 gelecek vaad etmekte ve FDA tarafindan

onaylanmistir (99). Ancak, bazi ilaclar siirli klinik etkinlikte olup, kanser hiicresi
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0zglnliigii olmaksizin toksisiteye neden olmaktadir. Bu nedenle, deneme agamasinda
olan 0rnegin O6-benzilguanin gibi ilaglar saglikli hiicreleri sitotoksik ilaglara karsi
duyarl hale getirmektedir (99, 102, 103). Bu sorunu bertaraf edebilmek i¢in uygun
stratejilerden bir tanesi de MGMT geni promotor bolgesinde yer alan CpG adasi
metilasyonlarinin belirlenerek, O6-guanin alkilleyici ajanlara karsi hassasiyetin
analizinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasidir. MGMT geninin promotor
metilasyonu, genellikle DDR mekanizmasinin sessizlestirilmesi nedeniyle ortaya
cikan genomik instabiliteye bagli olarak prognoz belirsizligine yol agmaktadir.
Yapilan caligmalar, MGMT geninde epigenetik sessizlestirme gergeklesmis pek cok

glioma hastasinda ortalama sagkalim siiresinin arttigin1 géstermistir (104).
2.6) Cift Iplikli DNA Kiriklarmin Onarimi ve Cesitleri

DNA ¢ift iplik kiriklar1 (“double strand breaks”; DSB) bir hiicrenin karsi
karsiya kalabilecegi en zorlayici hasarlardan bir tanesidir. Onarilmayan DSB, hiicre
boliinme siirecinde kromozom kollarinin kaybina neden olabilmektedir. Bunun
yaninda, yanlis uclarin birlestirilmesi de kromozomal translokasyonlara neden
olabilmektedir (105). Her iki DNA anomalisi de tiimorlerde siklikla meydana
gelmekte ve tlimor olusumunun ilk ya da geg evrelerinde tiimdr agresifliginin artigina
onciiliik etmektedir. Ote yandan, onarilamayan DSB’ler hiicre dliimiinii tetikleyerek
gelisim donemindeki organizmalarda gelisim geriligine neden olmaktadir (106). Bu
nedenle, bu tip DNA hasarlarini onaran mekanizmalar bakteriden memeliye kadar tiim

canlilarda mevcuttur.

DSB onariminin gerceklesebilmesi i¢in iki farkli temel mekanizma mevcuttur.
Homolog rekombinasyon (HR) mekanizmasinda, bozulmamis DNA ipligi kirik
DNA’nin onarilmasi i¢in kalip olarak kullanilir ve kirik uglar homoloji bagimli olarak
hizalanip kopyalanir (107). Prokaryotlarda ve Saccaromyces cerevisiae gibi basit
Okaryotlarda homolog rekombinasyon, DSB icin temel onarim mekanizmasidir. Bu
yolakta yer alan tek bir bilesenin dahi mutasyona bagli eksikligi DNA ¢ift iplik
kiriklarna karsi hiicreleri savunmasiz hale getirmektedir. Ote yandan, yiiksek
Okaryotlarda ve memelilerde, homolog olmayan ug birlestirme (“Non-homologous end
joining”; NHEJ) mekanizmasi DSB lezyonlarinin onariminda ¢ok 6nemli bir rol

oynamaktadir (10, 108). Bu yolak, DNA kiriklarina ait uglarin homoloji gostermedigi
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ya da ¢ok az homoloji oldugu durumlarda tercih edilmektedir. Bu nedenle, NHEJ
mekanizmast DNA’nin hatali onarimina neden olmaktadir. Son 20 yillik siirecte,
NHEJ’in temel mekanizmalarinin karakterizasyonu, agir kombine bagisiklik
yetmezliginin birkag alt tipine ait genetik temellerin kesfine ve hiicrede HR ve NHEJ

arasindaki tercih mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina neden olmustur.

DSB onarim yolaginin énemi tiirden tiire degisse de her iki yolak da evrimsel
siiregte korunmustur. Ilgingtir ki, baz1 bakteri tiirleri bile NHEJ yolagina sahiptir. DSB
onarimindaki temel rollerine ek olarak HR ve NHEJ 6zellesmis fonksiyonlar olarak
sirastyla mayotik rekombinasyon ve immiin sistemdeki DNA yeniden diizenlenmesi

(NHEJ) gibi programlanmis DNA yeniden diizenlenme mekanizmalarina sahiptirler.
2.6.1) DNA Cift Iplik Kiriklarnin Onarim Kinetigi

DSB’lerin belirlenmesi ve onarimi, DSB onarimina 6zgiil enzimlerin bir araya
gelmeleri veya hiicre c¢ekirdegindeki proteinlerin modifikasyonlar1 ile takip
edilebilmektedir. DSB indiiklemesinden birka¢ dakika sonra 53BP1 proteininin
protein odaklar1 (“Foci”) ve fosforile H2AX histonunu (y-H2AX), immiinofloresan
mikroskopi ile belirlenebilmektedir (Sekil 6) (109).

Sekil 6: H2AX proteininin sirastyla radyasyona tabi tutulmadan 6nce (A) ve sonra (B) hiicrede
olusturduklar protein odaklar1 (109).

Farkl1 siirelerde iyonize radyasyon maruziyeti ile DSB indiiklemesi yapilmig
hiicrelerde floresan “foci” sayimi, DSB onarim kinetigi ile ilgili yeni veriler ortaya
cikartmustir (110, 111). ik birkac saatlik siiregte gerceklesen goreceli olarak hizli
onarim olan ilk fazdan sonra, kalan DSB’ler daha yavas bir kinetik ile onarilmaktadir

(112). Yavas ya da hizli onarilan DSB’lerin tercihi DNA hasar tipine baghidir.
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Radyasyon (a- radyasyon) daha kompleks DNA hasarlarina neden olur. Bu nedenle,
radyasyona bagli hasarlarin onarimi topoizomeraz inhibitorii ya da X-ray kaynakl
DSB’lere gore daha yavas gerceklesir. Bu durum, radyasyonun kirik DNA uglarinda
oksidize bazlar veya tek iplik fazlaliklar1 gibi farkli tipte lezyonlara neden olmasi ile
aciklanmaktadir (113). Ek olarak, onarim kinetigindeki degisiklikler DSB’nin
genomun heterokromatin ya da Okromatin bolgelerinde gerceklesmesi ile de
baglantilidir (114). Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda NHEJ’e bagli olan hizli onarim
yolaklar etkinken, G2 fazinda hem NHEJ e bagli olan hizl1 onarim yolaklari hem de
da yavas onarim yolagi HR etkin olabilmektedir (115).

2.6.2) Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ) Mekanizmasi

NHE]J, saglam ve bosta olan ¢ift iplikli DNA’nin taninmasi ile baslar (Sekil 7).
Ku70/80 heterodimeri DNA ucu etrafinda bir halka formu olusturur. Ku70/80
heterodimeri DNA’ya baglanmasi ile hareket edebilme yetenegi kazanmaktadir (3).
Ku70/80 DNA ucuna baglandiktan sonra DNA bagimli protein kinaz katalitik altbirimi
(DNA-PKcs) bu bolgeye baglanarak protein kinaz aktivitesi gosterir (116). DNA-
PKcs’in otofosforile olmasi Ku70/Ku80 ve DNA-PKcs’in ii¢ boyutlu yapi
degisikligine neden olur ve aktif protein kompleksi DNA-PK kompleksi olarak
adlandirilir (4, 5). Konformasyonel degisim sonrasinda DNA uglar1 daha ileri
reaksiyonlar ve ligasyon i¢in uygun hale gelmektedir (117). Eger uglar uygun durumda
ise, Ligaz 4 uclarn birlestirir. Ligaz 4 bu gérevi XRCC4 proteini ile stabil bir kompleks
olusturarak gergeklestirir (6, 7). Son donemlerde kesfedilmis olan ve “Cernunnos”
olarak da adlandirilan “XRCC4-like factor” (XLF) kompleks olusum reaksiyonunu
katalizler. Ancak, halen NHEJ’in ger¢eklesmesi i¢cin mutlak gerekliligi oldugu
saptanamamustir (8, 9). Eger DNA uglar1 uygun degilse ya da bir serbest 5’-fosfat ve
3’-OH grubu tasimiyorsa, cesitli isleme faktorleri niikleotid ya da fosfat gruplarini
ekleyip cikartabilmektedir (10). Ileriki boliimlerde NHEJ mekanizmasmin ana

bilesenleri detayli olarak anlatilmaktadir.
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Sekil 7: NHEJ mekanizmasi (Ekim 2018, KEGG)
2.6.2.1) Ku70/Ku80

Ku70/80, ortasinda bosluk bulunan bir halka formundandir ve bu bosluk ¢ift
iplikli DNA ucuna oturmaktadir (3). Protein kompleksindeki boslukta bulunan amino
asitler dogrudan DNA omurgasi ile etkilesmektedir. Bu etkilesim sadece DNA
molekiiliinde acik u¢ bulunmasi halinde gerceklesebilmekte ve baglanma 6zgiilliigii
saglamaktadir. Ku proteinlerindeki karboksil uglarini etkileyen mutasyonlar
haricindeki mutasyonlar kompleksin dogru halka yapisinda olmasini engellediginden

aktivite kaybina neden olmaktadir (118).

Ku70’in C-terminali SAP bolgesi olarak adlandirilan bir bolge icermektedir ve
bu bolgenin DNA-baglanma bolgesi oldugu hipotezi 6ne siiriilmistiir (20). In vitro
ortamda kristalografi ile incelendiginde SAP bolgesinin DNA’ya baglanmadigi

goriilmiis olmasina ragmen, bu bulgular in vivo ortamda DNA baglanma
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fonksiyonunun olmadigina dair kanit teskil etmemektedir (3). Nitekim SAP, Ku70’e
uzun ve esnek bir baglayict sayesinde tutunmakta ve DNA’ya sarilarak
baglanmaktadir. Bu durum, Ku kompleksine ait halkanin DNA’ya baglanmasini

baslatmaktadir.

Ku80’in karboksil ucu DNA’ya baglanmasi i¢in gerekli degildir ancak bu
bolgede gerceklesen delesyonun radyo dalgalarina hassasiyet ve V(D)J
rekombinasyon mekanizmasinda bozukluga neden oldugu gosterilmistir. Bu durum,
DNA-PKGcs ile kurmakta oldugu etkilesimi engellemesi ile agiklanmistir (119). Protein
kinaz, DNA ucunda aktif olmasina ragmen, O&zellikle 06zgiil otofosforilasyon
bolgelerinde gerceklesen konformasyonel degisimler DNA uclarinin agilmasi, isleme
ve ligasyon siiregleri i¢in gereklidir (5). Ek olarak, C-terminalinde bulunan 12
aminoasidin 6zellikle Ku80-DNA-PKcs etkilesimi i¢in O0nemli oldugu ortaya

konulmustur.
2.6.2.2) DNA-PKcs

DNA-PKcs, XRCC7 geni tarafindan kodlanan, 4000 aminoasitten fazla
polipeptid uzunlugu ve yaklasik 470kD’luk molekiiler agirlig1 ile en biiyiik protein
kinazlardan bir tanesidir (120, 121). C-terminalinde bulunan protein kinaz altbirimi,
P13-kinaz ailesine dahildir. DNA-PKcs ailesi diger iki ana DNA onarim cevabi kinaz
enzimlerinden, “ataxia telangiectasia” mutasyonlu kinaz (ATM) ve ATM ve RAD3

iligkili (ATR) kinaz1 icermektedir.

DNA-PKcs’nin kinaz aktivitesinin kaybi sonucunda radyo dalgalarina olan
hassasiyet artmakta ve V(D)J rekombinasyonu mekanizmasinda bozukluk
olugmaktadir (122). Ek olarak, DNA-PKcs hasarli hiicrelerde iyonize radyasyon
nedenli DSB kiriklarinin biiyiik bir gogunlugu normal kinetiginde onarilsa da onarimi

yavas ger¢eklesen kiriklardan bu protein sorumludur (111).
2.6.2.3) Ligaz 4/XRCC4

Son ligasyon basamagi Ligaz 4’iin XRCC4 ile kurmus oldugu komplekse
baghidir (108). Bu iki genin birden inaktivasyonu radyo dalgalarina hassasiyete ve
V(D)J rekombinasyonunun ger¢ceklesememesine neden olmaktadir. XRCC4 proteini

Ligaz 4 proteinini stabilize eder ve ligaz aktivitesinin baglamasini saglar (123). Ancak,
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XRCC4 sessizlestirismis “knockout” fenotipler bu proteinin NHEJ siirecinde baska
fonksiyonlarmin oldugunu da gostermistir (124). Ligaz 4 ve XRCC4, DNA-PK
kompleksi ile etkilesim icerisindedir. Bu durum, Ku70/80 ve DNA-PKcs’nin NHEJ

reaksiyonu i¢in 6nemini ortaya koymaktadir.

LIG4 veya XRCC4 genlerinin inaktivasyonu NHEJ’in beyin gelisimindeki
hayati roliinii ger¢eklestirememesine neden olmaktadir (124, 125, 126). “Knockout”
farelerde ge¢ embriyogenez asamasinda beyinde postmitotik noron hiicrelerinde
kitlesel apopotoz gozlemlenmistir. Bu fenotipin siddetinin NHEJ defekti derecesi ile
baglantili oldugu gosterilmistir. {lging olarak, bu fenotip proapoptotik genler olan p53
veya ATM genlerinin inaktivasyonu ile geri dondiiriilebilmektedir. Apoptotik cevap
alinan noronlarda tam olmayan NHEJ komplekslerinin DSB onarimi saglayan diger

yolaklar1 engelledigi diistintilmektedir (127).
2.6.2.4) Yardimc1 NHEJ Faktorleri
2.6.2.4.1) XLF (Cernunnos)

XLF proteininin kesfi iki farkli calisma grubu tarafindan farkli yollarla
gerceklesmistir. Tk ¢alisma grubu bu proteini, XRCC4 geni ile biiyiik bir benzerlige
sahip oldugu i¢in “XRCC4 like factor” (XLF) olarak isimlendirmistir. Ikinci bir
calisma grubu ise, analiz ettikleri hastalarda mikrosefali ve immiin sistem bozukluklar
ile ayn1 genin iligkili oldugunu tespit ettikleri i¢in bu gene “Cernunnos” ismini

vermiglerdir (8, 9).

XLF proteininin inaktivasyonu V(D)J rekombinasyonunda kismi bozulmaya
ve yavas DSB onarimina neden olmaktadir (128). XLF proteini XRCC4 ile stabil bir
kompleks olusturabilmektedir. XLF, DNA’ya baglanarak XRCC4/Ligaz 4 aktivitesini

uyarmakta ve NHEJ in ge¢ asamalarinda yanal fonksiyonunu gergeklestirmektedir.

Son yillarda yapilan in silico galismalarda, XRCC4 ve XLF proteinine
benzerligi olan bir bagka protein olan ve XRCC4 ve XLF paralogu (PAXX) olarak
adlandirilan bagka bir protein kesfedilmistir. Bu protein, Ku70/Ku80 ile etkilesmekte
ve NHEJ komplekslerinin DNA ucunda stabilize edilmesini saglamaktadir (129, 130).
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2.6.2.4.2) Artemis

Artemis ilk olarak radyo-hassas T-B-SCID hastalarinda tespit edilmistir.
Artemis, N-terminalinde bir niikleaz alt birim icermekte ve DNA-PKcs ile
etkilesmektedir. Artemis, Ozellikle V(D)J rekombinasyonu siiresince olusan DNA
“hairpin” yapilarinin agilmasinda etkilidir. Iyonize radyasyon maruziyeti sonrasinda
olusan DSB’ler i¢in Ozellikle heterokromatin bdlgede yavas kinetigi olan onarim
gerceklesmesi gereklidir (111). Artemis proteininin “hairpin” yapiy1 agabilmesi i¢in
DNA-PK ile etkilesmesi gerekmektedir. Yapilan ilk ¢alismalarda, DNA-PK tarafindan
gerceklestirilen Artemis fosforilasyonunun Artemisin aktivitesi i¢in gerekli oldugu
yoniinde hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Ancak daha sonra ortaya ¢ikan veriler, DNA-PK
aktivitesinin otofosforilasyonla aktive oldugu ve bununla birlikte DNA-PK
kompleksinde {i¢ boyutlu yap1 degisiklikleri oldugunu gostermistir (114). Bir niikleaz
olan Artemis proteininin diger DNA yapilarin1 kesebildigine dair net veriler elde
edilememistir. Ancak, fonksiyonel Artemis olmayan hiicrelerde iyonize radyasyona
asir1 hassasiyet gozlemlenmektedir. Bu durum, XRCC4/Ligaz 4 kompleksinin
olusabilmesi icin gerekli olan DNA u¢ modifikasyonlarinin Artemis proteinin niikleaz

aktivitesine bagimli oldugunu gostermektedir.
2.6.2.4.3) Diger DNA Ug Isleme Faktorleri

Cogu hasar durumunda DNA ug¢larinin dogrudan ligasyonu miimkiin degildir.
Genellikle hasarli niikleotid veya eklentilerin ¢ikartilip yeni niikleotidlerle etkin bir
bicimde degistirilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle, NHEJ mekanizmasinda bu tip
“pbozuk DNA wuglarmmin” temizlenebilmesi i¢in bazi enzimler bulunmaktadir.
Hiicrelerde, Artemis niikleazina ek olarak, DNA ucundaki bu tip bozukluklarin
temizlenmesinde rol oynayan ¢esitli eksoniikleazlar bulunmaktadir (10). NHEJ de rol
oynayan Werner helikaz DNA uglarindan niikleotid ¢gikartmay1 saglayan eksoniikleaz
alt birime sahiptir (131). Buna ek olarak, homolog rekombinasyondaki aktivitesi daha
1yi bilinen CtIP niikleaz, G1 fazindaki hiicrelerde serbest DNA uglariin islenmesinde

gorev almaktadir (132).

Ligasyonun ger¢eklesmesinin dniindeki bir diger engel de 3°-OH veya 5°-POg4
gruplarinin yerine 3’-PO4 veya 5°-OH gruplarinin varligidir. Bu problem poliniikleotid

kinaz enzimi araciligiyla, 3’-POs grubunun ¢ikartilmast ve 5°-POs grubunun
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eklenmesi ile ¢oziilmektedir (133). Bu enzim XRCC4 ile etkilesime girerek XRCC4

proteininin DNA uglarinda konumlanmasini saglamaktadir.

Fazlalik olan niikleotidlere ek olarak, DNA uglarindaki tek iplik fazlaliklar1 da
DNA ug isleme agisindan 6nemli bir konudur. Replikatif polimerazlar DNA uglarinda
fonksiyonel degildir. Ozellesmis bir DNA polimeraz ailesi olan X-ailesi, DNA tek
iplik fazlaliklarinin islenmesinde gorev almaktadir (134). PolA ve Polp enzimleri
yalnizca DNA uglarina niikleotid ekleme yaptiklar1 i¢in bu gorev i¢in etkisiz
kalmaktadir. Polh ve Polp’niin eksikliginde NHEJ mekanizmasmim etkinligi
stirdiiriilmekte, bununla birlikte, onarim sirasinda olusan delesyonlarda artis meydana
gelmektedir (134). Bu polimeraz ailesinin bir diger iyesi olan terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT), kalip gerekmeksizin DNA uglarina niikleotid
ekleyebilmektedir. Bu, teorik olarak mutajenik bir durumdur. TdT ifadelenmesi B-
hiicrelerinde Ig genlerinin rekombinasyonunun gergeklestigi gelisimsel asama ile
siurlidir ve V(D)J rekombinasyonu sirasinda Ig genine ait diziye rastgele niikleotidler

eklenmesiyle varyasyon artisina neden olmaktadir (135).
2.6.2.4.4) Diger DSB Fraksiyonlariyla Iliskili Faktéorler

DNA uclarindaki alt fraksiyonlarin temizlenmesinde DNA isleme
mekanizmalarina ek olarak zor kiriklar veya karmagsik DNA hasarlarinin ligasyon
etkinligini arttirmak i¢in gerekli bazi faktorler bulunmaktadir. DSB onarim kinetigine
dair ileri analizler, heterokromatin bdlgelerde gerceklesen cift iplik kiriklarinin
onarimi i¢in G1 fazinda gerceklesen NHEJ ve G2 fazinda gerceklesen HR siirecinde
kromatin yapmin agilmasi gerektigini gostermistir (114, 115). Kromatin yapinin
acilmasinin baslamasi i¢in H2AX histonunun (y-H2AX), MRE11/RAD50/NBS1
kompleksinin, ATM kinazin ve bazi birkag¢ enzimin fosforilasyonu gereklidir. Ek
olarak, fosforilasyon, DSB bolgesinde ubikitin eklenmesinin baglamasi i¢in de

gereklidir.

NHE] ile iliskili baz1 faktorler reaksiyonu bloke etmese de fonksiyonda kismi
eksikliklere neden olmaktadir. Ornegin, XLF proteinindeki bozukluklarla birlikte
ATM proteininin eksikligi, V(D)J rekombinasyonunda azalmaya neden olmaktadir.
NHEJ’in ¢ekirdek faktorlerindeki eksikliklere nazaran bu durumun neden oldugu

fenotip ¢ok daha etkisizdir (136). ileri genetik incelemeler, bu mutasyonlarin, NHEJ’in
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paralel alt yolaklarinin tercihine ve kismi fonksiyon kayiplarina neden oldugunu

gostermistir.
2.6.3) DNA Cift Iplik Kiriklar1 Tamir Mekanizmalar1 Arasindaki Denge

DNA cift iplik kiriklarinin onarimini saglayan iki ana yolak olan NHEJ ve HR
arasindaki diizenlemenin kirik tipine 6zel olarak yapilmaktadir (Sekil 8) (108, 137).
Ornegin, onarimda kalip olarak kullanilan kardes kromatidlerin olmamas1 nedeniyle
memeli hiicrelerinde Gl fazinda gerceklesen bir ¢ift iplik kirigr HR ile
onartlamamaktadir. Ote yandan, NHEJ icin gerekli olan ikinci DNA ipliginin
olmamasi nedeniyle replikasyon catalinda bozulmaya neden olan DNA kiriklar

sadece HR ile onarilmaktadir (138).

Non Homologous End Joining (NHEJ)

Homologous recombination (HR)

Sekil 8: NHEJ/HR tercih mekanizmalar1 (139).
2.6.3.1) Hiicre Dongtisiine Bagli Olarak DSB Onarim Tercihi

NHEJ yolagi onarim i¢in homolog bir kaliba ihtiya¢ duymadigi i¢in tiim hiicre
dongiisii boyunca fonksiyoneldir. Ote yandan, HR ile onarim i¢in homolog bir kaliba
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ihtiya¢ vardir. Cogu omurgalida homolog kromozomlar bulunuyor olmasina ragmen,
bu kromozomlar yiiksek Okaryotlarin  aksine genellikle onarim i¢in
kullanilmamaktadir. Bu nedenle, HR yalnizca DNA replikasyonu sirasinda kardes
kromatidlerin varligi durumunda gergeklesebilmektedir. Beklentilerin aksine, G2
fazindaki DSB’ler yine de NHEJ ile onarilmaktadir. HR ancak onarimi zor olan
kiriklarin  yavas bir kinetikte onarilmast amaciyla fonksiyonellesmistir (115).
Homolog rekombinasyonun ilk adimi1 olarak 3’ tek iplikli DNA’nin olmasi sart1 i¢in
gerekli olan ekzoniikleaz aktivitenin eksikligi genel olarak G1 ve GO fazlarinda neden
homolog rekombinasyonun  gerceklesmedigini  agiklayabilmektedir  (140).
Ekzoniikleaz aktivitenin diigiikligi, diisiik seviyede bulunan ekzoniikleaz CtIP ve S
ille G2 fazlarinda aktivite gosteren siklin bagimli kinazlardan (CDK)
kaynaklanmaktadir.

2.6.3.2) BRCA1 ve Homolog Rekombinasyonun Uyarilmasi

HR aktivitesinin S ve G2 fazlar1 disinda olmamasi ekzoniikleaz aktivitenin
eksikligiyle a¢iklanabiliyor olmasina ragmen bu durum her iki yolagin da aktif oldugu
S ve G2 fazlarindaki DNA onarim yolagmin se¢imini agiklayamamaktadir.
Replikasyonda replikasyon catalinin yeniden baslayabilmesi i¢in 6zgiil olarak DNA
uclar etrafinda HR olusmaktadir. Bu nedenle, NHEJ proteinleri aktif bir sekilde
homolog rekombinasyonu gii¢lendirici aktiviteleri dengelemelidir. Bu fonksiyon aktif
CtIP proteininin yani sira BRCAL1 proteininin etkinligini de gerektirmektedir (141).
BRCAI1 proteininin bu siiregteki rolii tam olarak aydinlatilmamis olsa da HR
aktivasyonunun dogru bir sekilde gerceklesebilmesi icin ubikitin ligaz aktivitesine

bagli olarak etki gosterdigi one siiriilmektedir (142).
2.6.3.3) 53BP1 ve NHEJ’in Uyarilmasi

S fazindaki hiicrelerde inhibe edilmeyen ekzoniikleaz aktivite tehlike
olusturabilmektedir. Replike olmayan DNA iizerindeki ¢ift iplik kiriklar1 onarim kalib1
olarak kardes kromatidlerin bulunmamasi nedeniyle HR ile onarilamamaktadir. Bu
nedenle bazi proteinler, bu tip ¢ift iplikli kiriklarin NHEJ tarafindan onarimim
imkansiz hale getiren tek iplikli DNA olusumunu 6nlemek i¢in ekzoniikleaz aktiviteyi
azaltmaktadir. DNA uglariin kesilmesini bloke eden ana diizenleyici RIF1 proteini

ile birlikte 53BP1 proteinidir (143). 53BP1 proteini ilk olarak TP53 ile etkilesen bir
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protein olarak kesfedilmistir. RIF1 proteini ise ilk olarak telomere baglanan bir protein
olarak tespit edilmistir (144, 145). Sonu¢ olarak, DSB onarim yolagmin tercihi
birbirine karsit olan kuvvetlerin onarimi1 NHEJ ya da homolog rekombinasyona dogru

itmesiyle gerceklesmektedir.
2.7) Memelilerde RNA Interferans Yolaklar

RNA interferans (RNAI) teknolojisi C. elegans, Drosophila ve bitkiler ile
yapilan ¢aligmalarda dsRNA (¢ift iplikli RNA) kullanilarak homoloji temelli bir
sessizlestirme mekanizmasinin varliginin fark edilmesi ile kesfedilmistir (146).
dsRNA kendi dizisine homoloji gosteren ilgili RNA transkriptlerini bulup ¢ogu
durumda bu hedeflerin yok edilmesini saglamaktadir (146). Omurgasiz sistemlerde
yapilan c¢aligmalarla birlikte, RNAi ile ilgili pek ¢ok biyokimyasal etkilesimin
aydinlatilmast RNAi sistemini memeliler i¢in kullanigli bir genetik ara¢ haline
getirmistir. Kesfinden bu yana RNAi teknolojisi calismalari her ne kadar gen
sessizlestirme ve susturma calismalarina odaklanmis olsa da, Okaryotik evrim
stirecinde RNAi mekanizmalar1 viriis ve mobil elementlere karsi bir savunma sistemi
olarak gelismistir (147). Bunlara ek olarak, RNAi yolagi bilesenleri gelisimsel siiregte
endojen genlerin regiilasyonunu yine endojen olan kii¢iik kodlanmayan RNA’lar

sayesinde saglamaktadir (148, 149, 150).

Endojen olarak transkripsiyonu gerceklesen ve gelisimsel sliregte gen
diizenlenmesinden sorumlu yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki ve sa¢ tokasi
seklindeki RNA’lar, Dicer proteini aracilig ile olgun form olan 21-22 niikleotidlik
parcalara ayrilmakta ve genelde miikemmel olmayan baz eslesmeleri ile benzer
dizilere sahip mRNA’lar1 bularak baglanmaktadir (151). C. elegans, Drosophila, fare
ve insanlarda belirlenmis sa¢ tokasi seklindeki RNA’lara topluca microRNA (miRNA)
ad1 verilmistir (148, 149) (Sekil 9).

Yiiksek okaryotlarda, dSRNA bagimli sessizlestirme i¢in RNAi yolaginin 3
cekirdek bilesenine gereksinim duyulmaktadir. Bunlar, “Drosha”, “Dicer” ve
“Argonaute” (Ago) gen ailesi liyeleri. Drosha ve Dicer RNA1 yolaginin en basindaki
asamalar olan dsRNA’nin 21-25 niikleotidlik rehber dsRNA’ya doniistiiriilmesinde
katalitik rol iistlenmektedir. Dicer ve Drosha proteinlerinin her ikisi de RNase 11 ailesi

proteinlerdir. dsSRNA’y1 keserek karakteristik bicimde 5’ ucta fosfat grubu ve 3’ucta
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eslesmeyen iki niikleotidlik bir ¢ikinti olusturmaktadirlar (152). Drosha ve Dicer ile
iligkili genler bir adet dSRNA tanima/baglanma alt birimi ve iki adet tekrar RNase 111
altbirimi i¢cermektedir. Bunlara ek olarak, Dicer bir adet DExH/DEAH ATPase/RNA
helikaz altbirim ve bir adet PAZ (RNAi genlerine 6zgii) alt birimi olmak {tizere iki
korunmus dizi motifi icermektedir. RNA tarafindan indiiklenmis kesme kompleksi
(“RNA-induced Silencing Complex”; RISC) icerisinde yer alan Argonaute ise bir PAZ
alt birimi ve RNase H katalitik ¢ekirdegi ile yiiksek derecede benzerligi bulunan bir
adet PIWI alt birimi tagimaktadir. (153). Ago ile iligkili efektér kompleksler hedef
mRNA tahribati, translasyonel inhibisyon ya da transkripsiyonel sessizlestirmeyi

tetikleyebilmektedir (148).
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Sekil 9: Memelilerde post-transkripsiyonel gen sessizlestirme mekanizmasi (154).
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Mikro RNA’lar iki tek iplikli RNA’dan olusmaktadir. Bu ipliklerden bir tanesi
“yolcu” digeri ise “rehber” iplik olarak adlandirilmaktadir. Yolcu iplik RNA RISC ile
etkilesime gectigi zaman degrede edilmektedir. Degredasyon aktivitesi kompleksin
Ago ve PIWI altbirimlerinden kaynaklanmaktadir (146). RISC proteinleri rehber ve
yolcu ipliklerin birbirinden ayrilmasint ATP bagimsiz olarak gerceklestirmektedir
(155, 156). ATP, RISC proteinlerinin katalizledigi reaksiyon sonrasinda mRNA
molekiillerinin ¢oziiliip, uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadir (147). Rehber RNA
ipliginin 5° ucu hedef mRNA’ya baglanip eslestirme gorevini iistlenirken, 3’ ug
mRNA molekiiliinii kesim i¢in RISC kompleksinin uygun bolgesi i¢in fiziksel olarak
hazirlamaktadir (147).

Rehber ipligin RISC kompleksine nasil baglandigi heniiz bilinmemektedir.
Bununla birlikte, bu siirecin niikleotid dizisine bagimli olarak gerceklestigi
diisiiniilmektedir. Baglangicta hedef mRNA dizisi belirlenip RNAi mekanizmasina ait
tiyeler tarafindan yakalandigi zaman, RISC kompleksi hedef mRNA’y1 keserek
translasyonu gerceklesemez hale getirmektedir (146). Cogu durumda baslangicta
gerceklesen siirec mRNA yikiminin artarak ilerlemesini tetiklemektedir. mRNA
yikimi sonrasinda olusan fragmentler dSRNA sentezi i¢in kullanilmaktadir. Rehber
RNA’nimn baglanmis oldugu mRNA hedefleri bazen RNA bagimli RNA polimeraz
(RdRP) tarafindan ikinci bir ipligin sentezi i¢in kalip olarak kullanilmaktadir.
Boylelikle olusan dsRNA yeni bir miRNA gibi davranip sitozolde mRNA

sessizlestirilmesi i¢in kullanilmaktadir (157,158).
2.7.1) RNAIi Yolaginda Drosha

Drosha, cekirdekte transkripsiyonu gergeklestirilen ve igerisinde ¢coklu miRNA
iceren pri-miRNA’larin islenmesinde etkin rol oynamaktadir. Drosha, ¢ekirdekte 500-
650 kDA’luk biiyiik bir kompleks olusturmasi nedeniyle “mikroprosesor” olarak da
adlandirilmaktadir (159). DGCR8/Pasha mikroprosesor aktivite i¢in kofaktor gorevi
gormekte ve Drosha kofaktorii ile etkilesimi sonucunda pri-miRNA’ya
baglanmaktadir (159). Drosha, pri-miRNA’y1 ssRNA ve dsRNA bolgelerinin kesistigi
noktadan taniyarak yaklasik 11 bg’lik bir bolimden ya da dsRNA’nimn bir helikal
dontimii kadar kesim yapmaktadir. Sonug olarak ortaya ¢ikan pre-miRNA 3’ ucunda

eslesmemis iki niikleotid ¢ikintist bulunduran bir sa¢ tokasi yapisindadir. Drosha ile
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islenen pre-miRNA 3’ ucunda bulunan eslesmeyen iki niikleotid cikintisi araciligiyla
$ p slesmey ¢ gy

taninarak Exportin-5 ile ¢ekirdekten tasinmaktadir.
2.7.2) RNAIi Yolaginda Dicer

Dicer dsRNA’y1 21-27 niikleotidlik parcalara ayirmaktadir. Drosha’ya benzer
sekilde, kesim islemini sahip oldugu ardistk RNase III alt birimi sayesinde
gerceklestirmektedir. Dicer, pre-miRNA’yt 3’ ucunda bulunan eslesmemis iki
niikleotid ¢ikintisindan tanimaktadir. Bu bolgeyi tantyip baglanan Dicer dSRNA’y1 ug
kisimdan keserek belirli bir uzunlukta (yiliksek Okaryotlarda yaklasik 22 niikleotid)
olgun miRNA’y1 olusturmaktadir (146, 150). Ago ve Dicer ailesi iiyelerinde yiiksek
diizeyde korunmus olan yaklasik 130 amino asitlik PAZ alt birimi u¢ kisimdan tanima
ile iliskilendirilmektedir. Ek olarak, Ago’ya ait olan PAZ alt birimi kristalize edilerek
incelendiginde, yapisi oligo-baglanma katlanmalar1 ile yliksek benzerlik saptanmistir

(160, 161).
2.7.3) RNAI Yolaginda Argonaute

Ago ailesi proteinleri transkripsiyonel susturma agamasinda siirece katilmakta
ve kiiciik RNA’larin rehberliginde baglanilan gen hedeflerinin sessizlestirilmesinde
gorev almaktadir. Ago ailesi liyeleri fonksiyonlari i¢in cok 6nemli olan iki adet yiiksek
diizeyde korunmus PAZ ve PIWI alt birimlerine sahiptir. PAZ alt birimi rehber
RNA’ya 3’ ugtan baglanmayir saglar (161). PIWI alt biriminin Onemi, bir
hipertermofilik arkebakter Pyrococcus furiosus‘da yapisinin aydinlatilmasiyla
anlasilmistir (162). PIWI, RNase H enzimi katalitik ¢ekirdegi ile yiiksek benzerlik
barimndirmakta ve bir adet DDH motifi bulundurmaktadir. Eger rehber RNA ile hedef
olan mMRNA tam olarak eslesirse, RISC, 5’ uca baglanmakta ve 10 niikleotid
mesafeden RNA’y1 kesmektedir (163). Yiiksek okaryotlarda ¢ogunlukla goriilen tam
olmayan baz eslesmesi durumunda ise translasyonun baslamasi ve elongasyon
engellenmekte, de-adenilasyon, niikleaz degredasyonu igin sitoplazmik “P

cisimciginin” taginmasi veya bu li¢iiniin kombinasyonu gerceklesebilmektedir (164).
2.8) Kanser ve miRNA iliskisi

Mikro RNA’lar post-transkripsiyonel olarak gen ifadelenmesini diizenleyen
kiicik kodlamayan RNA’lardir. Mikro RNA’lar, fizyolojik ve islevsel
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fonksiyonlarmin yani sira kanser de dahil olmak iizere insanda bazi hastaliklarin
patogenizinde rol oynamaktadirlar. Cogu miRNA normal dokular ile
karsilastirildiginda tiimor kokenli hiicre hatlarinda daha diisiik seviyelerde ifade
edilmektedir. Kanser patogenezinde rol alan miRNA ifadelenme degisimlerinin biiyiik
bir kism1 genomda kopya sayisi artisi, delesyon veya yeniden diizenlemeler ile
gerceklesmektedir (165, 166). Lenfoma (167, 168), kolorektal kanser, akciger kanseri
(168), meme kanseri (169) ve glioblastoma (170) da dahil olmak tizere ¢esitli kanser
tiplerinde miRNA ifadelenmesine ait diizenlemenin bozuldugu ve 6zgiil olarak bazi
miRNA’larin kanser gelisiminde rol oynadigi gecmiste yapilan ¢alismalarla ortaya
konulmustur. Onkogenleri ve timor baskilayici genleri baskilayan miRNA’lar i¢in
“oncomir” terminolojisi kullanilmaktadir. Buna ek olarak, metastazi diizenleyen eden

miRNA’lar ise “metastamir” olarak adlandirilmaktadir (171).
2.8.1) Meme Kanserinde ilag Direnci ile Iliskili miRNA’lar

Mikro RNA’lar tim kodlayan genlerin yaklasik %60’ 11 diizenlemektedir.
Meme kanseri de dahil olmak {izere neredeyse tiim kanser tiplerinde miRNA’larin
diizenleme kayb1 gozlemlenmistir. Gliniimiizde miRNA’larin ilag direnci ile iligkileri
aydinlatilmakta ve buna paralel olarak 6zgiin tedavi stratejileri gelistirmeye yonelik

caligmalar da artarak devam etmektedir (172).

Meme kanserinde baz1t miRNA’larin doksorubisin, mitoksantaron, tamoksifen
ve trastuzumab direnci gelisiminde rol oynadig1 saptanmigtir. Ornegin, miR-21’in asir1
ifadelenmesi, uzun siireli ilag maruziyeti durumunda trastuzumab hedef geni olan

PTEN’in baskilanmasina neden olarak ila¢ direncine neden olabilmektedir (173).

Kemoterapinin basarisiz olmasindaki en dnemli sebeplerden bir tanesi olan P-
glikoproteinin (P-gp) asirt ifadelenmesi antarasiklin antibiyotikler, bitki alkoloidleri,
taksanlar ve platinyum temelli ilaglar da dahil olmak {izere pek c¢ok ilacin hiicreler
tizerindeki etkinligini azaltmaktadir (174). Kovalchuk ve arkadaslari, MCF7 hiicre
hattinda diisiik miR-451’in MDR1 ifadelenmesini baskilamasi nedeniyle, bu
miRNA’nin azalmasinin doksorubisin direncini arttirdigin1 gostermislerdir. Ayrica, bu
calismada  MRP2  ifadelenmesini  diizenledigi  diislinlilen = miR-489’un
ifadelenmesindeki azalma doksorubisin ve sisplatin karsi gelisen direngle de
iligkilendirilmistir (175).
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DNA hasarina neden olan kemoterapoétik ilaglara karsi genotoksik hasar cevabi
olarak birkag farkli yolagin aktivasyonu gerg¢eklesmektedir. Apoptoz Onciilii ve karsiti
programlarin dengede kalmasmi diizenleyen miRNA’lar, normal hiicrelerin
karsinogenezinde rol alabilmektedir. Bu baglamda, Shen ve arkadaslari, in vivo ve in
vitro ortamda miR-155’in ektopik olarak ifadelenmesinin tamoksifen varliginda
hiicresel sagkalimi arttirdigint  ve ilag direnci gelisiminde rol oynadigini
gostermislerdir. miR-155 inhibisyonunun ise apoptoz ve tamoksifen hassasiyetine
sebep oldugunu saptamislardir (24). Bir baska ¢alismada, van Jaarsveld ve arkadaslari,
meme kanseri ve normal hiicrelerde sisplatin ve radyasyon ile DNA hasarin1 uyarmis
ve hasarla iligkili 725 miRNAnin ifadelenmesini karsilastirmislardir. Bu karsilastirma
sonucunda, meme kanseri hiicrelerinde normal hiicrelerden farkli olarak 121
miRNA’nin ifadelendigi ve miR-93, miR-183, let-7a, miR-141, miR-23b, miR-369-
3p, MiR-296-5p, miR-193a-3p ve miR-34b’nin ise ifadelenmedigi ortaya konulmustur.

Coklu faktorlerin etkilesimi nedeni ile ortaya cikabilecek ilag direncinin
olusum siirecinin daha iyi anlasilabilmesi i¢cin He ve arkadaslari, adriamisin ve
paklitaksel direngli MCF7 hiicre hatlarinda diizenlemesi bozulmus RNA’lara ait
dizilerin belirlenebilmesi i¢cin mRNA’lar ve kodlanmayan kiigiik RNA'larin
transkriptom profillemesini yapmustir. Tlaca direngli hiicreler ile ilag hassasiyeti olan
hiicreler kiyaslandiginda mRNA ve miRNA'larin benzer bigimde degisiklikler

gosterdigi gosterilmistir.
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3) GEREC ve YONTEM
3.1) Kullanilan Geregler

Deneyler sirasinda kullanilan gerecler Tablo 13°te verilmistir.

Tablo 4: Kullanilan gerecler

Karbondioksitli etiiv (Heraeus) PCR Kabini (UVP/PCR Cabinet)
Masaiistii sogutmali makro- ve mikrosantrifiij PCR Cihazi (BioRad C1000 Thermal
(Eppendorf) Cycler)
Spektrfotometre cihazi (Thermo
Buz makinesi (Elektrolux) Scientific Nanodrop 2000
Spectrophometer)
Hassas terazi (Precisa) Plate Santrifiij (Sigma 4-15C)
Vorteks (Velp Scientifica) PCR cihaz1 (Agilent Surecycler 8800)
Distile Su cihazi-Millipore Direct Q UV Inverted Mikroskop (Olympus 1X53)
Ceker ocak (Bilser) Gii¢ Kaynagi (Olympus U RFL-T)
Laminar Kabin (Telstar Bio vanguard green line) Santrifiij (Herolab Unicen 15D)
Inkiibatér (Panasonic MCO-170 AIC UV) Inkiibatdr (Thermo Scientific IGS-100)
Masaiistii Santrifiij (Hettich Universal 320R ) §rnaNgnyetik kangtinel (VWR
VMS-C7)
Is1 blogu (Eppendorf Thermomixe Comfort) ggrr]tizlf;)(suemlﬁc Industries Vortex

Kuru Isitma ve Sogutma Blogu (Torrey Pine/SC-25/
Echotherm)

Calkalayic1 (Niive SL-350)

ELISA okuyucu

Yatay elekroforez sistemi
(Syngene/Ingenious Ihr)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Consort

Mikrofiij (Counter/microfuge 22R)

EV3020)
Jel goriintiileme sistemi (SynGene) Mikrodalga firin-Argelik
Real Time PCR (Biorad CFX96 Real Time system)  Su Banyosu (Memmert/\WWNB14)
iIKA mini G Santrifiij PCR Cihaz1 (BioRad C1000 Touch)

3.2) Hiicre Kiiltiirti
3.2.1) Kiiltiir Kosullar

Bu deneylerde kullanilan MCF7 hiicre hatti SAP Enstitiisii’nden (Ankara,
Tirkiye) temin edilmistir. Bu parental hiicre hatti insan meme epitelinin farklilagmis
ozelliklerine sahip bir insan meme kanseri modelidir (176). Bunun yani sira,
deneylerde MCF7 hiicre hattinin 400nm ve 1000nM doksorubisine direngli alt hiicre
hatlar1 kullanilmistir (Tablo 5) (13). Farkli konsantrasyonlarda ilaca direngli hiicre

hatlar1 direngli olduklar1 konsantrasyonda doksorubisin ile kiiltiire edilmistir. Tek
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tabakali olarak yiizeye tutunan hiicreler, %10 (v/v) 1s1l olarak inaktive edilmis fetal
bovin serum (FBS) (Cegrogen, Almanya) ve %1 (v/v) Penisilin/ Streptomisin
(Cegrogen, Almanya) eklenmis RPMI 1640 (Cegrogen, Almanya) (Bkz: Ek A)
besiyerinde kiiltiire edilmistir. Kiiltiirler Panasonic inkiibatér (Japonya) igerisinde
37°C, %95 (v/v) nemlendirilmis hava ve %5 (v/v) CO2 olacak bigcimde inkiibe
edilmistir. Tiim ¢aligmalarda, hiicre kiiltiirii soliisyonlar1 uygun kalitede kullanilmistir.
Hiicre kiiltliriinde kullanulan biitiin ekipmalar ticari olarak 6n sterilizasyondan ge¢mis

ve tek kullanimlik sarf malzemeleridir.

Tablo 5: Calismada kullanilan hiicre hatlari

Hiicre Hatti Direnglilik endeksi (R)
MCF7/S -
MCF7/400Dox 107
MCF7/1000Dox 160

3.2.2) Hiicre Alt Kiiltiirleri (Pasajlama)

Hiicreler 25 ¢cm? ve 75 cm?lik filtreli kiiltiir kaplarinda (Grainer, Almanya)
kiiltiire edilmistir. Kiiltiir kab1 yilizeyini kaplayan hiicre miktar1 %80 doluluk oranim
ast1@1 zaman, hiicreler %0,025 (w/v) tripsin-EDTA (Biological Industries, israil) ile
muamele edilerek kiiltiir kab1 yilizeyinden kaldirilmistir. Kiiltiir kabi ylizeyine
yapigmis durumdaki hiicrelerin igerisinde bulundugu besiyeri ortami bosaltilip kiiltiir
kabi yiizeyi FBS’siz besiyeri ile yikanmistir. 25 cm? yiizey alani i¢in 1 mL Tripsin-
EDTA, 75 cm? yiizey alami igin ise 3 mL Tripsin- EDTA kullamlmistir. Kiiltiir kaplari
hiicreler gozle goriilecek sekilde kap tabanindan serbest kalincaya kadar 37°C
sicaklikta inkiibe edilmistir. Hiicre biiytitiilmesinde kullanilan besiyeri, deneyin ileri
asamalarinda kullanilacak miktara gore kiiltiir kab1 ylizeyinden serbest birakilmis
hiicrelerin tizerine eklenmistir. Kiiltiir besi ortami ile homojenize edilen hiicreler yeni
kiiltiir kaplarma aktarilmis veya daha sonraki deneylerde ya da hiicrelerin

dondurulmas1 amaciyla ayrilmistir.
3.2.3) Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Tripsinize edilerek kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrilmis olan hiicreler (5 x 10°

hiicre/mL’den fazla olmamak sartiyla) hacimce 1:1 oranda FBS iceren kiiltiir besiyeri
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ile yikandiktan sonra 15 mL’lik konik tabanli santrifiij tiiplerine (Isolab, Almanya)
aktarilip 800 g kuvvette 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Siipernatant dokiilerek
pellet i¢erisinde bulunan hiicreler 1 mL dondurma besiyeri (%90 (v/v) FBS ve %10
DMSO (Amresco, Amerika)) i¢erisinde tekrar siispanse edilmistir. Dondurma besiyeri
dondurma tiiplerine (Greiner, Avusturya) aktarilarak 30 dakika boyunca buz igerisinde
muhafaza edilmistir. Dondurma tiipleri 24 saat boyunca -20°C’de bekletildikten sonra
-80°C’ye transfer edilmistir. Uzun siireli olarak saklanacak hiicreler sivi azot tanki
igerisinde saklanmistir. Dondurma tiipleri -80°C’ deki dondurucudan veya sivi azot
tankindan alinip tekrar kullanilacagi zaman hizli bir sekilde 37°C’ye aktarilmustir.
Dondurma tiipii igeriginde tamamen ¢ozlilme gergeklestiginde 15 mL’lik konik tabanli
santrifiij tiiplerine dagitilarak 800g’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant atilarak
pellet kiiltlir kabina uygun olacak hacimde besiyerinde tekrar siispanse edilerek kiiltiir

kaplarina aktarilmistir. Hiicreler uygun biiylime kosullarinda inkiibe edilmistir.
3.3) MTT Hiicre Cogalma Testi

Doksorubisinin MCF7 ve ila¢ direngli MCF7 hiicre hatlar tizerindeki etkileri
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (Biochemica,
Ingiltere) ile kullanici talimatlarina uygun bir sekilde belirlenmistir. Tetrazolium
tuzunun mitokondride gerceklesen indirgenme reaksiyonuna bagl renk degisimi

spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.

Hiicreler 100 pL hacimde, 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
kiiltiir kabina (Greiner, Avusturya) ekildikten sonra 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Bir giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda, hiicrelerin igerisinde bulunduklar1 besiyeri
tahliye edilerek iizerine 100 pL’lik taze besiyeri eklenmistir. Bir giinlik ilk
inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kiiltiir kabinda bir kolona hiicresiz besiyeri ve
bir kolona da 4uM doksorubisin i¢eren hiicresiz besiyeri konulmigtir. Kullanilan her
bir hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere, bir kolona ila¢ uygulamasi yapilmamis olan
hiicreler ve iki kolona 4uM doksorubisin uygulamas: yapilmis hiicreler ekilmistir. ilag
uygulama siiresinin sonunda her bir kuyucuga 20 pnL MTT (5mg/mL) tuzu eklenmis.
Hiicreler 4 saat boyunca MTT tuzu ile inkiibe edildikten sonra her bir kuyucuga 100
uL, %10 (w/v) SDS soliisyonu eklenerek formazan kristallerinin ¢6ziiniir hale

gelebilmesi igin giin asir1 inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
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kiiltiir kaplarinin 540nm dalga boyundaki absorbans degeri spektrofotometrik mikro
killtir  kabi1  okuyucu (Euroimmun, Amerika) ile okunarak Ol¢limler

gergeklestirilmistir.
3.4) Alkali Tek Hiicreli Jel Elektroforezi (Comet Analizi)

Hiicre kiiltiiriinde 1, 6, 12 ve 24 saat 4uM doksorubisine maruz birakilmis
parental MCF7/Sens, MCF7/400Dox ve MCF771000Dox hiicre hatlar1 uygulama
sonunda tripsin-EDTA ile kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilmistir. Stispanse haldeki
hiicreler 15 mL hacmindeki konik tabanli santrifiij tiiptine aktarildiktan sonra Thoma
lam1  kullanilarak hiicre sayis1 belirlenmistir. 350g’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Stipernatant dokiildiikten sonra hiicre pelleti tizerine 1000 pL fosfat
tamponlu tuz soliisyonu (PBS) eklenerek yikama islemi gergeklestirilmistir.
Sitipernatantin tamamui tiipten uzaklastirildiktan sonra pellet tizerine 1000 uL PBS
eklenerek tekrar siispanse edilmistir. PBS-hiicre karisimindan 10.000 hiicre olacak
bigimde ~10 puL 6rnek alinarak 6nceden 60°C’de eritilmis 75 pL, %0,5’1ik (w/v) disiik
erime noktasina sahip agaroz (“Low melting point agarose”; LMA) ile karistirilmistir.
Lamlar, bir giin 6nceden 1/3’liik kismina kadar %1’°lik (w/v) normal erime noktali
agaroz (“Normal melting point agarose”; NMA) ile kaplanmistir. Hiicre-agaroz
karisimi, NMA ile kaplanmis olan lam iizerine yayilmis ve iizeri lamel ile nazikce
kapatilmistir. Daha sonra lamlar agaroz tamamen polimerize olana kadar (~20 dakika)
buz akiisiiniin tizerinde buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda lamel kaydirilarak
uzaklastirilmis ve iizerine onceden 60°C’de eritilmis 90 puL %]1°lik (w/v) LMA
eklenmistir. Sonrasinda lam {izerine lamel kapatilmis ve buz akiisii {izerinde agaroz
tamamen polimerize oluncaya kadar buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda lamel
lam tlizerinden kaydirilarak kaldirilmistir. Preparatlar, taze hazirlanmis Liziz tamponu
(Bkz: Ek B) igerisinde +4°C’de ve karanlik bir ortamda 2 saat bekletilmistir. Bu
asamadan sonra biitiin islemler karanlikta yiiriitiilmiistiir. Preparatlar elektroforez
tankina dizilmis ve izerine yavasca soguk elektroforez tamponu (Bkz: Ek B)
eklendikten sonra tampon icerisinde 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 24V,
600mA’de 30 dakika boyunca elektroforez gergeklestirilmistir. Elektroforez
tamamlandiktan sonra preparatlar notralizasyon tamponu (Bkz: Ek B) igerisinde 5
dakika bekletilmis ve bu islem 3 kere tekrar edilmistir. Preparatlar fikse edilmek tizere,
20 dakika %100 metanol igerisinde bekletildikten sonra 30 dakika 50°C etiivde
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kurutulmugtur. Gorilintiileme i¢in preparat lizerine 15 pL etidyumbromiir (2pg/mL)
damlatildiktan sonra iizerine lamel kapatilip 2 dakika bekletilmistir. Analiz igin
TRITC filtresi (532nm dalga boyu) ile floresan mikroskop (Olympus 1X53, Japonya),
kullanilmistir. Goriintiiler 200 kat yakinlastirma ile ¢ekilmis ve her bir deney grubu

icin 3X50 adet hiicre sayilarak hiicrelerin kuyruk momentleri analiz edilmistir.
3.5) immiinofloresan Boyama

Immiinofloresan boyama, 1, 6, 12 ve 24 saat 4uM doksorubisine maruz
birakilmig parental MCF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarina
uygulanmistir. P53 baglayan protein-1 (53BP1), cift iplikli DNA kiriklarinin
belirlenmesinde kullanilan ve ayn1 zamanda NHEJ mekanizmasinin tercih edilmesini
saglayan onemli bir belirtegtir. Bu proteinin immiinofloresan olarak boyanmasi igin
poliklonal Anti-53BP1 antikoru (Abcam, ingiltere) ve bu antikoru hedefleyen Alexa
Fluor® 488 konjuge edilmis ikincil antikor olan Keg¢i Anti-Tavsan IgG H&L (Alexa
Fluor® 488) antikoru (Abcam, Ingiltere) kullanilmustir.

Hiicreler, 9cm?‘lik kiiltiir kabinda (Greiner, Avusturya) 100.000 baslangig
hiicre sayzs1 ile kiiltiire edilmistir. Inkiibasyon siireleri sonucunda, besiyeri atilmis ve
besiyerinin uzaklastirilmasi i¢in yiizeydeki hiicreler PBS ile nazikge 2 kez yikanmustir.
Hiicreler, oda sicakliginda -20°C’de sogutulmus saf metanol igerisinde 10 dakika fikse
edilmistir. Fikse edilen hiicreler, immiinofloresan boyamaya kadar PBS icerisinde
+4°C’ de saklanmigtir. Boyama iglemi 6ncesinde kiiltiir kabinin yiizeyini kaplayacak
kadar PBS eklenerek hiicreler 3 kez yikanmistir. Orneklerin iizerine %0,2 (v/v) Triton
X-100 igeren PBS soliisyonu eklenerek (PBST) (Bkz: Ek B) 10 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda drnekler, 3 kez 5 dakikalik siirelerle PBS
icerisinde yikanmistir. Ornekler %1 (w/v) bovin serum albiimin (BSA) igeren PBST
icerisinde bekletilerek antikorlarin 6zgiil olmayan baglanmasi 6nlenmistir. Daha sonra
1:500 (v/v) oraninda %1 BSA igeren PBST soliisyonu igerisinde seyreltilmis olan 75
uL birincil antikor 9cm?’lik kiiltiir kaplarinin iizerine eklenerek +4°C, nemlendirilmis
ortamda 2 saat 45 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda birincil
antikor soliisyonu dokiilmiis ve ornekler 3 kez 5 dakikalik siirelerle PBS igerisinde
yikanmigtir. Bu asamadan sonraki  biitiin asamalar karanhk ortamda

gerceklestirilmistir. Ikincil antikor 1:1000 (v/v) oraninda %1 BSA igeren PBST
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sollisyonu igerisinde seyreltilerek nemlendirilmis ortamda ve oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra ikincil antikor soliisyonu dokiilmiis ve ornekler 3 kez 5
dakikalik siirelerle PBS igerisinde yikanmistir. Son olarak karsit boyama yapmak
amaciyla hiicrelerin iizerine 10 pL DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride) (Abcam, Ingiltere) eklenerek iizeri 25mm x 25mm’lik lamel ile
kapatilmigtir. Lamel kapatildiktan sonra preparatlar 1 dakika boyunca oda sicakliginda

bekletildikten sonra analiz edilmistir.

Floresan mikroskobik analiz i¢in FITC (525nm dalga boyu) ve DAPI (461nm
dalga boyu) filtresi kullanilmigtir (Olympus IX53, Japonya). Goriintiiler, 200 kat
yakinlastirma ile yakalanmistir. Her bir deneysel grup i¢in farkli hiicre alanlarindan
3x100 adet hiicre sayilmig ve her bir hiicre i¢in belirlenen sinyal sayisi analiz

edilmistir.
3.6) mRNA Ifadelenme Analizleri
3.6.1) Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu sirasinda kullanilan biitiin geregler ticari olarak RNaz’siz
olarak temin edilmistir. RNA i1zolasyonu ve cDNA sentezi sirasinda kullanilan distile
deiyonize su dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilerek RNazsiz hale

getirilmistir (Bkz. Ek B).

MCF7, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarina 4uM doksorubisin
uygulamasi sonrasinda 1, 6, 12 ve 24. saatlerde, ikili biyolojik tekrali olarak total RNA
izole edilmigtir. Total RNA izolasyonu “Guanidinum thiocyanate- phenol-
chloroform” yontemi (152) tabanl ticari PureZOL™ (Bio-Rad, Amerika) kullanilarak
gergeklestirilmistir. 25cm?“lik kiiltiir kabinda 1-5 x 10° hiicreye 1 mL olacak sekilde
kiltir kabina TRItidy G™ eklendikten sonra pipetaj yapilarak hiicreler kap
yiizeyinden uzaklastirilmistir. Daha sonra kiiltiir kabindaki homojenatin tiimi 2
mL’lik mikro santrifiij tiipiine aktarilmistir. 1 mL TRItidy G™ basina 200 pL
kloroform eklendikten sonra 1 dakika boyunca vortexlenmistir. Vortekslenen tiipler 3
dakika boyunca buzda bekletilmistir. 12.000 g kuvvette, 4°C’de, 15 dakika
santrifiigasyon gergeklestirilerek en istteki seffaf RNA fazi alinarak 1,5 mL’lik yeni

bir tiipe aktarilmistir. Yeni tlipe aktarilan faz ile esit hacimde %99,8 etanol (Merck,
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Almanya) eklenmis ve drnekler 30 dakika -20°C’de bekletilmistir. Siire sonunda
12.000 g kuvvette, 4°C’de ve 15 dakika santrifiigasyon ile RNA ¢oktiirtilmiistiir.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra olusan RNA pelleti iizerine %75 (v/v) etanol
eklenmistir. Pellet siispanse edilmeden ve zedelenmeden tiip alt-list edilmis ve
sonrasinda pellete dikkat ederek tim %75 (v/v) etanol tiipten uzaklastirilmistir. Tiip
ters c¢evrilerek 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilerek RNA pelletinden
alkoliin uzaklastirilmasi saglanmustir. Pellet tizerine 40 uL. DEPC- ddH20 eklenerek
10 dakika boyunca 60°C’de inkiibasyon ile RNA ¢ozdiriilmiistiir. Elde edilen total
RNA 6rnegi -80°C’de saklanmustir.

Izole edilen total RNA’nin konsantrasyonu ve safligt NanoDrop (Thermo
Scientific, Amerika) ile analiz edilmistir. Niikleik asitlerin konsantrasyonlarinin
Olciilmesi i¢in 260 nm, protein ve fenolik maddelerden kaynaklanabilecek
kontaminasyonun belirlenmesi igin 280 nm ve EDTA, karbonhidrat ve fenolik madde
nedenli kontaminasyonlarin belirlenebilmesi i¢in de 230 nm dalga boylarinda optik
yogunluk (OD) 6l¢iilmiistiir. RNA safliginin degerlendirilmesinde OD2e0/ OD2go=1,6-
2,1 ve ODg2eo/ OD230= 2,0-2,2 araliklar1 kabul edilmistir. RNA konsantrasyonu
asagidaki esitlige gore hesaplanmistir (Esitlik 1).

pg/mL RNA= 40 x Seyreltme faktdrii x OD2go (Esitlik 1)

RNA orneklerinin konsantrasyonlart goz oniinde bulundurularak cDNA
sentezinde kullanilmak iizerine tiip basina 1pug total RNA olacak hacimde RNA

ornekleri tliplere dagitilmustir.

3.6.2) Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction”; RT-PCR)

Komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in iScript™ cDNA Synthesis Kit
kullanilmistir. Tiip basina 100fg- 1pg total RNA olacak bi¢cimde paylastirilan RNA
ornekleri niikleazsiz su ile 15 pL’ye tamamlanarak sekonder yapilarin bozulmas: igin
65°C’de 5 dakika Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad, Amerika) cihazinda inkiibe
edilmistir. Tip tlizerine 4 uL 5X iScript Reaction Mix (Bio-Rad, Amerika) ve 1 pL
iScript Reverse Transkriptase (Bio-Rad, Amerika) eklenmistir. Reaksiyon kosullar
Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad, Amerika) cihazi kullanilarak Tablo 6’da belirtildigi
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gibi gerceklestirilmistir. Tiim ¢alismalar buz iizerinde ve RNaz’lardan arindirilmis

malzeme ile gerceklestirilmistir.

Tablo 6: RT- PCR kosullari.

Asama Sicakhik Siire
Primer tavlama (Annealing) 25°C 5 dakika
Ters transkripsiyon 46°C 20 dakika
Ters Transkriptaz inaktivsayonu 95°C 1 dakika
Bekleme 4°C ©

3.6.3) Yar1 Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

Sentezlenen cDNA, ifedelenme analizleri i¢in Yar1 Kantitatif Ger¢ek Zamanli

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Semi-quantitative Real Time PCR”; qPCR) yontemi

ile gogaltilmistir. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) geni memeli

hiicrelerindeki siirekli ifadelenmesi nedeniyle igsel kontrol olarak kullanilmistir.
XRCC4, XRCC5, XRCC6, XRCC7, LIG4, XLF ve GAPDH genlerine ait ileri ve geri

primerler genlerin “National Center for Biotechnology Information (NCBI)”

(www.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabanindan elde edilen mRNA dizilerine gére NCBI

Primer BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) yazilimi kullanilarak

tasarlanmigtir. Primer dizi bilgileri ve DNA iirlininlin uzunlugu Tablo 7°de

verilmektedir.
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Tablo 7: Ifadelenme analizi i¢in kullanilan primer bilgileri.

Gen Primer  Primer Dizisi PCR iiriinii bilgileri
Adi Adi

XRCC4- - _ .
wreea F ATGTTGGTGAACTGAGAAAAGCA:3 SO PR trini:

XRCC4-  5'- GCAATGGTGTCCAAGCAATAAC - Gt

R 3

XRCCS- 5 GTGCGGTCGGGGAATAAGG -3 Ekzon: o
XRCC5 F 3-4 PCR iirtinii:

XRCC5-  5'- GGGGATTCTATACCAGGAATGGA 86 baz cifti

R 3

XRCC6- ., : o

A 5. TTGCTTCTGCCTAGCGATACC -3 Ekzon: PCR iiriini:
XRCCE v RCCE-  57- AMACCTGGATCATCAAACCGTT- O gioni baz

R 3

XRCCT- 5 CTGTGCAACTTCACTAAGTCCA -3 Ekzon o

F PCR {iriinii:
XRCCT “recr- -9 91 baz ¢ifti

A 5°- CAATCTGAGGACGAATTGCCT -3° ¢
T 5- GAACGTATGCAAATGCACAAAGA Ekzon PR i

Ligd-R  5’- ACCTTCAGTAGGAGAAGCACC -3’ 99 baz cifti

XLF-F  5- CACTGATTCTACGGGTGCGAA -3°  Ekzon: PCR {irinii:
XLF %IF-R 5 CCTCACTTGGCACTGTAATGC-3 - gfffi baz

GAPPH 5. TGCACCACCAACTGCTTAGC 3 Ekzon: PCR diriin:
GAPDH oo 78 208 baz

e 5 GGCATGGACTGTGGTCATGAG -3' cifti

gPCR analizleri CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Amerika) cihazinda Sso Advances Universal SYBR Green SuperMix (Bio-Rad,

Amerika) kullanici talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Toplam hacmi 10

uL olan reaksiyon karigiminda sirastyla; 5 pL 2X SsoAdvances Universal SYBR

Green SuperMix, 2 pL 1:1 (v:v) ileri (20uM) ve geri primer (20uM) karisimi ve 3 pL

cDNA iiriinii, PCR tiipii icerisinde bir araya getirilmistir. PCR kosullar1 Tablo 8’de

verilmektedir.
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Tablo 8: qPCR kosullari.

Asama Sicakhk Siire Dongii
Polimeraz

Aktivasyonu ve i1k 95°C 30 saniye 1 Déngii
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95°C 10 saniye
Primer Tavlama

(Annealing),

Polimerizasyon, 60°C 15 saniye
Floresan Isimanin

Tespiti

Erime Egrisi Analizi  65- 95°C

40
Dong

3 saniye/ dongiide 0.5

°C’lik artiglar ile I Dongi

Deney her 6rnek icin iki tekrarla ve her bir primer ¢ifti i¢in bir adet kalip
eklenmeyen kontrol (Negatif kontrol) kullanilarak gergeklestirilmistir. Otomatize
edilmis sistem ile gergeklestirilen reaksiyonlarda analizler kullanici talimatlarina
uygun olarak gergeklestirilmistir (CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Amerika)). gqRT-PCR sonuglarinin sayisal olarak belirlenmesi SYBR-Green
boyasina ait emisyon dalga boyu olan 521nm’deki floresan sinyallerin algilanmasi ile
gerceklesmistir. Her PCR dongiisiinde floresan sinyal tespiti yapilarak yar1 logaritmik
skalada grafikler ortaya ¢ikartilmistir.

qPCR analizi Livak ve arkadaslarinin gelistirmis olduklart 22T yontemi
kullanilarak yapilmistir (178). Bu yontem, qPCR iiriinlerinin karsilagtirmali olarak
analizini saglamaktadir. Yontemde, kontrol grubuna ait kalip DNA’daki igsel bir
referans genine ait ifadelenme seviyeleri kullanilarak, orneklere ait ifadelenme
diizeyleri normalize edilmektedir. XRCC4, XRCC5, XRCC6, XRCC7, XLF ve LIG4
genlerine ait ifadelenme verileri GAPDH geni referans alinarak analiz edilmistir
(Esitlik 2 ve Esitlik 3).

Degisim miktar1 (Kat) = 244¢T (Esitlik 2)
AACT = (CT Hedef — CT Referans Gen) Deney grubu — (CT Hedef — CT Referans Gen) Kontrol Grubu (ESitlik 3)
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gPCR sirasinda kullanilan plakalar arasindaki kalibrasyon i¢cin MCF7/S hiicre
hattinin kontrol grubu kalibrator 6rnek kullanilmistir. Kalibratér gen olarak GAPDH

kullanilmustir.
3.7) Mikro RNA (miRNA) ifadelenme Analizleri
3.7.1) Mikro RNA (miRNA) Izolasyonu

Mikro RNA (miRNA) izolasyonu sirasinda kullanilan biitiin gerecler ticari
olarak RNaz’siz olarak temin edilmistir. miRNA izolasyonu ve cDNA sentezi

sirasinda kullanilan distile deiyonize su DEPC ile hazirlanmistir (Bkz. Ek B).

MCF7, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicreleri 25cm?‘lik kiiltiir
kaplarinda kiiltiire edilmis ve hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasi
sonrasinda 1, 6, 12 ve 24. saatlerde yaklasik olarak 3x10°hiicreden miRNA izolasyonu
MiRNeasy Mini Kit (Qiagen, Amerika) ile gergeklestirilmistir. Tek tabaka halinde
biliylimekte olan hiicrelerin igerisinde bulundugu besiyeri ortami uzaklastirilmistir.
Hiicrelerin yiizeyi yeterli miktarda PBS soliisyonu ile iki kere yikanmaigtir. Kiiltiir kabi
icerisine 700 uL Qiazol Liziz Soliisyonu (Qiagen, Amerika) eklenmistir. Eklenen liziz
soliisyonu kiiltiir kab1 yiizeyine dikkatlice yayilarak 2 dakika bekletilmistir. Qiazol
pipetajlanarak hiicrelerin tamamen pargalanip kiltliir kab1 ylizeyinden ayrilmasi
saglanmistir. Homojenize edilen hiicreler 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmistir. Niikleoprotein komplekslerin par¢alanabilmesi amaciyla tiipler 5 dakika
oda sicakliginda bekletilmistir. Tiip tizerine 140 pL saf kloroform (Merck, Almanya)
eklenip 30 saniye vortekslenmistir. Daha sonra, tiipler oda sicakliginda 3 dakika
bekletilmistir.  Lizat-kloroform karisimi  12.000g ve 4°C de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiigasyon sonrasinda ortaya ¢ikan 3 fazli yapinin en iistiindeki
igerisinde miRNA’larin bulundugu seffaf fazdan yaklasik 350 pL 6rnek alinarak 1,5
mL’lik temiz bir tiipe aktarilmigtir. RNA fazinin bulundugu tiipe 1,5 hacim -20°C’ de
sogutulmus %99,8’lik etanol eklenmistir. Tiip hafifce ters diiz edilerek karistirilmis ve
hi¢ beklenmeden bir sonraki asamaya gecilmistir. Ornegin 700 pL’lik kisnu
MiRNeasy Mini Kitinin saglamis oldugu spin kolona yliklenmistir. Tiipler oda
sicakliginda, 10.000g’de 15 saniye santrifiijlenmistir. 2 mL’lik toplama tiipline ge¢mis
olan siv1 uzaklastirildiktan sonra 6rnegin kalan kismi kolona eklenerek tekrar oda

sicakliginda, 10.000g’de 15 saniye santrifligasyon gergeklestirilmistir. Toplama tiipii
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bosaltildiktan sonra MiRNeasy spin kolon iizerine 700 L. RWT Buffer eklenmistir.
Tiip oda sicakliginda, 10.000g’de 15 saniye santrifiijlenmistir. Santrifiigasyon
sonrasinda toplama tiipii bosaltilmis ve kolon tizerine 500 pL Buffer RPE eklenmistir.
Tip oda sicakliginda, 10.000g’de 15 saniye santrifiijlenmistir. Santrifligasyon
sonrasinda toplama tiipii bosaltilmis ve kolon iizerine tekrar 500 pL. Buffer RPE
eklenmistir. Tiipler oda sicakliginda, 10.000g’de 2 dakika santrifiijlenmistir. Bu
asamada spin kolon iizerinde soliisyon kaldig1 gézlemlenirse santrifiigasyon tekrar
edilebilmektedir. Spin kolon tabanindaki kolona temas etmeden yeni bir 2 mL’lik
toplama tiipiine alinmistir. Tipler oda sicakliginda, 14.500g’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Spin kolon temiz 1,5 mL’lik tlipe aktarilmis ve fiizerine kit
tarafindan saglanan RNazsi1z sudan 30 pL eklenmistir. Tiip oda sicakliginda 2 dakika
bekletildikten sonra oda sicakliginda, 10.000g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Spin
kolon atildiktan sonra tiip dibinde bulunan RNA -80°C’de saklanmustir.

3.7.2.1) Mikro RNA (miRNA) Orneklerinden cDNA sentezi

Tek basamakta cDNA sentezine olanak saglayan miRCURY LNA™ Universal
RT microRNA PCR (Qiagen, Amerika) kitinin bu basamakta kullanilan bilesenleri ve

miktarlar1 Tablo 9 ‘da verilmistir. cDNA sentez kosullar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 9: miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR (Qiagen, Amerika) kiti ve cDNA

sentezi igin gerekli malzemeler ve kullanilan hacim bilgileri.

Kimyasalin Ad1 Hacim
5X Tepkime Tamponu 2 uL
Niikleazsiz Su SpuL
Enzim Karisim 1 uL
Kalip Total RNA (5 ng/pL) 2 uL
Toplam Hacim 10 L

Tablo 10: RT-PCR inkiibasyon kosullari.

Asama Sicaklik Siire
Ters o 60
transkripsiyon 42°C dakika
Revers 5

H 0,
Tran§kr|ptaz 95°C dakika
inaktivsayonu
Bekleme 4°C 0
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3.7.2.2) Mikro RNA (miRNA) Miktarinin Yar1 Kantitatif Ger¢ek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) ile Tespiti

RT-PCR sonrasinda sentezlenen cDNA o6rnekleri niikleazsiz distile su ile 1:60
(v:v) oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. gPCR asamasinda kullanilan miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR (Qiagen, Amerika) kitinin bu basamakta
kullanilan igerigi ve miktarlar1 Tablo 11°de verilmistir. qPCR kosullar1 Tablo 12’de
belirtilmistir. Orneklerdeki hsa-miR-101-3p, hsa-miR-502-3p kantitasyonu igin
kullanilan primerler miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR (Qiagen,
Amerika) kiti katalogundan secilmistir. i¢sel kontrol olarak kullanilan S-aktin genine

ait primer ¢iftinin dizisi Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 11: miRNA o6rneklerinden elde edilmis cDNA’larin kalip olarak kullanildigi qPCR

icerigi.
Kimyasalin Ad1 Hacim
MIRCURY SYBR Green Master Mix 5 uL
PCR primer seti 1 uL
c¢DNA kalib1 (1:60 seyreltilmis) 3ul
ddH20 1 ulL
Toplam Hacim 10 uL

Tablo 12: qPCR kosullari.

Asama Sicakhk Siire Dongii
Pollmsraz Aktivasyonu ve 11k 95°C 10 dakika "1 )
Denatiirasyon Dongt
Denatiirasyon 95°C 10 saniye
Primer Tavlama (Annealing), 40
Polimerizasyon, Floresan 56°C 60 saniye . .
s Dongt
Istmanin Tespiti
3 saniye/ dongiide 1
Erime Egrisi Analizi 60- 95°C 0.5°C’lik artiglar -
ile Dongui
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Tablo 13: Beta-aktin genine ait primer dizisi

ig? Z’c'l'lmer Primer Dizisi PCR iiriinii bilgileri
S-Aktin- , ,
. 5’- GGCACCCAGCACAATGAAG-3 PCR
PAKIN —p in- 5~ CCGATCCACACGGAGTACTTG -  CKZon: 56 liriini: 66
R 3 baz ¢ifti

gPCR analizleri CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Amerika) cihazinda gerceklestirilmistir. Deney her 6rnek i¢in iki tekrar ve bir kalip
eklenmeyen kontrol (Negatif kontrol) kullanilarak gerceklestirilmistir. Otomatize
edilmis sistem ile gerceklestirilen reaksiyonlarin analizler kullanici talimatlarina
uygun olarak gergeklestirilmistir (CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Amerika)). gqRT-PCR sonuglarinin sayisal olarak belirlenmesi SYBR-Green
boyasina ait emisyon dalga boyu olan 521nm’deki floresan sinyallerin algilanmasi ile
gerceklesmistir. Her PCR dongiisiinde floresan sinyal tespiti yapilarak yari logaritmik
skalada grafikler ortaya ¢ikartilmigtir.

qPCR analizi Livak ve arkadaslarinin gelistirmis olduklarr 224¢T

yontemi
kullanilarak yapilmistir (178). Bu yontemi qPCR {iriinlerinin karsilagtirmali olarak
analizini saglamaktadir. Yontemde, kontrol grubuna ait kalip DNA’da igsel bir
referans genine ait ifadelenme seviyeleri tespit edilerek bu verilere gore drneklere ait
ifadelenme diizeyleri normalize edilmektedir. Hsp-miR-101-3p ve Hsp-miR-502-3p

miRNA’larina ait ifadelenme verileri Beta-aktin geni referans alinarak analiz

edilmistir (Esitlik 4 ve Esitlik 5).

egisim miktari (Kat)=2- sitli
Degisi ik K 2-AACT Esitlik 4

AACT= (CT Hedef — CT Referans Gen) Deney grubu — (CT Hedef — CT Referans Gen) Kontrol Grubu (E§itlik 5)

gPCR sirasinda kullanilan plakalar arasindaki kalibrasyon i¢in MCF7/400Dox
hiicre hattinin kontrol grubu kalibrator 6rnek kullanilmigtir. Kalibrator gen olarak hsp-

miR-101-3p kullanilmstir.
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3.8) Calismada Kullanilan Istatistik Analiz Y&ntemleri

Tiim istatistik analizlerinde SPSS (IBM, Amerika) yaziliminin 24. siirimii
kullanilmistir. Deney gruplarinin sayis1 30°dan fazla oldugu i¢in ve iki veya daha fazla
deney grubu birbiri ile karsilagtirildig1 i¢in istatistik analizlerinde Student T-Test ve
tek yonlii ANOVA testi kullanilmistir.  ANOVA testinde kullanilan post hoc testi,
deney gruplarindaki varyanslarin homojenligi dikkate alinarak secilmistir. Tim
analizlerde 0,05’ten kiiclik anlamlilik degerine sahip (p<0,05) olan sonuglarin

arasindaki fark anlamli olarak kabul edilmistir.

MTT testi ile XRCC4, XLF, hsp-miR-101-3p ve hsp-miR-502-3p ifadelenme
analizlerine ait deney sonuglarinin istatistiki degerlendirmesi Student T-Test ile

yapilmuistir.

Deney gruplar1 arasindaki varyanslar homojen oldugu icin (p>0,05) ve
gruplarin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli oldugu i¢in (p<0,05)
XRCC5, XRCC6, XRCC7 ve LIG4 genlerinin ifadelenme analizleri ve alkali tek hiicre
elektroforezi deneyine ait deney sonuglarinin istatistiki degerlendirmesi tek yonlii

ANOVA testinin Tukey post hoc testi yontemi ile gerceklestirilmistir.

Deney gruplart arasindaki varyanslar homojen olmadigi i¢in (p<0,05) ve
gruplarin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli oldugu i¢in (p<0,05)
53BP1 immonofloresan boyama deneyine ait sonuglar tek yonliic ANOVA testinin

Tamhane post hoc testi ile analiz edilmistir.
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4) BULGULAR
4.1) Sitotoksisite Testi (MTT)

MCF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda ilag
uygulamasina bagli olarak hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in MTT testi yapilmistir.

Canlilik oranlariin degisimi Esitlik 6’da belirtilen bicimde hesaplanmustir.
Hiicre Canlilig1 (%) = (Absorbans (kentrol ruou) / AbsSorbans eney crubu)) X 100 (Esitlik 6)

Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi Student T-Test ile yapilmis ve
0,05’ten kiigiik anlamlilik degerine sahip (p<0,05) olan sonuglarin arasindaki fark
anlamli olarak kabul edilmistir. Deney sonuglart Sekil 10°da, istatistiksel

degerlendirme sonuglar1 da Tablo 14’te gosterilmistir.

MTT Testi = MCF7 Sens
MCF7 400Dox
7, s, °. % BMCF7 1000Dox
< <. <
I I I I
120 -~
<8 A <
(o) 1 n (o}
[ ) @ a o
g0 g .53 N 2 3
~ 0 ~ - © ¥
g 80 ® ®
2 4
s
o J wn
S 60 %
]
S
:g 40 A
I
20 A1
0 .

Doksorubisin Uygulama Siireleri (saat)

Sekil 10: Doksorubisin uygulamasina bagl hiicre ¢cogalmasi.
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Tablo 14: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore MTT testi

analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

MTT

S-K S-1S  S-6S  S-12S S-24S  400-K  400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K  1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S

S-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-18 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-6S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-12S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-1S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-6S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-12S

400-24S p<0,05  p<0,05 p<0,05
1000-K p<0,05 p<0,05
1000-1S

1000-6S

1000-12S
1000-24S

MCF7/S hiicre hattinda, 4uM doksorubisin uygulamasi sonrasinda
proliferasyonun %63,6 azaldig1 belirlenmistir (p<0,05). MCF7/400Dox hiicre

hattinda, proliferasyonun ila¢ uygulamasinin 12. saatinde %16 azaldig1 saptanmistir
(p<0,05). MCF7/1000Dox hiicre hattinda, proliferasyonun ila¢ uygulamasinin 12. ve
24. saatlerinde sirastyla %13,9 ve %15,1 azalmis oldugu belirlenmistir (p<0,05).

4.2) Alkali Tek Hiicreli Jel Elektroforezi

MCEF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda, DNA hasarinin
analizi igin alkali tek hiicreli jel elektroforezi (Comet analizi) yapilmistir. Hiicre
kiltiriinde 1, 6, 12 ve 24 saat 4uM doksorubisine maruz birakilmis MCF7/S,
MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinin analiz sonrasinda goriintiilemesi

floresan mikroskop kullanilarak gerceklestirilmistir.

Analizler Mese ve arkadaglarinin 2017 yilinda gelistirmis olduklar1 bir yazilim
ile Sekil 11°de gosterildigi gibi yapilmistir (179). Deney sonrasinda kuyruklu yildiz

gOriiniimiinii alan hiicrelerdeki kafa ve kuyruk goriintiisii analiz edilmistir (Sekil 12).
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Ja B
Sekil 11: Alkali tek hiicreli jel elektroforezi analizi. A: Floresan mikroskopta TRITC filtresi

ile goriintiilenen hiicre; B: Programin gri skalaya dontistlirdiigii goriintii; C: Analiz ekrani ve

cetvel araci.

Hucrenin Hiicrenin Kuyrugu
Basi
<>

ﬂ

Sekil 12: Alkali tek hiicreli jel elektroforezinde genotoksisitenin hesaplanmasinda kullanilan

parametreler.

Goriintli analizleri sonucunda, Esitlik 7°de belirtilen hesaplamalar yapilmis ve
degerlendirmelerde DNA hasarinin son sayisal parametresi olarak Esitlik 8’de verilen

kuyruk momenti kullanilmistir.
Kuyruktaki %DNA Miktari= (1- Kuyrugun Total Yogunlugu/Total Comet Yogunlugu)x100 (Esitlik 7)
Kuyrugun Momenti = Kuyruk uzunlugu x Kuyruktaki %DNA Miktari (Esitlik 8)

Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi tek yonli ANOVA testi ile
yapilmistir. Hangi gruplar arasinda fark oldugu Tukey post hoc testi ile incelenmis ve
p<0,05 anlamlilik diizeyinde birbirinden farkli olan gruplar belirlenmistir. Deney

sonuglar1 Sekil 13’te, istatistik degerlendirme sonuglar1 da Tablo 15°te gosterilmistir.
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Comet Analizi u MCF7/S
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Doksorubisin Uygulama Siireleri (Saat)

Sekil 13: Doksorubisin uygulamasina bagli DNA hasar1.

Tablo 15: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore alkali tek

hiicre elektroforezi analizinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

Alkali Tek Hiicre Elektroforezi
S-6S  S-12S  S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S

S-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05  p<0,05
S-18 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05  p<0,05
S-6S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-12S8 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-24S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05  p<0,05
400-1S p<0,05 p<0,05  p<0,05
400-6S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-12S p<0,05  p<0,05 p<0,05
400-24S <0,05 p<0,05 p<0,05

1000-K p<0,05  p<0,05
1000-1S p<0,05  p<0,05
1000-6S <0,05

1000-12S <0,05

1000-24S

MCF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda yapilan alkali
tek hiicreli jel elektroforezi doksorubisinin hiicrelerde DNA hasarin1 uyardigini
gostermistir. MCF7/S hiicre hattinda 6. saatte DNA hasart tespit edilirken
MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda sirasiyla 1. ve 6. saatte hasar

tespit edilmistir.
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MCF7/S hiicre hattinda doksorubisin uygulama siiresine bagli olarak DNA
hasar1 artmistir. flag uygulamasmin 24. saatinde olusan DNA hasarinmn, kontrol

grubuna gore 3,3 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

MCF7/400Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasina bagli olusan
maksimum DNA hasarinin 6. saatte meydana geldigi belirlenmistir. Ilag
uygulamasmin 6. saatindeki DNA hasarmin doksorubisin uygulanmayan kontrol
grubuna gore 2,7 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0,05). Doksorubisin
uygulamasinin 6. saatinden 24. saatine kadar DNA hasar1 azalmis olup 24. saatteki

DNA hasarinin 6. saate gore yaklasik %20 oraninda azaldigi belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/1000Dox hiicre hattinda ilag uygulamasindan itibaren 12. saate kadar
DNA hasarinda yaklagik 4 katlik bir artis meydana gelirken 24. saatte DNA hasarinda

12. saate gore %40 oraninda bir azalma meydana gelmistir (p<0,05).
4.3) 53BP1 immiinofloresan Boyama Analizi

Bir ¢ift iplikli DNA kirig1 belirteci olan 53BP1 proteini poliklonal Anti-53BP1
antikoru ve bu antikoru hedefleyen Alexa Fluor® 488 konjuge edilmis ikincil antikor

ile floresan olarak isaretlenmistir.

Baslangic hiicre sayis1 100.000 olarak belirlenmis kiiltiirlerde 1, 6, 12 ve 24
saat boyunca 4uM doksorubisine maruz birakilmis MCF7/S, MCF7/400Dox ve
MCEF7/1000Dox hiicre hatlarinda immiinofloresan olarak boyanan 53BP1 proteini
floresan mikroskop ile analiz edilmistir. Analizler, Matsuda ve arkadaslarinin
belirlemis oldugu skorlama sistemine gore yapilmistir (180). Bu sisteme gore,
sinyaller kategorize edilmis ve 4 {izerinden skorlanmistir (Sekil 16). Soniik ve difiiz
boyanma stabil tip; bir veya iki belirgin sinyal odagi diisiik DNA hasar cevabi1 (DDR);
lic veya daha fazla belirgin sinyal odagi yiiksek DNA hasar cevab1 (DDR); 1 um ¢aptan
daha biiyiik ve belirgin sinyal odaklar1 biiylik odaklar olarak kategorize edilmistir. Bu
kategorilere gore; stabil tip 1 puan; diisiik DNA hasar cevab1 (DDR) 2 puan; yliksek
DNA hasar cevab1 (DDR) 3 puan; biiylik sinyal odaklar1 4 puan olarak skorlanmustir.
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Stabil Dislik DDR Yiiksek DDR Blylk Odaklar
Sekil 14: MCF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda gézlemlenen dort tip

ifadelenme bi¢imine ait mikrograflar: (A) Stabil tip: Soniik ve difiiz boyanma; (B) Diisiik
DNA Hasar Cevabi (DDR): Bir veya iki belirgin sinyal odagi; (C) Yiiksek DNA Hasar Cevabi
(DDR): Ug veya daha fazla belirgin sinyal odag:; (D) Biiyiik odaklar: 1um captan daha biiyiik

ve belirgin sinyal odagi.

MCF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda yapilan
analizlerden elde edilen ortalama skorlar Sekil 15°te gosterilmektedir. Deney
sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi tek yonlii ANOVA testi ile yapilmigtir.
Tamhane post hoc testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde birbirinden farkli olan gruplar

belirlenmistir. (Tablo 16).

53BP1 immiinofloresan Sinyal Skorlari
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Doksorubisin Uygulama Siireleri (Saat)

Sekil 15: 53BP1 proteininin immiinofloresan boyama sonuglari.
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Tablo 16: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore 53BP1

immiinoflorasan boyama analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

53BP1 immiinofloresan Boyama Deneyi Tek Yonlii ANOVA Testi Analizi
S-K S-1S S6S S-12S S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S

S-K <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-1S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-6S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-12S p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S p<0,05

400-K p<0,05

400-1S p<0,05

400-6S

400-12S

400-24S

1000-K p<0,05

1000-1S |

1000-6S

1000-125
1000-24S

DNA cift iplikli kiriklarinin 53BP1 proteininin immiinofloresan olarak
boyanmasiyla gerceklestirilen deneyin sonuglarina gore; 1 saatlik doksorubisin
uygulamasinin MCF7/S hiicrelerinde ¢ift iplikli DNA kiriklarina neden oldugu
saptanmigtir. Bununla birlikte, MCF7/1000Dox hiicre hattinda 12. saatte ¢ift iplikli
DNA kiriklar tespit edilmistir. Ote yandan, MCF7/400Dox hiicre hattinda 24 saatlik
doksorubisin uygulamasina bagl olarak istatistiksel olarak anlamli bir skor degisimi

belirlenmemistir.
4.4) mRNA Ifadelenme Analizleri

MCF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda 1 saat, 6 saat, 12
saat ve 24 saat siirelerle 4uM doksorubisin uygulanan Orneklerden RNA izole
edilmigtir. RNA kaliplarindan sentezlenen cDNA’lar XRCC4, XRCC5, XRCCS6,
XRCC7, LIG4, XLF ve GAPDH genlerinin ifadelenme analizi i¢in kalip olarak
kullanilmustir. ifadelenme analizinde GAPDH geni referans gen olarak kullanilmistir.
XRCC4, XRCC5, XRCC6, XRCC7, LIG4 ve XLF genlerinin amplifikasyon verileri 2°
AACT yontemi ile degerlendirilmistir (203). Erime egrisi analizleri ile XRCC4, XRCCS5,
XRCC6, XRCC7, LIG4, XLF ve GAPDH genine ait PCR iirlinlerinin 6zgiin olarak
cogaldig1 dogrulanmustir.

XRCC4 genine ait sonuglar ve istatistik analizi sirastyla Sekil 16 ve Tablo 17°de
gosterilmistir. Istatistik analizleri, Student T-Test ile yapilmis ve 0,05’ten kiiciik
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anlamlilik degerine sahip olan (p<0,05) sonuglarin arasindaki fark anlamli olarak

kabul edilmistir.

Ifadelenme Degisimi

10,00 -

8,15
5,12

8,00 -
6,00
4,00
2,00
0,00
-2,00
-4,00
-6,00

-8,00 -

Doksorubisin Uygulama Siireleri (Saat)

Sekil 16: XRCC4 geni ifadelenme analizleri.

uMCF7/S
MCF7/400Dox
5 MCF7/1000Dox

Tablo 17: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gére XRCC4

geni ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

XRCC4
S-6S  S-12S  S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S

S-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-18 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-6S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-128 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

400-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-1S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-6S p<0,05 p<0,05 p<0,05

400-12S p<0,05 p<0,05
400-24S p<0,05

1000-K p<0,05
1000-1S p<0,05
1000-6S <0,05

1000-12S
1000-24S

Ifadelenme analizlerine gore, MCF7/S hiicre hattindaki XRCC4 ifadelenme
diizeyinin MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarina gore sirasiyla 5,34 ve
4,07 kat daha yiliksek oldugu belirlenmistir (p<0,05). MCF7/S hiicre hattinda

doksorubisin uygulamasindan 12 saat sonra XRCC4 ifadelenmesinde kontrol grubuna
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gore 7,16 katlik bir diislis oldugu (p<0,05), 24. saatte ise 5,06 katlik bir artis oldugu
(p<0,05) belirlenmistir (p<0,05).

MCEF7/400Dox hiicrelerinde doksorubisin uygulamasinin 1. saatinde XRCC4
gen ifadelenmesi kontrol grubuna gore 12,45 kat artmistir (p<0,05). 6. ve 12. saatlerde
sirastyla 4,08 ve 9,47 katlik anlamli bir diistis belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/1000Dox hiicre hattindaki XRCC4 ifadelenme diizeyi ilag
uygulamasindan sonraki 12. saate kadar anlaml1 bir artis gostermistir. XRCC4 geninin
MCF7/1000Dox hiicre hattindaki ifadelenmesi 6. ve 12. saatlerde sirastyla kontrol
grubuna gore 4,4 ve 8,15 katlik bir artis gostermistir (p<0,05). Ote yandan,
doksorubisin uygulamasinin 12. ve 24. saatleri arasinda 3,92 katlik bir azalma tespit

edilmistir (p<0,05).

XRCCS5 genine ait sonuglar ve istatistik analizi sirasi ile Sekil 17 ve Tablo 18°de
gosterilmistir. Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi tek yonlii ANOVA
testi ile yapilmistir. Tukey post hoc testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde birbirinden

farkli olan gruplar belirlenmistir.

m MCF7/S
MCF7/400Dox

= MCF7/1000Dox
2,00

1,00

0,00
-1,00
-2,00
-3,00
-4,00
-5,00

ifadelenme Degisimi

-6,00
-7,00

-8,00 -

7,46

' Doksorubisin Uygulama Siireleri (Saat)

Sekil 17: XRCC5 gen ifadelenme analizleri.
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Tablo 18: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore XRCC5

geni ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

XRCC5

S-K  S-1S S-6S  S-12S S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S
S-K <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-1S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-6S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-12S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-K p<0,05
400-1S p<0,05 p<0,05
400-6S p<0,05
400-12S p<0,05
400-24S <0,05
1000-K

1000-1S
1000-6S
1000-128
1000-24S

Ifadelenme analizleri sonuglarma gére, MCF7/S hiicre hattindaki XRCC5
ifadelenme diizeyinin MCF7/1000Dox hiicre hattina gore 6,32 kat daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. (p<0,05).

MCF7/S  hiicre hattindaki XRCC5 ifadelenmesinde  doksorubisin
uygulamasinin 1. saatinde 8,47 kat azalma tespit edilmistir (p<0,05). Ote yandan 6, 12,
ve 24 saat doksorubisin uygulamasina bagl sirasiyla 2,86 kat, 6,81 kat ve 8,76 kat
ifadelenme artis1 saptanmistir (p<0,05).

MCF7/400Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasinin 1. saatinden 12.
saatine kadar XRCCS5 ifadelenmesinde artis saptanmistir. Doksorubisin uygulamasinin
ilk saatine gore 6. saatte 3,45 kat ve 12. saatinde ise 5,88 katlik artig belirlenmistir.
Uygulamanin 24. saatinde XRCC5 geninin hiicre igindeki ifadelenme diizeyinin 12.

saate gore 3,51 kat azaldig tespit edilmistir (p<0,05).

MCF7/1000Dox hiicre hattindaki XRCC5 ifadelenmesi 1. saatten 12. saate
kadar artig gosterirken 24. saatte azalma gosteristir. Doksorubisin uygulamasindan
sonra 1. saatte kontrol grubuna gore 3,26 kat; 6. saatte, 3,30 kat ve 12. saatte 6,57
kathk ifadelenme artisi belirlenmistir (p<0,05). ila¢ uygulamasmin 24. saatinde
XRCCS5 ifadelenmesinde 12. saate gore 2,3 kat bir azalma meydana gelmistir (p<0,05).

XRCC6 genine ait sonuglar ve istatistik analizi sirasi ile Sekil 18 ve Tablo 19°de

gosterilmistir. Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi tek yonlii ANOVA
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testi ile yapilmistir. Tukey post hoc testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde birbirinden

farkli olan gruplar belirlenmistir.

£
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?, . . g/ .
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Doksorubisin Uygulama Siireleri (Saat)

Sekil 18: XRCC6 gen ifadelenme analizleri.

Tablo 19: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore XRCC6

geni ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglart.

XRCC6

S-K S-1S S-6S  S-12S S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S
S-K <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-1S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-6S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-128 p<0,05 p<0,05
S-24S , p<0,05
400-K p<0,05
400-18 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-6S p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-12S , p<0,05 p<0,05
400-24S
1000-K p<0,05
1000-1S
1000-6S

1000-12S
1000-24S

Duyarli ve direngli hiicre hatlar1 kontrol gruplari arasinda XRCC6 geninin

ifadelenme diizeyinde anlamli bir istatistik fark bulunmadigi saptanmistir. MCF7/S
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hiicre hattinda 4uM doksorubisin uygulamasinin 1. saatinde XRCC6 geninin
ifadelenmesinde 3,94 katlik bir diisiis belirlenmistir. 1. ve 24. uygulama saatleri
arasinda XRCC6 geninin ifadelenmesinde zamana bagli artis saptanmistir (p<0,05).
Doksorubisin uygulamasindan sonra 6. ve 24. saatlerdeki XRCC6 diizeylerinde 1. saate

gore sirastyla 0,58 ve 4,31 kat artis belirlenmistir (p<0,05).

MCEF7/400Dox hiicre hattindaki XRCC6 ifadelenme diizeyinde doksorubisin
uygulamasinin 1. saatinde 2,87 katlik bir diisiis saptanmistir (p<0,05). 6, 12 ve 24 saat
doksorubisin uygulanan hiicrelerdeki XRCC6 ifadelenmesinin 1 saatlik uygulamaya
gore sirasiyla 3,31 kat, 3,29 kat ve 2,9 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/1000Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasi sonrasinda 6 ve 12.
saatlerdeki XRCC6 geni ifadelenmesinin kontrol grubuna goére 2,95 ve 2,97 kat daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).

XRCCT genine ait sonuglar ve istatistik analizi sirasi ile Sekil 19 ve Tablo 20°de
verilmektedir. Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi tek yonliic ANOVA
testi ile yapilmistir. Tukey post hoc testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde birbirinden

farkli olan gruplar belirlenmistir.
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Sekil 19: XRCC7 gen ifadelenme analizleri.
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Tablo 20: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore XRCC7

geni ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

XRCC7

S-K  S-1S  S-6S  S-12S  S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S
S-K <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-18 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05  p<0,05
S-6S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-12S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S p<0,05 p<0,05
400-K p<0,05 p<0,05
400-1S p<0,05  p<0,05
400-6S p<0,05 p<0,05
400-12S
400-24S
1000-K p<0,05  p<0,05
1000-1S p<0,05

1000-6S
1000-12S
1000-24S

<0,05

XRCC7 geninin ifadelenme analizlerinde, MCF7/S hiicre hattindaki XRCC7
ifadelenmesinin MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarina gore sirastyla 3,07
ve 10,41 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/S hiicre hattinda 4uM doksorubisin uygulamasiin ardindan XRCC7
ifadelenmesinde 1. saatte 10,3 katlik bir diisiis belirlenmistir (p<0,05). Doksorubisin
uygulamasinin 6. saatinde uygulamanin ilk saatine gore 5,53 katlik bir artis

saptanmistir (p<0,05). Doksorubisin uygulamasinin 6. ve 12. saatleri arasindaki

XRCCY ifadelenme degisimin 5,28 kat oldugu belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/400Dox hiicre hattindaki XRCC7 ifadelenme diizeyinde doksorubisin
uygulamasinin 6. saatinde istatistiksel olarak anlamli olan 3,61 katlik bir artis
saptanmistir (p<0,05). Doksorubisin uygulamasiin 6. ve 12. saatlerindeki XRCC7
ifadelenmesi uygulamanin ilk saatine gore sirasiyla 5,43 ve 4,9 kat daha fazladir
(p<0,05).

MCF7/1000Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasi sonrasinda 1, 6, 12
ve 24. saatlerdeki XRCC7 ifadelenmesinin kontrol grubuna gore sirasiyla 7,62 kat;
7,19 kat; 11,13 kat ve 10,51 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).

XLF genine ait sonuclar ve istatistik analizi sirasi ile Sekil 20 ve Tablo 21°de
verilmektedir. Deney sonuglarmin istatistik degerlendirmesi Student T-test ile
yapilmis ve 0,05’ten kiigiik anlamlilik degerine sahip olan sonuglarin arasindaki fark

anlamli olarak kabul edilmistir.
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Sekil 20: XLF gen ifadelenme analizleri.

Tablo 21: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore XLF geni

ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

XLF
S-K  S-1S  S-6S  S-12S S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S

S-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-18 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-6S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-128 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-K p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-1S <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-6S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-12S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-24S <0,05 p<0,05 p<0,05
1000-K

1000-1S

1000-6S

1000-12S

1000-24S

Yapilan analizlerde, MCF7/S hiicre hattinda XLF geninin MCF7/1000Dox
hiicre hattina gore 3 kat daha fazla ifadelendigi belirlenmistir (p<<0,05). MCF7/S hiicre
hatt1 ile MCF7/400Dox hiicre hatt1 arasinda XLF ifadelenme diizeylerinde istatistiki
olarak anlamli bir fark belirlenmemistir. Bununla birlikte, MCF7/400Dox hiicre
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hattindaki XLF geni ifadelenme diizeyinin MCF7/1000Dox hiicre hattina gore 2,96 kat
daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/S hiicre hattindaki XLF geni ifadelenmesinin ila¢ uygulamasinin 1. ve
6. saatlerinde kontrol grubuna gore sirasiyla 3,97 ve 2,99 kat daha az oldugu
belirlenmigtir. Doksorubisin uygulamasinin 1. ve 12. saatleri arasinda XLF
ifadelenmesinin siirekli artarak 6. saatte 0,98 kat ve 12. saatte 4,25 kat daha yliksek

oldugu belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/400Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasinin 6. ve 12.
saatlerinde kontrol grubuna gére XLF ifadelenmesinin sirastyla 1,15 ve 0,98 kat arttig1
belirlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte doksorubisin uygulamasinin 12. ve 24.

saatleri arasinda XLF ifadelenmesinin 3,18 kat azaldigi belirlenmistir (p<0,05).

[lag uygulamasindan 6 ve 12 saat sonra MCF7/1000Dox hiicre hattindaki XLF
ifadelenmesinin kontrol grubuna goére sirasiyla 3,31 ve 3,1 kat fazla oldugu
saptanmigtir (p<0,05). Bununla birlikte, ilag uygulamasimnin 24. saatinde XLF

ifadelenmesinin 12. saate gore 2,8 kat azaldig1 belirlenmistir (p<0,05).

LIG4 genine ait sonuglar ve istatistik analizi sirasi ile Sekil 21 ve Tablo 22’te
gosterilmistir. Deney sonuclarinin istatistiksel degerlendirmesi tek yonlii ANOVA
testi ile yapilmistir. Tukey post hoc testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde birbirinden

farkli olan gruplar belirlenmistir.
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Sekil 21: LIG4 gen ifadelenme analizleri.

Tablo 22: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine goére LIG4 geni

ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

LIG4

S-12S S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K

1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S

S-K p<0,05 p<0,05

S-1S p<0,05 p<0,05 p<0,05

S-6S p<0,05

S-128 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-K p<0,05

400-1S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-6S p<0,05 p<0,05

400-12S p<0,05

400-24S p<0,05

1000-K <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

1000-1S
1000-6S
1000-12S
1000-24S

Duyarli ve direngli hiicre hatlarinda yapilan analizlerde, LIG4 ifadelenmesinin
MCF7/S hiicre hattinda direngli hiicrelere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarindaki LIG4 ifadelenmesinin MCF7/S
hiicre hattina gore sirasiyla 10,82 ve 30,62 kat daha az oldugu saptanmistir (p<0,05).

MCF7/S hiicrelerine doksorubisin uygulamasinin ilk saatinde LIG4

ifadelenmesi 9,15 kat azalmistir (p<0,05). Uygulamanin 12. ve 24. saatinde LIG4
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ifadelenmesinin 1. saate gore sirasiyla 9,74 kat ve 10,18 kat daha az oldugu

belirlenmistir (p<0,05).

MCF7/400Dox hiicre hattinda  doksorubisin  uygulamasimnin  LIG4
ifadelenmesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi
belirlenmistir. MCF7/1000Dox hiicre hattinda 1, 6, 12 ve 24 saat doksorubisin
uygulamasinin yapildigi deney gruplarinda LIG4 ifadelenmesinin kontrol grubuna
gore sirastyla 27,07 kat, 26,65 kat, 30,47 kat ve 25,08 kat daha fazla oldugu

belirlenmistir.
4.5) miRNA ifadelenme Analizleri

MCF7/S, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarina 1, 6, 12 ve 24 saat
stirelerle 4uM doksorubisin uygulanmis, hiicrelerden MiRNeasy ile RNA izole edilmis
ve cDNA sentezlenmistir. cDNA’lar hsp-miR-101-3p, hsp-miR-502-3p ve p-aktin
ifadelenme analizleri i¢in kalip olarak kullanilmistir. Hsp-miR-101-3p ve hsp-miR-

502-3p’nin amplifikasyon verileri 244CT

yontemi ile degerlendirilmistir (203). Deney
sonuclarinin istatistik degerlendirmesi Student T-Test ile yapilmis ve 0,05 ten kiigiik
anlamlilik degerine sahip olan (p<0,05) sonuglarin arasindaki fark anlamli olarak

kabul edilmistir.

miRNA ifadelenme analizlerinde referans gen olarak p-aktin geni
kullanilmigtir. Erime egrisi analizleri ile f-aktin genine ait PCR {iriiniin 6zgiil olarak

cogaldigr dogrulanmustir.

Hsp-miR-101"¢ ait erime egrisi grafigi ve agaroz jel elektroforezi goriintiileri
strast ile Sekil 22 ve Sekil 23’te verilmektedir. Erime egrisi analizleri ve agaroz jel
elektroforezi ile Hsp-miR-101-3p’ye ait PCR iriiniin 6zgiil olarak cogaldigi
dogrulanmistir.
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Sekil 22: Hsp-miR-101 i¢in erime egrisi analizleri.

2
:
H
£
s
:

1008p

il 19

ettt et . L L TS L g—

o o - N O W w9 w I~
e = a A4 U & & u u

([ oo

LR

Sekil 23: Hsp-miR-101 PZR amplifikasyonlarinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri ve
100bp DNA markir
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Hsp-miR-101"e ait sonuglar ve istatistik analizi siras1 ile Sekil 24 ve Tablo

23’te verilmektedir.

e
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Sekil 24: Hsp-miR-101’in ifadelenme degisimi grafigi.

Tablo 23: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gore Hsp-miR-

101-3p ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

Hsp-miR-101

S-6S  S-12S  S-24S  400-K  400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K  1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S
S-K p<0,05 p<0,05
S-18 <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-6S p<0,05
S-128 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-24S p<0,05
400-K p<0,05
400-1S
400-6S p<0,05
400-12S p<0,05
400-24S <0,05
1000-K
1000-1S
1000-6S
1000-12S
1000-24S

Analiz sonuglarina gére, MCF7/S ve MCF7/400Dox hiicre hatlarinda Hsp-

miR-101-3p ifadelenme diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir.

MCF7/1000Dox hiicre hattindaki hsp-miR-101-3p ifadelenmesinin MCF7/S hiicre

hattina gore 6,18 kat daha az oldugu belirlenmistir (p<0,05).
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Doksorubisin uygulamasinin 1. saatinde hsp-miR-101-3p ifadelenmesinin
MCF7/S hiicre hattinda kontrol grubuna gore 6,08 kat arttig1 belirlenmistir (p<0,05).
Bu hiicre hattinda, 6, 12 ve 24 saat doksorubisin uygulanmis gruplardaki hsp-miR-
101-3p ifadelenmesinin doksorubisin uygulamasinin ilk saatine gore sirasiyla 5,4 kat;
8,51 kat ve 6,12 kat daha az oldugu saptanmistir (p<0,05). MCF7/400Dox hiicre
hattinda doksorubisin uygulama siireleri arasinda hsp-miR-101-3p ifadelenme

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamastir.

MCF7/1000Dox hiicre hattinda ila¢ uygulamasinin baslangicindan 12. saatine
kadar hsp-miR-101-3p’nin ifadelenmesinde artis belirlenmistir. Doksorubisin
uygulamasinin 6. ve 12. saatlerinde hsp-miR-101-3p ifadelenmesi kontrol grubuna

gore sirasiyla 6,18 kat ve 7,15 kat artmistir (p<<0,05).

Hsp-miR-502"ye ait erime egrisi grafigi ve agaroz jel elektroforezi goriintiileri
siras1 ile Sekil 25 ve Sekil 26’da verilmektedir. Erime egrisi analizleri ve agaroz jel
elektroforezi ile Hsp-miR-502-3p’ye ait PCR iriiniin 6zgiil olarak c¢ogaldig:

dogrulanmistir.
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Sekil 25: Hsp-miR-502-3p erime egrisi grafigi.
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Sekil 26: Hsp-miR-502-3p PZR amplifikasyonlarinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri,
50bp ve 100bp markir

Hsp-miR-502"ye ait sonuglar ve istatistik analizi sirasi ile Sekil 27 ve Tablo

24’te verilmektedir.
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Sekil 27: Hsp-miR-502-3p ifadelenme degisimi.
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Tablo 24: Hiicre hatlarina 4uM doksorubisin uygulamasindan sonra saatlerine gére Hsp-miR-

502-3p ifadelenme analizlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari.

Hsp-miR-502

S-6S  S-12S S-24S  400-K 400-1S 400-6S 400-12S 400-24S 1000-K 1000-1S 1000-6S 1000-12S 1000-24S
S-K p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-18 <0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<005 p<0,05 p<0,05 p<0,05
S-6S
S-125 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<005 p<0,05
S-24S p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-K
400-1S
400-6S p<0,05
400-12S p<0,05 p<0,05 p<0,05
400-24S <0,05
1000-K p<0,05 p<0,05  p<0,05
1000-1S p<0,05
1000-6S

1000-128
1000-24S

Hsp-miR-502-3p ifadelenme analizlerinde, MCF7/S hiicrelerindeki ifadelenme
analizinin MCF7/1000Dox hiicrelerine gore gore 3,65 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir (p<0,05). MCF7/S hiicre hattinda, doksorubisin uygulamasinin 1.
saatinde Hsp-miR-502-3p ifadelenmesinin kontrol grubuna gore 6,43 kat arttigi
belirlenmistir (p<0,05). Bu hiicrelerde, 6, 12 ve 24 saat doksorubisin uygulanmis
deney gruplarindaki hsp-miR-502-3p ifadelenmesinin uygulamanin ilk saatine goére
sirastyla 4,87 kat; 3,72 kat ve 6,12 kat daha az oldugu saptanmistir (p<0,05).
MCF7/400Dox hiicre hattinda, doksorubisin uygulama siireleri arasinda hsp-miR-502-

3p ifadelenme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

MCF7/1000Dox hiicre hattinda, doksorubisin uygulamasi ile hsp-miR-101-
3p’de ifadelenmesinde 24. saate kadar zamana bagli artis oldugu belirlenmistir.
Doksorubisin  uygulamasmin 6., 12. ve 24. saatlerinde hsp-miR-502-3p
ifadelenmesinin kontrol grubuna gore sirasiyla 0,63 kat, 3,66 kat ve 3,81 kat daha fazla

oldugu saptanmistir (p<0,05).
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5) TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, doksorubisine karst direnclilik gosteren MCF7 meme
kanseri alt hiicre hatlarinda NHEJ yolagmin, gelisen ila¢ direncindeki etkilerinin
arastirilmas1 amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda, hem yolaktaki genlerin direngli
ve duyarli hiicrelerde DNA hasar1 indiiklenmesi ile zamana bagli ifadelenmesi hem de
yolagi kontrol eden miRNA’larin bu hiicrelerdeki ifadelenmesinin c¢alisilmasi
hedeflenmistir. Bu tez ¢alismasina konu olan 400 nM (MCF7/400Dox) ve 1000 nM
(MCF7/1000Dox) doksorubisine diren¢li MCF7 hiicre hatlar1 in vitro kosullarda artan
doksorubisin uygulanmasi ile heterojen hiicre gruplari arasindan doksorubisine direng
gosteren hiicrelerin kademeli olarak secilimiyle elde edilmistir (13). Alt hiicre
hatlariin direnclilik endeksleri sitotoksisite analizi ile elde edilen inhibitor
konsantrasyon 50 (ICso) degerlerinin parental hiicre hatlarindan elde edilen degerlere
boliinmesiyle hesaplanir. Direnglilik endeksinin 1’den biiyiik olmasi alt hiicre
hatlarinin segilen ilaca direngli olmasi anlamina gelir. Se¢ilen MCF7/400Dox ve
MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda direnglilik endeksi sirastyla 107 ve 160°dir. Onceki
caligmalar, tiimor hiicrelerinin segici ilaca direnglilik gelistirmesinin kademeli olarak
gerceklestigini (1) ve farklh direnclilik endeksine sahip alt hiicre hatlarindaki etkin
direnglilik mekanizmalarmin farkli oldugunu gostermistir (2). Ornegin, farkl
direnglilik endekslerine sahip dosetaksele direngli alt hiicre hatlarinin (MCF-7/30nM
Doc ve MCF-7/120nM Doc) tiim gen ifadelenme analizleri, P-gp pompa
ifadelenmesinin az oldugu 30nM dosetaksele direngli hiicrelerde anti-apoptotik
yolaklarin, 120 dosetaksele direncli hiicrelerde ise P-gp bagli ila¢ atiminin ve epitel-
mezenkimal gecisin etkin direnglilik mekanizmasi oldugunu gostermistir. Donmez ve
Giindiiz tarafindan 2011°de yapilan bir baska ¢alismada MCF-7/1000Dox
hiicrelerinde siRNA ile MDR1 geninin ifadelenmesi %80-90 oraninda azaltilmis ve
buna bagli olarak hiicre i¢i ilag birikimi duyarli hiicrelere yakin diizeylere ¢ikarilmistir
(181). Ancak, siRNA uygulamasinin ardindan bu hiicrelerin direnglilik endeksinin 31
oldugu yani parental hiicrelere gére doksorubisine hala 31 kat daha direngli olduklar
saptanmigtir. Sonug¢ olarak, coklu ila¢ direngliligi fenotipine sahip hiicrelerde
sitotoksik etkinin bertaraf edilmesi zaman igerisinde kademeli olarak kazanilan ve
birden fazla yolak iizerinden gelisen ve hiicrelerde global fenotipik degisikliklerin

oldugu bir durumdur. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda daha onceki g¢aligsmalarda
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kademeli direng gelisimi ile iligkilendirilmemis NHEJ tamir yolagi ¢alisilmistir. Bir
topoizeomeraz II baskilayicist olan doksorubisin, hiicrelerde farkli yollarla DNA tek
ve ¢ift iplik kiriklarina neden olmaktadir. Bu nedenle, doksorubisine farkli diizeylerde
direnglilik gosteren MCF7 hiicre hatlarindaki ilag direncinin NHEJ tamir yolag: ile

iligkilendirebilecegi diistiniilmiistiir.

Calismada, hem duyarli hem de direngli hiicre hatlarina doksorubisin
uygulanarak NHEJ yolaginin etkin onarim yolagi olarak tercih edildigi ilk 24 saatlik
siirede tim parametreler calisilmistir. Bu siirede 1, 6, 12 ve 24. saatler analiz
parametreleri agisindan degerlendirmeye alinmis ve drneklemeler yapilmistir. Zaman
araliklar1 belirlenirken NHEJ yolag:i ile ilgili ¢alismalar, doksorubisin etki
mekanizmasi ve direncli hiicrelerde ila¢ akiimiilasyon siireleri daha 6nceki ¢alismalar
dikkate alinarak belirlenmistir. Doksorubisin uygulama konsantrasyonu duyarlt ve
direncli hiicrelerdeki ila¢ akiimiilasyonu ve bdliinme stirelerine bagli farkli etkiler
dikkate alinarak belirlenmistir. Nitekim, uygulanan konsantrasyonun duyarh
hiicrelerde uygulama siirelerinde hiicrelerin tamaminin 6liimiine neden olmamasi,
ancak, direncli hiicrelerde doksorubisinin hiicre igine alinarak genotoksik etkinin
goriilmesi gerekmektedir. Donmez ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada MCF/S ve
MCEF/1000Dox hiicrelerine 4 pM doksorubisin uygulamas: sonucunda her iki hiicre
grubunda da ila¢ akiimiilasyonu ve ifadelenme degerlendirmeleri acisindan analiz
edilebilir sitotoksik etki indiiklenmistir (182). Ancak, bu ¢alismada 1 saat sonra hiicre
i¢ci doksorubisin akiimiilasyonunun duyarli hiicrelerde direngli hiicrelere gore 6 kat
fazla oldugu konfokal mikroskopi ile gosterilmis olup tez c¢alisma sonuglarinin
degerlendirilmesinde bu durum da goz Oniinde bulundurulmustur. Dort uM
doksorubisinin bu hiicrelerdeki zamana bagli sitotoksik etkisi MTT hiicre
proliferasyon c¢alismasi ile degerlendirilmistir. Hiicre proliferasyon calismalari
sonucunda, 1, 6, 12 ve 24 saatlik doksorubisin uygulamalarina bagli MCF7/S,
MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinin proliferasyon degisimleri
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Doksorubisinin duyarli hiicrelerde zamana
bagl artan sitotoksik etki gosterdigi, MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicrelerinde
ise ilk 24 saat icerisinde zamana bagh sitotoksik etkinin duyarl hiicrelere gére daha
az oldugu belirlenmistir (Sekil 10). Her ne kadar hiicre proliferasyonunda azalma olsa
da doksosrubisinin sitotoksik etkisinin 24 saat sonra goriildiigii sonucuna

varilmaktadir. Nitekim, bu hiicrelerle yapilan daha onceki g¢alismada MCF7/S
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hiicrelerinin  boliinme  siiresinin  (tq) 27,9 saat oldugu, MCF7/400Dox ve
MCF7/1000Dox hiicrelerinde ise bu zamanin sirastyla 49,7 ve 51, 5 saate ¢iktig1 rapor
edilmistir (13). MTT analizleri, doksorubisin uygulamasina bagli hiicre
proliferasyonlarindaki degisimler hakkinda bilgi vermekle birlikte hiicrelerde zamana
bagli meydana gelen genotoksik hasar alkali tek hiicre -elektroforezi ile
degerlendirilmistir. Doksorubisinin etki mekanizmas1 dikkate alindiginda, hiicre
boliinmesinin durmasi ve/veya apopototik ve nekrotik siireclerin baglamasi i¢in hiicre
dongiisiinlin tamamlanmas1 gerekmektedir. Ancak, onceki ¢calismalar NHEJ yolagi ile
DNA onariminin DNA hasar1 olusumundan itibaren yaklasik 30 dakika igerisinde
gerceklestigini gostermektedir (183). Farhane ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis
olduklar1 bir ¢calismada doksorubisin uygulamasindan sonra ilacin ilk 6 saatlik siirecte
hiicre cekirdegi igerisinde birikip en yiiksek konsantrasyona ulastigi ve 12. saate
gekirdek etrafina yayilmaya basladigi gosterilmistir (184). Ayni calismada
doksorubisinin 0-12 saat araliginda DNA ile etkilesime girdigi ve DNA hasarina neden
oldugu gosterilmistir. de Campos-Nebel ve arkadaslarmin yapmis oldugu bir
caligmada, insan ve hamster hiicrelerine etopozit uygulamasi sonrasinda olusan ¢ift
iplikli DNA kiriklarmin 2. saatte en yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir (185).
Meme kanseri hiicre hatlariyla yapilan bir bagka calismada ise, etopozit uygulamasina
bagli olusan DNA cift iplikli kiriklarinin 24. saatte uygulama oncesi diizeyine dondiigi
gosterilmistir (185, 186). Nitekim, alkali tek hiicre elektroforezi sonuglarina gore
(Sekil 13), 6nceki ¢alismalarla uyumlu olarak, MCF7/400Dox hiicre hattinda, 6. saate
kadar genotoksik hasar artmis, 6. saatten itibaren DNA hasarinda diisiis belirlenmistir.
MCF7/1000Dox hiicrelerinde ise 12. saate kadar doksorubisine bagli olusan
genotoksik hasarda artis olurken, 12. saatten itibaren DNA hasarinda diisiis meydana
gelmistir. Doksorubisine duyarli hiicrelerde ise 24 saatlik doksorubisin uygulamasi
zamana bagli ve dogru orantil1 genotoksik hasara neden olmustur. Bununla birlikte,
MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda 24 saatlik uygulamanin sonunda

duyarl hiicrelere gore daha diisiik genotoksik hasar meydana gelmistir.

Doksorubisin uygulamasi sonrasinda 53BP1 proteininin immiinofloresan
olarak boyanmasiyla NHEJ ile ger¢eklesen DNA c¢ift iplikli kiriklarinin onarimi analiz
edilmistir (Sekil 15). 53BP1 immiinofloresan boyama analizlerinde MCF7/S hiicre
hattinda doksorubisin uygulamasinin ilk saatinde ¢ift iplikli kirtk onarim1 baglarken,
MCF7/1000Dox hiicre hattinda 12. saatte NHEJ mekanizmas: ile ¢ift iplikli DNA
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kiriklarinin onarimi baglamistir (Sekil 15). Bu bilgiler 1s18inda, MCF7/S hiicre hattinda
DNA cift iplikli kiriklarinin onariminda NHEJ mekanizmasinin onarimdaki roliiniin
daha diisiik olabilecegi sonucuna varilmaktadir. Ote yandan, MCF7/1000Dox hiicre
hattinda 12. saatte meydana gelen DNA hasarindaki azalmanin, 12. saatte NHEJ
mekanizmasiyla DNA ¢ift iplikli kiriklarinin onariminin  baglamig olmasiyla
iligkilendirilmektedir. Bununla birlikte, MCF7/1000Dox hiicre hattinda doksorubisin
uygulamasmin 12. saatinde XRCC4, XRCC5, XRCC6, XRCC7, XLF ve LIG4
genlerinin ifadelenmesinde anlamli artis meydana gelmistir (Sekil 16, Sekil 17, Sekil
18, Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21). Bu bilgiler 1s1ginda, MCF7/1000Dox hiicre hattinda
doksorubisin uygulamasinin 12. saatinde NHEJ onarim mekanizmasinin aktivitesi
nedeniyle DNA hasarmin azaldig1 sdylenebilir. Ote yandan, 53BP1 immiinofloresan
boyama analizinde MCF7/400Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasi ile NHEJ
mekanizmasi etkinliginde kontrol grubuna gore anlamli bir fark meydana gelmemistir.
Bu durum, MCF7/400Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasinin 6 ile 24 saatleri
arasinda genotoksik hasardaki azalmanin NHEJ mekanizmasindan bagimsiz onarim

yolaklar1 tarafindan gergeklestirildigini diisiindiirmektedir.

Ifadelenme analizleri yapilan genlerden XRCC6 disinda tiim genler igin,
MCF7/S hiicre hatt1 en yiiksek ifadelenme diizeyine sahipken MCF7/1000Dox hiicre
hatt1 bu genleri en az ifadelendiren hiicre hattidir. Bu durum, MCF7/1000Dox hiicre
hattinda doksorubisinin aktif pompalar ile hiicre disina atilmasi ve ilacin hiicre igi
akiimiilasyonunun diisiik olmasi ile iligskilendirilebilir. MCF7/1000Dox hiicre hattinda
MDR1 geni kontrol grubuna gore yaklasik 270 kat daha fazla ifadelenmektedir (13).
MDR1 geninin kodladig1 P-glikoprotein (P-gp), ABC tastyict protein ailesine tiyedir.
Bu protein, doksorubisin de dahil olmak iizere pek ¢cok kemoterapdtik ajanin hiicre
disina pompalanmasini saglamaktadir. Nitekim MCF7/1000Dox hiicre hattinda MDR1
gen ifadelenmesine ek olarak, P-gp pompalar1 aktivite diizeyinde de tespit edilmistir
(1). P-gp, MCF7/1000Dox hiicre hattinda gelistirilen ¢oklu ila¢ direncinin en dnemli
mekanizmalarindan bir tanesidir. MCF7/1000Dox hiicre hattinda yliksek diizeyde
ifadelenen P-gp proteini, DNA ¢ift iplik kiriklarina neden olan doksorubisini
hiicrelerden uzaklastirmaktadir. Bu durum, daha az DNA hasarinin olusmasina neden
olmaktadir. MCF7/1000Dox hiicre hattinda NHEJ onarim yolagindaki genlerinin diger
hiicre hatlara gore daha az ifadelenmesi, bu hiicrelerde P-gp proteinine bagli olarak

hiicre i¢i doksorubisin konsantrasyonunun daha az olmasi ile iliskilendirilebilir.
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Ifadelenme analizleri, MCF7/S hiicre hattinda hsp-miR-101-3p miRNA
ifadelenme degisikliklerinin XRCC7 ifadelenmesiyle iligkili oldugunu gostermistir
(Sekil 19 ve Sekil 24). Bununla birlikte, direngli MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox
hiicre hatlarinda miR-101’in NHEJ yolag iizerindeki regiilasyon etkisini kaybetmis
olabilecegi diistiniilmektedir. “miRNA Data Base” (miRDB) verilerinde daha 6nceki
calismalarda, miR-101’in ifadelenmesindeki artigin niikleer miRNA tasiyicisi olan
exportin-5 proteininin ifadelenmesini baskiladig1 ve bu nedenle negatif geribildirim ile
etkinliginin azalabilecegi belirtilmistir. Hsp-miR-502-3p ifadelenmesinin MCF7/S
hiicre hattindaki XRCC5, XLF ve LIG4 ifadelenme degisimleriyle iligkili oldugu
belirlenirken, doksorubisin direngli hiicre hatlarinda bdyle bir korelasyon
belirlenememistir. Ancak, direngli hiicrelerde miR-101 ve miR-502 regiilasyonunun

daha iyi anlasilabilmesi icin ileri ¢calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Daha o6nce MCF7/1000Dox hiicre hattinda yapilmigs olan mikrodizin
caligmalarinda (13), NHEJ mekanizmasiyla iliskili olan 53BP2, p21 ve Chkl
genlerinde sirastyla 3,1 kat; -0,3 kat; ve 4,1 kathik degisimler oldugu (p<0,05)
saptanmistir. 53BP2 proteini ¢ift iplikli DNA hasar1 durumunda p53 proteinine
baglanip p53’iin DNA’ya baglanmasini tesvik eder. p53, proteini apoptotik genlerin
promotor bolgelerine baglanarak bu genlerin transaktivasyonunu saglar (187). DNA
cift iplik kiriklarinin kontrolii gérevinde ©nemli rol oynayan p53 proteininin
ifadelenmesindeki 3,1 katlik artis bu kontrol mekanizmasmin etkisini daha da
arttirmaktadir. Siklin bagimli kinaz inhibitor 1 (Cipl) olarak da bilinen p21 proteini
DNA hasar1 durumunda p53 proteini ile etkileserek siklin bagimli kinaz 2 (CDK2),
CDK4 ve CDKG6’y1 inhibe eder ve hiicre dongiisiiniin G1 asamasinda durmasina neden
olur (188). p21 proteinin ifadelenmesindeki 0,25 katlik azalma hiicrelerin G1 fazindaki
bu kontrol noktasindan kacarak G1 fazinda daha fazla etkinlik gosteren NHEJ
mekanizmasinin ¢aligmasina engel olabilir. Hiicre dongiisii kontrol noktas1 1 (Chk1)
proteini hiicre dongilisiinde CDK2 proteinlerini baskilayarak hiicre dongiisiiniin S ve
G2 evrelerinde duraklamasini onler. Bununla birlikte, Chk1 proteini p53 proteinini
aktive ederek hiicre dongiisiiniin G1 fazinda duraklatilmasina neden olur (189). Bu
nedenle, S ve G2 evrelerinde daha fazla etkinlik gosteren homolog rekombinasyonla
DNA onarimi yerine NHEJ mekanizmasinin tercih edilmesini saglar. Bu bilgiler
1s181inda, MCF7/1000Dox hiicre hattindaki 4,1 katlik Chk1 ifadelenme artisinin NHEJ

mekanizmasinin etkinligini arttirdig diistiniilmektedir.
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Ozetle, MCF7/1000Dox hiicre hattinin kontrol grubunda MCF7/S ve
MCF7/400Dox hiicre hatlarimin kontrol gruplarina gére NHEJ onarim yolagindaki
genlerin ifadelenme diizeylerinin daha diisiik olmasi, bu hiicrelerde ilag tasiyici
proteinlere bagli olarak hiicre i¢i doksorubisin konsantrasyonunun az olmasi ile
iligkilendirilebilir. Buna ragmen, yiiksek dozda doksorubisin uygulanan
MCF7/1000Dox hiicre hattinda, NHEJ yolagindaki genlerde ger¢eklesen ifadelenme
artistyla NHEJ yolagi DNA onariminda etkin bir rol iistlenmektedir. MCF7/1000Dox
hiicre hattinda, NHEJ mekanizmasinin merkezinde rol oynayan bu genlerin 4 uM ilag
uygulamasina bagl olarak ¢ok daha hizli bir sekilde artip diger hiicre hatlarina gore
daha yiiksek bir seviyeye gelerek MCF7/1000Dox hiicre hattinin sagkalimi agisindan
avantaj sagladig1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, 53BP1 immiinofloresan boyama
analizinde MCF7/400Dox hiicre hattinda doksorubisin uygulamasi sonrasinda NHEJ
mekanizmasi etkinliginde anlamli bir fark meydana gelmemistir. Bu durum,
MCF7/400Dox  hiicre hattinda genotoksik hasardaki azalmanin NHEJ
mekanizmasindan bagimsiz onarim yolaklar1 tarafindan gergeklestirebildigini

diistindiirmektedir.
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6) SONUC ve ONERILER

e Doksorubisinin, duyarli hiicrelerde zamana bagli artan sitotoksik etki gosterdigi,
MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicrelerinde ise ilk 24 saat i¢erisinde zamana
bagli sitotoksik etkinin duyarli hiicrelere gore daha az oldugu belirlenmistir.

e MCF7/400Dox hiicre hattinda, 6. saate kadar genotoksik hasar artmis, 6. saatten
itibaren DNA hasarinda diisiis belirlenmistir. MCF7/1000Dox hiicrelerinde ise 12.
saate kadar doksorubisine bagli olusan genotoksik hasarda artis olurken, 12.
saatten itibaren DNA hasarinda diisiis meydana gelmistir. Doksorubisine duyarli
hiicrelerde ise 24 saatlik doksorubisin uygulamasi1 zamana bagli ve dogru orantili
genotoksik hasara neden olmustur. Bununla birlikte, MCF7/400Dox ve
MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda 24 saatlik uygulamanin sonunda duyarl
hiicrelere gore daha diislik genotoksik hasar meydana gelmistir.

e 53BP1 immiinofloresan boyama analizlerinde MCF7/S hiicre hattinda
doksorubisin uygulamasinin ilk saatinde cift iplikli kirik onarimi baglarken,
MCF7/1000Dox hiicre hattinda 12. saatte NHEJ mekanizmast ile ¢ift iplikli DNA
kiriklarinin onarimi baglamistir. MCF7/1000Dox hiicre hattinda doksorubisin
uygulamasmin 12. saatinde NHEJ onarim mekanizmasinin aktivitesi nedeniyle
DNA hasarinin azaldig: sdylenebilir.

e Ifadelenme analizleri yapilan XRCC4, XRCC5, XRCC7, XLF ve LIG4 genleri i¢in,
MCEF7/S hiicre hatt1 en yiiksek ifadelenme diizeyine sahipken MCF7/1000Dox
hiicre hatt1 bu genleri en az ifadelendiren hiicre hattidir.

e MCF7/1000Dox hiicre hattinin kontrol grubunda MCF7/S ve MCF7/400Dox
hiicre hatlarinin kontrol gruplarma gére NHEJ onarim yolagindaki genlerin
ifadelenme diizeylerinin daha diisiik olmasi, bu hiicrelerde P-gp proteinine baglh
olarak hiicre ici doksorubisin konsantrasyonunun az olmasi ile iliskilendirilebilir.

e 4uM doksorubisin uygulanan MCF7/1000Dox hiicre hattinda, NHEJ yolagindaki
genlerde gerceklesen ifadelenme artistyla NHEJ yolaginin DNA onariminda etkin
bir rol iistlendigi sonucuna varilmaktadir.

e ifadelenme analizleri, MCF7/S hiicre hattinda hsp-miR-101-3p miRNA
ifadelenme  degisikliklerinin XRCC7 ifadelenmesiyle iliskili oldugunu

gostermistir.

87



e Hsp-miR-502-3p ifadelenmesinin, MCF7/S hiicre hattindaki XRCC5, XLF ve LIG4
ifadelenme degisimleriyle iligkili oldugu belirlenmistir.

e Diren¢li MCF7/400Dox ve MCF7/1000Dox hiicre hatlarinda miR-101 ve miR-
502’nin NHEJ vyolag1 iizerindeki regiilasyon etkisini kaybetmis olabilecegi

distiniilmektedir.

Gelecekte yapilacak ¢alismalarda NHEJ yolaginin kontroliinii saglayan DNA
hasar kontrolii mekanizmasina ait 53BP2, p21 ve Chkl proteinlerinin doksorubisin
direngli hiicre hatlarindaki DNA hasar cevabi regiilasyonu belirlenmelidir. Bunun yan
sira, HR yolagimin RNA interferans teknolojisi veya inhibitor ilaglarla
durdurulmasiyla DNA c¢ift iplik kiriklarinin onarimina dair énemli bulgular elde
edilebilir. Bununla birlikte gelecekte yapilacak caligmalarda, arastirilan bu genlere ait

protein ifadelenme diizeyleri de arastirilmalidir.
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8) EKLER

Ek A: RPMI 1640 (Cegrogen, Almanya) icerigi

Icerik Konsantrasyon (mg/L) Molekiiler Agirlik Konsantrasyon (mM)
(g/mol)
L-Alanyl-L- 300.00 217.22 1.38
Glutamine
L-Arginine 200.00 174.20 1.15
L-Asparagine 50.00 132.12 0.38
L-Aspartic Acid 20.00 133.10 0.15
L-Cystine 2HCI 65.20 240.30 0.27
L-Glutamine 300.00 146.15 2.05
Glycine 10.00 75.07 0.13
L-Glutamic Acid 20.00 147.13 0.14
L-Histidine 15.00 155.15 0.10
L-Hydroxy-L- 20.00 131.13 0.15
Proline
L-Isoleucine 50.00 131.17 0.38
L-Leucine 50.00 131.17 0.38
L-Lysine HCI 40.00 182.65 0.22
L-Methionine 15.00 149.21 0.10
L-Phenylalanine 15.00 165.19 0.09
L-Proline 20.00 115.13 0.17
L-Serine 30.00 105.09 0.29
L-Threonine 20.00 119.12 0.17
L-Tryptophan 5.00 204.23 0.02
L-Tyrosine 21.84 181.19 0.12
L-Valine 20.00 117.15 0.17
p-Amino Benzoic 1.00 137.14 0.0073
Acid
D-Biotin 0.20 244.31 0.0008
Choline chloride 3.00 139.62 0.0215
D-Calcium 0.25 476.53 0.0005
Pantothenate
Folic Acid 1.00 441.40 0.0023
myo-Inositol 35.00 180.16 0.1943
Nicotinamide 1.00 122.12 0.0082
Pyridoxine HCI 1.00 203.62 0.0049
Riboflavin 0.20 376.36 0.0005
Thiamine HCI 1.00 337.27 0.0030
Vitamin B12 0.005 1355.37 0.0000037
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Ek B: Tampon ve Soliisyonlar

1. RNA Izolasyonu
Dietilpirokarbonatla muamele edilmis ddH20O (1 L)
DEPC 1000 pL
dH20 1L
DEPC suya eklendikten sonra kopiirene kadar giiglii bicimde calkalanir. Su
kapagi acgik bicimde c¢eker ocak igerisinde 16 saat bekletildikten sonra

otoklavlanir.

2. Agaroz Jel Elektroforezi
TAE (Tris- Asetik asit- EDTA) Tamponu (50X, 1 L)

Tris-baz (MW: 121.14) 242 g

Glasiyel Asetik Asit 57.1 mL

EDTA disodium dihydrate

(MW: 372.24) (0.5 M) 100 mL
Hacim distile su ile 1L’ye tamamlanir. pH 8,5’e¢ ayarlanir ve sollisyon
otoklavlanir.
Ethidium Bromide (EtBr) Soliisyonu (10mg/mL)

EtBr (MW: 394.31) 10 mg

dH0 1mL

Soliisyon karanlikta ve +4°C’de saklanir.

3. Alkali Tek Hiicre Elektroforezi Soliisyonlar:
Liziz Tamponu (1L)

NaCl 146,2 g
Tris-baz (MW: 121.14) 129
EDTA disodium dihydrate

(MW: 372.24) (0,1 M) 37,29

Elektroforez Tamponu (1 L)
NaOH (10 N) 30 mL
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EDTA (200 mM) 5mL
Notralizasyon Tamponu (pH:7.5,1 L)

Tris baz 48,59

EDTA (200 mM) 5mL

4. Iimmiinofloresan Boyama Soliisyonlar
PBS Soliisyonu (200 mL)
PBS (Tablet) 1 Adet
ddH:20 100 mL
PBS tableti suya atili ve manyetik karistiricida tamamen ¢o6ziinene kadar
karigtirilir.
Permeabilizsyon Soliisyonu (100 mL)
Triton X-100 200 pL
PBS(1X) 100 mL
Triton X-100 PBS’e eklenir ve iyice ¢dzdiiriildiikten sonra +4°C’de saklanir.
Bloklama Soliisyonu (100 mL)

Bovin Serum Albumin (BSA) 1lg
Triton X-100 200 uL
ddH:0 100 mL

Oncelikle Triton X-100 eklenerek kopiirtmeden karistirilir. Daha sonra BSA

eklenir ve tamamen ¢6zdiiriildiikten sonra +4°C’de saklanur.
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