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OZET

MIDE KANSERINDE VINCRISTIN UYGULAMASININ MIiRNA
GEN METILASYONLARINA ETKIiSI

Mide kanser diinyada yiiksek insidans gosteren agresif bir hastaliktir. Mide kanseri
olusumu ve gelisiminde genetik faktorlerin yanisira epigenetik faktorler de etkilidir.
Epigenetik degisiklikler DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve RNA
interferansini kapsar. Mide kanserinde tiimor baskilayici genlerin promotor bolgeleri
icindeki CpG adaciklarinda yogun hipermetilasyon goriiliir. Meydana gelen bu
degisiklikler mutasyonlara, kromatin kararsizligina ve tiimor baskilayic1 genlerin
transkripsiyonel olarak susturulmasina sebep olabilir. Mide kanserinde yiiksek veya
diisiik ekspresyon gosteren miRNA’lar tiimorogenez, proliferasyon, invazyon ve
metastazda etkilidir. miRNA genlerindeki metilasyon durumu kanser patogenezinde
diizensiz ekspresyon gosteren miRNA firlinlerine sebep olmaktadir. Mide kanserinde
tiimor baskilayic1 6zellik gosteren miR335, miR34a ve miR9-3’iin diisiik ekspresyon
gosterdigi ve bu diisiik ekspresyonun miRNA genlerindeki hipermetilasyondan
kaynakl1 oldugu bildirilmistir.

Yaptigimiz bu ¢alisgmada DNMT inhibe edici ajani olan decitabine ile kemoterapotik
bir ilag olan vincristine’nin AGS ve MKN45 mide kanseri hiicre hatlarinda diisiik
ekspresyon gosteren tiimor baskilayic1 6zellikteki miR335, miR34a ve miR9-3’iin
genlerinde mevcut olan hipermetilasyona olan etkisinin saate bagli olarak incelenmesi
amaglanmustir. Kontrol grubu ve decitabine grubu ile yapilan karsilagtirmali analizler
sonucunda, vincristine’nin  AGS hiicre hattinda miR335 geninde metilasyonu
arttirdigi, MKN45 hiicre hattinda metilasyonu azalttigi bulunmustur. Vincristine nin
miR34a ve miR9-3 genlerinde her iki hiicre hattinda saate bagh olarak demetilasyonu
arttirdigl  gosterilmistir. Vincristine uygulamasi sonucu pri-miR335 ekspresyon
seviyesinin AGS hiicre hattinda azaldigi, MKN45 hiicre hattinda arttig1; pri-miR34a
ve pri-miR9-3’tin ise her iki hiicre hattinda ekspresyon seviyelerinin arttigi
bulunmustur. Elde edilen bulgular miRNA genlerindeki metilasyon statiileri ile
ekspresyon seviyelerinin birbiriyle iliskili oldugunu gostermektedir. Vincristine nin
mide kanseri hiicrelerinde gene 6zgii olarak metilasyonu etkiledigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Decitabine, vincristine, mide kanseri, DNA metilasyonu,
miRNA
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ABSTRACT

THE EFFECT OF VINCRISTINE ON MIRNA GENES
METHYLATION IN GASTRIC CANCER

Gastric cancer is an aggressive disease with high incidence in the world. Epigenetic
factors as well as genetic factors are also influential in gastric cancer formation and
progress. Epigenetic mechanisms include DNA methylation, histone modifications
and RNA interference. CpG islands in the promoter region of tumor suppressor genes
display intense hypermethylation in gastric cancer. These changes in the genome might
lead to mutations, chromatin instability and transcriptional silencing of tumor
suppressor genes. High or low expression of miRNAs effect tumorigenesis,
proliferation, invasion and metastasis in gastric cancer. The methylation status of
miRNAs affect irregular expression of miRNAs in the cancer pathogenesis. It has been
reported that low expression miR335, miR34a and miR9-3, which are tumor
suppressor in gastric cancer. This low expression has been reported to be due to
hypermethylation in miRNA genes.

In this study we aimed to investigate the effect of decitabine, a DNMT inhibitory agent,
and vincristine, a chemotherapeutic drug, on the hypermethylation effect of genes;
miR335, miR34a and miR9-3, which are tumor suppressor genes with low expression
in AGS and MKN45 gastric cancer cell lines. As a result of comparative analysis with
control group and decitabine group, it has been found that vincristine increases
methylation of miR335 gene in AGS cells and decreases methylation in MKNA45 cells.
Vincristine has been demonstrated to increase demethylation in the miR34a and miR9-
3 genes in both cell lines, depending on the time. As a result of vincristine treatment,
the expression level of pri-miR335 decreased in AGS cells and increased in MKN45
cells. In addition, expression levels of pri-miR34a and pri-miR9-3 were determined to
enhance in both cell lines. Findings show that there is a relation between the
methylation status and expression levels of miRNAs. Therefore, it has been found that
vincristine affects gene-specific methylation in gastric cancer.

Keywords: Decitabine, vincristine, gastric cancer, DNA methylation, miRNA



1. GIRIS

1.1. Mide Kanseri

Mide kanseri global ve agresif bir hastaliktir. Son birkag yildaki insidansindaki
diisiise ragmen dordiincli en yaygin kanser tiiriidiir ve diinya ¢apinda kansere bagh
Olimlerin ikinci sirasinda yer alir. Besinlerin muhafazasi, daha iyi beslenme ve
korunma, erken teshis ve tedavi nedeniyle insidansi azaliyor olsa da hala kotii bir
prognoz gostermektedir. Teshisi genellikle gelismis asamalarinda tespit edilir.
Tedavisinin temelinde ¢ogunlukla kemoterapi veya radyasyon tedavileri ile birlikte

cerrahi miidahale bulunmaktadir (Carcas, 2014).

Mide kanserinin kiiresel diizlemdeki dagiliminda, hastaligin insidansi,
sagkalimi ve mortalitesi ile iligkili faktorlerin ¢ogu cografi bolgeler arasinda biiyiik
oranda farklilik gosterir. Avrupa iilkeleri ve Amerika kitasinda diigiik insidans

gosterirken; Asya iilkelerinin ¢ogunda yiiksek insidans gosterir (Ferlay ve dig, 2012).
1.1.1. Mide Kanserinin Patolojik Alt Tipleri ve Karakteristigi

Mide kanseri tizerine yapilan bir¢ok siniflandirma sistemi bulunmasina ragmen
en ¢ok kullanilan1 Lauren siniflandirmasidir. Lauren siniflandirmasi iki histolojik alt
tipi tanimlar; bunlar, intestinal tip ve diffiiz tiptir. Her iki alt tip de farkli kinik ve
epidemiyolojik karakteristik tasir. Iki alt tip arasindaki morfolojik farklilik
interselliiler adhezyon molekiilleriyle iliskilidir (Lauren, 1965). Her iki alt tip de
human epidermal growth factor receptor 2 (HER2=insan epidermal biiyiime faktorii

reseptorii 2) nin ekspresyonu ile tespit edilebilir (Gravalos, 2008).



Gen ekspresyonlarindaki degisiklikler de mide kanserinde markir olarak
kullanilmaktadir. Ornegin, VEGF proteinindeki artis bircok mide kanser vakasinda
rapor edilmistir. Ayni sekilde FGFR, EGFR gibi biiyliime faktor reseptor genlerinde
yiiksek ekspresyon oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir (Yoshikawa ve dig.,
2000).

1.1.2. Mide Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Mide kanseri etiyolojisi multifaktoriyel oOzellik gostermektedir. Mide
karsinomlarinin gelisiminde bakteriyel, cevresel, genetik ve epigenetik faktorler
etkilidir. Mide karsinogenezinin gelismesinde onkogenler (c-met, c-erbB2, K-ras)
timor baskilayict genler (p53, RUNX gen ailesi, BRCA1, APC), hiicre adhezyon
molekiilleri (E-kaderin, B-katenin, CD44, MMP genleri), hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde etkili olan genler (CDK, Siklin-E), mikroriboniikleik asit
(miRNA’lar) ve kromatin modifikasyonlarinda anormallikler s6z konusudur (Smith ve

dig., 2006).

1.1.3. Mide Kanserinde Terapotik Yaklasimlar

Primer tiimdriin lokasyonuna ve biiyiikliigline bagl olarak tercih edilen tedavi
yontemi toplam veya subtotal gastrektomiyle cerrahi rezeksiyondur. Bunun yanisira
kemoterapotik miidahaleler de s6z konusudur (Carcas, 2014). Kemoterapdtik
miidahalelerde antimetabolitlerden olan 5-Florourasil mide karsinomasinda en ¢ok
kullanilan ajandir. Bunun yanisira Mitomisin C gibi antibiyotik yaklagimlar da s6z
konusudur. HER2’nin inhibisyonu da terapi amaciyla kullanilmaktadir. Trastuzumab
monoklonal antikor olarak HER2’y1 hedef alir ve HER2 bagimli sinyal yolaklarim
inhibe ederek, reseptoriin ekstraseliiler domainini keser (Hudis, 2007). Ramusirumab
ise VEGF’yi hedef alan monoklonal antikordur ve mide kanseri tedavisinde biyolojik

terapi amaciyla FDA tarafindan onaylanan ilk ilactir (Fuchs ve dig., 2014).
1.1.3.1. Vincristine

Vincristine siilfat ve vinblastin siilfat dimerik alkaloidler olup, ilk olarak
1962°de Vinca rosea bitkisinden izole edilmistir. Bircok kanser tiirtinde, non-
Hodgkin’s lenfoma, akut limfoblastik 16semi, akciger ve meme kanseri gibi, tedavi
amacglt kullanilmaktadir. Fonksiyon olarak, mitotik igler i¢indeki mikrotiibiilleri

engelleyerek tiimoér biliylimesini durdurur. Mitozun metafaz sathasinda tiibiilin



dimerlerine baglanarak mitozu baskilar (Johnson ve dig., 1963). Ancak kullanimlari
norotoksisiteye, sinir ve kas hasarlarina neden olmaktadir. En 6nemli yan etkisi
periferal ve simetrik sensér-motor noéropatidir. Bir diger yan etkisi ise, antidiliretik

hormon saliniminda diizensizlige sebep olmaktir (Shelanski ve Wisniewski, 1969).

Mide kanserinde vincristine, 5-Flororasil ve Siklofosfamid ile kombinasyon
tedavisi uygulanir (Comis ve Carter, 1974). Vincristine’nin  diisiik
konsantrasyonunun, insan akciger adenokarsinoma hiicrelerinde metillenmis sitozini
diistirdiigii rapor edilmistir (Nyce, 1989). Ancak, vincristine’nin DNA metilasyonuna

dayali etkileri, mide kanserinde metilasyon markor genler i¢in hala bilinmemektedir.
1.2. Epigenetik ve Mide Kanseri

Epigenetik sistemler ile yapilan diizenlemeyle DNA’da bulunan genetik
bilginin ifade edilmesi veya ifade edilmemesi saglanir. Bu mekanizmalar ile genomik
baskilanma, yaslanma, embriyoda gen aktivasyonu ve inaktivasyon, hiicre

yenilenmesi, gametogenezis gibi olaylar diizenlenmektedir (Egger ve dig., 2004).
1.2.1.Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar arasinda RNA ile indiiklenen gen ifadesinin
kontrolii, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu bulunur (Bk: Sekil 1.1). Bu
mekanizmalar epigenetik susturmayi baglatmak ve siirdiirmek igin kullanilir. Ug
sistem de DNA ve kromatinde meydana gelen modifikasyonlar ile transkripsiyonu
aktive eden veya baskilayan proteinlerin aktivitelerini ve ifadelerini diizenler.
Birbiriyle de etkilesen bu mekanizmalardan birinin veya digerinin bozulmasi, genlerin
uygunsuz bir sekilde eksprese edilmesine veya susturulmasina, dolayisiyla hastaliklara

neden olabilir (Egger ve dig., 2004).
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Sekil 1.1. Epigenetik mekanizmalarin toplu gosterimi (Mani ve Herceg, 2010)
1.2.2.RNA ile iliskili Susturma

Memeli genomunda yalnizca %3’liik kisim protein kodlayan mRNA’lar
sentezler. Protein kodlamadigi halde sentezlenen RNA’lar da vardir ve kodlama
yapmayan RNA (ncRNA=non-coding RNA) olarak adlandirilirlar. ncRNA’larin bir
kismi c¢ekirdekte transkripsiyon asamasini engellerken; bir kismi sitoplazmada
mRNA’larin  kesilip pargalanmasini, dolayisiyla translasyonu durdurarak gen

ifadesinin engellenmesine sebep olur (Wang ve Chang 2011; Ponting ve dig.,2009).

ncRNA’lar genellikle uzunluklarma gore siniflandirilirlar. 200°den fazla
niikleotit igeren ncRNA’lar uzun kodlanmayan RNA (long non-coding
RNA=IncRNA) olarak adlandirilirlar (Kapranov, 2007). Bu RNA’lar arasindan, Xist
RNA X kromozomunun inaktivasyonu, histon deasetilasyonu ve metilasyonundan;
Tsix RNA X kromozomu inaktivasyonundan, Linc RNA ise imprinting,
transkripsiyonda etkili genlerin diizenlenmesi ve embriyonik pluripotent hiicrelerinin,

tireme hiicrelerine farklilasmasinda gérevlidir (Ogawa ve dig., 2008).

200’den az niikleotit iceren ncRNA’lar kisa kodlanmayan RNA (small non-
coding RNA) olarak adlandirilirlar (Kapranov, 2007). Bu RNA’lardan, miRNA
translasyonun baskilanmasi, (Ambros, 2004), DNA metilasyonu ve kromatin
modifikasyonunun yaninda hiicre 6liimii, (Xu ve dig., 2003), farklilagmasi, Chen ve
dig. (2004), proliferasyonunda rol oynamaktadir (He ve dig., 2005). piRNA



memelilerin esey hiicrelerinde transpozon ve Retro elementlerin baskilanmasindan ve
DNA metilasyonundan sorumludur (Aravin ve dig., 2007). tiRNA’lar translasyonun
baskilanmasindan, (Sobala ve Hutvagner, 2013); snoRNA, snRNA ve gRNA ise post-
transkripsiyonel modifikasyon ile DNA replikasyonunda goérevlidirler (Brameier ve
dig., 2011; Fukuda ve dig., 2017).

1.2.3. Histon Modifikasyonlari

Okaryotik hiicrelerde, DNA niikleozom denilen kromatinin temel {initesine
sarilir. Kromatin yapisindaki degisiklikler gen ifadesini kontrol eder. Niikleozomun,
dolayisiyla kromatinin olusumunda DNA ve DNA-protein kompleksleri bir arada
bulunur. Bu proteinler histon proteinleridir ve negatif yiiklii DNA’ya kuvvetli
baglanabilmesi i¢in N-terminal bdlgeleri pozitif yiiklii aminoasitlerce zengindir.
Niikleozom igerisindeki DNA siki sikiya paketlendiyse transkripsiyon faktorlerinin
DNA’ya ulagmasi zorlasir ve dolayisiyla genlerin susturulmasina neden olur (Luger

ve dig., 1997; Kouzarides 2007).

Histonlar c¢ok sayida post translasyonel modifikasyona ugrarlar ve bu
modifikasyonlar kromatin yapisinin degismesine sebep olarak gen ifadesinin
diizenlenmesinde etkili olur. Bu modifikasyonlar, histon asetilasyon/deasetilasyonu,
histon metilasyonu ve histon fosforilasyonudur (Egger ve dig., 2004). Histon
asetilasyonu, Histon Asetil Transferaz (HAT) enzimleri ile; histon deasetilasyonu ise
Histon Deasetilazlar (HDAC) ile gergeklestirilir (bk: Sekil 1.2) (Kouzarides 2007).
HDAC ve HAT’larin diizenli aktivasyonu ile gen ifadesi denge halinde tutulur (Allis
ve dig., 2000: 191-204). HAT lerin aktivasyonu sonucunda histonlarin pozitif yiikleri
maskelenerek DNA ile olan elektrostatik etkilesimi zayiflatilir. Boylece promotor
bolgeleri niikleozom yapistyla daha az iligkili hale gelerek RNA polimeraz II’nin

promotor bolgesine erisimi saglanir (Kouzarides, 2002).
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Sekil 1.2. Histon modifikasyonlari ile kromatin yapisinin diizenlenmesi ve
transkripsiyona etkisi (Gros ve dig., 2012). (H3K4-MT=histon 3 lizin 4 metiltransferaz,
TF=transkripsiyon faktorleri, MBD=metil-baglayic1 protein, AC=histon asetillenmesi,

4,9,27= lizin rezidiileri)
1.2.4.DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu DNA’nin yapisindaki CpG diniikleotitlerinde bulunan
sitozin rezidiilerinin 5’ karbonuna bir adet metil grubunun kovalent olarak
eklenmesiyle meydana gelir (Robertson ve Jones, 2000). Genomdaki guanin ve
sitozince zengin olan kiimelenmis CpG diniikleotidlerine CpG adaciklar1 (CpG
islands=CGI) adi verilir ve genellikle gen promotér boélgelerinin 5° ucunda
konumlanmustir. Insanlarda CpG diniikleotidinin sikligi ¢ok azdir ve bu CG
baskilanmasi olarak adlandirilir. CpG adaciklart genomun %]1’°ini olusturur. Gen
promotorlerinde yer alan CpG adaciklari genellikle hipometile haldedir. CpG

adaciklar insan gen promotorlerinin %70’inde bulunur (Herman ve Baylin, 2003).

Sitozinlerin metilasyon islemleri DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan
gerceklestirilir. DNMT enzim ailesinin bu zamana kadar tanimlanmis bes iiyesi vardir.
Bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L’dir. Sekil 1.3.’te

gosterildigi lizere, metilasyon islemi igin gereken metil grubu S-adenozil metiyonin



(SAM) ile saglanir. SAM’den metil grubunun transferi ile SAM S-adenozil
homosistein’e (SAH) doniisiir. SAH’1n yeniden SAM’e doniisiimii kobalamin ve folat
bagimli bir yolak ile gerceklesir. Genel olarak promotor bolgesindeki metilasyon artisi

gen ekspresyonunu disiiriir (Wajed ve dig., 2001).
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Sekil 1.3. DNA metilasyonunun mekanizmasi (Wajed ve Laird, 2001).
1.2.4.1. DNA Metilasyonunun Islevi

DNA metilasyonu genellikle, genin susturulmasi, baskilanmasi1 veya
heterokromatin yapist ile iligkilidir. Ayrica omurgalilarda genomik imprinting ve X-
kromozomu inaktivasyonu ile de iliskilidi. DNA metilasyonunun gen
susturulmasindaki rolii gelisimin erken donemlerinde goriiliir ve embriyonun hayatta

kalabilmesi i¢in metilasyon olmazsa olmazdir (Reik, 2007; Robertson ve Jones, 2000).
1.2.4.2. DNA Metiltransferazlar

DNMT enzim ailesinin bu zamana kadar tanimlanmig bes iiyesi vardir. Bunlar
DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L’dir. Katalitik aktif olan
DNMT’ler N-terminal domain, sekans motifler, katalitik C-terminal domain gibi ortak
yapilar tagirlar. Sekans motifleri kofaktor olan SAM i¢in baglanma bolgesi olusturur.
Motif IX, sitozin bazi i¢in 6zel tanima bolgesi tasir. Motif VI, sitozinin 5’
pozisyonundan metillenmesini saglayan glutamin rezidiisiini tasir. N-terminal
bolgeleri ise DNA’y1 tanima ve baglanma islevinden sorumludur. Bu tanima bolgeleri
ile DNMT lerin ¢ekirdege ve kromatine dogru migrasyonu ve kromatin yapisi ile DNA

metilasyonu arasindaki iliski saglanir.



Gen knock-out c¢alismalarinda DNMT1 ve DNMT3A/3B/3L enzimleri
hiicrenin yasayabilirligi i¢in elzemdir ancak DNMT2’nin yoklugu herhangi bir
anormal fenotipe sebep olmaz (Chen ve Li, 2004; Gros ve dig., 2012). DNMT’lerin

yapilar1 ve tagidiklart domainleri Sekil 1.4.’te gosterilmistir.
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Sekil 1.4. DNMT’lerin yapilarmin sematik gosterimi (Gros ve dig., 2012).

DNMT’ler yalnizca tek baslarina islev gérmezler, ayn1 zamanda birbirleriyle
de etkilesim kurarak islev gosterebilirler. Ornegin, DNMT1’in N-terminal kismi
DNMT3A/3B’nin N-terminal bolgesine baglanabilir ve boylece DNMT1 de de novo
metilasyon aktivitesi gosterebilir. Benzer sekilde, DNMT3 enzimleri DNMT1
eksikliginde metilasyonun devamliligini saglayan metiltransferazlar gibi davranabilir

(Gros ve dig., 2012).
1.2.4.2.1. DNMT1

Ik kesfedilen DNA metiltransferazdir (Bestor ve dig., 1988). Okaryotlarda 3
izoform halinde bulunur. Bunlardan DNMT1a somatik hiicrelerde, DNMT10
oositlerde ve DNMT 1p ise mayoz boliinmenin profaz fazinin {iciincii evresinde islev

goriir (Chen ve Li, 2004).

DNMT1 DNA replikasyonu esnasinda yeni sentezlenen DNA zincirini

metilasyona ugratir. DNA replikasyonu sonrasi metilasyon 6zelliklerinin



kopyalanmasindan sorumludur. Yar1 metile haldeki DNA’ya metile olmamis haldeki
DNA’ya kiyasla daha fazla afinite gosterir ve overekspresyonu hiicre biiylimesi
tizerinde etkilidir (Pradhan ve dig., 1999). Normal hiicrelerde knock-out edilen
DNMT1 apoptozdan, mitotik hasarlardan sorumludur ve kromozom stabilizasyonunun
bozulmasina sebep olur (Takashima ve dig., 2009; Chen ve dig., 2007; Gaudet ve dig.,
2003). Bu sebepten kanser hiicrelerinde DNMT 1°deki islevsel bozulmalar hiicrelerin
invazyonunu arttirmadan tiimor biiylimesini durdurma ve hiicresel farklilasmama
safhasini tersine dondiirme gibi durumlara sebep olabilecegi gibi terapotik bir hedef

saglayabilir (Chik ve Szyf, 2011).

DNMT1 DNA metilasyonunu iki farkli mekanizma ile gerceklestirir: 1)
replikasyon gatali ile dogrudan etkilesim, ii) UHRF1 proteini ile olan etkilesim (Sharif
ve Koseki, 2011). Somatik hiicrelerin S fazinin basinda NLS ile (nuclear localization
signal=niiklear konum sinyali) ile nukleusa transport edilir. DNMT1 replikasyon
lokusuna birkag farkli domaini ile baglanir. Replikasyon bolgesindeki spesifik diziye
N-terminal domainleri olan TRF (Targeting Replication Foci=Replikasyon Odak
Hedefi) ve PBD (PCNA (proliferating cell nuclear antigen=béliinen hiicre ¢ekirdegi
antijeni) binding domain=PCNA baglanma domaini) ile baglanir. Boylece DNMT1
hemimetile olan DNA’ya baglanmis olur. Metile edilecek sitozin katalitik cebe dogru
cekilir ve kofaktor SAM’in metil grubu sitozinin 5’ pozisyonuna aktarilir. Tamamen
metile olan CpG adacigindan sonra DNMT1 yeni sentezlenen DNA sarmalindaki bir
diger CpG adacigina dogru hareket eder. Ikinci mekanizma ise, DNMTI’in
hemimetillenmis CpG bdlgelerine baglanmasini kolaylastiran ve bu bolgelere spesifik

afinite gosteren UHRF1 ile gergeklesir (Iida ve dig., 2002; Lan ve dig., 2010).
1.2.4.2.2. DNMT2

Bir diger ismiyle TRDMT1 (tRNA aspartic acid methyltransferase),
DNMT/!’in C-terminal domainindeki DNA sekansiyla analoji gosterir. in vivo ve in
vitro sartlarda kiiciik bir DNA metiltransferaz aktivitesi gosterirken, yiiksek oranda
RNA metiltransferaz islevi goriir (Hermann ve ve dig., 2004). DNMT2’nin gen knock-
out caligmalarinda anormal fenotiple iliskili olmadig1r goriilmiistiir. Bu sebepten
embriyonik gelisim gibi durumlardan ziyade tiirler arasindaki evrimde rol oynadigiyla

ilgili hipotezler gelistirilmistir (Espada ve Esteller, 2010).



1.2.4.2.3. DNMT3

DNA metilasyon oriintiileri CpG bolgesi basina ve hiicre boliinmesi basina
yaklagik %5°1ik bir hata pay1 ile korunmaya devam eder (Riggs ve dig., 1998). Bu hata
pay1 aslinda hiicrelere metilasyon durumlarindaki onemli degisiklikler ig¢in esneklik
yaratir. Bu durum, replikasyon sirasindaki metilasyon profilini olusturan DNMT1’e
DNMT3A ve DNMT3B’nin yardim etmesi ile dengelenir (Jones ve Liang, 2009).

DNMT3A ve DNMT3B somatik hiicrelerde DNMT1’e kiyasla daha diisiik
miktarlarda bulunur ve metile olmayan ile hemimetile CpG bolgelerine ayni1 affiniteyi
gosterir. Yar1 metile veya metile olmayan bolgelere ayni affiniteyi gostermelerinden

otiirti “de novo” metilleyici olarak siniflandirilirlar (Hansen ve dig., 1999).

DNMT3A daha ¢ok genomik imprinting ve DNA’nmin perisentromerik
bolgelerinin metilasyonundan sorumludur. DNMT3B ise sentromerik bdlgelerin
metilasyonunda gorev alir. Bu islevlerinden 6tiirti, DNMT3’leri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar sentromerik kararsizlik ve immiin yetersizlik sendromlarina sebep olur

(Okano ve dig., 1998).

DNMT3L diger enzimlerden farkli olarak, katalitik motifi olmadigindan dolay1
dogal bir enzimatik aktiviteye sahip degildir ancak gen ifadesini dolayli yoldan
diizenler. DNMT3A i¢in kofaktor islevi gorerek onun uyarilmasini, histon deasetilaz
1 ile etkilesim kurarak transkripsiyonel baskilamay1 saglamanin yaninda, maternal
genomik imprinting siirecinde de etkili oldugu ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Jia

ve dig., 2007).
1.2.4.3.DNMT inhibitorleri

Tiimdr baskilayici genlerin hipermetilasyonu kansere sebep olmaktadir. DNA
metilasyonu geri-doniisiimlii bir mekanizma oldugu icin, DNA demetilasyonunun
saglanmasi ilging bir terapotik strateji olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu zamana kadar
bircok DNMT inhibitorleri tanimlanmistir ve bunlar iki aileye ayrilir; 1) niikleosid
analoglari, ii) niikleosid analogu olmayan inhibitérler (Yoo ve Jones, 2006). DNMT

inhibitorlerinin mekanizmasi Sekil 1.5.°te gosterilmektedir.
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Sekil 1.5. DNA inhibitorlerinin ¢alisma mekanizmasi (Egger ve dig., 2004). (Z=
DNMT inhibitorii)

1.2.4.3.1.Niikleosid Analoglari

Niikleosid analoglar1 birinci nesil ve ikinci nesil analoglar olmak tizere ikiye

ayrilir.
1.2.4.3.1.1. Birinci Nesil Niikleosid Analoglar1

[Ik tanimlanan DNMT inhibitorleri, 16semi kemoterapisinde kullanilan
antimetabolit ve sitotoksik ajan olarak kullanilan inhibitorlerdir (Sorm ve Vesely,
1968).

Bu inhibitorler arasinda 5-azacytidine (azacitidine), 5-aza-2’-deoxycytidine
(decitabine) ve zebularine yer almaktadir. Azacitidine ve decitabine, iki sitidin analogu
olmakla birlikte, 5. pozisyondaki karbon atmonunun bir nitrojen atomu ile yer
degistirdigi ve riboz veya deoksiriboza baglandigi bir yap1 gosterir (Constantinides ve
dig., 1977). Bu kesfin ardindan 5,6-dihydro-5-azacytidine ve 5-fluoro-2’-

deoxycytidine analoglar1 sentezlenmistir (Jones ve Taylor, 1980).

Bu analoglar hiicre igerisine hCNT1 (human concentrative nucleoside
transporter=insan konsentratif niikleosid transport edici) ile transport edildikten sonra
fosforilasyona ugrayarak trifosforile olan aktif formlarina dondstiirilir. Riboz

analoglar1 (deoksi analoglar) hem RNA hem de DNA’ya katilirken, deoksiriboz
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analoglar1 yalmizca DNA’ya katilir. Analoglarin islev gostermeleri igin, hiicre
dongiistiniin S fazinda genom ile biitiinlesmesi gerekir. Bu durum hizli ¢ogalma
gosteren kanser hiicreleri igin 6zgiil bir durum saglar. Analoglar genoma entegre
olduktan sonra DNMT’ler tarafindan taninir ve DNMT lerin sitozinlere baglanma
reaksiyonunun aynisi gergeklesir. Enzimin katalitik sisteini ile sitozin analoglarinin 6.
pozisyonlar1 arasinda kovalent bir kompleks form olusur ve bu form sitozindeki
reaksiyondan farkli olarak geri-doniistimsiizdiir. Geri-dontisiimsiiz  formun
olusmasmin sebebi, 5. pozisyonda bulunan nitrojen atomundan kaynaklanir

(Momparler, 2005; Santi ve dig., 1984). ilgili mekanizma Sekil 1.6°da gosterilmistir.

e .
Glu Glu '
= -0, R \S/R Gu_ o
Q  HH o. Mn" &y e
“H 3 o) CH
M 1 L~ Hog Ao
[P A
o N) s. 07 NT 78 S |
| Cys ok ey Cys
5NA DNA Cys DNA Y
5-aza-deoksisitidin Geri Déniistiiriilebilir Kovalent K

Sekil 1.6. 5-aza-deoksisitidinin baglanma mekanizmasi (Gros ve dig., 2012).

Yiiksek dozlarinda bu bilesikler sitotoksiktir ve bu nedenle daha az sitotoksisite
i¢cin yalnmizca demetilasyon etkisini elde etmek adina daha diistik dozlarda kullanilir

(Qin ve dig., 2009).

DNMT inhibisyonunun yanisira riboz analoglari RNA’ya entegre olarak
protein sentezini bozuntuya ugratir. Bu sebepten decitabine azacitidinden daha efektif
bir analogdur (Hollenbach ve dig., 2010). Ayrica RNA analoglar1 yalnizca hiicrenin

boliinme evresinde degil, sessiz evresinde de aktivite gosterir (Gravina ve dig., 2010).

Son caligmalar gostermektedir ki, kullanilan niikleosid analoguna bagl olarak
tiimor baskilayici genlerin promotorlerindeki demetilasyon kaliplar1 farklilik gosterir.

Etki mekanizmalar1 Sekil 1.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 1.7. Kanser terapisinde DNA metilasyon inhibitorlerinin mekanizmasi (Issa, 2006)

FDA tarafindan azacitidine’nin 2004’te, decitabine’nin 1ise 2006’da
onaylanmasindan sonra akut miyeloid losemi, miyelodisplastik sendrom
hastaliklarinda tedavi edici ajanlar olarak klinikte kullanima sunulmuslardir (Piekarz
ve Bates, 2009). Daha ileri klinik ¢alismalarda ise antikanser ilaglari ile kombinasyon
halinde yapilan testler devam etmektedir. Azacitidine ve decitabine Faz Il solid
timorlerinde (melanoma, rahim ve prostat kanseri gibi) kullanilirken; metastatik
melanomada histon deasetilaz inhibitdrleri ile kombinasyon seklinde kullanilmaktadir.
Ne yazik ki yiiksek verimliliklerinin yaninda diisiik biyokullanilabilirlik gosterirler.
Bu sebepten, fizyolojik ortamdaki kararsizligi ve yiiksek toksisitesi kullanimlarini

kisitlar (Kristensen ve dig., 2009).
1.2.4.3.1.2. ikinci Nesil Niikleosid Analoglar

Birinci nesil DNMT inhibitorlerinin kemoterapide gosterdigi verimlilikten

Otiirii  arastirmacilar daha iyl farmakokinetik profil gosteren yeni bilesikleri
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tanimlamislardir. Bunlar igcerisinden CP-4200 bilesigi azacitidine’nin elaidik asit esteri
olarak ilacin hiicresel alimini iyilestirmek amaciyla sentezlenmistir. Birgcok hiicresel
calisma CP-4200’in DNA demetilasyonu Tlizerindeki pozitif etkisinin yanisira
niikleosid transportuna bagli olarak hiicresel alim profili azacitidine ile
karsilastirilmistir ve azacitidine’den Onemli Olgiide farkli bulunmustur. Bunun
sonucunda CP-4200’{in azacitidine’nin bir 6n-ilact oldugu ve bdylece kimyasal olarak
stabil olmayan azacitidine’nin hiicre i¢ine alimindaki gecikmenin O6nlendigi
gosterilmistir. Biitiin fare modellerinde in vivo antitiimor aktivitesinin terapotik
verimlilik agisindan azacitidine’den daha etkili oldugu belirtilmistir (Brueckner ve
dig., 2010).

SGI-110 ise decitabine’nin 6n-ilact olarak sentezlenmistir. Sulu ¢6zelti i¢inde
decitabine ile ayni stabilizasyon profilini sergiler. in vivo olarak bu enzim
decitabine’nin deaminasyon reaksiyonu ile inaktif 5-azadeoxyuridine’e doniismesini
saglar. SGI-110’un farmakolojik profili decitabine ile karsilastirilmistir ve timor
sahibi olmayan farelerde in vivo toksisitesinin diisiik oldugu, daha iyi stabilite

gosterdigi vurgulanmistir (Yoo ve dig., 2007; Chuang ve dig., 2010).

Birinci nesil ve ikinci nesil niikleosid analoglarinin yapilar1 Sekil 1.8.’de
gosterilmekle birlikte, gesitli klinik ¢alismalarda olumlu sonuglar vermistir, ancak
ozgiilliikklerinin olmamasi ve gii¢lii yan etkileri sebebiyle yeni ve daha se¢ici DNMT

inhibitorlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

OH OH
Sitidin

Nikleozid Analog inhibitérleri

N NH; NH NH,
A | & F ~

Z N NTON N7 NH N "ﬂ-' [ N

. J AP 2 A J bk,

07N 07 "N o)' N 07 N NT
HO HO_ HO._ HO HO
| 5. Ry o e . o (o]
OH OH O+ OH OH OH OH

S-azasitidin  5-aza-2'-deoksitidin 5-22a-5,6-dihidrositidin 5-floro-2"-deoksitidin Zebularin

Sekil 1.8. Niikleosid analoglarimin gosterimi (Gros ve dig., 2012).
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1.2.4.3.1.3. Niikleosid Analogu Olmayan Inhibitorler

Yakin zamanda DNA’ya entegre olmayan ve niikleosid olmayan molekiiller
tanimlanmistir. Bu molekiillerin ¢gogu DNMT’lerden baska hedeflere kars1 biyolojik
aktivite gosterirler. Niikleosid analogu olmayan bu inhibitdrler arasinda, flavonoidler,
hydralazine, procaine, oxazoline, psammaplin A gibi bilesikler yer alir ve Sekil 1.9.’da

gosterilmistir (Yang ve dig., 2010).

Flavonoidler, bitkilerden elde edilen organik bilesiklerdir (Galeotti ve dig.,
2008). Genistein soya fasiilyesinde bulunan baslica izoflavondur ve potensiyel
antikanser ajan olarak diisliniilmektedir (Biggers ve Curnow, 1954). Son zamanlarda
yapilan bir ¢aligmada, genistein’in enzimatik ve hiicresel DNMT inhibitorii gibi islev
gordiigii ve demetilasyona sebep oldugu gosterilmistir. Flavonoidlerin varsayilan etki
mekanizmasiin DNMT’lerin dolayli yoldan inhibisyonunu saglamasi olarak
diistiniilmektedir (Fang ve dig., 2005). Bu mekanizma, SAM ve SAH iizerinden
gerceklesir. Flavonoidler SAM’in SAH’a doniisiimiinii katalizleyen bir enzim olan
COMT (Catechin_OMethyltransferase) enziminin substratlaridir. SAM-bagimli
enzim olan COMT, SAM’den aldig1 metil grubunu flovonoidlere aktarir ve onlarin
metillenmesini saglar ve dolayisiyla hiicre icinde SAH konsantrasyonu artar. Normal
kosullarda hiicre igerisinde SAM:SAH dengesi yerinde tutuldugundan ve SAH giiglii
bir DNMT inhibitorii oldugundan, DNMT’ler artik metilasyon yapamazlar (Lee ve
dig., 2005).

Ancak flovonoidlerin DNMT inhibisyon aktiviteleri hala sorgulanmaktadir ve
son g¢alismalar sitotoksik olduklarini ve apopotozu genomik demetilasyon olmadan

arttirdiklarin1 gostermektedir.
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Sekil 1.9. Niikleosid analogu olmayan DNMT inhibitorleri (Gros ve dig., 2012).
1.2.4.4. DNA Metilasyonundaki Diger Mekanizmalar

DNA metilasyonu ile gen ekspresyonunun inhibisyonu iki temel mekanizma
ile gergeklesir. Bunlardan birincisi DNA baglanma faktorlerinin inhibisyonudur (Watt
ve Molloy, 1988). Ikincisi ise Metile-CpG Baglanma Proteinleri ( MBP=methyl-CpG
Binding Proteins) ile gerceklesir (Nan ve dig., 1998).

Birinci mekanizmada, ortak DNA tanima dizilerine sahip olan DNA baglanma
proteinlerinin, promotor bolgede bulunan ve metilasyona ugrayan sitozin bazlari
sebebiyle DNA’ya baglanmasi engellenir. Aktivatorlerin hedef bolgelere baglanmasi
alikonularak dogrudan transkripsiyonel aktivasyon engellenmis olur (Watt ve Molloy,
1988).

Ikinci mekanizmada ise; metile-CpG’ler MBP’ler ile taninir. Bu taninma ile
MBP’ler histon modifikasyonunu saglayacak olan enzimleri ortama ¢agirir. Histon
modifikasyonu ile kromatin yapist degisiklige ugrar ve niikleozomlarin pozisyonlari
degisir. Gen susturulmasindaki aktif komponent kromatin modifikasyonu oldugundan,
DNMT-aracili susturma islemi kromatin modifikasyonunu gergeklestirme igindir (Nan

ve dig., 1998). Her iki mekanizmanin 6zeti Sekil 1.10.’da gosterilmistir.
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Bu zamana kadar metile-CpG bdlgelerine baglanan ii¢ protein sinifi
tanimlanmistir. Bunlar SRA domain proteinleri, Kaiso ailesi proteinleri ve MBD ailesi
proteinleridir. Her bir protein ailesindeki enzimler farkli baglanma motifi igerirler

(Hendrich ve Bird, 1998).

Sekil 1.10. DNA metilasyonu ile baskilanmada yer alan diger mekanizmalar (Klose ve Bird,
2006).

1.2.4.5. DNA Metilasyonu Ile Ilgili Patolojiler

DNA metilasyonunun embriyonik gelisim ve farklilasma i¢in elzem oldugu
g6z Oniline alindiginda, kanser, otoimmiin hastaliklar, ndérodejeneratif hastaliklar,
psikiyatrik hastaliklar gibi pek ¢ok patolojik durum ile iligkilidir. DNA
metilasyonunun tespiti i¢in genom ¢apinda gelistirilen tekniklerle birlikte, epigenetik
mekanizmalardaki bozulmalar ile ¢evresel etkenlerden etkilenen pek ¢ok patolojik

hastaliklar arasinda ilgi oldugu goriilmiistiir.

Anormal DNA metilasyon paternleri birgok kanser tiiriinde tanimlanmistir.
Kanser hiicrelerinin global hipometilasyon gdstermesinin yanisira, ayn1 zamanda bazi
gen promotorlerinde hipermetilasyon paternlerinin oldugu da gosterilmistir (Herman

ve Baylin, 2003). Sekil 1.11]

’de DNA metilasyonu ile kanser olusum mekanizmasi

gosterilmektedir.

LINE (Long interspersed nuclear elements) ve SINE (Short Interspersed
Nuclear Elements) gibi tekrarlanan dizlerdeki hipometilasyon kromozom diizensizligi
ile baglantihidir. Aynm1 sekilde CDHI1, EXTI, P15, P16 gibi timor baskilayic
genlerdeki hipermetilasyon da kanser ile iligkilidir (Chim ve dig., 2003).

DNA metilasyonunun geri-doniisiimlii olmasi, onkolojik ¢alismalarda stratejik
bir 6neme sahiptir. Dolayisiyla, DNMT lere spesifik inhibitorlerin kullanilmasi, timdor

baskilayic1 genlerin yeniden aktiflesmesini saglayarak kanser hiicrelerinin yeniden
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programlanmasina ve proliferasyonun durdurularak hiicre dongiilerinin bastirilmasina
veya Oliimlerine neden olabilir (Daskalakis ve dig., 2002; Issa ve dig., 2004; Gore ve

dig., 2006).

Normal hiicreler

Gen Ekspresyonu
PROMOTER

Ekzon 1 Ekzonn

Kanser hiicreleri
Gen Inhibisyonu
FROMOTER
£y
" smmer m - (1% s - o (13 .. . e
Ekzon 1 Ekzonn

| metile olmamig CpG

I metile olmusg CpG

Sekil 1.11. DNA metilasyonu ile kanser olusumu (Gros ve dig., 2012).
1.2.4.6. Mide Kanserinde DNA Metilasyonu

Mide kanserinde, DNMT ekspresyonu ve klinik 6nemi ile ilgili cok az sey
bilinmektedir. Cin popiilasyonunda, DNMT3A’nin islevsel bir polimorfizminin,
kendisinin aktivitesini arttirmasinda ve dolayisiyla mide kanseri hassasiyetinde etkili
oldugu gosterilmistir (Fan ve dig., 2010). Yine Cin popiilasyonunda DNMT3B’nin bir
polimorfizminin, mide kanseri riskinde azalma ile iliskili oldugu tanimlanmistir (Hu

ve dig., 2010).

DNMT3A timor evrelerinde ve lenf nod metastazlarinda etkili olmakla
birlikte, tiimorogenez siirecinde anormal promotdér metilasyonlarinda 6zellikle
etkilidir. DNMT3B diizeyleri ise lenf nod metastazlarinda yiiksek seviyelerdedir.
DNMT1 diizeyleri ise histopatolojik acidan diisiik seviyede seyreder (Kanai ve dig.,
2001). Yang ve arkadaslarmin yaptiklart bir ¢calismada DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B’nin mide neoplastik dokularinda yiiksek ekspresyon gosterdigi
bulunmustur (Yang ve dig., 2011).

H. pylori ile kokiiltiir edilen mide kanseri hiicre hatlarinda DNMT1 ve
DNMT?3A eskpresyonlarinin yiikseldigi ve tiimdr baskilayici bir gen olan WWOX un
promotdr bolgesinde hipermetilasyona sebep oldugu gosterilmistir (Yan ve dig.,
2011). Ancak, Oue ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger ¢alismada, DNMT ailesi ile
hMLHI1, pl6 (INK4a) ve CDHI genlerinin DNA metilasyon statiileri arasinda
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herhangi bir korelasyon bulunamamistir (Oue ve dig., 2001). Bu sebepten, DNMT

ailesi farkli evreler ve farkli mekanizmalar ile karsinogeneze katilmaktadir.

Gittikge artan ¢alismalarda, mide kanserinde DNA metilasyonunun isaretleyici
olarak belirlendigi gosterilmistir. (MLM1, CDH1, COX-2, RUNX3, SOX2 gibi hiicre
dongiistiinde, apoptozda, hiicre adhezyonu ve invazyonunda etkili olan timor
baskilayici genlerin metilasyon ile inaktive edildigi belirlenmistir (Hu ve He, 2011).
Aymn sekilde H. Pylori enfeksiyonu ile iliskili genlerin (DNA tamir genleri, p14, p16,
E-cadherin) anormal DNA metilasyon paterni gosterdigi bildirilmistir (Shin ve dig.,
2012).

1.3. MikroRNA’lar ve Mide Kanseri

mikroRNA’lar (miRNA) DNA’dan transkribe edilen ancak protein
translasyonuna katilmayan fonksiyonel RNA molekiilleridir. Genomumuzda yiizlerce
gen miRNA ’lar1 kodlar (Shenouda ve Alahari, 2009). 1k olarak C. elegans genomunda
lin-4 miRNA ailesinin kesfiyle (Lee ve dig., 1993) baslayan siiregte birgok miRNA
bitkilerde, hayvanlarda ve viriislerde molekiiler klonlama ve biyoinformatik araglarin
kullanilmastyla tespit edilmistir (Lau ve dig., 2001; Lagos-Quintana ve dig., 2001).
miRNA’lar hiicre proliferasyonunda (Brennecke ve dig., 2003), programlanmis hiicre
Oliimiinde (Xu ve dig., 2003) ve hiicre farklilasmasinda (Chen ve dig., 2004) basta
olmak iizere embriyogenezde (Stark ve dig., 2003), organogenezde (Chen ve dig.,
2004) ve insan hastaliklarinin (He ve dig., 2005) bircok biyolojik siirecinde rol
oynamaktadir.

miRNA’lar fonksiyonel olarak transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
seviyede gen ekspresyonunun diizenlenmesinde negatif diizenleyici rol oynayan 20-
24 niikleotid uzunlugundaki tek zincirli RNA molekiilleridir (Ambros, 2004).
miRNA’lar gen diizenleyici islevlerini, mRNA’larin transkripsiyona ugramayan 3’
ceviri yapilmayan bolgeler (3°UTR=3" un-translated regions) bolgesindeki bazlarla
baz eslesmesi yapmasi sonucu mRNA’nin translasyona ugramasini engelleyerek
gergeklestirir (Lewis ve dig., 2003). Bu 2-9 baz uzunlugundaki eslesme miRNA’larin
5’ ucundaki bazlar ile hedef mRNA’nin 3’UTR bélgesindeki bazlarin baglanmasi ile
meydana gelir. Bir mRNA’y1 hedefleyen birden fazla miRNA olabilecegi gibi, bir
miRNA’nin da birden fazla mRNA hedefi olabilir (Lim ve dig., 2005). miRNA’larin

mRNA’larin translasyonunu, dolayisiyla protein sentezini engelleyerek gosterdikleri
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bu diizenleyici etki; miRNA’larin kodlandiklar1 genlerdeki varyasyonlardan veya
epigenetik degisikliklerden otiirii farklilik gosterebilir. Bu farkliliklarin ise kanser gibi
cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep oldugu, boylece miRNA’larin hastaliklarin
erken tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilmasini sagladigi ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmektedir (Etheridge ve dig., 2011; Montuenga ve dig., 2008; Weber ve dig.,
2007).

1.3.1. miRNA Biyosentezi

Bir¢ok miRNA geni RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan sap-ilmik seklinde
ve yiizlerce baz uzunlugunda primer miRNA (pri-miRNA) olarak transkribe edilir (Cai
ve dig., 2004). Istisna olarak Alu-tekrar bdlgeleri igeren bazt miRNA genleri RNA
polimeraz III tarafindan transkribe edilir (Borchert ve dig., 2006). mRNA’lara benzer
sekilde Pol II tarafindan transkribe edilen pri-miRNA’lar 5° Cap ve 3° Poli A
kuyruguna sahiptir (Cai ve dig., 2004). Cogu memeli miRNA’larinin intronlarda yer
aldigt ve miRNA islenmesinin alternatif kirpilmadan oOnce gerceklestigi

gosterilmektedir (Kim ve Kim, 2007).

Cekirdek icindeki mikroislemci kompleks denilen bir multiprotein kompleksi
yardimiyla pri-miRNA, 70-90 niikleotid uzunlugunda hairpin yapidaki fragmentlere
boliinerek precurser miRNA’ya (pre-miRNA) doniistiiriiliir. Mikroislemci kompleksin
merkezinde Drosha denilen RNaz III kesim enzimi ve ¢ift-zincirli RNA baglanma
domain proteini olan DiGeorge Sendromu Kritik bolge Geni 8 (DGCR8/Pasha
=DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) bulunur (Denli ve dig., 2004; Han ve
dig., 2004).

Cekirdek i¢inde olusan pre-miRNA’lar Exportin 5 tarafindan taninir ve Ran-
GTP-bagimli mekanizma yardimiyla g¢ekirdekten sitoplazmaya taginir (Yi ve dig.,
2003; Bohnsack ve dig, 2004). Ardindan, pre-miRNA, yaklasik 22 nukleotit
uzunlugundaki olgun miRNA:miRNA dupleksini olusturmak tizere kesilir. Bu islemi
baska bir RNaz III enzimi olan Dicer, dsRBD proteinlerinden olan TRBP/Loquacious
(Transaktive edici cevabi olugturan RNA baglanan protein= Transaktivating Response
RNA Binding Protein) ile etkilesime girerek gerceklestirir (Hutvagner ve dig., 2001;
Chendrimada ve dig., 2005; Forstemann ve Zamore, 2005). miRNA:miRNA dupleksi
icerisinden fonksiyon gosterecek olan tek zincirli miRNA nin seg¢ilimi i¢in, TRBP, bir

Argonaute proteini olan Ago2 ve Dicer ile biraraya gelerek trimerik  bir
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ribonukleoprotein kompleksi olan RISC (RNA Tarafindan Uyarilmig Susturma
Kompleksi=RNA-induced silencing complex) kompleksi olusturulur (Gregory ve dig.,
2005). Fonksiyon gosterecek miRNA ’nin se¢ilimi, mRNA ile olacak baz eslesmesinde
daha yliksek stabilitesi olan miRNA zincirinin se¢ilmesiyle olur. Bu aktif miRNA’lar
RISC kompleksi ile birlikte kendi mRNA hedefine yonelir. Daha diisiik stabiliteye
sahip olan miRNA zinciri ise degrade edilir (Schwarz ve dig., 2003; Du ve Zamore,
2005). Stem loop pozisyonu ve termodinamik stabilitenin hangi ipligin aktif olacagini
belirleyen faktorler arasindadir (Krol ve Krzyzosiak, 2004). miRNA biyosentezini
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Sekil 1.12. miRNA biyosentezi (Sun ve dig., 2010).

Her bir miRNA’nin transkribe oldugu bir gen mevcuttur. Bazt miRNA’lar
intergenik 6zellikte olup uzun kodlanmayan RNA (lincRNA) seklinde transkripsiyona
ugrar ve kendilerine ait promotor bolgesine sahiptir. lincRNA’larin genleri igerisinde
de ekzon bolgeleri mevcuttur ve pri-miRNA farkli ekzonlardan ancak olgun miRNA

dizileri aymi olacak sekilde sentezlenirler (Slaby ve dig., 2017). Bir diger simif
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miRNA’lar ise intronik miRNA’lardir. Bu miRNA’lar konake¢1 bir gen igerisinde
bulunur. Konakg1 genin intronunda yer alirlar ve alternatif kesilmeye ugrayarak olgun
miRNA’ya  doniistiiriiliirler.  Dolayisiyla  transkripsiyonlart  konak¢1  genin
transkripsiyonuna baglidir ve ayni promotdr bolgelerini paylasirlar. Ancak yapilan
bazi ¢aligmalarda intronik miRNA’larin konake¢ir geninin transkripsiyonundan
bagimsiz olarak da farkli transkripsiyon iinitelerinden {iretilebildigini gostermektedir

(Ramalingam ve dig., 2014).
1.3.2. miRNA Fonksiyonu

miRNA’lar hedef mRNA’larina yliksek oranda korunmus ve 6-8 niikleotidten
olusan ve baglanma bolgesi (seed site) denilen bir bolgeye baglanarak etkilesim
gosterir (Lewis ve dig., 2005). Bu baglanma kismi veya tam eslesme olarak kendini
gosterir. Sekil 1.13’te gosterildigi gibi, miRNA’nin hedefini ne kadar ve nasil
baskilayacaginin belirlenmesi, hedef mRNA’nin translasyona ugramayan 3’ UTR
bolgesi ile miRNA seed dizisi arasindaki eslesmenin seviyesine baghdir. Gen
ifadesinin baskilanmast miRNA, hedef mRNA’ya baglandiktan sonra, translasyonun
baskilanmasi veya mRNA hedeflerinin yikilmasiyla gergeklesir. Eger miRNA:mRNA
eslesmesi cok yiiksek seviyede ise RISC icerisindeki RNaz aktiviteli Ago, hedef
mRNA’y1 degrade eder. Translasyonun baskilanmasi direkt veya dolayli sekillerde
olabilir. Direkt etkiler, translasyonun baslamasinin engellenmesi ve 5’ Cap’in inaktive
edilmesiyle gerceklesir. Dolayli etkiler ise, miRISC kompleksinin Poli A kuyrugunun
deadenilasyonunu saglamasi ve bdylece mRNA’nin degrade olup hiicre i¢i enzimlerce
kesilmesiyle gerceklesir (Yekta ve dig., 2004; Hutvagner ve Zamore, 2002; Brennecke
ve dig., 2005).

Seed mRNAs
T YArrren 5
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g / \
OFllF 3 LllTR OF?F 3'U‘TR
| I mRse 1 | I RSC —— |
s | [ o TR [ AT
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mRNA degredasyonu Translasyonel baskilama

Sekil 1.13. miRNA fonksiyonu (Sun ve dig., 2010).
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1.3.3. Kanserde miRNA’larin Rolii ve Onemi

miRNA’larin gen diizenlemesine direkt olarak katilmasindan 6tiirii, birgok
miRNA kanserle iliskilendirilmistir. Lu ve arkadaslarinin 2005’te yaptiklar1 calismada
ilk defa, kanserin gelisiminde ve farkli siniflarinda rol oynayan sistematik miRNA
profillemesi gergeklestirilmistir (Lu ve dig., 2005). O zamandan giiniimiize genome-
wide profilleme caligmalari ile spesifik kanser tiplerinde ifadeleri azalmis veya artmis

miRNA’larin biyomarkor olarak belirlenmesi ¢calismalari hiz kazanmastir.

MiRNA’lar, mRNA’nin hedef yolagindaki 6zelligine gore onkogenik veya
timor baskilayict 6zelligi kazanirlar. Sekil 1.14.°te ilgili 6zelliklerinin mekanizmasi
gosterilmigtir.  Normal dokularda miRNA’larin  bazilarinin  protoonkogenlerin
translasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu miRNA’lar tiimor baskilayici
miRNA’lar olarak isimlendirilir ve fonksiyonlar1 onkogenlerin ekspresyonunu kontrol
etmektir. Dolayisiyla, tiimdr baskilayict miRNA ekspresyonunun azalmasi onkogenin
ekspresyonunun artmasina ve tiimor olusumuna sebep olur. Bunun aksi halinde,
onkogenik miRNA denilen miRNA’larin ise kanser gelisimini arttirdig gosterilmistir.
Bu miRNA’lar bir tiimor baskilayict genin ifadesinin baskilanmasini saglayarak yine

tiimdr olusumuna ve metastaza katilabilir (Cowland ve dig., 2007).
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Sekil 1.14. Onkogenik ve tiimor baskilayict 6zellikteki miRNA’larin etki mekanizmasi
(Costa ve Pedroso de Lima, 2013).

1.3.4. Mide Kanserinde miRNA’larin Rolii

Mide kanserinde yiiksek veya diigiikk ekspresyon gosteren miRNA’lar
tiimodrogenez, proliferasyon, invazyon ve metastazda etkili oldugundan, biyomarkir
olarak tanida ve prognozda kullanilmaktadir. Giderek artan ¢alismalarda, mide kanseri
gelisiminde ve tiimor ilerlemesinde birgok miRNA’nin diizensiz eksprese oldugu
gosterilmistir. Ornegin, miR-17-5p/20a’nmn mide kanserinde yiiksek ekspresyon
gostermektedir. Normal sartlarda tiimor baskilayici proteinlerden olan TP53INP1 ve
siklin-bagimli  kinaz inhibitérii p21’in  post-transkripsiyonel diizenlenmesini
saglamakta ve boylelikle hiicre dongiisiiniin ilerleyisini ve hiicre apoptozunu inhibe
etmektedir (Wang ve dig., 2013). Bir baska miRNA olan miR-204 ise mide kanserinde
diisiik ekspresyon gostermekte ve normal sartlarda Bcl-2 mRNA’sim1 hedef alarak
koloni formasyonu ve migrasyonu engellemektedir (Sacconi ve dig., 2012). Binlerce
miRNA’nin mide kanseri ile iligkili oldugu gosterilmis olsa da, ayni kanser tiiriine
sahip farkli hastalar arasinda degiskenlik gostermesi, ilgili kanser tipinin saptanmasi
acisindan giivenilir bir yontem olmayabilir. Bu nedenle birkag miRNA’nin

kombinasyonu tanida etkili olabilir (Liu ve Xiao, 2014).
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1.3.5. miRNA Gen Metilasyonlar1 ve Mide Kanseri

Mide kanseri patogenezinde, protein kodlayici genlerin yanisira, miRNA’larin
anormal ekspresyonunun da patogenezde rolii oldugu kesindir. Bu anormal
ekspresyonun DNA metilasyonu yoluyla susturulma ve DNA demetilasyonu yoluyla
acilma sebebiyle oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Ando ve dig., 2009).
Ornegin, miR124a, miR137, miR127 gibi miRNA’larm anormal DNA metilasyonu
gosterdigi rapor edilmistir (Lujambio ve dig., 2007; Kozaki ve dig., 2008; Saito ve
dig., 2000).

Saglikli bireyler ile mide kanseri hastalarinin mukozalar karsilagtirildiginda
H. pylori enfeksiyonunun miR 124a’nin metilasyon durumunu etkiledigi gosterilmistir.
Ustelik, mide kanseri hastalarinin kanserli olmayan mide mukozalarindaki miRNA
genlerinin metilasyon seviyeleri; H. Pylori negatif saglikli bireylerin mide mukozalar
ile karsilagtirildiginda daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu durum, mide kanserinde
miRNA susturulmasinda DNA metilasyonunun islevi oldugunu ortaya koymaktadir

(Ando ve dig., 2009).

Yin ve arkadaslarimin mide kanseri hiicre hatlarinda ve mide kanseri
hastalarinda yaptiklar1 ¢aligmada, c-Myc’i hedef alan miR33b’nin diisiikk ekspresyon
gosterdigi ve bu durumun anormal DNA metilasyonu ile karakterize oldugu
belirlenmistir (Yin ve dig., 2016). Chen ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada,
DNMT1 ve DNMT3B’yi hedef alan miR148a’nin diisiik ekspresyon gosterdigi ve
hipermetilasyona ugradig: bildirilmistir (Chen ve dig., 2010).

Bu tez kapsaminda bakilmis olan miR34a, miR335 ve miR9-3’iin tiimor
baskilayici 6zelliklerinden otiirii, mide kanserinde diisiik ekspresyon gosterdikleri ve
anormal DNA metilasyonuna ugradiklari gésterilmistir (Tang ve dig., 2015; Zhang ve
dig., 2015; Tsai ve dig., 2011).

Sekil 1.15.”te miRNA genlerindeki epigenetik degisikliklerin ekspresyonlarina

etkisi ve kanserli ile normal hiicrelerdeki farkliliklar1 gdsterilmistir.
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Sekil 1.15. miRNA genlerinin epigenetik modifikasyonu ve kanser hiicrelerindeki statiileri

(Suzuki ve dig., 2013).
1.3.5.1.miR34a

miR34a geni 1. kromozomun p36.22 kolunda yer almaktadir ve ters zincirden
(reverse strand) transkribe edilir (Genecards, 2017). Uzun intergenik kodlanmayan
RNA (LincRNA=Long intergenic noncoding RNA) olarak ii¢ farkli ekzon tarafindan
kodlandigindan intergenik miRNA smifindandir. Promotér bolgesindeki CpG
adaciklarinin igerisinde p53 baglanma bdlgesi icerir ve p53 tarafindan transkripsiyonu
kontrol edilir. DNA hasari ve onkogenik stres p53°ii aktive eder ve p53 miR34a’nin
promotoriine baglanarak ekspresyonlarini transkripsiyonel seviyede indiikler. miR34a
Cdk4, Cdk6, Siklin E gibi genleri hedef alarak p53 aktivasyonu lizerinden apoptoz ve
hiicre dongiisii arrestine neden olmaktadir (Sun ve dig., 2008). miR34a’nin knock-
down edildigi caligmalarda, p53 ile indiiklenmis hiicre 6liimiiniin azaldig1 saptanmistir

(Tivnan ve dig., 2011).

Pri-miR34a kodlayan gen, p53’tin direkt transkripsiyonel hedefidir ve pozitif
reglilasyonu saglar. miR34a’nin ekspresyonu genotoksik strese yanit olarak p53
tarafindan arttirlmaktadir. Yiiksek ekspresyonu ise antiproliferatif etki gosterir ve
hafif de olsa apoptozu indiikleyerek p53’e bagimli hiicre 6liimii i¢in kritik katkida
bulunur. Endojen miR34a’nin inaktivasyonu p53’e bagh apoptozu etkili bir sekilde
inhibe ederken, ektopik miR34a apoptozda sadece hafif bir artisa neden olur ve bu
durum apoptoz i¢in miR34a’nin gerekli oldugunu ancak yeterli olmadigini

gostermektedir. Muhtemel olarak miR34a apoptozu kolaylastirmak icin diger
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miRNA’lar veya diger p53 ile diizenlenen genler gibi ilave modiilatorler ile birlikte

calismaktadir (Raver-Shapira ve dig., 2007).

miR34a birgok kanser tiiriinde anti-onkogenik aktivite gostermektedir. Ektopik

ekspresyonu G1 fazinda hiicre dongiisii arrestine neden olmaktadir (Tarasov ve dig.,
2007).

Mide kanserinde timdr baskilayici 6zelligiyle birlikte 6nemli dlgiide diisiik
ekspresyon gosterdigi ve metastazda etkili oldugu bildirilmistir (Peng ve dig., 2014).
Mide kanser patogenezinde etkili olan PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinde bulunan
PDGFR ve MET ile survivin genlerini hedef alarak mide kanser tiimérogenezini inhibe
eder (Cao ve dig., 2014; Peng ve dig., 2014).

Onkogen kaynakli yaslanma, kanserde onemli bir engel teskil eder ancak
altinda yatan mekanizmalar hala net degildir ve muhtemelen hiicre tiirleri arasinda
farklilik gosterir. miR34a, insan fibroblastlarinda yaslanmaya yol acan ELK1’i
transkripsiyonel olarak aktive eder ve alt yolaginda yer alan B-RAF onkogeninin
aktivasyonunu saglar. Bu yolak, miR34a’nin p53 tarafindan transkripsiyonel
aktivasyonundan bagimsiz olarak ilerler. Bu yolak tizerindeki MYC ise miR34a’nin
bir diger hedefidir. Onkogen kaynakli yaslanma sirasinda proliferatif rolii ile uyumlu
olarak MYC bastirilir ve bu inhibisyonda kismen miR34a etkilidir. Boylece miR34a
etkisi sayesinde, B-RAF onkojeninin aktivasyonu ve yaslanma mekanizmasi ile MYC
ve MYC’nin transkripsiyonel hedefleri olan mitotik genlerin bastirilmasi arasinda

iliski vardir (Christoffersen ve dig., 2010).

Sirt7’nin mide kanseri dokularinda ekspresyon seviyesi arttirilir ve Sirt7’nin
yiiksek ekspresyonu zayif sagkalim ile mide kanser hiicrelerinin biiylimesini indiikler.
Ayrica timor boyutu, metastaz, hastaligin seyri ile iliskilidir. Mide kanseri
hiicrelerinde Sirt7’nin knock-down edilmesi apoptozu indiikler ve miR34a’nin
ekspresyonunu arttirir. Bu sebepten, Sirt7 seviyesi negatif yonde miR34a seviyesi ile
korelasyon gosterir. Bu mekanizmada, Sirt7’nin H3K18 histonunun deasetilasyonunu
saglayarak miR34a’nin ifadesini azaltir ve miR34a’nin sessizlestirilmesi Sirt7 nin

etkilerini bloke eder (Zhang ve dig., 2015).
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1.3.5.2. miR335

miR335 geni 7. kromozomun q32.2 kolunda yer almaktadir (Genecard, 2017).
Protein kodlayan MEST geninin intronunda yer alir ve intronik miRNA 6zelligi
gosterir. Bu sebepten, konakgi1 geni ile ayn1 promotorii paylasirlar. miR335-5p birgok
kanser tiirlinde tiimor baskilayic1 6zellik gostermektedir. Hiicre proliferasyonunu,
malign hiicrelerin biiylimesi ve invazyonunu kontrol etmektedir. Hedef genleri
arasinda Bcl-2 ve SP1 mRNA’lar1 bulunmakla birlikte; MAPK, TGF-3, Wnt, ERbB,
mTOR gibi onkogenik sinyal yolaklarini diizenlemektedir (Xu ve dig., 2012; Shu ve
dig., 2011).

Mide kanserinde tiimor baskilayic1 6zelligiyle birlikte, etki gosterdigi sinyal
yolagina bagli olarak 6nemli 6lgide hem diisiik hem de yiiksek ekspresyon gosterdigi
cesitli calismalarda bildirilmistir (Li ve dig., 2014; Yang ve dig., 2016; Yan ve dig.,
2012).

Omegin Rbl tiimor baskilayict geni G1/S fazina gegisi diizenler ve E2F ile
iligki kurar. Rb1’in fonksiyonunun kaybi tiimorogenezi arttirir. Birgok caligsmada
Rb’in miR335’in direkt hedefi oldugu gosterilmektedir. Ancak bu, miR335’e
onkogenik bir 6zellik kazandirmaz. miR335-aracili Rbl susturulmasinin sonucu
olarak p53 sinyal yolaginin aktivasyonu gerceklesir ve bu sayede hiicre proliferasyonu
durdurulur. Bu sebepten miR335, p53 ve Rb tiimor baskilayici yolakta denge gorevi
goriir. Yapilan ¢aligmalarda DNA hasari sonucu p53°iin aktivasyonu ile pri-miR335’in
transkripti olan MEST-002’nin transkripsiyonel aktivasyon gosterdigi ve olgun
miR335’1in seviyesinin de arttig1 bildirilmistir. Rb1’in miR335-aracili rediiksiyonunun
p53 yolaginin aktivasyonuna yonlendirmesi, DNA hasar1 sirasinda miR335 yiiksek
ekspresyonunun bir fonksiyonunun da Rb yolaginin aktivasyonunu azaltmak ve p53-
aracilt hiicre dongiisiiniin baskilanmasini zorlamak olduguna isaret eder. Bu sebepten
miR335, pb53-aracili hiicre dongiisii bastirilmasinin  tesvik ettirilmesini, geri-
doniigiimsiiz olarak hiicre biiyiimesinin durdurulmasi ile antagonize eder (Scarola ve

dig., 2010).

Mide kanserinde miR335 genindeki hipermetilasyon, miR335’in diisiik
ekspresyon profili ¢gizmesinde ve bu durum metastaz, proliferasyon, timor boyutu ve
invazyonda etkilidir. Fonksiyonel ¢alismalar miR335 restorasyonunun hiicre

proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu azalttigini; hiicre dongiisiini
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baskiladigim1 ve mide kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigini gostermektedir
(Zhang ve dig., 2017).

Mide kanserinde miR335’in metastatik baskilayici islevi, Bcl-2 ve SP1°1 hedef
almasi ile gergeklesir. p53, MAPK, TGF-b, Wnt, ERbB, mTOR, fokal adezyon gibi
onkogenik sinyal yolaklarinin ¢ogunda yer almasi sebebiyle, bu g¢oklu sinyal
yolaklarindaki degisiklikler, 6zellikle p53 yolagi, mide kanserinin tekrarlama riski de

dahil olmak iizere klinik sonucu etkilemektedir (Yan ve dig., 2012).
1.3.5.3. miR9-3

miR9-3 geni 15. kromozomun g26.1 kolunda yer almaktadir ve diiz zincirden
(forward strand) transkribe edilir (Genecards, 2017). LincRNA olarak kodlandigindan
intergenik miRNA smifindandir. MYC ve MYCN onkoproteinleri miR9-3 lokusunda
fonksiyon gostererek miR9-3 ekspresyonunu arttirir. MiR-9-3, karsinoma hiicresi
hareketliligini ve invazivligini artirmak ve B-katenin sinyalizasyonunu etkinlestirmek
icin, E-cadherin ekspresyonunu baskilayabilir; bdylece, VEGFA'nin artmis
ekspresyonuna katkida bulunur ve bu da tiimoér ile iliskili anjiyogenezin uyarilmasina
neden olur. Nihayetinde hem artmis hiicre hareketliligi hem de invazivlik, aym
zamanda gelismis anjiyogenez metastaz olusumuna katkida bulunur. miR9-3’{in
onkoproteinler tarafindan regiilasyonunun arttirtlmasi geliskili gibi goriinse de, miR9-
3 ekspresyon artiginin tiimor ilerlemesinin erken asamalarinda gergeklestigi, tiimoriin
aktif invaziv ve metastatik hale geldigi evrelerde ise gerceklesmedigi gosterilmistir
(Khew-Goodall, Goodall, 2010).

miR9-3 birgok kanser tiiriinde tiimor baskilayici 6zellik gostermektedir. Mide
kanserde diisiik ekspresyon profili sergilemekle birlikte (Luo ve dig., 2009), CDX2 ve
NF-kappa B genlerini hedef alir (Rotkrua ve dig., 2011; Wan ve dig., 2010). Bunun
yanisira artan ekspresyonu cyclin D1 genini direkt hedef alarak proliferasyonu,

invazyonu ve metastazi baskilar (Zheng ve dig., 2013).

RAB34 ve GRB2’nin miR9-3 tarafindan ekspresyonlar azaltilir. RAB34 RAS
onkogen ailesinin bir {yesidir ve GTPaz 0Ozelligi gostererek hiicre
tomurcuklanmasinda, hiicrelerarast baglantida ve vezikiillerin endositoz ve
ekzositosundan sorumludur. Mide kanserinde miR9-3lin diisiik ekspresyonu bu

genlerin seviyeleri ile iligkilidir. miR9-3"{in yiiksek ekspresyonu in vivo ve in vitro
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mide adenokarsinoma hiicre hatlarinda biiyiimeyi inhibe eder ve bunu NF-KB’nin

post-transkripsiyonel seviyesini baskilayarak yapar (Tsai ve dig., 2011).
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2. AMAC

Mide kanseri diinyada yiiksek insidans goOsteren agresif bir hastaliktir.
Proliferatif sinyal yolaklarinin oldukg¢a aktif durumda bulunmasi ile kontrolsiiz hiicre
biliylimesi ile timor baskilayici sinyal yolaklarinin inaktif durumda bulunmasi ve

apoptozdan kagma gibi hiicre i¢i mekanizmalarla karakterizedir (Carcas, 2014).

Kanser olusumu ve gelisiminde genetik faktorlerin yanisira epigenetik
faktorler de etkilidir. Epigenetik degisiklikler DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve RNA ile iliskili susturmay1 kapsar. Kanser patogenezinde etkili
olan bu mekanizmalar, spesifik kanser tiirlerinde cesitli genler acisindan belirteg

olarak kullanilmaktadir (Egger ve dig., 2004).

Normal hiicrelerde gen ekspresyonunun diizenlenmesini saglayan bu
epigenetik mekanizmalar hiicresel dengeyi devam ettirecek sekilde giivenli bigimde
korunur. Fakat bu koruma kanser hiicrelerinde bozulur ve bu hiicrelerde genel bir
hipometilasyonun yaninda, ilgili kanser tipine 0zgii olarak, genlerin promotor
bolgeleri igindeki CpG adaciklarinda yogun hipermetilasyon goriiliir. Meydana gelen
bu degisiklikler mutasyonlara, kromatin kararsizligina, onkogenlerin transkripsiyonel
olarak aktiflesmesine ve timor baskilayici genlerin transkripsiyonel olarak

susturulmasina sebep olabilir (Gros ve dig., 2012).

Epigenetik modifikasyonlarin i¢erisinde RNA miidahalesi ile susturma da yer
alir. Bu epigenetik degisiklikler icerisinde rol oynayan RNA’lar protein kodlama
yapmayan RNA o6zelligindedirler. Bir kismi1 ¢ekirdekte mRNA’nin transkripsiyonel
olarak sentezlenmesini engellerken, bir kismi sitoplazmada mRNA’larin
degredasyonunu post-transkripsiyonel olarak saglarken, diger bir kismi da
translasyonu inhibe ederek mRNA’nin proteine ¢evrimini engelleyerek, gen ifadesini
negatif yonde diizenlerler (Wang ve Chang 2011). Kodlamayan RNA’lar {izerinde en
cok calisilant miRNA’lardir. (Cai ve dig., 2004).
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miRNA’larin gen diizenlemesine direkt olarak katilmasindan otiirii, bircok
miRNA kanserle iligkilendirilmistir. MiRNA’lar, mRNA’nin hedef yolagindaki
Ozelligine gore onkogenik veya tiimor baskilayict 6zelligi kazanirlar. Normal
dokularda miRNA’larin bazilarinin protoonkogenleri post-transkripsiyonel diizeyde
inhibe ettigi gosterilmigtir. Bu miRNA’lar tiimor baskilayict miRNA’lar olarak
isimlendirilir ve fonksiyonlar1 onkogenlerin ekspresyonunu kontrol etmektir.
Dolayisiyla, timdr baskilayict miRNA ekspresyonunun azalmasi onkogenin

ekspresyonunun artmasina ve tiimor olusumuna sebep olur.

Mide kanseri patogenezinde, protein kodlayici genlerin yanisira, miRNA’larin
kontrolsiiz ekspresyonunun da patogenezde rolii oldugu bilinmektedir (Yazicioglu,
2016). miRNA genlerinin metilasyonu ve demetilasyonu miRNA genlerinin diizensiz
ifadesine sebep olur. Bu sebeple miRNA genlerinin kontrolsiiz ifadesi mide
karsinogenezinde onemli bir rol oynadigi literatiirde gosterilmistir (Ando ve dig.,

2009).

Birgok kanser tiirtinde tedavi amagl kullanilan vincristine fonksiyonel olarak,
mitotik igler i¢indeki mikrotiibiilleri engelleyerek tiimor biiylimesini durdurur
(Johnson ve dig., 1963). Vincristine’nin terap6tik olarak kullanilmasi bu ajanin timor
baskilayici genleri aktive ettigini, protoonkogenleri ise inhibe ettigini diigiindiirebilir.
Ancak bu konuyla ilgili herhangi bir yayin yoktur. Vincristine’nin akciger
adinokarsinomlarinda metilasyonu arttirdigi gosterilmistir (Nyce, 1989) fakat, mide
kanserinde DNA metilasyonuna etkisiyle ilgili literatiirde herhangi bir g¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica vincristine’nin DNA metilasyonu tizerindeki etkisinin gene
0zgii olup olmadigi bilinmemektedir. Yapilan bu calisma ile ilk defa vincristine’nin
mide kanseri hiicre hatlar1 olan AGS ve MKN45 hiicrelerinde miR335, miR34a ve
miR9-3’lin gen metilasyonlart ve gen ekspresyonlar1 iizerine etkisi incelenmesi
amaglanmistir. Bu sayede, literatiirde mide kanserinde vincristine’nin secilen
miRNA’larin epigenetik degisiklikleri lizerine etkisi ilk defa gosterilerek terapotik
kullaniminin hiicre i¢i molekiiler mekanizmalara olan etkisinin aydinlatilarak ortaya

¢ikarilmasi hedeflenmistir.
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3. GERECLER

3.1. Cahsmada Kullamlan Hiicre Hatlar:

AGS ve MKNA45 mide kanseri hiicre hatlari, American Type Culture Collection
(ATCC)’den elde edilmistir ve bu ¢calismada kullanilmistir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii icin Kullanilan Kimyasallar ve Soliisyonlar

Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan kiiltiir besiyerleri, kimyasallar1 ve soliisyonlar
Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan soliisyon ve besiyerleri

Soliisyonlar Marka

Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640)

Thermo Fisher Scientific, Gibco
Medyum (1X)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient

! Thermo Fisher Scientific, Gibco
Mixture F-12 (DMEM/F-12) (1X)

Fetal Bovin Serum (FBS) (%10) (South

Thermo Fisher Scientific, Gibco
America) (1X)

Penisilin/Streptomisin (%1) (LX) Thermo Fisher Scientific, Gibco

DMSO Sigma-Aldrich

(Fosfat Buffer Saline) PBS (1X) Thermo Fisher Scientific, Gibco

Tripsin-EDTA (%0,05) Thermo Fisher Scientific, Gibco
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Tablo 3.2. Hiicre kiiltiirli calismalarinda hazirlanan ¢6zeltiler ve besiyerleri

Cézeltiler Icerik ve Miktarlar

Zenginlestirilmis RPMI 1640 biiyiitme besiyeri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren RPMI
1640 besiyeri

Zenginlestirilmis DMEM/F-12 biiyiitme besiyeri
%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren
DMEM/F-12 besiyeri

RPMI 1640 Dondurma Besiyeri

%25 FBS, %10 DMSO, %65 RPMI 1640 besiyeri

DMEM/F-12 Dondurma Besiyeri
%25 FBS, %10 DMSO, %65 RPMI 1640 besiyeri

Tripsin-EDTA 9%0.05 (1X)

PBS X

3.3. Kullamilan Ticari Kitler

Calismada kullanilan DNA izolasyonu, DNA bisiilfit modifikasyonu, RNA
izolasyonu, cDNA sentezi, Metilasyon-Spesifik PZR islemleri ve Gergek-Zamanli
PZR islemleri i¢in kullanilan ticari kitler Tablo 3.3’te listelenmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan ticari kitler

Kit Marka
NucleoSpin RNA izolasyon Kit Macherey-Nagel
PureLink Genomik DNA Mini Izolasyon Kit Thermo Fisher Scientific, Invitrogen
EpiJET Bisiilfit Konversiyon Kit Thermo Fisher Scientific
ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit NEB
Amplitaq Gold 360 DNA Polimeraz Thermo Fisher Scientific
SensiFAST SYBR No-ROX Kit o
Bioline
Hiicre Proliferasyon Kit (MTT) Roche

34



3.4. Metilasyon Spesifik PZR ve Gercek-Zamanh PZR islemleri Icin
Kullanilan Primerler

Metilasyon Spesifik PZR i¢in kullanilan primer dizileri, miR9-3 geni igin
Loginov ve arkadaslarimin c¢alismalarindan; miR34a geni i¢in Lodygin ve
arkadaslarinin ¢alismalarindan; miR335 geni i¢in Zhang ve arkadaslarinin
calismalarindan referans alinmistir (Loginov ve dig., 2016; Lodygin ve dig., 2008;
Zhang ve dig., 2017). Gergek-Zamanlt PZR i¢in kullanilan primerler tasarlanirken
NCBI Fasta Sekans’tan ve Ensembl Genom Veritabani’ndan yararlanilmistir.
Metilasyon spesifik PZR islemleri i¢in kullanilan primerler Tablo 3.4’te, Gergek-
Zamanl PZR islemleri i¢in kullanilan primerler Tablo 3.5’te gdsterilmistir.

Tablo 3.4. Metilasyon Spesifik-PZR islemlerinde kullanilan miRNA gen primerleri

Primer Adi Metilasyon Primer Dizisi
Spesifikligi 53—-3)
MIR-335-5p fleri Metilasyon Spesifik GGTTTTAAAAGTCGGTGTTTATTC
Primer
MIR-335-5p Geri Metilasyon Spesifik AACTACAACCACTCCGACGTA
Primer

MIR-335-5p leri Un-Metilasyon Spesifik GGGTTTTAAAAGTTGGTGTTTATTT
Primer

MIR-335-5p Geri Un-Metilasyon Spesifik AACAACTACAACCACTCCAACATA

Primer

MIR-34a leri Metilasyon Spesifik GGTTTTGGGTAGGCGCGTTTC
Primer

MIR-34a Geri Metilasyon Spesifik TCCTCATCCCCTTCACCGCCG
Primer

MIR-34a lleri Un-Metilasyon Spesifik | GGTTTTGGGTAGGTGTGTTTT
Primer

MIR-34a Geri Un-Metilasyon Spesifik | AATCCTCATCCCCTTCACCACCA
Primer

MIR-9-3 leri Metilasyon Spesifik GAGGTAGGTCGGTAGCGTCGGTG
Primer

MIR-9-3 Geri Metilasyon Spesifik ACCTAAACGAACGCCGTACCCG
Primer

MIR-9-3 leri Un-Metilasyon Spesifik | AGAAATGTGTTGGGAGGGTGAGG
Primer

MIR-9-3 Geri Un-Metilasyon Spesifik | ACCACTACCACACCATAAACTCCACAT
Primer
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Tablo 3.5. Gergek Zamanlhi-PZR iglemlerinde kullanilan miRNA primerleri

Primer Ad1

Primer Dizisi
&—-3)

MIR-335-5p fleri
Primer

GGAAATGATTTGTTTTGAGCGGG

MIR-335-5p Geri
Primer

TGAATATAGCAAATGAGAGGAGGTC

MIR-34a Ileri

X CGTCACCTCTTAGGCTTGGA
Primer

MIR-34a Geri CATTGGTGTCGTTGTGCTCT
Primer

MIR-9-3 Ileri GAGGCCCGTTTCTCTCTTTG
Primer

MIR-9-3 Geri AGCTTTATGACGGCTCTGTG
Primer

3.5. Elektroforez Kimyasallar1 ve Tamponlari

Metilasyon Spesifik-PZR {iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmesi
icin kullanilan kimyasallar ve markalar1 Tablo 3.6’da; hazirlanan cozeltiler ve
miktarlari ise Tablo 3.7’de listelenmistir.

Tablo 3.6. Elektroforez ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal
Tris Baz (445mM)
Borik Asit (445mM)
EDTA (10mM)
Agaroz
Etidyum Bromiir (EtBr) 10 mg/ml
DNA Biiyiikliik Markérii (50bp)

6X DNA Yiikleme Boyast

Marka
AppliChem GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

New England Biolabs
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Tablo 3.7. Elektroforez ¢alismalarinda hazirlanan ¢6zeltiler ve miktarlari

Céozeltiler Icerik ve Miktarlar
5X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) (pH 54¢g Tris Baz, 279 Borik Asit, 20mL
8,3) EDTA, distile su (son hacim:1000ml)
%3 Agaroz Jel

0,5X TBE Tamponunda 1,59 Agaroz
(son hacim: 50ml)

50 bp DNA Biiyiiklik Markiri 6X DNA yiikleme boyast: 50bp DNA
Biiytikliik Markiri: Distile Su (1:1:4)
(hh)

3.6. Genel Kimyasallar

Yapilan arastirmada kullanilan genel kimyasallar Tablo 3.8’de listelenmistir.

Tablo 3.8. Arasgtirmada kullanilan genel kimyasallar

Kimyasal Marka
Etanol (absoliit) Merck
B-Merkaptoetanol Merck
Vincristine Sigma-Aldrich
5-Aza-2’-deoksisitidin Sigma-Aldrich
Nukleaz Igermeyen Su Thermo Fisher Scientific
DMSO Sigma-Aldrich
PBS Thermo Fisher Scientific
DEPC Sigma-Aldrich
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3.7. Cihazlar

Yapilan arastirmada kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.9°da

listelenmistir.

Tablo 3.9: Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz

Marka

Laminar Flow Kabin

FASTER, SafeFAST Classic

Pipetler (10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 pl)

Corning, Axygen

Elektronik Pipet

Thermo Scientific, S1 pipet filler

Mikropipet Seti (0,2-2, 2-20, 20-200, 100-
1000u1)

Thermo Scientific, Finnpipette

Santrifiijler Hettich, Universal 320R

CO; Inkiibatorii Memmert

Multiskan Go Mikroplate Spektrofotometre Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad, CFX

BioRad Real Time Sistem

Connect Realtime System

96-well Real-time PCR Plate

Corning, Axygen

Seals Corning, Axygen
Vorteks Stuart

Isik Mikroskobu Zeiss, Axio Vert. Al
Is1 Blogu Bio-Techne

Su Banyosu Memmert

pH Metre ISOLAB

Goriintileme Sistemleri

ER Biyotek, GEN-Box ImagER Fx

Manyetik Karistiricilar

Heidolph, MR3001

Minispin

Four E’s Scientific

Gii¢ Kaynaklari

Amersham Pharmacia Biotech

Elektroforez Sistemleri

Cleaver Scientific LTD.

Thermo Cycler

Bio-Rad T100 Thermal Cycler

Otoklav BES Dik Tip Otoklav

Tartilar Precia XB220A

Mikrodalga SAMSUNG ME711K

Su Aritma Sistemi Thermo Scientific SMART2PURE
Buzdolaplari Argelik, BEKO, Haier Biomedical
Buz Makinesi Scotsman AF80

S1vi Nitrojen Tanki Thermo Scientific

Eldiven Beybi

Hiicre Kiiltiir Flasklar1 ve Dishleri (25¢cm2,
75cm2, 150mm x 25mm)

Corning, Axygen

Erlenler ISOLAB
Meziirler ISOLAB
Falkonlar (15ml, 50ml) Corning

Thoma Lami1 ve Lameli

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

6-well ve 96-well Plate

Corning, Axygen

Serolojik Pipetler (5ml, 10ml, 25ml, 50ml)

Corning, Axygen

Eppendorf Tiipleri (0,2ml, 0,5ml, 1,5ml, 2ml)

ISOLAB

Karyotiip (2ml)

Corning, Axygen

Millipore Corporation

Filtreler (0,22um) SCILOGEX
Aspirasyon Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
Cam Pastor Pipeti Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
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4. YONTEM

4.1. Kimyasallarin Hazirlanmasi

4.1.1. Vincristine Stok Soliisyon Hazirlanisi
1 mg vincristine son konsantrasyonu ImM olacak sekilde 1.08 ml deiyonize

otoklavlanmis H2O icerisinde ¢ozdiiriildii. 0,22 pl’lik filtreden gegirildikten sonra 5 pl
ve 10 ul olacak sekilde 0,2 mI’lik eppendorf tiiplere stoklandi. pH’min 6lgiilmesi igin
10 pl’lik soliisyon alinarak 10 ml ddH2O igerisinde homojenize edildi ve pH metrede
pH=3.5-4.5 arasinda olacak sekilde 6l¢iildii. Aligotlanmis tiipler alimiinyum folyoya
sar1l1 halde -80°C’de muhafaza edildi. Stok soliisyonlar yalnizca bir kere ve karanlikta
uygulama yapilacak sekilde kullanildi. Uygulama yapilacak konsantrasyon i¢in, 1mM
stok vincristine ¢ozeltisi kiiltiir besiyerinde diliie edildi.

4.1.2. Decitabine (5-Aza-2’-deoksisitidin) Stok Soliisyon Hazirlanis

1 mg decitabine son konsantrasyonu 20mM olacak sekilde 219,1 ul DMSO
igerisinde ¢ozdiirtldii. 0,22 pl’lik filtreden gegirildikten sonra 5 ul ve 10 pl olacak
sekilde 0,2 mI’lik eppendorf tiiplere stoklandi. Tiipler alimiinyum folyoya sarili halde
-80°C’de muhafaza edildi. Stok soliisyonlar yalnizca bir kere ve karanlikta uygulama
yapilacak sekilde kullanildi. Biitiin islemler buz iizerinde gergeklestirildi. Uygulama

yapilacak konsantrasyon i¢cin 20mM decitabine kiiltiir besiyerinde diliie edildi.

4.2. Hiicre Kultiirii

Bu calismada iki mide kanseri hiicre hatt1 olan AGS ve MKN45 kullanildi.
AGS hiicre hatt1 %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin ile
zenginlestirilmis DMEM/F-12 besiyerinde; MKN45 hiicre hatti %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin ile zenginlestirilmis RPMI 1640 besiyerinde %5 CO: igeren

nemlendirilmis atmosfer ortaminda 37°C’de inkiibe edildi.
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4.2.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

5 ml RPMI 1640/DMEM/F-12 besiyerleri 15 ml falkon tiipiine eklendi. Sivi
nitrojen tankindan c¢ikarilan hiicreler aseptik kosullara dikkat edilerek 37°C su
banyosuna alind1 ve ¢ozdiiriildii. 5 ml besiyeri i¢eren falkon igerisine hiicreler eklendi
ve 1000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek DMSO’nun uzaklastirilmasi saglandi.
Supernatant atilarak pelet halindeki hiicrelerin tizerine 15 ml taze besiyeri eklendi ve
hiicreler ¢oziilerek T75 flask igerisine ekildi. Hiicrelerin yogunluklar1 ve
yasayabilirlikleri 151k mikroskobunda kontrol edilerek 37°C ve %5 CO2 ile

nemlendirilmis atmosfer kosullarindaki inkiibatre kaldirildi.

4.2.2. Hiicrelerin Pasaji

Hiicrelerin yogunluklar1 inverted mikroskobunda gozlemlendi. %80-90
yogunluga ulasan hiicrelerden kiiltiir besiyeri uzaklastirildi. 5 ml 1X PBS ile iki kez
yikandi ve iizerlerine 1,5 ml %0.05 tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 5 dakika
37°C’de inkiibe edildi. Yapistiklar: flask tabanindan tripsin-EDTA yardimiyla kalkan
hiicrelerin iizerine 4-5 ml kiiltiir besiyeri eklendi ve tripsinin etkisi inaktive edildi.
Cozelti 15 ml falkon tiipiine alinarak 300 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant
atilarak pelet halindeki hiicrelerin iizerine 5 ml kiiltiir besiyeri eklendi ve hiicreler
¢ozdiiriildii. T75 flask igin 2x10°, 150 mm kiiltiir tabag: i¢in 5x 108 hiicre olacak sekilde
hiicreler ekildi ve tlizerleri T75 flask i¢in 15 ml, 150 mm kiiltiir tabagi i¢in 25 ml olacak

sekilde kiiltiir besiyeri ile tamamlandi.

4.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Yeterli yogunluga ulasan hiicrelerden kiiltiir besiyeri uzaklastirildi. 5 ml PBS
ile iki kere yikandi ve tizerlerine 1,5 ml tripsin eklenerek 5 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Flask tabanindan kalkan hiicrelerin {izerine 5-6 ml kiiltiir besiyeri eklenerek
tripsin inaktive edildi. Cozelti 15 ml falkon tiipiine alinarak 300 x g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Supernatant atildi ve pelet tizerine 1 ml dondurma besiyeri (%65
bliylitme besiyeri, %25 FBS, %10 DMSO) eklenerek ¢ozdiiriildi. Karyotiipe aktarilan
hiicreler (~5 x 108 hiicre) bir gece boyunca -80°C’de muhafaza edilerek ertesi giin s1vi

azota kaldirldi.

4.2.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Yapistiklar1 flask tabanindan tripsin-EDTA yardimiyla kalkan ve santrifiij

sonrast 5 ml zenginlestirilmis kiltiir besiyeri ile pelet halindeki hiicreler ¢oziilerek
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homojenize hale getirildi. Hiicre ¢ozeltisinden 10 pl alinarak Thoma lamina aktarildi

ve lizeri lamel ile kapatilarak hiicreler 4X objektifte 151k mikroskobunda sayildi.

4.2.5. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-MTT Testi

Vincristine ve Decitabine’nin  uygun dozlarinin  belirlenmesi  igin
sitotoksisitelerinin hiicre yasayabilirligine olan etkisi incelendi. MTT testi igin ticari
firmanm kit protolokii izlendi. Kiiltiir besiyerinde tam biiylime gosteren hiicreler
tripsin ile kaldirilip kiiltiir besiyerinde ¢ozdiiriildiikten sonra sayildi ve 96 kuyucuklu
kiiltiir tabag icerisine, kuyucuk basma son hacim 200 ul ve 3x10* hiicre olacak sekilde
ekildi. Uygulama 6ncesi hiicrelerin kiiltiir tabagina yapigmasi ve stabilize olmalar1 igin
24 saat beklenildi. 24 saat sonrasinda kiiltiir besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyucuga
3 tekrarl olacak sekilde kiiltiir besiyerinde diliie edilen 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400
nM, 500 nM, 600 nM, 700 nM, 800 nM vincristine son hacmi 100 ul olacak sekilde
24, 48 ve 72 saat boyunca uygulandi. Yine 24 saat sonrasinda kiiltiir besiyeri
uzaklagtirilarak her bir kuyucuga 3 tekrarli olacak sekilde DMSO’da ve kiiltiir
besiyerinde diliie edilen 2,5 uM, 5.0 uM, 7,5 uM, 10.0 uM, 20.0 uM decitabine son
hacmi 100 pl olacak sekilde 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulandi. 24, 48. ve 72.
saatlerin sonunda kuyucuk basina 10 ul 1X 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum (MTT) reaktifi uygulandi. 96 kuyucuklu kiiltiir tabagi 37°C’de %5
CO2’de 4 saat boyunca inkiibe edildi. 4. saatin sonunda reaksiyonun durdurulmasi igin
kuyucuklarin iizerine ¢oziintirlestirme soliisyonu eklenerek 37°C’de %5 CO2’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Sar1 renkli formazan kristallerinin (MTT) tamamen
¢Oziinmesi i¢in mor renge doniismesi kontrol edildikten sonra 550-600 nm arasinda

ELISA okuyucuda kuyucuklarin absorbans degerleri 6lgiildii.

4.2.6. AGS ve MKNA45 Hiicre Hatlarina Vincristine ve Decitabine
Uygulamasi

Kiiltiir besiyerinde tam biiylime gdsteren hiicreler tripsin ile kaldirilip kiiltiir
besiyerinde ¢ozdiiriildiikten sonra sayildi ve 6 kuyucuklu kiiltiir tabagi icerisine
kuyucuk basima son hacim 2 ml ve 3x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Kiiltiir edilmis
hiicreler 5 deney grubuna ayrildi. Gruplar sirasiyla; 1) Yalnizca vincristine uygulanmis
grup, 2) Yalnizca decitabine uygulanmis grup, 3) Vincristine ve decitabine uygulanmis
grup, 4) DMSO grubu (toplam hacim igerisinde son konsantrasyonu %0.01 olacak
sekilde), 5) Higbir uygulama yapilmamis grup. uygulanan DMSO miktar1 hiicreye
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minimum toksik etki olusturmasi amacglanacak sekilde gergeklestirildi. Uygulama
Oncesi hiicrelerin kiiltiir tabagina yapismasi ve stabilize olmalar1 i¢in 24 saat
beklenildi. 24 saat sonrasinda kiiltiir besiyeri uzaklastirilarak; 1. deney grubuna her bir
kuyucuga 300 nM vincristine, 2. deney grubuna 2,5 uM decitabine, 3. deney grubuna
300 nM vincristine ve 2,5 uM decitabine, 4. deney grubuna 2 ul DMSO son hacim 2
ml olacak sekilde eklendi. Hiicreler 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi.

4.2.7. Hiicrelerin Toplanmasi

Hiicreler belirlenen saat boyunca inkiibe edildikten sonra toplandi. Her bir
gruptaki kuyucuklardan kiiltiir besiyeri uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklar 1X PBS
ile (0,5-1 ml/kuyucuk) 2 kere yikandi. Yikama sonrasi, 300 ul tripsin-EDTA eklendi
ve 6 kuyucuklu kiiltiir tabag1 37°C’de 4-5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler kiiltiir
tabagindan kalktiktan sonra {izerlerine 1 ml kiiltiir besiyeri eklenerek tripsin inhibe
edildi. Her bir kuyucuktan elde edilen ve 2 ml’lik eppendorf tiipiine alinan hiicreler
300 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi ve hiicre peleti sonraki
asamalarda kullanilmak iizere ilk 6nce sivi azotta sokland1 ve -80°C’de muhafaza

edildi.

4.3. DNA lzolasyonu

miRNA genlerinin metilasyon statiilerinin 6l¢iilmesi icin DNA izolasyonu
gergeklestirildi. <5 x 10° hiicre olacak sekilde elde edilen pelet 200 pl PBS iginde
¢oziildii. Uzerine hiicrelerin pargalanmasmin Verimliligini arttirmak igin 20 pl
Proteinaz K eklendi. RNA kontaminasyonunu minimize etmek i¢in 20 pul RNase A
eklenerek tiip karistirildi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast ¢ozelti tizerine 200 pl PureLink Genomik Liziz/Baglama Tampon ¢ozeltisi
eklenerek homojen ¢ozelti elde edilene kadar tiip iyice vortekslendi. 55°C’de 10
dakika 1s1 blogunda inkiibe edilerek protein kesimi hizlandirildi. Inkiibasyon sonrasi
200 pl %96-100 etanol lizat iizerine eklendi ve homojen ¢ozelti elde edinceye kadar
iyice vortekslendi. Lizat PureLink Spin kolon igerisine birka¢ kere pipetlenerek
konuldu. 10,000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni bir tiipe
konularak tizerine 500 ul Yikama Tamponu 1 eklendi. 10,000 x g’de oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edildi. Kolon iizerine 500 ul Yikama Tamponu 2 eklendi.
Maksimum hizda oda sicakliginda 3 dakika santrifiij edildi. Kolon steril 1,5 ml

santrifiij tiiptine alinarak tizerine 100 ul PureLink Genomik Eliisyon Tamponu eklendi.

42



Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra maksimum hizda oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edildi. Kolon atildi ve 1,5 ml santrifiij tiipii i¢erisinde DNA toplandi.
Elde edilen genomik DNA’nmn konsantrasyonu pDrop ile dl¢iildii. Izole edilen
DNA’lar -20°C’de muhafaza edildi.

4.4. Bisiilfit Uygulamasi

Bisiilfit muamelesi ile metil grubu tasiyan sitozin metile halde kalirken, metil
grubu tagimayan sitozin urasile dontismektedir. Mide kanseri hiicre hatlarina
uygulanmis olan ilaclarin DNA’daki promotdr bolgelerinde bulunan sitozinlerin
metilasyon statiilerinin 6l¢iilebilmesi i¢in bisiilfit uygulamasi yapildi. 900 pl DEPC,
200 pl Modifikasyon Soliisyonu I, 60 pul Modifikasyon Soliisyonu II ile hazirlanan
Modifikasyon Reaktifi hazirlandi. Her bir deney grubundan elde edilen DNA’lardan
500 ng alinarak son hacim 20 pl olacak sekilde 0,2 mlI’lik PZR tiipiinde ilgili hacimde
DEPC igerisine konuldu. Uzerine 120 ul Modifikasyon Reaktifi eklendi. PZR tiipii
PZR cihazinda 98°C’de 10 dakika, 60°C’de 150 dakika inkiibe edilerek modifikasyon
isleminin gergeklestirilmesi saglandi. DNA piirifikasyon mikro kolon tizerine 400 pl
baglama tamponu eklendi. Doniistiiriilmiis DNA 6rnegi baglama tamponu {izerine
eklendi, homojen soliisyon elde edene kadar pipetajland1 ve 12.000 rpm’de 30 saniye
santrifiijlendi. Tiipte toplanan siv1 atildi ve kolon yeniden tiipe yerlestirildi. Uzerine
200 pl yikama tamponu eklendi ve 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Tiipte
toplanan siv1 atild1 ve kolon yeniden tiipe yerlestirildi. 200 pul destilfitleme tamponu
eklendi ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. 12.000 rpm’de 30 saniye
santrifiijlendi ve toplanan sivi uzaklastirildi. Kolon iizerine 200 pl yikama tamponu
eklendi ve 12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Kolon iizerine tekrardan 200 pl
yikama tamponu eklendi ve 12.000 rpm’de 60 saniye santrifiij edildi. Kolon 1,5 ml
mikrosantrifiij tiipline alind1 ve lizerine 20 pl eliisyon tamponu eklendi. 12.000 rpm’de
60 saniye santrifiij edildi ve kolon atildi. Tiipte toplanan donistiirilmiis DNA -
20°C’de muhafaza edildi.

4.5. Metilasyon-Spesifik PZR

Calismada pri-miR34a, pri-miR335-5p, pri-miR9-3 genlerinin promotor
bolgelerindeki metilasyon statiilerinin goriilebilmesi i¢in doniistiirilmiis DNA ile

Metilasyon-Spesifik PZR (MSPZR) islemi gergeklestirilmistir. Bu islemde, metil
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grubu tasiyan sitozin iceren Ve metilasyona ugrayan bolgeye 6zgii olan metilasyon
primerleri ile; metil grubu tagimayan ve bisiilfit uygulamasi sonucu urasile doniisen
sitozin igeren demetilasyon bolgesine 6zgii demetilasyon primerleri kullanilmustir.
Metilasyon-Spesifik PZR islemlerinde kullanilan reaktif miktarlar1 Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Pri-miR34a i¢in gergeklestirilen reaksiyon kosullar1 Tablo 4.2°de; pri-
miR335 igin gergeklestirilen reaksiyon kosullart Tablo 4.3’te, pri-miR9-3 i¢in

gergeklestirilen reaksiyon kosullar1 Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.1: Metilasyon-Spesifik PZR isleminde kullanilan reaktif miktarlari

Reaktif miktarlari
lisma
. Stok Kullamlan Ca
Reaktifler Konsantrasyon | Miktar LIl<onsantrasy0n

MgCl. 25 mM 2,0 ul 2,0 mM
AmpliTaq
360 DNA
polimeraz 5 U/ml 0,125 ul 1,25U
Tleri
primer 10 uM 0,5 ul 0,2 uM
Geri
primer 10 pM 0,5 ul 0,2 uM
dNTP
karigm 10 mMm 2,0 ul 0,8 uM
10X
Tampon 10X 2,5 ul 1X
Son Hacim - 25 ul -

Tablo 4.2: Metilasyon-Spesifik PZR isleminde pri-miR34a reaksiyon kosullari

PZR kosullari
Ik 94°C, 5dk
denatiirasyon
Denatiirasyon | 95°C, 30sn Déneii S .
Baglanma 56°C, 30 sn o
Uzama 72°C, 30sn
Son uzama 72°C, 10dk

Tablo 4.3: Metilasyon-Spesifik PZR isleminde pri-miR335 reaksiyon kosullari

PZR kosullari
Tk 94°C, 5dk
denatiirasyon
Denatiirasyon | 95°C, 30sn Déneii S .
Baglanma 58 °C, 30 sn Ongio ayst
Uzama 72°C, 30sn
Son uzama 72°C, 10dk
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Tablo 4.4: Gergek-Zamanlh PZR isleminde pri-miR9-3 reaksiyon kosullar1

PZR kosullari
Ik 94°C, 5dk
denatiirasyon
Denatiirasyon | 95°C, 30 sn o
Baglanma 61°C, 30 sn Dongllllgaylsn
Uzama 72°C, 30 sn
Son uzama 72°C, 10dk

4.6. Agaroz Jel Elektroforezi

%3’liikk agaroz jel icin, 1,5 g agaroz tartildiktan sonra 50 ml 0,5X TBE
sollisyonuna konuldu ve mikrodalga firinda agaroz ¢oziilene kadar 1sitilip karistirildi.
Cozelti jel kasetine dokiildiikten sonra kuruyana kadar beklenildi. 6X yilikleme boyasi
ile hazirlanmis olan 50 bp’lik DNA biiyiikliik markir1 3,5 pl olarak jelin her zaman ilk
kuyucuguna yiiklenerek PZR firiinlerinin uzunluklarinin degerlendirilmesi igin
kullanildi. 5 pl PZR driinleri 1 pl 6X ylikleme boyast ile karistirilarak jel
kuyucuklarma ytiklendi. Jel 0,5X TBE iceren tanklar igerisinde, 100V’da 30 dakika
yiriitiildii. Yiriitme sonrasi bantlarin tayini, GEN-Box ImagER Fx cihazinda UV
altinda, imagER Eyes yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Yiikleme kosullar1 Tablo

4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5: Agaroz Jel Yiikleme Kosullari

Yiikleme kosullari

Agoroz jel %3
PZR iiriinii Sul
Yiikleme boyasi 1ul
Markir 50bg

\Y 100
mA 300

Dk 30

4.7. RNA izolasyonu

miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin oOlgiilmesi igin RNA izolasyonu
gercgeklestirildi. <5 x 10° hiicre olacak sekilde elde edilen pelet 350 pul RA1 ve 3,5 ul
B-merkaptoetanol ¢ozeltisi iginde ¢oziilerek vortekslendi. Elde edilen lizat koleksiyon
tiipline yerlestirilmis NucleoSpin Filtre (mor renkli) i¢erisine konuldu ve 11,000 x g’de
1 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiinde toplanan lizat 1,5 ml’lik eppendorf
tiiptine alind1 ve tizerine 350 pl %70’lik etanol eklendi. Lizat homojen hale gelinceye

kadar vortekslendi ve NucleoSpin RNA Kolon (mavi renkli) icerisine konuldu. Lizatin
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kolona yiiklenmesi i¢in birkag kere pipetaj yapildi. 11,000 x g’de 30 saniye santrifiij
edildi ve kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. Kolon tizerine rDNaz’in kesim
verimligini arttirmasi i¢in, 350 ul MDB (membrane desalting buffer=membran tuz
uzaklastirma tamponu) eklenerek 11,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi. DNA’nin
parcalanmasi i¢in 90ul rDNaz reaksiyon tamponu ve 10 pl rDNaz 0,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiinde karistirildi. Elde edilen soliisyondan 95 pl alinarak kolona
eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. rDNazin inaktive edilmesi i¢in
200 ul RAW2 tamponu kolona eklendi ve 11,000 x g’de 30 saniye santrifiij edildi.
Kolon igerisindeki silika membranin yikanmasi igin 600 ul RA3 tamponu kolona
eklendi ve 11,000 x g’de 30 saniye santrifiijlendi. Kolon yeni bir koleksiyon tiipiine
aliarak tizerine 250 pul RA3 tamponu eklendi ve 11,000 x g’de 2 dakika santrifiij
edildi. Kolon kit igerisindeki 1,5 ml niikleaz icermeyen koleksiyon tiipiine yerlestirildi
ve RNA’nin kolondan uzaklastirtlip toplanmasi igin, kolon tizerine 60 pl RNaz-
icermeyen H,O eklendi ve 11,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi. 1,5 ml koleksiyon
tiipiinde toplanmis halde olan RNA nin konsantrasyonu uDrop ile 8lciildii. izole edilen

RNA’lar -80°C’de muhafaza edildi.

4.8. cDNA Sentezi
cDNA sentezi iiretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirilmistir. Sentezde

kullanilan reaksiyon kosullar1 ve reaksiyon bilesenleri Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.6: cDNA sentez reaksiyonu kosullar1 ve reaksiyon bilesenleri

cDNA Sentez Reaksiyonu Kosullar:
e 94°C, 50k
denatiirasyon
Inkiibasyon 42°C, 60dk
Enzim 80°C, 5 dk
Inaktivasyonu

Reaktif miktarlari
. Stok Kullamlan | Calisma
Reakiifler Konsantrasyon | Miktar Konsantrasyonu

c?('%;\m 50 uM 2,0 ul 5 uM
Niikleaz
icermeyen su
M-MuLV
enzim 10X 2,0 ul 1X
karigimi
M-MuLV
reaksiyon 2X 10 ul 1X
karigimi
Son Hacim - 20 pl
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4.9. Gercek Zamanh PZR

B-actin, pri-miR34a, pri-miR335-5p ve pri-miR9-3’lin relatif ekspresyonlari
gercek-zamanli PZR iglemi ile analiz edildi. Ger¢ek-zamanli PZR isleminde kullanilan
reaktif miktarlart Tablo 4.7‘de gosterilmistir. Pri-miR34a i¢in gerceklestirilen
reaksiyon kosullar1 Tablo 4.8’de; pri-miR335-5p icin gerceklestirilen reaksiyon
kosullar1 Tablo 4.9’da, pri-miR9-3 i¢in gergeklestirilen reaksiyon kosullari Tablo
4.10’da gosterilmistir. Ekspresyon seviyelerinin normalizasyonu B-aktin internal

kontroliine delta delta Ct (224°T) metodu ile ger¢eklestirilmistir.

Tablo 4.7: Gergek-zamanh PZR isleminde kullanilan reaktif miktarlart

Gerg¢ek-zamanh PZR Reaktif miktarlari
Reaktifler Stok Kullamilan | Calhisma
Konsantrasyon | Miktar Konsantrasyonu

SensFAST 2X 10 pl 1X
SYBR  No-
ROX karigimi
Ileri primer 10 uM 0,8 ul 400 nM
Geri Primer 10 pM 0,8 ul 400 nM
Son Hacim - 20 pl -

Tablo 4.8: Ger¢ek-Zamanli PZR isleminde pri-miR34a reaksiyon kosullar

Gerg¢ek-zamanh PZR kosullar:
Polimeraz 95°C, 2dk
enzim
aktivasyonu
Denatiirasyon | 95°C, 5sn Déneii S .
Baglanma 61°C, 10 sn °“g“‘10 ayist
Uzama 72°C, 15sn
Erime Egrisi | 65°C-95°C, 5 sn
Analizi

Tablo 4.9: Gergek-Zamanli PZR igleminde pri-miR335-5p reaksiyon kosullar

Gercek-zamanh PZR kosullari
Polimeraz 95°C, 2dk
enzim
aktivasyonu
Denatiirasyon | 95°C, 5sn Déneii S )
Baglanma 63°C, 10 sn °“g“‘10 ayist
Uzama 72°C, 15sn
Erime Egrisi | 65°C-95°C, 5 sn
Analizi

Tablo 4.10: Gergek-Zamanli PZR igleminde pri-miR9-3reaksiyon kosullar

Gercek-zamanh PZR kosullari

Polimeraz 95°C, 2dk

enzim

aktivasyonu

Denatiirasyon | 95°C, 5sn Déngii S )
Baglanma 58 °C, 10 sn O”gjoay‘s"
Uzama 72°C, 15sn

Erime Egrisi | 65°C-95°C, 5 sn

Analizi
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5. BULGULAR

5.1. AGS ve MKN45 Hiicre Hatlarinda Sitotoksisite MTT Testi Sonuclar:

Bu sebeple kullandigimiz DNMT indiiksiyon ajaninin, kemoterapétik ilacin ve
DMSO’nun hiicrelerde sitotoksik bir etki olusturup olusturmadigi belirlenmeye
calisildi. Buradan yola ¢ikarak AGS ve MKN45 hiicre hatlarina MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi uygulandi. Uygulama
oncesinde her bir hiicre hattina 2,5 uM, 5,0 uM, 7,5 uM, 10,0 uM ve 20 uM DAC;
100 nM-800 nM arasinda VCR muamelesi gergeklestirildi. DAC’in DMSO’da
¢Oziilmesi sebebiyle, son konsantrasyonu %0,01 olacak sekilde DMSO uygulamasi
yapildi. DAC, VCR ve DMSO uygulanan hiicreler 24, 48 ve 72 saatleri boyunca
inkiibasyonda birakild: ve hiicre yasayabilirligi 6l¢iildii.

Boylece elde edilen bulgularda, AGS ve MKN45 hiicre hatlarinda 2,5 uM
Decitabine (DAC) ve 300 nM vincristine (VCR) dozlarinin uygulanmasina karar
verildi. AGS hiicre hattinin kendini esleme siiresi 20 saat, MKN45 hiicre hattinin ise
kendini esleme siiresi 30 saat oldugundan, deneyler arasinda esit kosullar olmasi i¢in,
48 ve 72 saat boyunca ilag uygulamasinin gerceklestirilmesine karar verildi. Ayni
zamanda bu doz ve zaman araliginda DNA demetilasyonunun gergeklestirilmesi
hedeflendi.

5.1.1. AGS Hiicre Hattinda Decitabine ve Vincristine’in Sitotoksisiteye
Etkisi

5.1.1.1. AGS Hiicre Hattinda Decitabine’in Sitotoksisite Sonugclari

Elde edilen bulgulara gore, decitabine’nin belirlenen konsantrasyonlarda ve

saatlerde AGS hiicre hattina uygulanmasi neticesinde, 24. saatte 2,5 uM

48



konsantrasyonunda hiicre  yasayabilirliginde artis gorilmis ve 5 uM
konsantrasyonunda istatistiki olarak anlamli (p<0.005) bir diislis goriilmiistiir. 48.
saatte 5 uM decitabine konsantrasyonunda istatistiki olarak anlamli (p<0.005) bir
diislis goriilmiistiir. 72. saatte ise hiicre yasayabilirliginde 5 uM konsantrasyonunda
istatistiki olarak anlamli (p<0.05) azalma goriilmistiir. Dolayisiyla decitabine’nin
hiicre yasayabilirligine minimum toksik etki gostermesi i¢in 2,5 pM olan
konsantrasyonu se¢ilmistir. Uygulanan DMSO konsantrasyonunun ise yasayabilirlige
olumsuz yonde bir etkisi olmamistir. Muamele edilmemis hiicrelere gore belirlenen
yasayabilirlik diizeyleri saat ve konsantrasyonlara gore Sekil 5.1, Sekil 5.2 ve Sekil
5.3’te gosterilmigtir. MTT testi, li¢ teknik ve iki biyolojik tekrar olmak iizere

gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizde t-test kullanilmustir.

AGS ve MKN45 hiicre hatlarinda 2,5 uM Decitabine (DAC) ve 300 nM
vincristine’nin (VCR) 48 ve 72 saat boyunca uygulanmasiyla DNA demetilasyonunun

gerceklestirilmesi hedeflenmistir.

AGS DAC 24. SAAT
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Sekil 5.1. MTT testi ile AGS hiicre hattina 24 saat decitabine maruziyeti sonrasi hiicre yagayabilirlik
oran1 (**p<0.005)
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AGS DAC 48. SAAT
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Sekil 5.2. MTT testi ile AGS hiicre hattina 48 saat decitabine maruziyeti sonrasi hiicre yasayabilirlik
oran1 (**p<0.005)

AGS DAC 72. SAAT
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Sekil 5.3. MTT testi ile AGS hiicre hattina 72 saat decitabine maruziyeti sonrasi hiicre yagayabilirlik
orani (*p<0.05)

5.1.1.2. AGS Hiicre Hattinda Vincristine’in Sitotoksisite Sonuclar:

Elde edilen bulgulara gore, vincristine’nin belirlenen konsantrasyonlari ve
saatlerinin hepsinde hiicre yasayabilirliginde diisiis gozlemlenmistir. 24. saatte 300 nM
konsantrasyonunda istatistiki olarak anlamli (p<0.005) hiicre 6limi gergeklesmistir.
Ancak 48. ve 72. saatlerde 300 nM vincristine konsantrasyonunda hiicre
yasayabilirligi daha diisiik konsantrasyonlara kiyasla kurtarilmistir ve bu istatistiki
olarak anlamlidir (p<0.005). Hiicre oliimiiniin istatistiki olarak anlamli sekilde

kurtarildigi konsantrasyon olan 300 nM vincristine dozu secilmistir. Bulgular kontrole
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gore hiicre yasayabilirligi oram1 olarak Sekil 5.4, Sekil 5.5 ve Sekil 5.6’da
gosterilmigtir.  MTT testi, li¢ teknik ve iki biyolojik tekrar olmak {izere

gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizde t-test kullanilmustir.

AGS VCR 24. SAAT
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Sekil 5.4. MTT testi ile AGS hiicre hattina 24 saat vincristine maruziyeti sonrasi hiicre yagayabilirlik
orani (**p<0.005)
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Sekil 5.5. MTT testi ile AGS hiicre hattina 48 saat vincristine maruziyeti sonrasi hiicre yasayabilirlik
oran1 (**p<0.005)
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AGS VCR 72. SAAT
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Sekil 5.6. MTT testi ile AGS hiicre hattina 72 saat vincristine maruziyeti sonrasi hiicre yagayabilirlik
oran1 (**p<0.005)
5.1.2. MKN45 Hiicre Hattinda Decitabine ve Vincristine’in Sitotoksisiteye
Etkisi

5.1.2.1. MKN45 Hiicre Hattinda Decitabine’in Sitotoksisite Sonuclari

Elde edilen bulgulara gore, decitabine’nin belirlenen konsantrasyonlarda ve
saatlerde  MKN45 hiicre hattina uygulanmasi neticesinde, 24. saatte 5 uM
konsantrasyonunda hiicre yasayabilirliginde istatistiki olarak anlamli bir diisiis
gozlemlenmistir (p<0.05). Ilging olarak, 48. saatte decitabine’nin biitiin dozlarinda
hiicre yasayabilirliginde artis goriilmiistiir ve bu durum her bir doz i¢in istatistiki
olarak anlamhdir. 72. saatte ise, 5 uM konsantrasyonunda hiicre yasayabilirliginde
istatistiki olarak anlamli (p<0.05) bir azalma goriilmiistiir. Dolayisiyla decitabine’nin
hiicre yasayabilirligine minimum toksik etki gostermesi i¢in 2,5 puM olan
konsantrasyonu se¢ilmistir. Uygulanan DMSO konsantrasyonunun ise yasayabilirlige
olumsuz yonde bir etkisi olmamistir. Yasayabilirlik oranlar1 Sekil 5.7, Sekil 5.8 ve
Sekil 5.9°da gosterilmistir. MTT testi, lic teknik ve iki biyolojik tekrar olmak iizere

gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizde t-test kullanilmustir.
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MKN45 DAC 24. SAAT
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Sekil 5.7. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 24 saat decitabine maruziyeti sonrasi hiicre
yasayabilirlik oran (*p<0.05)

MKN45 DAC 48. SAAT
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Sekil 5.8. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 48 saat decitabine maruziyeti sonrasi hiicre
yasayabilirlik oram (*p<0.05)
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MKN45 DAC 72. SAAT
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Sekil 5.9. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 72 saat decitabine maruziyeti sonrasi hiicre
yasayabilirlik oram (*p<0.05)

5.1.2.2. MKN45 Hiicre Hattinda Vincristine’in Sitotoksisite Sonuclari

Elde edilen bulgulara gore, vincristine’nin belirlenen konsantrasyonlarin ve
saatlerin hepsinde MKN45 hiicre yasayabilirliginde diisiis gozlemlenmistir. 24. saatte
uygulanan biitiin dozlardaki hiicre 6liimii istatistiki olarak anlamlidir (p<0.005). Ancak
48. ve 72. saatlerde 300 nM vincristine konsantrasyonunda hiicre yasayabilirligi daha
diisiik konsantrasyonlara kiyasla kurtarilmistir ve bu istatistiki olarak anlamlidir
(p<0.005). Hiicre oOlumiiniin istatistiki olarak anlamli sekilde kurtarildigi
konsantrasyon olan 300 nM vincristine dozu segilmistir. Bulgular, kontrole goére
kiyaslanarak Sekil 5.10, Sekil 5.11 ve Sekil 5.12°de gosterilmistir. MTT testi, ii¢ teknik
ve iki biyolojik tekrar olmak iizere gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizde t-test

kullanilmistir.
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MKN45 VCR 24. SAAT
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Sekil 5.10. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 24 saat vincristine maruziyeti sonrasi hiicre
yasayabilirlik oram (**p<0.005)
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Sekil 5.11. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 48 saat vincristine maruziyeti sonrasi hiicre
yasayabilirlik oran (**p<0.005)
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MKN45 VCR 72. SAAT
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Sekil 5.12. MTT testi ile MKN45 hiicre hattina 72 saat vincristine maruziyeti sonrasi hiicre

yasayabilirlik oram (**p<0.005)

5.2. Decitabine ve Vincristine Sonucu miRNA Gen Metilasyonu ve pri-

miRNA Ekspresyon Sonuclari

5.2.1. AGS Hiicre Hattinda Decitabine ve Vincristine Uygulanmasi ile Elde
Edilen MSPZR Sonuglari

5.2.1.1. miR335 Gen Metilasyon Seviyesi

AGS hiicrelerine decitabine uygulanmasi sonrast miR335 geninin promotdr
bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon diizeylerinin nasil
degistigine bakildi. Decitabine uygulanmamis kontrolde demetilasyon bandina
rastlanmamis olup spesifik olarak bakilan CpG adaciklarinin tamamen metile durumda
oldugu gozlemlendi. Kontrole gore, 48. saatte demetilasyonun gergeklestigi agaroz jel
tizerinde gozlemlendi. Ayni sekilde 72. saatte de demetilasyonun gergeklestigi, ancak
48. saatteki demetilasyon sonucuna kiyasla demetilasyonun daha az meydana geldigi

gorildi.

AGS hiicrelerine vincristine uygulanmasi sonrast miR335 geninin promotdr
bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon diizeylerinin nasil
degistigine bakildi. Vincristine uygulanmamis olan kontrolde metilasyonun oldugu
ancak demetilasyonun olmadigi goriildii. Kontrole kiyasla 48. saatte 72. saatte

demetilasyon bandi gozlemlenmedi.
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AGS hiicrelerine decitabine ve vincristine ayni anda uygulandiktan sonra
miR335 genindeki metilasyon durumuna bakildi. Elde edilen bulgulara gore, 48. saatte
demetilasyon goriilmeyen kontrole kiyasla demetilasyonun oldugu goriildi.
Decitabine uygulamasi ile elde edilen demetilasyon bandma kiyaslandiginda
parlakligin ayni oldugu gozlemlendi. 72. saatte yalnizca decitabine uygulanmig

hiicrelere kiyasla ise, demetilasyon bandinin daha parlak oldugu goriildii.

Elde edilen 48. saat jel goriintiisii Sekil 5.13’te, 72. saat jel goriintiisii Sekil
5.14’te gosterilmistir.

DAC-M DAC-DM VCR-M VCR-DM  VCR+ VCR+ KONTROL-M
DAC-M DAC-DM KONTROL-DM

2000 SR

150BP s s — —

100BP ww—

s08P 125bg  127bg

Sekil 5.13. MSPZR ile AGS hiicre hattina 48 saat boyunca decitabine ve vincristine uygulamasi
sonucu MiR335 metilasyon trtinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,
VCR+DAC-M: vincristine+decitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
bandi)

50 BP DAC-M DAC-DM VCR-M VCR-DM VCR+ VCR+ KONTROL-M
DAC-M DAC-DM KONTROL-DM

125b¢  127bg

Sekil 5.14. MSPZR ile AGS hiicre hattina 72 saat boyunca decitabine ve vincristine uygulamasi
sonucu miR335 metilasyon {iriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandj,
VCR+DAC-M: vincristine+decitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
bandi)
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5.2.1.2. miR34a Gen Metilasyon Seviyesi

AGS hiicrelerine decitabine uygulanmasi sonrast miR34a geninin promotor
bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon diizeylerinin nasil
degistigine bakildi. Decitabine uygulanmamis olan kontrolde metilasyon ve
demetilasyon durumlarinin birlikte oldugu goriildii. Kontrole kiyasla 48. saatte
demetilasyon bandinin degismedigi gbzlemlendi. 72. saatte de kontrole kiyasla

demetilasyon bandinin daha parlak oldugu goriildii.

AGS hiicrelerine vincristine uygulanmasi sonrasi miR34a geninin promotor
bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon diizeylerinin nasil
degistigine bakildi. Vincristine uygulanmamis olan kontrolde metilasyon ve

demetilasyon durumlarinin birlikte oldugu goriildii.

AGS hiicrelerine decitabine ve vincristine ayni anda uygulandiktan sonra
miR34a genindeki metilasyon durumuna bakildi. Elde edilen bulgulara gore, yalnizca
decitabine uygulanan hiicrelere kiyasla 48. ve 72. saatlerdeki demetilasyon tirtinlerinin

ayni oldugu goriildii. Kontrole kiyasla her iki saat dilimi agisindan bir fark goriilmedi.

Elde edilen 48. saat jel goriintiisii Sekil 5.15°te, 72. saat jel goriintiisti Sekil
5.16’da gosterilmistir.

——
e m—

DAC-M DAC-DM KONTROL-DM

200BP
1S0BP

100BP

508P 128b¢ 156bg

Sekil 5.15. AGS hiicre hattina miR34a 48 saat boyunca decitabine ve vincristine uygulamasi
sonucu metilasyon tiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,
VCR+DAC-M: vincristine+decitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
bandi)
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DAC-M DAC-DM VCR-M VCR-DM  VCR+ VCR+ KONTROL-M
DAC-M DAC-DM KONTROL-DM

128b¢  156bg

Sekil 5.16. AGS hiicre hattina miR34a geninin 72 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon tiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristinetdecitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
band1)

5.2.1.3. miR9-3 Gen Metilasyon Seviyesi ve Ekspresyon Diizeyi

AGS hiicrelerine decitabine uygulanmasi sonrast miR9-3 geninin promotdr
bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon diizeylerinin nasil
degistigine bakildi. Decitabine uygulanmamis olan kontrolde metilasyon ve
demetilasyon durumlarinin birlikte oldugu goriildii, ancak metilasyon bandina kiyasla
daha silik oldugu sonucuna varildi. AGS hiicrelerine birlikte uygulanan decitabine ve
vincristine sonrasinda miR9-3 geninin metilasyon durumuna bakildiginda; hem 48
hem de 72. saatlerde demetilasyonun gerceklestigi goriildii. Kontrol hiicrelerindeki
demetilasyon bandiyla yalnizca DAC uygulanan bant karsilastirilinca demetilasyon

bandinin daha yogun oldugu goriildii.

AGS hiicrelerine vincristine uygulanmasi sonrast miR9-3 geninin promotor
bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon diizeylerinin nasil
degistigine bakildi. Vincristine uygulanmamis olan kontrolde metilasyon ve
demetilasyon durumlarinin birlikte oldugu goriildii, ancak metilasyon bandina kiyasla
demetilasyon bandinin ¢ok silik oldugu sonucuna varildi. Kontrole kiyasla vincristine
uygulanan hiicrelerde 48. saatte demetilasyon bandi yakalandi. Kontrole kiyasla daha
parlak bir bant iriinii gorilse de, decitabine uygulanmasi sonucunda olusan
demetilasyon bandi kadar parlak olmadigi goriildii. Ayni sekilde 72. saatte de kontrole
kiyasla demetilasyonun gergeklestigi, ancak 48. saatteki demetilasyon sonucuna

kiyasla demetilasyonun ¢ok daha az meydana geldigi goriildii.
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Elde edilen 48. saat jel goriintiisii Sekil 5.17°de, 72. saat jel goriintiisii Sekil
5.18’de gosterilmistir.

DAC-M DAC-DM VCR-M  VCR-DM DAC+VCR-M DAC+VCR-DM f&\/(I)NTROL 1%0\11 -

Sekil 5.17. AGS hiicre hattina miR9-3 geninin 48 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon tiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristinetdecitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
band1)

DAC-M DAC-DM VCR-M VCR-DM DAC+VCR-M DAC+VCR-DM KONTROL KONTROL-
M DM

Sekil 5.18. AGS hiicre hattina miR9-3 geninin 72 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon iiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristine+decitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
bandi)

5.2.2. AGS Hiicre Hattinda Decitabine ve Vincristine Uygulanmasi ile Elde
Edilen Ger¢ek-Zamanh PZR Sonuglar:

Elde edilen bulgularin, iki biyolojik ve ii¢ teknik tekrar1 yapilmistir.
5.2.2.1. pri-miR335 Ekspresyon Diizeyi

AGS hiicrelerine uygulanan 2,5 uM decitabine uygulamasi sonucunda, 3-aktin
ile 2"244CT metodu uygulanarak normalize edilen ve eskpresyon seviyesi 6lciilen pri-
miR335’in ekspresyon seviyesi 48. ve 72. saat i¢in Sekil 5.19°da gosterilmistir.

48. saat boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-miR335 ekspresyon
seviyesinde 2,2 kat artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca decitabine uygulanmasi
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neticesinde pri-miR335 ekspresyon seviyesinde 1,01 katlik bir artis meydana
gelmistir.

48. saat boyunca vincristine uygulanmasi neticesinde pri-miR335 ekspresyon
seviyesinde 0,8 katlik bir diisiis meydana gelmistir. 72 saat boyunca vincristine
uygulanmasi sonrasinda ise pri-miR335 ekspresyon seviyesinde 0,7 katlik bir diisiis
gorilmiistir.

Yine 48 saat boyunca VCR ve DAC birlikte uygulanmasi sonucunda pri-
miR335 ekspresyon seviyesinde 2,4 katlik bir artis gorilmistiir. 72 saat boyunca
VCR+DAC uygulamasi ile pri-miR335 ekspresyon seviyesinde ilging olarak 0,8 katlik
bir diisiis yakalanmustir.

AGS pri-miR335 Ekspresyon Seviyeleri

2,5

1,5

|
OII‘ 1T

Kontrole gore artig miktari

Goreceli Kat Artist
=

0

ol

m KONTROL 48H mDAC 2.5uM 48H = VCR 300nM 48H = DAC+VCR 48H
m KONTROL 72H mDAC 2.5uM 72H mVVCR 300nM 72H m DAC+VCR 72H

Sekil 5.19. Gergek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 48 ve 72 saat boyunca DAC ve VCR
uygulamasi neticesinde pri-miR335 ekspresyon seviye degisimi

5.2.2.2. pri-miR34a Ekspresyon Diizeyi

AGS hiicrelerine uygulanan 2,5 uM decitabine uygulamasi sonucunda, 3-aktin
ile 224°T metodu uygulanarak normalize edilen ve eskpresyon seviyesi dlgiilen pri-
miR34a’nin ekspresyon seviyesi 48. ve 72. saat igin Sekil 5.20’de gosterilmistir.

48. saat boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-miR34a ekspresyon
seviyesinde 1,7 kat artis meydana gelmistir. 72. saat boyunca decitabine uygulanmasi
neticesinde pri-miR34a ekspresyon seviyesinde 0,9 katlik bir diisiis meydana
gelmistir.

48. saat boyunca vincristine uygulanmasi neticesinde pri-miR34a ekspresyon
seviyesinde 1,09 katlik bir artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca vincristine

61



uygulanmasi sonrasinda ise pri-miR34a ekspresyon seviyesinde 1,3 katlik bir artig
gOriilmiistiir.

Yine 48 saat boyunca VCR ve DAC birlikte uygulanmasi sonucunda pri-
miR34a ekspresyon seviyesinde 1,5 katlik bir artis goriilmiistiir. 72 saat boyunca
VCR+DAC uygulamasi ile pri-miR34a ekspresyon seviyesinde 1,5 katlik bir artig

yakalanmustir.

AGS pri-miR34a Ekspresyon Seviyesi

1,4 .
1,2
0,8
0,6
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Kontrole gore artig miktart

Goreceli Kat Artisi
=

= KONTROL 48H EDAC 2.5uM 48H = VCR 300nM 48H DAC+VCR 48H
m KONTROL 72H mDAC 2.5uM 72H mVCR 300nM 72H m DAC+VCR 72H

Sekil 5.20. Gergek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 48 ve 72 saat boyunca DAC ve VCR
uygulamasi neticesinde pri-miR34a ekspresyon seviye degisimi

5.2.2.3. pri-miR9-3 Ekspresyon Diizeyi

AGS hiicrelerine uygulanan 2,5 uM decitabine uygulamas1 sonucunda, 2"24¢T

metodu uygulanarak normalize edilen ve eskpresyon seviyesi 6lgiilen pri-miR9-3’iin
ekspresyon seviyesi 48. ve 72. saat igin Sekil 5.21°de gosterilmistir.

48. saat boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-miR9-3 ekspresyon
seviyesinde 2,1 kat artis meydana gelmistir. 72. saat boyunca decitabine uygulanmasi
neticesinde pri-miR9-3 ekspresyon seviyesinde 2,2 katlik bir artis meydana gelmistir.

48. saat boyunca vincristine uygulanmasi neticesinde pri-miR9-3 ekspresyon
seviyesinde 2,4 katlik bir artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca vincristine
uygulanmasi sonrasinda ise pri-miR34a ekspresyon seviyesinde 1,8 katlik bir artis
gOriilmiistiir.

Yine 48 saat boyunca VCR ve DAC birlikte uygulanmasi sonucunda pri-miR9-

3 ekspresyon seviyesinde 2,3 katlik bir artig goriilmiistiir. 72 saat boyunca VCR+DAC
uygulamasi ile pri-miR9-3 ekspresyon seviyesinde 4,3 katlik bir artis yakalanmistir.
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AGS pri-miR9-3 Ekspresyon Seviyesi

Goreceli Kat Artist
N w

Kontrole gore artis miktari

u KONTROL 48H mDAC 2.5uM 48H ®VCR 300nM 48H = DAC+VCR 48H
# KONTROL 72H mDAC 2.5uM 72H mVCR 300nM 72H m DAC+VCR 72H

Sekil 5.21. Gergek zamanli PZR ile AGS hiicre hattina 48 ve 72 saat boyunca DAC ve VCR
uygulamasi neticesinde pri-miR9-3 ekspresyon seviye degisimi

5.2.3. MKN45 Hiicre Hattinda Decitabine ve Vincristine Uygulanmasi ile
Elde Edilen MSPZR Sonuglari

5.2.3.1. miR335 Gen Metilasyon Seviyesi

Uygulama yapilmamis MKN45 kontrol hiicrelerinde miR335 geninde
metilasyon iirlinii goriilirken, demetilasyon {irlinii goriilmedi. DAC uygulamasi
sonrasinda, 48. ve 72. saatlerde demetilasyon bandi olmayan kontrole kiyasla
demetilasyon bandinin oldugu goriildii. 48 ve 72. saatler arasinda bant parlakliklar

arasinda bir fark gézlemlenmedi.

Vincristine uygulamasi sonrasinda miR335 genindeki metilasyon durumuna
bakildiginda, kontrole kiyasla 48. saatte demetilasyonun gergceklesmedigi, ancak 72.
saatte demetilasyonun oldugu goriildii. Decitabine’nin her iki saat dilimine kiyasla ise

bandin daha az parlak oldugu gozlemlendi.

Vincristine ve decitabine’nin birlikte uygulandigt MKN45 hiicrelerinde

miR335 geninde, hem 48 hem de 72. saatlerde demetilasyonun oldugu goriildii.
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Yalnizca vincristine uygulanan hiicrelere kiyasla demetilasyon bandinin daha parlak
oldugu ancak yalnizca decitabine uygulanan hiicrelere kiyasla demetilasyon

bantlarinin ayni1 seviyede oldugu goriildii.

Elde edilen 48. saat jel goriintiisii Sekil 5.22°de, 72. saat jel goriintiisii Sekil

5.23’te gosterilmistir.

DAC-M DAC-DM V(R-M  V(R-DM VCR+ VCR+ KONTROL-M
DAC-M DAC-D KONTROL-DM

508P
| =—mmmmes
==

125bp  127bp

Sekil 5.22. MKN45 hiicre hattina miR335 geninin 48 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon tiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristinetdecitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
band1)

VCRDM  VCR+ VOR*  onTROLM
DACM  DACD KONTROL-DM

125bp  127bp

Sekil 5.23. MKN45 hiicre hattina miR335 geninin 72 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon tiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristine+decitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
bandi)

5.2.3.2. miR34a Gen Metilasyon Seviyesi

Uygulama yapilmamig MKN45 kontrol hiicrelerinde 34a geninde

demetilasyon ve metilasyon {iriinleri birlikte gozlemlendi. Decitabine uygulanmis
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hiicrelerde kontrole kiyasla 48. ve 72. saatlerde hem metilasyon hem de demetilasyon

bantlarinin ayn1 parlaklik ve kalinliga sahip oldugu goriildii.

Vincristine uygulamasi sonrasinda miR34a genindeki metilasyon durumuna
bakildiginda, kontrole kiyasla hem 48 hem de 72. saatlerde demetilasyonda herhangi
bir degisiklik goriilmedi.

Vincristine ve decitabine’nin birlikte uygulanmasi sonrasinda miR34a
genindeki metilasyon durumuna bakildiginda, kontrole kiyasla hem 48 hem de 72.

saatlerde demetilasyonda herhangi bir degisiklik gériilmedi. Ayni sekilde decitabine’e

kiyasla da demetilasyonda degisiklik gézlemlenmedi.
Elde edilen 48. saat jel goriintiisii Sekil 5.24°te, 72. saat jel goriintiisii Sekil

5.25’te gosterilmistir.

DAC-M DAC-DM VCR-M VCR-DM VCR+ VCR+ KONTROL-M
DAC-M DAC-D KONTROL-DM

o —

128bp  156bp

Sekil 5.24. MKNA45 hiicre hattina miR34a geninin 48 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon triinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristine+decitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
band1)
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KONTROL-M
DAC-M DAC-DM  VCR-M  VCR-DM  VCR+ VCR+ KONTROL-DM

DAC-M DAC-D

128bp 156bp

Sekil 5.25. MKN45 hiicre hattina miR34a geninin 72 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon iriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristine+decitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
bandi)

5.2.3.3. miR9-3 Gen Metilasyon Seviyesi

Uygulama yapilmamis MKN45 kontrol hiicrelerinde miR9-3 geninin tamamen
metile oldugu goriildi. Demetilasyon bandi goriilmedi. Decitabine uygulamasi
sonucunda hem 48 hem de 72. saatlerde demetilasyon bandi goriildii. 48. saatte 72.

saate kiyasla daha kalin ve parlak bant iiriinii gézlemlendi.

Vincristine uygulamasi sonrasinda miR9-3 genindeki metilasyon durumuna
bakildiginda, kontrole kiyasla hem 48 hem de 72. saatlerde demetilasyonda cok silik
bantlar yakalandi. 72. saate kiyasla 48. Saatte daha kalin ve parlak bir bant elde edildi.

Her iki saat dilimi igin, decitabinee kiyasla demetilasyonun daha az oldugu goriildii.

Vincristine ve decitabine’nin birlikte uygulanmasi sonrasinda miR9-3
genindeki metilasyon durumuna bakildiginda, kontrole kiyasla hem 48 hem de 72.
saatlerde demetilasyonda parlak bantlar yakalandi. 72. saate kiyasla 48. Saatte daha
kalin ve parlak bir bant elde edildi. 48. saatte yalnizca decitabine uygulanmis hiicrelere
kiyasla demetilasyon bandinin daha parlak oldugu goriildii. 72. saatte ise, yalnizca
decitabine uygulanan hiicrelerin 72. saatteki demetilasyon bandi ile ayni parlaklik ve

kalinliga sahip oldugu gézlemlendi.

Elde edilen 48. saat jel goriintiisii Sekil 5.26’da, 72. saat jel goriintiisii Sekil
5.27°de gosterilmistir.

66



50BP LADDER DAC-M DAC-DM VCR-M VCR-DM DAC+VCR-M DAC+VCR-DM KONTROL-M KONTROL-DM

Sekil 5.26. MKN45 hiicre hattina miR9-3 geninin 48 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon iiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristinetdecitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
band1)

S0BP LADDER DAC-M DAC-DM VCR-M VCR-DM DAC+VCR-M DAC+VCR-DM KONTROL-M
KONTROL-DM

Sekil 5.27. MKN45 hiicre hattina miR9-3 geninin 72 saat boyunca decitabine ve vincristine
uygulamasi sonucu metilasyon tiriinleri (DAC-M: decitabine metilasyon bandi, DAC-DM: decitabine
demetilasyon bandi, VCR-M: vincristine metilasyon bandi, VCR-DM: vincristine demetilasyon bandi,

VCR+DAC-M: vincristinetdecitabine metilasyon bandi, VCR+DAC-DM: vincristine+decitabine
demetilasyon bandi, KONTROL-M: kontrol metilasyon bandi, KONTROL-DM: kontrol demetilasyon
band1)

5.2.4. MKN45 Hiicre Hattinda Decitabine ve Vincristine Uygulanmasi ile
Elde Edilen Ger¢ek-Zamanh PZR Sonuglari

5.2.4.1. pri-miR335 Ekspresyon Diizeyi

MKN45 hiicrelerine uygulanan 2,5 uM decitabine uygulamasi sonucunda, B-
aktin ile 22T metodu uygulanarak normalize edilen ve eskpresyon seviyesi dlgiilen
pri-miR335’in ekspresyon seviyesi 48. ve 72. saat i¢in Sekil 5.28’de gosterilmistir.

Elde edilen ve iki biyolojik ile {i¢ teknik tekrar1 yapilan bulgulara gore, 48. saat
boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-miR335 ekspresyon seviyesinde 2,6
kat artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde ilging
olarak pri-miR335 ekspresyon seviyesinde 0,6 katlik bir diisiis meydana gelmistir.
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48. saat boyunca vincristine uygulanmasi neticesinde pri-miR335 ekspresyon
seviyesinde 3,2 katlik bir artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca vincristine
uygulanmasi sonrasinda ise pri-miR335 ekspresyon seviyesinde 1,2 katlik bir artig

gorilmiistiir.

Yine 48 saat boyunca VCR ve DAC birlikte uygulanmasi sonucunda pri-
miR335 ekspresyon seviyesinde 5,9 katlik bir artis goriilmiistiir. 72 saat boyunca
VCR+DAC uygulamasi ile pri-miR335 ekspresyon seviyesinde 1,9 katlik bir artis
yakalanmustir.

MKNA45 pri-miR335 Ekspresyon Seviyesi

N w SN o (2] ~
——

Goreceli Kat Artist

[N

|
-' ---.

Kontrole gore artis miktari

o

m KONTROL 48H mDAC 2.5upM 48H ®VCR 300nM 48H = DAC+VCR 48H
mKONTROL 72H mDAC 2.5uM 72H ®VVCR 300nM 72H m DAC+VCR 72H

Sekil 5.28. Ger¢ek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 48 ve 72 saat boyunca DAC ve VCR
uygulamasi neticesinde pri-miR335 ekspresyon seviye degisimi

5.2.4.2. pri-miR34a Ekspresyon Diizeyi

MKN45 hiicrelerine uygulanan 2,5 uM decitabine uygulamasi sonucunda, -
aktin ile 22T metodu uygulanarak normalize edilen ve eskpresyon seviyesi dl¢iilen
pri-miR3a’nin ekspresyon seviyesi 48. ve 72. saat i¢in Sekil 5.29’da gosterilmistir.

Elde edilen ve iki biyolojik ile ii¢ teknik tekrar1 yapilan bulgulara gore, 48. saat
boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-miR34a ekspresyon seviyesinde 4 kat
artts meydana gelmistir. 72 saat boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-
miR34a ekspresyon seviyesinde 2 katlik bir artis meydana gelmistir.

48. saat boyunca vincristine uygulanmasi neticesinde pri-miR34a ekspresyon
seviyesinde 5,1 katlik bir artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca vincristine
uygulanmas1 sonrasinda ise pri-miR34a ekspresyon seviyesinde 3,3 katlik bir artig

goriilmiistir.

Yine 48 saat boyunca VCR ve DAC birlikte uygulanmasi sonucunda pri-
miR34a ekspresyon seviyesinde 7,4 katlik bir artis goriilmiistiir. 72 saat boyunca
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VCR+DAC uygulamasi ile pri-miR34a ekspresyon seviyesinde 5,3 katlik bir artig
yakalanmuistir.

MKNA45 pri-miR34a Ekspresyon Seviyesi

I

| I
-I -..

Kontrole gore artig miktari

Goreceli Kat Artist

o P N W A~ OO N 00 ©

m KONTROL 48H mDAC 2.5uM 48H = VCR 300nM 48H = DAC+VCR 48H
®KONTROL 72H mDAC 2.5uM 72H ®VVCR 300nM 72H m DAC+VCR 72H

Sekil 5.29. Gergek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 48 ve 72 saat boyunca DAC ve VCR

uygulamasi neticesinde pri-miR34a ekspresyon seviye degisimi
5.2.4.3. pri-miR9-3 Ekspresyon Diizeyi

AGS hiicrelerine uygulanan 2,5 uM decitabine uygulamasi sonucunda, 53-
aktin ile 22T metodu uygulanarak normalize edilen ve eskpresyon seviyesi dlgiilen
pri-miR9-3’iin ekspresyon seviyesi 48. ve 72. saat i¢in Sekil 5.30°da gosterilmistir.

Elde edilen ve iki biyolojik ile {i¢ teknik tekrar1 yapilan bulgulara gore, 48. saat
boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-miR9-3 ekspresyon seviyesinde 2,3
kat artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca decitabine uygulanmasi neticesinde pri-
miR9-3 ekspresyon seviyesinde 1,7 katlik bir artis meydana gelmistir.

48. saat boyunca vincristine uygulanmasi neticesinde pri-miR9-3 ekspresyon
seviyesinde 6,7 katlik bir artis meydana gelmistir. 72 saat boyunca vincristine
uygulanmasi sonrasinda ise pri-miR9-3 ekspresyon seviyesinde 1,8 katlik bir artig
goriilmiistiir.

Yine 48 saat boyunca VCR ve DAC birlikte uygulanmasi sonucunda pri-miR9-
3 ekspresyon seviyesinde 2,1 katlik bir artig goriilmiistiir. 72 saat boyunca VCR+DAC
uygulamasi ile pri-miR9-3 ekspresyon seviyesinde 2,1 katlik bir artis yakalanmustir.
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MKN45 pri-miR9-3 Ekspresyon Seviyesi

Goreceli Kat Artisl
D

2 I
0
Kontrole gore artis miktari

m KONTROL48H mDAC2.5uM 48H m VCR 300nM 48H m DAC+VCR 48H
m KONTROL72H m®mDAC2.5pM 72H mVCR 300nM 72H m DAC+VCR 72H

Sekil 5.30. Gergek zamanli PZR ile MKN45 hiicre hattina 48 ve 72 saat boyunca DAC ve VCR
uygulamasi neticesinde pri-miR9-3 ekspresyon seviye degisimi

Bulgularin 6zeti, 48. saat i¢in Tablo 5.1°de ve 72. saat i¢in Tablo 5.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 5.1. Elde edilen 48 saat bulgulari

Pri- 0,8 kat azalma 3,2 kat artma
miR33
GERCEK 5
ZAMANLI PZR ILE | Pri- 1,09 kat artma 5,1 kat artma
KONTROLE GORE | miR34
EKSPRESYON a
DEGISIMI Pri- 2,4 kat artma 6,7 kat artma
miR9-
3
miR33 | Demetilasyon yok | Demetilasyon yok
METILASYON 5 Metilasyon var Metilasyon var
SPESIFIK PZR iLE | miR34 | Demetilasyon var Demetilasyon var
METILASYON a Metilasyon var Metilasyon var
DURUMU miR9- | Demetilasyon var | Demetilasyon yok
3 Metilasyon var Metilasyon var
Pri- 2-3 kat artma 2,6 kat artma
miR33
GERCEK 5
ZAMANLI PZR ILE | Pri- 1,7 kat artma 4 kat artma
KONTROLE GORE | miR34
EKSPRESYON a
DEGISIMI Pri- 2,1 kat artma 2,3 kat artma
miR9-
3
miR33 | Demetilasyon var Demetilasyon var
METILASYON 5 Metilasyon var Metilasyon var
SPESIFIK PZR iLE | miR34 | Demetilasyon var Demetilasyon var
DEMETILASYON a Metilasyon var Metilasyon var
DURUMU miR9- | Demetilasyon var | Demetilasyon var
3 Metilasyon var Metilasyon var
Pri- 2,4 kat artma 5,9 kat artma
miR33
GERCEK 5
ZAMANLI PZR ILE | Pri- 1,5 kat artma 7.4 kat artma
KONTROLE GORE | miR34
EKSPRESYON a
DEGISIMI Pri- 2,3 kat artma 6,7 kat artma
miR9-
3
miR33 | Demetilasyon var Demetilasyon var
METILASYON 5 Metilasyon var Metilasyon var
SPESIFIK PZR iLE | miR34 | Demetilasyon var Demetilasyon var
DEMETILASYON a Metilasyon var Metilasyon var
DURUMU miR9- | Demetilasyon var | Demetilasyon var
3 Metilasyon var Metilasyon var
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Tablo 5.2. Elde edilen 72 saat sonuglari

GERCEK Pri- 0,7 kat azalma 1,2 kat artma
ZAMANLIPZR | MR335
iLE KONTROLE Pri- 1,3 kat artma 3,3 kat artma
GORE miR34a
EKSPRESYON Pri- 1,8 kat artma 1,8 kat artma
DEGISIMI miR9-3
) miR335 | Demetilasyon yok | Demetilasyon var
METILASYON Metilasyon var Metilasyon var
SPESIFIK PZR miR34a | Demetilasyon var Demetilasyon var
ILE Metilasyon var Metilasyon var
METILASYON _ _ ;
DURUMU miR9-3 | Demetilasyon var Demetilasyon yok
Metilasyon var Metilasyon var
ZAMANLIPZR | MR335
iLE KONTROLE Pri- 0,9 kat azalma 2 kat artma
GORE miR34a
EKSPRESYON Pri- 2,2 kat artma 1,7 kat artma
DEGISIMI miR9-3
_ miR335 | Demetilasyon var Demetilasyon var
METILASYON Metilasyon var Metilasyon var
SPESIFIK PZR miR34a | Demetilasyon var Demetilasyon var
ILE . Metilasyon var Metilasyon var
DEMETILASYON . - -
DURUMU miR9-3 | Demetilasyon var Demetilasyon var
Metilasyon var Metilasyon var
GERCEK Pri- 0,8 kat azalma 1,9 kat artma
ZAMANLIPZR | MR335
iLE KONTROLE Pri- 1,5 kat artma 5,3 kat artma
GORE miR34a
EKSPRESYON Pri- 4,3 kat artma 2,1 kat artma
DEGISIMI miR9-3
. miR335 | Demetilasyon var | Demetilasyon var
METILASYON Metilasyon var Metilasyon var
SPESIFIK PZR miR34a | Demetilasyon var Demetilasyon var
ILE . Metilasyon var Metilasyon var
DEMETILASYON - - -
DURUMU miR9-3 | Demetilasyon var Demetilasyon var
Metilasyon var Metilasyon var

72




6. TARTISMA

Mide kanseri diinyada yiiksek insidans gosteren agresif bir hastaliktir. Kanser
olusumu ve gelisiminde genetik faktdrlerin yanisira epigenetik faktorler de etkilidir.
Epigenetik degisiklikler DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari ve RNA
miidehalesi ile susturmay1 kapsar (Egger ve dig., 2004).

Kanserde mevcut kalici genetik degisikliklerin  aksine, epigenetik
mekanizmalarin geri-doniistiiriilebilir 6zellik tasimasi nedeniyle, klinikte epigenetik
terapi denilen yeni bir kavram 6ne siiriilmiistiir. Bu terapiye gore, hipermetilasyonla
susturulan tiimor baskilayict genlerin demetile edilmesi ve yeniden ekspresyonlarinin

saglanmas1 hedeflenmektedir (Szyf, 2005).

miRNA’larin gen diizenlemesine direkt olarak katilmasindan o&tiirii, birgok
MIRNA mide kanseri ile iligkilendirilmistir (Cowland ve dig., 2007). Bu
mMiRNA’lardan miR335, miR34a ve miR9-3 tiimor baskilayici 6zelligi gosterir ve
hipermetilasyon yoluyla mide kanserinde susturuldugu literatiirde gosterilmistir ve bu
sebepten bu ¢alismada kullanilmak tizere se¢ilmistir (Loginov ve dig., 2016; Lodygin
ve dig., 2008; Zhang ve dig., 2017).

Mide kanseri patogenezinde, bu anormal ekspresyonun DNA metilasyonu
yoluyla susturulma ve DNA demetilasyonu yoluyla acilma sebebiyle oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir (Ando ve dig., 2009). Bu sebeple, mide kanserinde timor
baskilayict 6zellik gosteren miRNA’larin genlerinin metilasyon statiileri 6nem
gostermektedir ve bu tez kapsaminda mide kanser patogenezinde etkili olan

miRNA’larin metilasyon statiileri incelenmistir.

Mide kanserinde kombinasyon tedavisi igerisinde kullanilan vincristine

fonksiyonel olarak, mitotik igler icindeki mikrotiibiilleri engelleyerek timor
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biiyiimesini ~ durdurur  (Johnson ve dig., 1963). Vincristine’nin diisiik
konsantrasyonunun, insan akciger adenokarsinoma hiicrelerinde metillenmis sitozini
diislirdligi rapor edilmistir (Nyce, 1989). Ayrica bu kemoterapdtik ilacin mide
kanserinde DNA metilasyonuna etkisiyle ilgili literatiirde herhangi bir g¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica vincristine’nin DNA metilasyonu iizerindeki etkisinin gene

0zgii olup olmadigi bilinmemektedir.

Calismamizda kullanilmak tizere mide adenokarsinoma hiicreleri olan AGS ve
MKN45 hiicreleri secilmistir. Her iki hiicre hatt1 da epitel morfolojiye sahiptir.
MKN4S5 hiicreleri zayif olarak farklilasmis mide adenokarsinomlarindan iiretilmistir.
AGS hiicrelerinin kendini ¢ogaltma siiresi 20 saatken, MKN45 hiicrelerinin 30-33
saattir. Her iki hiicre hatt1 da CD44 hiicre yiizey markoriine sahiptirler ve kanser kok
hiicresi profili ¢izerek farklilasma siirecine girerek tiimorogenezi arttirirlar (Takaishi

ve dig., 2009).

Bu baglamda yapilan ¢alismada, mide adenokarsinoma hiicre hatlarina global
demetilasyon ajani olan decitabine ve kemoterapotik bir ilag olan vincristine’in tek
basina veya kombine sekilde maruziyetlerini takiben; mide kanserinde hipermetile
halde olan, diisiik ekspresyon gosteren ve tiimor baskilayici 6zellikte olan miR335,
miR34a ve miR9-3 genlerinin metilasyon durumlar: saate bagl olarak incelenmis ve

ekspresyon profillerindeki degisim kantitatif olarak gosterilmistir.

AGS ve MKN45 hiicre hatlarina uygulanan vincristine ve decitabine’nin
sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in, yapilan MTT testinde, MKN45 hiicre hattinda
48. saatte decitabine’nin biitiin dozlarinda hiicre yasayabilirliginde artis gortilmustiir.
MKNA45 hiicrelerinin kendilerini esleme siireleri 30-33 saat oldugundan, ve decitabine
etkisini hiicrenin S fazinda gosterdiginden, niikleosid analogunun DNA’ya dahil
olduktan sonra, ilave decitabine {irtinlerinin proteozom tarafindan bozunmasi
gerceklesir ve bundan sonra DNA tekrar eski haline donerek DNMT yoklugunda DNA
sentezini siirdiirmiis olur. Bu sebepten, 48. saatteki uygulanan biitiin dozlarda
decitabine sitotoksik bir etki gostermemis olabilir ve stabilizasyonunu kaybeden bu
ajan proteozom tarafindan degrede edilmis ve hiicre toksik etkiden kurtulmus olabilir.
Bu baglamda, segilen 2,5 uM konsantrasyonu hem AGS hem de MKN45 hiicreleri i¢gin
sitotoksisite acisindan uygundur ve literatiir bilgisiyle de desteklenmektedir(Loginov

ve dig., 2016; Lodygin ve dig., 2008; Zhang ve dig., 2017).
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Hem AGS hem de MKN45 hiicrelerinde 48. ve 72. saatlerinde 300 nM
vincristine konsantrasyonunda hiicre yasayabilirligi daha diisiik konsantrasyonlara
kiyasla kurtarilmistir, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda yasayabilirlikte daha
fazla diisiis goriilmiistiir ve bu istatistiki olarak anlamlidir. Bu sebepten 100, 200 ve
300 nM vincristine uygulanmig AGS ve MKN45 hiicrelerindeki miRNA ekspresyon
seviyeleri incelenmis ve 300 nM konsantrasyonunda digerlerine kiyasla daha yiiksek
ekspresyon diizeyi goriilmiistiir (data burada gosterilmemistir). Ekspresyon diizeyleri
incelenen miRNA’larin  timo6r baskilayici  6zellikleri, hiicrenin yaslanmaya
yonlendirilmesi ve hiicre dongiisiiniin  bastirilmasi  yoniinde 6zellikle etki
gosterdiginden, hiicrelerin kendilerini kurtarma yoniine gittikleri doz ve saat araligi

secilmistir.

Bu tez kapsaminda bakilmis olan miR34a, miR335 ve miR9-3’lin timor
baskilayici 6zelliklerinden 6tiirli, mide kanserinde diisiik ekspresyon gosterdikleri ve
anormal DNA metilasyonuna ugradiklar1 gosterilmistir (Tang ve dig., 2015; Zhang ve
dig., 2015; Tsai ve dig., 2011). Elde ettigimiz bulgulara gére miR335 ve miR9-3
normal kosullarda hipermetile haldedir. miR34a’da ise hem metilasyon hem de

demetilasyonun goriilmektedir.

AGS hiicre hattinda, decitabine uygulanan hiicrelerde miR335 geninde
demetilasyon gerceklesmistir. 72. saatte gergeklesen demetilasyonun 48. saatteki
demetilasyon sonucuna kiyasla daha az oldugundan, decitabine’nin diisiik
stabilizasyonundan otiirli, zaman gectikge stabilizasyon kaybi1 yasanmasindan
kaynakli olabilir. Ayrica hiicreler deney basinda senkronize edilmedigi i¢in hiicrelerin
tamamimin S fazinda olamayacagindan, uygulanan decitabine biitiin hiicrelere ayni
etkiyi gostermemis olabilir. AGS hiicre hattina 48 ve 72 saatleri boyunca vincristine
uygulanmasi neticesinde vincristine’nin  AGS  hiicrelerinde, miR335 geninde
metilasyonu indiikledigi ve bdylece pri-mir335 ekspresyonunu diisiirdiigii, hem
metilasyon analizi hem de ekspresyon analizinde goriilmektedir. Bu durum akciger
adenokarsinomlarinda  vincristine’nin ~ metilasyonu  arttirdign ~ bulgusunu
desteklemektedir (Nyce, 1989). AGS hiicre hattina 48 ve 72 saatleri boyunca
decitabine ve vincristine birlikte uygulanmasi ile alinan sonuglarda, metilasyon veya
demetilasyonun indiiklenmesinde VCR ve DAC’mn yarismali metilasyon paterni
ortaya cikarttigim1 diisiindlirmektedir. Literatiirde bununla ilgili bir bilgiye

rastlanmamuistir.
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AGS hiicre hattinda miR34a geninde higbir sey uygulanmamis kontrol
hiicrelerinde metilasyon ve demetilasyon durumlar birlikte goriilmektedir. AGS hiicre
hattina 48 ve 72 saatleri boyunca DAC, VCR, DAC+VCR uygulanmas1 neticesinde
her iki saat diliminde miR34a geninde metilasyon ve demetilasyon birlikte
goriilmiistiir. Bu sebepten, deney gruplar1 arasindaki demetilasyon patern
farkliliklarinin analizi ancak gergek-zamanli metilasyon spesifik PZR yapilarak

kantitatif olarak gosterilebilir.

Yalniz DAC uygulanan AGS hiicrelerinde 48. saatte kontrole kiyasla pri-
miR34a ekspresyonunda artis meydana gelirken, 72. saatte ekspresyonda azalma
goriilmiistiir. Bu durum yine DAC’1n stabilizasyonunun kaybiyla ve biitiin hiicrelerin
S fazinda olamamasiyla agiklanabilir. Bu durum, pri-miR34a ekspresyonunu
indiikleyen p53 ve p53 sinyal yolaklariyla iliskili de olabilir. Bu anlamda, ekspresyonu
etkileyebilecek  diger epigenetik degisikliklerle birlikte, transkripsiyonun
diizenlenmesini saglayan sinyal yolaklarina bakilmalidir. Yalniz VCR uygulanan AGS
hiicrelerinde hem 48 hem de 72. saatlerde kontrole kiyasla pri-miR34a
ekspresyonunda artis meydana gelmistir. Ancak metilasyon spesifik PZR sonuglarina
gore kantitatif olarak kiyaslamak ne yazik ki miimkiin olmadigindan, VCR’nin bu
ekspresyon artisin1 demetilasyon yolu ile mi yoksa diger hiicre i¢i mekanizmalarin
VCR uygulamasi neticesinde degiserek ilgili genin ekspresyonunu etkileyerek mi
yaptigi ile ilgili yorum yapilamamaktadir. Hem DAC hem de VCR uygulanan AGS
hiicrelerinde hem 48 hem de 72. saatlerde elde edilen pri-miR34a ekspresyon sonuglari
hem kontrole, hem yalniz DAC ve yalniz VCR uygulanan gruplarla kiyaslandiginda

uyumludur.

AGS hiicre hattinda miR9-3 geninde, 48 ve 72 saatleri boyunca DAC
uygulanmasi neticesinde her iki saat diliminde hi¢bir sey uygulanmamis kontrole
kiyasla miR9-3 geninde demetilasyon gergeklesmistir. Ancak 72. saatte gerceklesen
demetilasyon, 48. saattekine kiyasla daha az parlak bir bant paterni vermistir. Gergek
zamanli PZR sonuglarina bakildiginda pri-miR9-3 ekspresyonu kontrol hiicrelerine
kiyasla her iki saat diliminde artis gdstermistir. Bu durum literatiir ile uyumludur (Tsali

ve dig., 2011).

AGS hiicre hattina yalnizca VCR uygulandiginda, VCR’nin miR9-3 geni

tizerinde demetilasyonu indiikledigi gosterilmistir. Bu demetilasyon vincristine
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etkisiyle direkt olarak gergeklesmis olabilecegi gibi (6rnegin DNMT’lerin vincristine
sonucu inhibisyonu veya histon modifiye edici proteinlerin inhibisyonu gibi), direkt
olmayan hiicre i¢i mekanizmalarla (6rnegin miR9-3 ekspresyonunu indiikleyen MYC
onkoproteinlerinin miR9-3 gen lokusunda etki géstermesi ile) da gergeklesmis olabilir.
AGS hiicre hattina hem VCR hem de DAC birlikte uygulandiginda, her iki saat
diliminde metilasyon spesifik PZR islemiyle demetilasyon bantlarina rastlanmistir.
Gergek zamanli PZR islemlerine bakildiginda, 48. saatteki pri-miR9-3 ekspresyon
artis1, 72. saatteki ekspresyon artigina kiyasla daha azdir ve bu sonuglar deney gruplari

kendi aralarinda kiyaslandiginda birbiriyle uyumludur.

MKN4S5 hiicre hattina 48 ve 72 saatleri boyunca DAC uygulanmasi neticesinde
her iki saat diliminde hi¢bir sey uygulanmamis kontrole kiyasla miR335 geninde
demetilasyon gergeklesmistir. Demetilasyon olmasina ragmen, 72. saatte gerceklesen
ekspresyon diisiisli, gen lzerinde farkli modifikasyonlarin gergeklestigini isaret
edebilir. Dolayisiyla ileriki ¢alismalarda bu saat diliminde gergeklesen bu ekspresyon
azalmasinin sebepleri arastirilabilir. Yalniz VCR uygulanmasi neticesinde her iki saat
diliminde hig¢bir sey uygulanmamis kontrole kiyasla, 48. saatte miR335 geninde
demetilasyon ger¢eklesmezken, 72. saatte demetilasyon gerceklesmistir. Gergek
zamanli PZR sonuglarina bakildiginda 48. saatte pri-miR335 ekspresyonu kontrole
kiyasla ve 72. saate kiyasla daha fazla artmistir. 48 ve 72. saatler kendi aralarinda
kiyaslandiginda demetilasyon band1 72. saatte olmasina ragmen ekspresyon artisi 48.
saate kiyasla daha az gerceklesmistir. Dolayisiyla pri-miR335’in ilerleyen zamanda
vincristine  indiiklenmesiyle farkli  hiicre i¢i molekiiler —mekanizmalarla
ekspresyonunun azaltilmig olabilecegi diistiniilmektedir. DAC ve VCR birlikte
uygulanmas1 neticesinde her iki saat diliminde hi¢bir sey uygulanmamis kontrole
kiyasla miR335 geninde demetilasyon gerceklesmistir. Gergek-zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu sonuglarina bakildiginda ise, her iki saat diliminde pri-miR335
ekspresyonunda artig goriilmesi yalniz VCR uygulanmis deney grubuyla

karsilastirildiginda uyumluluk goésterir.

AGS hiicrelerinde oldugu gibi, MKN45 hiicre hattinda da, miR34a geni
tizerinde, hi¢bir sey uygulanmamis kontrol hiicrelerinde metilasyon ve demetilasyon
durumlari birlikte goriillmektedir. Bu sebepten, deney gruplari arasindaki demetilasyon
patern farkliliklarinin analizi ancak gercek-zamanli metilasyon spesifik PZR yapilarak

kantitatif olarak gosterilebilir. DAC, VCR, DAC+VCR uygulanmasi neticesinde her
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iki saat diliminde ve her bir ila¢ uygulamasinda pri-miR34a ekspresyonunda artig
goriilmistiir. Bu sonuca gore, MKN45 hiicre hattina uygulanan VCR demetilasyonu
saglamis ve neticesinde gen ekspresyonu artmistir. Global DNA metilasyon inhibit6rii
olan DAC, MKN45 hiicrelerinin kendilerini katlama zamanina uygun olarak her iki

saat diliminde de demetilasyonu saglayarak ekspresyonu arttirma yoniine gitmistir.

MKN45 hiicre hattinda miR9-3 geninde, higbir sey uygulanmamis kontrol
hiicrelerinde metilasyon durumu goriiliirken; demetilasyon durumu goriilmemektedir.
Yalniz DAC uygulanmasi neticesinde elde edilen verilerde, demetilasyon paternleri
ile ekspresyon seviyeleri arasindaki iligki birbiriyle uyumludur. Yalniz VCR
uygulamasi sonrasinda her iki saat dilimi i¢in, decitabine’e kiyasla demetilasyonun
daha az oldugu goriilmistiir. Ger¢ek zamanlt PZR sonuglarina bakildiginda pri-miR9-
3 ekspresyonu kontrol hiicrelerine kiyasla her iki saat diliminde artis gdstermekle
birlikte, 48. saatte 72. saate kiyasla pri-mir9-3 ekspresyonu daha fazla artmistir. Bu
sonuglar demetilasyon paternleriyle uyumludur. DAC ve VCR birlikte uygulanmasi
neticesinde her iki saat diliminde hicbir sey uygulanmamis kontrole kiyasla miR9-3
geninde demetilasyon gerceklesmistir ve bant parlakliklari aynidir. Gergek zamanli
PZR sonuglarina bakildiginda pri-miR9-3 ekspresyonu kontrol hiicrelerine kiyasla her
iki saat diliminde ayni artis miktarimn1 gostermistir. Bu veriler demetilasyon

paternleriyle uyumludur.

Ozetle, MKN45 ve AGS mide kanser hiicre hattinda yapilan bu calisma ile
epigenetik mekanizma igerisine dahil olup gen ifadesinin susturulmasinda gérev alan
miRNA’larin ve genlerinin nasil epigenetik modifikasyona ugradigir gosterilmistir.
Bunun yanisira mide kanser tedavisinde kullanilan vincristine’nin, bu epigenetik
degisikliklere nasil etki ettiginin incelemesi yapilmistir. Her iki hiicre hattinda da
bakilan miRNA genlerinin demetilasyon paternleri birbirlerinden farklilik
gostermektedir. Demetilasyon tayini ic¢in kullanilan geleneksel PZR yerine,
metilasyon statiilerinin miktarin1 gérebilmek adina gergcek-zamanl PZR kullanilarak
metilasyon inhibisyonu kantitatif olarak 6l¢iilebilir. Demetilasyonun goriildiigii ancak,
ekspresyonun azaldigi zaman araliklarinda, ilgili genlerin susturulmasina sebep

olabilecek diger hiicre i¢i mekanizmalar ve epigenetik degisiklikler incelenmelidir.

Gen susturma, DNA metiltransferazlar kadar; histon deasetilazlar, metile CpG

adalarina baglanan proteinler ve kromatini yeniden diizenleyen molekiiller gibi pek
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cok farkli mekanizmanin bir arada ¢aligmasiyla gerceklesen bir epigenetik degisimdir.
Dolayistyla. DNMT’lerin inhibe edilmesine bagli olarak DNA’da hipometilasyon
gerceklesse bile, bu hipometilasyon kendini her zaman genin ekspresyonunda artis
seklinde gostermez. Ciinkii gen ekspresyonu i¢in DNA’nin metilasyon durumu kadar,
DNA’nin bulundugu kromatin yapisinin da transkripsiyon faktorlerinin rahatca

ulagabilecegi bir konumda olmasi gerekir.

DNA demetilasyonu ¢alismalari ile ilgili 6nemli konulardan biri de uygun
yontemin secilmesidir. 5-Aza dC gibi bir demetilasyon ajani hiicreye verildiginde
global demetilasyon yapabilir. Dolayisiyla istenilen bolgede demetilasyon yapip
yapmadigin1 gérmek i¢in sadece ekspresyon diizeylerine bakilmast dogru bir yaklagim
olmaz. Promotdr bolgelerinde bulunan CpG adaciklariin bolgede tek bir bolgede
toplanmamig olmasi, birden fazla CpG adaciklarinda goriilen metilasyonlarin ve
demetilasyonlarin genin acilip kapanmasima etkisi ekspresyon diizleminde farkli
olabilir. Calismada kullanilan metilasyon spesifik PZR islemi, belirli bir CpG
adacigini hedef almistir ve demetilasyona kiyasla ters bir orant1 gosteren ekspresyon
degisiklikleri, ayn1 promotor bolgesindeki farkli CpG adaciklarindaki metilasyon
paternleriyle ilintili olabilir. Bu nedenle bisiilfit reaksiyonu sonrasi sekanslama,
metilasyona spesifik restriksiyon enzimlerini kullanma gibi direkt olarak DNA’y1
hedef alan tekniklerle ¢calismak, demetilasyon sonuglarini dogru yorumlama yoniinde
daha faydali olabilir. Ayrica ilgili miRNA’larin ekspresyonlarini diizenleyen
protoonkogenler ve tiimor baskilayict genlerin ekspresyonlar1 incelenerek, bu
miRNA’larin ekspresyon profillerinin gen metilasyonu yoluyla mi1 yoksa ekspresyonu
indiikleyen veya inhibe eden bu genler tarafindan mi1 yapildig: belirlenebilir. Bunun
yanisira, bakilan pri-miRNA’larin olgun miRNA ekspresyon profilleri incelenerek gen
susturulmasmna olan etkisi, hedef mRNA’larin ekspresyon seviyelerinin de

incelenmesiyle gergeklestirilebilir.
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