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OZET

Onciil, S. Karaciger ve Meme Kanseri Hiicreleri ile Embriyonik Bébrek
Hucrelerinde Doksorubisinin - Apoptotik  Genlerin  ve  MDR-1 Geninin
Ekspresyon Diizeylerine Etkisi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Biyokimya Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2013. Bu tez
calismasinda MCF-7 (meme), HEPG2 (karaciger) kanserli hiicre hatlart ve
embriyonik bobrek hiicresi hattt HEK293, apoptozun isleyisinde belirli genlerin rolii
ve apoptoz durumunda bu genlerin ekspresyon diizeylerinin incelenmesi amaciyla bir
anti-kanser ilaci olan Doksorubisin (DOX)’in artan dozlari ile muamele edilmistir.
Bu hiicrelerde apoptoz yolagiin en 6nemli geni olan TP53’lin 72. kodonunda tek
niikleotit polimorfizmi (SNP) bulunup bulunmadigina bakilmis ve hepsinde Arg/Pro
heterozigot formu tespit edilmistir. Daha sonra TP53, MDM2, BCL-2, BAX ve
MDR-1 genlerinin ekspresyon diizeylerine bakilmistir. Buna gére MCF-7 ve HEPG2
hiicrelerinde TP53’iin ekspresyon diizeyi diisiik ilag dozlarinda artarken; yiiksek
dozlarda azalma gostermistir. HEK293 hiicrelerinde ise dozdan bagimsiz bir azalma
gbzlenmistir. MCF-7 hicrelerinde MDM2’nin ekspresyon dizeyi 400 ve 800 nM
DOX uygulamasinin ardindan belirgin bigimde azalirken; HEPG2 ve HEK293’de ise
diisiik ilag dozlarinda artmig, daha yiiksek dozlarda azalmistir. BCL-2’nin
ekspresyon dizeyi MCF-7 ve HEK293’de uygulanan ilag dozundan bagimsiz olarak
azalma gosterirken; HEPG2 hiicrelerinde 50 nM ilag uygulamasiyla artmis, daha
yiiksek dozlarda ise azalmistir. BAX’in ekspresyon diizeyi MCF-7 hiicrelerinde
diisiik dozlarda artarken; daha yiiksek dozlarda azalmistir. HEPG2 hiicrelerinde 50
nM ila¢ dozunun uygulanmasiyla artmis, daha yiiksek dozlarda ise kontrole gore ayni
kalmistir. Artan ilag dozuyla birlikte MDR-1’in ekspresyonu kontrole kiyasla MCF-7
hiicrelerinde azalmig, HEPG2 hiicrelerinde goreceli aynmi kalmis, HEK293
hiicrelerinde ise artig gostermistir. Boylece bu ii¢ hiicre hattinin farkli apoptoz ve

coklu ilag direnci profillerine sahip oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, p53, Coklu ilag¢ Direnci, Gen Ekspresyonu
Destekleyen Kurum: H.U.B.A.B (Proje numaras1: 08 01 301 002).
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ABSTRACT

Oncul, S. Effect of Doxorubicin on Expression Levels of Apoptotic Genes
and MDR-1 Gene in Liver and Breast Cancer Cells and Embryonic Kidney
Cells. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Master Thesis in
Biochemistry, Ankara, 2013. In this study, in order to investigate roles of certain
genes and expression levels of these genes in apoptosis, MCF-7 (breast), HEPG2
(liver) cancer cells and HEK293 embryonic kidney cells were treated with increasing
doses of Doxorubicin (DOX). It was examined whether these cells have single
nucleotide polymorphism on codon 72 of the most important gene of apoptotic
pathway, p53 and Arg/Pro heterozygote form is detected in all the cells. Later,
expression levels of TP53, MDM2, BCL-2, BAX and MDR-1 measured. According
to the results, expression level of TP53 was increased in low doses and decreased in
higher doses of the drug in MCF-7 and HEPG2 cells. In HEK293 cells, it was
decreased in dose-independent manner. The expression level of MDM2 was
significantly decreased in MCF-7 cells when they were treated with 400 and 800 nM
DOX; while it was increased in lower doses and decreased in higher doses in HEPG2
and HEK?293 cells. The expression level of BCL-2 was decreased in MCF-7 and
HEK?293 cells independently from the applied doses. In HEPG2 it was increased with
the exposure of 50 nM dose of drug and decreased with the higher doses. The
expression level of BAX was increased in lower doses and decreased in higher doses
in MCF-7 cells. In HEPG2 cells, it was increased with 50 nM dose of drug and
remained unchanged in higher doses when compared to the control. The expression
of MDR-1 is decreased in MCF-7 cells when compared to the control, remained
relatively unchanged in HEPG2 cells and increased in HEK293 cells with increasing
doses of the drug. Thus it was demonstrated that these three cells lines have different

apoptosis and multiple drug resistance profiles.

Key Words: Apoptosis, p53, Multiple Drug Resistance, Gene Expression
Supported by: H.U.B.A.B (Project Number: 08 01 301 002).
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1. GIRIS

Canlilarda hiicre Oliimiiniin farkli tipleri genellikle izledikleri yola ve
morfolojik 6zelliklerine gore tanimlanmaktadir. Apoptoz, hiicrenin yuvarlaklagmasi,
hiicresel hacmin azalmasi (piknoz) ve psddopodlarin geri cekilmesi ile birlikte
nukleus ve kromatinin kondenzasyonu ve nikleer fragmantasyon ile karakterize
edilen programlanmis hiicre Sliimiidiir. Apoptozun Kerr ve arkadaslari tarafindan
1970’lerde tanimlanmasindan beri apoptoz, biyolojik arastirmalarda en ¢ok incelenen
stireclerden biri olmustur (1). p53, DNA hasar1, hipoksi ya da onkojen aktivasyonu
gibi bazi hiicresel stres faktorleri ile aktive olabilen ve DNA hasar1 tamir edilene
kadar hiicre dongiistiniin durdurulmasinda rol oynayan tiimor baskilayici bir
proteindir (2). DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar siddetli oldugunda ise p53
yolaginin aktivasyonu, tamir edilemeyen DNA’ya sahip hiicrelerin boliinmesini
onlemek amaciyla apoptoz ile sonuglanmaktadir (3). p53 proteini insanlarda gorulen
kanser tiirlerinin yaklasik %50’sinde mutasyona ya da delesyona ugramistir (4). Bu
nedenle p53 proteinini kodlayan TP53 geni ve p53 yolaginda bulunan diger bazi
genler olan MDM2, BCL-2 ve BAX’1n ekspresyon diizeylerinin kanser gelisiminde
onemli rolii bulunmaktadir.

Birgok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan Doksorubisin (DOX),
antrasiklin-tipi bir ilagtir (5) ve kanser hiicreleri ilizerinde c¢ogalmayi Onleyici
aktivitesini 1ki farkli mekanizma olan interkalasyon ve enzim inhibisyonu ile
gostermektedir. Her iki mekanizma da hiicre 6liimiine yol agan DNA hasari ile
sonuclanmaktadir (6,7). Coklu ilag direnci, yapisal benzerligi bulunmayan ve
molekiiler hedefler lizerinde farkli etkileri olan farkl: ilaglara yonelik es zamanl bir
direng olarak tanimlanmaktadir (8). Kanser tedavisinin baslangicinda DOX gibi anti-
kanser ilaglarina karsi duyarli olan kanser hiicreleri, zamanla ¢oklu ila¢ direnci
gelistirebilmektedir. Coklu ila¢ direnci 1 (MDR-1) geni, anti-kanser ilaglarinin
hicreden disar1 atilmasini saglayan ve ATP-bagimli bir pompa gorevi goren (9), 170
kDa agirliginda bir zar proteini olan P-glikoprotein (P-gp)’i kodlamaktadir (10,11).
Bu nedenle MDR-1 geninin ekspresyonunun artmasi, kanser tedavisinin basarisiz
olmasina neden olan en 6nemli etkenlerden biri olarak gosterilmektedir. Bu bilgiler
g0z Oniinde bulunduruldugunda, ¢oklu ila¢ direnci ve MDR-1 geni iizerinde yapilan

calismalar, insanlarda kanser tedavisinin ilerlemesi agisindan son derece énemlidir.



Bu ¢alismada, bir anti-kanser ilaci olan ve giiniimiizde bir¢ok kanser turinun
tedavisinde klinik olarak kullanilan DOX’un insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7,
insan karaciger kanseri hiicre hattt HEPG2 ve insan embriyonik bobrek hiicresi hatti
HEK293 iizerindeki etkisi incelenmistir. MCF-7 hiicre hatti, 1970’li yillarin
baslarinda, metastatik meme kanseri olan bir kadinin akciger zar1 akintisindan elde
edilmistir (12) ve in vitro meme kanseri ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir.
Bunun sebebi bu hiicre hattinin hiicre sitoplazmasinda 0Ostrojen reseptorlerinin
bulunmasi ve bu sekilde 6strojeni isleyebilmesidir. MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasi
timor nekroz faktort (TNF)-alfa ve anti-ostrojenler ile inhibe edilebilmektedir (13).
HEPG2 hiicreleri, karaciger metabolizmasi, gelisim, onkojenesis ve hepatotoksisite
gibi alanlarda genis alanda kullanilan bir karaciger kanseri hiicre hattidir. HEPG2
hiicre hatt1 1970’li yillarin sonlarinda, farklilasmis epitelyal hepatoblastoma hastasi
15 yasinda bir erkekten elde edilmistir (14). HEK293 hiicre hatti 1970’li yillarin
baslarinda kiirtaj islemi ile anne karnindan alinmig bir fetusun saglikli bobrek
hiicrelerinin adenoviriis tip 5 ile transformasyonu sonucu elde edilmistir (15). MCF-7
ve HEPG2 hiicre hatlarinin secilmesindeki neden meme ve karaciger kanserlerinin
diinya genelinde en ¢ok goriilen kanser tiplerinden olmasi ve DOX’a kars1 duyarl
olmalar1 iken; HEK293 hiicre hattinin secilmesi ile ise, saglikli bir hiicre hattinin
DOX’a maruz birakilmasi sonucunda gozlenen etkilerin bir kontrol olarak alinmasi
amaglanmistir. Ug hiicre hatt1 da aym kosullarda ¢ogaltilmis ve aym DOX
kosullarina maruz birakilmistir. p53 yolaginda bulunan TP53, MDM2, BCL-2, BAX
ve MDR-1 genlerinin ekspresyon diizeyleri gozlenmis ve DOX ile indiiklenen
apoptoz ile ekspresyon diizeylerinin degisip degismedigine bakilmistir. Ayni
zamanda bu genlerin gen ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski incelenerek apoptoz

yolaginin isleyisi lizerine 151k tutulmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hiicrede Oliim Mekanizmalari
2.1.1. Otofaji

Otofaji, Latincede ‘kendini yiyen’ anlamma gelmektedir ve oOkaryotlarda
evrimsel siiregte yiiksek derecede korunmus olan sitoplazmik igeriginin lizozomal
yikimi ile karakterize edilen hayatta kalim cevabidir (Sekil 2.1) (16,17). Besin
yetersizligi, hipoksi, endoplazmik retikulum (ER) stresi, oksidatif stres gibi cesitli
stres uyaranlarma kars1 gelisen hiicresel bir cevaptir (17). I¢inde bulunulan duruma
bagli olarak hiicre dliimiine ya da hiicrenin hayatta kalmasina yol agabilmektedir.
Aglik durumunda reaktif oksijen tirleri (Reactive Oxygen Species, ROS)’nin
birikimi ve ATP yoklugu, genellikle oksidatif stres ile indiklenen hiicre 6limine yol
agmaktadir (18,19). Otofaji aym1 zamanda noérodejenerasyon, yaslanma, doku
gelisimi, doku farklilasmasi ve homeostazin saglanmasinda da rol oynamaktadir (20).
Otofajinin gorevini yerine getirememesi iskemi, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejenerasyon ve kanser gibi gesitli hastaliklara neden olabilmektedir (16,21).
Otofaji, rapamisinin memelilerdeki hedefi (mammalian target of rapamycin, mTOR),
fosfoinozitid-3 kinaz (PI3K), GTPaz’lar, kalsiyum ve protein sentezine katilan bazi
elemanlar gibi besin sinyal iletiminde 6nemli rol oynayan proteinler tarafindan

duzenlenmektedir (22).

Multivezikiiler Lizozom Lizozom

Otofagozom Amfizom Otolizozom

Sekil 2.1. Otofajinin asamalar1 (16).



2.1.2. Senesens

1961 yilinda insan hiicrelerinin in vitro sonsuz bir sekilde bdoliinmedigi
anlasildiktan sonra hiicresel senesens fikri ortaya atilmistir (23). Senesens, hicrenin
cogalma yetenegini geri doniisimii olmayan bicimde kaybettigi durum olarak
tanimlanmaktadir. Senesens; telomer kisalmasi, DNA hasari, onkojenik ya da
mitojenik uyaranlar ve kanserdeki sinyal transdiiksiyonu yoluyla tiimér baskilayici
mutasyon mekanizmalar1 ile tetiklenmektedir (24). Senesens geciren hicreler,
molekiiler degisikliklerin yam1 sira karakteristik morfolojik degisiklikler de
gostermektedir. Yapisal diizeyde senesens gegiren hiicrelerde ER’da yanlis katlanan
proteinler goOzlenirken (25); mikroskobik dizeyde vakuol iceren graniler
sitoplazmaya sahip genislemis, yass1 ve diizensiz hiicreler gézlenmektedir (26).

Hicrelerin  senesense girmesi hicre dongusinin  G;/S  safhasinda
gOzlenmektedir (27). Normal hucrelerin aksine senesens geciren hucreler goreceli
daha stabildir, ¢ogalma yetenegini kaybetmistir ancak; metabolik aktivitesini
korumaktadir (28). Senesens geciren hiicreler mitojenik uyaranlarin varliginda
boliinme yetenegini kaybetse de metabolik olarak aktiftir ve senesens ile iligkili -
galaktozidaz (Senescence-Associated P-galactosidase, SA-B-gal)’1, birkag biiylime
faktorlinli, sitokinleri, proteazlari, DNA hasar1 cevap proteinlerini (DNA-
SCARS/TIF) ya da heterokromatinleri eksprese edebilmektedir (29). pH 6.0’da SA-
B-gal’in senesense ugramis hiicreler tarafindan in vivo ya da in vitro olarak
ekspresyonu, senesens aktivitesinin standart bir biyobelirteci olarak kullanilmaktadir
(30).

Senesens, replikatif senesens ve onkojen ile indiiklenmis senesens olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Replikatif senesens hiicre ¢ogalmasi sonucunda kisalmig
telomerlerin birikimiyle indiklenmektedir (31). Kisalan telomerler ¢ift zincir DNA
kiriklarina yol agmakta; bu da p53 ve retinoblastoma (Rb) tiimdr baskilayici

yolaklariin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir (Sekil 2.2) (32,33).
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Sekil 2.2. Senesensde telomerlerin kirilmasi (33).

Onkojen ile indlklenen senesens (oncogene-induced senescence, OIS) ise Ras
gibi onkojenler (34), DNA hasar1 ya da diger hiicresel stresler ile aktive edilmektedir
(35). OIS ayrica kritik bir timor baskilayici genin ya da bu genin fonksiyonunun
kaybi ile de indiiklenebilmektedir (30). Bu senesense ugrayan hiicreler yeni genetik
mutasyonlarla degisime ugradiginda ise senesensden kurtulabilmekte ve ¢ogalma

durumlarina geri donebilmektedir (36).

2.1.3. Nekroz

Nekroz, hiicre 6liimiiniin oksijensiz kalma ve ani besin azalis1 gibi siddetli ve
akut ya da sicaklik, deterjanlar, kuvvetli bazlar ve radyasyona maruz kalma gibi agir
fizyokimyasal hasar durumlarinda gozlenen pasif bir sekli olarak tanimlanmaktadir
(37).

Nekroz, hiicre i¢i homeostazin bozulmasiyla hiicrenin sismesi, mitokondrinin
genellikle siserek ve patlayarak fonksiyonunu kaybetmesi, hiicresel zarin yirtilmast,
sitoplazmik igerigin hiicreler aras1 bosluga dokiilmesi ve hiicrenin lizise ugramasi ile

karakterize edilmektedir (38,39). Nekrozu in vivo sartlarda inflamatuvar cevap takip



etmektedir (40). Nekroz gegiren hiicrelerin organellerinde karakteristik morfolojik
degisiklikler gozlenirken; nukleuslarinin yapisi goreceli ayni kalmaktadir (41).

Nekroz uzun yillar boyunca kabul goriilenin aksine kontrol edilebilmektedir
(42). Programlanmis nekroz ya da nekroptoz, reseptor ile etkilesen serin-treonin
kinaz (receptor-interacting serine-threonine kinase, RIPK)’lar, Ca?* ve mitokondrinin
katildig1 birka¢ sinyal iletim selalesi arasindaki iliskinin bir sonucu olarak
gozlenmektedir. RIPK3, RIPK1 ile etkilesime girerek karbohidrat ve glutamin
metabolizmasindaki bazi enzimlere baglanmaktadir (37,43). Ca?*, nekroza yol agan
baz1 stiregleri indiikleyen polilaktik asit (PLA), kalpainler ve nitrik oksit (NO)’in
aktivasyonunu dizenlemektedir. Yiksek diizeylerde ROS uretimi ve mitokondrinin
fonksiyonunu kaybetmesine bagli olarak mitokondriyal gegirgenlik gecis poru
(permebility transition pore, PTP) ve ATP yoklugu nekroptoza neden olabilmektedir
(40).

DNA hasar1 bulunan ancak apoptotik yolaklar1 eksik olan hiicreler, DNA
tamiri ile iliskili bir protein olan poli-ADP-riboz polimeraz (PARP)-bagimli olan

diizenlenmis bir nekroz ile 6lebilmektedir (41).

2.1.4. Apoptoz

Apoptoz  sOzciigii  Yunanca’da ‘sonbaharda agaglarin  yapraklarinin
dokiilmesi’ anlamina gelmektedir. Bu terim, nekrozdan farkli olarak hiicrenin aktif
olarak belirli uyarilar1 almasi {izerine, 6liime giden bir yol izledigi durumu belirtmek
icin kullanilmaktadir. Apoptozun Kerr ve arkadaglari tarafindan 1970’lerde
tanimlanmasindan beri apoptoz, biyolojik arastirmalarda en c¢ok incelenen

stireglerden biri olmustur (Sekil 2.3) (1).
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Sekil 2.3. Apoptoz ve nekroz (31).

Hem nukleusda hem de sitoplazmada, apoptotik hiicre dlumunde gozlenen
morfolojik degisiklikler, hiicre tipleri ve tiirler arasinda 6nemli derecede benzerlik
gostermektedir  (32,33). Hiicre Oliimiiniin  baslangicindan, son hiicresel
fragmantasyona kadar genellikle birkac¢ saat gerekmektedir. Ancak bu zaman; hiicre
tipine, uyarana ve apoptotik yolaga bagli olarak degisebilmektedir (34). Apoptoz;
hiicrenin yuvarlaklagsmasi, hiicresel hacmin azalmasi (piknoz), psédopodlarin geri
cekilmesi, nukleus ve kromatinin kondenzasyonu ile birlikte nikleer fragmantasyon
ile karakterize edilmektedir (35). Kromatin kondenzasyonu, niikleer zarin periferinde
baslamakta ve hilal ya da halka benzeri bir yap1 olusturmaktadir. Kromatin daha
sonra, karyogenez olarak tanimlanan islemle, hiicre icinde kirilana kadar
kondenzasyona ugramaktadir (36). Biitlin bu silire¢ boyunca plazma zar1 bozulmadan
kalmaktadir. Apoptozun daha sonraki asamalarinda zarin kabarcik olusturmasini,
sitoplazmik organellerin yapisal modifikasyonunu ve zar biitlinliigliniin bozulmasini
iceren bazi morfolojik degisiklikler goriilmektedir (Sekil 2.4) (44,45). Genellikle
fagositik hiicreler, apoptotik cisimcikler olusmadan once apoptotik hiicreleri
yutmaktadir. Bu nedenle apoptoz 1972’de, hiicre biyolojisinin ¢ok geg¢ bir tarihinde
kesfedilmistir ve apoptotik cisimcikler sadece 0Ozel kosullar altinda in vitro

gorulebilmektedir (46).
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Sekil 2.4. Apoptoz sirasinda hiicrede gozlenen morfolojik degisiklikler (45).

Apoptozda genel olarak kaspazlarin aktivasyonu, DNA/protein yikimi ve zar
degisiklikleri/fagositik hiicreler tarafindan taninma olmak iizere T{i¢ temel
biyokimyasal degisiklik gozlenmektedir (47). Apoptozun erken safhalarinda,
fosfatidilserin (phosphotidylserine, PS) zarin i¢ tabakasindan dis tabakasina
cikmakta, boylece Olii hiicrelerin makrofajlar tarafindan erken tanimmasini
saglamakta ve bu erken taninma da pro-inflamatuvar hiicresel bilesikler salinmadan
fagositoz ile sonuglanmaktadir (48). Bu siireci DNA’nin 50-300 kilobaz (kb)’lik
pargalara karakteristik yikimi1 izlemektedir (49). Daha sonra, DNA’nin
endoniikleazlar tarafindan 180-200 baz c¢ifti (bp) uzunlugunda olabilen ¢ok sayida
oligoniikleozomlara interniikleozomal kirilmasi gozlenmektedir (50). Apoptozun bir
baska 6zgiin 6zelligi de, sistein proteaz ailesine ait kaspaz olarak isimlendirilen bir
grup enzimin aktivasyonudur (Sekil 2.5) (47,51). Aktiflesen kaspazlar, canlilarda
birgok hucresel proteini kesebilmekte, niikleer yap1 iskeletini ve sitoiskeleti
parcalayabilmektedir. Kaspazlar, ayrica nlikleer DNA’y1 daha ileri derecede yikima

ugratan DNaz’1 aktive etmektedir (52).
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Sekil 2.5. Kaspaz selalesi (51).

2.1.4.1. Apoptoz Yolaklar

Kaspazlar, hem baslatict hem de infaz edici olmalar1 agisindan apoptoz
mekanizmasinin merkezinde yer almaktadir. Kaspazlarin aktive edildigi ii¢ yolak
vardir. Bu yolaklardan genel olarak baslatict yolaklar olarak tanimlanan ikisi,
apoptozun intrinsik (ya da mitokondriyal) ve ekstrinsik (6liim reseptorii) yolaklaridir.
Iki yolak da hiicreyi sonunda ortak yolaga, apoptozun infaz asamasina
yonlendirmektedir (Sekil 2.6) (46,53). Daha az bilinen ii¢iincii baslatici yolak ise
intrinsik ER yolagidir (53).

2.1.4.1.1. intrinsik Yolak

Isminden de anlasilacag iizere intrinsik yolak, hiicre icinde baslatilmaktadir.
Tamir edilemez genetik hasar, hipoksi, asir1 yliksek derisimlerdeki sitozolik Ca™,
siddetli oksidatif stres gibi i¢ uyaranlar, intrinsik mitokondriyal yolagin baslamasinin
tetikleyicilerinden bazilaridir. Bu yolak, uyaranlardan bagimsiz olarak, artmis
mitokondriyal gecirgenligin ve sitokrom ¢ gibi pro-apoptotik molekdllerin
sitoplazmaya saliniminin bir sonucudur (26). Bu yolak asil olarak, ismini BCL-2

geninden alan, Bcl-2 ailesine ait bir grup protein tarafindan diizenlenmektedir (54).
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Apoptoz indukleyici faktor (AIF), ikinci mitokondri-tirevli kaspaz aktivatori
(second mitochondria-derived activator of caspase, Smac), disiik pl ile [AP baglama
proteini (binding protein with Low pl, DIABLO) ve Omi/Yiiksek Sicaklik IThtiyag
Proteini A (Omi/high temperature requirement protein A, HtrA2)’y1 da igeren diger
apoptotik  faktorler, mitokondrinin zarlar aras1 bolgesinden sitoplazmaya
salinmaktadir. Sitokrom c¢’nin sitoplazmik salinimi, sitokrom c, apoptoz proteaz
aktivator proteini 1 (Apaf-1) ve kaspaz 9’dan olusan, apoptozom denilen bir
kompleksin olusumu yoluyla kaspaz 3’1 aktive etmektedir (55). Smac/DIABLO ya
da Omi/HtrA2 ise apoptoz proteinlerinin inhibitorleri (inhibitors of apoptosis
proteins, IAP’ler)’ne baglanarak kaspaz aktivasyonunu arttirmakta ve bu da

sonrasinda [AP’lerin kaspaz 3 ya da 9 ile etkilesiminin kaybina yol agmaktadir
(55,56).

2.1.4.1.2. Ekstrinsik Yolak

Bu yolak, 6liim ligandlarinin 6liim reseptoriine baglanmasiyla baglamaktadir.
Birkag¢ 6liim reseptorii tanimlanmis olsa da en ¢ok bilinen 6liim reseptorleri Tip 1
TNF reseptorii (TNFR1) ve iligkili bir protein olan Fas (CD95)’dir ve bunlarin
ligandlar1 sirastyla TNF ve Fas ligandi olarak isimlendirilmektedir (48). Bu 6lim
reseptorlerinin TNF reseptorii ile iligkili 6liim bolgesi (TNF receptor-associated
death domain, TRADD) ve Fas ile iligkili 61im boélgesi (Fas-associated death bolge,
FADD)’nin yani1 sira kaspaz 8 gibi adaptor proteinleri ¢alistiran hiicre i¢i 6liim
bolgeleri de vardir (56). Oliim ligandimin 6liim reseptdriine baglanmasi, bir adaptdr
protein i¢in baglanma bolgesinin olusmasi ile sonuglanmakta ve bu ligand-reseptor-
adaptor protein kompleksi, 6lima-indikleyen sinyal kompleksi (death-inducing
signaling complex, DISC) olarak bilinmektedir (53). DISC, daha sonra pro-kaspaz
8’in birikmesi ve aktivasyonunu baslatmaktadir. Aktif kaspaz 8, diger infaz edici

kaspazlari keserek apoptozu tetiklemektedir (Sekil 2.6) (26).
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Sekil 2.6. Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar (46).

2.1.4.1.3. Intrinsik Endoplazmik Retikulum Yolag

Intrinsik ER yolagi, {i¢iincii ve en az bilinen yolaktir. Bu yolagin kaspaz 12-
bagimli olduguna ve mitokondri-bagimli olmadigina inanilmaktadir (57). ER;
hipoksi, serbest radikaller, glukoz agligi gibi hiicresel stresler tarafindan hasara
ugratildiginda, hiicre iginde katlanmis proteinlerin agilmasi ve azalmig protein
sentezi goriilmektedir. TNF reseptorii ile iliskili faktor 2 (TNF receptor associated
factor 2, TRAF2) olarak bilinen duzenleyici bir protein, pro-kaspaz 12’den
ayrilmakta ve bu da daha sonra pro-kaspaz 12’nin aktivasyonu ile sonu¢lanmaktadir

(53). Sekil 2.7°de her ii¢ apoptoz yolagini da gosteren bir sema sunulmustur (58).
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Sekil 2.7. Intrinsik mitokondriyal, intrinsik ER ve ekstrinsik apoptotik yolaklar (58).

2.2. p53

p53 proteini, ilk olarak simian viris 40 (SV40) biyik T-antijeni ile
olusturdugu kompleks i¢inde tanimlanmistir (59,60). Daha sonra bir¢ok timaorin bu
proteini normal dokularda gézlenmeyen sekilde agirt miktarda iirettigi gosterilmis; bu
nedenle p53’iin hiicresel bir onkojen olarak rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir
(61,62). 1989 yilinda bir tiimor baskilayici olarak tanimlanan p53 proteini (63), 17.
kromozomun kisa kolunda, 17p 13.1. pozisyonunda bulunan 20 kb’lik insan TP53
geni tarafindan kodlanmaktadir (64-66). TP53’in genomik organizasyonu farkli
tirler arasinda 6nemli derecede benzerlik gostermektedir. TP53’ilin yapisindaki 11
ekzon, 10 intron ile bolinmektedir. Ik ekzon kodlanmamakta; 2-11. ekzonlar ise
393 amino asitlik p53 proteinini kodlamaktadir. 5. ve 8. ekzonlar evrim siirecinde
yiiksek derecede korunmus bolgelerdir (67).

p53 proteininin ismi, sodyum dodesil sulfat (SDS) poliakrilamid jel
elektroforezi ile belirlenen molekiil agirligi (Ma 53,000)’ndan gelmektedir. p53 bes
bolgeden olugmaktadir: p53 ile diizenlenen genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu

indiikleyen transaktivasyon bolgesini olusturan N-terminal bdlgesi, p53’iin diger
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proteinlerle etkilesimini arttiran prolince zengin bolge, p53 ile aktive edilen
konsensus dizisini tantyan DNA-baglayict bolge (DNA-binding domain, DBD)
(Sekil 2.8) (68,69), tetramerizasyon bolgesi ve hedef p53’in proteozomlar ile
yikiminda ubikitin molekiilleri ile kimyasal olarak modifiye edilen C-terminal
bolgesi (70).

Sekil 2.8. TP53’lin DNA-baglayici bolgesinin DNA’ya baglanmasi (68).

Yabanil-tip p53 proteinin dmrii ¢ok kisa olsa da (5-40 dakika) (69); p53’Un
stabilitesi DNA ya da RNA tumor virisleri ya da kimyasal kanserojenler ile
farklilagsmus gesitli hiicre tiplerinde belirgin bir sekilde uzamaktadir (70).

Yabanil-tip p53, DNA hasari, hipoksi ya da onkojen aktivasyonu gibi bazi
hiicresel stres faktorleri ile aktive olabilmektedir (2). Aktivasyonu sonucunda
yabanil-tip p53, normalde hiicre dongisuniin ilerlemesini inhibe etmek, senesensi
hizlandirmak ya da apoptozu indiiklemek icin diziye 6zgl transkripsiyon faktor
olarak rol oynamaktadir (2,71,72).

pS53’ilin bir tiimdr baskilayici olarak stres durumunda ya DNA hasar1 tamir
edilene kadar hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda ya da hasar tamir edilemediginde
apoptozun baslamasinda rolii bulunmaktadir. p53, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi

icin hiicre dongusinin G;/S ve G/M fazlarmi bir kontrol mekanizmasi olarak



14

kullanmakta ve bodylece DNA hasari tamir edilirken hiicre dongiisiiniin devam
etmesini onlemektedir. Ancak bu hasar tamir edilemeyecek kadar siddetli oldugunda
p53 yolaginin aktivasyonu, tamir edilemeyen DNA’ya sahip hiicrelerin boliinmesini
onlemek amaciyla apoptoz ile sonuglanmaktadir (3).

Normal kosullarda p53, baslica murine double minute (Mdm) 2 E3-ubikitin
ligaz ve bununla iliskili Mdm4 proteini ile diizenlenen p53°iin yikimi seklinde ya da
direkt olarak transkripsiyonu ile diisiik diizeylerde tutulmaktadir (73,74). Hucresel
stres durumunda ise fosforilasyon ve asetilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlar ile indiklenen bir tetramerik transkripsiyon faktori olarak rol
oynamaktadir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda, apoptozda, DNA hasarinin
tamirinde, senesensde ya da farklilasmada rol oynayan ¢esitli genlerin
ekspresyonunu diizenlemektedir (75). DNA hasar1 sonucunda N-terminal bdlgenin
Serl5 ve Ser20’den fosforillenmesinin p53 ve Mdm?2 arasindaki etkilesimi inhibe
ederek p53°1i stabilize ettigi diistiniilmektedir (76-79).

Delesyon ya da kesim ile inaktive edilen bir¢ok tiimor baskilayici genin
aksine TP53’de goriilen kanser ile iligkili mutasyonlarinin biiylik ¢ogunlugu, farkl
bir amino asidin translasyonu ile sonuglanan tek bir bp degisiminin goriildiigii yanlis
anlamli mutasyonlardir. Bu yanlis anlamli mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu p53’iin
yiiksek derecede korunmus olan ve yaklagik alt1 ‘sicak bolge’ iceren DNA-baglayici
bolgesinde gozlenmektedir (Sekil 2.9) (68,80-82).

Insan kanserlerinde

vanhs anlamh mutasyonlarin i

goreceli sikhg
220
: _‘.LJ_-.L

PRR ‘ - DNA-binding domain MMM | 00 | co |

1 61 94 292 325 356 393

Sekil 2.9. TP53 geninin gen bolgeleri (68).

TAD1/2: Transaktivasyon bolgesi, PRP: Prolince zengin bélge, DNA-binding
domain: DNA baglayict bolge, OD: Oligomerizasyon bolgesi, CTD: C-Terminal

bolge. Burada ayrica insan kanserlerinde yanlis anlamli mutasyonlarin goreceli
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sikligt  goriilebilmektedir. Buna gore insan Kkanserlerinde yanlis anlamh
mutasyonlarin ¢ogunun DNA-baglayict bolgede oldugu goriilmektedir.

Bir¢ok p53 mutant1 sadece tiimor baskilayict Ozelligini kaybetmemekte;
ayrica yabanil-tip p53’°den bagimsiz olarak 6liimsiizliik, farklilasma ve ila¢ direnci

gibi baz1 6zellikler kazanmaktadir (83).

2.2.1. p53-Mdm?2 iliskisi

p53 proteini insanlarda goriilen kanser tiirlerinin yaklasik % 50’sinde
mutasyona ya da delesyona ugramistir (4). Geriye kalan kisminda ise p53 yabanil-tip
Ozelligini korumaktadir ancak; p53°lin baslica hiicresel inhibitérii olan Mdm?2
tarafindan inhibe edilmektedir (84). Mdm?2, ilk olarak farklilasmig fare
fibroblastlarinda double-minute koromozomlarinda ekspresyonu artmis bir genin
{iriinii olan protein olarak tanimlanmustir (85). Insanlarda Hdm2 (human double-
minute 2) olarak da bilinen bu proteinin, p53 ile etkileserek p53’iin fonksiyonunu
olumsuz bir sekilde diizenledigi gosterilmistir (86,87). Mdm2 ve p53 birbirlerini
olumsuz geri-besleme dongusu ile dizenlenmektedir (88). p53’in aktivasyonu ile
MDM2 geni transkripsiyona ugramakta; Mdm2 proteini de p53’iin aktivitesini inhibe
etmektedir (Sekil 2.10) (84,89).

@

p33 stabilizasyonu Stres
ATM/ATR/DNA-PK,
| / Chk1/Chk2
Yilam
MDM2
Transkripsivonel
aktivasyon

Sekil 2.10. p53 ve Mdm2 proteini arasindaki iliski (89).
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Insan Mdm?2 proteini 491 amino asitten meydana gelmektedir ve Mdm2 nin 4
bolgesi tanimlanmistir (Sekil 2.11) (90-92). N-teminal bolge, p53 icin temel
baglanma bolgesidir. Mdm2’nin orta kisminda asidik bir bolge ve bir ¢inko parmak
bulunurken; C-terminal bdlgede de Mdm2’nin ubikitin ligaz aktivitesinden sorumlu
olan ve ayn1 zamanda Mdm?2’ye yapisal olarak ¢ok benzeyen bir protein olan MdmX
(Mdm4) i¢in baglanma bolgesi olarak gorev goren bir RING (Really Interesting New
Gene) parmagi bulunmaktadir (93). Hem RING hem de ¢inko parmak bolgeleri

Mdm2’nin ubikitinlemesi ve substratlarinin proteozomal yikimi i¢in gereklidir (94).

18 101 237 288 289 sl 331 436 482
491

Sekil 2.11. Mdm2’nin tanimlanmis bolgeleri (90).

Mdm2, normal kosullarda baglica nukleusta bulunmaktadir ancak; hem
niikleer lokalizasyon hem de niikleer go¢ dizileri icerdiginden nukleus ve sitoplazma
arasinda yer degistirebilmektedir (95). Mdm2 bu o6zelligiyle, p53’i nukleustan
cikartarak p53’lin genleri transaktive etmesini Oonlemekte ve DNA ile iliskisinin
kesilmesini saglamaktadir (96).

Normal kosullarda p53 diizeyi, baslica yiliksek diizeylerdeki Mdm?2 ile ¢oklu
ubikitinlenme yoluyla p53°iin hizli yikimi sayesinde diisiik seviyelerde tutulmaktadir.
Boylece hiicre dongiisiiniin durmast ya da hiicre Oliimiinlin ger¢eklesmesi
onlenmektedir. Hiicresel stres kosullarinda ise Mdm2, post-translasyonel olarak
modifiye edilmekte, p53’un strese ya da hasara cevap verebilmesi igin gecici olarak
p53 inhibisyonunu durdurmaktadir (97). Bu slre¢ iki mekanizma ile
gerceklesmektedir. Bu mekanizmalardan birinde Mdm2, p53’in N-terminal ucuna
direkt olarak baglanarak p53’iin transkripsiyonel aktivasyon fonksiyonunu inhibe
etmektedir (86,87). ikinci mekanizmada ise, Mdm2 E3 ubikitin ligaz aktivitesi
gOstererek p53’iin 26S proteozom yoluyla yikimina yol agmaktadir (98-100).

Insanlarda HdmX (human double-minute X) olarak bilinen MdmX (murine
double-minute X), Mdm2’nin bir homologudur ve Mdm2 ile yapisal benzerlik
gostermektedir. MdmX ilk olarak fare cDNA kiitliiphanesinde p53’e baglanan bir

protein olarak tanimlanmistir (101). p53 Uzerindeki etkilerinin yani sira, Mdm2
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proteininin stabilize edilmesinde de gdrev gérmektedir (102,103). Mdm2 proteinine
benzer sekilde, MdmX de p53°iin 6nemli bir olumsuz dizenleyicisidir ve MdmX
asir1 eksprese edildiginde bir onkojen olarak rol oynamaktadir (104).

MdmX, RING boélgesine sahip olmasina karsin Mdm2’den farkli olarak, E3
ubikitin ligaz aktivitesi gostermemektedir. Bu nedenle MdmX, tek basina p53’iin
yikimina sebep olamamakta; sadece p53’iin transaktivasyon bdlgesine baglanarak
p53 aktivitesini inhibe edebilmektedir (96). MdmX ve Mdm2’nin RING bdlgeleri
arasindaki etkilesim, hem Mdm?2’yi stabilize etmekte; hem de Mdm2’nin p53’i
ubikitinleme yetenegini arttirarak, p53’iin yikimina katkida bulunmaktadir. MdmX
ve Mdm?2 arasindaki bir diger fark da, Mdm2’nin hem nukleusa yerlesme hem de
niikleer go¢ dizilerinin MdmX’de bulunmamasidir. Boylece Mdm?2 yoklugunda,
MdmX baslica sitoplazmada bulunmaktadir (105). Mdm2 ile MdmX nukleusa
taginmakta ve burada Mdm2-MdmX kompleksleri p53 ile etkilesime girerek p53’ii
baskilamaktadir (96).

Genetik analizler, hem Mdm2’nin hem de MdmX’in baslica hicresel
hedefinin p53 oldugunu gostermistir (91) ancak; her iki proteinin de gelisim,
morfojenez ve timoér olusumu sirasinda diger birgok proteinle etkilestigi
bilinmektedir (106-117). Bu etkilesimlerin incelenmesinin, Mdm2 ve MdmX’in p53
tizerindeki etkilerinin daha iyi anlagilmasina yardimci olabilecegi diistiniilmektedir

(92).

2.3. BCL-2 geni ve Bcl-2 Protein Ailesi

Bcl-2, Bcl-2 protein ailesinin tanimlanan ilk iiyesi olan ve ilk olarak insan B
hicresi folikiler lenfomasi (human B cell follicular lymphoma, BCL)’nda gosterilen,
koromozomal translokasyonu  t(14;18)(q32;921) olan, BCL-2 geninin
diizenlenmesini bozan ve asir1 ekspresyonunu indiikleyen bir proteindir (118).

Bcl-2 iizerinde yapilan ¢aligsmalar, neredeyse biitiin Bel-2 ailesi tyelerinin,
evrimsel diizeyde korunmus bir a-heliks Bcl-2 homolojisi (BH) bdlgesine sahip
oldugu, fonksiyonel ve/ve ya yapisal benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. Bcl-2
ailesi, bu fonksiyonel ve yapisal benzerlikler g6z Oniinde bulundurularak anti-
apoptotik ve pro-apoptotik proteinler olmak iizere iki fonksiyonel gruba ayrilmistir
(Sekil 2.12) (118,119).
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Anti-apoptotik

Mel-1. CED-9
Al, Bfl-1

Pro-apoptotik
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Sekil 2.12.BCL-2 ailesi (119).

Anti-apoptotik proteinler grubu altinda Bcl-2, Bel-xL (Bcl2l1 uzun izoform),
Bel-w (Bcl212), Mcl-1 (miyeloid hiicre losemisi-1, Bcl213) ve Bfl-1/A1 (Bcl2I5)
proteinleri yer almaktadir. Bu proteinlerin dért BH bolgesi ve bir karboksil terminal
transmembran bolgesi (Al disinda) bulunmaktadir. Bu proteinler genel olarak dig
mitokondriyal zar (outer mitochondrial membrane, OMM)’da yer almaktadir. Biitiin
bu anti-apoptotik proteinler BH1-3 bolgelerini gevreleyen bes ya da alti heliksten
meydana gelen tersiyer bir yapiya sahiptir. Bu yapi, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
tiyeleriyle etkilesiminden sorumlu olan hidrofobik bir oluk olusturmaktadir. Bir¢ok
hlcre tipinde anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin asir1 ekspresyonu, pro-apoptotik
Bcl-2 proteinlerinin  direkt olarak tutulmasiyla pro-apoptotik sinyal iletimini
baskilamaktadir (120,121). Bu durum apoptoza karst direnci gelistirmekte, immiin
hastaliklara ve tiimor olusumuna yol agabilmektedir (122).

Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri ise yap1 ve fonksiyonlarina goére iki alt gruba
ayrilmaktadir. Bunlardan ilki, Bcl-2 ile iligkili X proteini (Bcl-2 associated X protein,
Bax) ve Bcl-2 antagonist katili (Bcl-2 antagonist killer, Bak)’ni icermektedir. Bu
proteinlerin {ic BH bolgesi vardir ve OMM proteolipid porlar1 i¢ine oligomerize
olmustur (123,124). Apoptotik sinyal iletimi ile bu proteinlerin konformasyonu
degismekte ve mitokondriyal zarlar arasi bosluguna salinimi sonucu mitokondriyal

dis zar gecirgenligi (mitochondrial outer membrane permeabilization, MOMP)’ne
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yol agmaktadir (120). MOMP, sitokrom ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 gibi oldirtcu
efektorlerin - mitokondriden sitozole salinmasi yoluyla apoptotik siirecin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (125).

Pro-apoptotik proteinlerin ikinci sinifi, sadece tek bir BH bdlgesi icerdiginden
tek-BH3 proteinleri olarak da adlandirilmakta ve Bel-2 hiicre 6limi antagonisti (Bcl-
2 antagonist of cell death, Bad), BH3 ile etkilesen bolge Olim agonisti (BH3
interacting-domain death agonist, Bid), Bcl-2 ile etkilesen katil (Bcl-2 interacting
Killer, Bik), Bcl-2 ile etkilesen hiicre oliimiiniin diizenleyicisi (Bcl-2 interacting
mediator of cell death, Bim), Bcl-2 modifiye edici faktér (Bcl-2 modifying factor,
Bmf), Harakiri (Hrk), Noxa ve p53 ile regiile edilen apoptoz dizenleyicisi (p53
upregulated mediator of apoptosis, Puma)’ni icermektedir. Bu tek bir BH3 bdlgesine
sahip proteinler direkt olarak anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlere
baglanabilmekte ve bu proteinleri diizenleyebilmektedir (118). Antagonistik Bcl-2
proteinlerinin orani (6rnegin Bad/Bcl-2) hiicrelerin mitokondriyal apoptotik yolaga
girip girmeyeceginin gostergesidir (126).

Bcl-2 protein ailesi, apoptoza ek olarak diger bazi hiicresel siire¢lerde de rol
oynamaktadir. Ornegin; niikleer zar ile iliskili Bcl-2 fraksiyonu, nukleusta
transkripsiyon faktorlerinin lokalize olmasin1 Onleyerek bu transkripsiyon
faktorlerinin  aktivitesini inhibe etmektedir (127-129). Ayrica Bcl-2, hiicre
dongusinde G; fazinin durma siiresinin uzamasina neden olmakta (130), hicre
dongusunin Gp fazinda kalmasina yol agmakta ve hiicre dongiisiiniin biiylime
faktorleri ile aktive edilmesinden sonra anti-apoptotik roliinden bagimsiz olarak
hiicrelerin hiicre dongiisiine girmesinin gecikmesine yol agmaktadir (131). Bcl-2
ailesi, bu fonksiyonlarma ek olarak niikleer DNA tamirinde de rol oynamaktadir.
Bcl-2 ayrica 6zellikle ER diizeyinde hiicre igi Ca®" akismin diizenlenmesinde de rol
oynamaktadir. Bcl-2’nin Ca’* akisinin diizenlenmesindeki bu roli apoptozun
baslamasinin yani sira normal kosullarda da hiicre fizyolojisi acisindan son derece

onemlidir (132).

2.3.1. BAX Geni ve Proteini

Memelilerde stres ile indlklenen apoptoz, Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
kontrol edilmektedir (26,108,126,133,134). Bu proteinlerden Bax, apoptozun
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baglamasinda merkezi bir rol oynamaktadir (135). Saglikli hiicrelerde Bax,
cogunlukla sitozolde inaktif monomerler halinde; diisiik derisimlerde ise ER’da ve
OMM’de gevsek bir sekilde tutunmus halde bulunmaktadir (136-140). Tek BH3
bolgesi iceren proteinlerin aktivasyonu ile Bax konformasyonel degisiklige
ugramakta, mitokondriye go¢ etmekte, mitokondride multimerize olarak MOMP’a
neden olmaktadir. Boylece sitokrom c gibi mitokondriyal apoptotik proteinler ve
ROS mitokondriden salinmakta ve kaspaz aktivasyonuna neden olmaktadir (141).
Bax, yapisal olarak Bcl-2 ailesi Oyeleri ile benzerlik gostermektedir (142).
Bax proteini kisa ilmekler ile birbirine baglanmis olan 9 a-heliksten olusmaktadir.
a5, a6 ve 09’un, Bax’in OMM ile etkilesimine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
a5 ve a6, lipid c¢ift tabakasinda por olusturdugu bilinen bakteriyel toksinlere ¢ok
benzer bigimde, sa¢ tokasi seklindeki amfipatik helikslerdir (143,144). Bax’in a5 ve
ya a6 heliksindeki mutasyonlar, Bax’in zar gegirgenligini arttirma ve dolayisiyla
apoptozu tetikleme 6zelligini ortadan kaldirmaktadir (145). a5 ve a6 heliksleri, bir
tarafinda ol ve o2 heliksleri, diger tarafinda a3 ve a4 heliksleri, yukarisinda ise a7
ve a8 ile ¢evrelenmistir (Sekil 2.13) (146,147). Bax’in ilk a-heliksi (al), saglikli
hiicrelerde Bax’in konformasyonunu stabilize etmekte ve homo-oligomerizasyonu
inhibe etmektedir. Budanmis Bid (truncated Bid, tBid), Puma gibi tek BH3 bolgesi
iceren aktivatorler Bax’in al heliksine direkt olarak baglanarak N- ve C-terminal
bolgelerini agiga ¢ikartmakta; bu da homo-oligomerizasyona neden olmaktadir
(148,149). Bir al kalintis1 olan D33, Bax’in tBid ve Puma ile etkilesiminden sorumlu
iken (149,150); K21 kalintis1 ise Bax’in BH3 bdlgesinin Bim ile etkilesiminde rol
oynamaktadir (151). Dolayisiyla, bu kalintilarda goériilen mutasyonlar Bax’in tek
BH3 aktivatorleri ile etkilesimini engellemekte, Bax aktivasyonunun zayiflamasina

ve sonug olarak apoptoza yol agmaktadir (148-152).
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Sekil 2.13. Bax’in yapisi (146).

Bax’in  N-terminal bélgesi, proteinin ¢ozinebilir inaktif formunda
tutulmasinda gorev almaktadir ve Bax’in mitokondriyal gocii i¢in bu bodlgenin
hareket etmesi gerekmektedir. Bu sebeple bu bolgeye Hedeflemenin Apoptotik
Dizenlenmesi (Apoptotic Regulation of Targeting, ART) de denilmektedir (153).
Bax’in N-terminal bolgesindeki konformasyonel degisiklik, tek basina Bax’in
aktivasyonu ve mitokondriye gocii i¢in yeterli degildir (154). Bax’in C-terminal
bolgesi olan hidrofobik o-heliks (09), BH bolgelerinden olusan hidrofobik bir
helikstir ve transmembran c¢apasi gibi gorev gormektedir (155). Bu heliksin
baskilanmasi, proteinin zara tutunmasini 6nlemektedir (156,157) ve bu heliksin
hareket etmesi BH bolgelerini, a5 ve a6 hidrofobik sac¢ tokasi yapisini agiga
cikartarak dimerizasyon ve oligomerizasyona neden olmaktadir (147,158).

Bax’in aktivasyon mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olsa da iki model
tizerinde durulmaktadir (159). Direkt olmayan modelde Bax, Bcl-2 hayatta kalim
proteinleri tarafindan tutulmaktadir (126,160). Bax’in BH3 boélgesi, Bax’in diger
Bcl-2 ailesi proteinleri ile etkilesimini ve homo-oligomerizasyonu dizenlemektedir.
Bax’in bazi1 BH3 kalintilari, hayatta kalim proteinleriyle olan etkilesimini

duzenlemektedir (152,161,162). Apoptoz sirasinda tek BH3 bolgesi igeren proteinler
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Bcl-2  hayatta kalim  proteinlerine  baglanarak  Bax’in  inhibisyonunu
kolaylastirmaktadir (163). Direkt modelde ise tBid, Bim ve muhtemelen Puma gibi
tek BH3 bolgesi iceren aktivatorler direkt olarak Bax’a baglanmakta ve Bax’in
konformasyonunu degistirmektedir. Diger tek BH3 bolgesi igeren aktivatorler de
Bcl-2 hayatta kalim proteinlerine baglanarak geriye kalan tek BH3 bolgesi igeren
aktivatorlerin salinmasina neden olmaktadir (148,150,164). Son yapilan calismalar,

her iki modelin de Bax’in aktivasyonunda rol oynayabilecegini gostermistir (159).

2.4. MDR-1 Geni ve P-glikoprotein

Coklu ilag direnci, yapisal benzerligi bulunmayan ve molekiiler hedefler
tizerinde farkli etkileri olan farkli ilaglara yonelik es zamanli bir direng¢ olarak
tanimlanmaktadir. Coklu ila¢ direnci, hiicre icindeki belirli derisimlerde bulunan
ilaclarin disar1 akismin goriildiigli bazi biyokimyasal direng¢ mekanizmalar ile
goOzlenebilmektedir (8). Anti-kanser ilaglarin hiicrenin digina aktigi bu mekanizmalar,
ATP-baglayici Kaset (ATP-binding Cassette, ABC) tasiyici protein siiperailesine ait
ABCBL1 ya da coklu ilag direnci 1 (multidrug resistance 1, Mdr-1) olarak da
isimlendirilen gegirgenlik glikoproteini (permeability glycoprotein, P-gp) gibi
proteinler ile diizenlenmektedir (165).

P-gp ilk kez 1976 yilinda tanimlanmis olup (166), 7921.12 koromozomunda
bulunan ABCB1 (MDR-1) geni tarafindan kodlanan glikozillenmis, 170 kDa
agirhginda bir zar proteinidir (10,11). Insanlarda 1280 amino asitten olusan bu
protein (167), ilacin hiicreden ¢ikartilmasini saglayan ATP-bagimli bir pompa gorevi
gormektedir. P-gp’nin {iyesi oldugu ABC-tasiyici ailesi ayni zamanda sekerler,
amino asitler, peptidler, organik iyonlar, birka¢ hidrofobik ve metabolik bilesigin
tasinmasinda da gorev almaktadir (9).

P-gp, 150 kDa’luk bir ara protein olarak sentezlenmekte, kalneksin ve Is1 sok
kognat1 (Heat shock cognate, Hsc) 70 yardimiyla katlanmaktadir (168). Yanlis
katlanan P-gp proteinleri proteozomlarda hemen yikima ugramakta; dogru
katlananlar ise golgi aygitina tasmarak glikozillenmekte ve 170 kDa’luk olgun
proteine doniismektedir (169).

Iki ayr1 kisima ayrilmis olan bu proteinin N-terminal kisminda, alt1 hidrofobik

TMD ve ATP-baglanma bdlgesine sahip olan biiyiik bir sitoplazmik bdlge
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(nucleotide-binding domain, NBD); diger kisminda ise yine alt1t TMD ve bir NBD
bulunmaktadir (170,171). Bu iki kisim birbirine esnek bir baglayici bolge ile
baglanmistir. Sitoplazma disindaki ilk bolge iizerinde ii¢ tane glikozilasyon bolgesi
bulunmaktadir (172). Bu iki kisim arasinda % 65 oraninda dizi benzerligi
bulunmaktadir (167). P-gp tarafindan hidrolize edilen ATP, substratlarin hiicre
zarindan gogmesi i¢in gerekli olan enerjiyi saglamaktadir (173).

P-gp, canli hiicrelerde plasenta, adrenal bez, bobrek, karaciger gastroinestinal
sistem ve kan-beyin bariyerinde ekspresyona ugramaktadir (174-177). Bu protein
kan-beyin-bariyerini ve plasenta bariyerini korumakta, hormonlarin gogiini
saglamakta, besinlerle birlikte alinan ksenobiyotiklerin hiicre disina atilmasini
saglamaktadir (178). P-gp ayrica, hidrofobik ve ya amfipatik ilaglar1, yapisal olarak
stabil olmayan anti-kanser ajanlar1 ve Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii (HIV)-
proteaz inhibitorleri gibi kimyasal ve yapisal olarak birbirine benzemeyen cesitli
substratlarin da taginmasini saglamaktadir (179).

P-gp ile baglatilan akis mekanizmasii agiklamak icin birka¢ model 6ne
strilmiistir. Bu mekanizmalardan ‘hidrofobik elektrik siipiirgesi’ en iyi bilinen
modellerden biridir (180). Bu modelde P-gp’in iki alt Unitesi konformasyonel
degisiklige ugrayarak tek bir tasima kanali olusturmakta ve ila¢ ndtral ya da
yiiklenmis durumda digar1 atilmaktadir. Bu konformasyonel degisiklik ATP hidrolizi
ile basarilmaktadir. P-gp proteini, bu 6zelligi ile hiicre zarinda bulunan fosfolipid
molekiillerinin tasinmasina yardim eden flippaz enzimine benzerlik gdstermektedir
(181). Diger bir model de substratin lipid ¢ift tabakasindan ayrilarak P-gp’in substrat
baglanma bolgesinin bulundugu ‘i¢ tabaka’ denilen bolgeye gelmesidir. ATP, NBD’e
baglandiginda P-gp proteini konformasyonel degisiklige ugramakta; substrat-
baglayici bolge agiga ¢ikmakta ve bdylece ilacin disar1 atilmasina olanak
saglamaktadir (182). Sekil 2.14’te P-gp ile baslatilan iki akis mekanizmasi modeli
sunulmustur (183).
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Sekil 2.14. P-gp ile baslatilan akis mekanizmasi modelleri. (A) ‘Hidrofobik elektrik
stpirgesi’ modeli (B) P-gp’in substrat baglanma bolgesinin bulundugu

‘i¢ tabaka’ denilen bolgeye geldigi model (183).

[lacin digar1 atildigi bu mekanizmalar, P-gp proteinin asir1 ekspresyonunun
kemoterapiye karsi direnci ile iligkilidir. P-gp proteininin ekspresyon dizeyinin
birkac kanser ¢esidinde ilaglara direng gostermeye yetecek diizeyde yiiksek oldugu
gosterilmistir (184).

Yapilan ¢alismalar MDR-1"in bir housekeeping gen olmadigini1 ancak; MDR-
I’e sahip olmayan hayvanlarin 6zellikle beyin dokusunun sitotoksik ajanlara karsi

duyarli oldugunu gostermistir (185,186).
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2.5. Doksorubisin

Doksorubisin (DOX) (adriamisin, 14-hidroksidaunorubisin), ¢esitli kanserleri
tedavi etmek amaciyla kemoterapide kullanilan antrasiklin-tipi (antineoplastik) bir
ilagtir. Doksorubisin; 16semi, Hodgkin lenfomasi, mesane, meme, mide, akciger,
yumurtalik ve tiroid kanserlerinde, yumusak doku sarkomasinda, ¢oklu miyeloma
gibi birgok kanser tipinin bazi kanser hiicrelerinde etki gostermektedir. DOX ilk
olarak 1969 yilinda Streptomyces peucetius alttiirii caesius ATCC29050°den tiretilen
mutant bir soy olan ATCC27952’den izole edilmistir (5). DOX, DOX’un dogrudan
oncusu olan daunorubisin (DNR)’in C-14 hidroksilasyonu ile olugmaktadir ve kanser
hiicreleri {izerinde ¢ogalmayr Onleyici aktivitesini iki farkli mekanizma olan
interkalasyon ve enzim inhibisyonu ile gostermektedir. Her iki mekanizma da hiicre
6lumune yol acan DNA hasari ile sonug¢lanmaktadir (6,7).

Bu ilag aglikonik ve seker kisimlarina sahip, secici olmayan bir sinif I
antrasiklindir. Aglikon kinin-hidroksikinon komsu gruplari, metoksi substitiic kisa
yan zincir ve bunu takip eden karbonil grubunun olusturdugu bir tetrasiklik halka
icermektedir. Seker bileseni (daunosamin olarak da bilinir) bir glikozidik bag ile bu

halkalardan birine baglanmistir (Sekil 2.15) (187,188).

0 OH OH
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Sekil 2.15. Doksorubisinin kimyasal yapisi (187).
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Yukarida anlatildig1 gibi, DOX, DNA ile iliskili enzimlere baglanarak gorev
gormekte ve DNA’nin ¢ift heliks yapisindaki baz ciftlerinin arasina girebilmektedir
(188). Topoizomeraz | ve II enzimleri gibi ¢oklu molekiiler hedeflere baglanarak
DNA hasar ile sonuglanan anti-proliferasyon ile baglantili olarak meydana gelen
cesitli sitotoksik etkilere yol agmaktadir (189). Apoptotik yolak, DNA’daki kiriklarin
tamirinin basarisiz olmasi durumunda ve hiicre ¢ogalmasi G; ve G, fazlarinda inhibe
edildiginde tetiklenmektedir. DOX’un ayrica hem DNA ve hem de RNA polimerazin
inhibisyonuyla DNA’nin arasina girdigi ve sonugta DNA replikasyonunu ve RNA
transkripsiyonunu durdurdugu bilinmektedir (188).

Birgok ila¢ gibi DOX da hiicreye pasif diflizyon ile girmekte ve hiicre ici
kompartmanlarda  derisimi  10-50 kat artarak  birikmektedir.  Nukleer
kompartmanlardaki DOX, hiicre sitoplazmasinda birikenden 50 kat daha fazladir.
Daha da spesifik olarak, nukleustaki DOX miktar1 340 mm satiirasyon diizeyine
ulasabilmektedir bu da bir molekiill DOX’un her bes baz cifinde bir DNA
zincirlerinin arasina girmesi seklinde tanimlanabilmektedir (190,191). Kalan serbest
hiicre i¢ci DOX (hiicre icindeki total ilacin % 2’si) diger organellere gelisigiizel bir
sekilde dagilmaktadir (golgi aparati, lizozom ve mitokondri) (192,193). DOX
muhtemelen karacigerin metabolizmadaki roliinden dolayr en c¢ok karacigerde
birikmektedir. Ayrica, DOX’un kemik iligi ve beyaz kan hiicrelerindeki derigimi
plazmadakinden 200-500 kat daha yiiksektir. DOX’un dokulara bu hizla dagilmasi,
kandaki diizeyinin hizla diismesine yol agmaktadir. DOX’un dokulara hizla girme
yetenegi vardir ancak; bu yetenek lipofilik yapisi ve DNA zincirlerinin arasina
girme/baglanma 6zelligi nedeniyle sadece nukleusa sahip hiicrelerde goriilmektedir.
Ilging bir sekilde, DOX’un hizli niifuz etme o6zelligine karsin; DOX kan-beyin-
bariyerini gecememektedir (194).

DOX’un DNA’ya interkalasyonu ise, DOX’un sitoplazmanin proteozomuna
yiiksek baglanma affinitesini kullanarak difiizyon yoluyla hiicreye girmesiyle
ger¢eklesmektedir. DOX, proteozomun 20S altiinitesine baglandiginda ve niikleer
por kompleksleri yoluyla nukleusa tasindiginda DOX-proteozom kompleksi
olusmaktadir. DOX’un, baglandig1 proteozoma gore niikleer DNA’ya daha ytiksek
affiniteye sahip olmasindan dolayi; DOX proteozomdan ayrilmakta ve DNA’ya
baglanmaktadir (Sekil 2.16) (188,195).
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DOX’un diger etkileri, daha ileri DNA hasarina neden olan serbest radikal
Uretimi, makromolekiil iiretiminin inhibisyonu, DNA’nin ¢ozlilmesi/ayrilmasi ve
alkillenmede artis gozlenmesini i¢ermektedir (196,197). DOX sadece nukleer
DNA’nin degil; ayn1 zamanda mitokondriyal DNA’nin da yapisina katilabilmektedir
(198). Ayrica DOX, plazma proteinlerine baglanarak direkt olarak hiicre zarim
etkilemekte ve DOX’un enzimatik elektronlarinin azalmasina sebep olmaktadir. Bu
da hidroksik serbest radikallerin yiiksek derecede reaktif olan tiirlerinin olusumuna
yol agmaktadir. Serbest radikaller, ilacin kullanimiyla ortaya ¢ikan toksisitenin
tehlikeli yan etkilerinden sorumlu olsa da; DOX’u guclu bir anti-kanser ilact yapan
aynt mekanizmalar, kanserin gesitli formlara karst etkili olmasin1 saglamaktadir

(196,198).

Sekil 2.16. Doksorubisinin tek zincirli DNA’ya interkalasyonu (195).

DOX’un basarili bir sekilde kullanimi, hematopoietik baskilama, mide
bulantisi, kusma, ekstravazasyon, sa¢ dokiilmesi ve en ¢ok korkulan yan etki olan
kardiyomiyopati gibi toksisiteler ile golgelenmektedir. Kardiyomiyopatinin
gorilmesi,  kemoterapinin  kesilmesinden  10-15 yil  sonrasina  kadar
ertelenebilmektedir. Kardiyomiyopati, semptomatik olmayan elektrokardiyografi
(ECQG) degisikliklerinden; perikardit ve dekompanse kardiyomiyopatiye kadar ¢ok

cesitli semptomlar ile karakterize edilmektedir. Kardiyomiyopatinin gérilme ihtimali
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biiyiilk Ol¢lide doza bagimli olsa da (199); kardiyomiyopati, bireyin artan
duyarliligina bagl olarak diisiik dozlarda da ortaya ¢ikabilmektedir (200).

DOX’un kalp {izerindeki =zararli etkilerinin genelde kemoterapinin
kesilmesinden yillar sonrasina kadar belirlenememesinden dolayr en biiyiik etki,
kanser sonrasi hayatta kalan pediatri hastalarinda gorilmektedir (201,202). Pediatrik
kanser hastalarinin yaklagik % 60’1na antrasiklin uygulandiginda (203); bu hastalarin
% 10°u kemoterapi sonrasinda 15 yil iginde semptomatik kardiyomiyopati

gelistirmektedir (204).
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3. GERECLER ve YONTEMLER
3.1. Geregler
3.1.1. Hucreler

HEPG2 hiicreleri DSMZ (Almanya) firmasindan, MCF-7 ve HEK293
hiicreleri ise ATCC (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan sertifikali olarak

temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Tripsin-EDTA, 1s1 ile inaktive
edilmis Fetal Sigir Serumu (HI FBS), L-Glutamin (L-Glu) ve Penisilin/Streptomisin
(P/S) GIBCO (Ingiltere) isimli firmadan temin edilmistir. Ultra Pure™ agaroz, Track
It y X 174 RF DNA/Hae Fragment, Track It Cyan/Orange Buffer, Etidyum Bromiir
(EtBr) Solisyonu, Proteinaz K, Purelink DNase, DNaz I, RNase away, total RNA
saflastirilmasinda kullanilan Purelink™ RNA Mini Kit, total RNA o6rneklerinin
¢cDNA’e cevrilmesinde kulanilan Superscript® 111 Cells Direct cDNA Synthesis
System, Superscript® One-Step RT-PCR with Platinum® Taq ve SYBR® Gold
Nucleic Acid Gel Stain Invitrogen’den (Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri)
almmigtir. PCR kiti Gene Direx (Almanya) isimli firmadan temin edilmistir.
Polimorfizm ¢alismasinda Fermantas (Ispanya) markali FnuDII restriksiyon enzimi
kullanilmistir. MTT sitotoksiste deneyinde kullanilan Doksorubisin hidrokloriir
Sigma’dan (Almanya) temin edilmistir. Real Time PCR isleminde kullanilan 96
kuyucuklu plakalar ve Power SYBR Green Master Mix Applied Biosystems
(Amerika Birlesik Devletleri)’den alinmistir. Serolojik pipetler ve hiicre kiiltiirii
malzemeleri ile DNaz-RNaz-pirojen igermeyen pipet uglari Orange Scientific

(Belgika)’ten temin edilmistir.

3.1.3. Cihazlar

MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hiicreleri Sanyo MCO-18 model karbondioksit

inkiibatoriinde (Japonya) inkiibe edilmistir. Hiicrelerin gozlenmesi ve sayimi igin
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NIKON Eclipse TS100 (Amerika Birlesik Devletleri) 1sitk mikroskobundan
yararlanilmistir. Biitlin hiicre kiiltiirii islemleri Clean Air Techniek (Hollanda) isimli
firmadan temin edilen laminar akis kabini igerisinde gergeklestirilmistir. Santrifiij
islemlerinde Hettich Rotina 35R (Almanya) isimli cihaz kullanilmistir.

Deneylerde kullanilan gereglerin sterilizasyonunun saglanmast ve RNA
saflastirilmast iglemleri BIOSAN (Ukrayna) firmasindan temin edilen DNA-RNA
UV-cleaner isimli kabin igerisinde ger¢eklestirilmistir. DNA ve RNA 6rneklerinin jel
elektroforezinde yiiriitiilmesinde Invitrogen (ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri)
marka yatay jel elektroforez tanki ve ZOOM Dual Power Supply (Amerika Birlesik
Devletleri) isimli gli¢ kaynagi cihazindan yararlanilmigtir. DNA ve RNA
orneklerinin Trans UV altinda gorintiilenebilmesi i¢in Gel Logic 200 Imaging
System isimli cihaz ve KODAK MI SE adl1 bilgisayar programi kullanilmigtir. DNA
ve RNA orneklerinin  miktar tayini UV-1800 SHIMADZU (Japonya)
spektrofotometre cihazi ile gerceklestirilmistir.

PCR islemleri i¢in Long Gene (Kore) firmasindan MyGene "™ Series Peltier
Thermal Cycle isimli cihazin MG966 sayili modeli temin edilmistir. Kantitatif RT-
PCR islemleri i¢in Applied Biosystems’dan (Amerika Birlesik Devletleri) ViiA™ 7
Real-Time PCR System isimli cihazdan yararlanilmistir.

Deneylerde kullanilan tamponlarin pH ayarlamalar1 Orion 520A pH metre ile
gerceklestirilmistir. Tartim islemlerinde Mettler Toledo AGI35 isimli hassas terazi

ve Sartorius tart1 cihazi kullanilmistir.

3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre Kultdrd

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hucreleri % 10 FBS, % 1 (w/v) P/Sve 1 X L-
Glu igeren DMEM ortaminda, 37°C’de ve % 5 CO, igeren inkibatorde inklbe
edilmistir. Hiicrelerin canlilik ve ¢ogalma durumlar: her giin 151k mikroskobu altinda
izlenmis ve 3-4 giinde bir bulunduklar1 besiyeri taze DMEM ortamu ile degistirilmis

ve ya hiicreler pasajlanmistir.
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3.2.1.1. Hucrelerin Pasajlanmasi

Hiicre hatlarinin % 80-90 oraninda doluluga ulastigi gozlemlendikten sonra,
besiyeri aspire edilmis ve hiicreler 1 X Fosfat tamponlu salin (PBS, 10 mM pH 7,4)
ile yikanmistir. Hiicrelere % 0,25°lik Tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklenmis ve 37°C’de 2-
3 dakika slire ile inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda kiiltiir kaplarina soguk
DMEM eklenmis ve toplanan hiicreler oda sicakliginda 10 dakika siire ile 250 x g’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatan aspire edilmis, hiicrelere 1lik
DMEM eklenmis ve belirlenen seyreltme oranina gore yeni kiiltiir kaplaria

aktarilmistir. Hiicreler 37°C’de ve % 5 CO; igeren inkiibatorde saklanmuistir.

3.2.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Pasajlama sirasinda santrifiij isleminden sonra pellet olarak c¢oktiiriilen
hicrelerin bir kismu saklanmak ve daha sonra kullanilmak iizere dondurulmustur.
Bunun igin steril bir karyotiip i¢ine siispanse edilmis hiicrelere % 10 Dimetilstilfoksit
(DMSO) eklenmistir. Hiicreler 6nce -20°C’de 2 saat siire dondurulmus daha sonra -
86°C’lik derin dondurucuya aktarilarak saklanmistir.

-86°C’de saklanan hucrelerin ¢Ozdurilmesi igin hicreler 37°C’lik su
banyosunda hafifce calkalanarak ¢ozdiiriilmiistiir. Hiicrelerin tamami bir falkon tiibe
aktarilip tizerine 1ik DMEM eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika siire ile 250 x
g’de santrifiij edilmistir. Siipernatan aspire edilip hiicrelerin iizerine 1lik besiyeri
eklenmis ve ¢oziilen hiicreler kiiltiir kabina aktarilarak 37°C’de % 5 CO; igeren

inkiibatorde saklanmustir.

3.2.2. Thoma Lamu ile Hiicre Sayimi

Sayimi yapilacak hiicrelerin besiyeri aspire edilmis ve 1 X PBS ile
yikanmistir. % 0,25°lik Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenmis ve kiiltiir kaplar1 37°C’de
% 5 CO; iceren inkiibator ortaminda 2-3 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda kiiltiir kaplarina soguk DMEM eklenmis ve pipet yardimi ile altiist edilerek
homojen hale gelmesi saglanmistir. Hiicreler steril falkon tiiplere aktarilmis ve oda
sicakliginda 10 dakika siire ile 250 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda,

stipernatan kisim aspire edildikten sonra hiicrelerin iizerine 1lik DMEM eklenmis ve
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pipet yardimu ile altiist edilerek homojen hale gelmesi saglanmistir. Bu siispansiyon,
steril bir ependorf icinde 1ilk DMEM ile 1/10 oraninda seyreltilmis ve bu
siispansiyondan belirlenen hacimde alinip Thoma lam1 ve lamel arasina konularak

151k mikroskobu altinda hiicre sayimi yapilmistir.

3.2.3. MTT Sitotoksisite Deneyi

3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromir (MTT) sitotoksisite
deneyi, MTT solusyonunun hiicresel enzim aktivitesi ile mor renkli formazana
indirgenmesi esasina dayanan (Sekil 3.1), hiicre biiylimesinin ve ya hiicre 6liimiiniin

indirekt olarak degerlendirilmesini amaglayan bir deneydir.

o O
g oMy

Sekil 3.1. MTT sitotoksisite deneyinin esasi (205).

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hucrelerinin her biri 96 kuyucuklu hiicre kiltard
plakalarma kuyucuk bagina 10.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Kontrol amaglt
Olciilecek kuyucuklara hi¢ hiicre ekilmemistir. Hiicreler ekimden sonra 37°C % 5
CO, igeren ortamda inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelerin tutunmaya baglamasindan yaklagik 2 giin sonra eski DMEM
ortami aspire edilip hiicreler 1 X PBS ile yikanmistir. Deneyin kontrolii olan
kuyucuklara hic DOX eklenmezken, diger kuyucuklara ise artan dozlarda (50 nM,
100 nM, 250 nM, 500 nM, 750 nM, 1000 nM, 2000 nM, 3000 nM ve 4000 nM)
DOX uygulamasi yapilmistir. Bunun i¢in her kuyucuga toplam hacim 100 pL olacak
sekilde FBS icermeyen besiyeri ve ilgili dozlarda DOX uygulamasi yapilmis; hig
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DOX uygulanmayan kuyucuklara sadece 100 uL FBS icermeyen i1ilik DMEM
eklenmistir. DOX uygulamasindan sonra hiicreler 37°C’de % 5 CO; ortaminda 48
saat siire ile inkiibe edilmistir. 48 saat sonunda biitiin kuyucuklara MTT soliisyonu (5
mg/mL) eklenmis ve hiicreler 4 saat boyunca 37°C’de % 5 CO; ortaminda
inkiibasyona birakilmistir. 4 saat inkiibasyonun sonrasinda biitliin kuyucuklara % 23
SDS ve % 45 dimetilformamid (DMF) igeren lizis soliisyonundan eklenmistir. Bu
islem sonrasinda ELISA plaka okuyucuda, 590 nm dalga boyunda absorbans
degerleri olgiilmiis ve kaydedilmistir. Hiicre ekilmeyen, sadece MTT soliisyonu ve
DMF-SDS lizis soliisyonu eklenen kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri ise

kor olarak kabul edilmistir.

3.2.4. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden DNA Saflastirilmasi

Her giin durumlan izlenen kiiltlir kaplar1 igindeki hiicre hatlar1 % 80-90
oraninda doluluga ulastiginda, kiiltiir kaplarinin i¢indeki besiyeri aspire edilmis ve
hiicreler 1 X PBS ile yitkanmistir. Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kaplarina % 0,25°1ik
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenmis ve hiicreler 37°C’de 2-3 dakika sire ile inklbe
edilmistir. Bu siirenin sonunda kiiltiir kaplarina soguk DMEM eklendikten sonra
hiicreler oda sicakliginda 10 dakika siire ile 250 x g’de santrifiij edilmis ve
slipernatan aspire edilmistir. Besiyerini uzaklastirmak amaciyla pellet 1 X PBS ile
yikanip oda sicakliginda 4 dakika siire ile 250 x g’de tekrar santrifiij edilmistir. Pellet
Tris-EDTA Tamponu (TE Tamponu, 10 mM, pH 8,0) ile cozilup tekrar oda
sicakliginda 4 dakika siire ile 250 x g’de santrifiij edilmistir. Proteinaz K, 1mg/mL
olacak sekilde lizis tamponu i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve elde edilen pellet bu soliisyonda
¢cOziilmiistiir. Siispansiyon steril ependorfa aktarilarak yaklasik 16 saat siire ile sicak
su banyosunda 37°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda son derisim 2,5 M olacak sekilde amonyum
asetat eklenmis ve 30 saniye siiresince hizli bir sekilde ¢alkalanmistir. Hiicreler oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 2700 x g’de 15 dakika santrifij
edilmistir. Daha sonra silipernatan bagka bir steril ependorfa aktarilmis, iizerine
hacminin 2,5 kat1 kadar % 96’lik soguk etanol eklenmistir. Ornek, 20 dakika siire ile
4°C sicaklikta 20,800 x g’de santrifiij edildikten sonra siipernatan aspire edilmis ve

pelletin Uzerine % 70’lik etanol eklenerek 6rnekten amonyum asetat tuzunun
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uzaklastirilmas1 saglanmustir. Ornek tekrar 20 dakika siiresince oda sicakliginda
20,800 x g’de santrifiij edildikten sonra siipernatan aspire edilmis ve etanoliin u¢gmasi
icin ependorfun kapagi agik olacak sekilde oda sicakliginda 5-6 dakika sure ile
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda TE tamponu eklenerek pipet yardimi ile

homojen hale gelmesi saglanmistir.

3.2.5. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden Saflastirilan
DNA’larin Miktari ve Saflik Tayini

MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hiicrelerinden saflastirilan DNA’larin miktarinin
tayini spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm’de verdikleri absorbans degerleri
Olciilerek tespit edilmistir. Niikleik asitler 260 nm’de; proteinler ise 280 nm’de
maksimum absorbans vermektedir ve bu iki degerde Olcililen absorbans degerlerinin
orani (Azeo/Azgp), Ornegin saflik derecesini gostermekte ve bu oranin DNA igin 1,6-
1,8 degerleri arasinda olmasi beklenmektedir. DNA miktar1 tayininde, 260 nm’de 1
absorbans degeri veren saf DNA miktarinin 50 pg/mL oldugu kabul edilmektedir.
Hiicrelerden saflastirilan DNA’lar steril bir ependorf icinde TE tamponu ile 1/100
oraninda seyreltildikten sonra kuartz kiivetine aktarilarak 260 ve 280 nm’deki

absorbanslar dl¢iilmiis ve Azeo/Azgo orant ve DNA miktarlart hesaplanmistir.

3.2.6. DNA i¢in Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve DNA’larin Jel

Goruntisunidn Elde Edilmesi

Degisen ylizdelerde agaroz jellerini hazirlamak i¢in gerekli miktarda agaroz
tartilip 1 X Tris-Asetik Asit EDTA (TAE) tamponu igerisinde 1sitilarak ¢oziilmiistiir.
Soliisyonun sicakligr yaklagik 50°C’ye diistiiglinde son derisim 0,5 pg/mL olacak
sekilde EtBr eklenmis ve jel elektroforez kasetine dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra
icinde 1 X TAE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilmis ve drnekler jele
yiiklenip 30 dakika siire ile 100 V’da yiiriitilmiistiir. Belirte¢ olarak her agaroz jeline
1000 bp’lik Track It v X 174 RF DNA/Hae Fragment yiiklenirken, niikleik asit
boyasi olarak Track It Cyan/Orange iki renkli boya kullanilmistir. Jelin KODAK jel
goriintlileme cihazi ile UV 15181 altinda fotografi ¢ekilmis ve fotograf kaydedilmistir.



3.2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflagtirilan DNA’lar polimorfizm

caligmasinda kullanilmak iizere polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) tabi

tutulmustur. Bunun igin ilgilenilen gen boélgesi i¢in 6zglin primerler tasarlanmis ve

bu primerlerin DNA’ya optimum baglandig1 sicakligi belirlemek amaciyla 6nce

gradient PCR yonteminden yararlanilmistir. Gradient PCR yonteminde 44°C, 46°C,
48°C, 50°C ve 55°C sicakliklar secilmistir. Hem gradient hem de standart PCR

yonteminde aymi sekilde PCR reaksiyon ortami hazirlanmis ve hazirlanan PCR

reaksiyon ortami Tablo 3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1. PCR yonteminde kullanilan PCR reaksiyon ortamu.

Malzemeler Stok Derisim Son Derisim
PCR tamponu 10 X 1X
dNTP 10 mM 0,2 mM
Mleri Primer 10 mM 0,2 mM
Geri Primer 10 mM 0,2 mM
Taq polimeraz 5 U/uL 5U
DNA 06rnegi - -
dH,0O - -

Gradient PCR yontemi i¢in segilen sicaklik

sunulmustur.

dongiileri Tablo 3.2°de




Tablo 3.2. Gradient PCR ydntemi i¢in segilen sicaklik dongiileri.
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Protokol Dongii Sayisi Sicakhik Zaman
1 1 94°C 5 dakika
94°C 45 saniye
2 44-55°C 1 dakika
34
72°C 1 dakika
3 1 72°C 10 dakika
4 - 4°C ©

Gradient PCR yontemi ile primerlerin DNA’ya baglandig1 optimum sicaklik

44°C olarak belirlenmis, buna gore standart PCR yontemi uygulanmis ve standart

PCR yontemi i¢in sicaklik dongiileri Tablo 3.3’de sunulmustur.

Tablo 3.3. Standart PCR ydntemi i¢in sicaklik dongiileri.

Protokol Dongii Sayisi Sicakhik Zaman
1 1 94°C 5 dakika
94°C 45 saniye
2 44°C 1 dakika
34
72°C 1 dakika
3 1 72°C 10 dakika
4 - 4°C 00

3.2.8. MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 Hucrelerinde TP53 Geninin Genomik

Dizisinin 72. Kodonunda Polimorfizm Calismasi

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflastirilan DNA ornekleri

kullanilarak yapilan PCR calismasindan elde edilen PCR fiiriinleri, TP53 geninin

genomik dizisinin 72. kodonunda Arg/Pro genotipi bulunup bulunmadiginin tespit

edilmesi amaciyla polimorfizm c¢aligmasinda kullanilmistir. Bunun i¢in Bstul
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enziminin izosizomeri olan Bsh12361 (FnuDIl) (10 U/uL) restriksiyon enzimi
kullanilmistir. FnuDII enzimi, bir DNA dizisinde yer alan CGCG sekansini tantyip
kiit uglu olarak G ve C niikleotidlerinin ortasindan kesmektedir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. FnuDII restriksiyon enziminin kesim bolgesi.

Polimorfizm ¢alismasi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami Tablo 3.4°de

sunulmustur.

Tablo 3.4. Polimorfizm galismasi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami.

Malzemeler Miktar (uL)
dH,0 11
PCR urtnd 6
BSA iceren R* tamponu 2
Enzim (FnuDII) 1

FnuDII restriksiyon enzimi icin BSA (S1gir Serum Albiimini) iceren 10 X R*
tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 8.5, 10 mM MgCl, 100 mM KCI, 0,1 mg/mL BSA)
son derisim 1 X olacak sekilde reaksiyon ortamina eklenmistir.

Hazirlanan reaksiyon ortamlar1 sicak su banyosunda 37°C’de yaklasik 16 saat
sure ile inkibe edildikten sonra % 1,8’lik agaroz jelde 30 dakika sure ile 100 V’da
yiiriitiilmiis ve Trans UV 15181 altinda jelin fotografi ¢ekilerek kaydedilmistir.
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3.2.9. MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 Hiicrelerinin 6 cm’lik Petrilere
Ekilmesi

Hiicre hatlar1 % 80-90 oraninda doluluga ulastiginda, 3.2.1.1. no’lu baglikta
anlatildig1 tizere hiicreler toplanmistir. Hiicre siispansiyonu steril bir ependorf i¢ginde
besiyeri ile seyreltilmis ve 151tk mikroskobu altinda thoma lami ile hiicre sayimi
yapilmistir. 6 cm capindaki her bir petri kabinda 200.000 hiicre olacak sekilde
hiicreler ekilmistir. Hiicrelerin tizerine 4-5 ml besiyeri eklendikten sonra 37°C’de %
5 CO; iceren ortaminda inkiibasyona birakilmustir.

Petri kaplarina ekilen hiicreler % 80-90 oraninda doluluga ulastiginda, bu
kaplardaki besiyeri aspire edilmis, FBS icermeyen besiyeri eklendikten sonra artan
dozlarda DOX (50 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM) uygulanmistir. Deney kontrolii
amaciyla kullanilacak bir petriye hi¢ DOX eklenmemistir. Hiicreler 48 saat siire ile

37°C’de % 5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir.

3.2.10. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinin RNA’larmin

Saflastirilmasi

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinin RNA’larinin saflastirilmasi i¢in
petri kaplarma ekilen ve artan derisimlerde DOX uygulamasi yapilan hiicrelerin
ortami aspire edilmistir. Her bir kaba 1:100 oraninda B-merkaptoetanol ve lizis
tamponu igeren karisimdan eklenmis ve pipet yardimi ile alt list edilerek homojen
hale gelmesi saglanmistir. Homojenat, petri kabinda hi¢ hiicre kalmadigindan emin
olunarak steril bir ependorfa aktarilmigtir. Her bir kaba konulan f-merkaptoetanol ve
lizis tamponu igeren karisimin hacmine gore 1:1 oraninda % 70’lik etanol eklenmis
ve vorteks yardimi ile homojen hale getirilmistir. Bu 6rnekler, toplama tiipiiniin i¢ine
oturtulmus olan kolona aktarildiktan sonra oda sicakliginda 15 saniye siire ile 12,000
X g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda toplama tiipiiniin i¢inde biriken kisim
dokuldukten sonra kolon tekrar toplama tiipiine oturtulmus, 6rnegin geri kalan kismi
da ayni1 sekilde i¢ine toplama tiipiine oturtulmus olan kolona aktarilmistir. Kolon oda
sicakliginda 15 saniye siire ile 12,000 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
toplama tlipdnadn i¢inde biriken kisim dokiildiikten sonra kolon tekrar toplama tiipiine

oturtulmustur. Daha sonra tiiplerdeki 6rneklerin {izerine yikama tamponu I eklenerek
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oda sicakliginda 15 saniye siire ile 12,000 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda toplama tiipiiniin i¢inde biriken kisim dokiildiikten sonra kolon tekrar
toplama tiipiine oturtulmustur. Orneklerin iizerine % 96’liik saf etanol igeren yikama
tamponu II eklenmis ve kolon oda sicakliginda 15 saniye siire ile 12,000 x g’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda toplama tiipiiniin icinde biriken kisim
dokiildiikten sonra kolon tekrar toplama tiipiine oturtulmus ve RNA’nin bagl oldugu
membran1 kurutmak amaciyla, 6rnekler oda sicakliginda 10 dakika siire ile 12,000 x
g’de santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasinda kolon toplama tiipiinden ¢ikartilarak
kazanim (recovery) tiipiine takilmistir. Kazanim tlipliniin tam ortasina RNaz
icermeyen su eklenmis, oda sicakliginda bir dakika siire ile inkiibe edilmis ve bu
stirenin sonunda oda sicakliginda 2 dakika siire ile 12,000 x g’de santrifiij edilmistir.
Kazanim tiipiiniin tam ortasina RNaz icermeyen su eklendikten sonra ayni islemler
tekrar edilmis ve RNA elde edilmistir. Saflagtirllan RNA 6rnekleri, miktar tayini
yapilincaya kadar -86°C’de muhafaza edilmistir. RNA saflastirma islemleri bltun

hiicreler i¢in 3 kez tekrar edilmistir.

3.2.11. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden Saflastirilan
RNA’larin Miktarimnin Tayini

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflagtirilan RNA’larin miktarinin
tayini spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm’de verdikleri absorbans degerleri
Olciilerek tespit edilmistir. Niikleik asitler 260 nm’de; proteinler ise 280 nm’de
maksimum absorbans vermektedir. Bu iki degerde oOlgiilen absorbans degerlerinin
orani (Aze0/Azg0), Ornegin saflik derecesini gostermekte ve bu oranin RNA igin 1,8-
2,0 degerleri arasinda olmasi beklenmektedir. RNA miktar1 tayininde, 260 nm’de 1
absorbans degeri veren saf RNA miktarinin 40 pg/mL oldugu kabul edilmektedir.
Hiicrelerden saflastirilan RNA’lar steril bir ependorf icinde distile su ile 1/500
oraninda seyreltildikten sonra kuartz kiivetine aktarilarak 260 ve 280 nm’deki

absorbanslar ol¢iilmiis ve Azgo/Azgo orani ve RNA miktarlar1 hesaplanmustir.
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3.2.12. RNA i¢in Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve RNA’larin Jel

Goruntusinun Elde Edilmesi

RNA icin % 2’lik agaroz jeli hazirlamak amaciyla, gerekli miktarda agaroz
tartilmis 1 X TAE tamponuna 500 pL seyreltilmemis ¢amasir suyu eklenip 1sitilarak
¢oOziilmiistiir. Soliisyon 50-60°C’ye diistiigiinde son derisim 0,5 pg/mL olacak sekilde
EtBr eklenmis ve jelin oda sicakliginda donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra
icinde 1 X TAE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilmis ve 6 X Track It
Cyan/Orange iki renkli niikleik asit boyasi bulunan ve 6rneklerden olusan karigim
yiiklenmistir. Ornekler 30 dakika siire ile 100 V’da yiriitildikten sonra goriintiileme

cihazi ile UV 15181 altinda jelin fotografi ¢ekilmis ve kaydedilmistir.

3.2.13. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden Saflastirilan
RNA’lardan cDNA Olusturulmasi

-86°C’de saklanmis olan MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerine ait total
RNA orneklerinden cDNA olusturulmasi i¢in dncelikle her bir RNA 6rnegi miktari
500 ng olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile dengeleyerek 11 uL’lik RNA stoklari
hazirlanmistir. Daha sonra 20 pL'lik cDNA reaksiyon ortamininin olusturulmasi igin

gereken diger malzemeler Tablo 3.5’e gore eklenmistir.
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Tablo 3.5. Total RNA 6rneklerinden cDNA olusturulmasi igin hazirlanan ortam

) Oligo 5X Rnaz
ore Ornek | Stok RNA | RNA | ddH,0 i dNTP — DTT S RT
(ng/uL) [ (ML) | (L) | (ML) [ (L) [ (ML) L) | (ML) (ML)
1A 880 0,57 | 10,43 1 1 4 1 1 1
2A 100 5 6 1 1 4 1 1
3A 660 0,76 | 10,24 1 1 4 1 1 1
4A 640 0,78 | 10,22 1 1 4 1 1 1
5A 440 1,14 | 9,86 1 1 4 1 1 1
HEPG?
1B 100 5 6 1 1 4 1 1 1
2B 80 6,25 | 4,75 1 1 4 1 1 1
3B 260 1,92 | 9,08 1 1 4 1 1 1
4B 740 0,68 | 10,32 1 1 4 1 1 1
5B 500 1 10 1 1 4 1 1 1
6A 360 1,39 | 9,61 1 1 4 1 1 1
7A 380 1,32 | 9,68 1 1 4 1 1 1
8A 320 1,56 | 9,44 1 1 4 1 1 1
9A 220 2,27 | 873 1 1 4 1 1 1
10A 80 6,25 | 4,75 1 1 4 1 1 1
MCF7
6B 320 1,56 | 9,44 1 1 4 1 1 1
7B 360 1,39 | 9,61 1 1 4 1 1 1
8B 260 1,92 | 9,08 1 1 4 1 1 1
9B 240 2,08 | 8,92 1 1 4 1 1 1
10B 140 3,57 | 7,43 1 1 4 1 1 1
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Tablo 3.5. (Devam) Total RNA 6rneklerinden cDNA olusturulmasi i¢in hazirlanan

ortam
Hiicre | Ornek | Stok RNA | RNA |ddH,0 | Oligo dT | dnTP |- X |pTT|. RM@ g7
Tampon inhibitora
11A 280 1,79 | 9,21 1 1 4 1 1 1
12A 232 2,16 | 8,84 1 1 4 1 1 1
13A 80 6,25 | 4,75 1 1 4 1 1 1
14A 56 8,93 | 2,07 1 1 4 1 1 1
15A 80 6,25 | 4,75 1 1 4 1 1 1
11B 112 | 4,46 | 6,54 1 1 4 1 1 1
12B 80 6,25 | 4,75 1 1 4 1 1 1
HEK293| 13B 136 | 3,68 | 7,32 1 1 4 1 1 1
14B 120 | 417 | 6,83 1 1 4 1 1 1
158 88 568 | 532 1 1 4 1 1 1
11C 104 24 | 86 1 1 4 1 1 1
12C 48 52 | 58 1 1 4 1 1 1
13C 64 39 | 71 1 1 4 1 1 1
14C 24 10,4 | 0,6 1 1 4 1 1 1
15C 32 78 | 32 1 1 4 1 1 1

1A, 1B, 6A, 6B, 11A, 11B ve 11C: DOX uygulanmayan hicrelerden

saflastirilan RNA orneklerini;

2A, 2B, 7A, 7B, 12B, 12B ve 12C: 50 nM DOX uygulanan hticrelerden

saflastirilan RNA orneklerini;

3A, 3B, 8A, 8B, 13A, 13B ve 13C: 200 nM DOX uygulanan hticrelerden

saflastirilan RNA orneklerini;

4A, 4B, 9A, 9B, 14A, 14B ve 14C: 400 nM DOX uygulanan hticrelerden

saflastirilan RNA orneklerini;

5A, 5B, 10A, 10B, 15A, 15B ve 15C ise 800 nm DOX uygulanan

hiicrelerden saflastirilan RNA orneklerini temsil etmektedir.

3.2.14. cDNA i¢in Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve cDNA’larin Jel

Goruntisinin Elde Edilmesi

mRNA ’lardan

cDNA’lerin

olusturulup

olusturulmadigini

gorebilmek

amaciyla % 2’lik agaroz jeli hazirlanmis ve DNA jelinden farkli olarak EtBr

eklenmemistir. Bunun yerine jel donduktan sonra ilk kuyucuga 1000 bp’lik Track It
v X 174 RF DNA/Hae Fragment belirteci yiiklenirken diger kuyucuklara cDNA
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ornekleri ve Cyan/Orange iki renkli boyadan olusan karisim yiiklenmistir. Jel 30
dakika siire ile 100 V’da yiiriitiilmiistiir. Bu silirenin sonunda jel, I X TAE tamponu
ve 1 X SYBR Gold niikleik asit jel boyas1 igeren bir kaba alinmis ve yaklagik iki saat
siire ile 151k almayan bir ortamda inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda

trans UV altinda jelin fotografi ¢ekilmis ve kaydedilmistir.

3.2.15. Kantitatif Es Zamanh PCR Yontemi ile Gen Ekspresyon

Duzeylerinin Tayini

Hi¢ DOX uygulanmamis ya da artan dozlarda DOX uygulanmis olan MCF-7,
HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden elde edilen cDNA’lerin uygun sekilde
olusturulduklar1 agaroz jel goriintiileri ile dogrulanmistir. Bundan sonraki asamada
cDNA ornekleri ile kantitatif es zamanli PCR (RT-PCR) yontemi uygulanarak TP53,
MDM2, BCL-2, BAX ve MDR-1 genlerinin ekspresyon diizeyleri belirlenmek tzere
calisilmigtir. Kontrol geni olarak GAPDH se¢ilmis ve GAPDH’in gen ekspresyon
diizeyi ile bu genlerin ekspresyon diizeyleri karsilagtirilmistir.

Polimorfizm c¢alismasinda kullanilacak olan primer ¢ifti bolgesi Baslik
3.2.8’de anlatilan gen bdlgesini icerecek sekilde secilmis ve ¢ogaltma buna gore
yapilmustir.

Tablo 3.6’da primerlerin olusturdugu iiriinlerin boyutu, % GC oranlar1 ve T,
sicakliklar1 da gosterilmistir.

Tablo 3.6’nin asagisinda polimorfizm ¢alismasi i¢in tasarlanan primerler,
TP53 geninin yaklagik 1000 bazlik bolgesi icinde mavi renk ile gdsterilmistir. Ayrica
RT-PCR calismasi igin segilen genlerin cDNA dizileri verilmis ve yine bu cDNA
dizilerinden tasarlanan primerler de mavi renk ile belirtilmistir. Belirtilen biitiin gen
ve cDNA dizileri National Center for Biotechnology Information (NCBI) veri

tabanindan alinmistir.



Tablo 3.6. Polimorfizm ve gen ekspresyonu ¢aligmalari igin tasarlanan primerler ve ilgilenilen gen Grtnleri.

Primer Primer Dizisi (5°-3%) Tm (°C) % GC Cogaltllan Gen
Urudnundn

PolF (TP53) CTCAGGGCAACTGACCGT 43 50

PoIR (TP53) CTCAGGGCAACTGACCGT 47 61 -

GenlF (TP53) CACCATGAGCGCTGCTCAGATAGC 65,86 58,33

GenlR (TP53) ACAGGCACAAACACGCACCTCAAA 65,97 50,00 30

Gen2F (MDM2) AGGTCACTCCGATGAAAGGT 58,35 50,00

Gen2R (MDM2) GTTGTCTAGTACCATTAACC 50,61 40,00 L

Gen4F (BCL-2) GTGTGTGGAGAGCGTCAACCGG 65,78 63,64

Gen4R (BCL-2) TCAAACAGAGGCCGCATGCTGG 65,90 59,09 102

Gen5F (BAX) TTTCATCCAGGATCGAGCAG 57,39 50,00

Gen5R (BAX) AAAGTAGAAAAGGGCGACAA 55,19 40,00 202

Gen6F (MDR-1) TTCAACTATCCCACCCGACCGGAC 66,03 58,33

Gen6R (MDR-1) ATGCTGCAGTCAAACAGGATGGGC 66,01 o4,17 2o

Gen7F (GAPDH) GTCGTATTGGGCGCCTGGTCAC 65,93 63,64

Gen7R (GAPDH) GCCAGCATCGCCCCACTTGATT 66,00 59,09 239

4%
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P53 Geninin_Genomik Dizisinin 1000 Bazhk Bolgesi (Toplam 32772 baz

cifti)
ACCACCCCCACCCCAACCCCAGCCCCCTAGCAGAGACCTGTGGGAAGCGAAAATTCC
ATGGGACTGACTTTCTGCTCTTGTCTTTCAGACTTCCTGAAAACAACGTTCTGGTAA
GGACAAGGGTTGGGCTGGGGACCTGGAGGGCTGGGGACCTGGAGGGCTGGGGGGCTG
GGGGGCTGAGGACCTGGTCCTCTGACTGCTCT TN I ®ECCCTTG
CCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTC
ACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTG
GCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCC
CTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAAAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTG
GGCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCNS TN e
GGGCTGGCTTCCATGAGACTTCAATGCCTGGCCGTATCCCCCTGCATTTCTTTTGTT
TGGAACTTTGGGATTCCTCTTCACCCTTTGGCTTCCTGTCAGTGTTTTTTTATAGTT
TACCCACTTAATGTGTGATCTCTGACTCCTGTCCCAAAGTTGAATATTCCCCCCTTG
AATTTGGGCTTTTATCCATCCCATCACACCCTCAGCATCTCTCCTGGGGATGCAGAA
CTTTTCTTTTTCTTCATCCACGTGTATTCCTTGGCTTTTGAAAATAAGCTCCTGACC
AGGCTTGGTGGCTCACACCTGCAATCCCAGCACTCTCAAAGACTCAGGCTGGAGTGC
AGTGGCTCAATCTCAGCTCACTGCAAGCTCTGCCTCCCAGGTTCATGCCATTCTCCT
GCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCCCGCCACCACGCCTGGCTAATT
TTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCAC

TP53 Geninin cDNA Dizisinin 1500 Bazhk Boélgesi (Toplam 2591 baz

cifti)

GATGGGATTGGGGTTTTCCCCTCCCATGTGCTCAAGACTGGCGCTAAAAGTT
TTGAGCTTCTCAAAAGTCTAGAGCCACCGTCCAGGGAGCAGGTAGCTGCTGGGCTCC
GGGGACACTTTGCGTTCGGGCTGGGAGCGTGCTTTCCACGACGGTGACACGCTTCCC
TGGATTGGCAGCCAGACTGCCTTCCGGGTCACTGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGAT
CCTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGTCAGGAAACATTTTCAGACCTATGGAAACTACTT
CCTGAAAACAACGTTCTGTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTG
TCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCC
AGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCG
GCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAAAACC
TACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCT
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GTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACC
TGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCC
ATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCHNE
N R TN Y®GATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTG
GAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTG
GTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAAC
TACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATC
ATCACACTGGAAGACTCCAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCIRIIAIEEel
RSN CC TGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAA
GGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGCACTGCCCAACAAC
ACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTT
CAGATCCGTGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAATGAGGCCTTGGAA
CTCAAGGATGCCCAGGCTGGGAAGGAGCCAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCAC
CTGAAGTCCAAAAAGGGTCAGTCTACCTCCCGCCATAAAAAACTCATGTTCAAGACA
GAAGGGCCTGACTCAGACTGACATTCTCCACTTCTTGTTCCCCACTGACAGCCTCCC
ACCCCCATCTCTCCCTCCCCTGCCATTTTGGGTTTTGGGTCTTTGAACCCTTGCTTG
CAATAGGTGTGCGTCAGAAGCAC

MDM2 Geninin cDNA Dizisinin 1500 Bazhk Bolgesi (Toplam 7495 baz

cifti)

CCTGTCAAATATCTGCAAGAACTATGGAATAAAACTACTGATGCAGTGAAGA
CAGTTGAAAAGATCAAACAAATGCCAAGCTATATTTATAATGAACAAATTCAAGAAA
AAGGACTACGGAAAGTTCAGGACATCAAAGAAGTCAGGCAAAACTCATCTTGACCCC
TGTTGCAGGCAAAGGAACGCAGCTGGAAGAAAAGATGATATAACAGTTAACAGGATG
CAGACATGGCAGAGGTTTCCTAAAAATCTCATTATCTATAACCATTTCTATATTTAC
ATTTGAAAATCTCCTTTGGAGACTTAGAACCTCTAAATTATTGACTTATTTTTTATA
TA
NI TN TV YR IGATTACAAAATCATCTACATTGCTGTCTACAAAACAG
ATAATATGGATGTTTGATCGCATCTCATTGTTAACTCTTTACTGATATGTTTGTAAA
TACAGAAGTGAAATGTGGACATAAAATAGTTACGCTATTTH RN\
INXSATGTAATTAATGACATTCAAAAATTTATGGCTAGTGATATATATAAAGTAAAAT
TTTCTTTGCAGTAAAATATGCCCTTTATTATAGAAGGGAGGATATAAGGAACCAACA
GTTTGTATGAAAATAGCTCAAATAATATCTTTTATTTTGATTTTAATATTTCTTATT
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TTGGTTTATTAGTGTCTTAGAACAAAATGGCCTTATATAATGAAGCCTAGTTATGCT
GGACTGTTTTGATCTCTTTTAATTGTTCTGACAGATAGTTGGGGATGAGAGCCGAAT
AAGGTTTGCCTGAAATAACTGACACTATATAATTTCTGCTTTGGCAAATACTAAGTT
CTAACTTGTCATTCCTGGTAGAACAAGCTTTATTTTTCGAGCCTAGCAATGATCTAG
AAGCAGATGTTATCTCAGTGCCTTTTGCAATTTGTTGTGTGGGTTTTTTTTTTTTTA
AAGCCACACAATAATTTTGGAAAACAATGTATGGGTAGAACATGTGTCTGTTAATTG
CACACAAAACCACTTTTAATGGGTACAGAGTTAAATTTGAAGGAATAAGTTCTAGCT
GAAGTATTATGAACTCCAAATAATGCTTTGAGGACCTCCAAAGGTAAAAGTACTAAT
CCCTTTGGCCATTTATTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTAGGGTGACTATAGTTAAT
GTATTGAATGTTCTTGCTACAAATAAATGATATTTGAGCTGATGGGTGTGCTAATTA
CACTGATTTGATCAATACCCATTGTATGTGAAACAGTACATACACCATATTTACAAT
TATGTATTTAACATTTAAAATTTCTAATATAAGTATCTCTCAAACTGTGGATTAACT
TCTTGATTTATATTTAAATATGAATCTTAAGCAAAACAGTGAAAATAACCATCTTGA

[TTAGTGTTTTTCTCCCATATGTGAATTGTATATACTTAGGTGAAGACAATAAAATC
AACTGAACTGTAAGCTTAGA

BCL-2 Geninin cDNA Dizisinin 1500 Bazhk Bolgesi (Toplam 6492 baz

cifti)

TTTCTGTGAAGCAGAAGTCTGGGAATCGATCTGGAAATCCTCCTAATTTTTA
CTCCCTCTCCCCGCGACTCCTGATTCATTGGGAAGTTTCAAATCAGCTATAACTGGA
GAGTGCTGAAGATTGATGGGATCGTTGCCTTATGCATTTGTTTTGGTTTTACAAAAA
GGAAACTTGACAGAGGATCATGCTGTACTTAAAAAATACAACATCACAGAGGAAGTA
GACTGATATTAACAATACTTACTAATAATAACGTGCCTCATGAAATAAAGATCCGAA
AGGAATTGGAATAAAAATTTCCTGCATCTCATGCCAAGGGGGAAACACCAGAATCAA
GTGTTCCGCGTGATTGAAGACACCCCCTCGTCCAAGAATGCAAAGCACATCCAATAA
AATAGCTGGATTATAACTCCTCTTCTTTCTCTGGGGGCCGTGGGGTGGGAGCTGGGG
CGAGAGGTGCCGTTGGCCCCCGTTGCTTTTCCTCTGGGAAGGATGGCGCACGCTGGG
AGAACAGGGTACGATAACCGGGAGATAGTGATGAAGTACATCCATTATAAGCTGTCG
CAGAGGGGCTACGAGTGGGATGCGGGAGATGTGGGCGCCGCGCCCCCGGGGGLLCGLL
CCCGCACCGGGCATCTTCTCCTCCCAGCCCGGGCACACGCCCCATCCAGCCGCATCC
CGGGACCCGGTCGCCAGGACCTCGCCGCTGCAGACCCCGGLTGLCCLCCCGGLGLLGeC
GCGGGGCCTGCGCTCAGCCCGGTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCC
GGCGACGACTTCTCCCGCCGCTACCGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAGCTG
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CACCTGACGCCCTTCACCGCGCGGGGACGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTC
AGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATE
ST YN E GGAGATGTCGCCCCTGGTGGACAACATCGCCCTGTGG
ATGACTGAGTACCTGAACCGGCACCTGCACACCTGGATCCAGGATAACGGAGGCTGG
GATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCC YIS AIEIRRIEIA T TTCTCCTGG
CTGTCTCTGAAGACTCTGCTCAGTTTGGCCCTGGTGGGAGCTTGCATCACCCTGGGT
GCCTATCTGGGCCACAAGTGAAGTCAACATGCCTGCCCCAAACAAATATGCAAAAGG
TTCACTAAAGCAGTAGAAATAATATGCATTGTCAGTGATGTACCATGAAACAAAGCT
GCAGGCTGTTTAAGAAAAAATAACACACATATAAACATCACACACACAGACAGACAC
ACACACACACAACAATTAACAGTCTTCAGGCAAAACGTCGAATCAGCTATTTACTGC
CAAAGGGAAATATCATTTATTTTTTACATTATTAAGAAAAAAAGATTTATTTATTTA
AGACAGTCCCATCAAAACTCCTG

BAX Geninin cDNA Dizisi (Toplam 888 baz cifti)

TCACGTGACCCGGGCGCGCTGCGGCCGCCCGCGCGGACCCGGCGAGAGGCGG
CGGCGGGAGCGGCGGTGATGGACGGGTCCGGGGAGCAGCCCAGAGGCGGGGGGCCCA
CCAGCTCTGAGCAGATCATGAAGACAGGGGCCCTTTTGCTTCAGGGIYNISYNEE
EININEGGCGAATGGGGGGGGAGGCACCCGAGCTGGCCCTGGACCCGGTGCCTC
AGGATGCGTCCACCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCTCAAGCGCATCGGGGACGAACTGG
ACAGTAACATGGAGCTGCAGAGGATGATTGCCGCCGTGGACACAGACTCCCCCCGAG
AGGTCTTTTTCCGAGTGGCAGCTGACATGTTTTCTGACGGCAACTTCAACTGGGGCC
GO AR RN GCCAGCAAACTGGTGCTCAAGGCCCTGTGCACCA
AGGTGCCGGAACTGATCAGAACCATCATGGGCTGGACATTGGACTTCCTCCGGGAGC
GGCTGTTGGGCTGGATCCAAGACCAGGGTGGTTGGGACGGCCTCCTCTCCTACTTTG
GGACGCCCACGTGGCAGACCGTGACCATCTTTGTGGCGGGAGTGCTCACCGCCTCAC
TCACCATCTGGAAGAAGATGGGCTGAGGCCCCCAGCTGCCTTGGACTGTGTTTTTCC
TCCATAAATTATGGCATTTTTCTGGGAGGGGTGGGGATTGGGGGACGTGGGCATTTT
TCTTACTTTTGTAATTATTGGGGGGTGTGGGGAAGAGTGGTCTTGAGGGGGTAATAA
ACCTCCTTCGGGACACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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MDR-1 Geninin cDNA Dizisinin 1500 bazhk boélgesi (Toplam 4718 baz

cifti)

GTTCTGGGAAGATCGCTACTGAAGCAATAGAAAACTTCCGAACCGTTGTTTC
TTTGACTCAGGAGCAGAAGTTTGAACATATGTATGCTCAGAGTTTGCAGGTACCATA
CAGAAACTCTTTGAGGAAAGCACACATCTTTGGAATTACATTTTCCTTCACCCAGGC
AATGATGTATTTTTCCTATGCTGGATGTTTCCGGTTTGGAGCCTACTTGGTGGCACA
TAAACTCATGAGCTTTGAGGATGTTCTGTTAGTATTTTCAGCTGTTGTCTTTGGTGC
CATGGCCGTGGGGCAAGTCAGTTCATTTGCTCCTGACTATGCCAAAGCCAAAATATC
AGCAGCCCACATCATCATGATCATTGAAAAAACCCCTTTGATTGACAGCTACAGCAC
GGAAGGCCTAATGCCGAACACATTGGAAGGAAATGTCACATTTGGTGAAGTTGTAIR]
NGNS eS8 A TCCCAGTGCTTCAGGGACTGAGCCTGGAGGTGAA
GAAGGGCCAGACGCTGGCTCTGGTGGGCAGCAGTGGCTGTGGGAAGAGCACAGTGGT
CCAGCTCCTGGAGCGGTTCTACGACCCCTTGGCAGGGAAAGTGCTGCTTGATGGCAA
AGAAATAAAGCGACTGAATGTTCAGTGGCTCCGAGCACACCTGGGCATCGTGTCCCA
GeA N S T X&) TGCTGAGAACATTGCCTATGGAGACAACAG
CCGGGTGGTGTCACAGGAAGAGATTGTGAGGGCAGCAAAGGAGGCCAACATACATGC
CTTCATCGAGTCACTGCCTAATAAATATAGCACTAAAGTAGGAGACAAAGGAACTCA
GCTCTCTGGTGGCCAGAAACAACGCATTGCCATAGCTCGTGCCCTTGTTAGACAGCC
TCATATTTTGCTTTTGGATGAAGCCACGTCAGCTCTGGATACAGAAAGTGAAAAGGT
TGTCCAAGAAGCCCTGGACAAAGCCAGAGAAGGCCGCACCTGCATTGTGATTGCTCA
CCGCCTGTCCACCATCCAGAATGCAGACTTAATAGTGGTGTTTCAGAATGGCAGAGT
CAAGGAGCATGGCACGCATCAGCAGCTGCTGGCACAGAAAGGCATCTATTTTTCAAT
GGTCAGTGTCCAGGCTGGAACAAAGCGCCAGTGAACTCTGACTGTATGAGATGTTAA
ATACTTTTTAATATTTGTTTAGATATGACATTTATTCAAAGTTAAAAGCAAACACTT
ACAGAATTATGAAGAGGTATCTGTTTAACATTTCCTCAGTCAAGTTCAGAGTCTTCA
GAGACTTCGTAATTAAAGGAACAGAGTGAGAGACATCATCAAGTGGAGAGAAATCAT
AGTTTAAACTGCATTATAAATTTTATAACAGAATTAAAGTAGATTTTAAAAGATAAA
ATGTGTAATTTTGTTTATATTTTCCCATTTGGACTGTAACTGACTGCCTTGCTAAAA
GATTATAGAAGTAGCAAAAAGTA
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GAPDH cDNA Dizisi (Toplam 1401 baz cifti)

GGCTGGGACTGGCTGAGCCTGGCGGGAGGCGGGGTCCGAGTCACCGCCTGCC
GCCGCGCCCCCGGTTTCTATAAATTGAGCCCGCAGCCTCCCGCTTCGCTCTCTGCTC
CTCCTGTTCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGCCACATCGCT
CAGACACCATGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATT TG IS IR ee
¥ CAGGGCTGCTTTTAACTCTGGTAAAGTGGATATTGTTGCCATCAATGACC
CCTTCATTGACCTCAACTACATGGTTTACATGTTCCAATATGATTCCACCCATGGCA
AATTCCATGGCACCGTCAAGGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCATCAATGGAAATCCCA
TCACCATCTTCCAGGAGCGAGATCCCTCCAANN NSNS Ee®GC TG
AGTACGTCGTGGAGTCCACTGGCGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCTGGGGCTCATT
TGCAGGGGGGAGCCAAAAGGGTCATCATCTCTGCCCCCTCTGCTGATGCCCCCATGT
TCGTCATGGGTGTGAACCATGAGAAGTATGACAACAGCCTCAAGATCATCAGCAATG
CCTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCAAGGTCATCCATGACAACTTTG
GTATCGTGGAAGGACTCATGACCACAGTCCATGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG
TGGATGGCCCCTCCGGGAAACTGTGGCGTGATGGCCGCGGGGCTCTCCAGAACATCA
TCCCTGCCTCTACTGGCGCTGCCAAGGCTGTGGGCAAGGTCATCCCTGAGCTGAACG
GGAAGCTCACTGGCATGGCCTTCCGTGTCCCCACTGCCAACGTGTCAGTGGTGGACC
TGACCTGCCGTCTAGAAAAACCTGCCAAATATGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAGC
AGGCGTCGGAGGGCCCCCTCAAGGGCATCCTGGGCTACACTGAGCACCAGGTGGTCT
CCTCTGACTTCAACAGCGACACCCACTCCTCCACCTTTGACGCTGGGGCTGGCATTG
CCCTCAACGACCACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTATGACAACGAATTTGGCTACA
GCAACAGGGTGGTGGACCTCATGGCCCACATGGCCTCCAAGGAGTAAGACCCCTGGA
CCACCAGCCCCAGCAAGAGCACAAGAGGAAGAGAGAGACCCTCACTGCTGGGGAGTC
CCTGCCACACTCAGTCCCCCACCACACTGAATCTCCCCTCCTCACAGTTGCCATGTA
GACCCCTTGAAGAGGGGAGGGGCCTAGGGAGCCGCACCTTGTCATGTACCATCAATA
AAGTACCCTGTGCTCAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Kantitatif RT-PCR islemi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami Tablo 3.7°de

sunulmustur.
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Tablo 3.7. Kantitatif RT-PCR islemi i¢in hazirlanan reaksiyon ortami.

. 50
Malzemeler Stpl.( S(?n. 2 REELE Reaksiyon
Derisim Derisim (pL)
(uL)
Master Mix 2X 1X 12,5 625
Ileri Primer 10 uM 1uM 2,5 125
Geri Primer 10 uM 1uM 2,5 125
ddH,0 - - 5 250
cDNA - - 2,5 -
Final - - 25 1125

Her bir gen i¢in ayr reaksiyon ortami hazirlanmig ve hazirlanan reaksiyon
ortamindan 3 adet 96 kuyucuklu plakaya, her bir kuyucuga 22,5 pL olacak sekilde
dagitilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga daha onceden hazirlanmis plaka
tasarimina uygun sekilde ilgili cDNA 6rneginden 2,5 pL eklenerek toplamda 25 uL
reaksiyon ortami olusturulmustur. RT-PCR isleminde kullanilan floresans boya
SYBR Green ve referans boya olarak kullanilan ROX Master Mix ig¢inde
bulunmaktadir. SYBR Green floresans boyasinin kullanilmasi ile olusan PCR
Urlinliniin miktar1 saptanmis; referans boya olan ROX boyasi ile de pipetleme
hatalarinin 6niine gecilmesi ve veri analizinin normalizasyonu saglanmistir. Her bir
hiicre hattt icin, her doz ve BAX disinda her gen n=3 seklinde calisilmistir ve
sonuclar kaydedilmistir.

Kantitatif RT-PCR islemi i¢in segilen sicaklik dongiileri Tablo 3.8 ve Tablo

3.9’da sunulmustur.

Tablo 3.8. TP53, BCL-2, MDR-1 ve GAPDH genleri i¢in yapilan kantitatif RT-PCR

isleminde dongii sayisi, siire ve sicaklik degerleri.

Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Sure
1 95 10 dakika
95 15 saniye
40
65 1 dakika
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Tablo 3.9. MDM2 ve BAX genleri igin yapilan kantitatif RT-PCR isleminde dongii

sayi1s1, siire ve sicaklik degerleri.

Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Sure
1 95 10 dakika
95 15 saniye
40
55 1 dakika

3.2.16. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Tayini Amaciyla Secilen Genlerin

ve Tasarlanan Primerlerin Dizileri

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicre hatlarinda ya hi¢ DOX uygulamasi
yapilmamis ya da artan dozlarda DOX uygulanmistir ve apoptoz yolagindaki dnemli
genler olan TP53, MDM2, BCL-2, BAX ve MDR-1’in ekspresyon dizeylerine
bakilmistir. Kontrol gen olarak GAPDH se¢ilmis ve GAPDH’in gen ekspresyon
diizeyi ile bu genlerin gen ekspresyon diizeyleri karsilagtirilmistir.

Gen ekspresyon diizeylerinin gozlemlenmesi amaciyla her bir gen icin 6zgiin
primerler tasarlanmistir ve bu primer g¢iftleri Tablo 3.6’da gdsterilmistir. Primerlerin
hazirlanmas1 sirasinda internette yer alan National Center for Biotechnology
Information’in (NCBI) ‘nucleotide blast’ veri bankasi kullanilmistir. RT-PCR
islemlerinde kullanilacak primerler belirlenitken bir primerin baska herhangi bir
genin ekspresyonunu gerceklestirmedigi, genomik DNA dizisine baglanmadigi, her
bir primer ¢iftinin erime sicakliklarinin (Tm) birbirine yakin oldugu, miimkiin olan
durumlarda GC oranlarinin benzer oldugu ¢iftler tercih edilmistir. Bu primerler
tasarlanirken ayni zamanda kendi aralarinda hibridizasyona ugrayarak ikincil
katlanmalar olugturmamalarina dikkat edilmistir. Bunun i¢in primer uzunlugu 20-24
baz cifti olacak sekilde tasarlanmis ve kantitatif RT-PCR yonteminde kullanilan bu
primerlerin yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile saflastirilmis ve liyofilize

halde olmasina dikkat edilmistir.




53

4. BULGULAR

4.1. MCF-7, HEPG2 VE HEK293 Hiicrelerinin Isik Mikroskobu Altindaki

Goruntusu

MCF-7, HEPG-2 ve HEK293 hiicreleri, geregler ve yontemler bagligi altinda
anlatilan sekilde pasajlanmis ve kiiltlir kaplarina ekilmistir. Bu islemler sonrasinda
hiicrelerin canlilik durumlari, kiiltiir kabinin tabanma tutunup tutunmadiklar1 ve
doluluk oranlar1 her giin 151k mikroskobu altinda incelenmistir. MCF-7 ve HEPG2
hiicrelerinin ekim sonrasinda yaklasik 3 giin icinde; HEK293 hiicrelerinin ise
yaklagik 2 giin i¢inde kiiltiir kabinin tabanina tutundugu gézlemlenmistir. MCF-7 ve
HEPG2 hicrelerinin % 90 doluluk oranina ulagmasi yaklasik 6 giin iginde
gergeklesirken (Sekil 4.1. A, B) HEK293 hiicreleri icin bu siire 4 giin olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.1. C)

Sekil 4.1. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinin 1s1k mikroskobu altindaki
goruntusd. (A) MCF-7, (B) HEPG2, (C) HEK293.

4.2. MTT Sitotoksisite Deneyi Sonuclari

Gerecler ve yontemler bashigi altinda anlatildigi gibi hiicreler bir sira
kuyucukta hiicre olmayacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicrelerin
tutunmaya baslamasindan yaklagik iki giin sonra bir sira kuyucuga hi¢ DOX
uygulanmazken; diger kuyucuklara artan dozlarda (50 nM, 100 nM, 250 nM, 500
nM, 750 nM, 1000 nM, 2000 nM, 3000 nM ve 4000 nM) DOX uygulamasi
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yapilmistir ve MTT sitotoksisite deneyi gerceklestirilmistir. Bu deney, her bir hiicre
hatt1 i¢in 6 kez tekrarlanmistir. 590 nm’de okunan absorbans degerlerinden, kor
olarak kabul edilen kuyucuklarda 590 nm’de okunan absorbans degerleri
cikartilmistir. Hig¢ DOX uygulamasi yapilmamis olan kuyucuklarda 590 nm’de
okunan absorbans degerleri % 100 canlilik olarak kabul edilmis ve buna gére DOX
uygulamasi yapilan kuyucuklardan 590 nm’de okunan absorbans degerleri
oranlanarak % canlilik diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar artan DOX

dozlarina kars1 % canlilik cinsinden grafikler halinde sunulmustur (Sekil4.2).

150 50 nM: % 80,228 1000 nM: %5 66,524
100 nM: %5 88,437 1500 nM: % 46,181
250 nM: %6 121,984 2000 nM: %6 54,247
125 SO0 nM- % 80,514 30 nM: % 64,668
750 nM: %5 84,552 A000 nM: %5 42,470
=
<
o
1]
&
25
] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Doksorubisin Dozu (nM)
S0 nM: %6 96,904 1000 nM: % 88,7
100 nM- % 125,990 1500 nM: %
150 250 nM: % 100,643 2000 nM: %
500 nM: % 105,472 3000 nM: %6 62,275
T50 nM: %6 95,104 4000 nM: %6 46,076
125
= 100
z
o 75
#
50
25
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Doksorubisin Dozu (nM)

Sekil 4.2. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicreleri lizerinde yapilan MTT sitotoksisite
deneyinin yiizde canlilik sonuglari. MCF-7 hiicrelerinde (A), HEK293
hiicrelerinde (B) ve HEPG2 hiicrelerinde (C) artan DOX dozuna karsilik
elde edilen yiizde canlilik degerleri.
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C
150 1 50 nM: %a 95 687 1000 nhd: %0 34,797
100 nM: % 43,016 1500 nM: % 45,579
250 nM: % 22,453 2000 nM; % 47,923
1251 500 nM: % 36,735 3000 nM: % 49,266
750 nM: % 50,079 4000 nM: % 37,891
= 100
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Sekil 4.2. (Devam) MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicreleri tizerinde yapilan MTT
sitotoksisite deneyinin yiizde canlilik sonuglari. MCF-7 hiicrelerinde
(A), HEK293 hiicrelerinde (B) ve HEPG2 hiicrelerinde (C) artan DOX

dozuna karsilik elde edilen yiizde canlilik degerleri.

4.3. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden Saflastirilan DNA Ornekleri ile
Tlgili Sonuclar

DNA saflagtirma iglemleri sonrasinda elde edilen DNA Ornekleri miktar
tayini yapilincaya dek 4°C’de muhafaza edilmistir. DNA miktar tayini i¢in, gerecler
ve yontemler kisminda anlatildig: gibi 6rnekler belirlenen oranlarda seyreltilmis ve
kuartz kiivetine aktarilarak spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm’de verdikleri
absorbans degeri Olgiilmiistiir. Niikleik asitler 260 nm’de; proteinler ise 280 nm’de
maksimum absorbans verdiginden bu iki degerde Olgiilen absorbans degerlerinin
orani (Azso/Azg0), Ornegin saflik derecesini gostermektedir. Buna goére her bir hiicre
hattindan saflagtirllan DNA 6rneklerinin saflik derecesi hesaplanmis ve Azgo degeri,
seyreltme faktoriiyle ve 260 nm’de 1 absorbans degeri veren saf DNA miktarinin 50

ng/mL oldugu kabul edilerek 50 ile ¢arpilmis ve toplam DNA miktar1 hesaplanmistir
(Tablo 4.1).



Tablo 4.1. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflagtirilan DNA

orneklerinin 260 ve 280 nm’de verdigi absorbans degerleri, saflig1 ve
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miktari.
DNA (")rnegi Azeo Azgo Azeo/ Azgo DNA miktar1
(ng/pL)
MCF-7 0,057 0,029 1,96 285
HEPG2 0,060 0,030 2,00 300
HEK293 0,024 0,010 2,40 120

4.4. MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 Hiicrelerinden Saflastirilan DNA Orneklerinin
PCR Ydntemi ile Elde Edilen PCR Urinleri

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflastirilan DNA’larin ilgili
bolgelerinin kopyalarinin elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi amaciyla PCR yonteminden
yararlanilmistir. Bunun igin ilgilenilen 309 bp’lik TP53 gen bélgesi icin 6zgln
primerler tasarlanmis ve bu primerlerin DNA’ya optimum baglandigi sicakligi
belirlemek amaciyla gradient PCR yonteminden yararlanilmigtir. Gradient PCR
yonteminde, primerlerin DNA’ya baglandigi optimum sicakligi saptamak icin 44°C,
46°C, 48°C, 50°C ve 55°C secilmistir. Gradient PCR yontemi sonucunda primerlerin
DNA’ya baglandigr optimum sicaklik 44°C olarak saptanmis ve standart PCR
yontemi buna goére uygulanmistir. PCR calisma soliisyonu gerecler ve yontemler
kisminda agiklandig1 gibi hazirlanmis; sicaklik dongiileri ve siireleri de yine gerecler
ve yontemler kisminda anlatilan sekilde uygulanmistir. Kontaminasyon olasiligini
ortadan kaldirmak amaciyla bir DNA igermeyen ¢aligma soliisyonu oOrnegi
hazirlanirken; diger 3 c¢alisma soliisyonu her bir hiicre hattindan saflastirilan DNA
orneklerini igerecek sekilde hazirlanmistir. PCR islemi ile elde edilen PCR iiriinleri
% 1,2°1ik agaroz jelde 30 dakika siire ile 100 V’da yiiriitiilmiis ve jelin fotografi
cekilerek kaydedilmistir. Jeldeki ilk kuyucuga Track It v X 174 RF DNA/Hae
Fragment belirteci, ikinci kuyucuga ise Track It Cyan/Orange boyast ile DNA
icermeyen PCR iiriinii yiiklenmistir. Diger kuyucuklara ise yine Track It
Cyan/Orange boyasi ile sirasiyla MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hicrelerinden
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saflastirilan DNA’lardan elde edilen PCR fiiriinleri yiiklenmistir. DNA igermeyen
PCR firiiniiniin yiiklendigi kuyucukta bant gézlenmemesi kontaminasyon olmadigina
isaret etmektedir. Hiicrelerden saflastirilan DNA’lardan elde edilen PCR firiinlerinin
yiiklendigi kuyucuklarda ise 309 bp’lik bantlar gézlenmesi, TP53 geninin ilgilenilen
309 bp’lik bolgesinin PCR yontemi ile basarili bir sekilde c¢ogaltildigini
gostermektedir (Sekil 4.3).

Baz Cifti
(bp)

1353 —»
1078 —»
822 —p

603 —»

310 —» <+— 309

Sekil 4.3. Standart PCR Ur(nlerinin % 1,2’lik agaroz jelde 30 dakika sire ile
100V’da yurdtuldikten sonraki goruntuleri. M: DNA belirtecini, 1
numarali kuyucuk herhangi bir PCR {iriinii yiiklenmemis olan kontrol
grubunu, 2 ve 5 numarali kuyucuklar MCF-7 PCR urinlerini, 3 ve 6
numarali kuyucuklar HEPG2 PCR iiriinlerini, 4 ve 7 numarali kuyucuklar
ise HEK293 PCR urunlerini temsil etmektedir.

45. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinde TP53 Geninin Genomik Dizisinin

72. Kodonunda Polimorfizm Calismasi

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflagtirllan DNA ornekleri ile
yapilan PCR c¢alismasi sonucu elde edilen PCR drinleri ile TP53 geninin genomik

dizisinin 72. kodonunda Arg/Pro genotipi bulunup bulunmadiginin tespit edilmesi
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amaciyla polimorfizm ¢alismast yapilmistir. Bunun i¢in, DNA dizisini GC
bolgesinden taniyan ve kesen Bsh12361 (FnuDII) restriksiyon enzimi kullanilmistir.

Geregler ve yontemler kisminda anlatildigi gibi numaralandirilmis steril
ependorflarda dH,0, hiicre hatlarindan saflastirllan DNA ornekleri ile yapilan PCR
calismasi sonucu elde edilen PCR iiriinleri, FnuDII restriksiyon enzimi ve BSA
iceren R™ tamponu igeren ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra ependorf
tiiplerinin agz1 parafilm ile sarilarak ~16 saat siire ile 37°C’lik su banyosunda inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda % 1,8’lik agaroz jel dokiilmiis ve jel
donduktan sonra ilk kuyucuga Track It yv X 174 RF DNA/Hae Fragment belirteci,
diger kuyucuklara ise Track It Cyan/Orange boyas ile sirastyla MCF-7, HEPG2 ve
HEK293 hiicrelerinin polimorfizm c¢alismasi sonucunda elde edilen firiinleri
yiiklenmistir. Uriinler 30 dakika siire ile 100 V’da yiiriitiildiikten sonra jelin fotografi
cekilmis ve kaydedilmistir.

FnuDII restriksiyon enzimi, yabanil-tip TP53 geninde bulunan CCC
boélgesinin  Arg/Pro genotipi ile CGC olarak degismesi ile bu bolgeyi taniyip
kesebilmektedir. Bu suire¢ sonunda 309 baz ciftlik gen bdlgesi restriksiyon enzimi ile
kesilmekte ve 134 ve 175 baz ciftlik gen bolgeleri meydana gelmektedir.

Ileri Primer

T TGCEG T AR CCAE TGERATERTTTIE
ATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGT
CCAGRTGARGCTCCCAGRATECCAGAGGCTEETCCECCEETGGCCECT
GERLC AGEAGCTCCTNCACCEEEECECECTEURCCAGUCCECTECTGG
CEECECICATE TTCTETCCCTTCOCHGRERARANCE TRCCBEEECAGLTAC
GEITTCCETCTGEECTTCTTGCATTCTEECAEAGECARGTCTGTCGACT
TGC

Geri Primer

Sekil 4.4. SNP bulunan TP53 geninde 309 baz ciftlik gen bolgesi.

Jel goriintiisiinde, ii¢ hiicre ile yapilan polimorfizm ¢alismasinda da 309 baz

ciftlik gen bolgesinin yani sira, 134 ve 175 baz giftlik gen bolgeleri icin de bantlar
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g0zlenmesi, her ¢ hiicrede de TP53 geninde Arg/Pro heterozigot formu

bulunduguna isaret etmektedir (Sekil 4.5).

Baz Cifti
(bp)

1353
1078
872

603

310
271
234
204

e 175 bp

S 134 bp

Sekil 4.5. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinin PCR f{iriinleri ile gerceklestirilen
polimorfizm ¢aligmasi. M: DNA belirtecini, 1 numarali kuyucuk MCF-7
PCR iiriinii ile yapilan polimorfizm ¢aligmasini, 2 numarali kuyucuk
HEPG2 PCR uruni ile yapilan polimorfizm ¢aligmasini, 3 numarali
kuyucuk ise HEK293 PCR firiinii ile yapilan polimorfizm ¢aligmasini
temsil etmektedir.

4.6. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden Saflastirilan RNA Ornekleri ile
flgili Sonugclar

RNA saflastirma islemleri sonrasinda elde edilen RNA 6rnekleri miktar tayini
yapilincaya dek -86°C’de muhafaza edilmistir. Bu RNA o6rneklerinin 260 ve 280
nm’de verdikleri absorbans degerlerine bakilarak bu 6rneklerin saflik derecesi ve
ornekteki total RNA miktar1 (ng/uL) Olglilmistiir. Tablo 4.2°de 1A, 1B, 6A, 6B,
11A, 11B ve 11C: DOX uygulanmayan hiicrelerden saflastirilan RNA 6rneklerini;
2A, 2B, 7A, 7B, 12B, 12B ve 12C: 50 nM DOX uygulanan hiicrelerden saflastirilan
RNA orneklerini; 3A, 3B, 8A, 8B, 13A, 13B ve 13C: 200 nM DOX uygulanan
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hiicrelerden saflastirilan RNA Orneklerini; 4A, 4B, 9A, 9B, 14A, 14B ve 14C: 400
nM DOX uygulanan hiicrelerden saflagtirilan RNA 6rneklerini; 5A, 5B, 10A, 10B,
15A, 15B ve 15C ise 800 nm DOX uygulanan hiicrelerden saflastirilan RNA

orneklerini temsil etmektedir.

Tablo 4.2. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflastirilan total RNA

orneklerinin 260 nm’de ve 280 nm’de verdigi absorbans degerleri, saflif

ve miktart.
Hiicre | Ornek Asso Aogo Aoeo/ Azgo RNA miktar
(ng/uL)
1A 0,044 0,027 1,63 880
2A 0,005 0,003 1,67 100
3A 0,033 0,018 1,83 660
4A 0,032 0,017 1,88 640
HEPG2 5A 0,022 0,011 2,00 440
1B 0,005 0,003 1,67 100
2B 0,004 0,003 1,33 80
3B 0,013 0,009 1,44 260
4B 0,037 0,019 1,95 740
5B 0,025 0,013 1,92 500
6A 0,018 0,009 2,00 360
TA 0,019 0,011 1,73 380
8A 0,016 0,009 1,78 320
9A 0,011 0,007 1,57 220
MCE7 10A 0,004 0,002 2,00 80
6B 0,016 0,009 1,78 320
B 0,018 0,01 1,80 360
8B 0,013 0,007 1,86 260
9B 0,012 0,006 2,00 240
10B 0,007 0,004 1,75 140
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Tablo 4.2. (Devam) MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflastirilan total
RNA orneklerinin 260 nm’de ve 280 nm’de verdigi absorbans

degerleri, saflig1 ve miktari.

Hicre Ornek Aoso Aogo Aoeo/ Asgo Elli\lk)i\arl
(ng/pL)
11A 0,035 0,018 1,94 700
12A 0,029 0,015 1,93 580
13A 0,01 0,007 1,43 200
14A 0,007 0,004 1,75 140
15A 0,01 0,005 2,00 200
11B 0,014 0,007 2,00 280
12B 0,01 0,005 2,00 200
HEK?293 13B 0,017 0,009 1,89 340
14B 0,015 0,007 2,14 300
15B 0,011 0,006 1,83 220
11C 0,013 0,007 1,86 260
12C 0,006 0,004 1,50 120
13C 0,008 0,004 2,00 160
14C 0,003 0,002 1,50 60
15C 0,004 0,003 1,33 80

4.7. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden Saflastirilan Total RNA
Orneklerinin Agaroz Jel Goriintileri

MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflastirilan total RNA
orneklerinden secilen 16 Ornek, camasir suyu iceren % 2’lik agaroz jelde
kuyucuklara Track It Cyan/Orange boyasi ile birlikte yiiklenmistir. Ornekler 30
dakika siire ile 100 V’da yiiriitiilmiis ve fotografi ¢ekilerek kaydedilmistir. Fotografta
28S rRNA ve 18S rRNA bantlarinin gézlenmesi total RNA’nin hiicrelerden basarili
bir sekilde saflastirildigina isaret etmektedir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. A’da kuyucuklara yiiklenmis olan 6rneklerden sirasiyla 7B: 50 nM
DOX uygulanmis MCF-7, 6A: DOX uygulamast yapilmamis MCF-7, 2B: 50 nM
DOX uygulanmis HEPG2, 9B: 400 nM DOX uygulanmis MCF-7, 8B: 200 nM DOX

uygulanmis olan MCF-7, 7A: 50 nM DOX uygulanmig MCF-7, 3A: 200 nM
DOX uygulanmis HEPG2 ve 6B: hi¢c DOX uygulamasi yapilmamis MCF-7

hiicrelerinden saflastirilan RNA 6rneklerini temsil etmektedir.
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Sekil 4.6. B’de kuyucuklara yiliklenmis olan orneklerden sirasiyla 11A: hig
DOX uygulamasi yapilmamis, 13A: 200 nM DOX uygulanmis, 12B: 50 nM DOX
uygulanmis, 15B: 800 nM DOX uygulanmis, 12C: 50 nM DOX uygulanmis, 14C:

400 nM DOX uygulanmig ve 15C: 800 nM DOX uygulanmis HEK293

hiicrelerinden saflastirilan RNA 6rneklerini temsil etmektedir.

28S
18S

13A 12B 1B 12C 14C 15C

288
18S

Sekil 4.6. Hiicrelerden saflastirilan total RNA 6rneklerinin jel goriintiileri.

4.8. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 Hiicrelerinden Saflastirilan Total RNA

Orneklerinden Olusturulan cDNA’larin Agaroz Jel Goriintiileri

% 2’lik agaroz jele yuklenen cDNA &rneklerinin 100 V’da 30 dakika stre ile
yiirlitiilmesinden sonra jel 1 X SYBR Gold ile boyanmis ve inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinden sonunda jelin fotografi ¢ekilmis ve cDNA &rneklerinin bir
ornek disinda basarili bir sekilde olusturuldugu gosterilmistir.

Sekil 4.7°de M: DNA belirtecini, 7B: 50 nM DOX uygulanmis MCF-7, 4A:
400 nM DOX uygulanmis HEPG2, 1B: hi¢c DOX uygulanmamis HEPG2, 5A: 800
nM DOX uygulanmis HEPG2, 6A: 200 nM DOX uygulanmis MCF-7, 11C: hig
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DOX uygulamasi yapilmamis HEK293 ve 14C ise 400 nM DOX uygulanmis
HEK293 hiicrelerinden saflastirtlan RNA’lardan olusturulan ¢cDNA 6rneklerini

temsil etmektedir.

Sekil 4.7. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinden saflastirilan total RNA

orneklerinden olusturulan cDNA’larin agaroz jel goriintiileri.

4.9. MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 Hucrelerinde TP53, MDM2, BCL-2, BAX ve
MDR-1 Genlerinin Ekspresyon Diizeyi Sonuc¢lari

Hi¢ DOX uygulamasi yapilmamis ya da artan dozlarda DOX uygulanmis olan
MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hiicrelerinde TP53, MDM2, BCL-2, BAX ve MDR-1
genlerinin ekspresyon dizeylerinin belirlenmesi amaciyla RT-PCR isleminden
yararlanilmig ve kontrol gen olarak GAPDH seg¢ilmistir.

BAX disinda her bir gen, her bir hiicre hatti i¢cin n=3 olacak sekilde
calisilmistir. Sonuglarin ortalama ve standart sapmalar1 alinmis ve GraphPad grafik
programi yardimiyla gen ekspresyon grafikleri ¢izilmistir.

Sekil 4.8’de her bir hiicre hatti i¢in TP53 geninin ekspresyon diizeylerinde,
DOX’un artan dozlarma bagl goézlenen degisiklikler grafik halinde sunulmustur.
Tablo 4.3’te ise her bir hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayr1 TP53 gen ekspresyon diizeylerinin

ortalamas1 ve standart sapmasi verilmistir.
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Sekil 4.8. (A) MCF-7, (B) HEPG2 ve (C) HEK293 hiicrelerinde TP53 ekspresyon

diizeyleri grafigi (n=3).

Tablo 4.3. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinde TP53 geninin ekspresyon

diizeylerinin ortalamasi ve standart sapmas.

DOX (nM) Hiicre Hatti Ortalama Standart Sapma

MCF-7 1,000 0,000

0 HEPG2 1,000 0,000

HEK?293 1,000 0,000

MCF-7 1,677 0,087

50 HEPG2 2,539 1,359

HEK?293 0,618 0,135

MCF-7 0,959 0,119

200 HEPG2 2,536 1,431

HEK?293 0,215 0,082

MCF-7 0,157 0,109

400 HEPG2 1,590 1,692

HEK?293 0,387 0,055

MCF-7 0,208 0,004

800 HEPG2 0,009 0,009
HEK?293 - -
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MCF-7 hiicrelerinde 50 nM DOX uygulamasinin ardindan TP53 geninin
ekspresyon diizeyinde 1,7 kat artis gozlenirken 200, 400 ve 800 nM DOX
uygulamasi sonrasinda carpici bir sekilde azalmistir. En belirgin azalma 400 nM
DOX uygulamasindan sonra gézlenmistir.

HEPG?2 hiicrelerinde 50 nM ve 200 nM DOX uygulamas1 sonrasinda TP53
geninin ekspresyon diizeyi kontrol ile karsilastirildiginda 2,5 kat artarken; bu artis
400 nM DOX uygulamasimin ardindan 1,5 kat olacak sekilde gozlenmistir. 800 nM
DOX uygulanmig HEPG2 hiicrelerinde ise bu genin ekspresyon diizeyi carpici
sekilde azalmistir.

HEK293 hiicrelerinde DOX uygulamasi sonrasinda TP53 geninin ekspresyon
diizeyinde doza bagl olmayan bir azalma gozlenmis; 800 nM DOX uygulamasinin
ardindan ise ekspresyon diizeyi dl¢iilemeyecek kadar diisiik ¢ikmistir.

Sekil 4.9°da MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hiicrelerinde artan dozlarda DOX
uygulamasina bagli olarak MDM2’nin ekspresyon diizeyleri grafik halinde
verilmistir.

Tablo 4.4’te ise her bir hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayrt MDM?2 geninin ekspresyon

diizeyinin doza baglh olarak degisiminin ortalamasi ve standart sapmasi verilmistir.

MCF-7 HEPG2 HEK293
15 4.0+ 15
3.5
L 101 2,5l 2 101
] [ ]
= & 204 I
2 SRR 2
0.5 : 0.5
= = 104 =
0.5
00- 0.0- 0.0-
0 50 200 400 800 0 50 200 400 800 0 50 200 400 800
Doksorubisin Dozu (nM) Doksorubisin Dozu (nM) Doksorubisin Dozu (nM)

Sekil 4.9. (A) MCF-7, (B) HEPG2 ve (C) HEK293 hiicrelerinde MDM2 geninin
ekspresyon diizeyleri grafigi (n=3).
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Tablo 4.4. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinde MDMZ2 geninin ekspresyon

diizeylerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

DOX (nM) Hiicre Hatti Ortalama Standart Sapma
MCEF-7 1,000 0,000
0 HEPG2 1,000 0,000
HEK?293 1,000 0,000
MCF-7 0,995 0,263
50 HEPG2 2,093 2,257
HEK?293 1,054 0,010
MCF7 0,991 0,263
200 HEPG2 0,718 0,315
HEK293 0,179 0,012
MCF-7 0,227 0,002
400 HEPG2 0,617 0,234
HEK293 0,047 0,014
MCEF-7 0,229 0,002
800 HEPG2 0,454 0,063
HEK?293 0,162 0,017

MCEF-7 hiicrelerinde MDM2 geninin ekspresyon diizeyi, 50 ve 200 nM DOX
uygulamasinin ardindan kontrole gore goreceli ayni kalmistir. 400 ve 800 nM DOX
uygulamasindan sonra ise bu genin ekspresyon diizeyinde belirgin bir azalma
gozlemlenmistir.

Artan dozlarda DOX uygulamasi yapilmis HEPG2 hiicrelerinde MDM?2
geninin ekspresyon diizeyi kontrole gore karsilastirildiginda 50 nM  DOX
uygulamasinin ardindan ekspresyon diizeyinin 2,093 kat arttig1; diger dozlarda ise
kademeli olarak azaldig1 goriilmiistiir.

HEK?293 hiicrelerinde  MDM2’nin ekspresyon dizeyi 50 nM DOX
uygulamasinin ardindan kontrole gore goreceli ayni kalmis; 200 nM, 400 nM ve 800
nM DOX uygulamasinin adindan dozdan bagimsiz olarak carpici bir sekilde
azalmistir. Bu azalma en belirgin sekilde 400 nM DOX uygulamasimnin ardindan
gbzlemlenmistir.

Sekil 4.10°’da MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hiicrelerinde artan dozlarda DOX
uygulamasina bagli olarak BCL-2 geninin ekspresyon dizeyleri grafik halinde
verilmistir.

Tablo 4.5’de ise her bir hiicre hatti i¢in ayri ayr1 BCL-2’nin ekspresyon

diizeyinin doza bagli olarak degisiminin ortalamasi ve standart sapmasi verilmistir.
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Sekil 4.10. (A) MCF-7, (B) HEPG2 ve (C) HEK293 hiicrelerinde BCL-2 geninin

ekspresyon diizeyleri grafigi (n=3).

Tablo 4.5. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinde BCL-2 geninin ekspresyon

diizeylerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

DOX (nM) Hiicre Hatti Ortalama Standart Sapma

MCF-7 1,000 0,000

0 HEPG?2 1,000 0,000

HEK293 1,000 0,000

MCF-7 0,665 0,405

50 HEPG?2 2,644 2,278
HEK293 0,86 -

MCF-7 0,345 0,268

200 HEPG?2 1,666 1,060
HEK293 0,111 -

MCF-7 0,088 0,028

400 HEPG?2 0,771 0,311

HEK?293 0,118 0,164

MCF-7 0,169 0,104

800 HEPG?2 0,472 0,231
HEK293 0,062 -

MCEF-7 hiicrelerinde BCL-2 geninin ekspresyon diizeyi, artan DOX dozuyla
birlikte ters orantili olarak azalmistir. Bu azalma en belirgin sekilde 400 nM DOX
uygulamasi yapilmis olan hiicrelerde gozlemlenmistir.

HEPG2 hiicrelerinde artan DOX dozu ile birlikte BCL-2 geninin ekspresyon
diizeyinde gozlenen degisiklikler kontrol ile karsilastirildiginda 50 nM DOX
uygulamasindan sonra bu genin ekspresyon diizeyinin 2,644 kat artarken; 200 nM

DOX uygulamasindan sonra 1,666 kat arttigr goriilmistiir. 400 ve 800 nM ilag
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uygulanmasindan sonra ise genin ekspresyon diizeyinde kontrole gore bir azalma
tespit edilmistir.

HEK293 hicrelerinde BCL-2 ekspresyon diizeyleri n=3 olacak sekilde
Olclilmediginden biitiin veriler i¢in standart sapma hesaplanamamistir. Elde edilen
sonuclara gore BCL-2 geninin ekspresyon diizeyi bu hucrelerde DOX dozunun
artmasindan bagimsiz bir seklide azalma gdstermistir.

Sekil 4.11’de MCF-7 ve HEPG2 hucrelerinde artan dozlarda DOX
uygulamasina bagh olarak BAX’1n ekspresyon diizeyleri grafik halinde sunulmustur.

Tablo 4.6’da ise bu iki hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayr1 BAX geninin ekspresyon

diizeyinin doza bagli olarak degisiminin ortalamasi ve standart sapmasi verilmistir.

MCF-7 HEPG2

45 4.5

4.0 4.0
T 35 T 3.5
2 so0 2 s0
& 25 < -
[S] <]
2 20 > 20
m 15 = 15

1.0 1.0

05 0.5

0.0 0.0

o S0 200 400 800 (o] 50 200 400 800
Doksorubisin Dozu (nM) Doksorubisin Dozu (nM)

Sekil 4.11. (A) MCF-7 ve (B) HEPG2 hiicrelerinde BAX geninin ekspresyon
diizeyleri grafigi (n=3).

Tablo 4.6. MCF-7 ve HEPG2 hiicrelerinde BAX geninin ekspresyon diizeylerinin

ortalamas1 ve standart sapmasi.

DOX (nM) Hiicre Hatti Ortalama Standart Sapma

0 MCF-7 1,000 0,000
HEPG2 1,000 0,000

50 MCF-7 1,672 0,124
HEPG?2 2,380 2,556

200 MCF-7 2,573 0,400
HEPG2 1,611 0,358

400 MCEF-7 0,244 0,135
HEPG2 1,156 0,233

800 MCEF-7 0,345 0,262
HEPG2 1,229 0,695
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MCF-7 hiicrelerinde artan dozlarda DOX uygulanmasiyla birlikte BAX
geninin ekspresyon diizeyi 50 nM DOX uygulamasinin ardindan kontrole gore 1,672
kat; 200 nM DOX uygulamasiin ardindan ise 2,573 kat artmistir. 400 ve 800 nM
DOX uygulamasindan sonra ise BCL-2’nin ekspresyon diizeyi dramatik bir sekilde
azalma gostermistir.

HEPG?2 hiicrelerinde BAX geninin ekspresyon diizeyi incelendiginde 50 nM
DOX uygulanmasindan sonra kontrole gore 2,380 kat bir artis gozlenirken; 200 nM
DOX uygulamasinin ardindan ise 1,611 kat bir artis tespit edilmistir. 400 ve 800 nM
DOX uygulanan hiicrelerdeki BAX ekspresyon dizeylerinin ise kontrole gore
goreceli aynmi kaldig1 gozlemlenmistir. HEK293 hiicrelerinde artan DOX dozlarina
bagli olarak BAX geninin ekspresyon diizeylerindeki kontrole gore degisikliklere
bakilmamustir.

Sekil 4.12°de MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hiicrelerinde artan dozlarda DOX
uygulamasina bagl olarak ¢oklu ilag direnci geni MDR-1’in ekspresyon diizeyleri
grafik halinde sunulmustur.

Tablo 4.7°de ise her bir hiicre hatt1 i¢in ayr1 ayr1t MDR-1 geninin ekspresyon

diizeyinin doza bagl olarak degisiminin ortalamasi ve standart sapmasi verilmistir.

MCF-7 HEPG2 HEK203
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Sekil 4.12. (A) MCF-7, (B) HEPG2 ve (C) HEK293 hiicrelerinde MDR-1 geninin
ekspresyon diizeyleri grafigi (n=3).
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Tablo 4.7. MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hiicrelerinde MDR-1 geninin ekspresyon

diizeylerinin ortalamasi ve standart sapmasi.

DOX (nM) Hiicre Hatti Ortalama Standart Sapma
MCF-7 1,000 0,000
0 HEPG2 1,000 0,000
HEK?293 1,000 0,000
MCF-7 0,905 0,560
50 HEPG2 0,824 0,192
HEK?293 2,057 0,617
MCF-7 0,685 0,445
200 HEPG2 0,778 0,369
HEK?293 4,181 3,602
MCF-7 0,131 0,122
400 HEPG2 0,743 0,320
HEK?293 45,072 12,377
MCF-7 0,119 0,089
800 HEPG2 0,747 0,231
HEK?293 84,790 12,850

MCF-7 hiicrelerinde artan DOX dozuna bagli olarak MDR-1 geninin
ekspresyon diizeyindeki degisiklikler kontrol ile karsilagtirildiginda, bu genin
ekspresyon diizeyi, 50 nM DOX dozunun uygulanmasinin ardindan géreceli ayni
kalmistir. 200 nM DOX dozunun uygulanmasindan sonra azalmis; 400 ve 800 nM
DOX dozlarmin uygulanmasinin ardindan ise bu azalma daha belirgin bigcimde
gbzlemlenmistir.

HEPG2 hiicrelerinde MDR-1 geninin ekspresyon diizeyinde gozlenen ilag
dozuna baglh degisikliklerin kontrole gore kiyaslanmasi sonucunda, DOX dozundan
bagimsiz bir sekilde belirgin bir degisiklik gozlenmemis; goreceli olarak ayni
kalmastr.

HEK293 hiicrelerinde MDR-1 geninin ekspresyon diizeyi incelendiginde
uygulanan DOX dozundaki artis ile ekspresyon diizeyinin carpici sekilde arttigi ve
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bu artisin 800 nM DOX dozunun uygulanmasinin ardindan kontrole kiyasla yaklagik
85 kata ulastig1 gdzlemlenmistir.

Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de sirasiyla MCF-7, HEPG2 ve HEK293
hiicre hatlarinda, gen ekspresyon diizeyleri incelenen biitiin genlerin bir arada

gosterildigi grafikler sunulmustur.
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Sekil 4.13. MCF-7 hucrelerinde gen ekspresyon dizeyleri (n=3).
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Sekil 4.14. HEPG2 hiicrelerinde gen ekspresyon duzeyleri (n=3).
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5. TARTISMA

Apoptoz terimi, hiicrenin aktif olarak belirli uyaranlar1 almasi tizerine, 6liime
giden bir yol izledigi durumu belirtmek i¢in kullanilmaktadir (1). Apoptozda genel
olarak  kaspazlarin  aktivasyonu, DNA yikimi/protein yikimi ve zar
degisiklikleri/fagositik hiicreler tarafindan taninma olmak {izere U¢ temel
biyokimyasal degisiklik gbzlenmektedir (47).

Bu tez caligmasinda apoptozun isleyisi, apoptoz yolagindaki belirli genlerin
roli ve apoptoz durumunda bu belirli genlerin ekspresyon diizeylerinin incelenmesi
amaciyla MCF-7, HEPG2 ve HEK?293 hucreleri tercih edilmistir. Bu hiicrelere ya hi¢
ilag uygulamasi yapilmamis; ya da cesitli kanser tiirlerini tedavi etmek amaciyla
kullanilan antrasiklin tipi bir anti-kanser ilac1 olan DOX’un artan dozlar
uygulanmustir.

Tezin ilk basamaginda, yontemler kisminda anlatilan sekilde hiicreler 96
kuyucuklu plakalara ekilmis ve her bir hiicre hattina artan dozlarda DOX uygulamasi
yapilmigtir. Hiicrelerin tutunmaya bagslamasindan yaklasik iki giin sonra MTT
soliisyonunun hiicresel enzim aktivitesiyle mor renkli formazana indirgenmesi
esasina dayanan; hiicre biiylimesinin ya da hiicre Oliimiiniin indirekt olarak
degerlendirilmesi amaglayan bir deney olan MTT sitotoksisite deneyi yapilmistir.
Her bir hiicre hatti i¢cin n=6 tekrar yapilan bu deneyin sonuglar1 goz iiniinde
bulunduruldugunda, her {i¢ hiicre hattinin da canlilik diizeylerinde doza bagimli bir
azalma saptanmistir. MCF-7 ve HEPG2 kanserli hiicre hatlar1 karsilastirildiginda
MCF-7 hiicrelerinde, HEPG2 hiicrelerine kiyasla goreceli olarak daha belirgin bir
azalma gozlemlenmistir. Bu sonug, MCF-7 hucrelerinin HEPG2 hucrelerine gore
DOX’un artan dozlarina daha duyarli olduguna isaret etmektedir. Kanada’da dokuz
hiicre hatt1 lizerinde yapilan bir ¢alismada, HEPG2 (karaciger), HCT-15 (kolon),
NCI-H460 (akciger) ve A-498 (bobrek) hucrelerinin, DOX ve antasiklin ailesine
mensup diger bir anti-kanser ilaci olan DNR’ye H9c2 (kalp), PC-3 (prostat),
OVCAR-4 (yumurtalik), PANC-1 (pankreas) ve MCF-7 (meme) hicrelerine oranla
daha direngli oldugu gosterilmistir (206). Bu sonuglar, bu tez ¢alismasinda elde
edilen sonuglar ile tutarlilik gostermektedir. HEK293 hiicrelerinin kanserli hiicre
hatlar1 ile karsilastirilmast sonucunda, canlilik diizeyindeki azalmanin HEK293

hiicrelerinde ¢ok daha carpici oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug, saglikl
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bir hiicre hatt1 olan HEK293’iin DOX’un artan dozlarina kars1 diger iki kanserli
hiicre hattina kiyasla daha duyarli olmasi gerektigi fikrini dogrulamaktadir.

Tez c¢aligmasinin ikinci basamaginda, MCF-7, HEPG2 ve HEK293
hiicrelerinden saflastirllan DNA 6rneklerinden elde edilen PCR drinleri ile TP53
geninin genomik dizisinin 72. kodonunda SNP bulunup bulunmadigmin tespit
edilmesi amaglanmistir. p53, TP53 geni tarafindan eksprese edilen, DNA hasari,
hipoksi ve ya onkojen aktivasyonu gibi bazi hiicresel stres faktorleriyle aktive
olabilen ve olusan DNA hasar1 tamir edilene kadar hiicre dongisiiniin
durdurulmasinda rol oynayan tiimor baskilayict bir proteindir (2). DNA hasar1 tamir
edilemeyecek kadar siddetli oldugunda ise p53 yolagi aktive olmakta ve tamir
edilemeyen DNA’ya sahip hiicrelerin boliinmesini 6nlemek amaciyla apoptozu
indiklemektedir (3). p53 proteini insanlarda goriilen kanser tiirlerinin yaklasik
%350’sinde mutasyona ya da delesyona ugramistir (4). Delesyon ya da kesim ile
inaktive edilen birgok tiimor baskilayici genin aksine TP53’de gozlenen kanser ile
iliskili mutasyonlarin biiyiikk ¢ogunlugu, farkli bir amino asidin translasyonu ile
sonuglanan tek bir bp’nin degisiminin neden oldugu SNP’dir. Bu SNP’lerin buyuk
cogunlugu p53°lin yiiksek derecede korunmus olan ve yaklasik alti ‘sicak bolge’
iceren DNA-baglayici bolgesinde gozlenmektedir (68,80-82). Polimorfizm ¢aligmasi
sonucu elde edilen verilerde her ti¢ hiicre hattinin da TP53 geninin genomik dizisinin
72. kodonunda heterozigot (Arg/Pro) genotipe sahip oldugu gosterilmistir. 2013
yilinda yapilan bir meta-analiz c¢alismasma gore, TP53 72. Kodon Arg/Pro
polimorfizmi karaciger kanserinin gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve
karaciger kanserinde, cinsiyet ve ailede karaciger kanseri ge¢gmisinin olup olmamasi
TP53’iin 72. Kodonunda gbzlenen Arg/Pro genotipinin etkisini degistirmemektedir
(207).

Tezin iciincli ve son basamaginda, hiicre hatlarindan saflagtirllan RNA
orneklerinden ¢cDNA olusturulmus ve bu cDNA’lar RT-PCR yontemi ile gen
ekspresyon diizeylerinin incelenmesi amaciyla kullanilmistir. Bu ¢alismada, apoptoz
yolaginin en 6nemli genlerinden biri olan ve yukarida anlatilan TP53 geninin yani
sira; pS3’iin baslica hiicresel inhibitorii olan MDM2, BCL-2 ailesinin tanimlanan ilk
uyesi olan ve anti-apoptotik 6zelik gosteren BCL-2, yine BCL-2 ailesine mensup

pro-apoptotik bir gen olan BAX ve c¢oklu ila¢ direnci geni olan MDR-1 genlerinin
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ekspresyon duzeyleri housekeeping bir gen olan ve hiicrelerde ekspresyon diizeyi her
kosulda ayni kalan GAPDH ile karsilastirilmistir. Bu genler arasindaki iliski Sekil
5.1.’de sunulmustur. Gen ekspresyon diizeylerinin incelenmesi sonucu elde edilen
verilerde gozlenen doza bagli degisiklikler Student’s t test ile analiz edilmis ve
istatistiksel ~agidan anlamli  olup olmadiklarina bakilmigtir. Bu testin

degerlendirilmesinde GraphPad isimli yazilim programindan yararlanilmistir.

Bel-2  ° ' ! Bax
antiapoptotik - " Pro-apoptotik

P53 .
. apoptotik

. MDM2

Sekil 5.1. Bu tez ¢aligmasinda ekspresyon diizeyleri incelenen apoptotik genler

arasindaki iliski.

Her bir hiicre hatt1 i¢in TP53 geninin ekspresyon diizeylerine Sekil 4.9°da
verilmistir. Buna gore, 50 nm DOX uygulanan MCF-7 hicrelerinde TP53 geninin
ekspresyon diizeyi 1,7 kat artig gosterirken; 200, 400 ve 800 nM DOX
uygulamasinin ardindan belirgin sekilde azalmistir. HEPG2 hiicrelerinde 50 ve 200
nM DOX uygulamasinin ardindan TP53 geninin ekspresyon dizeyi kontrol ile
karsilagtirildiginda 2,5 kat artarken; 400 nM ilag uygulamasindan sonra ise 1,5 kat
artmistir. 800 nM ila¢ uygulamasi sonrasinda ise TP53’lin ekspresyon diizeyinin
carpici sekilde diistiigii goriilmiustiir. Elde edilen bu veriler istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu iki kanser hiicresi hattinda ila¢ uygulanmasinin ardindan hiicrede
p53 diizeyinin arttigi ve daha sonra ilag dozunun artmasiyla birlikte bu artigin
baskilandig1r diistiniilmektedir. TP53’{in kanser hiicrelerinde gosterdigi bu artis
DOX’un etkisi ilizerine yapilan bir ¢alismada elde edilen sonuglar ile paralellik

gostermektedir (190). Buna gore; MCF-7 ve HEPG2 hicrelerinde uygulanan ilag



76

dozunun diisiik olmasina karsin TP53 geninin ekspresyon diizeyi hiicrede tetiklenmis
ancak; yiiksek dozlarda bu artis baskilanmastir.

Artan dozlarda DOX uygulanan saglikli HEK293 hiicrelerinde ise TP53
geninin ekspresyon diizeyi dozdan bagimsiz olarak azalmis ve 800 nM DOX
dozunun uygulanmasinin ardindan ise ekspresyon diizeyi normal degerlerin gok
altina diismiis ve dl¢iilememistir. TP53 geninin ekspresyon diizeyi i¢in elde edilen bu
veriler istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (P<0,05). Bu diisiisiin sebebinin
kanser hiicrelerinde ilaca cevap olarak tetiklenen ilk mekanizmanin p53 iizerinden
apoptoz olmast; saglikli hiicrelerde ise bunun tersi olarak p53 aracili apoptozun
baskilanmasi oldugu diisiiniilmektedir.

TP53 geninin hicresel inhibitori olan MDM2 anti-apoptotik bir gendir (Sekil
5.1) (84). MDM2, TP53’iin aktivasyonu sonucunda transkripsiyona ugramaktadir.
Mdmz2 proteinleri ise p53’in aktivitesini inhibe etmektedir (84,89). Artan dozlarda
DOX uygulanan MCF-7 hucrelerinde MDM2 geninin ekspresyon diizeyine
bakildiginda, 50 ve 200 nM ila¢ uygulamasinin ardindan kontrole gore goreceli
olarak degismedigi saptanmistir. 400 ve 800 nM ila¢ dozunun uygulanmasindan
sonra ise bu genin ekspresyon diizeyinde % 77 oraninda bir diislis gézlenmistir.
HEPG?2 hiicrelerinde ilag dozuna bagli olarak MDM2 geninin ekspresyon diizeyinin
kontrole gore kiyaslanmasi sonucunda, 50 nM ila¢ dozunun uygulanmasinin
sonrasinda ekspresyon diizeyinin iki kat arttigi, daha yiiksek dozlarda ise kademeli
olarak azaldig1 gozlemlenmistir. En yliksek doz olan 800 nM’da ise % 55 oraninda
bir azalma tespit edilmistir. HEK293 hiicrelerinde 50 nM DOX uygulamas1t MDM?2
geninin ekspresyon diizeyini degistirmemis; artan dozlarda ise dozdan bagimsiz
olarak belirgin bi¢cimde diisiis gostermistir. Apoptotik yolakta, MDM?2 geninin
TP53’iin antagonisti olmasindan dolayi, bu iki genin ekspresyon diizeylerinin karsit
cikmasi beklenmistir. Oysa yiiksek dozlarda (400 ve 800 nM) ilag uygulamasinin
ardindan her iki genin de ekspresyon diizeyinde kontrole kiyasla bir azalma tespit
edilmistir. Bunun sebebinin, yiiksek doz ilag uygulamasinda her iki proteinin
isleyisini de etkileyen bir bagska mekanizmanin devreye girdigi ve her iki proteini de
inaktive etmesi oldugu diistinilmektedir. TP53 ve MDM2 genlerinin ekspresyon
diizeylerinin birbirine benzer olmasi, azalan TP53 gen ekspresyonunun MDM?2

geninin ekspresyonunun artmasi ve dolayisiyla TP53’iin ubikitinlenerek inhibe
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edilmesi icin yeterli olmamasi seklinde yorumlanabilmektedir. MDM2 geninin
ekspresyon diizeylerinde gozlenen bu doza bagh degisikliklerin istatistiksel agidan
anlamli olup olmadiklarina bakilmis ve MCF-7 ve HEPG2 hicreleri icin bu
degisiklikler anlamli bulunurken (P<0,05); HEK293 hiicreleri ic¢in anlamh
bulunmamaistir (P=0,0919). Her bir hiicre hattinda DOX dozuna bagli olarak MDM?2
geninin ekspresyon diizeyinde gbzlenen degisiklikler Sekil 4.10°da sunulmustur.

Bcl-2 protein ailesinin tanimlanan ilk tiyesi olan Bcl-2’yi kodlayan BCL-2
geni (118), anti-apoptotik bir gendir ve MCF-7 hiicrelerinde bu genin ekspresyon
diizeyinde, uygulanan DOX dozuna bagli olarak gozlenen degisiklikler
incelendiginde, artan doz ile ters orantili olarak bir azalma goriilmiistiir. En belirgin
azalma 400 nM ilag uygulamasmin ardindan % 91,2 oraninda olacak sekilde
Olclilmiistiir. HEPG2 hiicrelerinde 50 nM ve 200 nM DOX dozu uygulamasinin
ardindan BCL-2 geninin ekspresyon diizeyinde kontrole kiyasla bir artis gézlenirken;
400 ve 800 nM dozlarda kontrole gore bir diislis gdzlenmistir. HEK293 hiicrelerinde
BCL-2 geninin ekspresyon diizeyi n=3 tekrar seklinde oOlclilemediginden dolayi,
biitiin veriler i¢in standart sapma hesaplanamamistir. Elde edilen sonuclara gore,
BCL-2 geninin ekspresyon diizeyi, dozdan bagimsiz olarak kontrole kiyasla azalma
gostermistir. Her bir hiicre hattinda DOX dozuna bagli olarak BCL-2 geninin
ekspresyon diizeyinde gozlenen degisiklikler Sekil 4.11°de sunulmustur. BCL-2
geninin ekspresyon diizeylerinde gézlenen bu degisikliklerin HEPG2 hiicreleri igin
istatistik agidan anlamli oldugu tespit edilirken (P<0,05); MCF-7 ve HEK293
hiicreleri i¢in bu degisiklikler anlamli bulunmamastir.

Pro-apoptotik bir gen olan BAX, apoptozun indiklenmesinde merkezi bir
oynamaktadir (135). MCF-7 ve HEPG2 hiicreleri i¢in artan DOX dozu ile birlikte
BAX geninin ekspresyon diizeyinde gozlenen degisiklikler Sekil 4.12°de
gosterilmistir. MCF-7 hticrelerinde bu genin ekspresyon diizeyinde uygulanan DOX
dozuna bagl degisiklikler gozlenmis ve 50 nM ve 200 ila¢ dozunun uygulanmasi
sonrasinda kontrole kiyasla bir artis saptanmistir. 400 ve 800 nM ila¢ dozunun
uygulanmasindan sonra ise BAX geninin ekspresyon diizeyinde sirastyla %76 ve %
65 oraninda bir azalma tespit edilmistir. 2008 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir
caligmaya gore (208), 500 nM DOX uygulamasimin ardindan 24 saat ve 72 saat

sonunda MCF-7 hucrelerinde BCL-2 geninin ekspresyon diizeyinin sirasiyla 0,21 ve
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0,66 kat azaldig1 gozlenmistir. Bu veriler, bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar ile
tutarlilik gdéstermektedir. HEPG2 hiicrelerinde 50 ve 200 nM ila¢ uygulamasindan
sonra BAX geninin ekspresyon diizeyi sirasiyla 2,4 ve 1,6 kat artarken; 400 ve 800
nM ila¢ uygulanan hiicrelerde bu genin ekspresyon diizeyi kontrole gore goreceli
degismemistir. BAX genin ekspresyon diizeyinde gozlenen degisiklikler HEPG2
hiicrelerinde istatistiksel agidan anlamli bulunurken (P<0,05); MCF-7 hcrelerinde
anlamli  bulunmamustir (P=0,0552). HEK293 hiicrelerinde ise BAX geninin
ekspresyon diizeyinde uygulanan ilag dozuna bagh degisiklikler incelenmemistir.

Birbirinin antagonisti olan BCL-2 ve BAX genlerinin ekspresyon duzeyleri
oranimnin incelendigi, 2012 yilinda Portekiz’de yapilan bir ¢alismaya gore (209),
HEPG2 hicreleri, 1Csy degerlerine gére DOX ile muamele edildiginde HEPG2
hicrelerinde BAX/BCL-2 oranmin 1°den biiyiik oldugu tespit edilmistir. Bu tez
calismasinda da benzer sekilde 400 ve 800 nM DOX dozunun uygulanmasinin
ardindan BAX/BCL-2 oraninin 1’den biiyiik oldugu (400 nM igin 1,5 ve 800 nM igin
2,6) gozlemlenmistir. Bu veriler, HEPG2 hiicrelerinin 400 nM DOX dozunun
uygulanmasindan itibaren apoptoza giden bir yol izledigine isaret etmektedir.

Coklu ilag direnci, yapisal benzerligi bulunmayan ve molekiiler hedefler
tizerinde farkli etkileri olan farkli ilaglara yonelik es zamanli bir diren¢ olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre i¢inde belirli derisimlerde bulunan ilaglarin disar1 akiginin
gorildiigli baz1 biyokimyasal diren¢ mekanizmalar1 ile bu c¢oklu ilag direnci
gozlenebilmektedir (8). Anti-kanser ilaglarinin hiicrenin disina atildigi  bu
mekanizmalar, MDR-1 geninin trint olan P-gp gibi proteinler ile diizenlenmektedir
(165). P-gp proteininin ekspresyon diizeyinin, bir¢ok kanser ¢esidinde ilaglara direng
gostermeye yetecek diizeyde yiiksek oldugu gosterilmisti. MDR-1 geninin
ekspresyon diizeyleri ii¢ hiicre hatti i¢in incelendiginde, MCF-7 hiicrelerinde 50 nM
DOX uygulamasimin ardindan kontrole gore goreceli degismemistir. 200 nM doz
uygulamasindan sonra ise azalma tespit edilmis ve bu azalma 400 ve 800 nM
dozlarda ¢arpici bir sekilde gézlemlenmistir. MDR-1 geninin ekspresyon diizeyinin
artan ila¢ dozu ile birlikte kademeli olarak azalmasi, bu hiicre hatt1 i¢in 800 nM’a
kadar olan ilag dozunun c¢oklu ilag¢ direnci gelisimi i¢in yeterli olmadigina isaret
etmektedir. HEPG2 hiicrelerinde MDR-1 geninin ekspresyon diizeyinde artan ilag

dozuna bagli olarak kontrole kiyasla belirgin bir degisiklik goriillmemistir ve bu
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sonug, literatiirde bulunan HEPG2 hiicrelerinin DOX’a karst ¢oklu ilag direnci
gosterdigi bilgisiyle paralellik gostermektedir. HEK293 hiicrelerinde ise MDR-1
geninin ekspresyon diizeyi artan DOX dozuyla birlikte belirgin bir bicimde artis
gostermis ve bu artis 800 nM ilag dozunun uygulanmasinin ardindan 84 kat olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglar, ¢oklu ilag direncinin MCF-7 hiicrelerinde azaldigina,
HEPG?2 hiicrelerinde degismedigine ve HEK293 hiicrelerinde ise arttiga isaret
etmektedir. MCF-7, HEPG2 ve HEK293 hiicrelerinde DOX dozuna bagli olarak
MDR-1 geninin ekspresyon diizeyinde gozlenen degisiklikler Sekil 4.13’de
sunulmustur. MDR-1 geninin ekspresyon diizeylerinde gozlenen bu degisiklikler
MCF-7 ve HEPG2 hiicreleri i¢im istatistiksel acidan anlamli bulunurken (P<0,05);
HEK?293 hiicreleri i¢in anlamli bulunmamustir (P=0,1731).

Sonug olarak, bu tez calismasinda her {i¢ hiicre hattinda da artan dozlarda
DOX uygulanmasi sonucunda yiizde canlilik diizeylerinde diisiis gézlenmistir ve bir
kez daha DOX’un etkili bir anti-kanser ilact oldugu kanitlanmistir. Her {i¢ hiicre
hattinda da TP53 geninin 72. kodonunda Arg/Pro heterozigot formu bulundugu
saptanmis ancak; TP53 geninin artan ilag dozuna kars1 farkli diizeylerde ekspresyona
ugradigr tespit edilmistir. Dolayisiyla bu hiicrelerde apoptoz mekanizmalarinin ilk
bakista benzer oldugu diisliniilse de gen ekspresyon diizeylerine bakildiginda bu
varsayimin dogru olmadigi sonucuna varilmistir. Benzer sekilde MCF-7 hiicrelerinde
coklu ila¢ direncinin azalmasi, HEPG2 hiicrelerinde kontrole kiyasla goreceli ayni
kalmasi, saglikli HEK293 hiicrelerinde ise artis gdstermesi, bu {li¢ hiicre hattinin
apoptoz gelisimi ve ¢oklu ila¢ direnci agisindan farkli profillere sahip olduguna isaret
etmektedir. Boylelikle, kanser hiicrelerinde ve saglikli hiicrelerde apoptozun sadece
polimorfizm profiline bakilarak belirlenemeyecegi  gosterilmistir.  Arg/Pro
heterozigot formunun saglikli HEK293 hiicrelerinde de gosterilmesi ile bu formun
sadece kanser hiicrelerinde degil; ayni zamanda saglikli hiicrelerde de goriilebildigi

sonucuna varilmistir.

5. ONERILER
Bu tez sonunda elde edilen, apoptoz yolaginin isleyisi, apoptoz yolagindaki

belirli genlerin ekspresyon diizeylerinin artis ya da azalis gosterdigi durumlar, ¢oklu
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ila¢ direncinin hiicre hattina bagl olarak gosterdigi ozellikler ile ilgili sonuglar daha
sonra yapilacak olan deneylere 151k tutmasi agisindan 6nemlidir.

Apoptoz yolaginda calisilan genlerin ekspresyon diizeyleri hakkinda daha
kesin sonuglar elde edebilmek amaciyla her bir gen i¢in RT-PCR isleminin en az
duplike olarak yeniden ¢alisilmas1 daha yararli olacaktir.

HEK293 hiicrelerinde ekspresyon diizeyine bakilmayan BAX geninin de
ekspresyon diizeyinin incelenmesi ve bu diizeylerin apoptoz yolagindaki diger
genlerin ekspresyon diizeyleri ile karsilastirilmasi son derece 6nem arz etmektedir.

Apoptoz yolaginda bulunan c-Jun N-Terminal kinaz (JNK), PUMA, BAK
gibi genlerin de gen ekspresyonu diizeyinde incelenmesi, her ii¢ hiicre hatt1 i¢in de
apoptoz yolagmin isleyisi hakkinda daha genis bilgi elde etmemizi saglayacaktir.
Buna ek olarak batiin bu genlerin ayn1 zamanda protein diizeyinde de ¢alisilmasi, bu
genler hakkinda daha ayrintili bilgi elde edebilmemiz acgisindan gereklidir.

Calisilan her bir hiicre hatti i¢in, bir firmadan satin alinan bir apoptoz ya da
kaspaz kiti ile calisilmasi, apoptoz varhiginin gosterilmesi agisindan ek bir bilgi
saglayacaktir.

Ayni zamanda bundan sonraki ¢aligmalarda ¢oklu ila¢ direncini daha belirgin
ve dogru tespit edebilmek i¢in ilaca direngli hiicre hatlar1 satin alinacak ve

karsilagtirmali olarak bu hiicre gruplariyla deneyler tekrarlanacaktir.
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