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OZET

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Hayati onem tasiyan
organlarda gelisen sekonder tiimorler, meme kanserinden kaynakli Sliimiin en Snemli
nedenini olusturmaktadir. Bu ylizden, metastaz gelisiminin dnlenmesinin 6liim oranini
bliyiik Olclide diisiirecegi diisiiniilmektedir. Giliniimiizde meme kanseri tanisinda ve
takibinde biyobelirte¢ler kullanilmasina karsin, metastaz gelisiminin belirlenmesinde yeni
biyobelirteglere ihtiyag duyulmaktadir. Bu belirteg, invaziv olmayan yollardan kolaylikla
elde edilmeli, hastanin prognozu hakkinda bilgi vermesinin yaninda, timdr dokusuna
spesifik mutasyonlar hakkinda yorum yapilmasina olanak saglamalidir.

Serbest DNA’lar, plazma ve serumda bulunan tiimor hiicrelerine ait DNA fragmentleridir.
Yapilan c¢alismalar serbest DNA’larin kanser hastalarinda prognostik ve diagnostik agidan
degere sahip oldugunu gostermektedir. Serbest DNA’larin, hassas hiicreleri etkileyerek,
metastaza neden olabilecegi cesitli hayvan modeli ¢alismalarinda gosterilmistir. Gen
transferi ile gergeklestigi diisiiniilen bu olay, daha sonra “Horizontal Gen Transferi” olarak
adlandirilmis olup “Genometastaz Hipotezi” olarak terminolojiye gecirilmistir

Yapilan bu calismada, ko-kiiltiir sisteminde MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri ile
saglikl1 osteoblast hFOB 1.19 hiicrelerindeki APC, RASSF1A ve p53 genleri i¢in horizontal
gen transferi MSP/PCR yontemi ile arastirilmigtir. Ayrica DNaz I’in gen transfeksiyonu
tizerine olan etkileri de incelenmistir. Muhtemel gen transferi ile hiicrelerin canlilik,
proliferasyon ve adezyon ozellikleri tizerine etkisi Tripan blue ve XTT yontemleri esas
alinarak belirlenmistir.

Calisma sonucunda, metile APC1A, APC1B ve pb3 ekson 8 horizontal gen
transfeksiyonunun hFOB 1.19 hiicrelerine gergeklestigi belirlenmistir. Bu transfeksiyon
sonucunda, hFOB 1.19 hiicrelerinin adeziv 6zelliklerinde degisim oldugu gdzlenmistir.

DNaz I’ in hiicrelerde transfeksiyonu hizlandirdig1 analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: serbest DNA, meme kanseri, metastaz, kemik, genometastaz, DNaz |
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SUMMARY

Breast cancer is the most common and deadly cancer type in women. The main cause of
death the secondary tumor developing to vital organ that appear at the end of the process of
metastasis. Therefore, its believed that prevention of metastasis development also
significantly reduce the mortality. Today however there are biomarkers for breast cancer
diagnosis, there are also need to develop new biomarkers for metastasis detection for early
period. The biomarker must be readily obtained from non-invasive ways and it should
allow to comment on specific mutations in the tumor tissue and provide information about
the patient's prognosis. Cell free DNA’s are tumour cell derived DNA fragments which are
present in plasma and serum. It has been shown in many studies that cell free DNA may
have diagnostic and prognostic value for cancer patients. It has been shown in animal
studies that tumour cell derived-cell free DNA may affect sensitive cell and can cause
metastasis. This event is thought to occur by gene transfer that named as “Genometastasis
Hypothesis” and this gene transfer termed as “ Horizontal Gene Transfer”. In this study,
we cultured with MDA-MB-231 breast cancer cell line and hFOB 1.19 osteoblast cell line
in co-culture system and then investigated APC, RASSF1 and p53 gene horizontal gene
transfer with MSP/PCR that investigated DNase | affect on gene transfection in the co-
culture system. And the determined the cell proliferation, adhesion and viability values
with Tripan blue and XTT. As a result of the study, we identified methylated APC1A,
APC1B and p53 exon 8 horizontal gene transfer MDA-MB-231 cells to hFOB 1.19 cells.
Result of the transfection, we demonstrated that result of the horizontal gene transfection
hFOB 1.19 cells gained malignant cell adhesive properties and the transfection was

increased by DNase I.

Keywords: cell-free DNA, breast cancer, metastasis, bone, genometastasis, DNase |
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, diinya ¢apinda oliimle sonucglanan ikinci; kadinlar arasinda ise
birinci siradaki kanser tiiriidiir. Oldukga heterojen ve kompleks molekiiler 6zellige sahip bu
hastaligin gesitli alt tipleri bulunmaktadir. invaziv karaktere sahip meme kanseri tipleri,
yiiksek metastatik kapasiteleri sebebiyle genellikle sekonder tiimdrlerin olusmasina ve
olime neden olmaktadir. Tumor hicrelerine ait molekiler 6zelliklerin belirlenebilmesi,
metastaz  potansiyelinin erken safhada tamimlanmasina, kisiye Ozgii tedavi

uygulanabilmesine ve sekonder olusumlarin 6nlenmesine imkan verebilmektedir.

Serbest DNA’lar, hiicrenin apoptozu, nekrozu veya canli hiicrelerin aktif
serbestlemesi sonucunda kan dolasimina salinan DNA fragmentleridir. Ilk olarak 1948
yilinda belirlenen bu fragmentlerin seviyeleri diisiik olmasina ragmen malignansi
gelisiminde yiikselmektedir. Tiimor hiicrelerinden kana salinan serbest DNA’larin, hassas
hiicrelerin genomuna entegre olmasiyla metastaz olusturabilecegi ¢esitli ¢alismalarda
bildirilmis olup, genometastaz hipotezi olarak isimlendirilmistir. Meydana gelen horizontal

gen transferi gesitli in vivo ¢alismalarda gosterilmistir.

Meme kanseri en fazla akciger, beyin ya da kemik dokusuna metastaz yaptigi igin,
bu calismada, invaziv karaktere sahip meme Kkanseri hiicreleri MDA-MB-231 ile hFOB
1.19 normal osteoblast hiicreleri ko-kiiltiir sisteminde ayni ortama alinarak, meme kanseri
gelisiminde rol oynayan ve saglikli kemik hiicrelerinde bulunmayan gen bolgeleri
metilasyon spesifik PCR (MSP) yontemi ve klasik PCR ile taranarak hiicreler tizerindeki

cesitli etkileri belirlenmistir.
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DNaz |, cift zincirli DNA’ nin pirimidin bazlar1 arasindaki fosfodiester baglarini
pargalayan endoniikleaz bir enzimdir. Genis bir aile olan DNaz I’in baz1 tiirleri apoptoz
sirasinda DNA fragmentasyonunda rol oynamaktadir. Serbest DNA pargalanmasindaki
rolliniin yaninda, metastaz gelisiminde de DNaz I’in etkili olabilecegi ile ilgili cesitli
calismalar mevcuttur. Hazirlanan ko-kiiltiir ortamimna DNaz | uygulanarak da sonuglar

farkli bir bakis acisiyla degerlendirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Insan viicudunda yaklasik 37.2 trilyon hiicre bulunmaktadir ve her bir hiicre kendini
yonetebilmesini saglayan DNA molekiiliine sahiptir. DNA molekiilii “gen” olarak
adlandirilan kii¢iikk boliimlere ayrilmistir ve her bir gen hiicre igerisinde spesifik sinyal
yolaklarini aktive eden proteinleri olusturur.

Genetik kodda meydana gelen degisiklikler ‘“mutasyon” olarak adlandirilir.
Mutasyonlar orijinal koda baz/bazlar eklenerek veya c¢ikarilarak gerceklesir. Ayni
zamanda, kromozomal yapi, say1 ve genetik degisimlere neden olan ve mutajen olarak
adlandirilan mutasyon indiikleyici faktorler bulunmaktadir. Olusan mutasyonlar saglikli
hiicrenin yasamin1 devam ettirebilmesi i¢in onarilmaktadir; onarilmayan hiicreler 6lim
mekanizmalarinin aktivitesiyle yok edilmektedir. Buna karsin kimi zaman DNA onarimi
gerceklesmeyen hiicreler sag kalimini devam ettirmektedir ve ¢ogalmaya devam ederek iki
yeni yavru (daughter) hiicre mutant DNA’ya sahip bir sekilde g¢ogalmaya devam
etmektedir. Hiicrede mutasyonlar proto-onkogen veya timor siipresér gibi hiicrenin
metabolizma, sag kalim ve boliinmesini etkileyen genlerde meydana gelirse malign fenotip
kazanabilmektedir.

19. ylizyilin ortalarinda, giiniimiizde bildigimiz fertilize yumurtadan doku ve
kompleks organizmalarin nasil olustugu anlasilmistir. Tiim dokularin hiicre ile hiicre
tirtinlerinden olustugu ve bu hiicrelerin boliinerek cogaldigi elde edilen bilgilerden en
onemlisidir. Bu bilgiler 1s1ginda, fertilize yumurtanin biiyiimesi ve boliinmesi araciligiyla
tiim viicut hiicrelerini meydana getirdigi ortaya konmustur (Weinberg v.d., 2013).

[lerleyen zamanlarda gelisen teknoloji ile birlikte timér gelisimi ve bireysel timdr
gelisim farklilar ile ilgili ¢alismalar yapilmaya baslanmistir. Normal dokularda oldugu
gibi, tiimor doku kesitleri de mikroskop altinda histolojik olarak incelenmeye baslamistir.
Tumor gesitleri ile ilgili veriler birikmeye basladiginda, tiimor hiicresinin viicuda disaridan
gelmesinden ziyade genellikle normal hiicreden doniistigii bulunmustur. Timor
hiicrelerinin viicut igerisinde hareket edebilme yeteneginin oldugu belirlenmistir. Bircok
hastada baslangicindan farkli bélgelerde de tiimor gelisimi gozlenmistir. Yeni yerlesim
“metastaz” olarak adlandirilirken, baslangigtaki ilk gelisimi “primer timor” olarak
isimlendirilmistir (Weinberg v.d., 2013).
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Tiimor hiicreleri ¢evre dokulara yayilma ozelliklerine gore benign (iyi huylu) ve
malign (kotli huylu) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Benign tiimorlerde, timdr hiicreleri
yerel dokulara yayilmamakta veya viicuttaki diger dokulara invaze olmamaktadir. Kapsiil
olusturarak bireyin yasamini ¢ok fazla tehlikeye sokmayan benign tiimdrler, sinir sistemi,
damarlar ve kanallara basing yaparak hastalik belirtilerini gostererek ve genellikle cerrahi
miidahale gerektirirler. Kapsiil olusturmayan malign tiimérler ise meydana geldikleri doku
veya organdan ayrilarak viicut icinde baska bir bolgeye giderek sekonder tiimor olusumuna
neden olabilmektedir (Yilmaz v.d., 2011).

“Kanser” terimi ilk olarak Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) canlida iyilesmeyen,
sifa bulmayan yeni yapilanmalar1 ifade etmek icin kullanildig: bildirilmektedir. Hipokrat
viicut yiizeyinde gelisen, digerlerinden farkli karakterde olan, kirmizi renkli ve daha yavas
biiyliyen sisliklere “Carcinos” ya da “Carcinoma” demis; Galen (M.S.2. y.y.) ise bu tip
olusumlara yengece benzeyen goriiniimleri dolayisiyla “Cancer” adini vermistir. Bu
donemde, sadece epitelyal kokenli tiimorlere kanser denildigi ve hastalik nedeninin de
viicut sivilar1 arasindaki dengesizlige baglandigi goriilmektedir. Tiirk tip tarithinde ise
kanser ilk defa Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenziis Sihhatiil-ebdaniyye” (1298)
isimli eserinde kiiglik yumru biiyiikliglinde, sancili, damarli bir yapiyr anlatmak igin
seratan ifadesi ile tanimlanmistir (Atici, 2007).

Kanser, basit bir sekilde anormal hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize
edilmektedir. Temelde saglikli hiicrelerde malign transformasyonu tetikleyen iki etmen
bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi sigara, alkol, sagliksiz beslenme, yasam tarzi, maruz
kalmman kimyasal karsinojenler ve viral vektorler, hava kirliligi, UV veya iyonize
radyasyon gibi dis (eksternal) faktorlerdir. Digeri ise gesitli mutasyonlar, immun sistem
yetersizligi, hormonlar gibi i¢ (intrinsik) faktorlerdir. Bu faktorler birlikte veya tek
baslarma hareket ederek kansere neden olabilirler. Bununla birlikte sigaradan uzak
kalinmasi, dengeli beslenme veya diizenli sporun giindelik yasamin bir pargasi olmasi
kanser riskini diisiirebilmektedir. Kanserin ¢ok asamali ve kompleks bir hastalik
olmasindan dolayi, dis faktorlere dikkat edilmesi kanserden korunmaya yeterli

olmamaktadir (Siegel v.d., 2015).



2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusunda bulunan normal epitelyal hiicrelerin seri halde
genetik ve/veya epigenetik malign transformasyon gegirmesi sonucunda ortaya g¢ikan
kompleks bir hastaliktir. Genetik mutasyonlar (spesifik niikleotid ¢iftlerinde meydana
gelen degisimler veya kayiplar) fonksiyon kaybina veya azalmasina neden oldugundan
dolay1 genellikle meme kanseri gelisiminin temelini olusturmaktadir.

Meme kanseri ile ilgili ilk kayitlara M.O. 2500-3000 yillarinda Eski Misir’da
Imhotep tarafindan yazildig1 diisiiniilen tibbi papiruslarda ulasilmistir. Bu kayitlarda 9
meme kanseri hastast tarif edilmistir. Imhotep tarafindan tanimlanan meme lezyonlarindan
birinde, meme dokusunda bir kitleden ve gogilis duvarmi da igerisine alan soguk bir
lezyondan bahsedilmistir. Uygulanan tedaviden herhangi bir cevap alinamadigr ve
dokunulmamasi gerektigi vurgulanmistir. Hipokrat ise kanli meme bas1 akintisina sahip bir
olguyu tanimlamis ve menapoz ile meme kanseri arasindaki iligkiyi belirlemeye ¢alismistir

(Donegan, 2006).

2.1.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

GLOBOCAN 2012 verilerine gore, Diinya’da 17 milyon kadma kanser tanisi
konmus olup, 521.900 kiside meme kanserinden dolayr oliim gerceklesmistir. Meme
kanseri, gelismis iilkelerde en ¢ok Oliime neden olan ikinci kanser tiirii olarak listeye
girmistir. Geligmis lilkelerde meme kanseri insidansi 74.1, mortalite orani ise 14.9 iken;
gelismekte olan tilkelerde 31.3, mortalite orani ise 11.5 olarak belirlenmistir (Torre v.d.,
2015).

Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu’nun 2014 yilinda yayinladigi Tiirkiye Kanser
[statistikleri Raporuna gére meme kanseri, 2014 yilinda Tiirkiye’de kadinlar arasinda en
sik rastlanan kanser tipidir. 35 yasindan sonra kadinlarda meme kanserine yakalanma orani
artmakla birlikte en yiiksek risk grubu 60-64 yas olarak belirtilmistir. Erkeklerde bu oran
oldukga diisiiktiir. En yiiksek oranda 70-74 yas olarak bildirilmistir (Giiltekin v.d., 2014).



2.1.2. Meme kanseri etiyolojisi

Meme kanseri gelisiminde bazi risk faktorlerinin etkili oldugu bilinmektedir. Bu

risk faktorleri hastalifin goriilme ihtimalini arttirmaktadir. Fakat bu faktorlerin olmasi

mutlaka meme kanserinin goriilecegi anlamina gelmemektedir. Risk faktoriine maruz

kalmayan kisilerde de kanser goriilmektedir (Cizelge 2.1).

1.

Genetik Yatkinlik: Meme kanserinin biiylik ¢ogunlugu sporadik vakalar olmasina

ragmen yaklasik %5-10’unda genetik yatkinlik s6z konusudur. Ailesel yatkinliga
neden olan genler BRCA-1 (Breast cancer susceptibility gene 1) ve BRCA-2 (Breast
cancer susceptibility gene 2)’dir. Bu iki gen bdlgesinde meydana gelen
mutasyonlar ailesel meme kanserlerinin 2/3’linde, tiim vakalarin ise yaklasik
%y5’inde belirlenmistir (Osborne v.d., 2004; Ponder, 1994). BRCA-1 geni, ovaryum
ve meme kanserine yatkinligi arttiran, kromozom 17q12-21 lokalize bir gendir.
Meme kanseri hastalarinin %4’iinde BRCA-1 mutasyonu goriilmektedir. 40 yas
altinda ortaya ¢ikan meme kanserlerinin %25’i BRCA-1 mutasyonu ile ilgilidir.
BRCA-1 genini tasiyanlarin 50 yasina ulasincaya dek meme ve/veya ovaryum
kanserine yakalanma olasiligi %60, 70 yasina gelinceye kadar %85’tir. 13.
kromozomda lokalize olan BRCA-2 geni, meme kanserlerinin %70’inden
sorumludur ve aym1 zamanda erkeklerde de meme kanseri riskini arttirmaktadir
(McKinley v.d., 1995) .

Yas: Meme kanseri insidansi, yas ile birlikte artmaktadir. Menapoza kadar bu risk
her 10 yilda bir ikiye katlanmaktadir. Meme kanseri gelisme riski 25 yasinda
1/19608, 55 yasinda 1/33, 75 yasinda 1/11, 80 yasinda 1/8'dir (Phipps v.d., 2010).

Dogurganlik, emzirme ve hormonlar: Ostrojen ve progesteron meme kanseri

gelisiminde rol oynayan 6nemli hormonlar olarak goriilmektedir. Normal epitelyum
hiicrelerinde Ostrojen reseptdr (ER) ve progesteron reseptdr (PGR) bulunmaktadir.
Hormon diizeylerinin degismesi, normal epitelyal aktivitenin degismesine neden
olabilmektedir. 30 yasindan sonra tek dogum yapan kadinlarda meme kanseri riski,
18 yasindan once dogum yapan kadinlara gore 2-5 kat fazladir ve gec adetten
kesilme (>55 yas) meme kanseri riskini artiran faktorlerdir. Uzun siireli emzirmeler
riski azaltabilir (Cancer, 2002). Oral gebelikten korunma yontemleri, meme kanseri

gelisim riskini 1.24 kat arttirmaktadir (Cancer, 1997).
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Ailesel Oykii: Birinci derece akrabasinda meme kanseri olan bireylerin meme
kanserine yakalanma riski 2 kat artmaktadir. Birinci dereceden akrabalarindan iki
kiside meme kanseri olan kisilerde ise 4-6 kat artmaktadir (Phipps v.d., 2010).

Cografi farkhiliklar: Kanserin goriilme siklig, tilkeler arasinda sasirtici farkliliklar

gostermektedir. Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da meme kanseri goriilme riski
¢ok daha fazladir. Amerika’da meme kanserinden 6liim orani, Japonya’ya goére 5
kat daha fazladir. Bu farkliligin sebebi ¢evresel faktorlere baglanmaktadir. Clinkii

riskli bolgeye gbo¢ eden kisilerde, o bolgenin kanser oranlarima adaptasyon

goriilmektedir. Ayrica diyet ve beslenme aligkanliginin da etkili oldugu
diistiniilmektedir (Torre v.d., 2015).
Cizelge 2.1. Meme Kanseri Risk Faktorleri (McPherson v.d., 2000)
Faktor Relatif Risk Riskli Grup
Yas >10 Yasl bireyler
Cografik lokasyon 5 Geligmis iilkeler
Ergenlik yas1 3 11 yasindan once
ergenlige giren bireyler
Menapoz yasi 2 54 yasindan sonra
menapoza giren bireyler
[k hamilelik yas1 3 40 yaslarinda ilk
dogumunu yapan bireyler
Aile hikayesi >2 Genellikle gen¢ yaslarda
hastalik goriilen bireylerde
Benign hastalik ge¢cmisi 4-5 Atipik hiperplazi
Farkli kanser ge¢misi >4
Sosyoekonomik durum 2 Ekonomik seviyesi | ve Il
Diyet 15 Yiiksek miktarda doymus
yag tikketmek
Viicut agirhig
Premenapozal 0,7 BMI >35
Postmenapozal 2 BMI >35
Alkol tiiketimi 13 Fazla miktarda tiiketimi
Iyonize radyasyon 3 Kiigiik yasta fazla
maruziyeti miktarda maruz kalmak
Ekzojen hormon alimi
Oral Korunma 1,24 Devamli kullanimi
Yontemleri 1,35 10 yildan fazla kullanimi
Hormon terapileri 2 Hamilelik doneminde
Dietilstilbestrol kullanimi




2.1.3. Meme kanseri biyolojisi

Meme kanseri gelisiminde genetik/epigenetik degisimler olduk¢a 6nemli rol oynar.
Meydana gelen genetik degisimler onkogen aktivasyonu veya timor —siipresor
inaktivasyonudur. Daha sonra tiimor hiicreleri, invaziv ve vaskiiler 6zellik kazanarak
proliferasyon kapasitelerini artirirlar

Tiimor siipresor genler, hiicre ¢ogalmasinda negatif yonde rol oynayan genlerdir.
Proliferasyonu dogrudan baskilayan tiimor siipresor genlere “gardiyan” (guardian) tipi
genler, hiicre cogalmasini dolayli yoldan baskilayan genler ise “bakici” (caretaker) genler
olarak adlandirilmaktadir. Normal kosullar altinda, bu genlerden kodlanan proteinlerin
hiicre icerisinde bir¢cok gorevi bulunmaktadir;

1. Hicre siklusunda mitoz sirasinda meydana gelen anomalileri 6nlemek (RB-

Retinoblastoma),

2. Hiicre igerisinde sinyal iletilmesi (APC- Adenomatous Polyposis Coli),

3. Transkripsiyon faktorti (WT-1-Wilms tumor 1),

4. DNA tamir mekanizmasinda ve hasarin belirlenmesi (hMSH2- mutS homolog

2) (Van Es v.d., 2001),

5. Apoptotik sinyal yolagini aktive ederek eger DNA’da geri doniigsiiz bir hasar

meydana gelmisse apoptoza neden olurlar (p53).

Tlimor slipresorlerde meydana gelen mutasyonlar, genom boyunca yayilmaya sebep
olarak genomik instabiliteye neden olabilir. Genomik instabilite bekgi tipi tiimor siipresor
genleri ve proto-onkogenlerin mutasyona ugramasiyla sonuglanabilir.

Meme kanseri gelisiminde Onemli rol oynayan tiimdr supresor genler; p53,
BRCAL, BRCA2, PTEN ve ATM’dir.

Onkogenler, proto-onkogenlerin mutasyonu veya degisimi sonucunda olusan
genlerdir. Direkt olarak kontrolsiiz biiyiime gibi malign fenotipin ortaya ¢ikmasina neden
olurlar (T. Hunter, 1997). Onkogenik proteinlerin hiicre igerisinde fazla veya az olmasi
sonucunda, hiicre biiylimesi stimiilasyonu, apoptoz inhibisyonu ve/veya farklilagsma
gerceklesir. Hiicre igerisinde proto-onkogenlerin bircok gorevi bulunmaktadir. Ornegin;
RAS proteini sitoplazmik mesajci, MYC transkripsiyon faktorii ve Wnt biiylime faktorii
gibi (Van Es v.d., 2001). Meme kanseri gelisiminde etkili proto-onkogen olarak
HER28neu, EGFR, Ras, Myc ve f-katenin 6rnek verilebilir.



9

Meme kanseri karakterizasyon ¢aligsmalarinda, mutasyon, yapisal degisimler, kopya
sayisal degisimleri, transkripsiyonel degisimler ve epigenetik degisimler gibi bir¢ok
somatik degisimler belirlenmistir (Curtis, 2015). Elde edilen genomik ve transkripsiyonel
veriler entegre edilerek, klinik sonuglar1 farkli, molekiiler meme kanseri taksonomisi elde

edilmistir.

2.1.4. p53 Geni

TP53 geni retinoblastoma geninden sonra kesfedilen ikinci tiimor baskilayici
gendir. Ik olarak 1979 yilinda 53 kD agirliginda bir protein olarak tanimlanmigtir. Saglikls
hiicrelerde diisiik seviyelerde bulunurken, SV40-transforme hiicrelerde ekspresyonunun
arttiginin gosterilmesi, ilk basta hatali sekilde onkogen olarak siniflandirilmasina neden
olmustur. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise saglikli p53 proteininin transformasyonu
durdurdugu; tiimor baskilayici bir gen oldugu belirlenmistir (Soussi, 2010). Anormal hiicre
gelisimini engelleyerek, neoplastik gelisimden korunmayi saglayan p53 sinyal yolagi,
normal hiicresel kosullar altinda, hiicrenin “bekleme” modudur ve “gardiyani” (guardian)
olarak gorev yapar. Hiicre icerisinde oldukc¢a 6nemli gorevleri vardir;

1. Hiicre siklusunun inhibisyonu: Siklin B1-CDK1 kompleksinin sitoplazmada

inaktive olmasin saglayan siklin bagimli kinaz inhibitorleri olan p21waf1 ve 14-3-3
sigma, p53 tarafindan indiiklenerek, G1 fazinda hiicre siklusunun durmasini saglar.
2. Apoptoz regiilasyonu: Bax, Apaf, PUMA, p53AIP1, PIDD ve NOXA gibi pro-

apoptotik proteinler direkt olarak p53 tarafindan indiiklenir.

3. DNA onarimi: Wild-type p53 geni DNA onarimini saglayan riboniikleotid rediiktaz
geni, p53R2 gibi birgok geni aktive eder.

4. Anjiyogenez ve metastaz inhibisyonu: p53 tarafindan indiiklenen maspin

(mammary serine protease inhibitor), anjiyogenez, invazyon, metastaz

inhibisyonunda rol oynayan serin proteaz inhibitdrdiir. Ayni zamanda metastaz

siipresor protein olan KAIl’nde p53 tarafinda regiile edildigi bildirilmistir

(Gascov.d, 2002).

Insan p53 geni, kromozom 17p13°de lokalizedir ve ailesel meme kanserinin ortaya
ctkmasinda 6nemli bir faktordiir. p53 protein yoklugu, hiicrenin apoptozdan kagmasina,
hasarli DNA ile ¢ogalmasina ve sonug olarak genomik instabilitenin bozulmasina neden

olur (Malkin v.d., 1990).
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Normal dokularda p53 protein yari omrii olduk¢a kisadir (4-20 dakika) ve
immiinohistokimyasal boyama yontemlerle tespit edilmesi olduk¢a zordur (Ashcroft v.d.,
1999). Ancak, meydana gelen stres ve DNA hasarina bagli olarak p53 proteinin dokularda
kalma siiresi uzamaktadir (Hall v.d., 1993). p53 proteininin dokularda daha uzun siire
kalmasi, p53 fosforilasyonu, Mdm2 fosforilasyonu, p53 sitoplazmik sekresyonu, p14”R%F
aktivasyonu gibi mekanizmalarla ger¢eklesmektedir. Bu mekanizmalarin tiimii, p53
degredasyonuna neden olan, diizenleyici proteini olarak gorev yapan Mdm2’nin p53’e
baglanmasim1  engelleyerek, p53°ln sitoplazmadan niikleusa ulagmasma olanak
saglamaktadir (S. L. Harris v.d., 2005). p53 geninde mutasyon meydana geldiginde,
hiicrelerde kalma siiresi uzar ve mutant p53 proteini hem tiimdr baskilayict 6zelligini
kaybeder hem de Mdm?2 tarafindan degredasyona ugrayamaz ve birikmeye baslar.

p53 mutasyonu insan kanserlerinin %50’sinden fazlasinda belirlenmistir. Meme
kanserinde ise, p53 heterozigotluk kaybi (LOH) veya nokta mutasyonlar1 yaklasik %60
oranla meydana gelmektedir. Genel olarak sebebinin kimyasal karsinojenler oldugu
diistiniilmektedir (Norberg v.d., 1996). Meme kanserinde, yiiksek miktarda p53 proteininin
belirlenmesi, kotii prognoz indikatorii olarak goriilmektedir. Ayni zamanda, yapilan
calismalarda, p53 ekspresyonunun yiiksek olmasi, yiikksek timor derecesi, yiiksek
proliferasyon indeksi, andploidi, ER- ve PR- ile histolojisi ile iligkilendirilmistir (Sirvent
v.d., 2001). Li-Fraumeni sendromuna sahip ailelerde p53 germ-line mutasyonuna
rastlanmistir. Bu bireylerin normal meme dokularinda p53 mutasyonu saptandig: takdirde
meme karsinogenezi olgusu olarak kabul edilmektedir (Masciari v.d., 2012).

p53 proteini, hiicre adezyonu, motilitesi, invazyonu, epitelyal mezenkimal gegis
(EMT), ekstraseliiler (ECM) interaksiyonu, anoikis ve kanonikal metastaz sinyal yolaginda
etkili olan proteinlerin transkripsiyonel regiilasyonunu sagladigindan dolay1, metastazin en

onemli regiilator proteini olarak da kabul edilmektedir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. p53’iin metastatik kaskad igerisinde direkt veya dolayli olarak etkiledigi genler ve
gorevler (Powell v.d., 2014).

Gen Fonksiyon P53 p53 ile iliskisi
KAI-1/CD82 Hiicre migrasyonunu Aktive eder Direkt
baskilar
XEDAR Hiicre adezyonunu Aktive eder Direkt
ve migrasyonunu
baskilar
miR-200c EMT’yi baskilar Aktive eder Direkt
MMP-2 ECM interaksiyonu Aktive eder Direkt
DDR-1 ECM interaksiyonu Aktive eder Direkt
miR34 Hiicre migrasyonunu Aktive eder Direkt
baskilar
Maspin ECM interaksiyonu Aktive eder Direkt
PCDH7 Hiicre migrasyonu Baskilar Direkt
Vimentin Mezensimal belirteg Baskilar Direkt
CXCR4 Kemotaksis, hiicre Baskilar Direkt
migrasyonu
FAK Adezyon, motilite, Baskilar Direkt
metastaz, sag kalim
sinyalleri
E-kaderin Epitelyal integrite Aktive eder Dolayli
CTGF ECM ile hiicre Aktive eder Dolayli
migrasyonu ve
adezyonu
Trombospondin ECM interaksiyonu Aktive eder Dolayli
Kaldesmon ECMile Aktive eder Dolayli
interaksiyon
Shail EMT Baskilar Dolayli
Snai2/Slug EMT Degrede eder Dolayli
MMP-9 ECM interaksiyonu Baskilar Dolayli
MMP-1 ECM interaksiyonu Baskilar Dolayli
SPARC Hiicre  migrasyonu Baskilar Dolayli
(negatif regiilator)
Fibronektin ECM interaksiyonu Baskilar Dolayli

2.2. Epigenetik Degisimler

“Epigenetik” terimi ilk kez Conard Waddington tarafindan 1942 yilinda c¢evrenin

fenotipik modifikasyona neden olan durumlar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir. Yaptigi

calismada, wild-type Drosophila melanogaster pupalarina 1s1 sok tedavisi uygulandiginda,

PR

kanat damar paternlerinin degistigi gozlemistir (Waddington, 1952). Memeli hiicrelerinde
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bulunan DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlamayan RNA’lar epigenetik
sistemi olugturmaktadir.

Daha sonraki yillarda, epigenetik kontroliin en 6nemli mekanizmalarindan olan gen
sessizlesmesinin biyolojik bir biyobelirteg¢ olabilecegi 6nerilmistir (Jaenisch v.d., 2003).
Omegin, gen promotdr bolgesinde bulunan CpG diniikleotidlerinde meydana gelen
metilasyon sonucunda, gen sessizlesmesi ve devaminda transkripsiyonel aktivite kaybi

meydana gelmektedir.

2.2.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA’da meydana gelen kimyasal bir degisimdir ve en iyi
karakterize edilmis epigenetik degisimdir. Normal hiicresel gelisimde etkili olan DNA
metilasyonu, doku-spesifik gen ekspresyon paternlerinin ger¢eklesmesini saglar.
Metilasyon siirecinde herhangi bir sorun meydana geldiginde, gen fonksiyonu degiserek
malign hiicresel transformasyon gelisebilir. DNA metilasyonu, memelilerde DNA
zincirindeki sitozin bazinin 5. karbonuna kovalent olarak metil grubunun baglanmasi ile
gerceklesir (Szyf, 2008). Bu baglanma, DNA iizerinde bulunan her sitozin bazinda
meydana gelmez ya da rastlantisal degildir. Metil gruplar1 sadece guanin bazina komsu
olan sitozin bazlarina, metil transferaz enzimleri tarafindan baglanir. Bu bolgeler “CpG
adalar’” olarak adlandirilir (Fuks, 2005). Insan genomunun neredeyse yarisi CpG
dintikletidleri bakimindan zengin promotdr bolgeleri igerir. Tim genom analizleri
sonucunda, CpG diniikleotidlerinin %80°nin, promotdr CpG adalariyla iliskili olmadig: ve
hipermetile durumda oldugu belirlenmistir (Robertson v.d., 2000). Aksine, CpG adalari
genellikle metillenmemis durumdadir. Promotdr bolgelerinde metillenmis CpG adalart gen
sessizlesmesine; metillenmemis CpG adalar1 ise aktif transkripsiyonun gerceklesmesine

neden olur.
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Sekil 2.1. Kanser Gelisiminde DNA Metilasyonunun Rolii. (Celgene, 2016)

Normal hiicrelerde, CpG adalar1 igeren gen promotorleri genellikle metillenmemis
durumdadir ve Okromatin yapidadir. Bu yapi gen ekspresyonuna izin veren,
transkripsiyonel olarak aktif bir konformasyonun olugmasina olanak saglar. Fakat kanser
gelisimi sirasinda, CpG adalarinin biiyiik ¢ogunlugu hipermetile durumdadir (Costa, 2010).
Tiimor gelisimi sirasinda meydana gelen secici hipermetilasyonun sebebi, bazi genlerin
kanser olusumunun 6nlenmesinde rol oynamasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.1).

Yapilan calismalarda, meme karsinogenezinin ortaya g¢ikmasinda spesifik gen
amplifikasyonlarinin,  delesyonlarin, nokta mutasyonlarin, kromozom yeniden
diizenlenmelerinin ve andploidilerin etkili oldugu belirlenmistir. Kromozom perisentrik
bolgesindeki satelit DNA dizisinde bulunan tekrar eden dizilerin metilasyonunun
azalmasinin  kromozom yeniden diizenlenmesine, mitotik rekombinasyonuna ve
anoploidinin artmasina neden oldugu belirlenmistir (Eden v.d., 2003). Son zamanlarda,
epigenetik alandaki ilerlemeler ve mutasyon karakterizasyon tekniklerinin ilerlemesi ile
birlikte, epigenetik degisimler sonucunda meme kanserinin ortaya c¢ikabilecegi
bildirilmistir (Mirza v.d., 2007). Meme kanseri dokusu ile saglikli doku karsilastirildiginda
bir¢cok genin hipermetile oldugu belirlenmistir (Cizelge 2.3).

Timor siipresor promotdr bolgesinde bulunan CpG adalariin DNA metilasyon
paternlerinde herhangi bir aberasyon meydana gelirse, hiicre siklusu, DNA onarim
mekanizmasi, toksik katabolizma, hiicre aderasyonu ve anjiyogenez gibi birgok hiicresel
mekanizma etkilenmektedir. Epigenetik mekanizma aberasyonu, kanser gelisiminin birgok

asamasinda rol oynamaktadir (Berdasco v.d., 2010).
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Cizelge 2.3. Meme kanserinde gelisiminde rol oynayan hipermetile genler ve
fonksiyonlar1 (Han v.d., 2007; Szyf v.d., 2004; Yan v.d., 2006)

Fonksiyon Gen

Hiicre siklus regiilasyonu P16INK4a, pl4ARF, 14-3-30, siklin D2,
p53KIP2

Apoptoz APC, DAPK1, HIC1, HOXA5, TWIST,
TMS1

DNA onarimi GSTP1, MGMT, BRCA1

Hormon regiilasyonu Era, PR

Hiicre adezyonu ve invazyonu CDH1, APC, TIMP3

Anjiyogenez Maspin, THBS1

Hiicresel biiylime inhibitor sinyali RARB, RASSFI1A, SYK, TGFpPRII, HINI,
NES1, SOCS]1, SFRP1, WIF1

2.2.1.1. RASSF1A geni

Meme kanserinde kromozom 3p21.3 bolgesinde bulunan RASSF1 allelik kaybi
meme kanseri dahil olmak tizere bir¢ok kanserde belirlenmistir. RASSF1, 8 eksondan
olusur. Farkli promotor bolgelerinden RASSF1A-G olmak tizere 8 farkli gen kodlanir.

RASSF1A, insan kanserlerinde en sik hipermetile olan gen bdlgesidir. Meme
kanseri hastalarinda RASSF1A CpG adalar1 %60-77 oraninda hipermetiledir (Lewis v.d.,
2005). Hiicre igerisinde gesitli fonksiyonlar1 bulunur. Ras efektér molekiilii olarak gorev
yapar ve pro-apoptotik kinaz MST-1’e baglanarak apoptozu indiikler. Ayni zamanda,
biiyiime regiilasyonunda ve mitoz sirasinda mikrotiibiil dinamiginin diizenlenmesinde de
rol oynar (Pfeifer v.d., 2005). RASSF1A gibi tiimor stipresor genlerin inaktive olabilmesi
i¢cin genetik degisimlerin (kromozom delesyonlari, gen kodlayan bdlgede fonksiyon kaybi
gibi) her iki allelde meydana gelmesi gerekmektedir (Dammann v.d., 2001).

Lewis ve ark. meme kanseri hastalarinda RASSF1A, APC, H-kaderin, RARS ve
siklin D2 metilasyon analizi yapmistir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, kontrollere gore
meme kanseri hastalarinda RASSF1A ve APC metilasyonunun oldukga yiiksek oldugunu
belirlemistir. Calisma sonunda, bu genlerin promotdr hipermetilasyonunun meme kanseri
riski tastyan bireylerde epidemiyolojik bir biyobelirteg olabilecegi onerilmistir (Lewis v.d.,

2005). Miiller ve ark. primer veya metastatik meme kanseri hastalar1 ile saglikli
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kontrollerin serumlarinda belirledikleri 39 genin analizini yapmislardir ve RASSF1A ile
APC’nin metile oldugunu, aym1 zamanda hastalarin sonuglar1 ile iligkili oldugunu
belirlemistir (Miiller v.d., 2003).

RASSF1A metilasyonunun meme kanseri hastalarinda iyi bir biyobelirte¢ olarak
diisiiniilmesinin iki énemli sebebi vardir. ilk olarak, normal dokularda ¢ok nadir olarak
gerceklesmesinden dolay1 oldukca yiiksek ozgiilliige sahiptir. ikincisi, metilasyon siklig
%60-77 arasinda degisiklik gostermektedir ve bu oranin tan1 asamasinda oldukc¢a 6nemli
oldugu disiiniilmektedir (Campan v.d., 2006; Miller v.d., 2003). Ayrica meme
timorlerinde, RASSF1A hipermetilasyonu malignant olmayan meme hiicrelerinde ve hasta
serumunda belirlenebilir; fakat bu oran olduk¢a diisiiktiir (Pfeifer v.d., 2005). Meme
kanseri gelisme riski yliksek olan kadin hastalarin %70’inde, diisiik riske sahip kadinlarin
%29’unda RASSF1A metilasyonu belirlenmistir (Lewis v.d, 2005). Bundan dolayi,
RASSF1A hipermetilasyonunun meme kanseri erken donem tanisinda kullanilabilecegi

Onerilmistir (Dworkin v.d., 2009).

2.2.1.2. APC geni

Meme kanseri gelisiminde hipermetile olan diger bir gen bolgesi APC
(Adenomatous polyposis coli)’dir. APC, ilk olarak 1987 yilinda, transkribe olan 16 eksona
sahip ve kromozom 5¢21-q22 arasinda lokalize bir gen bolgesi olarak bulunmustur
(Bodmer v.d., 1987). APC farkl: hiicre tiplerinde, farkli biyomolekiillerle etkilesim halinde
oldugundan dolay1 “multidomain” bir proteindir. Wnt sinyal yolaginda ise, B-katenin yikici
kompleksinde rol almaktadir.

Fetal ve eriskin bircok epitelyal dokuda eksprese olmaktadir. Normal hiicrelerde
APC, hiicre adezyonunda, mitoz, apoptoz, kromozomal stabilitesinde, iskelet ve
mikrotiibiil organizasyonunda rol oynayan multifonksiyonel bir proteindir (Aoki v.d.,
2007).

Kanonikal Wnt sinyal yolaginda APC, Axin ile kompleks olusturarak sitoplazmik
B-katenine baglanir ve serin-treonin kinaz GSK3p (Glikojen sentaz kinaz 3 - glycogen
synthase kinase 3f) fosforilasyonunda rol oynar. APC-Axin-p-katenin kompleksi, Wnt
sinyal yolagi aktivasyonu i¢in oldukca dnemlidir.

Wnt sinyal yolagi, Wnt proteinlerinin hedef hiicrede bulunan reseptorlerine (FZ ve

LRP5/6) baglanmasi ile aktive olur. Sinyalin sitozole aktarilmasi ise iki basamakta
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gerceklesir. Bunlar Dvl fosforilasyonu ve LRP5/6 reseptoriiniin  sitozolik kisminin
fosforilasyonudur (Zeng v.d., 2005). B-katenin kompleksinin yikimini kontrol eden APC-
AXin-GSK3fB kompleksi sinyal baslamasiyla birlikte dagilir. Ayni zamanda, [B-katenin
fosforlanmasi da onlenir. Boylece aktif B-katenin proteininin bir kismi hiicre zarinda hiicre
baglantilarinda gorev alirken; diger kismi niikleusa gider (Brembeck v.d., 2006) (Sekil
2.2).

APC geninde meydana gelen mutasyonlar sonucunda, [-katenin yikimi
gerceklesmez. Boylece sinyal yolu inaktif durumda olmasina ragmen [-katenin’in
sitoplazmadaki miktarinda artis meydana gelir. Sitoplazmada miktar1 artan B-katenin,
niikleusa girerek hedef genlerin kontrolsiiz transkripsiyonunu gerceklestirir (Verheyen v.d.,
2010; Willert v.d., 2006).

Kaderinler, hiicre adezyonundan goérevli Ca-bagimli proteinlerdir ve embriyonik
gelisim, morfogenez ve doku olusumunda olduk¢a 6nemli rol oynar (Gumbiner, 1996).
Iskelet gelisimi sirasinda, N-kaderinler mezensimal yogunlasma ve kondrogenez
siireclerinde olduk¢ca 6nemli komponentlerdir. Kemik dokusunda, osteoblastlarda N-
kaderin ekspresyonu gerceklesir ve osteogenez sirasinda olduk¢a 6nemli rol oynadig
distiniilmektedir (Cheng v.d., 1998). Yapilan c¢alismalarda N-kaderinin osteoblast
farklilasmas1 ve osteogenez mekanizmalarinda olduk¢a Onemli regiilatorler oldugu
belirlenmistir (Marie, 2002; Mbalavielev.d., 2006). Kaderin molekiilleri, a, B, ve y- katenin
molekiilleri araciligiyla hiicre igerisine sinyallerin iletilmesinde rol oynar. Benzer sekilde,
N-kaderin, B-katenin ile baglanti kurarak osteoblast hiicrelerinde APC aracili fonksiyon

kontroliinii ve kemik olusumunun gergeklestirir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Wnt Sinyal Yolagi Regiilasyonu (D6nmez v.d., 2011)
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Sekil 2.3. N-Kaderin ve f-Katenin Aracili Osteoblast Fonksiyonu ve Kemik Yapimi. A) Homofilik
N-kaderin interaksiyonu hiicre-hiicre adezyonunu baslatarak, osteoblast farklilasmasina neden olur,
B) N-kaderin-B-katenin interaksiyonu sonucunda sitozolik bélgede B-katenin miktari azalir ve Wnt
sinyali azalir, C) N-kaderin ve Wnt ko-reseptor LRP5/6 interaksiyonu sonucunda B-katenin
degredasyonu gerceklesir ve Wnt sinyal yolagi inhibe olur, osteoblast fonksiyonunda ve kemik
olusumunda azalma meydana gelir (UP : Bilinmeyen Protein; UB: Ubikuitin) (Marie, 2009)
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Yapilan c¢alismalarda, p-katenin bagimli veya bagimsiz mekanizmalarla ¢esitli
malignant hastaliklarda proliferasyonu inhibe ettigi belirlenmistir (Carsonv.d., 2004; Faux
v.d., 2004). Boylece APC’nin hiicre proliferasyonunda olduk¢a onemli rol oynadigi
kanitlanmistir (Schneikert v.d., 2006)

2.3. Metastaz

Timor hiicrelerinin  genomunda ¢esitli bolgelerde nokta mutasyonlar1 veya
kromozom biitiinliikk degisimleri meydana gelir. Bu degisimler onkogenleri, tiimor supresor
genleri ve kaderinleri, lamininleri, proteaz inhibitorleri ve HIF-1’i (Hipoksi Uyarilabilir
Faktér - Hypoxia-Inducible Factor-1) gibi metastaz iliskili genleri etkileyebilir (Lujambio
v.d., 2009). Ayrica, bu genlerde olusan regiilasyon bozukluklari her zaman mutasyon ile
sonuglanmaz. CpG adalarinda meydana gelen hipermetilasyon-iliskili gen sessizlestirme
hatalar1 ve kromatin yeniden modelleme gibi epigenetik degisim sorunlar1 da metastaz
gelisimine katkida bulunmaktadir (Esteller, 2008). Kanser hiicrelerini etkileyen genetik ve
epigenetik modifikasyonlar, kanser 6zelliginin ortaya ¢ikmasimna neden olan 6 Onemli
fenotipik 6zelligin ortaya ¢ikmasina neden olur;

1. Kanser hiicreleri mutasyonlar ve epigenetik degisimler sonucunda aktiflesen
proto-onkogenler olustururlar ve kendi kendilerine biiyiime faktorleri (TGF-a
gibi) sekresyonunu gerceklestirirler. Boylece, disaridan herhangi bir sinyale
ithtiya¢ duymadan, biiyiimeye devam edebilirler.

2. Kanser hiicreleri anti-biiylime sinyallerine duyarsizdir.

3. Kanser hiicreleri apoptozdan kagabilme yetenegine sahiptir. Bu ozellige
genellikle p53 gibi tiimdr supresdr genlerin veya IGF1/2 (insulin Benzeri
Biiyiime Faktorii - [nsulin-Like Growth Factor-1/2) gibi sagkalim sinyal
yolaklarinin mutasyonu sonucunda sahip olurlar.

4. Kanser hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasini sinirlayan hiicre-otonom sistemi
kaybolmustur. Telomeraz aktivitesi oldukca yiiksektir ve hiicre dliimiinde ve
yaslanma mekanizmasinda azalma meydana gelir.

5. Neoplazma biiylimesi ile birlikte oksijen ve besin ihtiyaci artacagindan dolay1

anjiyogenez baglar.
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6. Primer tiimor hiicreleri ayrilarak, farkli bir bolgeye go¢ ederler ve sekonder
timor olustururlar. Bu siire¢ metastaz olarak adlandirilir. Son zamanlarda,

yedinci kanser belirteci olarak inflamasyon 6nerilmektedir (Solinas v.d., 2010).

Metastaz, kanser hiicrelerinin kdken aldiklari primer tiimor bolgesinden ayrilarak
kan veya lenf dolasimi ile farkli doku veya organlara ulasmasi, ulastig1 bolgede sekonder
kanser gelisimine neden olmasi durumudur. Birgok kanserin 6liim nedeni, primer tiimorden
¢ok metastaz gelisimidir. Kanser metastazi morbidite ve mortalite oran1 %90’dir (Seyfried
v.d., 2013). Metastaz, birgok basamaktan olusmaktadir;

1. Yeni damar olusumu (anjiyogenez)

Metastatik hiicrelerin primer tiimdrden ayrilmasi (ayrilma ve migrasyon)
Tiimér ECM ve bazal membrani araciligiyla invazyon

Bolgesel kan ve lenfatik damar endotelyumuna intravazyon

Kan veya lenf damarlar1 araciligiyla metastatik hiicrenin hedef organa ulagmasi
Hedef organin endotelyal hiicrelerine ekstravazasyon

Mikrometastaz

Makrometastaz (Sekil 2.4)
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2. Metastatik kanser
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Sekil 2.4. Metastatik Kaskad (Guan, 2015)

Primer tiimdr, gelisme siirecinde daha fazla oksijen ve besine ihtiya¢ duyar. Daha

sonra, birtakim anjiyogenik faktorler sentezleyerek yeni damar olusumunu uyarir.
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Devaminda ise komsu hiicrelerle olan baglarin1 kopararak hiicreler primer timdrden
ayrilmaya baslar. ECM’den gecen tiimor hiicreleri bu bolgede ilerlemeye baslar ve dolasim
sistemine (kan veya lenf dolasimina) katilir (Guan, 2015). Dolasima gecis yapan timor
hiicreleri, tropizmalarina gére hedef organlarinin bazal membranlarin1 asarak endotelyal
hiicrelerine ulasirlar. Ulastiklar1 organda cesitli sinyal yolaklari ile anjiyogenezi baglatirlar
(Sekil 2.4).

Kanser hiicresi ve konakg1 arasindaki etkilesim sonucunda ortaya ¢ikan metastaz
gelisim stlirecinde 6nemli iki temel durum s6z konusudur. Bunlardan bir tanesi; timor
hiicrelerinin genotipik ve fenotipik 6zelliklerini degistirerek farkli hiicre popiilasyonlari
olusturmasi; digeri ise timor hiicresi 6zellikleri ve metastatik kaskad arasindaki iliskidir.
Metastatik siire¢ boyunca hiicre adezyon molekiilleri, anjiyogenik faktorler, hiicre dongiisii
kontrol molekiilleri, matriks metalloproteinazlar, bliylime faktorleri, integrinler ve integrin
reseptorleri gibi birgok molekiil rol almaktadir.

Sekonder organda kolonizasyon meydana gelmeye basladiginda tiimor hiicreleri
oncelikle basit diflizyonla besin ve oksijen elde etmeye baslar. Daha sonra
proliferasyonlarini1 arttirarak anjiyogenik faktorler salgilamaya baslar ve yeni kan
damarlar1 olusmaya baslar. Metastatik hiicreler, penetrasyonu daha kolay olmasindan
dolay1, kan damarlarindan ¢ok lenfatik sistemi tercih ederler. Dolagimda siirecini
tamamlayan ve hedef organa ulasan metastatik hiicreler oncelikle mikrometastatik yapilar
olustururlar. Mikrometastaz hedef organ tarafindan yok edilemezse makrometastaz yapilari
ve daha sonra sekonder tiimor yapilarini olustururlar.

Metastaz gelisimi ile ilgili giinlimiize kadar ¢esitli hipotezler ortaya atilmistir (Sekil

2.5).

1. Progresyon Modeli (Progression Model): Genel olarak kabul goren metastaz
modelidir. Ik olarak Nowell tarafindan tanimlanan bu modele gore, primer timor
alt populasyonlarinda veya ayrilan hiicrelerde ard arda bircok mutasyon meydana
gelerek metastatik potansiyel ortaya ¢ikar (Nowell, 1976). Hiicrelerin metastatik
kaskad1r basarili bir sekilde tamamlayarak sekonder bolgede kolonizasyon
olusturabilmeleri i¢in ¢ok basamakli metastaz siirecine uygun olan tiim
mutasyonlara maruz kalmasi1 gerekmektedir.

2. Gegici Bolme Modeli (The Transient Compartment Model): Dinamik
heterojeniteye sahip bu model ilk olarak Weiss tarafindan onerilmistir (J. F. Harris,

v.d., 1982; Weiss, 1990). Yaptiklar1 c¢alismada, sekonder tiimor hiicrelerinin
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primerden tiimdrden farkli olarak artmasi beklenen metastatik kapasitesinin,
sekonder tiimorde eksikliginin oldugu oOnerilmistir. Eger hiicrede meydana gelen
kalitsal mutasyonlar metastaz gelisim kapasitesini olusturuyorsa, sekonder bolgede
kolonizasyonu saglayan hiicrelerin metastatik kapasitesinin primer timdrden daha
yiikksek olmasi ve tekrar bir metastaz gerceklesmesi beklenir. Gegici metastatik
bélme modelinde, tiimér dokusundaki tim canli hiicrelerin metastatik kapasiteye
sahip oldugu; fakat pozisyonel ve/veya rastlantisal epigenetik olaylar gerceklestigi
takdirde hiicreler metastaz kaskadini1 tam olarak tamamlayabilecegi ongoriilmiistiir
(Weiss, 1990). Sekonder tiimér, metastatik siireci basariyla tamamlamis ve
kolonize olmus tiimor hiicrelerden olugsmasina ragmen, hiicrelerin tekrar metastaz
gerceklestirmesini  indiikleyebilecek epigenetik olaylar veya vaskularizasyon
yetersizdir.

3. Fiizyon Modeli (The Fusion Model): Metastatik kanser hiicrelerinin parental
hiicrelerden ayrilabilmesi i¢in lenfoidik gibi bazi fenotipik 6zellikleri kazanmasi
gerekmektedir. Bu bakis acisindan yola ¢ikarak, fiizyon modeli ortaya atilmistir. Bu
modele gore, metastatik fenotipin ortaya ¢ikabilmesinde saglikli 16kositlerin primer
timor hiicreleri ile flizyon olmasi gerekmektedir. Lokosit ile hibride olan ve
kontrolsiiz ¢ogalabilen kanser hiicreleri, metastaz gergeklestirir (Pawelek v.d.,
2008). Bu modelin, klinik olarak degerlendirilmesi olduk¢a zordur. Bazi kanser
tiplerinde ¢ok niikleuslu hiicrelerin var olmasi bu modeli desteklemektedir (Atkin,
1979)

4. Gen transfer Modeli (Gene Transfer Models): 19 y.y.’da arastirmacilar tarafindan
primer tiimorden bilinmeyen metabolitlerin serbestlendigi ve bu metabolitlerin
sekonder bolgedeki normal hiicrelerde neoplastik donilisime neden olup
olamayacagr merak konusu olmustur. Daha sonraki donemlerde yapilan
caligmalarda, hayvan timoér modellerinden ve kanser hastalarinin timor
hiicrelerinden, tiimdr serbest DNA’siin sirkiiler sistemde bulundugu belirlenmistir
(Bendich v.d., 1965; S. Leon v.d., 1977). Gegtigimiz yillarda bu hipotez,
genometastaz hipotezi olarak tekrar ortaya atilmistir (Garcia-Olmo v.d., 2001).

5. Erken Onkogenez Modeli (Early Oncogenesis Models): Mikroarray teknolojisinin
gelismesiyle birlikte, metastatik ve metastatik olmayan dokular arasindaki genetik
farkliliklar ortaya konmaya baslanmistir (Ramaswamy v.d., 2003; Van't Veer v.d.,

2002). Yapilan calismalar sonucunda, primer tiimor metastaz egiliminin belirli gen
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setlerinin aktivasyonu/inaktivasyonu sonucunda gergeklestigi One siiriilmiistiir
(Bernards v.d., 2002; Ramaswamy v.d., 2003).
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Sekil 2.5. Metastaz Modelleri (Porquet v.d., 2010)

2.3.1. Meme kanseri metastazi

Meme kanseri metastazi en sik kemik, akciger, karaciger, beyin ve lenf nodlarina
gerceklesme egilimindedir. Gelisen teknoloji beraberinde yeni erken tarama yontemlerini
de getirse de tan1 aninda %]1-5, ilerleyen donemlerde ise %1-30 metastatik bolgenin tespiti

yapilabilmektedir (Sekil 2.6) (Group, 2005).
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Sekil 2.6. Meme Kanseri Metastatik Tropizmasi1 (Weigelt v.d., 2005).

2.3.2. Meme kanseri kemik metastazi

Kemik, hiicreler ve bu hiicreler arasinda yerlesen ekstraseliiler organik matriksin
kombinasyonundan olusan canli bir dokudur ve meme kanseri metastazinin en sik
gergeklestigi dokulardan biridir. 2010 yilinda American Cancer Society verilerine gore
yaklasik 65,000 kadin ve erkege prostat ve meme kanseri tanisi konmus, bunlarin %80-
90’ninda kemik metastazindan dolay1r 6liim gergeklesmistir (Society, 2008). Kanser
hiicrelerinin kemik dokusuna ulagsmasi sonucunda osteolitik veya osteogenik lezyonlar
olusur fakat genel olarak bu lezyonlar kemik metastazi olarak isimlendirilmektedir.

Kemik metastazlari, malign hastaliklarin en sik rastlanan komplikasyonu olup,
iskelet sistemi digindaki primer malignitelerin  %20-35’inde goriilmektedir. Kemik
metastazlar1 goriilme sikligi, primer kemik kanseri gelisimi sikligindan 25 kat daha fazladir
(Sterling v.d, 2011).

Klinik olarak kemik metastazi, siddetli agri, spinal kord basisi, patolojik kiriklar,
epidural kompresyon, kemik iligi yetmezligi veya hiperkalsemiye neden olan; morbidite ve
mortaliteye neden olarak yasam kalitesini 6nemli Olglide diisliren bir hastalik olarak
goriilmektedir (R. Coleman, 2001; Traill v.d., 1999). Iskelet sistemi metastazlarinin
yaklasik %801 vertebralar, pelvis, kafatasi, femur ve humerus proksimalini igeren aksiyal

iskelet sisteminde meydana gelir (Traill v.d., 1999). Primer tiimorden birden fazla hiicre
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ayrildig1 i¢in, metastatik hiicrelerin iskelet sistemine ulagsmasinda en sik izledikleri yol
hematojen yayilimdir. Bu yiizden kemik dokusunda meydana gelen metastatik lezyonlarin
sayis1 birden fazladir. iskelet sisteminde hematopoetik dokularm yogun olmasi ve bu
dokularin beslenmesi i¢in damar aginin fazla olmasi, neden kanser hastalarinin yaklagik
1/3’iinde kemik metastaz1 gelistigini agiklar. Kemik Kkapillerinde bulunan siniizoidal
yataklar ve endotelyal hiicreler arasindaki genis bosluklar tiimdr hiicreleri i¢in oldukga
uygun ortam saglamaktadir. Bu ylizden metastatik lezyonlar genellikle kas, tendon,
ligaman ve yag gibi yumusak dokulardan ¢ok, kemik gibi sert dokularda daha sik
goriilmektedir.

Kemik metastazi, 1889°da Stephen Paget tarafindan ortaya atilan “seed and soil ”
teorisine uygun olarak gerceklesmektedir. Yaptiklar1 calismada, 650 meme kanseri
hastasinin biiyiik cogunlugunun kemik dokusunda, 6zellikle femur ve kafatasinda, ikinci
bir kanser gelistigini belirlemislerdir (Paget, 1889). Kanser hiicresini tohum (seed),
metastazin gerceklestigi dokuyu ise toprak (soil) olarak adlandirmistir. Meme dokusunda
bulunan kanserin kemikte de goriilmesinin sadece embolizm teorisi ile agiklanamayacagi,
bazi kemikler bu durumdan fazlasiyla etkilenirken bazilarinin stabilitesini korudugunu
belirlemiglerdir. Kanser gelisiminin goriildiigi ikincil organ ise “bitki ekildigi zaman,
tohumlar1 tiim kontrolii tasimaktadir; fakat onlara uygun ortam saglanirsa, onlar sadece
yagar ve biylir” agiklamasinda bulunmustur. Giinimiizde “seed and soil” hipotezi
metastaz olarak tanimlanmaktadir ve yapilan ¢aligmalarda bir¢ok basamaktan etkilendigi
gosterilmistir.

Meme kanseri olgularinda genellikle osteolitik (%80-85) metastaz goriilmekle
birlikte az miktarda da olsa osteoblastik metastazlar (%15-20) da meydana gelebilmektedir
(Coleman v.d., 2001). Saglikli kemik ve kanser hiicre sinyalleri arasinda osteolitik
metastazla (kemigi rezorbe eden) “kisir dongii” (vicious cycle) olusur. Bu siirecin,
osteoblastlar1 da etkiledigi diistiniilmektedir (Wood v.d., 2014). Baslangigta kanser hiicresi
kemotaksisini, invazyonunu bloke etmek i¢in veya kisir dongiiyli kirmak i¢in hedeflenen
tedavilerin tiimii, kemik metastaz siirecinin tam olarak anlasilmasina baglidir (Coleman,
2006). Gelismis meme kanseri metastazlarimin %75’ genellikle kemik dokusuna
gergeklesir (Wood v.d., 2014).

Meme kanseri metastazi, iskelette vaskularizasyonu yiiksek uzun kemiklerin
kirmizi kemik iligi, sternum, pelvis, kaburgalar ve omurga gibi dokulara metastaz

gerceklestirme egilimindedir (Chen v.d., 2010). Bu siiregte sadece kemik fizyolojisi degil,
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hematopoez ve immun sistemde etkilidir. Uzun kemikler kompleks kemik hiicreleri,
hematopoetik hiicreler ve stromal hiicreler igerir. Meme kanseri hiicreleri kemik iligine
ulastiginda osteoblast ve osteoklast arasinda var olan interaksiyonu bozar. Gelismis
kemiklerde her iki hiicre tipi yavas ve devamli bir doniisimden sorumludur (Rosen v.d.,
2009). Metastatik meme hiicresi kemik mikrogevresinde invaze oldugunda, bu denge
bozulur ve kemik kaybi gergeklesmeye baslar. Meme kanseri hiicreleri kemik dokusunda
genellikle kemik matriks degredasyonuna ve dolayisiyla osteoklast aktivasyonuna neden
olduklarindan dolayi, osteolitik lezyona neden olurlar. Ayrica, matriksten salinan biiylime
faktorleri kanser hiicrelerinin biiyiimesine katkida bulunur ve kemik dokusunda kisir dongii

olarak adlandirilan bir dongiiniin baglamasina neden olur (Krishnan v.d., 2014).

2.4. Kemik

Iskelet sistemi, kikirdak ve kemik olmak iizere iki tip dokudan olusmaktadir.
Eriskin bireyde apendikiiler iskelette 126, aksiyal iskelette 74, isitsel kemikgikler 6 olmak
lizere toplamda 206 tane kemik bulunmaktadir. Her bir kemik yasam boyu karsilasilan
cesitli biyomekanik degisikliklere uygun olarak degisiklik gecirir (yeniden modellenme —
remodelling) ve hasar gormiis eski hiicrelerin yerine yenileri hizli bir sekilde olusturulur.
Boylece yasam boyunca kemik dokusu korunmus olur.

Kemik dokusu, iskelet sisteminin 6nemli bir yapitasi olmakla birlikte 6zellesmis bir
bag dokudur. Yapisinda, farkli tip hiicreler ve ara maddelerin {izerinde organik ve
inorganik tuzlar ¢oziinerek yapiya fiziksel olarak saglamlik ve esneklik kazandirir (Clarke,
2008; Sikavitsas v.d., 2001). Cesitli fonksiyonlara sahip olan kemik, viicut iskelet yapisini
olusturarak dokulara destek olan; kas dokusuyla birlikte hareketliligi saglayan; beyin,
omurilik gibi bircok hayati organi koruyan; baglica kan yapim yeri olan kemik iligini
barindiran; kalsiyum, fosfor, sodyum, magnezyum gibi inorganik molekiilleri depolayan
sert bir dokudur (Kini v.d., 2012). Kemik dokusunun en 6nemli 6zelligi, dis ortamdan
gelen mekanik uyaranlar dogrultusunda seklini, hacmini ve igerigini degistirebilen, yapisal
olarak da kendini yenileyebilen bir doku olmasidir (Ezirganli v.d., 2013).

Erigkin kemik dokusu, kortikal kemik (%80) ve trabekiiler kemik (%20)’den
olusmaktadir. Iskelet sisteminin farkli bolgelerinde kortikal ve trabekiiler kemik oranlart
degisiklik gostermektedir. Yapisal ve fonksiyonel farkliliklari olmasina ragmen, her iki

kemik de osteonlardan olusmustur.
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Kortikal kemik yogun, solid ve iligin ¢evresindedir. Kortikal osteonlari, 400 nm
uzunlugunda, 200 nm capinda Havers kanal sistemlerinden olugmaktadir. Horizontal
olarak yerlesmis olan Volkman kanallar1 ise yan yana olan osteonlar1 birlestirir. Mekanik
darbelere kars1 kortikal kemik giicli osteon siki1 dizilmesine baghdir (Clarke, 2008; Kini
v.d., 2012). Kortikal kemik oldukga serttir ve dis kuvvetlere dayaniklidir. D1s yiizeylerinde
periostal yiizeye, i¢lerinde ise endostel yiizeye sahiptirler (Clarke, 2008). Periostal yiizey,
kortikal kemik disinda bulunan fibréz bag dokudur. Kan damarlari, sinir aglari,
osteoblastlar ve osteoklastlar i¢erdiginden dolay1r kemik onariminda ve yapiminda énemli
rol oynar. Kortikal yiizeyin i¢ kismini1 kaplayan endosteal yiizeyde, Volkman kanallari
bulunur (Kini v.d., 2012).

Trabekiiler kemik, kortikal kemik yiizeylerinin arasin1 dolduran bal petegi
gOriiniimlii yapidir ve hematopoetik elemanlar1 bulunduran kemik iligini igerir. Kortikal
kemige gore, daha yumusak olmasina karsin stres ve gerilimlere kars1 kortikal kemige gore
daha dayaniklidir (Tanaka v.d., 2000). Kemigin gozenekli yapisinin yaninda mineral
icerigi ve yapisinda bulunan kollajen yapinin mekanik olarak direngli olmasini saglar.
Kemik dokusunun %70 inorganik komponent (hidroksiapatit, kalsiyum, fosfat, bikarbonat,
sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum) ve %30 organik komponent (%90 Tip |
kollajen, %10 proteoglikan, glikozaminglikan gibi kollajen olmayan) igermektedir (Kini
v.d., 2012).

Biitlin kemiklerin i¢ (endosteum) ve dis (periyosteum) yiizeylerinde, kemik
yapiminda ve onariminda gorevli olan hiicreleri igeren tabakalar bulunmaktadir (Knight
v.d., 2013). Periyosteum, eklemlerin yiizeyleri hari¢ kemigi distan saran siki bag
dokusudur. Dista fibroz, icte gevsek ve kambiyum tabakasindan olusmaktadir (Lin v.d.,
2014). Endosteum ise kemik iligini barindiran, i¢ kemik bosluklarinin yiizeyini 6rten ince
retikiiler bag dokudur. Kemik ve kan hiicreleri olusturabilme potansiyeline sahiptir (Knight
v.d., 2013) Kemik hiicresel elemanlar1 ise osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve

mezenkimal osteoprogenitor hiicreler olarak siniflandirilir (Sekil 2.7.).
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2.4.1. Kemik hiicreleri

Kemik iliginden tiirevlenen Kemik iliginden tiirevlenen
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osteoblast osteoklast
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Sekil 2.7. Kemik Hiicreleri ve K6kenlendikleri Hiicre Tipleri (Smith, 2010)

a) Osteoblastlar

Embriyogenik mezenkimden kdkenlenen osteoprogenitér hiicreleri, Havers
kanallarinda ve endosteumda, periyotsun i¢ tabakasinda bulunan mitozla cogalabilen
kemik yapict Oncii hiicrelerdir. Endoplazmik retikulumlari oldukga gelismistir, Golgi
kompleksi az miktarda bulunmasina karsin ¢ok sayida serbest ribozoma sahiptir. Ig
seklinde ve oval g¢ekirdekli osteoprogenitor hiicreleri, osteoblastlara veya diisiik oksijen
konsantrasyonunda kondrojenik hiicrelere farklilasabilirler. Bu hiicreler kemik biiyiimesi
sirasinda olduk¢a 6nemli rol oynarlar (Datta v.d., 2008).

Osteoblastlar, kondrosit, miyoblast, fibroblast ve adipositler gibi kemik iligi
stromasinda bulunan mezensimal kok hiicrelerden (osteoprogenitdr hiicreler) tiirevlenmis,
kemik matriks sentezinde ve mineralizasyondan sorumlu hiicrelerdir (Logan v.d., 2004).
Kemik olusumunda rol alan, olgunlagmis, metabolik olarak aktif hiicrelerdir. Osteoblastlar,
osteoid iiretimini arttirarak ve osteoklast aktivitesini inhibe edip kemiksi dokunun yikimini
durdurabilirler (Kini v.d., 2012). Dormant halde kemik yiizeyinde astar hiicreleri olarak
gortliirken, aktiflesen osteoblastlar ylizeyde yeni osteoid salgiladiklarinda tek sira halinde
kiibik halinde goriilmektedir (Arai v.d., 2007). Gelismekte olan kemiklerin periyost
bolgelerinin  kemige temas eden yilizeylerinde bol miktarda bulunurlar. Osteoblast
farklilasma proteinleri Runx2 ve BMP (Kemik Morfogenik Proteini; Bone Morphogenic

Protein), osteoblastogenez ve kemik matriks olusumunda olduk¢a Onemli rol
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oynamaktadir. Son yillarda, Wnt sinyal yolaginin osteoblast sinyalinde 6nemli oldugu
belirlenmistir (Frey v.d., 2015).

Kanonikal Wnt sinyal yolagi, BMP sinyal yolagi ile birlikte osteoblast
farklilasmasini, olgunlagsmasini ve mineralizasyonu baslatmaktadir (Lian v.d., 2006). in
vitro kosullarda, BMP’nin Wnt ekspresyonunu indiikledigi (Chen v.d., 2007; Rawadi v.d,
2003); buna karsin kimi ¢alismalarda Wnt sinyalinin BMP ekspresyonunu indikledigi
bildirilmektedir (Bain v.d., 2003). Elde edilen verilerin sonucunda, Wnt ve BMP
sinyallerinin osteoblast hiicrelerinde birbirlerini regiile edebilecegi Onerilmistir (Miclea
v.d., 2011).

Kemik olusumu sirasinda aktiflesen osteoblastlar sekil degistirerek kiibik bir hal
alirlar ve bu esnada bazofilik bir sitoplazmaya sahiptirler. Kemik yeniden modellemesi ve
yapimi tamamlandiginda, bazi osteoblastlarda apoptoz gergeklesir, bazilar astar hiicreleri
olarak dormant halde kalirken bazilar1 osteositlere farklilasir.

Alt popiilasyonlari, farkli hormon, mekanik veya sitokin sinyallerine farkli cevap
olustururlar (Clarke, 2008). Bu yiizden farkli iskelet bdlgelerinde trabekiiler
mikromimarisinin, hastalik anatomilerinin, tedavi sonucuda osteoblastlarin verdigi cevabin
osteoblast gen profilinin farkli olabileceginden dolay1 farklilik gosterebilecegi sdylenebilir.

Ayn1 zamanda, yliksek miktarda alkalen fosfotaz aktivitesi gostermeleri nedeniyle
kemik matriksinde kalsiyum depolanmasini osteoblastlarin diizenledigi diistiniilmektedir
(Sikavitsas v.d., 2001). Osteoblastlar, kemik matriksinin organik komponentlerinden Tip |
kollajen, proteoglikan ve glikoprotein sentezinden sorumludur. Osteoblast tarafindan
tiretilen matriks ise eski matriks tabakasiyla temasa gecerek arada yeni matriks tabakasi
olusturur. Bu olay kemik apozisyonu olarak adlandirilir ve zaman igerisine kalsiyum

tuzlarinin ¢okmesi ile tanimlanir (Ezirganli v.d., 2013).

b) Osteoklastlar

Osteoklastlar, normal kemik yeniden modellenmesi sirasinda azalan, kemik
rezorbsiyonu gibi patolojik durumlarda ise artan ve kemik rezorbsiyonunda gorevli tek
kemik hiicre tiridiir (Boyce v.d., 2009). Genis hiicre govdesi, aktif ¢ok c¢ekirdekli
osteoklastlar (5-50 ¢ekirdek), monosit-makrofaj kokenli mononiiklear prekiirsér

hiicrelerinden tiirevlenmistir (Boyle v.d., 2003; Kikuta v.d., 2012). Mononiiklear monosit-
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makrofaj prekiirsor hiicreleri bircok dokuda tanimlanmistir fakat kemik iliginde osteoklast
olusumuna onciiliik etmektedirler (Kikuta v.d., 2012).

Osteoklast sitoplazmasinda asit fosfataz graniilleri bulunur. Aktiflesmis
osteoklastlarda, kemik matriksine bakan ylizey diizensizce katlanmis, fir¢a benzeri bir
kenar olusturur. Bu kenar cevresinde aktin filamentce zengin, organel icermeyen
sitoplazmik bir bolge olusur. Bu bolge, osteoklastin kemik matriksine tutundugu bolgedir
ve rezorbsiyon i¢in mikrogevre olusturur (Boyle v.d., 2003; Roodman, 1999; Vaananen
v.d., 2000).

RANKL (Reseptor Aktivator Niikleer Kapa B (NF-kb) Ligand - Receptor Activator
Of Nuclear Factor kB) ve M-CSF (Makrofaj Koloni-Uyaric1 Faktor - Macrophage Colony-
Stimulating Factor) osteoklast olusumunda 6nemli rol oynayan iki Onemli sitokindir.
Kemik iligi hiicrelerinden, membrana bagli veya serbest haldeki osteoklastlardan iiretilir.
Osteoklastogenez i¢in kemik iliginde stromal hiicrelerin ve osteoblastlarinda varlig
olduk¢a 6nemlidir (Teitelbaum v.d., 2003). RANKL, osteoklast olusumunda 6nemli rol
oynayan TNF ailesinden bir proteindir. M-CSF, osteoklast prekiirsor hiicrelerin
proliferasyon, sag kalim ve farklilasma asamalarinda etkin olmasimin yaninda osteoklast
sag kalimi ve kemik rezorbsiyonu sirasinda da rol oynamaktadir. Osteoblastlardan
salgilanan OPG (Osteoprotegrin), RANK reseptorii ve RANKL baglanmasini1 6nleyerek
aktivitesini inhibe eder (Asagiri v.d., 2007; Cohen Jr, 2006). OCIF (Osteoklast inhibisyon
Faktorii - Osteoclast Inhibiting Factor) veya OBF (Osteoklast Baglayizi Faktor -
Osteoclast Binding Factor) olarak da bilinen OPG, osteoklast farklilasmasini ve
aktivasyonunu inhibe eder. Ayn1 zamanda kemik rezorbsiyonu igin olduk¢a &nemli bir
proteindir. RANKL/RANK/OPG sisteminin dengesinde meydana gelen anomaliler, kemik
rezorbsiyonunun artmasina ve beraberinde postmenapozal osteoporoz, Paget’s hastaligi,
metastatik kanserlerde kemik kayiplart gibi birgok hastaliga neden olur. Kemik
rezorbsiyonu, osteoklastlardan H iyonu, katepsin K ve MMP (Matriks Metalloproteinaz -
Matrix Metalloproteinase) enzimi sekresyonuna bagli olarak gergeklesmektedir. H iyonlari
rezorbsiyon kompartmanlarinin asidifiye olarak ¢oziilmesini saglar ve boylece kemik
matriksinin mineral komponentlerinde ¢6ziinme gergeklesirken; katepsin K matriks protein
bilesenlerini (tip I kollajen gibi) parcalar (Boyle v.d., 2003). Osteoklastlar, B1 ailesi
integrin reseptorii, kollajen, fibronektin ve laminin gibi yiizey proteinleri araciligiyla kemik

matriksine baglanir (Ross v.d., 2005).
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Aktif kemik rezorbsiyonu, kemik yiizeyindeki Howship lakiinalarinda osteoklast
varligl ile tanimlanir. Osteoid igermeyen kemik ylizeyi diizensiz goriinlimdedir. Ayrica
osteoklastlar, lokal kollajen sindirimini ve kalsiyum tuz kristallerinin eritilerek emilmesini
baslatan kollajenaz gibi enzimleri salgilar ve protonlarin hiicre altindaki bolgeye ge¢mesini
saglar.

Osteoklast islevi, sitokin ve hormonlar (kalsitonin) araciligiyla kontrol edilir.
Osteoklastlar paratiroit hormonu reseptoriine sahip olmamasina ragmen, paratiroid
hormonun osteoblastlar1 uyarmasi sonucunda osteoklastlardan sitokin salgilanir (Blair v.d.,
2004). Hiicresel yapi, kemigin esas yapisal biitiinliigiinii saglayan matriksin tiretilmesini,
doniisimiinii ve yenilenmesini saglamaktadir (Ishii v.d., 2008) Osteoklastlar mineralize
kemik matriksini rezorbe ederken, osteoblastlar kemik {iretimini yapar ve hayat boyu bu
islevlerini devam ettirerek dengeli bir biitiin olusturmaktadirlar (Manolagas, 2000; Ishii
v.d., 2008).

c) Osteositler

Kemik dokunun yaklasik %90’1n1 osteositlerden olusmaktadir. Kemik matriksinde
lakiinaya gomiilii halde bulunan osteoblastlardan son olarak osteositler farklilagsan
hiicrelerdir. Hiicre yapisimi ve metabolizmasini destekler. Kemik matriksi icerisinde
bulunan lakiina olarak adlandirilan kiigiik bosluklar igerisine yerlesmis olan osteositler,
birbirleriyle kanalikuli olarak adlandirilan kii¢iik kanalciklar ile baglanti kurarlar. Aym
zamanda, gap junction olarak adlandirilan hiicresel baglantilar1 ile metabolik aktivitelerini
devam ettirirler. Lokal ¢evre faktorlerinden etkilenirler. Kemik metabolizmasini etkileyen
faktorler karsisinda cAMP (Siklik Adenosin Monofosfat), osteokalsin ve IGF salgilarlar.
Bu faktorlerin salgilanmasi beraberinde Onciil osteoblastlarin artigini saglayarak kemikte
yeniden modelleme ve kemik apozisyonuna neden olur. Ayrica, osteositler ekstraseliiler
kalsiyum ve fosfor konsantrasyonunun homeostazinda énemli rol oynar (Guo v.d., 2009).

Kemikte gelisem mikrohasara ve mekanik uyart durumunda osteositler fibroblast
biiylime faktorleri salgilayarak fosfat metabolizmasimin diizenlenmesini saglar. Kemikte
mikrohasar gergeklestiginde, bolgesel osteositlerde apoptoz gergeklesir ve kemik
rezorbsiyonu siklusu baglar. Eger ortamda yeterli miktarda canli osteosit yoksa genellikle
osteoklast aktivitesi artar (Walsh, 2015). Osteositler ayn1 zamanda hormonlara cevap

olusturulmasina olanak saglar. Ostrojen eksikligi veya glukokortikoid tedavisi sonucunda
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osteosit apoptozu, dolayisiyla kemik yapisinda hasar meydana gelir. Ostrojen ve bifosfonat
terapisi veya kemige fizyolojik olarak yiiklenmesi, osteoblast ve osteosit apoptozundan

korunmay1 saglayabilir (Plotkin v.d., 2005; Xing v.d., 2005).

d) Kemik Matriksi

Kemik, %50-70 mineral, %20-40 organik matriks, %5-10 su ve <%3 lipidden
olusmustur. En sik bulunan minerali, olduk¢a kiiclik molekiiler yapiya sahip (200 Ao)
hidroksipatit kristallerdir (Ca;o(PO4)s(OH)2). Bununla birlikte kiigiik miktarda karbonat,
magnezyum ve asit fosfatta bulunmaktadir. Kemik mineralleri mekanik sertlik ve kemige
destek; organik matriks elastiklik ve esneklik saglar. Kemik matriksi organik
komponentini, osteoblastlar tarafindan salgilanan mineralize olmamis osteoidler olusturur
ve inorganik tuzlarin depolanarak kristallesmesi i¢in kemige uygun formunu verir (Clarke,
2008).

Matriks olgunlagsmasi alkalin fosfataz ve bir¢ok kollajendz olmayan proteinlerin
ekspresyonu (osteokalsin, osteopontin ve kemik sialoprotein) ile iligkilidir. Sonug olarak,
kalsiyum ve fosfat bagimli proteinlerin hidroksipatit kristallerinin miktar ve boyutlarini
diizenleyerek mineral birikimine yardimci oldugu sdylenebilir (Roach, 1994).

Kemik matriks igeriginde, tip | kollajen fibrilleri ile glikoproteinler,
proteoglikanlar, y- karboksil proteinler ve su bulunmaktadir. Ayrica, bir¢cok non-kollojen
protein kemik hiicresinin aktivitesinin veya mineralizasyonun diizenlenmesinde fizyolojik
rol oynamaktadir. Kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum, sodyum gibi maddeler kemik
matriksinin inorganik komponentlerini olusturur. Hidroksipatit kristalleri, osteoid
mineralizasyonu sayesinde, Tip I kollajenlerle birlikte kemik sertligini ve dayanikliligini
saglar (Bussard v.d., 2010). Kemik zarlarindan periyost, kollajen liflerinden ve
fibroblastlardan olusan dis tabakaya sahiptir. Sharpey lifleri olarak adlandirilan bu lifler,
matriks icine girerek periyostu kemige baglar. Periyostun i¢ kismi ise, bdliiniip
farklilasarak osteoblastlar1 olusturan osteoprogenitér hiicreler bakimindan oldukca
zengindir. Endosteum, kemik icerisinde biitiin bosluklar1 kaplayan, tek tabaka halinde
yassilasmis osteoprogenitdr hiicreler ile az miktarda bag dokudan meydana gelmistir.
Periyostun ve endosteumun ana islevi kemiksi dokunun beslenmesi ve devamli olarak yeni

osteoblastlar saglayip, kemik biiylime ve onarimi igin 6nlemler almasidir (Blair v.d., 2004).
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2.4.2. Meme kanseri kemik metastazi patogenezi

Metastaz, bircok adimdan meydana gelen biyolojik bir siirectir. Kanser hiicreleri
primer tiimorden ayrilir ve bolgesel kan/lenf damarlarina invaze olurlar. Hedef organlarina
ulastiklarinda spesifik baglantilariyla mikrometastaz ve makrometastaz yapilari olusturarak
kolonize olurlar. iskelet sisteminde ise meme kanseri hiicreleri endotel yiizeylerden adere
olurlar. Kemik mikrogevresi, tiimor hiicresinin biiyiiyebilmesi i¢in osteoblast, osteoklast,
mineralize kemik matriksi ve diger tip hiicreler gibi uygun yapilardan kompoze
olmaktadir; Daha sonra tiimor hiicresi ve mikrogevre arasinda baslayan kisir dongii
sonucunda tiimor hiicresi biiylimeye, kemik dokusu hasar gérmeye baslar (Zheng v.d.,
2013).

Kemik dokusunda tiimor gelisimi basladiginda osteoklast-iliskili kemik yikimini
baslatan cesitli faktorlerin salinimi gerceklesir. Kemik yikimima kemik metastazi eslik
eder. Kemik matriksinden tiimor hiicrelerini uyaran biiylime faktorleri salgilanir.
Salgilanan biiylime faktorlerinden tiimor hiicreleri etkilenir. Bu mekanizma timor
hiicrelerinde siirekli olarak devam eder ve kisir dongii (vicious cycle) olarak adlandirilir
(Krishnan v.d., 2014).

Metastaz sirasinda gerceklesen kisir dongiiniin anlasilmasi, tiimor hiicresinin kemik
mikrogevresindeki farkli hiicre tipleri iligkileri ve tiimor hiicreleri ile kemik, stroma
arasinda meydana gelen kompleks interaksiyonun ortaya konmasinda olduk¢a dnemlidir.

Kisir dongii ilk kez 1997 yilinda, metastatik hiicrelerin kemik dokusunda
bliylimesini destekleyen bir dongii olarak Mundy ve Guise tarafindan tanimlanmistir
(Mundy v.d., 1997). Tanimlanan modelde, kemik hiicrelerinin metastatik hiicreleriyle
etkilesimi ve kemik mikrogevresinde kanser hiicrelerinin nasil Sliimsiizliigiinii
stirdlirebildigi basarili bir sekilde belirlenmistir. Esas itibariyle, kisir dongli modelinde
tiimor hiicrelerinin osteoblastlarla olan etkilesimi ve bunun sonucunda osteoklast
aktivasyonuna, kemik hasarina olan etkisi tanimlanmistir. Kemik dokusu yalnizca kanser
hiicrelerinin biiyliyebilecegi oda gorevinde degildir; ayn1 zamanda kanser hiicreleri gomiilii
oldugu kemik matriksinden bir¢ok biiytime faktoriin salinmasini tetikler. Bu sayede sinirsiz
biiylime kapasitesine sahip olur (Sekil 2.8).

PTHrP (Paratiroid Hormon-iliskili Protein - Parathyroid Hormone-Related
Protein), osteoblast tiirevli hiicrelerde (osteoblast prekiirsorleri, osteoblastlar ve

osteositler), RANKL ekspresyonunun up-regiile olmasini saglar. Daha sonra RANKL,
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osteoklast ve osteoklast prekiirsor hiicrelerinde bulunan reseptorii RANK’a baglanarak
osteoklast olusumunu ve kemik rezorbsiyonunu aktive eder. Kemik rezorbsiyonunun
hizlanmasi, kemik matriksine gomiilii olan biiylime faktorlerinin salinmasini tetikler ve bu
bliylime faktorleri metastatik kanser hiicrelerinin biiylimesini saglar. “Kisir dongii”
modelinin tanimlanmasiyla birlikte, metastatik meme kanseri hiicrelerinin yeterli sayiya
ulagsmadan, erken donemde nasil kolonizasyon olusturdugu ve sag kalim siirelerinin nasil

uzun oldugu tanimlanmaistir.

Kemik dokusunda

e bulunan kanser hiicresi

Bilyiime Faktirleri
(TGF-B, IGFs, FGFs,

Sitokinler ve Bilyiime Faktirleri
{IL-5, IL-8, IL-1f, PGE-2, THF-x,

CSF-1, PTHP) PDGFs, BMPs)
osteoklast
Bone
Resorption

(9)

1. RANKL
D RANK

Sekil 2.8. Metastaz Sonucunda Kemik Dokusunda Ortaya Cikan Kisir Dongii (Smith, 2010)

Metastatik meme kanseri hiicrelerinden salinan, stimiilasyon faktorleri metastaz
siirecinde olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. PTHrP, Interlokin -11 ( Interleukin-11 - IL-
11), IL-8, IL-6 ve RANKL ve VEGF (Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorti (Vascular
Endothelial Growth Factor) normal kemik dokusunun yeniden modellenmesini saglayan
ve kisir dongiide etkili olduk¢a 6nemli molekiillerdir (Krishnan v.d., 2014; Weilbaecher
v.d., 2011). Bu molekiillerden en ¢ok, paratirod hormon ile ayn1 reseptore baglanan PTHrP
calistlmigtir (Abou-Samra v.d., 1992). Tiumor tirevli PTHrP, osteoblast ve stromal
hiicrelerden RANKL ekspresyonunu arttirarak ve OPG ekspresyonunu baskilayarak,
dolayli bir mekanizmayla osteoklastogenezi aktive edebilir (Guise, 1997). Meme kanseri
kemik metastazi fare modellerinde PTHrP’nin oldukg¢a 6nemli rol oynadig1 belirlenmistir
(Yin v.d., 1999). MDA-MB-231 kullanilarak meme kanseri olusturulan fare modellerinde,
notralize antikor kullanilarak PTHrP bloke edildiginde ise osteolitik lezyonlar azalmistir
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(Thomas v.d., 1999). Bununla birlikte ilging bir bi¢imde, PTHrP pozitif primer meme
tiimdrlerine sahip hastalarda kemik metastazi ger¢eklesme riskinin oldukca diisiik oldugu
ve PTHrP ekspresyonu gergeklesmeyen veya ¢ok az gerceklesen hastalara gore bu
bireylerin daha iyi prognoza sahip oldugu belirlenmistir (Henderson v.d., 2001; Li v.d.,
2011). insan ve hayvan calismalarinda elde edilen bu ilging sonuglar degerlendirildiginde,
PTHrP ekspresyonunun artmasi meme kanserinin daha diisiik invaziv fenotip kazanmasi ile
iliskilendirilmistir. Ayn1 zamanda, PTHrP’nin tiimoér hiicresinin karakteristik ozellik
kazanmasinda etkisinin olabilecegi 6nerilmistir (Li v.d., 2011; Siclari v.d., 2006).

Diger molekiiller; I1L-6, IL-11, IL-8 TNF-a, M-CSF ve VEGF, osteoklast
olusumunu ve daha sonra osteolitik aktiviteyi stimule etmektedir (Guise v.d., 2006). I1L-6,
IL-11 ve VEGF, RANKL sinyal yolag: araciligiyla osteoklast olusumunu arttirirken; M-
CSF ve IL-8 direkt olarak insan osteoklast olusumunda rol olmaktadir (Lynch, 2011).
RANKL’nin osteoblast veya osteoblast kokenli hiicrelerde up-regiilasyonu, osteoklast
aktivasyonuna ve kemik rezorbsiyonuna neden olur. Bu durumun kemik i¢in iki etkisi
vardir. Ik olarak, kemikten uzaklasir ve timér gelisimi igin énemli bir engel ortadan
kalkar. Ikincisi, kemik mikrometastatik meme kanseri hiicreleri icin oldukca verimli bir
cevredir. Cilinkii kemik rezorbsiyonu esnasinda kemik matriksinde meydana gelen hasarlar
sonucunda serbestlenen biliylime faktorleri timdr biiylimesini stimiile eder. Bu faktorlerden
TGF-B, meme kanseri hiicrelerinin kemik metastazinda olduk¢a 6nemlidir. Ayn1 zamanda
TGF-B tiimor hiicresine ulasan TGF-B, PTHrP ekspresyonunu uyararak tiimor hiicresinin
invazyonunu arttirir. PTHrP ve TGF-B arasindaki iligskinin kemik geri emiliminde 6nemli

oldugu in vitro ve in vivo ¢alismalarda belirlenmistir (Yin v.d., 1999).

2.5.Serbest Niikleik Asit

Bir¢ok kanser tipinin tedavisinde basarili sonug¢ elde edilmesi, timor genetik
yapisina uygun kemoterapatik ilaglarin veya tedavi yollarinin (cerrahi yontem, radyolojik
tedavi gibi) secilmesine baghdir. Kisiden invaziv olmayan ve kolaylikla ulasilabilecek
biyobelirte¢ ile tiimor genetik bilgilerine ulasilabilmesi, kisiye 06zgii tedavi
gelistirilmesinde oldukca onemlidir. Serbest niikleik asitlerin bu konuda olduk¢a 6nemli
oldugu distiniilmektedir.

Gectigimiz yillarda, niiklear (nDNA) ve mitokondriyal DNA (mtDNA), RNA ve
mikro RNA (miRNA)’lar gibi sirkiiler serbest niikleik asitler bilim diinyasinda ilgi
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¢ekmistir ve kanser biyobelirteci olabilecegi konusunda bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Chan
v.d., 2013; Jung v.d., 2010). Tan1 asamasinda, “likit biyopsi” olarak goriilen serbest
DNA’lar oldukca cekici Ozelliklere sahiptir. Venipunktiir olarak hizli, kolay ve invaziv
olmayan yollarla, ihtiya¢ duyuldugunda bir¢ok kez elde edilebilir (Diehl v.d., 2008).
Bireysel kanserde yer alan genetik degisiklikleri takip etmek igin tiimor hiicrelerinden
tirevlenmis serbest DNA’larin oldukga yararli olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiim serbest
DNA’lar igerisinden, timor hiicresinden kokenlenmis serbest DNA’lar olarak laboratuar
kosullarinda kolaylikla ¢alisilabilir (Chan v.d., 2013).

Serbest niikleik asitler ilk kez serum ve plazmada Mandel ve Metais tarafindan
belirlenmistir (Mandel v.d., 1948). Yapilan ¢alisma sonucunda, hasta ve hamile bireylerde
bulunan serbest niikleik asitlerin, saglikli bireylerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu calisma uzun yillar géz ardi edilmistir; bunun iki sebebi vardir. ilk olarak yeterince
analitik metodun kullanilmamasindan dolay: ilk verilerden siiphe duyulmustur (Stroun v.d.,
1977). ikinci sebebi ise, DNA nin yapisinin ve iceriginin heniiz bilinmemesidir. 1953
yilinda Watson ve Crick tarafindan DNA’nin helikal yapist ve igeriginde hiicrenin
karakteristik 6zelliklerini belirleyen genlerin varligi belirlenene denk serbest DNA varligi
unutulmustur. 1966 yilinda sirkiiler sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalarinda,
oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir (Tan v.d., 1966). 1973 yilinda genis hasta grubuyla
yapilan bir c¢alismada ise, romatoid artrit, glomerular nefrit, pankreatit, inflamatuar
bagirsak hastaliklarinda ve hepatitte artan serbest DNA seviyesi gosterilmistir (Koffler
v.d., 1973). Devam eden siiregte kanser hastalarinin serum ve plazma orneklerinde bulunan
serbest DNA miktar1 saglikli kontrollerle karsilastirilmistir ve oldukca yliksek seviyede
oldugu belirlenmistir (Leon v.d., 1977). Metastatik hastaliga sahip bireylerin serum ve
plazmalarinda, lokalize hastalardan daha yiiksek seviyede serbest DNA oldugu
belirlenmistir. Ayni zamanda, radyoterapi uygulamasinin serbest DNA seviyesinin
%90’dan fazla azaldigi gbzlenmistir (Stroun v.d., 1989). 1989 yilinda ilk kez Stroun ve
Anker serbest DNA karakterizasyonu yapmistir ve timér DNA’simin  genotipik
ozelliklerini yansittigini belirlemiglerdir (Stroun v.d., 1989). 1996 yilinda, primer timor ile
eslesen onkogen mutasyonlari, heterozigosite kaybi (LOH) ve mikrosatelit degisimleri
plazma ve serumda bulunan serbest DNA’larda belirlenmistir (Nawroz v.d., 1996). Serbest
niikleik asitler ile yapilan en genis ¢apl ¢alisma, Lo ve ark. 1989 yilinda maternal kanda
serbest fetal DNA ile cinsiyet belirlemesi sonucu baslamistir (Lo v.d., 1989). Invaziv

olmayan yollarla maternal kandan elde edilebilen serbest fetal DNA ile anoploidi, Down
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sendromu, Rh durumu, B-talasemi ile bir¢ok hamilelik ile iligkili komplikasyonlar (ilk
trimestirda pre-ekspampsi gibi) erken donemde belirlenebilmektedir (Gahan v.d., 2010).
Ayrica yapilan ¢alismalarda, serbest DNA’larin diger bir 6nemli fonksiyonlarinin,
organizmada dokular ve hiicreler arasinda mesaj iletici rolii olabilecegi Onerilmistir
(Swaminathan v.d., 2006).

Serbest DNA’lar hem plazma hem de serumda bulunmaktadir. Saglikli bireylerde
miktar1 0-100 ng/ml iken kanser hastalarinda 1000 ng/ml’den daha yiiksektir (Alix-
Panabiéres v.d., 2012; Jahr v.d., 2001; Jung v.d., 2010; Park v.d., 2012; Sozzi v.d., 2001).
Yapilan bir calismada, 3x10™ neoplastik hiicreye sahip 100 gram timdrden giinde %3,3
timor DNA’sinin sirkiiler sisteme serbestlendigi belirlenmistir (Emlen v.d, 1984). Bununla
birlikte, serbest DNA miktar1 bir¢ok fizyolojik mekanizmadan etkilenmektedir ve yari
omrii birkag dakika ile birkag saat arasinda degisiklik gostermektedir (Emlen v.d., 1984;
Dennis Lo v.d., 1999).

Serbest DNA’larin salinma mekanizmalariyla ilgili c¢esitli mekanizmalar
onerilmistir (Sekil 2.9). Ornegin; hematopoetik hiicrelerin lizisi (Lui v.d., 2002), ¢esitli
hiicrelerden aktif salinma ile gergeklestigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Peters v.d.,
2011; Rak, 2013). Ayrica, agresif timor biiyiimesi dokuda hipoksik kosullarin ortaya
¢ikmasina neden olur. Meydana gelen hipoksi kosullarinda malignant hiicrelerde ve ¢evre
doku hiicrelerinde nekroz ve/veya apoptoz énemli dl¢iide artar. Olen hiicrelerin artiklari,
normal kosullar altinda makrofajlar tarafindan fagosite edilerek uzaklastirilir. Bu
basamaklarin kanserli dokularda meydana gelme mekanizmasi ve makrofajlar tarafindan
fagosite edilen nekrotik/apoptotik DNA’larin sirkiilasyona katilmasi tam olarak
aciklanamamistir (Diehl v.d., 2008; Jahr v.d., 2001). Serbest DNA’lar enzimatik
degredasyondan korunmak i¢in ekstraselliller vezikiiller veya histon gibi ¢esitli
molekiillerle etkilesim halinde bulunabilecegi onerilmektedir (Peters v.d., 2011).

Parcalanmis 16kositlerden kana karisan serbest DNA miktar1 olduk¢a azdir (1.8-36
ng/ml) (Anker v.d., 1975; Chang v.d., 2003; Tamkovich v.d., 2006). Bir¢ok bakteri normal
kosullar altinda kanda bulunur ve DNA seviyeleri tam olarak belirlenemez. Nazofarenks
kanserine neden olan EBV (Epstein Barr virus) (Lo v.d.,, 2004), servikal kanser
hastalarinin bir kisminda goriilen insan papilloma viriisleri ve hepatit hastalarinin periferal
kanlarinda viral DNA’lar1 belirlenmistir (Chan v.d., 2003; Yang v.d., 2004). HHV-6
(Human herpes virus-6) DNA’s1 plazma ve serumda belirlenmis olup kapsiilsiiz bir bakteri

olmasindan dolay1 DNaz’lar tarafindan kolayca saldirtya ugramaktadir (Achour v.d., 2007)
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Plazma ve serumda bulunan serbest DNA’larin en 6nemli kaynaklarindan birini
dokulardaki nekroz olusturmaktadir. Nekroz sirasinda DNA, spesifik olmayan, eksik
kesime ugrar ve jel ylikleme isleminin ardindan elektroforez uygulamasi yapildiginda
DNA bant goriinimiinden ziyade silik bir goriiniim kazanir (Nagata v.d., 2003; Van der
Vaart v.d., 2007; Wang v.d., 2003)

‘ LG (\“\"“
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Sekil 2.9. Tiimor Hiicreleri ve Serbest DNA’lar. Kanda mutasyonlar, metilasyon, DNA biitiinltigii,
mikrosatelit degisimleri ve viral DNA, serbest DNA’lar araciligiyla kanda belirlenebilir
(Schwarzenbach v.d., 2011).

Nekrotik hiicrelerden salinan DNA fragmentleri oldukga biiytiktiir ve 10.000 bp
uzunluga ulasabilmektedir elektroforez ve siikroz-gradient sedimentasyon caligmalarinda
plazmada DNA fragmentlerinin 21 kb (Stroun v.d., 1987) ile 80 kb arasinda degisiklik
gosterdigi belirlenmistir (Giacona v.d., 1998; Kessenbrock v.d., 2009).

Nekrozun yaninda serbest DNA’larin en 6nemli kaynagi olarak apoptotik hiicreler
disiiniilmektedir. Hidroksipatit kromatografi veya yogunluk gradient santrifiijii

kullanilarak kanda bulunan DNA’nin ¢ift zincirli oldugu belirlenmistir (Anker v.d., 1975;
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Stroun v.d., 1977). Agaroz jel elektroforezinde apoptotik DNA fragmentleri bant
goriiniimiindedir (Holdenrieder v.d., 2004; Nagata v.d., 2005; Nagata v.d., 2003) ve
fragment uzunluklar1 180-1000 bp arasinda degisiklik gostermektedir. Fragment uglari
sapkalanmis durumdadir ve niikleozom veya apoptotik fragment formunda bulunabilirler.
Tiimor hiicrelerinin apoptoza ugramasi sonucunda serbest DNA havuzuna timor iliskili
serbest DNA katilmaktadir. Apoptotik hiicrelerin elektroforetik DNA fragmentleri 50-300
bp arasinda iken; niikleozomal fragmentler kirilmalara ugrar ve 180-200 bp arasindadir
(Holdenrieder v.d., 2004; Nagata v.d., 2005; Nagata v.d., 2003). Bununla birlikte, normal
apoptotik hiicreler makrofajlar ve dentritik hiicreler tarafindan fagosite edilir. Solid tiimor
apoptotik hiicrelerinden serbest DNA salinmasinin, fagositik hiicrelerin pargalanmasi veya
DNA’y1 salmasi sonucunda gergeklestigi onerilmistir (Atamaniuk v.d., 2006; Jahr v.d.,
2001; Viorritto v.d., 2007). Ayn1 zamanda, apoptotik serbest DNA fragmentlerinin
mitokondriyal DNA olabilecegine dair ¢alismalarda literatiirde mevcuttur (Viorritto v.d.,
2007).

Yeni sentezlenen DNA’dan spontane olarak serbestlenen DNA’lar plazma ve
serumda bulunan serbest DNA’larin, 06zellikle saglikli bireylerde, en 6nemli
kaynaklarindan biridir. Ayni1 zamanda timér hiicrelerinin de digsaridan herhangi bir uyaran
ile DNA serbestleyebildigi in vitro kosullarda gosterilmistir (Adams v.d., 1997). Yapilan
caligmalarda, tiim tiimorlerin kan sirkiilasyonuna DNA serbestledigi gosterilmistir (Garcia-

Olmo v.d., 2010).

2.5.1. Meme kanseri ve serbest DNA

Yapilan ¢alismalarda, ¢esitli malignant ve benign meme tiimorlerine sahip bireyler
ile saglikli kontrollerdeki serbest DNA seviyesi kantitatif ve kalitatif karsilastirildiginda
farklilik oldugu belirlenmistir (Bruhn v.d., 2000; Catarino v.d., 2008; Dawson v.d., 2013;
Hibi v.d., 1998; Kamat v.d., 2010; Kohler v.d., 2009; Kopreski v.d., 1997).

Meme kanseri c¢aligmalarinda genellikle plazma ve serum  Ornekleri
kullanilmaktadir. Meme kanseri hastalarinin plazma serbest DNA seviyesi 115-462 ng/ml;
serum serbest DNA seviyesi 153-549 ng/ml olarak belirlenmistir (Fleischhacker v.d.,
2007). Serbest DNA’larin prognostik ve diagnostik 6zelligi ¢esitli galismalarda
gosterilmistir (Catarino v.d., 2008; Gal v.d., 2004). Meme kanseri hastalarinda, primer

timor ve kan arasindaki tiimor spesifik DNA degisimlerinin uyumunu belirleyen
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calismalarda onkogen ve tiimdr siipresér gen mutasyonlarina, metilasyon durumlarina ve
mikrosatelit degisimlerine odaklanilmigtir. Primer tiimorde ¢ogunlukla p53 geni ekson 5-8
mutasyonlar1 gerceklesmektedir ve birgok olguda tiimdr dokusuna paralel olarak plazmada
da ayn1 mutasyonlar tanimlanmistir (Garcia-Olmo v.d., 2006; Silva v.d., 1999; Silva v.d.,
2002). Shao ve ark. yaptiklar1 c¢aligmada, primer timor ve plazma DNA p53
mutasyonlarinin relapssiz ve genel sag kalim durumlarinin degerlendirilmesinde 6nemli bir
prognostik belirte¢ olabilecegini 6nermistir (Shao v.d., 2001). Meme kanseri dokusundaki
cesitli genlerin metilasyon durumlari, plazma ve serum orneklerinde birgok caligmada
karsilastirilmistir. Yapilan calismalarda en ¢ok analiz edilen genler P16INK4A, RASSF1A,
APC ve BRCA1lgenleridir (Dulaimi v.d.,2004; Rykova v.d., 2004; Sharma v.d., 2010).
Fiegl ve ark., RASSF1A DNA metilasyonunun adjuvant sistemik meme kanseri tedavisinin
etkinliginin  goriintiilenmesinde  kullanilabilecegini  belirlenmislerdir. ~ Tamoksifen
tedavisine cevap olarak serumda RASSF1A DNA metilasyonun oraninin azalmasina karsin
tedaviye diren¢ ortaya ¢iktiginda metilasyon seviyesinin azalmadigi belirlenmistir (Fiegl
v.d., 2005). Miiller ve ark., ESR1, APC, HSD17B4, HIC1 ve RASSF1A gen setlerinin
metilasyon durumlarinin prognostik 6zellikleri {izerine yaptiklar1 calisma sonucunda,
serumda metile durumdaki RASSF1A ve/veya APC bulunmasinin kotii prognozla iliskili
oldugunu belirlemislerdir (Miiller v.d., 2003).

Allellik oransizligt ve LOH gibi durumlar igeren mikrosatelit degisimleri de
serbest DNA’lar araciligiyla analiz etmek miimkiindiir. Bir¢cok arastirmada timor
dokusunda ve sirkiilasyonda bu belirtegler belirlenmistir (Qi Chen v.d., 1999; Taback v.d.,
2001). 147 meme kanseri hastasinin tiimor ve plazma DNA’sinda alt1 polimorfik belirteg
(D17S855, D17S654, D16S421, TH(2), D10S197 ve D9S161) ve p53 gen mutasyonlari
taranarak Onemli biyobelirtecler olabilecegi kanitlanmistir (Silva v.d., 2002). Yapilan
prospektif analizlerde plazma tiimor serbest DNA’sinin prognostik 6zellige sahip oldugu
gosterilmistir (Garcia-Olmo v.d., 2006; Silva v.d., 2002).

Sirkiiler hipermetile RASSF1A, meme kanseri hastalarinda birgok c¢alismada
bulunmustur (Fackler v.d., 2014; Matuschek v.d., 2010; Tan v.d., 2007; Van der Auwera
v.d., 2009). Apoptoz veya nekroz ile hiicre doniisimii ve/veya hiicre 6limii ile ortaya
ciktig1 distiniilmektedir (Kristiansen v.d., 2013). Tan ve ark. sodyum-bisiilfit doniistimii
yapilmis metastatik meme kanseri serum Orneklerinin %42’sinde RASSF1A belirlemistir
(Tan v.d., 2007). Matuschek ve ark. RASSF1A hipermetile durumda serum orneklerinde
%43 oraninda belirlerken (Matuschek v.d., 2010), Van der Auwera ve ark. ise %35
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oraninda var oldugunu gostermistir (Fackler v.d., 2014). Tiim bu yapilan ¢alismalarda, bi-
stlfit doniistimii yapilmis DNA duyarlili@i %35-70 arasinda degisiklik gostermektedir
(Fackler v.d., 2014; Matuschek v.d., 2010; Tan v.d., 2007; Van der Auwera v.d., 2009). 29
metastatik meme kanseri hastas1 ve 18 saglikli kontrol ile yapilan bir ¢alismada, serumda
RASSF1A hipermetilasyon taramasi yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda, sirkiiler hipermetile
RASSF1A’nin metastaz prognostik biyobelirteci olabilecegi Onerilmistir (Fackler v.d.,
2014; Matuschek v.d., 2010). 2016 yilinda Kristiansen ve ark. 24 metastatik meme kanseri
hastalarinin serum Orneklerinde RASSF1A metilasyon analizlerinin sonucunda, sirkiiler
hipermetile RASSF1A’nin metastatik meme kanseri hastalar i¢in olduk¢a Onemli bir
biyobelirte¢ oldugunu belirtmislerdir (Kristiansenos v.d., 2016). RASSF1A metilasyonun
etken donem meme kanseri tanisinda serum veya plazmada metile DNA’nin
kullanilabilecegi birgok calismada dnerilmistir.

Yapilan calismalarda saglikli bireylerin plazma veya serumlarinda RASSF1A
metilasyon seviyesi %0-10 arasinda iken, meme kanseri hastalarinda %23-55 arasinda
bulunmustur (Dulaimi v.d., 2004; Hoque v.d., 2006; Hu v.d., 2003; Miiller v.d., 2003;
Papadopoulou v.d., 2006; Silva v.d., 1999; Skvortsova v.d., 2006; Yazici v.d., 2009).
Swellam v. yaptiklar1 ¢alismada, metastatik meme kanseri hastalarinda (%93.4) metile
APC’nin, benign meme kanseri (%7,8) hastalarindan daha yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. Ayn1 zamanda ¢alismada saglikli kontrollerde hipermetile APC
belirlenememistir (%0). Calisma sonucunda serum-bazli molekiiler belirteclerin arasinda
APC’nin meme kanseri erken tanisinda olduk¢a 6nemli oldugu belirtilmistir (Swellam v.d.,
2015).

85 meme kanseri hastasi ile birlikte 22 saglikli kontroliin serum Orneklerinde
metilasyon spesifik PCR (MSP) yontemi ile APC, RASSF1A, ESR1, pl6 ve GSTP1
metilasyon analizi yapilmigtir. Calisma sonucunda, meme kanseri hastalarinda APC (%29),
RASSF1A (%26), GSTP1 (%18) ve ESR1 (%38) metile olarak bulunmustur. Ayni zamanda
calisma sonucunda, meme kanseri hastalarinin serumlarinda metile APC seviyelerinin
sirkiiler timor hiicre seviyesi ve daha agresif tiimor gelisimi ile korele olabilecegi

onerilmistir (Matuschek v.d., 2010).
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2.6. Genometastaz Hipotezi

20. yy’da tiimor gelisim basamaklari tanimlanmistir. Tiimor gelisim siirecinde
primer tiimoriin invaziv kapasitesi artmakta, hiicreler ayrilmaya baslamakta ve ardindan
metastaz gergeklesmektedir. Kanser iligkili Olimlerin biiyiik ¢ogunlugu bu sebepten
meydana gelmektedir. Schmidt-Kittler ve ark. insan meme kanseri hiicrelerinin, beklenen
tiimor gelisiminden daha erken ayrilarak metastaza neden oldugunu belirlemislerdir
(Schmidt-Kittler v.d., 2003). Elde ettikleri veriler, sadece gelismis tiimorlerin metastatik
karaktere sahip olacagi ve metastaz gerceklestirecegi diisiincesini desteklemediginden
dolay1 uzun yillar kabul gérmemistir.

Genetik haritalama c¢alismalari ile birlikte, metastaz etkinliginin genler tarafindan
modifiye edildigi ortaya ¢ikmustir. Somatik mutasyonlara ek olarak, metastatik siirece
katkida bulunan birgok fonksiyon varyasyonlari tanimlanmaya baslamistir. En 6nemlisi
ise, timor dokusunun alternatif gen ekspresyon profillemesi yapilarak timor ayrilmasinin
prognostik tahmininin yapilabilmesi {izerine gelistirilen stratejilerdir (Ramaswamy v.d.,
2003). Timor dokusunun gen ekspresyon profilinin belirlenerek, kanser tanisinin erken
donemde konmasi veya uygun tedavi stratejilerinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Fakat
bu asamada cesitli tehlikeler bulunmaktadir. Ilk olarak, gen ekspresyon profillemesi igin
metastatik dokuya cerrahi miidahale olmadan veya ince-igne aspirasyonlar1 ile
ulagilmalidir. Gelistirilecek olan metastatik gen profilleme analizinin, non-invaziv olmasi
ve kolay, siirekli ulagilabilir 6rnekler olmast (tiikiiriik, idrar, kan gibi) analizlerin siirekli
tekrarlanmas1 asamasinda olduk¢a onemlidir. Ikincisi ise, mikroarray analizinin oldukca
pahali bir yontem olmasindan dolayi, klinige uygulanacak olan gen profilleme
analizlerinde maliyetin diistiriilmesinin gerekliligidir. Devam eden siireg igerisinde birgok
arastirmaci metastaz siireci ile ilgili calisma yapmis ve gesitli teoriler ortaya atmustir (K.
W. Hunter v.d., 2008; Weigelt v.d., 2005).

Kanser hastalarinin serum ve plazmalarinda tiimor iligkili serbest DNA’larin
belirlenmesi arastirmacilarin dikkatini ¢cekmis ve metastatik siiregteki etkileri arastirilmaya
baslandiginda “Genometastaz hipotezi” ortaya atilmistir.

“Genometastaz hipotezi” ilk defa Garcia-Olmo ve ark. tarafindan 1999 yilinda
yapilan galismada ortaya atilmistir. Kloramfenikol asetil transferaz (chloramphenicol
acetyl transferase - CAT) geni iceren DHD (DHD/K12/TRb sigan kolon kanseri hiicre

dizileri) hiicreleri kullanilarak kolon kanseri gelistirilen sican modellerinin plazmalarinda
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CAT genine rastlamiglardir. (Garcia-Olmo v.d., 2000; Garcia-Olmo v.d., 2001; Garcia-
Olmo v.d. 1999). Sican kolon kanseri model plazmalarinda K-ras onkogen mutasyon
taramasinda PCR yontemi kullanilmistir (Garcia-Olmo v.d., 1999). Fakat yapilan
calismalarda, plazmada bulunan mutant K-ras onkogeninin nekrotik veya apoptotik
hiicrelerden mi salindig1; yoksa sirkiiler kanser hiicrelerinin lizisi sonucunda mi kana
karistigr belirlenememigtir. Mutant K-ras DNA’si, kanmn hiicresel fraksiyonu tespit
edilemediginde dahi plazmada varligim1 gostermektedir. Bu da, serbest DNA’larin
kaynaginin sirkiiler kanser hiicre lizisi olmadigini1 gostermektedir (Kopreski v.d., 1997).
Hiicresel apoptoz veya nekroz ekstraseliiler DNA kaynagi olarak goriilmektedir. Bununla
birlikte, belirlenen ekstraselliler DNA muhtemelen canli timor hiicreler tarafindan
serbestlenmektedir ( Leon v.d., 1977).

Garcia-Olmo ve ark. sigan modelleri kullanarak DHD/K12-PROb hiicreleri ile
kolon kanseri modeli olusturmuslardir. Kullandiklar1 hiicreleri pCDNA3.1CAT ile
transfekte etmislerdir. Kullanilan plazmid bakteriyel gen olan CAT ekspresyonunu
icermesinin yaninda antibiyotik olan neomisin diren¢ geni de icermektedir (Garcia-Olmo
v.d., 1999). Yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda, sicanlara enjeksiyonun birka¢ hafta
sonrasinda kolon kanseri gelistigini belirlemislerdir. Daha sonra kolon kanseri gelisen
sicanlarin plazmalar1 saglikli sicanlara intraperitonal olarak uygulandiginda, sicanlarin
akciger doku ekstraktlarinda CAT isaret genine rastlanmigtir. Ayn1 zamanda, kolon kanseri
sican plazmas1 DHD hiicre supernatant ile inokiile edildiginde isaret geni CAT 1n hiicreleri
transfekte ettigi ve neomisin direng geni varligr belirlenmistir (Garcia-Olmo v.d., 1999).
Elde edilen veriler, 1982 yilinda Pulciani ve ark. ortaya atmis oldugu, normal hiicreleri,
tiimor hiicrelerinde var olan dominant onkogenlerin transfekte edebilecegi diisiincesini
kanitlamaktadir (Pulciani v.d., 1982). Yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda, “Metastaz, hedef
organda lokalize olan hassas hiicrelerin, primer tiimorden tiirevlenmis dominant gen iceren
serbest DNA ile transfeksiyonu araciligiyla gerceklesebilir.” agiklamasinda bulunmuslardir
(Garcia-Olmo v.d., 2000).

Holmgren ve ark. apoptotik cisimciklerdeki genomik DNA’larin niiklear
kompartman igeren fagositik hiicreler araciligiyla transfer edildigi ve bu sayede uzun siire
stabil kalabildigini belirlemistir. Elde ettikleri veriler, kiiltiir hiicrelerinin sirkiiler plazma

DNA’s1 tarafindan transfekte edilmesini agiklamaktadir (Holmgren v.d., 2002).
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2.7.DNaz |

DNaz | ailesi DNaz I, DNaz X, DNaz y ve DNASIL2 olmak iizere 4 iiye
icermektedir. DNaz y notral endoniikleaz aktivite gostermektedir ve maksimum aktivitesini
pH 6.8-7.2 arasinda gosterirken asidik endoniikleaz olan DNAS1L2 ise pH 5.6’da aktivite
gostermektedir. DNaz y ve DNaz X intraseliiler olarak bulunmasina ragmen, DNaz I ve
DNaz X etkin bir sekilde hiicrelerden salinarak ekstraseliiler olarak aktivite
gosterebilmektedir (Shiokawa v.d., 2001). Kimyasal yapilarina goére ise tiim DNaz I aile
tiyeleri glikoprotein yapidadir (Kreuder v.d., 1984).

Farkl1 doku yapilara gore, memelilerde 3 tip DNaz I bulunmaktadir. Ilk tip DNaz
I insan ve domuzlarda pankreasta yiiksek aktivite aktivite gostermesinden dolay1 pankreas
tipi olarak adlandirilan, diger tiplere gore daha diisiik pH’da aktivite gdsterir. ikincisi,
sican ve fare kulak alt1 tiikriik bezlerin lokalizedir ve yliksek pH’larda aktivite gdsteren
DNaz 1 tiiriidiir. Ugiinciisii ise, sigir ve tavsanlarda pankreas-tiikriik veya karisik tip
bezlerde bulunan yiiksek pH’da aktivite gosteren DNaz I simifidir (Kolarevic v.d., 2014).
Buna ek olarak DNaz I, bobrek, karaciger, mide, ince bagirsak, kalin bagirsak, dalak, kalp,
akciger, beyin ve beyincik gibi birgok organda bulunmasina ragmen bu organlarda
aktivitesi oldukea diistiktiir (Takeshita v.d., 2000).

DNaz I ailesi iiyelerinden sadece DNaz y, memeli hiicrelerinde apoptotik DNA
fragmentasyonuna olanak saglamaktadir. Canli hiicrelerin periniikear bolgelerinde lokalize
olan DNaz vy, apoptoz sirasinda niikeus igerisinde lokalize olur (Shiokawa v.d., 2001).
DNaz vy aktivitesi DNA yapis1 ve protein kofaktorler gibi bir¢ok faktdre baglidir.

DNaz | enzimi, Ca*/Mg**-bagimli endoniikleaz olarak gérev almaktadir. Cift
zincirli B formundaki DNA’nin kiigiik olugunda fosfodiester baga baglanarak aktivite
gosterir (Drew v.d., 1984; Lahm v.d., 1991). DNaz I aktivitesi igin DNA’nin esnekligi ve
sertligi olduk¢a Onemlidir (Lahm v.d., 1991). DNaz I DNA kalibina 6 niikleotid
uzunlugunda bir bolgeye baglandiktan sonra kiigiik olukta disa dogru bir kivrilma ve
acilma meydana gelir (Lazarovici v.d., 2013).

Plazma DNaz I miktar1 saglikli kadinlarda 21421 ng/ml, erkeklerde 41+30 ng/ml
iken; aktivitesi ise kadinlarda 0.405+0.509 U/ml, erkeklerde 0.307+0.249 U/ml’dir.
Genellikle, saglikli bireylerin plazmasinda bulunan serbest DNA’ larin DNaz’lar tarafindan
kesime ugradigr diigiiniilmektedir. Kanser hastalarinin plazmalarinda, saglikli bireylerden

daha yiiksek seviyede serbest DNA olmasinin sebebinin ise, bazi kaynaklarda sirkiiler
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DNaz inhibitorleri (Leon v.d., 1981), baz1 kaynaklarda ise diisiik DNaz seviyesi olabilecegi
onerilmektedir (Gahan v.d., 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Sterilizasyon

Hiicre kiiltlirtinde kullanilan tiim malzeme ve ajanlar sterilize edilerek kullanildi.
Kullanilan tiim plastik malzemeler steril olarak temin edildi. Steril edilmesi gereken cam
malzemeler ise 160°C’de 60-90 dakika otoklavlandi. Sivi ajanlar por biiyiikligi 0,22 pm
olan filtrelerden gecirilerek partikiillerden temizlendi. Pipet uclar steril olarak kullanildi.
Kabin ortaminda yapilan ¢aligmalarda, g¢aligmaya baglamadan 6nce ve sonra %70 alkol ile
sterilizasyon saglandi. Tim islemler sirasinda steril eldiven kullanildi. Kullanilan
inkiibatorlerin sterilizasyonu, cihaz sterilizasyon protokollerine uygun olarak diizenli bir
sekilde saglandi. Kullanilan siv1 ajanlar (besiyeri, Tripsin, XTT soliisyonlar1 gibi) 37°C su
banyosunda gerektigi kadar bekletilerek kullanildi.

3.1.2. Besiyeri hazirlanmasi ve hiicre yetistirilmesi

Kullanilan hiicre tiplerine uygun olarak besiyerleri hazirlandi ve 0,22 um olan
filtreden gegilerek sterilize edildi. Ardindan 50 ml’lik steril siselere porsiyonlandi.
Kullanilmadan 6nce 37°C su banyosunda bekletildi.

Insan osteoblast hiicre dizisi hFOB 1.19 (Sekil 3.1) ve insan meme kanseri hiicre
dizisi MDA-MB-231 (Sekil 3.2) (ATCC-Washington D.C., USA) laboratuvarimizda
belirlenmis uygun kiiltiir kosullarinda 34,5°C, %5 CO,’ li inkiibatérde 25 ve 75 cm?’lik
flasklar (Greiner, Cellstar, Germany) igerisinde, %10 Fetal Bovin Serum (FBS; Gibco,
UK), %1 Penisilin/Streptomisin  igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-F12,
HEPES (DMEM/F12, HEPES) (Gibco, UK) besiyeri kullanilarak ¢ogaltilip, 5-10 pasaj

arasinda deneylerde kullanilmaya baslandi.
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Sekil 3.1. hFOB 1.19 Hiicre Dizisi ~ Sekil 3.2. MDA-MB-231 Hiicre Dizisi

3.1.3. Standart egrilerin olusturulmasi

hFOB 1.19 ve MDA-MB-231 hiicreleri yeterli sayiya ulastiktan sonra Tripsin
(Gibco, UK) kullanilarak tutunduklar yiizeyden kaldirildi. Neubauer laminda (Marienfeld,
Germany) sayilarak her kuyucukta 48x10°, 24x10°, 12x10% 6x10°, 3x10°, 1,5x10°
0,75x10° ve 0 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere (Orange Scientific,
Brainel’Alleud, Belgium) her biri 6 tekrarlt olacak sekilde dagitildi. Total hacim 100 ml
olacak sekilde besiyerleri dagitildiktan sonra 34,5°C’ de %5 CO,’de inkiibasyona birakildi.
8 saat sonunda 50 pl aktivator eklenmis XTT (Biological Industies, Israel) testi
uygulanarak 450 nm’de Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer cihazinda
absorbansi belirlendi. Elde edilen sonuglar kullanilarak standart egriler ¢izilip absorbansa

gore hiicre sayisini belirten denklemler olusturuldu.
3.1.4. DNaz | hazirlanmasi ve letal doz belirlenmesi

10 mg toz haldeki DNaz I (AppliChem; US) tizerine 1 ml DMEM/F12 besiyeri
eklenerek 10mg/ml stok soliisyonu hazirlandi. 50 ul porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Tripsin ile kaldirilan hFOB 1.19 ve MDA-MB-231 hiicreleri Neubauer laminda
sayllmasinin ardindan 7x10° hiicre 96 kuyucuklu plate icerisinde 6 tekrarli ekim yapildi.
Hiicre dizi besiyerlerine 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml,
0,0125 mg/ml ve 0 konsantrasyonlarinda DNaz | uygulanarak 72 saat 34,5°C ve %5
COy’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 50 pl aktivatér XTT soliisyonu eklendi ve 2
saat inkiibasyona devam edildi. Daha sonra 450 nm’de Multiskan™ GO Microplate
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Spectrophotometer cihazinda absorbans degerleri belirlenerek her iki hiicre tipi i¢in uygun

olan konsantrasyonlar belirlendi.
3.1.5. Ko-Kkiiltiir Sisteminin Olusturulmasi

Ko-kiiltiir, farkli hiicre tiplerinin aynm1 ortamda bulunarak, besiyeri araciligiyla
birbirlerinin karakteristik ve molekiiler yapilarini etkilemelerine olanak saglayan hiicre
kiltiirii sistemidir. Bu sistemde hiicre metabolitleri, salgilanan hiicresel bilesenler olduk¢a
onemli rol oynar (Sekil 3.3). Yapilan ¢alismada 0,4 um por biiyiikliigiine sahip 6,5 mm
capinda steril insertler (Corning, USA) kullanilmistir. 24 kuyucuklu well plate icerisinde
MDA-MB-231 ve hFOB 1.19 hiicreleri 1x10* ve 2x10* olmak iizere ko-kiiltiir sistemi
tasarlanmustir (Sekil 3.4).

| []

e Imlelelele) Hiicre Dizisi-1
Porlu yap1
-_ D S G T Hiicre Dizisi-2

Sekil 3.3. Ko-kiiltiir Sistemi. Secilen hiicre dizilerinden ortak besiyerine salinan metabolitler veya
sinyal molekiilleri porlu yapr araciligyla hiicreleri etkilemektedir. Bu yapi hiicrelerin gegisine izin
vermez. Istenilen por biiyiikliigiine sahip insertler mevcuttur.
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2x10* MDA-MB-231

2x10*hFOB 1.19

2x10*hFOB 1.19 ve
insert igerisine 1x10*
MDA-MB-231

2x10* MDA-MB-231
ve insert igerisine
1x10*hFOB 1.19

Tek bir hiicre dizisi
kullanilmis kuyucuk

@ Ko-kiiltir sistemi

dizayn edilmis kuyucuk

Sekil 3.4. Deney Sirasinda Tasarlanan 24 Kuyucuklu Well Plate Diizeni

25 ve 75 cm?lik flasklar igerisinde 5-10 pasaj arasinda yeterli sayiya ulastirilan
hiicreler Tripsin enzimi ile kaldirilarak Neubauer laminda sayildi. Deney tasarisina uygun
olarak 1x10* ve 2x10* hiicre kuyucuklar ve insertlere ekim yapilarak 72 saat 34,5°C ve %5
CO,’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerlerinden serbest DNA izolasyonu
yapilmak iizere steril tliplere aktarildi. Plate ve insertler 3 kez besiyeri ile yikandiktan
sonra, hiicreler insertlerden ve kuyucuklardan Tripsin ile kaldirildi. Hiicrelerden DNA

izolasyonu yapildi. Proliferasyon, adezyon, canlilik deneyi i¢in sayima hazirlandi.
3.1.6. Proliferasyon, adezyon ve canlilik belirlemesi

Plate tabanindan ve insertlerden Tripsin ile kaldirilan hiicreler Neubauer laminda
sayilarak her bir kuyucukta 7x10° hiicre olacak sekilde dagitildi. Daha sonra total hacim
100 ml olacak sekilde besiyeri eklendi ve 48 saat 34,5°C ve %5 CO,’de inkiibe edildi. 48
saat inkiibasyonun ardindan proliferasyon, adezyon ve canlilik i¢in ayr1 ayr1 asagidaki

basamaklar izlendi.
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3.1.6.1. Proliferasyon belirlemesi

Hiicrelerde meydana gelen proliferasyon degisimini belirlemek amaciyla XTT
soliisyonu kullanildi. Bu deneyde, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin mitokondri
enzimlerinin hiicre oliimiinden kisa bir silire sonra inaktive olma etkinligi {izerine
kuruludur. Tetrazolium tuzuna dayali bir kolorometrik yontem olan XTT yontemi,
hiicrelerin canliliginin  kantitatif Olclilmesi ve degerlendirmesini kolaylastiran bir
yontemdir. XTT 6lgiimii i¢in 100 ul aktivasyon soliisyonu iceren 5 ml reaksiyon soliisyonu
icerisine eklendi. Daha sonra kuyucuklar icerisine 50 pl eklendi. 2 saat 34,5°C ve %5
COy’de inkiibasyonun ardindan 450 nm’de Multiskan™ GO  Microplate

Spectrophotometer cihazinda absorbans degerleri belirlendi.

3.1.6.2. Adezyon belirlemesi

Adezyon deneyinde kuyucuklar 3 kez besiyeri ile yikandi. 100 pl taze besiyeri
eklenen hiicrelere 50 pl XTT soliisyonu eklendi. 2 saat 34,5°C ve %5 CO;’de
inkiibasyonun ardindan 450 nm’de Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer

cihazinda absorbans degerleri belirlendi.

3.1.6.3. Canhilik belirlemesi

Canlilik deneyinde kuyucuktan hiicreler Tripsin ile kaldirilarak Neubauer laminda
Tripan Blue (Gibco, UK) uygulandi. 10 dakika beklendikten sonra Thoma laminda

sayilarak belirlendi.
3.2. DNA izolasyonu
3.2.1. Hiicrelerden DNA izolasyonu
Tripsin ile kaldirilan hiicreler Thermo Scientific Phusion Human Specimen Direct
PCR kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak izole edildi. Hiicrelerin iizerine 20

ul Dilution Buffer ve 0,5 pl DNARelease Additive eklendi. Vorteks agamasinin ardindan
2-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 2 dakika 98 C’de inkiibasyona devam
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edildi. Supernatanttan 0,5 ul alinarak 20 pl’lik PCR karigimi olusturuldu. Kit protokoliine
uygun olarak, 10 ul 2X Phusion Human Specimen PCR Buffer, 0,4 ul Universal Control
Primer, 0,4 pl Phusion Human Specimen DNA Polymerase, 0,5 ul 6rnek ve yeteri
miktarda distile su eklenerek total hacim 20 ul’ye tamamlandi. Universal primer
kosullarina uygun olarak PCR gergeklestirildi: 98°C 5 dakika 1 siklus, 35 siklus 98°C 1
saniye ve 72°C 15 saniye, 72°C 1 dakika ve 4°C ile PCR islemi sonlandirildi. Elde edilen
DNA konsantrasyonlar1 Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer cihazinda
belirlendi. Ardindan &rnekler -20°C’de saklandi. Tiim PCR asamalari buz iizerinde

gergeklestirildi.

3.2.2. Besiyerinden DNA izolasyonu

Toplanan besiyerlerinden DNA izolasyonu i¢in Thermo Scientific Phusion Human
Specimen Direct PCR kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanild1. Hiicreler maksimum
g’de (>10.000) santrifiij edildi. Her islem sonrasinda {ist s1v1 alinarak tekrar santrifiij edildi,
bu islem ii¢ kez tekrar edildi. Son santrifiij isleminden sonra iist sividan 4pul alinarak PCR
isleminde kullanildi. Kit protokoliine uygun olarak 10 pl 2X Phusion Human Specimen
PCR Buffer, 0,4 pl Universal Control Primer, 0,4 pl Phusion Human Specimen DNA
Polymerase, 4 pl 6rnek ve yeterli hacimde distile su eklenerek 20 pl’lik PCR karigimi
hazirlandi. 35 siklus 98°C 1 saniye ve 72°C 15 saniye, 72°C 1 dakika ve 4°C ile PCR islemi
sonlandirildi. Elde edilen DNA konsantrasyonlart Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer cihazinda belirlendi. Ardindan 6rnekler -20°C’de saklandi. Tiim PCR

asamalar1 buz lizerinde gergeklestirildi.

3.2.3. Bi-siilfit doniisiimii

Metilasyon analizi yapilmasi i¢in 6rneklerde, oncelikle bisiilfit doniisiimii yapildi.
Okaryot ve prokaryotlarda meydana gelen DNA metilasyonu, DNA’nin endoniikleazlar
tarafindan kesimine engel olan bir mekanizmadir. Ayn1 zamanda, DNA metilasyonu
araciligiyla yiiksek okaryotik organizmalar gen ekspresyon profillerini organize ederler.
Onkogenez gelisiminde genellikle DNA metilasyon aberasyonlar1 meydana gelir. Ilgili

genin promotdr bdlgesinde bulunan CpG adalarinda meydana gelen metilasyonda, sitozin
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bazina metil eklenmesi gergeklesir ve bunun sonucunda gen sessizlesmesi ortaya g¢ikar
(Frommer v.d., 1992).

DNA metilasyonunun belirlenmesi ve niceliksel olarak analizi igin yiiksek
performansh kapiler elektroforez (Fraga v.d., 2000) gibi bir¢ok yontem gelistirilmistir.
1992 yilindan bu yana en sik kullanilan yontem ise bistilfiit doniisim yontemidir (Frommer
v.d., 1992). Bu teknikte, metile olan DNA’ya bisiilfit uygulandiginda, metillenmemis
sitozinler tek bir zincirde urasile doniisiir. Uygulama sirasinda metile sitozinler
degismeden kalir. Daha PCR amplifikasyonu uygulanir ve metillenmis/metillenmemis
DNA profilleri belirlenir.

Bu uygulama i¢in EZ DNA Methylation-Gold™ Kit kullamldi. Kit protokoliine
uygun olarak 900 ul su, 300 pul M-Dilution Buffer ve 50 ul Dissolving Buffer CT
Conversion Buffer iizerine eklenerek hazirlandi. Vorteksleme isleminin ardindan 10 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Ayn1 zamanda, kullanmadan 6nce, 6 ml M-Wash Buffer
tizerine 24 ml %100 etanol eklendi. Daha sonra 130 pul CT Conversion Reagent iizerine
200 ng DNA 6rnegi eklendi. DNA hacmini 20 pl’ye tamamlamak i¢in distile su kullanildu.

Pipetleme isleminin ardindan Cizelge 3.1’de gosterilen protokol uygulandi.

Cizelge 3.1. Bi-siilfit Doniisiimii Protokiilii

1. Asama 98°C , 10 dakika
2. Asama 64°C, 2 saat 30 dakika
3. Asama +4°C*de 20 saatten fazla bekletildi.

Daha sonra Collection Tube igerisine Zymo-Spin™ IC Column yerlestirildi ve
tizerine 600 pl of M-Binding Buffer eklendikten sonra, 20 saat boyunca +4°C’de
bekletilen PCR f{iriinleri eklenerek pipetlendi. Maksimum hizda (>10,000 x g) 30 saniye
santrifiij uygulandiktan sonra alt sivi uzaklastirildi. Kolonlara 100 pl M-Wash Buffer
eklendi ve maksimum hizda (>10,000 x g) 30 saniye santrifiij islemi tekrarlandi. 200 pl M-
Desulphonation Buffer eklendikten sonra 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
brrakildi. Inkiibasyonun ardindan maksimum hizda (>10,000 x g) 30 saniye santrifiij
uygulandi. 200 pl M-Wash Buffer eklendi ve tekrar 30 saniye santrifiij uygulandi. Bu
basamak tekrar edildi. Daha sonra, kolonlar 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi
ve lizerine 10 pul M-Elution Buffer eklendi. Maksimum hizda (>10,000 x g) 30 saniye
santrifiij uygulandiktan sonra DNA elde edildi.
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) ve Metilasyon
Spesifik PCR (Methylation Specific PCR-MSP)

PCR, DNA igerisinde yer alan bilinen iki segmentin primer diziler kullanilarak
enzimatik olarak ¢ogaltilmasi islemidir.

MSP, CpG adalarinda yer alan DNA metilasyon paternlerini degerlendirmek

amaciyla kullanilan PCR yontemidir.

33.1. p53PCR

p53 ekson 5-8 amplifikasyonlar1 i¢in uygun primer dizileri se¢ildi (Silva v.d., 2002)
(Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2. p53 primer dizileri

p53 Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi

E-5 | 5-TCCTTCCTCTTCCTACAG-3’ 5’-ACCCTGGGCAACCAGCCCTGT-3’

E-6 | 5>-ACAGGGCTGGTTGCCCAGGGT-3’ 5’-AGTTGCAAACCAGACCTCAGGCG-3’

E-7 | 5>-TCCTAGGTTGGCTCTGACTGT-3’ 5’-AGTGGCCCTGACCTGGAGTCT-3’

E-8 | 5>-GGGACAGGTAGGACCTGATTTCCTT-3" | 5>-ATCTGAAGGCATAACTGCACCCTTGG-3’

E-5: Ekson 5; E-6: Ekson6; E-7: Ekson 7; E-8: Ekson 8

12,5 ul One Taq ® Quick-Load 2x Master Mix (BioLabs, UK), 2 ul forward
primer, 2 pl reverse primer, 2 ul DNA 6rnegi ve yeterli miktarda distile su kullanilarak 25

ul PCR karigimi hazirlandi. Her primer bolgesi i¢in farkli kosullarda PCR gerceklestirildi
(Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. p53 PCR Kosullar1

Gen Bolgesi PCR Kosulu
p53 95°C 5 dakika
94°C 1 dakika™
Ekson 5 65°C 1 dakika
Ekson 6 67°C 1 dakika
Ekson 7 62°C 1 dakika [~ 40 siklus
Ekson 8 68°C 1 dakika

70°C 1 dakika—

Ornekler tizerine %95 formamid eklendi ve
80°C’ de 10 dakika bekletildi. Ardindan
buzda bekletildi.

PCR isleminin ardindan %15°lik homojen poliakrilamid jel hazirlanarak +4°C’ de

elektroforez islemi gergeklestirildi.

3.3.2. APC1A ve APC1B MSP

Metilasyon analizi i¢in uygun olan metile ve metile olmayan primer dizileri secildi

(Esteller v.d., 2000)(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. APC Gen Bolgesi Primer Dizileri

APC Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi

1AM | 5>-TATTGCGGAGTGCGGGTC-3’ 5’>-TCGACGAACTCCCGACGA-3’

1AU | 5>-GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT-3’ 5’-CCAATCAACAAACTCCCAACAA-3’
1BM | 5°- TAGAATAGCGAACGAGTGTTC-3” 5>-TCCGACGACCACACCCCG-3’

1BU | 5>-GATAGAATAGTGAATGAGTGTTT-3’ 5>-CTTCCAACAACCACACCCCA-3’

APCI1A Metillenmis Gen bolgesi; APCIAUM: APC1A Metillenmemis Gen bolgesi; 1BM: APC1B

Metillenmis Gen bolgesi; APCIBUM: APCI1B Metillenmemis Gen bolgesi

Uygun primerler kullanilarak 12,5 pl One Taq ® Quick-Load 2x Master Mix, 2 ul

forward primer, 2 pl reverse primer, 2 pl bi-siilfit doniislimii yapilmis DNA 6rnegi ve
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yeterli miktarda su kullanilarak 25 pl MSP karisimi hazirlandi. APC1A ve APCI1B gen
bolgelerine uygun olarak MSP gergeklestirildi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. APC Gen Bolgeleri MSP Kosullari

Gen Bolgesi MSP Kosulu

95°C 15 dakika

95°C 15 saniye
APCI1A 60°C 45 saniye 35 siklus
APC1B

72°C 30 saniye
72°C 10 dakika
4°C o

Elde edilen PCR iiriinleri %2 agaroz jel elektroforez yontemi ile analiz edildi.

3.3.2. RASSF1A MSP

MSP analizi i¢in metile ve metile olmayan gel bolgelerine uygun primer dizileri
secildi (Li v.d., 2008) (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. RASSF1A Primer Dizileri

RASSF1 Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi
AM 5’-CGAGAGCGCGTTTAGTTTCGTT-3’ 5’>-CGATTAAACCCGTACTTCGCTAA-3’
AU 5’-GGGGGTTTTGTGAGAGTGTGTTT-3” | 5°>-CCCAATTAAACCCATACTTCACTAA-3’

AM: RASSF1A Metillenmis Gen bolgesi; AU: RASSF1A Metillenmemis Gen bolgesi

Uygun primer dizileri kullanilarak 12,5 pl One Taq ® Quick-Load 2x Master Mix,
2 pl forward primer, 2 pl reverse primer, 2 pl bi-siilfit doniisiimii yapilmig DNA 6rnegi ve
yeterli miktarda su kullanilarak 25 pl MSP karisimi hazirlandi. Daha sonra primerlere

uygun olarak MSP islemi gergeklestirildi (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. RASSF1A Gen Bolgeleri MSP Kosullari

Gen Bolgesi MSP Kosulu

95°C 5 dakika

95°C 1 dakika

RASSF1A 56°C 1 dakika 40 siklus
72°C 1 dakika

72°C 1 dakika

4°C

3.4. Jel Elektroforez Sistemlerinin Hazirlanmasi

3.4.1. Poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis boyama yontemi

Cizelge 3.8’de belirtilen miktarlarda kimyasal karistirilarak jel hazirlandi.

Cizelge 3.8. %15°lik Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
29:1  Acrilamid/Bisacrilamid  (Sigma- 10 ml
Aldrich; Germany)
Distile su 12,35 mi
10X TBE (Tris-Borat Tamponu) 2,5 ml
%25°lik Amonyum persiilfat 175 ul
TEMED 8,5 ul

Hazirlanan poliakrilamid jel ¢ozeltisi, dikey elektroforez diizenegine dokiilerek 12
disli tarak yerlestirildi. Jel donduktan sonra igerisine 1X TBE tamponu bulunan dikey
elektroforez tankina yerlestirildi. 10 pl PCR iiriinii ve 2 pl loading buffer karistirilarak
kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra elektrot sistemi
yerlestirilerek 120V’da 4 saat boyunca +4°C’de yiiriitme islemi gergeklestirildi.

Elektroforez igleminin ardindan glimiis boyama yontemi ile bantlar goriiniir hale getirildi.
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3.4.1.1. Giimiis boyama yontemi

Soliisyonlar Cizelge 3.9’da belirtilen miktarlarda hazirlandi.

Cizelge 3.9. Glimiis Boyama Solusyonlarinin Hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
Etanol %10
Asetik asit %5
AgNO; %0, 1
NaOH %1,5
Stok formaldehit 150 pl
Na,CO3 %0.75

Poliakrilamid jel elektroforezi tamamlandiktan sonra jel asagidaki soliisyon

serilerinden gegirilerek boyandi:

1. %10 etanol+%b5 asetik asit (v/v) 6 dakika

2. %0,1 AgNO3 15 dakika

3. %1,5NaOH 30 dakika

4. %1,5 NaOH+formaldehit Bantlar olusuncaya kadar
5. %0,75 Na,CO3 Yikama iglemi yapildi

Yikama isleminin ardindan jel goriintiileri Canon EOS 450D fotograf makinasi ile

fotograflandi.

3.4.2. %2’lik agaroz jel elektroforezi

2 g agaroz hassas su terazisi kullanilarak tartild1. Uzerine 100 ml 1X TBE eklenerek
mikrodalga firinda 1sitilarak homojen hale gelmesi saglandi. Uzerine 5ul RedSafe Nucleic
Acid Staining Solution (iNtRON Biotechnology; US) eklenerek 20 tarakli yatay
elektroforez sisteminde karanlikta donmasi saglandi. 10 pl ornekler Kkuyucuklara
yiiklenerek 120V da 30 dakika boyunca yiirlitme islemi gerceklestirildi. SynGene UV

goriintiileme cihazinda SynGene Tool veritabaninda jel goriintiilendi.
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3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Stirekli degiskenlerin normal dagilma uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi
kullanilarak yapildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplar arasindaki
karsilastirmalar1 tek yonlii varyans analizi (OneWay ANOVA) ile degerlendirildi. Coklu
karsilagtirilmalar, Tukey HSD Testi ile gergeklestirildi. Normal dagilima uygunluk
gostermeyen degiskenlerin gruplar arasi karsilagtirmalar1 Kruskal-Wallis testi ile yapildi.
Coklu karsilastirmalar Dunn test kullanilarak degerlendirildi. Cizelgelerde, p<0,05
onemlilik diizeyi * ile, p<0,01 6nemlilik diizeyi ** ile ve p<0,001 6nemlilik diizeyi ise ***
ile belirtildi. Tim istatistiksel analizlerde IBM SPSS Statistics 21.0 paket programi
kullanildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Gruplandirma Sistemi

Deney gruplari ve uygulanan islemler Cizelge 4.1.°de gosterildi.

Cizelge 4.1. Analizler Sirasinda Kullanilan Gruplandirma Sistemi

Normal Besiyeri

DNaz | Iceren Besiyeri

1. Grup hFOB 1.19 Hiicreleri 8. Grup hFOB 1.19 Hiicreleri

2. Grup hFOB 1.19 Besiyeri 9. Grup hFOB 1.19 Besiyeri

3. Grup MDA-MB-231 10. Grup MDA-MB-231
Hiicreleri Hiicreleri

4. Grup MDA-MB-231 11. Grup MDA-MB-231
Besiyeri Besiyeri

5. Grup hFOB 1.19 + MDA- 12. Grup hFOB 1.19 + MDA-
MB-231 Hiicreleri MB-231 Hiicreleri

6. Grup hFOB 1.19 + MDA- 13. Grup hFOB 1.19 + MDA-
MB-231 Hiicreleri MB-231 Hiicreleri

7. Grup hFOB 1.19 + MDA- 14. Grup hFOB 1.19 + MDA-
MB-231 Hiicreleri MB-231 Hiicreleri
Besiyeri Besiyeri

4.1.2. Hiicre dizileri standart egrilerinin belirlenmesi

Arastirmanin ilk agamasi olarak, hiicrelerde standart egriler olusturuldu. Bunun i¢in

gerekli olan Slglimler 3 kez tekrar edildi. Her dl¢iim i¢in 6 kuyucuk kullanildi (n=3x6).
Elde edilen sonuglar dogrultusunda hFOB 1.19 (Sekil 4.1) ve MDA-MB-231 (Sekil 4.2)
hiicrelerinin, %10 FBS ve %21 Penisilin/Streptomisin igceren DMEM/F12, HEPES

besiyerindeki standart egrileri belirlendi.
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hFOB 1,19 Standart Egrisi

1,00
0,90 y = 1E-05x +.0,3384 @
0,80
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040 | g-®
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0,20
0,10

0,00
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Absorbans

Huicre Sayisi

Sekil 4.1. hFOB 1.19 Hiicre Dizisi Standart Egrisi

MDA-MB-231 Standart Egrisi

0,6

0,5 R? —-0;9'9'5'('3.'

N o

Absorbans

0,0000 10,0000 20,0000 30,0000 40,0000 50,0000 60,0000

Hucre Sayisi

Sekil 4.2. MDA-MB-231 Hiicre Dizisi Standart Egrisi

Her bir kuyucukta 48x10°, 24x10° 12x10° 6x10°% 3x10° 1,5x10° 0,75x10°ve 0
hiicre bulunan 6rneklerde kolorometrik Sl¢iim yapilarak absorbans degerleri belirlendi.
Elde edilen absorbans degerleri her hiicre dizisinin kendi standart egri grafiginden
olusturulan formiilde yerine konarak proliferasyon ve adezyon deneylerinde orneklerin

absorbansa karsilik gelen hiicre sayisi hesaplandi. Hesaplamalarda;

- hFOB 1.19 hiicreleri i¢in;
Hiicre sayisi= (Belirlenen absorbans-0,3384)/1x10



-  MDA-MB-231 hiicreleri igin;
Hiicre sayisi= (Belirlenen absorbans-0,1793)/0,0076

Formiilleri kullanilarak hiicre sayilar1 belirlendi.

4.1.3. DNaz | Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
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Hiicrelere uygulanacak olan DNaz | konsantrasyonunu belirlemek igin hiicrelere
gesitli DNaz I konsantrasyonlart uygulandi. hFOB 1.19 (Sekil 4.3) ve MDA-MB-231
(Sekil 4.4) hiicre dizilerine 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml,

0,0125 mg/ml ve 0 konsantrasyonlarinda 72 saat boyunca DNaz | uygulanarak giivenli doz

araliklar1 analiz edildi. Her iki hiicre dizisi igin hiicre proliferasyonunu benzer sekilde

etkileyen ortak konsantrasyonlar belirlenerek hiicrelere uygulandi.

hFOB 1.19 DNaz |

0,5600

0,5400

0,5200

Abs

0,5000
0,4800
0,4600 7
0,4400 |
0,4 0,2

0,4200
0,1 0,05 0,025 | 0,0125 0
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
| Abs| 0,4716 | 0,4988 | 0,5268 | 0,4700 | 0,5576 | 0,5347 | 0,5195

Sekil 4.3 72 Saat Sonunda DNaz I Uygulanan hFOB 1.19 Hiicrelerinin Proliferasyonu
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MDA-MB-231 DNaz |

0,28
0,27
0,26

0,25
0,24
0,23
0,22

0,21

0,4 0,2 0,1 0,05 | 0,025 | 0,0125 0
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
Abs|0,25237|0,23393|0,24937| 0,2453 | 0,2529 | 0,2503 |0,27223

Abs

N\

Sekil 4.4. 72 Saat Sonunda DNaz | Uygulanan MDA-MB-231 Hiicrelerinin Proliferasyonu

Osteoblast ve meme kanseri hiicreleri ile ko-kiiltiir sistemi kullanilacagindan
mg/ml’lik konsantrasyon segilerek hiicrelere 72 saat uygulandi.

4.1.4. Proliferasyon, adezyon ve canhlik verilerinin degerlendirilmesi

4.1.4.1. Hiicrelerde proliferasyon verilerinin degerlendirilmesi

Hiicrelerin proliferasyon analizlerinin istatistiksel degerlendirmesinde normal
dagilim gergeklesmedigi belirlendi ve Kruskal-Wallis testi uygulanarak grup igerisinde
fark oldugu tespit edildi. Ko-kiiltiir sisteminde 72 saat inkiibe edilen hFOB 1.19 (Grup 5)
ve MDA-MB-231 (Grup 6) hiicre dizilerinin proliferasyonlarinda ayri ayri kiiltiire
edildikleri duruma gore (Grup 1, Grup 3) herhangi bir degisim meydana gelmedigi
belirlenmistir. DNaz | igeren besiyerinde, hFOB 1.19 (Grup 8) ve MDA-MB-231 (Grup
10) hiicrelerinin proliferasyonlar1 ko-kiiltiir sisteminde yer alan hFOB 1.19 (Grup 12) ve
MDA-MB-231 (Grup 13) hiicrelerine gére daha diisiik oldugu belirlenmistir (p>0,05).

DNaz | igeren besiyerinde ko-kiiltlir sisteminde inkiibe edilen MDA-MB-231
hiicresinin (Grup 13), tek basimna kiiltiire edilen hiicrelere gore (Grup 10) proliferasyon
artiginin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). DNaz | igeren
besiyerindeki MDA-MB-231 hiicrelerinin (Grup 10), normal besiyerindekilere (Grup 3)
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gore azalmasi istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01). Ayni zamanda, DNaz | igeren
ortamdaki MDA-MB-231 hiicrelerinin (Grup 10), ko-kiiltiir sisteminde normal besiyerinde
inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerine gore (Grup 6) proliferasyonlarinda azalma
meydana geldigi belirlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.5).

Proliferasyon

30000
25000
20000 !
15000
10000

5000

0
Grup 1 Grup 3 Grup 5 Grup 6 Grup8 Grup1l0 Grup1l2 Grup13
A
30.000,00
o
——— e —
. —
S\ 20,000,001
<
e
o
* 10.000,00-
1
0,00

I I I 1 1 1 1 |
1,00 3,00 5,00 6,00 800 1000 1200 13,00
grup

B

Sekil 4.5. Proliferasyon Verileri (A) ve Istatistiksel Degerlendirilmesi (B)
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4.1.4.2. Hiicrelerde adezyon verilerinin degerlendirilmesi

Hiicrelerin adezyon analizlerinin istatistiksel degerlendirmesinde normal dagilim
gerceklesmedigi belirlendi ve Kruskal-Wallis testi uygulanarak grup igerisinde fark oldugu
gozlendi. Normal besiyerinde ko-kiiltiir sistemi igerisinde yer alan hFOB 1.19 hiicrelerinin
(Grup 5) adezyonlarinda artis meydana geldigi belirlendi (p>0,05). MDA-MB-231
hiicrelerinin ise adeziv 6zelliklerinde 6nemli bir degisim olmadig: analiz edildi (p>0,05).

DNaz | i¢eren besiyerinde inkiibe edilen ko-kiiltiir sisteminde yer alan hFOB 1.19
hiicrelerinin (Grup 12), DNaz | igeren besiyerinde inkiibe edilen hFOB 1.19 hiicrelerine
gore (Grup 8) adezyonlarinda meydana gelen azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
analiz edilmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda DNaz | igeren besiyerinde inkiibe edilen hFOB
1.19 hiicrelerinin (Grup 8), normal besiyerinde inkiibe edilen hFOB 1.19 hiicrelerine (Grup
1) gore adezyonlarinin arttig1 belirlenmistir (p<0,001).

DNaz | igeren besiyerinde ko-kiiltiir sisteminde inkiibe edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin (Grup 13) adezyonlarinda, normal besiyerinde inkiibe edilen ko-kiiltiir
sisteminde inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerine (Grup 6) adeziv 6zelliklerinin azaldig:
analiz edilmistir (p<0.01). Aym1 zamanda, DNaz | i¢ceren besiyerinde ko-kiiltiir sisteminde
inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin (Grup 13), normal besiyerinde inkiibe edilen
MDA-MB-231 hiicrelerine (Grup 3) gore adeziv 6zelliklerinin degisimi istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,01). DNaz | igeren besiyerinde inkiibe edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin (Grup 10), ko-kiiltiir sisteminde inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerine
(Grup 13) gore daha adeziv 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.6)
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Adezyon
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Sekil 4.6. Adezyon Verileri (A) ve Istatiksel Degerlendirilmesi (B)




65

4.1.4.3. Hiicrelerin canlilik verilerinin degerlendirilmesi

Hiicrelerin canlilik analizlerinin istatistiksel degerlendirmesinde normal dagilim
gerceklesmedigi belirlendi ve Kruskal-Wallis testi uygulandi. Normal besiyerinde hFOB
1.19 hiicrelerinin (Grup 1), ko-kiiltiir sisteminde bulunan hFOB 1.19 hiicrelerinden (Grup
5) daha yiiksek canliliga sahip oldugu belirlenmistir (p<0,01). Normal besiyerinde ko-
kiltiir sisteminde bulunan MDA-MB-231 hiicrelerinin (Grup 6), sistem disinda inkiibe
edilen MDA-MB-231 hiicrelerine gore (Grup 3) daha diisiik canliliga sahip oldugu; fakat
bunun istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05).

DNaz | igeren besiyerinde ko-kiiltiir sisteminde inkiibe edilen hFOB 1.19 (Grup 12)
ve MDA-MB-231 (Grup 13) hiicrelerinin, DNaz | besiyerinde inkiibe edilen hFOB 1.19
(Grup 8) ve MDA-MB-231 (Grup 10) hiicrelerine gére canliliginin azaldigi belirlenmistir
(p>0,05).

DNaz | igeren ko-kiiltlir sistemde yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinin (Grup 13)
canliligimin, normal besiyeri ko-kiiltiir sistemde yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinden
(Grup 6) daha diisiik oldugu ve elde edilen verilerin istatiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Benzer sekilde, DNaz | iceren besiyerinde inkiibe edilen MDA-
MB-231 hiicrelerinin (Grup 10) canliliginin, normal besiyerinde inkiibe edilen MDA-MB-
231 hiicrelerinden (Grup 3) daha diisiik canliliga sahip oldugu ve bu durumun istatistiksel
olarak anlamli oldugu gézlendi (p<0,05). DNaz | i¢eren ko-kiiltiir sistemde yer alan hFOB
1.19 hiicrelerinin (Grup 12), normal besiyeri ko-kiiltiir sistemde yer alan hFOB 1.19
hiicrelerinden (Grup 5) daha yiiksek canliliga sahip oldugu analiz edildi (p<0,05).

DNaz | iceren besiyerinde ko-kiiltiir sistemde yer alan MDA-MB-231 hiicreleri
(Grup 13) ile normal besiyerinde inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicreleri (Grup 3) arasinda
meydana gelen canlilik farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001).
Benzer sekilde, DNaz | iceren besiyerinde inkiibe edilen hFOB 1.19 hiicrelerinin (Grup
12), normal besiyerinde ko-kiiltiir sistemi igerisinde yer alan hFOB 1.19 hiicrelerine (Grup
1) gore canliliginda meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01)

(Sekil 4.7).
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4.1.5. MSP Agaroz Jel Elektroforez Analizi

4.15.1. APC1A agaroz jel elektroforez analizi

APCI1A agaroz jel elektroforez analizinde 50 bp’lik ladder (BioLabs; New England)
kullanilmistir.  Yapilan calisma sonucunda, metilasyon bolgelerine uygun primerler
kullanilarak DNaz | igeren oOrneklerde transfeksiyonun gergeklestigi belirlenmistir. 8
numarali kuyucukta DNaz | igeren besiyerinde inkiibe edilen hFOB 1.19 0&rnekleri
bulunmaktadir ve istenilen bantlar goriilememistir. Ayni sekilde besiyerinde (10 numarali
kuyucuk) APC1A bantlar1 analiz edilememistir. Fakat 13 numarali kuyucukta DNaz |
iceren besiyerinde ko-kiiltiir sisteminde yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinde zayif da olsa
beklenen bant goriilmektedir. Transfeksiyonun gergeklestigini ise, 12 numarali kuyucukta
yer alan DNaz | igeren besiyerinde ko-kiiltiir sisteminde bulunan hFOB 1.19 hiicrelerinde
goriilen APC1A metilasyon bantlarindan belirlenmektedir (Sekil 4.8.A)

APCI1A metillenmemis bolgelerde yapilan analizlerde, normal besiyerinde inkiibe
edilen hFOB 1.19 (2 numarali kuyucuk) ve ko-kiiltiir sisteminde yer alan hFOB 1.19
hiicrelerinde (5 numarali kuyucuk) zayif bantlar goriilmektedir. 6 numarali kuyucukta yer
alan normal besiyerinde ko-kiiltiir sistemde yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
APCI1A bantlar1 goriillmektedir. DNaz uygulanan besiyerinde hFOB 1.19 hiicrelerinde (8
numaralt kuyucuk) herhangi bir bant olusumu goriilmemektedir. Fakat MDA-MB-231
hiicrelerinde bantlasma goriilmektedir. DNaz iceren besiyerinde inkiibe edilen MDA-MB-
231 hiicrelerinin besiyerinde ise (11 numarali kuyucuk) bantlar fragmente halde
goriilmektedir. DNaz igeren ko-kiiltiir sistemde yer alan hFOB 1.19 hiicrelerinde ince bir
bant olusumu goriilmektedir. Bu bant olusumunun 8 numarali kuyucukta olmamasi
transfeksiyonun gerceklesme ihtimalini yilikseltmektedir. DNaz i¢eren ko-kiiltiir sisteminde
yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinde olusan bantlarin fragmente halde oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.8.B).

4.15.2. APC1B agaroz jel elektroforezi analizi

APC1B agaroz jel elektroforez analizinde 50 bp’lik ladder kullanilmistir. Normal
besiyerinde inkiibe edilen MDA-MB-231 (3 numarali kuyucuk) hiicrelerinde zayif bant
olusumu belirlendi. 5 numarali kuyucukta yer alan ko-kiiltiir sistemdeki hFOB 1.19
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hiicrelerinde zayif bir bant goriilirken MDA-MB-231 hiicrelerinde ise daha giiclii bir bant
goriilmektedir (Sekil 4.8.C)

DNaz I igeren besiyerinde yapilan analizlerde, hFOB 1.19 hiicrelerinde (8 numarali
kuyucuk) herhangi bir bant yapisinin olmadigi; MDA-MB-231 hiicrelerinde (10 numarali
kuyucuk) ise zayif bir bant olusumu belirlendi. Ko-kiiltiir sisteminde yer alan MDA-MB
231 hiicrelerinde (13 numarali kuyucuk) goriilen bant yapisinin, ortak sistem besiyeri
araciligiyla (14 numarali kuyucuk) hFOB 1.19 hiicrelerinde (12 numarali kuyucuk)
goriilmesine olanak sagladigi diistiniilmektedir (Sekil 4.8.D).

APC1B metillenmemis bolgelerde yapilan PCR analizlerinde, normal besiyerinde
inkiibe edilen hFOB 1.19 (1 numarali kuyucuk), MDA-MB-231 (3 numarali kuyucuk)
hiicrelerinde ve ko-kiiltiir sistemde yer alan hFOB 1.19 hiicrelerinde (5 numarali kuyucuk)
herhangi bir bant olusumunun gergeklesmedigi belirlendi. 6 numarali kuyucukta yer alan
ko-kiiltiir sistem MDA-MB-231 hiicresinde ise 2 fragment halinde bantlar goriillmektedir.

DNaz | igeren besiyerinde 10 numarali kuyucukta yer alan MDA-MB-231
hiicrelerinin fragmentler halinde bantlar olusturdugu goriilmektedir. Benzer bant yapis1 ko-
kiiltiir sistemde yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinde de goriilmektedir (13 numarali
kuyucuk). Ko-kiiltiir sistemde yer alan hFOB 1.19 hiicrelerinde ise zay1f bir bant olusumu

gozlenmektedir.

4.1.5.3. RASSF1A agaroz jel elektroforezi analizi

RASSF1A agaroz jel elektroforez analizinde 50 bp’lik ladder kullanilmigtir. DNaz |
igeren besiyerinde yapilan analizlerde, MDA-MB-231 hiicrelerinde (11 numarali kuyucuk)
zayif bant olusumu belirlenmistir. MDA-MB-231 besiyerinde ise (10 numarali kuyucuk)
fragmentler halinde bantlarin oldugu goriilmektedir. Ko-kiiltlir sisteminde yer alan
hiicrelerde ise herhangi bir bant olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.8.E).

RASSF1A metillenmemis bdlgelerde yapilan analizler, DNaz | igeren besiyerinde
inkiibe edilen hFOB 1.19 (8 numarali kuyucuk) ve hFOB 1.19 besiyerinde (9 numarali
kuyucuk) hiicrelerinde herhangi bir bant olusumu belirlenmemistir (Sekil 4.8.F). MDA-
MB-231 hiicrelerinde (11 numarali kuyucuk) fragmentler belirlenmistir. MDA-MB-231
besiyerinde ise 2 bant goriilmektedir. 14 numarali kuyucukta yer alan ko-kiiltiir sistemde
yer alan MDA-MB-231 besiyerinde goriilen bant yapisinin, 13 numarali kuyucukta goriilen

ko-kiiltiir sistemde yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinden kokenlendigi ve 12 numarali
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kuyucukta yer alan ko-kiiltir hFOB 1.19 hiicrelerin transfeksiyonunda rol oynadigi
diistiniilmektedir (Sekil 4.1.F).

M 1 3 5 6 8§ 10 11 13 14 12
A) 98 bp
M 2 4 5 6 7
B) 108 bp
M 8§ 11 10 13 12
108 bp
O M 1 3 5 6 8 10 12 13 14
195 bp
D)
190 bp
E) M 8 9 1011 12 13 14
192 bp
M & 9 10 11 12 13 14
F)
204 bp

Sekil 4.8. APC ve RASSF1A MSP Analizi. A) APC1A metile gen bolgesi, B) APC1A
metillenmemis gen bolgesi, C) APC1B metile gen bolgesi, D) APC1B metillenmemis gen
bolgesi, E) RASSF1A metile gen bolgesi, F) RASSF1A metillenmemis gen bolgesi

4.1.6. p53 poliakrilamid jel elektroforez analizi

4.1.6.1. p53 ekson 5-7 poliakrilamid jel elektroforez analizi

p53 ekson 5-7 mutasyon analizi sonucunda, herhangi bir bant olusumu ve gen

transferi gelisimi gézlenmemistir (Sekil 4.9. A-C).
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4.1.6.2. p53 ekson 8 poliakrilamid jel elektroforez analizi

Ekson 8 DNaz I iceren besiyerinde yapilan analizler sonucunda, 8 numaral
kuyucukta bulunan ve DNaz | iceren besiyerinde inkiibe edilen hFOB 1.19 hiicrelerinde
ekspresyon gerceklesmedigi gozlenmesine ragmen, ko-kiiltiir sisteminde yer alan hFOB
1.19 hiicrelerinde (12 numarali kuyucuk) ekspresyonun gergeklestigi belirlenmistir. MDA -
MB 231 hiicrelerinde (10 numarali kuyucuk) herhangi bir bant belirlenmemesine ragmen
besiyerinde (11 numarali kuyucuk) fragmentler halinde bantlar tespit edilmistir. Benzer
sekilde, ko-kiiltiir sisteminde yer alan MDA-MB-231 hiicrelerinde (13 numarali kuyucuk)
herhangi bir bant olugsmamasina ragmen ko-kiiltiir ortak besiyerinde (14 numarali kuyucuk)

bant olusumu belirlenmistir (Sekil 4.9. D-E).

A)

B)

O

D)

E)

Sekil 4.9. p53 PCR Analizi. A) p53 ekson 5, B) p53 ekson 6, C) p53 ekson 7, D) p53
ekson 8 normal besiyeri, E) ) p53 ekson 8 DNaz I igeren besiyeri poliakrilamid jel
elektroforez goriintiileri
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5.1. Tartisma

Kanserin tani1 ve teshisinde kullanilan hormon degerleri ve goriintiilleme teknikleri
gibi klasik faktorlerin yaninda, erken donemde metastaz veya primer timor olusumu
hakkinda bilgi verebilecek molekiiler tani belirteglerinin olmasi hastaligin ilerlemesi ya da
ilk olusumunun 6nlenebilmesi agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bazi kanser tiplerinin
tedavisinden basarili sonu¢ elde edilmesi, timér genetik yapisina uygun kemoterapotik
ilaglarin veya tedavi yollarmin (cerrahi yontem, radyolojik tedavi gibi) se¢ilmesine
baghdir. Kisiden invaziv olmayan bir yontemle elde edilebilecek biyobelirteg ile timor
genetik bilgilerine ulasilabilmesi kisiye 6zgii tedavi gelistirilebilmesi agisindan oldukca
onemlidir. Serbest DNA’larin kanserde invaziv ve prognostik  ozelliklerini
yansitabileceginin kesfedilmesiyle birlikte, klinikte uygulanabilirligi ile ilgili laboratuar
calismalar1 baslamistir. Bu ¢alismalardan bazilar1 kanser ve metastaz olusumunda serbest
DNA'’larin 6nemini ortaya koymaktadir.

Garcia-Olmo ve ark. sigan modelleri kullanarak DHD/K12-PROb hiicreleri ile
kolon kanseri modeli olusturmuslardir. Bu hiicreleri, bakteriyel gen olan CAT
ekspresyonunu ve antibiyotik olan neomisin direng genini de igeren pCDNAS3.1CAT
plazmidi ile transfekte etmislerdir (Garcia-Olmo v.d., 1999; Garcia-Olmo v.d., 1999).
Arastirmacilar plazmid ile transfekte edilen DHD/K12-PRODb hiicrelerini siganlara enjekte
ettikten birkag hafta sonra, kolon kanseri gelisimini gézlemislerdir. Kolon kanseri gelisen
bu sicanlarin plazmalari saglikli siganlara intraperitonal olarak uygulandiginda,
hayvanlarin akciger doku ekstraktlarinda CAT isaret genine rastlanmigtir. Ayn1 zamanda,
kolon kanseri sican plazmasi DHD hiicre supernatant ile inokiile edildiginde isaret geni
CAT’1n hiicreleri transfekte ettii ve neomisin direng¢ geninin hiicrelere gecis yaptigi
belirlenmistir (Garcia-Olmo v.d., 1999) (Sekil 5.1). Elde edilen veriler, 1982 yilinda
Pulciani ve ark. ortaya atmis oldugu, tiimér hiicrelerinde var olan dominant onkogenlerin
normal hiicrelere transfer olabilecegi goriisiinii kanitlar niteliktedir (Pulciani v.d., 1982).
Bu calismalar “metastaz, hedef organda lokalize olan hassas hiicrelerin, primer tiimdre ait
dominant gen iceren serbest DNA ile transfeksiyonu aracilifiyla gerceklesebilir.”

hipotezinin ortaya atilmasina neden olmustur (Garcia-Olmo v.d., 2000).
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Sekil 5.1. CAT-Tranfeksiyon Deneyinin Sematik Gosterimi. (Garcia-Olmo & Garcia-Olmo, 2001).

Sunulan bu arastirmada, MDA-MB-231 tiimor hiicrelerine ait onkogenik serbest
DNA fragmentlerinin, hFOB 1.19 hiicrelerine horizontal gen transfeksiyonunun
incelenmesi amaclanmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinden onkogenik serbest DNA
salinimina etkisini arttirabilecegini diisliniildiigii icin DNaz I kullanilmistir.

Serbest DNA’larin in vitro kosullarda metastaza olan etkileri ve DNaz I’in rolii
cesitli ¢alismalarda incelenmistir. Onkogenik serbest DNA’larin belirlenmesi ile kanda
niikleik asit metabolizmasinda 6nemli rol oynayan DNaz I’in rolii merak konusu olmustur.
DNaz I’in anti-timoral etkisi hakkinda yapilan ¢alismalar 1960 yillarindan itibaren
baslamis olup, giinlimiize kadar devam etmektedir. Fakat elde edilen sonuclar eksik ve
giivenilir degildir (De Lamirande, 1961).

Bu calismada DNaz I’in metile ve metile olmayan serbest DNA fragmentlerinin
gecisine olan etkileri incelenmistir. Son yillarda en sik ¢alisilan DNA modifikasyonu,
DNA metilasyonudur. Stefan ve ark.’larinin DNaz I-metilasyon iliskisi ile ilgili yaptiklari
calisma, biiylik olukta meydana gelen metilasyonun DNaz I aktivitesini etkileyebilecegini
belirlemistir gostermistir. Boylece metilasyonun DNA yapisinda degisiklige neden
olabilecegi tespit edilmistir (Kochanek v.d., 1993). Kovalent olarak meydana gelen
modifikasyon sonucunda CpG diniikleotidleri meydana gelir ve bu diniikleotidler omurgali

DNA’smin %70’inden fazlasini olugturmaktadir. Meydana gelen bu metilasyon paternleri
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dinamik olabilir (Kangaspeska v.d., 2008). Hiicre dizileri arasinda ve gelisim siireci
boyunca primer DNA sekans seviyesinde degisiklikler meydana gelmektedir (Pennings
v.d., 2005). DNA metilasyonunun biyolojik 6nemi olduk¢a kompleks olmakla birlikte
onemlidir. ilk olarak gen sessizlesmesine neden olmaktadir ve transkripsiyonel seviyede
genin inaktive olmasimna neden olur. TranskripSiyon faktorlerinin baglanamamasi
sonucunda meydana gelen bu inaktivasyonun mekanizmasi tam olarak aciklanamasa da,
DNA’'nin 3 boyutlu yapisinda meydana gelen degisimlerden kaynaklandigi
distintilmektedir (Rishi v.d., 2010; Rozenberg v.d., 2008).

Franca ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, MDA-MB-231 hiicrelerinin DNaz I’e duyarh
oldugunu ve bu duyarliligin sebebinin de IL-6 varlig1 ile iliskili olabilecegi bildirilmistir
(Armenante v.d., 1999). Sunulan bu tez g¢alismasinda, DNaz I duyarli MDA-MB-231
hiicreleri segilmistir. Yapilan deneyler ile en uygun konsantrasyonlarda uygulanan DNaz
I’in MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilifinda gozle goriilebilir bir azalmaya neden oldugu
belirlendi. Tez calismasi Oncesinde yine bir meme kanser hiicre dizisi olan MCF-7
hiicrelerine ayn1 dozlarda DNaz I uygulandiginda ise canlilik oranlarinda bir degisim
olmadig1 belirlendi. Bu bulgu Franca ve ark. ¢alismalarina da benzer sekildedir. DNaz |
uygulanan ortamda hiicre 6liimlerinin artmasi ile ortamda serbest DNA miktarinin artacagi
ve DNaz | endoniikleaz enziminin, olusan fragmentleri ne kadar parcalayabilecegi
sorusundan yola ¢ikilarak tez sekillendirildi. Deneyde kullanilan normal osteoblast olan
hFOB 1.19 hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan DNaz I konsantrasyonu
ayni olmasina ragmen hiicrelerin canlilik oraninda diisiis gézlemlenmedi.

APCI1A gen bolgesi, MDA-MB-231 hiicrelerinde, normal kemik hiicresi olan hFOB
1.19 hiicrelerine gore hipermetile haldedir. Ko-kiiltiir ortamina DNaz 1 iceren besiyeri
eklendiginde, MDA-MB-231 hiicrelerinde mevcut hipermetilenmis APC1A gen bdlgesinin
hFOB 1.19 hiicrelerinde de bulundugu goézlendi. Bu sonug¢ horizontal gen gegisi oldugu
hipotezini APC1A gen boélgesi igin dogrular niteliktedir. Bu durumda DNaz I’e duyarli
MDA-MB-231 hiicreleri DNaz I’in anti-timoral aktivitesi ile pargalanmis ve ortama
salinan serbest DNA fragmentleri hFOB 1.19 hiicrelerine trasnfer olmustur. DNaz I’in
bilinen bir diger etkisi de Allan ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile gosterilmistir.
DNaz I kesimi i¢gin DNA seklinin 6nemli oldugunun bildirildigi bu ¢alismada sitozin
bazina 5° konumunda metil grubu eklenmesinin, DNaz | kesim aktivitesini
degistirebilecegi onerilmistir. Ayni1 zamanda, metile ve metile olmayan gen bdlgelerindeki

DNaz | aktivitesinin de degerlendirildigi ¢alismada ard arda metilasyonun gergeklestigi
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bolgelerde DNaz I kesiminin daha fazla goriildiigii belirlenmistir (Lazarovici v.d., 2013).
Bu durumda ¢alismamizdan elde edilen veriler degerlendirildiginde, hFOB 1.19
hiicrelerindeki APC1A genine ait banttaki sinyalin MDA-MB-231 hiicrelerindekine gore
benzer sekilde olmasi metillenmis APC1A DNA fragmentlerini, besiyerine eklenen DNaz
I’in endoniikleaz aktivite gostererek kesmedigi sonucuna ulagilabilir. Bu durum DNaz I
nedeniyle MDA-MB-231 hiicrelerinde meydana gelen 6lim nedeniyle ortama salinan
serbest DNA miktarinin fazla olmasi ve bunun sonucunda DNaz I miktarinin yeterli
aktiviteyi gosterememesi ile agiklanabilir. Bir diger ihtimal ise, olusan fragmentleri DNaz
I’in aktivitesini gosterebilecegi oluk yapisina sahip olmadigindan kaynaklanmig olabilir.
Ciinkii endoniikleaz aktivite gosteren DNaz I, B formundaki DNA’nin kii¢iik olugundaki
yaklagik 6 baz ciftini taniyarak buradaki fosfodiester baglar ile interaksiyon kurar (Weston
v.d., 1992). DNaz I’in DNA’ya ulasabilirligi biiyiik 6l¢iide, DNA kiigiik olugun genisligi
ve DNA’nin esnekligi veya sertligi ile iliskilidir (Drew v.d., 1984; Lahm v.d., 1991). DNA
kalibinin kii¢iik oluguna DNaz I baglandig1 takdirde, DNA’da yapisal degisimler meydana
gelir ve kiigiik olukta agilma olusur (Lahm v.d., 1991).

Metile ve metile olmayan APC1B gen bolgeleri incelendiginde, DNaz I igermeyen
ko-kiiltiir ortaminda 6zellikle hFOB 1.19 hiicreleri ile birlikte tutulan MDA-MB-231
hiicrelerinde zayif bantlar tespit edildi. Sadece MDA-MB-231 hiicrelerinin bulundugu
kiltiir ortaminda tespit edilmeyen ve hFOB 1.19 hiicrelerinin de bulundugu ko-kiiltiir
ortaminda tespit edilen bantlar iki hiicrenin etkilesimi ile agiklanabilir. Kemik
matriksinden tlimor hiicrelerini uyaran biliylime faktorleri salgilanir. Salgilanan biiyiime
faktorlerinden tiimor hiicreleri etkilenir. Bu mekanizma tiimor hiicrelerinde stirekli olarak
devam eder ve kisir dongii (vicious cycle) olarak adlandirilir (Krishnan v.d., 2014).
Boylece tiimor hiicresi biiyiimeye, kemik dokusu hasar gérmeye baslar (Zheng v.d., 2013).
Bu siire¢ ko-kiiltiir ortamindaki iki hiicre tipi arasinda da ger¢eklesmis ve ortamdaki MDA-
MB-231 hiicrelerinin APC1B gen bdlgelerinin ekspresyonunu artirmis olabilir. DNaz |
iceren besiyerinde ise metile APC1B gen gecisi gozlenmistir. Bu noktada bahsedilmesi
gereken bir diger konu, DNaz I besiyeri igceren ko-kiiltiir sisteminde yer alan hFOB 1.19
hiicrelerinin adezyonlarinda meydana gelen azalmadir. APC gen iiriinleri, [-katenin
degredasyonunu hedefledigi i¢in osteoblast hiicrelerinde Wnt sinyal yolaginin aktivitesinin
diizenlenmesinde 6nemlidir (Rubinfeld v.d., 1993; Su v.d., 1993). Yapilan ¢aligmalar
sonucunda, kaderinlerin plazma membraninda bulunan B-katenin araciligiyla Wnt sinyal

yolaginda etkili oldugu belirlenmistir (Conacci-Sorrell v.d., 2002; Erez v.d., 2005; Linask



75

v.d., 1997). Intraselliiler kaderin molekiilleri, aktin hiicre iskelet molekiilleri ile katenin
(B, v ve a-katenin) molekiilleri araciligiyla baglanti kurarak hiicresel cesitli sinyal
yolaklarimin aktive olmasii saglar (Nelson v.d., 2004; Wheelock v.d., 2003). Yapilan
caligmalar sonucunda, kaderinlerin plazma membraninda bulunan B-katenin aracilifiyla
Whnt sinyal yolaginda etkili oldugu belirlenmistir (Conacci-Sorrell v.d., 2002; Erez v.d.,
2005; Linask v.d., 1997). Kaderinler, hiicrelerin adezyonundan sorumlu Ca* bagimli
transmembran proteinlerdir. Her ne kadar bu calismanin hedefi bu proteinler iizerinden
belirlenmemis olsa da DNaz I uygulanan hiicrelerin davranislarindan biri olan adezyon
tizerine etkileri de incelendigi i¢in, hFOB 1.19 hiicrelerinin adezyonlarinda meydana gelen
azalma, APC geninin gegisi ile agiklanabilir.

Bu calismada incelen bir diger gen bolgesi RASSF1A, APCl1A ve APCI1B
metillenmemis gen bolgelerinin DNaz I iceren ortamdaki hiicrelerdekine benzer sekilde
MDA-MB-231 hiicrelerinde de bant yapilarinin olustugu goriilmektedir. DNaz I iceren
besiyerinde inkiibe edilen hFOB 1.19 hiicrelerinde beklendigi iizere herhangi bir bant
olusumu goériilmezken, ko-kiiltiir sistemde yer alan hFOB 1.19 hiicrelerinde MDA-MB-231
hiicrelerinde oldugu gibi bant olusumlar1 gbzlendi. Fackler ve ark. invaziv karsinoma
hastalarmin tiimor dokularinda ve cevrelerinde bulunan saglikli dokularda RASSF1A,
CCND2, TWIST, HIN1 promotdr metilasyon analizi yapmistir. Calisma sonucunda, timor
dokusunda saglikli dokudan daha yiiksek metilasyon gen paternlerine sahip oldugu; fakat
timor ¢evresinde bulunan normal dokuda da metile genlerin bulundugu raporlanmigtir
(Fackler v.d., 2004). Jeronimo ve ark.’larinin yaptiklari ¢alismada ise primer timor
dokusunda 23 gen bélgesinin metilasyon analizi yapilmistir. Calisma sonucunda, normal
dokuda bu gen bodlgelerinin olmamasi ile invaziv karsinoma ve fibroadenomadan
ayrilabilecegi onerilmistir (Jeronimo v.d., 2008). Daha birgok ¢alismada, meme kanseri
gelisiminde gen metilasyonunun olduk¢a 6nemli rol oynadig: belirlenmistir. Plazma veya
serumda serbest DNA analizleri ile ilgili bir¢cok bilgiye ulasilmistir. Ayn1 zamanda, APC
ve RASSF1A gen bolgelerinde meydana gelen metilasyon analizleri meme kanseri
hastalarinin plazma ve serumlarinda birgok hastada belirlenmistir. Oldukca etkili bir
biyobelirte¢ olan metilasyon gen paterni c¢alismalarinda genellikle kanser hiicrelerinde
metile, normal dokularda metile olamayan gen bolgeleri kullanilmaktadir. Calismadan elde
edilen sonuglara gore hipermetile gen gecisinin olmasii da bekledigimiz ¢alismamizda
sadece metile olmayan RASSF1A gen bolgesinde gegis oldugu gozlendi. Hiicrelerde,

metillenmemis RASSF1A gen boélgesinde transfeksiyonun gerceklesmesi, ekspresyonun
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yiikksek oldugu anlamina gelmektedir. RASSF1A ekspresyonunun yiiksek olmasi, hiicre
siklusunun durmasina, hiicre adezyonunda, migrasyonunda ve apoptozunda degisikliklere
neden olmaktadir (Hesson v.d., 2007).

Calismada incelenen bir diger gen bolgesi ise p53°tiir. Yapilan literatiir taramalari
sonucunda, DNaz | aktivitesini ve gen mutasyonlar1 arasinda etkilesim olup olmadigini
gosteren bir arastirma mevcut degildir. p53 meme kanseri gelisiminde genellikle mutant
durumdadir (Gasco, 2002). Mutant p53 kanser gelisiminde olduk¢a 6nemli bir onkogen
olup metastaz gelisiminin birgok basamaginda 6nemli rol oynamaktadir. Meme kanseri
gelisiminde p53 mutasyonu genetik veya spotane olarak gelisebilir. p53 onkoproteini
downstream hedef genlerini aktive ederek veya hiicre proliferasyonunu bloke ederek,
hiicrelerde DNA hasar1 ve ¢esitli onkogen aktivasyonlarima neden olur. Genel olarak
diisiiniildtigti takdirde, p53 transkripsiyonel aktivitesi sonucunda, normal hiicre biiylime ve
anormal hiicre eliminasyon mekanizmalari etkilenerek potansiyel malign hiicreler ortaya
¢ikar. IARC (Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi - International Agency for Research on
Cancer) verilerine gore p53 missense mutasyonlarin %70’1 meme kanseri gelisimine neden
olmaktadir (Petitjean v.d., 2007). Calismamizda kullanilan MDA-MB-231 hiicrelerinin
ekson 8 AGA->AAA (Arg (R)-Lys (K)) missense mutasyonuna sahip oldugu literatiir
taramalar1 sonucunda belirlenmistir. Ayn1 zamanda, kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
bu hiicre dizisinin yaklasik %80 mutant oldugu belirtilmistir (Lacroix v.d., 2006). Literatiir
tamalari sonucunda, meme kanseri gelisiminde p53 ekson 5-8 mutasyonunun oldukga
onemli oldugu gorilmiistiir (Bukholm v.d., 1997; Hartmann v.d., 1995; Lacroix v.d., 2006;
Runnebaum v.d., 1991; Van Slooten v.d., 1999; Walerych v.d., 2012). Ayrica, p53 kemik
metastaz1 dahil olmak iizere metastaz gelisiminde olduk¢a ©nemli rol oynamaktadir
(Powell v.d., 2014; P. Yang v.d., 2013). Calismamizda meme kanserinde p53 mutasyonun
en fazla gorildigi bilinen ekson 5-8 iizerinde arastirma yapilmigtir. DNaz I igeren
besiyerinde inkiibe edilen hiicrelerde olusan bantlar fragmentler halinde goriilmektedir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde mevcut ekson 8 mutasyonun Kko-kiiltiir ortaminda DNaz |
iceren ve icermeyen besiyerlerinde tutulan hFOB 1.19 hiicrelerine gectigi tespit edilmistir.
p53 onkoproteini downstream hedef genlerini aktive ederek veya hiicre proliferasyonunu
bloke ederek, hiicrelerde DNA hasar1 ve cesitli onkogen aktivasyonlarina neden olur.
Genel olarak diigtiniildiigii takdirde, p53 transkripsiyonel aktivitesi sonucunda, normal

hiicre biliylime ve anormal hiicre eliminasyon mekanizmalari etkilenerek potansiyel malign
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hiicreler ortaya c¢ikar. Osteoblast farklilasmasi p53 sinyal yolagi tarafindan
diizenlenmektedir (Lengner v.d., 2006).

Calismamizda tiimor hiicrelerinden tiirevlenen serbest DNA transfeksiyonu
sonucunda osteoblast hiicrelerinde canlilik, adezyon ve proliferasyon degisimleri analiz
edildi. Proliferasyon verilerine gore, ko-kiiltiir sisteminde yer alan normal besiyerinde
MDA-MB-231 ve hFOB 1.19 hiicrelerinin proliferasyon degerlerinde énemli degisimlerin
meydana gelmedigi belirlendi. DNaz I iceren besiyerinde inkiibe edilen MDA-MB-231
hiicrelerinin, ko-kiiltiir sisteminde yer alan hiicrelerle karsilastirildiginda diistik canlilik
oranlarina ragmen proliferasyonlarinda artis oldugu gozlenmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinin canlilik oranindaki bu diisiis DNaz I duyarlilig: ile iliskilendirilmistir. hFOB
1.19 hiicrelerinin canliliginin her iki besiyeri ortaminda da ko-kiiltiir sisteminde azaldigi
belirlenmistir. Osteoblast hiicrelerinden salinan biiyiime faktorleri MDA-MB-231
hiicrelerinin sag kalimini desteklerken, osteoblast hiicrelerinin canliligini diistirmiistiir
(Krishnan v.d., 2014; Lynch, 2011). Bu durum kisir dongii ile agiklanabilir. Yapilan bu
calisma sonucunda, metastatik meme kanser hiicrelerinin osteoblast hiicreleri ile molekiiler
etkilesim halinde olduklar1 belirlenmistir.

Elde ettigimiz veriler sonucunda, ko-kiiltiir sisteminde yer alan hFOB 1.19
hiicrelerinin canliliginin azaldigir tespit edildi. Meme kanseri hiicreleri osteoblast
hiicrelerinin aktivitelerini simirlayarak apoptozunu indiikleyebilmektedir. In vitro
sistemlerde metastatik meme kanseri hiicrelerinin kemik metastazi gergeklestirdigi takdirde
osteoblast apoptozunun arttig1 belirlenmistir (Mastro v.d., 2004). Osteoblast ve meme
kanseri hiicre arasinda meydana gelen etkilesim sonucunda, osteoblast hiicrelerinin
apoptozu ile ilgili bir¢gok mekanizma Onerilmesine ragmen heniiz tam olarak
aciklanamamistir. Meme kanser hiicrelerinin osteoblastlar1 etkileme yollar1 ile ilgili
literatiirde sinirli caligma bulunmaktadir. Bunlardan biri, Michelle ve ark.’larinin yaptiklar
calisma olup, osteoblast hiicrelerinden salinan IL-6, IL-8 ve MCP-1 gibi mediyatorlerin
metastatik hiicrelere inflamatuar cevap olarak iiretebildigi Onerilmistir. Fakat olusan bu
inflamatuar sitokinler osteoklast prekiirsor hiicreleri hedefleyerek, osteoklastlar araciligiyla
kemik matriks yikimna neden olabilmektedir. Sonu¢ olarak, osteoblastlar ya kemik
birikimini baskilayarak ya da sitokin iretimini artirarak osteolitik fenotipin ortaya
¢ikmasina neden olabilir (Kinder v.d., 2008).

hFOB 1.19 hiicrelerinin Ko-kiiltiir ortaminda adeziv 6zelliklerinin artarken DNaz |

iceren besiyerinde azaldigi belirlenmistir. Adeziv karakter kazanmak, kanser hiicrelerinin



78

onemli 6zelliklerinden bir tanesidir. Ayni ortamda ancak DNaz I igeren besiyerinde hFOB
1.19 hiicrelerinin proliferasyonunun kanser hiicrelerine benzer sekilde artmis olmasi bu
hiicrelerin arasinda bir etkilesim olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda hiicre kiiltiirii sisteminde meydana gelen tiim bu etkilesimler lizerine

serbest DNA’larin ve DNaz I’in rolii hakkinda ¢esitli veriler elde edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Cesitli tan1 ve tedavi tiirleri gelistirilmis olmasina ragmen batili gelismis tilkelerde
meme kanseri kadinlar arasindaki en yaygin kanser tiiridir. Hastaligin niiks etmesi,
dormant halde kalmasi, sekonder karakterizasyon kazanmasi ve mikrometastaz gibi
Ozelliklerinden dolay1 uzun siireli tan1 ve tedavi siireci, buna ek olarak da bu etmenlerin
tam olarak heniiz anlasilamamis olmasi bu yayginligin temel nedenleridir. Bunun yaninda
her gegen giin daha etkili tedavi yontemleri ve gen amplifikasyonlar1 gibi biyobelirteglerin
gelistirilmesi bu siirecin daha etkili degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.

Meme kanseri ve kemik metastazi hakkinda yapilmis bir¢ok arastirmaya ragmen
heniiz ¢oziilmeyen bir¢ok sir bulunmaktadir.

Yapilan deneyler sonucunda;

1. DNaz I besiyeri igeren ko-kiiltiir sisteminde yer alan hFOB 1.19 hiicrelerinin
adezyonlarinda malign transformasyonun gostergesi olabilecegi diisiiniilen
azalmanin meydana geldigi tespit edildi.

2. DNaz I igeren ko-kiiltiir sisteminde MDA-MB-231 hiicrelerinin canliliginin
azaldig1 ve dolayisiyla besiyerinde serbest DNA miktarinin arttigi belirlendi.

3. Besiyerinde MDA-MB-231 hiicrelerinden koken alan DNA’larin  varlhigi
gozlendi.

4. DNaz I igeren besiyerinde, DNA fragmentleri tespit edildi.

5. MDA-MB-231 hiicre dizilerinde var oldugu bilinen p53 ekson 8 mutasyonunun,
horizontal gen transfeksiyonunun, hFOB 1.19 hiicrelerine gerceklesigi
belirlendi.

6. MDA-MB-231 hiicrelerinden APC1A ve APCI1B metile gen bdlgesinin

transfeksiyonu gosterildi.

Deney hayvanlar lizerinde dnceden yapilan ¢aligmalarda gosterilen “Genometastaz
Hipotezi” ile ilgili deney sonuglar1 goz oniinde tutularak, bu ¢alismada in vitrokosullarda
hiicrelerde benzer bir deneysel model olusturulmustur. Olusturulan bu model ile, meme
kanseri hiicrelerinde bulunan p53 ekson 8 mutasyonu, APC1A ve APC1B

hipermetilasyonunun normal osteoblast hiicrelerine gecisi tespit edilmistir. Ayrica,
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genometastaz hipotezinde 6ngoriilen horizonal gen transferini saglayan serbest DNA’larin
aktivitesinde DNaz I’in etkiliolabilecegi gosterilmistir.

Calismadan elde edilen tiim bulgular, yorumlar ve degerlendirmeler 1518inda, bu
etkilesimlerin daha detayli ¢alismalarla aydinlatilmasinin, kanser ve metastazi konusunda

farkli bakig agilarinin olusturulmasina yardimci olacagi diistiniilmektedir.
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