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OZET

Ibrahimova, Nargiz., (2024). DNA Metiltransferaz 1 Gen ifade Diizeyinin Pc3 Metastatik
Prostat Kanseri Hiicre Soyunda Belirlenmesi. Istinye Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitus,
Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Prostat kanseri, erkekler arasinda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir, hastaligin
ilerlemesi ve gelisiminde DNA metilasyonunun 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Bu arastirmada, metastatik prostat kanseri hicreleri olan PC3 ve LNCaP hicrelerinde
DNA Metiltransferaz 1 (DNMTT1) gen ifadesinin belirlenmesi amaglanmistir. Metastatik
PC3 hucreleri ve az metastatik LNCaP htcreleri RPMI-1640 besiyerinde kilttire edilip,
pasajlandiktan sonra RNA izolasyonu ve cDNA sentezi i¢in kullanilmistir. DNMT1
gen ifadesinin belirlenmesinde gRT-PCR analizi yapilmistir.

gRT-PCR analizi sonuglarina gore, PC3 ve LNCaP hicrelerinde DNMT1 gen ifade
diizeylerinin belirlendigi gozlemlenmistir. Her bir ornekte en az 3 adet Cp degeri
alinmis ve bu degerlerin ortalamasi kullanilarak gen ifade diizeyleri hesaplanmistir.

Yapilan degerlendirme sonucuna gére metastatik olan PC3 kanser hiicre hatt1 ile az

metastatik olan LNCaP kanser hiicre hatt1 arasinda 0,80 kat ifade farkliligi oldugu
bulunmustur.

Calismamiz, PC3 metastatik prostat kanseri hicrelerinde DNMT1 gen ifadesinin
belirlenmesiyle ilgili veriler sunmaktadir. Elde edilen sonuglar, DNMT1'in prostat

kanseri patogenezindeki roliiniin anlasilmasinda ve potansiyel terapotik hedef olarak
kullanilmasinda katkilar saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, DNA metilasyonu, PC3 hiicre hatti, DNMT1 gen
ifadesi

xii



ABSTRACT

Ibrahimova, Nargiz., (2024). Determination of Expression Levels of DNA
Methyltransferase 1in Pc3 Metastatic Prostate Cancer Cell Line. . Istinye University,

Postgraduate, Medical Biology and Genetics. Master Thesis. Istanbul.

Prostate cancer is one of the most common types of cancer among men, and it is known
that DNA methylation plays a significant role in the progression and development of the
disease. This study aims to determine the expression of DNA Methyltransferase 1
(DNMT1) in metastatic prostate cancer cells, specifically PC3 and LNCaP cells.
Metastatic PC3 cells and less metastatic LNCaP cells were cultured in RPMI-1640
medium, and after being passaged, they were used for RNA isolation and cDNA
synthesis. qRT-PCR analysis was performed to determine DNMT1 gene expression
levels.

According to the gRT-PCR analysis results, DNMT1 gene expression levels were
determined in both PC3 and LNCaP cells. At least three Cp values were obtained for
each sample, and the average of these values was used to calculate gene expression
levels.

The evaluation revealed a 0.80-fold difference in expression between the metastatic
PC3 cancer cell line and the less metastatic LNCaP cancer cell line. Our study provides
data on DNMT1 gene expression in metastatic PC3 prostate cancer cells. The results
obtained may contribute to understanding the role of DNMT1 in the pathogenesis of

prostate cancer and its potential use as a therapeutic target.

Key Words: Prostate cancer, DNA methylation, PC3 cell line, DNMT1 gene expression
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1. GIRIS

Kemik metastazi en sik genitouriner tlmorlerde gorilir. Bunlar arasinda en
fazla prostat, mesane ve renal hiicreli karsinomlarda kemik metastaz1 goriiliir. Ozellikle
primer tiimorlerin biiylime ve  metastazini  timorin mikrogevresinde yerlesen

epigenetik degisikler etkilemektedir (Sozen ve ark., 2014).

Epigenetik modifikasyonlar, DNA dizisinde degisiklik olmadan gen ifadesinin
bolgesinde ve dizisinde meydana gelen degisikliklerdir ve kromatin yapisinin
stabilitesinden, genom  biitinligiinden, gen ifadesinin doku tipine 06zgi
diizenlenmesinden, embriyonik gelisimden, genomik imprinting ve inaktivasyondan
sorumludur. En 6nemli epigenetik mekanizma, bir diger epigenetik mekanizma olan
histon modifikasyonu ile iligkili olan DNA metilasyonudur. Epigenetik isaretlerin kiigik
olcekli incelenmesi kanseri anlamak icin énemlidir. Ornegin, tiimor baskilayici genlerin
hipermetilasyonu, transkripsiyonel baskilanmalart ile iligkilidir ve kanserin
tamimlanmasinda 6nem arz etmektedir (Bolton ve ark., 1984; Davies ve Gardner, 2002;
Plusa ve ark., 2002).

Memeli genomlarinda DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz adi verilen
enzimler tarafindan gergeklesir. DNA metiltransferazlar, CpG adalar1 olarak da bilinen
genomik DNA'daki CpG diniikleotidlerini hedef alir. Bu enzimler, DNA metilasyon
paternlerinin diizenlenmesinde kritik rol oynar. Yapilan arastirmalar, DNMTL1'in artan
gen ifadesinin, DNA metilasyon profillerinde belirgin degisikliklere neden oldugunu
ortaya koymustur (Marikawa ve Alarcon, 2012). Gen ifadesinin diizenlenmesi ve

genom stabilitesi lizerinde de bu degisiklikler 6nemli etkiler yaratabilir.

DNMTI1 enzimi bir¢ok sinyal yolaginin hedeflerinden biridir ve bu yolagin
strekli aktivasyonu nedeniyle Ozellikle kanser sirasinda asir1 eksprese edilir (Fleming
ve Pickering, 1985; Johnson ve McConnell, 2004).

Wnt/B-katenin sinyal yolu, iirogenital sistemin gelisiminde 6nemli bir yoldur.
DNMT1'in stabilitesi bu modifikasyonlar tarafindan kontrol edilir. DNMT1 stabilitesini
diizenleyen onemli enzimlerden biri deubikitinaz HAUSP (USP7) ve digeri de E3
ubikitin ligaz olan UHRF1'dir. DNMTL'in stabilitesi,ou proteinlerin  gen ifade
seviyeleri ile dogrudan baglantilidir (Fleming, 1987; Johnson ve Ziomek, 1981;

1



Suwinska ve ark., 2008). Hiicre i¢cindeki DNMT1’in dengesi ve fonksiyonu i¢in bu

enzimlerin varlig kritik 5neme sahiptir.

DNMTL'in yiiksek gen ifadesi genitotiriner kanserlerde yaygindir. Su ana kadar
yapilan arastirmalar, yalnizca genitoliriner kanserlerde degil, diger kanser tiirlerindeki
bu artisin nedenlerini tam olarak agiklayamamustir. Bu baglamda ilk olarak insan
mesane kanseri hiicre hatti1 olan T24, Caki-2 insan bobrek hiicreli karsinom hiicre hatti
ve LNCaP ve PC3 insan prostat hiicre hatlarinda GSK3p inhibitorleri kullanilarak
Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktive edilmistir. Bu etkinin DNMTI1, B-katenin ve
PGSK3p (Ser9) protein ifade diizeyleri (izerindeki etkisi ortaya ¢ikarilmistir. ikinci
olarak, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin inaktivasyonu i¢cin DNMT inhibitorleri kullanildi
ve ardindan DNMT1, HAUSP ve UHRF1 enzim ifadesindeki degisiklikler belirlendi.
Yapilan calisma, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin genitotiriner kanserlerdeki DNA
metilasyonunda rol oynayan DNMT1, HAUSP ve UHRF1 enzimlerinin ifade
diizeylerini belirlemede 6nemli bir rol oynadigini ilk kez gosteren ¢alismadir (Braude ve

ark., 1988).

Gen ifadesinin diizenlenmesi bir¢ok mekanizmayi igerir. Bunlardan biri de
epigenetik kontrol mekanizmalaridir. Epigenetik mekanizmalardan en ¢ok calisilanlar
arasinda DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar: da yer alir. Genlerin dizenleyici
bolgelerindeki CpG adalarinin metilasyonu, bu genlerin transkripsiyonunu ya tamamen
ya da kismen durdurur. Ayrica, gen ifadesinin bastirilmasina neden olan diger bir
epigenetik mekanizmada histon modifikasyonudur. Histon modifikasyonlari, kromatin
yapisinin  diizenlenmesinde ©6nemli bir rol oynar. Bu modifikasyonlar, histon
proteinlerinin N-terminal uglarinda yerlesen amino asitlerdeki kimyasal degisikliklerdir.
Ozellikle, histon 3(H3) iizerinde yapilan deasetilasyon, H3 lizin 4(H3K4) iizerindeki
demetilasyon ve H3 lizin 9(H3K9) {izerindeki metilasyon, kromatinin sikismasini ve
gen ifadesinin dizenlenmesini etkileyen heterokromatin bolgelerin belirtecleridir. Bu
modifikasyonlar, gen ifadesinin artirilmasi veya baskilanmasi ile sonuglanabilir ve
hlcredeki bir¢ok biyoloji siireci etkiler. Hiicre dongusu, blyime ve 6lim, sinyalizasyon
ve gen duzenlemesini kontrol eden genlerdeki anormal epigenetik diizenlemeler
mesane, bobrek ve prostat kanseri olmak iizere birgok kanser tiiriinde bulunmustur

(Marikawa ve Alarcon, 2009).



2. GENEL BILGILER

Gen ifadesinin dilizenlenmesi bir¢ok mekanizmay1 igerir. Bunlardan biri de
epigenetik kontrol mekanizmalaridir. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu sik
calismalarda kullanilan epigenetik mekanizmalar arasindadir. Genlerin diizenleyici
bolgelerindeki CpG adalarinin metilasyonu, bu genlerin transkripsiyonunu ya tamamen
durdurur ya da kismen durdurur. Histon modifikasyonu da, gen ifadesinin
bastirilmasinda o6nemli rol oynayan bir diger epigenetik mekanizmadir. Histon
modifikasyonlar1 arasinda, histon 3 (H3) deasetilasyonu, H3 lizin 4 (H3K4)
demetilasyonu ve H3 lizin 9 (H3K9) metilasyonu gibi ¢esitli islemler bulunmaktadir.
Bu modifikasyonlar, heterokromatik bdlgelerin belirtecleridir ve gen ifadesinin
duzenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Hicre dongusind, blylmeyi ve 6limi
kontrol eden genlerdeki anormal epigenetik yeniden duzenlemeler mesane, bobrek ve
prostat kanseri de dahil olmak iizere kanser tiirlerinin bir¢ogunda bulunmustur (Morgan
ve ark., 2005; Vassena ve ark., 2011).

2.1. DNA Metilasyonu

Bilinen dort bazin yami sira, metillenmis sistein kalintilar1 6zellikle yiiksek
Okaryotik genomlarda CpG diniikleotid bolgelerinde (CpG adalari) bulunur. DNA
metilasyonu, genellikle adenin ve sitozin bazlarinda, hem prokaryotik organizmalarda
hem de okaryotik organizmalarda meydana gelir. ilk kez 1948 yilinda Hotchkiss
tarafindan sigir timusunda kanonik diizende gozlemlenmistir. Hayvan genomlarinda,
Metilasyon testi genellikle DNA'nin belirli bolgelerinde ozellikle 5-CpG-3'
dinukleotidindeki sitozin bazinin 5. karbona bir metil grubu (-CH3) baglandiginda
gerceklesir (Sekil 2.1). DNA’nin biiyiik bir kismina baglanacak olan bir metil grupu,
Watson/Crick baz eslesmesine miidahale etmeyecek ancak DNA-protein etkilesimine

mudahale edecektir (Pradhan ve ark., 1999).

Insan ve fare genomlarindaki CpG diniikleotidlerinin %3-8'1 metillenmistir. CpG
adalar1 temel genlerde (“housekeeping” genler olarak adlandirilir), doku tipine 0zgl
genlerin 5' promotdr bolgesinde ve genlerin ekzonlarinda bulunur. Insan genomunda
genellikle 45.000’in {izerinde CpG adasi1 vardir ve bu bolgelerin ¢ogu normal hiicrelerde

metillenmemis durumdadir. Bu sitozin modifikasyonu DNA replikasyonundan sonra



gerceklesir ve DNA metiltransferazlar (MTazlar) tarafindan katalize edilir. DNA
metiltransferaz enzimleri, CpG adalari olarak adlandirilan ve genomik DNA’da yerlesen
bu adaciklar1 substrat olarak kullanir. DNA metiltransferaz ilk olarak 1964 yilinda Gold
ve Hurwitz tarafindan kesfedilmistir. {lk memeli DNA MTaz Razin ve ekibi tarafindan
kesfedilmistir ve su anda Dnmtl (DNA metiltransferaz) olarak adlandirilmaktadir. TUm
DNA MTazlar metil bolgesi olarak S-adenozil-L-metiyonin (AdoMet) kullanir.
Epigenetik bilginin 6nemli parcalarinda biri de DNA’da depolanmis, DNA
metilasyonudur. Bu nedenle DNA metilasyonunun hayvanlarda gen Uretimi, hiicre
bliylimesi ve farklilasmasimin diizenlenmesi, kromozom biitiinliigiiniin korunmast,
ebeveyn baskist ve X kromozomu inaktivasyonu gibi bir¢ok &nemli islevi olmasi
sasirtict degildir. Ek olarak, DNA metilasyonu homolog rekombinasyonun engellenmesi
ve endojen retrovirislerin susturulmasi gibi 6nemli biyolojik siire¢lere katkida bulunur.
Genomik metilasyon modellerindeki somatik degisiklikler kansere ve yaglanmaya da
katkida bulunur. Bu nedenle, hayvanlarda normal embriyo gelisimi i¢cin DNA
metilasyonu gereklidir. Bu reaksiyonun en kot kismi  metillenmis sitozinin
deaminasyonudur. Metilsitozin (mC) timin bazina deamine olur. Metillenmemis sitozin
urasile deaminasyona ugrar, ancak bu durum DNA tamir sistemi tarafindan algilanir ve
etkin bir sekilde urasil-deglikozilaz yolu ile onarilir. Bu nedenle CpG bélgesi, germline
ve edinilmis somatik mutasyonlarin yaklasik %30'undan sorumlu olan 6nemli bir

mutasyon bdlgesidir (Hanna ve ark., 2018).

AdoMet + DNMT
NH: J— NH:
P 4 CHs

LA )%0

=

DNA Demetilaz B
Sitozin 5-meSitozin

Sekil 2. 1. Sitozin metilasyonunun biyokimyasal yolagi (Baylin, 2005)



Buna ek olarak, DNA metilasyonunun hedef genlerin ifadesini diizenlemek icin
metilasyon, ubikitinasyon, fosforilasyon ve asetilasyon gibi dinamik histon

modifikasyonlariyla is birligi yaptig1 goriilmektedir (Ehrlich, 2003).

2.1.1. DNA Metilasyon Dinamigi

Memelilerde, DNA metilasyonunun yeniden  programlanmasinin,
preimplantasyon embriyonun tim genomu boyunca neredeyse tam metilasyondan sonra
germ hucrelerinde ve preimplantasyon embriyolarda meydana geldigi bilinmektedir.
Bu surec¢, mevcut epigenetik bilgiyi ortadan kaldirmak ve biliylime dongiisiinii yeniden
baslatmak igin gereklidir. Sperm kromatininin yeniden programlanma stireci, déllenme
gerceklestikten hemen sonra baslar ve© DNA replikasyonu baglamasindan hemen 6nce
tamamlanir. Bu slrecte spermdeki protaminler asetillenmis histonlarla degistirilir,
bdylece kromatin yapisinda yeniden diizenlenme siireci baslar ve embriyonik gelisim
icin uygun bir ortam saglanir. Metilasyon-demetilasyon doniisiimiiniin mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamistir.  Ebeveynin  genomu her bolinmede pasif
mekanizmalarla kademeli olarak demetilasyona ugrar. Bu donemde genomdaki 6nemli
genlerin ve tekrarlayan dizilerin metilasyonu azalir. Bununla birlikte, ¢ogu baskilanmig
gen ve retrovirus genellikle bu siirecten etkilenmez ve metilasyon isaretleri korunur. Bu
bolgeler farkli embriyonik ve ekstraembriyonik implantasyon hatlar1 i¢in yeni ve
yeniden metillenir. Metilasyonun yeniden saglanmasi, de novo metilasyon

aktivitelerinin etkili bir sekilde ¢alismasina baghdir (Bestor, 2000).

DNA metilasyonu baslangi¢ asamasinin ardindan viicut hiicrelerinde siirekli
olarak devam eder ve bu hiicrelerin islevlerini diizenler. Somatik hiicre genomlari sperm
ve yumurta genomlarindan daha az metillenmistir. Benzer bir yeniden programlama
dongiisii, germ hiicresi metilasyonu sirasinda tiim genomun demetilasyonu yoluyla
erkek ve disi primordial germ hiicrelerinin gelisimi sirasinda meydana gelir. Erkek ve
disi germ hattinda tekrarlanan metilasyon, gametogenez siirecinin ¢esitli asamalarinda
tekrarlanan bir siire¢ olarak gergeklesir. Huicrelerdeki bu yeniden programlama,
imprinting'i yeniden baslatmak icin gereklidir ve epigenetik degisikliklerin ortadan

kaldirilmasinda rol oynar (Barau ve ark., 2016; Uysal ve ark., 2015).



2.1.2. Epigenetik Sinyal Bakimindan DNA metilasyonu
Tekli yada ¢oklu CpG adalarinin metilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin
DNA'ya birlesmesini bozabilir veya mC-baglayici proteinlerin  bu bdlgelere
birlesmesine sebep olabilir. Bu nedenle, DNA metilasyonu genel olarak kromatin
yapisinin stabilitesi ve organizasyonu ile yakindan iligkilidir. Metillenmemis bolgelere
Okromatin bolgeler, hipermetillenmis bdolgelere ise heterokromatin bolgeler denir

(Feinberg, 2000; Feinberg ve ark., 2002; Kumar ve ark., 1994).

DNA metilasyonu genellikle asetilasyon, fosforilasyon ve ubikitilasyon gibi
histon modifikasyonlar1 ile iliskilidir. DNA ¢ogunlukla metillenmemis oldugunda,
histonlar asetillenir, DNA metillendiginde ise histonlar ¢ogunlukla deasetillenir ve
H3K9 metillenmis pozisyondadir (Sekil 2.2). Baskilanmis kromatin yapilari, DNA
metilasyonu ve histon kuyrugu deasetilasyonunun birlikte calisarak birbirlerine etki
etmesinden olusur. Bitkilerde ve mantarlarda, H3K9 metilasyonu yeni metilasyona yol
acar. Buna karsilik, Arabidopsis ve insanlarda CG metilasyonunun kaybi H3K9
metilasyonunu etkileyerek epigenetik diizenlemelerde 6nemli bir degisime yol agar.
Boylece, DNA metilasyonu, H3K9 metilasyonu ve histon deasetilasyonu, kendi kendini
organize eden bir epigenetik manzaranin olusmasina yol agar. Bu yapi, aktif ve inaktif
durumlar arasinda gegis yaparak gen ifadesini diizenleyen yar1 epigenetik bir
modifikasyondur. Islevi kontrol eden genlerin kaliimi ¢ok oOnemlidir ve geri
donddrilemez. Ek olarak, heterokromatin ve ékromatin bolgeleri replikasyon siireci ve
zamanlamasi agisindan farklilik gosterir. Heterokromatin bolgeler daha uzun sirede
cogalirken, Okromatin bolgeler daha az siirede cogalir. Heterokromatin yapilarin
yaranmasi, antibiyotiklerin etkinligini ve stabilitesini biiyiik ol¢tide artirir (Araujo ve
ark., 2001).



Sekil 2. 2. DNA metilasyonunun transkripsiyonel baskilanmadaki roli. HDAC;
Histon deasetilaz, TF; Transkripsiyon faktorl, CR; Ko-aktivator, HAT; Histon asetilaz,
MBP; Metil sitozin baglanma proteini, DNMT; DNA MTaz enzimi, CR; Korepresor
(Baylin, 2005)

2.2. DNA Metiltransferazlar

Klonlanmis ve izole edilmis ilk DNMT enzimi Haemophilus haemolyticus'tan
elde edilmistir. Okaryotik DNMT'lerden ii¢ kat kiiciik olan bu DNMT enzimi 327
amino asit uzunlugundadir. DNMT ailesinin 6karyotlarda tanimlanmig 5 {iyesi vardir
(Posfai ve ark., 1989);

Memelilerde DNMT’ler en az {i¢ yapisal bolge igerirler;

* “N ucu diizenleyici domain: niikleusta DNMT’lerin lokalizasyonundan
sorumludur, bu bolgede proliferatif hiicre niiklear antijen baglayict domain (PBD),
niiklear lokalizasyon sinyal (NLS), sisteince zengin ¢inko parmagi DNA baglanma
motifi (ATRX), polibrom homoloji domain (PHD) ve PWWP tetrapeptid kromatin-

baglanma domain’leri bulunmaktadir”.



» C ucu katalitik domain; karakteristik olarak farkli on sekans modifi igerirler.
Evrimsel sirecte alt1 tanesi korunabilmistir; motif I, IV, VI, VIII, IX ve X

» Merkez baglayict; tekrarlanan KG’lardan (glisin-lizin) olusur (Sekil 2.3).

Regijlatﬁr Domain Katalitik Domain
A

- ~N 7 ~

PCNA Replikasyon Csy-zengin Korunmus
NLS foci hedefi HDAC ga1 BAH2 metiltransferaz motif

ovvrs CN BN BN RN [ (0000 v

[AVARVIRVITT RN b 953

Csy-zengin Korunmus
PWWP HDAC metiltransferaz motif

onmTe BB [ ] ] e
w wvi xX x
Csy-zengin Korunmusg
PWWP HDAC metiltr: ansleraz motift
onumaTas A ] ] -
w wvi X x
Csy-zengin
HDAC
DNMT3L - a2 kDa

Sekil 2. 3. Memeli DNMT iiyelerinin genel yapisi (Turek-Plewa & Jagodzinski,
2005)

Memeli sitozin DNA MTazlar segtikleri DNA substrati i¢in 2 gruba ayrilir: yeni
MTazlar (DNMT 3A ve 3B) ve idame MTazlar (DNMT1). Memeli DNA metilasyon
modeli, de novo MTaz DNMT3A ve DNMT3B tarafindan erken gelisimde replikatif
mC'ye donistiiriilirken, idame MTaz DNMTI, replikasyon modeli sirasinda
hemimetillenmis DNA'ya metil gruplar1 ekleyerek somatik hiicrelerde ¢ogalir (Chuang
ve ark., 1997).

2.2.1. DNMT1 Enzimi

Memeli DNA MTaz’lardan ilk kesf edileni DNMT1’dir. Replikasyon sirasinda
DNA metilasyon modellerinin dizenlenmesinden sorumlu énemli bir enzimdir. Gen
Kromozom 19 {izerinde bulunur. Hemimetillenmis DNA'ya in vitro afinitesi,
metillenmemis DNA'ya gore 5-40 kat daha yuksektir. Ancak, enzimin de novo
metilasyon yetenegi olduk¢a zayiftir. Prokaryotik bir DNMT ile memeli DNA
baglayici bir proteinin birlesmesi sonucu DNMT1 enzimi olusturulur (Easwaran ve ark.,
2004).



DNMT1 enziminin 621 amino asitlik bliyuk bir N-terminal alani ile 500 amino
asitten olusan kucik bir C-terminal katalitik alani vardir (Sekil 2.3). N-terminal motifi
DNMT1 enziminin aktivitesi i¢in gerekli olmamakla birlikte, hemimetillenmis ve
metillenmemis DNA ipliklerinin ayrilmasinda 6nemli bir role sahiptir. N-terminal alani
farkli islevlere sahip alt alanlar icerir. PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
baglanma alan1 (PBD), heterokromatin hedefleme dizisi (TS), CXXC tipi ¢inko parmak
alanlar1 ve iki bromodial terminal homoloji alan1 (BAH1 ile BAH2). DNMT1'in N-
terminal alanmi, 7 KG'lik bir tekrar dizisi aracilifiyla C-terminal alanina baglanir.
DNMTI1 S fazi sirasinda replikasyon odaklarina lokalize olurken, zigotta c¢ekirdegin
disinda kalir ve sitoplazmada depolanir. Dollenmis yumurtadaki ilk DNA replikasyon
islemi sirasinda, DNA metilasyonu, DNA replikasyonuyla ayn1 anda degil birbirinden
ayr1 olarak devam eder. Bu disi genomunun pasif demetilasyonu olup, bu siirecin bir
parcasi olarak gerceklesir. Bu enzimin N-terminal alaninin bazi  kisimlar tavuk
polibromin-1 proteinine homologdur ve iki BAH alan1 igerir. Bu BAH'larin proteinler
arasindaki etkilesimlerde 6nemli bir rol oynadigi one siiriilmektedir. Polybrom-1
proteininin, cesitli kromatin yapilariyla etkilesime girerek aracilik ettigi bilinmektedir.
DNMTI1'in polibrom alani, replikasyon sirasinda DNMT1'in ¢ekirdek icindeki
hareketinde kritik bir rol oynar. BAH alanlar1 kromatinle baglantili bircok proteinde
bulunur. Bu agiklamaya gore, DNMT1'in N terminali, DNMT]1 katalitik aktivitesinin ve
hiicre i¢i saliniminin diizenlenmesi i¢in gereklidir. DNMT1'in memeli hiicrelerindeki
temel islevi, en c¢okta epigenetik stabiliteyi saglamak ve DNA metilasyonunu
strdlrulmektir. Farelerde yapilan caligmalar, DNMT!'in yoklugunun genellikle
embriyonik Oliime veya gelisimde ciddi anormalliklere neden oldugunu gostermistir.
DNMTT eksikligi, DNA metilasyonunda belirgin bir azalmaya ve hastaliklara neden
olabilir. DNMT1'in katalitik alani, proteinin C-terminal bodlgesinde yer alir ve 500
amino asitten olusur. Katalitik alan on benzersiz motif igerir; I, 1V, VI, VIII, X ve IX
(Robertson ve ark., 2000).

DNMT1 farkli bir ¢eviri gegmisine sahiptir ve bu nedenle farklidir (Sekil 2.4).
1616 amino asitlik varyant ¢ogunlukla insan somatik hicrelerinde gortlir. DNMTL1'in
DNMTlo adi verilen kisa, hastaliga 6zgii bir formu preimplantasyon gelisiminde ve
oosit sirasinda ifade edili. DNMTlo, N-terminal 114 amino asit kalintilarindan

yoksundur ve in vivo bozunmaya karsi stabildir. DNMTlo proteininin stabilitesi,



DNMTlo'nun ooplazmik depolanmasina ve embriyonik S fazi sirasinda baskilanmis
alellerinin metilasyon modelinin korunmasina izin verir. Bagla bir Dnmtl izoformu
Dnmtlb'dir. 48 ek niikleotid igerir ve ekzonlardan 4 ve 5’in arasinda yerlesir. Islevi

hala belirsizdir (Easwaran ve ark., 2004).

amino asit rezidiis
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Sekil 2. 4. DNMT1 enzim izoformlar1 (Hermann, Gowher & Jeltsch, 2004)

CpG adalar1 normal dokularda siklikla metillenmemis olsa da kanser hiicrelerinde
gen inaktivasyonu sirasinda CpG adalarimin  metillenmesine siklikla rastlanir.
Metilasyon modellerindeki bu degisiklikler genellikle DNA MTaz seviyesi ile iligkilidir
ve birgok calisma insan tiimdrlerinde DNMT1 ekspresyonunun arttifini gostermistir.
DNMTI1, DNA'nin hemimetillenmis bolgelerini substrat gibi algilar. Bundan baska
DNMT'in aktivitesi, hem N-terminal hem de C-terminal bolgelerin isbirligiyle saglanir
(Grayson ve Guidotti, 2013; Rountree ve ark., 2000).

2.2.2. DNMT2 Enzimi
DNMT?2, yalnizca C-terminal alanini igeren en kii¢iik DNA degistiricidir.

Bununla birlikte, DNMT2'nin aspartat transfer RNA'y1 (tRNAasp) metillestirdigi
goriilmektedir. Bu nedenle, DNMT2'nin DNA MTaz aktivitesi tartismali bir konudur.
Bu enzim DNA hasarini tanimak ve DNA rekombinasyonunu veya mutasyonunu

onarmak icin gereklidir (Turek-Plewa ve Jagodzinski, 2005).
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2.2.3. DNMT3 Enzimi
DNMT3A ve DNMT3B benzer yapiya sahip yeni MTazlar olmalarina ragmen,
siras1 ile 2p23 ve 20gl1l.2 kromozomlarinda bulunurlar. Bunlar, DNA'y1
hemimetillemeden, CpG dinUkleotidlerini metilleyebilir. Bu enzimler, 6zellikle erken
embriyonik gelisim sirasinda DNA'nin de novo olarak metilasyonundan sorumludurlar.
DNMT3A ve 3B'nin PHD alanlar1 6zellikle metillenmemis H3K4 histonlarini tanir ve
bu nedenle DNA metilasyonu ile histon modifikasyonu arasinda bir baglanti

saglayabilir (Hermann ve ark., 2004).

DNMT3A ve DNMT3B'nin aktiviteleri farkli embriyonik dokularda azalir ve
yetiskinlerde cok diisliktiir. DNMT3A neredeyse tiim hiicrelerde ifade edilirken,
DNMT3B diisiik seviyelerde ifade edilir ve bu ifade genellikle testis, tiroid ve kemik
iligi gibi belirli dokularla sinirlidir. DNMT3B'nin bir¢ok tiimor hiicre hattinda artmis
oldugu gozlemlenmistir, bu durum da bu enzimin kanserde Onemli bir islevi
olabilecegini diisiindlirmektedir. DNMT3A ve DNMT3B, DNMTI1 ile etkilesime
girerek hedef genlerin ifadesini inhibe eden HDACL'i aktive eder. DNMT3B, bilhassa
kromozomlarin etrafindaki uydularda tekrarlayan dizilerin metilasyonundan sorumlu
bir enzimdir (Yoder ve ark., 1997).

2.2.4. DNMT3L Enzimi

DNMT3L (DNA sitozin benzeri 5-metiltransferaz) proteininin metiltransferaz
aktivite bolgesi motifi, belirli bir silinme olay1 sonucunda kaybolmustur. Bu ylzden,
diger yeni DNMT'ler ile birlestirilmelidir. Kromozom 21q22.3 iizerinde yer alir ve
DNA paterni sirasinda postnatal disi germ hiicrelerinde ifade edilen maternal olarak
baskilanmis genlerin metilasyonundan 6zellikle sorumludur. DNMT3L, PHD benzeri
motifi araciligiyla HDAC1'i baglar ve aktiflestirir. HDAC1 aktivitesinin rolu, kromatin
yapisinin diizenlenmesi ve transkripsiyonel kontrolde onemli bir faktor oldugunu
gostermektedir.  Kristalografik  ¢alismalar DNMT3L'nin H3  histonunun N
terminalindeki lizin 4'liin metillenmemis oldugunu fark ettigini ve de novo metilasyonu
tetikleyerek hedef lizerinde DNMT3A varyantlarinin aktivasyonuna ve ise alinmasina

yol actigin1 gostermektedir (Trasler ve ark., 1992).

DNMT3L, DNMT3A ve DNMT3B'nin C terminaline baglanarak enzim
aktivitesini artirir.  DNMT3L, DNMT3A'min aktivitesini 1,5 kat arttirirken
DNMT3B'nin aktivitesini ise 3 kat artirir. DNMTL'in aktivitesi izerinde herhangi bir
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etkisi bulunmamaktadir. Buna ilaveten, DNMT3A/DNMT3L kompleksi, DNMT3A'nin
DNA'ya baglanma konusunda DNMT3A'nin tek basina sahip oldugundan daha yiiksek
bir afiniteye sahiptir. Bu, DNMT3L'nin ¢ekirdege girdigini ve aktif DNMT3A ve
DNMT3B i¢in bir transkripsiyon unsuru olabilecegini gostermektedir. Ancak,
DNMT3A ve DNMT3B, DNMT1 promotérinin metilasyonunu aktive ederek
DNMT3L'nin diizenlenmesinde isbirligi yapar (Kurihara ve ark., 2008; Okano ve ark.,
1998).

2.3. DNMTV’in Etkilestigi Faktorler Aracihgiyla Duzenlenmesi

DNMT1 enzimi, tek hicrelerden izole oldugunda islevini kaybeder. Bu enzimin
islevini yerine getirebilmesi i¢in belirli proteinlerle etkilesimde bulunmasi
gerekmektedir. DNMT1'in PCNA ile direkt etkilesimi, metilasyon aktivitesini iki kat
artirir.  Bu baglanma sayesinde, hicrelerdeki DNMT1 her 0,35 saniyede bir her
nikleotide bir metil grubu eklerken, rekombinant DNMT1 her 70 ila 450 saniyede bir
metil grubu ekler (Sekil 2.5). Ayrica, enzim aktivitesini arttiran diger bir etken de
uyarici proteinlerle etkilesimdir. Maya iki hibrid ve/veya biyokimyasal ¢alismalarda,
DNMTI1'in PCNA ve p21WAF1 gibi katalitik replikasyon catali faktorleri ve sikline
bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri ile etkilesime girerek hiicre dongiisii diizenlemesinde
rol oynadig1 gosterilmistir. Ayrica, p21 WAF1'in, DNA replikasyonunu dogrudan inhibe
etmek icin PCNA ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Inhibe edilmis DNA replikasyonu
DNMT1’i inhibe edebilir. DNMT!1'in ekspresyonu DNA replikasyonu ile yakindan
iligkilidir (Ostler ve ark., 2007).

DNMT!1'in etkilesimde bulundugu diger protein gruplari arasinda MeCP2,
UHREF ailesi ve MBD2/3 gibi metil CpG baglayici proteinler yer alir. MeCP2, DNA'ya
baglanarak kromatinin yogunlagsmasini saglar ve bu siirecte represdr aktivitesiyle
DNMTI1 ile etkilesime girer. MeCP2 ve MBD2 spesifik olarak metillenmis CpG
bolgelerini tanirken, MBD3 histon deasetilazlar HDAC1 ve HDAC?2 ile bir kompleks
olusturur ve Dnmtl ile etkilesime girer. Bu etkilesimler sonucu zayif bolgelerdeki DNA
hipermetilasyonu ile histon hipoasetilasyonu birbirleriyle baglanti olusturur. DNMT1 ile
iligkili protein (DMAP1) bu kompleksin  bir diger igerigidir. DNA metilasyonunu
destekleyen bir diger onemli kofaktor de UHRFI kofaktoriidiir. Embriyonik kok
hiicrelerde uhrfl geni genetik olarak devre dig1 birakildiginda, bu durum, dnmt-a'ya

benzer sekilde genomik hipometilasyona neden olur. UHRF1, S fazinda DNMT]1 ile
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etkilesime gecerek, SET ve RING ile iligkili bolgelerdeki (SRA) hemimetillenmis
DNA'da birlikte lokalize olur. DNMT1-UHRF1 etkilesimi stabiliteyi saglar. DNMT1L,
hicrelerdeki DNA metilasyonunu diizenleyen de novo DNA metiltransferazlar1 olan
DNMT3A ve DNMT3B ile etkilesim iginde olur (Arand ve ark., 2012; Shirane ve ark.,
2013).
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Sekil 2. 5. DNMTZ’in etkilesimde oldugu proteinler (Qin, Leonhardt & Pichler, 2011)

H3K9 metilasyonunu diizenleyen Okaryotik histon transferazlart Suv39HI1 ve
EHMT2, DNMTZ’in etkilesimde oldugu baska bir protein grubudur. Embriyonik kdk
hlcrelerde ehmt2 ve suv39h'nin genetik olarak ablasyonu, genomik DNA'da bdlgesel
DNA hipometilasyonuna ve perisentrik uydu tekrarlarinin DNA metilasyonundaki
degisikliklere yol agar. Ayrica DNMTI, polietilen grubu (PcG) proteinleri EZH2 ve
EED ile etkilesime girer. PRC2/EED-EZH2 kompleksi, H3K27 metilasyonunu
gerceklestirir.  EZH2, DNMTL'i hedef genlere toplayarak promotér metilasyonuna
aracilik eder. Son c¢alismalar, DNMT1'in inhibe edilmesinin PcG protein

ekspresyonunu azalttigini ve hiicresel yaslanmay1 tesvik ettigini gdstermistir (Ko ve
ark., 2005).
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Kromatin yeniden sekillendirici ATPaz benzeri LSH, histon modifiye edici
enzimlere ek olarak DNA metilasyonunun duzenlenmesi icin vazgecilmezdir. LSH,
SNF2 kromatin yeniden sekillendirici ATPaz ailesiyle iligkilidir ve DNMT1, DNMT3B
ve HDAC ile bir araya gelerek transkripsiyonel represyona katilir. Benzer sekilde,
BAZ2A (TIPS olarak da bilinir) niikleolar yeniden sekillendirme kompleksi NoRC'nin
biylk alt birimidir ve DNMT1, DNMT3B, hSNF2H ve HDAC gibi ¢esitli proteinlerle
etkilesime girer ve niikleolar fonksiyonlarla iliskilendirilmis onemli bir regiilator
kompleks olusturur. Bu iligki rDNA'larin birlesmesini destekler. Bu kompleksin bir
pargast olan hSNF2H, DNMT1'in mononiikleozomlara egilimini artirir ve kromatin
yeniden sekillendirme bileseni DNMT1'in heterokromatik bolgelerdeki substrat

bolgelerine baglanmasina yardimci olur (Watanabe ve ark., 2002).

DNMT!1'in transkripsiyonel diizenleme ile dolayl bir iliskisi vardir ¢linkii SP2,
SP3 ve STAT3 gibi transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girer. STAT3-DNMT1-
HDAC1 kompleksi, hiicre sinyalizasyonunun negatif bir diizenleyicisi olan shpl geninin
promotor bolgesine birleserek hiicre goglnd indukler. DNMTL, transkripsiyon faktori
DMAP1 ve bunun inhibitérii RGS6 ile etkilesime gegerek HDAC2 ile dogrudan
baglantiya girer. Bu baglanti, ¢ift iplik¢ik kirilma bolgesi onarimi sirasinda kiiresel
veya bolgesel DNA metilasyonunu saglamak igin hayati 6neme sahiptir. DMAPL'in
eksikligi, onarim triinlerinin hipometilasyonuna yol agarak homolog rekombinasyonu
artirir ve genomik kararsizliga sebebiyet verir. Buna ek olarak, DNMT1 heterokromatin
yapilarinin yaranmasina katkida bulundugundan, HP1 gibi heterokromatin baglayici
proteinlerle etkilesime girmesi beklenen bir durumdur. Etkilesimlerin her birinin
sonucu DNA stabilitesi ile direncini saglamaktir. Ek olarak, niikleer reseptor
corepressor RIP140, DNMT1 ve DNMT3A ile etkilesime girer ve gen baskilanmasinda
onemli yer alir. Bunun yani sira, DNMT1, tiimor baskilayicilar olarak bilinen WTI,
Rb, p53 ve hNaalOp gibi proteinlerle de etkilesime girer. Tiimor baskilayict
proteinlerden olan Wilms (WT1), Pax2 geninin promotdr bdlgesine baglanarak
DNMTZ'leri etkiler ve bu da DNA hipermetilasyonuna neden olur. DNMT1'in N-
terminal bdolgesi, retinoblastoma (Rb) proteinleri gibi hiicre doénglst proteinleriyle
etkilesime girer. Bu etkilesimler, hiicre dongiisii diizenlemesinde énemli bir rol oynar ve

hiicrenin dogru zamanlamayla boliinmesini saglar (Okano ve ark., 1999).
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DNMT1, Rb proteinine baglandigindan, Rb proteini E2F1'e duyarli promotoriin
transkripsiyonunu inhibe eder. Bununla birlikte, DNMT1'in promotori, negatif geri
besleme ile DNMT1'in uzamasini 6nleyen E2F1-Rb tarafindan diizenlenir. DNMTL1'in
p53 ile etkilesimi, insan kolon hiicrelerinde yapilan in vitro caligmalarda survivin
geninin promotor bolgesinin hipermetilasyonuna neden olur. Bu etki DNMT1’de veya
p53 null hiicrelerinde gozlenmemistir. Kanser hastalarinda yapilan ¢alismalar, vahsi tip
p53'in DNMT1 ifadesini olumsuz yonde diizenledigini ve p53'ten yoksun veya
mutasyona ugramis hiicrelerde DNMT1 ifadesini artirdigini gostermistir. Son olarak,
hNaalOp tumor baskilayic, DNMT1'in DNA'ya baglanma yetenegini artirarak tumor
baskilayici genin promotdr bolgesini aktive eder. Ayrica, DNMTI1, Annexin V ve p23
gibi bazi proteinlerle de iliskilidir. Arastirmalar, bu proteinler arasindaki etkilesimlerin
hicresel siireclerde 6nemli rol oynadigini géstermektedir, ancak mekanizmalar1 hala net
degildir. DNMT1, Rb proteinine baglandigindan, Rb proteini E2F1l'e duyarh
promotorin transkripsiyonunu inhibe eder. Bununla birlikte, DNMT1'in promotord,
negatif geri besleme ile DNMT1'in uzamasin1 énleyen E2F1-Rb tarafindan diizenlenir.
DNMT1'in p53 ile etkilesimi, insan kolon hiicrelerinde yapilan in vitro ¢alismalarda
survivin geninin promot6r bolgesinin hipermetilasyonuna neden olur. Bu etki DNMT1
ya da p53 null hiicrelerinde goézlenmemistir. Kanser hastalarinda yapilan calismalar,
vahsi tip p53'in DNMT1 ifadesini olumsuz diizenledigini ve p53'ten yoksun veya
mutasyona ugramis hiicrelerde DNMT1 ifadesini artirdigin1 gostermistir. Son olarak,
timor baskilayict hNaalOp, DNMT1'in DNA'ya baglanma kapasitesini artirir ve timor
baskilayict genin promotdr bolgesini aktive eder. Ayrica, DNMT1'in Annexin V ve p23
gibi belirli proteinlerle etkilesimde bulundugu bilinmektedir. Ancak bu proteinler
arasindaki etkilesimlerin islevi hala kesin olarak anlasilamamistir (Gowher ve ark.,

2005; Okano ve ark., 1999).

2.4. DNMT1 Enzim Aktivitesinin Modifikasyonlar Aracihgiyla Diizenlenmesi
DNMT1'in islevi post-translasyonel modifikasyonlar ve protein etkilesimleri
ile diizenlenir (Sekil 2.6). DNMT]1, asetilasyon ve fosforilasyon gibi hiicre dongiisune
gore modifiye edilebilir. Ote yandan DNMT1, KATS tarafindan asetillenir ve ardindan
E3 ubikitin ligaz UHRF1 tarafindan ubikitine edilir. Bu, DNMT1'in proteolitik yikimina
isaret eden sinyaldir. DNMTL1 proteini 0lciisu S fazinda artar ve ge¢ S ve G2 fazlarinda
azalir. Bu durum KATS5 degeri ile ters orantilidir. Ciinkii DNMT1'in KATS5 aracili
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asetilasyonu DNMT1 degradasyonu i¢in bir sinyaldir. Ayrica DNMT1, USP7 (HAUSP)
tarafindan dehidrate edilir ve DNMTI1'l proteolitik degradasyondan korumak igin
HDACI tarafindan deasetile edilir. DNMT1 ve HAUSP arasindaki etkilesim S fazinin
ortasinda kesintiye ugrar. Bu durum, DNMT1'in stabilitesi i¢in HAUSP'in elzem
oldugunu gosterir. Ayrica, UHRF1 ve DNMT arasindaki etkilesim ge¢ S fazinda artar
ve bu etkilesim DNMTI1 {izerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Bu bulgular, hiicre
dongiisiinlin farkli asamalarinda DNMT1'in farkli diizenleyicilerle etkilesim iginde

oldugunu géstermektedir (Watanabe ve ark., 2002).

SETD7

Sekil 2. 6. DNMTL1 enziminin posttranslasyonel modifikasyonlar araciligiyla
duzenlenmesi (Nucleus 2011; 2: 402)

Fare Dnmtl'in Ser515'te (DNMT1 Ser509) fosforilasyonunun DNMT1'in ilk post-
translasyonel modifikasyonu oldugu ve DNMTI131'in diizenleyici ve Kkatalitik
alanlarmin etkilesimine aracilik ettigi gosterilmistir. Dnmtl, Ser46'da kinaz kinaz 16/e
(sadece farelerde bulunur) tarafindan fosforile edilir, boylece DNA baglanma afinitesi
azalir. Buna ek olarak, DNMTI'in fosforilasyonu, insan gliomlarinda DNA
hipometilasyonuna yol acarak DNMTI1/PCNA/UHRF1 etkilesimini bozar. Erken ve
orta S sirasinda AKT1, DNMT1'i Ser143'te fosforile eder ve bitisik Ser142'nin SETD7
tarafindan metilasyonunu bloke ederek DNMTI1' stabilize eder. SETD7 tarafindan
Lys142'deki metilasyon sinyali, ge¢ S ve G2 sirasinda DNMTI1'in proteolitik
bozunmasini aktive eder. Lysl42'ye ek olarak, fare Dnmtl'in Lys1096 bolgesinde
(DNMT1 Lys1094) SET7/9 metilasyonu da DNMTL'I destabilize eder. Tersine,
KDM1A (LSD1 veya AOF2 olarak da bilinir) DNMT1'in stabilizasyonu sonucunda
demetilasyon gergeklestirilir. Son olarak, DNMT1 ubikitin-konjugasyon enzimi UBC9
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tarafindan ise alinir. Bunun sonucunda, in vitro DNMT1 Katalitik aktivitesi artar
(Geiman ve ark., 2004; Miniou ve ark., 1997).

2.5. Urogenital Kanserler ve DNA Metilasyonu

2.5.1. Renal Hucreli Kanserler

Bobrek kanseri (RCC) diinya ¢apinda tiim organ malignitelerinin %2'sini
icermektedir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da goriilme sikligi yilda %3 oraninda
artmaktadir. Bu genellikle erkeklerde goriiliir. Renal hiicreli karsinom dort tip bobrek
kanserinden biridir ve tim bdbrek kanserlerinin %9011 olusturur. Renal hiicreli
karsinom da histolojik gruplara ayrilir; (i) berrak hiicreli (%80), (ii) papiller hiicreli
(%10-15), (iii) kromofob (%5) ve onkositom (cok nadir). Wnt sinyal yolunun
bozulmasinin, ancak diger sinyal yollarinin bozulmamasinin, bu hastaligin gelisiminde
onemli bir rol oynadigi diisiniilmektedir. Aslinda arastirmalar, Wnt sinyal yolunun

renal hiicreli karsinomun biiylimesinde ve gelismesinde rol oynadigini gostermektedir

(Bourc'his ve ark., 2001).

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, epigenetik anormallikler renal hiicreli timor
olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Son ¢aligsmalar, renal hiicreli karsinomdaki en
onemli epigenetik anormalliklerden biri olan DNMT!'in artmis ekspresyonunu

gostermistir (Vlachogiannis ve ark., 2015).

Whnt antagonistleri sFRPI, sFRP2, sFRP4, sFRP5, WIF-1, DKK1 ve DKK3
genlerinin hipermetilasyon ile inhibisyonu, RCC'de siklikla bulunan B-katenin sinyal
yolaginin aktivasyonuna yol agcar. DNMT1 ekspresyonundaki degisikligin nedeninin

belirlenmesi, RCC'nin tani, prognoz ve tedavisinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir
(Uysal ve ark., 2015).

2.5.2. Mesane Kanseri

Genitotiriner kanserler arasinda en sik goriilen ikinci mesane kanseri tiiriidiir.
Mesane kanserleri ii¢ gruba ayrilir: transizyonel hiicreli karsinom (TCC) (%90),
skuamoz hiicreli karsinom ve adenokarsinom. TCC'lerin yaklasik %80'i kanserdir. Bu
timorlerin %70-80'i tekrarlayacak ve %20-30'u atak yapacaktir. Mesane kanseri de
dahil olmak iizere bir¢ok kanserde tiimor baskilayici genlerin DNA hipermetilasyonu
meydana gelir ve bu metilasyonun kontroliinde ana rol DNMTL1 enzimidir. Mesanede

DNMT1 ekspresyonunda bir artiy meydana gelir. DNMT1, mesane kanseri i¢in ve
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tedavi seceneklerinin belirlenmesinde 6nemli bir prognostik faktor olabilir. Zhang ve
arkadaglar1 DNMT1 ve DNMT3A'nin mesanenin biiylimesi ve geligmesinde 6énemli bir
rol oynayan CpG adalarinin metilasyonunda rol oynadigimi bildirmistir. DNMTI,
mesane kanseri tedavisi icin potansiyel bir hedef olarak Onerilmistir (Goll ve ark.,
2006).

Caligmalar, Wnt antagonistlerinin inhibisyonu nedeniyle aktif kalan Wnt/p-
katenin yolaginin mesane kanserinin biiylimesi ve gelismesinde rol oynadigini
gostermistir. Bununla birlikte, Wnt yolunun aktivasyonu islev bozuklugu ve
kemorezistansla baglantilidir. Urakami ve ark. mesane timoru orneklerinde ve hicre
hatlarinda (J82C, T24C, TCC, UMUC) wif-1 geni diizenleyici bdlgesinin artmis
metilasyonu bildirilmistir. Sonuglar p-katenin bagimli Wnt sinyal yolunun aktive
oldugunu gostermistir. Bagka bir ¢alismada, tiimor hiicrelerinde sfrpl, sfrp2, sfrp4,
sfrp5, wif-1 ve dkk-3 genlerinin metilasyonunu belirlemisler ve bunlarin kanser
teshisinde epigenetik belirte¢ olarak kullanilabilecegini bulmuslardir. Tang ve ark.
mesane kanseri hicrelerinde (T24 ve TSU-PR1) WIF-1'in S-faz kinaz iliskili protein 2
(skp2) ve c-myc ekspresyonunu inhibe ettigini, p21 ve p27 ekspresyonunu ise
yiikselttigini  belirlemistir. Sonuglar, G1 fazinda  WIF-1'in hiicre dongusini
durdurdugu ve blylmeyi engelledigini gostermistir (Ratnam ve ark., 2002).

2.5.3. Prostat Kanseri

Erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser olan prostat kanseri (CaP), genellikle
akciger ve kemik metastazlariyla karekterizedir. Prostat kanseri, hem diinya genelinde
hem de Turkiye'de ciddi bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii'ne (WHO) gére, prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir
ve kansere bagli Oliimler arasinda besinci sirada yer almaktadir. Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) 2020 verilerine gore, diinya genelinde yaklagik 1,41
milyon yeni prostat kanseri vakasi bildirilmis ve yaklasik 375,000 kisi bu hastalik
nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Global Cancer Observatory verilerine gore, Tirkiye'de

yasa gore standardize edilmis insidans orani 100,000 erkek basina yaklasik 35,1'dir.

Epidemiyolojisi; prostat kanserinin gelisiminden sorumlu risk faktorleri gesitlilik
gosterir. Onde gelen faktdrlerden biri de ileri yastir. Prostat kanseri genellikle 50 yasin
uzerindeki erkeklerde daha sik goriiliir. Bundan bagka, ailesinde prostat kanseri dykiisii

bulunan bireylerde, 6zellikle birinci derece akrabalar, prostat kanseri riski arttirir.
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Onemli faktorlerden biri de genetik yatkinliktir. Ozellikle BRCAL ve BRCA2 gibi gen

mutasyonlarinin erken yasta prostat kanseri gelisimiyle iliskilendirildigi bilinmektedir.

Irksal faktorler, sigara kullanimi, yiiksek yagli ve kalsiyumlu beslenme, ayrica
hormonal faktorlerden testestron seviyeleri prostat kanseri ile iliskisi ortaya konulan
veya baglantisi oldugu diisiiniilen risk faktorlerindendir. Cevresel faktorlerin de prostat
kanseri riskini artirabilecegi diisiiniilmektedir, ancak bu konudaki aragtirmalarin heniiz

net degildir .

Genellikle erken asamalarda hastalik kendini belli etmeyebilir. Ancak, ileri
donemlerde baz1 belirtiler goriliir. Idrar sorunlar;, meni ve idrarda kan gorilmesi,
erektil disfonksiyon, kemik agris1 veya sirt agrisi, kemik metastazina bagh zayiflamis

veya kirilmis kemik prostat kanserinin klinik bulgularidir.

Hastaligin tanisi igin genel olarak kullanilan birkag yontem vardir. Bunlar, kan

ve gorinttleme testleri, klinik muayene ve biyopsidir.

Yaygin olarak kullanilan kan testi Prostat Spesifik Antijen’dir (PSA). Bununla
birlikte ultrason, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ve bilgisayarli tomografi (BT)
gibi gorilintiileme testleri prostatin boyutunu ve dokusunu degerlendirmek ve olasi

tiimorleri belirlemek i¢in kullanilabilir.

En kesin yOntem ise biyopsidir. Biyosi zamani igne yardimiyla prostat
dokusundan bir 6rnek alinir ve alinan 6rnek laboratuvar ortaminda incelenir. Sonuglar

kanser hiicrelerinin mevcutlugunu ve agreslik derecesini 6grenmeye 151k tutar.

Whnt sinyal yolu, prostat kanserinin ortaya ¢ikmasinda, gelismesinde ve metastazinda
kritik bir rol oynadigi bilinmektedir. Prostat kanserinde ¢esitli Wnt'lerin ve bu yolun
diizenlenmesinde yer alan diger proteinlerin yiiksek seviyeleri gozlenmistir. DNA
metilasyonu, prostat kanserinde erken somatik genom degisikligi olarak kabul edilir ve
kanserin ortaya ¢ikmasi, yayilmasi ve metastazinda 6nemli bir rol oynar. DNMT1 geni
DNA metilasyon metabolizmasinda  yer alan enzimlerden biridir  ve kanser
hiicrelerinde ekspresyonu siklikla artmaktadir. Prostat kanserinin tedavi hedeflerinden
biri, DNMTI1 ekspresyonundaki degisikliklerin nedenlerinin  belirlenmesinin
vurgulanmasidir. Kinney ve arkadaglari1 farelerde prostat kanserinin erken evrelerinde
DNMT1'in timor baskilayici rol oynadigini, ancak ileri evrelerinde onkojenik aktivite

gosterdigini ortaya koymuslardir (Barau ve ark., 2016).

19



Whnt antagonistlerinden biri olan sFRP2'min hipermetilasyonunu tesvik etmek
prostat kanserinde siklikla bulunur ve sFRP2 hipermetilasyonunun prostat kanseri i¢in
bir biyobelirte¢ olabilecegi onemlidir. Ayrica, ¢esitli prostat kanseri hiicre hatlarinda,
APC, SFRP1 ve WIF-1 genlerinin hipermetilasyonu ile iligskilendirilen B-katenin sinyal

yolaginin diizenlenmesinden sorumlu oldugu belirlenmistir (Saitou ve ark., 2012).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

» Penisilin-streptomisin solusyonu, Gibco, ABD

Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium, Gibco, ABD
Fosfat tamponlu salin (dPBS), SERENA, Almanya

%0,05 Tripsin-EDTA, Sigma-Aldrich, ABD

B -Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich, ABD

RNeasy Plus Mini Kit, QIAGEN, Almanya

RT? First Strand Kit icerigi, QITAGEN, Almanya

SYBR Green

4,6-Diamidino-2-Fenilindol Dihidrokloriir (DAPI), Sigma
Paraformaldehit (PFA), Sigma&Aldrich, Almanya

Primer Dizileri

vV ¥V VY ¥V V VY ¥V V¥V V VYV V V

Alkol, Sigma-Aldrich, ABD
3.2. Kullanilan Sarflar
> 25 cm?’lik kiiltiir kabi, Nest
35 mm hucre kultur kabi, Nest
10 ul’lik, 100 pl’lik, 1000 ul’lik steril pipet uclari, Axygen
15 ml’lik steril santrif(yj tipd, Nest
0,2 ml ve 1,5 mI’lik eppendorf tlpleri, Axygen

96 Kuyucuklu PCR Plaka, Nest

>
>
>
>
>
» Thoma lami, Hausser Scientific, USA
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3.3. Kullanilan Cihazlar

MN 120 CLASS Il Mikrobiyolojik Guvenlik Kabini, Nive
Airstream PCR Kabini, Esco Lifesciences, Singapur
Inverted Mikroskop, Nikon, Japonya

Floresans Mikroskobu, Zeiss Axio.Observer.A2
Masadistu Santrifuj, Hitachi, Japonya

Santrifiij, Hitachi, Japonya

CO2’li Hiicre Kiiltiirii Inkiibatorii, PHCbi, Hollanda
Mikropipet, Eppendorf, isolab

Thermal Cycler cihazi, BIO-RAD, ABD

Vortex Mikser, SCILOGEX, ABD

LightCycler 96, Roche, Almanya

Etuv, Nlve FN0O55

NanoDrop One, Thermo Scientific, ABD

YV ¥V VvV ¥V Vv V¥V VY V¥V V¥V ¥V VY V V VY

-80°C Buzdolabi, Panasonic

3.4. Primer Dizileri
Tez ¢alismamizda kullandigimiz Primer dizileri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan Primer Dizileri (Hu ve ark.,2011)

GEN PRIMER DIiZiSi (5°-3°)
F CCATCAGGCATTCTACCA
OIS R CGTTCTCCTTGTCTTCTCT
F TGTTTGAGACCTTCAACACCC
B Aktin
R AGCACTGTGTTGGCGTACAG

22



3.5. Kullanilan Hiicre Hatlar
Calismada kullanilan Prostat Kanseri Hiicre hatlari, American Tissue Culture
Collection (ATCC)’den satin alinan, PC3 (CRL-1435™) jle LNCaP (CRL-1740™)

hiicre hatlaridir.

PC3 Prostat kanser hticresinin — Besi yeri RPMI-1640(Gibco) icerisinde %10 FBS (fetal
bovine serum) ve kontaminasyonu Onlemek amaciyla %21 Penicilin/streptomisin
eklenerek hazirlanmistir.

3.5.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Stoktan Cikartilmasi:

Hiicrelerin ¢ogalmas igin, -80°C’den alinan Kriyovialler hizlica 37°C’lik sicak
su banyosundan gegirilmistir. 1 ml’de 1 milyon hiicre dondurulmustur. Hicre
slispansiyonu, hiicrenin biiyiitiilmesi i¢in kullanilan besi yerine (RPIM-1640) alinip,
21°C'de 800 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sonra bize lazim olan kisim
pelletin Gstiine 1 ml besi yeri eklenerek hicreler slispansiyon hale getirilmis ve
supernatant atilmistir. Hiicre suspansiyonu, 5 ml besi yeri igeren 25 cm?’lik flasklara (T-
25 NEST) yerlestirilip, %5 CO- igeren 37°C'deki ortamda inkiibe edilmistir.

3.5.2. Besiyeri Degistirme:

Flask igindeki besi yeri aspire edilerek uzaklagtirildiktan sonra, hiicrelerin
yiizeylerinin temizlenmesi i¢in 25 cm?lik flaskin i¢ine 2 ml 1X DPBS eklenmis ve
yuzeyler hafifce yikanmistir. DPBS ortami aspiratorle alinmis ve ardindan 25 cm?1lik

flask icine 5 ml taze besi yerinin eklenmesiyle hiicrelerin beslenmesi saglanmustir.

3.5.3. Mikoplazma testi:

Mikoplazma  testi, laboratuvarlarda sik sik karsilasilan ve hiicre Kkiiltiir
caligmalarinda Onemli sorunlara neden olabilen kontaminasyon kaynagidir. Bu
kontaminasyon, Kkdltirdeki hicrelerin biydmesini, morfolojisini, genlerin ifade
edilmesini ve protein sentezlerini etkileye bilir. Tezimizde de bu test, sonuglarin
dogrulugunu ve giivenirilligini saglamak,kontaminasyonu 6nlemek i¢in yapilmistir.
Hicreler 35 mm’lik petri kabina ekilmistir. Ertesi giin tim medium toplanmis ve 1 ml
PBS ile yikama yapilmistir. TUm yUzeyi kaplayacak kadar %4 PFA (paraformaldehit)
konulmus ve 15 dakika +4°C’de bekletilmistir.Sonra 3 kez 5 dakika olacak sekilde PBS
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ile yikkanmis ve ardindan DAPI boyasi damlatilmistir, 5 dakika karanlikta inkiibe

edilmis ve sonrasinda floresans mikroskop ile incelenmistir.

3.6. Hiicre Kiiltiiriiniin Pasajlanmasi:

Hicre kiltarleri, flaskin %80-90’1m1 kapladiklarinda, flask i¢indeki besi yeri
aspire edilerek uzaklastirilmistir. Serumdan arindirma iglemi igin, 25 cm?'lik flask icine
2 ml 1X DPBS eklenmis ve hiicrelerin yiizeyleri dikkatlice yikanip temizlenmistir.
DPBS cozeltisiyle temizleme islemi tamamlandiktan sonra, flask igindeki hiicrelerin
yiizeyinden ayrilmasi igin 1sitilmis %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu kullanilmigtir. Bu
adim, hiicrelerin pasajlanmasi igin gereklidir ve yeni besi Yyeriyle taze ortama
aktarilabilmesini saglar. Hlcreler, uygun nem ve CO: seviyelerinin saglandigi 37°C'lik
bir ortamda, bes dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bu kosullar, hiicrelerin saglikli bir
sekilde yasamalarini ve istenilen deney kosullarinda gelismelerini saglamak igin
yapilmistir. Mikroskop altinda flask yilizeyinden ayrildig1 belirlenen hiicrelere, tripsin
¢ozeltisinin etkisini durdurmak i¢in on kati kadar besi yerinden olusan bir soliisyon
ilave edilmistir. Hiicreleri yiizeyden ayirmis tripsinin hiicre zarlarina negatif etkisi
engellenmistir. Flask igindeki huicre suspansiyonu, 15 ml'lik bir falkon tupe transfer
edilmistir ve icine besi yeri eklenmistir. Bu islem, hiicrelerin kiiltiir ortaminda
saklanmasini ve daha fazla ¢ogalmasi saglanmistir. 21 °C'de 800 rpm hizinda 5 dakika
stireyle santriflij islemi uygulandiktan sonra, elde edilen siipernatant aspire edilmis ve
hicre peleti 1 ml besi yerinde ¢oziindiiriilmiistiir. Coziindiiriilen hiicre siispansiyonu
daha sonra 25 cm?lik flasklara aktarilarak, %5 CO: ig¢eren bir ortamda 37 °C'de

inkiibasyona birakilmistir.

3.6.1 Hiucre Soylarimin Stoklanmasi:

Flask icindeki besi yeri, hiicreler birlestiginde aspire edilerek ortamdan
uzaklastirllmistir. Hiicreler, yiizeydeki fazla DPBS'in aspirasyonuyla temizlendikten
sonra, hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasimi kolaylastirmak igin 1-2 ml Tripsin-
EDTA soliisyonu eklenmistir. Hiicreler, %5 CO: iceren ortamda 37°C'de 5 dakika
inkiibasyona alinmistir. Hiicrelere, tripsin etkisini durdurmak i¢in on kati hacimde besi
yerinden ilave edilmistir. Hiicre siispansiyonu, i¢erisinde besi yeri bulunan 15 ml'lik bir
falkon tiipe aktarilmis ve ardindan oda sicakliginda 800 rpm'de 5 dakika boyunca

santrifiij edilmistir. Bu islemin ardindan siipernatant kisim aspire edilmistir. Hiicre
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siispansiyonu, 1.5 ml dondurucu ortamin (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml DMEM)
karanlik bir ortamda eklendigi bir kriyoviale aktarilmis ve ardindan hemen -80°C'ye
yerlestirilmistir.
3.6.2 Hiicrelerin Sayimu:

Hiicrelerin sayisini belirlemek igin Tripan boyasi kullanilmistir. Hiicreler tripsin-
EDTA ile ayrildiktan sonra hiicre siispansiyonundan 10 uL alinmis ve ayn1 hacimde (10
ML) Tripan mavisi boyast ile karistirllmistir. Karigimdan 10 pL Thoma lamina
yiiklenmistir. Sulandirma katsayisiyla bulunan sayi ¢arpilarak, 1 ml besi yerindeki
hiicre miktar1 hesaplanmistir. Mikroskop altinda 10x biiyiitme kullanilarak canli (seffaf)
ve Olii (mavi) hiicreler sayilmistir. Hiicre 6ldiiglinde boya igine girdigi icin mavi
hiicreler o6li olarak sayilir. Asagidaki formiil kullanilarak hiicre yogunlugu

hesaplanmustir:
Thoma laminda hiicre sayim formiilii;
Hiicre Sayisi = Canli Hiicre Sayisi x Diliisyon Orani x 10000

3.7. Ger¢ek Zamanh Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) (Real-Time PCR)

Hiicre hatlarindan izole edilen RNA oOrnekleri kullanilarak Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) analizleri yapilmistir. Bu ¢alismamiz igin
SYBR Green Mix kullanilmistir. Mix hazirlama asamalar1 su sekildedir: Ilk olarak
SYBR Green mix karisimi eklenmis, ardindan master mix ve son olarak cDNA
ornekleri eklenmistir. Her bir kuyucukta toplam hacim 10 ul olacak sekilde karisimlar
96 kuyucuklu PCR plakalarina yiiklenmistir. Bu yontem, RNA'larin hassas ve dogru bir

sekilde analiz edilmesine olanak saglamistir.

3.7.1. Total RNA izolasyonu
Kualtirlt yapilmis olan hiicreden QIAGEN marka, RNeasy® Plus Mini Kit
izolasyon Kkiti kullanilarak ve kitin protokoltine uyularak Total RNA izolasyonu
yapilmistir. Ilk olarak tiipteki supernatantlar alinip atilmustir. 1 ml Buffer iizerine 10 ml
B-merkaptoetanol eklenerek isleme baslanmistir. Beta-merkaptoetanol kimyasal bir ajan
olup, disiilfit baglarin1 kirar, DNAaz, RNAaz enzimlerinin enzim islevselligini saglayan

uc boyutlu konformasyonu bozar bu da istedigimiz nukleik asidi elde etmemizi saglar.
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Hicre pelletine 500 pl Buffer RLT eklenmistir. Hazirlanmis mix 2ml’lik
ependorfa yerlestirilmis mor kolondan (GDNA eliminator column) gegirilmistir. 30
saniye 10.000’rpm de santrifiijlenmistir kolon atilmis ependorftakine esit miktarda (500
ul) %70°lik etanol eklenmistir. lyi ¢oziilmesi icin yaklasik 10 kere pipetaj yapilmustir.
Yeni bir 2 ml’lik ependorfa yerlestirilmis pembe kolondan (rneasy spin column) tim
ornek gegcirilmistir (Filtreye degdirmeden). 10.000 rpm’de 15 sn santrifiijlenip alttaki

tiip atilmistir.

Kolonu yeni bir 2 mI’lik ependorfa alip tistiine 700 ul RW1 eklenmistir. 10.000
rpm’de 15 sn santrifiijlenip alttaki tiip atilmistir. Kolon yeni bir 2 ml’lik ependorfa
almip dstiine 500 ul RPE eklenmistir.10.000 rpm’de 15 sn santrifiijlenmistir. Kolon
yeni tiipe alinmadan sadece listline tekrardan 500 pl RPE eklenmistir. 10.000 rpm’de 2
dk santrifiijlenmistir. Kolonu 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Kolonu 1.5 ml’lik ependorfa koyulmustur. Uzerine 30 pl RNeas-water su
eklenip (tam filtrenin {izerine filtreye degmeden) kapagimi kapatilip 5 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Sonra 10.000 rpm’de 1 dakika santrifuj edilmistir. Elde
edilmis RNA’lar -20°C dereceye kaldirilmistir.

Izole edilen RNA’larin “Thermo Scientific™ NanoDrop™” cihazi ile RNA

konsantrayonu ve saflik oranlar1 l¢tilmiistiir.

3.7.2. cDNA (Tamamlayict DNA, Komplementer DNA) sentezi

cDNA sentezi i¢in QIAGEN markasma ait RT? First Strand Kit Griini
kullanilmig ve Kitte belirtilen protokole gére islem yapilmistir. 6,31 ml (PC3) ve 3,71 ml
(LNCaP) izole edilen RNA tiiplere alinmistir. Uzerine 2 ul Buffer GE, 1,69 upl(PC3
icin) ve 4,29 ul (LNCaP igin) RNase-free water eklenmistir. Toplam hacim 10 pl olacak
sekilde ayarlanmistir. Ornekler BIO-RAD markali Termal Dongii cihazina yerlestirilmis
ve 42°C 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan, spesifik olmayan baglanmalar
engellemek icin 1 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Buzdan aldiktan sonra toplam

hacim 10 pl olacak sekilde mix asagida gosterilen Tablo 2°deki gibi hazirlanmistir.
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Tablo 2. Reverse-Transkriptaz karigimi

Icerik Miktar
5x Buffer BC3 4 ul
Control P2 1l
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 ul
RNase-free water 3 ul
Toplam Hacim 10 pl

Tablo 3’te bulunan sicaklik ve inkiibasyon degerlerine gore termal dongi
cihazina yerlestirilmistir.

Tablo 3. cDNA sentez reaksiyon agamalari

cDNA Dongili Asamalari

Ters Transkriptasyon 42°C 15 dakika

inaktivasyon 95°C 5 dakika

PCR sonrasinda elde edilen iiriinler sulandirilarak RT-PCR islemi i¢in

kullanilmistir. Ve numuneler tekrar kullanilana kadar -20°C'de saklanmustir.
3.7.3. GERCEK ZAMANLI PCR (qRT-PCR)

Hiicre hatlarindan izole edilen cDNA'lar, ger¢ek zamanli PCR i¢in
kullanilmustir. Ik olarak, tiim malzemelerin buz iizerinde ¢oziilmesi beklenmistir.
Malzemeler ¢oziildiikten sonra spin santrifiij yapilmistir. RT-PCR islemleri i¢in
kullanilacak karigim hazirlama asamasi su sirayla ilerlemistir: 6nce SYBR Green,
ardindan primerler ve son olarak cDNA eklenmistir. Her Ornek icin hesaplama

yapilarak, kuyucuk basina toplam 10 pl olacak sekilde 6rnekler dagitilmistir.

Primerler  6nce spin yapilmistir. Reaksiyon tupine 5 pl SYBR Green
eklenmistir. Forward ve reverse primerlerin her birinden 0,5 pl eklenmistir. cDNA’lar 4

pl olacak sekilde sulandirilmistir. Hazirlanan mix vortexlenmis ve spin attirilmigtir. 96
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kuyucuklu real time pleytine 6 pl mix ve 4 pul cDNA eklenmistir. Asagidaki tabloda

gosterilmistir.
Tablo 4. Ger¢ek zamanli PCR karigimi
MALZEMELER MIKTAR

SYBR GREEN S5ul
FORWARD PRIMER 0,5 pl
REVERSE PRIMER 0,5 ul

CDNA 4 ul

TOPLAM 10 pl

Calisma siiresince tiim islemler buz iizerinde gerceklestirilmistir. Ornekler,
Tablo 4'de belirtilen miktarlara gore karistirildiktan sonra 96 kuyucuklu PCR plakasina
yiiklenmis ve plaka kapatici ile kapatilmistir.Calisilan her bir 6rnek i¢in 3 tekrar olacak
sekilde calisilmistir. Sonrasinda, RT-PCR analiz bilgileri girilmis ve plaka cihaza
yerlestirilmistir.Programin dongiisii Tablo 5°te gosterilmistir.

Tablo 5. gRT-PCR programi dongiisii

Dongu Sicakhik Zaman Asama

1 95°C 10 dk Preinkiibasyon
95°C 30 sn Denatiirasyon

50 60°C 30 sn Baglanma Amplifikasyon
72°C 30 sn Uzama
95°C 10 sn

1 65°C 60 sn Melting
97°C continuous
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik bulgular

Tez ¢alismamizda, ATCC'den satin alinan ticari PC3 (CRL-1435™) hiicre hatti ile
LNCaP (CRL-1740™) hiicre hatt1 kullanilmistir. -80°C'de saklanan hicre hatlari
¢oziilerek kiiltiire alinmig ve yeterli yogunluga ulastiklarinda enzim kullanilarak kaltor
kaplarindan toplanmistir. Hiicre hatlarinin c¢ogalma asamalar1 diizenli olarak ters

mikroskop altinda incelenmistir.

Sekil 2.7. PC3 ve LNCap hcre hatlarinin invert mikroskoptaki gortinttisu.

4.2. Mikoplazma testi sonugclari

Hiicre hatlarinin  mikoplazma testi yapilarak temiz ve saglikli olduklari
dogrulanmistir. Mikoplazma testi, DAPI boyamasi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Sekil 2.8’de goriildiigii gibi, hiicre hatlarinin mikoplazma test sonuglari negatif

¢ikmustir.
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Sekil 2.8. DAPI boyamasi ile elde edilmis mikoplazma test sonuglari.

4.3. Hiicre Hatlarimin RNA izolasyon Sonuglari

QIAGEN markasina ait RNeasy® Plus Mini Kit kullanilarak hiicre hatlarinin
pasaj isleminden sonra RNA izolasyonu yapilmistir. Kit protokolii degistirilmeden
uygulanmistir. RNA izolasyonu sonrasinda, izole edilen orneklerin miktar1 ve safligi
nanodrop cihazinda Sl¢iilmiistiir. Hiicrelerin konsantrasyon olgtimii ve optik yogunluk

(OD) degerleri Tablo 6'da gosterilmistir.

Tablo 6. RNA’larin nanodrop cihazindaki 6l¢iim sonuglart

Hiicre Hatt1 Konsantrasyon A260/A280 A260/A230

PC3 1583,4 ng 2,09 2,28

LNCaP 2693,4 ng 2,07 2,25

4.4. Hicre hatlarindan cDNA elde edilmesi

PC3 ve LNCap hiicre hatlarindan elde edilen RNA'lar, QTAGEN markasina ait
RT2 First Strand Kit'in protokoliine uygun olarak islenmistir. Olgiimler Nanodrop
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kullanilarak ng/pL cinsinden yapilmis ve bu elde edilen degerlerler daha sonra pL'ye
dontistiriilmiistiir. Ardindan, izole edilen RNA'dan sirasiyla 6,31 pL ve 3,71 pL

alinarak Thermal Cycler cihazinda cDNA'ya doniistiiriilmiistiir.

4.5. Real-Time PCR Sonuclari
Metastatik PC3 hiicre hattinda ve az metastatik olan LNCaP hiicre hattinda,

prostat kanserinde rol oynayan DNMT1 metiltransferazinin gen ifade seviyelerini
belirlemek icin Real-Time PCR yontemi kullanilmistir. § Aktin primeri, ¢alismada

Housekeeping olarak kullanilmaistir.

Real-Time PCR i¢in SYBR Green kiti kullanilmis, c¢alisilan genlere ve hiicre
hatlarina gore ayr1 ayri master mix hazirlanmistir. PCR islemleri i¢in 96 kuyucuklu PCR
Plakas1 kullanilmis ve Orneklerin sicaktan etkilenmemesi ig¢in islem buz Uzerinde

gerceklestirilmistir.

Calismada, iki farkli hiicre hattinda, DNMT1 geni, B Aktin geni ve cDNA
bulunmayan bir negatif kontrol kullanilarak ¢alisilmistir. Her bir 6rnek, en az 3 tekrarl
olarak ¢alisilmistir. Orneklerin analizinde, LightCycler 96 gPCR ve LightCycler® 96
Application Software programi kullanilmistir. Analiz sonucunda her bir drnek igin 3 Cp
degeri hesaplanmis ve bu degerler delta-delta-Ct yontemiyle degerlendirilmistir. Gen

ifadelerinin hesaplamalarinda kullanilan formiil agagidaki gibidir;

BCP Heder (Kontrol= Omek )

(E

Hedef )

ﬁcPREif Kontrol= (")mek)

(E.)

E (amplifikasyon etkinligi degeri)

Bu formiil ile hasaplanan gen ifadesi oranlari, log2 tabanma cevrilmistir.
Metastatik olan Pc3 hiicre hattinin, daha az metastatik olan LNCaP hiicre hattina gore

kat artis1 asagidaki Tablo 7'de gosterildigi gibi hesaplanmistir.
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Gen ifadesinin verdigi sonuglarina gore; Metastatik olan Pc3 hiicre hattinin daha
az metastatik olan LNCaP hiicre hattina gore kat artislar1 DNMT1 geni i¢in sirasiyla,
0,73, 0,91, 0,76 ve 0, 81 kat scklinde ifade ettigi gorilmustiir. Kendi aralarindaki

tekrarlarda biiylik bir fark goriilmedigi gézlemlenmistir.

Tablo 7. PC3 Hiicre hattinin LNCaP hiicre hattina gore kat artis sonuglari

PC3 vs LNCaP Kat artis1

DNMT1 0,732042848
0,91383145
0,763129604
0,812252396

Sonug olarak, Kat artiglarinin aritmetik ortalamasi alinarak hesaplanmig ve buna
gore degerlendirme yapilmistir. Yapilan degerlendirme sonucuna gore metastatik olan
Pc3 kanser hiicre hattinin az metastatik olan LNCaP kanser hiicre hattina gore 0,80 kat

daha fazla ifade edildigi bulunmustur.

Tablo 8. Kat Artis1 Ortalamasi

PC3 vs LNCaP Kat Artis1 Ortalama

DNMT1 0,8053144983
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5. TARTISMA

Prostat kanseri, 2015 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde erkeklerdeki tiim
kanser vakalarinin %26'sim1 (220,800) olusturuyordu. PCa, erkekler arasinda kansere
bagli 6limlerin %9'unu (27,540) olusturmasiyla bu grupta 6liim nedenleri arasinda
ikinci sirada yer almaktadir (Siegel ve ark.,2015). Prostat kanserinin ilerlemesinde DNA

metilasyonunun 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir (Smith et al., 2020).

Obezite ve sigara gibi kanser gelisiminde yaygin risk faktorlerinin, prostat
kanseri (PCa) ile yalnizca zayif bir iligkisi vardir. Yas, etnik kdken ve aile dykiisiine ek
olarak, DNA metilasyonu, PCa insidansindaki artisla iligkilendirilen epigenetik bir
olaydir (Neuget ve ark.,2004; Rodriquez ve ark.,1997). DNA metilasyonu, gen ifadesini
degistirerek hiicre fonksiyonunu etkiler ve DNA metiltransferazlar (DNMT'ler)
tarafindan sitozinin 5-karbonuna bir metil grubunun kovalent olarak eklenmesi sirecini
ifade eder. Cogu CpG adasi, normal hiicrelerde aktif transkripsiyona sahip genlerle
iliskili olup metillenmemistir. Buna karsin, kanser hiicrelerinde birgok CpG adasi
anormal hipermetilasyon gosterir ve bu da gen inaktivasyonuna yol acar (Esteller ve
ark.,2001).

Yukarida belirtilen risk faktorlerine ek olarak, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlarindaki degisen metilasyon modeli nedeniyle epigenetik degisiklikler,
kanserle iliskili baska bir mekanizma olarak 6ne ¢ikmaktadir (Chinaranagari vd., 2015).
Epigenetik degisiklikler arasinda yaygin bir tiir olan histon modifikasyonlar1 yer alir.
Histonlarin en yaygin modifikasyonlar1 arasinda metilasyon, asetilasyon, ubikuitinasyon
ve fosforilasyon bulunur. Histon metilasyonu hem lizinlerde hem de arjininlerde
meydana gelebilir ve bu degisiklikler transkripsiyonel aktivite ile iligkilidir. H3K27,
H3K9 veya H4K20'min trimetilasyonu siklikla gen inaktivasyonu ile sonuglanirken,
H3K4, H3K36 veya H3K79'un trimetilasyonu gen aktivasyonu ile sonuclanir (Rafikova
vd., 2023).

Yang ve arkadaslari, yaptiklari caligmada insan DNA metiltransferazlarinin
(DNMT'lerin) normal dis1 ifadesi, gesitli insan kanserlerinin baslangici ve ilerleyisi ile
giicli bir sekilde iligkili oldugunu bulmuslardir. Bu anormal gen ifadesi, kanser

hiicrelerinin biiyiimesi ve yayilmasinda énemli bir rol oynar, dolayisiyla DNMT'lerin
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kanser biyolojisindeki etkilerini anlamak, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi

acisindan kritik oneme sahiptir (Yang ve ark.,2024).

Epigenetik degisikliklerin kalib1 veya degistirilmis gen transkripsiyonu/ifadesi,
meme kanseri ve prostat kanseri gibi bir¢cok kanser ttrtnde kritik bir 6neme sahiptir
(Baylin ve ark.,2006). DNMT1, ilk olarak DNA metilasyonunun strdurilmesinden
sorumlu olan bir enzimdir. Jiao ve arkadaslarimin yaptigi calismada prostat kanserinde
(PCa), bircok CpG bolgesinin hipermetilasyonunun gosterdigi gézlemlenmistir. Bu tani,
DNMT]1 ekspresyonunun PCa ve benign prostat hiperplazisi (BPH) arasindaki farki
belirlemek i¢in imminohistokimyasal yontem ile yapilir. DNMT1 mRNA seviyeleri,
BPH dokularindaki PCa dokularina gore daha disiiktiir. Ayrica, kotii dereceli PCa
dokularinda DNMTT1 pozitif orani, BPH dokularina goére anlamli derecede yiiksek ve bu

farklarin 6nemli olmasi 6nemlidir (Jiao ve ark.,2015).

DNMT1, DNA metilasyonunun bakiminda baslica rol oynar. Prostat kanserinde,
birgok CpG adasinda hipermetilasyon goézlenir. Zhang ve arkadaslar1 yaptiklari
caligmada, prostat kanseri (PCa) ve benign prostat hiperplazisi (BPH) ile DNA (sitozin-
5)-metiltransferaz 1 (DNMT1), glutatyon S-transferaz-P1 (GSTP1) ve adenomatozis
polipozis koli (APC) genlerinin ifadesi arasindaki iliskiyi ve GSTP1 ve APC'nin
metilasyon durumunu arastirmistir. Bu calismada, APC'nin ifadesi BPH ve PCa doku
orneklerinde immiinohistokimyasal bir yontem kullanilarak incelenmistir. PCa'da, BPH
ile karsilagtinnldiginda, APC metilasyon seviyelerinin arttigi ve ifadesinin azaldigi
gosterilmistir. Bu nedenle, metilasyonun APC'nin ifade kaybr ile iligkili olabilecegi ve
PCa'nin gelisiminde Onemli bir rol oynayabilecegi disiiniilmektedir (Zhang ve
ark.,2015).

DNMT1, replikasyon sirasinda yart metillenmis DNA ipliginin korunmasinda
rol oynar (Uysal ve ark.,2021). Prostat kanserinde (PCa), DNA metiltransferazlar sik¢a
etkilenen epigenetik duzenleyicilerdir ve bu, PTEN, CDKN2A veya AR gibi anahtar
timor baskilayic1 genlerin veya onkogenlerin hipermetilasyonuna ve sonrasinda

susturulmasina neden olur (Turnham ve ark.,2011; Nkayama ve ark.,2000).

Yapilan baska bir ¢alismada, PCa hiicre hatlarinda yuksek diizeyde DNMT1
ifadesi tespit edilmistir (M Szyf.,2001). Birgok kanserde ileri ve metastatik asamalarda
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yiikksek DNMTT1 ekspresyonu gozlenir. Ayrica baska bir ¢alisma da, DNMT1'in anormal
gen ifadesinin, normal durdurma sinyallerini ortadan kaldirarak kanser hiicrelerinde

kontrolsiiz biiyiimeye yol a¢tig1 gosterilmistir (Szyf ve ark.,2001; Bigey ve ark.,2000).

Calismamizda DNMT1 geninin, kanser hiicre hatlari olan PC3 ve LNCaP’de
ekspresyon seviyelerine qPCR yontemi ile bakilmig ve sonucglar 3 kez tekrarli olacak
sekilde calisilmistir. Ve metastatik PC3 hiicre hattinin, az metastatik LNCaP hcre

hattina kiyasla DNMT]1 geninin ifadesinde 0,80 kat artis oldugu saptanmustir.

Friedman ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, DNA metiltransferazlardan
DNMT1 ve DNMT3B'nin prostat kanseri hiicreleri olan DU145, CWR22, LNCaP ve
PC-3'te oldukga bol bulundugunu gostermis ancak, bu DNMT'ler esas olarak RAD9
diizenlemesinde metilasyonun kritik oldugu tek hiicreler olan DU145'te transkripsiyon
baskilayiciya baglanir. DU145 hiicrelerinde DNMT1 veya DNMT3B shRNA, RAD9
seviyesini ve tlimorijeniteyi azaltmis ve DNMT'nin knockdown hiicrelerinde RAD9'un
ektopik ifadesi bu etkinligi geri kazandirmistir. Prostat tiimorlerinde, yliksek seviyelerde
RAD9, DNMT1, DNMT3B ve RAD9 transkripsiyon baskilayicisinin hipermetilasyonu,
normal prostat dokularinda goriilmeyen anlamli bir iligki gostermistir. Bu sonuglara
dayanarak, RAD9'un DNMT1 ve DNMT3B tarafindan hedeflenmis hipermetilasyon
yoluyla epigenetik olarak diizenlendigi ve bunun sonucunda RAD9 asir1 iiretiminin
prostat tlimorijenitesini tesvik ettigi yeni bir model Onerilmistir (Friedman ve

ark.,2021).

Zhu ve arkadaglarinin yaptigi bir c¢alismadan, prostat kanseri DU145
hiicrelerindeki RAD9 lokasyonundaki CpG bdlgelerinin agirt metilasyonunun proteinin
anormal diizeylerinden sorumlu oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, RAD9'un
metilasyon mekanizmas1 hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur ve prostat kanseri i¢in ne

kadar yaygin oldugu belirsizdir (Zhu ve ark.,2008).
Prostat kanseri hiicreleri, RAD9 iiretiminde asir1 miktarda DNMT1 ve

DNMT3B igerir. Lieberman ve arkadaslarinin yaptiklart arastirma zamani daha once,
insan prostat kanseri hicreleri CWR22, DU145, LNCaP ve PC-3'lin, kanserli olmayan
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prostat hiicrelerine (PrEC) kiyasla yiikksek RAD9 seviyelerine sahip oldugunu
gostermistir (Lieberman ve ark.,2011).

Hopkins ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada, RWPE-1 ise, timér olmayan,
immortalize edilmis prostat hlcrelerinde RAD9 seviyesi orta diizeyde olmustur.
DU145 hiicrelerinde, RAD9'un 2. intronundaki bir transkripsiyon baskilayici bdlgenin
hipermetile oldugunu ve bu durumun bu hiicrelerde yiiksek RAD9 ifadesinden sorumlu

oldugunu tespit etmislerdir (Hopkins ve ark.,2008).
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6. SONUC, ONERILER VE TOPLUMA KATKI

Prostat kanserinde epigenetik tedavi Onemli bir rol oynamaktadir. DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik degisiklikler, prostat kanserinin
gelisimi ve ilerlemesinde kritik bir etkendir. Bu degisiklikler, tim&r baskilayict genlerin
susturulmasina ve onkogenlerin etkinlesmesine neden olabilir. Epigenetik tedaviler, bu
anormal isaretleri hedefleyerek kanser hiicrelerinin biliylimesini durdurabilir veya
tedavilere duyarliliklarini artirabilir. Ozellikle mevcut tedavilere direncli hastalarda,
epigenetik hedefli tedaviler umut verici sonuclar gostermektedir (Sharma et al., 2010;
Dawson & Kouzarides, 2012). Bu nedenle, epigenetik tedaviler, prostat kanserinde
kisisellestirilmis tibbi yaklagimlar icin biiyiik bir potansiyel tasimaktadir (Perry et al.,
2020).

Calismamizda DNMT1 geninin, metastatik hiicre hatti olan Pc3 ve daha az
metastatik hiicre hatt1 olan LNCaP’de gen ifade seviyelerine qPCR yontemi ile bakilmis
ve sonugclar 3 kez tekrarli olacak sekilde ¢alisilmistir. PCR sonuglarinin Delta-Delta-Ct
hesaplamasi ile PC3 hiicre hattinin LNCaP hiicre hattina kiyasla DNMT1 geninin
ifadesinde 0,80 kat artis oldugu saptanmistir. Bu sonug prostat kanseri ile ilgili
yapilacak ilerideki caligmalarda g6z 6niinde bulundurulacaktir.

Bu arastirmada, odaklanilan nokta Pc3 hiicre hattinda DNMTI1 gen ifadesidir.
Bulgularimiz, Pc3 hiicrelerinde DNMT1 gen ifade diizeylerinin saptandigini ve bunun
prostat kanserinin patogenezi (izerinde bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Ote yandan, bu ¢alismanin bazi smirliliklar1 mevcuttur. Ornegin, ¢alisma sadece
Pc3 hiicre hatt1 ve LNCaP hiicre hatt1 lizerinde gergeklestirildigi i¢in, sonuclarin diger
prostat kanseri hiicre hatlar1 veya klinik ornekler izerindeki genel gecerliligi belirsizdir.
Ayrica, DNMT1 gen ifadesinin prostat kanserinin patogenezi iizerindeki roliinii tam
olarak anlamak i¢in daha fazla mekanistik ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak, bu calisma prostat kanserinde DNMT1 gen ifadesinin Onemini
vurgulamaktadir. Bu bulgularin klinik uygulamalari, prostat kanseri tedavisi ve
hastaligin prognozu iizerine etkileri i¢in ¢cok daha kapsamli, in vivo ¢aligmalarla da
desteklenen arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu asikardir. Bu arastirmalar, kanser
hlcrelerinin epigenetik degisikliklerini hedef alarak, hastaligin kdkenlerine daha etkili
bir sekilde miidahale etmeyi amaclar. Bu sayede kansere daha spesifik ve

kisisellestirilmis bir yaklasim sunulmasi beklenmektedir. Dolayisiyla, epigenetik
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tedavilerin  prostat kanseri tedavisinde gelecekte Onemli bir rol oynamasi

beklenmektedir.
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