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ÖNSÖZ 

“Dnmt1 Enziminin Ürogenital Kanserlerde İfadelenme 
Düzeyi” konulu bu doktora tezi, Gazi Üniversitesi Araştırma Fon 

Saymanlığı’nca 01/2013-06 kod no’lu proje ile desteklenmiştir. 

Çalışmamız, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji ve Genetik 

Anabilim Dalı Laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. 
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1.GİRİŞ 

Ürogenital sistem tümörleri kemiğe en sık metastaz yapan 

tümörlerdendir. Prostat kanseri, mesane kanseri ve renal hücreli kanserde 

yüksek oranda kemik metastazı görülmektedir. Tümör mikro çevresindeki 

epigenetik değişimler primer tümörlerin özellikle proliferasyonunu ve 

metastazını etkilemektedir.  

Epigenetik değişiklikler, DNA sekansında herhangi bir 

değişiklik olmaksızın söz konusu bir genin ekspresyonundaki bölgesel ve 

geçici değişiklikler olup kromatin yapısının stabilitesi, genom bütünlüğü, 

doku tipine özgü gen ifadelerinin düzenlenmesi, embriyonik gelişim, 

genomik imprinting ve X kromozomunun inaktivasyonundan sorumludur. 

Epigenetik mekanizmalar içerisinde en önemlisi DNA metilasyonudur ve 

bir diğer epigenetik mekanizma olan histon modifikasyonuyla da ilişki 

içerisindedir. Küçük-ölçekli epigenetik işaretlerin çalışılması kanser 

biyolojisinin anlaşılmasında oldukça önemlidir. Örneğin, tümör baskılayıcı 

genlerin hipermetilasyonu onların transkripsiyonel baskılanmasıyla ilişkili 

olup kanser patogenezinin tanımlanmasında anahtar öneme sahiptir. 

Memeli genomunda DNA metilasyon,  DNA metiltransferaz 

adı verilen bir enzim aracılığıyla meydana gelir. DNA metiltransferaz 

enzimi, genomik DNA’daki CpG dinükleotidlerini (CpG adacıkları) substrat 

olarak kullanır. DNMT1’in artan ifadelenme miktarından dolayı DNA 

metilasyon profilini değiştirdiği gösterilmiştir. 

DNMT1 enzimi çoklu sinyal yolakların hedef genlerinden biri 

olup bu yolakların özellikle kanser oluşum sürecinde sürekli aktivasyonlar 

sonucunda aşırı derecede ifadelenmektedir. Bu sinyal yolaklarından biri 
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Wnt/β-katenin sinyal yolağıdır ve ürogenital sistem kanserlerinin 

patogenezinde rol oynayan önemli yolaklardan biridir. 

DNMT1, hücre döngüsü bağımlı olarak asetilasyon ve 

ubiquitinasyon gibi modifikasyonlara maruz kalmaktadır. Bu 

modifikasyonlar aracılığıyla DNMT1 kararlılığı kontrol edilmektedir. 

DNMT1’in kararlılığında önemli rol oynayan enzimlerden biri 

deubiquitinasyon enzimi HAUSP (USP7)  ve bir diğeri ise E3 ubiquitin 

ligaz olan UHRF1 enzimidir. Bu proteinlerin ifadelenme düzeyleri DNMT1 

kararlılığı ile doğrudan ilişkilidir.  

Ürogenital sistem kanserlerinde artmış, DNMT1 ifadelenme 

düzeyi ile sıklıkla karşılaşılmaktadır. Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda 

yalnızca ürogenital sistem kanserlerinde değil diğer kanser türlerinde de 

bu artışın nedeni tam olarak belirlenebilmiş değildir. Bu amaçla 

çalışmamızda, DNMT1 protein düzeyindeki bu artışın nedenlerine yol açan 

moleküler faktörleri belirlemeyi hedefledik. Bu bağlamda ilk olarak GSK3β 

inhibitörü kullanılarak Wnt/β-katenin sinyal yolağı insan mesane kanser 

hücre hattı T24, insan renal hücre karsinoma hücre hattı Caki-2 ve insan 

prostat hücre hatları PC3 ve LNCaP hücrelerinde aktive edilmiş olup bu 

aktivasyonun DNMT1, β-katenin ve pGSK3β(Ser9) proteinlerinin 

ifadelenme düzeyleri üzerine olan etkileri belirlenmiştir. İkinci olarak ise 

DNMT inhibitörü kullanılarak Wnt/β-katenin sinyal yolağı inaktive edildikten 

sonraki DNMT1, HAUSP ve UHRF1 enzimlerinin ifadelenme 

düzeylerindeki değişimler tespit edilmiştir. Bu çalışma sonucunda 

ürogenital kanserlerde DNA metilasyonun kalıtılmasında önemli role sahip 

olan DNMT1, HAUSP ve UHRF1 enzimlerinin ifadelenme düzeylerinde 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının önemli rol oynadığını gösteren ilk 

çalışmadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Gen ifadesinin düzenlenmesinde çeşitli mekanizmalar görev 

almaktadır. Bunlardan birisi epigenetik kontrol mekanizmasıdır. DNA 

metilasyonu ve histon modifikasyonları en çok çalışılan epigenetik 

mekanizmalardandır. Genlerin kontrol bölgelerinde yer alan CpG 

adacıklarının metillenmesi bu genlerin transkripsiyonunu tamamen veya 

kısmen durdurur.  Bununla birlikte, gen ifadelenmesinin baskılanmasına 

neden olan ikinci bir epigenetik mekanizma ise histon modifikasyonlarıdır1. 

Histon modifikasyonları içerisinde, Histon 3 (H3) deasetilasyonu, H3 lizin 4 

(H3K4)’ün demetilasyonu ve H3 lizin 9 (H3K9)’un metilasyonu 

heterokromatin bölgeler için bir belirteçtir. Mesane, böbrek ve prostat 

kanserlerinin de içinde yer aldığı birçok kanser tipinde hücre döngüsü, 

gelişimi ve ölümü; sinyal iletimi ve gen düzenlenmesini kontrol eden 

genlerde anormal epigenetik düzenlenmeler gözlenmektedir2. 

2.1. DNA Metilasyonu 

Bilinen dört baza ek olarak özellikle yüksek ökaryotik 

genomda CpG dinükleotid bölgelerinde (CpG adacıkları) metilenmiş 

sistein rezidüleri bulunmaktadır.  DNA metilasyonu hem prokaryotlarda 

hem de ökaryotlarda adenin ve sitozin bazlarında meydana gelmekte ve 

ilk kez Hotchkiss tarafından 1948 yılında dana timüs dokusunda 

keşfedilmiştir3,4. Bu modifikasyon genellikle 5’-CG-3’ kanonikal sekansında 

meydana gelmektedir. Memeli genomunda metilasyon yalnızca 5’-CpG-3’ 

dinükleotidlerindeki guaninin 5’ ucunda lokalize olan sitozin bazının 5. 

posizyonundaki karbonuna metil (-CH3) grubunun kovalent bağla 

eklenmesiyle meydana gelir5 (Şekil 1). Herhangi bir metil grubu DNA’nın 

büyük oluğuna bağlandığından dolayı Watson/Crick baz eşleşmesini 

bozmamakla birlikte DNA-protein interaksiyonunu etkilemektedir4,5. İnsan 
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ve fare genomunda bulunan CpG dinükleotidlerin %3-8’i metillenmiştir4. 

CpG adacıkları, “house keeping” genleri olarak bilinen temel genlerde ve 

doku tipine özgü genlerin 5’ promotör gölgelerinde ve ayrıca genlerin 

ekzon’larında bulunmaktadırlar. İnsan genomunda böyle tanımlanmış 

45.000 CpG adacığı bulunmaktadır ve normal hücrelerde bu bölgeler 

genellikle metile değildir25-27. Sitozin bazında gerçekleşen bu modifikasyon 

DNA replikasyonundan sonra meydana gelir ve bu olay DNA 

metiltransferaz (MTaz) enzimi tarafından katalizlenir. DNA MTaz enzimi, 

genomik DNA’daki CpG adacıklarını substrat olarak kullanır3,4. İlk kez 

1964 yılında Gold ve Hurwitz tarafından DNA metiltransferaz enzimi 

keşfedilmiştir6. İlk memeli DNA MTaz ise Razin ve grubu tarafından 

keşfedilmiş olup bugün Dnmt1 (DNA methyltransferase) olarak 

adlandırılmaktadır7. Bütün DNA MTaz’lar S-adenozil-L-metiyonin 

(AdoMet)’i metil grubu kaynağı olarak kullanmaktadırlar. DNA metilasyonu 

DNA’da barındırılan epigenetik bilginin önemli bir taşıyısıdır4. DNA 

metilasyonunun memelilerde gen baskılanması, hücresel gelişim ve 

farklılaşmanın kontrolü, kromozomal bütünlüğünün korunumu, paternal 

imprinting ve X kromozomunun inaktivasyonu gibi çok çeşitli önemli 

fonksiyonları bulunması bu nedenle şaşırtıcı değildir. Ayrıca, DNA 

metilasyonu, endojen retrovirüslerin sessizleştirilmesi ve homolog 

rekombinasyonun engellenmesine neden olmaktadır. Genomik metilasyon 

örüntüsündeki somatik değişimler kanser gelişimine ve yaşlanmaya yol 

açmaktadır. Bundan dolayı, memelilerde normal embriyonik gelişim için 

DNA metilasyonu gereklidir3,4. Bu olayın en önemli dezavantajı metile 

sitozinin deaminasyona uğramasıdır. Metil-sitozin (mC) deaminasyon 

sonucunda timin bazına dönüşür. Unmetile sitozinin deaminasyonu 

sonucunda ise urasile dönüşür, fakat bu DNA onarım sistemi tarafından 

tanınır ve Urasil-deglikozilaz yolağı aracılığıyla etkin bir şekilde onarılır. 

Sonuç olarak CpG bölgeleri büyük mutasyonel sıcak bölgeleridir ve 

germline ve sonradan kazanılan somatik mutasyonların yaklaşık 

%30’undan sorumludur4. 
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Şekil 1. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve 5-mC’in mutagenezi için  
biyokimyasal yolağın şematik gösterimi. 

Ayrıca DNA metilasyonu, metilasyon, ubiquitinasyon, 

asetilasyon ve fosforilasyon gibi dinamik histon modifikasyonları ile birlikte 

hedef genlerin ifadelenmelerinin düzenlenmesinde işbirliği içerisinde 

hareket ettiği görülmektedir1. 

2.1.1. DNA Metilasyon Dinamiği 

Memelilerde, genom boyunca preimplante embriyoda hemen 

hemen metilasyonunun silinmesinden sonra DNA metilasyonunun yeniden 

programlanması germ hücrelerinde ve preimplante olmuş embriyoda 

gerçekleştiği bilinmektedir. Bu işlem var olan epigenetik bilginin 

silinmesine ve gelişim döngüsü için sistemin resetlenmesi açısından 

oldukça önemlidir. Sperm kromatininin yeniden programlanması, DNA 

replikasyonu başlamadan önce spermdeki protaminlerin asetile histonlar 

ile yer değiştirmesiyle fertilizasyondan hemen sonra başlar. Metilasyon-

demetilasyon dönüşüm mekanizmaları halen tam olarak aydınlatılabilmiş 

değildir8. Maternal olarak kalıtılan genom dereceli olarak her bir 

bölünmede pasif mekanizmalar ile demetile edilmektedir. Bu zaman 

süresince genomda temel genler ve tekrar sekanslarında metilasyon 

azalmaktadır9. Ancak geniş ölçüde imprintlenmiş genler ve retrovirüsler bu 

işlemden önemli derecede muaf tutulmuş ve onların metilasyon işaretleri 
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devam ettirilmiştir. Bu bölgelerin de novo metilasyonu, embriyonik ve 

ekstraembriyonik soylar boyunca farklı derecede implantasyon zamanında 

tekrardan metillenirler. Metilasyonun restorasyonu de nova metilasyon 

aktivitesine bağlıdır. Bundan sonra DNA metilasyonu somatik soylarda 

devam ettirilir. Sperm ve yumarta genomuna göre somatik hücre genomu 

daha düşük oranda metilasyona sahiptir. Germ hücrelerinin metilasyonu 

süresince, benzer yeniden programlanma döngüsü erkek ve dişi primordial 

germ hücrelerinin gelişiminde genom boyunca demetilasyon aracılığıyla 

meydana gelir. Erkek ve dişi germ hatlarının tekrardan metilasyonu, 

gametogenezin farklı aşamalarında sonradan meydana gelir. Germ 

hücrelerindeki bu tekrar programlanma imprintlerin resetlenmesi için 

gereklidir ve kazanılmış epigenetik modifikasyonların kaldırılmasında rol 

oynar8. 

2.1.2. Epigenetik Sinyal Olarak DNA metilasyonu 

Tek veya birkaç CG adacıklarının metilasyonu, DNA’ya 

transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasını engelleyebilir veya mC-bağlanma 

proteinlerinin bu bölgelere bağlanmasına neden olabilir. Dolayısıyla, DNA 

metilasyonu geniş ölçüde kromatin organizasyonu ile ilişkilidir; Unmetile 

bölgeler ökromatin bölgeleri, aşırı derecede metillenmiş bölgeler 

heterokromatin bölgeler olarak adlandırılmaktadır1. 

DNA metilasyonu, asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve 

ubiquitinasyon gibi histon kuyruğu modifikasyonları ile fonksiyonel olarak 

bağlantılıdır. DNA genellikle unmetile durumda iken histonlar asetile 

durumda, metillenmiş ise genellikle histonlar deasetile ve H3K9 metile 

pozisyonunda bulunmaktadır (Şekil 2). DNA metilasyonu ve histon 

kuyruğu deasetilasyonu birbirini tetiklemek suretiyle sinerjik olarak hareket 

eder ve baskılanmış kromatin yapısını oluştururlar. Bitkilerde ve 
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funguslarda H3K9 metilasyonu de novo metilasyonunu tetikler10. Buna 

karşın, Arabidopsis ve insanda CG metilasyonunun silinmesi H3K9 

metilasyonunu değiştirir11. Bu yüzden DNA metilasyonu, H3K9 

metilasyonu ve histon deasetilasyonu kendinden dayatmacı epigenetik 

çevre oluşumuna neden olur. Bu yapı, aktif ve inaktif durum arasındaki 

değişim ile gen ifadelenmesinin kontrolünde yarı kararlı epigenetik 

anahtardır.  Epigenetik gen düzenlenme fonksiyonunun kalıtılabilmesi 

oldukça önemli olan durum olup geri dönüşümsüz değildir. Ayrıca, 

ökromatin ve heterokromatin bölgeler, replikasyon mekanizması ve 

zamanı bakımından farklılık göstermektedir. Heterokromatin bölgeler geç 

replike olurken ökromatin bölgeler daha erken replike olmaktadır. 

Heterokromatin yapısının oluşumu, geniş ölçüde gen baskılanmasının 

etkin ve kararlı olmasını sağlamaktadır12. 

 

Şekil 2. DNA metilasyonu aracılığıyla transkripsiyonel baskılanma mekanizması. 
HDAC; Histon deasetilaz, TF; Transkripsiyon faktörü, CR; Ko-aktivatör, HAT; Histon 
asetilaz, MBP; Metil sitozin  bağlanma proteini, DNMT; DNA MTaz enzimi, CR; 
Korepresör5 
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2.2. DNA Metiltransferazlar 

İlk DNMT enzimi,  Haemophilus haemolyticus’dan izole 

edilmiş ve klonlanmıştır. Bu bakteriyal DNMT enzimi 327 amino asit 

uzunluğunda olup ökaryotik Dnmt’den üç kat daha küçüktür. Ökaryotik 

DNMT ailesinin tanımlanmış beş üyesi bulunmaktadır; DNMT1, DNMT2, 

DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L.  

Memeli DNMT’ler en üç yapısal bölge içerirler; 

• N uç düzenleyici domain: nükleusta DNMT’lerin lokalizasyonundan 

sorumludur, bu bölgede proliferatif hücre nüklear antijen bağlayıcı 

domain (PBD), nüklear lokalizasyon sinyal (NLS), sisteince zengin 

çinko parmağı DNA bağlanma motifi (ATRX), polibrom homoloji 

domain (PHD) ve PWWP tetrapeptid kromatin-bağlanma domain’leri 

bulunmaktadır. 

• C uç katalitik domain; on farklı karakteristik sekans modifi içerirler. 

Bunların altı tanesi evrim süresince korunmuştur; motif I, IV, VI, VIII, 

IX ve X 

• Merkez bağlayıcı; glisin-lizin (KG) tekrarlarından oluşur (Şekil 3). 

 

Şekil 3. Memeli DNMT üyelerinin genel yapısı . 
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Memeli sitozin DNA MTaz enzimi, tercih ettikleri DNA 

substratlarına göre, de novo MTaz (DNMT 3A ve 3B) ve sürerlik 

(maintenance) MTaz (DNMT1) olmak üzere 2 gruba ayrılır. Memeli DNA 

metilasyon örüntüleri erken gelişim döneminde de novo MTaz DNMT3A ve 

DNMT3B tarafından postreplikasyonel m5C’e dönüştürürken sürerlik MTaz 

DNMT1 aracılığıyla ise replikasyon süresince yarı metile DNA’ya metil 

grubunu ekleyerek somatik hücrelerde metilasyon kalıbı 

kopyalanmaktadır3,4. 

2.2.1. DNMT1 Enzimi 

DNMT1, ilk keşfedilen memeli DNA MTaz enzimi ve DNA 

metilasyon örüntülerinin sürdürülmesi için replikasyon süresince sorumlu 

olan temel enzimdir. Kromozom 19’de yer almaktadır. Ökaryotik genomik 

DNA replikasyonu süresince DNMT1, replikasyon çatalında lokalize olup 

replikasyon döngüsünde doğrudan yeni sentezlenen DNA iplikçiklerini 

metillemektedir. Metillenmemiş DNA’ya göre yarı metile DNA’ya in vitro 

olarak 5 ila 40 kat daha yüksek afinitesi bulunmaktadır. Bununla birlikte, 

bu enzimin oldukça zayıf de novo metilasyon aktivitesi bulunmaktadır. 

DNMT1 enzimi, prokaryotik DNMT ve memeli DNA bağlanma proteininin 

füzyonu sonucunda oluşmuştur3.   

DNMT1 enzimi düzenleyici fonksiyon gören büyük 621 amino 

asitlik N uç domain ve 500 amino asitlik küçük C uç katalitik domainden 

oluşmaktadır4 (Şekil 3). N uç motif, DNMT1 enzimin aktivitesi için gerekli 

olmasa da yarı metile ve unmetile DNA iplikçiklerinin ayrımında oldukça 

önemli fonksiyonu bulunmaktadır3. N uç domaininde farklı fonksiyonlara 

sahip alt domainler bulunmaktadır; PCNA (proliferatif hücre nüklear 

antijen) bağlanma domaini (PBD), heterokromatin hedef sekansı (TS), 

CXXC-tip çinko parmağı domaini ve iki Brom-bitişik homoloji domainleri 
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(BAH1 ve BAH2). DNMT1’in N uç domini 7 KG tekrarı aracılığıyla C uç 

domainine bağlanmaktadır. DNMT1, S fazı süresince replikasyon foci 

bölgesinde lokalize olurken fertilize olmuş yumurtada nükleus dışında 

tutulur ve sitoplazmada depolanır. Fertil yumurtanın ilk DNA replikasyonu 

süresince DNA metilasyonu ve DNA replikasyonu birlikte gerçekleşmez. 

Bu durum dişi genomun pasif demetilasyonu olarak adlandırılmaktadır. Bu 

enzimin N uç domaininin bir parçası tavuklardaki Polibrom-1 proteini ile 

homoloji gösterir ve iki BAH domaini içeririr. Bu BAH domainleri protein-

protein etkileşimi için gerekli olabileceği düşünülmektedir. Polibrom-1 

proteini, farklı kromatin bileşikleri ile etkileşime aracılık etmektedir. DNMT1 

polibrom domaini, DNMT1’in replikasyon çatalına taşınmasında rol 

oynamaktadır. BAH domain, kromatin-ilişkili proteinlerin birçoğunda 

bulunmaktadır. Bu bilgiler ışında DNMT1’in N uç bölgesi DNMT1’in 

katalitik aktivitesinin düzenlenmesi ve intraselüler salınımı için gereklidir. 

Memeli hücrelerinde DNMT1’in önemli fonksiyonu farelerde DNMT1’in 

eksikliği ile gösterilmiştir.  DNMT1’in eksikliğinde DNA metilasyonunda 

azalma ve hatta organizmanın kaybına yol açmaktadır3,4. DNMT1’in 

katalitik bölgesi ise 500 amino asitten oluşur ve C uç domaininde 

lokalizedir. Katalitik bölge karakteristik on korunmuş motif içermektedir; I, 

IV, VI, VIII, X ve IX3. 

DNMT1, farklı translasyonel başlama noktalarına dolayısıyla 

farklı varyantlarına sahiptir (Şekil 4). İnsan somatik hücrelerinde 1616 

amino asitten oluşan varyantı  en sık rastlanılandır.  DNMT1’in kısa germ-

hücre-özgün formu DNMT1o olarak adlandırılmakta ve oosit ve 

preimplantasyon gelişimi süresince ifadelenmektedir. DNMT1o’de N uç 

114 amino asit rezidüsü eksiktir ve parçalanmaya karşı in vivo’da artmış 

kararlılığa sahiptir.  DNMT1o proteininin içsel kararlılığı DNMT1o’nun 

ooplazmik depolanmasına izin verir ve embriyonik S fazında imprintlenmiş 

gen allelerinin metilasyon örüntülerinin sürdürülmesini sağlar. Diğer bir 

Dnmt1 izoformu Dnmt1b’dir. Bu izoformda ekzon 4 ve ekzon 5 arasında 
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ilave 48 nükleotit yer almaktadır. Somatik hücrelerde bilinen Dnmt1’lerin 

%2-5’ini oluşturmaktadır ve enzimatik özelliği bakımından benzerlik 

göstermelerine karşın biyolojik fonksiyonu henüz bilinmemektedir3,13. 

 

Şekil 4. DNMT1 enzim izoformları4. 

Normal dokuda CpG adacıkları genellikle unmetile olmasına 

karşın kanser hücrelerinde genlerin inaktivasyonunda CpG adacıklarının 

metilasyonuna sıklıkla karşılaşılmaktadır. Metilasyon örüntülerindeki bu 

değişim genellikle DNA MTazların düzeyleri ile ilişkili olup birçok 

çalışmada insan kanserlerinde in vivo olarak DNMT1’in artmış ifadelenme 

düzeyi gösterilmiştir. DNMT1, DNA üzerindeki yarı metile bölgeleri 

substratı olarak tanır. Ayrıca DNMT1’in enzimatik aktivitesi için C uç 

bölgesi tek başına yeterli olmayıp N uç bölgesine de ihtiyaç duymaktadır.  

2.2.2. DNMT2 Enzimi 

DNMT2, DNA MTaz’ların en küçüğü olup yalnızca C uç 

domainini içermektedir. DNMT2 embriyonik kök hücrelerde veya yetişkin 

somatik hücrelerde de novo veya sürerlik MTaz aktivitesi 

göstermemektedir3,4. Ancak DNMT2’nin aspartik asit transfer RNA 
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(tRNAasp)’yi metile ettiği gösterilmiştir. Bu nedenle DNMT2’nin DNA MTaz 

aktivitesi tartışma konusudur14. Bu enzim DNA hasarının ve DNA 

rekombinasyonu tanınması veya mutasyon onarımı için gereklidir4. 

2.2.3. DNMT3 Enzimi 

DNMT3A ve DNMT3B her ne kadar primer yapıları yüksek 

derecede benzerlik gösteren de novo MTaz’lar olsalar da farklı 

kromozomlarda yer almaktadır, sırasıyla 2p23 ve 20q11.2. Bu enzimler 

yarı metile DNA’ya gerek duymaksızın CpG dinükleotitlerini 

metilleyebilirler. Özellikle embriyogenez ve erken embriyonik gelişim 

süresince DNA’nın de novo metilasyonundan sorumludurlar3,4.  DNMT3A 

ve 3B’nin PHD domaini spesifik olarak unmetile H3K4 histonunu 

tanımaktadır ve böylece DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları 

arasındaki bağlantıyı sağlıyor olabilir15. DNMT3A ve DNMT3B’nin aktivitesi 

farklılaşmış embriyonik kök hücrelerde azalmış, yetişkin somatik 

hücrelerde ise oldukça düşük seviyededir. DNMT3A ifadelenmesi hemen 

hemen bütün hücrelerde meydana gelirken DNMT3B, testis, tiroid ve 

kemik iliği gibi birçok dokuda düşük seviyede ifadelenmektedir. DNMT3B 

çeşitli tümör hücre hatlarında ciddi şekilde artması bu enzimin 

tümörogenezde önemli bir rol oynadığını göstermektedir. DNMT3A ve 

DNMT3B ayrıca DNMT1 ile etkileşime girer ve HDAC1’i aktive etmek 

suretiyle hedef genin ifadelenmesini baskılamasına neden olurlar. 

DNMT3B özellikle kromozomların perisentrik satellit bölgelerindeki tekrar 

sekanslarının metilasyonundan sorumludur3,4.  

2.2.4. DNMT3L Enzimi 

DNMT3L (DNA sitozin benzeri 5-metiltransferaz) proteininin 

MTaz aktif bölge motifi eksiktir. Bu nedenle diğer de novo DNMT’ler ile 
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birlikte hareket etmek zorundadır.  Kromozom 21q22.3’de yer almakta ve 

özellikle maternal olarak imprintlenmiş genlerin metilasyonundan sorumlu 

olup DNA paterninin oluşturulması süresince postnatal dişi germ 

hücrelerinde ifadelenmektedirler. DNMT3L içerdiği PHD-benzeri motif 

sayesinde HDAC1’e bağlanır ve onu aktive eder. HDAC1 aktivitesindeki 

rolü göstermektedir ki bu enzim histon asetilasyonu, kromatin yeniden 

düzenlenmesi ve transkripsiyonel baskılama olaylarında rol 

oynamaktadır3. Kristalografi çalışmaları göstermiştir ki, DNMT3L, histon 

H3’ün N uç kuyruğundaki lizin 4 unmetile ise tanır ve DNMT3A varyantı 

olan DNMT3A’nin bu aktivasyonuna ve hedef bölgede toplanmasını 

sağlayarak de novo metilasyonu tetikler16. 

DNMT3L, DNMT3A ve DNMT3B’nin C uç bölgesine 

bağlanırlar ve enzim aktivitelerini arttırır. DNMT3L, DNMT3A’nın 

aktivitesini 1.5 kat DNMT3B’nin aktivitesini 3 kat arttırırken DNMT1’in 

aktivitesi üzerine bir etkileri bulunmamaktadır.  Buna ilaveten 

DNMT3A/DNMT3L kompleksi DNMT3A’ya göre yüksek DNA bağlanma 

afinitesine sahiptir. Bu durum gösteriyor ki, DNMT3L çekirdekçiğe geçerek 

fonksiyonel DNMT3A ve DNMT3B için değişim faktörü substratı olabilir. 

Bununla birlikte dnmt3a ve dnmt3a, dnmt3l’nin promotörünü metile etmek 

suretiyle koordineli olarak DNMT3L’nin düzenlenmesinde rol 

oynamaktadırlar3,4. 

2.3. Etkileştiği Faktörler Aracılığıyla DNMT1’in 
Düzenlenmesi  

DNMT1 enzimi hücreden tek başına izole edildiğinde 

fonkiyonunu kaybetmektedir. Bu enzim fonksiyon görebilmesi için bazı 

proteinler ile etkileşim kurması gerekmektedir. DNMT1’in PCNA’ya 

doğrudan bağlanması metilasyon aktivitesini 2 kat arttırmaktadır. Böylece 
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bu bağlanma sonucunda hücre içerisinde DNMT1 her bir nükleotitde 0,35 

saniyede metil grubu eklerken rekombinant DNMT1 ise 70 ila 450 

saniyede bir metil grubu ekler17 (Şekil 5). Ayrıca stimulator proteinlerle 

etkileşimi enzimin aktivitesini arttırmaktadır. Maya iki-hibrid ve/veya 

biyokimyasal etkileşim çalışmalarında DNMT1, PCNA ve p21WAF1 ve 

siklin-bağımlı kinaz (CDK) inhibitör gibi çatalının katalitik replikasyon 

faktörleri ile etkileşime girmek suretiyle hücre döngüsünün kontrolünde yer 

almaktadır. Ayrıca p21WAF1, PCNA ile direk etkileşime girerek DNA 

replikasyonunu baskılayabilir. DNMT1’in inhibisyonu DNA replikasyonunun 

engellenmesiyle de meydana gelebilmekte ve DNMT1’in ifadelenmesi 

DNA replikasyonu ile yakından ilişkilidir18.  

DNMT1’in etkileşime girdiği bir diğer protein grubu MeCP2, 

UHRF ailesi, MBD2/3 gibi metil CpG bağlanma proteinlerdir. MeCP2, 

DNA’ya bağlanarak kromatin kondensasyonuna neden olur ve 

transkripsiyon baskılayıcı domaini aracılığıyla DNMT1 ile etkileşime girer. 

MeCP2 ve MBD2 metillenmiş CpG bölgelerini özgül olarak tanırken MBD3 

ise histon deasetilaz HDAC1 ve HDAC2 ile kompleksi oluşturarak Dnmt1 

ile etkileşime girerler19. Bu etkileşimler neticesinde transkripsiyonel olarak 

inaktif bölgelerde DNA hipermetilasyonu ve histon hipoasetilasyonu 

arasında bir bağlantı sağlanmış olur. Bu kompleks ayrıca DNMT1 ilişkili 

protein (DMAP1)’de içerebilir. Sürerlik DNA metilasyonu için temel 

kofaktörlerden bir diğeri UHRF1’dir. Embriyonik kök hücrelerde genetik 

olarak ablasyon yapılmış uhrf1, dnmt-/- benzer şekilde genomik 

hipometilasyona yol açmaktadır. UHRF1, S fazı süresince ile SET ve 

RING ilişkili domaini (SRA) aracılığıyla yarı metile DNA’da DNMT1 ile 

etkileşime girerek birlikte lokalize olur. DNMT1-UHRF1 etkileşimi yapının 

kararlılığını sağlar20.  Ayrıca DNMT1, de novo DNA metiltransferazlar 

DNMT3A ve DNMT3B ile de etkileşime girdiği bilinmektedir21. 
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Şekil 5. DNMT1 enziminin etkileşime girdiği proteinler18. 

DNMT1’in etkileşime girdiği diğer bir protein grubu H3K9 

metilasyonu için gerekli olan ökaryotik histon MTaz’lar Suv39H1 ve 

EHMT2’dir. Embriyonik kök hücrelerde ehmt2 ve suv39h’nin genetik olarak 

ablasyonu genomik DNA’da lokus özgü DNA hipometilasyonuna açmakta 

ve perisentrik satellit tekrarlarında DNA metilasyonunun değişimine neden 

olmaktadır22. Buna ilaveten, DNMT1, Polikomb grup (PcG) proteinler 

EZH2 ve EED etkileşime girerler. PRC2/EED-EZH2 kompleksi H3K27 

metilasyonundan sorumludur. EZH2, DNMT1’in hedef gende 

toplanmasına sağlamak suretiyle promotör metilasyonuna aracılık 

etmektedir. Son zamanlardaki çalışmalarda, DNMT1’in baskılanması PcG 

proteinlerinin ifadelenme düzeyini azalttığı ve hücresel senesensi uyardığı 

gösterilmiştir23. 
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Histon modifiye edici enzimlere ilaveten kromatin yeniden 

yapılandırıcı ATPaz benzeri LSH’da DNA metilasyonunun sürdürülmesi 

için gereklidir. LSH, kromatin biçimlendirici ATPazların SNF2 ailesi ile 

ilişkili olup DNMT1, DNMT3B ve HDAC’lar ile bir kompleks oluşturarak 

transkripsiyonel baskılamada rol oynarlar24. Benzer şekilde BAZ2A (TIP5 

olarak da bilinmektedir) nükleolar yeniden yapılandırıcı kompleks 

NoRC’nin büyük alt ünitesidir ve DNMT1, DNMT3B, hSNF2H ve HDAC’lar 

ile bir kompleks oluşturur. Bu kompleks rDNA’ların bir araya gelmesine 

aracılık eder22.  Bu kompleksin bileşenlerinden biri olan hSNF2H, 

DNMT1’in mononüklozomlara bağlanma afinitesini arttırmakta ve kromatin 

yeniden biçimlendirici bileşenler heterokromatin bölgelerde DNMT1’in 

substrat bölgelerine bağlanmasına yardım ederler25.  

DNMT1’in transkripsiyonel düzenlenme ile doğrudan 

ilişkisinin yanı sıra SP2, SP3 ve STAT3 gibi transkripsiyonel faktörleri ile 

etkileşimi sonucunda dolaylı ilişkisi de bulunmaktadır. STAT3-DNMT1-

HDAC1 kompleksi hücre sinyali negatif düzenleyici shp1 geninin promotör 

bölgesine bağlanarak hücre transformasyonunu tetiklemektedirler18. 

DNMT1 ayrıca transkripsiyonel baskılayıcı DMAP1 ve onun inhibitörü 

RGS6 ile etkileşime girerek HDAC2 ile dolaylı olarak da etkileşime 

girmektedir. Bu etkileşim çift iplikçik kırığı bölgelerinin onarımında global 

veya bölgesel DNA metilasyonu için gereklidir. DMAP1’in eksikliğinde 

onarım ürünlerinin hipometilasyona neden olarak homolog 

rekombinasyonun artmasına ve bunun sonucu olarak genomik kararsızlığa 

neden olmaktadır26. Bununla birlikte DNMT1 heterokromatin yapısının 

oluşumuna yardımcı olmasından dolayı HP1 gibi heterokromatin 

bağlanma proteinleri ile de etkileşime girmesi sürpriz değildir.  Bütün bu 

etkileşimlerin sonucunda DNA’nın kararlılığı ve transkripsiyonel 

baskılanma sağlanmaktadır. Ayrıca, nüklear reseptör ko-baskılayıcı 

RIP140,  DNMT1 ve DNMT3A ile etkileşime girerek gen baskılanmasında 

rol oynarlar23. 
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DNMT1, WT1, Rb, p53 ve hNaa10p gibi tümör baskılayıcı 

genlerle de etkileşime girmektedir. Wilms tümör baskılayıcı protein (WT1), 

Pax2 geninin promotörüne DNMT1’lerin toplanmasını sağlayarak DNA 

hipermetilasyonuna neden olur. DNMT1’in N uç bölgesi ayrıca 

retinoblastoma (Rb) proteini ve diğer hücre döngüsü proteinleri ile 

etkileşime girmektedir. DNMT1’in Rb proteiniNe bağlanması sonucunda 

Rb proteini E2F1 duyarlı promotörların tranksripsiyonunun baskılanmasına 

neden olur. Bununla birlikte DNMT1’in promotörü E2F1-Rb aracılığıyla 

düzenlenir ve böylece negatif-geri bildirim mekanizması aracılıyla 

DNMT1’in sürekli ifadelenmesi engellenmektedir27. DNMT1’in p53 ile 

etkileşimi in vitro’da insan kolon hücrelerinde survivin promotör bölgesinin 

hipermetilasyonuna yol açmaktadır. DNMT1 veya p53 null olan hücrelerde 

bu etki görülmemektedir28. Akciğer kanserli hastalarda yapılan bir 

çalışmada ise yaban tip p53’ün DNMT1 ifadelenmesini negatif olarak 

düzenlediği p53 null veya mutant hücrelerde DNMT1’in ifadelenmesinin 

arttığı gözlemlenmişler29. Son olarak, tümör baskılayı gen hNaa10p, 

DNMT1’in DNA bağlanma afinitesini arttırır ve tümör baskılayıcı genlerin 

promotör bölgelerinde toplanması sağlar. 

Bunlardan başka DNMT1, Annexin V, p23 gibi bazı proteinler 

ile de etkileşime girmektedir. Ancak bu etkileşimlerin fonksiyonu henüz 

tam olarak bilinmemektedir18. 

2.4. Modifikasyonlar Aracılığıyla DNMT1 Enzim 
Aktivitesinin Düzenlenmesi 

DNMT1’in aktivitesi etkileşime girdiği proteinlerin yanı sıra 

posttranslasyonel modifikasyonlar aracılığıyla da düzenlenmektedir (Şekil 

6).  DNMT1, hücre döngüsü bağımlı olarak asetilasyon ve fosforilasyon 

gibi modifikasyonlara maruz kalmaktadır. Diğer taraftan, DNMT1, KAT5 
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aracılığıyla asetillenir ve sonrasında da E3 ubiquitin ligaz, UHRF1 

aracılığıyla ubiquitinlenir.  Bu DNMT1’in proteolitik parçalanması için bir 

işarettir. DNMT1 protein miktarı S fazı sürecince artarken geç S ve G2 

fazında ise azalmaktadır. Bu durum KAT5 miktarı ile ters orantılıdır. Çünkü 

KAT5 aracılı DNMT1 asetilasyonu, DNMT1’in parçalanması için bir 

işarettir.  Bunun yanı sıra DNMT1, USP7 (HAUSP) tarafından 

deubiquitinlenirken HDAC1 tarafından ise deasetile edilerek proteoliktik 

parçalanmadan DNMT1’in korunmasını sağlarlar. DNMT1 ve HAUSP 

arasındaki etkileşim S fazının ortalarında bozulur. Bu durum DNMT1’in 

kararlılığı için HAUSP’nin gerekli olduğunu göstermektedir. Buna karşın 

UHRF1 ile DNMT arasındaki etkileşim geç S fazında artarken bu etkileşim 

DNMT1’in karasızlığına neden olmaktadır30. 

 

Şekil 6. Posttranslasyonel modifikasyonlar aracılığıyla DNMT1 enziminin 
düzenlenmesi18. 

Fare Dnmt1’in Ser515 (DNMT1 Ser509) pozisyonundan 

fosforilasyonu ilk posttranslasyonel modifikasyonu olarak gösterilmiş olup 

bu modifikasyon DNMT1’in düzenleyici ve katalitik domainleri arasında 

etkileşimi düzenlemektedir31. Yalnızca farelerde gösterilmiş olan Kasein 

kinaz 1δ/ε tarafından Dnmt1’in Ser146 pozisyonundan fosforilasyonu, 

DNA’ya bağlanma afinitesini azaltmaktadır. Ayrıca, DNMT1’in 
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fosforilasyonu DNMT1/PCNA/UHRF1 etkileşimini bozarak insan glial 

tümörlerde DNA hipometilasyonuna yol açmaktadır. Erken ve orta S fazları 

süresince AKT1 tarafından Ser143 pozisyonundan fosforilasyonu bitişik 

Ser142’in SETD7 tarafından metilasyonunu bloke ederek DNMT1’i kararlı 

hale getirmektedir.  SETD7 tarafından Lys142 pozisyonundan metilasyonu 

geç S ve G2 fazları süresince DNMT1’in proteolitik parçalanması için bir 

işaret teşkil etmektedir. Lys 142’nin yanı sıra SET7/9, fare Dnmt1 Lys1096 

(DNMT1 Lys1094) pozisyonundan metilasyonuda DNMT1’i kararsız hale 

getirmektedir. Bunun aksine KDM1A (lizin özgü demetilaz LSD1 veya 

AOF2 olarak da bilinmektedir) tarafından demetilasyonu ise DNMT1’in 

kararlılığını arttırmaktadır32. Son olarak DNMT1, ubiquitin konjugat enzim 

UBC9 aracılığıyla sumolasyona uğrar. Bu durum in vitro’da DNMT1’in 

katalitik aktivitesinin artmasına neden olmaktadır33.  

2.5. DNA metilasyonu ve Ürogenital Kanserler 

2.5.1. Renal Hücreli Kanserler 

Renal hücre karsinoma (renal hücreli kanserler, RCC), bütün 

dünyada iç organ malignansilerinin %2’sini oluşturmaktadır. Kuzey 

Amerika ve Avrupa’da insidansı yıllık %3 oranında artış göstermektedir. 

Erkeklerde daha sıklıkla karşılaşılmaktadır. Dört tip böbrek kanserinden 

biri olan renal hücre karsinoma, bütün böbrek kanserlerinin %90’nından 

sorumludur. Ayrıca RCC kendi içersinde histolojik olarak sınıflara 

ayrılmaktadır; (i) Berrak hücreli (%80), (ii) Papiller (% 10-15), (iii) Kromofob 

(%5) ve Onkositom (oldukça nadir görülmektedir). Bu hastalığın 

gelişiminde diğer sinyal yolaklarından ziyade Wnt sinyal yolağındaki 

bozulmaların önemli rol oynadığı düşünülmektedir. Nitekim yapılan 

çalışmalarla Wnt sinyal yolağının renal hücre karsinom gelişiminde rolü 

olduğu gösterilmiştir 34,35.  
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Epigenetik anomalilar diğer kanser türlerinde olduğu gibi 

renal hücre tümörogenezinde önemli rol oynamaktadır. Son yıllarda 

yapılan çalışmalarda epigenetik anomalilerin en önemli belirteçlerinden biri 

olan DNMT1 ifade artışı renal hücre karsinomlarında gösterilmiştir36,37. 

Wnt antagonistleri sFRP1, sFRP2, sFRP4, sFRP5, WIF-1, 

DKK1 ve DKK3 genlerinin hipermetilasyon aracılığıyla baskılanması β-

katenin sinyal yolağının aktivasyonuna yol açar ve RCC’ler de sıklıkla 

görülmektedir. DNMT1 ifadelenme düzeyindeki değişimlerin nedenlerinin 

belirlenmesi RCC’in tanı, safha, prognozu ve tedavisinde biyobelirteç 

olarak kullanılabileceği ifade edilmektedir38,39. 

2.5.2. Mesane Kanseri 

Ürogenital kanserler içerisinde ikinci sıklıkta görülen mesane 

kanseridir. Üriner mesane kanserleri transizyonel hücreli karsinom (TCC) 

(%90), yassı hücreli karsinom ve adenokarsinom şeklinde üç sınıfa 

ayrılmaktadır. TCC’lerin yaklaşık %80’i yüzeyel tümörlerdir. Bu tümörlerin 

%70-80’i tekrarlayabilmekte ve bunların %20-30’u invaziv hale 

gelmektedir40,41.  

Tümör baskılayıcı genlerin DNA hipermetilasyonuna mesane 

kanserini de içerisine alan çok çeşitli kanserlerde sıklıkla 

karşılaşılmaktadır ve bu metilasyonun sürdürülmesinde başlıca sorumlu 

faktör DNMT1 enzimidir. DNMT1 ifade artışı mesane kanserinde sıklıkla 

karşılaşılan bir durumdur42. DNMT1, mesane kanserinin evrelerinin 

belirlenmesi ve tedaviye cevabın belirlenmesinde önemli bir klinik prediktör 

olabileceği ifade edilmektedir42,43. Zhang ve arkadaşlarının çalışmasında 

DNMT1 ve DNMT3A’nın mesane kanserinin gelişiminde önemli rol 

oynayan CpG adacıkların metilasyonunda sinerjik bir etkisi olduğu ifade 
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edilmiştir44. DNMT1, mesane kanserinin tedavisinde potansiyel olarak 

hedef gen olabileceği vurgulanmaktadır46. 

Wnt antagonistlerinin baskılanması sonucunda sürekli aktif 

hale geçen Wnt/β-katenin yolağının mesane kanser oluşumunda ve 

gelişiminde rol oynadığı gösterilmiştir34. Bununla birlikte özellikle Wnt 

yolağının aktivasyonu kötü prognoz ve kemoterapiye direnç ile ilişkilidir46. 

Urakami ve arkadaşları çalışmalarında, mesane tümör örneklerinde ve 

hücre serilerinde (J82C, T24C, TCC, UMUC) wif-1 geninin kontrol 

bölgesinde metilasyon artışı olduğunu göstermişlerdir. Bunun sonucunda, 

β-katenin bağımlı Wnt sinyal yolağının aktifleştiği saptanmıştır34. Diğer 

çalışmalarında ise tümör örneklerinde sfrp1, sfrp2, sfrp4, sfrp5, wif-1 ve 

dkk-3 genlerinin metilasyon profillerini belirleyerek bu genlerin mesane 

kanserinin tanısında epigenetik biyobelirteçler olarak kullanılabileceğini 

önermişlerdir47. Tang ve arkadaşları, invaziv mesane kanseri hücre 

serilerinde (T24 ve TSU-PR1) WIF-1’in S fazı kinaz ilişkili protein 2 (skp2) 

ve c-myc ifadesini baskılayıp, p21 ve p27 ifadelenme düzeyini arttırdığını 

belirlemişlerdir. Bunun sonucunda, WIF-1’in hücre döngüsünü G1 

evresinde durdurarak, büyümenin baskılandığı gösterilmiştir48.  

2.5.3. Prostat Kanseri 

Prostat kanseri (CaP), erkekler arasında en sık görülen ikinci 

kanser türüdür. Akciğer ve kemik metastazı ile karakterizedir.  Wnt sinyal 

yolağı prostat kanserlerinin gelişimi, ilerleyişi ve metastazında önemli rol 

oynamaktadır. Prostat kanserlerinde çeşitli Wnt ve diğer yolağın 

düzenlenmesi ile ilişkili proteinlerin düzeylerinin artışı gözlemlenmiştir49. 

DNA metilasyonu, prostat kanserlerinde erken somatik 

genom değişimleri olarak kabul edilmektedir ve prostat kanserinin gelişimi, 
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invazyonu ve metastazında önemli rol oynamaktadır51.  DNA metilasyonun 

metabolizmasının temel enzimlerinden biri olan DNMT1 genin prostat 

kanserlerinde artmış ifadelenme düzeyi sıklıkla karşılaşılmaktadır. DNMT1 

ifadelenme düzeyindeki değişimlerin nedenlerinin belirlenmesi prostat 

kanserinin terapötik hedeflerinden biri olabileceği vurgulanmaktadır50-52. 

Kinney ve arkadaşlarının farelerde yapmış oldukları çalışmada ise 

DNMT1’in prostat kanserinin erken evrelerinde tümör baskılayıcı fonksiyon 

gördüğü ileri aşamalarında ise onkogenik aktivite gösterdiğini ileri 

sürmüşlerdir53.  

Wnt antagonistlerinden sFRP2’in promotör hipermetilasyonu 

sıklıkla prostat kanserlerinde gözlemlenmekte ve sFRP2 

hipermetilasyonunun prostat kanseri için biobelirteç olabileceği 

vurgulanmaktadır60. Ayrıca β-katenin sinyal yolağının düzenlenmesinden 

sorumlu olan APC, SFRP1 ve WIF-1 genlerinin hipermetilasyonu çeşitli 

prostat kanser hücre hatlarında gösterilmiştir38. 

2.6. Ubiquitinasyon ve Deubiquitinasyon Mekanizması 

Ubiquitin, yüksek derecede korunmuş 76 amino asitten 

oluşan küçük düzenleyici bir proteindir ve kovalent olarak proteinlere 

bağlanarak proteozom parçalanması için sinyal molekülü olarak işlev 

görmektedir. Proteozom aracılı parçalanma, protein lokalizasyonu, hücre 

döngüsü kontrolü, transkripsiyon düzenlenmesi, DNA hasar onarımı, 

endositoz gibi çoklu hücresel işlevlerin kontrolü için gerekli olan bir 

mekanizmadır. Ökaryotik hücrelerde, ubiquitin zincirinin eklenmesi veya 

çıkarılması önemli biyolojik işlevlerden birisidir. Bu nedenle, ubiquitin 

metabolizma enzimlerinin kanser oluşum sinyal veya düzenleyici 

yolaklarında fonksiyon gören onkogenlerin ve tümör baskılayıcı genlerin 

düzenlenmesinde önemli rol oynaması sürpriz değildir. Bu nedenle 
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ubiquitin metabozlima enzimleri ubiquitinleyici ve deubiquitinazlar (DUB)’ın 

kanser tedavisine yönelik hedefler arasında önemli bir yere sahiptir.  

Ubiquitin/proteozom sisteminin bileşenlerinden E3 ve DUB’lar substratı 

yüksek bir spesifite ile tanırlar bu nedenle kanser ilaç hedeflerinde oldukça 

önemli derecede ilgi çekmektedir55,56. 

2.6.1. Ubiquitin Konjugasyon Mekanizması 

Protein ubiquitinasyonu ATP bağımlı, son derece düzenli ve çok adımlı 

enzimatik bir işlemdir (Şekil 7).  Bu olaya en az üç enzim aracılık 

etmektedir; ATP-bağımlı ubiquitin enzim (E1); aracı ubiquitin-konjuge edici 

enzim (E2) ve uç ubiquitin ligaz (E3)’tür. Bazı durumlarda ubiquitin uzama 

faktörleri, E4 enzimi olarak adlandırılmakta ve çoklu ubiquitin zinciri 

oluşumu için gereklidir. E1 aktive edici enziminin aktif bölgesindeki sistein 

ile ubiquitinin C ucunda yer alan glisin arasında tiyoester bağı kurması ile 

ubiquitin aktive olur. Bu olay için enerji kaynağı olarak ATP kullanılır. 

Aktive olan ubiquitin peptiti E1’den E2 enzimine transfer olur.  Genellikle 

E2 enzimi  partneri E3 ile etkileşime girer. E3 enzimi ubiquitinin C uç glisin 

amino asiti ile substratın lizin amino asiti arasında izopeptit bağı kurmak 

suretiyle ubiquitinin hedef proteine transfer olmasını sağlar. E2 enzimi 

katalitik domaininde bir çok korunmuş amino asit içermekte iken E3 

ubiquitin ligaz ise sadece birkaç korunmuş motif içerir. Bu nedenle E2 

enzimi subtrat seçiminde rol oynuyor olabilse de ubiquitinasyonun 

olayında substrat özgünlüğü başlıca E3 ligaz aracılığıyla 

gerçekleştirilmektedir. E3 enzimi, 600’den fazla protein ile etkileşime 

girdiği gösterilmiştir. E3 ligaz başlıca dört büyük sınıfa ayrılmaktadır;  

HECT (E6-AP karboksik uç homoloğu) E3, genellikle monomeriktir ve 

ubiqiuitin ile tiyoester bağı kurmak suretiyle hedef proteine ubiquitinin 

transferine aracılık eder. RING domin E3, E2’den protein substratına 

doğrudan ubiquitin transferine aracılık eder. RING domin E3, E2/E3 

kompleksi aracılığıyla otoubiqitinlenmektedir. PHD domain ve U-box-tip E3 
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ligazlar yeni keşfedilmiş E3 ailesi üyeleridir ve enzimatik domain yapıları 

RING motifine oldukça benzemektedir58. E3 ligazlar, subsrat proteinin 

Lys6, Lys11, Lys29, Lys48 ve Lys63 rezidülerinden mono-ubiquitinlemek 

suretiyle hedef proteinleri modifiye edebilmektedirler.  Genelde, Lys48 

bağlı poliubiquitinasyon işareti 26S proteozom aracılığıyla hedef proteinin 

parçalanmasına neden olmaktadır. Lys63-bağlı monoubiquitinasyon ise 

intraselüler trafik, DNA onarımı ve sinyal transdüksiyon yolağında sinyal 

olarak işlev görmektedir55,56,58. 

 

Şekil 7. Ubiquitin-proteozom sistemi57*.* İlgili kaynaktan modifiye edilmiştir. 

2.6.2. E3 Ubiquitin Ligaz ve Kanser 

E3 ligazlar, hücre proliferasyonu, hücre döngüsü ve apoptoz 

gibi çeşitli hücresel işlevleri düzenlemektedir.  E3 ligazların ve ilişkili 

olduğu ubiquitin ağındaki düzensizlikler özellikle nörodejeneratif hastalıklar 
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ve kanser gibi çeşitli insan hastalıkları ile bağlantılıdır ve protein 

kinazlardan sonra ikinci yaygın kanser ilişkili fonksiyonel gen ailesidir. E3 

ubiquitin ligazlar, onkogen ve tümör baskılayıcı genlerin parçalanmasını 

tetikleyebildiklerinden dolayı hedeflerine göre onkogen veya tümör 

baskılayıcı genler gibi davranabilmektedirler. Bu nedenle kanser 

tedavilerinde özellikle terapötik hedefler olarak dikkati çeken hedeflerden 

birisidir55. 

2.6.3 PHD ve RİNG Parmak İçeren Ubiquitin Benzeri Domain 

1 (UHRF1) 

UHRF1, DNA metilasyonunun sürdürülebilmesi için 

DNMT1’in kritik kofaktörüdür. UHRF1 proteini, Ubiquitin benzeri domain 

(NIRF_N veya Ubl), Ubiquitin benzeri domain bitki homeodomain (PHD), 

Tudor, SET ve Ring ilişkili domain (SRA) ve RING domainden oluşan 763 

amino asitlik bir proteindir (Şekil 8). Evrim süresince yüksek derecede 

korunmuş olup kromozom 19 üzerinde yer almaktadır. UHRF1’in NIRF_N 

domainleri protein-protein etkileşimi için önemli olup ubiquitin bağlanma 

bölgeleridir. Bu domain hücre döngüsü süresince protein parçalanmasında 

veya gen transkripsiyonunda önemli role sahiptir. SRA domaini  yarı metile 

DNA’ya bağlanma domaini olarak fonksiyon görmektedir. PHD domaini 

diğer proteinlerde bulunan PHD domainlerine benzer şekilde H3 

kuyruğundaki rezidülerini tanır. Özellikle Tudor domainlerinin metillenmiş 

H3K9 bağlanma afinitesi bulunmaktadır. PHD ve Tudor domainlerinin üçlü 

metile H3K4 ile etkileşime girmek suretiyle gen aktivasyonu veya 

baskılanması olaylarını kontrol etmektedir. RING domini ise E3 ligaz 

aktivitesine sahiptir. PHD domaini SRA domaini ile etkileşime girerek 

UHRF1’in HDAC1’e ve metile DNA’ya bağlanmasına aracılık eder. Bu 

nedenle UHRF ailesi histon trimetilasyonu, HDAC1 toplanması ve DNA 

metilasyonu belki de histon ubiquitinasyonunu yönetiyor olabilir. Ayrıca in 

vivo ve in vitro’da UHRF1 histonların özellikle H3’ü ubiquitinlemektedir. 
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UHRF1 mRNA’sı timüs, fetal dokularda, kemik iliğinde bol miktarda 

bulurken farklılaşmış dokularda bulunmamaktadır. Bu durum UHRF 

ailesinin en azından UHRF1’in hücre proliferasyonu ile ilişkili olduğunu 

göstermektedir59,60.  

                

Şekil 8. UHRF1 proteininin yapısı. NIRF_N; ubiquitin bağlanma bölgesi, Tudor; 
H3K9me3’ü tanıma bölgesi, PHD; H3 metile bölgeleri tanıma bölgesi, SRA; yarı 
metile DNA’ya bağlanma bölgesi, RING; H3 ubiquitinasyon bölgesi. 

Henüz fonksiyonları tam olarak bilinmemesine karşın 

UHRF1, tümör hücrelerinin büyümesinin düzenlenmesi için gerekli bir E3 

ligazdır. UHRF1 kantitatif çalışmalarında akciğer, meme ve prostat primer 

tümörlerinde ifadelenmesinin arttığı gözlemlenmiştir57. DNA hasarına 

cevaben UHRF1 proteinin ve mRNA düzeyi azalmaktadır. Bu azalma 

hücre arrestinden dolayı değil p21Cip1/Waf1 ifadelenmesiyle doğrudan 

düzenlenmektedir. UHRF1 ayrıca genom bütünlüğünün korunmasında da 

rol oynamaktadır. UHRF1’in ifadelenmesinin artışı DNA hasarına karşı 

korumakta ve DNA hasarı sonrasında replikasyonu takiben genom 

bütünlüğünün sürdürülmesini sağlıyor olabilir61.  Son zamanlarda 

UHRF1’in DNMT1’in ubiquitinasyonuna aracılık ettiği gösterilmiştir. Bu 

durum DNMT1’in asetilaz Tip60 ve HDAC1 ile olan koordinasyonunda 

kararlılığını kontrol etmektedir62.  

2.6.4. Ubiquitin Dekonjugasyon Mekanizması 

Ubiquitin konjugasyonu, diğer protein modifikasyonları gibi 

DUB enzimler aracılığıyla tersine dönüştürülebilmektedir. İnsan 

genomunda 100’den fazla DUB tanımlanmıştır. DUB ailesi yapısal ve 
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sekans benzerlikleri dikkate alındığında en az beş büyük sınıfa 

ayrılmaktadır; JAB17MPN7Mov34 metaloenzim (JAMM) domain, C uç 

hidrolaz (UCH), ubiquitin özgün proteaz (USP), ovaryen tümör domain 

(OTU) ve machado Josephin domain (MJD). JAMM ailesi çinko metallo 

proteaz iken UCH, USP, OTU ve MJD sistein proteazdır. 

DUB’ların temel rolü, ubiquitin-konjüge proteinlerden 

ubiquitin zincirini uzaklaştırmaktır (Şekil 7).  Böylece hedef proteinin 

proteozom aracılı parçalanmasını engelleyerek hedef proteinin kararlılığını 

sağlarlar. Ayrıca DUB’lar, ubiquitin pro-protein modifikasyonları aracılığıyla 

ubiquitin maturasyonunda fonksiyon görmektedirler. Ubiquitin pro-protein 

olarak ifadelenir ve genellikle ribozomal proteinlerle füzyon oluştururlar.  

DUB’ların histon ubiquitinasyonunu da kontrol ettiği düşünülmektedir.  

Ubiquitin proteozomal ağında ubiquitinleyici enzimler ve 

DUB’lar birlikte protein miktarının dengelenmesi için çalışırlar. Bu nedenle 

ubiquitin proteozom yolağı intrasellüler proteinlerin özellikle yanlış 

katlanmış proteinlerin uzaklaştırılmasından sorumlu önemli bir sistemdir55-

57. 

2.6.5. DUB’lar ve Kanser 

E3 ligazlar gibi, DUB’lar da proteozom bağımlı parçalanma, 

protein lokalizasyonu, transkripsiyon aktiviteleri ve endositozun 

düzenlenmesinde rol oynamaktadırlar. DUB’lardaki düzensizlikler insan 

hastalıkları özellikle kanserler ile ilişkilidir. DUB’lar ubiquitin/proteozom 

sistemi içerisinde fonksiyonlarının yanı sıra ilaç hedefleri olarak hizmet 

etmektedirler55. 
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2.6.6. Herpes İlişkili Ubiquitin Özgü Proteaz (HAUSP/ USP7) 

HAUSP, DUB enzimlerinden biri olup ubiquitin-özgü proteaz 

ailesinin bir üyesidir. Bu enzim, herpes simplex viral protein vmw 110 ve 

Epstein-Barr nükleer antijen I kompleksi olarak tanımlanmıştır (ayrıca 

infekte hücre protein 0, ICP0, olarak da bilinmektedir) ve Herpes ilişkili 

ubiquitin özgü proteaz (HAUSP veya USP7) olarak adlandırılmıştır (Şekil 

9). HAUSP, epigenetik baskılama, DNA virüsleri aracılığıyla infeksiyonların 

yayılımında ve stres cevap yolaklarının düzenlenmesinde rol 

oynamaktadır56,63. 

 

Şekil 9. HAUSP proteinin yapısı. TRAF; p53 ve MDM2’ye doğrudan bağlanma 
domaini, Ubl; konformasyonel değişimi hızlandırarak ubiquitin molekülünün 
bağlanmasına izin verir ve katalitik merkezi organize eder. 

HAUSP, katalitik domain, N- ve C- uç domainlerinden oluşan 

1103 amino asitlik bir proteindir. Kromozom 16’da yer almaktadır. C uç 

domaini protein-protein etkileşimi için gerekli bir bölgedir ve ayrıca 

HAUSP’nin deubiquitinasyon aktivitesi için önemli bir yere sahiptir. Bu 

protein p53 kararlılığında kritik düzenleyici olarak fonksiyon görmektedir. 

HAUSP, doğrudan p53 ve MDM2 proteinine bağlanır. HAUSP’nin yüksek 

derecede ifadelenmesi p53 proteinini kararlı hale getirir. HAUSP, 

doğrudan olarak p53’e TRAF domaini aracılığıyla bağlanarak p53 bağımlı 

hücre büyümesini engeller ve apoptozu tetikler. DNA hasar stresinde 

ATM-bağımlı düzenlenme HAUSP ve MDM2 arasındaki etkileşimin 

azalmasına neden olur. Bu durum MDM2’inin kararsız hale gelmesine 

neden olur ve DNA hasarından sonra uygun p53 aktivasyonuna olanak 
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sağlar. p53-MDM2 yolağında HAUSP’nin dinamik rolü, DUB’ların 

tümörogenezdeki rolünü gösteren ilk kanıttır64,65. 

HAUSP, iki tümör baskılayıcı gen FOXO4 ve PTEN’in 

deubiqitinasyonundan sorumludur65,66. HAUSP aracılı FOXO4’ün 

deubiquitinasyonu FOXO4’ün kararlılığını etkilemez ancak nükleusa 

taşınmasını ve transkripsiyonel aktivitesini düşürmektedir. PTEN’in ise 

sitoplazmik birikimine yol açar ve monoubiquitinasyonu nükleer 

lokalizasyon sinyali olarak fonksiyon görür. HAUSP ve ilişkili PTEN 

nükleer dışlanması insan prostat kanserlerinde gözlemlenmekte ve tümör 

agresifliği ile ilişkilidir66. 

Protein kararlılığının yanı sıra HAUSP kromatin yapısının ve 

gen baskılanmasının düzenlenmesinde fonksiyon görmektedir. 

Drosophila’da HAUSP’nin monoubiquitinlenmiş histon H2B’den ubiquitinin 

uzaklaştırmasını katalizlemektedir. Bu olay homeotik genlerin epigenetik 

susturulmasında önemlidir67. 

HAUSP ve UHRF1, DNMT1 ile birlikte dinamik bir kompleks 

oluşturmak suretiyle genomik DNA metilasyon örüntüsünün sürdürülmesi 

için kritik iki faktördür. UHRF1 aracılığıyla ubiquitinasyonu ve sonrasında 

HAUSP aracılığıyla deubiquitinlenmesi DNMT1’in kararlılığında rol 

oynamaktadır30. 

2.7. Wnt/β-Katenin Sinyal Yolağı 

Wnt proteinleri aktiviteleri temel alınarak, β-katenin bağımlı 

ve β-katenin bağımsız Wnt sinyal yolağı olmak üzere iki gruba 

ayrılmaktadır40. Wnt/ β-katenin sinyal yolağı Wnt sinyal yolakları içerisinde 

en çok çalışılmış yolaklardan birisi olup evrim süresince korunmuştur. Bu 
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yolaktaki değişimler mide kanseri, hepatosellüler karsinoma, koleraktal 

kanserler ve son zamanlarda da mesane ve prostat kanserlerini de 

içerisine alan bir çok insan malignansilerinde görülmektedir41.   

Wnt sinyal yolağı, Wnt ligandının 7-TM reseptörü olan 

Frizzled (Fz) reseptörüne ve ko-reseptör LRP6 veya LRP5’e bağlanması 

ile aktive olur. Wnt aracılığıyla uyarılan kompleks Fz-LRP6’da yer alan 

LRP6’ın intraselüler domaininin Kazein kinaz 1 (CK1) sitoplazmik adaptör 

protein Dishevelled (Dsh) ve GSK-3β tarafından fosforile edilmesine yol 

açar. Bu fosforilasyon eksen inhibitör (Aksin) proteininin bağlanması için 

optimal bağlanma bölgesi oluşumuna neden olur. Aksin proteinin bu 

bölgeye bağlanması sonucunda Aksin-aracılı fosfo-parçalanma 

kompleksinin oluşumu engellenmiş olur. Böylece, “GSK-3β, Aksin, 

adenomatoz polipozis koli (APC)” kompleksinin β-katenin üzerindeki 

baskılayıcı etkisi ortadan kalkar. Stabilize olan sitosolik β-katenin proteini 

nükleusa geçerek burada DNA bağlanma ailesi üyelerinden olan TCF-1 [T 

hücre faktörü-1/LEF-1 (Lenfoid enhancer bağlanan-1)] ile kompleks 

oluşturur. Bu kompleks aynı zamanda Groucho ve histon deasetilaz 

CBP/p300 gibi ko-aktivatörlerin hedef bölgelerde toplanmasına neden olur. 

Böylece Wnt cevap genlerinin aktivasyonuna neden olur40,41. Wnt hedef 

genleri içerisinde Siklin D1, c-MYC, Matriks Metalloproteinazlar (MMP-2, -

3, -7, -9, -13) ve DNMT1 gibi önemli bazı proteinler yer almaktadır. 

Günümüze kadar yirmiden fazla daha çok anjiyogenez, tümör gelişimi ve 

metastazında önemli rolleri olan hedef genleri tanımlanmıştır ve bu sayı 

artmaya devam etmektedir40.  

Sinyal yokluğunda ise sitoplazmik scaffold proteinler (APC ve 

Aksin), “GSK-3β, CK1 ve protein fosfotaz 2a (PP2A)” kompleksi β-

katenine bağlanır. Bu proteinler birlikte “parçalanma kompleksini” 

oluştururlar. Bu durum ilk önce N-terminal bölgesinde yer alan Ser45 CK1 

tarafından fosforile edilmesi sonrasında GSK-3β’nın β-katenini N terminal 
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bölgesinde yer alan diğer Ser/Thr rezidülerinin (Ser33, Ser37 ve Thr41) 

fosforile edilmesine imkan sağlar ve ubiquitin ligaz olan β-TrCF ve  26S 

proteozom tarafından tanınmasına yol açar. Böylece ubiquitinlenen β-

katenin proteazomlar aracılığıyla parçalanır ve sitosolik β-katenin miktarı 

düşer40,68 (Şekil 10). 

 

 
Şekil 10. Wnt/β-katenin sinyal yolağı (kanonikal Wnt sinyal yolağı) ve 
antagonistlerinin şematik gösterimi35. 

β-kateninin GSK-3β bağımsız bir yolak aracılığıyla da 

sitosolik düzeyinin düştüğü gösterilmiştir. Bu yolakta, E-kaderin ve 

tratraspain protein CD82 ve CD9 arasındaki etkileşim sonunda β-

katenin’in eksozomal salınımına aracılık etmek suretiyle serbest sitosolik 

β-katenin’in miktarı düşmekte ve bunun sonucu olarak Wnt sinyal yolağı 

baskılanmaktadır40. 
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β-katenin transkripsiyon faktörü olarak fonksiyon görmesi 

haricinde kaderin bağlanma bölgelerinde çok yönlü fonksiyonları 

bulunmaktadır. Kaderin/β-katenin/α-katenin arasında köprü fonksiyonunun 

yanı sıra Golgi’den plazma membranına kaderin transportunda görev alır. 

Ayrıca, β-katenin, kaderin bağlanma noktalarının stabilizasyonunda veya 

fiziksel olarak diğer faktörlerin etkileşimlerinde temel birleşen olarak 

fonksiyon görür. Örneğin, vinkulin, hücre matriksinin temel birleşenidir ve 

kaderin birleşme noktalarına β-katenin aracılığıyla bağlanmaktadır. 

β-katenin bağımlı Wnt sinyal yolağının aktivasyonu iki 

basamakta kontrol edilir: (i) β-katenin bağımlı olmayan Wnt sinyal 

yolağında aktifleşen kinazlar. (ii) Wnt antagonistleri (salgılanan Frizzled 

ilişkili protein (sFRP), Dickkopf (DKK) ve Wnt baskılayıcı faktör 1 (WIF-1). 

β-katenin bağımlı olmayan Wnt sinyal yolağında aktifleşen 

kinazlar aracılığıyla β-katenin bağımlı yolağın sürekli aktivasyonu 

engellenir. β-katenin bağımsız Wnt ailesi üyeleri, β-katenin bağımlı Wnt 

sinyalini sitoplazmik kalsiyum düzeyini arttırarak baskılar. Dolayısıyla, Wnt 

hedef genlerinin β-katenin aracılığıyla ifadelenmeleri sıkı bir şekilde kontrol 

altındadır68,69. 

Wnt antagonistleri, hücre dışı Wnt antagonistleri (sFRP, WIF-

1) ve sitoplazmik Wnt antagonistleri (DKK) olmak üzere iki gruba ayrılır69 

(Şekil 10): sFRP; hücre dışından Wnt ligandlarına bağlanarak Wnt sinyal 

oluşumunu engeller. Şimdiye kadar sFRP ailesine ait 5 farklı protein 

tanımlanmıştır (sFRP-1, sFRP-2, sFRP-3, sFRP-4 ve sFRP-5). WIF-1 

proteini sFRP’ler gibi hücre dışından Wnt ligandına bağlanır ve Wnt aracılı 

sinyal iletimini bloke ederler. DKK genlerinin ürünleri ise LRP5/6 proteinine 

bağlanarak, bu proteinin reseptörü ile etkileşimini engellerler. Böylece, 
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Wnt sinyal yolağının aktivitesi durdurulur. Günümüze kadar DKK ailesinin 

dört üyesi (DKK-1, DKK-2, DKK-3, DKK-4)  tanımlanmıştır35,70. 

Wnt proteinleri, hidralardan omurgalılara kadar çok çeşitli 

hayvanlar gruplarında bulunmakta ve embriyonik örüntüleniş olaylarında 

ve yetişkin dokularda homostazi olaylarının sürdürülebilmesi için 

gereklidirler. Bu yolaktaki bozulmalar embriyonik anomalilere ve insan 

kanserlerinin oluşumuna neden olmaktadır. 

2.7.1. Wnt/β-katenin Sinyal Yolağı ve Renal Hücreli 

Kanserler 

Kararlı formdaki β-kateninin nüklusa geçtikten sonra aktive 

ettiği genlerden biri olan c-Myc onkogenidir. Papiller RCC ve primer berrak 

hücreli RCC’lerde bu onkogen kopya sayısının artışı bilinmektedir. β-

katenin nokta mutayonları ise RCC’lerde nadiren görülmektedir71,72. Son 

zamanlarda yapılan bir çalışmada, kadmiyumun β-katenin sinyal yolağı 

birleşenlerinin ifadelenmelerini arttırdığı ve buna bağlı olarak c-Myc ve 

Siklin D1 gibi hedef genlerin ifadelenmelerinde artış olduğu gösterilmiştir.  

Bu proteinler hücre çoğalması ve yaşamı için gerekli proteinlerdir ve ifade 

artışları tümör oluşumunu hızlandırmaktadır. Kadmiyum aracılı Wnt sinyal 

yolağının aktivasyonu renal epitel dokularında kansere yol açtığı ifade 

edilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada ise β-katenin sinyal yolağının 

bileşenlerinden olan APC’nin eksikliğinin farelerde renal tümörlere neden 

olduğu ve β-katenin düzeyinde artış olduğu saptanmıştır73.  

RCC’nin genetik temelleri 1993 yılında Von Hippel-Lindau 

(VHL) tümör baskılayıcı genin tanımlanmasıyla ortaya konmuştur74.  Bu 

gendeki birçok tanımlanmış mutasyon RCC vakalarında bulunmakta ve 

berrak hücreli karsinoma ile yüksek derecede ilişkilidir. VHL genindeki 
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anomaliler sporatik RCC’li hastaların %75’inde görülmektedir75. Peruzzi ve 

arkadaşları β-katenin’in VHL’nin E3 ubiquitin ligaz aktivitesi ile 

parçalandığını keşfetmişlerdir. Böylece VHL’nin yeni hedefleri arasında 

onkogenetik β-katenin sinyalizasyonuda yer almakta ve renal kanser 

patogenezinde β-katenin yolağında rol oynadığını gösteren bir kanıt 

olmuştur76. VHL’nin etkileşime girdiği bir diğer protein Jade-1’dir. Jade-1, 

yeni tanımlanmış E3-ubiquitin ligaz olup β-katenin’i ubiquitine ederek 

parçalanmasına yol açmaktadır. VHL aracılığıyla Jade-1 pozitif olarak 

düzenlenir. VHL’nın kaybı Jade-1 düzeyinin azalmasına ve buna bağlı 

olarak β-katenin düzeyinin artmasına neden olmaktadır. Bu VHL’nın renal 

tümörogenezi hızlandırmasına yönelik bir diğer mekanizmadır77. 

Wnt sinyal yolağı ve böbrek kanserleri arasındaki bir diğer 

bağlantı hipoksiya uyarılı protein-2 (HIG2)’dir. HIG2, Wnt reseptör Fz10’a 

bağlanır ve Wnt sinyal hedef genlerinin transkripsiyonunu uyarır. HIG2, 

hücre çoğalmasının indükleyicisi olarak fonksiyon görür ve RCC belirteci 

olarak tanımlanmıştır. HIG2 ayrıca β-katenin/Tcf4 kompleksinin hedefidir78. 

Renal karsinogenezde belirli Fzd ailesi üyelerinin 

ifadelenmelerinde değişimler gözlemlenmektedir. Artmış Fzd5 ve Fzd8 

ifadelenmesi renal kanser hücrelerinde protein ve mRNA düzeyinde 

gözlemlenmektedir. Son olarak, Wnt/β-katenin sinyal yolağının negatif 

antagonistleri olan sFRP’lerin, WIF1 ve DKK’nın ifade düzeylerinin 

değiştiği ve böyle β-katenin yolağının aktive olduğu renal kanserlerde 

sıklıkla karşılaşılmaktadır79.  

2.7.2. Wnt/β-katenin Sinyal Yolağı ve Mesane Kanseri 

Wnt antagonistlerinin baskılanması sonucunda sürekli aktif 

hale geçen Wnt/β-katenin yolağının mesane kanser oluşumunda ve 
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gelişiminde rol oynadığı gösterilmiştir34,70. Bununla birlikte özellikle Wnt 

yolağının aktivasyonu kötü prognoz ve kemoterapiye direnç ile ilişkilidir46. 

β-katenin ve APC mutasyonlarına mesane kanserinde 

gözlemlenmemesine karşın Wnt antagonistlerinin mesane kanser 

oluşumunda önemli rol oynadığı gösterilmiştir. Marsit ve arkadaşlarının 

çalışmalarında invaziv mesane tümörlerinde sFRP genlerinde belirlenen 

metilasyon artışı ile ilerlemiş tümör aşamaları arasında ilişki olduğunu 

saptayarak, sFRP metilasyonunun mesane kanserinin yayılımını 

etkileyebileceğini ileri sürmüşlerdir80. Urakami ve arkadaşları ise 

çalışmalarında, mesane tümör örneklerinde ve hücre serilerinde (J82C, 

T24C, TCC, UMUC), Tang ve arkadaşları invaziv mesane kanseri hücre 

serilerinde (T24 ve TSU-PR1) WIF-1’in S fazı kinaz ilişkili protein 2 (SKP2) 

ve c-MYC ifadesini baskılayıp, p21 ve p27 ifadelenme düzeyini arttırdığını 

belirlemişlerdir. Bunun sonucunda, WIF-1’in hücre döngüsünü G1 

evresinde durdurarak, büyümenin baskılandığı gösterilmiştir34,48. 

2.7.3. Wnt/β-katenin Sinyal Yolağı ve Prostat Kanseri 

Bir çalışmada Wnt5a’nın varlığının prostat kanserinin 

nüksetmesiyle ilişkilendirilmiştir. Wnt5a’nın Knockdown’ı veya aşırı 

derecede ifadelenmesi prostat kanserinin invazyon ve göç aktivitesinin 

sırasıyla azalmasına ve uyarılmasına neden olmaktadır.  Wnt5a, protin 

kinaz D (PKD) aracılığıyla Jun-N-uç kinazı (JNK)’ı aktive eder. PKD’nın 

baskılanması Wnt5a aracılı hücre göçü ve invazyonunun engellenmesine 

neden olur. Wnt5a, JunD’nın toplanması aracılığıyla MMP-1’in 

ifadelenmesini tetikler ve böylece prostat kanserinin agresifliğinin 

artmasına katkıda bulunur49. 

Aktif Wnt/β-katenin sinyali Foxo2 transkripsiyon faktörünü 

tetikler ve bu birincil prostat kanserinde invazif fenotip ile ilişkilidir.  β-
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katenin, prostat kanserinin biobelirtecidir ve çeşitli moleküller ile düzeyi 

kontrol edilmektedir. Prostat kanserlerinde Sox7’nin mutasyonları veya 

kayıpları bilinmektedir. Sox7, β-katenin sinyal aktivitesini baskılayan bir 

kontrol noktası olarak fonksiyon görmektedir. Ayrıca onkogenik K-ras ve β-

katenin mutasyonları prostat kanserinin invazif forma dönüşümünü 

hızlandırır81. 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının negatif antagonisteleri olan 

ifade düzeylerinin değiştiği ve böyle β-katenin yolağının aktive olduğu 

prostat kanserlerinde sıklıkla karşılaşılmaktadır. Özellikle DKK1’in artmış 

ifadelenmesi prostat kanserinin erken olaylarından biri olup kemiğe 

metastazında önemli rol oynamaktadır82. 

Bu bilgiler doğrultusunda, insan mesane, renal hüce 

karsinoma ve prostat hücre hatlarında DNMT1 düzeyi belirledikten sonra 

Wnt/β-katenin yolağının DNMT1 ve kararlılığından sorumlu tutulan UHRF1 

ve HAUSP proteinlerinin ifadelenmesi üzerine olan etkisini belirlemeyi 

hedefledik. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Cihazlar 

• Karbondioksitli etüv (Sanyo) 

• Laminar flow (Danlaf) 

• Hassas terazi (AND-ER-182A) 

• PCR-Sprint otomatik ısı döngü cihazı (Ependorf) 

• Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices) 

• Inverted mikroskop (Zeıss) 

• Light Cycler Real Time PCR cihazı (Roche) 

• Nanodrop (Thermo Scientific) 

• Kuru ısıtıcı blok (Biosan) 

• Ph metre (WTW 422) 

• Elektroforez güç kaynağı (Thermo) 

• Soğutmalı santrifüj (Hettich Mikro 22R) 

• Manyetik karıştırıcı (TMA 2071) 

• Spin vorteks (Biosan) 

• Elektroforez tank ve kaseti (Biorad) 

• Vorteks (Biosan) 

• Mikrodalga fırın (Arçelik) 

• Mikropipetler; 10µl, 100µl, 1000µl, 5000μl (Thermo) 

• Derin dondurucu -30ºC (Sanyo) 

• Derin dondurucu -80ºC (Sanyo) 

• Buzdolabı (Arçelik) 

• Mini protean elektroforez ve blot sistem (Bio-Rad) 

• Gel logic 2200 görüntüleme sistemi (Carestream) 
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3.2. Kullanılan Sarf Malzemeler 

• Hücre üreme flaskları, 25cm2 ve 75 cm2  (Thermo Scientific) 

• 15ml ve 50ml santrifüj tüpü (Thermo-Nunc) 

• Hücre kültür plakları (96 ve 6 kuyucuklu plate) (Greiner) 

• Hücre dondurma tüpleri (Greiner) 

•    0.2ml, 0.5ml ve 1.5ml Mikrosantrifüj tüpleri (Greiner) 

3.3. Kullanılan Kimyasallar 

• Besiyeri RPMI 1640 (Gibco) 

• Besiyeri McCoy’s 5A (HyClone) 

• Fetal Bovine Serum (HyClone) 

• Penisilin/Streptomisin antibiyotik (HyClone) 

• L-Glutamin (HyClone) 

• Tripsin (Thermo) 

• Dimetil Sülfoksid (DMSO) (Ambresco) 

• Fenilmetilsülfonilflorid (PMSF) (Roche) 

• Etanol (Sigma) 

• Metanol (Merck) 

• Hücre Lizis Solusyonu (Roche) 

• PBS (Gibco) 

• Primerler (GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1) (Ella Biotech) 

• Tripure Isolation Reagent (Roche) 

• Universal prob (Roche) 

• Amonyum Persülfat (Amresco) 

• Temed (Amresco) 

• Tris base (Sigma) 

• Akrilamid (Amresco) 
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• Bisakrilamid (Amresco) 

• Gliserol (Merck) 

• Hidroklorik asit (Merck) 

• Bromophenol blue boyası (Sigma) 

• Yağsız süt tozu (CST) 

• GSK3β inhibitörü SB216763 (Sigma) 

• DNMT intibitörü 5-Aza-2’-deoksisitidin (Sigma) 

• ColorPlus Protein Belirteci (NEB) 

• Beta-Aktin antikor (CST) 

• DNMT1 (Thermo) 

• β-catenin (Thermo) 

• HAUSP (Thermo) 

• UHRF1 (Thermo) 

• Fosfo-GSK3β (CST) 

• Sekonder antikor  (Thermo) 

• PhosphoSTOP tableti (Roche) 

3.4. Kullanılan Kitler 

• Hücre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Roche) 

• cDNA Sentez Kiti (Roche) 

• DNA izolasyon kiti 

• Bisülfid modifikasyonu kiti (Zymo) 

• 480 Taqman Master Mix (Roche) 

• BCA Protein Tayin Kiti (Thermo) 

 
3.5. Hücre Hatları 

Bu çalışmadaki, T24 insan mesane hücre hattı (p53 mutant) 

ve Caki-2 insan renal hücre karsinoma hücre hatları (yaban tip p53) 
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ATCC’den, LNCaP (yaban tip p53) ve PC3 insan prostat hücre (p53 null) 

hatlarımız, Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji Anabilim Dalı 

öğretim üyelerinden Prof. Dr. Levent TÜRKERİ’ den temin edilmiştir.  

3.6. Kullanılan Besiyeri ve Çözeltilerin Hazırlanışı 

3.6.1. %10’uk RPMI 1640 ve McCoy’s 5A Besiyerinin 
hazırlanışı 

450 ml besiyeri içerisine inaktive edilmiş 50ml FBS, 5ml 

200mM L-Glutamin, 5 ml 100 μg/ml’lik antibiyotik karşımı eklendi. 

3.6.2%10’uk RPMI 1640 ve McCoy’s 5A Besiyerinin 
hazırlanışı 

450 ml besiyeri içerisine inaktive edilmiş 5 ml FBS, 5 ml 200 

mM L-Glutamin,  5 ml 100μg/ml’lik antibiyotik karşımı eklendi. 

3.6.3. Hücre Lizis Solüsyonunun Hazırlanışı 

10x Cell Lizis buffer (Cell Signaling, Danvers MA; Kat. No:# 

9803), dH20 yardımıyla 1x haline getirildi ve 1 adet phosphostob tableti 10 

ml 11 lizis buffer içerisinde çözülür.  

3.6.4. PMSF Solüsyonu 

0,03484 g PMSF, 10 ml izopropanol içerisinde çözüldü. 
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3.6.5. %30’luk Akrilamid/bisakrilamid Solüsyonu  

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid 100 ml dH20 içerisinde 

çözüldü. 

3.6.6. 1,5 M Tris Buffer (pH:8,8)  

27,23 g Tris-base, 150ml dH20 içerisinde çözüldü ve pH, HCl 

ile 8,5’e ayarlandı. 

3.6.7. 0,5 M Tris Buffer (pH:6,8)  

6 g Tris-base, 100ml dH20 içerisinde çözüldü ve pH, HCl ile 

8,5’e ayarlandı. 

3.6.8. 10x Tris-Glisin Stok Solüsyonu 

30.3 g Tris-base ve 144 g Glisin 1000 ml dH20 içerisinde 

çözüldü ve pH, HCl ile 8,5’e ayarlandı. 

3.6.9. 10x Running Buffer (pH:8,3)  

10x konsantrasyondaki Tris-Glisin stotuğu dH20 ile 1x haline 

getirildi ve 10 ml %10’luk SDS ilave edildi. pH, HCl ile 8,3’e ayarlandı. 
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3.6.10. Transfer Buffer 

20 ml 10x Tris-Glisin stok solüsyonu, 40 ml Metanol ilave 

edildi ve toplam hacim dH20 kullanılarak 200 ml’ye tamamlandı. pH, HCl 

ile 8,3’e ayarlandı. 

3.6.11. 2x Sample Buffer 

62,2 mM Tris-Hcl, %2 SDS, %10 Gliserol, 50mM DTT ve 

%0,01 bromfenol blue boyası karıştırılarak toplam hacım dH20 kullanılarak 

200 ml’ye tamamlandı. pH, HCl ile 8,3’e ayarlandı ve her kullanım öncesi 

total hacmin %5 β-merkaptoetanol eklendi. 

3.6.12. Amonyum Persülfat (APS) Solüsyonu 

100 mg APS, 1ml dH20  içerisinde çözüldü.  

3.6.13. 10x TBS Solüsyonu 

12,1 g Tris-base ve 40 g NaCl 500 ml dH20 içerisinde 

çözüldü. 

3.6.14. Yıkama Solüsyonu 

10x konsantrasyonundaki TBS stoğu, dH20 kullanılarak 1x 

haline getirildi ve total hacmin %0,1’i kadar Tween-20 eklendi. 
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3.6.15. Primer ve Sekonder Dilüsyon Solüsyonu 

1x TBS, %0,1 Tween-20 ve %5 yağsız süt tozu karıştırıldı.  

Primer ve sekonder antikorlar üretici firmanın belirttiği oranda  dilüsyon 

solüsyonu ile dilue edildi. 

3.6.16. Bloklama solüsyonu 

1x TBS, %0,1 Tween-20 ve %5 yağsız süt tozu karıştırıldı. 

3.7. Yöntemler  

 
3.7.1. Hücre Kültürü 

PC3 ve LNCaP hücreleri, %10 FBS içeren RPMI 1640 

besiyerinde, T24 ve Caki-2 hücreleri %10 FBS içeren McCoy’s 5A 

besiyerinde  %95 nem ve %5 CO2’li ortamda 37°C ayarlı etüv içerisinde 

kültüre edildi. 

T24, Caki-2, PC3, LNcaP hücreleri, (0,1 – 100μM) GSK3β 

inhibitörü SB216273 ile ayrı ayrı 0-72 saat süreyle inkübe edildi. Ayrıca, 

T24, Caki-2, PC3 ve LNcaP hücreleri 48 ve 72 saat boyunca, (0,1 – 10 

μM) DNMT inhibitörü, 5-Aza-2’-deoksisitidin (DAC) ile inkübe edildi. DAC 

için çözücü olarak dH2O, SB216763 için DMSO çözücü olarak kullanıldı ve 

aynı süre DMSO ile inkübe edilerek çözücü kontrolü olarak kullanıldı. 

İnkübasyon sonrasında her bir doz ve süre için sitotoksik etkileri araştırıldı. 

Her bir konsantrasyon için 3 ayrı kültür yapılarak deney tekrarlandı. 
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3.7.2. WST-1 Sitotoksisite Deneyi  

T24, Caki-2, PC3 ve LNCaP hücreleri 96 kuyulu hücre kültür 

kaplarına 105 hücre/ kuyu olacak şekilde ekildi, bir gece %1’lik RPMI 1640 

ve McCoy’s 5A besiyerinde inkübe edilerek hücrelerin yapışmasını takiben 

besiyeri uzaklaştırıldı. Daha sonra SB216763 (Sigma, Almanya; Kat. No: 

A3656) birlikte ve ayrı ayrı çeşitli konsantrasyonları ile hazırlanmış 

%10’luk RPI 1640 ve McCoy’s 5A besiyerinde 0-72 saat süreyle 370C’de 

%5 CO2’li etüvde inkübe edildi. Belirtilen sürelerin sonucunda her bir 

kuyucuğa 10 μl WST-1 solüsyonu (Roche, Almanya; Kat. No: 001 644 807 

001)  eklendi ve formazan ürününün oluşturduğu renk değişimi T24 ve 

Cali-2 için 2 saat sonunda, PC3 ve LNCaP hücreleri için 4 saat sonunda 

spektrofotometre ile 450 nM dalga boyunda belirlendi. Negatif kontroller 

kör olarak kullanıldı. Hücre canlılığı % hesaplamaları excel programı ile 

gerçekleştirildi.   

3.7.3. DNA İzolasyonu 

İnkübasyon sürelerinin dolması ile birlikte hücre kültürleri 

sonlandırılıp DNA izolasyon kiti (Roche, Almanya; Kat. No: 11796828001)  

kullanılarak genomik DNA eldesi aşağıdaki protokole göre yapıldı; 

1. 1.5 ml mikrosantrifüj tüplerine 200 μl örnek, 200 μl bağlanma 

solüsyonu, 40 μl proteinaz K karışımı 700C’de 10 dakika inkübe edildi. 

2. İnkübasyon sonrasında 100 μl izopropanol ilave edildi ve karıştırıldı. 

3. Örnekler filtreli tüplere aktarıldı ve 8000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

4. Filtreli tüp yeni toplayıcı tüpe aktarılıp 500 μl İnhibitör Uzaklaştırıcı 

Solüsyon eklenip 8000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

5. Filtreli tüp yeni toplayıcı tüpe aktarılıp 500 μl Yıkama Solüsyonu 

eklenip 8000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 
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6. Toplayıcı tüp içeriği uzaklaştırıldıktan sonra en yüksek hızda 40 saniye 

ilave santrifüj yapıldı ve toplayıcı tüp uzaklaştırıldı. 

7. Filtreli tüpler steril 1,5 ml mikrosantrifüj tüp içerisine yerleştirilip 200 μl 

elution buffer ilave edilerek 8000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

8. Filtre uzaklaştırılarak örnekler – 200C’ye kaldırıldı. 

9. Elde edilen DNA’ ların miktarları ve saflığı NanoDrop ND-1000 

Spektrofotometre” cihazında ölçülerek MS-PCR’da kullanılana kadar -

20°C’lik derin dondurucuda saklandı. 

3.7.4. Metilasyona Özgü PCR (MS-PCR) 

Hücrelerden izole edilen DNA örnekleri EZ-DNA Methylation-

Gold kit kullanılarak (Zymo Research, Irvine CA; Kat. No: D5005) 

aşağıdaki protokole göre bisülfid modifikasyonu yapıldı;  

1. 500 ng DNA örneği üzerine 130μl CR Dönüşüm Ajanı ilave edildi ve 

karıştırıldı. 

2. Örnekler ısı döngü cihazına yerleştirilerek, 

980C’de 10 dakika 

640C’de 150 dakika bekletildi. 

3. Zymo-Spin IC kolonuna 600 μl M-Bağlanma Solüsyonu konulduktan 

sonra 2 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne yerleştirildi. 

4. Isı döngü cihazı içerisindeki örnekler M-bağlanma solüsyonu içeren 

Zymo-Spin IC kolonu içerine konarak birkaç kez ters düz etmek 

suretiyle karıştırıldı. 

5. 10.000 g’de 30 saniye santrifüj edildikten sonra alttaki sıvı 

uzaklaştırıldı. 

6. Kolon içerisine 100 μl M-yıkama solüsyonu konuldu ve 10.000 g’de 30 

saniye santrifüj edildi. 
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7. Kolona 200 μl N-Desülfonasyon Solüsyonu koyulduktan oda 

sıcaklığında 20 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 10.000 g’de 

30 saniye santrifüj edilir. 

8. Santrifüj sonrasında kolon içerisine 200 μl M-Yıkama Solüsyonu 

konulduktan sonra 10.000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Bu basamak 

bir kez daha tekrarlandı. 

9. Kolon steril 1,5 ml mikrosantrifüj tüp içerisine yerleştirilip 10 μl elution 

buffer ilave edilerek 10.000 g’de 30 dakika santrifüj edildi. 

 

Bisülfid modifikasyonuna maruz bırakılan DNA örneklerinde 

WIF-1 geninin metilasyon örüntüsünü belirlemek amacıyla MS-PCR 

yapıldı. Bu amaçla; 0,5 U FastStart Taq DNA polimeraz (Roche, Almanya; 

Kat. No: 2 032 937 ) 1x PCR buffer, her bir dNTP’den 200 μmol/l, 2 mM 

MgCl2, her bir primerden (Tablo 1) 2,5 mM ve 3 μl bisülfid DNA içeren 25 

μl reaksiyon karışımında ısı döngü cihazında MS-PCR gerçekleştirildi. 

Uygulanan PCR protokolü Tablo 2’de gibidir. 

Tablo 1.  MS-PCR primer dizileri.  

   Dizi (5’→3’) TM 

 

 

WIF1 

Metile F GTT TTT GAG TGT TTT TTT TCG GGT TC 600C 

R AAT ACG ATA CGC CCA ATA AAA CG 600C 

Unmetile F GGT TTT TGA GTG TTT TTT TTT GGG TTT 600C 

R AAT ACA ATA CAC CCA ATA AAA CAC CCA 600C 

 

Tablo 2. MSP reaksiyon koşulları. 

  Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Pre-inkünasyon  950C 5 dk 1 döngü 

Amplifikasyon  Denatürasyon 

Anneling 

Uzama/Sentez 

950C 

600C 

720C 

45 sn 

45 sn 

30sn 

 

35 döngü 

Soğutma  720C 5 dk 1 döngü 
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3.7.5. Agaroz Jel Elektroforezi 

MS-PCR sonuçları agaroz jel elektroforezi yöntemiyle 

gösterildi. Bunun için daha önceden hazırlanmış olan %1,5’lik agoroz jele 

DNA örneklerinden 15 μL alınarak, 3 μL Oranj G jel yükleme tamponu 

mikropipet yardımı ile karıştırılıp jeldeki kuyulara yüklendi. Aynı zamanda 

kuyulardan birine de 100 baz çiftlik (bç) DNA moleküler ağırlık belirteci 

yüklenerek 60 dakika 90 volt sabit akımda yürütüldü. Süre sonunda 

“Kodak Gel Logic 100” görüntüleme sistemi kullanılarak jelin fotoğrafı 

çekildi. 

3.7.6. Hücrelerden Total RNA İzolasyonu 

6 kuyulu kültür kaplarında bulunan T24, Caki-2, PC3 ve 

LNCaP hücrelerinden inkübasyon sürelerinin ardından aşağıdaki 

basamaklara göre Tripure Isolation Reagent ile total RNA izolasyonu 

gerçekleştirildi. İşlemler laminar akım kabini içerisinde gerçekleştirildi. 

1. Hücrelerden ilaçlı besiyerleri uzaklaştırıldı ve  her bir kuyuya 1’er ml 

Tripure solüsyonu eklendi. 

2. Hücre lizatları steril ependorf tüplere alındı ve nükleoprotein 

komplekslerinin  tamamen ayrımı için 5 dakika oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldı. 

3. Her bir tüpe 200’er µl kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca 

kuvvetlice vorteks yapıldı. 

4. Oda sıcaklığında 15 dakika inkübasyondan sonra 12000 rpm’de 15 

dakika santrifüj yapıldı. 

5. Süpernatantların her biri yeni ependorf tüplere alındı. 

6. Her bir tüpe 500’er µl izopropanol eklendi ve 10 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 
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7. 12000 rpm’de 10 dakika santrifüjden sonra süpernatantlar atıldı ve 

pelletlerin üzerine 1’er ml %75 lik etanol yıkama amacıyla kondu. 

8. Tüpler 7500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi ve süpernatantlar atıldı. 

9. 10-Pelletler belirli süre kurumaya bırakıldı ve 35μl DEPC muamele 

edilmiş  H2O  eklendi. 

10. 11-Peletlerin çözülmesi için kuru ısıtıcıda 60ºC’de 15 dk inkübe 

edildi 

11. Elde edilen RNA’ ların miktarları ve saflığı NanoDrop ND-1000 

Spektrofotometre” cihazında ölçülerek RT-PCR’da kullanılana 

kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandı 

3.7.7.cDNA Sentezi 

High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche Almanya; 

Kat. No: 0508995001) ile total RNA’dan cDNA sentezi yapıldı. Primer 

olarak random hekzamerler kullanıldı. cDNA sentezi sırasında kullanılan 

malzemeler ve miktarları Tablo 3’de verilmiştir. 

Tablo 3. cDNA RT-PCR tepkime karışımı. 

 Son Konsantrasyon Hacim 

Steril H2O-PCR grade - RNA miktarına göre 

değişken 

Reaksiyon Tamponu (5x) 1x (8mM MgCl2) 4,00 

dNTP 1mM 2,00 

Random hekzamer primeri 60µM 2,00 

RNaz inhibitörü 20 ünite 0,50 

DTT 5 mM 1 

Transcriptor Ters Transkriptaz 10 ünite 1,1 

Total RNA 1µg 1µg olacak şekilde 

 

cDNA için PCR karışımı ince çeperli 0,2ml’lik mikrosantrifüj 

tüplerine dağıtıldıktan sonra saflaştırılan total RNA eklendi. Aşağıda 
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belirtilen protokole uygun olarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir 

tepkimesi uygulandı. 

1. Son konsantrasyon 100 ng/ml olacak şekilde RNA, 2 μl Hekzamer 

primer ve total hacim 11,4 μl olacak şekilde steril H2O-PCR grade 

eklendi. 

2. Otomatik ısı döngüsü cihazında 650C’de 10 dakika inkübasyon 

edildikten sonra örnekler buz üzerine alındı. 

3. 8,6 μl master karışım (5x Tampon, 1mM dNTP, 20U RNaz inhibitörü, 

5mM DTT ve 10U Transkriptor Ters Transkriptaz enzimi) buz üzerinde 

bekletilen örneklere eklendi. 

4. Thermal Cycler cihazına yerleştirilen örnekler sırasıyla; 

- 290C’de 10 dakika 

- 480C’de 60 dsakika 

- 850C’de 5 dakika inkübe edildi. 

5. Reaksiyon sonucu cDNA örnekleri Real-Time PCR’da kullanılıncaya 

kadar -200C’lik derin dondurucuda saklandı.         

3.7.8. Genlerin İfade Edilmesinin Real-Time PCR ile 

Ölçümü 

CTNNB1 (β-katenin) ve WIF-1 genlerinin mRNA miktarları, 

Real-Time PCR yöntemi ile Light Cycler  (LC) 480 cihazı kullanılarak 

yapıldı. Amplifikasyonlar  20 μL toplam tepkime hacmi içerisinde ; cDNA, 

bölgeye özgü primerler ve  UPL TaqMan probu (Tablo 4), LightCycler  

TaqMan Master karışımı (Roche, Almanya; Kat. No:0470749400)  ve 

distile su kullanılarak gerçekleştirildi. CTNNB1 ve WIF-1 gen 

ifadelenmesini normalize etmek için GAPDH mRNA düzeyi referans olarak 

alındı.  
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Tablo 4. Real-time PCR, primer, prob dizileri. 

  DİZİ (5’→3’) 
CTNNB1 F TGG CCA TCT TTA AGT CTG GAG 

R CAA CAC AGA ATC CAC TGG TGA 
P  # 37 (Roche, Almanya, Kat No: 04687957001) 

WIF-1 F CCA GGG AGA CCT CTG TTC AA 
R TTG GGT TCA TGG CAG GTT 
P #76  (Roche, Almanya, Kat No: 04688996001) 

GAPDH F AGC CAC ATC GCT CAG ACA C 
R GCC CAA TAC GAC CAA ATC C 
P #60  Kat No: (Roche, Almanya,  04688589001) 

 

GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 genlerine uygun primer ve 

problar kullanılarak Real-Time PCR tepkimesi LC cihazında 

gerçekleştirildi. Tepkime karışımını hazırlamak için kullanılan bileşenlerin 

miktarı Tablo 5’de verilmiştir. 

Tablo 5. GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 Real-Time PCR tepkime karışımı. 

 Son Konsantrasyon Hacim 

dH2O - 4.1μL 

MgCI2 (25mM) 4mM 1.2μL 

Primer F (10pmol/μL) 2.5pmol 0.5μL 

Primer R (10pmol/μL) 2.5pmol 0.5μL 

TaqMan prob (100pmol/μL) 10pmol 0.2μL 

TaqMan karışımı (10x) 1x 2.5μL 

 

3.7.9.  Light Cycler (LC) 480 Deney Programı 

Real-Time PCR karışımları hazırlandıktan sonra 96 

kuyucuklu plakalara dağıtıldı ve üzerine cDNA’ lar eklendi. Üzeri şeffaf 

kapatıcı ile kapatıldı ve cihaza yerleştirildikten sonra Tablo 6’de belirtilen 
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amplifikasyon programı kullanılarak PCR tepkimesi gerçekleştirildi. 

GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1  genleri için aynı program kullanıldı. 

Reaksiyon sonucunda, GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 genlerin 

mRNA düzeylerini gösteren Crossing point (CP) değerleri belirlendi. 

CTNNB1 ve WIF-1 ifade düzeyleri GAPDH ifade düzeyine göre normalize 

edildi. 

Tablo 6. GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 genlerinin ifade düzeylerinin belirlenmesi için 

kullanılan Real Time PCR tepkime programı.  

Program 1. Ayrılma (Denatürasyon) 

Program Verisi Değer 
Döngüler  
Analiz Modu 
Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 

İnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık Geçiş Hızı (°C/sn) 

95 

10:00dk 

4.40 

Program 2. Primer Bağlanması ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon) 

Program Verisi Değer 
Döngüler  
Analiz Modu 

50 

Çoğalma  

Sıcaklık Hedefleri Kısım 1 Kısım 2           Kısım3 
Hedef Sıcaklık (°C) 
İnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 
Sıcaklık Geçiş Hızı (°C/sn) 

95 

10sn 

4.40 

60                       60 

20sn                    1 

2.20                    4.40 

Program 3. Soğutma 

Program Verisi Değer 
Döngüler  
Analiz Modu 
Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 

İnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık Geçiş Hızı (°C/sn) 

40 

30sn 

2.20 
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3.7.10. Protein İzolasyonu 

T24, Caki-2, PC3 ve LNCaP hücreleri inkübasyon sürelerinin 

dolmasının ardından protein izolasyonu amacı ile aşağıdaki basamaklar 

sırasi ile uygulandı. 

1- Hücrelerden ilaçlı besiyerleri uzaklaştırıldı ve soğuk PBS ile yıkandı. 

2- PBS çekildi ve 1mM PMSF içeren 1X Hücre Lizis Buffer’dan 500 µl 

kondu. 

3- Hücreler buz üzerinde 5 dakika inkübasyona bırakıldı. 

4- Hücreler scraper ile kaldırılıp 1.5ml’lik epondarf tüplerine alındı ve buz 

üzerinde sonike edildi. 

5- 13500 rpm’de +40C‘de 10 dakika santrifüjden sonra süpernatant yeni 

tüplere alındı.  

6- Tek kullanımlık alikotlandıktan sonra proteinler -80ºC’ye kaldırıldı. 

 

3.7.11. BCA Kiti İle Protein Miktar Tayini 

T24, Caki-2, PC3 ve LNCaP hücrelerinden izole edilen 

proteinlerin miktarlarının tayini BCA protein ölçüm kiti (Pierce, USA, 

katalog no:23225)  ile aşağıdaki basamaklara göre gerçekleştirildi; 

1- Kit içerisinde gelen bovine serum albumin (BSA) ile 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 

0,25; 0,125; 0,025 ve 0 µg/ml konsantasyonlarda dH2O kullanılarak 

standart tüpler hazırlandı. 

2- Protein örnekleri ve standart 96 kuyucuklu plakanın her birine 25’er µl 

eklendi. 

3- Kit içerinden çıkan Reaktif A:B oranı 50:1 olacak şekilde hazırlandı. 

4- Bu reaktif karışımından her bir kuyucuğa 200’er µl eklendi. 
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5- 37ºC lik inkübatörde yarım saat inkübasyondan sonunda 

spektrofotometre ile 562 nm dalga boyunda plaka okutuldu ve excel 

programında standart eğri çizilerek hesaplamalar yapıldı. 

3.7.12. Western Blot Yöntemi İle Protein Düzeylerinin 

Belirlenmesi 

CTNNB1, pGSK3β (fosfo Ser9), DNMT1 HAUSP ve UHFR1 

(51 ve 516. amino asitler arasına özgül) genlerinin protein ekspresyon 

düzeylerinin belirlenmesi için, hücrelerden belirli dozlarda ve sürelerde ilaç 

muamelesi sonucu elde edilmiş proteinler ile western blot yöntemi 

kullanıldı. 

İlk aşamada, BCA kiti ile miktarları ve standart grafikleri 

belirlenen proteinler yükleme için hazırlandı. Bu proteinlerle aynı miktarda 

üzerlerine 2x konsantrasyon değerinde sample buffer’ları eklendi. Böylece 

protein örnekleri 1:1 oranında dilüe edilerek çalışma konsantrasyonları 

elde edildi.  Protein örnekleri denatürasyon için 70°C’ye ayarlı ısıtıcı blokta 

10 dakika bekletildi ve yükleme aşamasına geçildi. Akrilamid ve 

bisakrilamid polimerleşmesi ile, üst jel olan stacking ve alt jel olan 

seperating jellerin önceden hazırlanıp donması ile yükleme jeli oluşturuldu. 

Jele yüklenen protein örnekleri, 1X running buffer eklenmesi ile 150 V ve 

250 mA de 90 dakika boyunca yürütüldü. 

Proteinler jel üzerinde moleküler yüklerine ve ağırlıklarına 

göre yürütüldükten sonra güç kaynağı kapatıldı ve jel alındı. Örnekler, wet 

blotting yöntemi ile PVDF membrana transferleri gerçekleştirildi. Transfer 

kaseti tank içerisine dikey kondu ve transfer buffer de eklendikten sonra 

100 V ve 250 mA’de 2 saat boyunca aktarım gerçekleştirildi. Aktarım 

aşamasından sonra membran aranan proteine özgü primer (dilüsyon 
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oranı; 1:1000) ve sekonder antikorlarla (dilüsyon oranı; 1:1000)  muamele 

edildi. Dilüe edilen primer antikorlar ile bir gece +4ºC de, sekonder 

antikorla ise 2 saatlik inkübasyon gerçekleştirildi. Son aşamada ise 

membranın görüntülenmesi Gel logic 2200 görüntüleme sistemi ile 

gerçekleştirildi. 

3.8. İstatistiksel Analiz Yöntemleri 

Doza ve zamana bağlı olarak değişen, GAPDH, CTNNB1 ve 

WIF-1  mRNA ifade düzeylerindeki farklılıklar “REST (2009 V2.0.13)” 

istatistik programı ile karşılaştırıldı. Hücre canlılığı oranlardaki değişimler 

ise “tek yönlü Anova” testiyle karşılaştırıldı. Veriler “SPSS 15.0” istatistik 

programı kullanılarak değerlendirildi. 0,05’den küçük olan p değerleri 

istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre Canlılığı Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonucunda T24 hücrelerinin 

GSK3β inhibitörü SB216763’e olan cevabının hücre canlılığı üzerine etkisi 

Grafik 1’de gösterilmiştir. Buna göre SB216763 ile muamele edilmiş T24 

hücrelerinin doza ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu artırdığı 

ve azaldığı belirlenmiştir. 

Kullandığımız 1μM SB216763 konsantrasyonunda T24  

hücrelerinin hücre canlılığını 24’üncü saatte %44,5 arttırdığı, 48. saatte 

%10,2 arttırdığı, 72. saatte ise %3,6 arttığı görülmektedir. Sonuçlarımıza 

göre 24, 48 ve 72 saat sürelerinde 1μM SB216763’ün hücre proliferasyonu 

arttırdığı belirlendi. 

24.saatte 30 μM konsantrasyonunda hücre canlılığı %47,7; 

48. ve 72.saatlerde ise 20μM konsantrasyonunda hücre canlılığı sırasıyla 

%49,1 ve %51,1 olarak belirlendi. Sonuçlarımıza göre SB216763 için 24 

saat için IC50 dozunun 30 μM, 48 ve 72 saat için 10μM olduğu belirlendi. 
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Grafik 1. T24 hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu 

sonunda belirlenen hücre canlılık oranları. 

24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonucunda Caki-2 hücrelerinin 

GSK3β inhibitörü SB216763’e olan cevabının hücre canlılığı üzerine etkisi 

Grafik 2’de gösterilmiştir. Buna göre SB216763 ile muamele edilmiş Caki-2 

hücrelerinin doza ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu artırdığı 

ve azaldığı belirlenmiştir. 

Kullandığımız 1μM SB216763 konsantrasyonunda Caki-2 

hücrelerinin hücre canlılığını 24’üncü saatte %26,8 arttırdığı, 48. saatte 

%6,6 arttırdığı, 72. saatte ise %10,4 azaldığı görülmektedir. Sonuçlarımıza 

göre 24 ve 48 saat sürelerinde 1μM SB216763’ün hücre proliferasyonu 

arttırdığı 72. saatte hücre proliferasyonunun azaldığı belirlendi. 

24.saatte 30 μM konsantrasyonunda hücre canlılığı %31,5; 

48. ve 72.saatlerde ise 10μM konsantrasyonunda hücre canlılığı sırasıyla 

%48,6 ve %42,8 olarak belirlendi. Sonuçlarımıza göre SB216763 için 24 

saat için IC50 dozunun 20 μM, 48 ve 72 saat için 10μM olduğu belirlendi. 
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Grafik 2. Caki-2 hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu 

sonunda belirlenen hücre canlılık oranları. 

24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonucunda PC3 hücrelerinin 

GSK3β inhibitörü SB216763’e olan cevabının hücre canlılığı üzerine etkisi 

Grafik 3’de gösterilmiştir. Buna göre SB216763 ile muamele edilmiş PC3 

hücrelerinin doza ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu artırdığı 

ve azaldığı belirlenmiştir. 

Kullandığımız 1μM SB216763 konsantrasyonunda PC3 

hücrelerinin hücre canlılığını 24’üncü saatte %13,2 arttırdığı, 48. saatte 

%9,8 arttırdığı, 72. saatte ise %2,8 arttığı görülmektedir. Sonuçlarımıza 

göre 24, 48 ve 72 saat sürelerinde 1μM SB216763’ün hücre proliferasyonu 

arttırdığı belirlendi. 

24.saatte 30 μM konsantrasyonunda hücre canlılığı %39,2; 

48. ve 72.saatlerde ise 10μM konsantrasyonunda hücre canlılığı sırasıyla 

%50,4 ve %48,5 olarak belirlendi. Sonuçlarımıza göre SB216763 için 24 

saat için IC50 dozunun 20 μM, 48 ve 72 saat için 10μM olduğu belirlendi. 
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Grafik 3. PC3 hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu 

sonunda belirlenen hücre canlılık oranları. 

24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonucunda LNCaP hücrelerinin 

GSK3β inhibitörü SB216763’e olan cevabının hücre canlılığı üzerine etkisi 

Grafik 4’de gösterilmiştir. Buna göre SB216763 ile muamele edilmiş 

LNCaP hücrelerinin doza ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu 

azaldığı belirlenmiştir. 

24.saatte 20 μM konsantrasyonunda hücre canlılığı %50,5; 

48. ve 72.saatlerde ise 10μM konsantrasyonunda hücre canlılığı sırasıyla 

%50,4 ve %45,8 olarak belirlendi. Sonuçlarımıza göre SB216763 için 24 

saat için IC50 dozunun 20 μM, 48 ve 72 saat için 10μM olduğu belirlendi. 
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Grafik 4. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu 

sonunda belirlenen hücre canlılık oranları. 

4.2. Gen İfade Düzeylerinin Kantitatif Değerlendirilmesi 

CTNNB1 ve WIF-1 genlerinin ifade düzeyinin kantitatif 

değerlendirilmesi için Light Cycler 480 cihazı kullanıldı. T24, Caki-2, PC3 

ve LNCaP hücre hatlarından elde edilen cDNA’larda CTNNB1 ve WIF-1 ve 

bu genlerin normalizasyonu için seçilen GAPDH genlerine özgül primerler 

ve UPL LNA probları kullanılarak çalışıldı.  

CTNNB1, WIF-1 ve GAPDH genlerinin mRNA düzeyinde ifadesini 

kantitatif olarak gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon 

eğrisi Şekil 11’de gösterildi.  
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Şekil 11. CTNNB1, WIF-1 ve GAPDH genlerinin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif 
olarak gösteren amplifikasyon eğrileri. CTNNB1, WIF-1 ve GAPDH geninin Real 
Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer almaktadır. Dikey 
eksende floresan sinyal izlenmektedir. 

Göreceli gen ifadesi sonuçları REST programı kullanılarak 

“Pfaffl” matematiksel yöntemi ile hesaplandı. Pfaffl eşitliği aşağıda 

belirtilmiştir. 

 

Eşitlikte belirtilen Ct, tepkime sırasında oluşan floresan 

sinyalin eşik değeri geçtiği andaki döngü sayısını ifade etmektedir. Ct 

değeri tepkimenin başında mevcut olan mRNA (cDNA) miktarı ile ters 

orantılıdır. ΔCt değeri ise kontrol ile örneklerin Ct değerleri arasındaki farkı 

göstermektedir. Eşitlikte belirtilen E, PCR etkinliğini, elde edilen R ise ifade 

oranını göstermektedir. 
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4.2.1. Kantitatif CTNNB1 Geninin İfade Düzeyinin ve 

DNMT1, β-katenin ve pGSK3β Protein İfade Düzeylerinin 

Değerlendirilmesi 

T24 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası CTNNB1 geninin mRNA düzeyindeki 

değişimler Grafik 5’de gösterildi. CTNNB1 genin mRNA düzeyi kontrole 

göre 1. saatte 1.8 kat, 4. saatte 3.5 kat, 8. saatte 2,3 kat ve 24. saatte 3,4 

kat arttığı belirlenmiş ve bu artma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,01).  

 

Grafik 5. T24 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu sonrasında 
CTNNB1 mRNA  düzeyindeki değişimler. Hedef genlerin ifade düzeyleri GAPDH 
mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi,*; p<0,01. 

T24 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) 

proteinlerinin düzeylerindeki değişimler Şekil 12’de gösterildi.  4. saat 1μM 

SB216763 inkübasyonu sonrasında pGSK3β(Ser9) düzeyi artışına paralel 

olarak β-katenin protein düzeyinde artma gözlemlenmektedir. 8. ve 24. 

saatlerde β-katenin mRNA düzeyinin artmasına karşın protein düzeyinde 

azalma belirlendi. Ancak artmış pGSK3β ve β-katenin protein düzeyine 

göre T24 hücrelerinde DNMT1 proteini bulunamadı. 
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Şekil 12. T24 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu sonrasında  
DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, 
western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

 

Caki-2 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası CTNNB1 geninin mRNA düzeyindeki 

değişimler Grafik 6’de gösterildi. CTNNB1 genin mRNA düzeyi kontrole 

göre yalnızca 24. saatte istatistiksel olarak anlamlı artış bulunmuştur 

(p<0,01).  

 

Grafik 6. Caki-2 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu 

sonrasında CTNNB1 mRNA  düzeyindeki değişimler. Hedef genlerin ifade düzeyleri 

GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi,*; p<0,01. 

Caki-2 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) 

proteinlerinin düzeylerindeki değişimler Şekil 14’de gösterildi.  1. saat 1μM 
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SB216763 inkübasyonundan itibaren pGSK3β (Ser9)’da artışı paralel 

olarak β-katenin ve Dnmt1 protein düzeylerinde artma gözlemlenmektedir. 

Ancak 24. saatte β-katenin mRNA düzeyinde artma olmasına karşın 

protein düzeyinde azalma belirlendi. Bununla birlikte pGSK3β protein 

düzeyinde azalma görülürken, DNMT1 proteini ise bulunamadı. 

 

Şekil 13. Caki-2 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu 
sonrasında DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) proteinlerinin düzeylerindeki 
değişimler. β-aktin, western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 
2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

Caki-2 hücrelerinin 1, 4, 8 ve  24 saat süre 10μM SB216763 

ile inkübasyon öncesi ve sonrası DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) 

proteinlerinin düzeylerindeki değişimler Şekil 14’de gösterildi.  1. saat 

10μM SB216763 inkübasyonundan itibaren pGSK3β (Ser9)’da artışı 

paralel olarak β-katenin ve DNMT1 protein düzeylerinde artma 

gözlemlenmektedir. Ancak 24. saatte β-katenin mRNA düzeyinde artma 

olmasına karşın protein düzeyinde azalma belirlendi. Bununla birlikte 

pGSK3β protein düzeyinde azalma görülürken, DNMT1 proteini ise 

bulunamadı. SB216763, Caki-2 renal hücre karsinoma hücrelerinde 

zaman ve doz bağımlı olarak β-katenin, DNMT1 protein ifade miktarını 

azaltmaktadır. 
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Şekil 14. Caki-2 hücrelerinin süre-bağımlı 10μM SB216763 ile inkübasyonu 
sonrasında DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) proteinlerinin düzeylerindeki 
değişimler. β-aktin, western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 
2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

PC hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası CTNNB1 geninin mRNA düzeyindeki 

değişimler Grafik 7’de gösterildi. CTNNB1 genin mRNA düzeyi kontrole 

göre 1. saatte 1,55 kat, 4. saatte 0.96 kat, 8. saatte 0.809 kat ve 24. saatte 

0.65kat arttığı belirlenmiş ve bu artışlar istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0,01).  

 

Grafik 7. PC3 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu sonrasında 

CTNNB1 mRNA düzeyindeki değişimler. Hedef genlerin ifade düzeyleri GAPDH 

mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi,*; p<0,01. 
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PC3 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) 

proteinlerinin düzeylerindeki değişimler Şekil 15’de gösterildi.  1. saat 1μM 

SB216763 inkübasyonundan itibaren pGSK3β (Ser9)’da artışı paralel 

olarak β-katenin ve DNMT1 protein düzeylerinde artma 

gözlemlenmektedir. Ancak 24. saatte β-katenin mRNA düzeyinde artma 

olmasına karşın protein düzeyinde azalma belirlendi. Bununla birlikte 

pGSK3β protein düzeyinde azalma görülürken, DNMT1 proteini ise 

bulunamadı. 

 

Şekil 15. PC3 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu sonrasında  
DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, 
western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

PC3 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 10μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) 

proteinlerinin düzeylerindeki değişimler Şekil 16’de gösterildi.  1. saat 

10μM SB216763 inkübasyonundan itibaren pGSK3β (Ser9)’da artışı 

paralel olarak β-katenin ve Dnmt1 protein düzeylerinde artma 

gözlemlenmektedir. Ancak 24. saatte β-katenin, DNMT1 ce pGSK3β 

düzeylerinde azalma belirlendi. SB216763, PC3 prostat hücrelerinde 

zaman ve doz bağımlı olarak β-katenin, DNMT1 protein ifade miktarını 

azaltmaktadır. 
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Şekil 16. PC3 hücrelerinin süre-bağımlı 10μM SB216763 ile inkübasyonu 
sonrasında DNMT1, β-katenin, pGSK3β(Ser9) proteinlerinin düzeylerindeki 
değişimler. β-aktin, western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 
2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

 

LNCaP hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 

ile inkübasyon öncesi ve sonrası CTNNB1 geninin mRNA düzeyindeki 

değişimler Grafik 8’de gösterildi. CTNNB1 genin mRNA düzeyi kontrole 

göre 4. saatte itibaren 2,98 kat, 8. saatte 2,92 kat, 24. saatte 3,08 kat 

azaldığı belirlenmiş ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,01).  

 

Grafik 8. LNCaP hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu 

sonrasında CTNNB1 mRNA  düzeyindeki değişimler. Hedef genlerin ifade düzeyleri 

GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi,*; p<0,01. 
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4.2.2. WIF-1 Geninin İfade Düzeylerinin Kantitatif 

Değerlendirilmesi 

WIF-1 geninin mRNA’sı T24 hücrelerinde 5μM 72 saat DAC 

ve PC3 hücrelerinde 1μM 72 saat DAC inkübasyon sonrasında tespit 

edilmiş olup kontrol örneğinde tespit edilemediğinden dolayı istatistiksel 

olarak değerlendirilememiştir. Yalnızca Caki-2 hücrelerinde 10μM 72 saat 

DAC ile inkübasyon öncesi ve sonrası WIF-1 geninin mRNA düzeyindeki 

değişimler istatistiksel olarak değerlendirildi. WIF-1 ve CTNNB1 genlerinin 

mRNA düzeyindeki değişimler Grafik 9’da gösterildi. WIF-1 genin mRNA 

düzeyi kontrole göre 1,02 kat arttığı belirlendi ve buna paralel olarak 

CTNNB1 genin mRNA düzeyinde azalma tespit edildi (p<0,01). 

 

Grafik 9. 10μM 72 saat DAC ile inkübasyonu sonrasında WIF-1 ve CTNNB1 mRNA  

düzeyindeki değişimler. Hedef genlerin ifade düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi 
temel alınarak normalize edildi,*; p<0,01. 

4.3. UHRF1 ve HAUSP Protein İfade Düzeyleri 

T24 hücrelerinin 1, 4, 8, 24 ve 48 saat süre 1μM SB216763 

ile inkübasyon öncesi ve sonrası HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin 

düzeylerindeki değişimler Şekil 17’de gösterildi. HAUSP protein düzeyinde 

kontrole göre bir artış gözlenmemesine karşın 1. ve 4. saatte 1μM 
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SB216763 inkübasyonundan itibaren UHRF1 protein düzeyinde bir artış 

olmasına rağmen 8. saatten itibaren bir azalma gözlendi.  

 

Şekil 17. T24 hücrelerinin düre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu sonrasında  
HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, western blot 
yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 
24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

 

Caki-2 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin 

düzeylerindeki değişimler Şekil 18’de gösterildi. HAUSP ve UHRF1 protein 

düzeyinde kontrole göre 1. saatten itibaren bir artış gözlemlendi.  

Hücrelerde HAUSP 24.saat inkübasyonunda azalma gözlenirken 

UHRF1’de 1.saatte itibaren bir artış belirlendi. 

 

Şekil 18. Caki-2 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu 
sonrasında HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, 
western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 
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Caki-2 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 10μM SB216763 

ile inkübasyon öncesi ve sonrası HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin 

düzeylerindeki değişimler Şekil 19’de gösterildi. HAUSP ve UHRF1 protein 

düzeyinde kontrole göre 1. ila 8. saatlerde bir artış gözlemlenirken 24. 

saatde azalma belirlendi. Hücrelerde HAUSP proteini 24.saat 

inkübasyonunda belirlenemedi. SB216763, Caki-2 renal hücre karsinom 

hücre hattında zaman ve doz bağımlı olarak HAUSP ve UHRF1 protein 

ifade miktarını artmaktadır. 

 

Şekil 19. Caki-2 hücrelerinin süre-bağımlı 10μM SB216763 ile inkübasyonu 
sonrasında HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, 
western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

PC3 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 1μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin 

düzeylerindeki değişimler Şekil 20’de gösterildi. HAUSP protein düzeyinde 

kontrole göre bir artış gözlemlenmemesine karşın. PC3 hücrelerinde 

UHRF1’de kontrole karşın 1.saatten itibaren bir azalma gözlendi ancak 24. 

saatte ise artma belirlendi.  
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Şekil 20. PC3 hücrelerinin süre-bağımlı 1μM SB216763 ile inkübasyonu sonrasında  
HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, western blot 
yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 
24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 

PC3 hücrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat süre 10μM SB216763 ile 

inkübasyon öncesi ve sonrası HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin 

düzeylerindeki değişimler Şekil 21’de gösterildi. HAUSP protein düzeyinde 

kontrole göre 1. saatten itibaren bir azalma gözlemlenirken 8. ve 24. saat 

inkübasyonlarında HAUSP proteini gözlemlenmedi. PC3 hücrelerinde 

UHRF1’de kontrole karşın 1.saatten itibaren bir azalma gözlendi.  

SB216763, PC3 prostat hücrelerinde zaman ve doz bağımlı olarak 

HAUSP ve UHRF1 protein ifade miktarını azaltmaktadır. 

 

Şekil 21. PC3 hücrelerinin süre-bağımlı 10μM SB216763 ile inkübasyonu 
sonrasında  HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, 
western blot yükleme kontrolü olarak kullanıldı. Sıra 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1μM SB216763 ile inkübasyon. 
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4.4. Metilasyon Profillerinin Belirlenmesi 

İlaç ile muamele edilmeyen Caki-2 hücrelerinden elde edilen 

DNA örnekleri önce bisülfid modifikasyonuna maruz bırakıldıktan sonra 

MSP sonuçlarına göre WIF-1 genin promotör bölgesinin metile olduğu 

gözlemlendi. 10μM 72 saat DAC uygulaması sonrasında ise WIF-1 geninin 

metilasyon profili unmetile olarak belirlendi (Şekil 22). 

 

Şekil 22. Caki-2 hücrelerinde DAC inkübasyonu öncesi ve sonrası WIF1 genine 
ait metilasyon profilleri. 

4.5. DAC Uygulaması Sonrasında DNMT1, β-katenin ve 
UHRF1 Protein Düzeyi 

Caki-2 hücrelerinin 10μM 72 saat DAC ile inkübasyon öncesi 

ve sonrası DNMT1, β-katenin, UHRF1 proteinlerinin düzeylerindeki 

değişimler Şekil 23’de gösterildi. DAC uygulaması sonrasında β-katenin ve 

UHRF1protein düzeylerinde azalma belirlendi. DAC muamelesi öncesi ve 

sonrasında DNMT1 proteini bulunamadı  

 
Şekil 23. 10μM 72 saat DAC ile inkübasyonu sonrasında  DNMT1, β-katenin, UHRF1 
proteinlerinin düzeylerindeki değişimler. β-aktin, western blot yükleme kontrolü 
olarak kullanıldı.  
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5. TARTIŞMA 

Çok hücreli organizmalar, benzer genetik bilgiye sahip 

olmasına rağmen morfolojik ve fonksiyonel farklılığa sahip çok çeşitli 

özelleşmiş hücre çeşiti içermektedir. Gelişim süresince, farklı gen setleri 

aktive veya baskılanmak suretiyle özgün fonksiyona sahip farklı hücre 

soyları meydana gelmektedir. Hücre tipine özgü gen ifadelenme örüntüleri, 

transkripsiyon faktörleri ve epigenetik düzenleyicilerin oluşturduğu 

kompleks aracılığıyla oluşturulmakta ve sürdürülmektedir. Özellikle DNA 

ve histon modifikasyonları, kromatin oluşumunu, yapısını ve dinamiğini 

kontrol etmek suretiyle gen ifadelenmesinin düzenlenmesini kontrol 

eder1,5,18. 

DNA metilasyonu, ilk tanımlanan epigenetik modifikasyon 

olup, sitozinin 5. pozisyondaki karbonuna metil grubunun eklenmesiyle 

meydana gelen bu post-replikatif olay DNMT’ler tarafından 

katalizlenmektedir.  Bütün Dnmt’ler benzer korunmuş motifler içerirler ve 

kompleks moleküler mekanizmalar aracılığıyla metil grubu transfer ederler. 

Bu mekanizmaların temelinde DNMT’ler DNA’ya bağlanır ve S-adenozil 

metiyonini metil kaynağı olarak kullanarak sitozinin 5. pozisyondaki 

karbonuna metil grubu eklerler18.  

Özellikle tümör baskılayıcı genlerin promotör bölgelerinde yer 

alan CpG adacıklarının hipermetilasyonu bugün çok çeşitli tümörlerde 

epigenetik değişiklikler olarak karakterize edilmiş olup ve transkripsiyonel 

gen baskılanmasına yol açmaktadır83,84. DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonu gibi epigenetik mekanizmalar birbiri ile sıkı bağlantılı olup 

DNA MTaz’lar, metil-CpG bağlanma domain proteinleri, histon 

asetilaz/deasetilazlar, histon metiltransferaz/demetilazlar ve polikomb 

proteinler gibi çok çeşitli proteinler önemli rol oynamaktadır83,85. Bu 
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epigenetik mekanizmada rol oynayan proteinlerin mRNA ve/veya protein 

düzeyindeki değişmeleri özellikle de DNMT’lerin ifadelenme düzeyindeki 

değişimler DNA metilasyonun artması veya azalması yoluyla kanser 

oluşumunda önemli rol oynamaktadır83.  

DNMT1, hücrelerde DNA metilasyonunun devamlılığından 

sorumlu DNA MTaz enzimidir. Bu nedenle, normal DNA metilasyon 

düzeyinin ve örüntüsünün korunması için Dnmt1 ifadelenmesinin kontrolü 

oldukça önemlidir. Dnmt1’in düşük ifadelenmesi global hipometilasyona, 

tümör oluşumuna ve hücre ölümüne yol açmaktadır86-88. Buna karşın, 

Dnmt1’in aşırı ifadelenmesi hipermetilayona ve genomik kararsızlığa yol 

açmaktadır89. Son zamanlarda DNMT1’in S fazında arttığı, S fazı 

ortalarında ve geç S fazında azaldığı belirlenmiştir90. Ayrıca, hücre 

döngüsü süresince DNMT1 miktarı, posttranslasyonel modifikasyonlar 

aracılığıyla düzenlenmektedir32.  

Günümüzün popüler fenomenlerinden biri hücre ve gen özgü 

olarak epigenetik regülasyon nasıl meydana geldiğidir. Bugün Dnmt1 

geninin ifadelenmesinin nasıl meydana geldiği tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Bazı araştırmacılar doğrudan olarak DNMT1 

transkripsiyonel düzeyde bazıları ise posttranslasyonel düzeyde nasıl 

düzenlendiğine odaklanmışlardır43. Transkripsiyonel olarak DNMT1’in 

ifadelenme düzeyinin kontrolüne yönelik çalışmalarda PI3/PKB ve Wnt/β-

katenin sinyal yolakları dikkati çekmektedir43,91.  

Wnt sinyal yolağı, embriyonik örüntüleniş olaylarının büyük 

bir kısmında ve yetişkin dokuların homeostazi olaylarının sürdürülmesinde 

rol oynamaktadır. Bu yolağın patolojik rolü, Wnt sinyal yolağındaki 

mutasyonlar nedeniyle sürekli aktivasyonunun spesifik insan kanserlerinin 

gelişiminde rol oynadığını gösteren çalışmalarla gösterilmiştir. Bu yolağın 



74 
 

sürekli aktivasyonu solid tümörlerin genel özelliği olup çeşitli kanserlerde 

tümör oluşu, gelişimi ve metastazına yol açtığı bilinmektedir92. 

Kolorektal93, hepatoselüler karsinoma94, mide95, prostat96 ve 

mesane38 gibi birçok kanserde bu yolağın sıklıkla değişime uğradığı 

gösterilmiştir. Wnt ligandının reseptörü Frizzled ve ko-reseptörü LRP6/5’e 

bağlanmasıyla başlayan ve β-kateninin nükleusa geçmesi ve burada TCF-

1 ile kompkleks oluşturmak suretiyle DNA üzerinde yer alan WRE (Wnt 

response element)’lere bağlanarak hedef genlerin aktivasyonu ile 

kanonikal Wnt sinyal yolağı son bulmaktadır. Bu olaylar sırasında bir çok 

tümör baskılayıcı ve onkogen fonksiyon görmektedir40 (Şekil 24). Bu 

yolakta görev alan her bir tümör baskılayıcı ve onkogenin yolağın 

aktivasyonu ve baskılanmasındaki fonksiyonları araştırmacılar tarafından 

çok büyük bir ilgi odağı oluşturmaktadır.  

Epigenetik mekanizmaların β-katenin yolağının 

aktivasyonunda rol oynayan mekanizmalardan biri olduğu ifade 

edilmektedir. β-katenin yolağının hedef genlerinden biri olarak DNMT1 

gösterilmesine karşın β-katenin yolağının hedef genlerinden biri olduğu 

henüz tam olarak belirlenememiştir. Bu nedenle çalışmamızda β-katenin 

aktivasyonu GSK3β ÖZGÜ inhibitörü SB216763 ve inaktivasyonu DNA 

metiltransferaz inhibitörü DAC aracılığıyla sağlandıktan sonra DNMT1 ve 

Dnmt1 kararlılığından sorumlu UHRF1 ve HAUSP enzimlerinin 

ifadelenmelerinindeki değişimleri mRNA ve protein düzeyinde incelendi. 



75 
 

 

Şekil 24. Wnt sinyal yolağında yer alan tümör baskılayıcı ve onkogenler. Kırmızı ile 
gösterilenler tümör baskılayıcı; yeşil ile gösterilenler onkogenler40 . 

GSK3β, β-katenin, c-Jun gibi pro-onkogenik molekülleri 

fosforile etmek suretiyle bu moleküllerin proteozom aracılı  

parçalanmasına yol açtığından dolayı tümör baskılayı gen olarak 

tanımlanmasına karşın son zamanlarda yapılan çalışmalarda kanser 

hücrelerinin proliferasyonunu ve sağkalımını pozitif olarak düzenlediği 

gösterilmiştir. Bu çalışmalarda prostat, renal, mesane, tiroid, kolan 

kanserlerinde GSK3’ün inhibisyonunun kanser hücrelerinin 

proliferasyonunu baskıladığı gösterilmiştir98. Ayrıca, GSK3β’ın kanser 

kemoterapisinde ilaç duyarlılığına veya direncine yol açtığı ifade 

edilmektedir99.  

Wnt sinyalinin yokluğunda β-katenin, APC/Axin/GSK-3β 

kompleksi ile etkileşime girer. Bu komplekste yer alan GSK-3β tarafından 

fosforillenen β-katenin proteozom kompleksinin bir üyesi olan β-TrCP’ye 

bağlanarak proteozom aracılı parçalanma için hedef haline gelir. Sonuç 

olarak, serbest β-katenin çekirdeğe gidemez ve LEF/Tcf ile transkripsiyon 

kompleksi oluşturamaz böylece β-katenin aracılı gen ifadelenmesi 

baskılanmış olur. Wnt’nin kendi reseptörü olan Fz reseptörüne ve ko-
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reseptör LRP5/6’a bağlanması Dvl’nin aktivasyonuna yol açar. Dvl ise 

APC/Axin/GSK-3β-aracılı β-katenin parçalanmasını baskılar. Kararlı 

formdaki β-katenin çekirdekte LEF/Tcf ile transkripsiyon kompleksi 

oluşturarak c-MYC, Siklin D1 gibi hedef genlerin transkripsiyonel 

aktivasyonuna yol açar99. GSK3β spesifik ATP competitive inhibitörü 

SB216763 etkin bir şekilde β-katenin aracılı transkripsiyonu aktive eder100. 

SB216763’ün Kaspaz3, Kaspaz9 aktivasyonu engellemek ve Bcl-2/Bax 

oranını artışına yol açmak suretiyle hücre ölümünü inhibe ettiği 

gösterilmiştir101,102.  GSK3β’ın nükleer birikimi, mesane kanserinin 

prognostik bir belirteci olarak tanımlanmakta ve üroteliyal kanser hücre 

proliferasyonuna neden olduğu ileri sürülmektedir98. Mesane kanser hücre 

hatları UMUC3 ve UMCU4’de SB216763’ün hücre yaşamını doz ve zaman 

bağımlı olarak azalttığı ve p21 mRNA ve protein düzeyini arttırdığı 

belirtilmiştir103. Biz bu çalışmamızda T24 hücrelerine düşük 

konsantrasyonda (1μM) hücre proliferasyonunun arttığını yüksek 

konsantrasyonda (24 saat için 30μM; 48 ve 72 saat için 10μM) ise hücre 

proliferasyonunun azaldığını belirledik. 

 

Bilim ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada ACHN, 

KRC/Y, Caki1, Caki-2, A704, A498 ve KH39 renal hücre karsinoma hücre 

hatlarında GSK3β’ın yüksek düzeyde ifadelendiği belirlenmiş ve ACHN 

hücrelerinin SB216763 ile inkübasyonu sonrasında ACHN hücrelerinde 

zaman ve doz bağımlı olarak hücre canlılığının azaltığı belirlenmiştir. Bu 

çalışma sonucunda GSK3β’in nükleer birikimin renal hücre 

karsinomalarının yeni biyobelirteci ve GSK3β’nın inhibisyonunun renal 

hücre karsinomasının tedavisi için yeni umut edici bir yaklaşım olabileceği 

ifade edilmiştir104. Bu çalışmamızda Caki-2 hücrelerine düşük 

konsantrasyonda (1μM) hücre proliferasyonunun arttığını yüksek 

konsantrasyonda (24 saat için 30μM; 48 ve 72 saat için 10μM) ise hücre 

proliferasyonunun azaldığını belirledik. 

 



77 
 

Birçok kanserde olduğu gibi prostat kanserinde de artmış 

GSK3 ifadelenmesi görülmektedir. GSK3 inhibitörleri prostat kanser hücre 

büyümesini baskılamaktadır105. Rinnab ve arkadaşlarının çalışmasında, 

GSK3 inhibitörü olan SB216763’ün androjen pozitif 22Rv1 ve LNCaP 

prostat hücrelerinde androjen reseptör (AR) mRNA ve protein düzeyinin 

azalmasına yol açtığı gösterilmiştir. Bununla birlikte, SB216763 

inkübasyonu sonrasında β-katenin düzeyinin AR “+” ve “-“ hücrelerde 

arttığı gözlemlenmiştir. Ayrıca, AR+ hücreler 22Rv1 ve LNCaP hücrelerinin 

10μM SB216763 inkübasyonu sonrasında prostat kanser hücrelerinin 

proliferasyonunun azaldığı buna karşın aynı koşullar altında AR- PC3 

hücrelerinde hücre proliferasyonunun etkilenmediği belirtilmiştir106. Bu 

çalışmamızda PC3 hücrelerinde, Caki ve T24 hücrelerinde olduğu gibi 

düşük konsantrasyonda (1μM) hücre proliferasyonunun arttığını yüksek 

konsantrasyonda (24 saat için 30μM; 48 ve 72 saat için 10μM) ise hücre 

proliferasyonunun azaldığını belirledik. LNCaP hücrelerinde ise Rinnab106 

ve Mazor107 ile uyumlu olarak 10μM SB216763 inkübasyonu sonrasında 

hücre proliferasyonunun azaldığını belirledik. 

 

SB216763 inhübasyonu sonrasında pGSK3β(Ser9) ve β-

katenin düzeyi artmaktadır108. Çalışmamızda T24, Caki ve PC3 

hücrelerinde proliferasyonun arttığı doz olan 1μM SB216763 inkübasyonu 

sonrasında β-katenin mRNA düzeyinin arttığını belirledik. Bu çalışmamızın 

başlıca hedefi β-katenin sinyal yolağının DNMT1 ifadelenmesi üzerine 

etkisi olup olmadığının araştırılmasıdır.  Bu amaçla β-katenin mRNA’sın 

artmış olduğu 1μM SB216763 konsantrasyonunda T24 hücrelerinde 

4.saatte pGSK3β(Ser9) düzeyinde bir artma belirlenmiş olup aynı süre ve 

dozda β-katenin düzeyinde artma olmasına karşın olarak DNMT1 proteini 

saptanmadı. Ayrıca, literatürde T24 hücrelerinde DNMT1 proteini 

ifadelenmesine karşın kontrol olarak kullandığımız GSK3 inhibitörü ile 

muame edilmemiş protein lizatlarında da DNMT1 proteini tespit 

edilememiştir44,109. Bu durum T24 hücrelerinin pasaj ve labataruvar 
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koşullarından kaynaklanıyor olabilir. Buna karşın Caki-2 ve PC3 

hücrelerinde ise pGSK3β (Ser9) düzeyinde SB216763 inkübasyonunu 

takiben artma olduğunu ve buna bağlı olarak β-katenin düzeyinde bir artış 

gözlemledik. Bununla beraber β-katenin düzeyini artmasına paralel olarak 

DNMT1 protein düzeyinde de bir artış olduğu belirlendi. Ayrıca hücre 

proliferasyonunun azaldığı 10μM SB216763 inkübasyonunda da aynı 

sonuçlar gözlemlenmiştir. Bu sonuçlarımız Campbell ve arkadaşlarının 

HT-29 hücreleriyle yaptığı çalışma ile uyum sağlamasına karşın Sun ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışma ile uyum göstermemektedir43,91. Sun ve 

arkadaşları, 10μM SB216763 ile Hela hücrelerini inkübe etmişler ve β-

katenin aktivasyonu olmadan önce DNMT1 protein düzeyinin arttığını 

göstermişler ve sonuç olarak PKB aracılığıyla GSK3β’nın Dnmt1 protein 

stabilizasyonuna aracılık ettiğini ifade etmişlerdir43. 

 

Çalışmamızda T24 hücrelerinde DNMT1 protein düzeyi 

literatürden farklı olarak tespit edilememiştir. Ancak kendi yapmış 

olduğumuz önceki çalışmada ve literatürden biliyoruz ki T24 hücrelerinde  

bazı tümör baskılayıcı genlerin promotör bölgeleri hipermetiledir. Ting ve 

arkadaşlarında çalışmalarında DNMT1’in yokluğunda hücrelerde büyüme 

defektleri olmadığı ve promotör hipermetilasyonun devam ettiği 

gözlemlenmiştir109. Bu durum Rhee ve arkadaşların çalışması ile uyum 

göstermektedir110. Çalışmalarında Dnmt3b’nin de novo metiltransferaz 

olmasına karşın Dnmt1 ile örtüşen fonksiyona sahip olduğu için Dnmt1 

knockout HCT116 hücrelerinde promotör hipermetilasyonu sürdürdüğü 

ifade edilmiştir. 

 

Birçok insan kanserinde artmış DNMT1 gözlemlenmekte ve 

genetik knockout veya RNAi-aracılı knockdown çalışmalarıyla DNMT1’in 

tümörogenezdeki rolü gösterilmiştir111. Artmış DNMT1 protein düzeyine 

mRNA’sındaki artıştan çok DNMT1’in artmış kararlılığa neden olmaktadır. 

DNMT1-ilişkili proteinler DNMT1 kararlılığında önemli rol oynuyor 
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olabilir112. Du ve arkadaşları, bazı DNMT1-ilişkili proteinlerin, DNMT1’i 

ubiquitine veya deubiquitine ve asetile veya deasetile ettiğini ifade 

etmişlerdir30. Bu modifikasyonlar DNMT1 kararlılığında birlikte önemli rol 

oynamaktadır (Şekil 25). 

 
 

Şekil 25. DNMT1’in kararlılığının posttranslasyonel düzenlenme modeli113. 

 

Deubiquitinaz olarak tanımlanan HAUSP, DNMT1-ilişkili 

proteinleriden biridir. HAUSP’nin knockout veya knockdown’nı DNMT1’in 

ubiquitinasyonunun artışına neden olmaktadır ve HAUSP’nin rekombinant 

olarak hücrelere verildiğinde DNMT1’nin deubiquitinasyonuna yol açtığı 

gözlemlenmiştir. Bununla birlikte E3 ligaz olan bir diğer DNMT1-ilişkili 

protein ise UHRF1’in aşırı ifadelenmesi DNMT1’in ubiquitinasyonuna ve 

bunun neticesinde DNMT1 miktarının azalmasına yol açmaktadır30. Sonuç 

olarak DNMT1’in kararlılığında HAUSP ve UHRF1 önemli rol 

oynamaktadır. Ayrıca UHRF1, SRA domaini aracılığıyla yarı metile 

DNA’ya bağlanarak DNMT1 enziminin yarı metile DNA bölgesinde 

toplanmasına neden olur. Bu sayede, hücre bölünmesi süresince DNA 

metilasyon örüntüsünün devamlılığı sağlanmış olur114,115. UHRF1 proteini 

sadece DNA metilasyonunda değil, histon asetilasyonu, hücre 
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proliferasyonu ve apoptozis olaylarında önemli rol oynamaktadır114. 

UHRF1 proteinin, meme, akciğer, kolorektal, prostat ve mesane 

kanserlerinde aşırı derecede ifadelendiği gösterilmiştir116-121. Tümör 

hücrelerinde, UHRF1 proteini Rb, hMHL ve p21 gibi tümör baskılayıcı 

genlerin transkripsiyonunu baskılayarak hücre büyümesi ve metastaza yol 

açmaktadır122. Deubiquitinaz HAUSP yalnızca DNMT1’in 

deubiquitinasyondan korumaz aynı zamanda UHRF1’in SCFβ-TrCP aracılı 

ubiquitinasyonundan da korumaktadır123,124. Çalışmamızda kullandığımız 

T24, Caki-2 ve literatürle uyumlu olarak PC3 hücrelerinde UHRF1 ve 

HAUSP proteinleri ifade edilmektedir119. Literatürde UHRF1’un 

deregülasyonu mesana, böbrek ve prostat kanserleri için diagnostik ve 

prognostik bir moleküler belirteç olabileceği vurgulanmaktadır119,120. 

Sancez-Tillo ve arkadaşlarının beyin korteksi hücre lenfomalarında 

yaptıkları çalışmada ZEB1’in β-katenin sinyal yolağının hedef genlerinden 

biri olduğu ve ZEB1 aktivasyonu sonrasında ise aktive olan proliferasyon 

ilişkili genler arasında UHRF1’de yer almaktadır125. Bu bilgiler ışığında 

denilebilir ki, β-katenin sinyal yolağı dolaylı olarak UHRF1’in 

ifadelenmesinden sorumludur. Çalışmamızda 1μM SB216763 ile inkübe 

edilen T24 hücrelerinde HAUSP protein düzeyinde kontrole göre bir artış 

saptanmamıştır. Ancak UHRF1 protein düzeyinde kontrole göre yalnızca 

4.saatte bir artış belirlenmiştir. Bu zaman aralığında ayrıca β-katenin 

düzeyinde artış belirlenmiştir. Caki-2 hücrelerinde ise 1μM SB216763 

inkübasyonunda HAUSP düzeyinde kontrole göre bir artış gözlemlenmiş 

olup bu artış 10μM SB216763 kombinasyonuna göre daha yüksektir. 

Ayrıca kontrole göre UHRF1 protein düzeyinde de artış belirlenmiştir. 

Çalışmamızda HAUSP ve UHRF1’in artış gösterdiği zaman aralıklarında 

hem β-katenin hem de DNMT1 enzimin artış gösterdiği belirlenmiştir. 

Literatürle uyumlu olarak Caki-2 hücrelerinde β-katenin düzeyinin artışı ile 

birlikte DNMT1, HAUSP ve UHRF1 genlerinde artış olduğu 

gözlemlenmektedir91,120. PC3 hücrelerinde ise 1μM ve 10μM SB216763 

inkübasyonu sonrasında HAUSP protein düzeyinde değişim 
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gözlemlenmesine karşın β-katenin proteinin azalış gösterdikten sonra 

UHRF1 protein düzeyinde kontrole göre bir artış belirlenmiştir. Bu durum, 

β-katenin aktivasyonun sağlamak için kullandığımız GSK3β inhibitöründen 

kaynaklanıyor olabilir. Bilindiği gibi GSK3β, çoklu fonksiyona sahip bir 

proteindir. Bu nedenle UHRF1ve β-katenin arasındaki ilişkinin ortaya 

konması için ek çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu artmanın nedeni 

PC3 hücrelerinin p53 null olmasından kaynaklanıyor olabilir. Çünkü 

UHRF1’in negatif düzenleyicilerinden biri p53 tümör baskılayı gen olup 

p53’ün genetik ve/veya epigenetik anomalileri UHRF1’in aşırı 

ifadelenmesine neden olmaktadır114.  

Son yıllarda dikkati çeken bir diğer epigenetik mekanizma 

miRNA (mikroRNA)’lardır. Mikro RNA’lar (miRNA/miR), transkripsiyonel 

düzeyde gen ifade edilmesini düzenleyen, yaklaşık 22 nükleotit (nt) 

uzunluğunda, endojen kaynaklı, protein kodlamayan RNA ailesinin bir 

üyesidir. miRNA’lar gelişim, farklılaşma, hücre proliferasyonu, 

hematopoezis, anjiyogenezis ve apoptozisinde yer aldığı önemli birçok 

biyolojik işleve sahiptir. Biyoinformatik verilerinden elde edilen bilgiler 

doğrultusunda, miRNA’ların protein kodlayan tüm genlerin üçte birinin 

ifade edilmesini kontrol ettiği öngörülmektedir. Tek bir miRNA, genomda 

birden fazla hedefe müdahale edebilir. Örneğin, miR-15a/16-1 gen 

demetleri, doğrudan veya dolaylı bir biçimde, insan genomunun yaklaşık 

olarak %14’ünün ifadelenmesini kontrol edebilir126. Son zamanlarda çeşitli 

kanser tiplerinde doğrudan veya dolaylı olarak DNMT1’i hedefleyen 

miRNA’lar tanımlanmıştır. Örneğin, miRNA-21 ve miRNA-148, lupus CD4+ 

T hücrelerinde hem doğrudan hem de dolaylı olarak DNMT1’i hedeflemek 

suretiyle global hipometilasyona yol açarlar127. Bununla birlikte miRNA-21, 

β-katenin transkripsiyonel aktivitesini azaltmaktadır128. DNMT1 ve β-

katenin düzeylerindeki artış GSK3β aracılı olarak miRNA-21 düzeyinin 

azalması sonucunda meydana geliyor olabilir. 
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Wnt/β-katenin sinyal yolağının antagonistlerinden bir olan 

WIF-1 antagonisti, mesane, renal ve prostat kanserlerinde sıklıkla 

hipermetilasyon aracılığıyla baskılanmaktadır. Çalışmamızda 

kullandığımız T24, Caki-2 ve PC3 hücre hatlarında WIF-1 geninin 

hipermetile olduğu bilinmektedir38. Çalışmamızda DNA metiltransferaz 

inhibitörü DAC uygulaması sonrasında T24, Caki-2 ve PC3 hücrelerinde 

wif mRNA düzeyince artma gözlemlenmiştir. Caki-2 hücrelerinde aynı 

miktar ve süre DAC uygulaması sonrasında WIF-1 geninin promotör 

bölgesindeki metilasyonun kalktığı belirlendi. Aynı süre ve dozda Caki-2 

hücrelerinde DAC ile muamele edilen ve edilmeyen örneklerde DNMT1 

proteini tespit edilemezken kontrole göre β-katenin ve UHRF1 düzeyinde 

azalma belirlenmiştir. 

 

Elde ettiğimiz bulgular ürogenital kanserlerde β-katenin 

sinyal yolağının DNA metilasyonundan sorumlu olan DNMT1’in 

transkripsiyonel düzeyde ifadelenmesinden ve DNMT1 kararlılığından 

sorumlu olan E3 ligaz UHRF1’ın da ifadelenmesinden sorumlu 

olabileceğini göstermektedir. Ayrıca DNMT1 kararlılığından önemli olan bir 

β-katenin düzeyinin artmasına sonucunda HAUSP ve UHRF1’in protein 

düzeyinin kanser spesifik olarak değiştiği gösterilmiştir. 
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6. SONUÇ 

Çalışmamızda mesane kanser hücresi T24, renal hücre 

karsinoma hücresi Caki-2, prostat kanser hücreleri LNCaP ve PC3 

hücrelerinde DNA metilasyonunun devam ettirilmesinden sorumlu olan 

DNMT1 ifadelenmesinde ve DNMT1’in proteozom aracılı 

parçalanmasından sorumlu olan ubiquitine edici enzim UHRF1 ve 

deubiquitine edici enzim HAUSP’nin ifadelenmesinde β-katenin sinyal 

yolağının rolü araştırılmıştır. 

Çalışmamızda GSK3 özgü inhibitör SB216763,T24, Caki-2, 

LNCaP ve PC3 hücrelerinin zaman ve doza bağlı olarak hücre 

proliferasyonunu arttırdığı veya azalttığı belirlendi. Hücre 

proliferasyonunun arttırdığı 1μM konsantrasyonda SB216763 uygulaması 

sonrasında T24, Caki-2 ve PC3 hücrelerinde β-katenin düzeyinin zamana 

bağlı olarak arttığı belirlendi (p<0,05).  

T24 hücrelerinin kontrol ve SB216763 ile muamele edilen 

örneklerinde pGSK3β(Ser9) ve β-katenin protein düzeylerinin artışına 

rağmen DNMT1 proteini tespit edilememiştir. Aynı şartlar altında HAUSP 

protein düzeyinde kontrole göre GSK3 inhibitörü ile muamele edilen 

örneklerde bir artış belirlenememesine karşın UHRF1’de kontrole göre bir 

artış belirlendi. 

Caki-2 hücrelerinin kontrol ve SB216763 ile muamele edilen 

örneklerinde pGSK3β(Ser9) ve β-katenin protein düzeylerinin artışına 

paralel olarak DNMT1 proteinin artış gösterdiği belirlendi. Aynı şartlar 

altında HAUSP ve UHRF1 protein düzeylerinde kontrole göre GSK3 

inhibitörü ile muamele edilen örneklerde bir artış gözlemlendi. 
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PC3 hücrelerinin kontrol ve SB216763 ile muamele edilen 

örneklerinde pGSK3β(Ser9) ve β-katenin protein düzeylerinin artışına 

paralel olarak DNMT1 proteinin artış gösterdiği belirlendi. Aynı şartlar 

altında HAUSP protein düzeyinde kontrole göre GSK3 inhibitörü ile 

muamele edilen örneklerde bir artış belirlenememesine karşın UHRF1’de 

kontrole göre azalış gözlemlenirken yalnızca 24.saatte bir artış belirlendi. 

Son olarak, Caki-2 hücrelerinde DNA metiltransferaz 

inhibitörü DAC uygulanması sonrasında β-katenin sinyal yolağının 

antagonistlerinden biri olan Wif-1 genin T24, Caki-2 ve PC3 hücrelerinde 

ifadelenmesinin arttığı belirlendi. Bununla birlikte, pGSK3β(Ser9), β-

katenin ve UHRF1 düzeylerinde azalma gözlemlendi. 

Elde ettiğimiz bulgulara göre β-katenin sinyal yolağının hedef 

genleri arasında DNA metilasyonunun sürdürülmesinden sorumlu olan 

DNMT1 ve bu enzimin proteozom aracılı parçalanmasında rol oynayan 

UHRF1 ve HAUSP enzimlerinin yer alabileceğini gösterilmiştir. Sonuç 

olarak, mesane, böbrek ve prostat kanserlerinde sıklıkla artmış 

ifadelenmesi gözlemlenen DNMT1 enziminin ve kararlılığından sorumlu 

tutulan proteinlerin transkripsiyonel düzeyde ifadelenmesinden sorumlu 

olan sinyal yolaklarının belirlenmesi yalnız bu kanserlerde değil çok çeşitli 

kanserlerin tedavi yöntemlerine de ışık tutabileceği düşüncesindeyiz.  
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7. ÖZET 

DNMT1 Enziminin Ürogenital Kanserlerde İfadelenme 
Düzeyi 

DNA metilasyonunun en önemli epigenetik mekanizmalardan 

biri olduğu düşünülmekte ve DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafından 

katalizlenmektedir. Artmış DNMT1 ürogenital sistem tümörlerinde sıklıkla 

görülmektedir ancak bu artışın nedeni tam olarak bilinmemektedir. 

Çalışmamızda ürogenital kanserlerinde transkripsiyonel ve protein 

düzeyde WNT/β-katenin sinyal yolağının DNMT1 aşırı ifadelenmesi 

üzerine etkisi ve DNMT1 stabilitesinden sorumlu olan UHRF1 ve HAUSP 

enzimlerin değişen ifade düzeylerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

SB216763’in sitotoksitesi, mesane, renal hücre karsinoma ve prostat 

kanser hücrelerinde zamana ve doza bağımlı olarak WST1 aracılığıyla,  

CCND1 (β-katenin) ve WIF-1 hedef genlerin ifadelenme değişimleri real-

time PCR ve β-katenin, DNMT1, pGSK3β(Ser9), HAUSP ve UHRF1 

protein düzeyleri western blot kullanılarak belirlendi. Bulgularımıza göre, 

SB216763 düşük dozlarda T24, Caki-2, PC3 hücrelerinde hücre 

proliferasyonunu arttırırken yüksek dozlarda ise hücre proliferasyonunun 

inhibisyonuna neden olmaktadır. Her iki durumda da CCND1 

mRNA(p<0,001)  ve protein düzeyinin arttığı belirlendi. Aynı şartlar altında 

β-katenin düzeyinde artışına paralel olarak DNMT1 protein düzeyinde 

artma belirlendi. Ayrıca HAUSP ve UHRF1 ise kanser özgü olarak protein 

düzeylerinde artma veya azalma gözlemlendi. Bizim sonuçlarımız, Wnt/β-

katenin sinyal yolağının moleküler etkilerinin DNMT1 üzerine etkilerinin 

tam olarak belirlenmesine kanserlerinin tedavisi için yeni moleküler 

hedeflerin tanımlanmasına katkı sağlayabilecektir. 

Anahtar Kelimeler: DNMT1, HAUSP, UHRF1, Wnt/β-katenin sinyal yolağı 
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8.SUMMARY 

DNMT1 Expression Level In Urogenital Cancers 

DNA methylation is considered as one of the most important 

epigenetic mechanisms and is catalyzed by DNA methyltransferases 

(DNMT). DNMT1 abundance has been seen frequently in urogenital 

system tumors but the reasons for these increased are not well 

understood. We aimed to determinate effect of Wnt/β-catenin signaling 

pathway on overexpression of DNMT1 and aberrant expression of UHRF1 

and HAUSP responsible for stability of DNMT1 at transcriptional and 

protein levels in urogenital cancers. Cytotoxic effect of SB216763 in 

bladder cancer, renal cell carcinoma and prostate cancer cells was 

detected time and dose dependent manner with WST1, expression 

aberration of target genes CCND1(β-catenin) and WIF-1  by using real-

time PCR and  protein levels of β-catenin, DNMT1, pGSK3β(Ser9), 

HAUSP and UHRF1 by using western blot. Our results indicated that 

SB216763 caused an increased cell proliferation at low dose in the 

meantime high dose caused a decreased cell proliferation in cells.  In both 

cases, SB216273 was increased CCND1 mRNA,  pGSK3β(Ser9) and β-

catenin, DNMT1 at protein level. Also, HAUSP and UHRF1 up or down-

regulated at the same doses (p<0,01) depending on the types of cancer. 

Also, we showed that β-catenin and UHRF1 were decreased after 

reexpression of WIF-1 following treatment with DAC. Our findings may 

offer a new approach determination of molecular effect of Wnt/β-catenin 

signal pathway on DNMT1 would allow us to identify new molecular 

targets for treatment of the cancer. 

Keywords: DNMT1, HAUSP, UHRF1, WNT/β-catenin signaling pathway 
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