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OZET

FENOLIK ASITLERIN DNA METILASYONU UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZIi
NEVIN KAYA DiKiCi
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SEVKi ARSLAN)

DENIZLI, NISAN - 2021

Son yillarda ¢ogu insan, kimyasal maddelerin toksik, mutajenik Ve
karsinojenik etkilerinin giderilmesinde ve farkli hastalik faktorlerine karsi koruyucu
ajanlar olarak bitkisel preparatlar1 veya normal beslenmelerinin bilesenleri olan
fitokimyasallar1 siklikla kullanmaktadirlar. Bu baglamda fenolik asitler antioksidan
etkileri nedeniyle kanserin Onlenmesinde potansiyel etkilerinden dolayr birgok
arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir. Yapilan arastirmalarin sonuglarma gore fenolik
asitlerin kanser hiicrelerinin canlilifini azaltma da, hiicre dongiislinii degistirip
diizenlemede ve apoptozu indiiklemede 6nemli bir rol oynadigini gostermistir.

Bu tez calismasinda insanlarin sik sik besinlerle beraber aldiklari ve tibbi
bitkilerin yapisinda yaygin bir sekilde bulunan fenolik asitlerden olan kafeik asit, o-
kumarik asit, ferulik asit’in DNA metilasyonuna olan etkilerinin insan karaciger
kanseri hiicre hattindaki etkileri aragtirtlmistir. Bu baglamda insan karaciger kanseri
hiicre hattinda (HepG2) degisik dozlarda kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit
uygulamasi yapilmig, etkin dozlar1 hesaplanmistir. Bu fenolik maddelerin,
DNMT3A, DNMT3B, TET1, HDAC1, HDAC3 ve HAT1 mRNA ve protein
seviyelerine olan etkileri Western Blot ve qRT-PZR ile belirlenmistir. Kafeik asit,
ferulik asit ve o-kumarik asit i¢gin ECso dozlari sirasiyla 1.02 mM, 3.1 mM ve 5 mM
bulunmustur. Kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asitin ECsg dozunun HepG2
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B, TETI,
HDAC1, HDAC3 ve HAT1 mRNA seviyelerinde anlamli azaliglar gézlemlenmistir.
Buna ek olarak DNMT enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Tiim bu sonuglar fenolik
asitlerin epigenetik degisimlerden olan DNA metilasyonu azalttigini ortaya
koymustur.

ANAHTAR KELIMELER: Fenolik asitler, HepG2 hiicre hatti, Epigenetik, DNA
metilasyonu, DNA asetilasyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION THE EFFECTS OF PHENOLIC ACIDS ON DNA
METHYLATION
MSc THESIS
NEVIN KAYA DIKICi
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE IF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. SEVKI ARSLAN)

DENIZLI, APRIL 2021

In recent years, most people have frequently used herbal preparations or
phytochemicals, which are components of their normal diets, to eliminate toxic,
mutagenic and carcinogenic effects of chemical substances and as a protective agents
against different disease factors. In this context, phenolic acids have attracted the
attention of many researchers because they have porential in the prevention of cancer
due to their antioxidant effects. According to the results of the researches, phenolic
acids have shown that they play an important role in reducing the viability of cancer
cells, changing and regulating of the cell cycle and inducing apoptosis.

In this thesis study, the effects of phenolic acids namely caffeic acid, o-coumaric
acid, ferulic acid commonly found in medicinal plants on DNA methylation were
investigated on human liver cancer cell line. In this context, various doses of caffeic
acid, ferulic acid and o-coumaric acid were administered in human liver cancer cell
line (HepG2) and their effective doses were calculated. The effects of these phenolic
substances on DNMT3A, DNMT3B, TET1, HDAC1, HDAC3 and HAT1 mRNA
and protein levels were determined by Western Blot and qRT-PZR. ECso doses for
caffeic acid, ferulic acid and o-coumaric acid were found to be 1.02 mM, 3.1 mM
and 5 mM, respectively. As a result of the administration of the ECso dose of caffeic
acid, ferulic acid and o-coumaric acid to HepG2 cells, it was observed significant
decresases in DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, HDAC1, HDAC3 and HAT1
mMRNA levels. In addition, DNMT enzyme activity was measured. All these results
revealed that phenolic acids decreased DNA methylation, which is one of the
epigenetic changes.

KEYWORDS: Phenolic acids, HepG2 cell line, epigenetic, DNA methylation DNA

acetylation.
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ONSOZ

Epigenetik temelli hastaliklarin tedavisi icin epigenetik hatalar1 diizelten
ilaglar son yillarda kullanilmaya baslanmistir. Kemoterapi ilaclarinin en biiyiik
dezavantaji yan etkileridir. Bu yiizden yan etkilerin azaltilmasi i¢cin dogal geleneksel
yaklagimlarin arastirilmasi, etkilerinin ortaya konulmasi ve daha az yan etkiye sahip
cok hedefli etken maddelerin tespit edilmesi son derece Onemlidir. Bu g¢aligma
kapsaminda antikarsinojenik etkisini o-kumarik asit ile onunla benzer kimyasal
yapiya sahip kafeik ve ferulik asitlerin epigenetik mekanizmalardan olan DNA
metilasyonuna olan etkileri belirlenmistir. Bu ¢alisma ile bu maddelerin epigenetik
etkileri kapsamli olarak insan karaciger hiicre hattinda ilk defa ortaya konulmustur.

Bu tez calismasinda elde edilen her sonucun ve bilimsel bilginin yalnizca
benim ¢abam ile degil, degerli hocalarimin ve laboratuvar arkadaslarimin destekleri
sayesinde gergeklestigini belirtmek isterim.

Yiiksek lisans egitim hayatim boyunca ilk glinden tezimin son asamasina
kadar yardimlarin1 esirgemeyen, tecriibelerini en iyi sekilde aktaran degerli danigman
hocam Prof. Dr. Sevki ARSLAN’a,

Caligmalarim  sliresince, zaman aymrarak gerekli bilimsel bilgilerin
edinilmesinde 6nemli katkilar1 olan degerli hocam Prof. Dr. Nazime MERCAN
DOGAN’a,

Projenin maddi destegini saglayan Pamukkale Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Bana hem deney calismalarimda hem de zor anlarimda yanimda olan, ayni
laboratuvar ortamini paylastigim sevgili laboratuvar arkadaslarbm N. Nur
BOZBEYOGLU KART’a, Farid NASIRLI’ya, Dogukan MUTLU’ya, Buket
YILDIRIM’a,

Tezimi yazma siirecimde beni siirekli destekleyerek, cesaretlendiren degerli
esim Miimin DIKiCI’ye,

Aramiza tez asamalarimin son donemlerinde katilan ve en biiyiik motivasyon
kaynagim sevgili kizzim Mihra DIKiCI’ye,

Aralarinda olmaktan mutluluk duydugum sevgili Ahmet DIKIiCi, Ummii
DIKICI ve Beyza DIKICI’ye,

Ve son olarak her zaman arkamda olan maddi, manevi destegini esirmeyen
rahmetli babam Mehmet KAYA’ya, dualariyla her zaman basarili olmami dileyen
sevgili annem Esma KAYA’ya ve beni hep basarili gdrmeyi isteyen canim ablam
Ayse ALP’e tesekkiirlerimi sunarim.



1. GIRIS

1.1 Epigenetik

DNA’nin yapisinin ve islevinin aydinlatilmasi biyoloji alanindaki calismalara
yeni bir kapi agilmasmi sagladi. Genetik bilimindeki gelismeler ile bir hastaligin
etkeni olan bir genin genomdaki yeri tespit edilerek tedavi yontemlerinin
belirlenmesi ¢aligmalarina yardimer olmaktadir. Ancak DNA ile ilgili bu bilgi yine
de gen diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmalar1 ya da buna bagli olarak
hastaligin gelisim siirecini tamamen agiklayamamaktadir. Bu eksiklik epigenetik

alani ile aydinlatilmaktadir (Ayaz ve dig., 2019).

Ilk kez 1950’li yillarda Waddington tarafindan one siiriilen Epigenetik,
gliniimiizde “DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, mitoz ve/veya mayoz
bolinme ile kalitilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler”  olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda epigenetik alaninda yapilmig calismalar
incelendiginde, epigenetik olaylarin canlilar iizerinde (6zellikle yiiksek yapili
canlilarda) oldukc¢a etkili oldugu tespit edilmistir. Epigenetik, 6zellikle canlilarin
gelisim siirecindeki hiicre farklilagsmalar1 sirasinda meydana gelen gen ifadesindeki
degisikliklerde onemli rol oynamaktadir. Bu degisiklikler DNA’nin segici olarak,
farkli epigenetik yapilardaki farkli kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya
¢tkmaktadir. Epigenetik fenomenin iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis olan iki tipi,
birbiriyle bagli ve geri doniisimli olan DNA metillenmesi ve histon

modifikasyonlaridir (Orcan, 2006).

Gilintimiizde yapilan bir diger epigenetik tanimi soyledir; gen ifadesindeki
degisikliklere sebep olan kalitilabilir mekanizmalari inceleyen bilim dali. Epigenetik
mekanizmalar genotoksik mekanizmalarin tam tersine DNA dizilimini degistirmeden
gen ifade seviyesini diizenlemektedir. Epigenetik mekanizmalarm bir diger farkli ve
ilging 6zelligi tersinir olmasidir. Yani bireyler kendi epigenetik profilini degistirebilir

ve bu profili gelecek nesillere aktarabilir (Yaykash ve dig., 2012).



Epigenetik olaylarin etkilerinin kesfedilmesiyle bir¢ok hastaligin epigenetik
mekanizmalarin diizenlenmesindeki hatalardan dolay1 ortaya ¢iktigi anlasilmistir.
Organizmanin saglikli bir embriyonik gelisim gecirmesi, epigenetik mekanizmalarin
birbiriyle uyumlu etkilesimi ve diizenlenmesi ile miimkiindiir. Bir organizmada
genlerin farkli yer ve zamanlarda ifade edilmesi tek bir hiicreden ¢ok farkli hiicre
tipinin olugsmasini saglamaktadir. Boylece ayni genetik diziyi igeren hiicreler,
epigenetik mekanizmalarin belirli genlerin ifade olmasini1 saglamasi ve belirli
genlerin ifadesini baskilamasiyla farkl ifade profilleri gostererek degisik fenotiplerin
ortaya ¢ikmasini saglarlar. Bu sirada mekanizmalarda olusabilecek herhangi bir hata
ya da diizensizlik, genlerin ifadesinde asir1 artis ya da baskilanmaya neden olarak

epigenetik kaynakli hastaliklar1 meydana getirir (Gtiler ve Peynircioglu, 2016).

Epigenetik degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar olduk¢a karmasik olup
en iyl bilinenleri DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ya da gen
diizenlemesinde gorevli kodlanmayan RNA (ncRNA)’lardir. Karmasik yapida olan
epigenetik mekanizmalarda gergeklesebilecek hatalar ise en basta kanser olmak tlizere
pek cok hastalikla baglantilidir. Ozellikle son yillarda insan kanser tiirlerinde yapilan
ekzon dizileme ¢alismalarinda, bu dizilerde epigenomu kontrol eden genlerin bir¢ok
mutasyona ugradig1 gosterilerek epigenetik-kanser iligkisi kanitlanmistir. Epigenom
gen kontrol mekanizmalarinin basinda oldugu i¢in olusacak tek bir mutasyon bile
kanser olusumunu saglayan ¢ok sayida yolakta etkilidir. Dolayisiyla kanser hem
genetik hem de epigenetik siireglerdeki degisimlerin birikimiyle meydana gelen ve
pek ¢ok adimdan olusan karmasik bir hastaliktir. Onkogenlerin aktivasyonu ya da
tiimor baskilayict genlerin islevini kaybetmesi gibi sebepler kontrolsiiz biiylime ve
metastaz yapabilme 6zelligi gosteren kanser hiicrelerinin meydana gelmesine sebep
olmaktadir. Kanserin pek ¢cok adimdan olusan karmasik bir hastalik olmasini hem
onkogenler ve tiimor baskilayict genlerdeki fonksiyonel degisiklikler hem de

epigenetik degisiklikler saglamaktadir (Ayaz ve dig., 2019).

Kanser, diinya genelinde oOliim nedenlerinden biridir ve kanser olim
oranlarmin 6niimiizdeki 20-40 yilda iki kattan daha fazla olmasi beklenmektdedir.
Genel olarak tiimor biiytimesi, hem epigenetik hem de degismis gen ifadesine sebep
olan genetik sapmalarla iligkilidir. Ayrica epigenetik deregiilasyon hali hazirda
neoplastik gelisim erken fazlarinda meydana gelir ve kotii huylu transformasyonu

tesvik etmede karsilastirabilir etkiye sahip oldugu Onerilmistir. Epigenetik



mekanizmalar1 hedeflemek kanserin onlenmesinde ya da tedavisinde ayrica diger
hastaliklar i¢in umut verici bir yaklasimdir. Kanser vakalarin en az %30-40’inda
uygun ya da dengeli beslenme, diizenli fiziksel aktivite ile 6nlenebilir. Bu ana kadar
biyolojik olarak aktif gida bilesenlerinin biiyiik cogunlugunun etkileri heniiz kesin
olarak belirlenmemis olsa da bu bilesikler kanser olusumuna kars1 koruyucu etkiye
sahiptir. Bu bilesiklere 6rnek olarak metil grubu donoérleri, selenyum, yag asitleri ve
flavonoidler, retinoidler, izotiyosiyanatlar ve alil bilesikleri gibi fitokimyasallar
verilebilir. Meyve ve sebzelerce zengin diyetlerin tiiketilmesi kanserin gelisimini

hem baglangicin1 hem de ilerlemesini 6nemli 6l¢iide azaltir (Busch ve dig., 2015).

Son yillarda bilim insanlar tarafindan kanser tiirleri i¢in yeni tedavi ve tani
yontemleri gelistirebilmek i¢in yapilan calismalarda kanserin tiim evrelerindeki
(baslangi¢, gelisim ve metastaz evreleri) epigenetik degisimler arastirilmaktadir. Bu
caligmalar sirasinda Ozellikle DNA metilasyonunda ya da histonlarin
modifikasyonunda degisimlere neden olan ajanlar kesfedilmis olup su anda bu
ajanlarm klinik calismalar1 yapilmaktadir. Ayrica epigenetik hatalarin diizeltilmesi
amaciyla yiiriitiilen ila¢ arastirma ve gelistirme ¢aligsmalar1 da son yillarda biiyiik hiz

kazanmigtir (Ayaz ve dig., 2019).

Kanser ve DNA metilasyonu arasindaki iliski ilk olarak 1983 yilinda kanser
hiicrelerinin genomlarinin normale gore hipometile oldugu gosterildiginde ortaya
cikmistir. Hipometilasyon timdr hiicreleri 6ncelikle genomun tekrarlayan
bolgelerinden metilasyon kaybina baglidir ve timor hiicrelerinin ayirt edici 6zelligi

olan genomik kararsizlik sonucu ortaya ¢ikar (Robertson, 2005).

Epigenetik, genotip farkliliklara dayali olmayan olmayan alternatif fenotipik
durumlari ifade eder ve potansiyel olarak geri doniisiimliidiir, ancak hiicre boliinmesi
sirasinda genellikle stabil bir sekilde muhafaza edilir. Bu kavramin sinirli yorumu,
kararl gen ifadesinin farkli durumlaridir. Cok daha genisletilmis epigenetik goriisi
son zamanlarda ortaya ¢ikmistir. Bir¢ok mekanizmalar, kromatin yapisi, histon
modifikasyonu, iliskili protein bilesimi, transkripsiyonel aktivite ve memelilerde,
CpG dintikleotidlerinde sitozin-5 DNA metilasyonu toplu olarak alternatif durumlar

olusturmak i¢in etkilesime girer (Laird, 2005).

Epigenetik, DNA sekansiyla iliskili olmayan gen ifadesinde meydana gelen

kalitsal degisiklikler sayesinde stabil kalabilen bir multi-katmanli bir fenomendir.



Gen ifadesini diizenleyen iki birincil modifikasyon bigimleri; DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonlaridir. Kanser g¢alismalar1 baglaminda gen susturma en iyi
epigenetik mekanizmalar araciligiyla anlasilir. Kanserin ilerlemesi sirasinda ¢ok
sayida timor baskilayici genler epigenetik modiilasyon yoluyla susturulur. Genel
olarak spesifik genlerin DNA’nin global hipometilasyonu ve hipermetilasyonu ortaya
¢ikar. Bu farkli etki i¢in sebep Ozellikle artan kanser hiicrelerinde DNMT aktivitesi
acik sekilde bilinmemektedir ancak hasarli DNA’ya yiiksek afinite ile
baglandigindan DNA onarim enzimi olarak DNMT nin atalarindan kalma isleviyle
iliskili olabilir. Cesitli kanser hiicre hatlarinin tedavisinde DNMT inhitorleri,
pl6INK4a, RARB, O6-metilguanin transferaz, insan mutL. homologu 1 ve glutatyon
S-transferaz-1l1 dahil olmak iizere ¢esitli tiimor supresor genler hipermetile CpG

adaciklarinin demetilasyonuna sebep olur (Gilbert ve Liu, 2010).

Ayrica, epigenetik mekanizmalar hem hastaligin teshisinde biyolojik markor
gibi hem de tedavi siirecinde kullanilabilmektedir. Ornegin, DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonu gibi epigenetik farkliliklar hedef alinarak kanser tedavisinde
etkili bir strateji izlenebilecegi gosterilebilir. Epigenetik mekanizmlarin disinda pek
¢ok protein ile DNA metilasyonunun kontrolii yapilabilmektedir. Bu proteinlerin bir
kismi iizerinde yeni ilaglarin gelistirilmesi calismalari yiiriitilmektedir. Ornegin,
gliniimiizde 6zellikle hematolojik kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan azasitidin
ve desitabin. Bu bilesikler, yapisal olarak sitozin niikleotidine benzemekle birlikte
DNA metil transferaz enzimlerinin inhbisyonunu saglamaktadir. Epigenetik
mekanizmalardan ilham alinarak gelistirilmis bir diger tedavi araci “Varinostat” ve
“Romidepsin” gibi anti kanser etkisi gosteren histon deasetilaz (HDAC)

inhibitorleridir (Izmirli, 2013).

Epigenetik ilaglar, tek baslarina ya da diger terapik yontemler veya ilaglarla
birlikte kullanilarak bozulmus heterokromatik bolgeleri hedefleyerek, tiimor-supresor
genlerin ve/veya hiicrenin normal fonksiyonu i¢in gerekli olan diger genlerin yeniden
aktivasyonunu saglarlar. Ornegin, tiimor-supresér genlerin ve DNA onarim
mekanizmalarinin yeniden aktivasyonu saglanarak hiicreler kimyasallara duyarli hale
gelebilir ve sonrasinda baska bir yontemle tedaviye olumlu yanit alabilir (Orcan,

2006).



Epigenetik olaylarin potansiyel tersine ¢evrilebilirligi, epigenetik olarak
susturulmus timor supresor genlerin yeniden aktif hale gelebilen yeni kanser ilaglar1
icin firsatlar sunmustur. DNA metiltransferaz ya da histon deasetilaz aktivitesinin
bloke edilmesi potansiyel olarak epigenetik susturma siirecini tersine ¢evirebilir veya
inhibe edebilir. DNA metiltransferazlar ve histon deasetilazlar bugiine kadar ki
epigenetik inhibisyon i¢in iki ana ilag hedefleridir. DNA metiltransferaz ve histon
deasetilaz inhibitorlerinin kombinasyonlari, epigenetik olarak susturulmus genlerin
yeniden aktive olmasi etkili sekilde sinerji olusturdugunu ortaya koymustur. Bu
baglamda kombinasyon c¢alismalar1 klinik alanda da test edilmeye devam etmektedir
(Laird, 2005).

DNMT’nin inhibisyonu o6zellikle DNMTI1, susturulmus genlerin yeniden
ifade edilmesi ve hipermetilasyonun tersine c¢evrilmesine neden olarak, yeni
sentezlenmis DNA  zincirinin  hipermetilasyonunu  engelleyecektir. DNMT
inhibitdrleri olarak bilinen 5-aza-2-deoksisitidin ve zebularin ile yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Bu bilesiklerin kanser hiicresinin biiylimesini engelledigi, kanser
hiicrelerinin apoptozu uyardig1 ve farelerde tiimor hacmini azalttigr gosterilmistir

(Fang ve dig., 2003).
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Sekil 1.1: Epigenetik mekanizmalar (Yokus, 2013).

Pek c¢ok giiclii anti-kanser ilact klinik olarak uygulanabilir olsa da

kemoterapik ilaglarin genellikle giiglii hiicresel sitotoksisiteye ve yan etkilere sahip



oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, herhangi bir sitotoksisite ve yan etkisi olmayan

giiclii anti-kanser ilaclar1 oldukga tercih edilir (Chung ve dig., 2004).

Kemoterapi su an ilerlemis olsa da kansere karst daha hedefli tedaviye dogru
hala onlenemeyen komplikasyonlar ve yan etkilerle miicadele ediyor, bu yiizden
arastirmalarda yeni ilaglar bilimsel alanda biiylik 6nem tagimaktadir. Yiizyillar
boyunca bitkisel kdkenli dogal iriinler potansiyel antikanser ilaglari degerli bir

kaynak olarak kabul edilmistir (Khazendar ve dig., 2019).
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Sekil 1.2: Cevresel ve epigenetik faktorler (Seo ve dig., 2014).

Cevresel etkenler, stres ve tanimlanmamis diger etmenlerden nedeniyle
epigenetik mekanizmalarda meydana gelen degisimler sonucunda birgok kanser tiirii
olusabilmektedir (Sekil 1.2). Erken teshis ve tedavideki gelismelerin olmasina
ragmen, kanser biitlin diinyada saglik problemleri i¢inde, Onemli bir yeri
olusturmaktadir. Diinyada ve Tiirkiye’de ¢cogu kanser hastas1 kemoterapi, radyoterapi
gibi geleneksel tedavileri kullanmaktadir. Kanser tedavisinde en fazla kullanilan
yontem kemoterapidir. Fakat gerek yan etkileri gerekse normal hiicrelere zarar
vermelerinden dolay1r insanlar yeni ve daha etkili molekiilleri yillardan beri

aramaktadirlar. Epigenetik temelli bu hastaliklarin tedavisi i¢in; epigenetik hatalari



diizelten ilaglar son yillarda kullanilmaya baslanmistir. Bu nedenle yan etkilerin
azaltilmas1 i¢in dogal geleneksel yaklasimlarin arastirilmasi, etkilerinin ortaya
konulmas1 ve daha az yan etkiye sahip ¢ok hedefli etken maddelerin tespit edilmesi
son derece dnem kazanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda kafeik, ferulik ve o-kumarik
asitlerin antikarsinojenik etkisini epigenetik mekanizmalarda 6nemli yeri olan DNA
metilasyonuna etkileri belirlenmistir. Bu c¢alisma ile bu maddelerin epigenetik
etkileri kapsamli olarak insan karaciger hiicre hattinda ilk kez aragtirllmistir. Ayrica,
ileriki ¢alismalar ile kullanilan maddelerin tek basima ya da kombin kullanimlarinin
hastaliklarin tedavisinde kullanilma potansiyeli yiiksek bir hal alarak ekonomik

yOnden iirlinlerin liretilmesi saglanabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Fenolik Asitler

Glinlimiize kadar yapilmig c¢aligmalar ile bitkiler ve bitkisel iirlinlerde
5000°den fazla fitokimyasal belirlenmistir. Bu fitokimyasallardan baglicalar
sunlardir; fenolik asitler, flavonoidler, tanenler, stilbenler, kurkuminoidler,
kumarinler, lignanlar, kinonlar gibi farkli bilesikler grubunu temsil eden fenolik
bilesikler (Sen ve dig., 2015).

Fenolik bilesikler insan diyetinin 6nemli bir parg¢asini olusturur. Gidalarda en
sik goriilenleri fenolik asitler ve flavanoidlerdir. Polifenollere ilgi bunlarin beslenme
onleyici etkileriyle iligkilidir. Yani proteinleri ve mineralleri baglama yeteneginden

dolay1 gidalarin emilimini ve sindirilebilirligini azaltir(Yang ve dig., 2001).

Timor hiicreleriyle yapilan birgok ¢alismada polifenollerin = sitotoksik
etkisinin bulunmasi nedeniyle kanserin tedavisinde ve 6nlenmesinde katki sagladigi
bildirilmistir (Rao ve dig., 2007).

Fenolik bilesikler, bitkilerin ¢esitli kisimlarinda meydana gelen pentoz fosfat,
sikimat ve fenilpropanoid reaksiyonlari sonucu olusan sekonder metabolitlerdir. Bu
bilesikler, en ¢ok yaygin olarak olusan fitokimyasal gruplari, bitkilerde morfolojik ve
fizyolojik Ooneme sahiptir. Fenolik bilesikler, bitkilerde biiyime ve liremede dis
faktorlere kars1 onemli bir rol oynar. Fenolik bilesikler, anti-alerjik, anti-arterojenik,
anti-enflamatuar, anti-mikrobiyal, antioksidan, anti-trombotik, kardiyoprotektif ve
damar genisletici etkiler gibi ¢ok cesitli fizyolojik ozellikler sergiler (Balasundram

ve dig., 20006).

Fitokimyasallarin 6nemli bir iiyesi olan fenolik asitler, bitkilerde yaygin
olarak bulunan, bitkilerin rengi, kokusu ve tatlarindan sorumlu olan dogal
antioksidan maddelerdir. Genellikle dogada serbest olarak bulunmamaktadir (kiiciik
bir grubu hari¢). Bu tip antioksidanlarin gidalardaki varligi besinlerin kararliligini,
rengini, kokusunu, besin degerini ve kalitesini etkilemektedir. Bu sayede raf dmriinii

uzatic1 koruyucu madde olarak kullanimi ¢ok yaygimdir. Ayrica fenolik asit iceren



cogu bitki bazi hastaliklarin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir (Akkan,
2008).

Genel olarak serbest halde bulunmayan fenolik asitler; hidroksisinamik asitler
(Sekil 2.1) ve hidroksibenzoik asitler (Sekil 2.2) olmak tizere iki grupta incelenirler.
Bu bilesiklere -OH ve -OCH3 gruplart baglanarak 6nemli fenolik asit tiirevleri
olugmaktadir (Kolag ve dig., 2017).

5 6 5 6
4 0 CH =— CH — COOH 4 I COOH
3 2 302
Sekil 2.1: Hidroksisinamik asit Sekil 2.2: Hidroksibenzoik asit

Fenolik asitler, mekanizmalar1 hala tam olarak anlasilmamis olsa da bir dizi
kanit, antikanser oOzelliklerini desteklemektedir. Ancak fenolik asitlerin serbest
radikalleri temizlemek, ksenobiyotiklerin metabolizmasinda yer alan enzimleri
indiiklemek, gen ifadesinin diizenlenmesinin yani sira hiicresel sinyal yollarinin
modiilasyonu, DNA hasar1 onarimi, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve istilay1

igerebilir (Rosa ve dig., 2016).

2.1.1 Hidroksisinamik Asitler

Fenilpropan halkasma baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore
ozelligi degisen hidroksisinamik asitler i¢inde 6n plana ¢ikan tiirler; ferulik asit,
kafeik asit, o-kumarik asit ve sinapik asittir (Sekil 2.3). Genellikle asit tiirevleri

halinde olsalar da ¢ok az miktarlarda serbest halde bulunabilirler.
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Sekil 2.3: Sinamik asitler

Yapisi ferulik aside ¢cok benzeyen kafeik asit, baslica kahve, kekik, adacayi,
nane, Seylan tar¢ini, anason, kirmizi sarap, elma, kayisi, erik, kuru erik gibi
bitkilerde bulunmaktadir. Kafein gibi antioksidan 6zelligi olan kafeik asit, ferulik
asitle birlikte calisarak bitki hiicrelerindeki lignin biyosentezinde yer alir. Kafeik asit
lipid peroksidasyonu ve doku hasarmma karsi baskilayici, immiinmodiilator, anti-
enflamatuvar, nefroprotektif aktivite gostermektedir. Tahil tanelerinde kabuga yakin
kistmda bulunan sinapik asidin ise antimikrobiyal, anti kanserojen ve anti-
inflamatuar etki gosterdigi, diyabetik hayvanlarda antihiperglisemik etkisi oldugu
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Ayrica; kanda bulunan {ire, serum kreatin ve {irik
asit miktarlarinin azalmasina, toplam protein ve alblimin seviyelerinin ise artmasina

sebep oldugu ortaya konmustur (Kolag ve dig., 2017).

Kiigiik bir sinif kabul edilen fenolik asitlerin antioksidan 6zellikleriyle alakali
bircok calisma dikkatleri bu grup {izerine ¢ekmistir. Bu maddelerin bitki odakl
yiyeceklerin yapisinda kaginilmaz olarak bulunmasindan dolayi, insanlar diyetlerinde
(diyetlerin sebze, meyve hububat, cay, kahve, baharat igerigine gore) bu

maddelerden giinde yaklasik 25 mg ile 1 g arasinda almaktadirlar (Clifford, 1999).
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Hidroksisinamik asitlerden kafeik, ferulik, m- ve p-kumarik asitler sahip
olduklar1 antioksidan, antifibroz, antiviral, antitimor, antitrombotik aktiviteleri
sayesinde bilim diinyasinda olduk¢a popiiler iken; o-kumarik asitin biyolojik

aktiviteleriyle alakali yapilmis cok az ¢alisma bulunmaktadir (Sen ve dig., 2013).

2.2 Fenolik Asitlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

2.2.1 Kafeik Asit

Kafeik asit (3,4-dihidroksi-sinnamik asit) organik bir bilesik ve gii¢lii bir
antioksidandir. Cok cesitli bitkilerde dogal olarak bulunabilir (Sekil 2.4).

O
N OH

HO
OH

Sekil 2.4: Kafeik asidin yapisal formiilii

Kafeik asit en yaygin bulunan fenolik asitlerdendir. Hidroksisinnamik asit,
meyvelerin biitiin kisimlarinda 6zellikle de olgun meyvenin dis kisminda yiiksek
oranda bulunmaktadir. Meyvedeki miktar1 c¢ogunlukla olgunlagsmayla azalma
gosterirken, toplam kalitesi ise meyvedeki biiyiikliikk artigiyla artmaktadir. Ayrica,
immiin sistemle iligkili astim ve alerji gibi hastaliklarin olusumunda etken olan
l6kotrienlerin sentezini sec¢ici olarak inhibe ettigi ve kolon kanserine karsi

antitiimoral aktivitesi gosterilmistir (Barut ve Siiriiciioglu, 2010).

Kahve polifenolleri kafeik asit ve klorojenik asit, kanser metabolizmasinin
baz1 énemli yollarinin aktivasyonu ve inhibisyonu yoluyla antitimor etki gosterir.
Dahasi, epidemiyolojik c¢aligmalar, yliksek kahve tiiketiminin, spesifik kanser ve
metabolik, sindirim sistemi, hepatik veya norolojik rahatsizliklarin goriilme

sikliginin  daha diisiik olmasiyla iliskili oldugunu ortaya koymustur. Kahve
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polifenollerinin antitimor etkisi, timor hiicre dizilerinde, klinik dncesinde ve klinik
caligmalarda arastirilmistir. Kafeik asit, apoptozu indiikleyerek hepatoseliiler
karsinom hiicrelerinin ve SK-Mel-28 insan melanoma kanser hiicrelerinin
cogalmasint inhibe eder, SK-Mel-28 hiicrelerinde gen ekspresyonunu degistirir.
DNA metilasyonunu artirarak ve miR-148a ekspresyonunu indiikleyerek kanser kok
hiicresi benzeri hiicrelerin 6zelliklerini zayiflatir. Kafeik asit MCF-7 ve MDA-MB-
231 insan meme kanseri hiicrelerinde DNA metilasyonunu baskilar (Hernandes ve

dig. 2020).

Kafeik asit, niikleer faktor-kB (NF- kB) ve matris metaloproteinaz 9 (MMP-
9) aktivitelerinin inhibisyonu araciligiyla hepatokarsinom hiicrelerinin biiylimesini ve

metastazini inhibe etmistir (Chung ve dig., 2004).

2.2.2 Ferulik Asit

Ferulik asit (FA, 3-metoksi, 4-hidroksi sinamik asit), sebze ve meyvelerde
siklikla bulunan, fenilalanin ve tirozin metabolizmasindan kaynaklan, fenolik bir

bilesiktir (Sekil 2.5).

HO
OCHg

Sekil 2.5: Ferulik asidin yapisal formiilii

Kimyasal yapis1 zerdagale sar1 rengini veren ve dnemli bir antioksidan olan
kurkumine benzemektedir. Ozellikle tohumlarda ve yapraklarda serbest halde ve
lignin gibi biyopolimerlere bagli halde bulunmaktadir. Misirda, bugday, piring, yulaf,
cavdar gibi tahillarin kepeklerinde, kavrulmus kahve, domates ve turuncgillerde
bulunmaktadir. Undaki toplam fenolik asitler iginde %90’m1 ferulik asit

olusturmaktadir (Taner, 2007).
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Ferulik asit, fenoksiradikal yapisina bagli olarak yiiksek antioksidan
potansiyele sahiptir. Etkili bir serbest radikalleri uzaklastiric1 olmasinin yaninda bazi
iilkelerde lipit peroksidasyonunu engelleme oOzelliginden faydalanilarak gidalarin
iceriginde katki maddesi olarak yer almaktadir. Ferulik asitin insanlarda, giiclii bir
membran antioksidani olarak etki ettigi ve deri kanseri, yaglanma, yorgunluk, soguk
algmlhigi, grip ve influenzaya kars1 koruyucu etkili oldugu bilinmektedir. Ferulik asit
hidroksil radikali, hipoklor6z asit ve peroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerini
stipiiriicti etkilidir; serbest radikal zincir reaksiyonlarii sonlandirdig: ispatlanmistir.
FA’nin ratlarda pankreatik hiicrelerde insiilin salmimini arttirdigr bildirilmistir.
Antioksidan ozellikleri ratlarda kimyasallar araciligiyla olusturulan karsinogenezde

ve farelerde deri tiimorii olusumunda da goriilmiistiir (Taner, 2007).

Ferulik asitin karaciger kanserine (HepG2) karsi antitiimor aktivitesini

yonlendirdigi ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Lee, 2005).

2.2.3 o-Kumarik Asit

Yapidaki hidroksi grubunun yerine bagli olarak orto, para ve meta olmak
lizere li¢ tane izomeri bulunan kumarik asit sinnamik asitten tiiremis organik

bilesiktir (Sekil 2.6).

O
OH
HO

Sekil 2.6: 0-Kumarik asidin yapisal formiilii

Molekiil formiilii CoHgOs, molekiil agirlig: 164,15 g mol-1°diir. Erime noktas1
210 ile 213 °C arasindadir. Portakal, kiraz, kahve, ¢ikolata ve sarapta bulunmaktadir.
Strese karsi koruma saglamasinin yaninda antitiimor aktivitesi gostermektedir.
DNA’da oksidatif hasara neden oldugu i¢in yiiksek miktarlarda alindig1 zaman toksik
olmaktadir. p-Kumarik asit 6zellikle mide kanserine karsi oldukga yararli oldugu

bildirilmistir (Akkan, 2008).
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o-Kumarik asit kahve, cay kuruyemis gibi bircok gida ve bitki {iriinii i¢inde
bulunan bir hidroksisinamik asittir. o-kumarik asidin antilipidemik, antioksidan ve
antikarsinojenik gibi farkli biyolojik aktiviteler gdosteren ¢alismalar1 var (Kowczyk-

Sadowy ve dig., 2015).

2.3 Fenolik Asitlerin Biyolojik Etkileri

Fenolik asitler, bitkilerin kokusundan, tatlarindan, renklerinden sorumludurlar
ve sadece kiiclik bir grubu disinda dogada serbest olarak bulunmamaktadir. Gida
maddelerinin i¢inde bulunan fenolik asitlerin besinlerin kararliligini, rengini,
kokusunu, besin degerini ve Kkalitesini etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle raf
Omriinii uzatmak amaciyla gidalarda koruyucu madde olarak kullanilmaktadir.

Ayrica fenolik asit igeren pek cok bitkide bazi hastaliklarda tedavi edici
olarak kullanilmaktadir (Aslan, 2015).

Son yillarda, antikanser aktivitesine sahip olduguna inanilan ve antioksidan
olarak bilinen fenolik asitlerin sagligi gelistiren 6zelliklerinden dolay1 biyik ilgi

cekmektedir. (Li ve dig., 2009).

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda, sebze, meyve ve diger bitkisel kaynakli
(¢ay ve sarap gibi) iirlin agirlikli beslenen kisilerde kanser ve birgok kronik hastaliga
karst bitkilerin icerigindeki fenolik bilesiklerin koruyuculuk sagladigi one
siriilmektedir.  Polifenollerin  antialerjik, antiarterojenik, antiinflamatuvar,
antimikrobiyal, antibakteriyel, antiviral, antimutajenik, antikarsinojenik, antiiilser,
antioksidan ve antitrombotik etki gibi pek ¢ok etki gosterdigi iddia edilmektedir
(Bacanli, 2014).

Timor hiicreleriyle yapilan caligmalarda ise beslenme yoluyla viicuda giren
polifenollerin antikanserojen aktivitesi tespit edilmis olup bu bilesiklerin kanser
tedavisinde yer alabilecegi sdylenmistir. Ozellikle yesil ¢caydaki polifenollerin timor
gelisimini Onleyerek kansere karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Bacanli,

2014).
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Birgok calisma epigenetik degisikliklere erken miidahalenin kanser
olusumunu engelleyebilecegini gostermistir. Epigenetik degisiklikler genellikle
kanser gelisimi sirasinda erken evrelerde ortaya c¢ikmaktadir. Bu epigenetik
degisikliklerin erken degisimi Onleyerek kanser hiicre proliferasyonunu azaltabilir.
Bu yilizden erken asamadaki epigenetik miidahaleler kanser biiylimesinin ve
metastazinin siddetini azaltabilir. Pek ¢ok epigenetik degistiricilerin tamami dogal
olarak olusur ve diyet besinleri olarak kolayca elde edilebilir. Bu diyet besinleri
arasinda polifenoller ve flavanoidler, epigenetik degistiriciler onemli bir besin
kaynagi olarak tanimlanmistir. Bu anlamda c¢ay/kahve alimi ile gogiis kanseri
vakalar1 arasindaki iliskiyi analiz eden ¢alismalar vardir. Hem cay hem de kahve
farkli grup polifenoller igerir. Isvegli kadmlar {izerinde yapilan bir aragtirmada kahve
aliminin hastalarda meme tiimorii gelisiminin menopoz oncesi ve sonrasi goriilme
sikligimi 6nemli Olgiide azalttig1r bulmuslardir ancak ¢ay alimmin artmasiyla meme

kanseri goriilme siklig1 artmistir (Selvakumar ve dig., 2020).

2.4  DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, Oncelikle sitozinin C5 pozisyonunda bir¢ok biyolojik
stirecte farklilasma, genomik baski, DNA mutasyonu ve DNA onarim gibi gen
ifadesini etkiler. DNA hipermetilasyonu, genellikle promoter CpG adalarinda
meydana gelen genlerin ifadesini susturmada 6nemli bir epigenetik mekanizmadir

(Fang ve dig., 2007).

DNA metilasyonu; embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisinin
diizenlenmesi, X kromozomu inaktivasyonu, genomik “imprinting” ve kromozom
stabilitesinin saglanmasi1 gibi bir¢cok hiicresel siiregte rol oynayan Onemli bir
epigenetik mekanizmadir. Metilasyonun bu tip kritik siireglerde rol almasi, onun ¢ok
iyl bir sekilde kontrol edilmesini gerektirmektedir. Bir¢cok hastaligin temelinde,
epigenetik kontrol sisteminin diizgiin bir sekilde ¢aligmamas: yatmaktadir.
Epigenetik modifikasyonlar diizgiin bir sekilde kurulamaz ya da devam ettirilemezse,
bu siirecle ilgili patolojik sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (Giiler ve Peynircioglu,

2016)
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DNA metilasyonunun anormal modelleri ve diizensizligi timdrigenez
sirasinda iligkili genin susturulmasi kararli, kalitsal transkripsiyona neden olur.
Spesifik olarak epigenetik gesitlilik, beslenme degisiklikleri tarafindan modiilasyona
duyarli goriinmektedir. Bu nedenle DNA metilasyonu siirecini etkileyebilecek diyet
bilesenleri, belirli anahtar genlerin ekspresyonunun diizenlenmesiyle timor
olusumunu etkiler. Epigenetik mekanizmalarin degistirmek i¢in terdpatik stratejilerin
gelisimi, 6rnegin DNMT lerin aktivitesi hedeflenerek, biyoaktif bitkisel ekstratlarin
uygulanmasi alternatif kanser kemoterapisinde ve onlenmesinde bir¢ok fayda saglar

(Li ve Tollefsbol, 2010).

Son arastirmalar, cesitli ¢evresel streslerin patojenler igeren bitkiler, agir
metaller, soguk, kuraklik ve yiiksek tuz dahil olmak iizere DNA metilasyon
seviyelerinde degisikliklere yol actigimi gostermektedir. Dahast bircok gen stres

direnci ile iliskili DNA metilasyonu tarafindan diizenlenir (Yang ve dig., 2018).

DNA metilasyonunun en 6nemli ve {izerinde en ¢ok ¢alisiimis tiirii DNA’daki
baz1 bolgelerde bulunan sitozin bazinin metillenerek 5-metilsitozine dontisiimiidiir.
Besinci baz da denilen 5-metilsitozin (5-mC) modifikasyonu genelde CpG adaciklari
olarak da isimlendirilen ve 5’-sitozin-fosfat-guanozin- 3’ diniikleotidlerinin siklikla
bulundugu 500- 2000 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA boélgelerinde yer alir. Bu
adaciklar gen promotdr bolgelerinin 6nemli bir kisminda yer almaktadir. CpG
adaciklar1 disindaki  genomun diger bolgelerinde de DNA metilasyonu
gerceklesebilir. DNA da yer alan bu bolgelere metil grubu takilmasi olayt DNMT1,
DNMT3a ve DNMT3b olmak {izere 3 izoformdan olusan DNA metil transferazlar
(DNMT) enziminin aktivitesi ile gergeklestirilir. DNMT izoformlarindan DNMT]1
mitotik hiicre boliinmesi sirasinda yeni olusan hiicrelere metilasyon profilini
kopyalarken, DNMT3a ve 3b ise de novo metilaz enzimleri olarak islev goriir (Eser

ve dig., 2016).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve histon olmayan proteinlerle
kombinasyon halinde kromatin yap1 ve erisilebilirligini tanimlar. Bu nedenle DNA
metilasyonu gen ekspresyonunu, transpozon susturmay1 kromozom etkilesimleri ve

kalitim 6zelliklerini diizenlemeye yardime1 olur (Zhang ve dig., 2018).

Insan kanserlerinde, anormal epigenomiklerin baslama, ilerleme, istila

(invazyon), metastazlar ve kemoterapi direnci dahil olmak iizere neoplastik
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gelismenin ¢esitli asamalarinda katki sagladigi bilinmektedir. Son zamanlarda
300°den fazla gen ve gen triinleri ¢esitli insan kanserlerinde, epigenetik olarak

degistigi ileri siiriilmustiir (Kanwal ve Gupta, 2012).

DNA metilasyonu, iki mekanizma yoluyla gen aktivitesini diizenleyebilir.
Birinci olarak, transkripsiyon faktorii i¢inde CpG diniikleotidlerinin metilasyonu
baglanma yerleri, transkripsiyon faktorii baglanmasini inhibe edebilir ve bu nedenle
gen aktivitesini dogrudan etkiler. Ikinci olarak, metillenmis CpG diniikleotidleri
metil CpG baglayici proteinler i¢cin baglanma yerleri olarak islev goriir, ki bu da
histon deasetilazlar dahil baskilayict kromatin yapilari olusturmak gibi diger
faktorlerle iligkilidir (Chin ve dig., 2011).

Genel olarak, genlerin promoter bolgelerinde DNA metilasyon eksikligi,
genellikle transkripsiyon aktivasyonu ve gen ekspresyonu ile iliskilidir. Aksine,
metilasyon gen susturmadan sorumlu gen promoterlerinde olabilir. DNA CpG
adalarinin hipermetilasyonu hiicre dongiisii regiilasyonu, reseptorler, DNA onarimi
ve apoptozda cok 6nemli olan genleri susturmak icin, epigenetik mekanizmada
onemli bir rol oynar (Sekil 2.7). Bu nedenle, spesifik inhibitorler tarafindan DNMT
aktivitesinin diizenlenmesi, terapdtik hedef ile anormal hiicresel siiregleri durdurma

acisindan umut vericidir (C"iz ve dig., 2020).

transkripsiyonel

DNMT
inaktivasyon =gen

i i ifadesinin baskilanmasi
Sitozin —,
! >

v

Hipermetilasyon sonucu
DNA 1- Hocre differansiyonu

Metilasyonu 2- Far_kll dokularda farkh

genlerin expresyonu

3- Kromatin kararhhdi

r Y
% transkripsiyonel
Adenin 6-metil inaktivasyon
Ardenin

Sekil 2.7: DNA metilasyonu ve etkileri (Yokus, 2013).

Hiicreyi kanserden koruyan, sinyal iletim yolaklarinda, DNA onariminda,
hiicre dongiisiinde ve kontrollii hiicre 6liimii olan apoptozda gorevli olan timor

supresOr genlerin  promoter bolgedeki hipermetilasyonu ile bu genler
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susturulmaktadir. Bu susturulma ile kanser hiicrelerinde biiyiime ve proliferasyon
artmaktadir. Bu susturulma ancak genlerdeki alellerin ikisininde susturulmasi ile
gerceklesmektedir. Caligmalar sonucunda timor supresér genlerin bir alelinde
mutasyon goriiliirken, diger alelde hipermetilasyon ile susturulmaktadir. DNA
metilasyon durumlarindaki degisiklikler hastaligin, prognoz, yatkinlik, ilaglarin yan
etkilerinin belirlenmesinde belirte¢ olarak kullanilabilir oldugu gosterilmektedir

(Karagoban, 2016).

DNMT ve TET enzimleri metillenmis DNA seviyesinin kontroliinde ¢ok
etkili bir sekilde rol almaktadirlar. DNA metilasyon olayr ¢ogunlukla genlerin
susturulmasini saglayarak belirli proteinlerin ifadesini azaltir, demetilasyon ise
suskun genleri aktiflestirir. Bu sekilde DNA metillenmesi ve dolayisiyla da gen
ifadesi viicut tarafindan aktif olarak kontrol edilmektedir. Boylelikle statik bir yapida
olan genom, DNA dizisi {izerinde degisiklik olmadan gelecek nesillere aktarilabilen

geri doniisiimlii dinamik bir yap1 kazanmaktadir (Eser ve dig., 2016).

Normal fizyolojik kosullar altinda DNMT’ler, sitozin kalintilarinda DNA
metilasyonu i¢in Onemlidir: spesifik olarak DNMT1 hiicre bdliinmesi sirasinda
metilasyonun siirdiiriilmesinden sorumlu iken, DNMT3 bir baslangic metilator olarak
gorev alir. Bununla beraber DNMT’lerin asir1 ekspresyonu ve belirli genleri
etkileyen anormal metilasyon modelleri, bir¢ok kanser tiirlerinde karaciger,
kolorektal, prostat, meme, endometriyal, mide, hepatoseliiler, servikal ve pankreas

kanserleriyle iliskilendirilmistir (Aldawsari ve dig., 2015).

Insan genomundaki protein kodlayan genlerin bazilar1 gelisim siirecinin belli
donemlerinde aktif iken, diger donemlerinde inaktiftir. Yani, hepsi ayn1 zamanda
fonksiyonel degildir. Bir genin aktif olmasi i¢in kromatin yapisinin gevsemesi ve
transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasi gerekmektedir. Gen ekspresyonunun
transkripsiyonel seviyede diizenlenmesi, kromatinin yeniden modellenmesi ve histon

modifikasyonlari ile saglanmaktadir (Kiigiikoglu, 2014).

Histonlar, epigenetikte baska bir kilit oyuncudur. Bugiin onlar gen ifadesi ve
kromatin yapis1 kontroliinde birincil bir role sahip oldugu kabul edilerek DNA
metilasyon mekanizmasinda yakin partnerlerdir. Kanser hiicrelerindeki histonlarin

davranig1 hakkindaki bilgimiz DNA metilasyonu ile karsilagtirildiginda biraz daha
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azdir. Biz biliyoruz ki bazi histon modifikasyonlari, p21 durumunda oldugu gibi CpG
ada hipermetilasyon ile baglantili olarak tiimor baskilayic1 gen susturmaya katilir

veya yok olur (Esteller, 2006).

Histon modifikasyonlari, niikleozom yapisinin disinda kalan histon
kuyruklarina (amino terminal uglar1) asetil, metil ve fosfor gruplarinin eklenmesiyle
gerceklesmektedir (Sekil 2.8). Gec¢misten giinlimiize kadar yapilmis histon
asetilasyonu ile ilgili arastirmalar sayesinde histon asetil transferaz (HAT) ve histon
deasetil transferaz (HDAC) enzimlerinin asetilasyon olaylarinda 6nemli gorevler

aldig1 kanitlanmistir (Kii¢iikoglu, 2014).

Hangi rezidude olduguna gore
Lizin aktivasyon ya da
/ jnaktivasyonla sonuglanabilir
HDT Histon
Metilasyonu
ﬁ %ﬁsnskripsiyonel aktivasyon

Histon
Modifikasyon
-
b Histon
Asetilasyonu transkripsiyonel aktivasyon

Sekil 2.8: Histon modifikasyonlari ve etkileri (Yokus, 2013).

HAT enzimi, asetil koenzim-A’ histon proteinini degistirdigi ispatlanan ilk
enzim olup giliniimiize kadar insanlarda en az 25 HAT ve 18 HDAC enzimi
tanimlanmistir. En az 25 iiye igeren HAT’lar birincil yap1 homolojisine dayali 4
aileye organize olmustur. Farkli HAT ailesi asetilatlar, histonlar ve histon olmayan
hedefler transkripsiyon aktivasyonu, gen susturma, DNA onarimi ve hiicre dongiisii
ilerlemesi gibi cesitli siireglerde yer alir. HDAC enzimlerinin 9’u dogrudan DNA’ya
baglanmaz ondan ziyade ¢ekirdek baskilayicilart ve ortak aktiflestiricileri igeren

multiprotein kompleksleri yoluyla DNA ile etkilesime girer (Fu ve Kurzrock, 2010).

DNMT ve HDAC inhibitorlerinin bir arada kullanilmasi sinerjistik etkiye
neden olmaktadir. Epigenetik degisiklikler hedef inhibitorlerinin gelistirilmesi ile

kisiye 6zel tedavilerin kullanimin1 saglamaktadir. Ancak, tiimor baskilayict genlerin
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aktivesine yol acan epigenetik ilaglar, normal isleyisli hiicreler i¢in kritik dneme
sahiptir. Bu ilaglar, bagimsiz olarak ya da terapotik olarak diger tedavi yontemleri ile
birlikte kullanilabilir. DNMT ve HDAC inhibitorleri kullanilarak epigenetik terapi ve
geleneksel terapinin birlestirilmesiyle en iyi etkiyi tiretebilir (Eroglu, 2018).

HDAC inhibitorleri, farkli biyolojik fonksiyonlar: etkiledikleri i¢in 6zellikle
kanser, spinal muskiiler atrofi, Alzheimer hastaligi, diyabet, psikiyatrik hastaliklar,
inflamasyon, astim, romatizma ve paraziter enfeksiyonlar gibi farkli hastalik

gruplarinin tedavilerinde 6ne plandadir (Kiigiikoglu, 2014).

DNA metilasyonu ¢ok kararli bir epigenetik modifikasyon olarak kabul
edilirken, histon modifikasyonlari, histon modifiye edici enzimler arasinda seviyeleri
bir denge ile korunurken, nispeten daha kararsizdir ki bu da spesifik

modifikasyonlari ekler veya kaldirir (Kelly ve dig., 2010).
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2.5 Tezin Amaci

Hidroksisinnamik asitlerden, kafeik asit, ferulik asit, m- ve p-kumarik asitler
antioksidan, anti-fibroz, antiviral, anti-timor ve anti-trombotik aktiviteler gibi gesitli
biyolojik aktiviteler sahip olduklar1 maddelerden dolayr c¢ok daha fazla ilgi
gormiistiir (Sen ve dig. 2013). Bu anlamda literatiirde fenolik asitlerin bu etkileriyle
ilgili mevcut c¢alismalar varken, epigenetik modifikasyonlardan olan DNA

metilasyonu tizerine etkisini agiklayan ¢alisma yapilmamustir.

Antikarsinojenik etkileri ortaya konulan bu fenolik asitlerin epigenetik
parametrelerden olan DNA metilasyonuna olan etkilerine yonelik caligmalar
literatiirde ¢ok azdir (Paluszczak ve dig, 2010). Son yillarda yapilmis olan ¢aligmalar
besinlerde bulunan fitokimyasallarin epigenetik mekanizmalar lizerinde etki ettigini

gostermis olup bu alandaki arastirmalar igin ilgi ¢ekici hale gelmistir.

Bu amagla bu tez ¢aligmasinda insanlarin sik sik beslenmeleriyle birlikte
aldiklar1 ve tibbi bitkilerin yapisinda yaygmn bir sekilde bulunan fenolik asitlerden
olan kafeik asit, o-kumarik asit, ferulik asit’in insan karaciger kanseri hiicre hattinda
epigenetik degisimlerden olan DNA metilasyonuna olan etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayn1 zamanda bu fenolik maddelerin DNA asetilasyonu ve DNA

deasetilasyonu iizerinde olan etkileri de bu ¢alisma ile ortaya konulacaktir.
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3. YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Agaroz (Sigma, A9539), Etidyum bromiir (EtBr, Bio Basic; D0197), 1 kb
DNA ladder (Fermentas, SM0311), Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck, 1.06400), Kafeik
Asit (Sigma-Aldrich, C0625), Ferulik Asit (Sigma-Aldrich, Y0001013), o-Kumarik
Asit (Sigma-Aldrich, H2,280-9), Dulbecco Modifiye Eagle Medyum (DMEM,
Sigma, D5796), Fetal sigir serumu (FBS, Gibco, 10270), Penisilin (Sigma, P4333),
Tripsin-EDTA (Gibco, 25200), cDNA Sentez Kiti (Abm, G236), Kilogreen qPZR
Kiti (Abm, mastermix-KS), innuPREP RNA izolasyon Kiti (analytikjena, 845-KS-
2040010), BCA Protein Test Kiti (Biovision, K813-2500), Mitochondria/Cytosol
Fractionation Kiti (Biovision, K256-25), Methltransferase Activity Assay Kiti
(Colorimetric) (Biovision, K986-100).

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Laminar flow kabini, Inverted mikroskop, CO2 inkiibatorii, -80 derin
dondurucu, Agaroz jel elektroforezi aparati (Thermo, EC320), Siiper Mini Santrifiij,
Pzr cihazi, Gergek zamanli PZR cihazi, Sogutmali Santrifiij, Otoklav, Biotek Take3
mikro RNA/DNA 6l¢iim cihazi, Etiiv, Jel goriintiileme cihazi, pH metre, Su banyosu,
Vorteks, Otomatik mikropipet, Manyetik karistirici, Deiyonize su cihazi, Mikrodalga

firn, Hassas terazi.

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Primerler

Calismamizda HepG2 hiicre hattinda DNA metilasyon mekanizmasinda

gérev alan DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, GAPDH, HDAC1, HDAC3 ve
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HAT genleri segilerek uygun diziler belirlenmistir. Ardindan elde edilen dizilerin
blastlamast NCBI/Primer-BLAST veri tabani araciligiyla dogrulugu tayin edilmistir.
(Calismada kullanmak amaciyla bu primer dizileri Sentebiolab firmasma 100 nmol
skalada sentezlettirilerek -20°C’de saklanmistir. Kullanilan primerler Tablo 1’de

verilmistir.

Her deneyin sonunda, kontrol aktivitesi yeniden 6l¢iilmiis ve baslangigtaki
kontrol aktivitesi ile karsilastirllmistir. Bu arada, seyreltilmis enzimin stabilitesi de

stirekli kontrol edilmistir.

Tablo 1: Secilmis olan genler i¢in tanimlanan primer dizileri

Gen Ileri Primer ve Geri Primer (5'~* 3")

DNMT1 (DNA metil transferaz 1) AGGCGGCTCAAAGATTTGGAA

GCAGAAATTCGTGCAAGAGATTC

DNMT3A (DNA metiltransferaz 3 CCGATGCTGGGGACAAGAAT

alfa) CCCGTCATCCACCAAGACAC

DNMT3B (DNA metiltransferaz 3 AGGGAAGACTCGATCCTCGTC

beta) GTGTGTAGCTTAGCAGACTGG

TET1 (tet metilozin dioksijenaz 1) CATCAGTCAAGACTTTAAGCCCT

CGGGTGGTTTAGGTTCTGTTT

GAPDH (gliseraldehit-3-fosfat GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
dehidrojenaz) GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
HDAC1 (histon deasetilaz 1) TGGAAATCTATCGCCCTCAC
TCTCTGCATCTGCTTGCTGT
HDACS3 (histon deasetilaz 3) GCAAGGCTTCACCAAGAGTCT
AGATGCGCCTGTGTAACGC
HAT (histon asetiltransferaz) TACAGCGGAAGATCCATCCAA
CTGTTGTGCCTCTATCGCCA
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3.2 Metod

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari

Calismamizda insan karaciger kanseri hiicre hattt (HEPG2) kullanilmistir.
HEPG?2 hiicre hatt1 hiicre kiiltiirii laboratuvarimizdaki inkiibatérde 37°C’de, %5 CO-
ve %95 nem igerecek sekilde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin gelisimi ve ¢ogaltilmast,
%10 Fetal Sigir Serumu (FBS) kullanilarak kontaminasyonu dnlemek amaciyla da
%1 penisilin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besi yeriyle
saglanmistir. Hiicrelerin yogunluguna bagl olarak her 2-3 giinde bir pasajlama islemi
gergeklestirilmistir. Hiicrenin ihtiyacina gore yeni besi yeri ile tazelenmistir. Steril
petrilerde iiretilen hiicreler yaklasik %80-90 yogunluga varincaya kadar beslenmistir.
Pasajlama islemine gecildiginde Oncelikle ortamdaki kullanilmis besi yeri
uzaklastirilir. Daha sonra hiicreler PBS (fostat tamponlu tuz) yardimiyla yikanmigtir.
Besiyerinden uzaklastirilan hiicreleri petriden kaldirmak amaciyla tripsin-EDTA
ilave edilmistir. Santrifiij yardimiyla c¢oktiiriilen hiicreler kendi besi yeri igerisine
konularak yeni bir petriye aktarilmistir. Bu sayede hiicrelerin ¢ogaltilmasi islemi
saglanmigtir. Hiicrelerin sayilmasi i¢in tripan mavi boyas: kullanilarak thoma

laminda sayim gerceklestirilmistir.

3.2.1.1 Kafeik Asit, Ferulik Asit ve o-Kumarik Asit

Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Molekiiler agirliklar1 bilinen toz halindeki kafeik asit, ferulik asit ve o-
kumarik asit belirli hacimlerde dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek 400 mM
konsantrasyonda ana stoklar hazirlanmistir. Bu stok soliisyonlardan, her deney
oncesinde taze besiyeriyle seyreltme islemleri yapilarak farkli konsantrasyonlar
hazirlanmigtir. Kontrol grubuna besiyeri i¢cinde %50 oraninda DMSO eklenerek

uygulanmistir. DMSO’nun son konsantrasyonu % 0.5°1 gegcmemistir.
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3.2.2 Hiicre Canlihiginin Saptanmasi

3.2.2.1 Tripan Mavi Boyama Testi ile Hiicre Canhli@imin Saptanmasi

Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla Tripan mavi boyas: kullanilmistir.
Bu boya negatif yilike sahip bir boyadir ve hiicrelerin canli ya da cansiz olup
olmadigin1 belirlememizi saglamistir. Tripan mavi boyasmin calisma ilkesi; hiicre
membrani zarar gormemis ve canli bir hiicre ise, boya hiicre i¢ine giremez. Ancak
cansiz hiicreler boyay1 absorbe ederek mikroskop altinda mavi olarak goriintirler.
Thoma lamina yiiklenen hiicrelere tripan mavi boyasi eklenerek 151k mikroskobunda

sayim islemi gergeklestirilir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Thoma lamindaki karelerin genel ve sinirlandirilmig goriisii

Toplam hiicre sayis1 = Toma laminda sayilan hiicreler x 10,000 x seyreltme faktori

3.2.2.2 Hiicre Canhhlik Testi (MTT veya Kristal Viyole)

Canli hiicreler ¢esitli boyama yontemlerinden biriyle 6lciilebilir ancak iglem
stiresini azaltmak ve numuneyi artiracak herhangi bir yikama adimmdan kaginmak
icin bu yontem gelistirilmigtir. Multiwell tarama spektrofotometreleri (ELISA
okuyucular1) yiiksek derecede hassasiyetle cok sayida ornekle 6l¢iim yapabilir. Bu

nedenle canli hiicre sayisinin bir dl¢iisii olarak bir renk reaksiyonu kullanma olasiligi
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arastirilmistir. Sadece canli hiicreler ve taramali ¢ok delikli spektrofotometrede
(ELISA okuyucu) 6l¢iilen tetrazolyum tuzu MTT'ye (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-
difenil tetrazolyum bromiir) dayali hizli bir kolorimetrik test gelistirilmistir. Bu

yontem ¢ok yonlil ve kantitatiftir (Mosmann, 1983).

Calismada fenolik asitlerin HEPG2 hiicrelerine olan sitotoksik dozlari ihtiyag
durumuna gore iki farkli metot (MTT veya Kristal Viyole) ile tayin edilmistir. MTT
testi Mosmann (1983) yontemine gore gergeklestirilmistir. HEPG2 karaciger kanseri
hiicre hatti, DMEM besi yerinde %5 CO2 ve 37 °C’ deki nemli inkiibatorde
cogaltilmistir. Cogaltilan hiicreler 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-1)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) testi uygulanarak kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asitin HEPG2
hiicrelerine olan sitotoksik konsantrasyonlar: belirlenmistir. Hiicreler 96’11k plakaya
(2x103%/kuyucuk) ekilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hiicreler gesitli
dozlar ile muamele edilerek 24 saat boyunca maruz birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra hiicrelere MTT c¢ozeltisi uygulanarak 4 saat boyunca bekletilmis, bekleme
sonunda ¢oziinmiis olan formazan kristallerinin canli yiizeyine birikmesiyle islem
gerceklestirilmistir. Siire sonunda sivi kisim uzaklastirilarak kuyucuklara 50ul
DMSO eklenerek calkalayicida diisiik devirde 3 dakika karistirilmistir. Formazon
kristallerinin ¢dziinmesi igin 30 dakika inkiibe edilmistir. Ornekler spektrofotometrik
Olctim yontemiyle (540 nm ELISA plaka okuyucu) okunmustur ve ECso degerleri
hesaplanmistir. Bu baglamda hi¢ fenolik madde ile muamele edilmeyen kontrol
grubu ve fenolik asitler ile muamele edilen gruplar karsilastirilarak degisik

dozlardaki fenolik asitlerin hiicre canliligina etkisi saptanmistir.
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Sekil 3.2: Formazanda MTT indirgemesi (Zerbinati ve dig. 2018).
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3.2.3 Total RNA izolasyonu

Doku ya da hiicrelerin liziz soliisyonu kullanilarak parg¢alanmasi ve fenol
yardimiyla RNA’nin ekstrakte edilmesi ilkesine dayanan prosediir ilk kez 1987
yilinda Chomczynski ve Sacchi tarafindan yapilmistir (Chomczynski ve Sacchi,

1987).

Yiiksek oranda verim ve kalitede RNA iiretmek i¢in borat tamponunu Qiagen
RNeasy dondiirme kolonlari ile birlestirerek hizli ve basit bir ydntem
gelistirmislerdir. Bu yontem kullanilarak izole edilen RNA'nin biyolojik olarak in
vitro translasyon ve ters transkripsiyon deneyleri sirasinda aktiftir. Bu yontemi, daha
sonra yiiksek kaliteli cDNA kitapliklari olusturmak ve mikrodizi deneylerinde cDNA
problar1 yapmak i¢in RNA'y1 izole etmede rutin olarak kullaniimislardir (Wu ve dig.,
2002).

Fenolik asitlerin sitotoksik etkisi saptandiktan sonra, ECso degerleri belirlenen
kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit petrilere ekilmis olan hiicreler iizerine
(1x10%) steril olarak eklenerek 24 saat sonra hiicreler besi ortamindan
uzaklastirnlmistir. Kontrol olarak fenolik asitlerle ile muamele edilmemis hiicreler
kullanilmistir. Toplanan hiicrelerden Analytic Jena RNA izolasyon kiti kullanilarak
iretici firmanin Onerdigi protokol dogrultusunda total RNA izole edilmistir. Kit
icerisinde bulunan Liziz (RL) ve Yikama (HS ve LS) Soliisyonu kullanilarak
firmanin prosediirii uygulanmistir. Liziz soliisyonu ile toplanan hiicreler santrifiij
isleminden geg¢irilmistir. Ortaya ¢ikan pelet yikama soliisyonu ile yikanarak iglem iki
kez tekrarlanmigtir. Son olarak olusan pelete RNase-free su eklenerek — 20 °C’de

saklanmustir.

Hiicre peletine 400 ul liziz (RL) soliisyonu eklenmistir. Oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edilirek alic1 tlipiin igine spin filtre D yerlestirilmistir. Lizize edilen
ornek 11000 g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Spin filtre D atilmistir ve igerisinde
RNA bulundugu i¢in siiziintii birakilmistir. Yeni bir alici tiipline spin filtre R
yerlestirilmis {lizerine 400 pl %70’lik etanol eklenmistir. 11000 g’de 2 dakika
santriflij edilmistir. Spin filtre R yeni bir alic1 tiipe eklenerek icerisine 500 pl yikama
soliisyonu HS eklenmistir ve 11000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Alic1 tiipteki
stvi bosaltilarak 700 pl yikama soliisyonu LS eklenerek 11000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Ardindan alic1 tlipteki sivi dokiilerek higbir sey eklemeden 11000

27



g’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Son olarak Spin filtre R yeni bir ependorfa alinarak
tam ortasina 60 ul RNAaz igermeyen su eklenmis ve santriflij edilmistir. Elde edilen

son iirtin toplam RNA -80 °C’de saklanmustir.

3.2.3.1 RNA’min Spektrofotometrik Analizi

izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonu Biotek Take3 mikro
RNA/DNA o6l¢iim aparati kullanilarak Biotek Mikroplaka okuyucusunda optik
dansite (OD) ile 6lgiilmiistiir (OD 260nm / OD 280 nm> 4.7). 260 nm DNA’nin 280

nm proteinin absorbans verdigi dalga boyudur.

3.2.3.2 Total RNA’min Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Elektroforezi ilk olarak Isvegli bilim insan1 Arne Tiselius serum proteinleri
iizerine calisirken bulmustur. Bu ¢alismasi sayesinde 1948’de Nobel Odiiliine layik

gorilmistiir.

Agaroz, deniz yosunundan ekstrakte edilen ve bir jel matris olusturan dogal
bir dogrusal polimerdir. Cogu uygulama icin, yalnizca tek bilesenli bir agaroza
ihtiyag vardir ve polimerizasyon katalizorii gerekmez. Bu nedenle, agaroz jellerin

hazirlanmasi basit ve hizlidir (Barril ve Nates, 2012).

Izole edilen RNA’larin goriintiilenebilmesi igin yatay jel elektroforezinde
ylritilmistir. %1’lik agaroz jel ile Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu
hazirlanmistir. Hazirlanan jel mikrodalga firinda kontrollii olarak isitilmis ve
agarozun ¢Oziinmesi saglanmistir. COzlnmiis olan agaroz ¢ozeltisi sogutma
isleminden gegirilerek tizerine 0,75 pL EtBr eklenmistir. Ardindan elektroforez
tablasina dokiilen jel katilasincaya kadar beklenmistir. Kati hale gelen jel
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Kuyucuklara yiliklenen RNA’lar ‘— den +’ ya
dogru yiirliyebilmesi i¢in elektroforezin (—) kutbuna dogru yerlestirilerek, giic
kaynagima baglanmistir. Elektroforez tanki 1x TAE tamponu ile doldurularak jelin
ustii kapatilmigtir. 5 pl RNA 06rnegi, 2 ul yiriitme boyast ve 1 pl steril su ile
homojenize edilerek mikropipet yardimiyla jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir.

Kuyucuklara marker ve 6mek ylikleme miktarlar1 Tablo 2’de belirtilmistir.
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Tablo 2: Kuyucuklara yiiklenen RNA 6rnekleri ve marker konsantrasyonlari

RNA i¢in; Marker icin;
5 ul RNA 6rnegi 6 pul kb DNA ladder
arker Kuyucuklara
2 ul boya (6x Toplamda 8 nl Jag e
loading dve kuyucuklara > ul boya | ° M o
Ing dye) yiiklenmistir. (6xloading dye) yiiklenmistir.

1ul enjeksiyonlu su S

2 ul enjeksiyonlu su

Gii¢ kaynagina baglanan elektroforez 90 V, maksimum 500 mA’de 45 dakika
boyunca yluriitiilmiistiir. Yirlitme islemi bitince jel UV transilluminatorde
goriintiilenereck DNR  LightBis  Prolmage Analysis System cihazinda

fotograflandirilmistir.

3.2.4 cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢cim Easy Script Plus cDNA sentez kiti ile oligod(T) primeri
ve Ters Transkriptaz enzimi (RT) kullanilmistir. Sentez islemi iiretici firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda gerceklestirilmistir. cDNA sentez karisim protokolii
ve yapilis1 Tablo 3’te verilmistir. RT-PZR yapmak iizere sentezlenen cDNA’lar, -
20°C’de saklanmustir.
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Tablo 3: cDNA sentez karigim1 ve protokolil

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
Total RNA 2,5ug/ml
Oligo (dT) Primer Iul 0.5 uM
dNTP Karisim (herbiri 10mM) Iul 500uM
RNAaz icermeyen su 14.5ul

Hazirlanan karisim 65°C'de 5 dakika bekletildikten sonra buza alinir.

5X RT Tamponu 4ul 1X
Riboniikleaz inhibitorii (40U/ul) 0.5ul 20U/rxn
Reverse Transkriptaz Enzimi (200U/ul) 1pl 200U/rxn

Karigim ¢cDNA sentezi i¢in 50°C'de 60 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
sonlandirmak amaciyla 85°C'de 5 dakika bekletilir.

3.2.5 mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarimin Kantitasyonu

3.2.5.1 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1985 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilen bu teknik in vitro kosullarda
belirli DNA pargasinin enzimatik olarak kopyalanmasi ve ¢ogaltilmasi ile
gerceklestirilir. Temel olarak DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden
ayrilmasi (denatiirasyon), daha sonra primerlerin (sentetik oligoniikleotidler) hedef
DNA’ya baglanmasi (yapisma) ve zincirin uzamasindan olusan dongiiniin belirli bir

sayida tekrarlanmasina dayanmaktadir.
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Bu baglamda PZR’nin ¢esitlerinden biri olan Revers-Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PZR); hiicrelerden izole edilen RNA molekiillerinin
retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz enzimi yardimiyla komplementer
DNA (cDNA) sentezini gergeklestirmesi sonucu, gen ekspresyonu analizlerinin
yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir. Ger¢ek zamanli RT-PZR Tag DNA
polimerazin 5’ niikleaz aktivitesi sayesinde hibridizasyon probunu uzamanin
dallanma noktasinda kesilmesine dayanir. Burada diger yontemlerden farkli olarak
floresan siddetinin baskilanmasi (sonlimii) izlenir.

PZR’de yer alan bilesenler; amplifiye (¢ogaltilacak) hedef DNA dizisini
iceren kalip DNA, amplifiye edilecek kalip DNA’nin komplementeri olacak sekilde
sec¢ilmis yaklasik 20 bazlik sentetik kisa tek zincirli DNA molekiilleri oligoniikleotid
primerler, termostabil karakterli Tag DNA polimeraz, enzimidir. Mg+2 iyonu da
islemde kofaktor olarak 6nemlidir.

PZR isleminde hedef DNA’nin c¢ogaltilmast 20-40 dongli arasinda
gerceklesir. Her dongii farkli sicakliklardan olusan 3 boliim igerir. Bunlar;

Denatiirasyon, kalip DNA ¢ift zincirinin agilmasi olup DNA tek zincirli
haline gelir. Annealing (birlesme) tek zincirli kalip DNA’nin primerlerle birlesme
adimidir ve 50-60°C arasinda gerceklesir.

Extension (uzama) DNA polimeraz enziminin maksimum aktiviteye sahip
oldugu 72°C de gergeklesir. Tek sarmal hedef DNA’nin komplementeri primerle
zincir baglar ve Taq polimeraz ortamdaki dNTP’leri kullanarak zinciri uzatir.

Tek iplikli DNA ¢ift iplikli forma gelir. islem 20-40 déngii olarak bu 3

adimin tekrariyla devam eder. (Okutucu ve Pehlivan, 2003).
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Sekil 3.3: StepOne Real-Time PZR Sistemi (Pamukkale Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyokimya Laboratuvari)

Gergek zamanli PZR caligmalari ABM KiloGreen 2X qPZR MasterMix kiti
kullanilarak tiretici firmanin onerdigi talimatlara gore gerceklestirilmistir. Primer ve
cDNA miktarlari, yapigma sicakliklari, eklenen Mg?* laboratuvarimizda optimize
edilmistir. Ger¢gek zamanli PZR sonucunda elde edilen sonuglar StepOneSoftware
v2.3 programi kullanilarak hesaplanmis ve “housekeeping” gen olan GAPDH’e gore
normalize edilmistir (Sekil 3.3). Her gen i¢in ayr1 ayr1 amplifikasyon analizi ile
standart kalibrasyon egrisi olusturulmus erime egrisi analizleri yapilmistir.
Amplifikasyon sonucunda elde edilen Ct (threshold) degerleri kullanilarak yedi adet
genin uygulamalar sonucunda mRNA diizeyinde ekspresyon degisimleri

belirlenmistir.

3.2.6 Protein Diizeyinde Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

3.2.6.1 RIPA Tamponu ile Protein izolasyonu

Radyo immiinopresipitasyon tayini (RIPA) hiicreleri ve dokular1 par¢alamak

icin kullanilan bir lizis tamponudur. RIPA tamponu hiicrelerden proteinlerin serbest
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olarak proteinler arasindaki en zayif etkilesimleri bozar. RIPA tamponunun

hazirlanis1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: RIPA tamponunun hazirlanig

RIPA Tamponu

150 mM Sodyum Kloriir

%31 NP-40 ya da Triton X-100
%0,5 Sodyum Deoksikolat

%0,1 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
50 mM Tris pH:8.0

Hazirlanan tampon i¢in %10’luk sodyum deoksikolat stogu 1siktan
korunmustur. Islem gerceklesmeden once proteaz inhibitdrii eklenmistir. RIPA
tamponuyla toplanan hiicreler 30 dakika buzda bekletilmistir. Ardindan +4 °C’de
10000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra

siipernatant kismi1 yeni bir ependorfa alinarak -20°C’de saklanmustir.

3.2.6.2 Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi ile Protein Tayini

Paul K. Smith’in gelistirdigi bu yontem iki reaksiyona dayanir. Birinci
reaksiyon biiiret reaksiyonudur. Cu?* iyonlari, peptid azotlarina baglanarak Cu'*
iyonuna indirgenirler. Ikinci reaksiyonda ise bu indirgenmis Cul* iyonlar1 BCA ile
renkli bir kompleks olustururlar ve bu rengin siddeti protein yogunlugu ile
orantilidir. Olusan bu renk kompleksi 562 nm’de maksimum absorbans gosterir

(Smith ve dig., 1985).

562 nm’de absorbans veren koyu mor renk ile karakterize olur. BCA ydntemi
proteinin amino asit kompozisyonundan az etkilenir ve girisim etkisi gosteren ¢ok
fazla bilesik yoktur. Ancak BCA reaktifi pahalidir ve tekrarlanabilirligi diisiiktiir. Bu
metod ile amino asitler, deterjanlar, lipitler, sekerler ve niikleik asitler Lowry
metoduna gdre daha iyi tolere edilir. Indirgen sekerler ve bakir selatlayict maddeler
bu yontemde girisim etkisi gosterir. Biovision BCA Protein Assay Kit II kullanilarak

iiretici firmanin belirttigi talimatlar dogrultusunda gergeklestirilmistir.
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BSA Standartlarinin Hazirlanmasi;

De-iyonize su kullanarak BSA Standardini seyrelterek, Biovision BCA test
kitinin talimatlar1 dogrultusunda BSA Standartlar1 hazirlanmistir. Kit igerisinde
bulunan protein standartlar1 sigir serum alblimini (BSA) 2 mg/ml; 1,5 mg/ml; 1
mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,025 mg/ml konsantrasyonlarda
kullanilmistir (Sekil 3.4). Seyreltilmis standart ¢ozeltiler, +4 °C’de saklandiginda bir
haftaya kadar kullanilabilmektedir.

Sekil 3.4: HepG2 hiicre hattinda BCA ydntemi ile protein miktari tayini

BCA Reaktifi’nin Hazirlanmasi;

BCA caligma reaktifini hazirlamak igin, Reaktif A’y1 Reaktif B ile 50:1
oraninda karistirtlmistir. Olmasi gereken yesil renkli bir ¢ozelti elde etmek igin iyice
kanistirilir. Her numune i¢in 200 pl BCA reaktifi gerekmektedir. Tim BSA
standartlar1 ve Orneklere eklemek i¢in gereken miktarda BCA reaktif ¢ozeltisi

hazirlanmistir (Tablo 5).
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Tablo 5: BCA Soliisyonu

BCA Soliisyonu
BCA Reaktif A 500 ml
BCA Reaktif B 25 ml

BSA Standart (2 mg/ml) |5x 1 ml

Mikroplaka Prosediirii;

Mikroplakanin kuyucuklarina her BSA standartlar1 ve protein numunesinden
25 pl eklenmigstir. Standart ve numune kuyucuklarina 200 pl BCA ¢alisma reaktifi
ekleyerek, 30 saniye boyunca iyice karistirilmistir. Plakay1 orterek ve 37 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra, plaka oda sicakliginda sogumaya

birakilmistir. Mikroplaka okuyucusunda 562 nm’de okunmustur.

3.2.6.3 DNA Metilasyonunda Gorev Alan DNMT Enzim Aktivitesinin

Belirlenmesi

3.2.6.3.1 Niikleer proteinlerin saflastiriimasi

Fenolik asitler ECso dozlarinda 24 saat boyunca HepG2 hiicrelerine
uygulanmistir ve bu zaman sonunda hiicreler toplanmistir. Daha sonra toplanan
hiicrelerden niikleer fraksiyon Biovision Mitochondria/Cytosol Fractionation Kit
kullanilarak niiklear fraksiyonlara izole edilmistir. izolasyon islemi iiretici firmanin
onerdigi talimatlar dogrultusunda gerceklestirilmistir. Bu baglamda toplanan hiicreler
+4°C’de 500g’de 3 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Suparnatant kismi atilarak
olusan pelet 6nceden sogutulmus PBS’de iki defa yikanmistir. 1ml Buffer A’ya 1 ul
DTT, 10 pl PMSF ve 1 pl proteaz inhibitorii eklenerek her 6mek ig¢in 250 ul
kullanilmistir. Daha sonra olusan pelet tutularak 6n-sogutulmus Buffer A eklenerek
15 saniye boyunca vortekslenmistir. Ardindan 10 dakika buzda bekletilmistir. Olusan
karisima her bir 6rnek i¢in 11 pl Buffer B eklenerek 5 saniye vortekslenmis ve 1
dakika buzda bekletilmistir. Buzda bekletilen oOrnekler 5 dakika boyunca
vortekslenmistir. +4°C’de 10000g’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. En tist
tabaka baska bir ependorfa alinmistir. Orta tabakada yeni bir ependorfa alinarak her
bir 6rnege 100 pl Buffer C eklenmistir. 1 ml Buffer C’ye 1 ul DTT, 10 pl PMSF ve 1
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pl proteaz inhibitérii eklenmistir. Her kullanimda taze hazirlanmistir. Buffer C
eklendikten sonra 10 dakika vortekslenmistir. Ardindan 10000 g’de +4 °C’de 5
dakika santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Olusan supernanat farkli bir ependorfa
alinarak -80 °C’de saklanmistir. Izole edilen niikleer proteinlerin miktarlart BCA ile

belirlenmistir.
3.2.6.3.2 DNMT Aktivite Yontemi

Izole edilen niikleer proteinler kullanilarak DNA  metiltransferaz

aktivitelerinin nasil degistigi Biovision Methltransferase Activity Assay Kiti

(Colorimetric) kullanilarak belirlenmistir.

Bu kapsamda oOncelikle oOrnekler hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plaka
kullanilmistir. Kontrol i¢gin yalnizca buffer eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in 6 ul MT
pozitive control ile 44 ul MT Assay Buffer eklenmistir. SAH standart egrisi i¢in 0, 5,
15, 25, 35 ve 45 pul 200 uM SAH standartlarini sirasiyla 0, 1, 3, 5, 7, 9 nmol
/kuyucuk olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir SAH standarti i¢in son hacim 50 pl

olacak sekilde MT Test Tampon ile lizerine tamamlanmastir.

Tablo 6: Reaksiyon karigimi

Ornek reaksiyon karisimi (1 assay)
MT test tamponu 37 ul
Enzim mix | 2 ul
Enzim mix Il 2 ul
Enzim mix 111 6 ul
SAM kofaktor (50mM) 1 pl
OxiRedTM probe 2ul

Pozitif kontrol, test 6rnekleri, standartlar ve kontrol i¢eren her kuyucuga 50
ul ornek reaksiyon karigimi eklenmistir (Tablo 6). Hazirlanan 6rnekler 37 °C’de en
az 45 dakika boyunca her 30 saniyede bir kinetik modda 6l¢tim alinmistir. Kisaca
yapilan deney kitin manualine gore belirlenmistir. Olusturulan standart egri
kullanilarak metiltransferaz enzim aktivitesi belirlenmistir. DNMT inhibitorii oldugu

bilinen 5-aza-2'-deoxycytidine (5 Aza-dc) pozitif kontrol olarak kullanilmastir.
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3.2.6.4 SDS-PAGE Elektroforezi

Elektroforez anyonik varliginda deterjan sodyum dodesil siilfatin (SDS)
poliakrilamid jellerde, polipeptit zincirlerinin ayrilmasi ve tanimlanmasi igin yararl

bir ara¢ oldugu kanitlanmistir (Shapiro ve dig., 1967).

Elektroforez islemi iki fazli akrilamid jel {izerinde gerceklestirilmistir.
Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil siilfat (SDS),
varliginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon
sisteminde %38,5’lik ayrisma ve %4 sikistirma jeli, asagidaki Tablo 7’ye gore
hazirlanmistir. Poliakrilamit tabaka jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile Emperor
Penquin Dual Gel Elektroforez (Owl Separation Systems) sistemi kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Tablo 7: Ayrigsma ve sikigtirma jellerinin hazirlanmasi.

Jel igerigi Ayrisma jeli (%8,5) S‘k‘s(t;/ro‘?)a Jeli
Akrilamid/ Bisakrilamid 2,85 ml 750 ul
Distile su 4,5 ml 2,5 ml
Tris-HCI pH 8.8 2,5 ml
Tamponu pH 6.8 1,25 ml
%10 SDS 150 pl 100 pl
APS 50 pl 25 pl
TEMED 65 pul 5 ul

Cam plakalar jelin dokiilecegi standa yerlestirilip iki cam arasina Once
ayrigsma jeli ardindan sikistirma jeli dokiilmiistiir. Ardindan sikistirma jelinin iizerine
tarak yerlestirilmistir. Oda sicakliginda sirasiyla 50 ve 20 dakika boyunca jelin
donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak diizgiin sekilde ¢ikartilmistir. Daha
sonra ilk kuyucuga molekiil agirligi bilinen proteinlerden olusan markir, diger
kuyucuklara ise BCA ile miktarlar1 belirlenen protein 6rnekleri jele yiiklenmistir. 1X
elektroforez tamponu varliginda orneklerin ayrisma jeline kadar ayni anda
toplanabilmesi i¢in akim 6nce 10 mA’e, daha sonra asil ayrismanin olmasi igin 15

mA’e ayarlanarak elektroforez islemi gerceklestirilmistir.
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Elektroforez islemi bittikten sonra, jel blogu standtan ¢ikartilarak oda
sicakliginda 45 dakika siireyle %0,2 Coomassie pirlanta mavisi R-250, %50 metanol
ve %12 asetik asit igeren boya ¢ozeltisiyle bir karistiric1 kullanarak hem boyanmis
hem de sabitlenmistir. Ardindan jel baglanmayan ¢éziinmiis boyanin uzaklastirilmasi
icin %7’lik asetik asit iceren %30’luk metanol c¢ozeltisi ile inkiibe edilerek

saklanmistir.

3.2.6.5 Western Blot Analizi

Western blotlamayi ilk kez H. T. Towbin, 1979 yilinda ve 1981 yilinda W. N.
Burnette tanimlamistir. Elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen
proteinlerin destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik
metotlarla gosterilmesi temeline dayanir. Proteinler, membran, sitoplazmik ve
niikleer kaynakli olabilmektedirler. Bu nedenle, farkli kanser tiirlerinden hazirlanan

orneklerdeki protein ekspresyonlar1 bu metotla belirlenebilmektedir (Ustiiner, 2010).

Elektroforez sonunda cam plakalarin arasindan alman jel, 1X transfer
tamponu icerisinde nitroseliiloz membran ile sandvi¢lenmistir. Bu amacla
kullanilacak olan nitroselilloz membran, siingerler ve Whatman # 1 filtre kagitlar
soguk 1x transfer tamponu ile 6nceden doyurulmustur. Sandvig i¢in, katottan anota
dogru sirasiyla slinger, Whatman # 1 filtre kagidi, jel, nitroseliiloz membran,
Whatman # 1 filtre kagidi ve slinger sandvig aparati icerisinde iistii iiste yerlestirilmis
ve aparat sikica kapatilmistir. Hazirlanan sandvigin anot kutbunun anotta, katot
kutbunun da katotta olmasma dikkat edilerek Hoefer MiniVE transfer tankina
yerlestirilmistir. Transfer islemi 1X tamponu igerisinde +4°C’de 45 V ve 350 mA’de
90 dakika siiresince gergeklestirilmigtir. Hava kabarciklarinin  tamamen
uzaklastirllmasii saglamak i¢in membrani kendi pozisyonunda sabit tutarken bir
deney tiipii ile nazikge lizerinde yuvarlanir ve sandvig etrafina tasan fazla transfer

tamponlar1 temizlenerek alan kurulanmaistir.

Transfer sonucunda sandvi¢ aparatinin i¢inden alinan membran, 6nce non-
spesifik baglanmalarin engellenmesi amaciyla %5°lik bloklama soliisyonu ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonrasinda membran primer antikora

alimarak +4°C’de gece boyu bekletilmistir. Ardindan membran 3 kez 15 dakika

38



boyunca TBST ile yikanmistir. Sonrasinda isaretleyici enzim-alkali fosfataz
(6rnegin; anti-rabbit 1gG- ALP konjugati) ile bagh olan ikincil antikorlarla 1 saat
inkiibe edilmistir. Islem sonunda membran 3 kez 15 dakika boyunca TBST ile

yikanmistir. Bu islem buzdolabinda orbital karistiricida gergeklestirilmistir.

Goriintiileme i¢in membran, antikor baglanan proteinlerin tespiti i¢in Ey ve
Ashman (1986) tarafindan tanimlanan Alkalen Fosfataz (ALP) substrat ¢ozeltisi (1,5
M Tris-HCI (pH 8,8), 1 M NaCl, 100 mM MgCl, 100 mM ZnCl,, Dietanolamin,
NBT (Nitrobluetetrazolyum), PMS (fenazinmetasiilfat) ve BCIP (5-bromo,4-kloro,3-
indoilfosfat) ile inkiibe edilmistir. Goriintii elde edildikten sonra blot kurutularak

aliminyum folyoda saklanmistir.

Olusan protein bantlarinin densitometrik analizleri Scion Image Analyzer

yazilimi ile belirlenmistir.

3.2.6.6 Istatiksel Analizler

Elde edilen sonuglar; her bir veri i¢in Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmistir. Farkli gruplar i¢inde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini
analiz etmek i¢in Student’s t-test ya da Tek Yonlii Anova ve parametrik olmayan

Mann-Whitney U testleri uygulanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Sitotoksisite Analizi

Fenolik asitlerin HepG2 hiicrelerine olan sitotoksik etkileri incelenmistir. Bu
amagla ¢ogaltilan hiicreler 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) testi ve kristal viyole metodu uygulanarak kafeik asit, ferulik asit ve o-
kumarik asitin HepG2 hiicrelerine olan sitotoksik konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Hiicreler 96’lik plakaya 2x10%kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. MTT testi ile
kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asitin HepG2 hiicre hatti igin etkili dozlari
(ECs0) bulunmustur (Tablo 8). Her bir fenolik asitin hiicre hattina uygulamasindan
elde edilen ECso degeri; etken maddenin uygulanan hiicre hattina (HepG2) olan
%350lik bir etki veya hiicre hattinin %50’sinde goriilen anormallik, yap1 degisikligi

veya olimdiir.

Tablo 8: ECsy Degerleri

HepG2
Fenolik Asit ECso Degeri
Kafeik Asit 1,02 mM
Ferulik Asit 3,1 mM
O-Kumarik Asit 5Mm

Hig fenolik madde ile muamele etmedigimiz kontrol grubu ile fenolik asitler
ile muamele ettigimiz gruplan karsilastirdigimizda degisik dozlardaki fenolik

asitlerin hiicre canliligina etkisi saptanmaistir.

Sekil 4.1.1°de goriildiigli gibi yiliksek doz ferulik asit ile muamele edilen
gruplarda hiicre canliligi disiik doz ferulik asit gruplarindaki hiicrelerin canlilik
oranlarina gore daha diisiik bulunmustur. Buna gore 3,1 mM konsantrasyonundaki
ferulik asit hiicrelerin %50’sinin fazlasinin 6liime yol agmistir ve bu doz ECso olarak

saptanmuistir.
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HepG2 Hucre Hattinda Ferulik Asit'in Sitotoksisitesi
100

{11

03mM 0,6mM 1,25mM 25mM 5mM

w ~
o [

% Hucre Canhlig

Ferulik Asit Konsantrasyonlari (mM)

Sekil 4.1.1: Degisik konsantrasyonlardaki Ferulik Asit’in hiicre canliligina etkisi (Sonuglar iki farkli
sitotoksisite deneyinin, triplike 6l¢iimiiniin ortalama degerleridir.) Kontrol degerleri 100% alinmustir.

*: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Benzer sekilde kafeik asit icin ECso dozu 1.02 mM olarak bulundu ve hiicre

canliligii doza bagh olarak azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.1.2).

HepG2 Hiicre Hattinda Kafeik Asit'in Sitotoksisitesi

100
OJ I I I I

0,3mM 0,6 mM 1,25mM 2,5mM

i ~l
=] [l

% Hucre Canlilig

Kafeik Asit Konsantrasyonlari (mM)

Sekil 4.1.2: Degisik konsantrasyonlardaki Kafeik Asit’in hiicre canliligina etkisi (Sonuglar iki farkli
sitotoksisite deneyinin, triplike 6l¢iimiiniin ortalama degerleridir.) Kontrol degerleri 100% alinmustir.

*: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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Tim bunlara ek olarak, o-kumarik asitin sitotoksik etkileri bu c¢alisma ile
ortaya konulmustur (Sekil 4.1.3). o-Kumarik asit icin ECso dozu 5 mM olarak

hesaplanmistir.

HepG2 Hiicre Hattinda o-Kumarik Asit'in

100 J Sitotoksisitesi

0mM I1mM 25mM 5mM 75mM 10mM

~
(2]

% Huicre Canhlig

N
(2]

o-Kumarik Asit Konsantrasyonlari (mM)

Sekil 4.1.3: Degisik konsantrasyonlardaki o-Kumarik Asit’in hiicre canliligina etkisi (Sonuglar iki
farklr sitotoksisite deneyinin, triplike 6l¢limiiniin ortalama degerleridir.) Kontrol degerleri 100%

alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

4.2 Western Blot Analizi

Fenolik asitlerden olan kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asidin HepG2
hiicre hattina uygulanmasi sonucu hiicrede ¢esitli gérevleri olan DNMT3B, HDACI,
HDAC3, HATI ve TET1 protein seviyesindeki degisimler aydmlatilmigtir. Western
Blot analizinde bulunan sonuglar mRNA ekspresyon seviyesindeki sonuclari ile
anlamli olup olmadig1 karsilagtirllmistir. Buna bagli olarak bu proteinlerin se¢iminde
mRNA ekspresyon diizeylerindeki anlamli degisimler etkili olmustur. Deney sonucu
olusmus protein bantlarinin yogunluklar1 (kalinliklar1 vb.) densitometrik analiz ile

Scion Image Software programi kullanilarak belirlenmistir.

Fenolik asitlerin uygulandigr HepG2 hiicre hattinda olusan DNMT3B protein

seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde kafeik
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asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla %76 artig, %21,9 ve %70,9 azalis meydana
gelmistir (Sekil 4.2.1).
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Kontrol Kafeik asit Ferulik asit o-Kumarik asit

Sekil 4.2.1: Kafeik asit, Ferulik asit ve 0-Kumarik asitin insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda DNMT3B protein seviyesine olan etkisi. Sonuglar Histone 3 ile normalize edilmistir. Protein
bantlarinin yogunluklari ImageJ programi kullanilarak densitometrik analiz ile belirlenmistir. Kontrol

degerleri %100 alinmigtir. *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).

Fenolik asitlerin uygulandigi HepG2 hiicre hattinda olusan HDAC]1 protein
seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde kafeik
asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla %9 artis, %26,4 ve %26,8 azalis meydana
gelmistir (Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2.2: Kafeik asit, Ferulik asit ve o-Kumarik asitin insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda HDAC1 protein seviyesine olan etkisi. Sonuglar Histone 3 ile normalize edilmistir. Protein
bantlarinin yogunluklari ImageJ programi kullanilarak densitometrik analiz ile belirlenmistir. Kontrol

degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Fenolik asitlerin uygulandigit HepG2 hiicre hattinda olusan HDAC3 protein
seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde kafeik
asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla %36,8, %47,3 ve %53,3 azalis meydana
gelmistir (Sekil 4.2.3).
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Sekil 4.2.3: Kafeik asit, Ferulik asit ve 0-Kumarik asitin insan karaciger kanseri hiicre (HEPG2)
hattinda HDAC3 protein seviyesine olan etkisi. Sonuglar Histone 3 ile normalize edilmistir. Protein
bantlarinin yogunluklari ImageJ programi kullanilarak densitometrik analiz ile belirlenmistir. Kontrol
degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Fenolik asitlerin uygulandigi HepG2 hiicre hattinda olusan HAT1 protein
seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde kafeik
asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla %20,3, %21,1 ve %46 azalis meydana
gelmistir (Sekil 4.2.4).
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Sekil 4.2.4: Kafeik asit, Ferulik asit ve o-Kumarik asitin insan karaciger kanseri hiicre (HEPG2)
hattinda HAT1 protein seviyesine olan etkisi. Sonuglar Histone 3 ile normalize edilmistir. Protein
bantlarinin yogunluklari ImageJ programi kullanilarak densitometrik analiz ile belirlenmistir. Kontrol

degerleri %100 alinmustir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Fenolik asitlerin uygulandigi HepG2 hiicre hattinda olusan TET1 protein
seviyesindeki bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde kafeik
asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla %18, %54 ve %70,9 azalis meydana
gelmistir (Sekil 4.2.5).
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Sekil 4.2.5: Kafeik asit, Ferulik asit ve 0-Kumarik asitin insan karaciger kanseri hiicre (HEPG2)
hattinda TET1 protein seviyesine olan etkisi. Sonuclar Histone 3 ile normalize edilmistir. Protein
bantlarinin yogunluklari ImageJ programi kullanilarak densitometrik analiz ile belirlenmistir. Kontrol

degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Diger yandan DNMT1 ve DNMT3A proteinlerinin western blot analizinde
antikordan kaynaklanan sorunlardan dolay1r analiz i¢in uygun sonuclar elde

edilememistir.
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4.3 MRNA Diizeyinde Ekspresyonlarimin Tayin Edilmesi: Gergek

Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

4.3.1 Total RNA izolasyonu

Fenolik asitlerle (kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit) muamele edilmis

olan HepG2 hiicre hattindan toplam RNA izolasyonu yapilmstir. izole edilen
RNA’lar %1°lik agaroz jel ile goriintiilenmistir (Sekil 4.3.1.1,4.3.1.2 ve 4.3.1.3).

Sekil 4.3.1.1: Kafeik asit uygulanan HepG2 hiicresinden elde edilen RNA nin %1°lik agaroz jel
elektroforezi. Soldan saga Hat 1: GeneRulerTM 1bp DNA Marker; Hat 2: Kontrol (%100 DMSO);
Hat 3: Kafeik asit
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Sekil 4.3.1.2: Ferulik asit uygulanan HepG2 hiicresinden elde edilen RNA nin %1 ’lik agaroz jel
elektroforezi. Soldan saga Hat 1: GeneRulerTM 1bp DNA Marker; Hat 2: Kontrol (%100 DMSO);
Hat 3: Ferulik asit

Sekil 4.3.1.3: 0-Kumarik asit uygulanan HepG2 hiicresinden elde edilen RNA’nin %1 °lik agaroz jel
elektroforezi. Soldan saga Hat 1: GeneRulerTM 1bp DNA Marker; Hat 2: Kontrol (%100 DMSO);
Hat 3: o-Kumarik asit

4.3.2 mRNA Ekspresyon Analizleri

cDNA sentezi, {iretici firmanin talimatlarina goére yapimistir. DNA
metilasyonu, deasetileasyonu ve histon modifikasyonunda gorev alan primerler

kullanarak KiloGreen 2X qPZR Master Mix kiti ile tretici firmanin Onerdigi
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talimatlara gére mRNA diizeyinde ekspresyon tayini gerceklestirilmistir.
Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmis ve hedef genlerin ekspresyon

seviyeleri AACt metotuna gdre normalize edilmistir.

AACt metodu verimlilik diizeltmesi olmadan meydana gelen her gergek
zamanli PCR dongiisii sirasinda hedef DNA’nin iki katina ¢ikarilmasini varsayan bir

yontemdir (Pfaftl, 2004).

HepG2 hiicre hattina fenolik asitlerin uygulanmasi sonucu mRNA
seviyesindeki degisimler i¢in, DNA metilasyon mekanizmasinda gorev alan
DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, HAT1, HDAC1 ve HDAC3 genlerinin
mRNA seviyelerindeki degisimler belirlenmistir. HepG2 hiicre hattinda kafeik asitin
ECso dozunun uygulanmasit sonucunda DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TETI,
HAT1, HDAC1 ve HDAC3 genlerinin mRNA seviyelerinde sirasiyla 87.6%, 76.4%,
%99.3, %98.6, %81, %96.4 ve %87.8 azalis gozlenmistir. Benzer sekilde, DNMT1,
DNMT3A, DNMT3B, TET1, HAT1l, HDAC1l ve HDAC3 genlerinin mRNA
seviyesinde ferulik asit uygulamasi sonucunda sirasiyla %64, %49.3, %84.5, %95.6,
%36.7, %89.4 ve %69.1 azalis saptanmistir. Benzer sekilde, o-Kumarik asitin ECsg
dozunun HepG2 hiicrelerine uygulanmast sonucunda DNMTI1, DNMT3A,
DNMT3B, TET1, HAT1, HDACI ve HDAC3 mRNA seviyesinde sirasiyla %64.4,
%48.6, %91.2, %76.1, %36.9, %97.2 ve %80.8 azalma gdzlemlenmistir.

DNA metilasyonunda gorev alan DNMT1 geninin mRNA ekspresyon
diizeyinde fenolik asitlerden kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla

%87.6, %64 ve %64.4 azalis meydana gelmistir (Sekil 4.3.2.1).
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Sekil 4.3.2.1: Kafeik asit, ferulik asit ve 0-Kumarik asit’in insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda DNMT1 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonu¢lar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol
degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkl: (p<0.05).

DNA metilasyonunda gorev alan DNMT3A geninin mRNA ekspresyon
diizeyinde fenolik asitlerden kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla

%76.4, %49.3 ve %48.6 azalis meydana gelmistir (Sekil 4.3.2.2).
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Sekil 4.3.2.2: Kafeik asit, ferulik asit ve 0-Kumarik asit’in insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda DNMT3A mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol
degerleri %100 alinmustir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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DNA metilasyonunda gérev alan DNMT3B geninin mRNA ekspresyon
diizeyinde fenolik asitlerden kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla
%99.3, %84.5 ve %91.2 azalis meydana gelmistir (Sekil 4.3.2.3).
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Sekil 4.3.2.3: Kafeik asit, ferulik asit ve o-Kumarik asit’in insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda DNMT3B mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol
degerleri %100 alinmigtir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

DNA metilasyonunda gorev alan TET1 geninin mRNA ekspresyon diizeyinde
fenolik asitlerden kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla %98.6, %95.6 ve
%76.1 azalis meydana gelmistir (Sekil 4.3.2.4).
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Sekil 4.3.2.4: Kafeik asit, ferulik asit ve 0-Kumarik asit’in insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda TET1 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol
degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

DNA metilasyonunda gorev alan HATI1 geninin mRNA ekspresyon

diizeyinde fenolik asitlerden kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla

%81.1, %36.7 ve %36.9 azalis meydana gelmistir (Sekil 4.3.2.5).
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Sekil 4.3.2.5: Kafeik asit, ferulik asit ve o-Kumarik asit’in insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda HAT1 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol
degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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DNA metilasyonunda gorev alan HDACI1 geninin mRNA ekspresyon
diizeyinde fenolik asitlerden kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla

%96.4, %89.4 ve %97.2 azalig saptanmustir (Sekil 4.3.2.6).

20 HDAC1
100 -
80 -

60 -

20 A

*

Kontrol Kafeik Asit Ferulik Asit o-Kumarik Asit

Sekil 4.3.2.6: Kafeik asit, ferulik asit ve o-Kumarik asit’in insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda HDAC1 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmistir. Kontrol
degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

DNA metilasyonunda gorev alan HDAC3 geninin mRNA ekspresyon
diizeyinde fenolik asitlerden kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit sirasiyla

%87.8, %69.1 ve %80.8 azalig saptanmustir (Sekil 4.3.2.7).
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Sekil 4.3.2.7: Kafeik asit, ferulik asit ve 0-Kumarik asit’in insan karaciger kanseri hiicre (HepG2)
hattinda HDAC3 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmigtir. Kontrol
degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Elde edilen veriler sonucunda fenolik asitlerin DNA metilasyonu
mekanizmasi ile ilgili genlerin ekspresyonlarini etkileyerek HepG2 hiicrelerinde
hiicrelerin 6lmesine neden olabilecek mekanizmalarin artmasina ve bu sayede

hiicrelerin 6lmesine neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.4 DNMT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

24 saatlik uygulama sonucunda HepG2 hiicre hattinda DNA metiltransferaz
enzim aktivitesi degerlendirildiginde biitlin uygulama gruplar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda gézlemlenen fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Pozitif kontrol lizatinda aktivite 2,39 pmol/min/mg iken, Kontrol lizatinda aktivite
0,407 pmol/min/mg protein, kafeik asit lizatinda bu deger 0,224 pmol/min/mg,
ferulik asit lizatinda 0,248 pmol/min/mg ve o-kumarik asit lizatinda 0,125

pmol/min/mg proteindir.
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Buradan hareketle insan karaciger kanser hiicre hattina kafeik asit, ferulik asit
ve o-kumarik asit uygulamalar1 kontrol grubuna gore enzim aktivitelerini azaltmistir

(Sekil 4.4.1). Bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Pozitif kontrol Kontrol Kafeik asit Ferulik asit o-Kumarik asit

DNA metiltransferaz (DNMT) Aktivitesi

Sekil 4.4.1: Kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asitin insan karaciger hiicre hattinda (HepG2) DNA
metilasyonuna olan etkisi. DNMT enzim aktivitesi kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asit ile 24 saat
boyunca muamele edilen HepG2 hiicrelerinde denenmistir. Kontrol degerleri yiizde (%) olarak

hesaplanmigtir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).
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5. TARTISMA

Bir¢ok hastaligin olusmasinda epigenetik mekanizmalarin regiilasyonu
sirasinda meydana gelen hatalar etkili olmugstur. DNA’daki bu mekanizmalar normal
ve diizenli calisarak embriyonun gelisim siirecini sorunsuz sekilde tamamlamasi

acisindan onem tagimaktadir (Bird, 1992).

Genetik lezyonlardan farkli olarak kanserdeki epigenetik hatalar,
kemoterapdtik miidahaleler araciligiyla nispeten kolay bir sekilde tersine ¢evrilebilir
ki bu da epigenetik tedaviyi umut verici kilar. Epigenetik tedavinin amaci, hizla
boliinen tiim6r hiicrelerinin  kromatini hedeflemek ve saglikli hiicrelerin

epigenomunu hafif derecede normal duruma doéniistirmektir (Cortez ve Jones, 2008).

Kanser, diinyadaki 6liim nedenlerinin i¢inde ikinci sirada yer alir. Akciger,
kolon, hepatik veya prostat metastatik karsinomlar endise kaynagi olmaya devam
etmekte ve tim kanser dliimlerinin yarisindan fazlasini olusturmaktadir. Su anda
kullanilan neredeyse tiim yapay ajanlar toksik ve normal hiicrelere ciddi zararlar
verdigi bilinmektedir. Bu nedenle toksik olmayan ajanlarla kemoterapinin birlikte
kullanilmas: hastaligin azaltilmasi i¢in bir yaklasim olabilir. Dogal olarak olusan
sifali bitkilerde bulunan diyet antioksidanlar teoride su islevi goriir: kimyasal olarak

tasarlanmig antikanser ajanlara alternatifler olarak hizmet eder (Rao ve dig., 2007).

Son zamanlarda epigenetik yollar1 hedefleyen ¢ok sayida ilag ortaya ¢ikmis
ve yaygm sekilde gesitli kanser tiirlerini hedef alan farkli klinik ¢aligmalarda test
edilmistir. Ancak yiiksek toksisite, neoplastik hiicrelerde spesifik hedeflerin
eksikliginin yani sira solid tiimorlerin nispeten diisiik etkinlik gdstermesi, epigenetik
ilaglarin kanser tedavisi i¢in klinik uygulamada biiyiik 6l¢tide sinirli olmasi dikkat
¢ekmektedir. Bu yiizden daha az toksik, daha ulasilabilir ve etkili dogal bilesiklerin
kesfi, epigenetik kanser tedavisi yaklasimini ortaya ¢ikarmistir (Li ve dig., 2016).

Son on yilda, farkli kanser tiirlerini tedavi etmek icin gelistirilen epigenetik
mekanizmalar etkileyen ilaglarda biiyiik bir artis goriilmektedir. Ornekler, DNA
metilasyon inhibitorleri, histon modifikasyon inhibitorleri ve kromatini yeniden
sekillendiren proteinleri hedefleyen kiiciik molekiillerdir. Azasitidin, epigenetik
mekanizmalarda rol oynayan bir enzimin ilk inhibitoriidiir. Bu ilagc DNA ve RNA

molekiillerinin sitozinlere metil gruplarinin eklenmesiyle DNA metiltransferaz
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enzimini inhibe eder. DNMT inhibitdriintin bir diger 6rnegi, 5-aza-2'-deoksisitidindir
ve sadece DNA molekiiliine dahildir. 5- azasitidin miyelodisplastik sendromun

tedavisinde ve 16semide umut veren sonuglar gostermistir (Costa, 2010).

Bir diger inhibitor, histon deasetilaz (HDAC) inhibitériidiir, ki bu da
histonlarda N-asetil rezidiilerinin hidrolizinin katalizini ve histon asetiltransferaz
aktivasyonunu saglar. Calismalarda HDAC’larin tiimdr sagkalim ve progresyonunda
onemli bir araci olarak rol aldig1 bildirilmistir. Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan toplam dort adet HDAC inhibitérii onaylanmistir. Bunlar Vorinostat,

belinostat, panobinostat ve romidepsindir (Bai ve dig., 2018).

Bu baglamda fenolik asitlerden olan kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik
asitin antioksidan, antifibroz, antiviral, antitiimor, antitrombotik etkileri gdsterilmis
olmasina ragmen DNMT enzim aktiviteleri gibi epigenetik mekanizmalara olan
etkileri lizerine daha Once hi¢ calisma yapilmamistir. Bu nedenle bu calisma ile
fenolik asitlerin epigenetik mekanizmalar tizerindeki etkilerini arastirmak ve bu
mekanizmalarin nasil ¢alistigmi belirlemek hedeflenmistir. Buradan hareketle
calismamizda MTT testi ile belirlenen ila¢ dozlarmin HepG2 insan karaciger kanseri
hiicre hattina uygulanmasiyla hiicrelerde olusabilecek sitotoksisitenin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla hiicreler iizerinde sitotoksik o6zelligi saptanan fenolik
asitlerin DNA metilasyonunda rol alan DNMT1, DNMT3A DNMT3B, TET],
HAT1, HDAC1, HDAC3 ve Histon3 proteinlerinin gen ekspresyon seviyeleri ile

protein seviyelerine olan etkileri saptanmustir.

Calismamizda yiiksek doz fenolik asit ile muamele edilen gruplarda hiicre
canlilig1 diistik doz fenolik asit gruplarindaki hiicrelerin canlilik oranlarma goére daha
diisik bulunmustur. Buna gore 3,1 mM konsantrasyonundaki ferulik asit HepG2
hiicrelerin %50’sinden fazlasinin 6liimiine yol agmistir. Benzer sekilde kafeik asit
icin ECso dozu 1,02 mM olarak bulunmus ve hiicre canliligin1 doza bagli olarak
azaldig1 saptanmistir. Tiim bunlara ek olarak, o-kumarik asitin sitotoksik etkileri bu
calisma ile ortaya konulmustur. o-Kumarik asit i¢in ECsg dozu 5 mM olarak

hesaplanmistir.

Kasap’in yaptig1 calismada silimarinin SHSY5Y, HepG2 ve MCF-7 hiicre
dizilerine tek basina ve epigenetik inhibitdrler ile birlikte uygulandiginda DNMT ve
HDAC enzim aktiviteleri tizerine olan ve p53, cMYc¢, NF«B protein diizeylerine olan
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etkilerini degerlendirmistir. Silimarin DNMT {izerinde inhibe edici etki gostermistir.
HDAC fizerinde inhibisyon etki goriilmemistir. Silimarin p53 K373, p53 K382,
cMyc ve NFkB protein seviyelerini baskilarken, p53 S46 protein seviyesini
artirmistir (Kasap, 2019). Bu anlamda bizim ¢alismamizla DNMT enzim aktiviteleri
iizerine olan etkisi yoniinden benzemektedir. Farklilik olarak ¢alismamizda fenolik
asitler kullanilirken Kasap’in yaptigi ¢alismada polifenollerden olan silimarinin
epigenetik inhibitorlerle birlikte kullanilmasi sonucunda DNMT ve HDAC enzim

aktivitesine bakilmistir.

Lee ve digerleri (2005) yaptig1 calismada diyet polifenolleri olan ¢ay
katesinleri (katesin, epikatesin ve (-)-epigallokatesin-3-O-gallat (EGCG)) ve
biyoflavonoidler (kuersetin, fisetin ve myrisetin) insan DNMT1 ve prokaryotik Sssl
DNMT tarafindan katalize edilen DNA metilasyonunu inhibe etmedeki etkinliklerini
incelemislerdir. Bu anlamda toksik olmayan konsantrasyonlarda EGCG ve katesin ile
tedavi edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri RAR beta geninin
promotor bdlgelerinin metilasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Katesin, epikatesin
ve ¢esitli flavonoidler tarafindan insan DNMTI1 in vitro inhibisyonu ig¢in IC50
degerleri 1.0 ve 8.4 uM arasinda degismekte ancak EGCG 0.21 ile 0.47 uM 1C50
degerleri ile daha gii¢lii inhibitor oldugunu gdstermektedir (Lee ve dig., 2005).

Ramos ve arkadaglarinin (2005) caligmalarinda farkli saf polifenoller
(kuersetin, klorojenik asit ve (-)-epikatesin) ve dogal meyve ekstratlarinin (gilek ve
erik) farkli inkiibasyon siirelerinde (4 ve 18 saat) HepG2 hiicrelerinde canlilik ve
apoptozu indiiklemede etkisini arastirmiglardir. Hiicrelerin 18 saat boyunca kuersetin
ve meyve ekstratlari ile tedavisi doza baglh sekilde hiicre canliligini azaltmis ancak
klorojenik asit ve (-)-epikatesin hiicre O6lim oran1 iizerinde belirgin etki
gostermemistir. Bu anlamda klorojenik asit ve (-)-epikatesinden ziyade kuersetin,
cilek ve erik ekstratlar1 HepG2 hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir (Ramos ve dig.,

2005).

Bouzaiene ve digerleri (2015) tarafindan ilk olarak kafeik, kumarik ve ferulik
asitlerin 50-1000 mM konsantrasyonlarinin A549 ve HT29-D4 hiicre hatlarinda, 24
saat inkiibasyondan sonra MTT testi kullanilarak sitotoksitesi degerlendirilmistir. Ug

fenolik asitin de hem insan akciger (A549) hem de kolon adenokarsinomu (HT29-
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D4) hiicrelerinin proliferasyonunu konsantrasyona bagli bir sekilde 6nemli 6lgiide

inhibe ettigini gostermistir (Bouzaiene ve dig., 2015).

A549 ve HT29-D4 hiicreleri ile kafeik, kumarik ve ferulik asitler 30 dakika
boyunca 50, 100 veya 200 uM, islenmemis hiicreler ile karsilastirildiginda doza
bagimli bir sekilde reaktif oksijen tiirleri seviyesini diisirmiistiir. Siiperoksit anyon
iiretimi kafeik asitin test edilen en yiiksek konsantrasyonda (200 uM) sirasiyla A549
ve HT29-D4 hiicre hatlarinda %92 ve %77 azalmistir. (Bouzaiene ve dig., 2015).

Fenolik asitlerin insan akcigeri (A549) ve kolon (HT29-D4) kanser hiicre
hatlarinda proliferasyonu, yapismayi, goc¢ii azaltarak anti-kanser aktivitelerini

iyilestirdigini gosterdi (Bouzaiene ve dig., 2015).

Prasad ve digerleri (2011) yaptiklar1 ¢alismada kafeik asitin fibrosarkom
hiicrelerinin (HT-1080) proliferasyonu iizerine etkilerini arastirmiglardir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra 5, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarindaki kafeik asit tedavisi
onemli bir proliferasyon inhibisyonu gostermedi. 30, 40 ve 50 pg / ml
konsantrasyondaki kafeik asit tedavisi HT-1080 hiicrelerini 6énemli 6lgiide inhibe
etmistir (Prasad ve dig., 2011). Calismamizda MTT sonuglarma gore kafeik asitin
HepG2 hiicre hatt1 iizerinde, en ¢ok 1,2 mM konsantrasyonda uygulanmasi

sonucunda hiicre canliligini1 6nemli 6l¢giide inhibe ettigi belirlenmistir.

Kafeik asitin tiirevlerinin ¢ogalmasi iizerindeki inhibe edici etkileri insan
CRC hiicreleri (HCT-116 ve SW-480 hiicreleri) in vitro ortamda arastirilmstir.
Kafeik asit tiirevleri 5, 10, 20, 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1 insan CRC HCT-116
ve SW-480 hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide sirasiyla %58-64 oraninda

inhibe etmistir (Chiang ve dig., 2014).

Kolon kanseri (HCT 15) hiicreleri, kafeik asitin degisen konsantrasyonlarinda
48 saat boyunca tedavi edildi ve Kafeik asit HCT 15 hiicresinin biiylimesini doza
bagli sekilde inhibe etmistir. HCT 15 hiicre biiylimesi, bir IC50 (IC50 %50
hiicrelerin yaklasik olarak o6ldiigii ytizde) 800 uM konsantrasyonda kafeik asit
kullanilmistir (Jaganathan, 2012).

Kafeik asitle yapilan baska bir ¢alismada Chang ve arkadaslari (2010)

tarafindan yapilan c¢aliymada kafeik asitin HeLa hiicreleri tzerindeki etkilerini
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incelemek i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda kafeik asit ile islenmis hiicreler doza bagh
olarak HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Chang ve dig.,

2010).

Dilber’in yaptig1 ¢calismanin MTT sonuglarina gore, Caco-2 hiicrelerine 3,125
uM konsantrasyondaki bortezomib, ellajik asit, ferulik asit, kafeik asit tekli ve
bortezomib + ellajik asit, bortezomib + ferulik asit, bortezomib + kafeik asit
kombinasyon (3,125uM + 3,125uM) gruplarinda, kontrole gore % hiicre canlilik
oranlar1 sirast ile; %50,96, 96,12, 48,80, 86,21, 44,94, 80,46 ve 26,56 olarak
belirlenmistir (Dilber, 2020).

MTT sonuglarina gore, Caco-2 hiicrelerinde sadece 6,25 M konsantrasyonda
rimkazol, p-kumarik asit, o-kumarik asit, kurkumin uygulanan gruplarda % hiicre
canlilik oranlar1 kontrole gore sirasiyla %68,69, %78,59, %86,92 ve %84,15 olarak
belirlenmistir (Ciftgi, 2020).

Lee ve Zhu (2006), insan meme kanseri hiicreleriyle (MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicreleri) yaptiklar1 ¢aligmada, 1, 5, 20 veya 50 uM kafeik asit veya klorojenik
asit igeren insan meme kanseri hiicreleri 8 giin boyunca tedavi edilmistir. Bu
baglamda hipermetile RARB genini doza bagh sekilde demetile etmistir ve RARB
geninin metilasyona 6zgili olmayan bantlarin1 arttirmistir. Kafeik asit ve klorojenik
asit i¢in IC50 degeri sirasiyla 3.0 ve 0.75 puM olup, insan DNMT1 aracili DNA
metilasyonunun inhibisyonu sirasiyla 2.3 and 0.9 uM’dir ( Lee ve Zhu, 2006).

Janicke ve digerleri (2005) tarafindan yapilan bir calismada ferulik asitin,
Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonu ve hiicre dongiisii faz dagilimi iizerindeki etkileri
aragtirllmigtir. Buna gore 15 veya 150 uM ferulik asit veya p-kumarik asit ile tedavi
edilen Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunu etkilemedi. Ancak hiicreler 1500 uM
ferulik asit ile tedavi edildiginde, tedaviden 2 ve 3 giin sonra hiicre sayist %75 ve

%43'e dismiistiir (Janicke ve dig., 2005).

Khazendar ve arkadaglarinin yaptigi calismada ferulik asitin MCF-7 ve
HepG2 hiicre hatlar iizerindeki sitotoksik etkisi belirlenmistir. Buna gore 48 saat
ferulik asit uygulanan hiicrelerde IC50 degerleri bulunmustur. MCF-7 hiicreleri igin
24, 48 ve 72 saat uygulanan ferulik asitin IC50 degerleri sirasiyla 143,8, 75,4 ve 85,6
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ng / mL iken HepG2 hiicrelerinin IC50 degerleri 24, 48 ve 72 saatte sirasiylal50.7,
81,38 ve 210,4 pg / mL idi (Khazendar ve dig., 2019). Bu ¢alismamizda ferulik asit
uygulanan HepG2 hiicrelerinde ECsp degeri 3,1 mM bulunmustur. 24 saat uygulanan

ferulik asit hiicre proliferasyonunu énemli derecede diistirmiistiir.

Chen ve arkadaslar1 (2007) ferulik asitin insan l6semi hiicre hatti (HL-60
hiicreleri) tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, 24 saat ferulik asit uygulanan hiicrelerin
sitotoksitesine bakilmis MTT sonuglarina gére ECso degeri 8,2 uM bulunmustur. RT-
PCR sonuglar1 Bcl-2 geninde 6nemli 6lgiide azalma meydana gelirken, Bax gen

ekspresyonunda bir degisiklik olmamistir (Chen ve dig., 2007).

0-Kumarik asitin CYP3A4 ve CYP2C9’un protein ve mRNA seviyeleri
tizerindeki etkileri belirlendi. CYP3A4 mRNA ve protein seviyeleri azaldi. Benzer
sekilde MCF7 hiicrelerinde o-kumarik asit tedavisine yanit olarak mRNA
seviyesinde %75 diisiisii bildirilmistir (Sen ve dig., 2015).

24 saatlik o-kumarik asit tedavisinden sonra HepG2 hiicresinde CYP2C9
protein ve mRNA seviyeleri artarken, MCF7 hiicrelerinde mRNA seviyesi énemli
Olclide azalmistir (Sen ve dig., 2015). Bizim ¢alismamizda yapilan ¢alismaya benzer
olarak HepG2 hiicre hatti kullanilmis olup farkli proteinler ve mRNA seviyeleri
tizerindeki etkisine bakilmistir. Bu anlamda DNMT3B protein ve mRNA

seviyelerinde azalis meydana gelmistir.

Yapilan tez ¢alismasinda HepG2 hiicre hattinda kafeik asitin ECsg dozunun
uygulanmasi sonucunda DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, HAT1, HDACI ve
HDAC3 genlerinin mRNA seviyelerinde sirasiyla %87.6, %76.4, %99.3, %98.6, %81,
%96.4 ve %87.8 azalis gozlenmistir. Benzer sekilde, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B,
TET1, HAT1, HDAC1 ve HDAC3 genlerinin mRNA seviyesinde ferulik asit
uygulamasi sonucunda sirasiyla %64, %49.3, %84.5, %95.6, %36.7, %89.4 ve %69.1
azalig saptanmistir. Son olarak o-Kumarik asitin ECso dozunun HepG?2 hiicrelerine
uygulanmasi sonucunda DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, HAT1, HDACI ve
HDAC3 mRNA seviyesinde sirasiyla %64.4, %48.6, %91.2, %76.1, %36.9, %97.2 ve

%80.8 azalma gozlemlenmistir.
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Western blot analizi, anti-apoptotik protein Bcl-2 asagi regiile edildi ve HelLa
hiicrelerinde 10 mM kafeik asit ile tedavisinden sonra apoptoz promotdri p53'iin
seviyesi artmistir. 1 mM kafeik asit maruziyetin ardindan sitokrom c salinimi tespit
edildi; mitokondride sitokrom c seviyeleri konsantrasyona bagli bir sekilde azaldi.
Bu sonuglar, sitokrom c'nin kafeik asit kaynakli apoptozda dogrudan rol oynar

(Chang ve dig., 2010).

Billam’in yaptigi ¢calismada DNA inhibitorii zebularinin insan meme kanseri
hiicreleri {izerine etkilerini ¢alismistir. Zebularinin  DNMT inhibitorii  olarak
aktivitesinden dolayr meme kanseri hiicreleri iizerine ekspresyonu incelendi.
Zebularin ile tedavi edilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde DNMTI,
DNMT3a ve DNMT3Db proteinleri en diisiik dozda bile (50 puM ) istatistiksel olarak
anlaml bir doza bagiml olarak azalma gozlenmistir (Billam, 2010). Billam’in
yaptif1 c¢alisma ile bizim calismamiz arasinda kullanilan proteinler yoniinden

benzerlik bulunmaktadir.

Fang ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, yesil ¢aydaki ana polifenol olan
epigallokatesin gallat (EGCG), DNMT aktivitesini inhibe ettigini ve kolon kanseri
HT-29, yemek borusu kanseri KYSE 150 ve PC3 prostat kanseri hiicrelerinde
metilasyon susturucu genleri yeniden aktive ettigini ortaya koymustur. Bu anlamda
yaygin olarak tiiketilen diyet bileseni tarafindan DNA metilasyonu inhibisyonunu ilk
kez gostermislerdir ve karsinojenezin 6nlenmesinde gen susturmanin dnlenmesi ya
da tersine ¢evrilmesi i¢in EGCG’nin potansiyel kullanimi 6nerilmektedir. Yesil cayin
diizenli tiiketiminden dolay1 olumsuz etkilerine dair bir kanit yok ancak insanlara

verilen EGCG yiiksek dozlarda verilerse endise verici olabilir (Fang ve dig., 2003).

Calismamizin ikinci basamaginda DNA metilasyonunu etkisine ek olarak
fenolik asitlerin DNA metilasyonunda gorev alan DNMT1, DNMT 3A ve DNMT 3B
genleri, histon modifikasyonlarinda gorev alan HAT1, HDAC1, HDAC3 ve TET1
genleri de incelenmis olup bu genlerin protein diizeyindeki etkisini saptamak igin

western blot analizleri yapilmustir.

Gao ve Tollefsbol (2018) resveratrol ile {iziim  ¢ekirdegi
proantosiyanidinlerin, insan meme kanseri hiicrelerini (MDA-MB-231 ve MCF-7)

inhibe etmede sinerjitik etkisine baktigi ¢calismada, DNA metiltransferaz (DNMT)
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aktivitesi ve histon deasetilaz (HDAC) aktivitesi tiziim ¢ekirdegi proantosiyanidinler
ve resveratrol ile kombinasyon halinde tedavilerden sonra MDA-MB-231 ve MCF-7

hiicrelerinde biiyiik 6l¢lide azalma gorilmiustiir (Gao ve Tollefsbol, 2018).

Liu ve dig., (2015) farelerde karaciger hasari iizerine Kuersetin uygulamasi
tizerine yaptiklar1 ¢aligmada, kuersetinin nikel kaynakli karaciger hasarmi 6nemli
Olgiide  engelledigi  belirlenmistir.  Kuersetinin  temelini  kesfederken  etki
mekanizmalari, farelerin nikel ile tedavi edilmis karacigerinde NF-E2 ile ilgili faktor
2 (Nrf2) DNA metilasyon seviyesini ve DNA metiltransferaz (DNMT) aktivitesini
azalttig1 bulunmustur. Kuersetin'in nikel ile tedavi edilen farelerin karacigerlerindeki
Nrf2 / HO-1 ve p38 / STAT1 / NF-kB yollart DNA metilasyonunu ve iltihaplanmay1
inhibe ettigi belirlenmistir (Liu ve dig., 2015).

Kuersetin ile yapilan baska bir ¢caligmada insan serviks kanseri hiicre hatti
(HeLa) iizerinde yapilmustir. Iki farkli dozda (25 uM ve 50 uM) kuersetin uygulanan
HeLa hiicreleri onemli ol¢iide doza baglh sekilde DNMT enzim aktivitesini
disirdigi gozlemlenmistir. Ayrica kuersetinin ¢esitli kromatin degistiricilerin
ekspresyonunu modiile ettigi ve DNMT'lerin, HDAC'lerin ve HMT lerin aktivitesini

doza bagli bir sekilde azalttig1 bulunmustur (Kedhari Sundaram ve dig., 2019).

Ferulik asit ile indiiklenen apoptozda kaspaz yolaklari, olasi roliinii
aragtirmak igin kaspaz-8 ve kaspaz-9'un aktiviteleri 100 ve 200 pg / ml
konsantrasyonlarda ferulik asit ile tedaviye yanit olarak 48 saat olarak belirlendi.
Sonuglar, ferulik asit ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinde kaspaz-8 aktivitesi
doz yanitinda 6nemli 6lgiide yiikseldi (p <0,05), 200 pg / mL'lik konsantrasyonda
kaspaz-9 aktivitesinde hafif bir yiikkselme goriilmiistiir (p <0,073). HepG2 hiicre hattt
icin, kaspaz-8 ve kaspaz-9’un 200 ug / mL'lik konsantrasyonda her ikisinin aktivitesi
yiikseldi (Khazendar ve dig., 2019).

Kampa ve digerleri (2004) yaptiklar1 ¢alismada kafeik asit, siringik asit,
sinapik asit, protokatekuik asit, ferulik asit ve 3,4-dihidroksi-fenilasetik asit (PAA)
T47D insan meme kanseri hiicrelerine anti-proliferatif etkilerini incelemistir.
Apoptotik iliskili proteinlerin analizine bakildiginda her iki fenolik asit (kafeik ve
PAA) anti-apoptotik protein Bcl-2’yi 6nemli 6l¢iide indiikledi (3,3 kat ve 2,8 kat
Sirastyla). Ek olarak, pro-apoptotik FasL protein, kafeik asit (1,6 kat) ile indiiklendi.
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Aksine apoptoza yol agan farkli sinyal yollarin1 gostererek, pro-apoptotik proteinler

Bak ve Fas seviyelerini 6nemli 6l¢iide diistirdli (Kampa ve dig., 2004).

Assumpcao ve arkadaslarinin (2020), yaptig1 ¢alismada yaygin olarak tespit
edilen ii¢ fenolik asitten kafeik, dihidrosinnamik ve p-kumarik asidi, DNA demetile
ajan olarak bilinen propolis ve yesil ¢aydan epigallokatesin-3-gallat (EGCG)
secmislerdir. Tedavi i¢in BT-20, BT-549, MDA-MB-231 ve MDA-MB-436 meme
kanseri hiicre hatti kullanmiglardir. Propolis, fenolik asitler ve EGCG ile muamele
edilen {iiglii negatif meme kanseri hiicre hatlarimi sitotoksik etkisi MTT testi ile
hesaplanmig ve propolisin BT-20 ve BT-549 hiicrelerinde doza ve zamana bagiml
hiicre canliigim1 azaltmistir. Propolis i¢in (IC50) degerleri BT-20 ve BT-549
hiicreleri icin sirasiyla 18.06 ve 25.45 pg / ml olarak bulunmus ancak MDA-MB-231
ve MDA-MB-436'da hiicre canliliginda 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir. Ayni
hiicre hatlarinda in vitro ortamda maruz birakilan hiicreler EGCG ve p-kumarik asitte
hiicre canliligini azaltirken, kafeik asit ve dihidroksinnamik asitte etki tespit

edilmemistir (Assumpgao ve dig., 2020).

Rosa ve digerleri (2018) yaptiklar1 ¢aligmada insan kolon adenokarsinom
hiicrelerinde (HT-29) antioksidan aktivitesini ve 3,4-dihidroksifenilasetik (3,4-
DHPAA), p-kumarik (p-CoA), vanilik (VA) ve ferulik (FA) asitlerin hiicre canliligi
tizerindeki etkisini, hiicre donglisli ilerlemesi ve apoptoz hizi degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Bu calisma sonucunda HT-29 hiicreleri 0,1 pM ile 100,0 uM
arasindaki konsantrasyonlarda 3,4-DHPAA, p-CoA, VA ve FA ile 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Hiicre canliligini belirlemek igin MTT testi kullanilmistir. FA ile
test edilen tiim konsantrasyonlarla muameleden sonra kontrol ile karsilastirildiginda
canlt hiicrelerin inhibe edici bir biiyiime etkisi gostermistir. FA, 2,5 uM ile 100,0 uM
ile tedavi edilen hiicrelerin ortalama %63,0'inin inhibisyonunu desteklemistir (Rosa
ve dig., 2018).

24 saatlik uygulama sonucunda HepG2 hiicre hattinda DNA metiltransferaz
(DNMT) enzim aktivitesi degerlendirildiginde biitiin uygulama gruplart kontrol
grubu ile kiyaslandiginda gozlemlenen fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Pozitif kontrol lizatinda aktivite 2,39 pmol/min/mg iken, kontrol lizatinda
aktivite 0,407 pmol/min/mg protein, kafeik asit lizatinda bu deger 0,224

pmol/min/mg, ferulik asit lizatinda 0,248 pmol/min/mg ve o-kumarik asit lizatinda
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0,125 pmol/min/mg proteindir. Sonug olarak fenolik asitler DNMT enzim aktivisini

azaltmistir.

Calismamiz fenolik asitlerin DNA metilasyonuna etkisi ile ilgili yapilan ilk
calisma oldugu i¢in elde edilen sonuglara benzer ¢aligma bulunmamaktadir. Bu
baglamda kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asitin protein diizeyindeki

degisimlerini gosteren ¢alisma olmadigi igin literatiirle uyumuna bakilamamustir.
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6. SONUC VE ONERI

Son yillarda yapilan calismalar ile fenolik asitlerin birgok hastaligin
tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Bu nedenle fenolik asitlerin bu 6zellikleri
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bitkilerin yapisinda bulunan fenolik asitlerin
antialerjik, antiarterojenik, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antibakteriyel, antiviral,
antimutajenik, antikarsinojenik, antitilser, antioksidan ve antitrombotik etki gibi pek

¢ok etkisi iddia edilmistir.

Epigenetik alanindaki arastirmalarin artmasi klinik ¢aligmalariyla paralel
olarak artmasini saglamistir. Epigenetik sadece hastaliklarin teshisinde degil, ayni
zamanda gen diizenlemelerinde yeni bakis acilar1 saglamaktadir. Bu nedenle
epigenetik caligmalar gelistirilerek hastaliklarin  daha erken teshis edilmesi
saglanabilir. Yeni gelistirilecek antikanser ajanlarin yan etkilerinin agikga
bilinmemesi dezavantaj saglamasina neden olmaktadir. Yapilan ¢aligmanin klinik
alanda da yararlarmin bulunmasi, bireye 6zgii tedavilerin gelistirilmesi acisindan

Onem tagimaktadir.

Calismada kafeik, ferulik ve o-kumarik asitlerin MTT sonuglaria gore etkin
dozlar1 sirasiyla 1,25 mM, 3,1 mM ve 5 mM bulunmustur. Bu baglamda bu
konsantrasyonlarin kontrol grubuna gore hiicre canliligmni 6nemli dlgiide azalttig1
belirlenmistir. HepG2 hiicre hattina etkin dozun uygulanmasi sonucunda DNA
metilasyon mekanizmasinda gorev alan DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B, TETI,
HAT1, HDACI ve HDAC3 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimler
belirlenmistir. Bu anlamda mRNA seviyesinde fenolik asitlerin uygulanmasi

sonucunda belirlenen genlerde azalis meydana gelmistir.

HepG2 hiicre hattina fenolik asitlerin uygulanmast sonucu mRNA

seviyesindeki degisimler bakildiginda en fazla azalis kafeik asitte meydana gelmistir.

Kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asitin enzim aktivitesine bakildiginda
DNMT f{izerinde onemli bir inhibisyon gostermistir. Bu baglamda fenolik asitlerin
DNMT inhibitorii olarak kullanilabilmesi i¢in molekiiler diizeyde yeni ¢alismalarin

yapilmasini saglayabilir.
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Bu tez calismas1 karaciger kanserinin tedavisi ve teshisine yonelik olarak,
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarinin etkisinin ortaya konulmasi
bakimindan son derece 6nem tasimaktadir. Bu anlamda ¢alismanin alandaki mevcut

literatiire katki saglamasi yeni ¢aligmalarin ortaya konulmasinda aydinlatici olacaktir.

Yapilan bu c¢aligmada bitkilerin iceriginde bulunan fenolik asitlerden olan
kafeik asit, ferulik asit ve o-kumarik asitin insan karaciger hiicre hattindaki (HepG2)
epigenetik degisimlerden DNA metilasyonuna olan etkileri aragtirilmistir. Bu ¢alisma
ile bu maddelerin epigenetik etkileri kapsamli olarak insan karaciger hiicre hattinda
ilk kez arastirilmasi nedeniyle 6zgilin bir deger tagimaktadir. Bu ¢aligma ile elde
edilen verilerin ileride yapilacak olan caligmalara 1gik tutarak, fenolik asitler gibi
fitokimyasallar antikanser ilaglarin etkinligini artirarak yeni g¢alismalara rehber

olabilecegini diisiiniiyoruz.
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