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Meme kanseri hiicrelerinde anastaz fenomeninin tanimlanmasi

Identification of the phenomenon of anastasis in breast cancer cells
Bakiye Goker Bagca
Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Aydin, Tiirkiye

0z
Amag: Calismada, diinya genelinde en yaygin kanser tiplerinden biri olan meme kanserinde, apoptoz

ile iligkili genlerin anastaz surecindeki ifadesel degisimlerinin ve potansiyel rollerinin tanimlanmasi
amagclanmistir.

Gereg ve Yontem: Farkl tipteki meme kanseri hiicre hatlari (MCF7 ve MDA-MB-231), meme kanseri
kok hucreleri ve saglkli meme hicre hatti (MCF10A) kullanildi. Apoptotik ve anastatik hiicre yizdeleri,
akis sitometrisi araciligiyla Annexin V testi ile belirlendi. Apoptotik hiicrelere gore anastatik hlcrelerin
gen ekspresyon degisimleri qRT-PCR ve 28t yontemi ile belirlendi. Anlamli degisim gdsteren
genlerin gorev aldiklari yolak ve biyolojik sturegler STRING v11.5 veri tabani kullanilarak belirlendi.

Bulgular: Tim hicre gruplarinda etanol uygulamasi sonucu kontrole gére apoptoz ylzdesinin arttigi
ve apoptozu uyaran etmenin uzaklastiriimasiyla apoptotik hiicre ylizdesinin azaldigi belirlendi. Kontrol,
apoptoz ve anastaz gruplari arasinda apoptotik hiicre ylizdesindeki degisim en fazla MCF7
hicrelerinde belirlendi. Uyumlu sekilde bu hicre hattinda en fazla sayida gende ifade degisimi
belirlendi. CASP7 ve APAF1 genleri tim hticre hatlarinda ekspresyon azaligi sergiledi. Tum hicre
gruplarinda anastazin sistein tipi endopeptidaz aktivitesini (GO_ID: 0043027) ve ilag direnci iligkili
yolaklari (KEGG_ID: hsa01524) ortak sekilde etkiledigi belirlendi.

Sonug: Hicrelerde anastaz fenomeninin apoptoz diizenleyici mekanizmalar ile etkilesiminin
tanimlanmasi, hem saglikh hicrelerin onkojenik dénlisiminin hem de kanserde ilag direnci
mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Anastaz, apoptoz, hiicre 6limi, meme kanseri, kok hiicre.

ABSTRACT

Aim: This study aimed to define the expression changes and potential roles of the apoptosis-related
genes in the anastasis process in breast cancer, which is one of the most common cancer types.

Materials and Methods: Different types of breast cancer cell lines (MCF7 and MDA-MB-231), breast
cancer stem cells, and healthy breast cell line (MCF10A) were used. Apoptotic and anastatic cell
percentages were determined by the Annexin V test and flow cytometry. Gene expression changes in
anastatic cells compared to apoptotic cells were determined by the qRT-PCR and 2% method. The
pathways and biological processes of genes that show significant changes were determined using the
STRING v11.5 database.

Results: In all cell groups, it was determined that the percentage of apoptosis increased as a result of
ethanol application, and the percentage of apoptotic cells decreased with the removal of the
apoptosis-inducing factor. The change in the percentage of apoptotic cells between the control,
apoptosis, and anastasis groups was determined the most in MCF7 cells. Consistently, expression
changes were determined in the largest number of genes in this cell line. CASP7 and APAF1 genes
downregulated in all cell lines. In all cell groups, it was determined that anastasis affects Cysteine-type
endopeptidase activity involved in execution phase of apoptosis (GO_ID: 0043027), and drug
resistance-related pathways (KEGG_ID: hsa01524).
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Conclusion: The definition of the interaction of the anastasis phenomenon in cells with apoptosis
regulatory mechanisms is important in terms of elucidating both the oncogenic transformation of
healthy cells and the mechanisms of drug resistance in cancer.

Keywords: Anastasis, apoptosis, cell death, breast cancer, stem cell.

GiRiS

Global kanser istatistik verilerinin 1s1ginda 2020
yili itibariyla meme kanserleri, diinya genelinde
en ylksek insidansa sahip kanser sinifini
olugturmaktadir. Yilhk insidansi vyaklagik iki
milyon ¢ yuz bin ile tim kanserlerin %12’sini,
yilhk 6lum sayisi ise yaklagik alti yliz seksen bes
bin ile kansere bagl Olumlerin  %7’sini
olusturmaktadir (1). Meme kanserleri de diger
kanserler gibi farkli hicrelerden koéken alan
heterojen bir hastalik grubudur. Genellikle
tasidiklari hormon reseptorlerine gore
siniflandiriimaktadirlar. Bununla birlikte meme
kanserinde de hem heterojenite hem de tedavi
direnci ve niksten sorumlu olan temel
faktorlerden biri kanser kdk hicrelerinin varligidir
(2). Kanser tedavisinde en o6nemli stratejilerin
basinda kanser hicrelerini apoptoza
yonlendirmek gelmektedir. Tip | hucre o6lumi
olarak da bilinen apoptoz, i¢c ve disg uyaranlara
bagli olarak siki sekilde denetlenen genetik
slregler butlininl icermektedir. Temel olarak
kaspaz ailesi proteazlari ve Bcl2 ailesinin pro- ve
antiapoptotik uyeleri tarafindan kontrol
edilmektedir. Apoptozun indiklenmesinin
ardindan bu sulrecin geri donisimsiuz oldugu ve
apoptotik  cisimlerin ~ olusumu ve  DNA
fragmentasyonu ile karakterize edilen bir
morfoloji ile hilcreyi o6lume goéturdagua kabul
edilmektedir (3). Bununla birlikte Tang ve
arkadaslari, apoptozu uyaran etmenin ortadan
kaldiriimasinin, apoptozu kesintiye ugrattigini ve
“anastaz” adi verilen slre¢ ile apoptozun geri
cevrildigini goéstermis, hem saglikhh hem de
kanser hucrelerinde belirlenen bu sirecin,
hicrelerin - malign  transformasyonunda  rol
oynayabilecegini  6nermiglerdir (4). Bununla
birikte bu fenomeni yoneten  molekller
mekanizmalar hakkinda bilinenler oldukga
sinirhdir.  Ekibimiz  tarafindan daha ©nce
gergeklestirilen galismada, glioblastom ve beyin
kanseri kok hicrelerinde anastaz fenomeni
tanimlanmig, bu slrecin “koklUIGK” genlerinin
ekspresyon seviyeleri Uzerine gosterdigi etki

arastinimistir (5). Bu bilgiler dogrultusunda
calismamizda, farkli tipteki meme kanseri,
saglikh meme ve meme kanseri kok hicre
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hatlarinda anastaz fenomeni tanimlanmis ve
apoptoz ile iligkili genlerin  bu slrecin
kontroliindeki potansiyel rolleri arastiriimistir.

GEREG ve YONTEM
Hiicre kiiltiirii galigmalari

Calismada kullanilan 6strojen ve progesteron
reseptorii pozitif meme adenokarsinomu hicre
hattt (MCF7; ATCC Katalog No: HTB-22),
reseptor negatif meme adenokarsinomu hiicre
hatti (MDA-MB-231; ATCC Katalog No: HTB-26),
meme kanseri kok hicre (MKKH) hatti
(Celprogen Katalog No: 36102-29) ve saglikh
meme epitel hicre hattt (MCF10A; ATCC;
Katalog No: CRL-10317) ticari olarak temin edildi.
MCF7, MDA-MB-231 ve MCF10A hicreleri %10
FBS ile desteklenmis; MKKH’ leri ise %2 FBS ile
desteklenmis %1 L-Glutamin ve %1
Penisilin/Streptomisin iceren DMEM (Capricorn;
Katalog No: DMEM-HA) besi yeri kullanilarak,
37°C sicaklik, %95 nem ve %5 CO, kosullarini
saglayan hicre kiltird inkidbatérinde (Thermo
Electron Corporation’s Class 100) cogaltildi.
Hucrelerin canlilik takibinde tripan mavisi boyasi
(Biological Industries; Katalog No: 03-102-1B)
testi kullanild.

Apoptoz ve anastazin indiiklenmesi

Apoptoz ve anastaz induksiyonu, Tang ve
arkadaslari tarafindan yayinlanan makaleden
uyarlanan protokol kullanilarak gerceklestirildi (5,
6). Hucreler, her hiicre hatti igin kontrol, apoptoz
ve anastaz gruplarini olusturacak gsekilde alti
kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina 3,5x10°
hicre / 3 ml besi yeri konsantrasyonunda ekilerek
24 saat boyunca kiltire edildi. Bu slrenin
sonunda apoptoz ve anastaz gruplarindaki
hicrelerin Uzerindeki besi yeri uzaklastirilarak
apoptoz indiksiyon besi yeri eklendi. Apoptoz
indUksiyon besi yeri, hacimce final
konsantrasyonu %4 etanol (Merck; Katalog No:
1070172511) iceren; her hicre tipi icin uygun
miktarda FBS ile desteklenmis, %1 L-Glutamin ve
%1 Penisilin/Streptomisin iceren DMEM besi yeri
kullanilarak hazirlandi. Apoptoz indiksiyon besi
yeri ile 38 dakikalik inkibasyon periyodunun
tamamlanmasinin ardindan, apoptoz grubunu
olusturan hcreler akis sitometrisi ve RNA
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izolasyonunda kullanilmak Uzere tripsinize
edilerek diger islem basamaklarina gegilirken,
anastaz grubunu olusturan hicrelerin Gzerinde
bulunan  apoptoz indiksiyon  besi  vyeri
uzaklastirildi ve hicreler iki kez FBS icermeyen
besi yeri ile yikandi. Anastazi indiiklemek igin
hicreler, alti saat boyunca her hicre tipi igin
uygun miktarda FBS ile desteklenmis, %1 L-
Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin iceren
DMEM besi yeri ile inkibe edildi. Bu periyodun
tamamlanmasinin ardindan anastaz grubunu
olusturan hicreler akis sitometrisi ve RNA
izolasyonunda kullanilmak Uzere tripsinize
edilerek diger islem basamaklarina gegildi.
Herhangi bir uygulama yapilmayan hicreler ise
kontrol grubu olarak kullanildi.

Apoptoz ve anastazin validasyonu

Kontrol, apoptoz ve anastaz gruplarini olusturan
hicreler, Annexin V testinde kullaniimak Uzere
tripsinize (Trypsin-EDTA,; Capricorn; Katalog No:
TRY-1B) edilerek 1200 rpm'de 5 dakika
santrifijlendi. Sipernatan uzaklastirilarak
hicreler iki defa PBS ile yikandi. Ardindan
hicreler 100 pl 1x Annexin V baglama tamponu
(BD Biosciences; Katalog No: 556547), 5 ul Pl ve
5 pl FITC Annexin V (BD Biosciences; Katalog
No: 556547) igerisinde homojenize edilerek
37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
periyodunun ardindan akis sitometrisinin (BD
Accuri C6, BD Biosciences) FL1 ve FL2 kanallari
aracihgiyla 10.000 hiicre okutularak canli,
apoptotik ve nekrotik hiicre ytuzdeleri belirlendi.
gRT-PCR ile gen ekspresyon degisimlerinin
tanimlanmasi

Kontrol, apoptoz ve anastaz gruplarini olusturan
hicreler, gen ekspresyon analizinde kullaniimak
Uzere ftripsinize (Trypsin-EDTA; Capricorn;
Katalog No: TRY-1B) edildi. Hicrelerden total
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi sirasiyla
RNeasy Mini Kit (Qiagen; Katalog No: 74104) ve
RT2 First Strand Kit (Qiagen; Katalog No:
330401) kullanilarak gergeklestirildi. Apoptoz
iliskili ~ genlerin  ekspresyon  seviyelerindeki
degisimlerin belirlenmesi icin APAF1, DIABLO,
BAD, FADD, BCL2, TRADD, CASP3, XIAP,
CASP7, BID, FAS, BIRC3, TNF ve TP53
genlerine ait primerler, RealQ Plus 2x Master
MixGreen reaksiyon karisimi (Ampligon; Katalog
No: A324402) ve LightCycler 480 (Roche) gercek
zamanh  kantitatf @PCR cihazi  kullanildi,
reaksiyonlar kit protokoline uygun sicaklik
dongulerinde gergeklestirildi. Normalizasyonda
ACTB ve GAPDH referans genleri kullanild.
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Anastatik hicrelerin apoptotik hiicrelere gére gen
ekspresyon degisimleri (Kat diizenlenmesi) 24"
yontemi kullanilarak belirlendi, Student’in T-testi
kullanilarak p degerleri hesaplandi. Kat
dizenlenmesi =2 = 2,00 ve p < 0,05 olanlar
anlamli olarak degerlendirildi.

iligki analizleri

Ekspresyon seviyesi anlamli degisim gdsteren
genler (kat duzenlenmesi =2 +2,00; p < 0,05)
arasindaki KEGG yolak ve Gen Ontoloji (GO)
analizleri STRING v11.5 veri tabani
(https://string-db.org/) kullanilarak gergeklestirildi
(7). lligki analizlerinde given skoru 0,7
(“interaction score high confidence”) olarak
secildi. Her analiz igin iligki degeri en yiksek olan
bes sonug listelenerek FDR degeri 0,05'ten
kiglk olanlar anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Apoptoz, apoptotik uyaranin ortadan
kaldiriimasiyla tersine donebilmektedir

MCF7, MDA-MB-231, MKKH ve saglikl MCF10A
hicrelerinde  apoptozun  indiklenmesi  ve
ardindan apoptozu uyaran faktérin ortadan
kaldirimasi ile apoptotik hiicre yuzdesinin
azaldigi ve canli hiicre yuzdesinin arttigi Annexin
V testi ile belirlendi (Sekil-1, Sekil-2 ve Tablo-1).
Apoptozun uyarildigi hicreler
degerlendirildiginde, kontrole gdére canli hicre
yuzdelerinde en ylksek azalis %75,4 ile MCF7
hicrelerinde belirlendi. Tim hicre hatlarinda
anastatik hdcre gruplarinda apoptotik hicre
gruplarina goére apoptotik hicre yilzdesinin
azaldigi ve en yuksek azalisin %67,3 ile MCF7
hicrelerinde oldugu belirlendi.

Anastatik hiicrelerde apoptozu diizenleyen
genlerin ekspresyonunda anlamli degisim
meydana gelmektedir

Anastatik MCF7, MDA-MB-231, MKKH ve saglikh
MCF10A hicrelerinde, apoptotik hlcrelere goére
meydana gelen gen ekspresyon degisimleri
belirlendi (Sekil-3 ve Tablo-2). APAF1, CASP7
genlerinin ekspresyonunun dért hicre hattinda
da anlamli sekilde azaldidi belirlendi (kat
dizenlenmesi = £2,00; p < 0,05). En ylksek kat
dizenlenmesi MDA-MB-231 hucrelerinin TRADD

genin ekspresyonunda belirlendi (kat
dizenlenmesi = -2164,77; p < 0,05). En c¢ok
sayilda gende anlamh  degisim  MCF7

hicrelerinde belirlendi. On bir gende anlamli kat
dizenlenmesi meydana geldigi belirlendi (kat
diizenlenmesi = +2,00; p < 0,05). Benzer sekilde
anastatik MDA-MB-231 hlicrelerinde de apoptotik
gruba goére on genin ekspresyonunun anlamh
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sekilde diizenlendigi belirlendi (kat diizenlenmesi
= +2,00; p < 0,05). En az gende diizenlenme ise
MKKH grubunda belirlendi, anastatik hiicrelerde
apoptotik hlcrelere gére dort genin
ekspresyonunun anlamh sekilde dlzenlendigi
belirlendi (kat dizenlenmesi = £2,00; p < 0,05).

Anastaz, apoptozun sonlanma agsamasinda
yer alan sistein tipi endopeptidaz aktivitesini
etkilemektedir

Anastatik MCF7, MDA-MB-231, MKKH ve saglikli
MCF10A hcrelerinde, apoptotik hiicrelere gore
anlamli degisim belirlenen (kat dizenlenmesi =
+2,00; p < 0,05) genlerin yer aldigi gen ontoloji
ve KEGG yolak analizleri ile anastazda etkilenen
molekuler surecler tanimlanarak, en yuksek iligki

Tablo-1. Canl, apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdeleri.

belirlenen en fazla bes yolak listelendi (Sekil-4,
Tablo-3-5). Apoptoz - ¢oklu turler yolag
(KEGG_ID: hsa04215) tim hucrelerde ortak
sekilde belirlenerek, bu yolakta yer alan toplam
30 genden sekiz tanesinin anastatik MCF7
hicrelerinde ifade degisikligi gosterdigi
tanimlandi. Apoptoz iliskili yolaklara ek olarak,
degerlendirilen tim anastatik hlcre gruplari,
platin ilag direnci yolagi (KEGG_ID: hsa01524) ile
iliskilendirildi. Gen ontoloji analizi sonuglari
degerlendirildiginde ise tim anastatik hicre
gruplarinda “apoptozun sonlanma asamasinda
yer alan sistein tipi endopeptidaz aktivitesinin
(GO_ID: 0043027) regule edildigi belirlendi.

Canli hiicre (%)

Apoptotik hiicre (%) Nekrotik hiicre (%)

Kontrol 93,00

MCF7 Apoptoz 17,60
Anastaz 89,70

Kontrol 98,50

MDA-MB-231 Apoptoz 52,70
Anastaz 73,00

Kontrol 98,90

MKKH Apoptoz 34,90
Anastaz 69,70

Kontrol 99,10

MCF10A Apoptoz 92,90
Anastaz 98,20

6,00 1,00
76,80 5,60
9,50 0,80
1,30 0,20
46,70 0,60
26,30 0,70
0,60 0,50
65,00 0,10
29,40 0,90
0,40 0,50
4,60 2,50
0,30 1,50

Tablo-2. Anastatik hicrelerin gen ekspresyonlarinin apoptotik hiicrelere gore kat degisimleri

Genler MCF10A MKKH MDA-MB-231 MCF7

N tif BCL2 9,29** 1,27** 47,50** 7,75
egati

rogilatsr  BIRC3 3,62+ -1,22% -1,09* 2,84%

XIAP -6,30** -1,73** -1,27** 3,31**

APAF1 -4,81** -2,64** -156,50** -6,00**

BAD 1,20** 1,29** -19,29** -1,52**

BID -3,26** 1,01** 1,12** -3,62**

CASP3 -1,94** -2,00** -4,72*%* -1,71**

Poyzitit CASP7 -2,51** -5,50** -6,41** -3,22**
oziu

regiilator DIABLO -1,66** -4,23** -58,49** -3,02**

FADD -7,54** -1,54** -1,34** -10,82**

FAS -3,08** 1,41** -4,08** -3,77*

TNF 1,53** -1,25** -33,59** -1,21**

TP53 23,51** 1,31** -45,89** -3,35**

TRADD -1,89** -1,95** -2164,77** -3,40**

** p <0,05; * p <0,01
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Tablo-3. Anastatik hiicrelerde yolak analizlerinin istatistiksel degerlendirmesi

MCF7 MDA-MB-231 MKKH MCF10A
Ortalama kiimeleme 0,949 0,896 1 0,663
katsayisi
PPI* zenginlestirme p- <1,0e-16 1,11e-16 5,88e-07 <1,0e-16
degeri
*PPI; protein- protein interaction
Tablo-4. Anastatik hilicrelerde ekspresyon degisimi belirlenen genlerin KEGG yolak analizi.
2 € < g” 53 L8 g % i~ o4
3 g Sg> 53¢ @ o
L>I<J - >2® >3 = S
hsa04215 Apoptoz - ¢oklu turler 8 30 2,68 2,53E-18
- hsa01524 Platin ilag direnci 8 70 2,31 8,03E-16
Ig hsa04210 Apoptoz 11 132 2,17 7,17E-22
hsa04115 p53 sinyal yolu 5 72 2,09 1,14E-08
hsa05222 Kuaguk hacreli akciger kanseri 5 92 1,99 3,40E-08
hsa04215 Apoptoz - ¢oklu turler 7 30 2,71 1,90E-16
g hsa01524 Platin ilag direnci 8 70 2,4 6,62E-17
g hsa04115 p53 sinyal yolu 5 72 2,18 3,84E-09
= hsa04210 Apoptoz 9 132 2,17 1,35E-17
hsa05222 Kuguk hucreli akciger kanseri 5 92 2,07 1,02E-08
hsa04215 Apoptoz - ¢oklu tlirler 5 30 2,51 1,63E-10
§. hsa01524 Platin ilag direnci 6 70 2,22 3,90E-11
%2 hsa04210 Apoptoz 10 132 2,17 9,82E-20
% hsa05134 Lejyonelloz 4 55 2,15 2,88E-07
hsa04115 p53 sinyal yolu 5 72 2,13 6,88E-09
hsa04215 Apoptoz - ¢oklu tlirler 4 30 2,81 2,55E-09
- hsa05134 Lejyonelloz 3 55 2,43 1,10E-05
g hsa04210 Apoptoz 4 132 2,17 3,75E-07
hsa01524 Platin ilag direnci 2 70 2,15 0,0049
hsa04115 p53 sinyal yolu 2 72 2,13 0,0049
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Tablo-5. Anastatik hiicrelerde ekspresyon degisimi belirlenen genlerin gen ontoloji (GO) analizi.

C .— - c < -
2 E ~Ec8 2SEc8 9z x
o g S2%y $2s8F5 £ 8
O [ >C_’ = » >C_’ 329 » = w
0043027  Apoptotik stiregte yer alan sistein tipi 2 25 215  0,0462
endopeptidaz inhibitér aktivitesi
~ 0043028  /\poptotik strecte yer alan sistein tipi 3 44 2,08  0,0068
L endopeptidaz diizenleyici aktivite
% 0032813 Tumor nekroz faktorl reseptori stper 3 48 205 0.0068
ailesi baglanmasi ' ’
0002020 Proteaz baglama 3 138 1,59 0,0374
0042802 Proteaz baglama 7 1896 0,82 0,0203
0005123 Oliim reseptdéri baglanmasi 2 20 2,34 0,0482
Apoptotik surecte yer alan sistein tipi
g 0043027 endopeptidaz inhibitsr aktivitesi 2 25 224 00482
L oog3opg ~ Apoptotik siregte yer alan sistein tipi 3 44 217  0,0035
s endopeptidaz diizenleyici aktivite
0002020 Proteaz baglama 3 138 1,67 0,0482
0042802 Proteaz baglama 6 1896 0,84 0,0482
0097200 Apopt.ozuln spnlanma aggmasmqa.yer. alan 2 4 2.99 0,0038
o sistein tipi endopeptidaz aktivitesi
N 0070513 Olim alani baglama 2 11 2,55 0,0148
. Apoptotik slrecte yer alan sistein tipi
)
= 0008656 endopeptidaz aktivator aktivitesi 2 18 2,34 0,0205
<D( 0005164 TUmor nel:)ro; faktori reseptori 5 31 2.10 0,037
= L baganmas
0032813 Tamor nekr_oz f_aktczru reseptorl stiper 3 48 2.09 0,0032
ailesi baglanmasi
~ Apoptozun sonlanma asamasinda yer alan
¥ 0097200 FPoptozunsor se 'a yer 2 4 3,39  0,0015
= sistein tipi endopeptidaz aktivitesi
: | ! L 1 ~ ANASTAZ
38 » i ! 4 [
S | I O APOPTOZ
a.l. 3 P ‘ i T i - — .- = T i/ . = KONTROL
[ R o p
{ § H N ANASTAZ
i 3 / i ’ % APOPTOZ ;
/ : K 7 < KONTROL
LR L R )]
3 R e e e TR e M e | = Canli
i T ANASTAZ EZ3 Apoptotik
! : H ) $  APOPTOZ T B Nekrotik
1 1 . £ E =
o 1 g ! / KONTROL <
i / i R
C. 1. % Frrmmwrrrrmrorme e |17 Hremmrrrerrm et |15 Jrrrs v e g ANASTAZ
= 2 5 L APOPTOZ
{ L L Q
i ; i S KONTROL ,
4 1 H T T T T T 1
{54 = 3% ‘ E 0 20 40 60 80 100
i | | - Yiizde
d.lL -3 e [ [ £y SR BIN W00~ ux (f || (9 SHRICHMETENS Y w
Sekil-1. Annexin V testi ile apoptoz ve anastazin valide Sekil-2. Annexin V testi ile belirlenen canli, apoptotik
edilmesi: a. MCF7, b. MDA-MB-231, c. ve nekrotik hlcrelerin dagilim yizdeleri.
MKKH, d. MCF10A hicreleri; 1. Kontrol, II.
Apoptoz, Ill. Anastaz gruplari.
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Sekil-3. Anastatik hiicrelerin apoptotik hiicrelere gore gen ekspresyon degisimleri; a. Kat degisimi situn grafigi, b.
Kat diizenleme 1si1 haritasi
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KEGG_ID Tamim FELS
©: hsa04215 Apoptoz - oklu tirler [N
hsa01524 Platin ilag direnci [}
hsa04210 Apoptoz
hsa04115 pS3 sinyal yolu
hsa05222  Kilgiik hiicreli akciger kanseri
hsa05134 Lejyonelloz =
e.
¥, “'é'
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GO_ID Tanim S
G0:0097200 Apoptozun sonlanma asamasinda yer alan sistein tipi endopeptidaz aktivitesi = |
G0:0070513 0Olim alani baglama =]
G0:0008656 Apoptotik siiregte yer alan sistein tipi endopeptidaz aktivator aktivitesi | |
G0:0005123 Oliim reseptorii baglanmasi [l
G0:0043027 Apoptotik siirete yer alan sistein tipi endopeptidaz inhibitor aktivitesi [ Il
G0:0043028 Apoptotik siiregte yer alan sistein tipi endopeptidaz dizenleyici aktivite [0l
G0:0005164 Tumor nekroz faktdrii reseptorii baglanmasi
G0:0032813 Tumér nekroz faktorii reseptort siiper ailesi baglanmasi [ I
G0:0002020 Proteaz baglama
G0:0042802 Ozdes protein baglama

f.

Sekil-4. Anastatik hiicrelerde anlaml ifade degisimi belirlenen genlerin iligki analizleri; a. MCF7, b. MCF10A,
¢.MDA-MB-231, d.MKKH hicreleri; e. KEGG yolak analizi 1si haritasi; f. GO analizi 1s1 haritasi

TARTISMA anastaz fenomeni arastirimistir. Bu amagla
Calismamizda, giincel veriler dogrultusunda en  kanser heterojenitesi g6z 6niinde bulundurularak
yaygin  kanser tipilerinden  biri  olarak iki farkli tipteki meme kanseri hiicre hatti, anastaz
siniflandirlan  meme  kanseri  hicrelerinde, fenomeninin ilag direnci Uzerindeki olasi etkinligi
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nedeniyle meme kanseri kok hicreleri (MKKH) ve
onkojenik transformasyona etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla saglikli meme hucreleri
calismanin in vitro modelleri olarak kullaniimistir.
Bu hicrelerde apoptoz ve anastaz indiklenmis
ve bu slregler valide edilmistir. Anastatik
hicrelerdeki apoptoz iligkili genlerin ekspresyon
degisimleri, apoptotik hlcrelere gére belirlenmis,
bu genlerin yolak analizleri gergeklestirilerek
anastazin etkili olabilecedi temel mekanizmalar
tanimlanmistir.

Apoptoz indiksiyonunun ardindan canli hicre
yuzdesinde en biyilk azalis MCF7 hicrelerinde
belirlenmistir. Bu hicreleri sirasiyla MKKH’leri ve
MDA-MB-231 hicreleri takip etmis, etanol
uygulamasina baglh olarak en az canllik azaligi
ise saglikli MCF10A hicrelerinde belirlenmistir.
Bu sonuglar, ekibimizin ayni hiicre grubunu
iceren farkli bir c¢alismasinin sonuglari ile
karsilastirildiginda, benzer sekilde, MDA-MB-231
hicrelerinin apoptotik uyaranlardan MCF7 ve
MKKH hicrelerine gére daha az oranda
etkilendigi, MCF10A hiicre hattinin ise en disuk
oranda apoptoza yoneldigi énerilebilmektedir (2).
Ayrica apoptoz uyarimi ile uyumlu sekilde,
anastazin indiklenmesi ile apoptotik hiicre
yluzdesinde en yiksek azalis MCF7, en disuk
azalis ise MCF10A hicre hattinda belirlenmistir.
Bu sonug, hicrelerde hem apoptoz uyarimi igin
gereken indukleyici faktér miktari ve maruziyet
suresinin hem de apoptozun tersine g¢evrilmesi
icin gereken surenin hicre tipleri arasinda
farklihk sergileyebilecegini gostermektedir.

Elde edilen tim gen ekspresyon sonuclari
degerlendirildiginde en yuksek ifade degisimi
MDA-MB-231  hucrelerinin  TRADD geninde
belirlenmistir (kat dizenlenmesi = -2164,77; p <
0,05). En c¢ok sayida gende kat degisimi MCF7
hicrelerinde belirlenmistir. Degerlendirilen on
dért genden on bir tanesinde anlamli kat
dizenlenmesi meydana gelmistir (kat
dizenlenmesi = +2,00; p < 0,05). Benzer sekilde
anastatik MDA-MB-231 hucrelerinde de apoptotik
gruba goére on genin ekspresyonu anlamli sekilde
dizenlenmistir (kat dizenlenmesi = £2,00; p <
0,05). Sitometrik 6lgim ile belirlenen apoptotik
hicre ylzdesi degisimleri ile uyumlu olan bu
sonug, MCF7 ve MDA-MB-231 hicre hatlarinin
belirtilen  kosullardaki apoptoz - anastaz
dénisimine c¢alismadaki diger hicrelere goére
daha duyarl olabilecegini géstermektedir. En az

gende dizenlenme ise MKKH grubunda
belirlenmis, anastatik hlcrelerde  apoptotik
394

hiicrelere gére dort genin ekspresyonu anlamli
sekilde duzenlenmistir (kat dizenlenmesi 2=
1+2,00; p < 0,05).

Apoptozun temel olarak kaspazlar ve Bcl2 ailesi
Uyeleri tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (8).
Calismada Bcl2 ailesinin antiapoptotik
Uyelerinden BCL2 geninin apoptoza gore anastaz
gruplarindaki ekspresyon seviyesinin tim hicre
hatlarinda arttigi belirlenmistir. MKKH’ lerindeki
degisim 2 katin altinda olmakla birlikte tim

gruplardaki  degisimler istatistiksel  olarak
anlamlidir (p < 0,05). Etanolin farkli hicre
hatlarinda BCL2 badimli yolak Uzerinden

apoptozu indikledigi farkli calismalar araciligiyla
g6sterilmistir (9). Bununla uyumlu olmakla birlikte
calismamizda apoptotik gruba gbére anastatik
grupta anti-apoptotik BCL2 geninin ekspresyon
seviyesinin artisi, anastaz mekanizmasinda da
bu geninin ekspresyon seviyesinin  kritik
basamaklardan birini olusturabilecegini
Onermemize neden olmaktadir.

BAD ve BID genleri Bcl2 ailesinin proapoptotik
dyelerini kodlamaktadir. Bu genlerin BCL2
geninin kodladidi protein ile antagonize sekilde
mitokondriden sitokrom C salinimi
mekanizmasiyla intrinsik apoptozu dizenledigi
bilinmektedir (8). Calismamizda BAD geninin
ekspresyon seviyesi yalnizca MDA-MB-231; BID
geninin ekspresyon seviyesi ise MCF10A ve
MCF7 hucrelerinde anlamli azalis gostermistir.
Bu sonug¢ anastazda Bcl2 ailesinin proapoptotik

Uyelerinin  temel rol  oynamayabilecegini
onermemize neden olmustur. Mitokondriden
salinan sitokrom C, APAF1 geni tarafindan
kodlanan Apaf1 proteinine baglanarak

apoptozom kompleksini olusturmaktadir (8).
APAF1 geni Casp9un kofaktorii olarak islev

gOstererek intrinsik apoptotik yolagin temel
dlzenleyicilerinden  olan  Apaf1 proteinini
kodlamaktadir (10). Bu genin ekspresyon

azalisinin meme kanseri hucrelerinde apoptoz
inhibisyonu ve ilag direnci ile iliskili olabilecegdi
Onerilmistir (11). Calismamizda APAF1 geninin
ekspresyonu dort hicre hattinda da anlamli
sekilde azalmigtir (kat dizenlenmesi = +2,00; p <
0,05). Apaft’in ve intrinsik apoptotik yolagin
meme kanserinde anastaz mekanizmasi ile iligkili
olabilecegini 6nermekteyiz.

Apoptozun bir diger mekanizmasi ise hicre disi
ligandlarin spesifik reseptorleri uyarmasi ile
dizenlenen ekstrinsik apoptoz yolagidir. Bu yolak
hiicre membraninda yer alan 6lum reseptdrlerine
spesifik sekilde baglanabilen ligandlar tarafindan
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uyarilarak 6lim sinyalini hicre igine aktarmakta
ve hicreyi programli sekilde olime
yonlendirmektedir (12, 13). Bu slrecte yer alan
FAS reseptorinin ekspresyon seviyesi MKKH
disinda tim gruplarda anlaml azalis; FAS iligkili
adaptor proteini kodlayan FADD geni de benzer
sekilde MCF10A ve MCF7’de anlamli azalis
gOstermistir (kat dizenlenmesi = £2,00; p < 0,05).
Bu yolakta yer alan bir diger reseptor - ligand
iliskisi de TNF - TNFR1 arasinda bulunmaktadir.
Bu siirecte yer alan araci protein TRADD geni
tarafindan kodlanmaktadir. FADD ve TRADD
genlerinin kodladigi araci proteinlerin etkilesimi
ile yolagin proteazi Kaspaz 8 aktiflestirilerek
stre¢ devam ettiriimektedir (14). Calismamizda
TNF geninin ekspresyon seviyesi sadece MDA-
MB-231 hicre hattinda, TRADD geninin
ekspresyon seviyesi ise MCF7 ve MDA-MB-231
hicre hatlarinda anlamh azalis gostermistir (kat
dizenlenmesi =2 +2,00; p < 0,05). Bltun olarak
degerlendirildiginde ekstrinsik yolagin MKKH’
lerinde olmamakla birlikte MCF7 ve MDA-MB-231
hicrelerinde anastaz surecinde rol
oynayabilecegini 6ngérmekteyiz.

intrinsik ve ekstrinsik yolak farkli uyaranlar
aracihgiyla inddklenip farkli yolaklar halinde
dizenlenmekle birlikte, bu iki slregte de ortak
sonlandirici kaspazlar yer almaktadir. CASP3 ve

CASP7 tarafindan kodlanan Kaspaz3 ve
Kaspaz7 proteinleri sirasiyla hucreyi o6lime
g6tiren sonlandirici kazpazlardir (15).

Calismamizda CASP3’liin ekspresyon seviyesi
sadece MKKH ve MDA-MB-231 hucrelerinde
anlamli azahg gobstermis olmakla beraber,
CASP7’nin ekspresyon seviyesi tim hucrelerde
anlamli sekilde azalmistir (kat dizenlenmesi =
12,00; p < 0,05). Bu durum anastazin farkl

hicrelerde farkh yolaklar Uzerinden
baslatilabilmekle birlikte sonlandirici kaspazin
ifade degdisiminin ortak sekilde rol

oynayabileceginin gdsterilmesi bakimindan dikkat
cekmektedir.

XIAP ve BIRC3 apoptoz inhibitér proteinleri
kodlamaktadir.  Bu  intibitérlerin  kodladigi
proteinler kaspaz 3 ve kaspaz 7 ile etkilesim
kurarak apoptozun sonlanmasini
engellemektedir. Bu inhibitdrlerin DIABLO geni
tarafindan kodlanan proapoptotik protein ile
etkilesimi apoptoz inhibitdrlerini engelleyerek
apoptozun  gerceklestiriimesini  sadlamaktadir
(16). Calismamizda apoptoz inhibitdrl proteinleri
kodlayan BIRC3 ve XIAP genlerinin sadece
MCF7 hicrelerinde anlamli  sekilde artis
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gosterdigi  belirlenmistir (kat dizenlenmesi =
12,00; p < 0,05). Bu durum apoptozu indikleyen
etmenden en yuksek oranda bu hucre grubunun

etkilenmesi ile uyumlu goérilmekte, apoptoz
inhibitoérlerinin anastaz surecine katki
saglayabilecedini duslndurmektedir. DIABLO

geni ise saglkli MCF10A hicre hatti disindaki
tim hicrelerde anlamli azalig gostermistir.

Calismamizin en dikkat ¢ekici bulgularindan birini
ise TP53 geni olusturmaktadir. TP53 geninin
kodladigi timoér protein 53, hem intirinsik hem de
ekstrinsik yolagin dizenlenmesinde rol
oynamaktadir (17). Bu timor baskilayici genin
ekspresyon seviyesi MDA-MB-231 ve MCF7
hicrelerinde azalis gosterirken saglikhh MCF10A
hlcrelerinde ise anlamli artis gostermistir (kat
dizenlenmesi = +2,00; p < 0,05). Benzer sekilde
MKKH grubunda da artis belirlenmis ancak bu
artis anlamh dizeyde bulunmamistir (kat
dizenlenmesi < +2,00). Bu sonug saglkl
MCF10A hicrelerinde apoptoz - anastaz
doénlsiminidn daha dasik seviyede kalmasinin
temelinde yer alan nedenlerden biri olarak
goérilebilecektir.

Anastazin induklendigi tim hlicre gruplarinda
ortak sekilde apoptozun sonlanma asamasinda
yer alan sistein tipi endopeptidaz aktivitesinin
etkilendigi belirlenmigtir (GO_ID: 0043028; FDR
< 0,05; iligki > 2,00). Apoptozun geri donlisimsuz
bir stre¢ oldugu genel kabulinin aksine, kaspaz
kaskadinin  aktivasyonunun  ardindan  bile
hicrenin canlihdini geri kazanabilecedi, anastaz
alaninda gercgeklestirilen 6nclil c¢alismalarda
belirlenmistir (4). Bununla uyumlu olarak kaspaz
aktivitesinin  anastazda rol oynayabilecegi
calismamizdan elde edilen bulgularla
desteklenmektedir. Ayrica hucrelerde anastaz
indUksiyonun, kanserde ila¢ direnci ile iligkili
olabilecedi (KEGG_ID: hsa01524; FDR< 0,05;
iliski = 2,00) belirlenmistir.

SONUG

Sonu¢ olarak anastaz mekanizmasinin farkh
hiicre hatlarinda farkli genler tarafindan
diizenlenebilecedi ancak oOzellikle APAF1 ve
CASP7 genlerinin  bu suregte Kkilit rol
oynayabilecegini 6nermekteyiz. Ayrica TP53
geninin ekspresyon artisinin apoptoz - anastaz
doénidsiminin engellenmesi acgisindan kritik bir
sureci yurutebilecedi de oOnerilmektedir. Kanser

hicrelerinin programli olarak Olime
yonlendiriimesi, tedavi stratejilerinin  temelini
395



olugturmaktadir. Apoptozun kesintiye ugrayarak
hicre canliliginin geri kazanimi ise basta ilag
direnci gibi koétu prognoz ile iliskili sireglerin
temelinde yer alan 6nemli fenomenlerden biri
olarak dikkat gcekmektedir. Bu slreci dizenleyen
molekiler mekanizmalarin  aydinlatiimasinin
kanser arastirmalari igin 6nemli bir dénim

Cikar catismasi: Herhangi bir c¢ikar catismasi
bulunmamaktadir.
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