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OZET
Onemli ve ¢ok yénlii bir epigenetik diizenleyici olan Methyl-CpG-binding Domain
Protein 2 (MBD2)’nin, pluripotensi, hiicre ¢ogalmasi, bazi bagisiklik hiicrelerinin
olgunlasmasi, glikolitik yolak vb. bir¢cok hiicresel mekanizmada ve kanser basta olmak
lizere baz1 hastaliklarda rol oynadigi bildirilmistir. MBD2 nin farkli hiicre tiplerindeki
(kok hiicre, somatik hiicre vb.) diizenleyici roliine ve kanserde terapdtik hedef olma
potansiyeline ragmen simdiye kadar tanimlanmais tek kimyasal inhibitorii KCC-07"dir.
Bu tez kapsaminda, daha oOnce in silico yontemlerle tanimlanan ve MBD2'nin
metillenmis DNA-baglanma domenini hedef alan aday inhibitorlerin, saglikli (HFF-1)
ve farkli kanser hiicre hatlarindaki (HUH-7, U-2 OS, PC-3, MCF-7) sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Bu kiigiik kimyasal molekiillerin hiicre canliliklarina etkisi, WST-1
proliferasyon deneyi ve akim sitometrisi (Annexin V boyama) kullanilarak, KCC-07
ile karsilagtirmal1 olarak analiz edilmistir.
Elde edilen sonuglar, Bilesik 1 ve Bilesik 3’{in hiicreler iizerinde anlaml1 bir sitotoksik
etkiye sahip olmadigini ortaya koymustur. Buna karsin, bir diger aday olan Bilesik 2;
HUH-7, U2-OS ve MCF-7 gibi agresif veya metastatik karaktere sahip kanser
hatlarinin proliferasyonu ve canlilig1 tizerinde %95’e varan inhibisyon saglamistir.
Ayrica, tim kanser hiicre hatlarinda bu aday molekiil i¢in hesaplanan LCsg
degerlerinin, KCC-07 i¢in hesaplanan degerlere oranla 7 kata kadar daha diisiik oldugu
saptandi. Kisacasi; Bilesik 2, KCC-07’ye gorece daha diisik doz ve daha kisa
siirelerde, daha etkili bir sitotoksisite sergilemistir. Degerlendirmelerimize gore
kimyasal molekiillere en direngli (PC-3) ve en hassas (HUH-7) kanser hatlar1 ile HFF-
1 hiicre hattinda, biiylime egrilerinde goriilen diisilisiin nedeni arastirilmistir. HFF-1 ve
PC-3 hiicrelerinde KCC-07 ve Bilesik 2 nin genel itibariyle apoptoza neden oldugu
fakat bu molekiiller varliginda HUH-7 hiicrelerindeki 6limiin nekrozdan
kaynaklandig1 tespit edilmistir.
Sonugta; bu tez, tarafimizdan sentezlenen ii¢ orijinal kimyasal molekiiliin hiicreler
lizerindeki sitotoksik etkilerine dair ilk bulgular1 raporlamistir. Ikinci olarak
calismamiz, literatiirde yalnizca medulloblastomda ¢alisilmis KCC-07’nin farkli
kanser hatlarindaki sitotoksik etkilerini ilk defa kapsamli olarak inceleyen bir nevi
“KCC-07 kanser paneli” ortaya koymustur. Boylece, bahsedilen iki énemli 6zgiin
yonii ile bu tez, epigenetik ilag olma potansiyeline sahip yeni MBD2 inhibitor
adaylarmin fonksiyonel etkilerinin incelendigi arastirma projesi (TUSEB 2022-B-02-
22387) kapsamindaki ilk bulgular1 bize kazandirmistir.

Anahtar Kelimeler: Epigenetik, DNA metilasyonu, histon deasetilasyonu, KCC-
07, ilac kesfi.
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ABSTRACT
Methyl-CpG-binding Domain Protein 2 (MBD2) is a crucial and multifaceted

epigenetic regulator implicated in various cellular processes, including pluripotency,
cell proliferation, the maturation of certain immune cells, glycolytic pathways, and
several diseases, particularly cancer. Despite its regulatory role in different cell types
(e.g., stem cells, somatic cells) and its potential as a therapeutic target in cancer, KCC-
07 remains the only chemically identified inhibitor of MBD2 to date.

In this thesis, the cytotoxic effects of candidate inhibitors—previously identified
through in silico approaches and targeting the methylated DNA-binding domain of
MBD2—were investigated in healthy (HFF-1) and various cancer cell lines (HUH-7,
U-2 OS, PC-3, MCF-7). The impact of these small chemical molecules on cell viability
was comparatively analyzed with KCC-07 using the WST-1 proliferation assay and
flow cytometry (Annexin V staining).

The results demonstrated that Compound 1 and Compound 3 did not exhibit significant
cytotoxic effects on the tested cell lines. In contrast, Compound 2 inhibited the
proliferation and viability of aggressive or metastatic cancer cell lines such as HUH-
7, U2-0S, and MCF-7 by up to 95%. Moreover, the LCs values for this candidate
molecule in all cancer cell lines were up to seven times lower than those calculated for
KCC-07. Briefly, Compound 2 exhibited more effective cytotoxicity than KCC-07 at
lower doses and shorter exposure times. Then, we sought the reason for the decline in
growth curves in the most resistant (PC-3) and most sensitive (HUH-7) cancer lines
and the HFF-1 cell line to the chemical molecules according to our findings. It was
determined that KCC-07 and Compound 2 mainly caused apoptosis in HFF-1 and PC-
3 cells, but the death of HUH-7 cells in the presence of these molecules resulted from
Necrosis.

In conclusion, this thesis reports the first findings on the cytotoxic effects of three
newly synthesized original chemical molecules. Secondly, our study provides a
comprehensive “KCC-07 cancer panel” by systematically evaluating the cytotoxic
effects of KCC-07—previously studied only in medulloblastoma— across different
cancer cell lines. With its two defined specific aspects, this thesis has given us the
preliminary insights of an ongoing research project (supported by TUSEB 2022-B-02-
22387), which investigates the functional effects of novel MBD2 inhibitor candidates
with potential epigenetic therapeutic applications.

Keywords: Epigenetics, DNA methylation, histone deacetylation, KCC-07, drug

discovery.
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DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari ve RNA
interference  gibi  epigenetik mekanizmalarin  sematik
gosterimi.

Histon Modifikasyonlari.

DNA Metilasyonu.

RNA aracili epigenetik diizenleme ve transkripsiyonel
susturma.

DNA metilasyonu ve histon deasetilazlarin niikleozomlar
iizerindeki dinamik etkilesimi.

MBD protein ailesinin kesfedilen ilk iyesi olan insan MeCP2
proteinin MBD bdélgesinin yapisal konformasyonu (92 aa
uzunlugunda) PDB:1QK09.

MBD protein ailesi tiyeleri ve islevsel domenleri.

MBD2’nin tahmini yapisal konformasyonu. (AlphaFold: AF-
Q9UBB5-F1).

MBD2’nin MBD bélgesinin (79 aa uzunlugunda) ¢ift zincirli
DNA’da metillenmis mCG bdélgeleriyle olan etkilesimi PDB:
6CNQ.

Inhibitor adaylarinin analizi i¢in kullanilan deneysel tasarim.
HFF-1 hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C)
ve Bilesik 3 (D) varliginda 3 giinliik bliyiime egrisi

KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’iin
HFF-1 hiicre hatti iizerindeki konsantrasyona bagli hesaplanan
%350 oldiiriicti doz (LCso) degerleri.

KCC-07 ve Bilesik 2 icin farkli giinlerde hesaplanan LCso
degerlerinin (HFF-1) karsilagtirmas.

HUH-7 hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C)
ve Bilesik 3 (D) varliginda 3 giinliik biiyiime egrisi.

KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’iin
HUH-7 hiicre hatt1 {izerindeki konsantrasyona bagl
hesaplanan %50 odldiiriicii doz (LCsp) degisimi.

KCC-07 ve Bilesik 2 i¢in farkli giinlerde hesaplanan LCsg
degerlerinin (HUH-7) karsilastirmasi.

U2-0S hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C)
ve Bilesik 3 (D) varliginda3 giinliik biiyiime egrisi

KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’iin
U2-OS  hiicre hatti iizerindeki konsantrasyona bagl
hesaplanan %50 6ldiiriicii doz (LCsp) degisimi.

KCC-07 ve Bilesik 2 icin farkli gilinlerde hesaplanan LCsg
degerlerinin (U2-OS) karsilastirmasi.

PC-3 hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C)
ve Bilesik 3 (D) varliginda 3 giinliik biiylime egrisi.

KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’iin
PC-3 hiicre hatti iizerindeki konsantrasyona bagli olarak
hesaplanan %50 6ldiiriicii doz (LCso) degisimi.
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1. GIRIS

1.1. Epigenetik

Epigenetik, DNA diziliminde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ekspresyonunun
diizenlenmesini saglayan bir mekanizmadir. Diger bir deyisle, birgcok hiicreli
organizmadaki hiicrelerin ayn1 genetik materyale sahip olmasina ragmen farkli islevler
kazanmasina olanak tantyan molekiiler bir siirectir. Epigenetik mekanizmalar, genlerin
hangi hiicrede ne zaman ve ne seviyede aktif olacagini kontrol eder. Ayrica, gevresel
faktorlerin gen aktivitesini nasil etkiledigini ve bu degisimlerin hiicresel hafizada nasil
depolandigi da epigenetik mekanizmalar ile agiklanabilmektedir. Epigenetik
diizenlemeler, hiicre ici sinyaller ve gevresel faktorlerle tetiklenerek organizmanin
gelisimi, homeostazi ve hastaliklara yatkinlig1 gibi farkli biyolojik siiregler tizerinde
onemli bir kontrol saglar [1]. Sekil 1.1’de sematize edildigi iizere epigenetik

diizenlemeler ii¢ ana baslikta siniflandirilmaktadir:

Bu degisikliklerden ilki dogrudan genetik materyal iizerinde gerceklesen DNA
metilasyonudur. DNA iizerinde 6zellikle promotor bolgelerde veya yakinlarinda CpG
diniikleotid tekrarlarina eklenen metil gruplari, gen ifadesinin susturulmasiyla
iligkilidir, bdylece ilgili genin ekspresyonu baskilanir. DNA metilasyonu,
organizmalarin normal gelisim siireglerinde kritik bir rol oynadig: gibi kanser basta
olmak iizere farkli hastaliklarda anormal metilasyon desenleri (metilasyon patterni)

gozlemlenebilir [2].

Bir diger onemli epigenetik mekanizma kromatin yapisini degistiren histon
modifikasyonlaridir. DNA, 6karyotlarda histon adi verilen bazik proteinlere sarilidir
ve bu histonlar, genetik materyalin kompaktligin1 ve erisilebilirligini kontrol eder.
Histonlarin metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon gibi kimyasal degisikliklere
ugramasi, DNA'ya baglanan diger proteinlerin (RNA polimeraz, transkripsiyon
faktorleri vb.) o bolgeye erisimini etkileyerek gen aktivitesini degistirir. Asetilasyon
genellikle gen aktivitesini artirirken, metilasyon hem baskilama hem de aktivasyonla
iliskili olabilir [3].

Son olarak, kodlamayan RNA aracili epigenetik mekanizmalar (RNA interference,
RNAI), ozellikle kiigik RNA molekiillerinin (siRNA ve miRNA gibi) gen
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ekspresyonunu kontrol etmesi ile bilinir. Bu kodlamayan RNA’lar, hedef genlerin
dogrudan kendisine veya MRNA transkriptine baglanarak onlarin ifadesinin
durdurulmasini saglar. Bu mekanizmalarin ¢evresel streslere tepki olarak devreye
girebilecegi ve organizmalarin adaptif tepkiler gelistirmesine katkida bulunabilecegi

diistiniilmektedir [4].

Epigenetik degisikliklerin en dikkat ¢ekici 6zelliklerinden biri de bazi durumlarda
nesiller aras1 aktarim potansiyelidir. Yani, bireyin hayati boyunca yasadigi ¢evresel
etkiler, sonraki nesillerde de gézlemlenebilecek kalici epigenetik isaretler birakabilir.
Bu durum, organizmalarin kalitsal bilgiyi; yalnizca genetik materyalle degil, ayni
zamanda yasadiklari ¢evreye ve deneyimlere bagli olarak genom tizerinde kazandiklari

epigenetik profille aktardigini bizlere gostermektedir [4].
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Sekil 1.1: DNA metilasyonu, histon modifikasyonlart ve RNA interference gibi
epigenetik mekanizmalarin sematik gosterimi [5].

1.1.1. Histon Modifikasyonlari

Okaryotik hiicrelerde DNA, histon ad1 verilen proteinler iizerine sarilarak niikleozom
ad1 verilen yapilar1 olusturur. Niikleozomlar kromatin boyunca, genomun
paketlenmesinden ve topolojisinden sorumlu tekrarlanan yapisal birimleri olusturur.
Histonlar {izerinde gergeklesen post-translasyonel modifikasyonlar, DNA'nin histon
proteinlerine olan afinitesini degistirerek ilgili bolgedeki kromatin yapisinin daha
kompakt veya gevsek olmasina neden olur. Bu modifikasyonlar genellikle histon

proteinlerinin N-terminal kuyruklarinda meydana gelen asetilasyon, metilasyon,



fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi kimyasal degisiklikleri igerir (Sekil 1.2).
Histonlarin N-terminal kuyruklarina eklenen kimyasal gruplarin kromatinde neden
oldugu yapisal degisiklikler, genetik materyalin erisilebilirligini diizenler [6]. Yani,
ilgili kromatin bolgesi agilarak gen ifadesine imkan saglanir veya daha kompakt hale

gelerek ekspresyon baskilanmis olur.

Histon modifikasyonlarinin bu dinamik etkisi, histon kodu hipotezi ile
aciklanmaktadir. Bu hipoteze gore, farkli histon modifikasyonlari, belirli genlerin ne
zaman ve nasil aktive olacagini veya baskilanacagini belirleyen epigenetik isaretler
olarak iglev goriir [7]. Fakat histon modifikasyonlarinin gen ekspresyonunu dogrusal
bir sekilde diizenleyen dijital bir bilgi tasiyicisi gibi islev gordiigii diisiincesi, daha

sonra yapilan arastirmalarla biiyiik 6l¢lide sorgulanmustir [8, 9].

Asetilasyon, histon modifikasyonlar1 i¢cinde en ¢ok ¢alisilan mekanizmalardan biridir.
Ozellikle, histon H3'iin K9 ve K14 pozisyonlarindaki lizinlerin asetillenmesi, gen
ekspresyonunun artmasiyla iliskilendirilmistir [10]. Asetilasyon, genellikle
histonlardaki pozitif yiiklii lizinlerin negatif yiikli DNA ile etkilesimini azaltarak
kromatinin daha gevsek bir yapiya gegmesine neden olur ve bu da transkripsiyon
faktorlerinin DNA'ya erigimini kolaylastirir. Bu olayin, cis modeli olarak adlandirilan
mekanizma ile DNA'ya dogrudan etkisi oldugu distiniilmektedir [11]. Bununla
birlikte, asetilasyonun trans model ile de gen aktivitesini etkiledigi gdsterilmistir. Bu
modelde, asetillenmis lizinler, kromatin/niikleozom yapisin1 diizenleyici proteinlerin
baglanma noktas: haline gelir. Ornegin, asetillenmis lizinleri tantyan bromo domain
iceren SWI/SNF kompleksi gibi proteinler, kromatinin yapisini degistirerek gen
ekspresyonunu aktive eder [12]. Bu baglamda, asetilasyonun hem dogrudan DNA
yapisina etki ettigi hem de kromatin diizenleyici proteinlerle etkilesime girerek

transkripsiyonu diizenledigi ortaya konmustur.

Histon metilasyon ise daha karmasik bir rol oynar; hem gen aktivasyonu hem de gen
baskilanmasi ile iliskilendirilebilir. Ornegin, H3 histonunun 9. lizinine (H3K9)
eklenen metil gruplari, genellikle heterokromatin olusumuna ve gen susturulmasina
neden olurken; H3'in 4. lizinine (H3K4) eklenen ii¢ metil grubu, aktif gen bolgelerinde
bulunur ve transkripsiyonu tesvik eder [13]. Farelerde yapilan bir ¢alisma, H3’{in 27.
lizininin (H3K27) metilasyonunun baskilayict bir isaret oldugunu ve bu
modifikasyonun  Polikomb  Repressif Kompleksi 2 (PRC2) araciligiyla
gerceklestirildigini gostermistir [14]. Bu kompleksin, 6zellikle embriyonik gelisim
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stirecinde kritik rol oynadig1 ve genetik programlarin diizenlenmesinde 6nemli oldugu

tespit edilmistir [15, 16].
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Sekil 1.2: Histon Modifikasyonlar1 [17]. Dort ana post-translasyonel modifikasyon;
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon gosterilmistir. Bu
modifikasyonlar1 genellikle histon proteinlerinin N-terminal kuyruklarinda
olmasmin yani sira C-terminal uglarinda ve niikleozom g¢ekirdegindeki
kiiresel bolgede de meydana gelir.

1.1.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, gen ekspresyonunu diizenleyen ve transpozonlarin hareketliligini
baskilayan onemli bir epigenetik mekanizmadir. Metilasyon, genellikle tekrarlayan
niikleotid dizilerinde meydana gelir ve bu dizilerin susturulmasina yardime1 olur [18].
Bu mekanizma Sekil 1.3’te gosterildigi gibi, genellikle sitozin-fosfat-guanin (CpG)
tekrar bolgelerinde gergeklesir ve bu bolgelerde bulunan sitozinin 5. karbonuna metil
grubu eklenmesiyle olusur [19]. Ancak, metillenmis 5-metilsitozinlerin (5-mC)
deaminasyon yoluyla timine doniisme egilimi, CpG diniikleotidlerinin genom boyunca
nadir bulunmasina neden olur. Buna karsilik, CpG adalar1 olarak bilinen bolgeler

genellikle metillenmemis halde kalir ve bu bolgeler genellikle gen promotorlerinde yer
alir [20].



DNA metilasyon profili, hiicre i¢i ve ¢evresel faktorlere yanit olarak diizenlenir ve
DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) araciligiyla olusturulur. DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B en bilinen dkaryotik DNA metiltransferazlardir ve bu enzimlerden herhangi
birinin kaybi, organizmada 6liimciil sonuglar dogurur [21]. DNMT1, 6zellikle somatik
hiicrelerde en bol bulunan metiltransferazdir ve c¢ogunlukla DNA replikasyonu
sirasinda hemimetillenmis DNA'y1 taniyarak yeni sentezlenen DNA ipligine, kalip
zincirdeki metilasyon patternini kopyalar [22, 23]. Diger bir ifadeyle, DNMT]I
kromatin tizerindeki global metilasyon profilinin siirdiiriilebilirliginden sorumlu
metiltransferazdir ve embriyonik gelisim, genomik imprinting ve X kromozomu
inaktivasyonu gibi kritik siireglerde islev goriir [24, 25]. DNMT1'in bu metilasyon
profilini koruyucu rolii, genetik bilginin aktarimina ek olarak epigenetik kaliplarin da
nesilden nesile aktarilmasini saglar, bu da “epigenetik sablonlama” terimi ile
aciklanmistir [26]. DNMT3A ve DNMT3B ise “de novo” DNA metilasyonundan
sorumlu enzimlerdir. Sonugta, metillenmis CpG niikleotidleri iki sekilde gen ifadesini
baskilama yoniinde etki gosterir; 1) transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz gibi
proteinlerin DNA’ya baglanmasina fiziksel engel teskil eder, 2) histon modifiye edici
enzimleri ve niikleozom yapisini yeniden sekillendiren kompleksleri (remodeling

complex) ilgili bolgeye ¢eken bir epigenetik isaret olusturur. (Kaynak verilebilir)

DNA metilasyonu, yalnizca genetik diizenlemelerle sinirli kalmaz; ayni zamanda
cevresel faktorlerin etkisiyle de degisebilir. Bu durum, bireylerin yagsamlar1 boyunca
karsilastiklar stres faktorleri, beslenme diizeni, toksinlere maruz kalma gibi ¢evresel
etkilerin epigenetik profil lizerinde nasil kalict degisikliklere yol agabilecegini
gosterir. Ornegin, dogum &ncesi donemdeki beslenme yetersizliklerinin DNA
metilasyon profillerinde degisikliklere neden oldugu ve bu degisikliklerin ileriki
yasamda kardiyovaskiiler hastalik riskini artirdigi bildirilmistir [27]. Ayrica, sigara
dumani, hava kirliligi ve baz1 kimyasallara maruz kalma gibi ¢evresel stresorlerin
DNA metilasyonunu etkileyerek, kanser, norodejeneratif hastaliklar ve otoimmiin

bozukluklar gibi ciddi hastaliklarin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir [28].

Kanser, anormal DNA metilasyonunun goriildigii ve/veya neden oldugu en iyi
incelenmis hastaliklardan biridir. Kanserli hiicrelerde, genellikle tiimor baskilayic
genlerin promotdr bolgelerinde siklikla, asir1 metilasyon (hipermetilasyon) ve bu
genlerin susturuldugu goriiliir. Ornegin, p16INK4a tiimor baskilayici genin promotdr

bolgesindeki hipermetilasyon, basta kolorektal ve akciger kanserleri olmak iizere



birgok kanser tiirtinde yaygindir [29]. Bu tiir degisiklikler, hiicre boliinmesi ve 6liim

stireclerinde dengesizliklere yol acarak, tiimdr olusumuna zemin hazirlar.
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Sekil 1.3: DNA metilasyonu. Sitozin-fosfat- Guanin (CpG) niikleotid dizilerindeki
sitozinin 5. karbonuna metil grubu eklenmesi, transkripsiyon faktorlerinin
promotorlere baglanmasini engeller [30].

1.1.3. RNA aracih epigenetik mekanizmalar (RNA interference)

RNA interferans (RNAI), gen susturulmasinda kiigitk RNA molekiillerinin (siRNA ve
mMIiRNA) molekiillerinin aracilik  ettigi  kritik bir epigenetik  diizenleme
mekanizmasidir. Bu mekanizma Sekil 1.4°te gosterildigi tlzere, 0Ozellikle
transkripsiyon sonrasi siiregte mRNA'larin hedeflenmesi ve yikimi yoluyla gen
ekspresyonunu kontrol eder [31]. Ornegin, miR-21 adli mikroRNA'nin, kanser
hiicrelerinde asir1 eksprese oldugu ve tiimor baskilayici genleri hedef alarak apoptozu
baskiladigi gosterilmistir [32]. Ayrica, siRNA'lar, transpozonlar gibi mobil genetik
elemanlart susturarak genomik stabilitenin korunmasina katkida bulunur [33]. RNA
interferansinin, viriis enfeksiyonlarina kars1 bir savunma mekanizmasi olarak da islev
gordiigii bilinmektedir. Ornegin, hepatit C viriisiine karsi siRNA’larm kullanildig1 bir
calismada, siRNA'larin viriis replikasyonunu 6nemli dlgiide azalttigi gosterilmistir
[34].

RNAi’nin gen ifadesini epigenetik olarak diizenleme yetenegi, kiigiik RNA'larin
promotor bolgelerine baglanarak gen susturmasini saglamasiyla da miimkiindiir [35].
Bazi genler, transkripsiyon sonrasi iirettikleri kodlama yapmayan kiiciik RNA’lar
sayesinde kendi ifadelerini siirdiirebilirler; 6rnegin Hnf4 ve MyoD, ilgili hiicre
tiirlerine 6zgli genlerin transkripsiyonunu artirarak bu siireci destekler. Bu siirec,

epigenetik RNA sinyalizasyonunun bir pargasi olarak diisiiniilebilir ve hiicre



farklilagsmasi ile gelisim siireclerinde 6nemli rol oynar [36]. Diizenleyici RNA'lar
ayrica, kromatin modifiye edici kompleksler ve DNA metiltransferazlar gibi
proteinleri belirli gen bolgelerine yonlendirerek gen ekspresyonunun epigenetik

kontroliinii saglarlar [2].
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Sekil 1.4: RNA aracili epigenetik diizenleme ve transkripsiyonel susturma [37].

Genom modifikasyonlart DNA veya histon metilasyonlar1 potansiyel olarak hedef
genden sentezlenen DNA’ya veya yeni olusan RNA’ya baz ¢ifti olusturan kiigiik
RNA’lar tarafindan hedeflenebilir. Ayn1 zamanda kiiglik RNA’larin mRNA iizerine
olusturacaklar1 baz ¢ifti olusumu mRNA bozulmasina ve translasyonel engellemeye
varan sonuclar dogurabilir. Dogrudan dogruya bu transkripsiyonel engellemenin yani

sira translasyonel engellemeyi de beraberinde getirir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), RNAi'nin énemli bilesenlerindendir. Insanlarda bugiine
kadar yaklasik 2000 miRNA kesfedilmistir ve her biri, 100 ila 200 mRNA'y1 hedef
alarak onlarin yikimini saglar [31]. Bu kii¢iik RNA'larin, hedef mRNA'lar1 genellikle
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yikim yoluyla diizenledigi, bazi durumlarda ise translasyon seviyesinde miidahalede
bulundugu bilinmektedir [38]. Ilging bir sekilde, insan protein kodlayan genlerin
yaklagik %601 miRNA'lar tarafindan diizenlenir [39]. Bu miRNA'larin 6nemli bir
kismi, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 yoluyla epigenetik olarak kontrol
edilir [40].

1.2. DNA Metilasyonu ve Epigenetik Etkilesimleri

DNA metilasyonu, DNA iizerinde 6zellikle CpG diniikleotid bolgelerinde metil
gruplarinin eklenmesi ile gergeklesir. Bu epigenetik modifikasyon, genellikle gen
ekspresyonunu baskilar ve genlerin susturulmasinda kritik bir rol oynar. Metil
gruplart, DNA'nin ylizeyine eklenerek transkripsiyon faktorlerinin ve RNA polimeraz
IT gibi transkripsiyonel aktivatorlerin baglanmasini engeller [41]. Bu siire¢ hem
embriyonik gelisimde hem de hiicresel farklilasmada 6nem tasir ve ¢esitli hastaliklarla,

ozellikle de kanserle iliskili epigenetik degisikliklerin basinda gelir [42].

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, gen ekspresyonunu diizenlemede
birbirine bagimli olarak islev gosterir ve genellikle susturulmus gen bolgelerinde
birlikte bulunurlar. Ozellikle CpG adaciklari iizerindeki DNA metilasyonu, gen
susturulmasinda onemli bir rol oynayan histon deasetilaz (HDAC) ve yeniden
modelleme komplekslerinin susturulacak DNA bdlgesine ¢ekilmesi i¢in bir epigenetik
isaret olusturur. Bu noktada, Methyl-CpG Binding Domain (MBD) proteinleri,
metillenmis DNA’ya baglanarak histon deasetilazlari (HDAC) bolgeye ceker ve

bdylece histon deasetilasyonu baglatarak kapali bir kromatin yapisi olusturur [26, 43].

1.2.1. Histon Deasetilasyonu

DNA metilasyonunun, metillenmis bolge tizerinde histon deasetilasyonunu tetiklemesi
gen susturulmasinda kritik bir mekanizmadir. Metillenmis DNA'ya baglanan MBD
proteinleri, HDAC komplekslerini bolgeye yonlendirir ve histon kuyruklarindan asetil
gruplarinin ¢ikarilmasina yol agar. Histon deasetilasyonu, asetilasyonla histonlarin
kaybettigi pozitif yiikii geri kazandirarak DNA’nin histonlarla olan elektrostatik
etkilesimini artirir ve kromatinin kapali/kompakt konformasyonda kalmasini tesvik
eder. Bu kapali konformasyon, transkripsiyon faktorlerinin ve Okaryotik RNA

polimeraz II'nin ilgili genlerin promotorlerine baglanmasini engeller [44]. Bu



mekanizma, DNA metilasyonu ile histon deasetilasyonu arasindaki “karsilikli
iletisimi” gOsterir; burada bir modifikasyon, stabil gen baskisini saglamak i¢in digerini
giiclendirir. Ozellikle, bu epigenetik mekanizmanin kanser gibi hastaliklarda tiimor
baskilayici genlerin giiclii bir sekilde kapatilmasinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir

[45].

1.2.2. DNA Metilasyon Okuyuculari

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 arasindaki etkilesim ve koordinasyon,
cesitli epigenetik diizenleyiciler aracilifiyla saglanir. DNA metiltransferazlar
(DNMT'ler) tarafindan olusturulan 5-mC isareti, “metilasyon okuyucular1”
(methylation readers) olarak adlandirilan bir grup araci protein tarafindan taninir. Bu
epigenetik modiilatorler, metillenmis CpG motiflerini spesifik olarak taniyan ve
metillenmis-DNA baglanma domeni olarak adlandirilan 6zel bir fonksiyonel birime
sahiptir. Ayrica bu proteinler, yapilarinda yer alan bir diger 6zellesmis domen
sayesinde HDAC kompleksleri ile etkilesime girerler [23]. Bu etkilesimler, yukarida
aciklandigr tizere kromatin yapisinin kapali bir konuma gelmesine ve gen

ekspresyonunun baskilanmasina katkida bulunur [46].

Anlasildig1 tlizere, DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu arasindaki
koordinasyon siirecinin de yanlig diizenlenmesi, kanser dahil olmak iizere ¢esitli
hastaliklarda rol oynayan anormal gen susturulmasina yol agabilir [45]. Dolayisiyla,
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarinin anlasilmasi kadar; bahsi gecen
epigenetik siireclerin birlikte diizenlenmesinin altinda yatan kesin mekanizmalarin
anlasilmasi, hastalik durumlarinda normal gen ifadesinin geri kazanilmasini

saglayacak terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine katki sunacaktir [46].
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Sekil 1.5: DNA metilasyonu ve histon deasetilazlarin niikleozomlar iizerindeki
dinamik etkilegimi [47].

1.3. MBD (Metillenmis-DNA Baglama Domeni) Protein
Ailesi

Metillenmis-DNA Baglama Domeni (MBD), DNA'daki simetrik olarak metillenmis
CpG diniikleotidlerini taniyan 6zellesmis bir peptid bolgesidir [48]. Bu domen,
metillenmemis DNA'ya karst olduk¢a diisiik bir baglanma egilimi gdsterirken,
metillenmis CpG niikleotid motifleriyle yiiksek 6zgiilliikle etkilesir. MBD'nin yapisal
ozellikleri, bir o/f sandvi¢ mimarisiyle tanimlanir; bu yapi, DNA'ya spesifik
baglanmay1 miimkiin kilan, Sekil 1.6’da goriildiigii tizere kivrimli beta yapraklart ve

alfa helikslerden olusur [49].
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Sekil 1.6: MBD protein ailesinin kesfedilen ilk {iyesi olan insan MeCP2 proteinin

MBD bélgesinin yapisal konformasyonu (92 aa uzunlugunda) PDB:1QK9
[50].

MBD protein ailesi Sekil 1.7 6zetlenmistir [51]. Giiniimiizde bu aile, MBD’e sahip
oldugu bilinen on bir proteinden olusmaktadir. MBD ailesinin iiyeleri arasinda
MeCP2, MBD1, MBD2, MBD4 ve BAZ2 gibi metilasyon okuyucular: bulunur. Her
tiyenin sahip oldugu MBD ve diger domenlerin mimarisi bu proteinlerin metillenmis
DNA'ya ve diger epigenetik diizenleyici proteinlere baglanma 6zelliklerini farkli kilar.
Ozellikle MeCP2, MBD1 ve MBD2 metillenmis CpG bélgelerine ve HDAC
komplekslerine gii¢lii bir baglanma egilimi gosterirken; MBD3 ve SETDBI1 gibi bazi
tiyeler, DNA-protein ve protein-protein etkilesimlerinde farkli bir tutum sergiler [52,
53], [54].

11



MeCP2 486 2a

MBD1 605 aa MBD CxxC , CxxC CxxC TRD
MBD2 411aa G/R zengin MBD TRD EE

MBD3 201 2a

MBD4 580 aa
MBD5 1494 aa =

PWW
MBDS6 1003 22
SETDB1 1291 aa MBD SET
Tudor 1Tudor 2

SETDB2 719 aa MBD SET

TIPS/BAZ2A  1905aa

MBD DDT Bromo

BAZB 21682 e— e s— ——
MBD DDT cc Bromo

- MBD: Metil-CpG-baglama domeni - P-zengin: Prolin zengin domeni

- TRD: Transkripsiyon baskilama domeni PWWP: Pro-Trp-Trp-Pro motif domeni

P CxxC: Metillenmemis-Cpg-baglama cinko parmak [ Tudor: Tudor domeni

[ ] G/R: Glisin/Arjinin zengin domeni Il  SET: Suvar-9. Zeste enhansori, Trithorax domeni

1 CC: Sanlt-sarmal domeni [ DDT: DNA baglanma domeni

- Glikosilaz: DNA glikosilaz fonksivonu - Bromo: Bromo domeni

Sekil 1.7: MBD protein ailesi liyeleri ve islevsel domenleri.

MBD protein ailesi, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarinin birbirine bagl
oldugu karmasik epigenetik siireclerin temel bir bilesenidir. Bu proteinlerin yapilarinin
ve molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi, embriyonik gelisim, kok hiicre
programlamas1 gibi biyolojik siireclerin kontrol edilmesine; kanser ve norolojik
hastaliklar gibi ¢esitli bozukluklarin ise tedavisi igin yeni stratejilerin gelistirilmesine

katkida bulunabilir [46, 55].

1.3.1. MeCP2 ve MBD1-6

MBD protein ailesinin en bilinen {iyeleri MeCP2, MBD1-6’dir. Bu proteinler yaklasik
70-85 amino asit uzunlugunda bir metillenmig-DNA baglama domenine (MBD)
sahiptir [51, 55]. MeCP2, yalnizca DNA metilasyonuna baglanmakla kalmaz; ayni
zamanda HDAC komplekslerini ve diger kromatin yeniden modelleme faktorlerini de

toplayarak gen baskilanmasinda etkin bir rol oynar [44]. Ornegin, MeCP2'nin
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norolojik hastaliklarla, 6zellikle Rett sendromu ile olan baglantisi, bu proteinin
epigenetik regiilasyondaki dnemini ortaya koymaktadir [56]. MBD1, MBD2, MBD3,
MBD4 ve MBD6 gibi diger {lyeler, metillenmis DNA'ya baglanarak gen
susturulmasini tesvik eder. Ornegin, MBD2, Histon Deasetilazlarin da iginde
bulundugu Nucleosome Remodeling and Deacetylase (NURD) kompleksini hedef gen
promotorlerine ¢ekerek gen ekspresyonunu baskilar [57, 58]. MBD3 ise DNA
metilasyonuna dogrudan baglanmaz, ancak NuRD kompleksinin bir pargasi olarak

kromatin yeniden modelleme siire¢lerinde gorev alir [59].

1.3.2. SETDB1/2 ve BAZ2A/B

Yukarida bahsedilen MBD ailesi {iyeleri, DNA metilasyonu ve histon
deasetilasyonunun koordinasyonunda aracilik ederken, ailedeki diger iiyelerin etki
mekanizmasi farklidir. Ornegin, SETDB1 ve SETDB2 histon metiltransferaz olarak
Okaryotik hiicrelerde gorev yapar; H3K9 metilasyonu yoluyla heterokromatin
olusumunu tesvik eder ve boylece gen susturulmasini destekler [6]. BAZ2A ve
BAZ2B, TTF-I araciligiyla niikleolar gen susturulmasinda yer alir ve ribozomal

DNA'nin transkripsiyonel kontroliinii saglar [60].

1.4. MBD2

MBD2 (Methyl-CpG-binding Domain Protein 2), MBD ailesinin en yaygin ve iyi
bilinen tiyesidir. MBD2, metillenmis DNA'ya baglanarak histon deasetilaz (HDAC)
komplekslerini ve diger kromatin diizenleyici faktorleri hedef gen bolgelerine
yonlendirir, bu da genetik materyalin sikilagmasini ve transkripsiyonun baskilanmasini

saglar [57, 61].
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Sekil 1.8: MBD2’nin tahmini yapisal konformasyonu [2] (AlphaFold: AF-
Q9UBB5-F1).

1.4.1. MBD2 Yap1 ve Fonksiyonu

MBD protein ailesinin énemli bir {iyesi olan insan MBD2 geni, 411 amino asitlik
MBD?2a (yaklasik 43 kDa), 262 amino asitlik MBD2b (yaklasik 29 kDa) ve 301 amino
asitik MBD2c (MBD2t) (yaklasik 32 kDa) olmak {izere ii¢ farkli izoform
kodlamaktadir [57, 63, 64, 65]. MBD2a izoformu, neredeyse her dokuda baskin olarak
ifade edilen bir varyant iken, ikinci yaygin izoform MBD2c, genin alternatif kirpilma
iriinii olarak ozellikle testislerde, embriyonik kok hiicrelerde (ESCs) ve insan
pluripotent kok hiicrelerinde (PSCs) yiiksek seviyede ifade edilir ve fonksiyoneldir.
Metil-CpG Baglama Domeni (MBD), 145-225 amino asit araligini (yaklasik 80 amino
asit) kapsayan ve tiim izoformlarda korunan bir yapiya sahiptir [66, 51, 65]. Bu bolge
Sekil 1.8’de agik yesil ile gosterilmektedir, metillenmis CpG dizilerini yiiksek
Ozgiilliikkle taniyan alfa/beta sandvi¢ yapisina sahiptir ve proteinin en Onemli
fonksiyonel birimini olusturur. DNA iizerinde DNMT araciligiyla metillenmis mCGG,
MCAG, mCAT, mCC, mCT di-/tri-niikleotid motiflerini segici olarak taniyarak
metillenmis promotorlere baglanir. Sekil 1.9°da metillenmis mCG diniikleotidleri (sar1
renkle gosterilmistir) ile kompleks olusturan MBD2 proteinin MBD bdlgesinin
(MBD2wmgp) (koyu yesil olarak gosterilen) kristal yapisi gosterilmistir [67]. Ayrica,

MBD2’nin Sekil 1.8’de turkuaz rengine sahip C-terminal bdlgesindeki sarili-sarmal
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domenide, protein-protein etkilesimlerini  kolaylagtirarak  histon deasetilaz
kompleksleri HDAC, Mi-2/NuRD (Niikleozom Remodelleme ve Deasetilaz) gibi
diger epigenetik modiilatérlere bu bolgeye yerlesme olanagi saglar [51, 55, 67].

Sekil 1.9: MBD2’nin MBD bélgesinin (79 aa uzunlugunda) cift zincirli DNA’da
metillenmis mCG bolgeleriyle olan etkilesimi PDB: 6CNQ [68].

MBD2’nin islevi, DNA metilasyonunun bir isaret olarak kullanildig1 bir¢ok biyolojik
siiregte kendini gosterir. Ornegin, embriyonik gelisim sirasinda MBD?2, hiicresel
farklilagsmay1 desteklemek icin genetik programlarin yeniden diizenlenmesinde rol
oynar [69, 70]. MBD2'nin, bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde ve kanser
gelisiminde kritik bir role sahip oldugu bilinmektedir. MBD2 ayrica, bagisiklik
hiicrelerinde inflamatuar genlerin diizenlenmesini saglar ve bagisiklik tepkilerinin
dogru bir sekilde koordine edilmesine yardimer olur [71]. Tiimor biyolojisinde ise
MBD2’nin ekspresyonunun artmasi, timor baskilayici genlerin susturulmasi ve
hiicresel proliferasyonun kontrol dis1 hale gelmesi ile iliskilendirilmistir. Ornegin,

MBD2'nin kolorektal kanserde tiimor baskilayici genlerin susturulmasinda rol
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oynadigi ve Wnt sinyal yolaklarini etkiledigi gosterilmistir. Ozellikle, fare
modellerinde MBD2 kaybi tiimér olusumunu yavaslattigi bildirilmis ve bir¢ok

calismada bu proteinin onkogenik siireglerdeki etkisi vurgulanmastir [65, 72].

1.4.2. MBD2 inhibitorii

MBD?2-aracil1 epigenetik regiilasyonun, noronal aktivite ve gelisim, ¢esitli bagisiklik
hiicrelerinin ¢ogalmas1 ve olgunlasmasi, hematopoez, pluripotensi ve kanser
baslangici/progresi gibi 6nemli biyolojik siireglerde etkin rol oynadigini gosteren bir
dizi c¢alisma mevcuttur [73, 74, 75, 76]. Bu c¢alismalardan bazilari, MBD2
inhibisyonunun, farkli kanserlerde ozellikle timor baskilayici genler iizerindeki
transkripsiyonel susturulmayi tersine cevirerek kanser hiicrelerinin Sliimiine neden
oldugunu gdostermektedir. Ancak, bazi HDAC ve DNMT inhibitorlerinin FDA
tarafindan onay almasi ve epigenetik ilaglara (epiDrugs) olan ilginin artmasi, 6zellikle
ikili epigenetik inhibitorlere olan ilgi, bu alanda hizla biiyliyen bir arastirma ve
gelistirme trendine isaret etmektedir [77, 78]. Bu noktada, MBD2’nin DNA
metilasyonu ve histon deasetilasyonunu bagdastiran islevi, bu modiilatére kars
gelistirilen inhibitorlerin “dual epigenetik etkisi’ne (DNA metilasyonu-histon

deasetilasyon ekseni tizerindeki) dikkat cekmektedir.

MBD2’nin tanimlanmig ve ticari olarak ulasilabilir tek kimyasal inhibitoérii KCC-
07°dir. KCC-07’nin, MBD2mgsp’ne segici olarak baglandigi ve tiimor hiicrelerinde
hipermetilasyon ile susturulmus bazi genlerin ifadesini tersine ¢evirdigi ilk defa 2015
yilinda yayimlanan patent dokiimani (patent no: US10227654B2) ile duyurulmustur.
Sonrasinda, Zhu ve ark. KCC-07 aracili farmakolojik MBD?2 inhibisyonunun,
medullablastom (MB) hiicre hatlarinda ve fare modelinde BAI1-p53 tiimor baskilayici
eksenindeki hipermetilasyona bagli epigenetik susturulmay1 ortadan kaldirarak MB
formasyonunda onemli bir gerileme sagladigini rapor etmislerdir [79]. Fakat KCC-

07’nin kanser hiicrelerinde ortaya konan etkileri yalnizca bu ¢alisma ile sinirhidir.
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1.5. Tezin Amaci, Katkisi ve ig:erigi

MBD2'nin 1yi tanimlanmis yapisi, biyolojik siireclerdeki etkin fonksiyonu ve DNA
metilasyonu ile histon deasetilasyonu gibi iki temel epigenetik mekanizma tizerindeki
dual etkisi, bu proteine 6zgii inhibitorlerin alternatif epigenetik ilag adaylar: olarak 6ne
ctkmasini saglamaktadir. Ancak, MBD2'nin kritik ve ¢ok yonlii konumuna; 6zellikle
kanser basta olmak tizere farkli hastaliklar gibi 6nemli biyolojik siireglerdeki etkilerine
dair yapilmis ¢ok sayida calismaya ragmen, temel arastirmalarda ve Kklinik
caligmalarda ilag aday1 olarak kullanilabilecek kiigiik kimyasal inhibitorlerin sayisi
oldukca smirlidir. Ozellikle, mevcut ticari olarak erisilebilir tek MBD2 inhibitdrii olan
KCC-07'nin varligina ragmen, bu protein 6zelinde veya hiicrelerdeki genel epigenetik

diizenlemeler agisindan daha fazla inhibitore olan ihtiya¢ dikkat ¢cekmektedir.

Bu ihtiyaca yonelik olarak yapilmis olan hesaplamali analizler, Tablo 1.1°de gosterilen
inhibitdr adaylarmin KCC-07'ye gore MBD2'nin metillenmig-DNA baglanma
domenine daha etkin bir sekilde baglandigini gostermistir [80]. Gergeklestirilmis
ADMET analizi, bilgisayar in silico ¢alismada tespit edilen aday molekiillerin saglikli
hiicreler tizerinde daha az toksik yan etkiye neden olabilecegi one siirmesine [80]
karsin, bu molekiillerin in vitro etkileri hakkinda heniiz gergcek bir bulgu
bulunmamaktadir. Dolayisiyla yapilan tez calismasinda, in silico’da en yiiksek
baglanma afinitesine sahip aday molekiillerden {i¢ tanesinin saglikli ve kanser hiicre

hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkilerinin tespit edilmesi amaglanmaktadir.

Bu baglamda, 6zgiin yonleri ilgili tezin literatiire 6nemli katkilar yapacaginin
gostergeleridir: 1) Literatiirde mevcut olmayan ve ilk kez tarafimizdan sentezlettirilen
kiigiik kimyasal molekiillerin farkli hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri ilk defa
bu tez kapsaminda incelenmistir. Tez kapsaminda elde edilen veriler, bu aday
molekiillerin  spesifik MBD2 inhibitérii olma potansiyelinin (KCC-07 ile
karsilastirmali olarak) arastirildigi projenin (TUSEB 2022-B-02-22387) ilk bulgularimni
teskil etmistir. 2) Yalnizca medulloblastomda test edilmis KCC-07’nin, farkli kanser
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerine iliskin kapsamli sonuglar ilk defa bu tez ile birlikte

literatiire kazandirilmastir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen calismalar, Tiirkiye Saglik Enstitiileri Bagkanligi
(TUSEB) tarafindan 2022-B-02-22387 nolu proje ile desteklenmistir.
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Tablo 1.1: Ticari MBD2 inhibitori (KCC-07) ve inhibitor aday1 kiigiik kimyasal

molekdiller.
Kimyasal 1 Molekiiler .
Molekiiller Formiilii Agirhia Kimyasal Yapisi
N H
/ \ NYN
KCC-07 | CuH11N;OS | 269.32 g/mol — \
\QQJ_
Bilesik 1 C13H22N804 414 .4 g/mol 0O
w H
Bilesik 2 C21H2oN4O3 376.4 g/mol /Q/ j‘/‘
/N .
JOL
\
Bilesik 3 C16H12N6Os | 384.30 g/mol
"'N
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2. MATERYAL

2.1. Hiicre Hatlan

Tablo 2.1: Hiicre hatlari.

Hiicre Hatti Firma Katalog Numarasi
HFF-1 ATCC SCRC-1041
HUH-7 JCRB Cell Bank JCRB0403

U20S ATCC HTB-96

MCF-7 ATCC HTB-22

PC-3 ATCC CRL-1435

2.2. Kimyasal Maddeler

Tablo 2.2: Kimyasal Maddeler.

Uriin Firma Katalog Numarasi
7-AAD ThermoFisher 00-6993-50
Annexin V Baglama Tamponu | BioLegend 422201
Annexin-APC BioLegend 640920
Annexin-FITC ThermoFisher V13242

DMEM Gibco 41966029

DMSO Neofroxx 1264ML250
D-PBS Gibco 14190094

FBS Gibco 10500064

KCC-07 Inhibitor BLD Pharm BD01286495-50mg
Penisilin/Streptomisin Gibco 15140122

Pl ThermoFisher V13242
Tripsin-EDTA Pan Biotech P10-0231SP
WST-1 Cell Proliferation Roche 11644807001
Reagent
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2.3. Cam, Plastik ve Sarf Malzemeler

Tablo 2.3: Cam, Plastik ve Sarf Malzemeler.

Uriin Firma Katalog Numarasi
6 kuyucuklu plaka TPP 92006

96 kuyucuklu mikroplaka TPP 92096

Flask 25/75 TPP 90026/76
Neubauer Lami Isolab 1S.075.03.001

Cell Strainer/Filtre (40 um) Falcon 352340

Ependorf Tiip Capp 5101501C

Pipet ucu Capp 5130010/70/130
Parafilm Isotherm DPRF0000001
Kriyotiip Ecotech Biotech DMS0100

BD 5 ml Polypropylene Tube | Falcon 352052

Serolojik Pipet-Disposable Capp SP-5-C/10-C/25-C

2.4. Cihazlar
Tablo 2.4: Cihazlar.
Uriin Firma Katalog Numarasi
Akim sitometrisi BD Accuri C6
CO Inkiibatérii Wiggens WCI-180
Laminar flow kiiltiir kabini Cesna Laboratuvar CSN-SC100-I1
Sistemleri
Varioskan Plate Reader Thermo Scientific 3001-1571
+4 °C sogutucu ALTUS D54271
-20 °C sogutucu ALTUS D54271
-80 °C sogutucu DAIHAN Scientific UniFreez U700
Buz makinesi BREMA Ice Flaker GB 903 HC
Masa iistii sogutmali santrifiij Nuve NF 800R
Mikropipet 0.2-2 ul Gilson F144054M
Mikropipet 2-20 pul Gilson F144056M
Mikropipet 20-200 pl Gilson F144058M
Mikropipet 200-1000 pl Gilson F144059M
Cok kanalli Mikropipet 20-200 ul | Isolab 011.21.200
Pipet tutucu (sarjli pipetor) Isolab 010.01.006
Ters (inverted) 151k mikroskobu SOPTOP ICX41
Su banyosu Weightlab Instruments | WF-SB11
S1v1 azot tanki Taylor Wharton LS4800
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3. YONTEM

Yapilacak calismada in silico yontemlerle kesfedilmis olan Tablo 1.1’deki MBD2
inhibitor adaylarinin ¢esitli insan hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin
arastirilmasini igermektedir. Belirlenen kiiclik kimyasal molekiillerin sitotoksik

etkileri hiicre kiiltiirii ortaminda in vitro olarak test edilmistir.

3.1. Hiicre Kiiltiirii, Alt Kiiltiirleme ve Dondurma

HFF-1 (human foreskin fibroblast), HUH-7 (human hepatocellular carcinoma), U-2
OS (human osteosarcoma), PC-3 (prostatic adenocarcinoma) ve MCF-7 (mammary
adenocarcinoma) hiicre hatlar1 %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) Pen/Str iceren DMEM’de
biiytitiilmiistiir. Hiicreler 37°C’de ve %5 COz kosullarinda nemlendirilmis inkiibatérde
biyiitiilmiistiir. Hiicrelerin besiyerleri ortalama 2-3 giinde bir taze besiyeriyle

degistirilmigtir. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler ise pasajlanmistir.

Hiicrelerin yogunlugu (confluency), biiyiitiildiikleri hiicre kiiltiirii kaplarinda yaklasik
%70-80 oranina ulastiginda alt kiiltiirleri (pasaj) yapilmistir. Hiicre kiiltiiriindeki besi
yeri vakum yardimiyla uzaklastirildiktan sonra yaklasik 1-1,5 ml (T-25 flask i¢in) 1X
PBS ile yikama yapilmistir. Hiicrelerin arasinda ve yiizeyle olan baglantilarini
koparmak i¢in hiicrelerin iistiine 500-750 pl 1X Tripsin-EDTA eklenerek yaklagik 2-
3 dk 37°C, %5 CO: inkiibatoriinde enzimatik reaksiyon igin bekletilmistir. Tripsinin
enzimatik reaksiyonunu durdurmak i¢in hiicre kiiltlirii kabina besiyeri eklenir ve
karisim pipetlenerek santrifiij tlipline aktarilir. Oda sicakliginda 1500 rpm’de 5 dk
santrifiijlenerek hiicrelerin besiyerinden ayrilmasi saglanir. Ardindan iist siv1 ¢ekilerek
belirlenen oranda (1:2 veya 1:3) seyreltilmek amaciyla hiicre pelletinin iistiine taze
besiyeri eklenir. Hiicre ¢okeltisi homojen olarak ¢ozdiiriildiikten sonra taze besi yeri
bulunan hiicre kiiltiirii kaplarina damla damla ilave edilir ve 37°C’de nemli ve %5 CO>

ortaminda inkiibatdriinde biiylimesi saglanir.

Hiicrelerin sivi nitrojende dondurularak saklanmasi i¢in dondurma besiyeri
kullanilmistir. Dondurma besiyeri, %90 (v/v) FBS ve %10 (v/v) DMSO karistirilarak
hazirlanmistir. Dondurulmak istenen hiicreler pasaj sirasinda santrifiij edildikten
sonra, hiicre pelleti dondurma besiyeri (%10 DMSO iceren FBS) ile uygun yogunlukta

(maksimum 10x10° hiicre/ml) siispanse edildi. Cryotiipleri igerisine aktarilan hiicre

21



stispansiyonlar1 -80°C’de 6n dondurma asamasindan sonra uzun siireli muhafaza igin
stvi azot tankina (-196 °C) aktarildi. Hiicreler tekrar ¢6ziilmek istendiginde, su
banyosunda sivi-kati hale gelene kadar bekletilen hiicre siispansiyonu iizerine biiyiime
besiyeri eklendikten sonra santrifiij edildi (1500 rpm’de 5 dk.) ve dondurma besiyeri
uzaklastirildi. Uygun miktarda taze besiyeriyle hiicre ¢okeltisi slispanse edilerek
uygun hiicre kiiltiirii kabina alinarak 37°C’de ve %35 CO2 kosullarinda inkiibatorde

blyititiilmiistiir.

3.2. inhibitér Adaylarinin Sitotoksisite Analizi

MBD?2 inhibitoérii (KCC-07) ve aday molekiillerinin (Bilesik 1, 2 ve 3) hiicre canlilig
ve proliferasyona olan etkilerini analiz etmek amaciyla Cell Proliferation Reagent
WST-1 (Roche, 11644807001) reaktifi kullanilmistir. Belirlenen konsantrasyon
araliginda (0-100 uM) kimyasal molekiil (KCC-07 ve aday bilesikler) veya %1 (v/v)

3

DMSO (kimyasallarin ¢oziilmesi igin kullanilan “vehicle” kontrol) varliginda,
belirlenen optimum biiyiime kosullarinda (ekilen hiicre sayisi, yiizey alani, ekim hacmi
vb.) 96 kuyucuklu mikroplakalara Sekil 3.1°deki diizende hiicre ekimi yapilmistir.
Farkli zaman noktalarinda (2., 24., 48. ve 72. saat) iiretici firma tarafindan belirtilen
protokol takip edilerek hiicrelerin 4 giinliik bliylime egrisi karsilagtirmali (KCC-07 ile

bilesikler arasinda) olarak analiz edilmistir.

HFF-1, HUH-7, U-2 OS, PC-3 ve MCF-7 hiicre hatlarmin kiiltiirdeki optimum
yogunlugu (ortalama %60-70 confluency) géz oniinde bulundurularak 50 pl’de 10-30
x 102 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakaya iiger replika ekim yapild.
Hiicrelerin yiizey adezyonu ve ortama adaptasyonu i¢in 18-24 saat (bir gece) kiiltiir
kosullarinda (37°C’de ve %5 CO2’te) inkiibe edildi. Ertesi giin, inhibitér ve aday
molekiillerin belirlenen konsantrasyonlarini (0 uM (vehicle), 5 uM, 10 uM, 25 uM,
50 uM, 75 uM ve 100 uM) igeren 50 pl besiyeri, daha once hiicre ekilen (50 pul besi
yeri i¢inde) ilgili kuyucuklara (Sekil 3.1) ilave edildi (final besiyeri hacmi 100
ul/kuyu) ve belirlenen zaman periyodunda kiiltiiriine devam edildi. Her bir giinliik
zaman noktasinda kontrol ve deney gruplarinin % canliligi karsilagtirmali olarak
WST-1 Cell Proliferation Reagent kullanilarak, spektrofotometrik yontemle tayin
edildi.

WST-1 metodu iiretici firmanin tavsiye ettigi protokol izlenerek yapildi. Ekim yapilan

her bir kuyucuga 10 pl WST-1 reaktifi eklendi ve 2 saat boyunca hiicre kiiltiirii
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kosullarinda (37°C’de ve %5 COz’te) inkiibe edildi. Daha sonra, mikroplaka okuyucu
(Thermo, Varioskan Flash) kullanilarak her kuyucugun 440 nm’deki absorbansi,
yalnizca besiyeri iceren bir arka plan kontroliine (blank) kars1i olgtldii.
Spektrofotometrik referans/kontrol dalga boyu olarak 660 nm kullanildi. Olgiilen
absorbans (Aus0) Vverilerinden blank substraksiyonu yapildiktan sonra elde edilen

degerler farkli hesaplamalarda (zamana veya doza gore kat artig, canlilik, LCsp VD.)

kullanildi.
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3.3. %50 Oldiiriicii Konsantrasyon (LCso) Hesaplanmasi

LCso degerleri, asagidaki denkleme dayanan dort parametreli lojistik regresyon (4PL)
modeli (3.1) kullanilarak belirlenmistir:

Top — Bottom
1+ 10"((LogLC50 — X) * HillSlope)

Y = Bottom + (3.1

Burada X, inhibitdr konsantrasyonunun logaritmasini, Y ise her saat i¢in kontrol
grubuna (0 uM) kiyasla hiicrelerdeki sag kalim degerlerinden elde edilen kat farkini,
HillSlope ise doz-tepki egrisinin egimini ifade etmektedir. LCso degerleri, inhibitor
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak sag kalimlar1 dikkate alan dogrusal olmayan

regresyon yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Ve LCso grafiklerinin regresyon uyum

(fit) analizi i¢in hesaplanan R-kare (R?) degerleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: LCso R-kare degerleri.

Hiicre Hatlan
Kimyasal molekiiller | Siire HFF-1 | HUH-7 | U2-OS PC-3 MCF-7
2saat 0,8643 0,698 0,8439 0,9324 | 0,5188
24 saat | 0,6711 | 0,7433 0,6237 | 0,5979 | 0,9477
KCC-07
48 saat | 0,7566 | 0,8137 0,4468 0,3344 | 0,9123
72 saat | 0,6914 | 0,9622 0,8388 0,1185 | 0,9191
2saat | 0,08396 | 0,2247 | 0,05513 - 0,1863
24 saat | 0,1553 | 0,08913 - 0,3755 | 0,08408
Bilesik 1
48 saat | 0,2582 | 0,1695 | 0,001298 | 0,2797 | 0,2825
72 saat | 0,07445 | 0,06713 | 0,04364 | 0,2905 | 0,4989
2saat 0,8839 | 0,9127 0,9751 0,8382 | 0,9702
24 saat | 0,9226 | 0,9886 0,9966 0,8671 | 0,9595
Bilesik 2
48 saat | 0,9447 0,994 0,9984 | 0,8496 | 0,9877
72saat | 0,9358 | 0,9633 0,9988 0,9995 | 0,9728
2saat 0,1143 | 0,03302 | 0,1342 | 0,01176 | 0,7926
24 saat | 0,04897 | 0,02487 - 0,1037 | 0,02156
Bilesik 3
48 saat | 0,1465 | 0,3406 0,154 0,1235 | 0,4495
72 saat | 0,03553 | 0,05788 | 0,4208 | 0,07661 -
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Sekil 3.1: Inhibitdr adaylarinin analizi i¢in kullanilan deneysel tasarim.
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3.4. Akim Sitometrisi Ile Apoptoz Tayini

En iyi etkinin goriildiigii kanser hiicre hatlarinda MBD2 inhibitorii (KCC-07) ve aday
molekiillerin (Bilesik 1, 2 ve 3) zamana ve doza bagli neden oldugu hiicre 6lim
mekanizmasi akim sitometrisi kullanilarak tespit edilmistir. Bu baglamda, hiicre hatt1
olarak HUH-7, PC-3 ve saglikli hiicre hattt HFF-1, madde konsantrasyonu olarak 25
uM ve 75 uM, siire olarak 48. saat segilmistir. Hiicreler, WST-1 sitotoksisite
analizindeki ayn1 parametreler (hiicre sayisi/yiizey alani, besiyeri hacmi/flask hacmi
vb.) taklit edilerek 6 kuyucuklu plakaya (final besiyeri hacmi 500 ul/kuyucuk) ikiser
replika olacak sekilde ekildi. Bir gece (18-24 saat) inkiibasyonun ardindan hiicreler
karar verilen siire boyunca KCC-07 veya en yliksek sitotoksik etkiye sahip aday
molekil (Bilesik 2) ile muamele edildi.

24. ve 48. saatte ikiser replika olarak ekilmis hiicreler ayni santrifiij tiipiinde (pool)
toplandi. Hiicreler 1500 rpm’de 5 dk +4 °C’de santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildi
ve besi yeri uzaklastirildi. Pelletler 10 ml soguk PBS ile yikandi ve sayildi. Sayilan
hiicreler 5 x 10° hiicre olacak sekilde ayr1 bir tiipe aktarildi ve tekrar santrifiij edilerek
bir kere daha soguk PBS ile yikandi. Son santrifiijden sonra hiicreler 0,5 ml Annexin
V-baglanma tamponunda konsantrasyonu mililitrede 1 x 10° hiicre olacak sekilde
siispanse edildi. Polipropilen tiipe aktarilan 100 pl hiicre siispansiyonuna 5 pl
Annexin-V antikorlar1 (Biolegend, #640920) ve 1 ul 7-AAD floresan hiicre boyasi
eklenerek 15 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda,
tizerine 400 pl Annexin V-baglanma tamponu ilave edilen her bir 6rnek vakit
kaybetmeden akim sitometrisi cihazindan gegirildi. Elde edilen sonuglarin analizi ve

grafiksel gosterimi FlowJo (FlowJo, LLC) hiicre analiz yazilim1 ile yapildi.

3.5. Verilerin istatistiksel Analizi

Sitotoksisite ¢alismalardan elde edilen verilerin istatistiksel analizi ve grafik ¢izimleri
GraphPad Prism 9 yazilimi kullanilarak yapildi. Birbirinden bagimsiz biyolojik
replikalardan elde edilen verilerin istatistiksel anlamliligi, deney tasarimina (teknik
replika sayisi, hiicre sayis1 vb.) uygun olan veri degerlendirme 6l¢iitii (Student’s t-test,

2-way ANOVA testi vb.) secilerek kontrol edildi.
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4. SONUCLAR VE YORUMLAR

4.1. Kiiciikk Kimyasal Molekiillerin Hiicre Hatlarimin
Canlihgr ve Proliferasyonu Uzerindeki Sitotoksik
Etkileri

4.1.1. Kimyasal Molekiillerin HFF-1 (Saghkl) Hiicre Hattina Etkileri

HFF-1 hiicrelerinin 4 giinliik ¢cogalma egrisi (Sekil 4.1) incelendiginde, Bilesik 1 ve
Bilesik 3 varliginda baslangi¢ giiniine gore hiicre canliliginin kontrol grubu (vehicle/0
uM) ile benzer seyrettigi goriilmistiir (Sekil 4.1B, Sekil 4.1D). KCC-07’nin 6zellikle
50, 75 ve 100 puM konsantrasyonda ilk 24 saate kadar hiicre ¢ogalmasini
baskilayamadigi ve kontrole kiyasla 1,5 ila 2 kata kadar arttig1 fakat 24. ve 48. saat
araliginda 50 ve 75 uM’da hiicre ¢ogalmasinda bir tutulma (arrest) oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.1A). 48. saatten sonra 50 ve 75 uM konsantrasyonda bir toparlanma
(recovery) oldugu fakat 100 uM KCC-07 varliginda 24. saatten 72. saate dogru total

hiicre sayisinin %60 azaldig1 tespit edilmistir.

HFF-1
A B
KCC-07 Hff-1 Bilesik 1 Hff-1

2.5 2.0
- - 0puMm . - OpM
E'; 2.0 = 5uM E‘; 15 = 5pM
Ss = 10uM 5 4 10uM
-g -+ 25puM -E 1.0 25 pM
E 1.0 50 pM E 50 pM
D 0.5 UM g 05 75 UM
71 100 o 100 pM

0.0 T T T T 0.0 T T T T

2 24 48 72 2 24 43 72
Zaman(sa) Zaman(sa)
C D
Bilegik 2 Hff-1 Bilegik 3 Hff-1

2.5 2.0
- - 0pM —_ - 0uMm
E; 2.0 = 5uM E 15 = 5uM
.é 15 — 10 M ‘é 10 pM
= 25 uM ~ 10 25 M
£ £
3 1.0 50 pM s 50 pM
D05 75 M 2 0.5 75 uM
7] 100uM @ 100 uM

0.0 T T 1 [ 0.0 T T T T

2 24 48 72 2 24 48 72
Zaman(sa) Zaman(sa}

Sekil 4.1: HFF-1 hiicre hattinin KCC-07 (A), Blleslk 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3
(D) varhiginda 3 giinliik biiyiime egrisi (her doz igin ilgili giinde 6lgiilen
WST-1 absorbans degeri, baslangi¢ giiniinde (2. saat) olgiilen degere
boliinerek ¢ogalma hizindaki degisim (veya sag kalim) kat artig/azalis ifade
edilmistir).
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Daha diisiik doz araliginda (0-25 uM) Bilesik 2 varliginda hiicre sayisinda ilk 24 saatte
yaklasik 1,5 kata kadar bir artis oldugu goriilmiistiir. Fakat 24. saatten itibaren 5 ve 10
uM konsantrasyonda biiyiime egrisi kontrole benzer bir sekilde seyrederken, 25 uM
Bilesik 2 muamelesi 72. saat sonunda HFF-1 canli hiicre sayisinda yaklagik 10 katlik
bir azalmaya yol agmustir. Yiiksek konsantrasyonlarinda (50-100 uM) Bilesik 2
muamelesinin HFF-1 biiyiime egrisi tizerinde daha dramatik bir etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir. Her {i¢ konsantrasyon (50, 75 ve 100 uM) i¢in yalnizca ilk 24 saatte
hiicre canliliginda keskin bir diisiis (yaklasik 6 ila 9 katlik) yaganmistir. 75 ve 100 uM
konsantrasyonda ilk giin itibariyle meydana gelen %85-90’lik diisiis diger giinler
boyunca da devam etmistir. 50 pM igin ise, hiicre sayisindaki azaligin 48. ve 72. saatte

(baslangica oranla) sirasiyla %20 ve %5’in altina diistiigii saptanmistir (Sekil 4.1C).

HFF-1
A B
KCC-07 Hff-1 Bilesgik 1 Hff-1

1.5 2.05
- 1 - Zsa - ] - Zsa
E ] & 24sa E 1.5-: I A&~ 24sa
+ 1.0 -+ 48sa - ] & * ¥ —+ 48sa
£ ] 2 2 L i | 72
= 72sa < 404 i i sa
E ] E
& 0.5 R
4 J X 1
7] o 0.5
1] © 4
o ] o]

0.04————T T 0.01— L L D
-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5
log(Konsantrasyon{mM)) log{Konsantrasyon(mM))

Cc D
Bilesik 2 Hff-1 Bilegik 3 Hff-1

1.5+ 2.0
- ] —_ ] - Zsa
£ > % £ ] 24
[ - - —_ —
LE i -4 24sa uﬂ_, 1-5__ I ¥ Y T =
+« 1.0 - ] -¥- 48sa
N : -¥ 48sa Q 1 I T T 1y
= 1 = 0_' L] 72sa
E ] 72sa E ] Tt
8 0.57 S o
b4 J 4 h
=2 4 o 957
@ 3] 4
o] o

0-3""|""|"':-""| 0.0 T T LI L L B B B |

-2.5 -2.0 1.5 -1.0 -0.5 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5
log(Konsantrasyon(mM)) log(Konsantrasyon{mM))

Sekil 4.2: KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’iin HFF-1 hiicre
hatt1 tizerindeki konsantrasyona bagli hesaplanan %50 6ldiirticii doz (LCso)

degerleri.
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KCC-07 ve inhibitor adaylarinin biiyiime egrisi tizerindeki etkileri, LCso (%50 lethal
concentration) degerleri hesaplanarak da dogrulanmistir (Sekil 4.2). Maddelerin her
giin i¢in hesaplanan LCsp degisimleri, Bilesik 1 (Sekil 4.2B) ve Bilesik 3’iin (Sekil
4.2D) yiiksek dozlarinda bile HFF-1 hiicreleri iizerinde anlamli net bir oldiiriicti
etkisinin olmadigini ifade etmektedir. Diger yandan, KCC-07 ve Bilesik 2’nin ¢ok
diisiik dozlarnin 2. saatte dahi HFF-1 hiicre hatlar1 tizerinde dldiiriicii etki gosterdigi
ve devam eden giinlerde bu letal etkiyi siirdiirdiigli goriilmektedir (Sekil 4.2A, Sekil
4.2C). KCC-07 igin 2. saatte 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarin HFF-1 hiicreleri
tizerinde sirasiyla %20, %45 ve %70 oraninda; Bilesik 2 i¢in ise 5 uM’dan 100 uM’a
dogru sirasiyla %5, %15, %60, %80, %85 ve %90 oraninda oSldiiriicii oldugu
saptanmigtir. Bu iki molekiiliin diger gilinlerdeki konsantrasyon-6ldiiriicii etki

(lethality) iliskisinin benzer oldugu saptanmistir.

HFF-1
A Hff-1 KCC-07 vs Bilesik 2
0.20
] B LCy KCC-07
0.15 Ehkd m= LCs Bilegk 2
g ] bk ko k
£ T eknen
= 0.10
2 ]
g ]
- ]
0.05 ’—‘
0.00-
2 24 48 72
Zaman(sa)
B Cc
Hff-1 KCC-07 Hff-1 Bilegik 2
0.20- 0.04
B LGy KGG-07 = LGy Bilesik 2
_ 0159 250 LCgy=007155mM . %03 25a LCsy =0.01840 mM
z 2salCqy=01028TM  E 2458 LCop =0.02744 MM
g 0107 48sa LCgy =0.1015 mM g 0.02 48sa LCgp =0.02452 mM
et 725a LCap =0.00064 m 9 7252 LGap =0.02193 mM
0.054 0.01
0.00-] 0.00
2 24 48 T2 2 24 4 72
Zaman(sa) Zaman(sa)

Sekil 4.3: KCC-07 ve Bilesik 2 i¢in farkli giinlerde hesaplanan LCso degerlerinin
g P g
(HFF-1) karsilastirmasi (2-way ANOVA, ****p<0.0001).

Bilesik 1 ve 3 i¢in herhangi bir anlamli LCsp hesaplanamadigindan (Sekil 4.2B, Sekil
4.2D) detayl karsilagtirmaya dahil edilmemistir. Fakat KCC-07’nin HFF-1 hiicreleri
tizerindeki %50 letal dozu 2. saatte 71.55+19.5 uM olarak hesaplanirken, Bilesik 2
icin 2. saatte yalmizca 18,4+11 uM’dir (Sekil 4.3B, Sekil 4.3C). Sekil 4.3A
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incelendiginde, Bilesik 2 igin hesaplanan LCso degerlerinin KCC-07"ye nispeten 4
zaman noktasinda da ortalama 4 kat daha az oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu (p<0.0001) tespit edilmistir (Sekil 4.3A).

4.1.2. Kimyasal Molekiillerin HUH-7 Hiicre Hattina Etkileri

Aday molekiiller ve KCC-07, HUH-7 hiicrelerinin ¢ogalma profili {izerinde HFF-1"e
benzer bir etki gostermistir. KCC-07’nin 75 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinin 24.
saat itibariyle hiicre sayisinda %10 ila %15°1lik diisiise neden oldugu goriilmiistiir. 24.
ve 48. saatler arasinda, 50-100 pM KCC-07 uygulanan gruplarda hiicre canliligindaki
azalma egilimi (baslangica gore %40-45 azalma) giderek devam etmistir. 50 pM
dozda, 72. saatte biiyiime egrisinde hafif bir toparlanma (recovery) tespit edilirken, 75
ve 100 pM’da aksine hizli diisiis devam etmistir. Sonugta yiiksek KCC-07
konsantrasyonlarinda (75 ve 100 uM), 2. saate kiyasla canli hiicre sayisinin %85 ila

%75 arast azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.4A).

HUH-7
A B
KCC-07 Huh-7 Bilesik 1 Huh-7

2.0 2.5
_ - 0pMm - - 0pM
- -
IE 1.5 = 5uM E 2.0 = 5uM
'!6 -+ 10 M E 15 - 10 uM
£ [ P = = o
E 50 uM E 1.0 50 uM
o 95 75 UM > 0.5 75 uM
@ 100pM & 100 pM

0.0 T T T T 0.0 T T T T

2 24 48 72 2 24 48 72
Zaman(sa) Zaman(sa)
Cc D
Bilesik 2 Huh-7 Bilesik 3 Huh-7

-:2.0 o Oum _;.15_- - OuM
- - 1
I"E 18 o E : .4% e
= -+ 10puM = 1.0 10 uM
E 10 25uM E ] 25 UM
E 50 pM E 0_5_‘ 50 uM
o 0.5 75 pM =) ] 75 uM
7} 100uM @ 100 uM

0.0 T T T T 0.0 T T T T

2 24 48 72 2 24 48 72
Zaman(sa) Zaman(sa)

Sekil 4.4: HUH-7 hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik
3 (D) varliginda 3 giinliik biiylime egrisi (her doz i¢in ilgili giinde dl¢iilen
WST-1 absorbans degeri, baslangi¢ giiniinde (2. saat) olgiilen degere
boliinerek ¢ogalma hizindaki degisim (veya sag kalim) kat artig/azalis ifade
edilmistir).
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KCC-07’nin aksine Bilesik 2’nin; ilk 24 saatte orta-diisiik dozlarinda (5-50 uM) dahi
biiyiime egrisinde bir tutulmaya (arrest), 75 ve 100 uM’da baslangica gore ¢cok keskin
bir diisiisle %85-%90 arasinda canli hiicre kaybina rastlanmistir (Sekil 4.4C). Yiiksek
konsantrasyonlarda hiicreler tekrar ¢ogalma egilimi gésterememis ve son giine kadar
diisiik canlilik devam etmistir. Bilesik 2’ nin orta dozlarda da (25 ve 50 uM) 24. saatten
72. saate dogru kademeli bir diisiis gozlemlenmektedir. Fakat Bilesik 1 ve Bilesik 3
muamelesi HUH-7 hiicre hattinda kontrole gére anlamli bir fark olusturmamustir (Sekil
4.4B, Sekil 4.4D).

HFF-1 hiicrelerine benzer sekilde Bilesik 1 ve Bilesik 3, HUH-7 hiicrelerinde net bir
letal sitotoksisite sergilememistir (Sekil 4.5B, Sekil 4.5D). Diger yandan, KCC-07 ve
Bilesik 2’nin ¢ok diisiik dozlarinin dahi, ilk 24 saatten itibaren HUH-7 hiicre hatlar
tizerinde Oldiiriicii etkisini arttirarak siirdiirdiigii goriilmektedir (Sekil 4.5A, Sekil
45C). KCC-07 igin 2. saatten itibaren 72. saate kadar 50, 75 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda sirasiyla %10, %45 ve %50 oraninda; Bilesik 2 igin ise 25
uM’dan 100 pM’a dogru sirastyla %25, %70, %80 ve %85 oraninda oldiiriiciiliik
(lethality) hesaplanmistir.  Bilesik 1 ve 3 igin herhangi bir anlamli LCsp
hesaplanamamistir (Sekil 4.5B, Sekil 4.5D). Bir baska deyisle, Bilesik 1 ve Bilesik
3’tin HUH-7 hiicreleri iizerinde net bir dldiiriicii etkiye sahip olmadigi sonucuna

varilmstir.
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Sekil 4.5: KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’tin HUH-7 hiicre
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hatti tizerindeki konsantrasyona bagli hesaplanan %50 o6ldiirticii doz (LCso)

degisimi.

KCC-07’nin 2, 24, 48 ve 72. saatteki LCso degerlerinin sirasiyla 135.1 uM, 87.25 uM,
51.78 £ 21.5 pM ve 31.84 + 9 uM oldugu saptanmistir (Sekil 4.6B). Bilesik 2, HUH-
7 hiicre hattinda sitotoksik etkiyi KCC-07’ye kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda
gostermektedir; LCso degerlerinin sirasiyla 2. saatte 100.5 + 20.5 uM, 24. saatte 25.52
uM, 48. saatte 14.17 + 2 uM ve 72. saatte 11.4 + 3 uM oldugu hesaplanmistir (Sekil
4.6C). Bu sonug; KCC-07’ye kiyasla Bilesik 2’nin daha diisiik konsantrasyonlarmin
(3 ila 5 kat daha az) HUH-7 hiicre hattinda%>50 6ldiiriicti etkiyi sergileyebilecegine

isaret etmektedir (Sekil 4.6A).
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HUH-7
A Huh-7 KCC-07 vs Bilegik 2
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S 008 725a1Cq0=003184mM 9 g5 725a LCgg = 0.01144 mM

o
o
=1
o
o
-]

2 24 43 72 2 24 43 72
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Sekil 4.6: KCC-07 ve Bilesik 2 icin farkli giinlerde hesaplanan LCso degerlerinin
(HUH-7) karsilagtirmast (2-way ANOVA, ****p<0.0001, ***p<0.001,
ns=not significant).

4.1.3. Kimyasal Molekiillerin U2-OS Hiicre Hattina Etkileri

Diger hiicre hatlarindaki etkiye benzer sekilde, Bilesik 1 ve Bilesik 3’iin U2-OS
hiicrelerinin biiylime egrisi iizerinde anlamli bir biyolojik etki gostermedigi tespit

edilmistir (Sekil 4.7B, Sekil 4.7D).

Fakat Bilesik 2’nin 25 pM’dan baslayan konsantrasyonlarinda U2-OS hiicre
cogalmasini kontrole gore ilk 24 saatte %20 civarinda azalttigi ve devam eden
giinlerde bu etkiyi siirdiirdiigii goriildii (Sekil 4.7C). Ozellikle bu etkinin, 50, 75 ve
100 uM dozlarda ¢ok daha bariz oldugu; hiicre canliligini %75-%85 arasinda azalttig:
tespit edildi. 48. saat itibariyle 25 pM’lik gruptaki hiicreler de yiiksek dozlardaki disiis
trendini yakaladigi ve canliligin %15 seviyelerine diistiigii gozlemlenmektedir. 25-100
uM’lik Bilesik 2 muamelesinin 72. saate kadar U2-OS hiicrelerinin toparlanmasina
miisaade etmedigi; 10 pM ve daha az konsantrasyonlarda uygulanan Bilesik 2’nin
vehicle kontrole gore biiyiime egrisinde anlamli bir fark olusturmadigi sonucuna

vartlmistir (Sekil 4.7C).
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Sekil 4.7: U2-0OS hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3
(D) varhiginda3 giinliik biiytime egrisi (her doz igin ilgili glinde dlgiilen
WST-1 absorbans degeri, baslangi¢c giiniinde (2. saat) Olgiilen degere
boliinerek ¢ogalma hizindaki degisim (veya sag kalim) kat artis/azalis ifade
edilmistir).

Diger hiicre hatlarindaki etkisin aksine KCC-07’nin orta-yliksek dozlarinda biiyiime
egrisinde once hafif bir ¢gogalma egilimi, sonrasinda ise bir diisiis oldugu goriildi
(Sekil 4.7A). Bu yukar1 yonlii egilim, yiiksek KCC-07 konsantrasyonlarinda (50-100
uM), 48. saatten sonra yerini diislise birakmig ve sonugta bu doz araliginda 2-72 saat

arasinda net bir cogalma goriilmemistir.
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Sekil 4.8: KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’tin U2-OS hiicre
hatt1 tizerindeki konsantrasyona bagli hesaplanan %50 6ldiirticii doz (LCso)
degisimi.

HFF-1 hiicrelerine benzer sekilde Bilesik 1 ve Bilesik 3, U2-OS hiicrelerinde net bir
sitotoksik etki sergilememistir (Sekil 4.8B, Sekil 4.8D). Diger yandan, KCC-07 ve
Bilesik 2 i¢in bu durum daha farklidir. KCC-07 igin ilk 24 saate kadar 75 ve 100 uM
konsantrasyonunda U2-OS hiicre hatlar tizerinde %30-35’¢ varan bir 6ldiiriicti etki
gostermistir (Sekil 4.8A). Bilesik 2’ninise, gorece daha diisiik konsantrasyon olan 25
uM’da bile 24. saatten itibaren %50-60’a varan bir dldiiriicii etkiye neden oldugu tespit
edildi. Bilesik 1 ve 3 i¢in herhangi bir anlamli LCso hesaplanamamustir (Sekil 4.8B,
Sekil 4.8D).

KCC-07’nin LCsgdegerleri 2, 24, 48 ve 72. saatte sirastyla 66.65 uM, 50.53 uM, 86.39
uM ve 7829 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9B). Bilesik 2’nin U2-OS
hiicrelerindeki LCso degerleri ise; sirasiyla 2. saatte 28.51 + 5 uM, 24. saatte 24.78
uM, 48. saatte 15 uM ve 72. saatte 11.83 + 1 uM olarak tespit edildi (Sekil 4.9C).
Boylelikle HFF-1 hiicre hattina benzer sekilde, U2-OS i¢in de Bilesik 2’nin KCC-
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07’ye kiyasla 2 ila 7 kat daha diisiik LCso degerine sahip oldugu; yani ayni sitotoksik
etkiyi yakalamak icin ¢ok daha az Bilesik 2’nin yeterli oldugu sonucuna varilmistir

(Sekil 4.9A).
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Sekil 4.9: KCC-07 ve Bilesik 2 icin farkli giinlerde hesaplanan LCso degerlerinin (U2-
OS) karsilastirmas1 (2-way ANOVA, ****p<(0.0001, *p<0.05, ns=not
significant).

4.1.4. Kimyasal Molekiillerin PC-3 Hiicre Hattina Etkileri

Kiiciik kimyasal molekiillerin PC-3 hiicreleri tlizerindeki etkileri incelendiginde;
baslangi¢ zamanina ve kontrole (0 uM) goére KCC-07, Bilesik 1 ve Bilesik 3’iin
bliylime egrisini anlaml sekilde degistirmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.10B, Sekil
4.10D). Ilging olarak bu hiicrelerde Bilesik 1 ve 3’iin test edilen en yiiksek
konsantrasyonunda (100 pM) hiicre gogalmasinda bir tutulum (arrest) gézlemlenmistir
(Sekil 4.10B, Sekil 4.10D). Fakat kontrol grubu (vehicle) ile karsilastirildiginda hiicre
canliligindaki bu tutulum ve/veya diisme egiliminin anlamli olmadig1r kanaatine
varildi. Bilesik 2’nin ise 25 pM’dan itibaren ilk 24 saatte hiicre cogalmasini azalttig1
gozlemlenmistir (Sekil 4.10C). Ozellikle, Bilesik 2’nin 50 uM ve iistii

konsantrasyonlarda kontrole gore 24. saate kadar canli hiicre sayisinda %40-50 oranda
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bir diigiise neden oldugu ve devam eden giinlerde bu egilimi istikrarli sekilde devam
ettirdigi gorilmistiir. Gorece diisiik doz olan 25 uM’da ilk 24 saatte fark edilen

tutulumun ise devam eden periyotta ortadan kalktig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.10C).
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Sekil 4.10: PC-3 hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3
(D) varliginda 3 giinliik biiytime egrisi (her doz i¢in ilgili giinde Slgiilen
WST-1 absorbans degeri, baslangi¢c giiniinde (2. saat) Olgiilen degere
boliinerek ¢ogalma hizindaki degisim (veya sag kalim) kat artig/azalig
ifade edilmistir).

37



PC-3

A B
KCC-07 PC-3 Bilesik 1 PC-3

2.0 2.5
_ h -+ 253 - -~ 2sa
] 15 -+ 24sa T 20 s 24s3
w97 .
= ] ¥ 48sa 515 -7 48sa
£ 5] 72sa x 72sa
E ] E 10
2.7 \i g

0.5
:5,%’ ] E 0.5

.0+ 0.0 T

-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5
log(Konsantrasyon(mM)) log{Konsantrasyon(mM))
C D
Bilegik 2 PC-3 Bilegik 3 PC-3

2.5 2.5
_ -+ 2Zsa _ -+ 2s3
fg 2.0 - 24sa fa 2.0 1 1 - 24sa
".'.'. ¥ 48sa "-L ! ¥ 48sa
815 T 15 h 4 ¥
= 72sa 3 ; X hi T 72sa
T% 1.0 % 1.0 ﬁ_/
x x
’(%0.5 E’O.S

0. 0———T—T7T T T T r T T 00+ T T T T T T T

2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 0.5
log(Konsantrasyon(mM)) log(Konsantrasyon({mmy})

Sekil 4.11: KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’iin PC-3 hiicre
hatt1 tizerindeki konsantrasyona bagli olarak hesaplanan %50 6ldiiriicii doz
(LCso) degisimi.

Benzer sekilde Bilesik 1 ve Bilesik 3, PC-3 hiicrelerinde de net bir Sldiirticiilik
(lethality) sergilememistir (Sekil 4.11B, Sekil 4.11D). KCC-07 i¢in ilk 24 saate kadar
50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarda PC-3 hiicre hatlar1 iizerinde %40 ila %70
arasinda bir 6ldiriicii etki siirdiirdiigli daha sonrasinda bu 6liimciil etkinin azalarak
devam ettigi goriilmektedir (Sekil 4.11A). Bilesik 2 i¢in ise ilk saatlerde bile gorece
diisiik konsantrasyon olan 25 uM’da bile %10’a 24. saatten itibaren ise %30’lara varan

bir oldiiriiciiliik seviyesine ¢ikmaktadir.

Bilesik 1 ve 3 icin herhangi bir anlamli LCsp hesaplanamamistir (Sekil 4.11B, Sekil
4.11D). Fakat KCC-07’nin LCsp degerleri 2, 24, 48 ve 72. saatte sirasiyla 53.63 + 14
uM, 74.37 uM, 79.46 uM ve 100.40 uM olarak bulunmustur (Sekil 4.12B). Bilesik
2’nin PC-3 hiicre hattindaki LCso degerleri ise sirasiyla 2. saatte 50.35 = 17.5 uM, 24.
saatte 29.23 + 10 uM, 48. saatte 25.46 uM + 12 uM ve 72. saatte 24.95 uM olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.12C). Simdiye kadar Bilesik 2°’nin KCC-07’ye gore daha etkin

oldiiriictiliigi (daha az dozla oldiiriicii etki) PC-3 hiicrelerinde devam etmistir; KCC-
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07’ye kiyasla Bilesik 2 i¢in hesaplanan LCsp miktarinin 3 ila 4 kat daha diisiik oldugu
ortaya konmustur (Sekil 4.12A).
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Sekil 4.12: KCC-07 ve Bilesik 2 i¢in farkli giinlerde hesaplanan LCso degerlerinin
(PC-3) karsilastirmasi (2-way ANOVA, ns=not significant).

4.1.5. Kimyasal Molekiillerin MCF-7 Hiicre Hattina Etkileri

Kimyasal molekiiller varliginda MCF-7 hiicrelerinin ii¢ giinliik biiyiime egrisi takip
edilmistir. Bu hiicre hattinin KCC-07, Bilesik 1 ve Bilesik 3’e kars1 hassas olmadigi
ve proliferatif indeksin kontrol grubuna benzer seyrettigi goriildii. Bu ii¢ molekiile ait
kontrol ve deney gruplarinda, hiicre sayis1 baslangigtan son giine (72. saat) kadar
yaklagsik 2 ila 2,4 katlik bir artis sergilemistir (Sekil 4.13A, Sekil 4.13B, Sekil 4.13D).
Yalnizca 100 pM KCC-07 muamelesinin, 72. saatteki canli hiicre sayisinda 2. saate
oranla yaklagik 1,2 katlik anlamli olmayan bir dalgalanmaya; yani {i¢ glinliik periyotta
bliylime egrisinde tutuluma neden oldugu tespit edildi. Diger taraftan, Bilesik 2’nin
diger kanser hiicre hatlarinin proliferasyonu iizerindeki inhibe edici karakterine MCF-
7 hiicrelerinde de rastlanmistir. Madde uygulanmayan grupta (vehicle) biiyiime egrisi
baglangica gore yaklasik 2,4 katlik bir artigla seyrederken, 50 ila 100 uM araliginda

Bilesik 2 muamelesinin, canli hiicre sayisini 0. giine nispeten ortalama 7,5 kata kadar
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azalttig1 saptandi (Sekil 4.13A). Daha diisiik doz olan 25 uM’da dahi, Bilesik 2
muamelesinin, biiyiime egrisinin erken gilinlerinde (24 saat) kontrole gore fark
edilebilir bir duraklamaya (arrest) sebep oldugu fakat hiicrelerin 1. giin sonrasinda bu
baskilamay1 kirarak 1,6 kata kadar cogaldigi tespit edildi. Yine de bu ¢ogalma

egiliminin 0 M konsantrasyona (kontrol) gorece oldukca kisitli kaldigi goriillmektedir
(Sekil 4.13C).
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Sekil 4.13: MCF-7 hiicre hattinin KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik
3 (D) varliginda 3 giinliik biiytime egrisi (her doz i¢in ilgili giinde dlgiilen
WST-1 absorbans degeri, baslangi¢c giiniinde (2. saat) olgiilen degere
boliinerek ¢ogalma hizindaki degisim (veya sag kalim) kat artis/azalis
ifade edilmistir).
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Sekil 4.14: KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’iin MCF-7 hiicre
hatt1 iizerindeki konsantrasyona bagli hesaplanan %50 oldiirlicii doz

(LCs0) degisimi.

Bilesik 1 ve 3 icin herhangi bir anlamli LCsp hesaplanamamistir (Sekil 4.14B, Sekil
4.14D). KCC-07’nin MCF-7 hiicrelerindeki en diisiik %50 oldiiriicii dozu 72. saatte
83.15 + 18 uM olarak hesaplanirken, Bilesik 2 i¢in ise en diigiik LCso, 24. saatte 23.73
+ 6 uM’dir. Diger hiicre hatlarindaki LCsp sonuglarina benzer sekilde; Bilesik 2’nin
biitiin giinler i¢in hesaplanan LCsp degerlerinin KCC-07 i¢in tespit edilen degerlerden
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yaklasik 3,5 ila 4 kat daha diistik oldugu fark edilmektedir (Sekil 4.15A)

Gorildigi iizere, Bilesik 2’nin daha diisiik konsantrasyonlarinin daha kisa siirede,

MCF-7 (Sekil 4.15A) dahil test edilen tiim hiicre hatlarinda (Sekil 4.6A, 4.9A,

4.12A) %50 oldiiriicii etkiye ulagsmada yeterli oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4.15: KCC-07 ve Bilesik 2 icin farkli giinlerde hesaplanan LCso degerlerinin
(MCF-7) karsilastirmasi (2-way ANOVA, ****p<0.0001).

4.1.6. Kimyasal Molekiillerin Konsantrasyona Bagh Etkilerinin

Hiicre Hatlar1 Ozelinde Detayh Incelemesi

KCC-07 ve inhibitor aday1r molekiillerin (Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3) hiicre hatlar
(HFF-1, HUH-7, U2-0OS, PC-3 ve MCF-7) iizerinde 24. ve 48. saatte meydana
getirdigi etkiler daha detayl olarak irdelenmistir. Bu sayede, molekiillerin her hiicre
hatt1 6zelinde ortaya koydugu doza-baglh sitotoksik etki karsilastirmali olarak daha
acik ve anlasilir grafiklerle sunulmustur (Sekil 4.16—Sekil 4.20).

lgili grafikler (Sekil 4.16-Sekil 4.20) incelendiginde, KCC-07 ve Bilesik 2°nin 24. ve
48. saatlerde ortaya koydugu sitotoksik etki, konsantrasyon-bagl sekilde muntazam
artis gostermistir. Fakat Bilesik 1 ve Bilesik 3 i¢in higbir hiicre hattinda tutarli ve
istatistiksel ~ olarak  anlamli  bir  konsantrasyon-sitotoksisite  korelasyonu

saptanamamuistir.

HFF-1 hiicre hattinda her iki zaman noktasinda da tiim konsantrasyonlarda (5-100 pM)
en sitotoksik ajan olarak Bilesik 2 6n plana c¢ikmaktadir. Ozellikle KCC-07 ile
karsilagtirildiginda, HFF-1 hiicrelerinde 25-100 uM araliginda Bilesik 2’de goriilen
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acik farkin (48. saat) sirasiyla; 2,4 kat, 50,2 kat, 40,1 kat ve 28 kat oldugu tespit edildi
(Sekil 4.16B). Bilesik 2’nin KCC-07’ye gore yiiksek oldiirticii etkisinin (25, 50, 75 ve
100 uM’da), yapilan 2-way ANOVA analizi sonucu istatistiki olarak anlamli oldugu

saptanmistir.
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Sekil 4.16: KCC-07, Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’iin 24. ve 48. saatteki HFF-1
hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisinin karsilastirilmasi (hiicre
canliligi, her doz i¢in 1. giinde Slgiilen WST-1 absorbans degeri, ayni
giinde kontrol i¢in Olglilen degere boéliinerek kat artis/azalis olarak
hesaplanmistir) (2-way ANOVA, ****p<0.0001, **p<0.01, *p<0.05,
ns=not significant).

HUH-7 hiicre hatt1 incelendiginde, KCC-07’nin en yiiksek konsantrasyonu (100 pM)
hiicre canliliginda 24. saatte %43, 48. saatte ise %79 azalmaya sebep olmustur (Sekil
4.17). Ayn1 doz ve zaman noktalarinda (24 ve 48. saat) Bilesik 2 nin kontrole (0 pM)
gore canlilikta neden oldugu diisiis sirasiyla %92 (Sekil 4.17A) ve %96 (Sekil 4.17B)
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olarak Ol¢ililmiistiir. HUH-7 hiicre canliliginda; 24. saatte 50-100 pM araliginda, 48.
saatte ise yalnizca 25 uM ve 50 pM madde varliginda KCC-07 ve Bilesik 2 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir. 50 uM, 75 uM ve 100 uM Bilesik
2 muamelesi (24 saat), KCC-07’nin ayn1 dozlarina oranla HUH-7 hiicre biiyiimesi
tizerinde sirastyla 16,6, 14,3 ve 6,9 kat daha fazla inhibisyonla sonuglanmistir (Sekil
4.17A). iki giinliik inkiibasyonun sonunda, yiiksek konsantrasyonda (75 ve 100 pM)
KCC-07 ve Bilesik 2 arasindaki fark kapanirken, 25 uM ve 50 uM igin bu istatistiksel
olarak anlaml fark 3,1 ve 15,2 kat olarak devam etmistir (Sekil 4.17B). Boylece,
Bilesik 2’nin HUH-7 {izerinde de KCC-07’ye kiyasla daha sitotoksik oldugu ortaya

konmustur.
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Sekil 4.17: KCC-07, Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’ilin 24. ve 48. saatteki HUH-7
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisinin karsilastirilmasi (hiicre
canlilii, her doz i¢in 1. giinde 6l¢iilen WST-1 absorbans degeri, ayni
giinde kontrol i¢in 6lgiilen degere boliinerek kat artis/azalis olarak ifade
edilmistir) (2-way ANOVA, ****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01,
*p<0.05, ns=not significant).
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Molekiillerin birbirine goére U2-OS hiicre hatti iizerindeki etkileri incelendiginde
KCC-07 ve Bilesik 2 arasinda 25-100 uM konsantrasyon araliginda baslayan (1. Giin)
istatistiksel olarak anlamli farkin (Sekil 4.18A), 2. giinde daha da derinlestigi (Sekil
4.18B) goze carpmaktadir. Ilk giin (24. saat) Bilesik 2 varhiginda (25, 50, 75 ve 100
uM) olgiilen degerler KCC-07 i¢in tespit edilen degerlere oranlandiginda; aday
molekiil Bilesik 2’nin hiicre 6liimii/¢cogalmasi lizerinde sirasiyla 1,8 kat, 47 kat, 16,9
kat ve 2,9 kat daha etkili oldugu goriilebilir (Sekil 4.18A). ikinci giine gelindiginde
ayni konsantrasyon aralig1 i¢in hesaplanan oranin sirasiyla 39, 139,5, 42,5 ve 24,1 kata
ciktigr tespit edilmistir. Ozellikle 50 uM KCC-07 ve Bilesik 2 arasindaki, U2-OS
hiicreleri lizerinde olusturdugu 139,5 katlik sitotoksisite farki dikkate degerdir (Sekil
4.18B). Diger hiicre hatlarinda oldugu gibi Bilesik 1 ve Bilesik 3’iin KCC-07"ye kars1
U2-0OS hiicre 6liimiinde ve/veya ¢ogalmasinda anlamli bir degisim olusturmadigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.18: KCC-07, Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’iin 24. ve 48. saatteki U2-OS
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisinin karsilagtirilmasi (hiicre
canlilii, her doz i¢in 1. giinde 6l¢iilen WST-1 absorbans degeri, ayn
giinde kontrol i¢in 6lgiilen degere boliinerek kat artis/azalis olarak ifade
edilmistir) (2-way ANOVA, ****p<0.0001, ***p<0.001, *p<0.05, ns=not
significant).

PC-3 hiicre hattinda 1. giinde Bilesik 2’nin KCC-07’ye oranla daha 6ldiiriicii oldugu
tespit edildi. Her ne kadar biyolojik olarak 50 uM’da 3,2 kat, 75 uM’da 8,1 kat ve 100
uM’da 8,4 katlik bir oran farki hesaplansa da bu sonug istatistiksel olarak anlamli
cikmamistir (Sekil 4.19A). Benzer sekilde, Bilesik 2 sitotoksisitesinin KCC-07’ye
kiyasla 48. saatte de sirasiyla (Bilesik 2 lehine) 18 (50 uM igin), 22 (75 uM igin) ve
11,7 (100 uM igin) kat daha fazla oldugu; fakat bu sonucun da istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptanmustir (Sekil 4.19B).
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Sekil 4.19: KCC-07, Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’iin 24. ve 48. saatteki PC-3 hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisinin karsilastirilmasi (hiicre canliligi, her
dozicin 1. giinde 6l¢giilen WST-1 absorbans degeri, ayni giinde kontrol i¢in
olglilen degere boliinerek kat artig/azalis olarak ifade edilmistir) (2-way
ANOVA, ns=not significant).

Son olarak, MCF-7 hiicre hattinda da Bilesik 2 ve KCC-07 arasindaki sitotoksisite
egilimi benzer seyretmistir (Sekil 4.20). Birinci giin 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM
konsantrasyonda hesaplanan 2, 9,8, 51,3 ve 63,2 katlik Bilesik 2 lehine fark (Sekil
4.20A), 2. giinde hafif bir kapanma egilimi gostererek sirasiyla 1,6, 6,8, 41 ve 22,1 kat
olarak devam etmistir (Sekil 4.20B). Bilesik 2’nin KCC-07’ye gore saptanan daha
yiiksek oldiiriicii etkisi, yapilan 2-way ANOVA analizi sonucu istatistiki olarak da

anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.20: KCC-07, Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’iin 24. ve 48. saatteki MCF-7
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisinin karsilagtirilmasi (hiicre
canlilii, her doz i¢in 1. giinde 6l¢iilen WST-1 absorbans degeri, ayni

giinde kontrol i¢in 6lgiilen degere boliinerek kat artis/azalis olarak ifade
edilmistir) (2-way ANOVA, ****p<0.0001, ***p<0.001).

4.1.7. Hiicre Hatlarinin KCC-07 ve Aday Molekiillere Hassasiyetinin
Karsilastirmah Analizi
Bu boliime kadar yapilan analizler, kimyasal molekiillerin yaptig: sitotoksik etkilerin
her bir hiicre hatti 6zelinde karsilastirilmasina olanak saglamistir. Fakat hiicre
hatlariin  kimyasal molekiillere olan sitotoksik hassasiyeti/direncinin daha net
karsilastirilabilmesi amaciyla elde edilen veriler farkli bir sekilde grafige dokiilmiistiir.
KCC-07, Bilesik 1, Bilesik 2 ve Bilesik 3’lin hiicre hatlar1 (HFF-1, HUH-7, U2-0S,
PC-3 ve MCF-7) iizerinde olusturdugu direnc/hassasiyet 24. (Sekil 4.21) ve 48. (Sekil
4.22) saatler i¢in karsilastirilmistir. Bilesik 1 ve Bilesik 3 kars1 tiim hiicre hatlarinda,
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24. saat (Sekil 4.21B, Sekil 4.21D) ve 48. saatte (Sekil 4.22B, Sekil 4.22D) benzer bir
direng oldugu goriilmektedir. Baska bir ifadeyle, Bilesik 1 ve Bilesik 3’iin higbir hiicre

hatt1 tizerinde anlaml1 ve net bir sitotoksik etki gostermedigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.21: KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’lin 24. saatte
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisinin karsilastirilmas: (hiicre
canliligi, her doz i¢in 1. gilinde dlgiillen WST-1 absorbans degeri, aym
giinde kontrol i¢in Slgiilen degere bollinerek kat artig/azalis olarak ifade
edilmistir).

Ancak hiicre hatlarinin 24. saatte, KCC-07 ve Bilesik 2’ye kars1 hassasiyetlerinde
ozellikle orta-yiiksek konsantrasyonlarda kiiciik farkliliklar tespit edilmistir. Ornegin;
50 uM KCC-07 muamelesinden en ¢ok etkilenen hiicre hatlarinin U2-OS, PC-3 ve
MCF-7 oldugu, diger taraftan HFF-1 ve HUH-7 hiicrelerinin en direngli hat oldugu
saptanmistir (Sekil 4.21A). Bilesik 2’nin 5-50 pM aralifindaki konsantrasyonlari
incelendiginde, PC-3 hiicre hattinin Bilesik 2’ye en direngli oldugu anlagilmaktadir
(Sekil 4.21C). 10 ve 25 uM’da ise U2-OS ve MCF-7’nin Bilesik 2’ye en hassas
hiicreler oldugu goriilmektedir. Nispeten daha yiiksek konsantrasyonlarda (>50 uM)
hiicre hatlar1  arasindaki farki

yiiksek  sitotoksisiteden dolay1

belirsizlesmektedir (Sekil 4.21C).

hassasiyet
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48. saate gelindiginde KCC-07 ve Bilesik 2’nin hiicreler tizerindeki etkisi bir 6nceki
giine gore daha belirgin hale gelmistir. En diisiik dozdan itibaren (5-100 uM) KCC-07
muamelesi sonrasinda, HUH-7 hiicre hattinda gozle goriiliir bir 6liim (%50 ila 80
arasinda) oldugu ve bu maddeye en hassas hiicre hattinin HUH-7 oldugu saptandi
(Sekil 4.22A). Ozellikle bu hassasiyet farkinin, 50-100 uM araliginda ¢ok daha
belirgin oldugu fark edilmistir. Buna karsin, HFF-1 ve U2-OS’in her madde
konsantrasyonunda KCC-07’ye en direngli hiicreler oldugu goriildii (Sekil 4.22A).
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Sekil 4.22: KCC-07 (A), Bilesik 1 (B), Bilesik 2 (C) ve Bilesik 3 (D)’ilin 48. saatte
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisinin karsilastirilmast (hiicre
canliligl, her doz igin 1. giinde Slgiilen WST-1 absorbans degeri, ayni
giinde kontrol i¢in Slgiilen degere bollinerek kat artig/azalis olarak ifade
edilmistir).

KCC-07 ile benzer sekilde, 48. saatte Bilesik 2’ye de en duyarli (5-25 uM araliginda)
hiicre hattt HUH-7 olmustur (Sekil 4.22C). Istisna olarak, 25 puM’da Bilesik 2
muamelesinden en fazla U2-OS’in etkilendigi goriilmektedir. Bir 6nceki giinde elde
edilen sonug¢ degismeyerek Bilesik 2 uygulamasina en dayanikli hiicre hattinin ise PC-
3 oldugu tespit edildi. Nispeten daha yiiksek konsantrasyonlarda (>50 pM) yiiksek
sitotoksisiteden dolay1 hiicre hatlar1 arasindaki hassasiyet farkinin ortadan kayboldugu

goriilmektedir (Sekil 4.22C).
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Sonug olarak, KCC-07 ve Bilesik 2’nin tiim dozlarda test edilen tiim hiicre hatlarinda
(24. ve 48. saatte) degisen oranlarda oliime neden oldugu, genel olarak HUH-7’nin
KCC-07 ve Bilesik 2’ye en hassas, PC-3’lin ise en dayamikli hiicre hatti oldugu

sonucuna varilmistir.

4.2. Kimyasal Molekiillerin Hiicrelerde Neden Oldugu Oliim
Mekanizmasimin incelenmesi

KCC-07 ve Bilesik 2’nin hiicre hatlar1 {izerinde en toksik molekiiller oldugunun tespit
edilmesi akabinde, bu molekiillerin hiicrelerin biiyiime egrisinde meydana getirdikleri
canlilik distisiiniin veya tutulumunun nedenleri incelenmistir. Bu amagla, genel
degerlendirme itibariyle her iki maddeye de en hassas (HUH-7) ve en direngli (PC-3)
kanser hiicre hatlar1 ile saglikli hiicre hatti olan HFF-1’deki 6liim mekanizmasi
Annexin V-PI/7AAD boyamasi ile analiz edilmistir. Hiicrelerin biiyime egrileri ve
madde konsantrasyonlar: goz oniinde bulunduruldugunda, en iyi etki veya farkliligin
genel olarak 48. saatte ve 25 ila 75 uM konsantrasyonlarda (KCC-07 ve Bilesik 2 i¢in)
ortaya ¢iktig1 dikkat cekmektedir. Bu nedenle, bilinen MBD2 inhibitorii (KCC-07) ve
en etkili inhibitor aday1 olan Bilesik 2’nin karar verilen zaman-konsantrasyon
kombinasyonunun HFF-1, HUH-7 ve PC-3 hiicre hatlarinin biiyiime profilinde sebep
oldugu etki ve farkliligin nedeni, akim sitometrisi kullanilarak apoptoz ve nekroz

oranlar1 lizerinden daha detayl arastirilmistir.

4.2.1. HFF-1 Hiicre Hattinda Apoptoz Analizi

Yukarida belirtildigi iizere 48 saatlik 25 ve 75 uM KCC-07/Bilesik 2 inkiibasyonunun
neden oldugu canli-6lii hiicre oranindaki degisim ilk olarak HFF-1 hiicre hattinda

incelenmistir.

Cift boyasiz (double negative) kontrole gore yerlestirilen kadran, grafik (dot plot)
tizerinde Q1 pro-apoptotik (Annexin V (+), PI (-)), Q2 apoptotik (Annexin V (+), PI
(1)), Q3 nekrotik (Annexin V (-), PI (+)) ve Q4 canli (Annexin V (-), Pl (-)) hiicre
popiilasyonlarin1 gostermektedir (Sekil 4.23). Kontrol grubu incelendiginde (Sekil
4.23A) toplam hiicre popiilasyonun %90,2’si canliyken, yaklasik %4,9’u apoptotik
olmak iizere geri kalan hiicrelerin (~%9,9) 6lii (apoptotik/nekrotik) veya 6liim oncesi
fazda (pro-apoptotik) oldugu saptanmistir. KCC-07’nin 25 ve 75 uM

konsantrasyonlari incelendiginde hiicre popiilasyonlarinin kontrole benzer bir dagilim
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gosterdigi ve canli hiicre oraninin yiiksek oldugu (>%90) goézlemlenmistir (Sekil

4.23B, Sekil 4.23C).

Bilesik 2 uygulamasi sonucu canli-61ii hiicre oraninin dramatik bir sekilde degistigi
tespit edildi. 25 uM konsantrasyonda apoptotik hiicre oraninin kontrole gore yaklasik
4,5 katlik artisla %22’ye; nekrotik hiicre popiilasyonunun ise 3,2 katlik artisla %2,83’¢
yiikseldigi goriildii (Sekil 4.23D). Pro-apoptotik hiicre orani da kontrole gore yaklasik
2 kat artmistir. Bilesik 2 konsantrasyonu75 uM’a ¢ikarildiginda apoptoz oraninin
yaklasik %50’ye, nekroz oraninin ise %17 seviyesine yiikseldigi tespit edildi (Sekil
4.23E). Esasinda 75 pM konsantrasyonda apoptotik ve pro-apoptotik hiicre oraninin
daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Bilesik 2 muamelesi sonrasinda hiicre
morfolojisinde ve graniiletisinde bariz degisimler goze carpmaktadir. Bu degisime
bagl olarak hiicrelerin Annexin V/PI boyanma siddeti farkli olabileceginden dolay1
yerlestirilen kadran popiilasyonu yaridan kesmektedir. Standart bir referans
olusturmasi ag¢isindan kadran ¢ift boyasiz kontrole gore yerlestirilmis ve sonrasinda
figiirlerde sabit tutulmustur. Fakat buna ragmen yiiksek konsantrasyondaki Bilesik
2’nin Q1 ve Q2 kapilarindaki artis oldukea acgiktir. Kisacasi, bu sonuglar bize Bilesik

2’nin dzellikle apoptoz tizerinden hiicre 6liimiinii tesvik ettigini diistindiirmektedir.
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Sekil 4.23: HFF-1 hiicre hattinda Kontrol (0 uM) (A), 25 uM KCC-07 (B), 75 uM
KCC-07 (C), 25 uM Bilesik 2 (D) ve 75 uM Bilesik 2 (E) muamelesinin
canli-0lii (pro-apoptotik/apoptotik/nekrotik) hiicre popiilasyon oranlari
tizerindeki etkisi.
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4.2.2. PC-3 Hiicre Hattinda Apoptoz Analizi

Ikinci olarak, dnceki analizlerde KCC-07 ve Bilesik 2’ye en direngli oldugu gosterilen
PC-3 hiicre hattindaki 6lim mekanizmasi akim sitometrisi ile arastirilmistir (Sekil

4.24).

Kontrol grubu incelendiginde; toplam hiicre popiilasyonun %89,7 canliyken, %10,3’si
pro-apoptotik, apoptotik veya nekrotik oldugu saptanmistir (Sekil 4.24A). 25 uM
konsantrasyonda KCC-07 muamelesi de kontrole olduk¢a benzer bir sonu¢ ortaya
koymustur (Sekil 4.24B). Fakat KCC-07’nin daha yiiksek dozunda (75 puM) pro-
apoptotik ve apoptotik hiicre oranlarinda kontrole gore yaklasik ikiser katlik artis
meydana geldigi ve sirasiyla %9,24 ve %9,55 oldugu goriildii. Ayrica nekroz oraninin

da kontrole gore %3,2’ye ylikseldigi fark edildi (Sekil 4.24C).

Bilesik 2’nin gorece diisiik konsantrasyonunda (25 pM) canli hiicre oraninda kontrole
gore 1limli bir diislis ve Olii hiicre oranlarinda ise hafif bir artis dikkat ¢ekmektedir.
Pro-apoptotik, apoptotik ve nekrotik PC-3 popiilasyon oranlari sirasiyla; %5,3, %8,55
ve %1,42 olarak tespit edildi (Sekil 4.24D). Bilesik 2’nin 75 uM konsantrasyonunda
apoptotik hiicrelerin kontrole gore belirgin bir oranda arttig1 (~7,9 kat) ve %38 civarina
ulastig1 goriilmektedir (Sekil 4.24E). Ilging olarak, bu konsantrasyonda Bilesik 2 ile
muamele edilen PC-3 hiicrelerinde nekrotik hiicre oraninin kontrole gore ¢ok daha
belirgin bir artigla (~16,2 kat) %14,4 oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla yiiksek
dozda Bilesik 2°’nin PC-3 hiicrelerinde hem apoptoz hem de nekroz ile 6liime sebep

oldugu anlasilmaktadir (Sekil 4.24E).
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Annexin V-FITC
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Sekil 4.24: PC-3 hiicre hattinda Kontrol (0 uM) (A), 25 uM KCC-07 (B), 75 uM KCC-

07 (C), 25 uM Bilesik 2 (D) ve 75 uM Bilesik 2 (E) muamelesinin canli-
oli.  (pro-apoptotik/apoptotik/nekrotik) hiicre popiilasyon oranlari
iizerindeki etkisi.
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4.2.3. HUH-7 Hiicre Hattinda Apoptoz Analizi

Son olarak KCC-07 ve Bilesik 2’ye en hassas oldugu tespit edilen HUH-7 hiicre
hattinda Annexin V-APC/7-AAD boyamasi ile apoptoz tayini yapilmistir (Sekil 4.25).

25 uM KCC-07 muamelesi HUH-7 hiicrelerinde en belirgin artist nekrotik hiicre
oraninda (%16) saglamistir. Kontrole gore nekrotik HUH-7 hiicre popiilasyonunda
meydana gelen artis, yaklasik 2 kat olarak hesaplanmistir (Sekil 4.25C). Artan KCC-
07 konsantrasyonuna (75 uM) cevaben nekrotik hiicre oraninin; kontrole gore 5 kat,
25 uM KCC-07 muamelesine gore 2,5 kat artigla %40,9’a ulastig1 dikkat ¢ekmektedir
(Sekil 4.25C). Bu konsantrasyonda apoptotik hiicre oraninda kontrole ve 25 uM’a gore

anlamli bir degisim saptanmamastir.

25 uM Bilesik 2 muamelesi, kontrole gore yalnizca nekrotik hiicre oraninda anlamli
bir degisime yol agmistir. Canli hiicre popiilasyonunun 25 pM Bilesik 2 uygulamasi
sonrast nekrotik profile dogru kaydigi; kontrole gore 2,5 katlik artisla %20,4°¢
yiikseldigi goriildii (Sekil 4.25D). 75 uM Bilesik 2 muamelesinin HUH-7 hiicre
hattinda, KCC-07 ve 25 uM Bilesik 2’ye kiyasla olduk¢a farkli bir 6liim profili
sergiledigi tespit edildi. Pro-apoptotik (%18) ve apoptotik (%19,6) hiicre oranlari,
kontrole gore sirastyla 2 ve 1,4 kat artis gostermistir (Sekil 4.25E). Sonuglar birlikte
ele alindiginda, KCC-07 ve gorece diisiik konsantrasyonda (25 uM) Bilesik 2°nin
benzer sekilde nekroza yol actigini; buna karsin daha yiiksek dozda (75 uM) Bilesik 2
muamelesinin HUH-7 hiicrelerinin 6liim nedenini nekrotik mekanizmadan apoptotik

yolaga kaydirdigin1 ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.25: HUH-7 hiicre hattinda Kontrol (0 uM) (A), 25 uM KCC-07 (B), 75 uM
KCC-07 (C), 25 uM Bilesik 2 (D) ve 75 uM Bilesik 2 (E) muamelesinin
canli-6li (pro-apoptotik/apoptotik/nekrotik) hiicre popiilasyon oranlari
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5. TARTISMA

Epigenetik, hiicre karakterinin belirlenmesini ve genetik bilginin hiicresel
fonksiyonlara ifade edilmesini diizenleyen en kritik siiregleri kapsar. Okaryotlarda
DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kiigiik kodlama yapmayan RNA’lar
araciligiyla gerceklesen epigenetik modifikasyonlar, kromatin yapisint ve DNA’nin
ulasilabilirligini degistirerek genlerin lizerinde siki bir kontrol mekanizmasi saglar ve
okaryotik hiicreler tizerindeki pek ¢ok islevi ortaya ¢ikmustir [81, 82]. Giiniimiizde,
kanser basta olmak iizere tiim hastaliklar ile normal hiicresel mekanizmalarin
anlasilmasinda klasik genetik ve biyokimya temelli yaklasimlar (mutasyon analizi,
kopya sayisi ve ekspresyon analizi, biyokimyasal Olglimler vb.) artik yetersiz
kalmaktadir. Ozellikle kanserlerde gen dizisinde meydana gelen degisimlerin
arastirilmasi, hastalik prognozunun ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde tek
basina bir anlam ifade etmemektedir [83, 84]. Bu noktada, kanserlerdeki epigenetik
profilin veya epigenomun arastirllmast ve ilgili hiicrelerde degisiklige
ugramis/anormal fonksiyon gosteren epigenetik mekanizmalar1 hedefleyen tedavi

yaklagimlart odak noktasi haline gelmistir [29, 85].

Literatirde MBD2, DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu gibi iki onemli
epigenetik mekanizma arasindaki koordinasyonun merkezi bilesenlerinden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. MBD2, spesifik olarak metillenmis CpG bolgelerine
baglanarak NuRD (Nucleosome Remodeling and Deacetylase) kompleksini ilgili
promotor iizerinde toplamaktadir. MBD2’nin bu fonksiyonu metillenmis bolgelerdeki
histon kuyruklarinin deasetilasyonuna ve boylece histon-DNA etkilesiminin artmasina
aracilik ederek gen ifadesinin baskilanmasini saglar. MBD2’nin farkli kanserlerde
ozellikle p53, p21, p14°RF, DAPK1, KLK10, BAI1 gibi tiimdr baskilayici genlerin
susturulmasinda rol oynadigr ve MBD2’nin transgenik fare modellerinde knockout
veya hiicre hatlarinda RNAi-aracili susturulmasmin (knockdown) bu genlerin
ifadesinde artis saglayarak timor biiylimesi yavaslattigi rapor edilmistir [29, 86, 72,
87, 79]. MBD2’nin farkli kanser tiirlerinde yiiksek seviyedeki ekspresyonu ve dnemli
sinyal yolaklar1 (proliferasyon, migrasyon, epiteliyal-mezenkimal gegis vb.)
tizerindeki etkileri ¢ok sayida ¢alismayla sabittir. Mahmood ve arkadaglarinin 2024
yilinda meme kanseri iizerine olan ¢aligmasinda, meme kanseri ve yaygin diger kanser

tirleri (akciger, kolon, prostat, karaciger, over, endometriyum, glioblastom vb.) ile
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meme kanseri hiicre hatlarinda MBD2 ekspresyon seviyesinin saglikli kontrollere gore

anlamli olarak yiiksek oldugunu gostermislerdir [88]. Bunun yani sira, MBD2

ifadesinin metastatik kolorektal [89], metastatik akciger adenokarsinom [90] (LUAD)

ve renal hiicre karsinom [91] hastalarinda da artmis oldugu bildirilmistir. Solid

kanserlere ek olarak kronik miyeloid 16semi [92], akut miyeloid 16semi [93] ve T-

hiicreli akut lenfoblastik 16semi hastalar1 ve/veya fare modellerinde de artmis MBD2

seviyesi dikkat cekmektedir.

MBD2’nin kanser tedavisinde 6nemli bir epigenetik diizenleyici oldugunu isaret eden

caligmalarin sayis1 her gecen giin artmaktadir. Bu caligmalardan dikkat c¢eken

sonuclardan bazilar1 agagida listelenmistir:

MBD2’nin K562 hiicre hattinda homozigot delesyonu (MBD2” knockout),
kronik miyeloid 16semi (CML) hiicrelerinin proliferasyonunu in vitro’da
inhibe etmis hem de in vivo fare modellerinde tiimor formasyonunu
yavaslatmistir. MBD27 genotipi, CML blast hiicrelerinde JAK2/STAT3

yolaginin down regiilasyonunu saglamigtir.

RKO fare kolon kanseri hiicre hattinda, MBD2’nin hipermetile p14~R¥ timor
baskilayici genin transkripsiyonel susturulmasinda etkili oldugu ve MBD2’nin
RNAi aracihigiyla susturulmasmimn p14“RF geninin ifadesinde anlamli artis

sagladig1 bildirilmistir [87].

Renal hiicre karsinomunda (RCC) da MBD2’nin benzer bir etkisi
gosterilmigtir. Yukarida da belirtildigi lizere RCC hastalarinda MBD?2
ifadesinin artmig oldugu rapor edilmistir [91]. Ayn1 ¢alismada, RCC hiicre
hatlarinda MBD2’nin asir1 ifadesi p53 ve p21°in ifadesinde azalma, siklin D1
ifadesinde ise artigla sonuglanmistir. siRNA aracili MBD2 susturulmasi ise
RCC hiicre hattinda EMT belirteglerinin ifadesi ile hiicrelerin migrasyon ve

invazif karakterinin in vitro’da azaldigi tespit edilmistir.

Zhang ve arkadaslari, MBD2 baskilanmasinin  metastatik  akciger
adenokarsinomunda (LUAD) benzer etkiler gosterdigini ortaya koymustur
[90]. MBD2’nin LUAD hiicre hatlarinda (A549 and H1975) baskilanmasi
(knockdown), TGF-B1 yolagmin inhibisyonuna bagli olarak EMT, hiicre gocii
ve invazyonunda diisiis ile sonuclanmistir. Bu sonu¢ in vivo’da da

dogrulanmistir. LUAD fare modellerinin MBD2 siRNA yiiklii lipozomlarla
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tedavisi sonrasi, primer tiimor hacminde ve metastatik lezyonlarda kontrole

gore belirgin bir gerileme tespit edilmistir.

e Dan Zhu ve arkadaslar1 insan glioblastom primer ve hiicre hatt1 kiiltlirlerinde,
MBD2’nin dogrudan anti-anjiyogenik/timor baskilayict gen olan BAIL
geninin (ADGRB1) promotériine baglanarak bu genin epigenetik
baskilanmasinda rol oynadigimi gostermislerdir [94]. MBD2’nin ShRNA ile
inhibisyonu sonucunda BAI1 ifadesinin restorasyonu ve buna bagli olarak
hiicre migrasyonunda ve anjiyogenik aktivitede in vitro ve in vivo’da diisiis

oldugu bildirilmistir.

Literatiirdeki tim c¢aligmalarda MBD2’nin baskilanmasi RNAi araciligiyla
(knockdown) veya genom miihendisligi teknikleri (knockout) ile yapilmistir. MBD2
inhibisyonunun kanserlerdeki dnemine binaen sentezlenen ilk ve tek ticari olarak
ulagilabilir MBD2 inhibitorii KCC-07’dir. Kii¢lik kimyasal molekiil (KCC-07) aracili
MBD?2 inhibisyonunun etkilerinin arastirildigi tek calisma yine Dan Zhu ve arkadaglar
tarafindan literatiire kazandirilmistir. Benzer sekilde, nadir beyin tiimdrlerinden olan
medulloblastom (MB) hiicrelerinde de MBD2’nin, Mdm2-aracili p53 degredasyonunu
engelledigi bilinen BAIL'in transkripsiyonel susturulmasina aracilik ettigi
dogrulanmistir. Ayni ekip tarafindan sentezlenen ve patentlenen KCC-07
muamelesinin, MBD2 inhibisyonuna bagli olarak MB hiicrelerinde BAI1
ekspresyonunu artirdig1 ve antiproliferatif BAI1/p53/p21 sinyal yolunu aktive ettigi
ortaya konmustur [79]. Fare modelinde de KCC-07’nin kan-beyin bariyerinden
gecebildigi, artan p53 aktivasyonuna bagli olarak MB tiim6r boyutunun 6nemli l¢iide

kiiciildiigii ve MB-farelerde ortalama yasam siiresinin uzadig tespit edilmistir.

MBD2’nin farkli kanserlerde bir nevi onkogenik etkisine ve inhibitor eksikligine
binaen, daha oOnce hesaplamali (in silico) yontemlerle kesfedilmis ve
sentezlettirilmistir [80]. Fakat orijinal olan bu molekiillerin (Bilesikl, Bilesik 2 ve
Bilesik 3) in vitro etkilerine dair higbir bulgu mevcut degildir. Yiiriitiilen proje
kapsaminda (TUSEB 2022-B-02-22387) MBD2 inhibitér adaylarinin KCC-07 ile
karsilagtirmali olarak 1) farkli hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkilerinin, 2)
MBD2-metillenmis DNA baglanmas1 iizerindeki muhtemel inhibe edici
mekanizmasinin arastirilmasi hedeflenmistir. Dolayisiyla yiiriitiilen tez caligmasi
MBD?2 inhibisyonundan bagimsiz olarak bu aday molekiillerin hiicre canlilig1 ve

proliferasyonu {iizerindeki etkilerine odaklanmigtir. Ayni zamanda, yalnizca
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medulloblastomdaki sitotoksik etkileri calisilan KCC-07’nin farkli kanser hiicre

hatlarindaki etkileri ilk defa bu tez kapsaminda incelenmistir.

Hiicrelerin 4 giinliik ¢ogalma egrileri incelendiginde (Sekil 4.1, Sekil 4.4, Sekil 4.7,
Sekil 4.10 ve Sekil 4.13) Bilesik 1 ve Bilesik 3’in HFF-1 ile HUH-7, U2-0S, PC-3 ve
MCF-7 hiicre hatlar1 lizerinde kontrole gore kayda deger bir sitotoksik etki
birakmadig1 gézlemlenmistir. Bunun iki muhtemel sebebi oldugu diisiiniilmektedir.
Birincisi, daha 6nce yapilan kimyasal analizlerde 6zellikle Bilesik 1 ve Bilesik 3’iin
kompleks yapisina bagli diisiik ¢coziintirliigii olabilir (sonug gdsterilmemistir). Kiiciik
kimyasal molekiillerin diisiik ¢Oziiniirlikklerinin, onlarin farmakolojik etkilerini
ve/veya hiicre membranindan gegislerini kisitlayabilecegi bilinmektedir [95, 96].
Ikinci olarak, bu molekiiller her ne kadar in silico’da yiiksek baglanma skorlar1 ortaya
koymus olsa da gergekte hiicre icindeki MBD2vgp’ye etkin sekilde baglanamadigi ve
inhibe edemedigi akla gelmektedir. Fakat bu varsayim ancak proje kapsaminda devam
eden detayli analizlerle aydinlatilabilecektir. Diger taraftan, Bilesik 1 ve 3’tin 0-100
uM araliginda tespit edilen diisiik sitotoksik etkisi bu molekiillerin; epigenetik ilag
(Epi-Drug) adayi olarak kullanilma ihtimalini diisiiren bir sonu¢ olsa da temel
aragtirmalarda MBD2 inhibitorii olarak hizmet edebilme potansiyeli hala saklidir.
Devam eden analizlerde bu molekiillerin MBD2 fonksiyonunu inhibe ettigi
ispatlandig1 durumda, Bilesik 1 ve 3’lin hiicreler lizerindeki diisiik 6ldiiriicti etkisi,
MBD?2 ve iliskili epigenetik mekanizmalarin arastirilacagi calismalar i¢in bir avantaja

doniisecektir.

Bilesik 2 ve KCC-07’nin ise test edilen her hiicre hattinda ilk 24 ve 48 saat igerisinde
farkli dozlarda kayda deger oldiiriicii etkileri oldugu goriilmiistiir. Genel olarak, KCC-
07°nin 50 pM ve iizeri, Bilesik 2’nin ise 25 pM ve iizeri konsantrasyonlardaki
sitotoksik etkilerinin kontrole gére anlamli oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 4.21,
Sekil 4.22). KCC-07 ve 6zellikle Bilesik 2’nin kanser hiicre hatlarindaki inkiibasyon
stiresi arttikca LCsp degerinin kademeli sekilde azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.3,
Sekil 4.6, Sekil 4.9, Sekil 4.12 ve Sekil 4.15). Bu bize, KCC-07 ve Bilesik 2’nin 72
saat siiresince hiicre kiiltiir ortaminda bozunmadan stabil olarak kaldigini1 ve %350
oldiirticiiliik i¢in gereken madde konsantrasyonunun siire uzadikga ters orantili olarak
azaldigin1 gostermektedir. Istisnasiz tiim hiicre hatlarinda, her zaman noktasinda (2,
24, 48, 72 saat) Bilesik 2 ic¢in hesaplanan LCsp degerinin, KCC-07 i¢in hesaplanana
oranla ortalama 2 ila 7 kat daha diislik oldugu; yani ayni sitotoksik etki i¢in Bilesik
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2’nin KCC-07’ye gorece c¢ok daha diisik dozlarmin yeterli oldugu sonucuna
varilmigtir. Yapilan in silico ¢calismada gosterildigi iizere Bilesik 2 icin hesaplanan
baglanma enerjisinin (-9,26 kcal/mol), KCC-07 i¢in hesaplanandan (-7,89 kcal/mol)
daha yiiksek ve buna bagli olarak tahmin edilen inhibisyon sabitinin (Ki: reaksiyon
hizim1 yariya diisiirmek icin gereken madde konsantrasyonu) daha diisiik oldugu
bildirilmistir [80]. Bilesik 2’nin bir MBD2 inhibitorii oldugunu varsayarsak, tezimizde
elde ettigimiz sonuglarin bu hesaplamali ¢alisma ile tutarl oldugu diisiiniilmektedir.
Fakat tekrar vurgulamak gerekirse, Bilesik 2 ve diger molekiillerin MBD2 fonksiyonu
tizerindeki inhibe edici etkisi heniiz spekiilatiftir. Devam eden calismalarla MBD2
inhibitorii oldugunun dogrulanmasinin akabinde Bilesik 2’nin kanser hiicre hatlari
tizerindeki KCC-07’ye gore daha istiin ve etkin olan sitotoksik etkisi daha
aciklanabilir ve anlamli olacaktir. Kaldi ki, ilerleyen asamalarda Bilesik 2 yeni bir
MBD2 inhibitorii olarak tanimlanamasa bile; tezimizden elde ettigimiz veriler, kanser
hiicre hatlarinda 48 saat itibariyle ortalama %90 Oldiiriiciiliik saglayan yeni bir
kemoterapoétik ajan adayin1 (MBD2’den bagimsiz) 6ne siirmektedir. Tezin devaminda
planlanan detayli yolak analizleri, Bilesik 2 ve diger molekiillerin, ilgili hiicre
hatlarinda hangi sinyal yolaklarini etkiledigi (MBD2-bagimli veya -bagimsiz) ve bu
molekiillerin farkli muhtemel hedefleri olup olmadigini kapsamli ve net sekilde ortaya

koyacaktir.

Saglikli insan deri fibroblast (HFF-1) ile HUH-7 (human hepatocellular carcinoma),
U-2 OS (human osteosarcoma), PC-3 (prostatic adenocarcinoma) ve MCF-7
(mammary adenocarcinoma) gibi kanser hiicre hatlarinin, bilinen MBD2 inhibitoriine
(KCC-07) ve aday inhibitor molekiillere karsi farkli hassasiyette oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Ornegin 48. saatte KCC-07’nin tiim
konsantrasyonlarina en hassas hiicre hattinin HUH-7 oldugu saptanmistir (Sekil
4.22A). Aymi giinde, 5, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda KCC-07’ye en direncli
hiicrenin PC-3, diger dozlarda ise U2-OS oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, 48.
saatte nerdeyse tiim dozlarda Bilesik 2’ye en hassas ve en direngli hiicreler sirasiyla
HUH-7 ve PC-3 olmustur (Sekil 4.22C). PC-3’ye ait biiylime egrisi incelendiginde en
yiiksek konsantrasyonda KCC-07 muamelesinin dahi hiicrelerin proliferasyonunu
engellenmedigi saptanmistir. Hatta KCC-07 konsantrasyonu arttikca biiylime
profilinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif bir artis

goriilmektedir (Sekil 4.10A). Dahasi, KCC-07 inkiibasyon siiresi arttikca LCso
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degerinin -yani hiicrelerin oldiiriilmesi i¢in gerekli madde konsantrasyonun- artis
gostermesi dikkat ¢ekicidir (Sekil 4.12B). Mahmood ve ark. yaptigi calismada saglikli
dokuya gore karaciger timoOr dokularinda artmig MBD2 ifadesi tespit edilirken,
saglikli ve kanserli prostat dokular1 arasinda anlamli bir fark goériilmemistir [88].
Prostat kanser dokular1 ile PC-3’{in de dahil oldugu prostat kanser hiicre hatlar1 igin
benzer bir sonug Patra ve arkadaslar tarafindan da bildirilmistir [97]. Bu ¢alismada,
sagliklt veya benign prostat dokular1 ile hiicre hattinda MBD2 varlig1 orta seviyede
tespit edilirken, PC-3 ve diger prostat kanser hiicre hatlarinda MBD2 ifadesinin diisiik
veya saptanamayacak diizeyde oldugu bulunmustur. Ayrica The Human Protein Atlas
veri tabani incelendiginde [98] PC-3 ve U2-OS’in MBD?2 ifadesinin en diisiik oldugu
hiicre hatlar1 arasinda oldugu fark edilmektedir. Literatiirdeki bu veriler 1s181nda, zaten
diisik MBD?2 ifadesine sahip PC-3 ve U2-OS hiicrelerinin KCC-07-aracili MBD2
inhibisyonundan en az etkilenmis olabilecegi tahmin edilmektedir. MBD2 nin pek ¢cok
kanserde artmis ifadesine veya tiimor ¢ogalmasindaki roliine karsit olarak, serviks
kanser hiicre hatlarinda MBD2 ve MeCP2’nin miR-221/222 tarafindan baskilandig1
ve bunun tiimor gogalmasini tesvik ettigi rapor edilmistir [99]. Benzer sekilde, MBD2
ve MBD3 ifadesinin gastrik kanser hastalarinda saglikli kontrole kiyasla diisiik oldugu
ve timor seviyesi ile MBD2/3 ekspresyon seviyesi arasinda ters korelasyon oldugu
saptanmugtir [100]. Bu bilgiler 1s18inda, MBD2’nin bahsi gegen kanserler gibi prostat
kanseri hiicre hatlarinin biyolojik 6zellikleri (proliferasyon, EMT, migrasyon gibi)
tizerinde zit bir isleve sahip olabilecegi varsayimi yapmak yanlis olmayacaktir. Fakat
PC-3 hiicrelerinde elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olmayisi,
MBD2’nin prostat kanserindeki kafa karistirici roliiniin anlagilmasi i¢in bu deneylerin

farkli prostat kanseri hatlarinda tekrar edilmesi gerekliligini de akla getirmektedir.

Diger taraftan, MBD2’nin hepatoseliller karsinomda biyobelirteg olarak
kullanilabilecek derecede (ve kontrole gore yiiksek) ekspresyon seviyesine sahip
oldugunu ve RNAIi aracili MBD2 susturulmasmin HCC proliferasyonunu belirgin
sekilde durdurdugu rapor edilmistir [101, 102]. Yaptigimiz analizde, HUH-7 hiicre
hattinin KCC-07’nin en diisiikten en yiiksege tiim konsantrasyonlarinda en hassas

kanser hatt1 olmasi literatiirdeki bu veriler ile uyumlu ve tutarlidir.

KCC-07’nin en yiiksek konsantrasyonunun (100 uM) etkiledigi bir diger hiicre hatt1
olarak MCF-7 karsimiza ¢ikmaktadir. Bu konsantrasyonda 72 saat siiresince hiicre

proliferasyonunda bir tutulum oldugu ve hiicre sayisinin net olarak degismedigi
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gozlemlenmistir. KCC-07’nin gorece daha diisiik konsantrasyonlarinda (25, 50 ve 75
uM) ise 2-72 saat araliginda baslangica gore bir ¢cogalma olsa da biiylime egrisindeki
profil kontroliin altinda seyretmistir (Sekil 4.13A). Mian ve arkadaslarinin yayimladigi
tizere, MBD2 ifadesinin shRNA araciligiyla baskilanmasi insan meme epitel kanser
hiicre hatlarinin (SK-BR-3, MDA-MB-231, MDA-MB-435) bes giinliik bityiime egrisi
tizerinde benzer bir etki ortaya koymustur [72]. ShRNA-aracili knockdown
etkinliginin %80 istli oldugu goriilen hiicre hatlarinin (SK-BR-3, MDA-MB-435)
biiylime egrisi 5 giin boyunca yatayda seyrederken, shRNA baskilamasinin %70 civari
oldugu tespit edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde kontroliin altinda seyreden bir
cogalma oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada MBD2 inhibisyon
dozuna/oranina bagli olarak proliferasyonda tam bir tutulum veya hafif bir cogalma
indeksi oldugu sonucuna varilmistir. MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalma egrisinde KCC-07
konsantrasyonuna bagli bu etki, ilgili galismadaki sonuglarla ortlistiigii goriilmektedir.
Bahsi gegen calismada, MBD2’nin meme kanser hiicre hatlarinda dogrudan DAPK 1
ve KLK10 gibi tiimor baskilayic1 genlerin promotorlerine baglanarak bu genlerin
susturulmasina aracilik ettigi ortaya konmustur. Cheishvili ve arkadaslari ise meme
kanseri hiicre hatlarinda (MCF-7 ve ZR-75-1), MBD2 susturulmasinin ve DNMT
inhibitori (5-azaCdR) tedavisinin sinerjistik etkiler gosterdigi, hipermetilasyonla
susturulmus apoptotik genlerin reaktivasyonu sagladigi; boylece, EMT ve metastaz ile
iliskili genlerin ifadesinde diisiis, anti-apoptotik genlerin ifadesinde artisa yol actigi
sonucuna varmiglardir [103]. Bununla birlikte, Sahu ve arkadaslart MCF-7 ve diger
meme kanser hiicre hatlarinda MBD2’nin dogrudan tiimor baskilayict BRCALI
promotdriine baglanarak ekspresyonunu downregiile ettigini gostermislerdir [104].
Literatiirdeki bu bilgiler, ¢aligmamizda uyguladigimiz KCC-07°nin, MBD2
inhibisyona bagli olarak MCF-7 hiicrelerinde bu tiimor baskilayici genlerin ifadesini

geri kazanarak hiicre ¢cogalmasini durdurdugu fikrini akla getirmektedir.

Direngli oldugu diisiiniilen PC-3 hiicre hatti i¢in akim sitometrisi sonuglari
incelendiginde, kontrol grubunda toplam hiicre popiilasyonun %89,7’sinin canli
oldugu saptanmistir (Sekil 4.24A). KCC-07'nin 25 pM Kkonsantrasyonunda hiicre
poplilasyonlariin kontrole benzer bir dagilim gosterdigi ve canli hiicre oraninin
yiiksek oldugu (>%90) goriilmiistiir (Sekil 4.23B). Fakat KCC-07’nin daha yiiksek
olan dozunda (75 uM) pro-apoptotik ve apoptotik hiicre popiilasyonlarinda kontrole

oranla 2 kathik bir artis meydana gelmistir. Ayni zamanda nekrotik hiicre
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poplilasyonunda da kontrole oranla %3,2’ye varan bir yiikselis gézlemlenmistir (Sekil
4.23C). 25 uM Bilesik 2’nin canli hiicre oraninda kontrole gére minimal bir diisiis ve
Olii hiicre oraninda ise hafif bir yiikselis meydana getirdigi dikkat ¢cekmektedir (Sekil
4.23D). Bilesik 2’nin 75 uM konsantrasyonunda ise apoptotik hiicre popiilasyonunun
gozle goriilir bir sekilde yaklasik 8 kat arttifi ve %38 civarma yiikseldigi
gdzlemlenmistir (Sekil 4.23E). Ozellikle dikkat ¢eken nokta, Bilesik 2’nin yiiksek
konsantrasyonda nekrotik hiicre oraninin kontrole gore ¢ok daha belirgin bir artigla 16
kat arttig1 ve %14.,4 oldugu saptanmistir. Sonucta yiiksek dozda Bilesik 2’nin PC-3
hiicrelerini hem apoptotik hem de nekrotik yollardan Sliime gotlirdiigli sonucuna
varilmigtir. PC-3 hiicrelerine ait WST-1 proliferasyon sonuglari incelendiginde 48.
saatte KCC-07 varligindaki canli hiicre oraninin %70-75 arasinda, Bilesik 2 varliginda
ise canliligin %5-10 arasinda oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla akim sitometrisi
sonuglari, PC-3 hiicreleri i¢in elde edilen sitotoksisite sonuglarini dogrulamis

bulunmaktadir.

En hassas oldugu diisiiniilen HUH-7 hiicre hatti i¢in akim sitometrisi sonuglar
incelendiginde, KCC-07 i¢in nekrotik hiicre popiilasyonunda kontrole oranla 25
uM’da 2 kat, 75 uM’da ise 8 kata ulasan bir artis gézlemlenmistir (Sekil 4.25B-C).
Boylelikle KCC-07'nin HUH-7 hiicrelerini nekrotik yoldan 6ldiirdiigii sonucuna
varilmigtir. Literatiirde MBD2’nin nekrozu indiikledigine veya nekrotik hiicre 6limii
yolag ile iligkisine dair heniiz bir bilgi bulunmamaktadir. Bu agidan HUH-7 hiicre
hattinda elde ettigimiz sonug, MBD2 ve KCC-07’nin apoptoz-nekroz dengesine etkisi
hakkinda yeni ¢alismalara kap1 aralayacak bir ipucu saglamaktadir. Bilesik 2’nin 25
uM konsantrasyonunda nekrotik hiicre popiilasyonunda kontrole oranla 2,5 katlik
artts, 75 uM konsantrasyonda ise nekrotik hiicrelerin pro-apoptotik/apoptotik
poplilasyona gecis gostererek apoptotik (erken/ge¢) hiicre oraninda kontrole gore
yaklasik 1,7 katlik artis sagladigi tespit edilmistir. Bu durum, Bilesik 2’nin diisiik
konsantrasyonda KCC-07 ile benzer sekilde nekrozu tesvik ettigini, yiiksek
konsantrasyonlarda ise HUH-7 hiicrelerini apoptotik yola sevk ettigi ile agiklanabilir.
Fakat Bilesik 2’ye (75 M) ait akim sitometrisi sonuglarindaki canli hiicre ve 6lii hiicre
oranlariin WST-1 verileri ile tam olarak oOrtiismedigi fark edilmistir. Bunun iki
deneysel nedeni olabilecegini diisiinmekteyiz. Birincisi; Bilesik 2 nin gorece yiiksek
konsantrasyonlarinda (75 ve 100 uM) 1sik mikroskobu altinda HUH-7 hiicrelerin

morfolojik 6zelliklerini kaybettigi ve slispanse hale geldigi gézlemlenmistir. Akim
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sitometrisi i¢in hiicrelerin toplanmasi sirasinda siispanse olan 6lii hiicrelerin kagirilmig
olmas1 muhtemeldir. ikinci nedenin; 48 saat boyunca yiiksek konsantrasyonda Bilesik
2’ye maruz kalarak asir1 hassaslasmis HUH-7 hiicrelerinin ikili boyama (Annexin-
V/7-AAD) sirasinda par¢alanmasi (hiicre debrisi olusturmast) veya bir sekilde boyama

profilinin degismesinden kaynaklanabilecegini varsaymaktayiz.

HFF-1 hiicrelerinin KCC-07 muamelesi sonrasinda 48. saatte canli hiicre oraninin
kontrole gore degismedigi (~%90) ve 6liim (nekroz/apoptoz) oraninin diisiik seyrettigi
fark edilmistir (Sekil 4.23B-C). Fakat Bilesik 2’nin 25 pM konsantrasyonunda
kontrole (nekrotik: %0,87, ge¢ apoptotik: %4,87) gore; nekrozda (%2,83) 3,2 kat, gec
apoptotik popiilasyonda (%22) 4,5 kat artis tespit edilmistir. HFF-1 hiicrelerinde 75
uM konsantrasyona ¢ikildiginda kontrole oranla; nekrotik hiicrelerde (%16,8) 19,3
kat, gec apoptotik fraksiyonda (%49,6) ise 10 katlik bir artis oldugu goriilmiistiir.
Boylelikle, HFF-1 hiicrelerinin WST-1 biiylime egrilerinde goriilen (25 ve 75 uM
Bilesik 2 i¢in) keskin diisiisiin nedeninin apoptozdan kaynaklandigi ortaya konmustur.
Ayrica, KCC-07 ve Bilesik 2’nin HFF-1 hiicrelerindeki sitotoksisite (Sekil 4.4) ve
LCso (Sekil 4.5) farki akim sitometrisi ile bir kez daha dogrulanmistir.

Bu veriler 15131nda, MBD2’nin kanserlerdeki ifadesinin ve fonksiyonlarinin hiicre
tipine, farkli protein repertuarina ve diger MBD tiyeleri (MeCP2, MBD1, MBD3 vb.)
ile farkli MBD?2 izoformlar1 (MBD2a, MBD2b gibi) varligina bagli olarak degisiklik
gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, farkli kanserlerde yapilan in vitro
ve in vivo ¢aligmalar, MBD2 nin tedaviye yonelik epigenetik bir hedef olduguna isaret
etmektedir. Bu c¢alismalarda genetik temelli yontemlerle MBD2 susturulmustur.
Dolayisiyla tek kimyasal MBD2 inhibitoriiniin kanser hiicre hatlar1 {izerindeki
etkilerine dair literatiirde hi¢bir bulgu mevcut degildir. Bu yoniiyle yiiriittiiglimiiz tez
caligmas1 KCC-07 nin farkli kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerine ve 6liim
mekanizmalarma dair ilk bilgileri literatiire kazandirmistir. Bununla birlikte, her ne
kadar MBD2 inhibitorii oldugu heniiz kanitlanmasa da Bilesik 2 olarak ifade edilen
aday molekiiliin her hiicre hattinda KCC-07’ye gdre daha sitotoksik oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle bu molekiiliin daha diisiik LCso degerine sahip olmasi, MBD2
inhibisyonuna bagimli veya bagimsiz olarak bu kimyasal molekiiliin bir kemoterapi
ajan1 olarak daha diisiik dozlarda etkili ¢calisabilecegini, boylece klinik uygulamalarda
yan etkilerin, maliyetlerin ve g¢evresel yiikiin azalmasma katki saglayabilecegini

gostermektedir.
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OZGECMIS

Kasim Kagan KOCA, 2016 yilinda basladigi Gebze Teknik Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik bdliimiinti boliim besincisi olarak basarili bir sekilde 2021 yilinda
mezun oldu. Lisansin ilk yillarindan itibaren aktif olarak rekombinant enzim
laboratuvarinda ¢alisarak gegiren Kasim, bitirme projesini laboratuvar 6lcekli
biyoreaktorde Pichia pastoris’te lakkaz enziminin iiretimi ve karakterizasyonu ve ayni
zamanda TUBITAK STAR programinda Pichia pastoris’te epoksit hidrolaz enziminin
karakterizasyonunda arastirmacit lisans bursiyeri olarak c¢alismistir. 2023 yilinda
yiiksek lisans egitimine Gebze Teknik Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda baglamis
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Ek-A: Biiyiik Resim/Fotograf/Harita ve CD ekleri

EKLER

Tablo Al.1: Telif hakki bulunan sekiller i¢in alinan izinler.

Sekil No Lisans Tarihi Lisans No Telif Sahibi
Sekil 1.1 - CC4.0 -

Sekil 1.2 23.01.2025 5954990517037 Elsevier
Sekil 1.3 30.01.2025 Merck
Sekil 1.4 - CC4.0 -

Sekil 1.5 29.01.2025 CaymanChem
Sekil 1.6 23.01.2025 5954991004062 Elsevier
Sekil 1.7 - CC4.0 -

Sekil 1.8 - CC4.0 -

Sekil 1.9 - CC4.0 -
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