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ABSTRACT

In the previous study, we identified differentially expressed genes between higly
metastatic and poorly metastatic cell lines of rat mammary adenocarsinoma R3230AC. The aim
of this present study was to investigate metastatic relevance of these genes in different
adenocarsinoma cell lines by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). It was
found that the gene clones FF-10 and SG-1 were expressed in non-metastatic cells but not in
metastatic cells examined, suggesting potential tumor suppressive function of these genes. In
addition, the effects of antioxidant compunds such as green tea catechins, lycopene and beta-
carotene on the growth of adenocarsinoma cell lines as well as on the expression profiles of
potential tumor suppressive genes were examined. The cells were treated with antioxidant
compounds at different concentrations and the cell growth were determined with MTT Assay. At
50 uM and higher concentrations, epigallocathechingallate (EGCG), epigallocatechin (EGC)
significantly inhibited the cell growth. Significant Effect of beta-carotene and green tea
catechins (GTC) was observed at 100 uM. Lycopene affected the CAb.D5 cell growth at 3
micromole concentration. Finally, we observed that antioxidants have some effect on the
expression profiles of the genes. Especially, FF-10 expression was decreased by two-fold with
lycopene treatment compared to expression in untreated cells. Further studies related with
expression profiles of differentially expresed genes especially FF-10, SG-1 RE-1 and RF-5 in
human primer and seconder mammary tumors and transfection studies with the cDNA clones will

give more definitive results about the metastatic relevance of these genes.



OZET

Onceki ¢aligmada, metastatik yetenegi yiiksek olan ve ¢ok az olan izogenik sigan meme
adenokarsinoma R3230AC hiicre hatlarinda farkli olarak ifade edilen genleri tesbit ettik. Bu
caligmanin  amaci, farkli olarak ifade edilen bu genlerin metastatik iliskilerini cesitli
adenokarsinoma hiicre hatlarinda reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
yontemiyle arastirmakti. FF-10 ve SG-1 gen klonlarimin metastatik olmayan hiicre hatlarinda
ifade edilmelerine ragmen metastatik hiicre hatlarinda ifade edilmemeleri, bu genlerin potensiyel
metastatik sippressor fonksiyonlarinin olabilecegini gostermektedir. Buna ilaveten, yesil cay
katesinleri, likopen, ve beta-karoten gibi antioksidant maddelerin adenokarsinoma hiicre
hatlarinin biytimesi ve potensiyel tiimor siipressif genlerinin ifade edilme profilleri iizerindeki
etkileri aragtirilmigtir. Hicreler degisik antioksidant maddelerle muamele edilip hiicre bilyimesi
MTT  yontemiyle tayin edilmigti. 50 puM ve izerindeki konsantrasyonlarda
epigallocatechingallate (EGCG), epigallocathecin (EGC) hiicre biyiimesini anlamli bir sekilde
engelledi. Beta-karoten ve yesil cay katesinin etkisi (GTC) 100 pM ve iizerindeki
konsantrasyonlarda gozlendi. Likopen 3 mikromol konsantrasyonda hiicre biiyimesini etkiledi.
Son olarak, antioksidantlarin genlerin ifade edilme profilleri tizerinde etkilerine bakildi. Ozellikle
FF-10 gen klonunun ifade edilmesi, likopenle muamele edilmis hiicrelerde edilmeyenlere kiyasla
2-kat azaldi. Farkh olarak ifade edilen genlerden ozellikle FF-10, SG-1 RE-1 ve RF-5’in insan
primer ve sekonder meme tiimérlerinde ifade edilme profillerinin incelenmesi ve bu genlerin
cDNA klonlaryla yapilacak transfeksiyon caligmalari bu genlerin metastatik iligkileri hakkinda

daha detayli sonuglar verecektir.



ONSOZ

Kanser insan Oliimlerinin en 6nemli nedenlerinden biridir. Cogu kanserin oldiriicii
dogasi, primer tiimoriin metastaz olarak bilinen olguyla viicudun uzak bélgelerine dagilmasmndan
kaynaklanir. Metastaz olgusu oldukga kompleks ve ¢ok sayida olaylan igermektedir. Bu
olugumlart kontrol eden genetik degisimler veya olaylar tam olarak bilinmemektedir. Dolayisiyla
metastaz olayma yol acan genlerin ve gen urtnlerinin tanimlanmas: ginimiizdeki kanser
aragtirmalarinin 6nemli konusunu  olusturmaktadir. Bir hiicrenin metastaza yol agabilmesi igin,
metastaz olusumunun farkh evrelerinde gerekli olan bir takim ozelliklere ve bir takuim spesifik
gen driinlerine sahip olma zorunlulugu vardir. Buna bagh olarak énceki ¢aligmamizda, sigan
meme adenokarsinoma (R3230AC) tiimor hiicrelerinden elde edilen metastatik yetenegi yitksek
(LN4.D6) ve az olan (CAb.DS) hiicre hatlarinda farkl olarak ifade dilen genleri tesbit ettik. Bu
genlerin metastatik iligkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu ¢aliyma TUBITAK’in SBAG
2643 nolu proje destegiyle gergeklesmis bulunmaktadir.



GIRIS

Kanserin teghisinde onemli ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, kansere bagli olimlerin
¢ogu metastazdan dolayidir. Kanser metastaz ¢ok basamakh bir olgudur: tiimér hiicreleri primer
lokasyonlarindan ayrilip ¢evredeki dokulara yayilir, kana ve lenf damarlarina girer, angiogeneze
yol agar, konak¢1 anti-timér mekanizmalarindan kagar ve diger organlarda sekonder tiimérier
olusturur (Nicolson 1988; Liotta et al.1991; Fidler and Nicolson 1987). Tamér olusumunun ve
ilerlemesinin evreleri klinik olarak iyi tammlanmig olmasina kargin, metastazi kontrol eden
genetik degismeler ve gen triinleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Literatiirdeki caligmalar,
timor metastazimn farkl kanser tiplerindeki pek ¢ok genin aktivasyonu ve inaktivasyonu sonucu
olustugunu ve olusabilecegini gostermektedir (Ahmad and Hart 1997:Yokota 2000). Metastazin
olusumunu saglayan her bir basamagn, farkh genlerin mesajct RNA seviyelerindeki gegici veya

kalict degisikliklerinden dolay1 olabilecegi bilinmektedir.

Hiicrelerin metastatik olabilmesi igin bir ¢ok spesifik 6zelliklere sahip olmas gerekir. Bir
timor iginde, sadece bir hiicre alt populasyonunun metastaz igin yeterli 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir (Buckly and Carlsen 1988). Buna bagh olarak R3230AC sican meme
adenokarsinoma hiicrelerinden, lenf dokusuna oldukga yitksek metastaz yapma yetenegine sahip
LN4 olarak isimlendirilen tiimér hiicre alt populasyonu elde edilmigtir (Carlsen et al. 1990). Bu
hicre hattinin  isoglobotetraosylceramide (iGb4) araciligiyle lektin soya fastilyesi agglutinine
baglandigi gosterilmistir. LN4 hiicre hatti iGbd’e kargi iretilen monoklonal antikorlarla
ayngtinldifinda gok diisiik metastatik yetenegi olan CAb hiicre alt populasyonu elde edilmigtir
(Carlsen et al. 1993). Onceki ¢aligmamizda bu iki hiicre hattinda (LN4 ve CAb) farkli olarak
ifade edilen genler, subtraktif hibridizasyon yontemiyle tayin edildi (Gunes & Carlsen). Bu
¢aliymada sozkonusu bu genlerin metastaz ile iligkilerinin bulunup bulunmadiini belirlemek
amaciyla, metastatik ve metastatik olmayan gesitli sigan ve insan adenokarsinoma hiicre
hatlarinda bu genlerin RNA diizeyinde ifade edilme profilleri incelenmistir. Ayrica, yesil cay
katesinleri, beta karoten ve likopen gibi antioksidant maddelerin, tiimér hiicre hatlarinin

biiyiimesi ve farkh olarak ifade edilen bazt genlerin RNA diizeyinde ifade edilmesi iizerindeki

etkileri aragtirtlmgtir.




GEREC ve YONTEM

A. Gerecler

Hiicre hatlar1 asagida belirtilen kaynaklardan elde edildi. Sican meme
adenokarsinoma hiicre hatlan CAb.D5, LN4.D6, 13762 CT, sigan prostat adenokarsinoma hiicre
hatltar1 AT-1, MATLyLu Kanada’'nin Saskatchewan Kanser Merkezinden Dr. Svein Carlsen’
dan; Sican prostat adenokarsinoma hiicre hatlar1 AT-2, AT-3 ve MATLu Hollanda’nin Nijmegen
Universite Medikal Merkezinden Dr. J A. Schalken’den; insan meme adenokarsinoma hiicre
hatlan MCF-7, HBL-100 ve MDA-MB-453 Bilkent Universitesinden Dr. Mehmet Oztiirk’den;
insan prostat adenokarsinoma hiicre hatti DU145, Gilhane Askeri Tip Akademisinden; Insan
serviks adenokarsinoma hiicre hatti HeLa Ege Universitesi Ebiltem’den Dr. Ismet Giirhan’dan
elde edildi.

PRMI-1640 hiicre besi ortarm ve tripsin Sigma ve Biological Industries’den; Fetal
Bovine Serum (FBS), trypan blue, gel loading solution, MTT, sodium bicarbonate, Green tea
catechin (GTC), Epigallocatechin gallate (EGCG), B carotene, Epigallocatechin (EGC),
Lycopene, phenol Sigma’dan satin alindi. DMSO, sodium citrate, sodium chloride Merck’den
elde edildi. Fetal Calf Serum (FCS) Biological Industries’den; Penicilin Streptomycine
Biochrom Chemical Co.’dan; Ethidium Bromide, 2-Mercaptoethanol, EDTA (Disodium Salt
Dihydrate), sodium phosphate (monobasic and dibasic) Amresco Chemical Co.’dan; DEPC Serva
Chemical Co.’dan; Tetrahydrofurane (THF) Lachema Co.’dan satin alindi. Hiicre kiltari siseleri
Corning Star’dan; polypropylene tubes ve disposable pipetler Greiner’dan alind:.

RNA izolasyonu igin Nucleospin® RNA II Kit ve cDNA sentezi i¢in Advantage™ RT-
for-PCR Kit BD Biosciences, Clontech’den satin ahindt.

B. Yéntemler

B.1 Hiicre Kiiltiirii:

Hucreler %10 Fetal bovine serum, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI-
1640 besi ortaminda %95 nem ve %S5 karbondioksit igeren 37 derecelik inkiibatorde
buyatuldiler. Kiltir kabimin yiizeyini % 80-90 kapladiklarinda tripsinize edilip RNA izolasyonu
i¢in kullanldilar.
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B.2 RNA izolasyonu:

RNA izolasyonu Nucleospin RNA II Kit (BD Biosciences Clontech)’de belirtilen protokole gore
yapildi. RNA omneklerinin kalitatif ve kantitatif 6zellikleri UV-Visible spektrofotometride 260
nm ve 280 nm’deki adsorbsiyonlarina bakilarak belirlendi. 260 ve 280 nm’deki adsorbsiyon

oranlart 1.8 ve tizerindeydi. RNA 6rnekleri nukleaz igermeyen suda -80 derecede saklandi.

B.3 RT-PCR Analizi:
cDNA sentezi butiin orneklerden 1ug RNA kullanilarak Advantage RT-for PCR Kit kullanilarak
kit’de belirtilen protokole gore gergeklestirildi. cDNA 6rnekleri -80 derecede sakland:.

B.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Her bir gen i¢in dizayn edilen primer ¢iftleri kullamlarak ilgili genler PCR ile ¢ogaltildi.
PCR karsimi cDNA, 0.2 mM dNTP, 3 mM MgCl,, Ix PCR buffer, 2U Taq Polimeraz ve 1 uM primer
igerdi. PCR reaksiyonu DNA thermal cycler’da (Techne Progen) asagida belirtilen parametrelerce
gergeklestirildi: 2 dakika 94 "C’de baglangi¢ denatirasyonu; 1 dakika 94 °C’de denatirasyon, 1 dakika
54 “C’de birlesme (annealing), 1 dakika 72 "C’de sentez; 10 dakika 72 "C’de sentez. PCR reaksiyonu
belirtilen bu kosullarda 35-40 dongiide tamamlandi. PCR irinleri % 1.5 ‘lik agaroz-etidium jelde
yiritildii. DNA bantlarimin yogunlugu Jel Dokiimantasyon Sistemiyle (Vibert Lourmat, France) belirlendi
ve her bir gen igin mRNA seviyesi internal kontrol olarak kullanilan GAPDH seviyesine normalize edildi.

B.5. Hiicre béliinmesinin MTT ile belirlenmesi:

In vitro tetrazoliuma dayali renk olusumu yontemi antioksidantlarla muamele
edilen hiicrelerin biiyimesini o6lgmek igin kullamildi. Bu yoéntem hiicredeki mitokondrial
enzimlerin etkisiyle sari suda ¢Ozinen substrat olan 3-(4,5 dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromidin suda ¢ozinmeyen mor formazan kristallerine déniismesini
icermektedir.

Hiicreler tripsinize edilip 96-kuyucuklu tabaga 2x10* hiicre/kuyu olacak selilde ekildi. Bir
gin 37 °C’de, %95 nem oram ve %5 CO; igeren inkiibatorde biyiitildii. Yesil cay katesinleri
DMSO’da ¢ozildii ve son konsantrasyon 1pM, 10uM, 50uM, 100uM, ve 200uM olacak sekilde
hiicrelere eklendi. 3 giin karbondioksitli inkiibatérde buyutilda. Hicrelerden besi ortami




{medium) uzaklagtinld: ve 200 pl yeni besi ortami eklendi. Daha sonra 20 pl MTT (Smg/ml in

#1i8) hiicrelere eklendi ve hiicreler 4 saat inkiibatorde bekletildi. Hiicreleri igeren her bir
kuyucuga 200 pl DMSO eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika orbital ¢alkalayicida (150 rpm)
inkiibe edildi. Her bir kuyucugun absorbansi 540 nm’de ELISA okuyucusuyla belirlendi.

Likopen %5’lik tetrahydrofurane (THF) i¢inde ¢ozildi. Likopenin hiicre biyiimesi (3,
6,9,18 uM konsantrasyonda) ve gen ekspresyonu tzerindeki (6 uM) etkisi MTT ve RT-PCR

analizleriyle belirlendi.



BULGULAR

A. Farkh Olarak Ifade Edilen Genlerin Cesitli Hiicre Hatlarnda ifade Edilme Profilleri
Onceki ¢aliymamizda metastatik yetenegi diigiik olan hiicre hattt CAb.DS ‘de FA-8 (sican
alfa 2 kolojen IV), FC-1 (sigan aldehit dehidrogenaz), FC-6 (sigan proalfa 1 kolojen 3), FC-7
(ribozomal protein L4), FF-10 (osteoblast/osteosit faktdr 45), FG-6 (yeni), FH-2 (sican
sitokeratin 8) olarak isimlendirilen cDNA klonlarmin metastatik hiicre hatts LN4.Dé6’e kiyasla
farkli olarak ifade edildigi bulundu. Aymi sekilde, RB-8 (nétrofil kemoatraktan 2), RB-9 (insan
LGN protein), RD-4( fare aspartilaminopeptidaz), RE-1 sican keratin 5 mRNA), RE-12 (yeni),
RF-5 (fare keratin epidermal tip 1) olarak isimlendirilen cDNA klonlari ise sadece matastatik
hiicre hatt1 olan LN4.D6’de ifade edildigi gosterildi (Giines ve Carlsen 2003). Metastatik
iligkilerinin olup olmadigim gostermek amaciyla yapilan bu ¢alismada, genlerin ifade edilme
profilleri gesitli hiicre hatlarinda RT-PCR yontemiyle aragtinldi. PCR ile ¢ogaltilan PCR iiriin
sinyalinin logaritmasi ile cDNA miktarinin logaritmas: arasinda dogrusal bir iliski gozlendi.
Dolayisiyla her bir gen igin cDNA konsantrasyonu, PCR iiriiniinde dogrusal artigin gozlendigi
bolgeden segildi. Genlerin gesitli hiicrelerde ifade edilme motifleri agagida gosterildigi gibidir:

FA-8 (sican alfa 2 kolojen IV):

FA-8 klonunun metastatik ve metastatik olmayan hiicre hatlarinda ifade edilme profillerine
bakildiginda, metastatik olmayan CAb.D5 ve AT-1 hiicrelerinde ifade edildigi gozlendi (Sekil 1,
A). FA-8 metastatik hiicre hatt1 olan LN4 D6’da yok denecek kadar az ifade edilmesine karsm,
diger metastatik hiicre hatlarinda da ifade edildigi bulundu. Bu sonug, FA-8’in CAb.D5

hucresinin diigiik metastatik potansiyelde olmas: tizerinde etkisi olmadigini gostermektedir.

FC-1 (sican aldehit dehidrogenaz) :

FC-1 klonunun ifade edilme modeli, hiicrelerin metastatik durumuyla korelasyon gostermedi
gunkii FC-1 hem metastatik hem de metastatik olmayan hiicre hatlarinda ifade edildi (Sekil 1, B).
Buna ilaveten, 13762 CT ve AT-2 metastatik olmayan hiicre hatlarinda FC-1 ifade edilmedi. FC-
I'nin ifade edilme seviyesi LN4.D6, MATLu ve MATLyLu metastatik hiicre hatlarinda,
metastatik olmayan hiicre hatti CAb.D5’e kiyasla 4-kat, 1.3-kat ve 2-kat daha az ifade edildi.
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Sekil 1. Farkl olarak ifade edilen genlerin farkl hiicre hatlarinda ifade edilme profilleri. GAPDH
internal kontrol olarak kullanildi. Metastatik hiicre hatlan art: (+) olarak; metastatik olmayan

hiicre hatlari eksi (-) olarak tanimland;.

FC-6 (sigan proalfa 1 kolojen 3):

FC-6 metastatik olmayan hiicre hatti CAb.D5’de anlamh bir gekilde ifade edildi (Sekil 1,0).
Metastatik olmayan hiicre hatlar 13762 CT, AT-2 ve AT-3 hiicre hatlarinda FC-6 ekspresyonu
gozlenmedi. Diger hiicre hatlarinda FC-6’nin ifade edilme seviyesi yok denecek kadar az oldugu

kaydedildi.

FF-10 (osteoblast/osteosit faktor 45):
FF-10 klon metastatik olmayan CAb.D5 ve AT-1 hiicre hatlarinda anlamli bir sekilde ifade

edilmesine ragmen diger hiicre hatlarinda ifade edilmedi (Sekil 1, D). Bu sonuglar, FF-10 geninin

bu hiicre hatlarinda metastaz Onleyici etkisi oldugunu gosterebilir.
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‘H+2 (Sican sitokeratin 8):
-2 ekpresyonuna bakildiginda en ¢ok ifade edilme seviyesi AT-1 hiicre hattinda gozlendi
(5ekil 1, E;). Buna ragmen FH-2’nin metastatik AT-3 ve MATLu hiicre hatlarinda da ifade

edilmesi, bu genin metastatik iligkisinin olup olmadig: konusunda kesin bilgi vermemektedir.

Sican SG-1:
8G-1 klon metastatik olmayan hiicre hatlart olan CAb.DS, AT-1 ve 13762 CT hiicre hatlarinda
ifade edilmesine ragmen metastatik hiicre hatlarinda ifade edilmedi (Sekil 1, F). Sadece
MATLyLu metastatik hiicre hattinda metastatik olayan hiicre hatlarindakine kiyasla cok az
seviyede SG-1 ifadesi gozlendi. Ogzellikle Dr. Carlsen’min laboratuvarinda metastatik
potensiyelleri test edilmis olan metastatik (LN4.D6, MATLu ve MATLyLu) ve metastatik
olmayan (CAb.D5, AT-1 ve 13762 CT) hiicre hatlarinda SG-1 ekpresyonunun hiicrelerin
metastatik potensiyelleriyle korelasyon iginde olmasi, bu genin metastatik stipressor etkisinin
olabilecegini gostermektedir.

Ayrnica insan SG-1 geni i¢in dizayn edilen primerler kullanilarak RT-PCR analizlerinde,
SG-1 ekpresyonu hem metastatik olmayan CAbDS5 ve AT-1 sican hiicre hatlarinda hem de
metastatik olmayan insan MDA-MB-453 ve HBL-100 hiicre hatlarinda tesbit edildi.

RB-8 (Nétrofil kemoatraktant 2):
RB-8 ekpresyonunun hem metastatik hem de metastatik olmayan hiicre hattinda ifade edilmis

olmasi bu genin hiicrenin metastatik karekteriyle iliskisi olmadigini gostermektedir (Sekil 1, G).

RE-1 (Sican keratin S mRNA):

RE-1 incelenen biitiin hiicre hatlari icinden sadece L.N4.D6 hiicre hattinda ifade edildi (Sekil 1,
H).

RF-5 ( Fare keratin epidermal tip 1):
Farkli hiicre hatlarninda RF-5 ekpresyonuna bakildiginda, hem LN4.D6 hem de CAb.DS hiicre

hatlarinda ifade edildigi kaydedildi (Sekil 1, I) ancak RF-5 ekpresyonu CAb.D5 hiicrelerinde
LN4.D6’dekine ktyasla 1.4-kat daha az ifade edildigi bulundu.
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Diger farkli olarak ifade edilen genlerin (FC-7, FG-6, RB-9, RD-4 ve RE-12) degisik
hiicre hatlarinda ifade edilme profillerinin incelenmesi planlanmis olmasina ragmen, s6z konusu
bu genler i¢in elde edilen primerler ¢aligmadi. FF-10 geninin insan homologu BLAST
arastirmasiyla elde edilip primer dizayn edildi. Insan hiicre hatlarinda FF-10 ifadesine
bakildiginda, butiin hiicre hatlarinda ifade edildigi gozlendi.

B) Antioksidantlarin Hiicre Biiyiimesi Uzerine Etkisi

Literatiire gore antioksidantlarin tiimér hiicrelerinin biyiimesi iizerinde etkileri olabilecegine dair
bilgiler bulunmaktadir. Dolayisiyla, bu caligmada yesil ¢ay katesinlerinin, beta-karotenin ve
likopenin bazi tiimér hiicrelerinin béliinmeleri iizerinde etkileri arastinidi.

Yesil gay katesinleri ve beta-karotenin HeLa ve DU145 hiicre hatlarinin béliinmeleri
tizerinde etkileri  farkh konsantrasyonlarda incelendi. Epigallokatesingallate (EGCG) ve
epigallokatesin (EGC), 50 um (mikromol) konsantrasyonda kontrol grubuna kiyasla
(antioksidantlarla muamele edilmeyen hiicreler) HeLa hiicre biyiimesini 2-kat azaltt: (Sekil 2).
Bu antioksidantlarin hiicre buyiimesi iizerindeki negatif etkisi 100 pm ve 200 um
konsantrasyonlarda giderek artt. Yesil ¢ay katesini (GTC) ve beta karoten de hiicre bsliinmesi
izerinde negatif etki gosterdi fakat bunlarin gosterdigi en etkili konsantrasyon 100 pm ve 200
um’da gozlendi (Sekil 2).

Ayni gekilde, bu dort antioksidant maddenin DU145 prostat adenokarsinoma hiicrelerinin
biiylimesi tzerinde etkilerine bakildiginda HeLa hiicrelerindekine benzer patern elde edildi. Diger
bir deyisle, EGCG ve EGC hiicre biyimesinin engellenmesi tizerinde GTC ve beta-karotene
kiyasla daha etkiliydi (Sekil 3).

Likopenin CAb.D5, LN4.D6, DU145 ve HBL100 hiicre hatlarinn biiyimeleri Gizerinde
etkilerine bakildiginda, 3 pm konsantrasyonda CAb.D5 hiicrelerinin bolinmesini  kontrol
grubuna kryasla ( likopenle muamele edilmeyen hiicreler) 1.8-kat azalttig kaydedildi (Sekil 4). 9
pum konsantrasyonda HBL100 ve CAb.D5 hiicrelerinin bilyimesi anlamli bir selikde
engellenmesine ragmen likopenin bu konsantrasyonda LN4.D6 ve DU145 hiicre hatlari izerinde
etkili olmadig tesbit edildi. Ozet olarak, likopen metastatik LN4 D6 ve DU145 adenokarsinoma
hicre hatlarmin biyimesi iizerinde etkili olmamasina ragmen, metastatik olmayan hiicre
hatlarindan 6zellikle CAb.D5 hiicrelerinin biyamesinin engellenmesi tizerinde anlamh bir etki

gostermis bulunmaktadir.
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Sekil 2. Yesil cay kateginlerinin ve beta-karotenin HeLa hcrelerinin biiyumesi tizerine etkisi.
Veriler duplike 6rneklerin ortalamasidir. Duplike 6rneklerin absorbans degerleri arasindaki fark

%02’den daha azdi. Deney benzer sonuglarla iki kez daha tekrarland:.
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Sekil 3. Yesil cay kateginleri ve beta karotenin DU145 hiicrelerinin biiyiimesi iizerine etkisi.
Veriler duplike 6rneklerin ortalamasidir. Duplike 6rneklerin absorbanst arasindaki fark %2’den

daha azd1. Deney benzer sonuglarla iki kez tekrarlandi.
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Sekil 4. Likopenin CAb.D5, DU145, LN4.D6 ve HBL.100 hiicre hatlarinin bilyiimesi tizerinde
etkisi. Veriler duplike 6rneklerin ortalamasidir. Duplike 6rneklerin absorbansi arasindaki fark

%2’den daha azdi. Deney benzer sonuglarla iki kez tekrarland:.
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€} Antioksidantlarin Farkh Olarak ifade edilen Genlerin Ekspresyonu Uzerinde Etkisi
CAb.DS hiicreleri yesil ¢ay katesinleri, beta-karoten veya likopenle muamele edilip RNA izole
edildi ve gen ekpresyon seviyesi RT-PCR analizi ile belirlendi.

C.1. Yesil cay katesinleri ve beta-karotenin gen ekspresyonu iizerine etkisi:

$G-1: Cab.Ds5 hiicreleri EGCG, EGC, GTC ve beta karoten ile muamele edildiklerinde, EGC,
GTC ve beta karoten gen ifadesi iizerinde benzer etki gosterdi. Soyle ki: gen ifadesi kontrol
grubuna kiyasla .4-kat azaldi. EGCG ile muamele edilen hiicrelerde ise SG-1 ifadesi kontrol
grubuna kiyasla 1.1 kat artt: (Sekil 5 A, 1,2).

FF-10;: CAb.D5 hiicreleri katesinler ve beta karoten ile muamele edildiklerinde, FF-10 ifadesi
hemen hemen ayni seviyedeydi. Ancak FF-10 ifadesi kontrol grubuna kiyasla muamele edilen
hicrelerde 1.3-kat azald: (Sekil 5 B, 1,2).

FH-2: EGCG, EGC ve beta karotenle muamele edilen hiicrelerde FH-2 ifadesi hemen hemen
aym seviyede ve kontrol hiicrelerdekine kiyasla 1.2-kat daha az oldugu gozlenmistir (Sekil 5. C
1,2). GTC ile muamele edilen hiicrelerde ise FH-2 ifadesi kontrol grubuna kiyasla 1.9-kat gibi

anlamlt bir sekilde azald:.

FA-8: CAb.DS hucreleri kateginlerle ve beta-karotenle muamele edildiginde FA-8

e R e

ekspresyonunda herhangi bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 5.D, 1,2).

P33; Farkli olarak ifade edilen genlerin ekspresyonuna ilaveten, P53 tumor stipressor geninin
ifade edilme profiline bakildignda, beta karotenin kontrol grubuna kiyasla p53 ekspresyonuna
etkilemedigi gozlendi (Sekil 5.E, 1,2) . Hiicrelerin EGCG, EGC ve GTC ile muamele

edilmesinde ise, P53 ifadesi kontrol grubuna kiyasla 1.8, 1.5 ve 1.2 —kat azald:.
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Sekil §. Yesil cay katesinleri ve beta-karotenle muamele edilen CAb.D5 hiicrelerinde farklh

olarak ifade edilen genlerin ekspresyon profilleri.

C.2. Likopenin gen ekspresyonu iizerinde etkisi:

CAb.D5 hucreleri likopen ile muamele edilerek SG-1, FF-10, ve FH-2 genlerinin ifade edilme
seviyeleri RT-PCR analizleriyle belirlendi. Likopenin kontrol grubuna kiyasla SG-1 ve FH-2
genlerinin ifade edilmesi tizerinde etki gostermedigi buna kargin FF-10 genini ifade edilmesini

1.6-kat azalttigs bulundu Sekil 6, 1,2).
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Sekil 6. Likopenin SG-1, FF-10, ve FH-2 ekspresyonu tizerinde etkisi.
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TARTISMA

Onceki galigmalarimizda metastatik ve metastatik olmayan hiicre hatlarinda farkh

olarak ifade edilen genleri tesbit ettik. Bu ¢aligmamizda farkli olarak ifade edilen genlerin
metastatik iliskilerinin bulunup bulunmadifim belirlemek amactyla degisik hiicre hatlarinda bu
genlerin ekpresyonu RT-PCR ile incelendi.

Hiicre dist matriks bazal membran ve konnektif dokudan olusmustur ve kolojen IV
bazal membranin 6nemli yapitaglarindan biridir (Ahmad and Hard 1997). Tip I, I, T gibi
kolojen fiberleri ise konnektif dokunun énemli elemanlarindandir. Kanser hiicreleri ve stroma
hiicreleri tarafindan iretilen enzimler hiicre dist matriksin yikimina yol agar (Liotta et al. 1983).
Dolayisiyla FA-8 (sican alfa 2 kolojen IV) ve FC-6 (sigan proalfa 1 kolojen III) klonlarinin
metastatik iligkilerinin incelenmesi  bu ¢aligmanin 6nemli noktalarindan olmugtur. FA-8
metastatik olmayan CAb.D5 ve AT-1 hiicre hattinda ifade edildi ve metastatik LN4.D6’da ifade
edilmedi. Ancak FA-8’in ifade edilme profili diger hiicre hatlarinda benzer modeli gostermedi.
Benzer sekilde FC-6 CAb.D5 hiicrelerinde yogun bir sekilde ifade edilmesine ragmen diger
metastatik ve metastatik olmayan hiicre hatlarinda daha az seviyede ifade edildi. (Sekil 1). Diger
bir deyigle, incelen hiicreler kapsaminda FA-8 ve FC-6 klonlarmm ifade edilme profilinin
hiicrelerin metastatik potansiyeliyle ilgili olmadigimi gosterdi. Benzer sekilde, FC-1 (aldehit
dehidrogenaz) ve FH-2 (sitokeratin 8) klonlarinm ifade edilme profilleri de hiicrelerin metastatik
potensiyeliyle korelasyon gostermedi. Bu verilere gore, sozkonusu genlerin direkt olarak
hucrelerin metastatik olusumunda rol almadig: fakat indirekt olarak bu prosesde yer alabilecegi

anlagilmaktadir.

FF-10 (osteoblast/osteosit faktdr 45) ve SG-1 klonlarmin ifade edilme profillerine
bakildiginda, FF-10 sadece metastatik olmayan CAb.D5 ve AT-1 klonlarinda ifade edildi Bu
genin diffier metastatik ve metastatik olmayan hiicre hatlarinda ifade edilmeyigi, FF-10’nin
metastatik stipressor fonksiyonunun olabilecegini gostermektedir. Ayni sekilde, SG-1’in ifade
edilme profiline bakildiginda, bu genin metastatik olmayan CAb.D5, AT-1 ve 13762 CT
hicrelerinde yogun bir gekilde ifade edilmesine karsin metastatik hiicre hatlarinda ifade
edilmeyisi (Sekil 1), SG-1’in metastatik siipressor geni olabilecegini gostermektedir. FF-10 ve
SG-1 ¢DNA klonlarmin ekspresyon vektorlerine konarak metastatik hiicrelere yaptlacak
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transfeksivon caligmalar;, bu genlerin metastazt 6nleyici fonksiyonlarii daha belirgin

agtklayacaktir.

Yesil cay katesinlerinden EGCG ve EGC’nin insan kolorektal tiimér

hiicrelerinin (HTC11) buyiimesi tizerinde inhibitor etki gosterdigi kaydedilmistir (Uesato et al.
2001). Diger bir cahgmada EGCG nin apaptoza yol agan en etkili polifenol oldugu gosterilmistir
( Azam et al. 2004). Yine diger bir ¢aliymada, EGCG’nin insan pakreatik karsinoma hiicrelerinin
buyiimesini  doza bagli olarak engelledigi bilinmektedir (Moriatsu et al. 2002). Bizim
calismamzda da yesil cay katesinlerinden EGC ve EGCG’nin tiimér hiicrelerinin biyimesi
uzerinde doza bagimlr olarak engelleyici etki gosterdigi gozlenmistir (Sekil 2, 3).
Bir ¢ok galigmada beta-karoten alimmu ile gesitli kanserler arasinda zit bir iliski oldugu
belirtilmigtir. Levin et al. (1997) beta karotenin sigan timor hiicrelerinin biyiimesinin
engellenmesinde etkili bir antioksidant oldugunu bildirmigtir. Literatiirdeki bilgilere parelel
olarak, bu galismada da beta karotenin timor hiicrelerinin biiyiimesinde engelleyici etkisi oldugu
kaydedilmistir (Sekil 2,3).

Likopenin endometrial, meme ve akciger kanser hiicrelerinin boliinmesinde etkili bir
ihibitor oldugu gosterilmistic (Giovannucci et al. 1995). Hiicre kiltiri ¢alismalarinda da
likopenin kanser hiicrelerinin buyiimesini engelledigi kaydedilmistir (Dorgan et al. 1998).
Meme, endometrial, akciger ve lokemik kanser hiicrelerinde likopenin hiicre boliinmesini
engelleyici etkisi doza bagh olarak degigmistir (Amir et al, 1995). Bizim calismamizda da
likopenin, o6zellikle metastatik olmayan CAb.DS5 sigan meme adenokarsinoma hiicresinin ve
HBL100 insan normal meme hiicresinin biiyiimesini engellemede metastatik sican meme
adenokarsinoma LN4.D6 ve insan prostat adenokarsinoma DU145 hiicrelerine kiyasla daha etkili
oldugu gosterildi (Sekil 4). Likopen CAb.D5 hiicreleri tizerinde 3 uM konsantrasyonda etkili

olmasina ragmen, HBL100 hiicreleri tizerinde 9 uM konsantrasyonda etkili oldu (Sekil, 4).
Antioksidant maddelerin genlerin ifade edilmesi iizerinde etkilerine bakildiginda,

kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla EGC, GTC ve beta-karotenle muamele edilen hiicrelerde

SG-1 ifadest 1.4-kat azaldi. EGCG ise SG-1 ifadesini 1.1 kat arttirds. (Sekil 5).
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GTC ile muamele edilen hiicrelerde FH-2 ifadesi kontrol grubuna kiyasla 1.6-kat artts, Yesil ¢ay
katesinleri ve beta-karoten FA-8’in ifade edilme profilini etkilemedi. Likopen SG-1 ve FH-2

ifadesi tzerinde herhangi bir etki gostermemesine ragmen, FF-10 ekspresyonunda 1.8-kat
azalmaya yol a¢t1 (Sekil 6).

Son olarak, FC-7, FG-6, RB-9, RD-4 ve RE-12 icin dizayn edilen primerler

¢aligmadigs igin bu genlerin ifade dilme profilleri gesitli hiicre hiicre hatlarinda incelenmedi.

SONUCLAR

Metastatik (LN4.D6) ve metastatik yetenegi ¢ok diigiik olan CAb.D5 hiicre hatlarinda
farkli olarak ifade edildigi tesbit edilen genlerin (Gunes and Carlsen, 2003), c¢esitli
adenokarsinoma hicre hatlarinda ifade edilme profillerine bakilarak bu genlerin metastatik
iligkileri incelendi. Farkh olarak ifade edilen genler igin dizayn edilen primerlerden FC-7, FG-6,
RB-9, RD-4 ve RE-12 ¢DNA klonlan i¢in olanlar caligmadi. Dolayisiyla, FA-8, FC-1, FC-6, FF-
10, FH-2, RB-8, RE-1, RF-5 ve SG-1 ¢cDNA klonlarinin gesitli hiicrelerde ifade edilme
profillerine bakild:.

CAb.D5’de farkli olarak ifade edilen genler diger hiicre hatlarinda incelendiginde,
ozellikle FA-8, FC-1 ve FC-6'mn CAb.D5’de ifade edilme seviyeleri fazla olmasina ragmen
hem metastatik hem metastatik olmayan difer hiicre hatlarinda da ifade edilmesi (Sekil 1) bu
genlerin hiicrelerin metastatik potansiyeliyle direkt ilgili olmadigimi gostermektedir. Benzer
5ekilde FH-2 c¢DNA klonunun ifade edilme profili hiicrelerin metastatik durumuyla parelellik
gostermedi. Buna ragmen, FF-10 ve zellikle SG-1 cDNA klonunun sadece metastatik olmayan
hicre hatlarinda ifade edilme profili bu genlerin metastatik supressor  fonksiyonunun
olabilecegini gostermektedir. Ekspresyon vektorlerine konacak FF-10 ve SG-1 cDNA klonlaryla

yapilacak transfeksiyon ¢aligmalari, bu genlerin hiicrelerin metastatik potansiyelindeki
fanksiyz:mlanm agiklamada yardimei olacaktir.

LN4.D6’de farkli olarak ifade edilen genlerin gesitli hiicre hatlarinda ifade edilme
profiline bakildiginda, RB-8 ¢DNA klonunun hem metastatik hem de metastatik olmayan hiicre
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hatlarinda ifade edilmesi (Sekil 1), bu genin direkt metastatik iligkisinin olmadigim
gostermektedir. Buna ilaveten, RE-1 sadece metastatik N4 D6 hiicre hattinda ifade edildi fakat
diger hi¢ bir hiicre hattinda ifade edilmedi. Benzer sekilde, RF-5 sadece LN4.D6 ve CAb.D5
hiicre hatlarinda ifade edildi fakat RF-5’in ifade edilme seviyesi LN4.D6’de CAb.D5’a kiyasla
1.5-kat daha fazlaydi. RE-1 ve RF-5 ¢cDNA klonlariyla yapilacak transfeksiyon ¢aligmalart bu

genlerin metastaz olusumunda rol alip almadiklarin gosterecektir.

Yesil cay katesinleri EGCG, EGC, GT C, beta karoten, ve likopenin timor
hiicrelerinin  bilyliimeleri tizerinde etkilerine bakildiginda EGCG ve EGC timor hiicre

biyamesinin engellenmesinde diger antioksidant maddelere daha etkili oldugu bulundu. Ozellikle
GTC ve beta karotene kiyasla daza az konsantrasyonda (50 pM) hiicre biiytimesini anlamli bir
sekilde engelledi (Sekil 2). Likopenin degisik tumor hiicre hatlarnimin biytimesi iizerindeki
etkisine bakildiginda, likopen daha az konsantrasyonda ( 3 puM) CAb.DS5 hiicrelerinin biiytimesini
engelledi.

Son olarak, yesil gay katesinleri, beta karoten ve likopenin FF-10, SG-1, FH-2 ve FA-
8 genlerinin ifade edilme profilleri iizerindeki etkisine bakildi. Yesil ¢ay katesinleri ve beta
karoten kontrol grubuna kiyasla FF-10 ekpresyonunu 1.4-kat azalttr, EGC, GTC ve beta-karoten
SG-1 ifadesini 1.5-kat azaltirken, EGCG SG-1 ifadesini 1.2-kat arttirdi. Antioksidantlarin FH-2
ifadesini iizerinde anlamh bir etkisi gozlenmezken, sadece GTC FH-2 ifadesini 1 8-kat azaltti.
Bunlara ilaveten, antioksidantlar FA-8 gen ekspresyonu iizerinde hig bir etki gostermedi. Son
olarak, likopen SG-1 ve FH-2 gen ekspresyonu iizerinde hicbir etki gostermezken FF-10 ifadesini
kontrol grubuna kiyaslal.8-kat kat azaltt1.

Sonug olarak, metastatik ve metastatik olmayan hiicre hatlarinda fakli olarak ifade
edildigi bulunan genlerin metastatik iliskilerine bakildifinda, SG-1 ve FF-10 disinda diger
genlerin direkt olarak metastatik iliskilerinin olmadig: gorildii. Ozellikle SG-1, FF-10, RE-1 ve

RF-5 ¢DNA klonlanyla yapilacak transfeksiyon ¢aligmalart ve bu genlerin insan primer ve
sekonder meme tiimérlerinde ifade edilme profillerine bakilmasi bu genlerin metastatik
potensiyelleri tizerinde daha aciklayici ve destekleyici bilgiler verecektir. Ayrica bu ¢alisma, baz

antioksidant maddelerin metastatik ve metastatik olmayan hiicre hatlarinda ifade edilen genlerin
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ekpresyon profillerini nasil etkiledigini ve gesitli timor hiicrelerinin biiyiimesi iizerindeki

etkilerini agikliga kavusturmus bulunmaktadir.
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Oz (en ¢ok 70 kelime):

Onceki calismada izogenik sican meme adenokarsinoma R3230AC hiicre hatlarinda farkl olarak
ifade edilen genler tesbit edildi. Bu genlerin metastatik iliskilerini belirlemek amaciyla yapilan bu
calismada, cesitli adenokarsinoma hiicre hatlarinda genlerin ifade edilme profilleri RT-PCR
yontemiyle belirlendi. FF-10 ve SG-1 gen klonlarmm metastatik olmayan hiicre hatlarinda ifade
edilmelerine ragmen metastatik hiicre hatlarinda ifade edilmemeleri, bu genlerin potensiyel
metastatik suppressor yeteneklerinin olabilecegini géstermektedir. Ayrica yesil ¢ay katesinleri,
beta-karoten gibi bazi antioksidant maddelerin timor hiicre biiyiimesi ve gen ifadesi {izerindeki
etkileri incelenmis olup belirli konsantrasyonlarda etki gosterdikleri bulunmustur.
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Projeden Kaynaklanan Yaynlar:
1. Ekspression profiles of differentially differentially expressed genes of rat mammary
adenokarsinoma in various tumor cell lines and effects of some antioxidants. (Yiiksek Lisans

Tezi, lzmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisti)

2. S. Certel, M. Sudagidan, H. Giines. Expression profiles of differentially expressed genes of rat
mammary adenocarsinoma in various tumor cell lines and effects of some antioxidants.
Onkologie International Journal for Cancer Research and Treatment 28, 53 (2005). 13th
International AEK/ATO Congress of the German Cancer Society ( Mart 13-16, 2005).
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