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Post translasyonel modifikasyonlarin gerceklestigi endoplazmik retikulumda (ER) islenmis protein yiiki ile
protein katlanma kapasitesi arasindaki dengenin bozulmas: sonucu, adaptif ER stresi olusur ve otofajinin aktif
olmast beklenir. ER stresi ve otofajik bozukluklarin kanser ile iligkisi belirsizligini korumaktadir. Bu ¢aligmada
cesitli kanser hiicrelerinde bu yolaklardaki anahtar genlerdeki metilasyon degisikliklerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Calismada ¢esitli kanser hiicrelerinde (HepG2, MCF-7) ve saglikli hiicrelerdeki (MCF-10A) ilgili
genlerin metilasyon diizeyleri RT-PZR teknigi ile arastirildi. Calismamizda MCF7 hiicrelerinde ER stresi
genlerinden MAP3KS5, ATF6 ve MAOA’nin DNA metilasyon diizeylerinin anlamli sekilde azaldigt XBP1 ve
EIF2AK3 genlerinde ise arttig1 belirlendi. HEPG2 hiicrelerinde ise MAP3KS5, EIF2AK3 ve MAOA genlerinde
hipometilasyon saptandi. Otofaji yolagi genlerinden ise sadece GBA geninde her iki hiicrede anlamh
hipometilasyon oldugu belirlendi. Bu sonuglarla, kanser hiicrelerinde ER stresi ve otofajik yolaklardaki ¢ogu
protein genlerinin epigenetik olarak aktivitelerinin degistirildigi bdylece hiicrelerin transformasyon siirecini
hizlandirildig: sdyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: DNA Metilasyonu, ER stresi, HepG2, Kanser, Otofaji, MCF-7, MCF-10A.

ABSTRACT

Disruption of the balance between processed protein load and protein folding capacity in the endoplasmic
reticulum (ER), where post-translational modifications occur, results in the occurrence of adaptive ER stress,
leading to the expectation of active autophagy. The relationship between ER stress and autophagic dysfunctions
with cancer remains uncertain. The aim of this study is to investigate methylation changes in key genes in various
cancer cells within these pathways. In this study, methylation changes in some major genes involved in ER stress
and autophagic pathways were investigated in various cancer cells (HepG2, MCF-7) and healthy cells (MCF-10A)
using the RT-PCR technique. Our study found that in MCF7 cells, the DNA methylation levels of ER stress genes
MAP3KS, ATF6, and MAOA significantly decreased, while they increased in the XBP1 and EIF2AK3 genes. In
HEPG?2 cells, hypomethylation was detected in MAP3KS5, EIF2AK3, and MAOA genes. Only GBA gene showed
significant hypomethylation in both cells among autophagy pathway genes. With these results, it can be speculated
that the epigenetic activities of most protein genes in ER stress and autophagic pathways are altered in cancer cells,
thus accelerating the transformation process of cells.
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GIRIS

Hiicrelerin ¢ogalma, gelisim, farklilasma ve 6limii genlerle diizenlenen ve yonetilen
biyolojik siireclerdir. Kanser, molekiiler seviyede hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalim ve yayilimi ile
seyreden bir dizi hastaliktir. Genlerdeki mutasyonel veya epigenetik degisimler hiicresel
fonksiyonlar1 bozarak hiicre transformasyonuna yol agmaktadir. Epigenetik degisimler, DNA
dizisinde yapisal bir degisim olmaksizin, gen ifadesinin susturulmasi veya aktivite hizinin
degismesi yoluyla meydana gelir ve kanser olusumunda mutasyonlar kadar etkilidir (Gu, Ren,
Fang vd., 2024). Bu degisimler DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin
degisimleri ve baz1 kodlanmayan RNA tiirlerinin varliginda sekillenir (Bhootra, Jill,
Shanmugam, Rakshit, Sarkar vd., 2023). DNA metilasyonu tiim canlilarda siklikla gériilen bir
epigenetik modifikasyondur. Replikasyon asamasinda sitozin bazina DNA metiltransferaz
enzimleri araciligiyla eklenen metil grubu gen susturma mekanizmasi olarak bilinir. CpG
diniikleotidlerinde meydana gelen hipermetilasyon, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
bloke ederek veya okuma yapan enzimlerin okumasini engelleyerek gen transkripsiyon
aktivitesini inhibe edebilir. DNA molekiiliindeki metilasyon profilleri dokuya 6zgii bir 6zellik
gosterirken farkli hiicrelerde ki metilasyon profillerinin isleyisleri de farklidir (Giiler ve
Peynircioglu, 2016).

Endoplazmik retikulum (ER), ribozomlardan ydnlendirilen proteinlerin post-
translasyonel modifikasyonlarinin gergeklestigi ve orijinal katlanmalarinin yapildig1 agsi
yapida bir organeldir. ER’de gerceklesen protein modifikasyon ve katlanma isleyisindeki
hatalar yanlis katlanmis protein birikimine neden olup ER stresine yol acar. ER stresi bas
edebilir durumda ise ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation) sistemi ile
hatal1 veya katlanmamais proteinler ortadan kaldirilir. Bag edemedigi durumda ise katlanmamis
protein tepkisi olan UPR (unfolded protein response) sinyal kaskadi devreye girer. Protein
homeostazsi saglanamaz ise hiicre apoptoza yonlendirilir (Robinson, Duggan ve Forrester,
2024). Stres mekanizmasina yanit olarak bir dizi karmasik sinyal yolu ile katlanmamis
proteinlerin birikiminin azaltilmasi hedeflenir (Costa, Manaa, Duplan vd., 2020).

UPR sistemi 3 ana yolak iizerinden caligir. Bunlar: 1. Protein kinaz RNA benzeri ER
Kinaz (PERK) 2. IRE1 Inositol diizenleyici enzim 1 (IRE) ve 3. Aktive edici trankripsiyon
faktor 6 (ATF6) yolaklaridir (Sekil 1). Bu yolaklarin her biri spesifik genler iizerinden ER
stresine yanit verirken birbirleriyle de yakin baglantili ¢alisirlar. ER limeninde hatali katlanmis

ve birikmis proteinler ER i¢ membran yiizeyinde lokalize olmus saperon iiyesi olan
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immiinoglobulin baglayici protein (BiP) tarafindan baglanarak bu ii¢ yolak proteinlerine

sunulurlar (Costa, Manaa, Duplan vd., 2020).
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Sekil 1. UPR Sinyal Yolaklar1 (Costa, Manaa, Duplan vd., 2020)

Bu yolaklardaki protein genlerinin hiperaktivasyonu veya inaktivasyonu kanser dahil
cesitli norodejeneratif hastaliklar ve bazi1 metabolik hastaliklarin etyopatolojisinde dnemli rol
oynamaktadir (Tatar ve Tatar, 2019).

Otofaji, metabolik stres ya da besin eksikligi esnasinda hasarli organellerin ve proteinlerin
geri doniisiimiinii saglayarak hiicresel biyosentezin devam etmesini saglayan katabolik stirectir.
Otofajik anomaliler enfeksiyonal hastaliklar, kanser ve noérodejeneratif hastaliklarin
olusumunda 6nemli role sahiptir (Kwantwi, 2024). Otofaji kanserde iki role sahiptir. Birincisi,
tiimor baskilayict olarak hasarli proteinlerin ve organellerin birikmesini engellemek, ikincisi
ise hiicrenin hayatta kalmasini saglamaktir (White, 2015). ER stres yolaklar ile otofajik
reaksiyonlar yakin iliskili ¢alisirlar. Baz1 calismalarda ER stresi sartlarinda PERK yolagi
proteinlerinden elF2a’1n aktivasyonunun otofajiyi tetikledigi bildirilmistir (Hart, Cunningham,
Datta vd., 2012).

Bu ¢alismada, meme ve karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2, MCF-7) protein katlanma
mekanizmasiyla iligkili UPR sisteminin 3 ana yolagindaki ve otofaji ana yolaklarindaki major
genlerdeki metilasyon ile olusmus epigenetik degisiklikler saglikli hiicre hatt1 (MCF-10A) ile
karsilastirildi. Boylece kanser ile ER stresi ve otofajik yolaklarla iligkili genlerin epigenetik
degisim profilleri ortaya kondu.
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GEREC VE YONTEM

Kimyasallar
Etidyum Bromid, PBS, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ve EDTA Sigma-
Aldrich’ten, DMSO, penicillin/streptomycin ve Fetal Bovine Serum (FBS), Thermo Fisher

Scientific’ten ve Trypan Blue Merck’ten satin alindi.

Kitler
Hiicre kiiltiirii DNA izolasyon kiti (Dneasy Blood & Tissue Kit) Qiagene’den ve RT PZR
icin Syber Green (2x with High ROX Syber Green) Ampliqon’dan satin alindu.

Hiicre Kiiltiiri

Caligmada Gstrojen ve progesteron reseptorii pozitif meme adenokarsinomu hiicre hatti
(MCF7; ATCC Katalog No: HTB-22) ve sagliklt meme epitel hiicre hatt1 (MCF10A; ATCC;
Katalog No: CRL-10317) ile insan hepatoselliiler karsinom hiicre dizisi (HepG2; Katalog No:
HB-8065) ticari olarak temin edildi.

Besi yeri i¢in %10 FBS, L-glutamin, sodyum-pruvat ve %1 penicilin-streptomisin iceren
DMEM hazirlandi. MCF-7 i¢in High Glukoz-DMEM ve HEPG?2 i¢in low Glukoz-DMEM besi
yerleri olusturuldu. MCF10A hiicreleri i¢in ise 20 ng/ml EGF, 0,5 mg/ml hidrokortizon, 100
ng/ml cholera toksin, 10 mg/ml insiilin ile desteklenmis %5 FBS igeren DMEM/F12 hazirland:.
Hiicreler 37°C sicaklik, %95 nem ve %5 CO; kosullarini saglayan inkiibatorde kiiltiire edildi.

Hiicre canlihginin tespiti

Hiicre canliligini analiz etmek i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu ve 10 ul Tripan mavisi
sollisyonu (% 0,25°1ik) karistirilarak (Diliisyon faktor: 2) Thoma sayim lamina yiiklendi. Isik
mikroskobunda 100x biiyiitme de hiicreler sayild1 ve canlilik oram1 asagidaki formiile gore

degerlendirildi.

Mililitredeki hiicre sayisi: Sayilan hiicre sayis1 x 2 x 10*
Canl hiicre orani: Boyanmamis hiicrelerin sayisi / Toplam hiicre sayisi

Hiicre canlilik testinden sonra her grup igin 3 x 10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre kiiltiirii
devam ettirildi. Kolonilesen hiicreler kiiltiir ortamindan Tripsin-EDTA ile kaldirildi. Santrifiij
sonrasi besi yeri uzaklastirildi. Yaklasik 4x10° /ml hiicre PBS icerisinde siispanse edilerek DNA

izolasyonuna hazirlandi.
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DNA izolasyonu ve Kontrolii

DNA izolasyonu, uygun kit (Comparison of epigenetic changes of endoplasmic reticulum
stress and autophagic pathways in various cancer cell lines, DNeasy Blood ve Tissue Kit)
kullanilarak ve protokol dogrultusunda yapildi. Uretici firmanim onerileri dogrultusunda DNA
molekiiliiniin saflig1 ve miktarini tayin etmek i¢in son agsamada kullanilan eliisyon soliisyonu
blank olarak kullamildi. Izolasyondan sonra 1 pl DNA &rnekleri alinarak nanodrop’ta
konsantrasyonu tayini yapildi. DNA’larin kalitatif degerlendirilmesi i¢in jel elektroforezinde
yiiriitme islemi yapildi. Bunun i¢in %1°lik agaroz iceren, 50 ml Tris-Asetik asit-EDTA
tamponunda hazirlanmis ve 0.5 pg/ml EtBr boyasi eklenmis jel kullanildi. Jel polimerlesmesi
saglandiktan sonra 1 pl DNA binding tamponu ve 5 pul DNA o6rnegi karigtirilarak jel
kuyucuklarma yiiklendi. DNA 6rnekleri 90 Volt 45 dakika yiiriitiildii. Elektroforez sisteminde
DNA fragmentlerinin ayrimi, 1 kb marker DNA fragmenti ile karsilastirilarak yapildi. Jel analiz
islemi G:BOX Chemi XRQ 33 (SYNGENE, Cambridge UK) jel goriintiileme sistemi ile
gerceklestirildi. Boylelikle DNA izolasyonunun uygunlugu sonraki asamalar i¢in kontrol edildi.
0.D260 ve 0.D280 degerleri baz alimarak 1 pl DNA miktar1 nanogram birimi olarak tespit
edildi. Kontrol saglandiktan sonra genomik DNA -20 °C’de saklandi.

Primerlerin elde edilmesi

Calismaya konu olan genlerin (ER stresi i¢in: ATF6, XBP1, EIF2AK3, MAP3KS5,
MAOA ve otofaji igin: LRRK2, PRKN, GBA, NDRI1) sekanslari
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene adresinden bulunduktan sonra promotor bdlgeleri belirlendi.
Genlerin metilasyon diizeylerini saptamak icin metilasyon sensitive restriksiyon enzim bazli
PZR (MSRE-PZR) teknigi uygulandi. Calismanin efektif olmasi1 i¢in primerler MSRE kesim
bolgelerinden en az birini icermelidir. Bu nedenle su islemler uygulandi.

1. Hedef bolgeler ve CpG’lerin belirlenmesi UCSC genom tarayict ile yapildi
ve FASTA format alindi

2. Primer-3 online programma bu format yliklenerek primerler elde edildi

(Tablo 1).

Tablo 1. Genlerin Baglanma Bolgelerine Gore Spesifik Primerleri

Primerler ileri primer Geri primer

MAP3KS CTTCTGGAGTGCCACAGTCA  CCCTGAAGCATTTCCAGTGT
ATF6 GCCGCTGAAATTTAAAATGG  AAAGTCCAAGCGAGTCTACCC
XBP1 CAAGCAATTCTCCCTGCTTC CTCGGTGGCTCACACTTGTA
EIF2AK3 CTTCTTGCTGCTTCGCTTTT GTCTGCGCTAACTGCCTCTT
MAOA CAACCTAGTGAGGGCTGGAG  GTGGGCTCTCAACCTAGTGC
LRRK?2 CTTTTCGGGTGTCCCAAGTA GGATGGAAAGAGGGGTTAGC
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PRKN CTCGTAGTGCCCAGGTTGAT TTCAGGCCCAGCAATCTTAC
GBA CGCTGCAGAGGAGCCGCACT  AGGATGGCTTCACAGAGGAA
NBRI CGAGTCTCGGGCAAGTAGTC  GCCATTGATTGGTGGAGATT

MAP3KS5 (ASK1): Mitojen-aktive edici protein kinaz, ATF6: Transkripsiyon aktive edici faktér 6, XBP1: X
kutusu baglayici protein 1, EIF2AK3: Okaryotik translasyon baslatic1 faktér, MAOA: Monoamin oksidaz A,
LRRK2: Lésinden zengin tekrarlayan kinaz 2, PRKN: Parkin, GBA: Glukoserebrozidaz, NBR1: BRCA1
komsusu 1

Metilasyon spesifik PZR reaksiyonu oncesinde, c¢alismada kullanilacak olan primer
ciftlerinin baglanma sicakliklari, 6nerilen sicaklik degerinin + 2 °C araliginda test edilmesinden
sonra en iyi CT degerini veren 61 °C optimal sicaklik olarak belirlendi. Primerlerin kontrolii
icin DNA orani 1/10’a kadar seri sulandirmalar ile azaltilip PZR analizi yapildi ve azalan DNA

miktarina bagl olarak CT degerinin de azaldig1 goriildii.

Metilasyon Spesifik Restriksiyon Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi
Hedef genlerin promotor bolge metilasyon profillerini saptayabilmek i¢in metillenmemis
bolgelerin kesilmesi gerekir. DNA’nin birden fazla enzimle kesilmesi spesifikligi artirir. Bu

nedenle ¢alismada Acil, Hpall ve Hin6I restriksiyon enzimleri kullanildi (Tablo 2).

Tablo 2. MSRE Enzim Kesim Bolgeleri

Restriksiyon enzimleri Tanima bolgeleri
Acil 5'-CCGC-3' 3'-GGCG-5'
Hpall 5'-GCGC-3’' 3'-CGCG-5'
Hin6I 5'-CCGG-3' 3'-GGCC-5'

Kesim reaksiyonlari tek enzim, ¢ift enzim ve {i¢lii enzim mix’i kullanilarak kontrol DNA
ile gerceklestirildi. Bu enzimler ile genomik DNA 37 °C’de 8 saat inkiibatorde bekletildi. Bu
stirenin sonunda enzimler 1s1 blogunda 70 °C de 15 dk inaktive edildi. En iy1 kesimi sagladig:
icin PZR islemi Acil-Hpall ¢ift enzim reaksiyonu baz alinarak kuruldu. DNA’larda PZR
reaksiyonunda kullanilan ikili restriksiyon enzimleri bilesenleri Tablo 3’de belirtildigi gibi
gerceklestirildi. Kesim islemleri sonrasinda jel elektroforezi uygulanarak kesim reaksiyonlari

goriintiilendi.

Tablo 3. PZR Reaksiyonunda Kullanilan ikili Restriksiyon Enzim Kesim Bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri MCF7 MCF-10A HEPG2
DNA 6480 ng 6480 ng 6480 ng
UP Su 3ul 3ul 3ul
Enzimler 2 ul (Acil) - 4ul (Hpall) 2 pl (Acil) - 4pul (Hpall) 2 pl (Acil) - 4ul (Hpall)
Buffer tango 10 pl 10 pl 10 pl
Toplam hacim 100 pl 100 pl 100 pl
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RT-PZR Analizi

Hiicrelerin kalip DNA 6rneklerini iceren ve icermeyen PZR reaksiyonlar1 RT-PZR’da
yuriitiildii. Veriler sisteme bagli StepOne RT-PZR yazilimi1 kullanilarak ve her primer ¢ifti i¢in
3’er kez tekrar edilerek alindi. PZR’de metile olmayan yerler amplifiye olmazken metillenmis
bolgeler amplifiye olarak qPZR analizine tabi tutuldu. PZR reaksiyonu sirasiyla 95°C-10 dk,
95°C-15 sn ve 61°C-30 sn programi ile 40 dongii olarak yapildi. Genlerin promotor bdlge
metilasyon konsantrasyon farkinin ortaya konmasinda livak metodu (2T) kullanildi. (Livak

ve Schmittgen, 2001)

Istatistiksel Analiz

Istatiksel degerlendirmeler icin SPSS for Windows (Version-21) yazilim programi
kullanild1. Kolmogorov-Smirnov testi ile verilerin normalitesi belirlendikten sonra One Way
Anova, Kruskal-Wallis testi ile gruplar arast ve Conover ve Tukey testi ile de ikili
karsilagtirmalar yapildi. Veriler medyan, minimum ve maksimum degerler olarak

degerlendirildi. Veriler aras1 anlamlilik farki p<0.05’e gore degerlendirildi.
BULGULAR

Calismamizda, kanser ve saglikli hiicrelerde ER stres yolagi genlerinden MAP3KS5,
ATF6, XBP1, EIF2AK3 ve MAOA nin promotor CpG bolgesi metilasyon diizeylerine iligkin
veriler Tablo 4’de sunulmustur. Buna gére MAP3KS5 geni metilasyon degerlerinin her iki
kanser hiicresinde de kontrol hiicrelerine gore anlamli diisiik oldugu goriildii ve HEPG2 de
genlerin metilasyonunun daha az oldugu goriildii. ATF6 geni promotor metilasyonu HEPG2
hiicrelerinde degismezken MCF-7 hiicrelerinde anlamli diisik bulundu. MCF-7’nin
hipometilasyon diizeyi HEPG2’den anlamli diisiik bulundu. XBP1 geni metilasyon diizeyi
MCF-7 hiicrelerinde anlamli yiiksek bulunurken HEPG2 hiicrelerinde anlamli farklilik
bulunmadi. EIF2AK3 geni metilasyon diizeyi MCF-7 hiicrelerinde anlamli oranda yiiksek
bulunurken HEPG?2 hiicrelerinde anlamli oranda diisiik bulundu. MAOA geni metilasyonu her
iki kanser hiicresinde kontrol hiicresine gore anlamli diisiik bulundu. MCF-7 hiicrelerindeki
azalma HEPG2’ye gore daha fazla bulundu.

Otofaji yolag1 genlerinden LRRK2, PRKN, GBA ve NBR1’nin metilasyon diizeylerine
iliskin veriler Tablo 5’de sunulmustur. Calisma sonuglarimiza goére her iki kanser hiicresinde
sadece GBA geninin metilasyon degeri anlamli diisiik bulundu. Hiicreler arasinda ise HEPG2
hiicrelerindeki azalma daha fazla bulundu. Diger genlerin metilasyon degerleri anlamli farklilik

gostermedi.
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Tablo 4. ER Stresi Yolaklarinda Rol Alan Major Genlerin Metilasyon Degerleri

MCF 10A (Kontrol) MCF 7 HEPG2
GENLER Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) P
MAP3K5  0,4931 (0,4665-0,5000)  0,3077* (0,2871-0,3298)  0,13492°(0,1174-0,2044) 0,0273
ATF6 0,7578 (0,7071-0,8122)  0,3789%(0,3535-0,4352)  0,6643° (0,6198-0,7120)  0,0389
XBP1 0.5358 (0,4897-0,5547)  1.0281 2(0,9794-1,0424)  0,4632°(0,4352-0,5069)  0,0389

EiF2AK3  0,1285(0,125-0,1638)  2,4283*(2,3456-2,5140)  0,0769*" (0,0669-0,0883) 0,0273
MAOA 0,0625 (0,0544-0,0656)  0,0078% (0,0071-0,0089)  0,0164 *° (0,0153-0,0175) 0,0273

2 MCF-10A’dan fakli, °: MCF-7"den farkli
MAP3KS5 (ASK1): Mitojen-aktive edici protein kinaz, ATF6: Transkripsiyon aktive edici faktér 6, XBP1: X
kutusu baglayici protein 1, EIF2AK3: Okaryotik translasyon baslatic1 faktér, MAOA: Monoamin oksidaz A

Tablo 5. Otofaji Yolaklarinda Rol Alan Major Genlerin Metilasyon Degerleri

MCF 10A (Kontrol) MCEF 7 HEPG2
GENLER Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) p
LRRK2 0,2414 (0,1496-0,2642)  0,1947 (0,1150-0,2030)  0,0328 (0,0210 -0,1103)  0,0509
PRKN 0,1934 (0,1855-0,2465)  0,1855 (0,1684-0,1947)  0,3056 (0,2534 -0,3120)  0,0594
GBA 0,3634 (0,3511-0,3737)  0,2993% 0,2891-0,3142) 0,1881 **(0,1780 -0,1934  0,0273
NBR1 0,0036 (0,0035-0,0040)  0,0034 (0,0030-0,2294)  0,0043 (0,0028-0,0052)  0,9565

2 MCF-10A’dan fakli, °: MCF-7"den farkli
LRRK2: Losinden zengin tekrarlayan kinaz 2, PRKN: Parkin, GBA: Glukoserebrozidaz, NBR1: BRCA1
komsusu 1,

TARTISMA

Kanser tanis1 ve tedavisi i¢in epigenetik mekanizmalarin arastirilmasi ve tedaviye yonelik
yaklasimlar sunulmasi son yillarda dikkat ¢ekici oranda artmistir. (Giiler ve Peynircioglu, 2016;
Gu, Ren, Fang vd, 2024). Bu arastirmalarin bir pargasi olarak ER stresi ile olusan adaptif cevap
yolaklar1 ve otofajik yolaklarin genlerindeki epigenetik diizenlemeler ile birlikte hiicre
transformasyonu arasindaki iliski belirsizligini korumaktadir. Kanser hiicrelerinde bu iki
hiicresel yolaktaki major genlerin metilasyon profillerini ortaya koyarak degisimlerini
saptamak ¢alismamizin hedefini olusturmustur.

Arastirmalar kanser hiicre genomlarinda yaygin hipometilasyon oldugunu bununla
birlikte 6zellikle tiimor baskilayici genlerin promotor bolgelerde ise hipermetilasyon oldugunu
gostermektedir. Global hipometilasyon kanser hiicrelerinde genomik kararsizlik ve onkogenik
aktivasyon artisina neden olabilmektedir. Genlerin hipometilasyonu gen aktivitesini artirici
yonde ¢alisirken hipermetilasyon gen susturucu nitelikte caligmaktadir (Lakshminarasimhan ve

Liang, 2016).

Bir¢ok caligmada ER stresi kanserle iliskilendirmistir (Wang, Groenendyk ve Michalak,
2014). Kanser hiicreleri genellikle glikolitik yollar1 tercih ederek asir1 glikoz tiiketimine bagl

olarak fazla laktik asit salinimi yaparlar. Bu durum tiimor ¢evresinin pH’sin1 diisiiriir. Ayrica
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anjiyogenez ile olusturulan damarlarda kan akisinin zayif olmasi nedeniyle besin ve oksijen
taginimi1 ve atiklarin drenaji azalir (Evyapan, Giilseving, Comertpay ve Liileyap, 2019).

Timor mikrogevresindeki bu degisimler stres olusturarak ER homeastazisinin
bozulmasina neden olabilmektedir (Wang, Groenendyk ve Michalak, 2014; Giampietri vd,
2015). ER’de katlanmamis protein birikimine cevaben olusan UPR'nin {i¢ yolaginin (IRE1,
PERK ve ATF6) aktivite artisina bagl olarak hiicre transformasyonunu ve malignitesinin de
artt1g1 rapor edilmistir (Evyapan, Glilseving, Comertpay ve Liileyap, 2019).

Calismamizda saglikli hiicre ile karsilastirildiginda MCF7 hiicrelerinde ER stresi ile
iligkili genlerden MAP3KS, ATF6, ve MAOA’nin DNA metilasyon diizeylerinin anlamli
sekilde azaldigi XBP1 ve EIF2AK3 genlerinde ise arttig1 belirlendi. HEPG2 hiicrelerinde ise
MAP3KS, EIF2AK3 ve MAOA genlerinde hipometilasyon saptandi.

MAP3KS5 proteini (ASK1), hiicre ¢ogalmasi ve sag kalimindan sorumlu mitojen aktif
protein kinaz (MAPK) yolaginin 6nemli bilesenlerinden biridir. ER stresine yanit olarak c-Jun
N-terminal kinaz (JNK) ve p38 mitogen aktive protein kinazlarini raftan bagimsiz bir
sekilde aktivite ederek hiicrelerin transformasyonunda énemli rol oynamaktadir (Baig, Baker,
Ashraf ve Dong, 2019). Calismamizda her iki kanser hiicresinde MAP3K5 gen metilasyonunda
azalma saptandi. MAP3KS5 hipometilasyonu, gen ifadesinin artmasina ve onkogenik 6zellik
kazanmasina neden olmaktadir. MAP3KS geni 6zellikle stres sartlarinda aktive olmaktadir.
Kanser mikrogevresi degisimlerinin ER stres cevabimi tetikledigi bircok calisma ile ortaya
konmustur. Bu durum literatiir ile uyumlu olarak kanser hiicrelerinde beklenen degisimlerdir.

Calisgmamizda ATF6 geninin de énemli oranda hipometile oldugu ve ifadesinin arttig1
belirlendi. ATF6, katlanmamis proteinlerin birikmesine yanit olarak ER’den golgiye gecip
proteolitik kesimle aktivite kazanarak nukleusa geger ve ER saperon genlerinin
transkripsiyonunu aktive eder. ATF6 ayn1 zamanda bir¢ok insan tiimoriinde asir1 eksprese
edilerek besin eksikligi durumunda hiicrenin yasamsalligin1 saglamada 6nemli rol
oynamaktadir ve ATF6’nin asir1 ifadesi hiicre senesens yolaklarindaki genleri de baskilayarak
kanser olusumuna katkida bulunmaktadir (Wang, Hu, Ding vd, 2018). ATF6, XBP1 gen
ifadesinin diizenlenmesinden de sorumludur. Her iki genin aktivitesi ile protein katlanma
proteinlerinden ER saperon proteini BiP'nin (GRP78) ifadesi artirilarak karsinogeneze yol
actig1 bildirilmistir (Li ve Lee, 2006). BiP'nin pek ¢ok kanser tipinde yiiksek diizeyde ifade
edildigi rapor edilmistir (Dudek, Benedix, Cappel vd, 2009).

XBP1, ER stres cevabinda IRE1 yolaginin en onemli proteinidir. Calismamizda bu

protein geninin metilasyon profili HEPG2 hiicresinde degismezken MCF7 hiicresinde
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hipermetile oldugu belirlendi. XBP1 transkripsiyon faktorii olup ER saperonlar1 ve protein
katlama enzim genlerinin upregiile ettigi ayrica spesifik mRNA degredasyonu ile protein
sentezini kontrol ettigi bilinmektedir (Park, Kang ve So, 2021). XBP1’in kanser hiicrelerinde
hipermetilasyonla inaktivasyonu ER homoestasisindeki bozunmanin gostergesidir. Bu bilgiler
15181nda literatiir ile uyumlu olarak ATF6 geninin kanser hiicrelerinde daha fazla ifade edildigi
ve XBP1gen ifadesini de etkileyerek kanserlesmeyi indiikledigini sdyleyebiliriz.

EIF2AK3 genin metilasyonu MCF-7 hiicrelerinde yiiksek, HEPG2 hiicrelerinde ise diisiik
bulundu. EIF2AK3 proteini UPR sisteminin 3 ana yolagindan PERK yolunun en &nemli
bilesenlerindendir. ER stresine yanit olarak okaryotik translasyon baslama faktori 2’yi (IF2)
inaktive ederek hiicre genelinde protein sentezini azaltir ve hiicrelerin strese yanit vermesi i¢in
zaman kazandirilir. Ayrica ER stresi durumunda EIF2AK3’in ifadesi artarak transkripsiyon
faktorii olan ATF4’ii aktive eder. ATF4 ise radikal siipiiriicii enzim ve proteinlerin genlerini

upregiile eder. Ayn1 zamanda bu yolla apoptik yolaklarda aktiflestirilir (Lee, Ryu, Lee, vd

2023). Bu genin hipermetile olmasi genin susturuldugunu ve bdylece hiicrede genel protein
sentezi baskilanmasinin ortadan kalktigini gostermektedir. HEPG2 hiicrelerinde ise tersine
genin hipometile durumda olup ifadesinin aktif oldugu bdylece global protein sentezinin
azaldigin1 gostermektedir.

MAOA enzimi, mitokondri digs membraninda lokalize olup nérotransmitter kimyasallarin
oksidatif deaminasyon ile bozunumunu saglamakta ve hiicresel ROS artisina neden olmaktadir.
MAOA'nin indiikledigi ROS artis1 mitokondrial disfonksiyona ve ER stresine neden
olmaktadir. Diger acidan kronik ER stresinin de MAOA aktivesini artirdigini gosteren
calismalar bulunmaktadir (Deshwal, Forkink, Hu vd, 2018). Calismamizda her iki kanser
hiicresinde de MAOA genlerinde metilasyonun azaldig1 ve genin aktivitesinin arttigin1 bulduk.
Bu sonuglar literatiir ile uyumlu olarak kanser hiicrelerinde ROS ile iliskili ER stresinin arttigini
gostermektedir.

Caligmamizda otofaji yolagi genlerinin (LRRK2, PRKN, GBA ve NBR1) promotor
metillenme yogunluklari karsilagtirildiginda sadece GBA geninin hem HEPG2 hem de MCF-7
hiicrelerinde hipometile oldugu belirlendi. Otofaji ile ER stresi iligkisi belirsizligini korumakla
birlikte yanlis katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin azaltilmasi i¢in otofajik yolaklarin
aktive edildigine dair bazi ¢alismalar bulunmaktadir (Sano ve Reed, 2013). GBA gen {iriinii
lizozomal bir enzimdir. GBA mutasyonlar1 ile Parkinson ve Gauncher hastaliklar1 arasinda
anlamli baglant1 oldugu bilinmektedir (Sturchio, Dwivedi, Vizcarra vd, 2020). GBA genindeki

onemli orandaki hipometilasyon durumu kanser hiicrelerinde beklenen global hipometilasyon
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durumuyla uyumlu bir sonuctur. GBA geninin metilasyonunun azalmasi lizozomal aktivite
artisinin ve spesifik olarak ta alfa siniiklein aggregasyonunun azaltilmasina yonelik savunma

mekanizmasi olarak yorumlanabilir.
SONUC

Tiimo6r mikrogevresi degiskenleri uzun siiregte ER homeostasisinin bozulmasina neden
oldugu i¢in kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklemesi beklenir ancak kanser hiicrelerinin
metabolik ve molekiiler adaptasyon basarilar1 ile bundan kaginirlar. Yaptigimiz caligmada
kanser hiicrelerinde UPR ve otofaji yolaklarinda genlerin ¢ogunda hipometilasyon yoluyla
epigenetik olarak aktive edilmesi bu modifikasyonlara 6nemli kanit olusturmaktadir. Calismada
kanser hiicrelerinde ER stres iligkili genlerdeki metilasyon profilindeki degisikliklerin
transformasyon patogenezinde rol oynadigi anlagilmaktadir. Calisma verilerimiz farkli hiicre

hatlarinda ve genis gen profillerinde yapilacak ileri ¢caligmalar i¢in yol gdsterici olacaktir.
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