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Abstract

DNA methylation is an epigenetic event that is defined as the binding of a methyl group via DNA methyl
transferases (DNMTs) to the fifth carbon of cytosine in the CpG dinucleotide. Regulation of the
expressions of tissue-specific genes, regulation of gene expressions during development, X inactivation
and imprinting events are caused by DNA methylation. The aberrant DNA methylation associated with
various diseases, especially cancers, is one of the most studied epigenetic mechanisms. Decitabine, a
nucleoside analogue, inhibits DNMT enzymes and causes hypomethylation in the genome. There are
many studies investigating the aberrant DNA methylation status in the genome of cells treated with
Decitabine. Karyotype analysis is a cytogenetic method, which has been used successfully for the
detection of both numerical and structural chromosomal abnormalities for many years. Hep-2 is a
laryngeal cancer cell line, which is, used to investigate various genetic and epigenetic changes at the
molecular level that revealed important information about the initiation and development of laryngeal
cancer. However, the number of studies showing the chromosomal structure of Hep-2 cells is insufficient.
The effects of Decitabine on cell morphology in different cell lines, its relationship with proliferation of
the cells and its effects on chromosomes have been studied. However, the number of studies showing the
effect of Decitabine at the chromosomal level in Hep-2 cell lines is also very limited. In current study,
we investigated the chromosomes of Hep-2 cells cultured 72 hours with 1 uM and 10 pM Decitabine and
without Decitabine.
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Desitabinin Hep-2 Hiicre Hatti Uzerindeki Etkisinin
Kromozomal Duzeyde Arastirilmasi

Ozet

DNA metilasyonu CpG diniikleotidindeki sitozinin besinci karbonuna DNA metil transferazlar (DNMT)
araciligtyla bir metil grubunun baglanmasini ifade eden epigenetik olaydir. Dokuya 6zgii genlerin
ifadelerinin diizenlenmesi, gelisim siiresince genlerin ifadelerinin diizenlenmesi, X inaktivasyonu ve
imprinting olaylarit DNA metilasyon mekanizmasi sayesinde gergeklesmektedir. Basta kanserler olmak
tizere ¢ok sayida hastalikla iliskilendirilen aberran DN A metilasyonu {izerinde en ¢ok ¢alisilan epigenetik
mekanizmalardan birisidir. Bir niikleozit analogu olan Desitabin, DNMT enzimlerini inhibe ederek
genomda hipometilasyona neden olmaktadir. Hiicre hatlarina desitabin uygulanarak genomdaki aberran
DNA metilasyon durumunun arastirildig birgok ¢alisma mevcuttur. Karyotip analizi uzun yillardir gerek
sayisal gerekse belli biiyiikliikteki yapisal kromozom anomalilerinin tespitinde basarili bir sekilde
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kullanilan sitogenetik yontemdir. Hep-2 hiicre hatt1 larenks kanserine ait hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1
kullanilarak gesitli genetik ve epigenetik degisikliklerin molekiiler diizeyde aragtirilmasi yapilmis ve
larenks kanserinin olusum ve geligimi ile ilgili 6nemli bilgiler elde edilmistir. Buna ragmen Hep-2
hiicrelerinin kromozom yapismin gosterildigi ¢calisma sayisi ¢ok yetersizdir. Desitabinin farkli hiicre
hatlarinda hiicre morfolojisine olan etkisi, proliferasyon ile iliskisi ve kromozomlar iizerindeki etkisini
gosteren cesitli calismalar yapilmistir. Ancak Desitabinin Hep-2 hiicre hatlarinda kromozomal diizeyde
etkisini gosteren ¢alisma sayist da yine son derece sinirlidir. Bu ¢aligmada Desitabin eklenmeyen Hep-2
hiicre kromozomlar1 ile 1 uM ve 10 pM dozlarda desitabin eklenerek 72 saat kiiltiire edilen Hep-2 hiicre
hatt1 kromozomlar1 yapisal ve sayisal olarak analiz edilerek sonuglar karsilagtirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre hatti, Hep-2 hiicre hatti, Karyotip analizi, Desitabin, DNA metilasyonu

1. Giris

1.1. Hiicre Hatlar

Hiicre hatlar1 ilk olarak 1951 yilinda agresif adenokarsinom servikal kanser sebebiyle takip edilen ve
aslen Afrika kokenli olan Henrietta Lacks isimli hastanin kanser dokular1 kullanilarak, Dr. George Otto
Gey’in Johns Hopkins (Baltimore, Maryland) ’teki laboratuvarinda elde edilmistir. Bu yiizden elde edilen
hiicre hatt1 Henrietta Lack’a ithafen HeLa olarak isimlendirilmistir (Lucey ve ark, 2009). Hiicre hatlar
gerek arastirma gerekse ilag gelistirme amaciyla in vitro model olarak elde edildikleri tarihten gliniimiize
kadar siklikla kullanilmistir. Cesitli yollarla elde edilen hiicre hatlar1 uygun kosullar altinda sinirsiz
boliinme yetenegine sahiptir (6liimsiiz). Hiicre hatlar: ile ilgili yapilan ¢aligmalar; hiicre biiylimesi,
gelisimi ve Olimiiyle ilgili ¢esitli biyolojik olaylarin aydmlatiimasi konularinda yapilan ¢aligmalarin
temelini olusturmaktadir. Bu durumun kanit1 olarak hiicre hatlariyla yapilan on binlerce yaymm varligi
gosterilebilir.

Hiicrelerin oliimsiiz hale gelmesi, hiicrelere ait ¢esitli biyolojik siireclerde yapilan bazi 6nemli
degisikliklerle olur. Bu onemli degisiklikler; hiicre boliinmesinin kontroliinde kilit rolii oynayan
p53/p16/pRb yolaklarinin bozulmasi, telomeraz aktivitesinin artirilmasi, bazi onkogenlerin upregiile
edilmesi gibi degikliklerdir. Burada belirtilen hiicre boliinmesini artirict etkenlerin devreye girmesiyle
birlikte hiicreler 6liimsiiz hale getirilmektedir (Maqsood ve ark, 2013). Hiicre hatlar1 kullanmanin birgok
avantaji s6z konusudur; mali agidan bilyiik bir kiilfet olusturmamasi, ¢aligma kolaylig1 saglamasi, hayvan
ve insan dokular1 ¢aligilirken istenen ve ciddi prosediirleri olan etik kurul agamasina gerek duyulmamasi,
calismay1 yapan bilim insanlarma simirsiz boliinen hiicreleri armagan ederek smirsiz materyal kaynak
olusturmasi gibi avantajlar 6rnek olarak verilebilir. Hiicre hatlari asi {iretim g¢aligmalarinda, ilag
metabolizmas1 sitotoksisitesi arastrmalarinda, antikor iretiminde, genlerin fonsiyonlarnin
aragtirilmasinda, yapay doku iiretim ¢aligmalarinda ve gesitli biyolojik bilesik {iretim ¢aligmalarinda tiim
diinyada siklikla kullanilmaktadir (Kaur ve ark, 2012). Bizim de ¢alismamizda kullandigimimiz Hep-2
hiicre hattinin temin edildigi American Type Culture Collection (ATCC)’de 150 den fazla tiire ait yaklasik
4000 kadar hiicre hatt1 bulunmaktadir (www.atcc.org).

1.2. 5-Aza-2'-deoksisitidin (Desitabin)

Desitabin bir sitidin anologudur. Sitidinin pirimidin halkasindaki 5. karbon atomonun (C) yerine azot
atomunun (N) yerlesmesi sonucunda Desitabin molekiilii olusur. Desitabin en yaygin olarak kullanilan
hipometilasyon ajanidir. 1960’11 yillarin baslarinda sentezlenen bu madde sentezlendigi giinden bugiine
kadar pek ¢ok ¢alismada kullanilmistir ve bu maddenin mutajenik, immiinsiipresif, anti mitotik ve anti
neoplastik 6zelliklerinin oldugu gosterilmistir. Yiiksek dozlar ile yapilan ilk ¢alismalarda bu maddenin
niikleik asit metabolizmasinda gorevli enzimler dahil pek ¢ok enzimin aktivitesini etkiledigi, hatta DNA,
RNA ve protein sentezini inhibe ettigi gdsterilmistir (Christman ve ark, 2002).

Hipometilasyon ajani olan Desitabin hiicre igerisine alindiginda o hiicredeki metilasyonu kaldirmaz
ancak o hiicreye ait DNA’dan olusan yeni DNA’daki metilasyon durumunu degistirir. Yani Desitabin,
bir hiicrenin boliinerek olusturdugu iki hiicrede hemi metile sekilde etkiye sahiptir. Bu nedenle Desitabin
maddesinin hiicrelerdeki etkisini anlamak ig¢in ilag hiicrelere verildikten sonra hiicrelerin en az iki hiicre
dongiisii gecirmesi gerekir (Hagemann ve ark, 2011).

Yapilan ¢ok sayidaki ¢aligsmalar Desitabin maddesinin ¢ok diisiik dozlarda bile DNA’da hipometilasyona
neden oldugunu gostermistir. Nanomolar dozlar ve mikromolar dozlar ile yapilan ¢aligmalarda doz
seviyesindeki artisa bagl olarak DNA’daki hipometilasyon seviyesinde de artisin oldugunu géstermistir
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(Hagemann ve ark, 2011). Yiiksek doz Desitabine maruziyette DNA’nin yapis1 bozulur ve hiicre dliimii
gerceklesir (Stresemann ve ark, 2008). Desitabin maddesi genel olarak metil transferaz enzimlerini
inhibe ederek ekspresyon seviyesinin artigina neden olmaktadir. Ancak Desitabinin bazi genlerin
ekspresyon seviyesini azalttigina yonelik cesitli calismalar da mevcuttur. Ornegin ilag direnci ile ilgili
yapilan ¢alismada Desitabin eklenen insan eritro 16semi hiicre hatt1 olan K562 de kontrol grubuna gore
MDR-1 (Multi Drug Resistance-1) ekspresyonunun ifade diizeyinin azaldig1 gézlenmistir (Ando ve Ark,
2000). DNA metilasyonundaki degisikliklerin kromozomal degisikliklere yol acabildigine dair yapilan
cesitli caligmalar vardir (Lee ve ark, 2015). Desitabinin hipometilasyon yoluyla kromozomal degigsimlere
yol acgabilecegi bildirilmistir (Harrison ve ark, 1983). Biz de bu ¢alismamizda Hep-2 hiicrelerine
uyguladigimiz Desitabinin kromozom diizeyinde degisiklik olusturup olusturmadigini arastirdik.

2. Metod

2.1. Desitabininin Hep-2 Hiicrelerine Eklenmesi

Calismada kullanilan Hep-2 hiicre hattt ATCC’den temin edilmistir. RPMI 1640 (Invitrogen, A.B.D)
icerisine %10 fetal kalf serum (FCS, Invitrogen), 100'U/mL penisilin ve 100'U/mL streptomisin
eklenerek besiyeri hazirlanmistir ve 37°C sicaklik, hava; %95, karbon dioksit (CO2); %5 kosullarinda
hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir. Hep-2 hiicre hatlar1 iginde esit sayida hiicre olacak sekilde 3 ayr1
flaska ayrilmistir. Desitabinden birinci flaska 1 pM, ikinci flaska 10 pM eklenmistir. Desitabin
eklenmeyen 3. flask ise kontrol grubu olarak kullanilmistir. Desitabin eklendikten 24 saat sonra
hiicrelerin medyumlar1 degistirilmis olup birinci ve ikinci flaska tekrardan 1 uM ve 10 uM desitabin
eklenmistir. Bu sekilde 72 saat siiresince her 24 saat sonunda bu isleme ayni sekilde devam edilmistir.

2.2. Klasik Sitogenetik Yontem ile Hep-2 Hiicrelerinden Kromozom Elde Etme

72 saat sonunda her 3 flasktaki Hep-2 hiicreleri santrifiij sonrasinda 15 ml’ lik falkon tiiplere alinmis ve
iizerlerine RPMI 1640 Medium (Biological Industries, BIO1-106-1B ) eklenmistir. Sonrasinda harvest
islemine gegilmisgtir.

2.2.1 Harvest

Hep-2 hiicrelerinin bulundugu her bir tiipe 0.2 nug / ml kolsemid damlatimis ve tiipler 1 saat etiivde
bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 3000 rpm’de 5 dk santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
atilarak % 0.75 M KCL soliisyonundan her bir tiipe 5 ml eklenmistir ve 6rnekler 10 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Sonrasinda tekrar 3000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi yapilmistir. Siipernatant atilmis ve
vorteks tizerinde tiiplere fiksatif (3:1 metanol-asetik asit karigimi) soliisyonundan eklenmistir.

2.2.2. Yayma

Harvest igleminden sonra ornekler 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Slipernatant atilmis ve taze
fiksatif 6rneklere eklenmistir. Santrifiij islemi iki kez daha tekrarlanmigtir. Sonrasinda siipernatant atilmig
ve tiiplere 1,5 ml fiksatif eklenmistir. Yayma yaparken lamlarin yayma yapilacak yiizii 3-4 sn ¢esme
suyuna tutulup hemen sonrasinda temiz pipet kullanilarak alinan drnekler lamin farkli bdlgelerine bir
damla olacak sekilde 4 damla damlatilmigti. Daha sonra lamlara eskitme (yaslandirma) islemi
uygulanmistir (110 derece sicaklikta 25 dakika).

2.2.3. Bantlama

Lamlar Tripsin+PBS soliisyonunun oldugu salede 15 sn bekletilmis daha sonra tripsin enziminin etkisinin
giderilmesi i¢in sadece PBS iceren saleye daldirilip ¢ikaridmistir. Ardindan lamlar 2 dk boyada
(Leishman) bekletilmistir. Son olarak disitile suyun oldugu saleye batirilip ¢ikarilan lamlar kromozom
analizi i¢in hazir hale getirilmitir.

2.2.4. Kromozom Analizi

Bantlama sonrasinda Hep-2 hiicre kromozomlarini igeren lamlar 1sik mikroskobu altinda analiz
edilmigtir. Her 3 gruptan 100’ er metafaz plagi sayilmis ve 20’ ser karyotip yapilmistir. Kromozom analizi
ISCN (An International System for Human Cytogenetic Nomenclature)’iin belirledigi kurallar dikkate
alinarak yapilmustir.
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3. Bulgular

Hep-2 hiicrelerinden yapilan kromozom analizinde Desitabinsiz, 1 pM ve 10 uM Desitabin igeren {i¢
grubun herbirinden 100 metafaz goriintiisii incelenmis ve bu metafazlardan 20’ser tane karyotip
yapilmigtir. Tablo 1 de her ii¢ grupta incelen kromozomlarin sayisal ve yapisal olarak genel bir
kargilagtirilmasi yer almaktadir. Desitabinsiz Hep-2 hiicre grubundan elde edilen kromozomlar ile | uM
Desitabin iceren Hep-2 hiicre grubundan elde edilen kromzomlarin sayisal degerlendirmesi arasinda
istatistiki olarak anlamli bir degisim olup olmadig1 Fisher exact testi ile arastirilmis ancak iki grup
arasinda anlamli bir degisimin olmadig1 anlasilmistir (P>0,05). Ayn1 sekilde Desitabinsiz grup ile 10 uM
Desitabin igeren grup arasinda da yine anlamli bir degisim tespit edilememistir (P>0,05). Desitabinsiz
Hep-2 hiicre kromozomlarindaki yapisal farkliliklar ile Desitabin igeren iki grup arasmdaki farkliliklarin
da istatistiki olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (P>0,05).

Table 1. Desitabinsiz, 1 pM ve 10 pM Desitabin igeren Hep-2 hiicrelerinin kromozom analizinin genel
degerlendirilmesi

Kromozom Sayisi

Desitabin i.H. K.S. 76 75 74 <74 76> | Y. T.
Miktari K. Y.
A. K.
0. A.
Desitabinsiz | 100 20 42 23 19 4 12 32 17
1pM 100 20 44 26 17 3 10 31 18
Desitabin
10 pM 100 20 41 27 16 5 11 34 16
Desitabin

Tablo 1.’ deki Kisaltmalar: I.H.: Incelenen Hiicre Sayist, K.S.: Karyotip Sayisi, YK.A.O.: Yapisal Kromozom Anomalisinin

Ortalamasi, T.Y.K.A.O: Tekrarlayan Yapisal Kromozom Anomalisinin Ortalamasi

Sekil 1 ve Sekil 2° de her 3 grupta tespit edilen metafaz goriintiileri ve karyotip goriintiileri yer almaktadir.
Her 3 gruptan elde edilen metafazlarin tamaminda ¢ok sayida kromozom anomalisinin oldugu
goriilmiistiir. Bircok kromozom anomalisinin tekrarlamayan (non-recurrent) kromozom anomalilerinden
olustugu diger anomalilerin ise en az iki metafaz plaginda tekrarlayan (recurrent) nitelikte oldugu tespit
edilmigtir. Tekrarlayan bazi kromozom anomalileri D, D1, M1, M2 gibi kisaltmalar ile isaretlenmis ve bu
isaretlerin anlamlar1 Tablo 2’de agiklanmistir. M1 markir kromozomunun biitiin metafazlarda yer aldig1
goriilmiistiir. M2 ve 12. kromozomun derivatif formlar1 oldugunu diisiindiigiimiiz (D12a, D12b, D12c)
kromozom anomalilerinin de Hep-2 hiicrelerinde oldukc¢a sik tekrarlayan anomaliler oldugu
belirlenmistir. del(6q) yani 6. kromozomun q kolunun farkli bélgelerinden delesyona ugradigi (D1 6a ve
DI 6b) anormal kromozomlarin da ¢ok sayida metafazda yer aldigi tespit edilmistir. Derivatif X
kromozomunun (der (X)) ise nispeten daha az siklikta tekrarlayan kromozomlardan birisi oldugu
belirlenmistir.
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Tablo 2. Desitabinsiz, | pM ve 10 uM Desitabinli kiiltiir Hep-2 hiicre hatlarinin kromozom analizinde

M1

M2

M3

M4

M5
M6
M7
D3a

D3b
D3c
DI 6a

Dl 6b

D8a
D8b

D12a
D12b
D12c

D15

DX
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her {i¢ grupta da ortak olarak tekrarlayan kromozom anomalileri

Bircok karyotipte yer alan markir kromozomlarindan birincisi. Bu markir
kromozomu literatiirde bildirilen Hep-2 hiicre hatlarinda da gosterilmistir (Wang ve
ark, 2015)’ de ‘Y’ kromozomu oldugu diisiiniilen ve (Chen ve ark., 1988)’de markir
kromozom olarak degerlendirilip ‘7’ ile numaralandirilan kromozom. Kesin
olmamakla birlikte bu markir kromozomunun idic (5p) olabilecegini
diistinmekteyiz.

Karyotiplerde yer alan markir kromozomlarmdan ikincisi. Bu markir kromozomu
literatiirde daha 6nce Hep-2 hiicre hatlarindan yapilan kromozom analizinde de
gosterilmistir. (Chen ve ark, 1988)’de derivatif 13 olarak gosterilen ve ‘16° diye
numaralandirilan kromozom.

Karyotipte yer alan markir kromozomlarindan ti¢iinciisii. Bu markir kromozomu
literatiirde daha 6nce Hep-2 hiicre hatlarindan yapilan kromozom analizinde de
gosterilmistir (Wang ve ark, 2015)’ de ‘M’ olarak adlandirilmistir).

Markir olarak adlandirdigimiz kromozomlardan dordiinciisii. Kesin olmamakla
birlikte bu markir kromozomunun 1. kromozomdan kdken alan derivatif kromozom
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Markir olarak adlandirdigimiz kromozomlardan besincisi.
Markir olarak adlandirdigimiz kromozomlardan altincisi.
Markir olarak adlandirdigimiz kromozomlardan yedincisi.

Derivatif 3. Bu markir kromozomu literatiirde daha dnce Hep-2 hiicre hatlarindan
yapilan kromozom analizinde de gosterilmistir (Chen ve ark, 1988)’de 34’ olarak
numaralandirilmgtir.

Derivatif 3. kromozomlardan birisi
Bir bagka derivatif 3

Sitogenetik incelemede tespit edilen, 6. kromozomun q kolunun delesyona ugradig:
anormal kromozomlardan birisi. Bu del (6q) kromozomu literatiirde daha 6nce Hep-
2 hiicre hatlarindan yapilan karyotip analizinde de gosterilmistir (Chen ve ark.,
1988)’de ‘36’ olarak simgelendirilmistir .

Sitogenetik incelemede tespit edilen, 6. kromozomun q kolunun delesyona ugradigi
anormal kromozomlardan birisi.

Derivatif 8. kromozomlardan birisi

Bir diger derivatif 8. Bu derivatif kromozom literatiirde daha 6nce Hep-2 hiicre
hatlarindan yapilan karyotip analizinde de gosterilmistir (Chen ve ark, 1988)’de
37’ olarak simgelendirilmistir.

Derivatif 12
Bir bagka derivatif 12

12. kromozomun bu derivatif formu daha 6nceki Hep-2 hiicre hatlarindan yapilan
sitogenetik incelemelerde de gosterilmistir (Chen ve ark, 1988)’de “15” seklinde
simgelendirilmistir).

Derivatif 15. Bu anormal kromozom daha 6nceki Hep-2 hiicre hatlarindan yapilan
sitogenetik incelemelerde de gosterilmistir (Chen ve ark., 1988)’de ‘17’ seklinde
simgelendirilmistir).

Derivatif X
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4. Tartisma ve Sonug¢

Hiicre hatlar1 ile ilgili caligma yapilirken iizerinde durulmasi gereken hususlardan birisi hiicre hatlarinin
diger hiicre hatlar1 ile ve mikoplazma ile kontamine olma riskidir. Hiicre hatlarinda tiir i¢i hatta tiirler
arasinda ¢apraz kontaminasyonun olabildigi ilk olarak Stan Gartler tarafindan 1966 yilinda gosterilmistir.
Sonrasinda 1970'lerin basinda Walter Nelson-Rees tarafindan bu durum teyit edilmistir. {lgili bilim
insanlar1 o donemde ¢ok biiyiik orandaki hiicre hattinin kontamine oldugunu ve bu kontamine hiicrelerin
hiicre hatt1 bankalar1 tarafindan diinya genelindeki laboratuvarlara dagitildigini gostermislerdir (Nelson
ve ark, 1981). Aradan uzunca bir siire ge¢gmis olmasma ragmen capraz kontaminasyon ve yanlis
etiketleme ile ilgili sorun bugiin i¢in de gegerlidir (Kaur ve ark, 2012). Bu bakimdan hiicre hatlariyla
calisma yapilacaksa, Oncelikle caligma yapilacak hiicre hattinin tiir i¢i mi yoksa tiir dis1 m1 veya
calisilmak istenilen hastalikla ilgili mi yoksa farkli hastaliklarla ilgili mi sorularmma yanit arayarak
calismaya baglanmalidir. Bu baglamda hiicre hatlarmin kékeninin aydinlatilmasi igin bildirilen ¢esitli
yontemler vardir. Bu ydntemler arasinda karyotip analizi, immiinolojik farkliliklara bagli ayristirma
caligmalar1 ve short tandem repeat (STR) profilleme ¢aligmasi sayilabilir (Almeida ve ark, 2016).
Hep-2 hiicre hatt1 uzun yillar 6nce Hela hiicreleri ile kontamine olmus bir larenks kanseri (LKa) hiicre
hattidir. Giintimiizde ATCC’ den veya baska hiicre hatt1 bankalarindan satin alinarak laboratuvarlarda
kullanilan Hep-2 hiicre hatlar1 aslinda saf LKa hiicre hatlar1 olmayip Hela hiicreleri ile kontamine olmus
hiicre hatlaridir (www.lgcstandards-atcc.org). Hep-2 Hiicre hatlarinin kromozom yapisina ait ilk bilgiler
1963 yilinda Norryd C ve ark tarafindan yapilan karyotip analizi ile ortaya ¢ikarilmistir (Norryd ve ark,
1963). Ilgili galismada 600 metafaz sayilmis ve 6 tane karyotip yapilmistir. Yapilan karyotip analizi,
heniiz o yillarda bantlama tekniklerinin gelistirilmemis olmasindan dolayi, kromozomlarin boylarmna
gore yapilmigtir. Sayisal degerlendirmede hiicrelerin 69-81 arasinda degismekle birlikte daha ¢ok 77
kromozom icerdigi bildirilmistir. Buna ek olarak 131-156 arasinda degisen kromozom sayismna sahip
hiicrelerin de goriildiigii vurgulannustir. lgili calismanm karyotip goriintiisii ile bizim ¢aligmanmn
karyotip goriintiilerini karsilastirdigimizda, yapisal kromozom degisiminin bizim ¢aligmamizda daha
fazla oldugunu ve markir kromozomlarin yine bizim ¢aligmamizda daha bol goriildiigiinii sdyleyebiliriz.
Hiicre hatlar1 olusturulurken uygulanan genetik manipulasyon hiicrelerin fenotip olarak daha farkli
olmasina yol agabilmekte ve hiicrelerin asil fonksiyonlarinda gesitli degisiklikler olusturabilmektedir.
Hiicre seri pasajlartyla birlikte olusan genotipik ve fenotipik farkliliklar hiicre hattinda ciddi
heterojeniteye sebeb olabilmektedir. Seri pasajlarin yapildig1 uzun siireg icerisinde ¢ok sayida boliinme
gegciren hiicre hattina ait hiicrelerde, elde edildikleri doku ve hastalik ile iligkisiz, bolca genomik hatalar
olusabilmektedir. Bu yiizden ¢alisma sonuglari yorumlanirken bu durum mutlaka g6z Oniinde
bulundurulmalidir (Kaur ve ark, 2012).

LKa bas-boyun bolgesinde en sik goriilen kanserdir (Saito ve ark, 2013) ve kotii huylu tiimérlerin % 2-
3’{inii olusturur (Charles ve ark, 1999). Kanser gelisiminde en dnemli risk faktorlerinin sigara ve alkol
aligkanligmin oldugu bildirilmektedir (Manjarrez ve ark, 2006). LKa genel olarak erkeklerde en sik
goriilen kanserlerden biridir. Son yillarda cerrahi ve radyoterapi yontemlerindeki gelismelere ragmen
LKa’nin tedavisi konusunda istenilen basari elde edilememistir. LKa’nin erken tanist ve tedavisi i¢in
yeni yontemlere ihtiyag¢ vardir (Saito ve ark, 2013). LKa hiicre hatti olan Hep-2 hiicrelerinin her ne kadar
Hela hiicreleri ile kontamine oldugu kesinlesmis olsa da, Hep-2 hiicre hatt1 LKa’ nin olusum ve gelisim
siireglerinin arastirilmasi, tani ve tedavide umut 15181 olabilicek biyobelirteclerin ortaya ¢ikarilmasi igin
sikca kullanilmaktadir (Dellavance A,2019). Ornegin LKa’ It hastalara ait kanserli dokularda ekspresyon
seviyesi anlamli sekilde degisen mikroRNA (miRNA)’ larin Hep-2 hiicre hatlar1 iizerinde fonksiyonel
caligmalar1 yapilmig ve birgok tlimorsiipresdor miRNA veya onkogenik miRNA tespit edilmistir (Karatas
ve ark, 2016; Karatag, 2018).

Kanser hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan arastirmalarda, hiicrelere uygulanan g¢esitli molekiillerin,
ilaglarm veya diger maddelerin genomda olusturduklart degisikliklerle hiicre proliferasyonuna,
invazyonuna ve migrasyonuna yaptiklar: katki ortaya ¢ikarilabilmektedir. Kanser hiicre davraniginda
meydana gelen bu degisimlerde kromozom anomalilerindeki farkliligin katkismin ne oldugunun
gosterilmesi timor yapisinin daha iyi aydmlatilmasi i¢in 6nemli oldugu degerlendirilmektedir (Kasai ve
ark, 2018).

LKa kanser hastalarinin doku hiicrelerinden yapilan kromozom analizinde LKa’ li birgok hastanin
olduk¢a kompleks karyotip Ozelligine sahip oldugu bildirilmistir (Jin ve ark, 2002). Calismamizin
sonuglarinda da goriilecegi iizere Hep-2 hiicrelerinin tamami olduk¢a kompleks karyotip o6zelligi
sergilemektedir. Bu durum Hep-2 hiicrelerinin benzer genomik yapiya sahip olmayip olduk¢a heterojen

105|Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online), DOI: 10.7176/JSTR/5-4-11 l's.i-'
Vol.5, No.4, 2019 IS'E

ozellik sergilediginin gostergesi olarak degerlendirilebilir. Aslinda Hep-2 hiicre hatt1 gibi bir¢ok hiicre
hatt1 da heterojen hiicre popiilasyonlarini bir arada barindirmaktadir. Bu bakimdan kanserlerde genomik
degisiklikleri ortaya c¢ikaran molekiiler yontemler ile karyotip analiz sonuglarmin birlikte
degerlendirilmesi, tiimor genomunun daha iyi anlagilmasi agisindan énemlidir (Kasai ve ark, 2018).
Tim bunlara ragmen hiicre hatlar1 ile yapilan molekiiler ¢aligmalarin bir¢ogunda karyotip analizi
yapilamamaktadir. Bu durumun ¢esitli sebepleri vardir; Hiicre hatlarindan kromozom elde etmenin
nispeten zor olmasi, kromozom morfolojisinin kotii olmasi, kompleks kromozomal degisimi igeren gok
sayida kromozomun bulunmas: gibi sebepler calismalarda karyotip analizine duyulan istegi
azaltmaktadir (Joos ve ark, 2003). Literatiirde Hep-2 hiicre hatt1 kromozomlarinin analiz edildigi ¢aliyma
sayisi olduk¢a siirlidir. Ustelik Hep-2 kromozomlarmimn gosterildigi ¢alismalarm bir kisminda elde
edilen kromozom kalitesi, yapilacak yeni arastirmalara yardime1 olacak kalitede degildir. Ayn1 zamanda
ilgili yaymlarda ya hic karyotip goriintiisiiniin olmamas1 (Draganov ve ark, 2010) ya da bir kag¢ tane
bulunmasi (Chen ve ark, 1988) cok sayidaki hem sayisal hem de yapisal kromozom anomalisininin
literatiir ile karsilastirilmasini sinirlandirmaktadir. Bu nedenlerden dolayi ¢alisma sonuglarimizin Hep-2
hiicre hattindan kromozom analizi elde etmeyi planlayan arastirmacilara yardimer olabilecegini
diisliniiyoruz.

Desitabinin 1 uM ve 10 pM dozunun ve 72 saatlik hiicre kiiltiir siiresinin hipometilasyon i¢in yeterli doz
ve siire oldugu ile ilgili cok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Hagemann ve ark, 2011; Zych ve ark, 2013).
Caligmamizda Desitabinsiz Hep-2 hiicre kromozomlari ile 1 uM ve 10 uM Desitabin igeren gruptakiler
karsilastirilmis ancak gerek sayisal gerekse yapisal kromozom degisimleri agisindan istatistiki olarak
anlamli bir sonug elde edilememistir. Bu durum ¢alismamizda uygulanan Desitabin dozu ve ve kiiltiir
siresi ile hiicrelerde olusan hipometilasyonun Hep-2 hiicrelerinde kromozomal farklilik
olusturmadigmin kanit1 olarak degerlendirilebilir. Calismamizda uyguladigimiz Desitabin dozunun ve
kiiltiir siiresinin artirilmasiyla hiicrelerde olusacak hipometilasyonun kromozomal diizeyde etkisini
gosterebilecegini diisliniiyoruz.
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