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OZET

Akciger Kanseri Hiicre Dizilerinde Myc Onkogeni ile iligkili MikroRNA’larin Kanser
Hucre Metabolizmasindaki Rollerinin Arastiriimasi

Onur TOKGUN
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof.Dr.Hakan AKCA
Haziran 2017, 130 Sayfa

Akciger kanserlerinin %15-20’ni olusturan kuguk hucreli akciger kanseri (KHAK)
yuksek 6lum orani ve agresif fenotiple karakterizedir. KHAK’lerinde en sik gozlenen genetik
degisimler tumor baskilayici TP53 ve RB1 ile MYC ailesi onkogenlerde goézlenen
degisimlerdir. Myc geni KHAK olgularinin yaklagik %Z20’sinde asiri ifade ya da
amplifikasyonu gézlenmektedir. Bu sebeple Myc geni KHAK tedavisi i¢in 6nemli bir hedeftir.
Myc pek ¢ok biyolojik streci dizenleyen dnemli bir transkripsiyon faktértdir.

Calismamizda ilk olarak kalici (pCDH-MYC) ve induklenebilir (pT1J-MYC) ekspresyon
vektorleri ile indiklenebilir baskilama vektorleri (pTRIPZ-MYC) tasarlandi. Ardindan, Myc
ampliikasyonu tasimayan H209 hicreleri pCDH-MYC ile H345 hucreleri pTIJ-MYC ile, Myc
amplifikasyonu tasiyan H82 ve N417 hicreleri ise pTRIPZ-MYC ile infekte edildi. Kalici
infekte edilmis hucreler puromisin ile secildikten sonra indlklenebilir vektér sistemleri
doksisiklin ile muamele yapilarak Myc ifadesi dizenlendi. Myc ifadesindeki dedisimin hicre
¢ogalmasi, metabolizma ve gen ekspresyonu Uzerine etkisi western blot, gergek zamanl
PZR, miRNA/MRNA mikrodizin (Affymetrix miRNA 4.0/ lllumina HT-12) ve LC-MS analizi ile
arastirildi.

Calismada kullanilan hucrelerdeki hlcresel proliferasyonun MYC ekspresyonuna
bagimli oldugu belirlendi. Sonrasinda, kanser progresyonunda &énemli rol oynayan
miRNA’larin  (miR-9, miR-181, miR-378, vb) ve mRNA’larin (HK2,GLS1,LDHA,vb)
ekspresyonlari arastirildi. MYC tarafindan dizenlenen metabolik genlerin ekspresyonlarinda
degisimler saptandi. Bu genlerin fonksiyonlari LC-MS analizi ile degerlendirildi.

Sonuglarimiz, MYC amplifikasyonuna sahip KHAK hicrelerinin sagkalimi igin MYC’e
bagimli olduklarini géstermistir. Bu calismanin KHAK’lerinde ileriki terapdétik stratejilerin
gelisiminde MYC tarafindan dizenlenen metabolik genlerin 6nemini vurguladigi
kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: KHAK, Myc, metabolizma, proliferasyon

Bu galigsma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon (Proje No: 2013SBE012)
ve TUBITAK 2214/a programi kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Searching The Role of MYC Oncogene Related MicroRNAs on Cancer Cell Metabolism
in Lung Cancer Cell Lines

Tokgun, Onur
PhD.Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof.Dr. Hakan AKCA (PhD.)
June 2017, 130 Pages

Small cell lung cancer (SCLC), which accounts for 15-20% of all lung cancer types, is
an aggressive malignancy with an extremely high mortality rate. The most frequently altered
genes in SCLC are the tumor suppressor genes TP53 and RB1 and the MYC family
oncogenes MYC, MYCL and MYCN. Overall, MYC genes are amplified and overexpressed
in 20% of SCLCs, showing that MYC proteins are strong candidates as therapeutic targets in
SCLC. MYC acts as a transcription factor that coordinates many biological processes.

In this study, at first two lentiviral vectors for the constitutive (p)CDH-MYC) and the
inducible (pTIJ-MYC) expression of MYC and a lentiviral vector for the inducible down-
regulation of MYC (pTRIPZ-MYC) were constructed. Subsequently, we infected MYC-non
amplified SCLC cell lines, H209, with pCDH-MYC and H345 with pTIJ-MYC, and two MYC-
amplified and over-expressing SCLC cell lines, N417 and H82, with pTRIPZ-MYC. Stable
infected cells were selected with puromycin and for the inducible expression systems, MYC
was over-expressed or down-regulated by addition of doxycycline. The effects of MYC over-
expression or down-regulation on cellular proliferation, metabolism and gene expression
were evaluated by western blot, qRT-PCR, miRNA/mMRNA microarray (Affymetrix miRNA 4.0/
lllumina HT-12) and LC-MS analysis.

Cellular proliferation was found to be dependent on the expression of MYC on the
cells used in this study. Then, we evaluated the expression of miRNAs (miR-9, miR-181,
miR-378, etc) and mMRNAs (HK2,GLS1,LDHAetc) that play an important role in cancer
progression. We observed alterations in the expression of several MYC-regulated metabolic
genes. The functions of these genes were analyzed by performing LC-MS analysis.

Our results indicate that SCLC cells with MYC amplification are addicted to MYC for
their survival. In our belief, this study highlights the relavance of Myc-regulated metabolic
pathways for the development of future therapeutic strategies in SCLC.

Keywords: SCLC, Myc, metabolism, proliferation

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research
Projects Coordination Unit through project numbers 2013SBE012 and TUBITAK
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1. GIRIS

Son yillarda hizla artan dinya nidfusu ve artan nifus paralelinde gelisen teknoloji
sonucunda ortaya ¢ikan gevre Kirliligi cagimizin énemli saglik sorunlarindan biri olan kanser
hastaligi sikhgini arttirmistir. Gelisen teknoloji dogrultusunda son yillarda ortaya ¢ikan artmis
egsoz gazl, gida katki maddeleri, Genetigi Degistiriimis Organizma (GDO)’lu besinlerin
artmasi, radyasyon kaynaklarinin artmasi, ekolojik dengenin bozulmasi sebebiyle ortaya
cikan mutajenik bakteri ve virtslerin yayilimi, mesleki maruziyetlerin artmasi ve son yillarda
sigara ve alkol tiketiminin artmasi sebebiyle farkh kanser tirlerinin sikliklarinda énemli
degisimler saptanmigtir. Son yillarda gériime sikhginda artis gézlenen kanser tirlerinden en
Oonemlisi ise akciger kanserleridir.

Akciger kanserleri Ulkemizde tim kanser turleri arasinda erkeklerde birinci kadinlarda
ise ikinci sirada yer alir. Tum dunya genelinde dusinuldiginde ise akciger kanserleri ikinci
sirada yer almaktadir. Kiguk htcreli akciger kanseri (KHAK), tim akciger kanseri olgularinin
%15-20’sini olusturup hizli gogalma ve erken metastaz ile karakterizedir. KHAK olgularinin
ileri evrede tani almalari sebebiyle son yillara kadar genetik analizler igin uygun materyal
bulunmasinda sikintilar yasaniyordu. Fakat son dénemlerde erken evrede tanisi koyulan
hastalarin sayisinin artmasi ve biyopsi érneklerinin artmasi sebebiyle KHAK’lerinde pek ¢ok
genetik degisim saptanmistir. KHAK’lerinde tanimlanmis olan énemli genetik degisimlerden
birisi Myc ailesi uyelerinin amplifikasyonu yada asiri ifadesidir. Myc ailesi onkogenleri Myc,
MycL1 ve MycN'den olugsmaktadir. KHAK olgularinin %15’inde Myc ailesi genlerin

amplifikasyon yada asiri ifade durumlari gésterilmigtir.

KHAK, akciger kanserinin diger alt turlerine kiyasla erken ve uzak metastaz ile
karakterize oldugu icin tedaviye yanit orani oldukga diisiiktir. ilk kemoterapi uygulamasinin
ardindan hastalarin gogunda kemoterapiye direng gelismektedir. Bu sebeple KHAK

olgularinda etkin bir tedavi stratejisi belirlemek olduk¢a zor olmustur. Son yillarda, énemli



sinyal yolaklari, Deoksiribontkleik Asit (DNA) tamir mekanizmalari, hiicre sag kalim yolaklari
vb. yolaklari hedefleyen tedavi stratejileri Gretilmis fakat higbiri tam anlamiyla olumlu bir
sonu¢ alamamistir. Bu sebeple son yillarda KHAK gelisiminde énemli bir fonksiyonu oldugu

distnulen Myc onkogenini hedefleyen stratejiler Uretilmeye baslanmistir.

Myc ailesi onkogenlerin farkli kanser tirlerinde hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, metastaz
ve ftranskripsiyonel dlzenleme ile iligkili oldugu bilinmektedir. Myc tarafindan
transkripsiyonun indiklendigi hiicrelerde normal hiicrelere kiyasla kalitatif ve kantitatif olarak
farklilk gostermektedir. Myc tarafindan transkripsiyonun indiklenmesi hucre grubuna bagl
olarak farkl biyolojik sonuglar ortaya c¢ikarabilmektedir. Bazi hlcrelerde Myc ifade artisi
mitotik kaosu indukleyerek hicre 6limine sebep olmakta iken KHAK ve kolon kanseri
hicreleri gibi hicre dizilerinde Myc aktivasyonu agresif fenotip ile iligkilidir. Myc
transkripsiyon faktériintin normal hicrelerde aktif promotorlarin %34’lne, timoér érneklerinde
ise yaklasik %66’sina baglandigi Sabo ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada
gOsterilmistir (Sabo vd., 2014). Bu sonugta hem transkipsiyonel aktivator hem de
transkripsiyonel represor olarak fonksiyon gésteren Myc transkripsiyon faktorinin pek ¢ok
farkh tlrinde birbirinden farkh binlerce hedef geni kontrol ediyor olma durumunu agik¢a

gOstermektedir

Transkripsiyonel olarak 6énemli bir duzenleyici olan Myc’nin hucre metabolizmasi,
hicre proliferasyonu, metastaz ve kok hucre fenotipi gibi biyolojik 6zellikleri dizenleyen pek
¢ok dnemli genin ifadesini kontrol etmesi olasidir. Literatirde son yillarda genom boyutunda
yapilan calismalar Myc’ nin hedef genlerini tanimlamaktadir. Hlcre grubuna bagh olarak
farklilik gosterebilen bu hedef genler arasinda her hiucre grubunda Myc tarafindan
dizenlendidi bilinen ve “core signature” olarak adlandirilan genler bulunmaktadir. Bu genler
normal ve kanser hicreleri de dahil Myc ifadesi bulunan tim hicrelerde ortak olarak
tanimlanmistir. Core signature olarak adlandirilan genler disinda Myc tarafindan ifadeleri
duzenlenen ve hicre tipine gore degisen hedef genler de bulunmaktadir. Bu durumda, Myc

geninin hiicre grubuna bagl olarak farkli fonksiyonlari dizenledigini gbstermektedir.



1.1 Amag

Gergeklestirilen tez projesinin amaglarina deginecek olursak;

KHAK hucre dizilerinde Myc onkogeni tarafindan ifadeleri dizenlenen mRNA ve
miRNA’lari tanimlamak

KHAK hicre dizilerinde Myc ifade degisimine bagl olarak degisen hicresel
fonksiyonlari (metabolizma ve proliferasyon gibi) belirlemek

Myc tarafindan ifadesi diizenlenen miRNA’larin olasi hedef mRNA’lari belirlemek ve
bu mRNA’larin hiicre metabolizmasi gibi KHAK gelisimindeki olasi rollerini belirlemek.
Gergeklestirilen Sivi Kromatografisi-Ugus Zamanli Kitle Spektrometresi (QTOF-LC-
MS) analizi sonucunda KHAK hucre dizilerinde aktif hicresel metabolik yolaklari ve
drtnleri  belirleyerek KHAK tedavi stratejisi olabilecek potansiyel hedefleri

belirleyebilmektir.



2. KURAMSAL BILGI VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri gelismis ve gelismekte olan ulkelerde en yaygin olarak gozlenen
malignant hastaliktir. Mortalite bakimindan kadin ve erkekler arasinda birinci sirada yer alir
iken, insidansi g6z onune alindiginda erkeklerde prostat kanseri kadinlarda ise meme

kanserinden sonra gelmektedir (Torre vd 2015).

2.1.1 Epidemiyolojisi

Akciger kanseri insidansi ve mortalitesi artan sigara kullanimi nedeniyle 1930’lu
yillardan bu yana artmaktadir (Ridge vd 2013). Gegmis ylzyil igerisinde akciger kanserinin
nadir bir hastaliktan olmaktan ¢ikip sik gdzlenen bir hastaliga dontusmesi global bir saglk

problemi olarak ortaya ¢cikmasina neden olmustur (Adler vd 1912).

Akciger kanseri vakalari tUm kanser vakalarinin yaklasik %14’ Gnl olusturmaktadir
(De la Cruz vd 2011). Goérulme sikhdr agisindan erkeklerde daha c¢ok rastlansa da son
donemlerde kadinlarda sigara kullanim aligkanhiginin artisi  bu orani erkeklere
yaklastirmaktadir. Ozellikle, erkekler agisindan insidans dogu ve giiney Avrupa (lkeleri ile
Japonya ve Cin’ de artarken kadinlar agisindan gelismis ve gelismekte olan tim Ulkelerde
artmaktadir (Ferlay vd 2010). Tam anlamiyla etkili bir tedavi ydnteminin olmamasi sebebiyle

hastalarin yaklasik % 16’ si1 tedaviden sonra 5 yiIl daha yasayabilmektedir (Siegel vd 2012).

Diinya Saglhk Orgitinin (WHO) verileri g6z 6niine alindiginda akciger kanserine
bagli olarak her yil yaklagik 1.4 milyon insan 6lmektedir (Ferlay vd 2013). Ulkemizdeki
kanser vakalarinin istatistikleri incelendiginde her yil yaklagik olarak 96.200 erkek ve 67.200
kadinin kanser teshisi aldigi 6ngoériimektedir. Son 5 yila ait kanser verileri géze alindiginda

kanser gorulme sikhginda herhangi bir istatistiksel deg@isim saptanmamigtir. Tarkiye
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yilinda yayinlanan verilere gore erkeklerde kanser insidansi 220.3/100000, kadinlardaki
kanser insidansi ise 156,8/100000 olarak o6ngérilmustir. Akciger kanseri agisindan
ulkemizde tutulmus veriler incelendiginde akciger kanseri insidansinin 11.5/100000 oldugu

tahmin edilmektedir (webl).

2.1.2 Etyoloji
2.1.2.1. Sigara

Sigara kullanimi akciger kanseri etyolojisinden sorumlu en énemli faktordur. Akciger
kanseri hastalarinin yaklasik %90’ | sigara kullanmaktadir (Shopland 1995, Wingo vd 1999).
Ozellikle akciger kanseri alt tiirii olan kiiguk hiicreli akciger kanseri (KHAK) hastalarinda bu
oran %95 e kadar cikabilmektedir. Sigara dumaninin 4000’den fazla bilesen icerdigi
bilinmektedir (Condolucci vd 2016). Cekilen sigara dumani potansiyel karsinojenik dzellikteki
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler, vinil klorid, arsenik ve krom gibi
bilesikleri icermektedir. Nikotin ise bagimlilik yapici 6zellikte bir molekill olup karsinojen
ozellige sahip degildir (Wynder 1967). Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC) titin

dumaninda yaklasik elliden fazla karsinojen 6zellikte bilesen tanimlamistir.

Turkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2012 verilerine gére iilkemizde sigara kullaniminin
erkeklerde %41.4 kadinlarda ise %13.1 oraninda oldugu belirtiimigtir. Sigara kullanan
bireylerde kullanmayan bireylere kiyasla kansere yakalanma riskinin 20 kat daha fazla
oldugu bilinmektedir. Bu risk artigi sigara icme suresi, icilen sigara sayisi, icilen sigara tipi ve
sigaraya baglama yasi ile orantihdir (web 2). 2000 yilinda ingiltere’de yapilmig bir caligmada
gunlik sigara sayisinin 1-14 olmasi durumda relatif riskin (RR) 7.7 oldudu, 15-24 arasinda
olmasi durumunda ise 13.7, 25 ve Uzerinde ise 24.5 oldugu gdsterilmistir (web2). Sigarayi
birakma suresi 10-19 yil olan bireyler ile sigara icmeye devam eden bireyler arasindaki rolatif
riskin yaklagik 5 kat kadar azaldigi saptanmistir. Buna ragmen sigarayi birakma suresi 40 yil

asan bireylerde risk hi¢ sigara igmemis bireylere kiyasla ylksektir.

Pasif sigara iciminde akciger kanserine yakalanma riskinin 3.5 kat arttig
bilinmektedir. Literatirde yapilan bir galismada sigara kullanan bireylerle evli kisilerde

akciger kanserine yakalanma riskinin %30 oraninda arttigi gosterilmistir (web2).
2.1.2.2 Beslenme

Literatirde diyetsel faktorlerin akciger kanseri gelisiminde rol oynayabilecegini

destekleyen gorisler bulunmaktadir. Yapilan birgok epidemiyolojik ¢alisma sonucunda



diyetle sebze aliminin akciger kanseri dahil pek ¢ok kanser tiriine yakalanma riskini azalttigi
gosterilmistir. Vitamin A ve E tlrevi antioksidanlarin noksanligi veya dusuk miktarlarinin
akciger kanserleri ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (Boone vd 1990). Antioksidanlarin en ¢ok
bulundugu besinler olan meyve ve sebzeleri gunlik diyetinde yiksek miktarda tiketen
bireylerin daha az tuketen bireylere oranla akciger kanseri riskinin daha dusik oldugu
saptanmigtir (Feskanich vd 2000, Smith-Warner vd 2003, Miller vd 2004). Ote yandan
yuksek yagli diyetle beslenen ve sigara kullanan bireylerde kanser gelisim riskinin daha
yuksek oldugu bilinmektedir.

Akciger kanserlerinde beta karoten dizeyinin sigara dykusa ile iliskisi arastiriimis ve
sigara igcenlerde serum beta karoten seviyesinin sigara kullanmayan bireylere kiyasla daha
disuk seviyelerde oldugu saptanmistir. Ayrica diyetle alinan retinol’lin de akciger kanseri
gelisimi ile iliskisi oldugu gosterilmistir (Fritz vd 2011). Yiksek dozda E vitamini takviyesinin

de artmis akciger kanseri riski ile iligkili oldugu gosterilmistir.

2.1.2.3 Mesleki ve Cevresel Maruziyet

Akciger kanseri mesleki maruziyet nedeniyle ortaya cikan kanser tirleri arasinda en
sik rastlananidir. Akciger kanserinin pek ¢ok farkli meslek alaninda ¢alisan bireylerde ortaya
cikabildigi bilinmektedir. Mesleki ve cevresel maruziyette en 6nemli ve tehlikeli madde
asbesttir (Jones vd 1996). Asbeste olan maruziyet suresi énemlidir. Turkiye’de belirlenen
kanser hastalarinin %2’in de ¢evresel asbest maruziyeti saptanmigtir. Ayrica basta asbest ve
radon olmak Uzere arsenik, bis-klorometil eter, krom, formaldehit, iyonize radyasyon, nikel,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, sert metal tozlari ve vinil kloridinde akciger kanseri
gelisiminde énemli rol oynadiklari saptanmistir (Driscol vd 2005, Fingerhut vd 2006).

Mesleki maruziyet yaninda dogada da bulunan radonun akciger kanserine sebep
olabilecegi dustnllmektedir. Radonun akciger kanseri riskini 2 kat artirdigi saptanmistir.
Gelisen endustri ile birlikte artan hava kirliligi de akciger kanseri gelisiminde dnemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle kirsal kesimde yasayan bireylerde ¢evresel maruziyet nedeniyle

kentte yasayan bireylere gére daha disuk oranda kanser riski bulunmaktadir.

2.1.2.3 Sosyoekonomik Durum

Sosyoekonomik durumu kétl olan bireylerde akciger kanserine yakalanma riskinin 2-
5 kat daha fazla oldugu bilinmektedir (Mao vd 2001). Bu durumun en 6nemli sebebi ise

etyolojik faktorlere daha fazla maruz kalmasi ile iligkili olmasidir.



2.1.2.4 Radyoterapi ve Hormon Tedavisi

Farkl bir malignite nedeniyle radyoterapi (RT) alan hastalarda akciger kanseri gelisim
riskinin arttigr bilinmektedir. Kadinlarda meme kanseri tedavisi sirasinda uygulanan
radyoterapi ile akciger kanseri gelisme riskinin 2 kat arttirildigi saptanmistir (Kaufman vd
2008). Hodgkin disi lenfoma hastalarinda da radyoterapi uygulamasindan 5 yil sonraki
surecte akciger kanseri gelistirme riski 1.5 kat artmistir. Ote yandan son zamanlarda
kadinlarda dOstrojen ve progesteronu kapsayan hormon tedavi stratejilerinin de akciger

kanseri gelistirme riskini arttirdigi bilinmektedir.

2.1.2.5 Ailesel Faktorler ve Genetik Yatkinhk

Yapilan analizler sonucunda birinci derece akrabalarinda akciger kanseri gézlenen
bireylerde akciger kanseri gelisimi riskinin 2.4 kat artmig oldugu bulunmustur (Tokuhata vd
1963, Ooi vd 1996). Bu durum, akciger kanseri gelisiminde kalitsal faktorlerin rol oynadigini
gOstermektedir.

Literatirde yapilan bir calismada kiglk hiicre digi akciger kanseri (KHDAK) tanisi
alan hastalarin %18’ i sigara kullanmamalarina ragmen Epidermal Biylime Faktér Reseptori
(EGFR) mutasyonu ve ailesel risk nedeniyle akciger kanserine yakalandiklari gdsterilmistir
(Gaughan vd 2013). Bu calismalar da ailesel akciger kanserlerinin gevresel ve genetik
faktorlerin akciger kanseri gelisimi Uzerine olasi etkilerini arastirmak icgin iyi bir model

olusturmaktadir (Kanwal vd 2017).

2.2 Akciger Kanseri Histopatolojisi ve Evrelendirme

WHO 1967 yilinda ilk kez bugin kullanilan akciger kanseri siniflandirmasinin
esaslarini yayinlamigtir. Yine WHO tarafindan 1982, 1999 ve 2004 vyillarinda farkh
siniflandirma esaslar yayinlasa da sigara icme aligkanliklarindaki farklilasmalara bagh
olarak tium dunyadaki akciger kanseri insidansi ve mortalitesindeki degisimden dolayi
siniflandirma 2015 yilinda son halini almistir. 2015 yilinda yapilan patolojik siniflandirma
Tablo 2.1’de verilmistir (Travis vd 2015).



Tablo 2.1 DSO’ ne gore Akciger kanserlerinin histopatolojik siniflandirimasi (Travis vd.

2015)

Histologic Type and Subtypes ICDO Code Histologic Type and Subtypes ICDO Code
Epithelial tumors Papillomas
Adenocarcinoma 814013 Squamous cell papilloma 8052/0
Lepidic adenocarcinoma® 8250434 Exophytic 8052/0
Acinar adenocarcinoma 8551134 Inverted 8053/0
Papillary adenocarcinoma 826043 Glandular papilloma 8260/0
Micropapillary ad: i g 8265/3 Mixed squamous and glandular papilloma 8560/0
Solid adenocarcinoma 823043 Adenomas
Invasive mucinous adenocarcinoma® 8253134 Sclerosing pneumocytoma® 8%32/0
Mixed invasive mucinous and Alveolar adenoma 8251/0
i d i 8254134 Papillary adenoma 8260/0
Colloid adenocarcinoma 848013 Mucinous cystadenoma 8470/0
Fetal adenocarcinoma 833313 Mucous gland adenoma 8480/0
Enteric adenocarcinoma® 814413 Mesenchymal tumors
Minimally invasive adenocarcinoma® Pulmonary hamartoma 8992/0¢
Nonmucinous 8256/3¢ Chondroma 9220/0
Mucinous 8257/34 PEComatous tumors®
Preinvasive lesions Lymphangioleiomyomatosis 9174/1
Atypical adenomatous hyperplasia 8250/ PEComa, benign* 8714/0
Adenocarcinoma in situ’ Clear cell tumor 8005/0
Nonmucinous 8250424 PEComa, malignant 871413
Mucinous §253/24 Congenital peribronchial myofibroblastic tumor 882711
Squamous cell carcinoma 8070/3 Diffuse pul y lymphangiomat
Keratinizing squamous cell carcinoma® 807143 Infl v myofibrobl tumor 8825/1
Nonkeratinizing squamous cell carcinoma® 807213 Epithelioid h fothel 913313
Basaloid cell 8083/3 Pleuropulmonary blastoma 897313
Preinvasive lesion Synovial sarcoma 904043
Squamous cell carcinoma in situ 807042 Pulmonary artery intimal sarcoma 913713
Neuroendocrine tumors Pulmonary myxoed sarcoma with EWWSR/-CREB/ trunslocation® 8842/3¢
Small cell carcinoma 804173 Myocpithelial tumors*
Combined small cell carcinoma 8045/3 Myocpithelioma 8982/0
Large cell neuroendocrine carcinoma 801313 Myocpithelial carcinoma 8982/3
Combined large cell focrine 801313 Lymphohistiocytic tumors
Carcinoid tumors Extranodal ginal zone fymph of d 9699/3
Typical carcinoid tumor 824043 Lymphoid tissue (MALT lymphoma)
Atypical carcinoid tumor 824913 Diffuse large cell lymphoma 9680/3
Preinvasive lesion Lymph id granul : 9766/1
Ditfuse idiopathic puli v {nerine SO40/0¢ Intravascular large B cell lymphoma* 971213
cell hyperplasia Pulmonary Langerhans cell histiocytosis 975111
Large cell carcinoma 801213 Erdheim—Chester discase 9750/1
Adenosquamous carcinoma 8560/3 Tumors of ectopic origin
Sarcomatoid carcinomas Germ cell tumors
Pleomorphic carcinoma 802213 Teratoma, mature 9080/0
Spindle cell carcinoma 803213 Teratoma, immature 9080/1
Giant cell carcinoma 803113 Intrapulmonary thymoma 858043
Carcinosarcoma 8980/3 Melanoma 827043
Pulmonary blastoma 897213 Meningioma, NOS 9530/0
Other and Unclassified carcinomas Metastatic tumors
Lymphocpitheli like 8082/3 “The morphology codes are from the 1CDO? Behavsor 1s coded A for benign tumoes,
NUT carcinoma’ 8023731 {1 for unspecified, boederline or in bels Rfore in situ and grade 111
Salivary g]a"d"y”_c - 'f'h: hossi :‘d I'J"m' l'mlc:; the _mmnu WHO classifi ' taking into
Mucoepidermoid carcinoma 843013 account changes i our understanding of these lesions.
Adenoid cystic carcinoma 820043 “This table is reproduced from the 2015 WHO Classification by Travis et al.*
SSRGS S Zg 856203 ) ‘Th.ue new codes were approved by the Internstional Agency on Cancer Research/
F yocy WHO Comemnittee for ICDO,
Pleomorphic adenoma 8940/0 “New terms changed or entities added since 2004 WHO Classification.’
LONEC, large cell neuroendocrine carcinomas, WHO, World Health Organszation;
(Continued) 1CDO International Classification of Diseases for Oncology.

Tum akciger kanserlerinin

hicreli/farkhlagsmamis  karsinomlar,

%15-20’si
%28-42’si

kiglk hucreli

adenokarsinom,

karsinomlar,

%9'u  bluyuk
%25-44'G0  epidermoid

karsinom ve %1-2’si karsinoid tumdorlerden olusmaktadir (Sekil 2.1). Geri kalan %2’den az

kismini ise nadir akciger timdrleri olusturmaktadir (Travis vd 2004).
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Sekil 2.1 Akciger kanseri alt tipleri mikroskobik goérintusu

2.2.1 Kuguk Hucreli Akciger Kanseri

KHAK, akciger kanseri alt turlerinin en agresif tipi olup tum akciger kanseri vakalarinin
%15-20’ sini olusturmaktadir. Hemen hemen tum olgular sigara 6ykusune sahiptir. Hizli
¢ogalma, erken yayilim ve kétl prognoz ile iliskili olan KHAK, erken evrede platinyum bazli
kemoterapiye hassasiyet gostermesine ragmen hastalarin ¢cogunda rekirrens kisa surede
gerceklesmektedir (Meerbeeck vd 2011). Reklrrens gdzlenen ileri evre hastalarda sag kalim
orani ise %7’den daha azdir (Yu vd 2016). KHAK hastalarinin tedavisinde genellikle ilk
asamada kemoterapi ile tedavi yolu tercih edilip sonraki asamada cerrahi midahale
yapilmaktadir.

KHAK noéroendokrin hicrelerden kdken almaktadir. Hiperkromatik nukleuslu, dar
sitoplazmali, lenfositten iki kat blylk hicrelerin olusturdugu gruplardan olusur. Bol mitoz,
yaygin nekroz gosterir. Sitolojik olarak dar sitoplazmali, organelden fakir hiicrelerdir. ince
sitoplazmik uzantilari mevcuttur. Tani konuldugunda hastalarin %80’i uzak metastaz
yapmistir (Kumar vd 2004, Mills vd 2012). ikiye katlanma zamani yaklagik 30 giindiir. Tedavi
edilmediklerinde ortalama yasam suresi 6-17 haftadir. Paraneoplastik sendromlarin en sik
goruldagu akciger kanseri alt taridir (Uygunsuz antidiretik hormon salinimi sendromu
(Hiperkalsemi gibi) (Jackman ve Johnson 2005).

Damar duvarlarinda tumér hdcrelerinden ¢ikan artmis  miktardaki DNA’nin
olusturdugu bazofilik gériinim belirgin bir bulgudur (Azzopardi etkisi). KHAK tani konma
asamasinda saf ya da kombine turlerde bulunabilmektedir. Alanda en az %10 oraninda
blylk hiicre grubu gdézleniyorsa “Kombine kigik ve blylk hicreli karsinom” olarak

nitelendiriimektedir. Bunun yani sira timor igerisinde adenokarsinom (ADK) ya da skuamoz
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hicreli karsinom (SHK) komponentleri oldugunda, benzer sekilde sirasiyla “Kombine KHK ve
ADK” ya da “Kombine KHK ve SHK” tanisi verilmektedir. Klguk hucreli akciger karsinomu
diger akciger alt tirlerinden daha belirgin 6zellikler gosterdikleri icin histolojik olarak detayl
olarak aragtinimalidir (Tablo 2.2). immunohistokimyasal olarak CD56, kromogranin,
sinaptofizin belirtecleri noroendokrin kokeni tanimlayabilmek icin kullaniimaktadir (Travis
2012). Ancak bunlar negatif bile olsa tipik morfolojik bulgular varsa KHAK tanisi

verilmektedir.

Tablo 2.2 KHAK immiinohistokimyasal Belirtegleri

Immiinohistokimyasal Belirtegler

Metastatik Adenokarsinom Napsin A (-), TTF-1 (-), CK 20 (+)

Primer Akciger Adenokarsinom Napsin A (+), TTF-1 (+), CK 7 (+)

Kii¢iik Hiicreli Karsinom TTF-1 (+), Sinaptofizin (+), CD56
(+),Kromogranin (+)

Skuamoz Hiicreli Karsinom p40 (+), p63 (+), CK5/6 (+)

Malign Mezotelyoma TTF-1(-), CK 5/6 (+), WT1 (+), Kalretinin

(+), BereEP4 (-)
TTF-1: Tiroid Transkripsiyon Faktoér 1, CK: sitokeratin

2.2.2 Evreleme

Akciger kanserlerinde sagkalimin en énemli belirtecinin histolojik alt tirinden ziyade
tumorun evresi oldugu bilinmektedir. Evrelendirme, tumorin yayilimini gdstermek, olasi
prognoz ve tedavi yaklasimlarini belirlemek agisindan oldukga dnemlidir. Evrelendirmek igin
primer timoérin bayUkligld ve yayillimina (T), bolgesel lenf bezi tutulumuna (N), uzak
metastaz varligina (M) dayanan TNM evrelendirme sistemi kullanilir. Uluslararasi Akciger
Kanseri Calisma Orgltl (IASLC) tarafindan 1990 ve 2000 yillari arasinda toplanan 68463
KHDAK ve 13032 KHAK'li hastaya ait veriler tumor boyutu, lenf nodu durumu ve metastaz
varligina bagl olarak analiz edilmigtir ve siniflandirma son halini 2016 yilinda yayinlanmis
sekizinci versiyonu ile almistir (Sekil 2.2a,b)(Stahel vd 1989, Detterbeck vd 2016).



A [Bth ediion
} IDescriptor 7th edition [recommended
classi i
T component
</=ltm Tla Tla
»1-2em Tla 11k
>2-3em Tlb Tle
»3-dem T2a T2a
»4-5cm T2a 12b
>5-7cm T2b 13
»fcm T3 T4
Bronchus <2cm from carina 13 12
Total atelectasis/pnaumonitis 13 12
Invasion of diaphragm T3 T4
Invasion of mediastinal pleura 13 .
N component
No involvement or invohvement of
regional lymoh nodes NO, N1, N2, N3 MO, N1, N2, N3
M companent
Metastases within the thoracic cawty  [Mla Mla
Single extrathoracic metastasis Mlb Mlb
Mulliple extrathoracic metastases Mib Mic
B) TN N0 NI [ N2
Tl Tla = IAl 1B IIA
Tib =2 IA2 1B 1A
Tlc =2 TA3 1B IITA
T2 T2a cent, ¥isc P B IIB 1ITA
T2a >4 B 1B ITA
T2b =45 ITA ITB
T3 T3 =57 1IB IITA
T3 inv IIB 1A
T3 saren 1B IITA
T4 Td >7 IA 1A
T4 v IITA
T4 fosi Nod ITA
Ml | Mlacomryod
M 1aPp Diszem
M 1D single
M 1c Aguni
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Sekil 2.2 Akciger Kanserlerinin Evrelendirimesi. a) T,N ve M kriterlerinin 7. ve son
versiyonlara gore siniflandiriimasi b) Son siniflandirma versiyonuna gore Akciger kanser
evrelerinin gruplandiriimasi (Detterbeck vd 2017)

2.2.3 Kuglk Hucreli Akciger Kanserinde Prognostik Faktorler

KHAK ile iligkili pek ¢ok prognostik faktdr bilinmektedir. Kot performans durumu (PD),

yaygin evre hastalik, kilo kaybi ve hastaligin asiri yaygin olusu en énemli olumsuz prognostik

faktorler iken iyi PD, 70 yas alti olmak, normal seviyede LDH ve evre | hastalik iyi prognoz ile

iligkilidir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3 KHAK prognostik faktorleri

lyi Prognoz Kétii Prognoz
Cinsiyet Kadin Erkek
Yas <70 >70
Irk Beyaz Siyah
Viicut Agirhgi Degismemis > %10 azalmig
Evre Sinirh Yaygin
Performans Durumu 0-1 2-4
Serum Na* Normal Dusulk
Albumin Normal Dusuk
Laktat Dehidrogenaz Normal Yuksek
(LDH)
Metastaz Bolgesi 1 >1

2.2.4 Kuglik Hiicreli Akciger Kanseri Molekiiler Biyolojisi

KHAK hastalarinin tedavisinde genellikle ilk asamada kemoterapi ile tedavi yolu tercih
edilip sonraki asamada cerrahi midahale yapilmaktadir. Bu durum genomik boyuttaki
calismalar i¢in materyal bulunmasi konusunda zorluklar yagsanmasina sebep olmaktadir.
Ancak son donemlerde kemoterapi 6ncesi cerrahi mudahale yapilmis hastalardan alinan
orneklerin kullaniimasiyla KHAK’lerinde genom dizeyinde analizler yapiimaya baslanmistir
(Sos vd 2012; Peifer vd 2012, lwakawa vd 2013). Yapilan genom duzeyindeki analizlere
ragmen KHAK’'de hedef alinabilecek herhangi bir etkili genetik dedisim tam anlamiyla
belirlenmemistir. Bu durum pek ¢ok sebepten o6tlrl ortaya ¢ikmis olabilir. Bu sebeplerden en
onemlisi diger kanser turlerine kiyasla KHAK’lerinde yuksek dizeyde gd6zlenen
mutasyonlardir (lwakawa vd 2015). KHAK, kendine 6zglu kromozomal degisiklikler, timor
baskilayici genlerdeki degisimler, onkogenler, hicresel biyobelirtecler ve sinyal iletim
yolaklarina sahip olmasiyla karmasik bir yapiya sahiptir.

KHAK vyuksek bir mitotik indekse sahiptir ve akcigerdeki noroendokrin yada
néreoendokrin éncu hidcrelerinden kdken almaktadir. Fare modellerinde olusturulan KHAK'i
incelendiginde hucrelerin onkogenik mutasyon ve tumor baskilayici kayiplari géz onune
alindiginda noroendokrin ya da noreoendokrin onclu hucrelerinden koken aldigi teyit
edilmistir (Park vd 2011, Sutherland vd 2011, Song vd 2012).

Kacuk hucreli akciger kanserlerinde, kanser gelisimini indukleyici degisimleri
saptamak amaciyla kullanilan ilk yontemler olan karyotipleme ve genomik hibridizasyon
yontemleri kromozomal dizeyde meydana gelen dedisimleri gbstermistir. Bu ydntemler
araciligiyla 3. kromozomun kisa kolunda gorilen heterozigotluk kaybi akciger kanseri

gelisiminde en erken saptanmis olan molekiler degisiklik olmustur. Kromozom 3p’de
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go6zlenen heterozigotluk kaybi KHAK’nin yaklasik %90’inda gézlenmektedir (Dally vd 1993,
Todd vd 1997). Bu kromozom bdlgesi Frajil Histidin Triat (FHIT), Roundabout Guidance
Reseptér 1 (ROBO1) ve RASSF1 gibi tumor baskilayici genleri bulundurmasi nedeniyle
onemlidir (George vd 2015). Ote yandan kromozom 4p, 4q,10q,13q,16q ve 17q bolgelerinde
de 6nemli derecede heterozigotluk kaybr gozlenmektedir (Virmani 1998, Shivapurkar 1999).

Genom duzeyinde yapilan galismalar sonucunda KHAK hicre ve doku 6rneklerinde
yuksek oranda (%90-95) protein 53 (TP53) ve Rb Transkripsiyonel Korepresér 1 (Rb1)
inaktive edici mutasyonlari saptanmistir (lwakawa vd 2015). Deney modellerinde TP53 ve
Rb1l mutasyonlari KHAK gelisimini indukleyici 6zellikle olan 6ncli mutasyonlardir. TP53
inaktivasyonunun yani sira KHAK’lerinde p53 ailesinden olan onkogenik protein 73 (p73)
ifadesi ylksek seviyede gozlenmektedir. p73, ekzon 2 ve 3’'te gbzlenen mutasyon sonucu
onkogenik bir yapi almaktadir. Bu durum p73 gibi p53 ailesinden bir Gyenin KHAK
gelisiminde rol oynayabilecegini gostermistir (Tannapfel 2008, George 2015). Kromozom
10’dan Fosfat ve Tensin Delesyonu (PTEN) ifadesi ise KHAK olgularinda %10-18 oraninda
g6zlenmektedir (Yokomizo vd 1998). Bazi kanser tlrlerinde NOTCH yolagi aktivasyonu
onkogenik 0zellik gosterir iken KHAK’lerinde NOTCH aktivasyonu timor gelisimini
baskilamaktadir (Kunnimalaiyaan ve Chen 2007, Espinoza ve Miele 2013). KHAK’lerinde
%25 oraninda NOTCH inaktivasyonu g6zlenmektedir.

Antiapoptotik genlerin ifadelerindeki artis KHAK olgularinda gézlenen 6nemli bir
genetik degisimdir. Bir antiapoptotik molekil olan B hicreli lenfoma 2 (BCL2) seviyesi
KHAK’lerinin %75-90’inda 6nemli seviyede artmistir (Kaiser ve Haag 1996). BCL2 seviyesi
p53 tarafindan duzenlenmektedir. Bu durumda p53 ifadesinin kayip oldugu KHAK’lerinde
BCL2 seviyesindeki artigin bir géstergesidir (Miyashita vd 1994).

Histolojik analizlerin yerine metilom ve transkriptom analizleri kullanilarak KHAK alt
tipleri belirlenebilmektedir (Poirier vd 2013). Histolojik ve genetik olarak ayni yapidaki KHAK
olgularinda epigenetik olarak farkli alt gruplar bulunabilmektedir. Bu alt gruplar
transkripsiyonel olarak farkli yapidadirlar. Akut-Skut Homolog 1 (ASCL1) ve Noronal
Farklilasma 1 (NEURODZ1) gibi farkli ndrojenik sarmal dénls sarmal transkripsiyon faktérleri
alt gruplan betimlemektedir. KHAK’lerinde gozlenen diger onemli degisim ise epigenetik
dizenleyici olarak rol oynayan genlerde meydana gelen degisimlerdir. Histon asetiltransferaz
CREB Baglanma Proteini (CREBBP) ve Protein 300 (EP300) ile Lizin Metil Transferaz 2A
(MLL), MLL2 ve Zeste Homolog 2 Hizlandirici (EZH2) mutasyonlari %4-6 oraninda
gozlenmektedir. EZH2'nin normal akciger dokularina kiyasla KHAK olgularinda asiri
ekspresyonu gozlenmektedir. EZH2 6zellikle ndral kok hucrelerde yuksek seviyede eksprese
olup akcigerde sekretdr ve bazal hicreler arasindaki fenotipik degisimde o6nemli rol

oynamaktadir. EZH2 asiri ekspreyonu, RB/E2F yolaginin deregilasyonu sonucu ortaya
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cikmaktadir ve bu asiri ekspresyon KHAK hticre proliferasyonunu indtklemektedir (Peifer vd
2012, Umemura vd 2014, Poirier vd 2015).

Hedgehog (Hh) sinyal iletim yolagi KHAK gelisiminde hayati rol oynayan bir yolaktir.
Hedgehog sinyal iletim yolaginin sinyal molekill olan Smoothened (Smo)’in invivo ve invitro
deney modellerinde KHAK’ni baslatici ve hizlandirici bir etkisi oldugu gosterilmigtir (Park vd
2011). Fibroblast buyume faktoru reseptoru sinyal iletim yolagi KHAK geligsiminde dnemli rol
oynamaktadir. KHAK olgularinda yaklasik %5-6 oraninda Fibroblast Blyime Faktor
Reseptdriu (FGFR1) amplifikasyonu gézlenmektedir (Schultheis vd 2014). FGFR1, Fibroblast
Blyume Faktéri (FGF2) ve FGF9 protein ve ribonukleik Asit (RNA) dizeylerinin kétl
pronozla iligkili oldugu bilinmektedir (Zhang vd 2015). Ret Protoonkogen (RET) bir
transmembran tirozin kinaz olup kromozom 10g11.2 bélgesinde lokalizedir. RET geninde
g6zlenen M918T somatik mutasyonu KHAK'i beyin metastazi yapmis lezyonlarinda énemli
derecede gozlenmektedir. Bu mutasyon sonucu RET yolagi ligand baglanmaksizin aktive
olmakta ve Myc ile ERK gibi alt yolaklari aktive etmektedir (Rudin vd 2014). Ote yandan RET
mutasyonu gozlenen KHAK hicre dizilerinde mutasyon gobzlenmeyen hucrelere kiyasla
artmis bir cogalma hizi gézlenmektedir. Fosfoinozitol 3,4,5 l¢ Fosfat (PISK)/AKT/mTOR
sinyal iletim yolagi mutasyonlari KHAK olgularinda énemli seviyede gézlenmektedir. Ote
yandan WNT yolaginin da hem KHAK hem de KHDAK’i gelisiminde rol oynayabilecegi
ongorilmektedir (Tai vd 2015). Proteomik analizler sonucunda KHAK’lerinde poliadenozil
Riboz Transferaz 1 (PARP1) ifadesinin dnemli seviyede arttigi gosterilmistir (Byers vd 2012,
Wainberg vd 2014). Aurora kinaz A yada B’nin ylksek ekspresyonu da akciger kanserlerinde
kotu prognoz ile iligkilidir (Vischioni vd 2006, Hayama vd 2007).

Telomerazlar kromozomlarin uglarinda tandem tekrarlar seklinde bulunan genetik
elementler olup kromozomlari degredasyon, hlicresel yaslanma ve hatali rekombinasyondan
engelleme goérevi gormektedirler (Harley ve Kim 1997). Germ hucrelerinde ve dzellikle pek
cok kanser hicrelerinde uzamis telomer dizileri bulunmaktadir. Telomeraz aktivitesi 6zellikle
solid timdrlerde malignant ve metastatik fenotiple korelasyon godstermektedir. Literatlirde
yapilmis bir calismada akciger kanseri doku o&rneklerinin %80’inde telomeraz aktivitesi
saptanmistir (Hiyama vd 1995.). KHAK’lerinde yaklasik %98 oraninda Htr geninde asiri
eksrpesyon ve artmis telomeraz aktivitesi saptanmistir (Salgia ve Skarin 1998).

Yaklagik 30 yil 6nce EGFR ifadesinin KHAK'lerinde dusuk seviyede oldugu
bildirilmigtir (Gamou vd 1987). Yiksek seviyede EGFR ifadesinin KHAK gelisiminde segici bir
Ozellik olmadigi gosterilmistir. Son donemde yapilan RNA dizileme g¢alismalari sonucunda
KHAK o6rneklerinde EGFR transkript seviyesinin olduk¢a dusuk oldugu gdsterilmistir (George
vd 2015). Ek olarak RAS/RAF/MEK/ERK onkogenik sinyal iletim yolaklarinda gézlenen aktive
edici mutasyonlarin nadir olarak gézlendigi bilinmektedir (George vd 2015). Son dénemlerde

KHAK’'ne donigsen EGFR mutasyonu bulunan akciger adenokarsinomlarinda yapilan
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calismalar sonucunda KHDAK’den KHAK’ne donlsim sirasinda EGFR ifadesinin dnemli
seviyede azaldigi gosterilmistir (Niederst vd 2015). RAF/MEK/ERK sinyal iletim yolaginin
KHAK olgularinda gok aktif olamamasinin sebebi olarak c-RAF-1 geni agisindan hemizigot
olmasi gosterilmektedir (Graziano vd 1991).

Son dénemlerde yapilan genom dizeyinde yapilan dizileme g¢alismalari sonucunda
KHAK timor drnekleri diger kanser tirlerine kiyasla ylksek sayida bir somatik mutasyon
profili gdstermektedir. KHAK timor érnekleri yaklasik 170 adet protein degisimine neden olan
mutasyon tagimaktadir (Rudin vd 2012). Ote yandan MYC, MYCL1, MYCN, SRY (sex
determining region Y)-box 2 (SOX2), SOX4 ve KIT genlerinde kopya sayisi artigi
saptanmistir (Sos vd 2012, Rudin vd 2012). KHAK’lerinde en yaygin ve sik gdzlenen genetik
degisim ise MYC ailesi gen amplifikasyonlaridir. MYC ailesi onkogenler, MYC (c-Myc),
MYCN (N-Myc) ve MYCL1 (L-Myc)’ dan olusmaktadir. (Kim vd 2006). MYC onkogen ailesi

uyeleri pek ¢cok kanser tirl etyolojisi ile dogrudan iliskilidir (Francesco vd 2016).

2.3 Myc Onkogeninin Yapisi ve Fonksiyonu

20. ylzyilhn baglarinda Peyton Rous, tavuk sarkoma ve I|6semilerinin tumor
hicrelerinden bagimsiz ekstraktlar tarafindan gegirilebilecegini 6ne surmustir (Rous 1911).
One sirdirilen model 1siginda sarkoma ve l6semiler igin virislerin dnemli bir etyolojik ajan
olabilecegini literatire sunmuslardir (Ellerman ve Bang 1908). 1960 ve 1970’li yillar
icerisinde melanositoma, endotelyoma, karaciger ve bdbrek kanserlerini indukleyici
potansiyelde 4 adet retroviris (MH-2, MC29, CMIlI ve OK10) tanimlanmistir (Mladenov vd
1967). Bishop ve arkadaglarinin tavuklarda I6semi, sarkoma, bdbrek, karaciger ve diger
timor tirlerinin gelisimine katkida bulunan avian retrovirtsleri siniflandirdiklari galisma
sonucunda v-myc onkogenini tanimlamislardir (Vennstrom vd 1982).

MYC ve kanser arasindaki iliski Myc geni yakininda retroviral insersiyon iceren avian-
I6kosis virls aracili B hicreli lenfoma Uzerindeki calismalar sonucunda belirlenmistir
(Hayward vd 1981). Sonraki yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda 8924 bdlgesinde lokalize
olan Myc ile (8;14)in agresif Burkitt lenfoma gelisiminde énemli rol oynadigi gosterilmistir
(Dalla Favera vd 1982). Myc onkogeninin amplifikasyonu ise ilk olarak myeloid I6semiler ve
kolon kanserlerinde tanimlanmistir (Collins ve Groudine 1982, Alitalo vd 1983).

Myc proteinleri sarmal-dénus-sarmal 16sin zincir transkripsiyon faktorleri olup pek ¢ok
biyolojik sure¢te anahtar rol oynamaktadir (Lin vd 2012). MYC aktivasyonu hiicre
proliferasyonu, artmis protein sentezi, degisen hicre metabolizmasi, farklilasma ve metastaz
ile iligkilidir (Stine vd 2015). Myc ailesi proteinlerin diger bir dnemli gorevi ise kok hucre

varliginin surdurtilmesinde dnemli rol oynamaktadir (Fragnocci ve Zippo 2017). Myc ailesi
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Uyesi bu Ug¢ protein de ylksek diizeyde korunmus ortak boélgelere sahiptirler (Conacci-Sorell
vd 2014)

c-Myc (Myc) proteini 64 kDa agirhginda olup 439 amino asite sahiptir. Ailenin diger
Uyeleri olan L-Myc ve N-Myc ise sirasiyla 364 ve 464 amino asite sahiptirler. Myc sekansi iki
adet translasyon baglama sekansina sahiptir. CTG baslangi¢ kodonundan 64 kDa proteini,
ATG baslangi¢ kodonundan ise 64 kDa agirliginda fonksiyonel Myc proteinini kodlamaktadir.
Literatirde p67 ve p64 arasindaki fonksiyon farkini goésteren detayli bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Myc’nin  C-terminal bdlgesi sarmal-donls-sarmal 16sin  fermuar
dimerizasyon motifine sahiptir. Bu bdlge araciligiyla yani domaine sahip proteinlerle
homotipik yada heterotipik dimerizasyon yapabilmektedir (Sekil 2.3a,b) (Vastrik vd 1994).
Myc transkripsiyonel aktivasyon gorevini genellikle Max proteini ile olusturdugu dimer
araciligiyla gercgeklestirir. Myc-Max heterodimeri DNA Uzerindeki spesifik E-kutusu (5'-
CACGTG-3’) bolgesine baglanarak gorev yapmaktadir. Bu heterodimer yapi DNA'da ilgili
bolgeye baglandiktan sonra MYC proteininin  N-terminal bolgesi cesitli transkripsiyon

regulator proteinlerle etkilesime girerek transkripsiyonel dizenlenme saglanmaktadir.

A) <Te ATG
. l Ir, o | . e i... + gona
Exon 1 Exon2 Exon 3
Cxon 1 Cxon 2 Cxon 3
A L cws 7“‘]‘“mm
B) 1 co 121 144 2 352 367 411 a39
c-Myc: [ “J*® yams
MB1 MB2 NLS Basic HLH LZ
p107: a“ 178
BIN1: — (46 - 65, 129 - 144)
TRRAP: —N— (24 - 31, 38 - 48, 129 - 145)
MM-1: 108 —— 166
AMY-1: 104 e 143
Pam: 107 154
o-Tub: 48 —— 134
N A I e ——
TFI-I: 37— 316
AP-2: 345 e— 43¢
BRCA1: 371 e— 411
Miz-1: 371 c— 412
Nmi**: [ C—
Max: 369 m— 435

Sekil 2.3 MYC onkogeninin genomik DNA, RNA ve protein yapisi. a) MYC onkogeninin
genomik ve mRNA yapilari. b) Myc proteininin yapisal bolgeleri ve heterodimer olusturdugu
partnerler

Onkogenik potansiyelinden dolayi MYC proto-onkogeni normal hicrelerde
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel dizeyde reglile edilmektedir. Bu regilasyon hem

hicre siklusu hem de eksternal (blylime faktorleri ve ekstraselliler matriks etkilesimleri)
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sinyal mekanizmalari araciligiyla gerceklesmektedir. Dinlenme halindeki bir hiicre normalde
az miktarda Myc eksprese etmekle birlikte bluylime faktorleri ile stimule edildiginde dramatik
dizeyde ekspresyon artisi gézlenmektedir. Pek ¢ok kanser tlrindn gelisimine katki saglayan
Myc geninin aktivasyonu pek c¢ok yolla gergeklesmektedir. Bunlara kromozomal
translokasyonlar, gen amplifikasyonlari, 3’-UTR sekanslarinin uzaklagtiriimasi ve MYC
lokusunun yakinina retroviruslerin insersiyonu ornek verilebilir.

Myc ve kanser arasindaki baglanti hem in vivo hem de in vitro olarak iyi bir sekilde
aciklanmasina ragmen Myc aracili transformasyonun molekiler hiicresel mekanizmalari tam
olarak anlagsilamamistir. Myc hicre siklusu mekanizmalarinin direkt regulatéradiar. Hicre
siklusunda G1/S gecisini hizlandirir ve G2/M fazini uzatmaktadir. DNA hasari tarafindan
indiklenen hicre siklusunun duraklatiimasini énlemektedir (Chernova vd 1998). Bu durumu
da p16, Siklin Bagimh Kinaz inhibitér 1 (p21), p27 ve p53 gibi hiicre siklusu kontrol noktasi
gen Urlnlerinin agsiri ekspresyonu araciligiyla gergeklestirir (Amati vd 1998). Pek ¢ok calisma
Myc’in hiicre siklusunun G1/S fazi gecisinde dulzenliyici proteinler Uzerindeki etkilerine
odaklanmistir. Bu gecis siklin bagimh kinazlarin spesifik siklinler ile iligkisi sonucu aktive
olmasiyla dizenlenmektedir. Siklin bagimh kinaz inhibitorleri bu aktivasyonu baskilamaktadir.
Myc siklin D1, siklin D2, siklin E, CDK4 ve cdc25a’yi indukler. Uygun olmayan hiicre siklus
proliferayonu genomik instabiliteye neden olarak yeni mutasyonlarin ve anormal kromozom
sayilari ve yapilarinin olugsmasina neden olur. Myc asiri ekspesyonu gen amplifikasyonu,
anoploidi ve poliploidi ile karakterize edilen genomik instabiliteyi indikler. Hicre siklusu
progresyonu Uzerindeki rolune ilave olarak Myc’in farklilagsma programlarini ve hucre
adezyonunu aktif olarak baskiladigi da disunulmektedir.

Myc tarafindan indiklenen apoptoz ilk defa IL-3 bagimh 32.d3 myeloid progenitor
hicre hattiyla yapilan bir ¢alismada anlasiimistir. IL-3 yoklugunda artmis Myc ekspresyonu
hicrelerin S fazina gegisini saglamistir ve hicre o6lim oranini arttirmistir. Myc asiri
ekspresyonu olan fibroblastlar ayrica disik serum, hipoksi, disik glukoz gibi gevresel
streslere cevap olarak apoptoza gitmektedirler. Ornitin dekarboksilaz (ODC) ve laktat
dehidrogenaz A (LDH-A) gibi Myc hedefi olan genler Myc tarafindan indiklenen apoptoz ile
iligkili gibi gortnseler de mekanizma heniz tam olarak aydinlatilamamigtir.

Hucre siklusu ve apoptoz sureglerinin diuzenlenmesinin yaninda MYC onkogeni
hucresel metabolizma, anjiyogenez ve hucresel transformasyon sureclerinde rol oynayan

pek ¢ok genin ifadesini dizenledigi bilinmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 MYC onkogeni pek ¢cok énemli hiicresel biyolojik stireci dliizenler

2.4 Kuglik Huicreli Akciger Kanserlerinde Tedavi Hedefleri

KHAK diger akciger kanseri alt turlerine kiyasla erken metastaz, hizli gogalma, uzak
metastaz ve yuksek mortalite ile karakterizedir. KHAK olgularinda tedavi sonrasi 5 yillik sag
kalim orani %5’ten azdir (Teicher 2014). Son 10 yil icerisinde KHAK terapisi amaciyla pek
cok strateji gelistiriimistir (Lopez-Chavez vd 2012, Joshi vd 2013). Bu stratejiler icerisinde
reseptor tirozin kinazlar (RTK) ve iligkili PI3K/Akt/mTOR yolag! gibi alt sinyal yolaklarini
hedefleyen stratejiler bulunmaktadir. Ote yandan anjiyogenez, Hedgehog sinyal yolag,
apoptoz, epigenetik, hlcre ylzey molekdilleri, transkripsiyon faktorleri, metabolizma ve

immunoterapi hedefli stratejiler Gretilmistir.
2.4.1 Reseptér Tirozin Kinaz inhibitorleri

KHAK’lerinde RTK’lari hedefleyen spesifik pek ¢ok bilesen klinik denemelerde
kullaniimistir. c-Met ekspresyonu KHAK olgularinda 6nemli seviyede saptanmistir ve c-Met
inhibisyonu i¢in kullanilan SU11274 irinotekan tirevi olan SN-38'in etkinligini arttirdigi
literatlirde gosterilmistir (Rolle vd 2014). FGFR ailesi reseptdrlerin KHAK’inde ylksek



19

seviyede ifade oldugu bilinmektedir. Bu sebeple FGFR ailesi reseptorleri KHAKinde
potansiyel hedef tedavi stratejisi olmaktadirlar (Schulteis vd 2014). PD173074, FGFR’I
hedefleyen bir molekul olup KHAK modellerinde kanser gelisimini baskilayici 6zellik
gosterdigi yapilan calismalarla gosterilmistir (Pardo vd 2009). Diger bir RTK olan IGF-1R
KHAK olgularinda asiri ekspresyonu gozlenmesi sebebiyle dnemli bir hedef stratejisi oldugu
bilinmektedir (Nakanishi vd 1988). Literatirde IGF-1R’ yi hedefleyen MK-0646, OSI-906,

figitumumab ve cixutumumab KHAK’lerinde tedavi amaciyla kullaniimistir.

2.4.2 PI3K/Akt/mTOR yolagi inhibitorleri

PIBK/AKT/mTOR yolagi aktivasyonu KHAK olgularinda artmis hucresel ¢ogalma ve
kemoterapiye direng ile iligkilidir (Ali vd 2011). KHAK’lerinde bu sinyal yolagi Uyelerinin
cogunda genetik degisimler saptanmistir (Rudin vd 2012). Everolimus ve erlotinibin kombine
uygulamasinin KHAK’lerinde PI3K yolaginin baskilanmasi yoluyla htcre proliferasyonunu
baskiladi1 gosterilmistir (Boller vd 2012). Literatirde PF-4989212 ve MK-2206 gibi
inhibitorlerin KHAK’lerinde PI3K/AKT yolagini baskilanmasi yoluyla kanser gelisimi sirecini

yavaglattigi belirtiimektedir.
2.4.3 Hedgehog Yolagi inhibitorleri

Hedgehog sinyal iletim yolagi KHAK'lerinde oldukga arastiriimis bir yolaktir. Bu sinyal
iletim yolaginin baskilanmasi insan ve fare modellerinde KHAK gelisimini engelleyici 6zellikte
oldugu saptanmigtir (Neal vd. 2010). GDC-0449 gibi Hh yolagi inhibitorleri faz | ve faz Il

calismalarinda denenmektedir.

2.4.4 Anjiyogenez inhibitorleri

Vaskuler endotelyal buyume faktéra (VEGF) énemli bir anjiyogenik faktor olup asiri
ifadesi KHAK olgularinda kétu prognoz ile iligkilidir (Zhan vd 2009). Bevacizumab gibi VEGF’i
hedefleyen stratejiler KHAK tedavisi icin uygulanmig ancak istatistiksel anlamda etkili
bulunmamistir. Bevacizumav gibi thalidomid, sorafenib, vandetanib ve sunitinib de KHAK

tedavi stratejisi olarak denenmektedir (Ramalingam vd 2009).

2.4.5 Apoptozun Hedeflenmesi

KHAK’lerinde apoptoz surecinde rol oynayan pek ¢ok gende degisim saptanmigtir. Bu
genetik degdisimler sonucunda KHAK’lerinde apoptotik surecte rol oynayan proteinleri

hedefleyen stratejiler oldukga artmistir (Shivapurkar vd 2003). Ozellikle Bcl-2 ailesi proteinleri
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hedefleyen ABT-737, S44563, navitoclax ve obtoclax gibi inhibitorler klinik denemelerde
kullaniimistir (Loriot vd 2014).

2.4.6 DNA Tamiri

Son yillarda yapilan ¢alismalar KHAK’lerinde DNA tamirinde rol oynayan bir protein
olan PARP1 enzimini hedef alan tedavi stratejilerinin verimli oldugu gésterilmistir. Ozellikle
KHAK’nin diger akciger kanseri alt turlerine kiyasla PARP inhibisyonuna karsi daha hassas
oldugu belirtilmistir (Byers vd 2012). BMN673 ve ABT-888'in PARP inhibisyonu amaciyla
KHAK lerinde etkili oldugu bilinmektedir.

2.4.7 Aurora Kinaz inhibitorleri

Aurora kinaz A ve B’nin asiri ekspsresyonunun akciger kanserlerinde kotl prognozla
iliskili oldugu bilinmektedir (Vischioni vd 2006). Literatirde Aurora kinaz inhibitéri olan
MLN8237 ve PHAG680632’ nin dzellikle Myc ifadesi yliksek olan KHAK hucre dizilerinde hucre
proliferasyonunu baskiladiyi g6sterilmistir (Sos vd 2012). Ote yandan MLN8237 ve
paklitaksel'in  kombine uygulanmasinin KHAK hastalarinda olumlu sonug¢ verdigi

bilinmektedir.

2.4.8 immiinoterapi

Son yillarda kanser tedavisinde immunoterapi tabanli yapilan arastirmalar
KHAK’lerinde de olumlu sonuglar vermektedir (Hall vd 2013). Ipilimumab, sitotoksik T lenfosit
iliskili protein-4 (CTLA4)YU hedef alan ve kemoterapi ile kombine uygulandiginda

KHAK’lerinde olumlu sonuglar vermis bir molekilddr.

2.4.9 Transkripsiyonun Hedeflenmesi

KHAK gelisiminde pek ¢ok transkripsiyon faktérunin rol oynadigi bilinmektedir. Bu
sebeple KHAK tedavi stratejileri acisindan kanser gelisiminde rol oynayan bu onemli
transkripsiyon faktérleri hedeflenmektedir. Literatiirde yapilan calismalar 1si§ginda kovalent
CDKY7 inhibitéru olarak bilinen ve Myc gibi super arttirici iligkili transkripsiyon faktorlerinin
ifadesini baskilayan THZ1'in KHAK tedavisinde kullanilabilecedi gésterilmistir (Umemura vd
2014).

JAK/STAT yolaginda gérev yapan Janus Kinaz (JAK1) ve JAK2'nin KHAK olgularinda

yuksek ekspresyonu bilinmektedir. Bu yoladi baskilamak amaciyla kullanilan AZD1480’in



21

KHAK gelisiminde negatif etkiye sahip oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda gosterilmistir
(Lee vd 2013).

Myc onkogeni de 6nemli bir transkripsiyon faktoéri olup KHAK dahil pek ¢ok kanser
turdnun gelisiminde o6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu sebeple literatirde Myc
transkripsiyon faktoriini hedefleyen pek ¢ok strateji bulunmaktadir (Dellmore vd 2011). JQ1
bir bromodomain inhibitdrt olup Myc ifadesini dnemli seviyede baskiladigi bilinmektedir
(Fuyumi vd 2016). Literatirde JQ7’in etkisinin KHAK hicre dizilerinde Myc ifadesini ve

proliferasyonu dnemli seviyede baskiladigi gosterilmigtir (Fuyumi vd 2016).

2.5 Kanser Hiicre Metabolizmasi

Metabolizma kelime olarak Yunan kdkenli olup degisim sureci anlamina gelmektedir.
Hucresel metabolizma genellikle biyokimyasal arastirma projelerinin konusu olmustur.
Kanser hicrelerinin metabolizmasi son yillarda yapilan arastirma projelerinin énemli bir
konusu haline gelmigtir. 1920°li yillarda Otto Warburg ile baslayan ve onun 6énermeleri
dogrultusunda devam eden c¢alismalarda kanser gelisim slrecinin degisen metabolizma ile
iligkili oldugu bildirilmistir (Cairns vd 2011). Otto Warburg 20. yuzyila iz birakmis énemli bir
biyokimyaci olup kanser hucreleri ile normal hicreler arasindaki metabolik farkliigi ortaya
koymustur (Warburg vd 1924, Warburg vd 1927). Warburg, kanser hicrelerinin aerobik ya da
anaerobik sartlar altinda glukozu laktik asit fermentasyonu yoluyla metabolize ettigini
gOstermistir. Kanser hucreleri normal hucrelere kiyasla glukozu metabolize ederken
adenozin Ug fosfat (ATP) uretmek yerine karsinogenez surecinde ihtiyaci olan diger ara
metabolitleri sentezlemeyi tercih etmektedir (Pedersen 2007). Bu 6nemli molekiler olay
literatirde “Warburg etkisi” olarak bilinmektedir (Sekil 2.5). Glikolitik yolagin diger hicresel
makromolekillerin 6zellikle hizli ¢odalan hucrelerde biyosentezi icin 6nemli bir karbon
kaynagi oldugu bilinmektedir. Kanser hucrelerinin bu metabolik 6zelligi oksijenin yetersiz
oldugu kosullarda da varliklarini surdurebileceklerini goéstermektedir. Warburg etkisinin
Onemini tam anlamiyla yorumlayabilmek icin oOncelikle hicre metabolizmasini, hicresel
gereksinimleri ve enerji Uretimi ve makromolekll biyosentezi asamalarini anlamak

gerekmektedir.
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Sekil 2.5 Oksidatif fosforilasyon, anaerobik glikoliz ve aerobik glikoliz (Warburg Etkisi)
sureclerinin sematik gosterimi (Vander Heiden vd 2009)

Glukoz hicreler igin enerji kazanimi agisindan en dnemli molekildir ve 6te yandan
biyosentez reaksiyonlari i¢cin de énemli bir édnctl molekil kaynagidir. Glukoz hiicrelerde
oksidatif fosforilasyon ya da laktik asit fermantasyonu araciligiyla metabolize olmaktadir.
Oksidatif fosforilasyon sonucunda hicrelerde net 36 ATP kazanci olur iken laktik asit
fermentasyonu sonucu 2 ATP kazaniimaktadir. Glukoz metabolizmasinda goérev alan pek
¢cok gen Myc transkripsiyon faktoru tarafindan duzenlenmektedir. Myc transkripsiyon faktoru
glukoz tasiyici (Glut1), heksokinaz Il (HKII), fosfofruktokinaz, enolaz, fosfoglukoz izomeraz
ve laktat dehidrogenazin ifadesini arttirmaktadir (Osthus vd 2000).

Glutamin, kanser hucreleri igin diger bir dnemli molekul olup hicrelere krebs dongusu
icin enerji saglamasinin yani sira dnemli bir nitrojen kaynag! olarak gobrev yapmaktadir.
Glutamin hucre igerisine ASCT2 araciligiyla alinip glutaminaz (GLS) araciligiyla glutamata
dontsmektedir. Literatlirde yapilan calismalar Myc tarafindan indiklenen kanser tlrlerinin
glutamin metabolizmasina bagimli olduklarini goéstermistir (Reitzer vd 1979). Myc
transkripsiyon faktérl, glutamin tasiyici ASCT2 ve glutamin metabolize edici GLS'yi
dogrudan transkripsiyonel olarak diizenlemektedir (Wise vd 2008).

Kanser hucreleri normal hicrelere kiyasla artmig bir transkripsiyonel ve translasyonel
aktiviteye sahiptir. Hizli ¢cogalan kanser hicrelerinin artmis protein ve ribozom sentezi ile
karakterize olmasi olasidir. Transkripsiyon ve translasyon slreclerinde rol oynayan elF-4e ve
elF-4a gibi genlerin ifadesini dizenleyerek kanser hiicre metabolizmasinda énemli bir rol
almaktadir (Ruggero 2009).

Hizli codalan hucrelerde nukleotid metabolizmasi, DNA ve RNA sentez sureclerinde
onemli bir rol oynamaktadir. Plrin ve primidin sentezinde rol oynayan pek c¢ok genin

ifadesinin Myc tarafindan dizenlendigi literatirde bilinmektedir. Nukleotid metabolimasinda
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rol oynayan Fosforibozil pirofosfat sentetaz (PRPS2), inozin monofosfat dehidrogenaz
(IMPDH1/2), Fosfoserin aminotransferaz (PSAT1), Fosfoserin fosfataz (PSPH) ve Serin
hidrometiltransferaz (SHMT1/2)’'nin Myc tarafindan dizenlendigi literatirde yapilmis olan
calismalar tarafindan gdsterilmistir (Vasquez vd 2011, Mannava vd 2008).

Hicre gogalmasi ve boélinmesi sireglerinde yeni membran sentezlenmesi ve enerji
onemli gereksinimlerdir. Yag asitleri ve kolestrol hizli ¢godalan hiicrelerde hiicre membraninin
yeniden yapilanmasi igin olduk¢a elzemdir (Yoon vd 2007, Santos vd 2012,). Literatlrde
yapilan galismalarda Yag asit sentaz (FASN), Asetil CoA sentaz (ACC) ve Steaoril CoA
desatluraz (SCD) gibi yag asidi metabolizmasinda rol oynayan genlerin Myc transkripsiyon
faktortintn dogrudan hedefi oldugu gdsterilmistir (Zeller vd 2006).

Literatirde yapilan calismalar pek ¢ok kanser tlrinin Myc ifadesine bagimli oldugu
gosterilmistir. Bu kanser tirlerinde Myc ifadesini baskilamayi hedefleyen tedavi stratejileri
denenmektedir. Ancak tam anlamiyla olumlu sonug almis bir strateji bulunmamaktadir. Son
yillarda yapilan galismalar karsinogenez surecinde 6nemli bir asama olan metabolizmay!
hedef alan tedavi stratejileri Uretmektedir. Bu stratejiler dogrultusunda Myc tarafindan ifadesi
dizenlenen ve metabolik strecte rol oynayan birbirinden farkh proteinler hedef alinmaktadir.
Laktat dehidrogenaz A (LDHA) Myc tarafindan ifadesi diizenlenen bir enzim olup glukoz
metabolizmasinda rol oynamaktadir. Karsinogenez surecinde ifadesi asiri sekilde artan bu
enzimi hedefleyen pek cok strateji Uretilmistir. Myc tarafindan indiklenen kanser tirlerinde
LDHA énemli bir hedef olup ifadesinin baskilanmasinin in vivo ve in vitro ¢alismalarda énemili
sonuglar verdigi gosterilmigtir (Fantin vd 2006, Le vd 2010).

Myc tarafindan dizenlenen nukleotid metabolizmasinin hedeflenmesi de literatirde
son yillarda yapilan c¢alismalarda énemli yer tutmustur. Nikleotid metabolizmasinda rol
oynayan SHMT1 ve PHGDH gen ifadelerinin baskilanmasinin in vitro ve in vivo galismalarda
tumor gelisimine negatif etkisi oldugu gosterilmigtir (Nilsson vd 2012)

Karsinogenez sirecinde gdzlenen en o6nemli degisimlerden biri de hcrelerin
metabolik aktivitesindeki degdisimlerdir. Myc tarafindan induklenen kanserlerde bu aktivite
degisimi Myc onkogeni tarafindan dogrudan dizenlenmektedir (Sekil 2.6). Bu sebeple Myc
induklt kanserlerde bu gen ya da bu genlerin protein Grtnlerinin hedeflenmesi olasidir. Son

yillarda bu alanda pek ¢ok galisma yapiimistir (Wise vd 2008, Fuyumi vd. 2016).
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Sekil 2.6 MYC tarafindan diizenlenen hiicresel metabolizma sureglerinin gosterimi (Stine vd
2015)

2.6 MikroRNA Biyogenezi ve Fonksiyonlari

Son yillarda genom boyutunda yapilan arastirmalar i1s1dinda eskiden DNA (izerinde
kodlanmayan ve ¢Op adi verilen bélgelerin gen ifadesinin dizenlenmesinde dnemli rol
oynadiklari gosterilmistir. Bu bdlgelerden dretilen pek c¢ok transkiptin gen ifadesinin
dizenlenmesinde rol oynadidi bilinmektedir. MikroRNA’larda (miRNA) gen ifadesinin
dizenlenmesinde rol oynayan ve proteine déndsmeyen RNA ailesi Uyelerinden biridir.
miRNA’lar, posttranskripsiyonel seviyede gen dizenlemesinde gerekli olan yaklasik 20-30
niikleotid boyutunda kodlanmayan tek zincirli RNA'lardir. ilk tanimlanan miRNA 1993 yilinda
Ambros ve ark tarafindan Caenorhabditis elegans’ta gelisimsel slregte zamanlamayi kontrol
eden lin-4 ‘tir (Lee vd 1993). Ambros ve ark. lin-4 genini klonlar iken bu genin 22 nukleotidlik
kodlanmayan bir dizi oldugunu gostermislerdir (Lee vd 1993). Daha sonra yapilan ¢alismalar
lin-14 geni 3-UTR (Untranslated region: translasyon olmayan bdlge) bdlgesinde korunmus
dizilerin oldugu ve bu korunmus dizilerin lin-4 dizisine komplementer oldugunu bildirdiler
(Wightman vd 1991).

2000 yilinda C. elegans’ta yapilan galigmalar sonucunda 21 nuikleotid uzunlugundaki
let-7 isimli translasyonel baskilayici RNA molekullu bulunmustur (Reinhart vd 2000). Let-7’nin
insan da dahil diger organizmalarda saptanmasinin ardindan gen ifadesini diizenleyen bu
kiigik kodlanmayan RNA molekdilleri bilim insanlari tarafindan dikkat gekici hale gelmistir.

Sonraki yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda yaklasik olarak 30 bin Gzerinde olgun miRNA
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tanimlanmistir ve bu miRNA'lar gen ifadesini hedef mRNA’larin 3'UTR bdlgelerine
baglanarak mRNA degredasyonuna ya da translasyonun baskilanmasi yoluyla
saglamaktadir (Filipowicz vd 2008). miRNA’larin pekgogu RNA polimeraz Il (Pol Il) tarafindan
nukleusta transkribe olmaktadir. (Lee vd 2004).

Yaklasik olarak miRNA’larin %30’u protein kodlayan genlerin intron bolgelerinden
kodlanirken, diger pekgok miRNA ise belirlenmis olan gen lokuslarindan kodlanmaktadir.
Fakat genel olarak kodlandiklari genetik lokasyona gore miRNA’lar 4 sinifa ayrilirlar; i)
Kodlanmayan bolgelerdeki intronik miRNA’lar ii) Kodlanmayan bdlgelerdeki ekzonik
miRNA’lar iii) Kodlayan bdlgelerdeki intonik miRNA'lar iv) Kodlayan bolgelerdeki ekzonik
miRNA’lar. miRNA genleri Y kromozomu hari¢ bitin kromozomlarda dagiimistir. Pol I
tarafindan transkribe olan pri-miRNA’lar bir dizi enzimatik reaksiyon sonucunda olgun miRNA
halini almaktadir. Pri-miRNA’lar yapi olarak bir ya da daha fazla ilmek yapisina sahip olup
yaklasik olarak 1000 nukleotid boyutuna kadar ulasabilmektedirler. Pri-miRNA’lar yapisal
olarak mRNA’lara benzer yapida olup bir ya da daha fazla sayida fonksiyonel miRNA
olusturabilirler (Cai vd. 2004, Borchert vd. 2006). Klasik miRNA biyogenez strecinin ilk
asamasi nukleusta gerceklesen pri-miRNA'nin kirpilarak yaklasik 70 nukleotid uzunlugundaki
pre-miRNA (prekirsér miRNA) formuna doéntsmesidir. Bu sure¢ birden ¢ok protein iceren
mikroislemci kompleksi tarafindan gercgeklestirilir. Bu kompleksin yapisinda bulunan
proteinlerin en temel bilesenleri, RNaz Il enzimi olan Drosha, DGCRS8 ve cift-zincir RNA
baglanma proteini (dsRBD)’dir. Drosha mikroislemci kompleksinde katalitik alt birim olarak
goérev alir iken, DGCR8 RNA vyapisini tanimaktadir. Pri-miRNA’nin islenmesi asamasinda
DGCRS8 proteini tek ve ¢ift iplikli RNA molekulinid tanimaktadir. Bu asamanin ardindan
Drosha cift iplikli ilmek yapisini keser ve 5 ucunda monofosfat, 3' ucunda 2 nikleotid
hidroksil uzantisi bulunan yaklasik 70 nikleotid uzunlugundaki pre-miRNA olusmaktadir
(Denli vd 2004, Lin ve Gregory 2015). Drosha tarafindan kesilme igleminin ardindan pre-
mMiRNA’nin 3’ ucunda olusan 2 nutleotidlik hidroksil yapisi pre-miRNA’y1 ¢ekirdekten
sitoplazmaya Ran-GTP bagdimli mekanizma araciliiyla tasiyan exportin-5 (Exp-5) tarafindan
taninir (Okada vd 2009). Exp-5 ve Ran-GDP araciligiyla sitoplazmaya taginan pre-miRNA,
5'cap ve 3’ poli A kuyruguna sahiptir ve sitoplazmada DICER1 enzimi tarafindan terminal
iimek yakinindan kesilmektedir. DICER1 pre-miRNA'nin u¢ bolgelerine baglanabilen ve iki
adet katalitik RNaz IIl bolgesine sahip bir proteindir. Katalitik aktif bolgeleri sayesinde pre-
miRNA’lari ilmek bolgeleri yakinindan keserek yaklasik 22-23 nukleotid uzunlugunda ve 3’
boélgesinde 2 nikleotidlik hidroksil yapisina sahip olgun miRNA'yi olugturmaktadir. DICER1,
cift iplikli RNA molekullerine baglanabilen transaktivasyondan sorumlu RNA baglanma
proteini (TRBP) ile etkilesim halindedir (Chendrimada vd 2005). TRBP, DICER1 araciligyla
gerceklesen pre-miRNA kirpiimasinin  dogrulugunu arttirirken kararhh miRNA ipliginin

seciminde de rol almaktadir (Lee ve Doudna 2012). Sitoplazmaya gelen pre-miRNA Dicer ile
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kesildikten sonra olusan olgun miRNA dupleksi acilir ve RNA baskilanmasinda gérev alan
kararli iplik ile komplementer miRNA ipligi agiga c¢ikar. RNA Indiiklii Susturma Kompleksi
(RISC) kompleksi bir ribonltkleoprotein (RNP) kompleksi olup yapisinda TRBP ve Argonat
(Ago) proteinlerinden olugsmaktadir (Chendrimada vd 2005). Kararli yapidaki miRNA zinciri
Ago proteinlerine baglanarak miRNA indUkli susturma kompleksi (miRISC)'e katilir (Sekil
2.7). Bu kompleks; mRNA degredasyonu, translasyonel baskilama ve kromatin yapisinin
yeniden duzenlenmesi fonksiyonlarini gergeklestirmektedir (Diederichs vd 2007). Olusan
MIiRISC kompleksi hedef mRNA'nin 3’-UTR bdlgesine baglanarak genellikle ekspresyonu

duzenler (Cordes ve Srivastava 2009).
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Sekil 2.7 miRNA biyogenez asamalarinin gésterimi (Stine ve Gregory 2015)

Klasik miRNA biyogenez sureclerinin diginda literatirde vyapilan c¢alismalar
sonucunda Drosha ve Dicer bagimsiz miRNA biyogenez slreclerinin de gerceklestigi
gosterilmistir. Mirtron’lar mikroRNA’larin  alt bir sinifi olup kodlayan genlerin intron
bdgelerinde bulunmaktadirlar ve sagtokasi yapisina sahip olmalarindan dolay! biyogenez
sureglerinde Drosha ile igslenme asamasina gereksinimleri yoktur (Miyoshi vd 2010). Ote
yandan pre-miR-451 gibi miRNA’larin biyogenez siireglerinde Drosha enziminin aktif olarak

rol aldigi ve Dicer kesim islemine gereksinim duymadiklari gésterilmigtir (Cheloufi vd 2010).

2.6.1 mikroRNAlarin Aktivitelerinin Kanserdeki Bozulma Mekanizmalari

1. miRNA ekspresyon duzeyinin degismesi: Bircok kanser turinde miRNA’larin

ekspresyon duzeylerinin normal dokulara goére degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Bu
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ekspresyon degisimini agiklamak i¢in birgcok mekanizma 6ne suriimustir. Bu mekanizmalar;
miRNA’larin  promotor bolgelerindeki metilasyon, miRNA'lardaki mutasyonlar, miRNA
islenmesinin degismesi olabilir

2. miRNA islenmesinin degismesi: miRNA islenmesinde gorev alan Drosha ve RISC (RNA
indUklG susturma kompleksi) yapisinin olugsmasinda yer alan Argonat ailesi Uyesi proteinleri
etkileyen mutasyon veya ekspresyon degisimleri de olgun miRNA olugmasini ve RISC
yapisinin gorevini yerine getirmesini engellemektedir. Bu nedenle bazi kanser turlerinde bu
proteinlerin ekspresyon duzeyleri ve kodlayan genlerin mutasyonlarinin da molekuler
patogenezde rol oynadigi gosterilmistir.

3. miRNA/mRNA eslesmesini saglayan dizilerde mutasyonlar: Bu mutasyonlar
miRNA’lardaki mutasyonlar ve mRNA’nin 3’'UTR bélgesindeki mutasyonlar olarak iki gruba
ayrilabilir. mMRNA’nin 3° UTR kismindaki mutasyonlar i) miRNA’nin baglanmasini azaltabilir

veya arttirabilir i) miRNAlar icin yeni baglanma bdlgeleri olusturabilir.

2.7 MYC Onkogeni ve miRNA lligkisi

Myc transkripsiyon faktdri yaklasik olarak transkriptomun %15’'inden fazlasini
dizenlemektedir (Eiler ve Einsman 2008). Ancak literatiirde yapilan ¢alismalar sonucunda
Myc tarafindan ifadesi dizenlenen genler incelendiginde sadece belirli bir kisminin
promotorunda Myc baglanma boélgesi icerdigi ve diger genlerin ise Myc tarafindan indirekt
olarak duizenlendigi dnerilmektedir (Adhikary ve Eilers 2005). Myc tarafindan indirekt olarak
ifadesi duzenlenen genler igin iki model énerilmektedir. Bunlardan ilkinde Myc tarafindan
ifadesi duzenlenen transkripsiyon faktorleri araciligiyla genlerin ifadesi duzenlenmesi, diger
modelde ise post-transkripsiyonel olarak miRNA’lar araciligiyla genlerin ifadesinin
dizenlenmesidir. (Schuhmacher vd 2001, Fan vd 2010, Jackstadt ve Hermeking 2015)(Sekil
2.8).
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Sekil 2.8 Myc tarafindan miRNA biyogenez sureglerinin transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel dizenlenmesi. a) Myc transkripsiyon faktérinin miRNA genlerinin promotor
bdlgesine baglanmasi b) Myc’nin miRNA biyogenez slreglerini dizenlemesi ¢) Myc’nin
Drosha’yr baskilamak yoluyla miRNA biyogenez drecini duzenlemesi (Jackstad ve
Hermeking 2015)

Literatlrde ilk olarak Mendell ve Dang tarafindan 2005 yilinda yapilan galismalar
sonucunda C13orf25 lokusunun insanda miR-17-92 (miR-17, -18a, -19a, -20a, -19b ve 92a)
ailesi miRNA’lari kodladigi ve bu lokusun Myc tarafindan transkripsiyonel olarak asiri
ekspresyonunun uyarildigi belirtiimistir (Dews vd 2006). Dang ve Mendell'in galigmalarina ek
olarak He ve arkadaslarinin 2005 yilinda B hicreli lenfomada miR-17-92 ailesi miRNA’larin
Myc tarafindan dizenlendigini gostermistir (O’'Donnel vd 2005). Sonraki yillarda farkli kanser
turleri Uzerinde yapilan galigsmalar 1s1§inda Myc tarafindan ifadesi dizenlenen pek ¢ok
mikroRNA tanimlanmigtir. Bu c¢alismalarin yaninda Mendell ve Thomas-Tikhonenko’nun
yapti§i calismalar sonucunda Myc tarafindan ifadesi arttinlan mRNA’larin yani sira Myc
tarafindan ifadesi baskilanan miRNA’larda saptanmigtir (Chang vd 2008).

Myc tarafindan ifadesi dizenlenen miRNA’larin hiicre siklusu, mitoz bdlinme,
apoptozun duzenlenmesi, hiicre metabolizmasi, metastaz, anjiyogenez ve kok hicre fenotipi
gibi 6nemli hicresel slre¢ ve O6zelliklerde 6énemli fonksiyonlari oldugu literatiirde
gOsterilmistir. Myc tarafindan ifadesi dizenlenen miRNA’lar hem onkogenik hem de timor
baskilayici 6zellik gosterebilmekte ve bu 6zellikleri sayesinde Myc tarafindan dizenlenen

karsinogenez surecinde rol alabilmektedirler. Kisacasi Myc miRNA biyogenez sirecinde hem
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aktivatdér hemde represor olarak rol oynamasi sebebiyle pek ¢cok énemli hicresel biyolojik
sureci dizenlemektedir.

Myc transkripsiyon faktoru onceden de bahsedildigi Uzere hucre metabolizmasinda
rol oynayan pek ¢ok énemli genin ifadesinin dogrudan dizenlemektedir. Bu sayede Myc
onkogeni karsinogenez surecinde énemli bir basamak olan kanser hiicre metabolizmasindaki
degisimi dogrudan ydnetmektedir. Fakat direkt olarak gen ifadesini dizenleme 6zelliginin
yaninda Myc onkogeni miRNA’lar araciligiyla indirekt olarak ta kanser hucre
metabolizmasinda rol oynayan pek c¢ok genin ifadesini duzenlemektedir. Myc tarafindan
transkripsiyonu indiklenen miR-17-92 ailesi miRNA’lar PTEN ifadesini baskilayarak AKT
yolaginin aktivasyonu uyariimasi yoluyla glikoliz surecinde rol oynayan fosfofruktokinaz
(PFK1), PFK2 ve GLUT1 ‘in ifadesini arttirmaktadir (Mu vd 2009, Olive vd 2009, Mavrakis vd
2010). Ote yandan Myc, glutamin metabolizmasinda rol oynayan GLSI’i hedef alan miR-
23a/b’nin ifadesini baskilayarak karsinogenez sturecinde 6nemli bir biyolojik stre¢ olan

glutamin metabolizmasini indiklemektedir (Gao vd 2009).

2.8 Hipotez

KHAK hucre dizilerinde Myc onkogeni, kanser hiucre metabolizmasini transkripsiyonel ve

miRNA’lar araciligiyla post transkripsiyonel seviyede kontrol eder.



3.GEREG VE YONTEMLER

3.1 Geregler

Tablo 3.1 Calismada kullanan cihazlar

Cihaz Marka/Model
Flérosan 6zellikli mikroskop Olympus CKX-41
Western Blot Sistemi Biorad
Flérosan, Absorbans ve Luminometrik élgiim cihazi | Promega Glomax
Sivi Kromatografi Kiitle Spektrometri (LC-MS) Agilent 6530
cihazi Accurate-Mass Q-TOF
HPLC cihazi Agilent 1100
Affymetrix miRNA dizin tarayici Affymetrix
lllumina iScan mRNA dizin tarayici lllumina
Gergcek zamanh PZR cihazi Corbett 6000
Hlcre sayim cihazi Cell countess
Thermo
Licor Western Blot goruntileme cihazi Licor Oddysey FC

Tablo 3.2 Calismada kullanan kitler

Kit Firma
Pure Yield Maxi Prep kit Promega
Qiaquick kit Qiagen
miRNeasy Mini kit Qiagen
Hi-Capacity komplementer DNA (cDNA) | Applied
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Revers Transkripsiyon Kiti Biosystems

miScript Il RT kit Qiagen

miScript miRNA PCR array Kkiti Qiagen

Kilogreen Master Mix ABM
Tablo 3.3 Calismada kullanilan vektorler ve 6zellikleri

Vektor Secilim Markiri Promotor Temin Edilen
Kigi/Firma

PCDH-CMV-MCS G418 CMV Addgene, Amerika
PCMV-SPORT6 Amfisilin CMV Tohru Kiyono
pTRIPZ bos vektor Puromisin TRE Sonia Forcales
pTRIPZ Myc kisa | Puromisin TRE Dharmacon, Amerika

sac tokasi RNA
(shRNA)

Tablo 3.4 Calismada kullanilan enzimler

Enzim Firma

Notl New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

Xbal New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

Agel New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

Mlul New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

EcoRI New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

Xhol New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

T4 ligaz New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

Alkalen fosfataz New England Biolabs
(NEB)(Almanya)

Fast Start Taq pol. Sigma Aldrich Amerika

High Fidelity Tag pol | Sigma Aldrich Amerika
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Tablo 3.5 mRNA Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ¢calismasinda

kullanilan primer oligonukleotitler

Oligonukleotit

Sekans (5°-3)

BCL2 Forward

CTGCACCTGACGCCCTTCACC

BCL2 Reverse

CACATGACCCCACCGAACTCAAAGA

Ascll Forward GCAACCGCGTCAAGTTGGT
Ascll Reverse GTCGTTGGAGTAGTTGGGGG
Sox-2 Forward AACCCCAAGATGCACAACTC
Sox-2 Reverse GCTTAGCCTCGTCGATGAAC

P21 Forward

GAGGCCGGGATGAGTTGGGAGGAG

P21 Reverse

CAGCCGGCGTTTGGAGTGGTAGAA

Cyclin D1 Forward CCGTCCATGCGGAAGATC
Cyclin D1 Reverse GAAGACCTCCTCCTCGCACT
LDHA Forward AGCCCGATTCCGTTACCT
LDHA Reverse CACCAGCAACATTCATTCCA
CDK®6 Forward TGCACAGTGTCACGAACAGA

CDK6 Reverse

ACCTCGGAGAAGCTGAAACA

Enolaz 1(ENO1) Forward

AAA GCT GGT GCC GTT GAG AAG

ENO1 Reverse

AGC ATG AGA ACC GCC ATT GAT

Hekzokinaz 2 (HK2) Forward CAAAGTGACAGTGGGTGTGG
HK?2 Reverse GCCAGGTCCTTCACTGTCTC
GLS1 Forward TGGTGGCC TCAGGTGAAAAT

GLS1 Reverse

CCAAGCTAGGTAACAGACCCTGTTT

SLC2A1 Forward

GGCATTGATGACTCCAGTGTT

SLC2A1 Reverse ATGGAGCCCAGCAGCAA
SlcETiEpenEs 2 (Gw2) CCCTTGGGTGTCAAAGGTAA
Forward
Cox-2 Reverse GCCCTCGCTTATGATCTGTC
Notchl1 Forward TCCACCAGTTTGAATGGTCA
Notchl Reverse AGCTCATCATCTGGGACAGG
Beta aktin Forward CGCGAGAAGATGACCCAGGA

Beta aktin Reverse

GATAGCACAGCCTGGATAGCAAC

Myc Forward

CTTCTCTCCGTCCTCGGATTCT

Myc Reverse

GAAGGTGATCCAGACTCTGACCTT

Tablo 3.6 miRNA RT-PZR calismasinda kullanilan primerler

mMiRNA Firma
miR-17a-5p Qiagen, Almanya
miR-18a-5p Qiagen, Almanya
miR-4417 Qiagen, Almanya
miR-455-3p Qiagen, Almanya




miR-181a-5p Qiagen, Almanya
miR-642b-5p Qiagen, Almanya
miR-92a Qiagen, Almanya
miR-193b Qiagen, Almanya
miR-125b-2 Qiagen, Almanya
miR-9 Qiagen, Almanya
miR-378 Qiagen, Almanya
miR-7 Qiagen, Almanya
miR-375 Qiagen, Almanya

Tablo 3.7 Calismada kullanilan antikorlar

Antikor

Firma

c-MYC

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

P21

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

PTEN

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

GAPDH

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

Tubulin

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

Cox-2

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

Sox-2

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

Aldehit Dehidrogenaz
1A1 (Aldhlal)

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

CD133

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

N-Kaderin

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

PARP

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)

T-RFP

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,

33
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Santa Cruz (USA)

ASCL1 Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
Santa Cruz (USA)
HIF1-alfa (Hipoksi Santa Cruz

T .. Biotechnology Inc.,
Indiiklii Faktor 1A) Santa Cruz (USA)
P73 Santa Cruz

Biotechnology Inc.,

Santa Cruz (USA)

3.2 Yontemler

3.2.1 Hiicre Kilturi

Calismada kullanilan HEK293T, H209, H345, H69, H82 ve N417 hicreleri Dr.Jun
Yokota’' dan (IMPPC, ispanya) temin edildi. H209 ve H69 hiicre dizisi %10 fétal dana serumu
ve % 0,5'lik penisilin/steptomisin iceren RPMI1640 (Gibco) besi ortaminda, H82, H345 ve
N417 hicre dizileri %10 Tetrasiklinsiz serum iceren RPMI 1640 besi ortaminda 37°C’de, %5
CO2 ve %95 nemli hava ortaminda kultire edildi. H209 hicreleri kalici Myc lentiviral
ekspresyon vektorl ile infekte edildigi icalismalarda besiyerine segilim markiri olan G418
(400 pg/mL) eklendi. H345 hicresinin induklenebilir pTIJ vektor ile infekte edildigi
calismalarda ise besiyerine secilim markiri olarak puromisin 2 pg/mL konsntrasyonunda
eklendi. H82 ve N417 hicrelerinin indukenebilir Myc shRNA vektort ile infekte edildigi
calismalarda besiyerine segilim markiri olan puromisin 2 ug/mL konsntrasyonunda eklendi.

indiklenebilir shRNA ve PTIJ vektdr sistemi tetrasiklin bagimli promotor sistemine
sahip olduklari icin induklenebilir ekspresyon vektorleri ile infekte edilmis hicreler
tetrasiklinsiz serum (Clontech) igceren besiyeri ortaminda kiltlire edildi. H69 ve HEK293
hicreleri transfeksiyon ve lentiviris Uretim asamalarinda kullaniimak Uzere c¢ogaltildi.
HEK293 hicreleri fotal dana serumu (FBS) ve % 0,5'lik penisilin/steptomisin iceren DMEM
(Dulbecco’nun modifiye edilmis besiyeri) (Gibco) besiyerinde ¢ogaltildi. Calismada kullanilan
KHAK hacre dizilerinin sahip olduklari Myc ifadesi durumlari ve gogalma 6zellikleri agagidaki

tabloda gdsterilmigtir.
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Tablo 3.8 Calismada kullanilan hicre dizileri ve 6zellikleri

Huicre Dizisi Myc ifadesi Cogalma
durumu Ozelligi

N417 MYC SuUspansiyon
Amplifikasyonu

H82 MYC Suspansiyon
Amplifikasyonu

H209 Amplifikasyon yok SuUspansiyon

H345 Amplifikasyon yok Suspansiyon

H69 N-MYC Slspansiyon

Amplifikasyonu

Tez calismasinin ana calismalarinda kullanilan H209, H345, H82 ve N417

hicrelerinin mikrobik goérintist Sekil 3.1” da verilmigtir.

Sekil 3.1 Calismada Kullanilan Hicre Dizilerinin Mikroskobik Goruntusu

3.2.2 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hucreleri dondurmak amaciyla %10 DMSO (Dimetil stlfoksiy) iceren besiyeri
hazirlandi. Hlcreler pasajlama islemi igcin 15 ml’ lik falkon igcerine alindi ve 100xg’de 5 dk.
santrifdj edildi. Stpernatan kisim atildiktan sonra falkon igerisine dondurma amaciyla
hazirladigimiz besi eklendi ve yavas pipetaj ile homojen hale getirildi ve 6zel cryotlplere
aktarildi. TUpler ardindan alt haznesinde %100’lik isopropanol igeren Mr.Frosty kabi
(Thermo) igerisine konarak -80°C’ de saklandi.
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3.2.3 Hiicrelerin Coziilmesi

Hucreler —80°C’ den alinan tipler 50 mllik falkon tlpl igerisine konarak su
banyosunda (37 °C) ¢dzlldukten sonra hicreler 15 ml’ lik falkon icerisine alindi ve
uzerlerine 5 ml besiyeri eklendi. Ardindan hucreler 100xg’ de 5 dk. santriftj edildi. Santrifdj
sonrasinda supernatan kisim atilip elde edilen pelet Uzerine besi yeri eklenerek homojen

hale getirildi ve toplam hacim 5ml olacak sekilde flasklara alinarak kiltire edildi.

3.2.4 Kalici Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

Myc ifadesi gézlenmeyen hiicrelerde lentiviral kalici ekspresyon olusturmak amaciyla
pCDH-CMV-MCS-EF1-NEO (System Biosciences) (Sekil 3.2) ve yabanil tip c-MYC cDNA’si
iceren pCMV-Sport6 (Sekil 3.4) vektorleri kullanildi. Klonlama amaciyla Myc cDNA'sI iceren
pCMV-Sport6 vektériinden tasarlanmis olan klonlama primerleri kullanilarak PZR yéntemiyle

cogaltildi.

Kalict ekspresyon
vektorii

(aw) wt

el o

BQP.EI;?_N'\“;MCS' MYC cDNA dizisi

Svstem Biosciences

Sekil 3.2 pCDH-CMV lentiviral vektor haritasi, restriksiyon enzimlerinin ve MYC cDNA
dizisinin gosterilmesi

3.2.4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Molekdler klonlama igin kullanilan PZR primerleri agagidaki dizileri icermektedir:
e Lider Dizi: Primerin 5" ucunda restriksiyon enzim kesimine yardimci ekstra baz ciftleri
(3-6 bp)
o Restriksiyon enzim tanima boélgesi: Klonlama icin segilmis secilmis kesim bdlgesi
(6-8 bp)
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o Hibridizasyon Dizisi: Amplifiye edilecek diziye baglanan primer dizisi (18-21 bp)
Primerler Xbal ve Notl restriksiyon dizilerini icerek sekilde tasarlandi (Sekil 3.3). Bu primerler

kullanilarak baslangi¢ ve bitis kodonlarini iceren c-MYC cDNA’sInin ¢ogaltilmasi amaglandi.

ileri Primer 1
EN TAAGCA TCTAGA CTGGATTTTTTT7TCGGGTA 3n

x/ e e

LisssoE BesIORSIvon Hibridizasyon Dizisi
1Zisi

ileri Primer 2
5N TAAGCA TCTAGA GCTTAGACGCTGGATTITT 34
\—/

e ——————————————

Lider Dizi Restriksiyon Hlbrldlzasyon Dizisi
Dizisi

Geri Primer
5N ATCGCA GgeGgageecae TTAOGCACAAGAGTTCCG 3N
\_/

—— —
e —————————————————————

Lider Dizi Restriksiyon Hibridizasyon Dizisi
Dizisi

Sekil 3.3 Kalici Myc ekspresyon vektoru i¢in tasarlanan primer dizileri

PZR reaksiyon kosullari asagidaki tablodaki sekilde hazirlandi (Tablo 3.9).

Tablo 3.9 PZR Kosullari

Sicaklik | Siuire | Dongu
95°C 5dk |1

95°C 40 sn
64°C 40sn | 40
72°C 2 dk

72°C 5dk |1

PZR reaksiyonu asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi.
Tablo 3.10 PZR Optimizasyon Sartlar

1.Reaksiyon 2.Reaksiyon 3.Reaksiyon 4.Reaksiyon
Taq polimeraz | 0.25 pl 0.25 ul 0.25 pl 0.25 pl
10X Buffer - - 2.5 ul 2.5 ul
dNTP karisimi | 0.5 pl 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
MgCl, - - 1.5 pl 1.5 pl
lleri Primer1 | 1 pl - 1 ul -
Geri Primer 1yl 1yl 1yl 1l
lleri Primer2 | - 1l - 1yl
Fast Start | 2.5 pl 2.5 pl - -
Karisim
dH,0 17.75 yl 17.75 ul 16.25 pl 16.25 pl
Ornek 2 pl 2 ul 2 yl 2 yl




Restriksiyon enzim kesim protokolii

Notl ve Xbal enzimleri ile

kesim

Notl enzimi ile kesim

Xbal enzimi ile kesim

1 ug plazmid vektori

1 ug plazmid vektori

1 ug plazmid vektoru

1 pl Notl HF (NEB) 1 pl Notl HF 1 pl Xbal

1 ul Xbal (NEB) 2 ul Cut Smart Buffer 2 ul Cut Smart Buffer

2 ul Cut Smart Buffer dH,O (20 pl'ye | dH,0 (20 pl'ye
tamamlanir) tamamlanir)

dH,0 (20 pl'ye

tamamlanir)
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pCDH-CMV ve PZR iiriinleri DNA’si Notl ve Xbal restriksiyon enzimleriyle 37°C’de 1

saat boyunca kesildi ve enzimler 65°C’de 20 dk siiresince inaktive edildi. Enzim kesim

isleminin ardindan drlnler Qiaquick kit (Qiagen) kullanilarak saflastirilarak %1 ’lik agaroz

jelde yuratuldu. Saflastirma isleminden sonra, kesim yapilan érnekler Alkalin fosfataz (NEB)

ile muamele edildi. Reaksiyon karisimini hazirlamak i¢cin DNA = 1 ug, 2 ul rSAP Reaction

Buffer (10X) ve 1 pl rSAP (1 unit/pl) kullanilarak distile su ile total hacim 20ul’'ye tamamlandi.

Reaksiyon karisimi 37°C’de 30 dk inkiibe edildi ve enzim 65°C’de 5 dk siiresince Isi ile

inaktive edildi.



39

Open reading frame
I OCrigin of replication
Il Other gene

M Fromoter
Clal 124 I Selectable marker
Hpal 260 W Terminator
Hincll 260 . Unigue restriction site
\ BCII 362
v T7 prom
' \ Hinclill 743
* Apal 753

o , \ Xhol 755
. N L S \ < \ ¥hal 767
. . ’ obe . / Notl 774
. 9 . . .
- /Seodsp |- O1UIN SV40_PATerm i, X = L~ Xmal 785
Samp prom - Sy40_int other = §ma| 787
- EcoRl 790

™ 3a006p attg2 IJIIWI'/{NL,,,’, »
attB1 other—"

\(pnl 806

- . 8 Stul 854
— 3200bp L ‘
amp marker—— * : pCMV,SPORTE. 1 oo \&Ch 2 prom
. 3000bp 4177bp L2000 N Sacl 1007
- P CHMY prom
T Ncol 1207

- F8ehn w00k -

- ", ,ze0mep PBR322 origin 1600bp +
) p . -~
; ‘. 200bp 1800bp
, oy 2200bp  20000bp Ao ~
., . .
s LIAN
’ A )
f .
oL Y
r R
gt amp prom

Alwhl 2326

Sekil 3.4 pCMV-Sport6 vektdrinin sematik gérinima

3.2.4.2 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ve enzim kesim Urdnlerinin validasyonu amaciyla agaroz jelde elektroforez
yapildi. Elektroforez islemleri igin 1X lik TAE tampon iginde 5-6V/cm akim uygulanan %1’lik
agaroz jel hazirlandi. Jelde kontrol amaciyla ilk kuyuya 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen),

kuyucuklara 5 ul 6rnek ve 1 pl jel yikleme boyasi olacak sekilde érnekler yiklendi.

3.2.4.3 DNA Ligasyonu

DNA ligaz, nukleik asitin serbest 5’ fosfat ve serbest 3'OH uglar arasinda fosfodiester
bagdi olusturarak DNA fragmentlerini baglamak i¢in kullanilan enzimdir. T4 DNA ligaz olarak
adlandirilan bu enzim T4 bakteriyofajdan izole edilmistir. Bu c¢alismada ligasyon
reaksiyonunu gerceklestirmek icin restriksiyon endonukleaz enzimleri ile kesilmis vektor ve
PZR urunleri asagidaki tabloda verilen protokole gore hazirlandi (Tablo 3.11) ve ligasyon

igslemi icin 3 saat boyunca oda sicakliginda inkube edildi.
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Tablo 3.11 Ligasyon reaksiyonu sartlari

igerik Miktar

10X T4 DNA Ligase Buffer* 2 ul

Vektor DNA (7,5kb) 50 ng
Klonlanacak DNA (1,3 kb) 36 ng

dH20 20 pl(Final Hacmi)
T4 DNA Ligaz 1l

3.2.4.4 Kompetent DH5a Bakteriyal Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetent bakteri hazirlanasi igin sicaklik soku CaCl, protokolli uygulandi. Bu protokole
gore;
- Gliserol stoktan alinan bir tiip bakteri 16 saat 37°C’de 4 mL LB agar besiyerinde pre-
inokulasyon yapildi.
- Ertesi giin gogalma olan tiipten 1 mL bakteri alinarak 49 mL LB besiyerinde 37°C’de
30 dakika inkube edildi.
- Ardindan tup alinarak buz igerisinde 10 dakika bekletildi.
- 1000xg’ de 10 dakika santrifij edildi. Supernatant uzaklastirilarak buz Uzerine
yerlestirildi.
- Pellet 12 mL soguk CaCl,(0.1 M) ile sispanse edilerek 30 dakika buz lzerinde inklibe
edildi.
- 1000xg’ de 10 dakika santrif(jj edildi ve supernatant uzaklastirildi.
- Pellet 2.5 mL gliserol stokta siispanse edildi ve 100’ er pl'lik stoklar halinde -80°C’de
saklandi.

3.2.4.5 DH5a Bakteriyal Hiicrelere Transformasyon

Gliserol stokta —80°C’de saklanan DH5a hiicreleri buz iizerinde 10 dk bekletilerek
¢O6zuldd. 100 pl hicre soguk poliproplen tipe aktarildi. 10 pl ligasyon karigimi kompetent
hiicre iceren tiipe eklendi ve buz iizerinde 30 dk bekletildi. Hiicreler 42°C’de 70 sn sicaklik
sokuna maruz birakildiktan sonra 2 dk boyunca buz tzerinde bekletildi. Sonrasinda 900 ul
soguk SOC besiyeri ilave edilerek 37°C’de 1 saat boyunca sallanarak inkiibe edildi. Ornekler
1000xg’de 5 dk santrifuj edildikten sonra pellet 100 yl LB ile suspanse hale getirildi. Ardindan
LB ve antibiyotik igeren kiiltiir kaplarina ekildi. Kiltir kaplarinin 37°C’de gece boyunca
inkiibasyonu saglandi. Ertesi gin kiltir kaplarindan secilen koloniler sivi LB besiyerine

eklendi ve 16 saat 37°C’'de cogalmaya birakildi.
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3.2.4.6 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu PureYield Plasmid kit (Promega) kullanilarak gerceklestirildi.

izolasyon protokolii agagida belirtilen sekilde uygulandi.

Bir gece oncesinde sivi LB besiyerine ekilerek cogaltilan bakteriler 5000xg’de 10
dakika santrifUj edildi ve stipernatant atildi.

Pellet 12 mL hiicre resuspansiyon solisyonu ile siispanse edildi.

Hucrelerin tzerine 12 mL hicre lizis sollisyonu ilave edilerek 3-5 kez alt Ust edildi ve
oda sicakliginda 3 dk bekletildi.

12 mL nétralizasyon solusyonu eklenerek 10-15 kez alt Ust edildi.

Lizat 14000xg’de 20 dk oda sicakhdinda santrifuj edildi.

Santrifij sonrasi supernatant Promega vakum cihazi kullanilarak PureYield
temizleme ve baglama kolonlarindan yavasca gegcirildi.

Temizleme kolonu uzaklastirildi ve baglama kolonu Uzerine 5 mL endotoksin
uzaklastirma solUsyonu eklendi ve vakum cihazinda yavascga suzdurulda.

20 mL kolon yikama solusyonu eklendi ve vakum cihazinda yavasca stzduruldi.
Baglama kolonu vakum cihazinda bos olacak sekilde 5 dakika boyunca yavasca
suzduralda.

Sonraki agsamada vakum cihazinin elisyon aparati altina 1.5 mL ependorf tip ve
Uzerine baglanma kolonu gelecek sekilde vakum cihazina yerlestirildi.

Baglanma kolonunun Uzerine 1 ml niikleaz icermeyen su damlatildi ve 1 dakika
bekletildi.

Ardindan maksimum vakumda 1 dakika boyunca baglanma kolonundan ependorf

tipe stzdurald.

3.2.4.7 DNA Miktar ve Saflik Tayini

izolasyonu yapilan plazmit DNA’larinin miktar ve saflik élgimleri nanodrop 2000

(Thermo) cihazinda yapildi.Konsantrasyon ve saflik miktarlarinin tayini asagidaki formullere

gore cihaz tarafindan hesaplandi.

Miktar tayini formuld;

(260 nm DNA - 260 nm ddH20) x dilisyon faktéra x DNA sabiti
Saflik tayini formulu;

(260 nm DNA — 260 nm ddH20)/ (280 nm DNA — 280 nm ddH20)
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3.2.4.8 izole edilen plazmit DNA’larinin Validasyonu

Farkli kolonilerden izole edilen plazmit DNA’larinin MYC genini tasiyip tagimadiklarini
tespit etmek icin plazmit DNA’lar1 Notl ve Xbal restriksiyon enzimleri ile ikili kesim yapildi.
NCBI ‘dan alinan gen dizileri NEB cutterV2,0 programina eklenerek kesim enzim haritasi
cikarildi. Enzim kesim isleminin ardindan &rnekler %1’lik agaroz jelde elektroforez yapildi.
Agaroz jel gérintileri sonucunda bekledigimiz MYC bandini tagiyan plazmit DNA 6rnekleri
validasyon amaciyla sekanslama islemine tabi tutuldu. Sekanslama islemi sonucu elde
edilen veriler Serial Cloner v2 kullanilarak analiz edildi. Bu analizler sonucunda yabanil tip

MYC cDNA dizisine sahip olan drnekler ileri calismalarda kullanildi.

3.2.5 indiiklenebilir Ekspresyon Vektérlerinin Olusturulmasi

Zamana bagli olarak degisen Myc hedeflerini belirleyebilmek amaciyla indiklenebilir

asiri ekspresyon ve shRNA vektorleri tasarlandi.

3.2.5.1 indiiklenebilir Lentiviral Asiri Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

indiiklenebilir asiri ekspresyon vektériiniin hazirlanmasi icin pTRIPZ bos vektérii (GE
Healthcare Dharmacon) kullanildi. pTRIPZ bos vektori 13.4 kb blyutkliglindedir ve tRFP
dizisine sahiptir. MYC cDNA’sinI bu vektdre yerlestirmek igin ilk olarak Mlul (NEB) ve Agel
(NEB) enzimleri kullanilarak tRFP ve shRNA dizileri uzaklastinildi (Sekil 3.5).

R{HIV-LTR) reg
J3(HIV-LTR) rog SLTR(LENWT) other
< |

——— HHIV) re
E—— / RREHM 16

/ J al
(I PUC orlgin

- “~lac prom

EM7 prom—"

pTRIPz (empty vector)

13320bp - Clal 3702 v, Agel
L o /'C'm 30(vector_portion) re 5. ACCGGT...3
fg ~ < = 3...TGGCCA...5
“4 ANC—BamHI 3817
05 =\ Ll 1ipal 3791 Mlul

EcoRl 383? : .\IX""' 3308
_portion) rzg

~..ACGCGT...3
©“..TGCGCA...5

wn

UhqC prom

N vwhel 5282
\ BamHI 5288

ther

$120 potl 6664 BamHI 8076

Sekil 3.5 pTRIPZ bos vektér haritasi ve restriksiyon bolgelerinin
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Coklu klonlama bdlgesini (MCS) olusturmak icin birbirine komplementer, istedigimiz

restriksiyon enzim kesim bolgelerini iceren iki oligonikleotid dizisi tasarlandi (Sekil 3.6).

Agel EcoRl Hpal Clal BstBI Xhol Miul
+ + + + +
5° CCGGT GAATTC ATCGAT TTCGAA CTCGAG A3
3’'A CTTAAG TAGCTA AAGCTT GAGCT%D TGCGC 5°
1 t 1 1

Sekil 3.6 Coklu Klonlama Bdlgesi (MCS) dizisi

Tasarlanan iki oligonUkleotit birlestirme solisyonu icerisinde esit konsantrasyonlarda
olacak gekilde suspanse edildi. Birlestirme reaksiyonu igin 2 pg ileri oligonukleotid dizisi ve 2
Mg geri oligonlkleotid dizisi kullanilarak birlestirme tamponu ile total hacim 50 ul'ye
tamamlanarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Karisim 95°C’de 4 dk bekletildikten sonra

yaklasik 45 dk boyunca oda sicakliina gelmesi sagland..

3.2.5.1.1 Ligasyon Reaksiyonu

Birlestirme reaksiyonu ardindan Agel ve Miul ile kesilmis pTRIPZ bos vektor ile
birlesme reaksiyonu urlnleri asagida belirtilen sekilde ligasyon islemine tabi tutuldu (Tablo
3.12).

Tablo 3.12 Ligasyon Reaksiyonu Sartlari

Icerik Miktar
10X T4 DNA Ligase Buffer* 2yl
Vektor DNA 10 pl
Klonlanacak DNA (Birlestirilmis 4 pl
oligolar)
dH20 20 pl(Final Hacmi)
T4 DNA Ligaz 1l

Reaksiyon karigimi 3 saat boyunca oda sicakliginda inkube edildi. Ligasyon
reaksiyonundan sonra transformasyon asamasina gegcildi. Transformasyon isleminin
ardindan plazmid izolasyonu Promega Pure Yield Maxi Prep kit kullanilarak gergeklestirildi.
izole edilen plazmitlerin validasyonu icin Agel (NEB), Miul (NEB), Hpal (NEB) and BamHI
(NEB) restriksiyon enzimleri ile kesimleri gerceklestirildi. Enzim kesim iglemleri ardindan
agaroz jel goruntileme ve DNA sekanslama yontemleri araciligiyla secilen koloniler valide

edildi. Serial Cloner v2 araciligiyla tasarladigimiz restriksiyon enzim kesim bdlgelerini iceren
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3 adet vektdér sonraki asamalarda kullanildi. Validasyon islemleri sonucunda Agel, Miul,
Hpal, BstBl, Xhol, EcoRI, Clal restriksiyon bolgelerini igceren tetrasiklin ile induklenebilir

plazmit vektérimuza “pTIJ” olarak isimlendirildi.

3.2.5.1.2 MYC’ nin pTIJ Vektoriine Klonlanmasi

MYC cDNA’si EcoRI ve Xhol restriksiyon enzim kesim bdlgelerini iceren primerler
yardimiyla pCMV-Sport6 vektdérinden PZR ydntemi ile ¢ogaltildi. PZR igleminin ardindan
PZR UrinG ve pTIJ vektdor EcoRI ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilarak kesim islemi
gerceklestirildi. Enzim kesim isleminin ardindan saflastirma ve ligasyon islemleri yapildi.
Ligasyon urlnleri DH5a kompetent bakteri hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon
asamasindan sonra 10 adet koloni segildi ve enzim kesimi analizi sonuglarina gore 3 koloni
icin sekans analizi yapildi. Serial Cloner v2 araciligiyla yapilan analiz sonucunda yabanil tip

MYC cDNA’sI iceren koloniler segcildi.

3.2.5.1.3 indiiklenebilir Lentiviral shRNA Vektériiniin Olusturulmasi

indiiklenebilir shRNA vektoériiniin hazirlanmasi icin BamHI, Hpal, Xhol ve Xhol
restriksiyon bolgeleri bulunan pTRIPZ bos vektord kullanildi. pTRIPZ bos vektori kesmek
icin EcoRI ve Xhol enzimleri kullanildi. Enzim kesim reaksiyonu 37°C’de 1 saat boyunca
gerceklestirildi ve enzimler 65°C’de 20 dk inaktive edildi. Ornekler, Qiaquick kit kullanilarak
saflastinldi ve %1’lik agaroz jelde yuratalda.

Myc ifadesini baskilamak amaciyla kullanilacak shRNA olugsturmak amaciyla Myc
cDNA'’sina komplementer 19-23 nt uzunlugunda antisens diziler igceren primerler tasarlandi
(Sekil 3.7). Tasarlanan antisens dizilerin Myc cDNA’sI Uzerindeki baglanma bolgeleri Sekil

3.8’de gosterilmigtir.

shRNA oligo 1

5' TGCTGTTGACAGTGAGCG CGATGTTGTTTCTGTGGAAAGTGAAGCCACAGATGTATTCCACAGAAACAACATCG TGCCTACTGCCTCGGAS'

shRNA oligo 2

5" TGCTOGTTGACAGTGAGCG CCTGAGACAGATCAGCAACAA AGTGAAGCCACAGATOGTATTGTTOGCTGATCTGTCTCAGG TGCCTACTGCCTCGGA 3!

shRNA oligo 3

B TGCTGTTGACAGTGAGCG GATGAGGAAGAAATCGATG AGTGAAGCCACAGATGTACATCGATTTCTTCCTCATC TGCCTACTGCCTCGGAY’
l . )\ ' J\ . It 1 ] ;
Universal Dizi Sense Dizi iimek Antisens Dizi Universal Dizi

Sekil 3.7 shRNA oligo yapisi



CIGGATTITITICGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCTCCCGCGACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTATGACCTCG
ACTACGACTCGGTGCAGCCGTATTTCTACTGCGACGAGGAGGAGAACTTCTACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGAGCTGCAGLCCCCCGEGT
GCCCAGCGAGGATATCTGGAAGAAATTCGAGCT LT GCCCACCCCGCCCCTGTCCCCTAGCCGLCCELTCCEEELCTCTGLTCGLCCTCC
TACGTTGCGGTCACACCCTTCTCCCTTCGGGGAGACAACGACGELGETGECGEGAGCTTCTCCACGGCCGACCAGCTGGAGATGGTGA
CCGAGCTGCTGGGAGGAGACATGGTGAACCAGAGT TTCATCTGCGACCCGGACGACGAGACCTTCATCAARAACATCATCATCCAGGA
CTGTATGTIGGAGCGGCTTCTCRGCCGCCGCCAAGCTCGTCTCAGAGAAGCT GGCCTCCTACCAGGCTGCGCGCAAAGACAGCGGCAGT
CCGAACCCCGCCCECGECCACAGCGT CTGCTCCACCTCCAGCTTGTACCT GCAGGATCTGAGCGCCGCCGCCTCAGAGTGCATCGACC
CCTCGRTGETCTTCCCCTACCCTCTCAACGACAGCAGCTCGCCCAAGT CCTGCGCCTCGCAAGACTCCAGCGCCTTCICTCCGTCCTC
GGATTCTCTGCTCTCCTCGACGGAGT CCTCCCCGCAGGGCAGCCCCGAGCCCCTGETGCTCCATGAGGAGACACCGCCCACCACCAGT
AGCGACTCTGAGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTTGTITCIGTGGAAAAGAGGCAGGCTCCTGGCAAAAGGTCAGAGT
CTGGATCACCTTCTGCTGGAGGCCACAGCAAACCTCCTCACAGCCCACTGGTCCTCAAGAGGTGCCACGTCT CCACACATCAGCACAA
CT. ACGCAGOGCCI CCCTCCACTCGGAAGGACTATCCTGCTGCCAAGAGGGTCAAGTTGGACAGTGTCAGAGT ACA
ACCGAAAATGCACCAGCCCCAGGTCCTCGGACACCGAGGAGAATGTCAAGAGGCGAACACACAACGTICTIT GGAGCGCCAGAGGA
GGMCGAGCT AAAACGGAGCTTTITTIGCCCTGCGTGACCAGATCCCGGAGTTGGAAAACAATGAAAAGGCCCCCAAGGTAGTTATCCT
TAAAAAAGCCACAGCATACATCCTGTCCOTCCAAGCAGAGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGTTGCGGAAACGACGAGAA
CAGTITGAAACACAAACTTGAACAGCTACGGAACTCTITGIGCGTAA

shRNA 1 (831-849)
shRNA 2 (1041-1061)

shRNA 3 (817-835)

Sekil 3.8 MYC shRNA’larinin baglanma dizileri
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Tasarlanan shRNA oligonukleotit dizilerinin PZR ydntemiyle ¢ogaltiimasi igin EcoRI

ve Xhol restriksiyon bdlgelerini iceren ve miR-30’ dan alinan 6zel dizileri iceren 5’ ve 3’

primerler tasarlandi (Sekil 3.9).

5'miR30PCR xhol

5'- CAGAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCG -37

3I'miR30PCR EcoRI
- CTAAAGTAGCCCCTTGAATTCCGAGGCAGTAGGCA -37

Sekil 3.9 PZR primer dizileri

OligonuUkleotit dizileri tasarlanan primerler yardimiyla asagida belirtilen kosullarda

PZR reaksiyonuna tabi tutuldu (Tablo 3.13).

Tablo 3.13 PZR kosullari

5 pl 10x reaksiyon tamponu

2.5 ul DMSO

1 Il ANTP’ler (10mM stok)

0.5 ul 5’ primer (50uM stok)

0.5 pl 3’ primer (50uM stok)
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1 pl kalp oligo (100ng/uL)

0.5 ul High Fidelity Taq polimeraz
(Roche)39 ul H,O

Thermal cycler cihazinda oligondkleotitlerin  ¢ogaltiimasi igin olusturulan PZR
reaksiyonu 1 déngii 94°C’de 1 dk, 54°C’de 30 sn, 75°C'de 1 dk ; 24 déngii 94°C’de 30 sn,
54°C’'de 30 sn, 75°C’de 1 dk; 1 dongii 94°C’de 30 sn, 54°C’de 30 sn, 75°C’de 11 dk olacak
sekilde yapildi. Reaksiyonun ardindan PZR durlnleri %1’lik agaroz jelde yuratildid. Qiagen
PCR purifikasyon kiti kullanilarak érnekler purifiye edildi. Sonrasinda hem pTRIPZ bos vektor
hem de shRNA PZR Urlnleri igin enzim kesimleri gerceklestirildi. Totalde 20 pl reaksiyon
hacmi icin 9 ul PZR Grand, 0.7 yl EcoRl, 0.7 ul Xhol ve 2x buffer Tango ile reaksiyon karigimi
hazirlanarak 37°C’de 1 saat boyunca bekletildi ve enzimler 80°C’de 20 dk inaktive edildi.
Ligasyon reaksiyonu: PZR ile c¢ogaltilan ve restriksiyon enzimleri ile kesilen
oligonukleotitler ve pTRIPZ bos vektori ligasyon islemine tabi tutuldu. Ligasyon
reaksiyonundan sonra her bir oligonikleotit icin transformasyon islemleri gerceklestirildi.
Plazmid izolasyonu Promega PureYield Plasmid kit kullanilarak gerceklestirildi. Sonrasinda,
plazmidlerin validasyonu i¢in EcoRI ve Xhol restriksiyon enzimleriyle kesim yapildi. Totalde
20 yl reaksiyon hacmi igin 1 pg plasmid vektort, 1 pl EcoRI, 1 pl Xhol ve 2 pl Cut Smart
Buffer ile reaksiyon karisimi hazirlanarak 37°C’de 1 saat boyunca bekletildi ve enzimler
80°C’de 20 dk inaktive edildi. Qiaquick kit ile érnekler piirifiye edildi ve %2'lik agaroz jelde
yuratilda. Agaroz jel elektroforezi ile validasyon isleminin ardindan sekans analizi igin her
shRNA  vektérinden 2  koloni secildi ve sekanslama  reaksiyonlari  5'-
GGAAAGAATCAAGGAGG-3' primer dizisi kullanilarak gergeklestirildi. Sekans islemi

sonucunda elde edilen verilerin analizi Serial Cloner v2 kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.5.1.4 Transfeksiyon

Agaroz jel elektroforezi ve DNA dizi analizleri sonucunda validasyonu yapilan
klonladigimiz vektor sistemlerinin gen ifadesi Uzerine olan etkinligini degerlendirmek
amaciyla hlcrelere transient transfeksiyonlari yapildi.

Kalici Myc ekspresyon vektorinun etkinligini belirleyebilmek amaciyla Western Blot
yontemiyle belirlenemeyecek dizeyde Myc ifadesi tasiyan H69 ve H345 KHAK hicre
dizilerine transfeksiyon yapildi. Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra hucrelerdeki Myc

ifadesi degisimi degerlendirildi.
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indiiklenebilir Myc ekspresyon vektoriiniin etkinligini degerlendirebiimek amaciyla
H69 hlcrelerine transfekte edildi. Vektor sistemi tetrasiklin indUklenebilir bir promotora sahip
oldugu icin transfeksiyon isleminden 24 saat sonra hiicrelere 2 ug/mL konsantrasyonunda
doksisiklin (Dox) verildi. Dox verilmesinden 48 saat sonra hicrelerdeki Myc ifadesi degisimi
degerlendirildi.

Ticari olarak Dharmacon firmasindan temin edilen Myc small interfering RNA (SIRNA)
havuzu sistemi kullanilarak Myc amplifikasyonu tasiyan N417 hucrelerinde Myc ifadesinin
baskilanmasi amaclandi. Bu amag¢ dogrultusunda N417 hicreleri Myc siRNA’s1 kullanilarak
transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra Myc ifadesindeki degisim degerlendirildi.

indiiklenebilir shRNA vektériinin  Myc ifadesi baskilanmasi (zerine etkinligini

arastirmak amaciyla Myc amplifikasyonu tasiyan N417 hicrelerine transfekte edildi. Vektor
sistemi tetrasiklin indiklenebilir bir promotora sahip oldugu icin transfeksiyon isleminden 24
saat sonra hicrelere 2 ug/mL konsantrasyonunda Dox verildi. Dox verilmesinden 48 saat
sonra hucrelerdeki Myc ifadesi degisimi degerlendirildi. Transfeksiyon protokolli asagida
belirtilen sekilde gergeklestirildi:
Transfekte edilecek hticreler yeterli sayiya ulastiklari zaman 6 odacikli plaklara her bir gézde
1x10° hicre/mL olacak sekilde 3 mL besiyerine ekildi. Ertesi giin uygun durumda olan
hicreler, katyonik lipid bazli transfeksiyon ajani olan Fugene HD (Roche) ile Uretici firmanin
Onerdigi protokole gore transfekte edildi. Transfeksiyon karisimi 1 ug plasmid DNA’si/30
pmol siRNA ve 4 ul Fugene HD reaktifi 100 pl total hacim olacak sekilde Optimem (Gibco)
icerisinde hazirlandi. Karisim oda sicakhdinda 15 dk inkibe edildi ve hlcrelere damla damla
eklendi. Hicreler 37°C’ de %5’lik CO, inklibatérde protokolline uygun slirede olacak sekilde
birakildi.

3.2.5.1.5 Lentiviriis Uretimi

Calismada kullanilan kalici Myc eksresyon vektord, induklenebilir Myc ekspresyon ve
induklenebilir shRNA vektdr sistemlerinin lentiviral kokenli olmasi ve gen ifadesinin
regulasyonunda lentiviral sistemlerin gecici transfeksiyon yontemlerine kiyasla uzun sureli
etkinlik saglamalari nedeniyle lentiviral infeksiyon yéntemi tercih edildi. Lentiviral infeksiyon
sistemleri birden ¢ok vektor sistemine (paketleme ve zarf vektorleri) sahip olup konak hiicre
genomuna entegre olabilme 6zelligindedir.

Bu calismada lentivirlis Gretimi igin ikinci nesil paketleme sistemi kullanildi. ikinci nesil
lentiviral paketleme sisteminin protokol asamalari (Sekil 3.9) asagidaki sekildeki gibidir:

e Lentivirts udretiminde kullanilacak HEK293T DMEM besi yeri kullanilarak T75

flasklara ekildi.
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48 saat sonra hiicreler toplandi, sayildi ve 3.375x10° HEK293T hiicresi lentiviriis
Uretimi icin 15 mL DMEM ve %10 FBS iceren besiyerinde ¢ozllerek T75 flaska ekildi.
293T hicrelerinin besiyeri 25uM chloroquine igceren 7,5 mL DMEM ve %10 FBS
iceren taze besiyeri ile degistirildi ve 1-2 saat beklendi.

15 ml falkon tipte 15 ug transfer plazmid, 3.5 ug pMD.G2 ve 6.5 pg pPAX2 513 pl
dH,0 ile ¢ozulda.

57 ul CaCl, (2.5M) eklendi ve alt Ust ederek karistirildi.

15 ml tlp disik hizda kanstirilirken 570 pl HBSS (Hank’s balanced tuz sollisyonu)
damla damla eklendi ve 5 dk beklendi.

Transfeksiyon karisimi 293T hiucrelerinin besiyerine eklendi ve inkibatérde 16-17
saat inkibasyona birakildi.

Transfeksiyon besiyeri, 7.5 mL DMEM ve %10 FBS iceren besiyeri ile degistirildi. 24
saat inkibasyona birakildi.

Virls iceren 293T hucre besiyeri toplandi ve 0.45 yM PVDF (Poliviniliden Florid)
filtreden gegirilerek 4°C’de saklandi.

Hicrelere 7.5 mL DMEM ve %10 FBS igeren taze besiyeri eklendi ve inkUibatérde 24
saat inkube edildi.

Virus iceren 293T hicre besiyeri toplandi ve 0.45 yM PVDF filtreden gegirilerek
4°C’deki ilk ayrilan virus ile birlestirildi.

1 hacim Lenti-X concentrator (Clontech) ve 3 hacim virus iceren DMEM eklendi.

5-10 kez dikkatlice karistirildi ve 4°C’de 1 gece bekletildi.

4°C’de 1500xg’de 45 dk santrifilj edildi. Siipernatant alinip 4°C’de 1500xg’de 3 dk
tekrar santrifij edildi.

Pellet virus iceren DMEM hacminin 1/100 oraninda PBS ile iki kez yikandi.

Viriis 20 pl'lik tek kullanimlik sekilde stoklandi ve -80°C’de saklandi.
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Sekil 3.10 Lentivirs Uretiminin sematik gosterimi

3.2.5.1.6 infeksiyon
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Lentiviris hazirlandiktan sonra hucreler 20 pl lentiviris ve 8 pg/ml polybrene ile infekte

edildi (Sekil 3.10). Ertesi gin besiyeri uzaklastirildi ve hucreler 2 kez PBS ile yikanarak

uzerlerine %10 FBS igeren RPMI besiyeri eklendi.

T o o 7 N\
S Cﬁ(ﬁ . €+ +8ug/ml polybrene —
vVVy "
4 500.000 hiicre/ml
Besiyeri degisimi (RPMI+%10 FBS) g 1. Giin
Pellet toplama G418 segilimi

5. Giin

(IIm|

Sekil 3.11 Lentivirts infeksiyonu

3.2.6 infekte Edilen Hiicrelerin Segilimi

infekte edilen hiicrelerde aktarilan vektdriin gen ifadesine olasi etkisini gdsterebilmesi

icin hdcrelerin en az 2 pasaj uygun kosulda ¢odalmasi gerekmektedir. Bu durumun en énemili
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sebebi ise viral vektor sistemlerinin hiicre genomuna entegrasyon sirecinin konak htcrenin
cogalma evresinde gergeklesmesidir. Ote yandan viral vektér ile infekte edilmis kiiltiirlerde
tim hdcrelerin vektdrd alma durumu mimkin olmamaktadir. Bu sebeple viral vektorler ile
infekte edilmis hucrelerin viral vektdr genomunda yer alan Okaryotik secilim markirina bagh
olarak secilmesi gerekmektedir. Bu c¢alismada kalici Myc ekspresyon vektori ile infekte
edilmis hacreler 400 pg/ml G418 ile secilmis iken indiklenebilir vektdr sistemi ile infekte
edilmis hicreler 2 pg/ml puromisin ile segildi. Bu secilim sirecleri sonucunda infekte edilmis

vektorlere sahip hicre kolonileri elde edilmis oldu.

3.2.7 Hiicre Cogalma Analizi

Lentiviral vektorler kullanilarak infekte edilen hiicrelerde Myc ifadesindeki degisime
bagli olarak hucrelerde dedisen cogalma kinetigini arastirmak amaciyla kiimulatif populasyon
degisimi yontemi kullanildi. Bu yontem icin ilk asamada hicreler 500.000 hicre/ 5 ml olacak
sekilde T25 flasklara ekildi. Ekildikten 3 glin sonra tripan mavisi araciligiyla Countess Cell
Counter (Thermo) cihazinda sayildi. Sayim isleminin ardindan yine hicreler 500.000 hicre/
5 ml olacak sekilde T25 flasklara ekildi. Bu ekim islemi en az 3 pasaj gerceklestirildi ve 3.

pasajin ardindan asagidaki formile goére hicrelerin populasyon ikileme zamanlari

hesaplandi.
f{h) PD= populasyon ikiye katlanma zamani
PD = —Tf t(h)= zaman (saat)
logo i Cf= final konsantrasyonu

Ci= Baslangi¢ konsantrasyonu

3.2.8 RNA izolasyonu
3.2.8.1 Total RNA izolasyonu

Myc ifadesi, klonlanan vektdrler araciligiyla yeniden duzenlenen hicrelerde Myc
ifadesindeki artis yada azalmaya bagli olarak ifadesi degisen mRNA’larI belirlemek amaciyla
hiicrelerden RNA izolasyonuu Qizol (Qiagen) reaktifi kullanilarak gerceklestirildi. izolasyon
protokoll asagida belirtilen sekilde uygulandi:

o Kultur flasklarindan toplanan hicreler 1500 rpm’de 10 dk santriflij edildikten sonra
besiyeri uzaklastirildi ve pellet Uzerine 1 mL Qiazol reaktifi eklendi 5 dk oda
sicakliginda bekletildi.

e 200 pl kloroform eklendikten sonra vorteks yapildi ve 2-3 dk oda sicakhginda
bekletildi.
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12000 rpm de 15dk 4°C’ de santrif(jj edildi.

Santriflij sonrasi olusan en Ust fazda bulunan RNA toplandi ve 500 ul izopropanol
iceren yeni tipe alindi.

RNA ve izopropanol igeren tup alt Ust edilerek karistirildi ve 10 dk oda sicakliginda
bekletildi.

12000 rpm de 10 dk 4°C’ de santrif(jj edildi.

Santrifij sonrasi supernatan dikkatli bir sekilde dokuldu. Pelet Gzerine %70 etanol
eklendi ve vorteks yapildi.

RNA’'nin degrede olmasini ve kirilmasini énlemek icin distk hizda (7500 rpm) 10 dk
4°C’ de santriflij edildi.

Santriflij sonrasi %70 etanol uzaklastirildi ve tlplerin kapaklari agik birakilarak RNA
peleti kurumaya birakildi.

Pelet miktarina bagh olarak 20-25 ul RNaz icermeyen su eklendi.

60°C’ de 10 dk bekletildi ve -80°C’ de sakland..

3.2.8.2 miRNA izolasyonu

Myc ifadesi, klonlanan vektérler araciligiyla yeniden diizenlenen hicrelerde Myc ifadesindeki

artis yada azalmaya bagl olarak ifadesi degisen mRNA’lar1 belirlemek amaciyla hicrelerden

RNA izolasyonuu miRNeasy Mini kit (Qiagen) kiti kullanilarak gergeklestirildi. izolasyon

protokolu asagida belirtilen sekildedir:

Kultar flasklarindan toplanan hicreler 300xg’de 5 dk santrifyj edildikten sonra besiyeri
uzaklastirildi ve pellet Uzerine 700 ul Qiazol lizis reaktifi eklenerek vorteks yapildi.
Homojenat oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

140 pl kloroform eklenerek iyice karistirildi.

12000xg’de 15 dk 4°C’ de santrifuj edildi.

Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak 525 pl %100 EtOH eklendi ve pipetaj yapild.

700 pl 6rnek RNeasy mini spin kolonlara aktarildi. Oda sicakliginda 8000xg’de 15 sn
santrifyj edildi ve alt faz atild.

Ornegin kalan kismi ayni kolonlara aktarilarak santrifiij edildi. Alt faz atildi.

Kolona 700 pl Buffer RWT eklenerek oda sicakhginda 8000xg’de 15 sn santrifuj edildi
ve alt faz atildi.

Kolona 500 pl Buffer RPE eklenerek oda sicakliyinda 8000xg’de 15 sn santrifyj edildi
ve alt faz atildi.

Kolona tekrar 500 pl Buffer RPE eklenerek oda sicakliginda 8000xg’de 15 sn santrifij

edildi ve alt faz atild1.
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o Kolon 1.5 ml ependorf tlipe aktarildi ve kolona 50 pyl RNA icermeyen su eklenerek
oda sicakliginda 8000xg’de 1 dk santrif(jj edilerek RNA ependorf tlipe aktarildi.

3.2.9 RNA Miktarinin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

izole edilen RNA'lar kalite ve kantite agisindan degerlendiriimek lizere konsantrasyonlari
Nanodrop ND-2000c cihazinda &l¢ildi. 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans
alindi. A260/A280 oranina gore RNA"nin safligi belirlendi.

3.2.10 cDNA sentezi
3.2.10.1 Total RNA’nin cDNA’ya Cevrimi
Total RNA o6rnekleri Hi-Capacity = cDNA Revers Transkripsiyon kiti (Applied

Biosystems, Foster City CA, USA) kullanilarak cDNA’ya cevrildi (Tablo 3.14).

Tablo 3.14 cDNA donltsum reaksiyonu kosullari

Bilesen Hacim
10x RT Solusyonu 2 ul
25x dNTP karisimi 0.8 i

10x RT random primer 2 pl

Reverse Transkriptaz 1yl

Nukleaz icermeyen su 4.2 ul
Total hacim 10 i

Hazirlanan 10 pl ‘lik karisim Gzerine 10 pl (1 pg) izolasyonu yapilan total RNA ornegi
eklendi. Ardindan reaksiyon karisimi PZR cihazinda sirasiyla 25°C’'de 10 dk, 37°C’de 120 dk
ve 85°C’de 5 dk olacak sekilde reaksiyona tabi tutuldu. cDNA’ya déniisen 6érnekler -20°C’de

saklandi.

3.2.10.2 izole Edilen Total miRNA’nin cDNA’ya Gevrimi

izolasyonu yapilan total miRNA 6érnekleri miScript 1l RT kiti (Qiagen) kullanilarak
cDNA'ya cevrildi (Tablo 3.15).
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Tablo 3.15 miScripll reaksiyonunun kosullar

Bilesen Hacim

10x miScript Nukleik Karisimi 2 ul

5x miScript Hispect 4 ul

sollisyonu

miScript Revers Transkriptaz 2 ul

karisimi
Nukleaz icermeyen su 2 ul
Total hacim 10 i

Hazirlanan reaksiyon karisimi Uzerine 10 pl (1 pg) izolasyonu yapilan total miRNA Ornegi
eklendi. Ornek 37°C’'de 60 dk inkiibe edildi ve ardindan miScript Revers Transkriptaz
karisimi inaktive etmek icin 95°C’de 5 dk inkiibasyon gerceklestirildi. Ornekler buz {izerine

bir siire bekletildikten sonra -20°C’de saklandi.

3.2.11 Real Time PCR (gRT-PCR)
3.2.11.1 Total RNA Orneklerinden Ekspresyon Analizi

Myc ifadesindeki degisime bagll olarak ifadesi artan yada azalan mRNA’lari saptamak
amaciyla hicrelerden izolasyonu yapilan ve cDNA’ya dénustirilen drnekler Kilogreen 2X
(ABM) master karisimi kullanilarak Corbett Rotor-Gene 6000 cihazinda analiz edildi.
Reaksiyon karisimi hazirlanmadan énce cDNA drnekleri 1/5 oraninda nilkleaz icermeyen su
kullanilarak dilie edildi. Ardindan reaksiyon karigimi 2 ul cDNA 6rnegi, 10 pl KiloGreen 2X
master mix, 0.3 uM ileri ve geri primerler ile total haci 20 pl olacak sekilde hazirlandi.
Sonuglarin analizi i¢in B-Aktin endojen kontrol olarak kullanildi. Reaksiyon déngtisi asagida

belirtildigi gibi her 6rnek icin 3 tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi.

Tablo 3.16 mMRNA RT-PZR kosullari

Segment Doéngi Sicakhk Siire
1 1 95°C 10 dk

2 40 95°C 15 sn
60°C’ 60 sn
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3.2.11.2 miRNA Orneklerinden Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Analizi

Myc ifadesindeki degisime bagh olarak ifadesi artan yada azalan miRNA'lari
saptamak amaciyla hiicrelerden izolasyonu yapilan ve cDNA’ya donlsturilen 6rnekler 1/5
oraninda nukleaz icermeyen su kullanilarak dilie edildi. cDNA &Ornekleri degisen miRNA
ekspresyon profili miScript miRNA PCR array kiti kullanilarak degerlendirildi. Kit protokolline
gbre asagidaki tabloda belirtilen karisim hazirlandi (Tablo 3.16). Hazirlanan karigim Rotor
Gene 6000 cihazinda én-denatiirasyon 95°C’ de 15 dk, 95°C’ de 15 sn denatiirasyon, 55°C’
de 130 sn baglanma ve 70°C’ de 30 sn 40 déngii olacak sekilde reaksiyon gerceklestirildi.
Ornekler arasindaki miRNA ekspresyon degisimlerini kat degisimi olarak hesaplayabilmek
icin normalizatér olarak Snord ve U6 genleri kullanildi. Her bir miRNA icin kat degisimi 2447

formultyle belirlendi. Her érnek igin deney 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi

Tablo 3.17 miRNA RT-PZR kosullar

Bilesen Hacim
2x Quantitect SYBR Green Master Mix 10
10x miSCript Universal Primer 2yl
10x miScript Primer 2 ul
RNaz icermeyen su 4 pl
cDNA 2 ul
Total hacim 20 pl

3.2.12 Hiicrelerden Protein Orneklerinin izolasyonu

Myc ifadesi ekspresyon vektorleri araciligiyla degistirilen H209, H345, H82 ve N417
hicrelerinden protein 6zitleri RIPA Buffer (0.15 molar NaCl, % 10 SDS, 0,05 molar tris-HCI
pH: 7,65, % 1 NP-40 ve % 0,5 deoxycholate) araciligiyla toplandi. Ardindan 15000x g’de,
4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek istenmeyen hiicre artiklarinin ortamdan uzaklastiriimasi

saglandi. Stpernatant alinarak yeni ependorf tlipe protein miktar tayini icin aktarildi.

3.2.13 Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini icin 1/1000 oraninda sulandirilan protein 6rnekleri Uzerine
Bradford reaktifi (BioRad 500-0006) eklendi. Orneklerdeki protein miktarlari 25, 12,5, 5, 2,5
ve 1 ug Dana serum albiimin (BSA) standartlarina kars tespit edildi. Olgimler 595 nm dalga

boyunda Glomax Multi Detection System (Promega) cihazinda gergeklestirildi.
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3.2.14 SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

Protein miktar tayininden sonra orneklerden 30 mikrogram protein olacak sekilde
alindi ve Uzerlerine 1:1 oraninda olacak sekilde protein ylikleme boyasi (100 mM Tris-HCL
(pH 6.8), %12 betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 20% gliserol) eklenerek,
5 dakika 99°C’de kuru blokta kaynatildi. Kaynatma isleminin hemen ardindan 10 mikrolitrelik
otomatik pipet kullanilarak, ependorf tlp igindeki drnekler %8’lik SDS jele yuklendi ve ylurime
tamponu (Tris baz 0.1 M, Hepes 0,1 M, SDS 3 mM) ile 90 voltta 1-1,5 saat elektroforeze tabi
tutuldu (Tablo 3.18).

Tablo 3.18 %8'lik SDS ayirma jeli hazirlanmasi

%8 Akrilamit Jel (Ayirma Jeli)
Distile Su 4.6 mL
%30 akrilamit-bis akrilamit (29:1) 2.7mL
Tris 1.5 M pH 8.8 2.5 mL
%10 SDS 100 pl
%10 Amonyum persiilfat (APS) 100 pl
TEMED 6 ul

Elektroforez igleminin ardindan proteinler transfer tamponu (20% metanol, 50 mM
Tris, 40 mM glisin ) icinde 4°C’de 75 mAmp akim siddetinde bir gece boyunca nitroseliiloz
(Millipore) Uzerine transfer edildi. Bu islemden sonra membran, %5'lik yagsiz sit tozu iceren
TBST (34 mM NacCl, 25 mM Tris-HCI pH:7,6 %1 Tween 20) ¢dzeltisi icinde oda sicakhdinda
1 saat bloklandi. Ardindan ayni membran %5 yagsiz sit icinde Myc, PTEN, P21, Cox-2, Sox-
2, Aldhlal, CD133, p73, ASCL1, N-kaderin, Parp, TRFP, Tubulin ve GAPDH primer
antikorlari (1:1000 oraninda) kullanilarak oda sicakliginda 1 saat isaretlendi. Membran
Uzerindeki spesifik proteinlerin primer antikorlarla isaretlemesinin ardindan, membran 30 dk
TBS-T ile oda sicakhginda yikandi. Yikama isleminin bitmesiyle membran primer antikorlarin
immunoglobilinlerine kargi spesifik olarak gelistiriimis olan ve 1:7500 oraninda HRP
(Horseradish Peroksidaz Cell Signaling) bagli sekonder antikor bulunduran %5'lik yagsiz
kuru sut tozu igceren TBS-T igerisinde tekrar isaretlendi. Ardindan artmis kemiliminosans

ECL reaktifi (Millipore) kullanilarak Licor Odysey FC Cihazinda bantlar degerlendirildi.

3.2.15 miRNA Mikrodizin

H209, H345, H82 ve N417 hicrelerinde miRNA ve mRNA mikrodizin analizleri igin

Macrogen (Glney Kore) sirketinden hizmet alimi yapildi. miRNA mikrodizin analizi Affymetrix
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mMiRNA 4.0 platformu kullanilarak gergeklestirildi. Bu platform 30 bin tzerinde olgun miRNA
icin prob tagimaktadir. Bu sistemde her bir gen icin 9 ayri prob bulunmaktadir. Mikrodizin igin
orneklerden izole edilen RNA’larin ND-1000 spektrofotometre (NanoDrop, Amerika) ve
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Amerika) cihazlar ile saflik ve kalitesi
Olclldu. Affymetrix Genechip miRNA 4.0 mikrodizin platformu protokollerine gdre érnekler
hazirlandi. Ardindan 1000 ng RNA 6rnedi FlashTag Biotin RNA igaretleme kiti kullanilarak
isaretlendi (3.11). isaretlenen RNA &rnekleri miRNA mikrodizin cipleri ile 99°C’de 5 dakika ve
ardindan 45°C ‘de 5 dakika hibridize edildi. RNA-mikrodizin hibridizasyon protokoll 16 saat
48°C’de Affymetrix® 450 Fluidics istasyonunda gergeklestirildi. Hibridizasyonu yapilan gipler
Affymetrix GCS 3000 tarayici (Affymetrix, Santa Clara, Amerika) araciligiyla tarandi.
Affymetrix GeneChip yazilimi araciligiyla sonuclar analiz edildi. Analiz sonucunda 6rnek ve
kontrol grubu arasindaki ifade farkhliklari filtrelendikten sonra kat degisimleri seklinde

verilmigtir.

M\ Deney Dizayni
Sa¢
tokasi Total RNA izolasyonu
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N 5' Hibridizasyon

- - - .. - DDDD
Mikrodizinyuzeyi o o - |

‘D)
O
A3
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Tarayici

Sekil 3.12 A) miRNA probunun yapisi B) Mikrodizin analizi sureci
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3.2.16 mRNA Mikrodizin

H209, H345, H82 ve N417 hiicrelerinden izole edilen RNA orneklerinin ND-1000
spektrofotometre (NanoDrop, Amerika) ve Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Amerika) cihazlar ile saflik ve kalitesi olgtldd. llumina HT-12 v4.0 platformu kullanilarak
direkt hibridizasyon yéntemi ile mRNA mikrodizin islemi gerceklestirildi. RNA érnekleri ¢ip
Uzerine hibridize edilmeden Once g¢ogdaltildi ve biotin ile isaretlendi. Hibridizasyon sonrasi
Cy3- streptavidin ile isaretleme yapildi ve ¢ip gorantilendi. lllumina HT-12 v4.0 platformu iyi
tanimlanmis genler, gen adaylari ve splays varyantlarini icermektedir ve transkriptomun
buylk bir kismini saptayabilmektedir. Her bir mikrodizin sisteminde 47 bin adet prob
bulunmaktadir. Problar NCBI RefSeq Release 38 icerigine gore dizayn edilmistir. Problar 50-
mer uzunlugunda olup artmis bir segcicilik ve hassasliga sahiptir. Mikrodizin sonucu elde
edilen verilen o6rnekler arasinda kat degisimi seklinde analiz edildi. Gruplar arasinda

korelasyon analizi ve kiime analizleri yapildi.

3.2.17 mRNA ve miRNA Mikrodizin Sonuglarinin Analizi

Mikrodizin analizleri sonucu elde edilen veriler kullanilan platformlarin yazilimlari
sonucunda her bir érnek ve kontroll igin islendi. miRNA mikrodizin analizinde herbir miRNA
icin 9 adet prob bulunmakta ve analiz asamasinda bu problarin en az 4 ve Uzeri adet prob ile
sonu¢ veren miRNA’lar analiz igin kullanildi. miRNA mikrodizin analizi sonucunda belirlenen
miRNA’larin hedef mRNA’lari miRTarbase, Targetscan, miRanda ve miRDB veri tabanlari
kullanilarak secildi. Secilen hedef mRNA’larin 3'UTR bdlgeleri UCSC genome browser ve
NCBI web siteleri kullanilarak teyit edildi. Ote yandan Serial Cloner programi araciligiyla
3'UTR-miRNA eglestiriimesinin olup olmadidi kontrol edildi.

MRNA dizin sonuglari Gen ontoloji (GO) ve KEGG Yolak analizleri ile analiz edildi.

Gen Ontoloji (GO) Analizi: Farkli ekspresyon gosteren mRNA’larin rol aldigi huicresel,

biyolojik ve molekiler agidan fonksiyonel genleri ve gen gruplarini ortaya koymak amaciyla
yapildi. Herbir analiz i¢in kontrol ve hedef grup kargilastirmasi yapilarak en belirgin farkhhk
gosteren hucresel surecler belirlendi. Tum analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri
anlamli olarak kabul edildi.

KEGG (Kyoyo Encylopedia of Genes and Genomes) Yolak Analizi: Ekspresyon farklhgi

gosteren mRNA’larin birbirleri ile olan iliski agini ve hlcre metabolizmasi hakkinda bilgi
vermek icin de KEGG yolak analizi gergeklestirildi. Herbir analiz igin kontrol ve hedef grup
karsilastirmasi yapilarak yolaklarda en yodun degme noktasi farklihgi goésteren yolaklar

belirlendi. Tium analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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3.2.18 Q-TOF LC-MS Metabolit Analizi

H209, H345, H82 ve N417 hicreleri DPBS (138 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM
Na2HPO4, pH: 7.4, Sigma-Aldrich) ¢Ozeltisi ile yikanarak homojenizasyon tamponunda (10
mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 120 mM NaCl, pH:7.4, Sigma-Aldrich) ¢dzuldi ve Bandelin
Sonoplus cihazi kullanilarak homojenat hazirlandi. Ardindan homojenat santrifuj edildi ve
santrifuj islemi (14.000 g x 14 dakika, 4 °C' de) sonrasinda olusan ¢dkelti (nikleer fraksiyon
ve mitokondriyal fraksiyon) atildi. Kalan ¢6zelti santriflij cihazinda tekrar santrifiij (20.000 g x
1 saat, 4 °C' de) edildi. Sitozolik fraksiyonun konstantrasyon tayini icin Bradford protein tayini
yapildi. Bradford tayininin ardindan sitozolik fraksiyon alinarak kullanilacagi zamana kadar
-80 °C' de 500 L' lik fraksiyonlar halinde saklandi. Sitozolik fraksiyonlardan metabolitlerin
ekstraksiyonu amaciyla ultrafiltrasyon teknigi ve metanolle ekstraksiyon teknikleri uygulandi.
Sitozolik fraksiyonlar, Microkon Amicon ultra 3kDa santrifujj filtreleri kullanilarak 16000 rpm’de
santriflj edildi. Boylelikle 3 kDa'nin tzerindeki numuneler érneklerden ayrildi. Mikrokon’dan
alinan siiziintli vakum santrifijj cihazinda +4°C’de ucuruldu daha sonra 50:50 MeOH:dH,O
karisiminda ¢6zuldi. Numunelere, hareketli faz 1:1 oraninda seyreltilip enjeksiyon yapildi.
Ornekler, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ilag ve Kozmetik Ar-Ge ve Kalite Kontrol
Laboratuvari (HUNIKAL)' de bulunan yiiksek hassasiyetli Agilent LC-Q-TOF-MS 6530 cihazi
ile HILIC veya C18 kolonlar kullanilarak %0.1 Formik asit, Asetonitril ¢cézeltileri kullanilarak
gradiyent bir elisyon programi kullanilarak her hiicre grubu icin kontrol hlcrelere kiyasla
metabolit profillemesi yapildi (Sekil 3.12). Metabolit profilleme g¢alismalari icin XCMS acik
kaynak kodlu yazihm ve Metlin (http://metlin.scripps.edu/), HMDB (http://www.hmdb.ca/) vb.
serbest olarak erisilebilen online veribankalari kullanildi. LC-MS cihazinda kolondan
gegcirilmis olan ve katleleri virgllden sonra 4 basamaga kadar ylksek hassasiyetle oélgllen
metabolitler cihazin hata sinirlari  gergevesinde veribankalarinda tarandi. XCMS
programindan alinan ham veriler, ortalama degerlere gore normalize edilip, guven araligi
%95 ve degisim miktarlari kat degisimi seklinde siralanarak, m/z ve alkkonma zamanlari

belirlendi.
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Nordstrom ve ark. tarafindan bu isleyis Sekil 3.13’ de verildi§i bicimde sematize edilmistir
(169)

A ve B adh iki farkh grubun LC/MS analizi
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Sekil 3.14 LC-MS sonuglarinin analiz sireci

3.2.19 istatistiksel Analiz

miRNA ve mRNA dizin calismasi sonucunda gruplar arasinda ekspresyonel degisim
g6zlenen miRNA ve mRNA"larin istatistiksel analizi igin R istatistik dili v.3.1.2 kullanildi.
Hucre gruplarindaki miRNA ve mRNA Gergcek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-
PZR) datalari kargilastirmal Ct yontemi olan 2-AACt analiz istatistik ydntemi ve basic student
t testleri kullanildi (Livak ve Schmittgen 2001). Data analizi SPSS software programi
kullanilarak yapildi. LC-MS sonugclari dahil tum analizlere P<0,05 anlamlilik seviyesi olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Galigmada Kullanilan Hiicre Dizilerinin Myc ifade Diizeyleri

Calismamizda kullanilan H209, H345, N417 ve H82 hucreleri Myc amplifikasyou
tasimalari (H82 ve N417) ve Myc ifadelerinin disik seviyede (H209 ve H345) olmasi
sebebiyle Myc tarafindan dizenlenen metabolizma hipotezimizi dogrulamak amaciyla tum
deneysel asamalarda kullaniimigtir. KHAK hiicre dizileri olan bu hicreler Myc ifadesi,
hicresel ¢ogalma hizi ve morfoloji agisindan birbirlerinden farklliklar tasimaktadir. Bu
degisimleri saptamak amaciyla ilk olarak hicrelerdeki Myc ifade dizeyleri western blot

yontemi araciligiyla protein duzeyinde saptandi (Sekil 4.1).

'/\\ \e) (%)
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- Tlbdlin

Sekil 4.1 Caligmada kullanilan hucrelerin Myc ifade dizeyleri

Western Blot analizi sonuglarina gore literatirde Myc amplifikasyonu oldugu bilinen
H82 ve N417 hicrelerinde Myc ifadesi H209 ve H345 hiicrelerine kiyasla ylksek bir diizeyde
oldugu saptandi. H345 ve H209 hucrelerinin ise Western Blot yontemiyle saptanamayacak
kadar dlslk seviyede bir Myc ifadesine sahip olduklari gézlendi.

Hicrelerin ¢ogalma hizlarini belirlemek amaciyla materyal ve metod bdluminde
bahsedildigi gibi hiicre ¢ogalma analizi gerceklestirildi. Hicre ¢gogalma analizleri sonucunda
Myc amplifikasyonuna sahip H82 ve N417 hicrelerinin gogalma hizlarinin Myc ifadesi distk

olan H209 ve H345 hicrelerine kiyasla belirgin sekilde yliksek oldugu belirlendi (Tablo 4.1).
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Myc ifadesi disuk olan H209 hicrelerinde popilasyon ikileme siresi 92 saat olarak
belirlenmig olup H345 hucresinde ise 83 saat olarak saptandi. Myc amplifikasyonu tasiyan
H82 ve N417 hucrelerinde ise populasyon ikileme sdreleri sirasiyla 39 ve 35 saat olarak
saptandi.

Tablo 4.1 KHAK hiicre dizilerinin hiicre ¢codalma analizleri

Populasyon ikileme
Suresi (saat)

H209 92
H345 83
H82 39
N417 35

4.2 Kalici Lentiviral Myc Ekspresyon Vektorunun Hazirlanmasi

Myc ifadesi tasimayan H209 ve H345 hicrelerinde Myc ifadesini kalici sekilde
olusturabilmek i¢in kalici lentiviral Myc vektéri klonlanmasi amaglandi. Bu amag
dogrultusunda kalici lentiviral Myc ekspresyon vektéri hazirlamak igin  pCDH-CMV-MCS
vektori kalip olarak kullanildi. Sekil 4.2’ de kalici Myc vektorunin klonlama asamalari

sematize edilmistir.
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Sekil 4.2 Kalici Lentiviral Myc vektdrinin hazirlanma agamalari
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pCDH-CMV vektora kalici lentiviral bir vektoér olup goklu klonlama bdlgesinde Notl ve
Xbal enzimleri igin kesim bolgesi igermektedir. Myc cDNA’sinI vektore klonlamak igin vektor

ilk olarak Notl ve Xbal enzimleri ile ayri ayri ve ikili kesim olacak sekilde kesildi (Sekil 4.3).

Enzim kesim drtnleri %1’lik agaroz jelde ylritildi ve gorintileme sisteminde analiz edildi.
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2000 bp

Sekil 4.3 pCDH-CMV vektorinun Notl ve Xbal enzimleriyle kesilmesi

Vektorin restriksiyon enzimleriyle kesim isleminin ardindan, tasarladigimiz ve
yapisinda Notl enzim kesim bdlgesi iceren ileri primer ile Xbal kesim bdlgesi iceren geri
primer kullanilarak yabanil tip Myc cDNA’si pCMV-SPORT6 vektérinden PZR yodntemi
kullanilarak ¢ogaltildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Yabanil tip Myc cDNA’sinin PZR ile gogaltiimasi

PZR analizi sonucunda yabanil tip Myc cDNA’si 4 farkli reaksiyon sonucunda
cogdaltildi. Reaksiyon urunleri %1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu ve jel gérintileme
sisteminde analiz edildi. 4 farkli reaksiyon Urinu jel elektroforezi sonucu analiz edildiginde
1367 b¢ uzunlugunda Myc cDNA'si belirlendi. Yapilan detayl analiz sonucunda materyal
metod boéliminde de gergeklestirme kosullari belirtilen 3 numarali reaksiyon kosulunun Myc
cDNA'sin1 ¢ogaltmak igin en uygun reaksiyon kosulu oldugu belirlendi. Klonlama igleminin

sonraki asamasi i¢in ¢ogaltilan PZR Grinleri Notl ve Xbal enzimleri ile ikili kesim iglemine
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tabi tutuldu. ikili kesim Griinleri Qiaquick kiti kullanilarak saflastirildi. Saflastirima isleminin
ardindan kesim yapilan vektor DNA’si ve PZR urunleri ligasyon iglemine tabi tutuldu.
Ligasyon Urunleri kompetent DH5a bakterilerine transformasyon yapildi. Transformasyon
igslemi igin; ligasyon urunleri, sadece vektor DNA’sI, sadece PZR UrUnu ve kesilmemis vektor
DNA'’lar1 bakterilere transforme edildi (Sekil 4.5).

Ligasyon Uriinii Kesilmis Vektér Kesilmig PZR uriinii Kesilmemis Vektor

3

= .
20 colonies 0 colony 1 colony a lot of colonies

Sekil 4.5 Transformasyon sonrasinda petride ¢ogalan koloniler

Transformasyon sonrasi amfisilin iceren petrilerde ¢ogalan koloniler analiz
edildiginde, materyal metod bélumuninde de bahsedildigi gibi beklendidi sekilde ligasyon
urina transforme edilmis bakterileri iceren petride 20 adet koloni sayilmis olup yalnizca
kesilmig vektor yada PZR urlnlerinin transforme edildigi bakterilerin bulundugu petrilerde bir
¢ogalma goézlenmemistir. Bu sonuglar da ligasyon ve transformasyon islemi sireclerinin
dogru sekilde gercgeklestigini gosterir niteliktedir. Transformasyon iglemi ardindan 20 adet
koloni ¢odalan petriden 10 adet koloni segilerek plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Plazmit
izolasyonu ardindan kolonilerin yabanil tip Myc cDNA’sini igerip icermediklerini belirlemek

amaciyla Notl ve Xbal enzimleriyle kesim iglemi gergeklestirildi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 Transformasyon sonrasi segilen kolonilerin validasyonu

Restriksiyon enzimleri aracilidiyla 1367 b¢ uzunlugunda bant veren ve yabanil tip Myc
cDNA’sI igerdigini disundugumuz koloni 5 ve koloni 8 DNA’lar tasarladigimiz 2 farkli primer
araciligiyla sekans analizine tabi tutuldu. Sekans iglemi sonucunda elde edilen veriler Serial
Cloner v2 kullanilarak NCBI veritabanindan alinan yabanil tip Myc cDNA’si ile eslestirildi ve
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her iki kolonide de %100 oraninda yabanil tip Myc cDNA' si ile dogru yonde eslesme géruldu
(Sekil 4.7,8).
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Sekil 4.7 Koloni 5 sekans sonuglarinin analizi
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4.3 Kalici Lentiviral Myc Ekspresyon Vektorii Etkinliginin Belirlenmesi

2 farkh koloniden izolasyonu yapilan klonlanmis kalici lentiviral Myc vektérinin
etkinligini belirlemek amaciyla Myc ifadesi western blot yontemiyle belirlenemeyecek
dizeyde dusik olan H69 KHAK hicre dizisine transfeksiyon islemi gerceklestirildi.
Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra hucre lizatlari toplandi ve protein izolasyonu
materyal metod bdlmiinde anlatildigi sekilde gerceklestirildi. Western blot analizi sonuclarina
go6re Myc ifadesi ¢cok dislk seviyede olan HE69 hiicrelerinin transfeksiyondan 2 giin sonra her
iki koloniden izole edilen plazmitin Myc ifadesini indikledigi saptandi (Sekil 4.9). Fakat
sonraki ¢alismalar i¢in Myc ifadesini yaklasik olarak ayni seviyede indukledikleri belirlenen iki
koloniden biri olan koloni 8'den izole edilen vektdr tercih edildi. Transfeksiyon verimliligini
belirlemek amaciyla H69 hucreleri Bos-GFP vektoruyle transfekte edildi ve fluoresans
mikroskop goérintileri sonucunda neredeyse tim hicrelerin GFP (Yesil fluoresans proteini)

ifade ettikleri saptandi.

NN
\°o \°°

RGNS

&

c-Myc

GFP+ hiicreler
(40x)

Sekil 4.9 Kalici Myc ekspresyon vektorlerinin etkinliginin gosteriimesi

4.4 indiiklenebilir Lentiviral Myc Ekspresyon Vektoriiniin Hazirlanmasi

pTRIPZ bos vektorl tetrasiklin indUklenebilir bir promotor sistemine sahip olup gen
ifadesini zaman bagimli olarak duzenleyebilmektedir. Bu sebeple Myc ifadesi dusuk olan
H209 ve H345 hicrelerinde Myc ifadesini zamana bagiml olarak dizenleyebilmek amaciyla
indliklenebilir vektér sistemi olusturmak amaglandi. indiklenebilir asiri  ekspresyon
vektérinin hazirlanmasi igin pTRIPZ bos vektori (GE Healthcare, Dharmacon) kullanildi.
pTRIPZ bos vektoru kullanilarak olusturulan induklenebilir lentiviral Myc ekspresyon vektoru

olusturma asamalari Sekil 4.10’ da sematize edilmistir.
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Sekil 4.10 indiklenebilir lentiviral Myc ekspresyon vektdrii olusturma asamalari

pTRIPZ bos vektéri yapisinda tRFP (Kirmizi fluoresans proteini) ve miR-30" dan
koken alan shRNA sekans bélgelerini icermektedir. Klonlamak istedigimiz Myc cDNA’sini
vektore entegre edebilmek amaciyla ilk olarak tRFP ve shRNA dizilerini vektorden
uzaklastirmayir amagcladik. Bu amag¢ dogrultusunda vektore Agel ve Mlul enzimleri kullanarak
ikili kesim islemi yapildi. Yapilan kesim islemi agaroz jelde goéruntilendi ve vektorden

yaklasik 1200 bg¢ uzunlugundaki sekans uzaklastirildi (Sekil 4.11).

tRFP+shRNA

Sekil 4.11 pTRIPZ bos vektérden shRNA ve TRFP dizilerinin uzaklastiriimasi

Enzim kesim igleminin ardindan c¢oklu klonlama bdlgesinde bulunmasini istedigimiz
restriksiyon enzim kesim bdlgelerini iceren oligonukleotitler birlesme reaksiyonuna tabi

tutuldu. Tasarlanan oligontkleotitler icerisinde yer alan enzim kesim bdlgeleri 6zellikle
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ilerleyen asamalarda diger Myc ailesi genlerini klonlayabilmek agisindan tercih edilmekle
birlikte, olasi diger genleri klonlayabilmek icin literatiirde gen klonlama asamalarinda siklikla
kullanilan restriksiyon enzim kesim dizileri tercih edildi. Birlesme reaksiyonu ardindan

reaksiyon Urunu ve vektorun ligasyonu yapildi.

3 3 [3§

Es%is%i 8 & o

UL L I

pTRIPZ empty §8<_:_;_=_=_:_: § § §

o m  NERRREREY B g §
o w (o)  BaaS88888

- - - 10 kb - - -

L

Sekil 4.12 indiklenebilir PTIJ vektérinin restriksiyon enzimleriyle validasyonu

Ligasyon sonrasinda vyapilan transformasyon islemi sonucunda 2 adet koloni
restriksiyon enzimleri kullanilarak dogrulandi (Sekil 4.12). Restriksiyon enzimleri araciligiyla
validasyon islemleri sonucunda pTIJ olarak adlandirdigimiz induklenebilir lentiviral klonlama
vektdérimazu klonlamig olduk (Sekil 4.13).

Xnol (3022)
Miul (3028)

Spel (2195)

lox

Sekil 4.13 pTIJ vektorinin yapisi
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4.5 MYC’ nin pTIlJ Vektoriine Klonlanmasi

Myc cDNA’si yapisinda EcoRI ve Xhol restriksiyon enzim kesim bdlgelerini iceren
primerler ile pPCMV-SPORT®6 vektoriinden PZR yontemiyle ¢ogaltildi (Sekil 4.14).

1500 bp
1000 bp,

Sekil 4.14 Myc cDNA’sinin PZR ile gogaltiimasi

Sonraki agamada EcoRI ve Xhol ile ikili kesilen pTIJ vektér ve PZR Grunleri ligasyon
ve sonrasinda transformasyon iglemlerine tabi tutuldu. Transformasyon sonucunda 10 adet
koloni secildi. Segilen kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Ardindan secilen kolonilerin

Myc cDNA’sini igerip icermediklerini saptamak amaciyla EcoRI ve Xhol enzimleriyle ikili
kesimleri yapildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Secilen kolonilerin restriksiyon enzimleriyle validasyonu

Restriksiyon enzimleriyle kesim igleminin ardindan secilen 10 adet koloniden 7’sinde
Myc cDNA’sinin varli§i tespit edildi. Sonraki asamada koloni 2, 4 ve 6 drnekleri 4 farkl
primer kullanilarak sekans analizine tabi tutuldu (Sekil 4.16-18).
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ECORI
Reference 1 TCGT ARCCETCE CACCGETGAARTTC 181
ped T GTTTAGTC CACCGGTGRATTC
5
reference A 362
T TGEATTTTTTICCEET 2 TCC A GACTAC TATTT cCe
b &
Reference 363 543
T4 GCGAGGAT CACCCCGCCCCTETCCCCTAGCCGLC TCTGCT CTCCTACGTTGC TTCTCCCT ACGR AL
s
Reference 544 T2¢
T CGGRCGAC! A GG ARRGACH ACK
15
Y5+
reference 725 TCCTCGEATTCTCTGCE 905
T GECH ACCTGCAGGAT TACC GCCCARGT TTCTCTCORIC TGC!
s
Reference 906 1086
¥4 L) Ci
15 c TGT 2 TGO
Reference 1087 1267
£
5 AGCAR AGCCCRC TeL T A CCARCAACCOARAATGCACCARD
Reference 1268 1248
1 24
15 TC ACA 2 TITTECCCT COEAET AACARTGER 2 AGCATACATCC 2
Stopcodon  XHOI
reference 1448 ACTGAS 1629
T
n - ACACARACTTA o1 T T C CAL
Y124 ECORI
Rreference 1 GATACACAACCTATE TCECACCEETGARTTC
p£3 TT C T
s
M 5
reference 182 CT AT
T CTGEATTTTTTTCCGET ARACCRGCASCCTCC ZHCTAC ATTTC Ci
s
Reference 363
12 GCGAGGAT TGCTECCCACCOCG0CCCTETCCOCTAGCCECC TECTCECCCTCCTACETIED TICTCCCT
s
Reference 544
T COGACEAC! CTTCATCAR COICAREC el
s
¥5-
Referemce 725 CETCCTCEGATIC
T T TTGT: TG T TCCOCT: AGCAGCTCGCCCARGICCTAR TICTCTCCETCE
s
Reference 906
<1 Cl C
15 Cl AGCGACT!
Reference 1087
T
s TC) TC GA
Reference 1268
T
15 TC a T T BACARTGAR, 25
Stopcodon  XHOI
Reference 1449 CTGAG
T
s AGCTCAT TGA cC
Reference 1630 AGGGCGCAG
T -
15 REGRCGCAT

Sekil 4.17 pTIJ koloni 4 sekans analizi sonuglari

181

543

724

905

loas

1267

1448

1629
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T12+ ECORI

Reference 1 COAGGTA CACCOATEAATTC 181
T4 TATGTCGAGE AaTEaeAGATT TATATARCCACAGC IO T TTAGTEARCOETCAGATOSCACC GATEARTTC
5
Reference 182 CAGCAGCCTCCCECGACE AL TIC! AGAGCGAGCTECAGCCOCCGECRCCCA 362
T AT T T TG A T eA AR CA G AG O CCaC G A G AT OO AR BT T AGC T TCAC CAR C ARG AR TATGAC CTCAAC TACGACTCEATECAGCOGTAT TTCTACCAGE AAGCGAGCTECACOC000G0R00CA
5
Reference 363 TGCTGCCCACCCCRCCOC! CCECCECTCCGEGCTCTGCTCECCCTC GETCACACK ACGAC TCC CAGC! CGAGCTGCT 543
T4 GCGAGGATATCTRGARGARATTC GAGC TGO TEoCCAL OG0 CCC e OO TAGCC GCCRCTCOaRECTCTRCTCROCCTCCTACETTS0EETCACACCC TICTCCCTTS ACGACGECEATERCEEEARCTTCTCC, CAGCTGGAGATEETGACCGAGCTECT
5
Reference 544 GACC! CATCAARA GGCTTCTCGECCACCRCCARGCTCETCTCAGAGARGCTGECCTCCTACCAGGCTGCACGCARAGACAGCGGCAGCCCGARCCCCRECCEE 124
T4 ATGGETGRACE TICATCTECGACCCRGAT TCATCARRRACATCATCATCCAGEAC TG TATETEASCGEC TTCTORECORCCECCARECTORTCT: CTCCTACCAGGCTECRCGCARAGACAGCGECAGCCCRAACCCOROC0GE
5
¥5-+
Reference 725 GECCACAGCGTCTGCTCCACCTCCAGCTTGTACCTGCAGEATCTGAGCGCCGCORCCTCAGAGTGCATC CCCTACCCTCTCAACGACAGCAGCTCECCCARGTCCTECACCTC GCARGACTCCAGCECCTTCTCTCORTCOTCGEATICTCTGCTCTCCICGA 905
T4 GBCCACAGCETCTECTCCACCTS CAGC TTaTACC ToCAGEA T TEACACCACCR0C TCARAGTECATCRACCCOTCGeTERTC T oo o TACC CTC ToAA CRAC AGC AT TCOCCCARGTCC TECRCCTC RCARGACTCCAGCRCCTTCTCTCCGTCCTCARATICTCIGCTCTCCTCGA
5
Y4
Reference 906 C CCCEE CCEAGCCC CGCCCACCACCAG CAGECTCCTEEC TTCTGCTGGAGGCCA 1086
T CBEAGTCCTCCCCECAGERCAGCCOCGAGCCCCTRRTECTCCATEA
5 ----CAGCCCCEAGCCCCTGRTECTCCR CGCCCACCACCARCARCGACTC AC AR TCEATETTET T TC T TEEARRAGAGGCAGECTCCTRECARARGGTCAGAGTCTGGATCACCTICTGCTAGAGEICA
Reference 1087 CAGCARACCTCCTCACAGCCL CACACATCAGCACRACTA CCTCC TATCCTGCTECCAAGAGGETCA CTGAGACAGATCAGCARCAACCEAARATGCACCAGCCCCAGETCE 1267
T4
5 CAGCAARCCTCCTCACAGCCCAC TGATCCTCARGAGETGCCACETCTCCACACATCAGCACAAC TACECARCACCTCCCTCCACT! TATCCTSCTRCCARGAREETCARCT CAZATTCCTGAGAL CAACCGAARATGCACCAGCCCCAGETCC
Reference 1268 AGARTGTC ACACAACGTCTIGEAGCGCCAGAGEAGGARCEAGCTAARACGGAGCTTTTTT GCCCTGC c TGTICCGTCCAAG 1448
T4
5 TCGEACACCEAGEAGRATETE CACACARCGTC TAAARCGEAGCTTTTTTECCCTED TCCCGGARTTREAA AAGGCCCCE TATCCTTARRARAGCCACAGCATACATCCTGTCCATCCRAG
Stopcodon  XHOI ¥l
Reference 1449 CAGAGGAGCAARAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGTTGCGEARACGACGAGARCAGTTGARACACARACTTGARCAGCTACGEAACTCTTETGCETARCTEAG GECCTCL CCTCCCGC6GECECCCECCTCOTCACEGEGARCET A 1629
T4
5 CAGAGGAGCARAACCTCAT TICT AR GAGGACTTGTTG0AGARAC AL GAGAR CAGT IGARACACARACTTGARC AGC TACGRARC TOTTG TG0 CTARC TRAGAC GOTARCCTCC! TITGE0GCCTCCCE06aE0E0CCoCCTCOTCACGE0GARCECTECCACGTCAGACER

Reference 1630 AGGGCGCAG
" T
5 AGGGCGCAG

Sekil 4.18 pTIJ koloni 6 sekans analizi sonugclari

Sekans analizi sonuglari Serial Cloner v2 ile incelendigi zaman her 3 koloninin de

yabanil tip Myc cDNA’sinI dogru yonde olarak tasidiklari saptandi.

4.6 indiiklenebilir Lentiviral Myc Ekspresyon Vektorii Etkinliginin Belirlenmesi

3 farkli koloniden izolasyonu yapilmis olan induklenebilir lentiviral Myc vektdrlerinin
Myc ifadesi Uzerine olasi indUkleyici etkilerini arastirmak amaciyla H69 hicre dizisine
transfeksiyonlari yapildi. Transfeksiyon igsleminden 24 saat sonra besiyerine 2 ug/ml
konsantrasyonunda Dox eklendi ve Dox eklenmesinden 48 saat sonra hiicre lizatlari western
blot analizi i¢in toplandi. Western blot analizi sonuglarina gére Myc ifadesi ¢ok disik
seviyede olan H69 hucrelerine Dox verilmesinden 2 gun sonra her 3 koloniden izole edilen
plazmitin Myc ifadesini indukledigi saptandi (Sekil 4.19). Her 3 koloniden izole edilen
vektorlerin  Myc ifadesini indukleyici etkileri karsilastirildiginda sonraki c¢alismalarda

kullaniilmak Uzere koloni 2 den izole edilen vektor tercih edildi.
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Sekil 4.19 indiklenebilir Myc ekspresyon vektdrlerinin Myc ifadesi Gizerine etkinligi

4.7 indiiklenebilir Lentiviral Myc-shRNA Vektériiniin Hazirlanmasi

Myc ifadesini baskilayabilmek amaciyla ticari olarak Dharmacon firmasindan temin
edilen lentiviral induklenebilir Myc-shRNA vektorleri kullanildi. Myc-shRNA vektorleri Myc
asiri ekspresyonuna sahip N417 hiicrelerine infekte edildi. infeksiyon isleminin ardindan
N417 hicreleri 2 ve 4 pug/ml konsantrasyonunda Dox ile muamele edildi ve hicre lizatlar
western blot analizi icin toplandi. Western blot analizi sonuclari incelendiginde ticari olarak
temin edilen Myc-shRNA vektoérlerinin Myc ifadesini baskilayici etkilerinin olmadigi goéruldu
(Sekil 4.20).

N417

Tubdlin

Sekil 4.20 Ticari olarak temin edilen Myc-shRNA vektorlerinin Myc baskilanmasi Uzerine
etkisi

Ticari olarak temin edilen Myc-shRNA vektorlerinin Myc ifadesini baskilayamadiklari
belirlendikten sonra kendi induklenebilir Myc-shRNA vektorlerimizi tasarlamaya karar verdik.
indiiklenebilir Myc-shRNA klonlayabilmek igin tetrasiklin indiiklenebilir promotor sistemi ve

tRFP’ ye sahip pTRIPZ vektor sistemi iskelet olarak kullanildi. Klonlama amaciyla, ilk olarak



74

Myc ifadesini baskilama potansiyeli olan 3 adet oligo nulkleotit tasarlandi. Tasarlanan
oligonukleotitlerden biri ticari olarak Dharmacon firmasindan temin edilen ve Myc ifadesini
baskiladigi bilinen siRNA’dan koken aldi. Oligonukleotitlerden bir digeri ise literatirde
tanimlanmis olan fakat induklenebilir 6zellikte olmayan Myc shRNA sekansi temel alinarak
tasarlandi. Ugiincli oligoniikleotit olarak ise Serial Cloner v2 yardimiyla Myc ekzon 2'de
baglanma bdlgesi olan bir diziyi belirledik. Tasarlanmis olan oligonikleotitler kullanilarak
klonlanan indiklenebilir Myc shRNA vektdrl olusturma asamalari Sekil 4.21° de belirtilen

sekilde sematize edilmistir.

P ~
/ 2N hRNA oligoniikleotitleri
L. i\ shRNA 1 (831-845) Myc Ekzon 1
(, E}l Eﬁ ‘|'| shRNA 2 (1041-1061) Myc Ekzon 2

g e shRNA 3 (817-835) Myc Ekzon 1

PZR (EcoRl ve Xhol kesim hélgeleri iceren primerler)

! |

ikili Enzim Kesimi (EcoRI+Xhol) ikili Enzim Kesimi (EcoRI+Xhol)
Saflastirma ve Olgiim Saflagtirma ve Olciim
Ligasyon
Transformasyon

\

Kolonilerin Analizi (Sekans ve Enzim Kesimi)
Sekil 4.21 indiiklenebilir Myc-shRNA vektorii olusturma asamalari

Tasarlanan oligonukleotitler EcoRI ve Xhol enzim kesim bdlgelerini iceren primerler
kullanilarak PZR ydntemi ile c¢ogaltildi. Ardindan PZR drlnleri %Z2’lik agaroz jelde
goruntilendi (Sekil 4.22).
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1- shOligol
2-shOligol PCR
3- shOligo2
4-shOligo2 PCR
S-shOligo3
&6- shOligo3 PCR

Sekil 4.22 Tasarlanan shRNA oligonikleotitlerinin PZR sonuglari

PZR Urlnlerinin, EcoRI ve Xhol enzimleri ile ikili olarak kesilmis pTRIPZ bos vektor ile
ligasyonu gerceklestirildi. Ligasyon isleminin ardindan urtinler DH5a hirelerine transforme
edildi. Transformasyon isleminin ardindan ¢codalma gézlenen petri kaplarinda herbir ligasyon
urinu icin 2 adet koloni segildi. Secilen kolonilerden izole edilen vektér DNA’lariEcoRI ve

Xhol enzimleriyle ikili kesim yapildi (Sekil 4.23).

1-Kesilmemis shRNA1 koloni1
2-Kesilmig shRNA1 koloni1
3-Kesilmemis shRNA1 koloni2
4-Kesilmigs shRNA1 koloni2
5-Kesilmemis shRNA2 koloni1
6- Kesilmil shRNA2 koloni1
7-Kesilmemis shRNA2 koloni2
8-Kesilmis shRNA2 koloni2
9-Kesilmemis shRNA3 koloni1
10-Kesilmigs shRNA3 koloni1
11-Kesilmemis shRNA3 koloni2
12-Kesilmigs shRNA3 koloni2

100 bp

Sekil 4.23 Tasarlanan shRNA vektorlerinin restriksiyon analiziyle validasyonu

Restriksiyon analizi sonucunda izolasyonu vyapilan tim kolonilerde shRNA
oligonukleotitlerinin varligi saptandi. Sonraki agamada her bir shRNA oligonukleotiti igin birer
koloniye ait DNA o6rnekleri sekans analizine tabi tutuldu. Yapilan sekans analizi sonucunda
elde edilen veriler incelendignde her 3 koloniye ait DNA’nin da tasarladigimiz shRNA

sekansina sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 Tasarlanan shRNA1 vektérinin sekans analizi sonucu (Kirmizi ile belirtilen

sekans tasarlanan shRNA oligonukleotit1 ‘i gostermektedir)

4.8 indiiklenebilir Lentiviral Myc-shRNA Vektorii Etkinliginin Belirlenmesi

indiiklenebilir Myc-shRNA vektérlerinin Myc ifadesi baskilanmasi (izerine olan

etkilerini belirleyebilmek amaciyla Myc amplifikasyonu tasiyan H82 ve N417 hucrelerine

lentiviral infeksiyonlari yapildi. Lentiviral infeksiyon sirecinin ardindan 2 pg/ml puromisin ile

secilimi yapilan hicrelere 2 pg/ml konsantrasyonunda Dox verildi ve 2 gun beklendi. Dox ile

muameleden 2 gun sonra hicre lizatlari western blot analizi igin toplandi. Yapilan western

blot sonucuna gdére Myc ifadesini baskilamak amaciyla klonladigimiz 3 farkli shRNA

vektorunin de Myc ifadesini belirgin sekilde baskiladigi saptandi (Sekil 4.25).

DX
c-Myc

tRFP

Tubulin

H82
N417

shRNA3 shRNA2

DX + - + -

shRNA1 shRNA2 shRNA3

c-Myc
tRFP

a-Tubulin

Sekil 4.25 Klonlanan Ug farkli shRNA’nin etkinliklerinin western blot ile analizi
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4.9 KHAK Hiicre Dizilerinde Myc ifadesindeki Degisimin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

KHAK hicre dizilerinde Myc ifadesindeki degisimin hicre proliferasyonuna olan olasi
etkisini arastirmak amaciyla materyal metod boéliminde belirtildigi sekilde hiicre ¢cogalma
analizi yapildi. Hiicre ¢cogalma analizinde kalici lentiviral Myc ekspresyon vektoru ile infekte
edilmis H209, induklenebilir Myc ekspresyon vektori ile infekte edilmis H345 ve
induklenebilir Myc-shRNA ile infekte edilmis H82 ve N417 hicreleri kullanildi. Bu amagla T25
kiiltiir kaplarina 5x10° hiicre/5 ml sayisinda hiicre ekildi ve 3 giin sonra hiicreler tripan mauvisi
kullanilarak Thermo counter cihazinda sayildi. Kalici Myc ekspresyon vektdrleriyle infekte
edilmis H209 hticrelerinde secilim sonrasinda yapilan hiicre ¢gogalma analizi neticesinde hem
koloni 5 hem de koloni 8 den izole edilen vektor ile infekte edilmis hlicrelerin codalma hizinda
belirgin sekilde artis oldugu saptandi (Sekil 4.26). Cogalma analizi sonucu elde edilen veriler
incelendiginde koloni 8 den izole edilen vektor ile infekte edilmis H209 hicrelerinde diger
hicrelere kiyasla daha da artmis bir ¢cogalma kinetigi oldugu icin ileri ¢alismalarda bu

hucreler kullanildi.

=10 r
£19 1 H209
e 8l
e =
E 4 : 1‘,‘ —&—  PCDH-Bos vektor
E 2l ”‘_, ===+ PCDH-Koloni5
§, g L = —— PCDH-Koloni8
> | =
£
2 0
a -1 L
0 5 10 15 20 25 Gun

Sekil 4.26 H209 hiicrelerinin hiicre cogalma analizi sonuglari

indiiklenebilir Myc ekspresyon vektérleri ile infekte edilmis H345 hiicrelerinde hiicre
cogalma analizi Dox ile induklemeden 3 gun sonra hucrelerin sayimi yapilarak
gerceklestirildi. Hicre sayim isleminin ardindan Dox ile indiklenmis hicrelerde Myc
ifadeindeki artisa bagl olarak hiicre sayisinda belirgin sekilde bir artis saptanmistir (Sekil
4.27).
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Sekil 4.27 H345 hicrelerinde Myc ifadesindeki dedisime bagli olarak hicre c¢ogalma
hizindaki degisim

Klonladigimiz vektorler araciigiyla Myc ifadesi dusuk seviyede olan H209 ve H345
hicrelerinde Myc ifadesindeki artiga bagli olarak hicre ¢oglama kinetiginin de arttigi
saptanmis oldu. Sonraki asamada Myc amplifikasyonuna sahip olan H82 ve N417 hicre
dizilerinde Myc ifadesinin klonladigimiz shRNA vektorleri araciligiyla baskilanmasinin hucre
¢ogalma hizina olasi etkilerini arastirmayi amagladik. Bu sebeple indiklenebilir Myc—shRNA
vektorleri ile infekte edilmis H82 ve N417 hicrelerinde hicre ¢cogalma analizi gergeklestirildi.
N417 hicrelerinin  ¢ogalma analizi sonucunda Dox uygulanmasinin ardindan Myc
ifadesindeki baskilamaya bagli olarak popullasyon ikileme zamaninda belirgin bir sekilde

azalma saptandi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 N417 hicrelerinde Myc ifadesine bagl olarak hucre ¢ogalma hizindaki degisim

Myc amplifikasyonu tasiyan diger bir hicre olan H82 hucrelerinde ise Dox ile
muamelenin ardindan degisen Myc ifadesi sebebiyle populasyon ikileme zamanlarinda bir
azahgs goruldu (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 H82 hicrelerinde Myc ifadesine bagll olarak degisen hicre ¢ogalma hizindaki
degisim

H82 ve N417 hicrelerinde yapilan hicre ¢ogalma analizleri sonucunda Myc
ifadesindeki azalmaya bagh olarak hicre ¢odalma hizinda bir azalma meydana geldigi

goruldu. Bu durum da KHAK hucre dizilerinin ¢cogalma kinetiklerinin Myc ifadesine bagh

olabilecegini gosterdi.

4.10 KHAK hiicrelerinde PTEN ifadesinin Myc Ekspresyonu Tarafindan Belirlenmesi

PTEN bilindigi Uzere hiucre ¢ogalma ve sag kalimi agisindan énemli bir yolak olan
PIBK/AKT yolaginin negatif dizenleyicisidir. Myc'in KHAK hicre dizilerinde hicre ¢gogalmasi
Uzerine olasi etkisi dnceki sonuglarda gosterilmisti. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
Myc’in hucre ¢odalma ve sag kalimi Uzerinde rol oynayan yolak ve molekulleri dizenlemesi
olasidir. Bu sebeple kalici Myc ekspresyon vektori ile infekte edilmis H209 ve indiklenebilir
Myc shRNA vektdri ile infekte edimis H82 hicrelerinde PTEN ifadesinin  Myc
ekspresyonundaki dedisimden etkilenip etkilenmedigini arastirmak amaciyla gergcek zamanl
PZR ve western blot analizleri gergeklestirildi. indiiklenebilir shRNA araciligiyla Myc ifadesi
baskilanmisg H82 hiicrelerinde PTEN ifadesi mRNA ve protein seviyesinde artmis iken Myc
ifadesi arttinimig olan H209 hticrelerinde PTEN ifadesi azalmis oldugu saptandi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30 KHAK hiicre dizilerinde PTEN ifadesi Myc ekspresyonuna bagli olarak degisir A)
H209 ve H82 hicrelerinde Myc ifadesine bagh olarak PTEN ifadesinin protein seviyesinde
degisimi B) Myc ifadesindeki degisime bagh olarak PTEN ifadesinin mRNA dlzeyinde

degisimi

4.11 Sonradan Olusturulan Myc ifadesinin Hiicre Fenotipine Olasi Etkisinin Western

Blot Analizi ile Belirlenmesi

Kalici lentiviral Myc ekspresyon vektoru kullanilarak Myc ifadesi olusturulan H209

hicrelerinde Myc ifadesindeki degisime bagh olarak kok hicre fenotipi gibi c¢esitli hicre

Ozelliklerini belirleyen proteinlerin ifadelerindeki degisim western blot yontemiyle analiz edildi.
Bu analiz kapsaminda HIF1-a, CD133, ALDH1A1, Sox-2, Cox-2, N-Kaderin ve ASCL1

proteinleri analiz edildi (Sekil 4.31a,b).
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Sekil 4.31 Myc ifadesine badiml olarak degisen hucre fenotip markirlart A) Kok hucre,
metastaz, hicre metabolizmasi ile iligkili markir proteinler B) Noroendokrin akciger hucresi
markir protein analizi

Yapilan western blot analizi sonucunda Myc ifadesindeki artisa bagli olarak CD133,
ALDH1Al ve Sox-2 gibi kdk hucre markir protein ifadelerinin de artmis oldugu saptandi.
Yine hicre metabolizmasi ve invazyon sureglerinde rol oynayan HIF1-a, Cox-2 ve N-kaderin
ifadelerinin de benzer sekilde arttigi gézlendi. Néroendokrin hicre markirlarindan biri olan

ASCL1 ifadesinin de Myc ifadesindeki artisa bagl olarak arttigi belirlendi.

4.12 Myc Tarafindan ifadesi Diizenlenen Genlerin Realtime PCR Araciligiyla
Belirlenmesi

Bilindigi Uzere Myc onkogeni énemli bir transkripsiyon faktori olup DNA Uzerinde E-
kutusu adi verdigimiz 6zel dizilere baglanarak pek ¢ok genin transkripsiyonunu
dizenlemektedir. Myc transkripsiyon faktori gen ifadesini hem aktivatér hem de inhibitor
olarak duzenleyebilmektedir. Bu 0Ozelliklerinden o&turt Myc transkripsiyon faktordnun
karsinogenez gibi 6énemli slreglerde rol oynayan pek cok genin ifadesini dizenlemesi
olasidir. Bu sebeple tez galismamizda farkh kanser turlerinde Myc tarafindan duzenlendigi
on gorulen genlerin ifadelerini calisma modelimizde analiz etmeyi amagladik. Bu dogrultuda
LDHA, GLS1, SLC2A1, HK2, Siklin Bagimli Kinaz 6 (CDK®6), Siklin D1, BCL2, Cox-2, p21 ve

Enol gibi Myc’nin hedeflerini hiicre érneklerimizde gercek zamanl PZR ile materyal metod
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boéliminde bahsedildigi sekilde analiz ettik. Kalici Myc ekspresyon vektoru ile infekte edilmis
H209, induklenebilir Myc ekspresyon vektorl ile infekte edilmis H345 ve indiklenebilir Myc-
shRNA vektorleri le infekte edilmis H82 ve N417 hicrelerinde gergcek zamanli PZR analizleri
gergeklestirildi. H209 hicrelerinde yapilan gergek zamanli PZR analizi sonuglarina gore
ENO1, GLS1, HK2, SLC2A1, Cox-2, LDHA, Siklin D1 ve Bcl-2 gibi genlerin ifadesi Myc
artisina bagh olarak istatistiksel olarak dnemli seviyede artar iken hicre siklus inhibitori

olarak bilinen p21 ifadesi 6nemli seviyede azalmigs olarak blulundu (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 H209 hucrelerinde Myc ifadesine bagimli olarak degisen mRNA’lar

indiiklenebilir Myc ekspresyon vektérii ile infekte edilmis H345 hiicrelerinde H209
hicrelerinde oldugu gibi artan Myc ifadesine baglh olarak ENO1, GLS1, HK2, SLC2A1, Cox-
2, LDHA, Siklin D1 ve Bcl-2 gibi genlerin ifadesi istatistiksel olarak 6nemli seviyede artar iken

hicre siklus inhibitéru olarak bilinen p21 ifadesi azalmig olarak bulunmustur (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33 H345 hiicrelerinde Myc ifadesi artisina bagli olarak degisen mRNA’lar
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H209 ve H345 hicrelerinde olusturulan asiri Myc ifadesi modelinde Myc artisina bagli
olarak ifadesi azalan yada artan mRNA’lar belirlenmig oldu. H82 ve N417 hucrelerinde ise bu
modelin tersine indiklenebilir Myc-shRNA vektorleri araciligiyla Myc baskilanmasi yoluyla
H209 ve H345 hdacrelerinde taranan mRNA’larin ifade degisimlerini analz edilmesi
amaclandi. Bu amag dogrultusunda Myc ifadesi shRNA vektorleri araciliiyla baskilanan H82
ve N417 hucrelerinde LDHA, GLS1, SLC2A1, HK2, CDK6, Siklin D1, BCL2, Cox-2, p21 ve
Enol’in ifade degisimleri analiz edildi. Yapilan ger¢cek zamanli PZR sonuglari dogrultusunda
H82 ve N417 hicrelerinde ENO1, GLS1, HK2, SLC2A1, Cox-2, LDHA, Siklin D1 ve Bcl-2 gibi
genlerin ifadesi istatistiksel olarak 6nemli seviyede azalmig iken hicre siklus inhibitori olarak
bilinen p21 ifadesinin artmis oldugu gdézlendi (Sekil 4.34 a,b).
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Sekil 4.34 Myc ifadesinin baskilanmasina bagh olarak ifadesi dedisen mRNA’lar A) H82
hicrelerinde Myc baskilanmasi sonucu ifadesi degisen mRNA’lar B) N417 huicrelerinde Myc
baskilanmasi sonucu ifadesi degisen mRNA’lar

Myc ifadesi dedisimine bagh olarak metabolizma, hiicre proliferasyonu ve apoptoz

gibi dnemli biyolojik slreclerde rol oynayan genlerin ifadesindeki degisimler belirlendikten
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sonra literatirde son zamanlarda kanser gelsim silreclerinde 6nemli br rol oynadigi
distnulen poliamin metabolizmasinda ki olasi degisimleri hiicre érneklerimizde arastirdik.
Calismamizda kullandigimiz H209 ve H82 hucrelerinden izole edilen RNA o6rneklerinde
spermidin sentaz (SRM) ve spermin sentaz genleri gercek zamanli PZR yontemiyle analiz
edildi. Elde edilen sonuglar dederlendiginde H209 hucrelerinde Myc ifade artigina bagl
olarak SRM ve Spermin Sentaz (SMS) genlerinin ifadeleri artar iken Myc ifadesi baskilanmig

olan H82 hicresinde ise SRM ve SMS genlerinin ifadelerinin azalmis oldugu saptandi (4.35).
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Sekil 4.35 H82 ve H209 hiicrelerinde degisen SRM ve SMS dlzeyleri

4.13 KHAK hiicre dizilerinde Myc transkripsiyon faktori tarafindan diizenlenen mRNA
ekspresyonunun mikrodizin yéntemi ile belirlenmesi

Transkripsiyon faktérleri gibi énemli transkripsiyonel dizenleyiciler tarafindan ifadesi
dizenlenen mRNA’larin tanimlanmasi igin mikrodizin temelli anlatim analizleri ideal bir
tekniktir. istenilen drnekte binlerce mMRNA'nin ifadesinin bakilabilinmesine imkan saglayan bir
yontemdir. Bu o6zellikleri nedeniyle gergek zamanli PZR ile elde edilen sonuglar
dogrultusunda érneklerde detayli bir mMRNA taramasi yapabilmek icin Macrogen sirketinden
lllumina HT-12 v4 human mRNA mikrodizin yontemi igin hizmet alimi yapiimistir. Mikrodizin
sonuglari dogrultusunda her bir 6rnek icin saptanan prob sayisi 6rnekler arasindaki

korelasyon verileri gosterilmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 Mikrodizin analizi sonucunda herbir 6rnekte belirlenen prob sayisi ve 6rnekler
arasindaki korelasyon

Mikrodizin sonuglari sistemin filtreleme kriterleri dogrultusunda analiz edildiginde
H209myc/H209, H345Dx+/H345Dx, H82Dx+/H82Dx- ve N417Dx+/N417Dx- kiyaslamalari
sonucu Myc ifadesine bagimli olarak degisen mRNA sayilari Sekil 4.37’te gosterilmigtir.
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Sekil 4.37 Ornekler arasinda ifadesi artan ve azalan mRNA prob sayilari

MRNA mikrodizin sonugclarina gore her kiyaslama grubunda Myc ifadesine bagimli olarak
degisen pek ¢ok gen bulunmustur. Mikrodizin sonucunda belirlenen mRNA’lar biyoinformatik
olarak analiz edildiginde pek ¢cogunun promotor bdlgesinde Myc baglanma sekansi olan E-
kutusu bulunmustur. Detayli biyoinformatik ve genlerin fonksiyon analizleri ile birlikte
sonuglar filtrelendiginde Tablo 4.2 de verilen genlerin ifadeleri Myc artisina bagh olarak

azalmis olarak bulunmustur.



Tablo 4.2 Myc ifadesi artisina bagli olarak mikrodizin sonugclarinda ifadesi azalan mRNA’lar

GEN ADI Myc Artigina Bagh Fonksiyon
Olarak Degigimi
KLF2 ¢ Tumdr Baskilayici
Sox21 ,b Tumér Baskilayicl
ADCY1 ¢ Metabolizma
BASP1 \L Tumér Baskilayicl
MTI1G Tumdr Baskilayici
AGPAT4 t Metabolizma
DDIT4 ¢ TUmér Baskilayicl
ARHGEF10 ,L Mitotik ig olusumu
PHLDA1 * Tumdr Baskilayici
CDOf1 Metabolizma
CBX1 t Gen Susturma
GALNT9 ¥ Metabolizma
KCNA1 ¥ Hiicresel Senesens
MT1F ¥ Tumér Baskilayici
IRX2 ¥y Tumdr Baskilayici

Myc ifadesindeki artisa baglh olarak ifadesi azalan mRNA’larin disinda mikrodizin
sonuglarimizda yapilan biyoinformatik analizler dogrultusunda Myc ifadesindeki artisa bagl
olarak ifadelerinde artis saptanmis olan pek ¢ok mRNA bulunmustur. mRNA mikrodizin

analizleri sonucunda ifadesi artmig olarak bulunan mRNA’lar Tablo 4.3’ te gosterilmigtir.



Tablo 4.3 Myc ifadesi artisina bagli olarak mikrodizin sonuclarinda ifadesi artan mRNA’lar

SLCEAT1S
CDK6
NELLZ
SLCZ2A43
GLRB
ENOT
GLDC
KCNS3
RASEF
NPW
NMNATZ
PLTP
NETA

ABCC4
SMADE
HKZ2
PLDE
Siklin D1
LDHA

S35 S>> S>> >>> S>> D>>>>>>>

Metabolizma
Hacre Dongusi
Hicre Sag Kalmi
Metabolizma
iyon Kanal
Metabolizma
Metabolizma
Potasyum Kanal
Hicre Cogalmasi
Maropeptit
Metabolizma
Metabolizma
Transkripsiyon
llac Direncliligi
Kotl Prognoz
Metabolizma
Metabolizma
Hiicre Donglsi

Metabolizma

4.14 mRNA mikrodizin sonuglarinin Gen Ontoloji (GO) analizi

88

Myc ifadesi tasarladigimiz vektorler araciliiyla dizenlenen KHAK hicrelerinde
gercgeklestirilen mRNA mikrodizin analizi sonucunda elde edilen veriler Gen ontoloji analizi ile

detayli olarak incelendiginde saptanmig olan genlerin 6zellikle hicresel metabolik suregte rol

oynayan genlerden olustugu gézlenmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38 mRNA mikrodizin sonuglarinin GO analiz sonuglari

4.15 Myc transkripsiyon faktoru tarafindan dizenlenen miRNA ekspresyonunun
mikrodizin yontemi ile belirlenmesi

Proje kapsaminda planlanan hedeflerden bir digeri ise Myc tarafindan ifadesi dizenlenen
miRNA’larin saptanmasi ve bu miRNA’larin olasi hedeflerinin analizi asamasiydi. Bu sebeple
Myc ifadesini klonladigimiz vektérlerle duzenledigimiz KHAK hicre dizilerinden total RNA
izolasyonu yapildi ve drnekler Affymetrix miRNA mikrodizin analizi igin Macrogen firmasina
gonderildi. Mikrodizin sonuglari dogrultusunda her bir 6rnek igin saptanan prob sayisi

ornekler arasindaki korelasyon verileri Sekil 4.39’ te gosterilmigtir.
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Sekil 4.39 miRNA mikrodizin analizi sonucunda herbir 6rnekte belirlenen prob sayisi ve
ornekler arasindaki korelasyon

Mikrodizin sonuglari detayh analiz edildiginde her bir miRNA igin sistemde 9 adet prob
bulunmaktadir. Sistem elde edilen sonuglarin anlamlilik dizeyini arttirmak igin en az 4 prob
ve Uzerini okuyan genler kabul edilmigtir. Bu kriter dogrultusunda H209myc/H209,
H345Dx+/H345Dx, H82Dx+/H82Dx- ve N417Dx+/N417Dx- kiyaslamalari sonucu Myc

ifadesine bagimli olarak degisen miRNA sayilari Sekil 4.40’ da gosterilmistir.
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Sekil 4.40 Ornekler arasinda ifadesi artan ve azalan miRNA prob sayilari

Mikrodizin sonuglari analiz edildiginde Myc ifadesine bagimli olarak degisen ¢ok sayida
miRNA saptanmistir. Mikrodizin sonucunda bulunan genlerin promotor bdlgelerinde Myc
baglanma bdlgesi olan E-Box (CACGTG) sekansi taranarak bu genlerin Myc tarafindan
transkripsiyonel dizeyde reglle edilip edilmedidi biyoinformatik analizler ile arastirildi.
Mikrodizin sonucu belirlenen miRNA'lardan miR-9, miR-7, miR-17-92 ailesi Uyeleri, miR-181
ve miR-378’nin promotorlarinda Myc baglanma sekansi olan E-Box dizisi saptanmigtir (Tablo
4.4).
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Tablo 4.4 miRNA mikrodizin sonuglarina gére Myc tarafindan pozitif yonde duzenlenen
miRNA’lar

miRNA Myc Ifadesine Bagh
Olarak Degisim

miR-4417
miR-181a
miR-378a
miR-3687
miR-6723
miR-9
miR-7
miR-551b
miR-18a
miR-642a
miR-181c
miR-125b-2
miR-18b
miR-7152
miR-455
miRrR-17
miR-92a

> > > > > > >

4.16 miRNA Mikrodizin Analizi Sonucunda Belirlenen miRNA’larin Gergek Zamanli
PZR araciligiyla teyit edilmesi

miRNA mikrodizin analizi sonucunda belirlemis oldugumuz bazi miRNA’larin ifade
degisimleri Qiagen firmasindan temin edilen primerler araciidiyla gercek zamanlh PZR
yontemi ile teyit edildi. H209, H345, H82 ve N417 hiicrelerinden izole edilen miRNA
orneklerinde miR-7, miR-9, miR-17, miR-18a, miR-92a, miR-125b, miR-181a, miR-375, miR-
378, miR-455, miR642b ve miR-4417’nin ifade degisimleri analiz edildi. Myc ifadesi lentiviral
vektorler araciligiyla arttirilan H345 ve H209 hicrelerinde analiz edilen miRNA’larin ifadeleri

anlamli seviyede artmis oldugu bulundu (Sekil 4.41a,b).
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Sekil 4.41 Myc ifadesinin artmasina bagl olarak ifadesi degisen miRNA’lar A) H345
hicrelerinde Myc baskilanmasi sonucu ifadesi degisen miRNA’lar B) H209 hucrelerinde Myc
baskilanmasi sonucu ifadesi degisen miRNA'lar

Myc ifadesi artisina bagl olarak ifadesi artan miRNA’lari ¢alisma modelimizde Myc
ifadesi baskilanmisg olan H82 ve N417 hicrelerinde teyit etmeyi amagladik. Bu amag
dogrultusunda H82 ve N417 hicrelerinde Myc ifadesi azaligina bagh olarak miR-7, miR-9,
miR-17, miR-18a, miR-92a, miR-125b, miR-181a, miR-375, miR-378, miR-455, miR642b ve
miR-4417 analiz edildiginde tum analiz edilen mikroRNA’larin Myc baskilanmasina bagh

olarak ifadelerinde énemli bir azalma tespit edilmistir (Sekil 4.42a,b).
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Sekil 4.42 Myc ifadesinin azalmasina bagh olarak ifadesi degisen miRNA’lar A) H82
hicrelerinde Myc baskilanmasi sonucu ifadesi degisen miRNA’lar B) N417 hucrelerinde Myc
baskilanmasi sonucu ifadesi degisen miRNA'lar

4.17 KHAK Hiicre Dizilerinde Myc Iifadesine Baglh Olarak Degisen Hiicresel
Metabolizmanin Q-TOF LC-MS Yontemi ile Belirlenmesi

Proje kapsaminda yapilan gergcek zamanl PZR ve mikrodizin analizleri sonucunda
KHAK hicrelerinde gesitli metabolik sureclerde rol oynayan pek ¢ok genin ifadesinin Myc
tarafindan dogrudan yada miRNA’lar araciligiyla dolayl olarak dizenlendigi gosterildi.
Sonraki agsamada Myc tarafindan dizenlenen KHAK hiicre metabolizmasini analiz etmek igin
Q-TOF LC-MS LC-MS analizi ile metabolit tayini Hacettepe Universitesi HUNIKAL'de yapildi.
LC-MS analizinde H209-Myc/H209 Mock, H345 Dx+/H345 Dx-, N417 Dx+/N417 Dx- ve H82
Dx+/H82 Dx- hucre kiyaslamalari sonucunda miktarlari kat degisimi seklinde belirtilen
maddeler saptandi. LC-MS sonucu elde edilen veriler Metlin gibi veritabanlarinda detayli
olarak analiz edildi ve kiyaslamalar sonucunda Myc ifadesine bagli olarak H209 ve H345
hicrelerinde miktarlari artan H82 ve N417 hiicrelerinde ise azalan metabolitler saptandi. LC-
MS analizi sonucunda H209 Myc/H209 Mock karsilastirmasi sonucu 560 adet metabolit
saptanmis iken H345 Dx+/Dx- karsilastirmasi sonucu 595 adet, H82 Dx+/Dx-
karsilastirmasinda 1624 ve N417 Dx+/Dx- karsilastirmasinda ise 767 adet metabolit cihaz

tarafindan saptandi. Myc asiri ekspresyonu olusturulan H209 ve H345 hiicrelerinde saptanan
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metabolitlerden 143 adeti her iki hlicre grubunda da géruldi. (Sekil 43a). Myc ifadesi
baskilanan H82 ve N417 hiicrelerinde saptanan metabolitlerden 260 adeti ise her iki hlicre
grubunda da gorulda (Sekil 4.43b).

A)
H209 Mye/ H209 Mock H345 Dx+/ H345 Dx-

B)
N417 Dx+/ N417 Dx- H82 Dx+/ H82 Dx-

Sekil 4.43 Hicre gruplarinda Myc ifadesi degisimine bagh olarak saptanan metabolit sayilari
A) Myc ifadesi arttirilan hlcrelerde saptanan metabolit sayilari B) Myc ifadesi baskilanan
hicrelerde saptanan metabolit sayilari

Karsilastirilan hlcre gruplarinda Myc ifadesine bagli olarak degisen metabolitlerin

sayilari Tablo 4.5'te gOsterilmistir.

Tablo 4.5 Gruplar arasinda Myc ifadesine bagli olarak dedisen metabolit sayilar

H209 Myc/ H345 Dx+/ N417 Dx+/ HS82 Dx+/
H209 Mock H345 Dx- N417 Dx- H82 Dx-

Ekspresyon ve shRNA vektorleri araciligiyla Myc ifadesi dizenlenen KHAK
hicrelerinde saptanan metabolitler Human Metabolome Database de detayli olarak analiz

edildiginde sonradan Myc ifadesi olusturulan H209 ve H345 hdicrelerinde 9 ar adet
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metabolitin miktarinin istatistiksel olarak Myc ifadesine bagimli olarak arttigi saptandi (Sekil

4.44, 45).
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Sekil 4.44 H209 hucrelerinde Myc ifadesine bagli olarak miktari artan metabolitler
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Sekil 4.45 H209 hicrelerinde Myc ifadesine bagl olarak miktari artan metabolitler

indiiklenebilir shRNA vektorleri araciglyla Myc ifadesi baskilanmis H82 ve N417
hucrelerinde ise sirasiyla 25 ve 8 adet metabolitin miktarinin istatistiksel olarak Myc ifadesine

bagiml olarak azaldigi saptandi (Sekil 4.46,47).
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Sekil 4.47 N417 hiicrelerinde Myc ifadesine bagli olarak miktari azalan metabolitler



98

Elde ettigimiz veriler KHAK hicrelerinde Myc ifadesine bagl olarak degisen hiicresel
metabolizmaya bagl olarak bazi metabolitlerin miktarlarindaki degisimleri géstermistir. Lipit
metabolizmasi, glutamin metabolizmasi, glukoz metabolizmasi, poliamin metabolizmasi ve
fosfokolin metabolizmasi gibi énemli hicresel sureglerin Myc ifadesine badimli olarak

duzenlendigi gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, kanser nedenli 6lumler arasinda ilk sirada yer alip her iki cinsiyette
de goérilme sikhigi agisindan ikinci sirada yer almaktadir. Akciger kanserleri incelendiginde
erkeklerde kadinlara oranla goérilme sikhiginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ornegin
erkeklerde gériilme orani kadinlara gére kiyaslandiginda Fransa ve Almanya’da 3/1, italya

ve Ispanya’da 5/1, Amerika’da ise 1.1/1 oraninda oldugu saptanmistir.

KHAK, akciger kanseri alt histolojik tiplerinden biri olup yaklasik olarak %15'ni
olugturmaktadir. KHAK, 6ncul ndroendokrin hucrelerinden kéken almis agresif ve erken
metastazla karakterizedir (Luna ve Espinosa 2016). iyonize radyasyon ve sitotoksik terapiye
ilk asamada hassasiyet gdsterse bile ilerleyen asamada geleneksel tedavi stratejilerine karsi
direng gelistirmektedir. KHAK gelisiminde en dnemli faktérlerden birisi sigara kullanimidir ve
KHAK olgularinin yaklasik %95’ nin sigara éykiUsine sahip oldugu bilinmektedir (Pesch vd
2012). Sigara kullaniminin birakilmasi, KHAK insidansini azaltmanin yani sira sag kalim
suresinin uzaltiimasinda énemli bir rolt vardir. KHAK olgulari sinirli ve yaygin hastalik olarak
iki sinif altinda siniflandiriimaktadir (Kalemkerian vd 2013). Sinirh KHAK sahip olgular
kombine kemoterapi (sisplatin, karboplatin, etoposit) ve iyonize radyasyon ile tedavi
edilmektedir ve bu olgularin ortalama yasam sureleri 16-24 ayaraligindadir. Yaygin KHAK
olgulari ise kemoterapiye karsi olugan direng sebebiyle ortalama sag kalim suresi 7-12 ay
olmaktadir (Joshi vd 2013).

KHAK tanisi konan hastalarin gogu ileri evre olmalari sebebiyle genetik analizler igin
yeterli sayida uygun materyal bulmak zor olmaktadir. Fakat son yillarda erken evrede tanisi
konan hastalarin fazlaligi sayesinde elde edilen materyaller KHAK’lerinde kapsamli genetik
analizlerin yapilmasina imkan saglamistir. KHAK’lerinde ilk olarak yapilan karyotip

calismalari sonucunda pek ¢ok genin kopya sayisinda degisim saptanmistir (Miura vd 1992).
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Dizin CGH (Karsilastirmalik genomik hibridizasyon) ve allel tipleme ¢alismalari sonucunda
da pek ¢ok genin kaybi yada kazanimi ile potansiyel hedef molekiller belirlenmistir (Naylor
vd 1987, Balsara ve Testa 2002). Yapilan galismalar sonucunda p53 gibi tumor baskilayici
genleri iceren kromozom 3p, 5q, 13q ve 17p bdlgelerinin kayip oldugu belirlenmistir. Yine
yapilan CGH calismalari 1siginda pek ¢ok KHAK olgusunda MYC ve KRAS gibi 6nemli
onkogenleri iceren kromozom 1p, 2p, 3q, 5p, 8q ve 19p bdlgelerinde kopya sayisinda bir
artis saptanmistir (D’angelo ve Pietanza 2010). Elde edilen veriler 1s1ginda ginimuizde de
KHAK’lerinin diger kanser tirlerine kiyasla yuksek bir mutasyon oranina sahip oldugu
bilinmektedir. Bu durumda KHAK’lerinin diger akciger kanseri alt tlrlerine kiyasla daha
agresif bir dzellige sahip olmasi ile yorumlanabilir. Ozellikle kromozom 3p21 bdlgesinde
gézlenen kayip sonucu Ras lliskili Domain Aile Uyesi 1 (RASSF1A), FUS1, SEMA3B ve
SEMAZ3F gibi 6nemli timor baskilayici genlerin kayiplari KHAK olgularinda gbézlenmektedir.
Tumor bakilayici genlerde gbézlenen genetik degisimler arasinda yaklasik %90 oraninda
g6zlenen TP53 ve RB1 ifade kayiplari en dnemli degisimlerdir. p53 ve RBL1 ifade kayiplari

KHAK olgularinda genomik instabilite ve kontrolsiz hicre ¢odalmasi ile sonuglanmaktadir.

KHAK olgularinda tumor baskilayici genlerde gozlenen genetik degisimlerin disinda
pek ¢ok dnemli onkogenin ifadesinde de degisim saptanmistir (Semenova vd 2015). Myc
ailesi Uyeleri, JAK2, BCL2, FGFR1 ve IRS2 amplifikasyonlari ile Siklin D1, kromogranin A,
gastrin salici peptit  (GRP), Delta Benzer Homolog 1 (DLK1), ASCL1, c-Kit, c-Met, IGFR ve
VEGF gibi genlerin agiri ifadeleri belirlenmistir ( George vd 2016).

Myc ailesi Uyesi gen amplifikasyonlari KHAK olgularinin  yaklagsik %Z20’sinde
g6zlenmektedir. Myc, dnemli bir transkripsiyon faktért olup DNA Uzerinde yer alan E-kutusu
adi1 verilen dizilere baglanarak tranksipsiyon surecinde hem aktivator hem de baskilayici
olarak rol oynayabilmektedir. Bu 6zellikleri sebebiyle Myc onkogeni farkli kanser tirlerinde
onemli bir hedef molekil olarak gahsiimistir (Byers ve Rudin 2015). Son yillarda yapilan
calismalar i1s1ginda Myc tarafindan ifadesi duzenlenen pek ¢ok gen tanimlanmistir (Levens
2002). Myc tarafindan ifadesi dizenlenen bu genler hicre proliferasyonu, farklilagsma,
transkripsiyon, apoptozis ve hiicre metabolizmasi gibi dnemli hiicresel sureclerde énemli rol
oynamaktadirlar. Erken embriyonik gelisim surecinde onemli rol oynayan Myc transkripsiyon
faktoru farkli kanser tlrlerinde asiri ifadesi sonucunda karsinogenez surecinde 6énemli bir rol
almaktadir. Farkli kanser turlerinde Myc onkogeni ifadesinin nasil degistidini saptamaya
yonelik yapilan galismalar sonucunda Burkit lenfomada genomik translokasyonu goézlenir
iken ndéroblastom, kolorektal ve akciger kanserlerinde ise asiri ekspresyonu tanimlanmistir.
Asiri ekspresyonu yada amplifikasyonu gézlenen Myc onkogeninin karsinogenez surecinde
nasil rol oynadigini géstermeye yonelik yapilan ¢alismalar dogrultusunda hlicre déngtsuni

indUklemesi, hiicre 6lim yolaklarini yénetmesi, hiice ¢ogalma ve metabolizma sireclerini
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dizenlemesi, genomik instabiliteye sebep olmasi ve timor cevresine etkisi 6zellikleri
araciligiyla gercgeklestirdigini gostermistir (Amati vd 1998, Zeller vd 2006, Chang vd 2008,
Fagnocci vd 2017). Tez calismamizda Myc ifadesinin KHAK hucre dizilerinde hucre
¢cogalmasi ve metabolizma gibi hlicresel biyolojik sureglerdeki olasi rollerini arastirmak
amacilyla kendi Myc ekspresyon ve shRNA vektdrlerimizi tasarladik. Tasarladigimiz vektor
sistemleri genoma entegrasyon ve uzun sureli ifade saglayabilme o6zellikleri nedeniyle
lentiviral bazh vektorlerdir. Myc ifade degisimlerinin KHAK hucre dizilerinde olasi etki
mekanizmalarini arastirmak amaciyla surekli ifade eden ve doksisiklin indiklemesiyle ¢alisan
Myc ekspresyon sistemlerimizi olusturduk (Tokgun vd 2017). Myc gibi transkripsiyon
faktorlerinin hedef genlerini belirleyebilmek amaciyla son yillarda doksisiklin induklenebilir
vektdr sistemleri kullaniimaya baslanmistir (Matsushita vd 2013). indiiklenebilir vektér
sistemlerinin en oOnemli avantaji zaman bagmli olarak ifadesi dedisen genleri
tanimlayabilmektir. Bu sebeple tez calismamizda Myc ekspresyon ve shRNA vektor
sistemleri induklenebilir 6zellikte vektér sistemleri olup tasarlanan vektér sistemlerinin

etkinlikleri western blot ve gergcek zamanl PZR yontemleri ile teyit edilmigtir.

MYC onkogeni karsinogenez slrecinde sadece tek basina rol almayip diger
onkogenik olay veya faktorler ile iliski kurmaktadir (Murray vd 1983, Welm vd 2005, Clegg vd
2011). Ornegin Myc tarafindan hiicre siklusu diizenlenmesi asamasinda BCL2 agiri ifadesi,
p53 yada p19ARF ifade kaybi eslik edebilmektedir (Green 1997, Schmitt ve Lowe 2001).

Myc tarafindan hicre siklusunun duzenlenmesi asamasinda gdzlenen en belirgin
durum G1 ve G2 asamalarinin kisalip hucrelerin hizlica S ve M fazlarina girmesidir. Bu
durumun en 6nemli sebepleri ise siklin D1, D2,E1, A2'nin yani sira CDK4, CDC25A, E2
Transkripsiyon Faktor 1 (E2F1) ve E2F2’nin Myc transkripsiyon faktoru tarafindan dogrudan
aktiflestirilmesidir. Ote yandan Myc GADD45, GADD153 ve p21 ile p15 gibi CDK inhibitor
genlerini indirekt olarak duzenleyerek te saglayabilmektedir (Lee ve Dang 2006). Sonug
olarak Myc asiri ifadesi hicre proliferasyonu ile hicre farklilasmasi suregleri arasindaki
dengeyi proliferasyon yodninde 6nemli seviyede degistirmektedir. Tez calismamizin ilk
asamasinda Myc ifadesi western blot ydntemiyle saptanamayacak derecede disuk seviyede
olan H209 ve H345 hicrelerinde tasarladigimiz lentiviral vektorler araciligiyla Myc ifadesi
olusturuldu. Olusturulan Myc ifadesinin hicre proliferasyonuna olasi etkisini saptayabilmek
amaciyla gergeklestirilen hiicre gogalma analizi sonuglari degerlendirildiginde huicre gogalma
hizlarinda literatirde belirtilen sekilde Myc ifadesi olusturulan hiicrelerin kontrol Myc ifadesi
tasimayan kontrol hiicrelerine kiyasla anlamli seviyede artis oldugu gdézlendi. Bu sonucta
sonradan olusturulan Myc ifadesinin KHAK hucre dizileri olan H209 ve H345 hiicrelerinde
proliferasyonu arttirici bir etkisi oldugunu goésterdi. Literatlirde yapilan ¢alismalar sonucunda

Myc ifadesindeki artisa gore bazi hicre hiicre gruplarinda proliferasyonun arttigi gézlenir
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iken bazi hlcre gruplarinda ise artan mitotik stres sonucu hicre oOlimunin goézlendigi
belirtilmistir (Hoffmann and Liebermann 2008). Bu durum bazi hiicre gruplarinin ¢gogalma ve
gelisim slreglerinde Myc ifadesine bagimli olabildiklerini disundirir iken diger hicrelerin
Myc ifadesine bagimli olmadiklarini gdstermistir. H209 ve H345 hicrelerinde Myc
ifadesindeki artisa bagl olarak artan proliferasyonu gdsterdikten sonra tez galismamizda
kullanilan diger hucre dizileri olan H82 ve N417 hucrelerinde Myc ifadesinin tasarladigimiz
vektorler araciligiyla baskilanmasi amaglandi. Myc ifadesi tasarladigimiz Myc-shRNA
vektorleri aracihdiyla baskilanan H82 ve N417 hicrelerinde gerceklestirilen hiicre gogalma
analizi sonuclari degerlendirildiginde Myc ifadesi azaligina bagl olarak hucre gogalmasinda
anlaml seviyede bir disls gbézlenmistir. Bu sonuglarda bize galismada kullandigimiz KHAK
hicre dizilerinde Myc ifadesi degisimine bagl olarak hicre proliferasyonunun dogrudan

etkilendigini gostermisgtir.

Johnson vd (1986) yilinda yapmis olduklari ¢calismada elektroporasyon yoluyla Myc
cDNA'sini igeren vektori H209 hicrelerine aktardiklarinda hicrelerin gogalma hizinda bir
artis olduklari saptanmistir (Johnson vd 1986). Yine ayni calismada yapilan calismalar
sonucunda Myc tranfekte edilmis hucrelerin morfolojileri incelendiginde transfeksiyon
yapilmamis hicrelere kiyasla daha blylik bir hiicre morfolojisine sahip olduklari
gosterilmistir. Ancak hicre ¢ogalmasi ve morfolojisinde meydana gelen bu degisimin

molekdiler biyolojik temeli aydinlatiimamistir.

Perez-Roger vd (1999) yilinda yapmis olduklari ¢calisma Myc tarafindan hicre siklus
dizenlenme mekanizmasini aydinlatma yénunde 6nemli veriler sunmustur. Bu calismaya
gore Myc tarafindan duzenlenen hucre siklusunda Myc hedef genleri olan siklin d1 ve siklin

e’nin dnemli rol oynadiklari gésterilmistir (Perez-Roger vd 1999).

Claassen ve Hann’in (2000) yilinda yapmis olduklari ¢alisma ise transforme Edici
Blyume Faktori Beta (TGFB) aracili gergeklestirilen hiicre siklus durdurulmasinin Myc
tarafindan nasil dizenlendigini agiklamaktadir (Claassen ve Hann 2000). Bu ¢aligmaya gore
Myc ifade artiginin, énemli bir hiicre siklus inhibitért olan p21’in ifadesini baskilayarak hiicre
cogalmasini induUkledigini gdstermigtir. Literatirde yapilan bu calismalar isiginda tez
calismamizda elde ettigimiz sonuglari degerlendirdigimizde kalici Myc ekspresyon vektoru ile
infekte edilmis H209 ve H345 hicrelerinde gergeklestirilen gergek zamanlh PZR sonuglari
incelendiginde siklin d1 seviyesinin onemli seviyede artmig oldugu bulunmus iken p21
ifadesinin tam aksine azalmig olduklari gézlemlendi. Myc-shRNA vektorleri ile infekte edilmis
H82 ve N417 hlcrelerinde gergeklestirilen gercek zamanlh PZR sonuglari incelendiginde ise

siklin d1 ifadesinin azaldigi p21 ifadesinin ise 6nemli seviyede artmis oldugu goérilda. Elde
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edilen sonuclar degerlendirildiginde Myc ifade artisina bagli olarak hiicre ¢gogalma hizi artmis
oldugu goézlenen H209 ve H345 hucreleri ile Myc ifadesinin baskilanmasi sebebiyle hiucre
cogalma hizlarinin distigl gozlenen H82 ve N417 hicrelerinde siklin d1 ve p21 ifade
degisimleri literatirde beklenen sekilde gerceklesmistir. Bu verilerde tez c¢alismamizda
dizayn ettigimiz modelin uygun sekilde calistigini ve galismamizda kullanmis oldugumuz

hicrelerin Myc ifade degisimlerinden dogrudan etkilendiklerini gostermistir.

Myc onkogeni Oncedende belirtildigi Uzere hem transkripsiyonel aktivator hem de
baskilayici olarak gérev alabilmektedir. Bu &zellikleri nedeniyle MYC asiri ekspresyonu farkl
hicre gruplarinda farkli etkilere neden olabilmektedir. Tez calismamizda elde ettigimiz
sonuglar dogrultusunda Myc ifadesi hicre ¢cogalma hizini arttirdigi goézlenmis iken fare
fibroblastlarinda yapilmis olan bir calismada Myc asiri ifadesinin mitokondriden sitokrom c¢
salinmasini uyararak hicreleri apoptoza surtkledigi belirtilmistir (Juin vd 1999). BCL2 6nemli
bi antiapoptotik molekul olup KHAK olgularinda asiri ifadesi saptanmistir. KHAK olgularinda
oncedende belirtildigi apoptoz dizenleyici p53 ifadesinin kayboldugu bilinmektedir. Bu
sebeple Myc ifade artisinin KHAK olgularinda apoptoz yerine proliferasyonu indiklemesi
olasidir. Literatlrde verilen bilgiler dogrultusunda tez ¢alismamizda elde ettigimiz sonuclari
degerlendirdigimizde kalici Myc ekspresyon vektért ile infekte edilmis H209 ve H345
hicrelerinde gergeklestirilen gergek zamanl PZR sonuglari incelendiginde BCL2 seviyesinin
Onemli seviyede artmis oldugu bulunmus iken Myc-shRNA vektorleri ile infekte edilmis H82
ve N417 hucrelerinde gercgeklestirilen gercek zamanlh PZR sonuglari incelendiginde BCL2
ifadesinin dnemli seviyede azalmis oldugu goruldu. Bu durum, KHAK hicre dizilerinde Myc

ifade artisinin hicre apoptozu yerine hicre gogalmasini indikledigi sonucunu teyit etmigtir.

PTEN, PI3K/Akt yolaginin negatif regilatdr molekill olup timdér baskilayici 6zellikteki
bir fosfatazdir (Ak¢a vd 2011). PTEN geninde meydana gelen mutasyonlar KHAK dahil pek
cok farkh kanser turtinde tanimlanmigtir. Literatiirde yapilan ¢alismalar sonucunda PTEN’de
meydana gelen genetik degdisimlerin sonucunda Akt aktivasyonunun gergeklestigi ve bu
aktivasyon sonucunda KHDAK olgularinda timdr agresifligi ve prognozunun koétuye gittigi
gosterilmistir (Tang vd 2006). Cui vd (2014) yilinda yapmis olduklari ¢alisma sonucunda
KHAK fare modelinde PTEN inaktivasyonunun KHAK gelisimini hizlandirdigi ve PTEN
yolaginin hedeflenmesinin  KHAK acgisindan &énemli bi tedavi stratejisi olabilecegini
onermektedirler (Ciu vd 2014). Tez galismamizda PTEN ifadesini tasarladigimiz vektorler
araciligiyla dizenledigimiz H209 ve H82 hucrelerinde Myc ifadesindeki degisime bagli olarak
PTEN ifadesinde meydana gelebilecek olasi degisimleri arastirmayi amacladik. Yapilan
calismalar sonucunda elde ettigimiz veriler degerlendirildiginde Myc ifadesi arttirnimis H209

hicrelerinde hicre gogalma hizindaki artigsa bagh olarak PTEN ifadesinde 6énemli seviyede
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bir azalma oldugu saptanir iken Myc ifadesi shRNA vektérleri araciliyiya baskilanmis H82
hicrelerinde hicre proliferasyonundaki azalmaya bagli olarak PTEN ifadesi 6nemli seviyede
artmis oldugu bulundu. Bu sonuclarda Myc ifadesi artisina bagl olarak hiicre ¢ogalmasinin
PI3K/Akt sinyal iletim yolaginin aktivasyonu yada baskilanmasi yoluyla duzenlendigini

gostermistir.

KHAK htcre dizileri diger kanser hucre tiplerine kiyasla slspanse olarak kimeler
olusturarak ¢ogalmaktadir (Salcido vd 2010). KHAK hcreleri hizli ¢gogalma ve hizli ilag
direngliligi olusturabilme gibi dzellikleri sayesinde kanser kdk hicrelerine benzer 6ézellikler
tasidiklan literatirde belirtiimistir (Codony-Servat vd 2016). Yine literatirde KHAK
hucrelerinin CD44, CD90, CD133, CD87, OCT4, SOX2, ALDH1 ve uPAR gibi dnemli kanser
kok hicre belirteclerini ifade ettikleri bilinmektedir (Codony-Servat vd 2016). Tez
calismamizda kullandigimiz hiicre dizilerinde Myc ifade degisiminin CD133, ALDH1Al ve
Sox2 gibi kanser kok hicresi belirtegleri Uzerine olasi etkilerini arastirmayl amacgladik. Bu
amac dogrultusunda ilk olarak kalici Myc vektori ile infekte edilmis H209 hicrelerinde
CD133, Sox2 ve ALDH1AL protein duzeylerindeki degisimler western blot yontemiyle analiz
edildi. Yapilan analiz sonucu elde edilen veriler Myc ifadesindeki artisa bagl olarak CD133,
Sox2 ve ALDH1A1 ifadelerinin artmis oldugu saptandi. KHAK hiicreleri dncedende belirtildigi
gibi nodroendokrin hlcrelerden koken almaktadir. Noroendokrin hiicrelerde ASCL1 ve
NeuroD1, en oOnemli belirteg genler olarak bilinmektedir (Mollaoglu vd 2017). Tez
calismamizda Myc ifadesi arttirilmis olan H209 hicrelerinde ASCL1 ifadesindeki degisim
western blot ydntemiyle analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda Myc ifadesindeki artisa bagl
olarak ASCL1 ifadesinde de bir artis saptandi. Elde edilen bu veriler KHAK hiicre dizilerinde

kanser kok hucre belirtegleri ifade duzeylerinin Myc ifadesine bagli olarak degistigini gosterdi.

Kanser hicreleri hizli gogalabilme 6zellikleri nedeniyle diger hlicre gruplarina kiyasla
farkh bir metabolik aktiviteye sahiptir. Otto Warburg’un ortaya ¢ikardigi model dogrultusunda
kanser hucreleri, oksijen varliginda ve yoklugunda glukozu glikoliz ile metaboliz etmektedir.
Bu durum kanser hucrelerinin glukozu enerji kaynagi olarak kullanmak yerine diger
biyosentez asamalar igin gerekli ara metabolitleri sentezlemek amaciyla kullanmaktadir
(Cairns vd 2011). Glukoz metabolizmasinda gbézlenen bu farkliidin disinda kanser hicrekeri
hizli gogalma oOzellikleri nedeniyle nukleik asit metabolizmasi, glutamin metabolizmasi,
poliamin metabolizmasi ve lipit metabolizmasi aktiviteleri agisindan normal hicrelere kiyasla
farkhhk gostermektedirler (Hsu ve Sabatini 2008). Myc transkripsiyon faktéri éncedende
belirtildigi genom Uzerindeki E-kutusu adi verilen 6zel dizilere baglanarak pek gok genin
ifadesini transkripsiyonel seviyede dogrudan ya da miRNA veya IncRNA’lar araciligiyla

dolayli olarak dizenlemektedir. Otto Warburg’'un ortaya ¢ikardigi teoriden sonra yapilan
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calismalar HIF1A, MYC, Karaciger Kinaz B1 (LKB1) ve AMP aktive edici kinaz (AMPK) gibi
genlerin kanser hicre metabolizmasinin dizenlenmesinde ©6nemli rol oynaynadiklari
gosterilmistir (Cairns vd 2011). Myc onkogeni literatlirde yapilan ¢alismalarla belirlendigi gibi
LDHA, HK2, ENO1 ve SLC2A1 gibi glukoz metabolizmasinda rol oynayan genlerin ifadesini
dogrudan duzenlemektedir (Stine vd 2015). Bu durum Myc onkogeninin kanser hlcrelerinin
artan metabolik aktivitesini dogrudan duzenledigini gostermektedir. Tez ¢aligmamizda Myc
ifadesini tasarladigimiz vektorlerle duzenledigimiz H209, H345, H82 ve N417 hucrelerinde
LDHA, HK2, ENO1 ve SLC2A1 mRNA ifade degisimleri gercek zamanli PZR ydntemiyle
analiz edildi. Yapilan analiz sonuglari degerlendirildiginde Myc ifadesi arttirlan H209 ve
H345 hicrelerinde glukoz metabolizmasinda rol oynayan bu mRNA’larin ifadeleri artan
metabolik aktivite dogrultusunda artmis olarak bulundu. Myc ifadesi baskilanmis olan H82 ve
N417 hucrelerinde ise hicre c¢odalma hizindki azalmaya paralel olarak glukoz
metabolizmasinda rol oynayan bu mRNA’larin ifadelerinde bir azalma goézlendi. Bu sonuglar,
calismamizda kullanmis oldugumuz KHAK hicre dizilerinin Myc tarafindan hiicre
proliferasyonuna bagl olarak degisen glukoz metabolizmasinin da Myc tarafindan

duzenlendigini gostermigtir.

Kanser hicreleri metabolik aktivite sirasinda glukoz disinda kullandiklari diger énemli
molekll ise glutamindir. Literatirde Myc tarafindan indiklenen kanser modellerinde
hicrelerin glutamine bagimh olduklari ve glutaminolizis yolaklarini hedef alan inhibitorlere
karsi hassas olduklari gosterilmigtir (Wise vd 2008). GLS1 (Glutaminaz), Myc tarafindan
dolayli olarak dizenlenen ve glutamin metabolizmasinda glutmini glutamata déndsumunde
rol oynayan bir enzimdir. Myc transkripsiyon faktérii GLS1 3’'UTR bdélgesini hedef alan miR-
23a ve miR-23b’nin ifadesinin baskilanmasi yoluyla GLS1 ifadesini diizenlemektedir (Gao vd
2009). Tez calismamizda Myc ifadesi duzenlenen KHAK hicre dizilerinde GLS1 mRNA ifade
degisimler gercek zamanl PZR ydntemiyle analiz edildi ve analiz sonucunda H209 ve H345
hicrelerinde GLS1 ifadesi artmis iken H82 ve N417 hicrelerinde azalmig oldugu gozlendi.
Bu sonug literatlirde farkli kanser tirlerinde gdsterilen bilgilerin paralelinde KHAK’lerinde de

glutamin metabolizmasinin Myc tarafindan duzenlendigini gdstermigtir.

Siklooksigenazlar prostaglandin biyosentezi alamasinda rol oynayan ve inflamasyon
ile karsinogenez slrecinde farkh kanser turlerinde ifadelerinin artmis oldugu belirlenen
enzimlerdir (Sobolewski vd 2010). Cox-2 (Siklooksigenaz 2), kanser gelisiminin farkh
asamalarinda hicre proliferasyonunun artmasi ve antikanser tedavi stratejilerine yanit gibi
fonksiyonlari diizenleyen bir enzimdir (Cao ve Prescott 2002). Cox-2 ifadesinin KHDAK gibi
farkli kanser turlerinde artmis oldugu bilinmektedir (Petkova vd 2004). Tez galismamizda

Myc ifadesindeki degisime bagli olarak Cox-2 seviyesinde herhangi bir degisim olup
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olmayacagini arastirmak amaciyla H209 hicrelerinde Cox-2 protein ve H209, H345, H82 ve
N417 hucrelerinde gercek zamanlh PZR yontemiyle Cox-2 mRNA seviyelerine bakildi. Elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde KHAK hcre dizilerinde Cox-2 dizeyinin Myc ifadesi

degisimine bagh olarak degistigi saptandi. Bu durumda KHAK hicrelerinin metanolik

aktivitelerinin Myc ifadesi degisimlerinden dogrudan etkilendiklerini teyit etmistir.

Poliaminler, alifatik katyonlar olup tim hucrelerde bulunmaktadirlar. Literatirde pek
¢ok kanser tlrinde poliamin metabolizmasinin kanser hicre proliferasyonuyla iligkili oldugu
bilinmektedir (Thomas ve Thomas 2003). SRM ve SMS genleri poliamin metabolizmasinin
onemli dizenleyici genlerindendir. Tez ¢alismamizda Myc ifadesini dizenledigimiz hticreler
olan H209 ve HB82 hicrelerinde poliamin metabolizmasinda rol oynayan SRM ve SMS
genlerinin ifadeleri gercek zamanh PZR ile analiz edildiginde SRM ve SMS genlerinin ifadesi
Myc ifadesindeki degsime paralel olarak degistigi gdzlenmistir. Oncedende bahsedildigi
Uzere poliamin metabolizmasi aktivitesinin kanser hicrelerinde ylksek oldugu ve artan
poliamin metabolizma aktivitesinin hicre ¢ogalma hizi ile dogru orantili oldugu bilinmektedir.
Tez calismamizda kullandiimiz H209 hicrelerinde Myc ifade artisina bagh olarak artan
hicre ¢cogalma kinetiginin SRM ve SMS genlerinin ifade artisina paralel olarak ortaya ¢iktigi
fikrini dusidndidrmektedir. Bu durum Myc ifadesi degisimine bagh olarak degisen hicre

cogalma hizinin degisen poliamin metabolizmasi araciligiyla degistigini gostermektedir.

Normal hicrelerde Myc, biylme faktdr stimilasyonu ve hiicre gcogalmasi ile iligkilidir.
(Dang vd 2012). Tumdr hicrelerinde ise ylksek seviyede Myc ifadesine sahiptir ve timor
hicrelerinde Myc ifadesi buyume faktor stimilasyonuna bagimh degildir. Artmis Myc
ifadesinin degisen kromatin yapisi, ribozom biyogenezi, metabolik aktivite, hiicre adezyonu,
hicre boyutu, apoptoz ve anjiyogenez gibi siureglerle dogrudan iligkili oldugu literatirde
bilinmektedir (Eiler ve Einsman 2008, Dang vd 2010). Myc literaturde bilindigi Uzere DNA
Uzerinde E-kutusu adi verilen 06zel dizilere baglanarak pek c¢ok genin ifadesini
transkripsiyonel diizeyde diizenleyen énemli bir faktordir. Literatirde Myc tarafindan ifadesi
duzenlenen genleri tanimlayan pek cok calisma bulunmaktadir (Zeller vd.2003, Dang vd
2006, Kim vd 2006). Fakat, literatlirde yapilan bu galismalar sonucunda belirlenmis olan
genlerin ¢ok az bir kismi ortak olarak tanimlanmistir. Ortak olarak tanimlanmis lan bu genler
literatirde “Myc core signature” olarak tanimlanmaktadir. Literatlrde yapilmis olan pek ¢ok
calismada tanimlanmis olan ortak gen sayisinin azhgi Myc transkripsiyon faktérunin farkli
hucre gruplarinda farkl 6zellik gostermesi ve gen ifadesi profillerinin kanser hucre gruplarina
6zgu olarak degisebilecegi fikrini ortaya c¢ikarmistir. Myc transkripsiyon faktérleri gen
ifadesini transkripsiyonel diizeyde kontrol edebildikleri gibi miRNA ve uzun kodlamayan RNA

(IncRNA)'lar  araciligiyla da  post transkripsiyonel seviyede gen ifadesini
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dizenleyebilmektedir. Myc tarafindan ifadesi dlzenlenen genleri tanimlamak igin
gerceklestirilen mikrodizin c¢alismalari sonucunda belirlenmis olan ortak genler disinda
kanser hicre grubuna bagl olarak tanimlanmis olan diger genler, post transkripsiyonel
seviyede gen ifadesinin dizenlenmesi sonucunda ortaya ¢iktiklari fikrini ortaya atmaktadir.
miRNA’lar gen ifadesinin post transkripsiyonel seviyede dizenlenmesinde rol oynayan
onemli RNA molekilleridir. Myc transkripsiyon faktori DNA Uzerindeki E-kutusu dizilerine
baglanarak protein kodlayan genlerin yani sira kodlanmayan miRNA genlerini de
transkripsiyonel seviyede duzenleyebilmektedir. Bu sebeple, Myc asiri ifadesi gbzlenen
kanser tiurlerinde mikroRNA ifade duzeylerinde de 6nemli deg@isimler belirlenmektedir. Myc
tarafindan ifadesi dizenlenen genlerde oldugu gibi miRNA genlerinin ifadeleride hicre
grubuna ve o  hicre grubundaki Myc onkogeninin fonksiyonuna bagh olarak
degisebilmektedir. Bu sebeple, Myc tarafindan ifadesi dedisen genleri tanimlamak amaciyla
yapilan calismalar da elde edilen sonuclar arasinda farkhliklar gézlenebilmektedir. Tez
calismamizda elde ettigimiz veriler 1si§inda Myc ifade degisimlerinin KHAK hticre dizilerinde
c¢ogalma, kok hlcre belirtegleri ve hilicre metabolizmasi gibi dénemli surecglerde gorev alan
genleri dizenledigini gozlemledikten sonra Myc tarafindan ifadesi dizenlenen mRNA ve
miRNA genlerini daha genis ¢apli tarayabilmek amaciyla mikrodizin analizleri gergeklestirildi.
Mikrodizin ¢alismalari H209, H345, H82 ve N417 hucreleri igin gergeklestirildi. Mikrodizin
analizi sonucu elde edilen veriler promotor bodlgelerinde E-kutusu bulunup bulunmamasi ve
Myc ifade degisimlerine pozitif ve negatif yonde degisim gdsterme kriterlerine gére genler
filtrelendi. Bu filtreleme sonucunda, LDHA, Siklin D1, Enol, HK2, CDK6, SPRY1 ve NELL2
gibi bulgular kisminda belirtiimis olan genler Myc ifade degisimleri ile ayni yonde degisim
gOstermislerdir. Yapilan biyoinformatik analizler ve literatirde farkli kanser tirlerinde
Onceden yapilmis olan ¢alismalarin sonuglari analiz edildiginde belirlenmis olan bu genlerin
promotor bolgelerinde Myc baglanma dizisi olan E-kutusu bulunmustur. Bu sonugta bize bu
genlerin Myc tarafindan transkripsiyonel seviyede dogrudan dizenlendigini géstermigtir. Yine
tez calismamizda kullanmis oldugumuz KHAK hicre dizilerinde gergeklestirilien gercek
zamanli PZR analizleri sonucuda incelendiginde HK2, Eno1, LDHA ve Siklind1 gibi
mRNA’larin ifade degisimleri mikrodizin analizleri ile korele seklde oldugu gdzlenmistir. Tez
calismamizin amaglarindan biri olan Myc tarafindan ifadesi dizenlenen miRNA’lar
araciligiyla ifadeleri post transkripsiyonel seviyede degisen genleri tanimlayabilmek igin
mikrodizin analiz sonuglarind Myc ifade degisimlerine ters yonde degisim gdsteren genler
belirlendi. Bulgular boélumunde belirtildigi gibi Krippel Benzer Faktor 2 (KLF2), Sox21,
Adenilat Siklaz 1(ADCY1), Beyin Cdzunebilir Asit Protein 1 (BASP1), MT1G, DNA Hasar
indiikli Transkript 4 (DDIT4), AGP Agil Transferaz 4 (AGPATA4) ve Pleksitrin Homoloji Benzer
Domaini 1 (PHLDAZ1) gibi genlerin ifadeleri Myc artisina bagl olarak azalip Myc baskilanmasi

durumunda ise artmig oldugu belirlendi. Bu sonuglarda bize belirlenmis olan bu genlerin
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ifadelerinin  Myc tarafindan post transkripsiyonel seviyede miRNA’lar araciligiyla
dizenlenebilecedi fikrini ortaya koydu. Bu fikir dogrultusunda ¢alismamizda kullandigimiz
hicre dizilerinde miRNA mikrodizin ¢alismasi gercgeklestirildi. miRNA mikrodizin sonuglari
analiz edildiginde miR-9, miR-7, miR-17-92 ailesi Uyeleri, miR-181 ve miR-378’nin promotor
bdlgelerinde Myc baglanma sekansi olan E-kutusu bulundurduklari gézlendi. He vd (2005)
yilinda B hucreleri lenfomada yaptiklario ¢alisma sonucunda miR-17-92 ailesi mikroRNA
genlerini kodlayan bdlgenin Myc tarafindan duzenlendigini gostermislerdir. Yine Sato vd
(2009) yilinda yapmis olduklari calismada KHAK’lerinde miR-17-93 ailesi miRNA’larin asiri
ifade olduklari goésterilmistir. Mikrodizin ¢alismalari sonucunda belirlenen diger bir miRNA
olan miR-9 farkl kanser turlerinde farkh fonksiyonlari olan bir miRNA'dir (Polley vd 2015).
Tez calismamizda miR-9 ifadesinin Myc tarafindan dizenlendigi belirlenmis ve kanser
gelisimine katki saglayan onkogenik bir miRNA olarak islev gordugu gosterilmistir. miR-181a
ve miR-378 literatirde Myc tarfindan ifadesi diizenlenen bir miRNA olarak bilinmekte fakat
KHAK’lerinde ifadesi veya fonksiyonunu gosteren herhangi bir calisma bulunmamaktadir
(Feng vd 2011, Mestdagh vd. 2010). miRNA mikrodizin analizleri sonucunda literatlirde
bilinen bu miRNA’lar disinda mikrodizin analizleri sonucunda Myc ifade degisimlerine korele
olarak ifadeleri dnemli seviyede degisen miR-4417, miR-3687, miR-6723, miR-551b, miR-
455 ve miR-7152 gibi miRNA’larda belrlenmistir. Belirlenmis olan bu mikroRNA'larin Myc ile
dogrudan transkripsiyonel seviyede yada Myc tarafindan ifadesi dizenlenen ikincil faktorler
aracihgiyla mi duzenlendiklerini belirlemek amaciyla ChIP gibi yontemler ile ilerleyen

doénemde teyit edilmesi amacglanmaktadir.

MRNA ve miRNA mikrodizin analizleri sonucu elde edilen veriler biyoinformatik
program ve web siteleri araciligiyla detayli olarak analiz edildiginde belirlenen miRNA’lar ve
bu miRNA’larin olasi hedef mRNA’lar belirlendi. Bilindigi Uzere miRNA’larin post
transkripsiyonel diizeyde birden ¢cok mRNA’nin fadesini diizenlemesi olasidir. miRNA’larin bu
gen ifadesini duzenlemeleri hiicre grubuna ve zamana bagli olarak degisebilmektedir.
miRNA’larin gen ifadesini dizenlemesindek, bu Ozellikleri g6z 6nune alinarak mRNA
mikrodizin sonugclari detayli olarak analiz edildi. Elde edilen veriler 1Isginda miR-92a’nin olasi
hedeflerinden olan Sox-21 ve KLF2 gibi timér baskilayici 6zellikteki mRNA’larin ifade
degisimleri miR-92a ifade degisimine ters orantili olacak sekilde degisim gdstermistir. Yine
mMiR-7’nin olasi hedeflerinden biri olan DDIT4 ifadesinin miR-7 ifadesine ters orantili olarak
degistigi gozlenmistir. Hucre siklus baskilayici 6zellikteki bir gen olan p21 ifadesinin ise miR-
17 ifadesindeki degisimle ters orantili olarak degistigi saptanmistir. Belirtilen bu iligkilerin
yaninda miR-181a-PHLDA1, miR-18a-AGPAT4 ve miR-18a- Potasyum Voltaj Kanal Alt Ailesi
1 (KCNA1) miRNA-hedef mRNA etkilesimleri yapilan analizler sonucunda galismamizda

saptanmistir. Myc tarafindan ifadesi duzenlenen miRNA’lar aracihgiyla timdér baskilayici
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genlerin hedeflenmesi KHAK gelisimine katki saglama noktasinda énemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Elde edilen bu veriler Myc tarafindan KHAK gelisimine hem gen ifadesinin
transkripsiyonel duzeyde arttirarak hemde tumor baskilayici 6zellikteki genlerin ifadelerini
miRNA’lar araciligiyla post transkripsiyonel seviyede baskilayarak katkida bulundugunu

gOstermektedir.

Myc ifade degisimlerinin KHAK hcre dizilerinde yapilan mikro dizin, western blot ve
gergek zamanli PZR analizleri sonucunda gen ifadesinin dizenlenmesi yoluyla hicresel
fonksiyonlari etkiledigi belirlenmigtir. Yapilan c¢alismalar sonucunda protein ve mRNA
dizeyinde metabolizma basta olmak Uzere cesitli hucresel biyolojik sureglerde rol oynayan
genlerin ifade degisimleri gosterilmistir. Kanser hlicre metabolizmasinin normal hicre
metabolizmasina kiyasla daha karmasik bir yapida oldugu onceki boliumlerde belrtilmigtir.
Oncedende belirtildigi tzere Myc, karsinogenez siirecinde pek cok metabolik yolagi
dizenleyerek karsinogenez surecine katki saglamaktadir. Calismamizda, KHAK hiicre
dizilerinde Myc ifade degisimlerine bagimh olarak degisen metabolik aktiviteyi gdsterebilmek
amaciyla QTOF-LC-MS analizi gergeklestirildi. Gergeklestirilen analiz sonucunda her hicre
grubunda Myc ifade degisimine bagl olarak miktarlari degisen molekiller belirlendi. Her
hicre grubu icin kontrollerine gore yapilan kiyaslamalarda birbirinden farkli sayida molekdil
belirlendi. Bu durum htcre gruplarinin izole edildigi hasta ve evre’nin farkli olmasindan
kaynaklanan farkli metabolik aktivite ile agiklanabilir. Her hlicre grubunda kiyaslamalar
sonucu elde edilen veriler metabolomik analizler ve karsinogenez sirecinde olasi rolleri baz
alinarak incelendiginde genel olarak ndkleotit, fosfokolin, lipit, glukoz, poliamin ve
glutamin metabolizmasi Urlnleri saptanmistir. Onceki boélimlerde de bahsedildigi tzere
poliamin metabolizmasi kanser hicrelerinin ¢gogalma hizlarini kontrol edebilme agisindan
onemli bir aktiviteye sahiptir (Ruiz-Perez vd 2015). Poliamin metabolizmasinda dnemli rol
oynayan SMS ve SRM gen ifadelerinin Myc tarafindan dizenlendigi elde ettigimiz sonuglar
ile gosterilmistir. Yapilan QTOF-LC-MS analizi sonugclari incelendiginde H209 hucrelerinde
spermin ve spermidin miktarlarinin Myc ifade artisina bagl olarak artmasi ve H82
hucrelerinde Myc ifade azalmasina bagli olarak spermin ifadesinin dnemli seviyede azalmasi
literatirde farkl hiicre gruplarinda elde edilen sonuglara paralel niteliktedir. Bu sonug bize
SRM ve SMS gen ifadelerinin degisimi sonucu poliamin metabolizmasi trlnlerinden olan
spermin ve spermidin miktarlarininn KHAK hucrelerinde degistigini gostermektedir. Elde
edilen tim bu sonuglar KHAK htcre dizilerinde poliamin metabolizmasinin hedeflenmesinin
olasi bir tedavi stratejisi olabilecegini gostermektedir. Bilindigi Uzere kanser hucreleri gibi hizh
cogalma oOzelligine sahip hicreler her bdlinme asamasinda olusturulan hicresel yapilar
normal hlcrelere kiyasla daha hizli bir sekilde olusturmaktadir. Hiicre ve organel zarlarinin

olusmasi hizli ¢godalan hicrelerde artan protein sentezi ve lipit metabolizmasi ile iligkilidir.
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Tez calismamizda gerceklestirdigimiz QTOF-LC-MS analizi sonuglari incelendiginde Myc
ifadesi artisi sonucu hicre g¢ogalma hizinda artig gozlemledigimiz H209 ve H345
hicrelerinde fosfolipit metabolizmasi Urdnlerinin artmig oldugunun saptanmasi 6ngorulerimizi
dogrular niteliktedir. Yine QTOF-LC-MS analizi gerceklestirdigimiz hlcrelerimizde belirlenen

degisen glutamin ve glukoz dizeylerinde hipotezimini dogrular nitelikte degisim gézlenmistir.

Literatirde anormal kolin metabolizmasinin onkogenezis ve tumor gelisimi ile iligkili
oldugu bilinmektedir (Glunde vd 2011). Inazu vd (2013) yilinda yaptiklari galisma sonucunda
kolin tasiyici protein olan CTL71in ifadesinin KHAK’lerinde hedef molekil olabilecegini
g6stermislerdir (Inazu vd 2013). Song vd (2003) yilinda yapmis olduklari ¢galisma sonucunda
ise asetil kolin sentezinin KHAK hucreleri igin otokrin bir biyime sinyali oldugunu
goOstermislerdir (Song vd 2003). Bu bilgiler 1siginda tez calismamizda gercgeklestirdigimiz
QTOF-LC-MS analizi sonucunda hucrelerimizde kolin ve asetil kolin duzeylerinin Myc
ifadesinde gozlenen degisimden etkilendikleri belirlenmistir. Elde ettigimiz bu sonuclar bize
KHAK hcrelerinde kolin metabolizmasinin Myc tarafindan dizenlendigini ve KHAK tedavi

stratejisi olarak bu hiicre metabolizmasinin hedeflenebilecedini gostermistir.

Glutatyon hicre farklilagsmasi, cogalma ve apoptoz yolaklarinda énemli rol oynayan
bir molekuldur (Traverso vd 2013). Glutatyon miktarindaki degisimler kanser hicrelerinin
oksidatif strese karsi dire¢ mekanizmasinda énemli rol oynamaktadir. Literatirde Gamcsik vd
(2012) yihinda yapmis olduklari ¢alisma sonucunda akciger kanserli dokularda nomal akciger
dokulara kiyasla 4 kat daha fazla miktarda glutatyon bulundugu belirtiimistir (Gamcsik vd
2012). Bu bilgiler dogrultusunda tez ¢alismamizda gergeklestirdigimiz QTOF-LC-MS analizi
sonuglari deg@erlendirildiginde Myc ifadesi arttirlmis olan H209 hicrelerinde glutatyon
seviyesinde 6nemli derecede bir artis oldugu goézlenmistir. Elde ettigimiz bu sonu¢ KHAK
hicrelerinde Myc ifadesi artigina bagl olarak hicrelerde glutatyon seviyesinin artisi yoluyla

kemoteropatik ajanlara direng olusturabileceklerini distindtrmektedir.

Tez calismamizda elde ettigimiz sonuglari 6zetlemek gerekirse; KHAK olgularinda
son yillarda yapilan detayl genetik analizler sonucunda Myc onkogeni 6énemli bir hedef
molekil olarak ortaya c¢ikmistir. Tez Onerimizi verdigimiz slUregten tez calismamizi
tamamladigimiz surece kadar Myc onkogeni ve karsinogenez sureci Uzerindeki roller
hakkinda oldukca yayin gikmistir. Literatlirde, son yillarda KHAK’lerinde Myc onkogenini
hedef alan tedavi stratejileri gosteriimeye baslanmistir. Fakat, Myc onkogeninin KHAKlerinde
karsinogenez surecindeki olasi rollerini detayli olarak acgiklayan herhangi bir galisma
bulunmamaktadir. Bilindigi Uzere Myc onkogeni farkli hiicre gruplarinda farkli fonksiyonlar

gOsterebilmektedir. Bu bilgiler 1siginda KHAK hcre dizilerinde Myc onkogeninin olasi etki
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mekanizmalarini aydinlatabilme amaciysa mRNA ve miRNA dizeyinde mikrodizin analizleri
gergeklegtirildi. KHAK hucrelerinde Myc onkogeni tarafindan dizenlenen transkriptomu
detayll olarak tanimlayan bir yayin literatirde bulunmamaktadir. Ote yandan calismamiz,
KHAK hucre dizilerinde Myc tarafindan ifadeleri dizenlenen miRNA’lari tanimlayan ilk
calismadir. Calismamiz sonucunda kullandigimiz 4 hicre hattinda da ifadeleri Myc
tarafindan duzenlendigi gozlenen ve literatlirde kendileri hakkinda hicbir fonksiyonel yayin
bulunmayan miRNA’lar tanimlanmigtir. Belirlenmis olan bu miRNA’lar ilerleyen dénemde
planlanan calismalar yardimiyla KHAK gelisimindeki fonksiyonel rollerinin belirlenmesi ile

KHAK’lerinde hedef olabilme potansiyellerine sahiptirler.

Bilindigi Uzere degisen kanser metabolizmasi karsinogenez surecinin en onemili
basamaklarindan biridir. Calismamiz KHAK hiicre dizilerinde Myc tarafindan dizenlenen
metabolomu godsteren ilk galismadir. Metabolomik ¢alismalar sonucunda elde ettigimiz veriler
KHAK hucre dizileri acisindan énemli metabolik yolaklari gosterme ve ilerleyen asamalarda

bu yolaklari hedefleyen tedavi stratejilerine 1sik tutabilme potansiyeline sahiptir.

Tez galismamiz slresince elde ettigimiz tum veriler KHAK tedavisine 1sik tutabilme

potansiyeline sahip MRNA, mMiRNA ve metabolik yolaklar sunmustur.
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6. SONUG

KHAK, akciger kanseri alt turleri arasinda erken metastaz ve hizli cogalma 6zelligine
sahip en agresif turidir. KHAK olgularinin ileri evrede tani almalari sebebiyle genetik
analizler icin yeterli materyal bulunmamaktaydi. Fakat son donemlerde daha erken evrede
ulasilan olgular ve uygun biyopsi Ornekleri sayesinde ¢ok sayida genetik analiz yapma
imkani bulundu. Yapilan genetik analizler KHAK tedavi stratejileri tretme noktasinda katkida
bulundu. Son yillarda iglerinde c¢esitli hiicre gcogalma yolaklari da dahil olmak Gzere immun
terapi, transkripsiyonun hedeflenmesi, DNA tamir mekanizmalarinin hedeflenmesi ve
anjiyogenez gibi suregleri iceren pek ¢ok tedavi stratejisi Uretilmistir. Ancak Uretilen bu tedavi

stratejilerinden higbiri tam anlamiyla KHAK gelisimini baskilayamamistir.

Kanser tedavisi igin son yillarda dnemli bir hedef strateji olarak kanser hicre
metabolizmasinin hedeflenmesi 6n plana ¢ikmaktadir. Kanser hlicre metabolizmasini hedef
alan tedavi stratejileri son yillarda oldukga artmistir. Literatirde KHAK gelisiminde énemli bir
rol oynayan Myc onkogeninin kanser hlicre metabolizmasi Uzerindeki roli bilinmektedir.
Calismamizda Myc onkogeninin  KHAK hicrelerinde gen ifadesinin duzenlenmesi ve
hicresel metabolizma gibi hicre fenotipleri Uzerine olasi etkileri arastirmayl amagcladik. Bu

amagc dogrultusunda elde ettigimiz sonuglar:

1) Tasarlamig oldugumuz vektorler Myc ifadesini kalici ve zamana bagli olarak
dizenleyebilmektedir.

2) Olusturdugumuz induklenebilir vektor sistemi literatirde 6zgin bir tasarima
sahip olup Molecular Biotechnology dergisinde yayinlanmigtir.

3) KHAK hucrelerinde sonradan olusturulan Myc ifadesi hicre ¢ogalma hizini
arttirir.

4) KHAK hucrelerinde Myc ifadesi hicrelerde kok hiucre ve metastaz gibi

hiicresel slreglerde rol oynayan genlerin ifadesini diizenler.
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5) KHAK Myc onkogeni glukoz, glutamin ve poliamin metabolizmasinda rol
oynayan anahtar genlerin ifadesini dizenler.

6) Myc onkogeni KHAK hiicre dizilerinde agresif fenotipe katkida bulunur.

7) Myc transkripsiyon faktéri KHAK hicrelerinde transkriptomun biyldk bir
kismini dizenler.

8) KHAK gelisimi bakimindan Myc ifadesine bagimlidir.

9) Myc onkogeni KHAK hicrelerinde gen ifadesini genleri promotor bdlgelerine
baglanarak transkripsiyonel dlizeyde ve transkripsiyonunu duzenledigi
miRNA’lar araciligiyla post transkripsiyonel seviyede dizenlemektedir.

10) Myc onkogeni KHAK hicrelerinde metabolik aktiviteyi dizenlemektedir.

11) Poliamin metabolizmasinin hedeflenmesi KHAK tedavisi agisindan dnemli bir
strateji olabilir.

12) Myc onkogeni ve Myc onkogeni ile iligkili hiicresel metabolik yolaklar (glukoz,

glutamin, lipid vb.) KHAK tedavisi acisindan hedef olabilirler.

Calismada kullandigimiz vektor sistemleri kendi tasarladidimiz sistemler olup
literatlre yayin olarak katki saglamistir. Tasarladigimiz pTIJ vektdér, zamana bagli
indUklenebilir gen ekspresyon profilleri calisabilmesine imkan saglayabilme 6zelligi nedeniyle
ilerleyen calismalarda da katki saglayabilecek potansiyele sahiptir. Yapilan tGm calismalar
ileri molekller biyolojik ve genetik teknikler olup sonraki donemde yapilacak calismalara

ornek model olarak katki saglayabilecektir.

Tez calismamizda elde ettigimiz sonuglar KHAK tedavi stratejileri gelistirme
noktasinda dnemli veriler sunmaktadir. Son vyillarda kanser hiicre metabolizmasi, kanser
tedavi stratejileri UGretme noktasinda 6nemli bir hedef fonksiyon olarak oldukga tercih
edilmektedir. Bu sebeple, yaptigimiz calisma KHAK hiicre metabolizmasini hedefleyen

stratejiler iretme noktasinda katki saglayacagini disunmekteyiz.
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