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OZET
KUGQUK HUCRELI AKCIGER KANSERI HUCRE DIZILERINDE FiBULIN-3'UN
EPITELYAL MEZENKIMAL GEGIi$ VE KANSER KOK HUCRE FENOTIPi UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI
Ege Riza KARAGUR
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hakan AKCA
Kasim 2020, Sayfa 159

Kuguk hucreli akciger kanseri (KHAK) yiksek 6lim orani, erkan metastaz ve
proliferasyon hiziyla agresif fenotiple karakterizedir. invazyonda ve metastazda baslatici
bir roli olan epitelden mezenkimale gecis (EMT) halihazirda aydinlatiimamis
belirsizliklere sahiptir. Fibulin-3 ekstraselller matriksin yapisinda ve stabilizasyonuna
dahil olmalari nedeniyle, fibulinler doku organogenezi, vaskulojenez, fibrojenez ve timor
olusumunda rol oynar. Biz bu ¢alismada KHAKlerinde Fibulin-3’'in, EMT ve EMT ile
yakindan iliskili kok hticre fenotipi igin diizenleyici bir roliiniin olup olmadigini molekdler
mekanizmalariyla tespit etmeyi amacladik. Fibulin-3 ekspresyon vektoérl kullanilarak
Fibulin-3 ifadesi dlisik N417 hiicre dizilerinde ve Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yiksek
H82 hiicre dizilerinde shRNA C infeksiyonuyla Fibulin-3 baskilanarak Fibulin-3’'tGn htcre
proliferasyonu, EMT, kdk hicre fenotipi Uzerine etkisi gPCR, Western Blot, mikroarray
analizleri ve biyoenformatik ¢caligmalarla arastirildi.

Calismada Fibulin-3’Gn hicre proliferasyonunu baskiladigini ve KHAK hcrelerinde
EMT surecinde mezenkimal belirtegleri ve EMT transkripsiyon faktérlerini baskilayarak
KHAK hucre dizilerinde kdk hicre fenotipinde rol oynayan belirtegleri baskiladigini
gosterdik. Ayrica kok hicre fenotipinde rol oynayan belirteglerin downrugulasyonuyla

KHAK’inin agresifligini dusurduguna gosterdik.

Anahtar Kelimeler: KHAK, Fibulin-3, EMT, kok hlicre fenotipi

Bu calisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon (Proje No:
2017SABE015) kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT
THE EFFECTS OF FIBULIN-3 ON EPITHELIAL MESENCHIMAL TRANSITION AND
CANCER STEM CELL PHENOTYPE IN SMALL CELL LUNG CANCER CELLS
KARAGUR Ege Riza
PhD.Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof.Dr. Hakan AKCA (PhD.)
November 2020, 159 Pages

Small cell lung cancer (SCLC) is characterized by an aggressive phenotype with
a high mortality rate, early metastasis, and proliferation rate. The mesenchymal transition
through the epithelium (EMT), which is an initiating factor in invasion and metastasis,
has currently unclear. Fibulins are involved in tissue organogenesis, vasculogenesis,
fibrogenesis and formation, including the structure and stabilization of the fibulin-3
extracellular matrix. We aimed to determine with its molecular mechanisms that Fibulin-
3 does not have a regulatory role for the cell stem phenotype closely related to EMT and
EMT in these SCLCs. The effect of Fibulin-3 expression vector on Fibulin-3 proliferation,
EMT, cell phenotype by suppressing Fibulin-3 by shRNA C infection in N417 cell lines
with low expression of Fibulin-3 and H82 cell lines with high Fibulin-3 expression level
gPCR, Western Blot, microarray analysis and bioinformatics studies.

In the study, we showed that Fibulin-3 does not suppress cell proliferation and
does not suppress post-EMT mesenchymal markers and EMT transcription in SCLC
cells, and not markers that play a role in stem cell phenotype in SCLC sequences. We
have also shown that downregulation of markers that play a role in the stem cell

phenotype reduces the aggressivity of SCLC.

Keywords: SCLC, Fibulin-3, EMT, stemness

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2017SABE015
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1. GiRI$

Akciger kanseri, yiksek insidansi ve malign timdr potansiyeliyle, kanser c¢esitleri
arasinda dunyada en yuksek Olum oranina sahiptir. Dinya genelinde son 5 yil goz
ondnde bulunduruldugunda yillik ortalama 1.8 milyonun Uzerinde 6limle sonlanmis
akciger kanseri vakasi bulunmaktadir. Tutin kullanimi, akciger kanseri nedenleri
arasinda ilk sirada gelirken, degisen beslenme aligkanliklari, artan sanayilesmenin yan
etkisi olarak gunluk hayatimizin teknolojik cihazlar GUzerine kurulmasi ve degisen
cevresel etkenler dolayisla artan genetik defektler yizinden sigara iligkili olmayan
akciger kanser vakalarinin sayisinda da artis gorulmektedir. Ne yazik ki akciger kanseri
vakalarinin sag kahm yuzdeleri %10-15'dir. Bu denli disik sag kalim oranina sahip
olmasindaki temel nedenleri akciger kanserinin yiiksek proliferasyon, erken metastaz ve
yiksek invazyon vyetenegine sahip olmasi ve olgularin erken evrede teghis
edilememeleridir.

Histolojik olarak akciger tumdrleri kiiguk hicreli akciger karsinomu (KHAK), ve
kicuk hucreli digi akciger karsinomu (KHDAK) olarak siniflandirilir. KHAK néroendokrin
kdkenli bir karsinomadir ve KHDAK’e gore daha agresif bir tavir sergilemektedir. Ayrica
KHAK c¢oklu ilag direngliligi mekanizmalari agisindanda oldukga aktiftir. Bu karaktesitik
Ozelliklerinden dolay! geligtirilen tedavi stratejilerinden istenildigi gibi bir sonug
alinamamistir.

Ekstraselllar glikoprotein ailesinden Fibulin-3 hlicre invazyonu, motilitesi,
farkhlagsmasi ve anjiyogenezisinde rol almaktadir. Fibulin-3'Gn hiicre invazyonuna olan
etkisi Uzerine farkli kanser tiplerinde galismalar mevcuttur. Ayrica bu galismalarda
Fibulin-3’'Un anormal promotor metilasyonuna bagl olarak dusuk seviyedeki
ekspresyonunun hastalarin dusuk sagkalim suresi ile iligkili oldugu gosterilmigtir. Primer
tumorun, sekonder bir odak olusturmasi surecinde Epitelyal Mezenkimal Transisyon’un

(EMT) farkli basamaklar izledigini bilmekteyiz. EMT bu surecini tamamlarken hicre



fenotipi ve kompozisyonunda (plastisitesinde) meydana gelen degisimlerde kanser kok
hucre fenotip markerleride rol oynamaktadir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak EMT surecinin aktif halde ¢alistigi KHAK hicre
dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonunun epiteyal mezenkimal ya da mezenkimal epitelyal

gegiste, hicre plastisitesinin regllasyonunda rol alacagini dngérmekteyiz.

1.1 Amag

Bu tez projesinde kiguk hicreli akciger kanser hicre dizilerinde epitelyal
mezenkimal gegis slrecinin ve kanser kdk hicre fenotipinin regulasyonunda Fibulin-3’tn

Ustlendigi gorevleri ortaya ¢ikarmayi amaglamaktayiz.



2. KURAMSAL BILGI VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri diinya genelinde hem erkekler hem de kadinlar arasinda, yillik
en fazla yeni vaka sayisi ve yuksek 6lim orani ile en malign kanser tirlerinden biridir.
Akciger kanseri meme, kolon ve prostat kanserlerinin toplam 6lum oranindan daha
yuksek 6lim oranina sahiptir (Kim vd. 2014). Akciger kanseri vakalarinin %80.4’Unu
KHDAK ve %16.8'ini KHAK tanisi almis hastalar olusturmaktadir. Esas olarak
adenokarsinom, skuamoz hticreli ve blyuk hicreli karsinomdan olusan KHDAK, akciger
kanseri vakalarinin yaklasik %80'ini olustururken, KHAK daha az sikliktadir ve bilinen

tim vakalar sigara tuketiminden kaynaklanmaktadir (Esposito vd. 2010).

2.1.1 Epidemiyolojisi

Gegen ylzyilda akciger kanseri sahip oldugu insidans ve mortalite oraniyla nadir
gorulen hastaliklar sinifinda yer almaktaydi. Zamanla artan kanserojen ajanlarla beraber
yukselen insidans ve mortalite oraniyla kiresel bir saglik problemi haline gelmistir (Adler
1913). Akciger kanseri vakalarinin erkeklerdeki insidansi (1 368 524 %14.5), kadinlardan
(725 253 %8.4) daha ylksektir ayni sekilde mortalite oranlari da insidansla paralellik
gOstermektedir (Sekil 2.1, Sekil 2.2). Akciger kanseri toplam kanser vakalarinin
%11.6’sin1 (2 093 826) olusturmaktadir (WEB_1). Diinya ¢apinda farkli kanser tirleri
arasinda akciger kanserinin prevelansi %15.7 meme, %10.9 kolorektal, %8.5 prostat
kanserinden sonra %4.9 ile 4. sirada yer almaktadir. Akciger kanserinin diinya genelinde
5 yillik prevelansina (2 129 964) bakildiginda Asya %56.6 Avrupa %23.3 Kuzey Amerika
%13.3 Latin Amerika ve Karayipler %4 Afrika %1.8 ve Okyanusya %0.87’lik bir dagilima
sahiptir (Sekil 2.3) (WEB_2).
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2.1.2 Etiyoloji

2.1.2.1. Sigara tiiketimi, diyet ve obezite

Akciger kanserinin meydana gelmesindeki en blyuk etken sigara dumanindaki
aerosoller ve partiklllerdir. Sigara dumani, ana duman dalgasi ve yan duman dalgasinin
komponentlerinden meydana gelir. Ana duman dalgasi, sigara kullanicisinin primer
kaynaktan inhalasyon yoluyla maruz kaldigi sigara dumanidir. Yan duman dalgasi
cevresel tutin duman kaynaklarindan ve sigara kullanicilarindan kaynakli tutin
dumanlarndir. Tatin bagimhhgdinin birincil belirleyicileri nikotin ve katrandir. Katran
maruziyeti akciger kanseri riskinin dnemli bir etkeni olarak gortulmektedir (Charles S Dela
Cruz, Tanoue, ve Matthay 2011). Sigara dumaninda 4000’den fazla kimyasal vardir: ana
duman dalgasinin %951 400-500 gaz bileseninden meydana gelir, geri kalani ise
3500’den fazla partikilden olusur (Charles S Dela Cruz vd. 2011). Sigara kullanicilarinin
inhalasyon yoluyla maruz kaldi§i duman polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
aromatik aminler, N-nitrozaminler ve vinil klorid, arsenik ve krom gibi organik ve inorganik
bir cok potansiyel karsinojenden olugur (Faccini 1989). Sigaranin ihtiva ettigi
karsinojenler, hicreye genotoksik bir etkiye ya da karsinogenezi tetikleyen
mekanizmalari aktive edecek bir etkiye sahiptir (Xue, Yang, ve Seng 2014). Ornegin;
sigara dumanindaki bazi kanserojenler DNA’ya kovelent baglanarak DNA hasarlarina
neden olmaktadir. Hasarli DNA’lar kontrol ve tamir mekanizmalarinca tespit edildikten
sonra, tamir edilir ya da hlicre apoptoza yonlendirilir. Kanserojene maruz kalma suresi
ve dozu arttikga hiicre DNA tamir mekanizmalarinin hata yapma ya da hasarli DNA'yi
gbzden kacirma olasiligi artmaktadir. EJer hatali DNA tespit edilip gerekli sireg
baslatilmazsa meydana gelen mutasyonlar, kontrol edilemeyen hiicresel cogalma ve
timor olugumu ile sonuglanabilecek kritik onkogenlerin ve timor baskilayici genlerin
modulasyonunu igeren sinyal yolaklarinin aktivasyonunu saglayabilir (Akopyan ve
Bonavida 2006).

Butin kanserlerin yaklasik olarak %30’unda diyetin sorumlu oldugu ileri
surdlmastar (Willett ve Trichopoulos 1996). Beslenme bigiminin akciger kanseri igin risk
temsil ettigi bir ok galismada gosterilmistir (Ruano-Ravina, Figueiras, ve Barros-Dios
2000). Ornegin; A, C ve E vitaminleri gibi antioksidanlarin serumdaki disik
konsantrasyon seviyesi akciger kanserinin gelisimi ve progresyonuyla iligkilidir (Ruano-
Ravina vd. 2006). A vitamini hem hayvansal (retinol) hem de sebze (karotenoid) kaynakli

temin edilebilir; sadece sebze kaynakli A vitaminin akciger kanserine kargi koruyucu bir



etkiye sahip oldugu ve o6zellikle, en ¢ok bilinen karotenoid olan, B-karotenin akciger
kanserine kargi en buyuk koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Yu vd. 2015).
Ayrica C ve E vitaminlerinin de (a-tokoferol) koruyucu etkilerinin oldugunu gdsteren
calismalar vardir (Narita vd. 2018).

Asiri vicut agirligr akciger kanseri icin risk teskil etmese bile endometriyal, meme
ve kolorektal kanser igin bir risk teskil etmektedir (Charles S. Dela Cruz, Tanoue, ve
Matthay 2011). Renehan ve arkadaglari tarafindan yapilan bir meta analizde, vicut kitle
indeksi ile akciger kanseri riski arasinda ters bir iligki oldugunu ve obezitenin koruyucu

bir rol oynayabilecegini bildirilmistir (Bhaskaran vd. 2014).

2.1.2.2 Kalitsal faktorler

Pek ¢ok gcalismada akciger kanseri olusumunun %80'inden fazlasinin sigara igme
aliskanhgi ile iligkili oldugu, ancak sigara igenlerin %Z20'sinden daha azinin akciger
kanserine sahip oldugu gdsterilmektedir, bu da akciger kanseri olusumunun muhtemelen
genetik duyarlihga sahip oldugunu goéstermektedir (Jemal vd. 2011). 1960’ yillarin
baslarinda Tokuhata ve arkadaglari akciger kanserinin ailesel agregasyonunun ilk
epidemiyolojik kanitini sundular (Tokuhata ve Lilienfeld 1963). Bu konu Gzerine yapilan
calismalarda, birinci derece akrabalarin akciger kanseri riskinin, kontrollerin ailelerinden
1.88 kat daha ylksek oldugu bulunmustur (Gu vd. 2010). Gaughan ve arkadaslari ortaya
koyduklart bir calismada ise KHDAK tanili hastalarda sigara kullanmamis hasta
grubunda kalitsal risk ve epidermal buytume faktor reseptér (Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR)) mutasyonu nedeniyle tani aldiklarini gostermislerdir (Gaughan vd.
2013).

Genom gapinda iliskilendirme galigmalarinda (Genome Wide Association Studies
(GWAS)), yeni akciger kanserine duyarlilik genleri 5p15.33, 6p21, 15924-25.1, 6q23-25
ve 13931.3.44 kromozomlari Uzerinde tanimlanmistir (Yokota, Shiraishi, ve Kohno
2010). Ornegin; Telomeraz revers transkriptaz (TERT) geni 5p1 5 lokusunda yer
almaktadir ve TERT geni akciger kanserinde, hicre proliferasyonunda rol oynamaktadir
(Xie vd. 2011). 6921 lokusundan (PRRC1A (BAT2), BAT3, FKBPL, GTF2H4 ve
CLPTM1L) kodlanan bazi genlerde meydana gelen varyasyonlarin sigara kullanimi ile
iliskili olmayan akciger karsinomu riskini artirdigi gésterilmistir (Wang vd. 2008, 2016).

Akciger kanseri ile iligkili genetik faktorlerin tanimlanmasi sayesinde, kisa
vadede, ylUksek riskli bireyleri taramak icin ailenin genetik risk skoru olusturularak
hastaligin erken evrelerinde tespiti saglanabilir. Orta ve uzun vadede, genlerin

kesfedilmesi, bakim kalitesi, kisisellestiriimis tedaviler, yeni terapotik hedefler ve



biyomarkerleri ortaya c¢ikararak sonuglari klinik uygulamalara bir adim daha

yaklastiracaktir.

2.1.2.3 Enfeksiyonlar

Akciger kanseri nedenleri arasinda, enfeksiyonlar dnemli bir yer tegkil etmektedir
ve Uzerine ¢alismis bir konudur. Engles ve arkadaslari eflamasyonlarin akciger kanseri
olusum ve gelisim surecinde rol oynadigini géstermislerdir (Engels 2008).

insan papiloma virtisinin (Human Papillomavirus (HPV)) diger dokularda
karsinomaya neden oldugu bilinmektedir. 1980 yilinda Syrjanen tarafindan HPV'nin
bronsiyal yassi epitel hicre lezyonlarina neden olma potansiyeli éne surilmustar
(Syrjanen 1980). Irksal ve cografik varyasyonlari olan farkh Glkelerde akciger kanserli
hastalar ile HPV enfeksiyonu arasinda bir prevalans uyumu olmamasina ragmen yapilan
molekuler analizlerde skuamo6z hucreli karsinom akciger kanseri dokularinda HPV’nin
DNA'’sI tespit edilmistir (Chen vd. 2004; Rezazadeh vd. 2009).

Burkitt lenfoma ve nazofarengeal karsinom ile iligkili Epstein Barr virlsu, Asya
kokenli hastalarda nadir gorilen bir akciger kanseri tiri olan lenfoepitelyoma benzeri
karsinom ile gucli bir sekilde iligkilendirilmistir. Fakat bu iliski bati populasyonlarinda
gOrulmemistir (Castro vd. 2001).

insan bag@isiklik yetmezligi (Human Immunodeficiency Virus (HIV)) pozitif
hastalarda, HIV tat proteini hucresel genleri veya protoonkogenleri transaktive
edebilirken diger HIV genleri, timdr baskilayici genleri inhibe edebilir (EI-Solh vd. 1997).
Boyle bir aktivasyondan dolayi HIV ile enfekte kanser hastalari, benzer sekilde evrelenen
HIV ile enfekte olmayan ayni kansere sahip hastalardan daha kétl bir prognoza sahiptir
(Powles vd. 2003). Ayrica HIV pozitif hastalarin tani sirasinda daha ileri evre olma
olasihdi daha yuksektir (Brock vd. 2006). Yapilan ¢alismalar, HIV pozitif hastalarda diger

kanserlere oranla akciger kanserinin daha sik goruldigunu belirtmistir (Engels 2008).

2.1.2.3 Mesleki kanserojenler

Bircok isyerinde kullanilan kimyasal maddelerin akciger karsinogenezinde rol
aldigi gosterilmistir. Bu kanserojen maddeler Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi
(International Agency for Research on Cancer (IARC)) tarafindan tanimlanmigtir.
Endustiriyel olarak sikga kullanilan nikel, krom, silika, klorometil eterler, asbest, vinil
klortr, arsenik, kadmiyum, berilyum ve radon kanserojenlerden birkagidir. Bunlara ek
olarak sanayilesme ylzinden artan fosil yakit kullanimi ile polisiklik aromatik

hidrokarbonlar ve kukurt dioksit gibi kanserojen maddelere maruziyette artmistir (de



Groot vd. 2018). Yapilan galismalarda bu ajanlara maruziyet sonucu akciger kanserine

yakalanma riskinin %50 oraninda arttigi gosterilmistir (Charles S. Dela Cruz vd. 2011).

2.2 Akciger Kanserinin Siniflandiriimasi

Dlnya saglk érgatinin (World Health Organization (WHO)) yayinlamis oldugu
en son guncellemede, siniflandirma boyunca immunohistokimyasal takip (Allen 1991),
genetik galismalar ozellikle molekller entegrasyonlara ve akciger kanseri icin tedavi
stratejilerinin  kisisellestirimesine yardimci testler (The International Agency for
Research on Cancer 2004), kiiglk biyopsiler ve sitolojileri igin yeni bir siniflandirma
(Anonim 1982), akciger adenokarsinomuna farkli bir yaklagim (Organization 1981),
sadece buyuk hucreli karsinom tanisini kisitlayan morfolojik veya imminohistokimyasal
eksikligi olan rezeke edilmis timoérlerin siniflandiriimasi ve blylk hicreli karsinom alt
tiplerinin tanimlanmasi (Travis vd. 1999), keratinize ve non-keratinize skuamoz hucreli
karsinomlarin  siniflandirilmasi  ve bazaloid alt tiplerinin siniflandiriimasinda
immunohistokimyasal ispat aranmasi (Travis vd. 2011), néroendokrin timoérlerin tek bir
kategoride gruplandiriimasi (Lindeman 2015), NUT karsinomun eklenmesi (Lindeman

vd. 2013), “sklerozan hemanjiyom” yerine “sklerozan pnémositoma” “hamartom” yerine
“‘pulmoner hamartom” teriminin getiriimesi (Leighl vd. 2014; Travis vd. 2013),
lenfanjioleiomyomatozis, PEComa benign ve PEComa malign, alt gruplarini
PEComatous timédrleri grubu altina toplanmasi (Ignatius Ou ve Zell 2009), akciger
pulmoner miksoid sarkomunda EWSR7-CREB1 translokasyonun tanimlanmasi ve
EWSR1 genini yeniden dizenlenmesine sahip myoepitelyoma, myoepitelyel
karsinomanin eklenmesi (Loo vd. 2010; Nicholson vd. 2010), Epitelioid
hemanjioendotelyoma tanisinda, WWTR1-CAMTA1 fluzyon geninin tani kriterlerine
eklenmesi (Edwards vd. 2000), Erdheim—Chester hastaliginin lenfoproliferatif timaore
eklenmesi (Travis vd. 2010), intrapulmoner timoma, melanoma, meningioma ve germ
hicreli timorleri igerecek ektopik kokenli bir timor grubunun olusturulmasi (Travis vd.
2015) Uzerine akciger kanseri siniflandirmasi revize edilmistir. GUnumuzde hélen
kullanilan 2015 yilinda son halini almis siniflandirma kriterleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’ de

sunulmustur.



Tablo 2.1 Diinya Saglik Orgiitiiniin kriterlerine gore akciger kanserinde epitelyal tiimérlerin

siniflandiriimasi.

Epitelyal tiimorler

I. Adenokarsinoma

Lepidik adenokarsinoma
Asiner adenokarsinoma
Papiller adenokarsinom
Mikropapiller adenokarsinom
Solid adenokarsinom
invaziv miisinéz adenokarsinom

Mikst invaziv misindz ve musin icermeyen
adenokarsinom
Kolloid adenokarsinom
Fetal adenokarsinom
Minimal invaziv adenokarsinom

Misin6éz minimal invaziv adenokarsinom

Non-misin6z minimal invaziv
adenokarsinom
Preinvaziv lezyonlar

Atipik adenomat6z hiperplazi

Adenokarsinoma insitu

Non-misin6z
Misinéz

IV. Blyuk hicreli karsinom

V. Adenoskuamoz karsinom

VI. Sarkomatoid karsinom
Pleomorfik karsinom
igsi hiicreli karsinom
Dev hicreli
Karsinosarkom
Pulmoner blastom

VII. Diger ve siniflandiriimamis karsinomalar
Lenfoepiteliyoma benzeri karsinom
NUT karsinom

VIII. Takrdk bezi tipi timorler
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epiteliyal-Myoepiteliyal karsinom
Pleomorfik adenom

IX. Papillomlar
Skuamdz hucreli papillom
Egzofitik
Endofitik
Glandiiler papillom
Mikst skuamoz hicreli ve glanduler papillom

Il. Skuamdz hiicreli karsinom
Keratinize skuamdz hicreli karsinom
Non-keratinize skuaméz hiicreli karsinom
Bazaloid skuamoéz hicreli karsinom
Preinvaziv lezyon

Skuamoz hicreli karsinoma insitu

X. Adenomlar
Sklerozan pnomositom
Alveolar adenom
Papiller adenom
Musinéz kistadenom
Muk6z bez adenomu

Ill. Néroendokrin timorler

Klguk hucreli karsinom

Kombine kugtk hicreli karsinom
BlyUk hticreli néroendokrin karsinom

Kombine biyuk hicreli néroendokrin
karsinom
Karsinoid timor

Tipik karsinoid tumaor

Atipik karsinoid timor

Preinvaziv lezyon

Diffuz idiopatik pulmoner néroendokrin hilicre

hiperplazisi
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Tablo 2.2 Diinya Saglik Orgitiiniin kriterlerine gore akciger kanserinde diger timérlerin

siniflandiriimasi.

Mezenkimal tiimorler

Lenfohistiositik tiimorler

|. Pulmoner hamartom

Il. Kondrom

I. MALT Tipi Ekstranodal Marjinal Zon B Hucreli
Lenfoma

Ill. PEComat6z timdrler
Lenfanjioleiomyomatozis
Benign PEComa

II. Diffiiz bayUk hticreli lenfoma

lll. Lenfomatoid granilomatozis

IV. intravaskiiler biyiik B hiicreli lenfoma

Seffaf hiicreli timor

V. Pulmoner Langerhans hucreli histiositoz
Malign PEComa

VI. Erdheim-Chester hastaligi

IV. Konjenital peribrongiyal myofibroblastik o L
timé Ektopik kokenli tiimorler
umor

V. Diffuz pulmoner lenfanjiomatozis I. Germ hucreli timor

V1. inflamatuar myofibroblastik timoér Matdr teratom

VII. Epiteloid hemanjioendoteliyoma Immatlr teratom

VIII. Pléropulmoner blastoma II. intrapulmoner timoma

IX. Sinavyal sarkoma lll. Melanoma

X. Pulmoner arteriyal intimal sarkom

XI. EWSR1-CREB1 translokasyonlu
pulmoner miksoid sarkom

IV. Meningioma, NOS

Metastatik tiimorler

Xll. Myoepiteliyal timorler
Myoepiteliyoma
Myoepiteliyal karsinom

2.2.1 Akciger kanserinin evrelendirilmesi

Akciger karsinomu histolojik olarak siniflandiniidiktan sonraki diger bir énemli
basamagi timoérin evrelendiriimesidir. Evrelendirme hastalarin tedavisinde énemli bir rol
oynar, cunku ilk tani aninda akciger kanserinin evrelendiriimesi sagkalimi en ¢ok
etkileyen parametrelerden biridir. Ayrica, tedavi secenekleri hastalik evresine gore
degisim gostermektedir (Rami-Porta vd. 2014).

En dogru prognostik belirtegleri saglamak i¢in daha fazla veri elde edildiginden
kilavuzlar sdrekli olarak gbzden gecirilerek, akciger kanserinin klinik tespiti ve
evrelemesinde daha hizli ve daha dogru sonuglara ulasmamiza olanak saglanmaktadir
(Lim vd. 2018). Akciger kanserinin evrelendiriimesi igin kabul gérmigs TNM evrelendirme
sistemi kullanilir. Bu sistem, primer tumdérin bayukligu ve yayilimina (T), bdlgesel lenf

bezi tutulumuna (N), uzak metastaz varligina (M) gore siniflama yapmamizi saglar. TNM
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evrelendirme sistemi kabul gérdigu ginden itibaren ¢esitli zamanlarda revize edilmistir,
en son 2018 yilinda (International Ascociation Stufy of the Lung Cancer (IASLC))

uluslararasi olarak gegerli olan 8. baski ile dnemli revizyonlar yapiimistir (Tablo 2.3-2.4).

Tablo 2.3 Akciger kanserinin evrelenmesinde T, N, M kriterleri (IASLC 8th Edition).

T — Primary Tumour

X Primary tumour cannot be assessed, or tumour proven by the presence of malignant cells in sputum or
bronchial washings but not visualized by imaging or bronchoscopy

10 No evidence of primary tumour

Tis (arcinoma in situ

T1 Tumour 3 cm or less in greatest dimension, surrounded by lung or visceral pleura, without bronchoscopic

evidence of invasion more proximal than the lobar bronchus (i.e., not in the main bronchus)’
Timi | Minimally invasive adenocarcinoma?

Ta Tumour 1 cm or less in greatest dimension’

T1b Tumour more than 1.cm but not more than 2 cm in greatest dimension’

T1c Tumour more than 2 cm but not more than 3 cm in greatest dimension!’

T2 Tumour more than 3 cm but not more than 5 cm; or tumour with any of the following features

+ Involves main bronchus regardless of distance to the carina, but without involving the carina

« Invades visceral pleura

- Associated with atelectasis or obstructive pneumonitis that extends to the hilar region, either involving
part of the lung or the entire lung

T2a Tumour more than 3 cm but not more than 4 cm in greatest dimension

T2b Tumour more than 4 cm but not more than 5 cm in greatest dimension

E; Tumour more than 5 cm but not more than 7 cm in greatest dimension or one that directly invades any of

the following: chest wall (including superior sulcus tumours), phrenic nerve, parietal pericardium; or

associated separate tumour nodule(s) in the same lobe as the primary

T4 Tumours more than 7 cm or one that invades any of the following: diaphragm, mediastinum, heart, great

vessels, trachea, recurrent laryngeal nerve, oesophagus, vertebral body, carina; separate tumour nodule(s)

in a different ipsilateral lobe to that of the primary

N - Regional Lymph Nodes M- Distant Metastasis

NX Regional lymph nodes cannot be assessed Mo No distant metastasis

NO No regional lymph node metastasis M1 Distant metastasis

N1 Metastasis in ipsilateral peribronchial and/or M1a [ Separate tumour nodule(s)in a contralateral lobe;
ipsilateral hilar lymph nodes and intrapulmonary tumour with pleural or pericardial nodules or
nodes, including involvement by direct extension malignant pleural or pericardial effusion *

N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal and/or M1b | Single extrathoracic metastasis in a single organ °
subcarinal lymph node(s) Mic | Multiple extrathoracic metastases in one or several

N3 Metastasis in contralateral mediastinal, organs
contralateral hilar, ipsilateral or contralateral
scalene or supraclavicular lymph node(s)

" Herhangi bir boyuttaki nadir yiizeysel yayilan tiimér, brongiyal duvar ile ana brongin proksimaline sinirli invaziv, T1a
olarak da siniflandirilir.

2 Agirlikl olarak adenokarsinom </ = 3 cm ve Lepidik patern </ = 5 mm invazyon (herhangi bir odaktaki en bliyiik boyut).
3T2 tiimérler sinifi 6zelliklerine sahip tiimérler 4 cm ve daha kiigiikse T2a, 4 cm bliyiik 5 cm’den kiigiik ise T2b olarak
siniflandirilir.

4 Cogun plevral efiizyonlar timér nedenlidir. Cok az hastada plevral sivinin mikroskobik incelemeleri tiimér igin negatiftir
ve sivi kanli degildir. Klinik degerlendirmede, eflizyonun iligkili olup olmadigi dikkate alinmali ve evreleme dislanmalidir.
5 Bélgesel olmayan (uzak bélgedeki) nodtilde dahildir.

Tablo 2.4 Akciger kanser evrelerinin gruplandiriimasi (IASLC 8th Edition).
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STAGE T N M
Occult
carcinoma X NO Mo
(o] Tis NO MO
1A1 T1mi NO Mo
T1a NO MO
1A2 T1b NO MO
1A3 T1c NO MO
IB T2a NO MO
1A T2b NO MO
B T1a N1 MO
T1b N1 MO
T1ic N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 Mo
T3 NO MO
HIA T1a N2 MO
T1b N2 MO
T1c N2 MO
T2a N2 Mo
T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
He T1a N3 Mo
T1b N3 MO
T1ic N3 MO
T2a N3 Mo
T2b N3 MO
T3 N2 Mo
T4 N2 MO
nic T3 N3 MO
T4 N3 Mo
VA Any T Any N Mia
Any T Any N M1b
VB Any T Any N Milc

2.3 Kiigiik Hucreli Akciger Kanseri

Kuguk hicreli karsinomlar, farkh epitel dokularda meydana gelen, farklilagsmis ve
oldukga agresif néroendokrin timorlerdir. En sik akciger kanseri vakalarinda gorilir ve
en yaygin olarak brongiyal/solunum agacinda meydana gelir (Travis 2012).
Gastrointestinal sistem, genitolriner sistem, deri, kemik ve perikardiyumdan kaynakl
primer kic¢uk hucreli karsinomlar daha az yaygindir (Rainal vd. 1992). KHAK'nin agresif
dogasi altinda yatan nedenlerden biri ise, neredeyse tim timorlerde p53 timadr stipresor
geninin ve retinoblastom 1'in biallellik inaktivasyonunu iceren ylksek mutasyon profiline
sahip olmasidir (George, Lim, Jang, Cun, Ozretia, vd. 2015). KHAK, tanisi almis
hastalarin neredeyse hepsinin sigara dykusu vardir. Akciger kanseri vakalarinin %10-
15'ini olusturan KHAK, hizli buyume ve erken yaygin metastaz ile karakterize bir
hastalktir (Frih vd. 2013; Herbst, Heymach, ve Lippman 2008; Rudin vd. 2015). KHAK'li
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hastalar yaygin evre (YE-KHAK) veya sinirli evre (SE-KHAK) olarak siniflandirilir.
Genellikle tani sirasinda, hastalarin %70'i YE KHAK tanisini alir (Horn, Reck, ve Spigel
2016). KHAK hastalar igin sistemik tedavi segeneklerinde son g¢eyrek asirda kayda
deger dlgtide bir degisiklik olmamistir. YE-KHAK i¢in standart ilk basamak tedavi olarak
ABD ve Avrupa'da etoposid ile cisplatin veya karboplatin kombinasyonlari veriimektedir
(Frah vd. 2013; George, Lim, Jang, Cun, Ozretia, vd. 2015; Hanna vd. 2006; Rudin vd.
2015; Sundstrem vd. 2002), Asya'da etoposid veya irinotekan ile cisplatin veya
karboplatin kombinasyonlari kullaniimaktadir (Yuankai Shi vd. 2015; Zhi, Yu, ve Shi
2015). Hastalarin yaklasik %80'i birinci basamak kemoterapiye yanit verse de, gogunda
(yaklasik% 80 SE-KHAK ve hemen hemen tim YE-KHAK hastalari) tedavilerini takip
eden ilk yillarda hastaliklari niksetmektedir (Hurwitz vd. 2009). KHAK tedavisi igin
immunoterapi ve kemoterapi ilagc kombinasyonlari Uzerine ¢alismalar yapiimaktadir. Bu
calismalarda alinan olumlu sonuglar neticesinde; immunoterapi ajanlarindan PD-1
inhibitorleri olan pembrolizumab, nivolumab ve PD-L1 inhibitérleri atezolizumab ile
durvalumab metastatik KHAK tedavisi icin kemoterapi ajanlariyla kombine kullanimina
FDA'den ilk basamak tedavi rejimi olarak onay verilmistir (Konala vd. 2020). KHAK igin
birinci ve ikinci basamak tedaviler olduk¢a sinirhdir ve yakin zamanda KHDAK
adenokarsinomunda timoér genomiks galismalari ve molekiler hedefe yonelik tedaviler
KHAK i¢in olumlu bir yanit olugturamamisgtir.

Sonug olarak, KHAK'li hastalar igin kétl prognoz devam etmektedir, SE-KHAK
icin ortalama genel sagkalim (OS) 15-20 ay iken YE-KHAK igin 8-13 aydir (Chan ve
Coward 2013). 5 yillik sagkalim oranlari SE-KHAK % 10-13, YE-KHAK igin % 1-2
arasindadir (Zhao vd. 2018). Mevcuttaki sinirli tedavi segenekleri, KHAK’ine yonelik yeni

terapdtik yaklagimlarin arastirilmasi igin itici gii¢ olmaktadir.

2.3.1 Kugilik hicreli akciger kanserinin genomik yapisi

Klguk hicreli akciger kanserine molekiler agidan ilk kez Todd ve arkadaslari
sitogenetik ve heterozigotluk kaybi (loss of heterozygosity (LOH)) calismalari ile 6ncilik
etmislerdir. Yapmis olduklari bu c¢alismalarda karsinogenez sonucu meydana gelen
kromozomal abnormaliteyi belirlemislerdir. Belirlemis olduklari defekt, akciger kanserinin
butln alt turlerinde siklikla gérilen 3. kromozomun kisa kolunda (3p) meydana gelen
delesyonlardan kaynaklanmaktadir. Timdrigenezde 3p delesyonlarinin rolunu agikhga
kavusturmak icin KHAK hicre hatlarinda mikrosatellit ve floresan in situ hibridizasyon
deneyleriyle, KHAK’nin 3p21 bodlgesinde 1-2 megabazlik homozigot mutasyonlarin

oldugunu goéstermiglerdir (Todd vd. 1997). 3. kromozomun kisa kolunda meydana gelen
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bu delesyonlar 3p14.3-3p14.2 lokusunda yer alan FHIT ve 3p12.3-3p12.2 lokusundaki
ROBO1 timor baskilayici genlerde fonksiyon kaybina neden olabilmektedir (Angeloni
vd. 2006). KHAK genomik profili Gzerine yapilan bagka bir ¢aligmada ise malign
mezotelyoma (MM) ile KHAK ve KHDAK genomik hibridizasyon analizleri ile
karsilagtiriimistir. Tumorlerin patogenezinde yer alan kromozom 4 Uzerindeki varsayilan
timor baskilayict genlerin yerlerini daha kesin olarak belirlemek ve haritalamak
amaciyla, 16 polimorfik mikrosatellit marker kullanilarak LOH ¢aligmalari
gerceklestiriimistir. 20 MM, 21 KHAK ve 20 KHDAK hasta genomu ve 14 KHAK ile 17
KHDAK hucre hatti karsilagtirildiginda, MM ve KHAK, 4q33-34 (bdlge R1;>%80), 4925-
26 (bolge R2;>%60) ve 4p15.1-15.3 (bdlge R3;>%50) bdlgelerinde yiksek siklkta
kayiplar olurken, KHDAK'de daha dusik (>%20-30) siklkta meydana geldigi
gosterilmistir (Shivapurkar vd. 1999).

KHAK genomlari son derece yiksek mutasyon oranlarina sahiptir, bir milyon baz
cifti basina 8.62 non-sinonim mutasyon (Mb) ve, %28 oraninda C:G>A:T transversiyonu
barindirir (Peifer vd. 2012). Onemli élglide mutasyona ugramis genler arasinda TP53 ve
RB1 (Horowitz vd. 1990; Takahashi vd. 1989), KIAA1211 ve COL22A1 ile G-protein bagh
reseptor sinyal yolaginda yer alan RGS7 ve FPR1 genleri yer alir (George, Lim, Jang,
Cun, Ozretia, vd. 2015)(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Kigik hicreli akciger kanserinde genomik degisiklikler (George, Lim, Jang, Cun,
Ozretia, vd. 2015).

Ayrica, sentrozomda fonksiyonel rolleri olan ASPM, ALMS1 ve PDE4DIP genleri
ve RNA regulasyon geni XRN1 ile tetraspanin geni PTGFRN'de 6nemli mutasyon
kimelenmesi meydana geldigi gosterilmistir (George, Lim, Jang, Cun, Ozretia, vd.
2015). Bunlara ek olarak RB1 ile yakindan iligkili olan RBL1 ve RBL2 benzer sekilde
inaktive translokasyonlar sergilemistir (Schaffer vd. 2010).

KHAK tanisi almig hastalarin tedaviye vermis olduklari olumsuz yanitlarin
nedenini aramak igin onkolojik terapétiklerin hedef genlerine bakildiginda, BRAF, KIT,
ve PIK3CA genlerinin gesitli mutasyonlara sahip oldugu goésterilmistir (Hirota vd. 1998;
Holderfield vd. 2014; Shibata vd. 2009). KHAK hastalarinin genotiplendiriimesi, hedefe
yonelik terapétik ajanlarin olasi bir yararini daha verimli hale getirmek icin cok 6nemlidir.
Bagka bir calismada programlanmis hicre 6lumdnd veya apoptozu inhibe eden bir
protein olan Bcl-2'nin yuksek ekspresyon seviyesi radyasyon ve ila¢ direncililigi ile
iligkilendirilmistir. Bcl-2'nin yuksek ekspresyon seviyesi kuguk hucreli akciger kanseri
olgulari (%90) ve hiicre dizilerinin gogunda gézlenmistir ve tedavi stratejisinde hedef gen
olarak BCL2 tartigiimigtir (Ziegler vd. 2009).

Hedgehog sinyal yolagi akciger mikrogevresinden badimsiz olarak KHAK
hucrelerinde aktif haldedir (Teglund ve Toftgard 2010; Vestergaard vd. 2006).
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Hedgehong sinyal molekili Smo’nun aktivasyonu KHAK’de klonojek aktiviteyi saglarken
fare deneylerinde karsinogenezin baslamasini ve ilerlemesini destekledigi gosterilmistir.
Ayrica hedgehog siyal yolaginin farmakolojik blokajinin, 6zellikle kemoterapiyi takiben
fare deneylerinde ve insan ¢alismalarinda KHAK’nin ilerlemesini/buytumesini inhibe ettigi
gOsterilmistir. Hastaligin ilerlemesini yavaglatmak ve kanserin niksetmesini geciktirmek
icin terapdtik bir strateji olarak tanimlanabilecegini savunmuslardir (Park vd. 2011). WNT
yolaginin aktivasyonu KHAK’de onkogenik bir etki gosterirken NOTCH yolaginin
aktivasyonu tumor gelisimini inhibe etmektedir (Kunnimalaiyaan ve Chen 2007,
Espinoza ve Miele 2013). KHAK’inde %25 oraninda NOTCH sinyal yolaginin
inaktivasyonu gozlenmektedir (Development ve Pharmacology 2015; Espinoza ve Miele
2013).

Fosfataz ve tensin homologu (Phosphatase and tensin homolog (PTEN)),
PIBK/AKT/mTOR yolagini inhibe ederek cgesitli fizyolojik stregleri diizenler. Shibata ve
arkadaslari, KHAK hucrelerinde fosfatidilinositol-3-kinaz  katalitk a (PIK3CA)
mutasyonunun, triciribine hassasiyeti arttirdigini gdéstermiglerdir. Ayrica, PIK3CA
mutasyonuna sahip KHAK hicrelerinin cisplatine direngli olan alt klonunu igeren
hicreler, triciribine kargl daha yuksek bir hassasiyet gostermektedir (Shibata vd. 2009;
Vestergaard vd. 2006).

Akciger kanserinde Epidermal Biyuime Faktor Reseptori hedefli en ¢ok
kullanilan kemoterapi ajanlari arasinda tirozin kinaz inhibitorleri (erlotinib, gefitinib,
afatinib) yer almaktadir. Fakat birinci basamak tedaviden sonra ortalama 12 aylik bir stre
icinde (Mok vd. 2009), diren¢ gelisir ve tekrar alinan biyopsi numunelerinde EGFR
inhibitorlerine karsi edinilmis cesitli direng mekanizmalar gézlemlenmistir. En yaygin
direnc mekanizmasi, EGFR'de, Adenozin trifosfat (ATP) igin reseptdrin afinitesini
arttiran ve inhibitérin varliginda surekli olarak EGFR sinyalizasyonuna izin veren
Thr790Met (T790M) mutasyonudur (Yun vd. 2008). Thr790Met mutasyonlari, direngli
timorlerden alinan numunelerin %50-60'Inda rapor edilmistir (Sequist vd. 2011; Yu vd.
2013). EGFR reseptorinin agik kalmasini saglayan baypas mekanizmasi MET ve
HER2 amplifikasyonlardir. Bu mekanizma EGFR inhibitorlerine kargi olusan direngli
timorlerin %15-20'lik kisminda goérilmektedir (Engelman vd. 2007; Sequist vd. 2011; Yu
vd. 2013). EGFR inhibitorlerine karsi bir baska direng mekanizmasi, EGFR-mutant
adenokarsinomunun KHAK’ine histolojik transformasyonudur (Zakowski, Ladanyi, ve
Kris 2006). Bu histolojik transformasyon Uzerine yapilan RNA sekans galismalarinda
KHAK’inde EGFR ifadesinin oldukga disuk oldugu gdsterilmistir (George, Lim, Jang,
Cun, Ozretia, vd. 2015). Yapilan baska bir calismada ise EGFR mutasyonu bulunan

akciger adenokarsinomlarinda yapilan c¢alismalar sonucunda KHDAK’den KHAK’ne
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dénlslm sirasinda EGFR ifadesinin 6nemli seviyede azaldigi gosterilmigtir (Sekil 2.5)
(Niederst vd. 2015; Oser vd. 2015).

KHAK karakterizasyonunda, MYC, MET, SOX2, SOX4, KIT ve FGFR1 genlerinin
amplifikasyonlari saptanmigtir (Gelsomino, Rossi, ve Tiseo 2014; Peifer vd. 2012; Rudin
vd. 2012; Sos vd. 2012). FGFR1 amplifikasyonu birinci basamak kemoterapiye cevap
olarak daha kisa progresyonsuz sagkalim ile iligkilidir (Park vd. 2015). FGFR1
amplifikasyonunun hem in vitro hem de ksenograft modellerinde, kiigtik hlcreli akciger
kanseri icin potansiyel bir terapdtik hedef olabilecegi 6éngérilmistur (Park vd. 2015;
Thomas vd. 2014; Zhang vd. 2015). KHAK 6rneklerinin %27'sinde SOX2 amplifikasyonu,
%9'unda RLF—MYCL1 gen fuzyonlari gézlenmistir (Gelsomino vd. 2014). SOX2 ve RLF-
MYCL1 fizyonunun tekrarlayan dogasi ve fonksiyonelligi sayesinde, KHAK'de terapétik
mudahale igin ek firsatlar saglar (Rudin vd. 2012). Son dénemlerde yapilan genom
diuzeyindeki ¢alismalarda KHAK vakalarinin %16’sinda MYC onkogeni ve MYC aile
dyelerinin amplifikasyonlari saptanmigtir (Peifer vd. 2012).

Yeni nesil sekans kullanilarak insan epigenomunun gorsellestiriimesi, epigenetik
sureclerin  karsinogenezdeki ve o&zellikle KHAK'deki rolinin belirlenmesini
kolaylastirmistir (Baylin ve Jones 2011; Coe vd. 2013; Poirier vd. 2015). KHAK’nin alt

Adenokarsinoma

+EGFR
+ KRAS
-TP53

-RB1
- EGFR
ekspresyonu

Alveoler tip Il
.. v
hiicre
-RB1
-TP53

KHAK

+EGFR
ekspresyonu

Sekil 2.5 Adenokarsinomdan kiguk hiicreli akciger kanserine doniisiimesine yol agan molekiler
olaylari gosteren hipotetik model.

tiplerinin belirlenmesi kemoterapik ajanlara verdigi cevaplarin siniflandiriimasi agisindan
metilasyon ve gen ekspresyonlarinin énemli oldugu goésterilmistir (Charles M. Rudin vd.
2019). KHAK alt tiplerinin belirlenmesinde ASCL17 NEUROD1 genleri 6ne ¢ikmaktadir
(Charles M. Rudin vd. 2019). Yapilan baska bir ¢alismada ise ASCL1, NEUROD1,
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ASCL2, INSM1, YAP1 ve POUZ2F3 genlerinin guglu bir korelasyon sagladigi ve ayrica
belirli biyolojik ilginin spesifik genlerin butiiniinde oldugu gdsterilmistir (Krushkal vd.
2020).

2.4 Epitelyal-Mezenkimal Transisyon

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), hiicrelerin epitel 6zelliklerini kaybettikleri ve
mezenkimal hicre fenotip 6zellikleri kazandiklari hicresel bir sirectir. EMT, siklikla
embriyogenez tumor baglangici, malign ilerleme, tUmor sapmasi, tumor hucre gogu,
kana intravazasyon, metastaz ve tedaviye direng gibi gesitli biyolojik fonksiyonlar ile
iligkilendirilmistir (Brabletz 2012; Brabletz vd. 2018; Craene ve Berx 2013a). EMT ya da,
mezenkimal epitelyal gegis (MET), kdk hiicre farklilagmasi veya yeniden programlamada
onemli roller oynamaktadir (T. Chen vd. 2017). EMT'nin, epitelyal ve mezenkimal
belirteclerin farkli seviyelerini ifade eden, epitelyal ve mezenkimal hiicreler arasinda ara
morfolojik, transkripsiyonel ve epigenetik 6zellikler sergileyen, birkag hiicresel durum ile
karakterize edilen kademeli bir sekilde ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Hong vd. 2015; Jolly
vd. 2016; Jordan, Johnson, ve Abell 2011; Pastushenko vd. 2018a). Epitelyal ve
tamamen mezenkimal gegisteki ara durumlara kismi, eksik veya hibrit EMT durumlari
denir.

Farkh kanser turlerinde yapilan ksenograft (Pastushenko vd. 2018a) ve hicre
kultara galismalarinda epitelyal, mezenkimal belirteglerin ekspresyonlari arastiriimigtir.
Meme, pankreatik, bobrek, akciger, kolorektal ve yumurtalik kanseri hiicre dizilerinde, bu
iki belirtecin egs ifade edildigi hlicrelerde, EMT hibrit durumunun varhdi dusunilmektedir
(Bronsert vd. 2014; Hendrix vd. 1997; Hiew vd. 2018; Sampson vd. 2014; Schliekelman
vd. 2015; Strauss vd. 2009). in vitro ¢alismalarda hibrit fenotipin artan invazyon ve
migrasyon yetenegi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Schliekelman vd. 2015; Strauss vd.
2011).

Karsinosarkomlar, klonal kdkenli epitelyal ve mezenkimal kisimlar igeren, nadir
bulunan timoérlerdir. Bu timédrler farkli organlardan gelen primer kanserlerde gbézlenen
spontan EMT paradigmasini temsil eder (Koba vd. 2018; Paniz-Mondolfi vd. 2015;
Somarelli vd. 2015; Yabuuchi, Tanaka, ve Ono 2018).

Tip 1 EMT implantasyon, embriyogenez ve organ geligsimi sirasinda gorulir; bu
EMT tipi organ fibrozu veya malign metastaz ile iligkili degildir. Tip 2 EMT, yara
iyilesmesi, organ fibrozu ve doku rejenerasyonunda rol alir. Yaralanmaya yanit olarak

ortaya gikar ve onarim islemlerine katkida bulunur, dokuyu onarmaya yardimci olmak
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icin fibroblastlar ve diger hucrelerin Uretiminde rol alir. EMT’nin bu tipi genellikle
enflamasyon ile iligkilidir ve enflamasyon bitince sonlanir. Eger iltihaplanma tekrarlarsa
ve tip 2 EMT uzun slrerse, bu durum organ hasarina neden olabilir ve ¢ok ciddi
sonuglara yol agabilir. Son EMT tipi olan tip 3 EMT, kanser progresyonu ve metastazi ile
iligkilidir. Bu tip EMT tarafindan Uretilen hicreler dolagima dahil olarak metastaz

olusturabilme yetenegine sahiptir (Sekil 2.6) (Sohal vd. 2013).

Tip 1 EMT Tip 2 EMT

i .
[—-v Ikel gizgi r—> Epiblast o @

OOO
OQO

Tip 3 EMT

[ ] Epitelyal hiicre j W )\\

Mezenkimal hiicre W \y
W Primer epitelyal Z R

kanser hiicresi m
Q invaziv ve metastatik EQ\

hticre

Sekil 2.6 EMT-Tip 1 embriyo olusumu EMT-Tip 2 doku rejenerasyonu ve EMT-Tip 3 kanser

ilerlemesi.

2.4.1 EMT-MET transisyonunda kok hiicrelilik ve plastisite

EMT’nin birden ¢ok biyolojik suregte rol oynadigi bilinmektedir. Bu biyolojik
surecglerde hucreler farkli epitel ve mezenkimal hilicre fenotipleri sergilemektedir.
Dolayisiyla hucre farkli transkipsiyonel etkinlik ve epigenetik karakterizasyona
barinmektedir. Kanser kdk hicreleri, kendi kendine yenilenen ve primer timorlerde
bulunan farkli timor hicresi tiplerine farklilasabilen, artan timdrijenik potansiyele sahip
bir timdr hicresi popllasyonunu tanimlar.

Tumor kok hucreliligini degerlendirmek igin tumor transplantasyonu, tiumor
kokeninin izlenmesi ve koken ablasyon yontemi dahil olmak Uzere hucresel deneyler
gelistiriimistir (Nassar ve Blanpain 2016). EMT ve timor stemness iligkisi in vivo olarak
timor transplantasyonundan sonra artan timor yayllma potansiyelinin skorlanmasiyla

gOsterilmistir. Epitel hicrelerinde Twist Basic Helix-Loop-Helix Transcription Factor 1
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(TWIST1) veya Snail Family Transcriptional Repressor 1 (SNAI1) gibi EMT'yi
destekleyen transkripsiyon faktorlerinin artan ekspresyonu, sekonder timoérlerin olugsma
yeteneklerini arttirir (Mani vd. 2008; Morel vd. 2008).

Farkli timor hicresi populasyonlarinin izolasyonunda EpCAM veya E-kaderin
ifadesi yuksek primer timorler, EMT timor hiicresi populasyonlarinin, artan timor
yayllma potansiyeli ile iligkili oldugunu goéstermistir (Latil vd. 2017; Rhim vd. 2012).
Ovaryum kanseri gibi bazi modellerde hibrit EMT fenotipi, artan timoér kék hucrelilik
fenotipi ile iligkiliyken, tamamen epitelyal veya tamamen mezenkimal fenotipler, kdk
hucre belirteclerinin kaybi ve tumédrijenisitesi ile iligkilendirilmistir (Strauss vd. 2009).
Hibrit EMT populasyonlari, tumor epitel hicrelerine kiyasla timor yayiliminda bes kat
daha agresif bir profil sergilemistir (Pastushenko vd. 2018Db).

EMT'nin sikhkla epitelyal timor hiucrelerine kiyasla artan tamor yayilimi ile iligkili
oldugu bilinmektedir. Hibrit EMT populasyonlarinin ge¢ EMT hdcrelerine kiyasla daha
klonojenik oldugunu ortaya koyulmaktadir. Bunlara ek olarak, mikro ¢cevreye bagli olarak
farkli EMT alt populasyonlari diger tim populasyonlari dogurabilme 6zelligine sahiptir,
ancak bazi populasyonlar belirli alt poptlasyonlara evrilecek sekilde meyillidir. Bu veriler
EMT'nin siral bir sekilde olustugunu ve timor hicrelerinin farkli ara durumlardan
gecerek epitel durumundan mezenkimal duruma ilerledigini gostermektedir. Bununla
birlikte, bazi tim&r epitel hicrelerinin dogrudan yiksek mezenkimal durumlara sebep
olmasi veya timdr mezenkimal hlcrelerinin ara durumlardan gegcmeden timor epitel
hicrelerine yol agmasi da mimkindur

Yukarida bahsi gegcen EMT asamalari hem timoér kok hacreliligi hem de hicre
plastisitesine gore 5 sinifa ayrilmaktadir. Bunlar; stabil epitelyal, erken-faz melez EMT,
melez EMT, geg-faz melez EMT ve stabil mezenkimaldir (Sekil 2.7) (Pastushenko ve
Blanpain 2019).
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Smad2/3
Epithelial Early hybrid Hybrid Late hybrid Mesenchymal
tumor cells EMT state EMT state EMT state tumor cells
Proliferation +++++ ++++ +++ ++ +
Invasion + ++ +++ ++++ +++++
Plasticity + ++ +++ ++++ ++
Stemness + +++ +++ +++ +++
Metastasis + ++++ ++++ ++ +

Trends in Cell Biology

Sekil 2.7 EMT, gegis durumlari ve sahip olduklari fonksiyonel 6zellikler (Pastushenko ve Blanpain
2019).

2.5 Ekstraseliiler Matriks ve Fibulinler

Ekstraselller matriks (Extracellular Matrix (ECM)), dogasi ve kompozisyonu
bakimindan ¢ok c¢esitlidir. Bu karakteristik 6zellik, hlicreleri destekleme ve hiicreler arasi
iletisimi dizenleme gibi bir¢ok isleve hizmet etmesine yardimci olur. Hiicre motilitesini
kontrol etmenin yani sira biyime, gelisme, yara iyilesmesi ve fibroz igin de gereklidir.
ECM bilesenleri mevcut matrikste salgilanir. ECM'deki birgok protein, lamininler,
fibronektin ve elastinler gibi nispeten biyuk molekiller igceren glikoproteinlerdir. Diger
kiigik ECM proteinleri hicresel davranigi ve fonksiyonlari modile eder (de Vega,
Iwamoto, ve Yamada 2009).

Fibulinler, epidermal blytume faktort (Epidermal growth factor (EGF) benzeri bir
moduliin ve benzersiz bir C-terminal fibulin tipi moduliin ardisik tekrarlari ile ortak bir
multimodduler organizasyonu paylasir (Barth vd. 1998). Fibulinler, supramolekiler ECM
komplekslerinin montajinda ve stabilizasyonunda rol almaktadir. ECM'nin yapisina ve
stabilizasyonuna dahil olmalari nedeniyle, fibulinler doku organogenezi, vaskulojenez,
fibrojenez ve timdrigenezde rol oynar. Fibulinler, bag dokusu lifleri, bazal membranlar
ve kan pihtilari gibi ECM yapilari ile iligkilidir (Sekil 2.8) (Argraves vd. 2003; Chu ve
Tsuda 2004; Timpl vd. 2003).
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Aty Fibrillin Elastin Kollajen i Laminin
P integrin E Siki baglantilar Proteoglikan 3 Fibulin
Sekil 2.8 Ekstraseliler matriks kompozisyonunda fibulinlerin yeri.
2.5.1 Fibulin protein yapisi
Fibulinler, domain I, Il ve Il gruplandiriimis modullerden olugur. Domain |, N

terminalini temsil eder ve aile Uyeleri arasinda degigkenlik gosterir. Domain I, merkezi
kismi temsil eder ve bir tandem dizide degisken sayida EGF benzeri modiil igerir. EGF
benzeri modillerin ¢ogu, kalsiyum baglanmasi igin bir konsensus sekansi icerir ve
kalsiyum baglayici EGF (cbEGF) benzeri modiller olarak bilinir. C-terminal kismi,
fibdlinlere ve fibrillinlere 6zgu, fibulin tipi modul olarak adlandirilan domain llI'tar (Sekil
2.9 ) (Giltay, Timpl, ve Kostka 1999). Fibulin ailesi iki alt gruba ayrilmaktadir. ilk grup
fibulin-1 (100 kDa) ve fibulin-2 (195 kDa)’den olugsmaktadir. Fibulin 1 ve 2 diger Gyelerden
daha buyuktur, ¢inkl domain I'de parazitlere karsi iltihaplanma ve savunmaya dahil olan
tamamlayici sistemin bilesenleri olan ve ana kisimda daha fazla EGF benzeri modul olan
u¢ anafilatoksin (AT) moduli vardir. Ek olarak, fibulin-2 N-terminal alaninda sistein
acisindan zengin segmente sahip ve sistein amino asit reziduleri olan iki ekstra kisim

icerir (Sekil 2.9). ikinci alt grup Uyeleri, fibulin-3, -4, -5, -6 ve -7 formlarindan
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olusmaktadir. Bunlarin ilk ¢l 50-60 kDa arasinda bir molekiler agirliga sahiptirler ve
“kisa fibulinler” olarak tanimlanmaktadir. Fibulin-6, 615 kDa molekduler agirliga sahip,
dokuz immunoglobulin C-2 modula ve alti trombospondin tip | tekrari ile daha buyuk bir
N-terminal alani igerir. Fibulin-7 50 kDa agirhiginda, sugi domaini igeren N terminal
domain | ayrica protein-protein etkilesimlerini igeren kompleman kontrol proteini (CCP)
domaini ile kisa konsensus tekrari (SCR) olarak da bilinen domainlerden olusmaktadir.
Fibulin-3 ile fibulin-7 baslangigta yeni proteinlerin arastirilmasi sirasinda tanimlanmis ve
farkli kisaltmalar verilmistir. Fibulin motifi ve EGF alanlarinin tandem dizisini igerdikleri
icin fibdlin ailesinin Uyeleri olarak sonradan taninmiglardir (C. vd. 1999; Giltay vd. 1999;
De Vega vd. 2007).

Domain | Domain Il Domain Ill

I

Fibulin-1

- 000 000000000 Il —  Fibulin-2
O 00000 | | Fibulin-3

(Efemp1)
O 00000 o Fibulin-4
(Efemp2)
000000 Fibulin-5
(DANCE/EVEC)

—— 0 00CTO0000- 000000000000 ——00 — s — V'™ °
- 7ZZZ——e-o—Immm—

(Hemicentin)
Fibulin-7
(TM14)

== Signal peptide O Cys-rich domain [ZZZZ] sushi domain O Immunoglobulin o Thrombospondin O G2 nidogen

C-2 domain type | repeat domain

Q von Willebrand > Cys-free domain @) Anaphylatoxin I Fibuiin FC Q©EGF-like module @ EGF-like

factor domain domain globular domain with insertion module

Sekil 2.9 Fibulin ailesi proteinlerinin domain yapilar (Giltay vd. 1999).

2.6 Hipotez

Klguk hucreli akciger kanseri hiicre dizilerinde Fibulin-3’Gn epitelyal mezenkimal gecis

ve kanser kok hucre fenotipi Uzerine etkisi olabilir.
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Galismada kullanilan hicreler Tablo 3.1’de, antikor ve primerler Tablo 3.2'de,

kitler Tablo 3.3’de ve vektdrler Tablo 3.4°de verilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan hiicre hatlari ve 6zellikleri.

Hiicre Hatti GCogalma Ozelligi Kokeni

N417 Sispanse Homo sapiens/ Karsinoma; Kiiguk
Hucreli Akciger Kanseri

N417-adh Monolayer Homo sapiens/ Karsinoma; Kiguk
Hucreli Akciger Kanseri

H209 Sispanse Homo sapiens/ Karsinoma; Kiiguk
Hucreli Akciger Kanseri

H82 Sispanse Homo sapiens/ Karsinoma; Kiguk
Hucreli Akciger Kanseri

HEK293T Monolayer Homo sapiens/ immortal bdbrek

epitel hicresi

Tablo 3.2 Calismada kullanilan antikor primer ve 6zellikleri.

Antikor ve Primerler

Firma/Marka

Fibulin-3 Antikor (C-3) sc-365224

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz

TCF8/ZEB-1 Antikor (D80D3)

Cell Signalig Technology

N-Kaderin Antikor (13A9)

Cell Signalig Technology
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E-Kaderin Antikor (24E10)

Cell Signalig Technology

c-MYC (C33) sc-42

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz

Sox-2 (Y-17) sc-17320 Goat

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz

Snail Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz
Slug Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz
Twist Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz
Nanog Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz
Aldh1a1 Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz

HIF1-alfa (28b) sc-13515

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz

GAPDH

Cell Signalig Technology

Mouse IgG Sekonder Antikor

Thermo Fisher Scientific

Rabbit IgG Sekonder Antikor

Thermo Fisher Scientific

Goat IgG Sekonder Antikor

Thermo Fisher Scientific

Bax Forward (oligontkleotit) Sentegen
Bax Reverse (oligonikleotit) Sentegen
Bcl-2 Forward (oligonukleotit) Sentegen
Bcl-2 Reverse (oligonukleotit) Sentegen
P21 Forward (oligonukleotit) Sentegen
P21 Reverse (oligonukleotit) Sentegen
PTEN Forward (oligonUkleotit) Sentegen
PTEN Reverse (oligonukleotit) Sentegen
Siklin D1 Forward (oligonukleotit) Sentegen
Siklin D1 Reverse (oligonukleotit) Sentegen
hsa-miR-27a Qiagen
hsa-miR-1200 Qiagen
hsa-miR-1243 Qiagen
hsa-miR-548a Qiagen
hsa-miR-30e Qiagen
hsa-miR-3179 Qiagen
hsa-let-7a Qiagen
U6/Snord 48 Qiagen
Fibulin-3 Forward (oligonukleotit) Sentegen
Fibulin-3 Reverse (oligonukleotit) Sentegen
Beta-aktin Forward (oligonuleotit) Sentegen
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Beta-aktin Reverse (oligonileotit) Sentegen
Fibulin-3 EcoRI Forward (oligonukleotit) Sentegen
Fibulin-3 EcoRI Reverse (oligonukleotit) Sentegen

Tablo 3.3 Calismada kulanilan kitler ve 6zellikleri.

Kitler

Firma/Marka

NEB 5-alfa Competent E. coli (High
Efficiency)

New England Biolabs (NEB)

HiSpeed Plasma Maksi Kit (Cat no: 1263)

Qiagen

Nucleo Spin Plasmid Quick Pure
(Product.Code 16311616)

Macherey-Nagel

siRNA- SMART pool 10nmol

GenepHlow Gel/PCR kit (DFH300) Geneaid
E.Z.N.A DNA probe Prufication Kit (D6538) OMEGA
ON-TARGETplus Human EFEMP1 (2202) Dharmacon

EcoRI (NEB# R3195)

New England Biolabs (NEB)

T4 ligaz (ELO011)

Thermo Fisher Scientific

FastAp Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (EF0651)

Thermo Fisher Scientific

miRNeasy Mini Kit (Cat No: 217004)

Qiagen

RT?First Strand Kit (50)

Qiagen

Platinum Tag DNA Polymerase

Thermo Fisher Scientific

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (204143)

Qiagen

Tablo 3.4 Calismada kullanilan vektorler ve 6zellikleri.

retroviral vektor (Cat: TR213284)

Vektorler Temin Edilen Kisi/Firma
FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP (Plasmid 29703) Addgene
EFEMP1-Human, 4unique 29 mer shRNA Origene

pCDH-CMV-MCS-EF1-puro lentiviral (Cat:
CD510B)

Dr. Ogr. Uyesi Onur Tokgiin

pMD.G2 (Zarf vektor)

Dr. Ogr. Uyesi Onur Tokgiin

psPAX2 (Paketleme vektorl)

Dr. Ogr. Uyesi Onur Tokgiin




Tablo 3.5 Calismada kullanilan tamponlar.
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Tamponlar/Soliisyonlar

Firma/Marka

4X Yukleme Tamponu

Laemli Buffer (Kat.No: 1610747, BioRad),
B-merkaptoetanol (Kat. No:805740,
MerckMillipore). (1/9)

1,5 M Tris Base (pH: 8.8)

Tris (Kat. No: TRS001, BioShop)

%10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS):

SDS (Kat. No: SDS001, BioShop)

%10 Amonyum persilfat (APS)

APS (Kat. No:1610700, BioRad)

Running (Yuritme) Tamponu (25 mM
Tris, 190 mM Gilisin, %0,1 SDS):

Tris Base (Kat. No: TRS001, BioShop)
Glisin (Kat. No: GLN002, BioShop)
SDS (Kat. No: SDS001, BioShop)

TBS-T

Tris (Kat. No: TRS001, BioShop)
NaCl (Kat. No: SOD001, BioShop)

Phosphate-buffered saline, (PBS)

1X PBS (Kat. No: 10010023 ThermoFisher)

RIPA tamponu

10X RIPA (Kat. No:9806, Cell Signaling
Technology)

Kloroform Kloroform (Kat. N0:288306, Sigma-Aldrich)
Trizol Qiazol (Kat. No:79306, Qiagen)
izopropanol Kat. No:109634, Merck

Etanol Kat. No:100983, Merck

Dimetilsulfoksit (DMSO)

DMSO (Kat. No: DMS666 BioShop)

Fetal dana serumu

FBS (Kat. No:10500064, Gibco)

RPMI1640 besiyeri

RPMI 1640 (Kat. No:52400-025, Gibco)

DMEM besiyeri

DMEM (Kat. No:41965-039, Gibco)
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3.2 Yontemler

3.2.1 Hiicre kulturi

Calismada kullanilan, KHAK hicre dizisi H82, H209 Sap Enstitistinden
(TURKIYE) HEK293T ve N417 hiicreleri Prof. Dr. Hakan AKCA’'dan (T.C. Pamukkale
Universitesi, TURKIYE) temin edildi. H82 ve H209 ve N417 hiicre dizisi %10 fetal dana
serumu (FBS, Kat. No0:10500064, Gibco) ve %0,5’lik penisilin/steptomisin igeren
RPMI1640 (Kat. No:52400-025, Gibco) besi ortaminda, HEK293T hucre dizileri %10
fetal dana serumu ve %0,5’lik penisilin/steptomisin iceren DMEM (Kat. No:41965-039,
Gibco) besi ortaminda 37°C'de, %5 CO; ve %95 nemli hava ortaminda kdiltiire edildi.

N417-adh

Sekil 3.1 Calismada kullanilan hiicre dizilerinin mikroskobik gorintisu.
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3.2.2 Hiicrelerin ¢oziilmesi ve dondurulmasi

Daha 6nceden dondurularak -80°C’de saklanan hicreler dnceden ayarlanmig
olan su banyosunda (37 °C) 1-2 dakika inkliibe edilerek ¢ézilmeleri saglandi. Streril 15
ml’lik falkon tlp icerisinde 5 ml besiyeriyle karistirildiktan sonra 100xg’de 5 dakika
santrifyj edildi. Santrifij sonrasinda siUpernatant kismi aspire edilerek ortamdan
uzaklastinldi ve falkon tlpun dibinde kalan pelet 5 ml besiyeriyle yumusak bir
pipetajlamayla homojen hale getirilerek flasklara aktarildi.

Hucreleri dondurmak amaciyla 9 ml besiyeri ile 1 ml dimetilsilfoksit karistirilarak
%10 dimetilstlfoksit (DMSO) iceren besiyeri hazirlandi. Hicreler dondurma iglemi igin
15 ml’ lik steril falkonlara aktarildi ve 100xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrif(ij sonrasi
stpernatant kisim aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. Daha énceden hazirladigimiz
%10 DMSO’lu besiyeriyle yumusak pipetajlama islemiyle homojen hale getirildi.
Dondurma islemi sonrasinda hucreler -80 °C’ye kadar dayanikli 6zel cryo tlplere
aktarilarak -80°C’ de sakland.

3.2.3 RNA izolasyonu

Calismada kullanilacak hiicrelerde Fibulin-3’Un ekspresyonunu ve hipotezimiz
geregi mikroarray analizi ve mikroarray analizinin teyiti icin qPCR calismalarinda
kullanilacak RNA'larin izolasyonu yapildi;

i. Hucrelerin adherent ve slspanse 6zelliklerine gore farkli islemler yapilarak,
besiyerleri uzaklastirilip PBS ile yikandi.

ii.  Hucre pelletleri 500 pl trizol ile yeteri sekilde pipetaj yapilarak steril 1,5 ml’lik
ependorf tiplere aktarilip 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

iii. 5 dakikalik inkibasyon sonrasi 200 pl kloroform eklenip vorteks isleminden
sonra 2-3 dakika oda sicakliginda inkubasyona birakildi.

iv.  2-3 dakika inkube edildikten sonra 12000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifuj edildi.
v.  Santrifuj sonunda 3 farkh faz g6zlendi; akuaz faz, beyaz faz ve pembe faz, orta
kisimda DNA igerigi bulunan beyaz faza temas edilmeden Ust faz c¢ekildi.

vi.  Steril ependorf tlipe aktarilan akuaz faza 500 ul izopropil alkol eklenerek 6-8

defa alt Ust yapilip oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi.
vii.  Inkiibasyon sonunda érnekler 12000xg’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi.
viii.  Santriflij sonrasi pellet hareket ettiriimeden stipernatant ortamdan uzaklastirildi
ve pellete 500 ul %70 etanol eklenerek hafif bir vorteks yapildi.
ix.  Ornekler 7000xg’de 4°C’ de 10 dakika santrifiij edildi.



Xi.
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Santrifiij sonrasi stipernatant ortamdan uzaklastirilarak pelletin kurumasi igin
ependorf tlplerin kapaklari agik birakildi.

Kurumus olan pelletler 20-25 pl nukleaz icermeyen dH>O’de ¢ozilerek 10
dakika 60°C’de inklbe edildi.

inkiibasyon sonunda RNA kalitesi ve miktari Nanodrop cihazi ile belirlendikten

sonra 6rnekler kullanilacagi zamana kadar saklanmak tzere -80°C’ye kaldirildi.

3.2.4 MiRNA izolasyonu

Fibulin-3 over ekspresyon vektort, Fibulin-3 siRNA ve Fibulin-3 shRNA'lar

aracihgiyla Fibulin-3 ifadesi yeniden dizenlenen KHAK hiicre dizilerinde Fibulin-3

ifadesindeki artis ya da azalmaya bagli olarak ifadesi degisen miRNA’lari belirlemek ve

mikroarray sonuglarini teyit etmek amaciyla hucrelerden miRNA izolasyonu yaptik.

izolasyon miRNeasy Mini kit (Kat No: Qiagen) araciigiyla yapildi. MiRNA izolasyonlari

asagida belirtilen protokole gore yapilmistir:

Vi.

Vii.

viii.

Hucreler 250xg’de santrifuj edilip besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet PBS ile
yikandi.

Hucre pelletleri 700 pl trizol ile yeteri sekilde pipetaj yapilarak steril 1,5 ml'lik
ependorf tlplere aktarildi ve 6rnekler oda sicakhginda 5 dakika inkiibasyona
birakildi.

Ornekler oda sicakhginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 140 pl kloroform
eklenip vorteks islemi gergeklestiriidi ve oda sicakliginda 2-3 dakika
inkUbasyona birakildi.

inkiibasyon sonrasi érnekler 12000xg’de 4°C’ de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda 3 farkl faz gézlendi; akuaz faz, beyaz faz ve pembe faz.
*Orta kisimda DNA igerigi bulunan beyaz faza temas edilmeden Ust faz gekildi.
Cekilen st faz yeni bir tipe aktarilarak 1,5 kati kadar %100’lik EtOH eklendi
ve pipetaj yapildi.

RNeasy mini spin kolonlara 700 ul 6érnek aktarildi. Oda sicakhdinda 8000x g’de
15 saniye santrifiij edildi ve alt faz atildi (Ornegin kalan kismi ayni kolonlara
aktarilarak vii. basamakta yapilan iglemler tekrarlandi).

RNeasy mini spin kolona 700 ul Buffer RWT eklenerek oda sicakhiginda
8000xg’de 15 saniye santriflj edildi ve alt faz atildi.

RNeasy mini spin kolona 500 ul Buffer RPE eklenerek oda sicakliginda
8000xg’de 15 saniye santrifij edildi ve alt faz atildi.
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X.  RNeasy mini spin kolona 500 ul Buffer RPE eklenerek oda sicakliginda
8000xg’'de 2 dakika santrifuj edildi ve alt faz atildi.

xi.  RNeasy mini spin kolon 1,5 ml temiz ependorf tiipe aktarildi ve kurutma islemi
icin oda sicakliginda 16000xg’de 3 dakika santrifiij edildi.

xii.  RNeasy mini spin kolon 1,5 ml temiz ependorf tlipe aktarildi ve kolona 20 pl
RNaz icermeyen steril su eklenerek oda sicakliginda 12000xg’de 1 dakika
santrifij edilerek RNA ependorf tlipe aktarildi.

xiii. ~ RNA’larin kalite ve konsantrasyonlari nanodrop ile élgtldikten sonra

kullanilincaya kadar -80°C’de sakland.

3.2.5 Niikleik asit miktarinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi

Ornekleden izole ettigimiz DNA, RNA ve ayrica izole edilen RNA’lardan gevirilen
cDNA nikleik asitlerinin 230 nm, 260 nm ve 280 nm degerleri NanoDrop 2000 cihazinda
Olgulerek her bir drnegin ayri ayri konsantrasyonlari ve saflik kalitesi hesaplandi.

Hesaplamalarda 260nm/280nm orani DNA igin ~1.8 RNA igin ~2 olarak kabul
edildi.

260nm Ndakleik asit

280nm Protein

230 nm Ortam (seker, tuz, fenol)

3.2.6 cDNA sentez reaksiyonlari

3.2.6.1 Total RNA’dan cDNA eldesi

Hucrelerden izole edilen RNA Orneklerinden, EFEMP1 ve ilgili genlerin
ekspresyon seviyelerini gPCR’da belirlemek igin RT?First Strand Kit (Kat. No:330404,
Qiagen) kullanilarak cDNA reaksiyonlari gerceklestirildi. cDNA reaksiyonunda kullanilan

kimyasallar ve reaksiyon sartlari agagida verilmistir (Tablo 3. 6, 3. 7).

Tablo 3. 6 mRNA'dan cDNA’ya gevirme reaksiyonlari (1. basamak).

RNA (200ng- 2ug) 1,5 g

Buffer GE 2 ul 1.Basamak

ddH.0 Degisken 42°C’de 5 dakika
Toplam 10 Buzda 1 dakika
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Tablo 3.7 mRNA’dan cDNA'ya gevirme reaksiyonlari (2. basamak).
Control P2 1ul N
5x Buffer BC3 4 ul 2 Basamak

RE3 Reverse Transcriptase Mix | 2 pl — 42°C’de 15 dakika

ddH.0 3l 95°C’'de 5 dakika
Toplam | 20 pl

Reaksiyon sonunda cihazdan ¢ikarilan cDNA 6rnekleri buz Gizerine bir stire bekletildikten

sonra -20°C’de saklandi.

Not: Birinci basamagin reaksiyon siresi tamamlandiginda, énceden hazirlanan ikinci

basamak karigimi tliplere eklenerek ikinci basamak gartlari gerceklesgtirilir.

3.2.6.2 Total mMiRNA’nin cDNA’ya ¢evrimi

Hucrelerden izole edilen total miRNA &rneklerinden, miRNA ekspresyon
seviyelerini Real-Time PCR’da belirlemek igin miScript Il RT Kit (Kat. No:218161,
Qiagen) kullanilarak cDNA reaksiyonlari gergeklestirildi. cDNA reaksiyonu igin kullanilan

kimyasallar ve reaksiyon sartlari agagida verilmistir (Tablo 3. 8).

Tablo 3.8 miRNA’dan cDNA'ya gevirme reaksiyonlari.

J—

RNA 1,5 g
10X Nucleics Mix 2 pl
Sl pED 4ul —  37°C'de 60 dakika
miScript Revers Transcriptase Mix 2 ul 95°C’de 5 dakika
ddH-0 Degisken

Toplam | 10l .

Reaksiyon sonunda cihazdan ¢ikarilan cDNA 6rnekleri buz Gizerine bir stire bekletildikten

sonra -20°C’de saklandi.
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3.2.7 Real Time PCR (qPCR)

3.2.7.1 Orneklerin mRNA ekspresyon seviyelerinin analizi

KHAK N417, H209 ve H82 hiicre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bagli olarak artan
ya da azalan mRNA’larin ifadelerini saptamak amaciyla 6rneklerden izole edilen
RNA’lar, cDNA’ya cevrildikten sonra 6rnekler BrightGreen 2X qPCR MasterMix’i (Kat No:
MasterMix-S) kullanilarak Corbett Rotor-Gene 6000 cihazinda reaksiyonlar
gerceklestirikdikten sonra analiz edildi. gPCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve

reaksiyon sartlari agagida verilmistir (Tablo 3. 9).

Tablo 3.9 mRNA igin gPCR reaksiyon miktarlari

—

cDNA (1/5 sulandiriimis) 2,5l

BrightGreen 2X gPCR 5l 95°C’de 10 dakika } 1 Déngu

Forward (ileri) primer (10 pM) | 0,3 pl L 95°C’de 5 saniye

Reverse (geri) primer (10 yM) | 0,3 pl 60°C'de 60 saniye } 40 Dongu

ddH,0 19l 55°C-90°C arasi 0,1°C Melting curve
Toplam | 10 pl -

gPCR igin reaksiyonlar 3l tekrarli kurulmustur ve endojen kontrol olarak B-Aktin

kullanildi. Sonugclarin analizi igin kopya sayisi ve 2-22¢a metodu kullanildi.

3.2.7.2 Orneklerin miRNA ekspresyon seviyelerinin analizi

KHAK N417 ve H82 hicre dizilerinde Fibulin-3 indlksiyonuyla upregile ya da
downregule olan miRNA’larin ekspresyon seviyelerini saptamak amaciyla érneklerden
miRNA izolasyonu yaptik. izole edilen miRNA’lar cDNA’ya gevrildikten sonra érnekler
QuantiTect SYBR Green (Kat. N0:204143, Qiagen) PCR kiti kullanilarak CFX Bio-Rad
cihazinda analiz edildi. gPCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve reaksiyon sartlari

asagida verilmistir (Tablo 3. 10).
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Tablo 3.10 miRNA igin gPCR reaksiyon miktarlari

cDNA (1/5 sulandiriimig) 2 ul
2x QuantiTect SYBR Green | 10 pl 95°C’de 15 dakika } 1 Déngu
PCR Master Mix o :
1

10x miScript Primer Assays 2 pl 9 C'de 15 saniye

: : 55°C’de 30 saniye 40Dongu
10x Universal Primer 2 ul 72°C’de 30 saniye
ddH-0 4 pl

] 55°C-90°C arasi 0.1°C Melting curve

Toplam | 20 pl

gPCR igin reaksiyonlar 2 tekrarli kurulmustur ve normalizatér olarak U6 ve Snord61

kullanildi. Sonuglarin analizi igin 2-22¢ametodu kullanildi.

3.2.8 Western Blot

KHAK H82, H209 ve N417 ve N417-adh hilcre dizilerinde Fibulin-3 protein
dizeyine ve ilerleyen deneyler surecinde Fibulin-3'n  upregilasyonu ve
downregulasyonu sonucu ifadesi degisen proteinlerin ifadeleri SDS-PAGE temelli

Western Blot yontemiyle belirlenmistir.

3.2.8.1 Orneklerden protein izolasyonu

Western Blot deneyinde degerlendirmek Uzere kullanilacak proteinlerin
izolasyonu igin asagidaki protokol takip edilmistir.

i.  Hucreler 250xg’de santrifuj edilip besiyeri uzaklastirildiktan sonra soguk PBS
ile 2 kez yikandi.

ii. 15000xg’de santriflij edilip PBS uzaklastirildiktan sonra 1X RIPA + proteaz
inhibitdér kokteyli (Kat. No: 5871, Cell Signaling Technology) buffer (Kat. No:
9806, Cell Signaling Technology) ile iyice pipetaj yapildi.

ii.  RIPA buffer ile homojen hala getirilen érnekler 15 dakika buz Ustlinde inkibe
edildi.

iv.  Bir seri pipetaj ve vorteks isleminden sonra buzda 30 dakika inkibasyona
birakildi.

v. Inkiibasyon siirecinin sonunda 15000xg’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek

supernatant steril ependorf tiplere aktarildi.
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3.2.8.2 Protein miktar tayini

Protein izolasyon iglemi tamamlandiktan sonra Bradford metoduyla miktar tayini
yapildi.
i.  1/1000 oraninda sulandirilmig protein drneklerinin ¥2’G oraninda Bradford dye
reaktifi (Kat No: BioRad 500-0006) eklendi.
i. Olglim egrisi igin 25, 12.5, 5, 2.5 ve 1 ug BSA standartlari kullanild.
iii.  Hazirlanan ornekler ve standartlar 96 kuyucuklu plaklara dagitildi.
iv.  Absorbans élgiimler 595 nm dalga boyunda Glomax Multi Detection System

(Promega) cihazinda gergeklestirildi.

3.2.8.3 SDS-PAGE jelin hazirlanmasi ve Western Blot analizi

Western blot analizi agsamalarinda kullanilan kimyasallar ve hazirlanisi asagida

belirtildigi gibi yapilmistir.

SDS-Poliakrilamid  Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) igin poteinlerin  yiiklemeye
hazirlanmasr:
i.  Bradford sonucuna gore butin érnekler 50 ug protein yiklenecek sekilde steril
ependorflara aktarildi.
i. 3:1oraninda olacak sekilde steril ependorflara aktarilan proteinler 4x yukleme
tamponu ile pipetaj yapilarak homojen hale getirildi.
iii. Ependorflarin kapaklari kiskag ile tutturulduktan sonra 95°C’de 5 dakika
inkibasyona birakildi.
iv.  inkiibasyon sonrasi kisa bir santriflij yapilan érnekler daha énceden hazirlanan

yuratme tamponunda bekleyen jele yiklendi.

4X Yikleme Tamponu:
900 pl Laemli Buffer (Kat.No: 1610747, BioRad), 100 pl B-merkaptoetanol (Kat.
No:805740, MerckMillipore).

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) icin jelin hazirlanmasi ve
Orneklerin yiiklenmesi:
i.  Mini-PROTEAN (BioRad) Western Blot sisteminin stantlari hazirlandi.
ii. Tablo 3.10°da verilen protokole goére ayristirma ve yulklelme jelleri istenilen

konsantrasyonlara gore hazirlandi.



iii. Jel stantlarinda tamamen polimerize olmus olan jeller yudritme tankina

yerlestirildi.

iv.  Yurime tankina, istenilen seviyeye kadar yuritme tamponu koyuldu.

v.  Yuklemeye hazir haldeki 6rnekler yuratme tamponundaki jellere seri bir gekilde

yuklendi.

vi.  Orneklerin yiikleme islemi bittikten sonra jeller 100 V’ta 90 dakikada yUritildd.

Tablo 3.11 Western blot jel hazirlama tablosu

BioRad)

Ayristirma Jeli Ayristirma Jeli Yukleme Jeli
(Separating) %8 (Separating) %10 (Stacking) %5
dH20 4.6 ml 6,15 ml 3,05 ml
%30 Akrilamid/bis-akrilamid
(29:1, Kat. No: 1610156, 2.7 ml 5 ml 850 mi
BioRad)
1.5 M Tris pH: 8.8 2.5 ml 3,75 ml -
0.5 M Tris pH: 6.8 - - 1,25 ml
%10 SDS 100 pl 150 pl 50 pl
%10 Amonyum persiilfat
100 pl 75 pl 25l
(APS)
TEMED (Kat. No:1610800,
6 pl 7,5 pl 5l

1,5 M Tris Base (pH: 8.8):

100 mr'lik 1,5 M Tris Base igin; 18.17 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop) tartildi ve 70-

80 ml dH20 ile ¢6zlldi pH: 8.8’e ayarlanarak son hacim 100 mI'ye tamamlandi. 0.8 um’lik

filtreden gegirilerek kullanilincaya kadar +4°C’te saklandi.

0,5 M Tris Base (pH: 6.8):

100 ml'lik 0,5 M Tris Base i¢in; 6.04 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop) tartildi ve 70-80

ml dH20 ile ¢bzuldu pH: 6.8’e ayarlanarak son hacim 100 ml'ye tamamlandi. 0.8 pym’lik

filtreden gegirilerek kullanilincaya kadar +4°C’te saklandi.

%10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS):

100 ml'lik %10 SDS igin; 10 gr SDS tartildi, 100 ml dH20 ile ¢dzulda. 0.8 um’lik filtreden

gegirilerek kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

%10 Amonyum perstulfat (APS):
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250 ul %10’luk APS igin; 0.025 gr APS (Kat. No:1610700, BioRad) tartildi ve 250 pl dH.O

ile ¢ozuldu ve kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

Running (Yurdtme) Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0.1 SDS):
iki jel yurttmek igin (1 L); 3.03 gr Tris Base, 14.26 gr Glisin (Kat. No: GLN002, BioShop)
ve 1 gr SDS (Kat. No: SDS001, BioShop) tartildi ve dH20 ile ¢ozuldu.

PVDF membrana islak transfer:

i.  Elektroforez sonrasi ayristirma jeli transfer tamponunun i¢in 15 dakika inkibe
edilerek dengeleme islemi yapiimistir.

i. PVDF (Polyvinylidene flioride, Kat. No: IPVH00010, Merck Millipore) membran
oda sicakliginda metanolde 5 dakika inkibe edildi.

iii.  Transfer tamponunda dengelenmis jel, PVDF membran ve énceden kesilip
hazirlanmig kurutma kagitlariyla sandivic modelinde hazirlanmigtir.

iv.  Islak transfer icin +4°C’de 70-100 mA’de 16-24 saat transfer iglemi yapiimistir.

v.  Transfer igsleminin basirili bir sekilde olup olmadigini kontrol etmek i¢in 5 dakika

Ponceau S boyasi ile inkiibe edilerek membrandaki bantlar gézlemlendi.

Transfer Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0.05 SDS):
1 L’lik transfer tamponu hazirlamak igin; 2.42 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop), 11.41
gr Glisin (Kat. No: GLNO002, BioShop) ve 0.4 gr SDS (Kat. No: SDS001, BioShop) 800

ml dH2O ile ¢bzildi ve daha sonra eklemek Uzere 200 ml metanol ile +4°C’de

inkibasyona birakildi.

3.2.8.4 immunoblotlama ve goriintiilleme

Transfer iglemi tamamlanmig membranin immunblotlama ve goérintileme iglemi
asagidaki protokole goére yapilmigtir.

i.  Transfer islemi bittikten sonra membranlar jelin boyuna uygun bir sekilde
kesilerek SDS'’i uzaklastirmak i¢in 5 dakika TBS-T ile 150-200 rpm’de
calkalanarak yikandi.

i. %5lik yagsiz sut (Kat. No: 170-6404, BioRad) ile 90-120 rpm’de 1-2 saat
bloklama yapildi.

iii.  Primer antikor igin 1:200-1:1000 oraninda hazirlanan %5'lik yagsiz sit veyahut
%5'lik BSA ile oda sicakliginda 1 saat ya da 4°C’te 16 saat ¢alkalanarak inkiibe
edildi.
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iv.  Primer antikor inkiibasyonundan sonra membran, TBS-T ile oda sicakliginda 5-
15-5 dakika 150-200 rpm’de calkalanarak yikandi.

v. Yikama isleminden sonra membran HRP (Horseradish Peroksidaz) bagli
sekonder antikor (Kat. No: 5450-0010, Seracare) ile 1:10000 oraninda
hazirlanan %5'lik yagsiz sut ile oda isisinda 1 saat boyunca 90-120 rpm’de
calkalanarak inklbe edildi.

vi.  Sekonder antikor inkiibasyonudan sonra TBS-T ile oda sicakliginda 5-15-5
dakika 150-200 rpm’de calkalanarak yikandi.

vii.  Yikama islemleri sonunda kemiliminesans reaksiyon igin Enhanced
Chemiluminescence (ECL Kat. No: WBLUF0500, Millipore) kullanilarak spesifik
protein bantlari Odyssey ® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences)

goruntileme cihazinda goérintilenerek analiz edildi.

TBS-T (25 mM Tris pH:7.6, 34 mM NaCl (Kat. No: SOD001, BioShop), %1 Tween 20
(Kat. No:1706531, BioRad):

20X 1 L TBS hazirlamak igin; 48.46 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop), ve 175.32 gr
NaCl (Kat. No: SOD001, BioShop) 1 L dH-O’da ¢6zuldu.

1X 1 L TBS-T hazirlamak igin; 50 ml 20X TBS, 950 ml dH>O ve 1 ml Tween 20 ¢dzeltisi
hazirlandi.

%5’lik yagsiz sut/BSA:

50 ml %%’lik yagsiz sut/BSA hazirlamak i¢in; 2.5 gr yagsiz sit tozu/ BSA (Kat. No: 170-
6404, BioRad) 50 ml TBS-T de ¢6zlldu.

3.2.9 siRNA ve plazmit DNA transfeksiyonlari

Tez galismasi boyunca Fibulin-3’Gin asiri ifadesini saglamak igin ekspresyon
vektort FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP (Plasmid 29703) vektért kulanildi. Fibulin-3
ifadesini baskilamak i¢cin mRNA’sini hedef alan ON-TARGETplus Human EFEMP1
(2202) siRNA-SMART pool 10nmol kullanildi. Cahsmada kullanilan hicre hatlari
transfeksiyon igin 6 kuyucuklu plakaya ekim yapilarak tablo 3.11 ve 3.12'de verilen

degerler dogrultusunda gercgeklestirildi.
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Tablo 3.12 Fibulin-3 ekspresyon vektori igin transfeksiyon oranlari.

FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP
Ekilen hiicre miktari 1x10°
A Plazmit DNA 2,5 ug
Opti-MEM ~125 pl
- Lipofectamin 2000 5ul
Opti-MEM 120

Tablo 3.13 Fibulin-3 siRNA igin transfeksiyon oranlari.

ON-TARGETplus Human EFEMP1 siRNA
Ekilen hiicre miktari 2x10°
A siRNA (10 uM) 4-8
Opti-MEM 121-117ul
. Lipofectamin 2000 5ul
Opti-MEM 120

Transfeksiyon i¢in hazirlamis oldugumuz A ve B tlpleri oda sicakhdinda 5 dakika
inkiibe edildikten sonra A tipU B tipUne aktarilarak pipetaj yontemiyle homojen hale
getirildi. Karigim oda sicakligina 15 dakika inkibe edildikten sonra yaklasik 10-15 cm

yukaridan hicrelere damla damla verildi.

3.2.10 Antisense ekspresyon vektorlerinin olusturulmasi

Fibulin-3 ifadesinin tespit edildigi hiicrelerde Fibulin-3 ifadesini baskilamak igin
lentiviral kalici antisense ekspresyon vektérini olusturmayi planladik. Ekspresyon
vektoru icin pCDH-CMV-MCS-EF1-NEO (System Biosciences) (Sekil 3.2) ve yabanil tip
Fibulin-3 cDNA’sI iceren FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP (Plasmid 29703) addgene (Sekil
3.4) vektorlerini kullandik. Klonlamada kullanilacak insert Fibulin-3 cDNA’sina uygun
tasarladigimiz restriksiyon dizisine sahip primerler kullanarak istenilen bélge PCR

yéntemiyle cogaltildi.

3.2.10.1 Fibulin-3 insert’iiniin eldesi

Klonlamada kullanilan insert DNA’nin elde edilmesinde primerlerin baslangi¢

boélgelerine FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektérini herhangi bir noktasindan kesmeyen
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EcoRlI restriksiyon dizileri eklenerek tasarlandi. Bu primerler kullanilarak baslangi¢ ve
bitis kodonlarini igeren Fibulin-3 cDNA+V5 His Tag bdlgesinin ¢ogaltiimasi
gerceklestirildi (Sekil 3.2, Sekil 3.3). Fibulin-3 antisense vektoérin tasarlanmasinda
kullanilan primerler ve validasyon c¢alismalarindaki PCR sartlari asagida verilmistir
(Tablo 3.13).

caagattcacaatgttgaaagcccttttcctaactatgctgactctggcgctggtcaagtcacaggacac
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il ] Il ]
T T T T T T T T T T T T T 1

gttctaagtgttacaactttcgggaaaaggattgatacgactgagaccgcgaccagttcagtgtcctgtg
| cds >
>

bastilangol

BsaAl

cgaagaaaccatcacgtacacgcaatgcactgacggatatgagtgggatcctgtgagacagcaatgcaaa
L L L [ 1 1 1 1 1 1 1 1 L L
T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1

gcttctttggtagtgcatgtgcgttacgtgactgcctatactcaccctaggacactctgtcgttacgttt

cds >

Tth111I

gatattgatgaatgtgacattgtcccagacgcttgtaaaggtggaatgaagtgtgtcaaccactatggag
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T I T 1
ctataactacttacactgtaacagggtctgcgaacatttccaccttacttcacacagttggtgatacctc

cds >

Acces1 Xho
Nhel BmtI AfIIT HindIII KpnI BamHI EcoRI Pstl EcoRV NotI PspXI

GGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAG
: I

1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

CCTCTGGGTTCGACCGATCGCAAATTTGAATTCGAACCATGGCTCGAGCCTAGGTGATCAGGTCACACCACCTTAAGACGTCTATAGGTCGTGTCACCGCCGGCGAGCTC
> \ MCS
T7 promoter

Xpar "SPOM! ‘Apal BspT1041 Agel

TCTAGAGGGCCCTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGC
L I

1 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il Il

] 1 L] 1 ] 1 B 1 B 1 B 1 B 1 B 1 B 1 B 1 B I

AGATCTCCCGGGAAGCTTCCATTCGGATAGGGATTGGGAGAGGAGCCAGAGCTAAGATGCGCATGGCCAGTAGTAGTGGTAGTGGTAACTCAAATTTGGGCGACTAGTCG

1, L 5 1 | 10, L | | 1 5
G K P I P N P L L G L D S TR T G H H H HH H @
[T i > D

CTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAA

} ! } ! ’ ! } ! } ! } ! } ! } 1 I 1 1 1 L 1
B 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 Ll 1 L I

GAGCTGACACGGAAGATCAACGGTCGGTAGACAACAAACGGGGAGGGGGCACGGAAGGAACTGGGACCTTCCACGGTGAGGGTGACAGGAAAGGATTATTTTACTCCTTT
| bGH poly(A) signal

Bbsl

TTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTG

I ] I ] I ] I ] I ] I ] I l I l I l I l I l
v T v T v T v T v T v 1 v 1 v 1 ' 1 v 1 v T

AACGTAGCGTAACAGACTCATCCACAGTAAGATAAGACCCCCCACCCCACCCCGTCCTGTCGTTCCCCCTCCTAACCCTTCTGTTATCGTCCGTACGACCCCTACGCCAC
bGH poly(A) signal

GGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGT
1 ]

1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

CCGAGATACCGAAGACTCCGCCTTTCTTGGTCGACCCCGAGATCCCCCATAGGGGTGCGCGGGACATCGCCGCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAATGCGCGTCGCA

[ flori

\/

Sekil 3.2 insert DNA'nin vektdr haritas {izerinde gésterimi.
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Fibulin-3 cDNA’sina GORE

Forward
5-ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTTCCT-3
R

EcoRl CGCCGAATTCCTAAAATGAAAATGGCCC (EcoRl)
EFEMP1

B\

TN

V5
His

FL-fibulin-3-V5-lentiviral-GFP

Fibulin-3 cDNA and pcDNA4 V5 His Tag

F

ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTCCT (EcoRlI)
Reverse
5-CGCGGAATTCTCAATGGTGATGGTGATGATGAC-3

Sekil 3.3 Klonlama primerlerinin tasarimi.

Fibulin-3 cDNA’sina GORE

Forward
5-ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTTCCT-3
R

CGCCGAATTCCTAAAATGAAAATGGCCC (EcoRl)

Fibulin-3 cDNA and pcDNA4 V5 His Tag

F

ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTCCT (EcoRlI)
Reverse
5-CGCGGAATTCTCAATGGTGATGGTGATGATGAC-3’

Klonlama primerlerinin tasarimi:

Lider dizi: Restriksiyon enzimi ile tasarlanan primerin 5 ucunda enzim kesimine

yardimci ekstra baz ciftleri (3-6 bp)



42

Restriksiyon enzim (RE) kesim bélgesi: Klonlama primerine takilmis kesim bolgesi (6-
8 bp)

Kozak konsensus dizisi: mRNA’nin ribozomun kugulk alt birimine baglanmasini
kolaylastirarak translasyonu baslatan konsensus nikleotit dizisidir (6 bp).

Hibridizasyon dizisi: Cogaltilacak diziye baglanan primer dizisi (18-29 bp).

Tablo 3.14 PCR reaksiyon miksleri ve sartlar.

DNA 2 ul
5X Buffer 10 ul 95°C’de 1 dakika } 1 Déngl
MgCl. 1,9ul 95°C’de 20 saniye
dNTP 1,2 pl __ 62°C’de 25 saniye 40 Doéngu
Forward (ileri) primer (10 uM) 1l 72°C’de 30 saniye
Reverse (geri) primer (10 uM) | 1 l 72°C'de 10 dakika
ddH20 32,8 pl

Toplam | 50yl | —

Not: Klonlama primerlerinin optimum g¢alisma protokoliinii belirlemek igin farkli PCR

karisim konsantrasyonlarinda gradiyent PCR yapilmigtir.

3.2.10.2 pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro lentiviral vektorii ve insert Fibulin-3’Giin EcoRI

RE kesimleri

FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektoriinden c¢ektigimiz insert Fibulin-3'Un ve
pCDH-CMV-MCS-EF1 vektoriiniin enzim kesimleri igcin EcoRI HF (Kat No: R0310, NEB)

restriksiyon enzimi kullaniimigtir (Tablo 3.14).

RSV 5L TR
gag
AmpR

" W

‘, ' '\\ env |5’ Xbal

pCDH-CMV-MCS- || Nhel

UC ORI EF1-Puro cPPT | EcoRI

i Cat. # CD510B-1 CMV 235?11
7’377 bp N MCS BamHI

SV40 poly-A" Wik <
3'ALTR \vppg  PuroR

Sekil 3.4 pCDH-CMV-MCS-EF1-puro lentiviral vektor haritasi ve restriksiyon enzimleri.



Tablo 3.15 Restriksiyon enzim kesim protokolleri.
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37°C’de 1 saat
65°C’de 20/5 dakika

——

EcoRI HF RE | EcoRV RE
Plazmid vektori 1ug 1 ug
Kesim enzimi 1ul 2 ul
Cut Smart Buffer/Buffer R 5ul 2 ul
dH.O degisken degisken
Toplam 50 ul 20 ul

Plazmid ve insert DNA’'nin enzim kesim isleminden sonra uUrinlerin Omega EZNA

Cycle Pure kit kullanilarak saflastirmalari yapildi. Saflagtirma isleminden sonra Grtinler

%0,8-1’lik hazirlanmis agaroz jelde kontrol edildi. Purifikasyon iglemi igin kullandigimiz

kitin protokol(;

i. 50 yl trine 50 yl dH20 eklenerek pipetaj yapildi.

ii. 100 prlik karigim 500 pl CP buffer ile homojen hale gelene kadar pipetaj yapildi.

ii. 600 pllik kanigim kolonlara aktarilarak 12000xg’de 1 dakika santriflj yapildi.

iv.  Kolonlara 750 ul yikama bufferi aktarilarak 12000xg’de 1 dakika santrifij

yapildi.

v.  Kolonlara kurutmak amagl yeni toplama tiplerine aktarildi ve 12000xg’de bos

santriftj yapildi.

vi.  Kurutma isleminden sonra kolonlar steril 1,5 ml'lik ependorflara aktarilip

12000xg’de santriflj yapilarak Grtin 50 pl toplama buffer ile toplandi.

3.2.10.3 Agaroz jel elektroforezi

Plazmid, insert DNA, PCR Urlnleri ve enzim kesim Urtnlerinin kontrolu igin %0.8-

1’lik agaroz jelde goruntileme yapildi. Elektroforez iglemleri;

i.  %7lik agaroz jel i¢in 1 gr agaroz tartilip 100 ml TBE’de ¢6zuldu.

ii.  Agarozun gbézunmesi igin ¢dzelti mikrodalga firinda kaynatildi.

ii.  Codzelti hafif sogutulduktan sonra 1pl akridil orange eklendi.

iv.  Onceden hazirlanmig tanka dokiilerek donmaya birakild.

v.  Ornekler jele yiiklendikten sonra 1X TBE buffer igcinde 90-120 voltta yiiriitildi.
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3.2.10.4 insert DNA Fibulin-3’lin agaroz jelden eldesi

insert Fibulin-3'in enzim kesim ve saflastirma isleminden sonra agaroz jelde

kontrol edilmigtir. Daha sonra Urtinlerimiz GenepHlow (Kat. No: DFH300) kitinin asagida

verilmis olan protokoliine gore agaroz jelden tekrar elde edilmigtir.

Vi.

Vii.

viii.

UV altinda bantlar teyit edilip belirlendi.

Fibulin-3 igin 1.5 kb’lik bantlar kesilip ependorflara aktarildi (~300 ug jel).
Aktarilan bantlar UV altinda tekrar kontrol edildi.

Jellerin aktarildigi ependorflara 500 ml PCR/gel Buffer eklenerek vorteks
yapildi.

Ornekler 56 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda her 3 dakikada
bir tupler alt Gst yapildi.

* Eger miksin rengi saridan mora dénerse 10 pl 3M NaCl eklenir.

Ornekler DFH kolona aktarildi ~800 pl ve 14-16000xg’de 30 saniye santrifij
yapildi.

Kolona 400 pl W1 buffer koyularak 14-16000xg’de 30 saniye santriftj edildi.
Kolona 600 pl Wash Buffer koyulduktan sonra oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edilip 14-16000xg’de 30 saniye santriflj edildi.

Kolon steril bir toplama tlplne aktarilip kapagi agik bir sekilde 16000xg’de 2
dakika santrifyj edildi.

Son asama olarak kolon steril ependorfa aktarilip 20-50 pl Elution Buffer ile 14-
16000xg’de santriflj edilerek Grunler toplandi.

Orneklerin konsantrasyonlari Nanodropta élgiildiikten sonra -20°C’de saklandi.

3.2.10.5 pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektorinin alkalen fosfataz islemi ve

purifikasyonu

pCDH-promoter-MCS-EF1 lentiviral vektoriiniin enzim kesimi yapildiktan sonra

self ligasyonun onlemek igin 5’ fosfat gruplarinin defosforile olmasi gerekmektedir.

Vektorlin alkalen fosfataz isleminde FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Kat
no: 18009-27) enzimi kullaniimigtir (Tablo 3.15).
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Tablo 3.16 Alkalen fosfataz reaksiyon tablosu.

J—

Plazmid vektori 1 ug
FastAP enzimi 1l 37°C’de 30 dakika
10X Buffer 2 1l — 75°C’de 5 dakika
dH20 degisken

Toplam 20 pl -

Alkalen fosfataz isleminin sonunda pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektord,

fenol-kloroform-izoamilalkol ile asagidaki basamaklar uygulanarak saflastirildi.

Vi.

Vii.

viii.

100 pl Grtne 100 pl fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1) eklenerek vorteks
yapildi.

Karigim 10 dakika buzda inkibe edildikten sonra +4 °C’de 12000xg’de 10
dakika santrifyj edildi.

Supernatant steril bir ependorfa aktarildi ve aktarilan supernatant kadar fenol-
kloroform-izoamilalkol (25:24:1) eklenip vorteks yapildiktan sonra ii. basamak
tekrarlandi.

Aqua faz steril bir ependorfa aktarilarak 1:10 oraninda 3M NaAc eklenerek
pipetaj yapildi.

Son hacmin 2.5 kati kadar soguk %100 EtOH eklendi ve -20 °C’de 2 saat inkibe
edildi.

Ornekler +4 °C’'te 12.000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek supernatanti atildi.
Pelletin oldugu ependorf 5-10 dakika kurumaya birakildi.

Pellet kurutulduktan sonra 25 pl nikleaz icermeyen dH>O’da ¢6zulda.

Elde edilen DNA konsantrasyonu Nanodrop cihazinda dlguldikten sonra -20
°C’de saklandi.

Not: Ligasyon islemi igin insert Fibulin-3 ve alkalen fosfataz islemi yapilmis vektér

%0.8’lik agaroz jelde miktarlarinin teyiti icin ydrdtdldd. Jel gériintiisi dansitometrik olarak

analiz edilerek miktarlarin dogrulugu kontrol edilmistir.

3.2.10.6 DNA ligasyonu

DNA ligasyon igleminde, restriksiyon enzimiyle kesilmig vektor ve insert Fibulin-

3’Un serbest 5’ fosfat ve serbest 3'OH ugclari arasinda fosfodiester bagi olugturulur. DNA

fragmentleri arasindaki fosfodiester baglarin gergeklesmesiicin T4 DNA Ligase (Kat. No:

ELO014, Thermo Fisher Scientific) kiti kullaniimistir (Sekil 3.5). Bu ¢alismada ligasyon
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reaksiyonunu gergeklestirmek igin 1X T4 DNA ligase buffer 4X restriksiyon endoniikleaz

enzimleri ile kesilmis vektor ve 1X insert DNA PCR Urlnleri asagidaki tabloda verilen

protokole gére hazirlandi (Tablo 17).

Tablo 3.17 Ligasyon ic¢in reaksiyon protokolU

10X T4 DNA Ligase Buffer 2yl
Vektdr DNA (7,5kb) 4X ng
insert DNA (1,5 kb) 1X ng 16-24 °C’de 24 saat
T4 DNA Ligaz 1 ul
dH.O degisken
Toplam 20 pl -




insert DNA
TITTTTTTTTTTTTTITT
PCR
CTTTTTT M LRL 000 LU
FIRIRATRARATAN Gl
CTTTTTT L LY
LU LU
EcoRI RE ‘ \!
Saflagtirma ve dlglim
cTTTTﬂ' Ty
LI

T4 polimeraz
vedctr @

\

gc””ﬂ' LY

\ Ligasyon

RSV 5'LTR
gag
AmpR
pCDH-CMV-MCS-
pUC ORI EF1-Puro

Cat. # CD510B-1

SV40 ORI

Alkalen fosfataz
T4 polimeraz
' @ \edcrp

/

S

/

Sekil 3.5 Antisense Fibulin-3 vektériinin tasarim semasi.

3.2.10.7 Luria-Bertani (LB) Broth besiyeri hazirlanmasi

47

Restriksiyon
/ bolgesi

Transformasyon iglemi icin DH5-alfa kompetent E. coli (Kat. No:C2987H, NEB)
medyasi olarak kullaniimak Uzere LB-Broth besiyerleri hazirlandi.
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i. 250 mllik LB-Broth besiyerleri igin 6.25 gr LB Broth (Kat. No:110285, Merck)
tartilp 250 ml dH20 ile ¢ézulda.
i. 500 ml’lik erlenlerin icerisine hazirlanan besiyerleri otoklav ile sterilize edilerek

kullanilmak Uzere secilim markeri eklenerek kadar +4°C’de saklandi.

3.2.10.8 LB Broth agar besiyeri hazirlanmasi

Transformasyon igleminden sonra tek koloni segimi icin kati LB-Broth agar
besiyeri kullanildi. Bu besiyerinin hazirlanmasi i¢in agagidaki protokol takip edildi.

i. 100 ml'lik kati LB-Broth agar besiyerleri icin 2.5 gr LB Broth (Kat. No:110285,
Merck) ve 1.5 gr agar (Kat. No:05039, Sigma-Aldrich) tartiip 100 ml dH20 ile
¢6zulda.

i. 250 mrlik erlenlerin igcerisine hazirlanan besiyeri sterilizasyon igin otoklavlandi.

iii. Otoklav sonrasi LB-Broth agar besiyeri yaklasik 40-50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra 100 pg/ml segilim markeri (amfisilin (Kat. No: BP1760,
Fisher Scientific)) eklendi.

iv.  LB-Broth agar besiyeri donmaya bagslamadan steril petrilere aseptik kosullarda
yaklasik 10 ml olacak sekilde dokaldu.

v.  Petrilerdeki LB-Broth agar besiyerleinin donmasi beklenirken petrilerin gevresi
parafinlendi.

vi.  Kullanilacagi zamana kadar +4°C’de 1sik gérmeyecek sekilde (1 ay’a kadar)

muhafaza edildi.

3.2.10.9 Kompetent bakteri hazirlanmasi

Transformasyonda kullanacagimiz kompetent bakterilerin hazirlanmasinda
CaCl; protokolu uygulandi.
i. -80°C’ de %50’lik gliserol icinde saklanan bakteriler 5 ml LB-broth besiyerinde
16-24 saat 37°C’de 200 rpm’de sallanarak gogaltildi.
i. Cogalma olan tiplerden 1 ml alinarak 25-30 ml LB-Broth besiyerinde 45-60
dakika 37°C’de 200 rpm’de sallanarak inkiibe edildi.
ii.  InkGbasyon sonrasinda buz igerisinde 10 dakika bekletildikten sonra érnekler
1000xg’ de 10 dakika santrifuj edildi.
iv.  Pellet 10 ml soguk 100 mM CaCl; ile pipetaj edilerek slispanse hale getirildikten
sonra 30 dakika buz uUzerinde inkube edildi.

v. Inkiibasyon sonunda érnek 1000xg’ de 10 dakika santrifiij edildi.



Vi.

Vii.
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Pellet 2.5 ml %50’lik gliserolde slspanse edilerek, 100 ul olacak sekilde
alikatlandi.

Kompetent bakteriler (DH5a) kullanilacagi zamana kadar -80°C’de saklandi.

3.2.10.10 DH5a hiicrelerine transformasyon

Transformasyon asamasinda E. coli’nin bir susu olan DH5a (Kat. No:C2987H,

NEB) kullanildi. Calisma aseptik kosullara uyularak bek alevi altinda asagidaki protokole

gore gerceklestirildi.

Kompetent DH5a hicreleri -80°C’den c¢ikarildiktan sonra 10 dakika buzda
bekletilerek ¢dzuldu.

Cozinmis hicreler ve ligasyon urinid buzda bekletiimis steril ependorfa
aktarildiktan sonra 30 dakika buzda inkibe edildi.

Hiicreler su banyosunda 42°C’de 30 saniye inkiibe edildikten sonra 5 dakika
buzda bekletildi.

inkiibasyonun sonunda 900 pl oda sicakligina getiriimis SOC besiyeri eklenerek
37°C’de 1 saat boyunca 200 rpm’de sallanarak inkiibe edildi.

*Kati LB-Broth agar isinmasi igin 20-25 dakika 6nceden oda sicakligina gelmesi
icin +4°C’den gikarildi.

inkiibasyon sonrasi SOC besiyerli érnekler antibiyotik (Amp) iceren kati LB-

Broth agarli petrilere yayma yontemiyle ekildi.

3.2.10.11 Tek koloni segimi

Saf bakteri elde etmek icin tek koloni secilimi yapildi. Antibiyotikli (Amp) kati LB-

Broth agarli besiyerine yayma yontemiyle ekilen bakterilerden, gogalan kolonilerden

rastgele 12 tanesi segilerek asagida belirtilen protokole gére ekim yapildi.

50 ml'lik falkonda hazirlanan 36 ml LB-Broth + 18 ul Amp’li sivi besiyeri 15 ml'lik
falkonlara 4’er ml alikatlandi.

Bek alevi altinda, petride secilen koloniler 10 ul'lik pipet ucuyla koloninin
ortasina dokunularak falkonlara alikatlanmis LB-Broth besiyerlerine aktarildi.

4 ml'lik LB-Broth besiyerindeki bakteriler 16-24 saat 37°C’de 200 rpm’de
sallanarak inkuibe edildi.

*Inkiibasyon sonunda 250 ul %50 gliserol + 250 pl bakteri cryo tiipe aktarilarak
-80 °C’de sakland.
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iv. inkiibasyonun sonunda gogaltilan bakteriler 3.2.11 Plazmid izolasyonu baslig

altinda verilen protokole gore izole edildi.

3.2.11 Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Kat. N0:12663, Qiagen) kullanilarak
gergeklestirildi. izolasyon protokolii agsagida belirtilen sekilde gergeklestirildi.
i. Kompetent bakteriler 250 ml sivi LB besiyerine ekilerek 37°C’de sallamali
inkubatorde gogaltildi.
i. Bakteri iceren 250 ml’lik besiyeri 50 ml'lik falkon tlplere dagitilarak 6000xg
4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. (istenirse protokole daha sonra devam etmek
icin hlcre pelletinin -20°C’de saklanmasi gerekir).

*Buffer P3 Kullaniimadan 30 dakika 6nce buza koyulur.

ii.  Santrifuj sonrasi elde edilen pellet 10 ml Buffer P1'de ¢dzilerek, 10 ml Buffer
P2 eklenerek 4-6 kez ters yuz edildi.

iv. 5 dakika oda sicakhginda bekletildikten sonra (Bekleme suresinde QlAfilter
Maxi Cartridge’in ¢ikis yeri vidalanarak uygun bir spora vyerlestirilerek
hazirlanir).

v. 10 ml Buffer P3 eklenerek 4-6 kez ters yuz edilip, falkondaki lizat daha énceden
hazirlanmis olan QIAfilter Cartridge’nin igerisine dokulip 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

vi.  HiSpeed Maxi Tip’in dengelenmesi igin 10 ml Buffer QBT yergekiminin etkisiyle
kolondan gegcirilerek hazirlandi.

vii.  QIAfilter Cartridge’nin c¢ikis yerindeki vida c¢ikarilarak, pistonu yerlestirilip
nazikge sabit bir kuvvet uygulanarak daha 6nce dengelenmis olan HiSpeed
Tip’in icerisine dékuldu.

viii.  HiSpeed Tip'in igerisine dokulen lizat, yergekiminin etkisiyle kolondan gegirildi.

ix. HiSpeed Tip’in igerisine 60 ml QC eklenerek yavasgca kolondan gegirilerek
yikandi (yergekiminin etkisiyle).

x. 15 ml QF buffer eklenerek steril bir falkonun igerisine yavasga akitildi.

xi.  Falkonun igerisine akitiimig olan 6rnegin igerisine 10,5 ml (QF’nin 0,7 kat
hacminde) izopropanol eklenerek (oda sicakhginda) karistirilip plasmid DNA
cOkturulda. 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

xii. 30 ml'lik enjektérin ucuna QlAprecipitator Maxi Module (filtre) eklendi.

*Bu ve bundan sonraki asamalarda filtre enjektdrin ucuna takiliyken piston geri

cekilmemelidir. Filtre ¢ikarildiktan sonra piston enjektérden cikarilir.
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xii. 2 ml %70’lik Etanol filtreden yavascga gegirildi (enjektor bosken birkag kez
filtreden hava gegirilir) Filtrenin kurutma kagidinda tamamen kurumasi beklendi.

xiv.  Enjektore ¢ekilen 1 ml TE kurutulmus filtreden gegirilerek érnek steril ependorfta
toplandi.

xv.  Toplanan 6érnekler -20°C sakland.

3.2.12 Plazmid DNA’nin dogrulanmasi

3.2.12.1 Restriksiyon enzimleriyle

Secilen kolonilerden izole edilmis plazmidlerin EFEMP1 genini alip almadigini
belirlemek amaciyla restriksiyon enzim kesimleri yapildi. Plazmid DNA’lari EcoRI
restriksiyon enzimi ile kesim yapilarak agaroz jel goruntuleri sonucunda bekledigimiz
EFEMP1 bandini tasiyan plazmid drnekleri secilerek ikinci asama olarak sekansla

okuma gergeklestirildi.

3.2.12.2 Sanger sekans yontemiyle

Kolonilerin agaroz jelde EFEMP1 genini alip almadigi kontrol edildikten sonra,
EFEMP1 geninin plazmide sense mi yoksa antisense ydnde girip girmedigini kontrol
etmek i¢in sekans primerleri tasarlanip ABI 3130 sekans cihazinda sekanslandi. Sekans

reaksiyonlari agagidaki tabloda verilen protokole gére hazirlandi.

Tablo 3.18 Sanger sekans PCR reaksiyonu igin bilesenler

—_

DNA 5 ul
Exprime Taq 25yl 94°C’de 5 dakika } 1 Déngu
Betain 8 ul 94°C’de 40 saniye
Forward primer (10 pM) 3 ul — 57°C’de 30 saniye 34 Dongu
Reverse primer (10 pM) 3l 72°C’de 1 dakika
4dH,0 61 72°C'de 5 dakika

Toplam | 50l | —

Not: sekans primerlerinin optimum c¢alisma protokoliinii belirlemek igin farkli PCR

karisim konsantrasyonlarinda gradiyent PCR yapilmigtir.
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Betainli: 58°C 59°C 62°C
Betainsiz: 58°C 59°C 62°C

PCR sonrasi 6rneklerin Omega EZNA cycle pure kit ile purifikasyonu yapildiktan
sonra %Z2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Sekans PCR’ i¢in asagidaki tabloya bagh

kalarak 4 farkli sicaklik igin reaksiyon kuruldu.

Tablo 3.19 Sanger sekans, sekans PCR'’I reaksiyonu igin bilesenler

—

PCR urtnu 1ul
Thermo Big Dye 1 ul 96°C’de 1 dakika } 1 Dongii
5X sekans buffer 2 ul 96°C’de 10 saniye
Forward (ileri) primer (10 uM) | 1 pl ~ 50°C'de 5 saniye 25 Dongl
Reverse (geri) primer (10 yM) | 1 gl 60°C’de 4 dakika
ddH-0 4yl

Toplam | 10 pl -

3.2.13 Lentiviral shRNA vektorleri igin lentiviriis tiretimi

EFEMP1 genini susturmak amagli OriGene’den temin edilen lentiviral GFP
6zelligine sahip EFEMP1-Human kullanildi (Sekil 3.8). ShRNA lentiviral vektor
sistemlerinin lipozom aracili transfeksiyon yonteminden daha uzun sureli etkinlik
saglamalari nedeniyle lentiviral infeksiyon yontemini tercih ettik. Lentiviral infeksiyon
uygulamasini ikinci nesil paketleme ve zarf vektorlerini kullanarak gergeklestirdik.
Lentiviral partikal Gretimi ve infeksiyon islemleri asadida verilen protokole gore
gerceklestirildi.

i.  Lentiviral partikllerin Gretimi icin konak hicre olarak HEK293T kullanildi.

ii. T75 flasklara ekilen HEK293T (15 ml besiyeri) hicreleri %75-80 yogunluga
ulastiginda besiyerleri aspire edildi.

iii. Hucrelere 7.5 ml %10 FBS iceren DMEM besiyeri verildi. Taze besiyerine 25
MM chloroquine eklenerek 2 saatlik inkiibasyona birakildi.

iv.  Besiyeri degisiminden 2 saat sonra transfeksiyon paketi besiyerine verildi.
Transfeksiyon paketi verilen hiicreler 16-18 saat inklibe edildi.
*Transfeksiyon paketi: 15 ml falkon tlipte 15 ug transfer plazmid, 3.5 g
pMD.G2 ve 6.5 ug pPAX2 513 pl dH20 ile gozuldu. 57 yl CaCl (2.5 M) eklendi
ve alt Ust edilerek karigtirildi.15 ml tip dustk hizda karistirilirken 570 yl HBSS

damla damla eklendi ve 5 dakika beklendi.
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Transfeksiyon besiyeri, 7.5 ml % 10 FBS igceren DMEM besiyeri ile degistirildi.
24 saat inklibasyona birakildi. Bu islem 2 defa tekrarlandi.

Virts partikdlleri iceren HEK293T hiicre besiyeri toplandi ve 0.45 yM PVDF
filtreden gegirilerek +4°C’de saklandi.

Toplamis oldugumuz viral partiklllerin 1/3 hacimi kadar Lenti-X concentrator
(PEG-8000) eklendi.

Viral partikdl ve Lenti-X concentrator karisimi dikkatli bir sekilde 8-10 kez alt Ust
yapildiktan sonra +4°C’de 16-24 saat inkube edildi.

inklibasyon sonunda karisim +4°C’de 1500xg’de 45 dakika santrifij edildi.
Slpernatant kismi uzaklastirildiktan sonra, falkon tekrar +4°C’de 1500xg’de 3
dakika santrifyj edildi.

Pellet iv. asamada HEK293T hucrelerinde topladigimiz DMEM hacminin 1/100
oraninda PBS ile iki kez yikanarak viral partikiller steril ependorflara 20’ser pl
olacak sekilde alikatlandi.

Kullanilacagi zamana kadar -80°C’de saklandi.

Paketleme plasmidi Zarf plasmidi Transfer plasmidi

ixmlwvwl.\'l:wv;'

HEK293T ve viral partikdller

HEK293T besiyerinden
toplanan viral partikdiller

Sekil 3.6 Lentiviris Gretiminin sematik gésterimi
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3.2.13.1 Lentiviral infeksiyon ve segilim

Lentiviral partikuller Uretildikten sonra hedef hicreler yeterli yogunluga
ulastiginda infeksiyon ve segilim igin asagidaki protokol takip edildi.

i. Flasklarda %40-50’hk yogunluga ulasan hicrelerin besiyerleri degistirildi.

ii. Taze besiyeri koyulmus (5 ml %10 FBS RPMI (-penisilin/streptomisin))
hucrelere 20 pl lentiviral partikil + 8 pg/ml polybrene uygulandi (Sekil 3.5).

iii. 24 saat sonra besiyeri uzaklastingip hicreler 2 kez PBS ile yikanarak
uzerlerine %10 FBS iceren RPMI besiyeri eklendi.

iv. infeksiyonun gergeklestigi hiicrelerde aktarilan vektoriin hedef gene etkisini
gOsterebilmesi igin hlcreler iki pasaj uygun kosullar altinda kilttre edildi.

v. infekte olmamis kolonileri ortamdan uzaklagtirmak icin lentiviral vektdr

sistemimizde bulunan puromisin (2ug/ml) direng genine gore segcilim yapildi

(Sekil 3.4).
v L
lentiviral partikdil polybrene
500.000 hiicre/ml
.. '
1.gln

\\~ v puromisin
.

p— (]

Sekil 3.7 Lentiviris infeksiyonunun sematik gésterimi

5. glin
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Loop
G

C A *
Target Sequence T ¢ Target Sequence RC Y
NNNNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNNN TTTTTTG GAA

AA

B
pGFP-C-shLenti o
(8.7 kb)

cam’

RC * : reverse complement

Sekil 3.8 Lentiviral shRNA vektortniin haritasi

3.2.14 Huicre populasyon ¢ogalma analizi

KHAK hiicre dizilerinde Fibulin-3 ifadesinin degisimine bagl olarak hicre
proliferasyon kinetigini arastirmak amaciyla kimulatif popllasyon degisimi yontemini
kullandik. Hucre populasyon ¢cogalma analizi icin KHAK N417 ve H82 hicre dizileri 6
kuyu/platelerin her bir kuyusuna 250.000 hiicre/ 3 ml olacak sekilde ekildi. Ekildikten 72.
saat sonrasinda tripan mavisi ile muamele edildikten sonra thoma laminda sayildi. Sayim
isleminin ardindan yine hicreler 250.000 hticre/ 3 ml olacak sekilde 6 kuyu/platelere
ekildi. Sayim ve ekim islemleri 3 tekrar 3 (72 saat x 3) pasaj gerceklestirildi. Hucrelerin
populasyon ikileme zamanlarinin hesaplanmasi igin 72 saati, log2 formatinda 72. saat

hicre sayisinin ekilen hicre sayisinin oranina boélundu.

t(h) PD= populasyon ikiye katlanma zamani
PD = —m t(h)= zaman (saat)
logs Ci Cf= final konsantrasyonu

Ci= Baslangi¢ konsantrasyonu
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3.2.15 Mikroarray analizi

N417-kontrol ve N417, Fibulin-3 ekspresyon vektérl transfekte edilmis hiicre
dizileri ile H82-scramble shRNA ve shRNA C (Fibulin-3) infekte hlicre dizilerinden total
RNA izolasyon yéntemine gére RNA izolasyonu yapildi. izole edilen érneklerin RNA'lar
Nanodrop ile dlguldikten sonra Macrogen’ in talimatlari dogrulturunda 70 ng/ul'den az
olmayacak sekilde ayarlandi. Kargolama protokold i¢in 10X érnek hacimimizi 1X, 3 M
NaAsetat ve 22X %100 EtOH ile muamele edildi. Ornekler Affymetrix’'s Human GeneST
array platformu protokollerine goére hazirlik asamasindan sonra mikroarray analizi

Macrogen Inc. (Guiney Kore) firmasindan hizmet alimi seklinde gergeklestirildi.

3.2.16 Mikroarray sonuglarinin analizinde biyoenformatik araglarin kullanimi

Mikroarray verileri Gen ontoloji (GO) ve Kyoto Encylopedia of Genes and

Genomes (KEGG) Yolak analizleri ile degerlendirildi.

Gen Ontoloji (GO) Analizi:

Hedef genin ekspresyonunun degisimine bagh olarak ekspresyon seviyesinde

farkhlik gdsteren mRNA’larin rol oynadidi biyolojik ve hicresel prosesleri molekiler
acidan tanimlamak igin bu proseslerdeki fonksiyonel genleri ve gen gruplarini ortaya
koymak amaciyla yapildi. Gen ontoloji analizinde hedef hucre verileri kontrol hicre
verilerine kiyaslandi. Kiyaslama ve filtrelemede istatistiksel olarak p<0,05 degeri

anlamlilik seviyesi olarak kabul edilerek yapildi.

Kyoto Encylopedia of Genes and Genomes (KEGG) Yolak Analizi:

Hedef genin ekspresyon degisimine bagli olarak ekspresyon seviyesinde farklilik
gosteren mRNA’larin interaksiyon i¢cinde bulundugu mRNA’larin agini ve iligkili oldugu
yolaklar tespit etmek icin KEGG yolak analizi yapildi. Herbir analiz icin hedef hiicre
verileri kontrol hlicre verilerine kiyaslandi. Yapilan analizde en ylksek skor alan yolaklar
belirlendi. Kiyaslama ve filtrelemede istatistiksel olarak p<0,05 degeri anlamlilik seviyesi

olarak kabul edilerek yapildi

3.2.17 istatistiksel analiz

Mikroarray 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’lar gPCR yontemiyle dogrulandi. QPCR analizi

sonucundaki datalar kargilastirmal olarak “2*-AACt” formullyle analiz edildi. Verilerin
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istatistiksel olarak anlamlilik seviyelerini belirlemek i¢in basic student T testleri uygulandi
(Livak ve Schmittgen 2001). Data analizleri icin yapilan istatistik analizlerde SPSS
software programi kullanildi. Tim analizlere P<0.05 anlamlilik seviyesi olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Calismada Kullanilan KHAK Hiicre Dizilerinin Normal Kosullardaki Fibulin-3

Ekspresyon Diizeyleri

Fibulin-3 ifadesinin EMT ve kok hiicrelilikteki roliini belirlemek icin KHAK hiicre
dizilerinin hipotezimiz dogrultusunda hicresel ¢gogalma hizi, EMT markerlerinin degisimi
ve kok hiucre markerlerinin ifadesel degisiminin degderlendiriimesini amagcladik.
Calismada kullanacagimiz hticre dizilerinin normal sartlardaki Fibulin-3 ifade dizeylerini
belirlemek icin, uygun hicre kuiltari kosullar altinda kultire edilen, higbir sey ile
muamele edilmemis hlcrelerin lizatlari RIPA tamponu ile toplandiktan sonra materyal ve
metot bolumunde belirtildigi gibi protein izolasyonu ve miktar tayini yapildi.

KHAK H82, H209, N417 ve N417-adh hiicre dizilerinde Fibulin-3 ifadesi Western
Blot yontemi ile belirlendi. Western Blot gorintusundeki bant yogunluklari dansitometrik
olarak Image Studio Lite Ver. 5.2.5 programi ile analiz edilirken normalizatér olarak
GAPDH ifadesi kullanildi. H209, N417 ve N417-adh hicre dizilerinde Fibulin-3 ifadesinin
diustk oldugu tespit edildi. Analizlere gére H82 hicre hattinin ise H209, N417 ve N417-
adh hicre hatlarina kiyasla yaklasik 2.5-3 kat daha ytksek Fibulin-3 ifadesine sahip
oldugu tespit edildi (Sekil 4.1).

KHAK hacre dizileri H209, H82, N417 ve N417-adh’de Fibulin-3 mRNA seviyesini
ayni zamanda qPCR ile de belirllendi. QPCR verilerini degerlendirmek igin kopya
sayllarini hesapladiktan sonra veriler log10 formatinda grafige dokuldu (Sekil 4.2).
Hucrelerde yapilan protein ve mRNA analizlerinde hem protein hem de mRNA

ifadelerinin korelasyon iginde oldugu tespit edildi.
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H209 H82 N417 N417-adh

| I — m— Fibulin-3
0,48 1,86 0,50 0,70
. — GAPDH

Bant yogunluklari

&

Sekil 4.2 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK hiicre dizilerinin Fibulin-3 ekspresyonlarinin

Western Blot analizi ile tespit edilmesi.
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Sekil 4.5 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK hicre dizilerinin Fibulin-3 ekspresyonlarinin

gPCR analizi ile tespit edilmesi.
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4.2 Fibulin-3’iin ifadesinin Diizenlenmesi

4.2.1 Fibulin-3 ekspresyon vektoriiniin transfeksiyonu

KHAK hicre dizilerinde Fibulin-3 ifadesini belirlemek icin yaptigimiz
calismalarda, Fibulin-3 ifadesi disik KHAK N417 ve H209 hiicre dizilerine addgene’den
ticari olarak temin edilen FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP (Plasmid 29703 addgene) (Sekil
3.4) vektort kullanilarak gegici transfeksiyon yapildi. Gegici transfeksiyonda Fibulin-3
ekspresyonunun en yliksek oldugu zamanini belirlemek igin transfeksiyon isleminden
sonra 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saatlerde H209 ve N417 hucre hatlarinin floresan
lambali kontrast mikroskop altinda vektorin reporter geni olan GFP’nin 1sima goérintleri
fotograflandi (Sekil 4.3). Fotograflar analiz edilirken ayni alanin hem normal géruntisu
hem de GFP gérintusu fotograflandi. Boylece transfeksiyon verimliligide belirlendi.

Sekil 4.6 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP vektorinln transfeksiyon sonrasi 24., 48., 72., ve 96.
saatlerdeki H209 ve N417 hiicrelerindeki GFP gorintleri.

KHAK H209 ve N417 hucre dizilerinde gergeklestirilen gegici transfeksiyonun
verimliligini yeterli géruldikten sonra 24, 48, 72, 96. saatlerde trizol ile toplanan érnekler 3.2.3
RNA izolasyonu bashgi altindaki protokole gére RNA izolasyonu yapildi. FL-fibulin-3 V5
lentiviral GFP plasmid transfeksiyonu sonrasi 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki Fibulin-3
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ekpresyonu qPCR ydntemiyle belirlendi. QPCR c¢alismasinda drnekler f-aktine oranla AACt
kat degisim analizi ile degerlendirildi. N417 hiicre dizisinde 48. saatin Fibulin-3 ifadesi
bakimindan en yliksek dedere sahip oldugu goérildi. H209 hiicre dizisindeki zamana bagli

ifade degisimine baktigimizda, N417 hiicre dizisine kiyasla net sonuglar sergileyemedigi

belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.7 Fibulin-3'in agsir ifade edildigi N417 ve H209 hicre hatlarinda zamana bagh

ekspresyon degisiminin gPCR ile tespit edilmesi.

4.2.2 Fibulin-3 ifadesinin baskilanmasi

4.2.2.1 Antisense Fibulin-3 kalici vektoriin tasarlanmasi

Fibulin-3 ekspresyonunun yuksek oldugu H82 hicre hattinda, Fibulin-3
ekspresyonunu baskilamak amaciyla antisense ekspresyon vektérinin tasarlanmasi
planlandi. Antisense ekspresyon vektérimuzin iskeleti pCDH-CMV-MCS-EF1-NEO
(System Biosciences) (Sekil 3.2) ve yaban tip Fibulin-3 cDNA’sI igeren FL-fibulin-3 V5
lentiviral GFP (Plasmid 29703) addgene (Sekil 3.4) vektorlerinden olusturuldu. pCDH-
CMV-MCS-EF1-NEO vektérinin MCS’'inda EcoRI kesim dizisi barindirmasi ve insert
DNA olarak planlanan dizinin (Fibulin-3 cDNA) herhangi bir bdlgesinde EcoRI dizisi
bulunmamasindan dolay! (Sekil 4.5), klonlama stratejimize uygun olarak Fibulin-3
cDNA'sinin elde edilmesinde kullanilacak primerler 3.2.10.1 Fibulin-3 insert’iiniin eldesi

(PCR) baghigi altinda verilen EcoRI restriksiyon dizilerine sahip forward ve reverse

primerler olarak tasarlandi.
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FL-fibulin-3-V5-lentiviral-GFP

Vektoriin dizisi :7544 bp
igine sokulan dizi: 1479 bp

Smal (424)
MscI(440)
Eco0109X(461)
AIWNI(464)
BseYI(508)
MspA1I- PspFI- Pvull(512)
Ecil(517)
BsmI(525)
Mmel(558)

AfIIII588)

R 4

(423) BmeT1101
(422) Aval- BsoBI- TspMI- Xmal

(400) BStXI
(364) Bsu361 Dralll589)
(268) HincII Apall(610)
(230) PAIFI- Tth111l NspI(678)
(156) BsaAI MslI(679)
(122) HaelI " Econv

EcoRV (695)
7 .
@7) “"7"5‘) e Accl(720)
(71) Nhel XemI (800)
(65) Xbal Mfel(812)
45) BpmI- Eco57MI* . |
130) Bantit BfuAI- BspMI(842
(21) BsmBI BIpI(876)

(0) Start | End (907

10 kb

2001 4007 00T 8007

FL-fibulin-3-V5-lentiviral-GFP
909 bp

Sekil 4.8 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP lentiviral vektor haritasi, restriksiyon enzimlerinin

gOsterimi ve vektorin dogrulamasi.

4.2.2.1.1 Fibulin-3 insert’iiniin eldesi

Fibulin-3 geni igin antisense vektorin tasarlanmasinda Addgene firmasindan
ticari olarak temin ettigimiz FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP plasmidi dondr olarak kullanildi.
Fibulin-3’'Uin baslangi¢ bdlgesi ile devamindaki V5 his tag bdélgesini kapsayacak sekilde
FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektorini herhangi bir noktasindan kesmeyen EcoRI
restriksiyon enzimi dizileri iceren forward ve reverse primerler tasarlandi. EcoRI
restriksiyon dizilerini kullanilarak tasarlanan primerlerin validasyon ¢alismalarindaki PCR
sartlari Tablo 3.‘de verilmistir. Fibulin-3 cDNA’sini PCR ile gogdaltmak igin primerlerin
optimum calisma sicakligi gradiyent PCR yapilarak belirlendi. 51.7 °C, 55.7 °C, 58.3 °C
ve 60.4 °C annealing sicakliklarinda gerceklestiriien PCR reaksiyonunun drinlerini
degerlendirmek icin %0.7-1’lik agaroz jelde elektroforezi yapildi. 58.3 °C ve 60.4 °C’de
dimer bantlari bariz bir sekilde gorilirken 55.7 °C’de silik bir bant gézlemledik. 51.7 °C’
yi optimum c¢alisma sicakligi olarak kabul ederek bundan sonraki PCR sartlarinda bu
sicaklik kullanildi. Sartlarin olusturdugu PCR 6rneklerinin agaroz jeldeki goruntuleri Sekil
4.6 ve Sekil 4.7°de verilmigtir.
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Sekil 4.9 PCR yontemi ile amplifiye edilen Fibulin-3 cDNAsi igin optimum sicakhigin belirlenmesi.

N
o N L
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Q

10 kb
3 kb
1,5 kb
1 kb

Sekil 4.10 Fibulin-3 insert’iinlin saflastirma isleminden sonraki jel gorintisi ve pCDH-CMV-
MCS-EF1 vektoriniin agaroz jelde gosterilmesi.

insert Fibulin-3 PCR yéntemiyle cogaltilip saflagtirma islemi yapildiktan sonra
agaroz jelde kontrol amagla goérintilendi (Sekil 4.7).

Ligasyon asamasinda sansimizi arttirmak ve daha saf insert DNA elde etmek igin
1.5 kb bandinda gikan insert DNA bandi agaroz jelden, UV isik altinda kesilerek 1.5 mI'lik
ependorfa aktarildi (Sekil 4.8). Akabinde 3.2.10.4 insert DNA Fibulin-3’'n agaroz jelden
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eldesi, bashgi altinda verilen protokole gore insert DNA saflastirilarak elde edildi. Coklu
klonlama bdlgesinde bulunan EcoRI kesim bélgesinden kesimi yapilmis ve alkalen
fosfataz islemine tabi tutulmus pCDH-CMV-MCS-EF1 vektori ve iki ucuda EcoRIl RE
dizilerine sahip insert DNA 16-24 saatlik ligasyon asamasina birakildi.

Sekil 4.11 insert Fibulin-3 agaroz jelden geri kazaniimi/izolasyonu.

4.2.2.1.2 pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektorii ve Fibulin-3 insert’iin EcoRI

dizilerine gore hazirlanmasi

FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektoriinden elde edilen insert Fibulin-3’lin optimum
PCR sartlari (52 °C) belirlendikten sonra amplifikasyon islemleri yapilip saflastiridi.
Saflastiriimig Fibulin-3 insert’i ve pCDH-CMV-MCS-EF1 vektorinin enzim kesimleri igin
Tablo 3.15'de verilen sartlar dogrultusunda EcoRI HF (Kat No: R0310, NEB) restriksiyon
enzimiyle muamele edildi (Sekil 4.8). pCDH-CMV-MCS-EF1 vektorinin kesim islemi
bittikten sonra vektdriin 5’ ucu fosfat gruplari ile 3° OH gruplari self ligasyon yapmamasi
icin alkalen fosfataz islemine tabi tutuldu. Béylece defosforile edilerek ligasyon icin hazir
hale getirildi.

Tasarlamis oldugumuz vektoriin ve insert DNA’nin her iki ucunda da EcoRI
dizilerinin olmasinin avantaji, insert DNA sense ve antisense ydnde girebilme olasiligina
sahip olmasidir. Insert DNA sense yonde girerse pCDH-CMV-MCS-EF1 vektorinin
sahip oldugu puromisin diren¢ geni sayesinde puromisin segilim markerli ekspresyon
vektoriine eger antisense yonde lokalize olursa Fibulin-3 mRNA’sini baskilayacak
antisense Fibulin-3 vektori elde edilecektir.
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Ligasyon asamasindan sonra urlnleri kompetent yapilmis E. coli’ nin bir susu
olan DH5a transformasyon vyapildi. Transformasyon isleminde DH5a bakterileri
calkalamali inktbatdrde LB besiyeri ortaminda (+Amp) 37 °C’de 200 rpm’de 16-24 saat
inkiibe ettikten sonra daha 6nceden hazirlanan 10’luk petrilerdeki, secilim markerli
(+Amp) LB-agar kati besiyerine aseptik kosullar altinda 50 ve 100 ul'lik yayma ekim
yapildi. Petriler etivde 37 °C’de koloniler net bir hale gelene kadar inklibe edildi (Sekil
4.9). Koloni segiminde, kolonilerin blylk ve purizsiz olmasina dikkat edildi. 12 adet
koloni secimi yapildiktan sonra bek alevi altinda 10 ml'lik pipet ucu yardimiyla koloninin
orta noktasina dokunduktan sonra 15 mrllik falkonlar icindeki LB (+Amp) besiyeri
ortaminda pipetaj yapilarak kolonin besiyerine aktarilmasi saglandi. Falkonlar 37 °C’de
200 rpm’de 16-24 saat inkube edildikten sonra 3.2.11 Plazmid izolasyonu bagligi altinda
verilen izolasyon protokoliine gére plazmid izolasyonu geceklestirildi. izole edilen
plazmidler Tablo 3.15’de verilen sartlar dogrultusunda EcoRI enzimi ile kesim islemi
gerceklestirildi. Kesim isleminden sonra %0,7-1" lik agaroz jelde yuratuldi (Sekil 4.10).
Sekil 4.10°da goérildigu gibi 5. koloninin Fibulin-3 klonunu tasiyan vektér oldugunu tespit
edildi.

Antisense Fibulin-3 kalici vektorl tasarlanirken 1536 baz gifti uzunlugunda olan
insert DNA’sini  bulundurdugunu dusundagimiz 5. kolonin  sekanslanmasinda
kullanilacak klonlama yaptigimiz bélgenin biraz daha ilerisinden (vektdride iceren
bélgelerden) sekans primerleri tasarlandi. Sekans islemini ABI 3130 Genetic Analyzer
Sanger sekans cihazinda yapildi. Sekans cihazinin kendi yaziliminda yaptigimiz sekans
analizleri sonucunda hem forward primer sekansinda hem de Reverse primer

sekansinda insert DNA'nin antisense istikametinde lokalize oldugu belirlendi.

Sekil 4.12 Ligasyon sonrasi tek koloni segimi.
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10 kb

Sekil 4.13 Ligasyon sonrasi insert DNA’y1 tagiyan vektoriin belirlenmesi

4.2.2.1.3 Antisense Fibulin-3 kalici vektoriin etkinliginin belirlenmesi

Secilmis olan 5. koloni sekans analizi ile kontrol edildikten sonra Antisense
Fibulin-3 kalici vektorinin etkinliginin tespiti amaciyla Fibulin-3 ifadesi ylksek H82
KHAK hicre dizisinde hem Western Blot yéntemiyle hem de qPCR analiziyle kontrol
edildi. KHAK H82 hicre dizisine pCDH-CMV-MCS-empty ve pCDH-CMV-MCS-
Antisense Fibulin-3 vektorleri ayri ayri transfekte edildi. Transfeksiyon isleminden sonra
ilk 24. saat 0 kabul edilerek 48 saat sonra transfektan hicre lizatlar toplandi. Protein ve
RNA izolasyonu materyal ve metot bélimunde anlatildigi sekilde gerceklestirildi. pCDH-
CMV-MCS-Antisense Fibulin-3 vektérindn verimliliginin belirlenmesi igin yapilmis gPCR
ve Western Blot, sonuglarina gére Fibulin-3 ifadesi ylksek olan H82 hiicre dizisinde
pCDH-CMV-MCS-empty vektére oranla pCDH-CMV-MCS-Antisense Fibulin-3
vektorinun protein seviyesini baskilarken mRNA ekspresyonunu baskilayamadigi
g6zlemlendi. KHAK H82 hicre dizisinde Fibulin-3 ifadesini istedigimiz seviyeye
duslrmek igin ticari olarak temin edilmis siFibulin-3 ve shRNA-Fibulin-3 kullanilarak

Fibulin-3'Un ekspresyonunun baskilanmasi planlandi.
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Sekil 4.14 Antisense Fibulin-3 kalici vektoriiniin etkinliginin hem Western Blot hem de qPCR ile

gOsterilmesi.

4.2.2.2 Fibulin-3 ekspresyonunun baskilanmasi igin Lenti-shRNA vektorlerinin ve

siRNA’nin etkinliginin belirlenmesi

Fibulin-3 ekspresyonunu baskilayabilmek igin ticari olarak OriGene’den temin
edilen EFEMP1- Human, 4 unique 29 mer shRNA lenti viral GFP &zelligine sahip lenti
viral vektor kullanildi. KHAK H82 hiicre dizisine lentiviral vektor infeksiyon yapilarak
Fibulin-3 ekspresyonunun baskilanmasi planladi. Ayni zamanda Dharmacon’dan ticari
olarak temin ettigimiz Human EFEMP1 siRNA’si Lipofectamin transfeksiyon ajani
yardimi ile KHAK H82 hiicre dizisine transfekte edildi. ki farkli metodu birbiriyle
karsilastirarak en verimli metodu belirlemeyi amagladik.

Fibulin-3 ifadesinin baskilanmasi baglaminda farkli bir dizi teknik kullandik.
pCDH-CMV-MCS-Antisense  Fibulin-3  vektéri olusturulduktan sonra  vektorin
verimliligini gosterebilmek icin hem protein hem de mRNA Fibulin-3 ekspresyonuna
bakildi. Sonuglarin birbiriyle tutarsiz oldugu goérildikten sonra Fibulin-3 siRNA’si
kullanilarak Fibulin-3 ifadesinin baskilamasi hedeflendi. Fibulin-3 siRNA’si kullanilarak
yapilan transfeksiyon sonrasinda protein ifadesinin kontrole oranla yaklasik %2, mRNA
ifadesinin ise yine kontrole oranla yaklasik 1/3 oraninda basklilandigi tespit edildi.
Planlamis oldugumuz calismada Fibulin-3’Gn biyolojik sireclerden EMT ve kdk hicre
fenotipi Uzerine olan etkisini daha net gérmek igin Fibulin-3 ifadesinin daha fazla

baskilanmasini hedefledik. Bu hedef dogrultusunda segilim markerine sahip lentiviral-
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shRNA-Fibulin-3 vektoérd kullanilarak hem infeksiyonunun verimliliginden hem de
puromisin aracili secilim avantajlarindan yararlanilarak daha ylksek baskilama
oranlarina ulagmayi éngérdik. infeksiyon sonrasi segilimin tamamlanmasiyla beraber
hiicre lizatlart gPCR ve Western Blot analizi igin toplandi. QPCR analizlerine goére,
kontrole oranla sirasiyla shRNA A, shRNA B ve shRNA C yaklasik %30, %70 ve %80
oraninda baskilamigtir. Western Blot analizi sonuglarina gére de Fibulin-3 ifadesi en
yuksek verimlilikle shRNA C tarafindan %80 oraninda baskilanmistir (Sekil 4.11-13).
Yapilmis olan analizler dogrultusunda Fibulin-3’Gn baskilanmasi sirecinde en etkin
yontemin ve ajanin lentiviral-shRNA C oldugu tespit edildi ve bundan sonraki asamalarda

Fibulin-3 ifadesinin baskilanmasi igin lentiviral-shRNA C kullanildi.
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Sekil 4.15 Fibulin-3 siRNA’sinin etkinligini hem Western Blot hem de gPCR ile gosterilmesi.
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Sekil 4.18 Fibulin-3 shRNA’sinin etkinligini hem Western Blot hem de qPCR ile gdsterilmesi.

4.3 Fibulin-3 Ekspresyonunundaki Degisimin KHAK Hiicre Dizilerinde Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

KHAK hicre dizileri H82 ve N417°de, Fibulin-3 ekspresyonundaki degisimin
hiicre proliferasyonuna olan olasi etkisinin belirlenmesi igin kiimulatif hiicre ¢odalma
analizi yapildi. Materyal ve metot boliminde belirtiimis olan kimdlatif hiicre ¢cogalma
analizinde 6 kuyu platelere 25x10* hiicre/ 3 ml olacak sekilde ekildi ve 3’er giin ara ile
hicreler tripan mavi ile boyanarak thoma laminda sayildi. Dizenli olarak sayimlarini
yaptigimiz hicrelerin ikileme zamanlari poptlasyon ikileme formuliine gore hesaplandi.
N471 kontrol hicresi ile Fibulin-3 ekspresyonu vektori transfekte edilmis N417 FL-
fibulin-3 V5 lentiviral-GFP hucresi kiyaslandi. N417 hicre hattinda Fibulin-3
ekspresyonu arttikga proliferasyon hizinin dustigu saptandi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.19 KHAK N417 hiicre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bagli olarak degisen populasyon

¢ogalma hizi

Fibuin-3 ekspresyon seviyesi yiuksek KHAK H82 hicre dizilerinde Fibulin-3
ekspresyonunun baskilanmasi icin shRNA C vektoriunln infeksiyonu yapildi. Kontrol
hiicre dizisinin olusturulmasi amaciyla shRNA scramble lenti viral vektort kullanildi. H82
shRNA scramble hicre dizisiyle H82 shRNA C hicre dizisi, populasyon ikileme
kapasiteleri bakimindan kiyaslandiinda Fibulin-3 ekspresyonunun baskilandigi H82
shRNA C hucre dizisinde populasyon ikileme slresinin daha ge¢ oldugu gézlemlendi
(Sekil 4.15).

KHAK H82 ve N417 hicre dizilerinde gerceklestirilen populasyon ikileme
deneyinde Fibulin-3 ekspresyonunun artmasina bagli olarak hiicre gogalma hizinda bir
azalma meydana geldigi gorildi. Bu sonuglar KHAK N417 ve H82 hicre dizilerinin
cogalma kinetiklerininin Fibulin-3 ya da Fibulin-3 aracili molekullere bagh olabilecegini

gOstermektedir.
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Sekil 4.20 KHAK H82 hiicre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bagl olarak degisen populasyon
¢ogalma hizi.

4.3.1 Fibulin-3 ekspresyonuna bagh olarak hiicre proliferasyonunda goérev alan

proteinlerin ekspresyon degisimleri

PTEN hucre proliferasyonu ve sad kalimi igin énemli bir yolak olan PI3K/AKT
yolaginin negatif duzenleyicisidir. KHAK hicre dizilerinde, Fibulin-3’in hicre
proliferasyonu Uzerine olasi etkisi dnceki sonuglarda gosterilmisti (Sekil 4.14 ve Sekil
4.17). Fibulin-3’Un hucre proliferasyonu ve sag kalimi Uzerinde aktif rol alan molekdillerle
nasil bir interaksiyon iginde oldugunu belirlemek igin, H82 shRNA C, H82 shRNA
scramble ve N417 kontrol, N417 Fibulin-3 ekspresyon vektoru transfekte hicrelerinde
Bax, Bcl-2, p21, PTEN ve siklin D1 ifadelerine bakildi.

KHAK N417 hicre dizisinde ve H82 hiicre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bagli
yapilan kiyaslamada, Fibulin-3 ekspresyon vektoru transfekte N417 hiicre dizisi ile yine
Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yluksek H82 shRNA scramble infekte hilicre dizisinde
PTEN ekspresyonunun ylksek oldugu saptanmistir. Fibulin-3 ekspresyon vektoru
transfekte edilmis N417 hicre dizilerinde artan Fibulin-3 ekspresyonuna bagl olarak
Siklin D1 ve Bcl-2 genlerinin ifadesi istatistiksel olarak énemli seviyede dismus iken
hiicre siklus inhibitort olarak bilinen p21 ifadesi artmigtir (Sekil 4.16). Fibulin-3 ifadesi
baskilanan H82 hiicre dizilerinde Siklin D1, Bcl-2, p21 ve Bax ifade degisimleri analiz
edildiginde. QPCR sonuglari dogrultusunda H82 hticre dizilerinde Siklin D1 ve Bcl-2 gibi
genlerin ifadesi istatistiksel olarak énemli seviyede artmis iken hicre siklus inhibitori

olarak bilinen p21 ve Bax'in ifadesi azalmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.21 KHAK N417 hicre dizisinde Fibulin-3 ekspresyonuna bagh olarak ekspresyonu
degisen mRNAlar. *p<0.05
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Sekil 4.22 KHAK H82 hiicre dizisinde Fibulin-3 ekspresyonuna bagli olarak ekspresyonu degisen
mRNA'lar. *p<0.05
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4.4 Fibulin-3 Ekspresyonunun Kanser Kok Hiicre Fenotipine ve EMT

Regiilasyonuna Etkisi

Galismamizda Fibulin-3 ekspresyonunu dizenlenmesi igin lentiviral temelli
Fibulin-3 ekspresyon ve shRNA-C (Fibulin-3) vektorleri kullanildi. KHAK N417 ve H82
hicre dizilerinin sahip oldugu dogal Fibulin-3 ekspresyonlarinin antogonist bir sekilde
ifade etmeleri sagladi. N417 ve H82 hiicre dizilerinin eksprese ettigi Fibulin-3
seviyelerinin antogonist degisimine bagh olarak EMT-MET sirecinde yer alan epitelyal
ve mezenkimal markerlerdeki degisimleri ve hucre plastisitesinde ifade farklikhig
gOsteren, kanser kok hiicre fenotipinde hiicre 6zelliklerini belirleyen markerlerin ifade
degisimleri Western Blot yontemiyle analiz edildi.

Western Blot analizi kapsaminda KHAK N417 hicre dizisinde Fibulin-3, N-
kaderin, ZEB-1, Twist, Snail, MMP9, Nanog, c-MYC, HIF1-A, GAPDH proteinleri analiz
edildi (Sekil 4.18). Western Blot sonuglarimizi dansitometrik olarak kontrole oranla
degerlendirdigimizde (Sekil 4.19); N417 hicre hattinda Fibulin-3 ekspresyonunun
artisina bagh olarak EMT markerlerinden mezenkimal farklilagma ile ilgili N-kaderin,
ZEB-1 ve EMT trasnskripsiyon faktérlerinden Twist ve Snail'in ifadelerinde azalig
oldugunu saptandi. Ayni sekilde Fibulin-3 ekspresyonunun matriks metalloproteinaz
MMP9 ifadesini baskiladigi da saptandi. Nanog, c-MYC ve HIF1-alfa, kék hicre
markerlerinin Fibulin-3 ifadesinin artigina bagli olarak, ekspresyon seviyelerinin distugu
gbzlemlendi.

KHAK HB82 hiicre dizisinde Fibulin-3, N-kaderin, ZEB-1, Twist, Snail, MMP9,
Nanog, c-MYC, HIF1-A, GAPDH proteinleri analiz edildi (Sekil 4.18). Western Blot
sonuglari dansitometrik olarak kontrole oranla degerlendirildiginde (Sekil 4.20); H82
hicre dizisinde Fibulin-3 ekspresyon seviyesi baskilandigi zaman EMT markerlerinden
mezenkimal farklilagsma ile ilgili olan N-kaderin, ZEB-1 ve transkripsiyon faktorlerinden
Twist ve Snail'in ekspresyon seviyelerinde artis oldugu saptandi. Ayni sekilde Fibulin-3
ekspresyonunun MMP9 ifadesi ile negatif korelasyona sahip oldugunu teyit edildi.
Nanog, c-MYC ve HIF1-alfa kék hicre markerlerinin Fibulin-3 ekspresyon seviyesinin

dusmesine bagh olarak, ekspresyon seviyelerinin artmis oldugu gézlemlendi.
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Sekil 4. 23 N417 ve H82 hiicre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bagh olarak farklilik gosteren
markerler. Fibulin-3 ekspresyon vektorii transfekte edilmis N417 hiicre dizisinde ve shRNA C
infekte H82 hiicre dizisinde EMT, kok hucre ve hicre proliferasyonu ile iligkili markerlerin protein
ifadesindeki degisimlerinin Western Blot yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 4. 24 N417 hiicre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonundaki bagli olarak ifadesi degisen EMT,
kok hiicre ve hiicre proliferasyonu ile iliskili markerlerin dansitometrik olarak degerlendiriimesi.
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Sekil 4. 25 H82 hiicre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonundaki bagli olarak ifadesi degisen EMT,

kok hiicre ve hiicre proliferasyonu ile iliskili markerlerin dansitometrik olarak degerlendiriimesi.
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4.4 KHAK Hiicre Dizilerinde Fibulin-3 Ifadesine Bagh Olarak Diizenlenen RNA

Ekspresyonlarinin Mikroarray Yontemi ile Belirlenmesi

Ekstraselller matriks elamani olarak, hicre invazyonu, proliferasyonu gibi
biyolojik proseslerde gorev alan Fibulin-3'un KHAK N417 ve H82 hucrelerindeki
fonksiyonu hakkinda daha ayrintili bilgiye sahip olabilmek igin Fibulin-3 ekspresyon
vektorl transfekte edilmis N417 hicre dizisi ile shRNA C infekte edilmis H82 huicre dizisi
ve bu hicre dizilerinin kontrol gruplari olusturuldu. Olusturulan bu hicre dizileri
mikroarray c¢alismasina gonderilmeden 6nce hem protein hem de mRNA dizeyinde
Fibulin-3 ifade degisimleri tespit edilip dogruladiktan sonra 6rnekler, Macrogen’'den
hizmet alimi seklinde planladigimiz “Affymetrix's Human GeneST array platformunda”
analiz edilmek lizere hazirlandi. Orneklerin hazirlik asamasinda Mikroarray ¢alismasina
gonderilecek drneklerden total RNA izolasyonu gergeklestirildi ve transfer igin Macrogen
firmasinin 6nerdigi NaAsetat ¢oktirme metoduna goére érnekler hazirladi. Mikroarray
asamasindan sonra her érnek icin Macrogen’in gergeklestirmis oldugu érnek korelasyon

bilgileri sekil 4.21°de verilmigtir.

Correlation Matrix of 4 Sasples

Sekil 4. 26 Mikroarray analizi sonucunda belirlenen érnekler arasindaki korelasyon
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Mikroarray analiz sonucunda, drnekler R studio programinda ¢ok boyutlu
Olcekleme analizi ve Z-skoruna gére vyapilan hiyerarsik heatmap analizleri ile
degerlendirildiginde. N_1 ve N_2’nin ayni profile sahip farkli ekspresyon dagiliminda
oldugunu goruliyor ayni sekilde N_3 ve N_4’Un de ayni profile sahip farkli ekspresyon
dagiliminda oldugu gdéruluyor. Fibulin-3 ekspresyon seviyesi disuk ve baskilanmig N_1
ve N_4 drneklerindeki korelasyonu Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yiuksek N_2 ve N_3
orneklerinde de gorulmektedir (Sekil4.22). KHAK N417 ve H82 hiicre dizilerinde yapmig
oldugumuz Fibulin-3 ekspresyon degisimleri sonucunda ekspresyonu 1.5 kat azalan ve
artan tum transkriptlerin profilleri ve hiyerargik siniflandirmalari, z skorlamasina gére

sekil 4.23’de verilmigtir.

MDS (Multidimensional Scaling)

¢ | o. N417 Kontrol
2 N417 Fibulin-3
;s HB82 sh Scrambel
® : HB82shRNAC

Component 2 (16.2%)

Component 1 (69.5%)

Sekil 4. 27 Cok boyutlu dlgekleme ile 6rnekler arasindaki benzerlik diizeyleri



78

-8.586 8.5 1 1.5

Row Z-Score

-1.5

- "vlaTmTv =

.- '-

"Hrﬂ'r 'fi?;. -1

Z-skoru temelli hiyerarsik
gruplama
Sekil 4. 28 Fibulin-3’Un ifadesinin modiile edildigi KHAK N417 ve H82 hiicre dizilerinin Z skorlama
sistemine gore 6rneklerin hem hiyerarsik siniflandiriimasi hem de 1.5 kat degisimi ile -1.5 kat

degisimi arasindaki transkript dagiliminin heatmap grafigi.

N417 kontrol ve N417 FL-Fibulin-3 V5 lentiviral GFP &rnekleri mikroarray
calismasi sonucunda 0.5 kat degisimi dikkate alinarak analiz edilmigtir. Analiz

sonucunda KHAK N417 hicre dizisinin Fibulin-3 ekspresyon degisimi (0.5 kat
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degisiminde) neticesinde upregule ve downreglle olan transkriptlerin anlamli bir sekilde

negatif korelasyon goésterdigi saptandi (Sekil 4.24).

Sekil 4.29 Fibulin-3’ln asir ifade edildigi KHAK N417 hiicre dizisinde 0.5 kat degisimi ile -0.5 kat

degisimi arasindaki transkript dagiliminin heatmap grafigi.

H82 Scramble shRNA ve H82 shRNA C dérneklerinin mikroarray sonuglari 0.5 kat
degisimi dikkate alinarak analiz edildi. Analiz sonucunda KHAK H82 hicre dizisindeki
Fibulin-3 ekspresyon degdisiminin etkiledigi transkriptlerin (0.5 kat degisiminde)

upregulasyonu ve downregulasyonu Sekil 4.25 de gdosterilmistir.
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Sekil 4.30 Fibulin-3'in baskilandigi KHAK H82 hiicre dizisinde 0.5 kat degisimi ile -0.5 kat

degisimi arasindaki gen dagiliminin heatmap grafigi.
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KHAK N417 hucre dizisinde Fibulin-3 ifadesinin upregllasyonu neticesinde
89258 farkh transkriptin ifadesini degistirdigi saptandi. Ekspresyon seviyelerindeki
farkliliklara gore transkriptlerin dagilim sayilari Sekil 4.26’daki grafikte verilmstir. KHAK
H82 hiicre dizisinde Fibulin-3 ifadesi baskilandiginda ekspresyon degisikligi neticesinde
93003 farkh transkriptin ifadesini degistirdigi saptandi. Ekspresyon seviyelerindeki
farkhliklara gore transkriptlerin sayilari Sekil 4.27’deki grafikte verilmistir.

[l N417 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP I N417 kontrol

Ekspresyon seviyesi
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Sekil 4. 31 Fibulin-3'0n asin ifade edildigi KHAK N417 hiicre dizisinde 1ie 15 kat ifade degisimine

sahip transkript sayilarinin farkli ifade degisimlerindeki dagihm sayilari.
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Sekil 4.33 Fibulin-3 baskilandigi ve asir ifade edildigi N417 ve H82 hiicre gruplarinda |FC|>=2 degerlerine

gore ekspresyonun arttigi/azaldidi tespit edilen genlerin dagilimi.
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Sekil 4.34 Fibulin-3’Un baskilandi§i KHAK H82 hiicre dizisinde 1ile 15 kat ifade degisimine sahip

transkript sayilarinin farkli ifade degisimlerindeki dagihm sayilari.
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Mikroarray verileri N417-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP 6rnegi ile N417 kontrol 6rnegi
icin 1.5 kat degisimi ve 2 kat degisimi “cut off” degeri olarak belirledikten sonra analiz
edildiginde 1.5 kat degisimi icin 1289 mRNA probunun upregile oldugunu ve 1788
mRNA probunun downregiile oldugu saptandi. Cut off degeri 2 esigine c¢ikarildiginda
157 upregile 218 downreglle mMRNA prob degerleri saptandi (Sekil 4.29). Ayni analiz
H82 shRNA C 6rnegi ile H82 Scramble shRNA 6rnegi icin yapildidi zaman 1.5 kat
degisimi icin 1197 mRNA probunun upregile oldugunu ve 1518 mRNA probunun
downregile oldugu saptandi. Cut off degeri 2 esigine ¢ikarildiginda 152 upregtle 170
downregule mRNA prob degerleri saptandi (Sekil 4.30).

N417 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP/ N417 parental (1.5 kat) N417 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP/ N417 parental (2 kat)
Up; 1289 Up; 157
Down; 1788 Down; 218
0 500 1000 1500 2000 0 50 100 150 200 250
Prob sayisi Prob sayisi

Sekil 4.35 KHAK N417 hiicre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bagli olarak artan ve azalan mRNA

prob sayilari.

H82 Scramble shRNA/ H82 shRNA C (1.5 kat) H82 Scramble shRNA/ H82 shRNA C (2 kat)
Up; 1197 Up; 152
Down; 1518 Down; 170
0 500 1000 1500 2000 140 145 150 155 160 165 170 175
Prob sayisi Prob sayisi

Sekil 4.36 KHAK HB82 hiicre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bagli olarak artan ve azalan mRNA

prob sayilari.
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Mikroarray verilerinden mRNA’larin analizi igin farkli cut off degerlerinde
filtrelemeler yapildi. Bu filtrelemelerle sonucunda her iki hiicre hatti icinde downreglle
mRNA ile upregile mRNA’larin korelasyon iginde oldugu saptandi. Mikroarray
analizinden sonra saptanan mRNA’lar biyoenformatik olarak analize tabi tutuldu. Fibulin-
3 ifadesine bagli olarak degisen gen ve gen gruplari biyoenformatik degerlendiriimesi ve
genlerin fonksiyon analizlerinden sonra sonuglar filtrelendiginde Sekil 4.31’ de verilen
ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. Yapilmis olan biyoenformatik
analizlerde Fibulin-3 ve Fibulin ailesinin literatlir gegmisini de g6z 6ntine alarak ECM ile
iligkili genlere, hiicre kompozisyonunda goérev alan genlere ve EMT surecinde rol alan
genlere ve ayrica trasnkripsiyon faktorlerine odaklanildi. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda kanser kok hiicresi, hiicre plastisitesinde ve epitelyal mezenkimal gegiste
aktif rol oynayan gen gruplarinin Fibulin-3 ifadesiyle negatif bir dizenlenmeye girdigdi
tespit edildi. KHAK’nin éne ¢ikan &zelliklerinden biri de ila¢ direngliligi mekanizmalarinin
aktiflesme hizi ve kullanimidir. Bu baglamda yapilmis olan biyoenformatik analizde
KHAK vakalarinin sahip oldugu gen amplifikasyonlarini da arastirmamiza dahil ederek
N417 ve H82 hiicre hatlarinda Fibulin-3 ekspresyonunun asiri ifadesi agisindan iki hlicre
ifadelerinin direkt veyahut indirekt baskiladigi saptandi. Kimulatif bir degerlendirme ile
yapilmis olan popllasyon ikileme deneyinde hicre proliferasyonunun ya da popilasyon
ikileme suresinin Fibulin-3 ekspresyonu ile ters orantili oldugu saptanmigstir (Sekil 4.16
ve Sekil 4.17). Fibulin-3 ekspresyonunun hicre proliferasyonundaki rolu sadece
populasyon ikileme suresindeki ektisi agisindan degerlendiriimedi ayni zamanda qPCR
ile hucre proliferasyonu ve apoptotik markerlerin ifadelerine bakilarakta sonuglar
desteklendi. Elde edilen bu verileri hem desteklemek hem de dogrulamak amaciyla
mikroarray analizinde de hucre proliferasyonu ile iligkili genlerin ifadeleri degerlendirildi.
Yapilmig olan degerlendirmede Fibulin-3 ekspresyonunun upregulasyonuna gore
kiyaslama yapildiginda her iki hiicre hattinda da Fibulin-3 ifadesine bagli olarak ilgili
genlerin upregulasyonu ve downregulasyonunda bir korelasyon oldugu saptandi (Sekil
4.31).

Mikroarray analiz sonucunda elde edilen transkriptierden miRNA’lar filtrelenerek
Fibulin-3 ekspresyonuna bagl degisim gosteren miRNA’lar degerlendiriimeye alindi.
Degerlendirmede N417 Fibulin-3/N417 kontrol ile H82 scramble shRNA/H82 shRNAC

kiyaslamasinin kesisim kiimesi kullanildi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.37 KHAK N417 ve H82 hiicre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bagh ortak degisim
gOsteren mRNA sayi ve degisim gosteren ilgili genlerin ekspresyonlari.
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MIR105-1 MIR4298
MIR105-2 MIR4311
MIR1179 MIR4427
MIR1183 MIR4429
MIR1185-2 MIR4432
MIR1200 MIR4433A
MIR1205 MIR4446
MIR1208 MIR4451
MIR1231 MIR4475
MIR1237 MIR4477B
MIR1243 MIR4478
MIR1255B1 MIR4480
MIR1256 MIR4481
MIR1270 MIR4492
MIR1283-2 MIR4494
MIR1301 MIR4504
MIR1302-3 MIR4505
MIR130A MIR4509-1
MIR1322 MIR4532
MIR1323 MIR4533
MIR133B MIR4535
MIR135B MIR455
MIR137 MIR4638
MIR138-1 MIR4646
MIR146B MIR4653
MIR151B MIR4673
MIR152 MIR4677
MIR1538 MIR4679-2
MIR1539 MIR4694
MIR1587 MIR4708
MIR15B MIR4731
MIR190B MIR4777
MIR191 MIR4782
MIR1972-1 MIR4786
MIR200A MIR4791
MIR202 MIR4799
MIR208A MIR4804
MIR2113 MIR486-2
MIR219A2 MIR489
MIR26A2 MIR493
MIR27A MIR494
MIR296 MIR5047
MIR298 MIR511
MIR30E MIR515-1
MIR31 MIR516A2
MIR3125 MIR517B
MIR3136 MIR518A1
MIR3139 MIR519A1
MIR3145 MIR519A2
MIR3150A MIR519D
MIR3158-1 MIR521-1
MIR3162 MIR526B
MIR3163 MIR548A1
MIR3174 MIR548AB
MIR3179-1 MIR548AN
MIR32 MIR548D1
MIR323B MIR548F2
MIR325 MIR548K
MIR329-2 MIR548M
MIR3620 MIR548T
MIR3622A MIR548X
MIR3660 MIR550A3
MIR3670-1 MIR552
MIR3670-1 MIR553
MIR3689B MIR581
MIR378D1 MIR582
MIR378E MIR584
MIR3911 MIR589
MIR3913-1 MIR604
MIR3920 MIR609
MIR3978 MIR643
MIR412 MIR652
MIR4252 MIR670
MIR4253 MIR744
MIR4267 MIR874
MIR4280 MIR892C
MIR4289 MIR924
MIR4295 MIRLET7A1
b
:5\\\
'\\0
&
Q0

Sekil 4.40 Mikroarray analizlerine gore Fibulin-3 ekspresyonuna bagl ifadesi degisen miRNAlar.
*p<0.05



86
4.4.1 Mikroarray analizlerinin Real-Time PCR ile teyit edilmesi

Mikroarray verileri miRNA transkriptleri acisindan analiz edildiginde her iki hiicre
hatti icinde ortak anlamliliga sahip miRNA’lar tespit edilmistir (Sekil 4.32). Filtrelenen bu
miRNA’lar biyoenformatik olarak degerlendirilerek karsinegenez icin anlamlilik ihtiva
eden miRNA’lar hedeflenmigtir. Qiagen firmasindan temin edilen primerler ile qPCR
analizi ile belirlenen miRNA’lar ¢alismaya alinmistir. Yapilan bu ¢alismanin amaci hem
mikroarray sonuglarinin teyit edilmesi hem de KHAK N471 ve H82 hucre dizilerinde
Fibulin-3  ekspresyonuna bagli  degisim gosteren miRNA’larin literatire
kazandiriimasidir. Bu amag¢ dogrultusunda N417 ve H82 hiicre dizilerinden miRNA
izolasyonu ve cDNA ede edildikten sonra, miRNA drneklerinde miR-27a, miR-1200, miR-
1243, miR-130e, miR-3179, miR-548a, let-7a ifade degisimleri analiz edildi (Sekil 4.33
ve Sekil 4.34).

KHAK N417 hucre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyon artigina bagli olarak ifadesi
degisen miRNA’lar, gPCR yontemi ile teyit edildi. Bu ¢alismada N417 hicrelerinde
Fibulin-3 ekspresyonunun artigsina bagh olarak miR-27a, miR-1200, miR-1243, miR-
130e, miR-3179, miR-548a, let-7a miRNA'’lari analiz edildiginde mikroRNA’larin Fibulin-
3 ekspresyon artisina bagli olarak ekspresyon seviyelerinde énemli bir artis oldugu tespit
edildi (Sekil 4.33). Elde edilen bu veri daha 6nceden gergeklestirmis oldugumuz

mikroarray verileriyle de drtismektedir.

2,5 -

2 -
1,5 4
1 4
0,5 -
0 - T T T T T T ]

mir-27a miR-1200 miR-1243 miR-30e miR-3179 miR-548a let-7a

Relativ ekspresyon

m N417 FL-Fibulin-3 N417 Kontrol

Sekil 4.41 N417 hicre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bagli olarak ifadesi degisen
miRNA’lar. *p<0.05
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KHAK H82 hucre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyon seviyesinin artisina bagli
olarak mikroarray analizi verilerinde ifadesi degisen miRNA'lar, H82 hticrelerinde gPCR
yotemiyle teyit edildi. Bu galisma dogrultusunda, H82 shRNA C ve H82 shRNA scramble
infekte hdcrelerinden miRNA izolasyonu gergeklestirildi. Fibulin-3 ekspresyonunun
baskilanmasina bagli olarak miR-27a, miR-1200, miR-1243, miR-30e, miR-3179, miR-
548a, let-7a miRNA’larinin ekspresyon seviyelerinde énemli bir disls tespit edildi (Sekil
4.34). Elde ettigimiz bu veriler mikroarray ¢alismamiz ile bire bir korelasyon igindedir.
Ayni zamanda Fibulin-3 ifadesine bagl degisen bu miRNA’lar N417 hicre dizisinden
elde edilen verileride dogrular sekildedir.

1,2 1

0,8 -

0,6

0,4 -
0,2 | I I I
o 'J T T T T T T 1

miR-27a miR-1200 miR-1243 miR-30e miR-3179 miR-548a let-7a

Relativ ekspresyon

mH82sh RNA C H82 Scramble shRNA

Sekil 4.42 H82 hiicre dizilerinde Fibulin-3 ekspersyonuna bagl olarak ifadesi degisen miRNA’lar.
*p<0.05

Mikroarray analiz sonucunda elde ettigimiz transkriptlerden IncRNA’larin
ifadelerini  kargilastirabilmek igin kullandigimiz filtreleme sonucunda Fibulin-3
ekspresyonuna bagli olarak degisim gosteren IncRNA’lar tespit edildi. Degerlendirmede
N417 Fibulin-3/N417 kontrol ile H82 shRNA scramble/H82 shRNA C kiyaslamasinin

kesisim kiimesi tanimlandi (Sekil 4.35).



Sekil 4.43 Mikroarray analizlerine gore Fibulin-3 tarafindan regiile edilen IncRNA’lar.

*p<0.05
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4.5 Mikroarray Sonugclarinin Gen Ontoloji (GO), Gen Set Zenginlestirme Analizi
(GSEA) ve Reactome (REAC) analizleri

Fibulin-3 ekspresyon seviyesi distik N417 hlcre dizisi ve Fibulin-3 ekspresyon
seviyesi yuksek H82 hlcre dizilerinde, Fibulin-3 ekspresyon vektdri ve lenti viral ShRNA
kullanilarak hucrelerin sahip oldugu dogal Fibulin-3 ifadelerinin tam zitti (N417-Fibulin-3
ve H82-shRNA C) yeni hicre modelleri olusturuldu. Bu yeni olusturulan hicre
modellerinde western blot ve gqPCR yontemleri kullanilarak, Fibulin-3 ekspresyonundaki
degisim teyit edilmigtir.

Fibulin-3 molekulinin, KHAK hcre dizileri olan N417 ve H82 (izerindeki etkisini
daha ayrintili ve kimdlatif gézlemleye bilmek igin, N417 Fibulin-3 ve H82 shRNA C hiicre
dizileri ve kontrol gruplari mikroarray analizine tabi tutuldu. Mikroarray analizinden sonra
elde edilen veriler, g:GOSt, (functional enrichment analysis diger bir adiyla over-
representation analysis (ORA)) ve Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) analizlerine
tabi tutuldu. Bu biyoenformatik ve istatistiksel analizlerde mikroarray verileri iglevsel
Ozellikleri benzer genleri, gen setleri halinde gruplandirmak amaciyla belirlenmis
algoritmalarla degerlendirildi. Gen ontoloji analizii, KEGG analiz, REAC analizi ve
Trasnkripsiyon Faktorlerinin analizleri detayh olarak degerlendirilirken, Fibulin-3’Un aktif
rol oynadidi yolaklar, biyolojik slrecler ve ilgili transkripsiyon faktorleri ile miRNA’lara da
ayri bir 6nem verildi. Yapilan batin analizlerin sonuglarini kimulatif olarak Sekil 4.36’da

sunulmaktadir.
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Sekil 4.44 Biyoenformatik analiz verilerinin kimulatif olarak degerlendiriimesi.
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Mikroarray sonuglari gen ontoloji analizi Biyoloji Prosesler (GO:BP) Uzerine
detayl olarak incelediginde, néroendokrin kdkenli olan N417 ve H82 hiicre dizilerinde
Fibulin-3 ifadesinin upregllasyonuna bagh olarak nérolojik farklilasma, ndrogenesis,
noron farklilagsmasinin regllasyonunde yer alan genlerle bir interaksiyon iginde oldugu
gbzlemlendi. Kurmus oldugumuz calisma dizayni dogrultusunda degerlendirildiginde,
hicre gelisimi, hicre morfogenezisi, hicre farkhlagmasinin regilasyonu, hicre
membran potansiyeli ve hiicre birlesme/kaynasma organizasyonu gibi hem kok hicre
fizyolojisi hem de EMT sirecinde boy gosteren gen setleriyle etkilesim iginde oldugunu
go6zlemledik (Sekil 4.37). Yine ayni sekilde gen ontoloji analizinde Hiicre Komponentleri
(GO:CC) Uzerine irdelendiginde ise; hucre junction, hicre i¢i ve plazma membran
baglantilar Uzerine yogunlasmis gen setlerinin ilk siralarda yer aldig1 gorilmektedir
(Sekil 4.37).

GO:BP stats
Term name Term ID Padj o —log1o(Padgj) 16
nervous system development G0:0007399 2.123x10-16 _
neurogenesis G0:0022008 4.718x10714
neuron differentiation G0:0030182 1.398x10"1
cell development G0:0048468 1.686x10°1
anatomical structure development G0:0048856 5.505x10°8
regulation of neuron differentiation G0:0045664 8.201x10-8
cellular component morphogenesis G0:0032989 9.095%x1077
plasma membrane bounded cell projection organization GO0:0120036 1.700x10-6
cell differentiation G0:0030154 4.344x10°6
regulation of cell development G0:0060284 7.211x1076
cell morphogenesis involved in neuron differentiation G0:0048667 7.816x10°6
plasma membrane bounded cell projection morphogene... GO0:0120039 7.876x10°©
cell projection organization GO:0030030 7.883x10°6
cell projection morphogenesis G0:0048858 1.051x10°5
anatomical structure morphogenesis GO:0009653 1.067x10°5
regulation of membrane potential G0:0042391 1.156x10°5
cell morphogenesis involved in differentiation GO:0000904 1.855%x10°%
cell part morphogenesis G0O:0032990 2.027x10°%
negative regulation of cell development GO0:0010721 1.113x1074
regulation of RNA metabolic process G0O:0051252 1.605%x10"4
cell morphogenesis G0:0000902 1.741x10-4
negative regulation of cell differentiation G0:0045596 4.839x1074
cell junction organization G0:0034330 7.046x1074
1to 23
GO:CC stats
Term name Term ID Padj o —logio(Padj) 16
cell junction G0:0030054 9.117x10°13
neuron projection G0:0043005 1.892x10712
intracellular G0:0005622 6.616x10°10
plasma membrane bounded cell projection G0:0120025 6.724x107°10
cell projection G0:0042995 1.799x10-°
organelle G0:0043226 2.855x10°8
axon G0:0030424 7.605x10°8
cell leading edge GO0:0031252 1.585%x10°6
intracellular organelle G0:0043229 2.285x10°%
distal axon GO0:0150034 2.649x10°5
neuronal cell body G0:0043025 5.893x10°5
cell body G0:0044297 6.075%x10°5

Sekil 4.45 Mikroarray verilerinin gen ontoloji analiz sonuglari.
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Gen Set

degerlendirmede, ekspresyon farklihgi gdézlemlenen genlerin anlamlilik seviyelerine gére

Zenginlestirme  Analizi ile yapilmis olan biyoenformatik
hangi molekiler mekanizmada rol aldig1 arastirildi. Her iki hlicre grubunda da Fibulin-3
ekspresyonunun upregiilasyonuna gére bir kiyaslama gerceklestirildi. iki hiicre grubunda
ortak olarak yer alan degisimler hem KEGG analizi hem de REAC analizinde
degerlendirildi. KEGG analizi ile yapilan degerlendirmede bizim igin 6nem arz eden Gap
junction ve adherens junction gen setleri gézlemlendi (Sekil 4.38). RAEC analizi

sonuclarindan elde edilen verilerin hem gen ontoloji hemde KEGG analizi ile ayin

dogrultuda oldugu gézlemlenmigtir. (Sekil 4.38).

KEGG stats

Term name Term ID Padj . -log10(pPadj) 6
Glutamatergic synapse KEGG:04724 1.068x103

Gap junction KEGG:04540 1.817x10°2

Insulin secretion KEGG:04911 3.307x10°2

Adherens junction KEGG:04520 3.307x10°2

Circadian entrainment KEGG:04713 3.772x10°2

1to 5

REAC stats

Term name Term ID Padij o -log1o0(Padj) o
Neuronal System REAC:R-HSA-1... 1.045x1076

Pre-NOTCH Transcription and Translation REAC:R-HSA-1... 1.160x10-3

RNA Polymerase Il Transcription REAC:R-HSA-7... 1.503x10-3

Activation of anterior HOX genes in hindbrain developm... REAC:R-HSA-5... 2.242x1073

Activation of HOX genes during differentiation REAC:R-HSA-5... 2.242x1073

RNA Polymerase | Promoter Opening REAC:R-HSA-7... 2.454x10°3

Gene expression (Transcription) REAC:R-HSA-7... 4.460x10°3

Pre-NOTCH Expression and Processing REAC:R-HSA-1... 4.475x1073

Neurotransmitter receptors and postsynaptic signal tra... REAC:R-HSA-1... 8.082x10°3

SIRT1 negatively regulates rRNA expression REAC:R-HSA-4... 9.924x10-3

HDACSs deacetylate histones REAC:R-HSA-3... 1.375x102

DNA methylation REAC:R-HSA-5... 1.562x1072

Activated PKN1 stimulates transcription of AR (androge... REAC:R-HSA-5... 2.594x10°2

PRC2 methylates histones and DNA REAC:R-HSA-2... 3.379x1072

Transcriptional regulation by small RNAs REAC:R-HSA-5... 3.544x10°2

RHO GTPases activate PKNs REAC:R-HSA-5... 3.894x10°2

Nervous system development REAC:R-HSA-9... 4.777x10°2

Sekil 4.46 Pathway analizinde kullanilan KEGG ve REAC analiz sonuglari.
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Farkh veri tabanlar ve algoritmalar kullanarak yapmis oldugumuz gen ontoloji
analizlerinin hucresel proseslerle arasindaki iliskiyi/lkaskati gorsel bir sekilde
gosterebilemek icin  Gene Ontology enRIchment analysis and visuaLizAtion tool
(GORILLA) veri tabani yardimiyla Sekil 4.39'da Gen ontoloji zenginlestirimis analizi
diyagram uUzerinde verilmistir. Bu diyagram verilerinin istatistiksel olarak anlamlilik

dereceleri ve ilgili genlerinin skorlari Tablo 4.1’de sunulmustur.

Tablo 4.1 Gen ontoloji zenginlestiriimis analizinin P ve FDR q degerleri

I GO term [ Description | P-value I FDR q-value | Enrichment (N, B, n, b) Genes
[+]
GO:0009987 |cellular process 7.39E-6 6.64E-2 1.07 (2219,1691,953,776) Show
genes
[+]
GO:0009593 |detection of chemical stimulus 7.52E-4 1E0 2.84(2219,21,484,13) Show
genes
regulation of mitochondrial outer membrane (]
GO:1901028 TR . o 9.19E-4 1E0 65.26 (22194,172) Show
permeabilization involved in apoptotic signaling pathway zenes
ositive regulation of mitochondrial outer membrane ]
G0:1901030 P Topl Stlon 0- MacIane i tver me 9.19E-4 1E0 6526 (2219,4,17.2) Show
permeabilization involved in apoptotic signaling pathway eenes
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5. TARTISMA

Akciger kanserinin 5 yillik sagkalim orani sadece %18'dir. Bu ylksek orana
paralel bir sekilde kanser morbidite ve mortalite oranlari da eglik etmektedir (Siegel,
Miller, ve Jemal 2016). Akciger kanseri hastalarinin %80'inde gec¢ tani nedeniyle,
hastaya uygulanan tedaviye olumlu yanit alinamaz. Sadece Amerika Birlesik
Devletleri'nde her yil yaklagik 220.000 kisiye akciger ve brons kanseri teshisi
konulmaktadir ve ana neden tatiun kullanimidir (Quintanal-Villalonga ve Molina-Pinelo
2019). Akciger kanserinin iki ana tipi mevcut olup bunlar, kiiglik hicreli akciger kanseri
ve kuguk hucreli disi akciger kanseridir. Akciger kanserinin %85'inden fazlasi kiguk
hicreli disi akciger kanseridir (KHDAK) ve adenokarsinom, skuaméz hucreli karsinom
ve buylk hicreli karsinom olarak alt bélumlere ayriimistir (Lewis vd. 2014). KHDAK,
adenokarsinom (%40), skuaméz hucreli karsinom (%40) ve buylk hicreli karsinom
(%10) dahil olmak Uzere tium akciger kanseri vakalarinin yaklasik %85'ini olusturur.
KHAK, tim akciger kanserlerinin ~% 15'ini temsil etmektedir (MacKinnon, Kopatz, ve
Sethi 2010). EGFR mutasyonu, ALK ve ROS7?’in yeniden dizenlemeleri gibi kinaz
genlerindeki genomik farkhliklarin kesfi, adenokarsinoma klinik yaklagimi degistirmistir
(Hanna vd. 2017). Bu kesifler sayesinde akciger timorlerinin molekiler ve genomik
profillendiriimesi gerceklestirilebilmistir, ayrica alt tiplerinin belirlenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir ((CLCGP) ve (NGM) 2013; F. Chen vd. 2017; Hammerman vd. 2012;
Hanna vd. 2017; Siegel vd. 2016). Genomik arastirmalarda akciger adenokarsinomu ile
akciger skuamoz hicreli karsinom ve kigik hicreli akciger kanserin karsilastirildiginda,
sadece birkag terapétik ajana uyum gdsteren genom degisikligi bulunmustur. Ornek
verecek olursak, 8p12 amplikonun neden oldugu fibroblast buyime faktérli reseptori 1
(FGFR1) amplifikasyonu; akciger skuaméz hucreli karsinom’un %20'sinde, KHAK'in %
5-7'sinde ve adenokarsinom’un % 1-3'Unde gorulmektedir (H. R. Kim vd. 2012; Kwak vd.
2015; Sousa vd. 2016).
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Akciger kanserinin patobiyolojisinin arastiriimasi ve terapisindeki son gelismeler,
yeni hedef bazli tedavilerin ve kemoterapi rejimlerinin ortaya ¢ikisini hesaba katarak
histolojik siniflandirmanin iyilestirilmesini tetiklemistir (Zugazagoitia vd. 2017). Ornegin,
EGFR, BRAF, HER2, ALK, ROS1, RET ve NTRK gibi kinazlardaki farkh yeniden
duzenlenmelerin, adenokarsinomlarda onkojenik aktivatorler olarak goérev yaptigi
bulunmustur. Bu aktivatdrin terap6étik potansiyele sahip olmalari tedavi strecinde blyuk
avantajlar saglamistir. Bununla birlikte, su anda, skuamdz hicreli akciger kanserinde
(yani, FGFR1, PI3K ve DDR2) ¢ok az eyleme gegirilebilir itici gu¢ vardir ve bunlarin
inhibitdrleri, disik klinik etkiler gdstermektedir (Quintanal-Villalonga ve Molina-Pinelo
2019). Bagisiklik kontrol noktasi inhibitérleri son zamanlarda akciger kanseri tedavisinde
devrim niteliginde bir dneme sahip olmustur. Bu inhibitorlerin kullanildigi tedavi
stratejilerinde bazi kalici yanitlar bile alinmistir. Bu ilerlemelere ragmen, hastaligin sahip
oldugu heterojenite ylzinden, genellestiriimis bir klinik yaklasim mevcut degildir. Bu
nedenle, akciger kanseri gelisimini belirleyen, klinik olarak ilgili fenotiplerin karmagikligini
aydinlatmak, erken evrede akciger kanseri teshisi igin daha etkili tani yontemlerini
tanimlamak ve klinik terapotiklerin etkinliklerini artirmak igin yeni stratejiler geligtirmek
amaclyla 6zel molekiler analizler gerekmektedir. Yliksek ¢ézunurlUkli gorintileme
teknikleri ve yuksek verimlilige sahip molekiler yaklagimlardaki ilerlemeler, akciger
kanseri geligsiminin altinda yatan molekiler mekanizmalari anlamamiza firsat vermistir.
Epigenetik modifikasyonlarin, gen ekspresyonunun dizenlenmesinde ve genomik
stabilitenin korunmasinda rol oynadigi gibi akciger kanseri gelisiminde de aktif roller
aldigi gosterilmistir (Krushkal vd. 2020).

Kuguk hacreli akciger kanseri, erken metastaza egilimi, diguk sag kalim oranina
sahip olmasi ve etkili tedavi igin sinirli segeneklere sahip, olduk¢a agresif bir
noéroendokrin timoérdur (Gazdar, Bunn, ve Minna 2017; Govindan vd. 2006; Charles M
Rudin vd. 2019). Yeni tedavi rejimlerine duyulan buylk bir ihtiyaca ragmen, KHAK
tedavisindeki ilerlemeler ne vyazik ki ikinci ve Uuglncli sira kemoterapdtik ve
immunoterapdtik ajanlarla sinirhdir ki bu tedavilerde, hizla kazanilan direng nedeniyle
gecici yanitla sonuclanmaktadir (Charles M Rudin vd. 2019). KHAK’'nin bu agresif
tutumundan dolay! yeni tedavi stratejileri tanimlanmasi dnem kazanmaktadir. Bu
arayiglardan biride, ABD’de tekrarlayan KHAK'nin tedavisi i¢in immunoterapi ilaglari olan
atezolizumab, pembrolizumab ve nivolumab'in onaylanmasidir (Anonim y.y.).

KHAK genom galismalarinda, en yaygin calisilan genler TP53, RB1 ve daha az
yaygin olarak PTEN tumdr baskilayici genlerdir. Bu genler Gzerine yapilan ¢alismalarda
genlerin fonksiyonel olarak aktif hale gelmesi ve KHAK hucrelerinde sik gorilen somatik
molekuler degisimlere odaklaniimistir. Ayrica bu ¢alismalarda; MYC ailesi genleri MYC,

MYCL1 ve MYCN'nin ampifikasyonu, histon degistirici proteinleri kodlayan EP300,



96

CREBBP, KMT2A (MLL) ve KMT2D (MLL2) genlerindeki mutasyonlar, NOTCH ailesi
genlerinde baglatici mutasyonlari FHIT ve CDKN2A genlerini iceren genomik bdlgelerin
yaygin kaybi Uzerinede yogunlasiimistir (Bragelmann vd. 2017; George, Lim, Jang, Cun,
Ozreti¢, vd. 2015; Charles M Rudin vd. 2019). KHAK 6rneklerinde bulunan diger genomik
degisiklikler arasinda TP73 geninin yeniden diizenlenmesi, CCND1'in agiri ekspresyonu,
SLIT2, EPHA7'deki mutasyonlar ve FGFR1'in fokal amplifikasyonlari bulunmaktadir
(George, Lim, Jang, Cun, Ozreti¢, vd. 2015; Peifer vd. 2012). Genomik galigmalar
disinda KHAK timérleri igin dnemli olan bir konu ise, tatinin 6zellikle KHAK Uzerinde
o6nemli 6lgtide negatif bir etkisinin oldugudur (Mollaoglu vd. 2017; Pleasance vd. 2010).

Fibulin-3, epidermal biyime faktorii domaini igeren olarak da adlandiriimaktadir.
Fibulin benzeri hiicre digi matriks proteini 1 (EFEMP1) gesitli insan dokularinda bulunan
hucre digi glikoproteinlerinden fibulin ailesinin bir Uyesidir. Hucre buylimesini,
morfolojisini, yapismasini ve hareketliligini module eder (Timpl vd. 2003). Fibulin-3,
molekuler kitlesi 54 kD olan 493 amino asitli bir proteini kodlar ve kromozomda 2p16'da
lokusunda bulunan geni 11 ekzon igerir. Birgok kanserde Fibulin-3’in potansiyel
aktivitesi Uzerine ¢alismalar yapilmigtir. Fakat Fibulin-3’Un hala bazi timorlerde ki islevi
belirsizligini korumaktadir (Hu vd. 2011, 2012; Obaya vd. 2012).

Akciger kanseri de dahil olmak Uzere birgok kanser tlrinun, kétl prognoza
yonelmesinde kanser kok hicrelerinin (CSC) rolintin olabilecegi ileri strtlmuagtir (Alison
vd. 2012; Mani vd. 2008). CSC, timér olusumunu baslatabilen ve heterojen bir kanser
hicresi populasyonu Uretebilen ¢ok potansiyelli progenitérler olusturabilen nadir
farklilasmamis hicre kimesidir. CSC hucre kureleri olusturan ve in vivo ksenograf
deneylerinde timdrijenik kabiliyete sahip hicreler olarak tanimlanirlar (Bonnet ve Dick
1997). Yapilan bagka bir galismada, metastazin itici glici olan epitelden mezenkime
gecise ugrayan bir CSC popilasyonunun kesfi, kanser tedavisi gelisimi icin CSC
arastirmasinin énemini desteklemektedir (Mani vd. 2008). CSC'lerin 6zelliklerini ve
bunlarin birbirleriyle etkilesimlerini duzenleyen molekuler yollarin aydinlatiimasi
potansiyel terapétik hedeflerin belirlenmesi igin 6nemlidir.

Tez galismamizda kiguk hucreli akciger kanseri hicre dizilerinde, Fibulin-3
ekspresyonunun kanser kok hticre fenotipi Uzerine etkisini ve EMT nin regulasyonundaki
rolind aydinlatmaya calistik. Fibulin-3, neredeyse bitln hicrelerden eksprese edilen
hicre digi matris (ECM) proteinidir ve hiicre matris iletisiminde ve ECM yapisinin
stabilizasyonunda, organogenezde ve embriyonik gelisimde farkli fonksiyonlara sahip
oldugu i¢in kanser kok hucre donusumu ve EMT regulasyonunda da gorev alabilecegini
hipotezini kurduk.

Fibulin ailesinin Uyeleriyle, kanser turleri Uzerine yapilan calismalarda, hicre

invazyonu, proliferasyon ve tlimérijenite tzerine olan etkileri gosterilmistir. Ornegin;
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Schiemann ve arkadaglari Fibulin-3’in homologu olan FBLN5 (Fibulin-5)’in TGF-B’yI
inhibe ederek TGF-B induksiyonlu EMT’yi baskilamasi sonucu, hicre proliferasyonu,
motilitesi ve hlcre invazyonunun baskilandigini gostermiglerdir (Schiemann vd. 2002).
Fibulin-3 ekspresyon seviyesi ylksek olan H82 hicrelerinde Fibulin-3 ifadesi
baskilandiginda H82 hiicre dizisinin populasyon ikileme hizinin arttigi tespit edilmistir
(Sekil 4.15). Ayni sekilde dislik Fibulin-3 ekspresyon seviyesine sahip N417 hicre
dizilerinde Fibulin-3 asiri ifadesi ile N417 hiicre dizisinin populasyon ikileme suresinin
uzadigini tespit ettik (Sekil 4.14). KHAK hcre dizileri Gzerinden elde ettigimiz bu sonug
literaturde ilk kez yer almasina ragmen KHDAK hucre dizileri A549 ve H460 hucre
dizileriyle bir korelasyona sahiptir (Kim vd. 2014). Buna ek olarak hicre
proliferasyonunda osteosarkoma digindaki glioblastoma, kolon, meme ve servikal
kanserleriyle yapilan galismalarin sonuglariyla da bir korelasyon igindedir (Hu vd. 2011;
Li vd. 2018; Wang vd. 2017; Z. Wang vd. 2015). Literatirde bilindigi tUzere hicre
proliferasyonunun kaderine etki eden ve sag kalim ya da apoptozis agisindan énemli
Bax, BCL-2, PTEN, p21 ve siklin D1, ifadeleri Fibulin-3 ekspresyonu agisindan
degerlendirildi. Fibulin-3 ekspresyon seviyesi dusuk olan N417 hicre dizisinde Fibulin-3’
Un ekspresyonunun artmasiyla beraber timoér baskilayici bir gen olan PTEN ve hicre
siklisu inhibitéri olarak gérev alan p21’in ifadesi ile pro-apoptoptik protein olan Bax’in
ifadesinde bir artis gézlemlendi. Bunlara ek olarak hticre siklisunda gérev alan siklin D1
ifadesinde ve anti-apoptotik protein olan Bcl-2’'nin ifadesinde bir dists gdzlemlendi
(Sekil 4.16). N417 hicre dizisi Uzerinde tasarlayip gergeklestirdigimiz deneyi, Fibulin-3
ekspresyon seviyesi yiksek H82 hicre dizisinde shRNA kullanarak Fibulin-3 ifadesini
baskilayip gerceklestirdik. ShRNA vererek Fibulin-3 ifadesini baskiladigimiz H82 hicre
dizisinde PTEN, p21 ve Bax'in ifadeleri diserken Bcl-2 ve siklin D1’in ifadelerinin arttigini
saptadik (Sekil 4.17). KHAK N417 ve H82 hiicre hatlarinda gPCR ile yapmis oldugumuz
degerlendirmede Fibulin-3 ifadesinin hicre proliferasyonunu baskilayabileme
yetenegine sahip oldugunu gdéstermis olduk. Yuanjie ve arkadaslari, Fibulin-3
ekspresyonun U251HF hiicre dizilerinde vaskuler endotelyal biyime faktori-A (VEGFA)
geni hedefli, hiicre proliferasyonu ve tumédrijeniteyi baskiladigini géstermislerdir (Hu vd.
2011). Cahsmamizda elde etmis oldugumuz bu sonug literetlirdeki meme kanseri,
KHDAK ve kolon kanseri Uzerine yapilan galismalarla buyuk bir uyum gostermektedir
(Arechederra vd. 2015; Chen vd. 2014a; E. J. Kim vd. 2012; Kim vd. 2014; Tian vd. 2015;
Xu vd. 2014).

Fibulin-3'Un kanser Uzerindeki potansiyelini anlamak icin yapmis oldugumuz
literatur calismasinda, Fibulin-3’'n EMT'yi, EMT'nin rol aldigi invazyon ve metastazi

baskiladigini gésteren ya da Fibulin-3 ifadesinin timér mikrogevresinin ve kanser kok
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hiicre surecinin regulasyonundaki rolinu gosteren gesitli galismalara ulastik (Heo vd.
2016; Hu vd. 2011; Kim vd. 2014). Tez galismamizda kulladigimiz kiguk hucreli akciger
kanseri hicre dizileri diger akciger kanseri hicre dizileriyle karsilastirildiginda, KHAK
hucre dizilerinin 6ne ¢ikan morfololojik farklikliklari ve ¢gogalma 6zelliklerinin sispanse
ve kuguk kimeler olusturarak ¢ogalma formunda oldugunu gdérmekteyiz (Salcido vd.
2010). Girig bélumunde de bahsettigimiz tzeri KHAK hicre dizilerinin sahip olduklar
hizli ¢codalma kabiliyetleri ve gelistirdikleri ¢oklu ilag direng mekanizmalari sayesinde
kanser kok hucrelerine benzer 6zellikler tagidiklari literatirde belirtilmistir (Codony-
Servat, Verlicchi, ve Rosell 2016). Kanser kék hlcresinde ki bazi genlerin sahip oldugu
ifade farkhliklari ve ylizey markerlerindeki abnormal degisimleri kanser kok hucrelerinin
belirtecleri olarak kullaniimaktadir. Literatirde KHAK hicreleri igin 6ne ¢ikan belirtegler
CD44, CD90, CD133, CD87, OCT4, MYC, SOX1 SOX2, ALDH1,ABCG2, FGF1ve uPAR
olarak géze carpmaktadir (Abe ve Tanaka 2016; Hadnagy vd. 2006; Roudi vd. 2015;
Saigusa vd. 2009; Salcido vd. 2010; Sholl vd. 2010; Tong, Izquierdo, ve Raashid 2017;
Watkins vd. 2003; Wilbertz vd. 2011; Xiang vd. 2011; Zhang vd. 2013). Kanser kok
hucresinin evrilmesindeki biyolojik strecte EMT aktif bir sekilde gorev alir. EMT sirasinda
kanser hucreleri, adezyon molekillerini ve hlcre iskelet proteinlerinin ifadelerini
degistirerek hicre géc¢l, invazyon ve tiumdr metastazina yonelerek kanser kok
hucresinin davraniglarinida sergiler (Gloushankova, Zhitnyak, ve Rubtsova 2018). EMT,
pleiotropik sinyal faktorleri tarafindan induklenir ve esas olarak SNAIL1, ZEB1 ve TWIST
gibi EMT-TF'ler olarak adlandirilan c¢ekirdek transkripsiyon faktorleri tarafindan
duzenlenir (Lamouille, Xu, ve Derynck 2014). EMT'nin modulasyonunda, reseptor tirozin
kinazlari (RTK), kodlamayan RNA'lari ve epigenetik ve post-translasyonel faktorleri
iceren karmasik duzenleyici aglar bulunmustur (Craene ve Berx 2013b; Gloushankova
vd. 2018; Lamouille vd. 2014). Sonug olarak, EMT sireci timér metastazi, ilag direnci,
kanser kok hicreleri ve immin kagis ile iliskilendirilmigtir (Craene ve Berx 2013b; Scheel
ve Weinberg 2012; Terry vd. 2017).

Yapmis oldugumuz literatlr taramasindan sonra Fibulin-3’Gn kdk hucrelilik
(stemness) ve EMT slrecindeki fonksiyonunu belirlemek igin Nanog, Hif1-alfa, N-
kaderin, ZEB-1, TWIST, SNAIL gibi EMT ve kanser kok hticresi belirtegleri Gizerine olasi
etkilerini arastirmay amacladik.

Fibulin-3 ekspresyon seviyesi ylksek olan H82 hiicre dizisinde, Fibulin-3 ifadesini
lentiviral shRNA C vektorl infeksiyonu baskiladiktan sonra (Sekil 4.13) western blot
ydntemiyle, literatir 1s1ginda planlamis oldugumuz markerlerin protein seviyelerini analiz
ettik. Fibulin-3 baskilandiginda 6nemli mezenkimal markerlerinden N-kaderin ve ZEB-
1’in ekspresyon seviyelerinin arttigini gézlemleyerek EMT surecinde negatif bir regulator
olarak cahstigini saptadik. Bunlara ek olarak EMT-TF’lerinden SNAIL ve TWIST'in
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ekpresyon seviyelerinde 6nemli bir artis oldugunu saptadik (Sekil 4.18, Sekil 4.20).
Fibulin-3 ekspresyon seviyesi disuk olan N417 hicre dizisinde, Fibulin-3 ekpresyon
vektorinin transfeksiyonu ile Fibulin-3’Un asir ifade edilmesini sagladik, daha sonra
H82 hicre dizisinde degerlendirdigimiz gibi western blot yontemiyle, literatlr 1s1ginda
planlamis oldugumuz markerlerin protein seviyelerini analiz ettik. Fibulin-3’4n énemli
mezenkimal markerlerinden N-kaderin ve ZEB-1’in ekspresyon seviyelerini baskilayarak
EMT icin negatif bir regulator olarak calistigini teyit ettik. Ayni sekilde EMT-TF’lerinden
SNAIL ve TWIST protein seviyelerini degerlendirdigimizde Fibulin-3 ekspresyonuna
antogonist bir sekilde, 6nemli bir dists egiliminde oldugunu saptadik (Sekil 4.18, Sekil
4.19). Bu bulgulara dayanarak Fibulin-3'in KHAK hicrelerinde N-kaderin, sirasiyla
TWIST ve SNAIL transkripsiyon faktérlerinde downregile ederek (Araki vd. 2011),
ZEB?1’in de baskilanmasini saglamistir (Araki vd. 2011). Mezenkimal hicre go¢inin
zorunlu bir dizenleyicisi olan ara filaman proteinler, onkojenik H-RAS ve c-MYC aracili
EMT induksiyonunu duzenleyen EMT'nin bir bagka énemli belirtecidir (Araki vd. 2011).
N417 hicre dizilerinde SNAIL'In akciger kanserinde tipik bir EMT dlzenleyicisi oldugu
bilinmektedir (Araki vd. 2011). N417 hicrelerinin bu mezenkimal fenotipleri, FBLN3' Gn
asiri eksprese edilmesiyle epitelyal hiicrelerin fenotiplerine déntusmustur. Yukarida da
bahsettigimiz Uzere N417 hucrelerinde Fibulin-3’in asir ekspresyonu, N-kaderin,
TWIST, ZEB1 ve SNAIL ekspresyonunu 6nemli élglide azaltmigtir. Buna ek olarak, H82
hicrelerindeki Fibulin-3 ifadesinin baskilanmasi N-kaderin, TWIST, ZEB1 ve SNAIL
protein seviyelerinin artisini saglamigtir.

Fibulin-3, EMT nin negatif regulasyonundan sorumlu olmasinin yaninda, akciger
kanserinde kok hucrelilik fenotipini de negatif olarak regile eder (Kim vd. 2014).
invazyon ve metastazin itici bir glicii olarak EMT'nin énemi giderek daha fazla kabul
edilmektedir. Son zamanlarda sunulan veriler, EMT ile timorleri baglatan ve sirdiren
CSC’si arasinda bir baglanti oldugunu vurgulamistir (Biddle ve Mackenzie 2012). Bu
nedenle, mezenkimal N417 ve H82 hicrelerinin kok hucrelilik fenotipi ile iligkili
Ozelliklerini karakterize etmeye calistik ve Fibulin-3'Un bu &zellikler Uzerindeki etkisini
inceledik. N417 hlcre dizisinde Fibulin-3 asiri ekspresyonunu saglanarak ilgili markerleri
western blot ydntemi ile incelendigimizde, kdk hlicre markerlerinden Nanog ve Hif1-a’nin
Fibulin-3 ekspresyonuyla ters bir dinamik iginde oldugunu saptadik (Sekil 4.18 ve Sekil
4.19). Kok hicre markerlerinin Fibulin-3 ekspresyonuyla ifade degisimi g0sterip
gOstermedigini teyit etmek igcin onceki deneylerimizde kurguladigimiz gibi Fibulin-3
ekpresyonu yuksek H82 hicre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonunu baskilayarak Nanog
ve Hif1-a’nin ve transkripsiyon faktéru c-MYC’in ifadelerini analiz ettik.

Fibulin-3 ekspresyonu baskilanmis olan H82 hiicre dizilerinde Nanog Hif1-a ve

trasnkripsiyon faktéri c-MYC2in ekspresyon seviyelerinde bir artis saptadik (Sekil 4.18
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ve Sekil 4.20). Elde edilen bu veriler dogrultusunda KHAK hicre dizilerinde Fibulin-3’in
negatif bir kok hucrelilik fenotipi diizenleyicisi oldugunu tespit ettik. KHAK hiicrelerinde
kanser kok hicre belirtecleri ifade duzeylerinin Fibulin-3 ifadesine bagli olarak degistigini
gOsterdik.

EMT’nin, invazyon ve metastaz sureglerinin baglatici basamagi oldugu
bilinmektedir (Pastushenko vd. 2018b). TUmor invazyonunun mekanizmalari ve
metastaz Uzerine yapilan kapsamli galismalarda, matriks metalloproteinazlar (MMP'ler)
timoér yayllmasinin  altinda yatan olaylarda kilit oyuncular olarak tanimlanmistir
(Stamenkovic 2000). KHAK N417 ve H82 hicre dizilerinde Fibulin-3'n matriks
metalloproteinazlardan MMP-9 ifadesindeki etkisini arastimak Uzere tasarladigimiz
calismada Fibulin-3 ifadesinin artisina bagl olarak MMP-9 ifadesinin baskilandigini ve
ayni sekilde Fibulin-3 ifadesinin baskilanmasiyla MMP-9 ifadesinin arttigini, Western
Blot yontemiyle gosterdik (Sekil 4.18-20). Kim ve arkadaslarinin KHDAK’inde Fibulin-
3’Un invazyondaki negatif regulator rold ile ilgili yaptiklari calismada MMP-7 ve MMP-2
Uzerinden yaptiklari degerlendirmede Fibulin-3 ekspresyon seviyesi dusik A549 hicre
dizisinde Fibulin-3 ekspresyon vektorlu transfekte ettiklerinde MMP-7 ve MMP-2’nin
kontrole oranla ifadelerinin baskilandigini géstermislerdir (E. J. Kim vd. 2012). Fibulin-3
ekspresyon seviyesi yiuksek H460 hicre dizilerinde ise siRNA aracili Fibulin-3 ifadesini
baskiladiklarinda MMP-7 ve MMP-2'nin kontrole oranla ifadelerinin arttigini
gostermiglerdir. ERK1/2 ve fosfo-JNK'nin Fibulin-3 tarafindan pozitif regulasyonu
gOsterilmistir. p38-MAPK'nin daha dnce mesane kanseri modelinde MMP-2 ve MMP-9
MRNA seviyelerinin ve zimografik aktivitenin modulasyonu ile invazyonu dizenledigi
gosterilmisti (Hsu vd. 2012). p38-MAPK, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun inhibisyonu
ile 17p-estradiol ile tedavi edilen insan kolon kanseri hulcrelerinde invazyon
inhibisyonunu da module ettigi gosterilmistir (Kumar vd. 2010). Bu galismalara benzer
sekilde akciger kanseri ile yapilan bagka bir galismada, Fibulin-3’Gn, A549 hiicrelerinde
p38-MAPK fosforilasyonunu artirarak MMP-2 ve MMP-9 protein seviyelerini downreglle
ederek invazyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Xu vd. 2014).

Akciger kanserinde Fibulin-3 downreguilasyonu yaygin bir anormalliktir ve Fibulin-
3 Un ekspresyonu promoter boélgenin hipermetilasyonlari ile dizenlenir. Dolagimdaki
Fibulin-3, tGmor progresyonunda ve KHDAK'li hastalarin sag kalim surelerinde rol
oynayabilir. Bu baglamda sonugclarimiz, Fibulin-3'n, p38-MAPK ve MMP-2, MMP-9'un
dizenlenmesi yoluyla akciger kanseri hicrelerinin invazivligini negatif olarak module
ettigini gosteren calismalar ile korelasyon gostermektedir. Fibulin-3’4n MMP-2, MMP-9
ve hucre invazyonu arasindaki molekuler mekanizmalarinda halen aydinlatiimayan
noktalar olmasina ragmen hem literatlr bilgisi hem de bizim elde ettigimiz sonuglar,

akciger kanseri igin Fibulin-3'Uin tanisal ve terapétik potansiyelini ifade etmektedir.
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Fibulin-3’Un interaksiyon iginde bulundugu molekuller ve bu molekdllerin gorev
aldig1 biyolojik proseslerden sorumlu genlerin ifadelerindeki degisimi ayni zamanda hem
genlerin hem de yolaklarin regilasyonunda 6énemli rollerde yer alan miRNA ve uzun
kodlamayan RNA (IncRNA) trasnskriptlerin degismlerini mikroarray g¢alismamizda
goOzlemledik. Mikroarray galismamizda Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yuksek KHAK H82
hicre dizisi ile lentiviral shRNA-Fibulin-3 ile Fibulin-3 ifadesi baskilanmis H82 hiicre
dizisini ve Fibulin-3 ekspresyon seviyesi dugik KHAK N417 hucre dizisi ile Fibulin-3
ekspresyon vektorl transfekte edilmis N417 hicre dizisini kiyaslamaya aldik. Yapmis
oldugumuz bu c¢apraz kiyaslama stratejisiyle Fibulin-3’n dogrudan regulasyonunda rol
aldigi genleri daha gavenilir bir sekilde tespit etmis olduk. Mikroarray sonuglarimizin
analizinde Fibulin-3’Un regule ettigi transkriptler (kodlanan ve kodlanmayan genler) tespit
edildi. Mikroarray analizi igin filtreleme yaparken Fibulin-3 ekspresyon vektoriyle
transfekte edilmis N417 hicre dizisi ile H82 hiicre dizileri sirasiyla Fibulin-3 ekspresyon
seviyesi dusuk N417 hiicre dizisi ile shRNA C infekte edilmig H82 hiicre dizilerine karsi
kiyaslandi. Filtrelemenin ikinci asamasinda her iki grup icinde hem upregule hem de
downregtile transkriptler incelenmeye alindi (Sekil 4.23). Yapmis oldugumuz filtreleme
sonucunda elde ettigimiz transkriptleri ekspresyon seviyerlerine gore siniflandirdik (Sekil
4.26,38), istatistiksel olarak anlamlilik gésteren transkriptleri GSEA analizine tabi tuttuk
(Sekil 4. 36). Biyolojik prosesler Gzerine yaptigimiz gen ontoloji analizlerimizden elde
ettigimiz sonuglar, hipotezimizi destekler dogrultuda gen setlerini géstermektedir (Sekil
4. 37). KHAK N417 ve H82 hiicre dizilerind Fibulin-3 ifadesinin degisimiyle hiicre
gelismesi, hicre farkhlagmasi, hicre gelisiminin negatif regtilasyonu ve hiicre baglanti
organizasyon gen setleri dne ¢ikmaktadir. Ayni sekilde hiicresel kompenentleri Gzerine
yaptigimiz gen ontoloji analizlerimizden 6ne ¢ikan gen setleri hlicre baglantilari, hiicreler
arasi kompenentler ve organellerdir. iki farkli agidan gergeklestirdigimiz gen ontoloji
analizlerimizin birbiriyle uyumlu olmasi sonuclarimizin gavenirligini arttirmaktadir (Sekil
4.37, Sekil 4.39). Elde ettigimiz sonuglar kiimulatif olarak literatlirle uyum igindedir. Bizim
burada kullandidimiz teknoloji ve analiz Fibulin-3 iligkili literatirin aydinlatiimamis
kismina isik tutacak niteliktedir.

Mikroarray sonuglarimizdan, hipotezimizle ilgili mRNA’lari biyoenformatik olarak
analiz ettigimizde Fibulin-3’Un upregulasyonuyla kok hucre markerlerinin, mezankimal
markerlerin ve huicre proliferasyon markerlerinin downregule oldugunu saptadik (Sekil 4.
31). Yapmis oldugumuz analizlerde Western Blot, qPCR ve populasyon ikileme
sonucglarimiza ek olarak literatlrle korele bir sekilde kok hicre ve mezenkimal
markerlerinden NEU1, SOX14, EGR3, KLF8, SNAIL, VIM, transkriptlerinin downreglle
oldugunu saptadik (Puisieux, Brabletz, ve Caramel 2014). Kiguk hcreli akciger
kanserinin sahip oldugu agresif karakterin altinda MYC, MET, SOX2, SOX4 ve FGFR
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gen ailerinin asin amplifikasyonlari ve hizli bir sekilde gelistirdigi ilag direngliligi
mekanizmalari yatmaktadir (Salcido vd. 2010; Wang vd. 2018). Fibulin-3’G4n agiri
ifadesiyle FGFR ailesinden FGFR2'nin ve ila¢ direnc¢ligi mekanizmalarinda rol alan
ABCA1, ABCC4'Un downregulasyonunu saptadik. Elde ettigimiz bu sonuglar
dogrultusunda akciger kanseri igin Fibulin-3'Un terapoétik potansiyelinin ileride yapilacak
tedavi stratejilerine 1s1k tutabilecegini duguinmekteyiz.

Mikroarray sonuglarimizi yolak analizleri icin KEGG ve REAC analizlerine tabi
tuttugumuzda, KEGG analizinde gap junction ve adherens baglantilarinin éne giktigini
gorduk. Reactome analizinde ise NOTCH yolagiyla ilgili pre-NOTCH transkripsiyon ve
translasyon ile pre-NOTCH ekspresyon ve proseslerini tespit ettik (Sekil 4. 37).

Fibulin-3 hem meme kanseri hlicrelerinde hem de endotel hiicrelerinde TGF-3
sinyalini etkili bir sekilde inhibe eden meme kanseri mikro ¢evresinde salgilanan bir
protein olarak tanimlanmaktadir. Mekanik olarak, Fibulin-3, tip | TGF-reseptoria (TRRI)
ile etkilesime girerek TGF-B ile indiklenen TBRI, TBRII kompleksinin olusumunu ve
boylece TGF-B downstreamini bloke eder. Literatlirde Fibulin-3 ekspresyon seviyesinin,
meme kanserinin progresyonu sirasinda dustigu ve dusik Fibulin-3 seviyesinin, daha
kota bir prognoz ile iligkili oldugu belirtilmistir (Tian vd. 2015). Fonksiyonel olarak, ylksek
Fibulin-3 seviyesi, TGF-B ile induklenen epitelyal mezenkimal gecisi (EMT), gdcu,
invazyonu ve endotel gegirgenligini inhibe ederken, Fibulin-3 ekspresyon ya da
fonksiyon kaybi, TGF-B aracili biyolojik surecleri tegvik eder. Tin ve arkadaslarn TGF-3
sinyalini inhibe eden Fibulin-3 ekspresyonunu meme kanseri hlcrelerinde eski haline
getirdiginde, meme kanseri hiicre dizilerinde EMT'yi, invazyonu ve in vivo deneylerle de
metastazi inhibe ettigini gdstermiglerdir (Tian vd. 2015).

KHAK N417 ve H82 hicre dizilerinde TBRI'In null olmasindan dolayr TGF-B’ya
kismi cevap verebildigi bilinmektedir. KHAK hticre dizilerinde Fibulin-3 indiksiyonuna
bagli olarak EMT, hicre proliferasyonu ve kék hicrelilik fenotipini baskiladigimizda, bu
biyolojik proseslerde TGF-f sinyal yolagindan bagka yolaklarin ve ara molekdillerin rol
oynadigini dusinmekteyiz. Bu distincemiz yolak analizinin NOTCH sinyal yolagini isaret
etmesiyle desteklenmektedir. Bu konu ile yaptigimiz literatir ¢calismasinda, Fibulin-3'Gn
MAPK (Camaj vd. 2009), Akt (Camaj vd. 2009; Hwang vd. 2010), Notch (Hu vd. 2012)
ve Wnt (Chen vd. 2014b) sinyal yolaklar tarafindan dizenledigi bildiriimistir. Fibulin-3’Gn
farkh sinyal yolaklari izerinden aktivite gosterdigi bilinmesine ragmen KHAK icin sunmus
oldugumuz veriler literatir igin bir ilktir (Sekil 4.37).

Reactome analizinde “NOTCH sinyal yolaginin” yaninda “kicik RNA’lar
tarafindan transkripsiyonun dizenlenmesi” sinifina ait gen setinde de istatistiksel olarak
anlamlilik tespit ettik (Sekil 4.38). Mikroarray sonuglarini filtrelerken sadece Fibulin-3’Gn

degisiminden etkilenen miRNAlari belirlemek icin her iki hiicre dizisi icinde Fibulin-3’0n
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upregulasyonundan ve  downregilasyonundan  etkilenen ortak  miRNA'lar
degerlendirmeye alindi (Sekil 4.32).

Mikroarray analiz sonuglarimizi literatir ile dogrulamak icin aragtirma
yaptigimizda, Fibulin-3 aracili veyahut hedefli, miRNA g¢alismalarina rastlamadik. Bunun
uzerinde literatirde fonksiyonu bilinen miRNA ve literatirde hakkinda arastirma
yapiimamis miRNA’lari belirleyerek qPCR galismasiyla analizlerimizi teyit ettik.

Mikroarray analizlerinde Fibulin-3’Un regule ettigi let-7a, miR-27a, miR-30e, miR-
548a, miR-1200, miR-1243 ve miR-3179 miRNAlarini, qPCR ile analiz ettigimizde
Fibulin-3 ifadesinin upregllasyonuna gére se¢mis oldugumuz miRNA’larin ifadelerinin
arttigini gézlemledik. Yapmis oldugumuz iki farkh analizdeki korelasyon ile galismamizi
teyit etmis olduk (Sekil 4. 33, Sekil 4. 34).

MiRNA'lar hedef mRNA'lari ile etkilesime girme ve transkripsiyon sonrasi
susturma yetenegine sahiptir (Ozcan vd. 2016; T. Wang vd. 2015). Bu yetenegi
sayesinde, hicre proliferasyonu, farklilagsma, anjiyogenez ve apoptoz olmak tizere gesitli
biyolojik suregleri diizenledigi bilinmektedir (He ve Xue 2017; Ru vd. 2017). MiRNA'lar
ayrica onkogenler veya tumor baskilayici genler gibi gorev yapabilme yetenegine
sahiptir.

Let-7a, bir timor baskilayict miRNA olarak, ¢ok sayida kéti huylu hiicre tipinde
dlzensiz olarak tanimlanmistir. Ornegin, let-7a'nin asiri ekspresyonunun, piruvat kinaz
kas izozimi M2' nin ekspresyonunu baskilayarak mide kanseri hucrelerinin
proliferasyonunu, goc¢lnu ve invazyonu baskiladigi gosterilmistir (Ru vd. 2017). Siklin
ailesinin bir Uyesi olarak siklin D1, huicre proliferasyonunun énemli bir duzenleyicisidir.
Siklin D1, hicre doéngusinde G1/S kontrol noktasinda yer aldigini gésteren G1
asamasinda zirve seviyesine ulasir. Siklin D1'in asiri ekspresyonu G1/S kontrol
noktasindan gegise ve sonucunda timoér olusumuna yol acabilen hicre
proliferasyonunun artmasina yol agabilir (Li vd. 2016). Wei ve arkadaslari KHDAK hicre
dizilerinde let-7a ekspresyonunun, siklin D1’i regule ederek hucre geligimini inhibe
ettigini gostermislerdir. Calismamizda Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yuksek
orneklerimizde let-7a ifadesinin upregllasyonu hem mikroarray hem de gPCR
yontemiyle tespit edildi. (Sekil 4.32-34). Ayni zamanda literatlirle paralel olarak Fibulin-
3 ekspresyonu ile baskilanan siklin D1 ifadesini gosterdik (Sekil 4.16, 17). Bu baglamda
KHAK hucre dizilerinde Fibulin-3 indUksiyonlu let-7a ekspresyonunun, siklin D1’i regule
ederek hucre geligsimini inhibe edebilecegini duginmekteyiz.

MiRNA’larin biyomarker 6zelligi Gzerine yapilan bir calismada, otopsi 6rneklerinin
analizi ile KHAK’'inde miRNA ekspresyon profillemesi yapilmistir. Ortaya ¢ikan profile
gore, dort miRNA'nin (miR-27a-5p, miR-485-3p, miR-34-5p ve miR-574-3p) aday anti-

timor miRNA'lar oldugu gdsterilmistir. islevsel Snemini arastirmak icin, dnce KHAK klinik
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orneklerinde miR-27a ve miR-34b'nin downregulasyonunu teyit etmislerdir. Daha sonra,
hem miR-27a hem de miR-34b'nin ektopik ekspresyonunun kanser hucresinin
agresifligini 6nemli dlglde inhibe ettigini géstermislerdir (Mizuno vd. 2017). Bir bagka
calismada ise yine miR-27a’nin akciger kanserinde SMAD2 ve SMADA4'l hedefleyerek
TGF-B sinyal yolagi tUzerinden hicre proliferasyonunu baskiladigi gésterilmistir (Chae
vd. 2017). Yan ve arkadaslari miRNA-27a'nin asiri ekspresyonunun, KHDAK hticre
apoptozunu indukleyerek hicre proliferasyonunu inhibe ettigini, Homeobox B8
(HOXB8)i miRNA-27a'nin fonksiyonel bir hedefi olarak dogrulayarak hicre
proliferasyonundaki inhibisyonu HOXB8 aracilidiyla yaptigini gostermiglerdir (Yan vd.
2019). Calismamizda her iki huicre dizisinde Fibulin-3 upregulasyonuna bagli olarak miR-
27a ekspresyonunun artigi tespit edildi. N417 ve H82 hicre dizilerinde TGF-f sinyal
yolaginin kismi ifadesinden dolayi, Fibulin-3 aracili upregule olan miR-27a’nin TGF-( ek
olarak direkt ya da indirekt HOX ailesi gibi ara molekdilleri hedefleyerek hiicre geligimini
inhibe ettigini duguinmekteyiz.

MiR-30e, cesitli kanserlerde hem in vifro hem de in vivo olarak yapilan
calismalarda, timdor baskilayici gen olarak tanimlanmistir (Feng vd. 2016; Hershkovitz-
Rokah vd. 2015; Luan, Wang, ve Liu 2018). Akciger kanseri hucrelerinde miR-30e'nin
asiri  ekspresyonunun, gefitinibe karsi ilag direncini tersine ¢evirerek, hucre
proliferasyonunun ve goc¢inin azalmasina neden oldugu gdésterilmistir (Ning vd. 2017).
MiR-30e Uzerine yaptigimiz literatlir galismalari sonucunda bilinen hedefleri arasinda
BCR-ABL,UBC9 ,Bmi1 ve P4HA1 genleri tespit edildi (Feng vd. 2016; Hershkovitz-
Rokah vd. 2015; Li vd. 2013; Sugihara vd. 2013). Bunlara ilaveten, yeni bir miR-30e
hedefi olarak HOXA1 tanimlanmisti. HOXA1, erken gelisim modellerinin ve
organogenezin duzenlenmesinde dnemli roller oynar (Ning vd. 2017). Bu baglamda her
iki hlcre dizisinde Fibulin-3 upregulasyonuna bagh olarak miR-30e ekspresyonunun
artigi tespit edildi. N417 ve H82 hucre dizilerinde, Fibulin-3’4n upregulasyonuna bagl
olarak ekspresyon seviyesi artan miR-30e’'nin hilicre gelisimi ve proliferasyonun
inhibisyonunda rol aldigini dusunmekteyiz.

miR-548-3p, buyuk bir primat spesifik miRNA gen ailesi olan miR-548 ailesinin
uyelerinden biridir. MiR-548-3p ailesinin akciger, meme ve kolon kanserindeki rolu kisitll
sayldaki caligmalarla aydinlatiimaya calisiimistir (Yafei Shi vd. 2015; Through vd. 2020;
Wang vd. 2020). Yapilan bir galismada, kontrollere kiyasla hem klinik timoér drneklerinde
hem de akciger kanseri hiicrelerinde miR-548-3p ekspresyonunun daha disik oldugu
gosterilmistir (Wang vd. 2020). in vitro olarak miR-548-3p, akciger kanseri hiicre
bldyimesini inhibe ettigi ve hiicre dongisinin S asamasinda hiicre apoptozunu tesvik
ettigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada miR-548-3p ailesinden miR-548b-3p ile indiklenen

hiicre proliferasyonu inhibisyonunun ve apoptozun altinda yatan mekanizmanin,



105

PIBK/AKT sinyal yolaginin inhibisyonu ile baglantili oldugu ve in vivo, miR-548b-3p’nin
akciger kanseri hucrelerinin ksenograft modelinde timér buyumesini de inhibe ettigi
gOsterilmistir (Wang vd. 2020). Akciger kanserindeki sonuglara paralel bir sekilde, kolon
ve meme kanserinde de sirasiyla miR-548-3p ve miR-548a’nin asir ekspresyonunun,
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, kolon ve meme kanseri hiicrelerinde apoptozu
tesvik ettigi gosterilmistir (Yafei Shi vd. 2015; Through vd. 2020)

Fibulin-3 indiksiyonuna bagli dogrudan ya da dolayli olarak let-7a, miR-27a,
miR30e ve miR-548a miRNA’larinin upregulasyonu yukaridaki vermis oldugumuz
literatlr ve elde etmis oldugumuz sonuglar dogrultusunda, HOX gen ailesi, PI3K/AKT
sinyal yolagi ve benzer biyolojik prosesler gibi ortak hedeflerle etkilesime girmektedirler.
Bu ylzden bu miRNA’larin akciger kanseri igin terapoétik bir ajan veyahut hedef olma
potansiyelini barindirdiklarini disinmekteyiz.

Epitel mezenkimal gegis, metastaz ve ilag direnci gibi kanser progresyonundaki
cesitli sureclere katkida bulundugu bilinmektedir. Fibulin-3 upregilasyonuyla EMTyi,
hucre proliferasyonunu ve hucre invazyon yetenegdini negatif regule ettigini KHAK
hicrelerinde Fibulin-3 induksiyonuyla upregule olan miR-1243 ve miR-3179
miRNA’larinin hedeflerini biyoenformatik agidan arastirdigimizda gen setlerinin EMT ve
metastatik streglerle ilgili oldugunu tespit ettik. Fibulin-3 indiksiyonuyla upregile olan
miR-1243 izreine Hiramoto ve arkadaslari pankreas hicre hattin olan Panc1’de SMAD2
ve SMAD4 genlerini dogrudan hedef alarak EMT’yi negatif regile ettigini tespit
etmislerdir (Hiramoto vd. 2017). miR-3179 Uzerine yaptigimiz literatir calismasinda
KHDAK hucre dizilerinde yapilan tumorigenez ve tumor gelisiminde kritik rollere sahip
miRNA profillemesinde yer aldigini gérmekteyiz (Liu, Zhou, ve Cao 2016).

KHAK hcrelerinde Fibulin-3 tarafindan diizenlenen miRNA’lari kimilatif olarak
degerlendirecek olursak EMT, hiicre proliferasyonu, néroendokrin farklilagsma, apoptoz
ve ila¢ direngliligi mekanizmalari Gzerinde islevlere sahip oldugunu gérmekteyiz. Fibulin-
‘n dogrudan ya da dolayh olarak etki etti§i bu mekanizmalar aracilidiyla akciger
karsinogenezinde dnemli bir role sahip oldugunu ve akciger kanseri tedavi stratejilerinde

hedef olma potansiyeline sahip oldugunu dusunlyoruz.
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Akciger kanseri alt turleri arasinda yer alan KHAK, yuksek proliferasyon hizi ve

erken metastaz yetenegine sahip en agresif turidur. Ayrica KHAK hastalari igin sistemik

tedavi secgeneklerinde son geyrek asirda kayda deder dlgtide bir degdisiklik olmamistir

Kanser tedavisi i¢in son yillarda 6nemli bir hedef strateji olarak kanserlerin molekuler

mekanizmalarinin hedeflenmesi 6n plana gikmaktadir. Bizde KHAK Uzerine Fibulin-3’Gn

olasi etkisini molekiler dizeyde acgiklamayi amagladik. Bu ama¢ dogrultusunda elde

ettigimiz sonuglar:

Vi.

Vii.

Fibulin-3 ekspresyonu KHAK hiicrelerinde hicre proliferasyonunu
baskilamaktadir.

KHAK hucrelerinde Fibulin-3 ifadesi EMT surecinde Mezenkimal markerleri
ve EMT transkripsiyon faktorlerini baskilar.

Fibulin-3 KHAK hticre dizilerinde kok hiicre fenotipinde rol oynayan markerleri
baskilayarak KHAK’inin agresif fenotipini baskilar.

Fibulin-3 kok hicre, hicre proliferasyonu ve EMT gibi hiicresel streglerde rol
oynayan genlerin ifadesini dizenler.

KHDAK hiicrelerinin KHAK-benzeri néroendokrin farklilasmasi slirecinde
Fibulin-3, regulasyonu saglar.

Fibulin-3, timdr baskilayici miRNA olarak tanimlanan let-7a, miR-27a, ve
miR-30e’nin ekspresyonunu arttirmaktadir.

KHAK hcre hatlarinin sahip oldugu TGF-f ifade eksikligi olmasina ragmen
Fibulin-3’Gn aktivitesini HOX gen ailesi ve PI3K/AKT gibi sinyal yolagi

Uzerinden gerceklestirebilmektedir.
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Abstract

Asherman syndrome (AS) occurs due to fibrosis or uterine adhesions as a result of damage to the basal layer of the endo-
metrium. The aim of this study is investigating the effects of adipose tissue-derived mesenchymal stem cell (ADMSC)
application on the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), insulin-like growth factor (IGF-1), miRNA-98,
miRNA199a in endometrial tissue in rats with AS. Study groups were designed as, control (C), Asherman syndrome (AS),
AS +oral estrogen (ASO), AS + ADMSC (ASSC), AS +oral estrogen+ ADMSC (ASSCO) with 7 samples in each group.
Characterization and differentiation experiments were performed in ADMSC obtained. Two weeks after the development
of the AS, ADMSC therapy was applied. BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) labeling was performed to show the presence
of ADMSC in the tissues. Rats were sacrificed after 8 weeks and bilateral uterine horn resection was performed. Tissues
were fixed in formaldehyde. After routine tissue follow-up, sections were taken and evaluated with hematoxylin eosin stain-
ing. VEGF1 and IGF1 expressions were evaluated by immunohistochemical staining and western blot analysis. Expression
changes of miR-98 and miR-199a were detected by RT-PCR. Our results showed that stem cells and estrogen giving together
reduced inflammation and fibrosis in the endometrium. Immunohistochemistry and western blot results suggested that this
effect was achieved especially through IGF-1. In our study, decreased miR-98 and miR-199a expressions were determined
in Asherman syndrome. Furthermore, no changes of miRNA expressions were observed in treatment groups.

Keywords Asherman syndrome - Mesenchymal stem cells - VEGF - IGF-1 - miR-98 - miR-199a

Abbreviations PBS Phosphate-buffered saline
AS Asherman syndrome HG-DMEM High glucose Dulbecco’s modified Eagle’s
ADMSC Adipose tissue-derived mesenchymal stem medium
cell FBS Fetal bovine serum
VEGF Vascular endothelial growth factor KOGEM Kocaeli University stem cell and gene
IGF-1 Insulin-like growth factor therapy research and application centre
BrdU 5-Bromo-2'-deoxyuridine HC1 Hydrocholric acid
RT-PCR Real time polymerase chain reaction HRP-SA Horse radish peroxidase conjugate
BM-MSC Bone marrow-mesenchymal stem cell streptavidin
miRNA MicroRNA HSCORE  Histological Score
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
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Abstract

Lung cancer is one of the major causes of cancer-related deaths in the world. Non-small-cell lung cancer (NSCLC) is the
most common type of lung cancer, and small-cell lung cancer (SCLC) is the most aggressive subtype of lung cancer. Proper
therapies for SCLC have not yet been developed. However, new molecules have been designed and big innovation in treating
SCLC has been achieved. Platinum-based antitumor drugs like cisplatin and carboplatin have several disadvantages includ-
ing side effects, cisplatin-resistant tumors and limited solubility in aqueous media. Thus, two novel chiral aminoalcohol-
based bis(phosphinite) ligands containing (n°p-cymene)-Ru(IT)-phosphinite and bis(phosphinite)-Pd(II) complexes were
synthesized and evaluated for anticancer activity. In this study, the results showed that complex 1 has the strongest cytotoxic
effects on SCLC and NSCLC cell lines. On the other hand, cisplatin, ruthenium and palladium complexes are capable to
induce apoptosis. Especially, complexes 1 and 2 can induce apoptosis for both SCLC and NSCLC. When compared to the
qRT-PCR and TUNEL results, we obtained a significant correlation between apoptotic index and p21, Bax gene expressions.
This work revealed the potential of the synthesized complexes as anticancer agents with cytotoxic and pro-apoptotic activity
as leading compounds for further anticancer researches.

Keywords SCLC - NSCLC - Phosphinite - Palladium - Ruthenium - p21 - Bax

Introduction

Transition metal complexes may play a variety of important
roles in many biological processes (Patel et al. 2013) such as
cell division and gene expression, as well as carcinogenesis
(Heydari et al. 2017). Among the synthesized compounds,
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ABSTRACT

INTRODUCTION

In this study, profiles of epidermal growth factor re-
ceptor (EGFR) and Kirsten ras sarcoma (KRAS) mutations
and response to erlotinib therapy have been investigated in
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). DNA
from 300 patients with NSCLC was extracted from paraf-fin-
embedded tissues. After the extracted DNA was sequenced
by pyrosequencing method, a total of 97 (32.0%) patients
out of 300 were detected to carry an EGFR mutation and 75
(25.0%) patients out of 300 carried a KRAS mutation; 20
(6.6%) patients were detected to carry both of EGFR and
KRAS mutations. The EGFR mutations were found to be
statistically significant in female patients (48.0 women vs.
28.0% men, non smokers (49.0 vs. 26.0%) and adenocarci-
noma (37.8 vs. squamous 26.8%). The overall rate of survival
in patients receiving erlotinib therapy than in patients who did
not. In patients without the KRAS mutation, the median over-
all survival rate was 161 + 30 weeks with erlotinib therapy
and 90 + 13 weeks in patients without erlotinib therapy. In
patients having KRAS mutation. the median overall survival
was 98 + 16 weeks with erlotinib therapy and 34 + 16 weeks
with no erlotinib therapy. In our study. we once again demon-
strated that the presence of these mutations affected response
to erlotinib therapy. The KRAS mutations negatively affected
survival rate with and without erlotinib therapy.

Keywords: Erlotinib therapy: Epidermal growth
factor receptor (EGFR): Kirsten ras sarcoma (KRAS):
Non-small cell lung cancer (NSCLC).
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Lung cancer is one of the main leading causes of cancer
death, and the most common cancer after prostate and breast
cancers, in respect to prevalence [1]. The 5-year overall
survival is 15.0% in patients with non-small cell lung cancer
(NSCLC) [1]. Overall survival rates increase with surgical,
chemotherapy and radiotherapy treatments in early stages
of the cancer [2]. Recently. immunotherapy and molecular
targeted therapy have been used to treat cancer patients.
Erlotinib and gefitinib, which are the inhibitors of epidermal
growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinases are molecu-
lar targeted agents. These agents have been used to inhibit
certain EGFR tyrosine kinase mutations. Both of them can
pass through the phospholipid membrane into the cell, and
these agents compete with adenosine triphosphate (ATP) to
bind the ATP binding pocket of EGFR. The EGFR. a trans-
membrane glycoprotein of 170 kDa consisting 1186 amino
acids, is localized in the 7q12 chromosome region. It is
known that the EGFR receptor has mutations in the tyrosine
kinase region of 18-21 exons in NSCLC cells and correlate
therapy response. These EGFR mutations are more common
in Asian, Caucasian and non smoking women [4]. K-ras, a
downstream protein, becomes constantly active as a result
of EGFR auto-phosphorylation. The Kirsten ras sarcoma
(KRAS) gene belongs to Ras gene family and homolog of
Kristen rat sarcoma viral oncogene [5-8]. It is localized at the
chromosome 12 (12q12.1) region and consists of six exons
transcribed as a small guanosine triphosphatease (GTPase)
consists of 21k Da and 189 amino acids [5.7]. Codons 12
and 13 have GTPase-acting proteins (GTPs) binding site
in the KRAS gene. Codon 61 is the switch II region that
regulates Ras protein. Mutations at codons 12, 13 and 61
prevent GTP hydrolysis causing K-ras protein constantly
active situation. Studies have shown that NSCLC patients

1
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Abstract

Scientists are increasingly focusing attention on natural products of plant origin for use as agents in cancer protection and
treatment. Cyclamen L. tuber extracts contain saponin glycosides that have been shown to have anti-cancer and other bio-
logical activities. The epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is thought to enhance malignant tumour progress. The
transcriptional repressor zinc-finger E-box binding homeobox 1 (ZEB1) is an important inducer of EMT in different human
tumours and has recently been shown to boost invasion by tumour cells. In this study, we investigated the effects of endemic
Cyclamen pseudibericum (CP) saponin-rich tuber extract on the capacity of non-small cell lung cancer line A549 cells to
proliferate, invade and migrate and also examined the expression levels of several invasion—migration-related microRNAs
(miRNAs) to identify those which directly targeted ZEB 1. The cytotoxicity effect of the CP extract on the A549 cancer cells
was determined by the luminometric method. The half-minimal (50%) inhibitory concentration dose in the A549 cells was
determined to be 41.64 +2.35 pg/mL. Using the Matrigel invasion chamber system and the wound healing assay we observed
that the CP extract suppressed the invasion and migration capacity of A549 cells, respectively. The expression of miRNAs in
A549 cells was evaluated by real-time PCR. Our data showed that overexpression of miRNA miR-200c hindered the EMT
by increasing the expression of E-cadherin and decreasing the expression of both N-cadherin and vimentin through the
direct targeting of ZEB1. These findings suggest that the saponin-rich tuber extract of CP may have considerable anti-cancer
properties in lung cancer. Further studies are required to examine in detail the molecular-based mechanism involved in the
EMT process of the extract along with isolation and identification of active saponin components.

Keywords Cyclamen pseudibericum - Lung cancer - A549 cells - miR-200c - Invasion - EMT - ZEB1

Introduction

Lung cancer is one of the main causes of cancer-related
deaths globally. Non-small cell lung carcinoma (NSCLC),
which is any type of lung cancer other than small cell lung
carcinoma, accounts for 85-90% of all lung cancers. The
overall 5-year survival rate of patients with NSCLC is <
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10-15%. Although surgical treatment is effective on early
diagnosed NSCLC, most patients are diagnosed at the meta-
static and/or advanced stages when surgical resection is not
a treatment option [1, 2].

Natural products, especially plant derivatives, have pro-
vided some of the most significant cancer chemotherapeu-
tics because they provide structurally complicated molecules
that are hard to obtain in large quantities by total synthesis
[3, 4]. Consequently, plant-derived traditional medicine sys-
tems are regaining popularity, in part due to the adverse
effects of synthetic drugs [5].

The genus Cyclamen L. (Primulaceae) is a tuberous per-
ennial geophyte with 12 taxa native to Turkey [6, 7]. Cycla-
men tuber extracts have been shown to possess antimicro-
bial, cytotoxic, analgesic, spermicidal, anti-inflammatory
and antioxidant activities [8—13]. In particular, compounds
referred to as saponins, a class of secondary metabolites,
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ABSTRACT

In this study, the potential antioxidant, antiproliferative and hepatoprotective
effects of Crataegus meyeri Pojark. were investigated. The antioxidant activity of
the ethanolic flower extracts was evaluated by using DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) and B-carotene-linoleic acid assays. Total phenolic contents were
also measured. The results obtained showed that C. meyeri can act as a high
radical scavenger reaching 88.67%. In vitro antiproliferative activity for the
same extracts was determined by MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] assay against PC3 and PC14 cells. The extracts of
the plant at concentrations of 0.5, 1 and 1.25% were administered orally to the
three experimental groups, including partially hepatectomized rats for 42 days. At
the end of the experimental period, animals were sacrificed, and blood was col-
lected for the assessment of serum levels of ALT (alanine aminotransferase), AST
(aspartate aminotransferase) and GGT (gamma-glutamyltransferase). In bio-
chemical assay, a significant decrease in the levels of serum ALT and AST was
found in the experimental groups.

Received for Publication February 10, 2015
Accepted for Publication May 12, 2015

doi:10.1111/jfbc. 12161

PRACTICAL APPLICATIONS

The antioxidant activity studies on Crataegus species have exhibited that these
species possess considerable antioxidant potential because of their polyphenolic
compounds such as flavonoids and procyanidines. In this study, the findings are
consistent with these observations. However, our results also demonstrated that
C. meyeri exerts a protective effect against partial hepatectomy-induced liver
injury in rats and could provide a new potential approach to inhibit the prolifera-
tion of human non-small cell lung cancer cells.

blood supply to the heart (Verma et al. 2007). In the past
decade, there has been a great deal of interest in the use of
medicinal plants for the treatment of diseases. Many studies
have focused on the therapeutic properties of medicinal
plants, such as hepatoprotective, antioxidative and antimi-
crobial activities (Janovsk4 et al. 2003; Rusu et al. 2005).
Furthermore, many scientific studies have been exten-

INTRODUCTION

Hawthorn (Crataegus spp.), belonging to the Rosaceae
family, consists of small trees and shrubs, native to North-
ern temperate region of the world with approximately
280 species (Donmez 2004). Crataegus species are medi-
cinal plants, which have flavonoids, triterpene acids,

proanthocyanidins and organic acids as the main compo-
nents. The medicinal use of extracts or tinctures prepared
from the leaves, flowers and/or fruits of the plant species
from the genus Crataegus dates back to the ancient times
(Bahorun etal. 2003). The drug from flowers has anti-
spasmodic, hypotensive, cardiotonic, diuretic and nervine-
sedative properties. It dilates coronary vessels and improves

548

sively carried out by using medicinal plants in liver damages
(Dahiru et al. 2005; Rusu et al. 2005; Aliyu et al. 2007).
Liver can rapidly regenerate itself after acute liver injury,
chronic hepatic diseases, liver transplantation and partial
hepatectomy. Some studies have reported on different effec-
tiveness of Crataegus spp., such as antioxidant, antiinflam-
matory and anticarcinogenic effects (Ahumada et al. 1997;

Journal of Food Biochemistry 39 (2015) 548-553 © 2015 Wiley Periodicals, Inc.
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SILICA NANOPARTICLES CAN INDUCE APOPTOSIS VIA DEAD
RECEPTOR AND CASPASE 8 PATHWAY ON A549 CELLS
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ABSTRACT

Synthetic amorphous silica (SAS) is an important ma-
terial that is widely used in different applications, such as
medicine and industry. Although SAS is generally regarded
as potential toxic, the cytotoxicity, pathogenicity and car-
cinogenicity of SAS nanoparticles have been recently inves-
tigated. In this study, we aim to investigate the ability of
induction of cytotoxicity and apoptosis by SAS NPs on hu-
man NSCLC cell line A549 with potential mechanisms.
SAS NPs (6. 15, 30 nm size: concentration ranges 0.1, 10,
250. 500 and 1000g/ml) have ability to induce cytotoxicity
on A549 cell line. Among 6, 15, 30 nm size of SAS NPs,
only 6 nm SAS NP has the ability to induce strong cellular
cytotoxicity and induction of apoptosis on A549 cells.
qRT-PCR results showed that 6 nm-sized SAS NP treat-
ment also induces the expression levels of FADD, TNFR,
BID and Caspase 8, and mRNAs. In conclusion, this study
demonstrates that among 6, 15 and 30 nm size of SAS NPs,
only 6 nm-sized SAS NP has strong cytotoxic effects on
A549 cells, and this cytotoxicity comes from dead recep-
tor-mediated induction of apoptosis on A549 cells.

KEYWORDS:
NSCLC, Synthetic amorphous silica (SAS), Apoptosis, terminal
transferase dUTP nick end-labeling (TUNEL), Caspase

1. INTRODUCTION

Nanotechnology originates from the Greek word
meaning “dwarf”. A nanometer is one billionth (10®) of a
m, which is tiny, and only the length of 10 hydrogen atoms.
Nanoscience and nanotechnology are the study and appli-
cation of extremely small things, and can be used across all
the other scientific fields, such as chemistry, biology. phys-
ics, materials science, and engineering.

65

Nanotechnology industry is rapidly growing because
of the physical and chemical properties of nanomaterials.
The size of nanoparticles (NPs) is between 1-100 nm. The
ultra-small size and unique properties of nanomaterials
have led to increasing concerns about their potential tox-
icity. The NPs can easily pass some biological barriers ac-
cording to their dimensions. Little is known about the cy-
totoxicity mechanisms of NPs.

Nanoparticles (NPs) are used in different applications
including targeted drug delivery systems [1, 2], rapid diag-
nostics [3, 4] and biomolecular sensing [5], antimicrobial
agents [6]. stain-resistant clothing [7]. and fluorescent labels
[8]. such as nanoparticle-based cancer therapeutics [9].

Even though studies have demonstrated that cancer
cells and epithelial cells are capable of taking up nanopar-
ticles [10, 11]. the mechanism for the biological responses
to NPs are still not well understood. To understand the
transmigration of NPs into cells could enable the control
over cellular uptake, and to predict the possible toxic ef-
fects. Some reports have shown that NPs are taken up by
cells via non-endocytic pathways [12], and model mem-
branes have indicated possible mechanisms for non-endo-
cytic uptake [13].

Nano-materials have important roles on apoptosis by
inducing apoptotic pathways [14]. Apoptosis is termed as
a form of cellular suicide. and it has two pathways (extrin-
sic and intrinsic ones). Extrinsic pathway-mediated induc-
tion of apoptosis is caspase-dependent and stimulated by
extracellular stress signals, which are sensed and propa-
gated by specific transmembrane receptors. Intrinsic path-
way-mediated induction of apoptosis needs some intracel-
lular stress conditions like DNA damage. oxidative stress,
ete. [15]. The size of NPs is very important on cellular
damages, and the small-sized NPs are more effective to en-
ter the cells than the large-sized ones [16].

SAS NPs are suitable materials for biomedical appli-
cations. They have been used in cancer therapy. DNA/drug
delivery and enzyme immobilization research studies [17-
20]. SAS NPs can induce reactive oxygen species genera-
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Abstract

Cyclamen coum is a traditional medicinal plant in the Turkey. Its anticancer properties and whether cyclamen
extract induces any cytotoxicity in solid cancer cell lines have not been thoroughly investigated previously.
Therefore we examined cytotoxic effects on cervical cells; HeLa and non small cell lung cancer cell, H1299, lines;
Cycl extract induced cellular death of both HeLa and H1299 cells in a dose dependent manner. We also
analyzed the capacity of cyclamen extract to induce apoptosis by the TUNEL method. Here, for the first time
we report that the extract of Cyclamen coum, an endemic plant for Turkey, Bulgaria, Georgia and the Middle
East can induce cytotoxicity via apoptosis in HeLa and H1299 cells. These results imply that cyclamen extract

can be further analyzed to potentially find novel anticancer compounds.

Keywords: Cyclamen coum - HeLa - H1299 - cytotoxicity - apoptosis
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Introduction

Over the past few years, cancer has remained a major
cause of death and the number of individuals affected
with cancer is continuing to expand (Chaoki et al., 2010).
Hence, a major portion of the current pharmacological
research is devoted to anticancer drug design customized
to fit new molecular targets (Xia et al., 2004). Due to
enormous propensity of plants, which synthesize a variety
of structurally diverse bioactive compounds, the plant
kingdom is a potential source of chemical constituents
with antitumor and cytotoxic activities (Kim et al., 2005;
Chin et al., 2006). The rich and diverse plant sources of
Turkey are likely to provide effective anticancer agents
(Ozmen et al., 2009; 2010).

Cyclamen coum is found in the mountains and
coastal areas that border the southern and eastern Black
Sea coasts from Bulgaria in the west through Georgia
and the Crimea in the east. It is also found in the Elburz
Mountains of northern Iran. It extends from the Hatay in
southern Turkey, down the eastern Mediterranean coast
through Syria and the Lebanon into Israel. It grows in
shady places in coniferous and broadleafed woodland and
scrub, sometimes growing amongst tree roots and rocks
(Yesson et al., 2006; Grey-Wilson et al., 2003).

Although this plant is used for recreational purposes,
it’s medicinal properties remain unexplored. There is a
little knowledge on the anti-tumor potential of Cyclamen
plant (Indop et al., 2006; Altunkeyik et al., 2012). There

is no data in the literature of the anti-tumor potential of
compounds of Cyclamen coum. Therefore, the aim of this
study was to investigate the potential antitumor effects
of Cyclamen coum on Non Small cell lung cancer lines;
(NSCLC) H1299 and cervical cancer cell lines; HeLa
cells.

Materials and Methods

Preparation of the extract

Cyclamen specimens were collected in the vicinity of
Antalya province. Agriculture department was consulted
to confirm the validity of specimens. The methanol and
water extracts were prepared as described in the literature,
in 1 to 2 ratio (weight/weight; 15g plant/60g solvent),
evaporated to dryness at 65°C with a rotator evaporator
and stored at -20°C, with no exposure to light until use
(Grey-Wilson et al., 2003). Extracts were diluted with PBS
(phosphate buffer saline) to obtain different concentrations
of extracts in order to be used in the experiments.

Cell lines and culture conditions

HeLa and H1299 cells were cultured in RPMI 1640
(Sigma aldrich, St. Louis, MO) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA) at 37°C in
humidified incubator with 5%CO,.

Cell proliferation assay
The medium was aspirated when cells grown to about
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