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ÖZET 
KÜÇÜK HÜCRELİ AKCİĞER KANSERİ HÜCRE DİZİLERİNDE FİBULİN-3’ÜN 

EPİTELYAL MEZENKİMAL GEÇİŞ VE KANSER KÖK HÜCRE FENOTİPİ ÜZERİNE 
ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Ege Rıza KARAGÜR 

Doktora Tezi, Tıbbi Biyoloji AD 

Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Hakan AKÇA 

Kasım 2020, Sayfa 159 

 

Küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) yüksek ölüm oranı, erkan metastaz ve 

proliferasyon hızıyla agresif fenotiple karakterizedir. İnvazyonda ve metastazda başlatıcı 

bir rolü olan epitelden mezenkimale geçiş (EMT) halihazırda aydınlatılmamış 

belirsizliklere sahiptir. Fibulin-3 ekstraselüler matriksin yapısında ve stabilizasyonuna 

dahil olmaları nedeniyle, fibulinler doku organogenezi, vaskülojenez, fibrojenez ve tümör 

oluşumunda rol oynar. Biz bu çalışmada KHAK’lerinde Fibulin-3’in, EMT ve EMT ile 

yakından ilişkili kök hücre fenotipi için düzenleyici bir rolünün olup olmadığını moleküler 

mekanizmalarıyla tespit etmeyi amaçladık. Fibulin-3 ekspresyon vektörü kullanılarak 

Fibulin-3 ifadesi düşük N417 hücre dizilerinde ve Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yüksek 

H82 hücre dizilerinde shRNA C infeksiyonuyla Fibulin-3 baskılanarak Fibulin-3’ün hücre 

proliferasyonu, EMT, kök hücre fenotipi üzerine etkisi qPCR, Western Blot, mikroarray 

analizleri ve biyoenformatik çalışmalarla araştırıldı. 

Çalışmada Fibulin-3’ün hücre proliferasyonunu baskıladığını ve KHAK hücrelerinde 

EMT sürecinde mezenkimal belirteçleri ve EMT transkripsiyon faktörlerini baskılayarak 

KHAK hücre dizilerinde kök hücre fenotipinde rol oynayan belirteçleri baskıladığını 

gösterdik. Ayrıca kök hücre fenotipinde rol oynayan belirteçlerin downrugülasyonuyla 

KHAK’inin agresifliğini düşürdüğünü gösterdik.  

 

Anahtar Kelimeler: KHAK, Fibulin-3, EMT, kök hücre fenotipi 

 
 
Bu çalışma, PAÜ Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon (Proje No: 
2017SABE015) kapsamında desteklenmiştir.  
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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 
KARAGÜR Ege Rıza 

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 

qPCR, 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  
  



viii 

 

 
 
 

TEŞEKKKÜR 
 

 

 

Doktora öğrenimim ve tez çalışmam süresince tecrübelerinden yararlandığım 

başta tez danışman hocam Prof. Dr. HAKAN AKÇA’ ya,  

 

Tez çalışmam sırasında değerli zamanlarını ayırarak bilimsel katkı ve 

desteklerinden dolayı Prof Dr. Arzu YAREN ve Prof. Dr. A. Gaye TOMATIR’a 

 

Beni maddi ve manevi olarak her koşulda destekleyen aileme sonsuz teşekkür 

ederim. 

 

  



ix 

 

İÇİNDEKİLER 

ÖZET .............................................................................................................................. vi 

ABSTRACT ................................................................................................................... vii 

TEŞEKKKÜR ................................................................................................................ viii 

ŞEKİLLER DİZİNİ .......................................................................................................... xii 

TABLOLAR DİZİNİ ....................................................................................................... xvi 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ ....................................................................... xvii 

1. GİRİŞ ........................................................................................................................... 1 

1.1 Amaç ...................................................................................................................... 2 

2. KURAMSAL BİLGİ VE LİTERATÜR TARAMASI ........................................................ 3 

2.1 Akciğer Kanseri ...................................................................................................... 3 

2.1.1 Epidemiyolojisi ................................................................................................ 3 

2.1.2 Etiyoloji ............................................................................................................ 5 

2.1.2.1. Sigara tüketimi, diyet ve obezite .............................................................. 5 

2.1.2.2 Kalıtsal faktörler ........................................................................................ 6 

2.1.2.3 Enfeksiyonlar ............................................................................................ 7 

2.1.2.3 Mesleki kanserojenler ............................................................................... 7 

2.2 Akciğer Kanserinin Sınıflandırılması ...................................................................... 8 

2.2.1 Akciğer kanserinin evrelendirilmesi ............................................................... 10 

2.3 Küçük Hücreli Akciğer Kanseri ............................................................................ 12 

2.3.1 Küçük hücreli akciğer kanserinin genomik yapısı ......................................... 13 

2.4 Epitelyal-Mezenkimal Transisyon ........................................................................ 18 

2.4.1 EMT-MET transisyonunda kök hücrelilik ve plastisite ................................... 19 

2.5 Ekstraselüler Matriks ve Fibulinler ....................................................................... 21 

2.5.1 Fibulin protein yapısı ..................................................................................... 22 

2.6 Hipotez ................................................................................................................. 23 

3.GEREÇ VE YÖNTEMLER ......................................................................................... 24 

3.1 Gereçler ............................................................................................................... 24 

3.2 Yöntemler ............................................................................................................ 28 

3.2.1 Hücre kültürü ................................................................................................. 28 

3.2.2 Hücrelerin çözülmesi ve dondurulması ......................................................... 29 



x 

 

3.2.3 RNA izolasyonu ............................................................................................. 29 

3.2.4 MiRNA izolasyonu ......................................................................................... 30 

3.2.5 Nükleik asit miktarının spektrofotometrik olarak belirlenmesi ....................... 31 

3.2.6 cDNA sentez reaksiyonları ............................................................................ 31 

3.2.6.1 Total RNA’dan cDNA eldesi ................................................................... 31 

3.2.6.2 Total miRNA’nın cDNA’ya çevrimi .......................................................... 32 

3.2.7 Real Time PCR (qPCR) ................................................................................ 33 

3.2.7.1 Örneklerin mRNA ekspresyon seviyelerinin analizi ................................ 33 

3.2.7.2 Örneklerin miRNA ekspresyon seviyelerinin analizi ............................... 33 

3.2.8 Western Blot .................................................................................................. 34 

3.2.8.1 Örneklerden protein izolasyonu .............................................................. 34 

3.2.8.2 Protein miktar tayini ................................................................................ 35 

3.2.8.3 SDS-PAGE jelin hazırlanması ve Western Blot analizi .......................... 35 

3.2.8.4 İmmunoblotlama ve görüntüleme ........................................................... 37 

3.2.9 siRNA ve plazmit DNA transfeksiyonları ....................................................... 38 

3.2.10 Antisense ekspresyon vektörlerinin oluşturulması ...................................... 39 

3.2.10.1 Fibulin-3 insert’ünün eldesi ................................................................... 39 

3.2.10.2 pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro lentiviral vektörü ve insert Fibulin-3’ün 

EcoRI RE kesimleri ............................................................................................. 42 

3.2.10.3 Agaroz jel elektroforezi ......................................................................... 43 

3.2.10.4 insert DNA Fibulin-3’ün agaroz jelden eldesi ....................................... 44 

3.2.10.5 pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektörünün alkalen fosfataz işlemi ve 

purifikasyonu ...................................................................................................... 44 

3.2.10.6 DNA ligasyonu ...................................................................................... 45 

3.2.10.7 Luria-Bertani (LB) Broth besiyeri hazırlanması ........................................ 47 

3.2.10.8 LB Broth agar besiyeri hazırlanması ........................................................ 48 

3.2.10.9 Kompetent bakteri hazırlanması ........................................................... 48 

3.2.10.10 DH5α hücrelerine transformasyon ...................................................... 49 

3.2.10.11 Tek koloni seçimi ................................................................................ 49 

3.2.11 Plazmid izolasyonu ..................................................................................... 50 

3.2.12 Plazmid DNA’nın doğrulanması .................................................................. 51 

3.2.12.1 Restriksiyon enzimleriyle ...................................................................... 51 

3.2.12.2 Sanger sekans yöntemiyle ................................................................... 51 

3.2.13 Lentiviral shRNA vektörleri için lentivirüs üretimi ..................................... 52 

3.2.13.1 Lentiviral infeksiyon ve seçilim ............................................................. 54 

3.2.14 Hücre populasyon çoğalma analizi ............................................................. 55 

3.2.15 Mikroarray analizi ........................................................................................ 56 



xi 

 

3.2.16 Mikroarray sonuçlarının analizinde biyoenformatik araçların kullanımı ...... 56 

3.2.17 İstatistiksel analiz ........................................................................................ 56 

4. BULGULAR ............................................................................................................... 58 

4.1 Çalışmada Kullanılan KHAK Hücre Dizilerinin Normal Koşullardaki Fibulin-3 

Ekspresyon Düzeyleri ................................................................................................ 58 

4.2 Fibulin-3’ün İfadesinin Düzenlenmesi .................................................................. 60 

4.2.1 Fibulin-3 ekspresyon vektörünün transfeksiyonu .......................................... 60 

4.2.2 Fibulin-3 ifadesinin baskılanması .................................................................. 61 

4.2.2.1 Antisense Fibulin-3 kalıcı vektörün tasarlanması ................................... 61 

4.2.2.1.1 Fibulin-3 insert’ünün eldesi .................................................................. 62 

4.2.2.1.2 pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektörü ve Fibulin-3 insert’ün EcoRI 

dizilerine göre hazırlanması ................................................................................ 64 

4.2.2.1.3 Antisense Fibulin-3 kalıcı vektörün etkinliğinin belirlenmesi ............ 66 

4.2.2.2 Fibulin-3 ekspresyonunun baskılanması için Lenti-shRNA vektörlerinin 

ve siRNA’nın etkinliğinin belirlenmesi ................................................................. 67 

4.3 Fibulin-3 Ekspresyonunundaki Değişimin KHAK Hücre Dizilerinde Hücre 

Proliferasyonuna Etkisi .............................................................................................. 69 

4.3.1 Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak hücre proliferasyonunda görev alan 

proteinlerin ekspresyon değişimleri ........................................................................ 71 

4.4 Fibulin-3 Ekspresyonunun Kanser Kök Hücre Fenotipine ve EMT Regülasyonuna 

Etkisi .......................................................................................................................... 73 

4.4 KHAK Hücre Dizilerinde Fibulin-3 Ifadesine Bağlı Olarak Düzenlenen RNA 

Ekspresyonlarının Mikroarray Yöntemi ile Belirlenmesi ............................................. 76 

4.4.1 Mikroarray analizlerinin Real-Time PCR ile teyit edilmesi ............................. 86 

5. TARTIŞMA ................................................................................................................ 94 

6. SONUÇ ................................................................................................................... 106 

7. KAYNAKLAR ........................................................................................................... 107 

8. ÖZGEÇMİŞ ............................................................................................................. 134 

9. EKLER ..................................................................................................................... 135 

 

  



xii 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 
 

Şekil 2.1 2018 yılı dünya genelinde, akciğer kanseri vakalarının insidans dağılımı 

(WEB_1). ......................................................................................................................... 4 

Şekil 2.2 2018 yılı dünya genelinde, akciğer kanseri vakalarının mortalite dağılımı 

(WEB_2). ......................................................................................................................... 4 

Şekil 2.3 2018 yılı dünya genelinde, akciğer kanseri vakalarının prevelans dağılımı 

(WEB_3). ......................................................................................................................... 4 
Şekil 2.4 Küçük hücreli akciğer kanserinde genomik değişiklikler (George, Lim, Jang, 

Cun, Ozretia, vd. 2015). ................................................................................................ 15 
Şekil 2.5 Adenokarsinomdan küçük hücreli akciğer kanserine dönüşümesine yol açan 

moleküler olayları gösteren hipotetik model. ................................................................. 17 

Şekil 2.6 EMT-Tip 1 embriyo oluşumu EMT-Tip 2 doku rejenerasyonu ve EMT-Tip 3 

kanser ilerlemesi. .......................................................................................................... 19 
Şekil 2.7 EMT, geçiş durumları ve sahip oldukları fonksiyonel özellikler (Pastushenko ve 

Blanpain 2019). ............................................................................................................. 21 

Şekil 2.8 Ekstraselüler matriks kompozisyonunda fibulinlerin yeri. ............................... 22 
Şekil 2.9 Fibulin ailesi proteinlerinin domain yapıları (Giltay vd. 1999). ........................ 23 

 

Şekil 3.1 Çalışmada kullanılan hücre dizilerinin mikroskobik görüntüsü. ...................... 28 

Şekil 3.2 İnsert DNA’nın vektör harıtası üzerinde gösterimi. ......................................... 40 
Şekil 3.3 Klonlama primerlerinin tasarımı. ..................................................................... 41 

Şekil 3.4 pCDH-CMV-MCS-EF1-puro lentiviral vektör haritası ve restriksiyon enzimleri.

 ...................................................................................................................................... 42 

Şekil 3.5 Antisense Fibulin-3 vektörünün tasarım şeması. ........................................... 47 
Şekil 3.6 Lentivirüs üretiminin şematik gösterimi ........................................................... 53 

Şekil 3.7 Lentivirüs infeksiyonunun şematik gösterimi .................................................. 54 

Şekil 3.8 Lentiviral shRNA vektörünün haritası ............................................................. 55 
 

Şekil 4.1 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK hücre dizilerinin Fibulin-3 

ekspresyonlarının Western Blot analizi ile tespit edilmesi.0,70 ..................................... 59 
Şekil 4.1 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK hücre dizilerinin Fibulin-3 

ekspresyonlarının Western Blot analizi ile tespit edilmesi. ............................................ 59 

Şekil 4.4 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği N417 ve H209 hücre hatlarında zamana bağlı 

ekspresyon değişiminin qPCR ile tespit edilmesi.Şekil 4.1 H82, H209, N417 ve N417-

adh KHAK hücre dizilerinin Fibulin-3 ekspresyonlarının Western Blot analizi ile tespit 

edilmesi. ........................................................................................................................ 59 



xiii 

 

Şekil 4.2 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK hücre dizilerinin Fibulin-3 

ekspresyonlarının qPCR analizi ile tespit edilmesi. ....................................................... 59 
Şekil 4.3 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP vektörünün transfeksiyon sonrası 24., 48., 72., ve 

96. saatlerdeki H209 ve N417 hücrelerindeki GFP görüntüleri. .................................... 60 

Şekil 4.4 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği N417 ve H209 hücre hatlarında zamana bağlı 

ekspresyon değişiminin qPCR ile tespit edilmesi. ......................................................... 61 

Şekil 4.5 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP lentiviral vektör haritası, restriksiyon enzimlerinin 

gösterimi ve vektörün doğrulaması. .............................................................................. 62 
Şekil 4.6 PCR yöntemi ile amplifiye edilen Fibulin-3 cDNAsı için optimum sıcaklığın 

belirlenmesi. .................................................................................................................. 63 
Şekil 4.7 Fibulin-3 insert’ünün saflaştırma işleminden sonraki jel görüntüsü ve pCDH-

CMV-MCS-EF1 vektörünün agaroz jelde gösterilmesi. ................................................. 63 

Şekil 4.8 İnsert Fibulin-3 agaroz jelden geri kazanılımı/izolasyonu. .............................. 64 
Şekil 4.9 Ligasyon sonrası tek koloni seçimi. ................................................................ 65 
Şekil 4.10 Ligasyon sonrası insert DNA’yı taşıyan vektörün belirlenmesi ..................... 66 

Şekil 4.11 Antisense Fibulin-3 kalıcı vektörünün etkinliğinin hem Western Blot hem de 

qPCR ile gösterilmesi. ................................................................................................... 67 
Şekil 4.12 Fibulin-3 siRNA’sinin etkinliğini hem Western Blot hem de qPCR ile 

gösterilmesi. .................................................................................................................. 68 
Şekil 4. 22 Çok boyutlu ölçekleme ile örnekler arasındaki benzerlik düzeyleriŞekil 4.12 

Fibulin-3 siRNA’sinin etkinliğini hem Western Blot hem de qPCR ile gösterilmesi. ...... 68 
Şekil 4.13 Fibulin-3 shRNA’sinin etkinliğini hem Western Blot hem de qPCR ile 

gösterilmesi. .................................................................................................................. 69 
Şekil 4.14 KHAK N417 hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak değişen 

populasyon çoğalma hızı ............................................................................................... 70 
Şekil 4.15 KHAK H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak değişen 

populasyon çoğalma hızı. .............................................................................................. 71 

Şekil 4.16 KHAK N417 hücre dizisinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak 

ekspresyonu değişen mRNA’lar. *p<0.05 ..................................................................... 72 
Şekil 4.17 KHAK H82 hücre dizisinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak ekspresyonu 

değişen mRNA’lar. *p<0.05 ........................................................................................... 72 
Şekil 4. 18 N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak farklılık 

gösteren markerler. Fibulin-3 ekspresyon vektörü transfekte edilmiş N417 hücre 

dizisinde ve shRNA C infekte H82 hücre dizisinde EMT, kök hücre ve hücre 

proliferasyonu ile ilişkili markerlerin protein ifadesindeki değişimlerinin Western Blot 

yöntemi ile belirlenmesi. ................................................................................................ 74 



xiv 

 

Şekil 4. 19 N417 hücre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonundaki bağlı olarak ifadesi değişen 

EMT, kök hücre ve hücre proliferasyonu ile ilişkili markerlerin dansitometrik olarak 

değerlendirilmesi. .......................................................................................................... 75 

Şekil 4. 20 H82 hücre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonundaki bağlı olarak ifadesi değişen 

EMT, kök hücre ve hücre proliferasyonu ile ilişkili markerlerin dansitometrik olarak 

değerlendirilmesi. .......................................................................................................... 75 

Şekil 4. 21 Mikroarray analizi sonucunda belirlenen örnekler arasındaki korelasyon ... 76 

Şekil 4. 22 Çok boyutlu ölçekleme ile örnekler arasındaki benzerlik düzeyleri ............. 77 
Şekil 4. 23 Fibulin-3’ün ifadesinin modüle edildiği KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinin Z 

skorlama sistemine göre örneklerin hem hiyerarşik sınıflandırılması hem de 1.5 kat 

değişimi ile -1.5 kat değişimi arasındaki transkript dağılımının heatmap grafiği. .......... 78 

Şekil 4.24 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği KHAK N417 hücre dizisinde 0.5 kat değişimi ile 

-0.5 kat değişimi arasındaki transkript dağılımının heatmap grafiği. ............................. 79 
Şekil 4.25 Fibulin-3’ün baskılandığı KHAK H82 hücre dizisinde 0.5 kat değişimi ile -0.5 

kat değişimi arasındaki gen dağılımının heatmap grafiği. ............................................. 79 

Şekil 4. 26 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği KHAK N417 hücre dizisinde 1ie 15 kat ifade 

değişimine sahip transkript sayılarının farklı ifade değişimlerindeki dağılım sayıları. ... 80 
Şekil 4.29 KHAK N417 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak artan ve azalan 

mRNA prob sayıları.H82 ............................................................................................... 81 
Şekil 4.27 Fibulin-3 baskılandığı ve aşırı ifade edildiği N417 ve H82 hücre gruplarında 

|FC|>=2 değerlerine göre ekspresyonun arttığı/azaldığı tespit edilen genlerin dağılımı.

 ...................................................................................................................................... 81 

Şekil 4.28 Fibulin-3’ün baskılandığı KHAK H82 hücre dizisinde 1ile 15 kat ifade 

değişimine sahip transkript sayılarının farklı ifade değişimlerindeki dağılım sayıları. ... 81 

Şekil 4.29 KHAK N417 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak artan ve azalan 

mRNA prob sayıları. ...................................................................................................... 82 

Şekil 4.30 KHAK H82 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak artan ve azalan 

mRNA prob sayıları. ...................................................................................................... 82 
Şekil 4.31 KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı ortak 

değişim gösteren mRNA sayı ve değişim gösteren ilgili genlerin ekspresyonları. ........ 84 

Şekil 4. 35 Mikroarray analizlerine göre Fibulin-3 tarafından regüle edilen lncRNA’lar. 

*p<0.05Şekil 4.31 KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı 

ortak değişim gösteren mRNA sayı ve değişim gösteren ilgili genlerin ekspresyonları.84 

Şekil 4.32 Mikroarray analizlerine göre Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı ifadesi değişen 

miRNA’lar. *p<0.05 ........................................................................................................ 85 

Şekil 4.33 N417 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak ifadesi değişen 

miRNA’lar. *p<0.05 ........................................................................................................ 86 



xv 

 

Şekil 4.34 H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspersyonuna bağlı olarak ifadesi değişen 

miRNA’lar. *p<0.05 ........................................................................................................ 87 
Şekil 4.35 Mikroarray analizlerine göre Fibulin-3 tarafından regüle edilen lncRNA’lar. 

*p<0.05 .......................................................................................................................... 88 

Şekil 4.36 Biyoenformatik analiz verilerinin kümülatif olarak değerlendirilmesi. ........... 89 
Şekil 4.37 Mikroarray verilerinin gen ontoloji analiz sonuçları. ...................................... 90 

Şekil 4.38 Pathway analizinde kullanılan KEGG ve REAC analiz sonuçları. ................ 91 

Şekil 4.39 Gen ontoloji zenginleştirilmiş analizi ve şematize edilmiş görseli. ................ 93 
 

 
 

  



xvi 

 
TABLOLAR DİZİNİ 

 

Tablo 2.1 Dünya Sağlık Örgütünün kriterlerine göre akciğer kanserinde epitelyal 

tümörlerin sınıflandırılması. ............................................................................................. 9 

Tablo 2.2 Dünya Sağlık Örgütünün kriterlerine göre akciğer kanserinde diğer tümörlerin 

sınıflandırılması. ............................................................................................................ 10 

Tablo 2.3 Akciğer kanserinin evrelenmesinde T, N, M kriterleri (IASLC 8th Edition). ... 11 

Tablo 2.4 Akciğer kanser evrelerinin gruplandırılması (IASLC 8th Edition). ................. 11 
 

Tablo 3.1 Çalışmada kullanılan hücre hatları ve özellikleri. .......................................... 24 
Tablo 3.2 Çalışmada kullanılan antikor primer ve özellikleri. ........................................ 24 

Tablo 3.3 Çalışmada kulanılan kitler ve özellikleri. ........................................................ 26 

Tablo 3.4 Çalışmada kullanılan vektörler ve özellikleri. ................................................. 26 
Tablo 3.5 Çalışmada kullanılan tamponlar. ................................................................... 27 
Tablo 3. 6 mRNA’dan cDNA’ya çevirme reaksiyonları (1. basamak). ........................... 31 

Tablo 3.7 mRNA’dan cDNA’ya çevirme reaksiyonları (2. basamak). ............................ 32 

Tablo 3.8 miRNA’dan cDNA’ya çevirme reaksiyonları. ................................................. 32 
Tablo 3.9 mRNA için qPCR reaksiyon miktarları ........................................................... 33 

Tablo 3.10 miRNA için qPCR reaksiyon miktarları ........................................................ 34 
Tablo 3.11 Western blot jel hazırlama tablosu .............................................................. 36 

Tablo 3.12 Fibulin-3 ekspresyon vektörü için transfeksiyon oranları. ........................... 39 
Tablo 3.13 Fibulin-3 siRNA için transfeksiyon oranları. ................................................. 39 

Tablo 3.14 PCR reaksiyon miksleri ve şartları. ............................................................. 42 
Tablo 3.15 Restriksiyon enzim kesim protokolleri. ........................................................ 43 

Tablo 3.16 Alkalen fosfataz reaksiyon tablosu. ............................................................. 45 
Tablo 3.17 Ligasyon için reaksiyon protokolü ............................................................... 46 

Tablo 3.18 Sanger sekans PCR reaksiyonu için bileşenler .......................................... 51 

Tablo 3. 19 Sanger sekans, sekans PCR’ı reaksiyonu için bileşenler .......................... 52 
 

Tablo 4.1 Gen ontoloji zenginleştirilmiş analizinin P ve FDR q değerleri ...................... 92 

 

  



xvii 

 
SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 
AT……………….….Anafilatoksin 

APS……..….………Amonyum Persülfat 

ATP…………………Adenozin trifosfat 

BSA…………………Dana Serum Albumin 

CCP…………………Kompleman Kontrol Proteini 

cDNA…………….....Komplementer DNA 

CSC…………………Kanser Kök Hücresi  

DMSO………………Dimetilsülfoksit 

ECM……..………….Ekstraselüler Matriks 

EFEMP1…………....Fibulin Benzeri Hücre Dışı Matriks Proteini 1 

EGF…………………Epidermal Büyüme Faktör 

EGFR…….…………Epidermal Büyüme Faktör Reseptörü 

EMT…….…………..Epitelyal Mezenkimal Transisyon 

EpCAM……………..Epitelyel Hücre Adezyon Molekülü 

E. coli…………….....Escherichia coli 

FBS…………..……..Fetal Dana Serumu 

FGFR1…………….. Fibroblast Büyüme Faktörü Reseptörü 1 

GFP ………..………Yeşil fluoresans proteini 

GO…………………..Gen Ontoloji 

GSEA……………….Gene Set Enrichment Analysis 

GWAS………………Genom Çapında İlişkilendirme Çalışmaları 

GO:BP……………...Gen Ontoloji Biyolojik Prosesler 

GO:CC……………..Gen Ontoloji Hücresel Komponentler 

HIV………………….İnsan Bağışıklık Yetmezliği Virüsü 

HPV…………………Human Papilomavirus 

IARC………..………Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı 

IASCL……..………..Uluslararası Akciğer Kanseri Çalışma Örgütü 

KEGG……..………..Kyoto Encylopedia of Genes and Genomes 

KHAK……..………...Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 

KHDAK…..………....Küçük Hücre Dışı Akciğer Kanseri 

MET……...………….Mezenkimal Epitelyal Geçiş 

miRNA…...………….Mikro RNA 

MM…………...……...Malign Mezotelyoma 

MMP………...……… Matriks Metalloproteinazlar 

mRNA……......……..Mesajcı RNA 



xviii 

 

ORA…………………Over Representation Analysis 

LOH………………….Heterozigotluk Kaybı 

PAH………………….Polisiklik aromatik Hidrokarbonlar 

PBS………………….Fosfat tamponlu salin 

PI3KCA…….………..Fosfatidilinositol-3-kinaz katalitik α 

PTEN……………......Kromozom 10’dan Fosfat ve Tensin Delesyonu 

PVDF……...………...Poliviniliden diflorid 

qPCR………....……..Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RTK……..…………..Reseptör Tirozin Kinaz 

SCR………….………Kısa Konsensus Tekrarı 

SDS……………….…Sodyum Dodesil Sülfat 

SDS-PAGE …………SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi  

SE-KHAK……………Sınırlı Evre Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 

shRNA…………….…Kısa saç tokası RNA  

siRNA……….……….Small interfering RNA 

SNAIL1……………...Snail Family Transcriptional Repressor 1 

TERT………………. Telomeraz revers transkriptaz 

TWIST1……………..Twist Basic Helix-Loop-Helix Transcription Factor 1 

TβRI…………………TGF-Reseptör 1 

VEGFA……...……....Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü-A 

WHO………...……....Dünya Sağlık Örgütü 

YE-KHAK..………….Yaygın Evre Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 

µg…………………….Mikrogram 

µl………….…………..Mikrolitre 

 



1 

 

 

 
 
 
 
 
 

1. GİRİŞ 
 
 

Akciğer kanseri, yüksek insidansı ve malign tümör potansiyeliyle, kanser çeşitleri 

arasında dünyada en yüksek ölüm oranına sahiptir. Dünya genelinde son 5 yıl göz 

önünde bulundurulduğunda yıllık ortalama 1.8 milyonun üzerinde ölümle sonlanmış 

akciğer kanseri vakası bulunmaktadır. Tütün kullanımı, akciğer kanseri nedenleri 

arasında ilk sırada gelirken, değişen beslenme alışkanlıkları, artan sanayileşmenin yan 

etkisi olarak günlük hayatımızın teknolojik cihazlar üzerine kurulması ve değişen 

çevresel etkenler dolayısla artan genetik defektler yüzünden sigara ilişkili olmayan 

akciğer kanser vakalarının sayısında da artış görülmektedir. Ne yazık ki akciğer kanseri 

vakalarının sağ kalım yüzdeleri %10-15’dir. Bu denli düşük sağ kalım oranına sahip 

olmasındaki temel nedenleri akciğer kanserinin yüksek proliferasyon, erken metastaz ve 

yüksek invazyon yeteneğine sahip olması ve olguların erken evrede teşhis 

edilememeleridir. 

Histolojik olarak akciğer tümörleri küçük hücreli akciğer karsinomu (KHAK), ve 

küçük hücreli dışı akciğer karsinomu (KHDAK) olarak sınıflandırılır. KHAK nöroendokrin 

kökenli bir karsinomadır ve KHDAK’e göre daha agresif bir tavır sergilemektedir. Ayrıca 

KHAK çoklu ilaç dirençliliği mekanizmaları açısındanda oldukça aktiftir. Bu karaktesitik 

özelliklerinden dolayı geliştirilen tedavi stratejilerinden istenildiği gibi bir sonuç 

alınamamıştır.  

Ekstraselülar glikoprotein ailesinden Fibulin-3 hücre invazyonu, motilitesi, 

farklılaşması ve anjiyogenezisinde rol almaktadır. Fibulin-3’ün hücre invazyonuna olan 

etkisi üzerine farklı kanser tiplerinde çalışmalar mevcuttur. Ayrıca bu çalışmalarda 

Fibulin-3’ün anormal promotör metilasyonuna bağlı olarak düşük seviyedeki 

ekspresyonunun hastaların düşük sağkalım süresi ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Primer 

tümörün, sekonder bir odak oluşturması sürecinde Epitelyal Mezenkimal Transisyon’un 

(EMT) farklı basamaklar izlediğini bilmekteyiz. EMT bu sürecini tamamlarken hücre 
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fenotipi ve kompozisyonunda (plastisitesinde) meydana gelen değişimlerde kanser kök 

hücre fenotip markerleride rol oynamaktadır. 

Bu bilgilerden yola çıkılarak EMT sürecinin aktif halde çalıştığı KHAK hücre 

dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonunun epiteyal mezenkimal ya da mezenkimal epitelyal 

geçişte, hücre plastisitesinin regülasyonunda rol alacağını öngörmekteyiz. 

 

 

1.1 Amaç 
 

Bu tez projesinde küçük hücreli akciğer kanser hücre dizilerinde epitelyal 

mezenkimal geçiş sürecinin ve kanser kök hücre fenotipinin regulasyonunda Fibulin-3’ün 

üstlendiği görevleri ortaya çıkarmayı amaçlamaktayız. 

 

 



3 

 

 

 
 
 
 

2. KURAMSAL BİLGİ VE LİTERATÜR TARAMASI 
 
 

2.1 Akciğer Kanseri 
 

 Akciğer kanseri dünya genelinde hem erkekler hem de kadınlar arasında, yıllık 

en fazla yeni vaka sayısı ve yüksek ölüm oranı ile en malign kanser türlerinden biridir. 

Akciğer kanseri meme, kolon ve prostat kanserlerinin toplam ölüm oranından daha 

yüksek ölüm oranına sahiptir (Kim vd. 2014). Akciğer kanseri vakalarının %80.4’ünü 

KHDAK ve %16.8’ini KHAK tanısı almış hastalar oluşturmaktadır. Esas olarak 

adenokarsinom, skuamoz hücreli ve büyük hücreli karsinomdan oluşan KHDAK, akciğer 

kanseri vakalarının yaklaşık %80'ini oluştururken, KHAK daha az sıklıktadır ve bilinen 

tüm vakalar sigara tüketiminden kaynaklanmaktadır (Esposito vd. 2010). 

2.1.1 Epidemiyolojisi 
 
 Geçen yüzyılda akciğer kanseri sahip olduğu insidans ve mortalite oranıyla nadir 

görülen hastalıklar sınıfında yer almaktaydı. Zamanla artan kanserojen ajanlarla beraber 

yükselen insidans ve mortalite oranıyla küresel bir sağlık problemi haline gelmiştir (Adler 

1913). Akciğer kanseri vakalarının erkeklerdeki insidansı (1 368 524 %14.5), kadınlardan 

(725 253 %8.4) daha yüksektir aynı şekilde mortalite oranları da insidansla paralellik 

göstermektedir (Şekil 2.1, Şekil 2.2). Akciğer kanseri toplam kanser vakalarının 

%11.6’sını (2 093 826) oluşturmaktadır (WEB_1). Dünya çapında farklı kanser türleri 

arasında akciğer kanserinin prevelansı %15.7 meme, %10.9 kolorektal, %8.5 prostat 

kanserinden sonra %4.9 ile 4. sırada yer almaktadır. Akciğer kanserinin dünya genelinde 

5 yıllık prevelansına (2 129 964) bakıldığında Asya %56.6 Avrupa %23.3 Kuzey Amerika 

%13.3 Latin Amerika ve Karayipler %4 Afrika %1.8 ve Okyanusya %0.87’lik bir dağılıma 

sahiptir (Şekil 2.3) (WEB_2).  
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Şekil 2.1 2018 yılı dünya genelinde, akciğer kanseri vakalarının insidans dağılımı (WEB_1). 

 
Şekil 2.2 2018 yılı dünya genelinde, akciğer kanseri vakalarının mortalite dağılımı (WEB_2). 

 
Şekil 2.3 2018 yılı dünya genelinde, akciğer kanseri vakalarının prevelans dağılımı (WEB_3). 
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2.1.2 Etiyoloji 
 

2.1.2.1. Sigara tüketimi, diyet ve obezite  
 

 Akciğer kanserinin meydana gelmesindeki en büyük etken sigara dumanındaki 

aerosoller ve partiküllerdir. Sigara dumanı, ana duman dalgası ve yan duman dalgasının 

komponentlerinden meydana gelir. Ana duman dalgası, sigara kullanıcısının primer 

kaynaktan inhalasyon yoluyla maruz kaldığı sigara dumanıdır. Yan duman dalgası 

çevresel tütün duman kaynaklarından ve sigara kullanıcılarından kaynaklı tütün 

dumanlarıdır. Tütün bağımlılığının birincil belirleyicileri nikotin ve katrandır. Katran 

maruziyeti akciğer kanseri riskinin önemli bir etkeni olarak görülmektedir (Charles S Dela 

Cruz, Tanoue, ve Matthay 2011). Sigara dumanında 4000’den fazla kimyasal vardır: ana 

duman dalgasının %95’ı 400-500 gaz bileşeninden meydana gelir, geri kalanı ise 

3500’den fazla partikülden oluşur (Charles S Dela Cruz vd. 2011). Sigara kullanıcılarının 

inhalasyon yoluyla maruz kaldığı duman polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), 

aromatik aminler, N-nitrozaminler ve vinil klorid, arsenik ve krom gibi organik ve inorganik 

bir çok potansiyel karsinojenden oluşur (Faccini 1989). Sigaranın ihtiva ettiği 

karsinojenler, hücreye genotoksik bir etkiye ya da karsinogenezi tetikleyen 

mekanizmaları aktive edecek bir etkiye sahiptir (Xue, Yang, ve Seng 2014). Örneğin; 

sigara dumanındaki bazı kanserojenler DNA’ya kovelent bağlanarak DNA hasarlarına 

neden olmaktadır. Hasarlı DNA’lar kontrol ve tamir mekanizmalarınca tespit edildikten 

sonra, tamir edilir ya da hücre apoptoza yönlendirilir. Kanserojene maruz kalma süresi 

ve dozu arttıkça hücre DNA tamir mekanizmalarının hata yapma ya da hasarlı DNA’yı 

gözden kaçırma olasılığı artmaktadır. Eğer hatalı DNA tespit edilip gerekli süreç 

başlatılmazsa meydana gelen mutasyonlar, kontrol edilemeyen hücresel çoğalma ve 

tümör oluşumu ile sonuçlanabilecek kritik onkogenlerin ve tümör baskılayıcı genlerin 

modülasyonunu içeren sinyal yolaklarının aktivasyonunu sağlayabilir (Akopyan ve 

Bonavida 2006). 

 Bütün kanserlerin yaklaşık olarak %30’unda diyetin sorumlu olduğu ileri 

sürülmüştür (Willett ve Trichopoulos 1996). Beslenme biçiminin akciğer kanseri için risk 

temsil ettiği bir çok çalışmada gösterilmiştir (Ruano-Ravina, Figueiras, ve Barros-Dios 

2000). Örneğin; A, C ve E vitaminleri gibi antioksidanların serumdaki düşük 

konsantrasyon seviyesi akciğer kanserinin gelişimi ve progresyonuyla ilişkilidir (Ruano-

Ravina vd. 2006). A vitamini hem hayvansal (retinol) hem de sebze (karotenoid) kaynaklı 

temin edilebilir; sadece sebze kaynaklı A vitaminin akciğer kanserine karşı koruyucu bir 



6 

 

etkiye sahip olduğu ve özellikle, en çok bilinen karotenoid olan, β-karotenin akciğer 

kanserine karşı en büyük koruyucu etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (Yu vd. 2015). 

Ayrıca C ve E vitaminlerinin de (a-tokoferol) koruyucu etkilerinin olduğunu gösteren 

çalışmalar vardır (Narita vd. 2018).  

 Aşırı vücut ağırlığı akciğer kanseri için risk teşkil etmese bile endometriyal, meme 

ve kolorektal kanser için bir risk teşkil etmektedir (Charles S. Dela Cruz, Tanoue, ve 

Matthay 2011). Renehan ve arkadaşları tarafından yapılan bir meta analizde, vücut kütle 

indeksi ile akciğer kanseri riski arasında ters bir ilişki olduğunu ve obezitenin koruyucu 

bir rol oynayabileceğini bildirilmiştir (Bhaskaran vd. 2014). 

 

2.1.2.2 Kalıtsal faktörler 
 
 Pek çok çalışmada akciğer kanseri oluşumunun %80'inden fazlasının sigara içme 

alışkanlığı ile ilişkili olduğu, ancak sigara içenlerin %20'sinden daha azının akciğer 

kanserine sahip olduğu gösterilmektedir, bu da akciğer kanseri oluşumunun muhtemelen 

genetik duyarlılığa sahip olduğunu göstermektedir (Jemal vd. 2011). 1960’lı yılların 

başlarında Tokuhata ve arkadaşları akciğer kanserinin ailesel agregasyonunun ilk 

epidemiyolojik kanıtını sundular (Tokuhata ve Lilienfeld 1963). Bu konu üzerine yapılan 

çalışmalarda, birinci derece akrabaların akciğer kanseri riskinin, kontrollerin ailelerinden 

1.88 kat daha yüksek olduğu bulunmuştur (Gu vd. 2010). Gaughan ve arkadaşları ortaya 

koydukları bir çalışmada ise KHDAK tanılı hastalarda sigara kullanmamış hasta 

grubunda kalıtsal risk ve epidermal büyüme faktör reseptör (Epidermal Growth Factor 

Receptor (EGFR)) mutasyonu nedeniyle tanı aldıklarını göstermişlerdir (Gaughan vd. 

2013).  

Genom çapında ilişkilendirme çalışmalarında (Genome Wide Association Studies 

(GWAS)), yeni akciğer kanserine duyarlılık genleri 5p15.33, 6p21, 15q24-25.1, 6q23-25 

ve 13q31.3.44 kromozomları üzerinde tanımlanmıştır (Yokota, Shiraishi, ve Kohno 

2010). Örneğin; Telomeraz revers transkriptaz (TERT) geni 5p1 5 lokusunda yer 

almaktadır ve TERT geni akciğer kanserinde, hücre proliferasyonunda rol oynamaktadır 

(Xie vd. 2011). 6q21 lokusundan (PRRC1A (BAT2), BAT3, FKBPL, GTF2H4 ve 

CLPTM1L) kodlanan bazı genlerde meydana gelen varyasyonların sigara kullanımı ile 

ilişkili olmayan akciğer karsinomu riskini artırdığı gösterilmiştir (Wang vd. 2008, 2016). 

Akciğer kanseri ile ilişkili genetik faktörlerin tanımlanması sayesinde, kısa 

vadede, yüksek riskli bireyleri taramak için ailenin genetik risk skoru oluşturularak 

hastalığın erken evrelerinde tespiti sağlanabilir. Orta ve uzun vadede, genlerin 

keşfedilmesi, bakım kalitesi, kişiselleştirilmiş tedaviler, yeni terapötik hedefler ve 
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biyomarkerleri ortaya çıkararak sonuçları klinik uygulamalara bir adım daha 

yaklaştıracaktır. 

 

2.1.2.3 Enfeksiyonlar 
 

Akciğer kanseri nedenleri arasında, enfeksiyonlar önemli bir yer teşkil etmektedir 

ve üzerine çalışmış bir konudur. Engles ve arkadaşları eflamasyonların akciğer kanseri 

oluşum ve gelişim sürecinde rol oynadığını göstermişlerdir (Engels 2008).  

İnsan papiloma virüsünün (Human Papillomavirus (HPV)) diğer dokularda 

karsinomaya neden olduğu bilinmektedir. 1980 yılında Syrjänen tarafından HPV'nin 

bronşiyal yassı epitel hücre lezyonlarına neden olma potansiyeli öne sürülmüştür 

(Syrjänen 1980). Irksal ve coğrafik varyasyonları olan farklı ülkelerde akciğer kanserli 

hastalar ile HPV enfeksiyonu arasında bir prevalans uyumu olmamasına rağmen yapılan 

moleküler analizlerde skuamöz hücreli karsinom akciğer kanseri dokularında HPV’nin 

DNA’sı tespit edilmiştir (Chen vd. 2004; Rezazadeh vd. 2009).  

Burkitt lenfoma ve nazofarengeal karsinom ile ilişkili Epstein Barr virüsü, Asya 

kökenli hastalarda nadir görülen bir akciğer kanseri türü olan lenfoepitelyoma benzeri 

karsinom ile güçlü bir şekilde ilişkilendirilmiştir. Fakat bu ilişki batı popülasyonlarında 

görülmemiştir (Castro vd. 2001).  

İnsan bağışıklık yetmezliği (Human Immunodeficiency Virus (HIV)) pozitif 

hastalarda, HIV tat proteini hücresel genleri veya protoonkogenleri transaktive 

edebilirken diğer HIV genleri, tümör baskılayıcı genleri inhibe edebilir (El-Solh vd. 1997). 

Böyle bir aktivasyondan dolayı HIV ile enfekte kanser hastaları, benzer şekilde evrelenen 

HIV ile enfekte olmayan aynı kansere sahip hastalardan daha kötü bir prognoza sahiptir 

(Powles vd. 2003). Ayrıca HIV pozitif hastaların tanı sırasında daha ileri evre olma 

olasılığı daha yüksektir (Brock vd. 2006). Yapılan çalışmalar, HIV pozitif hastalarda diğer 

kanserlere oranla akciğer kanserinin daha sık görüldüğünü belirtmiştir (Engels 2008). 

2.1.2.3 Mesleki kanserojenler 
 

Birçok işyerinde kullanılan kimyasal maddelerin akciğer karsinogenezinde rol 

aldığı gösterilmiştir. Bu kanserojen maddeler Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı 

(International Agency for Research on Cancer (IARC)) tarafından tanımlanmıştır. 

Endüstiriyel olarak sıkça kullanılan nikel, krom, silika, klorometil eterler, asbest, vinil 

klorür, arsenik, kadmiyum, berilyum ve radon kanserojenlerden birkaçıdır. Bunlara ek 

olarak sanayileşme yüzünden artan fosil yakıt kullanımı ile polisiklik aromatik 

hidrokarbonlar ve kükürt dioksit gibi kanserojen maddelere maruziyette artmıştır (de 
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Groot vd. 2018). Yapılan çalışmalarda bu ajanlara maruziyet sonucu akciğer kanserine 

yakalanma riskinin %50 oranında arttığı gösterilmiştir (Charles S. Dela Cruz vd. 2011). 

 
 

2.2 Akciğer Kanserinin Sınıflandırılması 
 

Dünya sağlık örgütünün (World Health Organization (WHO)) yayınlamış olduğu 

en son güncellemede, sınıflandırma boyunca immünohistokimyasal takip (Allen 1991), 

genetik çalışmalar özellikle moleküler entegrasyonlara ve akciğer kanseri için tedavi 

stratejilerinin kişiselleştirilmesine yardımcı testler (The International Agency for 

Research on Cancer 2004), küçük biyopsiler ve sitolojileri için yeni bir sınıflandırma 

(Anonim 1982), akciğer adenokarsinomuna farklı bir yaklaşım (Organization 1981), 

sadece büyük hücreli karsinom tanısını kısıtlayan morfolojik veya immünohistokimyasal 

eksikliği olan rezeke edilmiş tümörlerin sınıflandırılması ve büyük hücreli karsinom alt 

tiplerinin tanımlanması (Travis vd. 1999), keratinize ve non-keratinize skuamöz hücreli 

karsinomların sınıflandırılması ve bazaloid alt tiplerinin sınıflandırılmasında 

immünohistokimyasal ispat aranması (Travis vd. 2011), nöroendokrin tümörlerin tek bir 

kategoride gruplandırılması (Lindeman 2015), NUT karsinomun eklenmesi (Lindeman 

vd. 2013), “sklerozan hemanjiyom” yerine “sklerozan pnömositoma” “hamartom” yerine 

“pulmoner hamartom” teriminin getirilmesi (Leighl vd. 2014; Travis vd. 2013), 

lenfanjioleiomyomatozis, PEComa benign ve PEComa malign, alt gruplarını 

PEComatous tümörleri grubu altına toplanması (Ignatius Ou ve Zell 2009), akciğer 

pulmoner miksoid sarkomunda EWSR1-CREB1 translokasyonun tanımlanması ve 

EWSR1 genini yeniden düzenlenmesine sahip myoepitelyoma, myoepitelyel 

karsinomanın eklenmesi (Loo vd. 2010; Nicholson vd. 2010), Epitelioid 

hemanjioendotelyoma tanısında, WWTR1–CAMTA1 füzyon geninin tanı kriterlerine 

eklenmesi (Edwards vd. 2000), Erdheim–Chester hastalığının lenfoproliferatif tümöre 

eklenmesi (Travis vd. 2010), İntrapulmoner timoma, melanoma, meningioma ve germ 

hücreli tümörleri içerecek ektopik kökenli bir tümör grubunun oluşturulması (Travis vd. 

2015) üzerine akciğer kanseri sınıflandırması revize edilmiştir. Günümüzde hâlen 

kullanılan 2015 yılında son halini almış sınıflandırma kriterleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’ de 

sunulmuştur.  
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Tablo 2.1 Dünya Sağlık Örgütünün kriterlerine göre akciğer kanserinde epitelyal tümörlerin 
sınıflandırılması. 

 

Epitelyal tümörler

I. Adenokarsinoma 

Lepidik adenokarsinoma 

Asiner adenokarsinoma 

Papiller adenokarsinom 

Mikropapiller adenokarsinom 

Solid adenokarsinom 

İnvaziv müsinöz adenokarsinom 

    Mikst invaziv müsinöz ve müsin içermeyen 

adenokarsinom 

Kolloid adenokarsinom 

Fetal adenokarsinom 

Minimal invaziv adenokarsinom 

    Müsinöz minimal invaziv adenokarsinom 

    Non-müsinöz minimal invaziv 

adenokarsinom 

Preinvaziv lezyonlar 

    Atipik adenomatöz hiperplazi 

    Adenokarsinoma insitu 

        Non-müsinöz 

        Müsinöz

IV. Büyük hücreli karsinom

V. Adenoskuamöz karsinom

VI. Sarkomatoid karsinom 

Pleomorfik karsinom 

İğsi hücreli karsinom 

Dev hücreli 

Karsinosarkom 

Pulmoner blastom

VII. Diğer ve sınıflandırılmamış karsinomalar 

Lenfoepiteliyoma benzeri karsinom 

NUT karsinom

VIII. Tükrük bezi tipi tümörler 

Mukoepidermoid karsinom 

Adenoid kistik karsinom 

Epiteliyal-Myoepiteliyal karsinom 

Pleomorfik adenom

IX. Papillomlar 

Skuamöz hücreli papillom 

    Egzofitik 

    Endofitik  

Glandüler papillom 

Mikst skuamöz hücreli ve glandüler papillom

II. Skuamöz hücreli karsinom 

Keratinize skuamöz hücreli karsinom 

Non-keratinize skuamöz hücreli karsinom 

Bazaloid skuamöz hücreli karsinom 

Preinvaziv lezyon 

    Skuamöz hücreli karsinoma insitu

X. Adenomlar 

Sklerozan pnomositom 

Alveolar adenom 

Papiller adenom 

Musinöz kistadenom 

Muköz bez adenomu

III. Nöroendokrin tümörler 

Küçük hücreli karsinom 

    Kombine küçük hücreli karsinom 

Büyük hücreli nöroendokrin karsinom 

    Kombine büyük hücreli nöroendokrin 

karsinom 

Karsinoid tümör 

    Tipik karsinoid tümör 

    Atipik karsinoid tümör 

Preinvaziv lezyon 

    Diffüz idiopatik pulmoner nöroendokrin hücre 

hiperplazisi
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Tablo 2.2 Dünya Sağlık Örgütünün kriterlerine göre akciğer kanserinde diğer tümörlerin 
sınıflandırılması. 

 
 

2.2.1 Akciğer kanserinin evrelendirilmesi 
 

Akciğer karsinomu histolojik olarak sınıflandırıldıktan sonraki diğer bir önemli 

basamağı tümörün evrelendirilmesidir. Evrelendirme hastaların tedavisinde önemli bir rol 

oynar, çünkü ilk tanı anında akciğer kanserinin evrelendirilmesi sağkalımı en çok 

etkileyen parametrelerden biridir. Ayrıca, tedavi seçenekleri hastalık evresine göre 

değişim göstermektedir (Rami-Porta vd. 2014).  

En doğru prognostik belirteçleri sağlamak için daha fazla veri elde edildiğinden 

kılavuzlar sürekli olarak gözden geçirilerek, akciğer kanserinin klinik tespiti ve 

evrelemesinde daha hızlı ve daha doğru sonuçlara ulaşmamıza olanak sağlanmaktadır 

(Lim vd. 2018). Akciğer kanserinin evrelendirilmesi için kabul görmüş TNM evrelendirme 

sistemi kullanılır. Bu sistem, primer tümörün büyüklüğü ve yayılımına (T), bölgesel lenf 

bezi tutulumuna (N), uzak metastaz varlığına (M) göre sınıflama yapmamızı sağlar. TNM 

Mezenkimal tümörler Lenfohistiositik tümörler

I. Pulmoner hamartom I. MALT Tipi Ekstranodal Marjinal Zon B Hücreli 
LenfomaII. Kondrom

III. PEComatöz tümörler 
Lenfanjioleiomyomatozis 
Benign PEComa 
    Şeffaf hücreli tümör 
Malign PEComa

II. Diffüz büyük hücreli lenfoma

III. Lenfomatoid granülomatozis

IV. İntravasküler büyük B hücreli lenfoma

V. Pulmoner Langerhans hücreli histiositoz

VI. Erdheim-Chester hastalığı

IV. Konjenital peribronşiyal myofibroblastik 
tümör

Ektopik kökenli tümörler

V. Diffuz pulmoner lenfanjiomatozis I. Germ hücreli tümör 
Matür teratom 

İmmatür teratom
VI. İnflamatuar myofibroblastik tümör

VII. Epiteloid hemanjioendoteliyoma

VIII. Plöropulmoner blastoma II. İntrapulmoner timoma

IX. Sinavyal sarkoma III. Melanoma

X. Pulmoner arteriyal intimal sarkom IV. Meningioma, NOS

XI. EWSR1-CREB1 translokasyonlu 
pulmoner miksoid sarkom

Metastatik tümörler 

XII. Myoepiteliyal tümörler 
Myoepiteliyoma 
Myoepiteliyal karsinom
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evrelendirme sistemi kabul gördüğü günden itibaren çeşitli zamanlarda revize edilmiştir, 

en son 2018 yılında (International Ascociation Stufy of the Lung Cancer (IASLC)) 

uluslararası olarak geçerli olan 8. baskı ile önemli revizyonlar yapılmıştır (Tablo 2.3-2.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
1 Herhangi bir boyuttaki nadir yüzeysel yayılan tümör, bronşiyal duvar ile ana bronşın proksimaline sınırlı invaziv, T1a 
olarak da sınıflandırılır. 
2 Ağırlıklı olarak adenokarsinom </ = 3 cm ve Lepidik patern </ = 5 mm invazyon (herhangi bir odaktaki en büyük boyut). 
3 T2 tümörler sınıfı özelliklerine sahip tümörler 4 cm ve daha küçükse T2a, 4 cm büyük 5 cm’den küçük ise T2b olarak 
sınıflandırılır. 
4 Çoğun plevral efüzyonlar tümör nedenlidir. Çok az hastada plevral sıvının mikroskobik incelemeleri tümör için negatiftir 
ve sıvı kanlı değildir. Klinik değerlendirmede, efüzyonun ilişkili olup olmadığı dikkate alınmalı ve evreleme dışlanmalıdır. 
5 Bölgesel olmayan (uzak bölgedeki) nodülde dahildir. 

 

 

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

Tablo 2.4 Akciğer kanser evrelerinin gruplandırılması (IASLC 8th Edition). 
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2.3 Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 
 
 Küçük hücreli karsinomlar, farklı epitel dokularda meydana gelen, farklılaşmış ve 

oldukça agresif nöroendokrin tümörlerdir. En sık akciğer kanseri vakalarında görülür ve 

en yaygın olarak bronşiyal/solunum ağacında meydana gelir (Travis 2012). 

Gastrointestinal sistem, genitoüriner sistem, deri, kemik ve perikardiyumdan kaynaklı 

primer küçük hücreli karsinomlar daha az yaygındır (Rainal vd. 1992). KHAK'nin agresif 

doğası altında yatan nedenlerden biri ise, neredeyse tüm tümörlerde p53 tümör süpresör 

geninin ve retinoblastom 1'in biallellik inaktivasyonunu içeren yüksek mutasyon profiline 

sahip olmasıdır (George, Lim, Jang, Cun, Ozretia, vd. 2015). KHAK, tanısı almış 

hastaların neredeyse hepsinin sigara öyküsü vardır. Akciğer kanseri vakalarının %10-

15'ini oluşturan KHAK, hızlı büyüme ve erken yaygın metastaz ile karakterize bir 

hastalıktır (Früh vd. 2013; Herbst, Heymach, ve Lippman 2008; Rudin vd. 2015). KHAK'li 
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hastalar yaygın evre (YE-KHAK) veya sınırlı evre (SE-KHAK) olarak sınıflandırılır. 

Genellikle tanı sırasında, hastaların %70'i YE KHAK tanısını alır (Horn, Reck, ve Spigel 

2016). KHAK hastaları için sistemik tedavi seçeneklerinde son çeyrek asırda kayda 

değer ölçüde bir değişiklik olmamıştır. YE-KHAK için standart ilk basamak tedavi olarak 

ABD ve Avrupa'da etoposid ile cisplatin veya karboplatin kombinasyonları verilmektedir 

(Früh vd. 2013; George, Lim, Jang, Cun, Ozretia, vd. 2015; Hanna vd. 2006; Rudin vd. 

2015; Sundstrøm vd. 2002), Asya'da etoposid veya irinotekan ile cisplatin veya 

karboplatin kombinasyonları kullanılmaktadır (Yuankai Shi vd. 2015; Zhi, Yu, ve Shi 

2015). Hastaların yaklaşık %80'i birinci basamak kemoterapiye yanıt verse de, çoğunda 

(yaklaşık% 80 SE-KHAK ve hemen hemen tüm YE-KHAK hastaları) tedavilerini takip 

eden ilk yıllarda hastalıkları nüksetmektedir (Hurwitz vd. 2009). KHAK tedavisi için 

immunoterapi ve kemoterapi ilaç kombinasyonları üzerine çalışmalar yapılmaktadır. Bu 

çalışmalarda alınan olumlu sonuçlar neticesinde; immunoterapi ajanlarından PD-1 

inhibitörleri olan pembrolizumab, nivolumab ve PD-L1 inhibitörleri atezolizumab ile 

durvalumab metastatik KHAK tedavisi için kemoterapi ajanlarıyla kombine kullanımına 

FDA’den ilk basamak tedavi rejimi olarak onay verilmiştir (Konala vd. 2020). KHAK için 

birinci ve ikinci basamak tedaviler oldukça sınırlıdır ve yakın zamanda KHDAK 

adenokarsinomunda tümör genomiks çalışmaları ve moleküler hedefe yönelik tedaviler 

KHAK için olumlu bir yanıt oluşturamamıştır.  

Sonuç olarak, KHAK'li hastalar için kötü prognoz devam etmektedir, SE-KHAK 

için ortalama genel sağkalım (OS) 15-20 ay iken YE-KHAK için 8-13 aydır (Chan ve 

Coward 2013). 5 yıllık sağkalım oranları SE-KHAK % 10-13, YE-KHAK için % 1-2 

arasındadır (Zhao vd. 2018). Mevcuttaki sınırlı tedavi seçenekleri, KHAK’ine yönelik yeni 

terapötik yaklaşımların araştırılması için itici güç olmaktadır. 

 

2.3.1 Küçük hücreli akciğer kanserinin genomik yapısı 
 

Küçük hücreli akciğer kanserine moleküler açıdan ilk kez Todd ve arkadaşları 

sitogenetik ve heterozigotluk kaybı (loss of heterozygosity (LOH)) çalışmaları ile öncülük 

etmişlerdir. Yapmış oldukları bu çalışmalarda karsinogenez sonucu meydana gelen 

kromozomal abnormaliteyi belirlemişlerdir. Belirlemiş oldukları defekt, akciğer kanserinin 

bütün alt türlerinde sıklıkla görülen 3. kromozomun kısa kolunda (3p) meydana gelen 

delesyonlardan kaynaklanmaktadır. Tümörigenezde 3p delesyonlarının rolunu açıklığa 

kavuşturmak için KHAK hücre hatlarında mikrosatellit ve floresan in situ hibridizasyon 

deneyleriyle, KHAK’nin 3p21 bölgesinde 1-2 megabazlık homozigot mutasyonların 

olduğunu göstermişlerdir (Todd vd. 1997). 3. kromozomun kısa kolunda meydana gelen 
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bu delesyonlar 3p14.3-3p14.2 lokusunda yer alan FHIT ve 3p12.3-3p12.2 lokusundaki 

ROBO1 tümör baskılayıcı genlerde fonksiyon kaybına neden olabilmektedir (Angeloni 

vd. 2006). KHAK genomik profili üzerine yapılan başka bir çalışmada ise malign 

mezotelyoma (MM) ile KHAK ve KHDAK genomik hibridizasyon analizleri ile 

karşılaştırılmıştır. Tümörlerin patogenezinde yer alan kromozom 4 üzerindeki varsayılan 

tümör baskılayıcı genlerin yerlerini daha kesin olarak belirlemek ve haritalamak 

amacıyla, 16 polimorfik mikrosatellit marker kullanılarak LOH çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. 20 MM, 21 KHAK ve 20 KHDAK hasta genomu ve 14 KHAK ile 17 

KHDAK hücre hattı karşılaştırıldığında, MM ve KHAK, 4q33-34 (bölge R1;>%80), 4q25-

26 (bölge R2;>%60) ve 4p15.1-15.3 (bölge R3;>%50) bölgelerinde yüksek sıklıkta 

kayıplar olurken, KHDAK'de daha düşük (>%20-30) sıklıkta meydana geldiği 

gösterilmiştir (Shivapurkar vd. 1999).  

KHAK genomları son derece yüksek mutasyon oranlarına sahiptir, bir milyon baz 

çifti başına 8.62 non-sinonim mutasyon (Mb) ve, %28 oranında C:G>A:T transversiyonu 

barındırır (Peifer vd. 2012). Önemli ölçüde mutasyona uğramış genler arasında TP53 ve 

RB1 (Horowitz vd. 1990; Takahashi vd. 1989), KIAA1211 ve COL22A1 ile G-protein bağlı 

reseptör sinyal yolağında yer alan RGS7 ve FPR1 genleri yer alır (George, Lim, Jang, 

Cun, Ozretia, vd. 2015)(Şekil 2.4). 
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Şekil 2.4 Küçük hücreli akciğer kanserinde genomik değişiklikler (George, Lim, Jang, Cun, 

Ozretia, vd. 2015). 

 

Ayrıca, sentrozomda fonksiyonel rolleri olan ASPM, ALMS1 ve PDE4DIP genleri 

ve RNA regülasyon geni XRN1 ile tetraspanin geni PTGFRN'de önemli mutasyon 

kümelenmesi meydana geldiği gösterilmiştir (George, Lim, Jang, Cun, Ozretia, vd. 

2015). Bunlara ek olarak RB1 ile yakından ilişkili olan RBL1 ve RBL2 benzer şekilde 

inaktive translokasyonlar sergilemiştir (Schaffer vd. 2010).  

KHAK tanısı almış hastaların tedaviye vermiş oldukları olumsuz yanıtların 

nedenini aramak için onkolojik terapötiklerin hedef genlerine bakıldığında, BRAF, KIT, 

ve PIK3CA genlerinin çeşitli mutasyonlara sahip olduğu gösterilmiştir (Hirota vd. 1998; 

Holderfield vd. 2014; Shibata vd. 2009). KHAK hastalarının genotiplendirilmesi, hedefe 

yönelik terapötik ajanların olası bir yararını daha verimli hale getirmek için çok önemlidir. 

Başka bir çalışmada programlanmış hücre ölümünü veya apoptozu inhibe eden bir 

protein olan Bcl-2'nin yüksek ekspresyon seviyesi radyasyon ve ilaç direncililiği ile 

ilişkilendirilmiştir. Bcl-2'nin yüksek ekspresyon seviyesi küçük hücreli akciğer kanseri 

olguları (%90) ve hücre dizilerinin çoğunda gözlenmiştir ve tedavi stratejisinde hedef gen 

olarak BCL2 tartışılmıştır (Ziegler vd. 2009). 

Hedgehog sinyal yolağı akciğer mikroçevresinden bağımsız olarak KHAK 

hücrelerinde aktif haldedir (Teglund ve Toftgård 2010; Vestergaard vd. 2006). 
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Hedgehong sinyal molekülü Smo’nun aktivasyonu KHAK’de klonojek aktiviteyi sağlarken 

fare deneylerinde karsinogenezin başlamasını ve ilerlemesini desteklediği gösterilmiştir. 

Ayrıca hedgehog siyal yolağının farmakolojik blokajının, özellikle kemoterapiyi takiben 

fare deneylerinde ve insan çalışmalarında KHAK’nin ilerlemesini/büyümesini inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Hastalığın ilerlemesini yavaşlatmak ve kanserin nüksetmesini geciktirmek 

için terapötik bir strateji olarak tanımlanabileceğini savunmuşlardır (Park vd. 2011). WNT 

yolağının aktivasyonu KHAK’de onkogenik bir etki gösterirken NOTCH yolağının 

aktivasyonu tümör gelişimini inhibe etmektedir (Kunnimalaiyaan ve Chen 2007, 

Espinoza ve Miele 2013). KHAK’inde %25 oranında NOTCH sinyal yolağının 

inaktivasyonu gözlenmektedir (Development ve Pharmacology 2015; Espinoza ve Miele 

2013).  

Fosfataz ve tensin homologu (Phosphatase and tensin homolog (PTEN)), 

PI3K/AKT/mTOR yolağını inhibe ederek çeşitli fizyolojik süreçleri düzenler. Shibata ve 

arkadaşları, KHAK hücrelerinde fosfatidilinositol-3-kinaz katalitik α (PIK3CA) 

mutasyonunun, triciribine hassasiyeti arttırdığını göstermişlerdir. Ayrıca, PIK3CA 

mutasyonuna sahip KHAK hücrelerinin cisplatine dirençli olan alt klonunu içeren 

hücreler, triciribine karşı daha yüksek bir hassasiyet göstermektedir (Shibata vd. 2009; 

Vestergaard vd. 2006). 

 Akciğer kanserinde Epidermal Büyüme Faktör Reseptörü hedefli en çok 

kullanılan kemoterapi ajanları arasında tirozin kinaz inhibitörleri (erlotinib, gefitinib, 

afatinib) yer almaktadır. Fakat birinci basamak tedaviden sonra ortalama 12 aylık bir süre 

içinde (Mok vd. 2009), direnç gelişir ve tekrar alınan biyopsi numunelerinde EGFR 

inhibitörlerine karşı edinilmiş çeşitli direnç  mekanizmaları gözlemlenmiştir. En yaygın 

direnç mekanizması, EGFR'de, Adenozin trifosfat (ATP) için reseptörün afinitesini 

arttıran ve inhibitörün varlığında sürekli olarak EGFR sinyalizasyonuna izin veren 

Thr790Met (T790M) mutasyonudur (Yun vd. 2008). Thr790Met mutasyonları, dirençli 

tümörlerden alınan numunelerin %50-60'ında rapor edilmiştir (Sequist vd. 2011; Yu vd. 

2013). EGFR reseptörünün açık kalmasını sağlayan baypas mekanizması MET ve 

HER2 amplifikasyonlarıdır. Bu mekanizma EGFR inhibitörlerine karşı oluşan dirençli 

tümörlerin %15-20'lik kısmında görülmektedir (Engelman vd. 2007; Sequist vd. 2011; Yu 

vd. 2013). EGFR inhibitörlerine karşı bir başka direnç mekanizması, EGFR-mutant 

adenokarsinomunun KHAK’ine histolojik transformasyonudur (Zakowski, Ladanyi, ve 

Kris 2006). Bu histolojik transformasyon üzerine yapılan RNA sekans çalışmalarında 

KHAK’inde EGFR ifadesinin oldukça düşük olduğu gösterilmiştir (George, Lim, Jang, 

Cun, Ozretia, vd. 2015). Yapılan başka bir çalışmada ise EGFR mutasyonu bulunan 

akciğer adenokarsinomlarında yapılan çalışmalar sonucunda KHDAK’den KHAK’ne 



17 

 

dönüşüm sırasında EGFR ifadesinin önemli seviyede azaldığı gösterilmiştir (Şekil 2.5) 

(Niederst vd. 2015; Oser vd. 2015).  

 

KHAK karakterizasyonunda, MYC, MET, SOX2, SOX4, KIT ve FGFR1 genlerinin 

amplifikasyonları saptanmıştır (Gelsomino, Rossi, ve Tiseo 2014; Peifer vd. 2012; Rudin 

vd. 2012; Sos vd. 2012). FGFR1 amplifikasyonu birinci basamak kemoterapiye cevap 

olarak daha kısa progresyonsuz sağkalım ile ilişkilidir (Park vd. 2015). FGFR1 

amplifikasyonunun hem in vitro hem de ksenograft modellerinde, küçük hücreli akciğer 

kanseri için potansiyel bir terapötik hedef olabileceği öngörülmüştür (Park vd. 2015; 

Thomas vd. 2014; Zhang vd. 2015). KHAK örneklerinin %27'sinde SOX2 amplifikasyonu, 

%9'unda RLF–MYCL1 gen füzyonları gözlenmiştir (Gelsomino vd. 2014). SOX2 ve RLF-

MYCL1 füzyonunun tekrarlayan doğası ve fonksiyonelliği sayesinde, KHAK’de terapötik 

müdahale için ek fırsatlar sağlar (Rudin vd. 2012). Son dönemlerde yapılan genom 

düzeyindeki çalışmalarda KHAK vakalarının %16’sında MYC onkogeni ve MYC aile 

üyelerinin amplifikasyonları saptanmıştır (Peifer vd. 2012).  

Yeni nesil sekans kullanılarak insan epigenomunun görselleştirilmesi, epigenetik 

süreçlerin karsinogenezdeki ve özellikle KHAK’deki rolünün belirlenmesini 

kolaylaştırmıştır (Baylin ve Jones 2011; Coe vd. 2013; Poirier vd. 2015). KHAK’nın alt 

tiplerinin belirlenmesi kemoterapik ajanlara verdiği cevapların sınıflandırılması açısından 

metilasyon ve gen ekspresyonlarının önemli olduğu gösterilmiştir (Charles M. Rudin vd. 

2019). KHAK alt tiplerinin belirlenmesinde ASCL1 NEUROD1 genleri öne çıkmaktadır 

(Charles M. Rudin vd. 2019). Yapılan başka bir çalışmada ise ASCL1, NEUROD1, 

Şekil 2.5 Adenokarsinomdan küçük hücreli akciğer kanserine dönüşümesine yol açan moleküler 

olayları gösteren hipotetik model. 
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ASCL2, INSM1, YAP1 ve POU2F3 genlerinin güçlü bir korelasyon sağladığı ve ayrıca 

belirli biyolojik ilginin spesifik genlerin bütününde olduğu gösterilmiştir (Krushkal vd. 

2020). 

 

 

2.4 Epitelyal-Mezenkimal Transisyon 
 

Epitelyal mezenkimal geçiş (EMT), hücrelerin epitel özelliklerini kaybettikleri ve 

mezenkimal hücre fenotip özellikleri kazandıkları hücresel bir süreçtir. EMT, sıklıkla 

embriyogenez tümör başlangıcı, malign ilerleme, tümör sapması, tümör hücre göçü, 

kana intravazasyon, metastaz ve tedaviye direnç gibi çeşitli biyolojik fonksiyonlar ile 

ilişkilendirilmiştir (Brabletz 2012; Brabletz vd. 2018; Craene ve Berx 2013a). EMT ya da, 

mezenkimal epitelyal geçiş (MET), kök hücre farklılaşması veya yeniden programlamada 

önemli roller oynamaktadır (T. Chen vd. 2017). EMT’nin, epitelyal ve mezenkimal 

belirteçlerin farklı seviyelerini ifade eden, epitelyal ve mezenkimal hücreler arasında ara 

morfolojik, transkripsiyonel ve epigenetik özellikler sergileyen, birkaç hücresel durum ile 

karakterize edilen kademeli bir şekilde ortaya çıktığı bilinmektedir (Hong vd. 2015; Jolly 

vd. 2016; Jordan, Johnson, ve Abell 2011; Pastushenko vd. 2018a). Epitelyal ve 

tamamen mezenkimal geçişteki ara durumlara kısmi, eksik veya hibrit EMT durumları 

denir.  

Farklı kanser türlerinde yapılan ksenograft (Pastushenko vd. 2018a) ve hücre 

kültürü çalışmalarında epitelyal, mezenkimal belirteçlerin ekspresyonları araştırılmıştır. 

Meme, pankreatik, böbrek, akciğer, kolorektal ve yumurtalık kanseri hücre dizilerinde, bu 

iki belirtecin eş ifade edildiği hücrelerde, EMT hibrit durumunun varlığı düşünülmektedir 

(Bronsert vd. 2014; Hendrix vd. 1997; Hiew vd. 2018; Sampson vd. 2014; Schliekelman 

vd. 2015; Strauss vd. 2009). İn vitro çalışmalarda hibrit fenotipin artan invazyon ve 

migrasyon yeteneği ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Schliekelman vd. 2015; Strauss vd. 

2011). 

Karsinosarkomlar, klonal kökenli epitelyal ve mezenkimal kısımlar içeren, nadir 

bulunan tümörlerdir. Bu tümörler farklı organlardan gelen primer kanserlerde gözlenen 

spontan EMT paradigmasını temsil eder (Koba vd. 2018; Paniz-Mondolfi vd. 2015; 

Somarelli vd. 2015; Yabuuchi, Tanaka, ve Ono 2018).  

Tip 1 EMT implantasyon, embriyogenez ve organ gelişimi sırasında görülür; bu 

EMT tipi organ fibrozu veya malign metastaz ile ilişkili değildir. Tip 2 EMT, yara 

iyileşmesi, organ fibrozu ve doku rejenerasyonunda rol alır. Yaralanmaya yanıt olarak 

ortaya çıkar ve onarım işlemlerine katkıda bulunur, dokuyu onarmaya yardımcı olmak 
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için fibroblastlar ve diğer hücrelerin üretiminde rol alır. EMT’nin bu tipi genellikle 

enflamasyon ile ilişkilidir ve enflamasyon bitince sonlanır. Eğer iltihaplanma tekrarlarsa 

ve tip 2 EMT uzun sürerse, bu durum organ hasarına neden olabilir ve çok ciddi 

sonuçlara yol açabilir. Son EMT tipi olan tip 3 EMT, kanser progresyonu ve metastazı ile 

ilişkilidir. Bu tip EMT tarafından üretilen hücreler dolaşıma dahil olarak metastaz 

oluşturabilme yeteneğine sahiptir (Şekil 2.6) (Sohal vd. 2013). 

 

  
Şekil 2.6 EMT-Tip 1 embriyo oluşumu EMT-Tip 2 doku rejenerasyonu ve EMT-Tip 3 kanser 

ilerlemesi. 

 

2.4.1 EMT-MET transisyonunda kök hücrelilik ve plastisite 
 

EMT’nin birden çok biyolojik süreçte rol oynadığı bilinmektedir. Bu biyolojik 

süreçlerde hücreler farklı epitel ve mezenkimal hücre fenotipleri sergilemektedir. 

Dolayısıyla hücre farklı transkipsiyonel etkinlik ve epigenetik karakterizasyona 

bürünmektedir. Kanser kök hücreleri, kendi kendine yenilenen ve primer tümörlerde 

bulunan farklı tümör hücresi tiplerine farklılaşabilen, artan tümörijenik potansiyele sahip 

bir tümör hücresi popülasyonunu tanımlar. 

Tümör kök hücreliliğini değerlendirmek için tümör transplantasyonu, tümör 

kökeninin izlenmesi ve köken ablasyon yöntemi dahil olmak üzere hücresel deneyler 

geliştirilmiştir (Nassar ve Blanpain 2016). EMT ve tümör stemness ilişkisi in vivo olarak 

tümör transplantasyonundan sonra artan tümör yayılma potansiyelinin skorlanmasıyla 

gösterilmiştir. Epitel hücrelerinde 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 faktörlerinin artan ekspresyonu, sekonder tümörlerin oluşma 

yeteneklerini arttırır (Mani vd. 2008; Morel vd. 2008). 

Farklı tümör hücresi popülasyonlarının izolasyonunda EpCAM veya E-kaderin 

ifadesi yüksek primer tümörler, EMT tümör hücresi popülasyonlarının, artan tümör 

yayılma potansiyeli ile ilişkili olduğunu göstermiştir (Latil vd. 2017; Rhim vd. 2012). 

Ovaryum kanseri gibi bazı modellerde hibrit EMT fenotipi, artan tümör kök hücrelilik 

fenotipi ile ilişkiliyken, tamamen epitelyal veya tamamen mezenkimal fenotipler, kök 

hücre belirteçlerinin kaybı ve tümörijenisitesi ile ilişkilendirilmiştir (Strauss vd. 2009). 

Hibrit EMT popülasyonları, tümör epitel hücrelerine kıyasla tümör yayılımında beş kat 

daha agresif bir profil sergilemiştir (Pastushenko vd. 2018b).  

EMT'nin sıklıkla epitelyal tümör hücrelerine kıyasla artan tümör yayılımı ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Hibrit EMT popülasyonlarının geç EMT hücrelerine kıyasla daha 

klonojenik olduğunu ortaya koyulmaktadır. Bunlara ek olarak, mikro çevreye bağlı olarak 

farklı EMT alt popülasyonları diğer tüm popülasyonları doğurabilme özelliğine sahiptir, 

ancak bazı popülasyonlar belirli alt popülasyonlara evrilecek şekilde meyillidir. Bu veriler 

EMT'nin sıralı bir şekilde oluştuğunu ve tümör hücrelerinin farklı ara durumlardan 

geçerek epitel durumundan mezenkimal duruma ilerlediğini göstermektedir. Bununla 

birlikte, bazı tümör epitel hücrelerinin doğrudan yüksek mezenkimal durumlara sebep 

olması veya tümör mezenkimal hücrelerinin ara durumlardan geçmeden tümör epitel 

hücrelerine yol açması da mümkündür 

Yukarıda bahsi geçen EMT aşamaları hem tümör kök hücreliliği hem de hücre 

plastisitesine göre 5 sınıfa ayrılmaktadır. Bunlar; stabil epitelyal, erken-faz melez EMT, 

melez EMT, geç-faz melez EMT ve stabil mezenkimaldir (Şekil 2.7) (Pastushenko ve 

Blanpain 2019).  
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Şekil 2.7 EMT, geçiş durumları ve sahip oldukları fonksiyonel özellikler (Pastushenko ve Blanpain 

2019). 

 

 

2.5 Ekstraselüler Matriks ve Fibulinler 
 

Ekstraselüler matriks (Extracellular Matrix (ECM)), doğası ve kompozisyonu 

bakımından çok çeşitlidir. Bu karakteristik özellik, hücreleri destekleme ve hücreler arası 

iletişimi düzenleme gibi birçok işleve hizmet etmesine yardımcı olur. Hücre motilitesini 

kontrol etmenin yanı sıra büyüme, gelişme, yara iyileşmesi ve fibroz için de gereklidir. 

ECM bileşenleri mevcut matrikste salgılanır. ECM'deki birçok protein, lamininler, 

fibronektin ve elastinler gibi nispeten büyük moleküller içeren glikoproteinlerdir. Diğer 

küçük ECM proteinleri hücresel davranışı ve fonksiyonları modüle eder (de Vega, 

Iwamoto, ve Yamada 2009). 

Fibulinler, epidermal büyüme faktörü (Epidermal growth factor (EGF) benzeri bir 

modülün ve benzersiz bir C-terminal fibulin tipi modülün ardışık tekrarları ile ortak bir 

multimodüler organizasyonu paylaşır (Barth vd. 1998). Fibulinler, supramoleküler ECM 

komplekslerinin montajında ve stabilizasyonunda rol almaktadır. ECM'nin yapısına ve 

stabilizasyonuna dahil olmaları nedeniyle, fibulinler doku organogenezi, vaskülojenez, 

fibrojenez ve tümörigenezde rol oynar. Fibulinler, bağ dokusu lifleri, bazal membranlar 

ve kan pıhtıları gibi ECM yapıları ile ilişkilidir (Şekil 2.8) (Argraves vd. 2003; Chu ve 

Tsuda 2004; Timpl vd. 2003).  
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2.5.1 Fibulin protein yapısı 
 

Fibulinler, domain I, II ve III gruplandırılmış modüllerden oluşur. Domain I, N 

terminalini temsil eder ve aile üyeleri arasında değişkenlik gösterir. Domain II, merkezi 

kısmı temsil eder ve bir tandem dizide değişken sayıda EGF benzeri modül içerir. EGF 

benzeri modüllerin çoğu, kalsiyum bağlanması için bir konsensüs sekansı içerir ve 

kalsiyum bağlayıcı EGF (cbEGF) benzeri modüller olarak bilinir. C-terminal kısmı, 

fibülinlere ve fibrillinlere özgü, fibulin tipi modül olarak adlandırılan domain III'tür (Şekil 

2.9 ) (Giltay, Timpl, ve Kostka 1999). Fibulin ailesi iki alt gruba ayrılmaktadır. İlk grup 

fibulin-1 (100 kDa) ve fibulin-2 (195 kDa)’den oluşmaktadır. Fibulin 1 ve 2 diğer üyelerden 

daha büyüktür, çünkü domain I'de parazitlere karşı iltihaplanma ve savunmaya dahil olan 

tamamlayıcı sistemin bileşenleri olan ve ana kısımda daha fazla EGF benzeri modül olan 

üç anafilatoksin (AT) modülü vardır. Ek olarak, fibulin-2 N-terminal alanında sistein 

açısından zengin segmente sahip ve sistein amino asit rezidüleri olan iki ekstra kısım 

içerir (Şekil 2.9). İkinci alt grup üyeleri, fibulin-3, -4, -5, -6 ve -7 formlarından 

Şekil 2.8 Ekstraselüler matriks kompozisyonunda fibulinlerin yeri. 
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oluşmaktadır. Bunların ilk üçü 50-60 kDa arasında bir moleküler ağırlığa sahiptirler ve 

“kısa fibulinler” olarak tanımlanmaktadır. Fibulin-6, 615 kDa moleküler ağırlığa sahip, 

dokuz immünoglobulin C-2 modülü ve altı trombospondin tip I tekrarı ile daha büyük bir 

N-terminal alanı içerir. Fibulin-7 50 kDa ağırlığında, suşi domaini içeren N terminal 

domain I ayrıca protein-protein etkileşimlerini içeren kompleman kontrol proteini (CCP) 

domaini ile kısa konsensüs tekrarı (SCR) olarak da bilinen domainlerden oluşmaktadır. 

Fibulin-3 ile fibulin-7 başlangıçta yeni proteinlerin araştırılması sırasında tanımlanmış ve 

farklı kısaltmalar verilmiştir. Fibulin motifi ve EGF alanlarının tandem dizisini içerdikleri 

için fibülin ailesinin üyeleri olarak sonradan tanınmışlardır (C. vd. 1999; Giltay vd. 1999; 

De Vega vd. 2007). 

 
Şekil 2.9 Fibulin ailesi proteinlerinin domain yapıları (Giltay vd. 1999). 

 

 

2.6 Hipotez 
 

Küçük hücreli akciğer kanseri hücre dizilerinde Fibulin-3’ün epitelyal mezenkimal geçiş 

ve kanser kök hücre fenotipi üzerine etkisi olabilir. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEMLER 
 

 

3.1 Gereçler 
 

Çalışmada kullanılan hücreler Tablo 3.1’de, antikor ve primerler Tablo 3.2’de, 

kitler Tablo 3.3’de ve vektörler Tablo 3.4’de verilmiştir. 
 
Tablo 3.1 Çalışmada kullanılan hücre hatları ve özellikleri. 

Hücre Hattı Çoğalma Özelliği Kökeni 
N417 Süspanse Homo sapiens/ Karsinoma; Küçük 

Hücreli Akciğer Kanseri 
N417-adh Monolayer Homo sapiens/ Karsinoma; Küçük 

Hücreli Akciğer Kanseri 
H209 Süspanse Homo sapiens/ Karsinoma; Küçük 

Hücreli Akciğer Kanseri 
H82 Süspanse Homo sapiens/ Karsinoma; Küçük 

Hücreli Akciğer Kanseri 
HEK293T Monolayer Homo sapiens/ İmmortal böbrek 

epitel hücresi 
 
 
Tablo 3.2 Çalışmada kullanılan antikor primer ve özellikleri. 

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 (oligonükleotit) Sentegen 

Bax Reverse (oligonükleotit) Sentegen 

Bcl-2 Forward (oligonükleotit) Sentegen 

Bcl-2 Reverse (oligonükleotit) Sentegen 

P21 Forward (oligonükleotit) Sentegen 

P21 Reverse (oligonükleotit) Sentegen 

PTEN Forward (oligonükleotit) Sentegen 

PTEN Reverse (oligonükleotit) Sentegen 

Siklin D1 Forward (oligonükleotit) Sentegen 

Siklin D1 Reverse (oligonükleotit) 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 (oligonükleotit) Sentegen 

Fibulin-3 Reverse (oligonükleotit) Sentegen 

Beta-aktin Forward (oligonüleotit) Sentegen 
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Beta-aktin Reverse (oligonüleotit) Sentegen 

Fibulin-3 EcoRI Forward (oligonükleotit) Sentegen 

Fibulin-3 EcoRI Reverse (oligonükleotit) Sentegen 

 

 
Tablo 3.3 Çalışmada kulanılan kitler ve özellikleri. 

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 

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

siRNA- SMART pool 10nmol 
Dharmacon 

EcoRI (NEB# R3195) New England Biolabs (NEB) 
T4 ligaz (EL0011) Thermo Fisher Scientific 
FastAp Thermosensitive Alkaline 

Phosphatase (EF0651) 
Thermo Fisher Scientific 

miRNeasy Mini Kit (Cat No: 217004) Qiagen 
RT2 First Strand Kit (50) Qiagen 
Platinum Taq DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific 
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (204143) Qiagen 

 

 
Tablo 3.4 Çalışmada kullanılan vektörler ve özellikleri. 

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

retroviral vektör (Cat: TR213284) 

Origene 

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

CD510B) 
Dr. Öğr. Üyesi Onur Tokgün 

pMD.G2 (Zarf vektör) Dr. Öğr. Üyesi Onur Tokgün 
psPAX2 (Paketleme vektörü) Dr. Öğr. Üyesi Onur Tokgün 
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Tablo 3.5 Çalışmada kullanılan tamponlar. 

Tamponlar/Solüsyonlar Firma/Marka 
4X Yükleme Tamponu Laemli Buffer (Kat.No: 1610747, BioRad), 

β-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 persülfat (APS) APS (Kat. No:1610700, BioRad) 

Running (Yürütme) Tamponu (25 mM 

Tris, 190 mM Glisin, %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: 10010023ThermoFisher) 

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

Kloroform Kloroform (Kat. No:288306, Sigma-Aldrich) 

Trizol Qiazol (Kat. No:79306, Qiagen) 

İzopropanol Kat. No:109634, Merck 

Etanol  Kat. No:100983, Merck 

Dimetilsülfoksit (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) 

 
  



28 

 

 
 

3.2 Yöntemler 
 

3.2.1 Hücre kültürü 
 

Çalışmada kullanılan, KHAK hücre dizisi H82, H209 Şap Enstitüsünden 

(TÜRKİYE) HEK293T ve N417 hücreleri Prof. Dr. Hakan AKÇA’dan (T.C. Pamukkale 

Üniversitesi, TÜRKİYE) temin edildi. H82 ve H209 ve N417 hücre dizisi %10 fetal dana 

serumu (FBS, Kat. No:10500064, Gibco) ve %0,5’lik penisilin/steptomisin içeren 

RPMI1640 (Kat. No:52400-025, Gibco) besi ortamında, HEK293T hücre dizileri %10 

fetal dana serumu ve %0,5’lik penisilin/steptomisin içeren DMEM (Kat. No:41965-039, 

Gibco) besi ortamında 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli hava ortamında kültüre edildi.  

 

  

H82 H209 

N417 N417-adh 

Şekil 3.1 Çalışmada kullanılan hücre dizilerinin mikroskobik görüntüsü. 
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3.2.2 Hücrelerin çözülmesi ve dondurulması 
 

Daha önceden dondurularak -80°C’de saklanan hücreler önceden ayarlanmış 

olan su banyosunda (37 °C) 1-2 dakika inkübe edilerek çözülmeleri sağlandı. Streril 15 

ml’lik falkon tüp içerisinde 5 ml besiyeriyle karıştırıldıktan sonra 100xg’de 5 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant kısmı aspire edilerek ortamdan 

uzaklaştırıldı ve falkon tüpün dibinde kalan pelet 5 ml besiyeriyle yumuşak bir 

pipetajlamayla homojen hale getirilerek flasklara aktarıldı. 

Hücreleri dondurmak amacıyla 9 ml besiyeri ile 1 ml dimetilsülfoksit karıştırılarak 

%10 dimetilsülfoksit (DMSO) içeren besiyeri hazırlandı. Hücreler dondurma işlemi için 

15 ml’ lik steril falkonlara aktarıldı ve 100xg’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

süpernatant kısım aspire edilerek ortamdan uzaklaştırıldı. Daha önceden hazırladığımız 

%10 DMSO’lu besiyeriyle yumuşak pipetajlama işlemiyle homojen hale getirildi. 

Dondurma işlemi sonrasında hücreler -80 oC’ye kadar dayanıklı özel cryo tüplere 

aktarılarak -80oC’ de saklandı. 

 

3.2.3 RNA izolasyonu 
 

Çalışmada kullanılacak hücrelerde Fibulin-3’ün ekspresyonunu ve hipotezimiz 

gereği mikroarray analizi ve mikroarray analizinin teyiti için qPCR çalışmalarında 

kullanılacak RNA’ların izolasyonu yapıldı; 

i. Hücrelerin adherent ve süspanse özelliklerine göre farklı işlemler yapılarak, 

besiyerleri uzaklaştırılıp PBS ile yıkandı. 

ii. Hücre pelletleri 500 µl trizol ile yeteri şekilde pipetaj yapılarak steril 1,5 ml’lik 

ependorf tüplere aktarılıp 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

iii. 5 dakikalık inkübasyon sonrası 200 µl kloroform eklenip vorteks işleminden 

sonra 2-3 dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

iv. 2-3 dakika inkübe edildikten sonra 12000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifüj edildi. 

v. Santrifüj sonunda 3 farklı faz gözlendi; akuaz faz, beyaz faz ve pembe faz, orta 

kısımda DNA içeriği bulunan beyaz faza temas edilmeden üst faz çekildi. 

vi. Steril ependorf tüpe aktarılan akuaz faza 500 µl izopropil alkol eklenerek 6-8 

defa alt üst yapılıp oda sıcaklığında 10 dakika inkübasyona bırakıldı. 

vii. İnkübasyon sonunda örnekler 12000xg’de 4°C’de 10 dakika santrifüj edildi. 

viii. Santrifüj sonrası pellet hareket ettirilmeden süpernatant ortamdan uzaklaştırıldı 

ve pellete 500 µl %70 etanol eklenerek hafif bir vorteks yapıldı. 

ix. Örnekler 7000xg’de 4°C’ de 10 dakika santrifüj edildi.  
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x. Santrifüj sonrası süpernatant ortamdan uzaklaştırılarak pelletin kuruması için 

ependorf tüplerin kapakları açık bırakıldı. 

xi. Kurumuş olan pelletler 20-25 µl nükleaz içermeyen dH2O’de çözülerek 10 

dakika 60°C’de inkübe edildi. 

xii. İnkübasyon sonunda RNA kalitesi ve miktarı Nanodrop cihazi ile belirlendikten 

sonra örnekler kullanılacağı zamana kadar saklanmak üzere -80°C’ye kaldırıldı. 

 

3.2.4 MiRNA izolasyonu 
 

Fibulin-3 over ekspresyon vektörü, Fibulin-3 siRNA ve Fibulin-3 shRNA’lar 

aracılığıyla Fibulin-3 ifadesi yeniden düzenlenen KHAK hücre dizilerinde Fibulin-3 

ifadesindeki artış ya da azalmaya bağlı olarak ifadesi değişen miRNA’ları belirlemek ve 

mikroarray sonuçlarını teyit etmek amacıyla hücrelerden miRNA izolasyonu yaptık. 

İzolasyon miRNeasy Mini kit (Kat No: Qiagen) aracılığıyla yapıldı. MiRNA izolasyonları 

aşağıda belirtilen protokole göre yapılmıştır:  

i. Hücreler 250xg’de santrifuj edilip besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra pellet PBS ile 

yıkandı. 

ii. Hücre pelletleri 700 µl trizol ile yeteri şekilde pipetaj yapılarak steril 1,5 ml’lik 

ependorf tüplere aktarıldı ve örnekler oda sıcaklığında 5 dakika inkübasyona 

bırakıldı. 

iii. Örnekler oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildikten sonra 140 µl kloroform 

eklenip vorteks işlemi gerçekleştirildi ve oda sıcaklığında 2-3 dakika 

inkübasyona bırakıldı. 

iv. İnkübasyon sonrası örnekler 12000xg’de 4°C’ de 15 dakika santrifüj edildi. 

v. Santrifüj sonunda 3 farklı faz gözlendi; akuaz faz, beyaz faz ve pembe faz. 

*Orta kısımda DNA içeriği bulunan beyaz faza temas edilmeden üst faz çekildi. 

vi. Çekilen üst faz yeni bir tüpe aktarılarak 1,5 katı kadar %100’lük EtOH eklendi 

ve pipetaj yapıldı. 

vii. RNeasy mini spin kolonlara 700 µl örnek aktarıldı. Oda sıcaklığında 8000x g’de 

15 saniye santrifüj edildi ve alt faz atıldı (Örneğin kalan kısmı aynı kolonlara 

aktarılarak vii. basamakta yapılan işlemler tekrarlandı). 

viii. RNeasy mini spin kolona 700 µl Buffer RWT eklenerek oda sıcaklığında 

8000xg’de 15 saniye santrifüj edildi ve alt faz atıldı. 

ix. RNeasy mini spin kolona 500 µl Buffer RPE eklenerek oda sıcaklığında 

8000xg’de 15 saniye santrifüj edildi ve alt faz atıldı. 
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x. RNeasy mini spin kolona 500 µl Buffer RPE eklenerek oda sıcaklığında 

8000xg’de 2 dakika santrifüj edildi ve alt faz atıldı. 

xi. RNeasy mini spin kolon 1,5 ml temiz ependorf tüpe aktarıldı ve kurutma işlemi 

için oda sıcaklığında 16000xg’de 3 dakika santrifüj edildi. 

xii. RNeasy mini spin kolon 1,5 ml temiz ependorf tüpe aktarıldı ve kolona 20 µl 

RNaz içermeyen steril su eklenerek oda sıcaklığında 12000xg’de 1 dakika 

santrifüj edilerek RNA ependorf tüpe aktarıldı. 

xiii. RNA’ların kalite ve konsantrasyonları nanodrop ile ölçüldükten sonra 

kullanılıncaya kadar -80°C’de saklandı.  

 

3.2.5 Nükleik asit miktarının spektrofotometrik olarak belirlenmesi 
 

Örnekleden izole ettiğimiz DNA, RNA ve ayrıca izole edilen RNA’lardan çevirilen 

cDNA nükleik asitlerinin 230 nm, 260 nm ve 280 nm değerleri NanoDrop 2000 cihazında 

ölçülerek her bir örneğin ayrı ayrı konsantrasyonları ve saflık kalitesi hesaplandı.  

Hesaplamalarda 260nm/280nm oranı DNA için ~1.8 RNA için ~2 olarak kabul 

edildi. 

260nm Nükleik asit 

280nm Protein 

230 nm Ortam (şeker, tuz, fenol) 

 

3.2.6 cDNA sentez reaksiyonları 
 

3.2.6.1 Total RNA’dan cDNA eldesi 
 

Hücrelerden izole edilen RNA örneklerinden, EFEMP1 ve ilgili genlerin 

ekspresyon seviyelerini qPCR’da belirlemek için RT2First Strand Kit (Kat. No:330404, 

Qiagen) kullanılarak cDNA reaksiyonları gerçekleştirildi. cDNA reaksiyonunda kullanılan 

kimyasallar ve reaksiyon şartları aşağıda verilmiştir (Tablo 3. 6, 3. 7). 
 

Tablo 3. 6 mRNA’dan cDNA’ya çevirme reaksiyonları (1. basamak). 

 
1.Basamak 

42ºC’de 5 dakika  

                 Buzda 1 dakika  

RNA (200ng- 2μg) 1,5 μg 
Buffer GE 2 μl 

ddH2O Değişken 

Toplam 10 μl 
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Tablo 3.7 mRNA’dan cDNA’ya çevirme reaksiyonları (2. basamak). 

 
 

2. Basamak 

42ºC’de 15 dakika 

95ºC’de 5 dakika 

 

 

Reaksiyon sonunda cihazdan çıkarılan cDNA örnekleri buz üzerine bir süre bekletildikten 

sonra -20°C’de saklandı. 

 

Not: Birinci basamağın reaksiyon süresi tamamlandığında, önceden hazırlanan ikinci 

basamak karışımı tüplere eklenerek ikinci basamak şartları gerçekleştirilir. 

 

3.2.6.2 Total miRNA’nın cDNA’ya çevrimi 
 

Hücrelerden izole edilen total miRNA örneklerinden, miRNA ekspresyon 

seviyelerini Real-Time PCR’da belirlemek için miScript II RT Kit (Kat. No:218161, 

Qiagen) kullanılarak cDNA reaksiyonları gerçekleştirildi. cDNA reaksiyonu için kullanılan 

kimyasallar ve reaksiyon şartları aşağıda verilmiştir (Tablo 3. 8). 
 
Tablo 3.8 miRNA’dan cDNA’ya çevirme reaksiyonları.  

 

 
 

  37ºC’de 60 dakika  

  95ºC’de 5 dakika  

 

 

 

Reaksiyon sonunda cihazdan çıkarılan cDNA örnekleri buz üzerine bir süre bekletildikten 

sonra -20°C’de saklandı. 

 

 

 

 

Control P2 1 μl 

5x Buffer BC3 4 μl 

RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 μl 

ddH2O 3 μl 

Toplam 20 μl 

RNA 1,5 µg 

10X Nucleics Mix 2 µl 

5x Hispect Mix 4 µl 

miScript Revers Transcriptase Mix  2 µl 

ddH2O Değişken 

Toplam 10 µl 
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3.2.7 Real Time PCR (qPCR) 
 

3.2.7.1 Örneklerin mRNA ekspresyon seviyelerinin analizi 
 

KHAK N417, H209 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak artan 

ya da azalan mRNA’ların ifadelerini saptamak amacıyla örneklerden izole edilen 

RNA’lar, cDNA’ya çevrildikten sonra örnekler BrightGreen 2X qPCR MasterMix’i (Kat No: 

MasterMix-S) kullanılarak Corbett Rotor-Gene 6000 cihazında reaksiyonlar 

gerçekleştirikdikten sonra analiz edildi. qPCR reaksiyonunda kullanılan kimyasallar ve 

reaksiyon şartları aşağıda verilmiştir (Tablo 3. 9). 

 
Tablo 3.9 mRNA için qPCR reaksiyon miktarları 

 

95ºC’de 10 dakika     1 Döngü 

95ºC’de 5 saniye  

60ºC’de 60 saniye     40 Döngü 

55ºC-90ºC arası 0,1ºC Melting curve 

 

 
qPCR için reaksiyonlar 3’lü tekrarlı kurulmuştur ve endojen kontrol olarak β-Aktin 

kullanıldı. Sonuçların analizi için kopya sayısı ve 2−ΔΔCq metodu kullanıldı.  

 

3.2.7.2 Örneklerin miRNA ekspresyon seviyelerinin analizi  
 

KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 indüksiyonuyla upregüle ya da 

downregüle olan miRNA’ların ekspresyon seviyelerini saptamak amacıyla örneklerden 

miRNA izolasyonu yaptık. İzole edilen miRNA’lar cDNA’ya çevrildikten sonra örnekler 

QuantiTect SYBR Green (Kat. No:204143, Qiagen) PCR kiti kullanılarak CFX Bio-Rad 

cihazında analiz edildi. qPCR reaksiyonunda kullanılan kimyasallar ve reaksiyon şartları 

aşağıda verilmiştir (Tablo 3. 10). 

 

 

 

 

cDNA (1/5 sulandırılmış) 2,5 µl 

BrightGreen 2X qPCR 5 µl 

Forward (ileri) primer (10 μM)  0,3 µl 

Reverse (geri) primer (10 μM)  0,3 µl 

ddH2O 1,9 µl 

Toplam 10 µl 
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Tablo 3.10 miRNA için qPCR reaksiyon miktarları 

 

95ºC’de 15 dakika     1 Döngü 

95ºC’de 15 saniye  

55ºC’de 30 saniye          40Döngü 

72ºC’de 30 saniye           

55ºC-90ºC arası 0.1ºC Melting curve 

 

 
qPCR için reaksiyonlar 2 tekrarlı kurulmuştur ve normalizatör olarak U6 ve Snord61 

kullanıldı. Sonuçların analizi için 2−ΔΔCq metodu kullanıldı.  

 

3.2.8 Western Blot  
 

KHAK H82, H209 ve N417 ve N417-adh hücre dizilerinde Fibulin-3 protein 

düzeyine ve ilerleyen deneyler sürecinde Fibulin-3’ün upregülasyonu ve 

downregülasyonu sonucu ifadesi değişen proteinlerin ifadeleri SDS-PAGE temelli 

Western Blot yöntemiyle belirlenmiştir. 

 

3.2.8.1 Örneklerden protein izolasyonu 
 

Western Blot deneyinde değerlendirmek üzere kullanılacak proteinlerin 

izolasyonu için aşağıdaki protokol takip edilmiştir. 

i. Hücreler 250xg’de santrifuj edilip besiyeri uzaklaştırıldıktan sonra soğuk PBS 

ile 2 kez yıkandı. 

ii. 15000xg’de santrifüj edilip PBS uzaklaştırıldıktan sonra 1X RIPA + proteaz 

inhibitör kokteyli (Kat. No: 5871, Cell Signaling Technology) buffer (Kat. No: 

9806, Cell Signaling Technology) ile iyice pipetaj yapıldı. 

iii. RIPA buffer ile homojen hala getirilen örnekler 15 dakika buz üstünde inkübe 

edildi.  

iv. Bir seri pipetaj ve vorteks işleminden sonra buzda 30 dakika inkübasyona 

bırakıldı. 

v. İnkübasyon sürecinin sonunda 15000xg’de +4oC’de 15 dakika santrifüj edilerek 

süpernatant steril ependorf tüplere aktarıldı. 

 

cDNA (1/5 sulandırılmış) 2 µl 

2x QuantiTect SYBR Green 
PCR Master Mix 

10 µl 

10x miScript Primer Assays   2 µl 

10x Universal Primer  2 µl 

ddH2O 4 µl 

Toplam 20 µl 
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3.2.8.2 Protein miktar tayini 
 

Protein izolasyon işlemi tamamlandıktan sonra Bradford metoduyla miktar tayini 

yapıldı. 

i. 1/1000 oranında sulandırılmış protein örneklerinin ¼’ü oranında Bradford dye 

reaktifi (Kat No: BioRad 500-0006) eklendi.  

ii. Ölçüm eğrisi için 25, 12.5, 5, 2.5 ve 1 µg BSA standartları kullanıldı. 

iii. Hazırlanan örnekler ve standartlar 96 kuyucuklu plaklara dağıtıldı.  

iv. Absorbans ölçümler 595 nm dalga boyunda Glomax Multi Detection System 

(Promega) cihazında gerçekleştirildi. 

 

3.2.8.3 SDS-PAGE jelin hazırlanması ve Western Blot analizi 
 

Western blot analizi aşamalarında kullanılan kimyasallar ve hazırlanışı aşağıda 

belirtildiği gibi yapılmıştır.  

 

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) için poteinlerin yüklemeye 

hazırlanması: 

i. Bradford sonucuna göre bütün örnekler 50 µg protein yüklenecek şekilde steril 

ependorflara aktarıldı.  

ii. 3:1 oranında olacak şekilde steril ependorflara aktarılan proteinler 4x yükleme 

tamponu ile pipetaj yapılarak homojen hale getirildi. 

iii. Ependorfların kapakları kıskaç ile tutturulduktan sonra 95°C’de 5 dakika 

inkübasyona bırakıldı. 

iv. İnkübasyon sonrası kısa bir santrifüj yapılan örnekler daha önceden hazırlanan 

yürütme tamponunda bekleyen jele yüklendi. 

 

4X Yükleme Tamponu:  

900 μl Laemli Buffer (Kat.No: 1610747, BioRad), 100 μl β-merkaptoetanol (Kat. 

No:805740, MerckMillipore). 

 

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) için jelin hazırlanması ve 

örneklerin yüklenmesi: 

i. Mini-PROTEAN (BioRad) Western Blot sisteminin stantları hazırlandı.  

ii. Tablo 3.10’da verilen protokole göre ayrıştırma ve yüklelme jelleri istenilen 

konsantrasyonlara göre hazırlandı. 
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iii. Jel stantlarında tamamen polimerize olmuş olan jeller yürütme tankına 

yerleştirildi. 

iv. Yürüme tankına, istenilen seviyeye kadar yürütme tamponu koyuldu.  

v. Yüklemeye hazır haldeki örnekler yürütme tamponundaki jellere seri bir şekilde 

yüklendi. 

vi. Örneklerin yükleme işlemi bittikten sonra jeller 100 V’ta 90 dakikada yürütüldü. 

 
Tablo 3.11 Western blot jel hazırlama tablosu 

 Ayrıştırma Jeli 

(Separating) %8 

Ayrıştırma Jeli 

(Separating) %10 

Yükleme Jeli 

(Stacking) %5 

dH2O 4.6 ml 6,15 ml 3,05 ml 

%30 Akrilamid/bis-akrilamid 

(29:1, Kat. No: 1610156, 
BioRad)  

2.7 ml 5 ml 850 ml 

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 µl 150 µl 50 µl 

%10 Amonyum persülfat 

(APS) 
100 µl 75 µl 25 µl 

TEMED (Kat. No:1610800, 

BioRad)  
6 µl 7,5 µl 5 µl 

 

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

100 ml’lik 1,5 M Tris Base için; 18.17 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop) tartıldı ve 70-

80 ml dH2O ile çözüldü pH: 8.8’e ayarlanarak son hacim 100 ml’ye tamamlandı. 0.8 μm’lik 

filtreden geçirilerek kullanılıncaya kadar +4oC’te saklandı. 

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

100 ml’lik 0,5 M Tris Base için; 6.04 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop) tartıldı ve 70-80 

ml dH2O ile çözüldü pH: 6.8’e ayarlanarak son hacim 100 ml’ye tamamlandı. 0.8 μm’lik 

filtreden geçirilerek kullanılıncaya kadar +4oC’te saklandı. 

%10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS): 

100 ml’lik %10 SDS için; 10 gr SDS tartıldı, 100 ml dH2O ile çözüldü. 0.8 μm’lik filtreden 

geçirilerek kullanılıncaya kadar +4oC’de saklandı. 

%10 Amonyum persülfat (APS): 
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250 µl %10’luk APS için; 0.025 gr APS (Kat. No:1610700, BioRad) tartıldı ve 250 µl dH2O 

ile çözüldü ve kullanılıncaya kadar +4oC’de saklandı. 

Running (Yürütme) Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0.1 SDS):  

İki jel yürütmek için (1 L); 3.03 gr Tris Base, 14.26 gr Glisin (Kat. No: GLN002, BioShop) 

ve 1 gr SDS (Kat. No: SDS001, BioShop) tartıldı ve dH2O ile çözüldü.  

 

 

PVDF membrana ıslak transfer: 

i. Elektroforez sonrası ayrıştırma jeli transfer tamponunun için 15 dakika inkübe 

edilerek dengeleme işlemi yapılmıştır. 

ii. PVDF (Polyvinylidene flüoride, Kat. No: IPVH00010, Merck Millipore) membran 

oda sıcaklığında metanolde 5 dakika inkübe edildi. 

iii. Transfer tamponunda dengelenmiş jel, PVDF membran ve önceden kesilip 

hazırlanmış kurutma kağıtlarıyla sandiviç modelinde hazırlanmıştır.   

iv. Islak transfer için +4°C’de 70-100 mA’de 16-24 saat transfer işlemi yapılmıştır. 

v. Transfer işleminin başırılı bir şekilde olup olmadığını kontrol etmek için 5 dakika 

Ponceau S boyası ile inkübe edilerek membrandaki bantlar gözlemlendi.  

 

Transfer Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0.05 SDS):  

1 L’lik transfer tamponu hazırlamak için; 2.42 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop), 11.41 

gr Glisin (Kat. No: GLN002, BioShop) ve 0.4 gr SDS (Kat. No: SDS001, BioShop) 800 

ml dH2O ile çözüldü ve daha sonra eklemek üzere 200 ml metanol ile +4°C’de 

inkübasyona bırakıldı. 

3.2.8.4 İmmunoblotlama ve görüntüleme 
 

Transfer işlemi tamamlanmış membranın immunblotlama ve görüntüleme işlemi 

aşağıdaki protokole göre yapılmıştır. 

i. Transfer işlemi bittikten sonra membranlar jelin boyuna uygun bir şekilde 

kesilerek SDS’i uzaklaştırmak için 5 dakika TBS-T ile 150-200 rpm’de 

çalkalanarak yıkandı. 

ii. %5’lik yağsız süt (Kat. No: 170-6404, BioRad) ile 90-120 rpm’de 1-2 saat 

bloklama yapıldı. 

iii. Primer antikor için 1:200-1:1000 oranında hazırlanan %5'lik yağsız süt veyahut 

%5'lik BSA ile oda sıcaklığında 1 saat ya da 4°C’te 16 saat çalkalanarak inkübe 

edildi. 
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iv. Primer antikor inkübasyonundan sonra membran, TBS-T ile oda sıcaklığında 5-

15-5 dakika 150-200 rpm’de çalkalanarak yıkandı. 

v. Yıkama işleminden sonra membran HRP (Horseradish Peroksidaz) bağlı 

sekonder antikor (Kat. No: 5450-0010, Seracare) ile 1:10000 oranında 

hazırlanan %5'lik yağsız süt ile oda ısısında 1 saat boyunca 90-120 rpm’de 

çalkalanarak inkübe edildi. 

vi. Sekonder antikor inkübasyonudan sonra TBS-T ile oda sıcaklığında 5-15-5 

dakika 150-200 rpm’de çalkalanarak yıkandı. 

vii. Yıkama işlemleri sonunda kemilüminesans reaksiyon için Enhanced 

Chemiluminescence (ECL Kat. No: WBLUF0500, Millipore) kullanılarak spesifik 

protein bantları Odyssey ® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) 

görüntüleme cihazında görüntülenerek 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 hazırlamak için; 48.46 gr Tris (Kat. No: TRS001, BioShop), ve 175.32 gr 

NaCl (Kat. No: SOD001, BioShop) 1 L dH2O’da çözüldü. 

1X 1 L TBS-T hazırlamak için; 50 ml 20X TBS, 950 ml dH2O ve 1 ml Tween 20 çözeltisi 

hazırlandı. 

%5’lik yağsız süt/BSA: 

50 ml %5’lik yağsız süt/BSA hazırlamak için; 2.5 gr yağsız süt tozu/ BSA (Kat. No: 170-

6404, BioRad) 50 ml TBS-T de çözüldü. 

 

3.2.9 siRNA ve plazmit DNA transfeksiyonları 
 

Tez çalışması boyunca Fibulin-3’ün aşırı ifadesini sağlamak için ekspresyon 

vektörü FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP (Plasmid 29703) vektörü kulanıldı. Fibulin-3 

ifadesini baskılamak için mRNA’sını hedef alan ON-TARGETplus Human EFEMP1 

(2202) siRNA-SMART pool 10nmol kullanıldı. Çalışmada kullanılan hücre hatları 

transfeksiyon için 6 kuyucuklu plakaya ekim yapılarak tablo 3.11 ve 3.12’de verilen 

değerler doğrultusunda gerçekleştirildi. 

 

 

 

 



39 

 
Tablo 3.12 Fibulin-3 ekspresyon vektörü için transfeksiyon oranları. 

FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP 

Ekilen hücre miktarı 1x105 

A 
Plazmit DNA 2,5 µg 

Opti-MEM ~125 µl 

B 
Lipofectamin 2000 5 µl 

Opti-MEM 120 µl 

 
Tablo 3.13 Fibulin-3 siRNA için transfeksiyon oranları. 

ON-TARGETplus Human EFEMP1 siRNA 

Ekilen hücre miktarı 2x105 

A 
siRNA (10 µM) 4-8 µl 

Opti-MEM 121-117µl 

B 
Lipofectamin 2000 5 µl 

Opti-MEM 120 µl 

 

Transfeksiyon için hazırlamış olduğumuz A ve B tüpleri oda sıcaklığında 5 dakika 

inkübe edildikten sonra A tüpü B tüpüne aktarılarak pipetaj yöntemiyle homojen hale 

getirildi. Karışım oda sıcaklığına 15 dakika inkübe edildikten sonra yaklaşık 10-15 cm 

yukarıdan hücrelere damla damla verildi. 

 

3.2.10 Antisense ekspresyon vektörlerinin oluşturulması 
 

Fibulin-3 ifadesinin tespit edildiği hücrelerde Fibulin-3 ifadesini baskılamak için 

lentiviral kalıcı antisense ekspresyon vektörünü oluşturmayı planladık. Ekspresyon 

vektörü için pCDH-CMV-MCS-EF1-NEO (System Biosciences) (Şekil 3.2) ve yabanıl tip 

Fibulin-3 cDNA’sı içeren FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP (Plasmid 29703) addgene (Şekil 

3.4) vektörlerini kullandık. Klonlamada kullanılacak insert Fibulin-3 cDNA’sına uygun 

tasarladığımız restriksiyon dizisine sahip primerler kullanarak istenilen bölge PCR 

yöntemiyle çoğaltıldı. 

 

3.2.10.1 Fibulin-3 insert’ünün eldesi 
 

Klonlamada kullanılan insert DNA’nın elde edilmesinde primerlerin başlangıç 

bölgelerine FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektörünü herhangi bir noktasından kesmeyen 



40 

 

EcoRI restriksiyon dizileri eklenerek tasarlandı. Bu primerler kullanılarak başlangıç ve 

bitiş kodonlarını içeren Fibulin-3 cDNA+V5 His Tag bölgesinin çoğaltılması 

gerçekleştirildi (Şekil 3.2, Şekil 3.3). Fibulin-3 antisense vektörün tasarlanmasında 

kullanılan primerler ve validasyon çalışmalarındaki PCR şartları aşağıda verilmiştir 

(Tablo 3.13). 

 

Şekil 3.2 İnsert DNA’nın vektör haritası üzerinde gösterimi.  
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Klonlama primerlerinin tasarımı: 

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

yardımcı ekstra baz çiftleri (3-6 bp) 

Fibulin-3 cDNA’sına GÖRE 

Forward 

5’-ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTTCCT-3’ 

R 

CGCCGAATTCCTAAAATGAAAATGGCCC (EcoRI) 

Fibulin-3 cDNA and pcDNA4 V5 His Tag 

F 

ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTCCT (EcoRI) 

Reverse 

5’-CGCGGAATTCTCAATGGTGATGGTGATGATGAC-3’ 

Şekil 3.3 Klonlama primerlerinin tasarımı. 

Fibulin-3 cDNA’sına GÖRE 

Forward 

5’-ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTTCCT-3’ 

R 

CGCCGAATTCCTAAAATGAAAATGGCCC (EcoRI) 

Fibulin-3 cDNA and pcDNA4 V5 His Tag 

F 

ATTAGAATTCGCCACCATGTTGAAAGCCCTTTCCT (EcoRI) 

Reverse 

5’-CGCGGAATTCTCAATGGTGATGGTGATGATGAC-3’ 
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Restriksiyon enzim (RE) kesim bölgesi: Klonlama primerine takılmış kesim bölgesi (6-

8 bp) 

Kozak konsensus dizisi: mRNA’nın ribozomun küçük alt birimine bağlanmasını 

kolaylaştırarak translasyonu başlatan konsensus nükleotit dizisidir (6 bp). 
Hibridizasyon dizisi: Çoğaltılacak diziye bağlanan primer dizisi (18-29 bp). 

 

 

 

95ºC’de 1 dakika     1 Döngü 

95ºC’de 20 saniye  

62ºC’de 25 saniye     40 Döngü 

72ºC’de 30 saniye 

72ºC’de 10 dakika 

 

 

 

Not: Klonlama primerlerinin optimum çalışma protokolünü belirlemek için farklı PCR 

karışım konsantrasyonlarında gradiyent PCR yapılmıştır.  

3.2.10.2 pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro lentiviral vektörü ve insert Fibulin-3’ün EcoRI 
RE kesimleri  

 

FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektöründen çektiğimiz insert Fibulin-3’ün ve 

pCDH-CMV-MCS-EF1 vektörünün enzim kesimleri için EcoRI HF (Kat No: R0310, NEB) 

restriksiyon enzimi kullanılmıştır (Tablo 3.14). 

 
Şekil 3.4 pCDH-CMV-MCS-EF1-puro lentiviral vektör haritası ve restriksiyon enzimleri. 

Tablo 3.14 PCR reaksiyon miksleri ve şartları. 

DNA  2 µl 

5X Buffer 10 µl 

MgCl2 1,5µl 

dNTP 1,2 µl 

Forward (ileri) primer (10 μM)  1 µl 

Reverse (geri) primer (10 μM)  1 µl 

ddH2O 32,8 µl 

Toplam 50 µl 
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Tablo 3.15 Restriksiyon enzim kesim protokolleri. 

 
 
          37ºC’de 1 saat 

          65ºC’de 20/5 dakika 
 
 
 

 

Plazmid ve insert DNA’nın enzim kesim işleminden sonra ürünlerin Omega EZNA 

Cycle Pure kit kullanılarak saflaştırmaları yapıldı. Saflaştırma işleminden sonra ürünler 

%0,8-1’lik hazırlanmış agaroz jelde kontrol edildi. Purifikasyon işlemi için kullandığımız 

kitin protokolü; 

i. 50 µl ürüne 50 µl dH2O eklenerek pipetaj yapıldı. 

ii. 100 µl’lik karışım 500 µl CP buffer ile homojen hale gelene kadar pipetaj yapıldı. 

iii. 600 µl’lik karışım kolonlara aktarılarak 12000xg’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

iv. Kolonlara 750 µl yıkama bufferı aktarılarak 12000xg’de 1 dakika santrifüj 

yapıldı. 

v. Kolonlara kurutmak amaçlı yeni toplama tüplerine aktarıldı ve 12000xg’de boş 

santrifüj yapıldı. 

vi. Kurutma işleminden sonra kolonlar steril 1,5 ml’lik ependorflara aktarılıp 

12000xg’de santrifüj yapılarak ürün 50 µl toplama buffer ile toplandı. 

 

3.2.10.3 Agaroz jel elektroforezi 
 

Plazmid, insert DNA, PCR ürünleri ve enzim kesim ürünlerinin kontrolu için %0.8-

1’lik agaroz jelde görüntüleme yapıldı. Elektroforez işlemleri; 

i. %1’lik agaroz jel için 1 gr agaroz tartilip 100 ml TBE’de çözüldü. 

ii. Agarozun çözünmesi için çözelti mikrodalga fırında kaynatıldı. 

iii. Çözelti hafif soğutulduktan sonra 1µl akridil orange eklendi. 

iv. Önceden hazırlanmış tanka dökülerek donmaya bırakıldı. 

v. Örnekler jele yüklendikten sonra 1X TBE buffer içinde 90-120 voltta yürütüldü. 

 

 

 

 EcoRI HF RE EcoRV RE 

Plazmid vektörü 1 ug  1 ug  

Kesim enzimi 1 μl  2 μl  

Cut Smart Buffer/Buffer R 5 μl  2 μl  

dH2O değişken değişken 

Toplam 50 μl 20 μl 
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3.2.10.4 insert DNA Fibulin-3’ün agaroz jelden eldesi  
 

 İnsert Fibulin-3’ün enzim kesim ve saflaştırma işleminden sonra agaroz jelde 

kontrol edilmiştir. Daha sonra ürünlerimiz GenepHlow (Kat. No: DFH300) kitinin aşağıda 

verilmiş olan protokolüne göre agaroz jelden tekrar elde edilmiştir. 

i. UV altında bantlar teyit edilip belirlendi. 

ii. Fibulin-3 için 1.5 kb’lik bantlar kesilip ependorflara aktarıldı (~300 µg jel). 

Aktarılan bantlar UV altında tekrar kontrol edildi. 

iii. Jellerin aktarıldığı ependorflara 500 ml PCR/gel Buffer eklenerek vorteks 

yapıldı. 

iv. Örnekler 56 oC’de 15 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sırasında her 3 dakikada 

bir tüpler alt üst yapıldı. 

* Eğer miksin rengi sarıdan mora dönerse 10 µl 3M NaCl eklenir. 

v. Örnekler DFH kolona aktarıldı ~800 µl ve 14-16000xg’de 30 saniye santrifüj 

yapıldı. 

vi. Kolona 400 µl W1 buffer koyularak 14-16000xg’de 30 saniye santrifüj edildi. 

vii. Kolona 600 µl Wash Buffer koyulduktan sonra oda sıcaklığında 1 dakika inkübe 

edilip 14-16000xg’de 30 saniye santrifüj edildi. 

viii. Kolon steril bir toplama tüpüne aktarılıp kapağı açık bir şekilde 16000xg’de 2 

dakika santrifüj edildi. 

ix. Son aşama olarak kolon steril ependorfa aktarılıp 20-50 µl Elution Buffer ile 14-

16000xg’de santrifüj edilerek ürünler toplandı. 

x. Örneklerin konsantrasyonları Nanodropta ölçüldükten sonra -20oC’de saklandı. 

 

3.2.10.5 pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektörünün alkalen fosfataz işlemi ve 
purifikasyonu  
 

pCDH-promoter-MCS-EF1 lentiviral vektörünün enzim kesimi yapıldıktan sonra 

self ligasyonun önlemek için 5’ fosfat gruplarının defosforile olması gerekmektedir. 

Vektörün alkalen fosfataz işleminde FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Kat 

no: 18009-27) enzimi kullanılmıştır (Tablo 3.15).  
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          37ºC’de 30 dakika 

          75ºC’de 5 dakika 
 

 

Alkalen fosfataz işleminin sonunda pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektörü, 

fenol-kloroform-izoamilalkol ile aşağıdaki basamaklar uygulanarak saflaştırıldı. 

i. 100 µl ürüne 100 µl fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1) eklenerek vorteks 

yapıldı. 

ii. Karışım 10 dakika buzda inkübe edildikten sonra +4 oC’de 12000xg’de 10 

dakika santrifüj edildi. 

iii. Supernatant steril bir ependorfa aktarıldı ve aktarılan supernatant kadar fenol-

kloroform-izoamilalkol (25:24:1) eklenip vorteks yapıldıktan sonra ii. basamak 

tekrarlandı. 

iv. Aqua faz steril bir ependorfa aktarılarak 1:10 oranında 3M NaAc eklenerek 

pipetaj yapıldı. 

v. Son hacmin 2.5 katı kadar soğuk %100 EtOH eklendi ve -20 oC’de 2 saat inkübe 

edildi.  

vi. Örnekler +4 oC’te 12.000xg’de 10 dakika santrifüj edilerek supernatantı atıldı.  

vii. Pelletin olduğu ependorf 5-10 dakika kurumaya bırakıldı. 

viii. Pellet kurutulduktan sonra 25 μl nükleaz içermeyen dH2O’da çözüldü.  

ix. Elde edilen DNA konsantrasyonu Nanodrop cihazında ölçüldükten sonra -20 
oC’de saklandı. 

 

Not: Ligasyon işlemi için insert Fibulin-3 ve alkalen fosfataz işlemi yapılmış vektör 

%0.8’lik agaroz jelde miktarlarının teyiti için yürütüldü. Jel görüntüsü dansitometrik olarak 

analiz edilerek miktarların doğruluğu kontrol edilmiştir. 

 

3.2.10.6 DNA ligasyonu 
 

DNA ligasyon işleminde, restriksiyon enzimiyle kesilmiş vektör ve insert Fibulin-

3’ün serbest 5’ fosfat ve serbest 3’OH uçları arasında fosfodiester bağı oluşturulur. DNA 

fragmentleri arasındaki fosfodiester bağların gerçekleşmesi için T4 DNA Ligase (Kat. No: 

EL0014, Thermo Fisher Scientific) kiti kullanılmıştır (Şekil 3.5). Bu çalışmada ligasyon 

Tablo 3.16 Alkalen fosfataz reaksiyon tablosu. 

Plazmid vektörü 1 ug  

FastAP enzimi 1 μl  

10X Buffer 2 μl  

dH2O değişken 

Toplam 20 μl 
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reaksiyonunu gerçekleştirmek için 1X T4 DNA ligase buffer 4X restriksiyon endonükleaz 

enzimleri ile kesilmiş vektör ve 1X insert DNA PCR ürünleri aşağıdaki tabloda verilen 

protokole göre hazırlandı (Tablo 17).  

 
 

 
 
        16-24 ºC’de 24 saat 

 
 
 

 

 

Tablo 3.17 Ligasyon için reaksiyon protokolü 

10X T4 DNA Ligase Buffer 2 μl 

Vektör DNA (7,5kb)  4X ng  

İnsert DNA (1,5 kb)  1X ng  

T4 DNA Ligaz 1 µl 

dH2O  değişken 

Toplam 20 µl 
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Şekil 3.5 Antisense Fibulin-3 vektörünün tasarım şeması. 

 

3.2.10.7 Luria-Bertani (LB) Broth besiyeri hazırlanması 
 

Transformasyon işlemi için DH5-alfa kompetent E. coli (Kat. No:C2987H, NEB) 

medyası olarak kullanılmak üzere LB-Broth besiyerleri hazırlandı. 
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i. 250 ml’lik LB-Broth besiyerleri için 6.25 gr LB Broth (Kat. No:110285, Merck) 

tartılıp 250 ml dH2O ile çözüldü. 

ii. 500 ml’lik erlenlerin içerisine hazırlanan besiyerleri otoklav ile sterilize edilerek 

kullanılmak üzere seçilim markeri eklenerek kadar +4°C’de saklandı. 

3.2.10.8 LB Broth agar besiyeri hazırlanması 
 

Transformasyon işleminden sonra tek koloni seçimi için katı LB-Broth agar 

besiyeri kullanıldı. Bu besiyerinin hazırlanması için aşağıdaki protokol takip edildi. 

i. 100 ml’lik katı LB-Broth agar besiyerleri için 2.5 gr LB Broth (Kat. No:110285, 

Merck) ve 1.5 gr agar (Kat. No:05039, Sigma-Aldrich) tartılıp 100 ml dH2O ile 

çözüldü. 

ii. 250 ml’lik erlenlerin içerisine hazırlanan besiyeri sterilizasyon için otoklavlandı.  

iii. Otoklav sonrası LB-Broth agar besiyeri yaklaşık 40-50°C’ye kadar 

soğutulduktan sonra 100 μg/ml seçilim markeri (amfisilin (Kat. No: BP1760, 

Fisher Scientific)) eklendi. 

iv. LB-Broth agar besiyeri donmaya başlamadan steril petrilere aseptik koşullarda 

yaklaşık 10 ml olacak şekilde döküldü. 

v. Petrilerdeki LB-Broth agar besiyerleinin donması beklenirken petrilerin çevresi 

parafinlendi. 

vi. Kullanılacağı zamana kadar +4°C’de ışık görmeyecek şekilde (1 ay’a kadar) 

muhafaza edildi. 

 

3.2.10.9 Kompetent bakteri hazırlanması 
 

Transformasyonda kullanacağımız kompetent bakterilerin hazırlanmasında 

CaCl2 protokolü uygulandı. 

i. -80 oC’ de %50’lik gliserol içinde saklanan bakteriler 5 ml LB-broth besiyerinde 

16-24 saat 370C’de 200 rpm’de sallanarak çoğaltıldı. 

ii. Çoğalma olan tüplerden 1 ml alınarak 25-30 ml LB-Broth besiyerinde 45-60 

dakika 370C’de 200 rpm’de sallanarak inkübe edildi. 

iii. İnkübasyon sonrasında buz içerisinde 10 dakika bekletildikten sonra örnekler 

1000xg’ de 10 dakika santrifüj edildi. 

iv. Pellet 10 ml soğuk 100 mM CaCl2 ile pipetaj edilerek süspanse hale getirildikten 

sonra 30 dakika buz üzerinde inkübe edildi. 

v. İnkübasyon sonunda örnek 1000xg’ de 10 dakika santrifüj edildi. 
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vi. Pellet 2.5 ml %50’lik gliserolde süspanse edilerek, 100 µl olacak şekilde 

alikatlandı. 

vii. Kompetent bakteriler (DH5α) kullanılacağı zamana kadar -800C’de saklandı. 

 

3.2.10.10 DH5α hücrelerine transformasyon 
 

Transformasyon aşamasında E. coli’nin bir suşu olan DH5α (Kat. No:C2987H, 

NEB) kullanıldı. Çalışma aseptik koşullara uyularak bek alevi altında aşağıdaki protokole 

göre gerçekleştirildi. 

i. Kompetent DH5α hücreleri -80oC’den çıkarıldıktan sonra 10 dakika buzda 

bekletilerek çözüldü.  

ii. Çözünmüş hücreler ve ligasyon ürünü buzda bekletilmiş steril ependorfa 

aktarıldıktan sonra 30 dakika buzda inkübe edildi. 

iii. Hücreler su banyosunda 420C’de 30 saniye inkübe edildikten sonra 5 dakika 

buzda bekletildi.  

iv. İnkübasyonun sonunda 900 μl oda sıcaklığına getirilmiş SOC besiyeri eklenerek 

370C’de 1 saat boyunca 200 rpm’de sallanarak inkübe edildi. 

*Katı LB-Broth agar ısınması için 20-25 dakika önceden oda sıcaklığına gelmesi 

için +4oC’den çıkarıldı. 

v. İnkübasyon sonrası SOC besiyerli örnekler antibiyotik (Amp) içeren katı LB-

Broth agarlı petrilere yayma yöntemiyle ekildi.  

 

3.2.10.11 Tek koloni seçimi 
 

Saf bakteri elde etmek için tek koloni seçilimi yapıldı. Antibiyotikli (Amp) katı LB-

Broth agarlı besiyerine yayma yöntemiyle ekilen bakterilerden, çoğalan kolonilerden 

rastgele 12 tanesi seçilerek aşağıda belirtilen protokole göre ekim yapıldı. 

i. 50 ml’lik falkonda hazırlanan 36 ml LB-Broth + 18 µl Amp’li sıvı besiyeri 15 ml’lik 

falkonlara 4’er ml alikatlandı. 

ii. Bek alevi altında, petride seçilen koloniler 10 µl’lik pipet ucuyla koloninin 

ortasına dokunularak falkonlara alikatlanmış LB-Broth besiyerlerine aktarıldı. 

iii. 4 ml’lik LB-Broth besiyerindeki bakteriler 16-24 saat 370C’de 200 rpm’de 

sallanarak inkübe edildi. 

*İnkübasyon sonunda 250 µl %50 gliserol + 250 µl bakteri cryo tüpe aktarılarak 

-80 oC’de saklandı. 
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iv. İnkübasyonun sonunda çoğaltılan bakteriler 3.2.11 Plazmid İzolasyonu başlığı 

altında verilen protokole göre izole edildi. 

 

3.2.11 Plazmid izolasyonu 
 

Plazmid izolasyonu HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Kat. No:12663, Qiagen) kullanılarak 

gerçekleştirildi. İzolasyon protokolü aşağıda belirtilen şekilde gerçekleştirildi. 

i. Kompetent bakteriler 250 ml sıvı LB besiyerine ekilerek 370C’de sallamalı 

inkübatörde çoğaltıldı. 

ii. Bakteri içeren 250 ml’lik besiyeri 50 ml’lik falkon tüplere dağıtılarak 6000xg 

4°C’de 15 dakika santrifüj edildi. (İstenirse protokole daha sonra devam etmek 

için hücre pelletinin -20°C’de saklanması gerekir). 

*Buffer P3 Kullanılmadan 30 dakika önce buza koyulur. 

iii. Santrifüj sonrası elde edilen pellet 10 ml Buffer P1’de çözülerek, 10 ml Buffer 

P2 eklenerek 4-6 kez ters yüz edildi. 

iv. 5 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra (Bekleme süresinde QIAfilter 

Maxi Cartridge’in çıkış yeri vidalanarak uygun bir spora yerleştirilerek 

hazırlanır). 

v. 10 ml Buffer P3 eklenerek 4-6 kez ters yüz edilip, falkondaki lizat daha önceden 

hazırlanmış olan QIAfilter Cartridge’nin içerisine dökülüp 10 dakika oda 

sıcaklığında bekletildi.  

vi. HiSpeed Maxi Tip’in dengelenmesi için 10 ml Buffer QBT yerçekiminin etkisiyle 

kolondan geçirilerek hazırlandı. 

vii. QIAfilter Cartridge’nin çıkış yerindeki vida çıkarılarak, pistonu yerleştirilip 

nazikçe sabit bir kuvvet uygulanarak daha önce dengelenmiş olan HiSpeed 

Tip’in içerisine döküldü. 

viii. HiSpeed Tip’in içerisine dökülen lizat, yerçekiminin etkisiyle kolondan geçirildi. 

ix. HiSpeed Tip’in içerisine 60 ml QC eklenerek yavaşça kolondan geçirilerek 

yıkandı (yerçekiminin etkisiyle). 

x. 15 ml QF buffer eklenerek steril bir falkonun içerisine yavaşça akıtıldı. 

xi. Falkonun içerisine akıtılmış olan örneğin içerisine 10,5 ml (QF’nin 0,7 kat 

hacminde) izopropanol eklenerek (oda sıcaklığında) karıştırılıp plasmid DNA 

çöktürüldü. 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

xii. 30 ml’lik enjektörün ucuna QIAprecipitator Maxi Module (filtre) eklendi.  

*Bu ve bundan sonraki aşamalarda filtre enjektörün ucuna takılıyken piston geri 

çekilmemelidir. Filtre çıkarıldıktan sonra piston enjektörden çıkarılır. 
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xiii. 2 ml %70’lik Etanol filtreden yavaşça geçirildi (enjektör boşken birkaç kez 

filtreden hava geçirilir) Filtrenin kurutma kağıdında tamamen kuruması beklendi.  

xiv. Enjektöre çekilen 1 ml TE kurutulmuş filtreden geçirilerek örnek steril ependorfta 

toplandı. 

xv. Toplanan örnekler -20°C saklandı. 

 

3.2.12 Plazmid DNA’nın doğrulanması 
 

3.2.12.1 Restriksiyon enzimleriyle  
 

Seçilen kolonilerden izole edilmiş plazmidlerin EFEMP1 genini alıp almadığını 

belirlemek amacıyla restriksiyon enzim kesimleri yapıldı. Plazmid DNA’ları EcoRI 

restriksiyon enzimi ile kesim yapılarak agaroz jel görüntüleri sonucunda beklediğimiz 

EFEMP1 bandını taşıyan plazmid örnekleri seçilerek ikinci aşama olarak sekansla 

okuma gerçekleştirildi.  

 

3.2.12.2 Sanger sekans yöntemiyle  
 

Kolonilerin agaroz jelde EFEMP1 genini alıp almadığı kontrol edildikten sonra, 

EFEMP1 geninin plazmide sense mi yoksa antisense yönde girip girmediğini kontrol 

etmek için sekans primerleri tasarlanıp ABI 3130 sekans cihazında sekanslandı. Sekans 

reaksiyonları aşağıdaki tabloda verilen protokole göre hazırlandı. 

 
Tablo 3.18 Sanger sekans PCR reaksiyonu için bileşenler 

 

94ºC’de 5 dakika     1 Döngü 

94ºC’de 40 saniye  

57ºC’de 30 saniye     34 Döngü 

72ºC’de 1 dakika 

72ºC’de 5 dakika 

 

 

 

Not: sekans primerlerinin optimum çalışma protokolünü belirlemek için farklı PCR 

karışım konsantrasyonlarında gradiyent PCR yapılmıştır.  

DNA  5 µl 

Exprime Taq 25 µl 

Betain 8 µl 

Forward primer (10 μM)  3 µl 

Reverse primer (10 μM)  3 µl 

ddH2O 6 µl 

Toplam 50 µl 
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Betainli: 58 oC 59 oC 62 oC  

Betainsiz: 58 oC 59 oC 62 oC  

 

 PCR sonrası örneklerin Omega EZNA cycle pure kit ile purifikasyonu yapıldıktan 

sonra %2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Sekans PCR’ı için aşağıdaki tabloya bağlı 

kalarak 4 farklı sıcaklık için reaksiyon kuruldu. 

 
Tablo 3.19 Sanger sekans, sekans PCR’ı reaksiyonu için bileşenler 

 

96ºC’de 1 dakika     1 Döngü 

96ºC’de 10 saniye  

50ºC’de 5 saniye     25 Döngü 

60ºC’de 4 dakika 

 

 

 

3.2.13 Lentiviral shRNA vektörleri için lentivirüs üretimi 
 

 EFEMP1 genini susturmak amaçlı OriGene’den temin edilen lentiviral GFP 

özelliğine sahip EFEMP1-Human kullanıldı (Şekil 3.8). ShRNA lentiviral vektör 

sistemlerinin lipozom aracılı transfeksiyon yönteminden daha uzun süreli etkinlik 

sağlamaları nedeniyle lentiviral infeksiyon yöntemini tercih ettik. Lentiviral infeksiyon 

uygulamasını ikinci nesil paketleme ve zarf vektörlerini kullanarak gerçekleştirdik. 

Lentiviral partikül üretimi ve infeksiyon işlemleri aşağıda verilen protokole göre 

gerçekleştirildi.  

i. Lentiviral partikllerin üretimi için konak hücre olarak HEK293T kullanıldı. 

ii. T75 flasklara ekilen HEK293T (15 ml besiyeri) hücreleri %75-80 yoğunluğa 

ulaştığında besiyerleri aspire edildi.  

iii. Hücrelere 7.5 ml %10 FBS içeren DMEM besiyeri verildi. Taze besiyerine 25 

μM chloroquine eklenerek 2 saatlik inkübasyona bırakıldı. 

iv. Besiyeri değişiminden 2 saat sonra transfeksiyon paketi besiyerine verildi. 

Transfeksiyon paketi verilen hücreler 16-18 saat inkübe edildi. 

 *Transfeksiyon paketi: 15 ml falkon tüpte 15 μg transfer plazmid, 3.5 μg 

pMD.G2 ve 6.5 μg pPAX2 513 μl dH2O ile çözüldü. 57 μl CaCl2 (2.5 M) eklendi 

ve alt üst edilerek karıştırıldı.15 ml tüp düşük hızda karıştırılırken 570 μl HBSS 

damla damla eklendi ve 5 dakika beklendi. 

PCR ürünü 1 µl 

Thermo Big Dye  1 µl 

5X sekans buffer 2 µl 

Forward (ileri) primer (10 μM)  1 µl 

Reverse (geri) primer (10 μM)  1 µl 

ddH2O 4 µl 

Toplam 10 µl 
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v. Transfeksiyon besiyeri, 7.5 ml % 10 FBS içeren DMEM besiyeri ile değiştirildi. 

24 saat inkübasyona bırakıldı. Bu işlem 2 defa tekrarlandı. 

vi. Virüs partikülleri içeren HEK293T hücre besiyeri toplandı ve 0.45 μM PVDF 

filtreden geçirilerek +4oC’de saklandı. 

vii. Toplamış olduğumuz viral partiküllerin 1/3 hacimi kadar Lenti-X concentrator 

(PEG-8000) eklendi.  

viii. Viral partikül ve Lenti-X concentrator karışımı dikkatli bir şekilde 8-10 kez alt üst 

yapıldıktan sonra +4oC’de 16-24 saat inkübe edildi. 

ix. inkübasyon sonunda karışım +4oC’de 1500xg’de 45 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant kısmı uzaklaştırıldıktan sonra, falkon tekrar +4oC’de 1500xg’de 3 

dakika santrifüj edildi. 

x. Pellet iv. aşamada HEK293T hücrelerinde topladığımız DMEM hacminin 1/100 

oranında PBS ile iki kez yıkanarak viral partiküller steril ependorflara 20’şer µl 

olacak şekilde alikatlandı. 

xi. Kullanılacağı zamana kadar -800C’de saklandı.  

 
Şekil 3.6 Lentivirüs üretiminin şematik gösterimi 

 



54 

 

 

3.2.13.1 Lentiviral infeksiyon ve seçilim 
 

Lentiviral partiküller üretildikten sonra hedef hücreler yeterli yoğunluğa 

ulaştığında infeksiyon ve seçilim için aşağıdaki protokol takip edildi. 

i. Flasklarda %40-50’lık yoğunluğa ulaşan hücrelerin besiyerleri değiştirildi. 

ii. Taze besiyeri koyulmuş (5 ml %10 FBS RPMI (-penisilin/streptomisin)) 

hücrelere 20 μl lentiviral partikül + 8 μg/ml polybrene uygulandı (Şekil 3.5). 

iii.  24 saat sonra besiyeri uzaklaştırışıp hücreler 2 kez PBS ile yıkanarak 

üzerlerine %10 FBS içeren RPMI besiyeri eklendi.  

iv. İnfeksiyonun gerçekleştiği hücrelerde aktarılan vektörün hedef gene etkisini 

gösterebilmesi için hücreler iki pasaj uygun koşullar altında kültüre edildi. 

v. İnfekte olmamış kolonileri ortamdan uzaklaştırmak için lentiviral vektör 

sistemimizde bulunan puromisin (2µg/ml) direnç genine göre seçilim yapıldı 

(Şekil 3.4). 

 

 
Şekil 3.7 Lentivirüs infeksiyonunun şematik gösterimi 
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3.2.14 Hücre populasyon çoğalma analizi 
 

KHAK hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesinin değişimine bağlı olarak hücre 

proliferasyon kinetiğini araştırmak amacıyla kümülatif popülasyon değişimi yöntemini 

kullandık. Hücre populasyon çoğalma analizi için KHAK N417 ve H82 hücre dizileri 6 

kuyu/platelerin her bir kuyusuna 250.000 hücre/ 3 ml olacak şekilde ekildi. Ekildikten 72. 

saat sonrasında tripan mavisi ile muamele edildikten sonra thoma lamında sayıldı. Sayım 

işleminin ardından yine hücreler 250.000 hücre/ 3 ml olacak şekilde 6 kuyu/platelere 

ekildi. Sayım ve ekim işlemleri 3 tekrar 3 (72 saat x 3) pasaj gerçekleştirildi. Hücrelerin 

popülasyon ikileme zamanlarının hesaplanması için 72 saati, log2 formatında 72. saat 

hücre sayısının ekilen hücre sayısının oranına bölündü. 

 

PD= popülasyon ikiye katlanma zamanı 

t(h)= zaman (saat) 

Cf= final konsantrasyonu 

   Ci= Başlangıç konsantrasyonu 

Şekil 3.8 Lentiviral shRNA vektörünün haritası 
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3.2.15 Mikroarray analizi  
 

N417-kontrol ve N417, Fibulin-3 ekspresyon vektörü transfekte edilmiş hücre 

dizileri ile H82-scramble shRNA ve shRNA C (Fibulin-3) infekte hücre dizilerinden total 

RNA izolasyon yöntemine göre RNA izolasyonu yapıldı. İzole edilen örneklerin RNA’ları 

Nanodrop ile ölçüldükten sonra Macrogen’ ın talimatları doğrulturunda 70 ng/µl’den az 

olmayacak şekilde ayarlandı. Kargolama protokolü için 10X örnek hacimimizi 1X, 3 M 

NaAsetat ve 22X %100 EtOH ile muamele edildi. Örnekler Affymetrix’s Human GeneST 

array platformu protokollerine göre hazırlık aşamasından sonra mikroarray analizi 

Macrogen Inc. (Güney Kore) firmasından hizmet alımı şeklinde gerçekleştirildi.  

3.2.16 Mikroarray sonuçlarının analizinde biyoenformatik araçların kullanımı 
 

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

Genomes (KEGG) Yolak analizleri ile değerlendirildi. 

 

Gen Ontoloji (GO) Analizi:  

Hedef genin ekspresyonunun değişimine bağlı olarak ekspresyon seviyesinde 

farklılık gösteren mRNA’ların rol oynadığı biyolojik ve hücresel prosesleri moleküler 

açıdan tanımlamak için bu proseslerdeki fonksiyonel genleri ve gen gruplarını ortaya 

koymak amacıyla yapıldı. Gen ontoloji analizinde hedef hücre verileri kontrol hücre 

verilerine kıyaslandı. Kıyaslama ve filtrelemede istatistiksel olarak p<0,05 değeri 

anlamlılık seviyesi olarak kabul edilerek yapıldı. 

 

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

Hedef genin ekspresyon değişimine bağlı olarak ekspresyon seviyesinde farklılık 

gösteren mRNA’ların interaksiyon içinde bulunduğu mRNA’ların ağını ve ilişkili olduğu 

yolakları tespit etmek için KEGG yolak analizi yapıldı. Herbir analiz için hedef hücre 

verileri kontrol hücre verilerine kıyaslandı. Yapılan analizde en yüksek skor alan yolaklar 

belirlendi. Kıyaslama ve filtrelemede istatistiksel olarak p<0,05 değeri anlamlılık seviyesi 

olarak kabul edilerek yapıldı 

3.2.17 İstatistiksel analiz 
 

Mikroarray çalışması sonucunda gruplar arasında ekspresyonel değişim 

gözlenen miRNA ve mRNA‟ların istatistiksel analizi için R istatistik dili v.3.1.2 kullanıldı. 

Hücre gruplarındaki miRNA ve mRNA’lar qPCR yöntemiyle doğrulandı. QPCR analizi 

sonucundaki datalar karşılaştırmalı olarak “2^-ΔΔCt” formülüyle analiz edildi. Verilerin 
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istatistiksel olarak anlamlılık seviyelerini belirlemek için basic student T testleri uygulandı 

(Livak ve Schmittgen 2001). Data analizleri için yapılan istatistik analizlerde SPSS 

software programı kullanıldı. Tüm analizlere P<0.05 anlamlılık seviyesi olarak kabul 

edildi. 
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4. BULGULAR 
 
 

4.1 Çalışmada Kullanılan KHAK Hücre Dizilerinin Normal Koşullardaki Fibulin-3 
Ekspresyon Düzeyleri 
 

Fibulin-3 ifadesinin EMT ve kök hücrelilikteki rolünü belirlemek için KHAK hücre 

dizilerinin hipotezimiz doğrultusunda hücresel çoğalma hızı, EMT markerlerinin değişimi 

ve kök hücre markerlerinin ifadesel değişiminin değerlendirilmesini amaçladık. 

Çalışmada kullanacağımız hücre dizilerinin normal şartlardaki Fibulin-3 ifade düzeylerini 

belirlemek için, uygun hücre kültürü koşulları altında kültüre edilen, hiçbir şey ile 

muamele edilmemiş hücrelerin lizatları RIPA tamponu ile toplandıktan sonra materyal ve 

metot bölümünde belirtildiği gibi protein izolasyonu ve miktar tayini yapıldı. 

KHAK H82, H209, N417 ve N417-adh hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesi Western 

Blot yöntemi ile belirlendi. Western Blot görüntüsündeki bant yoğunlukları dansitometrik 

olarak Image Studio Lite Ver. 5.2.5 programı ile analiz edilirken normalizatör olarak 

GAPDH ifadesi kullanıldı. H209, N417 ve N417-adh hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesinin 

düşük olduğu tespit edildi. Analizlere göre H82 hücre hattının ise H209, N417 ve N417-

adh hücre hatlarına kıyasla yaklaşık 2.5-3 kat daha yüksek Fibulin-3 ifadesine sahip 

olduğu tespit edildi (Şekil 4.1). 

KHAK hücre dizileri H209, H82, N417 ve N417-adh’de Fibulin-3 mRNA seviyesini 

aynı zamanda qPCR ile de belirllendi. QPCR verilerini değerlendirmek için kopya 

sayılarını hesapladıktan sonra veriler log10 formatında grafiğe döküldü (Şekil 4.2). 

Hücrelerde yapılan protein ve mRNA analizlerinde hem protein hem de mRNA 

ifadelerinin korelasyon içinde olduğu tespit edildi. 
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Şekil 4.5 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK hücre dizilerinin Fibulin-3 ekspresyonlarının 

qPCR analizi ile tespit edilmesi. 

H20
9
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N41

7

N41
7 a

dh
0.0

5.0×109

1.0×1010

1.5×1010
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 s
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Şekil 4.2 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK hücre dizilerinin Fibulin-3 ekspresyonlarının 

Western Blot analizi ile tespit edilmesi. 
 
Şekil 4.3 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği N417 ve H209 hücre hatlarında zamana bağlı 
ekspresyon değişiminin qPCR ile tespit edilmesi.Şekil 4.4 H82, H209, N417 ve N417-adh KHAK 

hücre dizilerinin Fibulin-3 ekspresyonlarının Western Blot analizi ile tespit edilmesi. 

H209 H82 N417 N417-adh

Fibulin-3

GAPDH
0,48
cv 

1,86 

 
0,50 

 
0,70 
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4.2 Fibulin-3’ün İfadesinin Düzenlenmesi 
 

4.2.1 Fibulin-3 ekspresyon vektörünün transfeksiyonu 
 

KHAK hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesini belirlemek için yaptığımız 

çalışmalarda, Fibulin-3 ifadesi düşük KHAK N417 ve H209 hücre dizilerine addgene’den 

ticari olarak temin edilen FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP (Plasmid 29703 addgene) (Şekil 

3.4) vektörü kullanılarak geçici transfeksiyon yapıldı. Geçici transfeksiyonda Fibulin-3 

ekspresyonunun en yüksek olduğu zamanını belirlemek için transfeksiyon işleminden 

sonra 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saatlerde H209 ve N417 hücre hatlarının floresan 

lambalı kontrast mikroskop altında vektörün reporter geni olan GFP’nın ışıma görüntüleri 

fotoğraflandı (Şekil 4.3). Fotoğraflar analiz edilirken aynı alanın hem normal görüntüsü 

hem de GFP görüntüsü fotoğraflandı. Böylece transfeksiyon verimliliğide belirlendi.  

 

 
Şekil 4.6 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP vektörünün transfeksiyon sonrası 24., 48., 72., ve 96. 

saatlerdeki H209 ve N417 hücrelerindeki GFP görüntüleri. 

 

KHAK H209 ve N417 hücre dizilerinde gerçekleştirilen geçici transfeksiyonun 
verimliliğini yeterli görüldükten sonra 24, 48, 72, 96. saatlerde trizol ile toplanan örnekler 3.2.3 

RNA izolasyonu başlığı altındaki protokole göre RNA izolasyonu yapıldı.  FL-fibulin-3 V5 

lentiviral GFP plasmid transfeksiyonu sonrası 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki Fibulin-3 
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Şekil 4.7 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği N417 ve H209 hücre hatlarında zamana bağlı 

ekspresyon değişiminin qPCR ile tespit edilmesi. 

ekpresyonu qPCR yöntemiyle belirlendi. QPCR çalışmasında örnekler b-aktine oranla DDCt 

kat değişim analizi ile değerlendirildi. N417 hücre dizisinde 48. saatin Fibulin-3 ifadesi 
bakımından en yüksek değere sahip olduğu görüldü. H209 hücre dizisindeki zamana bağlı 

ifade değişimine baktığımızda, N417 hücre dizisine kıyasla net sonuçlar sergileyemediği 
belirlendi (Şekil 4.4). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

4.2.2 Fibulin-3 ifadesinin baskılanması 

4.2.2.1 Antisense Fibulin-3 kalıcı vektörün tasarlanması 
 

Fibulin-3 ekspresyonunun yüksek olduğu H82 hücre hattında, Fibulin-3 

ekspresyonunu baskılamak amacıyla antisense ekspresyon vektörünün tasarlanması 

planlandı. Antisense ekspresyon vektörümüzün iskeleti pCDH-CMV-MCS-EF1-NEO 

(System Biosciences) (Şekil 3.2) ve yaban tip Fibulin-3 cDNA’sı içeren FL-fibulin-3 V5 

lentiviral GFP (Plasmid 29703) addgene (Şekil 3.4) vektörlerinden oluşturuldu. pCDH-

CMV-MCS-EF1-NEO vektörünün MCS’ında EcoRI kesim dizisi barındırması ve insert 

DNA olarak planlanan dizinin (Fibulin-3 cDNA) herhangi bir bölgesinde EcoRI dizisi 

bulunmamasından dolayı (Şekil 4.5), klonlama stratejimize uygun olarak Fibulin-3 

cDNA’sının elde edilmesinde kullanılacak primerler 3.2.10.1 Fibulin-3 insert’ünün eldesi 

(PCR) başlığı altında verilen EcoRI restriksiyon dizilerine sahip forward ve reverse 

primerler olarak tasarlandı. 
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Şekil 4.8 FL-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP lentiviral vektör haritası, restriksiyon enzimlerinin 

gösterimi ve vektörün doğrulaması. 

 

4.2.2.1.1 Fibulin-3 insert’ünün eldesi 
 

Fibulin-3 geni için antisense vektörün tasarlanmasında Addgene firmasından 

ticari olarak temin ettiğimiz FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP plasmidi donör olarak kullanıldı. 

Fibulin-3’ün başlangıç bölgesi ile devamındaki V5 his tag bölgesini kapsayacak şekilde 

FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektörünü herhangi bir noktasından kesmeyen EcoRI 

restriksiyon enzimi dizileri içeren forward ve reverse primerler tasarlandı. EcoRI 

restriksiyon dizilerini kullanılarak tasarlanan primerlerin validasyon çalışmalarındaki PCR 

şartları Tablo 3.‘de verilmiştir. Fibulin-3 cDNA’sını PCR ile çoğaltmak için primerlerin 

optimum çalışma sıcaklığı gradiyent PCR yapılarak belirlendi. 51.7 oC, 55.7 oC, 58.3 oC 

ve 60.4 oC annealing sıcaklıklarında gerçekleştirilen PCR reaksiyonunun ürünlerini 

değerlendirmek için %0.7-1’lik agaroz jelde elektroforezi yapıldı. 58.3 oC ve 60.4 oC’de 

dimer bantları bariz bir şekilde görülürken 55.7 oC’de silik bir bant gözlemledik. 51.7 oC’ 

yi optimum çalışma sıcaklığı olarak kabul ederek bundan sonraki PCR şartlarında bu 

sıcaklık kullanıldı. Şartların oluşturduğu PCR örneklerinin agaroz jeldeki görüntüleri Şekil 

4.6 ve Şekil 4.7’de verilmiştir. 
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Şekil 4.10 Fibulin-3 insert’ünün saflaştırma işleminden sonraki jel görüntüsü ve pCDH-CMV-

MCS-EF1 vektörünün agaroz jelde gösterilmesi. 
 

 

İnsert Fibulin-3 PCR yöntemiyle çoğaltılıp saflaştırma işlemi yapıldıktan sonra 

agaroz jelde kontrol amaçla görüntülendi (Şekil 4.7).  

Ligasyon aşamasında şansımızı arttırmak ve daha saf insert DNA elde etmek için 

1.5 kb bandında çıkan insert DNA bandı agaroz jelden, UV ışık altında kesilerek 1.5 ml’lik 

ependorfa aktarıldı (Şekil 4.8). Akabinde 3.2.10.4 insert DNA Fibulin-3’ün agaroz jelden 

Şekil 4.9 PCR yöntemi ile amplifiye edilen Fibulin-3 cDNAsı için optimum sıcaklığın belirlenmesi. 
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eldesi, başlığı altında verilen protokole göre insert DNA saflaştırılarak elde edildi. Çoklu 

klonlama bölgesinde bulunan EcoRI kesim bölgesinden kesimi yapılmış ve alkalen 

fosfataz işlemine tabi tutulmuş pCDH-CMV-MCS-EF1 vektörü ve iki ucuda EcoRI RE 

dizilerine sahip insert DNA 16-24 saatlik ligasyon aşamasına bırakıldı. 

 
Şekil 4.11 İnsert Fibulin-3 agaroz jelden geri kazanılımı/izolasyonu. 

 

4.2.2.1.2 pCDH-CMV-MCS-EF1 lentiviral vektörü ve Fibulin-3 insert’ün EcoRI 
dizilerine göre hazırlanması 
 

 FL-fibulin-3 V5 lentiviral GFP vektöründen elde edilen insert Fibulin-3’ün optimum 

PCR şartları (52 oC) belirlendikten sonra amplifikasyon işlemleri yapılıp saflaştırıldı. 

Saflaştırılmış Fibulin-3 insert’ü ve pCDH-CMV-MCS-EF1 vektörünün enzim kesimleri için 

Tablo 3.15’de verilen şartlar doğrultusunda EcoRI HF (Kat No: R0310, NEB) restriksiyon 

enzimiyle muamele edildi (Şekil 4.8). pCDH-CMV-MCS-EF1 vektörünün kesim işlemi 

bittikten sonra vektörün 5’ ucu fosfat grupları ile 3’ OH grupları self ligasyon yapmaması 

için alkalen fosfataz işlemine tabi tutuldu. Böylece defosforile edilerek ligasyon için hazır 

hale getirildi. 

 Tasarlamış olduğumuz vektörün ve insert DNA’nın her iki ucunda da EcoRI 

dizilerinin olmasının avantajı, insert DNA sense ve antisense yönde girebilme olasılığına 

sahip olmasıdır. Insert DNA sense yönde girerse pCDH-CMV-MCS-EF1 vektörünün 

sahip olduğu puromisin direnç geni sayesinde puromisin seçilim markerli ekspresyon 

vektörüne eğer antisense yönde lokalize olursa Fibulin-3 mRNA’sını baskılayacak 

antisense Fibulin-3 vektörü elde edilecektir. 
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Ligasyon aşamasından sonra ürünleri kompetent yapılmış E. coli’ nin bir suşu 

olan DH5α transformasyon yapıldı. Transformasyon işleminde DH5α bakterileri 

çalkalamalı inkübatörde LB besiyeri ortamında (+Amp) 37 oC’de 200 rpm’de 16-24 saat 

inkübe ettikten sonra daha önceden hazırlanan 10’luk petrilerdeki, seçilim markerli 

(+Amp) LB-agar katı besiyerine aseptik koşullar altında 50 ve 100 µl’lik yayma ekim 

yapıldı. Petriler etüvde 37 oC’de koloniler net bir hale gelene kadar inkübe edildi (Şekil 

4.9). Koloni seçiminde, kolonilerin büyük ve pürüzsüz olmasına dikkat edildi. 12 adet 

koloni seçimi yapıldıktan sonra bek alevi altında 10 ml’lik pipet ucu yardımıyla koloninin 

orta noktasına dokunduktan sonra 15 ml’lik falkonlar içindeki LB (+Amp) besiyeri 

ortamında pipetaj yapılarak kolonin besiyerine aktarılması sağlandı. Falkonlar 37 oC’de 

200 rpm’de 16-24 saat inkübe edildikten sonra 3.2.11 Plazmid izolasyonu başlığı altında 

verilen izolasyon protokolüne göre plazmid izolasyonu geçekleştirildi. İzole edilen 

plazmidler Tablo 3.15’de verilen şartlar doğrultusunda EcoRI enzimi ile kesim işlemi 

gerçekleştirildi. Kesim işleminden sonra %0,7-1’ lik agaroz jelde yürütüldü (Şekil 4.10). 

Şekil 4.10’da görüldüğü gibi 5. koloninin Fibulin-3 klonunu taşıyan vektör olduğunu tespit 

edildi. 

Antisense Fibulin-3 kalıcı vektörü tasarlanırken 1536 baz çifti uzunluğunda olan 

insert DNA’sını bulundurduğunu düşündüğümüz 5. kolonin sekanslanmasında 

kullanılacak klonlama yaptığımız bölgenin biraz daha ilerisinden (vektörüde içeren 

bölgelerden) sekans primerleri tasarlandı. Sekans işlemini ABI 3130 Genetic Analyzer 

Sanger sekans cihazında yapıldı. Sekans cihazının kendi yazılımında yaptığımız sekans 

analizleri sonucunda hem forward primer sekansında hem de Reverse primer 

sekansında insert DNA’nın antisense istikametinde lokalize olduğu belirlendi. 

 

 

Şekil 4.12 Ligasyon sonrası tek koloni seçimi. 
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Şekil 4.13 Ligasyon sonrası insert DNA’yı taşıyan vektörün belirlenmesi 

 

4.2.2.1.3 Antisense Fibulin-3 kalıcı vektörün etkinliğinin belirlenmesi 
 

Seçilmiş olan 5. koloni sekans analizi ile kontrol edildikten sonra Antisense 

Fibulin-3 kalıcı vektörünün etkinliğinin tespiti amacıyla Fibulin-3 ifadesi yüksek H82 

KHAK hücre dizisinde hem Western Blot yöntemiyle hem de qPCR analiziyle kontrol 

edildi. KHAK H82 hücre dizisine pCDH-CMV-MCS-empty ve pCDH-CMV-MCS-

Antisense Fibulin-3 vektörleri ayrı ayrı transfekte edildi. Transfeksiyon işleminden sonra 

ilk 24. saat 0 kabul edilerek 48 saat sonra transfektan hücre lizatlar toplandı. Protein ve 

RNA izolasyonu materyal ve metot bölümünde anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. pCDH-

CMV-MCS-Antisense Fibulin-3 vektörünün verimliliğinin belirlenmesi için yapılmış qPCR 

ve Western Blot, sonuçlarına göre Fibulin-3 ifadesi yüksek olan H82 hücre dizisinde 

pCDH-CMV-MCS-empty vektöre oranla pCDH-CMV-MCS-Antisense Fibulin-3 

vektörünün protein seviyesini baskılarken mRNA ekspresyonunu baskılayamadığı 

gözlemlendi. KHAK H82 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesini istediğimiz seviyeye 

düşürmek için ticari olarak temin edilmiş siFibulin-3 ve shRNA-Fibulin-3 kullanılarak 

Fibulin-3’ün ekspresyonunun baskılanması planlandı.  
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Şekil 4.14 Antisense Fibulin-3 kalıcı vektörünün etkinliğinin hem Western Blot hem de qPCR ile 

gösterilmesi. 

 

4.2.2.2 Fibulin-3 ekspresyonunun baskılanması için Lenti-shRNA vektörlerinin ve 
siRNA’nın etkinliğinin belirlenmesi 
 

Fibulin-3 ekspresyonunu baskılayabilmek için ticari olarak OriGene’den temin 

edilen EFEMP1- Human, 4 unique 29 mer shRNA lenti viral GFP özelliğine sahip lenti 

viral vektör kullanıldı. KHAK H82 hücre dizisine lentiviral vektör infeksiyon yapılarak 

Fibulin-3 ekspresyonunun baskılanması planladı. Aynı zamanda Dharmacon’dan ticari 

olarak temin ettiğimiz Human EFEMP1 siRNA’sı Lipofectamin transfeksiyon ajanı 

yardımı ile KHAK H82 hücre dizisine transfekte edildi. İki farklı metodu birbiriyle 

karşılaştırarak en verimli metodu belirlemeyi amaçladık. 

Fibulin-3 ifadesinin baskılanması bağlamında farklı bir dizi teknik kullandık. 

pCDH-CMV-MCS-Antisense Fibulin-3 vektörü oluşturulduktan sonra vektörün 

verimliliğini gösterebilmek için hem protein hem de mRNA Fibulin-3 ekspresyonuna 

bakıldı. Sonuçların birbiriyle tutarsız olduğu görüldükten sonra Fibulin-3 siRNA’sı 

kullanılarak Fibulin-3 ifadesinin baskılaması hedeflendi. Fibulin-3 siRNA’sı kullanılarak 

yapılan transfeksiyon sonrasında protein ifadesinin kontrole oranla yaklaşık ¼, mRNA 

ifadesinin ise yine kontrole oranla yaklaşık 1/3 oranında basklılandığı tespit edildi. 

Planlamış olduğumuz çalışmada Fibulin-3’ün biyolojik süreçlerden EMT ve kök hücre 

fenotipi üzerine olan etkisini daha net görmek için Fibulin-3 ifadesinin daha fazla 

baskılanmasını hedefledik. Bu hedef doğrultusunda seçilim markerine sahip lentiviral-
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Şekil 4.15 Fibulin-3 siRNA’sinin etkinliğini hem Western Blot hem de qPCR ile gösterilmesi. 

 
Şekil 4. 16 Çok boyutlu ölçekleme ile örnekler arasındaki benzerlik düzeyleriŞekil 4.17 Fibulin-

3 siRNA’sinin etkinliğini hem Western Blot hem de qPCR ile gösterilmesi. 

shRNA-Fibulin-3 vektörü kullanılarak hem infeksiyonunun verimliliğinden hem de 

puromisin aracılı seçilim avantajlarından yararlanılarak daha yüksek baskılama 

oranlarına ulaşmayı öngördük. İnfeksiyon sonrası seçilimin tamamlanmasıyla beraber 

hücre lizatları qPCR ve Western Blot analizi için toplandı. QPCR analizlerine göre, 

kontrole oranla sırasıyla shRNA A, shRNA B ve shRNA C yaklaşık %30, %70 ve %80 

oranında baskılamıştır. Western Blot analizi sonuçlarına göre de Fibulin-3 ifadesi en 

yüksek verimlilikle shRNA C tarafından %80 oranında baskılanmıştır (Şekil 4.11-13). 

Yapılmış olan analizler doğrultusunda Fibulin-3’ün baskılanması sürecinde en etkin 

yöntemin ve ajanın lentiviral-shRNA C olduğu tespit edildi ve bundan sonraki aşamalarda 

Fibulin-3 ifadesinin baskılanması için lentiviral-shRNA C kullanıldı. 
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Şekil 4.18 Fibulin-3 shRNA’sinin etkinliğini hem Western Blot hem de qPCR ile gösterilmesi. 

 

 

4.3 Fibulin-3 Ekspresyonunundaki Değişimin KHAK Hücre Dizilerinde Hücre 
Proliferasyonuna Etkisi 
 

KHAK hücre dizileri H82 ve N417’de, Fibulin-3 ekspresyonundaki değişimin 

hücre proliferasyonuna olan olası etkisinin belirlenmesi için kümülatif hücre çoğalma 

analizi yapıldı. Materyal ve metot bölümünde belirtilmiş olan kümülatif hücre çoğalma 

analizinde 6 kuyu platelere 25x104 hücre/ 3 ml olacak şekilde ekildi ve 3’er gün ara ile 

hücreler tripan mavi ile boyanarak thoma lamında sayıldı. Düzenli olarak sayımlarını 

yaptığımız hücrelerin ikileme zamanları popülasyon ikileme formülüne göre hesaplandı. 

N471 kontrol hücresi ile Fibulin-3 ekspresyonu vektörü transfekte edilmiş N417 FL-

fibulin-3 V5 lentiviral-GFP hücresi kıyaslandı. N417 hücre hattında Fibulin-3 

ekspresyonu arttıkça proliferasyon hızının düştüğü saptandı (Şekil 4.14).  
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Şekil 4.19 KHAK N417 hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak değişen populasyon 

çoğalma hızı 

 

Fibuin-3 ekspresyon seviyesi yüksek KHAK H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 

ekspresyonunun baskılanması için shRNA C vektörünün infeksiyonu yapıldı. Kontrol 

hücre dizisinin oluşturulması amacıyla shRNA scramble lenti viral vektörü kullanıldı. H82 

shRNA scramble hücre dizisiyle H82 shRNA C hücre dizisi, popülasyon ikileme 

kapasiteleri bakımından kıyaslandığında Fibulin-3 ekspresyonunun baskılandığı H82 

shRNA C hücre dizisinde popülasyon ikileme süresinin daha geç olduğu gözlemlendi 

(Şekil 4.15).  

KHAK H82 ve N417 hücre dizilerinde gerçekleştirilen populasyon ikileme 

deneyinde Fibulin-3 ekspresyonunun artmasına bağlı olarak hücre çoğalma hızında bir 

azalma meydana geldiği görüldü. Bu sonuçlar KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinin 

çoğalma kinetiklerininin Fibulin-3 ya da Fibulin-3 aracılı moleküllere bağlı olabileceğini 

göstermektedir. 
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Şekil 4.20 KHAK H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak değişen populasyon 

çoğalma hızı. 

 

4.3.1 Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak hücre proliferasyonunda görev alan 
proteinlerin ekspresyon değişimleri  
 

PTEN hücre proliferasyonu ve sağ kalımı için önemli bir yolak olan PI3K/AKT 

yolağının negatif düzenleyicisidir. KHAK hücre dizilerinde, Fibulin-3’ün hücre 

proliferasyonu üzerine olası etkisi önceki sonuçlarda gösterilmişti (Şekil 4.14 ve Şekil 

4.17). Fibulin-3’ün hücre proliferasyonu ve sağ kalımı üzerinde aktif rol alan moleküllerle 

nasıl bir interaksiyon içinde olduğunu belirlemek için, H82 shRNA C, H82 shRNA 

scramble ve N417 kontrol, N417 Fibulin-3 ekspresyon vektörü transfekte hücrelerinde 

Bax, Bcl-2, p21, PTEN ve siklin D1 ifadelerine bakıldı.  

KHAK N417 hücre dizisinde ve H82 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bağlı 

yapılan kıyaslamada, Fibulin-3 ekspresyon vektörü transfekte N417 hücre dizisi ile yine 

Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yüksek H82 shRNA scramble infekte hücre dizisinde 

PTEN ekspresyonunun yüksek olduğu saptanmıştır. Fibulin-3 ekspresyon vektörü 

transfekte edilmiş N417 hücre dizilerinde artan Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak 

Siklin D1 ve Bcl-2 genlerinin ifadesi istatistiksel olarak önemli seviyede düşmüş iken 

hücre siklus inhibitörü olarak bilinen p21 ifadesi artmıştır (Şekil 4.16). Fibulin-3 ifadesi 

baskılanan H82 hücre dizilerinde Siklin D1, Bcl-2, p21 ve Bax ifade değişimleri analiz 

edildiğinde. QPCR sonuçları doğrultusunda H82 hücre dizilerinde Siklin D1 ve Bcl-2 gibi 

genlerin ifadesi istatistiksel olarak önemli seviyede artmış iken hücre siklus inhibitörü 

olarak bilinen p21 ve Bax’in ifadesi azalmıştır (Şekil 4.17). 
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Şekil 4.21 KHAK N417 hücre dizisinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak ekspresyonu 

değişen mRNA’lar. *p<0.05 

 

 

 
Şekil 4.22 KHAK H82 hücre dizisinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak ekspresyonu değişen 

mRNA’lar. *p<0.05 
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4.4 Fibulin-3 Ekspresyonunun Kanser Kök Hücre Fenotipine ve EMT 
Regülasyonuna Etkisi 
 

Çalışmamızda Fibulin-3 ekspresyonunu düzenlenmesi için lentiviral temelli 

Fibulin-3 ekspresyon ve shRNA-C (Fibulin-3) vektörleri kullanıldı. KHAK N417 ve H82 

hücre dizilerinin sahip olduğu doğal Fibulin-3 ekspresyonlarının antogonist bir şekilde 

ifade etmeleri sağladı. N417 ve H82 hücre dizilerinin eksprese ettiği Fibulin-3 

seviyelerinin antogonist değişimine bağlı olarak EMT-MET sürecinde yer alan epitelyal 

ve mezenkimal markerlerdeki değişimleri ve hücre plastisitesinde ifade farklıklığı 

gösteren, kanser kök hücre fenotipinde hücre özelliklerini belirleyen markerlerin ifade 

değişimleri Western Blot yöntemiyle analiz edildi.  

Western Blot analizi kapsamında KHAK N417 hücre dizisinde Fibulin-3, N-

kaderin, ZEB-1, Twist, Snail, MMP9, Nanog, c-MYC, HIF1-A, GAPDH proteinleri analiz 

edildi (Şekil 4.18). Western Blot sonuçlarımızı dansitometrik olarak kontrole oranla 

değerlendirdiğimizde (Şekil 4.19); N417 hücre hattında Fibulin-3 ekspresyonunun 

artışına bağlı olarak EMT markerlerinden mezenkimal farklılaşma ile ilgili N-kaderin, 

ZEB-1 ve EMT trasnskripsiyon faktörlerinden Twist ve Snail’in ifadelerinde azalış 

olduğunu saptandı. Aynı şekilde Fibulin-3 ekspresyonunun matriks metalloproteinaz 

MMP9 ifadesini baskıladığı da saptandı. Nanog, c-MYC ve HIF1-alfa, kök hücre 

markerlerinin Fibulin-3 ifadesinin artışına bağlı olarak, ekspresyon seviyelerinin düştüğü 

gözlemlendi. 

KHAK H82 hücre dizisinde Fibulin-3, N-kaderin, ZEB-1, Twist, Snail, MMP9, 

Nanog, c-MYC, HIF1-A, GAPDH proteinleri analiz edildi (Şekil 4.18). Western Blot 

sonuçları dansitometrik olarak kontrole oranla değerlendirildiğinde (Şekil 4.20); H82 

hücre dizisinde Fibulin-3 ekspresyon seviyesi baskılandığı zaman EMT markerlerinden 

mezenkimal farklılaşma ile ilgili olan N-kaderin, ZEB-1 ve transkripsiyon faktörlerinden 

Twist ve Snail’ın ekspresyon seviyelerinde artış olduğu saptandı. Aynı şekilde Fibulin-3 

ekspresyonunun MMP9 ifadesi ile negatif korelasyona sahip olduğunu teyit edildi. 

Nanog, c-MYC ve HIF1-alfa kök hücre markerlerinin Fibulin-3 ekspresyon seviyesinin 

düşmesine bağlı olarak, ekspresyon seviyelerinin artmış olduğu gözlemlendi. 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 
Şekil 4. 23 N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak farklılık gösteren 

markerler. Fibulin-3 ekspresyon vektörü transfekte edilmiş N417 hücre dizisinde ve shRNA C 

infekte H82 hücre dizisinde EMT, kök hücre ve hücre proliferasyonu ile ilişkili markerlerin protein 

ifadesindeki değişimlerinin Western Blot yöntemi ile belirlenmesi. 
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Şekil 4. 24 N417 hücre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonundaki bağlı olarak ifadesi değişen EMT, 
kök hücre ve hücre proliferasyonu ile ilişkili markerlerin dansitometrik olarak değerlendirilmesi. 

 
Şekil 4. 25 H82 hücre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonundaki bağlı olarak ifadesi değişen EMT, 

kök hücre ve hücre proliferasyonu ile ilişkili markerlerin dansitometrik olarak değerlendirilmesi. 
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4.4 KHAK Hücre Dizilerinde Fibulin-3 Ifadesine Bağlı Olarak Düzenlenen RNA 
Ekspresyonlarının Mikroarray Yöntemi ile Belirlenmesi  
 

Ekstraselüler matriks elamanı olarak, hücre invazyonu, proliferasyonu gibi 

biyolojik proseslerde görev alan Fibulin-3’ün KHAK N417 ve H82 hücrelerindeki 

fonksiyonu hakkında daha ayrıntılı bilgiye sahip olabilmek için Fibulin-3 ekspresyon 

vektörü transfekte edilmiş N417 hücre dizisi ile shRNA C infekte edilmiş H82 hücre dizisi 

ve bu hücre dizilerinin kontrol grupları oluşturuldu. Oluşturulan bu hücre dizileri 

mikroarray çalışmasına gönderilmeden önce hem protein hem de mRNA düzeyinde 

Fibulin-3 ifade değişimleri tespit edilip doğruladıktan sonra örnekler, Macrogen’den 

hizmet alımı şeklinde planladığımız “Affymetrix’s Human GeneST array platformunda” 

analiz edilmek üzere hazırlandı. Örneklerin hazırlık aşamasında Mikroarray çalışmasına 

gönderilecek örneklerden total RNA izolasyonu gerçekleştirildi ve transfer için Macrogen 

firmasının önerdiği NaAsetat çöktürme metoduna göre örnekler hazırladı. Mikroarray 

aşamasından sonra her örnek için Macrogen’in gerçekleştirmiş olduğu örnek korelasyon 

bilgileri şekil 4.21’de verilmiştir. 

 
Şekil 4. 26 Mikroarray analizi sonucunda belirlenen örnekler arasındaki korelasyon 
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Mikroarray analiz sonucunda, örnekler R studio programında çok boyutlu 

ölçekleme analizi ve Z-skoruna göre yapılan hiyerarşik heatmap analizleri ile 

değerlendirildiğinde. N_1 ve N_2’nin aynı profile sahip farklı ekspresyon dağılımında 

olduğunu görülüyor aynı şekilde N_3 ve N_4’ün de aynı profile sahip farklı ekspresyon 

dağılımında olduğu görülüyor. Fibulin-3 ekspresyon seviyesi düşük ve baskılanmış N_1 

ve N_4 örneklerindeki korelasyonu Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yüksek N_2 ve N_3 

örneklerinde de görülmektedir (Şekil4.22). KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde yapmış 

olduğumuz Fibulin-3 ekspresyon değişimleri sonucunda ekspresyonu 1.5 kat azalan ve 

artan tüm transkriptlerin profilleri ve hiyerarşik sınıflandırmaları, z skorlamasına göre 

şekil 4.23’de verilmiştir. 
 

 
 

 
 
 
 

N417 Kontrol 
N417 Fibulin-3 
H82 sh Scrambel 
H82 shRNA C 
 

Şekil 4. 27 Çok boyutlu ölçekleme ile örnekler arasındaki benzerlik düzeyleri 
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Şekil 4. 28 Fibulin-3’ün ifadesinin modüle edildiği KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinin Z skorlama 

sistemine göre örneklerin hem hiyerarşik sınıflandırılması hem de 1.5 kat değişimi ile -1.5 kat 

değişimi arasındaki transkript dağılımının heatmap grafiği. 

 

 

N417 kontrol ve N417 FL-Fibulin-3 V5 lentiviral GFP örnekleri mikroarray 

çalışması sonucunda 0.5 kat değişimi dikkate alınarak analiz edilmiştir. Analiz 

sonucunda KHAK N417 hücre dizisinin Fibulin-3 ekspresyon değişimi (0.5 kat 
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değişiminde) neticesinde upregüle ve downregüle olan transkriptlerin anlamlı bir şekilde 

negatif korelasyon gösterdiği saptandı (Şekil 4.24).  

 

 
Şekil 4.29 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği KHAK N417 hücre dizisinde 0.5 kat değişimi ile -0.5 kat 

değişimi arasındaki transkript dağılımının heatmap grafiği. 

 

H82 Scramble shRNA ve H82 shRNA C örneklerinin mikroarray sonuçları 0.5 kat 

değişimi dikkate alınarak analiz edildi. Analiz sonucunda KHAK H82 hücre dizisindeki 

Fibulin-3 ekspresyon değişiminin etkilediği transkriptlerin (0.5 kat değişiminde) 

upregülasyonu ve downregülasyonu Şekil 4.25 de gösterilmiştir.  

 

 
Şekil 4.30 Fibulin-3’ün baskılandığı KHAK H82 hücre dizisinde 0.5 kat değişimi ile -0.5 kat 

değişimi arasındaki gen dağılımının heatmap grafiği. 
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KHAK N417 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesinin upregülasyonu neticesinde 

89258 farklı transkriptin ifadesini değiştirdiği saptandı. Ekspresyon seviyelerindeki 

farklılıklara göre transkriptlerin dağılım sayıları Şekil 4.26’daki grafikte verilmştir. KHAK 

H82 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesi baskılandığında ekspresyon değişikliği neticesinde 

93003 farklı transkriptin ifadesini değiştirdiği saptandı. Ekspresyon seviyelerindeki 

farklılıklara göre transkriptlerin sayıları Şekil 4.27’deki grafikte verilmiştir. 

 

  
Şekil 4. 31 Fibulin-3’ün aşırı ifade edildiği KHAK N417 hücre dizisinde 1ie 15 kat ifade değişimine 

sahip transkript sayılarının farklı ifade değişimlerindeki dağılım sayıları. 
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Şekil 4.33 Fibulin-3 baskılandığı ve aşırı ifade edildiği N417 ve H82 hücre gruplarında |FC|>=2 değerlerine 

göre ekspresyonun arttığı/azaldığı tespit edilen genlerin dağılımı. 

 

 
Şekil 4.34 Fibulin-3’ün baskılandığı KHAK H82 hücre dizisinde 1ile 15 kat ifade değişimine sahip 

transkript sayılarının farklı ifade değişimlerindeki dağılım sayıları. 

N417 H82 
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Mikroarray verileri N417-fibulin-3 V5-lentiviral-GFP örneği ile N417 kontrol örneği 

için 1.5 kat değişimi ve 2 kat değişimi “cut off” değeri olarak belirledikten sonra analiz 

edildiğinde 1.5 kat değişimi için 1289 mRNA probunun upregüle olduğunu ve 1788 

mRNA probunun downregüle olduğu saptandı. Cut off değeri 2 eşiğine çıkarıldığında 

157 upregüle 218 downregüle mRNA prob değerleri saptandı (Şekil 4.29). Aynı analiz 

H82 shRNA C örneği ile H82 Scramble shRNA örneği için yapıldığı zaman 1.5 kat 

değişimi için 1197 mRNA probunun upregüle olduğunu ve 1518 mRNA probunun 

downregüle olduğu saptandı. Cut off değeri 2 eşiğine çıkarıldığında 152 upregüle 170 

downregüle mRNA prob değerleri saptandı (Şekil 4.30). 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

Şekil 4.36 KHAK H82 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak artan ve azalan mRNA 
prob sayıları. 

Şekil 4.35 KHAK N417 hücre dizisinde Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak artan ve azalan mRNA 

prob sayıları. 
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Mikroarray verilerinden mRNA’ların analizi için farklı cut off değerlerinde 

filtrelemeler yapıldı. Bu filtrelemelerle sonucunda her iki hücre hattı içinde downregüle 

mRNA ile upregüle mRNA’ların korelasyon içinde olduğu saptandı. Mikroarray 

analizinden sonra saptanan mRNA’lar biyoenformatik olarak analize tabi tutuldu. Fibulin-

3 ifadesine bağlı olarak değişen gen ve gen grupları biyoenformatik değerlendirilmesi ve 

genlerin fonksiyon analizlerinden sonra sonuçlar filtrelendiğinde Şekil 4.31’ de verilen 

ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri tespit edilmiştir. Yapılmış olan biyoenformatik 

analizlerde Fibulin-3 ve Fibulin ailesinin literatür geçmişini de göz önüne alarak ECM ile 

ilişkili genlere, hücre kompozisyonunda görev alan genlere ve EMT sürecinde rol alan 

genlere ve ayrıca trasnkripsiyon faktörlerine odaklanıldı. Elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda kanser kök hücresi, hücre plastisitesinde ve epitelyal mezenkimal geçişte 

aktif rol oynayan gen gruplarının Fibulin-3 ifadesiyle negatif bir düzenlenmeye girdiği 

tespit edildi. KHAK’nın öne çıkan özelliklerinden biri de ilaç dirençliliği mekanizmalarının 

aktifleşme hızı ve kullanımıdır. Bu bağlamda yapılmış olan biyoenformatik analizde 

KHAK vakalarının sahip olduğu gen amplifikasyonlarını da araştırmamıza dahil ederek 

N417 ve H82 hücre hatlarında Fibulin-3 ekspresyonunun aşırı ifadesi açısından iki hücre 

dizisi içinde ortak, ilaç dirençliliğinde ve kötü prognozda modülatör olan genlerin 

ifadelerinin direkt veyahut indirekt baskıladığı saptandı. Kümülatif bir değerlendirme ile 

yapılmış olan popülasyon ikileme deneyinde hücre proliferasyonunun ya da popülasyon 

ikileme süresinin Fibulin-3 ekspresyonu ile ters orantılı olduğu saptanmıştır (Şekil 4.16 

ve Şekil 4.17). Fibulin-3 ekspresyonunun hücre proliferasyonundaki rolu sadece 

popülasyon ikileme süresindeki ektisi açısından değerlendirilmedi aynı zamanda qPCR 

ile hücre proliferasyonu ve apoptotik markerlerin ifadelerine bakılarakta sonuçlar 

desteklendi. Elde edilen bu verileri hem desteklemek hem de doğrulamak amacıyla 

mikroarray analizinde de hücre proliferasyonu ile ilişkili genlerin ifadeleri değerlendirildi. 

Yapılmış olan değerlendirmede Fibulin-3 ekspresyonunun upregülasyonuna göre 

kıyaslama yapıldığında her iki hücre hattında da Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak ilgili 

genlerin upregülasyonu ve downregülasyonunda bir korelasyon olduğu saptandı (Şekil 

4.31). 

Mikroarray analiz sonucunda elde edilen transkriptlerden miRNA’lar filtrelenerek 

Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı değişim gösteren miRNA’lar değerlendirilmeye alındı. 

Değerlendirmede N417 Fibulin-3/N417 kontrol ile H82 scramble shRNA/H82 shRNAC 

kıyaslamasının kesişim kümesi kullanıldı (Şekil 4.32).  
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Şekil 4.37 KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı ortak değişim 

gösteren mRNA sayı ve değişim gösteren ilgili genlerin ekspresyonları. 
 
Şekil 4. 38 Mikroarray analizlerine göre Fibulin-3 tarafından regüle edilen lncRNA’lar. 

*p<0.05Şekil 4.39 KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı ortak 

değişim gösteren mRNA sayı ve değişim gösteren ilgili genlerin ekspresyonları. 
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Şekil 4.40 Mikroarray analizlerine göre Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı ifadesi değişen miRNA’lar. 

*p<0.05 
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4.4.1 Mikroarray analizlerinin Real-Time PCR ile teyit edilmesi 
 

Mikroarray verileri miRNA transkriptleri acısından analiz edildiğinde her iki hücre 

hattı içinde ortak anlamlılığa sahip miRNA’lar tespit edilmiştir (Şekil 4.32). Filtrelenen bu 

miRNA’lar biyoenformatik olarak değerlendirilerek karsinegenez için anlamlılık ihtiva 

eden miRNA’lar hedeflenmiştir. Qiagen firmasından temin edilen primerler ile qPCR 

analizi ile belirlenen miRNA’lar çalışmaya alınmıştır. Yapılan bu çalışmanın amacı hem 

mikroarray sonuçlarının teyit edilmesi hem de KHAK N471 ve H82 hücre dizilerinde 

Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı değişim gösteren miRNA’ların literatüre 

kazandırılmasıdır. Bu amaç doğrultusunda N417 ve H82 hücre dizilerinden miRNA 

izolasyonu ve cDNA ede edildikten sonra, miRNA örneklerinde miR-27a, miR-1200, miR-

1243, miR-130e, miR-3179, miR-548a, let-7a ifade değişimleri analiz edildi (Şekil 4.33 

ve Şekil 4.34).  

KHAK N417 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyon artışına bağlı olarak ifadesi 

değişen miRNA’lar, qPCR yöntemi ile teyit edildi. Bu çalışmada N417 hücrelerinde 

Fibulin-3 ekspresyonunun artışına bağlı olarak miR-27a, miR-1200, miR-1243, miR-

130e, miR-3179, miR-548a, let-7a miRNA’ları analiz edildiğinde mikroRNA’ların Fibulin-

3 ekspresyon artışına bağlı olarak ekspresyon seviyelerinde önemli bir artış olduğu tespit 

edildi (Şekil 4.33). Elde edilen bu veri daha önceden gerçekleştirmiş olduğumuz 

mikroarray verileriyle de örtüşmektedir. 

 

 
Şekil 4.41 N417 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyonuna bağlı olarak ifadesi değişen 

miRNA’lar. *p<0.05 
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KHAK H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspresyon seviyesinin artışına bağlı 

olarak mikroarray analizi verilerinde ifadesi değişen miRNA’lar, H82 hücrelerinde qPCR 

yötemiyle teyit edildi. Bu çalışma doğrultusunda, H82 shRNA C ve H82 shRNA scramble 

infekte hücrelerinden miRNA izolasyonu gerçekleştirildi. Fibulin-3 ekspresyonunun 

baskılanmasına bağlı olarak miR-27a, miR-1200, miR-1243, miR-30e, miR-3179, miR-

548a, let-7a miRNA’larının ekspresyon seviyelerinde önemli bir düşüş tespit edildi (Şekil 

4.34). Elde ettiğimiz bu veriler mikroarray çalışmamız ile bire bir korelasyon içindedir. 

Aynı zamanda Fibulin-3 ifadesine bağlı değişen bu miRNA’lar N417 hücre dizisinden 

elde edilen verileride doğrular şekildedir. 

 
 

Şekil 4.42 H82 hücre dizilerinde Fibulin-3 ekspersyonuna bağlı olarak ifadesi değişen miRNA’lar. 

*p<0.05 

 

Mikroarray analiz sonucunda elde ettiğimiz transkriptlerden lncRNA’ların 

ifadelerini karşılaştırabilmek için kullandığımız filtreleme sonucunda Fibulin-3 

ekspresyonuna bağlı olarak değişim gösteren lncRNA’lar tespit edildi. Değerlendirmede 

N417 Fibulin-3/N417 kontrol ile H82 shRNA scramble/H82 shRNA C kıyaslamasının 

kesişim kümesi tanımlandı (Şekil 4.35).  
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Şekil 4.43 Mikroarray analizlerine göre Fibulin-3 tarafından regüle edilen lncRNA’lar. 

*p<0.05 



89 

 

4.5 Mikroarray Sonuçlarının Gen Ontoloji (GO), Gen Set Zenginleştirme Analizi 
(GSEA) ve Reactome (REAC) analizleri 

 

Fibulin-3 ekspresyon seviyesi düşük N417 hücre dizisi ve Fibulin-3 ekspresyon 

seviyesi yüksek H82 hücre dizilerinde, Fibulin-3 ekspresyon vektörü ve lenti viral shRNA 

kullanılarak hücrelerin sahip olduğu doğal Fibulin-3 ifadelerinin tam zıttı (N417-Fibulin-3 

ve H82-shRNA C) yeni hücre modelleri oluşturuldu. Bu yeni oluşturulan hücre 

modellerinde western blot ve qPCR yöntemleri kullanılarak, Fibulin-3 ekspresyonundaki 

değişim teyit edilmiştir. 

Fibulin-3 molekülünün, KHAK hücre dizileri olan N417 ve H82 üzerindeki etkisini 

daha ayrıntılı ve kümülatif gözlemleye bilmek için, N417 Fibulin-3 ve H82 shRNA C hücre 

dizileri ve kontrol grupları mikroarray analizine tabi tutuldu. Mikroarray analizinden sonra 

elde edilen veriler, g:GOSt, (functional enrichment analysis diğer bir adıyla over-

representation analysis (ORA)) ve Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) analizlerine 

tabi tutuldu. Bu biyoenformatik ve istatistiksel analizlerde mikroarray verileri işlevsel 

özellikleri benzer genleri, gen setleri halinde gruplandırmak amacıyla belirlenmiş 

algoritmalarla değerlendirildi. Gen ontoloji analizi, KEGG analiz, REAC analizi ve 

Trasnkripsiyon Faktörlerinin analizleri detaylı olarak değerlendirilirken, Fibulin-3’ün aktif 

rol oynadığı yolaklar, biyolojik süreçler ve ilgili transkripsiyon faktörleri ile miRNA’lara da 

ayrı bir önem verildi. Yapılan bütün analizlerin sonuçlarını kümülatif olarak Şekil 4.36’da 

sunulmaktadır. 

 

 

Şekil 4.44 Biyoenformatik analiz verilerinin kümülatif olarak değerlendirilmesi. 
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Mikroarray sonuçları gen ontoloji analizi Biyoloji Prosesler (GO:BP) üzerine 

detaylı olarak incelediğinde, nöroendokrin kökenli olan N417 ve H82 hücre dizilerinde 

Fibulin-3 ifadesinin upregülasyonuna bağlı olarak nörolojik farklılaşma, nörogenesis, 

nöron farklılaşmasının regülasyonunde yer alan genlerle bir interaksiyon içinde olduğu 

gözlemlendi. Kurmuş olduğumuz çalışma dizaynı doğrultusunda değerlendirildiğinde, 

hücre gelişimi, hücre morfogenezisi, hücre farklılaşmasının regülasyonu, hücre 

membran potansiyeli ve hücre birleşme/kaynaşma organizasyonu gibi hem kök hücre 

fizyolojisi hem de EMT sürecinde boy gösteren gen setleriyle etkileşim içinde olduğunu 

gözlemledik (Şekil 4.37). Yine aynı şekilde gen ontoloji analizinde Hücre Komponentleri 

(GO:CC) üzerine irdelendiğinde ise; hücre junction, hücre içi ve plazma membran 

bağlantıları üzerine yoğunlaşmış gen setlerinin ilk sıralarda yer aldığı görülmektedir 

(Şekil 4.37). 

 

Şekil 4.45 Mikroarray verilerinin gen ontoloji analiz sonuçları. 
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Gen Set Zenginleştirme Analizi ile yapılmış olan biyoenformatik 

değerlendirmede, ekspresyon farklılığı gözlemlenen genlerin anlamlılık seviyelerine göre 

hangi moleküler mekanizmada rol aldığı araştırıldı. Her iki hücre grubunda da Fibulin-3 

ekspresyonunun upregülasyonuna göre bir kıyaslama gerçekleştirildi. İki hücre grubunda 

ortak olarak yer alan değişimler hem KEGG analizi hem de REAC analizinde 

değerlendirildi. KEGG analizi ile yapılan değerlendirmede bizim için önem arz eden Gap 

junction ve adherens junction gen setleri gözlemlendi (Şekil 4.38). RAEC analizi 

sonuçlarından elde edilen verilerin hem gen ontoloji hemde KEGG analizi ile ayın 

doğrultuda olduğu gözlemlenmiştir. (Şekil 4.38). 

 

 

Şekil 4.46 Pathway analizinde kullanılan KEGG ve REAC analiz sonuçları. 
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Farklı veri tabanları ve algoritmalar kullanarak yapmış olduğumuz gen ontoloji 

analizlerinin hücresel proseslerle arasındaki ilişkiyi/kaskatı görsel bir şekilde 

gösterebilemek için Gene Ontology enRIchment anaLysis and visuaLizAtion tool 

(GORİLLA) veri tabanı yardımıyla Şekil 4.39’da Gen ontoloji zenginleştirilmiş analizi 

diyagram üzerinde verilmiştir. Bu diyagram verilerinin istatistiksel olarak anlamlılık 

dereceleri ve ilgili genlerinin skorları Tablo 4.1’de sunulmuştur.  

 

 

  Tablo 4.1 Gen ontoloji zenginleştirilmiş analizinin P ve FDR q değerleri 
 
Tablo 4.2 Gen ontoloji zenginleştirilmiş analizinin P ve FDR q değerleri 
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Şekil 4.47 Gen ontoloji zenginleştirilmiş analizi ve şematize edilmiş görseli. 
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5. TARTIŞMA 
 
 

Akciğer kanserinin 5 yıllık sağkalım oranı sadece %18’dir. Bu yüksek orana 

paralel bir şekilde kanser morbidite ve mortalite oranları da eşlik etmektedir (Siegel, 

Miller, ve Jemal 2016). Akciğer kanseri hastalarının %80'inde geç tanı nedeniyle, 

hastaya uygulanan tedaviye olumlu yanıt alınamaz. Sadece Amerika Birleşik 

Devletleri'nde her yıl yaklaşık 220.000 kişiye akciğer ve bronş kanseri teşhisi 

konulmaktadır ve ana neden tütün kullanımıdır (Quintanal-Villalonga ve Molina-Pinelo 

2019). Akciğer kanserinin iki ana tipi mevcut olup bunlar, küçük hücreli akciğer kanseri 

ve küçük hücreli dışı akciğer kanseridir. Akciğer kanserinin %85'inden fazlası küçük 

hücreli dışı akciğer kanseridir (KHDAK) ve adenokarsinom, skuamöz hücreli karsinom 

ve büyük hücreli karsinom olarak alt bölümlere ayrılmıştır (Lewis vd. 2014). KHDAK, 

adenokarsinom (%40), skuamöz hücreli karsinom (%40) ve büyük hücreli karsinom 

(%10) dahil olmak üzere tüm akciğer kanseri vakalarının yaklaşık %85'ini oluşturur. 

KHAK, tüm akciğer kanserlerinin ~% 15'ini temsil etmektedir (MacKinnon, Kopatz, ve 

Sethi 2010). EGFR mutasyonu, ALK ve ROS1’in yeniden düzenlemeleri gibi kinaz 

genlerindeki genomik farklılıkların keşfi, adenokarsinoma klinik yaklaşımı değiştirmiştir 

(Hanna vd. 2017). Bu keşifler sayesinde akciğer tümörlerinin moleküler ve genomik 

profillendirilmesi gerçekleştirilebilmiştir, ayrıca alt tiplerinin belirlenmesinde önemli bir rol 

oynamaktadır ((CLCGP) ve (NGM) 2013; F. Chen vd. 2017; Hammerman vd. 2012; 

Hanna vd. 2017; Siegel vd. 2016). Genomik araştırmalarda akciğer adenokarsinomu ile 

akciğer skuamöz hücreli karsinom ve küçük hücreli akciğer kanserin karşılaştırıldığında, 

sadece birkaç terapötik ajana uyum gösteren genom değişikliği bulunmuştur. Örnek 

verecek olursak, 8p12 amplikonun neden olduğu fibroblast büyüme faktörü reseptörü 1 

(FGFR1) amplifikasyonu; akciğer skuamöz hücreli karsinom’un %20'sinde, KHAK’in % 

5-7'sinde ve adenokarsinom’un % 1-3'ünde görülmektedir (H. R. Kim vd. 2012; Kwak vd. 

2015; Sousa vd. 2016). 
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Akciğer kanserinin patobiyolojisinin araştırılması ve terapisindeki son gelişmeler, 

yeni hedef bazlı tedavilerin ve kemoterapi rejimlerinin ortaya çıkışını hesaba katarak 

histolojik sınıflandırmanın iyileştirilmesini tetiklemiştir (Zugazagoitia vd. 2017). Örneğin, 

EGFR, BRAF, HER2, ALK, ROS1, RET ve NTRK gibi kinazlardaki farklı yeniden 

düzenlenmelerin, adenokarsinomlarda onkojenik aktivatörler olarak görev yaptığı 

bulunmuştur. Bu aktivatörin terapötik potansiyele sahip olmaları tedavi sürecinde büyük 

avantajlar sağlamıştır. Bununla birlikte, şu anda, skuamöz hücreli akciğer kanserinde 

(yani, FGFR1, PI3K ve DDR2) çok az eyleme geçirilebilir itici güç vardır ve bunların 

inhibitörleri, düşük klinik etkiler göstermektedir (Quintanal-Villalonga ve Molina-Pinelo 

2019). Bağışıklık kontrol noktası inhibitörleri son zamanlarda akciğer kanseri tedavisinde 

devrim niteliğinde bir öneme sahip olmuştur. Bu inhibitörlerin kullanıldığı tedavi 

stratejilerinde bazı kalıcı yanıtlar bile alınmıştır. Bu ilerlemelere rağmen, hastalığın sahip 

olduğu heterojenite yüzünden, genelleştirilmiş bir klinik yaklaşım mevcut değildir. Bu 

nedenle, akciğer kanseri gelişimini belirleyen, klinik olarak ilgili fenotiplerin karmaşıklığını 

aydınlatmak, erken evrede akciğer kanseri teşhisi için daha etkili tanı yöntemlerini 

tanımlamak ve klinik terapötiklerin etkinliklerini artırmak için yeni stratejiler geliştirmek 

amacıyla özel moleküler analizler gerekmektedir. Yüksek çözünürlüklü görüntüleme 

teknikleri ve yüksek verimliliğe sahip moleküler yaklaşımlardaki ilerlemeler, akciğer 

kanseri gelişiminin altında yatan moleküler mekanizmaları anlamamıza fırsat vermiştir. 

Epigenetik modifikasyonların, gen ekspresyonunun düzenlenmesinde ve genomik 

stabilitenin korunmasında rol oynadığı gibi akciğer kanseri gelişiminde de aktif roller 

aldığı gösterilmiştir (Krushkal vd. 2020). 

Küçük hücreli akciğer kanseri, erken metastaza eğilimi, düşük sağ kalım oranına 

sahip olması ve etkili tedavi için sınırlı seçeneklere sahip, oldukça agresif bir 

nöroendokrin tümördür (Gazdar, Bunn, ve Minna 2017; Govindan vd. 2006; Charles M 

Rudin vd. 2019). Yeni tedavi rejimlerine duyulan büyük bir ihtiyaca rağmen, KHAK 

tedavisindeki ilerlemeler ne yazık ki ikinci ve üçüncü sıra kemoterapötik ve 

immünoterapötik ajanlarla sınırlıdır ki bu tedavilerde, hızla kazanılan direnç nedeniyle 

geçici yanıtla sonuçlanmaktadır (Charles M Rudin vd. 2019). KHAK’nın bu agresif 

tutumundan dolayı yeni tedavi stratejileri tanımlanması önem kazanmaktadır. Bu 

arayışlardan biride, ABD’de tekrarlayan KHAK'nin tedavisi için immünoterapi ilaçları olan 

atezolizumab, pembrolizumab ve nivolumab'ın onaylanmasıdır (Anonim y.y.). 

KHAK genom çalışmalarında, en yaygın çalışılan genler TP53, RB1 ve daha az 

yaygın olarak PTEN tümör baskılayıcı genlerdir. Bu genler üzerine yapılan çalışmalarda 

genlerin fonksiyonel olarak aktif hale gelmesi ve KHAK hücrelerinde sık görülen somatik 

moleküler değişimlere odaklanılmıştır. Ayrıca bu çalışmalarda; MYC ailesi genleri MYC, 

MYCL1 ve MYCN'nin ampifikasyonu, histon değiştirici proteinleri kodlayan EP300, 
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CREBBP, KMT2A (MLL) ve KMT2D (MLL2) genlerindeki mutasyonlar, NOTCH ailesi 

genlerinde başlatıcı mutasyonları FHIT ve CDKN2A genlerini içeren genomik bölgelerin 

yaygın kaybı üzerinede yoğunlaşılmıştır (Brägelmann vd. 2017; George, Lim, Jang, Cun, 

Ozretić, vd. 2015; Charles M Rudin vd. 2019). KHAK örneklerinde bulunan diğer genomik 

değişiklikler arasında TP73 geninin yeniden düzenlenmesi, CCND1'in aşırı ekspresyonu, 

SLIT2, EPHA7'deki mutasyonlar ve FGFR1'in fokal amplifikasyonları bulunmaktadır 

(George, Lim, Jang, Cun, Ozretić, vd. 2015; Peifer vd. 2012). Genomik çalışmalar 

dışında KHAK tümörleri için önemli olan bir konu ise, tütünün özellikle KHAK üzerinde 

önemli ölçüde negatif bir etkisinin olduğudur  (Mollaoglu vd. 2017; Pleasance vd. 2010). 

Fibulin-3, epidermal büyüme faktörü domaini içeren olarak da adlandırılmaktadır. 

Fibulin benzeri hücre dışı matriks proteini 1 (EFEMP1) çeşitli insan dokularında bulunan 

hücre dışı glikoproteinlerinden fibulin ailesinin bir üyesidir. Hücre büyümesini, 

morfolojisini, yapışmasını ve hareketliliğini modüle eder (Timpl vd. 2003). Fibulin-3, 

moleküler kütlesi 54 kD olan 493 amino asitli bir proteini kodlar ve kromozomda 2p16'da 

lokusunda bulunan geni 11 ekzon içerir. Birçok kanserde Fibulin-3’ün potansiyel 

aktivitesi üzerine çalışmalar yapılmıştır. Fakat Fibulin-3’ün hala bazı tümörlerde ki işlevi 

belirsizliğini korumaktadır (Hu vd. 2011, 2012; Obaya vd. 2012). 

Akciğer kanseri de dahil olmak üzere birçok kanser türünün, kötü prognoza 

yönelmesinde kanser kök hücrelerinin (CSC) rolünün olabileceği ileri sürülmüştür (Alison 

vd. 2012; Mani vd. 2008). CSC, tümör oluşumunu başlatabilen ve heterojen bir kanser 

hücresi popülasyonu üretebilen çok potansiyelli progenitörler oluşturabilen nadir 

farklılaşmamış hücre kümesidir. CSC hücre küreleri oluşturan ve in vivo ksenograf 

deneylerinde tümörijenik kabiliyete sahip hücreler olarak tanımlanırlar (Bonnet ve Dick 

1997). Yapılan başka bir çalışmada, metastazın itici gücü olan epitelden mezenkime 

geçişe uğrayan bir CSC popülasyonunun keşfi, kanser tedavisi gelişimi için CSC 

araştırmasının önemini desteklemektedir (Mani vd. 2008). CSC'lerin özelliklerini ve 

bunların birbirleriyle etkileşimlerini düzenleyen moleküler yolların aydınlatılması 

potansiyel terapötik hedeflerin belirlenmesi için önemlidir. 
Tez çalışmamızda küçük hücreli akciğer kanseri hücre dizilerinde, Fibulin-3 

ekspresyonunun kanser kök hücre fenotipi üzerine etkisini ve EMT’nin regülasyonundaki 

rolünü aydınlatmaya çalıştık. Fibulin-3, neredeyse bütün hücrelerden eksprese edilen 

hücre dışı matris (ECM) proteinidir ve hücre matris iletişiminde ve ECM yapısının 

stabilizasyonunda, organogenezde ve embriyonik gelişimde farklı fonksiyonlara sahip 

olduğu için kanser kök hücre dönüşümü ve EMT regülasyonunda da görev alabileceğini 

hipotezini kurduk. 

Fibulin ailesinin üyeleriyle, kanser türleri üzerine yapılan çalışmalarda, hücre 

invazyonu, proliferasyon ve tümörijenite üzerine olan etkileri gösterilmiştir. Örneğin; 
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Schiemann ve arkadaşları Fibulin-3’ün homoloğu olan FBLN5 (Fibulin-5)’in TGF-b’yı 

inhibe ederek TGF-b indüksiyonlu EMT’yi baskılaması sonucu, hücre proliferasyonu, 

motilitesi ve hücre invazyonunun baskılandığını göstermişlerdir (Schiemann vd. 2002).  

Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yüksek olan H82 hücrelerinde Fibulin-3 ifadesi 

baskılandığında H82 hücre dizisinin popülasyon ikileme hızının arttığı tespit edilmiştir 

(Şekil 4.15). Aynı şekilde düşük Fibulin-3 ekspresyon seviyesine sahip N417 hücre 

dizilerinde Fibulin-3 aşırı ifadesi ile N417 hücre dizisinin populasyon ikileme süresinin 

uzadığını tespit ettik (Şekil 4.14). KHAK hücre dizileri üzerinden elde ettiğimiz bu sonuç 

literatürde ilk kez yer almasına rağmen KHDAK hücre dizileri A549 ve H460 hücre 

dizileriyle bir korelasyona sahiptir (Kim vd. 2014). Buna ek olarak hücre 

proliferasyonunda osteosarkoma dışındaki glioblastoma, kolon, meme ve servikal 

kanserleriyle yapılan çalışmaların sonuçlarıyla da bir korelasyon içindedir (Hu vd. 2011; 

Li vd. 2018; Wang vd. 2017; Z. Wang vd. 2015). Literatürde bilindiği üzere hücre 

proliferasyonunun kaderine etki eden ve sağ kalım ya da apoptozis açısından önemli 

Bax, BCL-2, PTEN, p21 ve siklin D1, ifadeleri Fibulin-3 ekspresyonu açısından 

değerlendirildi. Fibulin-3 ekspresyon seviyesi düşük olan N417 hücre dizisinde Fibulin-3’ 

ün ekspresyonunun artmasıyla beraber tümör baskılayıcı bir gen olan PTEN ve hücre 

siklüsu inhibitörü olarak görev alan p21’in ifadesi ile pro-apoptoptik protein olan Bax’ın 

ifadesinde bir artış gözlemlendi. Bunlara ek olarak hücre siklisunda görev alan siklin D1 

ifadesinde ve anti-apoptotik protein olan Bcl-2’nin ifadesinde bir düşüş gözlemlendi 

(Şekil 4.16). N417 hücre dizisi üzerinde tasarlayıp gerçekleştirdiğimiz deneyi, Fibulin-3 

ekspresyon seviyesi yüksek H82 hücre dizisinde shRNA kullanarak Fibulin-3 ifadesini 

baskılayıp gerçekleştirdik. ShRNA vererek Fibulin-3 ifadesini baskıladığımız H82 hücre 

dizisinde PTEN, p21 ve Bax’ın ifadeleri düşerken Bcl-2 ve siklin D1’in ifadelerinin arttığını 

saptadık (Şekil 4.17). KHAK N417 ve H82 hücre hatlarında qPCR ile yapmış olduğumuz 

değerlendirmede Fibulin-3 ifadesinin hücre proliferasyonunu baskılayabileme 

yeteneğine sahip olduğunu göstermiş olduk. Yuanjie ve arkadaşları, Fibulin-3 

ekspresyonun U251HF hücre dizilerinde vasküler endotelyal büyüme faktörü-A (VEGFA) 

geni hedefli, hücre proliferasyonu ve tümörijeniteyi baskıladığını göstermişlerdir (Hu vd. 

2011). Çalışmamızda elde etmiş olduğumuz bu sonuç literetürdeki meme kanseri, 

KHDAK ve kolon kanseri üzerine yapılan çalışmalarla büyük bir uyum göstermektedir 

(Arechederra vd. 2015; Chen vd. 2014a; E. J. Kim vd. 2012; Kim vd. 2014; Tian vd. 2015; 

Xu vd. 2014). 

Fibulin-3’ün kanser üzerindeki potansiyelini anlamak için yapmış olduğumuz 

literatür çalışmasında, Fibulin-3’ün EMT’yi, EMT’nin rol aldığı invazyon ve metastazı 

baskıladığını gösteren ya da Fibulin-3 ifadesinin tümör mikroçevresinin ve kanser kök 
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hücre sürecinin regülasyonundaki rolünü gösteren çeşitli çalışmalara ulaştık (Heo vd. 

2016; Hu vd. 2011; Kim vd. 2014). Tez çalışmamızda kulladığımız küçük hücreli akciğer 

kanseri hücre dizileri diğer akciğer kanseri hücre dizileriyle karşılaştırıldığında, KHAK 

hücre dizilerinin öne çıkan morfololojik farklıklıkları ve çoğalma özelliklerinin süspanse 

ve küçük kümeler oluşturarak çoğalma formunda olduğunu görmekteyiz (Salcido vd. 

2010). Giriş bölümünde de bahsettiğimiz üzeri KHAK hücre dizilerinin sahip oldukları 

hızlı çoğalma kabiliyetleri ve geliştirdikleri çoklu ilaç direnç mekanizmaları sayesinde 

kanser kök hücrelerine benzer özellikler taşıdıkları literatürde belirtilmiştir (Codony-

Servat, Verlicchi, ve Rosell 2016). Kanser kök hücresinde ki bazı genlerin sahip olduğu 

ifade farklılıkları ve yüzey markerlerindeki abnormal değişimleri kanser kök hücrelerinin 

belirteçleri olarak kullanılmaktadır. Literatürde KHAK hücreleri için öne çıkan belirteçler 

CD44, CD90, CD133, CD87, OCT4, MYC, SOX1 SOX2, ALDH1,ABCG2, FGF1 ve uPAR 

olarak göze çarpmaktadır (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 kök 

hücresinin evrilmesindeki biyolojik süreçte EMT aktif bir şekilde görev alır. EMT sırasında 

kanser hücreleri, adezyon moleküllerini ve hücre iskelet proteinlerinin ifadelerini 

değiştirerek hücre göçü, invazyon ve tümör metastazına yönelerek kanser kök 

hücresinin davranışlarınıda sergiler (Gloushankova, Zhitnyak, ve Rubtsova 2018). EMT, 

pleiotropik sinyal faktörleri tarafından indüklenir ve esas olarak SNAIL1, ZEB1 ve TWIST 

gibi EMT-TF'ler olarak adlandırılan çekirdek transkripsiyon faktörleri tarafından 

düzenlenir (Lamouille, Xu, ve Derynck 2014). EMT'nin modülasyonunda, reseptör tirozin 

kinazları (RTK), kodlamayan RNA'ları ve epigenetik ve post-translasyonel faktörleri 

içeren karmaşık düzenleyici ağlar bulunmuştur (Craene ve Berx 2013b; Gloushankova 

vd. 2018; Lamouille vd. 2014). Sonuç olarak, EMT süreci tümör metastazı, ilaç direnci, 

kanser kök hücreleri ve immün kaçış ile ilişkilendirilmiştir (Craene ve Berx 2013b; Scheel 

ve Weinberg 2012; Terry vd. 2017). 

Yapmış olduğumuz literatür taramasından sonra Fibulin-3’ün kök hücrelilik 

(stemness) ve EMT sürecindeki fonksiyonunu belirlemek için Nanog, Hıf1-alfa, N-

kaderin, ZEB-1, TWIST, SNAIL gibi EMT ve kanser kök hücresi belirteçleri üzerine olası 

etkilerini araştırmayı amaçladık. 

Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yüksek olan H82 hücre dizisinde, Fibulin-3 ifadesini 

lentiviral shRNA C vektörü infeksiyonu baskıladıktan sonra (Şekil 4.13) western blot 

yöntemiyle, literatür ışığında planlamış olduğumuz markerlerin protein seviyelerini analiz 

ettik. Fibulin-3 baskılandığında önemli mezenkimal markerlerinden N-kaderin ve ZEB-

1’in ekspresyon seviyelerinin arttığını gözlemleyerek EMT sürecinde negatif bir regülatör 

olarak çalıştığını saptadık. Bunlara ek olarak EMT-TF’lerinden SNAIL ve TWIST’in 
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ekpresyon seviyelerinde önemli bir artış olduğunu saptadık (Şekil 4.18, Şekil 4.20). 

Fibulin-3 ekspresyon seviyesi düşük olan N417 hücre dizisinde, Fibulin-3 ekpresyon 

vektörünün transfeksiyonu ile Fibulin-3’ün aşırı ifade edilmesini sağladık, daha sonra 

H82 hücre dizisinde değerlendirdiğimiz gibi western blot yöntemiyle, literatür ışığında 

planlamış olduğumuz markerlerin protein seviyelerini analiz ettik. Fibulin-3’ün önemli 

mezenkimal markerlerinden N-kaderin ve ZEB-1’in ekspresyon seviyelerini baskılayarak 

EMT için negatif bir regülatör olarak çalıştığını teyit ettik. Aynı şekilde EMT-TF’lerinden 

SNAIL ve TWIST protein seviyelerini değerlendirdiğimizde Fibulin-3 ekspresyonuna 

antogonist bir şekilde, önemli bir düşüş eğiliminde olduğunu saptadık (Şekil 4.18, Şekil 

4.19). Bu bulgulara dayanarak Fibulin-3’ün KHAK hücrelerinde N-kaderin, sırasıyla 

TWIST ve SNAIL transkripsiyon faktörlerinde downregüle ederek (Araki vd. 2011), 

ZEB1’in de baskılanmasını sağlamıştır (Araki vd. 2011). Mezenkimal hücre göçünün 

zorunlu bir düzenleyicisi olan ara filaman proteinler, onkojenik H-RAS ve c-MYC aracılı 

EMT indüksiyonunu düzenleyen EMT'nin bir başka önemli belirtecidir (Araki vd. 2011). 

N417 hücre dizilerinde SNAIL’ın akciğer kanserinde tipik bir EMT düzenleyicisi olduğu 

bilinmektedir (Araki vd. 2011). N417 hücrelerinin bu mezenkimal fenotipleri, FBLN3' ün 

aşırı eksprese edilmesiyle epitelyal hücrelerin fenotiplerine dönüşmüştür. Yukarıda da 

bahsettiğimiz üzere N417 hücrelerinde Fibulin-3’ün aşırı ekspresyonu, N-kaderin, 

TWIST, ZEB1 ve SNAIL ekspresyonunu önemli ölçüde azaltmıştır. Buna ek olarak, H82 

hücrelerindeki Fibulin-3 ifadesinin baskılanması N-kaderin, TWIST, ZEB1 ve SNAIL 

protein seviyelerinin artışını sağlamıştır. 

Fibulin-3, EMT’nin negatif regülasyonundan sorumlu olmasının yanında, akciğer 

kanserinde kök hücrelilik fenotipini de negatif olarak regüle eder (Kim vd. 2014). 

İnvazyon ve metastazın itici bir gücü olarak EMT'nin önemi giderek daha fazla kabul 

edilmektedir. Son zamanlarda sunulan veriler, EMT ile tümörleri başlatan ve sürdüren 

CSC’si arasında bir bağlantı olduğunu vurgulamıştır (Biddle ve Mackenzie 2012). Bu 

nedenle, mezenkimal N417 ve H82 hücrelerinin kök hücrelilik fenotipi ile ilişkili 

özelliklerini karakterize etmeye çalıştık ve Fibulin-3’ün bu özellikler üzerindeki etkisini 

inceledik. N417 hücre dizisinde Fibulin-3 aşırı ekspresyonunu sağlanarak ilgili markerleri 

western blot yöntemi ile incelendiğimizde, kök hücre markerlerinden Nanog ve Hıf1-a’nın 

Fibulin-3 ekspresyonuyla ters bir dinamik içinde olduğunu saptadık (Şekil 4.18 ve Şekil 

4.19). Kök hücre markerlerinin Fibulin-3 ekspresyonuyla ifade değişimi gösterip 

göstermediğini teyit etmek için önceki deneylerimizde kurguladığımız gibi Fibulin-3 

ekpresyonu yüksek H82 hücre dizisinde, Fibulin-3 ekspresyonunu baskılayarak Nanog 

ve Hıf1-a’nın ve transkripsiyon faktörü c-MYC’in ifadelerini analiz ettik. 

Fibulin-3 ekspresyonu baskılanmış olan H82 hücre dizilerinde Nanog Hıf1-a ve 

trasnkripsiyon faktörü c-MYC2in ekspresyon seviyelerinde bir artış saptadık (Şekil 4.18 
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ve Şekil 4.20). Elde edilen bu veriler doğrultusunda KHAK hücre dizilerinde Fibulin-3’ün 

negatif bir kök hücrelilik fenotipi düzenleyicisi olduğunu tespit ettik. KHAK hücrelerinde 

kanser kök hücre belirteçleri ifade düzeylerinin Fibulin-3 ifadesine bağlı olarak değiştiğini 

gösterdik. 

EMT’nin, invazyon ve metastaz süreçlerinin başlatıcı basamağı olduğu 

bilinmektedir (Pastushenko vd. 2018b). Tümör invazyonunun mekanizmaları ve 

metastaz üzerine yapılan kapsamlı çalışmalarda, matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) 

tümör yayılmasının altında yatan olaylarda kilit oyuncular olarak tanımlanmıştır 

(Stamenkovic 2000). KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde Fibulin-3’ün matriks 

metalloproteinazlardan MMP-9 ifadesindeki etkisini araştımak üzere tasarladığımız 

çalışmada Fibulin-3 ifadesinin artışına bağlı olarak MMP-9 ifadesinin baskılandığını ve 

aynı şekilde Fibulin-3 ifadesinin baskılanmasıyla MMP-9 ifadesinin arttığını, Western 

Blot yöntemiyle gösterdik (Şekil 4.18-20). Kim ve arkadaşlarının KHDAK’inde Fibulin-

3’ün invazyondaki negatif regülatör rolü ile ilgili yaptıkları çalışmada MMP-7 ve MMP-2 

üzerinden yaptıkları değerlendirmede Fibulin-3 ekspresyon seviyesi düşük A549 hücre 

dizisinde Fibulin-3 ekspresyon vektörü transfekte ettiklerinde MMP-7 ve MMP-2’nin 

kontrole oranla ifadelerinin baskılandığını göstermişlerdir (E. J. Kim vd. 2012). Fibulin-3 

ekspresyon seviyesi yüksek H460 hücre dizilerinde ise siRNA aracılı Fibulin-3 ifadesini 

baskıladıklarında MMP-7 ve MMP-2’nin kontrole oranla ifadelerinin arttığını 

göstermişlerdir. ERK1/2 ve fosfo-JNK'nin Fibulin-3 tarafından pozitif regülasyonu 

gösterilmiştir. p38-MAPK'nın daha önce mesane kanseri modelinde MMP-2 ve MMP-9 

mRNA seviyelerinin ve zimografik aktivitenin modülasyonu ile invazyonu düzenlediği 

gösterilmişti (Hsu vd. 2012). p38-MAPK, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun inhibisyonu 

ile 17p-estradiol ile tedavi edilen insan kolon kanseri hücrelerinde invazyon 

inhibisyonunu da modüle ettiği gösterilmiştir (Kumar vd. 2010). Bu çalışmalara benzer 

şekilde akciğer kanseri ile yapılan başka bir çalışmada, Fibulin-3’ün, A549 hücrelerinde 

p38-MAPK fosforilasyonunu artırarak MMP-2 ve MMP-9 protein seviyelerini downregüle 

ederek invazyonu inhibe ettiği gösterilmiştir (Xu vd. 2014). 

Akciğer kanserinde Fibulin-3 downregülasyonu yaygın bir anormalliktir ve Fibulin-

3’ ün ekspresyonu promoter bölgenin hipermetilasyonları ile düzenlenir. Dolaşımdaki 

Fibulin-3, tümör progresyonunda ve KHDAK'li hastaların sağ kalım sürelerinde rol 

oynayabilir. Bu bağlamda sonuçlarımız, Fibulin-3'ün, p38-MAPK ve MMP-2, MMP-9'un 

düzenlenmesi yoluyla akciğer kanseri hücrelerinin invazivliğini negatif olarak modüle 

ettiğini gösteren çalışmalar ile korelasyon göstermektedir. Fibulin-3’ün MMP-2, MMP-9 

ve hücre invazyonu arasındaki moleküler mekanizmalarında hâlen aydınlatılmayan 

noktalar olmasına rağmen hem literatür bilgisi hem de bizim elde ettiğimiz sonuçlar, 

akciğer kanseri için Fibulin-3'ün tanısal ve terapötik potansiyelini ifade etmektedir. 
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Fibulin-3’ün interaksiyon içinde bulunduğu moleküller ve bu moleküllerin görev 

aldığı biyolojik proseslerden sorumlu genlerin ifadelerindeki değişimi aynı zamanda hem 

genlerin hem de yolakların regülasyonunda önemli rollerde yer alan miRNA ve uzun 

kodlamayan RNA (lncRNA) trasnskriptlerin değişmlerini mikroarray çalışmamızda 

gözlemledik. Mikroarray çalışmamızda Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yüksek KHAK H82 

hücre dizisi ile lentiviral shRNA-Fibulin-3 ile Fibulin-3 ifadesi baskılanmış H82 hücre 

dizisini ve Fibulin-3 ekspresyon seviyesi düşük KHAK N417 hücre dizisi ile Fibulin-3 

ekspresyon vektörü transfekte edilmiş N417 hücre dizisini kıyaslamaya aldık. Yapmış 

olduğumuz bu çapraz kıyaslama stratejisiyle Fibulin-3’ün doğrudan regülasyonunda rol 

aldığı genleri daha güvenilir bir şekilde tespit etmiş olduk. Mikroarray sonuçlarımızın 

analizinde Fibulin-3’ün regüle ettiği transkriptler (kodlanan ve kodlanmayan genler) tespit 

edildi. Mikroarray analizi için filtreleme yaparken Fibulin-3 ekspresyon vektörüyle 

transfekte edilmiş N417 hücre dizisi ile H82 hücre dizileri sırasıyla Fibulin-3 ekspresyon 

seviyesi düşük N417 hücre dizisi ile shRNA C infekte edilmiş H82 hücre dizilerine karşı 

kıyaslandı. Filtrelemenin ikinci aşamasında her iki grup içinde hem upregüle hem de 

downregüle transkriptler incelenmeye alındı (Şekil 4.23). Yapmış olduğumuz filtreleme 

sonucunda elde ettiğimiz transkriptleri ekspresyon seviyerlerine göre sınıflandırdık (Şekil 

4.26,38), İstatistiksel olarak anlamlılık gösteren transkriptleri GSEA analizine tabi tuttuk 

(Şekil 4. 36). Biyolojik prosesler üzerine yaptığımız gen ontoloji analizlerimizden elde 

ettiğimiz sonuçlar, hipotezimizi destekler doğrultuda gen setlerini göstermektedir (Şekil 

4. 37). KHAK N417 ve H82 hücre dizilerind Fibulin-3 ifadesinin değişimiyle hücre 

gelişmesi, hücre farklılaşması, hücre gelişiminin negatif regülasyonu ve hücre bağlantı 

organizasyon gen setleri öne çıkmaktadır. Aynı şekilde hücresel kompenentleri üzerine 

yaptığımız gen ontoloji analizlerimizden öne çıkan gen setleri hücre bağlantıları, hücreler 

arası kompenentler ve organellerdir. İki farklı açıdan gerçekleştirdiğimiz gen ontoloji 

analizlerimizin birbiriyle uyumlu olması sonuçlarımızın güvenirliğini arttırmaktadır (Şekil 

4.37, Şekil 4.39). Elde ettiğimiz sonuçlar kümülatif olarak literatürle uyum içindedir. Bizim 

burada kullandığımız teknoloji ve analiz Fibulin-3 ilişkili literatürün aydınlatılmamış 

kısmına ışık tutacak niteliktedir.  

Mikroarray sonuçlarımızdan, hipotezimizle ilgili mRNA’ları biyoenformatik olarak 

analiz ettiğimizde Fibulin-3’ün upregülasyonuyla kök hücre markerlerinin, mezankimal 

markerlerin ve hücre proliferasyon markerlerinin downregüle olduğunu saptadık (Şekil 4. 

31). Yapmış olduğumuz analizlerde Western Blot, qPCR ve popülasyon ikileme 

sonuçlarımıza ek olarak literatürle korele bir şekilde kök hücre ve mezenkimal 

markerlerinden NEU1, SOX14, EGR3, KLF8, SNAIL, VIM, transkriptlerinin downregüle 

olduğunu saptadık (Puisieux, Brabletz, ve Caramel 2014). Küçük hücreli akciğer 

kanserinin sahip olduğu agresif karakterin altında MYC, MET, SOX2, SOX4 ve FGFR 
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gen ailerinin aşırı amplifikasyonları ve hızlı bir şekilde geliştirdiği ilaç dirençliliği 

mekanizmaları yatmaktadır (Salcido vd. 2010; Wang vd. 2018). Fibulin-3’ün aşırı 

ifadesiyle FGFR ailesinden FGFR2’nin ve ilaç dirençliği mekanizmalarında rol alan 

ABCA1, ABCC4’ün downregülasyonunu saptadık. Elde ettiğimiz bu sonuçlar 

doğrultusunda akciğer kanseri için Fibulin-3'ün terapötik potansiyelinin ileride yapılacak 

tedavi stratejilerine ışık tutabileceğini düşünmekteyiz. 

Mikroarray sonuçlarımızı yolak analizleri için KEGG ve REAC analizlerine tabi 

tuttuğumuzda, KEGG analizinde gap junction ve adherens bağlantılarının öne çıktığını 

gördük. Reactome analizinde ise NOTCH yolağıyla ilgili pre-NOTCH transkripsiyon ve 

translasyon ile pre-NOTCH ekspresyon ve proseslerini tespit ettik (Şekil 4. 37).  

Fibulin-3 hem meme kanseri hücrelerinde hem de endotel hücrelerinde TGF-β 

sinyalini etkili bir şekilde inhibe eden meme kanseri mikro çevresinde salgılanan bir 

protein olarak tanımlanmaktadır. Mekanik olarak, Fibulin-3, tip I TGF-reseptörü (TβRI) 

ile etkileşime girerek TGF-β ile indüklenen TβRI, TβRII kompleksinin oluşumunu ve 

böylece TGF-β downstreamını bloke eder. Literatürde Fibulin-3 ekspresyon seviyesinin, 

meme kanserinin progresyonu sırasında düştüğü ve düşük Fibulin-3 seviyesinin, daha 

kötü bir prognoz ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (Tian vd. 2015). Fonksiyonel olarak, yüksek 

Fibulin-3 seviyesi, TGF-β ile indüklenen epitelyal mezenkimal geçişi (EMT), göçü, 

invazyonu ve endotel geçirgenliğini inhibe ederken, Fibulin-3 ekspresyon ya da 

fonksiyon kaybı, TGF-β aracılı biyolojik süreçleri teşvik eder. Tin ve arkadaşları TGF-β 

sinyalini inhibe eden Fibulin-3 ekspresyonunu meme kanseri hücrelerinde eski haline 

getirdiğinde, meme kanseri hücre dizilerinde EMT’yi, invazyonu ve in vivo deneylerle de 

metastazı inhibe ettiğini göstermişlerdir (Tian vd. 2015).  

KHAK N417 ve H82 hücre dizilerinde TβRI’ın null olmasından dolayı TGF-β’ya 

kısmi cevap verebildiği bilinmektedir. KHAK hücre dizilerinde Fibulin-3 indüksiyonuna 

bağlı olarak EMT, hücre proliferasyonu ve kök hücrelilik fenotipini baskıladığımızda, bu 

biyolojik proseslerde TGF-β sinyal yolağından başka yolakların ve ara moleküllerin rol 

oynadığını düşünmekteyiz. Bu düşüncemiz yolak analizinin NOTCH sinyal yolağını işaret 

etmesiyle desteklenmektedir. Bu konu ile yaptığımız literatür çalışmasında, Fibulin-3'ün 

MAPK (Camaj vd. 2009), Akt (Camaj vd. 2009; Hwang vd. 2010), Notch (Hu vd. 2012) 

ve Wnt (Chen vd. 2014b) sinyal yolakları tarafından düzenlediği bildirilmiştir. Fibulin-3’ün 

farklı sinyal yolakları üzerinden aktivite gösterdiği bilinmesine rağmen KHAK için sunmuş 

olduğumuz veriler literatür için bir ilktir (Şekil 4.37). 

Reactome analizinde “NOTCH sinyal yolağının” yanında “küçük RNA’lar 

tarafından transkripsiyonun düzenlenmesi” sınıfına ait gen setinde de istatistiksel olarak 

anlamlılık tespit ettik (Şekil 4.38). Mikroarray sonuçlarını filtrelerken sadece Fibulin-3’ün 

değişiminden etkilenen miRNAları belirlemek için her iki hücre dizisi içinde Fibulin-3’ün 
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upregülasyonundan ve downregülasyonundan etkilenen ortak miRNA’lar 

değerlendirmeye alındı (Şekil 4.32). 

Mikroarray analiz sonuçlarımızı literatür ile doğrulamak için araştırma 

yaptığımızda, Fibulin-3 aracılı veyahut hedefli, miRNA çalışmalarına rastlamadık. Bunun 

üzerinde literatürde fonksiyonu bilinen miRNA ve literatürde hakkında araştırma 

yapılmamış miRNA’ları belirleyerek qPCR çalışmasıyla analizlerimizi teyit ettik.  

Mikroarray analizlerinde Fibulin-3’ün regule ettiği let-7a, miR-27a, miR-30e, miR-

548a, miR-1200, miR-1243 ve miR-3179 miRNAlarını, qPCR ile analiz ettiğimizde 

Fibulin-3 ifadesinin upregülasyonuna göre şeçmiş olduğumuz miRNA’ların ifadelerinin 

arttığını gözlemledik. Yapmış olduğumuz iki farklı analizdeki korelasyon ile çalışmamızı 

teyit etmiş olduk (Şekil 4. 33, Şekil 4. 34). 

MiRNA'lar hedef mRNA'ları ile etkileşime girme ve transkripsiyon sonrası 

susturma yeteneğine sahiptir (Ozcan vd. 2016; T. Wang vd. 2015). Bu yeteneği 

sayesinde, hücre proliferasyonu, farklılaşma, anjiyogenez ve apoptoz olmak üzere çeşitli 

biyolojik süreçleri düzenlediği bilinmektedir (He ve Xue 2017; Ru vd. 2017). MiRNA'lar 

ayrıca onkogenler veya tümör baskılayıcı genler gibi görev yapabilme yeteneğine 

sahiptir.  

Let-7a, bir tümör baskılayıcı miRNA olarak, çok sayıda kötü huylu hücre tipinde 

düzensiz olarak tanımlanmıştır. Örneğin, let-7a'nın aşırı ekspresyonunun, piruvat kinaz 

kas izozimi M2' nin ekspresyonunu baskılayarak mide kanseri hücrelerinin 

proliferasyonunu, göçünü ve invazyonu baskıladığı gösterilmiştir (Ru vd. 2017). Siklin 

ailesinin bir üyesi olarak siklin D1, hücre proliferasyonunun önemli bir düzenleyicisidir. 

Siklin D1, hücre döngüsünde G1/S kontrol noktasında yer aldığını gösteren G1 

aşamasında zirve seviyesine ulaşır. Siklin D1'in aşırı ekspresyonu G1/S kontrol 

noktasından geçişe ve sonucunda tümör oluşumuna yol açabilen hücre 

proliferasyonunun artmasına yol açabilir (Li vd. 2016). Wei ve arkadaşları KHDAK hücre 

dizilerinde let-7a ekspresyonunun, siklin D1’i regüle ederek hücre gelişimini inhibe 

ettiğini göstermişlerdir. Çalışmamızda Fibulin-3 ekspresyon seviyesi yüksek 

örneklerimizde let-7a ifadesinin upregülasyonu hem mikroarray hem de qPCR 

yöntemiyle tespit edildi. (Şekil 4.32-34). Aynı zamanda literatürle paralel olarak Fibulin-

3 ekspresyonu ile baskılanan siklin D1 ifadesini gösterdik (Şekil 4.16, 17). Bu bağlamda 

KHAK hücre dizilerinde Fibulin-3 indüksiyonlu let-7a ekspresyonunun, siklin D1’i regüle 

ederek hücre gelişimini inhibe edebileceğini düşünmekteyiz. 

MiRNA’ların biyomarker özelliği üzerine yapılan bir çalışmada, otopsi örneklerinin 

analizi ile KHAK’inde miRNA ekspresyon profillemesi yapılmıştır. Ortaya çıkan profile 

göre, dört miRNA'nın (miR-27a-5p, miR-485-3p, miR-34-5p ve miR-574-3p) aday anti-

tümör miRNA'lar olduğu gösterilmiştir. İşlevsel önemini araştırmak için, önce KHAK klinik 
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örneklerinde miR-27a ve miR-34b'nin downregülasyonunu teyit etmişlerdir. Daha sonra, 

hem miR-27a hem de miR-34b'nin ektopik ekspresyonunun kanser hücresinin 

agresifliğini önemli ölçüde inhibe ettiğini göstermişlerdir (Mizuno vd. 2017). Bir başka 

çalışmada ise yine miR-27a’nin akciğer kanserinde SMAD2 ve SMAD4'ü hedefleyerek 

TGF-β sinyal yolağı üzerinden hücre proliferasyonunu baskıladığı gösterilmiştir (Chae 

vd. 2017). Yan ve arkadaşları miRNA-27a'nin aşırı ekspresyonunun, KHDAK hücre 

apoptozunu indükleyerek hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini, Homeobox B8 

(HOXB8)’i miRNA-27a'nin fonksiyonel bir hedefi olarak doğrulayarak hücre 

proliferasyonundaki inhibisyonu HOXB8 aracılığıyla yaptığını göstermişlerdir (Yan vd. 

2019). Çalışmamızda her iki hücre dizisinde Fibulin-3 upregülasyonuna bağlı olarak miR-

27a ekspresyonunun artışı tespit edildi. N417 ve H82 hücre dizilerinde TGF-β sinyal 

yolağının kısmi ifadesinden dolayı, Fibulin-3 aracılı upregüle olan miR-27a’nın TGF-β ek 

olarak direkt ya da indirekt HOX ailesi gibi ara molekülleri hedefleyerek hücre gelişimini 

inhibe ettiğini düşünmekteyiz. 

MiR-30e, çeşitli kanserlerde hem in vitro hem de in vivo olarak yapılan 

çalışmalarda, tümör baskılayıcı gen olarak tanımlanmıştır (Feng vd. 2016; Hershkovitz-

Rokah vd. 2015; Luan, Wang, ve Liu 2018). Akciğer kanseri hücrelerinde miR-30e'nin 

aşırı ekspresyonunun, gefitinibe karşı ilaç direncini tersine çevirerek, hücre 

proliferasyonunun ve göçünün azalmasına neden olduğu gösterilmiştir (Ning vd. 2017). 

MiR-30e üzerine yaptığımız literatür çalışmaları sonucunda bilinen hedefleri arasında 

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 tanımlanmıştır. HOXA1, erken gelişim modellerinin ve 

organogenezin düzenlenmesinde önemli roller oynar (Ning vd. 2017). Bu bağlamda her 

iki hücre dizisinde Fibulin-3 upregülasyonuna bağlı olarak miR-30e ekspresyonunun 

artışı tespit edildi. N417 ve H82 hücre dizilerinde, Fibulin-3’ün upregülasyonuna bağlı 

olarak ekspresyon seviyesi artan miR-30e’nin hücre gelişimi ve proliferasyonun 

inhibisyonunda rol aldığını düşünmekteyiz. 

miR-548-3p, büyük bir primat spesifik miRNA gen ailesi olan miR-548 ailesinin 

üyelerinden biridir. MiR-548-3p ailesinin akciğer, meme ve kolon kanserindeki rolü kısıtllı 

sayıdaki çalışmalarla aydınlatılmaya çalışılmıştır (Yafei Shi vd. 2015; Through vd. 2020; 

Wang vd. 2020). Yapılan bir çalışmada, kontrollere kıyasla hem klinik tümör örneklerinde 

hem de akciğer kanseri hücrelerinde miR-548-3p ekspresyonunun daha düşük olduğu 

gösterilmiştir (Wang vd. 2020). İn vitro olarak miR-548-3p, akciğer kanseri hücre 

büyümesini inhibe ettiği ve hücre döngüsünün S aşamasında hücre apoptozunu teşvik 

ettiği gösterilmiştir. Aynı çalışmada miR-548-3p ailesinden miR-548b-3p ile indüklenen 

hücre proliferasyonu inhibisyonunun ve apoptozun altında yatan mekanizmanın, 
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PI3K/AKT sinyal yolağının inhibisyonu ile bağlantılı olduğu ve in vivo, miR-548b-3p’nin 

akciğer kanseri hücrelerinin ksenograft modelinde tümör büyümesini de inhibe ettiği 

gösterilmiştir (Wang vd. 2020). Akciğer kanserindeki sonuçlara paralel bir şekilde, kolon 

ve meme kanserinde de sırasıyla miR-548-3p ve miR-548a’nin aşırı ekspresyonunun, 

hücre proliferasyonunu inhibe ettiği, kolon ve meme kanseri hücrelerinde apoptozu 

teşvik ettiği gösterilmiştir (Yafei Shi vd. 2015; Through vd. 2020) 

Fibulin-3 indüksiyonuna bağlı doğrudan ya da dolaylı olarak let-7a, miR-27a, 

miR30e ve miR-548a miRNA’larının upregülasyonu yukarıdaki vermiş olduğumuz 

literatür ve elde etmiş olduğumuz sonuçlar doğrultusunda, HOX gen ailesi, PI3K/AKT 

sinyal yolağı ve benzer biyolojik prosesler gibi ortak hedeflerle etkileşime girmektedirler. 

Bu yüzden bu miRNA’ların akciğer kanseri için terapötik bir ajan veyahut hedef olma 

potansiyelini barındırdıklarını düşünmekteyiz. 

Epitel mezenkimal geçiş, metastaz ve ilaç direnci gibi kanser progresyonundaki 

çeşitli süreçlere katkıda bulunduğu bilinmektedir. Fibulin-3 upregülasyonuyla EMT’yi, 

hücre proliferasyonunu ve hücre invazyon yeteneğini negatif regule ettiğini KHAK 

hücrelerinde Fibulin-3 indüksiyonuyla upregüle olan miR-1243 ve miR-3179 

miRNA’larının hedeflerini biyoenformatik açıdan araştırdığımızda gen setlerinin EMT ve 

metastatik süreçlerle ilgili olduğunu tespit ettik. Fibulin-3 indüksiyonuyla upregüle olan 

miR-1243 üzreine Hiramoto ve arkadaşları pankreas hücre hattın olan Panc1’de SMAD2 

ve SMAD4 genlerini doğrudan hedef alarak EMT’yi negatif regüle ettiğini tespit 

etmişlerdir (Hiramoto vd. 2017). miR-3179 üzerine yaptığımız literatür çalışmasında 

KHDAK hücre dizilerinde yapılan tümörigenez ve tümör gelişiminde kritik rollere sahip 

miRNA profillemesinde yer aldığını görmekteyiz (Liu, Zhou, ve Cao 2016). 

KHAK hücrelerinde Fibulin-3 tarafından düzenlenen miRNA’ları kümülatif olarak 

değerlendirecek olursak EMT, hücre proliferasyonu, nöroendokrin farklılaşma, apoptoz 

ve ilaç dirençliliği mekanizmaları üzerinde işlevlere sahip olduğunu görmekteyiz. Fibulin-

‘ün doğrudan ya da dolaylı olarak etki ettiği bu mekanizmalar aracılığıyla akciğer 

karsinogenezinde önemli bir role sahip olduğunu ve akciğer kanseri tedavi stratejilerinde 

hedef olma potansiyeline sahip olduğunu düşünüyoruz.  
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6. SONUÇ 
 

 

Akciğer kanseri alt türleri arasında yer alan KHAK, yüksek proliferasyon hızı ve 

erken metastaz yeteneğine sahip en agresif türüdür. Ayrıca KHAK hastaları için sistemik 

tedavi seçeneklerinde son çeyrek asırda kayda değer ölçüde bir değişiklik olmamıştır 

Kanser tedavisi için son yıllarda önemli bir hedef strateji olarak kanserlerin moleküler 

mekanizmalarının hedeflenmesi ön plana çıkmaktadır. Bizde KHAK üzerine Fibulin-3’ün 

olası etkisini moleküler düzeyde açıklamayı amaçladık. Bu amaç doğrultusunda elde 

ettiğimiz sonuçlar: 

 

i. Fibulin-3 ekspresyonu KHAK hücrelerinde hücre proliferasyonunu 

baskılamaktadır. 

ii. KHAK hücrelerinde Fibulin-3 ifadesi EMT sürecinde Mezenkimal markerleri 

ve EMT transkripsiyon faktörlerini baskılar. 

iii. Fibulin-3 KHAK hücre dizilerinde kök hücre fenotipinde rol oynayan markerleri 

baskılayarak KHAK’inin agresif fenotipini baskılar. 

iv. Fibulin-3 kök hücre, hücre proliferasyonu ve EMT gibi hücresel süreçlerde rol 

oynayan genlerin ifadesini düzenler. 

v. KHDAK hücrelerinin KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşması sürecinde 

Fibulin-3, regülasyonu sağlar.  

vi. Fibulin-3, tümör baskılayıcı miRNA olarak tanımlanan let-7a, miR-27a, ve 

miR-30e’nin ekspresyonunu arttırmaktadır.  

vii. KHAK hücre hatlarının sahip olduğu TGF-β ifade eksikliği olmasına rağmen 

Fibulin-3’ün aktivitesini HOX gen ailesi ve PI3K/AKT gibi sinyal yolağı 

üzerinden gerçekleştirebilmektedir. 
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