SEZEN ATASOY ISTANBUL UNIVERSITESI SAG. BiL. ENST. DOKTORA TEZi ISTANBUL-2020



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZi)

OSTEOSARKOM TANILI HASTALARDA GENETIK VE
KROMOZOM DEGISIMLERININ METASTAZ iLE
ILISKiSININ INCELENMESI

SEZEN ATASOY

DANISMAN
PROF. DR. SEMA SIRMA EKMEKCi

GENETIK ANABILiM DALI
GENETIK PROGRAMI

ISTANBUL-2020




T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

(DOKTORA TEZi)

OSTEOSARKOM TANILI HASTALARDA GENETIK VE
KROMOZOM DEGISIMLERININ METASTAZ iLE
ILISKISININ INCELENMESI

SEZEN ATASOY

DANISMAN
PROF. DR. SEMA SIRMA EKMEKCi

IKINCi TEZ DANISMANI
PROF.DR. AYHAN DEVIiREN

GENETIK ANABILIM DALI
GENETIiK PROGRAMI

ISTANBUL-2020




TEZ ONAYI

DOKTORA TEZI ONAYI

Istanbul Oniversitesi Saghk Bilimleri Fostittisl, Genetik Anabilim Dali, Gerenk
Programinda Doktors &Zrencisi Sezen ATASOY tarafindan Prof. Dr. Sema SIRMA
EKMEKC ! nin damgmanhfonda hoarlanan “Osteosarkom Tomli Hastalards Genetik ve
Kromozom Degigimlerinin Metastaz lle [ligkisinin Incelenmesi™ bashklh 10z asafidaki jori
Gyeleri tarafindan 21/10/2020 tasihinde yapilan Tez Savunma Smavinda basanh buluamus ve
Doktora Tezi olarak kabul edilmigtir.

Jiiri Bayka
Prof, Dr. {htin ABALCT
IC. ASD enctik A.D,
Jiiri-
Prof, ma SIRMA EKMEK(! Dog. Dr, Yeldas
10. ASDETAE. Genetik AD. 1.0, Cerredip
Tibbi Bi
Jiirl
Dr. Or. Oyesl Tugge KIRAN Dr. Ogr. Udsi Yie A
Bezmialem O I Ty Fak. Tibbi Patoloji A.D. 10, ASDETAK d



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dist davranistmin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Sezen Atasoy



ITHAF

Basta annem, teyzelerim ve kardesim olmak tizere, iizerimde emegi olan tiim kadinlara
ithaf ediyorum...



TESEKKUR

Biitiin lisansiistii egitimim ve calismalarim boyunca benden yardimlarini ve
bilgilerini esirgemeyen, her zaman desteklerini hissettigim basta degerli hocam Prof.
Dr. Ayhan DEVIREN’e ve degerli tez damismanim Prof. Dr. Sema Sirma
EKMEKCTI’ye, yillardir biiyiik bir mutlulukla beraber ¢alistigim, bir siirii giizel anilar
paylastigim ve lizerimde biiyiik emekleri olan Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Sitogenetik
laboratuvar ailesine, lisansiistii egitimim siiresince her tiirlii olanagindan yararlandigim
ve calismalarim siirdiirdiigiim Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali ve Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik
Anabilim Dali'ndaki ¢alisma arkadaslarim ve ¢ok kiymetli hocalarima, ¢aligmalarimin
gerceklestirilmesinde ve yiiriitiilmesinde en biiyiikk desteklerden birini veren ve
ihtiyacim olan tiim imkanlar1 kullanmami saglayan bagta Dr. Ogr. Uyesi Tugge KIRAN
olmak iizere, Ogr. Gor. Burcu GUL’e, Ogr. Gor. Seval TURNA’ya, Uzm. Bio. Giizin
GOKAY’a ve Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali'na, tiim c¢aligmalarimda fikirlerinden ve yardimlarindan yararlandigim Dog. Dr.
Onur BAYKARA’ya ve Dr. Ogr. Uyesi Emrah YUCESAN’a, bu zorlu siiregte giiler
yiizii ve arkadasligiyla motivasyonumu yiiksek tutan, imkansizliklar i¢cinde bana her
tiirlii imkan1 yaratan, yardimmi ve destegini hi¢ eksik etmeyen Dr. Beyza GONCU'ye,
her zaman sevgisi ve destegiyle yanimda olan, insani ve ahlaki degerleriyle bana 6rnek
olan, beraber ¢alismaktan gurur duydugum Dog. Dr. Aydan DAG’a, Bezmialem Vakif
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde birlikte calismaktan keyif duydugum biitiin degerli
hocalarim ve ¢ok sevdigim asistan arkadaslarima, bana dostluklariyla destek olan, her
kosulda yardimima kosan giizel kalpli arkadaslarim Basak Aslaneli Cakmak, Bengisu
Gokkaya, Melis Erdogan, Sede Oden Siiriicii ve Selin Coskun Gider'e ve son olarak,
biitiin yasantim boyunca bana her kosulda destek olan, tiim zorluklar1 asabilecegime
inandiran, maddi ve manevi desteklerini her daim hissettiren, emeklerini ve haklarini

hi¢bir zaman 6deyemeyecegim canim aileme,

Sevgi, saygi ve tiim ictenligimle tesekkiir ederim...



ICINDEKILER
LI =740 ]2 OO 3
BEYAN ...ttt et n sttt a ettt sttt ettt 4
1005 1N ST 5
TESEKKUR.....ocviieieeteeieeeeete ettt ettt es sttt s st s s ea st esensnensns 6
100 0 D) 23 3 1 53 3 2 TR 7
TABLOLAR LISTESI....cooviiiiieiieeseeeee e eeteses st sss s ass st 10
SEKILLER LISTEST ..ottt 11
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTEST ...coviviiiieiieeeeceeeeete e, 15
OAGR...... . W ool ool xR ...... P ............cocrrnnen, 19
ABSTRACT ..o cctetie e teessente st estaste st est st st s s e ss st ant et ans et ensasnean et ensen s 20
1. GIRIS VE AMACGC . .ccuiiititeceeeeeiv e e seaste et tn s st es s s sasennsnansa s 21
2. GENEL BILGILER ......cococvititiieceeieiesesceteisteeeseseeeststsses s esstssssesesssssssssssnssssesesasensssnsns 23
2.1. KEMIK DOKU. ......cooviiiuiiiiiiieiietete e etesss s esae st esss sttt esensssesasasn e, 23
2.1.1. KEMIGIN SINIFLANDIRILMASI ........ccvivueiirrierieeeieseceesesstssessisseses s, 24
2.1.2. KEMIGIN HUCRESEL ELEMANLARI.........ccccevoviesierieceee s, 25
2.1.2.1. OSTEOBLASTLAR ...ovieetieeeeteee et ese sttt nes s tenenenans 25
2.1.2.2. OSTEOSITLER .....coviiicecieeet ettt 27
2.1.2.3. OSTEOKLASTLAR ....ooetiietetieeseeeeseseeses s ses s sessss st sanes s 28
2.2. KEMIK GELISIMINT ETKILEYEN FAKTORLER .......c..cc.coovvvmiiireseeessnnens 30
2.2.1. KEMIGIN BOYUNA BUYUMESINE ETKI EDEN FAKTORLER.............. 32
2.2.1.1. SISTEMIK FAKTORLER ........c.cocovoviiirrisiiesieressseseessesessessissenesissenensenenes 32
2.2.1.2. LOKAL FAKTORLER.........ccceceiiiiuiieieiiieceee e 34
2.2.1.3. MEKANIK FAKTORLER .......cccccsviiuiuiieieiiiiecieee e 35
2.2.2. KEMIGIN ENINE BUYUMESINE ETKi EDEN FAKTORLER................... 35
2.3. KEMIK HASTALIKLART ......coouiiiieisiceeeseetsees e st enes s st st 35
2.3.1. KEMIK TUMORLERI ....c.cocooviiiiiiiiecece et 37
2.4. OSTEOSARKOM......coovuiiiieeieiiesteeeeseesesseeissessesesses st ssisnes s es st snansenassensnes 39
2.4.1. EPIDEMIYOLOJ ...ooviiiieceeeeeeeeeee ettt 41
2.4.1.1. INSIDANS ...ttt 41

D812 Y AS oottt e e 42



2.4.1.3. CINSIYET oottt 43
2.4.1.4. ETNIK KOKEN .......cceiiiiiuiteieieseeeteie et esste e es ettt s s ses s 44
2.4.1.5. TUTULUM YERI.....ceoooiiitieerceiee e ses s enasnee s 44
2.4.1.6. MORTALITE ....cooiisteeieeeiieeeseeisse e ses s enssses s st ssnessenasnsnsnes 45
2.4.1.7. SAGKALIM......coviieiircesieeeeteres s estsses st seas sttt s e ssn st enesass s sananes 47
242 ETIYOLOJL c.ovoeceeeeeeeeeee ettt 47
2.4.3. HISTOPATOLOI ...c.oovieeeeseeceeeee e tsee st 48
S 7 N OO 50
2.4.5. PROGNOSTIK OZELLIKLER ......c.ccvoviiieisiieieeieeeseseeeie e ee e sen s e 51
2.4.6. EVRELENDIRME .........cccocsisiiiitieeeiieeeeee e eees st e s es s sn s ssssnen e 51
2.4.7. TEDAV...ooiiiiiiceeeeeetisst sttt st b et sttt sttt ss st b 53
2.5. OSTEOSARKOMUN MOLEKULER BIYOLOJISI......cccocoveviieiriiciceeee, 54
2.6. SIKLIN BAGIMLI KINAZ INHIBITORU 3 (CDKN3).......ccovevererrreeerecieeeenens 57
2.7. SITOKINEZIN PROTEIN DUZENLEYICISI 1 (PRC1) ....covvevrreiicrercrciee. 57

2.8. RIBONUKLEOTIT REDUKTAZ KATALITIK ALT UNITESI M1 (RRM1)....59
2.9. FIBULIN BENZERI EKSTRASELLULER MATRIKS PROTEIN 2 ICEREN

EPIDERMAL BUYUME FAKTORU (EFEMP2).......cccccoeviereririeeetessieeseeesennn, 60
2.10. OKARYOTIK TRANSLASYON BASLATICI FAKTOR 4 GAMA 2 (EIF4G2)
....................................................................................................................................... 60
2.11. MELANOMA ILISKILI ANTIJEN 3 (MAGEA3) .....ccoeeviiieeeiereeeeeeeeeeeeen, 61
3. GEREC VE YONTEM .....cociiiiiteieeeeee e e e ettt sttt tesesnas 64
3.1. GERECLER ....co.oouiiiceeeeeceteeee e en sttt n st anees 64
3.1.1. KULLANILAN CTHAZLAR ....c.oovviviueiieeeeeeeereesesee s en s 64
3.1.2. KULLANILAN KIMYASALLAR VE TICARI KITLER........cc.ccccoevrerrnnene, 65
3.1.3. KULLANILAN SARF MALZEMELER .....cooovovviiseieeeeeeeeseseneesesesienee s 69
3.2. YONTEMLER .......ooiviiiiiiietieseteeetess et eses st na st en st nes st en st anaes 69
3.2.1. DOKU ORNEKLERININ TOPLANMAST.........coovivimriireiseeressresseensssenenas 69
3.2.2. FFPE DOKU BLOKLARINDAN RNA SENTEZI.......c.ccccoovvevvirieereecereenn. 70
3.2.3. KOMPLEMENTER DNA (¢cDNA) SENTEZI.......c.ccccoovvivinrereirieeereereeenae 71
32.4. GRADIENT POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) ILE
OPTIMIZASYON ....ooiiiieieeeeeeeeteee et es et s sttt 72

3.2.5. GERCEK ZAMANLI KANTITATIF POLIMERAZ ZINCIiR REAKSITYONU
(7243 YRS 74



3.2.6. IMMUNOHISTOKIMYA (THK) ....cooviviviiieceeieeieeeeceee e, 75
3.2.7. FLUORESAN IN SITU HIBRIDIZASYONU (FISH) ......ccccceoovvrrererircrerennnn. 76
3.2.8. IN VITRO CALISMALAR ......coceoovviiereieretieesse e esiesesseseeses s s ies s 77
3.2.8.1. HUCRE HATLARININ PASAJLANMASI VE SAKLANMASI............... 78
3.2.8.2. TRANSFEKSIYON CALISMALARLI.......c.ccccoosviveierereriineieerseseeessenenienen, 79
3.2.8.3. siRNA’LARININ TRANSFEKSIYONU ......ccoooveiiciieeeeeees e, 80
3.2.8.4. RNA IZOLASYONU VE GZ-PZR ...covvrrerriesreesrereesressessesissessesissnia, 81
3.2.8.5. TRANSFEKSIYON VERIMLILIGININ HESAPLANMASI .........c..cco....... 81
3.2.8.6. SITOTOKSISITE ANALIZI .....coovveceeeeeceecee e 82
3.2.8.7. APOPTOZ ANALIZI......coooviieeeeeeeeeeee e 83
3.2.8.8. HUCRE DONGUSU ANALIZI ...cooooimiviiiviiiiicececeeeceeee e 84
3.2.8.9. PROTEIN IZOLASYONU VE WESTERN BLOT .....cccccccevevierereieeeennens 84
3.3. ISTATIKSEL ANALIZLER ...coovoiiueieioeeecieteieeeeeesteesten e en s en s 86
A BULGULAR ... coeiiteeeeeeeeetieete et esesasesae st tsss st asas st anensss s sasnsnsanenasans 87
4.1. OLGULARA AIT DEMOGRAFIK BILGILER .........ccccovcviueiiiereeieccceeee, 87
4.2. 0S VE MOS DOKULARINDA GEN EKSPRESYON ANALIZLER] ............... 90
4.3. 0S VE MOS DOKULARINDA PRCI’IN iIHK DEGERLENDIRMELERI........ 98
4.4. 0S VE MOS DOKULARINDA FISH DEGERLENDIRMELERI .................... 102
4.5. TRANSFEKSIYON VERIMLILIGI VE HUCRE CANLILIGINA ETKISI .....105
4.6. APOPTOZ VE HUCRE DONGUSUNUN FLOW SITOMETRIK ANALIZLERI
..................................................................................................................................... 108
5. TARTISMA .....oooviiieeeiceeeeeee e ee sttt sttt neneas 115
KKAYNAKLAR ..ottt ss st sts st sss s senss s st enssssssenansnsanensnes 123
ETIK KURUL KARARI w....oitiiieeisteeeeeeee e teee st ens st enen s asn s senees 135
INTIHAL RAPORU TLK SAYFASI. ..ottt sie s isseses s senees 137

OZGECMIS ...ttt ettt ettt en st s en e, 138



10

TABLOLAR LiSTESI
Tablo 1. Osteoblast farklilagmasi ve fonksiyonunda gorev alan molekiiller.................. 27
Tablo 2. Osteoklast farklilagmasi ve fonksiyonunda gorev alan molekiiller.................. 29
Tablo 3. Kemiklerin boyuna ve enine gelisimini etkileyen faktorler ...........cccooevveiinnne 31
Tablo 4. Kemik hastaliklarinin siniflandirtlmast ..., 36
Tablo 5. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore kemik tiimérlerinin siniflandirilmasi ............... 38

Tablo 6. Kemik ve eklem tiimdrlerinin 2020 yili i¢in tahmini yeni vaka ve 6liim sayis1

........................................................................................................................................ 42
Tablo 7. 2017 ve 2018 yilinda Tiirkiye’deki 6liim nedenlerinin dagilimi ve sayilari .... 46
Tablo 8. Kemik tiimdrlerinin evrelendirilmesinde kullanilan sistemler......................... 53
Tablo 9. 2X RT master Kari$iminin iGeIIZT . ..veeveriiueerieeiieesiesiee e eieesieeseeeseesieeseeens 72
Tablo 10. GZ-PZR i¢in kullanilan primer dizileri..........cccocvviieiieieiiieieeie e 73
Tablo 11. PZR i¢in uygulanan termal protokol ...........ccooiiiiiiiiiiiiii e, 73
Tablo 12. GZ-PZR i¢in Kari$im IGETIZI cuueuvvererrrieireasieaeesiieeeseesteassessaeseeessesseesseessesesssens 74
Tablo 13. GZ-PZR icin uygulanan termal protokol (Ug adimli GZ-PZR)...................... 74
Tablo 14. Saos-2 hiicre hattinin GZellIKIETT .........ccovvvrieiiiiiic e 78
Tablo 15. Genlerin baskilanmasinda kullanilan hedef diziler ............ccccooeiiiiiiiiienn, 79
Tablo 16. Transfeksiyon karisiminin hazirlanmast...........cccoovviiiniiin s 80
Tablo 17. Transfeksiyon verimliliginin hesaplanmasi............ccoceveiiieieninenniinienns 82
Tablo 18. Olgularin genel bilGUert ........ccooveiiiiiii e 88

Tablo 19. Rolatif mRNA ekspresyon seviyelerinin ortalama + SD degerleri ................ 90



11

SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Kemigin yapisi; (A) Stingerimsi kemik, (B) Kompakt kemik, (C) Biiylime

PlagININ KUSAKIATT.....cciiiiiiiiiii e 24
Sekil 2. Osteoblast ve osteklastlarin farklilagmasi..........ccoooeeiiiiiiiiiiiiii 26
Sekil 3. Kemik biiyiimesinin diizenlenmesinde GH/IGF-1 sinyalizasyonu ................... 32
Sekil 4. Osteoblast farklilasmasinin diizenlenmesinde T3'in rolii ........ccccovcvveeeiiiinennn 33

Sekil 5. Kemik tiimorleri i¢in 1975-2011 yillar1 arasinda 5 yillik sagkalim yiizdeleri

(“Surveillance Research Program, National Cancer Institute” SEER*Stat software).... 41

Sekil 6. Tan1 yagina gore OS INSIAANST .....eivveriiiiiiieiieee e 43
Sekil 7. Cinsiyetlere gore OS gOrilme 1nSidanst..........ccvvvriiirineiiiiniin e 43
Sekil 8. Etnik koken ve cinsiyete gore yeni vaka SAYIST .........ccuereeerveervenireesineenieesneennes 44
Sekil 9. Anatomik bolgelere gore OS tutulum yerleri ........ccoovvvvviiiieiiiiiiiisieicn, 45
Sekil 10. 2018 yil1 diinyadaki 6liim nedenlerinin dagilimi ve sayilart ...........ccceveenee. 46

Sekil 11. (A) Yogun osteoid (siyah ok), tiimor hiicreleri (sar1 ok) ve ¢cok sayida malign
hiicre (turkuaz ok). (B) Eozinofilik osteoid (sar1 ok) ve pleomorfik, malign stromal
hiicreli (turkuaz ok) konvansiyonel OS. (C) Stromada dev hiicreler (sar1 ok) ve osteoid

(turkuaz ok). (D) Telanjiektatik OS'de biiyiik, atipik mitoz gosteren hiicre (siyah ok),

kan ve/veya hemosiderin igeren bosluklar (sar1 0k) [66].......cccccoveriiiiiiiiiniieiieien, 49
Sekil 12. Osteosarkomagenezdeki genetik mutasyonlar [79]..........ccovvvviiiiiiiiiiicnnnn, 55
Sekil 13. PRC1 proteininin antiparalel mikrotiibiil organizasyonundaki rolii................ 58
Sekil 14. RRM1'in tiimorogenezdeki o]l ..........coovvviviiiiiiiiiiienecee e 59

Sekil 15. Translasyon baslatilmasi sirasinda Okaryotik translasyon baslatici faktorlerin
FOIBIT ... 61

Sekil 16. MAGEA3 gen ekspresyonunun metilasyon ile ¢esitli hiicrelerdeki

QUZENIENIMEST ... e nnee s 62
Sekil 17. IHK uygulama basamakIari ..............cccceuevrerirerereiiieereseissieeree e, 76
Sekil 18. FISH Uygulama BasamakIart...........ccccoveiiiiiiiiiii e 77

Sekil 19. Saos-2 hiicre hattinin faz kontrast mikroskobunda goriintiisii (sirasiyla
X50,X100 ve X200 DUYTLME) ..eevvieieeiiiieiieiireeee e 77
Sekil 20. (a) OS1, (b) OS7 ve (c) OS14 olgularina ait HE boyama 6rnekleri (X100



12

Sekil 21. Olgulara ait cinsiyet, tutulum yeri, tani, evre, timor ¢ap1 ve metastaz bilgileri

Sekil 23. Incelenen biitiin olgulardaki rélatif mRNA ekspresyon seviyeleri (***p<0,001
ve ¥*¥*¥*¥p<0,0001 gOSETMEKLEAIT) ...vevveuvieiiiiiiisieeieee et 91
Sekil 24. Incelenen biitiin olgularda PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve
CDKN3 genlerinin rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri  (*** p<0,001 ve *#**
P<0,0001’1 EOStEIMEKLEAIT) .....veveeiieiriiiieieeie s 92
Sekil 25. OS grubunda PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve CDKN3
genlerinin rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri  (* p<0,05 ve ** p<0,01’i
GOSTETIMEKEEAIT) ..ttt ne e nnee s 93
Sekil 26. MOS grubunda PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve CDKN3
genlerinin rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri (* p<0,05 ve **** p<0,0001’i
OSTETIMNEKLEAIT) ..o r e e neennee s 94
Sekil 27. incelenen biitiin olgularda PRC1 ve EFEMP2 genlerinin kat degisimleri (Mor
noktalar OS grubundaki olgulari, pembe noktalar MOS grubundaki olgulari, siyah ¢izgi
ise medyan degeri temsil etmektedir) ..........ccovvriiiiiiiiii 95
Sekil 28. Biitiin olgularda diisiik ve yiiksek PRC1 gen ekspresyonu gruplarinda genel
sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gOSterimI .......cceviriiiiiiiniiiiieiice e 96
Sekil 29. Biitiin olgularda diisiik ve yiiksek EFEMP2 gen ekspresyonu gruplarinda
genel sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gOSterimi.........ccvvvvverieeireenieinieeneeeeennens 96
Sekil 30. Diisiik ve yiiksek PRC1 gen ekspresyonu gruplarinda genel sagkalimlarin
Kaplan-Meier egrisi ile OSTEIIMI .........cerviiriiriiieiiti et 97

Sekil 31. Diisiik ve yiiksek EFEMP2 gen ekspresyonu gruplarinda genel sagkalimlarin

Kaplan-Meier eZrisi 11€ GOSTEITMI .....cveiveivirieiiiieieiie st 97
Sekil 32. (a) OS17 ve (b) OS14 olgularinda IHK ile degerlendirilen PRC1 boyamasina
ait ornekler (X200 DUYTIME) ..ocveeiuviiiieiiieiie e b e b 98

Sekil 33. (a) OS grubunda yiiksek PRC1 protein skoruna sahip OS2 olgusunun (Skor:6)
x100 ve (b) x200 biiylitmedeki goriintiileri, (c¢) MOS grubunda yliksek PRC1 protein
skoruna sahip OS4 olgusunun (Skor:12) x100 ve (d) x200 biiyiitmedeki goriintiileri ... 99
Sekil 34. Biitiin olgularda PRC1 protein ekspresyon skorunun istatistiksel analizi (**

P<O0,01°1 OStETMEKLEAIT) ..veevviiiiieiiiieiie e 100



13

Sekil 35. OS grubunda PRCI1 protein ekspresyon skorunun istatistiksel analizi.......... 100
Sekil 36. MOS grubunda PRCI1 protein ekspresyon skorunun istatistiksel analizi (***
P<0,001°1 OSEIMEKLEAIT) .vvvviuviieiiiie it 101
Sekil 37. Biitiin olgularda diisiik ve yiiksek PRC1 protein ekspresyon skoru gruplarinda
genel sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi (** p<0,01°1 gostermektedir) 102
Sekil 38. Diisiik ve yiilksek PRC1 protein ekspresyon skoru gruplarinda genel
sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi (* p<0,05’i gostermektedir)............ 102
Sekil 39. (a) OS14 olgusunda PRC1 proteinin IHK boyanmasi (x100 biiyiitme), (b) ayni
olgunun 15. kromozom sentromerinin FISH ile boyanmasi (x100 biiyiitme), (c) normal
hiicre (sar1 ok), monozomik hiicre (beyaz ok), trizomik hiicre (pembe ok), tetrazomik
hiicre (mavi ok) ve pentazomik hiicrelerde (kirmizi ok) sinyal goriintiisii (x200
biiylitme), (d) 15. kromozom sentromerinin gen lokasyonu............cccocceviiiiieninnnnnnne 103
Sekil 40. FISH analizi sonrasi incelenen gruplarda kopya sayisina goére sayilan
hiicrelerin daBUImI......occoiiiriiie i 104
Sekil 41. FISH yontemiyle sayilan hiicrelerdeki ortalama anormal hiicre yiizdelerinin
gruplar arasindaki dagilimi (* p<0,05°1 gostermektedir)..........cccoovveiieriinniiniiciinne, 105
Sekil 42. Farkli konsantrasyonlardaki siRNA uygulamalarinin PRC1 gen ekspresyonu
UZETINE BTKIST ..vevieiieiie ettt e et esneenreeneesreenne e 106
Sekil 43. Saos-2 hiicre hattinda kontrol, siRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda PRC1

ve Beta aktin protein SEVIYEIET .....ocviieiieiiccie e 107
Sekil 44. Kontrol, siRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda rélatif PRC1 protein
BKSPIESYONU ...t bbbt bbbt 107
Sekil 45. siRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarindaki hiicre canlilik yiizdeleri............ 108
Sekil 46. siRNA-PRC1, siRNA-NK ve Kontrol gruplarinda canli ve apoptotik hiicre
yiizdeleri (**** p<0,0001’1 gostermektedir) ..........coevivvviiiiiiiiiiieii e 109
Sekil 47. Kontrol, siRNA-NK ve siRNA-PRC1 gruplarinda apoptoz ve popiilasyon
PIOTHIEIT ..o bbbt 110
Sekil 48. Saos-2 hiicre hattinda kontrol, siRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda
PARPI, kesilmis PARP ve Beta aktin protein seviyeleri........ccccooeiiniiiiininiiinennnn, 111

Sekil 49. siRNA-PRC1 ve SsiRNA-NK gruplarinda PARP1 ve kesilmis PARP rolatif
protein seviyelerinin kontrol grubuna gore karsilastirilmast (* p<0,05 , ** p<0,01 ve

*#% p<0,00171 ZOSEMEKLEAIT) 1.vvevvereeieiieiieiiieeeie ettt 112



14

Sekil 50. siRNA-PRC1, siRNA-NK ve Kontrol gruplarinda hiicre dongiisiiniin farkli
fazlarindaki hiicre yiizdeleri (**** p<0,0001’1 gostermektedir) ...........ccocvrvrvriirennen, 113
Sekil 51. Kontrol, siRNA-NK ve siRNA-PRC1 gruplarinda DNA igerik indeksi ve
POPUIASYON PTOTIIICTT ... vvviiiiiiiiiie e 114
Sekil 52. (a) PRC1 gen ekspresyon seviyelerinin metastaz yapmayan ve yapan olgular
ile (b) normal ve timor dokular1 arasinda karsilastirilmast  (*** p<0,001 ve ****
P<0,0001°1 EOStETMEKLEAIT) ...eeiuvieiiieiiesie e 116
Sekil 53. (a) PRC1 protein ekspresyon skorlarinin metastaz yapmayan ve yapan olgular

ile (b) normal ve tiimor dokulart arasinda karsilastirilmas: (** p<0,01°1 géstermektedir)

Sekil 54. Kontrol olarak muamele edilmeden kiiltiire edilen Saos-2 hiicre hatt1 (a) ile
PRC1 geni ile transfekte edildikten sonra kiiltiire edilen Saos-2 hiicre hattinin faz

kontrast mikroskobundaki goriintiisii (X200 bUyGtmME)........cccvvverveririiiriierieeneeen, 120



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

A: Amper

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

ACTB: Beta aktin

AJCC: Amerikan Ortak Kanser Komitesi

ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

ANOVA: Tek yonlii varyans analizi

BMP: Kemik morfogenik proteini

bp: Baz cifti

BT: Bilgisayarli tomografi

Cbfal: Pre-osteoblast hiicrelerinde kora baglanan faktor alfa 1
CDK4: Siklin bagimli kinaz 4

CDKN2A: Siklin bagiml kinaz inhibitorii 2A

CDKNa: Siklin bagimli kinaz inhibitori 3

cDNA: Komplementer deoksiriboniikleik asit

cis-Pt: Sisplatin

CSF-1: Koloni stimiile edici faktor-1

Ct: Cycle Threshold

c-fsm: Makrofaj koloni stimiile edici faktor-1 reseptorii
DAB: 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidrokloriir

DAPI: 4',6,6-diamidino-2-fenilindol

DC-STAMP: Dendrosit-spesifik transmembran proteini
dH0: Distile su

dk: Dakika

DMEM-F12: Ham's F12 Medium:Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO: Dimetil siilfoksit
DNA: Deoksiriboniikleik asit
DOX: Doksorubisin

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

15



16

EB1: Ug baglayici protein
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

EFEMP2: Fibulin benzeri ekstraselliller matriks protein-2 igeren epidermal biiyiime
faktori

EIF4G2: Okaryotik translasyon baslatic1 faktdr 4 gama 2
ERBB4: Erb-B2 tirozin kinaz reseptorii-4

ESM: Ekstraselliiler matriks

F: Forward

FBS: Fetal sigir serumu

FFPE: Formalinle sabitlenmis parafine gdmiilmiis
FGF: Fibroblast biiyiime faktorii

FGFR: Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii

FISH: Fluoresan in situ hibridizasyonu

FITC: Fluoresan izotiyosiyanat

g: Gram

GH: Biiyiime hormonu

GTPaz: Guanozin trifosfat niikleotit hidroliz enzimi
GZ-PZR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
HE: Hematoksilen-eozin

H>O>: Hidrojen peroksit

IGF: Insiilin-benzeri biiyiime faktorii

IGFR: Insiilin-benzeri biiyiime faktorii reseptorii
Ihh: Indian hedgehog

[HK: Immiinohistokimya

kDa: Kilodalton

L: Litre

MAGEAS3: Melanoma iliskili antijen 3

MDMZ2: Fare double minute 2 homologu

MFH: Malign fibr6z histiyositoma

mg: Miligram

mL: Mililitre



MMP: Matriks metalloproteinazlar

MOS: Metastatik osteosarkom

MRNA: Mesajci riboniikleik asit

MRG: Manyetik rezonans goriintiileme

MSTS: Kas-Iskelet Tiimérleri Birligi

MT: Mikrotiibiil

MTT: [3-(4,5- dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
MTX: Metotreksat

m?: Metrekare

NCI: Amerika Ulusal Kanser Enstitlisii

NF-xB: Niikleer faktor kappa B

ng: Nanogram

NK: Negatif kontrol

nm: Nanometre

nM: Nanomolar

NuMA: Niikleer mitotik apart proteini

PARP: Poli (ADP-riboz) polimeraz

PBS: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PI: Propidyum iyodiir

PRC1: Sitokinezin protein diizenleyicisi 1

PTHrP: Paratiroit hormon iliskili peptid

PVDEF: Polivinilidin difloriir

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

R: Reverse

RANKL: Niikleer faktor kappa B ligandi reseptor aktivatorii
RBL1: Retinoblastoma

RecQL4: RecQ benzeri helikaz 4

RNA: Riboniikleik asit

RRM1: Riboniikleotit rediiktaz katalitik alt iinitesi M 1

RUNX2: Runt- iligkili transkripsiyon faktorii-2

17



SATB2: AT-zengin dizilere baglanan protein-2
SD: Standart sapma

SDS-PAGE: Sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforezi
SEER: The Surveillance, Epidemiology, and End Results
SiIRNA: Kiigiik interferans ribontikleik asit
SSC: Salin sodyum sitrat

TBST: Tris tampon tuzu ve Tween 20

Thr: Treonin

TNF: Tiimor nekroz faktorii

TP53: Tiimor protein 53

TSG: Tiimor baskilayict gen

TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu

T3: Triiodotironin

T4: Tiroksin

OPG: Osteoprotegerin

OS: Osteosarkom

OSX: Osteriks

sn: Saniye

V: Voltaj

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
WRN: Werner sendromu ATP-bagiml: helikaz
7-AAD: 7-amino aktinomisin D

9MTc: Teknesyum-99m

°C: Derece santigrad

ng: Mikrogram

uL: Mikrolitre

um: Mikrometre

uM: Mikromolar



19

OZET

Atasoy, S. (2020). Ostecosarkom Tanili Hastalarda Genetik Ve Kromozom
Degisimlerinin Metastaz Ile iliskisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglhk
Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Osteosarkom (OS) primitif osteojenik mezenkimal hiicrelerden kdken alan primer
kemik timoridir. OS'ler ¢ogunlukla kot prognoz ve yiikksek mortalite ile
seyretmektedir. Metastaz varligi, yiiksek niiks orani ve fiziksel hareket kisitliligrt OS’nin
onemli bulgularindandir. Tedavide esas kemoterapi olmasina ragmen, etkinligi
yetersizdir. Metastatik OS (MOS) hastalarinda ise, tedavi etkinliginin diisiik olmasinin
yaninda prognoz da kotii seyretmektedir. Bu nedenle, OS ve MOS’daki molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilarak farkli tedavi yaklasimlarinin belirlenmesi, hastalarin
Klinik seyirlerinin iyilestirilmesinde olduk¢a dnemlidir. Bu amagla; siklin bagimli kinaz
inhibitéric 3 (CDKN3), sitokinezin protein diizenleyicisi 1 (PRC1), riboniikleotit
rediiktaz katalitik alt tinitesi M1 (RRM1), fibulin benzeri ekstraselliiler matriks protein-
2 igeren epidermal biliylime faktorii (EFEMP2), 6karyotik translasyon baslatici faktor 4
gama 2 (EIF4G2) ve melanoma iliskili antijen 3 (MAGEAZ3) genlerinin OS ve MOS
olgularindaki gen ekspresyon seviyeleri incelendi. Rolatif ekspresyon seviyeleri
karsilagtirildiginda PRC1 ve EFEMP2 gen ekspresyonlarindaki degisim istatistiksel
olarak anlamli bulundu (sirastyla; p<0,0001 ve p=0,0008). PRC1’in roliiniin daha iyi
anlasilmasi igin olgularda protein seviyeleri immiinohistokimya ile ve diger yandan 15.
kromozomun sayisal anomalileri ise fluoresan in situ hibridizasyonu metodu ile
incelendi. MOS grubunda yiiksek PRC1 protein ekspresyonu kisa sagkalim siiresi ile
iligkilendirildi. Aym zamanda, MOS grubunda 15. kromozomun kopya sayisi
artiglariin anlamli sekilde yiikseldigi bulundu. Saos-2 hiicre hattinda in vitro RNA
interferans deneyleriyle PRC1 baskilandiginda, hiicrelerde canliligin azaldigi, G2/M
fazinda birikme oldugu ve apoptozun indiiklendigi gosterildi. Sonug olarak, PRC1'in
klinikopatolojik ve oOzellikle metastaz ile olan iliskisi nedeniyle hastaligin
patogenezindeki rolii gosterilerek, prognostik bir belirte¢ olarak OS’nin tedavisinde
yiiksek potansiyel tagidig1 bulundu.

Anahtar Kelimeler : Kemik hastaliklari, Osteosarkom, Metastaz, Sitokinezin protein
diizenleyicisi 1, Fibulin benzeri ekstraselliller matriks protein-2 igeren epidermal
biiyiime faktorii
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ABSTRACT

Atasoy, S. (2020). Investigation of the Relationship of Genetic and Chromosome
Changes with Metastasis in Osteosarcoma Patients. Istanbul University, Institute of
Health Science, Genetic. Doctoral Thesis. Istanbul.

Osteosarcoma (OS) is a primary bone tumor originating from primitive osteogenic
mesenchymal cells. OS usually has poor prognosis and high mortality. The presence of
metastasis, high recurrence rate and limitation of movement are among the important
clinical findings of OS. Although chemotherapy is essential, its effectiveness is low.
Metastatic OS (MOS) patients’ prognosis is severe along with the response to treatment.
Therefore, clarifying molecular mechanisms and determining different treatment
approaches are important for improving the clinical course. For this purpose, cyclin-
dependent kinase inhibitor-3 (CDKN3), protein regulator of cytokinesis-1 (PRC1),
ribonucleotide-reductase catalytic subunit-M1 (RRM1), epidermal growth factor
containing fibulin-like extracellular matrix protein-2 (EFEMP2), eukaryotic translation
initiation factor-4-gamma-2 (EIF4G2) and melanoma associated-antigen-3(MAGEAS3)
genes in OS and MOS cases were evaluated. Relative mRNA expression levels were
showed that PRC1 and EFEMP2 expressions elevated and statistically significant
(p<0.0001 and p=0.0008,respectively). For better understanding of PRC1’s role, protein
levels by immunohistochemistry and chromosome 15 numerical anomalies by
fluorescent in situ hybridization were examined. High PRC1 protein expression was
associated with shortened survival time in MOS. It was also found that copy number of
chromosome 15 significantly increased in MOS. In vitro RNA interference assays
showed that silencing PRCL1 in the Saos-2 cell line led cell cycle arrest at the G2/M
phase and induced apoptosis. In conclusion, due to its clinicopathological and
metastasis relation, the role of PRC1 in the pathogenesis of OS has been shown and it
has been found that it has a high potential in the treatment of malignancy as a
prognostic marker.

Key Words: Bone diseases, Osteosarcoma, Metastasis, Protein regulator of cytokinesis-
1, Epidermal growth factor containing fibulin-like extracellular matrix protein-2
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1. GIRIS VE AMAC

Ozel bir bag dokusu olan kemik dokusu; organlar1 koruyan, eklem, tendon ve
ligamentler i¢cin mekanik destek saglayan, ayni zamanda minerallerin depolanmasi ve
hematopoez i¢in mikrogevre olusturan Onemli bir yapidir. Kemik dokusu, yasam
boyunca siirekli yenilenen, onarilan, sekli degisen ve biiyiiyen dinamik bir yapidadir.
Kemik iligkili hiicreler birgok faktoriin etkilesimiyle gelisir ve biiyiirler. Kemik
gelisiminde rol oynayan faktorlerdeki bozukluklar sonucunda gesitli kemik hastaliklar
ve rahatsizliklari ortaya ¢ikmaktadir. Kemik dokusu maligniteleri primer ya da sekonder
(metastatik) olarak smiflandirilmaktadir. Primer kemik ve eklem tiimorleri biitiin
neoplazmlar arasinda yaklasik % 0,2°lik oranla nadir goriilen mezenkimal kokenli
timorlerdir. Cok asamali karsinogenez gosteren epitel tiimorlerinden farkli olarak,

mezenkimal tiimorlerde higbir prekiirsdr tanimlanamamugtir.

Osteosarkom (OS), kemik tiimorlerinin arasinda en yaygin goriilen primer
kemik malignitesidir. OS lezyonlarinin ayirict 6zelligi osteoid liretiminin olmasidir ve
diizensiz kalsifiye doku iireten osteoblast benzeri tiimor hiicreleri ile karakterizedir. OS,
herhangi bir kemikte ortaya c¢ikabilmesine ragmen, daha ¢ok uzun kemiklerin
metafizlerinde yerlesmektedir. En yaygin goriilen tipi konvansiyonel OS'dir ve tiim
vakalarinin %85'ini olusturmaktadir. Hastalarda en sik lokal agri1 bulgusu goriilmekte
fakat tiimoriin kiigiik oldugu durumlarda ¢ogunlukla herhangi bir klinik bulgu
gozlenmemektedir. OS tedavisinde ¢oklu yaklasimla, hem cerrahi hem de sistemik
kemoterapi uygulanmaktadir. Son 40 yilda uygulanan tedaviler sonucunda OS
hastalarinin prognozunda 6nemli degisiklikler olmasina ragmen primer OS ve akciger
metastazi bulunan hastalarin prognozun ¢ok kétii oldugu ve 5 yillik sagkalimin sadece
%25 oranina ulastigi goriilmektedir. Basvuran hastalarin %15'inde radyolojik olarak
gbzlenen metastaz bulgularina rastlanilmaktadir. Bu yiizden OS hastalarinda akciger
metastazi en onemli mortalite sebeplerinden biridir. Metastatik OS (MOS) hastalarinin
prognozu, yalnizca primer timdorii olan hastalara oranla daha kétii seyretmektedir. OS

hastalarinda her bir metastatik akciger lezyonu mortaliteyi %43 oraninda arttirmaktadir.

Giiniimiizde OS i¢in en ideal tedavi uygulamasinin nasil olacagr hala
tartigmalidir. Hastalarin sagkalimlarinin arttirilmast icin tam1 ve prognozda etkili

molekiiler hedeflerin belirlenmesi gerekmektedir. Tedavi etkinliginin ¢ok diisiik oldugu
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MOS hastalarinda ise metastazin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmas1 ve hastalar icin yeni tedavi stratejileri olusturulmasi gerekmektedir.
Metastaz mekanizmasinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi igin, gen ekspresyonunu
etkileyerek tiimor transformasyonunu indiikleyen ve hiicre proliferasyonunu arttiran
cesitli sinyal yolaklarinin incelenmesi Onem gostermektedir. Hiicre boliinmesi,
biliylimesi, yapismast ve hiicre iskeleti olusumu gibi 6nemli fonksiyonlar1 diizenleyen
gen ve proteinlerin OS’nin invazyonu ve metastazi sirasinda 6nemli roller oynadigi

diistiniilmektedir.

Klinik olarak ¢ok o©nemli olmasma ragmen OS metastazinin genetik ve
biyokimyasal faktorleri hakkinda bilgi eksikligi bulunmaktadir. Bu eksigi tamamlamak
amaciyla, calismamizda metastazla iliskisi olabilecegi diisiiniilen farkli yolaklardaki
anahtar genler secilerek OS metastazindaki fonksiyonlar1 arastirildi. Hiicre
boliinmesinde rol oynayan siklin bagimli kinaz inhibitorii 3 (CDKN3) ve sitokinezin
protein diizenleyicisi 1 (PRC1), hem hiicre béliinmesinde hem de DNA tamirinde gérev
yapan riboniikleotit rediiktaz katalitik alt {initesi M1 (RRM1), bag dokusu gelisimi i¢in
gerekli olan ve kemik gelisimi i¢in gerekli kalsiyum baglayici alanlar iceren fibulin
benzeri ekstraselliiler matriks protein-2 igeren epidermal biiyiime faktorii (EFEMP2),
protein biyosentezinde mRNA translasyonu mekanizmasinda gorev yapan okaryotik
translasyon baslatic1 faktor 4 gama 2 (EIF4G2) ve ¢esitli kanserler igin timor spesifik
protein olarak degerlendirilen melanoma iligkili antijen 3 (MAGEA3) genlerinin
ekspresyon seviyeleri OS ve MOS hastalar1 arasinda karsilastirildi ve genel sagkalim
analizleri yapildi. Analizler sonucunda iki hasta grubunda gen ekspresyonlari arasindaki
fark: istatistiksel olarak en anlamli bulunan PRC1 geninin hasta dokularindaki protein
ekspresyon seviyeleri belirlendi. PRC1 gen ve protein seviyesindeki degisimlerin
kromozom artist ya da azalisiyla olan baglantisinin  belirlenmesi igin ise, 15.
kromozomun sayisal anomalileri incelendi ve son olarak in vitro deneylerle OS hiicre
hattinda (Saos-2) PRC1 geninin anlatimi1 baskilanip, hiicre dongiisii, canliligi ve
apoptozu tizerindeki etkileri belirlendi. Yapilan tiim bu analizler ile incelenen genin

agresif timor gelisimi ve metastazla baglantisinin gosterilmesi hedeflendi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. KEMIK DOKU

Bag doku; viicuttaki organlar1 destekleyen, ¢esitli dokular arasinda baglant1 ve
devamliligi saglayan mezenkimal kokenli hiicre topluluklaridir. Epitel hiicrelerinin
aksine, etraflarinda yaygin bir sekilde ekstraselliiler matriks (ESM), sinirler, kan ve lenf
damarlar1 bulunmaktadir [1]. Ozel bag dokusu tiplerinden biri olan kemik dokusu ise;
vital organlar1 koruyan, eklem, tendon ve ligamentler i¢in mekanik destek saglayan,
aynt zamanda minerallerin depolanmasi ve hematopoez i¢in mikrogevre olusturan
onemli bir dokudur. Kemik dokusu yasam boyunca siirekli yenilenen, onarilan, sekli
degisen ve biiyiiyen dinamik bir yapidadir [2]. Insan iskeletinin temel 6gesi olan
kemiklerin organizasyonu viicutta; aksiyal iskelet (kafatasi, vertebra, kaburgalar, pelvis)
ve apendikiiler iskelet (alt ve iist ekstremiteler, parmaklar) olmak iizere iki bdliimde

incelenir.

Kemik dokusu; kolajen matriks, hidroksiapatit kristalleri ve kolajen olmayan
proteinlerden olusan canli bir yapidir (Sekil 1). Organik (%35) ve inorganik (%65)
bilesiklerden olusan kemik matriksinin en 6nemli proteini; tip I kolajendir [3]. Kemigin
inorganik matriksi; ESM'in kalsiyum ve fosfat tuzlarn ile doygunlasip,
minerallesmesiyle olusur ve kemik dokunun sert yapisini meydana getirir [4]. Kemikte
matriks haricinde, lakiina denilen bosluklarda osteositler, matriksin organik
bilesenlerinin sentezini yapan osteoblastlar ve howship oyuklarinda kemik dokusunun
yikiminda gorev yapan osteoklastlar da bulunmaktadir. Kemik modelleme (kemigin
olusumu ve sekillenmesi) ve yeniden sekillenmeleri (eski kemigin yenilenmesi) bu
hiicreler araciligiyla yapilmaktadir [5]. Erken cocukluk déneminde; hem kemik
modellenmesi, hem kemik yeniden sekillenmesi, ¢ocukluk ¢aginda; kemik

modellenmesi ve yetiskinlerde ise; kemik yeniden sekillenmesi siiregleri goriilmektedir

[6].
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Sekil 1. Kemigin yapisi; (A) Siingerimsi kemik, (B) Kompakt kemik, (C) Biiyiime
plagimin kusaklari

Kemik gelisimi (osteogenez, ossifikasyon) fetal ve postnatal donemde; bag
dokusu (intramembrandz kemiklesme, primer) ve kikirdak dokusu araciligiyla
(endokondral kemiklesme, sekonder) gerceklesmektedir. Daha c¢ok silingerimsi
kemiklerde gozlenen intramembrandz kemiklesme, primitif bag dokusu ya da
mezenkimal hiicrelerin matriksine minerallerin  birikmesiyle olusan hizli  bir
kemiklesmedir. Uzun kemiklerde oldugu gibi, dnce kikirdak dokusu seklinde olusan
yapmin kemik matriksi birikimi ile kompakt kemik dokusu haline gelmesi ise;
endokondral kemiklesmedir. Her iki yolda da, kemik gelisimi benzer sekilde baslar;
ortaya ¢ikan ilk kemik dokusu birincil kemiktir ve gecici bir dokudur, kisa zaman
icerisinde lameller veya ikincil kemik dokusu ile yer degistirir [1, 5]. Kemigin
gelisiminde beslenme, hormonlar ve mekanik uyaranlar gibi bircok c¢evresel ve genetik

faktoriin karmasik etkilesimleri 6nemli bir yer tutar [7].

2.1.1. KEMIGIN SINIFLANDIRILMASI

Genel olarak kemik yapisi; kompakt kemik (kortikal, substantia compacta) ve
stingerimsi kemik (trabekiiler, substantia spongiosa) olmak {izere iki sekilde
smiflandirilir (Sekil 1). Kemik kesitleri ¢iplak gozle incelendiginde, sert bir kesit olarak

gozlenen ve aralarinda bosluk olmayan alanlar; kompakt kemik, birbirine agilan
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bosluklardan olusan ve ag dokusu gibi gozlenen alanlar ise; siingerimsi kemiktir.
Femur, fibula ve humerus gibi uzun kemiklerde epifiz olarak adlandirilan ug¢ kisimlar,
kompakt kemik tabakasi ile Ortiilii stingerimsi kemikten olusmaktadir. Uzun kemiklerin
merkezindeki diyafiz ise, az miktarda siingerimsi kemik igeren kompakt kemikten
olugmaktadir. Diyafizin igindeki siingerimsi bosluklarin duvarlarini 6rten endosteum
osteojenik potansiyele sahiptir. Karpallar ve tarsallar gibi kisa kemikler ise, genellikle
merkezinde slingerimsi kemik bulunan ve etrafi kompakt kemik ile ¢evrilmis yapilardir

1, 5].

Kemik ESM’nin mikroskobik organizasyonu agisindan degerlendirildiginde ise;
lamelli (birincil, olgunlagsmamis) kemik ve orgiimsii (ikincil, yetiskin) kemik olmak
tizere iki sinifa ayrilmaktadir. Lamelli kemik; bol miktarda matriks ve osteosit iceren,
embriyogenezin ilk asamalarinda ve kirik iyilesmesinde goriilen, gegici lamellerden
meydana gelen kemik dokusudur. Orgiimsii kemik ise daha ¢ok eriskinlerde goriilen,
paralel ya da dairesel formda siralanmis kolajen lifleri iceren ve gelisen kemiklerde
gozlenen kemik dokusudur. Lamelli kemik gecici bir dokudur ve kisa siirede 6rgiimsii

kemik ile yer degistirmektedir [1, 5].

2.1.2. KEMIGIN HUCRESEL ELEMANLARI

Kemik, farkli soylardan gelen hiicreleri igeren 6zel bag dokusudur; bu soylar
cogalma ve farklilasma kapasitesine sahip mezenkimal kdkenli osteoprogenitdr hiicre
soyu ve fagositoz yapma 6zelligine sahip monosit-makrofaj progenitor hiicre soyudur.
Farkli Ozelliklere sahip hiicrelerin gorev yaptigt kemik yapimi ve yikim
mekanizmalarinin arasinda 6nemli bir denge vardir. Osteoporoz, multipl myeloma,
sarkom ve kanser metastazlar1 gibi iskelet sistemi hastaliklarinin ¢ogu bu dengenin

bozulmasindan kaynaklanmaktadir [8].

2.1.2.1. OSTEOBLASTLAR

Kemik yapimindan sorumlu olan hiicreler; osteoblastlar, kemik iligi stromasi ve
periosteal ylizeylerde tek kathi epiteli andirir sekilde yan yana bulunan mezenkimal
hiicrelerdir (Sekil 2). Bu hiicreler, aktif kemik yapiminin oldugu biitiin bolgelerde
bulunurlar. Kemik olusumu, bu hiicrelerin yikim olan bélgede birikmesiyle baslar. Bag
dokusunun temel hiicrelerine farklilagabilen pluripotent mezenkimal kok hiicreler,

karakteristik osteoblast hiicre ylizey belirteglerini eksprese eden pre-osteoblastlari
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Sekil 2. Osteoblast ve osteklastlarin farklilasmasi

olustururlar [9]. Pre-osteoblast hiicrelerinde kora baglanan faktér alfa 1 (Cbfal),
osteriks (OSX), transkripsiyon faktorleri ve kemik morfogenik proteini (BMP) gibi
biiytime faktorleri; osteokalsin, tip 1 kolajen ve alkalin fosfataz gibi osteoblast-spesifik
genlerin promoterlarina baglanarak, osteogenez ile ilgili genleri aktiflestirip, olgun
osteoblastlart meydana gelir. Olgun osteoblastlar, kalsifiye olmamis kemik matriksinin
(osteoid) icinden kemik yiizeyine dogru hareket ederek kalsifikasyonu baglatir ve
yaklagik 10 giinliik siire¢ igerisinde mineralize, olgun kemik olusumu tamamlanir [2].
Osteoblast gelisimi; ¢ogalma, farklilagma ve arrest gibi ¢ok sayida sinyal yolagini
iceren karmasik bir siirectir. Bunlarin arasinda; Runt- iliskili transkripsiyon faktorii-2
(RUNX2), Wnt/p-katenin, BMP, OSX, Twist, Hippo/YAP, Erb-B2 tirozin kinaz
reseptorii-4 (ERBB4), fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve reseptorii (FGFR), instilin-
benzeri biiylime faktorii (IGF) ve reseptorii (IGFR) ile matriks metalloproteinazlar
(MMP) bulunmaktadir (Tablo 1). Osteoblast fonksiyonu ayni zamanda sempatik sinir
sistemi aracilig1 ile de diizenlenir. Osteoblast hiicrelerinin membranlarinda 8 adrenerjik
reseptorler bulunmaktadir. Bu reseptorler aktiflestiginde, kemik olusumunun baskilanip,

kemik yikiminin artmasiyla, kemik kiitlesinin azaltilmasi saglanir [6]. Osteosarkom
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(OS) hastaligmin gelisiminde bu yolaklarin ve molekiillerin fonksiyonu bozulur,

olgunlagmamis osteoblast hiicre fenotipi ile beraber malignite gozlenir [10].

Tablo 1. Osteoblast farklilasmasi ve fonksiyonunda gorev alan molekiiller

Molekiil Fonksiyonu Klinik etkileri
Cbfal Transkripsiyon faktorii Kemik dokusu yoklugu

Osteoblast farklilasmasinda
OSX Transkripsiyon faktorii bozukluk ve kemik dokusu
yoklugu

o Osteoskleroz, artmis kemis
SOST LRP5 antagonisti

kitlesi
LRP5 Reseptor Erken menopoz ve retinopati
) Kemik yapiminda azalma,
WNT LRP5’in ligandlari . )
diisiik kemik kiitlesi
] o Kemik yapiminda azalma,
B-katenin Transkripsiyon faktori

diisiik kemik kiitlesi

2.1.2.2. OSTEOSITLER

Osteositler; kemikteki biitiin hiicrelerin %95'ini olustururlar. Kemik gelisimi
sirasinda terminal farklilagmaya ugramis olan osteoblastlar, mineralize olmamis
osteoidlerin i¢inde kaybolarak, mineralizasyon sonrasi osteositleri olustururlar.
Osteositler mineralize olan kemik dokusunun lakiinalarinda yer alirlar ve morfolojileri
osteoblastlardan tamamen farklidir. Osteoid igerisinde organel ve sitoplazmalarinin
%70'ini kaybeden osteoblastlar, dendritik-benzeri, uzun ve yildiz seklinde bir gériiniim
kazanarak osteositleri meydana getirirler. Dendritik siiregler osteoidde bulunan
kanalikiiller boyunca devam eder; diger osteositler veya kemik yiizeyindeki

osteoblastlarin etkilesimi lakiinar-kanalikiiller agni olusturur. Bu ag, sinyalleri
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baslangi¢ noktasindan etki noktasina kadar iletim de 6nemlidir. Hareket halindeyken
mekanik kuvvetler mineralize kemik iizerinde mikroskopik kiriklara yol agar. Bu mikro-
hasarlar osteositler tarafindan tespit edilerek, hasarli bolgenin onarilmasi ve yeniden
sekillenmesi siireci baslatilir. Mekanik sinyallerin yani sira, metabolik sinyaller de
osteositler iizerinde etkilidir. Ostrojen azalmasi ve yaslanma ile beraber artan kemik

yeniden sekillenmesi siireci ve diisiik kemik yogunlugu osteositlerin dliimiine yol agar

[6].

2.1.2.3. OSTEOKLASTLAR

Kemikte yer alan bir diger hiicre tipi ise; kemik yiizeylerinde yer alan ve
fagositoz Ozelligine sahip osteoklastlardir. Biiylikk ve ¢ok c¢ekirdekli ozellesmis
makrofajlar olan osteoklastlar, mononiikleer prekiirsor hiicreler tarafindan olusturulurlar
[6, 9] (Sekil 2). Osteoklastlar kemik matriksini yikabilme 6zelligine sahip, bilinen tek
hiicrelerdir. Koloni stimiile edice faktor-1 (CSF-1) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB)
ligand1 reseptor aktivatorii (RANKL) pre-osteoklastlarin yasamasi, yayilmasi ve
farklilasmasi i¢in ¢ok 6nemli sitokinlerdendir (Tablo 2). Yiiksek affinite ile RANKL'ye
baglanarak, RANK'In baglanmasin1 engelleyen osteoprotegerin (OPG) osteoklast
farklilagmasini ve fonksiyonu belirleyen bir faktordiir. Osteoklast farklilagmasi,
mononiikleer prekiirsor hiicrelerdeki RANK ekspresyonunu diizenleyen makrofaj koloni
stimiile edici faktor-1 reseptorii (c-fms) sinyal yolagina baglidir. Bir bagka kritik
molekiil ise, mononiikleer pre-osteoklastlarin ¢ok c¢ekirdekli osteoklastlara
transformasyonunu saglayan dendrosit-spesifik transmembran proteini (DC-STAMP)
'dir [2]. RANK ekspresyonundaki artig, osteoklast genlerinin regiilasyonu araciligiyla
olgun ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlarin olusumasini saglar. Osteoklastlarin aktive olmasi
ve kemik yikiminin baslamasi igin, polarize olmayan olgun osteoklastlarin kemik
matriksine baglanmasi gerekir. Baglandiktan sonra polarize olan osteoklastlar perifer
yiizeylerinden podozomlar1 olustururlar. Podozomlar, integrin ve sitoplazmik iskelet
proteinlerinden olusan bir halka kompleksi ile c¢evrili, aktinden zengin, yapiskan
yapilardir. Mineralize kemik matriksine yapisan osteoklastlardan salgilanan hidroklorik
asit, MMP ve kolajenini pargalayan katepsin K gibi proteolitik enzimler yikimi baglatir.
Osteoklastlar hidroklorik asitin ESM’ye salinmasindan sorumlu 6zel proton ve kloriir
pompalarina sahiptirler. Normal kosullarda asit hidroksiapatiti ¢ozerek, proteolitik

enzimlerin kemik matriksine ge¢mesini saglar ve kemigin temel bilesenleri enzimler
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aracilifiyla pargalanir. Osteoklastlar, kemik yikimindan sonra pargalanmig kolajen
fragmentlerini, kalsiyumu ve fosfati endositoz ile hiicre i¢ine alarak kan dolasimina
aktarirlar. Kemik yikimi bittikten sonra osteoklastlar kemik yiizeyinde uzaklasarak
apoptoza girerler [1, 2, 5]. Kemik yikimindaki siiregler kiigiik guanozin trifosfat
niikleotit hidroliz enzimleri (GTPaz) tarafindan diizenlenir. GTPaz'lar aktiflesmek igin
izoprenilasyon ile post-translasyonel modifikasyona ugrarlar. Eger izoprenilasyonda
gorev yapan enzimler bifosfonatlar tarafindan inaktive edilirse, kemik yikimi da inhibe
edilir. Bifosfonat grubu ilaclar, kemik yikiminin yiliksek oldugu osteoporoz, Paget
hastaligi gibi durumlarda veya kanser-iligskili kemik hastaliklarinda siklikla
kullanilmaktadir [6].

Tablo 2. Osteoklast farklilasmasi ve fonksiyonunda gorev alan molekiiller

Molekiil Fonksiyonu Klinik etkileri

Osteopetrozis, osteoklast
c-fos Transkripsiyon faktorii yoklugu, artmis makrofaj

sayi1st

Osteopetrozis, osteoklast ve

M-CSF Sitokin .

makrofaj yoklugu

Osteopetrozis, osteoklast ve
RANK Reseptor

lenf nodiil yoklugu

Osteopetrozis, osteoklast ve
RANKL RANK ligandi

lenf nodiil yoklugu

Osteopetrozis, olgun osteoklast
DC-STAMP Transmembran reseptorii

yoklugu

Osteopetrozis, osteoklast
TRAF6 Sinyal molekiilii yoklugu, sitokin

sinyalizasyonunda bozukluk
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SQSTM1 Sinyal molekiili Hatal1 osteoklast aktivitesi

. Osteoporoz, artmis kemik
OPG RANKL nin aldatict reseptorii
yikimi, vaskiiler kalsifikasyon

Osteopetrozis, anormal

c-src Sinyal molekiili
osteoklast membran yapisi
Osteopetrozis, kemik matrik
Katepsin K Proteolitik enzim proteinini sindiremeyen
osteoklastlar
y Osteopetrozis, asit
TCIRG1 Proton pompasi iinitesi
salgilayamayan osteoklastlar
Osteopetrozis, asit
CIC-7 Klor pompasi

salgilayamayan osteoklastlar

2.2. KEMIK GELISIMINI ETKILEYEN FAKTORLER

Postnatal kemik dokusunu meydana getiren iskelet kok hiicreleri; kemik iliginde
bulunan, kemigin gelisimi, bliylimesi ve tamirinde gorev yapan mezodermal kokenli
hiicrelerdir. Postnatal iskelet kok hiicrelerinin konumlar1 ve islevleri hala tam olarak
tanimlanmamis olsa da, ilk kokenlerinin kemik iligindeki kan damari iliskili, perisit
benzeri CD146 pozitif hiicreleri oldugu ve Ozellesmis kemik hiicrelerini meydana
getiren kemik iligi stroma hiicrelerinin, iskelet kok hiicrelerinden koken aldigi
distintilmektedir [11]. Birbirinden farkli, ¢esitli asamalar1 iceren ve siki bir sekilde
diizenlenmis sinyal yolaklari bu hiicrelerin 6zellesmesini saglamaktadir [12]. Kemik
iliskili hiicreler birgok genetik, hormonal ve gevresel faktoriin etkilesimleri ile biiylime

ve gelisme asamalarini gegirirler (Tablo 3).
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Tablo 3. Kemiklerin boyuna ve enine gelisimini etkileyen faktorler

KEMIGIiN BOYUNA BUYUMESI KEMIGIN ENINE BUYUMESI
Pozitif Etki Negatif Etki Pozitif Etki Negatif Etki
Biiyiime hormonu Glukokortikoidler Androjenler Ostrojenler

Insiilin-benzeri . o
Ostrojenler Paratiroit hormonu
biiylime faktorii-1

. o Paratiroit hormon )
Triiodotironin Mekanik kuvvetler
iliskili peptid

Tiroksin Basing
Androjenler
Indian hedgehog

Fibroblast biiylime

faktoru

Kemik morfogenetik

proteinleri

Vaskiiler endotelyal
biiylime faktorleri

Gerilme
Basing

Inervasyon

Kemigin boyuna biiyiimesi; sistemik-lokal hormonlar ve lokal mekanik faktorler
tarafindan kontrol edilir. Kemigin enine biiyiimesinin kontroliinde ise mekanostat teorisi

(periostal yerlesimi diizenleyen mekanik sartlar) ve sizostat hipotezi (mekanik



32

sartlardan bagimsiz olarak, temel gen ya da genlerin enine biiylimeyi diizenleyerek

onceden programlanan boyuta ulastirmasi) one stiriilmistiir [13].

2.2.1. KEMIGIN BOYUNA BUYUMESINE ETKi EDEN FAKTORLER

Kemigin boyuna biiyiimesi; genetik, hormonal, ve c¢evresel faktorler tarafindan
diizenlenir. Bu diizenleme 3 kademede gerceklesmektedir [13]. Ilk kademe, biiyiime
hormonu (GH), cinsiyet hormonlar1 ve glukokortikoidler tarafindan yapilan sistemik
kontroldiir. Cocukluk doéneminde; kemigin boyuna biiylimesini kontrol eden temel
sistemik hormonlar; GH, insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), tiroid hormonlari
(triiodotironin; T3 ve tiroksin; T4) ve glukokortikoidlerdir. Ergenlik doneminde ise;
cinsiyet steroidleri dnemli bir rol oynamaktadir [14]. ikinci kademe, Indian hedgehog
(Ihh), paratiroit hormon iliskili peptid (PTHrP) ve FGF molekiillerini igeren lokal

kontroldiir. Ugiincii kademe ise, mekanik kontrol asamalaridir.

2.2.1.1. SISTEMIK FAKTORLER

Dogumdan sonra GH kemigin boyuna biiylimesinde énemli rol oynamaktadir.
Bu donemde GH, IGF-1 ile beraber, hipotalamus-hipofiz-biiyiime plagi aksinda
diizenleyici olarak gorev yaparlar [14]. Somatomedin hipotezine gére; GH, IGF-1'in
hepatik iiretimini uyarir ve bu dogrudan epifiz kikirdagindaki biiyimeyi tetikler. GH,

dinlenme kusagindaki kondrositlere etki eder, ayn1 zamanda lokal IGF-1 {iretiminden
sorumludur [15] (Sekil 3).

/ Hipotalamus
GHRH

Hipofiz

Biiyiime Hormonu

|
' Karaciger
!

IGF-I
y

IGF-l, IGF-1+IGFBP, IGF-I+IGFBP-3+ALS

‘ /:"}%

Kemik
Kemigin Boyuna Biiylimesi

Kan
Damari

Sekil 3. Kemik biiyiimesinin diizenlenmesinde GH/IGF-1 sinyalizasyonu
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Tiroit hormonlarinin da kemik biiylimesinde ciddi rolleri bulunmaktadir. T3 ve
daha az olarak T4, normal kemik gelisiminde yer alirlar. Cocukluk caginda
hipotiroidizm bliylime geriligine neden olmaktadir [16]. Diger taraftan, ¢ocukluk
caginda hipertiroidizm artmis metabolik hiz ile karakterize olsa da, biiylime plaginin
flizyonu sonucu azalan kemik mineral yogunlugu ve yiiksek kemik yasina sebep
olmaktadir [17]. Tiroit hormonlarindan biri olan T4, dolasimda yiiksek oranda bulunan
bir pro-hormondur ve biyolojik olarak daha etkin olan T3'e ¢evirilmektedir. T3, biiyiime
plaginda dinlenme halindeki kondrosit projenitor hiicrelerini uyarip, hipertrofik
farklilagsmay1 baslatirken, daha sonraki kondrosit proliferasyonunu baskilar (Sekil 4).
Alkalin fosfataz ve kolajen X gibi hipertrofik kondrosit farklilagmasi belirteclerinin
ekspresyonlarini arttirarak, kikirdak matriks mineralizasyonunu indiikler. Ayni zamanda
IGF-1, Wnt, Ihh/PTHrP ve FGFR3 gibi bir¢cok sinyal yolagiyla etkilesim halindedir
[18].

IGF1 —

T3
IGFBP P
FGFR1 9 i
i
i
i
v @
- —_— Eo) N . osteosit
Mezenkimal Pre-osteoblast Aktif \ .
kok hiicre osteoblast Feklaty

osteoblast
tabakas1

Sekil 4. Osteoblast farkhilagsmasinin diizenlenmesinde T3'iin rolii

Glukokortikoidler, GH/IGF-1 sinyal yolag: iizerinde cesitli etkiler gostererek
kemik biiyiimesini baskilarlar [19]. Glukokortikoid reseptorleri biiyiime plaklarinda
ozellikle hipertrofik kondrositlerde bulunmaktadir [20]. Glukokortikoid seviyelerindeki
artis; kemik yikimini arttirmakta, osteoblast aktivitesini inhibe etmekte ve kemik
matriks {liretimini azaltmaktadir (Sekil 4) [21, 22]. Aym1 zamanda glukokortikoidler,
cinsiyet hormonlar1 {iretimini azaltmasi ve D vitamini metabolizmasini degistirmesi

sebebiyle biiylime ve iskelet sistemi tiizerinde zararli etkilere sahiptir [23].
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Glukokortikoidlerdeki artig; GH/IGF-1 sinyal yolagimi etkilenmesi ve biiylimenin

baskilanmasi ile iligkili iken, diisiik seviyeleri uzun boya sebep olmaktadir [24].

Kemigin boyuna biiyiimesi, 0Ozellikle ergenlik donemlerinde cinsiyet
hormonlariyla da iligkilidir. GH yoklugunda, 6strojen kemigin biiyiimesini baskilar [25-
27]. Androjenler ise biiyiime plagini direkt olarak etkileyebilme 6zelligine sahiptirler,
bu ayni zamanda erkekler ile kadinlar arasindaki iskelet sistemi farkliliklarini da

aciklamaktadir. Ostrojenlerin tersine, androjenler kemigin boyuna biiyiimesini

uyarmaktadir [28, 29].

2.2.1.2. LOKAL FAKTORLER

Kemik gelisiminin ana diizenleyicisi olan Ihh; endokondral kemiklesmeyi
koordine eden, kondrosit cogalmasi ve farklilasmasi ile osteoblast farklilagmasini
diizenleyen, kondrogenez ve osteogenez arasindaki baglantiyr kuran 6nemli bir
proteindir. Thh, embriyonik patern ve gelisimde rol oynayan hedgehog protein ailesinin

bir liyesidir ve kondrositler tizerinde dogrudan proliferatif etkiye sahiptir [30, 31].

PTHrP'nin oncelikli goérevi, kondrositleri proliferasyon bdlgesinde tutmaktir.
Gelismekte olan endokondral kemikte ve biiyiime plaginda kondrositlerin
farklilagmasini  diizenler. PTHrP diizeylerindeki farkliliklar biiyiime plagindaki

kondrosit farklilasmasini bozarak, kikirdagin kii¢lilmesine sebep olmaktadir.

FGF ailesi, bilinen en az 22 iiyesi ile embriyonik kemik gelisiminin temellerini
olusturmaktadir. Ciiceligin sik rastlanan tiplerinden biri olan akondroplazi, FGF
reseptor 3 (FGFR3) genindeki bir mutasyon sonucu olusmaktadir. Ayni zamanda,
FGF18 eksikligi gecikmis kemik olusumuna ve azalmis osteojenik belirteg

ekspresyonuna neden olmaktadir.

BMP'ler embriyolojide biiyiime, farklilasma ve morfogenezin Onemli
diizenleyicileri olarak kabul edilmektedir. Thh ve BMP'ler arasindaki sinyalizasyon
normal kondrosit gelisimi i¢in gereklidir, ek olarak Thh/PTHrP sinyal yolagindan

bagimsiz olarak kondrosit farklilasmasini baskilarlar.

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) endotel hiicreleri i¢in gili¢lii bir
kemoatraktandir. VEGF, endokondral kemiklesmenin son basamagindaki Kkilit

molekillerden birisidir ve kondrosit farklilagmasinin son asamasinda, vaskiiler
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invazyonda, kondrositlerin apoptozu ile kondrositlerin kemige doniisiimiinde rol

oynamaktadir.

2.2.1.3. MEKANIK FAKTORLER

Mekanik faktorler kemigin gelisim ve adaptasyon siireclerini etkilemektedir.
Normal kemik yapisinin gelisimiyle olusan degisikliklere karsi gelisen kemik
adaptasyonu ¢ kural ile agiklanir; ilki kemik adaptasyonu dinamik yiiklenme ile
yonlendirilir. Ikincisi, edinilmis cevabi baslatmak icin kisa bir mekanik yiiklenme
gerekmektedir. Son olarak, kemik hiicreleri mekanik yiiklenme ortamimna uyum
saglamaktadir [32]. Ayrica sempatik sinir sistemi kemik gelisiminin leptin-bagimli

kontrolii araciligiyla kemik fizyolojisinde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir [33].

2.2.2. KEMIGIN ENINE BUYUMESINE ETKi EDEN FAKTORLER

Kemik genisligi biiyiime ¢agindan sonra ¢ok az degisim gosterdigi i¢in, kemigin
boyuna biiylimesi yasam boyunca kemik kuvvetinin en 6nemli belirleyicisi olmustur.
Fakat kemik enine genislemeden, siirekli boyuna biiyiirse stabil kalamaz ve kirilir.
Histolojik olarak, kemik uzadik¢a mineralize tabakalar apozisyon biliylime ile kemik
yiizeyinin dis tabakasina eklenir ve boylece kalinlik artar [34]. Bu sekilde diyafizin
enine biliylimesi periosteal kemik gelisimi olarak da adlandirilir. Periosteal kemik
gelisimi, sistemik olarak androjen ve GH tarafindan uyarilirken, Ostrojenler tarafindan
baskilanir. Ayni zamanda, paratiroid hormonu, yiiksek kalsiyum ile beslenme ve fazla
fiziksel aktivite erigskinlerde hizli periostal biiyiime ile iligkilidir [35, 36]. Lokal,
kalitimsal ve mekanik faktorler, sistemik faktorlere gore periosteal biiylimede daha

onemli oyunculardir.

2.3. KEMiK HASTALIKLARI

Kemik biiyiimesi ve gelisiminde rol oynayan faktorlerdeki anomaliler sonucu
cesitli kemik hastaliklar1 ve rahatsizliklari ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar, prenatal ya da
postnatal genetik anomaliler ve gelisimsel kusurlar olabilecegi gibi, yasamin ilerleyen
stireclerinde iskelet sisteminin hasar gormesi ile de olabilemektedir. Bunlara ek olarak,
mineral metabolizmasin etkileyerek kemik yapisini dolayli olarak bozan bir¢ok hastalik

bulunmaktadir [37] (Tablo 4).

llerleyen yasla birlikte en sik goriilen kemik hastali1 olan osteoporoz; genetik

ve cevresel faktorlerin etkilesimleri, menopozda Ostrojen seviyelerinin diismesi,
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dengesiz beslenme gibi durumlarin sonucunda kemik yikimi ile yapimi arasindaki
dengesizlik sonucu olusmaktadir. Paget hastaligi da benzer sekilde artmis kemik
metabolizmas1 ile karakterizedir, fakat bu kronik hastalikta anomaliler iskelet
sisteminde spesifik kemik odaklidir. Paget hastaligi, hastanin genetik yapisiyla ¢ok
iligkilidir. Osteoklast farklilasmasinda rol oynayan CSF1, DCSTAMP, RANK ve
SQSTM1 gibi genlerdeki polimorfizm ve mutasyonlar, anormal osteoklast aktivasyonu
ile Paget hastaligina yol agar [2, 38]. Kemik metastazlar1 tiimor hiicreleri tarafindan
salinan; IL-1, timor nekroz faktorii (TNF) ve PTHrP gibi osteoklast aktivitesini arttirict
faktorler sebebiyle, odaksal osteoklastik kemik yikiminin artisi ile iliskilidir. Kemik
dokusu maligniteleri; primer ya da sekonder (metastatik) olarak goriilmektedir.
Metastatik kemik tiimorleri, primer kemik tliimorlerine gore 200 kat daha fazla

yaygindir, yetiskinlerdeki kemik tiimorlerinin ¢ogu cesitli kanserlerin metastazlaridir

[39].

Tablo 4. Kemik hastaliklarimin simflandirilmasi

e DEFORMITELER

YUMUSAK DOKU

Konjenital deformiteler HASTALIKLARI

Kazanilmis deformiteler Yumusak dokunun
inflamatuvar lezyonlari

Yumusak doku tiimorleri

e ISKELET SISTEMININ GENEL e EKLEM HASTALIKLARI

HASTALIKLARI Artrit

Kemik displazileri Dislokasyon ve subluksasyon

Metabolizmanin kalitsal internal rahatsizliklar
hastaliklar1

Metabolik kemik hastaliklar1

Hormon bozuklukluklar

¢ KEMIGIN LOKAL NOROLOJIK BOZUKLUKLAR

HASTALIKLARI

Poliomyelit
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Kemik enfeksiyonlart Serebral palsi

Kemik tiimérleri Spina bifida
Osteokondrit Periferik sinir lezyonlar
Kistik degisiklikler

Osteoid osteoma

2.3.1. KEMIiK TUMORLERI

Kemik ve eklem tiimérleri nadir goriilen hastaliklardir, insan neoplazm tiplerinin
igerisinde yaklasik % 0,2'lik bir oranla goriilmektedir [40]. Fakat ¢ocuklarda goriilme
sikligi yiiksektir ve etiyolojisi biiyiik oOlgiide bilinmemektedir [41]. Radikal cerrahi ve
kemoterapi nedeniyle, ¢cocuklar ve ergenlerin yasam kalitesinde 6nemli derecede diisiise
sebep olmaktadir [39].

Kemik timérlerinin histolojik ve genetik olarak siniflandirilmasi i¢in 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Kemik tiimorleri, neoplastik hiicrelerin farklilagtiklart hiicre
soyuna ve dengi olan normal hiicreye benzerliklerine gore siniflandirilmaktadir. Bu
kriterler kikirdak ya da kemik yapici tiimorlere kolayca uygulanabilirken, Ewing
sarkomu gibi normal dokuyla eslestirilebilecek, ayirt edici bir farklilagmaya sahip
olmayan tiimorler i¢in zordur. Bir diger onemli husus ise; mezenkimal tiimorlerin
kokenlerinin bilinmiyor olmasidir. Cok asamali karsinogenez siireci gosteren epitelyal
timorlerden farkli olarak, mezenkimal tiimorlerde higbir prekiirsor lezyon
tanimlanmamustir. Sarkomagenezin spesifik bir fenotiple sonuglanan, neoplastik
farklilasma ile mezenkimal kok hiicreleri etkileyen molekiiler degisiklikler sonucu
meydana geldigi diisiiniilmektedir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO) primer kemik
timorlerini siniflandirmak i¢in histogenez ve tiimdr hiicresinin kdkeni parametrelerini
kullanmaktan vazgecerek, morfoloji, fenotip ve genotipi iceren parametrelerin

kombinasyonuna odaklanmistir (Tablo 5) [42].

OS, %35'lik oranla en yaygin primer malign kemik tiimoriidiir, ardindan
kondrosarkom (%25) ve Ewing sarkomu (%16) gelmektedir. Kordoma ve malign fibroz
histiyositoma (MFH) sirasiyla %8 ve %5'lik oranlarla en az goriilen kemik timori

tipleridir. Cogu primer kemik tiimdrleri de novo olussa da, bazilar ¢esitli lezyonlara
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baglantili olarak gelismektedir. Bunlardan bazilart malign transformasyona yatkin olan
neoplastik olmayan lezyonlardir. Digerleri ise, malign neoplastik siirecin kaynagi
olabilecek iyi huylu neoplazmlardir. Paget hastaligi, radyasyon hasari ve benign
kikirdak displazileri tiimor gelisiminde rol oynamaktadir. Hem OS, hem de MFH Paget
hastalig1, radyasyon hasari, kemik enfarktiisii, fibroz displazisi, kronik osteomiyelit ve

baz1 genetik sendromlar gibi 6nceden sahip olunan hastaliklarla iligkilendirilmistir [41].

Tablo 5. Diinya Saghk Orgiitii’ne gore kemik tiimérlerinin simiflandiriimasi

1. KIKIRDAK TUMORLERI 5. EWING SARKOMU/PNT*

Osteokondrom Ewing Sarkomu
Kondrom 6. HEMATOPOETIK TUMORLER
Enkondrom

Plazma hiicreli myeloma
Periostal kondrom
. . Malign lenfoma, NHL**
Multipl kondromatozis

Kondroblastom 7. DEV HUCRELI TUMOR

Kondromiksoid fibrom Dev hiicreli timor

Kondrosarkom 8. NOTOKORDAL TUMORLER
Merkezi, primer ve sekonder Kordoma
Perifer 9. VASKULER TUMORLER
Dediferansiye Hemanjiyom
Mezenkimal Anjiyosarkom

Berrak hiicreli 10. DUZ KAS TUMORLERI

2. OSTEOJENIK TUMORLER Leiomyom

Osteoid osteom

Osteoblastom

Osteosarkom

Leiomyosarkom

11. LIPOJENIiK TUMORLERIi

Lipom



Klasik (Konvansiyonel)
Kondroblastik
Fibroblastik
Osteoblastik
Nadir histolojik formlar

Telanjiektatik

Kiictik hiicreli

Diisiik gradli santral

Sekonder

Parosteal

Periosteal

Yiiksek gradli yiizeyel
3. FIBROJENIK TUMORLER
Desmoplastik fibrom
Fibrosarkom
4. FIBROHISTIYOSITIK TUMORLER
Benign fibrdz histiyositom

Malign fibrdz histiyositom
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Liposarkom

12. NORAL TUMORLER
Norolemma

13. DIGER TUMORLER
Adamantinom

Metastatik malignite

14. DIGER LEZYONLAR
Anevrizmal kemik Kisti
Basit kist

Fibroz displazisi
Osteofibroz displazi

Langerhans hiicreli histiyositozis
Erdheim-Chester hastaligi

Gogiis duvart hamartomu

15. EKLEM LEZYONLARI

Sinoviyal kondromatozis

* Primitif noroektodermal tiimér, ** Non-Hodgkin lenfoma

2.4. OSTEOSARKOM

Osteojenik sarkom olarak da adlandirilan OS, en yaygin goriilen primer kemik

timoridiir. Kemikteki tiim malign tiimorlerin yaklasik %19'a, kemikteki primer malign

timorlerin ise %30-601 OS ile iligkilidir. Ergenlikte en sik goriilen solid timor,

cocukluk ¢aginda tiglincii en sik goriilen malignite iken, addlesan timorlerin %7'sini

olusturmaktadir [43, 44].
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OS'in en ayirict 6zelligi osteoid iiretiminin olmasidir; osteoid ve kemik dahil
olmak iizere, diizensiz kalsifiye doku iireten osteoblast benzeri timér hiicreleri ile
karakterizedir. OS tiimorleri, az miktarda osteoid tliretimi ile fazla sayida hiicreli veya
fazla miktarda kalsifiye osteoid matriks ile seyrek hiicreli olabilirler. Osteoblastik
timorler tipik olarak anormal mineralize matriks ile seyrek hiicrelidir ve dogal
trabekdiler ile kortikal kemige bitisiktir [43]. Baz1 OS'lerde epitel benzeri hiicrelere
rastlanilmistir. Bu bulgu, bazi OS'lerin primitif pluripotent mezenkimal kok hiicrelerden
kaynaklandigin1 gostermektedir [45, 46]. Diger OS'ler, rabdomiyosarkom benzeri veya
lipomatoz benzeri 6zellikleri olan mezenkimal hiicrelerden ya da kararli osteoprogenitor
soy hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Hiicre tipleri ¢esitlilik gostermesine ragmen,
OS'ler sitolojik olarak pleomorfizm, hiperkromatizm ve yiiksek oranda atipik mitoz gibi
ortak ozelliklere sahiplerdir. OS’nin diger histopatolojik ozellikleri arasinda, kiigiik

yuvarlak hiicre ve dev osteoklast benzeri hiicre varyasyonlari sayilabilmektedir [43].

DSO tarafindan histopatolojik 6zelliklerine gore; klasik (konvansiyonel),
telanjiektatik, kii¢iikk hiicreli, yiiksek gradli yiizey, sekonder, diisikk gradli santral,
parosteal ve periosteal varyantlari seklinde siniflandirilmaktadir (Tablo 5) [41]. Genel
olarak; kemik icinde (intramediiller) ve kemik yiizeyinde olusan tiimorler olarak
siiflandirilabilir. Cogu intramediiller OS yiiksek dereceli malign tiimorlerdir ve siklikla
ergenlik doneminde ortaya ¢ikarlar. Buna karsilik, kemik ylizeyinde meydana gelen
OS'lerin ¢ogu agresif degildir ve iyi ya da orta diferansiye olmaktadir. OS, herhangi bir
kemikte ortaya cikabilmektedir, ancak daha c¢ok uzun kemiklerin metafizlerini
tutmaktadir. En sik distal femur, proksimal tibia ve proksimal humerusta goriilmektedir.
Ileri yaslarda goriilen OS'lerde tutulum bolgeleri daha degiskendir, genellikle aksiyal
iskelet ve kafatasini igermektedir [40]. Cogu kemik tiimorii distal femur ve proksimal
tibiada olugsmasina ragmen intramediiller OS siklikla uzun kemiklerin metafiz kismina

lokalize olur.

Cocukluk ve ergenlik doneminde en yaygin goriilen tipi; konvansiyonel OS'dir
ve tim OS vakalarinin %85'ini olusturur. Konvansiyonel OS, spesifik hiicre tiplerinin
karakterlerine gore ¢esitli alt tiplere ayrilmaktadir (osteoblastik, fibroblastik,
kondroblastik vb.). Bazi alt tipleri kendilerine 6zgii genetik yap1 ve biyolojik davraniglar
gosterse de molekiiler temelleri hala tam olarak anlagilamamistir [40]. Diger

mezenkimal neoplazmlara benzer sekilde, OS'lerde hematojen yol ile metastaz yaparlar
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ve asil 6lim nedenleri; pulmoner metastazlaridir. Bu 6zelligi ile epitel kanserlerden net
bir sekilde ayrilirlar; insanlarda en sik goriilen kanserlerin %95'1 lenfatik yolla metastaz

yaparlar [47].

OS hastalari, alt tipleri fark etmeksizin, klinikte ayn1 sekilde tedavi edilmektedir.
1970"lerden itibaren kemoterapdtik kullanimi ve ameliyat tekniklerinin gelismesiyle
beraber uzun siireli sagkalimda yiiksek oranlarda artis goriilmesine ragmen son 40 yilda
oranlarda degisiklik gozlenmemistir (Sekil 5). Cogunlukla akciger metastazi olan

hastalarin 5 yillik sagkalim orani ¢ok diistiktiir [40].

80
70
60
50
40

Sagkalm Yiizdesi

0
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
Yil

5 Yilhk Sagkalm

Sekil 5. Kemik tiimorleri icin 1975-2011 yillar1 arasinda 5 yilhik sagkalim yiizdeleri
(“Surveillance Research Program, National Cancer Institute” SEER*Stat software)

2.4.1. EPIDEMIiYOLOJi

2.4.1.1. INSIDANS

OS, yaygin goriilen bir hastalik degildir (Tablo 6). Her yil diinya ¢apinda bir
milyonda 3,4 vaka tani almaktadir. Tan1 alan vakalarin yaris1 ¢ocuklar ve genglerden
olusmaktadir. Ergenlik doneminde en sik goriilen ig¢iincii malignite olup, 15 yasin
altindaki ¢ocuklarda ise yilda bir milyonda 5,6 vaka tani almaktadir [48]. Gengler bu
hastaliktan en c¢ok etkilenen gruptur, ancak herhangi bir yastaki insanlarda da OS

gelisebilir. Tiim OS'larin yaklasik %10'u 60 yas tizerinde goriilmektedir.
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Tablo 6. Kemik ve eklem tiimérlerinin 2020 yih i¢in tahmini yeni vaka ve 6liim sayisi

A Tahmini Yeni Vaka Sayisi Tahmini Oliimler

Sira Malignite (2020) (2020)

1. Meme kanseri 276.480 42.170

2. Akciger ve Brons Kanseri 228.820 135.720

3. Prostat Kanseri 191.930 33.330

4, Kolorektal Kanser 147.950 53.200

5. Melanoma 100.350 6.850

29, Kefigieve Ekda 3.600 1.720

Timorleri

24.1.2. YAS

0S, 10-20 yas arasindaki ¢ocuklarda ve ergenlerde en sik goriilen kemik tiimori
iken 10 yasindan kiiciik ¢ocuklarda Ewing Sarkomu daha yaygindir [49]. OS'de yas
dagilimi iki sekildedir; ilk pik ergenlik doneminde, ikinci pik ise yash erigkinlerdedir
(Sekil 6). OS, 5 yasindan kiigiik ¢ocuklarda nadiren goriiliir, hastalarin sadece %2'si bu
gruptadir [50, 51]. Insidans oranlarinda, 5-10 yas aralarinda bir artis goriilmekte ve 11-
15 yaslari ile beraber bu oranlar gittik¢e yiikselmektedir. OS genel olarak 10-14 yagslar
arasinda ortaya ¢ikmakta ve ergenlik doneminden sonraki yaslarda ise goriilme siklig
diismektedir [52]. Ergenlik ¢agindaki bu artis, pubertal biiyiime atilimiyla olan iliskiyi
gostermektedir. OS’nin ergen hastalarda biiylimenin en aktif oldugu yerlerde olusmasi,
osteoblast aktivitesi ve tiimdrogenez arasinda bir iliski oldugunu akla getirmektedir
[47]. OS insidansinin ikinci zirvesi ise 65 yasindan biiyiik yetiskinlerde gozlenmekte
olup, sekonder gelisen malignite olarak gdriilme olasilig1 yliksektir (Paget hastalig1 gibi)
[52]. Tiirkiye Kanser Istatistikleri'ne gore;, kemik tiimorleri iilkemizde 0-14 yas
gruplarindaki erkek cocuklarda %4,6 , kiz ¢ocuklarda ise %4,4 oraninda goriilmektedir.

15-24 yas gruplarindaki erkeklerde %7,7 , kadinlarda ise %3,1 oraninda goriilmektedir.
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Milyon basina oran
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Sekil 6. Tan1 yasina gore OS insidansi

2.4.1.3. CINSIYET

Amerika Ulusal Kanser Enstitiisi'niin (National Cancer Institute; NCI)
yurittiigi bir program olan “The Surveillance, Epidemiology, and End Results”
(SEER)'de yayinlanan istatistiklere gore, biitiin cinsiyetlerde kemik ve eklem
tiimorlerinin insidans orani 1/100.000 iken, kadinlarda bu oran 0,8/100.000, erkeklerde
ise 1,1/100.000'dir. OS'nin goriilme siklig1 kadinlara gore erkeklerde daha yiiksektir
(Sekil 7).
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Sekil 7. Cinsiyetlere gore OS goriilme insidansi
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SEER'de yer alan 2012-2016 verilerine gore OS goriilme sikligi beyaz ve
hispanik etnik kokenlilerde (sirasiyla 1,1/100.000 ve 0,9/100.000) goreceli olarak diger

etnik kokenlere gore daha yiiksektir (Sekil 8).
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Sekil 8. Etnik koken ve cinsiyete gore yeni vaka sayisi

2.4.1.5. TUTULUM YERIi

OS, c¢ogunlukla ekstremitelerdeki uzun kemiklerin metafiz biiylime plag

yakinlarinda goriilmektedir. Tiimoérlerin %42'sine femurda (%75'1 distalinde), %19'una

tibiada (%801 proksimalinde) ve

%10'una humerusta (%901 proksimalinde)

rastlanilmaktadir. Bunlarin disinda, %8'i kafatas1 ya da ¢enede, %8'i pelviste ve ¢ok

diisiik bir orani1 ise kaburgalarda olusur (Sekil 9) [53].
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Sekil 9. Anatomik boélgelere gore OS tutulum yerleri

2.4.1.6. MORTALITE

Diinya'daki 6liim nedenlerinin en 6nemlisi kalp ve damar hastaliklaridir, kanser
ise ikinci sirada yer almaktadir (Sekil 10) [54]. Benzer sekilde Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) 'nun 2018 verilerine gore; dolasim sistemi hastaliklarindan sonra
kanser %19,7 oranla ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde kanser, biitiin 6liimlerin

altida birini olusturmaktadir (Tablo 7).
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Kardiyovaskiiler Hastaliklar [N 17.65 milyon
Kanser | S .93 milyon
Gogiis Hastaliklar [N 3.54
Diyabet, Kan ve Endokrin Hastaliklari 3.19
Alt Solunum Yollar1 Enfeksiyonlar: [ 2.57
Bunama [N 2.38
Yenidogan Oliimleri [ 1.73
Diyareik Hastaliklar 1.66
Yol Kazalar 1.34
Karaciger Hastaliklar1 0000 1.26
Tiberkiiloz 1.2
Bobrek Hastaliklar: il 1.19
Sindirim Sistemi Hastaliklar [ 1.09
HIV/AIDS [ 1.03
Intihar 0 817,148
Sitma [l 719,551
Cinayet [l 390,794
Beslenme Eksiklikleri 368,107
Bogulma = 302,932
Menenyjit 295,879
Protein-Enerji Eksiklikleri I 236,430
Dogum Sirasinda Oliimler [l 230,615
Parkinson Hastalig1 J] 211,296
Alkol | 173,893
Bagirsak Enfeksiyonlari | 155,449
ilag| 143,775
Hepatit | 134,045
Yangm | 132,084
Catigma ] 115,782
Sicaklik iliskili Olimler 55,596
Terorizm | 34,871
Dogal Afetler| 7,059

0 2 milyon 6 milyon 10 milyon 16 milyon

Sekil 10. 2018 yili diinyadaki 6liim nedenlerinin dagilimi ve sayilari

2017 2018
Sayl (%) Sayr (%)
Toplam 423878 100,0 421164 1000
Dolagim sistemi hastaliklan 167267 395 161920 384
iyi huylu ve kdti huylu timarler (benign ve malign neoplazmiar) 81886 193 83163 197
Solunum sistemi hastaliklan 50224 118 52568 125
Sinir sistemi ve duyu organian hastaliklarn 20623 49 20766 49

Endokrin (ic salg bezi), beslenme ve metabolizmayla ilgili hastaliklar 20219 48 20074 48
Digsal yaralanma nedenleri ve zehirlenmeler 21533 51 18462 44

Diger (enfeksiyon ve parazit hastaliklan, mental ve davranigsal
bozukluklar, kas-iskelet sistemi ve bad dokusunun hastaliklan vb.) 62126 14,7 64211 152

Tablo 7. 2017 ve 2018 yihinda Tiirkiye’deki 6liim nedenlerinin dagilimi ve sayilari
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Son 40 yilda OS hastalarinin prognozunda 6nemli degisiklikler olmustur; etkili
kemoterapi ajanlarmin gelistirilmesiyle metastatik hastalilk ve mortalite insidansi
azalmasina ragmen, hala hastalarin %80'i pulmoner veya ekstra-pulmoner metastazlar
sebebiyle kaybedilmektedir [55]. Akciger metastazi olan hastalarin ¢ogunda uzun siire
klinik semptomlar goriilmemektedir. Primer OS ve akciger metastazi bulunan hastalarin
prognozu ¢ok kotiidiir ve 5-yillik sagkalimi sadece %25'tir. Bu nedenle, OS hastalarinda
akciger metastazi en 6nemli mortalite sebeplerinden biridir. OS hastalarinda her bir

metastatik akciger lezyonunun mortaliteyi %43 oraninda arttirdig bildirilmistir [56].

2.4.1.7. SAGKALIM

1970'lerden 6nce OS tedavisinde, sadece etkilenen bolgenin cerrahi rezeksiyonu
yapilmis ve hastalarin ¢ogu metastatik lezyonlar sebebiyle hayatin1 kaybetmistir [57].
Daha sonrasinda ilk olarak metotreksat (MTX), sonrasinda doksorubisin (DOX),
sisplatin (cis-Pt) ve bleomisin gibi kemoterap6tik ajanlarin kullanimi ile OS hastalarinin
sagkalimlarinda yiikselme saglanmistir. 1970'lerde ameliyat sonrasi kemoterapotik
ajanlarinin  kullanimi ile sagkalim %?20'den %40'a, 1980'lerde ise ajanlarin ¢esitli

kombinasyonlart ile sagkalim %60'lara kadar ¢ikmistir [58].

Tiimoriin evresi, anatomik yeri ve boyutu, metastaz ya da niiks varligi ve
kemoterapiye yanit sagkalimi etkileyen onemli faktorlerdendir. OS hastalarinda
sagkalimi etkileyen en 6nemli etken, erken tanmidir; erken evredeki hastalarda etkili
kemoterapi ile sagkalim artmaktadir. Tiimorin yerlesimi de sagkalim oranlarimi
etkilemektedir. Lomber omurga ve pelvisi tutulan hastalarda sagkalim orani %32 iken,
skapula ve omuz i¢in %45, proksimal femur i¢in %62'dir. En yiiksek sagkalim oranlari
ise proksimal tibia (%78) ve distal femura (%73) lokalize olmus tlimoérlerde
goriilmektedir. Primer OS hastalarinda en diisiik sagkalim kaburgalar: tutan tiimdrlerde
goriilmektedir (%15). Hastalarin yas1 da sagkalim tizerinde etkilidir; ileri yastaki

hastalar daha diisiik sagkalim oranlarina sahiptir [49].

2.4.2. ETIYOLOJI

Kemigin primer tiimorleri i¢in bilinen, kesin bir etiyolojik faktor
bulunmamaktadir. Kemikte tiimdr olusumuna; g¢evresel faktorler ve genetik yapi
bozukluklar1 etki etmektedir. Giiniimiizde OS gelisimi ile baglantili oldugu bilinen risk

faktorleri; iyonize edici radyasyon, alkilleyici ajanlar, Paget hastaligi, kalitsal
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retinoblastom, Rothmund-Thompson sendromu ve ailevi Li—Fraumeni sendromudur
[49].

OS olusumunda rol oynayan etiyolojik ajanlar ve hastaligi baslatic1 faktorler;
iyonize edici radyasyon, alkilleyici ajanlar (azot hardallari, siklofosfamid, fosfamid ve
antrasiklinler), perinatal faktorler, virlisler ve travma hikayesi olarak siniflandirilabilir
[59]. Plitonyum, agir metaller ve fizyon {irlinleri gibi radyoaktif maddeler kemikte
lokalize olma egilimindedir ve biyolojik toksisiteleri tiimor olusturmaktadir. Finkel,
Biskis ve Jinkins tarafindan bulunduktan sonra FBJ olarak adlandirilan bir viris,
farelerde sarkom olusmasina neden olmustur ve son derece giiglii bir OS indiikleyicisi
oldugu gosterilmistir [60]. FBJ viriisii dayanikli bir viriistiir ve siirekli olarak sadece
kemikte tiimor iiretmektedir. Cok kez, seyreltilse bile, farelerin tamaminda kemik
timoril olusturmakta, ayn1 zamanda cogunlukla kemik metastazina da yol agmaktadir
[61]. OS olusumunda rol oynayan, hasta ozellikleriyle ilgili diger faktorler ise; yas,
cinsiyet, etnik koken, biiylime ve boy, genetik-ailevi faktorler ve kemigin var olan
hastaliklar1 (Paget hastaligi, osteokondrom, Ollier hastaligi, fibroz displazi, kronik
osteomiyelit gibi)'dir [49].

2.4.3. HISTOPATOLOJI

OS tanisinda prensip; kalsifiye doku, osteoid ya da kemiksi doku iireten
sarkomatoz, ig sekilli hiicrelerin tanimlanmasidir [62]. OS'ler genellikle anaplastik
malign tlimoral yap1 gostermektedirler; epiteloid, plazmasitoid, fuziform, oval, kiigiik ve
yuvarlak ya da dev hiicreler seklinde goriilebilirler. Hematoksilen-eozin (HE) boyamasi
ile histopatolojik olarak degerlendirilmesi; yiiksek oranda kolajen tip I igeren yogun,
pembe, amorf ekstraselliiler hiicre materyali olan osteoidlerin tanimlanmasi ile
yapilmaktadir (Sekil 11-A) [63]. Osteoid {iiretimi tiimorler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Kemik iiretimi, malign kemige dogru itilen diizensiz malign hiicre
tabakalar1 seklindedir. Incelenen tiimér dokularinda siklikla kanama ve nekroz

goriilmektedir, bu kotii prognozun isaretidir [62].

OS'lerde farkli diferansiyasyon spektrumlar1 saptanmaktadir. Genellikle malign
timor hiicrelerinde patognomonik osteoid birikiminin yani sira, kondroid ve fibroz
alanlar gozlenir. Tipik bir OS; dev hiicreler acisindan zengin alanlar (dev hiicreden
zengin OS), kan iceren bosluklar acisindan zengin alanlar (telanjiektatik OS) veya az

osteoid tliretimi yapan kii¢iik hiicreler (kiiciik hiicreli OS) ile beraber goriilebilmektedir



49

(Sekil 11-B,C,D) [64]. Bir tiimoriin alt tip olarak tanimlanmast igin ilgili
diferansiyasyonun tiimoér alanininda %350'den fazla goriilmesi gerekmektedir.
Osteokalsin, osteonektin, AT-zengin dizilere baglanan protein-2 (SATB2) gibi
osteoblastik farklilasma belirtecleri, OS'yi taklit eden durumlarda taninin konulmasina

yardime1 olmaktadir [65].

Sekil 11. (A) Yogun osteoid (siyah ok), tiimor hiicreleri (sar1 ok) ve ¢cok sayida malign
hiicre (turkuaz ok). (B) Eozinofilik osteoid (sar1 ok) ve pleomorfik, malign stromal hiicreli
(turkuaz ok) konvansiyonel OS. (C) Stromada dev hiicreler (sar1 ok) ve osteoid (turkuaz
ok). (D) Telanjiektatik OS'de biiyiik, atipik mitoz gosteren hiicre (Siyah ok), kan ve/veya
hemosiderin iceren bosluklar (sar1 ok) [66].
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2.4.4. TANI

Hastalarda goriilen en yaygin bulgu; lokal agridir, tiimoriin kii¢iik oldugu
durumlarda ise cogunlukla agr1 goézlenmemektedir. Tiimor biiyiiyilip, kemik yapisini
bozmaya basladigi zaman agrida da artig baslamaktadir. Agri, hareket ile kotiilesmekte,
hasta dinlendiginde ve geceleri de devam etmektedir. Yiizeye yakin timorler biiyiidiikce
palpasyon ile doku Kitlesi hissedilmekte fakat, derin tiimérleri olan hastalarda bu durum
taninin gecikmesine yol agmaktadir [67]. Tutulan kemikte agriyla beraber, sislik ve
eklem hareketlerinde kisithilik OS'in diger tipik semptomlaridir. Ozellikle osteolitik
timorlerde, nadir de olsa, patolojik kiriklar goriilebilmektedir [68]. Sistemik
semptomlar acisindan bakildiginda, hastalik ileri evrelere gelmeden, ates veya belirgin
kilo kaybi bulgular1 gozlenmemektedir. Laboratuvar degerleri de OS tanisinin
konulmasi i¢in yeterli degildir [67]. Biyolojik sivilarda hastaliga 6zgii bir timor
belirteci bulunmamasina ragmen, perifer kaninda artmis laktat dehidrogenaz ve alkalin

fosfotaz seviyelerine rastlanilmaktadir [68].

Radyolojik goriintiileme yontemleri, OS'nin tani, tedavi ve takibinde en 6nemli
rolii oynamaktadir. Siipheli bir hastanin degerlendirilmesinde rontgen, ilk olarak kemik
degisikliklerinin tanimlanmasina yardimci olmaktadir. OS'lerde genellikle yeni kemik
olusumu ya da spikiilden kaynaklanan, diizensiz kireclenmelerin goézlendigi bir
yumusak doku bileseni goriilmektedir. OS'lerde tipik olarak ayni zamanda periost
koselerinde kalsifikasyon gelismesi ve lezyonun agresif bir sekilde biiylimesi sonucunda
tiimoriin periostu yukari kaydirmasi ile tiimor ve saglikli dokular arasinda "Codman
tiggeni" olarak adlandirilan 6zel bir alan gozlenmektedir [69]. Basvuran hastalarin
%15'inde radyolojik olarak gozlenen, Ozellikle akcigerde metastaz bulgularina
rastlanilmaktadir. Rontgen ile incelendiginde, OS'yi diisiindiirecek bulgularin bulunmasi
sonrasinda, tiimoriin daha 1yi degerlendirilmesi ve metastaz varliginin arastirilmasi i¢in
gelismis niikleer tip yontemlerinin kullanilmas1 gerekmektedir [67]. Manyetik rezonans
goriintiileme (MRGQG); tiimoriin yumusak doku bilesenlerinin, ¢evredeki doku, damar,
sinirlerle olan iliskisinin ve kemik iliginin durumunu degerlendirmek i¢in en iyi
yontemdir. Bununla beraber, toraksin bilgisayarli tomografi (BT) ile incelenmesi ve
teknesyum-99m (%™MTc) iskelet sintigrafisi ile kemik taramasmin yapilmas1 diger odak

noktalariin bulunmasi ve metastaz degerlendirmesi i¢in 6nemlidir [68].
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2.4.5. PROGNOSTIK OZELLIKLER

OS’de tam1 ve prognoz, tedavi lizerinde Onemli etkilere sahiptir. Pozitif
prognostik faktorler arasinda; diisiikk gradli tiimorler, cerrahi smir negatifligi ve
kemoterapi sonrasi >%90 nekroz oranlar1 sayilmaktadir. Negatif prognostik faktorler
ise; Ozellikle aksiyal iskelette biliylik tiimdrler, metastaz varlii, ileri yas ve Paget
hastaligina sekonder gelisen OS'lerdir. Mediiller kaviteden kaynaklanan tipik primer
OS'nin prognozu; tiimoriin biliyiimesi, ¢ogalmasi, ¢evredeki dokulara invaze olmasi ve
metastaz agamalarin1 i¢ermektedir. Konvansiyonel yiiksek gradli OS'lerde prognoz,
kemoterapoétiklerin kullanimi ile ciddi derecelerde iyilesmistir. Metastatik OS (MOS)
hastalarinin prognozu sadece primer tiimorii olan hastalara oranla daha agir
seyretmektedir. Bu hastalara genellikle metastazektomi igin torakotomiler
uygulanmaktadir [67]. MOS hastalarinda 5 yillik sagkalim orani ~%25 iken, metastazi
olmayan OS hastalarinda bu oran ~%70-80'dir [70]. Parosteal ya da periosteal OS'ler
gibi metastaza egilimi az, diisiik gradli lezyonlarda 5 yillik sagkalim orani ise %90
civarlarindadir. Patolojik kirigi bulunan hastalarda lokal niiks riski artmaktadir ve 5
yillik sagkalim orani %55'tir. Primer timor rezeksiyonundan sonra niiks gelisen

hastalarda ise bu oran %15'lere kadar diigmektedir [67].

2.4.6. EVRELENDIRME

Ortopedik onkolojide tiimor evrelendirmesinin amaci; hastanin tan1 aninda niiks,
metastaz ve mortalite risklerinin degerlendirmesini standartlastirmak ve Ozellikle
sarkom gibi nadir goriilen hastaliklarin arastirilmasinda kurumlar arasi isbirligini
saglamaktir [71]. Kemik tiimorlerinin  evrelendirmesinde iki farkli sistem
kullanilmaktadir; Kas-iskelet Tiimérleri Birligi (MSTS) evreleme sistemi ortopedi
cerrahlart tarafindan gelistirilen orijinal sistemdir. Amerikan Ortak Kanser Komitesi
(AJCC) evrelemesi ise yeni verilere dayanarak, periyodik olarak giincellenen sistemidir
(Tablo 8). Her iki sistemde de evrenin belirlenebilmesi igin, oncellikle rontgen ve MRG
ile tiimoriin tanimlanmas: ve yayilmanin goriintiilenmesi gerekmektedir. Uzak odak
noktalarindaki metastazin  belirlenebilmesi icin BT ve MTc taramalar

degerlendirilmektedir [67].

Biyopsinin incelenmesi ile histolojik 6zelliklerinin belirlenmesi de evreleme i¢in
Oonemlidir. Artmis mitotik aktivite, nekroz, atipik hiicreler, mikrovaskiiler invazyon ve

yiiksek hiicre/matriks orani, ileri evreler ve yiiksek yayilim riski ile iliskilidir. Klasik
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intramediiller OS'ler yiiksek gradli kabul edilirken, yiizeyel OS'leri diisiik gradli kabul
edilmektedir. Timoriin biiyikliigli ve yeri de tiimoriin agresifligi hakkinda &nemli
bilgiler vermektedir. Diger sarkomlarda oldugu gibi, OS de fasya, eklem kikirdagi ve
kapsiilii, tendon ve tendon kilifi gibi doku siirlarini asmama egilimindedir. Fakat timor
yayilip, anatomik doku sinirlarini astiktan sonra, hizla biiyiiyen bir yumusak doku

kitlesini olugturmaktadir [67].

Kas iskelet sistemi tiimorlerini evrelendirme kavrami ilk olarak 1980 yilinda Dr.
William Enneking tarafindan onerilmistir [72]. Enneking cerrahi evreleme sisteminin
amact; hastaligin prognostik 6zellikleri, niikks ve metastaz riskini tanimlamak i¢in basit
bir siniflandirma yontemi olusturmak, cerrahi tedaviler i¢in 6zel yaklagimlar: belirlemek
ve tamamlayict tedaviler i¢in bir kilavuz olusturmaktir. Enneking sistemi kemik
tiimorlerini smiflandirmak i¢in tic faktdrii degerlendirir; histopatolojik derece, lokal
yayilim ve bolgesel veya uzak metastaz varligi. Ileri evre grubu, agir hastalik siireci ve
kotli prognoz ile iliskilidir. Kemik tiimoérlerine uygulanan Enneking evreleme sistemi

genellikle MSTS evreleme sistemi olarak adlandirilmaktadir.

Enneking sistemi timorleri 3 evreye ayirmaktadir. Evre I tiimorleri; diisiik gradli
ve yayilma riski az olan gruptur. Evre II tiimdrleri yiiksek gradli kabul edilir ve A - B
olarak iki smifa ayrilmaktadir; evre IIA tiimdorleri kompartman i¢i, evre 1IB tiimdrleri
kompartman dis1 timérlerdir. Evre III tiimorleri ise, birden fazla tiimor odagi veya uzak
metastaz olan tiimorlerdir. Prognoz, tiimdriin evresi ile yakindan iliskilidir; evre |
tiimorleri en iyi sagkalim oranlarimi gostermekteyken, sirasiyla evre IIA, IIB ve III en
kotli prognoza sahiplerdir [73]. AJCC sistemi ise, evrelendirmeyi 4 grupta yapmakta ve
TNM sistemini kullanmaktadir; T: tiimoriin biytikliging, N: lenf nodu tutulumunu ve
M: uzak metastaz varligin1 gostermektedir. Temel olarak Enneking sistemi ile benzer
unsurlari icermektedir; evre I tiimorleri diislik gradli iken, evre II yliksek gradlidir. Evre
IT timorleri 8 santimetreden biiyilk veya kiiciik olmasina goére A ve B olarak
siniflandirilmaktadir. Evre III; birden fazla odagi olan yiiksek gradli timorlerdir. Evre
IV tiimorleri ise uzak metastazlar1 olan, akciger metastazinin A, lenf nodiilleri veya

diger metastazlarin B olarak siniflandirildigi tiimérlerdir (Tablo 8).
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Tablo 8. Kemik tiimorlerinin evrelendirilmesinde kullanilan sistemler

MSTS Evreleme Sistemi AJCC Evreleme Sistemi
Evre Grad Bolge Metastaz| Evre Tiimoér Nodiill Metastaz Grad Tamm
G1/ TI disik
1A Diisik  Kompartman igi - 1A T1 NO MO
GX gradl
T2/T3
G1/
1B Diisik  Kompartman dist - IB T2/T3 NO MO X diisiik
gradli
T1
G2/
IHA  Yiksek Kompartman ici - 1A T1 NO MO 3 yiiksek
gradll
T2
G2/
11IB Yiiksek Kompartman dis1 - 1B T2 NO MO o3 yiiksek
gradli
Var T3
Diisiik /  Kompartman igi / G2/
11 (Lokal /| N T3 NO MO yiiksek
Yiiksek dis1 G3
Uzak) gradli
G1/
T1/T2/ Akciger
IVA NO Mla G2/
T3 metastazi
G3
G1/ Lenf
T1/T2/
VB T3 N1 Mla/Mlb G2/ nodili
G3  tutulumu
Kemik
G1l/
T1/T2/ ya da
NO / N1 M1b G2/
uzak
G3
metastaz

T; tiimor biytikliigi, N; lenf nodiilii, M; uzak metastaz ve G; grad' géstermektedir.

2.4.7. TEDAVI

OS’nin tedavisi ¢oklu yaklasimla, hem cerrahi hem de sistemik kemoterapiyi
icermektedir. Yiiksek gradli bir hastanin tedavisi; 3 veya 4 sitotoksik ajandan (sisplatin,
doksorubisin, metotreksat, ifosfamid) olusan neoadjuvan kemoterapi, primer timor ve
metastazlar dahil olmak iizere tespit edilen biitiin lezyonlarin cerrahi rezeksiyon sonrasi

adjuvan kemoterapi uygulamalarini igermektedir [74]. Neoadjuvan kemoterapi,
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genellikle ameliyattan dnce yaklasik 8-10 hafta uygulanmaktadir. Rezeksiyon sonrasi
yaralarin iyilesmesiyle beraber adjuvan kemoterapi ise 12-29 hafta siirmektedir [75].
Giiniimiizde OS i¢in en 1yl kemoterapi uygulamasi hala tartismalidir. En ¢ok kullanilan
kemoterapotikler; yiiksek doz metotreksat ile beraber, kurtarma tedavisi olarak folinik
asit, doksorubisin (adriamisin), sisplatin ve ifosfamiddir. Vinkristin, bleomisin ve
siklofosfamid gibi ajanlar da tedavi i¢in tercih edilmektedir [67]. Diisiik gradli timdrler
ise genelde sadece cerrahi rezeksiyon ile tedavi edilmektedir. Akcigerlerinde ameliyatla
alinabilecek metastatik lezyonlar1 olan hastalara metastazektomi ve torakotomi
uygulanmaktadir [67]. OS radyoterapiye direngli tiimor olarak kabul edildigi igin

radyasyon uygulamalar1 genellikle tercih edilmemektedir [75].

Mikrometastatik hastaligin tedavisi igin sistemik kemoterapiyle beraber agresif
ve genis bir cerrahi girisim gereklidir. Mevcut cerrahi stratejiler, tiimorle beraber
saglam dokularinda bir kisminin ¢ikarilmasini igeren genis eksizyonlardir [76].
Radyolojik goriintiileme tekniklerindeki ilerlemeler ve neoadjuvan kemoterapilerin
olumlu etkileri, uygulanacak cerrahi yaklasim igin pozitif etkide bulunmustur;
giinlimiizde ampiitasyon yerine ekstremite koruyucu cerrahisi tercih edilmektedir.
Hastalarin %80'inde ampiitasyona oranla ekstremite koruyucu cerrahi rezeksiyonu

yapilmaktadir [75].

2.5. OSTEOSARKOMUN MOLEKULER BIYOLOJISI

Hiicre, bircok mutasyon gegirdikten ve bu mutasyonlar segilimle kalicit hale
geldikten sonra malign 6zellik kazanmaktadir. Kanserlerde ¢ok asamali timérogenez
modeline gore genomik degisimlerin birikimi, onkogenleri aktive ederek ve timor
baskilayic1 genleri (tumor suppressor genes; TSG) susturarak, hiicre fonksiyonunda
degisikliklere yol agmaktadir [77]. Epitel kokenli kanserlerinin aksine, OS'lerde ¢ok
asamal1 tiimorogenez modeli gozlenmemektedir. Cocuklarda ve yetiskinlerde goriilen
disiik gradli OS'ler, yiiksek gradli OS'lerin prekiirsor lezyonlar1 olarak
sayllmamaktadir. Pediatrik malignitelerin bir¢ogunda olan premalign displazik lezyon
ya da in situ karsinom tanimlarinin esdegerleri OS'de bulunmamaktadir. OS’nin
molekiiler patogenezinin tanimlanmasi i¢in yapilan analizlerde, tespit edilen ilk lezyon
tamamen malign Gzellige sahiptir. Dolayisiyla, OS patogenezindeki basamaklarin ve
molekiiler 6zelliklerin tanimlanmasi oldukga zordur. Genetik olarak karmasik olmasina

ragmen, hayvan modelleri, etiyoloji, cevresel faktorler, genetik yatkinlik ve gen
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calismalar1 OS olusumu ile iligkili siiregler ve genetik yolaklar hakkinda gesitli bilgiler
vermektedir [78]. Giiniimiizde yapilan birgok ¢alisma, kalitsal ya da sporadik OS'lerde
hastalik fenotipine neden olan mutasyonlarin belirlenmesine odaklanmaktadir (Sekil
12). Timor protein 53 (TP53), retinoblastoma (RB1), Werner sendromu ATP-bagimli
helikaz (WRN) ve RecQ benzeri helikaz 4 (RecQL4) genlerindeki mutasyonlarin OS'ye
yatkinlik yarattigi diistiniilmektedir [40].

Germline mutasyonla Sporadik mutasyonlar
(p53, RB1 ve RECQLJY) (pS3,RB1, ATRX ve DLG2)
W e O
=D — Cod — (_.A:/(;:x — € €¢- —.
L

—‘c

Mezenkimal Osteoblastik Preosteoblastlar Osteosarkom  Osteosarkom
Kok Hiicreler prekiirsérler progenitorleri

Sekil 12. Osteosarkomagenezdeki genetik mutasyonlar [79]

RB1 geni; hiicre dongiisliniin negatif regiilatorii olarak goérev yapan bir TSG
olup, hiicrelerin S fazma girmesini engellemektedir. RB1 genindeki fonksiyon kaybi
kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden olmaktadir [80]. RB1’in germline mutasyonu ile
iliskili olan kalitsal retinoblastomlu hastalarda sekonder maligniteler yaygindir ve
bunlarin  %40'mm1 OS olusturmaktadir. Buna ek olarak, incelenen sporadik OS
olgularinin %29-47'sinde RB1 geninde mutasyonlar saptanmistir [81-83]. Bir bagka
TSG olan TP53 geninde mutasyonlar germline veya sporadik olabilmektedir. TP53
geninin germline mutasyonu sonucu olusan Li—Fraumeni sendromunda da maligniteler
goriilmekte ve yaklasik %10'ununda OS olusmaktadir. OS’lerde TP53 ile alakali birgok
degisiklik genellikle yapisal anomalileri, ozellikle TP53'ln ilk intron bdlgesinin
translokasyonlarini igermektedir [78, 82]. RecQL4 geninde mutasyon sonucu olusan
Rothmund-Thomson sendromunda da OS’ye rastlanilmistir. Fakat sporadik OS vakalari
incelendigind,e bu mutasyon nadir gozlenmistir. Bu bulgu, OS patogenezinde RecQL4
geninin rol oynamadigint gostermektedir [84]. WRN genindeki anomali ile iligkili olan
Werner sendromunda ise genetik instabilite ve maligniteye yatkinlik goriilmektedir. Bu

sendroma sahip hastalarda OS goriilme oran1 %10'dan azdir [85]. Bu genlerin disinda,
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fare double minute 2 homologu (MDM2) ve siklin bagimli kinaz inhibitori 2A
(CDKN2A)'nin yeniden diizenlenmeleri ile PMP22-ELOVL5 gen fiizyonu dahil olmak
izere yiizlerce genomik diizenleme tanimlanmistir [79]. MDMZ2; p53 proteininin
ubikutinleme yoluyla aktivitesini diizenleyerek proteozomal degredasyonuna Yol
acmaktadir [86]. Diisiik gradli santral OS'lerde %29, parosteal OS'lerde %67-79 ve
yiiksek gradli OS'lerde %12 oraninda MDM2 amplifikasyonu goriilmektedir [87, 88].

Tim sarkomlar, tekrarlayan kromozom translokasyonu igeren kompleks ya da
goreceli basit karyotipe sahiptirler. Kompleks karyotipler ve az sayida ortak genetik
degisiklik gozlenmesi, osteosarkomageneze neden olan genlerin tanimlanmasini
zorlastirmaktadir [78]. Parosteal OS hastalarinda yapilan sitogenetik incelemeler,
karyotiplerin bir veya daha fazla ring kromozom igerdigini gostermistir. Ring
kromozomlar 12913-15 bolgesinin amplifikasyonunu igermektedir ve bu tip OS'lerde
yiiksek oranda MDM2 ile siklin bagimli kinaz 4 (CDK4) amplifikasyonu goriilmektedir
[89, 90]. OS'lerde ayn1 kromozom bdlgesinde yer alan CDK4 ve MDM2 genleri siklikla
beraber amplifiye olmaktadir. MDM2, p53'ii ubikuitinleyerek proteozomal yikimina yol
acmaktadir. Diisiik gradli santral OS'lerin %25-30'u, parosteal OS'larin %85 ve yiiksek
gradli OS'lerin yaklasik %10'unda MDM2 amplifikasyonu goriilmektedir [91]. CDK4
geni ise, Rb'yi fosforilleyerek inaktive etmektedir. CDK4 amplifikasyonu parosteal
OS'lerin  %67'sinde goriilmekteyken, yiiksek gradli OS'lerde nadirdir (%9) [82].
Konvansiyonel yiiksek gradli OS'ler ise, kompleks karyotipli, genetik olarak kararsiz
timorlerdir. OS'ler tiim ya da kismi kromozom kazanci veya kayb1 ve somatik yapisal
degisikliklerin go6zlendigi kromozom instabiliteleri ile karakterizedirler [9]. Bir
kromozomda konumlanmig olan bir¢ok genin pargalanmasi ve rastgele birlesmesiyle
olusan bir genomik dengesizlik olan kromotripsis, birgok kanserde %2-3 oraninda
goriilmesine karsin, insan OS 6rneklerinin %33'"linde gozlenmistir [9, 92]. Son yapilan
caligmalar ise, OS'de kromotripsisin yaklasik %90 oraninda gozlendigini ve beraberinde
siklikla amplifikasyonlarin da eslik ettigini  gostermistir  [93]. Tek niikleotid
varyasyonlarinin sebep oldugu lokalize hipermutasyon tiirii olan kataegis ise OS

hastalarinin yarisinda goriilmektedir [9, 79].

Cogu kanserde oldugu gibi, OS’lerde de neoplastik transformasyon igin gerekli
genetik degisimlerin birikimi, tiimoriin olusumu, biiyiimesi ve invazyonunda énemli rol

oynamaktadir. Farkli yolaklardaki genetik anomaliler ve gesitli fizyolojik
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diizenlemelerin sonucunda OS’ler dogal smirlarini asarak metastaz yapmaktadir.
Metastaz mekanizmasimin molekiiler diizeyde anlasilmasi igin gen ekspresyonunu
etkileyerek, tiimor transformasyonunu destekleyen ve hiicre proliferasyonunu arttiran
cesitli sinyal yolaklarinin incelenmesi Onemlidir. Hiicre boliinmesi, biiylimesi,
yapismas1l ve hiicre iskeleti olusumu gibi 6nemli fonksiyonlar1 diizenleyen gen ve
proteinlerin, OS’nin invazyonu ve metastazi sirasinda Onemli roller oynadigi
diisiiniilmektedir. Klinik olarak ¢ok onemli olmasina ragmen, OS metastazinin genetik
ve biyokimyasal faktorleri hakkinda bilgi eksikligi bulunmaktadir. Bu amagla ¢alismada
metastazla iliskisi olabilecegi diisiiniilen farkli yolaklardaki anahtar genler secilerek OS

metastazindaki fonksiyonlar aragtirilmistir.

2.6. SIKLIN BAGIMLI KiNAZ iNHIBiTORU 3 (CDKN?3)

CDKN3 geni, hiicre dongiistiniin mitotik fazinda gorev yapan siklin bagimli
kinaz 1 ve 2 (CDKI1 ve CDK2)yi defosforile eden tirozin fosfataz proteinini
kodlamaktadir [94]. CDKN3 geni 5ql13.2 bolgesinde yer almakta ve 8 ekzon
icermektedir. Kodlanan CDKN3 mRNA's1 906 niikleotitten meydana gelmekte ve 212
aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Bununla beraber, alternatif kesim ile farkli
varyantlarinin da bulundugu gosterilmistir [95-97]. CDKN3, mitoz ve G1/S fazinin
normal sekilde ilerlemesi igin gerekli bir proteindir [98]. CDKI1 ve CDK2 hiicre
dongiisiiniin  6nemli diizenleyicileridir ve aktiviteleri fosforilasyonlar ile kontrol
edilmektedir. CDKN3 proteini CDKL1'i treonin (Thr)-161 ve CDK2'yi Thr-160
bolgelerinden defosforile etmektedir [94, 99]. CDKN3 monomerik CDK2'yi defosforile
ederken, siklin A CDK2'ye baglanarak CDKN3'lin islev yapmasina engel olmaktadir.

Hiicre boliinmesi sirasinda sinyalizasyon aglarinin etkilesimi dnemlidir. Mitoz
boliinme evrelerinde kontrol kaybi1 andploidi ve tiimor olusumunu tetiklemektedir. Bu
yiizden mitotik basamaklarda rol alan yapilar kanser tedavisinde kayda deger
hedeflerdir [98]. CDKN3 geninin ekspresyonu kanserlerde yiikselmistir ve koti
prognozun gostergesidir [94]. Fakat CDKN3'iin asir1 ekspresyonunun mekanizmasi ve

CDKN3 transkript varyantlarinin kanserlerdeki rolii tam olarak agiklanamamugtir.

2.7. SITOKINEZIN PROTEIN DUZENLEYICIiSi 1 (PRC1)
Genom stabilitesinin korunmasi i¢in en Onemli basamaklarindan biri, hiicre
boliinmesi sirasinda sitokinezin bir diizen igerisinde ilerlemesidir [100]. Kromozomlarin

birbirinden ayrilmasi ve bogumlanma bolgesinin organizasyonu mikrotiibiil (MT) motor
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proteinleri (kinezin, dinein) ve MT-iligkili diger proteinler (u¢ baglayici protein; EBI,
niikleer mitotik apart proteini; NuMA) tarafinda kontrol edilmektedir [101].

Sitokinezin basarili bir sekilde devam ettirilmesine MT'lerden olusan karmasik
ag yapisi aracilik etmektedir [102]. Bu agdaki 6nemli yapilardan biri PRC1 proteinidir.
PRC1 geni, 15. kromozomun uzun kolunda 26.1 bdlgesinde bulunmakta ve 620
aminoasitlik PRCI proteinini kodlamaktadir. PRCI, bolinme sirasinda ekvator
bolgesinde konumlanarak MT'lerin ve diger proteinlerin birbirleriyle ve ig iplikleriyle
olan baglantisin1 olusturulmasini saglamaktadir (Sekil 13) . PRC1 proteinleri
birbirlerine antiparalel olarak baglanarak MT filamentleri arasinda organizasyonu
saglamaktadir. Boylece motor proteinler MT'ler boyunca hareket etmektedirler [100,
101].
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Sekil 13. PRC1 proteininin antiparalel mikrotiibiil organizasyonundaki rolii
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Sitokinez sirasinda olusan hatalar kromozom say1 ve yapilarinda degisikliklere
yol acarak hiicrede kontrol kaybina neden olmaktadir. PRC1'in hiicre bdliinmesindeki
rolii g6z Oniine alindiginda, anormal ekspresyonu sitokinezde hatalara yol agarak,
hiicrenin kanserlesmesini tetiklemektedir [103]. PRC1 geninde kopya sayisi artisi,

amplifikasyon ve transkripsiyon bozukluklar1 sonucunda artan ekspresyonu, ¢ok sayida
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MT'nin boliinme plaginda birikmesine sebep olarak diger motor proteinlerin islevlerini

engellemektedir [104, 105].

2.8. RIBONUKLEOTIT REDUKTAZ KATALITIK ALT UNITESI M1 (RRM1)
RRM1 geni riboniikleotitlerin deoksiriboniikleotitlere doniisiimiinii katalize eden
riboniikleotit rediiktaz enziminin diizenleyici alt birimini kodlamaktadir [106]. 11p15.5
bolgesinden kodlanan RRM1 geni, DNA hasarinin onariminda niikleotid kesme-¢ikarma
onarim sisteminde gorev yapan enzimi olusturmaktadir. Ayni zamanda hiicre ¢ogalmasi,
hiicre gocli, tiimér ve metastaz gelisiminin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir.
RRML1 enzimi aktivitesini kontrol eden aktif bir bolge ve niikleosit trifosfatlar baglayan

allosterik bolgeyi igermektedir [107].

RRMI1, kemoterapdtik bir ajan olan gemsitabinin hedefidir. DNA sentezi ve
onarimi igin gerekli olan RRM1 geninin ekspresyon seviyelerindeki artisin, platin grubu
kemoterapétik ajanlara ve gemsitabine yanitla iliskili oldugu bulunmustur [108-110].
Ayrica, RRMI1 geninin akciger kanserinde PTEN-iliskili sinyal yolaklariyla metastazi
baskilayici etkisinin oldugu gosterilmistir (Sekil 14) [111].

RRM1
” ! \
Ribonukleotit rediiktaz Ras/Raf PTEN
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l
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Sekil 14. RRM1'in tiimorogenezdeki rolii
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2.9. FIBULIN BENZERI EKSTRASELLULER MATRIKS PROTEIN 2 iCEREN
EPIDERMAL BUYUME FAKTORU (EFEMP2)

EFEMP2, ayn1 zamanda Fibulin-4 olarak da isimlendirilmektedir ve fibulin
glikoprotein ailesinin bir {yesidir. Fibulinler; embriyonik gelisim, organogenez,
hemostaz, tromboz, fibrogenez ve doku homeostazi gibi ¢esitli siireclerde rol
oynamaktadir. Ayrica, hiicresel membran reseptorleri ile dogrudan veya dolayli olarak
etkilesime girerek sinyal iletiminde gorev yapmaktadir. Bu nedenle, hiicre morfolojisi,
biiylimesi, adhezyonu ve 6liimiinii diizenleyen c¢esitli yolaklarinin aracisi olarak da islev

gostermektedir [112].

EFEMP2 proteini dort epidermal biiylime faktorii-2 alani ve alti Kkalsiyum
baglayici alan icermektedir. EFEMP2 geni elastik lif olusumu ve bag dokusu gelisimi
icin 6nemlidir ve ekstraselliiler matriks stabilizasyonunda rol oynamaktadir. Genellikle
kan damarlari, kalp kapakgiklari, akciger ve deri gibi elastik liflerden zengin doku ve
organlarda bulunmaktadir [113]. EFEMP2 kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
uyararak onkojenik o6zellik gostermektedir. EFEMP2 geninin artmis ekspresyon

seviyeleri ¢esitli malignitelerde kotii prognozun gostergesidir [114].

2.10. OKARYOTIK TRANSLASYON BASLATICI FAKTOR 4 GAMA 2
(EIF4G2)

Protein sentezi hiicrenin bulundugu kosullara ve strese tepkisini belirleyen, bir
diizen igerisinde ilerleyen siireglerdir. Okaryotik hiicrelerde protein sentezinin
baglatilmasinda iki onemli mekanizma rol oynamaktadir; ilki 5° uca 7-metilguanozin
eklenmesi ile olusan sapka yapist iliskili ve ikincisi ribozomun dogrudan mRNA'ya
baglanmas1 ile olusan sapka yapist iliskisizdir. Sapka yapisi iliskili translasyonun
baglatilmasinda okaryotik translasyon baslatict faktor 4A (EIF4A), okaryotik
translasyon baslatic1 faktor 4E (EIF4E) ve Okaryotik translasyon baslatici faktor 4G
(EIF4G) tglii kompleks olusturarak 6karyotik translasyon baslatici faktor 4F (EIF4F)'yi
olusturmaktadir [115]. Bu kompleks EIF4E araciligiyla mRNA'min 5' ucuna
baglanmaktadir. EIF4G, poli-A kuyruguna yiiksek affinite ile baglanan poli-A baglayici
proteinle (PABP) etkilesmektedir (Sekil 15) [116].
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Ribozom

Sekil 15. Translasyon baslatilmasi sirasinda 6karyotik translasyon baslatici faktorlerin
rolleri

EIF4AG, translasyon igin gerekli faktorlerin bir araya gelmesini saglayarak,
translasyon mekanizmasi (EIF3 araciligiyla) ve mRNA (EIF4E araciligiyla) arasinda
koprii olusturan proteinleri igeren ailedir [117]. Bu aile; EIF4G1, EIFAG2 ve EIF4G3
proteinlerini icermektedir. EIF4G ailesi, EIF4A ve EIF3 proteinleri ile homoloji
gostermektedirler. EIF4G1 ve EIF4G2 bu ailedeki proteinlerin ilk {irtinleridir, sapka
yapisi iligkili translasyonda gorev almaktadirlar [118].

11. kromozomun kisa kolunun 15.4 bolgesinde konumlanan EIF4G2 geninin
iriinii, EIF4G ailesinden farkli olarak, translasyon sirasinda inaktif kompleksler
olusturarak, translasyonun baskilanmasini da saglamaktadir. mRNA translasyonu
sirasinda gorev alan bu yapilarda meydana gelen anormal etkinlikler, hiicrelerde malign

doniigiimiin olugmasina onciiliik etmektedir [119, 120].

2.11. MELANOMA ILISKILI ANTIJEN 3 (MAGEA3)

MAGEAS3, biiyiik bir kismi1 X kromozomunda yer alan 60'tan fazla genden
olusan bir ailenin tiyesidir. Biitin MAGEA {iyeleri MAGE homoloji bdlgesine sahiptir.
MAGEA ailesinin ekspresyonlari hem hipermetilasyon hem de histon deasetilasyonuyla

diizenlenmektedir [121]. MAGEA3 geni X kromozomunun 28 bdlgesinde yer alan
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kanser/testis antijen genidir ve yetigskin somatik dokularda eksprese edilmeyen tiimor
antijenleridir (Sekil 16). Genel olarak MAGEA3 proteininin ekspresyonu yetiskin erkek
germ hiicreleriyle siirlidir. Tiimoérogenez ile beraber bu gelisimsel antijenler siklikla

yeniden eksprese olmaktadir [122].

Germ hucresi Somatik hicre Kanser hucresi

L1111 Metilenmemis DNA |'> Transkripsiyon aktif
2 P99 Metilenmis DNA |->X Transkripsiyon inaktif

Sekil 16. MAGEAS3 gen ekspresyonunun metilasyon ile cesitli hiicrelerdeki diizenlenmesi

MAGEA3 normal dokular arasinda sadece testis ve plasentada eksprese
edilmektedir. Fakat melanoma, akciger, meme, rahim ve mide kanseri gibi maligh
hiicrelerde MAGEA3 gen ve protein ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. MAGEA3'lin
timor hiicrelerindeki islevi tam olarak bilinmemektedir. Ancak, MAGEA3"in
hiicrelerde  apoptozu  baskilayarak,  hiicreyi  kanserlesmeye  yoOnlendirdigi

diistiniilmektedir [123, 124].

Calismamizda hiicre boliinmesinde rol oynayan CDKN3 ve PRC1, hem hiicre
boliinmesinde hem de DNA tamirinde gérev yapan RRM1, bag dokusu gelisimi i¢in
gerekli olan ve kemik gelisimi i¢in gerekli kalsiyum baglayici alanlar iceren EFEMP2,
protein biyosentezinde mRNA translasyonu mekanizmasinda gorev yapan EIF4G2 ve
cesitli kanserler igin tiimor spesifik protein olarak degerlendirilen MAGEA3 ekspresyon
seviyeleri OS ve MOS hastalar1 arasinda karsilastirilmis ve genel sagkalim analizleri
yapilmigtir. Analizler sonucunda iki hasta grubu arasinda farki en anlamli olarak
bulunan PRC1 geninin hasta dokularindaki protein ekspresyon seviyeleri belirlenmis,
gen ve protein seviyesindeki degisimlerin kromozom artis1 ya da azalisiyla baglantisinin
belirlenmesi igin 15. kromozomun sayisal anomalileri incelenmis ve son olarak in vitro

deneylerle OS hiicre hattinda (Saos-2) PRC1 geninin anlatimi baskilanip, hiicre
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dongiisii, canliligi ve apoptozu iizerindeki etkileri belirlenmistir. Yapilan analizlerin
sonucunda incelenen genin agresif timor gelisimi ve metastazla olan baglantisinin

gosterilmesi amaglanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Faster SafeFAST Premium 218, Biyogiivenlik Kabini (Class IIA2) (Milan, Italya)
Siemens AG KG56NVW30N/04, Buzdolab1 (Miinih, Almanya)

Julabo Pura 14, Su Banyosu (Seelbach, Almanya)

Hirayama HV-50L, Otoklav (Tokyo, Japonya)

Memmert ICO150med, Karbondioksitli Inkiibatér (Biichenbach, Almanya)
Mini4K-10K, Mini Santrifiij (Hangzhou, Cin)

MPW MPW-260R, Sogutmali Santrifiij (Varsova, Polonya)

Hanna H12002-02 Edge, pH Metre (Rhoda Island, ABD)

Thermo Scientific Finnpipette F1, Multichannel Pipet Seti (1 -10 uL, 30 - 300 uL)
(Massachusetts, ABD)

Thermo Scientific Finnpipette F2, Pipet Seti (0.2 -2 uL, 1-10 uL, 2 - 20 uL, 10 - 100
uL, 100 -1000 puL) (Massachusetts, ABD)

Thermo Scientific S1, Serolojik Pipetor (Massachusetts, ABD)

Isolab Neubauer Improved, Sayim Lam1 (Wertheim, Almanya)

Carl Zeiss Primovert, Inverted Mikroskop (Jiangsu, Cin)

Zeiss Axio Observer Z1, Fluoresan Mikroskop (Jiangsu, Cin)

Cryopal Arpege 70, S1v1 Azot Hiicre Tank1 (Bussy-Saint-Georges, Fransa)

Thermo Scientific Compact, Dijital Rocker (Massachusetts, ABD)
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Invitrogen Qubit 2.0, Fluorometre (Massachusetts, ABD)

Bio-Rad ChemiDoc, Kemiliiminesans Goriintiileme Sistemi (Kaliforniya, ABD)
Bio-Rad Trans-Blot Turbo, Blotlama Sistemi (Kaliforniya, ABD)

Bio-Rad PowerPac Basic, Elektroforez Gii¢ Kaynag: (Kaliforniya, ABD)

Bio-Rad Mini PROTEAN Tetra Cell, Dikey Elektroforez Yiiriitme Sistemi (Kaliforniya,
ABD)

Bio-Rad T100 Thermal Cycler, PZR Cihazi (Kaliforniya, ABD)

Bio-Rad CFX Connect, Ger¢ek zamanli PZR Cihazi (Kaliforniya, ABD)
Esco UUS 480A 1 5D SS, -80°C Dondurucu (Singapur, Singapur)
Thermo Scientific Drybath, Kuru Blok Isitici (Massachusetts, ABD)

Roche Diagnostics BenchMark ULTRA, Otomatik Slayt Boyama Sistemi (Risch-

Rotkreuz, Isvigre)

Isogen Life Science BioDrop pLITE+, Mikro Olgiim Spektrofotometre Cihazi (De

Meern, Hollanda)

BioTek Instruments Synergy H1 Hybrid, Spektrofotometre Cihaz1 (Vermont, ABD)
Merck Millipore Muse, Hiicre Analiz Sistemi (Massachusetts, ABD)

3.1.2. KULLANILAN KIMYASALLAR VE TICARI KIiTLER

RNeasy FFPE Kit (Qiagen, #74404, Hilden, Almanya)

Quick-RNA Miniprep Kit (Zymo Research, #R1054, Kaliforniya, ABD)

RNA Clean & Concentrator Kit (Zymo Research, #R1017, Kaliforniya, ABD)
FastGene 50bp DNA Ladder (Nippon Genetics, #MWD50, Dueren, Almanya)

SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Bioline, #B10-98005, Ohio, ABD)
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Ham's F12 Medium:Dulbecco's Modified Eagle's Medium (PAN-Biotech, #41250,
Aidenbach, Almanya)

McCoy’s 5A (PAN-Biotech, #P04-05500, Aidenbach, Almanya)
L-Glutamin (PAN-Biotech, #P04-80100, Aidenbach, Almanya)
Penisilin-Streptomisin (PAN-Biotech, #P06-07100, Aidenbach, Almanya)
Fetal Sigir Serumu (PAN-Biotech, #P30-3306, Aidenbach, Almanya)

Tripsin- Etilendiamin tetraasetik asit (%0,25) (PAN-Biotech, #19100, Aidenbach,
Almanya)

Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PAN-Biotech, #53500, Aidenbach, Almanya)
Primocin (InvivoGen, #ant-pm-05, Toulouse, Fransa)
Dimetilsiilfoksit (Neofroxx, #LC-5773.2, Einhausen, Almanya)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, #4368814,
Massachusetts, ABD)

Tripan mavisi (Thermo Fisher Scientific, #15250061, Massachusetts, ABD)

RNaseZap (Thermo Fisher Scientific, #AM9782, Massachusetts, ABD)

Superfrost Ultra Plus Adhesion Slides (Thermo Fisher Scientific, #J3800AMNT,
Massachusetts, ABD)

Nunc Lab-Tek Il Chamber Slide System (Thermo Fisher Scientific, #154461,
Massachusetts, ABD)

Qubit Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, #Q33211, Massachusetts, ABD)
Qubit Assay Tubes (Thermo Fisher Scientific, #Q32856, Massachusetts, ABD)

Aquarius Tissue Pretreatment Kit (Cytocell, #LPS 100, Cambridge, Ingiltere)
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Chromosome 15 Satellite Enumeration Prob (Cytocell, #LPE 015G, Cambridge,
Ingiltere)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-Aldrich, #M5655, Missouri, ABD)
Ksilen (Sigma-Aldrich, #534056, Missouri, ABD)

Etidyum bromiir (Sigma-Aldrich, #£1385-5ML, Missouri, ABD)
Hematoksilen (Sigma-Aldrich, #MHS80, Missouri, ABD)

Giemsa azur eozin metilen mavisi soliisyonu (Merck Millipore, #1092040100,
Massachusetts, ABD)

Agaroz (Merck Millipore, #1012360100, Massachusetts, ABD)

ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool (Horizon Discovery, #D-001810-10-05,
Waterbeach, Birlesik Krallik)

ON-TARGETplus Human PRC1 siRNA (Horizon Discovery, #L-019491-00-0005,
Waterbeach, Birlesik Krallik)

DharmaFECT 1 Transfection Reagent (Horizon Discovery, #T-2001-02, Waterbeach,
Birlesik Krallik)

Muse Annexin V & Dead Cell Kit (Luminex Corporation, #MCH100105, Austin, ABD)

Muse Cell Cycle Kit (Luminex Corporation, #MCH100106, Austin, ABD)

TBE (EcoTech Biotechnology, #TBE500, Erzurum, Tiirkiye)

DNA yiikleme boyasi (EcoTech Biotechnology, #DLD-6xG, Erzurum, Tiirkiye)
RIPA Lysis Buffer (Santa Cruz Biotechnology, #sc-24948, Teksas, ABD)

Anti-PRC1 (Abcam, #ab51248, Cambridge, Birlesik Krallik)

B-Actin Antibody (Cell Signaling Technology, #4967, Massachusetts, ABD)



PARP Antibody (Cell Signaling Technology, #9542, Massachusetts, ABD)

Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology, #7074,
Massachusetts, ABD)

4-20% Mini-PROTEAN TGX Precast Protein Gels (Bio-Rad, #4561093, Kaliforniya,
ABD)

2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, #1610737, Kaliforniya, ABD)
2-Mercaptoethanol (Bio-Rad, #1610710, Kaliforniya, ABD)
10x Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad, #1610732, Kaliforniya, ABD)

Trans-Blot Turbo RTA Mini 0.2 um Nitrocellulose Transfer Kit (Bio-Rad, #1704270,
Kaliforniya, ABD)

Clarity Max Western ECL Substrate (Bio-Rad, #1705062, Kaliforniya, ABD)

GangNam-STAIN Prestained Protein Ladder (iNtRON Biotechnology, #24052, Seul,
Giiney Kore)

ultraView Universal DAB Detection Kit (Ventana, #760-500, Arizona, ABD)
EZ Prep (Ventana, #950-102, Arizona, ABD)

Reaction Buffer Concentrate (Ventana, #950-300, Arizona, ABD)

Cell Conditioning Solution (CC1) (Ventana, #950-124, Arizona, ABD)

Cell Conditioning Solution (CC2) (Ventana, #950-123, Arizona, ABD)
Amplification Kit (Ventana, #760-080, Arizona, ABD)

Bluing Reagent (Ventana, #760-2037, Arizona, ABD)

Metanol (ISOLAB Laborgerate GmbH, #947.046, Wertheim, Almanya)

68
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3.1.3. KULLANILAN SARF MALZEMELER

Mikropipet ucu, 10-200-1000 pL (ISOLAB Laborgerate GmbH, Wertheim, Almanya)
5-10-25 mL serolojik pipet (ISOLAB Laborgerite GmbH, Wertheim, Almanya)
15-50 mL santrifiij tiipii (ISOLAB Laborgerite GmbH, Wertheim, Almanya)

2 mL cryo tiip (ISOLAB Laborgeridte GmbH, Wertheim, Almanya)

1,5 mL mikrosantrifiij tiipii (ISOLAB Laborgerite GmbH, Wertheim, Almanya)
0,2 mL PZR tiipii (ISOLAB Laborgerite GmbH, Wertheim, Almanya)

T25-T75 flask (ISOLAB Laborgeridte GmbH, Wertheim, Almanya)

0,2 mL 96 kuyulu PZR plakas1 (ISOLAB Laborgerate GmbH, Wertheim, Almanya)
12-24-96 kuyulu plaka (ISOLAB Laborgerite GmbH, Wertheim, Almanya)

Plaka yapistirma film (ISOLAB Laborgerdte GmbH, Wertheim, Almanya)

Parafilm (ISOLAB Laborgerdte GmbH, Wertheim, Almanya)

0,2 um PES siringa filtresi (Sartorius, Goettingen, Almanya)

3.2. YONTEMLER

Doktora tezi galigmasi T.C. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 04/04/2018 - 127711 tarihi ve sayist ile onaylandi.
T.C. Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi
Direktorliiglinden ¢aligma materyallerinin Tibbi Patoloji Anabilim Dalindan temini i¢in

16/03/2018 - 1757 tarihi ve sayisi ile uygunluk onay alindi.

3.2.1. DOKU ORNEKLERININ TOPLANMASI
Calismaya 2014-2018 tarihleri arasinda OS tanis1 alan ve ameliyat olan 17 olgu
dahil edildi. Arastirma igin kullanilan Ornekler tani amaciyla yapilan patolojik

incelemelerden sonra artan arsiv dokularidir, secilen olgulara ek girisim yapilmamaistir.
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Ornekler Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsivi, formalinle
sabitlenmis parafine gémiilmiis (FFPE) doku bloklarindan, primer tiimor dokusuna ait
timor alanlar1 ve normal dokuya ait alanlar1 temsil eden HE boyali preparatlarla
karsilastirilarak alindi. Calismanim deneyleri; Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali ve Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ilag Uygulama

Merkezi laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.2.2. FFPE DOKU BLOKLARINDAN RNA SENTEZI

Calismaya secilen olgulardan RNA izolasyonu RNeasy FFPE Kkiti (Qiagen)
kullanilarak yapildi. RNA izolasyonuna baslamadan once kesit almada kullanilacak
olan mikrotom cihazinin bigagi degistirilerek, biitiin yiizeyler RNaseZap (Thermo
Fisher Scientific) dekontaminasyon soliisyonu ile temizlendi. FFPE doku bloklarindan
10 pm kalinhiginda iki kesit alinarak, her 6rnek i¢in kesitler 1,5 mL’lik tiiplere aktarildu.
RNA’larn eldesi i¢in agsagidaki protokol izlendsi;

1) Kesitlerin tizerine 1 mL ksilen eklenerek 10 sn hizli ayarda vorteks yapildi.

Karigim 12000 x g’de 2 dk santrifiij edildi ve slipernatant atildu.

2) Pelletin tizerine 1 mL %99 etanol eklendi ve vorteks yapildi. Karistm 12000 x
g’de 2 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Tiipiin kapagi acik birakilarak
etanol ugana kadar (~10 dk) oda sicakliginda bekletildi.

3) Pelletin tizerine 150 yL Buffer PKD ve 10 uL Proteinaz K eklendi, vorteks
yapild1 ve 55°C’de 15 dk, 80°C’de 15 dk bekletildi. Inkiibasyon sonras 320 pL
Buffer RBC eklendikten sonra lizat karistirildt ve kitin igeriginde yer alan
gDNA Eliminator spin kolonlarina aktarildi. Kolona aktarilan karisim 12000 X
g’de 30 sn santrifiij edildi.

4) Santrifiij sonrasi kolon atildi ve siiziilen kismimn tizerine 720 uL %99 etanol
eklenerek yavasca pipetaj yapildi. Karigim, kitin iceriginde yer alan RNeasy
MiniElute spin kolona aktarildi ve 12000 x g’de 15 sn santrifiij yapildiktan sonra

stiziulen kisim atildi.

5) Kolonun iizerine 500 pL Buffer RPE eklendi ve 12000 x g’de 15 sn santrifiij

yapildiktan sonra siiziilen kisim atildi. Bu basamak bir kere daha tekrar
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edildikten sonra kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi ve bos bir sekilde 5
dk santrifiij edildi.

6) Son olarak kolon temiz bir tiipe yerlestirildi ve matriksin {izerine 22 uL

DNase/RNase-free su ekledikten sonra 12000 x g’de 1 dk santrifiij yapildi.

Elde edilen RNA'larin temizlenmesi i¢in RNA Clean & Concentrator Kit (Zymo
Research) kullanildi. Bunun ig¢in ilk olarak her ornege iki kati kadar RNA Binding
Buffer ve sonrasinda toplam hacmin miktar1 kadar %100 etanol eklendi, pipet
yardimiyla iyice karigmasi saglandi. Karistm Zymo-Spin IIC kolonuna alindi ve 10000
X g’de 30 sn santrifiij edildi. Siiziilen kisim atildiktan sonra kolon 6nce 400 pL RNA
Prep Buffer ve sonrasinda 700 pnL RNA Wash Buffer ile yikanarak, her asamada kolon
10000 x g’de 30 sn santriflij edildi. Son asamada kolon 400 nL. RNA Wash Buffer ile
10000 x g’de 2 dk yikandiktan sonra kolon temiz bir mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi
ve matriksin iizerine 40 nL. DNase/RNase-free su ekledikten sonra 10000 x g’de 30 sn
santrifiij yapildi. Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede safliklari  ve

konsantrasyonlari 6lgiildiikten sonra bir sonraki isleme kadar -80°C’de saklanildi.

3.2.3. KOMPLEMENTER DNA (cDNA) SENTEZI

cDNA sentezi High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak, 6nerilen protokole gore gerceklestirildi. -20°C’de muhafaza
edilen kitin igerigindeki soliisyonlar buz iizerinde eritildi ve Tablo 9°da belirtilen
miktarlar 6rnek basina hesaplanarak 2X RT master karisim hazirlandi. Buz tizerinde
bekletilen master karigim vortekslendikten sonra 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna
10 pL dagitildi. cDNA sentezi yapilacak her bir 6rnegin baslangigc RNA miktar1 100 ng
olacak sekilde kuyulara eklendi ve toplam hacim 20 pL olarak ayarlandi. Son olarak
plagin istii yapistirma filmi ile kapatildi ve cihaza yerlestirilene kadar buz iizerine
bekletildi. Cihaz programinin adimlar sirasiyla; 25°C 10 dk, 37°C 120 dk, 85°C 5 dk ve
4°C oo olacak sekilde ayarlandi. Sentezi biten 6rnekler bir sonraki adima kadar 4°C’de

saklandi.
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Tablo 9. 2X RT master karisiminin icerigi

MALZEME HACIM
10X RT Buffer 2 UL
25X dNTP karigimi (100 mM) 0,8 uL
10X RT Random Primerler 2 ul
Ters Transkriptaz 1 ulL
dH20 42 ul

Son hacim 10 pL

3.2.4. GRADIENT POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) IiLE
OPTIMIZASYON

Liyofilize olarak sentezi yaptirilan primerler (Sentromer DNA Teknolojileri,
Tiirkiye) 100 uM ana stok olacak sekilde distile su (dH20) ile sulandirildi, hazirlanan
stoklar kullanima kadar -20°C’de sakland1 (Tablo 10). Calisma stogu forward (F) ve
reverse (R) primerlerin dH-0O ile 1:10 oraninda sulandirilmasi ile hazirlandi. Primerlerin
baglandig1 sicakliklarin belirlenmesi ig¢in her bir primere PZR reaksiyon karisimi
hazirlandi. Karisim vortekslendikten sonra her bir primer i¢in alti kuyuya 10 pL karisim
dagitildi, tizerine 10 nL. cDNA eklendikten sonra toplam hacim 20 pL olacak sekilde
cihazin uygun programinda sentez baslatildi (Tablo 11).
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Tablo 10. GZ-PZR i¢in kullamlan primer dizileri

GEN ADI PRIMER DIiZILERI AMPLIKON BUYUKLUGU

F 5’-TAGACCACACCCCAGACACA-3’
PRC1 223 bp
R 5’-GTGGCCACAGCTTCTCTTTC-3’

F 5-ACTAAGCACCCTGACTATGCTATCC-3’
RRM1 94 bp
R 5’-CTTCCATCACATCACTGAACACTTT-3’

F 5’-AAGAGCCCGACAGCTACAC-3
EFEMP2 95 bp
R 5’-AGGGATGGTCAGACACTCGTT-3

F 5’-AGGGGCTAAGCCAGCTCTAC-3’
EIF4G2 242 bp
R 5’-CTGTCCCAGAGGTGGTGTTT-3’

F 5’-TCGGTGAGGAGGCAAGGTTC-3
MAGEA3 123 bp
R 5°-CGGGAGTGTGGGCAGGAG-3’

F 5°-AGCTGCACATCTATCATC-3’
CDKN3 134 bp
R 5’-CACTGGTGGTTTCATTTC-3

F 5’-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’
ACTB 250 bp
F 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3

Tablo 11. PZR i¢in uygulanan termal protokol

DONGU SICAKLIK SURE ISLEM

1 95°C 2 dk Ters transkriptaz inaktivasyonu
95°C 30 sn Denatiirasyon

32 58,4-63,6°C 45 sn Primer baglanmas1
72°C 30 sn Uzama

4°C o
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Sentez bittikten sonra %2’lik agaroz jel dokiildii ve her kuyudaki 6rnek 6x DNA
yiikleme boyasi (EcoTech Biotechnology) ile karistirilarak 150 V 60 dk FastGene 50bp
DNA Ladder (Nippon Genetics) ile beraber yiirtitiildii.

3.25. GERCEK ZAMANLI  KANTITATIF POLIMERAZ  ZINCIR
REAKSIYONU (GZ-PZR)

GZ-PZR gergeklestirilmesi i¢in son reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde PZR
karisim1 hazirlandi (Tablo 12).

Tablo 12. GZ-PZR i¢in karisim icerigi

MALZEME HACIM SON KONSANTRASYON
2X SensiFAST SYBR No-Rox Mix 10 uL 1x

10 uM forward primer (F) 0,8 uL. 400 nM

10 uM reverse primer (R) 0,8 uL 400 nM

dH:0 6,4 uL

cDNA 2 uL

Son hacim 20 nL

Karigim ve cDNA ornekleri 96 kuyulu PZR plagina dagitildiktan sonra cihaza
yerlestirildi ve ti¢ adimli GZ-PZR ile fluoresan okuma gergeklestirildi (Tablo 13).

Tablo 13. GZ-PZR icin uygulanan termal protokol (U¢ adimh GZ-PZR)

DONGU SICAKLIK SURE ISLEM

1 95°C 2 dk Polimeraz Aktivasyonu
95°C 5sn Denatiirasyon

40 60-65°C 10 sn Primer baglanmasi

72°C 15 sn Uzama
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3.2.6. IMMUNOHISTOKIMYA (iHK)

FFPE doku bloklarina gomiilii 6rnekler mikrotom cihaz1 kullanilarak 2 pm
kalinliginda kesildi ve pozitif yiiklii lamlarin tizerine yerlestirildi. Dokularin kurumasi
ve iyl yapismasini saglamak i¢in doku kesitlerini igeren preparatlar 60°C'de en az iki
saat bekletildi ve lamlar otomatik THK slayt boyama cihazina yerlestirildi. Cihazin
calisma prosediirii ilkeleri kisaca Sekil 17°de 6zetlendi. IHK yontemi i¢in preparatlar ilk
olarak cihaz tarafindan EZPrep soliisyonu (Ventana) ile yikandi ve sonrasinda tris bazli
bir tampon olan Cell Conditioning Solution 1 (CC1) (Ventana) ve hafif asidik pH'l
sitrat tamponu olan Cell Conditioning Solution 2 (CC2) (Ventana) soliisyonlari
uygulandi. Sonrasinda preparatlar %3 hidrojen peroksit soliisyonu iceren 3,3’-
diaminobenzidin-tetrahidrokloriir (DAB) inhibitorii (Ventana) ile 4 dk boyunca
bekletildi ve PRC1 antikoru (Abcam) lamlarin iizerine damlatilarak 1 sa 48 dk
inkiibasyon yapildi. Boyamanin yogunlugunu arttirmak igin preparatlara 8 dk boyunca
amplifikasyon kiti (Ventana) uygulandi ve ardindan ProClin 300 ve protein tamponunda
HRP isaretli antikor (<50 pg/mL) kokteyli igeren HRP Multimer (Ventana) ile 8 dk
inkiibe edildi. Preparatlar yikandiktan sonra bir damla DAB Chromogen (Ventana) ve
bir damla fosfat tampon soliisyonunda %0,04 hidrojen peroksit (H202) igeren DAB
H,0, (Ventana) damlatilarak 8 dk inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasi asetat
tamponunda bakir siilfat (5 g/L) igeren soliisyon ile 4 dk bekletildi ve yikama yapildi.
Preparatlar hematoksilen ile 16 dk inkiibe edildikten sonra son olarak bluing reaktifi ile
4 dk bekletildi. Cihazdan alinan preparatlar deterjan ve sonrasinda distile su ile
yikanarak tstleri lamel ile kapatildi. IHK yontemi icin kullanilan DAB kiti, hedef
hiicrelerde antikor vasitasiyla PRC1 antijeninin bulundugu yerlerde renkli (kahverengi)
bir reaksiyon {irlinlinii meydana getirmektedir. Bu degisim 151k mikroskobu yardimiyla

her bir olgunun HE boyal1 preparatlar ile karsilastirilarak incelendi ve degerlendirildi.

Doku Kesitlerinin Alinmasi
Deparafinizasyon/Rehidratasyon
inaktivasy(jn (%3 H202)
Antijen Retrieval (Sitrat tamponu)

Bloklama

\
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Primer Antikor Inkiibasyonu

v
Kromojen (DAB/H202)

v
Cekirdek Boyama

v
Mikroskobik Inceleme

Sekil 17. THK uygulama basamaklar

3.2.7. FLUORESAN IN SITU HiBRIiDiZASYONU (FISH)

Olgularin FFPE doku bloklarindan 2,5 pm kalinliginda kesitler pozitif sarjh
lamlara alindi. FISH tekniginin ¢aligma basamaklar1 kisaca Sekil 18’de Ozetlendi.
Deparafinizasyon islemi i¢in preparatlar 85°C ksilol igerisinde 30 dk bekletildikten
sonra rehidratasyon igin sirasiyla %100 ve %70 alkol serilerinden gegirildi. Preparatlar,
100°C’de ticari olarak satin alinan 500 mL Aquarius Tissue Pretreatment Kiti (Cytocell)
ile 35 dk muamele edildikten sonra preparatlar distile su ile ti¢ kere 2 dk boyunca
yikandi. Daha sonra preparatlarin tstii 100 uL enzim ajami ile kaplanarak oda
sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra preparatlar distile su ile ti¢ kere 2 dk boyunca
yikandi. Bu islemlerden sonra her birinde 2 dk olacak sekilde sirasiyla %70, %85, %95
ve %100°liik alkol serisinden gegirildi. Preparatlarin kurumasi ve probun isinmasi igin
oda sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra preparatlarin iistiine 10 pL prob konuldu ve
lamel ile kapatildiktan sonra preparatlarin etrafi yapistirict ile yalitildi. Preparatlar
75°C'de 5 dakika denatiire edildikten sonra, 37°C'de %95 nemli ortamda prob ile
overnight hibridizasyona birakildi. Hibridizasyon sonrasi yikama islemleri igin
preparatlarin {izerindeki lamel kaldirildi ve 72°C'de 0,4x Salin sodyum sitrat (SSC)
sollisyonunda 2 dk, ardindan 2xSSC/%0,05 Tween 20 soliisyonunda 30 sn bekletildi.
Preparatlar 1x Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra gekirdek
boyanmasi i¢in 1x 4',6,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) soliisyonunda 10 dk bekletildi
ve tekrar 1xPBS ile yikanarak, tizerlerine 10 yL DAPI antifade konulduktan sonra lamel
ile kapatilarak analize hazir hale getirildi. Her olgu icin 15p11.1-g11.1 bdlgesine 6zgii
Chromosome 15 Satellite Enumeration Prob (Cytocell) kullanilarak boyanan preparatlar

fluoresan mikroskobunda incelendi.
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Doku Kesitlerinin Alinmasi
Deparafinizasyon/Rehidratasyon
Doku Pretreatment/Enzim uygulamasi
Prob Denatiirasyonu
Hibridizasyon
Hibridizasyon Sonrasi Yikama
Cekirdet( Boyama

\
Mikroskobik Inceleme

Sekil 18. FISH Uygulama Basamaklari

3.2.8. IN VITRO CALISMALAR

Hiicre kiiltiiri calismalari igin insan OS hiicre hatti (Saos-2, ATCC) kullanildi
(Sekil 19). Hazir hiicre hattinin bilgileri Tablo 14’de 6zetlendi. Hiicre hattini
biiyiitiilmesi i¢in McCoy's 5A besiyeri, son konsantrasyonlar1 %15 fetal sigir serumu
(FBS), 100 IU/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin ve 100 ug/mL primosin olacak
sekilde hazirlandi. Sivi azottan ¢ikarilan Saos-2 hiicre hatt1 37°C’de su banyosunda
coziildiikten sonra T25 flasklara alinan McCoy’s 5A besiyerinin {iizerine pipet
yardimiyla eklendi ve 37°C’de %5 CO2, %95 nemli inkiibatorde biiylitiildii.

Sekil 19. Saos-2 hiicre hattinin faz kontrast mikroskobunda goriintiisii (sirasiyla x50,x100 ve x200
biiylitme)
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Tablo 14. Saos-2 hiicre hattimin 6zellikleri

Saos-2
Kokeni Insan
Donor 11Y, Kiz
Hiicre tipi Kemik
Hastalik Osteosarkom
Morfoloji Epitelyal, adherent

3.2.8.1. HUCRE HATLARININ PASAJLANMASI VE SAKLANMASI

Hiicrelerin gelisimi her giin invert mikroskop ile kontrol edildi. Hiicrelerin
yogunlugu %80’in iizerine ¢iktig1 zaman pasajlama yapildi. Pasajlama islemi igin
hiicreler inkiibatérden c¢ikarildiktan sonra istlerindeki besiyeri serolojik pipet
yardimiyla ¢ekilerek atildi ve flaskin ylizeyi 1x PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin
tizerine % 0,25 tripsin / % 0,03 Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) soliisyonu
eklenerek inkiibator icerisinde 5 dk bekletildi. Hiicrelerin yapistiklari yilizeyden ayrilip
ayrilmadig1 mikroskop yardimiyla kontrol edildi. Inkiibasyon sonrasi tripsinin etkisini
inhibe etmek i¢in, eklenmis tripsin/EDTA soliisyonun iki kati kadar FBS’li besiyeri
yiizen hiicrelerin tizerine eklenerek 15 mL’lik tiiplere alindiktan sonra 300 x g’de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatant serolojik pipetlerle cekilip atildiktan sonra tiipiin dibine

¢oken hiicrelerin sayimi yapildi.

Toplam canli hiicre sayim1 yapilmast amaciyla hemositometre (gelismis Neuer
tipi) kullanildi. Ik olarak hemositometre ve lamel etanol ile temizlendi. Hiicreler lamimn
lizerine alinmadan Once, lamel hemasitometrenin ortasina yerlestirildi. Seyreltme
yapmak igin hiicre siispansiyonundan 20 uL alinarak 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine
konuldu. 30 uL PBS ve 50 uL %0.4 tripan mavisi soliisyonu da tiipe eklendikten sonra
hafifce pipetaj yapildi. 5 dk bekletildikten sonra, karisim pipet yardimiyla
hemositometrenin dis kenarindan hazneye aktarildi. Lam mikroskoba yerlestirilerek 1

mm merkez karedeki biitiin canli hiicreler sayildi (Canli olmayan hiicreler mavi
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boyanirken, canli hiicreler opak goriilmektedir). Sayim laminin iki tarafi da kullanilarak
sayim yapildi ve her bir karedeki ortalama say1 belirlendi. Daha sonra asagidaki formiile

gore toplam hiicre sayis1 hesaplandi;
mL basina hiicre = Ortalama hiicre sayis1 X Diliisyon faktorii X 10%

Kullanilmayacak hiicrelerin dondurulmasi i¢in hiicrelerin i¢inde bulundugu
besiyerinin son konsantrasyonu %20 FBS, %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) olacak sekilde
ayarlandi ve 1,5 mL igerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde béliindii. -80°C’de bir gece

bekletilen hiicreler daha sonra sivi azot hiicre tankina alindi.

3.2.8.2. TRANSFEKSIYON CALISMALARI

Transfeksiyon ¢alismalar1 igin ON-TARGETplus Human PRC1 siRNA
(Horizon Discovery), ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool (Horizon
Discovery) ve transfeksiyon reaktifi olarak DharmaFECT 1 Transfection Reagent
(Horizon Discovery) kullanildi (Tablo 15). siRNA’lar liyofilize olarak temin edildikten
sonra -20°C’de saklandi. siRNA siispansiyonunun yapilmasi i¢in, ilk olarak liyofilize
siRNA’lar1 igeren tiipler santrifiij edildi. Daha sonra siRNA’lar 20 uM ana stok olacak
sekilde dH20 ile sulandirildi ve 3-5 defa hafifce pipetaj yapildi. siRNA’lar1 igeren tiipler
orbital karistiriciya konuldu ve oda sicakliginda 30 dk karistirildi. Sulandirilan
siRNA’larin konsantrasyonu spektrofotometre ile 6l¢iildii (1 pM=13,3 ng/pL). Ana stok
siRNA’lar 5 uM olacak sekilde sulandirildi ve -20°C’de bir sonraki isleme kadar

saklandi.

Tablo 15. Genlerin baskilanmasinda kullanilan hedef diziler

HEDEF siRNA DIZILERI

ACAAAGAACUGAGGUGGUA
GCACGUAAGCUGAACACUA
CCGGAAAGCGCUGCAAUUA
UAAAUCACCUUCGGGAAAU

PRC1

UGGUUUACAUGUCGACUAA
UGGUUUACAUGUUGUGUGA
UGGUUUACAUGUUUUCUGA
UGGUUUACAUGUUUUCCUA

Negatif Kontrol
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3.2.8.3. siRNA’LARININ TRANSFEKSiYONU

Saos-2 hiicre hatt1 3.2.8.1 bashigindaki protokoller izlenerek kiiltiire edildi ve
tripsin/EDTA ile kaldirildiktan sonra sayimlar1 yapildi. Hiicre siispansiyonu antibiyotik
icermeyen besiyeri ile hazirlandi. Sayim yapildiktan sonra her kuyuya 100 pL
antibiyotik icermeyen besiyerinde 1x10* hiicre olacak sekilde 96 kuyulu plakaya ekim
yapildi ve bir gece CO2’li inkiibatorde bekletildi. Biitiin transfeksiyon c¢alismalari;
transfeksiyon yapilmayan hiicre (kontrol), negatif kontrol siRNA (siRNA-NK) ve
SiRNA ile transfekte edilen (SIRNA-PRC1) hiicreyi igerecek sekilde planlandi ve
triplike olarak ¢alisildi.

Ertesi giin kuyu basina 25 nM son konsantrasyon olacak sekilde siRNA’lar
hazirlandi. Kuyu bagia hazirlanan siRNA ve transfeksiyon reaktifi miktarlart Tablo
16’da ozetlendi.

Tablo 16. Transfeksiyon karisiminin hazirlanmasi

TUP 1 (siRNA) TUP 2 (Transfeksiyon Reaktifi)

5 uM siRNA 0,5 uL DharmaFECT 1 0,2 uL

Serum ve antibiyotik icermeyen besiyeri Serum ve antibiyotik icermeyen besiyeri
9,5 uL 9,8 uL

Son hacim =10 pL, Son hacim =10 pL,

Tiip 1 ve Tiip 2 oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra, siRNA’lar (Tiip 1)
transfeksiyon reaktifini i¢eren tiipe (Tip 2) alinarak pipetaj yapildi ve toplam 20 pL
transfeksiyon karisimi oda sicakliginda 20 dk bekletildi. Hiicrelerin bir giin dnceden
ekildigi 96 kuyulu plaka inkiibatérden ¢ikartildi, iizerindeki besiyeri ¢ekilerek atildi.
Kuyucuklarin {izerine 80 pL serum igeren, antibiyotik icermeyen besiyeri ve 20 uL
transfeksiyon karigimi eklendi. Plaka tekrardan CO2’li inkiibatore alinarak 48 saat
bekletildi. Transfeksiyon islemi sonlandirildiktan sonra hiicreler tripsin/EDTA ile

toplanarak RNA ya da protein izolasyonu islemine gegildi.
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3.2.8.4. RNA IZOLASYONU VE GZ-PZR

Hiicre hatlarindan RNA izolasyonu i¢in Quick-RNA Miniprep Kiti (Zymo

Research) kullanildi. RNA’larin eldesi i¢in asagidaki protokol izlendi;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Hiicre kiiltiirii flaskinin yiizeyine yapisik halde bulunan hiicreler tripSin/EDTA
kullanilarak kaldirildi ve hiicre pelleti santrifiij ile coktiirlildiikten sonra

siipernatant atilarak hiicreler 1xPBS ile yikandi.

Hiicre pelletinin iizerine 300 uL RNA Lysis Buffer eklendikten sonra vorteks
yapildi ve lizat 10000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

Stipernatant kitin i¢eriginde yer alan Spin-Away Filter kolonuna alindi ve 10000
x g’de 1 dk santrifiij edildi.

Kolondan siiziilen kismin tizerine 300 L %99 etanol eklendi ve pipetaj yapildi.
Elde edilen karisim kitin igeriginde yer alan Zymo-Spin IIICG kolonuna alindi
ve 10000 x g’de 30 sn santrifiij edildi.

Kolon 400 yL RNA Wash Buffer ile yikandiktan sonra DNaz I muamelesi igin

tizerine 80 pL DNaz I reaksiyon karisimi eklendi ve oda sicakliginda 15 dk
bekletildi.

Inkiibasyon sonras1 kolonun iizerine 400 uL RNA Prep Buffer eklendi, 10000 x
g’de 30 sn santrifiij yapildi, siiziilen kisim atildi. Daha sonra sirastyla 700 pL ve
400 yL RNA Wash Buffer kolonun iizerine eklendi ve 10000 x g’de 30 sn

santriflij yapildiktan sonra siiziilen kisim atildu.

Son olarak kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve matriksinin
tizerine 30 yL DNase/RNase-free su eklenildikten sonra 10000 x g’de 30 sn
santrifiij yapildi. Elde edilen RNA’larin spektrofotometrede safliklari ve

konsantrasyonlar1 dl¢iildiikten sonra bir sonraki isleme kadar -80°C’de saklandi.

Gen ekspresyonu analizi i¢in 3.2.3. ve 3.2.5. basliklarindaki protokoller izlendi.

3.2.8.5. TRANSFEKSIYON VERIMLILIGININ HESAPLANMASI

SIRNA-PRC1 ve siRNA-NK kullanilarak transfeksiyon yapilan hiicrelerde

transfeksiyon verimliliginin ylizdesi GZ-PZR analizi ile elde edilen kantifikasyon

dongiisii (quantification cycle; Cq) degerleri kullanilarak hesaplandi (Tablo 17).

Hesaplamalar i¢in transfeksiyon c¢alismalarinda kullanilan markanin (Horizon
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Discovery) teknik protokoli kullanildi [125]. Baskilanan gen (PRC1) ve referans olarak

ACTB geni kullanilarak normalizasyon yapildi ve gen ekspresyon degerleri hesaplandi.

Tablo 17. Transfeksiyon verimliliginin hesaplanmasi

BASAMAK 1 Referansa gore normalizasyon ACq = CqPedef- Cqreferans

BASAMAK 2 Ekspresyonun iistel gdsterimi ACq ekspresyonu=2-4¢d

BASAMAK 3 Ortalama ve SD’nin hesaplanmasi

BASAMAK 4 Negatif kontrole gore normalizasyon

Transfeksiyon verimliliginin
BASAMAK 5 % verimlilik=(1-AACq) x 100
hesaplanmasi

Tablo 17°de belirtildigi sekilde ilk olarak siRNA ile transfeksiyonu yapilmis
hedef genin (PRC1) ekspresyonu, ayni 6rnegin referans genin (ACTB) ekspresyon
seviyesi ile normalize edilerek delta-Cq degeri hesaplandi (Basamak 1). Daha sonra her
replika i¢in delta-Cq degerinin {iistel ekspresyon degeri (Basamak 2), replikalarin
ortalamasi ile standart sapma degerleri hesapland1 (Basamak 3). En son basamakta
negatif kontrol ile transfeksiyon yapilan hiicrelerin ifadesi ile hedef genin replikalarinin
ortalamasi normalize edildi (Basamak 4). Transfeksiyon verimliliginin yiizdesi
normalize edilmis degerden 1'in ¢ikarilmasi ve 100 ile ¢arpilmasi ile elde edildi

(Basamak 5).

3.2.8.6. SITOTOKSISITE ANALIZi

Transfeksiyon sonrasi hiicre canliliginin belirlenmesi i¢cin MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] yontemi kullanildi. MTT testi
icin Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide tozu (Sigma-Aldrich) 5 mg/mL olacak sekilde
PBS iginde ¢ozilip, 0.22 um PES siringa filtresinde gegirildi ve kullanilana kadar -
20°C'de bekletildi. sSiRNA-PRC1, siRNA-NK ve kontrol gruplari icin ii¢ tekrar olacak
sekilde 0, 24, 48, 72 ve 96 saatlik deney gruplar1 olusturuldu. Testin uygulamasindan bir
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giin 6nce Saos-2 hiicre hattt 96 kuyulu plakaya kuyu basina 100 pL antibiyotiksiz
besiyerinde 1x10* hiicre olacak sekilde ekimi yapildi. Hiicreler inkiibatérde bir giin
inkiibe edildikten sonra mikroskopta kontrolleri yapildi ve transfeksiyon yapilacak
gruplara 3.2.8.3 basligindaki protokol izlenerek transfeksiyon yapildi. Kontrol grubuna
ise sadece antibiyotiksiz besiyeri eklendi. Hiicreler 37°C’de %5 CO2'li inkiibatorde 48
saat inkiibe edildikten sonra 0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde inkiibasyon siireleri
tamamlanan plakalar inkiibatorden ¢ikartilarak mikroskopta kontrolleri yapilds,
tizerlerine 20 pL onceden hazirlanan MTT reaktifinden eklendi. Karanlikta inkiibatérde
dort saat bekletildikten sonra kuyularin tstleri bosaltildi ve her kuyuya 150 uL. DMSO
eklendi. Plakalar oda sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra absorbans degerleri 490
nm dalga boyunda spektrofotometre ile olgiildii. Olciim sonrasi canlilik yiizdesinin
hesaplanmasinda; % Canlilik=[100 x (Transfekte hiicrenin absorbansi ortalamasi-kor

ortalama) / (Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] formiilii kullanilda.

3.2.8.7. APOPTOZ ANALIZi

Transfeksiyon sonrasi canli, erken apoptotik ve gec apoptotik hiicrelerin
kantitatif analizi hiicre analiz cihazi Kullanilarak gergeklestirildi. Apoptotik hiicrelerin
dis membranlarindaki fosfatidilserinin (PS) tespit edilmesi i¢cin PS'ye yiiksek afinitesi

olan Annexin V kullanildi.

Boyama icin ilk olarak 24 kuyulu plakada transfeksiyon yapilan (siRNA-PRC1
ve SiIRNA-NK) ve transfeksiyon vyapilmayan (kontrol) hiicreler tripsin/EDTA
kullanilarak yapistiklar1 yiizeyden kaldirildi. Elde edilen hiicre stispansiyonu bir kere 1x
PBS ile yikandiktan sonra pelletin tizerine 100 pL 1x PBS ve 100 pL Muse Annexin V
& Dead Cell kiti (Luminex Corporation) eklendi. Hafif¢e vortekslendikten sonra
karanlikta, oda sicakliginda yarim saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan
sonra karisim cihazda okutuldu ve analiz edildi. Analiz sonucu dort hiicre popiilasyonu
ayirt edildi; apoptotik olmayan hiicrelerin boyamasi Annexin V (-) ve 7-amino
aktinomisin D (7-AAD) (-), erken apoptotik hiicrelerin boyamasi Annexin V (+) ve 7-
AAD (-), ge¢ apoptotik ve Olii hiicrelerin boyanmasi Annexin V (+) ve 7-AAD (+)

seklindedir. Bu boyanmalara gore toplam hiicre konsantrasyonu ve yiizdesi belirlendi.
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3.2.8.8. HUCRE DONGUSU ANALIZi

Transfeksiyon sonrasi hiicre dongiisiiniin GO/G1, S ve G2/M fazlar kantitatif
olarak hiicre analiz cihazi kullanilarak analiz edildi. Kit icerigindeki propidyum iyodiir
(PI) ve RNAz A reaktifleri hiicrelerin boyanmasinda kullanildi. DNA boyanmasinin
spesifitesini arttirmak i¢in RNAz ile beraber kullanilan PI ile DNA igerigine bagl

olarak hiicre dongiistiniin farkli asamalarinin birbirinden ayirt edilmesini saglandi.

Boyama igin ilk olarak 24 kuyulu plakada transfeksiyon yapilan (SiRNA-PRC1
ve SIRNA-NK) ve transfeksiyon yapilmayan (kontrol) hiicreler tripsi/EDTA
kullanilarak yapistiklar1 yiizeyden kaldirildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu bir kere 1x
PBS ile yikandiktan sonra pelletin {izerine vorteks yardimiyla taze hazirlanmis soguk 1
mL %70 etanol damla damla eklendi ve hiicreler fiksasyon i¢in -20°C'de alt1 saat
bekletildi. inkiibasyon siiresi sonrasinda siispansiyon 300 x g'de 5 dakika santrifiij
edild,, siipernatant atildi ve iizerine 100 pL PBS eklenerek bir kere yikama yapildi.
Yikama sonrasi siipernatant atildiktan sonra hiicrelerin iizerine 200 nL. Muse Cell Cycle
Reagent (Luminex Corporation) eklendi ve hafif¢e vortekslendikten sonra karanlikta,
oda sicakliginda yarim saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra
karisim cihazda okutuldu ve analiz sonucunda DNA igerik profili ve popiilasyon profili
elde edildi.

3.2.8.9. PROTEIN IZOLASYONU VE WESTERN BLOT

Western blot yontemi igin ilk olarak transfeksiyon yapilan (siRNA-PRC1 ve
SiRNA-NK) ve transfeksiyon yapilmayan (kontrol) hiicrelerden protein izolasyonu
yapildi. siRNA ile transfekte edilen hiicreler transfeksiyon karisimiyla 96 saat boyunca
inkiibe edildi ve daha sonra tripsin/EDTA ile yapistiklar1 ylizeyden toplanarak santrifiij
edildi. Hiicreler iki kez PBS ile yikandiktan sonra ¢dken hiicrelerin iistiine 1x10° hiicre
icin 500 pyL RIPA liziz tamponu (Santa Cruz) olacak sekilde soliisyon eklendi ve 5 dk
boyunca 3 kere vorteks yapildiktan sonra -80°C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin
4°C’de 12000 x g’de 15 dk boyunca santrifiij edildi ve siipernatant toplandi. Toplanan

stipernatanlardaki protein miktart fluorometre ile tayin edildi.

Kuyu basma 50 pg protein olacak sekilde orneklerin hazirlanmasi igin f-
merkaptoetanol ile hazirlanan 2XLaemmli Buffer (Bio-Rad) 6rneklerle 1:1 oraninda

karistirtlarak vortekslendi ve 95°C’de 5 dk bekletildikten sonra 6rnekler buzun tizerine
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alindi. Sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in %4-
20’lik jeller i¢ kisimlar1 birbirine bakacak sekilde tanka yerlestirildi ve kuyular i¢inde
baloncuk kalmayacak sekilde pipetaj yapilarak yikandi. Iki jel i¢in yaklasik 700 mL
soguk 1x running buffer tanka eklendikten sonra ladder ve 6rnekler kuyulara yiiklendi.
SDS-PAGE i¢in 6rnekler 50V’da 30 dk, 100 V’da 150 dk yiirtitiildi.

Orneklerin membrana transferi icin ilk olarak polivinilidin difloriir (PVDF)
membran %100 metanolde 2 dk bekletilerek aktive edildi. Daha sonra 2 dk distile su ile
yikandi. 5x transfer buffer metanol ve dHzO ile sulandirilarak hazirlandi. Membran en
son transfer buffer iceren kaba alindi. Transfer kasetinin igine sirasiyla transfer buffer
ile 1slatilmis filtre kagidi, aktive edilmis membran, jel ve en iiste tekrar 1slatilmig filtre
kagid1 konulduktan sonra blotlama cihazinda 1,3A ve 25V’°da 10 dk blotlama yapildi.
Proteinlerin membrana transferi sonras1t membran ilk olarak transfer buffer i¢eren kaba
alimmis daha sonra sirasiyla dH>O ve 1x Tris tampon tuzu ve %0,1 Tween 20 (TBST)
soliisyonunda 5 dk yikandi.

Membran bloklamasi igin taze hazirlanmis 1x TBST igerisinde %5 siit tozu
iceren blocking karisimiyla gece boyunca 4°C’de hafif sallanacak sekilde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast membran 5 kere 5 dk boyunca 1x TBST ile hafifce sallanarak
yikandi. Antikor inkiibasyonu icin %5’lik siit tozu igerisinde primer antikoru iceren
(Anti-PRC1, Anti-PARP, Anti-Beta Aktin) karisgimlarla hafif¢e sallanacak sekilde oda
sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edildikten sonra membran 5 kere 5 dk boyunca 1x
TBST ile hafifce sallanarak yikandi. En son olarak %5°’lik siit tozu igerisinde sekonder
antikoru igeren karisim ile hafifce sallanacak sekilde oda sicakliginda 1 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra membran 5 kere 5 dk boyunca 1x TBST ile hafifce sallanarak
yikandi. Membranin kemiliiminesans goriintiilemesi i¢in 1:1 oraninda hazirlanan Clarity
Max Western ECL Substrate (Bio-Rad) ile 3 dk inkiibasyon yapildi ve UV maruziyeti

sonras1 gorlintiilemesi gergeklestirildi.
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3.3. ISTATIKSEL ANALIZLER

Yapilan analizlerin istatistiksel degerlendirmeleri %95 giiven araliginda, bagimli
ve bagimsiz iki grup igin T testleri (Paired, Unpaired) ve Mann Whitney-U testi
kullanilarak, ¢oklu grup karsilastirmalari igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki farklarin degerlendirilmesinde parametrik ¢oklu
karsilastirma testleri (Tukey, Dunnet ve Sidak metotlar1) uygulandi. Sagkalim egrisi
Kaplan-Meier yontemi ile hesaplanarak, egrilerin karsilastirilmasi igin log-rank
(Mantel-Cox) testi gerceklestirildi. Birbirinden bagimsiz triplike olarak yapilan
deneylerin verileri ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi. p<0,05 istatistiksel
anlamlilik smir1 olarak kabul edildi. Grafiklerde anlamlilik degerleri; *p<0,05
**p<0,01 , ***p<0,001 ve ****p<0,0001 seklinde gosterildi. Istatistiksel
degerlendirmeler ve ¢izimler i¢in GraphPad Prism 8 for macOS Version 8.4.3

(GraphPad Software, ABD) programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. OLGULARA AIT DEMOGRAFIK BILGILER

Doktora tez ¢aligmasina dahil edilen olgularin normal ve timor doku drnekleri,
T.C. Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal1 arsivlerinden alinan
FFPE doku blok kesitlerinden elde edildi. Olgularin normal ve tiimor doku bloklarinin

se¢cimi HE boyali lamlari ile karsilastirilarak yapildi (Sekil 20).

Diisiik gradh OS Fibroblastik OS Kondroblastik OS
&] b_| o ﬂ e N

S, &

Sekil 20. (a) OS1, (b) OS7 ve (c) OS14 olgularina ait HE boyama ornekleri (x100 biiyiitme)

Incelenen olgular (n=17) iki alt smifa ayrildi; OS grubu (n=8); histopatolojik
olarak OS tanis1 konmus, ortalama 32 ay takipte metastazi gelismemis olan OS
hastalari, MOS grubu (n=9) ise; MRG ve/veya BT gibi goriintiileme metodlart ile
gorliintiilenmis akciger metastazina sahip olan metastatik OS hastalaridir. Kemik
tiimorlerinin evrelemesi Enneking sistemine gore yapildi. Calismada kullanilan olgulara

ait veriler Tablo 18’de 6zetlendi.
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Tablo 18. Olgularin genel bilgileri

Olgu | Yas, Operasyon Oliim Tutulum Tiimér
o o o ) Tam Evre Metastaz
No |[Cinsiyet Tarihi Tarihi Yeri Capi
0Os1 15, K 12/01/2017 - Femur distal  Diisiik gradl: santral | <5cm Yok
0s2 26,E  06/01/2017 18/11/2019 Mandibula Fibroblastik OS 1B <5cm Yok
0sS3 17, K 25/01/2017 01/02/2018 Femur distal Konvansiyonel OS | <5cm Yok
0S4 29, E 12/02/2016 - Femur distal Fibroblastik OS 11 <5cm Var
0S5 18,E  27/02/2015 04/05/2017 Femur distal Konvansiyonel OS 11| <5cm Var
0S6 27, E 12/03/2015 19/04/2016 Femur distal ~ Konvansiyonel OS 11 <5cm Var
Tibia
os7 28,E  07/03/2018 - ) Fibroblastik OS | <5cm Yok
proksimal
Femur
0s8 43,E  26/03/2015 03/04/2016 ) Konvansiyonel OS IIB  <5cm Var
proksimal
0s9 17, K 18/04/2017 21/02/2018 Gogiis duvart  Konvansiyonel OS i >5cm Var

0S10 14, K 21/05/2015 01/08/2016  Femur distal  Konvansiyonel OS 1A <5cm Yok

Tibia
Os11 17,E  01/07/2016 = . Konvansiyonel OS il >5cm Var
proksimal
0S12 43,E  05/09/2014 03/04/2016 = Femur distal Konvansiyonel OS 11 >5cm Var
0S13 18, K 12/11/2015 - Femur distal ~ Konvansiyonel OS 11 >5cm Var
Tibia
0s14 39,E  12/12/2014 31/02/2015 . Kondroblastik OS i >5cm Var
proksimal
Tibia
0s15 37, K 01/12/2016 - . Diisiik gradli santral | <5cm Yok
proksimal
0S16 36, K 05/10/2017 - Femur distal Parosteal OS | <5cm Yok
0Os17 39, K 20/11/2017 - Femur distal Parosteal OS | <S5cm Yok

Olgularin 9’u erkek, 8’1 kadin iken, ortalama yaslar1 27+10’dur. OS’nin en ¢ok
tuttugu organlar sirasiyla femur (%58,82), tibia (%17,65), mandibula (%11,76) ve
gogls duvart (%11,76) olarak gozlendi. Olgularin yarisindan ¢ogu konvansiyonel OS
tanis1 alirken, %17,65°1 fibroblastik OS, %11,76°s1 parosteal ve diisiik gradli santral OS
ve %5,88’1 Kondroblastik OS tanisina sahiptir. MOS grubunda, akciger metastazi olan
biitiin olgular evre III’te iken, OS grubunda olgularin %35,29’u evre 1, %11,76’°s1 evre
IIB ve %5,88’i evre ITA’dadir. Olgularin ¢ogunda (%70,59) timo6r ¢apr < Scm’dir.
Olgulara ait demografik verilerin dairesel grafik gosterimi Sekil 21°de sunuldu.
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B % 11,76 Diisiik gradli OS (n=2)
% 17,65 Fibroblastik OS (n=3)

B % 52,95 Konvansiyonel OS (n=9)
% 5,88 Kondroblastik OS (n=1)

B % 11,76 Parosteal OS (n=2)

Cingdyet Tani
W 252,94 Erkek (n=9)

%47,06 Kadin (n=8) '

Tutulum Yeri

A

B %58,82 Femur (n=11) B % 35,29 | (n=6)
%11,76 Mandibula (n = 1) % 5,88 11A (n=1)

B %11,76 Toraks (n=1) B %11,76 11B (n=2)
917,65 Tibia (n = 4) ‘ %47,06 111 (n=8)

Timor capi Metagtaz
M %70,59 £5 cm B %47,06 Yok (n=8)
(n=12) % 52,94 Var (n=9)
% 29,41 >5cm
(n=5)

Sekil 21. Olgulara ait cinsiyet, tutulum yeri, tani, evre, tiimor ¢ap1 ve metastaz bilgileri

Tiim hastalarin ortalama sagkalim siiresi 917,41+£534,88 giin iken, sagkalim
analizleri ile MOS grubunda medyan sagkalim stiresi 576 giin olarak hesapland1 (Sekil
22). OS grubunda sagkalim oran1 %87,5 iken, MOS grubunda bu oran %33,3 tiir.
Sagkalim testleri uygulanirken, zaman baglangici olarak olgularin ameliyat olduklar
tarih alindi. Bu tarihten itibaren, olgularin 6liimiine ya da son takibine kadar gecen siire

sagkalim siiresi olarak ifade edildi.

100~ —- 08
MOS

Genel Sagkalim (%)
3

T T T
0 500 1000 1500 2000
Sagkalim Siiresi (Guin)

Sekil 22. OS ve MOS gruplarinda genel sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi
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4.2. OS VE MOS DOKULARINDA GEN EKSPRESYON ANALIZLERIi

OS ve MOS gruplarindaki olgularin normal ve tiimér doku bloklarindan elde
edilen ornekler GZ-PZR yontemi ile calisildi. PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2,
MAGEA3 ve CDKN3 genlerine 6zgii primerlerle ekspresyonlar: incelenerek, hastaligin
ilerlemesinde ve metastazinda rol oynayabilecek genler belirlendi. Uglii tekrar (triplike)
olarak galisilan her 6rnek ve gen i¢in ortalama esik dongiisii (Cycle Threshold; Ct)
degeri ve SD hesaplandi. Ct degeri; tanimlanan esik degere ulasmak icin gereken dongii
sayisidir. ACTB geni referans olarak kabul edildi ve diger genlerin ekspresyon degerleri
ACTB'ye gore normalize edildi. Tiimoér dokularinin delta-Ct degerlerinden normal
dokularin ortalama delta-Ct degerlerinin ¢ikarilmasi sonucu delta-delta Ct degerleri elde
edildi. PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve CDKN3 genlerinin ekspresyon
seviyeleri ile referans olarak ACTB geninin ekspresyon seviyesi karsilastirilmasi igin
Delta-Delta Ct metodu kullanilarak rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri (log2 kat
degisimleri) hesapland1 [126]. 244¢ degerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanilds;

2-AACt = 2-[Ct Tiimor Doku (Hedef Gen— Kontrol Geni) —Ct Normal Doku (Hedef Geni — Kontrol Geni)]

Degerlendirilen 17 6rnegin normal ve timoér dokularindaki rélatif mRNA
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, PRC1 ve EFEMP2 genlerindeki degisim
istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p<0,0001 ve p=0,0008) (Sekil 23). Normal
ve tiimor doku 6rneklerinden hesaplanan rolatif mRNA ekspresyon seviyelerinin (log2

kat degisimleri) ortalama + SD degerleri Tablo 19°da gosterilmektedir.

Tablo 19. Rélatif MRNA ekspresyon seviyelerinin ortalama + SD degerleri

PRC1 RRM1 EFEMP2 EIF4G2 MAGEA3 CDKN3

Normal doku 1,11+0,47  0,49+0,36 1,28+0,39 0,59+0,20 1,02+0,40 0,69+0,42

Timor dokusu  3,32+1,32  0,43+0,30 1,61£0,21 0,53+0,25 1,224+0,58 0,70+0,20




91

@

*kkk *kk

£

N

Ralatif mRNA ekspresyonu

Y
AN

()

KN

Normal doku PRC1
Tumor dokusu PRC1:
Normal doku RRM 14
Tiim6r dokusu RRM 1+
Normal doku EFEM P2
Tumor dokusu EFEM P2
Normal doku EIF4G2:
Timor dokusu El FAG24:
Normal doku M AGEA3-Ezz:E:
Tumér dokusu MAGEA
Normal doku CD
Tumoér dokusu CDK N3+

Sekil 23. incelenen biitiin olgulardaki rélatif mRNA ekspresyon seviyeleri
(***p<0,001 ve ****p<0,0001 gostermektedir)

PRC1 ve EFEMP2 genlerinin ekspresyonu normal dokularla kiyaslandiginda
biitin gruplarda artmigs olarak bulundu (Sekil 24a-24c). Biitin olgular
degerlendirildiginde, PRC1 geninin ekspresyonu normal dokulara kiyasla 3 Kkat,
EFEMP2 geninin ekspresyonu ise 1,3 kat artmis olarak gozlendi. RRM1, EIF4G2 ve
CDKN3 genlerinin ekspresyonunda normal dokuyla kiyasla degisiklik gozlenmedi.
MAGEA3 geninin ekspresyonunu ise 1,2 kat artmakla birlikte bu bulgu istatistiki bir

anlamlilik gostermedi.
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Sekil 24. incelenen biitiin olgularda PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve

CDKNS3 genlerinin rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri
(*¥** p<0,001 ve **** p<0,0001°i gostermektedir)

Sadece OS grubu kendi igerisinde degerlendirildiginde, PRC1 ve EFEMP2
genlerinin ekspresyon seviyelerindeki artis istatistiki olarak anlamli bulundu (sirasiyla
p=0,0053 ve p=0,0371) (Sekil 25a-25c). PRC1 geninin ekspresyon seviyeleri normal
dokuya kiyasla 2 kat, EFEMP2 geninin ekspresyonu ise 1,2 kat artmis olarak gozlendi.
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Sekil 25. OS grubunda PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve CDKN3 genlerinin

rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri
(* p<0,05 ve ** p<0,01’i gostermektedir)

Sadece MOS grubu kendi icerisinde degerlendirildiginde, PRC1 ve EFEMP2

genlerinin ekspresyon seviyelerindeki artig istatistiki olarak anlamli bulundu (sirasiyla

p<0,0001 ve p=0,0144) (Sekil 26a-26¢). PRC1 geninin ekspresyon seviyeleri normal

dokuya kiyasla 3,9 kat, EFEMP2 geninin ekspresyonu ise 1,3 kat artmis olarak

gozlendi.
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Sekil 26. MOS grubunda PRC1, RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve CDKN3

genlerinin rolatif mRNA ekspresyon seviyeleri
(* p<0,05 ve **** p<0,0001°1 gostermektedir)

OS ve MOS gruplarindaki toplam 17 olgunun normal dokularina kiyasla PRC1
ve EFEMP2 genlerindeki kat degisimleri incelendiginde; EFEMP2 ekspresyonunda iki
grup arasinda bir tutarhilik goriilmemesine ragmen, PRC1 ekspresyonunun MOS
grubunda daha yiiksek oldugu goriildii. PRC1 genindeki kat degisimleri igin medyan
deger 3,58 olarak bulundu ve MOS grubundaki 8 olgu medyan degerin istiinde
kalirken, sadece 1 olgu medyan degerinin altinda kaldi. OS grubundaki biitiin olgular

ise medyan degerinin altinda yer aldi. EFEMP2 genindeki kat degisimleri igin ise
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medyan deger 1,37 olarak bulundu ve MOS grubundan 5 olgu, OS grubundan 3 olgu
medyan degerinin tizerinde kald1 (Sekil 27).
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Sekil 27. incelenen biitiin olgularda PRC1 ve EFEMP2 genlerinin kat degisimleri

(Mor noktalar OS grubundaki olgulari, pembe noktalar MOS grubundaki olgulari, siyah ¢izgi ise medyan degeri temsil
etmektedir)

Tiim olgularda PRC1 ve EFEMP2 ekspresyonlarinin medyan degerleri (sirasiyla
3,58 ve 1,37) OS ve MOS gruplarini yiiksek ve diisiik ekspresyon gruplarina ayirmak
icin kullanildi. Biitiin olgular i¢in yiiksek PRC1 gen ekspresyonu grubu (n=9), yiiksek
EFEMP2 gen ekspresyonu grubu (n=9), diisik PRC1 gen ekspresyonu grubu (n=8) ve
diisik EFEMP2 gen ekspresyonu grubu (n=8) olusturularak sagkalim analizi yapildi.
Istatistiksel degerlendirme sonucunda, PRC1 ve EFEMP2 gen ekspresyonlarmin
sagkalim siiresi ile anlamli olarak degisimi gozlenmedi (Sirasiyla p<0,3432 ve
p<0,7960) (Sekil 28-29) . Tim olgularda yiiksek PRC1 gen ekspresyonu grubunda
sagkalim siiresinin medyan1 797 giin, yiiksek EFEMP2 gen ekspresyonu grubunda ise
1046 giin olarak bulundu.
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Sekil 28. Biitiin olgularda diisiik ve yiiksek PRC1 gen ekspresyonu gruplarinda genel
sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi
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Sekil 29. Biitiin olgularda diisiik ve yiiksek EFEMP2 gen ekspresyonu gruplarinda genel
sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi

OS grubunda yiliksek PRC1 gen ekspresyonu grubu (n=1), yliiksek EFEMP2 gen
ekspresyonu grubu (n=4), diisiik PRC1 gen ekspresyonu grubu (n=7), diisiik EFEMP2
gen ekspresyonu grubu (n=4) ve MOS grubunda yiiksek PRC1 gen ekspresyonu grubu
(n=8), yiikksek EFEMP2 gen ekspresyonu grubu (n=5), diisik PRC1 gen ekspresyonu
grubu (n=1), diisik EFEMP2 gen ekspresyonu grubu (n=4) i¢in sagkalim analizleri
yapildi (Sekil 30-31). OS olgularinda yiiksek PRC1 gen ekspresyonuna sahip olgularda
sagkalim siiresinin medyan1 1046 giin, MOS olgularinda ise 404 giin olarak bulundu.
Yiksek EFEMP2 gen ekspresyonuna sahip olgularda sagkalim siiresinin medyani ise

OS grubunda 1216 giin iken, MOS grubunda 686,5 giin olarak bulundu. Yiiksek PRC1
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ve EFEMP2 gen ekspresyonu gosteren olgularin sagkalim siiresi diisik gen
ekspresyonlar1 gosteren olgulara kiyasla daha kisa oldugu goriildi. Sagkalim egrisi
PRC1 ve EFEMP2 gen ekspresyonlar1 agisindan istatistiksel olarak karsilastirildiginda
ise OS (sirasiyla p<0,3953 ve p<0,7015) ve MOS (p<0,2801 ve p<0,9242) gruplari

arasinda anlamlilik bulunmad:.

a. 0s b. MOS
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Sekil 30. Diisiik ve yiiksek PRC1 gen ekspresyonu gruplarinda genel sagkalimlarin
Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi
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Sekil 31. Diisiik ve yiikksek EFEMP2 gen ekspresyonu gruplarinda genel sagkalimlarin
Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi

Yapilan gen ekspresyonu ve sagkalim analizleri sonucunda; iki olgu grubu
arasinda metastazi bulunan hastalar1 igeren MOS grubunda ekspresyon seviyeleri farki
en yliksek, istatistiki olarak anlamli ve yiiksek gen ekspresyon grubunda sagkalim siiresi
en kisa olan PRC1 geni ile iliskili protein ve kromozom seviyesinde olgularin
dokularinda diger degerlendirmeler yapildi, ayrica in vitro deneylerle PRC1 geni

tizerinden analizler yapildi.
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4.3. 0S VE MOS DOKULARINDA PRC1’IN IHK DEGERLENDIRMELERI

FFPE bloklarindan aliman kesitlerdeki PRC1 protein ekspresyonunun semi-
kantitatif olarak belirlenmesi i¢in, incelenen preparatlarda niikleer ve sitoplazmik
boyanmalar iki farkli goz tarafindan bagimsiz olarak degerlendirildi. PRC1 proteini
genel olarak; interfaz hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde, mitozda ig iplik¢ikleri ile baglantili
ve sitokinez sirasinda ise hiicrenin ortasinda yer almaktadir. IHK skorlamasi icin
boyanin yogunlugu ve pozitif hiicrelerin yayginligi kriterleri degerlendirildi. Buna gore
boyanin yogunlugu skorlamasi negatif; 0, zayif; 1, orta; 2 ve kuvvetli; 3 olarak, pozitif
hiicrelerin yayginligi skorlamasi ise tim timor alanmnin pozitif boyanmis tiimor
hiicrelerine yiizdesine gore; 0; %0-4, 1; %5-24, 2; %25-49, 3; %50-74 ve 4; %75-100
olarak yapildi (Sekil 32a-b).
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Sekil 32. (a) OS17 ve (b) OS14 olgularinda iHK ile degerlendirilen PRC1 boyamasina ait
ornekler (x200 biiyiitme)

Her olgu i¢in PRC1 protein ekspresyon skoru ise, yogunluk ve yaygmlik
skorlariin ¢arpilmast ile belirlendi. Skor; en biiyilk sayr en yiliksek protein
ekspresyonunu gostermek kaidesi ile 0 - 12 arasinda degismektedir. PRC1 protein
ekspresyon skorunun cutoff degerinin belirlenmesi igin medyan (ortanca) deger
hesapland1 (medyan=3) ve disiik ekspresyon grubu medyan degerin alti, yiiksek

ekspresyon grubu medyan degerin iistii olarak belirlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. (a) OS grubunda yiiksek PRC1 protein skoruna sahip OS2 olgusunun (Skor:6)
x100 ve (b) x200 biiyiitmedeki goriintiileri, () MOS grubunda yiiksek PRC1
protein skoruna sahip OS4 olgusunun (Skor:12) x100 ve (d) x200 biiyiitmedeki
goriintiileri

Incelenen tiim olgularin timdr ve normal doku orneklerindeki protein
ekspresyon skorlar1 karsilastirildiginda, PRC1 proteinin niikleus ve sitoplazmadaki
ekspresyonunun arttigi  gozlendi. Tim olgularm normal doku Ornekleri ile
karsilastirildiginda, tiimor dokularinda istatistiksel olarak PRC1 protein ekspresyonunda
anlamli bir artig bulundu (p=0,0011) (Sekil 34).
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Sekil 34. Biitiin olgularda PRC1 protein ekspresyon skorunun istatistiksel analizi
(** p<0,01’i gostermektedir)

Yalnizca OS grubundaki olgular degerlendirildiginde; en yiiksek protein
ekspresyon skoru 6 olarak gozlendi (normal doku IHK skor ortalamasi =
0,3750+0,2631, tiimér dokusu IHK skor ortalamasi = 1,375+0,7304), ve normal doku
ornekleri ile kiyaslandiginda, PRC1 protein seviyelerinde immiinohistokimyasal olarak

istatistiksel anlamlilik bulunamadi (p=0,2641) (Sekil 35).
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Sekil 35. OS grubunda PRC1 protein ekspresyon skorunun istatistiksel analizi
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MOS grubundaki olgular degerlendirildiginde ise; en yiiksek protein ekspresyon
skoru 12 olarak gozlendi (normal doku IHK skor ortalamasi = 1,444+0,5031, tiiméor
dokusu IHK skor ortalamast = 7,333+1,280), ve normal doku o&rnekleri ile
kiyaslandiginda, PRC1 protein ekspresyonunda anlamli bir artis bulundu (p = 0,0005).
(Sekil 36).
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Sekil 36. MOS grubunda PRC1 protein ekspresyon skorunun istatistiksel analizi
(*** p<0,001°i gostermektedir)

Biitiin olgularda diisiik ve yiikksek PRCI1 protein ekspresyon gruplarinin
(srrastyla  n=9, n=8) sagkalim egrisi ve sagkalim analizleri sonuglar
degerlendirildiginde 1ise, diisik PRCI1 protein ekspresyonu gosteren olgularin
%22,2’sinin hayatin1 kaybettigi, yiiksek PRCI1 protein ekspresyonu gosteren olgularin
ise %87,5’inin hayatin1 kaybettigi goriildii. Yiiksek PRC1 protein ekspresyonu gosteren
olgularda sagkalim siiresinin medyan1 490 giin olarak hesaplandi. Sagkalim egrisi
istatistiksel olarak analiz edildiginde sagkalim siiresi yoniinden incelenen biitiin olgular

ile artan PRC1 protein ekspresyonu iligkisi anlamli bulundu (p=0,0056) (Sekil 37).
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Sekil 37. Biitiin olgularda diisiik ve yiiksek PRC1 protein ekspresyon skoru gruplarinda

genel sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi
(** p<0,01°i gostermektedir)

OS ve MOS grubu degerlendirildiginde, OS grubunda diisiik ve yiiksek PRC1
protein ekspresyon gruplarinda (sirastyla n=7 ve n=1) sagkalim analizi istatistiksel
olarak anlam ifade etmezken (p=0,3953), MOS grubu diisiik ve yiiksek PRC1 protein
ekspresyon gruplarinda (sirastyla n=2 ve n=7) artan PRC1 protein ekspresyonu anlamli
sekilde olgularin sagkalimi ile iliskilendirildi (p=0,0438) (Sekil 38). Yiiksek PRCI1
protein ekspresyonu gruplarinda sagkalim siirelerinin medyanlar1 OS grubunda 1046

giin, MOS grubunda ise 404 giin olarak bulundu.
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Sekil 38. Diisiik ve yiiksek PRC1 protein ekspresyon skoru gruplarinda genel

sagkalimlarin Kaplan-Meier egrisi ile gosterimi
(* p<0,05°1 gostermektedir)

4.4. OS VE MOS DOKULARINDA FISH DEGERLENDIRMELERI
OS ve MOS gruplarindaki olgularin normal ve tiimor doku bloklarindan alinan
kesitlerde PRCI1 genini igeren 15. kromozomun sayisal anomalilerini belirlemek i¢in

FISH yontemi uygulandi. 15. kromozomun sentromer bdolgesi (15p11.1-q11.1) 5-
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Fluorescein (maksimum absorbans=491 nm, maksimum emisyon=515 nm) bagl prob
ile boyanarak hazirlanan preparatlar, fluoresan mikroskobunun DAPI ve FITC filtreleri
ile iki farkli gbz tarafindan bagimsiz olarak degerlendirildi (Sekil 39d). FISH
skorlanmasi i¢in her 6rnekte 200 hiicrenin hibridizasyon sinyalleri (yesil) sayildi (Sekil
39b-c). Hasarli, pargalanmis, st iiste gelmis g¢ekirdekleri olan ve sinirlar1 belirsiz
hiicreler degerlendirmeye alinmadi. Aralarinda bir sinyalin girebilecegi kadar mesafe
olmayan sinyaller tek olarak degerlendirildi. Toplam 200 hiicrede sayilan sentromer
sinyalleri sonucunda andploidiler belirlendi. 15. kromozom i¢in standart sinyal durumu
bir hiicre i¢in 2 yesil sinyaldir (normal hiicre), >3 sinyal 15. kromozomun artigi, <1

sinyal ise 15.kromozomun kaybi olarak degerlendirildi.

PRC1 IHK Kromozom 15 FISH

d Kromozom 15

T B

pi1.2
pid.a

X G111
q22.31
Gg24.1
q24.3
a25.1
Q25
425.3
a26.1
426.2
426.3

Sekil 39. (a) OS14 olgusunda PRC1 proteinin IHK boyanmasi (x100 biiyiitme), (b) aym
olgunun 15. kromozom sentromerinin FISH ile boyanmasi (x100 biiyiitme), (C)
normal hiicre (sar1 ok), monozomik hiicre (beyaz ok), trizomik hiicre (pembe 0k),
tetrazomik hiicre (mavi ok) ve pentazomik hiicrelerde (kirmizi ok) sinyal
goriintiisii (x200 biiyiitme), (d) 15. kromozom sentromerinin gen lokasyonu

Degerlendirilen biitiin olgularin  %42,85't 15. kromozomda sayisal artis
gosterirken, sadece %5,79'unda 15. kromozomun kaybi gézlemlendi. Sadece OS grubu
degerlendirildiginde, 15. kromozom kazancinin orant %32,43 olarak, MOS grubu
degerlendirildiginde ise ayni oran %55,79 olarak bulundu. OS grubundaki kromozom
kayb1 oran1 %4,91, MOS grubunda ise ayni oran %6,90 olarak bulundu. OS grubunda
sayilan ortalama 42+11,93 hiicrede 15. kromozom artis1, 6,37+4,94 hiicrede ise 15.

kromozomun kaybi gozlendi. MOS grubu icin ise, ortalama hiicre sayilar1 sirasiyla
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65,66£19,74 ve 8,77+6,21 olarak bulundu (Sekil 40). Hem kromozom kazanci hem de
kromozom kaybini igeren ortalama anormal hiicre sayis1 biitiin  olgular
degerlendirildiginde %49 olarak, sadece OS grubunda %37 olarak ve sadece MOS
grubunda ise %62 olarak bulundu.

200
@® BRiitiin Olgular
A OS
A m MOS
A
& AA
150-] P AA N
Z —o— A
=
O -
g e A
3) e =
‘21004 ©®
g L) N
= e EE
P o A -
sl ~o— A
o® shd
g A mE
o® AA
0 1 1 ; 1 1 & 1 1 ;
ol Lag! (o) ol Lag) (o) ol Lar! o
I ANV L AV I ANV
2 Z 3 2 z Z 2z
' ) ) > > ’ > >
3§ 5 2 5 5 S -
S @ o S @ o S = ©
2 z z s 2z £z =2 z £z
N2 =] =] A2 =] =] \Z = Q
MM MM MM

Sekil 40. FISH analizi sonrasi incelenen gruplarda kopya sayisina gore sayilan hiicrelerin
dagilim

Incelenen biitiin olgularda FISH yontemiyle sayimi yapilan anormal hiicrelerin
15. kromozomun artisi (kopya sayist >3) ve 15. kromozomun kaybi (kopya sayis1 <2)

yoniinden istatistiksel olarak degerlendirildiginde, MOS grubundaki kopya sayisi
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artiglart hem biitiin olgulara hem de OS grubuna goére anlamli sekilde yiikseldigi
bulundu (sirasiyla p<0,0315 ve p<0,0166) (Sekil 41).
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Sekil 41. FISH yontemiyle sayilan hiicrelerdeki ortalama anormal hiicre yiizdelerinin

gruplar arasindaki dagilimi
(* p<0,05°1 gostermektedir)

4.5. TRANSFEKSIYON VERIMLILiGI VE HUCRE CANLILIGINA ETKIiSI

Transfeksiyon c¢aligmalarinda PRC1 genini baskilayan SiRNA-PRC1 ve gen
baskilanmasimi spesifik olmayan etkilerden ayirt etmek i¢in negatif kontrol (SIRNA-
NK) kullanildi. SiRNA-NK, hiicrede bilinen bir hedefe sahip olmayacak sekilde
tasarlandi. Ilk olarak; en uygun konsantrasyon ve transfeksiyon verimliliginin
belirlenmesi i¢in kuyu basina siRNA’larin son konsantrasyonu 25 nM, 10 nM ve 1 nM
olacak sekilde transfeksiyon yapildi, 48 saat bekletildikten sonra hiicreler toplanarak,
GZ-PZR analizi ile PRC1 gen ekspresyonlari 3.2.8.5 bashiginda anlatildigi sekilde
hesaplanda.

Delta-delta Ct yontemi ile yapilan hesaplamalar sonucunda, Saos-2 hiicre hatti

25 nM, 10 nM ve 1 nM siRNA konsantrasyonu ile muamele edildiginde doza bagl
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olarak sirasiyla %99, %84 ve %44 oraninda PRC1 gen ekspresyonunu baskiladigi
gozlendi (normalizasyon i¢in ACTB referans alindi) (Sekil 42). Kontrol ve siRNA-NK
grubu ile karsilastirildiginda, transfeksiyon reaktifi ya da sSiRNA muamelesinin deney
diizeneginde gen ekspresyonu iizerinde 6nemli bir etkisi olmadig: goriildii. Bu sonuglar
degerlendirildiginde; 48 saat inkiibasyonda en uygun siRNA konsantrasyonu 25 nM

olarak belirlendi ve diger basamaklardaki transfeksiyon deneyleri bu orana gore yapildi.
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Kontrol siRNA-PRC1 siRNA-NK

Sekil 42. Farkh konsantrasyonlardaki siRNA uygulamalarimin PRC1 gen ekspresyonu
iizerine etkisi

Ayrica transfeksiyonun verimliliginin protein ekspresyonu lizerindeki etkisinin
belirlenebilmesi i¢in transfeksiyon yapilan ve yapilmayan gruplarda Western blot
yontemiyle PRC1 proteinin  ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Protein
seviyelerindeki degisimin belirlenmesi igin membranin goriintiilenmesi sonucu elde
edilen bantlarin gorselleri kullanildi ve analiz dansitometrik olarak Image] programi
(National Institutes of Health, Maryland, ABD) kullanilarak yapildi. PRC1 proteinin
protein ekspresyon diizeyleri beta aktin proteinin ekspresyon diizeylerine gore
normalize edildi (Sekil 43).
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Sekil 43. Saos-2 hiicre hattinda kontrol, siRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda PRC1 ve
Beta aktin protein seviyeleri

PRC1 geninin baskilanmasi sonucunda, PRC protein seviyesinde de azalma
gozlemlendi. Yapilan analizler sonucunda, SIRNA-PRC1 grubunda PRC1 protein
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna oranla %67 oraninda azaldig1 goriildi (Sekil
44).
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Sekil 44. Kontrol, sSiRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda rélatif PRC1 protein
ekspresyonu
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PRC1 geninin baskilanmasinin hiicre canliligi tizerindeki etkisi MTT yontemi ile
belirlendi. siIRNA-PRC1 ile muamele edilen Saos-2 hiicrelerinde ilerleyen zaman
gruplarinda canliligin azaldigr goriildii. SIRNA-PRC1 grubunda 0. saatte hiicre canlilik
oran1 %79 iken, 24. saatte %76, 48. saatte %73, 72. saatte %62 ve 96. saatte %51 olarak
bulundu. siRNA-NK grubunda ise bu oranlar sirasiyla; %80, %82, %85, %84 ve %88
olarak bulundu (Sekil 45).

100
SIRNA-NK
80
60— 4
SiRNA-PRC1

Hucre canlihg (%)
7

0 | | T | |
0.saat 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat

Sekil 45. SIRNA-PRCL1 ve siRNA-NK gruplarindaki hiicre canhlik yiizdeleri

4.6. APOPTOZ VE HUCRE DONGUSUNUN FLOW SITOMETRIK
ANALIZLERI

PRC1 genin Saos-2 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu ile baskilanmasi
sonucunda hiicre dongiisiinde ve apoptozunda meydan gelen degisimler flow sitometri
ile analiz edildi. Transfeksiyon yapilan hiicrelerde toplam apoptotik hiicre sayisi artis
gosterdi, kontrol ve NK gruplar ile kiyaslandiginda SiRNA-PRC1 ile baskilanan
hiicrelerde erken, ge¢ ve toplam apoptotik hiicre sayisindaki artis ve canli hiicre

oranlarindaki azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,0001) (Sekil 46).
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Il Toplam Apoptotik

Sekil 46. SIRNA-PRCL1, siRNA-NK ve Kontrol gruplarinda canl ve apoptotik hiicre

yiizdeleri

(**** p<0,0001°i gostermektedir)

Canlilik ag¢isindan degerlendirildiginde, hi¢bir uygulama yapilmayan kontrol
grubunda canli hiicre oran1 %95,07 iken, SIRNA-NK grubunda %89,37 ve siRNA-PRC1

grubunda %76,21 olarak gozlendi. Erken apoptotik hiicreler ise en fazla siRNA-PRC1

grubunda %23,11 olarak bulundu. Toplam apoptotik hiicre yiizdeleri; kontrol grubunda
%4,79, SIRNA-NK grubunda %10,56 ve SiRNA-PRC1 grubunda %23,69 olarak

bulundu (Sekil 47).
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Sekil 47. Kontrol, siRNA-NK ve siRNA-PRC1 gruplarinda apoptoz ve popiilasyon
profilleri

Ayni zamanda kaspaz kaskadinin aktivasyonunu gostermek ve flow sitometri
bulgularin1 dogrulamak igin kontrol, siRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda western
blot yontemi ile Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) antikoru ile protein seviyeleri
degerlendirildi (Sekil 48).
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Sekil 48. Saos-2 hiicre hattinda kontrol, siRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda PARP1,
kesilmis PARP ve Beta aktin protein seviyeleri

PARP1 protein seviyeleri, kontrol grubuna gore siRNA-PRC1 grubunda %93,
SiRNA-NK grubunda %59 azaldi. Kesilmis PARP proteini ise kontrol grubunda
eksprese olmadi. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore siRNA-
PRC1 grubunda PARP1'deki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,0067).
SiRNA-PRC1 grubunda kesilmis PARP protein ekspresyon seviyesindeki artis da
kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak bulundu (p=0,0005) (Sekil 49).
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Sekil 49. sSiRNA-PRC1 ve siRNA-NK gruplarinda PARP1 ve Kkesilmis PARP rolatif protein

seviyelerinin kontrol grubuna gore karsilastirilmasi
(* p<0,05 , ** p<0,01 ve *** p<0,001°1 gostermektedir)

Transfeksiyon sonrasi hiicre dongiisinin G0/Gl, S ve G2/M ardisik
evrelerindeki degisimler hiicre dongiisii analizi ile incelendi. Dinlenme halinde (G0/G1
fazi1) hiicreler her kromozomun iki kopyasimi igermektedir. Hiicre dongiiye girdiginde
kromozom DNA's1 sentezlenmeye baglamakta (S fazi) ve G2/M fazinda biitiin
kromozom DNA’s1 iki katina ¢ikmaktadir. Bu asamadaki hiicreler, GO/G1 fazindaki
hiicrelere oranla iki kat daha yogun fluoresan 1s1g1 yayamakta ve testin prensibi buna
dayanmaktadir. Hi¢bir uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda, hem
SiIRNA-PRC1 hem de siRNA-NK grubunda GO0/G1 ve S fazlarinda azalma goriildii ve
bu azalma istatistiki olarak anlamli bulundu (p<0,0001). G2/M fazinda ise, kontrol
grubuna kiyasla sadece siRNA-PRC1 grubu istatistiki olarak anlamli sekilde bir artig
gosterdi (p<0,0001) (Sekil 50).
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Sekil 50. SIRNA-PRC1, siRNA-NK ve Kontrol gruplarinda hiicre dongiisiiniin farkh

fazlarindaki hiicre yiizdeleri
(**** p<0,0001°1 gostermektedir)

Kontrol grubunda GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki hiicrelerin yiizdeleri sirasiyla
%54,7 , %29,8 ve %5,2 , SiRNA-NK grubunda sirasiyla %7,3 , %8,7 ve %4,6 iken
SIRNA-PRC1 grubunda bu oranlar sirasiyla %19,6 , %6 ve %12,4 olarak bulundu.
PRCL'in baskilanmasi ile G2/M fazinda kalan hiicre sayis1 istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttigi gorildii. Kontrol grubuna oranla, yaklasik iki kattan daha fazla hiicre

mitotik evreye gecis yapamadigi gézlemlendi (Sekil 51).
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5. TARTISMA

Cogunlukla mezenkimal hiicrelerden kaynaklanan malign kemik tiimori OS,
siklikla niiks ve metastaz yaparak, kotii prognoz ve yiiksek mortalite ile seyretmektedir.
MOS'larda goriilen agir tablolar, hastalarin sagkalimini etkileyen ana faktorlerden
biridir. Mevcut tedavi stratejileri, hem OS hem de MOS hastalarinda sinirh etkinlige
sahiptir. Bu sebeple, OS ve MOS hastalarinda tan1 ve tedavi amagli erken donem
molekiiler biyobelirteclerinin gelistirilmesine acil ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayn1 zamanda,
kemik timdrlerinde proliferasyon, invazyon ve tedaviye direncin altinda yatan biyolojik
mekanizmalar olduk¢a kompleks ve ¢ok asamali olmakla birlikte, hala belirsizliklerini
korumaktadirlar. Bu nedenle, farkli tedavi yaklasimlari arastirmak, hastalarin klinik
seyirlerini iyilestirmek icin yeni belirtecleri tanmimlamak ve molekiiler yolaklar
karakterize etmek hastaligin patogenezinin tanimlanmasi i¢in oldukg¢a kritik oneme

sahiptir.

Calismamizda inceledigimiz 17 olgunun normal ve tiimor dokularindaki PRC1,
RRM1, EFEMP2, EIF4G2, MAGEA3 ve CDKN3 genlerinin rolatif mRNA ekspresyon
seviyeleri karsilastirildiginda, hem PRC1 hem de EFEMP2 gen ekspresyonlarindaki
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p<0,0001 ve p=0,0008). Fibulin-
4 olarak da adlandirilan EFEMP2, ESM'de gorev yapan fibulin ailesinden bir
glikoproteindir [127]. EFEMP2, bag dokusu gelisimi ve elastik lif olusumu igin
gereklidir [128]. Bazal membrana lokalize olmalari sebebiyle, hiicreleri birbirine
baglayan ve destekleyen yapilarda rol almakta, gérev bozukluklar: durumunda ise tiimor
olusumunu destekledikleri gosterilmistir [129-132]. Li ve ark. yaptiklari ¢alismada,
EFEMP2 protein seviyelerini OS olgularmnda IHK ile degerlendirerek, artigimi
bulmusglardir. Ayrica EFEMP2 artigininin  timér biiyiimesi ile iligki oldugunu
gostermislerdir [133]. Yapilan benzer diger bir ¢alismada ise, artmis EFEMP2
seviyelerinin OS hastalariin kotii prognozu ile iligkili oldugu gosterilmistir [134].
Bizim c¢aligmamizda da normal dokularla kiyaslandiginda, EFEMP2 roélatif gen
ekspresyon seviyelerinin tiimor dokularinda istatistiki olarak anlamli sekilde arttig
gozlemlenmistir. OS ve MOS gruplarinda gen seviyelerindeki artis, kendi iginde
degerlendirildiginde anlamli olarak bulunsa da, iki grup birbirleriyle kiyaslandiginda

aralarinda bir fark bulunamamistir. Bu bulgu EFEMP2in OS hastaliginin olusumunda
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onkojenik 6zellik gdstermesine ragmen, metastaz yapan hastalar i¢in ayirici bir molekiil

olabilme ihtimalinin yiliksek olmadigini diisiindlirmiistiir.

Yapilan analizler, 6zellikle MOS grubunda PRC1’in hem mRNA hem de protein
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikseldigini gosterilmistir (Sekil 52-53).
Gen ekspresyonu agisindan degerlendirildiginde, hem biitiin olgularda hem de OS
grubuna kiyasla MOS grubunda PRC1 mRNA ekspresyonunun yiikseldigi bulunmustur
(Sekil 52a-b). Bununla birlikte PRC1 protein ekspresyonu i¢in de benzer sonuglar elde
edilmistir (Sekil 53a-b). PRC1’in asir1 ekspresyonunun hem mRNA hem de protein
seviyesinde metastaz varligi ile iliskili oldugu ve artmis protein seviyelerinin kisa
sagkalim ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu bulgular PRC1'in agresif timor gelisimiyle

baglantil1 olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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Sekil 52. (a) PRC1 gen ekspresyon seviyelerinin metastaz yapmayan ve yapan olgular ile

(b) normal ve tiimor dokular arasinda karsilastirilmasi
(*** p<0,001 ve **** p<0,0001°i gdstermektedir)
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Sekil 53. (a) PRC1 protein ekspresyon skorlarinin metastaz yapmayan ve yapan olgular ile

(b) normal ve tiimor dokular1 arasinda karsilastirilmasi
(** p<0,01°i gostermektedir)

PRC1, sitokinezin 6nemli bir diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. Sitokinez
mitoz boliinmenin son basamagidir ve bu asamada iki katina ¢ikmis olan hiicre
icerikleri boliinerek, iki bagimsiz ve es yavru hiicre olusur. Bu islem sirasinda en 6nemli
gorevi yapan mikrotiibiiller (MT); hiicrenin biiyimesi, bdliinmesi ve migrasyonunu
saglayan yapilardir. PRC1, MT'lere baglanarak, mitozu ve telofaz asamasinda sitokinezi
diizenlemektedir. Ayn1 zamanda, CDK'larin bir substrati olarak gorev yaparak hiicre
dongiisiinii de diizenlenmektedir. PRC1 ilk olarak Jiang ve ark tarafinda 1998 yilinda
bulunmustur [135]. PRC1 geni 15q26.1'de lokalize olmustur ve 620 amino asit
uzunlugunda, molekiiler boyutu 72 kDa olan bir proteini kodlamaktadir. Jiang ve
ark.'min ¢alismasi, PRC1 geninin siRNA ile baskilanmasi sonucu mitoz boliinmenin
bozuldugunu ve sitokinez siirecinin baskilanarak iki ¢ekirdekli hiicrelerin olustugunu
aciklamigtir [135]. Bunlara ek olarak, yapilan diger ¢alismalar PRC1'in MT c¢apraz
baglanmasinda Kritik rol oynadigini da belirtmistir [136].

Calismamiz PRCL1’in ozellikle metastatik olgularda yiikselmesinin, bu genin
hastaligin kotli prognozu ile iligkili olabilecegini gdstermistir. Ayn1 zamanda PRC1
genini tizerinde bulunduran 15. kromozomun, MOS grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttigi bulunmustur. OS hiicrelerinde meydana gelen sitogenetik

degisiklikler hiicrelerin proliferasyonu ve invazyonu i¢in avantaj saglamakta, yapisal ve
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sayisal anomaliler OS patogenezinde Onemli rol oynamaktadir. Yiiksek gradli
timorlerde kromozomal instabilite ve kompleks karyotipler siklikla goriilmektedir.
13ql14.2'de RB1 ve 17pl13.1'de TP53 TSG'lerini igeren kromozomlarin kismi ya da
tamamen kaybi1 OS'lerde goriilen bir bulgudur [137]. DNA hasar1 sonrasi aktive olan
RBI1 ve TP53 proteinleri hiicre dongiisiinii durdurarak, apoptozu indiikleme 6zelligine
sahiplerdir. Bu proteinleri kodlayan genlerin kaybi sonrasinda hiicre bdliinme
kontroliinii kaybederek, malign Ozellik kazanmaktadir [138, 139]. Bununla beraber
MYC, RUNX2 ve E2F3 gibi protoonkogenleri iizerinde bulunduran kromozomlarin
sayisal artiglar1 ve gen amplifikasyonlar1 ise bu genlerin kopya sayilarmi arttirarak, OS
patogenezinde onkojenik bir rol oynamasini saglamaktadir [140-143]. Calismamizda
yapilan FISH analiziyle, MOS olgularinda 15. kromozomun andploidisinin arttig1
gozlemlenmistir. Bunun sonucu olarak, hiicredeki gen ve protein seviyelerinin
degismesiyle, PRC1’in olas1 bir onkogen olarak islev gostererek tiimor olusumunu

destekleyici bir rol oynayabilecegi akla gelmistir.

Sitokinezde 6nemli rol oynayan PRCl'in OS hiicrelerinde asir1 ekspresyonu
sitokinezde anomalilere neden olarak, kromozom instabilitesi ve malign
transformasyona yol agmaktadir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda PRC1; meme,
akciger, yumurtalik, hepatoselliiler, prostat ve oral skuamdz hiicreli kanser ile
retinoblastomada tiimor olusumunda rol oynayan onkojenik bir faktor olarak bulmustur.
Luo ve ark. prostat kanseri hastalarinda yaptiklari ¢alismada, bizim ¢aligmamiza benzer
olarak, PRC1'in mRNA ve protein seviyelerini yiiksek olarak bulmuslardir. Bulgulari
PRC'in anormal ekspresyonunun prostat kanseri olan erkeklerde biyokimyasal olarak
rekiirrensi Ongorebilecegini ve hastaligin onemli bir prognostik belirte¢ potansiyeli
oldugunu gostermistir [144]. Zhan ve ark. da benzer sekilde, akciger adenokarsinom
hastalariin dokularint normal dokular ile kiyaslamis, artan PRC1 mRNA ve protein
seviyelerini gostermislerdir. Bizim calismamiza benzer sekilde yaptiklar1 analizlerle
PRCI1 proteinin agir1 ekspresyonunun lenf diigiimleri metastazi ile iliskili oldugunu ve
akciger adenokarsinomu hastalar1 i¢in kotii prognoz gostergesi oldugunu bulmuslardir
[145]. Bu ve ark. yiiksek dereceli ser6z yumurtalik kanseri hastalarinda PRC1’in hem
mRNA hem protein seviyelerinin yiikseldigini gdstermistir. Ozellikle BRCA gen
mutasyonu olmayan hastalarda PRC1 seviyelerinin yiikseldigini ve in vitro olarak
PRC1’in baskilanmast ile yumurtalik kanseri hiicre hattinin proliferasyonunun,

metastatik Ozelliginin ve ila¢ direncinin azaldigini belirtmislerdir [146]. Bunlarla
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birlikte oral skuamdz hiicreli kanser [147], retinoblastoma [148] , hepatoselliiler kanser
[149, 150], nazofarenks kanseri [151] ve meme kanserinin [152] artmis PRC1
ekspresyonuyla olan iliskileri de gdsterilmistir. PRC1'in sadece tiimorogenez degil,
diger cesitli hastaliklarla da iliskisi lizerine ¢esitli aragtirmalar yapilmistir. Rao ve ark.
PRC1'in Wnt/B-katenin sinyal yolag: iizerinden glioma iliskili onkogen homologu 1-
bagimli osteopontinin ekspresyonunu arttirarak karaciger fibrozisini kotiilestirdigini

bulmustur [153].

Bizim ¢alismamizda da literatiirde ilk defa OS olgularinda ve OS hiicre hattinda
PRCI1 seviyelerinin arttig1 ve hastaligin metastazi ile olan iliskisi gosterilmistir. Yapilan
analizler, PRC1'in asir1 ekspresyonunun akciger metastazi ve kotii sagkalim icin bir
belirteg olabilecegini diistindiirmiistiir. Bununla beraber in vitro ¢alismalarimiz PRC1
geninin OS hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozunda 6nemli bir fonksiyon tagidigini
gostermistir. PRCI1, ig ipliklerinin uzamasini engellemek amaciyla normal hiicre
boliinmesi sirasinda profazda kromozom sentromerlerinde, metafaz ve anafazin basinda
ise ekvator diizleminde yer almaktadir. Temel islevini telofaz evresinde aktin ve
kinazlar1 bogumlanma bdlgesinde toplayarak gerceklestirmektedir [154]. Yapilan in
vitro deneylerde, PRC1 siRNA's1 ile transfekte edilen Saos-2 hiicrelerinin g¢ekirdek
biitiinliigliniin degistigi ve hiicre sekillerinin bozuldugu goézlemlenmistir (Sekil 54).
Calismamizda PRC1 geninin baskilanmasi ile daha fazla OS hiicresinin G2/M fazinda
bloke olarak mitozun sonlandirilmasina neden oldugu gosterilmistir. PRC1, G2 fazinda
fazlaca eksprese edildigi i¢in ig ipliklerinin uzamasini ve polaritesini diizenlemektedir
[155]. Bu nedenle, PRC1 geninin baskilanmasi ile ig iplikleri normal islevlerini yerine
getirememis ve G2/M fazinda birikme meydana gelmistir. Hiicre dongiisiinde meydana
gelen bozulma sonucunda ise hiicre proliferasyonu baskilanmistir. Bu bulgular, PRC1'in

hiicre dongiisiinii diizenlenmede 6nemli bir katkisinin oldugunu gdstermistir.
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Bu bulguyu destekleyecek sekilde; SIRNA-PRC1 grubunda kiltiirii yapilan
Saos-2 hiicrelerinde yiizeye yapigsmayan ve Olii hiicre sayisinin arttigi goriilmiistiir.
Yapilan apoptoz deneyleri sonucunda, PRC1 geninin baskilanmasi ile mitoz-iliskili
mekanizmalarin etkilendigi ve OS hiicrelerinin apoptoza ugradig1 gosterilmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, SiRNA-NK grubundaki toplam apoptotik hiicre sayisi 2 kat
artmigken, siRNA-PRCI1 grubunda toplam apoptotik hiicre sayist 5 kat artmistir. Bu
bulgular transfeksiyon sonrasi hiicre canlilik yiizdeleri ile tutarli olarak bulunmustur.
MTT testi ile 48 saat sonunda sSiRNA-NK hiicrelerinde 6liim oranlar1 (Oliim orani=100-
Canli hiicre yiizdesi) %15 iken, SIRNA-PRC1 grubunda bu oran %27 olarak
gozlenmistir. PRCL1 ile transfeksiyon yapilan Saos-2 hiicrelerinde apoptotik hiicre sayisi
apoptoz analizinde sSiRNA-NK grubuna gore 2,2 kat, MTT analizinde ise 1,8 kat artmig
olarak gozlenmistir. MTT analizi, PRC1 yoklugunda hiicre canliliginin zamanla
azaldigin1 gostermistir. Bu bulgu OS hiicrelerinin proliferasyon igin PRCl1'e ihtiyaci
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, PRC1'in OS hastalarinda sitokinez ile iligkili
yolaklar araciligiyla tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu tesvik ettigi sonucuna

varilmistir.
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Ayni zamanda kaspaz kaskadinin aktivasyonunu gostermek ve flow sitometri
bulgularin1 dogrulamak i¢in western blot yontemi ile PARP1 ve kesilmis PARP’in
protein seviyeleri incelenmistir. PARP, DNA hasarlarinin tamiri siirecinde, apoptozda
ve genetik stabilitenin korunmasinda rol oynayan DNA-baglayici bir enzim olarak
gorev yapmaktadir. DNA'da olusan hasarin onarimini saglamak i¢in hiicre dongiisiinde
kontrol noktalar1 ve apoptotik yolak seri olarak koordine olmaktadir. Eger onarim
hizlica gerceklesmezse, olusan hasar hiicre dongiisiinii etkileyerek, hiicrenin apoptozdan
kagmasina ve genom stabilitesinin bozulmasina neden olur [156]. Hasar kontroliinde
onemli bir gorevi olan PARP, DNA hasarlarina yanit olarak aktive olmakta ve p53'i
aktiflestirmektedir. p53 proteini Bcl-2'yi baskilayarak ve Fas aktive ederek hasarli
hiicreyi apoptoza yonlendirmesi sonucu hiicre Sliimiinii saglamaktadir. DNA tamirinde
gorev yapan PARP'!m ekspresyonunun artmasi hiicre dongiisii arresti ve apoptozu
indiikleyerek hiicrenin kontrolden ¢ikmasina ve malign 6zellik kazanmasina neden
olmaktadir [157, 158]. Calismamizda beklenildigi gibi, siRNA-PRC1 grubunda
kesilmis-PARP protein seviyesi, kontrol ve siRNA-NK gruplarina gore artmis olarak
gozlemlenmistir. Kontrol ve siRNA-NK gruplarinda PARP1 protein ekspresyon
seviyeleri artmisken, siRNA-PRC1 grubunda PARP1 protein ekspresyon seviyesi
azalmis, kesilmig-PARP protein ekspresyon seviyesi ise artmigtir. Kesilmig-PARP
diizeylerindeki artis, PRC1 geninin OS hiicrelerinde baskilanmasi ile malign hiicrelerin
apoptozunun uyarildigimi  ve PARP-iliskili DNA  onarimmin indiiklendigini

gostermektedir.

Hiicrelerin biiylimesini tesvik edici sinyal yolaklarinin engellenmesi ile timor
hiicresini apoptoza yonlendirmek cogu kanser tedavisi icin Onemli bir yaklagimdir
[159]. Calismamizda OS hiicrelerinde PRC1'in hiicre 6liimiindeki rolii arastirilmis ve
genin baskilanmast ile apoptozun anlamli bir sekilde indiiklendigi gosterilmistir.
Sonuglarimiz, 6zellikle metastatik OS hastalariin tedavisinde, PRC1'in baskilanmasi

ile timor hiicrelerinin biiyiimesinin engellenebilecegini gostermistir.

Sonug olarak; bu calismadan elde edilen veriler ile PRC1 gen ve protein
seviyelerinin OS'de yiikseldigi gosterilmistir. Yapilan literatiir taramasi daha Once
benzer bir sonucun bulunmadigini gostermistir. Ayrica, PRC1'in klinikopatolojik,
ozellikle metastaz ile olan iliskisi ve hastaligin patogenezindeki rolii ilk kez gosterilmis,

prognostik bir belirteg olarak malignite tedavisinde yliksek potansiyel tasidig
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bulunmugtur. Bunlarla birlikte, OS hastaliginin diisiik insidans oranit nedeniyle
analizlerin yapildig1 6rneklem grubu limitli olarak kalmistir ve hastalifin altinda yatan
molekiiler mekanizmanin tam olarak anlasilmasi i¢in daha ileri ¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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